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固定化 ACE 及其应用于分离和富集
食源性 ACE 抑制肽的研究进展
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摘要：血管紧张素转换酶（angiotensin Ⅰ -converting enzyme，ACE）在血压调节中起关键作用，抑制 ACE 活性可控制血

压升高，食源性 ACE 抑制肽（angiotensin-Ⅰ  converting enzyme inhibitory peptide，ACEIP）因其降压作用温和专一与高安

全性近些年受到广泛关注与研究。通过 ACE 的固定化可以克服传统游离 ACE 的不足并显著提高其稳定性，并赋予较

好的重复使用性。文章对 ACE 的固定化与固定化 ACE 用作选择性富集食源性 ACEIP 组分的亲和分离介质等方面的

相关研究进行了综述，并展望了其工业化应用前景。
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Abstract: Food-derived ACE inhibitory peptides can regulate blood pressure mildly and specifically by inhibiting the activity of ACE, 

which has attracted widespread attention and extensive research. Immobilization of ACE can overcome the shortcomings of traditional free 

ACE, significantly improve its stability, and give better reusability.  This review summarized the immobilization of ACE and its use as an 

affinity separation medium for selective enrichment of food-borne ACEIP components, and prospects for its industrial application.
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相 较 于 降 压 用 合 成 药 物 ，食 源 性 ACE 抑 制 肽

（angiotensin-I converting enzyme inhibitory peptide，ACEIP）

具备独特的降血压特性，如源自可食性蛋白，其易于人体

消化吸收，对人体无副作用，正常人使用无不良反应，降

压效果温和专一 [1-3]。新近研究 [4-6]证实 ACEIP 还具备抗

氧化活性与免疫调节作用。食源性 ACEIP 于 1965 年由

Ferreira[7]发现，并于 1979 年由 Oshima 等 [8]利用细菌胶原

酶水解食物蛋白——明胶酶解制备。迄今为止，已从陆

地动植物、海洋鱼类、虾类、贝类和藻类等众多生物中成

功获取了 ACEIP[9-11]。酶促水解和分离纯化是制备高活

性食源性 ACEIP 的两个关键过程，由于反应可控温和、产

物 安 全 ，蛋 白 酶 水 解 法 已 成 为 获 取 ACEIP 的 主 要 方

法 [12-13]。 从 组 成 复 杂 的 酶 解 物 中 筛 选 出 较 高 纯 度 的

ACEIP 必须经由繁琐且耗时的分离纯化过程，如基于相

对分子质量大小实现分离的凝胶过滤、超滤、透析等，或

是基于带电性质实现分离的离子交换色谱等 [14-16]。
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近年基于 ACE 同食源性 ACEIP 组分之间存在较强亲

