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摘 要：采用钼蓝*+, 显色法对产植酸酶菌株发酵液的植酸酶活

性进行测定，并同 -.-/ 无机磷分析方法进行比较。针

对可能存在的植酸钠水解问题，空白样测定仍然采用三

氯乙酸（0/-）为植酸酶灭活剂，改进了分析程序，减少了

0/- 在高温下对植酸 钠 的 水 解 作 用 ，分 析 结 果 更 为 准

确。
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我们在研究工作中发现，在分析发酵液中的植

酸酶酶活力时，若以蒸馏水做空白对照，往往植酸酶

的活力很高。造成这种现象的原因主要有两方面，一

是分析所用试剂中含有一部分无机磷.二是菌株生长

过 程 中 代 谢 合 成 的 植 酸 酶 不 断 降 解 麸 皮 中 的 植 酸

盐，释放无机磷，而且这一过程延续的时间较长，造

成培养基中的无机磷大量积累。因此，在分析发酵液

中植酸酶活力时，造成所谓的“假酶活”/(0。由于发酵

液制得的粗酶液中无机磷含量往往较高，在短时间

内植酸酶分解植酸钠释放出的无机磷，要比粗酶中

原先含有的无机磷低得多，因此在较短的反应时间

内是很难准确测出实际酶活的。由于在相关研究中，

酶活力的测定非常重要，所以，要求测定方法具有准

确、稳定、灵敏度高、操作方便等优点。为此，我们对

植 酸 酶 活 力 的 具 体 测 定 方 法 和 程 序 进 行 了 一 些 改

进。

$ 材料与方法

$’$ 实验材料

植 酸 酶 发 酵 液 为 实 验 室 发 酵 制 得 ； 植 酸 钠

购于 "1234 公司；其它所用药品 均为分析纯试剂。

$’! 无机磷分析与空白样处理比较($)*+

%&#&% 改进的无机磷测定方法原理 植酸酶作用于

植酸及其盐类释放出无机磷，采用钼蓝*56 显色法，反

应以酒石酸锑氧钾作催化剂，使无机磷在酸性条件下

与钼酸铵发生反应，生成淡黄色磷钼杂多酸，再用抗

坏血酸将其还原为磷钼蓝，最大吸收波长在 -#$73。

当无机磷含量在一定范围内时，与磷钼蓝颜色的深浅

成正比。通过测定显色后溶液的吸光度（)），定量的

测定发酵液中植酸酶作用底物植酸钠释放的无机磷

的量，进而计算出植酸酶的活力。

%&#&# 无机磷测定方法比较 利用 )8)6 无机磷分

析方法制作标准曲线，并同上法一起对同一粗酶液

中植酸酶活力进行测定，比较两种方法在植酸酶测

定上的不同。

%&#&+ 空白样灭活方式比较 采用先加 !6) 后加底

物、直接热灭活（%$$9，%$317）和 %$:!6) 先灭活酶

液的方法，对同一植酸酶溶液的空白样中所含无机磷

的量进行测定，对这三种酶灭活方法进行比较分析。

$’% 改进的酶活力测定

%&+&% 发酵液中植酸酶活力的测定 取 $&%3; 粗

酶液（必要时适当稀释），加入到 $&-3; 乙酸缓冲液

（$&#3<=·; *%，>?(&(） 中 ，+-9 保 温 (317 后 加 入

发酵液中
植酸酶活力测定方法的改进

分 析 检 测
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!"!!#$%&’·()$ 植酸钠 !"*%(，振荡均匀，于 +,-条件

