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摘要:目的:探究利用益生菌发酵藜麦制备血管紧张素转

换酶(ACE)抑制发酵液潜在的能力及发酵工艺对其的影

响.方法:以藜麦为原料,ACE抑制率为指标,对１８株乳

酸菌和１２株酵母制备具有 ACE抑制能力的发酵液进行

了筛选,并对接种量、发酵温度、发酵时间进行了正交优

化;对发酵液中的肽进行液质鉴定,并对筛选出的肽进行

体内试验评价降压效果.结果:３０株菌中Lactobacillus

paracaseiL２(副干酪乳杆菌)作用效果最好,发酵藜麦制

备的发酵液 ACE抑制率高达(８６．５０±０．２５)％;LactobaＧ
cillusparacaseiL２菌株发酵藜麦制备具有 ACE抑制活

性的发酵液最佳发酵条件为接种量５％,发酵时间４８h,

发酵温度３４℃,该条件下 ACE抑制率最高,为(９０．４１±
０．１６)％;通过对液质鉴定结果比对数据库得到两条 ACE
抑制 效 果 较 好 的 两 条 肽 NIFRPFAPEL 和 AALEAＧ
PRILNL,它们均能够在自发性高血压大鼠(SHR)体内显

现出显著的降血压作用,均在灌胃４h时达到最佳降压效

果.收缩 压 (SBP)分 别 降 低 (２．６７±０．２１),(３．４６±
０．０１)kPa,舒 张 压 (DBP)分 别 下 降 (２９．３６±０．５４),
(２２．３３±０．７７)kPa.且 NIFRPFAPEL 和 AALEAPRIＧ
LNL均对 WistarＧKyoto大鼠(WKY)的血压不产生影响.

结论:藜麦是制备具有 ACE抑制活性发酵液的优质谷物

原料,且 从 发 酵 液 中 分 离 制 备 的 NIFRPFAPEL 和

AALEAPRILNLACE抑制肽可用于降血压功能食品或

者药品的开发.

关键词:益生菌;高血压;藜麦;ACE抑制肽;工艺优化;体

内试验

Abstract:Objective:Thepotentialabilityofprobioticstoprepare

angiotensinＧconvertingenzyme (ACE)inhibitoryfermentation

brothfromquinoaandtheeffectsoffermentationprocessonit

wereinvestigated．Methods:Inthisstudy,１８strainsoflacticacid

bacteriaand１２strainsofyeastwerescreenedfortheirabilityto

prepareACEinhibitoryfermentationbrothusingquinoaasthe

rawmaterialandtheACEinhibitionrateasanindicator．TheinＧ

oculumamount,fermentationtemperatureandfermentationtime

wereoptimizedbyorthogonaltests．Finally,thepeptidesinthe

fermentationbroth wereidentified,andtheselectedpeptides

weretestedin vivo to evaluatethe antihypertensive effect．

Results:LactobacillusparacaseiL２hadthebesteffectamongthe

３０strains,andtheACEinhibitionrateofthefermentationbroth

preparedbyfermentingquinoawasashighas(８６．５０±０．２５)％;

TheoptimalfermentationconditionsforthepreparationofACE

inhibitoryfermentationbrothbyfermentingquinoawithLactobaＧ

cillusparacaseiL２strainwere５％inoculum,４８hfermentation

time,and３４ ℃ fermentationtemperature．UnderthesecondiＧ

tions,the ACEinhibitionrate wasthe highest,which was
(９０．４１±０．１６)％;BycomparingtheresultsofliquidqualityidenＧ

tificationwiththedatabase,twopeptides NIFRPFAPELand

AALEAPRILNL with better ACE inhibition effect were

obtained．BothNIFRPFAPELandAALEAPRILNLcouldsignifiＧ

cantlylowerbloodpressureinspontaneouslyhypertensiverats
(SHR),andbothachievedthebestbloodpressurelowering
effectat６ h after gavage．Systolic blood pressure (SBP)

decreasedby(２．６７±０．２１)and(３．４６±０．０１)kPa,anddiastolic

bloodpressure(DBP)decreasedby(２９．３６±０．５４)and(２２．３３±

０．７７)kPa,respectively．AndNIFRPFAPELandAALEAPRIＧ

LNL had no effecton blood pressurein WistarＧKyotorats
(WKY)．Conclusion:Therefore,quinoaisahighＧqualitygrainraw

