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摘要:目的:采用酶解法制备克氏原螯虾壳蛋白水解物

(Procambarus clarkii shell protein hydrolysates,

PCSPHs),并分析其体外降糖降脂活性及肽序.方法:分

别采用胃蛋白酶、碱性蛋白酶、胰蛋白酶、风味蛋白酶和

木瓜蛋白酶水解制备不同虾壳蛋白水解物,分析其体外

降 糖 降 脂 活 性 和 肽 序 列;运 用 Peptide Ranker 及

BIOPEPＧUWM 网站在线分析,再以核受体 PPARγ 配体

结合区域的晶体结构作为靶点,使用 Autodockvina进行

分子对接模拟,获得具有潜在降糖降脂活性的虾壳肽.

结果:胃蛋白酶水解物(PEPＧPCSPHs)对αＧ淀粉酶和αＧ葡

萄糖 苷 酶 活 性 具 有 较 强 的 抑 制 作 用,IC５０ 值 分 别 为

(５．４２±０．０５),(７．１１±１．０１)mg/mL;胰 蛋 白 酶 水 解 物

(TRYＧPCSPHs)对胰脂肪酶活性具有最强的抑制能力,

IC５０值为(４．７１±１．１２)mg/mL,且对甘氨胆酸钠表现出最

好的体外结合效果.此外,经质谱鉴定 PEPＧPCSPHs和

TRYＧPCSPHs中分别得到３３９１,２０８６条肽序;通过在线

网站预测和分子对接筛选出多条均能与 PPARγ 结合的

降糖降脂虾壳活性肽(PCSAPs).结论:酶解克氏原螯虾

壳制备的虾壳蛋白水解物具有潜在的降糖降脂活性,可

能改善糖脂代谢紊乱.

关键词:克氏原螯虾壳;蛋白水解物;PPARγ;分子对接;

降糖降脂活性

Abstract:Objective:ThePCSPHswerepreparedbyenzymatic

hydrolysisofProcambarusclarkiishells,andtheirhypoglycemic

andlipidＧloweringactivitiesinvitrowereevaluatedandpeptide

sequence were analyzed． Methods: Different crayfish shell

proteolysateswerepreparedbyhydrolysisofpepsin,alcalase

protease,trypsin,flavorproteaseandpapain,andtheirinvitro

hypoglycemicandlipidＧloweringactivities wereevaluatedand

peptidesequences weredetermined．Thepeptidessequenceof

ProcambarusclarkiishellswasidentifiedbyLCＧMS/MS．Taking

thecrystalstructure ofthe nuclearreceptor PPARγ ligand

bindingregionasthetarget,Autodockvinawasusedtosimulate

moleculardockingtoobtaincrayfishshellpeptideswithpotential

hypoglycemic/lipidＧlowering activities． Results: The PEPＧ

PCSPHshad significantinhibitory effects on αＧamylase and

αＧglucosidaseactivity,withIC５０valuesof(５．４２±０．０５)mg/mL

and(７．１１±１．０１)mg/mL,respectively．TheTRYＧPCSPHshad

thestrongestinhibitoryeffectonpancreaticlipaseactivity,with

anIC５０of(４．７１±１．１２)mg/mL,andexhibitedthebestinvitro

bindingeffectsonsodium glycinocholate．Inaddition,３ ３９１

peptidesequenceswereidentifiedinpepsinhydrolysatesand２０８６

peptidesequenceswereidentifiedintrypsinhydrolysates,and

multiple hypoglycemic/lipidＧlowering crayfish shell active

peptidesthatcouldbindtoPPARγwerescreenedthroughonline

website prediction and molecular docking．Conclusion: The

shrimp shell peptides prepared by enzymatic hydrolysis of

crayfishshellshavepotentialhypoglycemicandlipidＧlowering

activities,whichmayplayaroleinimprovingglucoseandlipid

metabolismdisorders．

Keywords:Procambarusclarkii shells;protein hydrolysate;

PPARγ;moleculardocking;hypoglycemicandlipidＧlowering

activity
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糖类和脂质是细胞和机体重要的能量和物质来源.

糖脂代谢稳态平衡对维持机体的正常生理功能至关重

要,发生紊乱后会导致多种重大疾病,如糖尿病、肥胖、非
酒精性脂肪肝、高血压、高脂血症、心脑血管等[１].过氧

化物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 (peroxisomeproliferatorＧ
activatedreceptors,PPARs)是一类配体激活核转录因子,

属于核受体超家族成员.目前,已知的 PPARs家族存在

PPARα、PPARβ/δ 和 PPARγ３种亚型.其中研究较深

入的为PPARγ,其具有多种生物效应,在脂肪组织、巨噬

细胞、单核细胞、肠细胞、骨骼肌和内皮细胞中表达丰富.

