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酶解胶原蛋白制备血管紧张素转化酶

抑制肽的研究
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摘   要：血管紧张素转化酶(angiotensin-converting enzyme，ACE)抑制剂是目前用于治疗高血压的重要药物。本实

验采用胃蛋白酶(pepsin)和胰蛋白酶(trypsin)组合酶解胶原蛋白制备水解液。使用1kD超滤膜对水解液进行超滤，超

滤液采用葡聚糖凝胶Sephadex G-15凝胶过滤层析得到多种组分。各组分经酶活力和蛋白浓度测定，筛选出有较高

ACE 抑制率的两个样品。继续使用反相高效液相色谱进一步分离筛选出样品，对分离出的不同组分进行蛋白浓度

和抑制率测定，通过分析实验数据，筛选出具有最高活性组分。最终样品经脱盐和冷冻干燥后进行高抑制活性的

血管紧张素转化酶抑制肽的分子量的测定。
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Preparation of Angiotensin-converting Enzyme Inhibitory Peptides

Derived from Enzymatic Hydrolysates of Collagen
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Abstract ：Angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors are very important drugs for clinical treatment of hypertension.

Pepsin and trypsin were used together to prepare the hydrolysates from collagen. Ultrafiltrations (UF) with 1 kD membrane and

gel filtration chromatography (GFC) with Sephadex G-15 were used to separate the hydrolysates into different components. By

measuring the inhibitory activity and protein concentration of the components, two samples with the greatest inhibitory activity

were selected. The samples were then taken to further separate by reverse phase high performance liquid chromatography (RP-

HPLC). Different components of the samples were collected. The same methods as that mentioned above were taken to screen

the optimum component. After desalting and freezing drying, the molecular mass of component with the greatest inhibitory activity

was determined at last.

Key words：angiotensin-converting enzyme；inhibitory peptides；gel filtration chromatography；reverse phase high

performance liquid chromatography；hypertension

中图分类号：Q555                                         文献标识码：A                             文章编号：1002-6630(2008)05-0298-05

收稿日期：2007-07-31

作者简介：孔青(1979- )，男，讲师，博士，主要从事发酵工程、食品化学的研究。E-mail：kongqing@ouc.edu.cn

高血压是最常见的心血管病，是全球范围内的重大

公共卫生问题。血管紧张素转化酶(angiotensin-convert-

ing enzyme，ACE)在血压调节过程中起关键作用，在

人体内通过肾素-血管紧张素系统(renin-angiotensin

system，简称RAS)和激肽释放酶-肽酶系统(kallikrein-

kinin system，简称KKS )参与血压的调节[1-3]。RAS 是

升压系统，通过ACE 使血管紧张素Ⅰ(angiotensin Ⅰ，

A n g Ⅰ)从其 C 末端去掉 Hi s - L e u 生成血管紧张素Ⅱ

(angiotensin Ⅱ，Ang Ⅱ)，Ang Ⅱ是一种强效的血管收

缩剂，它作用于小动脉，使血管平滑肌收缩，迅速引

起升压效应；而 K K S 是降压系统，又称抗高压因子，

其中舒缓激肽(bradykinin)是降压物质。ACE在该系统中

又作为肽激酶Ⅱ，使具有降压作用的舒缓激肽失去 C 末

端的Phe-Arg 或 Ser-Pro，从而使之降解成为失活片断，
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也引起血压升高。由此可见，ACE 通过作用 RAS 和 KKS

