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摘要    本研究探讨了反应温度、pH、金属离子(Zn2+、Mg2+、Cu2+、Fe3+、Al3+和 Ca2+)对南极磷

虾粗酶液中蛋白酶活性的影响，研究了苯甲基磺酰氟(PMSF)、EDTA·2Na、碘乙酰胺(IAM)和甲苯

磺酰–苯丙氨酸氯甲基酮(TPCK)对蛋白酶活性的抑制效果。结果显示，南极磷虾粗酶液中蛋白酶的

最适反应温度为 40℃；最适反应 pH 值为 8.0；当金属离子浓度为 0.5 mmol/L 时，Zn2+、Mg2+、Cu2+、

Fe3+和 Al3+金属离子对蛋白酶酶活的抑制率分别为 55.02%、55.02%、35.39%、20.67%和 41.12%，

而 Ca2+离子对蛋白酶活有明显的促进作用；PMSF 和 EDTA·2Na 对蛋白酶酶活具有较为显著的抑制

作用，PMSF 的浓度为 8.0 mmol/L 时，抑制率为 60%；EDTA·2Na 浓度为 0.6 mmol/L 时，抑制率为

86.67%；IAM 在低浓度时有一定的抑制作用；TPCK 低浓度时抑制效果不明显，浓度升高时有一定

的抑制作用。在 5~30℃的温度范围内，随着温度升高，EDTA·2Na 对蛋白酶酶活的抑制效果逐渐增

加。本研究阐明了影响南极磷虾粗酶液蛋白酶酶活的因素，开发了针对南极磷虾粗酶液中蛋白酶活

性的抑制剂，为南极磷虾在食品领域的开发利用提供了基础理论数据。 
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南极磷虾(Euphausia superba)是南极海域资源量

最大的单物种生物之一，蕴藏量约为 6~10 亿 t，是南

极动物的重要食物来源(岳冬冬等, 2015; Auerswald  

et al, 2015; Siegel et al, 2010)。南极磷虾的商业开发
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从 20 世纪 70 年代开始，2016 年捕捞量为 25.83 万 t  

(李励年, 2017)。南极磷虾营养丰富、全面，蛋白含

量(干样)高达 60%−65%，富含 8 种人体必需氨基酸且

比例适宜，是一种优质动物性蛋白质源(聂玉晨等 , 

2016)，且富含磷脂、不饱和脂肪酸、酶、多糖、氨

基酸等多种活性物质，是虾糜类制品、蛋白粉、虾油、

功能肽等产品的良好原料。目前，世界各国对南极磷

虾资源的可持续开发利用均采取非常谨慎的态度，其

生产许可和配额发放也极为严格，因此，如何有效提

高南极磷虾及其制品的利用率及质量具有重要的现

实意义(刘丽, 2015)。在南极磷虾的加工过程中，受

船舶设施装备条件以及加工技术水平制约，目前，很

大一部分南极磷虾原料均采用船上冷冻保藏并运输

到陆地进行二次加工(王南平等, 2012)。在此过程中，

南极磷虾在微生物和自身蛋白酶的作用下容易发生

自溶、黑化，导致品质劣变，严重影响了南极磷虾品

质(Sjödahl et al, 2002; Kimoio et al, 2006)。本文对南

极磷虾粗酶液中蛋白酶的基础酶学性质进行了研究，

阐明了影响南极磷虾粗酶液酶活的因素，开发了针对

南极磷虾粗酶液中蛋白酶活性的抑制剂，为南极磷虾

在食品领域的开发利用提供了基础理论数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

南极磷虾由辽渔集团提供，为 2015 年 10 月在南

极海域捕获，在–80℃条件下冷冻保存。 

1.2  试剂与仪器 

1.2.1  主要试剂    三羟甲基氨基甲烷(Tris)·HCl、

三氯乙酸(TCA)、二甲基亚砜(DMSO)、抗坏血酸、

EDTA·2Na、ZnCl2、MgCl2、CuCl2、FeCl3、AlCl3、

CaCl2 等金属盐购自国药集团化学试剂有限公司；

N-α-D,L-亮氨酸 -4-硝基苯胺 (BApNA)、碘乙酰胺

(Iodoacetamide)、苯甲基磺酰氟(PMSF)、对甲苯磺酰

-苯丙氨酰氯甲基酮(TPCK)均购自日本 TCI 公司。 

1.2.2  主要仪器     UV-2450UV spectrophotometer 

(日本 Shimadzu 公司)，HH-1 电热恒温水浴锅(常州国

华电器有限公司 )，G154D 高压蒸汽灭菌锅 (美国

ZEALWAY 公司)；Mettler Toledo S20 pH 计[梅特勒–

托利多仪器(上海)有限公司]；CR21GⅢ高速冷冻离心

机(日本日立)，层析柜(北京松源华兴科技发展有限公

司)，恒温金属浴 CHB-100(杭州博日科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  粗酶液的制备    取冰冻南极大磷虾，4℃静