PPARγ被激活后可调控与胰岛素效应有关的多种基因

的转录,在调节胰岛素敏感性、脂质代谢、脂肪生成和葡

萄糖的体内平衡中发挥重要作用[２－３].曾被广泛应用于

临床的合成药物噻唑烷二酮类(TZDs,PPARγ 的高效配

体),通过持续强激活 PPARγ,可显著改善胰岛素抵抗,

降低高血糖、高胰岛素血症及相关的代谢紊乱,但伴有水

肿、体重增加、肝功能异常和心力衰竭等副作用.然而,

在众多具有降糖/脂活性的天然产物中,生物活性肽因活

性好、结构简单、稳定性高、吸收好、免疫原性低、副作用

少等备受关注.

生物活性肽(bioactivepeptides,BP)是一类具有特殊

生理活性的肽,具有多种人体代谢和生理调节功能,通常

由２~１０个氨基酸组成,相对分子质量低于１００００,来源

广泛.按照生理功能,可将BP分为抑菌肽、抗氧化肽、降
糖肽、降血压肽、降脂肽等[４－５].利用合适的蛋白酶水解

可以释放具有生物活性的肽片段,如大豆蛋白肽通过细

胞试验发现其具有明显的降脂效果[６].BenHenda等[７]

发现来源于鱼副产品以及裙带菜等其他海洋资源中的生

物活性肽可以通过调节白色脂肪组织从而达到调节能量

代谢紊乱的作用.此外,Ji等[８]发现南极磷虾酶解物可

显著降低糖尿病斑马鱼的葡萄糖、甘油三酯和胆固醇水

平;来自奶酪的LPQNIPPL肽能降低健康大鼠的餐后血

糖[９],以及从鱼皮明胶中分离的 GPVGPAGNPGANGLN
肽能够增强链脲佐菌素诱导(STZ)糖尿病小鼠的胰岛素

分泌[１０],利用野生型秀丽隐杆线虫和人肝癌细胞为模型,

可证明乳清肽和牡蛎肽的降糖活性[１１].

目前,常见的生物活性肽分离鉴定方法仍存在耗时

耗力等缺陷,生物信息学技术被迅速用于生物活性肽构

效关系的研究,其结果有助于活性肽的快速高通量筛选.

PeptideRanker为一种基于 NＧtoＧ１新型神经网络预测生

物活性肽的服务器,通过向PeptideRanker提交多肽信息

即可预测多肽具有某种功能活性的概率,并按照每种肽

的预测生物活性概率大小进行排序,是一种有效的肽序

功能 预 测 筛 选 方 法[１２].BIOPEPＧUWM(Biopep)数 据

库[１３]主要包括序列数据库(多肽、蛋白质等)及蛋白质评

估工具库,目前已收录４７００多种生物活性肽,是最全面

的生物活性肽数据库.多肽的价值可以通过对多肽潜在

生物活性的概况进行估计,包括多肽中生物活性片段的

出现频率以及多肽的潜在生物活性.这些生物信息分析

手段操作简便,可处理海量数据,已成为生物活性肽研究

的重要方法.

克氏原螯虾(Procambarusclarkii)(俗称“小龙虾”)

是目前全球分布最广、产量最高的淡水鳌虾之一,而中国

又是世界上最大的克氏原螯虾生产和消费国,在其加工

和消费过程中会产生大量虾壳副产物,这些副产物富含

大量蛋白质,但却未得到充分利用.有研究表明,日粮添

加虾壳粉可有效改善脂质代谢能力,且虾壳蛋白水解物

富含各种必需氨基酸[１４－１５],具有抗氧化[１６]、降血压[１７－１８]

等潜在生物活性.研究拟采用酶解法制备虾壳活性肽,

测定其体外降糖、降脂活性,并对活性较好的蛋白水解物

进行序列鉴定,利用PeptideRanker和BIOPEPＧUWM 数

据库对虾壳多肽序列进行高通量筛选,旨在借助生物信

息学手段快速高效筛选出大量具有潜在降糖降脂活性的

虾壳肽,为天然降糖/脂活性成分的虚拟筛选提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

克氏原螯虾壳粉:湖南省水产科学研究所;

石油醚:沸程 ６０~９０ ℃,国药集团化学试剂有限

公司;

碱性蛋白酶、阿卡波糖:北京索莱宝科技有限公司;

风味蛋白酶、胰蛋白酶、胃蛋白酶、猪胰脂肪酶、αＧ淀

粉酶:上海西格玛奥德里奇有限公司;

木瓜蛋白酶:北京百灵威有限公司;

αＧ葡萄糖苷酶、考来烯胺:上海源叶生物科技有限

公司;

碘、月桂酸４Ｇ硝基苯脂、甘氨胆酸钠、牛磺胆酸钠:上
海麦克林生化科技股份有限公司;

对硝基苯ＧαＧDＧ葡萄糖苷(PNPG):上海易恩化学技

术有限公司;

奥利司他:上海阿拉丁生化科技股份有限公司.

