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前　　言

　　本标准按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

本标准由全国食品工业标准化技术委员会（ＳＡＣ／ＴＣ６４）提出。

本标准由全国食品工业标准化技术委员会工业发酵分技术委员会（ＳＡＣ／ＴＣ６４／ＳＣ５）归口。

本标准起草单位：中国食品发酵工业研究院、浙江艾杰斯生物科技有限公司、山东隆科特酶制剂有

限公司、青岛蔚蓝生物集团有限公司、诺维信（中国）投资有限公司。

本标准主要起草人：张蔚、田亚琼、刘明、滕智津、武竹英、李聪、翟文景、张世童、潘宏涛、郭庆文、

陈亮珍。
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工业用酶制剂测定技术导则

１　范围

本标准规定了工业用酶制剂的术语和定义、理化指标分类、酶活力测定导则及酶活力测定方法的实

施与评价等要求。

本标准适用于工业用酶制剂产品关键测定指标测定方法的建立、实施及评价的指导。

２　规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

ＱＢ／Ｔ１８０３　工业酶制剂通用试验方法

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

３．１

酶制剂　犲狀狕狔犿犲狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀

由动物或植物的可食或非可食部分直接提取，或由传统或通过基因修饰的微生物（包括但不限于细

菌、放线菌、真菌菌种）发酵、提取制得，具有特殊催化功能的生物制品。

注：商品化的工业用酶制剂产品允许加入易于产品贮存、使用的配料成分。

３．２

酶活力　犲狀狕狔犿犲犪犮狋犻狏犻狋狔

酶在一定条件下催化某一特定反应的能力。

４　工业用酶制剂理化指标分类

４．１　工业用酶制剂测定关键性指标：酶活力。

４．２　工业用酶制剂测定通用性指标如下：

ａ）　容重；

ｂ） 细度；

ｃ） ｐＨ。

４．３　其他指标。

５　工业用酶制剂酶活力测定方法建立指导

５．１　酶活力测定反应条件关键因素的选择确立指导

５．１．１　底物的选择

底物的选择方法如下：
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———应对可用的底物做筛选；

———专一性不强的酶，可作用于多种底物时，在多种底物中，选择米氏常数犓ｍ 最小的底物；

———专一性较强的酶，选择该酶的专一性催化底物；

———根据检测仪器和实际检测条件，选择便于检测的底物或产物；

———选择合适的底物浓度（一般控制在米氏常数犓ｍ 的２０倍～１００倍，在实际工作考虑到底物溶

解度的限制，价格因素，可将底物浓度降为犓ｍ 的１０倍）。

示例１：

蛋白酶：以酪蛋白作为底物。酪蛋白是哺乳类动物乳汁的主要成分，以大分子蛋白作为底物，可以准确反映蛋白酶

的催化性能和活力。

示例２：

脂肪酶：以甘油三丁酸酯作为底物，基于酸碱滴定的原理建立检测方法。虽然脂肪酶种类繁多，但由于该类酶多属

于非专一性催化，以甘油三丁酸酯作为底物能反映绝大多数脂肪酶的活性。

示例３：

纤维素酶：以羟甲基纤维素（ＣＭＣ）作为底物，检测还原糖产物在一定时间内的增量；或者用黏度法，以一定时间内

反应体系中黏度的降低反映底物的降解程度，从而获得纤维素酶的活力。此外，还可以测定酶的滤纸酶活力，即以特定

的纤维素滤纸为底物，测定纤维素酶对滤纸的降解能力。

示例４：

α淀粉酶：选择淀粉作为底物，用碘试剂检测淀粉被降解的程度反映淀粉酶的活力；或者采用亚乙基Ｇ７ＰＮＰ作为

底物，α淀粉酶与α葡萄糖苷酶共同作用将该底物水解释放黄色的狆硝基苯酚，利用全自动生化分析仪进行检测。

５．１．２　温度的选择

温度的选择方法如下：

———建立方法时，需要提前确定酶的最适反应温度；

———根据酶的种类，预估其最适反应温度，在估计值附近选择一个范围（±１０℃），测定酶在此温度

区间酶活力的变化，从而确定该酶在某种反应体系中的最适温度；

注１：从温血动物组织中提取的酶最适温度一般在３５℃～４０℃之间；植物酶的最适温度一般在４０℃～５０℃之间；

大多数酶在６０℃以上会发生变性并逐渐失去活力。

———在条件允许的情况下，应尽量选择在酶最适温度或附近温度下反应，还要依据实际条件调整反

应温度，并通过其他反应条件的优化最终得到可行的检测方法；

注２：有些检测设备或原理对于温度有一定限制，可以通过延长反应时间、增加底物或酶的浓度等途径得到改善和

解决。

———有时，为了更好体现酶制剂在实际应用条件下的酶活力，需以实际应用时的温度条件作为反应

温度。

５．１．３　狆犎的选择

ｐＨ是酶活力测定的一个重要参数，选择方法如下：

———酶的最适ｐＨ需通过实验的方法测得，因底物的种类和浓度、温度、反应时间、缓冲液的种类和

浓度等不同而不同；

———同一类酶的反应最适ｐＨ相近，酶制剂新产品可以参照现有的同类酶的反应最适ｐＨ，经过反

应条件的筛选最终确定最适反应ｐＨ；

———在选择最适ｐＨ时要保证酶的稳定性，把酶的反应ｐＨ曲线和酶的稳定ｐＨ曲线结合起来，选

择底物和缓冲溶液体系以达到最适的反应ｐＨ。

５．１．４　缓冲溶液的选择

缓冲溶液的选择方法如下：
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———缓冲溶液的选择要充分考虑缓冲液的缓冲条件；

