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. 种脂肪氧合酶酶活测定方法
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摘 要：采用量压法、分光光度法和 567淀粉法测定了一系列经不同程度热处理的脂肪氧合酶酶活

力 ’分析了 . 种方法的优缺点和相关性，结果表明相关性良好，其中，量压法具有最广泛的酶液适用

性，分光光度法灵敏度最高，567淀粉法更适合于工业化应用 ’
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脂肪氧合酶（REU%MF@J+*PJ，\S #’ #. ’ #：#.）属氧

化还原酶，可催化含顺7顺7#，27戊二烯的不饱和脂肪

酸及酯形成氢过氧化物［#，!］，生成的氢过氧化物具

有高度的反应能力，它能作用于食品中各种不同的

组分 ’
初期产物氢过氧化物及其反应中形成的各种

次级产物的存在会给食品的颜色、风味、质构和营

养等方面带来正面或负面的影响 ’ 仅以含脂肪氧合
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图 B 脂肪氧合酶催化反应方程式
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酶活力最高的大豆为例，一方面，脂肪氧合酶催化

脂肪氧化生成的 !7己醛和 !7戊醛是形成豆腥味的

主要成分［#］，而且脂肪氧合酶催化反应的初期产物
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———氢过氧化物可与大豆蛋白中的———!" 反应生

