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前 言 

本文件按照GB/T 1.1—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。 

本文件由中国畜牧业协会提出并归口。 

本文件起草单位：武汉新华扬生物股份有限公司，湖北华扬科技发展有限公司，辽宁禾丰牧业股份

有限公司，安佑生物科技集团股份有限公司，通威股份有限公司，广东温氏食品集团股份有限公司，山

西大禹生物工程股份有限公司。 

本文件起草人：詹志春，徐丽，周樱，王丽娟，洪翊棻，祝丹，谭会泽，张瑜，程瑛，徐杰，王改

琴，吴昊，陈雪姣，闫凌鹏，苏丹，邓晓旭。 
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引 言 

本文件的发布机构提请注意，声明符合本文件时，可能涉及“附录A”与《一种快速测定葡萄糖氧

化酶活力的方法》（ZL 201410409560.2）相关专利的使用。 

本文件的发布机构对于该专利的真实性、有效性和范围无任何立场。 

该专利持有人已向本文件的发布机构承诺，在公平、合理、无歧视基础上，免费许可任何组织或者

个人在实施该团体标准时实施专利。该专利持有人的声明已在本文件的发布机构备案。相关信息可以通

过以下联系方式获得： 

专利持有人姓名：武汉新华扬生物股份有限公司。 

地址：湖北省武汉市东湖新技术开发区光谷八路 98号。 

请注意除上述专利外，本文件的某些内容仍可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责

任。 
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葡萄糖氧化酶耐热性测定 水浴法 

1 范围 

本文件规定了以水浴法测定葡萄糖氧化酶的耐热性，适用于测定酶蛋白的耐热性。 

本文件适用于耐热型葡萄糖氧化酶产品，适用于固态及液态产品。 

2 规范性引用文件 

本文件没有规范性引用文件。 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

葡萄糖氧化酶活性单位 Glucose oxidase activity unit 

在温度37℃，pH 6.0的条件下，1 min催化β-D-葡萄糖氧化产生出1 μmoL过氧化氢所需的酶量，即为

1个酶活力单位，以U表示。 

 

酶活性存留率 enzyme activity retention rate 

未经热处理酶活性为初始酶活性，经高温处理后为处理后酶活性，处理后酶活性与初始酶活性的比

值为酶活性存留率。 

4 原理  

将葡萄糖氧化酶试样稀释至一定浓度，通过试管在恒温水浴锅中高温处理，检测试样在高温条件下

的酶活性变化，测定葡萄糖氧化酶的耐温酶活性存留率。 

5 试剂或材料 

除非另有说明，仅使用分析纯试剂。 

水：GB/T 6682，三级。 

0.1 mol/L 磷酸二氢钠溶液：称取 15.605 g NaH2PO4·2H2O，加水溶解并定容至 1 L。 

0.1 mol/L 磷酸氢二钠溶液：称取 35.82 g Na2HPO4·12H2O，加水溶解并定容至 1 L。 

0.1 mol/L 磷酸缓冲液（pH 6.0）：分别取 0.1 mol/L 磷酸二氢钠溶液 877 mL，0.1 mol/L 磷酸氢二

钠溶液 123 mL 混和成磷酸盐缓冲液，再用 0.1 mol/L 的磷酸氢二钠溶液或 0.1 mol/L 的磷酸二氢钠溶

液调节 pH 至 6.0。 

6 仪器设备 

分析天平：精度 0.000 1 g。 

pH 计：精确至 0.01。 
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恒温振荡器：精确至±1.0℃。 

