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摘要　激光照射对酶活性的影响主要取决于光源的波长和能量。系统研究了激光的波长和能量对酶活性的改变，并

且对激光和发光二极管（ＬＥＤ）是否对酶活性改变具有相同的效果也进行了研究。分别采用能量为０～８１０Ｊ／ｃｍ２，激

光波长分别为５３２、８０８、１０６４、１３４２ｎｍ，ＬＥＤ波长分别为６４０ｎｍ和８１０ｎｍ的激光照射磷脂酶Ｃ，通过高效薄层层析法

（ＨＰＴＬＣ）测量经过光源照射０．５、１、２、３、４、６、１７、２４ｈ后神经酰胺的浓度来研究酶活性的改变。酶活性改变持续时间

通过以上实验数据进行评估计算。在一定波长范围内激光和ＬＥＤ照射均可以提高磷脂酶Ｃ的活性，效果取决于光

源的能量和波长，在经过照射后，酶活性的改变大约可以持续４ｈ。研究结果表明在报道激光照射对酶活性改变的时

候，酶活性改变持续时间应该作为一个主要的激光参数进行声明，还发现照射时选择波长、能量相同的激光源和

ＬＥＤ，其对酶活性的改变具有同样的效果。
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中图分类号　ＴＮ２４９；Ｒ３１８．５１　　　文献标识码　Ａ　　　犱狅犻：１０．３７８８／犆犑犔２０１４４１．０１０４００１

犈犳犳犲犮狋狅犳犔犪狊犲狉犪狀犱犔犈犇狅狀犈狀狕狔犿犪狋犻犮犘狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳犆犲狉犪犿犻犱犲

犣犺犪狀犵犎狅狀犵狔狌
１，２
　犌狌狅犢犪犺狅狀犵

１
　犔犻犢犻狀犵狓犻狀

２
　犣犺犪狀犵犣犺狅狀犵狋犪犻

１

犌狌狅犉犪狀犵
１
　犆狌犻犑犻犲

１

１犛犺犪狀狓犻犘狉狅狏犻狀犮犲犜狌犿狅狉犎狅狊狆犻狋犪犾，犜犪犻狔狌犪狀，犛犺犪狀狓犻０３００１３，犆犺犻狀犪

２犔犪狊犲狉犕犲犱犻犮犻狀犲犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犅犻狅犿犲犱犻犮犪犾犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犕犲犱犻犮犪犾

犛犮犻犲狀犮犲牔犘犲犽犻狀犵犝狀犻狅狀犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犜犻犪狀犼犻狀３００１９２，

烄

烆

烌

烎犆犺犻狀犪

犃犫狊狋狉犪犮狋　犜犺犲犻狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳犾犪狊犲狉犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀狅狀犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔犱犲狆犲狀犱狊狅狀狋犺犲狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺犪狀犱犲狀犲狉犵狔狅犳狋犺犲犾犻犵犺狋．

犜犺犲犻狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺犪狀犱犲狀犲狉犵狔狅狀犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔犻狊狊狋狌犱犻犲犱狊狔狊狋犲犿犪狋犻犮犪犾犾狔，犪狀犱狑犺犲狋犺犲狉犾犪狊犲狉犪狀犱犔犈犇

犾犻犵犺狋狊狅狌狉犮犲狊犺犪狏犲狋犺犲狊犪犿犲犲犳犳犲犮狋狅狀犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔犻狊犲狓犪犿犻狀犲犱．犘犺狅狊狆犺狅犾犻狆犪狊犲犆犻狊犲狓狆狅狊犲犱犪狋０～８１０犑／犮犿
２狅犳

犾犪狊犲狉狊犪狋狋犺犲狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺狅犳５３２，８０８，１０６４，１３４２狀犿犪狀犱狋狑狅犔犈犇狊狅狌狉犮犲狊犪狋狋犺犲狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺狅犳６４０狀犿犪狀犱８１０狀犿

狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔，犪狀犱犲狀狕狔犿犲狉犲狊狆狅狀狊犲狊犪狉犲犲狏犪犾狌犪狋犲犱犫狔犿犲犪狊狌狉犻狀犵犮犲狉犪犿犻犱犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狌狊犻狀犵犺犻犵犺狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲狋犺犻狀

