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摘要:研究 Neutrase、Acalase2.4L、Papain、Pepsin、Trypsin、

Flavourzyme、Acidprotease、Protamex与 Bromelain9种蛋

白酶水解大米蛋白的进程特性,考察9种蛋白酶水解物的免

疫活性。结果表明,胰脏蛋白酶 Trypsin可作为制备大米免

疫活性肽 的 最 适 水 解 酶,Trypsin酶 解 物 对 小 鼠 巨 噬 细 胞

(RAW264.7)的 增 值 指 数 (stimulatingindex,SI)为 1.597
(1000μg/mL);其酶解物中相对分子质量<1000的组分比

例最高,达到74.11%。
关键词:大米蛋白;免疫活性肽;蛋白酶;水解

Abstract:Thehydrolysisprocessesofriceproteinbyhadbeenstudied
9proteinasesincludingNeutrase,Acalase2.4L,Papain,Pepsin,

Trypsin,Flavourzyme,Acidprotease,Protamexand Bromelain,

andtheimmuneactivitiesof9proteinhydrolysatehadbeenconsid-
ered.TheresultsshowedthatTrypsincanbeusedastheoptimum
hydrolyticenzymesforthepreparationofriceimmuneactivepeptide
whosevalue-addedindex(stimulatingindex,SI)tomicemacrophage
(RAW264.7)is1.597 (1000μg/mL);theenzymatichydrolysis
hadthehighestpercentageofcomponentswithrelative molecular
mass<1000,to74.11%.
Keywords:riceprotein;theimmunizingpeptide;protease;hydrolysis

中国稻谷产量占世界总产量的1/3以上,居世界前列,

2014年中国稻谷总产量为2亿t左右[1]。在稻米各加工领

域,每年产生了大量的碎米、米糠和米渣等副产物,这些副产

物中含有丰富的大米蛋白。大米蛋白是世界各地特别是亚

洲地区消费者摄取植物蛋白的主要来源之一,是营养界所公

认的优质植物蛋白,其氨基酸组成配比平衡合理,比较接近

WHO/FAO推荐的理想模式,尤其是作为第一限制性氨基

酸的赖氨酸含量达到4%,能够满足2到5岁儿童对氨基酸

的需求,较大豆分离蛋白及酪蛋更优,可与牛乳、鸡蛋、牛肉

相媲美。且大米蛋白属于低抗原性蛋白,不会引起过敏反

应,很适合作为生产婴幼儿食品的原料,充分开发利用大米

蛋白意义重大。

全球性的老龄化现象已成为21世纪的重要问题,2000
年中国就已进入老龄化社会;从全国第六次人口普查数据来

看,中 国 人 口 老 龄 化 进 程 正 在 加 快,65 岁 以 上 人 口 占

8.87%,比2000年上升1.91%[2]。随着年龄增长,人体各器

官和基础代谢功能逐渐衰退,这些功能衰退到一定程度便会

表现出机体综合免疫力低下;且肥胖症、睡眠时间或质量下

降、吸烟与饮酒等不良生活习惯皆可能导致机体免疫力下降

而引发各种疾病。因此,寻求适宜的免疫调节剂来提高人体

免疫能力,成为了人类社会迫切的需求热点[3]。

利用米渣、碎米等大米加工副产物为原料,通过酶法制

备大米免疫活性肽,不仅可为免疫力低下的人群和婴幼儿提

供低过敏性的免疫调节剂,同时还有效提高大米加工副产物

的附加值,具有重要的社会效益和较高的经济效益。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

金健黄花粘米:蛋白质含量约7.15%,湖南金健米业股

份有限公司;

小鼠巨噬细胞(RAW2264.7):赢润生物技术有限公司;

Alcalase2.4 L、Flavourzyme500 MG、Neutrase1.5

MG:诺维信公司;

木瓜蛋白酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶、酸性蛋白酶、菠萝蛋

白酶:中国Bomei公司;

复合蛋白酶:中国 KAYON公司。

1.2　仪器与设备

台式pH 计:DELTA320型,江苏金坛市金城国胜实验
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仪器厂;

电动搅拌器:JJ-T型,江苏金坛市金城国胜实验仪器厂;

离心机:TDL-5-A型,上海安亭科学仪器厂;

循环水式真空泵:SHZ-D(Ш)型,巩义市予华食品有限

公司;

旋转蒸发器:EV311型,巩义市予华仪器有限责任公司;

