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摘要在一定的酶解条件下，用Alcalase 2．4L、胰蛋白酶、复合风味酶、酸性蛋白酶、中性蛋白酶等几种蛋白酶

对文蛤肉进行水解；测定了这几种蛋白酶的水解度，以及其水解物的氨基态氮含量、可溶性蛋白含量和透明度，

并用凝胶过滤色谱(Sephedex G-25)对水解物的分子质量分布进行了粗略分析。结果表明，Alcalase水解物分子

质量的分布范围较广，适合制备具有一定肽链要求的短肽，酸性蛋白酶水解物分子质量较小，适合制备文蛤调味

品，中性蛋白酶水解物分子质量主要集中在1 000 U左右与10 000u左右，胰蛋白酶和复合风味酶的水解物分子

质量大部分在1 500 U以上。

关键词 文蛤肉，蛋白酶，水解物，凝胶过滤色谱，分子质量分布

运用发酵工程和酶工程技术，是开发利用海洋生

物蛋白资源的重要途径。蛋白质经蛋白酶酶解后，其

肽产物具有分子质量低，乳化效果好，适热能力增加，

易被机体吸收和新的生物活性等优点，可以被应用到

许多领域[1]。研究发现，低分子肽较氨基酸更易为人

体所吸收，且具有某些特殊的生理功能，如可降低血

液中的胆固醇，清除自由基，预防和治疗高血压，促进

钙质吸收，增强机体免疫力，促进肉芽生长从而加速

伤口愈合等[2]。文蛤(Meretrix Meretrix Linnaeus)

在我主要分布在山东、辽宁、江苏和广西，每年的采捕

量最高达到25万t，其中江苏省如东县文蛤年出口万

吨左右，是全国最大的养殖出口基地。文蛤中蛋白质

含量丰富，氨基酸种类齐全，是酶法制备生物活性肽

的良好原料。Tsai等从淡水蛤类(Corbicula flumi—

nea，Mullet)的蛋白水解物中分离了2段具有较高活

性的降血压肽[3]。酶法制备生物活性肽的首要问题

是酶的筛选，所以本研究利用几种蛋白酶酶解文蛤

肉，比较分析各种蛋白酶水解物的分子质量分布，测

定了不同蛋白酶的水解效果，为以文蛤为原料开发文

蛤深加工产品和生物活性肽类做准备。

1 材料与方法

1．1试验材料与仪器

文蛤：江苏南通。蛋白酶：Alealase 2．4 L由诺

维信公司提供；胰蛋白酶，华美生物工程公司；复合风

味酶，由诺维信公司提供；酸性蛋白酶，无锡杰能

科；中性蛋白酶，无锡杰能科。分子质量标准物：L

第一作者：硕士研究生(SE海鸥为通讯作者)。
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酪氨酸(Mwl81．19 u)上海长江生化制药厂；VBI。

(Mwl355．42 u)上海化学试剂采购供应站试剂厂；

溶菌酶(Mwl4 400 u)上海生化公司(加拿大进口分

装)。0．45肚m微孔滤膜，上海兴亚净化材料厂。

Sephadex G-25国家医药管理局，上海医工院益分工

贸公司物资经营部。

仪器：501型超级恒温器，上海实验仪器厂有限

公司；ZD-2型自动电位滴定计，上海第二分析仪器

厂；DZ-1型滴定装置，上海第二分析仪器厂；BSZ-

100自动部分收集器，上海沪西分析仪器厂；HL-2S

恒流泵，上海沪西分析仪器厂；UV-2100型分光光度

计，尤尼柯(上海)仪器有限公司；WZS-I型阿贝折光

仪，上海。

1．2试验方法

1．2．1原料的准备

鲜活文蛤，静养，吐沙一盐水热烫一开壳取肉

一摘除内脏一冷冻后加入约50％的水捣碎一分

装后冻藏备用。

1．2．2酶解

取适量的文蛤肉放人酶反应器中，加水调节至所

需底物浓度(质量比2：lOO)，搅拌o．5min后，测定

反应前溶液中氨基态氮的浓度，在各种酶的最适温度

和pH值条件下加入一定量的酶(20 000 u／g pr．)启

动反应，反应3 h后，100℃灭酶lOmin，接着在4 000

r／min离心20 min，测定上清液中的氨基态氮的浓

度。

1．2．3 氨基态氮的测定

甲醛滴定法[4]。

1．2．4可溶性蛋白质含量的测定

微量凯式定氮法‘引。
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1．2．5水解度的计算[4~61^NHz(mm。l／g)一糕

