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摘要!为了提高棕榈酸对硝基苯酯"%#+__$法测定脂肪酶活力的灵敏度和准确度!以来源于4?)$-%'*

-:.$;+的脂肪酶'4T3ZD̂ #N_%&为研究对象!首先对其最适反应 TQ和反应温度进行优化!然后将表

面活性剂作为激活因子引入酶活力测定体系!探究影响机制!并依据酶反应动力学理论优化测定条件

"底物浓度%酶质量浓度%反应时间$!对优化的%#+__法的重复性和准确性进行了检验!最后以另一

个来源的脂肪酶'4T3ZD#__'为模型!以同样思路与方法改进与优化其酶活力测定体系!以考察优化

方法和思路的适用性& 结果表明'表面活性剂_0R6"""的引入使得覆盖在脂肪酶活性位点的
"

#螺

旋结构被重排而打开!脂肪酶由封闭构象转为并保持在活化构象!脂肪酶活性增强#优化测定体系的

最适条件为 TQ69"%反应温度 $"f%酶质量浓度 %9"" 2IF2'%底物浓度 7 22;5F'%反应时间 & 24A!在

此条件下测得的酶活力是常用%#+__法"TQ69"%反应温度 $"f%酶质量浓度 !9&" 2IF2'%底物浓

度 %" 22;5F'%反应时间 6 24A$测得酶活力的 %9-倍#重复性和准确性试验显示!优化%#+__法重复

测定结果的相对标准偏差为 %9!%i!加标回收率为 .&97"i!均优于常用%#+__法#优化方法和思路

适用于其他来源的脂肪酶活力测定体系的优化& 综上!通过将表面活性剂引入%#+__法的脂肪酶活

力测定体系!以酶反应动力学理论为指导优化测定条件!明显提高了方法的灵敏度!并有效保证了测

定结果的重复性和准确性!缩短了检测时间!节省了检测成本&

关键词!脂肪酶#酶活力测定#酶反应动力学#表面活性剂
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JJ随着生物催化技术的深入研究%脂肪酶在功能

化油脂领域的应用前景非常广阔)% #!*

%建立准确(灵

敏(高效的脂肪酶活力测定方法也愈加重要)$*

& 近

年来%脂肪酶活力检测方法多采用棕榈酸对硝基苯

酯"%#+__#法)-*

%其原理是以 %#+__为底物%脂

肪酶将其催化水解生成对硝基苯酚"%#+_#%%#

+_在碱性条件下显黄色%在 -"& A2波长处有吸

收)&*

& 目前%大多数文献中涉及的酶活力测定直接

引用其他文献的酶活力测定条件%而文献中的测定

条件并不一定适用于其他来源脂肪酶活力的测定!

同时文献中常用的脂肪酶活力测定方法中%配制的

底物%#+__溶液的浓度较高%多为 %" 22;5F'%如

)?;AI

)7*

(N5\4AH3@A3H

)/*等测定不同来源脂肪酶活力

时%配制底物%#+__溶液的浓度均为 %" 22;5F'%

在储存或使用过程中常析出晶体%若利用超声加热

的方法促使底物溶解%可能会使底物在溶液中自分

解%从而导致酶活力测定结果不准确&

研究表明%脂肪酶活性位点通常被
"

#螺旋+盖

子,覆盖%若
"

