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张　莉　赵　峰　严　峰　米宝民　张宏福
（中国农业科学院北京畜牧兽医研究所，动物营养学国家重点实验室，北京 １００１９３）

摘　要：本试验旨在比较硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法与低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂
法制备鸭空肠液消化酶粉剂的差异。采用两样本完全随机设计，将８Ｌ鸭空肠液随机分成２组，
每组４个重复，每个重复１Ｌ肠液。第１组采用硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法，第２组采用低温浓
缩－透析 －冻干法，分别制备消化酶粉剂，然后对２组制备的粉剂进行脱脂，比较脱脂前和脱脂
后２种方法制备消化酶粉剂的消化酶活性与回收率、总蛋白浓度与回收率及化学成分含量的差
异。结果表明：１）低温浓缩 －透析 －冻干法制备的消化酶粉剂中淀粉酶、胰蛋白酶、糜蛋白酶的
活性比硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法分别高３４．８％、２７．９％和１２．１％（Ｐ＜０．０５）；相应地，３种消
化酶回收率及总蛋白回收率比硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法分别高 ３４．８％、３５．２％、１５．３％和
１２．６％（Ｐ＜０．０５）；粗蛋白质及粗灰分含量显著低于硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法（Ｐ＜０．０５），而
粗脂肪含量差异不显著（Ｐ＞０．０５）。２）经脱脂处理后，低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法制备的
消化酶粉剂中淀粉酶、胰蛋白酶活性比硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法分别高 １１．５％和
７．９％（Ｐ＜０．０５），而糜蛋白酶活性差异不显著（Ｐ＞０．０５）；淀粉酶和胰蛋白酶回收率比硫酸铵
沉淀 －透析 －冻干法分别高３９．４％和４３．９％（Ｐ＜０．０５），而糜蛋白酶回收率差异不显著（Ｐ＞
０．０５）；总蛋白回收率显著高于硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法（Ｐ＜０．０５），而总蛋白浓度差
异不显著（Ｐ＞０．０５）；粗蛋白质及粗灰分含量显著低于硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法（Ｐ＜
０．０５），而粗脂肪含量差异不显著（Ｐ＞０．０５）。由此可知，从纯化过程的全程看，低温浓缩 －透
析 －冻干 －脱脂法中淀粉酶、胰蛋白酶活性和回收率均显著高于硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱
脂法。
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　　在体外模拟消化中，模拟消化液的制备一直
是核心技术之一。据 ＣｒéｖｉｅｕＧａｂｒｉｅｌ等［１］报道，从

生长猪与肉鸡体内获得的胃蛋白酶在酶学特性

上，如针对不同底物的最适 ｐＨ、消化能力等方面
有较大的差异。由此可见，在模拟消化液中，主要

消化酶所来源的动物种属与模拟对象的动物种属

相一致是提高模拟消化液仿真程度的关键因素之

一。因此，寻求一种快速、有效获取动物体内消化

酶的方法迫在眉睫。目前，在对动物体内的消化

酶提取时，多采用盐析、透析及超滤等方法进行前

处理，再根据目的酶蛋白的不同，采用不同型号规

格的凝胶层析柱进行过滤，以相应的缓冲液洗脱

并收集峰浓度时的消化酶进行提纯，如淀粉

酶［２－３］、胰蛋白酶［４－７］、糜蛋白酶［６－７］、脂肪酶［８］等

多采用该方法。通过这些方法提纯酶蛋白时，随

着步骤的增加酶蛋白的损失提高，活性回收率降

低。而且，这些方法获得的酶蛋白的回收率变异

较大，不利于消化酶制备的质量控制。因此，探讨
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一套步骤简单、消化酶回收率高且可重复的肠液

消化酶粗提方法对解决体外模拟消化中消化酶的

来源非常关键。为此，本研究以鸭为试验动物，在

前期已建立了鸭肠道瘘管的安装方法［９－１０］，并可

实现从鸭体内大量获取空肠液这一主要原材料的

基础上，比较硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法和低温
浓缩 －透析 －冻干法获得的鸭空肠液冻干粉剂在
主要消化酶活性与回收率、总蛋白浓度与回收率

及化学成分含量上的差异。在此基础上，根据粗

提纯肠液消化酶粉剂中化学成分的组成，进一步

探讨乙醇脱脂后，硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱
脂法和低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法获得的鸭
空肠液冻干粉剂在消化酶活性与回收率上的差

