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提要    以血管紧张素转换酶(ACE)抑制率为指标, 通过正交试验 L9(34)确定碱性蛋白酶(Alcalase)
对金枪鱼(Katsuwonus pelamis)碎肉蛋白的最佳酶解条件, 利用 D101 大孔树脂建立了酶解物的脱盐
工艺, 利用超滤、葡聚糖凝胶(G-25)色谱和反相-高效液相色谱(RP-HPLC)分离降压肽, 并确定其纯度, 
利用氨基酸序列分析和 ESI-MS鉴定纯化多肽的结构。结果表明, 碱性蛋白酶酶解金枪鱼碎肉蛋白制
备降压肽的最佳酶解条件是: pH 9.5, 酶用量 1.5%, 酶解温度 50°C, 酶解时间 5h; D101大孔吸附树脂
脱盐工艺条件为: 上样浓度 10 mg/mL、上样流速 1.5 BV/h、解吸剂为 75%乙醇; 酶解物经超滤和
Sephadex G-25 分离获得一个纯度较高的四肽, 经氨基酸序列分析和 ESI-MS 鉴定结构为 Phe-Gly- 
Gly-Val (FGGV), ESI-MS检测给出分子离子峰 m/z 379.50 ([M+H]+)。利用碱性蛋白酶酶解并经超滤
和色谱技术制备的金枪鱼碎肉蛋白降压肽具有良好的 ACE抑制活性, 可作为降压药物、保健食品或
添加剂进行开发。 
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血管紧张素转换酶(ACE)是一种分子量为 15kDa
膜结合糖蛋白, 当人体循环或者局部组织中 ACE 活
性过高, 会促使血管紧张素 I (十肽, 由肾素转化而来)
的肽链 C 末端的组氨酸和亮氨酸残基水解形成具有
增压作用的血管紧张素 II (八肽), 同时促进具有促血
管舒张作用的缓激肽 P物质的水解, 导致血压升高。
因此, 寻找合适物质, 抑制体内 ACE的活性, 即可达
到降低血压的目的。目前, 血管紧张素转化酶抑制剂
(ACEI)是一类发展迅速的抗高血压药物 , 如含巯基
(–SH)或硫基(–SR)类的卡托普利(Captopril), 含羧基
(–COOH)类的依那普利(Enalapril), 以及含次膦酸基
(–POO–)类的福辛普利(Fosinopril)等。此类化学合成
药物在应用过程中常引起患者咳嗽、味觉异常、粒细

胞减少、皮疹、发热等不良反应, 给患者带来较强的
不适感。与化学合成的 ACEI 相比较, 通过酶解食源

性蛋白质获得的 ACE抑制活性肽(ACEP)具有显著优
点, 主要体现在: (1) 安全性高, 无毒副作用; (2) 原
料来源广, 制备条件温和, 易于产业化; (3) 降压效果
专一, 易于消化吸收。因此, 选择合适的蛋白酶在体外
降解蛋白资源, 研究和开发出具有降血压作用的活性
肽食品或药物, 成为研究的热点(Liu et al, 2013)。 

目前 , 已经成功地从多种水产资源中获得了
ACEP。如徐怀德等(2008)利用碱性蛋白酶水解甲鱼
蛋白获得具有 ACE抑制作用的酶解物, 其对 ACE的
体外抑制率为 99.96%。于娅等(2004)以牡蛎为原料制
备的短肽在 0.4 mg/mL 时的 ACE 抑制率为 51.4%。
戴志远等(2009)利用酶解和 Sephadex G-50 柱层析从
河蚌酶解物中得到 2个分子质量分别为 14.1 (MPP1)
和 12.7 kDa (MPP2)的组分, 其对 ACE 抑制作用的
IC50分别为 0.88和 0.32 mg/mL。Fujita等(1999)利用
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嗜热菌蛋白酶水解鲤鱼得到 6种降压肽, 分别为 IY、
IKP、LKP、IWH、LKPNM 和 IWHHT, 均能明显降
低原发性高血压大鼠的血压, ACE抑制活性的 IC50值

