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摘要:以水解度为指标,比较7种蛋白酶对方格星虫的水解

效果。在单因素试验考察的基础上,采用 Box-Behnken模型

响应面设计,建立方格星虫蛋白酶解的二次回归模型,确定

最佳的水解条件。结果表明,复合蛋白酶对方格星虫蛋白的

水解效果最佳,最佳水解条件为:酶与底物比为7.8%,酶解

时间为4h,酶解温度为50℃。该条件下,方格星虫蛋白的

水解度达到24.81%。
关键词:方格星虫;蛋白质;酶解;水解度

Abstract:UsingDH (degreeofhydrolysis)asthemainindex,hy-
drolysiseffectsonSipunculusnudusproteinofsevenproteaseswere
compared.Onthebasisofsinglefactorexperiment,responsesurface
methodologyandBox-Behnkenmodelwereemployedtoestablishthe
quadraticmodelforoptimizationthehydrolysisconditions.Results
showedthattheDHofProtamexwashigherthanthoseofothers.
Theoptimumhydrolysisconditionswereasfollows:theratioofen-
zymetosubstrateof7.8%,hydrolysistimeof4handthehydrolysis
temperatureat50 ℃.Underthiscondition,DHreached24.81%.
Thisstudywasaimedtoprovidetheoreticalbasisforthedevelopment
andutilizationofS.nudus.
Keywords:Sipunculusnudus;protein;enzymolysis;degreeofhy-
drolysis

方格星虫(Sipunculusnudus),俗称沙虫,属于星虫动物

门,星虫科,方格星虫属动物,在中国海域有广阔的资源分

布。据记载[1],沙虫性寒、味甘、咸,具有滋阴降火、清肺补

虚、活血强身及补肾养颜等功能,可以治疗骨蒸潮热,阴虚盗

汗、肺虚喘咳等多种病症。近年来大量的研究[2-4]发现,天然

来源的蛋白质经过酶促反应水解后,得到的小肽具有多种生

理功能,如抗氧化、抗菌、降血压、降血脂及免疫调节等作用。

现代研究[5-7]亦表明方格星虫含有丰富的蛋白质,多种氨基

酸和微量元素,具有抗氧化、抗菌、抗辐射等多种生物活性。

目前已有研究[8]表明,方格星虫经过生物酶解后获得的酶解

产物含有蛋白质、多肽以及游离氨基酸等成分,并具有较强

的抗氧化作用。本研究拟采用响应面分析法优化采集自北

海北部湾海域的方格星虫的蛋白酶解工艺,旨在为方格星虫

的开发和利用提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂

方格星虫:采自广西北海的广西海洋研究所海水养殖示

范基地的沙虫养殖大塘,干燥后粉碎,过80目筛备用,凯氏

定氮法测定蛋白含量为(69.3±5.41)%;

三硝基苯磺酸(TNBS),美国Sigma公司;

胃蛋白酶(5万 U/g)、木瓜蛋白酶(9万 U/g)、碱性蛋白酶

(55万 U/g)、复合蛋白酶(8万 U/g)、风味蛋白酶(3万 U/g)

和中性蛋白酶(5万 U/g):诺维信生物技术有限公司;

胰蛋白酶:1万 U/g,广西南宁东恒华道生物科技有限

公司;

其余试剂为分析纯。

1.1.2　仪器与设备

电热恒 温 浴 锅:DK-S26 型,上 海 精 宏 实 验 设 备 有 限

公司;

紫外可见分光光度计:TU-1810型,北京普析通用仪器

有限责任公司;

精密电子天平:ME104型,梅特勒—托利多仪器有限
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公司;

精密pH 计:PB-10型,赛多利斯科学仪器有限公司;

