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摘要：以南极磷虾蛋白酶解液中的氨基氮含量为指标，采用甲醛电位滴定法测定胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶、胃蛋白

酶、风味蛋白酶、枯草杆菌蛋白酶 6 种生物酶在其最适酶解条件下对南极磷虾蛋白酶解效果，筛选出酶解南极磷虾蛋白最佳生物酶。

在单因素试验基础上，以酶解液中氨基氮含量为响应值，选择酶解温度、时间、pH 为自变量，通过三因素三水平 Box-Bohnken 响应

面分析法对筛选出来的生物酶解工艺进行优化。在优化酶解工艺的基础上，利用 SDS-PAGE 凝胶电泳方法分析南极磷虾酶解蛋白肽

及南极磷虾蛋白的分子量分布范围。结果表明：胰蛋白酶为酶解南极磷虾蛋白的理想蛋白酶；响应面分析法建立二次多项回归方程：

Y=51.07-0.83A+1.72B-2.06C+0.25AC+1.15BC-3.06A2-2.77B2-3.69C2，模型 p<0.0001，而失拟项 p>0.05，表明模型极显著且比较稳定，

通过模型分析得最佳条件：酶解温度 44.48 ℃、酶解时间 8.52 h、pH 7.88，考虑实际应用可行性，我们在酶解温度 45.0 ℃、酶解时间

8.5 h，pH 7.9 条件下实验得到的氨基氮含量为 50.96±1.07 mg/g，与理论预测值 51.57 mg/g 基本一致。通过电泳分析得到南极磷虾蛋

白分子量范围在 15 ku 以上，主要集中分子量范围为 15 ku~45 ku；胰蛋白酶解多肽分子量在 25 ku 以下，主要分子量分布在 5 ku 以下。 
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Abstract: The amino nitrogen content in the antarctic krill hydrolysate was used as an indicator. The hydrolysis results of trypsin, papain, 

alkaline protease, pepsin, flavor protease and subtilisin were evaluated by formaldehyde potentiometric titration. The enzymatic hydrolysis of 

Antarctic krill protein was optimized for the enzymatic hydrolysis of Antarctic krill. On the basis of single factor experiment, the amino acid 

content in the enzymatic hydrolysate was used as the response value, and the enzymatic hydrolysis temperature, time and pH were selected as 

independent variables. The three-factor and three-level Box-Bohnken response surface analysis method was used to screen the bio-enzymatic 

solution. The process is optimized. Based on the optimized enzymatic hydrolysis process, the molecular weight distribution range of Antarctic 

krill enzymatic protein peptide and Antarctic krill protein was analyzed by SDS-PAGE gel electrophoresis. The results showed that trypsin was 

the ideal protease for enzymatic hydrolysis of Antarctic krill protein; the response surface analysis method was used to establish a quadratic 

multiple regression equation: Y=51.07-0.83A+1.72B-2.06C+0.25AC+1.15BC-3.06A2-2.77B2-3.69C2, the model p<0.0001, and the missing 

term p>0.05, indicating that the model is extremely significant and stable, the best condition obtained by model analysis is: Enzymatic 

hydrolysis temperature was 44.48 ℃, the enzymatic hydrolysis time was 8.52 h, and the pH was 7.88. Considering the practical application 

feasibility, the amino nitrogen content of the experiment was 50.96±1.07 mg/g under the conditions of enzymatic hydrolysis temperature of 

45.0 ℃, hydrolysis time of 8.5 h and pH 7.9, which is basically consistent with the theoretical prediction value of 51.57 mg/g. The molecular 
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weight of Antarctic krill protein was over 15 ku by electrophoresis analysis, and the main molecular weight range was 15 ku~45 ku. The 

molecular weight of trypsin peptide was below 25 ku, and the main molecular weight distribution was below 5 ku. 