materialforpreparingACEinhibitoryfermentationbroth,andNIFRＧ

PFAPELandAALEAPRILNLcanbeusedforthedevelopmentof

bloodpressureＧloweringfunctionalfoodsormedicines．

Keywords:probiotic;hypertension;quinoa;ACEinhibitorypepＧ

tide;processoptimization;invivotest

４１

FOOD & MACHINERY 第３８卷第８期 总第２５０期|２０２２年８月|



据最新调查结果[１]显示,中国高血压病人约占总人

口的２３．２％,其中控制率仅有１５．３％.预计至２０２５年,

全球高血压人数将涨到１６亿左右,而中国将是位居榜首

的国家[２].高血压作为人类的“无声杀手”,常导致心肌

梗塞、脑出血等严重危害人类生命的心血管和脑疾病[３].

研究[４]表明,人体血压受到很多系统的调节,其中激肽释

放酶—激肽和肾素—血管紧张素系统作为互相拮抗的两

个系统发挥着至关重要的作用,二者平衡失调是引起高

血压发病的主要因素之一.在该系统中,肝源性血管紧

张素原被肾素裂解,形成非活性十肽血管紧张素I,继而

被血管紧张素转换酶(ACE)酶解为八肽血管紧张素II
(一种有效的血管收缩剂).此外,ACE代谢九肽的舒缓

激肽(bradykinin,BK,一种血管扩张剂),转化为不活跃的

BKＧ(１Ｇ７)和BKＧ(１Ｇ５)[５].因此,由于 ACE在血管系统中

具有双重直接作用,抑制其已成为治疗高血压的主要靶

点.然而 ACE抑制剂药物具有高效的降血压作用时,也
会产生诸多副作用,甚至药物依赖性[６].研究[７]表明,很
多食物中含有预防或治疗高血压的生物活性肽,具有安

全性高、副作用小的特点,逐渐成为降血压药物替代品的

首选.迄今为止,乳类[８]、肉类[９]、蛋类[１０]、海洋生物[１１]、

植物[１２]均是制备 ACE抑制肽的丰富来源.

藜麦(Chenopodiumquinoa Willd．)产于南美洲,其蛋

白含量丰富且比例平衡,含有全部天然氨基酸,是联合国

粮农组织推荐的唯一全营养食品[１３－１４].藜麦作为伪谷

物不含麸质,易消化吸收,能避免引起胃肠道的过敏反

应[１５－１６].且藜麦是一种潜在的生物活性肽制备来源,来
自藜麦蛋白的肽已被证明能够发挥一些有益的作用,如

Vilcacundo等[１７]发现藜麦蛋白消化物中释放的肽在胃十

二指肠中抑制 DPPＧIV、αＧ淀粉酶和αＧ葡萄糖苷酶活性,

从而表现出有效的体外抗糖尿病特性.并且 Vilcacundo
等[１８]还报告了上述消化物在结肠癌细胞中的抗增殖作用

以及抗氧化特性.＜５kDa的肽分离组分表现出更高的

抗氧化活性,而含有＞５kDa肽的组分表现出更高的抗增

殖活性.此外藜麦水解肽在抗炎、降胆固醇、抗高血压等

方面均表现出积极作用[１９－２０].尽管如此,关于藜麦 ACE
抑制活性的研究还较少,且目前多采用酶解方式制备降

压肽,微生物发酵应用较少[２１].而利用酶水解时酶的切

割位点较为固定,可采用的商业酶种类较少,利用复合酶

会提高经济成本且在酶解前需要对样品进行预处理.微

生物发酵法逐渐成为一种有效的水解手段,具有简单经

济、不会造成必需氨基酸损失的优点,同时可以提高发酵

物营养价值和感官属性[２２－２３].目前常用的发酵菌株如

乳酸菌、芽孢杆菌属、酿酒酵母、汉逊酵母等都是富产蛋

白酶的菌种,可以利用自身所产的蛋白酶系酶解底物蛋

白,制备具有 ACE抑制活性的多肽.

