
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.1 

221 

 

高通量 MBTH法测定β-葡聚糖酶的活力 
 

张永勤，刘征东，程袁芬，常海燕，吴国耀，韩美芳 

（青岛科技大学化工学院，山东青岛 266042） 

摘要：本文建立了一种以 3-甲基-2-苯并噻唑酮腙(MBTH)为氧化剂，以微孔板测定 β-葡聚糖酶活力的新方法，该法特别适合于

成分复杂的材料中痕量 β-葡聚糖酶活力的测定。根据MBTH 法测定 β-葡聚糖酶解产物还原端基的特点，设计并优化了酶活力测定的

关键参数。结果表明，在最适 pH 5.0和 30 ℃条件下测定 β-葡聚糖酶活力，所得酶的工作浓度范围为 0~12.3 mU/mL，饲料中酶的工

作浓度范围均为 0~2.94 U/g，本法测 β-葡聚糖酶和四种饲料样品中酶的平均回收率分别为 93.1%、97.5%、104.3%、97.0%、106.4%，

β-葡聚糖酶活力检测限为 0.37 mU/mL，定量限为 1.24 mU/mL，四种饲料酶活力检测限分别为 0.10 U/g、0.09 U/g、0.14 U/g、0.09 U/g，

定量限分别为 0.33 U/g、0.30 U/g、0.46 U/g、0.31 U/g。该法准确、低成本、省时、省力，特别是其灵敏度远高于 DNS法，可极大程

度上避开饲料中其它成分对测定的干扰。 
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High Throughput Determination of β-Glucanase Activity Using the 

3-Methyl-2-benzothiazole Hydrazine (MBTH) Method 
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(College of Chemical Engineering, Qingdao University of Science and Technology, Qingdao 266042, China) 

Abstract: In this paper, a novel microplate-based method, using 3-methyl-2-benzothiazole hydrazine (MBTH) as the oxidant, for assaying 

β-glucanase activity was established. This method was suitable for the determination of trace levels of β-glucanase activity, especially in 

materials with complex composition. The parameters of the activity assay were designed and optimized based on the characteristics of the 

reducing end groups in the products of β-glucanase-mediated enzymatic hydrolysis. The results showed that, for enzymatic activity 

determination carried out under optimal pH (pH = 5.0) and temperature (30 ℃) conditions, the activity of pure β-glucanase was linear in the 

0~12.3 mU/mL range, while the β-glucanase activities in the four types of feeds were linear within the 0~2.94 U/g range. The average recoveries 

using pure β-glucanase and the enzymes in the four feeds were 93.1%, 97.5%, 104.3%, 97.0%, and 106.4%, respectively. The limits of detection 

for pure β-glucanase and the enzymes in the four feeds determined using this method were 0.37 mU/mL, 0.10 U/g, 0.09 U/g, 0.14 U/g, and 0.09 

U/g, respectively. The limits of quantitation for pure β-glucanase and the enzymes in the four feeds determined using this method were 1.24 

mU/mL, 0.33 U/g, 0.30 U/g, 0.46 U/g, and 0.31 U/g, respectively. This method was accurate, low-cost, as well as time and labor saving. In 

particular, the sensitivity of this method was much higher than that of the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method. Moreover, interference from 

other components present in the feeds could largely be avoided. 
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β-葡聚糖是以混合的 β-(1-3)和 β-(1-4)糖苷键连接

形成的以 β-吡喃葡萄糖为基本单位的 D-型葡萄糖聚

合物[1]，具有线型的空间结构，属植物细胞壁中的结

构性非淀粉多糖，是谷物类细胞壁的主要成分之一，

约占其干重的 5.5%
[2]，也存在于褐藻、酵母、大型真

菌的细胞壁
[3]
中,也是某些细菌的分泌多糖

[4]
。 
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β-葡聚糖水解酶是一类酶系家族，包括 l, 3-1, 4-β-葡聚

糖酶、l, 3-β-葡聚糖酶、l, 2-1, 4-β-葡聚糖酶、l, 4-β-葡

聚糖酶和 1, 3-1, 6-β-葡聚糖酶，均属于半纤维素酶类。

广义而言，β-葡聚糖酶包括了一切能分解 β-糖苷键链

成的葡萄糖聚合物的酶系[5]。该酶系可使 β-葡聚糖降

解，释放葡低聚糖、葡寡糖或葡萄糖等，破坏细胞壁，

使细胞内容物释放出来，从而降低植物细胞混合液的

粘度，有利于动物对营养物质的消化和吸收，提高对

粮食的转化率[6]。因此该酶在饲料、食品、酿酒、生

物能源、纺织、造纸等工业具有广阔的应用前景。 
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酶活力是衡量酶生物活性的重要指标,多糖水解

