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酶解燕麦蛋白制备ACE抑制肽的研究
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摘   要：本研究以燕麦蛋白为原料，分别选用Alcalase、Neutrase和Protamex 进行单独或联合水解，经活性炭YD-303

脱色、大孔吸附树脂DA-201CⅡ脱盐及分级纯化、Sephadex G-25 凝胶色谱柱进一步分离，以获得高纯度、高活

性的血管紧张素转化酶(angiotensin converting enzyme，ACE)抑制肽。结果表明：单酶反应时，Alcalase水解 2h

所获得的产物对ACE的抑制率可达85.40%；YD-303 处理燕麦蛋白酶解液脱色最优工艺为添加量1.5%(W/V)、pH3.5、

温度 40℃、脱色时间75min。利用 75% 乙醇洗脱大孔吸附树脂DA-201CⅡ所获得的组分ACE 抑制活性最高，其

经Sephadex G-25 进一步分离纯化，得到四个分离组分，第四组分的ACE 抑制活性最高，抑制率为95.6%。
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Ab s t r a c t：Oat protein was hydrolyzed by Alcalase, Neutrase, and Protamex individually or jointly and the obtained

hydrolysates were further subjected to decolorization with activated carbon YD-303 and purification with macroporous

adsorption resin DA201-C II for desalination and Sephadex G-25 column for fractionation. The results showed that the

hydrolysates of oat protein by individual Alcalase had the highest ACE inhibitory activity of 85.40%. The optimum decolorization

conditions with YD-303 contained quantity of activated carbon 1.5%, pH 3.5, 40 ℃, and adsorption time 75 min. Fractions

eluted with 75% ethanol from macroporous adsorption resin displayed the highest inhibitory activity and were further separated

by Sephadex G-25 into 4 subfractions. The fourth subfraction presented the most effective elution and its inhibitory activity was

95.6%.
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随着人们生活水平的不断提高、平均寿命的不断延

长，社会逐步进入老龄化，高血压的患病率也逐步上

升。高血压病是引起冠心病、心肌梗塞、脑卒中风和

肾功能衰竭等并发症的主要原因，被喻为人类健康的

“第一杀手”。因此，治疗和防治高血压病是当今社

会研究的一个热门课题[1-3]。

在高血压发病机制中，肾素 - 血管紧张素系统

(rennin-angiotensin system，RAS)是调节血压的重要内

分泌系统，激肽 - 激肽生成酶系统(k a l l i k r e i n - k i n i n

system，KKS)是人体内的一种降血压系统。RAS与KKS

的平衡失调是引起高血压的重要原因之一。而ACE 在

RAS 和KKS 系统中对血压调节起重要作用，因此，通

过抑制ACE活性治疗高血压病是一种行之有效的途径[4]。

虽然合成的ACE抑制剂降压效果显著，但由于其高

活性和特异性，应用过程中也出现了严重的负效应[5 ]。

这就促使人们去寻找更有效的ACE抑制剂。国内外研究

表明，食物蛋白质酶解产物中的一些短肽具有广泛的生

理调节功能，如免疫调节肽、激素肽、酶抑制剂肽、

抗生素肽、抗病毒肽、降血压肽、降胆固醇肽等[ 6 ]，

特别是具有降血压活性的ACE抑制肽受到广泛的关注。

食源性的ACE 抑制肽降血压效果温和、专一、持

久、安全性高，而且对正常血压无影响，无副作用[7]。
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因此，从食物资源中分离出的ACE抑制肽显示出了良好

的应用前景。自1979年，Oshima等[8]首次从明胶酶解液

中分离出降血压肽以来，人们又从乳制品蛋白[9-10]、玉米

和荞麦等植物蛋白[11-13]、鱼贝类和藻类等水产蛋白[14-15]，

以及猪、牛等动物蛋白[ 1 6 - 1 7 ]的酶解物中提取出降血压

肽，并开发多种相应的产品。

本实验以燕麦麸为原料，利用碱提酸沉原理提取燕麦

蛋白。燕麦蛋白经不同蛋白酶水解后，经活性炭YD-303

脱色，大孔吸附树脂 DA - 2 0 1 C Ⅱ脱盐及分级纯化，

Sephadex G-25 凝胶色谱柱进一步分离，以研究不同组分

的ACE抑制活性，旨在为ACE抑制肽的分离纯化及进

一步研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

燕麦麸皮(蛋白质含量17.8%)    河北省康保县翔龙食

品有限公司；ACE 和马尿酰 - 组氨酰 - 亮氨酸(HHL )

