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绍兴黄酒中 ACE活性抑制肽的分离分析
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摘　要 : 首次将绍兴黄酒中的肽类组分进行大孔吸附树脂柱层析和高效凝胶过滤色谱以及反相色谱的多步提

取纯化与抑制血管紧张素转换酶 (ACE)活性试验 , 并首次利用基体辅助激光解吸电离 2飞行时间串联质谱分析
和液相色谱 -电喷雾电离四极杆 -飞行时间串联质谱联用分析鉴定出黄酒中 4种 ACE活性抑制肽的氨基酸序

列为 : VEDGGV、PST、NT和 LY。
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Ab s tra c t: Inhibitory pep tides for angiotensin converting enzyme (ACE) were isolated from Chinese rice

wine by hollow fibre ultrafiltration followed by column chromatography using AB28 macroporous adsorp2
tion resins. Fractions of the pep tides were purified on the TSK gel 2000 SWXL column using high per2
formance gel filtration chromatography and on the symmetry C18 column using sem i2p reparative reverse2
phase high performance liquid chromatography, respectively. Their ACE inhibitory activities were then

determ ined. Am ino acid sequences of four bioactive pep tides identified by MALD I2TOF2TOF2MS and

LC - ESI2Q2TOF2MS were VEDGGV , PST, NT and LY, respectively.

Key wo rd s: Chinese rice wine; Angiotensin converting enzyme; B ioactive pep tides; Am ino acid se2
quences; H igh performance liquid chromatography; Matrix2assisted laser desorp tion / ionization; Time2
of2flight mass spectrometry; Electrosp ray ionization; Quadrupole2time of flight mass spectrometry

近年来 , 从各种生物资源中分离出来许多具有生物活性功能的小肽。这些小肽易被肠道直接吸收 ,

它们不仅能提供机体生长、发育所需的营养物质与能量 , 还同时在细胞生理及代谢调节上发挥重要作

用 , 如抑制酶活性、抗菌、降血压、调节免疫、调节神经和激素、降低胆固醇等 [ 1 - 2 ]。因此 , 生物活

性肽已成为功能性食品研究与开发的热点之一。黄酒为我国民族特产 , 世界三大古酒之一 , 享有 “国

酒”美誉。但是有关黄酒成分的研究还不够深入 , 尤其是对黄酒中功能性组分的研究甚少。我们对绍

兴黄酒中活性小肽及低聚糖、酚类、γ2氨基丁酸等功能性组分进行了较系统深入的分析研究 [ 3 - 6 ]。本

文参考其它食品中生物活性肽的提取分离方法 [ 7 - 8 ]
, 将绍兴黄酒经超滤和大孔吸附树脂柱层析得到肽

的粗提物 , 首次采用高效凝胶过滤色谱和反相液相色谱进一步分离纯化 , 同时进行抑制血管紧张素转

换酶 (ACE)活性试验 [ 9 - 10 ]
, 并首次利用基体辅助激光解吸电离 -飞行时间串联质谱 (MALD I2TOF2TOF2

MS)分析和液相色谱 -电喷雾电离 2四极杆 2飞行时间串联质谱 (LC - ESI2Q2TOF2MS)联用分析鉴定出黄

酒中抑制 ACE活性的 4种肽的氨基酸序列。
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1　实验部分

111　仪器与试剂

HL22S恒流泵 , 上海沪西分析仪器厂 ; R2201真空旋转蒸发仪 , 上海申科机械研究所 ; CONSEL24

冷冻干燥机 , BECKMAN超速离心机 , 均为美国产 ; 超滤系统 , 赛多利斯 ( Sartorius) vivaflow 50; W a2
ters600高效液相色谱仪 , 美国 W aters公司 ; 4700 TOF /TOF蛋白组分析仪 , 美国应用生物系统 (AB I)公

