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茶树菇降压肽制备工艺优化
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摘要：［目的］确定最优的茶树菇降压肽提取工艺，以期得到得率更高、活性更好的降压肽。［方法］以茶树菇为原料，以

多肽得率与 ACE 抑制率为评价指标，探讨酶种类、底物浓度、酶浓度、pH、反应时间、反应温度等对茶树菇降压肽及活

性的影响，并采用响应面法优化茶树菇降压肽的最佳提取工艺。［结果］茶树菇降压肽的最优提取条件为底物浓度

5.4%，酶解时间 8 h，酶解温度 23.3 ℃，pH 8.0，中性蛋白酶添加量 2 g，此时茶树菇降压肽得率为 92.12%，ACE 抑制率为

93.75%。茶树菇降压肽活性成分主要分布于相对分子质量<3 kDa 的组分中，该成分占总降压肽的 36.69%，ACE 抑制

率为 95.36%。［结论］试验优化了茶树菇降压肽的提取工艺，确定了茶树菇降压肽的相对分子质量组成。
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Optimization of the preparation process of hypotensive 

peptide of Agrocybe cylindracea
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Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to determine the optimal extraction process for antihypertensive peptide from Agrocybe 

cylindracea to achieve higher yield and enhanced activity. ［［Methods］］ With the polypeptide yield and ACE inhibition rate as the evaluation 

index, the effects of enzyme type, substrate concentration, enzyme concentration, pH value, reaction time, reaction temperature and other 

single factors on the antihypertensive peptide and its activity were investigated, and the optimal extraction process of antihypertensive 

peptide was optimized by response surface. ［［Results］］ The optimal extraction conditions were as follows: substrate concentration of 5.4%, 

enzymolysis duration of 8 h, reaction temperature was 23.3 ℃ , pH 8.0, and neutral protease dosage of 2 g. Under the control of these 

conditions, the antihypertensive peptide yield reached 92.12%, with an ACE inhibition rate of 93.75%. The active peptide fraction, primarily 

composed of peptides with molecular weight <3 kDa, accounted for 36.69% of the total peptide and demonstrated an ACE inhibition rate of 

95.36%. ［［Conclusion］］ The extraction process for antihypertensive peptides from A. cylindracea was successfully optimized, and the 

molecular weight distribution of the active peptide components was determined.

Keywords: Agrocybe cylindracea antipressure peptide; enzymatic preparation; polypeptide; process optimization

高血压是全世界最为常见的一种慢性病，主要特征

是体循环动脉血压增高。高血压往往伴有冠心病、脑中

风、肾衰竭等疾病的发生，是心血管疾病死亡的原因之

一 [1]。由于机体血压超过正常范围，病人罹患心脏、大

脑、肾脏疾病以及其他疾病的风险加大，由高血压导致

的死亡人数也逐年攀升。因此，降低高血压患病率及遏

制高血压病情，已成为非传染性疾病领域的一项全球目

标。常见的降压药物主要有钙离子拮抗剂、血管紧张Ⅱ
受体阻断剂、β受体阻断剂、利尿剂和血管紧张素转换酶

Ⅰ（ACEⅠ）五类，由于化学合成的降压药制备技术比较
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完善且降压效果较好，被广泛应用于临床，但亦引发一

