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摘要:目的:实现豌豆蛋白的高值化利用.方法:以豌豆

蛋白为原料,采用双酶协同酶解法制备豌豆蛋白源 ACE
抑制肽,以酶解时间和酶添加顺序为变量,以 ACE 抑制

率、水解度、可溶蛋白含量为指标确定豌豆 ACE 抑制肽

的最佳酶解工艺.将最佳酶解工艺条件下制得的 ACE
抑制肽进行超滤分级,探究分子量对 ACE抑制活性的影

响,最后通过测定 ETＧ１、MDA 含量、SOD 和 NO 含量水

平验证 ACE 抑 制 活 性 较 高 的 豌 豆 肽 对 诱 导 损 伤 的

EA．hy．９２６细胞 的 保 护 作 用.结果:双 酶 法 制 备 豌 豆

ACE 抑 制 肽 的 最 佳 工 艺 条 件 为 底 物 质 量 浓 度

１００mg/mL,３．０％的碱性蛋白酶在pH９．５、５０℃条件下

酶解２．０h后加入３．０％的复合蛋白酶,在pH７．０、５０ ℃
条件下继 续 酶 解 ２．０h.此 条 件 下 的 豌 豆 蛋 白 水 解 物

ACE抑制率的IC５０值为１．１４１mg/mL;小于２．５kDa的肽

组分其 ACE抑制活性最强,且能显著减少 AngＧⅡ诱导损

伤细胞的 ETＧ１、MDA 含量,增加SOD和 NO 含量水平.

结论:豌豆 ACE抑制肽对 AngＧⅡ诱导损伤 EA．hy．９２６细

胞具有保护作用.

关键词:豌 豆 蛋 白;ACE 抑 制 肽;酶 解;氨 基 酸 分 析;

EA．hy．９２６细胞

Abstract:Objective:ThisstudyaimedtorealizethehighＧvalueuＧ

tilizationofpeaprotein．Methods:UsingpeaproteinasrawmateＧ

rial,ACEinhibitorypeptidederivedfrompeaproteinwaspreＧ

pared by doubleＧenzyme coordinated enzymatic hydrolysis

method,andtheACEinhibitionrate,hydrolysisdegreeandsoluＧ

bleproteincontentofthehydrolysatewereusedasindicatorsto

determinethebestenzymaticprocessforthepeaACEinhibitory

peptide．ThentheACEinhibitorypeptidesproducedunderthe

optimalenzymaticdigestionprocessweregradedbyultrafiltration

toexploretheeffectofmolecularweightontheACEinhibitory

activity．Finally,theprotectiveeffectofthepeapeptidewithhigh

ACEinhibitoryactivityagainsttheinjuredEA．hy．９２６cellswas

verifiedbymeasuringETＧ１,MDAcontent,SODandNOcontent

levels．Results:TheoptimalpreparationconditionsofpeaACE

inhibitorypeptidebydoubleＧenzyme method wereasfollows:

substrate concentration of １００ mg/mL, ３．０％ alcalase

enzymolysisfor２．０hatpH９．５and５０℃,andthenadding３．０％

compoundproteasefor２．０hatpH７．０and５０ ℃．Underthese

conditions,theIC５０valueofACEinhibitionrateofpeaprotein

hydrolysatewas１．１４１ mg/mL．Peptidecomponentslessthan

２．５kDahadthestrongestACEinhibitoryactivityandcouldsigＧ

nificantlyreduceETＧ１,MDAcontentandincreaseSODandNO
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contentlevelsofAngＧinducedinjuredcells．Conclusion:Thepea

ACE inhibitory peptide was protective against AngＧinduced

damagetoEA．hy．９２６cells．

Keywords:peaprotein;ACEinhibitorypeptide;enzymolysis;

aminoacidanalysis;EA．hy．９２６cell

高血压是引发冠心病、中风和终末期肾病的主要危

险因素[１－２].据 WHO 统计,世界成人高血压患病率约

３０％,中国高血压患病率为１７．５％左右[３].血管紧张素

转 换 酶 (Angiotensin Converting Enzyme,ACE;EC
３．４．１５．１)是一种锌离子金属羧肽酶,能够催化血管紧张

素Ⅰ转化为血管紧张素Ⅱ,而血管紧张素Ⅱ具有收缩血

管的作用,导致血压升高.因此通过抑制血管紧张素转

换酶或阻断血管紧张素(AT１)受体来调节肾素—血管紧

张素系统是现阶段治疗高血压的主要方式[４].现在已有

很多的降压药物,如卡托普利、依那普利等,但长期使用

这些合成抑制剂会对人体健康产生负面影响[５－６].近年

来,研究[７－８]发现食物中的活性肽能够通过抑制 ACE来

降低高血压患者的血压.活性肽分子量小,易于被人体

消化吸收,因此可将食物蛋白质发展成为食源性 ACE抑

制肽辅助治疗高血压.

