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生物膜活性测定中 TTC- 脱氢酶活性测定法的改进
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摘 � 要:对生物膜活性测定中氯化三苯基四氮唑( TTC) - 脱氢酶活性测定法进行了改进, 解决了标准曲线制作稳定性

差的问题,对测定中的诸多影响因素进行比较分析,确定了改进后的脱氢酶活性测定的最佳条件. 结果表明, 以甲苯作为萃

取剂的液- 液分层明显,提取效果好, 操作简便.以硫化钠代替连二亚硫酸钠作还原剂,效果较好, 显色稳定不褪色. 反应的

适宜 pH 值为 8. 6, 适宜温度为 38 � . 同时确定了生物膜的最佳培养反应时间为 6 h.
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生物膜在水环境中广泛存在,具有很大的表面积,有非常强的氧化能力, 可大量吸附废水中呈多种状态的有机物, 并通

过生物膜的吸附、吸收及生物代谢作用而降解去除[ 1] , 以此为基础的生物膜反应器在污水处理中被广泛应用.

在生物膜的活性测定中,脱氢酶活性测定法是重要的方法.在废水生物处理中,由于它可以反映处理体系中活性微生

物量及其对有机物的降解活性,因而成为一项考察生物膜的重要指标.测定脱氢酶的方法很多, 目前较为常用的是氯化三

苯基四氮唑(TTC)法,该法主要选用无色的 TTC 作为受体, 受氢后生成红色的三苯基甲 ( TF) .在以往的文献中,一直存在着

标准曲线制作稳定性差,反映不了真实的 TF生成量, 以及提取溶剂的不理想, 不同文献中测试条件差异较大等问题[2] . 笔

者在前人工作的基础上,从萃取剂、缓冲溶液、还原剂的选择、pH 值、吸收波长的选择、温度和显色时间等多方面进行了优

选比较,为 TTC- 脱氢酶活性测定方法的完善提供依据.

1 � 材料与方法
1. 1 生物膜样品制备

取 10 g 生物膜,用蒸馏水润洗 2次, 置于锥形瓶中,用玻璃珠剧烈摇动将生物膜打碎,用生理盐水 20 mL 稀释,用玻棒搅

动,使成悬液, 备用.

1. 2 主要仪器和试剂

( 1)氯化三苯基四氮唑( TTC) - 葡萄糖标准溶液: TTC 分析纯 0. 1 g 与葡萄糖1 g共溶于 100 mL蒸馏水中,棕色试剂瓶保

存. ( 2)甲苯(分析纯) ;三氯甲烷(分析纯) . ( 3)三羟甲基氨基甲烷( Tris) - HCI缓冲溶液, pH 值为 8. 6. ( 4)其它: 硫化钠, 连二

亚硫酸钠.

1. 3 实验方法

1. 3. 1 标准曲线的制作 � 在分液漏斗中依次注入 1, 2, 3, 4, 5, 6 mL 浓度为1 g/ L TTC- 葡萄糖标准溶液, 2 mL Tris- HCI缓冲溶

液及 1 mL 10% Na2S 新配溶液,摇匀; 待溶液充分显色后, 准确加入甲苯溶液 5 mL, 振摇, 完全提取 TF.放置片刻; 待溶液分层

后, 移至1 cm比色皿中稳定2 min. 取有机溶液层用752紫外分光光度计在波长485 nm处,测对应的吸光度( A )值,对脱氢酶活
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性作图,以试剂空白作对照,绘制标准曲线.

1. 3. 2 生物膜脱氢酶活性测定 � 取生物膜制备液 2 mL于带塞试管中, 依次加入 Tris- HCl缓冲液、0. 1 mol/ L葡萄糖液、

0. 5% TTC 各 2 mL,置入 37� 1 � 恒温箱中培养 6 h 后取出,加 2 滴浓硫酸终止反应,准确加入5 mL甲苯, 振摇,在 4 000 rpm

下离心 5 min, 取有机溶剂层比色. 在上述条件下,将 1 h 产生 1�ug TF 的量为 1个酶活力单位.

2 � 结果与讨论
2. 1 萃取剂的选择

脱氢酶与TTC 反应生成TF, TF颜色越深表明脱氢酶的活性越高. 因而TF的萃取是关键. 首先对不同文献[2- 5]中分别采

用的几种萃取剂,丙酮、甲醇、三氯甲烷和甲苯进行了筛选, 按照脱氢酶活性测定方法, 反应完毕后, 进行提取,离心,比色.

结果表明(表 1) :在同等条件下, 丙酮作萃取剂溶液发生浑浊, 显色不稳定; 三氯甲烷和甲苯作萃取剂,液- 液分层好, 显色

稳定,吸光度( A )值大; 甲苯和三氯甲烷作为提取溶剂较好, 但三氯甲烷比重比水大,提取离心后, 其位置介于生物膜与水层

之间,操作起来不便; 甲苯则比重较小,上浮能力强, 且有抑制脱氢酶活性的作用, 是较为理想的提取溶剂.