Key words: Antarctic krill; formaldehyde potentiometric titration; biological enzyme; response surface methodology; SDS-PAGE 

 
南极磷虾蛋白丰富，且资源量巨大，被认为是 21

世纪重要的后备蛋白资源库[1,2]，其开发与利用已成为

我国海洋战略性新兴产业发展的重要载体。但由于南

极磷虾捕捞成本高、加工运输要求严格以及自溶酶、

高氟含量的存在，南极磷虾优质蛋白并未得到深入研

究和高值化利用，故寻求有效的蛋白提取技术对南极

磷虾蛋白分析及今后资源开发具有重要意义。目前应

用于南极磷虾蛋白提取技术主要为等电促溶促沉技术

（ISP）[3,4]，该方法简易、成本低、回收蛋白质量高，

但蛋白提取率低，不到蛋白总量 59%；廖鄂等[5]也通

过多级逆流技术提取南极磷虾蛋白，此法通过多次提

取保证提取效果，同时节约水量，但是方法过于繁杂，

较一次提取费时费力；郭静等[6]研究了南极磷虾蛋白

的碱提取工艺，并通过正交试验获得最佳提取工艺，

此法提取工艺简单，蛋白提取率可达 69%，但会对环

境造成一定损害，且不适用于食品工业生产。随着科

学研究进步，酶解法、微生物发酵法等成为研究南极

磷虾蛋白的热点，酶解法操作条件比较温和，蛋白得

率高蛋白回收率可达 80%以上[7]，酶解后的残渣可以

回收利用，安全无害，可用于食品工业生产，此外有

研究表明小分子肽具有更高活性，且更易被人体吸收

利用[8]，故近年来，利用酶法制备南极磷虾多肽再进

行加工利用成为开发南极磷虾资源新趋势，目前已有

较多通过生物酶法来提取海洋生物活性肽[9~11]和生物

酶法优化磷虾蛋白酶解液脱氟工艺的报道[12~14]。由于

南极磷虾氟含量很高，而人们对其蛋白中氟的研究主

要集中在含量和形态方面，通过生物酶法制备的南极

磷虾酶解液也多用于化学反应脱氟工艺上，虽然近年

来对南极磷虾肽的氨基酸组成也有部分研究，但对氟

与磷虾蛋白肽分子量结合范围乃至氨基酸结合结构考

察较少[15]，故本文研究了六种生物酶对南极磷虾的酶

解效果，并筛选出胰蛋白酶为酶解南极磷虾最佳生物

酶，在单因素试验基础上，采用响应面法优化得到南

极磷虾在最佳酶解工艺，通过电泳得到南极磷虾胰蛋

白酶解肽与南极磷虾蛋白的分子量大致范围，目的为

今后南极磷虾蛋白肽的分离纯化、探究氟与蛋白肽分

子量结合范围、氨基酸结合结构、结合形式打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验原料 
南极磷虾冷冻干燥后制成的虾粉。 

1.1.2  酶制剂 
碱性蛋白酶（≥200000 U/g）、胃蛋白酶（≥250 

U/mg）均购于北京索莱宝科技有限公司；风味蛋白酶

（≥20 U/mg）和枯草杆菌蛋白酶（≥400000 U/g）购于

上海源叶生物科技有限公司；胰蛋白酶（≥50000 U/g）、
木瓜蛋白酶（≥6000 U/mg）购于国药集团化学试剂有

限公司。 

1.1.3  主要试剂 
SDS-PAGE 凝胶电泳试剂：考马斯亮蓝 G-250、

30% PAA（29:1）、40% PAA（19:1）、十二烷基硫酸

钠（SDS）、N-三（羟甲基）甲基甘氨酸（Tricine）、
二硫苏糖醇（DTT）、10% PAGE 胶凝固剂（10% APS）、
PAGE 胶促凝剂（TEMED）均购于北京索莱宝科技有