和作用而实现分离富集的方法得到较快发展，其分离富

集过程相对简单且高效 [17]。ACE（EC 3.4.15.1）本质上是

一种酶分子，其在使用和贮存过程中较易变性失活，故游

离 ACE 的稳定性较差，且基本无法循环使用；而高纯 ACE

目前主要从动物组织中提取纯化，其工艺繁琐耗时，致使

游离 ACE 的重复使用性和使用经济性较差 [18]。ACE 的固

定化则可以增强 ACE 的稳定性，赋予其较好的重复使用

性。酶的固定化的实现方法和技术手段多样，经典的包

埋法、共价结合法、交联法等均可用于 ACE 的固定化 [19]。

基于 ACE 固定化的过程是否使用载体，可将固定化分为

有载体的 ACE 固定化和无载体的 ACE 固定化。载体的

引入对固定化 ACE 主要产生两方面的影响，一方面，载体

本身的固有特性通过固定化过程可移植并赋予固定化

ACE，如适用于固相分离的固相性和磁性分离的磁响应

性；另一方面，引入的载体会改变 ACE 的微环境进而影响

酶活性构象的暴露程度以及“稀释”单位质量载体的酶活

力 [20]。因此，利用保有酶活力和相对稳定的固定化 ACE

作为亲和性介质或配基，基于其同食源性 ACEIP 之间形

成的亲和作用，可实现从成分复杂的蛋白酶解产物体系

中高效筛选分离富集高活性 ACEIP 组分。

文章拟从 ACE 的固定化及其用作选择性富集食源性

ACEIP 组分的亲和分离介质等方面进行综述，以期为高

效且稳定地获取高活性食源性 ACEIP 提供参考。

1　ACEIP的降血压作用机理
人体血压受到多个相互作用的系统共同调节 [21-22]，

包括肾素—血管紧张素系统（renin-angiotensin system，

RAS）[23-24]、激 肽 释 放 酶 — 激 肽 系 统（kallikrein-kinin 

system，KKS）[25]、利钠肽系统 NPS[25]、内皮素系统 ES[25]，而

血压升高同人体中负责血压调节的 RAS 和 KKS 关联紧

密 [26-27]。如图 1~图 2 所示，ACE 参与血压调节的作用机

制是：在 RAS 系统中，ACE 作为 I 型跨膜蛋白酶，能将

RAS 中由肾素分解释放出的无活性十肽—血管紧张素-Ⅰ
的 C 末端的二肽（His-Leu），切除生成具有使血管收缩功

能的血管紧张素-Ⅱ，致使血管平滑肌收缩，从而引起血压

升高 [28-31]。相对地，ACE 在 KKS 系统中作为最主要的缓

激肽代谢酶，具有酶解缓激肽的能力，即 ACE 能够切除

KKS 中缓激肽 C 末端的二肽（Phe-Arg），使其失活从而使

该系统处于抑制状态，导致血压升高。因此，通过抑制

ACE 的活性，就能有效地降低血压。

食源性 ACEIP 具备 ACE 抑制活性且源于自然，可作

为合成药物的替代品，其副作用更小且降血压温和，利用

食源性活性肽抑制 ACE 的活性是目前调节人体血压的重

要手段 [32-34]。

2　ACE 的固定化及其用于 ACE 抑制肽的

分离富集
依据 ACE 固定化过程是否使用载体，将固定化分为

有、无载体的 ACE 固定化。载体的引入对固定化 ACE 产

生两方面的影响，其一，载体本身的固有特性（如适用于

固相分离的固相性和磁性分离的磁响应性）可赋予固定

化 ACE；其二，引入的载体会影响 ACE 的微环境和单位质

量载体的酶活力 [20]。视载体的性质及载体是否耦合磁性

分离，固定化进一步细分为基于天然聚合物的 ACE 固定

化、基于合成化合物的 ACE 固定化和耦合磁性分离特性

的 ACE 固定化。文中所述四类 ACE 固定化的主要特点

如图 3 所示；所制备固定化 ACE 用于亲和性分离富集食

源性 ACEIP 的分离过程及特征如图 4 所示。

图 1　人体血压调节的多个系统及其 ACE 在 RAS 或 KKS 中的作用［22］

Figure 1　Multiple systems of human blood pressure regulation and the role of ACE in RAS or KKS
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2.1　有载体的 ACE 固定化及其分离富集食源性 ACEIP

2.1.1　天然聚合物用作 ACE 的固定化载体及其分离富集

食源性 ACEIP　固定化的载体来源及材质方面，琼脂糖、

壳聚糖等天然聚合物用作固定化载体，不仅其安全性已

得到较为充分的验证，且有关的改性、修饰等手段也较为

成熟 [35]。将这类天然高聚物载体及其改性衍生物用作

ACE 的固定化载体已有不少的研究。刘宏等 [36-37]对 ACE

固相化的相关研究显示，对于 ACE 的固定化，化学结合法

的效果要优于物理包埋法，作者进一步以琼脂作为基础

载体，经由苯甲磺酰氯活化后再偶联 ACE 制备了固定化

ACE。固定化 ACE 的相关酶学特性研究表明，该固定化

方法对 ACE 的固定效率可达 66%，固定化后酶活力为未

固定化前的 82%，ACE 固定化过程对酶的破坏相对较轻。

此外，固定化 ACE 的最适 pH 范围有所加宽，固定化 ACE

图 2　ACE 在 RAS 和 KKS 中的调节［28］

Figure 2　Regulatory function of ACE in the RAS and KKS

图 3　ACE 的固定化（有/无载体）

Figure 3　Immobilization of ACE （with/without matrix）

图 4　ACE 的固定化及固定化 ACE 用于亲和分离 ACEIP

Figure 4　Immobilization of ACE and immobilized ACE for affinity separation and enrichment of ACEIP
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的耐温性也有所增强，如处于 64 ℃环境时，固定化 ACE