S i g m a 公司；A l c a l a s e 、N e u t r a s e 、P r o t a m e x

Novozymes 公司；Folin- 酚试剂    Sigma 公司；牛血清

白蛋白、VB 12、氧化性谷胱甘肽    北京拜尔迪生物公

司；YD-303 活性碳    远大活性碳公司；大孔吸附树脂

层析柱系统(2.5cm× 60cm)：自制；DA201-CⅡ    江阴

市有机化工厂；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

DSHZ-300多用途水浴恒温振荡器    江苏太仓市实验

设备厂；Beckman coulter 高速离心机    Beckman 公司；

凝胶层析系统(包括：层析柱1.5cm× 60cm、DHL-A 电

脑恒流泵、DBS-100 电脑全自动部分收集器和IHID-2 核

酸蛋白检测仪记录仪)    上海沪西分析仪器厂有限公司；

其他均为实验室常用仪器。

1.3 方法

1.3.1 燕麦蛋白的提取

称取一定量的燕麦麸，以料液比为1:28加入去离子

水，调pH值为10.5，置于超声波生化仪(频率28Hz，强

度0.8A)，保温于65℃，浸提75min，离心(10000 r/min，

10min)，取上清液调pH值至燕麦蛋白等电点处(pI＝4.0)，

室温静置60min，在4000r/min 条件下离心15min，即得

燕麦蛋白沉淀；用去离子水漂洗燕麦蛋白沉淀三次后，

加入一定量去离子水溶解，配成 5% 的蛋白溶液，备

用 。

1.3.2 ACE抑制肽的制备

1.3.2.1 单酶水解

取一定量的燕麦蛋白溶液，置于恒温酶反应器中，

调至酶的最适条件对其酶解，选用的蛋白酶及各自酶解

条件，见表 1。在酶最适条件下连续酶解 3h，酶解过

程中保持pH值稳定。每隔1h取酶解液20ml，置于90℃

水浴中 15min，灭酶，迅速冷却到 40℃，调节溶液pH

值至燕麦蛋白的等电点，冷却，在4℃，10000r/min 条

件下离心 20min，取上清液，调节pH 7.0，测定水解

液中多肽含量。根据不同时间段下多肽的含量，将其

配成相同浓度的多肽溶液(本研究测定ACE抑制率所用多

肽浓度为 2mg/ml)，然后测定其各自的ACE抑制活性。

酶 pH 温度(℃) E/S(%)

