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脂肪酶酶活力检测方法研究进展
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摘要：脂肪酶是一种关键的生物催化剂，在催化甘油三酯水解和脂肪酸酯化过程中发挥着重要作用，因此准

确测定脂肪酶酶活力至关重要。传统方法中的平板检测法和滴定法是通过测定脂肪酶催化底物产生的脂

肪酸来间接评估脂肪酶酶活力，而铜皂比色法、对硝基苯酚法和探针比色法则依据产物颜色的变化来测定

脂肪酶酶活力。近年来出现的新兴方法中的液体泡沫检测法只能用于定性分析；相比之下，荧光探针法和

基于生物传感器的检测方法灵敏度高，更适于复杂介质中脂肪酶酶活力的检测。作者简述了脂肪酶酶活力

检测方法的原理、存在问题、适用条件和发展现状，并对脂肪酶酶活力检测方法进行了总结和对比，旨在为

脂肪酶酶活力的检测研究提供参考。
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脂肪酶全称三酰基甘油水解酶，能够催化甘

油三酯或脂肪酸酯的水解反应，生成甘油单酯、甘

油二酯和游离脂肪酸［1］。脂肪酶酶活力对催化反

应的顺利进行至关重要。目前，通过测定脂肪酶

底物水解速率来评估脂肪酶酶活力的方法已经得

到了广泛应用，并且在化学、制药和环境工业等多

个领域发挥着重要作用［2］。

传统的脂肪酶酶活力检测方法，如滴定法、平

板检测法、比色法等，存在分析周期长、灵敏度低、

操作过程复杂以及方法特异性有限等问题［3-4］。因

此，迫切需要开发具有更低检测限、更高灵敏度且

经济高效的新型脂肪酶酶活力检测方法。作者综

述了当前用于评估脂肪酶酶活力的传统方法和新

方法，并深入分析了每种方法的优缺点和适用条

件，为开发新的脂肪酶酶活力检测方法提供参考。

1　脂肪酶酶活力检测的传统方法

1.1　平板检测法

平板检测法是通过脂肪酶催化显色底物与指

示剂在平板上发生反应，反应中产生的水解圈大

小与酶活力对数值呈线性关系，从而实现对酶活

力的定性和定量检测。

张瑛等［5］采用平板检测法快速、灵敏地检测水

稻种子中的碱性脂肪酶酶活力，并利用该方法筛选

出具有不同碱性脂肪酶酶活力的材料。 Samad

等［6］使用平板检测法，通过强化区的指示剂颜色来

确定脂肪酶酶活力，并实现对产脂肪酶微生物的初

级筛选。Ülker等［7］使用平板检测法直接测定缓冲

液和培养基中的微量脂肪酶，无需任何纯化步骤，

但容易受滴定板塑料腐蚀的干扰。该方法操作简

单、成本低廉，适用于脂肪酶的初步筛选或粗略定

量。测定过程需要在无菌条件下进行，以避免污

染，同时需要控制好 pH、温度和时间等反应条件。

1.2　滴定法

滴定法是一种简单、直接且准确的脂肪酶酶活