分别为 2.31、6.9、0.32、3.5、2.4和 5.8μmol/L。Enari
等(2008)酶解鲑鱼蛋白获得降压肽 IW, ACE 抑制活
性检测显示其 IC50值为 1.2μmol/L。Jae等(2004)利
用胃蛋白酶酶解鳕鱼蛋白 , 利用色谱技术制备降压
肽 FGASTRGA, ACE 抑制活性检测显示其 IC50值为

14.7μmol/L。Liu等(2013)利用胃蛋白酶和木瓜蛋白酶
水解水母蛋白, 利用色谱技术制备降压肽 QPGPT 和
GDIGY, ACE 抑制活性检测显示其 IC50 值分别为

80.67 和 32.56μmol/L。Lee 等(2014)利用胰蛋白酶
酶解 , 色谱制备 , 从大马哈鱼鱼皮酶解物中制备降
压肽 GLPLNLP, ACE 抑制活性检测显示其 IC50值为

18.7μmol/L。 
金枪鱼(Katsuwonus pelamis)是世界远洋渔业的

重要作业鱼种之一, 年产量超过 600 万吨, 占公海渔
业总产量 70%以上 (罗红宇等 , 2013; Shyni et al, 
2014)。在金枪鱼加工过程中产生的碎肉、鱼头、鱼
皮和鱼骨等下脚料约占总重量的 50%—70%。研究发
现金枪鱼碎肉中粗蛋白含量很高 , 是良好的蛋白质
来源(杜帅等, 2013; 谭洪亮等, 2014)。然而, 我国金
枪鱼下脚料的加工利用不尽如人意, 90%以上仍然作
为饲料原料或初级饲料利用 , 造成了金枪鱼资源的
大量浪费 , 也给生态环境带来了较大压力(杜帅等 , 
2013)。因此, 高效的利用金枪鱼下脚料资源具有重要
的意义。因此, 本实验以金枪鱼碎肉蛋白为原料进行
ACEP 的研发, 不仅会为高血压疾病的治疗提供候选
药物 , 还将为金枪鱼下脚料的综合利用提供一条可
行的途径。 

1  材料与方法 

1.1  样品、试剂与仪器 
金枪鱼(Katsuwonus pelamis)碎肉由宁波丰盛食

品有限公司提供。Sephadex G-25购于安发玛西亚生
物技术公司 , 碱性蛋白酶购于上海源聚生物科技有
限公司, 色谱纯乙腈购于赛默飞世尔科技(中国)有限
公司, 其他试剂为分析纯, 购于上海国药集团化学试
剂有限公司。 

Agilent 1260高效液相色谱仪(美国安捷伦公司); 
U-2800 紫外可见分光光度计(日本日立集团); Anke 
TDL-40B 离心机(上海安亭科技仪器厂); HD 21C-A
核酸蛋白检测仪(上海康华生化仪器制造有限公司); 

DS-1 高速组织捣碎机(上海精密仪器仪表有限公司); 
SC-15超级恒温槽(宁波江南仪器厂)。 
1.2  实验方法 
1.2.1  金枪鱼碎肉酶解物的制备    称取金枪鱼碎
肉 100g, 加入 pH 10.0的甘氨酸 –NaOH缓冲液 500 mL, 
于组织捣碎机内均质 5 min, 用 1mol/L HCl和 NaOH
将该混和物调 pH 至设定数值, 得混和液。将混合液
温度升至预定温度搅拌预热 , 并于搅拌状态下保温
20 min; 然后加入预定量的碱性蛋白酶(酶活力≥1.9×
104 U/g), 在设定的时间下完成酶解之后, 放入 95—
100°C水浴 15 min, 对酶灭活, 灭活液在 4°C、4500 r/min
离心 30 min, 取上清液真空浓缩后冷冻干燥, 得酶解
物(TPAP), 并于–20°C低温保存。 