限公司；乙二醇（电泳级）购于上海阿拉丁生化科技

股份有限公司；甲醛、盐酸、氢氧化钠等其他试剂均

为国产分析纯，购于国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  主要仪器与设备 

SHZ-88A 往复式水浴恒温振荡器，太仓市实验设

备厂；ST320-pH 计，奥豪斯仪器（常州）有限公司；

16RXⅡ高速冷冻离心机，日本 HITACHI CF 公司；

PoeerPac TM 多用电泳仪，美国 BIO-RAD；HETO 
Power Dry LL 1500 冷冻干燥机，美国 Thermo 公司；

Milli-Q 超纯水机，美国 Millipore 公司；碱式滴定管，

海门市台联玻璃仪器有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  氨基氮含量的测定 
参考文献[16,17]采用甲醛电位滴定法，取 15 mL 酶

解液，用 0.05 M 氢氧化钠标准溶液调 pH 至 8.2，加

入 5 mL 甲醛，再用 0.05 M 氢氧化钠标准溶液滴定至

pH 9.2，记录氢氧化钠消耗量 V1。用水做空白对照，

记录氢氧化钠消耗量 V2，由以下公式计算氨基氮的质

量分数： 

1 2V -V 0 /X mg/g =
0.2

C 14 5 15× × ×（） ）（
（ ）  

注：X-氨基氮的质量分数，mg/g；C-NaOH 的质量摩尔浓

度；V1、V2-氢氧化钠消耗的体积。 

1.3.2  生物酶解效果实验 
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以冷冻干燥后的整虾粉为原材料，选取胰蛋白酶、

木瓜蛋白酶、胃蛋白酶、碱性蛋白酶、风味蛋白酶、

枯草杆菌蛋白酶六种生物酶在各个酶最适酶解条件下

进行酶解（水解条件如表 1），将酶解液于 100 ℃下加

热 10 min，终止酶解反应，冷却至室温，于离心机 8000 
r/min 条件下 5 ℃离心 10 min，收集上清液，以酶解液

中氨基氮含量为指标，采用甲醛电位滴定法测定各酶

解液中氨基氮含量，比较各个酶的酶解效果。 
表1 生物酶的酶解条件 

Table 1 Enzymatic conditions of biological enzymes 
酶种类 酶底浓度/% 最适温度/℃ 酶解时间/h 最适 pH 

胰蛋白酶 8% 50 8 8.0 

木瓜蛋白酶 8% 55 8 6.0 

碱性蛋白酶 8% 50 8 10.0 

胃蛋白酶 8% 37 8 2.0 

风味蛋白酶 8% 55 8 7.0 

枯草蛋白酶 8% 55 8 8.5 

表2 凝胶的制备 

Table 2 Gel configuration 

组分 分离胶(15%)  浓缩胶(5%) 
40% PAA (19:1) 1.875 mL  / 

40% PAA (29:1) /  0.500 mL 

4X 凝胶缓冲液 1.250 mL  1.000 mL 

乙二醇（电泳级） 1.825 mL  / 

DdH2O /  2.500 mL 

10% APS 0.050 mL  0.030 mL 

TEMED 0.005 mL  0.006 μL 

1.3.3  单因素实验 

以筛选出来的生物酶对南极磷虾虾粉进行酶解，

酶解基础条件：虾粉 0.2 g，酶底浓度 8.0%，温度

45.0 ℃，pH 8.0，酶解 8.0 h，定容至 50 mL。各因素

梯度：温度：35.0 ℃、40.0 ℃、45.0 ℃、50.0 ℃、55.0 ℃；

时间：4.0 h、6.0 h、8.0 h、10.0 h、12.0 h、14.0 h；pH：

7.0、7.5、8.0、8.5、9.0；酶底浓度：4.0%、6.0%、8.0%、

10.0%、12.0%、14.0%。反应结束后，100 ℃灭酶 10 min，
8000 r/min 离心 10 min，取上清液测定 ANN 含量。 
1.3.4  响应面实验设计 