注１：缓冲溶液的作用不仅是维持酶反应的最适ｐＨ，其中含有的大量离子可以通过影响酶的构型或影响底物的解

离程度从而影响酶活性，因此，选择合适的缓冲体系及离子强度对于酶反应非常重要。

———缓冲溶液应具有足够的缓冲能力（缓冲液的电离平衡常数狆犓ａ与最适ｐＨ越接近，缓冲容量

越大）；

注２：酸和盐浓度相等时，缓冲液的缓冲效率为最高，比例相差越大，缓冲效率越低。

———随缓冲液浓度增加，电解质干扰酶和底物结合，酶活性将逐步下降，选择缓冲液浓度时，需在浓

度较高以保持足够缓冲能力和浓度较低以免抑制酶活性两个作用之间取得平衡；

———对于解离受温度影响较大的缓冲物质（如Ｔｒｉｓ、三乙醇胺），配制、使用此类缓冲溶液时还应注

意配制时的温度；

———缓冲溶液的选择要考虑离子强度的影响。在选择离子强度时，除了要保证反应体系的ｐＨ恒

定外，也应考虑它可能对反应体系及酶本身带来的影响；

———当缓冲溶液的ｐＨ、离子强度和缓冲离子选定后，该缓冲系统不应轻易变动。

５．１．５　反应时间的选择

反应时间的选择方法如下：

———当反应测定的是最终产物的生成量时，不同酶活力大小的酶制剂在相同条件及反应时间固定

的情况下，反应产物的生成量与酶制剂的活力成正比。反应时间可以通过在确定其他反应条

件的基础上，不断调节酶促反应时间和适宜测定的反应时间来获得；

注１：从效率的角度考虑，时间越短越有效，但要同时考虑反应的稳定程度及结果的可靠性。

———当反应测定的是产物生成的速率时，随着酶浓度的变化，酶与底物的反应速率成正比。要求酶

制剂与底物的反应速率有足够的灵敏度，且动态变化的过程可通过一般的测量手段检测。确

定反应时间时，需要注意测定出的产物量以及动态斜率两个参数，即在确保反应速率正常的情

况下，注意产物的量在仪器测量最佳范围内。

注２：反应时间同样可以在反应底物、温度等其他条件确定的情况下通过实验测得，最初选取较长的反应时间范围，

得到反应时间产物浓度速率图，在初速度时间范围内可以结合仪器等的测量的要求来选择适合的范围。

５．１．６　其他条件因素的选择

５．１．６．１　激活剂

激活剂的选择方法如下：

———作为酶的辅助因子，金属离子可以作为酶分子中的组成部分；

———作为酶的激活剂，如：Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｍｇ
２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ２＋、Ｃａ２＋和Ｃｏ２＋等常见的酶的激活剂；

注１：金属离子对不同的酶的作用具有一定的选择性，一些金属离子可能对某种酶具有激活作用，同时对另一种酶

起抑制作用。

注２：不同的金属离子之间还有拮抗现象，如Ｎａ＋抑制Ｋ＋的激活作用，Ｍｇ
２＋能够激活的酶又常被Ｃａ２＋所抑制。

注３：金属离子的浓度对激活作用也有影响，随着浓度升高，它的作用可以从激活转化为抑制，如对于ＮＡＤＰ＋合成

酶，Ｍｇ
２＋在５×１０－３ｍｏｌ／Ｌ～１０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，具有激活作用，但当浓度上升至３０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，酶活性

下降。

———增加酶的稳定性，如枯草芽孢杆菌淀粉酶在Ｃａ２＋存在时对碱性环境的稳定性大为增加；

———强化酶的专一性，如羧肽酶Ａ可以水解合成底物苯甲酰甘氨酰泵丙氨酸（ＢＧＰ）和乳酸马尿酰

苯酯（ＨＰＬＡ），如果将羧肽酶Ａ中的Ｚｎ２＋除去，再与其他金属离子重新结合，其对于ＢＧＰ和

ＨＰＬＡ的相对活性会发生很大改变；

———激活剂可以分为无机离子、有机化合物和蛋白质三类。

３
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５．１．６．２　抑制剂

———不可逆抑制剂。能够以牢固的共价键和酶蛋白中的基团结合或能够专一的和活性部位的有关

基团反应，发生不可逆的化学反应，酶失活后不能用透析、超滤能物理方法恢复活性。

———可逆抑制剂（竞争性抑制剂和非竞争抑制剂）。与酶非共价结合，因而是可逆的。抑制后可以

用透析法除去抑制剂从而恢复酶的活性。

５．２　酶活力测定条件标准化关键因素指导

５．２．１　待测酶浓度的选择

５．２．１．１　酶浓度的选择应保证相对于底物浓度的充分饱和，酶活性测定就是要使酶促反应的初速度达

到最大速度，此时反应速度与酶浓度之间有线性关系。在相对于底物浓度充分饱和的酶浓度范围内才

能得到准确反应酶活的测定方法。

５．２．１．２　应做酶浓度选择试验，考虑产物浓度以保证测定的准确性。对于某一确定的底物浓度应选择

相对于该底物浓度充分饱和的酶浓度范围来里进行标准曲线绘制。通过测定反应时单位体积中底物的

减少量或产物的增加量可以得到酶促反应速度。一般选择测定产物的增加量，因为酶促反应中，底物往

往是过量的，不容易准确测得它的减少量；产物的生成量只要方法足够灵敏，容易准确测得。保证测量

的准确性需要考察酶促反应的产物所产生的信号是否在相应测量仪器的检测范围以内。

５．２．２　标准曲线的制作及浓度选择

５．２．２．１　标准曲线的制作应保证足够的相关性系数；通常要求曲线拟合所得的相关性系数平方（犚
２）应

大于０．９８。

注：某些反应中基质背景影响难以扣除，标准曲线的拟合不需要经过零点。

５．２．２．２　标准曲线制作标准溶液浓度的选择要与酶反应相匹配。标准溶液浓度值应尽量等距离地分布

在检测范围内，并至少有５个浓度。如果采用非直线拟合，则建议设置至少７个浓度；标准曲线的浓度

范围应覆盖正常操作条件下所需检测的样品浓度。标准曲线的线性范围应至少大于或等于２．５。为获

得更准确的结果，尽量将测试样品的浓度落在标准曲线的浓度范围中间。若采用酶促反应的产物（或产

物类似物）作为标准样品，则更需结合酶的反应速率选择最佳的曲线浓度范围，获得可靠的结果以及较

好的灵敏度。避免高浓度或低浓度的酶样品因为反应速率过快或过慢超出曲线范围，或不能与标准曲

线呈良好的线性关系。

５．３　酶活力测定方法相对准确校正因素的选择和确立

５．３．１　标准底物的筛选与确定

５．３．１．１　纯度要求

需要选择纯度高的化学品和批次；需确保足够的储备量（可以购买到足够量的试剂，以便分装后在

一段时期使用的试剂作为标准底物）。

５．３．１．２　标准底物来源

尽量选择商品试剂，将质量稳定且可以长期订购到的试剂作为标准底物；选择使用的批次底物有可

替代批次的底物。

５．３．１．３　准确度

通过选定的两个批次的底物的结果比较确定。实验中每个样品称重两个平行样品；样品类型要有
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代表性；至少应引入两名实验人员；得到至少２４个样品的结果。

