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紫外分光光度法用于青霉素酶活力测定的研究

马韦钰 1，马仕洪 2*

（1. 烟台大学，烟台 264000；2. 中国食品药品检定研究院，北京 100050）

摘要　目的：建立紫外分光光度法测定青霉素酶活力，并研究中国药典青霉素酶活力单位与国际单位之间

的关系。方法：利用青霉素与青霉噻唑酸在 232 nm 处的吸光系数不同，分别在 30 ℃和 37 ℃下，于 232 nm
处用紫外分光光度计监控青霉素酶与一定量青霉素的反应过程，通过反应时间计算青霉素酶的活力；同

时用中国药典的碘量法进行测定。结果：本文所用的紫外分光光度法测定结果与中国药典规定的碘量法

相比无显著性差异（P=0.302>0.05）。中国药典青霉素酶活力单位（U）与国际单位（IU）的换算关系为： 
1 U=4.4×107 IU+2.6×105。结论：紫外分光光度法测定青霉素酶活力方法重复性好，操作简单，快速。建立

的中国药典青霉素酶活力单位与国际单位之间的关系使两者具有可比性。
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Determination of penicillinase activity by UV spectrophotometry
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Abstract  Objective： To establish a measuring method of penicillinase activity by UV spectrophotometry and to 
explore the relationship between penicillinase activity unit in Chinese pharmacopoeia and that in international 
standard．Methods： Since the absorbances of penicillinaces and penicillanic acid were different at 232 nm， the 
reaction between penicillinace and penicillinase was able to be monitored by ultraviolet spectrophotometer at 30 
℃ and 37 ℃．The value of penicillinase activity was calculated through the reaction time， and then compared 
with that of iodometric assay in ChP．Results： The results of UV spectrophotometry and iodimetric method had no 
significant difference （P=0.302>0.05）．The relationship of Chinese pharmacopoeia unit of penicillinase activity （U） 
and international unit （IU） was 1 U=4.4×107  IU+2.6×105．Conclusion： The UV spectrophotometric method was 
simple， repeatable and rapid．It was comparable between penicillinase activity unit in Chinese pharmacopoeia and 
that in international standard．
Keywords： penicillinase； inactivator；enzyme activity； international unit； UV spectrophotometry； pharmacopoeia 
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青霉素酶在自然界的多细菌中广泛存在，能够