１．２　仪器与设备

电子分析天平:FA２００４N型,上海精密科学仪器有限

公司;

数显恒温水浴锅:HHＧ６B型,国华(常州)仪器制造

有限公司;

pH 计:FiveEsayPlusTM 型,梅 特 勒—托 利 多 仪 器

(上海)有限公司;

离心机:TDLＧ３６C型,上海安亭科学仪器厂;

酶标仪:ReadMax１９００型,上海闪谱生物科技有限

公司;

冷冻干燥机:LGJＧ１８C 型,北京四环起航科技有限

９４１

|Vol．４０,No．４ 韩鹏薇等:虾壳源蛋白水解物降糖降脂活性评价及肽序分析



公司;

磁力搅拌器:８SＧ１型,常州国宇仪器制造有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　虾壳蛋白水解物制备流程

脱脂虾壳粉→加水→室温溶解３h→水浴加热→调

节pH→加酶→酶解(保持体系pH 稳定)→灭酶(９５ ℃,

１５min)→冷却(室温后调至pH７)→离心(３６００r/min,

１５min)→取上清液→酶解液→加４％活性炭→５０℃循环

水浴搅拌１h→抽滤→冷冻干燥→虾壳蛋白水解物

１．３．２　αＧ淀粉酶活性抑制能力测定　参照文献[１９]并修

改.９６孔板中加入４５μL不同质量浓度的虾壳活性肽

(２,４,６,８,１０mg/mL)和１５μL质量浓度为０．０２mg/mL
的αＧ淀粉酶溶液,３７ ℃反应１０min,加入６０μL浓度为

０．０８％的淀粉溶液,３７℃反应１５min,加入６０μL浓度为

１．０mol/L 的 盐 酸 溶 液 终 止 反 应,加 入 ２０μL 浓 度 为

０．０１mol/L碘溶液显色,用１５μL磷酸盐缓冲液替代αＧ淀

粉酶溶液作为空白,测定６３０nm 下吸光度.按式(１)计

算αＧ淀粉酶抑制率.

R＝[１－(A３－A４)/(A１－A２)]×１００％, (１)

式中:

R———αＧ淀粉酶抑制率,％;

A１———阴性空白吸光度;

A２———阴性对照吸光度;

A３———样品空白吸光度;

A４———样品对照吸光度.

１．３．３　αＧ葡萄糖苷酶活性抑制能力测定　参照文献[２０]

并修改.用０．２mol/L,pH６．８的磷酸钠缓冲液将αＧ葡萄

糖苷酶和对硝基苯ＧαＧDＧ葡萄糖苷(PNPG)分别配制成

０．２U/mL和１mg/mL的溶液.分别移取５０μL磷酸缓

冲液、PNPG及虾壳活性肽溶液于９６孔板中,３７ ℃孵育

５min,充分混合,加入１０μLαＧ葡萄糖苷酶溶液启动反应,

３７℃反应３０min,加入８０μL浓度为１mol/L的碳酸钠终

止反应,酶标仪测定４０５nm下反应体系生成物４Ｇ硝基苯酚

(PNP)含量,并按式(２)计算αＧ葡萄糖苷酶抑制率.

Y＝[(AA－AS)/(AA－AB)]×１００％, (２)

式中:

Y———αＧ葡萄糖苷酶抑制率,％;

AB———空白组吸光度;

AA———对照组吸光度;

AS———样品组吸光度.

１．３．４　胰脂肪酶活性抑制能力测定　用５mmol/L的乙

酸钠 溶 液 (含 １％ Trition ×Ｇ１００)配 制 质 量 浓 度 为

０．８mg/mL的月桂酸Ｇ４Ｇ硝基苯脂溶液,向９６孔板中加入

６０μL胰脂肪酶溶液(１０ mg/mL),６０μLPBS缓冲液、

２０μL各质量浓度的虾壳活性肽溶液和８０μL月桂酸Ｇ４Ｇ

硝基苯脂,３７℃反应３０min,测定４０５nm 处吸光值.对

照组用PBS缓冲液代替胰脂肪酶,按式(３)计算胰脂肪酶

抑制率.

X１＝(１－A/A０)×１００％, (３)

式中:

X１———胰脂肪酶抑制率,％;

A———样品组吸光度;

A０———对照组吸光度.

１．３．５　体外降脂试验

(１)胆酸盐标准曲线的绘制:采用０．１mol/L的 PBS
缓 冲 液 (pH ６．３)将 牛 磺 胆 酸 钠、甘 氨 胆 酸 钠 母 液

(１mmol/L)稀释成不同浓度梯度.分别取２．５mL胆酸

盐标准溶液于１５mL厚壁耐压瓶中,加入７．５mL浓度为

６０％的 H２SO４,７０ ℃水浴２５min,冰浴冷却,取２００μL
加至９６孔板中,测定３８７nm 处吸光值.以各胆酸盐物

质的量浓度为横坐标,吸光值为纵坐标绘制标准曲线.
(２)胆 酸 盐 结 合 能 力 测 定:依 次 取 １ mL 样 品 液

(１０mg/mL)、HCl溶液(０．０１mol/L)、胃蛋白酶(１０mg/mL)

加至１５mL具塞试管中,３７ ℃、１２０r/min振荡１h模拟

胃部消化.用 NaOH(０．１mol/L)溶液调节pH 值至６．３,

加入４mL胰蛋白酶(１０mg/mL)振荡１h模拟肠道消

化.向每个具塞试管中加入４mL胆酸盐(１mmol/L),

３７℃振荡１h,４０００r/min离心２０min,取上清液至厚壁

耐压瓶中.按胆酸盐溶液标准曲线绘制步骤测定胆酸盐

含量,重复试验３次,按式(４)计算胆酸盐结合能力.

