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摘   要：利用益生菌发酵法制备ACE抑制肽(Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE) inhibitory peptides)已成为近年来

研究的新热点，对于功能性食品的开发具有十分重要的意义。本文以瑞士乳杆菌(Lactobacillus helveticus)为发酵菌

种，研究了其水解乳清蛋白的能力及发酵产物的 ACE抑制活性。研究发现发酵产品在瑞士乳杆菌对数生长期收获

时为最佳，16h收获时 ACE抑制率达到 44.17%，活菌数为 107CFU/ml。发酵产品超滤结果显示，用 10000D分子

量膜超滤后，其 ACE抑制活性比未超滤前提高 2.5倍，IC50达到 19.63μg/ml。最后对发酵产品进行喷雾干燥和冷冻

干燥，发现这两种干燥方法对产品 ACE抑制活性没有影响，冷冻干燥的方法产率比较高，可达到 106.08g/L，且

IC50为 50.28μg/ml。
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Abstract ：Preparing the Angiotensin Converting Enzyme (ACE) inhibitory peptides fermented by probiotic has become a new

hot pot in recent years, and it was significant to the development of the functional food market. Proteolytic activity of Lactobacillus

helveticus was studied in this article and the ACE-inhibitory activity of the products was also researched. It showed that the

products harvested in the period of logarithm growth have better performance. After 16h fermentation, the ACE -inhibitory activity

reached to 44.17% and cell count was 107CFU/ml in the products. The ACE-inhibitory activity of the product ultrafiltrated
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by 10000D molecular weight membrane is 2.5 times higher than is the product that not ultrafiltrated. The IC50 reaches to

19.63μg/ml. Finally two methods of dryness are studied, one is spray- dry and the other is freez- dry. ACE-inhibitory activity

of the products is not affected by these two methods. Output of the product made by the freeze-dried method is higher:  it

reaches to 106.08g/L, and IC50 of the product is 50.28μg/ml.
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血管紧张素转化酶(Angiotensin Converting Enzyme，

简称 ACE)[1]是使血压升高的一个关键性酶，可以将血管

紧张素Ⅰ(Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His Leu-Val-Ile-His)，转换

