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中国毛虾自溶前后多肽和氨基酸的变化
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摘要：目的：为开发毛虾小分子生物活性肽和氨基酸类产

品提供依据。方法：测定毛虾内源蛋白酶的ｐＨ和温度，

分析自溶前后产物中多肽、氨基酸和分子量的变化。结

果：内源蛋白酶的最适温度为４５℃，最适ｐＨ为８．０，该条

件下反应４ｈ后，多肽质量浓度为１０．３６ｍｇ／ｍＬ；总游离

氨基酸、必需氨基酸以及疏水性氨基酸含量提升，苦味氨

基酸占比增加了（４．５４±０．０２）％，而鲜味氨基酸和甜味氨

基酸占比分别降低了（３．４６±０．０２）％和（１．７８±０．０１）％；

降解产物分子量＜１０００Ｄａ的占比由７０％提升至８７％。

结论：自溶技术能降解中国毛虾蛋白并释放小分子肽和

氨基酸。
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中国毛虾（犃犮犲狋犲狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊）又称毛虾、虾米等，是中国

渤海、黄海以及东南沿岸浅海近海水域特有的一种虾类品

种。据统计［１］，２０２０年中国毛虾捕捞量达３６．７万ｔ，占虾类

捕捞量的３０．４５％，位列第一。毛虾的主要加工产品为虾

皮、虾酱等，产品附加值低。虾体发生肌肉软化主要由自

身存在的内源酶（如胰蛋白酶、组织蛋白酶和钙蛋白酶等）

引起［２］。虾头中的内源酶在一定条件下被激活，并与周围

组织发生反应或者导致蛋白质降解，从而导致虾的自

溶［３］。陈诗妍等［４］研究发现，贮藏过程中，虾头中富含的

内源酶对虾体中的肌原纤维蛋白重链和肌动蛋白有较强

的降解作用，其中胰蛋白酶对肌原纤维蛋白的降解作用最

强，且随着贮藏温度和时间的增大，降解程度越大。
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中国毛虾干基中粗蛋白含量为（７５．８５±０．１９）％，必