置解冻，取适量南极磷虾虾头，按虾头∶缓冲液=1∶2 

(m∶v)的比例加入事先预冷至 4℃、pH 为 8.0 的

Tris-HCl 缓冲液(50 mmol/L)，匀浆，4℃ 11180(×g)

离心 30 min，取上清液，得粗酶液，并将 1%的抗坏

血酸溶液加到粗酶液中。 

1.3.2  蛋白酶活性测定    参考 Wu 等(2014)方法并

做相应改进，将酶液混匀于 pH=8.0 的 50 mmol/L 缓

冲液中，40℃预热 2 min；加入 BApNA(10 mmol/L)，

混匀，40℃反应 20 min，加入三氯乙酸(10%)终止反

应，对照管为预先加入三氯乙酸(10%)破坏了酶活力

的反应体系。每个样品设 1 个对照、3 个平行样。 

将每秒转换 1 μmol 底物所需的酶量定义为 1 个

酶活力单位，即： 

酶活力单位=A410 nm/8800×10–6×60×20 

式中，A410 nm 为样品管吸收值与空白对照管光

吸收值的差值；8800为底物 BApNA的摩尔消光系数；

10–6 为单位 mol 与 μmol 之间的转换值；20 为酶反应

时间(min)；60 为反应时间分钟与秒之间的转换值

(Sjödahl et al, 1998)。 

1.3.3  最适反应温度的测定    以 BApNA 为底物，

将酶置于不同温度条件下(25℃、30℃、35℃、40℃、

45℃、50℃和 55℃)，以确定最适反应温度，测定方

法同上。 

1.3.4  最适反应 pH 的测定    将粗酶液置于不同

pH(5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 和 11.0)的缓冲溶液

中，以 BApNA 为底物测定酶活力(测定方法同 1.3.2)，

确定最适反应 pH 值。所用的缓冲液分别为 50 mmol/L

的 K2HPO4-KH2PO4(pH 5.0~6.0)、50 mmol/L 的 Tris- 

HCl (pH 7.0~9.0)、50 mmol/L 的 Na2CO3-NaHCO3 (pH 

10.0~11.0)。 

1.3.5  金属离子对酶活的影响    在 pH=8.0、40℃

条件下，研究 Zn2+、Mg2+、Cu2+、Fe3+、Ca2+和 Al3+

金属离子对南极磷虾粗酶液中蛋白酶活性的影响，将

上述金属离子与酶液混匀，并在 pH=8.0、温度 30℃

的条件下孵育 30 min，然后进行酶活测试，测定方法

同上，计算不同金属离子对酶活的影响。 

抑制率计算公式：抑制率(%)=(不含抑制剂的酶

活力–含抑制剂的酶活力)/不含抑制剂的酶活力×100%。 

1.3.6  抑制剂对酶活的影响    配制不同浓度的苯

甲基磺酰氟(PMSF)、EDTA·2Na、碘乙酰胺(IAM)和

甲苯磺酰-苯丙氨酸氯甲基酮(TPCK)，在 pH=8.0、温

度 30℃的条件下孵育 30 min 后，测试系列抑制剂对

南极磷虾粗酶液中蛋白酶活性的影响，测定方法同上。 

1.3.7  EDTA·2Na 在不同温度下对蛋白酶活性的影响 

    分别设定 5℃、10℃、15℃、20℃、25℃和 30℃
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共 6 个温度梯度，测定在 pH=8.0 时，浓度为 0.6 mmol/L

的 EDTA·2Na 对南极磷虾粗酶液中蛋白酶活性的影响。 

2  结果与讨论 

2.1  最适反应温度的测定 

温度较大程度控制着虾的生长发育，从而影响其

体内蛋白酶的活性(薛素燕, 2015)。由图 1 可见，当

pH=8.0 时，温度为 25~55℃的反应体系中，该蛋白酶

都有活性。在温度为 25~40℃范围内，随着温度的逐

渐升高，蛋白酶的活性也在逐渐升高，在 40℃时，蛋

白酶的活性达到最大，在 40~55℃范围内，其活性随

着温度的升高而降低，最适反应温度为 40℃。低温蛋

白酶的最适反应温度大多在 30~40℃，而目前所用蛋

白酶一般为中温蛋白酶，最适反应温度多在 50℃左

右(Jiang et al, 1992)；南极水域水温常年在 1~3℃，经

过长期的进化适应，南极来源酶已具有适应低温环境

的特殊机构和生理生化机制，也具有相对较低的最适

反应温度(Salamanca et al, 2001)，在低温下仍具有较

高的活性。 
 

 
 

