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摘) 要：本文探讨了用鱼粉和豆粕制备活性肽的适宜条件，并以胃蛋白酶和胰蛋白酶分别水解鱼粉和豆粕制得的

& 种活性肽为氮源、可溶性碳水化合物为能源，采用体外法研究了不同来源的肽氮对瘤胃细菌和原虫生长的影响以

及对瘤胃中蛋白酶和纤维酶活性的影响。结果表明，胃蛋白酶和胰蛋白酶分别水解鱼粉和豆粕制备活性肽的最适

条件为：温度 *-.，时间 !" /，01 分别为 ! 和 -。来源于动物性饲料的混合肽对促进瘤胃微生物生长优于来源于植

物性饲料的混合肽；分子量小于 * """ 2 的鱼粉肽和豆粕肽对瘤胃细菌和原虫的生长有促进作用，能提高瘤胃中蛋

白酶活性，而对纤维酶活性无作用。
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) ) 近年来，人们研究发现由蛋白酶解所产生的小

肽片段除了具有营养作用以外，还具有一些特殊的

生理作用。最早人们是从研究乳酪蛋白中分离出的

阿片活性肽开始的。科学家进行了大量免疫活性肽

方面的研究，具有不同生物学功能的免疫活性肽相

继被报道，如抗血栓转化酶抑制肽、酪蛋白磷酸肽、

抗菌肽等［$ C *］。活性肽广泛存在于生物体的各个组

织器官、动物性饲料、植物性饲料和牛乳中。活性肽

的生产方法主要有：分离提取法、蛋白质水解法、化

学合成法、基因重组法和酶解法。目前，酶解法由于

具有许多优点而被广泛应用于实际生产。国内外关

于从饲料中提取活性肽工艺的报道较少。为此，本

试验以动物性饲料鱼粉和植物性饲料豆粕为原料，

分别用胰蛋白酶和胃蛋白酶水解提取具有免疫作用

的活性肽；并探讨分子量为* """ 2 以下的豆粕肽和

鱼粉肽对瘤胃微生物生长规律的影响，为今后开发

和利用饲料源活性肽提供理论依据。

!" 材料与方法

!# !" 提取步骤

原料：豆粕（山东）、鱼粉（秘鲁）

试剂：胃蛋白酶，胰蛋白酶（ 北京华美生物公

司，活性 !" # $%%）

仪器与设备：水浴锅；&’# 强酸型阳离子交换

柱；超滤器（ 北京旭日仪器厂）；核(蛋检测仪（ 南京

大学制造）；记录仪；紫外分光光度计（)*!+%）

（!）测蛋白含量：首先测试所用豆粕和鱼粉的

氨基 酸（,,）和 粗 蛋 白 质（-.）含 量。分 别 称 取

! %%% / 鱼粉和 ! %%% / 豆粕各 # 份，分别放入 # 个

桶中，每桶加去离子水 & 0；浸泡，不断搅拌，过夜。

然后取出 !% 10 溶液，测蛋白浓度。

（#）加消化酶：用 # 123 4 0 5-3 调整鱼粉和豆粕

的 65 达到 # 时，分别加入 !% / 胃蛋白酶（67689:）

和 !% / 胰蛋白酶（ ;<=689:），充分搅拌。

（’）酶解：将加入消化酶的鱼粉和豆粕溶液放

入 ’&>的水浴锅中，消化 #% ?，其间不断搅拌，使其

充分酶解。

（@）去残渣：取 出 消 化 液，#% %%% < 4 19: 离 心

#% 19:，弃去残渣，保留上清液。

超滤：将上清液过中空纤维超滤器，截留分子量

为 ’ %%% A 以下的小分子，接收滤液。

过阳离子交换柱：将滤液通过阳离子交换柱

（&’# 柱），然后，用去离子水充分洗脱柱子，再用

# 123 4 0 B5’·5#C 洗脱。
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（#）冻干：将洗脱得到的肽真空条件下浓缩、冻

干。制得胃蛋白酶处理鱼粉肽（$%鱼肽）、胰蛋白酶

处理鱼粉肽（&%鱼肽）、胃蛋白酶处理豆粕肽（$%豆
肽）和胰蛋白酶处理豆粕肽（&%豆肽）" 种肽作为试

验材料。

!" #$ 测定指标和方法

’( )( ’! 豆粕、鱼粉 *$ 的测定：用常规的凯氏定氮

法测定。

’( )( )! +, 的测定：用 )# 型酸度计（上海第二分析

仪器厂，甘汞电极）测定。

’( )( -! 肽的测定：样品肽氮含量 . 样品酸解后总氨

基酸氮含量 / 样品酸解前总游离氨基酸氮含量。

（’）总氨基酸（&00）的测定：将经预处理的清

亮肽液直接置于 1 234 5 6 ,*4 中水解 )) 7，然后减

压蒸干，用 8( 8) 234 5 6 ,*9 重新溶解定容后用日立

:-# 型氨基酸自动分析仪测定总氨基酸。

（)）酶 解 前 后 测 蛋 白 的 公 式：蛋 白 浓 度 比 .
0)8# 5（); < ’)8（0):8 5 0)8#））

（-）水解度（=,）的测定公式：=, . 0> 5 &>
0>：水解物中的氨基氮；&>：整个底物的总氮

量

’( )( "! 蛋白酶解率（?）. 酶解前后蛋白浓度差 5
酶解前蛋白浓度 @ ’88
’( )( #! 超滤柱的处理：首先用 "? ,*4 洗涤，再用

蒸馏水洗涤，最后用 "? >AB, 洗，如此反复三次即

可。

’( )( 1! 阳离子交换剂的预处理：用之前，用 ’8?
>A*4 溶液浸泡过夜，然后装柱即可。

’( )( ;! 阳离子交换柱的处理：首先用 "? ,*4 洗

涤，再用蒸馏水洗涤，最后用 "? >AB, 洗，如此反

复 - 次即可。

!" %$ 试验动物及日粮

选取 # 只体况良好，体重（"8 C )）DE 的内蒙古

半细毛羯羊，安装永久性瘤胃瘘管。试验羊日粮配

制参照中国美利奴羊饲养标准，即能量维持需要

（F ）为 "#8 DG 5 DEH8( ;#；蛋 白 质 维 持 需 要 为

-#8 2E > 5 DE H8( ;#。每日代谢能供给量为 ’( ) F，蛋

白质为 ’( :# F。基础日粮组成和营养水平见表 ’。

精粗比为 "I 1。试验羊单笼饲养，每日于 ;：88 和

’1：88 饲喂。

!" &$ 体外试验设计：

采用单因子设计。用 $%鱼肽、&%鱼肽、$%豆肽、

表 !$ 试验羊基础日粮的组成与营养水平（风干基础）

!"#$% &’ ()*+),-.-)/ "/0 /1.2-%/. $%3%$, )4 #","$ 0-%.,
（"-25026 #",-,，7）

项目 8.%*, 含量 ()/.%/.
原料 8/92%0-%/.,
玉米 ()2/ :;< =
豆粕 >)6#%"/ *%"$ ?< @
石粉 A-*%,.)/% B< =
骨粉 C)/% *%"$ B< =
食盐 D"($ B< @
预混料 E2%*-F B< G
青干草 H"6 ;:< @
合计 !)."$ &BB< B
营养水平 D1.2-%/. $%3%$,
干物质 IJ K?< K
代谢能 JL（JM N O9） K< &
粗蛋白质 (E &B< K
瘤胃降解蛋白 PIE N (E ;;< =
钙 (" B< K
磷 E B< =

’ ’ 预混料含 !Q% +2%*-F +2)3-0%0 4)$$)R-/9 4)2 " S9 )4 0-%.：T%>U=

·VH:U G& :BB *9；(1>U= · @H:U & @BB *9；W/>U= · VH:U
&V @BB *9；J/>U=·@H:U V KBB *9；碘钙粉 含 &7 O8（+)R0%2 )4 8
"/0 ("，X)/."-/-/9 )4 &7 O8 ） &V BBB *9；D":>%UG =< G *9；