Alcalase 7.5 60 5

Neutrase 7 50 5

Protamex 7 50 5

表1   实验中选用的酶及水解条件

Table 1   Selected enzymes and their optimal conditions

1.3.2.2 联酶水解

在最佳蛋白酶的最适条件下，进行单酶水解，水

解一定时间后，置于 90℃水浴中 15min ，灭酶，冷却

至另一酶的最适水解温度后，调节pH 值，加入酶再次

进行水解；连续酶解 3h，每隔 1h 取酶解液 20ml，其

它同单酶水解实验。

1.3.3 酶解液脱色工艺的优化

燕麦蛋白酶解液→调pH 值→加活性炭→恒温水浴

(转速为100r/min)→脱色→抽滤→多肽溶液

1.3.4 酶解产物的脱盐及分级纯化

将经过预处理的DA201-CⅡ树脂用无水乙醇充分溶

胀，加入去离子水进行洗涤，直至树脂中无乙醇残留，

装满2.5cm× 60cm层析柱；将脱色后的燕麦蛋白酶解液

进行浓缩，直至多肽浓度为 40mg/ml，调 pH 值 4.0；

室温条件下，将酶解液以1BV/h的流速流经层析柱；上

样结束后，用去离子水以1BV/h的流速洗涤层析柱，以

15m l/ 管收集水洗脱液，以去离子水为对照，在波长

220nm 处测定其电导率及吸光度，直至洗脱液的电导率

与去离子水相当、吸光度小于 1 为止；依次用 15%、

35%、55%、75% 和 95% 的乙醇以1.5ml/min 的流速流

经层析柱，对DA201-CⅡ树脂吸附的燕麦肽进行分步洗

脱，分别收集各组分并配制为相同浓度的多肽液，测

定各组分的ACE 抑制活性。

1.3.5 凝胶分离纯化洗脱组分

利用Sephadex G-25对 75%乙醇洗脱的组分进行分

离纯化，进一步研究不同组分的ACE 抑制活性，从而

获得具有高ACE 抑制活性的多肽。具体参数如下：凝

胶柱规格：1.5 × 60cm；流速：0.6ml/min；检测波长：

280nm；上样量：5ml；洗脱液：0.1mol/L 的磷酸盐缓

冲液，pH ＝ 6 . 8。

1.3.6 ACE抑制率的测定[18]
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首先，取5 mmol/L HHL 溶液100μl 与 40μl ACE

抑制肽混合，置于37℃水浴中，预热5min，加入0.1U/ml

ACE 溶液10μl，于 37℃恒温水浴中反应60min；其次，

向反应体系中加入1mol/L HCl溶液 150μl 以终止反应，

再加入1.5ml 乙酸乙酯(萃取反应体系中的马尿酸)，混合

均匀，4℃、4000r/min 条件下离心 10min；最后，从

反应体系中取出1ml酯层溶液转入另一试管中，置于80

℃恒温干燥箱中烘干后，重新溶于 3ml 超纯水中，于

228nm 处测定吸光度(表 2)。

实验过程
试剂

a b c

0.1U/ml ACE(μl) 0 0 10

1mol/L HCl(μl) 0 0 150

5mmol/L HHL(μl) 100 100 100

ACE抑制剂(μl) 40 0 40

硼酸盐缓冲液(μl) 0 40 0

37℃水浴5min

0.1U/ml ACE(μl) 10 10 0

37℃水浴60min

1mol/L HCl(μl) 150 150 0

ACE 抑制剂(μl) 0 40 0

硼酸盐缓冲液(μl) 40 0 40

乙酸乙酯(ml) 1.5 1.5 1.5

均匀混合，离心(4000r/min，10min)，

取 1m l 的乙酸乙酯层，80℃下烘干。

超纯水(ml) 3 3 3

超声 10min，使目标产物充分溶解

228nm 检测吸光度

表2   ACE抑制率的测定

Table 2   Determination procedure of ACE inhibiting activity

ACE 抑制率计算公式如下：

　　　　　　　　   
Ab－Aa

ACE抑制率(%)＝ —————×100

                                     
Ab  －Ac

1.3.7 脱色率的测定

燕麦蛋白酶解液经高速离心后，经紫外 - 可见光分

光光度计扫描，发现酶解液在 450nm 处有最大吸收峰，

并且以某一批次酶解液的色素浓度为 100%，配置不同

色素浓度的样品溶液，验证不同色素浓度与其在450nm

波长下吸光度的线性关系，经验证在 450nm 波长下色

素浓度与吸光度具有良好的线性关系，两者方程为 y ＝

0.0065x－ 0.0038，R2＝0.9997，故选取450nm 作为检测

燕麦蛋白酶解液中色素浓度的最佳吸收波长。

在450nm波长条件下，分别测定脱色前后燕麦蛋白

酶解液的吸光度，计算燕麦蛋白酶解液的脱色率，计

算公式如下：

                   
      脱色前吸光度－脱色后吸光度

脱色率(%)＝ ———————————————×100

　　　　　　　    　  
脱色前吸光度

1.3.8 多肽回收率计算

                          
       脱色后多肽浓度

多肽回收率(%)＝————————×100

                          
       脱色前多肽浓度

1.3.9 综和评分计算

正交试验数据处理采用加权评分法计算综合评分，

即综合评分＝(脱色率/最大脱色率)×100×0.5+(回收率/

最大回收率)× 100 × 0.5。

2 结果与分析

2.1 燕麦蛋白单酶水解产物的ACE抑制活性

图1   酶解时间与ACE抑制活性关系

Fig.1   Relationships between hydrolysis time and ACE inhibitory

activity for 3 kinds of enzyme
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由图1中可知，未酶解的燕麦蛋白几乎没有ACE抑

