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前 言
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生物酶检测技术通则

1 范围

本文件规定了生物酶的术语和定义、检测技术的一般要求等。

本文件适用于科研、生产和应用过程中生物酶的检测。

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/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

生物酶 Bio-enzyme
具有催化特定生物或化学反应功能的生物分子及其衍生物。

生物酶活力 Bio-enzyme activity
生物酶活性

指生物酶催化某一特定反应的能力，通常用单位时间内底物减少或产物生成的速率表示。

生物酶比活力 Bio-enzyme specific activity
每个质量单位所含活性单位的数目，一般用U/g或U/mg表示。

生物酶纯度 purity of Bio-enzyme
目标生物酶在样品总蛋白质或固含物中所占的质量百分比。

4 一般要求

环境

4.1.1 实验室设施及环境应符合分析系统要求。

4.1.2 所有试验操作应在洁净的无酶环境下进行。

试剂和材料

4.2.1 所用的水应符合 GB/T 6682规定的二级水要求，除非有特殊说明，如所配试剂需保存较长时间，

则应使用无菌水（不含任何添加剂）。

4.2.2 试剂，应按照不同生物酶检测的要求，选择符合规定纯度的试剂。关键试剂的选择，对分析结

https://std.samr.gov.cn/gb/search/gbDetailed?id=71F772D774B1D3A7E05397BE0A0AB82A
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果会产生影响，因此应确保质量。如在方法验证或样品分析过程中，关键试剂批次发生改变，应确认测

定结果未受其影响，确保不同批次结果的一致性。

4.2.3 缓冲溶液，应按照相关要求进行配制，并说明缓冲溶液的保存条件和储存期。

仪器与设备

4.3.1 方法中所用的各种分析仪器，需定期检定或校准。

4.3.2 所用定量容器，如移液管（器）、容量瓶、滴定管等，应符合规定并定期进行校准。

4.3.3 任何接触样品、试剂或反应混合物的仪器或器皿表面必须经清洗干净，测定酶活力时需去除干

扰酶活力测定的物质，如少量的酸、金属、去垢剂或其他化合物等。

测定要求

4.4.1 每次试验时，应同时测试两个平行样，当平行样的测试数值的相对标准偏差超过 10%时，检测

结果无效，应重新检测，同时应进行对照试验。

4.4.2 取样应具有代表性，取样量应根据检测用量和留样量计算，一般情况下，取样量=2 倍检测量+

留样量（留样量一般为 3 倍检测用量）。

5 检测技术

检测技术选择

5.1.1 在选择检测技术时，应了解该技术原理、类型以及灵敏度等。

5.1.2 选择检测技术应依据预期目的、生物酶特性和处理因素。

5.1.3 选择的技术应经过验证或确认。

活力检测技术

酶活力的测定通过检测酶在最适条件下催化特定底物反应在一定时间内其产物的生成量或底物的

消耗量实现，根据产物或底物的物理或化学特性来选择其具体的检测技术，包括光谱技术、电化学技术、

色谱技术等。

5.2.1 光谱技术

5.2.1.1 紫外-可见分光光度法

紫外-可见分光光度法是目前最常用的光谱技术之一，该方法特别适用于含有不饱和键，尤其是含

有共轭体系的化合物的分析和研究。是目前应用最广泛的酶活性测定手段，几乎所有的氧化还原酶都可

以采用此法进行测定，水解酶的活性测定也可用分光光度法，紫外-可见分光光度设备价格相对低廉，

成本较低，操作简便，应用范围广泛；该方法的缺点是灵敏度一般，特异性有限。

5.2.1.2 荧光分光光度法

对于某些能够发射荧光的生物酶化合物，如三磷酸腺苷（ATP）、黄素核苷酸（FMN）、 还原型

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NAD（P）H），可采用荧光分光光度法进行酶活性测试。荧光分光光度

法的灵敏度通常要比紫外-可见分光光度法的灵敏度高若干个数量级，具有高灵敏度和高专一性的优点。

5.2.2 电化学技术
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在以下两种情况下，可采用电化学方法进行生物酶活性的测定：一种情况是在酶促反应过程中伴随

