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细菌荧光素酶体外发光体系的建立及应用于 !"#$定量检测

梅册霞，王静雪!，林洪，王晶
（中国海洋大学食品科学与工程学院食品安全性实验室，青岛 $22//%）

摘要：【目的】本研究旨在建立鳆发光杆菌（ ./(#()$"#0’&12 *0&(+-$#/&）MN 荧光素酶：OP1F1BQR 氧化还原酶体
外发光双酶体系，并对荧光素酶：OP1F1BQR氧化还原酶体外发光双酶体系应用于 1BQR的定量检测进行初
步探索。【方法】利用从鳆发光杆菌提取并经部分纯化的荧光素酶和 OP1F1BQR氧化还原酶，通过优化体系
中各底物的添加量，实现荧光素酶的体外发光。【结果】荧光素酶：OP1F1BQR氧化还原酶体外发光双酶体系
为：# ,N酶液中添加#//!N十二烷醛（$S ,,9=5N）、/ L4!N OP1F1<（#/ ,,9=5N）、%//!N 1BQR（/ L#! ,,9=5N）。
1BQR与荧光素酶：OP1F1BQR氧化还原酶体系的发光强度呈良好的线性关系，其线性范围为 # L/ T #/ & #/ U
# L/ T #/ & ’ ,9=5N。【结论】荧光素酶：OP1F1BQR氧化还原酶体外发光双酶体系可以简便、灵敏、快速的定量检
测 1BQR，为其进一步应用于环境检测、食品卫生与安全等领域活细菌数量的检测奠定了基础。
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还原型辅酶烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ .)J:A)J
;@A9+@;<,@J) <J);@;) J@;:A=)9+@J)，1BQR）广泛存在于
一切动物、植物和微生物的活细胞中，是细胞能量代

谢所必需的辅酶，可以作为具有代谢活性的细胞指

示物［#］。在特定代谢时期的微生物细胞中 1BQR含
量相对稳定，其含量与食品中微生物的数量存在正

相关性，且不同活细菌胞内 1BQR含量基本一致，而
细菌死亡后，在胞内酶作用下，1BQR 将很快被分
解。所以通过测定样品中的 1BQR 含量，即可推算
出活菌数，能够比较准确的反映食品微生物的污染

程度。目前测定 1BQR 的方法有分光光度法［$］，荧
光分析法［%］及电化学分析法［!］等，但这些方法的灵

敏度低，有的操作甚至比较繁琐。建立准确、灵敏、

快速的 1BQR测定方法在细菌活细胞的检测及生物
生理等方面具有重要意义。

生物发光（V@9=:,@;)>A);A)）是自然界广泛存在

的、有生命的生物产生的一种发光现象。发光的生

物种类很多，包括发光细菌、发光萤火虫、发光海星

等。发光细菌是一类在正常的生理条件下能够发射

蓝绿色可见光（!,<K W !"/ ;,）的细菌。近年来，发光

细菌以其独特的生理特性、与现代光电检测手段完

美匹配等特点在环境污染物、生物毒性检测等方面

的应用越来越广泛［4］。

荧光素酶是生物体内催化荧光素或脂肪醛氧化

发光的一类酶的总称，是海洋发光细菌发光体系中

最为 重 要 的 酶。P@X:)= 等［2］ 从 费 氏 发 光 细 菌
（./(#()$"#0’&12 3&4"/0’&）体内分离纯化得到荧光素
酶，该酶的分离纯化目前在国内尚未见报道。

R<>+@;X等［S & "］提出发光细菌活细胞内的发光原理：

胞内 OP1F1BQR 氧化还原酶在还原型辅酶烟酰胺
腺嘌呤二核苷酸（1BQR）存在的条件下，将氧化型
黄素单核苷酸（Y=<Z@; ,9;9;:A=)9+@J)，OP1）还原为还



原型黄素单核苷酸（!"#$%）；荧光素酶在分子氧作

用下，分别催化 !"#$% 和长链脂肪醛（&’$(）的氧

化反应而产生 !"#和长链脂肪酸（&’(($），同时释
放出蓝绿色光（!)*+ , -./ 0)）。其反应机理［1/，11］如下

所示：

!"# 2 #34$ 2 $2 !"#5#34$
!

