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电化学法测量黑曲霉孢子萌发过程中

葡萄糖氧化酶的活性
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摘要!建立了电化学循环伏安法测定葡萄糖氧化酶活性的方

法$该方法引入二茂铁甲醇作为氧化还原探针#以玻碳电极

作为工作电极%饱和甘汞电极作为参比电极%铂丝电极作为

辅助电极#采用循环伏安法#得到不同酶活的峰电流值#在酶

浓度为
$*%#>

"

#*!&&a

+

</

#酶浓度与峰电流之间存在线性

关系#相关系数为
$*II>

#检测下限为
$*%#>a

+

</

$运用该

法测定了孢子萌发过程中酶活的变化#随着孢子的萌发#酶

活先增加#达到最大值!

#*%!$a

+

</

"后再次下降#同时采用

传统滴定法进行对照$结果表明#相较于传统方法#电化学

方法具有准确%快速和简便的特点$

关键词!孢子&萌发&葡萄糖氧化酶&循环伏安法
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葡萄糖氧化酶*

E)30(;F(:8M-;F

!

EZO

+是一种需氧脱氢

酶!能高度专一地氧化
"

5&5

葡萄糖生成葡萄糖酸和过氧化

氢!在食品'畜牧以及生物医药等领域有着广泛的应用0

%Y#

1

&

目前工业中生产葡萄糖氧化酶常采用黑曲酶整菌发酵法0

!

1

!

该方法生产的游离
EZO

存在稳定性差'易变性失活'酶与底

物难以分离等缺陷!不利于产物的回收与连续生产0

AY"

1

&

1*

Q-<-0S-9M7-9

等0

DY&

1研究发现黑曲霉孢子是一个葡萄糖氧

化酶的贮存库!并通过柠檬醛透化孢子膜!抑制孢子萌发!使

孢子催化活力增长到
%*"$$

"

A*!"$

2

/*

/

2

S

+&

,(̂;8-

等0

>

1

证明黑曲霉孢子具有一个充满活力的酶催化体系!孢子本身

也可以起到良好的酶固定作用!可作为
EZO

生物催化剂进

行开发&目前!对于黑曲霉孢子的研究主要集中在发酵葡萄

糖产酸能力0

DY%$

1

!然而黑曲霉孢子在哪个阶段的葡萄糖氧化

酶酶活力最强!尚未进行系统研究&

目前!国内外检测葡萄糖氧化酶酶活力主要采用滴定法

和分光光度法!但是这两种方法测量精度低!操作繁琐!耗时

较长&电化学方法具有灵敏度高'响应速度快'操作简便等

优势!是研究生物化学和生物活动的一种新方法&由于酶在

&>



电极表面的取向往往不利于其电活性基团与电极之间的电

子交换!与电极间的直接电子转移受到阻碍!通过电化学检

测酶活力历来是一个令人困扰的问题&本试验拟以二茂铁

甲醇*

]F77(0F9F<F4S-9()

!

]0

+为氧化还原介质!介导酶与电

极间的电子传递!玻碳电极为工作电极!饱和甘汞电极为参

比电极!铂丝电极为辅助电极!扫描得到循环伏安曲线!然后

将获得的阳极峰电流与酶浓度进行线性回归!以期实现对葡

萄糖氧化酶活力的检测&

%

!

材料与方法
%*%

!

菌种

黑曲霉 *

#G

7

9=

-

/88'G,/

-

9=

+

+QQ/!

)美国
PWBB

公司&

%*#

!

试剂与仪器

%*#*%

!

材料与试剂

葡萄糖)分析纯!国药集团化学试剂有限公司,

吐温
5>$

)化学纯!国药集团化学试剂有限公司,

二茂铁甲醇)

#%D*$D$

2

/

<()

!西格玛奥德里奇公司,

葡萄糖氧化酶)

##>#"!a

/

2

!西格玛奥德里奇公司,

柠檬醛)

I"N

!美国西格玛奥德里奇公司,

斜面培养基)马铃薯培养基!称取
#$$

2

马铃薯!加水煮

烂!纱布过滤!加入
%"

2

琼脂'

#$

2

葡萄糖!补足水分至

%$$$</

!分装试管!加塞'包扎!