犾犪狔犲狉犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔（犎犘犜犔犆）犪犳狋犲狉犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀狅犳０．５，１，２，３，４，６，１７，２４犺．犜犺犲犱狌狉犪狋犻狅狀狅犳犲犳犳犲犮狋犻狊犲狏犪犾狌犪狋犲犱

犳狉狅犿狋犺犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犱犪狋犪．犜犺犲犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔犮犪狀犫犲犻狀犮狉犲犪狊犲犱犫狔狌狊犻狀犵犲犻狋犺犲狉犾犪狊犲狉狅狉犔犈犇狊狅狌狉犮犲狑犺狅狊犲

狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺犻狊犾狅犮犪狋犲犱狑犻狋犺犻狀犪犮犲狉狋犪犻狀狉犪狀犵犲，犪狀犱狋犺犲犲犳犳犲犮狋犱犲狆犲狀犱狊狅狀狋犺犲犲狀犲狉犵狔犪狀犱狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺狅犳狋犺犲犾犻犵犺狋．犜犺犲

犻狀犮狉犲犪狊犲犻狀犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔犮狅狀狋犻狀狌犲狊犳狅狉犪犫狅狌狋４犺犪犳狋犲狉犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀．犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊犺狅狑狊狋犺犪狋狋犺犲犱狌狉犪狋犻狅狀狅犳犲狀狕狔犿犲

犪犮狋犻狏犻狋狔犮犺犪狀犵犲狊犺狅狌犾犱犫犲犻狀犮犾狌犱犲犱犪狊狅狀犲狅犳狋犺犲犿犪犻狀犾犪狊犲狉狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狑犺犻犾犲狉犲狆狅狉狋犻狀犵狋犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犾犪狊犲狉犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀狅狀

犲狀狕狔犿犲狊．犅犲狊犻犱犲狊，犾犪狊犲狉狊狅狌狉犮犲狊犪狀犱犔犈犇狊狅狌狉犮犲狊犺犪狏犲狋犺犲狊犪犿犲犲犳犳犲犮狋狅狀犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔狑犻狋犺狋犺犲狊犪犿犲狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺

犪狀犱犪犫狊狅狉犫犲犱犲狀犲狉犵狔．

犓犲狔狑狅狉犱狊　犿犲犱犻犮犪犾狅狆狋犻犮狊；犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔；犾犪狊犲狉犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀；犮犲狉犪犿犻犱犲；狆犺狅狊狆犺狅犾犻狆犪狊犲犆；犺狔犱狉狅犾狔狊犻狊；狊狆犺犻狀犵狅犿狔犲犾犻狀

犗犆犐犛犮狅犱犲狊　１４０．３４５０；３５０．３４５０

　　收稿日期：２０１３０７１２；收到修改稿日期：２０１３０８１８

作者简介：张红雨（１９７６—），男，博士研究生，主要从事激光医学方面的研究。Ｅｍａｉｌ：ｈｏｎｇｙｕｚｈａｎｇ２００８＠ｓｉｎａ．ｃｎ

导师简介：李迎新（１９５９—），男，教授，博士生导师，主要从事激光医学方面的研究。

Ｅｍａｉｌ：ｙｉｎｇｘｉｎｌｉ２００５＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ（通信联系人）

１　引　　言

激光照射已经广泛应用于细胞学诊断、临床治

疗以及微生物学等方面的研究［１－４］，激光技术也被

广泛应用于各种皮肤病的治疗、新生儿黄疸（高胆红

０１０４００１１
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素症）以及癌症方面的治疗［５－１０］。在过去的几十年