需氨基酸（ＥＡＡ）含量为３９％
［５］，是制备生物活性肽和氨

基酸的优良来源。且毛虾活性肽具有抗氧化性［６］、增强

免疫［７］、降 血 压［８］等 活 性。Ｃａｏ 等
［９］利 用 Ａｌｃａｌａｓｅ

２．４Ｌ酶酶解中国毛虾蛋白，制备了具有自由基清除活性

的低分子肽，且分子量为９１５～２０７Ｄａ的小分子肽具有较

强的ＤＰＰＨ自由基和羟自由基清除活性。许萍等
［１０］利

用３９４２中性蛋白酶酶解中国毛虾蛋白，筛选出的二肽

（ＳｅｒＰｒｏ）具有较高的血管紧张素转移酶（ＡＣＥ）抑制活

性。利用外源酶酶解法以回收蛋白质资源是当前较普遍

的低值虾类高值化利用方法［１１］，但存在成本较高的问题，

且对毛虾内源酶特性和自溶降解产物的研究尚未见报

道。有研究［１２－１３］显示，虾的自溶产物具有较好的抗氧化

和抑菌活性，能够制备生物活性肽。尹雪莲等［１４］采用

５０℃水浴对鹰爪虾头进行自溶反应，筛选得到了抗冻肽。

研究拟探究中国毛虾内源蛋白酶的酶学特性，分析

其自溶的最适条件，以及自溶过程中多肽含量、自溶前后

游离氨基酸和自溶产物分子量的变化情况，以期为低值

毛虾小分子生物活性肽和氨基酸类产品开发提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

中国毛虾：新鲜毛虾挑拣分装后于－２０℃贮藏，市售；

抑肽酶、细胞色素Ｃ、杆菌肽、ＧｌｙＧｌｙＧｌｙ、ＧｌｙＧｌｙ

ＴｙｒＡｒｇ：上海索莱宝生物科技有限公司；

乙腈、三氟乙酸：美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；

大豆肽：兰州沃特莱斯生物科技有限公司；

酪氨酸：分析纯，天津诺奥科技发展有限公司；

三氯乙酸（ＴＣＡ）、氢氧化钠、硫酸铜、乙醇等：分析

纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

多头磁力搅拌器：ＨＪ４Ａ 型，金坛市科析仪器有限

公司；

台式高速离心机：ＴＧ１６ＷＳ型，湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司；

分光光度计：ＵＶ１８００ＰＣ型，上海美谱达有限公司；

凝胶色谱柱：ＴＳＫｇｅｌＧ２０００ＳＷＸＬ型，北京金欧亚科

技发展有限公司；

液相色谱仪，Ｅ２６９５型，谱质分析检测技术（上海）有

限公司。

１．２　方法

１．２．１　内源蛋白酶的分离纯化

（１）硫酸铵法分级沉淀：根据陈康玉等
［１５］的方法并

修改。将粉碎后的中国毛虾虾糜按犿虾糜∶犞缓冲液 为１∶

４（ｇ／ｍＬ）加入磷酸缓冲溶液（ｐＨ６．８），４℃静置过夜（约

８ｈ），４０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，收集上清液并加入硫酸铵

至２０％饱和度，４℃静置４ｈ；８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收

集上清液加入硫酸铵至８０％饱和度，４ ℃静置４ｈ；

８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集沉淀。将沉淀按 犿沉淀 ∶

犞缓冲液 为 １∶１ （ｇ／ｍＬ）加入磷酸缓冲液，４ ℃ 下，于

８０００Ｄａ透析袋中透析４ｈ，重复３次，即得粗酶。

（２）ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０凝胶层析：采用去离子水平衡柱

子（１．６ｃｍ×５０ｃｍ），粗酶液用０．４５μｍ滤膜过滤后，用去

离子水洗脱，流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长２８０ｎｍ，收

集出峰组分。冷冻干燥后进行酶学性质研究。

１．２．２　酶活力测定　采用福林酚法
［１６］。

１．２．３　最适ｐＨ和最适温度的选择　３０℃下于不同ｐＨ

（２．０，３．０，４．０，５．０，６．０，７．０，８．０，９．０，１０．０，１１．０）下稀释酶

液，测定蛋白酶活力；最适ｐＨ 下，考察温度（３０，３５，４０，

４５，５０℃）对蛋白酶活力的影响。

１．２．４　毛虾蛋白自溶制备多肽单因素试验

（１）自溶温度：固定ｐＨ７．０，反应时间３ｈ，考察自溶

温度（２０，３０，４０，５０，６０℃）对多肽质量浓度的影响。

（２）自溶ｐＨ：固定反应时间３ｈ，最佳自溶温度，考察

自溶ｐＨ（５，６，７，８，９，１０）对多肽质量浓度的影响。

（３）自溶时间：固定最佳自溶温度，最适ｐＨ，考察自

溶时间（１，２，３，４，５，６ｈ）对多肽质量浓度的影响。

１．２．５　正交试验　 在单因素试验基础上，选择自溶ｐＨ、

自溶温度和自溶时间进行三因素三水平的正交试验，优

化毛虾蛋白自溶的最佳工艺条件。

１．２．６　多肽含量测定　 参照鲁伟等
［１７］的方法，利用大豆

肽（含量＞９９％）制作标准曲线方程为狔＝０．０５３７狓，犚
２＝

０．９８６９。

１．２．７　游离氨基酸含量测定　 参照程亚美等
［１８］的方法。

１．２．８　分子量测定　 采用凝胶色谱法（ＧＰＣ）
［１９］。以抑

肽酶、细胞色素Ｃ、杆菌肽、ＧｌｙＧｌｙＧｌｙ、ＧｌｙＧｌｙＴｙｒＡｒｇ

为标准品，通过制备洗脱体积—分子量标准曲线和比较

样品的洗脱量来计算分子量分布。色谱条件：色谱柱

ＴＳＫＧＥＬＧ２０００ＳＷｘｌ（７．８ｍｍ ×３００ｍｍ），流动相为乙

腈—水—三氟乙酸（犞乙腈 ∶犞水 ∶犞三氟乙酸 为４５∶５５∶

０．１），检测波长２２０ｎｍ，温度３０℃。样品经０．２２μｍ滤

膜处理，进样量１０μＬ，流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ。

１．２．９　数据处理　 所有试验至少重复３次，采用ＳＰＳＳ

２０、Ｏｒｉｇｉｎ８．５等软件进行统计分析和绘图，结果表示为

平均值±标准差。

２　结果与分析

２．１　内源酶的分离纯化

由图１可知，毛虾虾糜液经纯化后，仅得到单一峰，

表明提取物质单一，含量高，提取效果好。
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图１　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０凝胶层析纯化内源酶

