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摘要：　首先，以章鱼内脏为原料，通过单因素实验，分析ｐＨ值、温度、料液比、抽提时间对提取粗酶液中酸性

蛋白酶活性的影响．然后，通过响应面法优化，得到多项式拟合回归方程，并对酶活的预测值和实测值进行验

证．最后，测定粗酶液中蛋白酶的种类和活性．结果表明：酸性蛋白酶的最优抽提条件为ｐＨ 值５．０、温度３０

℃、时间２．５ｈ、料液比１∶５，由此得到的粗酶液酶活为９１７．２ｎｋａｔ·ｇ
－１，对应比活为２８．５ｎｋａｔ·ｍｇ

－１；响应

面回归方程计算的预测值与实际值位于误差范围内，说明该方程具有预测作用；粗酶液中，蛋白酶大部分为酸

性蛋白酶，占总蛋白酶７６．０％．
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　　章鱼（犗犮狋狅狆狌狊狏狌犾犵犪狉犻狊）属于软体动物门、头足纲、八腕目、蛸科、蛸属，俗称“八爪鱼”，大部分为浅

海性种类，也有少数深海性种类［１］．在食品加工中，占章鱼总质量５０％的内脏表皮眼窝等部位被丢弃，

既浪费又污染环境．近年来，对水产下脚料的再利用主要集中在酶解制备氨基酸及多肽
［２?３］、膜法提取章

鱼胺等非蛋白质含氮类化合物［４］、酶制剂提取［５?６］等方面．在制备酶制剂方面，已成功从南极磷虾中提取

胰蛋白酶［７］、大鲵胃中提取胃蛋白酶［８］、淡水鱼内脏中提取复合酶［９］．在酶的提取方面，水、稀酸、稀盐、

稀碱、有机溶剂均可作为抽提液．考虑到酸性蛋白酶的溶解性和ｐＨ值的稳定性，本文以章鱼内脏为原

料，采用缓冲液进行抽提，以酸性蛋白酶活高低为指标，结合响应面法［１０］，研究从章鱼内脏中提取酸性

蛋白酶的适宜条件，以获取更多的酸性蛋白酶．

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器

章鱼内脏由厦门东海洋水产品进出口有限公司提供．由前期实验测定可知，章鱼盲肠无酸性蛋白酶

活性．原料预处理方法：将章鱼内脏摘除盲肠后，打碎匀浆，于－２０℃保存备用．

实验试剂：牛血清蛋白（北京奥博星生物技术有限责任公司）；干酪素（上海三浦化工有限公司）；柠

檬酸、十二水合磷酸氢二钠（广东省西陇化工股份有限公司）；福林试剂（北京索莱宝科技有限公司）．

仪器：ＭＥ２０４型电子天平（上海梅特勒?托利多仪器有限公司）；ＴＧＬ?２０Ｍ 型台式高速离心机（湖南

湘仪实验室仪器开发有限公司）；ＶＩＳ?７２２０型可见光分光光度计（北京瑞科分析仪器公司）；ＤＫ?８Ｄ型电

热恒温水槽（上海精宏实验设备有限公司）；ＳＸＴ?０２型索氏提取器（上海洪纪仪器设备有限公司）；ｐＨ

７００型台式ｐＨ计（美国优特公司）；ＨＪ?４Ａ型数显恒温磁力搅拌器（江苏省金坛市医疗仪器厂）．

１．２　实验方法

１．２．１　章鱼内脏组分测定　章鱼内脏基本成分（水分、灰分、蛋白质和脂肪质量分数）的测定分别参照

文献［１１?１４］．

１．２．２　粗酶液制备　称取章鱼内脏匀浆与柠檬酸?磷酸氢二钠缓冲液按照一定的比例混合，适宜温度

下抽提一定时间．于１００００ｒ·ｍｉｎ－１转速下，离心１０ｍｉｎ，得到的上清液即为粗酶液．取上清液进行酸

性蛋白酶的酶活测定，蛋白酶活性测定采用分光光度法［１５］．

１．２．３　单因素实验　分别测定不同缓冲液ｐＨ值、温度、料液比和抽提时间对粗酶液中酸性蛋白酶抽

表１　实验因素及编码水平

Ｔａｂ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

ｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

因素 标识
编码水平

－１ ０ ＋１

ｐＨ值 犃 ３ ５ ７

θ／℃ 犅 ２０ ３０ ４０

狋／ｈ 犆 １ ２ ３

料液比 犇 １∶４ １∶５ １∶６

提效果的影响．

１．２．４　响应面优化实验　在单因素实验基础上，选取酶

活为响应值（犢），缓冲液ｐＨ 值、温度（θ）、抽提时间（狋）、

料液比为自变量，进行Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面实验
［１６］．其

实验水平编码值，如表１所示．表１中：＋１，０，－１分别

代表四因素的高、中、低水平．

１．２．５　粗酶液中蛋白酶种类及活性分析　为了验证粗

酶液中酸性蛋白酶的含量，分别测定粗酶液中酸性蛋白

酶、中性蛋白酶和碱性蛋白酶的酶活和比活．其中，酸性

蛋白酶酶活测定采用ｐＨ值为３．０的柠檬酸?磷酸氢二钠缓冲液体系；中性蛋白酶酶活测定采用ｐＨ值

为７．０的磷酸二氢钾?氢氧化钠缓冲液体系；碱性蛋白酶酶活测定采用ｐＨ值为１０．０的碳酸氢钠?氢氧

化钠缓冲液体系．

２　结果与分析

２．１　章鱼内脏基本成分

对章鱼内脏组分进行分析，测得各组分的质量分数如下：水分为７５．８％，灰分为２．６％，蛋白质为

１６．０％，脂肪为２．６％，其他为３．０％．由此可知，蛋白质质量分数仅次于水分，说明章鱼内脏可作为提取

蛋白酶等含氮类物质的原料．
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２．２　单因素实验结果

２．２．１　ｐＨ值对粗酶液酶活影响　ｐＨ值是酶促反应的重要决定因素，酸性蛋白酶的最适ｐＨ值为２～

６左右．在４℃，料液比为１∶５条件下，将一定量的柠檬酸?磷酸氢二钠缓冲液加入章鱼匀浆中，抽提４

ｈ．控制ｐＨ值为２．２～７．０，测定４０℃时，粗酶液的酸性蛋白酶酶活（狕），结果如图１所示．由图１可知：

当ｐＨ值为２．２～５．０时，粗酶液中酸性蛋白酶活逐渐升高，这是因为随着ｐＨ值的升高，酸性蛋白酶溶

解度增大；当ｐＨ值为５．０～７．０时，酶活有所降低，这是由于ｐＨ值继续增大至中性，使酸性蛋白酶的

溶解度降低，酶活损失较大．因此，选择浸提粗酶液的最佳ｐＨ值为５．０．

２．２．２　温度对粗酶液酶活影响　在ｐＨ值为５．０、料液比为１∶５、抽提时间为４ｈ的条件下，研究温度

（θ）对粗酶液中酸性蛋白酶酶活（狕）的影响，结果如图２所示．由图２可知：当温度为４～３０℃时，酶活变

　图１　ｐＨ对粗酶液酸性蛋白酶酶活的影响 图２　温度对粗酶液酶活的影响　　　

　　Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｃｉｄ Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ　

　　ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｃｒｕｄｅｅｎｚｙｍｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｃｉｄｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｃｒｕｄｅｅｎｚｙｍｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　

