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草鱼内脏复合蛋白酶提取工艺研究

刘明华，王大红
（武汉职业技术学院 生物工程学院，湖北 武汉４３００７４）

摘要：为充分利用草鱼加工下脚料，以草鱼内脏为原料，以复合蛋白酶酶比活为指标，对草鱼内脏

复合蛋白酶的提取、分离、干燥条件进行优化。结果表明，最佳的草鱼内脏脱脂物是工业己烷；最佳

的复合蛋白酶提取条件为磷酸盐缓冲液ｐＨ值８、提取温度２０℃、浸提时间８０ｍｉｎ，超声波辅助提

取频率１５ｋＨｚ、功率５０Ｗ、时间４ｍｉｎ；最佳的复合蛋白酶分离方法是添加质量浓度为８ｇ／Ｌ的茶

多酚；最佳的干燥条件是聚乙二醇终质量浓度２０ｇ／Ｌ、装液厚度６ｍｍ、快速冷冻、干燥时间２４ｈ。

在此条件下，复合蛋白酶酶比活为４．３３Ｕ／ｍｇ。
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　　随着淡水鱼加工制品的日益开发和生产，大量
的淡水鱼加工下脚料未能充分利用，其中约占原料
鱼１０％～１５％的内脏更是如此，这不仅造成了资源
浪费，而且污染了环境。淡水鱼内脏中含有各种酶，
如蛋白酶、淀粉酶、脂肪酶和纤维素酶等，其中以蛋
白酶为主。刘忠义［１］对草鱼消化道酸性、碱性胰蛋
白酶进行了分离纯化及鉴定；张继平等［２］对草鱼碱
性磷酸酶进行了分离纯化与部分性质研究；郝志
明［３］对罗非鱼内脏中的酶进行筛选，发现蛋白酶、超

氧化物歧化酶、胆碱酯酶和碱性磷酸酶具有较高的
活性。
目前，部分企业主要将淡水鱼内脏用来生产饲

料鱼粉、粗提部分油脂等，而对其更有利用价值的成
分，特别是内脏中的各种酶尚未充分利用，主要原因
是其提取工艺比较复杂，工厂化实施比较困难。如
能充分利用这些淡水鱼内脏，从中提取出能应用于
洗衣粉等清洁剂产品或其他食品中的复合蛋白酶，
不仅可提高鱼类加工的附加值，同时可减少环境污
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染，获得良好的经济效益和社会效益。目前，还未见
关于淡水鱼内脏复合蛋白酶提取方面的研究报道。
为此，以淡水鱼———草鱼内脏为原料，对其复合蛋白
酶的提取、分离、干燥条件进行优化，确定最适生产
工艺条件，以期为淡水鱼内脏的高值化利用提供参
考，为淡水鱼的综合加工和利用开辟新的途径。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　供试淡水鱼　草鱼内脏（武汉关山街集贸市
场），购回立即放入４℃以下的ＲＯ（反渗透）水中，
去除草鱼内脏表面脂肪及鱼肠内容物，尽量除去沾
附在肠内壁的内容物和黏液，清洗干净，沥干称
质量。

１．１．２　试剂　茶多酚（食品级）、磷酸盐缓冲溶液、
（ＮＨ４）２ＳＯ４、三氯乙酸、酪蛋白、酪氨酸、ＨＣｌ、

Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４、ＮａＯＨ、Ｇ－２５０考马斯亮蓝、

Ｈ３ＰＯ４、无水乙醇、９５％乙醇。

１．１．３　仪器设备　台式电子天平（ＳＰＳ４０１Ｆ）、恒温
水浴锅（ＨＨ－２）、组织捣碎机（ＪＪ－２）、磁力搅拌器
（Ｆｅｂ－８５）、高速冷冻离心机（Ｊ－ＥＨＩＧＨ）、紫外可见
分光光度计（Ｔ６）、超声波提取器（ＫＥＳＰ－１００ＫＮ）、