()($:·;H:U & BGB *9；YZ @= BBB BBB 8[；YIG &B KBB BBB 8[；YL $
KBB 8[；YOG G@ 9；YC& : 9；YC: &@ 9；YC&: B< BG 9；YC@ G@ 9；泛酸钙

("$X-1* +"/.).Q%/".% :@ 9；叶酸 T)$-X "X-0 B< @ 9；抗氧化剂 Z/.-)F-5
0"/. B< : 9\

和 !5豆肽 = 种肽作为试验材料。对每种肽设计 G
个肽氮添加水平，分别为 B< &==、&= 和 &; 9 N A 培养

液；各肽氮添加处理组（试验组）均设 & 组仅添加游

离氨基酸作为对照组。对照组添加的游离氨基酸在

组成和数量上与肽氮添加处理组游离氨基酸（ 即肽

所含游离氨基酸，不包括肽结合氨基酸）完全相同，

各肽氮或游离氨基酸氮添加处理均按淀粉] 氨基氮

为 =< @] & 的比例添加淀粉作为能源。采样时间点

为培养后 B、:、=、;、K、&B 和 &: Q。在不同来源的肽对

培养液中纤维分解酶活性的影响试验中，在 &= 9 N A
的肽氮添加水平下设肽组、游离氨基酸组（TZZ 组）

和对照组（DH=($）。

&< =< &’ 人工瘤胃设计

人工瘤胃系自行设计。温度控制和蠕动模拟借

助恒温水浴摇床，其水浴温度和振荡速率可调；玻

璃培养瓶容积约 &@B *A，其上安装有带塑料管的橡

皮塞用于密封培养瓶；塑料管上带有可打开和关闭

的塑料三通以保证厌氧发酵环境；塑料三通与玻璃

注射器（可计量容积为 GB *A）相连。注射器在每

次使用之前须洗净、烘干，然后用少量液体石蜡涂在

-#)
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活塞筒的四周，以防漏气，而且可尽量减少气体产生

过程中活塞向上移动的阻力。

!" #" $% 缓冲液的配备

缓冲 试 剂 和 常 量 元 素 溶 液（ & 液 ）：称 取

’$()*# · +($* +,$- ./ 01、’($)*# $2$ 01、

（3(#）$4*# #,5 01、367/ $55 01、814*# · 9($*
!55 01 和 36$7*+ # 555 01。将上述试剂混和后加

入蒸馏水定容至 ! 555 0:。持续通入 7*$ 直到溶

液清亮为止，该溶液在使用前 ! 天配制待用。

);<==>1? 微 量 元 素 溶 液（ @ 液）：准 确 称 取

36$ ABC& .55 01、D<4*# ·9($* $55 01、8=7/$ ·

#($* $55 01、E=4*# ·9($* !5 01、(+@*+ +5 01、

7F7/$·G($* $5 01、7H7/$ · $($* / 01、3>7/$ ·

G($* $ 01 和 368F*# + 01。将上述试剂混和后加

蒸馏水定容至 ! 555 0:。盖严瓶口，置于冰箱备用。

还原剂溶液（7 液）：称取 $. 1 36$4·2($* 置

于 !55 0: 容量瓶中，加 ,5 0: 蒸馏水溶解后定容

至 !55 0:，盖严瓶口，置于冰箱备用。

缓冲液配制：准确量取 2,, 0: & 液、!5 0: @
液，并于培养前 ! I 加入 $ 0: 7 液，充分混合，然后

将其分装于培养瓶内（ 每个瓶加 #5 0:），持续通入

7*$ 气体直至澄清，盖上安装有塑料三通的橡皮塞，

置于恒温水浴中预热 +2J待用。

瘤胃液的采集和培养液的配制：在晨饲（G：55）

$ I 后，从 . 只绵羊瘤胃内上下左右不同位点采集

足量瘤胃液，灌入经预热达 +2J并通有 7*$ 的保温

瓶中，灌满后立即盖严瓶口，迅速带回实验室，经 #
层纱布过滤后持续充入 7*$ 气体 . 0>=，按瘤胃液：

