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两种来源酶多种方式水解牛骨蛋白

万婷婷 1，罗爱平 1 ,*，何光中 2，李 丽 1，陈 明 1

(1.贵州大学生命科学学院，贵州 贵阳      550025；2.贵州省畜牧兽医科学研究所，贵州 贵阳       550000)

摘   要：选用两种不同来源的枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶，以水解度为特征性指标，采用 5 种不同水解方

式水解牛骨蛋白。结果表明：枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶同步水解，效果优于木瓜蛋白酶与枯草杆菌中性

蛋白酶分步水解两种方式，最佳酶体系反应条件为 pH7.05、温度 51℃、加酶总量 7000U/g(枯草杆菌中性蛋白酶与

木瓜蛋白酶用量比 1:1)、150r/min 振荡水解 6h，水解度可达 27.54%。
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我国蛋白质资源紧缺，大力开发和合理利用蛋白质

资源显得非常必要。目前，蛋白质水解主要有酸法、

碱法和酶法[1]。酸、碱法由于条件苛刻而趋于淘汰，酶

法具有定向、易控、温和等优点，因此，现在较多

采用酶法。

蛋白酶按其来源分为植物蛋白酶、动物蛋白酶及微

生物蛋白酶 3 类 [ 2 ]。综合考虑酶的来源、价格、水解

效果及反应条件[3]，试验选用木瓜蛋白酶与枯草杆菌中

性蛋白酶。木瓜蛋白酶可作用于蛋白质中的甘氨酸及赖

氨酸等残基参与形成的肽键，枯草杆菌中性蛋白酶专一

性广泛，肽键的一侧含有疏水性氨基酸的肽键均可被其

水解[4] 。
单一酶的作用范围小，水解度不高，所得的酶解

产物多为多肽，且分子质量较大[5]。利用不同性质不同

水解位点的两种或两种以上酶水解，根据水解底物的方

式不同实现对底物的深度水解。枯草杆菌中性蛋白酶和

木瓜蛋白酶的反应条件相当，两者的最适 pH 值接近中

性，且两种酶的专一性底物又具有一定的互补性。

本研究以牛骨粉为水解反应底物，选择植物蛋白酶

与微生物蛋白酶两种不同来源的酶，采用不同水解方式

水解牛骨蛋白，以期达到较高的水解度。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

牛骨粉(粒度 200 目)为贵州大学动物性食品综合实验

室自制 [ 6 ]。

枯草杆菌中性蛋白酶(10 万 U/g)、木瓜蛋白酶(10 万

U/g)    南宁庞博生物工程有限公司。
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1.2 仪器与设备