司 ; QSTAR XL四极杆及飞行时间串联质谱仪 , 美国应用生物系统 (AB I)公司 ; LC Packings纳升级毛细

管液相色谱仪 , 戴安公司。

95% (φ)乙醇 , 分析纯 , 上海振兴化工一厂 ; 乙腈 , 色谱纯 , 德国 Merck公司 ; 三氟醋酸 , 化学

纯 , 中国医药 (集团 )上海化学试剂公司 ; 甲酸 , 分析纯 , 济南化学试剂厂 ; 大孔吸附树脂 DA2012C,

江阴市有机化工厂 ; 大孔吸附树脂 D4020, AB 28, 南开大学化工厂 ; 大孔吸附树脂 SP825, 日本三菱

化学公司 ; 黄酒样为浙江古越龙山绍兴酒股份有限公司 2000年传统工艺加饭酒。

112　实验方法

11211　小肽的提取分离　用 216 ×80 cm的玻璃层析柱装上用乙醇浸泡 24 h后的大孔吸附树脂 , 分别

用 95%乙醇和纯水洗柱后 , 将超滤 (截留相对分子质量大于 5 000)并除去乙醇的黄酒样上柱 30 mL, 然

后分别用水和 10%乙醇各 1 000 mL, 及 20%、30%、40%、50%、90%乙醇均 500 mL梯度洗脱。流

速 : 上样吸附 , 1 mL /m in; 洗脱 , 2～3 mL /m in。洗脱液每 100 mL收集 1瓶 , 依次编号 , 对每瓶流分

均以 Fehling试剂检测糖分 , 并用 Folin -酚试剂及高效凝胶过滤色谱检测肽组分 [ 11 ]。

11212　凝胶色谱分离分析条件　色谱柱 : TSK gel 2000 SWXL 718 mm ID ×300 mm; 流动相 : 乙腈 -

水 -三氟醋酸 (体积比 45 ∶55 ∶011) ; 流速 : 015 mL /m in; 检测波长 : 220 nm; 柱温 : 25 ℃。

11213　反相色谱制备条件　色谱柱 : Symmetry C18柱 , 718 mm ID ×150 mm; 流动相 : A: 乙腈 -水 -

三氟醋酸 (体积比 5 ∶95 ∶0102) ; B: 乙腈 -水 -三氟醋酸 (体积比 80 ∶20 ∶0102) ; 洗脱梯度 : 0～

10 m in, 100% A , 0% B; 30 m in, 60% A, 40% B; 33～36 m in, 0% A , 100% B; 38～42 m in, 100% A ,

0% B。柱温 : 25 ℃; 流速 : 215 mL /m in; 检测波长 : 220 nm。

11214　抑制 AC E活性试验方法　将样液 (011 g/L) 10μL与 40μL 2117 mmoL /L HHL (马尿酰组氨酰

亮氨酸 )置于 37 ℃水浴 10 m in, 加入 20μL 011 U /mL ACE (血管紧张素转换酶 ) , 37 ℃水浴反应 30

m in, 再向其中加入 80μL 1 moL /L HCl, 冷却至室温 , 用 HPLC分析马尿酸 (HA) , 计算 ACE I活性。

11215　马尿酸 HPLC分析条件　色谱柱 : Symmetry C18 , 319 mm ID ×150 mm; 流动相 : 乙腈 -水 -

醋酸 (体积比 12 ∶88 ∶015) ; 流速 : 1 mL /m in; 检测波长 : 238 nm; 柱温 : 40 ℃。

11216　MALD I2TO F2TO F2M S分析条件　基质α2氰基 242羟基肉桂酸 (6 g /L )与样品按 1 ∶1 (体积比 )

混合 , 共结晶于靶盘上 , 激光波长 337 nm , 一级质谱激光强度 5 200, 谱图累加次数 2 400, C ID串联

质谱激光强度 5 800, 谱图累加次数 5 000。

11217　LC - ES I2Q 2TO F2M S分析条件　色谱 : 分析柱 : PepMap nano C18 , 01075 mm ID ×150 mm , 3

μm; 流动相 A: 95%水 , 5%乙腈 , 011% TFA; B: 95%乙腈 , 5%水 , 011% TFA; 洗脱梯度 : 0～5

m in, 100% A; 5～30 m in, 100%～65% A; 30～35 m in, 65%～100% A。流速 : 200 nL /m in。

质谱 : 喷雾电压 1 500 V, 去簇电压 75 V , 聚焦电压 280 V, 辅助去簇电压 15 V。

2　结果与讨论

211　肽组分的提取及其活性

为将含量较低的肽从黄酒中提取分离出来 , 实验分别使用 DA2012C、D4020、SP825、AB 28 4种大

孔吸附树脂 , 在同样的柱尺寸、洗脱条件下对黄酒样 (传统工艺酒 )中肽类的进行吸附分离实验 , 结果

表明 : 只有 AB28对肽的吸附能力较强 , 且能将肽和糖分及色素分离得较好。糖分在用水洗脱时即流

出 , 色素从 30%乙醇洗脱时开始出现并逐渐增多。第 15至第 25号瓶的流分 , 肽含量较高且无糖分也

无色素。将第 15～20号瓶 (10%乙醇洗脱的后一半 )合并作为 1#流分 , 21～25号瓶 (20%乙醇洗脱流

分 )合并作为 2#流分 , 并分别浓缩、冻干后进行降血压体外活性 (ACE抑制活性 )实验。结果显示 : 1#

粗提物的活性较高。故将 1#粗提物上高效凝胶过滤色谱 (HPGFC)分离 (图 1) , 多次分段收集得到 G1、
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G2、G3、G4各流分 , 并分别冻干后做 ACE抑制活性试验 , 结果表明 G3流分活性较高 , 因此将 G3流

