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摘要:为建立一个植物性饲料磷透析率的体外测定方法，首先通过一个 L32 (49 ) 正交试验分析 8 个因素 (4 水平)对

酶促反应的影响，然后以第一影响因素为对象进行 8 水平的单因素试验.结果表明 :8 个因素对植物性饲料磷透析

率的影响大小及对应适宜的酶促反应条件依次为:膜蛋白酶处理时间为 6 h，透析液体积为 1∞ mL，胃蛋白酶处理

时 pH 值为 2.5 ，胃蛋白酶浓度 20∞ U/mL，处理时间为 1∞ min，酶促反应温度为 35 "C，膜蛋白酶处理时浓度为

1 625 U/mL， pH 值为 6.5. 在此反应条件下测定的豆柏、大麦、高梁、花生柏、菜柏的磷体外透析率分别为: (36. 91 土

。.58)% 、 (27.28 :t 0.94)% 、 (26.95 :t 0.58)% 、 (30.51 :t 0.83)% 、 (20. 82 :t 1. 09) % 
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Suitable Condition of Enzymatic Reactivity for Determining the 
Dialyzability of Feedstuffs Phosphorus in Vitro by Dialysis Tube Method 

ZUO Jian-jun , ZHANG Chang-ming , W ANG Xiu-qi , DONG Ze-min , YE Hui , FENG Ding-yuan 

(Col1ege of Animal Science , South China Agric. Univ. , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: In order to set up a new method for determining in vitro the phosphorus dialyzability in feed­

stuffs by dialysis tube , a L32 (49
) orthogonal experiment with eight factors (each factor. for 4 levels) and a 

single factor experiment on the enzymatic reactivity were p巳rfonned. The sequence of significance for fac­

tors on sample-P dialyzability were duration of t巧psin digestion , volumes of dialyzing solution , pH of pep­

sin solution , pepsin concentration , duration of pepsin digestion , temperature , trypsin concentration , pH of 

t可psin solution; The values of it were 6 h , 100 mL, 2. 5 , 2α)() U/mL , 1∞ min ， 35 'C, 1 625 U/mL , 

6.5 , respectively. And in vitro dialyzabilities of phosphorus in soybean meal , barley , sorghum , peanut 

meal , rapeseed meal were (36. 91 土 0.58)% ， (27.28 :t 0. 94)% , (26.95 :t 0. 58)% , (30.51 :t 

O. 83) %, (20. 82 :t 1. 09) % , respectively. 

Key words: phosphorus; in vitro; dialyzability; the suitable condition of enzymatic reactivity 

磷是仅次于蛋白质和能量以外的第三昂贵的饲

料原料，且又是目前养殖业对环境污染最为严重的

来源之一[ 1.2] 准确测定饲料有效磷可为合理设计

动物饲料配方提供依据，减少磷盲目添加造成的浪
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费和过量排泄导致的环境污染.体内法具有客观、可

靠等优点，但耗时、费资、繁琐.为此，寻求一种体外

法来评价饲料磷的营养价值显得十分必要.体外法

测定饲料有效磷的关键是确定体外消化过程中适宜
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的酶促反应条件，以前，饲料磷体外消化率测定方法 200 ，300 或 4∞ Iι 而 pH 值为 6.0 、 6.5 、7.0 或 7.5

主要参考蛋白质体外测定方法，直到 1997 年， Liu 的巴比妥纳缓冲溶液的三角瓶中，密封后于温度为

等[3] 才首次研究了膜蛋白酶浓度和膜蛋白酶处理时 35 、37 、39 或 41 "c的恒温振荡器中透析至设定的时

间对饲料磷体外消化率的影响，但一直缺乏系统的 间.同时，不加样品进行空白测定.

研究.因此，本研究通过一个 ~2 (49 ) 正交试验和一 取lO rι 透析液于 50 mL 容量瓶中，用分光光

个单因素试验确定体外消化过程中适宜的酶促反应 度计法测定透析液中无机磷的浓度

条件，在此基础上建立植物饲料磷体外消化率的测 1. 4 适宜的膜蛋白酶处理时间的进-步筛选

定方法，并采用该方法测定了豆柏、大麦、高梁、花生

柏、菜柏的磷体外透析率.

