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草鱼肠道肝胰脏蛋白酶活性初步研究
�

黄耀桐 刘永坚
�中山大学鱼类学研究室

,
广州�

提 要

对不同种类不同蛋白质水平的饲料与草鱼肠道
、

肝胰脏蛋白酶活性之间的关系
,

对草鱼

前
、

中和后肠蛋白酶活性的差异
,

以及这些酶的最适酪蛋白浓度和最适 �� 值进行了测定研

究
。

草鱼肠道和肝胰脏蛋白酶活性在饲料含蛋白质 �� 一刊� 的范围内随着蛋白质 含量 的增

加而升高
。

肝胰脏蛋白酶活性要比肠道稍高些
。

饲草草鱼肝胰脏蛋白酶比活为每毫克酶蛋白

每分钟产生 �� �
�

� 微克酪氨酸
,

肠道蛋白酶比活为 � � �
�

。微克酩氨酸
。

草鱼肠道蛋白酶活性

以后肠较高
,

前
、

中肠次之
。

在 � � �一� 范围内
,
以酪蛋白作为底物

,

草鱼肠道
�

肝胰脏蛋白酶

最大活性分别在 �� �
�

� 和 �� �
�

� 。 在酩蛋白实际浓度为 ��
�

�� 一� � �
�

� � 微克� 毫升范围内
,

肠

道和肝胰脏蛋白酶最适酩蛋白浓度分别为 � � �
�

� 夕微克 �毫升和 � � �
�

� � 微克 � 毫升
。

关键词 草鱼
,

饲料
,

蛋白质
, � � ,

蛋白酶活性

有 胃鱼类消化酶已有不少研究
,

而对无胃鱼类研究不多
。

有关消化酶与饲料的关系

报道也少
。 � � 是酶的重要影响因素

,

酶的最适 � � 值是该种酶的重要理化性质
。

此特性

使得草鱼饲料 � � 值与草鱼蛋白酶最适 � � 值密切相关
。

一般有胃鱼胃蛋白酶最适 � �

为 �
�

�一 �
�

��� 刀
,

或 �
�

�一斗
�

�� 
〕,

无胃鱼肠道蛋白酶最适 � � 值报道不多
。

草 鱼肠道比较

长
,

其各段的蛋白酶活性有无差异
,

人工配合饲料的制作应如何适应其特点
。

作者进行了

狈叮定研究
。

材 料 与 方 法

以浙江淡鱼粉作蛋白源
〔�� ,

黄玉米粉和麦鼓作糖源
。

用 �� 务
、

�� 多和 �� 并 的鱼粉分

别与 �� 外
、

�� 务 和 �� 并的玉米粉等配制成蛋白质含量分别为 �� 多
、

�� 多 和 �� 多 的 � , � ,

� 号试验饲料 �表 � �
。

随机取用体重约 � �� 一 �� � 克的草鱼
,

分养在 � 口 面积约 �
�

, 亩的

鱼塘
。

其中 � 口塘主要喂青饲料
, � 口塘分别以 � , � , � 号试验饲料投喂

。

饲养 � 个月
,

每 口塘各取大
、

中
、

小草鱼 � 尾
,

移至 斗个水族箱暂养
。

饥饿 �� 小时后
�啊

,

取鱼称重 �体重

变动在 � �� 克一� �� 克�解剖
,

取出全部肝胰脏和肠道
,

剔除脂肪
,

分别称重
,

然后随即用

冰冻脱离子水冲洗
。

肠道用解剖剪剪开
,

用冰冻脱离子水冲洗
,

以脱脂棉轻轻揩干净
。

按

�
承蒙廖翔华教授热情指导

, 深表谢忱
。

��  � 年 � � 月 � 日收到
。
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表 �

� � �
�

� � � � � � � � � �� � � � � � �

不同蛋 白质水平的试验饲料成分

� � �� � � � � �� � � � ��� � ��� � � � � � �� � � � � � � � � � � � ��

玉米粉幻 麦献
, �
� 复合维生素

� �

�� 一

下…币一
�

。

�

�
。

�

�
。

�…
一勺

�� �
� � � � � �� �� � � � � � �

� � � � � � � � �
� � � � � �

� � � � � � � � �
� �� �� � ��

� � � � � � � � � � � , � � �
� � � � � � � � � � �

� � � �  � � �

每 口塘 斗尾鱼分成两平行组�大
、

中鱼
,

中
、

小鱼 �
,

分别做成每两尾鱼一组的混合样品
