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摘要: 探讨了 3, 5-二硝基水扬酸 ( DN S)添加量、显色时间、氧的溶解量、离子强度以及 DNS显

色后存放时间对纤维素酶酶活力测定的影响 .氧的溶解量对测定结果影响显著 ;测定波长的

变化对检测样品光吸收值的灵敏度和线性范围影响很大 ,一般选定 540 nm为进行纤维素酶

酶活力测定的波长 .另外 ,当以葡萄糖为标准来测定还原糖时 ,不同的测定方法会使得纤维

二糖的测定值不同 .因此 ,在测定纤维素酶酶解产物时 ,用 DNS方法来测定还原糖 ,使测定

结果更加准确 .
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纤维素酶酶活力测定方法的多样性、不准确性以及测定中存在着的难以克服的困难 ,给

纤维素酶的开发和利用带来了很多不利的影响 .其主要原因为:

1) 纤维素酶是由内切 β-1, 4-葡聚糖酶、外切 β -1, 4-纤维二糖分解酶和纤维二糖酶 (或

者 β -葡萄糖苷酶 )组成的复合酶系
[1, 2 ]

.各组分的协同作用促使结晶纤维素转化为纤维二糖

和葡萄糖 .

2)纤维素酶的作用底物纤维素是不溶于水的高聚糖 [3 ] .在纤维素与水组成的多相反应

体系中 ,酶总处于底物不饱和状态 ,因此 ,难以用测酶反应初速度的方法来测定酶活力 [4 ] .

3)酶与纤维素的反应是在固体界面上进行的 ,其酶解反应速率受到底物对酶蛋白的吸

附速率和产物扩散速率的影响
[ 5]
.

现今 ,在纤维素酶活力测定中 ,主要是采用测定纤维素酶解反应平均速率的方法 .这主

要包括测定酶解前后纤维素的溶解量 ,如同以 CMC作底物来测定粘度的方法 ;而多数方法

是测定底物酶解后还原糖的生成量 ,如以葡萄糖为标准 ,用 3, 5-二硝基水杨酸 ( DN S)法
[6 ]
或

Somogyi法
[7 ]
等 .但是 ,由于酶解产生还原糖的种类和氧化能力有所不同、底物不饱和程度

以及酶对纤维素结晶区域和过渡区域水解能力存在差异 ,因此会给纤维素酶活力测定带来

误差 .所以说 ,采用的纤维素酶活力测定方法以及测定条件 ,都对测定结果有较大影响 .本文

对纤维素酶活力测定的影响因素进行了分析 ,并提出了建议 .
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1　材料与方法

1. 1　材料

酶样 A由作者所在实验室制备 ,它是由菌种 T . reesei GB发酵后 ,经过滤、浓缩制成的

酶液 .酶样 B由 Novo公司生产并提供 .

1. 2　分析方法

1. 2. 1　还原糖测定方法　取上清液 ,按照 Miller
[6 ]
的方法 ,使用 DNS试剂 ,通过测定 540

nm波长下的光吸收值来确定还原糖的含量 ,并以葡萄糖为标准来表示 .另外 ,也可用

Somogyi
[ 7]
方法来测定还原糖的生成量 .

1. 2. 2　纤维素酶活力测定方法　采用 Mandels等
[8 ]的测定方法 .

1)滤纸酶活 ( Fi lter Paper Activi ty ,简称 F P A): 取 25 mL的刻度试管 ,加入经稀释的

0. 5 mL酶液和 1 mL浓度为 0. 05 mol /L的柠檬酸缓冲溶液 ,并加入一条 1 cm× 6 cm的滤

纸 , 50℃保温 1 h.用 DN S试剂测定所形成的还原糖量 ,并扣去空白 .其酶活力单位用国际

单位 ( 1μmo l /( min mL) )来表示 .

2) CMC酶活 ( CMCase): 取 25 mL的刻度试管 ,加入经适当稀释的酶液 0. 5 mL和 1 mL

质量分数为 1%的 CMC缓冲溶液 , 50℃保温 30 min.用 DN S试剂来测定所形成的还原糖

量 ,并扣去空白 .其酶活力单位用国际单位 ( 1μmol / ( min mL) )来表示 .