缓冲液为 !K $ 的比例充分混和后，配制成培养液，

并快速分装至每个培养瓶。将培养瓶和注射器连接

好，打开振荡开关，开始培养。

菌体蛋白的测定：凯氏定氮法。

原虫的计数：采瘤胃液 !. 0:，用双层纱布滤去

大块残 渣，再 取 滤 液 ! 0:，加 入 8D4 液 # 0:
（8D4：+.L的福尔玛林 !55 0:，367/ ," 5 1，甲基绿

5" G 1 和蒸馏水 255 0:）混匀进行染色半小时，用吸

管（管口大于 !" 5 0:）将混匀的样品稀释液连续不

断地充满血球计数室，盖上盖玻片，在光学显微镜下

镜检。每个样品取 !5 个视眼。每个视眼取 !5 个方

格，最后取平均数。

计算方法：原虫数 M 0: N O M 4 P B P$ P! 555
O：所观察的所有方格中原虫的总数；4：计数的

方格数；B：稀释倍数

瘤胃蛋白酶活性的测定：取 $ 0: 磷酸缓冲液

（Q( 9" G，含 !L 的酪蛋白），+9J 预温 . 0>=，加入

5" ! 0: 离心的瘤胃上清液（空白管加入 5" ! 0: 的

生理 盐 水 ），+9J 水 浴 平 衡 !5 0>=，立 即 加 入

$ 0: !5L 的 三 氯 乙 酸 终 止 反 应，离 心 $5 0>=
（# .55 R M 0>=），取上清液于 $9. =0 下测定酪氨酸

的吸光度 &S（空白记为 &5）。

酶液中羧基甲基纤维素酶（ T6RUFSV0<WIV/ T</X
/H/6?< ，7876?<）活性的测定：参考 YRF/<6H 等［#］推

荐的程序。

7876?< 活性的计算：7876?< 活性表示为，以

BX葡萄糖（Y）为标准，每 1 干物质每 0>= 释放葡萄

糖的 !0F/ 数，单位为 !0F/ M（1·0>=）。

!" 结" 果

!# $" 豆粕、鱼粉的 %%、&’ 的测定

试验中所用鱼粉的 $% 含量为 &"’，总氨基酸

（())）含量为 *"+ #&* ,- . "// ,-01；豆粕的 $% 含

量 为 *&+ 23’， 总 氨 基 酸 （ ()) ） 含 量 为

*/+ 44/ ,- . "// ,-01。

!# !" 酶解前后鱼粉、豆粕的酶解率

测定结果见表 3。由表 3 可知，酶解后，蛋白酶

解率分别为 (5豆肽：2&+ 62’；%5鱼肽：27’；%5豆肽：

&/’；(5鱼肽：27’。蛋白酶解率越高，则原有蛋白

质分子的剩余量越少，水解越彻底。郭本恒［2］报

道，原有蛋白质分子的剩余量是衡量水解产品是否

达到产品要求的较重要的指标。本试验中，用 895
"6/ 紫外分光光度计测蛋白质浓度，考虑到机器性

能的限制，认为所测的酶解率已很高。

由表 4 结果可知，酶解后水解度（): . (:）分别

为：%5豆 肽：7/+ &#’；%5鱼 肽：24+ 77’；(5豆 肽：

*"+ 26’；(5鱼肽：22+ /#’。郭本恒［2］和郭清泉［&］认

为，): . (: 大于 2/’，属于高水解度。): . (: 越

高，水 解 越 充 分。 本 试 验 中，只 有 (5豆 肽 组

（*"+ 26’）小于 2/’，其他三组均大于 2/’。

由表 * 可知，最后得到的肽混合物的氨基酸组成

%5豆肽的总氨基酸（())）、游离氨基酸（;))）和肽结

合氨基酸（%))）含量分别为：7*+ *4、"#+ /6 和 2&+ 4*
,-；%5鱼 肽 的 ())、;)) 和 %)) 的 含 量 为：2&+ /6、

3#+ 6/ 和 37+ "6 ,-；(5豆肽的 ())、;)) 和 %)) 的含

量为：2#+ "*、34+ #* 和 4*+ 4/ ,-；(5鱼肽的 ())、;))
和 %)) 的含量为：**+ #7、33+ 46 和33+ *# ,-。四种肽

