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摘   要：研究了猪新鲜胰脏提取胰酶以及胰酶粗提液降解猪血蛋白获取蛋白水解液的条件。结果表明：加入提取

溶剂乙醇和激活和稳定剂CaCl2 能提高胰蛋白酶的得率。在E/S=6000U/ml加入胰酶、底物浓度8%、pH8.0条件下，

45℃水解时间12h，猪血蛋白的水解率较高。
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Abstract ：In this study, the optimum conditions of the pancreas extracted pancreatin from porcine blood and utilization of

the pancreatin to hydrolyze the porcine blood protein were studied. The results showed that ethanol and CaCl2 are propitious

to extract pancreatin. The optimum enzymolysis conditions are: pH8.0, 45 ℃, hydrolysis time 12 h, enzyme/substrate ratio

6000 U/ml, and concentration of substrates 8%.
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猪血液中各种成分含量稳定，含有微量元素、矿

物质、维生素、激素、酶系等，尤其富含蛋白质，

干物质中粗蛋白含量达 88% 以上，是一种可以大量获得

的营养价值很高的宝贵的动物性蛋白资源[1]。近年来人

们采用酸水解法、发酵法和酶解法将猪血蛋白肽链切断

水解成氨基酸、低肽等小分子物质应用于在食品、饲

料、医药等行业取得了很大进展[2- 7 ]，然而探求简单易

行、高效率、低费用的猪血降解方法，仍然是猪血蛋

白深加工综合利用的关键。研究以猪新鲜胰脏提取胰酶

的方法以及胰酶粗提液降解猪血蛋白获取蛋白水解液的

条 件 。

1 材料与方法

1.1 材料

新鲜猪血及胰脏购自市郊区东湖个体屠宰户，所用

试剂均为实验室常用的分析纯试剂和生化试剂。

1.2 主要仪器

精密增力电动搅拌器、M M 1 2 型绞肉机、数显式

电热恒温水浴锅、LD5-2A 型低速离心机、78-2 型双向

磁力搅拌器、E02140 电子分析天平、722S 分光光度计、

P H S - 3 C 型 p H 计、玻璃器皿、回流装置、消化装置、

微量凯氏定氮仪等。

1.3 方法

1.3.1 胰蛋白酶的制备

新鲜胰脏剥除脂肪后，分为 3 组进行以下处理：①

加入1.5 倍的水、匀浆、调节pH 至 5.5 后静置 2h，随

后加入0.2% CaCl2 室温下搅拌2h，获得粗酶液；②加

入 1.5 倍预冷的 20% 乙醇、匀浆、调节 pH 至 5.5，室

温下搅拌4h获得粗酶液；③加入1.5倍预冷的20%乙醇、

匀浆、调节 pH 至 5.5 后静置 2h，随后按匀浆液体积加

入0.02% CaCl2 室温下搅拌2h 获得粗酶液。测定3种处

理的粗酶液的蛋白酶活力。

1.3.2 猪血蛋白的降解

猪血从屠宰场收集后，纱布过滤除去杂质，迅速

添加 0.6% 柠檬酸三钠抗凝，另取少量血液测定蛋白质

含量，抗凝血充分搅打10min 后，加1.2～1.5 倍蒸馏水

稀释，通过不断地搅打和在低渗情况下使红细胞破胞溶

血，直接煮沸或加变性剂处理后，纯水配制蛋白质浓

度 7%～8% 的溶血液，采用自制粗酶液进行猪血蛋白降

解，酶解过程中，控制不同的温度和时间，通过滴加
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4mol/L氢氧化钠来维持其pH值恒定在8.0± 0.2[13]，最