仍可保有 78% 的酶活力，相应环境下游离 ACE 的酶活力

则大幅降至 13%；贮存稳定性方面，固定化 ACE 显示了较

好的相对稳定性，如在 4 ℃保存 3 个月仍保有 80% 的酶活

力。固定化载体的引入与存在，使得 ACE 构象调整的自

由度下降，增强了温度场下的构象稳定性；同时 ACE 同载

体形成某种程度结合，较大程度抑制了 ACE 之间的相互

作用与可能存在的自降解。Megías 等 [38-39]对基础载体琼

脂糖进行乙二醛酰化活化后再用于固定化 ACE，作者确

认了该固定化 ACE 可用于从葵花籽、油菜籽等蛋白水解

液中简单亲和分离 ACEIP。其研究对比了动物肺组织新

提取 ACE 及商用高纯度 ACE 的固定化效果，组织新提取

ACE 制备的固定化 ACE 亲和吸附 ACEIP 后需要专一性

洗脱，而商用高纯度 ACE 制备的固定化 ACE 亲和吸附后

则无需专一性洗脱，但是后者所采用的非专一性洗脱可

能会一定程度造成已吸附的非 ACEIP 组分的洗脱释放。

孙凤祥等 [40]利用甲壳糖作为固定化载体，通过 EDC 的交

联作用，实现了载体与 ACE 的偶联固定化，所制备固定化

ACE 的酶活力为 110 U/g 湿重，其固定化率为 22%；相较

于游离 ACE，该固定化 ACE 具备较好的耐热性，在 50~

80 ℃范围内更为稳定。此外，该固定化 ACE 可洗涤再生

重复使用，反复使用 5 次其酶活力无明显下降，即便该固

定化酶在 4 ℃存放 5 个月后，酶活力仍无明显下降。黄

燕等 [41-42]利用自制 CTS 微珠为载体，经由戊二醛交联后

再 对 ACE 进 行 固 定 化 ，制 备 了 可 对 ACE 抑 制 组 分

(angiotensin-I converting enzyme inhibitor，ACEI) 形 成 特

异性结合的亲和介质，同时结合高效色谱—质谱实现了

复杂体系中 ACE 抑制组分的快速筛选。其相应酶学特

性研究表明，所制备固定化 ACE 拥有良好的稳定性，4 ℃
湿态保存 30 d 其残余酶活力仍超 80%；同时 ACE 固定化

后其适用 pH 范围加宽，在 pH 7~9 其活性较优且相差不

大。作者利用已上市 ACE 抑制合成药物，对该亲和筛选

方法进行了验证，确认了该方法的高度选择性，最后通

过该固定化 ACE 成功地对中药地龙及山楂中的 ACE 抑

制组分进行了筛选。

在固定化 ACE 活性及稳定性的进一步改善方面，

Tian 等 [43]在制备 CTS 微球载体并结合 GA 交联固定 ACE

之后，利用烷基胺进行固定化 ACE 的再修饰。其研究显

示固定化 ACE 后的再修饰实现清除载体上多余醛基的同

时，明显提升了其活性及稳定性，即新制备固定化 ACE 进

行再修饰后，再修饰的固定化 ACE 在 4 ℃贮存 120 d，其活

性可达未进行再修饰的固定化 ACE 的 109.2%。此外，再

修饰的固定化 ACE 在 pH 8.3~11.3 范围内可保持超 110%

的较为稳定的相对酶活，而未再修饰的固定化 ACE 在

