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摘要：研究了酶解菲律宾蛤仔水煮液提取牛磺酸的工艺条件和提高所制备牛磺

酸纯度的途径．结果表明：碱性蛋白酶为最适提取酶；在酶解温度４５℃，酶解时
间３．５ｈ，酶解ｐＨ＝８．０的条件下，牛磺酸纯度为８．６７％，回收率为 ９５．８０％；酶
解产物经电渗析除盐后，纯度为２１．３０％，回收率为８９．５９％；经阳离子树脂交换
后，纯度为 ３１．１８％，回收率为 ８３．６４％；经乙醇重结晶提纯处理后，纯度达
９７．２８％．
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０　引言

菲律宾蛤仔（Ｒｕｄｉｔａｐｅｓｐｈｉｌｉｐｐｉｎａｒｕｍ）又名
杂色蛤，俗称沙蚬子，双壳贝类，隶属于帘蛤科，

其产地广泛分布于我国的南北海域．《中国渔
业统计年鉴２０１７》［１］显示，２０１６年我国海水养
殖蛤产量达到４．１７×１０６ｔ，是仅次于牡蛎的第
二大贝类养殖品种．对蛤及其加工副产物的深
度开发利用有着极其重要的经济价值．在工业
加工过程中，蛤肉经过蒸汽熟化后制成产品，而

蛤煮汁往往被废弃，蛤煮汁中含有丰富的牛磺

酸［２］，对其进行有效地分离提取是蛤加工废弃

物综合利用的一个有效途径．如何有效利用该
资源成为业界亟待解决的一个问题．

牛磺酸（Ｔａｕｒｉｎｅ），学名２－氨基乙磺酸，是
一种含硫的非蛋白质结构氨基酸，它作为人体

必需的氨基酸之一，具有很强的生物活性［３－４］．
牛磺酸具有增加细胞抗氧化、抗自由基损伤与

抗病毒侵害的能力［５－６］，还具有增强视力、促进

大脑发育、缓解疲劳、降低胆固醇、抑制胆结石、

消炎、镇痛、抗肿瘤等活性［７－９］．目前，制备牛磺
酸的主要途径是化学合成法，但该方法存在原

料毒性大、工艺操作复杂、环境污染严重等问

题［１０］．我国海洋生物资源丰富，如能高效利用
海洋产品加工的下脚料，既可以提高海洋资源

利用率，又能够减轻环境污染［１１－１３］．从蛤煮汁
中制备牛磺酸，不使用有机溶剂，完全利用生物

和物理方法进行分离纯化，对充分利用蛤加工副

产物以减少环境污染具有重要的现实意义．
鉴于此，本文拟在不破坏蛤肉产品形态的

基础上，以蛤加工副产物水煮汁为原料，筛选出

能够大幅提高牛磺酸制品回收率的酶，在适宜

酶解条件下生产牛磺酸，利用电渗析和阳离子

交换树脂技术脱除其杂质，最后采用乙醇结晶

与重结晶技术制备出纯度良好的牛磺酸制品，

为制备环境友好型牛磺酸提供一种新的途径．

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
菲律宾蛤仔，体长为２．５～３．０ｃｍ，购自大

连市泡崖市场；牛磺酸标准品，购自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；碱性蛋白酶、中性蛋白

酶、胃蛋白酶、木瓜蛋白酶，酶活力均为

２０００００Ｕ，购自南宁庞博生物工程有限公司；
乙酰丙酮，购自天津市化学试剂一厂；甲醛，分

析纯，购自天津科密欧化学试剂开发中心；无水

乙酸钠，购自天津市石英钟厂霸州市化工分厂．
１．２　仪器与设备

ＣＲ２２Ｇ高速冷冻离心机，日本ＨＩＴＡＣＨＩ公

司产；ＵＶ－２４００型紫外可见分光光度计，上海
析普仪器有限公司产；ＢＳ２２４Ｓ型电子天平，美

国戴安公司产；ＨＨ－Ｓ型水浴锅，巩义市予华
仪器有限责任公司产；ＤＨＧ－９１４０电热鼓风干

燥箱，上海一恒科技有限公司产；ＰＨＳ－３型精
密 ｐＨ计，上海鹏顺科学仪器有限公司产；

ＴＲＰＢ３０１０－Ⅰ －２型双极膜电渗析设备，北京
廷润膜技术开发有限公司产；ＳＹ－２０００旋转蒸

发器，上海亚荣生化仪器厂产；超低温电冰箱

（－８０℃），中国海尔集团公司产；ＨＬ－２恒流

泵（ＤＴ１），上海沪西分析仪器厂产．
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１．３　实验方法
１．３．１　标准曲线的绘制方法　将牛磺酸标准