X２＝C１－C２, (４)

式中:

X２———胆酸盐结合量,μmol/mg;

C１———原始胆酸盐物质的量浓度,μmol/mg;

C２———残留的胆酸盐物质的量浓度,μmol/mg.

１．３．６　肽序列鉴定　将体外降糖降脂活性较好的蛋白水

解物样品寄送至深圳市微纳菲生物技术有限公司进行鉴

定,采用LCＧMS/MS分析,质谱采集到的原始raw 图谱

文件,采用PEAKSStudio８．５软件进行数据加工处理和

检索分析,数据库为 NCBI下载的 Procambarusclarkii
物种蛋白数据库,检索参数设置:一级质谱质量容差为

１０μg/mL,二级质谱为０．０５Da.

１．３．７　数据库预测　采用 PeptideRanker筛选鉴定所得

到的肽序,将 肽 序 单 独 排 列 后 以 FASTA 格 式 提 交 至

PeptideRanker进行打分,分值为０~１,越接近１则生物

活性越好.选择 Ranker值≥０．５的肽序提交至 BIOPEPＧ
UWM 中,提交的肽段与数据库中现有的具有降糖降脂

活性的肽段进行比对,选择含有数据库现有活性片段的

肽序进行后续对接.

１．３．８　虾壳活性肽的三维模型构建　使用 ChemDraw软

件对上述筛选出的潜在降糖/脂虾壳活性肽进行二维结
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构绘制,选定 View 下拉菜单中的工具栏show HELM

MonomerToolbar,选定该工具栏中的 AA,输入活性肽的

氨基酸,得 到 肽 的 分 子 结 构 式,将 二 维 结 构 保 存 为

∗．cdxml格式.将二维结构导入 ChemDraw３D 中生成

三维球棍模型,进一步采用Chem３D中的 MM２模块进行

优化,通过计算最小化能量得到最恰当的化合物空间构

象并进行保存,保存类型为∗．pdb格式.用 PyMol打开

后缀为∗．pdb格式的虾壳活性肽文件,对其进行加氢并

保存.使用 AutoDockTools将虾壳活性肽的∗．pdb格

式转换为∗．pdbqt格式并设置为配体.

１．３．９　PPARγ的三维模型构建　以PPARγ作为分子对

接的受体蛋白,从 PDB数据库(https://www．rcsb．org/)

中获取PPARγ蛋白(PDBID:６MD４)的三维结构.使用

PyMol去除受体中的原始配体并进行去水加氢后保存为

∗．pdb格式.导入 AutoDockTools将 PPARγ 蛋白的

∗．pdb格式转换为∗．pdbqt格式并设置为受体,用于后

续的分子对接分析.

１．３．１０　PPARγ 与虾壳活性肽对接　用 AutoDockVina
分子模拟软件将虾壳活性肽与 PPARγ 蛋白进行半柔性

对接,以PPARγ与罗格列酮结合位点作为对接盒子包裹

的范 围,输 出 一 个 Config．txt文 件,运 行 Vina.根 据

AutoDockVina输出的分数排名,选择结合能最优的复合

物用于后续研究.使用PyMol作为结构可视化以及配体

与受体互作分析软件,使用 Ligplot软件分析配体与受体

之间的二维蛋白相互作用.

１．３．１１　数据处理　使用 Origin２０１８软件对酶的抑制曲

线进行非线性拟合,并计算IC５０值.通过SPSSStatistics
２６软件进行统计分析,数据采用单因素方差分析,P＜
０．０５代表具有显著性差异.所有数据均表示为平均值±
标准差.

２　结果与分析

２．１　虾壳活性肽体外降糖能力分析

根据文献[１９－２０],虾壳蛋白水解物对酶的活性抑

制能力均符合拟合方程:

Y＝A２＋(A１－A２)/[１＋(X/X０)P], (５)

式中:

A１———X 趋近于无穷大或无穷小时,Y 的最大值;

A２———X 趋近于无穷大或无穷小时,Y 的最小值;

X———曲线拐点;

P———与拐点处斜率相关.

