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单宁酶（Tannase）又称单宁酸酰基水解酶，可降解单宁

酸（Tannic acid，TA）中的酯键和缩酚键 [1]. TA广泛存于植物

叶子、水果、蔬菜等植物体内，能与蛋白、淀粉等生物大分子

结合形成沉淀，降低可食用植物的营养价值. 单宁酶应用于

食品加工领域，可用来处理速溶茶 [2]、酒类等由单宁酸而产生

的沉淀；可用于没食子酸（Galicacid, GA）和没食子丙酯等食

品抗氧化剂的制备 [3]；在环保方面，可应用单宁酶处理皮革

加工厂排放富含TA的污水 [4]. 
在单宁酶的研究中，获得一种有效的单宁酶活力测定方

法至关重要. 目前，单宁酶测定方法有很多，如紫外光谱法、

分光光度法 [5]、比色法 [1] [6]、气相色谱法 [7]、蛋白质沉淀法 [8]和

实时检测法等 [9]，这些方法都存在不同程度的缺陷. 为获得

一个准确、有效的单宁酶测定方法，本文基于TA/GA–溴甲

酚绿显色原理，建立一个新的单宁酶活力测定方法. 

1  材料与方法
1.1  酶及试剂

单宁酶购自济南华鑽贸易有限公司，溴甲酚绿购自天津

市天新精细化工开发中心，单宁酸购自上海展云化工有限公

司，琼脂糖购自天津市福晨化学试剂厂. 

1.2  平板制备
将25 mL一定浓度的琼脂糖凝胶倒入方形塑料培养平板

中，约30 min凝固后，在胶面上快速、均匀涂布一定浓度的单

宁酸溶液，晾干后打孔，孔径（Φ）为0.506 cm. 制备好的显色

平板放置过夜后即可使用. 
1.3  酶活测定原理

溴甲酚绿检出pH范围：3.8~5.2，为酸性显色剂，而相同

浓度的TA和GA的pH值不同，两者与显色剂反应形成复合物

的颜色不同，单宁酶能降解单宁酸形成GA，改变TA-溴甲酚

绿复合物的颜色. 琼脂糖凝胶为网状结构，又称分子筛，可以

阻挡和迟缓大分子的移动，同一种单宁酶的活力随浓度增加

而增大，不同活力的单宁酶因浓度不同在琼脂糖凝胶中的扩

散速度也不同，即相等量的单宁酶活力越大在凝胶中扩散速

度越快，形成的显色圈就越大. 因此，以琼脂糖凝胶作为固体

支持物，单宁酸为底物，溴甲酚绿为显色剂，测量已知不同浓

度的单宁酶降解圈的面积，以降解圈面积为横坐标，单宁酶

活力为纵坐标制作标准曲线，通过标准曲线测定未知单宁酶

活力. 

2  结果与分析
2.1  原理及可行性分析

为分析TA/GA–溴甲酚绿平板显色方法的可行性，分别

向不同显色平板中加入20 μL蒸馏水和单宁酶40 ℃下反应24 
h，结果如图1-1. 比较各图可知，蒸馏水和单宁酶本身可以改

变平板颜色（图1-1a，1b），因二者本身具有一定的pH值；单宁
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酸与溴甲酚绿反应后显土黄色，因灭活后的单宁酶虽然在凝