里，酶的应用取得了长足的发展，基于酶的各种产品

呈现迅速增长的趋势，其在食物、环境、药物学以及

化妆品方面扮演着越来越重要的角色。因此，激光

技术在酶反应和生物催化方面的应用逐渐成为研究

热点。如果在一定强度和波长范围内，激光照射对

酶反应有积极的效果，那么激光技术就可以应用于

酶反应中，以提高反应速度。就生物学方面研究而

言，激光照射对特定的酶反应效果的研究，可以提高

激光对整个生物系统影响的理解。然而仅有少量文

献描述了激光对特定的酶反应的影响，Ｍｕｒａｋａｍｉ

等［１１］采用１５４７ｎｍ的激光对特定酶进行热处理，发

现其对酶活性具有毁灭性的影响，从而使其失去活

性，而飞秒激光以及脉冲紫外波段的激光却不影响

蛋白的整体性。Ｃｈｅｎ等
［１２］研究了紫外波段的激光

功率对乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）酶活性的影响，发现来自

牛 心 的 ＬＤＨ 酶 被 波 长 ３００ ｎｍ ，能 量

３．６～１８ｋＪ／ｍ
２ 的激光照射处理后，ＬＤＨ酶活性降

低和紫外波段的激光功率成一定的比例。然而，这

些影响的机理仍然不清楚，尚需进一步深入研究。

本文评估了激光技术在酶反应中的应用潜力，

尤其是在鞘磷脂（ＳＭ）水解生产神经酰胺的反应中。

采用不同波长的激光和ＬＥＤ，对ＳＭ 水解生产神经

酰胺反应中酶活性的影响进行研究，对一些参数诸

如功率、能量等进行优化。

２　材料和方法

神经酰胺［图１（ａ）］是所有鞘脂类的关键中间

代谢产物，由于其维持表皮吸水特性的特性，使得其

在头发和皮肤护理的化妆品应用中具有巨大的商业

价值［１３－１４］。然而化学方法合成神经酰胺是一个既

费时又耗财的过程［１５］。因此寻找一种性价比高，且

产量高的生产方法逐渐成为当下的研究热点。ＳＭ

是动物细胞膜中普遍存在的一种成份，也是一种来

自牛奶的主要磷脂类物质。在ＳＭ 中，神经酰胺分

子通过磷酸二酯键和胆碱基团链接［图１（ｂ）］。通

过ＳＭ水解反应生成神经酰胺已经被系统地研究并

且对反应参数进行了优化［１６］，磷脂酶Ｃ（ＰＬＣ）应用

于该水解反应中。

参考物ＳＭ、神经酰胺以及磷脂酶Ｃ从Ｓｉｇｍａ

ＡｌｄｒｉｃｈＤｅｎｍａｒｋＡ／Ｓ（Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ，Ｄｅｎｍａｒｋ）购

买。反应底物 ＳＭ 采用牛奶碱性水解反应从

ＬａｃｐｒｏｄａｎＰＬ７５ 纯化而来 （ＡｒｌａＦｏｏｄｓＡｍｂａ，

ＶｉｂｙＪ．Ｄｅｎｍａｒｋ）
［１７］。标准品以及其他化学试剂

图１ 水解反应结构示意图。（ａ）神经酰胺；（ｂ）ＳＭ

（箭头所指为生产神经酰胺时鞘磷脂所要断开的键）

Ｆｉｇ．１ Ｄｉａｇｒａｍｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒｅａｃｔｉｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ．（ａ）

Ｃｅｒａｍｉｄｅ；（ｂ）ＳＭ （ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｂｏｎｄｔｏ

ｂｅｃｌｅａｖｅｄｉｎＳＭｆｏｒｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｅｒａｍｉｄｅ）

均为分析纯级。

实验过程中，酶反应的反应条件参考文献［１８］，

ＳＭ溶液（０．４ｍｇ／ｍＬ，乙酸乙酯：己烷＝５０∶５０，体

积比），３７ ℃ 下 超 声 振 荡 器 （Ｂｉｅ ＆ Ｂｅｒｎｔｓｅｎ，

Ｒｄｏｖｒｅ，Ｄｅｎｍａｒｋ）震荡５ｍｉｎ使其充分溶解。底

物溶液（２００μＬ）由加样枪移入玻璃试管中（直径

０．９ｃｍ，高度７．４ｃｍ），反应从加入１２μＬ酶溶液开

始 ［０．０２６ ｍｇ／ｍＬ，０．０１ ｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒ

（ｐＨ８．６），含酒精２５％］。反应试管采用试管帽密

封在室温下以２００ｒ／ｍｉｎ水平震荡，在反应进行到

１０ｍｉｎ时，１００μＬ混合物（取自有机相）分离出来，

－２０℃保存以备后期分析使用。为了研究水解反

应随时间变化的趋势，在０～４８０ｍｉｎ之间的不同时

间点均进行实验。

照射过程，将一定量的酶溶液、底物分别装入一

个小试管（直径０．９ｃｍ，高度７．４ｃｍ），然后在室温

下采用不同光源进行照射（６４０ｎｍ和８１０ｎｍＬＥＤ，

５３２、８０８、１０６４、１３４２ｎｍ激光）。光源均由丹麦技术

大学物理系友情提供（图２），为了保证均匀照射，在

照射过程中开启振荡器（２００ｒ／ｍｉｎ）。

图２ 反应装置示意图

Ｆｉｇ．２ Ｄｉａｇｒａｍｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｄｅｖｉｃｅ

５种照射条件：１）空白对照酶和底物均无激光

照射；２）在反应前激光单纯照射底物；３）在反应前

０１０４００１２
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激光单纯照射酶溶液；４）在反应过程中激光照射底