ｐＨ 计 （ＤＥＬＴＡ３２０）、小 型 高 速 喷 雾 干 燥 机
（ＳＹ６０００）、台式冷冻干燥机（ＦＤ－１Ａ－５０）。

１．２　方法

１．２．１　草鱼内脏的脱脂　称取清洗干净的草鱼内
脏１００ｇ　４份，按照固液比１∶４分别加入蒸馏水、石
油醚、丙酮、工业己烷，用组织捣碎机于４℃捣碎

３０ｓ，放置 １０ ｍｉｎ，于 ４ ℃、６　０００ｒ／ｍｉｎ 离 心

１０ｍｉｎ，收集沉淀，晾干备用。

１．２．２　草鱼内脏复合蛋白酶的提取　按照固液比

１∶５向上述沉淀物中加入一定ｐＨ 值的磷酸盐缓
冲液，用组织捣碎机匀浆３０ｓ，然后在一定温度下浸
提一段时间；再用超声波提取器于一定频率、功率下
辅助提取一段时间，然后于４℃、６　０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，上清液即为粗酶液。

１．２．２．１　超声波辅助提取草鱼内脏复合蛋白酶的
单因素试验　选取超声频率、功率和时间作为影响
超声波辅助提取蛋白酶效果的主要因素，在超声功
率４０Ｗ、时间５ｍｉｎ的条件下，研究超声频率分别
为０、１３、１４、１５、１６、１７、１８ｋＨｚ时对蛋白酶提取效
果的影响；在超声频率１５ｋＨｚ、时间５ｍｉｎ的条件
下，研究超声功率分别为０、３０、４０、５０、６０、７０、８０Ｗ
时对蛋白酶提取效果的影响；在超声频率１５ｋＨｚ、
功率５０Ｗ的条件下，研究超声时间分别为０、１、２、３、

４、５、１０、１５ｍｉｎ时对蛋白酶提取效果的影响。

１．２．２．２　草鱼内脏复合蛋白酶提取条件的正交试
验　对磷酸盐缓冲液ｐＨ 值、提取温度、浸提时间、

超声功率４个主要影响因素进行四因素三水平正交
试验（试验设计见表１），确定最佳提取条件。

表１　草鱼内脏复合蛋白酶提取条件的正交试验设计

水平
因素

磷酸盐缓冲
液ｐＨ（Ａ）

提取温度
（Ｂ）／℃

浸提时间
（Ｃ）／ｍｉｎ

超声功率
（Ｄ）／Ｗ

１　 ７　 １０　 ４０　 ４０

２　 ８　 ２０　 ６０　 ５０

３　 ９　 ３０　 ８０　 ６０

１．２．３　草鱼内脏复合蛋白酶的分离　分别用茶多
酚络合沉淀法［４］和硫酸铵分级沉淀法对上述粗酶液

中的复合蛋白酶进行分离。

茶多酚络合沉淀法：取粗酶液，于磁力搅拌器上
边搅拌边添加２００ｇ／Ｌ的茶多酚溶液（用ｐＨ值７．０
的磷酸盐缓冲液配制），至一定的茶多酚终质量浓度
（２、４、６、８、１０、１２、１４ｇ／Ｌ），然后搅拌３０ｍｉｎ，使其完全
络合。在４℃冰箱内放置５ｈ，于４℃、６　０００ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ，弃上清，沉淀用１／２原粗酶液体积的磷酸
缓冲液（ｐＨ值７．０）溶解，４℃放置２４ｈ，离心，上清
液即为复合蛋白酶液。

硫酸铵分级沉淀法：向粗酶液中缓慢加入硫酸铵
至一定饱和度（１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、

７０％），４℃静置４ｈ，然后于４℃、６　０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，弃上清，沉淀用１／２原粗酶液体积的磷酸盐
缓冲液（ｐＨ值７．０）溶解，然后于４℃条件下用去离
子水透析２４ｈ，换去离子水２次，透析袋内酶液即为
复合蛋白酶液。

１．２．４　复合蛋白酶的干燥　采用冷冻干燥法对复
合蛋白酶液进行干燥。对装液厚度、聚乙二醇终质
量浓度、冷冻速度、干燥时间４个主要影响因素进行
正交试验（试验设计见表２），根据酶活力测定结果，