研究拟以藜麦为原料,采用微生物发酵法制备藜麦

ACE抑制发酵液,通过比较 ACE抑制活性筛选出优势益

生菌,并对其制备条件进行优化;同时对发酵液中的肽进

行液质鉴定,并对筛选出的肽进行体内试验,以期筛选出

有望用于降血压功能食品或者药品研发的高效肽.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

藜麦:繁峙县懿康土特产有限公司;

原 发 性 高 血 压 大 鼠 (SHR)、WistarＧKyoto 大 鼠

(WKY):北京维通利华实验动物技术有限公司;

MRS肉汤:北京奥博星生物技术有限责任公司;

来 自 兔 肺 (A６７７８Ｇ１UN)的 血 管 紧 张 素 转 化 酶

(ACE)、NＧ马尿酰ＧLＧ组氨酰ＧLＧ亮氨酸水合物(HHL):

美国SigmaＧAldrich公司;

三氟乙酸:色谱级,上海麦克林生化科技有限公司;

乙腈:色谱级,安徽天地高纯溶剂有限公司;

卡托普利:济南永宁制药股份有限公司;

NIFRPFAPEL、AALEAPRILNL:≥９５％,上海三工

生物科技有限公司.

１．１．２　主要仪器设备

高速万能粉碎机:FWＧ４００AD型,天津鑫博得仪器有

限公司;

恒温摇床培养箱:TSＧ１００B型,上海善志仪器设备有

限公司;

立式高压蒸汽灭菌器:LDZXＧ５０LＧI型,上海申安医

疗器械厂;

高速冷冻离心机:HCＧ３０１８R 型,安徽中科中佳科学

仪器有限公司;

恒温 水 浴 锅:HSQＧ１ 型,上 海 智 城 分 析 仪 器 有 限

公司;

高效液相色谱仪:LCＧ２０A型,日本岛津公司;

无 创 血 压 计:CODATM Monitor 型,美 国 Kent

Scientific公司.

１．１．３　试验菌株

１８ 株 乳 酸 菌 (动 物 双 歧 杆 菌 Bifidobacterium
animalisB１５、动物双歧杆菌 Bifidobacteriumanimalis
B１６、两歧双歧杆菌BifidobacteriumbifidumB１７、嗜酸乳

杆 菌 Bifidobacterium bifidum B１８、 短 乳 杆 菌

LactobacillusbrevisL１、副干酪乳杆菌LactobacilluspaＧ
racaseiL２、鼠李糖乳杆菌LactobacillusrhamnosusL８、类

植物乳杆菌LactobacillusparaplantarumsL１３、嗜酸乳

杆菌 Lactobacillusacidophilus YTL１、鼠 李 糖 乳 杆 菌

Lactobacillusrhamnosus YTL２、短乳杆菌 Lactobacillus
brevis YTL３、消 化 乳 杆 菌 Digestionof Lactobacillus
YTL４、植 物 乳 杆 菌 Lactobacillus paraplantarums
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YTL５、植 物 乳 杆 菌 Lactobacillus paraplantarums
YTL６、发酵乳杆菌Lactobacillusfermentum YTL７、戊糖

乳杆菌LactobacilluspentosusYTL８、副干酪乳杆菌LacＧ
tobacillusparacasei YTL９、干 酪 乳 杆 菌 Lactobacillus
caseiYTL１０)和１２株酵母菌(异常毕赤Pichiaanomala
H２、H５、H７、H１０,酿 酒 酵 母 Saccharomycescerevisiae
Hansen WF１、WF１７、WF３８、WF５８、WLS２１、PF１４、YN６、

４＃):西北农林科技大学食品科学与工程学院健康食品

制造与安全控制研究实验室.

１．２　方法

１．２．１　菌株活化　将保存在－８０ ℃,３０％甘油中的乳酸

菌和酵母按 １％ 的 比 例 分 别 接 种 在 无 菌 MRS 肉 汤 和

YPD培养基中,使乳酸菌和酵母单独复苏并繁殖,并在

３７℃下培养２４h.每种益生菌进行两次传代培养,得到

发酵种子液.

１．２．２　藜麦发酵液的制备　将藜麦种子用粉碎机粉碎,

过６０目筛,得到藜麦面粉.藜麦面粉在密封容器中于

１２１℃干热灭菌１５min[２４－２５].向面粉中按１０mL/１００g
的接种量加入发酵种子液,将面粉与无菌水以 m面粉 ∶
V无菌水 为１∶２(g/mL)的比例混合后,接种乳酸菌的面粉

在３７℃培养箱中固态发酵７２h;酵母在２８ ℃培养箱中

固态发酵７２h.发酵结束后,将藜麦发酵物在蒸馏水中

以m发酵物 ∶V无菌水 为１∶１０(g/mL)的比例稀释,然后在

室温[(２５±２)℃]下搅拌１h.将获得的混合物于４℃、

５４００r/min离心１０min,上清液经 Whatman定性滤纸

过滤,于－２０℃贮藏供下一步分析[２６].