恒温水浴锅:ZSXH-618型,上海智诚分析仪器制造有限

公司;

真空冷冻干燥机:FD-1型,北京博医康实验仪器有限

公司;

二氧化碳细胞培养箱:HH CP-01型,上海博讯医疗设

备厂;

灭菌锅:MLS-3750型,日本三洋有限公司;

超净工作台:SW-OJ-1FD型,苏净集团苏州安泰空气技

术有限公司;

酶标分析仪:DNM-9602型,北京普朗新技术有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　大米蛋白粉的制备方法　本课题组前期研究确定的

碱法提取大米蛋白的工艺流程和条件为:

1000g大米粉(过120目筛)→碱提(以液固比10︰1
(V ︰m)溶解于10L0.05mol/LNaOH 溶液)→室温下搅

拌浸提2h→浸提液于3500r/min离心30min→酸沉(上清

液调pH 至4.8)→3500r/min离心10min→沉 淀 水 洗3
次→冷冻干燥→大米蛋白粉

1.3.2　大米蛋白酶解物制备方法　参考文献[4~8]确定制

备大米蛋白酶解物的工艺流程和条件为:

5%(m/V)大米蛋白悬浮液→加热至各酶最适温度→加

酸碱调整至各酶最适pH→加酶(加酶量3000U/g)→酶解

3h→灭酶(15min/80 ℃)→离 心 取 上 清 液(3500r/min,

20min)→真空浓缩→冷冻干燥→大米蛋白酶解物

9种蛋白酶的酶解条件见表1。

表1　试验所选用蛋白酶的酶解条件

Table1　Enzymatichydrolysisconditionsofthe

testedproteases

酶种
最佳

pH

最佳

温度/℃

底物

浓度/%

加酶量/

(U·g-1)

酶解

时间/h

中性蛋白酶 7 45 5 3000 3

碱性蛋白酶 8 55 5 3000 3

风味蛋白酶 7 50 5 3000 3

木瓜蛋白酶 7 55 5 3000 3

胰蛋白酶　 8 37 5 3000 3

菠萝蛋白酶 7 55 5 3000 3

胃蛋白酶　 2 37 5 3000 3

酸性蛋白酶 3 50 5 3000 3

复合蛋白酶 7 50 5 3000 3

1.4　分析方法

1.4.1　基本成分分析方法

(1)水分含量的测定:参考 GB5009.3—2010的直接干

燥法;

(2)灰分含量的测定:参考 GB5009.4—2010的干法灰

化;

(3)脂肪含量的测定:参考 GB/T5512—2008的索氏提

取法;

(4)蛋白含量的测定:参考 GB5009.5—2010中的凯氏

定氮法。

1.4.2　蛋白酶活力的测定方法　参考 GB/T23527—2009。

1.4.3　相对分子量测定方法　采用 HPLC法[9]。

(1)色谱条件为:色谱柱,TSKgel2000SWXL300×

7.8mm;流动相,水/乙腈/三氟乙酸,55/45/0.1(V/V);检测

波长,UV220nm;柱温,30℃;流速,0.5mL/min。

(2)样品制备:取样品2mL置于10mL容量瓶中,用流

动相稀释至刻度,用微孔过滤膜(0.45μm)过滤后供进样。

(3)分子量校正曲线所用标准品:杆菌酶(MW1450);乙

氨酸—乙 氨 酸—酪 氨 酸—精 氨 酸 (MW451);细 胞 色 素 C
(MW12500);乙氨酸—乙氨酸—乙氨酸(MW189)。

1.4.4　小鼠巨噬细胞增殖试验方法　采用 MTT 法,取对

数期的 RAW264.7细胞,细胞浓度为7×105个/mL、100μL
接种于96孔板中,在37 ℃、5% CO2 的培养箱中孵育4h
后,加入大米免疫活性肽,空白对照组加等量的无菌水,继续

在培养箱中孵育20h;在终止孵育前4h加入20μL MTT
(5mg/L);弃掉每孔中的液体,向孔中加入150μL二甲基亚

砜,避光条件下轻震5min[10],在492nm 采用酶标仪检测吸

光度(OD 值),并按式(1)计算SI值。

细胞增殖指数SI=
试验组OD 值
对照组OD 值

(1)

1.5　活性肽得率的测定方法

采用福林酚法测定蛋白质含量[11],活性肽得率按式(2)

计算:

活性肽得率=
大米蛋白酶解物蛋白质含量×大米蛋白酶解物质量

大米蛋白粉蛋白质含量×大米蛋白粉质量 ×100%

(2)

1.6　数据处理

MTT试验数据均为3个平行数据的均值,试验结果以

平均值±标准差表示。组间差异采用Student’st-test平均

值的成对二样本分析,P<0.05时表示具有显著性差异,

P<0.01时表示具有极显著性差异。

2　结果与讨论

2.1　大米和大米蛋白基本成分分析

对原料大米的基本成分及所提取的大米蛋白的基本成分

进行了测定,结果见表2,大米蛋白的蛋白质含量为86.2%。

93

基础研究 　 2015年第2期



表2　原料大米及大米蛋白的主要化学成分

Table2　Mainchemicalcompositionsoftheraw

materialofriceandriceprotein %

成分 水分 蛋白质 脂肪 碳水化合物 灰分

原料大米 10.60 7.15 0.78 75.15 0.33

大米蛋白 5.82 86.20 0.39 6.97 0.62

2.2　9种蛋白酶酶解物免疫活性分析

2.2.1　试验所用蛋白酶酶活的测定　目前酶的来源主要有

动物蛋白酶、植物蛋白酶和微生物蛋白酶,其中微生物蛋白

酶的价格相对便宜。本研究选用胃蛋白酶、胰蛋白酶、菠萝

蛋白酶、木瓜蛋白酶、风味蛋白酶、酸性蛋白酶、中性蛋白酶、

复合蛋白酶及碱性蛋白酶共9种蛋白酶对大米蛋白进行水

解。胃蛋白酶和胰蛋白酶都是消化性蛋白酶且属于动物蛋

白酶,胃蛋白酶的酶切位点是 Phe和 Leu等疏水性氨基酸,

胰蛋白酶的酶切位点为赖氨酸(Lys)和精氨酸(Arg)等碱性

氨基酸。菠萝蛋白酶和木瓜蛋白酶属于植物蛋白酶,菠萝蛋

白酶的酶切位点为 Lys、Ala、Tyr、Gly,其中 Ala和 Gly是疏

水性氨基酸而Lys为碱性氨基酸;木瓜蛋白酶的酶切位点是

Arg、Lys、Phe,其中 Arg和Lys是碱性氨基酸而Phe是疏水

性氨基酸。碱性蛋白酶、风味蛋白酶、酸性蛋白酶、中性蛋白

酶和复合蛋白酶皆是微生物蛋白酶,碱性蛋白酶的酶切位点

是 Ala、Leu、Val等疏水性氨基酸;风味蛋白酶是一种能在中

性或微酸性条件水解蛋白质的蛋白酶/肽酶的复合酶,主要

为外切酶,可催化水解肽链末端的疏水性氨基酸;酸性蛋白

酶具有广泛的特异性,可催化水解两端是Phe、Trp等疏水性

氨基酸和碱性氨基酸 Arg的肽键;中性蛋白酶可水解羧基端

为 Tyr、Try和Phe等芳香族疏水性氨基酸的肽链;复合蛋白

酶兼具 内 切 酶 和 外 切 酶 活 性,能 比 较 彻 底 地 酶 解 蛋 白

质[12-14]。张亚飞等[15]研究发现在目前已报道的免疫活性

肽中大多含有疏水性与碱性氨基酸,上述9种酶的酶切位点

大多集中在一些疏水性与碱性氨基酸上,因而本研究选择该

9种蛋白酶作为待筛选酶种,以小鼠巨噬细胞增殖活性刺激

指数(SI)为考察指标,拟从9种酶中确定制备大米免疫活性

肽的最适水解酶,本研究参照 GB/T23527—2009测定的9
种蛋白酶的酶活见表3。

表3　9种试验所用蛋白酶的酶活

Table3　Theenzymeactivityof9testedproteases

酶的种类 酶活/(U·g-1) 酶的种类 酶活/(U·g-1)

