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摘要：以带鱼为原材料，从６种蛋白酶中筛选出碱性蛋白酶作为带鱼蛋白酶解
的最佳蛋白酶，进而利用单因素试验和响应面试验优化带鱼蛋白酶解的工艺条

件．结果表明：带鱼蛋白酶解的最佳工艺条件为底物质量分数５．３％，蛋白酶质
量分数２．７％，酶解 ｐＨ值８．３，酶解温度６３℃，酶解时间１６８ｍｉｎ，在该工艺条
件下，带鱼蛋白水解度达到３７．０７％，与响应面优化试验回归模型的预测值基本
一致．
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０　引言

海洋生物约占全球生物的１／２，从海洋生
物中摄取功能性蛋白和生物活性物质是沿海国

家开发海洋资源的目的之一［１］．海洋生物蛋白
种类多样，是制备生物活性肽的理想材料［２］．在
海洋生物蛋白的氨基酸序列中，潜藏着很多具

有生物活性的多肽片段，利用生物技术（如采

用蛋白酶进行水解）可将这些多肽片段释放出

来，以开发高附加值的生物活性肽．
目前，采用酶解的方法从海洋生物蛋白中

获取生物活性肽一直是国内外业界的研究热

点．研究表明，从海洋生物蛋白中提取的生物活
性肽，具有抗菌、抗肿瘤、抗病毒、调节免疫、降

血压、降血脂等功能［３］．不同的蛋白酶对酶解产
物的性质会有很大影响，故蛋白酶的选择在海

洋低附加值鱼类蛋白酶解工业中至关重要［４］．
常用的蛋白酶主要有微生物蛋白酶（如酸性蛋

白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶、复合蛋白酶

等）、植物蛋白酶（如木瓜蛋白酶等）和动物蛋

白酶（如胃蛋白酶、胰蛋白酶等）［５］．其中，碱性
蛋白酶虽属于微生物蛋白酶（胞外酶），但它同

时具有动植物源蛋白酶的全部特性，以及更强

的水解能力和耐碱能力，此外，它还具有较强的

耐热性、高产菌株选育简单、来源广、产量高、下

游技术处理相对简单、价格低廉、海洋生物蛋白

提取率较高等优点，易于实现工业化生产［６］．
Ｇ．Ａ．Ｇｂｏｇｏｕｒｉ等［７］研究发现，采用碱性蛋白酶

对鱼蛋白进行水解，可得到低分子肽和氨基酸，

实现低附加值鱼类的有效加工．张群飞等［８］利用

碱性蛋白酶对虾籽进行酶解后，具有提鲜效果的

天冬氨酸和谷氨酸含量明显提高，这为调味料的

生产提供了重要的依据．Ｍ．Ｏｖｉｓｓｉｐｏｕｒ等［９］利用

碱性蛋白酶对黄鳍金枪鱼内脏进行水解，水解度

超过５３％，水解液中蛋白质含量（７２．３４％）较
高，氨基酸含量丰富，脂肪含量（１．４３％）较低，可
作为宠物食品的原料．

带鱼是我国盛产的经济鱼种之一．近年来，
过度捕捞使得捕捞的带鱼体型较小，而这些小

带鱼通常会被加工成鱼粉等系列产品，造成带

鱼蛋白资源的浪费．因此，业界越来越关注如何
进行小带鱼深加工、提高小带鱼附加值等问题．
使用碱性蛋白酶对带鱼蛋白进行酶解以获取带

鱼蛋白肽是一种有益的探索，但目前对该类研

究鲜有报道．鉴于此，本文拟以带鱼为材料，从
６种蛋白酶中筛选出带鱼蛋白酶解的最佳蛋白
酶，进而利用单因素试验和响应面试验优化带

鱼蛋白酶解的工艺条件，以期为小带鱼深加工

研究和小带鱼附加值的提高提供参考，同时为

带鱼蛋白肽粉的工业化生产提供数据支撑．

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
带鱼，购于超市；ＮａＯＨ，ＨＣｌ，浓 Ｈ２ＳＯ４，均

为分析纯，天津市大茂化学试剂有限公司产；正

己烷，分析纯，国药集团化学试剂有限公司产；

碱性蛋白酶、复合蛋白酶、风味蛋白酶、中性蛋

白酶、木瓜蛋白酶，成都诺维信科技有限公司

产；胰蛋白酶，杭州三叶新材料股份有限公

司产．
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１．２　仪器与设备
ＡＬ－２０４型电子分析天平，梅特勒 －托利