５．３．１．４　线性关系

如果方法中涉及标准曲线，对于线性范围内的不同浓度点进行考查。实验中每个样品称重两个平

行样品；将样品稀释至标准曲线范围内的不同的浓度上，将其他浓度点得到的结果与中点值进行比对，

确认回收率。

５．３．１．５　灵敏度

如果方法中涉及标准曲线，需要对标准曲线的斜率、截距、试剂或样品空白等进行比对和评估。

５．３．１．６　接受标准

不同批次对照的准确度在０．９５～１．０５置信区间范围内，两个批次表明底物之间没有明显的差异。

５．３．２　对照酶的筛选与确定

５．３．２．１　对照酶特点

５．３．２．１．１　质量：生产过程正常，能代表正常工艺流程。

５．３．２．１．２　稳定性：稳定的液体、固体成品，酶浓缩液。

５．３．２．１．３　均一性：液体酶标准品要澄清透明，没有沉淀，物理稳定性好，可加入一定比例的防腐剂避免

标准品菌落总数超标；固体产品需保证较小的粒径分布范围。

５．３．２．１．４　贮存量：对照酶要有足够的量以确保在一定的使用时间。

５．３．２．１．５　专属性：成品酶配方中的化学品应不影响方法的使用和酶活力的测定。

５．３．２．２　对照酶需考虑的检验项目

５．３．２．２．１　酶含量的检验：即每克对照酶制剂所含的酶活力单位。测量的次数不少２５天，每天至少两

个称重。

５．３．２．２．２　交叉污染检测：确保对照酶制剂没有被其他酶尤其是蛋白酶所污染进而影响酶活性检测结

果或降低对照酶的稳定性。可用灵敏度较高的分析方法，如采用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）对潜在的

污染酶进行检测，控制在５００００ｎｇ／ｇ以内。

５．３．２．２．３　总活菌计数（ＴＶＣ）检测：一般控制细菌数小于１０
４／ｍＬ。

５．３．２．２．４　均一性检测：随机选择分装好的标准品中的１０瓶～１２瓶送到相关实验室，从每瓶样品中取

两个平行称量进行检测，对得到结果进行均一性评估以确认接受或放弃。

５．３．２．２．５　其他：如采用聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）对目标酶蛋白进行定性实验；重金属的检

测，以排除重金属离子如铅离子抑制酶活性；水分检测，保证固体对照酶制剂足够干燥。

５．３．２．３　对照酶的贮藏

将对照酶分装在小玻璃瓶或冷冻管中密封保存；取少量作为长期贮藏标准品保存在温度－８０℃；

一般标准品储存温度为－１８℃；基于酶的性质，固体和液体成品标准品推荐保质期１０年～２０年；未进

行防腐处理或稳定性不确定的浓缩液标准品，推荐保质期２年；已开瓶或使用过程中的标准品可以存放

在４℃～８℃冰箱中，固体和液体成品标准品开启后在此条件下可使用和存放３０天，浓缩液标准品开

启后在此条件下可使用和存放５天。

注：基于５．１～５．３中所述要求建立的具体酶的测定方法可参照附录Ａ～附录Ｄ给出的方法。

５．４　工业用酶制剂通用指标测定方法

５．４．１　容重测定方法

按ＱＢ／Ｔ１８０３执行。
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５．４．２　细度测定方法

按ＱＢ／Ｔ１８０３执行。

５．４．３　狆犎测定方法

按 ＱＢ／Ｔ１８０３执行。

５．５　其他指标

按相应方法检测。

６　工业用酶活力测定方法的实施与评价指导

６．１　酶活力测定方法的准确性评价

６．１．１　如果有可选择的对照酶样品，可以通过该方法测定对照酶样品的回收率进行评价，即通过对照

酶的测量值与标准值计算得出方法的准确度。

６．１．２　如果方法建立基于参照实验室，可以通过本实验室结果与参照实验室间结果之间的比值定义准

确度，即对于相同样品在本实验室和参照实验室并在同一时期进行分析，将分析结果进行比对得出方法

的准确度。

６．１．３　对于已有标准方法（基准方法）存在的情况，可以将新方法对于标准方法的回收率定义为方法的

准确度，通过进行相同样品在新方法和标准方法下的分析，对比两个方法下结果的差异。

６．１．４　在有标准物质存在的情况下，方法的准确度需要在９５％～１０５％之间。

６．１．５　参照实验室对比得到的方法准确度也需要在９５％～１０５％这个范围内，方可接受。

６．１．６　对于有标准方法对比的情况，例如建立一个和标准方法原理不同的方法，准确度在一些情况下

会超出±５％的范围，因为对于方法间比较的决定因素较多，而且通常比较复杂，例如反应条件（温度、

ｐＨ）、底物、仪器等会造成方法的灵敏度、响应度不同，进而决定了准确度的差异。但如果该准确度在方

法应用的条件下针对所有样品类型都相对恒定，该准确度可被认可。

６．１．７　对于准确度的评定，需要进行多次测量以确保引起方法波动的变量被充分考虑在内，如：样品数

量、平行测定的次数和天数、试剂和溶液的配制、引入的仪器数量、操作者等。

６．２　酶活力测定标准方法可接受允许差水平

６．２．１　酶活力测定方法的精密度

对于同一实验条件下平行样品的测定，通常以相对误差２％作为通用原则。但对于酶活力测定方

法的精密度而言，该重复性贡献是很小的。根据反应原理，操作的复杂程度，样品的复杂程度，绝对法或

相对法的区别，方法的中间精密度以相对标准偏差计，绝大多数控制在４％～１０％之间。这一相对标准

偏差没有考虑实验室之间差异，仅反映同一方法在一个实验室运行的状况。

６．２．２　酶活力测定方法的不确定度

６．２．２．１　酶活力的结果建议引入方法的重复性进行表示；或者对同一样品在不同天进行多次测定来确

认最终结果。

６．２．２．２　方法的不确定度可以在评价方法的准确度的同时进行考量，即选择一定数量的具有代表性的

样品，选择不同的试剂配制溶液，在不同天通过不同的仪器和操作者进行分析测定，通过实验结果获得

的相对标准差，进而计算出单次测量的标准差。
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６．３　酶活力指标与工业用酶制剂产品应用评价

