
基金项目:河北省重点研发计划项目(编号:２１３２７１０７D);河北省
现代农业产业技术体系淡水养殖创新团队建设项目
(编号:HBCT２０１８１８０２０６);河北农业大学渤海校区协
同创新项目(编号:２０２１ＧBHXTＧ０６)

作者简介:董婧琪,女,河北农业大学在读本科生.
通信作者:吴小禾(１９７７—),男,中山火炬职业技术学院副教授,

博士.EＧmail:７９３１９９０＠qq．com
收稿日期:２０２１Ｇ０９Ｇ３０　　改回日期:２０２２Ｇ０９Ｇ２０

DOI:１０．１３６５２/j．spjx．１００３．５７８８．２０２２．９００８７ [文章编号]１００３Ｇ５７８８(２０２２)１２Ｇ０１４５Ｇ０６
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摘要:目的:开发大鳞副泥鳅的 ACE抑制肽.方法:采用

超滤、葡聚糖凝胶(SephadexGＧ１５)和半制备型高效液相

色谱等多种技术,从大鳞副泥鳅蛋白酶解产物中分离纯

化制备了高活性的 ACE抑制肽,并利用高效液相色谱质

谱—串联质谱对其结构进行解析;利用抑制动力学分析

纯化后 ACE抑制肽的抑制模式.结果:高活性 ACE 抑

制 肽 的 氨 基 酸 序 列 为 GluＧGlyＧHis,相 对 分 子 质 量

３４５．２Da,IC５０值 为 (１７．８９±３．２８)μg/mL,纯 化 倍 数 为

２７．４７.结论:大鳞副泥鳅抑制肽是一种竞争性的 ACE抑

制肽.

关键词:大鳞副泥鳅;ACE抑制肽;分离纯化;结构鉴定;

抑制作用

Abstract:Objective:ThisstudyaimedtodevelopACEinhibitory

peptideofParamisgurnusdabryanus．Methods:Ultrafiltration,

SephadexGＧ１５andRPＧHPLC wereusedtoisolateandpurify

ACEinhibitorypeptidesfrom theproteolysisproductsofP．

dabryanus,andtheirstructureswereanalyzedby HPLCＧMS/

MS．TheinhibitorymodeofpurifiedACEinhibitorypeptidewas

analyzedbyinhibitionkinetics．Results:Theaminoacidsequence

of ACE inhibitory peptide was GluＧGlyＧHIS,the relative

molecularweightwas３４１．２Da,theIC５０ valuewas(１７．８９±

３．２８)μg/mL,andthepurificationratiowas２７．４７．Conclusion:

TheinhibitorypeptideofP．dabryanusisacompetitiveACE

inhibitorypeptide．

Keywords:Paramisgurnusdabryanus;ACEinhibitorypeptide;

isolationandpurification;structureidentification;inhibition

高血压是脑血管病的重要表现特征之一,也是治疗

脑血管病的重要指标[１].血管紧张素转化酶(ACE)因破

坏肾素—血管紧张素系统与激肽释放酶—激肽系统之间

的平衡而直接引起机体的高损伤[２],在血压的调控中起

到重要作用[３].降低 ACE活性可以有效降低血压,但是

现阶段的降压药物大多是合成类的 ACE抑制剂,如卡托

普利、阿克拉普利和依那普利等抑制剂.而使用合成类

降压药后可能出现咳嗽、皮疹和头痛等不良反应,所以目

前合成类降血压药物的使用受到限制[４].此外,已证实

从食物中获得的抗高血压肽对高血压病人具有降压效

果,而且没有毒副作用[５].

大鳞副泥鳅(Paramisgurnusdabryanus)为重要的淡

水型鱼类之一[６],属高蛋白低脂肪食品.大鳞副泥鳅蛋

白有多种生物活性,ACE抑制活性是其主要活性之一.

