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养条件中，３０ｄ后统计试验结果，结果增殖倍率高达４．８００，
优于正交试验中的各组，故金线兰根状茎茎段增殖培养最佳

培养条件为：ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ。

３　讨论

根状茎外形与根相似，蔓生于土层下，具有明显的节和节

间，叶退化成非绿色的鳞片叶，叶腋中的腋芽或根状茎的顶芽

可形成背地性之力的地上枝，同时节上产生不定根。根状茎

贮有丰富的营养物质，可存活１年以上，若因耕犁等外力切断
时，茎段上的腋芽仍可再生为新株［４］。根状茎比地上茎有更

强的生活力，以根状茎为材料诱导的试管苗可能比以地状茎

为材料诱导的试管苗具有更强适应力。相关报道中，以根状

茎为材料诱导的试管苗研究较少，笔者报道了金线兰根状茎

初代培养研究［５］，王建勤等报道了金线兰根状茎增殖培养研

究，他以ＭＳ＋６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ３．０ｍｇ／Ｌ的培养条件
获得了５．４倍的增殖倍率［６］，比本试验的增殖倍率高０．６，原
因可能是：（１）王建勤等使用的外植体产自福建省，而本试验
所用外植体产自贵州省，不同外植体对植物生长调节物质的

响应程度不同；（２）王建勤等的试验周期为 ４５ｄ，本试验的周
期为３０ｄ，较长的培养时间有利于更多芽的产生。

在金线兰组织培养研究结论中，植物生长调节物质

６－ＢＡ对组织培养结果的影响强于ＫＴ，本研究发现植物生长
调节物质ＫＴ对根状茎腋芽的增殖作用达到 α＝０．１０的显著
影响，而植物生长调节物质６－ＢＡ和 ＮＡＡ对根状茎腋芽的
诱导作用没有达到显著水平，３种植物生长物质作用强弱依
次是：ＮＡＡ＞６－ＢＡ＞ＫＴ。原因可能为：目前大多数金线兰组
织培养选用的材料为地上茎和原球茎，而本研究采用的试验

材料为金线兰地下茎，不同材料部位可能对不同的植物生长

调节物质的响应程度不同。
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辣根过氧化物酶生物印迹与交联
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　　摘要：对辣根过氧化物酶进行生物印迹，最佳模板选择根据检测印迹后酶活力大小来定，并对印迹的辣根过氧化
物酶进行了乙酰化和交联，用三硝基苯磺酸法检测乙酰化和交联的程度。结果表明，以对苯二胺为模板最佳，印迹酶

活性比游离酶增加约１０倍。
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　　Ｒｕｓｓｅｌｌ等发现有机溶剂中酶有一个非常奇特的现象，通
过配体与酶之间的相互诱导、相互作用可以改变酶的构象，即

生物印迹［１］。通过生物印迹提高酶在有机溶剂中的催化活

性，增加其作为催化剂的应用，如印迹脂肪酶在手性药物中间

体的拆分、食品分析、有机合成等过程中，都表现出了较好的

催化活性［１］。辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）
是一种糖蛋白，以铁卟啉为辅基，在过氧化氢存在时能催化苯

酚、苯胺及其取代物聚合，由于在辣根中含量很高而得名。试

验以ＨＲＰ为印迹对象，以底物及底物类似物为模板，分别对
ＨＲＰ进行生物印迹，通过检测印迹后酶活力大小来确定最佳
模板，后对印迹的辣根过氧化物酶进行乙酰化和交联，用三硝

基苯磺酸法检测乙酰化和交联的程度。印迹酶具有抗恶劣环

境、高稳定、长寿命、可设计性和催化效率高等特点，为酶的人

工模拟开拓了新的途径。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
试剂：ＨＲＰ：Ｅｃ１．１１．１．７，２５０Ｕ／ｍｇ，上海生工；马来酸酐，

江阴市顺飞精细化工厂；乙二醇二甲基丙烯酸酯（ＥＤＭＡ），上
海生工；对苯二胺 Ｃ．Ｐ，上海生工；偶氮二异丁腈（ＡＩＢＮ）Ａ．
Ｒ，上海市四赫维化工有限公司；二甲苯 Ａ．Ｒ，天津市巴斯夫
化工有限公司；对甲苯磺酸 Ａ．Ｒ，天津市科密欧化学试剂有
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限公司；对甲氧基苯甲酸 Ａ．Ｒ，中国医药集团化学试剂有限
公司；三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）Ａ．Ｒ，Ｓｉｇｍａ公司。