６．３．１　若将酶活力的检验方法及其结果作为反映产品应用性能的唯一控制方法和指标，则通过该分析

方法得到的酶活力应能够代表该酶产品在实际应用中的性能的表现，即酶活力指标和应用性能之间应

该存在正相关性。如果酶的应用领域和条件不是单一的，酶活力指标至少需要反映酶在其典型应用条

件下的应用性能。

６．３．２　由于酶活力测定的方法是基于分析仪器的分析原理进行建立，考虑到分析方法中存在的一些限

制以及方法通量，酶制剂实际应用的所有条件往往不能全部复制于酶活力测定的分析方法中，例如反应

底物的选择，反应温度和ｐＨ的设定。因此，存在酶活力与实际使用不完全体现正相关性的现象，实际

应用时应结合酶活力指标匹配实际应用效果实验。

６．３．３　基于产品质量问题或纯度问题导致酶活力结果和应用评价不匹配，同时没有其他的酶活力方法

或测定原理可供选择，那么可以通过建立杂质的分离及分析方法对杂质的含量进行检定和控制，进而间

接保证酶活力对其应用性能的代表性。
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附　录　犃

（资料性附录）

普鲁兰酶活力测定方法

犃．１　犇犖犛法

犃．１．１　方法原理

普鲁兰酶在一定条件下催化水解普鲁兰多糖生成葡萄糖等还原糖，３，５二硝基水杨酸与还原糖溶

液共热后可生成显棕红色的氨基络合物，在一定范围内颜色深浅与产生的还原糖的量成正比。在５４０ｎｍ

的波长下测定反应溶液的吸光度，测定值与样品中普鲁兰酶的活力成正比。

注：在给定的反应条件下，１ｍＬ或１ｇ产品每分钟反应产生相当于１μｍｏｌ葡萄糖，即为一个酶活力单位，以ｕ／ｍＬ

或ｕ／ｇ表示。

犃．１．２　试剂和材料

除特殊说明外，所用的试剂均为分析纯，水均为符合ＧＢ／Ｔ６６８２—２００８中规定的二级水。

犃．１．２．１　乙酸乙酸钠缓冲液（０．２犿狅犾／犔，狆犎４．５）

准确称取无水乙酸钠８．１６ｇ（或者１３．５４ｇ三水醋酸钠）溶于水中，加冰乙酸４ｍＬ，用蒸馏水溶解并

定容至１０００ｍＬ，配好后用酸度计校正溶液的ｐＨ至４．５０±０．０１，用乙酸或乙酸钠进行调节。

犃．１．２．２　３，５二硝基水杨酸试剂（犇犖犛试剂）

准确称取３，５二硝基水杨酸６．３ｇ置于５００ｍＬ蒸馏水的烧杯中，加氢氧化钠２１ｇ加热至５０℃全

溶，称取酒石酸钾钠１８２ｇ放于３００ｍＬ水中，加热溶解倒入前溶液中，加重蒸苯酚５ｇ，加无水亚硫酸钠

５ｇ，搅拌至溶，冷却后用蒸馏水定容至１０００ｍＬ，过滤，贮于棕色瓶中放置１天后使用，有效期６天。

犃．１．２．３　１．５％的普鲁兰多糖溶液

准确称取普鲁兰多糖（Ｓｉｇｍａｐ４５１６或同等分析效果）（１．５０００±０．００１０）ｇ，用ｐＨ４．５的乙酸乙酸

钠缓冲液溶解定容至１００ｍＬ。现配现用。

犃．１．２．４　０．６％葡萄糖标准溶液

称取于（１０３±２）℃下烘干至恒重的无水葡萄糖（０．６０００±０．０００６）ｇ，用水溶解并定容至１００ｍＬ，

搅拌至完全溶解。

犃．１．３　仪器和设备

犃．１．３．１　分析天平：精确至０．０００２ｇ。

犃．１．３．２　移液器。

犃．１．３．３　磁力搅拌器。

犃．１．３．４　酸度计。

犃．１．３．５　秒表。

犃．１．３．６　恒温水浴：控温精度±０．１℃。

犃．１．３．７　分光光度计。
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犃．１．３．８　沸水浴。

犃．１．４　分析步骤

犃．１．４．１　葡萄糖标准曲线的绘制

葡萄糖标准曲线绘制步骤如下：

———葡萄糖标准溶液按照表Ａ．１配置，稀释后立即进行测定。

表犃．１

管号
葡萄糖标准溶液

的浓度／（ｍｇ／ｍＬ）
稀释倍数

０．６％葡萄糖标准

溶液的体积／μＬ
取水的体积／μＬ 总体积／μＬ

０ ０ ０ ０ １５００ １５００

１ ０．１０ ６０ ２５ １４７５ １５００

２ ０．１２ ５０ ３０ １４７０ １５００

３ ０．２０ ３０ ５０ １４５０ １５００

４ ０．３０ ２０ ７５ １４２５ １５００

５ ０．４０ １５ １００ １４００ １５００

　　———分别取试管加入２ｍＬ上述稀释后的标准溶液，各加入ＤＮＳ试剂３．０ｍＬ，于沸水中沸腾７ｍｉｎ

（样品放入重新沸腾时算起），取出，迅速冰水浴冷却到室温，加入蒸馏水１０ｍＬ，混匀；

———用分光光度计在５４０ｎｍ下测量溶液的吸光度，用空白管溶液调零点，记录吸光度值，以吸光

度为纵坐标，以对应的标准葡萄糖浓度为横坐标，绘制标准曲线。

犃．１．４．２　样品的制备

准确称取酶样品１ｇ～２ｇ精确至０．０００２ｇ，或者吸取液体酶样１ｍＬ，精确至０．０１ｍＬ，用乙酸乙

酸钠缓冲液溶解，磁力搅拌混匀，准确稀释定容（使试样液与空白液的吸光度之差恰好落在标准２点～

４点之间），待测。

犃．１．４．３　测定

测定步骤如下：

ａ）　先将适量底物普鲁兰多糖溶液放入（６０±０．１）℃恒温水浴中，预热２ｍｉｎ；

ｂ）　按下列程序操作：

试管Ａ（空白） 试管Ｂ（酶试样，需作３个平行样）

　　　↓ 　　　↓

加酶液１．００ｍＬ 加酶液１．００ｍＬ

　　　↓ 　　　↓

加ＤＮＳ溶液３．００ｍＬ（摇匀） 加普鲁兰多糖溶液１．００ｍＬ（摇匀）

　　　↓ 　　　↓（６０±０．１）℃，３０ｍｉｎ

加普鲁兰多糖溶液１．００ｍＬ（摇匀） 加ＤＮＳ溶液３．００ｍＬ（摇匀）

　　　↓ 　　　↓

同时放入沸水浴加热７ｍｉｎ 同时放入沸水浴加热７ｍｉｎ

　　　↓ 　　　↓