1 材料与方法

根据正交试验结果的综合可比性分析，确定膜

蛋白酶处理时间为体外评定有效磷的第一影响因

子.在此基础上，采用单因素 8 个处理水平试验设

计，每个处理为 4 个重复，研究透析时间为 2 、3 、4 、5 、

1. 1 试验材料 6 ，8 、 10 、 12 h 时对样品磷体外消化率的影响，以此确

标准样品豆柏及大麦、高梁、花生柏、菜柏由市 定更具体的适宜透析时间.
场购买，粉碎，过 60 目标准筛后备用.试验用透析袋 1. 5 透析军的计算
购于 Sigma Chemical ，充圆直径 21 mm，透析分子相 饲料中磷的透析率 = [m1/(m xω) ] x 1∞%，式

对分子质量< 12000;按需要剪成 15 mm 小段.胃蛋 中 ， m1 为透析液中可透析磷质量(mg) ， m 为样品的
白酶为Ameresco 公司产品，酶活性规格为 3000-35∞ 质量(mg) ， w 为样品中磷的质量分数(%) . 

U/mg;膜蛋白酶为 Ameresco 公司产品，酶活性规格

为~250 U/mg;其他试剂均为分析纯的国产试剂.

1. 2 试验设计

试验设计为 8 因素 4 水平正交试验，即胃蛋白

酶处理浓度(1∞0 、 1500 、2000 、2500 U/mL) 、胃蛋

白酶处理时间 (50 、75 、 100 、 125 min) 、胃蛋白酶处理

时 pH 值 (2.0 ， 2.5 、 3.0 、 3.5) 、膜蛋白酶处理浓度

1. 6 指标测定方法

饲料中磷的质量分数和透析液中磷的质量采用

锢黄比色法测定[4]134 肘，饲料中钙的质量分数采用

EDTA 络合滴定法测定[4]136.138 

1. 7 数据处理

所有数据经 SAS(6.12) 软件处理，数据按平均

数±标准误表示.

(875 、 1 125 、 1 375 、 1 625 U/mL) 、膜蛋白酶处理时间 2 结果与分析
(2 、4 、6 ，8 h) 、膜蛋白酶处理时 pH 值(6.0 、6.5 、7.0 、

饲料中的磷和钙
7.5) 、透析液体积(1∞、200 ，300 、400 mL) 、酶促反应

经测定豆柏、大麦、高梁、花生柏、菜柏中磷的质
温度(35 ，37 、39 、41 "C)..用 L32 (4

9

) 安排试验，共 32 量分数分别为 0.69% 、 0.28% 、 0.21% 、 0.83% 、
个试验处理，每个处理设4个重复1. 19% ，钙的质量分数分别为 0.239毛、 0.04% 、
1. 3 体外消化试验操作步骤 0.01% 、0.20% 、0.75%.
试验分为胃蛋白酶和膜蛋白酶处理 2 个阶段 2.2 酶促反应条件对饲料样晶磷适析辜的影晌

胃蛋白酶处理时，称取 1 g 待测饲料样品(精确至 根据正交试验结果的综合可比性，从正交试验
0.000 1 g) ，放人 10 mL 玻璃试管中，加入 2 mL pH 结果极差R 值的分析可以看出，8 个因素对样品磷透

值为 2.0 ，2.5 、3.0 或 3.5 的胃蛋白酶溶液，混合均匀 析率的影响大小依次为:膜蛋白酶处理时间〉透析

后，于 35 、37 ，39 或 41 "c的恒温水浴振荡器内消化 液体积〉胃蛋白酶处理时的 pH 值〉胃蛋白酶浓度

至设定的时间(放入 5 min 后开始计时).膜蛋白酶 〉胃蛋白酶处理时间〉酶促反应温度〉膜蛋白酶浓

处理时，采用半透膜透析法，将胃蛋白酶消化后的食 度>膜蛋白酶处理时 pH 值(表 1).

廉用 1 mollL NaHC03 调节至 pH 值为 6.0 、 6.5 、7.0 由表 1 可知: (1)膜蛋白酶处理时间对磷体外透

或 7.5 ，然后与 0.5 mL 浓度为 875 、 1 125 、 1 375 或 析率的影响最大，由 2 斗 h，磷的体外透析率线性增

1625 U/mL 而 pH 值为 6.0 、 6.5 、7.0 或 7.5 的膜蛋 加(y = 3. 3 x + 3. 08 ,R2 = O. 99) ;以最大可透析磷为

白酶溶液混合均匀，用 10 mL pH 值为 6.0 、 6.5 、7.0 标准来判断，以 8 h 为最适宜 (2) 透析液体积由

或 7.5 的巴比妥铀缓冲溶液冲洗试管 5 次，将冲洗 100 mL增加至400 mL，磷体外透析率呈二次项关系

液倒人透析袋，然后将透析袋放人盛有体积为 100 、 降低 (y =0.000 2X2 -0.161 lx +40. 723 , R2 = 
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表 1 正主试验的结果
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1) 1 :胃蛋白酶浓度， n: 胃蛋白酶处理时间， ill: 'ilï蛋白酶处理时的 pH 佳 ， N:肢蛋白酶浓度， V:肢蛋白酶处理时间， VI:肢