系统，共同使血压升高。

不难发现，如果找出 ACE 抑制剂，从理论上来说，

可以有效地对高血压进行治疗。1965年 Ferreira从巴西

蝮蛇(Bathrops jararaca)蛇毒里分离出多肽物质，能增

强舒缓激肽的舒张血管作用，称为“缓激肽增强肽

(bradykinin-potentiating peptide)”[4]。后来发现此肽类

也能抑制 A C E 而具有降压作用，这是最早发现的具有

A C E 抑制活性的天然多肽。随着了解的深入，食物蛋

白被越来越多的列入研究范围，并且能够从中获得许多

具有较高抑制活性的多肽，研究较为深入的有：酪蛋白

(casein)[5]、乳清蛋白(whey protein)[6]、鱼蛋白(fish

protein)[7]、大豆蛋白(soybean protein)[8]、动物明胶

(animal gelatin)[9]等。

胶原蛋白是很多脊椎动物和无脊椎动物体内含量最

丰富的蛋白质，能使腱、软骨、骨、牙、皮和血管

等结缔组织具有机械强度。胶原是哺乳动物体内含量最

多的蛋白质，占体内蛋白质总量的 25%～30%[10]。一些

研究表明，很多从食物蛋白中获得的非常有效的 ACE 抑

制肽在多肽链的C-端都是Pro。如Pro-Leu-Ile-Tyr-Pro[5]、

Phe-Phe-Gly-Arg-Cys-Val-Ser-Pro[11]、Leu-Tyr-Pro[12]、

Leu-Arg-Pro[13]等。由于胶原蛋白中Pro(包括Hyp)含量高

达 2 5 % ，远远高于其它常见的蛋白质，所以，理论上

来说，经过适当的酶解，胶原蛋白水解得到具有高抑

制活性的多肽几率会非常的大。

另外，世界上对胶原蛋白制备降血压肽的研究正处

于起步阶段，通过本课题的研究，有助于加深对胶原

蛋白酶解的了解，超滤、凝胶过滤、高效液相色谱等

分离纯化条件的确定和操作方法也可为胶原蛋白水解产

生降血压肽的工业化生产奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与设备

胶原蛋白粉(来源于猪皮)    四川铭让生物科技有限公

司；胃蛋白酶(Pepsin)、血管紧张素转化酶(ACE)、马

尿酰组氨酰亮氨酸(HHL)、Sephadex G-15    美国Sigma

公司；胰蛋白酶(Trypsin)、结晶牛血清白蛋白    上海

国药集团；考马斯亮蓝G-250    美国Sanland-Chem Inter-

national公司。

超滤杯和超滤膜(1 kD和10 kD)    上海亚东核级树脂

有限公司；乙腈    韩国SK Chemicals公司；HiTrap预

装脱盐柱    瑞典Pharmacia公司；高效液相色谱设备    美

国安捷伦公司；FDU-1200 冷冻干燥器；S.A.S.超纯水设

备    法国Millipore公司；电喷雾四极杆飞行时间串联质

谱仪(ESI-Q-TOF-MS)    美国LS公司。

1.2 方法

1.2.1 胶原蛋白的水解

称取8.23g活性胶原蛋白粉溶于100ml蒸馏水中。待

蛋白充分溶解后，调溶液的 pH2.0，加入准确称取的胃

蛋白酶0.1646g。混匀后置于37℃恒温水浴锅内保温3h

4 9 m i n。然后，取出反应液，调节 p H 8 . 0，加入胰蛋

白酶0.1646g。混匀后置于37℃恒温水浴锅内保温4h。

将最终反应液煮沸 10min 灭酶。

1.2.2 水解液的超滤

该步骤为降血压肽提取的第一步。有资料显示[14]，

目前研究较为深入的降血压肽多含有 2～12 个氨基酸残

基。由于氨基酸残基的平均分子质量大约为 11 0 D，选

取1kD 的超滤膜作为操作介质时，可以滤过含有10 个氨

基酸残基左右的多肽，符合以上分析。正确安装好超

滤装置(分别采用截留分子量为1kD 和 10kD 的两种超滤

膜)，将水解液倒入超滤杯。常温下，采用氮气(N 2)作

为加压气体，以 0.2MPa(表压)进行操作。

1.2.3 凝胶过滤层析

该步骤为降血压肽提取的第二步。Sephadex G-15 葡

聚糖凝胶能有效分离分子量在1500D 以下的组分，本实

验采用该种凝胶。

为使超滤液充分分离，将流速定为0.6ml/min，洗

脱液为磷酸盐缓冲液(0.15mol/L，pH7.4)。打开凝胶柱

上端封口，加入样品 1ml，开始进行样品的凝胶过滤分

离。部分收集器中每管收集时间 5 m i n ，收集体积 3 .

0ml，检测波长为 280nm。共收集 120 管。凝胶过滤完

成后，根据自动记录仪所记录的峰形，对相应管号的

洗脱液进行收集，收集到的组分进行多肽浓度和 ACE 抑

制率的测定。

1.2.4 高效液相色谱分离、制备 A C E 抑制肽

洗脱液流速：0.9ml/min；洗脱液A(100% 乙腈)浓

度梯度变化：0～60%；洗脱液 B(0.05% 三氟乙酸)浓度

梯度变化：1 0 0 % ～4 0 % ；洗脱温度：3 0 ℃；V W D 检

测器波长：2 2 0 n m；泵压：7 5～8 5 b a r；洗脱时间：

50min[15]。样品先经过微滤膜过滤，然后从进样阀中注

入1000μl 样品。分离出各组分采用1.5ml 离心管收集，

50min 分离结束。

1.2.5 样品的脱盐

样品分子量测定前预处理的步骤，采用HiTrap 预装

脱盐柱。取2.5ml 注射器，吸取1.0ml 样品，然后吸取

0.5ml洗脱液(30mmol/L NaCl溶液)，使总体积为1.5ml。

充分混匀注射器内液体，排除气泡，接上专用转换接

口。并把转换接口旋入脱盐柱，控制脱盐柱排液口流

速为每秒钟两滴，将样品全部推入脱盐柱，脱盐柱流

出液排入废液缸。然后用注射器吸取 2ml 洗脱液全部推
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入脱盐柱，脱盐柱排液口流出的 2ml 洗脱液即为经过脱

