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酶法制备高抑制ACE活性蜂王浆的

水解肽工艺优化

陈 静，刘 超，涂 世，徐丽嫚，刘 睿 *
(华中农业大学食品科学技术学院，武汉市蜂产品质量控制工程技术研究中心，湖北 武汉      430070)

摘    要：筛选制备高抑制血管紧张素转化酶(angiotensin converting enzyme，ACE)活性蜂王浆的酶制剂并确定其最佳

酶解条件。在比较 5 种蛋白酶酶解蜂王浆产物抑制 ACE 酶活性基础上，选定日本天野公司生产的天野蛋白酶 P 为

最适酶制剂，通过单因素试验和 Box-Behnken 二次旋转正交试验，并采用响应面分析得到天野蛋白酶 P 最佳酶解条

件为水解时间 196min、蜂王浆质量浓度 0.0653g/mL、加酶量 1503U/g。水解时间和蜂王浆质量浓度对抑制率有极

显著影响(P ＜ 0.01)，加酶量对抑制率有显著影响(P ＜ 0.05)。此条件下，蜂王浆酶解液对 ACE 的抑制率达到

79.75%，为理论预测值的 98.08%。蜂王浆几乎没有抗高血压活性，而天野蛋白酶 P 酶解蜂王浆产物有显著的抗高

血压活性。
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Optimization of Enzymatic Preparation of Royal Jelly-derived Peptides with High Angiotensin ⅠConverting
Enzyme (ACE) Inhibitory Activity

CHEN Jing，LIU Chao，TU Shi，XU Li-man，LIU Rui*
(Wuhan Research Center on Quality Control Engineering of Bee Products, College of Food Science and Technology,

Huazhong Agricultural University, Wuhan      430070, China)

Abstract ：Amano protease P was selected as the most suitable enzyme out of 5 proteases for preparing royal jelly-derived

peptides with high angiotensinⅠconverting enzyme (ACE) inhibitory activity. Using one-factor-at-a-time method in combina-

tion with quadratic rotary orthogonal combination design, the optimal conditions for the hydrolysis of royal jelly by the selected

enzyme for further improving ACE inhibitory rate of hydrolysates were 196 min, 0.0653 g/mL substrate concentration and 1503

U/g enzyme amount, resulting in an experimental ACE inhibitory rate of 79.75%, representing 98.08% of the theoretical value.

Hydrolysis time and substrate concentration had extremely significant effect on ACE inhibitory rate of hydrolysates (P＜0.01)

and enzyme amount had significant effect (P＜0.05). In conclusion, royal jelly almost has no ACE inhibitory activity, while royal

jelly-derived peptides resulting from Amano protease P-catalyzed hydrolysis have powerful ACE inhibitory activity.
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蜂王浆是 5～15 日龄工蜂舌腺和上颚腺的分泌物，

呈乳白色或淡黄色，专门用于喂养蜂王及 3 日龄幼蜂的

浆状物质。蜂王浆干物质含量为 30.0%～37.5%，其中

以蛋白质含量最多 [ 1 ]。蜂王浆具有增强机体免疫力 [ 2 ]、

抗氧化延缓衰老[3-4]、降血糖、消除疲劳[5]、抑菌[6]等多

种保健功能[7]，而王浆中的蛋白质对蜂王浆的生理活性

影响很大[ 8 -9 ]。但是蜂王浆蛋白质很不稳定，在贮存过

程中极易发生变化，影响其生理活性并造成营养损失。

4℃和 2 0℃时，蜂王浆水溶性蛋白中相对分子质量为

88000D 在 5d 内迅速降解[10]。对常温条件下储存 5 个月

的蜂王浆品质进行研究，发现蜂王浆中两种水溶性蛋白

85.2kD 和 60.7kD 发生降解。蜂王浆褐变的程度随时间延
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长而增加，而且蜂王浆的褐变与蛋白质有关，是蛋白