根据正交试验确定碱性蛋白酶水解金枪鱼碎肉

蛋白的工艺条件。L9(34)正交试验设计因素和水平见
表 1。 

表 1  正交实验中酶解条件的因素水平表 
Tab.1  The factors and levels of enzymatic hydrolysis 

conditions 

因素 
水平 

A pH B 酶用量(%) C 温度(°C) D时间(h)

1 9 1.0 45 4 

2 9.5 1.2 50 5 

3 10 1.5 55 6 

 
1.2.2  D101 大孔吸附树脂对金枪鱼碎肉蛋白酶解物
的脱盐工艺研究 

(1)  D101 大孔吸附树脂对 TPAP 的静态吸附及
解析实验    取 2.5 g预先处理的 D101大孔树脂加
入到 250 mL具塞锥形瓶中, 用无水乙醇充分溶胀树脂, 
去离子水洗净无水乙醇, 再加入质量浓度为 10 mg/mL
的 TPAP 溶液 150mL, 将锥形瓶放入 25°C 恒温摇床
振荡 12 h, 按照设定时间取样。选择水、30%乙醇、
50%乙醇、75%乙醇和无水乙醇作为洗脱剂, 对已吸
附 TPAP 并达到饱和的 D101 大孔树脂解吸 24 h, 洗
脱, 按下式计算树脂的吸附率、吸附量和解吸率。 

吸附率(%) = [(原液浓度–吸附液浓度)/原液浓度]
×100 

吸附量(mg/g) = (原液浓度–吸附液浓度)×溶液
体积/干树脂质量 

解吸率(%) = {(解吸液浓度×解吸液体积)/[(原液
浓度–吸附液浓度)×吸附液体积]}×100 

(2)  D101 大孔吸附树脂对 TPAP 的动态吸附及
解吸实验    在室温条件下, ① 质量浓度为 10 mg/mL



1094 海   洋   与   湖   沼 45卷 

的 TPAP分别以 0.8 BV/h、1.5 BV/h、3 BV/h的流速
经过层析柱; ② 质量浓度为 5 mg/mL、10 mg/mL和
20 mg/mL的 TPAP分别以 1.5 BV/h的流速经过层析
柱, 用紫外检测流出液的 A220, 以 A220 = 0.05为透过
点, 比较不同流速和浓度的穿透体积和吸附量。 
1.2.3  超滤分级    TPAP用截留分子量为 3 kDa和
1 kDa的超滤膜超滤分级, 得三个组分: TPAP-I (MW 
> 3kDa)、TPAP-II (3kDa > MW >1kDa)和 TPAP-III 
(MW < 1 kDa)。 
1.2.4  Sephadex G-25凝胶过滤层析    取 500.0 mg
的 TPAP-III溶于 5 mL双蒸水中, 加入到预先平衡的
Sephadex G-25 凝胶柱(2.6×80cm)上 , 用蒸馏水以  
1 mL/min的速度洗脱, 每 5 min收集一管, 并于 220 nm
检测吸光度, 按峰合并, 得 5个组分(TPAP-III-1—5)。 
1.2.5  TPAP-III-4 的反相高效液相色谱(RP-HPLC)分
析    TPAP-III-4 经 RP-HPLC 分析为一个峰。RP- 
HPLC条件为: 色谱柱 Zorbax, SB C-18 (4.6×250mm, 
5μm, Agilent, USA); 流速 1 mL/min; 检测波长 220 nm; 
流动相: 乙腈/水梯度洗脱; 柱温 25°C。 
1.2.6  ACE 抑制率试验     紫外分光光度法参照
Cushmand(1971)和经 Toriki(1993)改进的方法检测金
枪鱼碎肉蛋白酶解物、超滤分段部位、Sephadex G-25
分段部位的 ACE抑制率。 

