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中国毛虾 ACE 抑制肽的初步研究

章超桦 , 　曹文红 , 　吉宏武 , 　洪鹏志 , 　秦小明
(湛江海洋大学食品科技学院 , 广东 湛江 　524025)

摘要 :对以中国毛虾为原料酶法制备具有抑制血管紧张素转换酶 (ACE) 活性的酶解产物的方法作了探讨。以

体外活性 (ACE 抑制率) 为指标 ,通过正交试验确定胃蛋白酶的最佳酶解条件为 pH2. 4、温度 41 ℃、酶量 900U·

g - 1底物、底物浓度 8 % ;酶解产物的 IC50为 0. 65 mg·mL - 1 ,再分别利用 Sephadex G225 和 Sephadex G215 对其进

行进一步分离提纯 , IC50降至0. 084 mg·mL - 1和 0. 046 mg·mL - 1 ,活性组分中的疏水性氨基酸含量增高 ,最终活

性产物的分子量分布在 700～1900。
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Preliminary study on enzymatic hydrolysis of Acetes chinensis

to produce angiotensin I2converting enzyme ( ACE) inhibitory peptides

ZHANG Chao2hua , CAO Wen2hong , J I Hong2wu , HONG Peng2zhi , QIN Xiao2ming

( College of Food Science and Technology , Zhanjiang Ocean University , Zhanjiang 　524025 , China)

Abstract: Preparing angiotensin I2converting enzyme inhibitors derived from the enzymatic hydrolysate of Acetes chinensis was

discussed in this paper. To get the optimal conditions of peptic hydrolysis we did orthogonalty trials with the ACE inhibitory ratio in

vitro being the index. The hydrolysate with IC50 being 0. 65 mg·mL - 1 was gained under the conditions of pH 2. 4 , temperature 41 ℃,

enzymatic hydrolysis time 3 hours , enzymatic concentration 900 U·g - 1 substrate and substrate concentration 8 %. The hydrolysate was

filtrated with a Sepahdex G225 column , the fraction with the highest ACE inhibitory activity was collected and filtrated with a

Sephadex G215 column , and the fraction with the highest activity was collected again , their IC50 were found to be 0. 084 mg·mL - 1

and 0. 046 mg·mL - 1 , respectively. After purification the content of hydrophobic amino acids tended to increase in the amino acids

composition. Molecular weight distribution of the highest ACE inhibitory activity fraction of Sephadex G215 gel chromagraphy was

located between 700 and 1900.
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　　血管紧张素转换酶 ( angiotensin I2converting

