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扇贝蛋白质提取工艺的优化 

罗联钰, 刘  烨, 林幼红, 艾永亮, 吴清朋, 刘家光* 
(福建正味生物科技有限公司, 福州  350015) 

摘  要: 目的  优化扇贝蛋白质提取工艺。方法  利用不同蛋白酶的酶切作用方式及酶切位点的不同, 采用

复合酶与分段酶解相结合。利用单因素结合 Plackett-Burman 筛选出显著因素和 Box-Behnken 模型优化一段蛋

白质提取工艺, 并通过正交实验优化二段酶解工艺参数。结果  复合酶分段酶解提取蛋白质的最佳条件为: 

一段最佳提取工艺参数为: 固液比 1:3.9 (m:V)、酶解时间 80.0 min、复合酶加酶量 1.1%、复合酶配比(胰蛋白

酶:碱性蛋白酶)1:2 (m:m)、酶解 pH 8.2、酶解温度 52.5 ℃; 二段最佳提取工艺参数为: 酶解 pH 7.0、酶解温度

50.0 ℃、中性蛋白酶添加量 0.8%、酶解时间 40 min。在此条件下, 蛋白质提取率为 76.3%。结论  由于复合

酶同步和分段酶解形成协同效应和互补作用, 扇贝蛋白质提取率得到有效提高, 为后续扇贝蛋白质的开发和

利用提供了一定的理论依据。 

关键词: 扇贝; 蛋白质; 分段酶解; 提取率 

Optimization of protein extraction process from Pectinidae 

LUO Lian-Yu, LIU Ye, LIN You-Hong, AI Yong-Liang, WU Qing-Peng, LIU Jia-Guang* 
(Fujian Zhengwei Biotechnology Co., Ltd., Fuzhou 350015, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the protein extraction process of Pectinidae. Methods  A combination of 
composite enzymes and segmented enzymatic hydrolysis was employed, utilizing different protease enzymes with 
mode of enzyme digestion and cleavage sites. Significant factors were screened by single factor combined with 
Plackett-Burman and Box-Behnken model was used to optimize the one-stage protein extraction process, and the 
parameters of the two-stage enzymatic digestion process were optimized by orthogonal tests. Results  The optimal 
extraction conditions for complex enzyme-assisted stepwise hydrolysis in protein extraction were as follows: The 
optimal extraction process parameters of the one-stage were as follows, solid-liquid ratio was 1:3.9 (m:V), enzyme 
digestion time was 80.0 min, compound enzyme addition was 1.1%, complex enzyme ratio (trypsin:alkaline protease) 
was 1:2 (m:m), enzyme digestion pH was 8.2, enzyme digestion temperature was 52.5 ℃; the optimal extraction 
parameters of the two-stage were as follows: Enzyme digestion pH was 7.0, enzyme digestion temperature was 
50.0 ℃, neutral protease addition was 0.8%, and enzyme digestion time was 40 min. Under these conditions, the 
protein extraction rate was 76.3%. Conclusion  Due to synergistic and complementary effects between the complex 
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enzymes and segmented enzymatic hydrolysis, the protein extraction rate of Pectinidae is effectively improved, 
which provide some theoretical basis for the subsequent development and utilization of proteins from Pectinidae. 
KEY WORDS: Pectinidae; protein; segmented enzymatic hydrolysis; extraction rate 
 
 

0  引  言 

扇贝是珍珠贝目海扇蛤科的软体动物, 也是我国重

要的海水养殖经济贝类之一[1], 到 2023 年, 全国贝类的产

量为 1665.90 万 t[2], 主要分布在山东、辽宁、河北、广东、

福建[3]。扇贝富含蛋白质, 低脂肪, 其粗蛋白高达到 50%, 
粗脂肪低于 10%[4], 还包括不饱和脂肪酸、氨基酸、多糖

等多种营养物质及钙、镁、锌、硒等无机元素[5]。扇贝是

蛋白质类开发利用的理想原料, 研究发现, 扇贝蛋白质具

有抗氧化、降血压、促进骨髓基质细胞以及增强免疫力[6–7]

等多种生物功能。目前扇贝蛋白已应用到食品和功能性食品

领域中[8–9], 可以开发扇贝裙边调味基料[10]、贝煮浓缩液[11]、

水产调味品[12]及具有氧化活性的小分子肽[13]等新型食品, 
但扇贝的蛋白质尚未得到充分利用。 

目前提取水产蛋白质的技术有酶解法[14–15]、化学水解

法[16]、物理辅助提取法(利用超声波、微波等物理方法辅助

提取)[17]。其中酶解法应用最为广泛, 但蛋白提取率较低。

目前为止, 鲜少见复合酶分段酶解提取水产品蛋白质的相

关研究。鉴于此, 本研究以扇贝为原料, 采用复合酶解与

分段酶解相结合, 以提高蛋白质提取率, 为扇贝蛋白提取

工艺的工业化应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜华贵栉孔扇贝(规格 20~40 粒/500 g, 福州市马尾

