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酶解马氏珠母贝肉制备降血压肽工艺条件优化
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摘要:以马氏珠母贝 ( P inctada mar tensii) 肉为原料, 选用 6 种蛋白酶在各自适宜的条件下进行酶解, 采用

H PLC法分析酶解产物对血管紧张素转换酶(ACE)的抑制活性 ( IP ) , 筛选出碱性蛋白酶为其制备的最佳酶

种类, 并确定了水解度为 21%时, 产物具有较好的抑制活性。在此基础上, 分别考察了加酶量,底物浓度, 酶

解温度及 pH 对水解度的影响。结果表明:当加酶量为 0. 175 g/ L, 底物浓度为 35 g/ L,温度为 45e , pH 为

9. 5,水解时间 240 min 为酶解最适宜工艺条件。通过 SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳测定分子质量分布,表明酶

解产物中主要为 14. 4 ku 以下的多肽分子。
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  高血压是目前全球范围内重大的公共卫生问题

之一,被认为是引发动脉硬化及心肌梗塞等心血管

疾病与肾衰竭的主要因素。目前, 治疗高血压的方

法主要以传统化学合成的药物治疗为主, 但由于其

易引起低血压、心动过缓、呕吐等副作用
[ 1]
,因此, 近

年来研究人员把目光转向于更安全的降血压药物上

来,其中来源于食物蛋白的具有降血压活性的血管
紧张素转换酶抑制肽(Angiotensin I2convert ing en2

zyme inhibitory pept ides, ACEI) 越来越引起重视,

由于其安全性高且往往附带如免疫促进、减肥及易

消化吸收等生理功能,因此备受人们青睐, 成为生物

活性肽研究领域的热点之一[ 2]。目前, 人们已先后

从多种动物蛋白和植物蛋白的酶解产物或发酵制品

中分离得到血管紧张素转化酶(ACE)抑制肽, 并通

过动物实验证明了具有良好的降压效果, 这其中包

括中国毛虾(Acetes chinensis) [ 3]、太平洋牡蛎( Cra s2

sostr ea g iga s) [ 4]等动物蛋白。

马氏珠母贝( P inctada mar tensii ) , 又称合浦珠

母贝,是中国海产珍珠养殖的主要贝类, 其蛋白质含

量丰富,营养价值高[ 5]。近年来由于珍珠养殖业的

快速发展,珠母贝肉数量已相当可观,仅广西、广东 、

海南三省的年产量就有数千吨之多, 但其主要用于

饲料、调味品、罐头等,价格低廉, 经济附加值低。因

此,开发具有降血压作用的马氏珠母贝功能食品, 这

对提升其经济附加值具有重大意义。本研究以马氏

珠母贝肉为原料,通过用 6 种蛋白酶在各自适宜的

条件下水解制备降血压肽, 筛选出制备马氏珠母贝

降血压肽的最佳蛋白酶种类,并对其工艺条件进行

优化,以获得具有较好体外降压效果的产品。

1  实验材料与方法

1. 1  材料和仪器

马氏珠母贝肉购于广西北海珍珠养殖基地;马

尿酸、马尿酰组氨酰亮氨酸 (HHL )、血管紧张素转
化酶(ACE)分别购于 Sigma 公司;各种蛋白酶见表

1, 其中 Flavorzyme 风味蛋白酶由诺维信 (中国)公
司惠赠,其他化学试剂为国产色谱纯或分析纯。

A288型组织捣碎匀浆机, 江苏金坛市医疗仪器

厂; 4K15 型低温高速离心机, Sigma 公司; Agilent
1100高效液相色谱仪, 美国安捷伦科技有限公司;

DYY26C型电泳仪, 北京六一仪器厂。

1. 2  方法

1. 2. 1  酶解工艺

贝肉解冻后, 去足丝洗净,并匀浆至糊状。准确

称取蛋白质含量为 3. 5 g的贝肉浆, 加水稀释至所需
浓度, 搅匀。煮沸 15 min, 冷却至室温后, 用

2. 0 mol/ L NaOH 或 HCl调至各酶作用适宜 pH 范

围和作用温度(见表 1) , 并加入一定量酶启动反应。
水解过程中加入 0. 1 mol/ L NaOH 或 HCl标准溶液

维持体系 pH 恒定, 水解结束后, 调 pH 至中性, 加
热至 100 e 灭酶 15 min, 酶解液在 5 e 、8 000 r/ min
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表 1 实验所选用的酶类