纤维素酶酶活力单位的定义:在酶的催化下 ,每分钟形成 1μmo l葡萄糖时所用该酶的

量为 1个酶活国际单位 ( 1μmol / ( min mL) ) .

2　结果与分析

2. 1　 DN S测定条件对纤维素酶活力 (还原糖 )测定的影响

2. 1. 1　 DN S与还原糖的显色时间对还原糖测定的影响　 DN S在碱性、沸腾的条件下与糖

图 1　显色时间对还原糖测定的影响

类化合物的还原基团发生反应并显色 . DN S与还原糖显

色后 ,其颜色深浅的比例可作为还原糖测定的依据 .另

外 ,该反应对还原糖种类没有选择性
[9 ]
.在试验条件下 ,

DN S与还原糖进行反应并显色 ,显色 (煮沸 )时间对还原

糖的测定有很大影响 .图 1为显色时间对还原糖测定的

影响 .可以看出 ,显色时间在 3 min内显色液的吸光度随

显色时间的延长而增加 . 3 min之后 ,吸光度随时间变化

不大 .尤其在 5 min之后 ,显色后的吸光度已基本趋于稳

定 .所以 ,一般取 DN S与还原糖反应的显色时间为

5 min.

2. 1. 2　 DN S添加量对还原糖测定的影响　在试验条件下 , DN S添加量对还原糖测定的影

响如图 2所示 .可以看出 ,随着 DN S添加量的增加 ,显色液的吸光度变化不大 ,但有逐渐增加

的趋势 .这可能是由于 DN S添加量的增多使其吸光度增大的缘故 . DN S添加量主要与待测

液的还原糖含量有关 .一般在纤维素酶活力测定时 , DN S添加量为 3 mL较适宜 ,且还原糖

含量与吸光度之间的线性范围较宽 .

2. 1. 3　氧的溶解量 (溶液的氧化能力 )对还原糖测定的影响　在试验条件下 ,待测液或者蒸
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馏水的氧化性高低直接影响到 DN S与还原糖显色的比例性 ,进而影响到对糖测定的准确

性 .图 3为氧的溶解量 (用 H2 O2代替溶解氧添加到待测液中 )对还原糖测定的影响 .可以看

出 ,随着氧在待测液中溶解量的增加 ,显色液的吸光度呈现明显的降低趋势 .其原因可能是

由于 DNS与还原糖反应实际上是一种氧化还原反应 .因此 ,待测液中氧溶解量的变化对该

反应产生显著的影响 .

图 2　 DNS添加量对还原糖测定的影响　　　　　图 3　氧的溶解量对还原糖测定的影响　　　

图 4　离子强度对还原糖测定的影响

2. 1. 4　离子强度对还原糖测定的影响　进行纤维素

酶的酶活力测定时 ,必须在一定缓冲液存在时完成 .

缓冲液和待测液中的离子强度对还原糖测定的影响

如图 4所示 .通过在 0. 05 mol /L柠檬酸缓冲液中改变

氯化钠浓度来改变溶液的离子强度 .可以看出 ,随着

溶液的离子强度增加 ,其吸光度变化不大 ,但有缓慢

降低的趋势 .