pH>8.3 环境时其相对酶活即显著下降，如在 pH 11.3 时

已保持不到 80% 的相对酶活。

将天然聚合物作为 ACE 的固定化载体并用于 ACEIP

的亲和性分离具备以下特点：①  所用载体安全性较高，载

体制备技术相对较为成熟；②  由于载体的存在，单位质量

的固定化 ACE 总酶活力相对较低；③  需要考虑载体存在

可能导致非特异性吸附的影响；④  这类固定化 ACE 用于

分离酶解液中 ACEIP 时需要固液分离环节。

2.1.2　合成化合物用作 ACE 的固定化载体及其分离富集

食源性 ACEIP　合成高聚物用作固定化 ACE 的载体方

面，孙凤祥等 [44]利用丙烯酰胺原位聚合的凝胶包埋策略，

将 ACE 包埋于聚合的丙烯酰胺凝胶内，制备了针对 ACE

抑制组分的亲和分离纯化介质，实现了对猪骨胶原蛋白

酶解物中 ACEI 组分的相对简单、高效的分离纯化。经由

该凝胶包埋固定 ACE 实施的亲和分离，所制备的 ACEI的

比抑制活力达 1 450 U/mg，是酶解后未处理的粗提液的

906 倍，但活力回收率仅超 12%。合成的介孔类载体近来

也被用作固定 ACE 的载体。 Sun 等 [45]通过制备分子筛

SBA-15 基础载体，在基础载体吸附锌离子后再用作固定

化 ACE 的载体，ACE 固定化后形成的固定化酶对温度和

pH 的耐受得到提升。

多孔整体柱的制备相对简单，可用于快速、高效地分

离，尤其可用于大规模样品的分离纯化 [46]。多孔整体柱

用作固定化 ACE 的载体方面，陈盈盈 [47]基于卵蛋白/壳聚

糖并利用 GA 交联自制了兼具弹性和通透性的海绵状冻

凝胶整体柱，并将其直接用于 ACE 的固定化，制备了固定

化 ACE 整体柱。该研究显示，固定化 ACE 同底物的亲和

力增加（表观米氏常数 Km 变小），即整体柱中的固定化

ACE 对底物分子拥有更具亲和性的构象，且渗透性良好、

传质阻力较小。该整体柱固定化 ACE 联用色谱可对复杂

体系中的 ACE 抑制组分实现快速筛选。

将合成化合物作为 ACE 的固定化载体并用于 ACEIP

的亲和性分离具备以下特点：①  备选载体类型多样且易

于改性与后续修饰；②  由于载体的存在，单位质量的固定

化 ACE 总酶活力相对较低；③  需要考虑载体存在可能导

致非特异性吸附的影响；④  这类固定化 ACE 用于分离酶

解液中 ACEIP 时需要固液分离环节。

2.1.3　耦合磁性分离特性的 ACE 的固定化及其分离富集

食源性 ACEIP　随着科学技术的不断发展和学科间的交

叉渗透，ACE 的固定化手段也不断发展和出新 [48-50]。近

年来在各类分离介质中植入或耦合具备磁响应的磁性分

离特性，因其可实现简单高效且实时分离等特性得到较

为广泛的研究 [52-53]。在耦合磁性分离特性的固定化 ACE

的相关研究方面，兰雄雕等 [54]采用反相悬浮包埋法制备
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磁性琼脂糖微球，再经由环氧氯丙烷活化后用于 ACE 的