制活性，但所有的酶解产物均表现出抑制作用，因此，

ACE 抑制活性是由酶解后所产生的肽类物质所引起的。

酶解产物ACE抑制活性与水解时间明显相关，并非简单

的有或无，这可能是由于酶解产物组成的复杂性和ACE

较宽的底物特异性所决定的。

根据酶解产物ACE 抑制活性的高低，从整体上而

言，Alcalase 要比Neutrase 和 Protamex 作用于燕麦蛋白

的酶解产物具有更强的ACE抑制作用，可能是由酶的活

性、作用位点的不同导致对同一底物的作用效果有明显

的差异。同时，随着酶解时间的延长，酶解产物ACE

抑制活性反而下降，可能是由于随着反应的进行，具有

ACE 抑制活性的多肽被再次酶解，甚至被水解为氨基

酸。因此，选用Alcalase 作为制备燕麦蛋白ACE抑制肽

的最适用酶，水解时间为2h，对ACE抑制率为85.4%。

2.2 燕麦蛋白联酶水解产物的ACE抑制活性

由图 2 可知，在联酶水解的初始阶段，酶解产物

A C E 抑制率均呈不同程度的下降。这可能是由于

Alcalase 酶解产生的具有ACE抑制活性的多肽被再次加

入的酶作用，导致酶解产物的ACE 抑制活性下降。但

是组合Alcalase+Neutrase 和Alcalase+Protamex随着酶解

反应的进行，酶解产物ACE抑制活性又有不同程度的提

高。吴建平等[19]和蒋菁莉等[20]分别在大豆降压肽和牦牛
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乳酪蛋白降血压肽的研究中，均出现同样的现象。

结果显示，联酶与单酶水解相比，联酶水解燕麦

蛋白所获得的产物ACE 抑制活性并没有得到明显的提

高。因此，从简化工艺的角度考虑，选择Alca l a se 单

酶水解燕麦蛋白制备ACE 抑制肽更具实际意义。

                          因素
水平

pH 添加量(%，W/V) 温度(℃) 时间(min)

1 2.5 0.5 35 45

2 3 1 40 60

3 3.5 1.5 45 75

表3   因素-水平设计表

Table 3   Factors and levels of orthogonal test on decolorization

conditions of oat protein hydrolysate

2.3 燕麦蛋白酶解液脱色工艺的确定

试验号 pH
添加量 温度 时间 脱色率 多肽回收率 综合

(%，W/V) (℃) (min) (%) (%) 评分

1 2.5 0.5 35 45 10.57 88.31 53.53

2 2.5 1 40 60 68.92 85.86 88.08

3 2.5 1.5 45 75 81.23 74.60 92.45

4 3 0.5 40 75 41.87 93.91 75.77

5 3 1 45 45 47.21 86.07 74.88

6 3 1.5 35 60 61.28 85.55 83.28

7 3.5 0.5 45 60 44.28 90.67 75.52

8 3.5 1 35 75 62.40 91.72 87.21

9 3.5 1.5 40 45 72.66 78.85 86.75

均值1 78.020 68.273 74.673 71.720

均值2 77.977 83.390 83.533 82.293

均值3 83.160 87.493 80.950 85.143

极差 5.183 19.220 8.860 13.423

表4   YD-303处理燕麦蛋白酶解液的脱色工艺正交试验结果

Table 4   Results and range analysis of orthogonal test on

decolorization conditions of oat protein hydrolysate

图2   酶解时间与ACE抑制活性关系

Fig.2   Relationships between hydrolysis time and ACE inhibitory

activity for 3 enzyme combinations
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反应体系的pH 值，导致样品中残留大量的无机盐。这

些盐分的存在不仅影响最终产品的口味，而且影响其生物

活性的发挥。因此，必须对燕麦蛋白酶解液进行脱盐。

图3   效应曲线图

Fig.3   Visual diagram for range analysis of orthogonal test results
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燕麦蛋白在经蛋白酶水解的过程中，常伴随大量色