多仪器（上海）有限公司产；ＤＳ－１型高速组织

绞碎机，上海标本模具厂产；ＤＫ－９８－ⅡＡ型

数显恒温水浴锅，金坛市金南仪器厂产；ＰＢ－

１０标准型 ｐＨ计，德国赛多利斯有限公司产；

ＧＺＸ－９１４０ＭＢＥ型数显鼓风干燥箱，上海博讯

实业有限公司医疗设备厂产．

１．３　实验方法
１．３．１　样品预处理

剔除带鱼的鱼鳞、鱼骨、鱼鳍和鱼皮后，于

６５℃条件下烘干，粉碎后过６０目筛，收集带鱼

粉末；在带鱼粉末中加入正己烷（ｍ（带鱼粉）

Ｖ（正己烷）＝１ｇ４ｍＬ）进行脱脂后，真空抽

滤，于 ６５℃条件下烘干，得到脱脂带鱼粉，

备用．

１．３．２　最佳蛋白酶的筛选

取７份相同质量（２ｇ）的脱脂带鱼粉为底

物，除第１份不加蛋白酶（自溶）以外，其余６份

分别加入单位酶活为５００００Ｕ／ｍＬ的木瓜蛋白

酶、胰蛋白酶、复合蛋白酶、风味蛋白酶、碱性蛋

白酶和中性蛋白酶．在底物质量分数为４．０％，

蛋白酶质量分数为２．５％，酶解时间为１８０ｍｉｎ，

酶解温度为５０℃，酶解ｐＨ值为８．０的条件下，

测定并计算各蛋白酶酶解之后的带鱼蛋白水解

度（ＤＨ），通过比较带鱼蛋白水解度，从中筛选

出最佳蛋白酶．

运用 ｐＨｓｔａｔ法［１０］测定带鱼蛋白水解度

（ＤＨ），公式如下：

ＤＨ＝ Ｂ×Ｃ
Ｍ×α×ｈｔｏｔ

×１００％

式中，Ｂ为维持 ｐＨ值时加入的 ＮａＯＨ体积／

ｍＬ；Ｃ为ＮａＯＨ的浓度／（ｍｏｌ·Ｌ－１）；Ｍ为蛋白

质的质量／ｇ；α为蛋白质水解时的氨基解离度；

ｈｔｏｔ为每ｇ蛋白中肽键的物质的量／ｍｍｏｌ，ｈｔｏｔ（带

鱼）＝８．１７ｍｍｏｌ［１１］．

１．３．３　单因素试验

１．３．３．１　底物质量分数对脱脂带鱼粉酶解效

果的影响　在酶解过程中，底物质量分数对酶

解过程有非常大的影响．在蛋白酶质量分数为

２．５％，酶解ｐＨ值为８．０，酶解温度为５０℃，酶

解时间为１８０ｍｉｎ的条件下，设置底物质量分

数分别为４．０％，４．５％，５．０％，６．０％，７．０％，

通过比较带鱼蛋白水解度，从中选取最佳的底

物质量分数．

１．３．３．２　酶解温度对脱脂带鱼粉酶解效果的

影响　温度对蛋白酶活性的影响很大，温度过

高或过低都会降低蛋白酶的活性，即作用效果．

毋瑾超等［１２］研究了鲢鱼降血压肽的酶解条件，

确定其最佳酶解温度为６０℃；王雪芹等［１３］在

鲐鱼蛋白酶解工艺优化及其抗氧化活性测定中

发现，鲐鱼蛋白酶酶解的最佳温度为５５℃．因

此，本研究在底物质量分数为５．０％，蛋白酶质

量分数为２．５％，酶解ｐＨ值为８．０，酶解时间为

１８０ｍｉｎ的条件下，设置酶解温度分别为４０℃，

５０℃，６０℃，６５℃，７０℃，７５℃，通过比较带鱼

蛋白水解度，从中选取最佳的酶解温度．

１．３．３．３　酶解时间对脱脂带鱼粉酶解效果的

影响　在酶解的过程中，并非酶解时间越长酶

解效果就越好，还需要寻找最佳的酶解时间．在

底物质量分数为 ５．０％，蛋白酶质量分数为

２．５％，酶解温度为５０℃，酶解 ｐＨ值为８．０的

条件下，设置酶解时间分别为９０ｍｉｎ，１２０ｍｉｎ，

