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硫酸铵对DNS试剂测定几丁质酶活力的影响
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摘 要：分析了硫酸铵盐析引起的几丁质酶酶活力损失的原因，然后通过考察硫酸铵、硫酸钠、

他铵盐及氨水等对DNS试剂测定葡萄糖的影响，得出结论，硫酸铵等铵盐的存在，破坏了DNS

剂与还原糖发生显色反应所需要的强碱性环境，使显色反应不能正常进行，通过补加氢氧化钠

复反应体系的强碱环境，这种干扰可被屏蔽；最后通过几丁质酶硫酸铵盐析实验进一步验证了

验结论。
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Abstract：Based on the inactivation mechanism of ammonium sulfate precipitation on chitinase，the

effects of ammonium sulfate，sodium sulfate，ammonium salt and aqueous ammonia on the

dinitrosalicylic acid(DNS)assay of glucose standards were investigated．The results showed that

the alkaline conditions was favored the color reaction of the reducing sugars with DNS reagent，

furthermore，the alkaline conditions changed when ammonium sulfate and other ammonium salt

added to this reaction system which prevented the color reaction from advancing．Given the

alkaline conditions of the reaction system recovered，the color reaction would develop again．
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DNS试剂(3，5一二硝基水杨酸)定糖是一种经

典的葡萄糖以及其他还原糖的测定方法，该方法的

原理是，在碱性条件下3，5-二硝基水杨酸被还原糖

还原成棕红色氨基化合物3一氨基一5一硝基水杨酸，在

一定范围内样品中还原糖的含量与溶液的吸光值

呈线性关系‘1|。该方法方便、快速、灵敏度较高，是

实验室最常采用的测定还原糖的方法之一。

目前，在微生物产几丁质酶、纤维素酶、木聚糖

酶、果胶酶等糖苷水解酶类的研究过程中，～般是

通过DNS试剂测定酶与底物反应生成的还原糖的
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量来反映酶活力的高低瞳-9]。在酶活力测定中，反

