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溶胶一凝胶法制备的二氧化硅中肌红蛋白的苯胺羟化酶活性 
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百五十年前，E'~lmen[1 首次进行了二氧化硅溶胶一凝胶(sol—ge1)合成，但是真正的发展 

则是在一个世纪以后。Sol—gel化学是在室温条件下溶液中进行的0]。有机母体和无机母体混合 

在一起，聚合后生成纳米级复合材料。这种有机一无机复合物在二十年中得到了很大发展： 。而 

在用 s0j—sel制备的二氧化硅中包埋生物活性物质才剐刚兴起。Braun等于 1990年报道 ]，将酶 

包埋在多孔的氧化物基质中，保持了酶的生物活性，并由此可以制得生物催化剂和生物传感 

器。此后，这方面的研究工作日益增多，已扩展到许多生物活性物质，诸如抗体乃至于整个细胞 

等： ]。 

用 sol—gel制备多孔透明的二氧化硅包埋生物分子，不仅可以保持生物分子的活性，而且由 

于二氧化硅具有多孔性，在固定生物大分子的同时，能允许小的被分析物分子扩散到其中 此 

外，二氧化硅自身的透明性，使得我们方便地用光谱方法监测其中所进行的反应”]。 

本文报道利用半人工多酶体系：还原辅酶 I二钠盐(NADH)一黄索单核苷酸(FMN)一肌红蛋 

白(Mb)，研究 sol—gel制备的多孔透明的二氧化硅包埋马心一肌红蛋白的苯胺羟化酶活性。 

l 实验部分 

1．1 仪器及试剂 

722型分光光度计(上海第三仪器厂)；高速离心机(上海医用仪器厂)；超声波清洗器(昆 

山市超声波仪器厂)。 

马心一肌红蛋白(Mb)，黄素单核苷酸(FMN)Sigma公司}还原辅酶 I二钠盐(NADH)，上海 

博奥公司；其他试剂均为分析纯。 

l_2 实验方法和原理 

1．2．1 Sol—gel方法制备包埋肌红蛋白的二氧化硅(Mb—sol—ge1) 

将 10ml TMOS(原硅酸四甲酯)和 2．2ml重蒸馏水以及 0．14ml 0．04tool·L 的盐酸混 
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合，超声波振荡 2O分钟，冷却至一1O℃后，取此溶液2mL与 2 mL 10 mmol·L 磷酸盐的缓冲 

