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过氧化氢酶活性及活性抑制的紫外分光光度测定
‘
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徐镜波 哀晓凡 郎佩珍
�东北师范大学环境科学系

,

长春
,

� �� � � ��

摘 要

在体内实验条件下
,

测定 了鲤鱼肝脏过氧化氢酶的活性
�

实验结果表 明
,

过氧化

氢醉的紫外分光光度法是可靠的
�

活性抑制结果表明
,

对
一

二硝基苯 ��
一

� � �� 对鲤鱼

肝脏过氧化氢醉均有明显的抑制作用
,

� � �
。

值为 �
�

��� �� �
·

�一 ’
�

鲤鱼肝脏过氧化氢酶

可作为一 项指标用于生态毒理学研究
�

美扭词
�

鲤鱼
,

肝脏
,

过氧化氢醉
,

酶活性
,

抑制
�

在水生毒理学研究方面
,

鱼体肝脏过氧化氢酶 �� �� � ��� � ,

简写 �� � 活性及活性抑制

的碘量滴定法测定在国内已有报导〔’
,

�〕
,

但应用紫外分光光度法进行鱼体肝脏 �� 活性的

测定研究尚未见到
�

本文介绍了鲤鱼肝脏 �� 活性的紫外分光光度测定和第二松花江典型

检出污染物对
一

二硝基苯 ��
一

� � � � 对鲤鱼 �� 活性的抑制
�

结果表明
,

紫外分光光度法具

有更加快速简便
、

准确的特点
,

适用于亚致死剂量的生态毒理分析
,

为细胞分子水平的

毒性机制探讨提供重要的科学依据
�

� 实验部分

�
�

� 试剂与材料

磷酸盐缓冲溶液 � �� � �
�

� � � � 一 ’
� � �

·

�
一 ’ ,

� � 一 �
�

� � � 用重蒸馏水溶解 �
�

� � ��

� �
�
��

‘

和 �
�

� �  � � �
�
� � �

‘ ·

��
�
�

�

定容至 �� � � � � � �
�
�

�一

磷酸盐缓冲溶液 � �

用磷酸

缓冲溶液 � 稀释 �
�

� �� � �
�
�

�
�� � �

,

� � � � 至 �� �� �
,

该溶液在 � � � � �
,

�� � 比色皿下

测得吸光度应为 �
�

� �� 左右
�
将磷酸盐缓冲液 � 稀释 �� 倍

,

配成 � 一 �
�

� 只 � � 一 ‘
� ��

·

�
一 ‘

的磷酸缓冲溶液 �
�

� �
一

�� � 紫外分光光度计 �日本产 �
,

电动搅拌机
,

匀浆器
,

离心机
,

计时表
,

石英

比色皿
,

� �� 水簇箱
,

必备的化学玻璃器材
�

实验鲤鱼由长春市水产所养殖基地购得
�

鱼苗平均体重 �
�

�士 �
·

� � � 平均体长 ��  士

�
�

�� �
�

鱼苗经 �写食盐水消毒后进入实验室驯化 驯养采用除氯自来水
,

饲喂市售鱼饵
,

实验前一天停止进食
�

先测化学品对鱼� � 的 ��
�。

值
,

再以 � �� 一 � �� 浓度的被测溶液
,

将鱼暴露�� � 以 上
�

�
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�
�

� 组织处理

�� � 肝脏
�

染毒 � � 后
,

取每个浓度水簇箱 �一 � 尾鱼
,

擦干
,

称重
,

迅速解剖
,

取

出肝脏
,

称重
�

��� 匀浆
�

在玻璃匀浆器 内按 �� 肝重加 ��
�

��� 磷酸盐缓冲液 � 的比例加

入缓冲液
�

然后在冰水浴 �� 一 � � � 下用电动搅拌机带动玻璃匀浆器匀浆
,

匀浆过程始

终保持冰水浴
,

尽可能彻底
�

�� 离心
�

匀浆后
,

将匀浆液移入离心管离心
,

转速为 � � ��
� ·

� ��
一 ‘ ,

时间 �� ��
,

所得上清液用于 �� 活性测定
�

��  � � 活性测定

在室温 �� �
�

� 士 � � � 条件下
,