#螺旋+盖子,被打开%脂肪酶将转变

为活化构象%酶活力明显提高)6*

%而适宜的表面活

性剂的存在有助于脂肪酶稳定在活化构象).*

& 因

此%在脂肪酶活力测定体系中引入表面活性剂%有助

于提高%#+__法检测的灵敏度和准确度&

本文拟将适当的表面活性剂引入'4T3ZD̂ #N_

%& 脂肪酶活力测定体系%同时减小配制的底物 %#

+__溶液的浓度%并以酶反应动力学理论为指导%系

统研究 '4T3ZD̂ #N_%& 催化过程中反应速率与反

应条件的关系%以此优化测定体系中的底物浓度(加

酶量和反应时间%以期获得更为准确的酶活力测定

条件%最后以另一个来源的脂肪酶'4T3ZD#__'为模

型%以同样思路与方法改进与优化其酶活力测定体

系%探讨基于酶反应动力学理论改进与优化酶活力测

定体系的方法对其他来源脂肪酶的适用性%以期为脂

肪酶在功能性油脂研发领域的应用提供支持&

<=材料与方法

%9%J试验材料

%9%9%J原料与试剂

脂肪酶 '4T3ZD^#N_%& "来源于 4?)$-%'*

-:.$;+#('4T3ZD#__'"来源于 /*%+:!),,'*-:.$;+%活

力
%

$" PF2I#%M4I23N5EX4:? 公司!%#+__(%#+_(

三羟甲基氨基甲烷"LX4Z#(氯化钾(聚乙二醇 6"""

"_0R6"""#(硫酸镁(硫酸锌(氯化钠(磷酸二氢钠(

磷酸氢二钠(二甲苯磺酸钠"MSM#(十六烷基三甲基

溴化铵"[LNW#%上海阿拉丁生化科技股份有限公

司!椰油酰胺丙基甜菜碱"[NW#$&#(硫酸铝和硫

酸锰%上海麦克林生化科技有限公司!无水乙醇(十

二烷基硫酸钠"M*M#%国药集团化学试剂有限公司!

氯化钙(硫酸铜(曲拉通S#%"""LX4\;A S#%""#(司

盘 6""MT3A 6"#(聚乙烯醇"_hN#%上海凌峰化学试

剂有限公司& 除%#+_为标准品外%其余试剂均为

分析纯&

%9%9!J仪器与设备

[3X@#7" 型紫外 #可见分光光度计%美国 0̂V

公司![?4X3Z:3A h%"" 型圆二色光谱仪%英国应用光

/-%
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物理公司!(0!"-0型万分之一天平%梅特勒 #托利

多仪器"上海#有限公司!LR%7R型台式高速离心

机%北弘仪器有限公司!QMU型恒温水浴搅拌器%江

苏科析仪器有限公司&

%9!J试验方法

%9!9%J溶液配制

7(%" 22;5F'%#+__溶液的配制'分别准确称

取 "9!$("9$6 I的 %#+__于 %"" 2'容量瓶中%以

异丙醇为溶剂进行溶解定容%配制浓度约为

7(%" 22;5F'的 %#+__溶液%于 -f保存备用&

&" 22;5F'不同 TQ的 LX4Z#Q[5缓冲液配制'

准确称取 79"& I的 LX4Z于烧杯中%加入 6"" 2'纯化

水%用稀盐酸调节溶液至所需 TQ%然后转移至

% """ 2'容量瓶中%用纯化水定容%于 -f保存备用&

含表面活性剂的LX4Z#Q[5缓冲液"&" 22;5F'%

TQ69"#的配制'分别准确称取 $ 份 "9$" ILX4Z于三

只烧杯中%分别加入 "9&"(!9&"(&9"" 2'&" 22;5F'

的表面活性剂溶液"纯化水配制#%再用纯化水补足

至 -" 2'%用稀盐酸调节溶液 TQ至 69"& 然后%将 $

份混合溶液分别转移至 $ 只 &" 2'容量瓶中%分别

用纯水定容%使缓冲液中所含表面活性剂终浓度分

别为 "9&(!9&(&9" 22;5F'%于 -f保存备用&

%9"" 2IF2'脂肪酶 '4T3ZD^#N_%& 溶液配

制'准确称取 "9%" I的脂肪酶 '4T3ZD^#N_%& 于

%"" 2'容 量 瓶 中% 用 磷 酸 盐 " _WM # 缓 冲 液

"%" 22;5F'%TQ/9&#定容%于 -f保存备用&

%9!9!J%#+_标准曲线的绘制

以 &" 22;5F'TQ69" LX4Z#Q[5缓冲液为溶

剂%分别配制浓度为 %"(!"($"(-"(&"(7"

!