１５０ｍｉｎ，１８０ｍｉｎ，２４０ｍｉｎ，２７０ｍｉｎ，通过比较带

鱼蛋白水解度，从中选取最佳的酶解时间．

１．３．３．４　蛋白酶质量分数对脱脂带鱼粉酶解

效果的影响　在酶解温度和酶解ｐＨ值一定的

条件下，当底物质量分数远远大于蛋白酶质量

分数时，反应速度与蛋白酶质量分数呈正比．在

底物质量分数为５．０％，酶解ｐＨ值为８．０，酶解

温度为５０℃，酶解时间为１８０ｍｉｎ的条件下，

设置蛋白酶质量分数分别为 １．１％，１．３％，

·５２·
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１．７％，１．９％，２．１％，２．３％，２．５％，２．７％，通过
比较带鱼蛋白水解度，从中选取最佳的蛋白酶

质量分数．
１．３．３．５　酶解 ｐＨ值对脱脂带鱼粉酶解效果
的影响　在底物质量分数为５．０％，蛋白酶质
量分数为２．５％，酶解温度为５０℃，酶解时间
为１８０ｍｉｎ的条件下，用浓度为２．０ｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＯＨ溶液调节 ｐＨ值，设置酶解 ｐＨ值分别为
６．５，７．０，７．５，８．０，８．５，９．０，９．５，通过比较带鱼
蛋白水解度，从中选取最佳的酶解ｐＨ值．
１．３．４　响应面法优化试验

在单因素试验的基础上，利用 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６．０响应面软件，选择底物质量分
数（Ｘ１）、蛋白酶质量分数（Ｘ２）、酶解 ｐＨ值
（Ｘ３）、酶解温度（Ｘ４）、酶解时间（Ｘ５）５个因素
为响应面优化试验设计中的关键因素，以带鱼

蛋白水解度（Ｙ）为响应值，进行带鱼蛋白酶解
工艺条件的优化，同时，绘制响应面图和等高线

图，分析各因素间的交互作用．响应面自变量因
素编码和水平见表１．

表１　响应面自变量因素编码和水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ｆａｃｔｏｒｓｅｎｃｏｄｉｎｇａｎｄｌｅｖｅｌｓｔａｂｌｅ

ｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ

水平
因素

Ｘ１／％ Ｘ２／％ Ｘ３ Ｘ４／℃ Ｘ５／ｍｉｎ
－１ ４．５ ２．４ ７．５ ５５ １２０
０ ５．０ ２．５ ８．０ ６０ １５０
１ ５．５ ２．６ ８．５ ６５ １８０

１．４　数据处理与分析
每个实验均重复进行 ３次，所得数据用

Ｏｒｉｇｉｎ８．０软 件 进 行 统 计 和 方 差 分 析
（ＡＮＯＶＡ），结果用（平均值 ±标准误差）表示，
并采用回归分析确定５％可信区间的显著性差
异（Ｐ＜０．０５）．利用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０软件绘
图，图中数据添加误差线．响应面试验采用
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．０软件对数据进行回归
分析．