水产批发市场)。 
胰蛋白酶(6.0×105 U/g)、海产品水解专用酶(2.5×105 U/g)、

羧肽酶(1.0×105 U/g)(上海华上翔洋生物技术有限公司); 
碱性蛋白酶(400 U/mg)、中性蛋白酶(200 U/mg)、木瓜蛋白酶

(3.2×104 U/g)、菠萝蛋白酶(200 U/mg)、风味蛋白酶(120 U/mg)、
组织蛋白酶(200 U/mg)、胃蛋白酶(300 U/mg)(山东新雄生

物科技有限公司); 氢氧化钠(分析纯, 济南鸿宇化工有限

公司); 盐酸(纯度 36%, 茂名市雄大化工有限公司)。以上

材料均符合食品卫生标准。 

1.2  仪器与设备 
HWS-24 电热恒温水浴锅(上海尚道仪器制造有限公

司 ); JDSF-Z200 振筛器 (新乡高服机械股份有限公司 ); 
FE28 酸度计[梅特勒托利多(上海)电子有限公司]; JJ-1B 强

力(恒速)电动搅拌器(金坛市科析仪器有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  扇贝酶解液的制备 
扇贝肉或裙边→打浆(研磨成扇贝浆料)→过滤→加水调

底物浓度→根据不同蛋白酶的特性调节 pH→加入所需量的

蛋白酶→设定蛋白酶适宜的酶解反应温度及反应时间→升温

至 95~98 ℃灭酶 10 min→冷却→离心(7500 r/min, 15 min)→
取酶解上清液测定水解度或计算蛋白质提取率。 

分段酶解: 10%扇贝浆液加入所需的复合酶, 在设定

的酶解条件下酶解, 得到第一段酶解液, 在第一段酶解液

灭酶后冷却到第二阶段蛋白酶所需温度, 加入蛋白酶并调

整 pH, 在第二阶段蛋白酶工艺参数下酶解, 95~98 ℃灭酶

10 min, 冷却、离心得到酶解液。 
1.3.2  酶的选择 

酶的特异性使得酶的种类成为影响酶解过程的重要

因素之一, 不同酶在酶解过程中表现出不同的水解效率和

产物特性。本研究采用商业常见的蛋白酶(胰蛋白酶、海产

品水解专用酶、羧肽酶、碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜

蛋白酶、菠萝蛋白酶、风味蛋白酶、组织蛋白酶、胃蛋白

酶), 详见表 1, 以酶解液的水解度和蛋白质提取率为指标, 
选出较优的蛋白酶为后续实验用蛋白酶。 
1.3.3  单因数实验设计 

以扇贝蛋白质提取率为评价指标, 研究复合酶配比、

复合酶加酶量、反应 pH、酶解时间、酶解温度以及固液比

等因素对提取效率的影响。实验因素水平如表 2 所示, 并
通过 Plackett-Burman 设计筛选出显著因素。 
 

表 1  实验用蛋白酶的酶解温度和反应 pH 
Table 1  Enzyme digestion temperature and reaction pH of experimental proteases 

序号 酶 温度/℃ pH 序号 酶 温度/℃ pH 

1 胰蛋白酶 50 8.0 6 木瓜蛋白酶 50 4.0 

2 海产品水解专用酶 55 7.0 7 菠萝蛋白酶 50 7.0 

3 风味蛋白酶 50 7.0 8 羧肽酶 50 7.0 

4 碱性蛋白酶 55 8.5 9 组织蛋白酶 45 7.0 

5 中性蛋白酶 50 7.0 10 胃蛋白酶 40 2.0 
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表 2  单因素实验与水平 
Table 2  Single factor test and level table 

因素 水平 

*复合酶配比(m:m) 1:1 2:3 1:2 1:3 3:2 2:1 3:1  

复合酶加酶量/% 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 

反应 pH 7.0 7.3 7.6 7.9 8.2 8.5 8.8 9.1 

酶解时间/min 30 40 50 60 70 80 90 100 

酶解温度/℃ 42.5 45.0 47.5 50.0 52.5 55.0 57.5 60.0 
固液比(m:V) 1:2 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6 1:7 1:8 

注: *复合酶配比为胰蛋白酶:碱性蛋白酶。 
 

1.3.4  一段复合酶酶解工艺优化 
按表 2 的单因素实验结果结合 Plackett-Burman 设计

筛选出对扇贝蛋白质提取率影响显著的因素有固液比、酶

解时间、复合酶加酶量。以扇贝蛋白质提取率为响应指标, 
选取这 3 个因子作为自变量 , 运用响应面设计中的

Box-Behnken 模型构建三因素三水平的优化实验方案。具

体的实验设计方案见表 3。 
 

表 3  响应面分析因素与水平表  
Table 3  Response surface analysis factors and level table 

水平 
因素 

A(固液比) 
(m:V) 