水解青霉素类抗生素，是临床致病菌最重要的耐药机

制之一［1］。1940 年 Abraham 和 Chain 发现并命名青

霉素酶［2］。国内 1951 年制得青霉素酶，并作为灭活

剂用于青霉素药品的无菌试验，消除青霉素类抗生素

的抑菌性，避免造成假阴性的判断［3］。1990 年版中

国药典收录青霉素酶及其活力测定条目，并延续至

2015 年版中国药典［4］。

目前青霉素酶活力测定方法主要有碘量法［5-8］

和羟胺法［3，9］，2015 年版中国药典收录的方法为碘量

法。青霉素在青霉素酶的作用下，酶中亲核性基团向

β- 内酰胺环进攻，开环后可重排生成中间体青霉噻

唑酸［10］，青霉噻唑酸能与碘发生定量反应，即每 8 个

碘与 1 个青霉噻唑酸分子反应，根据碘的消耗量，得

出单位时间内降解的青霉素的量，计算青霉素酶的活

力。羟胺法根据 β- 内酰胺类抗生素与羟胺反应生

成羟肟酸，羟肟酸与三价铁离子结合显色，在 515 nm
处有最大吸收，可测得青霉素的量，根据单位时间内

青霉素酶反应前后青霉素含量的差，推算青霉素酶的

活力，这 2 种方法均操作复杂。

中国药典对青霉素酶活力的定义为：在一定条

件下（37 ℃，pH 7.0 的磷酸盐缓冲液），1 h 内转化

1 单位青霉素所需的酶量，酶活力单位（U）写作： 
U·（mL·h）-1。国际单位（IU）指：在特定条件下（最适

pH、30 ℃，最适底物浓度最适缓冲液），1 min 内能转化

1 μmol 底物所需的酶量，单位为μmol·（min·μL）-1。 
酶反应对温度十分敏感，温度每变化 1 ℃，反应速

度可相差 ±10%［11］，反应温度的不同和表述的差

异使得按中国药典方法测定的青霉素酶活力无法

与国际单位进行对比，对生产及检测造成极大的 
不便。

本文采用紫外分光光度法测定青霉素酶活力，该

方法与碘量法相比，快速、简便。利用青霉素及其水

解产物青霉噻唑酸在紫外区均有吸收且吸光系数不

同的特点，选取 232 nm 作为工作波长［11］，随着一定

量的青霉素被青霉素酶不断水解，吸光度逐渐下降，

通过吸光度的改变测得反应时间来间接测定青霉素

酶的活力。用该方法分别测定 30 ℃和 37 ℃下的青

霉素酶活力，建立中国药典青霉素酶活力单位与国际

单位之间的关系。

1　仪器与试剂

Lambda 35 紫外分光光度计、PTP-A 控温附件

（PerkinElmer 公司）；AE 163 电子天平（梅特勒公

司）；Sevenmulti pH 计（梅特勒公司）；DKN412C 恒温

箱（Yamato 公司）。
青霉素酶（中国食品药品检定研究院，批号

201601007、201601008、201601013、201601018、
201601022、201601024、201601027、201601028）；青霉

素 G（华北制药股份有限公司，批号 20101505112）。
2　方法与结果

2.1　溶液配制　取磷酸氢二钾 7.36 g 与磷酸二氢

钾 3.14 g，加水使成 1 000 mL，即得 pH 7.0 磷酸盐缓

冲液（PBS）。称取青霉素 G 约 30 mg，精密称定，置 
50 mL 量瓶中，加 pH 7.0 的磷酸盐缓冲液溶解并稀释

至刻度，摇匀，即得青霉素 G 溶液，37 ℃保存备用。

精密量取青霉素酶 3.00 mL，置 25 mL 量瓶中，加 PBS
稀释至刻度，摇匀，即得青霉素酶溶液，37 ℃保存 
备用。

2.2　检测方法　精密量取 37 ℃预热的 PBS 2.4 mL 和

青霉素酶溶液 0.10 mL，置于 1 cm 石英池中，由控温

附件保持 37 ℃恒温，快速加入青霉素 G 溶液 0.50 mL， 
使用 timedrive 模式，立即开始计时，在 232 nm 处每

0.5 s 扫描 1 次，记录吸光度随时间变化的曲线。

2.3　计算　2015 年版中国药典四部通则 1202 中

对青霉素酶活力单位定义为 U·（mL·h）-1，从反应

的吸光度 - 时间曲线图中读取反应时间 t，按下式 
计算：

E=
CPG·VPG·F
t·VPE·CPE

式中，E 为青霉素酶活力，U·（mL·h）-1；CPG 为

青霉素 G 溶液的质量浓度，mg·mL-1；VPG 为比色皿

中加入的青霉素 G 的体积，mL；CPE 为青霉素酶的体

积分数，mL·mL-1 ；VPE 为比色皿中加入的青霉素酶

的体积，mL；F 为每毫克青霉素的单位数，U·mg-1； 
t 为反应所需要的时间，h。
2.4　重复性试验　取同一批青霉素酶，分别配制 6
份上述青霉素酶溶液，按“2.2”项下方法操作，按

“2.3”项下公式计算，结果见表 1。RSD 为 2.8%，该

方法重复性良好。

2.5　紫外分光光度法与碘量法比较　对 8 批青霉

素酶分别用本文的紫外分光光度法和中国药典的

碘量法测定其活力，实验结果见表 2。用 SPSS 16.0
软件进行数据分析，两方法没有显著性差异（P= 
0.302>0.05）。
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表 1　重复性试验结果