氧化还原酶
!"#$% 2 #342

&’$( 2 !"#$% 2 (% !
荧光素酶

!"# 2 &’(($ 2 6!
（!)*+ , -./ 0)）

根据反应机理可以得知，实现荧光素酶体外发

光具有两种途径：一是荧光素酶在分子氧作用下，分

别催化氧化 !"#$% 和 &’$( 产生 !"# 和 &’(($，

同时释放出蓝绿色光（!)*+ , -./ 0)），以下称为单酶

体系。由于 !"#$% 在环境中极不稳定，在有氧存在

时即被氧化为 !"#，所以单酶体系中需要添加还原
剂 #*% 7% (- 和 !"#5#*，#*% 7% (- 将 !"#5#* 还原为

!"#$% 而为反应提供重要底物；二是利用荧光素酶

和 !"#5#34$氧化还原酶的协同作用，即在 #34$
存在的条件下，!"#5#34$ 氧化还原酶首先还原

!"#为 !"#$%，为荧光素酶的进一步催化反应并释

放蓝绿光（!)*+ , -./ 0)）提供重要底物，以下称为双

酶体系。

#34$是双酶体外发光体系的必需底物，在双
酶及其他底物过量的情况下，#34$ 的浓度与双酶
体系的发光强度呈相关关系［1%］，据此可建立一种新

的测定 #34$的方法。应用双酶体系检测 #34$具
有灵敏度高、干扰少、检测限低等优点［18］。利用双

酶体外发光体系定量检测 #34$在国内尚属首次。
本研 究 利 用 从 鳆 发 光 杆 菌（ !"#$#%&’$()*+,

-(*#./&$"*）9:体内提取的荧光素酶和 !"#5#34$ 氧
化还原酶建立单酶和双酶体外发光体系，并对双酶

体系应用于 #34$ 的定量检测进行初步探索，建立
了一种快速、便捷、准确测定 #34$ 的方法，为双酶
体系应用于食品、环境等领域活细菌数量的定量检

测奠定基础。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌种：中国海洋大学水生生物制品安全性重
点 实 验 室 自 行 分 离 鉴 定 的 鳆 发 光 杆 菌

（!"#$#%&’$()*+, -(*#./&$"*）9: 菌株。该菌株保藏于
中国典型培养物保藏中心（简称 ’’;’’），保藏号为
" %/<18.。该菌株的 1<7 =4#3 基因序列已经提交

>?0@*0A 核酸序列数据库，存取号为 B!/1C%%C。
! "! "# 培养基：%%1<B液体培养基（青岛高科园海博
生物技术有限公司）。

! "! "$ 主要试剂和仪器：!"#5#*，十二烷醛，连二
亚硫酸钠（#*% 7% (-），#34$，乙二胺四乙酸（?D6EF?0?

GH*)H0? D?D=**I?DHI *IHG，B4;3），二 硫 苏 糖 醇
（GHD6HJD6=?HDJF，4;;）均购自美国 7HK)* 公司。试验中
各试剂均用 L$ C M/ 的磷酸盐缓冲液（ L6JNL6*D?
OPQQ?=?G N*FH0?，R@7）配制。

@R’:微弱发光仪（中科院生物物理研究所），
$9.%5"超声波细胞粉碎机（宁波新芝科器研究
所）。

! "# 发光强度的测定
于 @R’:微弱发光仪下进行发光强度的测定。

! "# "! 酶 液 制 备：鳆 发 光 杆 菌 9: 8// ):，
1S/ =T)H0、%SU恒温培养至发光值 8%/ 万以上，离心
收集菌体，菌体沉淀用/ M/1 )JFT: R@7（L$ C M/，内含
1/ ))JFT: B4;3，1 ))JFT: 4;;，下同）复溶，冰浴超
声粉碎细胞至发光值在 1/ 万以下；-U冷冻离心
（1-/// V K，8/ )H0），上清液用 -/W X Y/W的固体硫
酸铵盐析，离心，沉淀用%/ ): R@7（即湿重为1 K的
菌体制备约- ):粗酶液）复溶，-U于 R@7 中透析
%- 6，即得实验用粗酶液。紫外分光光度计测得平
均蛋白含量为% M- )KT):。朱兰兰［1-］对该粗酶进一
步分离纯化，7475R3>B 凝胶电泳测得 !"#5#34$
氧化还原酶的分子量为%Y A4*，荧光素酶的两个亚
基分子量分别为-1 A4*和8< A4*。
! "# "# 单酶体外发光体系的测定：1 ):酶液中，快
速加入底物 !"#5#*（1/ ))JFT:）/ MS#:，连二亚硫
酸 钠（8- ))JFT:）CS#:，十 二 烷 醛（%C ))JFT:）
S//#:，进行发光强度测定。
发光检测在微弱发光仪中进行，检测条件是：室