２　结果与分析

２．１　最佳蛋白酶筛选结果
不同蛋白酶对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

如图１所示．由于不同蛋白酶的切割位点和专

一性不同，所以不同蛋白酶酶解蛋白质产生的

多肽也会不同．由图１可以看出，脱脂带鱼粉自

溶、风味蛋白酶、中性蛋白酶、木瓜蛋白酶、复合

蛋白酶、胰蛋白酶、碱性蛋白酶对应的带鱼蛋白

水解度依次为 ３．９４％，９．９３％，１３．３７％，

１４．１２％，１７．０３％，１８．８７％，２１．５４％，这表明经

碱性蛋白酶酶解脱脂带鱼粉后，带鱼蛋白水解

度最大，酶解效果最好，这再次验证了碱性蛋白

酶应用于海洋生物蛋白提取的优势．因此，选取

碱性蛋白酶作为酶解脱脂带鱼粉的最佳蛋白酶．

２．２　单因素试验结果分析
２．２．１　底物质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果

的影响分析

底物质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果的影

响如图２所示．由图２可以看出，当底物质量分

数从４．０％增加到５．０％时，带鱼蛋白水解度从

１４．７１％增加到 １５．１８％；当底物质量分数从

５．０％继续增加到７．０％时，带鱼蛋白水解度从

１５．１８％减少到１２．１４％．这说明当底物质量分

数为５．０％时，酶解效果最好，带鱼蛋白水解度

图 １　不同蛋白酶对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅａｓｅｓｏｎｔｈｅ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ
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最大（为１５．１８％）．这可能是因为酶解反应过

程中水必须作为反应底物参与整个带鱼蛋白酶

解过程，加水量的多少直接影响带鱼蛋白酶解

生成氨基酸和多肽，但这并不意味着加水量越

多越好．因此，选取底物质量分数５．０％作为响

应面试验设计的中心值．

２．２．２　酶解温度对脱脂带鱼粉蛋白酶解效果

的影响分析

酶解温度对脱脂带鱼粉酶解效果的影响如

图３所示．由图 ３可以看出，当酶解温度从

４０℃ 升高到 ６０℃时，带鱼蛋白水解度从

３３．６０％增加到３５．５６％；当酶解温度从６０℃

继续升高到 ７５℃时，带鱼蛋白水解度从

３５．５６％减少到３２．７８％．这说明当酶解温度为

６０℃时，酶解效果最好，带鱼蛋白水解度最大

（为３５．５６％）．这可能是因为酶解温度是决定

酶催化活性的重要参数之一，温度过高或过低

图２　底物质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ

图３　酶解温度对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ

ｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ

均会抑制酶活性甚至使酶失活，导致酶解效果

变差［１４］．因此，选取酶解温度６０℃作为响应面

试验设计的中心值．

２．２．３　酶解时间对脱脂带鱼粉酶解效果的影

响分析

酶解时间对脱脂带鱼粉酶解效果的影响如

图４所示．由图 ４可以看出，当酶解时间从

３０ｍｉｎ增加到１５０ｍｉｎ时，带鱼蛋白水解度从

１５．２８％增加到２１．２１％；当酶解时间从１５０ｍｉｎ

增加到２１０ｍｉｎ时，带鱼蛋白水解度变化很小．

应当承认，酶解时间越长酶解得越彻底，但酶解

时间过长会产生苦味氨基酸，且造成能源的严

重浪费［１５］．因此，选取酶解时间１５０ｍｉｎ作为响

应面试验设计的中心值．

２．２．４　蛋白酶质量分数对脱脂带鱼粉酶解效

果的影响分析

蛋白酶质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果的

影响如图５所示．由图５可以看出，当蛋白酶质

量分数从１．３％增加到２．５％时，带鱼蛋白水解

度从２９．３７％增加到３５．９４％；当蛋白酶质量分

数从２．５％继续增加到２．７％时，带鱼蛋白水解

度从３５．９４％减少到３４．０１％．这表明当蛋白酶

质量分数为２．５％时，酶解效果最好，带鱼蛋白

水解度最大（为３５．９４％）．这可能是因为在其

他条件一定的情况下，随着蛋白酶质量分数的

增加，蛋白酶与底物充分接触，带鱼蛋白水解度

图４　酶解时间对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｎ

ｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ
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图５　蛋白酶质量分数对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｔｅａｓｅｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｎ

ｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ

呈上升的趋势，但当蛋白酶质量分数超过一定

值时，过量的碱性蛋白酶可能会削弱酶对底物

的作用．另外，蛋白酶质量分数过大不仅造成蛋

白酶的浪费，还会产生苦味氨基酸，影响酶解效

果［１６］．因此，选取蛋白酶质量分数２．５％作为响

应面试验设计的中心值．

２．２．５　酶解 ｐＨ值对脱脂带鱼粉酶解效果的

影响分析

酶解ｐＨ值对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

如图６所示．由图６可以看出，当酶解 ｐＨ值从

５．５增加到８．０时，带鱼蛋白水解度从１２．２５％

增加到１８．３２％；当 ｐＨ值从８．０继续增加到

８．５时，带鱼蛋白水解度从 １８．３２％减少到

１７．１５％．这表明当酶解 ｐＨ值为 ８．０时，酶解

效果最好，带鱼蛋白水解度最大（为１８．３２％）．

这可能是因为碱性蛋白酶酶活性很大程度上取

决于酶解ｐＨ值，酶解ｐＨ值可显著影响碱性蛋

白酶酶活性位点的氨基酸电离状态，而且酶解

ｐＨ值在维持酶的正常构象方面也起着重要作

用［１７］；另一方面，酶解ｐＨ值会影响脱脂带鱼粉

的溶解度，酶解 ｐＨ值过低会使带鱼蛋白之间

的静电斥力减小而发生聚集沉降，进一步影响

带鱼蛋白水解度，而过高的酶解 ｐＨ值又会使

带鱼蛋白变性，黏度增大，影响带鱼蛋白的酶解

过程．酶解 ｐＨ值过高或过低还会造成环境污

染，加大生产成本．因此，选取酶解 ｐＨ值 ８．０

图６　酶解ｐＨ值对脱脂带鱼粉酶解效果的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｐＨｖａｌｕｅｏｎｔｈｅ

ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｈａｉｒｔａｉｌｍｅａｌ

作为响应面试验设计的中心值．

２．３　响应面优化试验结果分析
带鱼蛋白水解度的响应面设计方案和结果

见表２．利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．０响应面软件

对表２所示试验结果进行回归分析，得到带鱼

蛋白水解度对底物质量分数、蛋白酶质量分数、

酶解ｐＨ值、酶解温度和酶解时间五因素的二

次多项回归方程，即

Ｙ＝３８．２１＋０．２７Ｘ１＋０．０９９Ｘ２＋０．２２Ｘ３＋

０．２１Ｘ４＋０．１１Ｘ５－０．１１Ｘ１Ｘ２－０．２２Ｘ１Ｘ３－

０．２８Ｘ１Ｘ４－０．３６Ｘ１Ｘ５－０．０３２Ｘ２Ｘ３－０．１４Ｘ２Ｘ４－

０．２８Ｘ２Ｘ５－０．２２Ｘ３Ｘ４－０．１３Ｘ３Ｘ５－０．２８Ｘ４Ｘ５－

０．７０Ｘ１
２－０．６０Ｘ２

２－０．４８Ｘ３
２－

０．７２Ｘ４
２－０．７９Ｘ５

２

带鱼蛋白水解度的回归模型方差分析见表

３．由表３可知，带鱼蛋白水解度的二次多项式

相关系数Ｒ２＝０．９３７８，这表明带鱼蛋白水解度

对５个自变量因素的二次多项回归模型具有良

好的拟合度．模型Ｐ＜０．０００１，表明带鱼蛋白水

解度的回归模型极显著，可以较好地分析和预

测带鱼蛋白酶解工艺条件．此外，回归模型的一

次项Ｘ１是极显著的（Ｐ＜０．０００１），Ｘ３，Ｘ４和Ｘ５
是显著的（Ｐ＜０．０５），Ｘ２是不显著的（Ｐ＞

０．０５）；二次项Ｘ１
２，Ｘ２

２，Ｘ３
２，Ｘ４

２和 Ｘ５
２均是显

著的；交互项Ｘ１Ｘ３，Ｘ１Ｘ４，Ｘ１Ｘ５，Ｘ２Ｘ５，Ｘ３Ｘ４和

·８２·
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表２　带鱼蛋白水解度的响应面设计方案和结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈａｉｒｔａｉｌｐｒｏｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅ

试验
号

因素

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５
蛋白

水解度／％
试验
号

因素

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５
蛋白

水解度／％

１ －１ －１ ０ ０ ０ ３６．６３±０．０３ ２４ ０ １ １ ０ ０ ３７．１５±０．０３
２ １ －１ ０ ０ ０ ３７．２９±０．０４ ２５ －１ ０ ０ －１ ０ ３６．０５±０．０４
３ －１ １ ０ ０ ０ ３６．９９±０．０４ ２６ １ ０ ０ －１ ０ ３７．２６±０．０３
４ １ １ ０ ０ ０ ３７．２１±０．０２ ２７ －１ ０ ０ １ ０ ３６．６６±０．０４
５ ０ ０ －１ －１ ０ ３６．２５±０．０３ ２８ １ ０ ０ １ ０ ３６．７５±０．０５
６ ０ ０ １ －１ ０ ３７．２９±０．０６ ２９ ０ ０ －１ ０ －１ ３６．７８±０．０２
７ ０ ０ －１ １ ０ ３７．２２±０．０５ ３０ ０ ０ １ ０ －１ ３７．２３±０．０７
８ ０ ０ １ １ ０ ３７．３８±０．０２ ３１ ０ ０ －１ ０ １ ３６．９６±０．０６
９ ０ －１ ０ ０ －１ ３６．０１±０．０４ ３２ ０ ０ １ ０ １ ３６．９１±０．０２
１０ ０ １ ０ ０ －１ ３７．１２±０．０１ ３３ －１ ０ ０ ０ －１ ３５．９１±０．０３
１１ ０ －１ ０ ０ １ ３６．８８±０．０２ ３４ １ ０ ０ ０ －１ ３７．２５±０．０１
１２ ０ １ ０ ０ １ ３６．８９±０．０３ ３５ －１ ０ ０ ０ １ ３６．９４±０．０１
１３ －１ ０ －１ ０ ０ ３６．２２±０．０３ ３６ １ ０ ０ ０ １ ３６．８５±０．０３
１４ １ ０ －１ ０ ０ ３７．１２±０．０６ ３７ ０ －１ ０ －１ ０ ３６．４６±０．０２
１５ －１ ０ １ ０ ０ ３７．３６±０．０７ ３８ ０ １ ０ －１ ０ ３６．８９±０．０４
１６ １ ０ １ ０ ０ ３７．３７±０．０４ ３９ ０ －１ ０ １ ０ ３７．２３±０．０４
１７ ０ ０ ０ －１ －１ ３６．０２±０．０２ ４０ ０ １ ０ １ ０ ３７．０８±０．０２
１８ ０ ０ ０ １ －１ ３７．１８±０．０２ ４１ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．２６±０．０５
１９ ０ ０ ０ －１ １ ３６．８９±０．０５ ４２ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．１９±０．０７
２０ ０ ０ ０ １ １ ３６．９３±０．０１ ４３ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．１１±０．０４
２１ ０ －１ －１ ０ ０ ３６．９６±０．０２ ４４ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．３３±０．０３
２２ ０ １ －１ ０ ０ ３６．９８±０．０６ ４５ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．０２±０．０５
２３ ０ －１ １ ０ ０ ３７．２６±０．０３ ４６ ０ ０ ０ ０ ０ ３８．３６±０．０３

表３　带鱼蛋白水解度的回归模型方差分析

Ｔａｂｌｅ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌｆｏｒｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｄｅｇｒｅｅｏｆｈａｉｒｔａｉｌｐｒｏｔｅｉｎ

差异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 １４．７３ ２０ ０．７４ １８．８５ ＜０．０００１
Ｘ１ １．１８ １ １．１８ ３０．１３ ＜０．０００１
Ｘ２ ０．１６ １ ０．１６ ４．０４ ０．０５５２
Ｘ３ ０．７５ １ ０．７５ １９．１５ ０．０００２
Ｘ４ ０．６９ １ ０．６９ １７．６３ ０．０００３
Ｘ５ ０．１９ １ ０．１９ ４．９０ ０．０３６２
Ｘ１Ｘ２ ０．０５ １ ０．０５ １．２４ ０．２７６３
Ｘ１Ｘ３ ０．２０ １ ０．２０ ５．０７ ０．０３３４
Ｘ１Ｘ４ ０．３１ １ ０．３１ ８．０３ ０．００９０
Ｘ１Ｘ５ ０．５１ １ ０．５１ １３．０８ ０．００１３
Ｘ２Ｘ３ ０．００ １ ０．００ ０．１１ ０．７４５０
Ｘ２Ｘ４ ０．０８ １ ０．０８ ２．１５ ０．１５４８
Ｘ２Ｘ５ ０．３０ １ ０．３０ ７．７４ ０．０１０１

差异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
Ｘ３Ｘ４ ０．１９ １ ０．１９ ４．９５ ０．０３５３
Ｘ３Ｘ５ ０．０６ １ ０．０６ １．６０ ０．２１７６
Ｘ４Ｘ５ ０．３１ １ ０．３１ ８．０３ ０．００９０
Ｘ１
２ ４．２４ １ ４．２４ １０８．４７ ＜０．０００１