力检测方法。主要利用脂肪酶水解橄榄油产生游离

脂肪酸，然后使用标准碱溶液结合指示剂进行滴定，

通过耗碱量计算出脂肪酶酶活力。常见的滴定法包

括 pH-stat滴定法、溶剂萃取滴定法和电位滴定法。

pH-stat滴定法可以通过控制稀释的酸或碱的

添加量来维持恒定的 pH。 Miksch 等［8］改进了

pH-stat 滴定法，优化了环境条件和生物基聚合物，

并用水稀释碱进行反滴定测定。电位滴定法则是

利用 pH 计直接测量反应溶液的 pH 来判断滴定终

点。Vahl 等［9］使用电位滴定法在 15 min 内检测到

南极念珠菌脂肪酶的水解活力，检出限低至 0.07 

U/mL。滴定法常用于实验室和工业生产中脂肪酶

酶活力的测定，但由于其样品溶液体积较小且动态

测量范围有限，不适合快速筛选脂肪酶，也不利于

酶反应动力学的确定。

1.3　铜皂比色法

铜皂比色法利用脂肪酶水解底物产生游离脂

肪酸，这些脂肪酸与显色剂中的铜离子反应生成铜

皂蓝色络合物，该络合物在 710 nm波长下有最大吸

光度。通过对照脂肪酸吸光度标准曲线，可以得出

脂肪酸的浓度，从而定量分析脂肪酶的酶活力。

用于评估非水性铜皂溶液中金属离子含量

时，比色法通常比化学分析方法更可靠，尤其是在

稀皂溶液中。铜皂在有机介质中的行为与铜盐截

然不同，它们分别在不同的波长下表现出最大吸

收率［10］。Saisuburamaniyan 等［11］通过优化该方法

的试验流程，实现了土壤脂肪酶酶活力的简便、快

速、准确测定。然而，该检测体系易受阴离子表面

活性剂双磺基琥珀酸钠（AOT）及其铜络合物的基

质效应影响。试验表明，通过乙腈溶剂萃取预处

理可有效消除上述干扰物的光学干扰［12］。铜皂比

色法因准确性和重现性较高，广泛应用于纯化脂

肪酶的定量动力学研究。

1.4　对硝基苯酚法

对硝基苯酚法是检测脂肪酶酶活力最常用的

方法之一。其原理是以对硝基苯基羧酸酯为底

物，通过脂肪酶水解产生淡黄色的对硝基苯酚，该

产物在 400~410 nm 波长下有最佳吸光度。通过

对照对硝基苯酚的吸光度工作曲线，可以确定脂

肪酶酶活力。

脂肪酶催化系统是一种非均相体系，其反应

发生在油相和水相的交界处。虽然脂肪酶是水

溶性的，但其底物对硝基苯基羧酸酯是脂溶性

的，因此需要将水不溶性底物乳化才能进行测

定［13］。底物、有机溶剂和乳化剂是影响脂肪酶水

解对硝基苯基羧酸酯速率的关键因素。该反应

通常使用不同链长脂肪酸的对硝基苯酯作为底

物，但这些底物在碱性水介质下容易发生自水

解。对于有机溶剂的选择，Šibalić等［13］发现体积

分数 4% 的乙腈有更好的溶解度和更高的底物转
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化率。此外，该反应还容易受到胶束表面性质的