成—!—!—键、—!#$" 或—!#%"，从而使大豆蛋白

形成凝胶的能力下降［%］；另一方面，将少量含有脂

肪氧合酶活力的大豆粉加入面粉中，生成的氢过氧

化物在降解色素、漂白面粉的同时还氧化面筋蛋白

质形成二硫键，起到漂白面粉和提高焙烤质量的作

用［$］&
鉴于脂肪氧合酶对食品质量的多重影响以及

含脂肪氧合酶活力最高的大豆作为优良蛋白质资

源在食品工业中日益广泛的应用，有必要寻找到快

速、准确、灵敏的脂肪氧合酶测定方法，以便于食品

加工过程中控制与脂肪氧合酶有关的质量指标 &目
前为止，已公开报道的测定方法包括量压法、分光

光度法［’］、氧电极法［(］和 )*（+,!）% 显色法［-］，各种

方法的测定原理和测定参数不同，具有各自不同的

优缺点 &氧电极法的工作原理是通过测定恒温密闭

体系中氧电极电位的变化，定量脂肪氧合酶催化底

物亚油酸发生氧合反应所消耗的氧气，并以初始耗

氧速度作为酶活力单位［$］&这种方法的优点是可连

续记录反应进程，适用于纯酶和粗酶提取液的动力

学研究，但由于对仪器温控和密闭性要求苛刻，限

制了此法的广泛使用 & )*（+,!）% 显色法是利用酶反

应初期产物能氧化 )*（+,!）$ 生成有色化合物的特

性，采用分光光度法定量测定酶活力，该法存在的

主要问题是 )*（+,!）% 不稳定，而且呈现的色值和

)*（+,!）% 的量之间缺乏良好的线性关系［.］& 因此，

作者将讨论除上述两种方法以外的其它脂肪氧合

酶活力测定方法，简要介绍量压法、分光光度法及

未公开发表的 /01淀粉法［2］的基本原理，着重比较

各种方法的相关性及其优缺点，探讨每种方法的适

用范围 &

! 材料与方法

! &! 材料

大豆 东北产；亚油酸、/0、可溶性淀粉、冰醋

酸及其它试剂均为分析纯 &
! &" 仪器

341..55 紫外1可见分光光度计，北京瑞利分析

仪器公司；微量呼吸减压仪，上海科技大学产品；2$$
光栅分光光度计，上海第三分析仪器厂产品 &
! &# 方法

! &# &! 酶液的制备 全脂大豆经粉碎后用石油醚

多次浸提得到脱脂大豆粉 &称取 .5 6 脱脂大豆粉加

水搅拌使其充分溶解并定容至 .55 78，所得溶解液

在 ’ 9，- 555 : ; 7<= 条件下离心 $5 7<=，得上清液为

酶液 &
! &# &" 酶液的热处理 将提取得到的酶液移入数

支小试管中，用薄膜封口，然后将试管置于 25 9的

水浴中进行热处理，每间隔一定时间取出一管并迅

速放入冰浴中冷却至 5 9左右，即得到经 $ > $5 7<=
热处理的各个酶液样品 &
! &# &# 酶活力测定方法

!）量压法（$%&’(&) 呼吸仪法，**++ 方法）

取 5 & ’ 78 酶液（已用蒸馏水稀释 .5 倍后的酶

液）放入反应瓶的侧臂内，再取 . & 5 78 底物乳状液

（( 78 亚油酸 ? $ 78 吐温1$5 ? .( 78 蒸馏水，搅拌

而成）和 $ &5 78 磷酸缓冲液（5 & . 7@A ; 8，B" -&(）放

入主室中 &反应瓶在 %5 9的恒温水浴中振动平衡 (
7<= 后关闭测压计活塞，调整密闭端液面至参比点，

将侧臂内容物倒入主室并记时，反应 % 7<= 后调测

压计密闭端的液柱到原来的参比点，立即读出开口

端的液柱高度，同时使用温压计校正 &以 . 7<= 内消

耗氧 .!8 作为一个酶活力单位（!.）&
"）分光光度法［,］

取 5 & % 78 酶液（已用蒸馏水稀释 (5 倍后的酶

液）于试管中，加入 $ 78 底物乳状液（$ & $’ C .5D %

7@A ; 8 亚油酸分散于含 5 & (!8 ; 78 吐温1$5 的 5 & .
7@A ; 8、B" E&5 的硼酸缓冲液中）混匀后放入 %5 9水

浴中并开始计时，反应 % 7<= 后加入 ( 78 无水乙醇

终止反应，然后加入 ( 78 蒸馏水混匀并测定反应液

的吸光度 &以 . 7<= 内 % 78 反应体系在 $%’ =7 的吸

光度增加 5 &55. 作为一个酶活力单位（!$）
［E］&

#）-./淀粉法

取 5 & $ 78 酶液（已用蒸馏水稀释 .5 倍后的酶

液）于试管中，加入 $ 78 底物乳状液（5 & 5% 7@A ; 8 亚

油酸分散于含 .5!8 ; 78 吐温1$5 的水中，调 B" 值

至 E &5）并开始计时，于 %5 9水浴中反应 ’ 7<= 后加

入 5 &. 78，.F的可溶性淀粉、5 & ’ 78 饱和 /0 溶液

（新鲜配制）和 ( 78 .(F的醋酸溶液 &室温下显色并

测定显色 G 7<= 时体系的吸光度，以 . 7<= 内 % 78
反应体系在 ’25 =7 的吸光度增加 5 & 55. 作为一个

酶活力单位（!%）&
上述 % 种方法均遵循文献报道的基本步骤，并

根据实际酶活力对具体条件加以修正，实验选用的

酶液稀释倍数、酶和底物加量均经多次实验确证，

在测定的反应时间内，底物过量条件下，测定参数

随反应时间呈线性增加 &
