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鱿鱼内脏蛋白酶的提取工艺研究 
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摘要：本文以鱿鱼内脏为原料提取蛋白酶。考察了各因素对提取效果的影响，包括用于提取的 NaCl 溶液浓度、内脏和提取液

的固液比、提取温度、提取时间等。此外，根据蛋白质等电点沉淀原理，调粗酶液的 pH 值去除杂蛋白；并进一步比较了各种絮凝剂

去除粗酶提取液中杂蛋白的效果。结果表明：NaCl 溶液浓度为 0.5%，固液比为 1.0:1.5，常温下提取 60 min 可达到较好的提取效果，

蛋白酶的回收率达到 96.06%，比酶活达到 1.33 U/mg。调粗酶液的 pH 值为 4.5 左右，杂蛋白去除效果较好；Fe2(SO4)3是较好的絮凝

剂，向粗酶液中添加 1% Fe2(SO4)3溶液，当添加比为 4:1（V/V，粗酶液/Fe2(SO4)3溶液）时，进一步去除杂蛋白的效果较好，蛋白酶

的回收率达 80.33%，比酶活达到 9.37 U/mg。 
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Abstract: In this paper, extraction of protease from squid viscera was studied. Factors such as the concentration of NaCl solution used in 

protease extraction, the ratio of squid viscera solid to NaCl solution, extracting temperature, extracting time and so on, which influenced the 

extraction effect, were investigated. The pH of the crude protease extraction solution was adjusted to remove impurity based upon the isoelectric 

precipitation principle. Various flocculants were compared in terms of their removing effect of impurity from crude protease extraction solution. 

Results showed that the optimal extracting conditions were as follows: the concentration of NaCl solution 0.5%, the ratio of solid to solution 

1.0:1.5, ambient temperature and extraction time 60 min. Under the above-mentioned conditions, 96.06 % of total protease activity was 

recovered; the specific protease activity reached 1.33 U/mg. by Adjusting the pH of crude protease extraction solution to 4.5, the impurities was 

removed. Among various flocculants, Fe2(SO4)3 was found to be the best. By adding 1% Fe2(SO4)3 solution to crude protease extraction solution, 

the impurities can be removed when the ratio of crude protease extraction solution to Fe2(SO4)3 solution reaching 4:1 (V/V). Under such 

conditions, 80.33 % of total protease activity was recovered; the specific protease activity reached 9.37 U/mg. 
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鱿鱼是目前远洋渔业中最具有开发潜力的品种之

一[1]。一般来说，在鱿鱼加工中有30%左右的内脏及表

皮等废弃物产生[2]。对这些废弃物，一般将其用于生产

鱿溶浆等饲料，或者作为垃圾处理，这不仅是对渔业

资源的巨大浪费，而且还造成严重的环境污染[3,4]。因

此，鱿鱼内脏等废弃物的利用亟待加强。 
鱿鱼内脏等废弃物中含有丰富的内源蛋白酶[5~7]。

LEE 等报道了鱿鱼肌肉和内脏（主要是肝脏和胰脏）

含有丰富的活性较高的组织蛋白酶 C，该酶具有二肽

转移酶和二肽水解酶活力，利用其水解鱿鱼蛋白可提 
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高水解物的鲜美味[8]。鱿溶浆的生产也是利用鱿鱼内

脏自身的内源蛋白酶将自身液化；童军锋提出鱿鱼内

脏可采用自身酶解发酵法，可作为制造鱼酱油的原料
[9]。以上事实表明，鱿鱼内脏中含有丰富的蛋白酶，

可以作为提取蛋白酶的原料。根据鱿鱼内脏的上述特

点，本文将研究从鱿鱼内脏中提取混合蛋白酶的工艺

条件，这不仅可以解决环境污染问题，还为鱿鱼内脏

等废弃物的的综合利用提供了一条新途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 
1.1.1  实验材料 

鱿鱼内脏：广州市天河区长湴市场提供。 
1.1.2  试剂 
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干酪素（酪蛋白）、三氯乙酸、酪氨酸、盐酸、磷