B(酶解时间) 
/min 

C(复合酶加酶量)
/% 

–1 1:3 70 1.0 

0 1:4 80 1.2 

1 1:5 90 1.4 
 

1.3.5  二段酶解工艺优化 
由于不同蛋白酶的酶切作用方式及酶切位点的偏好

存在差异, 通过分阶段、分条件使用不同特性的酶, 实现

对复杂蛋白底物的高效定向水解。不同蛋白酶因底物适应

性差异而具有互补性, 协同作用于蛋白质水解。胰蛋白酶

与碱性蛋白酶优先水解大分子胶原蛋白及弹性蛋白的刚性

结构域, 实现初步降解; 中性蛋白酶随后作用于残留的疏

水聚集区, 进一步消除大分子片段残留。将中性蛋白酶的

添加量、酶解温度、酶解时间和 pH 作为 4 个因素, 分别设

置 5 个水平, 通过正交实验设计来优化二段酶解工艺的参

数。4 因素 5 水平正交实验因素水平表 L25(56)如表 4 所示。 
 

表 4  二段酶解酶水解因素与水平表 
Table 4  Two-stage enzymatic hydrolysis factors and level table 

水平 
因素 

E(酶解
pH) 

F(酶解 
温度)/℃ 

G(加酶量) 
/% 

H(酶解 
时间)/min 

1 6.0 45.0 0.2 10 

2 6.5 47.5 0.4 20 

3 7.0 50.0 0.6 30 

4 7.5 57.5 0.8 40 

5 8.0 60.0 1.0 50 

1.3.6  检测方法 
(1)蛋白质提取率的测定 
蛋白质含量参照 GB 5009.5—2016《食品安全国家标

准 食品中蛋白质的测定》中的第一法采用凯氏定氮法进

行测定。蛋白质提取率的计算如公式(1)。 
蛋白质提取率/%=酶解上清液蛋白质总量/原料蛋白

质含量×100%    (1) 
(2)水解度测定和计算 
根据采用三氯乙酸(trichloroacetic acid, TCA)沉淀法[18], 

按照公式(2)计算水解度(degree of hydrolysis, DH):  

 DH/%= 1 2

0 2

N N
N N

−
−

×100%       (2) 

式中: N1 为反应后酶解液中可溶性蛋白质含量, mg/mL; N2

为反应前扇贝浆液中可溶性蛋白质含量, mg/mL; N0 为扇

贝浆液中总蛋白质含量, mg/mL。 

1.4  数据处理 

釆用 Excel 2014、IBM SPSS Statistics 27 和 Design 
Expert 13 对实验数据进行处理。 

2  结果与分析 

2.1  蛋白酶的筛选 

在酶解进程中, 蛋白酶的高度底物特异性使得酶源

筛选成为调控该进程的核心要素[19]。蛋白酶的结构差异导

致切割位点选择性不同 , 致使其作用于同一底物时生成

DH, DH 是表征酶解效果的重要指标[20], 蛋白酶的选择对

产品的 DH 起着至关重要的作用。在进一步优化扇贝酶解

条件之前, 需要对蛋白酶进行筛选。本研究以蛋白质提取

率、DH 为指标, 对胰蛋白酶、海产品水解专用酶、羧肽酶、

碱性蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶、风

味蛋白酶、组织蛋白酶、胃蛋白酶进行筛选, 以获得酶解

扇贝蛋白的较适合蛋白酶。 
按表 1 的单酶酶解适宜条件对样品的酶解, 从表 5 可

知, 选用的 10 种商业蛋白酶中, 中性蛋白酶、胰蛋白酶和

碱性蛋白酶的水解率较好, DH 分别达到 13.47%±0.27%、

13.13%±0.31%、14.02%±0.25%, 这 3 种蛋白酶的蛋白质提
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取率也较高。其中碱性蛋白酶的水解率最好, 与王共明等[21]

研究的结论一致, 可能是扇贝液在 pH较大环境中, 其蛋白

质更易暴露, 且碱性蛋白酶自身的酶解点位比较宽泛[22]。

同一浓度溶度的扇贝溶液分别通过 10 种酶水解后, 其 DH
和蛋白质提取率有所差异, 是由于蛋白酶水解作用位点的

特异性, 不同的蛋白酶对肽键专一性不同。故选用这 3 种

蛋白酶作为后续实验用酶。由表 1 可知, 胰蛋白酶和碱性

蛋白酶的酶解条件差别不大, 进行复合使用; 胰蛋白酶、

碱性蛋白酶与中性蛋白酶的酶解条件差异较大, 选用分段

酶解进一步优化水解工艺条件。 
 

表 5  不同蛋白酶对扇贝蛋白质提取率及 DH 的影响  
Table 5  Effects of different proteases on the extraction rate and 

DH of Pectinidae protein 

序号 酶品种 蛋白质提取率/% DH/% 

1 中性蛋白酶 31.63±0.66b 13.47±0.27b 

2 
海产品水解

专用酶 
27.12±0.50e 12.23±0.22c 

3 胰蛋白酶 30.34±0.70c 13.13±0.31b 
4 碱性蛋白酶 37.60±0.62a 14.02±0.25a 
5 羧肽酶 28.30±0.59d 12.49±0.16c 
6 木瓜蛋白酶 16.47±0.49i 7.55±0.29h 
7 菠萝蛋白酶 22.29±0.56g 9.73±0.22f 
8 风味蛋白酶 25.02±0.41f 10.42±0.31e 
9 组织蛋白酶 26.75±0.37e 11.32±0.24d 