着氧化还原反应的发生，可以通过电极来测定氧化还原对之间电位的变化，从而计算出底物消耗量或产

物的生成量。该方法适用于氧化酶、脱氢酶、过氧化物酶、加氧酶、水解酶、酯酶、淀粉酶等多种酶的

活性测定。另一种情况是当需要测量的反应体系中发生pH变化时，可采用pH稳定计（或自动电位滴定

仪）进行测定，脂肪酶和胆碱酯酶的活性可用此法进行测定，与其他方法相比，电化学分析方法具有稳

定性好、特异性强、操作简单、便携、仪器价格低等优点 ，但由于一般的酶促反应具有确定的pH，相

对于光谱法而言，电化学方法应用范围有限。

5.2.3 色谱技术

底物或产物可以通过其物理性质的不同进行分离鉴定（如溶解性、分子大小、所带电荷等），其最

常用的方法为色谱法。色谱法有高效液相色谱法、离子交换色谱法、手性分离色谱法、凝胶过滤色谱法、

气相色谱法等，这些方法均具有不同的使用条件。高效液相色谱法因其高效、快速、高灵敏度等特点在

酶活性测定上应用最为广泛。

5.2.4 质谱技术

质谱技术用于生物酶活性的检测，是对游离酶活性的检测，当酶促反应终止后，采用质谱对产物或

底物进行测定，是常用的质谱检测生物酶活性的方法；质谱法测定的样品可以是有机物，也可以是无机

物，被分析的样品形态可以是气体、液体或是固体，具有高灵敏度、高通量和高选择性的优点，样品用

量少，能够实现多组分的同时检测，但存在仪器昂贵、维护成本高的缺点，操作也相对复杂，对操作人

员的技术水平要求较高，目前主要应用于临床样本的检测。

5.2.5 其他技术

如放射性标记法、表面等离子体共振法、表面增强拉曼光谱法等，但在酶活性测定上应用较少。

5.2.6 反应条件的选择要点

5.2.6.1 底物选择的原则

a) 对于专一性强的酶，选择特异性高的底物；

b) 对于专一性不强可使用多种底物的酶，所选用的底物必须有足够的特异性，通常选择米氏常

数 Km 最小的底物。

c) 有足够的溶解度；

d) 稳定性好。

5.2.6.2 反应温度

选择酶的最适温度，在测定时间内，反应体系的温度变化宜控制在±0.1℃内。

5.2.6.3 反应 pH 值

根据酶在不同pH条件下的活性绘制曲线，确定酶的最适反应pH值。

5.2.6.4 反应时间

在其他反应条件确定的情况下，可以通过试验得到反应时间和产物浓度的结果图，以选择合适反应

时间。

纯度检测技术
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生物酶的纯度，是从生物酶样品中确定目标生物酶和杂质的分析方法，任何一种生物酶从理论上说

都含有二类组分，即酶和杂质。

依据需要选择适用于生物酶纯度检测的方法，如光谱法（光谱扫描法、光吸收比值法）、层析法、

电泳法（SDS-PAGE、等电聚焦电泳和毛细管电泳等）、色谱法（高效液相色谱法、分子排阻法）等。

5.3.1 生物酶溶液若在一定波长有特征吸收光谱的可用光谱扫描法来测定该生物酶的纯度，用紫外吸

收光谱测定生物酶的纯度，既方便又灵敏，测得结果可靠，是常用的纯度分析方法。

5.3.2 光吸收比值法仅限于蛋白类生物酶溶液中含有核酸或核酸溶液中含有蛋白类生物酶的纯度测定。

5.3.3 一个纯的生物酶在稳定的层析条件下，得到的保留值只有一个，如果得到的层析峰多于一个就

可以视为不纯，所以可以根据层析峰的数量判断生物酶的纯度。

5.3.4 SDS-PAGE技术是测定生物酶纯度应用最广泛的技术，但缺点是测得的结果不太精确。

5.3.5 若需要对生物酶的纯度精确定量可选用色谱法如高效液相色谱法、分子排阻法等。

杂质检测技术

生物酶的杂质主要有工艺相关的杂质和产品相关的杂质（如降解产物等）。杂质是影响生物酶纯度

的主要因素，如果生物酶中含有超过限量的杂质，就有可能影响生物酶的活性和稳定性；杂质增多也会

影响生物酶的安全性。

生物酶中杂质的分析技术包括化学法、光谱法、色谱法等，须根据生物酶生产工艺及降解产物的特

性采用不同的检测技术，对于生物酶中的已知杂质，应使用杂质对照品进行检测；如无法获得杂质对照

品时，可用相对保留值进行定位；目前普遍采用的杂质检测方法主要为高效液相色谱法、气相色谱法和

毛细管电泳法、质谱法等。

分子诊断用酶因其检测靶标为核酸分子，需要控制DNA内切酶、外切酶、非特异性核酸酶和/或
RNase残留等杂质，通常采用酶与核酸底物孵育，琼脂糖凝胶电泳的方式检测，通过检测核酸底物的降