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｅｎｚｙｍｅｂｙ

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０ｇｅｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

２．２　酶的最适ｐＨ和最适温度

由图２（ａ）可知，内源蛋白酶在碱性条件下活性较高。

当ｐＨ值为２．０～８．０时，随着ｐＨ值的升高，蛋白酶活力

增大，在ｐＨ８．０时达最大值４８１８Ｕ／ｇ。当ｐＨ值＞８．０

时，蛋白酶活力随ｐＨ 值的增加逐渐降低。王贺等
［２０］研

究表明，凡纳滨对虾虾头中碱性蛋白酶的酶活性峰为

ｐＨ８～１０。

　　由图２（ｂ）可知，内源蛋白酶的最适温度为４５℃。当

温度为３０～４５℃时，随着温度的上升酶活力增强。当温

度＜４０℃时，酶活力值上升平稳，说明在此温度范围内的

蛋白酶较为稳定。当温度由４０℃升至４５℃时，酶活力

迅速增长并达最大（６９１６Ｕ／ｇ）。当温度为５０℃时，酶活

力显著下降，表明毛虾内源蛋白酶不耐高温。潘滨等［２１］

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图２　最适ｐＨ和最适温度对酶活力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｏｐｔｉｍａｌｐＨａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ

研究发现，凡纳滨对虾体内碱性蛋白酶的最适温度为

４０～６０℃。

２．３　单因素试验

２．３．１　自溶温度　由图３可知，当自溶温度＜４０℃时，随

着自溶温度的升高，多肽质量浓度不断上升。当自溶温

度为４０℃时，多肽质量浓度达到最大（８．２ｍｇ／ｍＬ），此后

自溶温度继续上升，多肽质量浓度迅速下降，说明温度过

高，内源酶失活，导致自溶水解效果减弱。故选择４０℃

为最适自溶温度。

２．３．２　自溶ｐＨ　由图４可知，随着起始ｐＨ 值的增大，

多肽质量浓度呈先升高后降低趋势。环境为偏酸性时，

多肽质量浓度较低，且随着酸性的减弱，多肽质量浓度缓

慢升高。当ｐＨ值＜８．０时，多肽质量浓度急剧升高，在

ｐＨ８．０时达最大，之后开始下降。这表明毛虾内源蛋白

酶属于一种碱性蛋白酶。陈志峰［２２］研究发现，生晒毛虾

内源酶的自溶适宜ｐＨ为７．５～８．０，此时氨基态氮含量达

到最高。故选择ｐＨ８．０为最佳自溶ｐＨ。

２．３．３　自溶时间　由图５可知，毛虾酶解液中多肽质量

浓度随自溶时间的延长而逐渐增加。当自溶时间＜３ｈ

时，多肽质量浓度显著增加（犘＜０．０５）；当自溶时间＞３ｈ

时，随着自溶时间的增加，多肽质量浓度的变化趋于平

稳。其原因可能是反应初始阶段，蛋白酶的底物丰富，酶

活性较高，但随着自溶时间的增加，底物减少，酶活力逐

渐下降［２３］。故选择３ｈ为最佳自溶时间。

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图３　自溶温度对多肽质量浓度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｕｔｏｌｙｓｉｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｐｅｐｔｉｄｅ

ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
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字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图４　自溶ｐＨ对多肽质量浓度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｕｔｏｌｙｓｉｓｐＨｏｎｐｅｐｔｉｄｅ

ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图５　自溶时间对多肽质量浓度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｕｔｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｎｐｅｐｔｉｄｅ

ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．３．４　正交试验　 根据单因素试验结果，选择自溶ｐＨ、

自溶温度和自溶时间为因素，以多肽质量浓度为响应值，

进行三因素三水平正交试验。试验因素水平见表１，试验

设计及结果见表２。

由表２可知，各因素对中国毛虾自溶生产多肽的影

响程度依次为自溶时间＞自溶ｐＨ＞自溶温度，最佳方案

为Ａ２Ｂ２Ｃ３，即自溶ｐＨ８．０，自溶温度４０℃，自溶时间

４ｈ，进行３次平行验证实验，测得多肽质量浓度平均值为

１０．３６ｍｇ／ｍＬ。

２．４　毛虾自溶水解液中游离氨基酸和分子量变化

２．４．１　游离氨基酸含量变化　由表３可知，毛虾自溶水

解液中共检出１７种游离氨基酸（色氨酸未测）。毛虾自

表１　正交实验因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

水平 Ａ自溶ｐＨ Ｂ自溶温度／℃ Ｃ自溶时间／ｈ

１ ７．０ ３０ ２

２ ８．０ ４０ ３

３ ９．０ ５０ ４

表２　正交试验设计方案及结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｃｈｅｍｅｄｅｓｉｇｎａｎｄｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
多肽质量浓度／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