10 胃蛋白酶 19.11±0.63h 8.83±0.22g 

注: 同列不同字母表示差异显著, P<0.05, 下同。 
 

在相同的用酶量、时间、固液比, 按一段、分段及加

酶的顺序对扇贝浆料进行酶解。从表 6 可知, 采用分段酶

解的蛋白质提取率高于一段酶解; 加酶顺序以先加复合蛋

白酶, 后加中性蛋白酶为宜。在先使用中性蛋白酶进行水

解, 随后再用碱性蛋白酶进行水解的过程中, 需要添加碱

来调节 pH, 会导致反应体系中引入较多的盐分, 进而显著

提高溶液的离子强度, 会影响底物蛋白质的解离状态, 同
时抑制酶的活性, 最终导致后续碱性蛋白酶的水解效果不

理想。故选中性蛋白酶放在二段酶解, 以期获得扇贝生物

蛋白含量较高的水解液。 

2.2  单因素实验结果分析 

2.2.1  不同酶解时间对扇贝蛋白质提取率的影响 
从图1可知, 在30~70 min内, 肽含量趋于稳定, 80 min

后酶解液中肽含量上升速度加快明显, 是由于扇贝蛋白质

进一步水解成肽和氨基酸。从图 1 可知, 在 30~80 min 内, 
随着反应时间的增加, 蛋白质提取率呈现出显著的上升趋

势(P<0.05)。提取时间太短, 扇贝溶液与蛋白酶接触不充分, 
蛋白质没有完全溶出, 导致蛋白质提取率低。当反应时间为

80 min时, 蛋白质提取率达峰值; 当反应时间大于80 min时, 
蛋白质提取率随时间增加而降低。这可能因为当提取时间

超出适宜范围时, 部分蛋白质可能会发生过度水解[23]或因

变性而凝聚沉淀, 从而使得蛋白质的提取率降低。因此, 
蛋白质提取率随时间的变化呈现出先上升后下降的规律。

这与耿乐等[24]、武婷等[25]研究结论相似。因此最终选择

80 min 为最佳酶解时间。 
2.2.2  不同复合酶配比对扇贝蛋白质提取率的影响 

从图 2 可知, 单一的胰蛋白酶或碱性蛋白酶的酶解效

果明显弱于两种酶的复合。复合酶体系通过多种酶的协同

作用显著提升蛋白质提取率。由图 2 可知复合酶配比对蛋

白质的提取率影响具有显著性(P<0.05), 其中效果最好的

复合酶配比为胰蛋白酶:碱性蛋白酶=1:2 (m:m)。因此, 在
后面的实验中采用胰蛋白酶:碱性蛋白酶(1:2, m:m)。 

 

表 6  不同蛋白酶组合及加酶顺序对扇贝的酶解效果 
Table 6  Enzymatic effects of different protease combinations and adding order in Pectinidae 

序号 酶品种 方式 蛋白质提取率/% 备注 
1 复合酶(胰蛋白酶+碱性蛋白酶+中性蛋白酶) 一段酶解 55.2  
2 复合酶(胰蛋白酶+碱性蛋白酶)+中性蛋白酶 二段酶解 62.5 先加复合酶后加中性蛋白酶 
3 中性蛋白酶+复合酶(胰蛋白酶+碱性蛋白酶) 二段酶解 58.2 先加中性蛋白酶后加复合酶 

 

 
 

注: 不同小写字母表示具有显著性差异(P<0.05), 图2~6同。 
图1  不同酶解时间对扇贝蛋白质提取率的影响 

Fig.1  Effects of different enzyme digestion time on the extraction 
rates of Pectinidae protein 

 

 
 

图2  不同复合酶配比对扇贝蛋白提取率的影响 
Fig.2  Effects of different complex enzyme ratios on the extraction 

rates of Pectinidae protein 
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2.2.3  不同复合酶加酶量对扇贝蛋白质提取率的影响 
由图 3 可知, 复合酶加酶量与蛋白质提取效率间存在

显著量效关系(P<0.05)。在 0.4%~1.2%的添加梯度内, 提取

率随加酶量升高呈现正向响应, 并于 1.2%添加量时达到峰

值。当酶添加量大于 1.2%时, 提取效率出现逆向衰减现象, 
推测可能与底物饱和效应或酶自抑制作用相关。复合酶加

酶量增加, 会增大酶与底物接触机会, 蛋白酶对蛋白质的

酶切位点增加, 提高 DH, 增加蛋白质提取率。进一步增加

酶用量, 扇贝蛋白质提取率有所下降。复合酶添加量为

1.2%和 1.4%时, 蛋白质的提取率无显著性差异(P>0.05), 
可能酶自身相互水解, 导致酶的活性降低, 阻碍酶与底物

结合, 也可能进一步水解成小肽或游离氨基酸。综合考虑

蛋白质提取效果, 确定最适复合酶加酶量为 1.2%。 
 

 
 