质的糖基化结果[1 1 ]。

目前，蜂王浆产品种类很多，有蜂王浆冻干粉，

胶囊，口服液等，但还没有有效的方法解决蜂王浆中

蛋白质不稳定的问题。也有将蜂王浆中的蛋白质除去再

添加到食品或口服液中以保证产品的稳定性，但这样会

影响其保健功能。蜂王浆经过酶解后获得的酶解物不仅

提高其稳定性，而且吸收好、营养高，甚至还增强了

蜂王浆的某些生理活性。采用 4 种不同蛋白酶(蛋白酶

N、蛋白酶 M、蛋白酶 P 、复合蛋白酶) 水解蜂王浆，

发现不同蛋白酶对蜂王浆水解效果不同，以复合植物蛋

白酶水解效果较好。所制备的酶解物的酸、热稳定性

及水溶性均优于原浆[12]。Guo 等[13-14]用蛋白酶水解水溶

性蜂王浆蛋白并比较酶解物，蜂王浆及蛋白的抗氧化能

力，水解多肽相对于蜂王浆及蛋白有很强的抗氧化作

用。用胃蛋白酶、胰凝乳蛋白酶、胰蛋白酶酶解蜂王

浆获得的多肽具有显著地抑制血管紧张素转化酶

(angiotensin converting enzyme，ACE)活性，而蜂王

浆和蜂王浆蛋白没有表现出抑制 ACE 的活性[15]。许建

香等[16]采用反相高效液相色谱法测定了蜂王浆水溶性蛋

白及其相关产物对 ACE 的抑制作用。结果表明，蜂王

浆水溶性蛋白本身对 ACE 抑制作用很弱，而它们的酶解

产物对 ACE 的抑制作用却大大增强了。

ACE 催化血管紧张素Ⅰ转变为具强效升高血压作用

的物质血管紧张素Ⅱ；同时，A CE 将具降压作用的物

质舒缓激肽降解，使之失去降压作用，因此能够抑制

ACE 活性的物质具有明显的抗高血压的活性。本研究旨

在通过实验筛选出一种新的酶制剂，使其对王浆蛋白进

行适当酶解修饰后使其具有高抑制 ACE 活性，为开发抗

高血压活性强且稳定性高的蜂王浆产品提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲜蜂王浆    武汉蜂之宝蜂业有限公司；新鲜猪肺

市购；透析袋(8000～14000D)    美国 Biosharp 公司；硫

酸铵(分析纯)    国药集团化学试剂有限公司；乙酸乙酯

(分析纯)    上海化学试剂有限公司；天野酶 A、天野酶

P    日本天野酶公司；中性蛋白酶、碱性蛋白酶、复

合蛋白酶    丹麦诺维信公司；马尿酰 - 组胺酰 - 亮氨酸

(N-Hippuryl-His-Leu hydrate，HHL)    海军总医院。

1.2 仪器与设备

Avanti J-26xp 型高速冷冻离心机、Φ -70 pH 计    美
国贝克曼公司；AR2410 型电子天平    梅特勒 - 托利多仪

器(上海)有限公司；HH.B11.420 型恒温培养箱    上海市

跃进医疗器械一厂；UV-9600 型紫外 - 可见分光光度计

北京瑞利分析仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 ACE 粗酶液提取[17]

取 300g 新鲜猪肺，冰冷生理盐水淋洗，剁碎后加

入 1000mL 含 0.25mol/L 蔗糖的 0.02mol/L 磷酸缓冲液

(pH7.5)。匀浆，用 4 层纱布过滤，滤液于 4℃、8500r/min
离心 20 mi n，得上清液。加入 164 g 硫酸铵，0℃冰浴

2h，4℃、8500r/min 离心 20min。取上清液，加 102g
硫酸铵，然后 0℃冰浴，过夜，4℃、850 0r /min 离心

20min，得沉淀，用 150mL 含 0.1mol/L 氯化钠的磷酸盐

缓冲液(pH7.5)溶解，4℃透析 20h 得粗酶液。粗酶液分

装于小管，放入冰箱冻藏，备用。

1.3.2 蜂王浆酶解液和蜂王浆水溶液制备[12,16,18]