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取出冷却至室温 取出冷却至室温

　　　↓ 　　　↓

加入１０ｍＬ水（摇匀） 加入１０ｍＬ水（摇匀）

　　　↓ 　　　↓

于５４０ｎｍ波长测其吸光度 于５４０ｎｍ波长测其吸光度（以空白试管调零）

犃．１．５　结果计算

酶活力犡 按式（Ａ．１）计算：

犡＝
（犃－犫）×狀

犽×３０×１８０
…………………………（Ａ．１）

　　式中：

犡 ———酶活力，单位为ｕ／ｍＬ（ｇ）；

犃 ———样品在５５０ｎｍ处吸光度的平均值；

犫 ———标准曲线的截距；

狀 ———稀释倍数；

犽 ———标准曲线的斜率；

３０ ———酶反应时间，单位为分（ｍｉｎ）；

１８０———葡萄糖的分子量。

犃．１．６　允许差

同一试样两次测试结果的绝对差值，不得超过算术平均值的１０％，变异系数不超过１２％。

犃．２　染色红普鲁兰法

犃．２．１　方法原理

普鲁兰酶在一定条件下催化水解染色红普鲁兰多糖，产生红色降解产物。用乙醇沉淀未降解底物。

在５１０ｎｍ下，用分光光度计测定上清液的吸光度，测定值与样品中普鲁兰酶活力成正比。

样品中其他可水解红普鲁兰多糖的糖酶（如葡糖淀粉酶）的存在会干扰本方法。加入一定量的阿卡

波糖（Ａｃａｒｂｏｓｅ）可以抑制样品中葡糖淀粉酶的活力，此时方法仍适用。

犃．２．２　试剂和材料

犃．２．２．１　缓冲液

按生产厂商的指导配制。

犃．２．２．２　阿卡波糖溶液

取阿卡波糖１００ｍｇ到１５０ｍＬ容量瓶中，用去离子水定容。搅拌１５ｍｉｎ至完全溶解，然后分装，

冷冻保存。

注：冷冻下保存１年。不许冻融反复使用。

犃．２．２．３　２％红普鲁兰溶液

称取（１．００±０．０００５）ｇ红普鲁兰底物（Ｍｅｇａｚｙｍｅｌｏｔ．６１２０１或同等分析效果），用缓冲液定容到

５０ｍＬ，使红色普鲁兰完全溶解。
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犃．２．３　仪器和设备

犃．２．３．１　移液器。

犃．２．３．２　磁力搅拌器。

犃．２．３．３　酸度计。

犃．２．３．４　秒表。

犃．２．３．５　带加热装置的恒温水浴：控温精度±０．１℃。

犃．２．３．６　分析天平。

犃．２．３．７　分光光度计。

犃．２．３．８　台式离心机。

犃．２．３．９　一次性离心管。

犃．２．４　分析步骤

犃．２．４．１　标准品和标准曲线的制备

精确称取一定量的标准品，按照生产厂商的指导配制标准曲线。

犃．２．４．２　样品的制备

称取一定量的样品稀释到缓冲液中。需保证样品稀释液的活力在标准曲线的范围内。

犃．２．４．３　测定

酶活力测定的总体步骤如下。相关的技术细节需与生产厂商确定。

———取一定量的样品、标准品溶液到试管中；

———如样品中含有葡糖淀粉酶，可在试管中加入定量的阿卡波糖溶液；

———按一定的时间间隔在试管中分别加入定量的红普鲁兰溶液；

———将试管置于一定温度的水浴中，准确计时，反应一定时间后依次取出；

———反应后向试管中加入足量的无水乙醇终止反应，震荡混匀；

———将试管在室温下放置一定时间，然后在３２００×犵下离心；

———取上清液用分光光度计在５１０ｎｍ处测定溶液的吸光度，用水调零。

犃．２．４．４　标准曲线制作

以标准品溶液酶活力为犡 轴，其对应的吸光度（减去空白吸光度）为犢 轴绘制标准曲线。标准曲线

的相关系数≥０．９９８。

犃．２．５　结果计算

酶活力犡 按式（Ａ．２）计算：

犡＝
犛×犞×犉

犿
…………………………（Ａ．２）

　　式中：

犡 ———酶活力，单位为ｕ／ｍＬ或ｕ／ｇ；

犛 ———由线性回归计算出的样品稀释液的酶活力；

犞 ———溶解样品用的容量瓶体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犉 ———稀释因子；

犿 ———样品称量，单位为毫升或克（ｍＬ或ｇ）。
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附　录　犅

（资料性附录）

β半乳糖苷酶（中性）活力测定方法

犅．１　方法原理

本方法是用来测定中性β半乳糖苷酶的活性，酶样品与底物ＯＮＰＧ（邻硝基苯βＤ半乳吡喃糖苷）

混合保温，β半乳糖苷酶能水解ＯＮＰＧ得到邻硝基苯酚，邻硝基苯酚在碱性环境中显黄色，测定反应液

的吸光值，测定值与样品中乳糖酶活性成正比。

注：在给定的反应条件下，单位时间释放１μｍｏｌ邻硝基苯酚的酶量。

犅．１．１　试剂和溶液

除特殊说明外，所用的试剂均为分析纯，水均为符合ＧＢ／Ｔ６６８２—２００８中规定的二级水。

犅．１．１．１　硫酸镁溶液

准确称量２４．６５ｇ七水合硫酸镁（ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ）并转移至１０００ｍＬ容量瓶中，加水定容，搅拌至

溶解。

犅．１．１．２　犈犇犜犃溶液

准确称量１．８６ｇ二水合ＥＤＴＡ二钠（Ｃ１０Ｈ１４Ｎ２Ｎａ２Ｏ８·２Ｈ２Ｏ）并转移至１０００ｍＬ容量瓶中，加水

定容，搅拌至溶解。

犅．１．１．３　犘犈犕缓冲液

准确称量８．８ｇ磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）和８．０ｇ三水合磷酸氢二钾（Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ）并转移至

