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东北林蛙卵蛋白酶解工艺及其酶解物的

抗疲劳活性

李永政，胡春晓，王  铮，金莉莉，王秋雨*
(辽宁大学生命科学院，辽宁 沈阳      110036)

摘   要：研究复合蛋白酶对东北林蛙卵蛋白的酶解工艺及其酶解物的抗疲劳活性。分别考察 pH 值、加酶量、固

液比、反应时间、反应温度对林蛙卵蛋白水解度的影响，并通过正交试验得到最佳酶解工艺条件：加酶量 3000U/g pro、
温度 55℃、pH8.0、水解时间 5h、固液比 1:5.5(m/V)。以昆明小鼠为实验对象，通过测定小鼠的负重游泳时间、

肝糖原及血乳酸含量，研究东北林蛙卵蛋白酶解物的抗疲劳活性，结果显示最佳优化条件下得到的林蛙卵蛋白酶解

物具有较好的抗疲劳作用。
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Abstract：In order to exploit the resource of Rana dybowskii eggs, protamex was used to hydrolyze egg protein into small

peptides in this study. The degree of hydrolysis of Rana dybowskii eggs was investigated with respect to hydrolysis parameters

such as pH, enzyme dose, solid-to-liquid ratio, hydrolysis time and temperature. The optimal hydrolysis parameters were

determined as follows: pH 8.0, 3000 U/g pro of enzyme dose, 55 ℃, 1:5.5 (m/V) of solid-to-liquid ratio and 5 h of hydrolysis

time. The hydrolysate obtained under these conditions was determined to have obvious anti-fatigue function in mice in terms of

weight-loaded swimming time and the contents of blood lactic acid and liver glycogen.
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东北林蛙俗称田鸡、哈士蟆、雪蛤等，在动物分