异，为最终获得鸭空肠液消化酶粉剂的制备方法

提供参考。

１　材料与方法
１．１　试验鸭及空肠液的制备
　　选用 ８０只健康、体重基本一致［（３．２５±
０．５）ｋｇ］的１８周龄成年北京公鸭，参考鸭的空肠
食糜连续采集方法在卵黄囊憩室部位安装瘘管，

并进行相应的术后护理［９－１０］。术后第４、５、６天试
验鸭分别限量饲喂５０、１００、１５０ｇ玉米 －豆粕型饲
粮（表１）。术后第７天开始，试验鸭自由采食。待
术后恢复３０ｄ后，在瘘管出口处的皮脂上缝合一
中央有孔的瓶盖（孔正好穿过瘘管）。３ｄ后，按照
赵峰等［９］隔日重复采样的方法于采样日期的

０９：３０—１０：３０、１３：３０—１４：３０、１７：３０—１８：３０通过
收集瓶在低温（０～４℃）条件下收集鸭空肠食糜。
每次收集后将食糜摇匀，然后全部转移至２５０ｍＬ
离心瓶中，于４℃、１２５０×ｇ条件下离心１０ｍｉｎ。
取上清液装于１０００ｍＬ样品瓶中，－２０℃保存备
用。整个鸭空肠食糜采集期为４ｄ，共获得８Ｌ制
备好的空肠液。

１．２　试验设计
　　本试验采用两样本完全随机设计，将制备的
８Ｌ鸭空肠液充分混合均匀，随机分成２组，每组４
个重复，每个重复１Ｌ肠液。其中第１组采用硫酸
铵沉淀 －透析 －冻干法制备鸭空肠液消化酶粉
剂，第２组采用低温浓缩 －透析 －冻干法制备鸭
空肠液消化酶粉剂，比较 ２种粗提纯方法制备的
消化酶粉剂中主要消化酶（淀粉酶、胰蛋白酶、糜

蛋白酶）活性与回收率、总蛋白浓度与回收率及化

学成分含量的差异。然后在２种粗提纯方法的基
础上，对制备的鸭空肠液消化酶粉剂进行乙醇脱

脂处理，进一步比较硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －
脱脂法与低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法制备的
消化酶粉剂中主要消化酶活性与回收率、总蛋白

浓度与回收率及化学成分含量的差异。

表１　鸭饲粮组成及营养水平
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆ

ｔｈｅｄｉｅｔｆｏｒｄｕｃｋｓ ％

项目 Ｉｔｅｍｓ 含量 Ｃｏｎｔｅｎｔ

原料（风干基础）Ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ（ａｉｒｄｒｙｂａｓｉｓ）
玉米 Ｃｏｒｎ ７０．３４
豆粕 Ｓｏｙｂｅａｎｍｅａｌ ２３．９５
ＤＬ－蛋氨酸 ＤＬＭｅｔ ０．０７
Ｌ－赖氨酸 ＬＬｙｓ ０．０４
磷酸氢钙 ＣａＨＰＯ４ １．６８
石粉 Ｌｉｍｅｓｔｏｎｅ １．２０
食盐 ＮａＣｌ ０．３０
豆油 Ｓｏｙｂｅａｎｏｉｌ １．４２
预混料 Ｐｒｅｍｉｘ１） １．００
合计 Ｔｏｔａｌ １００．００
营养水平（干物质基础）Ｎｕｔｒｉｅｎｔｌｅｖｅｌｓ（ＤＭｂａｓｉｓ）２）

干物质 ＤＭ ８９．６８
代谢能 ＭＥ／（ＭＪ／ｋｇ） １２．３４
粗蛋白质 ＣＰ １６．５３
粗脂肪 ＥＥ ４．９６
粗灰分 Ａｓｈ ５．６６
粗纤维 ＣＦ ２．１４