胶中扩散，但不能降解扩散区域内的TA，颜色并没有发生变

化（图1-1c），在有活力的单宁酶扩散区域内，TA被降解形成

GA后原先的颜色变浅，形成清晰的降解圈（图1-1d）. 因此，

TA/GA–溴甲酚绿平板显色方法可行. 
为分析单宁酶活力与降解圈大小的关系，依次向平板中

加入20 μL不同活力的单宁酶40 ℃下反应24 h，结果显示酶

活力越高，形成的降解圈清晰度越高，面积越大. 说明酶活力

与降解圈的大小和清晰度呈正相关（图1-2）. 因此，通过比较

降解圈的面积来判断单宁酶活力大小是可行的. 
为有效提高酶活力测定的准确度，需对显色平板的组分

和部分反应条件进行优化. 
2.2  显色剂的影响

为提高酶降解圈的清晰度，分析显色剂对单宁酶活力测

定的影响，配制显色剂浓度不同的显色平板，分别向其中依

次加入20 μL活力不同的单宁酶40 ℃下反应. 结果显示降解

圈面积和显色剂浓度不相关（图2）. 比较图2-a~c发现显色剂

对低活力酶降解圈清晰度的影响较高活力酶的显著，其中浓

度为0.001%的显色剂浓度显色平板中降解圈面积随时间变化

曲线波动最小，且走势相对明显. 不同浓度的显色剂对降解

圈色差的影响不同，高浓度的显色剂与底物反应后的颜色变

化较低浓度显色剂的小. 因此，为了获得相对清晰的降解圈

和扩大测量范围，一般选择相对较低的显色剂浓度. 后续试

验选用0.001%的显色剂浓度. 

2.3  底物的影响
在酶解反应中底物浓度对反应的影响较大，本方法中

底物对平板的显色也有影响，为分析TA对酶活力测定的影

响，向底物浓度不同的平板中分别加入20 μL活力不同的单

图1  显色反应原理图
Fig.1  Principle of color reaction

1a：0 U（无TA）；1b：100 U（无TA）；1c：100 U加热失活（有TA）；1d：
100 U（有TA）. 2a：200 U/mL；2b：100 U/mL；2c：50 U/mL；2d：25 U/
mL；2e：10 U/mL；2f：5 U/mL. 图1-1平板中琼脂糖浓度2%、显色剂浓度
0.004%；图1-2平板中底物浓度2%（其他同上）
1a: 0 U (without TA); 1b: 100 U (without TA); 1c: Heat denatured 100 U 
enzyme (with TA); 1d: 100 U enzyme (with TA). 2a: 200 U/mL; 2b: 100 
U/mL; 2c: 50 U/mL; 2d: 25 U/mL; 2e: 10 U/mL; 2f: 5 U/mL. Concentration 
of agar 2%, Concentration of chromogenic agent 0.004% in Fig. 1-1 plate. 
Concentration of substrate 2% in Fig. 1-2 plate (Others are the same as the 
above) 

图2  显色剂对酶活力测定的影响
Fig. 2   Effect of chromogenic agent on assay of tannase activity

平板中琼脂糖浓度2%、底物浓度2%  Concentration of agar 2%, and concentration of substrate 2% in the plate



8856 期 聂光军等：应用平板显色法测定单宁酶活力

宁酶在40 ℃下，反应不同时间后，结果显示底物浓度与酶降

解圈面积呈负相关，底物浓度越高，降解所需的时间越长，

在一定时间内形成降解圈相应变小. 当底物浓度较大和较小

时，其降解圈面积曲线波动较大并发生交叉现象（图3-a，b，

图3  底物浓度对酶活力测定的影响
Fig. 3   Effect of substrate concentration on assay of tannase activity

平板中琼脂糖浓度2%、显色剂浓度0.001%  Concentration of agar 2%, and concentration of chromogenic agent 0.001% in the plate 

图4  酶加量（μL）对酶活力测定的影响
Fig.4  Effect of tannase addition (μL) on assay of tannase activity

平板中琼脂糖浓度2%、显色剂浓度0.001%、底物浓度1%  
Concentration of agar 2%, concentration of chromogenic agent 0.001%, concentration of substrate 1% in the plate
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d），当底物浓度为1%时，其降解圈面积曲线走势明显，波动

