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比色法测定胆固醇氧化酶酶活�

季文明，陈毅力，张和春，王 武
（无锡轻工大学生物工程学院，江苏无锡������）

摘 要：根据实验结果和理论计算确定检测体系中胆固醇的质量浓度为�	�����／��，表面活性

剂的质量浓度为�	��／��，确定过氧化氢浓度与反应液吸光度之间的定量关系	在此基础上，建立

了比色法测定胆固醇氧化酶酶活的方法	
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胆固醇氧化酶是一种多功能酶［�］
	目前，检测

血清胆固醇含量的诊断试剂就应用了胆固醇氧化

酶	胆 固 醇 氧 化 酶 可 以 降 低 食 品 中 的 胆 固 醇 含

量［�］；能有效抑制鳞翅目昆虫的生长繁殖，是一种

生物杀虫剂［�］；胆固醇的氧化产物———胆甾���烯���

酮还具有抗肥胖、治疗肝病等药效［�，�］
	

测定胆固醇氧化酶活性的方法有胆甾酮分析

法、过氧化氢分析法、液相色谱法和薄层层析法等

多种方法［�］
	酶催化反应过程中，氧化����胆固

醇，产生����过氧化氢	比色法是依据过氧化氢在

过氧化物酶的作用下分解，可使��氨基�安替比林与

苯酚形成亚醌类呈红色的化合物，在�����处有

最大吸收峰的原理［�］，通过测量反应液在�����

处的吸光度，就可以定量测定胆固醇被氧化的量，

从而计算出胆固醇氧化酶的酶活单位	

� 材料与方法

� � 材料

� � � 菌种 产胆固醇氧化酶短杆菌4&!4��

实验室保藏	

�	�	! 试剂 胆固醇 ,9 上海生化试剂公司提

供；��氨基�安替比林 �9 华东师范大学化工厂

产品；辣根过氧化物酶 华美公司提供；过氧化氢

�9 宜兴第二化学试剂厂产品；其它试剂均为分析

纯	
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����� 培养基种子培养基 （�／��）：牛肉膏���，

