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由绿色木霉EA, 867所制备的纤维素酶制

剂是一种复合酶，除了纤维素酶外，还有半纤维

素酶、果胶酶等。而纤维素酶本身又是一种多

组分酶，一般认为它包括有 C,酶、Cx酶和fl-

葡萄糖普酶ti-370 C1酶能使天然纤维素降解成

直链纤维素，而Cx酶能使直链纤维素分解成纤

维二糖等较小单位，纤维二糖等再经 Y-葡萄糖

普酶作用，生成最终产物葡萄糖。

作为“生化试剂”的纤维素酶制剂，用途广

泛。可以用不同活力单位（如 CMC酶活，滤纸

糖酶活）来表示酶的活性。但是，国内有关纤维

素酶制剂活力的测定尚未统一标准，国际上多

以滤纸塘酶活来表示。我们考虑到此种酶制剂

目前国内主要用于降解植物细胞壁，即用于制

备植物原生质体，所以根据纤维素酶对植物细

胞壁降解的条件，定出纤维素酶制剂滤纸糖酶

活的测定方法。

至于各实验室自行制备的纤维素酶制剂，

除了用滤纸糖酶活测定法外，还可以用生物测

定法 （即采用酶法降解植物细胞壁分离获得原

生质体的方法），直接侧定纤维素酶对植物细胞

去壁的效果。

一、滤纸糖酶活测定法川

（一）原理

纤维素酶能分解滤纸，产生葡萄糖等还原

糖，与显色剂3,5一二硝基水杨酸作用，可生成

橙黄色络合物。用比色法能够定量测定还原糖

的生成量。以最适条件下、单位时间内、一定量

的酶制剂释放出的葡萄搪量，来表示纤维素酶

制剂的活力。

（二）试剂

1.3,，一二硝基水杨酸显色剂 称取10克

3,5一二硝基水杨酸（市售3,5一二硝基水杨酸熔

点偏低，可用下法进行重结晶：10克3.15一二硝
基水杨酸，加50毫升水，加热溶解，冷却析出结

晶，过滤，用冷水洗涤，干燥后得白色结晶，其熔

点168-1690C),溶于蒸馏水中，加入20克氢

氧化钠，200克酒石酸钾钠，加水500毫升，加

热溶解后，加入重蒸酚2克、无水亚硫酸钠。．5

克。加热搅拌，待全部溶解后，冷却，定量至

1,00。毫升，放置一周后过滤备用。此显色剂应

贮存于棕色瓶中。

2. 0.04 M（克分子浓度）pH 4.5醋酸一醋酸

钠缓冲液。

（三）方法

1.酶液制备 酶制剂用0.04 MpH4.5醋

酸一醋酸钠缓冲液配置成 0.20毫克／毫升酶液。

如比色时光密度太低，可将酶液浓度提高。

2.酶解 分别吸取酶液0.5, 1.0, 1.5,2.0,

毫升，置试管中，用pH 4.5醋酸一醋酸钠缓冲液

补足到2.0毫升。同时作空白2.0毫升缓冲液。

于40℃水浴中保温数分钟后，在每管酶液中加

人1 X 1厘米i的新华1号层析滤纸6片，立即

记时，准确反应60分钟，接着立即在沸水浴中

加热10分钟，使酶失活。
3．显色 在上述每管酶解液中，加入3

毫升3,弓一二硝基水杨酸显色剂，在沸水浴中加

热15分钟，冷却，加蒸馏水10毫升，摇匀，用

72型分光光度计在55。毫微米波长下，用1厘

米比色槽，以空白为对照，测定其光密度。以光

密度为纵坐标，各管酶浓度为横坐标作图，应成

33



一通过原点的直线。取直线上任意一点计算即

可。如成曲线关系（直线弯曲），应将酶液进一

步稀释再进行测定。

4.葡萄糖标准曲线绘制 准确配置1,000

微克／毫升葡萄糖标准液。 分别取 。、0.10,

0.20, 0.30 ...... 0.70毫升葡萄糖标准液，用蒸馏

水补足到2.0毫升，加3毫升3, 5一二硝基水杨

酸显色剂，同上进行显色、比色。以光密度 （O.

D. 550 m沁 为纵坐标，葡萄糖微克数为横坐标

作图，应得一直线。

5．计算 在上述酶浓度和光密度对应的

直线上取酶量 W，对应 O. D. 550 mu在葡萄

糖标准曲线上查得葡萄糖的微克数A3按下列

公式进行计算。

纤维素酶活力（单位／克，一f4t X W
A— 由标准曲线查出释放葡萄糖的微克

数；

t 酶解所用的时间；

W— 反应中含酶量，以克计算。

单位定义：在上述条件下（pH4.5, 400C),
每分钟分解滤纸产生1微克葡萄糖的酶量，为

1单位的酶。

二、生物测定法

（一）原理

植物细胞外面有一层含有纤维素的细胞壁

包围着，细胞之间有含有果胶质的中胶层相连。

用纤维素酶和果胶酶来处理植物的组织，使其

去掉细胞壁，分离获得圆球形的原生质体。根

据酶的浓度、处理时间的长短、分离所得原生质

体的数量和质量，来测定纤维素酶制剂的活力。

酶制剂的活力时，必须固定一种或几种合适的

材料。

通常以叶片为材料，如大麦应取出苗后4-

6天的第一片嫩叶；蚕豆宜取开花前成熟植株

的中部叶片；烟草选用苗龄60-100天植株的

T中展叶片。

2.酶液 纤维素酶制剂用0.50-0.70克

分子浓度的甘露糖醇溶液配置成浓度为1.0多

的酶液，PH调到5.6a

3．分离原生质体 取健康的大麦、蚕豆

或烟草的叶片，经蒸馏水冲洗后，用滤纸吸干表

面的水分，接着用钟表镊子撕去下表皮。在每

毫升酶液中放入0.1克叶片（去掉下表皮的一面

向下），在28℃下保温，每隔30分钟轻轻摇动一

次。用吸管吸取反应酶液，滴于血球计数板计

数池中，按血球计数法统计完整的原生质体数。

4.原生质体数目的计算

公式：A X 10,000二原生质体数／毫升；

A－一 实际数得的原生质体数；

10,000 为一立方厘米（即1毫升）的缺
数部分 （因为实际数得的原生质体数等于

1八0,000立方厘米数，故计数池内实际数得的

原生质体数X 10;000等于1毫升数）。

如在2小时内，能分离得5-10 X 10”原生

质体数／毫升，表示该批纤维素酶制剂的活力是

符合要求的；如分离得 105原生质休数／毫升以

下，表示该批纤维素酶制剂的活力很低，是不符

合植物细胞去壁要求的。
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