确定复合蛋白酶冷冻干燥最佳条件。

表２　冷冻干燥复合蛋白酶的正交试验设计

水平
因素

装液厚度
（Ａ）／ｍｍ

聚乙二醇终质量
浓度（Ｂ）／（ｇ／Ｌ）

冷冻速度
（Ｃ）

干燥时间
（Ｄ）／ｈ

１　 ４　 ０ 慢速 １８

２　 ６　 ２０ 中速 ２４

３　 ８　 ４０ 快速 ３０

１．２．５　蛋白质含量测定　参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［５］，每
支试管加入０．１ｍＬ样品溶液，再加入５．０ｍＬ考马
斯亮蓝试剂，振荡摇匀，放置１０ｍｉｎ，以０．１ｍＬ蒸
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馏水中加５．０ｍＬ考马斯亮蓝试剂为空白对照，在

５９５ｎｍ波长处测定吸光度。以吸光度（ｙ）为纵坐
标，蛋白质质量浓度（ｘ）为横坐标，绘制标准曲线，
用最小二乘法进行线性回归得标准回归方程：

ｙ＝０．００６　９ｘ－０．００４　６，Ｒ２＝０．９９９　６，相关性良好。
根据该方程计算出待测样品的蛋白质含量。

１．２．６　复合蛋白酶活性测定　按参考文献［６］中的
方法，采用紫外分光光度法测定。以酪蛋白为底物，
取１．０ｍＬ　１０ｇ／Ｌ的酪蛋白，３７℃预热５ｍｉｎ，加入
复合蛋白酶液０．１ｍＬ，３７ ℃反应１０ｍｉｎ，加入

３．０ｍＬ　１００ｇ／Ｌ 的 三 氯 乙 酸 终 止 反 应，静 置

１５ｍｉｎ，过滤，上清液于２７５ｎｍ波长处测定吸光度。
对照管先加１００ｇ／Ｌ的三氯乙酸，后加复合蛋白
酶液。
复合蛋白酶活力单位定义：在３７℃、ｐＨ值７．０

的条件下，样品水解酪蛋白每分钟产生酪氨酸

１．０μｇ所需的酶量为１个活力单位（Ｕ）。
草鱼内脏复合蛋白酶的比活力（Ｕ／ｍｇ）定义

为：每１ｍｇ蛋白质所具有的酶活力单位，即酶比
活＝复合蛋白酶酶活／蛋白质含量。

２　结果与分析

２．１　草鱼内脏的脱脂结果
采用１．２．１中的方法对草鱼内脏进行脱脂，按

照固液比１∶５向收集得到的沉淀物中加入ｐＨ 值

７．０的磷酸盐缓冲液，溶解后测定其酶比活。由表３
可以看出，蒸馏水处理后的草鱼内脏干质量最大，为

８６ｇ，草鱼内脏复合蛋白酶磷酸盐粗提液的酶比活
最小，为１．７３Ｕ／ｍｇ；石油醚处理后的草鱼内脏干
质量和酶比活居中，分别为６８ｇ、２．０６Ｕ／ｍｇ；工业
己烷处理后的草鱼内脏干质量最小，为６３ｇ，酶比活
最大，为２．３５Ｕ／ｍｇ；丙酮与工业己烷脱脂效果相
当。从工业化操作和成本考虑，选择工业己烷脱脂
较好。

表３　不同溶剂对草鱼内脏脱脂效果的影响

溶剂 内脏原质量／ｇ 脱脂后干质量／ｇ酶比活／（Ｕ／ｍｇ）

蒸馏水 １００　 ８６　 １．７３

石油醚 １００　 ６８　 ２．０６

丙酮 １００　 ６４　 ２．３２

工业己烷 １００　 ６３　 ２．３５

２．２　草鱼内脏复合蛋白酶的提取结果

２．２．１　超声波辅助提取草鱼内脏复合蛋白酶的单
因素试验结果

２．２．１．１　超声频率　由表４可以看出，当超声频率

小于１５ｋＨｚ时，随着超声频率的增加，草鱼内脏复
合蛋白酶粗酶液的酶比活增加；当超声频率达到

１５ｋＨｚ时，酶比活最高，为３．０８Ｕ／ｍｇ，比未经超声
波处理的提高了３１．１％；当超声频率超过１５ｋＨｚ
时，酶比活开始下降。因此，超声频率选择１５ｋＨｚ
为佳。

