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　　　阿魏酸酯酶在体外模拟猪

胃肠道中的稳定性
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摘要：　模拟了胃（肠）液中ｐＨ值、蛋白酶、进食量和微量金属离子等对阿魏酸酯酶（ＦＡＥ）酶活稳定性的影

响．结果表明：模拟胃液环境对阿魏酸酯酶酶活影响显著，模拟肠液环境对阿魏酸酯酶稳定性影响较小；蛋白

酶酶活的增加不利于阿魏酸酯酶稳定性，但影响不显著；混合金属离子对阿魏酸酯酶稳定性影响不显著；进食

量增加可以保护阿魏酸酯酶通过胃液环境，进入小肠发挥作用．在模拟胃液中，阿魏酸酯酶的酶活迅速降低，１

ｈ时，酶活为２５％左右，调整为小肠环境时，对阿魏酸酯酶有瞬时激活作用；５ｈ时，酶活为３０％左右；胃肠道

ｐＨ值是影响阿魏酸酯酶酶活的主要因素，胃蛋白酶、肠道中的金属离子对阿魏酸酯酶酶活影响较小，进食量

对肠道中阿魏酸酯酶有保护作用，模拟肠液对经过模拟胃液处理的阿魏酸酯酶有瞬时激活作用．
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　　阿魏酸酯酶（ＥＣ１．１．７３，ｆｅｒｕｌｏｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ，ＦＡＥ）是降解木质纤维的关键酶之一．研究表明，单一的

ＦＡＥ作用木质纤维时，效果并不明显，只有当ＦＡＥ与其他木质纤维降解酶协同作用，才能显著提高细

胞壁的降解效率［１?３］．在饲料工业中，利用阿魏酸酯酶和半纤维素酶处理植物性的原材料，可以水解木质

纤维中半纤维素之间，以及半纤维素与木质素之间的阿魏酸酯键，释放阿魏酸和低聚木糖，同时，提高饲

料的利用效率［４?６］．作为饲用酶制剂不仅要在饲料加工和发酵过程中保持活性，还需经受肠道环境，才能

与内源性消化酶共同作用消化食糜，从而降低肠道粘性，降解抗营养因子，促进营养物质的消化吸

收［７?８］．目前，尚未见ＦＡＥ在动物胃肠道中的稳定性研究．本文从ｐＨ值、金属离子、蛋白酶和进食量等

胃肠道环境对ＦＡＥ酶活力的影响，探讨畜禽消化道对ＦＡＥ的影响．

１　材料与方法

１．１　试验材料

胃蛋白酶（美国Ｓｉｇｍａ试剂公司，优级纯，货号为Ｐ７０００，酶活力为３８８４１．１ｎｋａｔ·ｍｇ
－１）；胰蛋白

酶（美国Ｓｉｇｍａ试剂公司，优级纯，货号为９３６１４，酶活力为１６６８６６．７ｎｋａｔ·ｍｇ
－１）；ＵＶ?６１００型紫外可

见光分光光度计（上海美谱达仪器有限公司）；透析袋（ＭＷＣＯ３５００，上海通善生物科技有限公司）．

１．２　犉犃犈粗酶液的制备

菌种：黑曲霉，实验室自行筛选并保藏．种子培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基，于３７℃，

２００ｒ·ｍｉｎ－１下培养２ｄ．固态发酵培养基：麸皮与次粉（质量比为１∶１）混合物为３９．３０％，硫酸镁为

０．０６％，硫酸铵为２．４４％，水为５８．２０％．采用白瓷盘固体发酵，３３℃培养６ｄ．粗酶液的制备：发酵结束

后，在固体发酵料中，加入８倍体积的蒸馏水，于３３℃，１８０ｒ·ｍｉｎ－１下抽提２．５ｈ，用８层纱布过滤，滤

液再经超滤浓缩．

１．３　犉犃犈酶活的测定方法

ＦＡＥ酶活的测定方法参照文献［９１０］建立的分光光度计法．

１．４　模拟胃（肠）液的配制

根据美国药典中模拟胃（肠）液进行配制［１１］．模拟胃液：ＮａＣｌ２．０ｇ，胃蛋白酶３．２ｇ，浓盐酸７ｍＬ，

双蒸水定容于１０００ｍＬ，ｐＨ值约为３．０．模拟肠液：将６．８ｇ的ＫＨ２ＰＯ４ 溶于２５０ｍＬ双蒸水，振荡，完

全溶解后加１９０ｍＬ，０．２ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ和４００ｍＬ的双蒸水；然后，加入胰蛋白酶１０．０ｇ，混匀，用