化不大；当温度继续升高时，酶活急剧下降，这是因为高温导致部分酶变性失活．由于低温条件较难操

控，且需额外消耗能源，因此，选取最佳温度条件为３０℃．

２．２．３　料液比对粗酶液酶活影响　在３０℃，ｐＨ值为５．０，抽提时间为４ｈ的条件下，研究不同料液比

对粗酶液酶活的影响，结果如图３所示．由图３可知：随着缓冲液比例的增加，粗酶液酶活逐渐升高，当

料液比为１∶５时，酸性蛋白酶活性达到最大；而后继续增加缓冲液用量，酶活波动不大．这主要是因为

相同质量的内脏中，酸性蛋白酶的含量是一定的，缓冲液越多，提取就越充分．然而，过多的缓冲液会增

加后续浓缩过程的工作量．因此，选取最佳的料液比为１∶５．

２．２．４　抽提时间对粗酶液酶活影响　在３０℃，ｐＨ值５．０，料液比为１∶５的条件下，研究不同抽提时

间（狋）对粗酶液酶活的影响，结果如图４所示．由图４可知：随着抽提时间的增加，内脏匀浆与缓冲液接

触越充分，酸性蛋白酶酶活越高；当抽提时间为２．５ｈ时，酶活达到最高点，而后短时间内保持稳定；继

续增加抽提时间至４ｈ以上，酶活稍有下降，这是由于此时的粗酶液为液态，长时间放置会使酶活有少

量的损失．因此，选取最佳提取时间为２．５ｈ．

２．３　响应面结果分析

根据响应面设计２９组实验，经过实测后得到的结果，如表２所示．表２中：θ为温度；狋为抽提时间；

狕为粗酶液中酸性蛋白酶的酶活．

对表２的数据进行多项式拟合回归，经优化后得到以酶活（犢）为因变量，以ｐＨ值（犃）、温度（犅）、时

间（犆）、料液比（犇）为自变量的回归方程，即

犢 ＝５４．７０－０．６６犃－０．２７犅＋０．５１犆＋０．０６６犇－４．６８犃犅＋０．５９犃犆－１．０４犃犇＋

１．３６犅犆＋３．３０犅犇＋３．４６犆犇－１０．７９犃
２
－４．１４犅

２
－１．３１犆

２
－５．３９犇

２． （１）

　　对响应面回归方程（１）进行系数显著性检验和方差分析，结果如表３，４所示．由表３可知：模型大于

犉值的概率犘＜０．０００１，表明模型具有显著的统计学意义，可信度较高；模型失拟项无统计学意义，表

明若用此模型进行结果预测，出现失误的概率不大；犃犅，犅犇，犆犇，犃２，犅２，犇２ 的犘值均小于０．０５，表明

其对粗酶液酶活的影响有统计学意义．根据模型线性数值的大小，可以得出影响粗酶液酶活的因素大小

依次为ｐＨ值＞抽提时间＞温度＞料液比．
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　图３　料液比对粗酶液酶活的影响 图４　时间对粗酶液酶活的影响

　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｑｕｉｄｒａｔｉｏｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｃｉｄ

　ａｃｉｄｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｃｒｕｄｅｅｎｚｙｍｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｃｒｕｄｅｅｎｚｙｍｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