应体系一般都比较复杂，除含有底物和产物外，还

可能含有发酵液成分、提取过程中的添加物、缓冲

液成分等。研究者通常关注的是这些成分对酶活

性的影响，而往往忽视了它们对酶反应产物的分析

是否存在影响。作者在研究微生物几丁质酶的过

程中发现，采用硫酸铵分级沉淀对酶进行分离纯化

时，所得蛋白沉淀和清液几乎都检测不到几丁质酶

活力，而采用乙醇沉淀酶活力反而较高。同时，在

研究粗酶性质时，也发现硫酸铵对酶活力有抑制作

用，因此，初步推测可能是高浓度硫酸铵对该酶有

抑制作用[9]。然而，进一步研究发现，产生这一现

象的原因，不是硫酸铵对酶活力有抑制作用，而是

硫酸铵对DNS试剂测定还原糖有干扰。研究了硫

酸铵以及其他铵盐对DNS试剂测定还原糖(采用

葡萄糖标准溶液)的影响，并研究探讨了消除该影

响的方法。

1 材料与方法

1．1材料与仪器

3，5一二硝基水杨酸：中国医药集团上海化学试

剂公司产品；结晶酚：上海凌峰化学试剂有限公司

产品；其他化学试剂均为分析纯。

紫外可见分光光度计：UV7500，上海天美科技

仪器公司产品；分析天平METTLER AE200，梅特

勒一托利多上海仪器有限公司产品。

1．2试剂的配制

甲液：称取6．9 g结晶酚溶于15．2 mL质量分

数lo％氢氧化钠溶液中，用水稀释到69 mI。，在此

溶液中加6．9 g亚硫酸氢钠⋯。

乙液：称取255 g酒石酸钾钠溶于300 mL

10％氢氧化钠溶液中，再加入880 mL质量分数1％

的3，5一二硝基水杨酸溶液。将甲、乙二溶液?昆合贮

于棕色瓶中室温平衡7～10 d后使用。

葡萄糖标准溶液：准确称取0．1 g分析纯无水

葡萄糖(105℃干燥至恒重)，用少量蒸馏水溶解后，

定容于100 mL容量瓶中，质量浓度为1 mg／mL。

1．3葡萄糖糖标准曲线的制作

按照参考文献[1]制作葡萄糖标准曲线。

2 结果与分析

2．1 DNS试剂测定葡萄糖标准溶液浓度

按照参考文献[1]中所述的方法，用DNS试剂

测定葡萄糖标准溶液的浓度。以葡萄糖毫克数为

横坐标，吸光值为纵坐标，绘制标准曲线。结果表

明，用DNS试剂测定标准葡萄糖溶液的浓度，反应

液的吸光值与葡萄糖浓度在一定范围内呈现良好

的线性关系，所得回归方程为Y一0．572x一0．066

4，R2值达0．999以上。因此，DNS试剂用于标准

葡萄糖溶液的浓度测定，结果准确可靠。

2．2硫酸铵对DNS试剂测定葡萄糖的影响

研究通过在反应体系中额外添加硫酸铵的方

法，考查了硫酸铵对DNS试剂对葡萄糖标准溶液

浓度测定的影响。

取6只25 mL比色管，分别加入0．1 mol／L硫

酸铵溶液0、0．1、0．3、0．5、0．7和0．9 mL，再加入相

应体积的蒸馏水补齐至2．0 rnL，每管加人1．0 mL

葡萄糖标准溶液，其余操作同标准溶液浓度的测

定，结果见图1。
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图1硫酸铵对DNS试剂显色反应的影响(I)

Fig．1 Effect of Ammonium sulfate Oil the DNS reagent

color reaction(I)

从结果可以看出，少量的硫酸铵对葡萄糖的测

定基本没有影响，但随着硫酸铵浓度的增加，反应

液的吸光值开始呈下降趋势。

作者进一步考察了高浓度硫酸铵对葡萄糖测

定的影响。在比色管中加入1．0 mL葡萄糖标准溶

液后，分别添加0～1．0 mL的硫酸铵溶液(1 rnol／

L)，用蒸馏水补齐至2．0 mL，其余操作同标准溶液

浓度的测定，结果见图2。
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图2 高浓度硫酸铵对DNS试剂显色反应的影响(Ⅱ)

Fig．2 Effect of Ammonium sulfate on the DNS reagent

color reaction(Ⅱ)

结果表明，提高反应体系中的硫酸铵的含量之

后，反应液吸光值随着体系中硫酸铵量的增加呈快

速下降趋势，当反应液中硫酸铵的含量达0．3 mmol
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以上时，吸光值降为零，反应体系几乎不显色。

2．3硫酸钠对DNS试剂测定葡萄糖的影响

为了进一步确认硫酸铵对DNS试剂显色反应

的影响是铵离子的效应或是硫酸根离子的效应，本

文又考察了硫酸钠对DNS试剂测定葡萄糖的影

响。试验方法同上，结果见图3。

图3硫酸钠对DNS试剂显色反应的影响

Fig．3 Effect of Sodium sulfate on the DNS reagent color

reaction

结果表明，反应体系中添加硫酸钠，随着浓度

的升高，反应液的吸光值略有增加，初步说明硫酸

铵对DNS试剂测定葡萄糖的影响主要是铵离子的

存在引起的。

2．4铵盐对呈色反应的影响

作者选取氯化铵、乙酸铵、硝酸铵等培养基配

制的常用铵盐，进一步考察了铵盐对显色反应的影

响，结果见图4。
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铵盐溶液的铵根离子浓度均为1 mol／L

