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　　【摘要】　利用燕麦蛋白制备 ＡＣＥ抑制肽时先利用超声波对燕麦蛋白原料进行预处理研究。以 ＡＣＥ抑制活性

和水解度为指标，考察了超声波功率、处理时间、超声波工作／间歇时间对燕麦蛋白预处理效果的影响。结果表明，

超声波预处理的最佳工艺参数为：超声波功率 ５００Ｗ，处理时间２０ｍｉｎ，超声波工作时间２ｓ、间歇时间２ｓ，该条件下

酶解产物对 ＡＣＥ的半抑制浓度 ＩＣ５０值从 ０５３３ｍｇ／ｍＬ降到 ０２９９ｍｇ／ｍＬ，酶解时间由常规酶解的 ９０ｍｉｎ缩短到

６０ｍｉｎ；超声波预处理参数变化虽然对水解度影响不显著，但对 ＡＣＥ抑制活性的影响显著；验证了超声波引起的蛋

白疏水性增加是导致酶解产物 ＡＣＥ抑制活性显著改善的重要原因之一。
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　　引言

近年来，开发安全无副作用的食源蛋白降血压

多肽得到人们的高度关注。张晓平
［１］
、管骁

［２］
等进

行了利用燕麦蛋白制备 ＡＣＥ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ）抑制肽的研究，表明燕麦蛋白在降血压活性



肽的开发方面有很好的研究价值。不过，上述报

道使用的制备方法均为传统的酶解技术，存在酶

解效率和产物 ＡＣＥ抑制活性低等不足。近年来，
本课题组为了克服传统酶解技术存在的缺点，开

展了一系列超声波辅助酶解技术的研究，取得了

显著的效果
［３～５］

。因此，本文将超声波技术应用于

燕麦蛋白的预处理，目的在于提高蛋白质酶解制

备 ＡＣＥ抑制肽的反应效率、改善酶解物的 ＡＣＥ抑
制活性。

１　材料和方法

１１　试验材料
燕麦蛋白，从燕麦全粉提取，蛋白含量为

５８３３％；Ｎ［３（２呋喃基）丙烯酰］Ｌ苯丙氨酰甘
氨酰 甘 氨 酸 （ＦＡＰＧＧ）、４羟 乙 基 哌 嗪 乙 磺 酸
（ｈｅｐｅｓ），ｓｉｇｍａ公司；血管紧张素转化酶（ＡＣＥ），按
照文献［６］的方法从猪肺中提取；碱性蛋白酶，酶活
３３９６００Ｕ／ｇ，诺维信生物技术有限公司。
１２　仪器及设备

全波长酶标仪，美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＴＧＬ １６型
高速台式冷冻离心机，长沙湘仪离心机仪器有限公

司；ＳＰＸ ２５０Ｂ型生化培养箱，常州国华仪器厂；
ＰＨＳ ３ＴＣ型数显 ｐＨ计，上海天达仪器有限公司；
ＨＨ Ｓ型数显恒温水浴锅，江苏省金坛市医疗仪器
厂；ＧＡ９９ ⅡＤ型超声波细胞粉碎机，无锡市上佳生
物科技有限公司。

１３　试验方法
１３１　燕麦蛋白的提取方法

燕麦蛋白的提取采取碱溶酸沉法。称取一定量

燕麦粉料，按料液比１∶９（燕麦粉料质量（ｇ）与水体
积（ｍＬ）的比例）加水，调 ｐＨ值至 １０、加热至 ５０℃，
搅拌下提取蛋白９０ｍｉｎ；浸提液在１００００ｒ／ｍｉｎ下离
心 ２０ｍｉｎ。将上清液用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ缓慢调溶液 ｐＨ
值至４０，使蛋白质沉淀，在 １００００ｒ／ｍｉｎ下离心
２０ｍｉｎ；对沉淀物水洗２遍后，采取喷雾干燥法干燥
沉淀物，得到燕麦蛋白。