选择单因素实验中对酶解度有显著影响的三因

素，根据 Box-Behnken 进行实验设计，以酶解液中氨

基氮含量为响应值，取-1、0、1 代表变量三水平，并

对实验数据进行多项式回归分析，建立二次响应面分

析模型，拟合得到二次回归方程。共进行 17 个实验，

每个实验 3 平行，其中 5 个实验为零点，用于估算误

差，12 个为析因点，实验结果表示为平均值±标准差。 
1.3.5  SDS-PAGE 电泳分析 
1.3.5.1  marker 的选取 

参考相关文献[15,18]，南极磷虾蛋白酶解肽分子量

范围主要在 1~100 ku 之间，故本实验选择生工型号为

C610016 的 Marker。 

1.3.5.2  电泳凝胶的制备 
本实验选取生工型号为 C610016 Marker 的最佳

凝胶浓度即分离胶为 15%，浓缩胶浓度为 5%进行实

验，具体配置如表 2。 
1.3.5.3  染色方法的选取 

本实验通过查阅资料以及参考相关文献[19]蛋白

染色方法，本实验对南极磷虾大分子蛋白采用染色方

便的考马斯亮蓝染色法，对胰蛋白酶解肽采用染色灵

敏度高，显现性好的银染色法，具体参考福因德生物

科技 Tricine-SDS-PAGE Portocol（中文版）蛋白染色

方法。 
1.3.5.4  电泳条件 

将适量样品溶于 2Xtricine 蛋白上样缓冲液（1:1），
用移液枪分别量取 5 μL marker 和蛋白样品加入点样

孔，80 V 电泳 30~60 min 左右，待指示前沿到达分离

胶上沿时，将电压调至 120 V，待指示前沿至分离胶

3/4 位置时停止电泳。 

1.4  数据分析 

实验数据采用Design-Experpt 7.0.0、Excel 97-2003
进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同生物酶对南极磷虾蛋白的酶解效果 

以酶解液中氨基氮含量为指标，6 种生物酶的酶

解效果如图 1 所示，胰蛋白酶水解得到的酶解液中氨

基氮含量最高，可达到 49.36 mg/g，碱性蛋白酶酶解

效果次之，胃蛋白酶酶解液氨基氮含量最低，仅有

20.42 mg/g，因此本实验选取胰蛋白酶为酶解南极磷

虾蛋白的理想生物酶。 
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图1 不同生物酶对南极磷虾蛋白的酶解效果 

