
基金项目：国家自然科学基金项目（编号：４１２７６１５７）

作者简介：刁亚（１９９０—），男，上海海洋大学在读硕士研究生。

Ｅｍａｉｌ：１０１７９７０８８２＠ｑｑ．ｃｏｍ

通讯作者：沈和定

收稿日期：２０１５－０５－０１

第３１卷第５期

２０１５年９月 ! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．５

Ｓｅｐ．２０１５

犇犗犐：１０．１３６５２／犼．犻狊狊狀．１００３－５７８８．２０１５．０５．０５７

瘤背石磺肌肉酶解工艺优化
Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｎｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｆｏｒｍｕｓｃｌｅｏｆ犗狀犮犺犻犱犻狌犿狊狋狉狌犿犪

刁　亚

犇犐犃犗犢犪
　

沈和定

犛犎犈犖犎犲犱犻狀犵
　

程知庆

犆犎犈犖犌犣犺犻狇犻狀犵
　

姚理想

犢犃犗犔犻狓犻犪狀犵

（上海海洋大学水产与生命学院，上海　２０１３０６）

（犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃狇狌犪犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犔犻犳犲犛犮犻犲狀犮犲，犛犺犪狀犵犺犪犻犗犮犲犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犪狀犵犺犪犻２０１３０６，犆犺犻狀犪）

摘要：为了研究胰蛋白酶酶解瘤背石磺肌肉的最佳工艺，在

单因素试验的基础上，通过响应面试验法和正交试验法比较

最佳条件和蛋白提取率。结果表明：响应面试验法的最佳工

艺条件为酶解温度４４℃，酶解时间２．３ｈ，ｐＨ９．０，液固比

９２∶１（犞∶犿）；而正交试验法的最佳工艺条件为酶解温度

４５℃，酶解时间２ｈ，ｐＨ９．０，液固比９０∶１（犞∶犿），两种方

法所得到的蛋白提取率分别为８．７４％和８．５１％。
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　　瘤背石磺（犗狀犮犺犻犱犻狌犿狊狋狉狌犿犪）是一种具有重要经济价

