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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)肝胰腺内源酶性质的 
初步研究 

杨利珠, 张  莉, 黄  琳, 孟祥红 

(中国海洋大学 食品科学与工程学院, 山东 青岛 266003) 

摘要: 内源酶是三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)体内重要的酶, 往往会导致梭子蟹死后肌肉组织

迅速软化, 严重影响了蟹肉的贮藏品质。为了探明该酶的基本特性, 本试验从三疣梭子蟹肝胰腺中提

取了粗酶, 优化了提取方法, 并对其部分酶学性质进行初步研究。结果表明: 三疣梭子蟹肝胰腺内源酶

最佳浸提时间段为 4~12 h, 酶比活显著高于 0~4 h 和 12~14 h; 以酪蛋白为水解底物, 内源酶作用最适

温度为 65℃、最适 pH 范围为 7.0~8.0; 丝氨酸蛋白酶特异性抑制剂, 包括大豆胰蛋白酶抑制剂(SBTI)

和苯甲基磺酰氟(PMSF), 对内源酶活力的相对抑制率分别为 100%、70.46%±6.27%, 显著高于其他抑

制剂的相对抑制率 , 推测丝氨酸蛋白酶为主要内源酶 ; 在硫酸铵分级沉淀中 , 分别以酪蛋白和

Boc-Phe-Ser-Arg-MCA 为底物, 前者最适盐析浓度为 0~70%, 后者为 30%~70%, 酶比活显著高于其他盐浓度; 

当硫酸铵浓度为 40%~60%时, 盐析蛋白质含量、粗酶酶活和丝氨酸蛋白酶活均显著高于其他盐浓度。 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)是中国经

济价值最大的一种海水养殖蟹类, 约占中国梭子蟹

总产量的 90%左右 [1], 由于其具有营养丰富和味道

鲜美的特点而畅销国内外。梭子蟹因其身处海洋的

特殊环境, 所以在离开高盐高氧环境后存活率便大

大降低。未经任何处理的三疣梭子蟹, 在其死后肌肉

的软化速率较快, 并且很快发生空壳现象。 

在水产品的肌肉组织和内脏中, 存在许多内源

性蛋白酶, 它们直接或间接地加速了水产品在贮藏

过程中肌肉软化速率。已有国内外文献报道了远洋梭

子蟹(Portunus pelagicus)[2]肝胰腺中的胰蛋白酶类酶、

罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)[3]肝胰腺中的胰

蛋白酶、口虾蛄(Squilla oratoria)[4]肌肉中的丝氨酸蛋

白酶和刺参(Stichopus japonicus)[5]消化腺中的丝氨酸

蛋白酶等, 与其自身肌肉的溶解有关。但是, 对三疣

梭子蟹的肌肉软化原因还鲜有报道。本试验拟通过对三

疣梭子蟹肝胰腺内源酶基本性质的研究为探究三疣梭

子蟹保藏过程中发生的自溶现象提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验所用鲜活三疣梭子蟹(P.trituberculatus)购于

青岛市团岛海鲜市场, 平均质量 162 g左右, 观察体

表健康无病。 

1.2  试验方法 

1.2.1  三疣梭子蟹肝胰腺干燥脱脂粉末的制备 

将鲜活的三疣梭子蟹肝胰腺取出, 称取 100 g, 

按 1︰3(m/V)加入–20℃的丙酮, 在组织捣碎机中间

歇性捣碎 3min, 匀浆液在真空下抽滤。将滤渣进行

真空干燥, 直至滤渣干燥且无丙酮味[6]。干燥后的肝

胰腺粉末在–20℃下保藏待用。 

1.2.2  三疣梭子蟹肝胰腺粗酶提取液的制备 

将上述脱脂干燥粉末溶解于 2 倍体积的原肝胰

腺湿重的 0.05 mol/LTris-HCl缓冲液中(4 ℃, pH7.5), 

在4 ℃条件下搅拌提取粗酶。离心15min(4 ℃, 12000 r/min), 

上清液即为三疣梭子蟹肝胰腺粗酶提取液。 
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1.2.3  三疣梭子蟹粗酶提取时间的优化 

在 0、2、4、6、8、10、12、14 h 分别取 20.0 mL1.2.2

中的提取液, 同条件下离心, 取上清液。向上清液中

缓慢加入经研磨干燥后的硫酸铵固体粉末, 至 100%

饱和度, 4℃静置过夜。次日离心(4℃, 12000 r/min), 

收集沉淀。用 0.05 mol/L Tris-HCl缓冲液(4℃, pH 7.5)