氮磷钙测定仪:NPCa-02型,上海洪纪仪器设备有限

公司。

1.2　方法

1.2.1　水解用酶的筛选　取1.5g方格星虫蛋白粉,加入

30mL水,按照表1中7种蛋白水解酶最适宜酶解条件进行

酶解,酶与底物比设定为5%,搅拌酶解4h后,沸水灭酶

10min,4000r/min离心10min,取上清液测定水解度。

表1　7种蛋白水解酶最适宜的反应条件

Table1　Optimalhydrolysisconditionsofsevenproteases

蛋白酶 pH 温度/℃

胃蛋白酶 2.0 37

木瓜蛋白酶 6.0 60

胰蛋白酶 7.5 55

碱性蛋白酶 8.5 50

复合蛋白酶 7.0 50

风味蛋白酶 6.0 50

中性蛋白酶 7.0 55

1.2.2　水解度的测定　取水解上清液0.5mL,加入1%

SDS2.5mL混合均匀。取混合液15μL,依次加入1% SDS

35μL,pH8.2磷酸缓冲溶液1000μL,0.1%三硝基苯磺酸

(TNBS)500μL。混匀后置于50℃烘箱中避光反应1h后,

加入 0.1% HCl2 mL 终 止 反 应,室 温 静 置 30 min 后,

340nm 下测定吸光值。以赖氨酸为对照品制作标准曲线。

按照式(1)、(2)计算水解度(degreeofhydrolysis,DH)[9]。

DH=
C1-C0

P ×100% (1)

式中:

DH———水解度,%;

C1———水解后的游离氨基浓度,mmol/mL;

C0———水解前的游离氨基浓度,mmol/mL;

P———总肽键浓度,mmol/mL。

P =Ch×htot (2)

式中:

Ch———水解液蛋白浓度,g/mL;

htot———底物中肽键总数,由氨基酸分析结果得到方格

星虫为9.6mmol/g。

1.2.3　单因素考察　在确定水解用酶的基础上,考察了酶

与底物比(Enzyme/Substrate,E/S),酶解时间和酶解温度3
个因素对方格星虫蛋白酶解效果的影响。

(1)酶 与 底 物 比 对 水 解 度 的 影 响:取 方 格 星 虫 蛋 白

1.5g,加入30 mL 水,按照不同的酶与底物比(4%,5%,

6%,7%,8%),50 ℃搅拌酶解4h后,开水煮沸10min灭

酶,4000r/min离心10min,取上清液测定水解度。

(2)酶解时间对水解度的影响:取方格星虫蛋白1.5g,

加入30mL水,按照 E/S为7%,50 ℃搅拌酶解不同时间

(2,3,4,5,6h),灭酶,离心后测定水解度。

(3)酶解温度对水解度的影响:取方格星虫蛋白1.5g,

加入30mL水,按照E/S为7%,在不同酶解温度下(40,45,

50,55,60℃)搅拌酶解5h后,灭酶,离心后测定水解度。

1.2.4　响应面分析试验设计　在单因素试验考察的基础

上,确定了E/S、酶解时间和酶解温度3个因素的最适宜考

察范围。采用 DesignExpert8.05软件,根据 Box-Behnken
中心组合设计原理,以E/S、酶解时间和酶解温度为自变量,

以水解度为响应值,设计三因素三水平响应面分析试验。

1.2.5　统计分析　重复3次试验,结果取其平均值。采用

DesignExpert8.05软件对数据进行响应面分析,包括显著

性差异分析、方差分析以及最佳试验条 件 和 最 佳 响 应 值

预测。

2　结果与分析

2.1　水解用酶的筛选

由图1可知,7种蛋白水解酶对方格星虫蛋白水解效果

相差较大。胃蛋白酶和木瓜蛋白酶的水解效果较差。胰蛋

白酶、碱性蛋白酶、复合蛋白酶、风味蛋白酶和中性蛋白酶水

解效果较好。复合蛋白酶的水解效果最佳,在相同的酶解条

件下,水解度达到20.95%。因此选择复合蛋白酶用于水解

方格星虫蛋白。
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图1　7种蛋白水解酶的水解效果

Figure1　Thehydrolysiseffectsofseven

differentproteases

2.2　单因素考察

2.2.1　酶与底物比(E/S)对水解度的影响　由图2可知,在

一定范围内,随着 E/S的升高,水解度随之升高。但当 E/S
超过7%,水解度出现下降的趋势,可能是由于酶浓度逐渐为

底物所饱和的原因,因此选择 E/S为6%~8%作为响应面

考察的范围。

2.2.2　酶解时间对水解度的影响　由图3可知,在2~5h
时,随着酶解时间的延长,方格星虫蛋白的水解度相应地增

加。当酶解时间超过5h后,水解度有所下降。结果表明在

5h左右时蛋白基本水解达到平衡,因此选择4~6h作为考
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Figure2　EffectsofE/SonDH
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Figure3　EffectsofhydrolysistimeonDH