影响。研究表明，曲拉通 X-100 、阿拉伯树胶和

异丙醇是稳定对硝基苯基棕榈酸酯水性悬浮液

的合适乳化剂［14］。乳化剂的作用是使脂肪酶催

化反应在不同的 pH 和温度下保持稳定的吸光

度，并能有效稳定水性乳液中的对硝基苯酯。

对硝基苯酚法具有灵敏度高、特异性强等优

点，但该方法不适合用于检测复杂介质中的脂肪酶

酶活力，且反应时间不可控［15］。Palacios 等［16］通过

添加氯仿-异戊醇（体积比为 24∶1）作为变性剂来终

止酶促反应，并通过离心除去沉淀物，从而更准确

地测定水性介质中的脂肪酶酶活力。不同微生物

来源的脂肪酶的最适选择性底物、最适酶反应条件

和热稳定性见表 1。

1.5　探针比色法

Zhang 等［33］开发了一种基于金纳米颗粒的比

色法，用于实时监测脂肪酶酶活力。该方法通过

构建一种吐温 20-金纳米颗粒（GNPs）探针，利用

脂肪酶催化水解吐温 20-GNPs 的酯键，使 GNPs

在高盐溶液中快速聚集，通过观察红色到紫色的

颜色变化来间接测定脂肪酶酶活力，探针比色法

试验原理见图 1［33］。这种方法以吐温 20 为两亲性

稳定剂，利用脂肪酶底物的多功能特性，克服了脂

肪酶酶活力测定中脂质-水界面导致的局限性，具

表 1　不同微生物来源的脂肪酶特性

Table 1　Characteristics of lipases from different microbial sources

来源

Pichia pastoris GS115

Bacillus licheniformis KM12

Mycobacterium tuberculosis rv1400c

Natronococcus sp. strain TC6

Pseudomonas aeruginosa HFE733

Acinetobacter sp. K5b4

Anoxybacillus flavithermus HBB 134

Geobacillus thermodenitrificans AV-5

Yarrowia lipolytica Wt-11

Pseudomonas reinekei

Pseudomonas fluorescens BJ-10

Psychrophilic azotoformans B15-1

Bacillus licheniformis NCU CS-5

Micrococcus luteus EMP48-D

Pseudomonas aeruginosa LX1

Bacillus thuringiensis CZW001

最适选择性底物

月桂酸 4-硝基苯酯

癸酸 4-硝基苯酯

4-硝基苯丁酸酯

棕榈酸对硝基苯酯

—

4-硝基苯基辛酸酯

—

—

—

—

棕榈酸对硝基苯酯

棕榈酸对硝基苯酯

棕榈酸对硝基苯酯

月桂酸 4-硝基苯酯

—

—

最适酶反应条件

温度 60 ℃、pH 8.0

温度 35 ℃、pH 8.0

温度 37 ℃、pH 8.0

温度 50 ℃、pH 7.0

温度 40 ℃、pH 8.5

温度 27 ℃、pH 7.0

温度 50 ℃、pH 9.0

温度 65 ℃、pH 9.0

温度 30 ℃、pH 8.0

温度 35 ℃、pH 5.0

温度 40 ℃、pH 8.0

—

温度 40 ℃、pH 10.0

温度 40 ℃、pH 5.0

温度 40 ℃、pH 7.0

温度 25 ℃、pH 8.0

热稳定性

60 ℃、3 h，酶活力残留率 50%

50 ℃、2 h，酶活力残留率 75%

60 ℃、2 h，酶活力残留率 45%

45 ℃、30 min，酶活力残留率 20%

55 ℃、30 min，酶活力残留率 0

50 ℃、1 h，酶活力残留率大于 90%

40 ℃、1 h，酶活力残留率 70%

60 ℃、1 h，酶活力残留率 30%

70 ℃、1 h，酶活力残留率小于 20%

60 ℃、1 h，酶活力残留率小于 20%

40 ℃、24 h，酶活力残留率 92%

50 ℃、24 h，酶活力残留率 85%

70 ℃、1 h，酶活力残留率 60%

70 ℃、2 h，酶活力残留率 40%

40 ℃、1 h，酶活力残留率 90.0%

50 ℃、1 h，酶活力残留率 54.8%

50 ℃、140 min，酶活力残留率 6.9%

50 ℃、1 h，酶活力残留率小于 25%

80 ℃、1 h，酶活力残留率小于 20%

135 ℃、5 s，酶活力残留率 14.7%

135 ℃、10 s，酶活力残留率 5.2%

135 ℃、30 s，酶活力残留率 1.2%

135 ℃、5 s，酶活力残留率 17.76%

135 ℃、10 s，酶活力残留率 20.77%

135 ℃、15 s，酶活力残留率 18.95%

40 ℃、96 h，酶活力残留率 80% 以上

50 ℃、3 h，酶活力残留率 79.1%

65 ℃、3 h，酶活力残留率 37.5%

40 ℃、1 h，酶活力残留率大于 90%

60 ℃、1 h，酶活力残留率小于 20%

60 ℃、30 min，酶活力残留率 30%

60 ℃、1 h，酶活力残留率 0
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有测定快速、稳定性好、操作简单等优点，但不适

