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乳糖酶活性检测方法研究进展
惠华英，黄莺，雷志丹，张晓青，谭周进

湖南中医药大学，湖南 长沙　４１０２０８

摘要：乳糖酶是人类肠道分解利用乳糖必需的一种双糖酶，乳糖 酶 在 食 品 医 药、分 析、环 保 及 遗 传 学 等

相关学科都具有重要应用，引起了国内外的广泛关注，其活性的检测方法对乳 糖 酶 制 剂 的 研 究 及 乳 糖 酶

缺乏症的诊疗具有重要的作用。乳糖酶活性定量检测方法主 要 有：小 肠 黏 膜 活 检 法、ＯＮＰＧ试 验 法、稳

定同位素法、高效液相色谱法及粪便还原糖测定法；定性检测方法主要 有 呼 氢 试 验 法、乳 糖 耐 受 试 验 法

及尿半乳糖比色法等。本研究通过对乳糖酶活性检测方法的研究进展进行综 述，为 乳 糖 酶 检 测 方 法 的 改

进及新方法的建立提供参考。
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　　乳 糖 酶 （ｌａｃｔａｓｅ，ＥＣ３．２．１．２３），又 称β－半 乳

糖苷 酶 （β－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ），或 称β－Ｄ－半 乳 糖 苷 半 乳

糖水 解 酶 （β－Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ　ｇａｌａｔｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ），是 哺

乳动物小肠黏膜微绒毛膜表面上存在的一种双糖酶。
乳汁中的乳糖经乳糖酶水解，产物葡萄糖是人体各

部分代谢的能量来源，半乳糖则是人大脑和黏膜组

织代谢所必须的结构糖，是婴儿大脑发育的必要物

质。当乳糖酶缺乏，乳糖不能被分解吸收，则会造

成乳糖 不 耐 受 症 及 乳 糖 吸 收 不 良，即 乳 糖 酶 缺 乏

症［１］，检测乳糖酶活性是临床诊断乳糖酶缺乏症的

常用手段。
因乳糖酶对生物体具有特殊重要性及催化活性，

故其具有广阔的应用前景。食品工业利用乳糖酶生

成低糖乳 制 品，有 效 解 决 “乳 糖 不 耐 症”的 问 题，
还用于果蔬的成熟及软化；医药方面，乳糖酶作为
助消化类药物用于婴儿消化不良症，调整肠道正常

菌群，拮抗轮状病毒，对肠黏膜上皮细胞损伤有一
定疗效；分析方面，乳糖酶和其他酶联合可用于测

定乳糖含量；环境保护方面，利用乳糖酶催化分解

乳清中的乳糖，减缓乳清对水造成的污染；分子生
物学方面，乳糖酶基因用于重组菌的初筛，作为报

告基因被大量用于疾病诊断、疫苗筛选和基因治疗
等［２－３］。面对乳糖酶的突出作用，对乳糖酶的研究显
得尤为重要。本研究从定性和定量两个方面对乳糖

酶活性的检测方法进行综述。

１　乳糖酶活性的定量测定

１．１　小肠黏膜活检法　直接定量检测小肠黏膜双糖
酶活性是 一 种 医 学 常 用 方 法，最 早 由 Ｄａｈｌｑｖｉｓｔ于

１９６２年报道。Ｄａｈｌｑｖｉｓｔ［４］法测定小肠黏膜双糖酶活
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性的原理方法为：在溶解有双糖的马来酸钠盐缓冲