用 � �
一

� �� 紫外分光光度计测定鲤鱼肝脏 �� 活性
�

参

比池为 �
�

� �� �酶样 � �
�

�� � �
�
�

�一

磷酸缓冲液 �
�

样品池为 �
,

� � � �酶样 � �
�

� � � �
�
�

� �

磷酸缓冲溶液 �
�

采用 入一 � � � � �
,

� � 石英 比色皿
�

测定 � � 活性过程中
,

需测定酶样的蛋白质含量
�

本实验选用 � �� �� 试剂法闭
�

根据被测物 � �
�。

值和预试验结果
,

按等对数间距
,

将被测物配制成 � 个 以上浓度
,

包

括 。�
,

� �� �酶活性抑制浓度
,

并设对照
�

按上述步骤分别测定各浓度组的酶活性
�

�� � 酶活力计算

在浓度较高
、

反应时间较短的条件下
,

�� 催化 �
�
�

�

分解为一级反应小
」,

反应速率

为
�

� � ���山 � � �� ��
�

� �
�
�

式中
,

山 为 � , ,
� � 两时刻间的反应时间

� �
� ,

� �

为 � �
,
� � 时刻 �

�
�

�

的浓度
�

由于波长固定
, 。,

为固定常数
,

则上式亦可表示为
�

� � �� �仪� � �� ��
�

� �
�
�

式中
,

� � ,

� �

为 � �
,
� � 两时刻的吸光度

�

由于一个单位的 � � 活性定义为
�

在 �� ℃
,

� � � � 内使 � ��
�

分解一半时的酶蛋白量
,

因此
,

酶活性单位与一级反应的半衰期有关
�

半衰期
� 一 ��� ��

,

则测得半衰期与酶活性

关系为
�

� � � � �� ��� �� � �� �
�� � �� � �� � � � � �
 !∀。。。ed 一 In Z /K 一 In Z

本实验用 U V
一

1
90 紫外分光光度计测定 H

ZO Z在 o一60
5 内不同时刻的吸光度

,

求得

In A
一
t 直线的斜率

,

即为反应速度常数 K 值
.

另外
,

不同酶样含蛋白质量不同
,

得到的活性须用蛋白质量校正
:

A etivity (U
·

g
一 ’一

P
r

A
e t i

v
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C

p r o , 。.。

X V
p r 。:。‘n

在本实验中
,

加入的蛋白体积 V
prote.。

= 0

.

o l m l

,

测得的蛋白质浓度 C
p:O:。.。

以 m g
·

m l

一 ‘

牛血清蛋白表示
,

则上式可表示为
:

_ ,

_

、

A

e t i
v

i y t
( U ) X 1 0
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1. 5 E C
50 值计算

将被测物暴露组的浓度值与各浓度组对鲤鱼肝脏 Ct 活性抑制百分数进行直线 回归

分析
,

求出其 E C
S。
的估计值

.
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2 结果与讨论

被测物为 P
一

D N B

.

空白组无死亡
.
15d 后实验终止

,

各浓度梯度死亡率小于 1%
.

2. 1 实验梯度设计

依据鲤鱼 96 h 急性毒性数据
,

p

一

D N B 96 h 的 L C
S。
一 6

.
76 1 x 1 0

一6 m ol
·

1

一 ’ ,

用丙酮配

制贮备液浓度
:C 。一 n

.
36 m g

.
1
一 ‘

.

设置浓度梯度以对照 (表 1)
.
玻璃水簇箱总体积 40 L

左右
,

实验液体积 20 L
,

配制实验液时
,

要在快速搅动下用移液管逐渐加人贮备液
,

务必

使之混合均匀
.
每个水簇箱投 10 尾鱼

,

每 24h 换水一次
,

每次换水 10L
,

染毒时间 15d
.