enzyme ,ACE) 在血压的调节中具有重要的生理作

用[1 ] 。ACE 催化血管紧张素 I 转化成具有强烈血

管收缩作用的血管紧张素 II ,同时使具有血管扩

张作用的缓激肽失活 ,引起血压上升。通过抑制

ACE 活性可以降低血压或阻止血压上升。在成

功开发人工合成的 ACE 抑制剂 captopril 后 ,越来

越多的合成 ACE 抑制剂被研究开发出来并用于

临床 , 取得了良好的治疗效果。但化学合成的

ACE 抑制剂 (ACEI) 都具有一定的毒副作用 ,所以

寻找安全高效的 ACE 抑制剂一直是降血压药物

研究中的重点课题[2 ] 。食品科学研究者发现 ,某

些蛋白质的氨基酸序列中可能包含具有某种生理

调节功能的短肽。这些短肽对人体具有促进钙吸

收[3 ] 、降低血压[4 ] 、降低胆固醇[5 ]等广泛的保健功

能。特别是以食品蛋白为原料制备具有降低血压

作用的降血压肽已成为保健食品研究领域的一个

热点。降血压肽是一类 ACE 抑制剂 , 通过抑制



ACE 的活性而起降血压的作用。目前已经从大

豆[6 ] 、酪蛋白[7 ] 、沙丁鱼[8 ] 、金枪鱼[9 ]等众多的食

品蛋白酶解产物中分离提取了 ACE 抑制肽。我

们以中国毛虾为原料 ,经胃蛋白酶酶解得到了较

高 ACE 抑制活性的组分。

1 　材料与方法

1. 1 　实验材料与试剂

中国毛虾 ( Acetes chinensis) 由茂名市水产局提

供 ,500 g 分装后于 - 18 ℃冷冻保藏备用。

马尿酰 - 组氨酰 - 亮氨酸 ( hippuryl2L2
histidyl2L2leucine , HHL ) 购自 Sigma 公司。猪肺

ACE 粗酶液 ,本实验室自制 ,活力浓度为 0. 18U·

mL - 1 。胃蛋白酶 (30 000 U·g - 1) ,上海生化试剂

公司。Sephadex G225、Sephadex G215 , Pharmacia 进

口分装。

1. 2 　实验方法

原料的处理 　　中国毛虾加水充分匀浆 ,沸

水浴加热 10min ,冷却后加酶酶解。酶解结束后 ,

沸水浴 10min 灭酶 ,冷却后调节 p H 至 7. 0 ,12 000

r·min - 1离心后的上清液用于 ACE 抑制活性的测

定。

胃蛋白酶酶解条件的优化 　　p H、温度、酶

解时间、酶量、底物浓度为影响蛋白质酶解效果的

5 个主要因素。每个因素 4 个水平 (表 1) ,以对

ACE 的抑制率为指标 ,采用 L16 (45) 正交表进行实

验。

表 1 　胃蛋白酶酶解因素水平

Tab. 1 　Levels and factors of peptic hydrolysis

因素
factors

代号
codes

水平　levels

1 2 3 4

pH A 2. 0 2. 2 2. 4 2. 6

温度 ( ℃)

temperature
B 37 41 45 49

时间 (h)

time
C 1 2 3 4

酶量 (U 底物·g21)

enzyme
D 300 600 900 1200

底物浓度 ( %)

substrate concentration
E 6 8 10 12

　　体外实验方法 　　参照 Cushman 等[10 ]的方

法 ,略作改进。实验在 2mL 的 Eppendorf 管中进

行 ,分为 3 组 ,第 1 组为空白值 ,第 2 组为加入抑

制剂组 ,第 3 组为不加抑制剂组。往 Eppendorf 管

中加入 50μL 的抑制剂溶液 , 再加入 50 μL 的

5mmol·L - 1 HHL 溶液 , 37 ℃水浴中保温 6min ,加

入 50μL ACE 粗酶液启动反应 , 37 ℃保温 30min

后加入 150μL 的 1mol·L - 1 HCl 终止反应。再加

入乙酸乙酯 1. 5mL ,在旋涡混合器上混合 20s ,静

置后用移液器吸取 1. 0mL 脂层于 10mL 试管中 ,

置沸水浴中挥干后用移液器吸取 1. 0mL 去离子

水将之溶解 ,在紫外 228nm 波长处测定溶液的紫

外吸收值。

抑制率的计算公式如下 :

抑制率 ( %) =
A - B
A - C

×100

其中 :A 为加 50μL HHL 溶液、50μL ACE 粗酶液

和 50μL 去离子水的吸光值 ;B 为加 50μL HHL 溶

液、50μL ACE 粗酶液和 50μL 抑制剂的吸光值 ; C

为加 50μL HHL 溶液、50μL 磷酸缓冲液和 50μL

去离子水的吸光值。

对 ACE 的抑制率为 50 %时 ACE 抑制剂的浓

度即为半数抑制浓度 ,记为 IC50 。

原料及凝胶过滤收集组分之氨基酸组成比较

将中国毛虾酶解液先后经 Sephadex G225 凝胶柱

及 Sephadex G215 凝胶柱过滤制备高活性的组分 ,

冷冻干燥后用于氨基酸组成分析。氨基酸组成分

析样品经 6mol·L - 1 HCl 水解后 ,采用日立 835250

型高速氨基酸分析仪进行 17 种蛋白质构成氨基

酸的分析。另取样品经 5 mol·L - 1NaOH 水解 ,同

机测定色氨酸含量。

中国毛虾 ACE 抑制肽的肽质谱分析 　　将

Sephadex G215 凝胶层析收集组分的冷冻干燥样

品粉末溶于 0. 5 %三氟乙酸 , 混均后质谱分析。

基质 :α2氰基242羟基肉桂酸 ,内标 :胰岛素 (分析仪

器为 Micromass 公司 TofSpec 型 MALDA2TOF2
MS) ,外标 :胰岛素 B 链 (分析仪器为 Bruker 公司

BIFL EX III 型 MALDI2TOF2MS) 。

2 　结果与讨论

2. 1 　胃蛋白酶对中国毛虾的酶解效果

表 2 是胃蛋白酶酶解中国毛虾的正交试验结

果。对其进行极差分析的结果表明 ,对酶解产物

ACE 抑制率影响最大的是酶量 ,其次是 p H、温度、

底物浓度和酶解时间。最佳的因素水平组合为

A2B2C3D3 E2 。因 A 因素的 A2 和 A3 水平无显著差

异 ,所以 A 因素取 A3 水平 ,最终确定的最佳条件
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是 A3 B2C3D3 E2 ,亦即 p H 2. 4、温度 41 ℃、酶解时间

3h、酶量 900 U·g - 1底物、底物浓度 8 %。经过验

证试验 ,在该条件下所得中国毛虾酶解液的 ACE

抑制率为 91. 41 %。

表 2 　胃蛋白酶酶解条件的优化设计与结果
Tab. 2 　Design and results of peptic hydrolysis trial conditions

序号
experiment no.

