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胰蛋白酶有限酶解米渣蛋白的机理及

动力学模型研究

李 湘 1,2，彭地纬 1,2，熊 华 1,2,*，赵 强 1,2，李 薇 1,2

(1.南昌大学 食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌      330047；
2. 南昌大学生命科学与食品工程学院，江西 南昌      330047)

摘   要：运用实验研究结合数学推导的方法，采用胰蛋白酶在温度 53℃、pH 7.6 条件下对酶解米渣蛋白的动力学

机制进行研究。结果表明：在反应过程中底物存在着促进反应进行和抑制酶活性的双重作用，酶催化的水解速率

随水解进程呈指数下降；并由实验数据推导出描述胰蛋白酶催化水解米渣蛋白的动力学方程及胰蛋白酶的失活常

数，验证结果表明动力学模型与实验结果非常吻合。通过对酶与底物浓度之比、反应时间的调节可有效控制水解

作用的程度，从而为利用米渣酶法制备米蛋白肽的产业化实践提供指导。
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Mechanism and Kinetic Model for Limited Trypsin Digestion of Protein in Rice Dregs
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Abstract ：Mechanisms and kinetic models of enzymatic hydrolysis of protein in rice dregs by trypsin at pH 7.6 and 53 ℃

were investigated using the combined method of experimental analysis and mathematic deduction. Results indicated that the

overall rate of hydrolysis decreased exponentially during the hydrolysis process due to dual functions of the substrate for

accelerating and inhibiting enzymatic activity. Based on experimental data, a kinetic model equation was deduced to demonstrate

trypsin hydrolysis of protein in rice dregs and inactivation constant of trypsin. Therefore, hydrolysis degree can be effectively

controlled through the adjustment of trypsin/substrate ratio, and reaction time, which can provide guidance to peptide industri-

alization from rice dregs by means of enzymatic technology.
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米渣，作为大米制糖业的主要副产物，其蛋白含

