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摘& 要：目的：获得鸭肝丁酰胆碱酯酶纯品并对其酶学性质进行研究。方法：采用丙酮脱脂、酸沉淀、硫酸铵分级沉淀、

’()(*+,-./012, 阴离子交换层析和 +,-./3045 +*6"" 凝胶层析方法，分离纯化鸭肝丁酰胆碱酯酶；采用 +’+*聚丙烯酰

胺凝胶电泳法进行纯度鉴定和酶相对分子量测定。结果：从鸭肝中分离纯化获得电泳纯的丁酰胆碱酯酶，纯化倍数为

$%78!% 倍，酶活回收率为 6987":，比活达 $#86$; < =>。酶相对分子量为 9??8?%@’/，亚基相对分子量为 7!8#"@’/。推测

该酶由六个相同亚基构成。该酶最大紫外吸收为 6#?A=。酶催化碘化硫代丁酰胆碱水解的最适 -B 为 ?8"，最适温度

为 9%C。该酶在 -B 98"D$"8" 区域较稳定；在 !"C以下处理 $.，酶活力保持稳定。EA6 F 、GA6 F 和 HI6 F 对该酶具有显著

的抑制作用。以碘化丁酰硫代胆碱为底物，测定该酶的表观 J= 为 #$8$%!=15 < K，没有过量底物抑制现象。结论：成功

分离纯化获得丁酰胆碱酯酶，该酶具有较好的酸碱耐受性。
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& & 胆碱酯酶（ 3.15MA,2N,/2,，H.(）是生物体内一种

重 要 水 解 酶，一 般 可 分 为 乙 酰 胆 碱 酯 酶

（ /3,N453.15MA,2N,0/2,，)3.( ）和 丁 酰 胆 碱 酯 酶

（QIN40453.15MA,2N,0/2,，YH.(）［$］。丁酰胆碱酯酶能与

有机磷毒剂和杀虫剂结合，并且具有比乙酰胆碱酯

酶灵敏度更高的优点，是有机磷和氨基甲酸酯类杀

虫剂的重要作用靶标，它还具有能水解许多酯类、肽

类及酰胺类化合物，参与某些药物的代谢过程和促

进细胞生长的特点［6*!］。S0,M> 等人对丁酰胆碱酯酶

抑制研究表明，抑制丁酰胆碱酯酶可成为治疗阿尔
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茨海默病的新手段［!"#］。该酶在化学分析、食品安