Ｘ２
２ ３．１４ １ ３．１４ ８０．２４ ＜０．０００１

Ｘ３
２ ２．０３ １ ２．０３ ５１．８６ ＜０．０００１

Ｘ４
２ ４．５７ １ ４．５７ １１６．９３ ＜０．０００１

Ｘ５
２ ５．４４ １ ５．４４ １３９．１７ ＜０．０００１

残差 ０．９８ ２５ ０．０４
失拟 ０．８９ ２０ ０．０５ ２．５９ ０．１４７２
纯误差 ０．０９ ５ ０．０２ １８．８５ ＜０．０００１
总和 １５．７０ ４５ ０．７４ ３０．１３ ＜０．０００１

　注：Ｐ＜０．００１表示极显著，Ｐ＜０．０５表示显著，Ｐ＞０．０５表示不显著．

Ｘ４Ｘ５是显著的，Ｘ１Ｘ２，Ｘ２Ｘ３，Ｘ２Ｘ４和 Ｘ３Ｘ５是不

显著的．通过上述分析可知，二次多项回归模型

显著，影响酶解效果的各因素对带鱼蛋白水解

度的影响不是简单的线性关系，其中，底物质量

·９２·
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分数、酶解ｐＨ值、酶解温度和酶解时间是影响

带鱼蛋白酶解工艺的重要因素．

根据带鱼蛋白水解度的回归模型，利用

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．０响应面分析软件绘制各

因素交互作用的响应曲面图和等高线图，如图

７所示．在响应曲面图中，对蛋白水解度影响越

大的因素，其曲线变化趋势越大．在等高线图

中，轴向等高线越密集，说明该因素对蛋白水解

度的影响越显著［１８］．从图７的响应曲面图可以

看出，Ｘ１，Ｘ３，Ｘ４，Ｘ５对蛋白水解度影响显著，Ｘ２
对蛋白水解度影响不显著；从图７的等高线图

可以看出，Ｘ１Ｘ３，Ｘ１Ｘ４，Ｘ１Ｘ５，Ｘ２Ｘ５，Ｘ３Ｘ４，Ｘ４Ｘ５
之间交互作用显著，Ｘ１Ｘ２，Ｘ２Ｘ３，Ｘ２Ｘ４，Ｘ３Ｘ５之

间交互作用不显著．

响应面优化试验结果表明，当底物质量分

数为５．２９％，蛋白酶质量分数为２．６６％，酶解

·０３·
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图７　各因素交互作用的响应曲面图和等高线图

Ｆｉｇ．７　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓ

ｐＨ值为８．２９，酶解温度为６２．９５℃，酶解时间
为１６７．６９ｍｉｎ时，理论上带鱼蛋白水解度最
高，为３６．４９％．为了便于试验操作，将最优酶
解工艺条件修正为底物质量分数为５．３％，蛋
白酶质量分数为２．７％，酶解ｐＨ值为８．３，酶解
温度为６３℃，酶解时间为１６８ｍｉｎ．在该酶解条
件下，进行了３次平行验证试验，得到带鱼蛋白

水解度为３７．０７％．验证试验的结果与响应面
优化试验回归模型预测值之间的差异不显著

（Ｐ＞０．０５），说明该模型适用于带鱼蛋白酶解
工艺的分析和预测．

３　结论

本文以带鱼为原材料，从６种蛋白酶中筛

·２３·
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选出碱性蛋白酶作为带鱼蛋白酶解的最佳蛋白

酶，进而利用单因素试验和响应面试验优化了

带鱼蛋白酶解的工艺条件．结果表明：带鱼蛋白

酶解的最佳工艺条件为底物质量分数５．３％，

蛋白酶质量分数２．７％，酶解ｐＨ值８．３，酶解温

度６３℃，酶解时间１６８ｍｉｎ．在此条件下，带鱼

蛋白水解度达到３７．０７％，与响应面优化试验回

归模型预测值基本一致．该研究有望减少带鱼蛋

白资源的浪费，为使用碱性蛋白酶酶解带鱼蛋白

获取带鱼蛋白肽提供了参考，为开发带鱼蛋白肽

粉等海洋功能性蛋白产品提供了借鉴．
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