目前 ACE抑制肽的制取方法主要是酶法,而单一的酶类

通常具有一定的局限性.何泽贺等[７]对于复合酶法提取

泥鳅中 ACE抑制肽进行了研究,但未进一步进行分离纯

化与鉴定的研究.研究拟采用脯氨酸蛋白酶和碱性蛋白

酶的复合酶酶解法制取大鳞副泥鳅制备 ACE抑制肽,并
对其进行进一步的分离纯化与鉴定,旨在为大鳞副泥鳅

的 ACE抑制肽开发利用提供参考.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

大鳞副泥鳅:单只重量约３５~４５g,河北农业大学
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市场;

碱性蛋白酶:１万 U/g,美国Sigma公司;

脯氨酸蛋白酶:２５U/g,夏盛(北京)生物科技开发有

限公司;

血管紧张素转化酶:１０００U/g,美国Sigma公司;

三羟甲基氨基甲烷(纯度≥９９．８％)、三(羟甲基)甲基

甘氨酸(纯度≥９９．０％):分析纯,美国Sigma公司;

氢氧化钠(纯度≥９６．０％)、盐酸(３６．０％~３８．０％)、氯

化钠(纯度≥９９．５％):分析纯,国药集团化学试剂有限

公司.

１．２　仪器与设备

绞肉机:JYLＧC０２０E型,九阳股份有限公司;

冷冻干燥机:Beta１Ｇ８LDplus型,德国 MarinChrist
公司;

水浴恒 温 振 荡 器:SHAＧB 型,江 苏 正 基 仪 器 有 限

公司;

冷冻离心机:５４１８R型,德国艾本德公司;

涡旋混匀仪:MIX１０００型,广东佛衡仪器有限公司;

紫外可见分光光度计:UV７５２N 型,上海元析仪器有

限公司;

超滤:８０EL００５型,密理博(中国)有限公司;

恒流泵:HLＧ２型,上海青浦沪西仪器厂;

反向高 效 液 相 色 谱 仪:１２６０ 型,安 捷 伦 科 技 有 限

公司;

质谱仪:OrbitrapElite型,赛默飞世尔科技公司.

１．３　试验方法

１．３．１　大鳞副泥鳅蛋白酶解液的制备　大鳞副泥鳅清洗

后,热烫约３０s去除黏液,经处理后得泥鳅肉糜,－２０℃
冷冻贮藏.将常温解冻的肉糜与磷酸缓冲溶液(pH７．０,

０．１mol/L)制备成质量分数１０％的匀浆[８],并使用均质

机均质.然后用碱性蛋白酶(１０００U/g)与脯氨酸蛋白酶

(５U/g)在４０ ℃ 条件下[９],同步酶解大鳞副泥鳅蛋白

３h,沸水浴１０min,１００００r/min离心２０min,取上清即

得到大鳞副泥鳅的酶解物(PDH).然后对 PDH 进行冻

干(冷阱温度－５５℃,抽气速率５L/s)处理,在干燥器中

贮藏备用.

１．３．２　超滤　将冻干的PDH 溶解在蒸馏水中,并使用超

滤进行分级分离,该系统的截留分子量膜范围为１０,５,３,

１kDa.首先使用１０kDa超滤膜对 PDH 进行超滤,以生

成截留液(PDHＧⅠ)和渗透液.将 １０kDa的渗透液在

５kDa的超滤膜上进一步分离,获得５kDa截留液(PDHＧ

Ⅱ)和渗余液.然后将５kDa渗透液在３kDa超滤膜上分

离得到截留液(PDHＧⅢ)和渗透液,将３kDa渗透液在

１kDa的超滤膜上分离,获得１kDa的截留液(PDHＧⅣ)

和 渗 透 液 (PDHＧⅤ ). 分 别 收 集 所 得 的 PDHＧⅠ
(＞１０kDa)、PDHＧⅡ(１０~５kDa)、PDHＧⅢ(５~３kDa)、

PDHＧⅣ(３~１kDa)和 PDHＧⅤ(＜１kDa)组分并冻干,

备用.