Tab. 1 Protease for hydrolyzing Pinctada mar tensii protein

酶种类 适宜 pH 适宜温度( e ) 生产厂家

碱性蛋白酶 9. 0~ 10. 0 45~ 55 南宁市庞博生物技术公司

酸性蛋白酶 2. 5~ 4. 0 45~ 55 北京东盛华强生物技术公司

木瓜蛋白酶 5. 0~ 7. 0 50~ 60 广州远天酶制剂厂

胰蛋白酶 7. 2~ 8. 4 35~ 40 上海源聚生物科技有限公司

胃蛋白酶 1. 5~ 2. 5 35~ 40 国药集团化学试剂有限公司

风味蛋白酶 6. 0~ 7. 0 50~ 55 诺维信(中国)公司

离心 10 min,取上清液冷冻干燥后冷藏备用。

采用单因素实验法考察所选的蛋白酶酶解马氏

珠母贝肉蛋白制备贝肉降血压肽时各因素的影响,

即在控制其他因素条件不变的情况下, 根据要求分

别改变加酶量, 底物浓度, 酶解温度及 pH , 按上述

方法进行酶解实验。

1. 2. 2  主要成分分析

总氮测定参照 GB / T 5009. 522003。

蛋白酶活力测定参照 SB/ T 1031721999。

水解度 DH 采用 pH2stat 滴定法[ 6]。

溶液蛋白质含量测定采用紫外分光光度法
[ 7]
。

原料及酶解产物的分子质量分布采用 SDS2聚

丙烯酰胺凝胶电泳法测定
[ 8]
,具体条件为:浓缩胶质

量分数为 5% ,分离胶质量分数为 12%, 蛋白质标准

样与样品在同一条件下电泳, 凝胶用考马斯亮兰

R2250染色2 h,用脱色液(乙醇B乙酸B蒸馏水= 25B

10B 65)脱色,直到背景颜色变浅, 蛋白谱带清晰为

止。

1. 2. 3  ACE 抑制活性测定

ACE 抑制活性测定参照 Cushman等[ 9]提出的

检测原理,本文采用 HPLC法
[ 10]
分析马氏珠母贝肉

酶解产物的体外抑制活性。

色谱条件如下: H ypersil ODS C18 色谱柱

(U4. 0 mm@250 mm, 5 Lm) ,柱温 30 e ;甲醇2水(体

积比为 15B 85, 含 0. 5%三氟乙酸)为流动相, 流速

1. 0 mL/ min;检测波长 228 nm。

2  结果与讨论

2. 1  酶的筛选

实验选用 6 种蛋白酶对马氏珠母贝肉进行水

解,相同剂量的各酶解产物对 ACE的抑制效果如图

1所示。

图 1 各蛋白酶酶解产物的 ACE 抑制活性

F ig. 1  The ACE inhibitory activity of 6 kinds of hy2

drolysat es

由图 1可知,各种蛋白酶的水解物对 ACE 均有

抑制作用,其中碱性蛋白酶和酸性蛋白酶的水解物
对 ACE 的抑制效果较理想,风味蛋白酶的水解产物

对 ACE 的抑制效果最小,这在利用蛋白酶酶解大豆
蛋白、小麦胚芽蛋白等其他种类蛋白质的研究中也

具有类似的结果
[ 11, 12, 13]

,说明马氏珠母贝肉经上述 6
种蛋白酶水解均可产生抑制 ACE 活性的肽片段, 但

由于酶的特异性不同, 生成肽片段的种类和数量存
在差异,导致酶解产物对 ACE 的抑制效果相差较

大,这说明某些酶对马氏珠母贝蛋白可专一地产生
较强 ACE抑制活性肽类。

根据 Fujita 等[ 14] 的研究结果, 当酶解产物对
ACE 具有体外抑制活性时, 为了确保酶解产物在进

行动物体内实验时具有活性, 需对产物进行 ACE 的

保温稳定性实验, 在保温稳定性实验结果中如果相
同剂量的产物仍能保持对 ACE 抑制活性不变或增

大时,才能确保酶解产物的体外和动物体内实验结
果的一致性, 因此本研究将上述 6 种酶解产物对

ACE 进行了保温稳定性实验
[ 10]