系列的副作用，如皮疹、恶心、咳嗽，不利于消化系统及

心脑肾等器官的功能发挥。故迫切需要从天然食物中

获取安全性高、绿色天然的降血压药物 [2]。

降压肽是一类对血管紧张素转换酶（ACE）具有抑

制活性的肽，又称 ACE 抑制肽。ACE 是血压调节系统的

关键组分，其作用肾素—血管紧张素系统 (RAS)和激肽

释放酶—激肽系统（KKS）[3]后，将无升压活性的血管紧

张素 ⁃Ⅰ（AngⅠ）转化为有升压活性的血管紧张素 ⁃Ⅱ
（AngⅡ），进而提升机体血压。降压肽能够抑制 ACE 活

性，降低血管紧张素 ⁃Ⅱ的生成量，达到抑制血压升高的

目的。天然来源的 ACE 抑制肽具有活性高、无副作用、

经济成本低等特点。目前已从米糠 [4]、大蒜 [5]、豌豆 [6]、辣

木籽 [7]、泥鳅 [8]、茶树菇 [9]等多种来源中分离纯化出高活

性的 ACE 抑制肽。

茶树菇（Agrocybe aegerita）属于担子菌纲伞菌目粪

绣伞科田头菇属，主要存在于亚热带以及温带地区，是

较为重要的可食用菌之一 [10]，素有“中华神菇”之称 [11]。

茶树菇中蛋白质含量丰富（约 29.72%），是食用菌功能多

肽的重要来源之一。茶树菇蛋白由谷氨酸、丙氨酸、亮

氨酸、天门冬氨酸、赖氨酸、酪氨酸及苯丙氨酸等 18 种氨

基酸组成，其中必需氨基酸占总氨基酸的 42.70%，氨基

酸评分和生物价分别为 61.53，60.73，具有较高的营养价

值 [12]。伍善广等 [13]优化了茶树菇降压肽的水提工艺，当

固液比为 1∶40 （g/mL），提取时间为 3 h，提取温度为

30 ℃，提取液 pH 为 8.0 时，茶树菇降压肽得率为 87.7%，

ACE 抑制活性为 54.0%；孙红娜 [9]分别用水和 50% 乙醇

提取茶树菇降压肽，结果显示，水提法优于乙醇提取法，

优化水提工艺后的茶树菇蛋白得率为 88.3%，ACE 抑制

率为 49.3%。

目前，以食用菌为原料制备 ACE 抑制肽的主要方法

有水提法、硫酸铵沉淀法和甲醛沉淀等 [14]。而且多数以

大白口蘑 [15]、蟹味菇 [16]、灵芝 [17]、侧耳菌 [18]等栽培食用菌子

实体和灰树花、双色牛肝菌等野生食用菌为原料，利用直

接提取法制取 ACE 抑制肽。这些方法提取工艺简单、快

捷、提取率较高，但得到的 ACE 抑制肽种类比较单一，且

原料利用率较低。而使用酶法水解制取 ACE 抑制肽，不

仅可以更充分地利用原料中的蛋白资源，还有可能获得

种类更丰富的 ACE 抑制肽。然而，酶法水解茶树菇蛋白

制备 ACE 抑制肽的研究尚未见报道。

研究拟以茶树菇粉为原料，以多肽得率、ACE 抑制率

为评价指标，先筛选出合适的酶，再研究各因素对 ACE 抑

制肽提取效率的影响，优化茶树菇降压肽的制备工艺，并

判断茶树菇降压肽主要活性成分的相对分子质量分布，

为茶树菇利用价值的开发提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料、试剂与设备

茶树菇：粉末，西安中科达生物科技有限公司；

Folin⁃酚试剂：分析纯，索莱宝科技有限公司；

胃蛋白酶、胰蛋白酶、中性蛋白酶：生物技术级，索莱

宝科技有限公司；

呋 喃 丙 烯 酰 三 肽 (FAPGG)、4 ⁃羟 乙 基 哌 嗪 乙 磺 酸

（HEPES）、血管紧张素转化酶（ACE）：生物技术级，麦克

林生化有限公司；

NaCl、浓硫酸、硼酸、酒石酸、四硼酸钠等：分析纯，科

密欧化学试剂有限公司；

酶标仪：Multiskan GO 型，德国 Thermo 分析仪器世尔

科技有限公司；

恒温摇床：TS 111B 型，上海天呈试验仪器有限公司；

磁力搅拌水浴锅：HCJ⁃4E 型，常州朗越仪器制备有限

公司；

台式低速离心机：TD⁃4Z 型，四川蜀科仪器有限公司；

电子天平：JC ⁃ JA2003 型，上海蒲春计量仪器有限

公司。

1.2　方法

1.2.1　水提法制备茶树菇降压肽　参照孙红娜 [9]的方法。

1.2.2　单因素试验　

（1） 蛋白质水解酶种类：茶树菇水溶液中加入 1% 蛋

白质水解酶，于最适 pH 和温度下酶解 2 h，灭酶处理后，水

提茶树菇降压肽，考虑中性蛋白酶、胰蛋白酶、胃蛋白酶

对茶树菇降压肽得率与活性的影响。

（2） 酶解温度：茶树菇水溶液中加入 4% 中性蛋白酶，

调整溶液 pH 为 8，酶解 8 h，考察酶解温度（15，25，35，45，

55，65，75 ℃）对茶树菇降压肽得率与活性的影响。

（3） 茶树菇溶液浓度：茶树菇水溶液中加入 4% 中性

蛋白酶，调整溶液 pH 为 8，55 ℃下酶解 8 h，考察茶树菇溶

液浓度（1%，3%，5%，7%，9%，11%）对茶树菇降压肽得率

与活性的影响。

（4） 加酶量：茶树菇水溶液中分别加入不同量的中性

蛋白酶，调整溶液 pH 为 8，55 ℃下酶解 8 h，考察加酶量

（2%，6%，10%，14%，22%）对茶树菇降压肽得率与活性的

影响。

（5） 酶解 pH：茶树菇水溶液中加入 4% 中性蛋白酶，

调整溶液至不同 pH，55 ℃下酶解 8 h，考察酶解 pH（5，6，
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7，8，9，10）对茶树菇降压肽得率与活性的影响。