量达 6 0 % 以上，保留了几乎全部的大米蛋白质，是一

种重要的米蛋白质资源。大米蛋白具有理想的氨基酸模

式和低过敏性，是婴幼儿、消化道疾病患者、乳糖过

敏人群配方食品的最适蛋白质来源[1-2]，但多年来仅作为

下脚料低价出售给饲料厂，资源浪费严重。米渣经胰

蛋白酶水解后其营养价值、功能性质均得到了不同程度

的改善[3-4]，对米渣蛋白进行酶解可用于生理活性肽的制

备 [ 5 ]。但酶的活性与稳定性易受反应环境( 温度、p H
值、金属离子和浓度、振荡、剪切等)、底物性质(纯
度、粒度 ) 、以及酶与底物浓度的影响。

对于大米蛋白，熊善柏等[6]以米渣为原料，研究碱



167※生物工程 食品科学 2009, Vol. 30, No. 21

性蛋白酶、1398 中性蛋白酶和木瓜蛋白酶在不同起始 pH
值、 加酶量和温度下水解大米蛋白的进程，建立大米蛋

白酶水解动力学方程；李积华等[7]对 Alcalase 2.4L FG 酶

水解米渣蛋白的动力学特性进行了比较系统的探讨。本

实验前期研究采用单一酶法比较了 Alcalase 蛋白酶、复

合胰蛋白酶、风味蛋白酶、中性蛋白酶的酶解效果，筛

选出胰蛋白酶是米渣蛋白限制性水解的最适蛋白酶，且

通过响应面法优化出其酶解工艺参数为：53℃、pH7.6、
固液比为 0.17(m/V)、酶添加量 0.89‰、酶解 2.43h。

胰蛋白酶(trypsin，EC 3.4.21.4)，属丝氨酸肽酶家

族的一种中性内切肽酶，来源于猪等动物胰脏，主要

作用于蛋白质氨基酸肽链中的赖氨酸(Lys)残基和精氨酸

(Arg)残基。胰蛋白酶因其来源广泛、简单易得、相对

实惠的价格而日益成为一种广泛应用的工业酶，但有关

胰蛋白酶对米渣蛋白进行有限水解的动力学特性研究目

前尚未见报道。因此，本实验拟对胰蛋白酶在 5 3℃、

pH 7.6条件下对米渣蛋白质有限酶解的动力学特性进行研

究，并结合数学模拟法推导其水解动力学模型，以期

为准确控制其水解过程而获得定向肽组成的酶解产物提

供理论指导。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

米渣(蛋白质含量 63.5%)    江西省恒天实业有限公司。

胰蛋白酶(4000U/g)    无锡市酶制剂厂；其他试剂均

为分析纯。

1.2 仪器与设备

JB- 3 型磁力搅拌器    上海雷磁新径仪器有限公司；

PHS-3C 精密 pH 计    上海雷磁新径仪器有限公司；电子

天平    瑞典 Mettler toledo 仪器公司。

1.3 水解度测定方法

采用 pH-s ta t 法 [8-9]测定反应过程中的水解度(x )。
用蒸馏水配制底物溶液，在相应 p H 值和温度下平衡

15min，再按比例加入适量酶液。反应过程记录不同时

刻为维持该 pH 值恒定而消耗的碱液量，以不加酶的底

物溶液为空白。产物水解度定义为蛋白质中被水解肽键

的比例，计算公式为：

               BN
x(%)= ———× 100
           aMphtot

式中：B 为消耗碱液的体积(ml)；N 为碱液的浓度

(mol/L)；Mp 为底物中蛋白质质量(g)；h tot 为单位质量蛋

白质肽键当量数，米渣蛋白的 h tot 为 7.40 meq/g[10]；a 为

氨基离解度，在具体 p H 值和温度下可由下式计算：

 1
—=1+10pK－pH

 
a

式中：pH 值为反应起始阶段溶液的 pH 值，pK 为

α-NH3+的平均解离常数，可通过亨德森 - 哈塞尔巴尔赫

方程(Henderson-Hasselbalch equation)计算：

                         [A－]
pK=pH － lg ———

                         [HA]

式中：pH 为反应体系中氢离子浓度指数；[HA]为体

系中以内盐(H3N+-CHRCOO－)形式存在的氨基酸浓度；[A－]
为氨基酸内盐解离出来的共轭碱(H2NCHRCOO －)浓度。

2 结果与分析

2.1 初始底物浓度对酶解反应的影响

以初始胰蛋白酶浓度为 0.15g/L，设定初始底物浓

度分别为 120、150、165、180、210g/L，在恒定温

度 53℃、溶液 pH7.6 条件下进行反应，记录不同酶解

时间的碱液消耗量，所得水解度随时间变化的关系如图

1 所示。

图 1 中不同初始底物浓度的水解进程曲线表明，初

始底物浓度较低时体系的初始水解速度较快，在同一处

理时间下体系水解度和水解速率均随初始底物浓度的增加

而呈下降趋势，且当初始底物浓度为 180g/L 和 210g/L 时，

其水解进程曲线相似，即体系中酶与底物的结合存在一

个饱和状态，在该状态下底物浓度的继续增加无益于体

系水解反应程度的加深。而对于同一初始底物浓度，体

系水解速率随着水解时间的延长而下降，当反应进行到

一定时间后水解速率变化减慢，而后趋于一极限值，这

一极限值随初始底物浓度的增大而呈降低趋势。

2.2 初始酶浓度对酶解反应的影响

以初始底物浓度为 165g/L，设定初始胰蛋白酶浓度

分别为 0.10、0.15、0.2、0.30g/L，在恒定 53℃、溶

液 pH7.6 条件下反应，记录不同酶解时间下的碱液消耗

量，所得水解度随时间变化的关系如图 2 所示。

由图 2 的水解曲线可知，对不同初始酶浓度，在

同一处理时间下，体系水解度和水解速率均随初始酶浓

度的增加而增强；但对于同一初始酶浓度，水解速率随

图1   初始底物浓度对水解度的影响

Fig.1   Effect of substrate concentration on hydrolysis degree
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2.3 酶解时间对酶解反应的影响

由图 1 、2 可知，在不同的初始底物浓度、胰蛋

白酶浓度下，水解度均随反应时间的延长而增强，并

趋于一个稳定值；而水解速率于反应起始阶段增加较

快，随后下降，2 5 m i n 后水解速率的增加明显下降，

45min 后水解速率的增加趋近于零。即体系水解速率随

反应时间和水解度的增加而减小，这可能归因于：1)随
酶解反应的进行，底物中可酶解肽键的浓度下降；2)产
物浓度增加对正向酶解反应的抑制作用增强；3)随着反

应过程酶变性失活现象可能加重。

2.4 酶解反应机理探讨

为了进一步研究体系水解度随反应进程下降的原

因，取初始底物浓度为 165g/L，加入 0.15g/L 胰蛋白酶，

于温度 53℃、pH7.6 的条件下水解，当反应进行到 25、
45min时分别向反应体系中增添1/2初始浓度的酶和1/2初
始浓度的底物，所得水解度随时间变化的关系如图 3、
4 所示。