%#%\

灭菌
#$<89

,

固态发酵培养基)荞麦种子培养基!称量
!$$

2

市售荞

麦种子!蒸馏水洗两次!加等量的蒸馏水沸水浴
%"<89

!过

滤!分装锥形瓶!加塞'包扎!高压蒸气灭菌处理!得到

"$

2

水/
%$$

2

的荞麦种子培养基0

A

1

&

%*#*#

!

主要仪器设备

电化学工作站)

DD$O

型!上海辰华仪器有限公司,

双面净化工作台)

1[5Be5#]

型!苏州净化设备有限公司,

霉菌培养箱)

,e_5%"$G

,

型!北京中兴伟业仪器有限

公司,

冷冻离心机)

WH#"HE

型!长沙东旺仪器有限公司,

生物显微镜)

G,5%$$$

型!致微仪器有限公司,

高压灭菌锅)

ER"AO[1

型!致微仪器有限公司,

电热恒温水浴锅)

OH5I>

型!天津市泰斯特仪器有限

公司,

超纯水机)

/1%5%$

型!湖南中沃水务环保科技有限公司&

%*!

!

试验方法

%*!*%

!

黑曲霉孢子种子液的制备
!

从冰箱取出冻存黑曲霉

孢子液!室温融化后转接斜面培养基!置于恒温箱
#>\

培养

&M

&用含有
$*%</

/

%$$</

吐温
5>$

的灭菌蒸馏水冲洗斜

面!收集孢子悬液至离心管!

A\%$$$$b

2

离心
%$<89

!弃

上清液!收集孢子沉淀&稀释沉淀!在显微镜下用血球计数

板计数!调整孢子悬液浓度
%$

>

;

?

(7F;

/

</

&

取
%</%$

>

;

?

(7F;

/

</

的孢子悬液于
%$$

2

荞麦种子

培养基中!

#> \

培养
#$$S

!然后加入
$*%</

/

%$$</

吐

温
5>$

的灭菌蒸馏水!

%>$7

/

<89

振摇
%S

后!过滤!收集滤

液!

A\%$$$$b

2

离心
%$<89

!弃掉上清液!收集沉淀!确定

%$

I

;

?

(7F;

/

</

浓度的孢子种子液备用&以上操作均在无菌

条件下进行&

%*!*#

!

标准曲线的绘制

*

%

+电极预处理)以玻碳电极*

EB

!

)

k#<<

+为工作

电极!用
$*$"$

#

<

氧化铝兑水打磨抛光至镜面!依次用无

水乙醇'蒸馏水超声清洗
%<89

后!晾干备用&饱和甘汞电

极*

1BK

+作为参比电极!铂丝电极作为辅助电极&

*

#

+酶浓度的测量)往电解池中加入
%$$

#

/A

2

/

/

葡萄

糖溶液!

>$$

#

/%<<()

/

/

二茂铁甲醇的
$*%<()

/

/

的磷酸

钾缓冲液*

?

@k&*$

+!

!$\

水浴
"<89

!然后依次加入
%$$

#

/

浓度为
$*$$$

!

%*#>#

!

"*%#>

!

%$*#"D

!

%"*!>A

!

#!*&&$a

/

</

的

葡萄糖氧化酶!设定电压范围
$*$

"

$*"'

!扫速
$*%'

/

;

!作

循环伏安扫描&记录每一个酶浓度所对应的峰电流值!并绘

制成标准曲线!计算得到相应的线性回归方程&

%*!*!

!

黑曲霉孢子萌发观察
!

接种
%</%$

I

;

?