表４　超声频率对草鱼内脏复合蛋白酶提取效果的影响

项目
频率／ｋＨｚ

０　 １３　 １４　 １５　 １６　 １７　 １８

酶比活／（Ｕ／ｍｇ）２．３５　２．５８　２．８３　３．０８　２．８１　２．５２　２．４１

２．２．１．２　超声功率　由表５可以看出，随着超声功
率的增加，草鱼内脏复合蛋白酶粗酶液的酶比活先
增加后降低，当超声功率为５０Ｗ 时，酶比活最高，
为３．２８ Ｕ／ｍｇ，比 未 经 超 声 波 处 理 的 升 高 了

３９．６％。因此，超声功率以５０Ｗ 为佳。

表５　超声功率对草鱼内脏复合蛋白酶提取效果的影响

项目
功率／Ｗ

０　 ３０　 ４０　 ５０　 ６０　 ７０　 ８０

酶比活／（Ｕ／ｍｇ）２．３５　２．７０　２．８２　３．２８　３．２４　２．７８　２．５１

２．２．１．３　超声时间　由表６可以看出，随着超声时
间的增加，草鱼内脏复合蛋白酶粗酶液的酶比活先
增加后降低，超声时间为４ｍｉｎ时，酶比活最高，为

３．２５Ｕ／ｍｇ，比未经超声波处理的升高了３８．３％。
因此，超声时间选择４ｍｉｎ为佳。

表６　超声时间对草鱼内脏复合蛋白酶提取效果的影响

项目
时间／ｍｉｎ

０　 １　 ２　 ３　 ４　 ５　 １０　 １５

酶比活／（Ｕ／ｍｇ） ２．３５　２．７３　２．９１　３．１８　３．２５　３．０５　２．７６　２．２４

２．２．２　草鱼内脏复合蛋白酶提取条件的正交优化
结果　由表７可以看出，影响复合蛋白酶提取效果
的因素主次顺序为：Ａ＞Ｄ＞Ｃ＞Ｂ；最佳组合为

Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２，即磷酸盐缓冲液 ｐＨ 值８、提取温度

２０℃、浸提时间８０ｍｉｎ、超声功率５０Ｗ。在此条件
下，进行验证试验，草鱼内脏复合蛋白酶粗酶液的酶
比活为３．５２Ｕ／ｍｇ，高于表７中所有酶比活值。

表７　草鱼内脏复合蛋白酶提取条件的正交试验结果

试验号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ
酶比活／（Ｕ／ｍｇ）

１　 １　 １　 １　 １　 １．８６
２　 １　 ２　 ２　 ２　 ２．９５
３　 １　 ３　 ３　 ３　 ２．３５
４　 ２　 １　 ２　 ３　 ３．２４
５　 ２　 ２　 ３　 １　 ３．２２
６　 ２　 ３　 １　 ２　 ３．４８
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续表７　草鱼内脏复合蛋白酶提取条件的正交试验结果

试验号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ
酶比活／（Ｕ／ｍｇ）

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ３．１１

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ２．５７

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ２．３８

Ｋ１ ７．１６　 ８．２１　 ７．９１　 ７．４６

Ｋ２ ９．９４　 ８．７２　 ８．５７　 ９．５４

Ｋ３ ８．０６　 ８．２１　 ８．６８　 ８．１６

Ｒ　 ０．９２７　 ０．１７０　 ０．２５７　 ０．６９３

２．３　草鱼内脏复合蛋白酶的分离结果
由图１可以看出，随着茶多酚质量浓度的增加，

草鱼内脏复合蛋白酶酶液的酶比活先增加后降低，
当茶多酚质量浓度为８ｇ／Ｌ 时，酶比活最大，为

４．４８Ｕ／ｍｇ。由图２可以看出，随着硫酸铵饱和度
的增加，草鱼内脏复合蛋白酶酶液的酶比活先增加
后降低，当硫酸铵饱和度为５０％时，酶比活最大，为

４．０１Ｕ／ｍｇ。由此可以看出，茶多酚沉淀法所得产
物的酶比活较大，且茶多酚用量比硫酸铵少很多。
鉴于茶多酚和蛋白酶之间络合作用的可逆性，复合
蛋白酶中少量的茶多酚不会影响酶的活性，也不会
影响其在清洁剂或食品加工中的应用。因此，选择
茶多酚进行草鱼内脏复合蛋白酶的分离比较好，且
其质量浓度以８ｇ／Ｌ为佳。

