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酶解蓝圆鲹蛋白制备降血压肽的工艺研究 

舒 冰, 孙建华, 伍善广, 赵钟兴, 廖丹葵 

(广西大学 化学化工学院, 广西 南宁 530004) 

摘要: 鲹以蓝圆 (Decapterus maruadsi)鱼肉蛋白为原料, 选用 6 种蛋白酶在各自适宜的条件下酶解制备

降血压肽, 通过检测酶解产物对血管紧张素转化酶(ACE)的体外抑制活性, 筛选出木瓜蛋白酶为制备

鲹蓝圆 降血压肽的最佳用酶。考察了不同水解度的酶解产物对 ACE抑制效果, 当水解度为 13.7%时, 产

物对 ACE 的最高抑制活性可达 67.4％。在此基础上, 分别了考察酶解时间、初始酶用量、初始底物浓

度 、酶解温度和 pH 值对酶解工艺的影响, 鲹得到制备蓝圆 降血压肽的适宜酶解工艺为: 初始酶用量

为 7000 U/g, 初始底物浓度为 25 g/L, 酶解温度为 45℃, pH 为 7.0, 酶解 240 min。采用超滤技术对酶

解产物活性组分进行分离富集, 发现产物中高活性部分均可富集于 10 kDa 和 5kDa 渗透液中, 且高活

性组分分子量主要集中在 5 kDa 以下, 该组分对 ACE 的活性抑制率为 88.47%。 
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血管紧张素转化酶(angiotension converting en-
zyme, ACE)在人体血压调节过程中起重要的生理作
用, 它可以催化血管紧张素 I转化为具有最强血管收
缩作用的血管紧张素Ⅱ并使肾素失去催化活性使血

压升高, 而高血压是引发心血管疾病造成动脉硬化
及心肌梗塞的主要危害因素之一 [1], 因此治疗和预
防高血压病是当今社会十分重要的课题。而血管紧

张素转化酶抑制剂具有抑制 ACE 活性的作用, 因此
ACE被认为是控制高血压的最有效的方法之一。 

自 1977 年开发设计了化学合成的 ACE 抑制剂
卡托普利以来, 人工合成的 ACE 抑制剂已得到医学
界的普遍认可。然而, 人工合成 ACE 抑制剂在临床
应用过程中往往会产生如咳嗽等副作用[1]。因此, 寻
找天然、安全的食物来源的 ACE抑制剂来预防和治
疗高血压引起了广大科学工作者的极大关注, 食物
蛋白源 ACE 抑制肽即是这样一类降血压功能因子, 
由于酶解法具有生产安全性高、能在温和的条件下

进行定位水解分裂产生大量的短肽 , 生产时间短 , 
水解过程易控制 , 价廉易于推广的优点 , 因此该法
应用较为普遍。研究表明, 很多源于食物源蛋白如酪
蛋白[2]、乳清蛋白[3]、大豆蛋白[4]、谷物蛋白[5]及鱼