复溶, 并透析 24 h, 期间换液 3~4次。透析后所得液

体即为粗酶液。将粗酶液离心(4℃, 12000 r/min), 留

上清待用。用 Tris-HCl 缓冲液将各透析后的粗酶液

定容至等体积 , 测定其蛋白质含量及粗酶活力 , 计

算酶比活, 最大酶比活对应的提取时间为最佳提取

时间, 做三组平行试验。 

1.2.4  三疣梭子蟹粗酶酶活最适温度测定 

选取上述最佳提取时间下的粗酶液, 在不同温

度(4、20、30、40、50、55、60、65、70、80℃)条

件下测定其粗酶活力, 以确定最适温度。 

1.2.5  三疣梭子蟹粗酶酶活最适 pH测定 

于最适温度下, 将粗酶液置于不同pH(pH2.0~11.0)

条件下测定粗酶活力, 以确定最适 pH。中不同 pH

值缓冲液分别为 : 柠檬酸 -Na2HPO4 缓冲液 (pH2.0~ 

8.0)、Tris-HCl缓冲液(pH 7.0~9.0)、甘氨酸- NaOH缓

冲液(pH 9.0~11.0)。 

1.2.6  抑制剂对三疣梭子蟹粗酶活性的影响 

参考 Klomklao 等[7]的方法并稍作修改。将酶液

分别加入等体积不同浓度、不同抑制剂溶液中, 使抑

制剂的最终浓度达到以下浓度: 0.1和 5 mmol/L N-甲

苯磺酰-L-赖氨酸-氯甲基酮(TLCK)、0.1和 5 mmol/L

甲苯磺酰 -苯丙氨酸氯甲基酮 (TPCK)、 0.005 和

1 g/mL SBTI、0.025和 5 mmol/L PMSF、0.1和 5 mmol/L

乙二胺四乙酸(EDTA)、0.025 和 0.1 mmol/L 胃蛋白

酶抑制剂 A(PepstatinA)、0.025 和 0.1 mmol/L E-64

蛋白酶抑制剂(E-64)、0.1和 5 mmol/L碘乙酸。室温

下放置 30 min后, 在最适 pH值、最适温度下测其粗

酶活力。以超纯水作为对照。计算不同蛋白酶抑制

剂对粗酶活性的抑制率 , 其中 , 抑制率最大的设定

为 100%, 计算其他蛋白酶抑制剂的相对抑制率。蛋

白酶活力抑制率的计算公式如下:  