２．１．１　αＧ淀粉酶活性抑制能力　由图１和表１可知,各虾

壳蛋白水解物对αＧ淀粉酶活性抑制能力随质量浓度的增

大逐渐提升,其中抑制能力最强的为胃蛋白酶水解物,其

IC５０值为(５．４１８±０．０５２)mg/mL,显著低于其他４种虾壳

蛋白酶水解物,为阳性对照组的８~９倍.Admassu等[２１]

使用胃蛋白酶、胰蛋白酶、碱性蛋白酶和中性蛋白酶水解

紫菜蛋白,其中胃蛋白酶水解物对αＧ淀粉酶的抑制率最

高,中性蛋白酶水解物的最低,抑制率分别为５０．００％和

１８．２７％.Zhou等[２２]从藜麦胃蛋白酶水解物中分离出的

MMFPH肽具有显著的αＧ淀粉酶活性抑制能力.Xiong

图１　虾壳蛋白水解物的αＧ淀粉酶活性抑制能力

Figure１　InhibitionofαＧamylaseactivityofcrayfishshellproteasehydrolysates
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表１　虾壳蛋白水解物对αＧ淀粉酶活性的抑制参数†

Table１　FittingcurveandparametersofαＧamylaseactivityinhibitionofcrayfishshellproteasehydrolysates

样品 A１ A２ X０ P R２
IC５０值/

(mg􀅰mL－１)

阿卡波糖　　　　 ０．４３９６７±０．０３５２２ ０．８７３１７±０．１１６２３ ０．６２６３５±０．１１３０９ ３．３０２７６±１．５８４０８ ０．９９３２ ０．６２６±０．１１３f

碱性蛋白酶水解物 ０．１９２６６±０．０３９６２ ０．５９９０６±０．１３３５３ ６．２２６４５±１．４３９８８ ２．９７６７３±１．６７１２９ ０．９９２３ ６．２２６±１．４４０d

胃蛋白酶水解物　 ０．２０８８５±０．００４５７ ０．７５９０２±０．００７１４ ５．４１８０５±０．０５１９０ ４．４７０２８±０．１７４２８ ０．９９９６ ５．４１８±０．０５２e

胰蛋白酶水解物　 ０．１７０２２±０．００９００ ０．８１５５２±０．０５２１４ ７．２８７０１±０．３６３９６ ３．５６９８１±０．３８７１２ ０．９９８７ ７．２８７±０．３６４b

木瓜蛋白酶水解物 ０．１３０８５±０．００３４７ ０．５７７８２±０．０１１５９ ６．８２０３０±０．１７１２５ １．６１４８５±０．０５６２３ ０．９９９８ ６．８２０±０．１７１c

风味蛋白酶水解物 ０．２３１３０±０．０１７７３ ０．９０２６９±０．２９１９８ ８．９８５４９±１．９４５０５ ４．１９２０８±１．４６３０７ ０．９９７３ ８．９８５±１．９４５a

　†　字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

等[２３]从谷蛋白的胃蛋白酶水解物中发现,相对分子质量

超过１００００的肽由于其与αＧ淀粉酶的强结合亲和力,对
小麦淀粉的体外酶水解具有很强的抑制作用.Ramírez
等[２４]从燕麦蛋白酶解物中分离出的 GDVVALPA 肽和

DVVALPAG肽除了能有效抑制αＧ淀粉酶外,还具有较

强的αＧ葡萄糖苷酶抑制活性.

２．１．２　αＧ葡萄糖苷酶活性抑制能力　由图２和表２可知,

胃蛋白酶水解物的αＧ葡萄糖苷酶活性抑制能力最好,其

IC５０值为(７．１０７±１．０１０)mg/mL,但相较阳性对照阿卡波

糖还有一定差距,后续可通过筛选纯化进一步提高其降

糖能力.

　　肽的抑制作用可能是由于具有活性的肽段与葡萄糖

苷酶催化位点上的氨基酸通过氢键、极性和疏水性作用

结合,阻碍了碳水化合物底物与酶的结合,从而抑制了酶

原有的能够催化促进多糖分解的生物活性.此外,相对

分子质量、氨基酸组成和疏水性[２５－２６]也被认为是影响降

糖肽活性的键结构特征.

２．２　虾壳活性肽体外降脂能力分析

２．２．１　胰脂肪酶活性抑制能力　胰脂肪酶可以将脂肪水

解成游离脂肪酸和单酰甘油酯,促进机体对脂肪的吸收,

通过抑制其活性达到降脂目的[２７].由图３和表３可知,

阳性 对 照 药 物 奥 利 司 他 对 胰 脂 肪 酶 活 性 的 IC５０ 值 为

(０．６５７±０．０７５)mg/mL.相较之下,虾壳蛋白水解物的

IC５０值约为其７~１１倍.其中,虾壳胰蛋白酶水解物对胰

脂肪酶的活性抑制效果最好.胰蛋白酶水解物对胰脂肪

酶的活性抑制呈剂量依赖效应,在一定质量浓度范围内,

图２　虾壳蛋白水解物的αＧ葡萄糖苷酶活性抑制能力

Figure２　InhibitionofαＧglucosidaseactivityofcrayfishshellproteasehydrolysates
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随着质量浓度的增加,抑制效果越好.经Logistic模型拟

合后,其IC５０值为(４．７１０３±１．１２０１３)mg/mL,表明虾壳

胰蛋白酶水解物具有良好的降脂潜力,或可在延缓三酰

基甘油酯的水解中发挥重要作用.