１．２．３　ACE抑制活性的测定　参考 Deng等[６]的方法,

修改如 下:将 ５０μL 发 酵 液 与 ３０μL HHL 混 合 预 热

５min,添加 ACE开始反应.在３７℃下保持反应３０min,

然后添 加 ８０μL１ mol/L HCl以 停 止 反 应.溶 液 过

０．４５μm 的滤膜,将１０μL反应溶液注入配备安捷伦 TCＧ
C１８柱(４．６mm×２５０mm,５μm)的 RPＧHPLC中,以测量

马尿酸(HA)的浓度.色谱条件:流动相乙腈/超纯水

(０．１％ TFA)的 比 例 为 ２５/７５,等 度 洗 脱,流 速 为

０．５mL/min,柱 温 为 ３０ ℃.按 式 (１)计 算 ACE 抑 制

活性.

R＝
A－B
A ×１００％, (１)

式中:

R———ACE抑制活性,％;

A———空白对照组测定得到的马尿酸峰面积;

B———添加样品后测定得到的马尿酸峰面积.

在测定条件下抑制５０％ ACE活性所需的样品浓度

定义为IC５０.

１．２．４　高 ACE抑制菌株的筛选　将１８株乳酸菌和１２株

酵母菌分别发酵藜麦制备降压肽,以无菌接种的面粉为

对照组,对得到的发酵液进行 ACE抑制活性测定,筛选

出具有高抑制活性的乳酸菌或酵母菌株.

１．２．５　单因素试验　选取接种量(５．０％,７．５％,１０．０％,

１２．５％,１５．０％)(固定水平为１０．０％)、发酵时间(２４,４８,

７２,９６,１２０h)(固定水平为７２h)、发酵温度(３１,３４,３７,

４０,４３℃)(固定水平为３７ ℃)３个因素的５个水平进行

单因素试验,通过对各个条件下制备的藜麦发酵液的

ACE抑制率进行测定,选取较优的条件进行正交试验.

１．２．６　正交试验　在单因素试验的基础上,选取３个试

验因素中各自较优的３个水平,以 ACE抑制率为指标,

采用L９(３４)正交试验设计,确定最佳发酵工艺.

１．２．７　发酵液中肽的液质鉴定及筛选　使用配备有纳流

毛细管液相色谱 EasyＧnLC１２００的三合一超高分辨组合

液质联用仪鉴定 ACE发酵液中的肽段.将冻干样品溶

解在含有０．１％甲酸的去离子水中,进行纳米液相色谱分

离.流动相 A为含０．１％甲酸的超纯水,流动相 B为含

０．１％甲酸的乙腈—超纯水(V乙腈 ∶V超纯水 ＝４∶１).梯度

洗脱过程:B相在５０min内由４％线性增加到５０％,在随

后的４min内B相增加到１００％,并保持６min.洗脱肽

的序列鉴定采用 MS/MS分析,标准化碰撞能量３０％;扫

描范围m/z３７５~１５００.质谱原始文件使用 Proteome

Discovered２．２检索 NCBI和BIOPEP藜麦蛋白数据库进

行筛选.

１．２．８　 体 内 试 验 　 将 ２４ 只 １１ 周 龄 雄 性 SHR,１８ 只

WKY在标准条件下适应性喂养７d.SHR 随机分成数

量 相 等 的 生 理 盐 水 组、 NIFRPFAPEL 组、

AALEAPRILNL组和卡托普利组４组.同样的,WKY
随机 分 成 数 量 相 等 的 NIFRPFAPEL、AALEAPRILNL
和生理盐水３组.各组均以１０mg/kg􀅰BW 的剂量标准

灌胃,然后采用CODATM Monitor测定大鼠灌胃０,２,４,

６,８h时尾动脉的收缩压(SBP)和舒张压(DBP),以观察

血压变化.根据«实验动物护理和使用指南»(美国国立

卫生研究院第８５Ｇ２３号出版物,修订版),所有动物都接受

了人道护理.