物和酶溶液的混合物；５）在反应前分别照射底物和

酶溶液，然后再混合。

神经酰胺浓度按照文献［１９］描述的采用高效薄

层层析法（ＨＰＴＬＣ）进行定量测量。ＨＰＴＬＣ 板

（Ｓｉｌｉｃａｇｅｌ６０，Ｅ．Ｍｅｒｃｋ，Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）需

要在水平展开室（Ｃａｍａｇ，Ｍｕｔｔｅｎｚ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）经

过预洗，展开剂为氯仿／甲醛混合液，体积比２∶１，并

且ＨＰＴＬＣ板需要再经过１２０℃高温活化３０ｍｉｎ。

标准品以及样品通过 ＤＥＳＡＧＡ ＡＳ３０ ＨＰＴＬＣ

Ａｐｐｌｉｃａｔｏｒ （Ｓａｒｓｔｅｄｔ Ａｇ ＆ Ｃｏ， Ｎüｍｂｒｅｃｈｔ，

Ｇｅｒｍａｎｙ）加样，等待平衡并且采用庚烷：异丙醇：乙

酸混合液 （体积比 ８５∶１５∶１）在展开室展开。

ＨＰＴＬＣ板经过烘干，喷洒炭化剂（１０％硫酸铜与

８％磷酸混合，质量分数）直到被淋湿，接着通过在

１６０℃加热６ｍｉｎ使得可以看见脂类物质。点样的

强 度 可 以 通 过 ＤＥＳＡＧＡ ＣＤ６０ ＨＰＴＬＣ

Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｅｒ（ＳａｒｓｔｅｄｔＡｇ＆Ｃｏ）在３９０ｎｍ处采

用吸光／反光模式进行测定。每一种脂类的质量可

以根据在同一板上标准品的曲线（图３），由软件

ＤＥＳＡＧＡＰｒｏＱｕａｎｔ（１．０３．２００，ＳａｒｓｔｅｄｔＡｇ ＆

Ｃｏ）计算得出。由于需要控制反应时间为１０ｍｉｎ，

为确保反应速度是初始反应速度，以反应速度来表

示酶活性的改变，用１０ｍｉｎ后神经酰胺浓度来表示

（μｇ／ｍＬ），初始反应速度以神经酰胺除以反应时间

来得到。

图３ ＨＰＴＬＣ扫描板

Ｆｉｇ．３ ＨＰＴＬＣｓｃａｎｎｉｎｇｐｌａｔｅ

统计学分析数据以均值±标准差表示（狀＝３），

卡方检验用来评价统计学差异，狆＜０．０５。

３　结　　果

激光照射可以有效提高酶的活性。激光照射影

响酶反应的（图４）主要是通过对酶活性的影响来实

现。从图４中可以看出，与激光照射底物、在反应中

采用激光照射以及不采用激光照射相比，反应前采

用激光照射酶溶液可以最大程度地实现对酶活性的

改变，且差别具有统计学意义（狆＜０．０１，狆＜０．０５，

狆＜０．０５）。然而同反应前分别照射底物和酶溶液

相比，其差别不具有统计学意义（狆＞０．０５）。单独

照射底物ＳＭ与激光照射反应混合物具有相同的效

果，其差别也不具有统计学意义（狆＞０．０５）。结果

表明激光照射不仅可以改变酶的活性，而且可以改

变底物的反应活性。但是，在照射混合物的过程中，

酶和底物均可以接收到来自照射光源的能量，使得

酶分子和底物分子处于激发态，从而变得不稳定，因

此酶和底物分子不能充分接触，反而导致反应被阻

止，所以激光对反应混合物（酶和底物的混和溶液）

的照射具有相反的作用。

图４ 激光照射对酶反应的影响

Ｆｉｇ．４ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ

图５ 波长８０８ｎｍ的激光，不同功率，同样能量

条件下的反应速度

Ｆｉｇ．５ Ｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｓａｔｔｈｅｓａｍｅｅｎｅｒｇｙａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｏｗｅｒｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｕｓｉｎｇａｎ８０８ｎｍｌａｓｅｒ