素物质的形成[21]，使酶解液呈现出褐色或黑色。这些色

素的存在，不仅使其在食品、药品工业中的应用受到

限制，而且不利于有效成分的进一步分离纯化和结果分

析。因此，在利用Alcalase 酶解燕麦蛋白制备ACE 抑

制肽的过程中，必须将色素除去。活性炭对有机大分

子色素具有较强的吸附能力，为蛋白质酶解液常用的脱

色剂。以脱色率和多肽回收率为评价指标，筛选出YD-

303 活性炭作为燕麦蛋白酶解液的脱色剂，设计出YD-

303处理燕麦蛋白酶解液脱色工艺正交试验的因素 -水平

表(表 3 )，正交试验结果见表 4。

以综合评分为考察指标，由表 4 可知，各因素对

YD-303处理燕麦蛋白酶解液处理效果的影响，主次顺序

为添加量>时间>温度>pH 值，即添加量影响最大。由

图3可知，YD-303 处理燕麦蛋白酶解液脱色最优工艺为

添加量 1. 5% (%，W/V)，pH3 . 5，温度 40℃，脱色

时间 75min。经过验证实验，在此条件下经YD-303 处

理的燕麦蛋白酶解液的脱色率和蛋白回收率分别可达

85.36% 和 83.79%。

2.4 DA201-CⅡ树脂对脱色产物的脱盐及分级纯化

在燕麦蛋白酶解过程中，需要不断滴加碱液来维持

Alcalase+Protamex

Alcalase+Neutrase

Alcalase+Protamex+ Neutrase

本研究证明，大孔吸附树脂对燕麦蛋白酶解液进行

吸附后，酶解液的电导率变化不明显。而燕麦蛋白酶

解液中对电导率有贡献的组分主要是无机盐和带电荷的

氨基酸[22]，说明大孔吸附树脂对盐几乎没有吸收，而只

对酶解液中多肽有吸附，因此采用大孔吸附树脂对燕麦

蛋白酶解液脱盐是一个行之有效的方法。

Cheung 等[23]研究认为，多肽的ACE抑制活性与疏

水性氨基酸有关，疏水性氨基酸残基占60%以上的ACE

抑制肽具有更强的降压活性。由于不同浓度乙醇的极性

不同，它们与不同疏水性的肽段亲和力也就不同，因

此，通过不同浓度的乙醇进行梯度洗脱，就有可能得

到具有不同降血压活性的燕麦肽，在脱盐的同时实现

ACE抑制肽的初步分离。不同浓度乙醇对大孔吸附树脂

吸附的燕麦肽进行分步洗脱，不同洗脱组分的ACE抑制

活性，结果见表 5 。

从表 5 可知，75% 乙醇的洗脱组分对ACE 抑制活

性最高，抑制率为 90 .45%。
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乙酸浓度(%) 15 35 55 75

ACE抑制率(%) 28.55 37.83 66.12 90.45

表5   不同乙醇浓度洗脱组分的ACE抑制活性

Table 5   ACE inhibitory activities of elution fractions of Alcalase

hydrolystates on resin DA201-CⅡ by different concentrations of

e tha nol

组分 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

ACE抑制率(%) 8.7 45.15 70.2 95.6

表6   Sephadex G-25层析分离组分的ACE抑制活性

Table 6   ACE inhibitory activities of 4 subfractions of 75% ethanol

elution fraction

2.5 凝胶分离纯化高抑制活性的组分

利用Sephadex G-25对 75%乙醇的洗脱组分进行分

离纯化，所获得的凝胶过滤图谱，结果见图 4。

经Sephadex G-25 分离后各组分的ACE抑制活性，

结果见表 6。

得到四个分离组分，第四组分不仅分子量最小，而且

ACE 抑制活性最高，抑制率为95.6%。
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由图4及表6 可知，75%乙醇洗脱的组分中含有四

个组分，Ⅲ号和Ⅳ号组分的抑制率较其他两个组分要

高。同时，根据凝胶排阻色谱原理，Ⅲ号和Ⅳ号组分

的分子量也较小。Ganapathy 等[24]研究证明，小肽在体

内能够保持较好的稳定性，能够以较完整的形式被吸

收，因此，应采用Ⅲ号和Ⅳ号组分进行下一步研究。

3 结  论

3.1 通过对单酶和联酶水解实验对比研究，选择

Alcalase 单酶水解燕麦蛋白制备ACE抑制肽更具实际意

义。在最适条件下，利用Alca l a s e 酶解燕麦蛋白 2h，

获得的酶解产物ACE 抑制率可达 85.4%。

3.2 YD-303处理燕麦蛋白酶解液脱色的最优工艺为添加

量1.5%(W/V)、pH3.5、温度40℃、脱色时间75min。经

过验证实验，在此条件下经过YD-303 处理的燕麦蛋白酶

解液的脱色率和蛋白回收率分别可达85.36%和83.79%。

3.3 利用不同浓度的乙醇分级洗脱大孔吸附树脂吸附的

多肽，75% 乙醇的洗脱组分对ACE 抑制活性最高，抑

制率可达90.45%，其经Sephadex G-25 进一步分离纯化，

图4   Sephadex G-25凝胶过滤图谱

Fig.4   Elution curve of 75% ethanol elution Sephadex G-25
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