,结果表明碱性蛋白
酶的酶解产物对 ACE 的抑制活性增大而酸性蛋白

酶对 ACE抑制活性基本不变, 这表明碱性蛋白酶的
酶解产物在体内对 ACE 的抑制效果有可能比酸性

蛋白酶更好,因此本实验确定选用碱性蛋白酶酶解
26



Mar ine Sciences/ Vol. 32, No. 8/ 2008

制备马氏珠母贝降血压肽。

2. 2  碱性蛋白酶水解马氏珠母贝肉蛋白工
艺条件优化

2. 2. 1  水解度与抑制率的关系
本实验分析了水解度(DH )随时间的变化以及

不同水解度的酶解产物对 ACE的抑制效果,结果如
图 2所示。

图 2  水解度与抑制率的关系

Fig. 2  The diver sification for DH and ACE inhibitory r atio
with t ime

由图 2 可知, 随着时间的延长, 水解度逐渐增
大,当增大到一定程度时, 曲线趋于平缓, 而酶解产
物对 ACE 的抑制率随水解度的增加而增大,在水解
度为 21%时达到最大,之后产物对 ACE的抑制率出

现降低趋势, 原因可能是由于随着水解过程的进行,
生成的具有降压作用的活性肽分子被进一步水解成

无活性的短肽或氨基酸所致,因此,本实验确定水解度
宜控制在 21%左右,而水解时间约为 240 min时,水解

度即可达到要求,故最佳酶解时间确定为240 min。
2. 2. 2  不同酶用量(E)时 DH 随时间的变化

改变酶用量(E) ,水解度随时间的变化结果如图
3所示。

图 3  不同酶用量时 DH 随时间的变化

Fig. 3  Hydrolysis curves for different initial enzymes con2
centr ations

从图 3可知,随着 E 的增加,碱性蛋白酶水解马
氏珠母贝肉蛋白的初速度加快,水解度增大,当达到

一定酶用量时, 反应均可使水解度达到 21%, 且所需
要的水解时间随着酶用量的增加而缩短。由 2. 2. 1

的结果可知, 当水解度超过 21% 后, 酶解产物对
ACE 的抑制活性并无提高, 由于本酶解实验为间歇

反应,实验所有蛋白酶为一次性使用, 故宜采用较低
酶浓度以降低生产成本, 且在较低酶浓度条件下, 产

物的水解度易于控制,故选取酶用量为 0. 175 g/ L。
2. 2. 3  不同底物浓度(S )时 DH 随时间的变化

改变底物浓度(S ) ,水解度随时间变化结果如图

4所示。

图 4  不同底物浓度时 DH 随时间的变化

F ig. 4  H ydrolysis curves for differ ent initial substrate con2

centr ations

从图 4 可知, 酶用量一定时, 底物浓度越小, 相
同时间内水解度 DH 越大, 根据水解动力学中 DH

计算方程DH= 1
b
ln[ 1+ abt]及 A= k2

e0
S 0
- c0

[ 10]

可

知,在恒温且 pH 不变时, 当 S 增加, 导致动力学参
数 A的减小,而水解度 DH 是与 A成正比的,因此可

知 DH 随着 S 的增加而减小,且由于底物浓度增加,
溶液的黏度增大, 使得酶的扩散和传质受到一定程
度的影响, 导致水解度降低, 当 S 为 30, 35 g/ L 时,

相同的酶解时间其水解度均超过 21%, 考虑到相同
水解度时, 底物浓度高的产出高, 因此选用 35 g/ L
为最适底物浓度。

2. 2. 4  不同温度时 DH 随时间的变化
改变水解温度, 水解度随时间变化结果如图 5

所示。

图 5  不同温度时 DH 随时间的变化

F ig. 5  Hydrolysis curves for different temperatures

由图 5可知,相同时间内随温度上升,酶解的反
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应速度加快, DH 随温度上升而增大, 在 30~ 45 e

