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骨蛋白酶解及风味肽分离
现代技术研究进展
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摘 要：本文介绍了影响骨蛋白的酶解因素：酶解前的预处理、酶解温度、时间、P H等；同

时介绍了酶解液中苦味物质的产生机理；并简述了括离子交换色谱，凝胶色谱，反相分配色

谱法等肤的分离纯化方法并阐述了用质谱法分析肽的分子量和一级结构的方法。

关键词：骨蛋白；酶解；苦味肽；色谱；质谱

Research on Bone Protein’s Enzymatic Hydrosis and

Separation of Flavor Peptides

Cai Li-hua’．Ma Mej—hu2

(1．College of Food Science and Technology，Hunan Agricultural University，Changsha 4 1 0 1 28，China；

2．College of Food Science and Technology，Huazhong Agricultural University，Wuhan 4300 70，China)

Abstract：This article introduced the way of selecting appropriate enzyme and factors which work on enzymatic

hydrolysis such私pretreatment，temperature，time，pH and SO on．The mechanism about how the bitter--peptides

were produced W&S mentioned．It also introduced SOme methods about how to separate and purified peptides

compound and how to analyse the quality and structure of peptide by MS．
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0 引言

骨的营养价值极高。大量科学研究表明：骨中

的蛋白质和脂肪含量可与鲜肉媲美；钙、磷等矿质

元素比例合理且含量很高，富含维生素A、B1、B2、

B l 2}还含有大脑不可缺乏的磷脂质、磷蛋白、胆

碱，增强皮下细胞代谢和延缓衰老的骨胶原、软骨

素，促进肝功能的蛋氯酸和其它各类氨基酸⋯t。

骨骼中的骨蛋白90％为胶原、骨胶原及软骨素

(酸性粘多糖)，有增强皮下细胞代'谢，延缓衰老的

作用”I。骨蛋白是较为全价的可溶性蛋白质，生物

学效价(BV)高。骨蛋白中的九种必需氨基酸(EAA)

含量较高，每lOOmg骨粉中EAA为5．5l 8mg占氯

基酸总量的20．6 7％。胶原蛋白是动物结缔组织的

主要成分，在脊椎动物中约占总蛋白质的1／3左

右，任何种系的胶原蛋白，其氨基酸组成都有一个

共同的特征，即甘氯酸占胶原氨基酸残基的l／3，

脯氨酸约占l／4 31。胶原蛋白是以三股超螺旋结构

形式存在，故性质十分稳定，采用物理和化学方法

都难以将其分解。因此，现在采用生物技术即酶工

程的方法促使其分解，而酶的选择和酶解条件是
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此技术的关键。