豌豆(Pisumsativum L．)不仅蛋白含量高(约２５％),

还含有丰富的氨基酸.此外,豌豆蛋白的生物价和功效

比均高于大豆蛋白.因此,豌豆蛋白是一种优质的植物

蛋白[９],可用于制备活性肽.研究拟以豌豆蛋白为原料,

采用双酶协同酶解法制备豌豆蛋白源 ACE 抑制肽,以

ACE抑制率为指标优化工艺条件,并在最佳工艺条件下

探究豌豆肽对诱导损伤的 EA．hy．９２６细胞的保护作用,

以期为开发豌豆肽辅助降血压产品提供理论支撑.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

豌豆蛋白粉(蛋白质含量为７６．０７％):山东健源生物

工程股份有限公司;

风味 蛋 白 酶 (１０ ０３０．４２ U/mL)、碱 性 蛋 白 酶

(２４６５３２．５５U/mL)、复合蛋白酶(３２１７６９．７１U/mL):南
宁东恒华道生物技术有限公司;

αＧ淀粉酶:３７００U/g,北京奥博星生物技术责任有限

公司;

血管紧张素转化酶(ACE,１UNIT)、马尿酰组氨酰

亮氨酸(HHL)、二甲基亚砜(DMSO):美国 Sigma公司;

EA．hy．９２６细胞:中国科学院上海生科院细胞库;

血管 紧 张 素ＧⅡ (AngＧⅡ):北 京 酷 来 博 科 技 有 限

公司;

DMEM 高糖液体培养基、０．２５％胰蛋白酶ＧEDTA、台
盼蓝染色液(０．４％):美国 Gibco公司;

青毒素、链霉素:Solarbio公司;

胎牛血 清 (FBS):杭 州 四 季 青 生 物 工 程 材 料 有 限

公司;

NO试剂盒、BCA 蛋白质浓度测定试剂盒、丙二醛

(MDA)测定试剂盒及超氧化物歧化酶(SOD)活性测定试

剂盒:南京建成生物工程研究所;

内皮素(ETＧ１)试剂盒:上海酶联生物科技有限公司;

其他试剂为国产分析纯试剂.

１．２　仪器与设备

pH 计:FE２８型,梅特勒—托利多(上海)仪器设备有

限公司;

智能磁力搅拌器:ZNCLＧGS型,予华仪器有限责任

公司;

紫外可见分光光度计:２J１Ｇ００１３型,日本 HITACHI
公司;

酶联免疫检测仪:Cf７２Ｇ８YW 型,珀金埃尔默仪器有

限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　豌豆肽的制备及理化指标测定　制备质量浓度为

１００mg/mL的豌豆蛋白悬浮液,按m酶 ∶m豌豆蛋白 ＝１．５∶
１００分 别 添 加 Alcalase碱 性 蛋 白 酶 (简 写 为 A)、FlaＧ
vourzyme风味蛋白酶(简写为 F)和 Protamex复合蛋白

酶(简写为P)中的２种酶,协同酶解,得豌豆肽溶液,反应

总时长为 ６h,酶解反应过程中每 ３０ min取样,灭酶、

４５００r/min离心１５min,取其上清液测定水解度、可溶

蛋白含量.
(１)水解度的测定:在豌豆肽水解过程中加入１mol/L

的 NaOH 保持最适pH 并记录消耗的体积[１０],根据式(１)

计算水解度.

H＝
VNaOH×NNaOH

α×Mp×htot
×１００％, (１)

式中:

H———水解度,％;

VNaOH———反应中消耗的碱体积,mL;

NNaOH———反 应 中 维 持 pH 稳 定 时 碱 当 量 浓

度,mol/L;

α———αＧ氨基酸解离度;

Mp———反应体系中的蛋白总量,g;

htot———１g蛋白中肽键的克当量数,７．８.

(２)可溶蛋白含量的测定:采用FolinＧ酚法[１１].