蛋白 [6]等水解物中已经陆续分离得到很多天然的

ACE抑制剂。 
鲹蓝圆 作为一种低值海洋鱼类, 其形体小、产量

大、营养丰富, 有很大的开发价值。但由于缺少有效的
加工方法而大都被加工成饲料、鱼糜和休闲食品等, 导
致产品附加值低, 蛋白质资源没有充分利用[7,8]。  

鲹本文以蓝圆 (Decapterus maruadsi)鱼肉蛋白为
原料, 选用 6 种蛋白酶在各自适宜的条件下酶解制

鲹备蓝圆 降血压肽, 并采用超滤技术对酶解产物中
活性组分进行初步分离富集, 为开发新的生物活性
肽, 鲹 鲹提高蓝圆 蛋白质的利用率以及为蓝圆 的深

加工提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料与仪器 

马尿酰组氨酰亮氨酸(HHL)及血管紧张素转化
酶(ACE)购自 Sigma公司等。碱性蛋白酶、木瓜蛋白
酶、菠萝蛋白酶、胃蛋白酶、中性蛋白酶、胰蛋白

酶由南宁庞博生物技术公司提供; 其他化学试剂为
国产色谱纯或分析纯; 鲹蓝圆 购于广西北海鱼市批

发市场。 
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A-88 型组织捣碎匀浆机, 江苏金坛市医疗仪器
厂; 4K15 型低温高速离心机, Sigma 公司; Aglient 
1100 高效液相色谱仪 , 美国安捷伦科技有限公司 ; 
Labscale 小型切向流仪, 美国 Millipore公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  酶解工艺 

鲹将冷冻的蓝圆 解冻后去头尾、骨架后匀浆, 将
匀浆液于 75℃条件下干燥后,再将其粉碎, 过 20目筛
后测定鱼粉蛋白质含量。取含一定质量蛋白质的鱼

粉, 按料水比混合后煮沸 15 min, 冷却至酶解温度
并调至酶解 pH, 加入一定量的酶启动反应。在恒温
下不断加入碱或酸溶液以维持体系 pH恒定, 酶解结
束后调 pH至中性, 煮沸 10 min将酶灭活, 将酶解产
物在 4 ℃、6 000 r/min的条件下离心 10 min, 取上清
液备用。 
1.2.2  水解度(DH)的测定 

水解度的测定, 采用 pH-stat滴定法[9]。  
1.2.3  活性反应液的制备与检测 

参考 Cushman 等的检测原理, 采用 HPLC 法检
测样品的体外抑制活性[10]。 
1.2.4  酶解条件优化 

鲹以木瓜蛋白酶和蓝圆 蛋白为原料进行酶解 , 
分别考察酶用量、酶解温度、pH值及底物浓度对水
解度和抑制率的影响。 
1.2.5  降血压肽的初步分离 

选用 10 kDa和 5 kDa的超滤膜对酶解液进行初
步分离, 测定分离后不同组分对 ACE 的抑制活性及
各滤液蛋白回收率。 

2  实验结果与分析 
2.1  不同酶解产物的活性 

选用 6 鲹种蛋白酶对蓝圆 蛋白进行酶解, 相同
质量酶解产物对 ACE的抑制效果如图 1所示。 

由图 1可知各种蛋白酶的酶解产物对 ACE均有
抑制作用, 其中木瓜蛋白酶酶解产物对 ACE 的抑制
效果较理想, 碱性蛋白酶的酶解产物对 ACE 的抑制
效果最小, 这在酶解其他蛋白质制备降血压肽的研
究中也有类似结果 [11-12], 鲹说明蓝圆 蛋白经上述 6
种蛋白酶酶解后均可产生具有抑制 ACE活性的片段, 
但由于酶的专一性不同, 使得产生的肽片段种类和
数量存在差异, 导致酶解产物对 ACE 的抑制效果相
差较大, 鲹因此选用木瓜蛋白酶为制备蓝圆 降血压

肽的酶解用酶。 

 

图 1  6种蛋白酶酶解产物的抑制活性 

Fig. 1  The ACE inhibitory activity of six kinds of hydro-
lysates 

 

2.2  鲹木瓜蛋白酶酶解蓝圆 蛋白工艺优化 

2.2.1  水解度(DH)与抑制率(IP)的关系 
鲹蓝圆 蛋白在不同水解度下的酶解产物对 ACE

抑制效果如图 2所示。 

 

图 2  水解度与抑制率的关系 
Fig. 2  The diversification for DH and ACE inhibitory ratio 

 
由图 2 知, 鲹随着蓝圆 蛋白酶解时间的延长, 水

解度逐渐增大, 酶解产物对 ACE的抑制率随水解度的
增加而增大, 在水解度为 13.7%时达到最大, 随后水解
产物对 ACE的抑制率呈降低趋势, 可能是由于水解初
始阶段生成的具有 ACE抑制活性的肽增加, 表现为随
水解度的增大, 酶解产物对 ACE 的抑制活性增强, 随
着水解的继续进行, 具有 ACE抑制活性的肽被进一步
水解成无活性或活性较小的短肽或氨基酸, 从而表现
出总体对 ACE的抑制活性降低[13], 并且蛋白肽的水解
度与其对 ACE抑制率没有严格的相关性, 即水解度高
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抑制活性不一定高[14]。为确保酶解产物具有较好的