LD4-2 型离心机    北京医用离心机厂；HI98128 型

pH 计    北京惠通卓越科技发展有限公司；FW-80 型高

速万能粉碎机   东莞市创瑞工业试验设备有限公司；

THZ-98A 恒温振荡培养箱     上海一恒科技有限公司；

YX-28OB 型蒸汽灭菌锅    上海三申医疗器械有限公司。

1.3 方法

1.3.1 牛骨蛋白水解工艺

工艺流程：牛骨粉→加水→调节 pH 值→水解→灭

酶→冷却→离心→取上清液→测定水解度及氮收率。

操作要点：牛骨粉加适量蒸馏水充分混匀后，按

照设计方案置恒温振荡培养箱 150r/min 振荡水解，水解

完毕后于 85～90℃灭酶 10min，冷却至常温，4000r/min
离心 10min，取上清液测定水解度及氮收率。

1.3.2 牛骨蛋白水解体系条件优化

1.3.2.1 水解方式确定

固定牛骨粉质量分数 10%[7]、pH7、水解温度 50℃、

加酶总量 4000U/g、枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶

复合水解时的酶用量比 1:1 为酶反应体系，以水解度和

氮收率为指标，研究不同水解方式对目标值的影响。分

别选取 5 种水解方式：Ⅰ：木瓜蛋白酶单酶振荡水解

6 h；Ⅱ：枯草杆菌中性蛋白酶单酶振荡水解 6 h；Ⅲ：

枯草杆菌中性蛋白酶先振荡水解 3h 灭酶后，加入木瓜

蛋白酶振荡水解 3h；Ⅳ：木瓜蛋白酶先振荡水解 3h 灭

酶后，加入枯草杆菌中性蛋白酶振荡水解 3 h；Ⅴ：枯

草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶同时振荡水解 6h。确定

最佳水解方式。

1.3.2.2 水解时间的确定

在酶反应体系及评价指标不变的条件下，设定水解

时间分别为 4、5、6、7、8h，确定最适宜的水解时间。

1.3.2.3 枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶用量比的

确定

设定枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶用量比为

3:1、2:1、1:1、1:2、1:3(m/m)，在其他酶反应体系及

评价指标不变的条件下，振荡水解 6 h。确定最佳酶用

量 比 。

1.3.2.4 二次正交旋转组合试验设计

在单因素试验基础上，根据 Box-Behnken 中心组合

设计原理[8-10]，以水解度为响应值，设计三因素三水平

二次正交旋转组合试验，对牛骨蛋白水解体系条件进行

优 化 。

1.3.3 指标测定

水分测定：参照 GB 5009.3 — 2010《食品中水分的

测定：直接干燥法》；灰分测定：参照 G B  5 0 0 9 . 4 —

2010《食品中灰分的测定：灼烧称重法》；脂肪测定：

参照 GB/T 22223 — 2008《食品中脂肪的测定：索氏抽

提法》；蛋白质、总氮量测定：参照 GB 5009.5 — 2010
《食品中蛋白质的测定：微量凯氏定氮法》；钙测定：

参照 GB/T9695.13 — 2009《食品中钙的测定：高锰酸钾

滴定法》；游离氨基氮测定：参照 GB/T5009.39 — 2003
《酱油卫生标准的分析方法：甲醛电位滴定法》；p H
值测定：采用 p H 测定仪测定；水解度测定：参照文

献[11]方法；氮收率的测定：参照文献[12]方法。

                         
水解液中游离氨基酸态氮

水解度/% ＝—————————————× 100
                                    水解液中总氮

                          
水解液中氮含量

氮收率/% ＝——————————× 100
                          原料中总氮含量

1.3.4 数据处理

每组数据平行测定 3 次，采用 Design Expert 7.1.6
软件进行响应面设计，并对数据分析处理。

2 结果与分析

2.1 原料基本成分

成分 水分 蛋白质 脂肪 钙 灰分

牛骨 59.72 11.13 8.77 5.4 15.67
牛骨粉 4.95 23.30 4.08 11.2 34.30

表 1 牛骨及牛骨粉的基本营养成分

Table 1   Basic nutritional components in bovine bone and bone powder

将新鲜牛骨制备成牛骨粉，蛋白质暴露面积增加，

有利于其水解。由表 1 可知，原料牛骨经处理加工为牛

骨粉后，蛋白质占总量的 23.30%，表明试验用的底物

蛋白质含量高。

2.2 不同水解方式水解牛骨蛋白的结果

水解方式 水解度/% 氮收率/%
Ⅰ 12.82 ± 0.11a 47.78 ± 0.12a

Ⅱ 15.83 ± 0.13b 58.13 ± 0.11b

Ⅲ 16.31 ± 0.14c 60.14 ± 0.02c

Ⅳ 17.79 ± 0.14d 62.05 ± 0.11d

Ⅴ 18.69 ± 0.19e 65.62 ± 0.14e

表 2  不同水解方式水解牛骨蛋白结果

Table 2   Effect of dual-enzyme hydrolysis method on the degree of
hydrolysis

注：同列数据肩标字母不同者表示差异显著(P ＜ 0.05)。

衡量蛋白质的水解效果常用两个指标，即氮收率与

水解度。氮收率一般用水解后得到的可溶性氮占总氮的
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比例表示，水解度是基于蛋白质被裂解的肽键数目来衡