图3  不同复合酶加酶量对扇贝蛋白质提取率的影响 
Fig.3  Effects of different enzyme dosages on the extraction rates of 

Pectinidae protein 
 

2.2.4  不同酶解 pH 对扇贝蛋白质提取率的影响 
由图 4 可知, pH 与蛋白质提取效率间存在显著量效关

系(P<0.05)。当 pH 在 7.0~8.2 之间时, 蛋白质提取率随着

pH 的升高而增加。提取溶液体系 pH 上升, 使蛋白质发生

空间结构改变, 结构疏松[26], 降低蛋白质分子之间的作用

力, 同时增加与蛋白酶接触概率, 提高蛋白质提取率。在

pH 8.2 时达峰值, 当 pH 8.2~9.1 时, 蛋白质提取率随着 pH
升高而逐渐减小; pH 过高, 造成部分蛋白质变性[27]和增加

发生脱羧、脱氨等反应而水解[28]的概率, 同时也会造成酶

失活, 使蛋白质质提取率下降。因此, 提取最佳 pH 为 8.2。 
 

 
 

图4  不同酶解pH对扇贝蛋白质提取率的影响 
Fig.4  Effects of different enzymatic pH on the extraction rates of 

Pectinidae protein 

2.2.5  不同酶解温度对扇贝蛋白质提取率的影响 
由图 5可知, 在温度 42.5~52.5 ℃时, 蛋白质提取率随

温度的升高呈现正向响应; 当温度为 52.5 ℃时, 蛋白质提

取率达峰值; 当温度高于 52.5 ℃时, 蛋白质提取率呈逆向

衰减现象。在不同温度中蛋白质的溶解度有差异, 分子运

动随着温度增加而增强[29], 增加水分子与蛋白质之间碰撞

概率, 促进蛋白质空间结构伸展和分子间松动, 从而提高

蛋白质的提取率; 温度过高, 可能造成蛋白质变性和产生

聚合交联现象[29–30], 影响蛋白质溶出及与不溶物质一起被

分离除去, 导致蛋白质提取率变小。所以确定最适温度为

52.5 ℃。 
 

 
 

图5  不同酶解温度对扇贝蛋白质提取率的影响 
Fig.5  Effects of different enzymatic hydrolysis temperatures on the 

extraction rates of Pectinidae protein 
 

2.2.6  不同固液比对扇贝蛋白质提取率的影响 
由图 6 可知, 随着固液比的增大, 蛋白质的提取率呈

现正向响应不断增大。在固液比为 1:1~1:4 (m:V)的范围内, 
蛋白质提取率显著上升, 且在固液比为 1:4 (m:V)时达到峰

值。当固液比在 1:4~1:8 (m:V)时, 蛋白质提取率呈下降趋

势。当固液比过低, 溶质过稠、黏度较大, 影响了酶与扇

贝组织溶液接触, 蛋白质无法充分溶出, 蛋白质提取率不

高; 随着酶溶液比例的提升, 扇贝与酶溶液充分接触, 使
扇贝蛋白质易于溶解到提取液中, 从而提高蛋白质分散效

率, 促使蛋白提取率升高。但固液比过高时, 蛋白质提取

率反而有所下降, 这可能是因为扇贝组织在溶液中过于分

散, 导致有效成分浓度降低, 颗粒间接触不足, 进而增加

了溶解难度, 影响了蛋白质的提取效率。这一现象与耿乐

等[24]和 MONCEF 等[31]的研究结果一致。所以最适固液比

确定为 1:4 (m:V)。 

2.3  Plackett-Burman 设计筛选显著因素 

采用 Plackett-Burman 设计, 能够在少量实验中高效筛

选出对扇贝蛋白质提取率影响显著的因素[32]。以固液比

(X1)、酶解时间(X2)、酶解 pH (X3)、复合酶加酶量(X4)、酶

解温度(X5)和复合酶配比(X6)作为自变量, 以扇贝蛋白质提

取率为响应变量, 设计六因素二水平的实验方案进行筛选。

各因素的水平设置详见表 7, 筛选结果分析见表 8。 
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图6  不同固液比对扇贝蛋白质提取率的影响 
Fig.6  Effects of different solid-liquid ratio on the extraction rates of 

Pectinidae protein 
 

表 7  Plackett-Burman 实验因素水平 
Table 7  Factor levels in Plackett-Burman design 

变量 因素 
水平 

–1 1 

X1 固液比(m:V) 1:3 1:5 

X2 酶解时间/min 70 90 

X3 酶解 pH 7.9 8.5 

X4 复合酶加酶量/% 1.0 1.4 

X5 酶解温度/℃ 50 55 

X6 复合酶配比(m:m) 2:3 1:3 
 

表 8  Plackett-Burman 实验设计与结果 
Table 8  Design and results of Plackett-Burman experiment 