抑制率(%)=(AC – AS)/AC×100 

其中, AC、AS分别为对照组蛋白酶活力和试验组蛋白

酶活力。 

1.2.7  硫酸铵分级沉淀 

向 30.0 mL 未经硫酸铵沉淀的粗酶提取液中, 

缓慢加入经研磨干燥的硫酸铵固体粉末, 使硫酸铵

溶液的饱和度依次达到 20%、30%、40%、50%、60%、

70%、80%、100%, 4℃条件下静置过夜, 离心(4℃, 

12000 r/min)。盐析沉淀用适量 0.05 mol/L Tris-HCl缓

冲液(4℃, pH 7.5)复溶、透析并离心(4℃, 12000 r/min)。

将各硫酸铵饱和度的粗酶液定容至蛋白质浓度相差

小于 0.1 mg/mL的粗酶溶液, 分别测其粗酶活力、丝

氨酸蛋白酶活力和蛋白质含量, 并计算其相应的酶

比活, 做三组平行试验。 

1.2.8  可溶性蛋白质浓度测定 

参考考马斯亮蓝染色法测定[8]。 

1.2.9  蛋白酶粗酶活力测定 

参考 Jensen 等[9]的方法并稍作修改。取 1.0 mL

粗酶液, 加入到 3.0mLTris-HCl 缓冲液(0.05 mol/L, 

pH7.5)中, 混匀, 随后加入 1 mL1%酪蛋白溶液, 37

℃条件下孵育 15 min, 加入 1 mL10%TCA溶液终止

反应。4℃静置 2 h, 5000 r/min离心 20 min, 取上清, 

在 280nm下测吸光值。空白管中先加入 1.0 mL粗酶

液与1 mL 10%TCA溶液, 混匀, 37℃条件下孵育15 min, 

加入 1 mL 1%酪蛋白溶液, 其余操作相同。作三组平

行试验。该条件下, 定义每分钟水解产生 1µmol酪氨

酸的酶量为一个蛋白酶活力单位(U)。 

1.2.10  丝氨酸蛋白酶活力测定 

本试验参考Yoshida等[10]的方法测定, 并稍作修

改。取 0.1 mL样品, 加入到 0.8 mLTris-HCl缓冲液

(0.05 mol/L, pH7.5)中, 随后加入 0.1 mL 50 µmol/L

荧光底物 Boc-Phe-Ser-Arg-MCA, 混匀, 55℃条件下

反应 10 min, 加入 1.5 mL荧光终止液(甲醇︰异丙醇︰ 

水=35︰35︰30)终止反应。将混匀后的反应液在激发

波长 380 nm 和发射波长 450 nm下测定荧光强度 , 

作三组平行试验。该条件下 , 定义每分钟水解产生

1 nmolAMC 的酶量为一个蛋白酶活力单位(U)。 

1.3  数据分析 

试验数据用平均数±标准差(means±SD)表示 , 

采用 SPSS 19.0 软件对数据进行 ANOVA 方差分析, 

当差异显著(P<0.05)时, 采用 Duncan 检验进行多重

比较分析。 

2  结果与分析 

2.1  提取时间对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶提

取的影响 

由图 1a 结果可见, 提取时间对粗酶提取液中蛋

白质含量和粗酶总酶活无显著性影响(P>0.05), 但是, 
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从图 1b结果可见提取时间对酶比活却有显著性影响

(P<0.05)。由图 1b 可看出, 在提取时间为 0~2 h 间, 

酶比活无显著性差异, 但在 2 h后酶比活显著升高。

当提取时间为 4~12 h 间, 各时间段粗酶提取液中酶

比活无显著性差异, 但在提取时间超过 12 h 后, 酶

比活显著下降。 

 

图 1  提取时间对三疣梭子蟹肝胰腺内源酶粗酶总酶活、蛋白质含量(a)和酶比活(b)的影响 

Fig. 1  Effect of extraction time on total activity, protein content (a), and specific activity (b) of endogenous protease from 
swimming crab (P. trituberculatus) hepatopancreas 

注: 同一曲线上标中含有不同字母代表组间差异显著(P < 0.05), 下同 
 

2.2  温度对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶活性的

影响 
由图 2 结果可见, 在 pH 为 7.5 的条件下, 不同

温度条件对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶活性有显著性影

响(P<0.05)。当温度为 4~50℃时, 粗酶活力随温度的

升高而迅速增加; 当温度为 50~65℃时, 粗酶活力上

升速度相对平缓, 在温度为 65℃时, 粗酶活力达到

最大; 但当温度超过 65℃后, 粗酶活力迅速降低。 

 

图 2  温度对三疣梭子蟹肝胰腺内源酶酶比活的影响 

Fig. 2  Effect of temperature on specific activity of en-
dogenous protease from swimming crab (P. tritub-
erculatus) hepatopancreas 

 

2.3  pH 对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶活性的

影响 

由图 3 结果可见, 当反应温度为 65℃时, 不同

pH条件对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶活性有显著性影响

(P<0.05)。当 pH为 2.0~4.0时, 粗酶活力均较小, 而

在 pH>4 时, 粗酶活力随着 pH 的上升而迅速增加, 

且在 pH为 7.0时达到最大; 在 Tris-HCl缓冲液体系

中, 当 pH分别为 7.0和 8.0时, 粗酶活力无显著性差

异(P<0.05); 当 pH大于 8.0后, 粗酶活力显著降低。

此外, 从图中可以看出, Tris-HCl 缓冲液体系(pH 为

7.0~9.0 时)中粗酶活力明显高于柠檬酸-Na2HPO4 和

甘氨酸-NaOH 缓冲液体系中的酶活力。因此, 后续

的试验采用了 Tris-HCl缓冲液体系。 

 

图 3  pH对三疣梭子蟹肝胰腺内源酶酶比活的影响 

Fig. 3  Effect of pH on specific activity of endogenous pro-
tease from swimming crab (P. trituberculatus) 
hepatopancreas 
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2.4  蛋白酶抑制剂对三疣梭子蟹肝胰腺粗