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! 结果与讨论

量压法的测定原理与氧电极法相似 !脂肪氧合

酶催化底物亚油酸与氧结合形成氢过氧化物，使得

一定体积的密闭体系内氧气的量减少，在温度恒定

的条件下，体系的气体总压下降 ! 根据密闭体系的

总气体体积和测定得到的气体压力变化值，运用气

体状态方程就可以计算出反应的耗氧量 !耗氧量与

酶反应强度线性相关 !该法的主要优点是测定参数

与反应体系浊度无关，因而既适用于纯酶也适用于

粗酶酶活力的测定，但由于测定时需不断振动反应

瓶以保持底物的乳化和温度的恒定，酶活力会因振

动而部分损失 !
与量压法不同，分光光度法测定的是酶催化反

应的初期产物 !脂肪氧合酶催化底物亚油酸反应生

成的初期产物具有共轭二烯的结构，而共轭双键在

"#$ %& 处有特征吸收，通过测定反应体系在 "#$ %&
处的吸光度可以定量生成的共轭二烯量，并推算出

酶活力 ! 该法的显著优点是可连续测定，但受分光

光度法测定体系不能有浊度的限制，不适用于浊度

较高的粗酶液酶活力的测定，比如未脱脂的大豆提

取液 !
’()淀粉法与 *+（,-.）# 显色法类似，测定的基

本原理是基于脂肪氧合酶催化亚油酸反应形成的

氢过氧化物在酸性条件下可氧化 ( / 形成 ("，而 (" 与

淀粉结合可呈现出介于兰、紫和褐色之间的颜色，

在 $01 %& 处有特征吸收 !吸光度的大小直接反映生

成的 (" 量，因而可以间接定量脂肪氧合酶酶活力的

大小 !与上述分光光度法一样，’()淀粉法的测定同

样受到酶液浊度的制约，而且由于显色是在酸性条

件下进行的，酶液中存在的蛋白质和脂肪在酸性条

件下会絮凝，若采用离心的方法虽能除去絮凝但同

时会使部分有色物质的沉淀，从而影响测定结果的

可靠性 ! 因此，该法不适合于粗酶提取液酶活力的

测定 !
以上简要地分析了 # 种方法的优缺点，采用上

述 # 种方法测得的酶提取液及经热处理后的酶液

的酶活力数据见表 2 3 #!
从表中数据可以看出，对于相同的酶液，欲使

测定参数处于较为理想的范围，分光光度法的酶液

稀释倍数最高，在本实验中为 41 倍，比采用量压法

和 ’()淀粉法时的稀释倍数高 $ 倍，也就是说，分光

光度法的灵敏度最高 ! 但从工业化的角度来看，由

于 ’()淀粉法的测定是在可见光范围进行的，当有

脂肪氧合酶酶活力存在时，测定体系就会呈现肉眼

可辨的特征颜色，因而该法特别适用于灭酶时鉴定

是否存在脂肪氧合酶的残余酶活力，即脂肪氧合酶

的定性分析 !
表 " 采用量压法测定脂肪氧合酶活力

#$%& " ’()*+,-./$0. $12(3(2, 4.2.56(/.4 %, 6$/*6.25(1
6.27*4

酶液在 01 5热处

理时间 6 &7%
校正压差!

（水柱）6 &&

总耗氧

量 6!8

酶活力 6
（!2 6 &8）

残余活

力 6 9

1 4:!1 0$!: ;"$ 211
" $<!< ;"!1 42; <"!0
$ #$!; $#!: #;4 4<!;
; "$!$ #2!1 "4< $2!$
< 20!# ""!1 2<# ":!#
21 2"!" 24!4 2": "1!0
2" <!2 21!# <4!< 2#!<
24 ;!2 0!0 ;$!" 21!#
"1 $!1 4!2 $"!4 ;!0

!校正压差 = 测量压差 / 空白压差 / 温压计压差

表 ! 采用分光光度法测定脂肪氧合酶活力

#$%&! ’()*+,-./$0. $12(3(2, 4.2.56(/.4 %, 0).125)7*2*6.25(1
6.27*4

酶液在 01 5热处

理时间 6 &7%
""#$

酶活力 6
（!" 6 &8）

残余活

力 6 9

1 2!44 #!$0 > 214 211
" 2!"4 "!<1 > 214 <1!;
$ 1!<42 2!:2 > 214 4$!:
; 1!;;1 2!$0 > 214 $"!;
< 1!$;4 2!1$ > 214 #1!1
21 1!#;1 <!1; > 21$ "#!"
2" 1!""4 4!1$ > 21$ 2$!4
24 1!2<$ $!2" > 21$ 22!:
"1 1!22< "!;$ > 21$ 0!;

表 8 采用 9:;淀粉法测定脂肪氧合酶活力

#$%&8 ’()*+,-./$0. $12(3(2, 4.2.56(/.4 %, 9:;02$517 6.27*4

酶液在 01 5热处

理时间 6 &7%
"$01

酶活力 6
（!# 6 &8）

残余活

力 6 9

1 1!0:; #$142 211
" 1!;;$ "<$1$ <#!$
$ 1!#4< 24#"" $4!1
; 1!##; 2$#0# $"!"
< 1!"<" 2"1;# #4!$
21 1!2;$ 0124 "1!;
2" 1!2"$ 4#1$ 24!;
24 1!21# $$"0 2#!1
"1 1!1$" 20:0 4!"