１０００ｍＬ容量瓶中，加入约９００ｍＬ水，再加入１０．０ｍＬ硫酸镁溶液和１０．０ｍＬＥＤＴＡ 溶液，加水定

容，搅拌至溶解。ｐＨ应在６．５０±０．０５。

犅．１．１．４　犗犖犘犌底物溶液

称量２５０．０ｍｇＯＮＰＧ并转移至１００ｍＬ容量瓶中，加ＰＥＭ缓冲液定容，搅拌至溶解。使用前两

小时内配置完毕。

犅．１．１．５　碳酸钠溶液

称量５０．０ｇ碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３）和３７．２ｇ二水合ＥＤＴＡ二钠（Ｃ１０Ｈ１４Ｎ２Ｎａ２Ｏ８·２Ｈ２Ｏ）并转移至

１０００ｍＬ容量瓶中，加水定容，搅拌至溶解。

犅．１．２　仪器和设备

犅．１．２．１　分析天平：精确至０．０００２ｇ。

犅．１．２．２　磁力搅拌器。

犅．１．２．３　酸度计。

犅．１．２．４　秒表。

犅．１．２．５　恒温水浴：控温精度±０．１℃。
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犅．１．２．６　分光光度计。

犅．１．２．７　移液器。

犅．１．３　分析步骤

犅．１．３．１　标准溶液的制备

称量１３９．０ｍｇ邻硝基苯酚并转移至１０００ｍＬ容量瓶中，加入１０ｍＬ９６％乙醇溶解完全溶解，加

水定容，搅拌至溶解。将配置好的溶液分别吸取２ｍＬ、４ｍＬ、６ｍＬ、８ｍＬ、１０ｍＬ、１２ｍＬ和１４ｍＬ分

别转移到１００ｍＬ容量瓶中，各加入２５ｍＬ碳酸钠溶液，然后用ＰＥＭ 缓冲液定容，搅拌至完全溶解。

这一标准溶液系列所含有的邻硝基苯酚的浓度分别为０．０２μｍｏｌ／ｍＬ、０．０４μｍｏｌ／ｍＬ、０．０６μｍｏｌ／ｍＬ、

０．０８μｍｏｌ／ｍＬ、０．１０μｍｏｌ／ｍＬ、０．１２μｍｏｌ／ｍＬ、０．１４μｍｏｌ／ｍＬ。以水为参比，在４２０ｎｍ下测量各个浓

度溶液的吸光值，并计算摩尔消光系数（最终范围应在４．６０±０．０５之内）。

犅．１．３．２　摩尔消光系数的计算

摩尔消光系数犳按式（Ｂ．１）计算：

犳＝
∑
７

犻＝１

（犃犻／犅犻）

７
…………………………（Ｂ．１）

　　式中：

犳 ———摩尔消光系数；

犃犻 ———标准溶液各个浓度点的吸光值；

犅犻 ———标准溶液各个点的浓度，单位为微摩尔每毫升（μｍｏｌ／ｍＬ）；

７ ———标准溶液系列数。

犅．１．３．３　样品的制备

准确称量至少１ｇβ半乳糖苷酶样品并转移至容量瓶中，加入ＰＥＭ 缓冲液，定容，搅拌至溶解。

吸取上述溶液１ｍＬ，放到１０ｍＬ的试管中，每个样品取两个平行样，并分别做样品空白。

犅．１．３．４　测定

将ＯＮＰＧ底物溶液预热至少１０ｍｉｎ，将准备好的样品试管放到（３０．０±０．５）℃的水浴中保温，时间

为５ｍｉｎ～１５ｍｉｎ。将所有的试管按照一定的顺序在相同的间隔时间快速加入５ｍＬＯＮＰＧ底物溶液，

震荡，混合均匀，在（３０．０±０．１）℃的水浴中反应１０ｍｉｎ，然后再以相同的顺序和时间间隔加入２ｍＬ碳

酸钠溶液，震荡，混合均匀，置于室温下。反应终止后３０ｍｉｎ内在４２０ｎｍ条件下读取吸光值。样品空

白同法处理，只是按照相反顺序加入ＯＮＰＧ底物溶液和碳酸钠溶液。

犅．１．４　结果计算

酶活力犡 按式（Ｂ．２）计算：

犡＝
犃×８×狀

犳×１０×犿
…………………………（Ｂ．２）

　　式中：

犡 ———酶活力，单位为ｕ／ｇ；

犃 ———样品溶液与空白溶液吸光值之差；

８ ———酶活力反应总体积，单位为毫升（ｍＬ）；

狀 ———样品稀释倍数；
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犳 ———摩尔消光系数；

１０———酶活力反应时间，单位为分（ｍｉｎ）；

犿 ———样品质量，单位为克（ｇ）。

犅．１．５　允许差

同一实验结果以平行测定的算术平均值为准。平行测定结果的变异系数不应超过８％。
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附　录　犆

（资料性附录）

过氧化氢酶活力测定方法

犆．１　硫代硫酸钠滴定法

犆．１．１　方法原理

过氧化氢酶是催化过氧化氢分解成氧和水的酶，存在于细胞的过氧化物体内。在稀硫酸中氧化碘

化钾产生定量的碘，用硫代硫酸钠滴定，可测出过氧化氢酶的总量，从而计算出过氧化氢酶的活力。

犆．１．２　试剂与溶液

除特殊说明外，所用的试剂均为分析纯，水均为符合ＧＢ／Ｔ６６８２中规定的二级水。

犆．１．２．１　１００犵／犔碘化钾溶液

称取１０ｇ碘化钾溶于８０ｍＬ水中，搅拌至完全溶解，用水定容至１００ｍＬ。

犆．１．２．２　磷酸氢二钠磷酸二氢钠缓冲溶液（狆犎７．０）

准确称取２．３３ｇ无水磷酸二氢钠、９．７ｇ十二水合磷酸氢二钠用去离子水溶解后定容至１０００ｍＬ，

用ｐＨ计校准至７．０，即成磷酸盐缓冲液。

犆．１．２．３　１犿狅犾／犔硫酸溶液

将３０ｍＬ浓硫酸溶于８００ｍＬ水，再用水稀释至１０００ｍＬ。

犆．１．２．４　１０犵／犔淀粉指示剂

在约３０ｍＬ沸水中加入１ｇ溶于少量水的可溶性淀粉，加热沸腾２ｍｉｎ～３ｍｉｎ后，定容至１００ｍＬ，

２４ｈ内使用。

犆．１．２．５　０．０１犿狅犾／犔硫代硫酸钠溶液

将无水硫代硫酸钠２４．９ｇ和无水碳酸钠０．２ｇ溶于水并定容至１Ｌ，煮沸１０ｍｉｎ静置１０天后标

定，得０．１ｍｏｌ／Ｌ硫代硫酸钠溶液，稀释１０倍即得０．０１ｍｏｌ／Ｌ的硫代硫酸钠溶液，棕色试剂瓶保存。

犆．１．２．６　底物溶液

用缓冲溶液将市售的３０％过氧化氢稀释４００倍，现配现用。

犆．１．２．７　１％钼酸铵溶液

称取１ｇ钼酸铵，溶于８０ｍＬ水中，搅拌至完全溶解，用水定容至１００ｍＬ。

犆．１．３　仪器与设备

犆．１．３．１　分析天平：精确至０．０００２ｇ。

犆．１．３．２　ｐＨ计：精确至０．０１。
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犆．１．３．３　恒温水浴锅：温度控制范围在（３０±０．２）℃之间。