全、农业化工、医药卫生和环境监测等领域具有重要

的应用。丁酰胆碱酯酶广泛存在于动植物组织中［$］。

我们发现，鸭肝中丁酰胆碱酯酶含量较为丰富。因

此，本文以来源广泛的鸭肝为原料，对丁酰胆碱酯酶

进行分离纯化和酶学性质研究，为丁酰胆碱酯酶的

进一步研究和应用提供参考。

!" 材料与方法

!#!" 实验材料

家鸭（!"#$ %&#’()*("+*,$）肝脏% 取自健康活鸭，

杀死后立即取肝脏于"&’(冰箱中冰冻保存备用；牛

血清白蛋白、碘化硫代丁酰胆碱、碘化硫代乙酰胆

碱、二 硫 代 双 硝 基 苯 甲 酸（ )*+,）% -./01 公 司；

)232"-45617894、-4561:7;< -"&’’、分子量标准品%
=2 公司；三羟甲基氨基甲烷 % >17:8 公司；蛋白质

-)-" ?3=2 标 准 品 % /4@9:7.5A 公 司；考 马 斯 亮 蓝

B&!’、丙烯酰胺、甲叉"双丙烯酰胺 % ><CD1 公司；其

余试剂% 均为国产分析纯。

!#$" 实验方法

EF&FE% 丙酮干粉的制备 % 称取新鲜鸭肝 E’’/，用自

来水洗净，再用消毒双蒸水清洗数次。剪碎，然后以

EGE’（HGI）的比例加入已经"&’(预冷的丙酮，匀浆

后抽滤脱脂得滤饼。两次丙酮脱脂后将滤饼冷冻干

燥至恒重，研磨成干粉备用。

EF&F&% 粗提液的制备% 将丙酮干粉以 EGE!（HGI）的

比例加入已经预冷的 ’F’!08< J K 的 *7.9"LM< 缓冲液

（5L$F’）。匀浆后，N(冰箱静置抽提 &6，O’’’ P / 离

心 E6，收集上清液即得粗提液。

EF&FQ% 硫酸沉淀% 粗提液加入硫酸调整 5L 至 QF’，

N(冰箱静置 &6 后，O’’’ P / 离心 Q’0.@，收集上清液

得粗酶液。

EF&FN% 硫酸铵分级沉淀% 粗酶液加入固体硫酸铵至

E’R 饱 和 度，N ( 冰 箱 静 置 &6 后，O’’’ P / 离 心

Q’0.@，收集上清液。再加入硫酸铵至 #’R 饱和度，

N( 冰 箱 静 置 &6，O’’’ P / 离 心 Q’0.@，沉 淀 用

’F’!08< J K 的 *7.9"LM< 缓冲液（5L$F’）溶解，N(蒸馏

水透析过夜，即得到粗酶液。

EF&F! % )232 " -45617894 离 子 交 换 层 析 % )232 "
-45617894 离子交换柱按产品说明书要求处理。装柱

后，用 ’F’!08< J K*7.9"LM< 缓冲液（5L$F’）平衡 N 个

柱体积，粗 酶 液 样 品 上 )232 " -4567894 柱（&FO P
EN:0），每次上样为 E’0K，用 ’SEF’08< J K 线性梯度

的 +1M< 溶液（内含 ’F’!08< J K，5L$F’ 的 *7.9"LM< 缓

冲液）进行梯度洗脱，流速 Q’0K J 6，每管收集 !0K，

紫外监测波长为 &$’@0。最后需测定各管丁酰胆碱

酯酶活性和蛋白含量，收集活性较高的各管酶液，

N(透析过夜，冷冻浓缩后进行 -4561:7;< -"&’’ 凝胶

层析。

EF&FO% -4561:7;< -"&’’ 凝胶过滤柱层析 % -4561:7;<
-" &’’ 凝 胶 柱 按 产 品 说 明 书 进 行 装 柱（EO00 P
$Q!00）处理后，每次上样 Q0K。用 *7.9"LM< 缓冲液