１３２　常规酶解
常规酶解指未经过超声波处理的蛋白直接用于

酶解。配制质量分数 ３％的燕麦蛋白溶液 １００ｍＬ，
放入带转子的恒温水浴锅中，加 ２％碱性蛋白酶，在
ｐＨ值９０和５０℃下进行酶解 ９０ｍｉｎ，１００℃下灭酶
１０ｍｉｎ，离心（１００００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）后收集上清液，
稀释 ４０倍后测定 ＡＣＥ抑制活性，并计算水解度。
酶解时间９０ｍｉｎ是经过单因素和正交试验优化得
到最佳时间。试验以常规酶解为对照，观察超声波

预处理对酶解效果的影响。

１３３　超声波预处理燕麦蛋白
配制３％的燕麦蛋白溶液 １００ｍＬ，倒入直径为

４ｃｍ的烧杯中，将超声探头插入反应液下 １～２ｃｍ
位置，超声波预处理后进行酶解，酶解条件和 ＡＣＥ
抑制活性测定方法同 １３１节，并计算水解度。考
察超声波处理时间、超声波功率和超声波工作／间歇
时间对酶解工艺的影响，通过正交试验选出最佳的

超声波预处理条件。

超声波预处理原料蛋白后，最佳酶解时间有可

能会缩短，因此需要首先通过预备试验，确定评价蛋

白超声波预处理效果的蛋白酶解时间。

１３４　水解度的测定
水解度的测定采用 ｐＨｓｔａｔ法［７］

。

１３５　ＡＣＥ抑制肽活性的测定
ＡＣＥ抑制肽的测定用 ＦＡＰＧＧ作为 ＡＣＥ的底

物，利用吸光度的变化，在酶标定量测定仪中测

定
［８］
。

２　结果与分析

２１　蛋白酶解时间对比
在超声波功率８００Ｗ，超声波工作时间２ｓ、间歇

时间２ｓ的条件下，对燕麦蛋白液预处理 ２０ｍｉｎ，之
后进行酶解。图１为常规酶解与经过超声波处理的
酶解效果对比。

图 １　超声波预处理原料蛋白对酶解时间的影响

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆｏｐｔｉｍｕｍｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｆ

ｏａｔｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎｏｎｔｈｅｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｒｅｔｒｅａｔｉｏｎ
　
由图１中可以看到，与常规酶解相比，将原料经

过超声波预处理后，最佳酶解时间从 ９０ｍｉｎ缩短到
６０ｍｉｎ，因此，评价超声波预处理效果的蛋白酶解时
间确定为６０ｍｉｎ。

图１还显示，采用超声波预处理后，ＡＣＥ抑制
率的最大值从 ４２６９％提高到 ５６３８％，提高了
３２０７％，可能是由于超声波处理提高蛋白质的溶解
度、改变了蛋白质的微观结构

［３］
。

２２　超声波功率对酶解效果的影响
在超声波处理时间２０ｍｉｎ，超声波工作时间２ｓ、

间歇时间２ｓ下，超声波功率对酶解效果的影响如
图２所示。
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图 ２　超声波功率对酶解效果的影响

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒｏｎｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ
（ａ）ＡＣＥ抑制率　（ｂ）水解度

　
由图 ２可知，在一定功率范围内，随着超声波

功率的增大，酶解产物的 ＡＣＥ抑制活性与水解度
逐渐增大，当功率达到 ７５０Ｗ时，抑制活性和水解
度均达到最大值，继续增加超声波功率，酶解产物

的抑制活性和水解度都开始降低。原因可能是适

当的超声波功率可以改变燕麦蛋白的结构，低强

度超声波产生的空化作用较为缓和且表现出一定

的规律性
［９］
，使埋藏在蛋白质内部的活性部位能

够暴露出来，更好地与酶结合，从而得到更有效的

抑制肽，然而高强度超声波产生的空化作用激烈

而短暂
［９］
，可能使原本暴露出来的活性部位进一

步破坏，反而不利于之后酶解过程中活性肽的形

成。

２３　超声波处理时间对酶解效果的影响
在超声波功率 ７５０Ｗ，超声波工作时间 ２ｓ、间

歇时间２ｓ下，对原料蛋白进行不同时间的超声波
处理，超声波处理时间对酶解效果的影响如图 ３所
示。

图 ３　超声波处理时间对酶解效果的影响

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｏｎ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ
（ａ）ＡＣＥ抑制率　（ｂ）水解度

