
《NADH氧化酶活力的测定  分光光度法》中国产学

研合作促进会团体标准编制说明 

 

一、工作简况 

（一）任务来源 

NADH氧化酶（NOX）（E.C.1.6.--）是一类重要的氧化还原酶，

可催化还原型尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH）的氧化，将分子氧

还原至过氧化氢或水。NADH氧化酶广泛分布于各种具有不同亲源关

系的物种当中，如人类、脊椎动物、植物、细菌以及古细菌中，对维

持生物的正常生理功能有重要作用。NADH氧化酶在工业和医学领域

具有重要的应用价值。在食品工业中，NADH氧化酶可通过减少导致

腐败的微生物的生长来提高食品的保质期，也可用于奶酪和其他乳制

品的生产，改善最终产品的风味和质地。在化学工业中，NADH氧化

酶可作为氧化型辅酶再生的工具，用于手性醇、胺的生产。在医学领

域，NADH氧化酶是一种潜在的抗菌剂，另外其具有抗氧化特性，在

预防和治疗心血管疾病和癌症方面具有潜力。 

NADH氧化酶的酶活力是其质量的重要指标之一，鉴于目前我国

并无统一的NADH氧化酶活力测定的方法标准，产品的实际酶活力和

包装标识的酶活力是否一致还缺乏相关的标准进行规范约束和验证，

因此研制NADH氧化酶活力的测定标准将为NADH氧化酶的生产、流

通及监管提供依据，促进我国NADH氧化酶相关的食品工业、化学工

业和医学的健康发展，具有非常重要的现实意义。根据行业的现实需



求，中国标准化研究院于2024年3月提出《NADH氧化酶活力的测定  

分光光度法》团体标准计划，并牵头承担标准起草任务。 

2024年5月，经中国产学研合作促进会组织专家通过批准立项，

立项名称为《NADH氧化酶活力的测定  分光光度法》。 

（二）标准的起草单位及起草人 

本标准起草单位： 

本标准主要起草人： 

（三）主要工作过程 

1. 预阶段 

2024年3月至2024年5月标准起草单位组织相关技术人员对

《NADH氧化酶活力的测定  分光光度法》标准项目进行了预研，对

NADH氧化酶的活力测定条件进行了摸索，初步确立了NADH氧化酶

活力的测定方法。标准起草组向中国产学研合作促进会提交了标准建

议书与标准草案，进行申报立项。 

2. 立项阶段 

2024年5月，中国产学研合作促进会正式通过本团体标准的立项。 

3. 起草阶段 

针对该标准项目，正式成立了标准起草工作小组，明确了任务要

求，安排了工作进度，根据单位参与的人员的专业、技能、人数将任

务合理分配。依据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》对标准草案进一步完善的同时，开展技术

指标的实验验证工作。 



在此期间，通过线上和线下会议结合的形式开展了3次工作会议。

会议就标准制定的相关问题进行了协商与研究，并对标准的框架及内

容进行了认真研究和讨论。由此形成了最终的《NADH氧化酶活力的

测定  分光光度法》团体标准征求意见稿和编制说明。 

二、确定标准主要技术内容 

（一）标准编制原则 

坚持严要求、适宜性与可操作性相结合的原则。严要求即标准的

编制严格遵循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》及相关法规的要求进行；适宜性既要充分考虑

到本行业的发展现状与特点，又要有一个适宜的范围与程度,从而提

高标准贯彻实施的可操作性。 

（二）本标准主要技术内容 

1. 主体内容 

本标准的主体内容包括：范围、规范性引用文件、术语和定义、

原理、试剂、仪器设备、试样制备和试验步骤、试验数据处理以及精

密度。 

2. 范围 

本文件描述了测定NADH氧化酶活力的分光光度法。本文件适用

于生化试剂、工业酶制剂中NADH氧化酶活力的测定。 

3. 规范性引用文件 

GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法。 

4. 术语和定义 



对NADH氧化酶活力单位进行了定义，是在30 ℃、pH 7.0的条件

下，每分钟产生1 μmol NADH所需的酶量为一个酶活力单位，单位为

U。 

5. 原理 

NADH氧化酶催化底物NADH的氧化生成NAD+，NAD+在340 nm