（’F’!08< J K，5L$F’）进行洗脱，流速 E$0K J 6，每管收

集 Q0K。测定每管丁酰胆碱酯酶活性和蛋白质含

量；收集活性较高的各管酶液，N( 透析，冷冻干燥，

得到丁酰胆碱酯酶纯品。

EF&F#% 丁酰胆碱酯酶活性的测定 % 参照文献［T］略

有改动，以碘化硫代丁酰胆碱为底物，采用 -)- 终止

法进行测定。在试管中加入 &F!!0K ’F’!08< J K 5L$F’
的 *7.9" LM< 缓冲液、E’’!K E’008< J K )*+, 溶液、

!’!K #!008< J K 碘化硫代丁酰胆碱，混匀，Q#( 水浴

保温 !0.@，加入 &’’!K 丁酰胆碱酯酶液，立即混匀，

并开始计时 !0.@，然后加入 E’’!K QR 的 -)- 溶液

终止反应，室温下在波长 NE&@0 处测定其 U) 值。

以先加入 -)- 溶液，再加入酶液为对照。以每分钟

催化分解 E!08< 碘化硫代丁酰胆碱所需的酶量为一

个酶活力单位。

EF&F$% 蛋白质含量的测定% 采用 <8V47; 法［E’］和分光

光度法［EE］，以牛血清白蛋白为标准样品。

EF&FT% 丁酰胆碱酯酶的纯度鉴定 % 采用 -)-"聚丙

烯酰 胺 凝 胶 电 泳 进 行 纯 度 鉴 定［E&］，分 离 胶 浓 度

为 E&R。

EF&FE’% 丁酰胆碱酯酶的分子量测定 % 分子量测定

采用凝胶过滤法［EQ"EN］。鸭肝丁酰胆碱酯酶亚基分子

量的确定采用 -)-"聚丙烯酰胺凝胶电泳法测得［E!］。

EF&FEE% 丁酰胆碱酯酶的动力学参数测定 % 用 5L
$F’，’F’!08< J K *7.9"LM< 缓冲液配制不同浓度的底物

溶液（’F’!SE008< J K），按酶活力测定方法测定相应

的酶活力，根据 K.@4V41W47S,C7D 双倒数作图法［EO］求

出 X0 值。

$" 结果与分析

$#!" 鸭肝丁酰胆碱酯酶的分离纯化

鸭肝丁酰胆碱酯酶粗酶液经 )232" -45617894
柱层析（每管收集 !0K）的洗脱图谱如图 E 所示，丁

酰胆碱酯酶的活性峰集中在 &T S Q# 管之间，其中

QESQ!管酶活性最高；分别收集透析冷冻浓缩后再经

-4561:7;< - " &’’ 凝 胶 分 子 筛 柱 层 析（ 每 管 收 集

Q0K），洗脱图谱见图 &，丁酰胆碱酯酶的活性峰集中

在 &QS&T 管之间，其中 &!S&$ 管酶活性最高，分别收

集透析冷冻浓缩后备用。整个纯化结果见表 E，最终

可得到纯化 E!OFN! 倍，比活力为 E#F&EY J 0/ 的酶制

剂。所得丁酰胆碱酯酶经 -)-"?3=2 鉴定为单一蛋

白成分，见图 Q，说明该酶制剂已达到电泳纯。以该

纯品为对象，进行鸭肝丁酰胆碱酯酶性质研究。

图 E% )232"-45617894 离子交换层析图谱

$#$" 鸭肝丁酰胆碱酯酶的性质

&F&FE% 鸭肝丁酰胆碱酯酶相对分子量和亚基相对分

子量% 经 -4561:7;< -"&’’ 凝胶柱层析法测定鸭肝丁

酰胆碱酯酶的全酶相对分子量为 Q$$F$!D)1。经 -)-
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表 !" 鸭肝丁酰胆碱酯酶的纯化

纯化步骤
蛋白含量

（#$）

总活力

（%）

相对活力

（% & #$）

回收率

（’）
纯化倍数

粗酶液 !(!)!*++ !(,-*-+ +*!! !++*++ !*++
酸沉淀 .+)/*,+ !0(-*!. +*/. ,!*,+ (*00

!+’硫酸铵沉淀 !,-!*.0 !0+/*(, +*/( --*/0 (*,!
1+’硫酸铵沉淀 /++*!, !11(*-/ .*+/ -0*!/ !-*-.

234356789:;<=7 离子交换层析 !11*+1 (-1*(. 1*/0 1+*)+ 1)*!-
6789:>;?@ 65.++ 凝胶层析 .)*)+ 1++*,. !/*.! .)*(+ !0(*10