酶活力的测定主要有黏度法、琼脂糖扩散法、生色底

物法、酶联吸附分析法和还原端基法等，通常采用的

方法为还原端基法，其中最常用的方法是 DNS 法[7~8]，

目前已广泛应用于 β-葡聚糖酶的活力测定
[9~13]

。但由

于该法定量不够准确[10]，且灵敏度远低于 MBTH 法
[14]，不适合于成分复杂的配合饲料中痕量β-葡聚糖酶

的活力测定。本文拟采用 MBTH法，以简便，快速，

低用量，高效率的高通量手段[15]取代人力物力消耗过

大，不利于大批量测定的试管法，并结合微量恒温震

荡器、酶标仪的特点，通过关键参数优化，建立配合

饲料中痕量 β-葡聚糖酶活力的测定方法。 

1   材料与方法 

1.1  材料与仪器 

β-葡聚糖酶，1.47×10
4 

U/g，宁夏和氏璧生物技术

有限公司；葡萄糖，国药集团化学试剂有限公司；β-

葡聚糖，武汉百特纯大分子科技有限公司；3-甲基-2-

苯并噻唑酮腙(MBTH)、二硫苏糖醇(DTT)，Sigma；

FE20 型数字酸度计，梅特勒-托利多；酶标仪，美国

BIO-RAD 公司；移液枪，ThermoElectron 公司；恒温

金属浴，艾本森科学仪器有限公司；配合猪饲料样品

1、2、3、4分别为六和中期、六和前期、六和 UV2、

六和北徐（山东六和集团有限公司） 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶液的配制 

1.2.1.1  β-葡聚糖溶液 

准确称取 0.1000 g β-葡聚糖于小烧杯中，并加入

适量蒸馏水，80 ℃水浴加热溶解后冷却，转移到容量

瓶中，用蒸馏水定容至 25 mL，以 0.1 mol/mL pH 5.0

的醋酸缓冲溶液为溶剂，将定容好的β-葡聚糖溶液转

移并定容至 50 mL容量瓶中，得 2 mg/mL的 β-葡聚糖

溶液，于 4 ℃贮藏备用。 

1.2.1.2  β-葡聚糖酶饲料浸提液的配制 

准确称取已粉碎至 80 目的饲料粉 1.0000 g，加入

50 mL 0.05 M pH 5.0 缓冲液于小烧杯中，冰浴条件下

磁力搅拌15 min放置 5 min，于 4 ℃条件下，8000 r/min 

(6400RCF)离心 15 min，取上清液，即得 20 mg/mL的

饲料浸提液，将该溶液与酶溶液按 1:1 的比例充分混

匀即得添加酶的饲料浸提液。 

1.2.1.3  MBTH法所用溶液 

硫酸铁铵试剂：0.5% NH4Fe(SO4)2·12H2O，0.5%

氨基磺酸，0.5 mol/L盐酸。 

MBTH 试剂：3 mg/mL MBTH 溶液和 1 mg/mL 

DTT溶液等体积混合，现用现配。 

1.2.2  还原糖的测定方法及标准曲线的绘制 

在锥形微孔板中，加入 50 μL的葡萄糖溶液，加

入 50 µL的 0.5M NaOH，50 µL MBTH试剂，充分混

匀，用恒温振荡器在 80 ℃条件下加热15 min 后，立

即加入 100 µL的硫酸铁铵试剂，充分混匀待显色稳定

后将溶液移入酶标板中，于 630 nm 波长下测定其吸

光度值。每个样品做 4 个平行样（以下同）。 

用于标准曲线绘制的 50 μL葡萄糖溶液由 25 μL

的葡聚糖溶液（1.2.1.2）或者缓冲液与 25 μL 的具有

不同浓度系列的葡萄糖溶液（0~150 μg/mL）相混合而

配成终浓度为 0~75 μg/mL的葡萄糖溶液，并以所测吸

光度值为纵坐标，葡萄糖浓度为横坐标绘制标准曲线。 

1.2.3  β-葡聚糖酶的活力测定方法及参数优化 

1.2.3.1  酶活力测定方法 

将 96 孔微孔板中预热至酶解温度的 25 μL β-葡聚

糖溶液与预热至同一温度的 25 μL β-葡聚糖酶浸提液

充分混匀，于恒温震荡仪上起始酶解反应，准确计时，

酶解 30 min 后，迅速用 12 道移液枪加入50 μL 0.5M 

NaOH溶液，充分混匀以终止反应，参照 1.2.2 的方法

进行还原糖浓度的测定。酶解空白的制作方法与试样

测定过程相同，只是保温 30 min 后，先加相同浓度的

NaOH，然后再加相应浓度的酶溶液。活力单位可被

定义为：在上述条件下，使每毫升酶解液中每分钟产

生 1 μmoL 相当于葡萄糖的还原糖端基的量为 1 个酶

活力单位（1U）。 

1.2.3.2  酶标准曲线的绘制 

用0.05 M pH5.0缓冲液配制酶溶液使其终浓度为