蜂王浆酶解液制备：称取 2 .5g 新鲜蜂王浆，加蒸

馏水溶解，定容到 50mL，用 0.1mol/L 的 NaOH 溶液调

节至各酶最佳 pH 值。加入蛋白酶 1500U/g，在各酶最

佳温度下温浴 4h，然后在沸水浴中加热 15min 灭酶活，

4℃、8500r/min 离心 15min，得到的上清液用滤纸过滤，

滤液于冰箱中冷藏。

蜂王浆水溶液制备：除不加酶外，其余处理同上。

1.3.3 蜂王浆酶解液和蜂王浆水溶液对 ACE 粗酶液抑

制活性的测定[19]

取 ACE 粗酶液 0.10mL、王浆酶解液 0.10mL、HHL
0.05mL，混匀后在 37℃水浴中保温 1h，立即加 0.25mL
1mol/L 的 HCl 终止反应。静置 5min，加乙酸乙酯 1.50mL
萃取，强烈振摇 1min 之后，3000r/min 离心 5min。取

酯层 0.5mL，沸水浴中蒸干，再加 5mL 1mol/L NaCl 溶
解残渣。于波长 228nm 处，以 1mol/L NaCl 溶液作参比，

测吸光度记为 S ；用蒸馏水代替王浆酶解液，步骤同

上，测吸光度记为 A；用蒸馏水代替粗酶液和王浆酶解

液测吸光度记为 C。上述 A 值做 3 个平行，S 值做 3 个

平行，按表 2 加样。计算 A C E 抑制率。

                                    A－S
ACE 抑制率 /% ＝———— × 100
                                    A－C

1.3.4 单因素试验与正交试验设计方案

称取 2.5g 新鲜蜂王浆，按照表 1 相应的单因素水平

加蒸馏水和蛋白酶，其余步骤同 1 . 3 . 2 节。

试验号 1 2 3 4 5
水解时间 /h 1.0 2.5 4.0 5.5 7.0

蜂王浆质量浓度 /(g/mL) 0.01 0.03 0.05 0.07 0.09
蛋白酶添加量 /(U/g) 700 1100 1500 1900 2300

表 1 单因素试验设计表

Table 1   One-factor-at-a-time design
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根据单因素试验的结果，确定正交试验各因素应选

取的水平。以对 ACE 粗酶液的抑制率为响应值，通过

响应面分析对酶解条件进行优化[20]。Box-Behnke 试验因

素与水平设计如表 2 所示。

规范编码 水解时间 /h 蜂王浆质量浓度 /(g/mL) 蛋白酶添加量 /(U/g)
－ 1 1.0 0.05 1100

0 2.5 0.07 1500
1 4.0 0.09 1900

表 2 三因素三水平二次旋转正交试验因素和水平表

Table 2   Coded levels and corresponding actual levels of the optimiza-
tion parameters used in quadratic rotary orthogonal combination

design

2 结果与分析

2.1 蜂王浆溶液和蜂王浆 5种蛋白酶的酶解液对ACE粗

酶液的抑制效果

用 5 种蛋白酶对蜂王浆进行酶解以制备蜂王浆酶解

液，各蜂王浆酶解液以及蜂王浆溶液对 ACE 粗酶液的抑

制效果见图 1 。

图 1 蜂王浆酶解液以及蜂王浆溶液对 ACE 粗酶液的抑制率

Fig.1   Effect of different proteases on ACE inhibitory rate of royal jelly
hydrolysates

80
70
60
50
40
30
20
10
0

A
C

E
抑
制
率

/%

蜂
王
浆
溶
液

中
性
蛋
白
酶

碱
性
蛋
白
酶

复
合
蛋
白
酶

天
野
酶

A

天
野
酶

P

由图 1 可以看出，新鲜蜂王浆溶液几乎没有 ACE 抑

制活性，而蜂王浆酶解液具有显著的 A C E 抑制活性；

各蜂王浆酶解液对 ACE 抑制活性相差不大，天野酶 P 酶

解液抑制活性最高。有研究表明 [ 1 5 ]，蜂王浆酶解液中

的二肽和三肽组分具有 ACE 抑制活性，而蜂王浆水溶

性蛋白液则几乎没有 ACE 抑制活性，这与本次研究结

果一致。

2.2 不同因素对蜂王浆酶解液 ACE 抑制率的影响

2.2.1 水解时间对蜂王浆酶解液 ACE 抑制率的影响

取 2.5g蜂王浆，加蒸馏水溶解使质量浓度为 0.05g/mL、
天野酶 P 添加量 1500U/g，处理时间依次为 1. 0、2 . 5、
4.0、5.5、7.0h 制备 5 个蜂王浆酶解液样品，各个样品