品配制为质量浓度 １ｍｇ／ｍＬ的母液，分别向

１＃—１０＃试管中加入０．０ｍＬ，０．１ｍＬ，０．２ｍＬ，

０．３ｍＬ，０．４ｍＬ，０．５ｍＬ，０．６ｍＬ，０．７ｍＬ，

０．８ｍＬ，０．９ｍＬ，再用蒸馏水分别补齐至

１．０ｍＬ，每管各做３个平行．再加入８ｍＬ乙酸

钠和 １．５ｍＬ显色剂（１．２ｍＬ乙酰丙酮和

０．８ｍＬ甲醛混合均匀后，用水定容至４０ｍＬ），

用棉塞封住口，摇匀，１００℃水浴１５ｍｉｎ，冷却

至室温，４００ｎｍ波长处测定各溶液的吸光度．

以牛磺酸质量浓度／（ｍｇ·ｍＬ－１）为横坐标，以

吸光度值／Ａｂｓ为纵坐标绘制标准曲线［１４－１５］．

１．３．２　牛磺酸的粗提　准确称取一定质量蛤

体，按ｍ（蛤体）Ｖ（蒸馏水）＝１１加入蒸馏

水，１００℃下煮沸 ３０ｍｉｎ．待水煮液冷却至室

温，４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，去除水不溶性杂

质，取上清液待用［１６－１７］．采取酶辅助提取方法，

离心后的水煮液中加入蛋白酶粉末，加入量为

底物蛋白含量的２．５％（质量分数），调节溶液

至最适ｐＨ值，４０℃水浴３．５ｈ．再置于沸水浴

中灭酶１０ｍｉｎ，冷却，４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，

取上清液，用６ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ调节上清液ｐＨ值

至３．０，即有酸性蛋白沉淀，离心分离，取上清

液；再用 ６ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节上清液 ｐＨ值至

１０．０，即有碱性蛋白沉淀，离心分离，取上清液．

将上滴液稀释１０倍后，经减压浓缩、冻干后得

牛磺酸样品，测定其提取量和纯度［３］．

１．３．３　酶解提取牛磺酸单因素试验　酶种类

对牛磺酸提取量的影响：分别取３０ｍＬ水煮液

加入１＃—５＃小烧杯中，称取适量中性蛋白酶、碱

性蛋白酶、胃蛋白酶、木瓜蛋白酶粉末加入

２＃—５＃小烧杯中，加入量为底物蛋白含量的

２．５％ （质量分数），分别调节溶液 ｐＨ值至各

酶最适 ｐＨ值附近，水浴温度为 ４０℃，水浴时

间为 ３．５ｈ．完成后，沸水浴中灭酶１０ｍｉｎ，冷

却，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液，研究酶

种类对牛磺酸提取量的影响．

酶解温度对牛磺酸提取量的影响：将水煮

液混匀，称取适量蛋白酶粉末，加入量为底物蛋

白含量的２．５％（质量分数），溶液 ｐＨ值调至

８．０，水浴时间为 ３．５ｈ．经灭酶、冷却、离心处

理后取上清液，研究不同酶解温度（３０～５０℃）

对牛磺酸提取量的影响．

酶解ｐＨ值对牛磺酸提取量的影响：将水

煮液混匀，称取适量蛋白酶粉末，加入量为底物

蛋白含量的 ２．５％（质量分数），水浴温度为

４０℃，水浴时间为３．５ｈ．经灭酶、冷却、离心处

理后取上清液，研究不同酶解 ｐＨ值（７．０～

１１．０）对牛磺酸提取量的影响．

酶解时间对牛磺酸提取量的影响：将蛤水

煮液混匀，称取适量蛋白酶粉末，加入量为底物

蛋白含量的２．５％（质量分数），将溶液ｐＨ值调

至９．０，水浴温度为４０℃．经灭酶、冷却、离心

处理后取上清液，研究酶解时间（３．０～５．０ｈ）

对牛磺酸提取量的影响．

１．３．４　正交试验法优化酶解提取牛磺酸工艺

参数　在单因素试验的基础上，选用适宜蛋白

酶进行酶解提取牛磺酸，再以酶解温度／℃，酶

解ｐＨ值和酶解时间／ｈ为变量因素，设计三因

素三水平的正交试验（见表１），确定酶解最优

工艺参数．

１．３．５　电渗析对酶解提取牛磺酸纯化效果的

影响　将酶解后的 ５Ｌ蛤水煮液用盐酸调节

ｐＨ＝５后注入淡室，将５Ｌ质量分数为０．２５％～

表１　牛磺酸提取量的正交试验各因素水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｔｅｓｔｉｎｔａｕｒｉｎｅｙｉｅｌｄ