类上属于两栖纲、无尾目、蛙科、蛙属，广泛分布于

我国东北地区[1]，是集药、食补于一体的珍贵经济蛙种[2]。

近年来随着人工养殖技术的逐渐成熟和完善，其资源十分

丰富。东北林蛙卵具有较高的营养价值，脱脂后蛋白质

含量高达 80%，氨基酸种类齐全，含有人体营养所需的

9 种必需氨基酸，必需氨基酸与总氨基酸的比值(E/T)高达

49.64%，并且富含微量元素，是一种天然优质的保健食

品原料[ 3 - 4 ]。但长期以来，蛙卵一直作为林蛙加工的废

料，造成了优质动物蛋白资源的浪费。因此，蛙卵的有

效开发利用将显著增加林蛙产业的经济社会效益。

近年来科学研究表明，蛋白质经消化道酶促水解

后，主要以小肽的形式吸收，并且比完全游离氨基酸

更易被机体吸收利用[5]。与蛋白质相比，活性肽具有良

好的理化性质、加工性能以及重要的生理功能，如促

进矿物质的吸收，调节神经系统，抗衰老、降血压、

降血脂、降胆固醇、护肝、抗菌等作用 [ 6 ]。随着生物

技术的发展，利用酶法水解来改善蛋白质的功能性质已

被应用于工业化生产，所得活性肽亦可添加于食品或作

为营养保健品的基料，对提高蛋白资源利用率及经济价

值具有重要意义[7-8]。本实验以脱脂后的林蛙卵为原料，

研究复合蛋白酶对林蛙卵蛋白的最佳酶解条件，并检测

其酶解物的抗疲劳活性，以期对林蛙卵的合理利用及其

工业化产品的开发提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

东北林蛙卵由辽宁宏宇生物科技有限公司提供，50℃
烘干，粉碎，脱脂待用。

昆明种系实验小白鼠购于中国医科大学实验动物

部，动物健康合格证编号：SCXK(辽 2008-0005)，体质

量 18～22g，雄性。将小鼠随机分为 4 组，每组 30 只，

组间体质量经 t 检验无显著差异。林蛙卵蛋白组、酶解

后同剂量组和高剂量组的灌胃剂量分别为 0.625、0.625、
1.000g/(kg·d)，对照组为同体积的蒸馏水。各组连续

灌胃 35d 后进行各项指标的测定。

复合蛋白酶(5.8×104 U/g pro)    南宁东恒华道生物技

术有限公司；其他试剂均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 原料预处理

加热使蛋白质适度变性，可提高蛋白质的水解度。

保持其他条件不变，改变预处理温度和时间两个参数，

酶解后以水解度为指标确定最佳预处理条件。

1.2.2 酶解工艺条件优化

在不同 p H 值、加酶量、反应时间、固液比、反

应温度条件下，选用复合蛋白酶对林蛙卵蛋白进行酶

解，酶解后沸水浴灭酶 10min，8000r/min 离心 20min，
取上清液，以水解度为指标确定其最佳水解条件。并

在单因素试验的基础上，以反应温度、p H 值、固液

比、时间 4 个因素为变量，进行四因素三水平正交试验

(表 1 )，获得卵蛋白最适酶解条件。

1.2.4 负重游泳时间测定

小鼠于末次给予受试物 30min 后，尾部负重 5% 体

质量的铅丝，在水深不少于 30cm、水温(25 ± 0.5)℃的

游泳箱中游泳，记录小鼠从入水至沉入水下 10s 不能浮

出水面的时间，为其竭力游泳时间 [ 1 0 ]。

1.2.5 肝糖原含量测定

小鼠于末次给予林蛙卵蛋白酶解物 30min 后，30℃
水箱中游泳 90min，颈椎脱臼处死取出肝脏，经生理盐

水漂洗，滤纸吸干，精确称取肝脏 200mg，加 8mL 三

氯醋酸匀浆 1min，3000r/min 离心 15min，取上清液用

蒽酮法测定肝糖原含量[11 ]。

1.2.6 血乳酸含量的测定

小鼠于末次给予林蛙卵蛋白酶解物 30min 后，在

水深 30cm、水温 30℃的游泳箱中无负重游泳 90min，
休息 15min，拔眼球采全血约 0.5mL。待血液凝固后

2000r/min 离心 15min，取血清测定血乳酸含量[12]。

2 结果与分析

2.1 东北林蛙卵蛋白粉中粗蛋白含量的分析结果

3 次实验测得脱脂东北林蛙卵中粗蛋白的含量为

80.07%。

2.2 酶解的预处理条件对林蛙卵蛋白酶解度的影响

2.2.1 预处理温度

水平
                          因素

A 反应温度 /℃ B 反应时间 /h C固液比(m/V) D pH
1 53 4.0 1:4.5 7.0
2 55 4.5 1:5.0 7.5
3 57 5.0 1:5.5 8.0

表 1 L9(34)正交试验因素水平设计表

Table 1   Factors and levels of orthogonal tests

图 1 预处理温度对林蛙卵蛋白水解度的影响

Fig.1   Effect of pre-treatment temperature on hydrolysis degree of
egg protein
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在加酶量为 3000U/g pro、固液比 1:5、pH7.5 条件

下，保持加热时间(10min)不变，在不同温度(75、80、
8 5、9 0、9 5、1 0 0℃)条件下对蛙卵蛋白进行预处理，

然后进行酶解。如图 1 所示，水解度普遍升高，在 95℃
时水解度最高。温度超过 9 5℃之后水解度下降，这可

能是由于温度过高而导致蛋白质过度变性所致。

1.2.3 测定方法

蛋白质含量测定：采用微量凯氏定氮法；游离氨

基氮含量的测定：采用茚三酮显色法；水解度(DH)的计

算采用如下公式[9 ]：

                        A－B
水解度 /%= ————× 100
　　　　　　   C

式中：A 为酶解液中游离氨基氮含量；B 为原料中

固有游离氨基氮含量；C 为原料蛋白强酸水解后总游离

氨基氮含量。
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在 95℃、加酶量为 3000U/g pro、固液比 1:5、pH7.5
的条件下，对林蛙卵蛋白进行不同时间( 5、1 0、1 5、
20、25、30min)预处理，然后进行水解。如图 2 所示，