固定化。研究结果表明，相较于游离 ACE，固定化 ACE 对

pH 的耐受性有较大程度提升，在 pH 6.3~8.3 范围其酶活

基本保持不变，均接近于 100%；即便 pH 调至 9.3，其酶活

仍超 70%。同时，固定化 ACE 的热稳定性增强，固定化

ACE 在 60 ℃环境中的酶活力仍超 50%，其在-20 ℃贮藏

30 d 后的残余酶活力保持不低于 90%（同样贮藏环境游离

ACE 的酶活力已不足 44%）。该研究中所制备固定化

ACE 的酶活为 0.128 U/g，而相对酶活力回收率不到 15%，

且该固定化 ACE 的相对酶活力仅为游离 ACE 的 40%，显

见 ACE 固定化过程对酶活力产生了一定程度的不利影

响。但是通过该固定化策略，可以赋予 ACE 重复再用能

力，且可一定程度提升 ACE 的稳定性，显著增强其抗失活

能力。此外，该固定化 ACE 在施加磁场时可实现快速分

离回收，在连续使用 10 次后酶活力仍保持在 50% 以上 [54]。

De Almeida 等 [55]利用 GA 对自制的端氨基磁性颗粒进行

表面交联反应后再用于 ACE 的固定化，制备了带磁响应

性的亲和吸附介质 ACE-MB。该固定化 ACE（即 ACE-

MB）不仅可有效识别不同的底物，且表现出米氏动力学

特性；利用该固定化 ACE 可从牛血白蛋白的胰蛋白酶水

解物中有效分离出 ACEIP，相应的试验证实了其具备重

复使用性，同时该固定化 ACE 可作为有效的亲和吸附介

质用于鉴别具备 ACE 配基特性的活性肽。Lan 等 [56]利用

反相微乳法制备磁性琼脂糖基础微球，并对微球表面进

行环氧活化后即用作固定化 ACE 的载体，制备了固定

ACE 的磁性亲和介质 MAM-ACE。该亲和介质 MAM-

ACE 可用于经超滤的长蛇鲻蛋白水解物中 ACEIP 组分的

亲和吸附分离，且被吸附的 ACEIP 可利用 1 mol/L NaCl释

放，同时洗脱释放组分可再利用反相 HPLC 进一步纯化。

相较于传统离子交换色谱、凝胶渗透色谱等费时且繁杂

的分离纯化手段，该研究中的磁性亲和介质 MAM-ACE

同样可实现从混合物中对微量食源性活性肽的快速有效

分离。同时将磁性亲和分离同反相色谱结合，不仅可有

效实现食源性 ACEIP 的分离和鉴定，且大幅缩短了纯化

工序 [56]。 Feng 等 [57]利用一锅法合成磁响应性的纳米颗

粒，无需进一步地改性或活化即用作猪肺 ACE 的固定化

载体，制备了相应的固定化 ACE。该固定化 ACE 展现了

较优的稳定性和重复使用性，在-80 ℃环境放置 30 d，该

固定化 ACE 仍保有 84.09% 的酶活力，而游离 ACE 的残留

酶活力已不足 46%；同时该固定化 ACE 即便连续使用

6 个循环后，仍保有超 54% 的残留酶活力。利用该固定化

ACE 可实现对裙带菜蛋白水解物中 ACEIP 组分的亲和吸

附分离，且吸附完成后可实现 10 s 内从溶液中磁响应

分离。

耦合磁性分离特性的 ACE 固定化载体用于 ACEIP 的

亲和性分离具备以下特点：①  可实现简单高效的实时分

离效果，极大程度利于过程的可控性、简便性与重复使用

性；②  由于载体的存在，单位质量的固定化 ACE 总酶活

力相对较低；③  耦合或植入磁性分离特性的载体制备通

常相对复杂；④  需要考虑载体存在可能导致的非特异性

吸附影响。

2.2　无载体的 ACE 固定化及其分离富集食源性 ACEIP

ACE 的固定化通常借助固定化载体完成，引入的载

体在赋予其相应特性如磁响应性的同时，也一定程度上

影响了固定化 ACE 的微环境。从相对质量占比来看，使

用载体的固定化 ACE 中超过 90% 被固定化载体占据，相

当于 ACE 被载体“稀释”，使得其单位质量固定化 ACE 中

有效的酶活力不高 [58]。因此，无载体的固定化 ACE 可显

著提升单位质量固定酶中 ACE 的比重，理论上可增加相