盐处理的样品。

1.2.6 样品的分子量测定

最终样品真空冷冻干燥后，送北京大学医学部采用

电喷雾四极杆飞行时间串联质谱仪进行分子量测定。质

谱条件为：毛细管电压 3000V；锥孔电压 50V；去溶剂

气体为氮气；源温 80℃；飞行管电压 910 0 V；MC P 电

压2200V；去溶剂气体流速9L/min；ESI源流速10μl/min。

1.2.7 蛋白浓度测定

采用考马斯亮蓝法[1 6 ]。蛋白质含量测定标准曲线

为：y=347.58x(y 为蛋白浓度，μg/ml；x 为 A595nm)，

R2=0.9934。

1.2.8 ACE 抑制率测定[17]

取已编号的A、B、C 三支离心管(1.5ml)，依次加

入100μl (5mmol/L)马尿酰组氨酰亮氨酸、50μl硼酸-硼

砂缓冲液、50μl 待测样品和20μl ACE 酶(2mU)，然后

放37℃恒温水浴1h后，立即加入100μl的 1mol/L 盐酸

使反应终止。然后加入 1ml 乙酸乙酯，漩涡振荡器振荡

2min，静置 10m i n，使有机溶剂分层。吸取上层乙酸

乙酯层700μl并移入另一干燥离心管(1.5ml)，置于鼓风

干燥箱90℃烘干40min。最后，用3ml 蒸馏水溶解残留

物。在 228nm 处测定该溶解液的吸光度(A 228)。

计算公式：

                                  
AA－AB

ACE 抑制率(%)= —————×100

                                 
 AA－AC

式中，A A 为 A 管中反应液所测得的吸光度，是在

无抑制剂存在条件下，A C E 与 H H L 反应所得结果。视

为完全反应；A B 为 B 管中样品液所测得的吸光度；是

在有抑制剂(样品)存在条件下，ACE 与 HHL 反应所得结

果；A C 为 C 管中反应液所测得的吸光度；不存在 A C E

与 H H L 的反应，作为空白对照。

2 结果与分析

2.1 超滤组分的选择

对 100ml 水解液首先采用 10kD 超滤膜超滤，超滤

完成后用 100ml 蒸馏水反洗超滤膜，反洗液作为分子

量大于10kD 的蛋白溶液(标记为样品 H)，然后将超滤

液继续采用 1kD 超滤膜超滤，完成后用 100ml 蒸馏水

反洗超滤膜，反洗液作为分子量介于1kD 和 10kD 之间

的蛋白溶液(标记为样品 M)，1kD 超滤膜超滤液作为分

子量小于 1 k D 的蛋白溶液( 标记为样品 L ) 。对 H 、M

和 L 三部分分别测定 A C E 抑制率和蛋白浓度，结果见

表 1 。

由表1的数据可知，样品L的抑制率达到了92.07%，

但是蛋白浓度64.06μg/ml却是三个样品中最低的。可以

看出，分子量 M W ＜ 1 k D 的组分抑制活性最高，选取

分子量 M W ＜ 1 k D 的组分继续进行后续实验是正确的，

这与前述理论分析相吻合。

2.2 凝胶过滤层析

凝胶过滤层析得到三个有效峰，见图 1 。

峰Ⅰ从第 14 管开始流出，保留时间与测定凝胶柱

外水体积时，标准蛋白的保留时间接近，可能是由于

较大分子的多肽相对分子质量过高，超出了Sephadex G-

1 5 的分离范围，致使多肽与凝胶没有相互作用，而直

接被洗脱液洗脱。

峰Ⅱ和峰Ⅲ虽然峰高较小，但是峰形良好，分离

度高，处于凝胶的有效分离范围之内，作为样品被收

集。峰Ⅱ收集范围：78 管～95 管；峰Ⅲ收集范围：98

管～110 管。

收集到的峰Ⅱ经过旋转蒸发，浓缩至5ml(蛋白浓度

为47.13μg/ml，ACE 抑制率为80.71%)；峰Ⅲ经过旋转

蒸发，浓缩至2.5ml(蛋白浓度为45.26μg/ml，ACE抑制

率为72.39%)。

根据蛋白浓度和 A C E 抑制率分析，选取峰Ⅱ和峰

Ⅲ(分别标记为样品A 和样品 B)进入下一步的制备过程。

其中以样品 A 为研究重点，因为样品 A 的浓度相对较

高，而且抑制活性高，有利于高活性的 A C E I P 制备和

样品 蛋白浓度
A228* A228**

A 228 抑制率

编号 (μg/ml) 平均值 (%)