2. 2　测定波长对纤维素酶酶活力测定的影响

在分光比色分析测定时 ,一般选定最大光吸收值作为测定波长 ,这样做可获得最大的灵

敏度 .但在纤维素酶酶活力测定过程中 ,不同的研究人员
[11, 10 ]
所选择的波长有所不同 .作者

用紫外可见分光光度仪比较了波长对葡萄糖的光吸收的影响 ,如图 5所示 .发现在可见光范

围内 ,显色液在 486 nm处有较大吸收 .作者分别在 486, 510, 540, 570 nm波长下测得葡萄糖

的标准曲线以及相关系数 ,如表 1和图 5所示 .从表 1可看出 ,不同波长下所得的标准曲线和相

图 5　测定波长对纤维素酶

活力测定的影响

关系数存在着差异 .波长越短 ,其标准曲线的相关系数偏离

1的数值越大 ;随着波长的增加 ,这种偏离程度变小 .究其原

因可能是在 486 nm波长下测定时 ,存在最大光吸收 ,所以灵

敏度最高 ;但在此波长下测定 ,所测得的数据稳定性差 ,相关

系数偏离 1的数值趋大 .在 570 nm波长下测得的数据 ,虽然

数据稳定性好 ,但灵敏度偏低 .从图 5可以看出 ,为兼顾两者 ,

540 nm是在最大光吸收的波长和灵敏度最低的波长中间 ,

既能获得较高的灵敏度 ,且所测得的数据稳定性又较好 .因

此 ,在纤维素酶的酶活力测定过程中 ,一般取 540 nm为测定

波长 .另外 ,在光比色分析过程中 ,一般取透光度 20%～ 80% ,吸光度在 0. 1～ 0. 7范围内时 ,

测定的数据较准确 .从表 1可看出 ,波长越长 ,标准曲线的线性范围越宽 ,这对纤维素酶的酶
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活力测定非常有利 ;另一方面它又使测定的灵敏度降低 ,给测定带来不利影响 .从上面分析

可看出 ,兼顾两者 ,又照顾到纤维素酶酶活力测定的实际需要 ,选 540 nm为还原糖比色测定

的波长较为适宜 .

表 1　不同波长下葡萄糖曲线的回归方程相关系数和线性范围

测定波长 /nm 葡萄糖曲线的回归方程　 相关系数 线性范围

486 y = 0. 3467x 0. 9796 0. 28～ 2. 02

510 y = 0. 5852x - 0. 1238 0. 9973 0. 38～ 1. 41

540 y = 0. 4306x - 0. 09524 0. 9991 0. 45～ 1. 85

570 y = 0. 2583x - 0. 05714 0. 9992 0. 61～ 2. 93

2. 3　还原糖的种类对纤维素酶酶活力测定的影响

图 6　还原糖的种类对纤维素

酶活力测定的影响

Miller等人
[ 12]
曾经指出 ,用 DN S等分析试剂对

还原糖进行测定时 ,其纤维素酶酶解产物不同 (如葡

萄糖、纤维二糖和其它纤维寡糖 ) .不同的还原糖氧化

还原能力存在差异 ,这种差异不可避免地给测定带来

误差 ,而这些却一直被人们所忽略 .图 6为还原糖的种

类对还原糖测定的影响 .从图中可看出 ,以葡萄糖为

标准 ,纤维二糖测定值较之低一些 ,而木糖测定值则

高一些 .在进行纤维素酶酶活力测定时 ,酶解液中主

要含有葡萄糖和纤维二糖以及少量纤维寡糖 [13 ] .由此

可以看出 ,以葡萄糖为标准测定纤维素酶酶活力 ,所

得到的结果比实际酶活偏低 .

2. 4　不同测定方法对纤维素酶酶活力测定的影响

常用的还原糖分析方法有两种 ,即 DNS法和 Somogyi法 ,能够分析测定葡萄糖和纤维

二糖 .以葡萄糖为基准 ,分别用两种方法分析相同含量的纤维二糖 ,会得出不同的测定值 ,其

结果见表 2. 在还原糖测定中 , Somogyi方法会得到更准确的值 .可是 ,纤维素酶酶解产物 ,

表 2　不同测定方法对纤维素酶酶活力测定的影响

测定方法 葡萄糖 纤维二糖

DNS 100 85～ 88

Somogyi 100 55～ 58

通常不是形成某一类还原糖 ,而是形成

以葡萄糖和纤维二糖为主的、并含有寡

聚糖的混合物 .在这种情况下 , DNS方

法仅有最小误差
[13 ]
.

3　讨　　论

3. 1　 DN S测定方法的原理和适用性

DNS方法适于碱性条件 , DNS与还原糖发生氧化还原反应 ,生成了 3-氨基-5-硝基水扬

酸 ,其产物在煮沸条件下显色 ,其颜色深浅与还原糖含量有比例关系 ,利用这一原理测定还

原糖的含量 .