恒温水浴锅：精确至±0.1℃，带循环水泵。 

秒表：每小时误差不超过 5 s。 

离心机：转速 4000 r/min 以上。 

7 试验步骤 

样品制备 

7.1.1 固态样品 

平行做2份试验。称取0.2~1 g 试样，精确至0.0001 g，置于锥形瓶中，加入100 mL磷酸盐缓冲液（5.4），

置于25℃恒温振荡器中提取30 min，室温静止10 min，离心或过滤，取上清液或滤液，使用磷酸盐缓冲

液（5.4）进行稀释，将葡萄糖氧化酶活性控制为2~20 U/mL，作为待处理酶稀释液。 

7.1.2 液态样品 

平行做2份试验。移取0.2~1 mL试样，使用磷酸盐缓冲液（5.4）进行稀释，将葡萄糖氧化酶活性控

制为2~20 U/mL，作为待处理酶稀释液。 

初始酶活性的检测 

参考附录A，检测以上待处理酶稀释液的初始酶活，记为U。 

水浴法处理 

取5 mL 待处理酶稀释液于10 mL带盖玻璃试管（φ15×100 mm，保持试管一致性）中，置于（75℃、

80℃、85℃、90℃）水浴锅（水浴锅开孔位φ60 mm，水浴锅水位加至边沿下2 cm处）中，精确计时5 min，

立即取出放入冰水浴中，冷却至室温。 

参考附录A，检测热处理后酶活性，记为U1。 

8 试验数据处理 

结果计算 

酶活性存留率按式（1）计算： 

                      𝐾 =
𝑈1

𝑈
× 100%       ………………………………(1) 

式中： 

K—酶活性存留率，%； 

U—初始酶活性； 

U1—高温处理后酶活性。 

结果表示 

平行试样的测定结果用算术平均值表示，计算结果小数点后保留两位有效数字。 

9 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大于这两个测定值的算术平均值的10%。 
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A  
A  