H 72.06 0.366 0.296 0.331 64.98

M 74.73 0.476 0.373 0.425 53.19

L 64.06 0.056 0.087 0.072 92.07

空白对照 C － － － 0 －

参照样 A － － － 0.908 0

表1   样品 H、M、L 的蛋白浓度和ACE 抑制率

Table 1   Protein concentration and ACE inhibitory activity of
sample H, M and L

注：* 代表测定第一次；* * 代表测定第二次。

图1   样品凝胶过滤(Sephadex G-15)保留时间曲线(局部)

Fig.1    Retention time of gel filtration chromatography on
Sephadex G-15 column
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A12.381、A14.225、A20.494、A21.046、A31.738、B13.155、

B14.677、B20.987 共 9 个峰进一步研究。选取依据为：

A10.887、A12.381、A14.225、B13.155、B14.677 五个

峰的峰形良好，受干扰较小，峰面积大，有效浓度高；

A21.046、A31.738、A31.738、B20.987 四个峰的峰形

较好，受干扰不大，有一定的代表性。舍弃其它峰的

原因：单个峰的面积小，与周围峰都存在一定程度的重

合，干扰大；有的虽然面积较大，但为几个峰相互叠

加而成(如 B13.155 前面一个峰)，纯度达不到要求。

对选取的 9 个样品进行蛋白浓度和 A C E 抑制率测

定，结果见表 2。从表 2 中不难发现，9 个样品的 A C E

抑制率有很大的差异。有较高抑制活性的样品有四个，

分别是：A10.887、A14.225、A21.046 和 B20.987；而

样品A12.381 和 A20.494 仅有较弱的抑制活性；其余三

个样品A31.738、B13.155和 B14.667没有抑制活性。总

体上可以看出：样品 A 的抑制活性要高于样品 B 的抑制

活性，加之样品 A 的浓度高于样品 B 的浓度，有利于

后期测序工作的展开。

样品编号 多肽浓度(μg/ml) A228* ACE 抑制率(%)

A10.887 24.82 0.151 83.76

A12.381 2.51 0.690 25.81

A14.225 11.12 0.172 81.51

A20.494 21.55 0.797 14.30

A21.046 24.33 0.162 82.58

A31.738 26.76 1.120 0

B13.155 13.90 0.954 0

B14.667 5.56 0.916 1.51

B20.987 23.29 0.120 87.10

表2   9组样品蛋白(多肽)浓度和ACE抑制率

Table 2    Protein concentrationand ACE inhibitory activity of 9
samples

注：A 22 8* 指测 AC E 抑制率时，波长 22 8 n m 处的吸光度。

综上分析，初步筛选得到三个样品：A 1 4 . 2 2 5 、

A21.046、B20.987。三个样品的浓度：A14.225 为

11.12μg/ml；A21.046 为 24.33 μ g/ml；B20.987 为

23.29μg/ml。尽管三个样品的ACE 抑制率相近，但是

样品A14.225的浓度却仅为样品A21.046的 45.7%，样品

B20.987 的 47.7%。其结果是，样品A14.225 在较低浓度

下即具有很高的抑制活性。最终选取样品A14.225 进一

步研究。

2.4 样品的分子量测定

利用HPLC分离制备的样品A14.225总体积为2.5ml，

经脱盐和冷冻干燥后，采用电喷雾四极杆飞行时间串联

质谱仪进行分子量测定，结果见图 4 。

图4    样品A14.225的分子量质谱图

Fig.4   Determination of molecular weight of sample A14.225 by
ESI-Q-TOF-MS
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从图4中可以看出，质荷比(m/z)为656.05的峰强度

最大。由此推测，该峰即为样品的[M + H ] + 型离子，而

656.05就是该型离子的质荷比。m/z小于656.05的峰可能

是样品被碰撞形成的碎片离子，m/z 大于 656.05 的峰可

能是样品与碎片离子结合形成的复合离子。从碰撞和裂

解的几率推断，两类离子含量不会很高。质谱峰相对

强度也证实了本推测。由此得出，样品的分子质量为：

纯 化 。

2.3 高效液相色谱分离、制备 A C E 抑制肽

经 HPLC 分离，样品A 和样品 B 各得到了多种组分，

分别见图 2 和图 3。

取样编号方法：样品号+ 保留时间。选取A10.887、
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图2   样品A的HPLC保留曲线

Fig.2   Retention time of sample A
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图3   样品B的HPLC保留曲线

Fig.3    Retention time of sample B
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656.05－ 1.0079 = 655.04。此样品可能是含有6～7个氨

基酸残基的多肽。
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