液中，加入小肠黏膜匀浆液，３７℃恒温孵育３０ｍｉｎ
后，沸水５ｍｉｎ终止反应，双糖水 解 产 物 葡 萄 糖 在

葡萄糖氧化酶作用下与显色剂反应显色，使用分光

光度计测定吸光度，计算双糖酶活 性。Ｍｅｓｓｅｒ［５］在

Ｄａｈｌｑｖｉｓｔ法基础上进行改进，用磷酸钠缓冲液替代

马来酸钠盐缓冲液，使用５０％硫酸替代沸水终止反

应，溶液颜 色 变 为 紫 色 后 在５３０ｎｍ 测 定 吸 光 度，
使用微量的活检样品一步就可以完成对小肠黏膜双

糖酶的测定。一步法便于操作，节约时间，对于只

能获得 极 少 量 活 检 样 品 的 测 定 非 常 有 意 义。何 伟

等［６］用Ｄａｈｌｑｖｉｓｔ法测定小鼠小肠粘膜乳糖酶活性并

进行方法优化，指出小鼠小肠黏膜乳糖酶活性最适

ｐＨ＝４．６，控制显色剂用量及 反 应 时 间 也 是 准 确 测

定乳糖酶活性的关键，并在葡萄糖氧化酶的用量上

做了调整，仅需大约５００ＩＵ，这样既保证准确性和

可重复性，又大大降低了成本。
Ｄａｈｌｑｖｉｓｔ法是欧美医生已经熟练应用于临床诊

断及科学研究的首选方法，结果的可靠性在国际上

得到一致 认 可，能 同 时 检 出 数 种 肠 道 酶 的 活 性 值，
同时通过对肠黏膜炎症情况的分析，可以区分原发

性或继发性双糖酶缺乏，能直接反映乳糖耐受情况。
谢静等［７］研究了儿童十二指肠降段黏膜双糖酶活性

与降段黏膜绒毛形态关系，发现双糖酶活性与黏膜

绒毛的组织形态有关，绒毛萎缩可引起双糖酶活性

降低。张晓利等［８］研究了白头翁复方对腹泻小鼠肠

道黏膜乳糖酶活性的影响，指出小鼠腹泻和双糖酶

活性下降有关，白头翁复方治疗腹泻的作用机理可

能与调节乳糖酶的活性有关。但小肠黏膜活检法为

创伤性检查，操作具有一定的难度，受活检黏膜部

位及操作者熟练程度等因素的影响。
１．２　ＯＮＰＧ试验　１９５０年Ｓｅｉｄｍａｎ和Ｌｉｎｋ制备出

了邻 硝 基 苯 酚－β－Ｄ－半 乳 糖 苷 （即 ＯＮＰＧ）。ＯＮＰＧ
是一种色素原基质，其分解产物邻硝基苯酚在酸性

时无色，在碱性介质中呈黄色，这样就可以用分光

光度 计 测 定 颜 色 深 度。基 于 此，Ｌｅａｄｅｒｂｅｒｇ使 用

ＯＮＰＧ用于乳糖酶的测定。原理是：邻硝基苯酚－β－
Ｄ－半乳糖苷在乳糖酶存在下，分解成半乳糖和邻硝

基酚，加入 碳 酸 钠 溶 液，ｐＨ 变 成 碱 性，乳 糖 酶 失

去活 性 反 应 终 止，邻 硝 基 苯 酚 在４２０ｎｍ处 有 特 异

性吸收，在过量的ＯＮＰＧ下，邻硝基酚的产量与酶

的含量成正比，因此可对乳糖酶做定量 测 定［９］。国

际上亦使用ＯＮＰＧ检测食品中乳糖酶活性，制定标

准记入食品化学法典中。
不同的酶原，乳 糖 酶 水 解 温 度、缓 冲 体 系 以 及

ｐＨ值不同。美 国 《食 品 化 学 法 典》 （５版） （Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｃｏｄｅｘ，ＦＣＣⅤ）［１０］中，乳糖酶活性的测定

方法分为两类：（１）中性的乳糖酶活性测定中缓冲

体系主要由ＫＨ２ＰＯ４ 和Ｋ２ＨＰＯ４ 组成，ｐＨ＝６．５±
０．５，水 解 温 度 （３０±０．１）℃，水 解 时 间１０ｍｉｎ；

（２）酸性乳糖酶活性测定中缓冲体系由醋酸及其钠

盐所组成，ｐＨ＝４．５，水 解 温 度３７℃，水 解 时 间

１５ｍｉｎ。赵华梅等［１１］比较了ＦＣＣ和 《酶应用手册》
（日本小野正之编著）中测定乳糖酶活性的方法。在

反应原理上相同，但是底物浓度不同、缓冲体系以

及终止反应溶液 （碳酸钠溶液）不同，测定的酶活

亦不同，但是差别不是特别大。缓冲溶液的配方对

酶反 应 影 响 较 大，乳 糖 酶 的 酶 活 力 能 够 被 Ｋ＋、
Ｍｎ２＋ 和 Ｍｇ２＋ 激 活，被Ｃａ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋ 和Ｆｅ２＋