较小（图3）. 相同活力的酶和相同反应时间内酶解底物的量

是一定的，当底物浓度较低时，显色不明显，产生测量误差；

当底物浓度较高时，其显色变化较低浓度底物慢，酶解圈色

差不明显，导致降解圈面积变小，并产生测量误差. 只有当底

物浓度适中时，其降解圈色差明显，测量误差低. 因此，后续

试验选择底物浓度为1%. 
2.4  酶加量的影响

酶与底物比对酶解反应 及 显色的影响较大，为确定合

适的酶加量，依次向平板中加入不同体积、不同活力的单宁

酶40 ℃下反应. 结果显示降解圈面积和酶加量呈正相关（图

4），一定活力的单宁酶酶加量越大，总活力越高，降 解底物

的能力越强，形成的降解圈的面积就越大 . 为了提高测量准

确度，理论上选择较高酶加量，以增大降解圈面积，降低测

量误差. 但酶加量较高时，酶溶液容易从点样孔溢出，且不

易晾干. 因此，在实际操作时一般选择适中的酶加量. 比较图

4-a~c可知，不同酶活力下，酶加量为30 μL时降解圈面积比较

接近于40 μL，其曲线变化趋势较为一致，结合试验实际，后

续试验选择酶加量为30 μL. 
2.5  凝胶浓度的影响

显色平板中，琼脂糖浓度通过调节酶的扩散速度影响

酶降解圈的大小，为选择合适的琼脂糖浓度，分别向不同凝

胶浓度的显色平板中（显色剂浓度0.001%、底物浓度1%）加

入30 μL 100 U/mL的单宁酶于40 ℃下反应不同时间后，结果

显示凝胶浓度与降解圈面积呈负相关（图5-a），与降解圈的

清晰度呈正相关. 凝胶中酶的扩散速度与凝胶浓度有关，凝

胶浓度越高，胶孔径越小，扩散阻力越大，导致酶扩散速度

降低，扩散区域变小，产生的降解圈面积相应减小；随着酶

扩散速度降低，导致其在同一区域停留的时间延长，于是提

高了底物的降解程度，增加了降解圈的色差，最终提高了降

解圈的清晰度，降低面积测量误差. 因此，后续实验选择凝

胶浓度为3%. 由图5-b可知，高酶活的降解圈面积随时间变化

较低酶活大，当酶活力低于10 U/mL以下时，面积变化不大 . 
随着酶活力的降低，其在高浓度的凝胶中的扩散速度变得更

低，其降解圈面积就越小，进而增加了低活力酶的测量误差. 
为了提高酶活测定的准确度，可应用高浓度凝胶测定高活力

酶，相应降低凝胶浓度测量较低活力酶. 
2.6  反应时间的影响

在测量不同活力单宁酶时，反应时间对 测量准确度的

影响较大，为选择合适的反应时间，向平板中加入30 μL不

同活力的单宁酶于40 ℃下依次反应不同时间. 反应初期不同

酶活的降解圈面积变化较大，面积曲线走势不稳定，有交叉

倾向，尤其是低活力酶的曲线交叉趋势更为明显；反应后期

不同酶活的降解圈面积变化较初期小，走势稳定，不同酶活

间的降解圈面积差增大（图6）. 不同活力单位的酶浓度也不

同，其在凝胶中的扩散速度也不同，高活力酶浓度较低活力

酶浓度高，在凝胶中的扩散速度要大，反应初期因扩散时间

短，不同活力的酶的扩散区域都比较小，底物降解的程度较

低，降解圈清晰度不高，降解圈面积差距不大，所以测量误

差的影响增大；随着反应时间的延长，酶扩散区域增加，底

物降解程度提高，降解圈清晰度提高，面积增大，测量误差

的影响随之降低. 因此，后续实验选择反应时间为24 h. 

综上，选择凝胶浓度3%、显色剂浓度0.001%、底物浓度
1%的显色平板，在酶加量30 μL，反应温度40 ℃和反应时间
24 h的条件，以酶活力单位为横坐标、降解圈面积为纵坐标
作曲线（图7），结果显示酶降 解圈面积与其 活力呈指数关
系，曲线方程如下：

y = 1.894-1.507e-0.015x                                              （1）
式中，y为酶降解圈的面积（cm2），x为酶活力（U/mL）. 该方
程的相关系数为98%，可作为单宁酶活力测定的标准曲线. 