表２　响应面实验结果

Ｔａｂ．２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

序号 ｐＨ值 θ／℃ 狋／ｈ 料液比 狕／ｎｋａｔ·ｇ
－１ 序号 ｐＨ值 θ／℃ 狋／ｈ 料液比 狕／ｎｋａｔ·ｇ

－１

１ ３．０ ３０ ２．０ １∶６ ７２５．０ １６ ７．０ ３０ １．０ １∶５ ６８５．８

２ ３．０ ３０ ３．０ １∶５ ７１２．１ １７ ５．０ ２０ ２．０ １∶６ ６９９．１

３ ５．０ ３０ ２．０ １∶５ ８８６．０ １８ ５．０ ３０ ２．０ １∶５ ８９３．３

４ ５．０ ３０ ２．０ １∶５ ９０６．３ １９ ５．０ ４０ ３．０ １∶５ ８９３．３

５ ５．０ ３０ ３．０ １∶６ ８３９．０ ２０ ５．０ ３０ １．０ １∶６ ７１２．０

６ ７．０ ３０ ２．０ １∶４ ６５４．８ ２１ ５．０ ４０ １．０ １∶５ ８０２．８

７ ３．０ ３０ ２．０ １∶４ ７０７．６ ２２ ５．０ ２０ １．０ １∶５ ８５４．５

８ ５．０ ４０ ２．０ １∶４ ６９４．０ ２３ ３．０ ２０ ２．０ １∶５ ５４３．８

９ ３．０ ４０ ２．０ １∶５ ６７３．１ ２４ ５．０ ３０ ２．０ １∶５ ９４１．４

１０ ７．０ ３０ ２．０ １∶６ ６０６．０ ２５ ３．０ ３０ １．０ １∶５ ７３８．０

１１ ５．０ ２０ ３．０ １∶５ ８５４．５ ２６ ５．０ ３０ １．０ １∶４ ８１８．３

１２ ７．０ ４０ ２．０ １∶５ ５６７．９ ２７ ５．０ ４０ ２．０ １∶６ ８１５．７

１３ ５．０ ３０ ２．０ １∶５ ９３２．２ ２８ ５．０ ３０ ３．０ １∶４ ７１４．６

１４ ７．０ ２０ ２．０ １∶５ ７５０．８ ２９ ７．０ ３０ ３．０ １∶５ ６９９．０

１５ ５．０ ２０ ２．０ １∶４ ７９７．５

表３　响应回归方程系数显著性检验

Ｔａｂ．３　Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

方差来源 平方和 犉值 犘值 方差来源 平方和 犉值 犘值

模型 ２．９７２×１０５ １０．５１ ＜０．０００１ 犅犆 １８８３．５６ １．０２ ０．３２９８

犃 １２９７．９２ ０．７２ ０．４０９５ 犅犇 １２１１１．００ ６．０２ ０．０２７８

犅 ２１７．６０ ０．１２ ０．７３６３ 犆犇 １３３０５．６２ ６．６２ ０．０２２１

犆 ７９０．６０ ０．４２ ０．５２５２ 犃２ ２．１０８×１０５ １０４．４３ ＜０．０００１

犇 １２．６１ ７．１９３×１０－３ ０．９３３６ 犅２ ３１６０９．２１ １５．３９ ０．００１５

犃犅 ２５１８１．００ １２．１３ ０．００３７ 犆２ ３１２３．７８ １．５５ ０．２３３４

犃犆 ３８２．２０ ０．１９ ０．６７０１ 犇２ ５２０２５．１６ ２６．０９ ０．０００２

犃犇 １１７３．０６ ０．６０ ０．４５１０ 失拟项 ２６０７４．８４ ４．４４ ０．０８１９

表４　响应面回归方程的方差分析

Ｔａｂ．４　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

标准差 平均值 变异系数／％ ＰＲＥＳＳ 模型相关系数 模型确定系数 犚２ 预测 信噪比

４５．０４ ７６２．２２ ５．８８ １．５３８×１０５ ０．９１３２ ０．８２６３ ０．５２９９ １０．６２１

　　由表４可知：模型相关系数为０．９１３２，说明该模型能够解释９１．３２％的总变异；模型确定系数越

大，表示模型预测值与实际值之间的拟合越好，该模型的确定系数为０．８２６３（大于０．８０），表明模型是