1 酶的选择

蛋白酶按其作用方式可分为内肽酶和外肽酶

两类：内肽酶可从蛋白质或多肽的内部切开肽键

生成分子质量较小的胨和多肽，外肽酶是从蛋白

质或多肽分子的氨基或羧基末端水解肽键而游离

出氨基酸。由于蛋白酶的专一性非常复杂，很难根

据它们的专一性进行分类，实际上常按酶的来源

分类，例如胃蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶141等。

微生物蛋白酶则常根据其作用最适P H值分类而分

为碱性蛋白酶、中性蛋白酶、酸性蛋白酶等。

张永秀⋯选用了丹麦N 0V0公司生产的碱性蛋

白酶Alcalase、复合蛋白酶Protamex，中性蛋白酶

Neutrase、风味蛋白酶Flavourzyme四种微生物蛋

白酶对酶解牛骨工艺进行了研究，结果表明

Flavourzyme、Protamex两种酶制剂酶解骨蛋白水

解度(DH)、三氯乙酸中可溶性氮(TCA—NSI)、游

离氨基酸含量较高，苦味较低。根据结果张永秀又

用Flavourzyme、Protamex两种酶制剂组合水解牛

骨蛋白，得到的产物水解度最高达3 2％。赵霞【31利

用北京新经科的枯草杆菌中性蛋白酶、广州远天

酶制剂厂的木瓜蛋白酶、北京新经科的胰蛋白酶

酶解羊骨，结果表明中性蛋白酶水解度及三氯乙

酸氮溶解指数最高，水解效果最好。陶银华【61利用

诺维信公司生产的碱性蛋白酶、风味蛋白酶、中性

蛋白酶和南宁庞博生物公司生产的动物蛋白水解

酶水解牛板筋制造速溶牛板筋粉，结果表明碱性

蛋白酶水解程度最大，可水解79．7％的牛板筋，而

中性蛋白酶，动物蛋白水解酶及风味酶水解程度

小。但碱性蛋白酶水解液苦味较重，故采用碱性蛋

白酶和风味蛋白酶两种酶对牛板筋进行分步酶解。

李帆[71等比较了广西南宁庞博生物科技有限公司生

产的中性蛋白酶、菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶酶解

牦牛骨蛋白韵效果，发现木瓜蛋白酶的酶解效果

最好。

2影响酶解的因素

2．1酶解前的软化处理

由于骨骼具有坚硬紧密地结构，由胶原纤维

和埋藏在胶原纤维基质中的羟基磷灰石的微晶体

组成。骨中胶原纤维胶原蛋白分子单位原胶原分

子平行排列成束，通过共价交联，可形成稳定的胶

原微纤维，进一步行聚集成束，形成胶原纤维。且

胶原纤维二股超螺旋结构通过分子内和分子间的

交联得到进一步增强和稳定，使得一般的短时间

加工和低温加热操作很难破坏这种结构将其分解，

因而骨中蛋白质的利用受到限制。牛骨经高温蒸

煮则可使骨粒软化，使蛋白热变性，部分弱键断

裂，内部非极性基团暴露到分子表面，利于骨中蛋

白的水溶性，加快骨蛋白的水解速度，同时避免在

保藏及长达几个小时的水解过程中的微生物污染。

2．2酶解条件

2．2．1 PH的影响

P H对酶催化反应的影响包括两个方面，即影

响酶的稳定性以及酶催化底物转变成产物。在不

同P H下，蛋白酶对骨泥的水解作用不同。当P H

为7．0解度最高；P H值低于或高于7．0稳定性减

弱，酶活降低，酶解率下降。丁小燕181等用复合风

味蛋白酶水解鸡骨泥的最适PH值为7．O。

2．2．2 酶解温度的影响

在蛋白质酶解过程中，温度对酶解反应效率

的影响包括两个方面，即蛋白酶催化反应速度及

蛋白酶的稳定性。在一定范围内升高温度，底物转

变成产物的速度加快，酶解效率也相应提高。但若

温度过高，酶蛋白变性，酶的稳定性下降。酶解效

率随之降低。温度是酶解反应中的重要参数，会影

响蛋白酶催化反应的速度和酶本身的稳定性。张

永秀⋯得出用Flavourzyme酶对牛骨粉水解的最佳

温度为5 0℃。此温度时水解度最大，温度过高酶被

钝化，酶解率降低。

2．2．3 酶解时间的影响

不同的酶解时间对酶解产物的氨基酸组成影

响较大。赵谋明f91表明在酶解的初始阶段氨基酸上

升幅度较大，随着酶解时间的延长增长速率减慢，

后期趋于平衡。酶解0—24h，对鲜味有作用的谷氨

酸、天冬氨酸、丝氨酸等亲水性氨基酸质量浓度有

较大的增加。24h后，谷氯酸和天冬氯酸含量无明显

增加，鲜味也无明显提高。游离半胱氧酸在0～2 4 h

有较大的增加，延长酶解时间略有降低。疏水性氨

基酸如组氧酸、亮氧酸、异亮氨酸、酪氨酸和苯丙

氨酸的含量在酶解过程中不断增加，其中亮氨酸

和异亮氨酸在0～5 h内增幅很大，其它几种疏水

性氨基酸在整个过程中变化相对缓慢。

2．2．4 底物浓度与最佳E／S比的影响

底物浓度对于反应速率起着重要的作用。原

料加水少，水解不彻底，蛋白质提取率低；加水多，

有助于水解反应进行，提高了蛋白质提取率。但产

物浓度过低，浓缩时能耗大。E／S，即酶浓度与底

物浓度之比。比酶浓度本身能更好地反映酶解过
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程中的反应速度特征。当底物浓度一定，而增加的