蛋白胨�，��	
���，����；发酵培养基（�／��）：

胆固醇����，葡萄糖�，酵母膏����，��	
����，�

����

����� 试 剂 溶 液 � ��氨 基�安 替 比 林 �

���
／�；苯酚 ����
／�；磷酸钾缓冲液 ��

��� �����
／�；叠氮钠 �����；辣根过氧化物

酶 �����／�；����������� ����；溶液� 试

剂�（不 含 有�����������）；溶 液	 过 氧 化 氢

��� ����
／�；溶液! 胆固醇／异丙醇溶液（含

�����������，�����）�� ���；溶液" 胆固醇

／异丙醇溶液 �� ����

��� 仪器

���分光光度计 上海第三分析仪器厂生产�

��� 方法

����� 培养方法 斜面�种子培养液�发酵液；

装液量均为�����的三角瓶装����培养液，��

#，����／���，种子培养��$，接种量为���，发酵

培养��$�

����� 胆固醇溶解度试验 在溶液"中加入不同

量的�������%���，取�����，加入���溶液�

中，在光照下观测丁达耳现象，�����处测吸光度�

����� 标准曲线反应时间的确定 取溶液����

于试管中，��#保温����；加入溶液	����，反应

不同时间，检测�����处的吸光度�

����� 确定标准曲线的反应 取溶液����于

试管中，��#保温����；加入不同量溶液	，反应�

���，在�����处测吸光度�

����� 测定酶活 取溶液����，溶液!�����

于试管中，��#保温����，加入����酶液，准确

反应����，于沸水中加热����，冷却后，在�����

处测吸光度�

����� 实验数据处理 应用软件"�	"�处理�

� 结果与讨论

��� 胆固醇溶解试验

测定酶活时，一般选酶反应的最大初速度或零

级反应阶段的每反应速度来计算酶活单位�由于在

酶促的最初阶段，底物的变化量或产物的生成量相

对较小，不易检测，所以实际多选用零级反应阶段�

它要求底物的变化量小于��或底物浓度大于��

��
［ ］
�而胆固醇氧化酶的�� 值一般在��%��

��%���
／�之间，所以假定短杆菌所产生的胆固醇

经酶的�� 为�&��%���
／�，根据此计算出测酶

活的反应体系中的胆固醇质量浓度为��� ���／

���

胆固醇不溶于水，易溶于有机溶剂，使用表面

活性剂可以将胆固醇分散于水相中�表面活性剂用

量少，胆固醇在反应液中呈胶体状，有丁达耳现象，

影响吸光度的测定；用量多则影响酶促反应的进

行�所以在胆固醇质量浓度确定的情况下必需考察

表面活性剂的用量对胆固醇溶解度的影响，以确定

最小用量�

按照方法�����，调整溶液"中�������%���

的含量，使反应液中�������%���的质量浓度分

别为����，����，����，����，�����／��，在光照下

观察丁达耳现象，在�����测吸光度，结果见表��
表� 不同��	
��质量浓度下胆固醇的溶解情况

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

������
�
	�������	
	�������

反应液中������的

质量浓度／（�／��）
丁达耳现象 ’!���

���� 有 ��� �

���� 有 �����

���� 微 �����

���� 微 �����

���� 微 �����

表�可见，当反应液中�����������的含量为

�����／��时，反应液基本没有丁达耳现象，所以确

定�����������的最终质量浓度为����，即使溶液

"中的�����������的质量浓度为�����／���

��� 制定标准曲线反应时间的确定

过氧化氢在过氧化物酶的作用下瞬间分解，但

苯酚与��氨基�安替比林的反应速度未确定。所以，

在制订标准曲线之前，先考察反应时间对吸光度的

影响。在����液中加入����溶液	，反应不同

时间，观察吸光度的变化。实验结果见表��
表� 不同反应时间反应液的吸光度

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


	���

反应时间／��� ’!���

� �����

� �����

� ���( 

 �����

�� ���(�

从表�中可以看出，反应时间在����以后，反
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应液的吸光度基本不变，也就是说，在����之内过

氧化氢已完全被氧化�稍留余量，确定反应时间为�

����

��� 确定标准曲线

按照方法�����，分别加入溶液���，	�，
�，

���，�����，反应����，然后测定吸光度�进行两

次平行实验，结果见表��
表� 不同浓度过氧化氢的吸光度

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

����

溶液�添加
量／��

溶液浓度／
（����／��）

平均吸光度

�� ������ �����

	� ����
� ���
	


� ������ ����


��� ���
�� �����

��� ����� ��
��

对数据进行线性回归，得以下方程：

��������������� �����

�


其中：�为反应液的吸光度；� 为反应液中过

氧化氢的浓度（����／��）；��为相关系数

从平行试验的数据和平均值可以看出，数据偏

差很小，回归方程的相关系数也较好�所以，其平均

值所得的方程可以代表胆过氧化氢与反应液吸光

度之间的关系（见图�）�

图� 过氧化氢浓度标准曲线

���� ���������
����	
�����	�����

��� 胆固醇氧化酶酶活的测定方法

胆固醇氧化酶酶活的定义为：在���，���

���，����内，催化�����胆固醇氧化为胆甾���烯�

��酮所需的酶�根据酶活定义和过氧化氢浓度标准

曲线方程，可以得出酶活的计算公式为：

酶活（�／�）���������������������	

�����

其中：�：反 应 液 吸 光 度；�：反 应 液 体 积

（��）；�：酶 液 稀 释 倍 数（�／��）；	：反 应 时 间

（���）

按照方法�����，测定发酵液的酶活，重复�

次，并按公式计算酶活，结果见表��
表� 比色法测定酶活的平行试验结果

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

��	�����
	�	�����

序号 吸光度���� 酶活／（�／�）

� ���
� �
�

� ���
� �
�

� ���
� ���

� ����� ���

� ����� ���

	 ���
	 �
�

� ���
� �
�

� ����� �
	

对表�中数据进行处理，得出以下结果：

平均酶活为�
��／�，相对偏差小于�����

� 结 论

与胆甾酮分析法相比，省去了有机溶剂萃取的

过程，可直接在可见光波长下检测，简化了检测过

程，提高了检测的稳定性�在保证酶促反应在均相

中进行和最终反应液为均相的前提下，确定了最低

表面活性剂的质量浓度为����／���以过氧化氢确

定标准曲线，保证了实验数据的可靠性�实际检测

结果重复性较好，相对偏差小于����，能够满足实

验要求�
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