水平 酶解温度Ａ／℃ 酶解ｐＨ值Ｂ 酶解时间Ｃ／ｈ

１ ３５ ７．０ ３．５

２ ４０ ８．０ ４．０

３ ４５ ９．０ ４．５

·８２·
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１．００％的ＮａＣｌ溶液注入浓室，将５Ｌ蒸馏水注

入极室，电压电流调节旋钮归０．控制浓水室、

淡水室流量为 ４００～６００Ｌ／ｈ，极水室流量为

１００～２００Ｌ／ｈ．待稳定后，调节电压逐渐至

１０Ｖ，运行５ｍｉｎ后，继续调节电压至２０Ｖ，控

制电流在１０Ａ以下．随着脱盐过程的进行，电

流逐渐下降，每隔５ｍｉｎ记录电流的大小，直至

电流不再变化．待物料脱盐结束后，将旋钮调节

到电压／电流为０，再关闭整流器和各水泵［１８］．

将电渗析后的稀释液经减压浓缩、冻干后获得

牛磺酸样品，测定牛磺酸纯度和回收率．

１．３．６　离子交换树脂对酶解提取牛磺酸纯化

效果的影响　将酶解和电渗析后的蛤水煮液进

行阳离子交换柱纯化处理，阳离子交换树脂质

量分别为 ８０ｇ，１２０ｇ，１６０ｇ，２００ｇ，上样量为

１ｍＬ，将溶液流速设定为５ｍＬ／ｍｉｎ，每一管停

留时间为２ｍｉｎ，收集１００管并对其进行１＃—

１００＃编号．收集完成后，根据溶液吸光度

（４５０ｎｍ）判断试管中流出液浓度大小．检测完

成后，将每批次收集的牛磺酸浓度较高的流出

液合并进行减压浓缩，冷冻干燥后测定其纯度

和回收率．

１．３．７　牛磺酸的结晶与重结晶　在结晶反应

中浓缩是一个很重要的因素：当溶液浓度过低

时，加入３倍体积质量分数为９５％乙醇后不能

使牛磺酸达到过饱和状态，因此不易析出；当溶

液浓度过高时，加入３倍体积质量分数为９５％

乙醇后溶液中其他组分物质同样达到过饱和，

随牛磺酸一同析出，使得牛磺酸纯度降低．经过

实测，最终选定浓缩至原体积的２／５．将酶解和

电渗析后的５Ｌ蛤水煮液浓缩至原体积的２／５

后，加入３倍体积的质量分数９５％的乙醇，４℃

下醇沉２４ｈ，吸出上清液，将结晶取出，６０℃烘

干，得到粗品牛磺酸，测定其含量．取１０ｇ粗品

牛磺酸，复溶至相同浓度后，再次加入３倍体积

的质量分数为９５％的乙醇进行重结晶，在４℃

下醇沉２４ｈ，测量其含量．

１．４　计算方法

牛磺酸提取量＝（Ａ－０．０５９２）×Ｖ×ｎ０．８１９ｍｆ
式中，Ａ为吸光度，Ｖ为蛤水煮液体积／Ｌ，ｎ为

稀释倍数，ｍｆ为新鲜蛤质量／ｋｇ．

回收率＝
ｍｆ１
ｍｆ２
×１００％

式中，ｍｆ１为提取后总牛磺酸质量／ｇ，ｍｆ２为提取

前总牛磺酸质量／ｇ．

牛磺酸纯度＝
ｍｆ３
ｍｆ４
×１００％

式中，ｍｆ３为物质中牛磺酸质量／ｇ，ｍｆ４为物质总

质量／ｇ．

１．５　统计学分析
每个样本测定３次，结果取平均值，采用

ＳＰＳＳ１６．０进行显著性分析，差异在０．０１水平

被认为有组间显著性差异（Ｐ＜０．０１）．

２　结果与分析

２．１　牛磺酸标准曲线的绘制结果
根据平均吸光度值绘制牛磺酸标准曲线，

ｙ＝０．８１９ｘ＋０．０５９２，Ｒ２＝０．９９７２，即拟合度

趋于１，吸光度与牛磺酸浓度的线性关系良好，

能够用于本实验中牛磺酸的定量分析．

２．２　不同酶解条件对牛磺酸提取效果的影响
２．２．１　酶种类对牛磺酸提取量的影响　酶种

类对牛磺酸提取量的影响如图１所示（不同字

母表示组间有显著性差异（Ｐ＜０．０１））．由图１

可知，无添加酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶、胃蛋

白酶、木瓜蛋白酶处理组之间有显著性差异

（Ｐ＜０．０１）．其中，经碱性蛋白酶水解后，样品

中牛磺酸含量为３．０８ｇ／ｋｇ，与无添加酶组相比

提高１．７２倍．碱性蛋白酶的活性中心为丝氨

酸，而蛤类丝氨酸含量较为丰富．因此，相比其

他３种蛋白酶，碱性蛋白酶酶解辅助提取蛤水

