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玉米蛋白制备降血压肽的研究

黄家音，朱宇洁，沈金玉 *

(清华大学化学工程系生化研究所，北京       100084)

摘   要：本实验以我国来源丰富且价格低廉的玉米蛋白为原料，选用嗜热菌蛋白酶、胰凝乳蛋白酶、胰蛋白酶

和碱性蛋白酶等4种酶来水解玉米蛋白制备降血压肽。选用马尿酰-组氨酰-亮氨酸(HHL)为血管紧张素转化酶(ACE)

的模拟底物，利用反相高效液相色谱(RHPLC)检测 ACE 催化反应生成的马尿酸(Hip)的量，确定水解产物的ACE 抑

制活性从而来对酶进行筛选。研究结果表明，碱性蛋白酶的水解能力最强，碱性蛋白酶和嗜热菌蛋白酶的水解产

物都达到了很好的ACE 抑制活性(90% 左右)。
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Study on Producing Antihypertensive Peptides from Zein

HUANG Jia-yin，ZHU Yu-jie，SHEN Jin-yu*

(Institute of Biochemical Engineering, Department of Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing          100084, China)

Abstract ：In this study, zein, a very abundant and cheap crop in China was hydrolyzed by thermolysin, chymotrypsin, trypsin

and alkaline protease for processing antihypertensive peptides. Hippuryl-Histidyl-Leucine (HHL) was used as the simulant

substrate of Angiotensin Converting Enzyme (ACE), and reverse-phase performance liquid chromatography (RHPLC) was

used to measure the yield of Hippuryl (Hip). According to this process, the ACE inhibitory activity of each hydrolyzate was

determined and chosen as the best protease. The results showed that alkaline protease has the optimum hydrolytic capability,

while the hydrolyzate of alkaline and thermolysin shows great ACE inhibitory activity (up to 90%).

Key words：zein；angiotensin converting enzyme(ACE)；antihypertensive peptides
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高血压是一种以动脉收缩压或舒张压升高为特征的

临床综合症，近年来，高血压在世界范围内成日趋严

重的势态，已经成为生命“第一杀手”。来自食品蛋

白的降血压肽对高血压患者可起到降压作用，对血压正

常者则无降压作用，长期使用无副作用，安全性极高，

已经成为目前研究的热点。
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导致高血压的一个重要因素是存在于血压调节系统