混合物中 ()) 占 2/’左右，对豆粕来说，其他成分可

*23
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能是未去掉的可溶性物质和部分酶类；对鱼粉而言，

可能还包括非氨基氮。胃蛋白酶处理豆粕得到的肽

混合物中 #$$ 含量最高（%"& "’ ()），肽结合氨基酸

含量也最高（*+& ’" ()）,

表 !" 酶解前后蛋白质浓度及酶解率

!"#$% &’ ()*+%*,-",.)* )/ 0-),%.* "*1 %*234",.+ 531-)$36.6 -",.) #%/)-% "*1 "/,%- "11.*7 %*234%

项目 8,%46 9&:; 9&;< 9&:; = &;<
蛋白质浓度（> ）

?-),.%* +)*+%*,-",.)*
酶解率（> ）

@*234",.+ 531-)$36.6 -",.)
豆粕（加酶前）A)3#%"* 4%"$（#%/)-% "11.*7 %*234%） &B C: &B D& EB &F ;B ;EF G
鱼粉（加酶前）H.65 4%"$（#%/)-% "11.*7 %*234%） &B CI &B ;D EB DJ ;B ;E; G
!K豆肽 !K6)3#%"* 4%"$（ ,-%",%1 L.,5 ,-306.*） &B CE EB D: EB CI ;B ;;<J <JB C<
?K豆肽 ?K6)3#%"* 4%"$（ ,-%",%1 L.,5 0%06.*） &B :C EB D& &B ;D ;B ;;<& J;B ;;
!K鱼肽 !K/.65 4%"$（ ,-%",%1 L.,5 ,-306.*） &B CE EB F; &B &D ;B ;;DF <IB ;;
?K鱼肽 ?K/.65 4%"$（ ,-%",%1 L.,5 0%06.*） &B C; EB &C &B &< ;B ;;DF <IB ;;

表 #" 豆粕和鱼粉酶解后的水解度

!"#$% F’ !5% MN )/ 6)3#%"* "*1 /.65 4%"$ 531-)$",%1 #3 0-),%.*"6%

项目 8,%46
豆粕 A)3#%"* 4%"$

9O !O 9O = !O（> ）

鱼粉 H.65 4%"$
9O !O 9O = !O（> ）

!K处理组 !-306.* ,-%",4%*, JB ;C EDB JD DEB <C <B &; CB DD <<B ;:
?K处理组 ?%06.* ,-%",4%*, :B :; E&B D< I;B J: IB C& EEB ;E <FB II

表 $" %&豆肽、%&鱼肽、’&豆肽和 ’&鱼肽游离氨基酸和肽结合氨基酸氮含量

!"#$% D’ !5% ,),"$ 0%0,.1%K#)P*1 "*1 /-%% "4.*) "+.16 +)*,%*, .* 6)3#%"* "*1 /.65 4%"$ ,-%",%1 L.,5
0%06.* "*1 ,-306.* -%60%+,.Q%$3 （47 = E;; 47MR）

氨基酸

94.*) "+.1

?K豆肽

A)3#%"* 4%"$ ,-%",%1
L.,5 0%06.*

!99 H99 ?99

?K鱼肽

H.65 4%"$ ,-%",%1
L.,5 0%06.*

!99 H99 ?99

!K豆肽

A)3#%"* 4%"$ ,-%",%1
L.,5 ,-306.*

!99 H99 ?99

!K鱼肽

H.65 4%"$ ,-%",%1
L.,5 ,-306.*

!99 H99 ?99
天冬氨酸 960 :B ED ; :B ED FB ;: ;B FI &B IE DB :D ; DB :D &B ;; ; &B ;;
苏氨酸 !5- &B FJ EB ;D EB FE EB :E ;B FD EB DI EB J: ;B IE ;B CI ;B <E ;B ;F ;B D:
丝氨酸 A%- FB FC ;B <E &B :: &B IC ;B JC &B E; &B ;J ;B FI EB JC ;B <E ;B ;F ;B D:
谷氨酸 S$P E&B :C &B ED E;B I< JB <; &B EC DB FE CB ;I &B EJ JB CE &B FE ;B ;C &B &&
甘氨酸 S$3 &B CD ;B &F &B IE DB ;J EB ED &B CE &B C& ;B <: &B FD &B &I ;B ;C &B E:
丙氨酸 9$" DB DE ;B J; FB :E <B IF FB I& &B ;E DB ;D &B FE EB IF &B <D ;B JE EB CF
胱氨酸 (36 EB DD ;B <C ;B :J ;B CI ;B <C ;B F: &B EE EB DE ;B I; EB ;I ;B II ;B F;
缬氨酸 T"$ DB :& ;B <E DB FE FB &E EB J: EB <F FB &; EB :F EB FI EB JD ;B :C ;B IJ
蛋氨酸 R%, ;B <F ;B <; ;B ;F EB ;; ;B JJ ;B FD ;B D: ;B &; ;B &: FB II ;B EF FB JF
异亮氨酸 8$% FB &: ;B EI FB EE &B I: ;B CF EB :D &B :; EB <F EB &I EB <I ;B CJ ;B JE
亮氨酸 U%P IB DD EB EJ JB &: DB <F &B F: &B E< <B FC FB I; EB JC &B ;E EB FE ;B I;
酪氨酸 !3- FB CE &B ;E EB C; &B EE EB FF ;B I: EB ;E ;B J< ;B FJ FB :C ;B &D FB JD
苯丙氨酸 ?5% JB :C <B EI EB I& FB E; &B J: ;B D& IB ;I DB FF &B IF &B F; &B ;J ;B &D
赖氨酸 U36 FB :& ;B &; FB J& FB I: EB &J &B <& IB ;; FB ;J FB CD E<B ED EFB &I EB ::
组氨酸 N.6 EB I; ;B &I EB DF :B D: <B EF FB FD &B ;C ;B <F EB <J &B ;C EB <& ;B <I
精氨酸 9-7 JB CF FB ;D FB :C &B EI ;B D: EB JC &B FC ;B DI EB C& EB &D ;B FC ;B :J
总和 $ IDB DF E:B ;C <JB FD <JB ;C &:B C; &IB EC <:B ED &FB :D FDB F; DDB :I &&B FC &&B D:

