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前　　言

　　本文件按照ＧＢ／Ｔ１．１—２０２０《标准化工作导则　第１部分：标准化文件的结构和起草规则》的规

定起草。

本文件是ＧＢ／Ｔ２３５２７《酶制剂质量要求》的第１部分。ＧＢ／Ｔ２３５２７已经发布了以下部分：

———第１部分：蛋白酶制剂。

本文件代替ＧＢ／Ｔ２３５２７—２００９《蛋白酶制剂》，与ＧＢ／Ｔ２３５２７—２００９相比，除结构调整和编辑性

改动外，主要技术变化如下：

———增加了术语“蛋白酶制剂”“蛋白酶活力单位”（见３．２、３．３）；

———更改了“蛋白酶活力”的定义（见３．４，２００９年版的３．２）；

———更改了理化要求中的“酶活力”要求（见表２，２００９年版的表１）；

———删除了“卫生要求”（见２００９年版的５．３）；

———更改了干燥失重和细度的试验方法（见６．３、６．４，２００９年版的６．３、６．４）；

———更改了出厂检验项目（见７．３，２００９年版的７．３．１）；

———更改了标志的内容（见８．１，２００９年版的８．１）；

———删除了“保质期”（见２００９年版的第９章）；

———删除了“国内常用蛋白酶制剂的类别、代号与生产菌”的清单（见２００９年版的附录Ａ）；

———增加了“蛋白酶活力的测定　福林法”中其他缓冲溶液（见Ａ．３．８．４）；

———增加了“蛋白酶活力的测定　紫外分光光度法”中的其他底物（见Ｂ．３）；

———更改了“碱性蛋白酶活力的测定　全自动生化分析法”中的试剂（见Ｃ．３，２００９年版的Ｄ．４）；

———增加了“蛋白酶活力的测定　微量比色法”的试验方法（见附录Ｄ）。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由全国食品工业标准化技术委员会（ＳＡＣ／ＴＣ６４）提出并归口。

本文件起草单位：中国食品发酵工业研究院有限公司、中国生物发酵产业协会、诺维信（中国）投资

有限公司、山东隆科特酶制剂有限公司、杰能科（中国）生物工程有限公司、武汉新华扬生物股份有限公

司、英联酶制剂贸易（上海）有限公司、白银赛诺生物科技有限公司、广州焙乐道食品有限公司、湖南新鸿

鹰生物工程有限公司、帝斯曼（中国）有限公司、青岛蔚蓝生物集团有限公司、天野酶制剂（江苏）有限公

司上海分公司、安琪酵母股份有限公司、江苏奕农生物股份有限公司、南京百斯杰生物工程有限公司、宁

夏夏盛实业集团有限公司、北京昕大洋科技发展有限公司、河南新仰韶生物科技有限公司、青岛根源生

物技术集团有限公司、山东省鲁洲食品集团有限公司、浙江养生堂天然药物研究所有限公司、中山市南

方新元食品生物工程有限公司。

本文件主要起草人：刘明、陈楠楠、王晋、张峻炎、郭庆文、齐延芳、周樱、裴静、俞峰、童远洋、黄石桥、

杜建华、陈亮珍、王友谊、杜支红、常东民、徐红、沈涛、郭宝林、焦国宝、张宗国、赵玉斌、黄志明、刘高峰、

郭新光、王洁、王金凤、钱娟娟、王健蕾、徐丽、权中华、杨忠义、高铁成、易鸣、袁琳、邵静、李英玉、喻晨、

王俊峰、朱伟、程伟、余艳、何景阳、邓娟娟、周莉芬、王校冬、田天娥。

本文件及其所代替文件的历次版本发布情况为：

———本文件于２００９年首次发布；

———本次为第一次修订。
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引　　言

　　随着酶制剂工业的迅速发展，酶制剂种类向多元化发展，产品质量提高到一个新的水平，行业从技

术到品种都有了长足的进步与发展。制定ＧＢ／Ｔ２３５２７《酶制剂质量要求》，是对酶制剂的产品质量和

检测方法的规范化和标准化，是规范酶制剂及相关产品行业秩序、促进产业发展的基础性工作。

ＧＢ／Ｔ２３５２７《酶制剂质量要求》拟由四个部分构成：

———第１部分：蛋白酶制剂；

———第２部分：脂肪酶制剂；

———第３部分：α淀粉酶制剂；

———第４部分：固定化葡萄糖异构酶制剂。

随着蛋白酶制剂行业产品创新发展，根据行业产品调研和征集产品种类，除了原标准范围涵盖的微

生物发酵来源的蛋白酶制剂产品，还有木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶、无花果蛋白酶等植物组织提取产品和

