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摘要：【目的】寻找一种准确有效的脂肪酶活力测定中的终止反应方法，以进行脂肪酶酶学性质研究。【方法】比

较分析前人研究脂肪酶常用的终止方法（无水乙醇法、ＥＤＴＡ法、三氯乙酸法、碳酸钠法、沸水浴法）对酶活力的

抑制效果和吸光值的稳定性。【结果】无水乙醇法对酶活的抑制率为 ９７．５６％，终止反应后 ５ｍｉｎ 内净吸光值减

少 ５％；ＥＤＴＡ法对酶活抑制率为 ３２．９４％，终止反应后 １０ｍｉｎ内净吸光值增加 ５％；三氯乙酸法对酶活的抑制率

为 ９９．４６％，终止反应后 １０ｍｉｎ 内净吸光值增加了 ０．４７％；碳酸钠法对酶活抑制率为 ７６．４４％，终止反应后

１０ｍｉｎ内净吸光值增加了 ０．５３％；沸水浴法对酶活抑制率为 ９９．５１％，终止反应后 １０ｍｉｎ 内净吸光值减少

０·７７％，但沸水浴会导致剩余底物的大量分解。【结论】三氯乙酸法是一种准确有效的终止脂肪酶活力测定反应

的方法，可用于脂肪酶酶学性质的研究。
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  【研究意义】脂肪酶是一类能水解油酯的酶类，广
泛存在于动物、植物和微生物中［１，２］。脂肪酶在食品
工业、农业、造纸业、纺织品、皮革处理、药物合成、化
妆品、废水处理以及燃料酒精、生物柴油等诸多领域
有着广泛的应用［３～６］，具有重要的经济价值，是紧随
蛋白酶和糖酶之后占据第三大销售份额的酶类［７］。
在利用脂肪酶进行科学实验和工业生产中，酶活力是
一个非常重要的指标，具有很重要的参考价值，因此
确保酶活力测定的精确性和可比性十分重要。如何
准确测定酶活力的大小，对于研究该酶的特性及应用
具有重要的意义。【前人研究进展】在许多研究中，脂
肪酶活力测定通常采用分光光度法，即以对硝基苯酚
酯作为底物，反应生成黄色的对硝基苯酚（ｐ-ＮＰ）在

４１０ｎｍ 处有吸收峰，根据测定产物生成量来计算酶
活力［８］。在终止反应环节，前人提供的方法有无水乙
醇、ＥＤＴＡ、三氯乙酸、碳酸钠、沸水浴等［９～ １３］。【本研
究切入点】虽然对脂肪酶的酶学性质存在较多的研
究，但是大部分研究均未提及终止反应环节。因此，
亟需提供一种准确有效的终止反应方法进行脂肪酶

酶学性质研究。【拟解决的关键问题】本文以对硝基
苯酚正辛酸酯（ｐ-ＮＰＯ）作为底物进行酶催化反应，采
用无水乙醇、ＥＤＴＡ、三氯乙酸、碳酸钠、沸水浴五种
终止反应方法分别对酶活抑制效果和吸光值稳定性

进行了比较实验，以期寻找简单快捷、准确有效的终
止反应方法。

１ 材料与方法

１．１ 材料

  试剂：脂肪酶 ＬＩＰ８（脂肪酶 ＬＩＰ８ 由本实验室克
隆自链霉菌 ＧＸＴ-６，表达于大肠杆菌），对硝基苯酚
正辛酸酯（ｐ-ＮＰＯ）购自 ｓｉｇｍａ 公司，甲醇，Ｔｒｉｓ 碱，
盐酸，无水乙醇，碳酸钠，三氯乙酸，ＥＤＴＡ 均为国产
分析纯。