０．２ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ调节ｐＨ值到７．０．

２　结果与分析

２．１　犉犃犈在模拟胃（肠）液中的稳定性

在猪肠道中影响饲用酶制剂稳定性的主要因素为胃肠的ｐＨ值和蛋白酶类．实验测得酶化发酵饲

料中纤维素占干质量的质量分数大于１７％．因此，选择胃中进食时，ｐＨ＝３．０；空腹时，ｐＨ＝１．２，排空时

间１ｈ；小肠ｐＨ＝７．０，排空时间４ｈ．与ＦＡＥ最稳定ｐＨ值（ｐＨ＝６．０）中ＦＡＥ酶活变化做对比，研究

ＦＡＥ在胃肠道中稳定性．

２．２　消化时间对犉犃犈稳定性的影响

在装有５ｍＬ模拟胃（肠）液的透析袋中，加入５ｍＬＦＡＥ浓缩液，调整ｐＨ值为３．０（或７．０）．然后，

将透析袋置于不含蛋白酶的模拟胃（肠）液中，在３７℃下，保温４ｈ，间隔一定时间取样０．１ｍＬ，迅速滴

入０．９ｍＬ，ｐＨ值为６．０的柠檬酸缓冲溶液中，于５０℃水浴锅中保温５ｍｉｎ．再次，加入２ｍＬ，５０℃保

温５ｍｉｎ的２００μｍｏｌ阿魏酸甲酯（ＭＦＡ），于５０℃反应１０ｍｉｎ．最后，加入３ｍＬ体积分数为１０％的冰

醋酸灭酶，振荡混匀，参照文献［９１０］检测ＦＡＥ酶活，每次取样测３次酶活，取平均值，每组重复３次．

ＦＡＥ在模拟胃（肠）液中酶活（犃ｒ）随时间的变化，如图１所示．由图１可知：反应之初，酶活下降迅
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速；反应１ｈ后，模拟胃液中的酶活余２０％左右；反应４ｈ时后，ＦＡＥ几乎全部失活；而模拟肠液反应４

ｈ后，ＦＡＥ仍具有７０％左右的酶活．由此可知，模拟胃液对ＦＡＥ酶活影响显著，模拟肠液对ＦＡＥ稳定

性影响较小．

２．３　狆犎值对犉犃犈稳定性的影响

猪肠胃中的ｐＨ值在不同的进食量和进食的不同阶段会发生规律性波动．进食时，ｐＨ＝３．０；从进

食到胃排空期间，ｐＨ＞３；当胃中食糜排空后，ｐＨ值降到３以下
［１２］．因为胃的排空时间随食糜中纤维素

和水的质量分数的不同而发生变化［１２］．配制不加蛋白酶的模拟胃（肠）液，分别用盐酸或氢氧化钠调节

ｐＨ值为１．２，３．０，６．０，７．０，取５ｍＬ于透析袋中，将透析袋置于不含蛋白酶的模拟胃（肠）液中，再加入

５ｍＬＦＡＥ浓缩液，于３７℃下保温４ｈ．间隔一定时间取样，参照文献［９１０］检测ＦＡＥ酶活，每次取样

测３次酶活，取平均值，每组重复３次．

不加胃蛋白酶的模拟胃（肠）液时，ｐＨ 值对ＦＡＥ稳定性的影响，如图２所示．由图２可知：在４ｈ

时，ＦＡＥ在ｐＨ值为６．０，７．０的环境中，能维持８０％以上的活性；在ｐＨ值为１．２，３．０的环境中，前３０

ｍｉｎ，酶活分别降到５％，３０％，之后下降缓慢；在ｐＨ值为１．２的环境中，保持１ｈ，ＦＡＥ全部失活；在ｐＨ

值为３．０的环境中，还有２５％的活性．由此可知，小肠的ｐＨ值为７．０时，对ＦＡＥ的稳定性影响较小，而

胃的酸性ｐＨ值对酶活的影响剧烈．

　　　图１　消化时间对ＦＡＥ稳定性的影响 图２　ｐＨ值对ＦＡＥ稳定性的影响　　　

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｇｅｓｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＡＥ　　　　Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＡＥ

２．４　蛋白酶量对犉犃犈稳定性的影响

分别取５ｍＬ含０．５，１．０和２．０倍胃蛋白酶量（或胰蛋白酶量）的模拟胃（肠）液于透析袋中，分别

加入５ｍＬＦＡＥ浓缩液，调整ｐＨ值为３．０（或７．０）．将透析袋置于不含蛋白酶的模拟胃（肠）液中，于３７

℃下保温４ｈ．间隔一定时间取样，参照文献［９１０］检测ＦＡＥ酶活，每次取样测３次酶活，取平均值，每

组重复３次．

蛋白酶浓度为模拟胃（肠）液中蛋白浓度的０．５，１．０，２．０倍，ＦＡＥ的稳定性，如图３所示．由图３可

知：随着蛋白酶浓度的增加，ＦＡＥ酶活的降低速度和残余酶活力随胃蛋白酶浓度的增加而缓慢降低．由

此可知，胃蛋白酶酶量和胰蛋白酶酶量增加不利于ＦＡＥ的稳定性．

２．５　胃肠中混合金属离子对犉犃犈稳定性的影响

参照文献［１３］模拟胃肠中的金属离子浓度．取５ｍＬ含混合金属离子（２ｍｍｏｌ·Ｌ－１的Ｃａ２＋，０．０１

ｍｍｏｌ·Ｌ－１的Ｃｕ２＋，Ｚｎ２＋，Ｍｎ２＋，Ｆｅ２＋）的模拟胃（肠）液于透析袋中，分别加入５ｍＬＦＡＥ浓缩液，调整

ｐＨ值为３．０（或７．０）．将透析袋置于含混合金属离子，不含蛋白酶的模拟胃（肠）液中，３７℃下保温４ｈ．

间隔一定时间取样，参照文献［９１０］检测ＦＡＥ酶活，每次取样测３次酶活，取平均值，每组重复３次．

杨道秀［１４］报导Ｆｅ２＋，Ｃｕ２＋，Ｚｎ２＋，Ｃａ２＋，Ｍｎ２＋等金属离子对ＦＡＥ酶活有抑制作用．根据肠胃中存

在的金属离子种类和浓度，检测模拟胃（肠）液中 Ｃａ２＋，Ｃｕ２＋，Ｚｎ２＋，Ｍｎ２＋和Ｆｅ２＋对ＦＡＥ酶活的影

响［１３］，如图４所示．由图４可知：添加了金属离子的模拟胃（肠）液中ＦＡＥ的残余酶活力和无添加金属

离子的胃（肠）液的残余酶活力相似．这可能是ＦＡＥ浓缩液中含有其他的蛋白质或酶，减弱了金属离子

对ＦＡＥ酶活的影响．

２．６　进食量对犉犃犈稳定性的影响

分别将２０ｇ质量比分别为２∶４∶４，４∶３∶３，５．０∶２．５∶２．５，６∶２∶２，８∶１∶１的酶化发酵饲料、
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图３　胃蛋白酶和胰蛋白酶对ＦＡＥ稳定性影响　　　　　　图４　金属离子对ＦＡＥ稳定性的影响

　　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｅｐｓｉｎａｎｄｔｒｙｐｓｉｎｏｎ Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＡＥ

ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＡＥ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