(7F;

/

</

孢

子种子液至含
#"</

基本培养基0

%%

1的锥形瓶中!在
ID

孔板

上每孔定时加入
#$$

#

/

孢子培养液!置于
!$\

恒温培养箱

中&定时取孢子培养液涂布于载玻片!观察0

%#Y%!

1并计数

%$$

"

#$$

个孢子!以长出的芽管长度达到
#

倍原孢子长度为

萌发标准0

%A

1

!计算孢子萌发率!之后每隔
#S

观察!持续

#AS

!观察黑曲霉孢子萌发状况&

%*!*A

!

黑曲霉孢子生长过程中的酶活测定
!

用移液枪吸取

%</%$

I

;

?

(7F;

/

</

孢子种子液于含
#"</

基本培养基的

锥形瓶中!在
ID

孔板上每孔分别在
$

!

#

!

A

!

D

!

>

!

%$

!

%#

!

%A

!

%D

!

%>

!

#$

!

##

!

#AS

加入
#$$

#

/

孢子培养液!

!$\

恒温培养!

每组
!

个平行&取对应时间的黑曲霉孢子培养液
%$$

#

/

!按

照标准曲线检测方法进行测试!将得到的峰电流值代入到标

准曲线对应的线性回归方程中!计算得到黑曲霉孢子在休

眠'萌发'菌丝生长阶段的酶活信息&取适量孢子培养液

>$\

灭活
!$<89

!循环伏安扫描!作为空白组&

%*!*"

!

对比试验
!

选用滴定法)取
%</

梯度稀释酶液加入

到已经
!$\

恒温
"<89

!

#"</

含
A

2

/

/

葡萄糖的
D$<<()

/

/

*

?

@k"*D

+的乙酸钠缓冲液中&加入
#$</$*%<()

/

/

的

+-Z@

中停止反应&将所得混合物通过使用
$*%<()

/

/

标

准
@B)

溶液滴定!酚酞作为指示剂至暗粉色为终点&所加盐

酸的体积为
U

&空白测定*孢子溶液不存在+在相同的试验

条件下进行&添加的标准
@B)

的体积为
U

$

&葡萄糖酸的浓

度可由式*

%

+计算!酶活由式*

#

+计算!一个酶活单位为在

%<89

内能转化
%

#

<()

底物的酶量&

A

X

U

$

Y

U

* +

Z

$

Z

%$$$

#"

Z

%$$$

! *

%

+

<

X

*

U

$

Y

U

+

Z

$

Z

%$$$

#"

Z

"

Z

D$

Z

%$$$

! *

#

+

式中)

A

(((葡萄糖酸的浓度!

#

<()

/

</

,

<

(((酶活!

#

<()

/*

</

2

<89

+,

$

(((标准
@B)

溶液的摩尔浓度!

<()

/

/

,

U

$

(((空白滴定的标准
@B)

的体积!

</

,

U

(((最终滴定盐酸的体积!

</

,

"

(((样品反应时间!

<89

&

>>

安全与检测
!

#$%&

年第
"

期



#

!

结果与分析

#*%

!

葡萄糖氧化酶活性电化学测定方法的建立

#*%*%

!

检测原理
!

采用电化学循环伏安法检测葡萄糖氧化

酶的反应原理0

%"Y%D

1见式*

!

+

"

*

D

+!在一定的电压下!二茂铁

甲醇*

]0

+发生氧化反应失去一个电子形成
]0

d

!在有氧化

态葡萄糖氧化酶*

EZO

(:

+和葡萄糖存在时!

EZO

(:

氧化葡萄

糖产生还原态葡萄糖氧化酶*

EZO

7FM

+和葡萄糖酸!生成的

EZO

7FM

还原
]0

d产生
EZO

(:

和
]0

!重新生成的
]0

补充扩散

到电极表面发生氧化!从而增加电子传递的速度!峰电流

增加&

工作电极表面)

]0B@

#

Z@YF

Y

k]0B@

#

Z@

d

& *

!