2;5F'的

%#+_标准溶液%在 -"& A2处测定吸光度%以吸光

度".#为纵坐标%标准溶液浓度"0#为横坐标%绘制

标准曲线%得标准曲线方程为.p"9"%7 $0#"9""7 $%

4

!

p"9... 6&

%9!9$J%#+__法测定脂肪酶活力

准确移取-9&" 2'&" 22;5F'LX4Z#Q[5缓冲液于

%" 2'离心管中%加入一定体积一定质量浓度的脂肪酶

溶液%混匀后%加入 "9& 2'一定浓度的 %#+__溶液%

于一定温度下反应一定时间后%迅速加入 !9&" 2'

无水乙醇终止反应%离心"7 """ XF24A%& 24A#取上

清液%于 -"& A2处测定吸光度& 再根据 %#+_的

标准曲线方程以及酶活力单位"P#定义"每分钟水

解底物%#+__生成 %

!

2;5%#+_所需要的酶量为

% 个酶活力单位%单位为PF2I#计算酶活力%计算公

式见式"%#&

Pp&@#>" "%#

式中'&为脂肪酶溶液质量浓度%2IF2'!@为

脂肪酶溶液的体积%2'!>为反应时间%24A!"为由

标准曲线方程计算的%#+_生成量%

!

2;5&

%9!9-J表面活性剂对'4T3ZD̂ #N_%& 酶活力影响

的机制分析

分别采用紫外光谱和圆二色谱对含表面活性剂

和不含表面活性剂的 '4T3ZD̂ #N_%& 溶液进行表

征分析&

紫外光谱表征'利用紫外 #可见吸收光谱

"Ph#对含有不同浓度""("9&(!9&(&9" 22;5F'#

_0R6""" 的质量浓度 "9&" 2IF2'的'4T3ZD̂ #N_

%& 溶液进行扫描%记录 !"" g6"" A2范围内吸光度

"/#的变化&

圆二色谱表征'利用圆二色谱分别对 "9%" 2IF2'

'4T3ZD̂ #N_%& 溶液及含 !9& 22;5F'_0R6""" 的

'4T3ZD̂ #N_%& 溶液进行扫描%记录 %." g!7" A2

范围内的图谱&

%9!9&J方法的重复性和准确性试验

按 %9!9$ 方法重复测定 6 次脂肪酶活力%通过

相对标准偏差"YM*#评价测定方法的重复性& 以加

标回收率评价方法的准确性%具体操作'按 %9!9$ 方

法进行酶促反应后%移取 &9"" 2'反应后的溶液于

&" 2'容量瓶中%用 LX4Z#Q[5缓冲液"&" 22;5F'%

TQ69"#定容%作为待测样品溶液& 然后%移取 $9"" 2'

待测样品溶液 & 份%分别加入 %""

!

2;5F'%#+_标

准溶液"以 &" 22;5F'TQ69" LX4Z#Q[5缓冲液为

溶剂配制#$"(."(%&"(!%"(!/"

!

'%于 -"& A2处测

定加标前后的吸光度%再根据 %9!9! 的标准曲线方

程计算%#+_的质量及加标回收率&

%9!97J改进与优化其他来源脂肪酶活力测定体系

的适用性试验

按照'4T3ZD̂ #N_%&酶活力测定体系优化方法%

对实验室保存的来源于 /*%+:!),,'*-:.$;+的脂肪酶

'4T3ZD#__'的酶活力测定体系进行优化%以评价优化

%#+__法的思路对其他来源脂肪酶的适用性&

%9!9/J数据分析

除 %9!9&外%本文所有试验均为 $ 个平行& 使用

(4:X;Z;C\0<:D5!"!"软件进行数据的录入和统计%结果

用+平均值l标准差,表示%采用]X4I4A .9"绘图&

>=结果与分析

!9%J%#+__法测定 '4T3ZD̂ #N_%& 酶活力优化

单因素试验

!9%9%JTQ和反应温度的选择

!9%9%9%JTQ的选择

在%#+__溶液浓度 %" 22;5F'(%9"" 2IF2'

6-%
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'4T3ZD̂ #N_%& 溶液用量 !&

!