抑制。需要注意的是ＯＮＰＧ不稳定，最好使用前２
ｈ准备，若呈黄色即不能使用。
１．３　稳 定 同 位 素 技 术———１３　Ｃ／２　Ｈ 葡 萄 糖 试 验　
Ｖｏｎｋ等［１２］使用１３　Ｃ－乳 糖 进 行 乳 糖 酶 活 性 测 定。１３　Ｃ－
乳糖在小肠黏膜乳糖酶的作用下水解为葡萄糖和半

乳糖而入 血，通 过 测 量 血 中１３　Ｃ－葡 萄 糖 浓 度，区 分

摄入乳糖的内源性和外源性，从而较准确的反应小

肠对乳 糖 的 消 化 能 力。但 单 使 用１３　Ｃ－乳 糖 试 验 时，
会受到胃部排空、小肠吸收和运转及胰岛素水平等

机体因素 的 影 响，为 消 除 这 些 影 响，Ｖｏｎｋ等［１３］改

进试验 方 法，同 时 增 加２　Ｈ－葡 萄 糖 试 验，通 过 试 验

计算得出１３　Ｃ葡 萄 糖／２　Ｈ 葡 萄 糖 的 比 值，被 认 为 可

以反映机体乳糖酶活性，可作为乳糖消化缺陷的生

理性定量指标。１３Ｃ葡萄糖／２　Ｈ 葡萄糖的比值＜０．４６
认为 乳 糖 酶 活 性 低。钟 燕 等［１４］使 用１３　Ｃ／２　Ｈ 葡 萄 糖

双标稳定同位素技术分析乳糖酶缺乏者小肠黏膜乳

糖酶活性，结果显示乳糖吸收不良组乳糖消化指数

高于乳糖不耐受组，证实了用双标稳定同位素技术

对小肠黏膜乳糖酶活性分析方法的有效性，此研究

结果为乳糖不耐受者可摄入适量牛奶提供了重要的

理论依据。但同位素双标试验中将接触同位素，有

放射性，且需要昂贵的仪器设备，仅在少数科研单

位使用。
１．４　高效液相色谱法　甘宾宾等［１５］采用高效液相色

谱法测定了乳糖酶水解产物中的糖类，以水为流动

相，采用Ｓｕｇａｒ－ｐａｒｋ　Ｉ色谱柱和差示折光检测器，只

需一次进样就可同时分离和测定出样品中的半乳糖、
葡萄 糖、乳 糖 的 含 量，线 性 相 关 系 数 为０．９９９１～
０．９９９７，变异系数０．８７％～１．２％，回收率９６．７３％～
１０２．６％。高效液相色谱测定乳糖酶水解产物中的糖

类既准确又快速，可作为研究开发乳糖酶发酵食品、
乳糖酶制剂活力测定以及评价发酵乳制品中有效糖

分的简便快速分析方法，但仪器贵重且日常维护费

用贵，成本高，不适合大范围推广使用。
１．５　粪便还原糖测定和ｐＨ值检测———醋酸铅检测

乳糖法　１９６４年Ｋｅｒｒｙ和Ａｎｄｅｒｓｏｎ开始应用Ｃｌｉｎ－
ｉｔｅｓｔ试剂检测粪便中的还原糖，其方法是新鲜粪便

稀释后取上清液与Ｃｌｉｎｉｔｅｓｔ试剂反应，观察粪液颜

色与标准板上的颜色做对比，≥＋＋ （０．５％）提示

粪便中还原糖阳性。本法虽然操作简单，但Ｃｌｉｎｉｔ－
ｅｓｔ试剂必须依靠进口，成本较高。便中还原糖的测
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定也可使 用 醋 酸 铅 法。醋 酸 铅 检 测 乳 糖 的 原 理 是：
乳糖中的半缩醛羟基与醋酸铅加热后在碱性环境中