Fig.1 Enzymatic hydrolysis effect of different biological 

enzymes on Antarctic krill protein 

2.2  单因素实验结果 

2.2.1  酶底浓度对南极磷虾蛋白酶解效果的影

响 
由图 2 可知，酶底浓度由 4.0%逐渐增大至 8.0%

过程中，酶解液中氨基氮含量从 45.15 mg/g 逐渐增大

到最大值 49.59 mg/g，继续增大酶底浓度至 12.0%，

氨基氮含量在最大值呈稳定趋势，当持续增加酶底浓

度至 14.0%，酶解液中氨基氮含量开始呈现下降趋势。

这是因为底物一定时，随着酶量的增多，底物与酶的

接触机会增多，酶促反应逐渐增强，当酶底物浓度达

到饱和时，酶促反应速率达到最大值，之后增大酶底

浓度会有一段平稳期，即达到酶促反应的零级反应，

若持续增大酶用量，体系流动性会变差，影响分子的

扩散运动，反应速率反而会呈现下降趋势[20]，故选择

最佳酶底浓度为 8.0%。 

 
图2 酶底浓度对南极磷虾蛋白酶解效果的影响 

Fig.2 Effect of enzyme concentration on the proteolytic effect of 

Antarctic krill 

2.2.2  酶解温度对南极磷虾蛋白酶解效果的影

响 

如图 3 所示，在 35.0 ℃~45.0 ℃范围内，氨基氮

含量从 46.61 mg/g 逐渐升高到最高值 49.91 mg/g，当

温度超过 45.0 ℃时，随着温度的升高，氨基氮含量持

续下降，当到达 55.0 ℃时，氨基氮含量下降到 42.93 
mg/g。这是因为在一定温度范围内，随温度的升高，

酶的活性增强，酶促反应加快，当温度达到最佳酶促

反应温度时，酶解速率也达到最大值，而后继续升高

温度，酶的活性降低、天然构象破坏而导致酶变性，

使其永久性失活，从而使酶解速率降低[21]。因此，选

择最佳酶解温度为 45.0 ℃。 

 
图3 酶解温度对南极磷虾蛋白酶解效果的影响 

Fig.3 Effect of enzymatic hydrolysis temperature on proteolytic 

effect of Antarctic krill 

2.2.3  酶解时间对对南极磷虾蛋白酶解效果的

影响 

由图 4 可知，在 4.0 h~8.0 h 范围内，随着酶解时

间延长，酶解液中氨基氮含量从 43.72 mg/g 逐渐增大

到 49.56 mg/g，之后 8.0 h~12.0 h 范围内，随着时间延

长酶解变化不明显，当酶解时间达 14.0 h 时，酶解液

氨基氮含量略微下降。这是因为随着反应的进行，酶

与底物逐渐结合，催化反应向正方向进行，当酶的活

性部位与底物结合达到饱和时，反应趋向于平衡，但

持续增大反应时间，酶解产物浓度增加，竞争性抑制

作用变强，而新生成的小分子肽、氨基酸等产物容易

发生副反应，故酶促反应开始下降[21]，考虑到工业生

产效率和能耗问题，因此选择最佳酶解时间为 8.0 h。 

 
图4 酶解时间对对南极磷虾蛋白酶解效果的影响 

Fig.4 Effect of enzymatic hydrolysis time on proteolytic effects 

of Antarctic krill 

2.2.4  初始 pH 对对南极磷虾蛋白酶解效果的
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影响 
如图 5 所示，在 pH 7.0~8.0 范围内，酶解液中氨

基氮含量从 45.41 mg/g 逐渐升高到 49.40 mg/g，水解

度达到最大值，之后继续增大至 pH 为 9.0，酶解液中

氨基氮含量迅速下降至 42.76 mg/g。这是因为酶作为

一种特殊蛋白质，其酶促反应速率与 pH 关系密切，

当 pH 达到某一值时，酶活性最高，酶促反应速率最

大，当 pH 高于或低于这一值时，酶的天然构象和酶

与底物的解离状态会受到影响，进而影响酶的稳定性、

抑制酶的活性甚至失活[22]，因此选择最佳 pH 为 8.0。 

 
图5 初始pH对对南极磷虾蛋白酶解效果的影响 

Fig.5 Effect of initial pH on the proteolytic effect of Antarctic 

krill 

2.3  响应面结果分析 

2.3.1  响应面因素水平设计 

根据单因素实验结果，筛选出对酶解度有显著影

响的三因素（A：酶解温度、B：酶解时间、C：初始

pH），进行因素与水平设计，见表 3。 

表3 响应面试验因素水平表 

Table 3 Response surface test factor level table 

因素 
水平 

-1 0 1 

A（酶解温度/℃） 40 45 50 

B（酶解时间/h） 6 8 10 

C（初始 pH） 7.5 8 8.5 

表4 响应面设计方案及结果 

Table 4 Response surface design and results 

序号 
因素 

氨基氮含量/（mg/g） 
A B C

1 1 -1 0 42.85 

2 0 0 0 51.01 

3 0 0 0 50.72 

4 0 0 0 51.01 

5 0 -1 1 39.63 

6 1 1 0 46.59 

7 0 1 -1 47.30 

8 0 1 1 45.76 

9 1 0 -1 46.06 

10 -1 0 1 43.72 

11 0 -1 -1 45.76 

12 0 0 0 51.59 

13 -1 1 0 47.15 

14 -1 -1 0 44.60 

15 0 0 0 51.01 

16 1 0 1 40.51 

17 -1 0 -1 47.00 

表5 回归模型的方差分析及显著性检验 

Table 5 Analysis of variance and significance test of regression model 
Source Sum of Squares df Mean Square F Value p-value Prob>F 