’ ’ 本试验中豆粕的处理效果优于鱼粉。这可能与

鱼粉品质有关。小肽和游离氨基酸的释放量及比例

与蛋白质的品质有关，蛋白质品质高，小肽的释放量

多，反之，则少。总体来看，胃蛋白酶处理豆粕和鱼

粉的效果优于胰蛋白酶，可能因为经胰蛋白酶处理

后，得到的肽段大于 F ;;; P，经过超滤柱后，大肽段

被除去；而用胃蛋白酶处理后，得到的小分子肽片段

较多。

!( #" 不同肽氮水平对培养液中菌体蛋白氮产量的

影响

从表 * 可以看出，培养液中肽氮含量越高，细菌

生长速度越快，菌体蛋白氮（-./）产量增加。从总

的趋势来看，在培养的 + 0 1 小时之前，培养淀粉含

量丰富，非结构性碳水化合物（23.）细菌生长快，菌

**4
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体蛋白氮产量显著增加（! $ %& %’）。培养后期，随

着培养液中淀粉和氨基氮的大量降解，细菌繁殖速

率增加缓慢，菌体蛋白氮处于平稳期，该结果提示：

瘤胃细菌生长需要肽。

表 !" 不同 #$鱼肽和 %$鱼肽氮水平对培养液中菌体蛋白氮产量的影响

!"#$% & ’ ())%*+, -) .%.+/0%12 $%3%$, -) )/,4 5%"$ +6%"+%0 7/+4 .%.,/8 "80 +69.,/8 6%,.%*+/3%$9 -8
#"*+%6/"$ .6-+%/812 .6-0:*+/-8 /8 +4% /8*:#"+/-8 （5; < =>> 5?）

项目

@+%5,
肽氮水平

A(A12 $%3%$（; < ?）

BCC 氮水平

BCC12 $%3%$（5; < ?）

培 养 时 间 D:$+:6% +/5%（4）

E F G H => =E

A1鱼肽

B/,4 5%"$ +6%"+%0 7/+4
.%.,/8

!1鱼肽

B/,4 5%"$ +6%"+%0 7/+4
+69.,/8

A1豆肽

I-9#%"8 5%"$ +6%"+%0 7/+4
.%.,/8

!1豆肽

I-9#%"8 5%"$ +6%"+%0 7/+4
+69.,/8

>J =FF =EJ GE GJ K&"# ==J LK"# E>J M=" =&J &E"# KJ HH"# FJ GM#

> =EJ GE &J =K#* GJ >K#* =LJ FM" ==J H>"# KJ F>"#* FJ >E*

=F =EEGJ FM GJ HG0 E>J >K* E&J KM* FKJ MH" LKJ >E# LGJ FK#

> =EEGJ FM =J K&# &J =>"# GJ K=" KJ ==" MJ G>" HJ EL"

=G =F>=J K= =&J =K0 FEJ >&* FGJ LK* KMJ K&" &MJ EH# &HJ &M#

> =F>=J K= &J K># GJ FK# KJ &K# =LJ MH" &J LG# FJ EM#

>J =FF ELJ L= FJ L>* &J GE#* &J FK#* &J LM#* MJ ML" HJ GE"#

> ELJ L= LJ EL# LJ EL# &J LM"# &J LM"# HJ &G" HJ ME"

=F EEGGJ GE KJ &F* =&J >M# E=J MM" EEJ GF" E>J FH" =KJ =>#

> EEGGJ GE HJ GE"# &J LM# GJ M="# MJ K>" &J LM# &J LH#

=G E&M>J FE MJ K>* ELJ K=# FKJ FE" FKJ M=" FMJ &K" FHJ LH"

> E&M>J FE FJ L=# ==J HG" HJ GE" LJ EL# LJ EL# LJ EF#

>J =FF =J >& LJ L&" FJ L=" FJ GF" EJ =G# =J GE# EJ >=#

> =J >& =J EF# LJ G="# GJ =&" =J >H# EJ =G"# =J >H#

=F =>EJ F& FJ >L* MJ F>" GJ KE# FJ >L* EJ GM* EJ GH*

> =>EJ F& =J LF0 &J LH" FJ >L# EJ GM* =J LF0 =J LF0

=G ==KJ >M KJ &&* KJ &F* E=J &G# LGJ GG" KJ &&* ==J H&*

> ==KJ >M GJ FK# &J LM# &J LM# =>J H>" LJ EL* EJ MF*

>J =FF &J FF =J >K# =J GE# =J LK# =>J EH" HJ EL" KJ G>"