（6） 酶解时间：茶树菇水溶液中加入 4% 中性蛋白酶，

调整溶液 pH 为 8，55 ℃下酶解，考察酶解时间（4，8，12，

16，20，24 h）对茶树菇降压肽得率与活性的影响。

1.2.3　响应面优化　在单因素试验基础上，选取茶树菇

溶液浓度、酶解时间和酶解温度作为因素，采用响应面法

优化茶树菇多肽酶解制备工艺。

1.2.4　ACE 抑制活性测定　参照宋小玲等 [19]的方法，按

式（1）计算茶树菇降压肽的 ACE 抑制活性。

R= ( )1 - A 1 - A 2

B 1 - B 2
× 100%， （1）

式中：

R——ACE 抑制率，%；

A1——空白组的初始吸光度；

A2——空白组反应 30 min 的吸光度；

B1——样品组的初始吸光度；

B2——样品组反应 30 min 的吸光度。

1.2.5　茶树菇降压肽得率测定　采用 Lowry 法 [20]。

1.2.6　茶树菇降压肽相对分子质量分布测定　采用 3，5，

8 kDa 的透析袋对茶树菇降压肽溶液进行超滤，37 ℃下搅

拌超滤 12 h，获得<3，3~5，5~8，>8 kDa 4 种茶树菇活性

肽，计算各区域的降压肽含量分布及活性。

1.2.7　数据分析　所有试验重复 3 次，结果以均数±标准

差表示。采用 Origin 9.0 和 SPSS 17.0 进行统计分析，

Duncan 多组检验各组间的显著差异性（P<0.05）。

2　结果与讨论

2.1　蛋白质水解酶种类的筛选

由图 1 可知，与水提工艺相比，加入胃蛋白酶后，多肽

得率和活性均有所降低，分别为 35.91% 和 75.81%；加入

胰蛋白酶后，多肽得率增加至 72.1%，但其 ACE 抑制活性

有所下降；相对而言，中性蛋白酶的效果最好，酶解后的

多肽得率和 ACE 抑制率分别增加了 19.12% 和 1.60%，可

能是由茶树菇蛋白质中酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸的大

量酶切分解造成的 [21]。由于茶树菇蛋白中不同作用位点

的数量各异，最终导致不同蛋白酶作用下多肽得率不

同 [22]。故选择中性蛋白酶作为酶法制备茶树菇降压肽的

试验用酶。

2.2　单因素试验

2.2.1　酶解温度　由图 2 可知，当酶解温度从 35 ℃升高

至 75 ℃时，茶树菇降压肽的得率和 ACE 抑制活性均呈 M

型发展趋势，即多肽得率在 25，65 ℃时达到最高，ACE 抑

制率在 25，55 ℃时增至最高。高温条件下（>55 ℃），茶树

菇蛋白不仅会发生断裂分解，蛋白酶也会失活，形成水溶

性肽类，进而导致多肽得率升高，而多肽由于非特异性降

解其降压活性下降。当酶解温度<55 ℃时，茶树菇降压

肽得率和 ACE 抑制活性均呈抛物线趋势，在 25 ℃下达到

最佳。这可能与中性蛋白酶的最适温度有关，酶解温度

过高会导致酶失活，过低则不利于酶水解反应的发生。

综上，选择 25 ℃为茶树菇降压肽的最佳酶解温度。

2.2.2　茶树菇溶液浓度　由图 3 可知，随着茶树菇溶液浓

度的增加多肽得率先增后降，当茶树菇溶液浓度为 3%

时，多肽得率最高（为 64.71%），可能是茶树菇溶液浓度过

高，增加了底物与酶的竞争性作用，蛋白酶与底物的结合

率下降，导致了茶树菇多肽得率下降 [23]。而 ACE 抑制率

则随茶树菇溶液浓度的增加而增大，可能是高浓度体系

下底物与酶的竞争性作用及非特异性结合有利于 ACE 抑

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 1　茶树菇降压肽试验用酶的筛选

Figure 1　Enzyme screening for preparing the 

antihypertensive peptides of A.  cylindracea

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　酶解温度对茶树菇降压肽制备效果的影响

Figure 2　Effects of hydrolysis temperature on the 

antihypertensive peptide preparation of A.  