下无吸收，而NADH有吸收，其ε340=6.22 mM-1cm-1，通过监测340 nm

下吸光度的变化来测定NADH的消耗，计算酶活力。 

6. NADH氧化酶活力测定方法的确立 

由于酶活会受到反应底物浓度、pH、缓冲液以及温度的影响，因

此选取不同底物浓度、不同pH、不同缓冲液、不同温度条件对NADH

氧化酶的活力进行测定，以确定酶的活力测定的几项重要参数。 

6.1 反应底物浓度的确定 

在反应底物未饱和的条件下，酶活随着底物浓度的增加而增加，

当底物浓度增加到一定程度后，酶活不再变化或者出现底物抑制作用

而降低。NADH氧化酶在不同NADH浓度下的活性如图1所示。当

NADH的浓度高于0.1 mM时，NADH氧化酶的活性不再随着底物浓度

的增加而增加，已经达到饱和。因此，应选取高于0.1 mM的底物浓度

用于酶活的测定，在本标准中选取0.13 mM为酶活力的底物测定浓度。 
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图1  NADH氧化酶的活性随底物浓度的变化 

6.2 反应pH的确定 

反应体系pH值对于NADH氧化酶等酶的活性影响很大，pH的改

变能影响酶活性中心上必须基团的解离程度，同时也能影响底物的解

离程度，从而影响酶分子对底物分子的结合和催化。而当pH过小（过

酸）或者过大（过碱）都有可能使蛋白变性而失活。 

不同pH对NADH氧化酶活性的影响如图2所示。虽然该NADH氧

化酶的最适pH为酸性，但在中性条件下仍保持相当活性。考虑到不同

来源的NADH氧化酶的最适pH差异较大，本标准选取大多数NADH氧

化酶均具有活性的pH作为活力测定方法的pH，即为pH 7.0。 
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图2. NADH氧化酶在不同pH下的活性 

 

6.3 反应缓冲液的确定 

在相同pH的条件下，缓冲液的类型也会对酶活产生影响。在pH 

7.0的条件下，NADH氧化酶在不同缓冲液中的酶活力如图3所示，其

在三羟基甲基氨基甲烷（Tris）-HCl缓冲液中具有最高的活力，因此

选择该缓冲液作为NADH氧化酶活力测定的缓冲液。 
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图3. NADH氧化酶在不同缓冲液中的活性 



6.4 反应温度的确定 

由于不同来源的NADH氧化酶的最适反应温度差异较大，考虑到

方法的实用性，本标准选取了大多数NADH氧化酶均具有活性的温度

作为活力测定方法的温度，即为30 ℃。 

7. 试剂 

本标准给出了NADH氧化酶活力的测定方法中所使用的试剂的

清单，包括NADH、黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）、Tris-HCl缓冲液以

及NADH氧化酶的反应底物溶液。描述了试剂的主要特性，并给出了

溶液的制备方法。 

对于NADH氧化酶活力的测定，反应底物溶液含0.13 mmol/L 

NADH、0.1 mmol/L FAD以及50 mmol/L Tris，pH 7.0。 

8. 仪器设备 

本标准给出了NADH氧化酶活力的测定方法中所使用的仪器设

备的清单，并描述了主要特性。仪器设备包括分析天平、pH计、紫外

-可见分光光度计、石英比色皿以及移液器。 

9. 试样制备和试验步骤 

由于市售的NADH氧化酶包含液体样品和固体样品两种形态，因

此在试样酶液的制备中分为液体样品待测酶液制备和固体样品待测

酶液制备两部分。 

酶活的测定步骤为：准确移取1000 μL反应底物溶液于石英比色

皿中，置于分光光度计的温控比色皿槽内，待温度稳定于30 ℃±1 ℃

后，迅速加入10 μL待测酶液，加盖颠倒混匀后立即放入分光光度计，



在340 nm下扫描1 min，保存吸光度曲线。通过线性回归方程计算斜

率。 

10. 试验数据处理 

分为液体样品和固体样品两部分。 

10.1 液体样品 

试样中NADH氧化酶活力按式（1）计算： 

 𝑋1 =
(𝑉1+𝑉2)×𝑘×𝐷

𝜀×𝑉2
 ························ (1) 