+

葡萄糖氧化酶)

EZ:

(:

d

2

)30(;F

)

0

EZ:

(:

d

2

)30(;F

1! *

A

+

0

EZ:

(:

d

2

)30(;F

1

)

EZ:

7FM

d

2

)30(980-08M

! *

"

+

EZ:

7FM

d ]0B@

#

Z@

d

)

EZ:

(:

d]0B@

#

Z@

& *

D

+

#*%*#

!

标准曲线的绘制
!

不同浓度
EZO

的循环伏安曲线见

图
%

&由图
%

可知!随着
EZO

浓度的上升!阳极峰电流值在

增高&峰电流值与酶浓度呈正比!介质浓度增加!电流值上

升0

%&

1

&以峰电流值对酶浓度作图*见图
#

+!得到线性回归方

程)

?

k$:A!"Id%*A%A

!相关系数为
$*II>

&

#*%*!

!

精密度试验
!

连续
%$

次对
%$$

#

/%$a

/

</

的葡萄

糖氧化酶样品进行测定!结果见表
%

&由表
%

可知!精密度试

验相对标准偏差*

Q1O

+为
$*$!%N

!表明该检测葡萄糖氧化

酶活力的方法有较好的精确性&

#*%*A

!

回收率试验
!

准备
"$

#

/%*#>#a

/

</

的葡萄糖氧化

酶溶液!再分别加入
"$

#

/

不同活力单位的葡萄糖氧化酶溶

液!作回收率试验!对每份样品重复测量
!

次!结果取平均

值&由表
#

可知!回收率在
I&*#$>N

"

%$A*"!>N

!标准偏差

在
!*!>!N

!表明此方法检测葡萄糖氧化酶活力具有良好的

准确性&

图
%

!

不同葡萄糖氧化酶酶浓度下的循环伏安扫描曲线

]8

2

37F%

!

WSFB'037UF;T84SM8VVF7F94EZO

F9f

.

<F0(90F947-48(9

图
#

!

峰电流与葡萄糖氧化酶活性的关系

]8

2

37F#

!

WSF7F)-48(9;S8

?

6F4TFF94SF

?

F-̂ 0377F94-9M

4SFEZOF9f

.

<F-048U84

.

#*#

!

电化学方法检测黑曲霉孢子萌发中
EZO

的活性

#*#*%

!

黑曲霉孢子的萌发观察
!

定时取接种于
ID

孔板上中

的孢子培养液
%$

#

/

涂布于载玻片0

%>

1

!采用显微镜观察不同

时间的孢子萌发情况*以萌发率表示+!结果见表
!

&由表
!

可知!在
$

"

AS

时未见孢子萌发!但孢子体积略有增大,

DS

表
%

!

精密度试验

W-6)F%

!

WF;4V(7

?

7F08;8(9

测定值/*

a

2

</

Y%

+

% # ! A " D & > I %$

平均值/

*

a

2

</

Y%

+

Q1O

/

N

%*$$A $*III $*II& %*$$# %*$$! %*$I> $*III %*$$A $*III $*II> %*$%$ $*$!%

表
#

!

回收率试验结果

W-6)F#

!

WF;4V(77F0(UF7

.

本底值/

*

a

2

</

Y%

+

加标浓度/

*

a

2

</

Y%

+

测得浓度/

*

a

2

</

Y%

+

回收率/

N

平均回收

率/
N

Q1O

/

N

$*$DA $*$DA $*%!#p$*$!# %$!*%#"

$*$DA $*!#% $*!&"p$*$%! I&*A$#

$*$DA $*"$I $*"IIp$*$#& %$A*"!> %$$*#!I !*!>!

$*$DA $*&DI $*>#Ap$*$!I I>*I#$

$*$DA %*%>I %*#%>p$*$%I I&*#$>

时!观察到少量孢子长出萌发管,

>

"

%$S

时!大量孢子萌发!

部分孢子萌发管变长!呈现出蝌蚪状!萌发率从*

!>*>IAp

%*I%!