'(反应温度 $"f(

反应时间 6 24A 条件下%采用不同 TQ的 LX4Z#Q[5

缓冲液%按 %9!9$ 方法测定 '4T3ZD^#N_%& 酶活

力%结果如图 % 所示&

J注'以 TQ69" 时的酶活力为 %""i计算其他 TQ下的相对

酶活力

图 <=7T对E+742&MC8K<H 酶活力的影响

JJ由图 % 可知%'4T3ZD̂ #N_%& 在 TQ/9" g.9"

之间酶活力较高%且在 TQ69" 时表现出最高的酶活

力& 因此%选择 TQ 69" 的 LX4Z#Q[5缓冲液为

'4T3ZD̂ #N_%& 酶活力测定的最适条件&

!9%9%9!J反应温度的选择

在%#+__溶液浓度 %" 22;5F'(LX4Z#Q[5缓冲液

TQ69"(%9"" 2IF2''4T3ZD̂ #N_%&溶液用量!&

!

'(

反应时间 6 24A条件下%在不同反应温度下按 %9!9$方

法测定'4T3ZD̂ #N_%&酶活力%结果如图 !所示&

J注'以 $"f时的酶活力为 %""i计算其他反应温度下的相

对酶活力

图 >=反应温度对E+742&MC8K<H 酶活力的影响

JJ由图 ! 可知'在 !" g$"f的范围内%随着反应

温度的升高%酶分子与底物分子的碰撞概率增大%酶

活力迅速上升!在 $"f之后继续升高反应温度%酶

活力开始下降& 因此%选择 $"f为'4T3ZD̂ #N_%&

酶活力测定的最适条件&

!9%9!J表面活性剂对'4T3ZD̂ #N_%& 酶活力测定

的影响

!9%9!9%J表面活性剂的筛选

在%#+__溶液浓度 %" 22;5F'(%9"" 2IF2'

'4T3ZD̂ #N_%& 溶液用量 !&

!

'(反应温度 $"f(

反应时间 6 24A 条件下%采用含不同表面活性剂的

LX4Z#Q[5缓冲液 " TQ69"#%按 %9!9$ 方法测定

'4T3ZD̂ #N_%& 酶活力%并以未添加表面活性剂所

测得的酶活力为 %""i%计算添加不同表面活性剂时

'4T3ZD̂ #N_%&的相对酶活力%结果如图 $所示&

图 ?=表面活性剂对E+742&MC8K<H 酶活力的影响

JJ由图 $ 可知'表面活性剂浓度为 "9& 22;5F'

时%除[LNW对 '4T3ZD^#N_%& 表现出抑制作用

外%其他均表现出促进作用%其中 _0R6""" 的促进

作用最强%使 '4T3ZD^#N_%& 酶活力提高了近

$"i!随着表面活性剂浓度由 "9& 22;5F'升至 !9&

22;5F'%其对酶活力的促进作用逐渐减弱%甚至有

的转为抑制%如 !9& 22;5F'的 [NW#$& 使 '4T3ZD

#̂N_%& 的相对酶活力从 "9& 22;5F'时的 %"/i

下降到 /%i!随着表面活性剂浓度的进一步增大

"从 !9& 22;5F'升至 &9" 22;5F'#%其对'4T3ZD̂ #

N_%&酶活力的抑制作用均显著增强%如 &9" 22;5F'

MT3A 6" 使 '4T3ZD^#N_%& 的相对酶活下降至

$.i%分析原因%可能是过多的表面活性剂会占据脂

肪酶的活性中心%与底物产生竞争作用)%"*

%因此引

入表面活性剂的浓度不宜过高&

以_0R6""" 为表面活性剂%考察 _0R6""" 浓

度为 "9!&("9&"("9/& 22;5F'时 '4T3ZD^#N_%&

的相对酶活力%结果分别为 %%6i(%!-i和 %%$i&

因此%选择将 "9& 22;5F'的 _0R6""" 引入酶活力

测定体系&

!9%9!9!J表面活性剂提高脂肪酶活力的作用机制

为了进一步探究 _0R6""" 提高脂肪酶活力的

作用机制%分别采用紫外光谱和圆二色谱进行表征

分析%结果分别如图 -(图 & 所示&

图 G=含不同浓度K$[VUUU 的E+742&MC8K<H

溶液的紫外吸收谱图

.-%
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图 H=E+742&MC8K<H 溶液和含 UFH 0)5@EK$[VUUU 的