对 ACE 粗酶液的抑制率如图 2 所示。

图 2 水解时间对蜂王浆酶解液 ACE 抑制率的影响

Fig.2   Effect of hydrolysis time on ACE inhibitory rate of royal jelly
hydrolysates
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由图 2 看出，当酶解时间为 2 .5h 时，所得蜂王浆

酶解液具有最大 ACE 抑制率；酶解时间为 1.0h 时，所

得蜂王浆酶解液 ACE 抑制率最低；酶解时间高于 2.5h 则

所得蜂王浆酶解液 ACE 抑制率随水解时间增大而下降。

ACE 抑制肽的活性与其氨基酸结构和组成密切相关，不

同的氨基酸结构和组成的短肽的抑制活性差别很大。总

体说来，ACE 抑制肽的抑制机制是十分复杂的，ACE
抑制肽的结构与其抑制作用模式的关系尚不很清楚。从

目前报道的文献可知，具有 ACE 酶抑制活性的肽为 2～
15 肽[21]，只有特定氨基酸组成和分子质量大小的肽才具

有较高的 ACE 酶抑制活性。因此如果酶解时间过短，蛋

白酶与蜂王浆蛋白质不能充分作用；水解时间较长，蛋

白质链被充分打开后，具有 ACE 酶抑制活性的部分特定

位点可能被水解，导致抑制活性降低。张丰香 [ 2 1 ]研究

指出，在 ACE 抑制肽的 C 端的 3 个氨基酸中，如有一

个是疏水性氨基酸，则该肽具有较高的 ACE 抑制率，N
端含侧链脂肪族氨基酸如缬氨酸和异亮氨酸等可以提高

肽的活性。因此只有适宜的水解时间才能得到抑制率较

高的蜂王浆酶解液。

2.2.2 蜂王浆质量浓度对蜂王浆酶解液 ACE 抑制率的

影响

取 2.5g 蜂王浆，加蒸馏水溶解使得蜂王浆质量浓度

依次为 0.01、0.03、0.05、0.07、0.09g/mL，水解时

间 4h，天野酶 P 添加量 1500U/g，制备 5 个蜂王浆酶解

液样品。各个样品对 ACE 粗酶液的抑制率如图 3 所示。

由图 3 可知，蜂王浆质量浓度 0.07g/mL 时，所得

到的蜂王浆酶解液对 ACE 粗酶液具有最大抑制率；当蜂

王浆质量浓度小于 0.07g/mL 时，所得到的蜂王浆酶解液

对 ACE 粗酶液的抑制率随蜂王浆质量浓度增加而增加；

当蜂王浆质量浓度大于 0.07g/mL 时，所得到的蜂王浆酶

解液对 ACE 粗酶液的抑制率有下降趋势。底物浓度对酶

水解有重要影响，底物浓度低时，并非所有的酶与底

物结合，随着底物浓度的增加，酶与底物充分结合，

产生适宜的水解产物，如果底物浓度过高还可能产生底
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物浓度抑制效应。因此在一定的水解时间内只有适量的

蜂王浆质量浓度的酶解液才具有较大的 ACE 抑制率，这

与张丰香[22]的研究结果相吻合。

图 3 蜂王浆质量浓度对蜂王浆酶解液 ACE 抑制率的影响

Fig.3   Effect of substrate concentration on ACE inhibitory rate of royal
jelly hydrolysates
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2.2.3 加酶量对蜂王浆酶解液 ACE 抑制率的影响