A B C D E
ACE 抑制率 ( %)

ACE inhibitory ratio

1 1 1 1 1 1 70. 54

2 1 2 2 2 2 73. 02

3 1 3 3 3 3 78. 09

4 1 4 4 4 4 69. 18

5 2 1 2 3 4 77. 23

6 2 2 1 4 3 76. 24

7 2 3 4 1 2 72. 28

8 2 4 3 2 1 68. 19

9 3 1 3 4 2 75. 01

10 3 2 4 3 1 79. 08

11 3 3 1 2 4 70. 92

12 3 4 2 1 3 68. 56

13 4 1 4 2 3 60. 89

14 4 2 3 1 4 70. 41

15 4 3 2 4 1 59. 90

16 4 4 1 3 2 72. 28

K1 290. 83 283. 67 289. 98 281. 79 277. 71

K2 293. 94 298. 75 278. 71 273. 02 292. 59

K3 293. 57 281. 19 291. 70 306. 33 283. 78

K4 263. 48 278. 21 281. 43 280. 43 287. 74

K1 72. 71 70. 92 72. 50 70. 45 69. 43

K2 73. 49 74. 69 69. 68 68. 26 73. 15

K3 73. 39 70. 30 72. 93 76. 58 70. 95

K4 65. 87 69. 55 70. 36 70. 11 71. 94

R 7. 62 5. 14 3. 25 8. 42 3. 72

　　注 : Ki 为水平 ACE 抑制率之和 , Ki为平均水平 ACE 抑制率 ,i = 1、2、3、4
Notes : Ki : Total ACE inhibitory ratio of each level , Ki : Average ACE inhibitory ratio of each level

　　胃蛋白酶是一种专一性相对较宽的蛋白酶 ,

能够将蛋白底降解成较小分子量的短肽。在

p H2. 4、温度 41 ℃、酶解时间 3h、酶量 900 U·g - 1底

物、底物浓度 8 %的条件下中国毛虾胃蛋白酶酶

解液不同肽类浓度与 ACE 抑制率的关系如图 1 ,

表明中国毛虾的胃蛋白酶酶解产物具有较强的

ACE 抑制活性。

2. 2 　中国毛虾 ACE抑制肽分离提取前后某些指

标的变化

Cheung 等[11 ]的研究认为 ,肽类 C 端及 N 端

氨基酸对 ACE 抑制肽的活性有重大的影响 ,当 C

端为芳香族氨基酸或脯氨酸 , N 端为疏水性氨基

酸时其抑制活性较高 ; Suetsuna 等[12 ]分析了来源

于 15 种鱼贝类 ACE 抑制肽的氨基酸组成 ,发现

来源于鱼类的抑制肽含有丰富的 Asp 、Glu、Arg、

Pro、Ile、和 Lys ,来源于贝类的则富含 Asp 、Glu、和

Lys 。

表 3 是经过 Sephadex 凝胶过滤分离前后氨基

图 1 　酶解液 ACE 抑制率与肽浓度关系曲线
Fig. 1 　Relationship between ACE inhibitory ratio

and peptide concentration
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酸氨基酸组成的变化情况。原料蛋白质氨基酸组

成中芳香族 (色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸) 及脯氨酸

的含量占氨基酸总量的 13. 39 % ,在 Sephadex G2
25 和 G215 过滤收集组分中则分别占 9. 43 %和

8. 95 % ,呈下降的趋势 ;而原料蛋白质氨基酸组成

中疏水性氨基酸 (缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸) 占氨

基酸总量的 17. 69 % ,在 Sephadex G225 和 G215 组

分中则分别占 18. 45 %和 20. 12 % , 呈上升的趋

势。Asp 、Glu、Arg、Pro、Ile、和 Lys 在原料蛋白质

及 Sephadex G225 和 G215 组分中含量分别高达

51. 73 % ,56. 34 %和 56. 14 % (图 4) ,与 Suetsuna 的

研究结果相符。

表 3 　原料蛋白质与 Sephadex 凝胶色谱组分
的氨基酸组成

Tab. 3 　Amino acids composition of material protein and
fractions of Sephadex gel filtration chromagraphy %