量取 0.25 mL反应液(K3PO4 100 mmol/L, pH 8.3; 
NaCl 300 mmol/L; 马脲酰组氨酰亮氨酸(HHL)5 mmol/L)
加入到试管中, 依次加入 1 mL 样品溶液(对照组加双蒸
水), 0.15 mL ACE溶液(5 mmol/L)于反应液中, 37°C水浴
保温 30 min。加入 1 mol/L的HCl 0.25 mL, 充分搅拌以终
止反应。加入 1.5 mL乙酸乙酯, 充分搅拌萃取反应生成
的马尿酸, 收集上清液。将上清液于 100°C水浴加热约
20 min, 以蒸发掉乙酸乙酯, 然后加入 3 mL蒸馏水, 充分
振荡, 228 nm下测其吸光值。根据各酶解液反应值与空
白样品对照, 计算所得样品的 ACE抑制率。计算公式为:  

ACE抑制率(%) = [(A–Acontrol)/A]×100% 
式中, A 为添加 1mL 样品时的吸光值; Acontrol为 1mL
蒸馏水代替 1mL样品时的吸光值。 

2  结果与分析 

2.1  金枪鱼碎肉蛋白酶解物的制备工艺研究 
影响蛋白酶解效果的因素主要有 pH、反应温度、

酶和底物浓度比(E/S)、酶解时间、底物浓度等, 并且不
同因素之间还存在交互作用 (Pihlanto-leppälä, 2001; 
Ranathunga et al, 2006)。本实验在预实验的基础上, 
以 pH、酶用量、酶解温度、酶解时间为考察因素, 每
个因素各取 3 个水平, 并以 ACE 抑制率为考察指标
进行 L9(34)正交试验, 结果见表 2。 

表 2  碱性蛋白酶酶解金枪鱼碎肉蛋白制备降压肽的正交实验结果(n=3, c=10mg/mL) 
Tab.2  Orthogonal array design matrix L9(34) and experimental results for optimized the enzymolysis conditions of alcalase  

(n=3, c=10mg/mL) 
因素 

实验号 
A pH B酶用量(%) C温度(°C) D时间(h) 

ACE抑制率(%) 

1 1(9) 1(1.0) 1(45) 1(4) 42.3±1.33 

2 1(9) 2(1.2) 2(50) 2(5) 55.7±2.15 

3 1(9) 3(1.5) 3(55) 3(6) 51.9±1.89 

4 2(9.5) 1(1.0) 2(50) 3(6) 57.8±2.19 

5 2(9.5) 2(1.2) 3(55) 1(4) 48.3±1.38 

6 2(9.5) 3(1.5) 1(45) 2(5) 64.9±3.25 

7 3(10) 1(1.0) 3(55) 2(5) 46.3±1.57 

8 3(10) 2(1.2) 1(45) 3(6) 44.6±2.33 

9 3(10) 3(1.5) 2(50) 1(4) 57.9±2.45 

k1 149.9 146.4 151.8 148.5  

k2 171.0 148.6 171.4 166.9  

k3 148.8 174.7 146.5 154.3  

R 22.2 28.2 24.9 18.4  
 
从极差 R值可以看出, 各因素对碱性蛋白酶酶解

金枪鱼碎肉蛋白的影响程度依次为 B>C>A>D, 即酶
用量是优化条件中影响最大的因素 , 酶解时间的影

响最小, 最佳酶解工艺条件为 A2B3C2D2, 即 pH 9.5, 
酶用量 1.5%, 酶解温度 50°C, 酶解时间 5 h。按
A2B3C2D2条件进行 3次平行试验, 酶解物在 10 mg/mL
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的浓度下的 ACE抑制率达到 71.43%±5.19%。 
2.2  金枪鱼碎肉蛋白酶解物的脱盐工艺研究 
2.2.1  大孔吸附树脂对金枪鱼碎肉蛋白酶解物的静
态吸附能力    D101 大孔吸附树脂对金枪鱼碎肉蛋
白酶解物静态的吸附率和吸附量随时间的变化规律

如图 1 和图 2 所示。结果表明: 静态吸附过程中, 2h
内的吸附率和吸附量增加非常迅速, 而 2h 后吸附率
和吸附量增加明显趋缓 , 吸附平衡时的吸附率为
88.11%±4.25%, 吸附量为(228.5±8.5)mg/g。 

 

图 1  D101大孔吸附树脂对金枪鱼碎肉蛋白酶解物吸附率
随时间的变化(n=3) 