如果反应中酶的变性失活是引起体系整体水解速率

下降的原因，那么当体系中有效酶浓度增加时整体水解

速率将增加，这在图 4 中得到了证实。在反应进行到

25min 时向体系中补加酶，经过一个较短时间缓冲后，

体系水解速率在 35min 时出现有明显增加趋势，这表明

反应中存在有酶失活现象，并且表明反应进行 25min 时

体系中仍存在有较多的可酶解肽键。

为检验体系中是否存在有酶活受抑制现象，本研究

比较了同一初始酶浓度(0.15g/L)、不同初始底物浓度下

体系水解度在水解反应初始阶段随时间的变化情况(图
5)。由图 5 可看出，体系水解速率并不是随着初始底物

浓度的增加而呈线性增加趋势，而是随着初始底物浓度

的增加达到峰值后下降，表明有限水解中底物同时存在

着促进反应进行和抑制酶活性的双重作用，这一点在

Darby 等研究中得到了证实[11]。米渣中精氨酸含量较丰

富[12]，而胰蛋白酶对底物中精氨酸 - 赖氨酸残基的水解

会产生一些可与酶结合的抑制肽[13]，抑制肽与酶的结合

可调控酶的作用效率 [ 1 1 ]。因此，本实验中水解进程曲

线随反应时间所表现出的非线性变化趋势可能是底物与

图2   初始酶浓度对水解度的影响

Fig.2   Effect of enzyme concentration on hydrolysis degree
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图3   水解过程中底物添加对水解度的影响

Fig.3   Effect of fresh substrate addition on hydrolysis degree
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如果体系整体水解速率的下降是由反应过程中可酶

解的肽键浓度下降引起的，那么当有新的底物加入时，

体系水解速率将出现一个较快的增加趋势。但由图 3 可

知，当新的底物添加到反应体系中后，体系在一个较

短时间的平衡后其水解速率并没有增加。因此，可确

认随着反应进行，不断减少的可酶解肽键浓度不是引起

体系整体水解速率下降的主要原因。

图4   水解过程中酶添加对水解度的影响

Fig.4   Effect of fresh enzyme addition on hydrolysis degree
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图5   △ x/△t随底物浓度的变化

Fig.5   Effect of substrate concentration on initial reaction rate
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着水解时间的延长而下降，并趋向于一个极限值，其

值随初始酶浓度的增加而提高。
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抑制肽对酶活性部位的竞争性结合所致。其机理推测是

水解反应过程中，体系中可溶解抑制肽浓度增加并不断

与酶的活性部位相结合，这就可能抑制底物降解后向体

系中释放游离氨基酸的量，从而致使体系中游离氨基酸

的净增量为零，即水解达动态平衡状态，采用 pH-s ta t
法所测得的水解度为零，因此体系整体反应速率较之反

应初始阶段表现有明显的下降趋势。

综合以上可推知，对于米渣蛋白质的有限酶解，

反应过程中所产生的抑制肽可能是引起酶变性失活的主

要原因，且其失活程度与初始底物浓度有关，但其具

体作用机理仍有待证实。

2.5 动力学模型的推导

胰蛋白酶等内切肽酶限制性水解蛋白质的反应符合

双底物水解机理 [ 1 4 ]，其过程为：

           k1            k2

E+S —— ES —— E+P
         k－ 1

根据酶解反应公式，其反应速率是由不可逆反应阶

段的速率来决定的。用 V 来表示反应速率，S 0 代表初

始底物浓度，x 代表水解度，可得如下反应速率的导数

方程式：

             dx
V=[S0]——k2[ES]                                                           (1)
             dt

在限制性酶解反应过程中，因底物和产物抑制等而

导致胰蛋白酶钝化，其反应方程式为：

             k3

E+ES —— Ea+Ei+P
式中：E a 表示具有活力的蛋白酶；而 E i 代表被钝

化的蛋白酶。用 e 表示总蛋白酶，则上述反应的动力学

方程式表示为：

      de
－——=k3[E][ES]                                                          (2)
      dt

公式(1)比公式(2)，得

           dx        k2

－S0——=———                                                           (3)
           de      k3[E]

蛋白酶在水解体系中存在游离状态 E 和复合物态 ES
两种形式，总蛋白酶为这两部分之和，则有：

e=[E] +[ES]                                                                       (4)
平衡阶段有：

k1[E][S]=(k － 1+k2)[ES]
即

           k1[E][S]      [E][S]
[ES]=————=———                                                (5)
             k