　

由图３可知，ＡＣＥ抑制活性的释放随超声波预
处理时间的增长表现出先增后降的趋势，在 ２０ｍｉｎ
达到最大抑制活性。水解度的变化则呈现下降的趋

势，但总体变化较小。原因是燕麦蛋白受超声波产

生的空化作用随时间延长而加强，适当的超声波可

以改变蛋白的结构，使组织结构变得稀疏，埋藏在蛋

白质内部的活性部位暴露出来，在酶解中促进与酶

的结合，超声波处理时间过长，蛋白长期处于高温高

压下，暴露在外的活性部位被破坏，从而活性降低或

失去。

２４　超声波工作／间歇时间对酶解效果的影响
在超声波功率７５０Ｗ，处理时间２０ｍｉｎ下，选择

不同工作／间歇时间对原料蛋白进行处理，对酶解效
果的影响如表１所示。

表 １　超声波工作／间歇时间对酶解效果的影响

Ｔａｂ．１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｏｎｔｉｍｅａｎｄｏｆｆｔｉｍｅ

ｏｆｐｕｌｓｅｄｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ％

超声波工作／间歇时间
参数

ＡＣＥ抑制率 水解度

工作２ｓ、间歇１ｓ ５２２７ １６６６

工作２ｓ、间歇２ｓ ５３７３ １７９２

工作４ｓ、间歇２ｓ ７８８４ １７０９

工作６ｓ、间歇２ｓ ６４９３ １７９１

工作８ｓ、间歇２ｓ ６４７７ １６６７

　　由表 １可知，水解度从最小值 １６６６％到最大
值１７９１％，基本无变化，ＡＣＥ抑制活性先增大后减
小，在超声波工作时间 ４ｓ、间歇时间 ２ｓ时达到最
大。原因是超声波工作时间和间歇时间的长短交

替，可能会影响到超声波空化作用，从而对蛋白结构

造成不同程度的改变，影响反应进程，具体的作用机

理尚不明确。

从图２、３和表１可以发现，从整体上讲，超声波
功率、处理时间和超声波工作／间歇时间的变化对水
解度的影响不显著，而对 ＡＣＥ抑制率的影响非常显
著。贾俊强的研究认为超声波引起蛋白的疏水性增

加，是导致经超声波处理后蛋白质酶解物中疏水性

氨基酸含量增加的重要原因
［１０］
，而贾俊强完成的降

血压肽构效关系分析发现，降血压肽末端的疏水性

氨基酸含量较多
［１１］
，因此超声波预处理可以在不大

幅度改变蛋白质水解度的前提下，显著提高水解产

物的 ＡＣＥ抑制活性。
２５　超声波预处理原料蛋白的优化试验

对原料蛋白预处理的参数进行分析，以超声波

处理时间、超声波功率、超声波工作／间歇时间为因
素，设计 Ｌ９（３

４
）的正交试验。试验安排与结果见表

２、３，方差分析如表４所示。
由表３可知，正交试验选出的最优组合为 Ａ２Ｂ２

Ｃ１，为正交试验的第５组，故最优组合为超声波功率
５００Ｗ，超声波处理时间 ２０ｍｉｎ，超声波工作时间
２ｓ、间歇时间２ｓ。此外可以得到，影响抑制率的几
个因素的主次从大到小依次为超声波处理时间、工

作／间歇时间、超声波功率，由表 ４可知超声波处理
时间对原料蛋白抑制率影响显著。
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表 ２　因素水平