成血管紧张素Ⅱ(Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe)，血管

紧张素Ⅱ可加强心肌的收缩力，并同时使血管平滑肌收

缩，造成血压上升。A C E 抑制肽主要是通过抑制 A C E

的活性来实现降压的作用。ACE 抑制肽可从多种植物蛋

白和动物蛋白中通过酶解或微生物水解所获得，目前已

有很多相关的报导[1～8]。本实验室现正致力于乳清蛋白

源性 A C E 抑制肽的开发，已取得了一定的成果，这对

乳清蛋白的开发以及构建功能性食品都具有很重要的意

义。本文以乳清粉为原料，瑞士乳杆菌为发酵菌种，

研究发现其发酵产品中具有较高的 ACE 抑制活性。本文

研究了发酵过程中 ACE 抑制肽的产生情况，并用超滤的

方法分析了 ACE 抑制肽的分子量分布范围，最后对产品

进行干燥。

1 材料与方法

1.1 试剂

乳清粉(D-40 Bonlac)     蛋白质＞ 11.5%、脂肪＜

1%、乳糖＞ 79.4%、灰分＜ 6.5%、水分＜ 3%；25mg

Hippuryl-L-histidyl-L-leucine(Hip-His-Leu)    美国Sigma公

司；0.1Unit ACE(Angiotensin converting enzyme from

rabbit lung)     美国Sigma公司；hepes    上海生工；邻

苯二甲醛(OPA，分析纯)    天津厚普。

1.2 菌种

瑞士乳杆菌    本实验室保藏菌种。

1.3 仪器

上海新星 HGY- Ⅲ型迴转式恒温调速摇瓶柜；上海

智诚 HWY211恒温摇床柜；日立 HITACHI 850 荧光分

光光度仪；三洋全自动灭菌锅；O L Y M P U S 显微镜；

MILLIPORE 不锈钢平板式过滤器；EYELA 喷雾干燥器

SD-1000；郑州长城 FD- Ⅰ冷冻干燥机；飞鸽牌低速高

容量冷冻离心机。

1.4 培养基

1.4.1 瑞士乳杆菌斜面保藏培养基：牛肉膏 0.5%；酵

母膏 0 . 5 %；蛋白胨 1 %；葡萄糖 1 %；乳糖 0 . 5 %；氯

化钠 0 . 5 %；琼脂 2 %；调 p H 至 6 . 8。

1.4.2 发酵培养基：复原乳清粉培养基配制成一定浓

度，115℃灭菌 30min。

1.5 方法

1.5.1 产品生产工艺

10%乳清粉(pH5.5，115℃，30min灭菌)→冷却

(40℃左右)→接种(1.5%)→恒温静止培养(33℃)→发酵完成

后取出，产品干燥。

1.5.2 游离氨基酸测定    采用邻苯二甲醛荧光法，见参

考文献[9]。

1.5.3 ACE 抑制活性的测定[2][6～8][10]

试管中加入 200μl的 5mmol/L Hip-His-Leu溶液

(6.7mmol/L HHL，50mmol/L HEPES，300mmol/L NaCl，

定容至 50ml，调 pH值至 8.3)和 100μl的样品，于 37℃

下保温 3min 后，再加入 20μl ACE溶液(溶解于蒸馏水

中，活力为 0.1U/ml)，混匀后在 37℃下保温 30min，再

加入 250μl 的 1.0N 盐酸溶液以终止反应，再加入 1.7ml

醋酸乙酯，经 15s 振荡混匀后，离心(4000r/min离心 15

min)，用移液管吸取 1.0ml 的醋酸乙酯层，在 120℃的

烘箱中经 30min 蒸干，再将它重新溶于 3ml 的去离子水

中，在 228 nm 处测定吸光度。

在上述条件下，ACE抑制率 =[(B-A)/(B-C)]× 100%。

IC50为抑制 50% 的 ACE 活性所需抑制剂的浓度。

其中 A 为样品和 A C E 溶液反应的吸光度；B 为不

含样品，但含有 A C E 溶液，即对照；C 为抑制剂与酶

都不存在时的光密度，即空白。

1.5.4 超滤

发酵液取出，离心(4000r/min，20min)，取上清液

做超滤分析。选用 10000D 截留分子量超滤膜，142mm

平板式不锈钢过滤器进行，压力维持在 4 k P a。

1.5.5 喷雾干燥

进口温度调至 140℃左右，出口温度调至 90℃，风

速维持在 0.9m3/min，压力 9kPa。当出口温度上升到 90℃，

打开泵开关，开始进样，维持出口温度 9 0 ℃。

1.5.6 冷冻干燥

把发酵产品放置冰箱中冷冻一夜，取出放入冷冻干

燥机，温度维持在－ 5 0℃，冷冻干燥 2 4 h 取出。
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2 结果与分析

2.1 瑞士乳杆菌形态观察

实验证实了瑞士乳杆菌属革兰氏阳性无芽孢菌，微

好氧，最适生长温度为 30～42℃，最适生长 pH为 4.5～

7.5，发酵葡萄糖产生 DL 型乳酸。图 1、2 为瑞士乳杆

菌纯培养物显微镜照片。

图 1     100倍照片
Fig.1     Photgraph of 100×

图 2     40倍照片
Fig.2     Photgraph of 40×

从瑞士乳杆显微镜照片可以看出，瑞士乳秆菌呈短

杆状，链状排列。

2.2 瑞士乳杆菌蛋白酶活力测定

2.2.1 瑞士乳杆菌菌体制备    取对数生长期发酵物，离

心(4000r/min，20min)，用 pH7.0的磷酸缓冲液(PBS)洗

涤菌体三次，再将菌体配制成 1 g / m l 的悬浮液。

2.2.2 将处理后的菌液 1ml，于 37℃水浴预热 2min，

再加同样预热的 12%乳清蛋白溶液 2ml，反应 1h后，加

24%的 TCA 1ml中止反应。4000r/min离心 20min，取

上清液测定游离氨基酸含量。

空白管：空白先加 24% 的 TCA 1ml 和 12% 乳清蛋

白溶液 2ml，摇匀后，再加菌液 1ml，以下操作同样品

管 。

2.2.3 酶活定义    37℃，1h分解乳清蛋白生成 0.1μg

游离氨基酸定义为一个活力单位。经测定瑞士乳杆菌蛋

白酶活力为 5 U。

2.3 瑞士乳杆菌发酵过程中 A C E 抑制活性变化曲线

按 1.5.1工艺制作瑞士乳杆菌发酵产品，测定不同

发酵时间的发酵液的 A C E 抑制活性，结果见图 3。

从图 3 中可以看出，前 5 h 瑞士乳杆菌生长处于迟

图 3    发酵过程中ACE抑制率变化情况
Fig.3    Evolution of ACE-inhibitory activity during fermentation
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缓期，发酵液中蛋白含量并无明显减少，A C E 抑制活