酸氢二钠、磷酸二氢钠、氢氧化钠、G-250 考马斯亮

蓝、磷酸、无水乙醇、95%乙醇、NaCl、KAl(SO4)2、

Al2(SO4)3、Fe2(SO4)3、FeCl3、冰乙酸、乙酸钠，均为

分析纯 
1.2  实验方法 
1.2.1  原料处理  

取鱿鱼内脏用组织捣碎机捣碎匀浆，于-20℃冰箱

储藏，用时取出解冻。 
1.2.2  蛋白酶活性的测定 

按参考文献[10]的方法略作改进，采用紫外分光光

度法测定。以酪蛋白为底物，取 1.0%（m/V）酪蛋白

1.0 mL，于 37 ℃预热 5 min，再加入蛋白酶液 0.1 mL
于 37 ℃反应 10 min 后，加入 3.0 mL 10.0%的三氯乙

酸终止反应，静置 15 min 后过滤，上清液于 275 nm
下测定 OD 值。对照管先加 10%三氯乙酸，后加蛋白

酶液。标准曲线方程为：y=0.0710x-0.0012，R2=0.9997，
其中 y 代表吸光度，x 代表酪氨酸的浓度。 

蛋白酶活力单位定义：规定在 37 ℃、pH 7.0 的条

件下，水解酪蛋白每分钟产生酪氨酸 1.0 μg 为一个活

力单位。则 1.0 g 蛋白酶在 37 ℃、pH 7.0 的条件下所

具有的活力单位 U 为： 

t
NVKA ×××

= 样酶活 )U(  

注：A 样：样品液光吸收值；K：标准曲线上光吸收为 1

时的酪氨酸的吸光度；V：比色管的总体积（mL），本试验 V

＝4.1 mL；t：酶促反应的时间（min），本实验 t=10 min；N：

酶液的稀释倍数。 
1.2.3  蛋白质的测定  

Bradford 法[11]，即每支试管加入 0.1 mL 样品溶液

(或稀释后的样品溶液)，再加入 5.0 mL 考马斯亮蓝试

剂，将溶液振荡摇匀，放置 10 min 后，以 0.1 mL 蒸

馏水中加 5.0 mL 考马斯亮蓝试剂为空白对照，在 595 
nm 测定 OD 值。根据标准曲线定义的线性方程：

y=0.0007x+0.0058，R2=0.9996，计算出待测样品的蛋

白浓度。其中 y代表吸光度，x代表蛋白质浓度μg/mL。 
1.2.4  鱿鱼内脏蛋白酶比酶活、纯化倍数以及回收率

的计算 
比酶活=蛋白酶总酶活/蛋白质总含量 

纯化倍数=每次处理后的比酶活/原料比酶活 

蛋白酶回收率%=每次处理后总酶活/原料总酶活×100% 

1.2.5  鱿鱼内脏蛋白酶提取液 NaCl 浓度的选择 
各取 1.0 g 经过组织捣碎机捣碎的鱿鱼内脏，加入

0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、0.5%、0.6%、0.7%、0.8%、

0.9%、1.0%的 NaCl 溶液 1.0 mL，摇匀，常温放置抽

提 30 min，5000 r/min 冷冻离心 20 min，取上清液测

定总酶活和总蛋白质含量，计算蛋白酶的比酶活、纯

化倍数和蛋白酶回收率。 
1.2.6  固液比的选择 

各取 1.0 g 经过组织捣碎机捣碎的鱿鱼内脏，分别

加 0.5 % NaCl 溶液 0.5 mL、1.0 mL、1.5 mL、2.0 mL、
2.5 mL、3.0 mL、3.5 mL,使鱿鱼内脏与 NaCl 溶液的