合在乳化条件下进行脂肪酶酶活力的测定。

1.6　电化学流动注射分析法

电化学流动注射分析法通过使脂肪酶吸附至

底物表面，催化底物水解并引起电化学氧化还原

信号降低，信号降低速率与脂肪酶酶活力成正比，

从而间接测定脂肪酶酶活力。

传统电化学方法使用的非特异性底物价格昂

贵，且分析时间较长。Sarakhman等［34］使用电化学

流动注射分析法成功检测了药物制剂中的脂肪酶

酶活力。Fuse 等［35］通过优化样品预处理、流动系

统和电化学条件，使用 1，3-二亚油酰甘油作为底

物，将分析时间缩短至 25 min；当酶活力为 0.8~

18.0 U/L 时，流速信号和脂肪酶酶活力呈线性关

系，LOD、LOQ 分别为 0.3、1.0 U/L。

电化学流动注射分析法具有灵敏度高、重现

性好的优点，即使样品有颜色或浑浊均不会影响

分析结果。这种方法有利于脂肪酶酶活力的快速

即时检测，有望成为常规药物分析中测定脂肪酶

酶活力的替代方法。然而，该方法存在效率低、试

剂消耗和废物产生较多的缺点，并且存在电极钝

化的问题。

2　脂肪酶酶活力检测的新兴方法

2.1　荧光探针法

荧光探针法是将荧光探针作为脂肪酶的特异性

底物，当脂肪酶水解探针中的烷基时，会产生具有荧

光的物质。通过检测荧光强度的变化对脂肪酶酶活

力进行定性和定量分析，试验原理见图 2［36］。

在过去的几年里，研究者已陆续开发了基于聚

集诱导发射（AIE）和自组装胶束的脂肪酶酶活力

荧光探针。然而，两相系统限制了这些探针在细胞

和组织中的应用。大多数酶特异性 AIE 荧光探针

需要很高的水溶性才能确保其具有低背景信号，只

有高亲水性的底物才能在 AIE荧光探针上偶联，这

限制了 AIE在脂肪酶酶活力检测中的应用［36］。

脂肪酶是急性胰腺炎早期诊断的重要生物标

志物，检测血清中脂肪酶酶活力对急性胰腺炎的诊

断和评估具有重要作用。Qiao等［37］使用荧光探针

法检测血清中脂肪酶的水解活力，当荧光强度为

0~280 U/L 时，脂肪酶酶活力与荧光强度之间表现

出良好的线性关系，检测限为 0.06 U/L。Luo 等［38］

开发了一种新的荧光共振能量转移（FRET）探针，

不需要前处理即可测量人血清中的脂肪酶酶活力。

Yin等［39］成功开发了一种新型近红外荧光探针，能

够准确实时地监测急性胰腺炎发病过程中胰脂肪

酶的波动，还可用于可视化活细胞和生物体中胰

脂肪酶的变化。荧光探针法具有高选择性、高灵

敏度和生物相容性等优点，并且能够在复杂生物

样品中进行脂肪酶酶活力的快速检测。

2.2　基于生物传感器的检测方法

生物传感器是一种由生物识别元件和传感器

组成的用于选择性检测生物标志物的分析设

备［40］，目前已有多种生物传感器用于脂肪酶酶活

力的检测。工业生产中需要相对简单、快速和精

确的传感器来检测高酶活力的脂肪酶［41］。

2.2.1　基于光电化学（PEC）生物传感器的检测方法

PEC 生物传感器是一种新兴的生物传感器，

是将 PEC 技术与生物识别技术结合，以光为激发

源，利用光敏材料产生的光电流为检测信号，从而

实现脂肪酶酶活力的检测。其原理为：在光照条

件下脂肪酶和底物发生氧化还原反应，将化学信

号转化为电信号，通过电信号的变化间接计算脂

图 1　探针比色法试验原理

Fig. 1　Experimental principle of probe colorimetric assay

图 2　荧光探针法试验原理

Fig. 2　Experimental principle of probe fluorescent assay
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肪酶酶活力。