Model 213.723 9 23.747 136.2387 <0.0001 significant 

A-温度 5.54445 1 5.54445 31.80903 0.0008 

B-时间 23.6672 1 23.6672 135.7809 <0.0001 

C-PH 34.03125 1 34.03125 195.2405 <0.0001 

AB 0.245025 1 0.245025 1.405731 0.2744 

AC 1.288225 1 1.288225 7.390667 0.0298 

BC 5.267025 1 5.267025 30.21742 0.0009 

A2 39.30338 1 39.30338 225.4872 <0.0001 

B2 32.19624 1 32.19624 184.7129 <0.0001 

C2 57.33872 1 57.33872 328.9576 <0.0001 

Residual 1.22013 7 0.174304 

Lack of Fit 0.81645 3 0.27215 2.69669 0.1810 not significant 

Pure Error 0.40368 4 0.10092 

Cor Total 214.9431 16 
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表6 回归方程的可信度分析 

Table 6 Credibility analysis of regression equation 
项目 数值 项目 数值 

Std. Dev. 0.417498 R-Squared 0.994323 

Mean 46.59235 Adj R-Squared 0.987025 

C.V. % 0.896065 Pred R-Squared 0.93629 

PRESS 13.69395 Adeq Precision 35.55679 

2.3.2  响应面设计方案、方差及可信度分析 
利用 Desig-Experpt 7.0.0 对表 4 中的实验数据进

行而此多元回归拟合，得到二次多项回归方程：

Y=51.07-0.83A+1.72B-2.06C+0.25AC+1.15BC-3.06A2-
2.77B2-3.69C2。 

用 Desig-Experpt 进一步对拟合出的回归方程进

行误差统计分析，对方差、可信度、多元相关系数进

行计算，见表 5、表 6 所示。F 与 P 值的大小代表相

关性系数的显著性与否[23]，模型 p<0.0001，表明模型

极显著，而失拟项 p>0.05，表明模型比较稳定，

CV%<10%，表明可信度比较高。一次项 A、B 和 C、
交互项 BC 及二次项 A2、B2、C2对酶解效果影响极显

著，交互项 AC 对酶解效果影响显著，交互项 AB 对

结果影响不显著。另外该模型的 R2
Adj=0.987、R2=0.994

表明残差相互独立，拟合程度良好，实验误差小，以

上分析结果表明该模型可用于对南极磷虾蛋白酶解条

件优化的预测。 
2.3.3  响应曲面图分析 

酶解温度、时间、pH 三因素间交互作用对南极

磷虾酶解效果影响见图 6~8。等高线的形状可反映各

因素间的交互作用显著与否，椭圆形表示交互作用显

著，圆形表示交互作用不显著；根据三维立体图的陡

峭程度可反映各因素对响应值的影响[15]。 
图 8 的等高线图为椭圆形，表明酶解时间与 pH

交互作用极显著，从三维立体图中可看出，在合适的

时间与 pH 交互作用下，酶解液中的氨基氮含量具有

极大值，该极大值出现在 pH 7.75~8.00 之间，8.00 
h~9.00 h 范围内。从图 7 的椭圆形等高线图可看出，

酶解温度与 pH 交互作用显著，从三维立体图可看出

在 pH 7.75~8.00 之间，温度 42.50 ℃~45.00 ℃范围内，

酶解液中氨基氮含量存在极大值。图 6 的等高线图为

圆形，表明酶解温度与时间交互作用不明显，从三维

立体图可知，随着时间从 6.00 h~8.00 h 范围内，氨基

氮含量一直处于上升趋势，8.00 h 后变化不在明显，

温度在 40.00 ℃~50.00 ℃范围内，氨基氮含量呈现先

升高后下降，在 45.00 ℃左右，酶解时间 8.00~9.00 h
会出现极大值。从结果分析可知，最佳酶解温度、时

间、pH 都在设定的实验范围内。 

 

 
图6 酶解温度与时间影响南极磷虾蛋白酶解效果的响应面图 

Fig.6 Response surface diagram of the effect of enzymatic 

hydrolysis temperature and time on the proteolytic effect of 

Antarctic krill 

 

 
图7 酶解温度与pH影响南极磷虾蛋白酶解效果的响应面图 

Fig.7 Response surface diagram of the effect of enzymatic 

hydrolysis temperature and pH on the proteolytic effect of 

Antarctic krill 
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图8 酶解时间与pH影响南极磷虾蛋白酶解效果的响应面图 