cylindracea
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制肽活性位点的生成。综合考虑，选择 3% 作为茶树菇溶

液的最佳浓度。

2.2.3　加酶量　由图 4 可知，随着中性蛋白酶添加量的增

加，多肽得率先增加后发生轻微波动，可能是酶添加量过

高，加剧了酶与底物竞争性结合，进而不利于 ACE 得率的

持续提高 [24]；ACE 抑制率随酶添加量的增加呈 V 形变动，

但无显著性影响，可能是中性蛋白酶复杂的酶切位点使

肽段进一步水解成无 ACE 抑制活性的小肽或游离的氨基

酸 [22]。综合考虑，选择 14% 作为最适宜的酶添加量。

2.2.4　酶解 pH　由图 5 可知，当 pH<8 时，随着 pH 的不

断增大，茶树菇降压肽得率与 ACE 抑制率逐渐增加。当

pH>8 时，中性蛋白酶为适应新的环境其空间结构发生扭

曲，导致酶的活性基团的解离状态改变，与底物的结合率

下降，因而茶树菇降压肽的得率和活性均有所下降 [25]。

因此，pH 8 为酶法制备茶树菇降压肽的最佳 pH。

2.2.5　酶解时间　由图 6 可知，随着酶解时间的增加，茶

树菇降压肽得率整体呈降低趋势，ACE 抑制率呈 V 形变

化，可能是酶解时间延长，茶树菇降压肽过度酶解，产生

了大量的游离氨基酸，导致降压肽得率和活性下降 [26]。

综合考虑，选择 4 h 作为茶树菇降压肽的最佳酶解时间。

2.3　茶树菇降压肽酶解工艺优化

在单因素试验基础上，以茶树菇溶液浓度、酶解时间

和酶解温度为影响因素，以多肽得率和 ACE 抑制率为响

应值进行响应面优化。试验因素水平见表 1，试验设计与

结果见表 2。

借助 Design⁃Expert 11 软件进行多元回归拟合，得到

二次回归方程：

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 4　酶添加量对茶树菇降压肽制备效果的影响

Figure 4　Effects of enzyme dosage on the 

antihypertensive peptide preparation of A.  

cylindracea

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 6　酶解时间对茶树菇降压肽制备效果的影响

Figure 6　Effects of hydrolysis time on the 

antihypertensive peptide preparation of A.  

cylindracea

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 3　茶树菇溶液浓度对茶树菇降压肽制备效果的影响

Figure 3　Effects of A.  cylindracea concentration on the 

antihypertensive peptide preparation of A.  

cylindracea

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 5　酶解 pH 对茶树菇降压肽制备效果的影响

Figure 5　Effects of hydrolysis pH value on the 

antihypertensive peptide preparation of A.  

cylindracea
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Y 1 = 89.38 + 1.86A- 3.39B- 3.34C+ 1.45AB-
5.68AC- 4.90BC- 5.78A2 + 2.45B2 - 4.61C 2， （2）

Y2 = 92.06 + 2.27A+ 0.741 2B- 0.275C+ 1.01AB-
1.14AC+ 0.662 5BC- 5.99A2 + 1.19B2 - 2.17C 2。 （3）

由表 3 可知，多肽得率和 ACE 抑制率的回归模型显

著，拟合性较好，并且可以解释 94.83% 和 91.61% 的数据

分布。对于茶树菇降压肽多肽得率模型，F=14.26，P<
0.05，失拟项 P=0.113 5（不显著），表明模型的误差主要

由随机误差构成，其中茶树菇溶液浓度的影响最显著。

对于茶树菇降压肽 ACE 抑制率模型，F=8.49，P<0.05，

失拟项 P=0.088 87（不显著），表明模型的误差主要来自

随机误差，其中酶解时间和酶解温度的影响最显著。

由图 7 可知，随着酶解温度与茶树菇溶液浓度的增

表 1　响应面因素水平表

Table 1　Factors and levels of response surface

水平

-1

0

1

A 茶树菇溶液浓度/%

3

5

7

B 酶解时间/h

4

6

8

C 酶解温度/℃
20

30

40

表 2　响应面试验设计与结果

Table 2　Actual and predicted values of response surface

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

-1

0

0

1

-1

0

1

1

0

0

-1

0

-1

0

1

0

0

B

-1

0

-1

-1

0

1

0

0

0

0

1

0

0

0

1

1

-1

C

0

0

-1

0

1

1

1

-1

0

0

0

0

-1

0

0

-1

1

多肽得

率/%

84.51

91.07

90.48

88.71

82.63

93.00

83.22

87.46

93.00

91.20

83.80

92.91

82.30

92.13

92.02

90.82

90.01

ACE 抑制

率/%

86.00

90.70

90.74

91.18

82.49

73.89

70.47

86.84

91.00

87.00

78.02

90.57

76.14

87.62

89.00

92.06

92.18

图 7　各因素对多肽得率和 ACE 抑制率的交互影响

Figure 7　Interaction of various factors on polypeptide yield and ACE inhibition rate
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加，茶树菇降压肽得率先升高后降低，说明在试验范围内