+

N

急速上升至*

>D*"!Ap%*&""

+

N

,

%DS

时!孢子已经

完全萌发!分枝!长出菌丝相互缠绕!萌发率达到
%$$N

&

#*#*#

!

黑曲霉孢子萌发过程中的酶活变化
!

定时扫描黑曲

霉孢子培养液的循环伏安曲线!将得到的响应峰电流值代入

到线性回归方程中!计算得出其葡萄糖氧化酶浓度&将所得

到的酶浓度对时间作图!结果见图
!

&在孢子萌发早期!即可

以检测到葡萄糖氧化酶的存在!

Q(;F96F7

2

等0

%I

1提出了黑曲

霉氧化葡萄糖生成葡萄糖酸的能力并不依赖于完整发育的

I>

第
!!
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"
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表
!

!

孢子随时间的萌发率

W-6)F!

!

1

?

(7F;

2

F7<89-48(97-4F(UF748<F

时间/
S A D > %$ %# %D

累积萌发率/
N $*$$$p$*$$$ A*"##p$*>DA !>*>IAp%*I%! >D*"!Ap%*&"" II*>!&p!*$!& %$$*$$$p$*$$$

图
!

!

黑曲霉孢子萌发过程中葡萄糖氧化酶活性的变化

]8

2

37F!

!

WSFEZOF9f

.

<F-048U84

.

M3789

2

4SF

2

F7<89-48(9(V#G

7

9=

-

/88'G,/

-

9=;

?

(7F;

细胞&

,(̂;8-

等0

>

1的研究证明在黑曲霉孢子持有一个活跃

的酶系统来氧化葡萄糖!正如工业发酵中常用的黑曲霉菌丝

一样&随着孢子对营养条件产生反应!孢子吸水膨胀并萌

发!合成新壁物质!相较于刚强的孢子膜结构通透性增强!便

于自身与外界交换营养物质!酶体系活跃地氧化葡萄糖合成

PW=

为生长供给能量!培养
>

"

%$S

时
EZO

酶活力达到高

峰&随后!酶活力下降!可能是随着菌丝生长!真菌为了更加

复杂的生命活动发展其他的功能0

#$

1

&

#*!

!

对比试验

在采用电化学循环伏安法测定孢子萌发过程中酶活性

的同时!采用传统的滴定法进行了佐证测定!结果见表
A

&整

体而言!使用滴定法测出的结果都略低于电化学方法!可能

是滴定法是通过肉眼判断滴定终点的颜色变化&初始孢子

表
A

!

滴定法测定葡萄糖氧化酶酶活的结果

W-6)FA

!

WSF7F;3)4;(V4847-48(9<F4S(M;V(7MF4F7<89-48(9(V4SF-048U84

.

(VEZO a

'

</

方法
$S AS DS >S %$S %#S %DS

电化学法
%*"!Dp$*$%A %*">Ap$*$%> %*&##p$*$## #*%!"p$*$#! %*I&&p$*$%I %*DAAp$*$!" %*D>Ap$*$%"

滴定法
!

%*!""p$*$"& %*AIAp$*$!" %*D!&p$*$#" #*$&!p$*$"D %*>!"p$*$I! %*!&!p$*$D& %*A""p$*$!I

的酶活力为 *

%*!""p$*$"&

+

a

/

</

!随着孢子开始萌发酶

活力增强!趋势与使用电化学方法测量结果一致!对比两种

测量
EZO

酶活力的方法!循环伏安法测定时间更短!操作更

简便!可将该法用于葡萄糖氧化酶的监测&

!

!