　　１）预混料为每千克饲粮提供 Ｔｈｅｐｒｅｍｉｘｐｒｏｖｉｄｅｄｔｈｅ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｅｒｋｇｏｆｔｈｅｄｉｅｔ：ＶＡ２５００ＩＵ，ＶＤ４００ＩＵ，ＶＥ
１０ＩＵ，ＶＫ３０．５ｍｇ，ＶＢ１１．８ｍｇ，ＶＢ２４．０ｍｇ，ＶＢ６３．０ｍｇ，
ＶＢ１２０．００７ｍｇ，泛酸 ｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃａｃｉｄ１１．０ｍｇ，烟酸 ｎｉｃｏ
ｔｉｎｉｃａｃｉｄ５５．０ｍｇ，叶酸 ｆｏｌｉｃａｃｉｄ０．５ｍｇ，生物素 ｂｉｏｔｉｎ
０．１２ｍｇ，氯化胆碱 ｃｈｏｌｉｎｅｃｈｌｏｒｉｄｅ７５０ｍｇ，Ｃｕ（ａｓｃｏｐｐｅｒ
ｓｕｌｆａｔｅ）８ｍｇ，Ｆｅ（ａｓｆｅｒｒｏｕｓｓｕｌｆａｔｅ）８０ｍｇ，Ｍｎ（ａｓｍａｎｇａ
ｎｅｓｅｓｕｌｆａｔｅ）６０ｍｇ，Ｚｎ（ａｓｚｉｎｃｓｕｌｆａｔｅ）４０ｍｇ，Ｉ（ａｓｐｏｔａｓ
ｓｉｕｍｉｏｄｉｄｅ）０．３５ｍｇ，Ｓｅ（ａｓｓｏｄｉｕｍｓｅｌｅｎｉｔｅ）０．１５ｍｇ。
　　２）代谢能为计算值，其余为实测值。ＭＥｗａｓａｃａｌｃｕｌａｔ
ｅｄｖａｌｕｅ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｏｔｈｅｒｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓ．

１．３　鸭空肠液消化酶的粗提纯方法
１．３．１　硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法
　　依照 ０℃时的硫酸铵饱和度计算表，配制
１０Ｌ饱和硫酸铵溶液，并将其ｐＨ调节至７．０；配制
０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．０的磷酸盐缓冲液３Ｌ备用。取
冷冻的北京鸭空肠液 ４Ｌ左右流水下迅速解冻，

４６３２
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２００目纱布过滤混匀后，用移液器取６ｍＬ原肠液
分装于１ｍＬ离心管中，速冻，待测消化酶活性和
总蛋白浓度；其余空肠液取４等份各１０００ｍＬ，每
份按７０％硫酸铵浓度［１１］于冰浴下缓慢并不断搅

拌加入 ｐＨ７．０的饱和硫酸铵溶液２３３３ｍＬ，充分
搅拌混合，４℃冰箱静置 ３０ｍｉｎ后于４０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，弃上清液，沉淀用少量０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ
７．０的磷酸盐缓冲液复溶，并将复溶物无损失地转
入已装好透析袋的玻璃透析管中，连接好进出水

管道，用蛋白质透析纯化系统透析２００ｍｉｎ（其中
４０ｍｉｎ×２次０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．０的磷酸盐缓冲液
透析，４０ｍｉｎ×３次去离子水透析），透析结束后用
ＬＧＪ－４冻干机冷冻干燥制成鸭空肠液消化酶
粉剂。

１．３．２　低温浓缩 －透析 －冻干法
　　取冷冻的北京鸭空肠液４Ｌ左右于流水下迅
速解冻后，经 ２００目纱布过滤，混匀后留取 ６ｍＬ
肠液于１ｍＬ离心管中，速冻，待测消化酶活性与
总蛋白浓度。其余肠液取 ４等分各 １０００ｍＬ，倒
入 ＬＧＪ－４冷冻干燥机托盘中，冷冻浓缩体积减少
２／３以上，用少量去离子水复溶后，全部倒入已装
好透析袋的透析管中，用蛋白质透析纯化系统透

析２００ｍｉｎ（４０ｍｉｎ×５次去离子水透析）。透析后
继续用冻干机冷冻干燥制成鸭空肠液消化酶

粉剂。

１．３．３　硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法
　　将硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法获得的鸭空肠
液消化酶粉剂，每个重复取５ｇ放入 Ｇ４玻璃砂芯
坩埚中，加入４５ｍＬ无水乙醇，自流冲洗，共冲洗３
次。结束后用 ＬＧＪ－４冻干机冷冻干燥制成鸭空
肠液消化酶脱脂粉剂。

１．３．４　低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法
　　将低温浓缩 －透析 －冻干法获得的鸭空肠液
消化酶粉剂，每个重复取５ｇ放入 Ｇ４玻璃砂芯坩
埚中，加入 ４５ｍＬ无水乙醇，自流冲洗，共冲洗 ３
次。结束后用 ＬＧＪ－４冻干机冷冻干燥制成鸭空
肠液消化酶脱脂粉剂。