PEC生物传感器因其低背景信号和易于小型化

的特点，成为生物分析化学领域的研究热点。陈杰［42］

构建了一种 PEC生物传感器用于检测溶液体系中的

脂肪酶酶活力，通过测定溶液中催化产生的抗坏血酸

的电信号差异来反映脂肪酶酶活力，其线性相关系数

为 0.990 9，检测限为 35 μmol/L。常慧琴［43］开发了一

种基于TiO2@Au的 PEC生物传感器，通过优化酶浓

度和反应时间等因素，仅需几分钟就完成了对微生物

脂肪酶酶活力的检测。Wang等［44］构建了一种检测

限低、检测范围广的 PEC 生物传感器，用于检测籽

油精炼过程中的脂肪酶酶活力，检测范围为 0.1~6.0 

U/mL，检测限为 0.069 U/mL，标准添加回收率为

98.68%~105.41%，相对标准偏差为 2.1%~3.5%。基

于 PEC生物传感器的脂肪酶酶活力检测方法具有设

备简单、选择性好、易于小型化和集成化等优点，可广

泛应用于食品中脂肪酶酶活力的检测。

2.2.2　基于液晶生物传感器的检测方法

液晶生物传感器检测技术通过将脂肪酶催化甘

油三油酸酯的水解反应引入向列型液晶 4-氰基-4’-

戊基联苯体系，基于酶促反应引起的液晶分子取向

变化所导致的光学信号响应，实现了酶促反应过程

的实时动态监测，试验原理见图 3［45］。

液晶生物传感器能将发生在表面或流体界面

的化学和生物相互作用放大，并转化为肉眼可见

的光学信号。Duan等［45］利用液晶超细纤维生物传

感器在 200 s 内能检测到水溶液中质量浓度低至

0.01 μg/mL 的脂肪酶。Hussain 等［46］结合液晶光学

特性与脂肪酶酶活力检测原理，实现了对脂肪酶

酶活力的快速、灵敏检测。

2.2.3　基于其他生物传感器的检测方法

2019年，Zlatev等［41］基于脂肪酶催化的降解反

应，利用水解薄纳米复合基材敏感层原理，开发了

一种基于阻抗生物传感器的简单、快速检测脂肪酶

酶活力的方法。在 2021 年，他们又构建了一种电

容式脂肪酶酶活力生物传感器，并通过标准化滴定

证明了该方法的可行性。该方法的相对标准偏差

为 1.36%，响应时间低至 70~140 s［47］。

Xia 等［48］建立了一种通过相分离引起黏度变

化的纸基脂肪酶生物传感器，用于人血清样品中

脂肪酶的定量分析。该传感器具有灵敏度高、检

测限低的优点，检测限为 0.052 U/mL。其原理是

脂肪酶催化三油酸甘油酯产生油酸和甘油，通过

测量 pH 试纸上的溶液流动距离，可以量化由相分

离过程引起的水溶液的黏度变化，进而实现对脂

肪酶酶活力的检测。

2.3　液体泡沫检测法

液体泡沫检测法通过脂肪酶水解发泡表面活

性剂的酯键，将其转化为不起泡的分子，通过观察

泡沫含量的变化，实现对脂肪酶酶活力的定性分

析。该方法的优点是不需要专门的设备或使用荧

光探针等标记物，可以用作检测由脂肪酶引起的

疾病或生物膜的快速筛选，具有简便、直观和快速

等优点［49］。

2.4　基于微流控芯片技术的检测方法

微流控芯片技术结合了微尺度流体控制和高

效分析功能，集成了样品制备、反应和检测的全过

程，实现了脂肪酶酶活力检测的微型化和自动化。

通过设计微流控通道和反应区域，可以在极少量

样品的情况下快速检测脂肪酶酶活力，显著提升

了检测效率。

Jankowski 等［50］开发的液滴式微流控平台为

脂肪酶酶活力分析提供了新方法，其通过微型化

反应环境，在降低试剂消耗的同时，显著提高了检

测效率和精度。Oliveira 等［51］将微流控技术与微

生物固定化技术相结合，开发了高效、稳定的枯草

芽孢杆菌固定化系统，显著提高了脂肪酶的生产

率。该技术不仅简化了试验操作流程，还提高了

数据获取的质量和速度，为相关领域的研究工作

提供了强有力的技术支持。

3　脂肪酶酶活力检测方法比较

进行脂肪酶酶活力测定时，需要根据不同的环

境和脂肪酶的特性选择合适的检测方法。不同脂

肪酶酶活力检测方法的优缺点和应用范围见表 2。

图 3　液晶生物传感器原理

Fig. 3　Principle of liquid crystal biosensor

33



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  297 期  | 2024 年  12 月  | 食品与生物技术学报

4　展望

对脂肪酶进行酶活力检测具有重要的科学意

义和经济意义。目前的检测方法通常是利用特定

的底物对其进行快速检测，并根据颜色、电信号、

荧光强度的变化来测定酶活力。但常用的检测方

法（如滴定法、对硝基苯酚法、探针比色法）存在一

定的局限性。另外，由于脂肪酶催化底物的多样

性和试验目的不同，导致检测方法也是多样的。

随着科技的进步和新方法的建立，将会有灵敏度

高、简单便捷的方法用于脂肪酶酶活力的检测。

脂肪酶作为一种绿色催化剂，因其对环境友

好、催化效率高的特点广泛应用于食品行业。在

未来的脂肪酶酶活力检测研究中，通过建立脂肪

酶底物指纹谱和改进技术手段，可以更好地揭示

未知脂肪酶的底物选择性和特异性，实现复杂脂

肪酶体系的靶向分析。
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