产生白色的Ｐｂ （ＯＨ）２ 沉淀，继续加热沉淀脱水生

成红色的ＰｂＯ，根据沉淀颜色的深浅判断乳糖的含

量［１６］，粉红色沉淀 “＋”级以上均为阳性，乳糖酶

活性低。姚福宝等［１７］研究了用醋酸铅加氢氧化铵检

查粪便乳 糖，最 小 可 测 量 为０．０５ｇ／ｄＬ，可 做 半 定

量试验。乔蓉等［１８］测定健康人氢呼气试验后粪便中

的乳糖，与氢呼气试验对于乳糖酶缺乏的诊断结果

具有较好一致性。便还原糖测定法操作简便，但需

注意留便时必须直接排入不吸收水分的容器内，另

需要排除葡萄糖、半乳糖、果糖等糖类的干扰，此

外检测试剂对检测者有毒害。

２　乳糖酶活性的定性测定

２．１　呼气氢试验　此试验原理是：双糖被结肠细菌

发酵，产生 Ｈ２ 弥 散 入 肺，由 肺 部 呼 出，测 定 呼 出

氢气的浓度可以间接反映乳糖的消化吸收状况。口

服乳糖后每间隔１５～３０ｍｉｎ，取呼气样本测定直至

３ｈ，呼气中氢的峰值比基础氢值升高２０×１０－６以上

提示有乳糖 吸 收 障 碍，但 也 有 学 者 提 出 Ｈ２ 数 值＞
１０ｐｐｍ即可诊断。本法操作简便，是一种非侵入式

试验，方法易行可靠，但本试验需借助于专门的气

压测试仪测定氢气的浓度及特殊的呼气收集袋，同

时结 肠 内ｐＨ 降 低 或 者 服 用 抗 生 素 会 引 起 呼 气 Ｈ２
浓度降低，出现假阴性的结果，腹泻、排气增多也

会减少经肺呼出的Ｈ２；过度吸烟、摄入过多的膳食

纤维、过度运动可能出现假阳性的结果，不能准确

的对乳糖酶活性进行分析［１９－２０］。有一些研究中用１３　Ｃ
呼气试验诊断乳糖酶活性高低，基本原理是将经稳

定核素１３Ｃ标 记 的 底 物 引 入 机 体，利 用 红 外 线 同 位

素能谱分析仪检测底物最终代谢产物１３ＣＯ２的变化，
以此来研究机体内代谢反应和生理过程。也有人认

为将１３Ｃ与 Ｈ２ 呼气试验相结合比单纯采用 Ｈ２ 呼气

试验更准确敏感。
也有报道测定服用乳糖后呼气中甲烷浓度，与

基础水平 比 较，≥１．７ｍｍｏｌ／Ｌ可 判 定 为 乳 糖 酶 缺

乏，酶活 性 低，尤 适 用 于 不 产 生 氢 气 的 个 体 检 测，
缺点是机体产生甲烷的个体差异大，不稳定，与氢

气呼气试验结合起来更有价值。
２．２　乳糖耐受试验　此方法较为常用，分别在乳糖

负荷前和在给予乳糖负荷后 （最大５０ｇ／次）的１５、
３０、４５、６０和１２０ｍｉｎ，测 定 血 中 葡 萄 糖 反 应。血

中葡萄糖 升 高 最 大 值 小 于１．１ｍｍｏｌ／Ｌ，提 示 低 乳

糖酶血症。此试验的可信度不高，因为试验结果受

胃的排空、肠蠕动和葡萄糖代谢等因素的影响。如

果食入乳糖的同时食入酒精，由于肝脏中半乳糖转

化为葡萄糖的代谢会被抑制，血中半乳糖水平就能

测得，因此用乙醇测定半乳糖的水平比测定葡萄糖

反应更有优点。本方法可采用毛细管血法，较静脉

血法易被儿童及家长接受［２１］。应用于人群调查的一

种简单方法是：先用５００ｍｇ／ｋｇ乙醇，１０ｍｉｎ后给