表２　虾壳蛋白水解物对αＧ葡萄糖苷酶活性的抑制参数†

Table２　FittingcurveandparametersofαＧglucosidaseactivityinhibitionofcrayfishshellproteasehydrolysates

样品 A１ A２ X０ P R２
IC５０值/

(mg􀅰mL－１)

阿卡波糖　　　　 ０．５１２０５±０．０２７０４ ０．９８５９３±０．１１４５５ ０．５３５９２±０．０９９０２ ２．１９４３３±０．６３４８２ ０．９９９３ ０．５３６±０．０９９f

碱性蛋白酶水解物 ０．１３９６６±０．０１０７６ ０．８４４８９±０．１８９４９ ７．３２１６０±１．０３８１１ ４．１７３００±０．６８２６１ ０．９９９４ ７．３２２±１．０３８d

胃蛋白酶水解物　 ０．１８１４４±０．０６０６１ ０．８６９５０±０．１７８００ ７．１０６５０±１．０１０４７ ４．８８７１５±３．２０２５４ ０．９９５６ ７．１０７±１．０１０e

胰蛋白酶水解物　 ０．２６４２４±０．００６４６ ０．７１６５８±０．２４６６０ ７．８１９１８±２．３３５０５ ４．５１５２１±２．８４５２３ ０．９９２１ ７．８１９±２．３３５c

木瓜蛋白酶水解物 ０．９９２０６±０．０３８４０ １．００２１６±０．５７２０６１２．０９６０８±９．４１６１８ １．５２０３４±０．５７８８８ ０．９９９１ １２．０９６±９．４２６a

风味蛋白酶水解物 ０．２４３３１±０．０１５５１ ０．９６６３２±１．０００７２１１．２６９３０±５．９９３６６ ４．５４９７６±２．４１１２３ ０．９９６２ １１．２６９±５．９９４b

　†　字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

图３　虾壳蛋白水解物的胰脂肪酶活性抑制能力

Figure３　Inhibitionofpancreaticlipaseactivityofcrayfishshellproteasehydrolysates

表３　虾壳蛋白水解物对胰脂肪酶活性的抑制参数†

Table３　Fittingcurveandparametersofpancreaticlipaseactivityinhibitionofcrayfishshellproteasehydrolysates

样品 A１ A２ X０ P R２
IC５０/

(mg􀅰mL－１)

奥利司他　　　　 ０．６５９５０±０．００５９９ ０．９６１１７±０．０４１７９ ０．６５７４８±０．０７４６１ ２．２７０２１±０．３３６２３ ０．９９９８ ０．６５７±０．０７５f

碱性蛋白酶水解物 ０．３５３５６±０．０３９５３ ０．７４６１３±０．０７９６０ ６．０４９７２±０．９２１８０ ２．０５３４３±０．７５２４６ ０．９９８８ ６．０５０±０．９２２c

胃蛋白酶水解物　 ０．１８７８７±０．０１２６４ ０．７６６８３±０．４６２５６ ７．１４５１９±３．０２０２２ ３．９７４３３±３．１０７３７ ０．９９８７ ７．１４５±３．０２０a

胰蛋白酶水解物　 ０．５１３１３±０．０６４５２ ０．７０６６６±０．０３４０６ ４．７１０３０±１．１２０１３ １．９５６５６±１．０５５８８ ０．９９７１ ４．７１０±１．１２０e

木瓜蛋白酶水解物 ０．４３６４０±０．０１９３５ ０．６４６９４±０．０３５４７ ６．３８５０３±０．５４９４８ ５．１３０４０±２．３２３３６ ０．９９４１ ６．３８５±０．５４９b

风味蛋白酶水解物 ０．４３８４５±０．００２８５ ０．５８１３３±０．００２６０ ５．０７９３６±０．０６３５７ ７．０２９７３±０．３４９２４ ０．９９９８ ５．０７９±０．０６４d

　†　字母不同表示差异显著(P＜０．０５).
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２．２．２　体外降脂能力　胆汁酸是肝内胆固醇衍生物,经
分泌进入动态平衡的胆汁酸池,再经肠肝循环回到肝脏,

在脂肪的消化和吸收过程中起重要作用,可以乳化疏水

的甘油三酯和胆固醇脂促进脂类消化,且与共脂肪酶作

用激活脂肪酶,使甘油三酯水解为游离脂肪酸和甘油２Ｇ
单酯.胆汁酸的减少一方面可以直接抑制脂肪的消化和

吸收,另一方面将促进肝脏内胆固醇的转化以维持胆汁

酸池的动态平衡,间接降低体内胆固醇水平,达到降脂目

的.而胆汁酸在体内以胆酸盐的形式存在,因此,是具有

一定胆酸盐结合能力的物质,可能具有潜在的降脂活性.

由表４可知,虾壳胰蛋白酶水解物对甘氨胆酸钠表现出

最好的体外结合效果.风味蛋白酶水解物对牛磺胆酸钠

表现出最好的体外结合效果,胃蛋白酶水解物和胰蛋白

酶水解物的次之.