量水解效果[13]。由表 2 可知，Ⅴ组的水解度与氮收率分

别为 18.69%、65.62%，比Ⅲ组分别提高 5.06%、5.75%，

差异显著(P ＜ 0.05)。比Ⅳ组分别提高 12.73%、9.11%，

差异显著(P ＜ 0.05)。同步水解期间不需加热灭酶，操

作简单，在实际生产中可操作性强。从实际生产和发

挥两种酶最大活力考虑，确定Ⅴ组即枯草杆菌中性蛋白

酶与木瓜蛋白酶同步水解的方式水解牛骨蛋白。

Ⅴ组的水解度与氮收率比Ⅰ组分别提高 4 5 . 7 9 %、

37.34%，差异显著(P ＜ 0.05)，比Ⅱ组分别提高 18.07%、

12.88%，差异显著(P ＜ 0.05)，故利用两种酶不同水解

位点的性质可提高牛骨蛋白的水解度。

2.3 水解时间对牛骨蛋白水解效果的影响

由图 1 可知，水解度与氮收率在 4～6h 呈上升趋势，

分别达 18.69%、73.06%，在 6～8h 其值趋于平缓。反

应时间过长，增加经济成本，因美拉德反应会影响酶解

物的外观颜色，还会产生一些短肽类的苦味物质[14 -17]。

综合考虑酶解时间以 6 h 为宜。

2.4 枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶用量比对牛骨蛋

白水解效果的影响

由图 2 可知，随着枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白

酶用量比的变化，氮收率呈先上升后下降的趋势，而

水解度变化平缓，其机理有待进一步研究。枯草杆菌

中性蛋白酶与木瓜蛋白酶用量比为 1:1 时，氮收率与水

解度均达最大值，分别为 73.06%、18.69%。故确定枯

草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶用量比为 1:1。
2.5 二次正交旋转组合试验设计优化两种酶同步水解牛

骨蛋白工艺条件

氮收率一般用水解后得到的可溶性氮占总氮的比例

表示，由于蛋白质水解到一定程度后肽分子在水中已经

得到很好的溶解，更大程度的水解不会从氮收率上进一

步表现，所以对于水解程度较大的产物不能反映实际水

解情况。水解度是从蛋白质水解时断裂的肽键数上来定

义蛋白质水解程度，所以水解度可以最准确地反映出蛋

白质水解程度的大小 [ 1 3 ]，故以水解度为响应值，优化

两种酶同步水解牛骨蛋白的体系条件，因素水平设计见

表 3 ，结果见表 4 。

因素
水平

编号
－ 1 0 1

加酶总量 /(U/g) A 5000 6000 7000
pH B 6.5 7.0 7.5

温度 /℃ C 45 50 55

表 3 两种酶同步水解牛骨蛋白二次正交旋转组合试验设计

因素水平表

Table 3   Factors and levels of orthogonal tests for optimizing
dual-enzyme hydrolysis process

表 4 两种酶同步水解牛骨蛋白二次正交旋转组合试验结果

Table 4   Design and results of orthogonal tests for optimizing
dual-enzyme hydrolysis process

试验号
水解度 /%

A B C
实际值 预计值 差值

1 0 0 0 24.99 24.99 0.00
2 1 1 0 21.73 20.94 0.79
3 0 － 1 － 1 8.71 9.85 － 1.14
4 － 1 － 1 0 7.02 7.81 － 0.79
5 0 － 1 1 13.31 13.16 0.15
6 0 0 0 24.99 24.99 0.00
7 0 1 1 18.36 17.22 1.14
8 － 1 0 － 1 16.67 14.74 1.93
9 1 － 1 0 18.90 17.12 1.78
10 0 1 － 1 15.00 15.15 － 0.15
11 1 0 1 23.95 25.88 － 1.93
12 － 1 0 1 18.97 18.33 0.64
13 0 0 0 24.99 24.99 0.00
14 0 0 0 24.99 24.99 0.00
15 0 0 0 24.99 24.99 0.00
16 － 1 1 0 11.58 13.36 － 1.78
17 1 0 － 1 23.45 24.09 － 0.64

图 2  枯草杆菌中性蛋白与木瓜蛋白酶用量比对水解效果的影响

Fig.2   Effect of papain-neutral protease ratio on hydrolysis efficiency
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图 1  水解时间对水解效果的影响

Fig.1   Effect of hydrolysis time on the hydrolysis efficiency
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采用Design Expert 7.1.6软件对表 4数据进行二次多项