察范围。

2.2.3　酶解温度对水解度的影响　由图4可知,随着酶解

温度的不断升高,水解度呈现先上升而后下降的变化趋势。

在40~50℃时,水解度随着酶解温度的升高而升高。当酶

解温度超过50℃,水解度有所下降。虽然酶解温度的升高

能够提高酶解反应的速率,但是酶是一种具有催化活性的蛋

白质,温度过高会导致其部分失去催化活性,从而会减低酶

促反应速率,因此选择45~55℃作为考察范围。

2.3　响应面试验设计分析及结果

2.3.1　模型建立及显著性差异分析　本研究在考察单因素

的基础上,采用响应面分析法对方格星虫蛋白的最优酶解工
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图4　酶解温度对水解度的影响

Figure4　EffectsofhydrolysistemperatureonDH

艺进行优化。试验因素及水平取值见表2。利用 Design-ex-

pert软件对表3的数据进行多元回归拟合,得到对 E/S、酶

解时间和酶解温度的二元多次回归方程为:

Y=22.28+0.24X1-0.49X2+0.75X3-2.90X1X2-

0.16X1X3-0.27X2X3-1.92X1
2-0.38X2

2-2.38X3
2 (3)

表2　响应面分析因素及水平表

Table2　Factorandlevelofresponsesurfaceexperiment

水平 X1 E/S/% X2酶解时间/h X3酶解温度/℃

-1 6 4 45

0 7 5 50

1 8 6 55

表3　响应面试验设计及结果

Table3　Designandresultsofresponsesurfaceexperiment

试验号 X1 X2 X3 水解度(Y)/%

1 -1 -1 0 17.11

2 1 -1 0 23.66

3 -1 1 0 22.11

4 1 1 0 17.05

5 -1 0 -1 16.78

6 1 0 -1 17.30

7 -1 0 1 18.99

8 1 0 1 18.86

9 0 -1 -1 19.29

10 0 1 -1 18.67

11 0 -1 1 20.92

12 0 1 1 19.23

13 0 0 0 21.90

14 0 0 0 22.51

15 0 0 0 20.73

16 0 0 0 24.99

17 0 0 0 21.28

　　由表4可知,模型二次项 X1X2、X1
2 和 X3

2 差异显著。

同时由P值可知,在E/S、酶解时间和酶解温度3个因素中,

酶解温度对水解度的影响最大,其次为酶解时间和 E/S。同

时由方差分析结果可以看出,回归模型的P值为0.0159,表

明回归模型显著。失拟项的 P值为0.9762,表明失拟误差

相对于纯误差是不显著的,该模型具有 较 好 的 回 归 系 数

(R2=0.8799),说明该试验设计是合理稳定的,能够较好地

描述试验结果,使用回归方程代替真实的试验点进行方格星

虫蛋白酶解的分析和预测是可行的。

2.3.2　响应面直观分析　由图5可知,酶与底物比和酶解

时间对水解度的影响不大,在两个因素的全值变化范围内,

水解度随酶与底物比的增加呈现先增加后降低的趋势,随着
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表4　响应面分析方差分析表

Table4　Varianceanalysisofresponsesurfacedesign

项目 平方和 自由度 均方 F P

模型 83.99 9 9.33 5.70 0.0159

X1 0.44 1 0.44 0.27 0.6196

X2 1.92 1 1.92 1.17 0.3148

X3 4.44 1 4.44 2.71 0.1437

X1X2 33.70 1 33.70 20.57 0.0027

X1X3 0.11 1 0.11 0.064 0.8069

X1X3 0.29 1 0.29 0.17 0.6885

X1
2 15.56 1 15.56 9.50 0.0178

X2
2 0.60 1 0.60 0.37 0.5644

X3
2 23.80 1 23.80 14.52 0.0066

残差 11.47 7 1.64
┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈┈

失拟项 0.52 3 0.17 0.064 0.9762

净误差 10.94 4 2.74

总离差 95.46 16

酶解时间的不断延长,水解度趋于平稳。由图6可知,酶解

温度的变化对水解度的影响高于 E/S,在两个因素的全值变

化范围内,水解度均呈现先增加后降低的趋势,两者的交互

作用在图形中反映出适宜的条件会使水解度到达最大值,但

是过高或过低都会使水解度降低。由图7可知,酶解时间和

酶解温度的相互作用呈现同样的变化趋势。

　　综合以上单因素及响应面分析试验结果,使用 Design-

expert软件,得到最佳的酶解条件为:E/S7.81%,酶解时间
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Figure5　Contourdiagramandresponsesurfaceplotof
effectsofE/Sandenzymatichydrolysistime
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Figure6　Contourdiagramandresponsesurfaceplotof
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4h,酶解温度50.93 ℃,预期达到的水解度为23.76%。考