图4铵盐对DNS试剂显色反应的影响

Fig．4 Effect of Ammonium salt on the DNS reagent

color reaction

由图4可以看出，所有供试铵盐对DNS试剂测

定葡萄糖显色的影响趋势是相同的，随着反应体系

中铵离子浓度的增加，反应液在540 nm处吸光值

逐渐降低，当反应体系中铵离子量达一定量时，反

应体系均不显色。以上试验结果表明，硫酸铵对

DNS测定葡萄糖显色反应的影响，是铵根离子造成

的。但作者同时也注意到，反应体系中如添加氨

水，DNS试剂的显色反应则基本不受到影响。

2．S铵盐抑制DNS试剂显色原因分析

DNS试剂测定还原糖的原理是：在碱性条件

下，3，5一二硝基水杨酸被还原糖还原成棕红色氨基

化合物3～氨基一5一硝基水杨酸，此化合物在过量的氢

氧化钠碱性溶液中呈橘红色。试验发现，反应体系

中添加高浓度的铵盐，在加热过程中，比色管中有

氨气溢出，原因是添加的铵盐与DNS试剂中的氢

氧化钠发生反应。该反应使反应体系中的氢氧化

钠被消耗，反应体系碱性降低，可能是使显色反应

不能正常进行的原因。而氨水不与氢氧化钠反应，

体系仍维持碱性条件，所以，显色反应未受影响。

作者在添加过量铵盐不能正常显色的体系内，

再补加相应的氢氧化钠溶液，室温下放置仍不能显

色，如果将补加氢氧化钠溶液后的体系再进行沸水

浴加热，则能够恢复显色，这说明3，5一二硝基水杨

酸和还原糖之间的氧化还原反应需要碱性条件，添

加铵盐仅仅改变了反应体系的碱性环境，而对葡萄

糖和3，5一二硝基水杨酸等参与显色反应的物质并

没有造成破坏，恢复碱性条件后，显色反应仍能正

常进行。试验还发现，正常反应体系显色后再添加

铵盐，仍可使反应体系的吸光值大大降低，说明呈

色物质的呈色也需要维持较强的碱性环境。

2．6铵盐引起的DNS试剂测定还原糖误差的消除

通过提高反应体系中氢氧化钠的浓度，试图消

除铵盐对显色反应的影响。

取9只25 mL比色管，分别加入2 mol／L的氢氧

化钠溶液0、0．1、0．3、0．5、0．7、0．9、1．1、1．3和1．5

mL，加入相应体积的蒸馏水补齐至2．0 mL，在每管

中加入1．0 mL标准葡萄糖溶液和0．5 mL 1．0 tool／

L的硫酸铵溶液，其余操作同上，结果如图5所示。

试验结果表明，随着氢氧化钠添加量的增加，显

色反应逐渐被恢复。说明反应体系中再补加氢氧化

钠可以屏蔽铵盐对显色反应的影响。实践中需根据

反应体系的实际情况，确定补加氢氧化钠的量。
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图5 氢氧化钠补加对铵盐影响的修复

Fig．5 Effect of additional sodium hydroxide on the DNS

reagent color reaction

2．7 几丁质酶的硫酸铵盐析结果

从发酵液中分离纯化酶蛋白，第一步通常采用
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硫酸铵盐析。因为，相比有机溶剂沉淀而言，采用

硫酸铵盐析，酶蛋白回收率高，酶活损失小。但李

静凹]在采用硫酸铵从发酵液中分离几丁质酶的过

程中，却出现酶活“消失”的现象。

重新进行了硫酸铵沉淀发酵液中几丁质酶试验，

酶活测定采用作者建立的校正方法，结果见图6。
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图6硫酸铵从发酵液中沉淀回收几丁质酶

Fig．6 Ammonium sulfate from the fermentation broth

recovery chitinase

结果表明，采用硫酸铵沉淀从发酵液中分离纯

化几丁质酶，几丁质酶酶活回收率可达60％以上。

这表明先前的酶活力“消失”现象，确实是因为粗酶

液中含有较高浓度的硫酸铵所致。

3 结 语

在微生物产酶的研究中，酶活力的测定一般贯

穿于菌种的分离、发酵条件的优化、酶的分离纯化
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