固液比为 1.0:0.5~1.0:3.5，室温静置 30 min，5000 r/min
冷冻离心 20 min，取上清液测定总酶活和总蛋白质含

量。计算蛋白酶比酶活、纯化倍数和蛋白酶回收率。 
1.2.7  提取时间的选择 

选择固液比为 1.0:1.5，进行以下的实验。各取 1.0 
g 鱿鱼内脏加 1.5 mL 0.5% NaCl 溶液溶解，室温静置

15 min、30 min、45 min、60 min、75 min、90 min、
105 min，5000 r/min 冷冻离心 20 min，取上清液测定

总酶活和总蛋白质含量，计算蛋白酶比酶活、纯化倍

数和蛋白酶回收率。 
1.2.8  调 pH 值沉淀杂蛋白的条件研究 

按优化后的条件提取鱿鱼内脏蛋白酶，取所得粗

酶液 1.0 mL，以 0.1 mol/L HCl 和 0.1 mol/L NaOH 调

pH 为 4~8，5000 r/min 冷冻离心 20 min，弃沉淀，测

定上清液的总酶活和总蛋白质含量，计算蛋白酶比酶

活、纯化倍数和蛋白酶回收率。根据蛋白酶纯化倍数

和回收率确定合适的 pH。 
1.2.9  絮凝剂的选择 

取 1.2.8 中的经处理的鱿鱼内脏蛋白酶液 1.0 mL，
分别添加 1.0 %的絮凝剂 KAl(SO4)2、Al2(SO4)3、

Fe2(SO4)3、FeCl3、壳聚糖[12~14]各 0.2 mL、0.4 mL、0.6 
mL，沉淀杂蛋白，常温静置 30 min，并观察絮凝现象，

过滤，取滤液测定蛋白酶总酶活和总蛋白质含量。比

较不同添加量的各种絮凝剂对蛋白酶比酶活、纯化倍

数和蛋白酶回收率的影响，选择最好的一种絮凝剂。 
1.2.10  絮凝剂添加量的选择 

分别取 1.2.8 中经处理的鱿鱼内脏蛋白酶液 6.0 
mL，分别添加 0.5 mL、1.0 mL、1.5 mL、2.0 mL、2.5 
mL、3.0 mL 1.0% Fe2(SO4)3溶液，静置 30 min，过滤，

测定上清液中蛋白酶的总酶活和总蛋白含量。比较不

同添加量的硫酸铁对蛋白酶比酶活、纯化倍数和蛋白

酶回收率的影响，选择最适的硫酸铁添加量。 
1.2.11  鱿鱼内脏蛋白酶提取液中残留铁离子的测定 

铁离子测定方法，采用国标邻二氮菲（1,10-二氮

杂菲，也称邻菲罗啉）的方法测定微量铁[15]。铁离子

测定的标准曲线方程为：y=0.004x+0.0028，R2=0.9997，
y 代表吸光度，x 代表铁离子的浓度 μg/mL。 

于 50.0 mL 容量瓶中分别加入 5.0 mL 1.2.10 中的
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试样溶液，分别加入 10.0%盐酸羟胺溶液 1.0 mL，稍

摇动，再加入 0.1%邻二氮菲溶液 2.0 mL 及 5.0 mL 醋

酸-醋酸钠缓冲溶液，加水稀释至刻度，充分摇匀，放

置 5 min，用 1.0 cm 比色皿，以不加铁标准溶液的试

液为参比液，选择最大测定波长 510 nm 为测定波长，

平行测 A 值。求其平均值，在标准曲线上查出铁的质

量，计算样液中铁的质量浓度。 

2  结果与讨论 

2.1  NaCl 溶液浓度对鱿鱼内脏蛋白酶提取液提取效

果的影响 
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图1 NaCl溶液浓度对蛋白酶纯化倍数及回收率的影响 