胃蛋白酶　 68252.4

风味蛋白酶 1141.7

胰蛋白酶　 28317.2

酸性蛋白酶 228479.1

中性蛋白酶 39061.5

菠萝蛋白酶 26174.8

木瓜蛋白酶 48834.9

复合蛋白酶 20938.5

碱性蛋白酶 168025.9

2.2.2　9种蛋白酶解物免疫活性的分析　不同的酶具有不

同的底物特异性和酶切位点,对同一种蛋白质进行水解所获

得的酶解物的组成和结构将会不同,因酶解物的组成和结构

不同其生物活性也将存在较大差异。本研究据表1的条件

酶解大米蛋白,用所得酶解物采用 MTT法进行小鼠巨噬细

胞增值试验,结果见图1和表4。由图1可知,9种蛋白酶酶

解物免疫活性的差异是较显著的,可能是因其酶切位点不同

及特异性差异所致。与空白对照组相比,菠萝蛋白酶酶解物

和木瓜蛋白酶酶解物对小鼠巨噬细胞增值无显著效果;胃蛋

白酶酶解物、风味蛋白酶酶解物、复合蛋白酶酶解物和碱性

蛋白酶酶解物对小鼠巨噬细胞增值效果显著(P<0.05);而

促进小鼠巨噬细胞增殖有极显著效果(P<0.01)的酶解物有

胰蛋白酶酶解物、酸性蛋白酶酶物和中性蛋白酶酶解物;由

表4可知,有极显著效果的3种酶解物中胰蛋白酶酶解物对

小鼠巨噬细胞增值的效果最强,其SI值为1.597。胰蛋白酶

的酶切位点为赖氨酸(Lys)和精氨酸(Arg),皆为带正电荷的

碱性氨基酸。有研究[16]表明,免疫活性肽的免疫活性与其

所带正电荷量呈正相关。采用该酶水解多种食物源蛋白均

能获得不同活性的免疫活性肽,TakahashiM 等[17]采用胰蛋

白酶酶解可溶性大米蛋白,酶解物分离纯化后获得免疫活性

肽 Gly-Tyr-Pro-Met-Tyr-Pro-Leu-Pro-Arg,研究发现此九肽

能提高白细胞吞噬功能;Hata等[18]从牛αS1-酪蛋白的胰蛋

白酶酶解物中分离鉴定出一种富含磷酸丝氨酸的多肽(对应

于αS1-酪蛋白59~79氨基酸序列片段),它能够刺激体外培

养的小鼠脾脏细胞和兔派伊尔结细胞的增殖和抗体的产生;

Meisel等[19]研究发现从牛酪蛋白的胰蛋白酶酶解物分离出

的 十 二 肽 Phe-Phe-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glu-Val-Phe-Gly-

Lys能够刺激体外培养的小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬作用。

2.3　9种蛋白酶酶解物分子量分布的分析

近年研究[20]发现2~6个氨基酸的短肽比蛋白质和游

离氨基酸更容易被肠道吸收,特别是二肽和三肽的运转速度

比转运等量的氨基酸混合物更快。可能的解释是这些小肽

是由中性、碱性和酸性氨基酸组成,当小肽以完整形式被吸
 

蛋白酶酶解物种类(1 000 μg/mL)
The species of hydrolysates

刺
激
指
数

St
im
ul
at
in
g
id
ex

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

空
白
对
照

胃
蛋
白
酶

风
味
蛋
白
酶

胰
蛋
白
酶

酸
性
蛋
白
酶

中
性
蛋
白
酶

菠
萝
蛋
白
酶

木
瓜
蛋
白
酶

复
合
蛋
白
酶

碱
性
蛋
白
酶

*与空白组相比，P< 0.05；**与空白组相比，P< 0.01

* *
**

** ** * *

图1　9种蛋白酶酶解物的SI值比较

Figure1　Thecomparisonofstimulatingidex

of9hydrolysates
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表4　9种蛋白酶酶解物的SI值