实验号 X1 (m:V) X2/min X3 X4/% X5/℃ X6 (m:m) 
蛋白质提

取率/%

1 1:5 70 8.5 1.4  50 1:3 54.68 

2 1:3 70 8.5 1.0  55 1:3 51.36 

3 1:5 90 7.9 1.0  50 1:3 53.66 

4 1:3 90 7.9 1.4  55 2:3 54.46 

5 1:3 70 7.9 1.4  50 1:3 54.86 

6 1:5 90 8.5 1.0  50 2:3 52.42 

7 1:3 70 7.9 1.0  50 2:3 51.34 

8 1:5 70 7.9 1.0  55 2:3 52.26 

9 1:5 90 7.9 1.4  55 1:3 57.52 

10 1:3 90 8.5 1.4  50 2:3 54.58 

11 1:5 70 8.5 1.4  55 2:3 55.32 

12 1:3 90 8.5 1.0  55 1:3 53.04 
 
根据表 9 的方差分析结果, 酶解过程中 X1(固液比)、

X2(酶解时间)、X4(复合酶加酶量)3 个因素对扇贝蛋白质提

取率的影响存在显著差异。通过 F 分析, 各因素的影响程

度依次为 : X4(复合酶加酶量 )>X1(固液比 )>X2(酶解时

间)>X6(复合酶配比)>X3 (酶解 pH)>X5(酶解温度), 其中复

合 酶 加 酶 量 对 扇 贝 蛋 白 质 提 取 率 的 影 响 达 极 显 著

(P=0.0004<0.01), 而 固 液 比 (P=0.0321) 和 酶 解 时 间

(P=0.0392)两因素对扇贝蛋白质提取的影响为显著水平

(P<0.05), 进一步通过响应面实验设计优化工艺参数。复合

酶配比、酶解 pH 及酶解温度对扇贝蛋白质提取率影响不

显著, 在后续实验中, 选择单因素中的最优水平, 即复合

酶配比 1:2 (m:m)、pH 8.2、酶解温度 52.5 ℃。 
 

表 9  Plackett-Burman 实验方差分析表 
Table 9  Analysis of variance table in Plackett-Burman design 

方差来源 平方和 自由 均方 F P>F 显著性

模型 34.11 6 5.68 15.29 0.0044 ** 

X1 (m:V) 3.22 1 3.22 8.67 0.0321 * 

X2/min 2.86 1 2.86 7.70 0.0392 * 

X3 0.6075 1 0.6075 1.63 0.2572  

X4/% 25.06 1 25.06 67.41 0.0004 ** 

X5/℃ 0.4880 1 0.4880 1.31 0.3037  

X6 (m:m) 1.87 1 1.87 5.04 0.0748  

残差 1.86 5 0.3717   

总离差 35.97 11   

决定系数(R2) 0.9483    

校准系数(R2
adj) 0.8863    

注: **为差异极显著(P<0.01); *为差异显著(P<0.05), 下同。 
 

2.4  一段酶解复合酶酶解响应面优化实验结果 

为克服单酶 DH 低、蛋白质提取率不足及酶解时间长

等问题, 将通过复合酶分段酶解的协同与互补作用进一步

优化水解效果, 实现 DH 和蛋白质提取率的提升。汪涛等[33]

以扇贝边为原料, 以胰蛋白酶和枯草杆菌蛋白酶 3:1 (m:m)
复合水解的 DH 比胰蛋白酶和枯草杆菌蛋白酶单酶水解分

别提高 6.2%和 9.9%。本研究选取 2.1 中蛋白质提取率较高

且酶解条件相近的胰蛋白酶和碱性蛋白酶复合酶解, 以蛋

白 质 提 取 率 为 响 应 值 , 借 助 响 应 面 分 析 软 件 的

Box-Behnken 模型, 构建了 3 因素 3 水平的优化实验方案, 
实验结果见表 10。进一步运用 Design Expert 13 软件对表

10 中的实验结果进行响应面分析, 得到响应回归方程为

Y=63.11–0.8812A+0.3500B–0.9212C–0.5225AB–1.10AC+0.6
975BC–3.09A2–3.03B2–2.83C2。 
2.4.1  响应面方差分析 

根据表 11 的方差分析结果, 模型呈现极高显著性

(P<0.0001); R2=0.9926, Radj
2=0.9831, 表明模型对扇贝蛋白

质提取率的实际值与预测值拟合度超过 98%, 模型具有较

高的预测精度[34]。失拟项(P=0.3969>0.05), 表明未知因素

对响应值的影响不显著, 进一步验证了模型的可靠性[23], 
该模型的可靠性得到了验证, 其可用于预测蛋白质提取的

工艺参数。F 越高, 表明该因素对提取率的影响越显著[24,35], 
3 个因素对蛋白质提取率的影响顺序为: C>A>B, 即复合酶

加酶量>固液比>酶解时间, A、C、AC、BC、A2、B2、C2

对蛋白质提取率的影响均为差异极显著(P<0.01), B 和 AB
对蛋白质提取率的影响为差异显著(P<0.05)。 
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表 10  响应面优化设计实验结果 
Table 10  Results of response surface optimization design 