１．４　测定指标及方法
１．４．１　主要消化酶活性的测定
　　α－淀粉酶（ＥＣ．３．２．１．１）活性以可溶性淀粉
为底物进行测定［１２］，淀粉酶活性单位定义为

２５℃、ｐＨ６．９０条件下每分钟释放１μｍｏｌ麦芽糖
所具有的活性；胰蛋白酶活性以对 －苯磺酸 －Ｌ－

精氨酸甲酯（ＴＡＭＥ）为底物进行测定［１３］，胰蛋白

酶活性单位定义为２５℃、ｐＨ８．１０条件下每分钟
释放１μｍｏｌ对 －甲苯磺酸 －Ｌ－精氨酸时所具有
的活性；糜蛋白酶活性以苯甲酰 －Ｌ－酪氨酸乙酯
（ＢＴＥＥ）为底物进行测定［１４］，糜蛋白酶活性单位

定义为在 ２５℃、ｐＨ７．８０条件下每分钟释放
１μｍｏｌ苯甲酰 －Ｌ－酪氨酸所具有的活性。
１．４．２　总蛋白浓度的测定
　　采用总蛋白试剂盒（南京建成生物科技有限
公司生产）以考马斯亮蓝比色法测定。

１．４．３　化学成分含量的测定
　　粗蛋白质、粗灰分及粗脂肪含量分别参照
ＧＢ／Ｔ６４３２—１９９４、ＧＢ／Ｔ６４３８—２００７和 ＧＢ／Ｔ
６４３３—２００６测定。
１．５　数据计算与统计分析
　　消化酶回收率、总蛋白回收率采用如下公式
计算：

消化酶回收率（％）＝１００×［鸭肠液消化酶粉剂中
消化酶活性（Ｕ／ｇ）×粉剂的质量（ｇ）］／

［肠液中消化酶活性（Ｕ／ｍＬ）×肠液体积（ｍＬ）］；
总蛋白回收率（％）＝１００×［鸭肠液消化酶粉剂中
总蛋白的浓度（ｍｇ／ｇ）×粉剂的质量（ｇ）］／

［肠液中真蛋白浓度（ｍｇ／ｍＬ）×肠液体积（ｍＬ）］。
　　试验数据用平均值 ±标准差表示，采用 ＳＡＳ
９．１．３统计软件对硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法与
低温浓缩 －透析 －冻干法，硫酸铵沉淀 －透析 －
冻干 －脱脂法与低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法
制备的鸭空肠液消化酶粉剂在消化酶活性与回收

率、总蛋白浓度与回收率和化学成分含量上分别

作两样本的 Ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结果与分析
２．１　硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法与低温浓缩 －
透析 －冻干法制备鸭空肠液消化酶粉剂的消化酶
活性与回收率、总蛋白浓度与回收率及化学成分

含量的差异

　　由表２可见，从２种方法制备的鸭空肠液消化
酶粉剂中消化酶活性的差异看，低温浓缩 －透
析 －冻干法制备的粉剂在胰蛋白酶、糜蛋白酶及
淀粉酶的活性上分别比硫酸铵沉淀 －透析 －冻干
法所制备粉剂高 ２７．９％、１２．１％和 ３４．８％（Ｐ＜
０．０５），低温浓缩 －透析 －冻干法与硫酸铵沉淀 －
透析 －冻干法制备的粉剂在３种消化酶活性的平
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均变异系数分别为 ４．３％与 ５．０％。在消化酶回
收率上，低温浓缩 －透析 －冻干法制备的粉剂在
胰蛋白酶、糜蛋白酶及淀粉酶的回收率上分别比

硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法所制备粉剂高
３５．２％、１５．３％和３４．８％（Ｐ＜０．０５），低温浓缩 －
透析 －冻干法与硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法制备
的粉剂在３种消化酶回收率的平均变异系数分别
为４．９％与８．３％。２种粗提纯方法制备的粉剂在

总蛋白浓度上无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但在总蛋
白回收率上，低温浓缩 －透析 －冻干法显著高于
硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法（Ｐ＜０．０５）。在２种
方法制备粉剂的化学成分含量的差异上，低温浓

缩 －透析 －冻干法制备的粉剂在粗蛋白质及粗灰
分含量上显著低于硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法
（Ｐ＜０．０５），而２方法制备的粉剂在粗脂肪含量上
无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。