E+742&MC8K<H 溶液的圆二色谱图

JJ在脂肪酶分子中%具有共轭双键结构的氨基酸

"例如位于
"

#螺旋结构域内的苯丙氨酸)%%*

#在吸

收紫外光和可见光后会产生
3

#

3

跃迁%并于 !7" g

!6" A2波长处出现特征吸收峰& 由图 - 可知%随着

表面活性剂_0R6""" 的加入及其浓度的增加%脂肪

酶溶液在 !/& A2处的吸收峰强度降低& 分析原因

是覆盖脂肪酶活性位点的
"

#螺旋结构域内含有苯

环结构的苯丙氨酸%表面活性剂与
"

#螺旋结构域

内的苯丙氨酸发生相互作用引起了脂肪酶紫外吸收

光谱中峰强度减弱%并促使覆盖在脂肪酶活性位点

的
"

#螺旋结构重排而打开&

由图 & 可知%加入表面活性剂 _0R6""" 后%在

代表
"

#螺旋的 !"6 A2和 !!! A2处的负峰峰强度

减弱%即显示蛋白质二级结构中的
"

#螺旋含量)%!*

下降%进一步验证了图 -的分析结果& 综合图 -和图

&的表征结果%说明表面活性剂通过与脂肪酶
"

#螺

旋结构域中的氨基酸相互作用%使得
"

#螺旋结构

重排%覆盖脂肪酶活性位点的+盖子,被打开%脂肪

酶活性中心被暴露%酶活性增强&

!9%9$J基于酶反应动力学优化%#+__法测定体系

!9%9$9%J最适底物浓度的确定

脂肪酶反应动力学参数根据米氏方程底物浓度

"(#与反应速率"A#的关系式"%FApT

2

FA

23<

m%F(q

%FA

23<

%式中'A

23<

为最大反应速率!T

2

为米氏常数#%

以及'4ADBD3̀DX#W=XH 双倒数作图法推导得到& 根

据酶反应动力学理论%反应体系的底物浓度通常选

择为 & g%" 倍的 T

2

)%$*

& 为此%对 '4T3ZD^#N_%&

酶活力 %#+__法测定体系中 T

2

值进行了推导计

算& 在常用的 %#+__法"TQ69" LX4Z#Q[5缓冲

液(%9"" 2IF2''4T3ZD̂ #N_%& 溶液用量 !&

!

'(

反应温度 $"f(反应时间 6 24A# 以及优化的

%#+__法"含 "9& 22;5F'_0R6""" 的 TQ 69"

LX4Z#Q[5缓冲液(%9"" 2IF2''4T3ZD̂ #N_%& 溶

液用量 %"

!