值和营养价值的贝类，它属于软体动物门、腹足纲、肺螺亚

纲、缩眼目。常生活在咸淡水交汇处的高潮带滩涂，俗称海

癞子、土鸡、土海参等［１］。瘤背石磺的出肉率很高，肌肉中富

含蛋白质。管菊等［２］发现瘤背石磺肌肉中粗蛋白含量高达

５５％以上，是极好的蛋白质来源。当前国内外对于瘤背石磺

的研究主要集中在神经、繁殖等领域［３］，对于其体内活性物

质如蛋白质、多肽等研究仍较少。近些年的研究发现动物蛋

白具有抗衰老、抗肿瘤、调节免疫等生理功能［４－６］。Ｋｈｏｄａ

ｂａｎｄｅｈ等
［７］从石磺的卵细胞中分离得到的一种对乳腺癌细

胞有一定抗癌活性的蛋白质。目前动物蛋白提取的方法主

要有酸法、碱法和酶法［３］，其中酶法提取因反应条件温和、无

不良反应且进程易控制，已成为当今研究的热点［８－１０］。

　　为了提高蛋白的提取率，需要对其提取工艺条件进行优

化，而响应面法或正交试验是常用的试验优化设计方法［１１］，

如鲁宁等［１２］利用响应面法对鸡胸软骨胶原蛋白水解工艺进

行了优化；曹文红等［１３］利用正交试验优化青鳞鱼酶解工艺

参数等。在工艺优化过程中，正交试验能够较全面考察多因

素多水平，它的优点在于方法简便，试验次数较少，实施较为

简单，但无法确定整个区域上因素的最优条件与响应值，与

实际情况可能存在偏差［１４］。而响应面法的优点在于建模快

速，试验精确度高，预测性更好。但是响应面法也有一定的

局限性，如果试验点选取不当，也无法找到最优条件［１５］。

　　为了避免工艺优化试验的盲目性和随意性，本试验拟采

用响应面法［１６，１７］和正交试验法［１８，１９］对瘤背石磺肌肉蛋白酶

解提取工艺优化进行比较研究，探讨两种方法对瘤背石磺肌

肉蛋白提取工艺的差别，旨为节约蛋白资源以及瘤背石磺的

综合开发利用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

　　瘤背石磺：采于上海崇明堡镇菜市场；

　　胰蛋白酶：４×１０３Ｕ／ｇ，国药集团化学试剂有限公司；

　　石油醚、无水乙醇、盐酸等：分析纯，国药集团化学试剂

有限公司。

１．２　试验仪器

　　全自动凯氏定氮仪：Ｋ１２Ａ型，上海晟声分析仪器有限

公司；

　　电子分析天平：ＡＬ１０４型，梅特勒—托利多仪器（上海）

有限公司；

　　ｐＨ计：ＵＢ７型，上海精密科学仪器有限公司；

６２２



　　紫外可见分光光度计：ＵＶ７５０２ＰＣ型，上海精密仪器有

限公司；

　　低速台式离心机：ＴＤＺ６ＢＷＳ型，上海卢湘仪离心机仪

器有限公司；

　　双列六孔恒温水浴锅：ＨＷＳ２６型，上海慧泰仪器制造

有限公司；

　　电热恒温干燥箱：ＤＨＧ９０７７Ａ型，上海精宏试验设备有

限公司；

　　组织切碎机：ＱＳＪＤ１６２型，广东小熊电器有限公司。

１．３　试验方法

１．３．１　预处理　将采集于崇明的瘤背石磺致死，解剖去除

内脏，用４℃蒸馏水洗净后放入烧瓶中，加入适量石油醚去

脂１２ｈ，过滤后加入适量无水乙醇处理６ｈ去除石油醚，洗

净后放入烘箱烘焙１２ｈ得到瘤背石磺粉。

１．３．２　提取率测定　采用凯氏定氮法（ＧＢ／Ｔ５００９．５—

２００３）测定样品中的粗蛋白含量，考马斯亮蓝法
［２０］测定水溶

性蛋白含量。瘤背石磺肌肉蛋白提取率按式（１）计算：

　　犚＝
犿１
犿２
×１００％ （１）

　　式中：

　　犚———瘤背石磺肌肉蛋白的提取率，％；

　　犿１———水解液中水溶性蛋白的含量，ｇ；

　　犿２———样品粗蛋白的含量，ｇ。

１．３．３　瘤背石磺肌肉蛋白的酶解工艺　称取１．０ｇ粉碎的

瘤背石磺粉，按照酶解条件（温度、ｐＨ、时间、液固比和加酶

量）进行酶解试验，得到酶解液。反应结束后，在９５℃高温

下灭活１５ｍｉｎ，待溶液冷却后，放入高速冷冻离心机中离心

（４０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，取上清液测试提取率。

１．３．４　单因素试验

　　（１）酶解温度：在酶解时间２ｈ，ｐＨ８．０，液固比８０∶１

（犞∶犿），加酶量１０％的条件下，考察酶解温度３０，３５，４０，

４５，５０，５５，６０℃对蛋白提取率的影响。

　　（２）ｐＨ：在酶解温度３５℃，酶解时间２ｈ，液固比８０∶１

（犞∶犿），加酶量１０％的条件下，考察ｐＨ７．０，７．５，８．０，８．５，

９．０，９．５，１０．０对蛋白提取率的影响。

　　（３）酶解时间：在酶解温度３５℃，ｐＨ８．０，液固比８０∶１

（犞∶犿），加酶量１０％的条件下，考察酶解时间１，２，３，４，５，

６，７ｈ对蛋白提取率的影响。

　　（４）液固比：在酶解时间２ｈ，ｐＨ８．０，酶解时间２ｈ，加

酶量１０％的条件下，考察液固比４０∶１，５０∶１，６０∶１，７０∶

１，８０∶１，９０∶１，１００∶１（犞∶犿）对蛋白提取率的影响。

　　（５）加酶量：在酶解时间２ｈ，ｐＨ８．０，酶解时间２ｈ，液

固比８０∶１（犞∶犿）的条件下，考察加酶量４％，５％，６％，

７％，８％，９％，１０％对蛋白提取率的影响。

１．３．５　正交试验及响应面试验设计　根据单因素试验结

果，选择对酶解效果影响显著的因素，以蛋白提取率为评价