表２　硫酸铵沉淀－透析－冻干法与低温浓缩－透析－冻干法制备鸭空肠液消化酶粉剂的
消化酶活性与回收率、总蛋白浓度与回收率及化学成分含量

Ｔａｂｌｅ２　Ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅ，ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ
ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆｄｕｃｋｊｅｊｕｎａｌｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｓｐｏｗｅｒｕｓｉｎｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４ｄｉａｌｙｓｉｓｆｒｅｅｚｅ

ｄｒｉｅｄｍｅｔｈｏｄｏｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｉａｌｙｓｉｓｆｒｅｅｚｅｄｒｉｅｄｍｅｔｈｏｄ

项目

Ｉｔｅｍｓ

硫酸铵沉淀－透析－冻干法
（ＮＨ４）２ＳＯ４ｄｉａｌｙｓｉｓｆｒｅｅｚｅ

ｄｒｉｅｄｍｅｔｈｏｄ

平均值±标准差
Ｍｅａｎ±ＳＤ

变异系数

ＣＶ／％

低温浓缩－透析－冻干法
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｉａｌｙｓｉｓｆｒｅｅｚｅ

ｄｒｉｅｄｍｅｔｈｏｄ

平均值±标准差
Ｍｅａｎ±ＳＤ

变异系数

ＣＶ／％

Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅ

消化酶活性 Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ／（Ｕ／ｇ）
胰蛋白酶 Ｔｒｙｐｓｉｎ ３０３７．２±１６９．５ ５．６ ３８８４．５±１２３．３ ３．２ ０．０００２
糜蛋白酶 Ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ ５９８．９±３５．４ ５．９ ６７１．５±４１．７ ６．２ ０．０３７９
淀粉酶 Ａｍｙｌａｓｅ ６３４９．７±２２５．２ ３．６ ８５５６．４±２８７．５ ３．４ ＜０．０００１
平均值 Ｍｅａｎ ５．０ ４．３
消化酶回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅ／％
胰蛋白酶 Ｔｒｙｐｓｉｎ ６５．３±４．９ ７．５ ８８．２±３．４ ３．９ ０．０００３
糜蛋白酶 Ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ ５８．１±３．３ ５．７ ６７．０±４．６ ６．９ ０．０１９８
淀粉酶 Ａｍｙｌａｓｅ ５３．３±６．３ １１．８ ７１．８±２．９ ４．０ ０．００１７
平均值 Ｍｅａｎ ８．３ ４．９
总蛋白浓度 Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／ｇ） ２９６．３±１７．５ ５．９ ３０１．６±２２．３ ７．４ ０．１０３２
总蛋白回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ／％ ６５．０±２．５ ３．８ ７３．２±２．９ ３．９ ０．００６２
化学成分含量（干物质基础）Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ（ＤＭｂａｓｉｓ）／％
粗蛋白质 ＣＰ ３８．６±０．３ ０．９ ３５．５±０．９ ２．５ ０．０４５２
粗灰分 Ａｓｈ １８．２±０．５ ３．０ １０．９±０．９ ８．４ ＜０．０００１
粗脂肪 ＥＥ ７．３±０．９ １２．２ ６．７±０．８ １１．７ ０．０７６１

２．２　低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法与硫酸铵
沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法提取鸭肠液酶粉剂的
消化酶活性与回收率、总蛋白浓度与回收率及

化学成分含量的比较

　　在采用低温浓缩 －透析 －冻干法与硫酸铵沉
淀 －透析 －冻干法制备鸭空肠液消化酶粉剂后，
发现粉剂中有明显的油迹，化学成分测定也得出２
种提纯方法获得的粉剂粗脂肪含量在６．６％以上
（表２）。因此，对上述２种方法制备的粉剂采用无
水乙醇脱脂处理，以求降低粉剂中脂肪的含量，提