能量大小是酶的活性提高的一个关键因素。基

于上面的结果，反应前照射酶溶液对改变酶反应具

有最明显的效果，因此，在后面的实验中，均采用反

应前对酶溶液进行照射。这种效果可能是由于激光

照射可以使酶分子达到一种激发态，在这种状态下，

酶分子可以以更高的速率催化酶反应。为了验证这
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种理论，对酶溶液进行照射处理时，采用相同的能

量，但是照射时间和功率参数是不同的，能量按照功

率乘以照射时间来计算。当采用８０８ｎｍ激光照射

酶溶液时，能量为５４０Ｊ，在一定范围内，无论功率和

照射时间如何变化，其对酶活性的改变保持不变（图

５），５种照射方法中任何两种相比，其差别并不具有

统计学意义（狆＞０．０５）。另外，其他变量保持不变，

能量不同的情况下对酶活性的改变进行了研究（图

６）。结果显示在一定能量范围内，酶活性的提高与

能量成一定比例，然而超出一定范围后，即使增加照

射能量，酶活性也不会再发生任何改变。

图６ 波长８０８ｎｍ激光不同照射时间对反应速度的影响

Ｆｉｇ．６ Ｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｔｉｍｅｓ

ｕｓｉｎｇａｎ８０８ｎｍｌａｓｅｒ

图７ 经过激光照射处理和无激光照射处理的酶对

水解反应的影响随时间变化曲线

Ｆｉｇ．７ Ｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒｅａｃｔｉｏｎｓｃａｔａｌｙｚｅｄ

ｂｙｔｈｅｅｎｚｙｍｅｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

希望在许多酶的应用中，激光技术可以应用于提

高酶的反应速度。因此，对ＳＭ水解生成神经酰胺反

应的时间曲线进行了研究，在反应前对酶溶液采用

８０８ｎｍ激光（功率９００ｍＷ，照射时间１０ｍｉｎ）做相应

的照射处理，结果如图７所示。与没有经过激光照射

相比，反应前激光照射酶溶液可以在反应初期明显提

高反应速度（狆＜０．０５）。随着反应时间的延长，两种

实验之间的区别逐渐减小。在４ｈ和６ｈ的时候，两

者之 间 的 反 应 速 度 差 别 不 具 有 统 计 学 意 义

（狆＞０．０５）。通过分析，在反应前对酶溶液进行照射

处理，其对酶反应的影响主要是通过直接激活酶活性

来实现。理论上，足量的酶并不会改变反应的热动态

平衡，诸如酶活性改变对反应最终的产物产量并没有

任何影响。这就解释了为什么上面两种反应在水解

反应结束时，其反应速度没有明显差异。

关于激光照射处理酶的大部分文献，并没有对

激光照射后其对酶活性的影响持续时间进行过报

道。假如激光技术将来应用于工业规模的生产时，

酶活性改变的持续时间是一个关键因素。因此，在

对激光激活酶活性后，其持续时间进行了进一步研

究。实验结果表明，磷脂酶 Ｃ经过８０８ｎｍ 激光

（９００ｍＷ，照射时间１０ｍｉｎ）照射处理后，其对酶活

性的提高明显高于其他的处理方法（图４）。当磷脂

酶Ｃ经过上述方法处理后，分别在０，０．５，１．０，

２．０，３．０，４．０，６．０，１７．０，２４．０ｈ时，酶溶液和底

物混合进行反应，目的是为了检测酶活性改变的持

续时间。图８所示的酶保存时间长短对其活性的影

响曲线可以看出，酶活性的提高在４ｈ时达到顶峰，

之后逐渐降低，在６ｈ后恢复到初始活性状态。

图８ 激光照射处理后酶保存时间长短

对其活性的影响

Ｆｉｇ．８ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｔｏｒａｇｅｔｉｍｅｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍｅｔｒｅａｔｅｄ

ｂｙｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｉｔｓａｃｔｉｖｉｔｙ

如果能量是一样的，８１０ｎｍＬＥＤ和８０８ｎｍ 激

光对酶活性的影响基本上也是一样的。就能量消耗

来说，由于ＬＥＤ比激光更经济适用，在大规模生产

应用中ＬＥＤ可能会更具有潜力。然而，仅有少数的

研究小组做了ＬＥＤ照射对酶活性影响的研究。因

此，对ＬＥＤ和激光对酶活性的影响是否具有相同的

效果进行了研究，同时对ＬＥＤ能量大小是如何影响

酶活性也进行了研究。结果如表１所示，当照射能

量分别是０，２７０，５４０，８１０Ｊ时，８０８ｎｍ 激光和

８１０ｎｍＬＥＤ具有相同的效果（狆＞０．０５）。
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表１ 相同能量条件下采用激光器和ＬＥＤ对反应速度的影响

