
第��卷第�期

����年�月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

�����������	
��
���
�����
�����������

������，	���


���，

���������������������������������������������������������������
����

文章编号：��������（����）��������

平板扩散法粗略确定碱性脂肪酶的活性�

邬敏辰�， 孙崇荣�， 邬显章�

（��复旦大学生物化学系，上海������；��无锡轻工大学中央研究所，江苏无锡������）

摘要：通过对圆弧青霉����所产碱性脂肪酶活性测定方法的研究和比较，建立了一种快速、直观、

灵敏的固体琼脂平板脂肪酶活性测定方法�利用脂肪酶在一定条件下分解三丁酸甘油酯所释放出

的游离脂肪酸使指示剂（维多利亚蓝）变色的原理，根据变色圈直径的大小对酶活性进行粗略分

析，特别适合于酶提纯过程中大批量样品酶活性的估测以及酶活性条带和其它蛋白质条带的区

分�
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脂肪酶的测定方法很多：酸碱滴定法［�］，电位

滴定法［�］，浊度测定法［�］，甘油测定法［�］和色谱分析

法［�］
�这些测定方法步骤烦琐，不适合于大批量样

品的快速测定�为了简化测定过程，许多研究者对
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酶的粗略测定方法进行了改进，其中主要是固体琼

脂平板法�即针对不同性质和来源的脂肪酶，以不

同的底物和指示剂来测定酶活性����������等［	］以

吐温为底物，
������作为指示剂，采用固体琼脂平

板法，根据孔周围形成变色圈的大小来测定脂肪酶

活性�但该方法形成的变色圈较模糊，不易准确测

量变色圈的直径�有人采用以三油酸甘油酯为底物

和罗丹明�作为指示剂的固体琼脂平板法来测定

脂肪酶活性，以荧光圈的大小来判断酶活性的大

小［�］，但发现该方法在实际操作中重复性较差，很

难得到确定的结果�

�������等［�］采用以三丁酸甘油酯为底物的固

体琼脂平板法来筛选产脂肪酶的菌种，根据菌落周

围形成透明圈的大小来挑选高产菌种，但该方法不

易形成清晰的透明圈，特别是当酶活性较低时�研

究发现，如果在固体琼脂平板内添加维多利亚蓝作

为指示剂，可明显地提高测定方法的清晰度和灵敏

度�该方法可用于产脂肪酶菌种的筛选、批量酶样

品的活性测定以及聚丙烯酰胺凝胶电泳酶活性条

带的确定等。

� 材料与方法

��� 碱性脂肪酶

产酶菌株圆弧青霉（���������������	
���）突

变株�����，由无锡轻工大学酶工程实验室提供�将

�����菌株在一定条件下进行液体深层发酵，其发

酵醪经过滤、硫酸铵沉淀和干燥等步骤，制成粗脂

肪酶粉�

��� 试剂

������������ ������ ��公司产品；丙烯酰

胺 和 
，
�甲 叉 丙 烯 酰 胺 !��"�公 司 产 品；

#$�$% ����&��公司产品；聚乙烯醇 聚合度为

’��()�(；橄榄油，三丁酸甘油酯，维多利亚蓝及其

它常用化学试剂�

��� 仪器

层析柱（�’�	 �*	( �），蠕动泵，核酸蛋白

检测仪，记录仪，自动部分收集器，垂直板型电泳系

统，�+��((快速成像仪，高速组织捣碎机，恒温水浴

锅，�,���-型精密酸度计等�

��� 脂肪酶活性测定

����� 酶活性单位定义 在一定反应条件下，每

分钟水解产生’����游离脂脂酸的酶量定义为一

个脂肪酶单位�计算公式：

�.
�(
�

*�(*�

其中：� ———酶活性（����／���），———样品

耗碱量（�/），( ———空 白 耗 碱 量（�/），�(———

’�/(�(����／/
�0,的微摩尔数，�———反应

时间（���），�———稀释倍数

����� 电位滴定测定法 测定方法和试剂配制见

文献［1］，以橄榄油为底物�

��� ���	
������柱层析

������������操作步骤见文献［’(］�柱层析条

件为：平衡液和洗脱液为重蒸水，’�	 �*	( �层

析柱，酶液上柱量’�/，洗脱速度(�2�/／���，’(

���收集一管�整个过程用部分收集器和自动记录

仪分别收集样品和记录洗脱曲线，最后测定每管的

酶活性与蛋白质含量�

��� 聚丙烯酰胺凝胶电泳

采用不连续垂板状电泳系统，分离胶质量浓度

�3／�/，浓缩胶质量浓度�3／�/，#��4�,-�缓冲体

系，具体操作见文献［’’］�

��� 固体琼脂平板测定法

����� 固体琼脂平板的制备 分别将5��3琼脂

粉、	�5��/三丁酸甘油酯、’�����/�3／�/聚乙

烯醇、5���/’3／�/维多利亚蓝和55��/
�0,�

���（(�(����／/，�,’(�(）缓冲液加入�((�/三

角瓶中，加热溶解琼脂粉，趁热用高速组织捣碎机

均质，倒平皿，静置冷却，制成含酶作用底物和指示

剂的固体琼脂平板�

����� 应用平板法测定酶活性 在已制成的固体

琼脂平板上用打孔器开孔（直径�����），打孔后

用注射针头将孔内琼脂挑出，在酒精灯上烘烤背

面，使琼脂与平皿底部贴紧，将�(�/待测酶液加入

孔中，置于�(6恒温培养箱中反应一定时间，定时

观察孔周围的变色情况�

����� 聚丙烯酰胺凝胶电泳印迹法 根据各蛋白

组分的相对分子质量大小、形状以及所带净电荷多

少等因素所造成的电泳迁移率的差别，进行聚丙烯

酰胺凝胶电泳的分离和蛋白质混合样品的检测，不

同纯化程度的酶液经凝胶电泳、固定、染色和脱色

等步骤，可观察到分离后的蛋白质条带，但不能确

定脂肪酶蛋白质条带的相对位置�为此，在平板测

定法基础上，建立了非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳印

迹法�将电泳后的凝胶首先用蒸馏水漂洗’�5次，

然后将该凝胶轻轻放在固体琼脂平板上，在没有位

移的情况下，置于�(6恒温培养箱中反应，’(���

左右可观察到有变色条带出现，这时可将凝胶取

下，再显示所有蛋白质条带，最后比较固体琼脂平

板上脂肪酶活性条带和凝胶所显示的条带，即可确
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定脂肪酶活性蛋白条带的相对位置和数目�

��� ����聚丙烯酰胺凝胶电泳

采用不连续垂板状电泳系统，分离胶质量浓度

������，浓缩胶质量浓度	�／��，按�
����
［�］垂

直板状��������方法进行�

� 结果与讨论

��� 固体琼脂平板酶活性测定标准曲线

称取����酶粉（约��������／（�·���）），加

���蒸馏水溶解，离心取上清液，定容至����，用

电位滴定法测酶溶液活性，调整至�������／（���

·��），作为原酶液�将原酶液按�的倍数稀释成不

同酶活性单位的标准溶液，分别取	���标准溶液

加入固体琼脂平板的孔中，置	��恒温培养箱中

反应���，测变色圈的直径�有效直径等于变色圈

直径减去加样孔直径，观察有效直径与酶活性的对

数之间的关系，实验结果如表�和图�所示�

表� 不同活性标准酶溶液与变色圈直径的关系

����� ���	�
��������������������	������������������������������	��	������������
�	