煮液中牛磺酸的效果最佳．后续实验均选用碱

·９２·
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性蛋白酶进行酶解提取牛磺酸．

２．２．２　酶解温度对牛磺酸提取量的影响　酶

解温度对牛磺酸提取量的影响如图２所示．由

图２可知，随着温度的升高，牛磺酸提取量先逐

渐上升，在４０℃时达到最大值２．１１ｇ／ｋｇ．当温

度超过４０℃后，随着温度的升高，牛磺酸提取

量呈逐步下降的趋势．这是因为当温度升高到

一定程度时，除酶促反应速度随之增加外，酶蛋

白变性和失活的速度也迅速增加，直至完全丧

失活力，因此，随着温度的进一步升高，牛磺酸

提取量迅速下降．综合考虑，酶解温度选取

３５℃，４０℃，４５℃作为正交试验的３个水平．

２．２．３　酶解 ｐＨ值对牛磺酸提取量的影响　

酶解 ｐＨ值对牛磺酸提取量的影响如图 ３所

示．由图３可知，随着 ｐＨ值的增加，牛磺酸提

取量先逐渐上升，当ｐＨ值为９．０时，牛磺酸提

取量达到最高值２．０３ｇ／ｋｇ．当ｐＨ值大于９．０

图１　酶种类对牛磺酸提取量的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｔｙｐｅｓｏｎｔａｕｒｉｎｅｙｉｅｌｄ

图２　酶解温度对牛磺酸提取量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔａｕｒｉｎｅｙｉｅｌｄ

时，随着ｐＨ值的逐渐上升，牛磺酸提取量迅速

下降，这表明酶活力受ｐＨ值的影响较为明显．

ｐＨ值不仅能够影响酶的构象，还影响底物的解

离状态．当溶液 ｐＨ值呈强碱性时，严重抑制了

酶的活性，进而抑制牛磺酸的提取．综合考虑，酶

解ｐＨ值选取７．０，８．０，９．０作为正交试验的３个

水平．

２．２．４　酶解时间对牛磺酸提取量的影响　酶

解时间对牛磺酸提取量的影响如图４所示．由

图４可知，酶解时间低于４．５ｈ时，随着酶解时

间的延长，牛磺酸提取量逐渐上升，在４．５ｈ时

达到最高值１．９１ｇ／ｋｇ．综合考虑，酶解时间选

取 ３．５ｈ，４．０ｈ，４．５ｈ作为正交试验的 ３个

水平．

２．３　酶解提取牛磺酸工艺参数的优化　由单

因素试验可知，酶解温度、酶解 ｐＨ值、酶解时

间对牛磺酸提取量均有不同程度的影响，将其

作为正交试验的３个因素进行后续分析．正交

试验设计与结果见表２，方差分析见表３．

图３　酶解ｐＨ值对牛磺酸提取量的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｐＨｖａｌｕｅｓｏｎｔａｕｒｉｎｅｙｉｅｌｄ

图４　酶解时间对牛磺酸提取量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｎｔａｕｒｉｎｅｙｉｅｌｄ

·０３·
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表２　正交试验设计与结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔ

组号
酶解
温度Ａ

酶解
ｐＨ值Ｂ

酶解
时间Ｃ 空列

牛磺酸提取量

／（ｇ·ｋｇ－１）

１ １ １ １ １ １．１４９
２ １ ２ ２ ２ １．９５０
３ １ ３ ３ ３ １．０３２
４ ２ １ ２ ３ ２．２０３
５ ２ ２ ３ １ １．９３０
６ ２ ３ １ ２ １．６５６
７ ３ １ ３ ２ ２．２８２
８ ３ ２ １ ３ ２．８１０
９ ３ ３ ２ １ ２．２６２
Ｋ１ ４．１３１ ５．６３４ ５．６１５ ５．３４１ Ｔ＝１７．２７４
Ｋ２ ５．７８９ ６．６９０ ６．４１５ ５．８８８
Ｋ３ ７．３５４ ４．９５０ ５．２４４ ６．０４５ Ｔ２＝２９８．３９
Ｒｊ ３．２２３ １．７４０ １．１７１ ０．７０４