图１　不同质量浓度茶多酚对酶比活的影响

图２　不同饱和度硫酸铵对酶比活的影响

２．４　草鱼内脏复合蛋白酶的的干燥结果
由表８可以看出，影响复合蛋白酶干燥效果的因

素主次顺序为Ｂ＞Ａ＞Ｄ＞Ｃ；最佳组合为Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２，

即装液厚度６ｍｍ、聚乙二醇终质量浓度２０ｇ／Ｌ、快速

冷冻、干燥时间２４ｈ。在此条件下，进行验证试验，酶
比活为４．３３Ｕ／ｍｇ，高于表８中酶比活值。

表８　复合蛋白酶干燥条件的正交试验结果

试验号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ
酶比活／（Ｕ／ｍｇ）

１　 １　 １　 １　 １　 ２．９８

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ４．０２

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ３．３５

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ３．２７

５　 ２　 ２　 ３　 １　 ４．２２

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ４．１３

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ３．２１

８　 ３　 ２　 １　 ３　 ３．６２

９　 ３　 ３　 ２　 １　 ２．５６

Ｋ１ １０．３５　 ９．４６　 １０．７３　 ９．７６

Ｋ２ １１．６２　 １１．８６　 ９．８５　 １１．３６

Ｋ３ ９．３９　 １０．０４　 １０．７８　 １０．２４

Ｒ　 ０．７４３　 ０．８００　 ０．３１０　 ０．５３３

３　结论与讨论

草鱼内脏油脂含量高达３５％以上，部分酶成分
被包裹其中，如不进行脱脂，酶溶出效果较差，不利
于内脏酶的提取。淡水鱼内脏油脂的分离方法有很
多，如热水提取法、钾法和酶解法等［７］，但都没有考
虑鱼内脏酶的有效利用，破坏了酶的活性。因此，为
了保证鱼内脏酶的活性，在低温条件下，用有机溶剂
脱出油脂是有效的方法。本研究发现工业己烷脱脂
效果最佳。

本研究发现，选择适宜的超声波辅助提取条件
提取复合蛋白酶可提高酶比活。这可能是因为在短
时间内，超声波通过空化作用破坏内脏组织结构，使
其松散，其中的酶类溶出，而且超声波所释放的能量
促使酶分子构象发生改变，对酶分子本身行使生物
学功能有促进作用，从而提高酶比活。但超过一定
时间、一定功率，酶分子构象又发生变化，反而造成
酶比活降低。

通过比较茶多酚络合沉淀法和硫酸铵分级沉淀

法分离草鱼内脏复合蛋白酶的效果，确定茶多酚络
合沉淀法更利于酶比活的提高，且茶多酚是一种天
然功能性食品添加剂，具有极高的抗氧化和防腐性
能，不影响其在清洁剂或食品加工中的应用。

对制取的复合蛋白酶液进行冷冻干燥，将液体
酶制成固体产品，可减小酶制剂的体积，方便保存、

运输和使用。但在冷冻干燥过程中，脱水会使蛋白
质受到损伤，可能造成复合蛋白酶制剂部分失活，要
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添加保护剂来减少蛋白质的脱水损伤。聚乙二醇会
与蛋白质表面形成氢键，代替水的存在，使蛋白质在
缺水条件下仍能保持稳定的结构，从而减少酶活性
的损失，而且由于大分子结合修饰，使酶的空间结构
发生了某些细微的改变，对酶有一定的激活作用从
而提高酶活性［８］。

总之，草鱼内脏复合蛋白酶的最佳提取、分离、

干燥工艺为：按照固液比１∶４向草鱼内脏中加入工
业己烷进行脱脂，然后按照固液比１∶５向其中加入

ｐＨ值为８的磷酸盐缓冲液，在２０℃条件下浸提

８０ｍｉｎ，再用超声仪在频率１５ｋＨｚ、功率５０Ｗ 的条
件下处理４ｍｉｎ进行辅助提取，６　０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ；然后添加质量浓度为８ｇ／Ｌ的茶多酚进行
初步分离纯化；最后添加聚乙二醇至其终质量浓度
为２０ｇ／Ｌ，按６ｍｍ装液厚度快速冷冻，干燥２４ｈ，

将复合蛋白酶液制成固态粉剂，此条件下酶比活为

４．３３Ｕ／ｍｇ。
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