时,水解度随温度的增加较快, 但在 50 e 时, 水解度

增大并不明显, 这可能是由于在该酶解温度下蛋白
酶作用一段时间后一部分已渐渐失活, 从生产能耗

和产物活性两方面考虑, 选取 45 e 为最适酶解温度。

2. 2. 5  不同 pH 时 DH 随时间的变化
改变 pH ,水解度随时间变化结果如图 6所示。

图 6  不同 pH 时 DH 随时间的变化

F ig. 6 H ydrolysis curves for differ ent pH values

由图 6可知, pH 在 7. 5~ 10. 5之间, 随着 pH
的增大,水解度依次增大。但在pH 为 11. 5时,水解

度急剧增加,这是由于在强碱性条件下, 碱对贝肉蛋

白水解所致。考虑到强碱条件会产生大量盐等不利

因素,选用 9. 5为最适 pH。

2. 3  SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

将本实验中的马氏珠母贝蛋白及其酶解产物用

SDS2PAGE 法测定其分子质量的变化, 其 SDS2
PAGE电泳图如图 7所示。

图 7 马氏珠母贝肉蛋白及酶解物 SDS- PAGE 电泳图

Fig. 7  SDS2PAGE pat tern of Pinctada mar tensii muscle and

it s hydrolysate
M. maker; A. 马氏珠母贝肉原料; B. 马氏珠母贝肉酶解产物

从图 7中马氏珠母贝肉原料和酶解产物蛋白质
分子质量分布可知, 原料中蛋白质分子质量分布范

围较宽,电泳图中明显可见的有 5条分子质量带, 分

子质量范围主要从 20 ku至 100 ku之间,经酶解后,

原料中除部分43~ 62 ku 的蛋白质分子未被酶解, 绝

大部分蛋白质均被酶解成小于 14 ku以下的小分子

产物,这说明碱性蛋白酶对马氏珠母贝肉蛋白的水
解可以获得分子质量较小的多肽, 从而为进一步分

离纯化低相对分子质量的降血压肽奠定了基础。

3  结论

本实验选用碱性蛋白酶、酸性蛋白酶等 6 种蛋

白酶对马氏珠母贝肉进行酶法水解, 采用 H PLC分

析酶解产物的抑制活性, 筛选出碱性蛋白酶为制备
马氏珠母贝肉降血压肽的酶种类, 并且采用单因素

实验对碱性蛋白酶的水解最佳工艺条件进行了讨论,

确定了最佳酶解工艺参数为:加酶量为 0. 175 g/ L, 底
物浓度为 35 g/ L, 温度为 45 e ,最适 pH 为 9. 5, 水

解时间 240 min, 此时水解度为 21%,酶解物对 ACE

具有较好的抑制活性, 通过 SDS2聚丙烯酰胺凝胶电
泳测定其分子质量分布, 其水解产物大部分为 14. 4

ku以下分子质量的多肽。
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Abstract: The pr otein from P inctada mar tensi i was hydrolyzed with six different proteolyt ic enzymes in

their feasible condit ions. T he inhibit ion percent ( IP) of hydr olysates to Angiotensin I2convert ing enzyme
(ACE) was detected with HPLC. While the degree of hydrolysis (DH) is 21% the hydrolysate with alkali

protease was of the highest inhibition percent. Moreover, the dependence of DH on hydr olysis t ime at dif2

ferent init ial enzyme concentrat ions ( [ E] ) , init ial substr ate concentr at ions ( [ S] ) , hydrolysis temperatures
and pH values was invest igated. T he result showed that the opt imized condit ions for hydr olyzing Pinctada

mar tensii muscle was as follows, hydrolysis t ime in 240min, [ E] in 0. 175 g/ L, [ S] in 35 g/ L, hydrolysis

temperature at 45 e and pH 9. 5. T he range of hydrolysis molecular weigh was lower than 14. 4 ku using
SDS2PAGE gel elect rophoresis.
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