中的血管紧张素转化酶(angiotensin converting enzyme，

EC3.4.15.1，简称 ACE)，它一方面催化血管紧张素 I

(Ang I)从 C 端裂解二肽转换为活性很强的血管收缩剂

——血管紧张素II(Ang II)，使血压升高；另一方面也

能作用于降血压物质缓激肽，使其失活，同样导致血

压升高。降血压肽正是通过抑制 ACE 的活性来达到降血

压的目的。自从1965年，Ferreira首次从南美洲蝮蛇的

毒液中发现降血压肽后[1]，人们对降血压肽进行了广泛

地研究，已经从乳酪蛋白[2]、鱼类蛋白[3]、大豆[4]等多

种食用蛋白质中提取出了降血压肽。

我国对降血压肽的研究则刚刚起步，且主要集中在

酪蛋白和大豆蛋白方面的研究。本实验选取我国资源非

常丰富的玉米蛋白作为原料。玉米加工的的副产物——

玉米阮含有丰富的醇溶蛋白，但目前国内主要将它用于

饲料工业或自然排放，这造成了极大的浪费和污染。如

果能够利用低价值的玉米蛋白开发具有高附加值的生物

活性肽，前景相当可观。同时，玉米醇溶蛋白中含有

高比例的Ile、Leu、Val、Ala 等疏水性氨基酸和Pro

等，很少含有 L y s 等碱性氨基酸，这种不平衡的氨基

酸组成使玉米醇溶蛋白成为多种生理活性肽，特别是降

血压多肽的来源[5]。本实验利用酶解法从玉米醇溶蛋白

中提取降血压肽，对酶解用酶进行初探性的筛选。

1 材料与方法

1.1 材料

玉米醇溶蛋白    高邮市日星药用辅料有限公司；嗜

热菌蛋白酶，胰凝乳蛋白酶，碱性蛋白酶，胰蛋白酶，

ACE，Hip-His-Leu(HHL)，马尿酸(Hip)    Sigma公司。

其他试剂为国产分析纯。

1.2 仪器

HW-SY系列电热恒温水浴锅    北京市长风仪器仪表

公司；PHS-3B型精密pH计    上海精密科学仪器有限公

司；78-1型磁力加热搅拌器    江苏省金坛市荣华仪器制

造有限公司；JJ-1增力电动搅拌器    江苏金坛新一佳仪

器；TGL-16C台式高速离心机    上海安亭科学仪器厂；

10A高压液相色谱    日本岛津公司。

1.3 方法

1.3.1 蛋白质浓度测定

双缩脲法。

1.3.2 水解度(DH)测定

pH-stat法[6]。

水解度计算公式：DH = B × Nb × 1/α× 1/MP ×

1/htot × 100％(pH ＞ 6.5)，式中，B 为碱液体积(ml)；

Nb 为碱液浓度(mol/L)；α为氨基酸的解离度，α=[10

(pH － pK)]/[1+10(pH － pK)]，其中pK 为氨基酸的平均

p K，按 7 . 0 计算；p H 为反应起始的 p H 值。M P 为底

物中蛋白质的总量(g或 kg)；htot 为单位质量底物蛋白质

中肽键总数(mmol/g)；玉米蛋白htot=7.35mmol/g。

1.3.3 水解液制备

将玉米醇溶蛋白粉末调成固形物含量5%(W/V)的悬

浮液，按1.5mg/ml 的比例添加Na2SO3，45℃下预处理

15min 后，将温度与pH 值分别调至实验用酶的最适条件

下，然后分别向溶液中添加实验用酶 7mg，进行酶解反

应。反应过程中用1mol/L NaOH维持pH值稳定(±0.1)。

水解一定时间后在沸水中加热15min 使酶失活，冷却到

室温，5000r/min，离心 10min，即得到水解液。

1.3.4 降血压肽抑制活性检测

本实验采用体外检测法，选取 HH L 为 A C E 催化反

应的模拟底物，通过反相 HPLC 法[7]检测生成的 Hip 的

量，从而确定降血压肽的抑制程度。

1.3.4.1 样品准备

总反应体积 70μl，包含50μl 6.5mmol/L HHL，

10μl 0.1mU ACE(溶于 100mmol/L 硼酸盐缓冲液，含

300mmol/L NaCl，pH8.3)和 10μl 蛋白水解液。HHL 和

水解液在1.5ml 聚乙烯小离心分离管中混合，37℃保温

3min。ACE 也预先于 37℃保温 3min，然后两者混合，

37℃反应30min 后，加入85μl 1mol/L HCl 终止反应，

混合液经 0.45μm 过滤膜过滤后用反相 HPLC 检测。用

10μl 硼酸盐缓冲液代替蛋白水解液，作为空白样品。

1.3.4.2 反相 HPLC 条件

选用 OD S 柱( 4 . 6 × 2 0 0 m m，粒径 5μm)，柱温

36℃。流动相为甲醇-水体系(各含0.1%(体积分数)TFA

(三氟乙酸))，进行梯度洗脱；0～10min，49%～8% 甲

醇梯度洗脱，10.01～23min，49% 甲醇洗脱。流速为

0.5ml/min，紫外检测波长228nm，自动进样量20μl。

2 结果与分析

2.1 酶水解能力的比较

本实验综合考虑了不同酶的水解特异性和已发现的降

血压肽的组成结构，选取了以下四种酶进行实验，筛选

效果较好的酶。它们的水解特性和反应条件如表1 所示。

本实验主要利用水解度和蛋白质浓度两个指标来反

映酶水解能力的大小。

在水解过程中，用1mol/L NaOH 维持 pH 值稳定，

通过 NaOH 的消耗量来大致计算水解度。实验结果如图

1 所示。

从图 1 可以看出，就反应过程中的水解度而言，碱

性蛋白酶水解时的水解度远远大于其他三种酶，最大可

以达到 6 0 % ，但水解时间也比较长。胰蛋白酶水解时
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的水解度最低，胰凝乳和嗜热菌蛋白酶居中，即水解