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｗｉｔｈｅｎｚｙｍｅｉｒｒａｄｉａｔｅｄｂｙｌａｓｅｒａｎｄＬＥＤｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｅｎｅｒｇｙ

Ｅｎｅｒｇｙ／Ｊ ０ ２７０ ５４０ ８１０

Ｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

／（μｇ／ｍＬ／Ｍｉｎ）

８０８ｎｍｌａｓｅｒ ２．４７±０．０６ ３．３６±０．２３ ４．９９±０．４８ ５．００±０．４８

８１０ｎｍＬＥＤ ２．４７±０．０６ ３．４３±０．１９ ４．６２±０．３７ ４．６２±０．２６

图９ 不同波长激光和ＬＥＤ，不同能量条件

对酶活性的影响

Ｆｉｇ．９ ＥｆｆｅｃｔｏｆｌａｓｅｒａｎｄＬＥＤｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｅｒｇｉｅｓｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｎｚｙｍｅ

　　另外，图５说明ＬＥＤ和激光照射对酶活性的影

响主要取决于照射能量。此结果对于只有在酶获得

一定能量时，其酶活性才会发生改变理论假设提供

了很好的支持，称这个能量值为能量阈值。假设宏

观水平酶活性的改变可以通过微观水平酶分子的状

态来评估。当酶分子从激光或者ＬＥＤ照射中获得

能量后，其能量状态从基态激发到了激发态。然而，

由于激发态不稳定，酶分子具有回到基态的趋势。

当从激发态返回到基态的酶分子数量与从基态激发

到激发态的分子数量相等时，达到动态平衡（饱和状

态）。当从ＬＥＤ和激光照射获得的能量低于酶的能

量阈值时，处于激发态的酶分子较少，体现在宏观水

平就表现为酶活性提高并不明显，反之，当接收到的

能量等于或大于酶的能量阈值时，酶分子被充分激

发到激发态，达到饱和状态，酶活性改变达到最大水

平。当酶分子继续接收大于能量阈值的能量后，由

于酶分子已经处于饱和状态，所以酶活性并不能进

一步被提高。这种理论假设与实验结果一致。为了

进一步验证这种理论假设，在接下来的实验中，分别

采用５３２ｎｍ激光、６４０ｎｍＬＥＤ代替６４０ｎｍ激光、

８０８ｎｍ 激光、８１０ｎｍ ＬＥＤ、１０６４ｎｍ 激光以及

１３４２ｎｍ激光。图９表明在一定能量水平时，波长

６４０、８０８、８１０ｎｍ的光源可以明显提高酶活性，然而

对于波长５３２、１０６４、１３４２ｎｍ的激光，却不能明显

提高酶活性，暗示着这些波长的光源不能影响磷脂

酶Ｃ的活性。对于８０８ｎｍ激光和８１０ｎｍＬＥＤ对

磷脂酶Ｃ活性的改变进行比较，发现其差别并不具

有统计学意义（狆＞０．０５）。

纵轴表示相对活度，按照公式β＝
犆１
犆０
×１００％

计算，其中犆１ 表示经过光照射处理后酶的反应速

度，犆０ 表示没有经过光照射处理酶的反应速度。

很明显，光照射对ＰＬＣ活性（其催化ＳＭ 水解

生成神经酰胺）的影响主要取决于波长。与这个结

论相对应的研究结果如图１０所示，选择不同的波长

的光源，但是能量均为５４０Ｊ，提供了不同波长的光

源照射对酶活性的影响。结果表明波长的选择也可

能是光照射改变酶活性的一个潜在影响因素。

图１０ ５４０Ｊ能量条件下不同波长激光照射对

酶活性的影响

Ｆｉｇ．１０ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓａｔ５４０Ｊｅｎｅｒｇｙｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｎｚｙｍｅ

４　讨　　论

实验结果表明，在水解反应前以及反应过程中，

当ＰＬＣ经过一定波长的激光或者ＬＥＤ照射后，可

以显著提高反应速度。实验数据验证了只有在一定

波长范围内，一定能量水平时才可以提高酶活性的

理论。Ｙａｎ等
［２０］对于低强度激光对小鼠血清中一

氧化氮（ＮＯ），β内啡呔以及一氧化氮合酶（ＮＯＳ）的

影响进行了研究，实验结果表明５３２、６３２．８、６５０ｎｍ

的激光（３ｍＷ，６０ｍｉｎ照射时间）可以显著提高血

清中ＮＯＳ的活性，β内啡呔浓度在经过５３２ｎｍ激光

照射后也明显增高。但是８４２ｎｍ以及１３００ｎｍ激

光对于血清中的ＮＯ，ＮＯＳ以及β内啡呔浓度却没

有明显的影响［２０］。这些结果支持关于磷脂酶Ｃ所

得出的结论。Ｓｉｌｖａ等
［２１］研究了９０４ｎｍ的ＧａＡｌＡｓ

激光对酶活性影响，得出的结论为理想的激光能量
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范围约０．１～０．５Ｊ／ｃｍ
２，在这个范围内对酶活性的

影响最大。在Ｋｕｊａｗａ等
［２２］的工作中，对人体红细

胞或者分离的细胞膜在３７℃时，经过低强度激光

（８１０ｎｍ，１０～４００ｍＷ，３．７５～２５Ｊ／ｃｍ
２）照射处理

后的变化进行了研究。有人发现近红外的低强度激

光可以改变细胞膜离子泵的三磷酸腺苷（ＡＴＰ）酶

活性，Ｋｉｌａńｃｚｙｋ等
［２３］应用６７０ｎｍ激光（能量剂量

分别为１９．１，３８．２，５７．３，７６．４，９５．５Ｊ／ｃｍ２）研究其

对ＡＴＰ酶活性的影响，发现以上所有能量剂量的

激光均可以导致酶活性不同程度的升高。然而在有

ＺｎＰｃ存在的地方，钠离子、钾离子ＡＴＰ酶活性却出

现降低。这与研究结果相一致，尤其是能量剂量方

面，其研究所应用的能量剂量大于 ＡＴＰ酶的能量

阈值，因此导致激光采用的虽然只有６７０ｎｍ的激

光，但是所有的能量剂量均可以影响 ＡＴＰ酶的活

性。关于 ＡＴＰ酶的更多研究工作
［２４］，比如采用

６８５ｎｍ激光（３５ｍＷ，４～５０Ｊ／ｃｍ
２），照射ＡＴＰ酶，

在４～２４Ｊ／ｃｍ
２ 能量剂量时，ＡＴＰ酶活性没有任何

改变，然而，当能量剂量为３２～４０Ｊ／ｃｍ
２ 时，ＡＴＰ

酶活性可以提高２８％；当能量剂量超过５０Ｊ／ｃｍ２

时，ＡＴＰ活性不会有任何额外的提高。这就意味着

当能量剂量在３２～４０Ｊ／ｃｍ
２时，可以影响 ＡＴＰ酶

的活性，超出这个范围后，对于ＡＴＰ活性的改变没

有任何效果。这与本文得出的结论部分一致。

采用不同波长的光源研究其对ＰＬＣ活性的影

响，发现最佳的波长为８０８ｎｍ。由于５３２ｎｍ绿光

的光子能量大于红光（６４０和８０８ｎｍ），可以推测绿

光可能比红光更适合提高ＰＬＣ的活性，但是这个并

没有被证实。通过实验，发现红光可以明显提高

ＰＬＣ的活性，然而绿光却不可以。因此，推测激光

波长必须在一定范围内才可以，超出这个范围后，其

将不会影响酶的活性。正如上述文献中描述的一

样，选择精确的波长范围取决于酶的种类。

５　结　　论

采用不同波长光源照射，对ＰＬＣ活性的影响做

了深入的系统研究，证明了在通过ＳＭ 水解反应生

成神经酰胺的反应中，光照射确实是一种切实可行

的提高酶活性的方法。结果表明一定波长范围内

（５３２～１３４２ｎｍ）的光源照射可以明显提高酶的活

性，其对酶活性的影响主要取决于光源的能量和波

长。ＰＬＣ在经过光源照射后，活性提高可以持续大

约４ｈ，这些结果为将来在工业中应用和更进一步

发展提供了有价值的信息。
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