_1+k2           km

式中

       k_1+k2

km= ———

           km

方程(5)代入(4)，设定[S]= [S 0]，则：

           kme
[E]=———                                                                     (6)
         km+S0

 k m 代表酶促反应中底物与酶之间结合力的强弱，

k m 值大则其结合力弱，k m 值小则底物与酶之间亲和力

强。目前测得的酶制剂 k m 值通常都较小[15]，可设定 k m

< < S 0，公式( 6 )简化为：

         kme
[E]=——                                                                          (7)
          S0

公式(7 )代入公式(3 )，则：

       dx          k2         1
－——=———×—                                                   (8)
       de       k3km        e

对公式(8 )定积分，其中水解度的上、下限值分别

为 x 、0 ，而总酶量上限值为 e ，下限值为 E 0，但由

于底物及水解产物的抑制作用等将导致部分酶失活，从

而其下限值调整为 E 0 － C，方程式简化为：

                                 k3km

 e=(E0－C)exp[－———x]                                         (9)
                                   k2

整理公式( 1 )、( 5 )、( 7 )、( 9 )，则有：

                                 k3km

V=k2(E0－C)exp[－—— x]                                            (10)
                                   k2

方程式中值的大小与初始底物浓度 S 0 有关，即 S 0

越大，其值也越大，因此设定 C = C 0S 0，其中 C 0 为一

常数，并代入方程式( 1 )、( 1 0 )则有：

dx          E0                       k3km

—=k2[——―C0]exp[―——x]                                 (11)
dt           S0                         k2

设定

            E0                   E0

a=k2[——―C0]=k2——―k2co                                     (12)
            S0                   S0

       k3km

b=———                                                                      (13)
         k2

则 有 ：

  dx
——=aexp (－bx)                                                       (14)
  dt
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对方程( 1 4 )积分，水解度积分的上下限分别为 x、
0 ，而水解时间的上下限分别为 t 、0 ，则有：

      1
x=—ln[1+abt]                                                               (15)
      b

因此，蛋白质限制性酶解过程的动力学模型推导结

果 为 ：

V=aS0exp[－bx]                                                            (16)
      1
x= — ln[1+abt]
      b

                       e0                                        
      k3km

式中，a = k 2 ——－ k 2C 0，b = ——

                       S0                                                k2

2.6 动力学模型参数的确定

利用 1stOpt 1.5 软件对图 1 和图 2 中各实验条件下的

实验数据按方程 x= — ln[1+abt]进行非线性回归拟合，求

得 a 、b 及 a × b 值列于表 1 。

S0(g/L) E0(g/L) E0/S0 a(min-1) b a × b
120 0.15 0.001250 0.4935 0.5292 0.2612
150 0.15 0.001000 0.4401 0.4982 0.2193
180 0.15 0.000833 0.3459 0.5067 0.1753
210 0.15 0.000714 0.3570 0.5340 0.1906
165 0.1 0.000606 0.2024 0.5923 0.1199
165 0.15 0.000909 0.4256 0.5233 0.2227
165 0.2 0.001212 0.5404 0.5243 0.2833
165 0.3 0.001818 0.8580 0.4920 0.4221

表1   米渣蛋白的酶水解动力学参数值

Table 1   Kinetic parameters of enzymatic hydrolysis of rice dregs
protein

图 6 所示。

从图 6 所得线性关系式可知 a 与 E0/S0 值关系曲线所

对应的方程为：

a=487.75×E0/S0－0.0508                                         (17)
把上述所求得的 a 与 b 值分别代入推导出的动力学

模型，则可得胰蛋白酶在 53℃，pH7.6 条件下水解米渣

蛋白的动力学模型，分别如下：

水解速率的动力学模型：

 V=(487.75E0－0.0508S0)exp(－0.525x)                      (18)
水解度的动力学模型：

                                       E0

x=1.905ln[1+(256.07——－0.0267)t]                       (19)
                                       S0