表４　虾壳蛋白水解物对甘氨胆酸钠和牛磺胆酸钠的

结合量†

Table４　Sodiumglycinocholatebindingofcrayfishshell

proteasehydrolysates

样品
甘氨胆酸钠结合量/

(μmol􀅰mg－１)

牛磺胆酸钠结合量/

(μmol􀅰mg－１)

考来烯胺　　　　 ０．９４７４±０．０１５０１a ０．８９６４±０．０００７１a

碱性蛋白酶水解物 ０．５５５４±０．００１９３c ０．４４８８±０．００３６５f

胃蛋白酶水解物　 ０．５４５８±０．００７０１d ０．５０４２±０．００３６８c

胰蛋白酶水解物　 ０．５８１５±０．００４２７b ０．４９６９±０．００１９８d

木瓜蛋白酶水解物 ０．４７５１±０．００２５６e ０．４８３３±０．００１０４e

风味蛋白酶水解物 ０．４１９９±０．００２５３f ０．５９２８±０．００３６８b

　†　字母不同表示差异显著(P＜０．０５).

　　与考来烯胺结合甘氨胆酸钠和牛磺胆酸钠的量为

１００％相比,效果最好的胰蛋白酶水解物结合甘氨胆酸钠

的相对值约为６１．３８％,风味蛋白酶水解物结合牛磺胆酸

钠的相对值约为６６．１３％,胃蛋白酶水解物和胰蛋白酶水

解物结合牛磺胆酸钠的相对值分别为５６．２５％和５５．４３％.

综合来看,虾壳胰蛋白酶水解物的降脂活性较好.朱晓

连等[２８]以卵形鲳鲹鱼肉为原材料,以酶解产物与胆酸盐

的体外结合率为指标,发现５种常用食品用蛋白酶中最

优蛋白酶为胰蛋白酶.江锟等[２９]以海洋鲈鱼为原料,采
用胰蛋白酶制备的酶解液具有降血脂活性,其效果与降

脂药物考来烯胺相当.

２．３　LCＧMS/MS测序及数据库预测

使用液相色谱—串联质谱(LCＧMS/MS)测定降糖活

性较好的虾壳胃蛋白酶水解物和降脂活性较好的胰蛋白

酶水解物氨基酸序列,结果发现胃蛋白酶水解物中含有

３３９１条肽序,胰蛋白酶水解物中含有２０８６条肽序.通

过PeptideRanker数据库对鉴定得到的肽序列进行生物

活性预测,Ranker值＞０．５的虾壳胃蛋白酶水解物中有

８１２条肽序,胰蛋白酶水解物中有１１４条肽序.为进一步

提高虾壳肽潜在降糖降脂活性的概率,选择 Ranker值＞
０．５的肽序导入BIOPEPＧUWM 数据库中进行匹配,从而

进一步筛选获得具有相应活性片段的肽序.其中多条肽

序均含有相应的降糖/脂活性片段,部分肽序结果见表５.

２．４　PPARγ蛋白与PCSAPs的分子对接

选出BIOPEP数据库中能匹配到降糖/降脂活性片

段且Ranker值较高的肽序进行分子对接,通过 AutoDock
Vina软件分析 PPARγ 和 PCSAPs的结合作用,根据软

件 打 分 评 价 肽 与 PPARγ 结 合 的 强 弱,结 合 能 ＜
－２９３０２J/mol的对接结果均为有效结合.对接效果最

优的５条肽序如图４所示,EFALF与 PPARγ 分子上氨

基酸残基 Ser３４２、Ser２８９、Tyr３２７和 His４４９产生氢键;

EFIPIF与PPARγ分子上氨基酸残基 Lys２６３、Glu２９１和

Ser３４２产生氢键;FDTFEF与PPARγ分子上氨基酸残基

Glu３４３和Ser３４２产生氢键;HWFSLF与PPARγ 分子上

氨基酸残基 Glu３４３ 和 Tyr３２７ 产生氢键;LPLWPY 与

PPARγ分 子 上 氨 基 酸 残 基 Ser２８９ 产 生 氢 键.其 中,

FDTFEF的结合能最低,为－４１０２２．８J/mol.

　　近年来,多肽类药物已被广泛用于治疗糖尿病、肥胖

症、心血管综合征及免疫紊乱等多种疾病.相较于常规

低分子化学药物来说,多肽由于相对分子质量小、结构简

单、无免疫原性等独特优势备受关注.从食品蛋白中发

现和制备能够改善糖脂代谢紊乱的多肽对于辅助治疗糖

尿病等代谢类疾病具有很大的应用潜力[３０].前期试验发

现,虾壳蛋白水解物的相对分子质量主要分布在３０００以

下,具有较好的生物活性潜力.而酶解是将具有降糖降

脂活性的多肽从前体蛋白中释放出来的常用方法,不同

的蛋白酶具有不同的限制性切割位点,因而会产生不同

的活性效果[３１].