Table4　Thestimulatingidexof9hydrolysates

酶解物 SI 酶解物 SI

胃蛋白酶　 1.342

风味蛋白酶 1.369

胰蛋白酶　 1.597

酸性蛋白酶 1.423

中性蛋白酶 1.471

菠萝蛋白酶 1.205

木瓜蛋白酶 1.214

复合蛋白酶 1.301

碱性蛋白酶 1.315

收时可能部分或完全避免了游离氨基酸转运中电荷的相互

竞争[20]。通常认为蛋白酶解物的生理活性与其相对分子质

量及一级结构有着直接关系。本研究采用高效液相色谱测

定了9种大米蛋白酶解物的分子量分布(见图2),由 Waters

M32GPC软件计算的相对分子质量范围的比例见表5。由

表5可知,胃蛋白酶、酸性蛋白酶、菠萝蛋白酶的分子量主要

分布在500~2000,其所占比例大于75%;胰蛋白酶、中性蛋

白酶、复合蛋白酶及碱性蛋白酶的分子量分布主要分布在

180~1000,其所占比例在74%以上;风味蛋白酶、木瓜蛋白

酶的分子量分布在180~2000,其所占比例大于72%。说明

胰蛋白酶、中性蛋白酶、复合蛋白酶及碱性蛋白酶所制备的4

种酶解物中2~6个氨基酸组成的短肽比例较高。原料蛋白

的一级结构和蛋白酶的酶切位点是影响酶解物分子量分布

的主要因素[21]。胰蛋白酶的酶切位点为 Arg和lys,在大米

蛋白氨基酸组成中所占比例为10.89%,其酶解物中相对分

子质量小于1000所占比例为74.11%;碱性蛋白酶的酶切

位点为 Ala、Leu和 Val,在大米蛋白氨基酸组成中所占比例

为16.82%,其酶解物中相对分子质量小于1000所占比例

为91.39%。胰蛋白酶是肽链内切酶,胰脏合成的是无活性

的胰蛋白酶原,小肠内的肠肽酶会使胰蛋白酶原活化,活化

的胰蛋白酶可选择地水解蛋白质中所有由 Lys或 Arg的羧

基所构成的肽键[22],进入小肠的蛋白质可被胰蛋白酶水解

成肽或氨基酸而被人体吸收。选择胰蛋白酶作为目标酶种,

一定程度上可模拟蛋白质在肠道的消化过程,且获得的肽段

对消化酶具有较强的抗性[23],在进入人体小肠后不会进一

步被水解而直接被吸收。

2.4　不同蛋白酶酶解物肽得率的分析

活性肽得率也是活性肽制备需要考虑的重要因素。本

研究比较了SI 值较高的5种大米蛋白酶解物的活性肽得

率,结果见图3。由图3可知,5种大米蛋白酶解物中,胃蛋

白酶酶解物活性肽得率最高。与胃蛋白酶酶解物活性肽得

率相比,风味蛋白酶和中性蛋白酶酶解物活性肽得率有极显
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图2　蛋白酶解物的相对分子质量分布

Figure2　Themolecularweightdistributionofhydrolysate

表5　9种蛋白酶酶解物的分子量分布

Table5　Themolecularweightdistributionof9hydrolysates

分子量范围
胃蛋

白酶

风味

蛋白酶

胰蛋

白酶

酸性

蛋白酶

中性

蛋白酶

菠萝

蛋白酶

木瓜

蛋白酶

复合

蛋白酶

碱性

蛋白酶

>5000 1.70 7.68 0.45 0.37 1.43 2.8 4.20 0.40 0.36

5000~3000 2.21 9.93 1.10 1.77 1.28 4.54 8.87 0.79 0.68

3000~2000 4.32 10.59 2.19 3.54 1.89 6.02 9.12 1.43 1.17

2000~1000 18.02 21.90 9.76 13.41 8.81 17.53 17.42 7.05 6.39

1000~500 63.59 35.35 26.29 72.65 44.64 56.68 25.72 69.30 61.73

500~180 10.15 14.55 47.82 8.27 41.96 12.44 26.82 21.01 29.66
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图3　不同蛋白酶酶解物肽得率的比较

Figure3　Thecomparisonofyieldofpeptidefrom

differenthydrolysates

著差异(P<0.01),酸性蛋白酶酶解物活性肽得率有显著差

异(P<0.05);虽然胰蛋白酶酶解物活性肽得率没有胃蛋白

酶酶解物高,但两者之间无显著性差异(P>0.01)。

2.5　制备大米免疫活性肽的最适酶种

兼顾考虑SI值、相对分子量分布和活性肽得率等因素,

9种蛋白酶酶解物中胰蛋白酶酶解物不仅SI 值最高,达到

1.597(1000μg/mL);相对分子量小于1000组分所占比例

74.11%,说明胰蛋白酶酶解物中2~6个氨基酸组成的短肽

比例较高;同时,其活性肽得率也达到75.96%。因此,本研

究认为胰蛋白酶可作为制备大米免疫活性肽的最适水解酶。

3　结论

通过考察9种蛋白酶酶解制备大米蛋白酶解物的SI
值、相对分子量分布及活性肽得率,本研究认为胰蛋白酶是

制备大米免疫活性肽的最适水解酶,其对小鼠巨噬细胞增值

指数SI、分子量小于1000的组分所占比例及活性肽得率分

别为1.597(1000μg/mL)、74.11%和75.96%。
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