'(反应温度 $"f(反应时间 & 24A#测

试条件下%按 %9!9$ 方法测定不同底物 %#+__溶

液浓度""9&(%(!9&(&(6(%"($"(&" 22;5F'#下脂肪

酶的酶活力%以底物浓度的倒数为横坐标%反应速率

"以反应体系中每分钟生成的 %#+_的量计#的倒

数为纵坐标作图%经线性拟合计算得到T

2

和A

23<

%结

果见表 %&

表 <=常用的和优化的 ;CYKK法的动力学参数比较#*P?$

方法 T

2

F"22;5F'# A

23<

F"22;5F"'-24A##

常用的%#+__法 "9%. "9"-

优化的%#+__法 "9%$ "9"/

JJ由表 %可见%与常用的%#+__法相比%优化的%#

+__法测得脂肪酶的 T

2

值较低%A

23<

值较高%说明表

面活性剂_0R6"""的引入使脂肪酶表现出更强的底

物亲和力).*

%提高了'4T3ZD̂ #N_%&的催化活性&

本研究发现%当体系中底物%#+__溶液浓度减小

至 "97 22;5F'"约为 &倍的T

2

#时%即配制%#+__溶

液为 7 22;5F'时"因在 & 2'的酶活力测定体系中%

%#+__溶液的加入量为 "9&" 2'#%简单涡旋或者振摇

即可使 7 22;5F'的%#+__母液快速溶解%取用方便%

避免了高浓度的%#+__母液因结晶使其取用时需要

长时间超声或加热导致的%#+__母液自分解& 同时%

在引入表面活性剂_0R6"""的酶活力测定体系中%底

物%#+__浓度为 "97 22;5F'时%测得吸光度为 "9&

左右%较好地处于检测器的检测限内!而在常用的%#

+__法测定酶活力体系中%底物 %#+__浓度为

"97 22;5F'时%测得吸光度仅为 "9$ 左右%接近检测

器的检测下限%可能会造成测定结果不稳定& 上述结

果说明在酶活力测定体系中引入合适的表面活性剂%

不仅有效地提高了脂肪酶的催化活性%还降低了体系

中底物的使用浓度& 因此%本文选择7 22;5F'的%#

+__溶液进行脂肪酶活力的测定&

!9%9$9!J最适酶质量浓度的确定

在%#+__溶液浓度 7 22;5F'(含 "9& 22;5F'

_0R6""" 的 TQ69" LX4Z#Q[5缓冲液( '4T3ZD̂ #

N_%& 溶液用量 %"

!

'(反应温度 $"f(反应时间

& 24A 条件下%改变'4T3ZD̂ #N_%& 溶液的质量浓

度%按 %9!9$ 方法测定 '4T3ZD̂ #N_%& 酶活力%考

察 '4T3ZD̂ #N_%& 溶液质量浓度对反应速率的影

响%结果如图 7 所示&

图 R=E+742&MC8K<H 在不同质量浓度下的反应速率

"&%
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JJ由图 7可知'当酶质量浓度在 "9!& g%9"" 2IF2'

范围时%反应速率快速上升%并与酶质量浓度呈线性

关系% 在酶质量浓度为 %9"" 2IF2'时达到

-!

!

2;5F"'-24A#!再继续增加酶质量浓度%反应

速率增加幅度下降%在酶质量浓度从 %9"" 2IF2'

升至 &9"" 2IF2'时% 反应速率仅增加了 %$

!

2;5F"'-24A#& 这是因为当底物浓度远大于酶浓

度时%随着酶浓度的上升会使反应体系中的产物迅

速增多%因此反应速率迅速上升!而当反应体系达到

酶饱和现象时%再增加酶浓度会使反应速率增加幅

度变小%不再与酶浓度呈线性关系)%-*

& 因此%选择

'4T3ZD̂ #N_%& 溶液质量浓度为 %9"" 2IF2'进行

脂肪酶活力的测定&

!9%9$9$J最适反应时间的确定

在脂肪酶活力测定过程中%随着脂肪酶催化反

应的进行%底物浓度不断降低%反应速率会越来越

低%因此测定酶活力时反应时间不能太长%但反应时

间过短%产物浓度较低%则会导致检测的灵敏度下

降%测定误差变大& 在%#+__溶液浓度 7 22;5F'(

含 "9& 22;5F'_0R6""" 的 TQ69" LX4Z#Q[5缓冲

液(%9"" 2IF2''4T3ZD̂ #N_%& 溶液用量 %"

!

'(

反应温度 $"f条件下%改变反应时间%按 %9!9$ 方

法测定'4T3ZD̂ #N_%& 酶活力%考察反应时间对反

应速率的影响%结果如图 / 所示&

图 S=E+742&MC8K<H 在不同反应时间下的反应速率

JJ由图 /可知'反应时间在 & 24A以内%反应速率均

在 &$

!