指标，设计正交试验或响应面试验，以优化其酶解工艺。

１．４　数据分析软件

　　采用正交设计助手ＩＩ专业版及Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ８．０．６。

２　结果与分析
２．１　酶解前瘤背石磺肌肉粗蛋白测定的结果

　　采用凯氏定氮法测定瘤背石磺肌肉粗蛋白含量，经过

３次重复试验，得出蛋白质含量为５９．８７％，证明瘤背石磺肌

肉的蛋白质含量相当高，具有很大的研究价值。

２．２　单因素试验结果

２．２．１　酶解温度对蛋白提取率的影响　由图１可知，随着

酶解温度的提高，提取率表现为先上升后下降的趋势，当温

度在３０～４５℃时，温度不断升高，分子的动能也在不断增

加，底物与酶之间的接触几率也在增加［２１］，因此蛋白提取率

逐渐上升；温度达到４５℃时，提取率最大，为７．０２％；但超过

４５℃后，酶的活力开始下降，甚至失活，因此控制最适酶解

温度为４５℃左右。

图１　酶解温度对蛋白提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

２．２．２　酶解时间对蛋白提取率的影响　由图２可知，当酶

解时间为２ｈ时，提取率最大，超过２ｈ后，提取率开始下降。

这可能是因为酶在反应过程中逐渐失活，而且还会分解溶液

中溶出的蛋白质［２２］，导致蛋白提取率逐渐降低，因此控制酶

解时间在２ｈ左右。

图２　酶解时间对蛋白提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

２．２．３　ｐＨ 对蛋白提取率的影响　ｐＨ 会改变酶中心的构

象，使酶活性中心的催化基团和结合集团受到影响［２３］。由

图３可知，ｐＨ为９．０时，提取率为最大值，达到７．１２％。但

ｐＨ继续上升，提取率反而下降，这可能是因为ｐＨ过高导致

酶活性降低甚至失活［２４］。因此最适ｐＨ为９．０。

２．２．４　液固比对蛋白提取率的影响　由图４可知，液固比

在９０∶１（犞∶犿）以下时，提取率持续上升，当液固比为９０∶１

７２２
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图３　ｐＨ对蛋白提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

图４　液固比对蛋白提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｌｉｑｕｉｄｓｏｌｉｄｒａｔｅｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

（犞∶犿）时，提取率达到最大值，继续提升液固比，提取率开

始下降，因此选取９０∶１（犞∶犿）左右作为试验条件。

２．２．５　加酶量对蛋白提取率的影响　由图５可知，在加酶

量为４％～１０％时，对蛋白提取率的影响并不显著，加酶量在

９％时，提取率最大，考虑到生产成本问题，选取９％作为试验

条件。

图５　加酶量对蛋白提取率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｖｏｌｕｍｅｏｆｅｎｚｙｍｅｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｅ

　　综上所述，酶解温度、酶解时间、ｐＨ和液固比对酶解效

果影响较显著，而加酶量对酶解效果的影响不太显著。因此

固定加酶量为９％，以酶解温度、酶解时间、ｐＨ 和液固比进

行后续的正交试验及响应面试验。

２．３　正交试验结果

　　按Ｌ１６（４
５）正交设计进行胰蛋白酶水解瘤背石磺肌肉蛋

白的正交试验，各因素水平设计见表１。

　　由表２可知，各因素影响顺序为：酶解温度＞酶解时

间＞液固比＞ｐＨ；最优工艺为Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ３。

　　由表３可知，４种因素对于蛋白提取率的影响都极显著。

表１　正交试验因素及水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｌｅｖｅｌｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆａｃｔｏｒｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎ

编码
Ａ酶解温

度／℃

Ｂ酶解时

间／ｈ
ＣｐＨ

Ｄ液固比

（犞∶犿）

１ ３５ １ ８．０ ７０∶１

２ ４０ ２ ８．５ ８０∶１

３ ４５ ３ ９．０ ９０∶１

４ ５０ ４ ９．５ １００∶１

表２　Ｌ１６（４
５）正交试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ２　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＬ１６（４
５）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ（空白） 蛋白提取率／％