乳 糖 ５０ｇ，４０ ｍｉｎ 时 若 血 中 半 乳 糖 浓 度 小 于

０．３ｍｍｏｌ／Ｌ则提 示 低 乳 糖 酶 血 症［２２］。乳 糖 耐 受 试

验必须多次采血测血糖，而且其结果可受胃排空时

间，胰岛素分泌量以及糖代谢等因素的影响，因此

近年来已较少应用。
２．３　尿半乳糖比色法　对摄入乳糖的消化吸收是人

体中半 乳 糖 的 唯 一 来 源，半 乳 糖 在 人 体 内 代 谢 后

８０％从尿中排出，乳糖不耐受患者尿中半乳糖浓度

明显低于乳糖耐受者，因此测定尿中半乳糖浓度可

以间接特异地反映乳糖的消化吸收状况，判断受试

者是否为乳糖不耐受。本方法的原理是：乳糖在乳

糖酶的作用下水解产生半乳糖，尿中半乳糖经尿半

乳糖氧化酶的作用生成半乳糖己二醛糖和过氧化氢，
过氧化氢在４－氨 基 安 替 吡 啉 存 在 下，使３－５－二 氯－２
羟基苯磺酸氧化呈红色，在一定范围内，呈色深度

与半乳糖浓度呈正比，与尿半乳糖试剂盒配置的标

准参品对照判断结果，样品呈色与标准品呈色一致

或较标准品浅，乳糖不耐受，酶活性低呈阳性；反

之乳糖耐受呈阴性。杨富春等［２３］探讨药物性腹泻与

乳糖酶含量或活性的关系，得出药物性腹泻婴儿的

乳糖酶含量或活性减低，对乳糖不耐受。尿半乳糖

比色法采样简单、操作简便，采用酶测定特异性和

灵敏度较高，值得在临床上推广应用，但这种方法

只能定性的验证乳糖酶的含量或活性。
此外，小肠灌注研究和腹部钡餐Ｘ射线检查测

定乳糖酶活性存在很大的缺陷。小肠灌注研究需将

多腔插管插入小肠，为损伤性试验，只能用于个例

研究，而腹部钡餐Ｘ射线检查对结果解释带有主观

性和机体过多暴露于Ｘ射线，因此很少被应用。

３　结　论

乳糖酶 的 众 多 检 测 方 法 中，同 位 素 双 标 试 验、
呼气氢试 验、口 服 糖 耐 受 试 验、粪 便 还 原 糖 及ｐＨ
值检测以及尿半乳糖比色法等，都是通过对双糖代

谢产物的检测间接地证明双糖酶的活性高低，其可

靠性远远不 如 直 接 对 小 肠 黏 膜 双 糖 酶 活 性 的 测 定。
目前医学上认为确诊乳糖酶缺乏症可靠的方法是空

腔活检直接测定乳糖酶活性，但其侵入性使其难以

作为常规手段。高效液相色谱法测定乳糖酶活性虽

精确度高但费用也高，一般单位难以采纳，因而难

以推广使用。
生物传感器技术是一种先进的检测方法与监控

方法，具有多样性、无试剂分析、操作简便、灵敏、
快速、价廉、可重复连续使用等特点，已在食品发

酵、临床医学、环境监测、军事科学等领域展现出

十分广 阔 的 应 用 前 景［２４］。目 前 已 发 展 出 了 测 定 乳

糖、半乳糖及葡萄糖的生物传感器，以及乳糖酶与

其他酶类联合使用的传感器，如果能够引入生物传
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感器测定乳糖酶活性，将会对乳糖酶产业以及医疗

行业等起到积极作用。
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