式回归拟合，得到二次多元回归方程：Y＝24.99＋4.22A ＋

2.34B ＋ 1.35C － 0.43AB － 0.45AC － 0.31BC － 1.63A2 －

8.55B2 － 2.60C2。结果方程分析见表 5。

项目 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 571.37 9 63.49 24.07  0.0002 **
A 142.72 1 142.72 54.11  0.0002 **
B 43.85 1 43.85 16.63  0.0047 *
C 14.47 1 14.47 5.49  0.0517
AB 0.75 1 0.75 0.28 0.6108
AC 0.81 1 0.81 0.31 0.5967
BC 0.38 1 0.38 0.15 0.7140
A2 11.24 1 11.24 4.26 0.0779
B2 307.71 1 307.71 116.67 < 0.0001 **
C2 28.38 1 28.38 10.76 0.0135 *
残差 18.46 7 2.64

失拟项 18.46 3 6.15 1241.45 0.2625
纯误差 0.00 4 0.00
总离差 589.84 16

表 5 二次正交旋转组合试验回归分析表

Table 5   Variance analysis for the regression model

注：*.差异显著(P ＜ 0.05)；**.差异极显著(P ＜ 0.001)。

由表 5 可知，模型极显著(P ＝ 0.0002)，失拟项不

显著，表明回归方程与实际数据之间具有非常好的拟合

性。方程中 A、B 的 P 值均小于 0 . 0 5，表明酶用量、

p H 值对水解度影响显著，温度对水解度影响不显著，

其中加酶总量影响最大，pH 值影响次之，温度对水解

度影响最小。交互项对水解度影响均不显著，pH 值及

温度的二次项对水解度影响显著。

图 3 中每个响应面分别代表着两个独立变量之间的

相互作用，此时另外两个变量保持在最佳水平。

c. pH 值与温度

图 3 各两因素交互作用的响应面及等高线图

Fig.3   Response surface and contour plots for the effects of cross-
interactions among factors on hydrolysis efficiency
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b.加酶总量与温度
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由图 3a 可知，水解度随 pH 值的升高和加酶总量的

增加呈先上升后下降的趋势。因为酶对底物 pH 值比较

敏感，pH 值过高或过低都会降低酶解效果。由图 3b 可

知，水解度随温度的升高和加酶总量的增加呈先上升后

下降的趋势。加酶总量过高时，由于酶本身的相互水

解作用加强，会阻碍酶对底物的酶解[18]。由图 3c 可知，
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水解度随 p H 值和温度的升高呈先上升后下降的趋势。

温度是影响酶活力的重要因素之一，温度过高或过低均

影响酶活力。

极值条件应在等高线的椭圆圆心处[19]。为得到水解

度最佳条件，令回归方程一阶偏倒数等于零，整理得

到方程组，解方程组即为 3 因素的最佳水平代码值，即

加酶总量 7000U/g、pH7.05、温度 50.83℃。计算结果

表明加酶量、pH 值及温度均在试验设计范围内。考虑

生产实际及应用方便，校正温度 5 1℃。按最佳条件进

行 3 次验证实验，水解度的平均值为 27.54%，比理论

值 27.76% 低 0.79%。比吴敏等[14]报道水解度 18.34% 提高

50.16%，可能与选择酶的种类及试验设计方法有关。

3 结  论

3.1 采用枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶同步水解，

其水解效果优于先木瓜蛋白酶后枯草杆菌中性蛋白酶及

先枯草杆菌中性蛋白酶后木瓜蛋白酶。蛋白质水解度分

别为 18.69%、17.79%、16.31%，差异显著(P ＜ 0.05)。
3.2 两种酶同步水解的水解度与氮收率分别为 18.69%、

65.62%，比枯草杆菌中性蛋白酶单酶水解分别提高 18.07%、

12.88%，差异显著(P ＜ 0.05)，比木瓜蛋白酶单酶水解

分别提高 45.79%、37.34%，差异显著(P ＜ 0.05)。故利

用两种酶不同水解位点的性质可提高牛骨蛋白的水解度。

3.3 采用二次正交旋转组合试验设计优化水解牛骨蛋白

最佳酶解体系反应条件为 pH7.05、温度 51℃、酶总量

7000U/g(枯草杆菌中性蛋白酶与木瓜蛋白酶酶用量比

1:1)，在 150r/min 振荡水解 6h，水解度可达 27.54%。
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