胃蛋白酶、胰蛋白酶等动物组织提取产品。另外，根据国内外检测方法行业产品发展需要，在本次修订

中，对ＧＢ／Ｔ２３５２７—２００９酶活力测定方法的测定条件进行了更新完善，并增加了微量比色法。

Ⅱ
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酶制剂质量要求　第１部分：蛋白酶制剂

１　范围

本文件规定了蛋白酶制剂的产品分类、要求、检验规则、标志、包装、运输和贮存，并描述了试验

方法。

本文件适用于微生物发酵或植物组织来源的蛋白酶制剂的生产、检验和销售。

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的的条款。其中，注日期的引用

文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用

于本文件。

ＧＢ／Ｔ１９１　包装储运图示标志

ＧＢ／Ｔ６０１　化学试剂　标准滴定溶液的制备

ＧＢ／Ｔ６０２　化学试剂　杂质测定用标准溶液的制备

ＧＢ／Ｔ６０３　化学试剂　试验方法中所用制剂及制品的制备

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

ＱＢ／Ｔ１８０３　工业酶制剂通用试验方法

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

３．１　

蛋白酶　狆狉狅狋犲犪狊犲

能催化水解蛋白质分子内部的肽键，使其转化为多肽或氨基酸的酶。

３．２

蛋白酶制剂　狆狉狅狋犲犪狊犲狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀狊

以提取、纯化的蛋白酶为主要催化活性组分，通过制剂等工艺制得的产品。

　　注：制剂工艺中可加入有助于产品贮存、稳定和使用的配料。

３．３

蛋白酶活力单位　犪犮狋犻狏犻狋狔狌狀犻狋狅犳狆狉狅狋犲犪狊犲

在一定温度和ｐＨ条件下，１ｍｉｎ水解酪蛋白产生１μｇ酪氨酸所需的蛋白酶量，即为１个酶活力

单位。

　　注：以“Ｕ”表示。

３．４

蛋白酶活力　狆狉狅狋犲犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔

蛋白酶制剂的酶活力　犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狆狉狅狋犲犪狊犲狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀狊

催化蛋白质水解为多肽和氨基酸的能力，表示为１ｇ固体蛋白酶制剂（或１ｍＬ液体蛋白酶制剂）含

有的酶活力单位。

１
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　　注：以Ｕ／ｇ或Ｕ／ｍＬ表示。

４　产品分类

４．１　按产品的应用领域

食品工业用和其他工业用蛋白酶制剂。

４．２　按产品的形态

固体剂型和液体剂型蛋白酶制剂。

４．３　按产品的作用狆犎范围

酸性、中性和碱性蛋白酶制剂。

５　要求

５．１　感官要求

应符合表１的规定。

表１　感官要求

项目 固体剂型 液体剂型

色泽 白色至黄褐色 浅黄色至棕褐色

状态 粉末或颗粒，无结块、潮解现象 液体，允许有少量凝聚物

气味 无异味，微生物发酵产品或有特殊发酵气味

５．２　理化要求

应符合表２的规定。

表２　理化要求

项目 固体剂型 液体剂型

酶活力ａ／（Ｕ／ｇ或Ｕ／ｍＬ） 符合声称 符合声称

干燥失重ｂ／％ ≤ ８．０ —

细度（通过网孔尺寸０．４０ｍｍ的试验筛）ｂ／％ ≥ ８０ —

　　
ａ 也可按供需双方约定酶活力要求执行。

ｂ 不适用于颗粒产品。

６　试验方法

６．１　感官要求

称取样品１０ｇ或１０ｍＬ于洁净、干燥白瓷盘，观察、嗅闻，作出判断，做好记录。

２
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６．２　酶活力

按附录Ａ进行检测，也可参考附录Ｂ、附录Ｃ、附录Ｄ或采用其他方法进行检测。检测结果应标明

测定的方法，必要时，还应标明缓冲溶液和底物。

６．３　干燥失重

按ＱＢ／Ｔ１８０３中干燥失重的试验方法执行。

６．４　细度

按ＱＢ／Ｔ１８０３中细度的试验方法执行，标准试验筛选择２００×５０—０．４０／０．２５。

７　检验规则

７．１　批次

同原料、同配方、同工艺、同生产线连续生产的产品为一批。

７．２　抽样

抽样的样本量可按照表３执行，或由生产企业和（或）相关方确定。每个最小外包装单位的取样量

应不小于３００ｇ或３００ｍＬ，不足时按照比例适当加取。充分混合均匀后进行检验。

表３　抽样的样本量

批量范围（最小外包装单位） 抽样的样本量（最小外包装单位）

５０以下 ２

５１～５００（含） ３

５００以上 ４

　　注：批量范围是指批中所包含的最小外包装单位数量。抽样的样本量是指抽取样本的最小外包装单位数量。

７．３　出厂检验

７．３．１　产品出厂前，应由生产厂的质检部门负责按本文件规定逐批进行检验。检验符合本文件后方可

出厂。

７．３．２　检验项目

固体剂型的检验项目：感官要求、酶活力、干燥失重、细度。

液体剂型的检验项目：感官要求、酶活力。

７．４　型式检验

检验项目：本文件中全部要求项目。一般情况下，同一类产品的型式检验每年至少进行一次，有下

列情况之一者，亦应进行：

ａ）　原辅材料有较大变化时；

ｂ）　更改关键工艺或设备时；

ｃ）　新试制的产品或正常生产的产品停产３个月后，重新恢复生产时；

ｄ）　出厂检验与上次型式检验结果有较大差异时；

３
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ｅ）　国家监督机构按有关规定需要抽检时。

７．５　判定规则

７．５．１　抽取样品经检验，所检项目全部符合要求，判该批产品符合本文件。

７．５．２　检验结果如有两项以上指标不符合要求，判定该批产品不符合本文件。如有一项至两项不符合

要求，应重新自同批产品中抽取样本量的两倍进行复检，以复检结果为准。若仍有一项不符合要求，判

定该批产品不符合本文件。

７．５．３　当供需双方对检验结果有异议时，可由双方协商解决，或委托有关单位进行仲裁检验，以仲裁检

验结果为准。

８　标志、包装、运输和贮存

８．１　标志

８．１．１　销售包装使用标签时，应标注产品类型和酶活力。

８．１．２　包装贮运图示标志应符合ＧＢ／Ｔ１９１的要求。

８．２　包装

包装容器应整洁、无破损。

８．３　运输

运输工具应清洁卫生，不应与有毒、有害、有腐蚀性和含有异味的物品混装、混运，应避免受潮、受

压、暴晒。装卸时，应轻拿轻放，不应直接钩扎包装。

８．４　贮存

应贮存在通风、干燥、清洁的仓库内，严防日晒雨淋，严禁火种。不应与有毒、有害、有腐蚀性和含有

异味的物品放在一起。

４
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附　录　犃

（规范性）

蛋白酶活力的测定　福林法

犃．１　原理

蛋白酶在一定的温度与ｐＨ条件下，水解酪蛋白底物，产生含有酚基的氨基酸，在碱性条件下，还原

福林试剂生成钼蓝与钨蓝，用分光光度计于波长６８０ｎｍ处测定溶液的吸光度。酶活力与吸光度成正

比，由此可以计算产品的酶活力。

犃．２　仪器和设备

犃．２．１　电子天平：感量为０．１ｍｇ。

犃．２．２　分光光度计。

犃．２．３　恒温水浴锅。

犃．２．４　ｐＨ计：精度为０．０１。

犃．３　试剂和溶液

本方法中所用的水，在未注明其他要求时，应符合ＧＢ／Ｔ６６８２中三级水的规格，所用试剂，在未注

明其他规格时，均指分析纯。分析中所用标准滴定溶液，杂质测定用标准溶液、制剂及制品，在没有注明

其他要求时，均按ＧＢ／Ｔ６０１、ＧＢ／Ｔ６０２、ＧＢ／Ｔ６０３的规定制备。

犃．３．１　福林试剂

于２Ｌ磨口回流装置中分别加入１００．０ｇ钨酸钠（Ｎａ２ＷＯ４·２Ｈ２Ｏ）、２５．０ｇ钼酸钠（Ｎａ２ＭｏＯ４·

２Ｈ２Ｏ）、７００ｍＬ水、５０ｍＬ磷酸（８５％）、１００ｍＬ浓盐酸，小火沸腾回流１０ｈ，取下回流冷却器，在通风

橱中加入５０ｇ硫酸锂（Ｌｉ２ＳＯ４）、５０ｍＬ水和数滴浓溴水（９９％），再微沸１５ｍｉｎ，以除去多余的溴（冷后

仍有绿色需再加溴水，再煮沸除去过量的溴），冷却，转移至１０００ｍＬ容量瓶中，蒸馏水定容，混匀并过

滤。制得的试剂应呈金黄色，贮存于棕色瓶内。

犃．３．２　福林使用溶液

量取５０ｍＬ福林试剂（Ａ．３．１）和１００ｍＬ水，混合均匀。

　　注：也可使用市售福林溶液配制。

犃．３．３　碳酸钠溶液（０．４犿狅犾／犔）

称取４２．４ｇ无水碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３），用水溶解并定容至１Ｌ。

犃．３．４　三氯乙酸（０．４犿狅犾／犔）

称取６５．４ｇ三氯乙酸，用水溶解并定容至１Ｌ。

犃．３．５　氢氧化钠溶液（２０犵／犔）

称取２０．０ｇ氢氧化钠，加水９００ｍＬ并搅拌溶解。待溶液到室温后水定容至１Ｌ。
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犃．３．６　盐酸溶液（１．０犿狅犾／犔）

移取８．３ｍＬ浓盐酸于盛有８０ｍＬ水的容量瓶中，水定容并摇匀。

犃．３．７　盐酸溶液（０．１犿狅犾／犔）

移取０．８３ｍＬ浓盐酸于盛有８０ｍＬ水的容量瓶中，水定容并摇匀。

犃．３．８　缓冲溶液

犃．３．８．１　磷酸缓冲溶液（狆犎＝７．５，适用于中性蛋白酶制剂）

分别称取６．０２ｇ磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ）和０．５ｇ磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ），加水