> &J FF =J HF# =J >H# =J LH# KJ &F" LJ FL# LJ K&#

=F &EMJ >F &J >=#* MJ &&# =GJ =K" KJ &&#* FJ LL#* EJ =G*

> &EMJ >F EJ HG"# LJ >&"# FJ LE" EJ =&"# LJ E&"# =J >H#

=G G>FJ GE HJ >&) =FJ E=% KLJ H>" F&J GE# LFJ HM* EHJ >&0

> G>FJ GE &J LK# HJ >&# =GJ ==" =>J >&# MJ F># HJ >F#

’ ’ 同行肩注不同小写字母表示差异显著（! N>J >&）。下表同。

O"$:%, 7/+4 0/))%6%8+ ,5"$$ $%++%6 ,:.%6,*6/.+, /8 +4% ,"5% *-$:58 /80/*"+% ,/;8/)/*"8+ 0/))%6%8*%（! N>J >&）P !4% ,"5% ", #%$-7P

图 &" 添加 &’ ( 不同来源的肽氮对培养液中

菌体蛋白氮产量的影响

B/;P =’ !4% %))%*+ -) "00/8; =F ; -) .%.+/0%,12 7/+4
0/))%6%8+ 6%,-:6*% -8 #"*+%6/"$ .6-+%/8 .6-0:*+/-8 /8

+4% /8*:#*-+3-8

! ! 本 试 验 中 选 取 了 ( 个 梯 度，%& "))、") 和

"* +, - .。添加量为 ") +, - . 时，在培养后的 / 到 )
（*、#）0，菌体蛋白氮产量增加，随后，从表观上来

看，虽有下降，但差异并不显著。# 0 后，细菌生长

基本处于 停 滞 状 态，菌 体 蛋 白 不 再 增 加。1233455
［6］研究发现，当批次培养液添加 "’ + - . 肽时，培养

后 * 0 内细菌快速增殖，菌体蛋白氮产量线性上升；

但此后 "% 0 细菌基本上处于停滞状态，菌体蛋白氮

不再增加，至 /) 0 后，菌体蛋白产量反而下降，与本

试验结果一致。后来，7048 等［#］利用批次培养也发

现了同样的现象。在本试验中，培养时间为 "/ 0，在

*（#）到"/ 0 内，菌体蛋白氮不再增加。这可能是因

为培养初期碳源和氮源充足，细菌充分利用，生长繁

殖加快，菌体蛋白氮产量显著上升；培养中期，碳源

和氮源耗尽，细菌能源丧失，生长受到抑制。出现自

*’/
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溶现象是菌体蛋白氮产量升势缓慢、甚至显著下降

的主要原因。与此一致，程茂基［#］利用豆粕肽和玉

米肽纯培养时发现，在培养初期（$ % & ’），菌体蛋白

氮产量增加，& ’ 之后，细菌繁殖速率增加缓慢。李

王利等［($］研究发现：在纯培养时，肽对糖和淀粉发酵

的促进作用持续时间短，对于葡萄糖，肽仅在 ) % * ’
提高微生物合成量，对于木糖和淀粉，肽在 " % () ’
提高微生物合成量。

从表 + 可以看出：肽添加处理组的菌体蛋白氮

产量高于其对照组。鉴于二者的培养环境完全相

同，对此，可能的解释为：（(）肽添加处理组提供的

氨基氮要远高于其对照组；（)）肽能够完整地被细

菌整合为菌体蛋白质。在纯培养时，肽存在时细菌

生长较好。氨基酸的形式对细菌生长非常重要，

,-./0［((］研究表明：与 122 相比，细菌能够更有效地

利用肽的碳架，肽转变为蛋白质的效率更高。由图

( 可知：添加不同来源的肽34 时，5 鱼肽的菌体蛋白

氮产量最高，其次为 63鱼肽、63豆肽和 53豆肽。该

结果表明：肽的来源、结构可能影响细菌对肽的摄

取，进而影响肽对细菌生长繁殖的促进作用。

!" #$ 不同肽氮对培养液中原虫生长的影响

由表 & 得知：随着肽氮添加水平的升高，原虫数

增加。与游离氨基酸相比，瘤胃原虫更优先摄取利

用肽。在培养初期（& % * ’ 之前），培养液底物含量

丰富，营养源充足，原虫数呈增加的趋势，随后，由于

培养液中营养源逐渐消耗，碳源和氮源不充足，原虫

生长受到抑制。53鱼肽在 & ’ 原虫数达到最高；随

后呈下降趋势，原虫生长处于平稳期。53豆肽在 * ’
原虫数达到最高；随后，原虫数下降。由此可见：肽

可能是瘤胃中原虫生长的营养源之一，能刺激原虫

生长。

表 %$ 不同 &’鱼肽和 &’豆肽氮水平对培养液中原虫的影响

!"#$% &’ ())%*+, -) .%.+/0%12 $%3%$, -) )/,4 5%"$ "60 ,-7#%"6 5%"$ +8%"+%0 9/+4 .%.,/6 -6 .8-+-:"$ *-;6+ /6 +4% /6*;#"+/-6