图 1  温度对南极磷虾粗酶液中蛋白酶酶活的影响 
Fig.1  Effects of temperature on protease activity in 

Antarctic krill crude enzyme 
 

2.2  最适 pH 的测定 

酶的活性受环境 pH 值的影响极为显著，pH 值

是酸碱度大小的反映，其对磷虾类生理活动的影响是

多方面的。酸碱度的作用一方面是衡量环境因素的主

要标志，另一方面也为蛋白酶提供适宜的 pH 值。通

常各种酶只有在一定的 pH 值范围内才表现它的活性

(李加儿等, 2009)，在不同的 pH 条件下，影响酶的空

间构象或影响酶分子活性中心有关基团的解离或是

中间产物的解离状态，从而影响酶的活性。温度为

40℃、不同 pH(5.0~11.0)下，蛋白酶活性随 pH 的变

化情况如图 2 所示。在 pH 为 7.0~8.0 时，蛋白酶活

性随 pH 的升高而急剧增加，在 pH 为 8.0~9.0 时，蛋

白酶活性随 pH 的升高而急剧下降，表明南极磷虾粗

酶液中蛋白酶的最适反应 pH 为 8.0。 
 

 
 

图 2  pH 对南极磷虾粗酶液中蛋白酶酶活的影响 
Fig.2  Effects of pH on protease activity in  

Antarctic Krill crude enzyme 
 

2.3  金属离子对南极磷虾粗酶液中蛋白酶活的影响 

金属离子可以通过与小分子或酶分子活性中心

的活性基团键合，导致蛋白酶的活性下降 (王璋 , 

1997)。在 pH=8.0、40℃条件下，Zn2+、Mg2+、Cu2+、

Fe3+、Al3+和 Ca2+金属离子对南极磷虾粗酶液中蛋白

酶活性的影响如图 3 所示，前 5 种金属离子均能有效

抑制蛋白酶活性，且抑制效果随金属离子浓度增加而

增强；当离子浓度为 0.5 mmol/L 时，Zn2+、Mg2+、

Cu2+、Fe3+和 Al3+金属离子对蛋白酶酶活的抑制率分

别为 55.02%、55.02%、35.39%、20.67%和 41.12%，

表明这些金属离子的加入能够有效抑制蛋白酶的催

化活性，可以作为辅助的抑制剂。Ca2+是金属蛋白酶

活性中心的辅助因子，在一定浓度下，能有效地激活

该类蛋白酶的活性(李静等, 2017)。实验结果表明，

随着 Ca2+浓度的增加，南极磷虾粗酶液的活性也逐渐

增加，表明该粗酶液中含有金属蛋白酶。 
 

 
 

图 3  金属离子对南极磷虾粗酶液中蛋白酶酶活的影响 
Fig.3  Effects of metal ions on protease activity 

 in Antarctic Krill crude enzyme 
 

2.4  抑制剂对南极磷虾粗酶液中蛋白酶活性的影响 

在 pH=8.0、40℃条件下，向南极磷虾粗酶液中

分别加入苯甲基磺酰氟(PMSF)、EDTA·2Na、碘乙酰
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胺(IAM)或甲苯磺酰-苯丙氨酸氯甲基酮(TPCK)抑制