性较低；当瑞士乳杆菌生长进入对数生长期后，菌体生

长旺盛，细胞壁蛋白酶活性高，乳清蛋白不断被水解，

从图中还可以看出，发酵液中蛋白含量不断下降，随着

乳清蛋白被不断水解，发酵液中短肽含量随之提高，ACE

抑制率也相应升高，在发酵 16h后抑制率达到 44.17%；

随着菌体的生长，发酵液中短肽进入细胞中，由胞内

肽酶再进一步水解成氨基酸，用于菌体的生长，所以

在 1 6 h 后，发酵液中短肽含量有一段短暂的减少过程，

同时 ACE 抑制率也下降；24h 后菌体生长进入稳定期，

瑞士乳杆菌发酵代谢产物也逐渐产生，发酵液中短肽和

游离氨基酸含量不断积累，从图中可见发酵液中蛋白含

量上升，同时，A C E 抑制率也升高；6 0 h A C E 抑制率

达到最高为 51.94%。总之，从实验结果可以看出，ACE

抑制肽的产生和菌体发酵过程是相关的，为了保证瑞士

乳杆菌生长的活力，研究确定 ACE 抑制产品最佳的收获

时间是发酵进行到 1 6 h，此时，发酵液中 A C E 抑制率

为 44.17%，活菌数达到 10 7。

2.4 超滤分析

按 2.1工艺制作发酵产品，16h后收获产品，发酵

液经 4000r/min，20min离心，取上清液做超滤分析，超

滤结果见图 4 。

图 4   超滤前后发酵液 ACE抑制率比较

Fig.4    Comparison of ACE-inhibitory activity before and after
ultrafiltration
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从图 4 可以看出，超滤后发酵液的 ACE 抑制率比超

滤前 ACE抑制率提高了 2.5倍， IC50达到了 19.63μg/ml，
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因此研究确定 ACE 抑制肽主要集中在 10000D 分子量以

下 。

2.5 终产品干燥方式的确定

按 2.1工艺制作发酵产品，16h后收获产品，通过

喷雾干燥和冷冻干燥两种方法来干燥产品，最后产品的

A C E 抑制率和产品得率见表 1、表 2 所示：

未干燥IC50(μg/ml) 喷雾干燥IC50(μg/ml) 冷冻干燥IC50(μg/ml)

A 50.43 56.07 54.89

B 47.65 53.03 50.28

表 1   不同干燥产品ACE抑制率比较
Table 1    Comparison of ACE-inhibitory activity of the two dryness

products

注：A 为直接收获发酵液，B 为发酵液经离心去除菌体后上清液。

喷雾干燥(g/L) 冷冻干燥(g/L)

A 41.25 85.80

B 47.30 106.08

表 2 不同干燥产品得率比较

Table 2    Comparison of yield of the two dryness products

注：A 为直接收获发酵液，B 为发酵液经离心去除菌体后上清液。

定 ACE 抑制肽分子量在 10000D 以下。

3.2 本实验的研究结果表明，利用瑞士乳杆菌生产出

高 A C E 抑制肽活性的产品。显现出一定的开发推广前

景 。

3.3 高血压正在日益危害人类的健康，据专家推测，

2025 年全世界将有超过 15 亿高血压患者，因此对于降

血压产品的开发具有重要意义，市场潜力也是巨大的。

本实验对于降血压产品的开发只是作了初步的探讨，旨

在促进益生菌的开发利用和功能性食品的发展，为人类

造福。
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从表 1 可看出，产品经喷雾干燥和冷冻干燥后 ACE

抑制率并没有受明显影响，说明发酵产品对热较稳定。

从表 2 产品得率看出，冷冻干燥的方法较喷雾干燥的方

法要好一些，产品干燥时不会损失。因此，研究确定

需用冷冻干燥方法较好。

2.6 产品描述

发酵培养基采用 10%的乳清粉，初始 pH调至 5.5，

灭菌(115℃，30min)，1.5%接种量接入瑞士乳杆菌发酵

剂(106CFU/ml)，33℃静止培养 16h后取出，发酵液 ACE

抑制率为 44.17%，活菌数为 107CFU/ml，发酵液 pH为

3 . 8 3，发酵液成黄绿色，有奶香。产品冷冻干燥，产

率为 106.08g/L，IC50为 50.28μg/ml(注：实验获得的冻

干产品未经超滤纯化处理)。

3 结论与讨论

3.1 研究证实了瑞士乳杆菌在益生菌中属于蛋白水解能

力较强的菌种，蛋白酶具有特异性，具有水解乳清蛋

白产生 ACE 抑制肽的能力，通过超滤方法的初步分析确
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