酶活性的影响 

由表 1 可知, 在反应温度为 65℃、pH 为 7.5 的

条件下, 不同抑制剂的不同浓度对三疣梭子蟹肝胰

腺粗酶活力的相对抑制率有显著性差异(P<0.05)。当

SBTI 浓度为 1 g/L 抑制率最大, 定义此抑制率为

100。在各抑制剂浓度为 5 mmol/L时, PMSF的平均抑

制率最大, 依次往下分别为 EDTA、TLCK 和碘乙酸; 

在各抑制剂浓度为 0.1 mmol/L时, TLCK的平均抑制率

最大, 依次往下分别为碘乙酸、PeptatinA、EDTA、E-64

和TPCK; 在各抑制剂浓度为0.025 mmol/L时, PMSF的

平均抑制率最大, 依次往下分别为 E-64、PepstainA。 

 
表 1  不同抑制剂对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶活力的相对抑

制率 
Tab. 1  Effect of various inhibitors on specific activity of 

endogenous protease from swimming crab (P. 
trituberculatus) hepatopancreas 

抑制剂 浓度(mmol/L) 相对抑制率(%) 

对照 — 0 

TLCK 5 32.05±3.33 c 

 0.1 24.08±3.13 d 

TPCK 5 5.42±2.68 f 

 0.1 6.41±5.10 f 

PMSF 5 70.46±6.27 b 

 0.025 35.77±4.68 c 

SBTI 1 g/L 100.00 a 

 0.005 g/L 8.41±6.59 f 

EDTA 5 37.39±4.31 c 

 0.1 10.15±3.94ef 

PeptatinA 0.1 10.95±5.15ef 

 0.025 9.04±4.31ef 

E-64 0.1 9.06±2.21ef 

 0.025 11.98±2.85 ef 

碘乙酸 5 17.01±3.99 de 

 0.1 11.15±5.05ef 

注: 同列数据右上标中不含有相同字母代表组间差异显著(P<0.05) 

 