犆．１．３．４　秒表：每小时误差不超过５ｓ。

犆．１．３．５　磁力搅拌器。

犆．１．３．６　碱式滴定管。

犆．１．４　分析步骤

犆．１．４．１　固体酶液的制备

称取试样两份，精确至０．０００２ｇ，加入８０ｍＬ缓冲溶液溶解，磁力搅拌３０ｍｉｎ，定容至１００ｍＬ，取

上清液，再用缓冲溶液做二次稀释（稀释后的待测酶液中过氧化氢酶活力应控制在８ｕ／ｍＬ～１２ｕ／ｍＬ）。

犆．１．４．２　液体酶液的制备

液体试样可以直接用缓冲溶液稀释、定容（稀释后的酶液中过氧化氢酶活力应控制在８ｕ／ｍＬ～

１２ｕ／ｍＬ）。

犆．１．４．３　测定

在１００ｍＬ的三角瓶中加入５．０ｍＬ底物溶液，置于３０℃水浴锅保温平衡５ｍｉｎ，加入１．０ｍＬ稀释

好的待测酶液，立即计时，摇匀，反应５ｍｉｎ。加入２．０ｍＬ硫酸溶液，摇匀，终止反应。再加入１．０ｍＬ

碘化钾溶液，１滴钼酸铵溶液和２滴～３滴淀粉指示剂，用硫代硫酸钠溶液滴定游离碘，所消耗体积毫升

数为犞１。

另做空白对照，在１００ｍＬ的三角瓶中加入５．０ｍＬ底物溶液，置于３０℃水浴锅保温平衡５ｍｉｎ，加

入２．０ｍＬ硫酸溶液，立即计时，摇匀，反应５ｍｉｎ，加入１．０ｍＬ稀释好的待测酶液，再加入１．０ｍＬ碘化

钾溶液、１滴钼酸铵溶液和２滴～３滴淀粉指示剂，用硫代硫酸钠溶液滴定游离碘，所消耗体积毫升数为

犞２，犞２ 约为２２ｍＬ。

犆．１．５　结果计算

犡＝

（犞２－犞１）×
０．０１

２
×１０００×犖

５
…………………………（Ｃ．１）

　　式中：

犡　 ———过氧化氢酶酶活力，单位为ｕ／ｍＬ或ｕ／ｇ；

犞２ ———空白消耗标准硫代硫酸钠的体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犞１ ———样品消耗标准硫代硫酸钠的体积，单位为毫升（ｍＬ）；

０．０１ ———硫代硫酸钠溶液的浓度，单位为摩尔每毫升（ｍｏｌ／ｍＬ）；

犖 ———稀释倍数；

２ ———２ｍｍｏｌ硫代硫酸钠相当于１ｍｍｏｌ的双氧水；

１０００———转化因子，１ｍｍｏｌ＝１０００ｍｍｏｌ；

５ ———酶解反应时间，单位为分（ｍｉｎ）。

所得结果保留至整数。

犆．１．６　允许差

实验结果以平行测定结果的算术平均值为准。平行测定结果的绝对差值不得超过８％。
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犆．２　紫外分光光度法