（ <=>? @ 5A）

项目

B+%5,
肽氮水平

C(C12 $%3%$（D @ A）

EFF 氮水平

EFF12 $%3%$（5D @ A）

培 养 时 间 G;$+;8% +/5%（4）

H ? & I => =H

C1鱼肽

E/,4 5%"$ +8%"+%0 9/+4
.%.,/6

C1豆肽

J-7#%"6 5%"$ +8%"+%0 9/+4
.%.,/6

>K =?? =HK &H >K LI# >K &?# =K >>"# >K I&# >K IM# >K LM#

> =HK &H >K =N# >K O&" >K LL"# >K HN# >K ?I"# >K =?#

=? = HH&K ?N =K L?" =K ?=" =K &?" =K &?" >K &N# >K &H#

> = HH&K ?N >K OM"# >K ON"# >K N=" >K L&"# >K ?M# >K M&#

>K =?? =K >L >K LH# >K ??# >K &H"# =K >&" >K LL# >K ?I#

> =K >L >K H=# >K MM"# >K ?L"# >K H?# >K H&"# >K HL"#

=? =>HK ?L >K &I# >K LL# =K >O# =K &N" =K H="# =K >M#

> =>HK ?L >K IM" >K &L"# >K L>"# >K &O" >K HN# >K HM#

表 ($ 不同 &’鱼肽和 &’豆肽水平对培养液中蛋白酶活性的影响

!"#$% O’ ())%*+, -) .%.+-0%12 $%3%$, -) )/,4 5%"$ "60 ,-7#%"6 5%"$ +8%"+%0 9/+4 .%.,/6 -6 .8-+%",% "*+/3/+7 /6 +4% /6*;#"+/-6
（;6/+ @（5/6!5A））

项目

B+%5,
肽氮水平

C(C12 $%3%$（D @ A）

EFF 氮水平

EFF12 $%3%$（5D @ A）

培 养 时 间 G;$+;8% +/5%（4）

H ? & I => =H

C1鱼肽

E/,4 5%"$ +8%"+%0 9/+4
.%.,/6

C1豆肽

J-7#%"6 5%"$ +8%"+%0 9/+4
.%.,/6

>K =?? =HK &H >K L&"# >K M?# =K =M" >K &L"# >K &="# >K &="#

> =HK &H >K M># >K HO# =K >>" >K &L"# >K H=# >K =M#

=? = HH&K ?N HK MI HK >= HK =? =K I> HK >I =K LI

> = HH&K ?N >K &O" >K MI"# >K ?O"# >K LL"# >K I=" >K >M#

>K =?? =K >L =K LH" >K OI# >K I?# =K N?" HK >H" >K ??#

> =K >L >K LI" >K LL" >K ?N"# >K L="# >K MN# >K =I*

=? =>HK ?L >K I="# =K >O"# HK M" HK =I" HK N&" >K MO#

> =>HK ?L >K >M* >K >&* >K ?&# =K ?>" >K O=# >K =?*

7+)
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!" #$ 不同肽氮对培养液中蛋白酶活的影响

! ! 由表 $ 可知：%&鱼肽组中，随着肽&’ 水平的提

高，蛋白酶活性增加，在培养后的( ) 内，酶活呈线性

增加，在第 ( )，酶活达到最高，随后，逐渐下降；%&豆
肽组中，在 "* )，酶活达到最高，第 "+ )，酶活下降，与

"* ) 相比，差异显著（! ,*- *.）。

!" %$ 不同来源的肽对培养液中纤维分解酶活性的

影响

在另一个试验中，比较不同来源的肽、氨基酸以

及无机铵盐对培养液中纤维分解酶活性的影响见图

+ 和图 /。

图 !$ &’ ( ) * + ,-鱼肽对培养液中纤维酶活性的影响

!"#$ %& ’(()*+, -( .//"0# 12 # 3)3+"/)45 -(
(",6 7).8 +9).+)/ :"+6 3)3,"0 -0 *)88;8<8-+"*

)0=<7) "0 +6) "0*;>.+"-0

图 .$ &’ ( ) * + ,-豆肽对培养液中纤维酶活性的影响

!"#$ ?& ’(()*+, -( .//"0# 12 # 3)3+"/)45 -(
,-<>).0 7).8 +9).+)/ :"+6 3)3,"0 -0 *)88;8<8-+"*