目前,降糖降脂肽的体外效应主要通过消化酶的生

化分析来评价,还有少数采用细胞模型来探究具有降糖

降脂活性的多肽对不同类型细胞的影响,也可以用生物

信息学来预测多肽.Wang等[３２]使用 ExPASyPeptide
Cutter中胃蛋白酶、胰蛋白酶和糜蛋白酶对芝麻蛋白进

行计算机模拟水解,通过 PeptideRanker、SwissADME
和 AutoDock筛选出６种肽(TF、EW、QWM、NIF、AGY
和PIF),并进一步合成了６种肽,验证了其在体外的胰脂

肪酶抑制作用,且 TF、EW、QWM、NIF和 AGY对胰脂肪

酶表现出抑制活性.而多肽或水解物的有些生物学效应

不能很好地通过体外试验反映出来,比如降糖肽对动物

糖耐量和胰腺细胞的影响,降脂肽对动物体内胆固醇、甘
油三酯、脂蛋白的作用等,亟需在体外试验的基础上进一

步进行体内试验.降糖降脂肽的体内效应常在小鼠模
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表５　虾壳活性肽的虚拟筛选结果

Table５　Virtualscreeningresultsofcrayfishshellactivepeptides

PeptideRanker 肽序 来源 活性片段 活性

０．９９５２８２ FFMPGF 胃蛋白酶水解物 MP;GF;PG;FF DPPＧIV抑制

０．９９４７０５ DFPFW 胃蛋白酶水解物 FP;PF DPPＧIV抑制

０．９９４６７８ SFGWF 胃蛋白酶水解物 WF;GW;SF DPPＧIV抑制

０．９９３５０７ FMPGF 胃蛋白酶水解物 MP;GF;PG DPPＧIV抑制

０．９９２５６６ FYLFF 胃蛋白酶水解物 YL;FF DPPＧIV抑制

０．９９２２２７ MDFPFW 胃蛋白酶水解物 FP;PF DPPＧIV抑制

０．９９１０４２ FDFGF 胃蛋白酶水解物 GF DPPＧIV抑制

０．９８９８９１ HFFMPGF 胃蛋白酶水解物 MP;GF;HF;PG;FF DPPＧIV抑制

０．９８６２０４ LSFGWF 胃蛋白酶水解物 WF;GW;SF DPPＧIV抑制

０．９８５９９０ GGYFF 胃蛋白酶水解物 GG;GY;YF;FF DPPＧIV抑制

０．９８５８９９ HMDFPFW 胃蛋白酶水解物 FP;PF DPPＧIV抑制

０．９８５３８２ PFWWDG 胃蛋白酶水解物 WW;PF;WD DPPＧIV抑制

０．９８４８６２ FPGAF 胃蛋白酶水解物 FP;GA;AF;PG DPPＧIV抑制

０．９８４６６２ FAPLF 胃蛋白酶水解物 FA;AP;PL DPPＧIV抑制

０．９８０９２２ WGPQF 胃蛋白酶水解物 GP;WG;PQ;QF DPPＧIV抑制

０．９８０７９１ GFLLF 胃蛋白酶水解物 LL;FL;GF DPPＧIV抑制

０．９７９７２０ VPFPRLHFFMPGF 胃蛋白酶水解物 MP;VP;FP;GF;HF;LH;PF;PG;RL;FF DPPＧIV抑制

０．９７９５１５ AASWWF 胃蛋白酶水解物 AA;WW;WF;AS;SW DPPＧIV抑制

０．９７９４７６ FKPWL 胃蛋白酶水解物 KP;WL;PW DPPＧIV抑制

０．９７８８７０ HWFSLF 胰蛋白酶水解物 SL;WF;HW DPPＧIV抑制

a~c分别为多肽与PPARγ分子的组合空间模拟、接触细节和二

维相互作用;A~E分别为 EFALF、EFIPIF、FDTFEF、HWFSLF

和LPLWPY

图４　PPARγ 分子与５条虾壳肽的模拟对接

Figure４　SimulateddockingofPPARγ molecule

withfivePCSAPs

型[３３]上进行,包括单基因肥胖小鼠和多基因肥胖小鼠等

自发性模型,以及高脂饮食诱导、化学(链脲佐菌素,四氧

嘧啶)诱导等诱导型模型和遗传修饰小鼠模型.此外,斑

马鱼作为一种新型模式生物,因其基因与人类相似度极

高,体积小,试验周期短且具备其他动物模型所不具有的

诸多优势而显示出较大潜力,非常适合进行人类疾病建

模及机制研究[３４－３６].

３　结论

利用酶解法制备了克氏原螯虾壳活性肽,其在体外

表现出潜在的降糖活性,对αＧ淀粉酶和αＧ葡萄糖苷酶均

有一定的活性抑制作用.此外,通过胰脂肪酶活性抑制

试验和胆酸盐结合试验发现,虾壳活性肽或可在改善脂

质代谢中发挥作用.后续的序列鉴定及计算机预测筛选

出大量的活性片段,多肽与 PPARγ 分子的有效结合,也

都表明了这种可能性.研究筛选出了与 PPARγ 结合效

果最优的肽序,后续可采用分子对接所筛选出的潜在活

性最好的虾壳肽在斑马鱼体内进行验证探究,以揭示虾

壳活性肽改善糖脂代谢紊乱的分子机制.
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