１．３．２　ACE抑制率的测定　根据 Cushamn等[１２]的方法

有所修改,反应在２mL的 PE 管中进行,取１０μL的样

品水解液,依次加入５mmol/LHHL溶液４０μL、去离子

水５０μL,混匀,３７ ℃水浴锅中预热１０min,加入１０μL
ACE并继续水浴 ３０ min.结束后向管中加入 １４０μL
１mol/LHCl和７５０μL乙酸乙酯(－２０℃)使反应停止,

涡旋振荡３０s,３５００r/min离心５min,取出５００μL酯
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层,置于８０℃烘箱中烘干３０min,加入２００μL的去离子

水震荡３０s,得样品组溶液,测定２８０nm 处的 OD值.对

照组不加 ACE,其余步骤同上.空白组用去离子水代替

水解液,并在反应开始前加入１mol/LHCl１４０μL,其余

步骤同样品组.

按式(２)计算 ACE抑制率.

WACE＝
O１－O２

O１－O３
×１００％, (２)

式中:

WACE———ACE抑制率,％;

O１———对照组 OD值;

O２———样品组 OD值;

O３———空白组 OD值.

１．３．３　酶解条件优化　将豌豆肽的蛋白质量浓度稀释至

２mg/mL,测定双酶不同酶解时间以及双酶添加顺序下

豌豆蛋白水解物的 ACE抑制率.双酶协同酶解最长时

间为６h.分步酶解时间形式为“(２＋４、３＋３、４＋２)h”
(例“A２h＋P４h”指先用碱性蛋白酶酶解２h再加入复

合蛋白酶继续酶解４h),酶解过程中每隔１h进行取样

测定.

１．３．４　豌豆肽分子量对 ACE抑制率的影响　采用优化

后的 最 佳 条 件 酶 解 豌 豆 蛋 白,得 到 的 蛋 白 水 解 物

４５００r/min离心１５min,取上清液.依次选用１０,８,５,

２．５kDa的超滤膜进行截留超滤,超滤后的各组分进行冷

冻干燥,测定蛋白质量浓度,再配制成蛋白质量浓度为

１mg/mL的溶液,测定其 ACE抑制活性.

１．３．５　豌豆肽分子量对氨基酸组成的影响　超滤后的不

同分子量豌 豆 肽 的 氨 基 酸 组 分 测 定 按 GB/T１８２４６—

２０００执行.

１．３．６　细胞试验　先将 EA．hy．９２６细胞接种于 DMEM
完全培养基中,再将培养基放在３７℃、５％ CO２的恒温培

养箱中常规培养,当细胞密度达到８０％左右时加入胰酶

消化１min,１３００r/min离心１０min进行重悬,传代培

养.将对数生长期的 EA．hy．９２６细胞分为空白组、模型

组、豌 豆 肽 低 剂 量 组 (５０μg/mL)、豌 豆 肽 中 剂 量 组

(１００μg/mL)、豌豆肽高剂量组(２００μg/mL)和阳性对照

组(１．７５μg/mL卡托普利).空白组仅加入 DMEM 完全

培养基,模型组加入 DMEM 完全培养基同步化后加入

２．２２１μmol/LAngＧⅡ溶液刺激１２h,样品组加入相应浓

度的样品干预２４h后,加入２．２２１μmol/LAngＧⅡ溶液刺

激１２h.

１．３．７　细胞内相关含量水平的测定　按１．３．６方法培养

细胞,待细胞单层生长面积达到８０％后用胰酶消化并加

入完全培养基终止,在１３００r/min条件下离心１０min后

进行超声破碎,得到细胞匀浆及其上清液,按照试剂盒的

说明进行内皮素(ETＧ１)ELISA、MDA 含量、SOD活力以

及 NO含量的测定.

１．４　数据处理

采用 Origin２０２１与SPSS软件进行数据统计,所有

试验均设３次以上平行,测定数据以平均数±标准差表

示.图表中∗表示与模型组相比差异显著P＜０．０５,∗∗
表示与模型组相比差异极显著P＜０．０１;＃表示与空白组

相比差异显著P＜０．０５,＃＃表示与空白组相比差异显著

P＜０．０１.