Tab. 1　The results of repeated experiments

编号

（No.）
青霉素的量

（penicillinase）/U

反应时间

（reaction 
time）/s

酶活力 
（enzyme activity)/ 

［×104 U·（mL·h）-1］

RSD/ 
%

1 825.1 35.83 829.0

2.8

2 825.1 35.95 826.2

3 825.1 36.49 814.0

4 840.2 26.70 851.5

5 840.2 25.39 879.7

6 840.2 25.62 842.5

表 2　紫外分光光度法与碘量法比较［×104 U·（mL·h）-1］

Tab. 2　Comparison between UV method and iodimetry method

批号

（lot No.）
紫外分光光度法

（UV method）
碘量法

（iodometric method）

201601007 1 107.0 1 096.7

201601009 823.1 815.2

201601013 446.8 484.6

201601018 710.7 723.2

201601022 822.2 816.9

201601024 893.9 901.8

201601027 807.2 808.1

201601028 845.4 859.4

2.6　反应温度与反应速度的关系　按“2.2”所述方

法，分别在 30 ℃和 37 ℃测定青霉素酶的活力并进行

线性拟合考察其相关性，结果如表 3 和图 1。

表 3　30 ℃和 37 ℃下青霉素酶活力［×104 U·（mL·h）-1， n=3］
Tab. 3　Penicillinase activity（E） at 30 ℃ and 37 ℃

批号

（lot No.）
37 ℃ 30 ℃

201701002 805.5 658.4

201701003 878.0 723.7

201701004 963.1 788.5

201701005 504.8 402.6

201701006 417.5 331.5

图 1　30 ℃与 37 ℃酶活力相关性

Fig. 1　correlation between penicillinase activity at 30 ℃ and 37 ℃

由回归方程可得，在 30 ℃和 37 ℃下青霉素酶活

力的关系为：E（37 ℃）=1.183 4E（30 ℃）+262 939
3　讨论

碘量法与紫外分光光度法都是对青霉素的开环

产物即青霉噻唑酸进行测定。碘量法采用的是中止

反应法，在反应进行一段时间后通过加酸使酶失活，

人为中止反应后对反应产物进行定量测定来计算青

霉素酶活力；而紫外分光光度法采用的是终点法，通

过测定一定量底物被完全酶解所需时间来计算青霉

素酶活力。2 种方法的酶促反应进行程度不同，但对

于酶活力测定结果没有影响。

青霉素与青霉素酶反应的吸光度与时间的关

系如图 2 所示。有 2 种方法可以确定反应时间，一

是从曲线直接读取反应拐点的时间，该方法方便，快

速，但由于反应速度快，反应时间短，误差较大；二

是根据反应进行时的斜率和反应结束后的吸光度

计算反应时间，该方法消除了偶然误差，提高了准 
确度。

图 2　反应吸光度 - 时间曲线图

Fig. 2　Reaction curves on time-absorption of penicillin and 
penicillinase

在实际测定中，酶活力单位往往与测定底物、条

件、方法有关。因此，不同的酶会有不同的活力单位，

同一种酶也会出现不同的活力单位［12-14］。1961 年，
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国际生化学会酶学委员会提出，采用统一的“国际单

位”来表示酶活力。中国药典青霉素酶活力单位写作 
U·（mL·h）-1 ，国际单位写作μmol·（min·μL）-1，根据

1 mg C16H17N2NaO4S 相当于 1 670 青霉素单位［15］，计算

得 2 个单位之间的数值关系为 1 U·（mL·h）-1=3.72× 
107 μmol·（min·μL）-1。中国药典所用单位和国

际单位最主要的差别是反应温度不同，国际单位、 
BP［15］、EP［16］及相关文献中均都采用 30 ℃作为反

应温度，而中国药典采用 37 ℃作为反应温度。温度

对酶活力的影响体现在反应阶段曲线斜率的差别，

中国药典酶反应温度较高，反应速度快，曲线斜率高

（如图 2），测得的酶活力高。根据本文研究的 30 ℃
与 37 ℃下青霉素酶活力的关系可得中国药典青霉

素酶活力单位（U）与国际单位（IU）的换算关系为： 
1 U=4.4×107 IU+2.6×105。

紫外分光光度法测定青霉素酶活力与目前中国

药典使用的碘量法相比，具有操作简单、快速、干扰因

素少等优点。本文利用该方法针对反应温度的不同

测定了青霉素酶活力中国药典单位与国际单位之间

的换算关系，使中国药典青霉素酶活力测定与国际接

轨，以便加强国际学术交流。
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