１．３．３　葡聚糖凝胶过滤层析　利用SephadexGＧ１５层析

柱(１．６cm×８０cm)对所获得的 PDHＧⅠ、PDHＧⅡ、PDHＧ

Ⅲ、PDHＧⅣ和PDHＧⅤ组分中 ACE抑制活性最高的组分

进 行 纯 化. 上 样 液 质 量 浓 度 为 ３０ mg/mL,以

０．５mL/min流量用蒸馏水洗脱,收集洗脱液(３mL/管),

并利用在２８０nm 处测量的吸光度进行监测.收集各级

分,使用旋转蒸发仪对各级分进行浓缩,并冷冻干燥,

备用.

１．３．４　 制备型高效液相色谱分离纯化 　 使用安捷伦

XSelect􀆿petideCSHTMC１８色谱柱(１９mm×１５０mm)进

行纯化.A相:体积分数０．１％ TFA 纯乙腈;B相:体积

分数０．１％ TFA 水溶液.洗脱条件:A,０~１０％,持续

２０min,上样量８００μL,柱温３０ ℃,流量１７mL/min,检

测波长２８０nm.多次上样并收集不同级分,进行浓缩处

理,通过冷冻干燥后保存,并测定其 ACE抑制活性.使

用与上述相同的条件对活性最高的组分进行第二次 RPＧ

HPLC纯化.所得纯化的肽用于质谱分析.

１．３．５　ACE抑制肽一级结构的质谱测定　将１．３．４制得

的样品利用 OrbitrapElite质谱仪(ThermoScientific)进

行检测,色谱柱为 ThermoScientific的 C１８散装材料填充

柱(１００μm×２cm)和C１８分离毛细管柱(７５μm×１５cm).

将肽重悬于缓冲液 A(体积分数０．１％甲酸的水溶液)中,

装到预柱上,用分离柱分离,线性梯度为７％~３５％缓冲

液B(含有体积分数０．１％甲酸的乙腈),然后进行 LCＧ

MS/MS分析.离子化方式:ESI;电压２２００V;以数据依

赖模式进行采集,在FT模式下以１２００００的分辨率进行

全面 MS扫描(m/z３００~１７００),然后对１５个最丰富的

离子进行碰撞诱导解离(CID)MS/MS扫描.自动增益控

制(AGC)目标对于 Orbitrap扫描为１e６离子,对于 MS/

MS扫描为５e４离子.动态排除参数:隔离窗口,m/z２,

重复计数１,重复持续时间２５s,排除时间２５s.

１．３．６　ACE抑制模式鉴定　分别将０．０００,０．０２５,０．０５０,

０．０７５mg/mL的 ACE抑制肽添加到０．５,１．０,２．０mg/mL
的 FAPGG底物的反应混合物中与 ACE反应,然后测定

ACE的抑制活性.通过 LineweaverＧBurk图研究抑制剂

存在下的 ACE抑制模式,LineweaverＧBurk图基于反应速

率(１/V)和底物浓度(１/S)关系的倒数图.

１．３．７　肽得率的测定　按体积比１∶１将５％的三氯乙酸

与蛋白酶水解液混匀,６０００r/min离心１０min,采用考马

斯亮蓝法,对 上 清 液 中 可 溶 性 蛋 白 含 量 进 行 测 定,按

式(１)计算短肽得率[１０].
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NSI,TCA ＝
N１

N２
×１００％, (１)

式中:

NSI,TCA———三氯乙酸可溶性氮得率,％;

N１———在５％ TCA中的可溶性蛋白质量,mg;

N２———PDH 中的可溶性蛋白质量,mg.

１．３．８　ACE抑制率测定　向微孔板的微孔中分别加入

１０μL的 ACE溶液和１０μL蛋白水解液,再添加１５０μL
底物(１．０mmol/LFAPGG与５０mmol/L的 TrisＧHCl混

匀,NaCl浓度为０．３mol/L),然后立刻将微孔板放入预热

到３７℃的酶标仪中,在３４０nm 下测定２０次吸光值,每

次间隔１min.作为空白对照,以吸光值(A３４０nm)为横坐

标,时 间 为 纵 坐 标 作 曲 线,计 算 斜 率,通 常 取 １０~

２０min的斜率来计算.按式(２)计算 ACE抑制率.