Fig.1 The influence of NaCl solution concentration on the 

recovery rate and purity of protease 

由图 1 可以看出：随着 NaCl 溶液浓度的增大，

提取液中蛋白酶纯化倍数和回收率均呈先增大后降低

的趋势。当 NaCl 的浓度达到 0.5%时，蛋白酶的比酶

活为 0.97 U/mg，纯化倍数为 3.23，回收率为 78.74%。

而此后的蛋白酶纯化倍数和回收率均不再增加。综合

图 1 中蛋白酶纯化倍数和蛋白酶回收率，考虑到工业

化生产蛋白酶，最终产品中 NaCl 含量越低越好；同

时为尽量降低生产成本，NaCl 溶液浓度宜选择 0.5%。 
2.2  固液比对提取效果的影响 

 
图2 固液比对蛋白酶纯化倍数和回收率的影响 

Fig.2 The influence of the ratio of solid to liquid on the recovery 

rate and purity of protease 

由图 2 可以看出：随着固液比的增大，鱿鱼内脏

蛋白酶提取液的蛋白酶的纯化倍数呈先增大后降低的

趋势，蛋白酶回收率呈递减的趋势，当鱿鱼内脏与提

取液的固液比为 1.0:1.5 时，纯化倍数最大为 1.76，比

酶活为 1.66 U/mg，蛋白酶回收率为 69.36%，说明随

着固液比的增大，鱿鱼内脏中的蛋白酶被盐溶液溶解

出来。虽然蛋白酶的回收率在 1.0:0.5 和 1.0:1.5 时都较

大，1.0:0.5 的纯化倍数不高，综合图 2 中蛋白酶纯化

倍数和回收率，选择固液比 1.0:1.5 提取鱿鱼内脏中的

蛋白酶。 
2.3  提取时间对提取效果的影响 

 
图3 提取时间对蛋白酶纯化倍数和回收率的影响 

Fig.3 The influence of extracting time on the recovery rate and 

purity of protease 

由图 3 可以看出：当提取时间为 60 min 时鱿鱼内

脏蛋白酶提取液的蛋白酶纯化倍数最高为 2.10，比酶

活为 1.33 U/mg、蛋白酶回收率为 96.06%。此后蛋白

酶纯化倍数降低，回收率也降低。综合图 3 中蛋白酶

纯化倍数和回收率，选择提取时间为 60 min。 
2.4  去除粗酶液中杂蛋白的研究 

根据蛋白质的等电点原理，调粗酶液中蛋白质的

等电点，去除杂蛋白。 
在粗酶液中加入絮凝剂，通过絮凝剂的电中和、

吸附和桥连等作用可使杂蛋白形成絮状物而沉淀下

来，达到提高粗酶液纯度的效果。 
2.4.1  调 pH 值沉淀杂蛋白的效果 

由图 4 可以看出：随着 pH 值的增大，蛋白酶纯

化倍数呈现减小的趋势，蛋白酶回收率先增大后减小。

虽然蛋白酶的纯化倍数在 pH 4 时最高，但 pH 4 时蛋

白酶回收率比 pH 4.5 时的低，且蛋白酶回收率在 pH 
4.5 时最高，所以综合图 4 中蛋白酶纯化倍数和回收

率，选择 pH 4.5 沉淀鱿鱼内脏中的杂蛋白。pH 4.5 时

蛋白酶纯化倍数为 5.57，比酶活为 2.62 U/mg，蛋白

酶回收率 95.18%。因为粗蛋白酶液中的杂蛋白通过等

电点法沉淀下来，所以蛋白酶的纯化倍数、比酶活和

回收率相对较高。 
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图4 pH值对蛋白酶纯化倍数和回收率的影响 

Fig.4 The influence of pH on the recovery rate and purity of 

protease 

2.4.2  絮凝的选择 
表1 向鱿鱼内脏蛋白酶提取液中添加各种絮凝剂后的现象 

Table 1 The phenomena after the addition of various 

flocculants to the crude protease extraction solution 

絮凝剂 絮凝现象 过滤情况 絮凝效果

KAl(SO4)2 
有絮状沉淀产生,静置分 
层,分层较大,絮体清晰 较快 好 

Al2(SO4)3 
有絮状沉淀产生,静置分 
层,分层较大,絮体清晰 较快 好 

Fe2(SO4)3 
有絮状沉淀产生,静置分 
层,分层较大,絮体清晰 较快 好 

FeCl3 
有絮状沉淀产生,静置分 
层,分层较大,絮体清晰 较快 好 

壳聚糖 有絮状沉淀产生,絮体 
较小,絮体清晰 一般 较好 
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由表1中可以看出：添加了KAl(SO4)2、Al2(SO4)3、