溶解并定容至１０００ｍＬ。盐酸溶液（Ａ．３．６）或氢氧化钠溶液（Ａ．３．５）调节ｐＨ至７．５０±０．０５。

犃．３．８．２　乳酸钠缓冲溶液（狆犎＝３．０，适用于酸性蛋白酶制剂）

称取４．７１ｇ乳酸（８０％～９０％）和０．８９ｇ乳酸钠（７０％）于９００ｍＬ水中，搅拌溶解后，用乳酸或乳酸

钠调整ｐＨ至３．００±０．０５，定容至１０００ｍＬ。

犃．３．８．３　硼酸缓冲溶液（狆犎＝１０．５，适用于碱性蛋白酶制剂）

称取９．５４ｇ硼酸钠、１．６０ｇ氢氧化钠于烧杯中，加水９００ｍＬ，搅拌至均匀。用盐酸溶液（Ａ．３．６）或

氢氧化钠溶液（Ａ．３．５）调整ｐＨ至１０．５±０．０５，定容至１０００ｍＬ。

犃．３．８．４　其他缓冲溶液

生产者和使用者还可以探讨使用表Ａ．１中缓冲溶液或其他适用的缓冲体系。

表犃．１　其他缓冲溶液参考配制方法

缓冲体系 参考配制方法

乙酸钠缓冲溶液

（ｐＨ＝４．７）

称取４．１０ｇ无水乙酸钠于９００ｍＬ水中，充分溶解后，加入３．００ｇ冰乙酸。再用盐酸溶液

（Ａ．３．６）或氢氧化钠溶液（Ａ．３．５）调整ｐＨ至４．７±０．０５，水定容至１０００ｍＬ

磷酸盐缓冲溶液

（ｐＨ＝６．０）

称取１７．９ｇ十二水合磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ）于８００ｍＬ水中，充分溶解后，盐酸溶液

（Ａ．３．６）调节ｐＨ至６．０±０．０５，加水定容至１０００ｍＬ

Ｔｉｒｓ缓冲溶液

（ｐＨ＝８．５）

称取６．０６ｇ２氨基２（羟甲基）１，３丙二醇（Ｔｒｉｓ碱）于８００ｍＬ水中，充分溶解后，盐酸溶液

（Ａ．３．６）或氢氧化钠溶液（Ａ．３．５）调节ｐＨ至８．５±０．０５，加水定容至１０００ｍＬ

犃．３．９　底物溶液（１０．０犵／犔）

称取１．００ｇ蛋白酶制剂专用酪蛋白底物（精确至０．００１ｇ）于烧杯中，加入相应的缓冲溶液约

８０ｍＬ，置于沸水浴保持３０ｍｉｎ，期间不断搅拌至酪蛋白全部溶解。冷却至室温后转入１００ｍＬ容量瓶

中，盐酸溶液（Ａ．３．６）或氢氧化钠溶液（Ａ．３．５）调节至相应ｐＨ 后，用相应ｐＨ 缓冲溶液定容。此溶液

４℃ 保存，有效期为３ｄ。使用前重新确认并调整ｐＨ至规定值。

不同来源或批号的酪蛋白对试验结果有影响。如使用不同的酪蛋白作为底物，使用前应与以上蛋

白酶制剂专用酪蛋白底物进行结果比对。

６
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犃．３．１０　犔酪氨酸标准储备溶液（１００μ犵／犿犔）