１ １ １ １ ６．１４

２ １ ２ ２ ８．３２

３ １ ３ ３ ８．６４

４ ２ １ ２ ９．１２

５ ２ ２ ３ １０．３６

６ ２ ３ １ ７．４８

７ ３ １ ３ ９．２３

８ ３ ２ １ ７．７６

９ ３ ３ ２ ８．４４

犽１ ７．７０ ８．１６ ７．１３


犽２ ８．９９ ８．７８ ８．６３

犽３ ８．４８ ８．１９ ９．４１

犚 １．２９ ０．６２ ２．２８

溶后游离氨基酸总含量提高了（２６．１６±０．０２）％，必需氨

基酸总占比由（４０．２２±０．４２）％增长至（４３．６４±０．５２）％，

必需氨基酸与非必需氨基酸的比值由０．６７提高至０．７７，

二者均超过了世界卫生组织（ＷＨＯ）和粮食及农业组织

（ＦＡＯ）建议的参考值（４０％和０．６）
［２４］，表明毛虾内源蛋

白酶解液具有较高的营养价值。水解产物中的疏水性游

离氨基酸含量增加了（２５．５９±０．０８）％。有研究
［２５－２６］表

明，疏水性氨基酸能有效清除ＤＰＰＨ 自由基和超氧自由

基，说明毛虾自溶产物具有良好的抗氧化潜力。鲜味氨

基酸比例由（２５．４９±０．１３）％下降至（２２．０３±０．２１）％，甜

味氨基酸比例由 （１３．３２±０．３４）％ 下降至 （１１．５４±

０．１８）％，苦味氨基酸比例由（４６．５０±０．４２）％提升至

（５１．０４±０．３２）％，与胡玲萍等
［２７］的结果相似。因此，利用

中国毛虾自溶液制备调味品时，应慎重选择自溶条件。

２．４．２　多肽分子量分布变化　由图６可知，毛虾蛋白经

内源酶自溶作用后，能够降解成不同分子量的小分子多

肽。其中，分子量＞５０００Ｄａ的多肽占比由自溶前的

１８．７５％显著下降至６．２２％（犘＜０．０５），分子量为３０００～

５０００Ｄａ的多肽占比由自溶前的１．６２％显著增加至

７．００％（犘＜０．０５）；分子量为１０００～３０００Ｄａ的多肽自溶

前占比为９．４８％，自溶后该分子量范围的多肽未测出；而

分子量＜１０００Ｄａ的小分子肽占比由自溶前的７０．１５％

显著增加至８６．７７％（犘＜０．０５）。综上，毛虾自溶产物中

分子量＜１０００Ｄａ的小分子多肽比例明显提升，表明中

国毛虾内源蛋白酶对大分子蛋白具有降解作用，自溶法

具有制备生物活性肽的潜力。

３　结论
对中国毛虾内源蛋白酶进行了分离纯化。结果表
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表３　样品中游离氨基酸组成


Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅ

氨基酸种类 呈味特性
自溶前

含量／（ｍｇ·ｇ－１） 占比／％

自溶后

含量／（ｍｇ·ｇ－１） 占比／％

天冬氨酸 鲜 ４．４９±０．０６ｂ １．９２±０．０２ｂ ５．９９±０．０４ａ ２．０３±０．０３ａ

苏氨酸 甜 １２．４０±０．１７ｂ ５．３１±０．１４ａ １４．７３±０．１１ａ ５．００±０．０７ｂ

丝氨酸 甜 ３．８２±０．０７ｂ １．６４±０．０３ａ ４．８７±０．０５ａ １．６５±０．０２ａ

谷氨酸 鲜 １５．３０±０．２２ｂ ６．５５±０．１６ａ １５．９６±０．１２ａ ５．４２±０．０７ａ

甘氨酸 鲜 １４．０４±０．２０ａ ６．０１±０．１２ａ １３．９４±０．１１ａ ４．７３±０．０９ｂ

丙氨酸 鲜 ２５．６８±０．３７ｂ １１．００±０．２７ａ ２８．９７±０．２１ａ ９．８４±０．１６ｂ

半胱氨酸 苦／甜 １．５０±０．０２ｂ ０．６４±０．０１ａ １．８７±０．０１ａ ０．６３±０．０１ａ

缬氨酸 苦 １１．３８±０．１６ｂ ４．８７±０．０９ａ １３．７４±０．０９ａ ４．６７±０．０６ｂ

甲硫氨酸 苦／甜 ８．０７±０．０９ｂ ３．４６±０．０５ｂ １０．９３±０．０７ａ ３．７１±０．０３ａ

异亮氨酸 苦 ７．５７±０．１０ｂ ３．２２±０．０７ｂ ９．８２±０．０６ａ ３．３３±０．０２ａ

亮氨酸 苦 １５．８０±０．１７ｂ ６．７７±０．１４ａ ２２．４８±０．２０ａ ７．６３±０．１５ａ

酪氨酸 苦 １５．４０±０．２０ｂ ６．６０±０．１５ｂ ２５．０１±０．０７ａ ８．４９±０．０３ａ

苯丙氨酸 苦 １５．１８±０．２１ｂ ６．５０±０１６ｂ ２４．３０±０．２２ａ ８．２５±０．１４ａ

赖氨酸 苦／甜 ２３．４９±０．３１ｂ １０．０６±０．２３ｂ ３２．５４±０．２３ａ １１．０５±０．１８ａ

组氨酸 苦 ４．６９±０．０６ｂ ２．０１±０．０１ａ ５．９０±０．０３ａ ２．００±０．０１ａ

精氨酸 苦 ３９．７０±０．４８ｂ １７．０１±０．３２ａ ４９．０７±０．３６ａ １６．６６±０．１２ｂ

脯氨酸 甜 １４．８８±０．２０ａ ６．３７±０．０８ａ １４．３９±０．０９ｂ ４．８９±０．０３ｂ

ＥＡＡ ９３．８９±１．２２ｂ ４０．２２±０．４２ｂ １２８．５３±０．９８ａ ４３．６４±０．５２ａ


ＥＡＡ／ＮＥＡＡ －　 ６７．１２±０．０８ｂ －　 ７７．２３±０．１２ａ

疏水性氨基酸 １１０．９６±０．３２ｂ ４７．５３±０．２３ａ １３９．３６±０．４６ａ ４７．３２±０．１３ａ

鲜味氨基酸 ５９．５１±０．２８ｂ ２５．４９±０．１３ａ ６４．８８±０．１６ａ ２２．０３±０．２１ｂ

甜味氨基酸 ３１．１０±０．８２ｂ １３．３２±０．３４ａ ３３．９９±０．４８ａ １１．５４±０．１８ｂ

苦味氨基酸 １０９．７２±０．７４ｂ ４６．５０±０．４２ｂ １５０．３２±０．６３ａ ５１．０４±０．３２ａ

总氨基酸 ２３３．４５±３．１２ｂ ２９４．５１±２．０８ａ

　　　　　　　ＥＡＡ为必需氨基酸；ＮＥＡＡ为非必需氨基酸；为疏水性氨基酸；字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）。

图６　自溶前后产物的分子量分布

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｕｔｏｌｙｓｉｓ

明，毛虾内源蛋白酶的最适温度为４５℃，最适ｐＨ为８．０，

具有碱性蛋白酶的特性，不耐高温。毛虾内源蛋白酶的

最适自溶工艺条件为自溶ｐＨ８．０、自溶温度４０℃、自溶

时间４ｈ，该条件下的多肽质量浓度为１０．３６ｍｇ／ｍＬ。自

溶后，总游离氨基酸和必需氨基酸占比分别提升了

（２６．１６±０．０２）％和（８．５０±０．０３）％，疏水性氨基酸占比增

加了（２５．５９±０．０８）％，鲜味氨基酸和甜味氨基酸占比分

别降低了（３．４６±０．０２）％和（１．７８±０．０１）％，而苦味氨基

酸占比增加了（４．５４±０．０２）％；内源蛋白酶降解产物分子

量分布＜１０００Ｄａ的占比由７０％提升至８７％。后续将进

一步研究自溶技术生产的小分子肽功能活性（如抗氧化、

抗菌、降血压等）。
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