氨基酸
amino acids

代号
codes

原料蛋白质
material protein

Sephadex
G225

Sephadex
G215

甘氨酸 Gly 6. 60 5. 56 4. 63

丙氨酸 Ala 7. 08 6. 70 6. 66

缬氨酸 Val 4. 87 5. 72 5. 74

亮氨酸 Leu 8. 10 7. 71 9. 04

异亮氨酸 Ile 4. 72 5. 02 5. 34

丝氨酸 Ser 2. 83 2. 98 2. 86

苏氨酸 Thr 3. 85 4. 20 4. 05

甲硫氨酸 Met 3. 14 2. 97 3. 11

胱氨酸 Cys 0. 55 0. 60 0. 71

天门冬氨酸 Asp 10. 53 13. 05 12. 43

谷氨酸 Glu 15. 49 18. 25 19. 39

酪氨酸 Tyr 3. 30 1. 71 1. 69

苯丙氨酸 Phe 4. 72 3. 23 3. 17

脯氨酸 Pro 4. 17 4. 12 3. 42

色氨酸 Trp 1. 10 0. 37 0. 67

精氨酸 Arg 9. 04 6. 15 6. 14

赖氨酸 Lys 7. 78 9. 75 9. 39

组氨酸 His 2. 12 1. 98 1. 52

图 2 　分离提取后氨基酸含量的变化
(芳香族氨基酸及脯氨酸)

Fig. 2 　Variation of amino acids contents after separation
(Aromatic amino acids &proline)

　　在 ACE 抑制活性方面 ,经 Sephadex 凝胶层析

后 ,活性得到了大幅度的提高 (图 5) , IC50由原料

酶解液的 0. 65 mg·mL - 1降低至 Sephadex G225 收

集组分的 0. 086 mg·mL - 1以及 Sephadex G215 收

集组分的 0. 046 mg·mL - 1 。

图 3 　分离提取后疏水氨基酸含量的变化

Fig. 3 　Variation of hydrophobic amino acids

after separation

图 4 　分离提取后氨基酸含量的变化

(Asp 、Glu、Arg、Pro、Ile、Lys)

Fig. 4 　Variation of amino acids contents

after separation

图 5 　分离提取后 IC50的变化

Fig. 5 　Variation of IC50 after separation
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2. 5 　Sephadex G215 凝胶层析组分的肽质谱分析

肽谱分析 , 最早称之为 fingerprinting (指纹

术) 。蛋白质及多肽的肽谱分析 ,一般是采用高效

液相 ( HPLC) 法或毛细管电泳 ( CE) 法。蛋白质多

肽经酶解后 ,在 HPLC 或 CE 上分离 ,即所谓肽谱。

但采用色谱法有一些局限性 ,有些肽并不能得到

很好的分离。重要的是 ,无论 HPLC 或 CE 法均无

法精确测定出肽的分子量 ,而肽的质谱分析可以

克服这个弱点[13 ] 。

图 6 是 Sephadex G215 凝胶色谱收集的高活

性组分的肽质谱图。图谱中纵坐标是质谱仪检测

的离子信号强度 ,横坐标是分子量。由图可知 ,经

Sephadex G215 凝胶色谱分离收集的组分分子量

分布在 700～1900 ,仍然是分子量不同的许多肽的

混合物。

3 　结论

在 p H 2. 4、温度 41 ℃、酶解时间 3h、酶量 900

U·g - 1底物、底物浓度 8 %的条件下中国毛虾的胃

蛋白酶酶解产物对猪肺 ACE 具有较强的抑制活

性 , IC50可达 0. 65 mg·mL - 1 。而经过 Sephadex G2
25 和 Sephadex G215 凝胶层析收集组分的活力分

别达到 0. 084 mg·mL - 1和 0. 046 mg·mL - 1 。疏水

性氨基酸和 Asp 、Arg、Pro、Ile 和 Lys 等对中国毛

虾 ACE 抑制肽的活性可能具有重要的作用。

Sephadex G215 凝胶层析收集组分的分子量在 700

～1900 ,显示酶解产物中主要的 ACE 抑制成分是

分子量较低的短肽。

图 6 　Sephadex G215 凝胶层析组分的肽质谱图

Fig. 6 　Peptide mass spectrometry of Sephadex G215 fractions with highest ACE inhibitory activity

　　本文证明以中国毛虾为原料可以制备具有较

强 ACE 抑制活性的肽类 ,但尚需进一步分离出单

一高活性 ACE 抑制肽 ,分析其氨基酸序列 ,并研

究其降低血压的生物学效应以及在胃肠道的安定

性和吸收问题 ,为降血压肽保健食品的开发及合

成和提取新药提供可靠依据。
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