溶液(pH值为6．24，0-4℃)混合，加入2O 、2 mmol·L Mb溶液，磁力搅拌约 1分钟，倒入容 

器中 10--20分钟胶凝，即得包埋Mb的二氧化硅(Mb—sol—ge1)口]。于0--4c密闭保存一天，然后 

浸入 10 mmol·LI1磷酸盐的缓冲溶液(pH值为 7．0)。一部分样品在测试前三天从容器中取 

出，置于空气中O～4 C保存，这部分样品称作干放样品。 

1．2．2 肌红蛋白的苯胺羟化酶活性 

在半人工多酶体系 NADH—FMN—Mb中，Mb具有苯胺羟化酶活性 。在此体系中，NADH作 

为电子给体，FMN作为电子中介体，将 Mb从高铁形式(met—Mb Fe(Ⅱ))经过还康，和氧结台逐 

渐转变为含氧形式(oxy—Mb)。这个电子传递过程可以通过测定体系的紫外一可见光谱加以确 

证咖。含氧形式的Mb则将苯胺氧化为对一氨基苯酚 。 

]．2．3 从 NADH到 nletMb的电子传递速率的测定 

配制 4 ml组成为 5 m。1·L-。Mb、5~tmol·L-。FMN、10 mmol·L 磷酸盐的缓冲溶液 

(pH值为 7．O)。加入 4 rng NADH后计时，于 37℃测量 408 rim处体系的吸光度随时间变化，由 

此推算电子从NAD经由FM_N传递到met—Mb的速率。 

1．2．4 肌红蛋白苯胺羟基化反应速率的测定 

1．2．4．1 肌红蛋白苯胺羟基化反应速率的测定 

配制 3 ml组成为 5帅0l·L～Mb、5岬。1·L～FMN、10 mmol·L。。磷酸盐的缓冲溶液 

(pH值为 7．O)6份 。分别加入 1．5 、2 uL、3 、5 、10 、20 的苯胺。恒温 37℃，再分别 

加入 2．4 mg NADH后反应开始，1小时后，加入 0．9 mL 2O (W／V)三氯乙酸终止反应。离心、 

取出 3ml上清液，加入 0．4mL 5 0A(w／v)苯酚／2．5tool-L 氢氧化钠溶液和 0．8mL1．25mol 

·L一-碳酸钠溶液，37℃恒温半小时，630 rim处测溶液吸光度，从而求得对一氨基苯酚的浓度。 

在上述标准反应条件下，对一氨基苯酚和苯酚反应转变为靛酚，靛酚在 630 rim处有最大吸收，1 

nmol对一氨基苯酚产生的靛酚产物在 630 rim处产生 0．0062吸收值 。 

1．2．4．2 Mb-soi—gel苯胺羟基化反应速率的测定 

配制 8 mL组成为 5~trnol·L-IMb—sol—gel、5 mo1·L～FMN、10 mrnol·L 磷酸盐的缓冲 

溶液(pH值为 7．O)7份。分别加入 3 、5 、7 、2O正L、3O uL、4O 、5O 的苯胺。恒温 

37c，再分别加入 6．4 mg NADH后反应开始，1小时后，分别取出 3 mL溶液，加入 0．9 mL 

2O (W／V)三氯z．酸终止反应。此后步骤同 2 4．】。 

2 结果和讨论 

2．1 不同反应物组合下，苯胺羟基化反应的相对活性 

表 1 苯胺羟基化反应初始速率同反应组分的关系 

Tible l Dep∞deI 0l Initial Ratea 0l the Hydroxylniioa Roaellon on Rem~tion Compon~ ts 
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从表 1可 看到，肌红蛋白包埋在 sol—gel 

制备的多孔透明的二氧化硅中后，仍然显示苯 

胺羟化酶活性，但与溶液中相 比较，其苯胺羟 

基化反应速率降低了约 3倍。并且可 看出 

NADH是该反应的电子来源，半人工多酶体系 

缺步了NADH后反应就不能进行；另外，FMN 

在此半人工多酶体系中是作为电子中介体存 

在，加快反应的进行。这和溶液中情况一致⋯]。 

2．2 从 NADH到 met—Mb的电子传递速率 

图 1中的两条曲线表明，肌红蛋白包埋在 

sol—gel制备的多孔透明的二氧化硅基质中后， 

从 NADH到肌红蛋白的电子传递速率要低于 

肌红蛋 白在溶液 中的传递 速率。这是 由于 

NADH要经过扩散运动才能进入到多孔透明 

的二氧化硅基质中缘故，并且在 Mb—sol—gel曲 

线上观察到约 5分钟的诱导期。 

2．3 Mb和 Mb—sol gel苯胺羟基化反应的 。 

(rain )和 (retool·L )值 

由图 2的两条直线分别计算得到苯胺羟 

基化反应的 k 和 ，其中 和 ， 相近。这 

表明，将肌红蛋白包埋在sol—gel制各的多孔透 

明的二氧化硅中，能够保持肌红蛋白的苯胺羟 

化酶活性，只是因为二氧化硅阻碍苯胺分子同 

肌红蛋白接蟹，才使得 t< ⋯ 亦即使反应速 

率降低。 

2．4 老化不同时间、干放和未经干放的 Mb— 

sol—gel的 I(rainI1)和 K_(mmol·L )值 

按 2．1所述制各的 Mb—sol—gel，老化不同 

时间，且有部分经干放后，经测定得到苯胺羟 

基化反应的 k (rain。。)和 K (mmm·L )值。 

图 1 从 NADH到 met—Mb的电f传递速率 

Fig．1 Electron injection rates from NADH to met—Mb 

via FM N 

▲M b ● Mb-sol-gel 

图 2 Mb和 Mb-sol-gel的 苯胺 羟基化 反应 韧始进 

率对苯胺浓度的双倒数图 

Fig．2 Double—reciprocal(Lincweavcr—Burk)山 ☆ of 

the rates of hydroxylation reaction against ani— 

line concentration 

● Mb，儿 = 8．7 mmol，L一 。 

． 一 0．079mth～ ： 

_ Mb-sol—gel， 10．3 mmol·L一 ． 

． 0．013 rain一 

表 2 老化不同时问、干放和未经干放的 Mb—sol—sea的 Ⅲ̂和 值 

Table 2 Ĥt(rain )and K~(mmol·L一 )Values of the Aged snd Dried MV~ -geis 

In SOlution、 m 8．7 mmol，L一 t一 0 079 rain— 
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可见老化时间为四个星期的 Mb—sol gel，不论是未经过干放处理还是经过干放处理，都依 

然有苯胺羟化酶活性 

本工作进一步证明用 sol gel制备的多孔透明的二氧化硅包埋肌红蛋白，保持了它原有的 

生物活性，这为光学生物传感器的发展提供了有利的条件。 
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ANIU NE—HYDRoXYLASE ACTlVITY oF MYoGLoBIN 

ENCAPSULATED IN SILICATE SoL—GELS 

W ang W ei Luo Xuemei Huang W ei W ang Jinxi Zhu Longgen 

( Key 咖 。』Coordlma．i~ Chon~ry， o：7 Chon~ry— 

m q N 汹 210093) 

Using sol—gel procedures．we encapsulated myoglobin in the porous and transparent silicate glass． 

The transparency of sol-gel makes it feasible for us to monitor the hydroxylafion reaction spectroscopi— 

cally in the pore of the matrix．Thus the西m and values of the hydroxylafion reaction for M b-sol— 

gel Were determined to be 10．3 mmol·L_。and 0—013 min_。．respectively．It shows that the ani~ne— 

hydroxylase activity of myoglohin (Mb)encapsulated in silicte sol—gels in maintMned and can be in— 

duced by a semi—artificial multienzyme system of NADH-FM N—M b． 

Keywords： sol～gel myoglobin aniline—hydroxylase 
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