蛋白酶处理时的 pH 佳， VII: 透析液体积， VlII:酶促反应温度
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0.99) ;以磷透析率最高为标准来判断，最佳透析液 酶促反应条件为:膜蛋白酶处理时间为 6 h ，透析液

体积为 100 mL. (3) 胃蛋白酶处理时的 pH 值由 2.0 体积为 100 mL，胃蛋白酶处理时的 pH 值为 2.5 ，胃

增至 3.5 ，磷体外透析率呈二次项式关系变化 (y = 蛋白酶浓度为 2 000 U/mL，胃蛋白酶处理时间为

-10.78 x2 +53. 366 x - 42.284 ，扩 =0.97) ;以磷透

析率最高为标准来判断，最佳胃蛋白酶处理时 pH 值

为 2.5. (4) 胃蛋白酶浓度由 1 0∞ U/mL 增加至

2500 U/mL 时，磷体外透析率先呈增加趋势，后又

呈下降的趋势;其中，胃蛋白酶处理浓度由

1000 U/mL增加至 2000 U/mL 时，磷的透析率呈线

100 min，酶促反应温度为 35 "C，膜蛋白酶浓度为

1 625 U/mL，膜蛋白酶处理时 pH 值为 6.5.

2.4 饲料原料中磷透析率

采用"2.3" 中建立的测定方法，测定豆柏、大麦、

高梁、花生柏、菜柏磷体外透析率(每个样品设 4 个

重复) ，结果分别为 :(36.91 :t 0.5)% 、 (27. 28 :t 

性增加(γ =0.0099 x +5. 7667 ,R 2 =0.99); 以磷透 0.94) %、 (26.95 土 0.58) %、 (30.51 :t 0.83)% 、

析率最高为标准来判断，最佳胃蛋白酶浓度为 (20. 82 :t 1. 09) % . 

2 000 U/mL. (5) 胃蛋白酶处理时间由 50 min 增

加至 125 min 时，磷体外透析率呈二次项式关系变

化 (y = -0.004 x 2 +7. 897 x -15. 726 ,R2 =0.99); 

以磷透析率最高为标准来判断，最佳胃蛋白酶处理时

间为 1∞ min. (6)酶促反应温度由 35 't:增加至 41 't: 

时，磷体外透听率先呈增加趋势，后又呈下阵的趋势;

其中，酶促反应温度由 35 "c增加至 39 't:时，磷的透析

率呈二次项关系线性阵低 (y = - O. 787 5 x2 + 

56.665 x - 997.39 ,R2 = 1) ;以磷透析率最高为标准来

判断，最佳的反应温度为 35 't:. (7)膜蛋白酶浓度由

875 U/mL增加至 6.5 mglmL 时，磷体外透析率呈二

次项式线性关系变化(y = 0.OOOOlx2 -O.0363x+ 

37.577 ,R2 = 0.92) ;以磷透析率最高为标准来判断，

最佳的膜蛋白酶浓度为 1 625 U/mL. (8) 膜蛋白酶

处理， pH 值由 6.0 增加至 7.5 时，磷体外透析卒几

乎没有变化;以磷透析率最高为标准来判断，最佳胃

蛋白酶处理时的 pH 值为 6.5.

2.3 眼蛋白酶处理时间单因素试验筛选适宜眼蛋

白酶处理时间

当透析时间为 2 ，， 3 ，， 4 、 5 、6 、8 、 10 、 12 时，豆柏中

磷的透析率分别为( 9. 24 :t O. 34) %、( 13. 25 :t 

0.68) %、(1 5.93 :t 0. 73)% 、 (24.78 :t 0.45)% 、

(35.65 :t 0.98)% 、( 4 1. 40 :t 0.45) %、 (52.17 :t

1. 55) %、( 6 1. 46 :t 1. 48 ) % .随着膜蛋白酶消化

处理时间的延长，磷的体外透析率以 y = 5.44 x-

2. 3 15 (R 2 = O. 98) 线性增加;且在透析时间为 6 h 

时形成-个分界点分界点之前，磷体外透析率以

y = 7. 585 2 x + O. 361 8 (R2 = O. 97) 线性增加;分界

点之后，磷体外透析率以 y = 4. 091 3 x + 22. 732 

(R2 =0.99) 线性增加;从 2 -6 h ，磷体外透析率增加

的速度显然高于 6 -12 h 之间的速度.