度：碱性蛋白酶＞嗜热菌蛋白酶＞胰凝乳蛋白酶＞胰蛋

白酶。此外，从图上还可以看出，达到相同的水解度，

所消耗的时间顺序为：碱性蛋白酶＜嗜热菌蛋白酶＜胰

凝乳蛋白酶＜胰蛋白酶。可见四种酶中，碱性蛋白酶

的水解能力最强。

四种酶的不同时刻水解物的蛋白质浓度变化曲线如

图 2 所示。

水解液中的蛋白质浓度相差不大。但是，40min 后，差

别逐渐显现出来，碱性蛋白酶随着水解时间的增长，蛋

白质浓度也逐渐增大，嗜热菌和胰凝乳蛋白酶的数据则

趋于稳定。

综合以上两个因素的比较可以看出，几种酶当中，

碱性蛋白酶的水解能力最强，嗜热菌蛋白酶和胰凝乳蛋

白酶次之，胰蛋白酶水解能力较弱。

2.2 A C E 抑制活性的检测

本实验采用反相 HP L C 的方法，检测水解液对 AC E

活性的抑制程度。标准样品的梯度洗脱图谱如图3 所示。

表1     水解酶的特异性和反应条件

Table 1      Hydrolysis specification and reaction conditions of
proteases

酶 反应条件                   水解特异性

胰凝乳蛋白酶 pH8.5，37℃ 水解芳香族氨基酸的羧基形成的肽键

嗜热菌蛋白酶 pH8.0，65℃
水解由疏水性氨基酸的氨基端形成的

肽键

碱性蛋白酶 pH9.6，50℃ 主要断裂疏水氨基酸的C 端

胰蛋白酶 pH8.0，55℃ 水解由碱性氨基酸的羧基所形成的肽键
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图3     标准样品反相 HPLC 洗脱图谱

Fig.3        RP-HPLC chromatogram of standard sample

通过不同水解液反应后的洗脱图谱定量Hip 的生成

量，以生成Hip 的量来判断水解液的ACE 抑制效果。用

下式计算抑制程度η：

              
空白对照的Hip峰面积－样品的Hip峰面积

η(%)= ———————————————————————×100

                                
空白对照的Hip峰面积

四种酶的水解液对ACE 的抑制程度随水解时间的变

化曲线如图 4 所示。

分析上述几种酶水解液的 ACE 抑制程度可以得出，

水解产物 ACE 抑制效果最好的是碱性蛋白酶和嗜热菌蛋

白酶，胰凝乳蛋白酶次之，胰蛋白酶较前三种酶而言

效果较差。四种酶中，效果最好的可以达到 9 0 % ，效

果最差的也能达到 7 0 % 以上。从水解时间上考虑，嗜
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从图 2 可以看出，胰蛋白酶在整个水解过程中，蛋

白质浓度变化不大(3.5～5.9mg/ml)，这说明胰蛋白酶的

水解能力相对较弱。其他三种酶水解产物中蛋白质的浓

度都明显的呈上升趋势。在水解初期(0～40min)，碱性

蛋白酶、嗜热菌蛋白酶和胰凝乳蛋白酶这三种酶水解时
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制效果好。例如，碱性蛋白酶水解时，水解度远远大

于嗜热菌蛋白酶水解时的水解度，但两个酶水解液的

ACE 抑制效果相差不大。可见不同酶的水解能力和其水

解产物对 ACE 抑制效果之间没有必然联系，这一结果与

吕桂善等[8]的研究结果是一致的。

3 结  论

3.1 对于所筛选的四种水解酶，水解能力大小的顺序

为：碱性蛋白酶＞嗜热菌蛋白酶＞胰凝乳蛋白酶＞胰蛋

白 酶 。

3.2 在等量底物以及等量酶的情况下，嗜热菌蛋白酶

和碱性蛋白酶水解产物对 ACE 的抑制效果最好(90% 左

右) ，胰凝乳蛋白酶居中，胰蛋白酶较前三种效果一

般，但也达到了 7 0 % 以上。而四者达到其最大抑制效

果所需要的水解时间顺序为：胰蛋白酶＞嗜热菌蛋白酶

＞胰凝乳蛋白酶＞碱性蛋白酶。因此综合考虑后，筛

选出的最适于水解玉米蛋白制备降血压肽的酶为嗜热菌

蛋白酶。

3.3 水解度与 A C E 的抑制活性之间没有一定的相关

性，因此在优化确定生产工艺条件时，应该以产物的

A C E 抑制活性作为指标，而非单纯以水解能力来判断。
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图4     四种酶的水解液抑制程度曲线

Fig.4      Curves of ACE inhibitory activity of hydrolyzates

胰蛋白酶

热菌蛋白酶30min 后的水解液的ACE 抑制效果基本上不

发生变化了，而达到同样抑制效果，碱性蛋白酶则需

要 60min。胰凝乳蛋白酶和胰蛋白酶达到最大抑制效果

的水解时间则分别为 50min 和 20min。所以综合考虑，

嗜热菌蛋白酶最适合于水解玉米蛋白制备降血压肽。

将各酶的水解度变化曲线和ACE 抑制效果变化曲线

对比可以发现，水解进行一段时间后，虽然水解度还

在发生变化，即水解还在进行，但水解液的 A C E 抑制

效果不再发生变化了。同时，水解度高，并不代表抑