。

按

样品重的 �� 倍分次加进约 � � �
�

� 的冰冻脱离子水
,

先在 � � � � � 转 �分的高速组织捣碎机

制匀浆
,

然后迅速转到玻璃匀浆器加工成组织匀桨
。

接着 用离心力为 � � � � � � 的 � � � �

� 一 � � � � 型电子可控沉淀器离心 �� 分钟
,

获得组织匀浆抽提上清液
,

置 一 �� ℃ 冰箱备用
。

蛋白酶活性和组织匀浆抽提液酶蛋白的测定
,

参照 � � � � � 等 ��� � � �的福林
一

酚试剂

法 〔, , �

,�� 月 ,

用上海第三分析仪器厂�� �型分光光度计测定
。 � � �

�

�一 �
�

� 梯度缓冲溶液参照

� 。�� ��
。� 等� �� � � �氏��

。

另一批试验样品测定使用与上述相同的方法
,

但制组织匀浆改

用 � �� � � � � � � � � � � �� � � � �
� � �

组织匀浆装置
。

蛋白酶活性定义为
� 在 � � �

�

�
,

底物酪蛋 白浓度为 �
�

� 毫克 �毫升 �包括缓冲溶液 �

的条件下
,

在 �� ℃ 保温 巧 分钟
,

以每分钟水解酪蛋白产生 �微克酪氨酸定为一个活性单

位
。

蛋 白酶比活定义为
�
每毫克酶蛋白每分钟的蛋 白酶活性单位数

。

结 果 与 讨 论

饲料蛋白质含量对蛋白酶活性的影响

经 � 个月饲养
,

草鱼生长良好
,

表明它们对鱼粉作 为试验饲料的蛋白源是适应的
。

不

同饲料所养草鱼肠道与肝胰脏蛋白酶比活测定结果也证明了这一点
。

表 � 表明
,

在饲料

蛋白质含量为 �� 一 �� 多 的范围内
,

无论肝胰脏或肠道蛋白酶活性都是随着饲料蛋白质含

表 �

� � �
�

� � � �� � �� �

草鱼肠道和肝胰脏蛋 白酶活性与饲料蛋白质含� 的关系

� � �� � � � � � � � � �� �  � � � � � � ��

�� � � � � � � � � � � � � �� � � � � �  !  � �

� � � � � � � � � � � � � �  � � � � � � � �� � �

� � � � � � �  � ! �

饲料蛋 白质
’�

含量�
肠道

� � 肝胰脏� �
蛋白酶比活幻

�酪氨酸
·

微克 �毫克
·
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量的增加而升高
。

用 40 多蛋白质饲料饲养的草鱼
,

其肠道和肝胰脏蛋白酶比活分别是伺

以含 32 务 蛋白质饲料的草鱼的 129
.
6外和 147. 4多

,

比后者显著为高
。

但与饲以 36 多蛋

白质饲料的草鱼相比
,

肠道蛋白酶比活增高很小
,

而肝胰脏蛋白酶比活却增高显著
。

说明

草鱼肠道蛋白酶与肝胰脏的是有区别的
。

据此趋 势推断
,

再增加饲料蛋白质含量
,

草鱼肠

道蛋白酶比活可能不会显著增高
,

但肝胰脏蛋白酶比活则可能再增高
。

草鱼蛋白酶的这

一特性提示我们
,

草鱼饲料蛋白质含量如超过 40 并
,

就很可能 由于肠道蛋白酶活性不相

应增高而造成蛋白质消化率下降
,

以致浪费蛋白质
。

主要饲以青草料的草鱼
,

肠道和肝胰脏蛋白酶比活都要比喂给含 32 多 蛋白质的饲料

的草鱼略高些
。

一般青草料含蛋白质仅为 2多上下(以鲜重计算)
,

虽然草鱼摄食量大
,

但

它从青草料摄进的蛋白质毕竟不多
,

那么为什么蛋白酶活性会比较高
,

而且草鱼生长良

好
。

看来
,

草鱼蛋白酶在长期进化过程中形成了对低蛋白青饲料的适应性
,

而青饲料也可

能含有能激活草鱼蛋白酶的激活物
。

草鱼蛋 白酶虽然也能适应鱼粉玉米粉
,

但其适应程

度不如对青草料
。

鱼类消化酶对其食物的适应性 和 酶 本 身 的 进 化
,

已 有一些 报 道
。

Ol

a
tu

n
de 等

(1977)
〔ls] 对三种热带站鱼消化酶的研究指出

,

胃
、

胰蛋白酶等消化酶活性与这些鱼的食性

有关
。

M
u
k h

o
p
a
d h y

a
y
(
1 9 7 7

)