0~2.4 μg/mL，按照1.2.3.1的方法测定酶活力，其中酶

溶液的终浓度为 0~1.2 µg/mL，以酶解产物的吸光度

值为纵坐标，以酶溶液浓度为横坐标绘制标准曲线。 

1.2.3.3  酶解温度对底物稳定性及酶活力测定的影响 

按照 1.2.3.1 的方法测定酶活力，其中酶解温度分

别为 30 ℃、37 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃，以不含酶

的底物溶液为研究对象，考查其在不同温度条件下的

还原糖浓度变化，以考查温度对底物稳定性的影响。 

1.2.3.4  pH对酶活力测定的影响 

按照 1.2.3.1 的方法测定酶活力，其中配制酶溶液

的缓冲液的 pH 分别为 4.5、5.0、5.5、6.0 以不同 pH

条件下以酶解产物的吸光度值为考查对象，以考查 pH

对酶活力测定的影响。 

1.2.4  饲料中酶标准曲线的绘制及方法验证 

将按照1.2.1.2的方法配制的0~2 µg/mL的β-葡聚

糖酶饲料浸提液代替 1.2.3 的方法中的酶液来测定酶
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活力并绘制酶标准曲线。 

回收率实验：加标回收率就是在测定样品的同时,

于一样品的子样中加入一定量的标准物质进行测定，

将其测定结果扣除样品的测定值，而得到加入标准物

质的回收率。 

其计算公式为：回收率/%=(加标试样测定值-试样

测定值)/加标量×100%，本实验采用的加标量为 0.2 

µg/mL和 0.5 μg/mL。 

检测限(DL)和定量限(QL)是由回归直线方程确

定[16]，由方程(1)和(2)计算所得 

DL=3×Sb1/b                             （1） 

QL=10×Sb1/b                            （2） 

注：Sb1是酶空白溶液的标准偏差；b 为回归方程的斜率。 

2  结果与讨论 

2.1  葡萄糖标准曲线的建立 

β-葡聚糖酶可催化 β-葡聚糖水解为低聚糖从而增

加还原端基的量，通过测定后者的增加速率即得该酶

的酶活力。还原端基一般以相当于葡萄糖的量来计算。

由于产生的还原端基存在于含有大量底物分子的酶解

液中，且测定是在酶解初期，可认为此时底物分子水

解程度极少，因此，本文以含有底物的葡萄糖溶液模

拟酶解液，建立了葡萄糖标准曲线，从而避开底物对

测定的干扰。DNS 法 [17]的葡萄糖测量范围在（0~2 

mg/mL），因此，与 DNS 法相比，该法（0~75 μg/mL，

即 0~0.42 μmol/mL）具有超高灵敏度，由于测定是在

较高的饲料稀释倍数下测定，这极大程度上降低了其

他干扰因素对测定的影响。 

 
图 1 葡萄糖标准曲线 

Fig.1 Standard curve of glucose 

2.2  温度对酶活力测定的影响 

酶活力测定的最适温度是酶在酶解过程中受多种

因素影响的综合结果，而且，对 β-葡聚糖酶而言，其

热稳定性因其来源不同而差别各异，所以，用于酶活

力测定的酶解温度不能简单地使用酶的最适温度。如

图 2b，在相同的酶质量浓度条件下，温度越高，体现

酶活力越大，但是，随着酶质量浓度的提高，其酶活

力并未呈线性增长，这特别体现在高温度区域。而且，

由图 2a 可以看出，随着温度的升高，本底吸光度值也

在逐渐升高，这主要是由于β-葡聚糖的热稳定性较差，

其分子内糖苷键在高温条件下发生部分断裂，进而使

还原糖浓度升高，导致底物 β-葡聚糖在酶解过程中同

时发生了非酶降解，尽管测定时可消掉本底值，但仍

会造成酶解动力学偏移。综上两方面因素，为防止底

物的非酶降解和 β-葡聚糖酶的热失活，酶活力测定应

选择在较低温度进行。然而，温度过低会使底物粘度

增加，从而降低酶解的传质速率且增加测量误差，而

且，还要考虑到温度设置的可行性（如在炎热的夏季

等），因此，在 30 ℃条件下进行酶活力测定是比较合

理的，在该条件下 β-葡聚糖酶浓度在 0~0.84 μg/mL 

(0~12.3 mU/mL)范围内呈线性相关，其线性相关系数

R
2
=0.9959。当然，在实验技术允许的情况下，37 ℃

也可用于酶活力测定，其线性范围在 0~0.48 μg/mL

（0~7.0 mU/mL）。 

 