称取０．１００ｇ经１０５℃干燥至恒重的Ｌ酪氨酸（精确至０．０００１ｇ）于烧杯中，加入６０ｍＬ盐酸溶液

（Ａ．３．６），充分溶解后转移至１００ｍＬ容量瓶中，盐酸溶液定容并摇匀。再吸取１０．００ｍＬ至１００ｍＬ容

量瓶中，用０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液（Ａ．３．７）定容并摇匀。

犃．４　分析步骤

犃．４．１　标准曲线的绘制

犃．４．１．１　Ｌ酪氨酸系列标准工作溶液按表Ａ．２配制。

表犃．２　犔酪氨酸系列标准工作溶液

管号
Ｌ酪氨酸标准溶液的浓度

ｍｇ／ｍＬ

Ｌ酪氨酸标准储备溶液（Ａ．３．９）的体积

ｍＬ

加水的体积

ｍＬ

０ ０ ０ １０

１ １０ １ ９

２ ２０ ２ ８

３ ３０ ３ ７

４ ４０ ４ ６

５ ５０ ５ ５

犃．４．１．２　分别取１．００ｍＬ表 Ａ．２中标准溶液于玻璃试管中，加入５．００ｍＬ碳酸钠溶液（Ａ．３．３）和

１．００ｍＬ福林试剂使用溶液（Ａ．３．２），振荡混匀，置于４０℃±０．２℃水浴中反应２０ｍｉｎ，取出冷却至室

温。以０管为空白，分别采用１０ｍｍ比色杯测定系列标准工作溶液在６８０ｎｍ处的吸光值。以吸光值

为纵坐标，Ｌ酪氨酸的浓度为横坐标，绘制标准曲线。

犃．４．１．３　利用回归方程，计算出当吸光度为１时的酪氨酸的量（μｇ），即为吸光常数犓 值。其犓 值应在

９５～１００范围内。如不符合，需重新配制试剂，进行试验。

　　注：Ｌ酪氨酸稀释液应在稀释后立即进行测定。

犃．４．２　样品的测定

犃．４．２．１　待测酶液的制备

称取１．０ｇ蛋白酶制剂样品（精确至０．０００１ｇ）。加入８０ｍＬ相应缓冲溶液，搅拌溶解３０ｍｉｎ，随后

转移至１００ｍＬ容量瓶中，用相应缓冲溶液定容并混匀。移取适量酶液加入相应缓冲溶液稀释到酶活

力在１０Ｕ／ｍＬ～１５Ｕ／ｍＬ之间。

犃．４．２．２　测定

犃．４．２．２．１　将酪蛋白溶液置于４０℃±０．２℃恒温水浴中，预热５ｍｉｎ。

犃．４．２．２．２　按表Ａ．３程序操作。

犃．４．２．２．３　中性蛋白酶如枯草芽孢杆菌Ｎｏ．１．３９８和放线菌Ｎｏ．１６６来源，除标准曲线和样品测定的反

应温度和显色温度为３０℃±０．２℃，其他操作同上。

７
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表犃．３　操作程序

步骤 试管 Ａ（空白） 试管Ｂ（蛋白酶样品，需做３个平行试样）

１ 加酶液１．００ｍＬ，４０℃±０．２℃，２ｍｉｎ 加酶液１．００ｍＬ，４０℃±０．２℃，２ｍｉｎ

２ 加三氯乙酸２．００ｍＬ（摇匀） 加酪蛋白溶液１．００ｍＬ（摇匀）

３ ４０℃±０．２℃，１０ｍｉｎ ４０℃±０．２℃，１０ｍｉｎ

４ 加酪蛋白溶液１．００ｍＬ（摇匀） 加三氯乙酸２．００ｍＬ（摇匀）

５ 取出静置１０ｍｉｎ，过滤（慢速定性滤纸）

６ 取１．００ｍＬ滤液，加入５．０ｍＬ碳酸钠溶液，１．０ｍＬ福林使用溶液，４０℃±０．２℃，显色２０ｍｉｎ

７ 以试管Ａ为空白，６８０ｎｍ波长处，用１０ｍｍ比色皿测定试管Ｂ的吸光度

犃．４．３　计算

样品的酶活力按式（Ａ．１）计算：

犡１＝
犮１×犞１×４×狀１

犿１×１０
…………………………（Ａ．１）

　　式中：

犡１———样品的酶活力，单位为酶活力单位每克（Ｕ／ｇ）；

犮１ ———由标准曲线得出的蛋白酶水解产生的Ｌ酪氨酸的浓度，单位为微克每毫升（μｇ／ｍＬ）；

犞１———溶解样品所使用的容量瓶的体积，单位为毫升（ｍＬ）；

４ ———反应试剂的总体积，单位为毫升（ｍＬ）；

狀１ ———样品的稀释倍数；

犿１———样品的质量，单位为克（ｇ）；

１０———反应时间，单位为分（ｍｉｎ）。

计算结果表示至整数。

犃．５　精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不应超过平均值的５％。

８
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附　录　犅

（资料性）

蛋白酶活力的测定　紫外分光光度法

犅．１　原理

蛋白酶在一定的温度与ｐＨ条件下，水解酪蛋白或血红蛋白底物生成酪氨酸，加入三氯乙酸终止酶

反应，并沉淀未水解的底物，滤液中的酪氨酸使用紫外分光光度计在２７５ｎｍ下进行测定。根据吸光度

与酶活力的比例关系计算其酶活力。

不同的蛋白酶制剂其紫外法结果与福林法结果的换算系数不同。如需要，相关方可根据试验结果

统计，确定两个方法的换算系数。

犅．２　仪器和设备

同Ａ．２。

犅．３　试剂和溶液

同Ａ．３。

根据蛋白酶不同性质，除Ａ．３中使用的酪蛋白底物，也可选用表Ｂ．１中规定的血红蛋白底物或其他

适宜底物。

表犅．１　血红蛋白底物参考配制方法

底物 参考配制方法

血红蛋白

称取４．０ｇ血红蛋白，精确至０．００１ｇ，加入１００ｍＬ水后搅拌１０ｍｉｎ。用０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液调节ｐＨ