实验号 
因素 Y1蛋白质

提取率/% 
Y1预测蛋白

质提取率/%A B C 

1 1:5 80 1.0  58.47 58.34 

2 1:4 80 1.2  62.54 63.11 

3 1:3 90 1.2  59.08 58.75 

4 1:5 80 1.4  54.35 54.29 

5 1:4 80 1.2  63.28 63.11 

6 1:4 80 1.2  63.13 63.11 

7 1:4 70 1.0  58.72 58.52 

8 1:5 70 1.2  55.95 56.28 

9 1:4 80 1.2  63.03 63.11 

10 1:3 70 1.2  56.86 57.00 

11 1:3 80 1.4  58.12 58.25 

12 1:4 70 1.4  55.56 55.28 

13 1:4 90 1.0  57.55 57.83 

14 1:4 90 1.4  57.18 57.38 

15 1:3 80 1.0  57.84 57.90 

16 1:4 80 1.2  63.56 63.11 

17 1:5 90 1.2  56.08 55.94 

 
表 11  响应面优化设计实验方差分析表 

Table 11  Analysis of variance table of response surface 
optimization design 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 147.44 9 16.38 104.20 <0.0001 ** 

A 6.21 1 6.21 39.52 0.0004 ** 

B 0.9800 1 0.9800 6.23 0.0412 * 

C 6.79 1 6.79 43.19 0.0003 ** 

AB 1.09 1 1.09 6.95 0.0336 * 

AC 4.84 1 4.84 30.79 0.0009 ** 

BC 1.95 1 1.95 12.38 0.0097 ** 

A2 40.11 1 40.11 255.15 <0.0001 ** 

B2 38.63 1 38.63 245.73 <0.0001 ** 

C2 33.64 1 33.64 213.97 <0.0001 ** 

残差 1.10 7 0.1572    

失拟项 0.5374 3 0.1791 1.27 0.3969 不显著

纯误差 0.5631 4 0.1408  

总变异 148.54 16  

决定系数(R2) 0.9926  
校准系数

(R2
adj) 

0.9831  

预测系数
(R2

pred) 
0.9362  

2.4.2  响应面因素交互作用分析 
响应面的 3D 图及等高线直观呈现了两因素交互作用

对响应值的影响[36], 通过分析曲面与等高线形态可优化工

艺参数。椭圆形等高线形态表明因素间存在显著交互效应, 
曲面陡峭程度与交互作用强度呈正相关[37–38]。复合酶加酶

量、酶解时间及固液比 3 个因素的交互作用对扇贝蛋白质

提取率影响的 3D 图及等高线见图 7。如图 7 所示, 等高线

图 7b、图 7d 和图 7f 均呈椭圆形, 表明固液比与酶解时间、

固液比与复合酶加酶量、酶解时间与复合酶加酶量之间交

互作用均显著, 与表 11 响应面优化设计实验方差分析结

果一致, P 均小于 0.05; 3D 响应面图 7a、图 7c 和图 7e 均呈

凸面形状, 表明所建的模型的响应值有极大值。 
2.4.3  验证性实验 

通过 Design Expert 13 的回归模型优化蛋白质提取工

艺, 结果为: 固液比 1:3.874 (m:V)、酶解时间 80.533 min、
复合酶加酶量 1.174%、复合酶配比(胰蛋白酶:碱性蛋白

酶)1:2 (m:m)、pH 8.2、酶解温度 52.5 ℃, 在此条件下扇贝

蛋白质理论提取率为 63.23%。为了验证其回归模型预测结果

的可靠性, 需对该模型所给出的蛋白质提取最佳工艺条件进

行验证[39]。为便于验证和实际操作性, 将扇贝蛋白质提取最

佳工艺调整为: 固液比 1:3.9 (m:V)、酶解时间 80.0 min、复合

酶加酶量 1.1%、复合酶配比(胰蛋白酶:碱性蛋白酶)1:2 
(m:m)、pH 8.2、酶解温度 52.5 ℃。在此条件下重复实验 3
次 , 蛋白质实际提取率为 62.53%±0.23%, 与理论值