２　结果与讨论

２．１　酶解条件优化

由表１可知,蛋白酶酶解时间对 ACE抑制活性影响

较大,A酶解２h的 ACE抑制活性基本上优于 A酶解３h
和４h的,在此基础上,随着P酶解时间的延长,ACE抑制

活性呈先升高后降低的趋势.在 A酶解２h后P酶解２h
条件下,制备的水解物ACE抑制活性最高,为(９６．４９±

表１　双酶酶解条件对 ACE抑制率的影响

Table１　EffectsofdoubleＧenzymolysisconditionsonACEinhibitionrate

试验号 酶解条件/h ACE抑制率/％ 试验号 酶解条件/h ACE抑制率/％ 试验号 酶解条件/h ACE抑制率/％

１ A２＋P１ ８３．９２±０．５５ １２ P２＋F１ ８２．３８±５．８５ ２３ A２＋F１ ８２．４６±３．３９

２ A２＋P２ ９６．４９±３．４５ １３ P２＋F２ ８１．４５±３．１６ ２４ A２＋F２ ８９．１３±３．２６

３ A２＋P３ ７８．２２±３．２３ １４ P２＋F３ ８５．２５±３．５０ ２５ A２＋F３ ８６．９６±５．０１

４ A２＋P４ ９５．４７±１．４６ １５ P２＋F４ ８３．８６±３．１３ ２６ A２＋F４ ８２．１５±４．９１

５ A３＋P０ ６２．８６±３．２５ １６ P３＋F０ ７２．９５±５．５７ ２７ A３＋F０ ６２．８６±３．２５

６ A３＋P１ ８７．２８±１．３２ １７ P３＋F１ ８８．５９±４．８４ ２８ A３＋F１ ８１．２２±７．７７

７ A３＋P２ ９４．０１±１．０８ １８ P３＋F２ ８８．４４±２．７６ ２９ A３＋F２ ７５．６３±３．９１

８ A３＋P３ ７８．００±０．６７ １９ P３＋F３ ８７．９７±０．７５ ３０ A３＋F３ ６７．２５±１．７５

９ A４＋P０ ８０．９４±１．１５ ２０ P４＋F０ ７７．５６±５．１４ ３１ A４＋F０ ８０．９４±１．１５

１０ A４＋P１ ６９．４２±５．０７ ２１ P４＋F１ ７８．７３±１．２８ ３２ A４＋F１ ７３．２２±６．７６

１１ A４＋P２ ５９．５７±１．６６ ２２ P４＋F２ ７５．３２±５．９７ ３３ A４＋F２ ７１．４４±４．７７
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３．４５)％;在P酶解３h后F酶解１h条件下,酶解效果最

好,ACE抑制率为(８８．５９±４．８４)％;A酶解２h后用F进

一步酶解,随着F酶解时间的延长,ACE抑制活性呈先升

高后下降的趋势,其中以F酶解２h时效果最好,ACE抑

制活性为(８９．１３±３．２６)％.综上,酶的添加顺序及酶解

时间对 ACE抑制活性有重要的影响.

　　选择 ACE抑制率较高的酶解条件 A２h＋P２h、

P３h＋F１h、A２h＋F２h制备豌豆肽并测定水解度和

可溶蛋白含量.由表２可知,A２h＋P２h条件下水解度

最高,可溶蛋白含量最低,说明酶解效果最好,可能是因为

碱性蛋白酶酶解一定时间后蛋白分子结构舒展,暴露更多

的肽键,有利于后期加入的酶对蛋白进一步酶解,此结果

与徐珍珍等[１３]采用双酶制备高活性的大米蛋白肽的结果

一致.因此,最佳酶解条件为底物质量浓度１００mg/mL,

酶底质量比１．５∶１００,碱性蛋白酶先酶解２h再复合蛋白

酶酶解２h,此条件下水解物的IC５０值为１．１４１mg/mL,与
已报道的其他食源性 ACE抑制肽相比,如αＧ乳白蛋白肽

(IC５０为３１３０μmol/L)、刺参蛋白肽(IC５０为０．８mg/mL)、

大米蛋白肽(IC５０为１．５７１mg/mL)[１４－１６],豌豆蛋白的双

酶酶解产物具有较强的 ACE抑制活性,表明豌豆蛋白是

制备 ACE 抑制肽的良好植物蛋白来源.