)0=<7) "0 +6) "0*;>.+"-0

由图 + 和图 / 可知：%&鱼肽和 %&豆肽组的纤维

酶活性均比对照组和 011 组低。说明肽和氨基酸

对培养液中纤维酶活没有提高的作用。

.$ 讨$ 论

活性肽的生产方法有许多，如酸、碱提取法、化

学合成法、基因重组法、酶解法等。目前最常用的是

酶解法，因该法生产的产品安全性极高，生产条件温

和，可定位生产特定的肽，而且高效，对蛋白质营养

价值破坏小，无异味，为活性肽生产和制备提供了一

种简便适用的方法。所用到的酶有许多，如胰蛋白

酶、胃蛋白酶、无花果蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋白

酶和微生物酶等。酶法生产活性肽的主要流程为：

选择原料蛋白———预处理———酶解———分离———精

制———成品。本试验即属于酶解法生产活性肽，所

用的酶是胃蛋白酶和胰蛋白酶。在本试验中，由于

条件所限，只做到了分离。

酶解过程中主要通过水解参数来控制水解程

度。水解参数主要有温度、水解时间、23 和 1’ 4 5’
的比率。本试验中，胰蛋白酶和胃蛋白酶水解温度、

时间、23 的选择比较适宜：温度为 /$6；23 分别为

+ 和 $；时间为 +* )。1’ 4 5’ 与水解温度、水解时

间、水解 %3 均有关。在生产营养蛋白水解物时，在

分离这一步中超滤法被广泛应用，因为超滤可除去

不溶性的底物和剩余的酶类而使水解物得以净化，

同时除去所有高分子肽类。本试验中，首先将酶解

物在 + *** 7 4 89: 下离心，除去不溶性的底物，然后

将溶液通过分子量为 / *** ; 以下的超滤柱，进一步

纯化，将分子量为 / *** ; 以上的高分子肽和剩余的

酶类以及可溶性物质全部除去。超滤之后，将所得

溶液通过强酸型阳离子交换树脂除去糖类。本研究

为活性肽生产和制备提供了一种简便适用的方法。

肽刺激细菌生长可能存在适度的问题。研究表

明：培养液中肽浓度过高会抑制细菌生长。<)=:
等［#］以肽为氮源批次培养细菌 !"#$%&$’"#%(%(()& 时

发现，当培养液中氨基氮低于 ". > 4 ? 时，菌体蛋白

氮随氨基氮含量的增加而线性提高；一旦培养液中

氨基氮高于 ". > 4 ?，细菌生长开始受到抑制，菌体蛋

白 氮 产 量 下 降。 在 本 试 验 中， 当 添 加

*- "@@ > ’ 4 ? 时，菌体蛋白氮产量线性增加，( ) 后，

表观来看，产量下降，但差异不显著（! A *- *.）。可

能是添加肽浓度低于抑菌浓度。在添加 "( > ’ 4 ?
时，在 ( 或 # ) 微生物蛋白产量达到最大，随后，微

生物蛋白产量下降，与最大值相比，%&鱼肽组、%&豆
肽组、5&鱼肽组和 5&豆肽组变化趋势有所不同，可能

添加"( > ’ 4 ?时，有抑制细菌生长的作用。

在本试验条件下，培养液中细菌、原虫生长及蛋

白酶活随时间的变化规律基本相似。并得出肽促进

细菌和原虫的生长和增殖的结论。肽和氨基酸是瘤

#.+
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胃微生物生长的潜在营养源。瘤胃微生物对肽的代

谢要快于游离氨基酸。#$%&［’(］研究发现，体内灌注

肽、)** 后，与对照组相比，微生物的总量有所提

高，但差异不显著；对原虫而言，从总趋势来看，肽添

加处理的原虫数和蛋白酶活性均比 )** 处理组高。

二者培养环境完全相同，由此可见原虫能够更有效

的利用肽作为自身的营养源。

瘤胃微生物中细菌、原虫和真菌均具有降解蛋

白质的能力，其中细菌是分解蛋白质的主要微生物，

但是细菌只能降解可溶性蛋白质；而部分原虫不但

能降解可溶性蛋白质，同时也能分解不溶性蛋白颗

粒（如鱼粉、菜籽饼等）。瘤胃中原虫占瘤胃微生物

总量的 "+, -.+,，真菌占整个瘤胃微生物总量的

.,。原虫和真菌有竞争作用，原虫增加，会抑制真

菌的生长。本试验中，细菌、原虫均增加，可能抑制

真菌生长，虽然真菌能分泌蛋白酶，但其含量较少。

所以从总体来看，培养液中的蛋白酶活性增加。

在瘤胃内，细菌在纤维消化中占主导地位，主要

的纤维分解菌有：产琥珀酸拟杆菌、黄色瘤胃球菌和

白色瘤胃球菌，这些分解菌产生纤维素分解酶。瘤

胃真菌在纤维物质消化中主要起打破纤维细胞壁结

构的作用，但由于在瘤胃中的含量很少，因此其纤维

素总的消化效力很低［’+］。原虫分泌的酶能降解纤

维物质，但这种降解也不是主要的。根据康乃尔模

型，瘤胃细菌分为两大类，结构性碳水化合物分解菌

和非结构性碳水化合物分解菌，前者以氨为氮源，后

者以氨、)** 和肽为氮源。纤维素分解菌属于结构

性碳水化合物分解菌。/%00122 等［’3］认为，肽一方面

为非结构性碳水化合物分解菌提供发酵可能必需的

氨基氮，另一方面由于结构性碳水化合物分解菌不

能以肽和氨基酸为氮源，所以为结构性碳水化合物

分解菌提供支链 4)*，由此缩短细菌分裂周期，加

快细菌繁殖速度，促进细菌的生长。本试验培养液

中缺乏纤维素，尽管支链氨基酸和能量丰富，结构性

碳水化合物分解菌生长仍然可能受到抑制，所以纤

维酶活没有升高，菌体蛋白氮产量增加也可能不是

源于结构性碳水化合物分解菌的加速生长。这与程

茂基［5］的结果一致。

!" 结" 论

! 胃蛋白酶处理豆粕和鱼粉的效果优于胰蛋

白酶处理效果。

" 采用胰蛋白酶和胃蛋白酶水解豆粕和鱼粉

时，最适条件为：温度 367；89 分别为 ( 和 6；水解

时间为 (+ :。

# 分子量小于 3 +++ % 的肽对瘤胃细菌生长有

促进作用，来源于动物性饲料的肽对促进瘤胃细菌

的生长优于来源于植物性饲料的肽。

$ 以可溶性碳水化合物为底物时，肽提高菌体

蛋白的产量优于其他氮源，同时原虫数量增加，蛋白

酶活性提高，但对纤维酶活性有抑制作用。
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