ACE,I ＝ １－
ΔAI

ΔAB
( ) ×１００％ , (２)

式中:

ACE,I———ACE抑制率,％;

ΔAI———添加抑制剂时的斜率;

ΔAB———空白对照的斜率.

IC５０为抑制５０％ ACE活性时所需酶解样品的质量

浓度.IC５０定义为ACE抑制率达５０％时的多肽质量浓度

(mg/mL),用SPSS１３．０统计软件的概率单位法(probit)

计算.

１．４　数据处理与分析

采用 Means±SD 表示试验数据,通过SPSS１３．０统

计分析软件做方差分析(ANOVA),并进行 Duncan的新

的多范围测试,以确定其显著差异.

２　结果与分析

２．１　PDH的超滤分离

在４０℃下,用碱性蛋白酶和脯氨酸蛋白酶同步酶解

大鳞副泥鳅蛋白３h后,所得酶解产物具有最高 ACE抑

制活 性.大 鳞 副 泥 鳅 蛋 白 酶 解 产 物 (PDH)IC５０ 为

(４９１．４５±１５．１１)μg/mL.而IC５０值越低,ACE抑制活性

越高.

采用１０,５,３,１kDa的超滤膜对 PDH 进行分离,如

图１所示,５种组分中,分子量＜１kDa的 PDHＧⅤ表现出

最高的 ACE抑制活性,IC５０值为(１５４．７０±７．３５)μg/mL;

而分子 量 ＞１０kDa的 PDHＧⅠ 的 活 性 最 低,IC５０ 值 为

(５３３．４５±１２．８９)μg/mL,与 Li等[１１]研究结果相符合.

分析目前国内外对于食源性 ACE的研究,大部分 ACE抑

制肽的氨基酸个数低于１０,分子量小,这是分子量＜１kDa
的超滤膜分离所得的 ACE抑制肽活性最高的原因之一.

此外,还 有 可 能 由 于 酶 解 过 程 中 引 入 大 分 子 杂 质,

从而影响ACE抑制肽与ACE的结合,在使用较大分子

小写字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１　大鳞副泥鳅蛋白酶解产物的不同超滤组分的血管

紧张素转化酶抑制活性值和回收率

Figure１　AngiotensinＧconverting enzyme inhibitory
activity and recovery rates of different
ultrafiltration components of P．dabryanus

protein

量超滤膜时不能充分将其滤去,造成所得组分表现的

ACE抑制活性有所降低.

　　由此可得,PDH 的ACE抑制活性主要取决于其分子

量,其 ACE抑制活性随 PDH 分子量的降低而增加.而

超滤是去除大分子、实现含有＜１kDa分子量肽分级及提

高 ACE抑制活性的有效手段.此外,肽得率随分子量的

减小而减小,PDHＧⅤ的肽得率为３．４％,所以大鳞副泥鳅

蛋白并未酶解完全,仍然存在大部分大分子蛋白.因此,
后续将继续对PDHＧⅤ进行纯化.

２．２　凝胶过滤层析进行纯化

将冻 干 的 PDHＧⅤ 组 分 用 蒸 馏 水 溶 解,使 用

SephadexGＧ１５(１．６cm×８０cm)上通过凝胶过滤层析进

行纯化.凝胶过滤是一种可以分离具有不同分子尺寸的

物质的方法,并且已被用于从低分子量物质中脱盐蛋白

质溶液,分离蛋白质和其他胶体.由图２所知,纯化得到

３个组 分 F１、F２ 和 F３,这 ３ 个 组 分 的 IC５０ 值 分 别 为

(１４８．４５±７．８３),(９８．５２±５．６７),(１７２．８７±９．７８)μg/mL.

图２　样品Ⅴ的SephadexGＧ１５凝胶渗透色谱

Figure２　GelpermeationchromatographyofSephadex
GＧ１５forsampleⅤ
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通过研究测定表明 F２具有最强的 ACE 抑制活性,与

PDH 相比,活性提高了４．９９倍(表１).收集F２合并冻干

以待进一步纯化.