酶量又未使底物浓度饱和时，E／S越大，反应速度

也越快，蛋白质的水解率也越高。但E／S过大，生

产成本也相应提高，同时，也有可能导致酶自身相

互水解，使酶活力降低ll 0。。

3酶解产物中的苦昧物质

3．1苦味肽的产生机理nk 121

在完整蛋白质分子中，大部分疏水性氨基酸

侧链藏在内部，不与味蕾接触，感觉不到苦味：当

蛋白质水解时，肽链中含有疏水性氨基酸暴露出

来，接触味蕾，产生苦味，随水解进程继续，疏水

性氨基酸侧链暴露越多，苦味强度越大。

天然蛋白质中疏水性氨基酸残基排列在分子

内部，不与味蕾接触，故感觉不到苦味；当蛋白质

水解时，随着肽链解离，可呈现苦味的疏水性氨基

酸残基或其形成小肽游离出来，产生苦味；随着水

解深入，苦味物数量增多，苦味增强。但由于呈苦

味低分子量肽呈味阈值比相同组成游离氨基酸混

合物低，游离氨基酸苦味与苦味肽相比不明显I¨】，

因此蛋白酶解物中苦昧主要是由所含疏水性氨基

酸低分子量肽形成的。疏水性氨基酸对苦味肽苦

味是必要的，苦味肽分子中均含有一个或多个疏

水性氨基酸，如亮氨酸、脯氯酸、苯丙氨酸和缬氯

酸等，且这些疏水性氨基酸一般位于肽链末端。另

外，氨基酸排列顺序有时对苦味产生也起重要作

用，如在肽链中残留一定量脯氨酸或其羧基末端

含有芳香族及支链氯基酸时，其苦味明显增强。

3．2苦味肽的脱除

苦味肽分子量一般在1 000-6000之间，通过控

制水解度或利用双酶水解可以降低苦味肽的产生

量。苦味的产生限制了酶解产物在食品中的应用，

故脱苦的技术研究势在必行，其方法主要包括掩盖

法和酶法。赵彰，1运用添；b114．5％蔗糖、0．7％甘氨酸和

0．4％柠檬酸复合进行掩蔽脱苦；杨瑞掣141avourzyme酶

水解乌骨鸡动物蛋白，发现比一般的和传统的酶

解有更高的产率和更好的风味及口感；刘海梅il川水

解菜籽粕中蛋白质，获得无苦味的水解产物。采用

含有外切酶的风味蛋白酶脱苦，不仅可以有效提

高水解度，还将疏水性氨基酸从脯氨酸末端切除，

有效降低骨蛋白多肽的苦味。张永秀I’1将Protamex

酶和Flavourzyme酶组合分别水解牛骨蛋白不仅使

苦味物质减少，还具有良好的风味。

4风昧肽的分离纯化

高效液相色谱是在六十年代末期发展起来的

新型分离分析技术，它可根据溶质(样品)在固定相

和流动相分离过程的物理化学原理分为吸附色谱，

分配色谱(正相、反相)，离子交换色谱，凝胶色谱，

亲和色谱等。其中的离子交换色谱法、凝胶色谱法、

反相色谱法等都可用于生物肽的分离纯化11 6·1 7·1 8I。

4．1 离子交换色谱法(IEC)分离纯化肽

离子交换色谱法(I E C)的分离原理是基于溶质

分子与填料表面上解离基团的相互作用，样品离

子和离子交换树脂上带固定电荷的活性交换基团

之间发生离子交换。由于不同样品离子对于离子

交换树脂上的亲和力不同，即相互作用强度不同，

与树脂作用弱的溶质不易保留，首先从柱中被冲

洗下来，而与树脂作用强的溶质在柱内保留时问

较长，当样品中不同结构的组分通过交换柱时可以

得到分离。根据离子交换树脂上的交换基团所带电

荷可分为阳离子交换色谱和阴离子交换色谱I”J。许

云禄【2叫用阳离子交换色谱法成功地分离纯化出细胞

毒素一F(CTX—F)，CTX是由60～63个氨基酸碱

残基组成的小肽，分子量约为6000-7000，是眼镜

蛇毒中分子量较小的活性多肽。钟芳f 2-1等采用

Sephadex C一25阳离子交换剂对经过DA201一C型

大孔吸附树脂脱盐、乙醇梯度洗脱(7 5％乙醇洗脱

组分)的Alcalase水解大豆肽(DH 14％)进行进一步的

分离纯化，的Sephadex C-25色谱分离条件为：上

样量0．0049／mL IE，起始缓冲液为LM醋酸，上

样吸附率为61．19％。

4．2凝胶色谱法(GFC)分离纯化肽

凝胶色谱法(G F C)是按溶质分子大小进行分离

的一种色谱技术。溶质流出凝胶的速率取决于其

分子的大小和凝胶阻滞作用的差异。比载体基质

孔径大的样品分子不能进入孔内而被排阻，很快

从柱子空隙中被洗脱出来，但是比载体基质孔径

小的分子进入孔内，由于流程长，移动速度慢，因

而保留时间较长。在正常情况下，溶质按分子由大

到小递减的次序被洗脱出来。当流动相为有机溶

剂时称凝胶渗透色谱(G P C)，当流动相为水溶液时

称为凝胶过滤色谱(G F C)。它是肽类分离中最常用

的最简便方法。倪莉1 z z j将丝素经碱性蛋白酶

(alcalaseFs)水解后的酶解产物采用凝胶过滤色谱

SePhadex G一1 5分离纯化出丝素肽。分离条件为：

凝胶柱1．6cmid×100cm，洗脱液0．01mol／I的

HCl溶液。洗脱液流速200ml／h，检测仪：8802型

紫外检测仪，检测波长220nm。邹存媛【2，i等将经中

性蛋白酶AS 1．3 9 8水解后的酶解产物采用超滤以

及凝胶过滤色谱法分离出分子量小于l 2 0 0的小肽
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并收集。