取 2.5g 蜂王浆，蜂王浆质量浓度 0.07g/mL，水解

时间 4h，天野酶 P 添加量依次为 700、1100、1500、
1900、2300U/g，制备 5 个蜂王浆酶解液样品。各样品

对 ACE 粗酶液的抑制率如图 4 所示。
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图 4 加酶量对蜂王浆酶解液 ACE 抑制率的影响

Fig.4   Effect of Amano protease P amount on ACE inhibitory rate of
royal jelly hydrolysateste

由图 4 可以看出，当加酶量为 1500U/g 时，所得

到的蜂王浆水解液具有最大 ACE 抑制率；当加酶量小于

1500U/g 时，所得到的蜂王浆水解液 ACE 抑制率随加酶

量增加而增加；当加酶量大于 1500U/g 时，所得到的蜂

王浆水解液 ACE 抑制率随加酶量增加而降低。可见，在

一定的酶解条件下，水解产物的分子质量大小和结构是

与加酶量密切相关，也导致酶解产物的活性产生差异，

因此，只有当加酶量适宜时所得到的蜂王浆水解液才具

有较大的 AC E 抑制率。

2.3 天野蛋白酶 P 酶解蜂王浆条件优化

2.3.1 二次回归正交旋转 Box-Behnken 试验设计

在单因素试验的基础上，根据 Box-Behnken 试验设

计原理，设计了三因素三水平二次旋转正交试验。共

有 15 个试验点，其中 12 个试验点为分析因子，零点试

验进行 3 次，以估计误差。试验设计及结果见表 3 。

试验号 X1水解时间 X2蜂王浆质量浓度 X3加酶量 ACE 抑制率 /%
1 － 1 － 1 0 61.23 ± 2.64
2 － 1 0 － 1 57.37 ± 3.30
3 － 1 0 1 59.55 ± 4.77
4 － 1 1 0 53.82 ± 1.35
5 0 － 1 － 1 76.33 ± 1.56
6 0 － 1 1 72.71 ± 1.17
7 0 1 － 1 68.30 ± 1.02
8 0 1 1 70.58 ± 1.37
9 1 － 1 0 75.86 ± 0.60
10 1 0 － 1 76.24 ± 2.56
11 1 0 1 78.39 ± 1.97
12 1 1 0 72.64 ± 1.72
13 0 0 0 79.37 ± 0.98
14 0 0 0 78.63 ± 1.35
15 0 0 0 78.17 ± 1.90

表 3 二次回归旋转 Box-Behnken 设计及结果

Table 3   Box-Behnken experimental design and experimental results

采用 SAS 软件对实验数据进行拟合，得到的回归

方程为：

Y＝0.787333 ＋ 0.089X1 － 0.026X2 ＋ 0.00375X3－

0.084792X12＋0.01025X1X2－0.043792X22＋0.00025X1X3＋

0.01475X2X3－0.023792X32

方差来源 自由度 平方和 F 值 P 值 显著性

总回归 9 0.102681 82.47 ＜ 0.0001 **
一次项 3 0.068889 166.00 ＜ 0.0001 **
二次项 3 0.032502 78.32 0.0001 **
交互项 3 0.001291 3.11 0.1268
失拟项 3 0.000617 5.51 0.1575
纯误差 2 0.000075
总误差 5 0.000692

表 4 回归方程的方差分析

Table 4   Variance analysis for the fitted regression model

注：* * . P ＜ 0 . 0 1，差异极显著。

回归方程的方差分析见表 4，其决定系数R2 ＝ 0.9933，
说明该模型拟合度很好，可以用于对蜂王浆酶解液 ACE
抑制率的预测。由表 4 可以看出，失拟性检验结果不显

著，P ＝ 0.1575 ＞ 0.05，因此可以采用此模型对回归

方程进行检验。回归方程总回归 F 检验达到极显著水

平，P ＜ 0.0001。回归系数一次项达到极显著水平(P ＜

0.0001)，二次项达到极显著水(P ＝ 0.0001 ＜ 0.01)，但

是交互项不显著。

各因素方差分析见表 5，可以看出，X 1(水解时间)
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因素 自由度 平方和 F 值 P 值 显著性