ACE 抑制活性 , 确定本实验的水解度应控制在
13.0%～16.0%之间, 酶解时间不超过 240 min。  
2.2.2  初始酶用量对水解度的影响 

在初始底物浓度为 20 g/L, 温度为 55 ℃, pH为
7.0, 水解时间为 4 h 的条件下, 改变初始酶加入量, 
水解度随酶用量的变化如图 3所示。 

 

图 3  酶用量对水解度的影响 
Fig. 3  Effect of different initial enzyme concentrations on DH 
 
 

由图 3 可知, 在酶用量较低时, DH 随着酶用量
的增加而增大, 这是因为在底物浓度一定时增加酶
用量 , 能有更多的酶活性位点与底物结合 , 反应速
率增加, 当酶用量增加到 7 000 U/g时水解度增加的
速度变缓慢, 此时底物与酶的结合几乎已经达到饱
和状态, 部分酶不能与底物结合, 因此, 酶解工艺中
初始酶用量选择为 7 000 U/g。 
2.2.3  初始底物浓度对水解度的影响 

在初始酶用量为 7 000 U/g, 温度为 55 ℃, pH为
7.0, 水解时间为 4 h条件下, 考察初始底物浓度对水
解度的影响, 结果如图 4所示。 

由图 4 知, DH 随底物浓度增大而减小, 是由于
在酶用量一定时 , 底物浓度增加溶液黏度增大 , 使
得酶的扩散和传质受到影响,  而当底物浓度增大到
30 g/L 时, 在固定时间内达不到高抑制率要求的水
解度范围, 因此选择初始底物浓度为 25 g/L。 
2.2.4  温度对水解度的影响 

在初始酶用量为 7 000 U/g, 底物浓度为 25 g/L, 
pH为 7.0, 水解时间为 4 h条件下, 不同酶解温度对
水解度的影响如图 5所示。 

 

图 4  底物浓度对水解度的影响 
Fig. 4  Effect of different initial substrate concentrations on DH 

 

图 5  温度对水解度的影响 
Fig. 5  Effect of different temperatures on DH 

 
温度对酶促反应速度的影响是温度上升时, 反

应速度加快 , 随着温度的升高 , 酶活性开始受到抑
制, 催化速度开始下降[15]。由图 5知, 酶在 45℃水解
度较其他温度的水解度高, 为使酶作用保持高效率
则选择 45℃为酶解温度。 
2.2.5  pH对水解度的影响 

在酶用量为 7 000 U/g, 底物浓度为 25 g/L, 温
度为 45 ℃的条件下, 考察 pH 对水解度的影响。结
果如图 6所示。 

不同 pH值不仅可以改变酶的空间构象, 使酶发
生可逆或不可逆失活 , 亦可改变底物的解离状态 , 
影响酶分子活性部位上有关基团的解离, 从而影响
底物与酶的结合, 同时, pH 可决定维持酶空间结构
的有关基团的解离 , 影响酶活性部位的构象 , 进而
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影响酶活性[15]。图 6显示, 在 pH偏酸性时酶的水解
度较大, 随着 pH 的增大, 水解度降低, 为方便后续
工艺中的除盐步骤, 所以选择酶解 pH为 7.0。 

 

图 6  pH对水解度的影响 
Fig. 6  Effect of different pH values on DH 

 

2.3  超滤前后多肽回收率及抑制活性 
取蛋白质浓度为 22.4 mg/L 的酶解液 500 mL, 

在 pH 为 7.0 的室温条件下, 分别选用 10 kDa 和 5 
kDa的超滤膜超滤至截流液不大于 50 mL, 测定超滤
前后各部分滤液的 ACE 抑制活性及蛋白质回收率, 
结果如表 1所示。 
 