存在中性蛋白酶酶解茶树菇蛋白制备降压肽的最适酶解

温度和底物浓度，当低于或高于该温度或底物浓度时，都

会影响酶解液中 ACE 抑制率和多肽得率。同理，对于加

酶量、温度和 pH 都存在适合中性蛋白酶酶解的最优值。

根据模型得出最优酶解工艺为茶树菇溶液浓度 5.632%，

酶解时间 7.865 h，酶解温度 23.268 ℃，pH 8.0，中性蛋白酶

添加量 4%，此时茶树菇降压肽得率为 93.23%，ACE 抑制

率为 93.232%。

根据实验室情况调整酶解工艺为茶树菇溶液浓度

5.4%，酶解时间 8 h，酶解温度 23.3 ℃，pH 8.0，中性蛋白酶

添加量 2 g，测得茶树菇多肽得率为 92.12%，ACE 抑制率

为 93.75%，与预测值较接近，说明采用酶法制备茶树菇降

压肽的工艺可行。

2.4　茶树菇降压肽的相对分子质量分布

由图 8 可知，相对分子质量为<3，3~5，5~8，>8 kDa

的 茶 树 菇 降 压 肽 分 别 占 比 34.84%，18.59%，16.01%，

30.55%，降 压 活 性 分 别 为 95.35%，53.40%，35.72%，

68.42%。由此可判断，茶树菇降压肽的有效成分主要分

布于相对分子质量<3 kDa的组分中。

3　结论

以茶树菇为原料，研究了酶法制备降压肽的工艺。

结果表明，与水提法相比，加入中性蛋白酶可以提高茶树

菇降压肽的制备效率，多肽得率和降压活性均有所提升。

酶法制备茶树菇降压肽的最优工艺参数为茶树菇溶液浓

度 5.4%，酶解时间 8 h，酶解温度 23.3 ℃，pH 8.0，中性蛋白

酶添加量 4%，此时茶树菇多肽得率为 92.12%，血管紧张

素转换酶抑制率为 93.75%。茶树菇降压肽的主要活性成

分为相对分子质量<3 kDa 的肽段，其血管紧张素转换酶

抑制率为 95.36%，占总茶树菇降压肽质量的 36.69%。后

续将纯化鉴定茶树菇降压肽的活性成分，且茶树菇降压

肽的活性仍需高血压动物模型进行验证。

表 3　回归模型方差分析†

Table 3　Analysis of variance of regression equation

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总离差

多肽得率

平方和

236.66

41.27

4.40

0.61

4.04

5.22

1.76

151.00

5.93

19.85

12.91

9.58

3.33

12.91

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

7

均方度

26.30

41.27

4.40

0.61

4.04

5.22

1.76

151.00

5.93

19.85

1.84

3.19

0.83

1.84

F 值

14.26

22.38

2.38

0.33

2.19

2.83

0.95

81.90

3.21

10.76

3.83

R2=0.948 3

P 值

0.001 0**

0.002 1**

0.166 5

0.584 7

0.182 3

0.136 3

0.361 7

<0.000 1**

0.116 1

0.013 5*

0.113 5

R 2
Adj=0.881 8

ACE 抑制率

平方和

700.22

27.53

92.00

89.45

8.41

129.05

96.14

140.68

25.32

89.59

64.16

49.62

14.54

764.39

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方度

78.82

27.53

92.00

89.45

8.41

129.05

96.14

140.68

25.32

89.59

9.17

16.54

3.64

764.39

F 值

8.49

3.00

10.04

9.76

9175

14.08

10.49

15.35

2.76

9.77

4.55

R2=0.916 1

P 值

0.005 0**

0.126 7

0.015 7*

0.016 8*

0.370 0

0.007 1**

0.014 3*

0.005 8**

0.140 5

0.016 7*

0.088 9

R 2
Adj=0.808 1

† *表示显著（P<0.05）；**表示极显著（P<0.01）。

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 8　茶树菇降压肽的活性成分分布

Figure 8　Distribution of active components of 

antihypertensive peptides of A.  cylindracea
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