〔‘田
报告两栖胡子站 Cl

arias ba:racho s(L未
, 。

)肠道蛋白酶活性

在吃天然饲料时稍高于吃含蛋白质 10
.
26 多的人工饲料

,

但低于摄食含蛋 白质 21
.
85 并 的

饲料
。

他进一步研究指出(1978 )
Lll] 两栖胡子站肠道蛋 白水解酶活性随着饲料蛋白质含量

由 25外增至 50 外而显著增高
,

但蛋白质含量再增加至 75 务
,

蛋白酶活性并不随之增 高
。

K
a
w ai 等 (1972 )

〔7J 对鱼类消化酶的研究中指出
,

鲤蛋白酶活性也是随着饲料鱼粉含量由

20 多 增至 80 外 而增高
,

饲养 28 天
,

蛋 白酶活性以 80 多鱼粉饲料组最 高
,

60 多组次之
,

但两者相差很小
。

上述报道
,

特别是无胃鱼鲤的数据与本试验草鱼的结果是一致的
。

表 2 还表明
,

草鱼肝胰脏蛋白酶比活是比较 高的
,

它稍高于肠道蛋白酶
。

草鱼蛋 白酶最适蛋白质浓度

为进一步研究草鱼肠道
、

肝胰脏蛋白酶基本性质
,

查明它们的活性与蛋白质浓度的确

切关系
,

进行了蛋白酶活性最高的酪蛋白浓度试验
。

以 83
.
3 微克/毫升的酪蛋白实际浓

度为起点
,

以 41
.
7 微克/毫升的浓度差作 7 个梯度

,

测定结果见图 1。 在酪蛋白浓度为

83
.
3一333

.
3微克 /毫升的范围内

,

肠道
、

肝胰脏蛋白酶比活最高点分别在 166
.
7微克 /毫升

和 208
.
3 微克 /毫升

。

肠道的蛋白酶比活与底物酪蛋白浓度关系曲线斜率比较大
,

肝胰脏

的比较小
。

肠道蛋白酶比活在最适酪蛋白浓度时明显大于其它浓度
。

以其最大比活为

100 多
,

则仅次于它的比活只相当于它的 81
.
3多 (酪蛋 白浓度为 12 乡

.
0 微克/毫升)

,

而比

活最低者只相 当于它的 38
.
5外

,

说明蛋白质浓度的改变对肠道蛋白酶比活有重 大 影 响
。

图 1 还表明
,

草鱼蛋白酶比活并非随着蛋白质浓度增大而直线地增高
,

而是到达其最适浓

度后
,

蛋白质浓度再增大
,

酶活性却反而下降
。

肝胰脏蛋白酶比活与酪蛋白关系曲线同样

表明蛋白酶比活受到酪蛋白浓度 的强烈影响
,

不过程度上比肠道的轻些
。

肝胰脏蛋白酶

最适酪蛋白浓度高于肠道蛋白酶
,

表明它们之间是有区别的
。

这些测定结果与上述饲料

蛋白质含量与蛋白酶比活关系试验结果是一致的
,

与 M uk h
o
Pa d hya y 等( 1978 )

〔1l] 的试验
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结果相同
。

草鱼蛋白酶最适 pH 值

在 pH 4
.
0一9. 。范围内

,

以 0. 5 个 pH 单位差作 n 个梯度
,

对草鱼蛋白酶比活的测定

结果见图 2
。

肠道蛋 白酶比活
,

与 pH 值关系曲线表明
,

p H 4

.

。一5. 5
,

比活变化平缓
,

6

.

0

曲线斜率突然增大
,

6. 5 比活达到最高点
,

7. 0 一9
.
0 曲线缓缓下降

。

曲线明显地在 6. 0一

7. 0 形成一个峰
,

总的呈单峰型
。

比活最小出现在 pH 5
.
5 。 以最小比活为 100 多

,

则最大

比活是最小的 118
.
9务

。

表明肠道蛋 白酶比活随 pH 值改变的变化不大
,

显示了它具有比

较大的酸碱度适应范围
。

肠道
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图 2 肠道和肝胰脏蛋白酶比活最适 p H 值

F ig
. 2 o p tim al p H v alu e fo r in testin e an d h ep ato p an crea s p ro tease in g ra ss carp

肝胰脏蛋白酶比活与 pH 值关系曲线与肠道的不同
。

p H 4

.