应的总的酶活力。无载体的固定化 ACE 通常采用交联酶

聚集体技术制备，一般包含沉淀和交联的两步制备过程，

即先加入沉淀剂使 ACE 形成物理聚集体，再加入交联剂

对已沉淀的 ACE 进行化学交联 [58]。利用交联酶聚集体技

术制备无载体固定化 ACE 排除了载体引起的不利影响，

制备工艺相对简单，制作成本也较低。曾伟秀 [59]从猪肺

中提取 ACE 粗酶，利用硫酸铵溶液、戊二醛分别作为沉淀

剂和交联剂，通过酶交联聚集体技术制备了多孔性的无

定形 ACE 交联聚集体（ACE-CLEAs）。该 ACE 交联聚集

体的酶活可达 3.31 U/g，是已报道的壳聚糖固定化 ACE 相

应酶活的 26.6 倍，可见 ACE 交联聚集体单位质量内的总

酶活显著增强。相应的酶学特性研究显示，同游离 ACE

相比，该 ACE 交联聚集体始终可保持略好的比活力，同时

其热稳性、对 pH 耐受性均得到显著提升，如在 pH 5.3~

11.3 范围内可保持不低于 60% 的比活力。曾伟秀等 [60]通

过酶聚集体技术制备 ACE 交联聚集体后，利用卡托普利

作为模型验证了基于 ACE 交联聚集体亲和吸附筛选 ACE

抑制组分方法的有效性。随后利用该方法对不同中药煎

煮液进行了亲和吸附差异谱图测定，并进一步测定了对

存有吸附差异性的抑制组分的 ACE 抑制活性，建立了

ACE 抑制活性同亲和吸附差异性的关联，实现了从中药

组分中快速筛选天然的 ACEIP 组分。

不同于传统的使用载体的固定化 ACE，无载体的固

定化 ACE 的制备及其用于 ACEIP 的亲和性分离具备以下

特点：①  单位质量的固定化 ACE 中含非 ACE 组分很低，

保证了固定化 ACE 拥有较高的总酶活力；②  不涉及载体

的制备及使用，固定化 ACE 的制备更为环保、更为简便且

相对低成本；③  排除了载体可能导致的非特异性吸附、利

于混杂体系中 ACE 抑制组分的亲和吸附分离及后续的解
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吸附过程；④  制备过程仍以合成化合物为交联剂，需要开

发更安全的环保型交联剂；⑤  无载体固定化 ACE 以多孔

型为主，需要开发可调整较宽范围孔径及孔类型的制备

技术，以适应较为多样的 ACEI 组分的亲和吸附过程；

⑥  从进一步提升分离过程的简便性与高效性，可开发耦

合磁性分离特性的无载体固定化 ACE。

文中所述有载体或无载体固定化 ACE 的制备及固定

化 ACE 亲和分离抑制肽的效果见表 1。

3　结论与展望

ACE 拥有较大的相对分子质量且其空间结构相对复

杂，在固定化后由于空间自由度受到一定的限制，多数情

况下会造成固定化 ACE 相对酶活力某种程度的降低，但

其稳定性大幅增强、并显示了较好的重复使用性。同时

固定化 ACE 保留了同食源性 ACEIP 之间较好的亲和作

用，故将固定化 ACE 用作亲和性吸附富集 ACEIP 组分的

分离纯化介质与手段，尤其是结合了磁性分离特性的固

定化 ACE 亲和型介质，其可实现从复杂酶解物体系中高

效筛选食源性 ACEIP 组分。不过，固定化 ACE 及其相应

的亲和分离纯化策略目前仍局限于实验室使用，未来要

实现大规模的工业化应用仍需着力于以下方面的研究

与开发：①  开发更优的固定化载体，使固定化 ACE 具备

更优的相对酶活力和操作稳定性，可保证不低于 20 次的

重复使用次数。②  开发改善非特异性吸附的屏蔽或钝

化处理技术手段和方法，以确保筛选结果的有效性和准

确性，如固定化 ACE 的再修饰技术。③  无载体固定化

ACE 的相关技术开发。④  基于固定化 ACE 亲和分离纯

化策略的高通量或高处理量技术开发，如固定化 ACE 同

整体柱技术的偶联，或是固定化 ACE 同酶膜反应器的

偶联。
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