至１．７０±０．０５。搅拌１０ｍｉｎ至全部溶解后，０．５ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠溶液调节ｐＨ至４．７０±０．０５，转入２００ｍＬ

容量瓶，水定容并混匀

犅．４　分析步骤

犅．４．１　求犓 值

按福林法的表Ａ．１配制不同浓度的Ｌ酪氨酸标准溶液，然后，直接用紫外分光光度计测定其吸光

度（犃），并计算犓 值。犓 值应在１３０～１３５范围内，如不符合，需重新配制试剂，进行试验。

犅．４．２　待测酶液的制备

同Ａ．４．２．１。样品稀释液最终的浓度应该在１０Ｕ／ｍＬ～２０Ｕ／ｍＬ范围之内。

犅．４．３　测定

操作同Ａ．４．２．２中的取液、反应、静置沉淀，直至过滤。滤液用紫外分光光度计，在２７５ｎｍ波长处，

测定其吸光度。

　　注：如结果不平行，可以考虑将加入三氯乙酸的试样溶液返回到水浴中保温３０ｍｉｎ，然后再测定吸光度。

犅．５　计算

从标准曲线上读出样品最终稀释液的酶活力，单位为Ｕ／ｍＬ。样品的酶活力按式（Ｂ．１）计算
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犡２＝
犃２×犞２×狀２×４

１×犿２×１０
…………………………（Ｂ．１）

　　式中：

犡２———样品的酶活力，单位为酶活力单位每克（Ｕ／ｇ）；

犃２———由标准曲线得出的样品最终稀释液的活力，单位为酶活力单位每毫升（Ｕ／ｍＬ）；

犞２———溶解样品所使用的容量瓶的体积，单位为毫升（ｍＬ）；

狀２ ———稀释倍数；

４ ———反应试剂的总体积，单位为毫升（ｍＬ）；

１ ———吸取酶液的体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犿２———样品的质量，单位为克（ｇ）；

１０———反应时间，单位为分（ｍｉｎ）。

结果保留至整数位。

犅．６　精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不应超过平均值的５％。
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附　录　犆

（资料性）

碱性蛋白酶活力的测定　全自动生化分析法

犆．１　原理

蛋白水解酶可以水解犖琥珀酰丙酰氨丙酰氨脯酰氨苯丙氨酸对硝基苯胺底物，释放出的黄色

的对硝基苯胺，在４０５ｎｍ处产生吸收，通过测定单位时间内吸光度的变化计算酶活力。

犆．２　仪器和设备

犆．２．１　全自动生化分析仪：要求带有进样系统、搅拌系统、温度控制系统（精度０．３℃）和检测系统（可

在４０５ｎｍ下连续检测吸光度的变化）。

犆．２．２　电子天平：感量为０．１ｍｇ。

犆．２．３　ｐＨ计：精度为０．０１。

犆．３　试剂

本方法中所用的水，在未注明其他要求时，应符合ＧＢ／Ｔ６６８２中水的规格，所用试剂在未注明其他

规格时，均指分析纯。

犆．３．１　柠檬酸钠缓冲溶液（５０犿犿狅犾／犔，狆犎＝６．０）

称取１０．５０ｇ一水合柠檬酸和０．７４ｇ二水合氯化钙于１Ｌ容量瓶中，加入４５０ｍＬ水溶解后，加入

５．３３ｇ氢氧化钠，继续加水至９８０ｍＬ左右。全部溶解后，加入０．７６ｇ３０％聚氧乙烯月桂醚（ＢｒｉｊＬ２３）。

最后使用４ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液调节ｐＨ至６．０±０．０５后，水定容至刻线。

犆．３．２　犆犎犈犛缓冲溶液（１００犿犿狅犾／犔，狆犎＝９．０）

称取２．０７ｇＣＨＥＳ（犖环己基２氨基乙磺酸）于１００ｍＬ容量瓶中，加入７０ｍＬ水溶解。再加入

７３．５ｍｇ二水合氯化钙和７６．２ｍｇ３０％ＢｒｉｊＬ２３（聚氧乙烯月桂醚）。最后使用４ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液

调节ｐＨ至９．０±０．０５后，水定容至刻线。

犆．３．３　底物储备液（５０犵／犔）

称取５０ｍｇ犖琥珀酰丙酰氨丙酰氨脯酰氨苯丙氨酸对硝基苯胺底物（精确至０．１ｍｇ）于１０ｍＬ

烧杯中，加入１ｍＬ的二甲基亚砜，搅拌至全部溶解。转移至离心管中避光保存。

犆．３．４　底物使用液（０．３犵／犔）

移取１２０μＬ底物储备液（Ｃ．３．３）于２０ｍＬ容量瓶中，以ＣＨＥＳ缓冲溶液（Ｃ．３．２）定容至刻线并

混匀。

犆．４　分析步骤

犆．４．１　标准曲线的制备

标准储备液：称取一定量的已知活力蛋白酶标准品（精确至０．１ｍｇ）于５００ｍＬ的容量瓶中，柠檬酸

钠缓冲溶液（Ｃ．３．１）溶解并定容得到标准储备液。标准品称取的量要使标准储备液中蛋白酶的活力为
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４．７Ｕ／Ｌ。