图 ." 6789:>;?@ 65.++ 凝胶层析图谱

图 )" 6265A4B3 电泳图

注：C：标准蛋白；6：丁酰胆碱酯酶样品。

5A4B3 测定其亚基相对分子量为 (1*/+D2:，说明鸭

肝丁酰胆碱酯酶由六个相同的亚基组成。

.*.*." 紫外扫描鸭肝丁酰胆碱酯酶 " 纯酶在 ! 为

..+ E )(+F# 之 间 扫 描，特 征 峰 的 最 大 吸 收 !
G ./-F#。

.*.*)" 鸭肝丁酰胆碱酯酶的最适反应 8H" 8H 是影

响酶活的主要参数之一，在 8H)*+E!!*+ 的缓冲液中

测定丁酰胆碱酯酶的酶活力，考察丁酰胆碱酯酶催

化反应的最适 8H 范围。以酶活最高值为 !++’，对

不同 8H 做图，结果见图 1。由图可见，酶的最适 8H
为 -*+，8H 在 (*0E-*0 的范围内丁酰胆碱酯酶的酶活

均可达到最高酶活的 0+’以上，超出该范围，酶活急

剧下降。

图 1" 8H 对鸭肝丁酰胆碱酯酶活力的影响

.*.*1" 鸭肝丁酰胆碱酯酶在不同 8H 下的稳定性"
酶在不同 8H 环境下的稳定性是酶应用的重要指标。

将纯化的酶液与 8H)*+E!!*+ 的缓冲体系相混合，1I

放置 .1、1-、/.9 后，取 适 量 酶 液 在 最 佳 反 应 条 件

8H-*+ 时测定酶活。以酶活最高值为 !++’，对不同

8H 作图，结果见图 0。该丁酰胆碱酯酶在所测 8H 范

围内能较好地保持其酶活；/.9 孵育后，酶活有所降

低，但仍在最高酶活的 1+’ 以上；8H)*+E!+*+ 时，酶

活均较稳定，表明该酶的酸碱耐受性很强。

图 0" 不同 8H 下鸭肝丁酰胆碱酯酶的储存稳定性

.*.*0" 鸭肝丁酰胆碱酯酶的最适反应温度" 分别测

定丁酰胆碱酯酶在 .+E/+I下的酶活性，其他条件不

变。以酶活最高值为 !++’，对不同温度下酶活做

图，结果见图 (，表明该酶的最适温度在 )0I左右。

图 (" 温度对鸭肝丁酰胆碱酯酶活力的影响

.*.*(" 鸭 肝 丁 酰 胆 碱 酯 酶 的 热 稳 定 性 " 酶 液 在

1E/+I温度下分别孵育 !+、)+、(+#JF 后测定活性。

1I的酶活力为 !++’，不同孵育条件下酶的相对酶

活见图 /。1、.+、)+I下，酶活性稳定，保温 (+#JF 活

性保留原有活性的 -+’ 以上；1+I 保温 (+#JF 酶活

损失 0+’ 以上，随着温度的升高，酶活力迅速降低，

温度至 /+I时，酶完全失活。表明该酶在 1+I 以下

具有一定的热稳定性。

.*.*/" 鸭肝丁酰胆碱酯酶的反应动力学性质 " 用

+*+0E+*(##<@ & K 的碘化硫代丁酰胆碱在 8H-*+，)0I
条件下与酶作用 0#JF，用 KJF7L7:M7;5NO;D 双倒数［!0］

作图法得图 -，求得 该 酶 的 表 观 P# 和 Q# 分 别 为

/!*!0"#<@ & K 和 /*/)##<@ & K·#JF。

.*.*-" 底物对鸭肝丁酰胆碱酯酶活力的影响" 在最

适反应条件下，分别以碘化硫代丁酰胆碱和碘化硫

代乙酰胆碱为底物，其他条件不变。改变反应体系
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图 !" 鸭肝丁酰胆碱酯酶的热稳定性