２．２　酶解液超滤分级

由表３可知,经超滤分级后各组分多肽的 ACE抑制

活性有较明显的差异,其中,＜２．５kDa的豌豆肽组分

ACE抑制率效果最好,为６３．０２０％,８~１０kDa组分的

ACE抑制率最低,可能是由于多肽有很强的表面活性,容

表２　双酶协同酶解的酶解效率与 ACE抑制活性的影响

Table２　TheeffectofdoubleＧenzymesynergistichydrolＧ

ysis on enzymolysis efficiency and ACE
inhibitoryactivity

酶解条件/h 水解度/％
可溶蛋白含量/

(mg􀅰mL－１)
ACE抑制率/％

A２＋P２ ４４．３３±０．８５ ３２．６３±０．３０ ９６．４９±０．０３

P３＋F１ ２１．３５±０．９６ ３７．２０±１．８５ ８８．５９±０．０５

A２＋F２ ４０．１１±０．３８ ３４．１８±０．９８ ８９．１３±０．０３

易吸附在超滤膜表面,导致未超滤组分的蛋白质回收率

和生物活性降低,与贾聪等[１７]研究结论芝麻中 ACE高活

性抑制肽分子质量集中在３kDa以下相似.王晓杰等[１８]

研究也表明玉米 ACE 抑制肽的分子质量主要集中在

６kDa以下.综上,相对于大分子多肽,小分子多肽的

ACE抑制活性更好.

２．３　氨基酸组成分析

由表４可知,不同分子量组分的豌豆肽氨基酸组成

有差异,个别氨基酸因含量较低在不同分子量组分中未

检测 出 来.豌 豆 肽 的 必 需 氨 基 酸 占 氨 基 酸 总 量 的

３０．５７％,其中含量较高的为脯氨酸和谷氨酸,其次为天冬

氨酸和精氨酸.有研究[１９－２０]表明,ACE抑制活性与谷氨

酸、天冬氨酸等氨基酸的存在以及氨基酸占比有关.

分子量＜２．５kDa的豌豆 ACE抑制肽的必需氨基酸

含量最高,达到４１．１４％,其中含量较多的是苯丙氨酸、精
氨酸、脯氨酸、亮氨酸和酪氨酸,它们属于 ACE抑制肽的

CＧ活动区域,能有效降低人机体的血压[２１].因此,由豌豆

蛋白制备的 ACE 抑制肽氨基酸组成均衡,营养价值较

高.此外,豌豆 ACE抑制肽序列中独特位置处的非极性

氨基酸(如 Trp和 Arg)可以通过阻止底物与活性位点的

结合降低 ACE活性[２２].＜２．５kDa肽段的氨基酸中必需

氨基酸与非必需氨基酸的比值从超滤前的４４．０３％上升

到了６９．８９％,疏水性氨基酸占比从超滤前的２４．８８％上

升到了３７．２３％,由此证明了影响 ACE抑制活性的因素

不仅与分子量有关,也与氨基酸组成相关.

２．４　ACE抑制肽对 AngＧⅡ诱导损伤的EA．hy．９２６细胞的

影响

２．４．１　ETＧ１水平　内皮素(EndothelinＧ１,ETＧ１)参与大

部分心血管疾病的发病过程,存于内皮细胞中[２３].ETＧ１
可以有效地降低一氧化氮合酶水平,从而降低 NO 水平,

维持内皮细胞功能的稳态平衡[２４].采用豌豆肽和CaptoＧ

pril对 EA．hy９２６ 进行处理,用 AngＧⅡ溶液进行诱导刺

激并培养４８h,细胞分泌的ETＧ１含量如图１所示.

　　由图１可知,模型组的 ETＧ１含量明显高于空白组,

说明在 AngＧⅡ的刺激下细胞功能发生了变化,释放炎症

因子,而豌豆肽剂量组的ETＧ１含量随着质量浓度的升高

表３　豌豆蛋白酶解液超滤分级结果

Table３　Resultsofultrafiltrationclassificationofpeaproteasehydrolysate

豌豆肽分子量/kDa 可溶蛋白含量/(mg􀅰mL－１) 总体积/mL 总蛋白/mg ACE抑制率/％ 蛋白质回收率/％

超滤前 ２０．７７５ ４４００．０００ ９１４１０．０００ ９６．４９１ －

　＞１０ ４７．４００ ７００．０００ ３３１８０．０００ ７１．８４１ ４２．１８５

８~１０ ２．８５０ ４０．０００ １１４．０００ ４２．３２４ ０．１４５

５~８ ３．０００ １１０．０００ ３３０．０００ ５６．９１３ ０．４２０

２．５~５．０ ３．８２５ ３４０．０００ １３００．５００ ５９．３７２ １．６５３

＜２．５ ４．３５０ ３７５．０００ １６３１．２５０ ６３．０２０ ２．０７４
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表４　不同分子量豌豆肽的氨基酸组成与含量对比