表 1� 不同萃取剂的吸光度值

项目 丙酮 甲醇 三氯甲烷 甲苯

状态 不分层 不分层 下分层 上分层

吸光度值 溶液浑浊 0. 923 1. 362 1. 359

2. 2 缓冲溶液的选择

将 4种缓冲溶液的 pH 均调至 8. 6,其它过程按 1. 3. 2 方法. 结果显示(表 2) , 从反应液的吸光度值看, Tris- HCl缓冲溶

液体系的最高;从反应后体系的 pH 值看, Tris- HCl缓冲溶液体系的 pH 变化最小. pH 值的稳定性直接关系到反应的灵敏度

和吸光度值的大小,T ris- HCl缓冲溶液表现出较大的缓冲容量,是适宜的选择.

表 2� 加入不同缓冲溶液的反应液吸光度值

项目 Tris- HCl 广泛 硼砂- 硼酸 巴比妥- HCl

吸光度值 0. 532 0. 296 0. 352 0. 366

反应后 pH 值 8. 5 7. 1 7. 5 7. 6

2. 3 标准曲线制作中 TTC 还原剂的选择, pH 值、吸收波长的选择

在不同 pH 值条件下进行反应,发现脱氢酶反应的 pH 值适应范围为 7~ 9. 根据文献[ 5- 6] , 设定 pH 值为 7. 4 和 pH 值

为8. 6 作进一步比较.结果显示(表 3) ,以 Na2 S2O4 为还原剂时, pH 值为 8. 6平均吸光度值较 pH 值为 7. 4的高出 50. 5% ;以

Na2S 为还原剂时, pH 值 8. 6 的平均吸光度值较 pH 值为 7. 4 高出 75. 6% .因此, pH 值为 8. 6 为反应适宜的 pH 值.

表 3� 不同还原剂、pH 值和吸收波长条件下的吸光度值

Tris- HCl缓冲溶液 pH 值 TTC�g�L- 1 吸收波长�nm
吸光度值

Na2S2O4 Na2 S

7. 4

0. 02
492 0. 167 0. 183

485 0. 175 0. 182

0. 10
492 0. 419 0. 927

485 0. 417 0. 931

8. 6

0. 02
492 0. 285 0. 431

485 0. 280 0. 434

0. 10
492 0. 565 1. 059

485 0. 570 1. 062
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� � 在不同文献报道中[3- 7] , 吸收波长的选择有 492 nm 和 485 nm 这 2 种, 表 3 结果显示, 在各组合条件下 A492 和 A485 两

者吸光度值差异在 0. 5% ~ 1%左右,因而 492 nm 或 485 nm 均可作为检测波长.

分别以Na2S2O4 和 Na2 S作为还原剂, 测试其不同条件下的酶活力.结果显示(表 3) ,以 Na2S 作为还原剂时的平均吸光

度值较Na2S2O4 平均高出 67. 3% .在 TTC 标准曲线制作时, 采用的还原剂多为连二亚硫酸钠[3- 7] , 将标准 TTC还原为 TF .在

TTC 工作液的处理中, 加入连二亚硫酸钠后, 溶液立即呈现红色, 但溶液色度随后逐渐减褪, 显色极不稳定. 这可能是 TTC

被还原成TF时, TF共轭双键被过剩的连二亚硫酸钠破坏,造成反应液中 TF 量下降. 以 Na2 S 作还原剂的处理,经 30 min 显

色完全后,色度稳定, 并可保持 6 h 吸光度值稳定.因此, 以硫化钠代替连二亚硫酸钠作还原剂, 效果较好.

2. 4 温度对酶活性的影响

将样品分别置于 38 � , 30 � 和 25 � 等不同温度条件下 ,按 1. 3. 2 步骤,反应 6 h,测其酶活力. 结果发现: 在 38 � 才出

现明显红色,而 30 � 和 25 � 基本无色. 表明生物膜脱氢酶的活性测定的适宜温度为 38 � .

2. 5 显色时间对酶活性的影响

图 1� 不同反应时间生物膜的脱氢酶活性

在酶活性的测定中,较短的培养时间可避免因底物浓度

下降, 产物的形成以及酶本身的变性所带来的不良影响. 但

培养时间过短则反应生成的被检测物质的量太少, 给定量检

测造成困难 ,因此应选择适当的培养时间. 在本实验设置的

条件下,每隔 1 h 取样测定酶活, 结果表明(如图 1) ,在波长

为485 nm的光照射下, 在一定时间内, 反应时间越长, 反应

液中TF的量越大, 吸光度值也越高. 但随着时间的延长, 反

应速率 ( A/ h)趋于平缓. 对生物膜而言, 培养时间以 6 h 为

佳,此时显色程度便于检出, 反应速率也较大. 不过,不同生

物膜由于所组成的微生物种群及形成时间和其它条件的差

异,反应的适宜时间也会有些差异.
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Abstract: The method of 3, 5, 5- triphenyltetrazolium (TTC) determining biofilms activity was improved, and the prob-

lem that the standard curve of determination on TTC- dehydrogenase activity can� t be made conveniently and stably

was resolved.The factors which influence the determination were studied.The results showed that sodium sulfide as re-

ducer, toluene as TF organic extractant , Tris- HCl as buffer solution, pH 8. 6 and 38 � were the best condition on the

developed method, and the optimum react ion time to cultivate biof ilms is 6 h.
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