  仪器：水浴锅 ＳＨＥＬ ＬＡＢ Ｗ２０Ｍ-２，台式离心机

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１５Ｄ，酶标仪 Ｕ Ｑｕａｍｔ ＴＭ，
电磁炉。

１．２ 方法

１．２．１ 酶活力测定方法

  酶活力测定参考 Ｕｌｒｉｃｈ Ｋ．Ｗｉｎｋｌｅｒ ［１４］的方法，
稍作修改。将溶有 ２０ｍＭ ｐ-ＮＰＯ 的甲醇溶液与 ｐＨ
值为 ８．５ 的 ５０ｍＭ Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ 缓冲液按体积比 １∶９
混匀，配成底物溶液，取 １９０μＬ 底物溶液加入 ＥＰ 管
中，４５℃预热 ３ｍｉｎ，加入 １０μＬ 稀释适当倍数的酶液
进行反应，１０ｍｉｎ 后终止反应并稀释适当倍数后在

４１０ｎｍ 条件下测定吸光值。每个反应做 ３ 个平行实

验，以加不含酶缓冲液的反应作为空白对照。根据不
同的终止方法做出相应的标准曲线计算水解释放出

的 ｐ-ＮＰ量。将每分钟水解 ｐ-ＮＰＯ 释放出 １μｍｏｌ ｐ-
ＮＰ所需的酶量定义为 １ 个酶活力单位，以 Ｕ 表示。
按下式计算酶活力：

  Ｘ ＝ｃＶ
ｔｖ

式中：Ｘ 为脂肪酶活力，Ｕ·ｍＬ－１；ｃ 为对硝基苯酚
浓度，μｍｏｌ·ｍＬ

－１；Ｖ 为终止后总体积，ｍＬ；ｖ 为酶
液用量，ｍＬ；ｔ 为反应时间，ｍｉｎ 。

１．２．２ 终止反应方法

  无水乙醇终止：向反应体系中加入 ２００μＬ 无水
乙醇，混匀后于 １２０００ｒｐｍ 离心 １ｍｉｎ。

  ＥＤＴＡ终止：向反应体系中加入 ２００μＬ，１ｍｏｌ／Ｌ
的 ＥＤＴＡ溶液，混匀后于 １２０００ｒｐｍ 离心 １ｍｉｎ。

  三氯乙酸终止：向反应体系中加入 ２００μＬ，０．
５ｍｏｌ／Ｌ的三氯乙酸溶液混匀，再加 ２００μＬ，０．５ｍｏｌ／

Ｌ的碳酸钠溶液显色，混匀后于 １２０００ｒｐｍ 离心

１ｍｉｎ。

  碳酸钠终止：向反应体系中加入 ２００μＬ，０．
５ｍｏｌ／Ｌ 的碳酸钠溶液，混匀后于 １２０００ｒｐｍ 离心

１ｍｉｎ。

  沸水浴终止：将反应体系置于沸水中煮沸 ５ｍｉｎ
后于 １２０００ｒｐｍ 离心 １ｍｉｎ。

１．２．３ 抑制效果比较

  将酶液分别与各终止液等体积混匀，置于 ４５℃
水浴中处理 １０ｍｉｎ，沸水浴法则将酶液置于沸水中处
理 ５ｍｉｎ。分别将处理后的酶液稀释适当倍数，以 ｐ-
ＮＰＯ 为底物在 ｐＨ 值为 ８．５，反应温度为 ４５℃的条
件下测定各残余酶活力。以不加终止液且在 ４５℃处
理 １０ｍｉｎ酶液的残余活力作为 １００％。

  抑制率（％）＝１００％－残余酶活力（％）

１．２．４ 吸光值稳定性比较

  以 ｐ-ＮＰＯ 作为底物，将稀释适当倍数的酶液加
入反应体系，反应 １０ｍｉｎ 后分别用无水乙醇法、ＥＤ-
ＴＡ法、三氯乙酸法、碳酸钠法以及沸水浴法终止反
应，经离心后立即测定吸光值。每间隔 ５ｍｉｎ 测一次
吸光 值，计 算 终 止 后 反 应 混 合 物 的 净 吸 光 值
（ＯＤ 加酶样 －ＯＤ 空白）随时间的变化趋势，以终止反应
后第一次测定的净吸光值作为 １００％。