分上反相柱分离 , 其色谱分离图见图 2, 按图示多次分段收集得到 6个流分 , 分别冻干后进行 ACE抑

制活性试验 , 结果是 : R1、R2、R3没有显著活性 , R4、R5、R6活性较高 , 且 R5活性最强 (表 1)。

表 1　反相制备流分 R4～R6的 ACE抑制活性
Table 1　ACE inhibitory activity of RP - HPLC fractions R4～R6

Samp le
H ippuric acid amount

ρ/ (mg·L - 1 )
ACE inhibitory activity /%

B lank 78. 62 /

R4 11. 79 85

R5 7. 72 90

R6 13. 73 83

212　活性部位肽的 LC - MS/MS分析

将反相柱上收集的活性肽流分 R5冻干后

水溶 , 按 “11216”进行 MALD I2TOF2TOF2MS

分析。由于目标化合物相对分子质量比较小 ,

样品分析时同时分析基质 , 将基质的 MS图谱

与基质 +样品的 MS图谱进行对照 , 得到主要

母离子分别为 575123、304118和 234112, 再

图 3　反相制备流分 R5的 MALD I2TOF2TOF2MS分析图谱
Fig13　MALD I2TOF2TOF2MS spectra of RP - HPLC fraction R5

A. VEDGGV; B. PST; C. NT

经高能碰撞池碰碎后进行第二级 TOF分

析 , 所得二级质谱图见图 3。由软件解谱

得到 3个肽的氨基酸序列分别为 : VEDG2
GV、 PST 和 NT, 即 : Val2Glu2A sp2Gly2
Gly2Val, Pro2Ser2Thr, A sn2Thr。

活性肽流分 R4和 R6经 MALD I2TOF2
TOF2MS分析 , 因基质干扰较大未得到确

切结果 , 故将两者又经 LC - ESI2Q2TOF2
MS联用分析 , 所得质谱数据经软件自动

De novo分析 , 得到 R4中含有两个小肽 ,

为 LY (即 Leu2Tyr)和 PST, 其中 PST与

R5中的 PST为同一个肽组分 , 因为 R4

峰和 R5峰有部分重叠 , 未完全分离。流

分 R6由于量较少 , 干扰较大 , 没有得到

比较确定的结果。

表 2　不同工艺黄酒中肽含量测定结果
Table 2　Pep tides contents in rice wine brewed by

different p rocess ρ/ ( g·L - 1 )

Process conditions 1 2 3

Total am ino acid contents 17. 62 22. 03 17. 11

Free am ino acid contents 3. 75 4. 48 4. 24

Pep tide contents 13. 87 17. 55 12. 87

213　ACE活性抑制肽与工艺相关性

　　上述研究结果表明绍兴黄酒中含有的

小肽具有显著的抑制 ACE活性 , 其活性肽的

产生主要归因于黄酒酿制过程中所用的原料

(糯米与小麦 )和麦曲、酒药中特有的多种微

生物和酶的作用。表 2为 3种不同工艺条件

下生产的黄酒中肽的含量 , 显然黄酒中肽的

量与工艺有关。若适当调整工艺 , 提高黄酒中活性肽含量 , 并适度降低酒精量 , 即可开发更具保健养生
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功能的黄酒新品。然而 , 我们仅初步分析研究了几种不同工艺生产的黄酒中总肽量与工艺的相关性以

及其中一种黄酒的抑制 ACE活性肽和活性部位肽的氨基酸序列 , 有关工艺与不同活性肽或活性肽部位

的较全面的相关性以及黄酒肽的生理活性机理还有待进一步进行大量的分析研究。

　　致谢 : 本文的质谱分析研究工作得到复旦大学张祥民教授、张婕博士和美国应用生物系统 (AB I)

中国公司于雁灵博士的热心帮助和指教 , 谨表衷心感谢 !
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　　实验结果表明 , 自制溶胶 -凝胶 PEG220M固相微萃取头对蔬菜样品中的扑草净有一定的选择性吸

附作用 , 可用于实际蔬菜样品中残留扑草净的分离分析。
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