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克氏螯虾虾头Protamex蛋白酶水解产物的 

抗氧化活性和功能性质研究 
 

李松林 

（淮阴工学院食品工程系，南京大学淮安高新技术研究院，江苏淮安 223003） 

摘要：使用 Protamex 蛋白酶对克氏螯虾虾头蛋白进行水解，以制备抗氧化活性肽。结果表明：虾头蛋白肽的还原力、Fe2+螯合

力和 DPPH 自由基清除能力与蛋白肽的浓度之间存在量效关系，均随着肽浓度的增大而增大。通过对蛋白肽的分子量分布进行研究

发现，95.14%的多肽的分子量小于 1000 Da。同时测定了酶解产物的功能特性，结果表明 pH 对虾头蛋白水解物的溶解性、起泡性和

乳化性具有显著影响。 
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Abstract: Protamex was used as biocatalyst to hydrolyze the crayfish (Procambarus clarkia) head protein (CHP) to prepare antioxidant 

peptides. The antioxidant activities of crayfish (Procambarus clarkii) head protein hydrolysate (CHPH), including reducing power, Fe2+ 

chelating activity, DPPH radical scavenging activity, increased with increasing the hydrolysate concentration. The molecular weight distribution 

of CHPH revealed that 95.14% of the total amount was peptides with molecular weight lower than 1000 Da. And pH values had a significant 

effect on solubility, foaming capacity and emulsion activity of the hydrolysate. 
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克氏原螯虾，原产于北美洲，1929年由日本引入

到我国[1]。克氏螯虾味道鲜美，营养丰富，带动了我

国龙虾养殖业和出口冻虾仁加工业的发展。然而，冻

虾仁加工中有接近虾质量80%的大量虾头、虾壳被废

弃，造成了严重的浪费和环境污染。据报道虾头中含

粗蛋白13.13%，粗脂肪4.5%，甲壳质10~15%和壳聚

糖7.5%，同时含有虾油、虾青素和各种氨基酸等[2]。

江苏盱眙龙虾资源丰富，年产量可达10000 t 以上。随

着克氏螯虾虾仁加工企业生产规模的提高和产量的扩

大，产生了大量的虾头废弃物。如果不对虾头进行处

理，既造成了资源的浪费，又导致污染环境。 

蛋白质类天然抗氧化剂物质中最有前途的当属肽

类，肽类不仅在油溶体系中有良好的增效作用，而且 
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在水溶体系、乳化体系及干燥体系中也有较高的抗氧

化活性。许多研究证实，氧化与人类及其他动物的许

多疾病，诸如癌症、老化、风湿性关节炎等的发病机

理有关[3]。人体通过适当摄入具有抗氧化活性的物质，

可以降低体内自由基水平，防止脂质过氧化，帮助机

体抵御疾病[4]。由于化学合成抗氧化剂可能具有潜在

的毒性，因此人们更加关注天然抗氧化剂的开发与应

用。 

本研究运用 Protamex 蛋白酶对克氏螯虾虾头蛋

白进行水解，获得了抗氧化活性肽，并测定了其抗氧

化活性和功能性质，为从废弃虾头中提取天然的抗氧

化剂提供了理论依据，同时为进一步分析研究虾头蛋

白抗氧化肽的结构及其作用机理提供了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

克氏螯虾虾头，江苏淮安盱眙县；Protamex蛋白

http://eng.hyit.edu.cn/show.aspx?id=31&cid=11
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酶，南宁庞博生物工程有限公司；菲洛嗪，丹麦诺维