Fig.1  Absorption rate of D101 macroporous adsorption resin at 
varying time (n=3) 

 
图 2  D101大孔吸附树脂对金枪鱼碎肉蛋白酶解物吸附量

随时间的变化(n=3) 
Fig.2  Absorption capacity of D101 macroporous adsorption 

resin at varying time (n=3) 
 

2.2.2  D101 大孔吸附树脂对金枪鱼碎肉蛋白酶解
物的静态解析     表 3 结果表明 : 所选解析液中 , 
水的解吸率最低 , 只有 15.27%±1.23%; 而乙醇 /水
的解吸率随乙醇体积分数的增加而逐渐增大 , 75%
乙醇的解吸率可达到 87.44%±3.29%, 但当采用无水
乙醇时 , 解吸率较 75%乙醇有所下降 , 为 82.83%± 
4.38%。原因可能是部分分子量较大的金枪鱼碎肉
蛋白酶解物在无水乙醇中溶解性较差 , 导致解吸率
下降。  

表 3  不同解吸剂对金枪鱼碎肉蛋白酶解物的解吸效果(n=3) 
Tab.3  Effect of different eluents on desorbing protein hydrolysate of tuna ground meat from D101 macroporous adsorption resin (n=3) 

解吸剂 水 25%乙醇 50%乙醇 75%乙醇 无水乙醇 

解吸率(%) 15.27±1.23 31.17±1.51 59.34±3.71 87.44±3.29 82.83±4.38 

 
2.2.3  流速对 D101大孔吸附树脂动态吸附性能的影
响    流速主要影响溶质向树脂表面的扩散, 从而
决定了固定床动态吸附效率。不同流速对 D101大孔
吸附树脂的穿透点体积和吸附量影响如表 4所示。结
果表明: 酶解物流速从 0.8 BV/h、1.5 BV/h增加到 3.0 
BV/h 时, 穿透点体积从(28.33±1.13)mL、(24.57±2.17)mL
下降到(19.45±1.36)mL, 减小了 31.3%; D101大孔吸附
树脂对酶解物的吸附量也从(7.31±0.41)mg/g、(6.41± 
0.25)mg/g下降到(4.17±0.32)mg/g, 下降了 43.0%。 

实验结果表明: 随着酶解物流速的增加, 吸附速
率也逐渐增大, 穿透点明显提前, 但 D101 树脂对酶
解物的吸附量明显降低。因此, 金枪鱼碎肉蛋白酶解
物经过 D101大孔吸附树脂的流速确定为 1.5 BV/h。 

表 4  不同流速时金枪鱼碎肉蛋白酶解物溶液的穿透点体

积和吸附量(n=3) 
Tab.4  Volume of breakthrough point and adsorption capacity 

at different flow rates (n=3) 

流速(BV/h) 0.8 1.5 3.0 

穿透体积(mL) 28.33±1.13 24.57±2.17 19.45±1.36

树脂吸附量(mg/g)  7.31±0.41  6.41±0.25 4.17±0.32

2.2.4  质量浓度对大孔吸附树脂动态吸附性能的影
响    金枪鱼碎肉蛋白酶解物溶液质量浓度(5, 10, 
20mg/mL)对 D101 大孔吸附树脂穿透点体积和吸附
量的影响如表 5 所示: 随着酶解物质量浓度的增加, 
穿透点体积从(26.75±1.59)mL、(20.47±1.24)mL 变
化为(15.32±1.08)mL, 说明 D101 吸附树脂随着样品
质量浓度的增加, 吸附达到饱和的时间逐渐缩短, 树
脂易于达到饱和。树脂对高浓度的酶解物具有高的吸

附量, 酶解物浓度 10mg/mL 比 5mg/mL 时的吸附量增
加了 4.10 mg/g; 而 20 mg/mL时的吸附量比 10 mg/mL
时增加了 2.34 mg/g, 随着酶解物质量浓度的增加, 树
脂的吸附量逐渐达到最大值。因此, 确定酶解物经过 