剂，蛋白酶活性的变化情况见图 4。PMSF(图 4a)和

EDTA·2Na(图 4b)对蛋白酶酶活具有较为显著的抑制

作用，抑制率随抑制剂浓度的增加而增大，PMSF 浓

度为 8.0 mmol/L 时，抑制率为 60%；EDTA·2Na 浓度

为 0.6 mmol/L 时，抑制率为 86.67%；IAM 的抑制效

果呈现随底物浓度增加先增大再减小的趋势，浓度为

2.5 mmol/L 时，抑制率为 66.67%(图 4c)；TPCK 低浓

度时抑制效果不明显，浓度升高时有一定的抑制作用 

(图 4d)。甲壳类中大多数消化酶属于丝氨酸蛋白酶和

金属蛋白酶(Garcia-Carreño et al, 1994)。苯甲基磺酰

氟(PMSF)和 EDTA·2Na 是典型的丝氨酸蛋白酶和金

属蛋白酶抑制剂(Bustos et al, 1999)，对本研究中南极

磷虾粗酶液抑制效果明显。由于 PMSF 严重损害呼吸

道粘膜、眼睛及皮肤，因此，不能用于食品加工行业。

EDTA·2Na 是一种金属离子螯合剂，含有 4 个羧基基

团，可与金属离子结合从而抑制蛋白酶的活性(戚正

武, 2009)，可作为有效的蛋白酶抑制剂应用于南极磷

虾的贮藏及运输过程中，延缓南极磷虾的自溶及蛋

白的降解，提高南极磷虾的品质。 
 

 
 

图 4  抑制剂对南极磷虾粗酶液中蛋白酶酶活的影响 
Fig.4  Effects of inhibitors on protease activity in Antarctic Krill crude enzyme 

 

2.5  EDTA·2Na 在不同温度下对南极磷虾粗酶液中

蛋白酶活性的影响 

为了进一步深入探讨 EDTA·2Na 在南极磷虾低

温贮藏及运输过程中的应用，研究了当 pH=8.0、

EDTA·2Na 浓度为 0.6 mmol/L 时，温度对酶活抑制率

的影响(图 5)。由图 5 可知，在 5~30℃的低温范围内，

随着温度的升高，EDTA·2Na 对酶活的抑制效果逐渐

增加，到室温 25℃时，抑制率已经到达 72.82%，当

温度为 30℃时，抑制率达到 85.02%。由此可知，

EDTA·2Na 能够作为南极磷虾蛋白酶的抑制剂用于南

极磷虾的贮藏和运输。 

3  结论 

从 1984 年首次南极考察开始，我国就把南极磷

虾资源的研究作为重要的考察内容，经过几十年的探 

 
 

图 5  EDTA·2Na 在不同温度下对粗酶液 

中蛋白酶活性的影响 
Fig.5  Effects of EDTA·2Na at different temperature on 

protease activity in Antarctic krill crude enzyme 
 
索与积累，对其生态系统功能与结构已经有了较为系

统的认知，其商业性开发方兴未艾(苏学锋等, 2012)。

在传统海洋生物资源日趋衰退或枯竭的背景下，南极

磷虾作为全球最大的单种生物资源之一，对缓解人类
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对水产品的需求具有重要意义(刘志东等, 2012)。本

研究阐明了南极磷虾粗酶中蛋白酶的基础酶学性质，

开发的抑制剂能够有效抑制酶的活性，能够有效缓解

南极磷虾及其制品的品质劣化，对南极磷虾及其制品

的加工存储提供了实验支撑。 
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Study on the Basic Enzymatic Properties of Protease in Crude Enzyme  
of Antarctic Krill and the Development of Inhibitors 
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Abstract    The effects of reaction temperature, pH, and metal ions (Zn2+, Mg2+, Cu2+, Fe3+, Al3+, and 

Ca2+) on the protease activity of crude enzymes of Antarctic krill were studied, and the inhibitory effects 

of phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), EDTA·2Na, iodoacetamide (IAM), and toluenesulfonyl- 

phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK) on protease activity also were investigated. The experimental 

results indicated the optimum reaction temperature of the protease in the crude enzyme of Antarctic krill 

was 40℃, and the optimum pH was 8.0; when the metal ion concentration was 0.5 mmol/L, the inhibitory 

rates of Zn2+, Mg2+, Cu2+, Fe3+, and Al3+ on the protease activity of Antarctic krill were 55.02%, 55.02%, 

35.39%, 20.67%, and 41.12% respectively, while protease activity increased in the presence of Ca2+. The 

protease activity was significantly inhibited by PMSF and EDTA·2Na. When the concentration of PMSF 

was 8.0 mmol/L, the inhibition rate was 60%; when the concentration of EDTA·2Na was 0.6 mmol/L, the 

inhibition rate was 86.67%. IAM had a certain inhibitory effect at low concentrations, while TPCK 

showed no inhibitory effect. With the increase in temperature, the inhibitory effect of EDTA·2Na on 

enzyme activity was gradually increased in the temperature range of 5–30℃. This study clarified the 

factors affecting the enzyme activity of Antarctic krill crude enzyme and developed an inhibitor of 

protease activity thereof, which provides the basic theoretical data for the development and utilization of 

Antarctic krill in the food industry. 
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