２ 结果与分析

２．１ 抑制效果比较

  如图 １ 所示，采用不同的终止方法在 ４５℃水浴
处理 １０ｍｉｎ后，等体积的无水乙醇和浓度为 ０．５ｍｏｌ／

６１１ Ｇｕａｎｇｘｉ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ·２１ Ｎｏ·２，Ａｐｒｉｌ ２０１４



Ｌ的三氯乙酸对酶活力均有较好的抑制效果，抑制率
分别为 ９７．５６％和 ９９．４６％；同时 ５ｍｉｎ的沸水浴对酶
也有很好的抑制作用，抑制率为 ９９．５１％。可见无水
乙醇、三氯乙酸及沸水浴均起到了在较短时间内有效
抑制酶活力的作用。浓度为 １ｍｏｌ／Ｌ 的 ＥＤＴＡ 和

０·５ｍｏｌ／Ｌ 的碳酸钠分别与酶液在 ４５℃水浴处理

１０ｍｉｎ后，对酶活力的抑制效果并不理想。碳酸钠法
对酶活力的抑制率为 ７６．４４％，而 ＥＤＴＡ 法只有

３２·９４％。

图 １ 各终止方法的抑制效果比较

  Ｆｉｇ．１ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｅｒｍｉｎａ-
ｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

  ①无水乙醇法，②ＥＤＴＡ法，③三氯乙酸法，④碳酸钠法，

⑤沸水浴法。

  ①Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｅｔｈａｎｏｌ ｍｅｔｈｏｄ，②ＥＤＴＡ ｍｅｔｈｏｄ，③Ｔｒｉｃｈｌｏ-
ｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｏｄ，④ Ｓｏｄｉｕｍ ｃａｒｂｏｎａｔｅ ｍｅｔｈｏｄ，⑤Ｂｏｉｌｉｎｇ

ｗａｔｅｒ ｂａｔｈ ｍｅｔｈｏｄ

２．２ 吸光值稳定性比较

  由图 ２ 可知，用三氯乙酸法、碳酸钠法及沸水浴
法终止反应后的净吸光值比较稳定，采用三氯乙酸法
终止反应后的 ５ｍｉｎ 内，净吸光值几乎没有增加，

１０ｍｉｎ时增加了 ０．４７％，３０ｍｉｎ 时增加 １．５７％；采用
碳酸钠法终止反应后的 ５ｍｉｎ内，净吸光值仅增加了

图 ２ 各终止方法的净吸光值稳定性
  Ｆｉｇ．２  Ｎｅｔ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ
  —●—：ＥＤＡＴ法，—■—：无水乙醇法，—▲—：碳酸钠法，——：三氯乙
酸法，—◆—：沸水浴法．
  —●—：ＥＤＴＡ ｍｅｔｈｏｄ，—■—：Ａｂｓｏｌｕｔｅ ｅｔｈａｎｏｌ ｍｅｔｈｏｄ，—▲—：Ｓｏ-
ｄｉｕｍ ｃａｒｂｏｎａｔｅ ｍｅｔｈｏｄ，——：Ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｏｄ，—◆—：
Ｂｏｉｌｉｎｇ ｗａｔｅｒ ｂａｔｈ ｍｅｔｈｏｄ．

０．１３％，１０ｍｉｎ时增加 ０．５３％；采用沸水浴终止反应
后，反应混合物的净吸光值有很微弱的减小，在

１０ｍｉｎ时减少了 ０．７７％，１０ｍｉｎ后净吸光值微弱的增
加，到 ２５ｍｉｎ左右恢复到 １００％相对酶活力。表明反
应混合物采用三氯乙酸法和碳酸钠法终止反应后均

能有效终止脂肪酶酶催化反应，终止反应后 １０ｍｉｎ
内测定吸光值所得的数据是准确的；采用沸水浴法处
理之后的净吸光值仅有非常微弱的波动，测得的净吸
光值在一定程度上也是比较准确的。而 ＥＤＴＡ 法和
无水乙醇法对酶催化反应的终止效果并不理想，用终
浓度为 ０．５ｍｏｌ／Ｌ 的 ＥＤＴＡ 溶液未能完全终止反
应，在 ２００ｕＬ 反应混合物中加入 ２００μＬ，１ｍｏｌ／Ｌ 的