２．３　RPＧHPLC分离纯化

将来自凝胶色谱的组分通过半制备型 RPＧHPLC进

一步分离纯化.如图３(a)所示,收集到的５个组分中,保

留时间为２．０７min的 F２Ｇ２表现出最强的 ACE 抑制活

性,其IC５０值为(１７．８９±３．２８)μg/mL.此外经色谱柱分

离后所得的色谱图中出现一些小分子肽的混合物,根据

石杰等[１２]的研究进行分析可得,可能是由于在进行洗脱

的过程中,F２中所含的亲水性盐类对分离造成影响,从而

导致部分小分子肽的出现.

图３　F２组分的反相高效液相色谱图及各组分的血管紧张素转化酶抑制活性值

Figure３　ReversedphasehighＧperformanceliquidchromatographychromatogramofF２componentand
angiotensinＧconvertingenzymeinhibitoryactivityofeachcomponent

　　使用反相高效液相色谱仪进行二次分离以获得纯度

更高的F２Ｇ２组分.由图４可知,组分F２Ｇ２呈现明显的单

一峰,可得肽段较纯从而可以用于肽表征.但在特征峰

后仍存在含量较低的肽段,为提高 F２Ｇ２组分纯度通过重

复注射在相同的保留时间收集 F２Ｇ２级分并冻干.将级

分重新溶解,用于 HPLCＧMS/MS分析与肽的一级结构

的氨基酸序列测定.

２．４　ACE抑制肽的分离纯化

纯化获得组分的IC５０值和纯化倍数见表１.使用超

滤、Sephadex GＧ１５ 过 滤 层 析、RPＧHPLC 纯 化 程 序 从

PDH 纯化 ACE抑制肽,纯化倍数达到２７．４７倍,得到的

目的肽段IC５０为(１７．８９±３．２８)μg/mL.

图４　F２Ｇ２组分的反相高效液相色谱图

Figure ４ 　 Reversed phase highＧperformance liquid

chromatography chromatograms of F２Ｇ２

components

表１　大鳞副泥鳅蛋白血管紧张素转化酶抑制肽的纯化†

Table１　PurificationofangiotensinＧconvertingenzyme

inhibitorypeptideofP．dabryanusprotein

样品名称 纯化方式 IC５０/(μg􀅰mL－１) 纯化倍数

PDH PDH ４９１．４５±１５．１１ １．００

PDHＧⅤ 超滤 １５４．７０±７．３５ ３．１８

F２ SephadexGＧ１５ ９８．５２±５．６７ ４．９９

F２Ｇ２ RPＧHPLC １７．８９±３．２８ ２７．４７

　†　纯化倍数表示经纯化处理后,与大鳞副泥鳅蛋白酶解产物

相比,大鳞副泥鳅蛋白中 ACE 抑制肽的IC５０值纯化倍数,

即纯化后 ACE活性抑制倍数[１３].

２．５　采用质谱法测定 ACE抑制肽的一级结构

利用质谱仪对组分 F２Ｇ２进行一级质谱(MS)与二级

质谱(MS/MS)交替处理,而各组分的结构利用分析软件

预测.其过程为选择一级质谱所产生的肽段中的母离子

(质子化分子),使其进入二级质谱,并使其发生碰撞诱导

解离(CID)反应分解形成一定量的碎裂离子.由于各个

肽段的质量数不同,而肽序列可利用其间存在的差值进

行推定,并利用仪器中所含软件对肽序列进行解析.

如图５所示,丰度值最高的母离子为 m/z３４５．２０８,

即可得 出 该 目 标 肽 段 的 分 子 量 为 ３２１．２０８ Da.再 用

m/z３４５．２０８的母离子在二级质谱(MS/MS)中进行分析

处理.由于氨基酸残基通过肽键连结形成肽与蛋白质,

而沿肽骨架断裂所获得的是主要的碎裂峰组.在发生电

８４１

提取与活性EXTRACTION & ACTIVITY 总第２５４期|２０２２年１２月|



图５　组分F２Ｇ２的质谱图

Figure５　Massspectrometerdiagramofcomponent
F２Ｇ２

离反应与飞行进程中,待测分子产生亚稳离子,由于相邻

同组类型峰的质量存在差值,而肽的序列测定正是通过

分析质量差,进而识别相应氨基酸残基.