�
�／（���／（���·��）） �� 每孔加样量／�� 每孔酶活单位／（���／���） 变色圈直径／�� 有效直径／��

���� 	 	� 	� �	�� ����

��� ���� 	� ��� ���� ���

���� ���� 	� ���� ���� ���

����	 ���� 	� ���� ��� ���

	��� ���� 	� ���� ��� 	��

注：�为标准酶活�

图� 不同活性标准酶溶液在固体

琼脂平板上所形成的变色圈的大小

����� ��������	�����	�������	�
���

���������	���������������������
����

将表�中有效直径对酶活性的对数作图，发现

它们之间成线性关系�因此，在一定反应条件下，通

过测量变色圈直径，根据标准曲线可以计算待测酶

溶液的活性�该方法具有灵敏度高和操作步骤简单

等特点，一次测定近百个样品只需	����，特别适

合于柱层析后收集管中样品的酶活性测定和产酶

菌种的筛选�

固体平板测定法用于酶样品的定量测定误差

很大（相对误差为����），但用于样品的定性分析

和定量的初步测定是一个极好的方法�因此，在用

该方法初步确定样品酶活性后，再视情况用电位滴

定法测定样品的精确活性�例如， 
!�"
［�	］等就曾采

用平板测定法对纯化过程中的�����份样品一次

测定，利用脂肪水解释放出的游离脂肪酸与钙离子

反应，根据孔周围形成沉淀圈的大小来判断酶活性

的大小，最后再用电位滴定法对有酶活性的馏分以

确定其酶活�

��� 反应时间对变色圈形成的影响

分别将	���不同活性的标准溶液加入固体琼

脂平板的孔中，置于	��恒温培养箱中反应，在

��，��，��，��，���观察反应情况并测变色圈的直

径�实验表明，恒温培养��后就能看到孔周围出现

变色圈，但直到���变色圈与本底之间也未能形成

清晰的轮廓线；反应������，轮廓线明显，便于准

确测量变色圈的直径；���后，在原来变色圈的外

面又形成一圈颜色较淡的环，影响了测定结果的准

确性�恒温反应��，��，���对变色圈直径变化的

影响见图�，与�
�
�
［��］等报道的采用吐温��和维

多利亚蓝平板的结果类似�

图� 反应时间对变色圈直径的影响

����� ����������	���������������������	��	����

��� 固体琼脂平板法应用举例
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����� ����������	
柱层析收集管样品酶活性

的测 定 粗 酶 首 先 用��������������������和

����������������������柱层析纯化，将初步纯化

的酶溶液冷冻干燥后，溶于���蒸馏水作为上样

液，用����������	
柱层析进一步提纯，结果见图

��洗脱后，呈现一个对称的蛋白吸收峰�样品酶活

性测定采用固体琼脂平板法，结果见图��

图� �����	�
���柱层析

����� �����������������������������������	�
���

图� 柱层析收集管样品溶液的酶活性分布

����� ������ ���������!�������"����������������������

��������	#�����������������

可见，脂肪酶酶活性几乎都处于该峰中�收集

具有酶活性的样品，冷冻干燥后得到纯度很高的粉

状脂肪酶，����和��������都呈现单一脂肪酶

蛋白条带�

����� 聚丙烯酰胺凝胶电泳酶活性蛋白条带的确定

将一定量各步纯化后的样品加入凝胶上样孔，� 

电泳以防止酶活性丧失，其它步骤按常规法进行�将

电泳后的凝胶首先用蒸馏水漂洗��!次，然后将该

凝胶轻轻放在固体琼脂平板上，置�" 恒温培养箱

中反应，�"�#�左右观察到有变色条带出现，结果见

图
�该方法显示的条带就是脂肪酶蛋白条带�然后

将凝胶取下，用一般的方法染色，结果见图$�所显示

的条带包括脂肪酶蛋白质条带在内的所有蛋白质条

带，两者对照后就可确定碱性脂肪酶的条带�

图� 固体琼脂平板上脂肪酶活性条带

����� $���"� ��	��������������������

图% 凝胶电泳一般染色的蛋白质条带

����% &������ ��	���������������	����

���������������#�����	�����	�����

从图
，$可见，原酶液中含有���条酶活

性条带，明显少于凝胶电泳一般染色的蛋白质条

带�通过��������������������柱层析以及���

��������������������柱层析，出现了两个具有酶

活性的蛋白吸收峰�和��其中峰�只有一个活性

条带，而峰�含有�个活性条带，但它们在����聚

丙烯酰胺凝胶电泳图上只有一个条带，说明�个酶

活性组分相对分子质量相同，只是所带电荷不同�

推测这可能是该微生物同一产酶基因在蛋白质翻

译后处理加工所引起氨基酸残基所带电荷的差别

所致�

� 结 论

平板扩散测定法是一种简便、灵敏、快速的直

观方法，可用于产碱性脂肪酶菌种的筛选，酶样品

溶液活性的快速粗略测定及聚丙烯酰胺凝胶电泳

印迹，极大地减少了上述分析过程的工作量�

酶溶液平板测活性法的条件为：每孔加�"��

样品液，�" 恒温反应!��，测变色圈直径，折算成

有效直径�聚丙烯酰胺凝胶电泳印迹法条件为：将

电泳后的凝胶首先用蒸馏水漂洗��!次，然后将
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该凝胶放在固体琼脂平板上，置���恒温培养箱

中反应�����，用��	���快速成像仪将条带记录

下来，迅速将凝胶从平板上取下，用一般的蛋白质

染色方法显示包括脂肪酶蛋白条带在内的所有蛋

白条带
产酶微生物平板筛选法条件为：在产酶微

生物分离培养基内添加酶作用底物和指示剂，作为

产酶筛选培养基
将待筛选菌液经稀释后涂布于筛

选培养基上，���培养����，挑取变色圈大的至

斜面扩大培养


本测定方法有推广应用的价值
除碱性脂肪酶

外，这种方法改变琼脂平板中的底物以及�等条

件，可以很方便地用于其它酶活性的测定

致谢：本研究得到复旦大学生物化学系黄伟达教授的

热情支持和指导，在此深表谢意
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