高消化酶的活性，进一步比较 ２种粗提纯方法的
差异。由表 ３可见，低温浓缩 －透析 －冻干 －脱
脂法制备的粉剂在胰蛋白酶和淀粉酶活性上分别

比硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法所制备粉剂
高７．９％和１１．５％（Ｐ＜０．０５），而糜蛋白酶的活性
差异不显著（Ｐ＞０．０５）。低温浓缩 －透析 －冻
干 －脱脂法与硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法
制备的粉剂在３种消化酶活性的平均变异系数分
别为３．９％与４．２％。在消化酶回收率上，低温浓
缩 －透析 －冻干 －脱脂法制备的粉剂在胰蛋白酶
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和淀粉酶回收率上分别比硫酸铵沉淀 －透析 －冻
干 －脱脂法所制备粉剂高 ４３．９％和 ３９．４％（Ｐ＜
０．０５），而糜蛋白酶活性回收率差异不显著（Ｐ＞
０．０５）。低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法与硫酸
铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法制备的粉剂中３种
消化酶回收率的平均变异系数分别为 ９．０％与
９．９％。２种粗提纯方法制备的粉剂在总蛋白浓度
上无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但在总蛋白回收率

上，低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法显著高于硫
酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法（Ｐ＜０．０５）。在
２种方法制备粉剂的化学成分含量的差异上，低温
浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法制备的粉剂在粗蛋白
质及粗灰分含量上显著低于硫酸铵沉淀 －透析 －
冻干 －脱脂法所制备粉剂（Ｐ＜０．０５），而２种方法
制备的粉剂在粗脂肪含量上无显著性差异（Ｐ＞
０．０５）。

表３　硫酸铵沉淀－透析－冻干－脱脂法与低温浓缩－透析－冻干－脱脂法提取鸭空肠液消化酶粉剂的消化酶活性与
回收率、总蛋白浓度与回收率及化学成分含量的差异

Ｔａｂｌｅ３　Ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅ，ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆｄｕｃｋｊｅｊｕｎａｌｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｓｐｏｗｅｒｕｓｉｎｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４ｄｉａｌｙｓｉｓｆｒｅｅｚｅｄｒｉｅｄｄｅｆａｔ

ｍｅｔｈｏｄｏｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｉａｌｙｓｉｓｆｒｅｅｚｅｄｒｉｅｄｄｅｆａｔｍｅｔｈｏｄ

项目

Ｉｔｅｍｓ

硫酸铵沉淀－透析－
冻干－脱脂法

（ＮＨ４）２ＳＯ４ｄｉａｌｙｓｉｓｆｒｅｅｚｅ
ｄｒｉｅｄｄｅｆａｔｍｅｔｈｏｄ

平均值±标准差
Ｍｅａｎ±ＳＤ

变异系数

ＣＶ／％

低温浓缩－透析－
冻干－脱脂法

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｉａｌｙｓｉｓｆｒｅｅｚｅ
ｄｒｉｅｄｄｅｆａｔｍｅｔｈｏｄ

平均值±标准差
Ｍｅａｎ±ＳＤ

变异系数

ＣＶ／％

Ｐ值
Ｐｖａｌｕｅ

消化酶活性 Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ／（Ｕ／ｇ）
胰蛋白酶 Ｔｒｙｐｓｉｎ ４１０７．２±１３６．０ ３．３ ４４３２．０±１０３．５ ２．３ ０．００９０
糜蛋白酶 Ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ ７９６．０±５５．２ ６．９ ８３９．５±４７．２ ５．６ ０．２７６０
淀粉酶 Ａｍｙｌａｓｅ ８５８４．３±２０６．２ ２．４ ９５７２．５±３６２．５ ３．８ ０．００３２
平均值 Ｍｅａｎ ４．２ ３．９
消化酶回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅ／％
胰蛋白酶 Ｔｒｙｐｓｉｎ ５６．４±６．１ １０．７ ８１．１±４．９ ６．０ ０．０００７
糜蛋白酶 Ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ ５０．８±５．０ ９．９ ６０．０±７．２ １２．０ ０．０８２４
淀粉酶 Ａｍｙｌａｓｅ ４５．３±４．１ ９．１ ６３．２±５．６ ８．９ ０．００２２
平均值 Ｍｅａｎ ９．９ ９．０
总蛋白浓度 Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／ｇ） ３８３．０±３０．５ ８．０ ３４５．６±１９．５ ５．６ ０．１１１７
总蛋白回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ／％ ５２．８±２．０ ３．８ ６７．３±３．４ ５．１ ０．００８５
化学成分含量（干物质基础）Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ（ＤＭｂａｓｉｓ）／％
粗蛋白质 ＣＰ ４２．４±０．４ ０．８ ３８．８±０．４ １．１ ＜０．０００１
粗灰分 Ａｓｈ ２２．４±０．８ ３．７ １２．２±０．７ ５．７ ＜０．０００１
粗脂肪 ＥＥ ２．９±０．４ １４．１ ３．２±０．３ １０．３ ０．０６７３