为验证上述标准曲线的可行性，通过测定已知活力的单
图5  凝胶浓度对酶活力测定的影响

Fig.5   Effect of agar gel concentration on assay of tannase activity 

图6  不同活力单宁酶降解圈大小随时间变化曲线
Fig.6  The curves of degradation areas caused by the tannase with different 

activities vs. time
平板中琼脂糖浓度3%、显色剂浓度0.001%、底物浓度1% 
Concentration of agar 3%, concentration of chromogenic agent 0.001%, and 
concentration of substrate 1% in the plate



8876 期 聂光军等：应用平板显色法测定单宁酶活力

宁酶进行验证. 但在实际应用时，通常以测量酶降解圈面积

来计算酶活力，因此需对上述方程进行转换，转换后的方程

如下：
200 1507

ln( )
3 1894 1000

y
x

=
−                                                     （2）

式中，y为酶活力（U/mL），x表示酶降解圈的面积（cm2）.  依
次向上述最佳平板中加入30 μL不同活力的单宁酶，40 ℃下

反应24 h后测量其降解圈面积，再通过公式（2）计算酶活力. 
验证结果显示3个验证点几乎都落在标准曲线上（图7-b），

对测量值与真实值进行比较分析显示，测定低活力酶时的误

差对测定准确度的影响较高活力酶大 . 测定中、高活力酶的

准确度高于测定低活力酶. 比较变异系数发现，该方法测定

中、高活力酶的稳定性好，而测定低活力酶的温度性相对较

低. 因此，该方法具有一定准确度和稳定性，尤其是测定高活

力的单宁酶，其准确度和稳定性较高（表1）. 

3  讨 论
3.1  应用范围

本方法主要用来测定液体酶活力，对高活力酶测量的准

确度较高，测量最佳范围为1 U/mL以上. 本方法应用平板显

色，每个平板可检测9~15个样品，因此，可根据实际需要增

加平板数目进行批量检测，非常适用于微生物筛选. 
3.2  优点与缺点

在研 究酶的过程中，拥有一 个准确、有 效的检 测方 法

十分重要. 但目前很多检测单宁酶方法都存在局限性，最原

始的单宁酶测定方法是酸碱滴定法，该法滴定点不明显 [10]. 
Iibuchi等建立的紫外分光光度法，反应混合物的最大吸收波

长为310 nm，介于278 nm（单宁酸）和263 nm（没食子酸），区

间窄，不适合检测含有诱导物的粗酶液 [5]. Jean D等应用气相

色谱法检测单宁酶，该方法对仪器要求较高[7]. Cheng等建立

的实时测定方法，对设备要求高[9]. 目前常用的蛋白沉淀法[8]、

分光光度分析法 [11]和比色法 [1]步骤多，也不适合检测粗酶液. 
本方法步骤少，影响因素少，结果直观，准确，可进行定性和

定量分析，适合于大批量检测；但也存在检测时间长，对低

活力酶检测的准确度不高等缺点，可根据实际需要适当调整

凝胶浓度和检测时间来弥补不足. 
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图7  单宁酶标准曲线与验证结果
Fig.7   Standard curve of tannase and verifi cation 

表1  验证试验数据分析
Table 1   Analysis of the data in validation experiment

酶活 
Enzyme 
activity

(Λ/U mL-1)

平均测定酶活 
Mean assaying 
enzyme activity

(Λ/U mL-1)

变异系数 
Coeffi cient of 

variation

误差
Error

相对误差(%)
Relative error

125 126.41 7.60% 1.41 1.10
75 73.28 5.10% 1.7 2.30
5 5.92 22.10% 0.9 18