Table４　Comparisonofaminoacidcompositionandcontentofpeapeptideswithdifferentmolecularweights

g/１００g

氨基酸种类
豌豆肽分子量/kDa

＜２．５ ２．５~５．０ ５~８ ８~１０ 超滤前

Asp ４．１３±０．０１ ２．５９±０．０１ ３．２５±０．０１ １．９１±０．００ ９．４１±０．０２

Thr ２．０７±０．０１ １．４２±０．０１ １．４２±０．０１ １．５０±０．０１ ２．８４±０．０１

Ser ４．５７±０．０２ ３．５０±０．０１ ３．４９±０．０１ ２．４７±０．０１ ３．８８±０．０２

Glu ７．７１±０．０４ ６．７０±０．０１ ７．５８±０．０１ ７．６５±０．０１ １５．４７±０．０４

Gly ２．５３±０．００ １．９７±０．００ １．９６±０．００ １．９７±０．００ ３．０８±０．０１

Ala ４．３６±０．０２ ２．８３±０．００ ２．７５±０．００ ２．４３±０．０１ ３．０６±０．０１

Cys ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ ０．１４±０．０１

Val ３．８１±０．０２ ２．４９±０．００ ２．４１±０．００ ２．７２±０．０１ ３．６４±０．０２

Met ０．００ ０．１２±０．００ ０．３１±０．００ ０．３５±０．００ ０．６３±０．００

Ile ２．０３±０．０１ １．４１±０．００ １．４１±０．０１ １．４５±０．０１ ３．０１±０．０１

Leu １０．６３±０．０２ ６．１７±０．０１ ５．８２±０．０１ ６．５７±０．０１ ５．９４±０．０２

Tyr １０．１８±０．０３ ６．７２±０．０１ ６．６３±０．０１ ８．２７±０．０１ ２．９８±０．０１

Phe １６．３０±０．０３ １１．９８±０．０１ １１．７７±０．０２ １３．８７±０．０１ ４．６９±０．０２

Lys ６．１９±０．０１ ６．３９±０．００ ６．８０±０．０１ ６．０５±０．０１ ５．６５±０．０１

His ２．３４±０．００ ０．４２±０．００ ５．０８±０．０１ ０．７９±０．００ ２．７７±０．０１

Arg １２．００±０．０３ ２１．２７±０．０１ １６．７７±０．０２ １３．１８±０．０１ ６．３２±０．０２

Pro １０．０９±０．０４ １０．９５±０．０１ １１．２８±０．０１ １５．５１±０．０２ １１．５６±０．０３

必需氨基酸 ４０．０３±０．１０ ２９．８６±０．０３ ２９．６３±０．０５ ３２．１７±０．０６ ２５．７７±０．０９
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

必需氨基酸占比/％ ４１．１４ ３４．３９ ３３．５１ ３７．２５ ３０．５７

必需氨基酸/非必需氨基酸/％ ６９．８９ ５２．４２ ５０．３９ ５９．３６ ４４．０３

疏水性氨基酸占比/％ ３７．２３ ２８．７９ ２７．６７ ３１．７２ ２４．８８

图１　豌豆肽浓度对损伤细胞 ETＧ１含量的影响

Figure１　Theeffectsofdifferentconcentrationsofpea
peptidesontheETＧ１contentindamagedcells

逐渐下降,当豌豆肽的质量浓度为２００μg/mL时,ETＧ１
含量达到最低,为 ６２．６９pg/mL(P＜０．０１),与 李 保 宏

等[２５]的研究结果一致.综上,豌豆肽对 EA．hy９２６细胞

分泌ETＧ１有一定的抑制能力,且多肽浓度越高,抑制效

果越好.