结论
本试验通过研究二茂铁甲醇'葡萄糖和葡萄糖氧化酶三

者之间的循环伏安特性!建立了电化学测定
EZO

活性的方

法!并使用方该法测定了黑曲霉孢子萌发过程中的
EZO

活

性&研究结果表明)随着酶浓度的上升!峰电流值呈现逐渐

升高的趋势!且在酶浓度为
$*%#>

"

#*!&&a

/

</

的范围内线

性良好*

N

#

k$*II>

+&通过显微镜对黑曲霉孢子萌发过程的

观测发现!在
!$\

条件下培养
%$S

后!孢子的萌发率可达到

>D*"!AN

!此时的葡萄糖氧化酶活力最强&本研究建立的电

化学测定
EZO

活性的方法!能够实现准确'快速和客观地检

测标准酶以及葡萄糖酶酶活力&将其应用到黑曲霉孢子的

酶活性检测!为开发黑曲霉孢子作为
EZO

生物催化剂提供

了新思路&
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%%AN

!数据具有较好的准确性和稳定性,标准加入法测定样

品时样品溶液与标准溶液的基体一致!更有利于保证复杂基

体样品测量的准确性和稳定性&

依据
EG"$$I*A#

(

#$%D

"食品安全国家标准 食盐指标

测定%中铅的检测方法!采用二乙基二硫代氨基甲酸钠

*

OOWB

+对食盐样品溶液中铅进行络合!经
A5

甲基
5#5

戊酮萃

取分离后!再使用石墨炉原子吸收光谱法对萃取液中的铅进

行测定&对食盐浓度为
#$N

!铅的加标浓度分别为
$*"

!

#*$

!

"*$9

2

/

</

的
!

组食盐样品溶液进行铅的加标回收率测定!

结果见表
"

&

表
"

!

采用络合萃取&石墨炉原子吸收光谱法测定
#$N

食盐溶液中铅的加标回收率

W-6)F"

!

WSF7F0(UF7

.

7-4F;(V)F-M894SF;()348(9(V4SF

#$N ;-)4;()348(9 6

.

0(<

?

)F:-48(9 F:47-048(95

7-

?

S84FV379-0F-4(<80-6;(7

?

48(9;

?

F047(<F47

.

添加量/*

<

2

2

^

2

Y%

+ 回收率/
N Q1O

/

N

$*" &> &*#

#*$ &" A*"

"*$ I& #*&

!!

由表
"

可知!采用络合萃取(石墨炉原子吸收光谱法测

定
#$N

食盐溶液中铅时!加标量较小的加标组加标回收率较

低,对于加标量较大的加标组!加标回收率较高&可见对于

低加标浓度样品的测定!络合萃取(石墨炉原子吸收光谱法

与电感耦合等离子体质谱内标法和标准加入法相比准确性

较低!且该方法前处理步骤复杂!不适合食盐中铅!特别是低

含量铅的快速'准确测定&

!

!

结论
本试验对电感耦合等离子体质谱内标法和标准加入法

测定食盐中铅含量的方法进行了研究!通过对不同浓度食盐

基体样品中高'中'低铅加标浓度样品的加标回收率和相对

标准偏差的分析可知!采用电感耦合等离子体质谱内标法和

标准加入法测定食盐中铅含量具有良好的准确性和稳定性!

且食盐浓度的变化对测定结果的准确性与稳定性的影响较

小,对于铅含量较低的食盐样品!电感耦合等离子体质谱内

标法和标准加入法与
EG"$$I*A#

(

#$%D

"食品安全国家标准

食盐指标测定%中铅含量的检测方法*络合萃取(石墨炉原

子吸收光谱法+相比检测数据更可靠'操作更简便&

由于高浓度食盐样品中溶解性总固体含量很高!在测定

高浓度食盐样品时!钠离子会在电感耦合等离子体质谱仪的

雾化器'矩管'采样锥上产生堆积!从而影响数据的准确性!

因此!在测定时为保证数据准确'可靠!应在测定过程中及时

冲洗进样系统!尽量减少钠离子的堆积!还应避免同一时间

测定的样品数量过多&在测定完成后应及时清洗仪器的雾

化器'矩管'采样锥!避免盐分堆积影响其他样品的测定!或

腐蚀进样系统&

本试验主要以食盐基体为研究对象!因此在测定酱油'

火锅底料'复合调味料等食盐含量较高的高盐食品中铅含量

时也可参考本方法&
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