0 一5. 5 变化平缓
,

6

.

0 比

活出现最低值
,

6. 5 回升
,

7. 0 达到最高点
,

7. 5 一9
.
0 先陡然降低

,

然后徐徐下降
。

基本上
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也是呈单峰型
。

以最小比活为 100 多
,

则最大比活是最小的 142
.
7外

,

表明变化比肠道显

著
。

如果肝胰脏蛋白酶是真正的胰蛋白酶
,

那么
,

肠道蛋 白酶可能是类胰蛋 白酶
。

据草鱼蛋白酶的上述性质
,

对于配制人工饲料是比较有利的
,

建议草鱼饲料以 pH

6. 5一7
.
0 为宜

。

Sh

o
he rb in

a 等 (19 71) [12 】报告鲤肠道蛋白酶和淀粉酶最大活性是在微酸性至微碱性
。

吉村等(1964)。〕报道蛙类胰蛋白酶的最适 pH 为 9
.
0。 C

r o s t o n

(
1 9 6 0

)

〔5 ,
报道大鳞大马哈

鱼肠道幽门盲囊抽提液蛋白酶(胰蛋白酶)最适 pH 值为 9
.
0。

M
u
k h

o
p
a
d h y

a
y 等(1975)

〔川

测定两栖胡子站肠道蛋白酶最高活性出现在 pH 8
.
0 (6
.
2一9

.
6)

。

这些资料表明
,

有胃鱼与

无胃鱼的肠道蛋白酶最适 pH 值是不相同的
。

食性不同的鱼类
,

也会有差异
。

同是无胃

的草鱼和鲤
,

它们肠道蛋白酶最适 pH 值基本一致
。

至于肝胰脏蛋白酶
,

资料很少
。

如从一般动物和一些鱼类胰蛋白酶最适 pH 值是碱

性至微碱性来看
,

则草鱼与它们不一样
。

但据 H oar 等 (1979)
〔‘,
引用 L eh nin ger ( 19 7 1)

资料
,

胰蛋 白酶最大活性是在 pH 7. 0
,

则与草鱼肝胰脏蛋白酶最适 pH 值相 同
。

今后深

人研究
,

要把草鱼蛋白酶提纯结晶
,

进一步查明其性质
。

草鱼肠道不同部位蛋白酶活性的羡异

植物食性和杂食性鱼类的肠道都比较长
。

肠道不同部位的消化酶活性不同
〔3J 。

为查

明草鱼肠道不同部位蛋白酶活性的差异
,

对主要饲草的草鱼前肠(肠道第一个转折以前部

分)
、

中肠(肠道第一个转折至末一个转折) 和后肠蛋白酶活性进行了测定 (表 3)
。

草鱼

肠道蛋白酶活性以后肠最高
,

前
、

中肠次之
。

但是
,

活力差别不是很大
,

特别是后肠与前肠

差别不大
。

以后肠蛋白酶活性为 100 多
,

则前肠的相当于后肠的 94
.
73 多

,

中肠的相当于后

肠的 79
.
76 多

。

总的来看
,

草鱼整个肠道蛋白酶活性都是比较高的
。

这是草鱼在长期进 化

过程中对蛋白质含量低的草料所形成的适应
。

测定结果与 K aw ai 等 1972 【刀 分别以麦芽

糖和淀粉作底物测定鲤肠糖酶活性以后肠酶活性最高的结果相类似
。

草鱼的这种特性
,

对于制造怎样性状的人工饲料才能获得更好的饲养效果
,

是值得考虑的
。

表 3 草鱼肠道不同部 分蛋 白酶活性

T ab
. 3 P ro tea se a etivitie s in d iffe ren t P arts o f g ra ss earp in tesrin e

蛋 白酶活性 p ro tease a etivitie s

酩氨酸微克/分 拜9 o f t y ro s in e l ib e r a te d /rn in

2 6 7
。

牛l

2 2 2
。

1
6

2
8
2

。

2
8

Pa

For脚Hin分肠肠肠
部前中后
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