式中： 

X1 ——NADH氧化酶活力，单位为酶活力单位每毫升（U/mL） 

V1 ——反应底物溶液的体积，单位为微升（μL）； 

V2 ——酶活力测定中加入酶液的体积，单位为微升（μL）； 

k ——酶活力测定中吸光度曲线斜率，单位为吸光度每分钟

（Abs/min）； 

D ——稀释倍数； 

ε ——吸光系数，单位为mM-1cm-1（取值为6.22 mM-1cm-1）。 

以三次平行测定结果的算数平均值作为最终的酶活力测定值，计

算结果保留三位有效数字。 

10.2 固体样品 

试样中NADH氧化酶活力按式（2）计算： 

 𝑋2 =
(𝑉1+𝑉2)×𝑘

𝜀×𝑉2
×

𝑉0

m
 ······················· (2) 

式中： 

X2 ——NADH氧化酶活力，单位为酶活力单位每克（U/g） 

V1 ——反应底物溶液的体积，单位为微升（μL）； 



V2 ——酶活力测定中加入酶液的体积，单位为微升（μL）； 

k ——酶活力测定中吸光度曲线斜率，单位为吸光度每分钟

（Abs/min）； 

ε ——吸光系数，单位为mM-1cm-1（取值为6.22 mM-1cm-1）； 

V0 ——溶解酶粉的液体体积，单位为毫升（mL）； 

m ——称取酶粉的质量，质量为克（g）。 

以三次平行测定结果的算数平均值作为最终的酶活力测定值，计

算结果保留三位有效数字。 

11. 精密度 

取同一样品，相同条件下连续测定3次，结果如表1所示。NADH

氧化酶活力的RSD为2.46%，说明重复性好。基于以上重复性结果，

在标准文本中规定了精密度为：在重复性条件下获得的两次独立测定

结果的绝对差值不得超过算数平均值10%。 

表 1  重复性条件下的酶活测定数据 

酶 酶活 1

（U/mg） 

酶活 2 

（U/mg） 

酶活 3 

（U/mg） 

平均酶活 

（U/mg） 

RSD 

NADH 氧化酶 1.20 1.26 1.24 1.23 2.46% 

 

（三）本标准制定参考的主要依据 

本标准制定过程中参考了以下相关标准：GB/T 33409-2016《β-半

乳糖苷酶活力检测方法  分光光度法》、GB/T 34222-2017《核糖核酸

酶活力检测方法》、GB/T 35538-2017《工业酶制剂测定技术导则》。 

三、主要试验（验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期

的经济效果； 



（一）主要试验（验证）的分析 

起草组依据标准草案中拟定的NADH氧化酶活力检测方法开展

了验证实验。收集了市场上两个不同厂家的NADH氧化酶，按照本标

准的方法对其酶活进行了测定，测得的酶活分别为32 U/mg和40 U/mg，

分别为其标称酶活的91%和114%，表明该方法具有较强的适用性。 

（二）技术经济评估 

本标准主要描述了NADH氧化酶活力的测定方法，这将填补我国

在NADH氧化酶活力的测定方法标准的空白，为行业检测NADH氧化

酶活力提供一个切实可行的参考依据和评判标准。本标准的贯彻实施

将规范行业的技术应用，提升产品质量管理水平，将产生良好的社会

效益与经济效益。 

四、采用国际标准或国外文件的程度及水平的简要说明； 

本标准在制定过程中未采用国际标准或国外文件。 

五、重大分歧意见的处理经过和依据； 

本标准在制定过程中无重大分歧性意见。 

六、贯彻团体标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、

过渡办法等内容）； 

（一）组织措施 

在中国产学研合作促进会的组织协调下，以标准起草组成员为主，

成立标准宣贯小组。 

（二）技术措施 

组织撰写标准宣贯材料，组织标准宣贯培训，争取标准颁布实施



后尽快在中国产学研合作促进会推广。 

七、其他应予说明的事项。 

无。 

 

标准起草组 

2024年7月 

 