Fig.8 Response surface diagram of the effect of enzymatic 

hydrolysis time and pH on the proteolytic effect of Antarctic 

krill 

采用 Desig-Experpt 软件优化功能，在试验因素取

值范围内选择响应值最大值(maximum)，可得到最佳

实验条件为：酶解温度 44.48、酶解时间 8.52、pH 7.88，
此时预测的酶解液中氨基氮含量为 51.57 mg/g。 
2.3.4  验证性实验 

为了验证回归方程预测结果的可靠性，需要在理

论得到的最优酶解条件（酶解温度 44.48 ℃、酶解时

间 8.52 h、pH 7.88）下进行验证性实验，又考虑到实

际操作可行性，我们取最优酶解条件为：酶解温度

45.0 ℃、酶解时间 8.5 h，pH 7.9，实验重复 3 次，此

条件下实际得到的氨基氮含量为 50.96±1.07 mg/g，与

模型理论预测值 51.57 mg/g 基本一致，说明该工艺的

模型预测值与实际情况拟合度很高，响应面分析法对

最优工艺的预测准确可行。 

2.4  南极磷虾蛋白肽分子量电泳分析 

通过考马斯亮蓝染色法（左 1~3）与银染色法（右

4~7），分别得到如图 9 所示的南极磷虾蛋白电泳条带

和胰蛋白酶解多肽电泳条带，通过对比分析，南极磷

虾蛋白样品可见清晰的 8 条带，从 8 条带分布范围来

看，分子量主要分布在 15 ku~45 ku，75 ku 及以上也

有少量分布，而 5 ku 以下没有条带，说明南极磷虾蛋

白分子量在 5 ku 以上，并且分子量跨度比较大；南极

磷虾胰蛋白酶解多肽可见 2 条清晰的条带，分别在 25 
ku 和 15 ku 左右，此外 10~15 ku 与 0~5 ku 可清晰看

到未能分离开来的多肽条带团，从条带的分子量分布

范围与条带颜色深浅来看，南极磷虾酶解多肽分布在

25 ku 以下，并且以 5 ku 以下的片段为主，相比较考

染出来的蛋白分子量大小，可见胰蛋白酶酶解效果比

较明显，酶解后可得到分子量较小的多肽。从蛋白分

离效果来看，Tricine-SDS-PAGE 获得的电泳图谱整体

来说，背景颜色浅、分辨率高、蛋白条带清晰，虽然

酶解多肽有部分条带出现拖尾并出现过饱和现象，这

可能与上样量过高有关，也可能是酶解出来的 5 ku 以

下小分子量肽很高，而选择的 Marker 在 0~5 ku 的区

分度比较小，小分子肽未能全部跑开。 

 
图9 南极磷虾蛋白及胰蛋白酶解多肽的SDS-PAGE 

Fig.9 SDS-PAGE of Antarctic krill protein and trypsin 

polypeptide 

3  结论 

3.1  实验从木瓜蛋白酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶、碱性

蛋白酶、枯草杆菌蛋白酶、风味蛋白酶六种生物酶中

筛选出胰蛋白酶是酶解南极磷虾的最佳生物酶，在单

因素试验基础上，采用响应面优化南极磷虾酶解工艺

条件为：酶解温度 45.0 ℃、酶解时间 8.5 h，pH 7.9，
此条件下得到的氨基氮含量为 50.96±1.07 mg/g，与模

型理论预测值 51.57 mg/g 基本一致。 
3.2  在最佳酶解条件基础上，通过 SDS-PAGE 凝胶电

泳分析得到胰蛋白酶解多肽分子量在 25 ku 以下，并

且集中分布在 5 ku 以下，相比较南极磷虾蛋白分子量

主要分布范围（15 ku~45 ku），且没有低于 5 ku 以下

的小分子肽，说明胰蛋白酶酶解效果较明显，为今后

南极磷虾蛋白分离及活性研究提供基础研究。 
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