信公司；DPPH（二苯代苦味酰基自由基），GSH（谷

胱甘肽），ABTS（2,2-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-

磺酸）二铵盐），美国 Sigma-aldrich 公司；其他试剂

均为分析纯。 

HH-600 数显恒温水浴锅，UV752N 紫外可见分光

光度计，上海精科实业有限司；FreeZone 6 L真空冷

冻干燥机，美国 Labconco 公司；FA-2104N 电子分析

天平，上海精密科学仪器有限公司；eppendorf 5430

台式高速离心机，艾本德中国有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  虾头蛋白肽的制备工艺 

虾头→干燥→研磨→虾头粉→脱脂虾头→碱提酸沉→离

心→沉淀物真空冷冻干燥→虾头蛋白→酶解→灭酶（100 ℃水

浴，10 min）→离心（10000 r/min，30 min）→上清液→浓缩

→真空冷冻干燥→虾头蛋白肽 

其中酶解条件为：酶/底物=1:500，虾头粉/水=1:7，

温度 55 ℃，pH=7.0，时间 t=320 min。酶解反应完成

后，对水解产物的水解度（degree of hydrolysis，DH）

进行测定[5]。 

1.2.2  虾壳蛋白肽抗氧化功能评价 

DPPH·自由基清除能力测定[6]，还原能力测定[6]，

Fe2+螯合力测定[7]。 

1.2.3  虾头蛋白肽功能特性评价 

pH-溶解度的测定[8]，泡沫形成能力的测定[9]，乳

化性测定[10]。 

1.2.4  水解物的分子量分布 

采用高效凝胶渗透色谱法测定，色谱柱：TSK gel 

G2000 SWXL (7.8 mm×30 cm)。洗脱液：水/乙腈/三氟

乙酸 (55:45:0.1, v/v/v)。柱温为室温，流速为 0.5 

mL/min。检测波长：220 nm。制作标准曲线的标准样

品：Gly-Gly-Gly (189 Da)，Gly-Gly-Tyr-Arg (451 Da)，

杆菌肽 (1450 Da)和细胞色素 C (12384 Da)。 

2  结果与分析 

2.1  还原力 

由图 1 可知，虾头蛋白酶水解产物（DH=13.6%）

具有较强的还原能力，而且与样品的浓度呈现出明显

规则的递增趋势。但是在 0~1 mg/mL的浓度范围内，

CHPH 的还原力要低于对照品 BHT。这可能是由于

CHPH 是多肽混合物，其中某些多肽只有较弱或者无

还原力。Binsan 等人报道，凡纳滨对虾的头胸部中的

生物活性提取物的还原力同样与提取物的浓度具有线

性递增趋势[11]。 

 

图1 克氏螯虾虾头水解物的还原能力 

Fig.1 Reducing power of CHPH 

2.2  Fe2+螯合力 

菲洛嗪与Fe2+会形成复合物，螯合剂可以阻断此复

合体的形成，导致复合体颜色逐渐变淡，因此可以通

过颜色的变化来评价螫合剂的金属离子螯合能力[12]。

由图2所示，虾头蛋白水解物的Fe2+螯合力随着浓度的

增大而增大。虽然螯合能力低于EDTA，但是在浓度为

6.0 mg/mL时，其Fe2+螯合力达到了83%以上。 

 
图2 克氏螯虾虾头水解物的Fe2+螯合能力 

Fig.2 Fe2+-chelating activity of CHPH 

2.3  对 DPPH·自由基的清除能力 

 

图3 克氏螯虾虾头水解物的DPPH·自由基清除能力 

Fig.3 Scavenging effect of CHPH on DPPH 

DPPH·自由基清除实验被广泛应用于测定蛋白水

解物的抗氧化性。如图 3 所示，对 CHPH在不同浓度

下的 DPPH·自由基清除活力进行了测定，同时使用

BHT 作为自由基清除的对照。虾头蛋白肽的自由基清
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除活力具有一定的剂量效应，随着水解物浓度的增加，

其 DPPH·自由基清除能力呈现递增的趋势。IC50(即自

由基清除能力达到 50%时所需酶解样品的浓度)被广

泛用于测定自由基清除功效。IC50 越低，表明该物质

的自由基清除能力越高。在本实验中，虾头蛋白水解

物的 IC50 为 0.175 mg/mL，高于 BHT（IC50=0.095 

mg/mL）。这是由于 BHT 本身为强抗氧化剂，而虾头

蛋白肽是由不同的多肽混合物组合而成。其中某些分

子量范围的多肽可能具有较强的自由基清除活力，然

而其中可能还包括某些多肽只有较弱的清除活力，甚

至不具有活力。 

2.4  虾壳蛋白水解物分子量分布 

多肽的分子量大小与其抗氧化性具有一定的相关

性。如图4和表1所示，95.14%的虾头蛋白水解物的分

子量小于1000 Da。这说明水解物中包含了大量的低分

子量多肽。这些低分子量多肽中分子量小于180 Da的比

例为45.15%，37.68%的多肽分子量为180~500 Da，

12.31%的多肽分子量为500~1000 Da。Gao等人报道了

棉籽蛋白水解物中，由分子量为0.8~1.2 kDa组成的多肽

具有最强的抗氧化性活力[13]。因此，虾头水解物的抗

氧化性活力可能主要来源于分子量小于1000 Da的多肽

部分。 

 