随加热时间的延长，水解度缓慢升高，在 20min 时达到

高峰，然后开始下降。由此得到预处理时间以 2 0 m i n
为 宜 。

2.3 复合蛋白酶酶解工艺条件单因素试验结果

2.3.1 不同 pH 值对酶解效果的影响

在反应温度50℃、时间3h、pH7.5、加酶量3000U/g pro
条件下，如图 5 所示，固液比对酶解效果的影响较大。

固液比较大时，底物浓度就高，溶质的流动性差，酶

与底物的结合不充分，限制反应进行；固液比较小时，

虽然底物分散更均匀，但加酶量大幅度下降，对酶解

造成不利影响。因此，适宜固液比为 1 : 5 。

2.3.4 不同反应时间对酶解效果的影响

图 2 预处理时间对林蛙卵蛋白水解度的影响

Fig.2   Effect of pre-treatment time on hydrolysis degree of egg protein
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图 3 pH 值对林蛙卵蛋白水解度的影响

Fig.3   Effect of hydrolysis pH on hydrolysis degree of egg protein
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在反应温度 50℃、反应时间 3h、固液比 1:5、加

酶量为 3000U/g pro 条件下，由图 3 可知，pH 值对酶

解效果的影响很大，pH 值为 7.5 时酶解液的水解程度最

高， 因此最适 pH 值为 7.5。

2.3.2 不同加酶量对酶解效果的影响

图 4 加酶量对林蛙卵蛋白水解度的影响

Fig.4   Effect of enzyme dose on hydrolysis degree of egg protein
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在反应温度 50℃、反应时间 3h、固液比 1:5、pH
值为 7 . 5 的条件下，由图 4 可知，随着加酶量的增加，

酶解速度加快，当加酶量达到 3000U/g pro 时，水解度

基本达到最大值；当加酶量超过 3000U/g pro，水解度

上升趋势变得平缓。从生产成本角度出发，选择加酶

量为 3000U/g pro。

2.3.3 不同固液比对酶解效果的影响

图 5 固液比对林蛙卵蛋白水解度的影响

Fig.5   Effect of solid-to-liquid ratio on hydrolysis degree of egg protein
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图 6 反应时间对林蛙卵蛋白水解度的影响

Fig.6   Effect of hydrolysis time on hydrolysis degree of egg protein

在反应温度 50℃、pH7.5、加酶量 3000U/g pro、固

液比 1:5 的条件下，由图 6 可知，林蛙卵蛋白的水解度

随着酶解时间的延长而增加，水解进行到 5h 后，水解

度的上升趋势趋于平缓。从经济效率的角度考虑，酶

解时间以 5 h 为宜。

2.2.2 预处理时间
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在 pH7.5、加酶量 3000U/g pro、反应时间 5h、固

液比 1:5 的条件下，由图 7 可知，在 40～55℃范围内，

水解度随着反应温度的上升而升高。超过 5 5℃后，随

着反应温度的升高，水解度下降。这是由于高温条件

使蛋白酶活力逐渐丧失，因此最适温度为 5 5℃。

2.3.6 酶解条件的正交试验优化结果

             因素 游离氨基氮 水解
试验号

A B C D 含量 /(mg/100mL) 度 /%
1 1 1 1 1 3286 40.06
2 1 2 2 2 3487 47.35
3 1 3 3 3 3685 54.80
4 2 1 2 3 3430 46.28
5 2 2 3 1 3429 50.95
6 2 3 1 2 4397 53.49
7 3 1 3 2 2885 42.77
8 3 2 1 3 4251 50.46
9 3 3 2 1 3490 47.10