后用 6mol/L HCl 调 pH 至 4.0，使酶失活，终止反应，

测定氨基酸态氮并计算蛋白水解率。

1.3.2.1 温度对猪血蛋白降解的影响

在胰蛋白酶添加量、反应时间、底物浓度等固定

的条件下，测定不同反应温度(℃)：20、30、40、50、

6 0、7 0 时，采用自制粗酶液进行猪血蛋白降解的水解

率，确定最佳反应温度。

1.3.2.2 时间对猪血蛋白降解的影响

在胰蛋白酶添加量、反应温度、底物浓度等固定

的条件下，测定反应时间(h )：1、2、4、6、8、10、

1 2、1 5 后，采用自制粗酶液进行猪血蛋白降解的水解

率，获得最佳反应时间。

1.3.2.3 原料变性处理对猪血蛋白降解的影响

在破胞溶血的猪血液中，分别加入 0.5% MgSO 4、

0.5% MnSO4、0.25% ZnSO4 85℃保温 20min，沸水浴

1 5 m i n 进行变性处理。冷却后根据蛋白质含量测定指

标，用纯水配制蛋白质浓度 7 % ～8 % 的溶血液，采用

自制粗酶液进行猪血蛋白降解，测定氨基酸态氮并计算

蛋白水解率。

1.4 测定分析方法

蛋白酶活测定：Folin-酚法，按SB/T 10317－1999

中福林法测定[8]；总氮测定：微量凯氏定氮法[9-10]按 GB/

T 5009.5 － 003 中第一法测定；氨基酸态氮：甲醛电位

滴定法[10]按 GB/T 5009.39－2003中甲醛值法操作；水解

率计算：水解率(%)=(氨基酸态氮/ 样品中总氮)× l00。

三氯乙酸可溶性氮指数(trichloroacetic acid nitrogen

solution index，TCA-NSI)的测定：取各种酶水解液l0ml

加入质量分数为 10% 三氯乙酸(TCA)溶液 10ml 与之混

合，放置30min 后 3500r/min 下离心5min，用凯氏定氮

法测定上清液中的可溶性氮的含量。则水解蛋白三氯乙

酸可溶性氮指数为：TCA-NSI=(TCA 可溶性氮 / 水解液

总氮)× 100%。

2 结果与分析

2.1 胰蛋白酶的制备

3 种处理方法所获得的蛋白酶酶活见表 1，分别为

1381.80、1966.80和 5154.13U/ml，第3组酶活力明显高

于第 1 组，其结果说明，加入提取溶剂乙醇和激活和稳

定剂 CaCl 2 能提高胰蛋白酶的得率。

2.2 温度对猪血蛋白的降解的影响

在猪血底物浓度为(S)8%、pH8.0、酶底物浓度比

(E/S)6000U/ml条件，不同温度水解15h，水解率结果见

图 1 。

胰组织处理方法 蛋白酶活力值(U/ml)

① 加入1.5倍的水匀浆、调节pH至 5.5

后静置2h，加入0.02% CaCl2 室温下搅拌2h
1381.80

②加入预冷的 2 0 % 乙醇、匀浆、

调节pH 至 5.5，室温下搅拌4h
1966.80

③加入预冷的20% 乙醇匀浆、pH 至 5.5

后静置2h，加入0.02% CaCl2 室温下搅拌2h
2154.13

表1     胰蛋白酶活力的测定

Table 1      Protease activity of self-made pancreatin

由图1 可见，当温度20℃时，水解率仅为9.31%；

反应温度升高时水解率迅速提高，温度40～55℃范围内

得率最高，但提高缓慢；当温度高于 6 0℃时，水解率

降低。因此最佳温度为 4 0～5 5℃。

2.3 时间对猪血蛋白的降解的影响

据楚杰[11]，赖小玲[12]等人报道，胰酶水解猪血蛋

白的时间都在6～16h 不等，时间与水解关系曲线因不同

胰酶制品而稍微不同，本实验结果见图 2，12～15h 水

解率较高，并仍有上升趋势但平缓，由于是敞开式条

件下水解，时间延长可能会导致料液腐败以及成本问题

等原因，本实验确定 1 2 h 为最佳时间。
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图1     温度对水解效果的趋势曲线图

Fig.1       Effects of temperature on hydrolysis
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2.4 原料变性处理对猪血蛋白降解的影响

蛋白质充分变性可以提高酶作用的效果，我们采用
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图2    时间与水解率关系