１．２．９　统计分析　试验中 ACE抑制活性的测定均进行

３次重复,结果以平均值±标准差表示.通过SPSS１８．０
版对数据进行统计分析,并使用软件 Origin２０１８绘图.

使用方差分析(ANOVA)中的 Duncan检验来测试平均值

之间的差异.

２　结果与分析

２．１　高 ACE抑制活性菌株的筛选

由图１可知,作为对照的未经益生菌发酵的藜麦,其

ACE抑制率为(５２．０６±３．６０)％,表明藜麦本身就具有较

好的 ACE抑制活性.其中２５株菌固态发酵产生的藜麦

发酵液的ACE抑制率较对照组显著提高(P＜０．０５),抑
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字母不同表示有显著性差异(P＜０．０５)

图１　３０株益生菌发酵藜麦制备的发酵液的 ACE抑制率

Figure１　ACEinhibitionrateoffermentationbrothpreparedbyfermentingquinoawith３０probioticstrains

制效果最好的菌株为LactobacillusparacaseiL２(副干酪

乳杆菌),发酵液的 ACE抑制率高达(８６．５０±０．２５)％,显
著高于除LactobacillusrhamnosusL８(鼠李糖乳杆菌)以
外的菌株发酵液的(P＜０．０５),其次为鼠李糖乳杆菌 L８,

其 ACE抑制率为(８５．７４±０．６２)％.３株菌固态发酵藜麦

后的 ACE抑制率与对照组无显著差异,分别为酿酒酵母

４＃、WF３８和嗜酸乳杆菌 B１８,２株菌固态发酵藜麦后的

ACE抑制率显著降低(P＜０．０５),分别为短乳杆菌 YTL３
和发酵乳杆菌 YTL７,表明大多益生菌能够在生长繁殖过

程中,利用自身的酶分解藜麦产生具有 ACE抑制活性的

物质,而少数菌则利用一些 ACE抑制活性物质进行生长

繁殖,导致发酵液的 ACE 抑制率下降.藜麦发酵液的

ACE抑制 活 性 因 菌 株 的 不 同 而 显 现 出 不 同 的 效 果.

Ayyash等[２４－２５]利 用 双 歧 杆 菌、乳 酸 菌 罗 伊 氏 乳 杆 菌

K７７７和植物乳杆菌 K７７９,对奎奴亚藜采用固态发酵法

进行发酵时,也表现出 ACE抑制活性增强作用.试验中

的副 干 酪 乳 杆 菌 L２ 的 ACE 抑 制 作 用 高 于 Ayyash
等[２４－２５]报道的几株菌,表明副干酪乳杆菌 L２是一株潜

在的利用藜麦蛋白的优势菌株.因此,选取该菌株作为

后续研究的目标菌株.

２．２　发酵藜麦制备 ACE抑制肽的单因素试验

２．２．１　接种量对制备 ACE抑制肽的影响　由图２可以

看出,藜麦发酵液的 ACE抑制率随接种量的变大先增后

降,在接种量为７．５％时藜麦发酵液的 ACE抑制率最高.

这是由于接种量较低时,菌株无法充分分解藜麦,产生的

ACE抑制活性物质较少,致使 ACE抑制活性较低;而接

种量较高时,菌株会利用分解得到的 ACE抑制活性物质

为其生长繁殖提供营养,从而造成 ACE抑制率下降.故

将７．５％作为制备降压藜麦发酵液最佳的接种量.

２．２．２　发酵时间对制备 ACE抑制肽的影响　由图３可

以看出,藜麦发酵液的 ACE抑制率随发酵时间的延长先

增长后下降.在发酵７２h时,藜麦发酵液的 ACE抑制活

字母不同表示有显著性差异(P＜０．０５)

图２　接种量对制备 ACE抑制肽的影响

Figure２　Effectsofinoculumonpreparationof
ACEinhibitorypeptides

字母不同表示有显著性差异(P＜０．０５)

图３　发酵时间对制备 ACE抑制肽的影响

Figure３　Effectsoffermentationtimeonpreparation
ofACEinhibitorypeptides

性最强.再延长发酵时间,ACE抑制活性不增反降,可能

是由于发酵液中的菌株过多,藜麦分解成 ACE抑制活性

物质的量远远不及其生长和繁殖所需的量,从而导致发
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酵液中的活性物质含量下降,对 ACE的抑制率也随之降

低.故将７２h作为菌株发酵藜麦最适发酵时间.