水
K1 141.21 129.11 144.01 140.11

解
K2 150.72 148.76 140.73 143.61

度
K3 140.33 155.39 148.52 151.54
R 3.46 8.76 2.60 3.81

表 2 林蛙卵蛋白酶解条件的正交试验方案及结果分析

Table 2   Results of orthogonal tests

由表 2 可知，R B ＞ R D ＞ R A ＞ R C，即影响林蛙卵

蛋白水解度的主要因素顺序是：反应时间＞ pH 值＞反

应温度＞固液比。正交试验优化得到的最佳组合为

A 2B 3C 3D 3，在此条件下进行 3 次平行验证实验，水解度

为 56.83%，即最佳工艺为酶解时间 5h、pH 值为 8.0、酶

解温度为 55℃、固液比为 1:5 .5。
2.4 林蛙卵蛋白酶解物的抗疲劳效果

2.4.1 对小鼠负重游泳时间的影响

运动耐力的提高是抗疲劳能力加强最有力的宏观表

现，游泳时间的长短可以反映动物运动疲劳的程度[13 ]。

组别
剂量 / 动物 游泳时 肝糖原含量 / 血乳酸含

(g/(kg·d)) 数 / 只 间 /s (mg/100g) 量/(mg/L)
空白对照组 同体积 10 351 ± 99 1560.2 ± 366.5 325.2 ± 5.7
林蛙卵蛋白组 0.625 10 445 ± 110* 1683.8 ± 418.6 267.7 ± 5.2*

0.625 10 562 ± 123**▲ 1832.9 ± 467.7* 259.0 ± 5.6**
酶解物组

1.000 10 698 ± 112**▲ 2014.7 ± 441.5**▲ 238.6 ± 6.1**▲

表 3  林蛙卵蛋白酶解前后对小鼠游泳时间、肝糖原和血乳酸

含量的影响

Table 3   Effects of egg protein and its hydrolysate on weight-loaded
swimming time and the contents of liver glycogen and lactic acid in mice

注：*.与空白对照组比较，差异显著(P ＜ 0.05)；**.与空白对照组比

较，差异极显著(P ＜ 0.01)；▲▲.  与林蛙卵蛋白组比较，差异显著

(P ＜ 0.05)。

2.4.2 小鼠肝糖原含量的影响

糖原的储备量直接影响肌体的运动能力，肝糖原储

备量的提高有助于运动能力和耐力的增强，有利于抵抗

和延缓疲劳的发生 [ 1 4 ]。由表 3 可知，与空白对照组相

比，林蛙卵蛋白组的肝糖原含量无显著差异，而酶解

物同剂量组的差异达到显著水平(P ＜ 0.05)。

2.4.3 对小鼠运动后血乳酸含量的影响

剧烈运动时，机体对能量的需求增加，由于有氧

代谢能力的不足，需通过无氧酵解提供能量，机体产

生大量的乳酸，使肌组织中 H + 浓度升高，pH 值降低，

引起一系列生化反应，导致疲劳的产生 [ 1 5 ]。由表 3 可

知，与空白对照组相比，运动后林蛙卵蛋白组血乳酸

含量降低了 18%(P ＜ 0.05)，酶解物组同剂量组降低了

20%(P ＜ 0.01)，运动后的血乳酸值均明显低于空白对照

组，可判定酶解后林蛙卵蛋白酶解物具有缓解体力疲劳

的作用 [ 1 6 ]。

3 结  论

复合蛋白酶对林蛙卵蛋白的最佳酶解工艺为：加酶

量 3000U/g pro、反应温度 55℃、pH8.0、酶解时间 5h、
固液比 1:5 .5。根据最佳工艺条件对林蛙卵蛋白进行酶

解，蛋白水解率可达到 56 .8 3%。

经口服给予小鼠林蛙卵蛋白及其酶解物，均能显著

延长小鼠负重游泳时间，增加肝糖原含量，减少剧烈

运动后血乳酸的产生，而酶解后组在延缓疲劳的产生和

加速疲劳的消除方面都具有更明显的作用，表明林蛙卵

蛋白及其酶解液均有明显的抗疲劳保健功效，酶解后作

用进一步增强。

图 7 反应温度对林蛙卵蛋白水解度的影响

Fig.7   Effect of hydrolysis temperature on hydrolysis degree of
egg protein
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由表 3 可知，各组小鼠负重游泳时间均高于空白对照组，

其中，林蛙卵蛋白组可显著延长小鼠游泳时间(P ＜ 0.05)，
而酶解物组可极显著延长小鼠游泳时间(P ＜ 0.01)，且与

林蛙卵蛋白组的差异达到显著水平(P ＜ 0.05)。

2.3.5 不同反应温度对酶解效果的影响
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