１ １ １ １ １ １ ４．８４

２ １ ２ ２ ２ ２ ５．７６

３ １ ３ ３ ３ ３ ５．９２

４ １ ４ ４ ４ ４ ５．０４

５ ２ １ ２ ３ ４ ６．１５

６ ２ ２ １ ４ ３ ６．７８

７ ２ ３ ４ １ ２ ５．３９

８ ２ ４ ３ ２ １ ６．３７

９ ３ １ ３ ４ ２ ７．９１

１０ ３ ２ ４ ３ １ ８．４２

１１ ３ ３ １ ２ ４ ６．７３

１２ ３ ４ ２ １ ３ ６．４６

１３ ４ １ ４ ２ ３ ５．１８

１４ ４ ２ ３ １ ４ ６．３３

１５ ４ ３ ２ ４ １ ５．０４

１６ ４ ４ １ ３ ２ ５．６６

犓１


５．３９０ ６．０２０ ６．００３ ５．７５５ ６．１６８

犓２ ６．１７３ ６．８２２ ５．８５３ ６．０１０ ６．１８０

犓３ ７．３８０ ５．７７０ ６．６３３ ６．５３８ ６．０８５

犓４ ５．５５３ ５．８８３ ６．００８ ６．１９２ ６．０６３

犚 １．９９０ １．０５２ ０．７８０ ０．７８３ ０．１１７

表３　方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

方差来源 偏差平方和 自由度 犉值 显著性

酶解温度 ９．７８１ ３ ２３８．５６１ 

酶解时间 ２．７２９ ３ ６６．５６１ 

ｐＨ １．４４２ ３ ３５．１７１ 

液固比 １．２９９ ３ ３１．６８３ 

误差


０．０４１ ３

　　犉０．０５（３，３）＝９．２８０，犉０．０１（３，３）＝２９．５００。

２．４　响应面试验结果

　　采用中心组合试验对胰蛋白酶酶解工艺条件进行分析

和优化，因素编码及水平见表４。
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表４　响应面试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｌｅｖｅｌａｎｄｆａｃｔｏｒ