2.5  硫酸铵分级沉淀 

由图 4 可见, 不同硫酸铵浓度对三疣梭子蟹肝

胰腺蛋白质含量、粗酶总酶活、丝氨酸蛋白酶活、

粗酶比活和丝氨酸蛋白酶比活均有显著性影响

(P<0.05)。 

由图 4a、b、c 可见, 当硫酸铵浓度在 0~60%区

间时 , 各指标均随着硫酸铵浓度的升高而升高 , 并

且在 50%~60%区间时达到最大值; 当硫酸铵饱和度

大于 60%后, 各指标均显著降低。 

由图 4d 中粗酶比活的趋势可见, 当硫酸铵浓度

在 0~20%时, 粗酶比活相对较低, 硫酸铵浓度大于

20%后有上升趋势, 硫酸铵浓度为 20%~70%间, 粗

酶比活无太大差异, 但是当硫酸铵浓度高于 70%后, 

粗酶比活急剧下降。由图 4d中丝氨酸蛋白酶比活的

趋势可见, 当硫酸铵浓度在 0~40%时, 丝氨酸蛋白

酶比活随着硫酸铵浓度的升高而升高, 硫酸铵浓度

为 30%~40%和 40%~50%区间时无显著性差异, 丝氨

酸蛋白酶比活在硫酸铵浓度为 50%~60%时达到最大

值, 当硫酸铵浓度高于 60%后, 显著降低。 

3  讨论 

3.1  提取时间对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶酶

活的影响 

酶原分子在一定条件下发生特异肽键断裂或去

除部分肽段 , 酶分子构象就会发生变化 , 形成具有

活性的三维结构, 此为酶原的激活作用。据报道[11-12], 

在粗酶提取缓冲液中加入钙离子可使酶的结构更稳

定[13]或对酶反应有激活作用。但是, 并不是对所有的

胰蛋白酶都能被钙离子激活, David 等[2]报道了钙离

子反而使远洋梭子蟹(P. pelagicus)肝胰腺中类胰蛋

白酶的酶活降低了 4%。所以, 本试验没有采用此种

方法, 试验采用延长搅拌浸提时间的方法来增加粗

酶活力。结果显示, 适量延长浸提时间虽然对蛋白质

含量和粗酶总酶活无显著影响, 但却能使粗酶比活

显著增加 13%, 证明用延长提取时间来增加粗酶活

的方法是可行的。 

脊椎动物有两种胰蛋白酶原活化的方式, 一是

酶原的自我活化, 另一种是肠激酶识别活化肽与活

性酶的接点。吴志强[14]推测, 由于甲壳类动物胰蛋白

酶氨基酸序列中N-末端 IVGG前不存在 4个连续Asp, 

因此其可能为自我活化机制。本试验中, 酶比活在浸

提时间为 4~12 h达到较高水平并且长时间处于稳定

状态, 随后却显著降低。推测可能由于随着搅拌时间的

增长, 酶原逐渐被肝胰腺内部某些离子激活, 随后到

达稳定状态。然而, 当浸提时间大于 12 h, 酶比活却

显著降低的原因还不得而知, 尚需要进一步的研究。 

3.2  温度对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶酶活的

影响 

本试验中, 三疣梭子蟹肝胰腺粗酶在以酪蛋白 
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图 4  硫酸铵浓度对三疣梭子蟹肝胰腺内源酶蛋白质含量(a)、粗酶总酶活(b)、丝氨酸蛋白酶总酶活(c)和粗酶比活、丝氨

酸蛋白酶比活(d)的影响 

Fig. 4  Effect of ammonium sulfate fractions on protein content (a), protease total activity (b), serine proteinase total activity 
(c), protease specific activity, and serine specific activity (d) of endogenous protease from swimming crab (P. trituber-
culatus) hepatopancreas 

 
为水解底物时, 酶活在反应温度为 65℃时最大, 此结

果与已报道文献结果相似, 如远洋梭子蟹(P. pelagicus)

类胰蛋白酶的最适温度 60℃[2]、南极磷虾自溶酶最

适温度 50~60℃[15]、两种斑节对虾(Penaeus monodon)

胰蛋白酶的反应最适温度为 55、65℃[16], 高于海参

(Holothurian)体壁粗蛋白酶的最适温度 50℃[17]、南美

白对虾(Litopenaeus vannamei)虾头内源酸性蛋白酶

的 30℃[18]和纯化的口虾蛄(S. oratoria)丝氨酸蛋白酶

的最适温度约 37℃[4]。当温度到达 70℃, 粗酶酶活

与最大酶比活相比, 降低了 11%, 推测是由于热失

活作用导致的。酶在高温下失活, 可能因为酶结构在

高温下会部分伸展 , 破坏酶的作用位点 , 从而导致

酶的活性降低或丧失。 

3.3  pH 对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶酶活的

影响 

本试验中, 三疣梭子蟹肝胰腺粗酶在 pH为 7.0~ 

8.0 间均能保持较高活性, 此 pH 范围与很多甲壳类

动物的胰蛋白酶类似, 如远洋梭子蟹(P.pelagicus)[2]、

太平洋磷虾(Euphausiapacifica Hansen)[14]等, 也与某些动

物的丝氨酸蛋白酶类似, 如罗氏沼虾(M.rosenbergii)[3]、

口虾蛄(S.oratoria)[4]、狗母鱼、鲤鱼、鲫鱼[19]等, 但

是, 低于皇家红虾(Haliporoides sibogae)[20]胰蛋白酶

的 9.0。同类型的酶具有不同最适 pH, 主要是由于在

不同的 pH 介质中的不同电荷能影响底物以及酶的

作用位点, 从而影响底物与酶作用位点结合的紧密

度[21]。一般来说, 胰蛋白酶的最适反应 pH在 7.0~9.0

间 [22], 所以在此初步推测三疣梭子蟹肝胰腺粗酶中

主要为胰蛋白酶。 

3.4  抑制剂对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶酶活

的影响 

本试验所采用的蛋白酶抑制剂中 , TLCK 和

TPCK 分别是胰蛋白酶特异性抑制剂和糜蛋白酶特

异性抑制剂[7], PMSF和 SBTI为丝氨酸蛋白酶特异性

抑制剂 [23], EDTA 为金属蛋白酶特异性抑制剂 [7], 

PepstatinA为天冬氨酸蛋白酶特异性抑制剂[24], E-64

和碘乙酸为半胱氨酸蛋白酶特异性抑制剂[24, 7]。从试
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验结果可看出, SBTI在高浓度(1g/L)时对粗酶酶活的