温；加入各底物后，立刻进行定时跟踪测定，连续测

定间隔时间为1 N。
在上述条件下，反应开始1/ N内，单酶体系平均

每秒发光强度上升 1/// 为一个酶活单位 Z，单位为
ZT):。
! "# "$ 双酶体外发光体系的优化：通过优化体系中
十二烷醛，!"#5#*，#34$ 三种底物的最适添加量，
建立双酶体外发光体系。1 ):酶液中，快速加入一
定体 积 的 底 物 十 二 烷 醛（%C ))JFT:），!"#5#*
（1/ ))JFT:），#34$（/ M1- ))JFT:），进行发光强度测
定，检测条件同单酶体系。

1 ):酶液中，快速加入底物 1//#:十二烷醛

-%%1 ’?+H* "?H ?D *F [ T 0’$& 1*’)#%*#-#.*’& 2*/*’&（%//.）-.（.）



（!" ##$%&’）、( )*!’ +,-.-/（0( ##$%&’）、1((!’
-234（( )05 ##$%&’），进行发光强度测定。反应开
始0( 6内，双酶体系平均每秒发光强度上升 0((( 为
一个酶活单位 7，单位为 7&#’。
! "# "$ 双酶体系应用于 -234 的测定：一系列不同
浓度的 -234标准液作为试样，分别添加到双酶体
系中，进行发光强度的测定。双酶体系中加入

1((!’ 89: 作为空白对照。每个试样做 1 个平行，
取平均值。

-234标准液 0 )( ; 0( < 0( = 0 )( ; 0( < > #$%&’浓
度范围内，进一步考察 -234 浓度与双酶体系发光
强度之间的相关性，并绘制 -234 浓度与双酶体系
发光强度的标准曲线。

# 结果和分析

# "! 单酶体外发光体系发光趋势
对未添加任何底物的酶液、单酶体系各底物混

合液分别进行发光强度的测定，结果表明，酶液、单

酶体系各底物混合液的发光值仅为 !(( 左右，相对
非常低，即酶液、单酶体系各底物混合液本身不发

光。

单酶体外发光趋势如图 0 所示。在加入各底物
后，单酶体系的发光强度瞬间达到约 15( 万，平均酶
活达到10( )> 7&#’，比酶活为0!? )* 7&#@。但随着反
应时间的延长，单酶体系的发光强度不断降低，这可

能是由于连二亚硫酸钠将 +,-.-/ 瞬间还原产生
+,-4!，而 +,-4! 在环境中极不稳定，在有氧存在

时又被氧化为 +,-，致使单酶体系中底物 +,-4! 缺

乏，故发光强度不断下降。

图 ! 单酶体系发光趋势图
+A@ B 0 CDE %F#AGE6HEGHE AGIEG6AIJ IKEGL $M IDE IDE %FHAMEK/6E 6J6IE# !"

#!$%& B

单酶体系发光强度高，但是发光不够持续稳定，

不适合检测方面的应用；建立一个稳定的、可广泛应

用于食品安全等领域的荧光素酶体外发光体系具有

重要意义。

# "# 双酶体外发光体系的优化
# "# "! -234（( )05 ##$%&’）添加量对双酶体系发
光强度的影响：-234是双酶体系的重要底物，+,-.
-234氧化还原酶只有在 -234存在的情况下才能
将 +,-.-/盐还原为 +,-4!。双酶体系中分别添加

*(，0((，0*(，!((，1((，5((，*((!’ ( )05 ##$%&’的
-234，测定双酶体系的发光强度。
由图 ! 可以得出，双酶体系中不添加 -234时，

由于体系缺乏关键底物，发光强度极低。-234 的
添加量为*(!’时，其发光强度迅速升至 !*( 万以
上。-234的添加量由*(!’增加至1((!’时，双酶
体系的发光强度升至 1(( 万以上，且随着 -234 添
加量的增加，双酶体系的发光强度愈趋于稳定。