表 5  不同质量浓度金枪鱼碎肉蛋白酶解物溶液的穿透点

体积和吸附量(n=3) 
Tab.5  Volume of breakthrough point and adsorption capacity 

at different concentrations of protein hydrolysate of tuna 
ground meat (n=3) 

质量浓度(mg/mL) 5 10 20 

穿透体积(mL) 26.75±1.59 20.47±1.24 15.32±1.08

树脂吸附量(mg/g)  5.13±0.29  9.23±0.63 11.57±0.85
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D101大孔吸附树脂的质量浓度为 10 mg/mL。 
2.2.5  金枪鱼碎肉蛋白酶解物脱盐制备及 ACE 抑制
率    根据上述结果, 确定金枪鱼碎肉蛋白酶解物
脱盐的工艺条件为: 上样质量浓度 10mg/mL、上样流
速 1.5 BV/h、解吸剂 75%乙醇。在该工艺条件下对金
枪鱼碎肉蛋白酶解物进行脱盐 , 收集的洗脱液经真
空浓缩和冷冻干燥后得到酶解物, 得率为 65.35%±
3.05%。结果表明, 脱盐后的金枪鱼碎肉蛋白酶解物
在 10 mg/mL 浓度下的 ACE 抑制活性从 71.43%±
5.19%增加到 81.76%±4.38%, 脱盐效果良好。 
2.3  金枪鱼碎肉蛋白酶解物的超滤分级 

金枪鱼碎肉蛋白酶解物(TPAP)用截留分子量为 
3 kDa和1 kDa的超滤膜超滤分级, 得三个组分: TPAP-I 
(MW > 3kDa)、TPAP-II (3kDa > MW >1kDa)和 TPAP- 
III (MW < 1kDa)。如图 3所示: 在 5 mg/mL浓度下, 
TPAP-I、TPAP-II 和 TPAP-III 的 ACE 抑制率分别为
65.38%± 3.53%、 85.81%%± 2.85%和 96.33%±
3.07%。TPAP-III 的活性高于总酶解物及其他超滤分
段部位。 

 
图 3  金枪鱼碎肉蛋白酶解物及其超滤分级部分的 ACE抑

制率(n=3) 
Fig.3  ACE inhibition ratio of TPAP and its fractions by 

ultrafiltration (n=3) 
 

据报道 , 蛋白酶解物的生物活性与其分子量具
有密切关系, 小分子量的多肽易于与靶点结合或通过
血脑屏障而发挥其生物活性 (Pihlanto-Leppälä, 2001; 
Ranathunga et al, 2006; Wang et al, 2012)。因此, TPAP- 
III的高活性与所含大量的低分子量多肽关系密切。 
2.4  TPAP-III的 Sephadex G-25凝胶过滤层析 

图 4表明: TPAP-III经 Sephadex G-25凝胶过滤
层析后得 5 个洗脱组分: TPAP-III-1、TPAP-III-2、
TPAP-III-3、TPAP-III-4 和 TPAP-III-5。5 个组分的
ACE抑制率如图 5所示: 在 3 mg/mL和 5 mg/mL浓
度下, TPAP-III-4均显示出最强的 ACE抑制率, 分别
为 43.4%±1.75%和 73.25%±1.83%。 
2.5  TPAP-III-4的纯度检测和氨基酸序列分析 

TPAP-III-4经RP-HPLC检测基本为单一峰(图 6), 

 

图 4  TPAP-III的 Sephadex G-25凝胶过滤层析 
Fig.4  Gel filtration chromatography of TPAP-III on a Sephadex 

G-15 column 

 

图 5  TPAP-III的 Sephadex G-25凝胶过滤层析分段部位的
ACE抑制率(n=3) 

Fig.5  ACE inhibition ratio of fractions from TPAP-III 

 

图 6  TPAP-III-4的 RP-HPLC图 
Fig.6  RP-HPLC chromatogram of TPAP-III-4 

 

纯度达到氨基酸序列分析的要求。利用 Edman 降解
法经蛋白质序列分析仪测定 TPAP-III-4 的序列为
Phe-Gly-Gly-Val (FGGV), ESI-MS检测给出分子离子
峰 m/z 379.50 [M+H]+ (图 7), 与理论分子量 378.42Da
相吻合。 