抑制作用最大 , 其次 , 在抑制剂浓度为 5、0.1 和

0.025 mmol/L时, 抑制率最大的分别为 PMSF、TLCK

和 PMSF, 均属于丝氨酸蛋白酶类抑制剂, TPCK、

PeptatinA、E-64 和碘乙酸对粗酶酶活几乎没有抑制

效果。由上述试验结果可推测, 在三疣梭子蟹肝胰腺

的粗酶中 , 主要蛋白酶为丝氨酸蛋白酶 , 有可能是

胰蛋白酶, 为糜蛋白酶、天冬氨酸蛋白酶和半胱氨酸

蛋白酶的可能性较小。低浓度 SBTI(0.005 g/L)对粗

酶酶活几乎没有抑制效果, 可能是由于抑制剂浓度

太低 , 对酶活的抑制效果非常微弱 , 以至用此方法

不能检测出。 

3.5  硫酸铵浓度对三疣梭子蟹肝胰腺粗酶

酶活的影响 

由试验结果可看出 , 随着硫酸铵浓度的增加 , 

盐析出的蛋白质含量、粗酶酶活呈现出中间高、两

端低的趋势, 这与南美白对虾(P.vannamei)虾头自溶

酶在盐析过程中, 蛋白含量一直上升的趋势[25]有所

不同, 与草鱼、鲫鱼、青鱼酶比活先上升后下降[26]

的趋势类似。从蛋白质含量的趋势可以看出, 当硫酸

铵浓度高于 60%后, 盐析出的蛋白质含量就大幅度

减少, 这说明大部分蛋白质在低盐浓度下就被盐析

出。但是, 从粗酶酶比活的趋势又可看出, 在硫酸铵

浓度达到 70%前, 粗酶比活都保持在较高水平。该结

果表明 , 如果以酪蛋白作为粗酶分解底物 , 对粗酶

进行后续研究, 则可选择盐析浓度 0~70%。 

通过不同抑制剂对粗酶酶活抑制效果的数据 , 

可大致推测出 , 粗酶中丝氨酸蛋白酶占主导地位 , 

所以, 本试验对不同盐析浓度下的粗酶也进行了丝

氨酸蛋白酶活性的测定。结果显示, 丝氨酸蛋白酶活

和酶比活均呈现出中间高、两端低的趋势, 其酶比活

在硫酸铵浓度为 0~30%和 70%~100%间较低。所以, 

如果以粗酶中丝氨酸蛋白酶为主要研究对象, 则可

选择盐析浓度在 30%~70%之间。 

4  总结 

本试验中, 搅拌浸提时间对三疣梭子蟹肝胰腺

粗酶性质有显著影响, 其最佳浸提时间段为 4~12h; 

通过对粗酶最适反应温度和最适 pH的测定, 大致推

测粗酶主要成分为类胰蛋白酶, 抑制剂对内源酶酶

活的特异性抑制试验进一步验证了此推测; 粗酶在

各盐析浓度下蛋白质含量、粗酶总酶活、丝氨酸蛋

白酶活、粗酶比活和丝氨酸蛋白酶比活均呈现先上

升后下降的趋势; 如果以不同底物为蛋白酶水解对

象, 可选择不同的盐析浓度来沉降蛋白。 
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Abstract: Endogenous autolytic enzyme is an important enzyme in Portunus trituberculatus. Normally, after the 

death of swimming crabs, deterioration is very rapid in the muscle, which produces a severe effect on the storage 

quality of crabs. To investigate few basic properties of this autolytic enzyme, crude samples were extracted from the 

hepatopancreas of P. trituberculatus and the parameters are optimized. Then, a preliminary study on the enzymatic 

properties of the endogenous enzyme was conducted. The results showed that the optimum extraction time range of 

endogenous protease was 4–12 h, and the specific activity was significantly higher than that at other time points, i.e., 

0–4 h and 12–14 h. The optimal temperature and pH for hydrolysis of casein were 65℃ and 7.0–8.0, respectively. 

Compared with other protease inhibitors, endogenous protease activity was significantly inhibited by serine prote-

ase inhibitors, including soybean trypsin inhibitor (SBTI) and phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), suggesting 

that serine protease was the dominant content of this endogenous enzyme. Ammonium sulfate grading precipitation 

showed that fractions of 0%–70% and 30%–70% could be used to collect the targeted proteases for casein and 

Boc-Phe-Ser-Arg-MCA hydrolysis, respectively. Their specific activities were significantly higher than those of the 

samples precipitated by other ammonium sulfate fractions. Moreover, samples collected by ammonium sulfate frac-

tions of 40%–60% had a higher protein content and total activity of crude and serine proteinase than those of the 

samples precipitated by other ammonium sulfate fractions. 
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