63.23%相差不大, 表明该响应面回归模型的预测结果较可

靠, 具有较好实用参考价值。 

2.5  二段酶解正交实验结果 

由于不同蛋白酶的酶切作用方式及酶切位点不同 , 
可以通过灵活选择不同性质和水解位点的酶, 来实现深度

水解并提高水解产物质量[19–21]。按表 1 的筛选得出 DH 和

蛋白质提取率较好的 3 种蛋白酶, 但中性蛋白酶与胰蛋白

酶、碱性蛋白酶两种蛋白酶的酶解条件差异较大, 因而进

行分段酶解。按表 3 分析的最优实验方案进行一段酶解后

灭酶, 冷却酶解液再次酶解, 按表 4 的实验方案进一步优

化扇贝蛋白质提取工艺条件, 正交实验方案与结果见表 12, 
蛋白质提取率随因素水平变化的情况见图 8。 

从表 12 结果可知, 因素影响的极差 R 值大小顺序为: 
RG1>RH1>RF1>RE1。极差反映因素影响情况, 极差越大, 说明

该因素对指标值影响就越大, 即影响蛋白质提取的因素按

重要性排序为: 复合酶加酶量>酶解时间>酶解温度>酶解

pH。最优实验方案为: E3F3G4H4, 具体条件为: 酶解 pH 7.0、
酶解温度 50.0 ℃、加酶量 0.8%、酶解时间 40 min。该实验条

件没有在表12所涵盖的25个实验中, 因此对选出的实验方案

进行 3 次平行实验, 结果扇贝蛋白质提取率分别为 76.3%、

76.8%、75.8%, 平均值为 76.3%, 优于表 12 中蛋白质提取率

最高的第 7 号实验的 74.94%, 说明了实验的准确性。 
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图7  各个因素对扇贝蛋白质提取率交互作用的3D图及等高线 

Fig.7  3D plots and contour lines showing the interaction of various factors on the extraction rate of Pectinidae protein 
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表 12  二段酶解优化正交实验结果与分析 
Table 12  Results and analysis of two-stage enzymatic hydrolysis 

optimization orthogonal experiment 

实验号 
E 

(酶解 pH) 
F(酶解 
温度)/℃ 

G(加酶量) 
/% 

H(酶解

时间)/min
蛋白质

提取率/%
1 6.0  47.5  0.2  10 62.74 
2 6.0  50.0  0.4  20 70.88 
3 6.0  52.5  0.6  30 68.32 
4 6.0  55.0  0.8  40 74.25 
5 6.0  60.0  1.0  50 71.58 
6 6.5  47.5  0.4  30 69.87 
7 6.5  50.0  0.6  40 74.94 
8 6.5  52.5  0.8  50 74.28 
9 6.5  55.0  1.0  10 65.81 
10 6.5  60.0  0.2  20 62.62 
11 7.0  47.5  0.6  50 72.48 
12 7.0  50.0  0.8  10 68.82 
13 7.0  52.5  1.0  20 74.54 
14 7.0  55.0  0.2  30 69.93 
15 7.0  60.0  0.4  40 62.69 
16 7.5  47.5  0.8  20 74.07 
17 7.5  50.0  1.0  30 63.96 
18 7.5  52.5  0.2  40 72.39 
19 7.5  55.0  0.4  50 68.32 
20 7.5  60.0  0.6  10 66.71 
21 8.0  47.5  1.0  40 71.15 
22 8.0  50.0  0.2  50 67.72 
23 8.0  52.5  0.4  10 66.15 
24 8.0  55.0  0.6  20 70.85 
25 8.0  60.0  0.8  30 70.15 
K1  69.554 70.062 67.08 66.046  
K2  69.504 69.264 67.582 70.592  
K3  69.692 71.136 70.66 68.446  
K4 69.09 69.832 72.314 71.084  
K5  69.204 66.75 69.408 70.876  
R   0.602 4.386 5.234 5.038  

较优 
水平 

E3 F3 G4 H4  

因素 
主次 

E>F>G>H  

 

 
 

图8  中性蛋白酶水解实验因素水平与蛋白质 
提取率的趋势图 

Fig.8  Trend graph of factor levels in neutral protease hydrolysis 
experiment and protein extraction rate  

3  结  论 

本研究对多种蛋白酶进行筛选, 发现胰蛋白酶、碱性

蛋白酶和中性蛋白酶在扇贝蛋白提取过程中, 这 3 种酶在

水解率和蛋白质提取率较高, 以这 3 种酶作为后续实验用

酶。根据胰蛋白酶、碱性蛋白酶和中性蛋白酶的酶解条件

不同, 本研究通过复合酶解和分段酶解相结合, 来提高蛋

白质提取率。以最适作用条件相近的胰蛋白酶和碱性蛋白

酶组合进行一段复合同步酶解, 并通过 Plackett-Burman 和

Box-Behnken 模型优化一段蛋白质提取工艺; 与前两者最

适酶解条件差异较大的中性蛋白酶, 采用二段酶解并通过

正交实验确定其最佳工艺条件。一段复合酶解最佳工艺为: 
固液比 1:3.9 (m:V)、酶解时间 80.0 min、复合酶加酶量

1.1%、复合酶配比(胰蛋白酶:碱性蛋白酶)1:2 (m:m)、酶解

pH 8.2、酶解温度 52.5 ℃; 二段酶解的最优酶解参数为: 酶
解 pH 7.0、酶解温度 50.0 ℃、中性蛋白酶添加量 0.8%、酶

解时间 40 min。进行 3 次平行实验, 扇贝蛋白质提取率平均

值为 76.3%。通过多酶复合酶解和分段酶解, 形成协同效应

和互补作用, 显著提高扇贝蛋白质提取率, 为后续扇贝中

蛋白质的开发和高值化利用提供了一定的理论依据。 
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