Fig.2       Effects of time on hydrolysis
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0.5% MgSO4、0.5% MnSO4、0.25% ZnSO4 作为变性剂

进行猪血蛋白液的变性处理，能有效地提高水解液中氨

基酸态氮含量，结果见表 2。同时经变性处理的猪血蛋

白液呈暗褐色、颗粒细小，酶解后呈悬液状态；而对

照经直接煮沸变性后，红褐色、颗粒大并有碎片，酶

解液明显分层，说明变性处理的猪血蛋白水解率、原

料利用率高于对照。但实验中三种变性剂的作用效果没

有明显差别。

粗提液降解猪血蛋白，能使降解物中矿质元素增加，适

合于作为作物生长剂、饲料添加剂及食品生产原料。

血红蛋白分子是由四个折叠的亚基聚合而成的对称

的球形分子，具有紧密的立体结构，其酶分解速度是

与结构破坏程度相一致的，因此适当变性处理后再进行

酶的水解，能使水解率提高[ 1 9 - 2 1 ]。本研究分别采用

MgSO 4、MnSO 4、ZnSO 4 三种变性剂 85℃保温 20min，

沸水浴 1 5 m i n 变性处理，其水解率均高于对照，并且

水解液沉淀少，但是三种处理之间无明显差别，由于

镁离子可以增加胰酶的水解活力，确定用 MgSO 4 作为变

性 剂 。

许学书、吴南[22]等在研究胰酶水解干酪素的动力学

行为时发现，不同温度对胰酶活性有影响，4 0 ℃时，

0.2mg/ml 浓度的胰酶可保持14h 不失活，50℃下保持

30min 活力不变，而在60℃下 30min，胰酶活力就只有

原来的 75% 左右。40℃、0.2mg/ml、pH7.5 条件下，

100g干酪素(9.4g/ml)加胰酶0.02g，一次加酶反应7h，水

解率几乎达 100%，50℃和 60℃的反应最终转化率大约

为 50%。黄素珍[23]在应用胰酶粗提液水解淘汰鸡肉和猪

腹肉时指出60℃为最佳温度，酶解10h 水解率最高。因

此说明水解率与反应温度和时间有关，也与底物结构、

浓度不同有关，本实验利用胰酶粗提液降解猪血红蛋白，

按E/S=6000U/ml 加入胰酶，在底物浓度8%，pH8.0 条件

下，4 5℃水解时间1 2 h，能制得较好的蛋白水解液。

胰酶是从猪胰脏中提取的多种酶的混合物，主要有

胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶、弹性蛋白酶、胰淀粉酶和

脂肪酶，只能水解以碱性氨基酸( L y s 、A r g 、T y r 、

Trp、Phe)为残基的羧基所形成的肽键。因此经胰酶粗

提液水解的猪血蛋白为氨基酸、小分子肽的混合物。据

有关资料报道[24]，三氯乙酸能够沉淀所有的蛋白质和长

肽，而且Greeberg 和 Shipe 研究指出，三氯乙酸可溶

性部分的肽组成不超过 4 个氨基酸残基。本研究 T C A -

NSI 分析结果显示，猪血胰酶水解后，水解液中除氨基

酸和胰酶非彻底水解的大分子蛋白质等底物成分外，还

有一定量的小分子肽的存在。李艳伟、江波[25]等进行 T

淋巴细胞转化实验、E 花环形成实验及 N K 细胞杀伤毒

性试验等体外免疫学实验，小鼠不同给药方式和给药剂

量的体内药理学实验，证明猪血蛋白中的小分子肽能显

著提高生物机体免疫防御功能。

综上所述，以20% 乙醇作为提取溶剂、0.2% CaCl2

作为激活剂和稳定剂，室温下提取 4 h，制备猪胰蛋白

酶粗提液，在 S=8%、45℃、E/S=6000U/ml 条件下，

酶解猪血蛋白 12h，能获得较高的猪血蛋白水解率，是

综合利用屠宰厂废弃物简单而有效的方法。
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