图 4 虾壳蛋白水解物的分子量分布 

Fig.4 Molecular weight distribution profi le of CHPH 

表 1 虾头白水解物的分子量分布 

Table 1 Molecular weight distribution profile of CHPH 

分子量/Da 多肽比例/% 

<180 45.15 

180~500 37.68 

500~1000 12.31 

1000~2000 3.19 

2000~3000 0.72 

3000~5000 0.44 

>5000 0.51 

<1000 95.14 

 

2.5  溶解度 

 
图 5 克氏螯虾虾头水解物的在不同 pH条件下的溶解度 

Fig.5 Solubility of CHPH prepared with Protamex at different 

pH 

不同pH条件下的虾头蛋白溶解性曲线如图5所示。

溶解度是蛋白质最主要的功能性质之一，可以反映出

蛋白质表面的亲水集团和疏水集团之间的平衡[14]。图2

反映了未处理过的CHP在pH=5附近具有最低溶解度值

25%。在pH=3~8的范围内，CHPH的溶解度大于57%。

当pH=5时，同样具有最低溶解度；而在pH=8时，溶解

度达到了80%。这说明pH值对水解物的溶解度具有重

要的影响。 

2.6  起泡性 

 
图 6 克氏螯虾虾头水解物的在不同 pH条件下的起泡性 

Fig.6 Foaming capacity of CHPH prepared with Protamex at 

different pH 

由图6所示，pH值对CHP和CHPH的起泡性均具有

显著的影响。其中在pH=5时，两者的起泡性最低。这

与两者在不同pH值下的溶解度保持一致。这可能是因

为低溶解度的蛋白质不能迅速移动到空气/水的接触界

面，因此导致了较低的起泡性。随着pH值的继续增大

（pH=5~8），起泡性快速增加。在pH=8时，CHPH的起

泡性到达了18%左右。Li等人在对草鱼蛋白的水解物进

行起泡性研究时，同样发现起泡性随着pH值的增加而

增加（pH=4~8）[15]。 

2.7  乳化性 

 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2013, Vol.29, No.4 

732 

 

图 7 克氏螯虾虾头水解物的在不同 pH条件下的乳化性 

Fig.7 Emulsifying activity index of CHPH prepared with 

Protamex at different pH 

如图7所示，pH对CHPH和CHP的乳化性具有显著

的影响。与不同pH条件下的溶解度相似，乳化性指数

（EAI，emulsifying activity index）在pH=5时最低。同

时，EAI随着蛋白溶解度的增大而增大。原因可能在于，

当pH=5时，蛋白质溶解度最低而无法快速扩散并吸附

在油/水界面。由于在不同pH条件下蛋白质溶解度的改

变，因此导致了EAI的变化。较低分子量的蛋白质容易

扩散、并在界面发生吸附，从而降低界面张力，这可

能是CHPH的乳化能力高于CHP的原因；在较高pH条件

下，由于蛋白质所带负电荷使未能展开的蛋白质肽链

相互排斥而在界面进行定向排列，这样有利于肽链中

亲水和疏水氨基酸残基的暴露，促进其在油/水界面的

作用，降低表面张力。这可能是CHPH在较高pH时乳化

能力高的原因。 

3  结论 

通过酶解的方式水解克氏螯虾虾头蛋白，可以得

到具有抗氧化性的肽类。虾头蛋白肽的还原能力，Fe2+

螯合力和自由基清除能力与蛋白肽的浓度之间存在着

量效关系，均随着水解物浓度的增大而增大。通过对

水解物的分子量分布进行研究发现，95.14%的多肽的

分子量小于1000 Da。实验结果证明，虾头蛋白水解物

具有一定的抗氧化活性，具有良好的功能特性，为从

虾头蛋白中提取天热的抗氧化剂提供了有力的证据，

同时为进一步研究虾头蛋白抗氧化肽的结构和作用机

理提供了基础。 
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