水平 Ａ酶解温度／℃ Ｂ酶解时间／ｈ ＣｐＨ Ｄ液固比（犞∶犿）

－１ ４０ １ ８．５ ８０∶１

０ ５０ ２ ９．０ ９０∶１

１ ６０ ３ ９．５ １００∶１

　　通过软件对表５数据进行分析，得到酶解温度、ｐＨ、酶

解时间和液固比与蛋白提取率之间的模拟方程见式（２）：

　　犢＝－２８２．９５５２５＋７．６９３１３犃＋１．７８３６７犅＋１８．３３９００犆＋

０．７８８４８犇＋０．０１４５０犃犅－０．０６０００犃犆－０．００３３０犃犇＋

０．０１５００犅犆＋０．０２３２５犅犇＋０．０２７５０犆犇－０．０７８３３７犃２－

１．０３８４２犅２－１．００８６７犆２－０．００５５１犇２ （２）

　　由表６可知，模型极显著（Ｐ＜０．０１），失拟项不显著（Ｐ＞

０．０５），确定系数 犚２为 ０．９８９９，调整确定系数 犚２Ａｄｊ为

０．９７９８，说明此模型与实际情况相符，误差较小。

　　方差分析结果还表明各因素之间存在一定的交互作用，

其中Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２影响均极显著（Ｐ＜０．０１），ＢＤ

影响显著（Ｐ＜０．０５），而ＡＢ、ＡＣ、ＡＤ、ＢＣ、ＣＤ均不显著。

表５　响应面试验结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 蛋白提取率／％

１ ０ ０ １ －１ ７．７４

２ ０ １ －１ ０ ６．８８

３ １ ０ １ ０ ５．９６

４ ０ １ ０ －１ ７．０８

５ ０ １ １ ０ ７．９６

６ －１ ０ ０ －１ ６．１８

７ ０ ０ ０ ０ ８．３６

８ ０ ０ １ １ ８．３５

９ ０ －１ ０ －１ ６．３５

１０ １ １ ０ ０ ５．４９

１１ ０ ０ －１ －１ ７．０２

１２ ０ ０ －１ １ ７．０８

１３ ０ ０ ０ ０ ８．５５

１４ ０ －１ １ ０ ７．３１

１５ －１ ０ １ ０ ７．４６

１６ ０ ０ ０ ０ ８．４５

１７ －１ ０ ０ １ ６．７４

１８ １ ０ －１ ０ ５．３３

１９ １ ０ ０ －１ ５．４１

２０ １ －１ ０ ０ ４．１６

２１ －１ －１ ０ ０ ５．２８

２２ ０ ０ ０ ０ ８．２２

２３ ０ －１ ０ １ ６．２７

２４ ０ １ ０ １ ７．９３

２５ －１ １ ０ ０ ６．３２

２６ －１ ０ －１ ０ ６．２３

２７ １ ０ ０ １ ５．３７

２８ ０ －１ －１ ０ ６．２６

２９ ０ ０ ０ ０ ８．３５

表６　响应面试验方差分析

Ｔａｂｌｅ６　Ｔｈｅｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

方差来源 自由度 平方和 均方 犉值 Ｐ值 显著性

模型 １４ ３８．５９ ２．７６ ９７．７９ ＜０．０００１ 

Ａ １ ３．５１ ３．５１ １２４．５２ ＜０．０００１ 

Ｂ １ ３．０３ ３．０３ １０７．５０ ＜０．０００１ 

Ｃ １ ２．９８ ２．９８ １０５．７２ ＜０．０００１ 

Ｄ １ ０．３２ ０．３２ １１．３６ ０．００４６ 

ＡＢ １ ０．０２１ ０．０２１ ０．７５ ０．４０２３

ＡＣ １ ０．０９ ０．０９ ３．１９ ０．０９５６

ＡＤ １ ０．０９ ０．０９ ３．１９ ０．０９５６

ＢＣ １
２．２５×

１０－４

２．２５×

１０－４

７．９８×

１０－３
０．９３０１

ＢＤ １ ０．２２ ０．２２ ７．６７ ０．０１５１ 

ＣＤ １ ０．０７６ ０．０７６ ２．６８ ０．１２３７

Ａ２ １ ２４．８８ ２４．８８ ８８２．５９ ＜０．０００１ 

Ｂ２ １ ６．９９ ６．９９ ２４８．１４ ＜０．０００１ 

Ｃ２ １ ０．４１ ０．４１ １４．６３ ０．００１９ 

Ｄ２ １ １．６８ １．６８ ５９．７８ ＜０．０００１ 

残差
１４ ０．３９ ０．０２８

失拟项 １０ ０．３３ ０．０３３ ２．２１ ０．２３１４不显著

纯误差 ４ ０．０６１ ０．０１５

总误差 ２８ ３８．９８

　　表示显著（Ｐ＜０．０５）；表示极显著（Ｐ＜０．０１）；犚２＝

０．９８９９，犚２Ａｄｊ＝０．９７９８。

２．５　回归模型优化

　　由于交互项中 ＡＢ、ＡＣ、ＡＤ、ＢＣ和ＣＤ对蛋白提取率的

影响并不显著，因此采用手动优化的方法对回归模型再一次

进行优化，结果见表７。