２．４．２　MDA和SOD水平　由表５可知,模型组的 MDA
含量比空白组的高,经 Captopril和低、中、高剂量豌豆肽

处理后,损伤细胞中 MDA 含量明显下降,说明损伤细胞

的脂质过氧化程度得到改善;随着豌豆肽浓度升高,MDA
含量逐渐下降,在２００μg/mL时,MDA 含量最低且优于

Captopril组;低剂量豌豆肽对损伤细胞的SOD含量无明

显影响,而 Captopril组、豌豆肽中剂量组和高剂量组的

SOD含量高于模型组,说明中高剂量豌豆肽可以增加细胞

清除自由基的能力,此结果与郭耀东等[２６]的研究结果一

致.因此豌豆肽可以改善 AngＧⅡ诱导损伤的EA．hy．９２６细

胞的氧化应激损伤,维持机体氧化还原的平衡.

２．４．３　NO水平　由图２可知,模型组上清中的 NO含量

明显下降,而 NO生成减少可导致内皮细胞损伤,说明在

AngＧⅡ的刺激下细胞血管功能出现障碍.与模型组相

比,Captopril组和低、中、高剂量豌豆肽组可以增加 NO
的生成,且呈浓度依赖性.有研究[２７]表明,增加血管壁

NO含量 有 利 于 改 善 内 皮 功 能.综 上,豌 豆 肽 抑 制 了

AngＧⅡ致内皮细胞损伤的作用.
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表５　豌豆肽对损伤细胞 MDA和SOD的影响

Table５　EffectofpeapeptidesonMDAandSODin
damagedcells

组别 MDA/(nmol􀅰mg－１) SOD/(U􀅰mg－１)

空白组 ４．１０±１．０１　　 ３４．０５２±４．７２　　

模型组 １３．９４±１．１０ ２７．０３２±２．８８

Captopril组 ４．７５±０．８２∗∗ ６５．３７９±３．５４∗∗＃＃

豌豆肽低剂量组 ９．８１±１．０６∗∗＃＃ ２１．９０７±３．０７

豌豆肽中剂量组 ６．９７±１．１０∗∗＃＃ ４３．６４８±４．２６∗∗＃

豌豆肽高剂量组 ４．６４±０．８０ ７９．２４８±４．２９∗∗＃

图２　不同浓度的豌豆肽对损伤细胞 NO 含量的影响

Figure２　Theeffectofdifferentconcentrationsofpea

peptidesontheNOcontentindamagedcells

３　结论
以豌豆蛋白为原料,利用碱性蛋白酶与复合蛋白酶

两步酶解法制备豌豆蛋白源 ACE抑制肽,在碱性蛋白酶

酶解２h后复合蛋白酶酶解２h,酶底质量比１．５∶１００,底
物质量浓度１００mg/mL的条件下制得的豌豆肽 ACE抑

制活性最好,IC５０值为１．１４１mg/mL.小于２．５kDa的豌

豆 ACE抑制肽能缓解 AngＧⅡ对EA．hy．９２６细胞的损伤,
显著降低 ETＧ１、MDA 含量,增加SOD和 NO 含量水平.
因此,豌豆 ACE抑制肽对 AngＧⅡ引起的EA．hy．９２６细胞

损伤具有一定的保护作用.下一步将深入研究 ACE抑

制肽降血压作用的分子生物学机制.
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信 息 窗

中国科学家开发多酶组装策略助力人工体系高效合成

　　９月２１日,华中科技大学研究团队与西北大学合

作,在 «Nature» 杂 志 上 在 线 发 表 了 题 为

“Enantioselective [２＋２]Ｇcycloadditions withtriplet

photoenzymes”的研究论文.团队结合有机合成、基因

工程、蛋白质工程、酶理论计算和结构生物学等交叉学

科的前沿理论和技术,将有机化学发展的二苯甲酮类

三重态光敏剂定点插入到选定蛋白的手性空腔中,构
建了含非天然光催化活性中心的人工“三重态光酶”.
该光酶具有能量转移催化的非天然功能和作用机制,
能催化底物从分子基态跃迁到激发态发生光反应,从
而高效催化吲哚衍生物的分子内[２＋２]光环加成反

应,构建高度张力环丁烷稠合的多环吲哚啉分子,并获

得大于９９％的单一手性异构体.
该研究开发的人工三重态光酶集成了化学光催

化剂的高效反应性和生物催化剂的精准选择性两者

的优势,为有机分子激发态反应的手性选择性调控提

供了有效的手段,也从根本上拓展了酶催化的反应类

型.随着计算辅助的人工酶理性设计能力的不断提

升和基因密码子拓展技术的进一步发展,更多结构和

性质独特的化学光敏剂将被引入蛋白创造新的非天

然光酶.
(来源:https://www．cifst．org．cn)
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