一hNH。一ho

DH一——}一
式中：V。，NaOH标准溶液的体积(mL)；Vz，

空白消耗的NaOH标准溶液的体积(mL)；C，标准

NaOH溶液的浓度(mol／L)；m，文蛤肉中蛋白质的

质量(g)；V，待测溶液体积(mL)；hN如，反应后氨

基态氮浓度(mmol／g)；h。，反应前氨基态氮浓度

(mmol／g)；h。。，每克原料蛋白的肽键毫摩尔数

(mmol／g)，文蛤蛋白h。。一7。8413mmol／g。

1．2．6 可溶性固形物含量

阿贝折光仪n]。

1．2．7透明度

测定离心后的水解液在586nm处的透光率

(％)。

1．2．8 分子质量标准物及水解液前处理[7]

将分子质量标准物配成浓度为1～6 mg／mL的

溶液，用0．45 tim微孔滤膜过滤，取0．5 mL进样。

水解液经0．45“m微孔滤膜过滤后，调整蛋白质浓

度至10 rag／mL，取0．5 mL进样。

1．2．9凝胶色谱条件

柱尺寸：100 am×1 cm，凝胶类型：Sephadex G--

25C引，缓冲液类型：0．05 mol／L磷酸盐缓冲液(含

0．15 mol／L NaCl)pH 7．0。

流速：0．2 mL／min，检测波长：280 nm[9]，柱床

体积：约60 mL。

2结果与分析

2．1几种蛋白酶水解效果比较(表1)

表1几种蛋白酶水解效果比较

从表1可以看出，酸性蛋白酶水解前的氨基态氮

较高，这可能是文蛤蛋白在酸的作用下部分先水解了

的缘故，也可能正是结合了酸的作用，酸性蛋白酶的

水解产生的氨基态氮比较高，增加了1．68 mmol／g，
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其水解度也达到了21．o％。Alcalase与胰蛋白酶的

水解物的可溶性蛋白较高，分别为20．2 mg／mL和

24．1 mg／mL。因为水解液中蛋白质是主要溶解物，

所以其固形物含量的变化与可溶性蛋白的含量基本

保持一致，可溶性蛋白含量越高，则其可溶性固形物

含量也越高。酸性蛋白酶水解物具有较好的透明度，

在586 rim处的透光率达到86％。这是因为在较低

pH条件下，较大的蛋白质和多肽更容易沉淀，在离

心时以渣的形式被除去，有利于水解液的澄清。

2．2分子量对数与洗脱体积之间的关系
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图1 分子质量标准物凝胶色谱图

从图1中的分子质量标准物的凝胶色谱图可以

得到，在特定的色谱条件下，溶菌酶、VB。。、酪氨酸对

应的洗脱体积依次为28．6 mL、54．6 mL和75．4 mL

(如表2)。

表2各标准物对应的洗脱体积

图2标准物分子量对数与洗脱体积之间的关系

以溶菌酶(Mwl4 400 u)、V“(M0 1 355．42 u)、

酪氨酸(Mw 181．19 u)3种物质作为分子质量标准，

绘制分子质量对数与洗脱体积之间的关系(如图2)，

图2表明物质分子质量的对数值与其洗脱体积成线

性关系，线性相关系数R2为0．999 7，对应的线性关

系方程为log(MW)=一0．040 6 XV+5．327。可以

   