解情况，判断核酸酶的残留情况。若为重组表达的生物酶还需要检测宿主细胞核酸(HCD)和宿主细胞蛋

白（HCP）残留。宿主细胞核酸检测可采用DNA探针杂交法、荧光染色法或定量PCR法；宿主细胞蛋白

可采用酶联免疫吸附法、质谱分析法、二维凝胶电泳法。

批内、批间差异检测

5.5.1 批内差异检测

相同测量程序、相同操作者、相同测量系统、相同操作条件和相同地点，在短时间段内对一批内样

品进行重复测量，至少进行10次重复测量。

��� =
�=1
� (��−�)��� 2�

(�−1)��
100%··················································· (1)

式中：

RSD──批内差异，%
xi──第i次测量的结果；

�� ──n 次测量的平均值

n──总的测量次数（不小于10）

5.5.2 批间差异检测

相同测量程序、相同操作者、相同测量系统、相同操作条件和相同地点，3个不同批号的生物酶，

每个批号重复测量3次，计算均值，同时按以下公式计算相对极差，则为生物酶的批间差异。
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式中：

R ── 批间差异（相对极差）；

�����──3个批号中最大测量结果；

�����──3个批号中最小测量结果；

��� ──3个批号测量结果的均值。

6 方法验证

测定方法需经过验证，验证至少包括线性范围、准确度、精密度。准确度和精密度可采用以下方式

进行评估：

——如有国家标准物质或质控品，可采用加标回收率实验进行方法准确度评估。如没有国家标准物

质或质控品，可采用实验室比对的方式评估方法精密度。

——新建方法可与现有方法进行结果比对，来评估新建方法的准确度。

7 实验记录与报告

实验过程中，应即时、客观地记录观察过程中的现象、结果和数据等信息。

实验室应按照标准规定的要求、准确、客观地报告检验结果。报告内容至少包括但并不限于以下

内容：

a) 样品的接收时间；

b) 样品的具体描述、状态、标识；

c) 储存条件；

d) 检测时间；

e) 检测方法；

f) 检测结果；

g) 检测人；

h) 其他必要的说明。

8 危害废弃物处理

废弃物的处理应严格按照相应的分类要求处理，以避免对人和环境造成污染。



GB/T XXXXX—XXXX

6

A
A

附 录 A

（资料性）

生物酶的分类

1 按来源分类

1.1 植物类

1.2 动物类

1.3 微生物类

2 按不同组成分类

可分为蛋白类生物酶和核酸类生物酶。

2.1 蛋白类生物酶

2.1.1 氧化还原生物酶

2.1.2 转移生物酶

2.1.3 水解生物酶

2.1.4 裂解生物酶

2.1.5 异构生物酶

2.1.6 连接生物酶或合成生物酶

2.1.7 转移生物酶或易位生物酶

2.2 核酸类生物酶

2.2.1 分子内催化R酶

2.2.2 自我剪切酶

2.2.3 自我剪接酶

2.2.4 分子间催化R酶

2.2.5 RNA剪切酶

2.2.6 DNA剪切酶

2.2.7 多肽剪切酶

2.2.8 多糖剪接酶

2.2.9 氨基酸酯剪切酶

2.2.10 多功能酶

3 按酶蛋白分子的特点分类

3.1 单体酶

3.2 寡聚酶

3.3 多酶复合体

3.4 多酶融合体

4 按酶的存在状态分类

4.1 胞内酶

4.2 胞外酶

5 按酶所耐受的极端环境条件分类

5.1 嗜热酶

5.2 嗜冷酶

5.3 嗜盐酶

5.4 嗜碱酶
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5.5 嗜酸酶

5.6 嗜压酶

5.7 耐有机溶剂酶

5.8 抗代谢物酶

5.9 耐重金属酶

6 按作用底物分类

6.1 蛋白酶类

6.2 核酸酶类

6.3 脂肪酶类

6.4 碳水化合物酶类

6.5 其他酶类

7 按酶的剂型分类

7.1 液体型

7.2 粉剂型

7.3 颗粒型

8 按工艺特点分类

8.1 化学酶工程（初级酶工程）

8.1.1 固定化酶

8.1.2 化学修饰酶

8.1.3 抗体酶

8.1.4 模拟酶

8.2 生物酶工程（高级酶工程）

8.2.1 克隆酶

8.2.2 突变酶

8.2.3 新酶
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