犆．２．１　方法原理

过氧化氢在２４０ｎｍ波长下有强烈吸收，过氧化氢酶能分解过氧化氢，使反应溶液的吸光度（犃２４０）

随反应时间增加而降低。根据测量２４０ｎｍ处吸光度在一定范围内的变化速度即可计算出过氧化氢酶

的活力。

犆．２．２　试剂和溶液

除非特殊说明，所用的试剂均为分析纯，水均为符合ＧＢ／Ｔ６６８２—２００８中规定的二级水。

犆．２．２．１　磷酸氢二钠磷酸二氢钠缓冲溶液（狆犎７．０）

准确称取２．３３ｇ无水磷酸二氢钠、９．７ｇ十二水合磷酸氢二钠，用水溶解后定容至１０００ｍＬ。用

ｐＨ计校准至７．０。

犆．２．２．２　底物溶液

吸取３０％过氧化氢１００μＬ，用磷酸氢二钠磷酸二氢钠缓冲溶液稀释至１００ｍＬ。用１ｃｍ的石英

比色皿，于吸收波长２４０ｎｍ处测得该溶液的吸收值犃 在０．５２０～０．５５０之间，即成底物溶液（如溶液吸

收值不在此范围，可加少量３０％过氧化氢或磷酸氢二钠磷酸二氢钠缓冲溶液进行调节），置于２５℃环

境下恒温保存，在２ｈ内使用。

犆．２．３　仪器和设备

犆．２．３．１　分析天平：精确至０．０００２ｇ。

犆．２．３．２　紫外可见分光光度计。

犆．２．３．３　恒温水浴锅：温度控制范围在（２５±０．２）℃之间。

犆．２．３．４　秒表：误差不超过５ｓ／ｈ。

犆．２．４　分析步骤

犆．２．４．１　酶溶液的制备

称取试样两份，每份约１．０ｇ，置于容量瓶中。加入磷酸氢二钠磷酸二氢钠缓冲溶液定容。磁力搅

拌３０ｍｉｎ。取上清液。用磷酸氢二钠磷酸二氢钠缓冲溶液做二次稀释，每个称量做３个平行稀释样。

稀释后的酶溶液置于２５℃环境中保温，时间不超过３０ｍｉｎ。

犆．２．４．２　测定

空白：准确移取２．９ｍＬ磷酸氢二钠磷酸二氢钠缓冲溶液至１ｃｍ石英比色皿中，移取１００μＬ待测

稀释样品，加入上述石英比色皿中，摇匀后在吸收波长２４０ｎｍ处调零。

样品：准确移取２．９ｍＬ底物溶液至１ｃｍ石英比色皿中，移取１００μＬ待测稀释样品，加入上述石英

比色皿中，摇匀后在吸收波长２４０ｎｍ处测量吸光度犃 值。待犃 值降至０．４５０时开始计时，犃 值降为

０．４００时结束计时，记录时间狋（ｓ），狋值应控制在１６ｓ～２４ｓ之间。如狋值超出规定范围，需调整二次稀

释倍数，重新稀释样品并检测。分别求得每个称量对应的３个平行稀释样品的平均反应时间。

犆．２．５　结果计算

每个称量样品的过氧化氢酶活力按式（Ｃ．２）计算：

７１

犌犅／犜 ×××××—××××



犡＝
３．４５×犇×犞

０．１×
狋

６０
×犿

…………………………（Ｃ．２）

　　式中：

犡　———样品的酶活力，单位为ｕ／ｇ；

３．４５———在吸收波长２４０ｎｍ处３ｍＬ标准底物溶液犃 值从０．４５０降至０．４００消耗的过氧化氢量，

单位为微摩尔（μｍｏｌ）；

犇 ———样品的二次稀释倍数；

犞 ———样品溶解的容量瓶体积，单位为毫升（ｍＬ）；

０．１ ———反应时加入的稀释样品体积，单位为毫升（ｍＬ）；

狋／６０———平均反应时间，单位为分（ｍｉｎ）；

犿 ———样品质量，单位为克（ｇ）。

所得结果表示至整数。

犆．３　允许差

实验结果以平行测定的算术平均值为准。平行测定结果的变异系数不应超过８％。

８１
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附　录　犇

（资料性附录）

溶菌酶活力测定方法

犇．１　一般规定

本标准除另有规定外，所用试剂的纯度应在分析纯以上，所用标准滴定溶液、杂质测定用标准溶液、

制剂及制品，应按ＧＢ／Ｔ６０１、ＧＢ／Ｔ６０２、ＧＢ／Ｔ６０３的规定制备，实验用水应符合ＧＢ／Ｔ６６８２—２００８中

三级水的规定。试验中所用溶液在未注明用何种溶剂配制时，均指水溶液。

犇．２　酶活力的测定

犇．２．１　方法原理

溶菌酶可水解细菌的细胞壁，造成藤黄微球菌的溶解而引起溶液吸光度值的降低。

一个溶菌酶活力单位定义为２５℃、ｐＨ６．２条件下，使用藤黄微球菌悬浊液在４５０ｎｍ处每分钟引

起吸光度变化０．００１所需溶菌酶的量。

犇．２．２　试剂和材料

犇．２．２．１　藤黄微球菌：ＡＴＣＣ４６９８或ＣＩＣＣ１０６８０。

犇．２．２．２　０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液，ｐＨ６．２。

称取１０．４０ｇ磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ），于５００ｍＬ无菌水中，稀释定容至１０００ｍＬ；溶解

９．４６５ｇ磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ）用无菌水稀释定容至１０００ｍＬ。将８１５ｍＬ磷酸二氢钠溶液

与１８５ｍＬ磷酸氢二钠溶液混合，调整缓冲溶液ｐＨ至６．２±０．１。

注：用小份缓冲溶液检查ｐＨ，以避免缓冲溶液被污染。如果需要，通过加入更多的磷酸二氢钠溶液或磷酸氢二钠

溶液调整ｐＨ。

犇．２．２．３　溶菌酶标准品：相同来源的溶菌酶。

犇．２．２．４　底物溶液：用磷酸盐缓冲液菌制备５０ｍＬ藤黄微球菌悬浊液。使用前，底物于３７℃培养

３０ｍｉｎ。该底物溶液室温下可稳定２ｈ。以磷酸盐缓冲液调分光光度计零点，然后测定底物溶液的吸光

度，４５０ｎｍ下读数应为０．７０±０．１。

犇．２．３　仪器和设备

犇．２．３．１　分光光度计：精度±０．００１。

犇．２．３．２　ｐＨ 计。

注：所用的器皿应保持无菌，保证工作环境的清洁。

犇．２．４　分析步骤

犇．２．４．１　试样溶液的制备

准确称取（１００±０．１）ｍｇ试样，置于５０ｍＬ容量瓶中，用约２５ｍＬ磷酸钠缓冲溶液搅拌溶解并稀释

定容，充分混匀。再转移１ｍＬ上述试样制备溶液至１００ｍＬ容量瓶中，用磷酸钠缓冲溶液搅拌溶解并

稀释定容。

９１
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犇．２．４．２　标准溶液的制备

精确称取５０ｍｇ蛋清溶菌酶标准品于５０ｍＬ容量瓶中，用约２５ｍＬ磷酸钠缓冲溶液搅拌溶解并稀

释定容，充分混匀（如果需要，冷冻该溶液以备后续测定）。转移３ｍＬ上述标准制备溶液至１００ｍＬ容

量瓶中，用磷酸钠缓冲溶液搅拌溶解并稀释定容。

犇．２．４．３　测定

取３份标准溶液和３份试样溶液进行测定。２５℃室温下，将１ｃｍ比色皿放入分光光度计，调整吸

光度零点。吸２．９ｍＬ底物溶液于比色皿，最初４５０ｎｍ处吸光度应为０．７０±０．１，３ｍｉｎ之内初始吸光

度值变化应小于或等于０．００３时，方可开始测定。吸０．１ｍＬ标准溶液加入底物溶液，充分混合。记录

３ｍｉｎ吸光度值的变化，每１５ｓ记录一次吸光值。每分钟吸光度值变化应在０．０３～０．０８之间，若不在要

求范围需调整试样溶液的浓度。重复操作测定试样溶液。反应１ｍｉｎ后稳定，计算时忽略最初１ｍｉｎ

的读数。

犇．２．４．４　结果计算

酶活力犡 按式（Ｄ．１）计算：

犡＝
（犃１－犃２）

２×犠 ×０．００１
…………………………（Ｄ．１）

　　式中：

犡　 ———样品的酶活力，单位为ｕ／ｇ；

犃１ ———试样在４５０ｎｍ处反应１ｍｉｎ时的吸光度；

犃２ ———试样在４５０ｎｍ处反应３ｍｉｎ时的吸光度；

２ ———获得１ｍｉｎ和３ｍｉｎ吸光度读数所用的时间，单位为分（ｍｉｎ）；

犠 ———用于分析的试样制备溶液中的溶菌酶质量，单位为克（ｇ）；

０．００１———由单位溶菌酶每分钟引起的吸光度降低的值。

试验结果以平行测定结果的算术平均值为准。在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差

值不大于算术平均值的１０％。

０２
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