表 1  超滤后不同部分滤液的 ACE 抑制活性 
Tab. 1  ACE Inhibitory activity of different ultrafilt-

rating solutions  

超滤液种类 
ACE抑制
率(%) 

蛋白质回收率(%) 

酶解液 51.26 100 
10 kDa渗透液 62.71 31.90(以酶解液为基准)
5 kDa渗透液 88.47 8.07(以酶解液为基准)

 
 
由表 1可知, 酶解液经 10 kDa和 5 kDa滤膜超

滤后均可实现对酶解产物中活性组分的分离富集。

其中, 5 kDa渗透液中活性成分对ACE的抑制率可高
达 88.47%, 较酶解液活性提高了 1.72 倍, 而已有研
究表明, 大多数 ACE 抑制肽由 2~12 个氨基酸组成,
个别由 15 个氨基酸组成 [16], 其分子质量范围约
3kDa 以下, 故用 5 kDa 的超滤膜分离是合适的, 且
该结果与目前很多超滤能够有效富集降血压肽活性

部分的研究结论相似[17,18]。由此可见, 活性组分主要
由分子质量小于 5 kDa 的肽组成, 可通过超滤将酶
解液中活性较高的部分进行有效富集。 

3  结论 
(1) 比较了 6 鲹种蛋白酶酶解蓝圆 鱼肉蛋白的

酶解产物对 ACE 的抑制活性, 其中木瓜蛋白酶酶解
产物对 ACE的抑制活性最大。考察了木瓜蛋白酶酶

鲹解蓝圆 鱼肉蛋白水解度与抑制率的关系, 确定水
解度在 13.0%～16.0%之间酶解产物具有较好的ACE
抑制活性, 当水解度为 13.7%时酶解产物的 ACE 抑
制活性最高为 67.4%。 

(2)考察了初始酶用量、初始底物浓度、酶解温
度以及 pH值对水解度的影响, 确定了适宜的水解条
件为: 初始酶用量为 7 000 U/g, 初始底物浓度为 25 
g/L, 酶解温度为 45℃, pH 为 7.0, 酶解时间为 240 
min, 此时水解度为 16.0%, 酶解产物对ACE具有较
好的抑制活性。 

(3) 利用超滤对酶解产物中活性组分进行初步
分离和富集, 表明产物中高活性组分主要富集于 10 
kDa和 5 kDa的渗透液中, 而 5 kDa渗透液中活性成
分对 ACE的抑制率最高可达 88.47%, 说明酶解液中
活性组分主要由分子量小于 5 kDa的肽组成。 
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Abstract: The protein from Decapterus maruadsi was hydrolyzed by six different proteolytic enzymes in their op-
tional conditions. The inhibition percent (IP) of Angiotensin I-converting enzyme (ACE) by the hydrolysates was 
examined with high performance liquid chromatography. Results showed the papain was the best enzyme for pro-
ducing ACEI. When the degree of hydrolysis (DH) was 13.7%, the inhibition of ACE by the hydrolysate reached as 
high as 67.4%. Further on, the influence of hydrolysis time, initial enzyme concentrations ([E]), initial substrate 
concentrations ([S]), hydrolysis temperatures and pH values was investigated. Results showed that the optimal con-
dition for producing ACEI was as follows: [E] at 7000 U/g·Pro, [S] at 25 g/L, hydrolysis temperature at 45℃, pH at 
7.0 and hydrolysis time in 240 minutes. Then ultrafiltration technology was used to separate and enrich the active 
part of hydrolysates. Results showed that the higher active part of the hydrolysates can be enriched in the penetrat-
ing fluid of both 10 and 5 KDa. It was also found that the higher active hydrolysates were mainly lower than 5 KDa 
with an ACE inhibition rate of 88.47%. 
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