X1 4 0.090335 163.26 ＜ 0.0001 **
X2 4 0.013779 24.90 0.0017 **
X3 4 0.003073 5.55 0.0440 *

表 5 各因素方差分析

Table 5   Variance analysis for ACE inhibitory rate with various
hydrolysis conditions

注：** . P ＜ 0 .0 1，差异极显著；* .P ＜ 0 .0 5，差异显著。

和 X2(蜂王浆质量浓度)达到极显著水平(P ＜ 0.001)，X3

(加酶量)达到显著水平(P ＜ 0.05)。且各个因素的影响大

小依次为：X 1 ＞ X 2 ＞ X 3。即：水解时间＞蜂王浆质量

浓度＞加酶量。

2.3.2 响应面分析
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a. 蜂王浆质量浓度与加酶量
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b. 水解时间与蜂王浆质量浓度

固定水平：水解时间 2.5h、蜂王浆质量浓度 0.07g/mL、加酶量 1500U/g。
图 5 各两因素交互作用的响应面和等高线图

Fig.5   Response surfaces and contour plots showing the interactive
effects of hydrolysis time, substrate concentration and Amano protease P

amount of protease on ACE inhibitory rate of royal jelly hydrolysates
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c. 水解时间与加酶量

使用 SAS 软件作各两因素交互作用的响应面和等高

线图，见图 5 。

由图 5a 可知，当水解时间为 2.5h 时，固定蜂王浆

质量浓度，随着加酶量的增加，A CE 酶的抑制率变化

曲线较平缓，影响较小。当固定加酶量时，A CE 酶的

抑制率随着蜂王浆质量浓度呈抛物线变化。等高线揭示

了交互作用的规律，图中等值线密的方向，对应的坐

标所表示的因素为交互作用的主要方面。等高线表明交

互作用 X2X3 中影响优化值的主要方面是加酶量。由图 5b
可知，当加酶量为 1 50 0U /g 时，固定水解时间，随着

蜂王浆质量浓度的增加，ACE 酶的抑制率变化曲线较平

缓，影响较小。当固定蜂王浆质量浓度时，A CE 酶的

抑制率随着水解时间呈抛物线变化。等高线表明交互作

用 X1X2 中影响优化值的主要方面是蜂王浆质量浓度。由

图 5c 可知，当蜂王浆质量浓度为 0.07g/mL 时，固定水

解时间，随着加酶量的增加，A CE 酶的抑制率变化曲

线较平缓，影响较小。当固定加酶量时，A CE 酶的抑

制率随着水解时间呈抛物线变化。等高线表明交互作用

X 1X 3 中影响优化值的主要方面是加酶量。

由 SAS RSREG 程序分析结果，得到最佳的因素水

平组合为 X1 取 0.510583 水平、X2 取－ 0.235686 水平、X3

取 0.008433 水平时，Y 值最大，达到 81.31%。即水解

时间 196min、蜂王浆质量浓度 0.0653g/mL、加酶量

1503U/g 时，所得蜂王浆酶解液具有最大 ACE 抑制活

性，达到 8 1 . 3 1 %。
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2.3.3 验证实验

以上述最佳条件水解蜂王浆得到蜂王浆水解液对

ACE 酶的抑制率达到(79.75 ± 1.90)%，达到了理论预测

值的 98.08%。说明本研究优化得到酶解工艺适合用于酶

解制备高抑制 ACE 活性王浆产品。

3 结  论

新鲜蜂王浆几乎没有抗高血压活性；而蜂王浆的蛋

白酶水解液尤其是天野蛋白酶 P 水解液具有很好的抗高

血压活性。水解时间和蜂王浆质量浓度对抑制率有极

显著影响(P ＜ 0.01)、加酶量对抑制率有显著影响(P ＜

0.05)；天野蛋白酶 P 水解蜂王浆的最佳条件为水解时间

196min、蜂王浆质量浓度 0.0653g/mL、加酶量 1503U/g，
此条件下，蜂王浆水解液对ACE粗酶液的抑制率达到79.75%，

达到了理论预测值的 98.08%。
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