显著的；犚２ 预测为０．５２９９，表明模型是显著的；变异系数越小，表示模型精度和可靠性越高，该模型变
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异系数为５．８８％，说明模型是高度可靠的．

为了更直观地检测模型并确定最优点，两两因素之间互相作用的曲面图，如图５所示．

　（ａ）温度与ｐＨ值 （ｂ）时间与ｐＨ值

　（ｃ）料液比与ｐＨ值 （ｄ）时间与温度

　（ｅ）料液比与温度 （ｆ）料液比与时间

图５　两两因素间的交互影响

Ｆｉｇ．５　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｆａｃｔｏｒｓ

２．４　最优方案预测与验证

由响应面结果可知，响应值犢 存在最大值．犢 值越大，说明所取的对应条件下，酸性蛋白酶酶活越

高．响应面的理论最优方案如下：ｐＨ值为４．８，温度为３２．９℃，时间为２．８ｈ，料液比为１∶５．４．由此得

到预测酸性蛋白酶酶活为９１５．２ｎｋａｔ·ｇ
－１．为了验证该模型的准确性，调整优化方案，取ｐＨ值５．０，温

度３０℃，时间２．５ｈ，料液比１∶５为实验条件，得到实测酸性蛋白酶酶活为９１７．２ｎｋａｔ·ｇ
－１．预测值与

实际值在误差范围内，说明该响应面回归方程具有预测作用．

表５　粗酶液中蛋白酶种类分析

Ｔａｂ．５　Ｓｐｅｃｉｅｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｒｕｄｅｅｎｚｙｍｅｐｒｏｔｅａｓｅ

蛋白酶种类 狕／ｎｋａｔ·ｇ
－１ 狌／ｎｋａｔ·ｍｇ

－１
η／％

酸性 ９１５．７ ２７．５ ７６．０

中性 １９３．７ ５．８ １６．１

碱性 ９７．０ ２．８ ７．８

２．５　蛋白酶种类及活性的分析

采用优化条件（ｐＨ值５．０，温度３０℃，抽提时

间２．５ｈ，料液比１∶５），对章鱼内脏匀浆进行提

取，于１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心后得到粗酶液．对粗酶

液进行酸性蛋白酶、中性蛋白酶和碱性蛋白酶的酶

活和比活测定，结果如表５所示．表５中：狕为酶

活；狌为比活；η为比活百分比．由表５可知：酸性蛋白酶活性远高于中性及碱性蛋白酶活性，说明经最优
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方案提取的粗酶液中大部分是酸性蛋白酶，该方案适合酸性蛋白酶的提取．

３　结论

以章鱼内脏为原料，研究ｐＨ值、温度、料液比、抽提时间等因素对提取酸性蛋白酶粗酶液酶活的影

响．通过响应面法优化抽提条件，并经冷冻干燥得到酸性蛋白酶粗品．通过上述研究确定了各关键提取

参数，为纯化获得章鱼源性纯品酸性蛋白酶提供了重要技术参数和应用参考．

成芳等［８］在大鲵胃中提取得到胃蛋白酶粗液的比活为１７．２ｎｋａｔ·ｍｇ
－１；仇磊等［１７］在扁玉螺食道

腺内提取得到蛋白酶粗液的比活为２４．３ｎｋａｔ·ｍｇ
－１；王琨［７］从南极磷虾体内提取得到蛋白酶粗液的

比活为０．７ｎｋａｔ·ｍｇ
－１．而文中提取的酸性酶酶活为９１７．２ｎｋａｔ·ｇ

－１，对应比活为２８．５ｎｋａｔ·ｍｇ
－１，

说明采用响应面法优化提取得到的酸性蛋白酶含量较高．

对粗酶液中酸性蛋白酶、中性蛋白酶和碱性蛋白酶活性进行分析，结果可知：酸性蛋白酶活性＞中

性蛋白酶活性＞碱性蛋白酶活性．说明粗酶液中，酸性蛋白酶的含量远高于其他种类蛋白酶含量．

文中提取的酸性蛋白酶为复合酶，需经盐析、层析等操作后，才能对该复合酶的种类、相对分子质量

等有进一步了解，从而纯化得到纯品酸性蛋白酶．
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