　　肽段在质谱分析中的碎裂具有一定规律,碎片离子

主要分为两类:从 N端开始以a、b、c表示,从 C端开始以

x、y、z表示,在肽链中与其他键相比,酞胺键较易断裂,因

此 b和y系列离子具有相对较大的出现概率.母离子

(３４５．２０８)进入二级质谱,在谱图中其相应碎片具有标注,

利用肽的b离子和y离子互补的方法推断组分的序列为

GluＧGlyＧHis,分子量为３４５．２Da.从大鳞副泥鳅蛋白中

分离所得 ACE抑制肽的氨基酸序列中甘氨酸属于疏水

性氨基酸,石杰等[１２]研究表明疏水性氨基酸的存在促进

ACE抑制肽的抑制活性.组氨酸属于正电荷氨基酸,Wu
等[１４]研究发现正电荷氨基酸可使 ACE抑制肽表现出更

强的抑制活性,由此可得此肽段具有较高的 ACE 抑制

活性.

２．６　ACE抑制肽的抑制动力学研究

ACE抑制肽以竞争性、非竞争性和混合型方式抑制

ACE的活性[１５],其中多为竞争性抑制,而竞争性抑制剂

一般与底物结构较为相似,竞争性抑制剂可与活性位点

图６　主成分质子数与电荷数比为３４５．２０８的串联质谱图

Figure６　 Tandem massspectrometry with principal

componentprotonnumbertochargenumber

ratio３４５．２０８

结合,阻断底物和酶之间的相互作用或改变酶的构象,从
而使底物无法接近活性位点[１６－１８].其中底物浓度、抑制

剂浓度、底物以及抑制剂与酶的亲和能力是影响竞争性

抑制的主要因素[１９].

使用LineweaverＧBurk作图研究来自PDH 肽的ACE
抑制模式,测定了存在和不存在抑制剂的酶的动力学常

数[２０].图７结果表明,Vmax不会随大鳞副泥鳅 ACE抑制

肽浓度 的 变 化 而 发 生 明 显 差 异,但 Km (反 应 速 度 为

１/２Vmax时底物浓度的数值)随肽浓度的增加而有所提高,

表明这种肽是 ACE的竞争性抑制剂,可以结合到肽的活

性位点,导致底物无法与活性位点结合,从而起到抑制性

作用.综上,PDH 水解肽为竞争性抑制肽,具有显著的

ACE抑制活性,作为功能性食品成分或天然降高血压剂

具有良好的市场前景.

图７　大鳞副泥鳅血管紧张素转化酶抑制肽对血管紧张素

转化酶的抑制 LineweaverＧBurk模型

Figure７　InhibitionofangiotensinＧconvertingenzymeby
angiotensinＧconverting enzyme inhibitory

peptide in P．dabryanus by LineweaverＧ

Burkmodel

３　结论

研究采用超滤、凝胶过滤层析和半制备 RPＧHPLC多

级分离技术构建了一种活性高、纯度高的大鳞副泥鳅蛋

白 ACE抑制肽的提取纯化方法.所得目标肽段的IC５０

值为(１７．８９±３．２８)μg/mL,与大鳞副泥鳅的初始酶解物

相比,ACE抑制活性显著提高,纯化倍数２７．４７,其氨基酸

序列为 GluＧGlyＧHis,分子量３４５．２Da.ACE抑制动力学

研究分析表明大鳞副泥鳅抑制肽对于底物 ACE是一种

竞争性抑制.由此可得,研究所得的大鳞副泥鳅蛋白

ACE抑制肽具有明显的降压效果,且原料价格低廉,来源

广泛,可作为良好的食源性 ACE抑制肽来源.但大鳞副

泥鳅蛋白 ACE抑制肽的体外试验无法确定其在体内的

降压效果,仍需进行进一步的动物性试验来验证.
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