虑实际生产情况,最佳酶解条件修正为酶与底物比7.8%,酶

解时间4h,酶解温度50℃。按照确定的最佳酶解条件进行

酶解验证 实 验 (n=3),所 得 的 实 际 水 解 度 为 (24.81±

1.72)%,说明所建立的试验模型能够真实反映三因素对于复

合蛋白酶酶解方格星虫蛋白的影响,该酶解工艺可靠稳定。

3　结论

本研究通过单因素试验和响应面分析法,考察了酶与底

物比、酶解时间和酶解温度3个因素对方格星虫蛋白水解的

影响,经过优化得到最佳酶解条件,采用复合蛋白酶酶解,酶

与底物比为7.8%,酶解时间为4h,酶解温度为50℃。在此

条件下,水解度达到24.81%,说明该工艺稳定可靠,对实际

生产具有指导意义。大量研究[10-12]表明,生物活性肽是以非

活性状态存在于蛋白质中,通过适当的酶解作用,可以将潜

在形式存在于蛋白质的活性肽释放出来,从而得到具有特殊

生物学功能的活性肽。因此本研究可为后续方格星虫蛋白

的开发和利用提供理论依据,同时方格星虫蛋白酶解产物的

生物活性有待于今后进一步的研究。

参考文献

1　陈细香,林秀雁,卢昌义,等.方格星虫属动物的研究进展[J].

海洋科学,2008,32(6):66~69.

2　LiuXin,ZhangMian-song,ZhangChao,etal.Angiotensincon-

vertingenzyme(ACE)inhibitory,antihypertensiveandantihy-

perlipidaemicactivitiesofproteinhydrolysatesfrom Rhopilema

esculentum[J].FoodChemistry,2012,134(4):2134~2140.

3　SudhakarS,NazeerRA.StructuralcharacterizationofanIndian

squidantioxidantpeptideanditsprotectiveeffectagainstcellular

reactiveoxygenspecies[J].JournalofFunctionalFoods,2015,

14:502~512.

4　PompilioA,ScocchiM,PomponioS,etal.Antibacterialandan-

ti-biofilmeffectsofcathelicidinpeptidesagainstpathogensisola-

tedfromcysticfibrosispatients [J].Peptides,2011,32(9):

1807~1814.

5　朱银玲,李思东,方富永.方格星虫多肽的酶解法制备工艺优化

与抗氧化作用研究[J].化学通报,2012,75(7):642~647.

6　张桂和,赵谋明,巫光宏.方格星虫酶解物成分分析及其抗氧化

作用[J].食品与生物技术学报,2007,26(3):80~84.

7　董兰芳,张琴,童潼,等.方格星虫多糖抗菌和抗氧化活性研究

[J].广西科学,2013,20(4):289~293.

8　朱银玲,刘华忠,李思东,等.酶解法制备方格形成多肽及其抗氧

化作用研究[J].化学研究与应用,2012,24(9):1397~1401.

9　CianRE,Martínez-AugustinO,DragoSR.Bioactiveproperties

ofpeptidesobtainedbyenzymatichydrolysisfrom proteinby-

productsofPorphyracolumbina[J].FoodResearchInternation-

al,2012,49(1):364~372.

10　任婷婷,董秀萍,朱蓓薇,等.响应面法优化海参胶原蛋白肽的

制备条件[J].食品与机械,2010,26(3):120~123.

11　徐向英,王岸娜,林伟静,等.响应面法优化燕麦全粉中蛋白质

提取工艺[J].食品与机械,2011,27(5):96~99.

12　刘新,张绵松,孟秀梅,等.海蜇 ACE抑制肽水解用酶的筛选

[J].食品工业,2012,33(3),64~66.

(上接第198页)

同时还能发挥纯天然,安全又绿色的优势,在食品保鲜领域

拥有着广阔的前景。
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