附 录 A  

（资料性） 

葡萄糖氧化酶活性测定方法  

A.1 原理 

在葡萄糖氧化酶的作用下，葡萄糖和氧反应，生成葡萄糖酸和过氧化氢，过氧化氢和无色的还原型

邻联茴香胺在过氧化物酶的作用下，生成水和棕色的氧化型邻联茴香胺，棕色的氧化型邻联茴香胺与硫

酸溶液反应变为粉红色，可于波长540 nm处比色测定。 

A.2 试剂和材料 

除非另有说明，仅使用分析纯试剂。 

A.2.1 水：GB/T 6682，三级。 

A.2.2 0.1 mol/L磷酸缓冲液（pH 6.0） 

甲液 0.1 mol/L NaH2PO4·2H2O：称取15.605 g NaH2PO4·2H2O，加水溶解并定容至1 L。 

乙液 0.1 mol/L Na2HPO4·12H2O：称取35.82 g Na2HPO4·12H2O，加水溶解并定容至1 L。 

取877 mL 甲液与123 mL 乙液混合成磷酸盐缓冲液，再用0.1 mol/L 的磷酸氢二钠溶液或0.1 mol/L

的磷酸二氢钠溶液调节pH至6.0。 

A.2.3 1% 邻联茴香胺甲醇储存液：称取0.1 g邻联茴香胺（分子式C14H16N2O2，分子量244.29），于10

 mL 甲醇中避光搅拌溶解，移至棕色瓶中。于4℃密封保存，有效期为30 d。 

A.2.4 180 g/L 葡萄糖溶液：称取D-无水葡萄糖18 g（纯度99.5%），溶于100 mL 蒸馏水中。于4℃保

存，有效期为3 d。 

A.2.5 辣根过氧化物酶溶液（100 U/mL）：根据标注酶活力，用水配制成100 U/mL 辣根过氧化物酶

溶液。注意在冷水中配制，于-20℃中冷冻保存，有效期60 d。 

A.2.6 邻联茴香胺缓冲液：取0.1 mL 1%邻联茴香胺甲醇储存液（A.2.3）加入到12 mL 磷酸盐缓冲液

（A.2.2）中混匀，现用现配。 

A.2.7 2 mol/L H2SO4溶液：将27.1 mL 浓硫酸（98%）溶于250 mL 蒸馏水中。 

A.2.8 2400 mg/L 过氧化氢标准溶液：准确称取0.800 g 30%过氧化氢溶液（过氧化氢溶液需预先用K

MnO4标定），加蒸馏水定容于100 mL。现配现用。 

A.3 仪器设备 

A.3.1 分光光度计：波长准确度±1 nm，可在540 nm 处比色。 

A.3.2 分析天平：精度0.000 1 g。 

A.3.3 pH计：精确至0.01。 

A.3.4 涡旋混合器。 

A.3.5 恒温振荡器：精确至±1.0℃。 

A.3.6 恒温水浴锅：精确至±0.1℃，带循环水泵。 

A.3.7 秒表：每小时误差不超过5 s。 

A.3.8 离心机：转速4000 r/min 以上。 

A.4 标准曲线绘制 
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吸取过氧化氢标准溶液（A.2.8）0 mL、0.3 mL、0.5 mL、0.7 mL、0.8 mL、0.9 mL 和1.1 mL，分别

用磷酸盐缓冲液（A.2.2）定容至25 mL，配成终浓度为0 μg/mL、28.8 μg/mL、48 μg/mL、67.2 μg/mL、

76.8 μg/mL、86.4 μg/mL 和105.6 μg/mL 的过氧化氢标准系列溶液。 

取10 mL 试管（每个浓度两个平行），依次加入2.5 mL 邻联茴香胺缓冲液（A.2.6）、0.3 mL 葡萄

糖溶液（A.2.4）、0.1 mL 过氧化物酶溶液（A.2.5），涡旋混合器混匀后再加入0.1 mL 上述过氧化氢标

准系列溶液。混匀，加入2 mL 2 mol/L 的硫酸溶液（A.2.7），以含0 μg/mL过氧化氢的试管为标准空白

溶液，在540 nm 处比色。以吸光值为横坐标，过氧化氢浓度为纵坐标绘制过氧化氢标准曲线。 

A.5 样品制备 

平行做2份试验。称取0.2~1 g 固体试样，精确至0.0001 g，置于锥形瓶中，加入100 mL磷酸盐缓冲

液（A.2.2），置于25℃恒温振荡器中提取30 min，室温静止10 min，离心或过滤，再用磷酸缓冲液（A.2.2）

稀释至适当倍数，控制酶浓度在0.6~0.9 U/mL之间，对应净吸光值范围为0.25~0.35。 

平行做2份试验。移取0.2~1 mL液体试样，用磷酸盐缓冲液（A.2.2）稀释至适当倍数，控制酶浓度

在0.6~0.9 U/mL 之间，对应净吸光值范围为0.25~0.35。 

A.6 试验步骤 

在试管中依次加入2.5 mL 邻联茴香胺缓冲液（A.2.6）、0.3 mL 葡萄糖溶液（A.2.4）、0.1 mL 过

氧化物酶溶液（A.2.5），涡旋混合器振荡均匀，于37℃恒温水浴锅中预热5 min，测定管中加入待测葡

萄糖氧化酶溶液0.1 mL，37℃精确反应3 min，加入2 mol/L 的硫酸溶液（A.2.7）2 mL，振荡摇匀，终止

反应，冷却至室温。在540 nm 处比色，以标准空白溶液为空白对照，净吸光值记为A。 

A.7 试验数据处理 

试样中葡萄糖氧化酶活性以 X 表示，数值以酶活性单位每克或酶活性单位每毫升（U/g 或 U/mL）

表示，按式（2）计算： 

𝑋 =
𝐴×𝐾+𝐶0

𝑇×𝑚×34.01
× 𝑁                     .........................（2） 

式中：  

X — 试样中的葡萄糖氧化酶活性，U/g（或U/mL）； 

A — 酶反应组的净吸光度； 

K — 标准曲线的斜率； 

C0 — 标准曲线的截距； 

N — 试样的总稀释倍数； 

m — 称样量，g或mL； 

T — 反应时间3 min； 

34.01—过氧化氢的分子量。 

A.8 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大于这两个测定值的算术平均值的10%。 

 