２．２．３　发酵温度对制备 ACE抑制肽的影响　如图４所

示,发酵液 ACE抑制率随发酵温度的升高先缓慢增加后

下降,在３４℃达到最大.这可能是由于在３４℃时,该菌

株能够适应生长,且是所产蛋白酶的最适酶解温度,随着

温度的继续增加,菌株偏离适宜生长温度和蛋白酶最适

酶解温度,降压活性物质制备量减少,ACE抑制率下降.

故将３４℃作为制备降压藜麦发酵液的最佳发酵温度.

２．３　发酵藜麦制备 ACE抑制肽的正交试验

根据单因素试验结果确定正交试验的因素与水平取

值见表１,正交试验结果见表２.

字母不同表示有显著性差异(P＜０．０５)
图４　发酵温度对制备 ACE抑制肽的影响

Figure４　EffectsoffermentationtemperatureonprepaＧ
rationofACEinhibitorypeptides

表１　藜麦发酵条件正交试验因素及水平

Table１　Orthogonaltestfactorsandlevelsofquinoa
fermentationconditions

水平 A接种量/％ B发酵时间/h C发酵温度/℃

１ ５．０ ２４ ３１

２ ７．５ ４８ ３４

３ １０．０ ７２ ３７

表２　L９(３４)正交试验

Table２　L９(３４)Orthogonaltest

试验号 A B C ACE抑制率/％

１ １ １ １ ８４．２１±０．３９

２ １ ２ ２ ９０．２８±０．０１

３ １ ３ ３ ８５．２３±０．３４

４ ２ １ ２ ８５．９８±０．１３

５ ２ ２ ３ ８８．３７±０．４４

６ ２ ３ １ ８５．５３±０．１７

７ ３ １ ３ ８２．６２±０．２２

８ ３ ２ １ ８４．２１±０．３９

９ ３ ３ ２ ９０．２８±０．０１

k１ ２５９．７２ ２５２．８１ ２５３．９５
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

k２ ２５９．８８ ２６２．８６ ２６６．５４

k３ ２５７．１１ ２６１．０４ ２５６．２２

R ２．７７ １０．０５ １２．５９

　　根据表２可知,各因素对藜麦发酵液的 ACE抑制率

影响大小依次为C＞B＞A,制备藜麦发酵液的最优组合

为C２B２A２.如表３所示,基于藜麦发酵液 ACE抑制率

建立的模型P 值＜０．０５,表明该模型显著,说明该模型拟

合程度较 好.根 据 结 果 表 明,３ 个 因 素 对 藜 麦 发 酵 液

ACE抑制率均有显著影响.通过各因素水平间的方差分

析表明,接种量为５％和７．５％时,ACE抑制率显著高于

１０％;发酵时间为４８h和７２h时,ACE抑制率显著高于

２４h;发酵温度为３４℃和３７℃时,ACE抑制率显著高于

３１℃.结合试验结果,C２B２A１和 C２B２A２均可作为最优

水平组合.

通过对两个最优组合的发酵条件进行验证实验,结
果发现C２B２A１和C２B２A２的 ACE抑制率分别为(９０．４１±
０．１６)％,(８９．５５±０．１８)％,故选取 C２B２A１ 作为最优藜麦

发酵条件,即接种量为５％,发酵时间为４８h,发酵温度为

３４℃.

表３　正交试验方差分析表†

Table３　OrthogonaltestANOVAtable

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

校正模型 　９３．８１１a ６ 　１５．６３５ 　１１．９０８ ０．０００ ∗

截距 １３２３２６．４１３ １ １３２３２６．４１３ １００７８３．６１４ ０．０００ ∗

A ２２．３１１ ２ １１．１５５ ８．４９６ ０．００６ ∗

B ３５．４２１ ２ １７．７１１ １３．４８９ ０．００１ ∗

C ３６．０８０ ２ １８．０４０ １３．７４０ ０．００１ ∗

误差 １４．４４３ １１ １．３１３
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

总计 １３２４３４．６６７ １８

校正的总计 １０８．２５４ １７

　　　　　　　†　∗表示P＜０．０５,差异显著.
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２．４　发酵液中肽的液质鉴定及筛选

通过质谱对发酵液鉴定后,得到的肽段较多无法全

部合成检验其降压效果.比对 BIOPEP数据库筛选出了

最具有潜在降压能力的肽段 AALEAPRILNL和与文献

[２７]的 NIFRPF有一段相同序列的肽段 NIFRPFAPEL
进行了合成,通过体外活性测定其IC５０值分别为(７９．７２±
０．２１),(４９．０２±０．５４)μmol/L,ACE抑制活性较好.两条

肽的质谱图见图５.