Ｔａｂ．２　Ｆａｃｔｏｒａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平
因素

功率 Ａ／Ｗ 处理时间 Ｂ／ｍｉｎ 工作／间歇时间 Ｃ

１ ２５０ １０ 工作２ｓ、间歇２ｓ

２ ５００ ２０ 工作４ｓ、间歇２ｓ

３ ７５０ ３０ 工作５ｓ、间歇２ｓ

表 ３　超声波预处理燕麦蛋白 Ｌ９（３
４）正交试验安排与结果

Ｔａｂ．３　Ｌａｙｏｕｔａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｆｏｒ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｏａｔｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

试验序号 Ａ Ｂ Ｃ ＡＣＥ抑制率／％

１ １ １ １ ６７０１

２ １ ２ ２ ７４７３

３ １ ３ ３ ５９７３

４ ２ １ ３ ６４．３２

５ ２ ２ １ ７７９１

６ ２ ３ ２ ６２８２

７ ３ １ ２ ６５５２

８ ３ ２ ３ ６９９９

９ ３ ３ １ ５９８３

ｋ１ ６７１６ ６５６２ ６８２５

ｋ２ ６８３５ ７４２１ ６７６９

ｋ３ ６５１１ ６０７９ ６４６８

Ｒ ３２４ １３４２ ３５７

最优组合 Ａ２Ｂ２Ｃ１

因素主次 Ｂ＞Ｃ＞Ａ

２６　超声波预处理蛋白后酶解和常规酶解所得产
物 ＡＣＥ抑制活性的比较
超声波预处理蛋白后进行酶解得到产物的

ＡＣＥ抑 制 活 性 由 常 规 酶 解 的 ４２６９％ 增 大 到
　　　　

７７９１％，提高了 ８２５％，ＩＣ５０值由 ０５３３ｍｇ／ｍＬ减
小到０２９９ｍｇ／ｍＬ，降低了４３９％。

表 ４　超声波预处理燕麦蛋白试验因素方差分析

Ｔａｂ．４　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｆｏｒ

ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｏａｔｓｅｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

因素
偏差

平方和
自由度 Ｆ比

Ｆ

（α＝００５）

Ｆ

（α＝００１）
显著性

Ａ １６０８ ２ １２６ ６９４ １８００

Ｂ ２７７１８ ２ ２１７４ ６９４ １８００ 

Ｃ ３３７ ２ ０２７ ６９４ １８００

误差 ２５５０ ４

３　结论

（１）以常规酶解为对照，超声波预处理燕麦蛋
白后，经过酶解达到最大 ＡＣＥ抑制活性的时间由
９０ｍｉｎ缩短到６０ｍｉｎ，酶解产物的 ＡＣＥ抑制活性由
４２６９％增大到 ５６３８％，增大了 ３２０７％。说明超
声波预处理不仅可以加快酶解反应进程，而且可以

得到高抑制活性的产物。

（２）超声波功率、处理时间和超声波工作／间歇
时间的变化对水解度的影响不显著，而对 ＡＣＥ抑制
率的影响非常显著，验证了超声波引起蛋白的疏水

性增加是引起酶解产物 ＡＣＥ抑制活性显著改善的
重要原因之一。

（３）以 Ｌ９（３
４
）正交试验对超声波预处理原料

蛋白进行了工艺优化，得到了最佳条件：超声波功率

５００Ｗ，超声波处理时间 ２０ｍｉｎ，超声波工作时间
２ｓ、间歇时间２ｓ。方差分析发现，超声波处理时间
为显著影响因素。在最佳超声波预处理条件下酶解

产物的 ＩＣ５０值为 ０２９９ｍｇ／ｍＬ，比常规酶解减小了
４３９０％，说明超声波预处理优于常规酶解。
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１２　刘静波，于志鹏，赵文竹，等．蛋清肽酶解工艺及血管紧张素转化酶抑制活性研究［Ｊ］．农业机械学报，２０１０，４１（７）：

１４７～１５２，１１３．
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ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．ＶｉｂｒａｔｉｏｎａｌＳｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，２００９，４９（２）：２７４～２７７．

７３１第 ９期　　　　　　　　　　　　马海乐，等：超声波预处理对燕麦蛋白制备 ＡＣＥ抑制肽的影响