模拟胃（肠）液和ＦＡＥ浓缩液混合物放置于锥形瓶之中，在３７℃，５０ｒ·ｍｉｎ－１下振荡４ｈ．间隔一定时

间取样，参照文献［９１０］检测ＦＡＥ酶活，每次取样测３次酶活，取平均值，每组重复３次．

进食量与液体（或肠液）的质量比分别为２∶８，４∶６，５∶５，６∶４，８∶２时，ＦＡＥ在模拟胃（肠）液中

残余酶活力随时间的变化，如图５所示．胃肠中食糜的质量分数对食糜的排空时间、胃肠ｐＨ值的下降

速率，以及胃液、肠液与食糜中外源性酶的接触有一定影响．由图５可知：随着进食量的增加，在模拟胃

环境中反应０，２，４ｈ后，ＦＡＥ的相对酶活力也明显提高；在进食量与胃液的质量比为８∶２时，２ｈ后，

ＦＡＥ相对酶活力为７０％，４ｈ后，仍有６０％左右．由图５还可知：随着进食量的增加，在模拟小肠环境中

反应０，２，４ｈ后，ＦＡＥ的相对酶活力相应地提高，但相对酶活力在７０％以上；当进食量与胃液质量比为

８∶２时，４ｈ后，ＦＡＥ相对酶活力为８５％以上．

２．７　模拟胃（肠）液连续作用对犉犃犈的影响

取５ｍＬ模拟胃液于透析袋中，加入５ｍＬＦＡＥ浓缩液，调整ｐＨ值为３．０，３７℃下，保温１ｈ，然后，

将模拟反应液调节ｐＨ值至７．０，加入１０ｍＬ模拟肠液，３７℃再保温４ｈ．间隔一定时间取样，参照文献

［９１０］检测ＦＡＥ酶活，每次取样测３次酶活，取平均值，每组重复３次．

胃和肠是串联系统，部分蛋白酶从胃的酸性环境转入小肠的中性环境中，酶活有一定的恢复［１３］．将

ＦＡＥ在模拟胃液中保温１ｈ，再加入模拟肠液，保温４ｈ，检测ＦＡＥ酶活变化，如图６所示．由图６可知：

在模拟胃液中，ＦＡＥ的酶活随时间而减少，在１ｈ时，酶活为２５％左右；加入模拟肠液，并调节ｐＨ值至

７．０，ＦＡＥ的酶活有一定恢复；随着在模拟肠液中的反应，ＦＡＥ的酶活继续降低，５ｈ时，酶活约为３０％．

　　　　图５　进食量对ＦＡＥ稳定性的影响　　　　　　　图６　模拟胃（肠）液连续作用对ＦＡＥ的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＡＥ Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｎｄ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｇａｓｔｒｉｃｆｌｕｉｄｓｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓａｃｔｉｏｎｏｎＦＡＥ

３　讨论

孙建义等［１３］通过研究在体外模拟动物肠胃条件下β?葡聚糖酶稳定性发现，酶活的降低主要是由低

ｐＨ值引起的，胃蛋白酶对酶活性无显著影响，且β?葡聚糖酶在胃内的活性较低，但能在小肠中恢复部

分酶活，这与文中的研究结果相似．但孙建义等
［１３］发现在模拟胃条件下，金属离子混合液对酶活有促进
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作用，而在模拟小肠条件下，金属离子混合液对酶活有抑制作用，这与文中的研究结果有差别．

文中研究表明：随着进食量的增加，ＦＡＥ的相对酶活力也相应提高．其原因可能是加大进食量有利

于保护ＦＡＥ通过胃液的酸性环境．此外，肠液中的中性环境，对经过胃液的ＦＡＥ有短暂的激活作用．与

Ｍｏｒｇａｖｉ等
［１５］研究发现糖苷酶、纤维素酶和木聚糖酶在胃蛋白酶和酸性（ｐＨ＝３．０）条件下会部分失活，

在胰蛋白酶溶液和中性（ｐＨ＝７．０）条件下，呈现瞬时增加的现象相吻合．

胃肠道ｐＨ值是影响ＦＡＥ酶活的主要因素，胃蛋白酶、肠道中的金属离子对ＦＡＥ酶活影响较小，

进食量增加对肠道中ＦＡＥ有保护作用，模拟肠液对经过模拟胃液处理的ＦＡＥ有一定激活作用．因此，

ＦＡＥ作为饲用酶制剂在饲料中应用时，一方面，可以考虑加大三元猪的采食量，减少ＦＡＥ酶活在胃液

低ｐＨ中的损失；另一方面，将ＦＡＥ应用于胃酸分泌量不多（ｐＨ为４．０左右）的断奶仔猪的饲喂，推断

ＦＡＥ在断奶仔猪肠胃中的酶活稳定性应更好．
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３６６第５期　　　　　　　　　　　　梅胜，等：阿魏酸酯酶在体外模拟猪胃肠道中的稳定性