方程(18)表明，水解速率 V 随着 E 0 的增加而上升，

但随着 S0 和水解度 x 的上升而下降。水解度的增大，相

应地导致水解体系的底物中的可作用肽键浓度下降，从

而引起水解反应的速率下降。并由此可得 53℃，pH7.6
条件下不同初始底物浓度下所对应的临界初始胰蛋白酶

浓度为 E 0= ——— S 0，不同初始酶浓度下所对应的临界

初始底物浓度为 S0= ———E0。当 E0 ≤——— S0 时，总

水解速率变为负数，水解反应不会发生。这一方面可

能由于方程(18)对于较低的 E0/S0 值不适用；另一方面可

能由于底物或中间产物对酶反应存在不可逆抑制。同

理，当 S 0 ≥——— E 0 时，水解反应不会进行。

方程( 1 9 )表明，在胰蛋白酶水解米渣蛋白的体系

中，水解度 x 与初始酶浓度 E 0、初始底物浓度 S 0 和水

解时间 t 之间存在一定关系：S 0 不变时，水解度随着 E 0

的增加而提高；反之，E 0 不变时，水解度随着 S 0 的增

加而降低。这与上面讨论的实验结果一致。另外，通

过对 E 0/S 0 的改变可在一定时间内获得所需水解度，从

而使米渣蛋白处于低度水解状态。

2.7 蛋白酶失活常数的确定

由方程式(2 )、(5 )、(7 )可得：

    de             e2           e2

－— =k3km — =kd ——

    dt             S0           S0

k d=k 3km

k d 即为水解过程中胰蛋白酶失活的动力学常数。

a 、 b 相乘得：

                  e0                    k3km          E0

a·b=[k 2 —－ k 2C 0]·—— =k d[—－ C 0]
                  S0                     k2             S0

因此，运用 Excel 软件求得 a· b 值与 E0/S0 值之间

的线性方程为 y = 230.29x — 0.0033(R2 = 0.9597)，于是得

胰蛋白酶的失活常数 kd=230.29 min-1。

2.8 动力学模型的验证

图6   参数 a 随 E0/S0 的变化

Fig.6   Effect of E0/S0 value on parameter a
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从表１结果可知，动力学参数 a 随着 S 0 的增加而

减小，随着 E 0 的增大而增大。不同 S 0 和 E 0 条件下，

参数 b 的数值都相差小，接近一个常数，且在平均值

0.525 附近上下波动，因此对于恒温水解反应，b 可看

作是一个常数而取平均值。对 a 值与 E 0/S 0 值作图，如

b
1

0.0508
487.75 487.75

0.0508
0.0508
487.75

487.75
0.0508
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图 1 中选择 E0=0.15g/L、S0 分别为 120、150g/L，
在溶液 p H7 . 6、温度为 5 3℃条件下对米渣蛋白进行水

解，其实测值与模型预测值列于表 2 。同时，采用平

均相对误差(E)对实测值与模型计算值之间的拟合程度进

行评估，其计算公式为：

                Y－Y*           Σ———

E(%)= ————×100
                   n

式中：Y 为实测值；Y * 为计算值；n 为所考查的

数据个数。

评估结果为，当 E0=0.15g/L、S0=120g/L 时，实测

值与计算值之间的平均相对误差为 6.1%；当 E0=0.15g/L、
S0=150g/L 时，实测值与计算值之间的平均相对误差为

3.5%；两体系所考查数据的总平均拟合误差为 4.8%。

E=0.15g/L, S=120g/L E=0.15g/L, S=150g/L
t(min) 实测值 模型计算值 t(min) 实测值 模型计算值

5 1.555 1.72 5 1.422 1.455
10 2.333 2.609 10 2.275 2.271
15 3.11 3.213 15 2.95 2.84
20 3.443 3.671 20 3.306 3.278
25 3.776 4.039 25 3.75 3.633
30 4.11 4.348 30 4.105 3.933
35 4.443 4.614 35 4.461 4.192
40 4.665 4.847 40 4.638 4.419
45 4.887 5.055 45 4.994 4.623
50 4.998 5.242 50 4.994 4.807
55 5.109 5.413 55 5.083 4.974
60 5.22 5.569 60 5.083 5.128

表2   水解度动力学模型的验证

Table 2   Validation on kinetic model of limited hydrolysis

                                      E0

x=1.905ln[1+(256.07——－0.0267)t]
                                      S0

通过动力学方程，可推导可控酶解过程的最低临界

初始酶浓度 E0 ＝———S0，最大临界初始底物浓度 S0 ＝

——— E 0。通过动力学模型及相关实验数据的结果，

得出可控酶解过程中胰蛋白酶失活的动力学常数 k d ＝

230.29min-1。与实验结果相比较，证实动力学模型与实

验结果非常吻合，可用来指导和优化酶解反应实验。
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3 结  论

采用胰蛋白酶对米渣进行低度水解时，水解产物及

过高的底物浓度对酶反应速率起抑制作用。在酶促反应

最适温度、p H 值条件下，通过对酶与底物浓度之比、

反应时间的控制可以实现有限水解。

根据酶动力学的基本理论，由实验数据得出温度53℃、

pH 7.6 下胰蛋白酶对米渣蛋白的水解速率动力学模型和

水解度动力学模型，分别如下：

V=(187.75E0－0.058S0)exp(－0.525x)

Y

0.0508
487.75

0.0508
487.75