4．3反相色谱(RPLC)分离纯化肽

反相色谱(R P L C)的分离肽的机理取决于一系

列的相互作用疏水效应，氢键形成及溶质分子中

带电荷的支链与硅胶的作用等。起主要作用的是

疏水效应。组成肽的各种氧基酸具有各不相同的

侧链，因此可用肽组分氨基酸的极性即疏水性的

不同用RP-HPLC进行分离。一般来说RP—HPLC

较适用于分子量不太大的肽类⋯l。

用反相色谱分离生物多肽的影响因素：就流

动相的组成而言，以P H的影响最为显著，因为环

境中的p H值决定了肽的电离状态，直接影响到它

的疏水性。例如加入0．1磷酸到乙腈／水的体系

中，由于改变了PH的作用，故显著降低某些含自

由氨基的肽的保留。在多肽的分离中，当固定相确

定后常使用一定PH值的缓冲溶液(如磷酸盐，甲酸

盐缓冲溶液)作流动相，且向缓冲液中加入盐(如

Na C 1)，保持一定的盐浓度可减小峰形扩散，改善

分离。就检钡0而言，由于肽键在紫外光200-220nm

具有吸收特性，因此对大多数肽的分离，都可使用

U V D在此波长范围内进行测定。若多肽的肽键中

含有可吸收紫外光的酪氯酸、苯丙氧酸、色氨酸

时，可直接用254nm检测。当检测灵敏度低时，也

可使用邻苯二甲醛(0PA)，氯甲酸芴甲酯(FMOC)等，

选进行柱前衍生，然后用荧光检测器检测。

对OPA氨基酸衍生物

A。=330nm，五。。=450nm

对FMOC氨基酸衍生物

A。=263nm，A。=313nmt251

近年来，关于多肽的RPLC纯化也取得了许多

成效。Haughtl261等用RPL C对抗菌肽进行分离纯

化l Nakagomit271等用RPLC纯化了血管紧张素I转

换酶抑制肽I Bonettoml等用RPLC纯化了钙结合蛋

白D9K；李医明1
291等用RPLC纯化了蝎毒素多肽

BmK41 12。

5 风味肽的结构测定

质谱在多肽的鉴定和结构分析等工作中有十

分广泛的应用。质谱与HPLC联用，可在线检测出

HPLC分离出的每一肽段的分子量，与理论上所得

肽段的分子量比较，就能确定H P L C上的每一肽段

的蜂代表了蛋白质中的哪一段，从而得到完整而

精确的质量肽谱结果。如邵晓霞【3 0I采用液相色谱一

质谱联用法(L C／MS)，对一种蛋白质细胞色素C

(Cyt．C)的胰蛋白酶酶解产物进行了质量肽谱分析，

@压互翌鲤

确定了各肽段在蛋白质中的位置。

多肽的一级结构分析串联质谱法(tandem mass

or MS～MS spectrum)在多肽的氨基酸顺序测定中

得到了广泛的应用．多肽片段在串联质谱测定过

程中产生的母离子通过碰撞在肽键处断裂，就可

得到一系列N端碎片离子(b系列)和一系列C端碎

片离子(Y系列)，通过综合分析这些碎片信息，就

能够得到肽段的氨基酸序列。串联质谱的第一个

四极杆检测装置的作用是进行全分子离子扫描及

选择目标离子进入下一阶质谱的碰撞室，在碰撞

室中离子经活化、解离成碎片离子后，由第二个检

测器检测出碎片离子峰，给出二级质谱图，获得的

二级质谱又称为CID(collision．induced．dissociation)

质谱。分析串联质谱数据就能够得到各肽段的一级

序列信息，结合Edman降解测序结果和其他信息，

完成蛋白质的一级结构测定。张乃霞i，t 1等联合运用

串联质谱法和Edman降解法，鉴定了BmK622 N

端19个残基的序列，得到BmK622的一级结构为：

FGLID VKCFA SSECW TACKK VTGSG QGKCQ

NNQCR CY。

6 总结

(1)畜禽的骨骼来源广泛且具有极高的营养价

值，将其开发生产各类产品既有利于资源的回收

利用又有利干人类营养的补充，具有重要的实用

意义。

(2)酶的选择以及酶解中的条件控制是酶解技

术的关键，此外还应充分考虑骨骼结构的特殊性。

(3)苦味肽的产生限制了酶解产物在食品中的

应用，故脱苦的技术研究势在必行，其方法主要包

括掩盖法和酶法。

(4)肽的分离纯化包括离子交换色谱，凝胶色

谱，反相分配色谱等。利用质谱法可以较精确的得

到肽的分子量和一级结构。
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