标准曲线的范围宜为０．１２Ｕ／Ｌ～０．４７Ｕ／Ｌ。在此范围之内方法的使用者可以选择６个不同的浓

度配制标准曲线工作溶液。根据产品特性的不同，方法的使用者可以选择其他的标准曲线范围，标准曲

线的相关系数犚２ 应大于０．９９４５。

　　注：标准储备液和标准工作液应现用现配。

犆．４．２　样品溶液的制备

称取一定量的蛋白酶样品，用柠檬酸钠缓冲溶液（Ｃ．３．１）溶解及稀释。稀释的倍数应使最终稀释液

的酶活力在０．２９Ｕ／Ｌ左右。

样品的最小稀释倍数为２５。

犆．４．３　步骤和参数

犆．４．３．１　步骤

犆．４．３．１．１　将１６０μＬ的底物加入到比色杯中。

犆．４．３．１．２　底物保温４８０ｓ，温度为３７℃。

犆．４．３．１．３　分别加入２０μＬ的空白、标准、标准对照品和样品到比色杯中。

犆．４．３．１．４　反应６３ｓ后开始第一次测量，然后每隔１８ｓ测量一次。每个样品共测量９个吸光度。

犆．４．３．２　参数

犆．４．３．２．１　平衡底物

温度：３７℃；

保温时间：４８０ｓ；

底物加量：１６０μＬ。

犆．４．３．２．２　酶反应周期

温度：３７℃；

时间：６３ｓ；

样品：２０μＬ。

犆．４．３．２．３　测定周期

测定模式：动力学法；

波长：４０５ｎｍ；

曲线类型：非线性；

时间：１５０ｓ；

读数：９次；

间隔：１８ｓ。

犆．５　计算

犆．５．１　标准曲线的计算

以吸光度的变化速率（ＯＤ／ｍｉｎ）为纵坐标，蛋白酶标准工作溶液酶活力（Ｕ／Ｌ）为横坐标绘制标准

曲线，标准曲线应为平滑下凹的曲线。
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犆．５．２　样品酶活力的计算

样品的酶活力按照式（Ｃ．１）计算：

犡３＝
犃３×犞３×狀３

犿３×１０００
…………………………（Ｃ．１）

　　式中：

犡３　 ———样品的酶活力，单位为酶活力单位每克（Ｕ／ｇ）；

犃３ ———由标准曲线得出的样品最终稀释液的活力，单位为酶活力单位每升（Ｕ／Ｌ）；

犞３ ———溶解样品用的容量瓶体积，单位为毫升（ｍＬ）；

狀３ ———稀释倍数；

犿３ ———样品的质量，单位为克（ｇ）；

１０００ ———酶活力单位每毫升和酶活力单位每升的转化系数。

犆．５．３　结果的表示

样品的测定结果用算术平均值表示，保留３位有效数字。

犆．６　精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不应超过平均值的５％。
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附　录　犇