粗略地计算出未知蛋白的分子质量。

2．3各种蛋白酶的水解产物分子质量分布

Alcalase对文蛤肉的水解结果见图3。Alcalase

是一种来源于地衣芽孢杆菌的内切酶[1引，它具有作

用范围广，水解速度快等特点。根据分子质量标准物

凝胶色谱图和所得的回归方程可以知道，图3中标号

1、2、3、4和5对应的分子质量分别约为23 380 U、

9 530 U、3 884 U、1 675 U和317 U。说明Alcalase水

解物的分子质量范围较广，其中以1 000 U到3 000 U

之间的较多。从Alcalase水解速度快和水解物分子

质量范围较广的特点出发，可以作为文蛤肉水解初始

阶段用酶，然后进一步配合其他蛋白酶生产制备对肽

链有特定要求的短肽。
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图3 Alcalase水解产物的凝胶色谱图

酸性蛋白酶对文蛤肉的水解结果见图4。根据

分子质量标准物凝胶色谱图和所得的回归方程可以

知道，图4中的标号1和2对应的分子质量约为

1 771 u和535 u。在酸性条件下，大分子蛋白质和部

分多肽被离心除去，所以水解物分子量分布相对比较

集中，且在酶和酸的共同作用下，蛋白质的水解比较

彻底，肽链比较短，大部分在500 U左右。另外，其水

解液透明度高，可溶性蛋白较高，易被消费者接受。

结合其水解度和水解液的透明度来考虑，酸性蛋白酶

可用来制备文蛤调味品。

图4酸性蛋白酶水解产物的凝胶色谱图

中性蛋白酶对文蛤肉的水解结果见图5。根据

分子质量标准物凝胶色谱图和所得的回归方程可以

譬函囫瑟四
知道，图5中的标号1和2对应的分子质量分别为

12 853 u和1 030 U。中性蛋白酶的水解物分子质量

分布主要集中在1 000 u左右与10 000 u左右，可结合

其他蛋白酶进行短肽的制备。
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图5 中性蛋白酶水解产物的凝胶色谱图

胰蛋白酶对文蛤肉的水解结果见图6，复合风味

酶对文蛤肉的水解结果见图7。根据分子质量标准

物凝胶色谱图和所得的回归方程可以知道，图6中的

标号1、2、3和4对应的分子质量分别为13 594．4 U、

5 860．8 U、3 344．7 U和1 442．0 U。图7中的标号1、

2、3和4对应的分子质量分别为15 208．3 U、8 053．8

U、4 469．1 u和1 511．0 U。这2张色谱图有些相似，

说明它们对文蛤肉的水解方式有一定的共性，其水解

物分子质量大部分在1 500 U以上。

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

洗脱体积／mL

图6胰蛋白酶水解产物的凝胶色谱图

图7复合风味酶水解产物的凝胶色谱图

3 结 论

Alcalase水解物分子质量的分布范围较广，适合
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制备具有一定肽链要求的短肽，酸性蛋白酶水解物分

子质量较小，适合制备文蛤调味品，中性蛋白酶水解

物分子质量主要集中在1 000 U左右与10 000 U左

右，胰蛋白酶和复合风味酶的水解物分子质量大部分

在1 500 u以上。
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Study on the Clam Meat Hydrolyzation by Several Proteolytie Enzymes

Zhang Miansong，Wang Haiou
(School of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

ABSTRACT Under certain conditions，clam meat was hydrolyzed by Alcalase 2．4L，trypsin，flavourzyme，

acid protease and neutral protease respectively．DH(the degree of hydrolysis)，amino nitrogen，soluble pro—

tein and transparence of hydrolysates were determined during hydrolysis．Molecular weight distribution of

peptides in hydrolysates was determined through GFC(gel filtration chromatography。Sephedex G一25．The

results showed that in the products hydrolyzed by Alcalase have peptides with wide molecular weight distri—

bution，which were suitable for the preparation of certain oligopeptide．In the products hydrolyzed by acid

proteas，peptides were found with small molecular weights，which were suitable for the preparation of fla—

voring．In the products hydrolyzed by neutral protease，peptides with molecular weights about 1 000 U and a—

bout 10 000 u predominated．In the products hydrolyzed by trypsin and flavourzyme，peptides with molecular

weights above 1 500 U was predominated．

Key words clam meat，proteolytic enzyme，hydrolysate，gel filtration chromatography，molecular weight
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