ＥＤＴＡ溶液后其净吸光值仍以约每分钟 ０．５％的速
率增加；而等体积的无水乙醇在加入反应混合物后，
其净吸光值则以较快的速率减小，５ｍｉｎ 时已减小

５％。可见，用 ＥＤＴＡ 法和无水乙醇法来终止反应未
能得出相对稳定的实验结果。

３ 结论

  不同的 ｐＨ 值对 ｐ-ＮＰ 显色会产生不同的效果，
在酸性溶液中 ｐ-ＮＰ为无色，而在中性和碱性溶液中
则显黄色［１５］。三氯乙酸是一种蛋白变性剂，可有效
的使反应混合物中的酶变性失活；同时它又是一种强
酸，浓度为 ０．５ｍｏｌ／Ｌ 的三氯乙酸其 ｐＨ 值在 ０．７ 左
右，与 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ ｐＨ 值为 ８．５ 的 Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ 等体积
混匀后 ｐＨ 值约为 ０．８，加入 ０．５ｍｏｌ／Ｌ 的碳酸钠将
反应混合物调回碱性即可使 ｐ-ＮＰ 显色。因此三氯
乙酸法适用于大部分脂肪酶活力测定的终止反应。

  在比较抑制效果的实验中，０．５ｍｏｌ／Ｌ 的碳酸钠
溶液与酶液等体积混合再于 ４５℃水浴处理 １０ｍｉｎ
后，酶活力并未完全抑制；而在吸光值稳定性实验中，
等体积的 ０．５ｍｏｌ／Ｌ 碳酸钠溶液却能较好的终止反
应且净吸光值稳定性良好。这是因为终止反应后反
应混合物 ｐＨ 值约为 １１．２，而脂肪酶 ＬＩＰ８ 在此 ｐＨ
条件下的酶活力几乎为零，所以碳酸钠溶液能较好的
终止反应。而 ＬＩＰ８ 与碳酸钠溶液混合后构象发生
改变，当重新回到 ｐＨ 值 ８．５ 的环境中反应时构象在
一定程度上又得到恢复，这可能是碳酸钠法对脂肪酶
抑制效率不高的原因。

  在碱性环境中，羧酸酯会发生水解反应［１ ６］，当反
应混合物处在沸水中时，剩余底物水解速度会加快，
因此反应体系中底物浓度过低或者沸水浴的时间过

长有可能引起剩余底物的大量水解而导致得到的净

吸光值不准确，因此采用沸水浴法终止反应时需要选
择合适的反应条件。
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  在 Ｓ．Ｓ．Ｋａｎｗａｒ 等人的研究中，终浓度为

２００ｍｍｏｌ／Ｌ 的 ＥＤＴＡ 溶液能够 １００％ 抑制来自

Ｂ·ｃｏａｇｕｌａｎｓ 的脂肪酶活力
［１７］。而本研究中，终浓

度为 ５００ｍｍｏｌ／Ｌ 的 ＥＤＴＡ 溶液对来自嗜热链霉菌

ＧＸＴ-６ 的脂肪酶 ＬＩＰ８ 的抑制效果并不理想，且终止
后净吸光值仍以较快速度增加。

  在本研究中，无水乙醇虽然能较好的抑制 ＬＩＰ８
的酶活力，但是在终止反应后测定的吸光值变化速率
较快。实验表明，在加入等体积的无水乙醇后加酶样
和空白样的吸光值均随时间增加，且空白样吸光值增
加的速率比加酶样快，因而造成了净吸光值随时间减
小。推测可能是在无水乙醇加入后反应混合物中剩
余底物的自分解速度加快。

  综上所述，采用对硝基苯酚酯测定脂肪酶活力过
程中，综合比较分析 ５ 种前人用到的终止反应法对脂
肪酶的抑制效果和吸光值稳定性，认为使用三氯乙酸
法终止反应较其他方法得出的实验结果更准确有效。
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