2;5F"'-24A#!反应 & 24A后%反应速率开始下

降%反应 %& 24A时%反应速率仅为 -!

!

2;5F"'-24A#&

因此%选择反应时间为 & 24A 进行脂肪酶活力的

测定&

!9!J方法的重复性和准确性

按照 %9!9& 的方法%考察优化的 %#+__法

测试'4T3ZD̂ #N_%& 酶活力的重复性和准确性%

并与常用的 %#+__法 )7%%%%%-*进行比较%结果见

表 !&

由表 ! 可知'优化的 %#+__法测得酶活力为

--977$ PF2I%是常用的 %#+__法测定结果"$!9!"

PF2I#的 %9- 倍%显示出较好的灵敏度!无论是YM*

还是极差%优化的%#+__法均显著小于常用的%#

+__法%说明优化的 %#+__法更稳定!优化的 %#

+__法加标回收率为 .&97"i%比常用的%#+__法

".$9&&i#略高%说明其准确性较好& 此外%与常用

的%#+__法相比%优化的%#+__法所用底物浓度

减小了 -"i%酶质量浓度减少了 7"i%反应时间缩

短了 $/9&i& 可见%本文在酶活力测定体系中引入合

适的表面活性剂%并基于酶反应动力学理论优化的测

定条件%使测定结果更为稳定%检测时间也明显缩短&

表 >=常用的 ;CYKK法和优化的 ;CYKK法的比较#*PV$

项目
常用的

%#+__法

优化的

%#+__法

测试条件

J%#+__溶液浓度F"22;5F'# %"9"" 7"9"

J酶质量浓度F"2IF2'# !9&" %9""

J反应时间F24A 6"9" &"9"

方法学考察

J重复性试验 酶活力F"PF2I# $!9!" --977

YM*Fi %96& %9!%

极差 &9%$ $9&!

J加标回收率Fi .$9&& .&97"

J注'试验发现常用 %#+__法中酶液质量浓度 !9&" 2IF2'(加量

%"

!

'与酶液质量浓度 %9"" 2IF2'(加量 !&

!

'测定结果没有差异%

为便于比较%两种方法酶液加量均以 %"

!

'计

!9$J优化其他来源脂肪酶活力测定体系的适用性

按 %9!97 方法%对 %#+__法测定 '4T3ZD#__'

酶活力的测定条件进行优化%并与常用的 %#+__

法进行对比%结果见表 $&

表 ?=E+742&CKKE酶活力测定#*P?$

方法 平均酶活力F"PF2I# YM*Fi

常用的%#+__法 !"9%$ %977

优化的%#+__法 $"96/ %9$-

JJ由表 $ 可知%优化的 %#+__法测得 '4T3ZD#

__'的平均酶活力为 $"96/ PF2I%比常用的 %#

+__法测定结果"!"9%$ PF2I#提高了 "9& 倍%且优

化的%#+__法的 YM*比常用的 %#+__法小%说

明优化的%#+__法测定结果更稳定& 由此说明%

本文将适当表面活性剂引入脂肪酶活力测定体系中

的思路%以及利用酶反应动力学理论优化%#+__测

定体系的方法%同样适用于对其他来源的脂肪酶活

力测定方法的改进与优化&

?=结=论

本文以'4T3ZD̂ #N_%& 为研究对象%通过紫外

光谱和圆二色谱探究了表面活性剂提高脂肪酶活力

的作用机制%筛选出的最适表面活性剂_0R6""" 在

%&%
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酶活力测定体系中%激活了脂肪酶的活性位点%提高

了%#+__法检测的灵敏度和检测效率%并使检测

所需底物浓度明显降低%解决了高底物浓度不易溶

解和不稳定的问题& 同时%检测所需酶量和底物使

用量明显减少%检测时间显著缩短%节省了检测成

本%提升了检测效率& 本文的适用性试验表明%通过

引入适当的表面活性剂和基于酶反应动力学理论优

化测定体系的思路与方法%同样适用于对其他来源

脂肪酶活力测定体系的优化&
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