仪器：冷冻离心机；真空冷冻干燥机；紫外光聚合仪；

ＵＶ－１８００紫外可见分光光度计（日本岛津）；ＤｉｇｉｌａｂＭｅｒｌｉｎ
ＦＴ－ＩＲ分光光度计；电子天平；ＬＳＨＺ－３００型水浴恒温振荡
器；Ｈ－ＩＳ－Ｚ型数显恒温水浴锅。
１．２　试验方法
１．２．１　印迹酶制备　取１５ｍｇＨＲＰ，用０．２ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为
７．０的磷酸盐缓冲液１ｍＬ进行溶解，然后加入０．０１ｍｏｌ／Ｌ模
板，在０℃保存４０ｍｉｎ后，加入２ｍＬ的二氧六环，温度保持
在－２０℃，搅拌３０ｍｉｎ，４０００ｒｐｍ冷冻离心机离心１０ｍｉｎ，弃
去上清液，沉淀物用二氧六环洗３次，每次３ｍＬ，真空冷冻干
燥，即得印迹酶（ＮＩＥ）。
１．２．２　乙酰化印迹酶制备　取２０ｍｇＨＲＰ，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ、
ｐＨ值为７．８的磷酸盐缓冲溶液５ｍＬ进行溶解，加入模板，在
０℃下保存３０ｍｉｎ后，加入６０ｍｇ马来酸酐，５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ滴
定，保持ｐＨ值为７．８，搅拌４０ｍｉｎ后加入２ｍＬ二氧六环，温
度保持在－２０℃，继续搅拌３０ｍｉｎ，４０００ｒｐｍ冷冻离心机离心
１５ｍｉｎ，弃去上清夜，沉淀物用二氧六环溶液洗 ３次，每次
３ｍＬ，真空冷冻干燥，即得乙酰化印迹酶（ＡＩＥ）。
１．２．３　交联印迹酶制备　取１５ｍｇＨＲＰ，用０．５ｍＬ二氧六
环溶液进行溶解，振荡得悬液，依次加入 ０．２５ｍＬ交联剂
ＥＤＭＡ和５ｍｇ引发剂偶氮二异丁腈（ＡＩＢＮ），在 ３６６ｎｍ光
照、４℃下聚合５ｈ，用二氧六环洗涤３次，真空冷冻干燥，即
得交联印迹酶（ＣＬＩＥ）。
１．２．４　三硝基苯磺酸法检测游离氨基 ［２－３］　用过量三硝基
苯磺酸分别与印迹酶（ＮＩＥ）、乙酰化印迹酶（ＡＩＥ）、交联印迹
酶（ＣＬＩＥ）作用，剩余的三硝基苯磺酸和过量的 Ｌ－缬氨酸反
应，生成淡黄色三硝基苯衍生物，用紫外分光光度计在

４１０ｎｍ下进行分析。通过三硝基苯磺酸加入量与测得值的
差，间接测量乙酰化和交联的程度［２］。具体方法为：称取印

迹酶（ＮＩＥ）、乙酰化印迹酶（ＡＩＥ）、交联印迹酶（ＣＬＩＥ）各
１５ｍｇ，放置于１０ｍＬ棕色瓶中，加入４％ ＮａＨＣＯ３溶液５ｍＬ，
振荡５ｍｉｎ，观察有无聚集体，加入４μｍｏｌ／ｍＬ三硝基苯磺酸
液５ｍＬ搅拌，然后置于４０℃水浴里，避光反应１ｈ后，加入
４０μｍｏｌ／ｍＬＬ－缬氨酸溶液０．２ｍＬ，均匀混合后，置于 ４０℃
水浴里，避光反应１ｈ后，用纤维素膜抽滤，取滤液 １ｍＬ，加
０．５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液５ｍＬ，直至形成稳定的淡黄色三硝基苯
衍生物，用紫外分光光度计在４１０ｎｍ波长处测定吸光度。

２　结果与分析

２．１　印迹模板选择
由图１可见，与游离酶相比，４种模板印迹后酶活力都有

不同程度的增加，其中以对苯二胺为模板的印迹酶活力增加最

为显著，其次为对甲氧基苯甲酸，这说明印迹后酶的构象发生

了不同程度的变化，新结构更有利于酶－底物复合物的形成。
２．２　游离氨基检测

由图２可见，待测样品印迹酶（ＮＩＥ）、乙酰化印迹酶
（ＡＩＥ）、交联印迹酶（ＣＬＩＥ）中，印迹酶中游离氨基数目最多，
交联印迹酶游离氨基数目最少，这说明酶中一部分游离氨基

与交联化试剂发生了交联化反应，交联过程中酶的一些活性

基团被包埋，交联后游离氨基显著减少。

３　小结与讨论

从ＨＲＰ的结构与作用机制进行分析，在没有 Ｈ２Ｏ２存在

的情况下，芳香族底物和 ＨＲＰ及其一部分衍生物形成１∶１
可逆的杂合体，这一过程主要依靠酶、底物以及酶活性位点水

分子之间的疏水作用力和氢键［４］。对苯二胺是ＨＲＰ的底物，
它们之间能形成牢固的结合力，使酶的构象发生改变，在除去

底物后有机溶剂中这一构象仍能保持。对于底物类似物对甲

氧基苯甲酸来说，甲氧基中的氧原子以及苯甲酸基团能与

ＨＲＰ中Ａｒｇ的—ＮＨ２形成氢键，同时苯甲酸基团与活性位点
的一个水分子形成氢键，这一结合使酶的构象发生改变，并在

除去配体后的有机溶剂中仍能保持。二甲苯和对甲苯磺酸则

有所不同，除芳香环能与 ＨＲＰ活性位点血红素“裸露”边缘
的末梢位点结合外，几乎不能形成其他作用力。试验结果进

一步证明，以底物对苯二胺为模板的印迹酶活性最高，比游离

酶活性增加约１０倍。另外，ＴＮＢＳ法检测表明，乙酰化和交联
后游离氨基数均减少，证明这种改造酶的方法是可行的。
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