3  结论 

本实验以 ACE 抑制率为指标, 采用碱性蛋白酶 
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图 7  TPAP-III-4质谱图 
Fig.7  Mass spectrogram of TPAP-III-4 

 

从金枪鱼碎肉蛋白中制备降压肽, 极差 R 分析表明: 
酶用量是优化条件中影响最大的因素 , 酶解时间的
影响最小, 最佳酶解工艺条件为: 酶用量 1.5%, pH 
9.5, 酶解温度 50°C, 酶解时间 5h。利用 D101 大孔
吸附树脂对酶解物进行脱盐处理的工艺条件为 : 上
样质量浓度 10 mg/mL、流速 1.5 BV/h、解吸剂 75%
乙醇。 
    脱盐酶解物经过超滤和凝胶渗透色谱分离纯化, 
得到 ACE 抑制率较好的单体降压肽 Phe-Gly-Gly-Val 
(FGGV)。已有的研究证明寡肽相对于蛋白质或单一
氨基酸具有更强的生物活性和更易在体内吸收的优

点(Wang et al, 2012, 2013; Luo et al, 2013; Chi et al, 
2014)。Phe-Gly-Gly-Val (FGGV)为四肽化合物, 分子
量小, 易于在人体内吸收, 从而更容易发挥较强的降
压功效。另外, Cheung等(2009)发现活性较强的 ACE
抑制肽 C 端氨基酸一般为具环状结构的芳香族氨基
酸(如色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸等)或脯氨酸; N端为
长链或具支链的疏水氨基酸(如缬氨酸、亮氨酸、异
亮氨酸等)或碱性氨基酸可以提高肽的抑制活性。综
上分析可推知 , Phe-Gly-Gly-Val (FGGV)具有强的
ACE 抑制活性是由于其分子量小、含有活性氨基酸
及其氨基酸排列顺序等因素综合影响的结果。 
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PREPARATION AND CHARACTERISATION OF AN ANTIHYPERTENSIVE  
PEPTIDE FROM PROTEIN HYDROLYSATE OF ASKIPJACK TUNA  

(KATSUWONUS PELAMIS) GROUND MEAT 

ZHANG Peng1,  HE Mao-Su1,  CHI Chang-Feng1,  WANG Bin2 
(1. School of Marine Science and Technology, National Engineering Research Center of Marine Facilities Aquaculture, Zhejiang Ocean 

University, Zhoushan 316022, China; 2. School of Food and Pharmacy, Zhejiang Provincial Key Engineering Technology Research 
Center of Marine Biomedical Products, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China) 

Abstract    In this text, the conditions of alcalase hydrolysis on askipjack tuna (Katsuwonus pelamis) ground meat and 
desalting process of the protein hydrolysate were optimized, and the antihypertensive peptide was isolated from the 
hydrolysate by using ultrafiltration and gel filtration chromatography, and its structure was determined using ESI-MS and 
Procise Protein/Peptide Sequencer. The protein hydrolysate with high ACE inhibition ratio was gained under the optimal 
conditions of temperature 50°C, pH 9.5, enzymatic hydrolysis time 5 h, and amount of enzyme 1.5%. The condition for 
desalting process was optimized as followed: loading sample concentration of 10 mg/mL, sampling flow rate of 1.5 BV/h 
and 75% alcohol as eluent. The fractions and purified peptide from desalting hydrolysate were prepared by using 
ultrafiltration and Sephadex G-25 column, and a tetrapeptide with high ACE inhibition was isolated and identified as 
Phe-Gly-Gly-Val (FGGV). The present results suggested that the protein hydrolysate, fractions and purified peptide of tuna 
ground meat could be used as natural antihypertensive drugs, foods or additives. 
Key words    askipjack tuna (Katsuwonus pelamis) ground meat;  antihypertensive peptide;  alcalase;  macroporous 
adsorption resin;  angiotensin converting enzyme (ACE) 
 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