Fe2(SO4)3、FeCl3的粗酶液过滤都较快，而且效果都很

好，说明铝盐和铁盐都有沉淀杂蛋白的效果。而壳聚

糖过滤速度一般，效果较好。由于要用于工业生产，

壳聚糖的生产成本太高，所以不采用。 

 
图5 不同添加量的絮凝剂对蛋白酶纯化倍数的影响 

Fig.5 The influence of flocculant dosage on the purity of 

protease 

由图 5 可以看出：铁盐的蛋白酶的纯化倍数高于

铝盐和壳聚糖。 

 
图6 不同添加量的絮凝剂对蛋白酶回收率的影响 

Fig.6 The influence of flocculant dosage on the recovery rate of 

protease 

由图6可以看出：随着的添加量增大，Fe2(SO4)3对

蛋白酶回收率的影响是呈减小的趋势，FeCl3和壳聚糖

的影响是先减小后增大；KAl(SO4)2、Al2(SO4)3的影响

均呈先增大后减小的趋势，Fe2(SO4)3添加量较少，而蛋

白酶回收率较高。 
综合比较图 5、6 中的结果，选择 Fe2(SO4)3作为

除杂的絮凝剂。 
2.4.3  絮凝剂添加量以及残留铁含量的测定 

 
图7 硫酸铁的添加量对蛋白酶纯化倍数和回收率的影响 

Fig.7 The influence of Fe2(SO4)3 dosage on the purity and 

recovery rate of protease 

 
图8硫酸铁添加量对铁离子残留量的影响 

Fig.8 The influence of Fe2(SO4)3 dosage on the residual rate of 

iron ion 
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2.4.3.1  硫酸铁添加量的选择 
由图 7 可以看出：当 6 mL 的粗酶液中 Fe2(SO4)3

的添加量为 15.0 mg 时，蛋白酶的纯化倍数最大为

10.65，比酶活为 9.37 U/mg，蛋白酶的回收率也最大

为 80.33%。说明 Fe2(SO4)3的添加量为 15.0 mg 时，鱿

鱼内脏蛋白酶提取液中的杂蛋白除去效果最好。 
2.4.3.2  絮凝过滤后酶液中残留铁离子的测定 

由图 8 可以看出：当 6.0 mL 的粗酶液中硫酸铁的

添加量为 10.0~15.0 mg 时，滤液中铁离子的残留量最

少 ， 为 64.08~65.39 μg ， 残 留 量 为 添 加 量 的

0.0044%~0.0064%，说明此时的硫酸铁大部分随着杂

蛋白被沉淀除去。综合考虑，选择 Fe2(SO4)3作为絮凝

剂。添加量的比例按 6.0 mL 粗酶液添加 1.0% 
Fe2(SO4)3溶液 1.5 mL（相当铁的量为 15.0 mg），即粗

酶液与 1.0% Fe2(SO4)3溶液（V/V）的比例为 4:1。 

3  结论 

此方法提取的鱿鱼内脏蛋白酶为多种蛋白酶的

混合物。提取的最佳工艺条件为：用于提取的 NaCl
溶液浓度为 0.5%，固液比为 1.0:1.5，在常温下抽提

60 min；根据蛋白质等电点沉淀原理，调粗酶液的 pH
值为 4.5 左右去除杂蛋白；并选用 Fe2(SO4)3作为沉淀

粗酶液中杂蛋白的絮凝剂，可进一步去除粗酶液中的

杂蛋白，添加量按粗酶液与 1% Fe2(SO4)3溶液（V/V）
的比例 4:1。此工艺条件下蛋白酶的比酶活、纯化倍

数和回收率都较高，蛋白酶的比酶活为 9.37 U/mg，
纯化倍数为 10.65，回收率为 80.33%。 
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