２．５　体内试验

对 NIFRPFAPEL、AALEAPRILNL 体 内 降 压 效 果

进行了测定,结果见图６.

　　由图６(a)和图６(b)可知,灌胃 NIFRPFAPEL 对

SHR有显著的降压效果,０~４h时,SHR的SBP、DBP均

逐渐降低,在４h时达到最低,分别下降了(２．６７±０．２１),
(３．４６±０．０１)kPa;４h后药效减弱,血压逐渐回升,在８h
时基本回升至初始血压,表明 NIFRPFAPEL体内降压效

果显著.灌胃 AALEAPRILNL对SHR的降血压趋势与

灌胃 NIFRPFAPEL类似,在灌胃４h时血压下降最多,

分别下降了 (２９．３６±０．５４),(２２．３３±０．７７)kPa,表 明

AALEAPRILNL也是一种具有较好的体内降压效果的

肽段.

NIFRPFAPEL和 AALEAPRILNL均能在体内发挥

一定的降压作用,４h时二者的血压下降至最低,然而二

者的降 血 压 效 果 却 有 所 差 异.相 同 剂 量 下,AALEAＧ
PRILNL的 SBP降血压效果比 NIFRPFAPEL 好,而其

DBP降血压效果比 NIFRPFAPEL略差.这与两个肽的

体外抑制效果表现出了不同的情况,说明肽进入体内还

会因其不同生化性质导致效果发生变化,因此进行体内

试验是验证其活性大小最有效的方法.在对比８h时的

数 据 可 以 看 出 NIFRPFAPEL 和 AALEAPRILNL 的

SBP、DBP血压下降值均回升至初始血压值附近,表明两

种肽的降压持久性相似.

在灌胃卡托普利之后,SHR的SBP和DBP均持续降

低,在６h时降到最低,分别降低了４４．３８,５５．６９kPa,在第

８h时SHR的血压有所回升.与之相比,NIFRPFAPEL
和 AALEAPRILNL能够在短时间内使SHR血压下降到

最低值.说明 NIFRPFAPEL和 AALEAPRILNL具有显

著的降压作用,但降压效果和持久性不如卡托普利.

图６(c)和图６(d)分别为灌胃 WKY同等剂量的 NIＧ
FRPFAPEL、AALEAPRILNL和生理盐水８h内大鼠的

SBP和DBP变化情况,经方差分析发现,分别灌胃 NIFRＧ
PFAPEL和 AALEAPRILNL后 WKY的SBP和 DBP值

与０h WKY 的 无 明 显 差 异 (P＞０．０５),表 明 NIFRPＧ
FAPEL和 AALEAPRILNL对 WKY血压无影响.

图５　ACE抑制肽 NIFRFAPEL和 AALEAPRILNL的 MS/MS谱图

Figure５　MS/MSspectrumofACEinhibitorypeptidesNIFRPFAPELandAALEAPRILNL
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图６　灌胃各样品后大鼠８h内的血压变化图

Figure６　Changesofbloodpressureinratswithin８hoursaftergavageofeachsample

３　结论

试验表明,LactobacillusparacaseiL２菌株发酵藜麦

制备血管紧张素转换酶抑制发酵液的最佳发酵条件为接

种量５％,发酵时间４８h,发酵温度３４℃,在此条件下血

管紧张素转换酶抑制率最高达(９０．４１±０．１６)％.通过液

质鉴定和筛选得到的两条抑制效果较好的肽 NIFRPＧ
FAPEL和 AALEAPRILNL,其原发性高血压大鼠体内

试验均能够在大鼠体内显现出显著的降血压作用,且均

对 WistarＧKyoto大鼠的血压不产生影响.综上,藜麦是

一种优良的血管紧张素转换酶抑制发酵液制备来源,能
够作为降血压功能食品的原料.根据体内试验推测,NIＧ
FRPFAPEL和 AALEAPRILNL不会对正常人群的血压

造成影响,在降血压功能食品或者药品研发方面有重要

的潜力.
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