在此基础上，可确定饲料磷透析率测定的适宜

3 讨论

建立体外透析法的关键是确定体外消化过程中

的适宜酶促反应条件，主要包括酶的浓度、酶促反应

时温度、pH 值、透析液体积、消化时间等，其次还有

样品量和粒度、分离技术等.其中，以消化酶为最主

要的影响因素.理论上，所用的酶应当具有与消化道

中酶相似的特征[5] 因此，体外透析试验中通常采用

胃蛋白酶和膜蛋白酶作为消化酶.而且，单胃动物体

外透析模拟技术研究中，各项消化参数确定大多是

以养分体外透析率最大时的参数为最适参数[日

本研究发现，适宜胃蛋白酶浓度为 4 ∞o U/g 

(每 g 饲料加 2 mL 浓度为 2000 U/mL 的胃蛋白溶

液) ，这与 Liu 等[3]筛选的胃蛋白酶浓度(3000 U/g) 

比较接近.胃蛋白酶处理时 pH 值为 2.0 ，， 2.5 、 3.0 、

3.5 时，磷体外透析率随 pH 值增加而逐渐降低，这

与计成等[坷的结果一致;这可能是 pH 值的增加降低

了胃蛋白酶活性的缘故;本研究中胃蛋白酶处理时

适宜的 pH 值为 2.5 ，这与 Liu 等 [3] 推荐的 2.5 和

Zyla 等[ 8] 推荐的 2. 75 较吻合.从本研究和计成

等[5] 的结果来看，不管是磷还是粗蛋白体外透析率

都有随胃蛋白酶消化时间增加而增加的趋势，但本

研究在处理时间增加至 100 min 后有趋于恒定的趋

势，这比 Liu 等[3]选择的 75 min 略有延长.早期研究

饲料磷体外透析率主要是参考蛋白质的体外测定方

法.直到 1997 年， Liu 等[3] 研究了膜蛋白酶浓度和

膜蛋白酶处理时间对磷体外透析率的影响，发现膜

蛋白酶浓度对饲料磷体外透析率没有显著影响，但

随膜蛋白酶处理时间(1 -5 h) 的延长，磷体外透析

率呈线性增加;本研究与 Liu 等[3] 结果一致.理论

上，能使膜蛋白酶发挥最大酶活性的 pH 值就是最适

宜膜蛋白酶作用的 pH 值;本研究确定的膜蛋白酶处
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理时适宜的 pH 值为 6.5 ，这与 Lill 等 [3] 选择的 6.0

和 Zyla 等[8] 推荐的 6.10 差异不大.黄瑞林等[7] 确

定饲料蛋白质体外透析率最大时适宜的酶促反应温

度为 35 "c ，且 30 - 35 "c范围内，粗蛋白体外透析率

随温度升高而增加，但高于 35 "c时，酶活性下降，酶

促反应速度减慢，粗蛋白透析率也下降;这与本研究

结果完全一致，但与 Lill 等 [3] 推荐的 39 "c、Zyla 等[8]

选择的 40 "c有较大差异;可能的原因是体外透析率

的测定是诸多参数共同作用的结果，其他参数的变

化导致了对酶促反应温度的不同要求.动物体内消

化是一个动态过程，消化产物不断被消化道吸收或

进人下段消化道.在密闭容器内进行的体外消化反

应，随时间延长，消化产物不断积累会抑制消化酶的

作用，前人[弘11] 提出并发展了体外透析消化测定技

术.透析技术在消化过程中可将水解产物与反应混

合物分离，但透析液体积的确定是关键.饲料粗蛋白

体外透析率有随着透析液体积的增加而增加的趋

势[3 ， 12] 但本研究发现饲料磷体外透析率与透析液

体积的关系刚好与其相反，且以透析液为 100 mL 时

饲料磷体外透析率最大，这一条件与 Lill 等[3] 和 Zyla

等[8] 推荐的参数完全吻合.

此外，比较本研究 5 种原料磷透析率与 Lill 等[3]

和方热军[口]的结果发现，与 Lill 等[3] 的结果相关性

较差，但与方热军[口]的结果具有中等程度的相关性

(r=0.47). 相对方热军[口]的结果来说，本研究建立

的体外透析法具有较好的可靠性和重演性.
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