 
图 2 温度对酶活力测定的影响 

Fig.2 Effect of temperature on the activity assay 

注：图中 a和 b 分别为温度对底物和酶解产物还原端产生

量的影响。 

2.3  pH 对酶活力测定的影响 

由于酶活力的大小受 pH 影响很大，并且该酶在
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最适 pH 条件下催化酶解进程才能体现最大酶活力。

由图 3 可以看出，β-葡聚糖酶活力的最适 pH为 5.0，

不因酶浓度变化而变化。 

 
图 3 pH 对酶活力测定的影响 

Fig.3 Effect of pH on the activity assay 

2.4  纯酶和饲料中酶活力、回收率、检测限、

定量限的测定 

 
图 4 纯酶和四种饲料中酶标准曲线 

Fig.4 Standard curves of the pure enzyme and of the four feeds 

注：方程中，y：Absorbance。 

表 1 纯酶和四种饲料酶活力测定的回收率、检测限及定量限 

Table 1 The recovery, detection limit and quantitation limit of 

activity assay in the four feedstuffs and the pure enzyme 

 
回收率/% 工作浓度范

围/(U/g) 

检测限 

/(U/g) 

定量限 

/(U/g) 加标 1* 加标 2** 平均 

纯酶 94.4 92.0 93.1 0~12.3*** 0.37 *** 1.24 *** 

样品 1 104.4 90.5 97.5 0~2.94 0.10 0.33 

样品 2 118.5 90.2 104.3 0~2.94 0.09 0.30 

样品 3 99.4 94.6 97.0 0~2.94 0.14 0.46 

样品 4 114.4 98.4 106.4 0~2.94 0.09 0.31 

注：*加标 1：为加标量为 0.2 μg/mL；**加标 2：加标量为

0.5 μg/mL；*** 单位为 mU/mL。 

以山东六和饲料有限公司提供的四种配合饲料为

实验材料，分别进行了酶活力测定和方法验证，并以

β-葡聚糖酶的纯酶制品为对照。从表 1和图 4 可看出，

纯酶和四种饲料样品的酶活力测定回收率接近理论值

100%，在酶浓度曲线斜率方面，纯酶的明显大于饲料

中的，即，相同酶质量浓度下的酶活力，纯酶的明显

高于饲料的，可能原因是饲料添加剂中含有抑制因子

抑制了酶活力，从而使酶活力部分丧失。四种饲料中

标准曲线的线性均较好，其斜率存在一定差异，可能

是由在不同饲料中存在的不同抑制因子或激活因子造

成的；此外，虽然该分析方法测得的纯酶的检测限和

定量限低于四种饲料（可能是饲料添加剂中的抑制因

子或酶浸提不够彻底所致），但是该法测得的四种饲料

检测限和定量限已足以满足饲料中酶活力测定的需要
[18]

，这是 DNS 法无法企及的。 

3  结论 

本文基于高通量分析法对β-葡聚糖酶活力测定的

影响参数进行了研究，并且建立了 β-葡聚糖酶活力测

定的整个体系。结果表明，在最适酶解 pH5.0，酶解

温度 30 ℃条件下进行酶活力测定，酶工作浓度范围

为 0~0.84 μg/mL (0~12.3 mU/mL)时与还原端基生成速

率呈线性相关，本法测 β-葡聚糖酶及其在四种饲料样

品中的酶工作浓度范围均为 0~1.0 μg/mL (0~2.94 

U/g)，酶活力的平均回收率分别为 93.1%、97.5%、

104.3%、97.0%、106.4%，β-葡聚糖酶活力检测限为

0.37 mU/mL，定量限为1.24 mU/mL，四种饲料酶活

力检测限分别为 0.10 U/g、0.09 U/g、0.14 U/g、0.09 

U/g，定量限分别为 0.33 U/g、0.30 U/g、0.46 U/g、0.31 

U/g。高通量法跟试管法相比较操作简单方便、迅速、

试剂用量少、处理样品量大、成本较低、效率高等优

点。 
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