虽然分光光度法与量压法的测定参数不同，但

两个测定参数之间存在着一定的数学关系 ! 根据

:0第 2 期 钟 芳等：# 种脂肪氧合酶酶活的测定
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!"# $% 的吸光度和亚油酸氢过氧化物（共轭二烯）

的摩尔消光系数［&］，可以推算出被氧化的亚油酸的

量，并相应地计算出反应的耗氧量 ’ 由分光光度法

的酶活力定义，每 %( 酶液催化反应 )%*$，在 " %(
体系内 !!"#为 "! + , ’,,)，相当于 ) ( 的体系内 !!"#

- "! + , ’ ,,) + " . ),,, - "! + " + ),/ 0，即生成的氢

过氧化物为 "! + " + ), / 0 .（! ’ &# + ),#）%12 - "! +

) ’,3 + ),/ ), %12，换算成耗氧量即为 "! + ! ’ ## +
),/ "

!(’计算结果见表 # ’表中数据显示，采用分光

光度法测定的结果高于量压法，据分析，可能是由

于采用量压法时平衡阶段和酶反应时的振动会造

成酶活力的部分损失，也可能存在测量的系统误

差 ’不过总的来说，计算的结果证实了两种测定方

法的可靠性 ’

表 ! 分光光度法测定结果与量压法测定结果的比较

"#$%! &’()#*+,+’- ’. /01 *1,23/, ’$/#+-14 $5 (#-’(1/*+6 #-4 ,)16/*)0’/’(1/*+6 (1/0’4,

酶液在 &, 4
热处理时间 . %*$

量压法

酶活力 .
（5) . %(）

耗氧量 .
（!( .（%*$·%(））

分光光度法

酶活力 .
（5! . %(）

耗氧量! .
（!( .（%*$·%(））

, 0!# 0!# "’#& + ),6 7#&

! 6)0 6)0 !’7, + ),6 07"

# "06 "06 )’3) + ),6 #00‘

0 !67 !67 )’#& + ),6 "63

7 )7" )7" )’,# + ),6 !6"

), )!3 )!3 7’,0 + ),# )3&

)! 76’7 76’7 6’,# + ),# )!"

)6 0#’! 0#’! #’)! + ),# ),)

!, #!’6 #!’6 !’0# + ),# 0#

注：亚油酸氢过氧化物的摩尔消光系数为 !’&# + ),# %12 .（(·8%）

比较几种方法测定得到的残余活力，可以考察

9:;淀粉与其它两种方法的相关性 ’ 根据表 ) < " 中

的数据，将残余活力对热处理时间作图（图 !），图中

曲线再次证明量压法与分光光度法的良好相关性 ’
相对而言，9:;淀粉法的曲线波动较大，这有可能是

加入醋酸终止酶反应和显色时，在酸性条件下体系

浊度较大所带来的误差，不过，从与其它两种方法

的相关性来看，9:;淀粉法仍不失为一种有效的脂肪

氧合酶测定方法 ’

7 结 论

以上关于 " 种方法的定性和定量分析结果表

明，量压法适用范围广，可测定比色法不能应用的

高浊度酶液，但测定结果偏低；分光光度法灵敏度

高，适于连续监测酶反应进程；9:;淀粉法受浊度的

影响较大，一般适合工业化应用 ’ " 种方法都存在一

定的相关性，其中量压法和分光光度法相关性较

好 ’

图 8 7 种测定方法得到的酶热失活曲线

9+:%8 "01*(#3 +-#6/+;1 62*;1 ’. 3+)’<5:1-#,1 ’$/#+-14
.*’( /0*11 4+..1*1-/ #,,#5,

（下转第 3) 页）
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