2
.
2 空白组鲤鱼 Ct 测定

为确保本实验采用的紫外分光光度法测定鱼体肝脏 Ct 活性的准确性与可靠性
,

对正

常条件鲤鱼 (体重 1
.
99 ,

体长 5
.
6c m ) 平行 6 次测定 Ct 活性

.
以 In A 对时间 t作图

,

应

近似一条直线
,

该直线的斜率代表 Ct 活性
,

见表 2
.
由表 2 求出 兀一8

.
2 76 丫 10

一 3 ,

S 一

1
.
8 2 7 X 1 0 一 ‘

,

〔y % = S /犬一 2
.
2 %

.

表 1 实验浓度的设计

T able 1 E xperim entaleoneentration design

原始试验液 20 L 每天换水 10 L

加贮备液/nil 加丙酮/ml 加贮备液 /ml 加丙酮/m l

对 照

l/6 LC 。。

1 / 4 L C
s o

l /
3 L C

S。

l / 2 L C
S。

:

.

:

衰2 Ct活性测定结果

Table 2 R esults of C t aetivity

测定次数

K (X 10一 3
) 一8

.
516

一0
.
9996

一8
.
365

一0
.9997

一7
.976

一0
.9997

一8
.
212

一0
.
9998

一8
.
278

一0
. 9987

一8
.
319

一0
.
9996

h 7 7 7 7 7 7

2
.
3 染毒组鲤鱼的 Ct 活性测定

根据平行样品测定的吸光值
,

得到 K 的平均值 (灭)
,

然后按 10 0了/In2
,

求得活性

单位数
,

再用蛋白质浓度校正后即求得各染毒组 C t 活性测定结果 (表 3)
.
蛋白质含量测

定曲线的回归方程为
:y ~ 0

.
0 198+ 1

.
56 1 X l。

一 3x
, r

一0. 9 96
,

y 一A (吸光度)
,

x 一Pr 含

量
.
P

一

D N B 对鲤鱼肝脏 Ct 活性抑制百分数
,

随着化合物浓度增高
,

抑制率逐渐加大
,

经

统计分析得到 回归方程为 I~ 42
.
21 InC 十 106

.
7

,
r 一 。

.
9 97

,

I 一抑制百分数
,

c 为 P
一

D N B

的浓度
.
计算得到 p

一

D N B 的 EC
S。
一 0. o s o 7 m g

·

l
一 ’

·
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表 3 鲤鱼肝脏 C t活性结果

Table 3 R esults ofC t aetivity of eontam inated earp liver

对照 l/6 L C S
。

1 /
4 L C

s 。
1 / 3 L C

S。 l
/ 2 L C

S。

P
一
D N B / m

g
·

l
一 ‘

叉X 10
一 3

活性单位/U (lo0K /InZ )

活性/u
·

g
一 ‘一

Pr

I / 片

0

一 12
.
89

1
.
85 9

5
.497火 1 0 ‘

0

0
.

1 8 9 0
.
3 7 8 0

.

5 6 7

一9
.
72 2

1.403

0.284

一7
.
2 56

1.04 7

2
.
245 X 104

59.2

一5
.
87 2 一5

.066

0.847 0.731

3
.
602 X 10. 2

.
128 X 10. 0.914 X 10.

34
.
5 61.3 83

.
4

2
.
4 注意事项

(l) 使用健康
、

规格相近的同种同龄鱼进行实验
.

(2) 样品测定前
,

对正常对照组鱼平行6次测定 Ct 活性
,

以确保样品测定结果可靠
.

(3) 整个操作过程应尽量保持恒温
,

且反应时间不宜超过 sm in
.

(4 ) 反应体系的 pH 值应尽量保持在 pH 一 7.
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