３　讨　论
　　在蛋白质纯化中，一般采用一定浓度的硫酸
铵溶液沉淀目的蛋白质，然后通过透析去除硫酸

铵及小分子物质后，干燥得到目的蛋白质的初级

提取物。该方法通过沉淀目的蛋白质可以快速地

去除溶液中的水分及其他物质。然而，该方法是

通过降低蛋白质的溶解度而沉淀蛋白质，其水溶

液中仍有一部分溶解的目的蛋白质被丢弃。特别

是在肠液消化酶的纯化中，淀粉酶、胰蛋白酶、糜

蛋白酶的等电点分别处于 ４．５～４．６［１５］、１０．１～
１０．５［７，１６］、８．１～８．６［７，１６］，采用中性硫酸铵溶液沉
淀酶蛋白时，溶液的 ｐＨ并不处于各消化酶的等电
点，这导致水溶液中目的蛋白质的浓度并不是最

低值。因此，采用硫酸铵沉淀酶蛋白需要着重考

虑回收率能否接受。
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　　低温浓缩是对冷冻的样品在低温低压条件
下，从冻结状态不经过液态直接升华，达到去除部

分水分的目的，然后通过透析去除小分子物质后，

干燥得到蛋白质的初级提取物。该方法只有在透

析过程中去除了低分子质量的物质，而目的蛋白

质被留在透析袋中，因此，该方法回收率较为理

想，但是低温浓缩过程消耗时间比较长。本试验

在硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法与低温浓缩
－透析 －冻干 －脱脂法制备鸭空肠液消化酶粉剂
的过程中，在脱脂前处理的差异上，低温浓缩 －透
析 －冻干法制备的鸭空肠液消化酶粉剂在３种消
化酶粉剂的活性与回收率上均显著高于硫酸铵沉

淀 －透析 －冻干法。这一结果与硫酸铵在沉淀酶
蛋白时，仍有部分酶蛋白溶解在溶液中的现象相

对应。硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法制备的鸭空肠
液消化酶粉剂在粗灰分与粗蛋白质的含量上显著

高于低温浓缩 －透析 －冻干法，而两者总蛋白浓
度接近，这表明，硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法制备
的粉剂可能存在硫酸铵的残留。同时，２种方法获
得的粉剂在粗灰分的含量上都很高（１０％以上），
这可能是由于透析中无机小分子物质去除不理

想。脱脂处理后，硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱
脂法与低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法制备粉剂
的消化酶活性比脱脂前分别平均提高了 ３４％和
１７％。这一方面与粉剂中脂肪含量的降低有关；
另一方面，由于粉剂中脂肪含量的降低，使得消化

酶的水溶性更好，降低了脂肪对消化酶与底物接

触的干扰。脱脂后，２种方法的消化酶回收率均有
下降，这说明脱脂过程对消化酶可能有部分破坏

作用。在鸭空肠液消化酶提取过程中，低温浓缩

－透析 －冻干 －脱脂法制备的粉剂在消化酶活性
与回收率均比硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法
高，且变异系数比硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱
脂法低。因此，低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法
在制备鸭空肠液消化酶粉剂的效率上优于硫酸铵

沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法。然而，在粗提纯消
化酶粉剂的杂质含量上，硫酸铵沉淀 －透析 －冻
干 －脱脂法与低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法中
总蛋白浓度占有机物的比例为分别为 ４９％与
３９％，这也表明硫酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂
法分离酶蛋白与其他有机物的效果比低温浓缩 －
透析 －冻干 －脱脂法好。在进一步的纯化过程
中，如粗提纯消化酶粉剂的无机物能被分离，则硫

酸铵沉淀 －透析 －冻干 －脱脂法获得的酶蛋白的
纯度及活性将高于低温浓缩 －透析 －冻干 －脱
脂法。

４　结　论
　　① 低温浓缩 －透析 －冻干法制备的消化酶粉
剂中，淀粉酶、胰蛋白酶、糜蛋白酶的活性与回收

率均显著高于硫酸铵沉淀 －透析 －冻干法。
　　② 低温浓缩 －透析 －冻干 －脱脂法在淀粉
酶、胰蛋白酶活性与回收率均显著高于硫酸铵沉

淀 －透析 －冻干 －脱脂法，而在糜蛋白酶的活性
与回收率上２种方法间差异不显著。
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