表７　去掉交互项ＡＢ、ＡＣ、ＡＤ、ＢＣ和ＣＤ后的优化结果

Ｔａｂｌｅ７　ＴｈｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｘｃｌｕｄｉｎｇＡＢ，ＡＣ，

ＡＤ，ＢＣａｎｄＣＤ

方差来源 自由度 平方和 均方 犉值 Ｐ值 显著性

模型 ９ ３８．３１ ４．２６ １２０．４５ ＜０．０００１ 

Ａ １ ３．５１ ３．５１ ９９．３１ ＜０．０００１ 

Ｂ １ ３．０３ ３．０３ ８５．７４ ＜０．０００１ 

Ｃ １ ２．９８ ２．９８ ８４．３２ ＜０．０００１ 

Ｄ １ ０．３２ ０．３２ ９．０６ ０．００７２ 

ＢＤ １ ０．２２ ０．２２ ６．１２ ０．０２３０ 

Ａ２ １ ２４．８８ ２４．８８ ７０３．９２ ＜０．０００１ 

Ｂ２ １ ６．９９ ６．９９ １９７．９１ ＜０．０００１ 

Ｃ２ １ ０．４１ ０．４１ １１．６７ ０．００２９ 

Ｄ２ １ １．６８ １．６８ ４７．６７ ＜０．０００１ 

残差
１９ ０．６７ ０．０３５

失拟项 １５ ０．６１ ０．０４１ ２．６９ ０．１７４７ 不显著

纯误差 ４ ０．０６１ ０．０１５

总误差 ２８ ３８．９８

　　表示显著（Ｐ＜０．０５）；表示极显著（Ｐ＜０．０１）；犚２＝

０．９８２８，犚２Ａｄｊ＝０．９７４６。

　　经过手动优化后的模拟方程见式（３）：

　　犢 ＝ －２７０．４５２７５＋６．９４２１３犃＋２．５６３６７犅＋

１８．１４４００犆＋０．８８７２３犇＋０．０２３２５犅犇－０．０７８３３７犃２－

１．０３８４２犅２－１．００８６７犆２－５．０９６６７×１０－３犇２ （３）

　　由表７可知，优化后的模型极显著（Ｐ＜０．０１），同时失拟

９２２
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项不显著（Ｐ＞０．０５），犚２为０．９８２８，犚２Ａｄｊ为０．９７４６，说明此模

型是可靠的。从犉值的大小可以得到各单因素的影响顺序

为Ａ＞Ｂ＞Ｃ＞Ｄ，即酶解温度＞酶解时间＞ｐＨ＞液固比。

２．６　响应面曲面分析及优化

　　图６给出了交互项ＢＤ的等高线图和响应面图，随着酶

解时间和液固比的增加，蛋白提取率都是先增加后减小；说

明只有取某个适中值时，才可以使蛋白提取率达到最大。由

图６还可以看出，酶解时间与液固比的交互作用对蛋白提取

率的影响较显著，这与表７中的结果一致。

图６　犢＝犳（犅，犇）的等高线图和响应面图

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｔｈｅｃｏｎｔｏｕｒｍａｐａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

ｇｒａｐｈｏｆ犅犇

２．７　响应面法与正交试验法比较

　　对上述两种方法得到的最优工艺结果进行验证实验，结

果表明，正交试验法优化得到的最佳工艺条件为：酶解温度

４５℃，酶解时间２ｈ，ｐＨ９．０，液固比９０∶１（犞∶犿）；而响应

面法优化得到的最佳工艺条件为：酶解温度４４．３１℃，酶解

时间２．２７ｈ，ｐＨ９．００，液固比９２．２１∶１（犞∶犿），为了便于生

产，经调整后得到的工艺条件为酶解温度４４℃，酶解时间

２．３ｈ，ｐＨ９．０，液固比９３∶１（犞∶犿），两种方法通过３次验

证实验得到的蛋白提取率平均值分别为８．５１％和８．７４％。

３　结论
　　（１）通过比较响应面法和正交试验对酶解瘤背石磺肌

肉蛋白条件的优化结果，发现两种试验设计方法在分析各因

素对水解度的影响上得出的结果基本一致，但响应面法对数

据的统计分析优于正交试验法；两种方法得到的最优工艺验

证结果表明，响应面法得到的最优工艺获得的平均蛋白提取

率比正交试验法高出２．７０％。

　　（２）酶解瘤背石磺肌肉蛋白最优工艺的确定以响应面

法为准，最终确定为酶解温度４４ ℃，酶解时间 ２．３ｈ，

ｐＨ９．０，液固比９３∶１（犞∶犿）。在此条件下，提取率达到

８．７４％。有理论研究
［２５］表明，动物蛋白中含有大量生物活

性肽，而通过酶解反应可以释放出这些具有特殊生物学功能

的活性肽，因此本研究可为后续瘤背石磺肌肉蛋白的利用和

开发，以及瘤背石磺肌肉蛋白中的活性肽分离纯化和活性研

究提供理论依据。
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