表３　方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

因素 Ｓ ｆ 均方 Ｆ 临界值 显著性

Ａ １．７３ ２ ０．８６５ １７．３Ｆ０．０５（２，２）＝１９．０ 

Ｂ ０．５１ ２ ０．２５５ ５．１ Ｆ０．１０（２，２）＝９．０

Ｃ ０．２４ ２ ０．１２０ ２．４

误差 ０．１０ ２ ０．０５０

极差值反映了各因素影响试验指标的主次

关系，极差Ｒｊ越大，该因素变化时对牛磺酸提

取率的影响也就越大．由表２可知，３个因素对

牛磺酸提取率影响大小依次为：酶解温度 ＞酶

解ｐＨ值＞酶解时间，最佳工艺条件为Ａ３Ｂ２Ｃ１，

即温度４５℃，时间３．５ｈ，ｐＨ＝８．０．由表３可知

ＦＡ＞Ｆ０．１０（２，２），表明因素Ａ水平改变对实验结

果有较为显著的影响，即从蛤水煮液中提取牛

磺酸主要受酶解温度的影响．按最优条件对水

煮液进行酶解制备，测得实际酶解产物中牛磺

酸纯度为８．６７％，回收率为９５．８０％．

２．４　电渗析对酶解提取牛磺酸纯化效果的

影响

　　将酶解后的蛤水煮液经过电渗析处理后，

其电流示数随电渗析时间变化的情况如图５所

示．在设备运行至 １０ｍｉｎ时，将电压保持在

图５　电流示数随电渗析时间变化的情况

Ｆｉｇ．５　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｅｌｅｃｔｒｉｃｃｕｒｒｅｎｔ

ｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｄｉａｌｙｓｉｓｔｉｍｅ

２０Ｖ不再变化，电流示数为２．７３Ａ，此时开始

计时为第０ｍｉｎ．随着时间的延长，电流不断下
降．在第 ２４ｍｉｎ时电流降至０．１５Ａ，且电流示

数不再变化．因此，当电压为２０Ｖ，电渗析时间

为２４ｍｉｎ时，样品可达到除盐的目的．经减压
浓缩、冻干后测得样品纯度为２１．３０％，回收率

为８９．５９％．在电渗析过程中，由于离子交换膜

具有选择透过性，酶解液中的盐类离子在电场

的作用下，各自向一定方向移动．淡水室的阴离

子透过阴膜进入浓水室，但浓水室内的阴离子

不能透过阳膜，故留在浓水室内；阳离子向负极

迁移，并通过阳膜进入浓水室，浓水室内的阳离

子却不能透过阴膜，故留在浓水室中．因此淡水
室中酶解液的盐离子浓度逐渐减小，从而提高

了牛磺酸的纯度．

２．５　不同质量的阳离子交换树脂对酶解提取

牛磺酸纯化效果的影响

　　阳离子交换树脂质量对牛磺酸提取量的影
响结果见图６．由图６可知，２００ｇ阳离子交换

树脂提取牛磺酸效果最佳．在此条件下，牛磺酸

含量为０．２０３ｍｇ／ｇ．经进一步计算可得其纯度
为３１．１８％，回收率为８３．６４％．

２．６　牛磺酸的结晶与重结晶纯度
根据１．３．７中的方法进行反复乙醇结晶与

重结晶能够得到纯度较好的牛磺酸结晶体，经

计算测得其结晶纯度为 ７６．６７％，重结晶纯度

为９７．２８％．

·１３·
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图６　离子交换树脂质量对牛磺酸提取量的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｓｓｏｆｃａｔｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅ

ｒｅｓｉｎｏｎｔａｕｒｉｎｅｙｉｅｌｄ

３　结论

以酶辅助提取法从杂色蛤水煮液中提取牛

磺酸的过程中，以碱性蛋白酶的酶解效率最优．

通过单因素试验与正交试验确定酶解提取牛磺

酸最优工艺条件为酶解温度４５℃，酶解 ｐＨ＝

８．０，酶解时间３．５ｈ．在该酶解条件下测得牛磺

酸样品纯度为８．６７％，回收率为９５．８０％；经电

渗析脱盐后，样品纯度为 ２１．３０％，回收率为

８９．５９％；经 ２００ｇ阳离子树脂处理后纯度为

３１．１８％，回收率为 ８３．６４％；经结晶工艺后纯

度达到７６．６７％，重结晶后纯度达到９７．２８％．

本研究在不影响蛤产品生产的前提下，利用副

产物蛤水煮液制备天然牛磺酸制品，生产成本

低廉，环境友好，可以应用于工业化生产．
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