下反应，精确计时 +!%./ 后取出具塞试管，并向其中

加入等体积 $!0123，振荡后静止 $!%./，使植酸酶

在 123 的作用下完全失去活性，然后加蒸馏水 至

4%(，加入 !"#%($!0抗坏血酸溶液，振荡均匀后加入

!"#%( 显色剂溶液，充分振荡，精确计时，$#%./ 后在

无机磷最大吸收波长下测定吸光值，通过标准曲线

换算出无机磷的含量，除去空白即为粗酶液与底物

植酸钠相互作用释放出的无机磷的量（!5）。

$"+"* 空白样测定方法 在测定空白样时，直接将

含有植酸酶的发酵液同缓冲溶液在 +,-条件下保温

+#%./，取出后加入等体积 123 将酶灭活，然后加入

底物植酸钠，其它操作步骤和样品的测定相同。

$"+"+ 植酸酶酶活力计算 参照文献6*7。

! 结果与讨论

利用标准溶液，采用两种不同的分析方法对无机

磷进行分析，发现用钼蓝)89 显色法测定时得到的回归

方程为 3:$"#4;<"%&’=>!"!!#!4，回归系数为 !"4444，用

3?32 测定法得到回归方程为 3:$"*+;<"%&’=>!"!$$@，

回归系数为 !"44@4（; 代表无机磷的浓度）。所以，本

研 究 所 采 用 的 无 机 磷 分 析 法 的 灵 敏 度 高 于 3?32
方法，可以检测出更低浓度的无机磷，测定也就更

为准确。

利用钼蓝)89 显色法和 3?32 法在对同一发酵

液样品进行酶活力分析时，最终的测定结果存在明

显的差异。

3?32 法测定出现酶活力结果偏小的原因可能

是由于显色反应需要在沸水浴中进行，溶液中已经

存在的 123 可在高温下水解底物植酸钠，因此造成

误差。所以，用 123 做酶的灭活剂时，不能采 用

3?32 无机磷分析方法进行植酸酶的测定。相反，钼

蓝)89 显色法是在室温下进行的，可减少 123 对植

酸的水解作用，分析结果相对准确。

文献报道，在测定植酸酶的酶活力时，对于空白

样的处理可 以 采 用 直 接 热 灭 活 （$!!-，$!%./）6A7或

123 灭活酶液的方法6,7。对这两种灭活方式进行比较

后发现，采用直接热灭活方式进行植酸酶空白样活

力测定，空白样的测定值和本研究采用的测定方法

得到的测定值相同，而采用 123 灭活方式测得的空

白样的值稍高于本研究（见表 *），这进一步说明 123
在 +,-加热的条件下对植酸钠有一些水解作用6#7。

所以，在反应初始立即用 123 作为空白样测定

时的灭活处理，并不是十分适合。底物植酸钠在强酸

及热处理的条件下可发生水解，干扰了测定结果的

准确性。在空白样的测定中采用加热的方式对植酸

酶进行灭活是较准确的，但是实验过程耗时长，操作

不方便。如果对空白样进行改进处理，采用先不灭活

植酸酶、也不加入底物，而是直接将含有植酸酶的发

酵液同缓冲溶液在 +,-条件下保温 +!%./，取出后再

加入等体积 123 将酶灭活，再加入底物进行处理，从

而防止了植酸酶对底物的水解作用，也避免了 123
在热环境中对底物的水解。比热灭活的操作更简单

方便，快速，同时比过去的其他人采用的 123 直接灭

活植酸酶的方法更准确。

% 结论

经比较发现，对植酸酶酶活力进行评价时，若采

用 3?32 中无机磷的测定方法的话，则不能用 123
作植酸酶酶液的灭活剂，并且分析方法的灵敏度不

是十分理想。应用钼蓝)89 显色法，则可以解决灵敏

度和植酸钠的酸水解问题。空白样测定时，当采用

123 为灭活剂时，可能产生假酶活问题。如果改进程

序，先不加入底物植酸钠，而是将酶液与缓冲液保

温，反应完成后用 123 将酶灭活，然后加入底物，这

样操作避免了 123 在热环境下对植酸钠的 水 解 作

用，能够较准确的测定植酸酶水解底物后释放的无

机磷的量，酶活力分析结果更为准确。
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方法 $ *
钼蓝)89 显色法 !"!,,D !"!,,A

3?32 方法 !"!*#! !"!*#!

表 $ 两种方法对同一粗酶液中植酸酶活力<P1 ·̂%()$=测定结果

结果 改进的灭活处理 直接热灭活 123 灭活

空白的吸光度 !"*D !"*D !"*@
样品的吸光度 !"DD !"DD !"DD
无机磷释放量 !"$+ !"$+ !"$!

表 * 灭活方式对测定结果的影响
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