（资料性）

蛋白酶活力的测定　微量比色法

犇．１　原理

高温蛋白酶在一定的温度（如７０℃）与ｐＨ条件下，水解底物犖琥珀酰丙酰氨丙酰氨脯酰氨苯

丙氨酸对硝基苯胺，产生黄色的对硝基苯胺，用分光光度计于波长４１４ｎｍ处测定溶液的吸光度。酶活

力与吸光度成比例，由此可以计算产品的酶活力。

犇．２　仪器和设备

犇．２．１　电子天平：感量为０．１ｍｇ。

犇．２．２　紫外可见分光光度计，配有２００μＬ微量比色杯。

犇．２．３　恒温水浴锅。

犇．２．４　ｐＨ计：精度为０．０１。

犇．３　试剂和溶液

犇．３．１　氢氧化钠溶液（１０犿狅犾／犔）

称取４０．０ｇ氢氧化钠，加水９０ｍＬ搅拌溶解。冷却至室温后，以水定容至１００ｍＬ。

犇．３．２　犎犈犘犈犛缓冲溶液（０．１犿狅犾／犔，狆犎＝７．５）

称取５．９８ｇ（精确至０．１ｍｇ）４羟乙基哌嗪乙硫磺酸于２００ｍＬ水中，搅拌溶解后，１０ｍｏｌ／Ｌ氢氧化

钠溶液调节溶液ｐＨ至７．５±０．０５，再用水定容至２５０ｍＬ。

　　注：生产者和使用者还可以探讨使用其他适用的缓冲体系。

犇．３．３　底物储备液（２．０犿犿狅犾／犔）

称取１０．０ｍｇ犖琥珀酰丙酰氨丙酰氨脯酰氨苯丙氨酸对硝基苯胺于离心管中，加入８ｍＬ

ＨＥＰＥＳ缓冲溶液（Ｄ．３．２），密封并避光处理后，在６０℃水浴中加热３０ｍｉｎ～９０ｍｉｎ。待底物全部溶解

后，转移至冰水浴５ｍｉｎ。此时底物溶液应为半透明均匀液体，如出现溶液变黄，则表明底物已分解，需

重新配制。此溶液使用时应保存在冰水浴中。分装后－２０℃可保存３０天，不可反复冻融。

犇．３．４　蛋白酶标准储备溶液（４０犝／犿犔）

称取适量已知酶活力的蛋白酶标准品，精确至０．１ｍｇ，用 ＨＥＰＥＳ缓冲溶液（Ｄ．３．２）溶解后定容至

１０ｍＬ。

犇．４　分析步骤

犇．４．１　底物使用溶液

向底物储备液（Ｄ．３．３）中分次加入一定量 ＨＥＰＥＳ缓冲溶液（Ｄ．３．２），再吸取２０μＬ每次稀释后的底

物溶液加入９８０μＬＨＥＰＥＳ缓冲溶液，直至混匀后在３１３ｎｍ波长处测定吸光值在０．３８～０．４０之间。
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犇．４．２　标准曲线的绘制

犇．４．２．１　蛋白酶系列标准溶液：按表Ｄ．１配制。

表犇．１　蛋白酶系列标准溶液

管号
蛋白酶标准溶液的浓度

Ｕ／ｍＬ

标准储备溶液（Ｄ．３．４）的体积

μＬ

缓冲溶液（Ｄ．３．２）的体积

μＬ

０ ０ ０ １０００

１ １．４ ３５ ９６５

２ １．８ ４５ ９５５

３ ２．４ ６０ ９４０

４ ３．６ ９０ ９１０

５ ４．４ １１０ ８９０

６ ５．８ １４５ ８５５

犇．４．２．２　预热：先将蛋白酶系列标准溶液放入７０℃±０．２℃恒温水浴中，预热９０ｍｉｎ，使溶液中的其他

蛋白酶失活。

犇．４．２．３　按表Ｄ．２程序操作。

表犇．２　操作程序

步骤 试管Ａ（空白） 试管Ｂ（标准溶液，需做３个平行试样）

１ ４５μＬ蛋白酶系列标准溶液 ４５μＬ蛋白酶系列标准溶液

２ １２０μＬ底物溶液 １２０μＬ底物溶液

３ — ７０℃±０．２℃，准确反应２０ｍｉｎ

４ 迅速转移至冰水浴中，保持２ｍｉｎ

５
分别吸取１００μＬ至１０ｍｍ微量比色皿中，以试管Ａ为空白，４１４ｎｍ处测定试管Ｂ的吸光度；

以吸光度纵坐标，酶活浓度为横坐标，绘制标准曲线

犇．４．３　样品的测定

犇．４．３．１　待测酶液的制备

称取１．０ｇ蛋白酶样品，精确至０．０００１ｇ。加入８０ｍＬ相应缓冲溶液，搅拌溶解不少于３０ｍｉｎ，随

后转移至１００ｍＬ容量瓶中，用相应缓冲溶液定容并混匀。移取适量酶液加入相应缓冲溶液稀释到一

定浓度，推荐浓度范围为酶活力１．５Ｕ／ｍＬ～５Ｕ／ｍＬ。

犇．４．３．２　测定

对于高温蛋白酶样品，测定步骤前先将样品溶液放入７０℃±０．２℃恒温水浴中，预热９０ｍｉｎ，使溶

液中的其他蛋白酶失活。按表Ｄ．３程序操作。
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表犇．３　操作程序

步骤 试管Ａ（空白） 试管Ｂ（样品溶液，需做３个平行试样）

１ ４５μＬ样品溶液 ４５μＬ样品溶液

２ １２０μＬ底物溶液 １２０μＬ底物溶液

３ — ７０℃±０．２℃，准确反应２０ｍｉｎ

４ 迅速转移至冰水浴中，保持２ｍｉｎ

５ 分别吸取１００μＬ至１０ｍｍ微量比色皿中，以试管Ａ为空白，４１４ｎｍ处测定试管Ｂ的吸光度

犇．４．４　计算

样品的酶活力按式（Ｄ．１）计算：

犡４＝
犃３×犞３×狀４

犿４

…………………………（Ｄ．１）

　　式中：

犡４———样品的酶活力，单位为酶活力单位每克（Ｕ／ｇ）；

犃３———由标准曲线得出的样品最终稀释液的活力，单位为酶活力单位每毫升（Ｕ／ｍＬ）；

犞３———溶解样品所使用的容量瓶的体积，单位为毫升（ｍＬ）；

狀４ ———样品的稀释倍数；

犿４———样品的质量，单位为克（ｇ）。

所得结果表示至整数。

犇．５　精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不应超过平均值的５％。
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