DNS与还原糖显色后 ,其颜色的深浅与糖类游离出还原基团的数量有关 ,而对还原糖

的种类没有选择性 . DNS方法适合用在多糖 (如纤维素、半纤维素和淀粉等 )水解产生多种

还原糖的体系中 .对于测定纯的、单一的外切 β -纤维二糖分解酶或者内切 β-葡聚糖酶 ,用

Somogyi方法为宜 .如果测定一个纤维素酶系对不溶性纤维素的酶解能力 ,用 DNS方法较
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适宜 .

3. 2　 DN S试剂的组成及其作用

DNS试剂是由 DNS、氢氧化钠、酒石酸钾钠、苯酚和亚硫酸氢钠加蒸馏水配制而成 .配

制方法是把 DN S加入一定量的氢氧化钠溶液中 ,待完全溶解后 ,加入已溶解的酒石酸钾钠

溶液 ,混合均匀 ,再加入苯酚和亚硫酸氢钠 ,贮存于棕色试剂瓶中 .在室温下 ,放置 7～ 10 d

后即可使用 .

酒石酸钾钠在 DN S试剂中的作用是防止溶解氧的侵入 ;苯酚的作用是增加 DN S显色

后的颜色深度 ,以及平衡脲形成时对糖测定的影响 ;亚硫酸氢钠与苯酚配合使显色后颜色更

加稳定 ;碱性环境是 DNS与还原糖作用的条件 .

3. 3　进行纤维素酶酶活力测定时 DN S方法的规范

在 25 mL刻度试管中盛有进行纤维素酶酶活力测定的溶液 ,加入 3 mL DN S试剂 ,在沸

水中煮沸 5 min进行显色 ,然后在流水中急速冷却 .用蒸馏水定容到 25 mL. 1 h内 ,在 540

nm波长下比色测定光吸收值 ,对照葡萄糖标准曲线 ,查出还原糖的含量 .

4　结　　语

　　纤维素酶系作用于水不溶性纤维素 ,其分解能力可分别用糖化型纤维素酶活力或者纤

维素溶解的纤维素酶活力来表述 .前者指分解产生还原糖的能力 ,通常用滤纸酶活和 CMC

酶活来表示 ;后者指纤维素降解为低分子糖的能力 ,常用 CMC粘度降低法
[14 ]
和滤纸崩溃

法
[15 ]
来表示 .

由于微生物分泌纤维素酶酶系的复杂性 ,底物纤维素又是处于多相复杂体系 ,天然纤维

素除含有纤维素之外还有半纤维素和木素等 ,这些都给纤维素酶活力和纤维素酶作用机制

的分析和纤维素酶的分离精制带来困难 .这就要求进一步探讨和改进现有的研究和分析手

段 ,使纤维素酶的研究和利用有所突破 ,开发和利用丰富的可再生纤维素资源 ,使之造福于

人类 .
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The Modification of the DNS Method for the

Determination of Reducing Sugar

GUAN Bin
1 , DING You-fang
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( 1. Shandong Institute o f Light Industry , Jinan 250100; 2. Tianjin Institute o f Ligh t Industr y, Tianjin

300222)

Abstract: In this paper, the procedure and condi tion ( fo r example, the dosage of DN S

reagent , heating time, dissolv ing oxygen and ionic st reng th ) on the measurement o f

reducing suga r w ere studied. Results show tha t the choice o f measuring wavelength w as

af fected by hydro lysis products. Therefo re, the measuring wavelength at 540nm was

chosen to expand the liner range of g lucose and obtain proper sensi tivi ty and stabler da ta.

On the o ther hand, when g lucose w as used as standa rd, v arious methods fo r reducing

sugar w ould giv e dif ferent v alues. When determining the sacchari fying effect o f a cellulase

complex , the result should be independent o f the type of suga r fo rmed. Thus, the erro r is

actually smallest w ith th e DN S method in the case.

Key words: saccharifying cellulase; activi ty; testing condi tion; DNS; reducing sugar
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