-234的添加量继续增大，双酶体系的发光强度变
化不大。故选择双酶体系中 -234（( )05 ##$%&’）
的添加量为1((!’。

图 # %&’(（) "!$ **+,-.）添加量对双酶体系发光强度

的影响

+A@ B ! NMMEHI6 $M LAMMEKEGI O$%F#E6 $M ( )05 ##$%&’ -234 $G IDE

%F#AGE6HEGHE AGIEG6AIJ $M IDE H$FP%EL EGQJ#E6 6J6IE# !" #!$%& B

# "# "# +,-.-/（0( ##$%&’）添加量对双酶发光体系
的影响：在确定双酶体系中( )05 ##$%&’的 -234 的
添加量为 1((!’的基础上，双酶体系中分别添加

( )*，0 )(，0 )*，! )(，! )*，1 )(!’ 0( ##$%&’的 +,-.-/，
测定双酶体系的发光强度。

由图 1 可得出，双酶体系中若不添加 +,-.-/，
双酶体系的发光强度极低。当 +,-.-/ 的添加量为

( )*!’时，双酶体系的发光强度即达到 1(( 万以上，
痕量的 +,-.-/ 即可显著提高双酶体系的发光强
度，这与 NLR/KL［01］等人的报道结果一致。继续增加

+,-.-/ 的添加量，双酶体系的发光强度不再增加。
故选择双酶体系中 +,-.-/（0( ##$%&’）的添加量为

( )*!’。

#"#"/ 十二烷醛（!" ##$%&’）添加量对双酶发光体系
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图 ! "#$%$&（’( ))*+,-）添加量对双酶体系发光强度

的影响

!"# $ % &’’()*+ ,’ -"’’(.(/* 0,123(+ ,’ 45 33,167 !89:9; ,/ *<(

123"/(+)(/)( "/*(/+"*= ,’ *<( ),2>1(- (/?=3(+ +=+*(3 !" #!$%& $

的影响：在确定 9@AB和 !89:9; 适宜添加量的基础
上，双酶体系中分别添加 CD，D5，ED，455，4CD，4D5!7
CE 33,167的十二烷醛，测定双酶体系的发光强度。
由图 F 可以得出，在不添加十二烷醛时，双酶体

系的发光强度非常低，这是由于粗酶液中残留菌体

细胞破碎时的酶活底物，双酶体系有微弱的发光反

应。十二烷醛的添加量由CD!7增加到455!7，双酶
的发光强度从 C45 多万升至 %55 万以上，且发光持
续稳定。继续增加十二烷醛添加量，双酶体系的发

光强度变化不大。故选择双酶体系中十二烷醛

（CE 33,167）的添加量为455!7。

图 . 十二烷醛（/0 ))*+,-）添加量对双酶体系发光强度

的影响

!"# $ F &’’()*+ ,’ -"’’(.(/* 0,123(+ ,’ CE 33,167 A,-();/( ,/ *<(

123"/(+)(/)( "/*(/+"*= ,’ *<( ),2>1(- (/?=3(+ +=+*(3 !" #!$%& $

/ 1! 单、双酶体外发光体系的比较
对双酶体系各底物混合液进行发光强度的测

定，结果表明，双酶体系各底物混合液的发光值仅为

C55 左右，相对非常低，即双酶体系各底物混合液本
身亦不发光。

双酶体外发光趋势如图 D 所示。加入各底物
后，双酶体系的发光强度迅速升至约 %C5 万，平均酶

活为%CG HI J637，比酶活为4%E H% J63#。与单酶体外
发光趋势（图 4）相比较，双酶体系的发光强度与单
酶体系的峰值发光强度接近，但双酶体系发光强度

相对持续、稳定。这可能归因于 !89:9@AB 氧化还
原酶与荧光素酶的协同作用，!89:9@AB氧化还原酶
将 !89:9;还原产生 !89BC 的过程是连续的，双酶体

系中底物 !89BC 不断得到补充，故其发光强度得以

持续稳定。双酶体系稳定的发光可持续C 3"/左右，
待各底物消耗不足时，其发光强度会缓慢下降。

图 2 双酶体系发光趋势图
!"# $D K<( 123"/(+)(/)( "/*(/+"*= *.(/- ,’ *<( ),2>1(- (/?=3(+ +=+*(3