图 #" 丁酰胆碱酯酶催化碘化硫代丁酰胆碱的

$%&’(’)*’+,-.+/ 双倒数图

中的底物胆碱浓度（0123204456 7 $），测定对应酶活

力。以最高酶活为 2008 作图，如图 9。发现当以碘

化硫代乙酰胆碱为底物时，活力很难检测。以碘化

丁酰胆碱为底物，浓度较低时，该酶活力随底物浓度

增加而增加；当底物浓度超过 :104456 7 $ 时，酶活力

随底物浓度的增加而基本不变。说明鸭肝丁酰胆碱

酯酶不能有效利用碘化乙酰胆碱，以碘化丁酰胆碱

为底物时，没有底物过量抑制现象。

图 9" 底物对丁酰胆碱酯酶活力的影响

;1;19" 金属离子对鸭肝丁酰胆碱酯酶活力的影响"
向纯化后的鸭肝丁酰胆碱酯酶酶液中分别加入不同

的金属离子，使其终浓度为 204456 7 $。同时以不加

金属离子的酶液作为对照，测定丁酰胆碱酯酶的活

力，结果如图 20 所示。<); = 对丁酰胆碱酯酶有激活

作用，达到 2:#128。>&; = 、?&; = 和 <.; = 对酶有显著

的抑制作用，尤其 <.; = 能完全抑制鸭肝丁酰胆碱酯

酶的活力；其他离子对酶活力影响不明显。

!" 讨论
酶的分离纯化过程是对其展开全面应用和研究

的基础，纯化过程的回收率和纯酶比活是衡量纯化

方法可行性的重要指标。本研究通过丙酮脱脂、酸

沉淀、硫酸铵分级沉淀、@ABA,C’DE)+5F’ 阴离子交换

层析和 C’DE)G+H6 C,;00 凝胶层析方法，从鸭肝中获

得了总回收率为 ;:1I08，纯化倍数为 2JI1KJ 倍，比

活达 2!1;2L 7 4M 的酶制剂，经 C@C,NBOA 鉴定该酶

达到电泳纯，结果肯定了本实验的分离纯化方法是

图 20" 不同盐离子对丁酰胆碱酯酶活力的影响

注：2：空白对照；;：>&<6;；:：P’<6;；K：$%<6；J：Q<6；

I：<)<6;；!：<.<6;；#：?&<6;；9：?M<6;。

可行的。

本实验采用酸沉淀杂蛋白的思路分离目的蛋

白。利用目的蛋白在所用 DR 范围内有较强稳定性

的特性，有效去除很大一部分杂蛋白，且该方法简便

快速，目的酶活回收高，在本研究中为分离获得高品

质丁酰胆碱酯酶打下了基础。

我们发现，鸭肝胆碱酯酶对碘化乙酰胆碱酯酶

特异性低，不能以碘化乙酰胆碱为底物，说明该胆碱

酯酶可能是丁酰胆碱酯酶。早在上世纪 J0 年代，

B.M.FS%&FF5&［2!］等人经过全面研究发现，底物抑制现

象是区别乙酰胆碱酯酶和丁酰胆碱酯酶的一个重要

依据，本实验结果表明鸭肝胆碱酯酶没有过量底物

抑制现象，为该胆碱酯酶定性为丁酰胆碱酯酶提供

了有力的依据。研究所得胆碱酯酶以碘化硫代丁酰

胆碱 为 底 物 时 表 观 Q4 为 !212J!456 7 $，高 于 陈 久

祯［2#］等人以碘化硫代乙酰胆碱为底物时测得乙酰胆

碱酯酶表观 Q4 值 KK!456 7 $，低于吴方辉［29］等人以

碘化丁酰胆碱为底物时测得丁酰胆碱酯酶表观 Q4

值 2KK!456 7 $，说明本实验纯化的胆碱酯酶与碘化硫

代丁酰胆碱亲和性很高，能够特异水解硫代丁酰胆

碱。由于肝脏是丁酰胆碱酯酶合成和分泌的主要场

所［;0］，且鸭肝胆碱酯酶与丁酰胆碱亲和力高，不能有

效水解乙酰胆碱，没有底物过量抑制现象，说明本实

验纯化的鸭肝胆碱酯酶是丁酰胆碱酯酶。

金属离子抑制研究表明，204456 7 $ >&; = 、?&; =

可显著抑制该酶活性，204456 7 $ <.; = 可以完全抑制

该酶活性，为该酶抑制剂的研究提供了参考。

本实验纯化的丁酰胆碱酯酶比活高于现市售且

价格昂贵的同类产品，并且鸭肝丁酰胆碱酯酶具有

较高的酸碱耐受性，K0T 以下该酶具有较好的热稳

定性，说明该酶具有广泛推广应用的潜力。

#" 结论
本研究成功地从家鸭肝脏中纯化出丁酰胆碱酯

酶，性质研究表明该酶具有较高的利用价值。我国

是农业大国，家禽养殖遍及全国，规模大；鸭肝材料

丰富，易于收集，成本低廉，是提取丁酰胆碱酯酶的

可靠来源。以鸭肝为材料从中纯化丁酰胆碱酯酶也

成为提升家禽附加值，帮助农民增加收入的一条新

途径。该酶在农业、食品、医药等领域具有广泛的应

用前景。
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除率达到了 <<1J^。采用 ;^ 的活性炭脱色脱腥处

理效果明显，但其中氨基酸和短肽损失较大，更好的

脱色脱腥方法还有待进一步研究。
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