!" #!$%& $

总之，双酶体系较单酶体系发光持续、稳定，更

适于食品、环境等领域中污染物与致病菌的检测。

/ 1. 双酶体系应用于 $345 的测定
双酶体系对 9@AB 非常敏感。添加 4 H5 L

45 M 45 3,167的 9@AB标准试样即可显著提高双酶体
系的发光强度。但由于体系中 9@AB的浓度非常低
及 !89:9@AB氧化还原酶催化反应的消耗，体系的
发光强度在达到一峰值发光强度后又缓慢下降。在

应用双酶体系检测 9@AB 时，记录双酶体系的初始
发光强度，即峰值发光强度。

图 6 双酶体系检测 $345的标准曲线
!"# $I N*;/-;.- )2.0( ,’ 9@AB:-(*(.3"/;*",/ O= *<( ),2>1(- (/?=3(+

+=+*(3 !" #!$%& $

ICC4 P(Q"; 8(" (* ;1 $ 6 ’($) *!(%&+!&,&-!() .!"!()（C55G）FG（G）
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在 ! "# $ !# % !# & ! "# $ !# % ’ ()*+,浓度范围内，绘
制 -./0浓度与双酶体系发光强度的线性曲线，结
果如图 ’ 所示。双酶体系的发光强度随 -./0浓度
的增加而增加，且有明显梯度，两者的线性相关系数

达到 # "1211，线性方程为 ! 3 4 "# $ !#!! " 5 678! "9
（ "：-./0的浓度+（()*·,% !），!：双酶体系的发光强
度+:);<=>）。此外，研究中还发现，按照湿重为! ?的
菌体制备! (,粗酶液，即将体系中酶的浓度提高 8
倍，可以检测 ! "# $ !# % !6 ()*+,浓度的 -./0（样品平
均发光强度为 8!6’，空白对照平均发光强度为
49’2）。该结果表明提高体系中双酶的浓度可以降
低方法的检出限。

! 讨论

首先是酶稳定性的控制。@A)(B> 等人［!7］研究
发现，C0 2 "# 的 DEF可以有效保持荧光素酶和 GH-I
-./0氧化还原酶的稳定性。因此本试验中酶液用
# "#! ()*+,，C0 2 "# 的 DEF 复 溶，各 底 物 均 用
# "#! ()*+,，C0 2 "# 的 DEF 配制，以保证酶活反应体
系的 C0 值控制在 2 "#。同时，荧光素酶和 GH-I
-./0氧化还原酶的提取均是在 8J低温条件下进
行，以保证较高的酶活。其次是双酶体系各底物的

选择。在单酶体系的基础上，确定双酶体系的各反

应底物。双酶体系中因存在 GH-I-./0 氧化还原
酶，所以不需要添加还原剂连二亚硫酸钠，根据双酶

体系反应机理，只需再添加 -./0。试验结果证明
GH-I-B、十二烷醛及 -./0在适宜添加配比时可以
很好的实现双酶体外持续稳定的发光。

本研究应用双酶体系定量检测 -./0，-./0浓
度在 ! "# $ !# % !# & ! "# $ !# % ’ ()*+,范围内与双酶体
系的发光强度呈良好的线性关系；通过提高体系中

双酶 的 浓 度，可 以 将 -./0 的 检 出 限 降 至
! "# $ !# % !6 ()*+,，即增加酶的浓度可以提高双酶体
系的灵敏度，这与 ,)K?LM<［!9］等人研究结果一致。利
用双酶体外发光法定量检测 -./0 具有检测耗时
短、易于操作、灵敏度高、成本低等优点，为双酶体系

进一步应用于活细菌数量的检测奠定了基础。

三磷酸腺苷（BNM<)>O<M =LOCA)>CAB=M，.@D）是广泛
存在于生物体内的一种能量物质，是萤火虫荧光素

酶催化生物发光的必需底物。在 G, 催化的发光反
应中，.@D在一定的浓度范围内与发光强度呈线性
关系［!2］，据此建立的 .@D 生物发光法以操作简便、
快速、灵敏度高、成本低等优点在微生物检验和食品

生产环境清洁度等方面得到广泛应用［!’］。-./0与

.@D具有相似的生物发光反应机理。今后，荧光素
酶、GH-I-./0氧化还原酶的分离纯化及共固定化，
提高双酶体系检测的灵敏度，双酶体系应用于定量

检测活细菌数量等技术将成为研究的重点内容。总

之，随着研究的不断深入，双酶体外发光法会变得更

加成熟，在环境检测、食品卫生与安全等领域必然会

有广阔的应用前景。
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