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摘　要 : 为了提高麦胚分离蛋白酶解产物的降血压活性 ,采用超声波处理麦胚分离蛋白。研究了

超声波功率对麦胚分离蛋白的溶解度、表面疏水性、荧光光谱、巯基含量变化、水解度和酶解产物

对血管紧张素转换酶 (ACE)相对抑制活性的影响。结果表明 :经超声波处理后 ,小麦胚芽球蛋白

的荧光光谱和巯基含量均发生了显著的变化。麦胚分离蛋白的溶解度和表面疏水残基含量随着

超声波功率的增加而提高 ,但当超声功率达到 800 W后 ,增幅趋于平缓。经超声波前处理后 ,ACE

抑制活性明显提高 ,而麦胚分离蛋白的酶解产物水解度没有明显变化 ,因此 ACE抑制活性的提高

是由于蛋白结构的变化造成的。在超声功率 800 W 时 ,酶解产物的 ACE相对抑制活性提高了

41109 %。
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Protein Properties and its ACE Inhibition Activity
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Abstract :The aim of t his st udy is to enhance the anti2hypertension activity of defat ted wheat germ

p rotein ( DW GP) hydrolysate , for this , ult rasound was employed. The effect s of ult rasonic

power on the different indexes have been caref ully investigated and an obvious difference on f ree

sulf hydryl and fluorescence spect ra of DW GP after ult rasound t reat ment was observed but t he

DWP G hydrolysis degree did not affect by the ult rasound t reat ment . The solubility and

hydrop hobicity of wheat germ globulin increase wit h t he increasing of ult rasonic power (less t han

800w) . Furt hermore , t he relative ACE inhibitory activity of t he hydrolysate was increased by

41. 09 % when t reated by 800w ult rasound , due to t he st ruct ure change of DWP G.
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activity ,enzymolysis

　　在食品的加工与消化过程中 ,蛋白质通过蛋白

酶的作用会释放出血管紧张素转换酶 ( ACE)抑制

肽 ,它通过抑制血管紧张素转换酶活性 , 阻碍有升

高血压作用的血管紧张素Ⅱ的生成 , 同时抑制具有

降血压作用的血管舒缓激肽的分解 , 从而起到降血

压作用[1 ]。由于食物源 ACE 抑制肽因其安全性

高 ,副作用小 ,易吸收等特点 ,使酶解蛋白质制备

ACE抑制肽成为了生物活性肽研究的热点[2 - 3 ]。

通过物理场作用可以使蛋白质结构发生改变 ,

使蛋白质的结构发生改变 ,从而改变蛋白质的加工

性能 ,降解性能以及暴露[4 ]。超声波作为一种物理

强化手段 ,可在瞬间产生高温和几千个大气压的高

压 , 并伴有强大的冲击波或射流[ 7 ]。因此 ,超声波

会使媒质的状态、组成、结构和功能等发生变化。

本研究通过超声前处理麦胚分离蛋白 ,在研究超声

波处理对小麦胚芽分离蛋白结构的影响的基础上 ,

研究了超声波前处理麦胚蛋白对制备麦胚蛋白降

血压肽活性的影响 ,为超声波强化制备小麦胚芽分

离蛋白降血压肽提供了一定的理论和参考。

1　材料与方法

1. 1　材料

脱脂小麦胚芽 :河南漫天雪面粉厂产品 ;中温

淀粉酶 480L ( 527150 KNU/ g) : Novo 公司 ; Alca2
lase214L F G蛋白酶 ( 21670AU/ g) : Novo 公司产

品 ;血管紧张素转换酶 (ACE) 、1–苯胺基– 8–萘

磺酸盐 ( ANS) 、5 ,5’–二硫代– 2 –硝基苯甲酸

(D TNB) ,Sigma 公司产品 ; N2(3 [ 22Furyl ] Acrylo2
yl)2Phe2Gly2Gly ( FA P GG) , Fluka 公司产品 ;其余

试剂均属国产分析纯。

112　仪器

WFJ 7200型可见分光光度计 :尤尼柯 (上海)

仪器有限公司产品 ; H H26数显恒温水浴锅 :江苏金

坛市富华仪器有限公司产品 ;酶标仪 : Thermo 公司

生产。GA992ⅡD超声细胞粉碎机 : (该设备超声的

频率为 20k Hz) ,无锡上佳生物科技公司产品 ;

Avanti J – 25 高速冷冻离心机 :美国 Beckman 公

司生产 ;Cary Eclip se荧光分光光度计 :美国 Varian

公司生产。

113　方法

11311　麦胚分离蛋白的提取　采用文献[8 ]的 a2淀

粉酶法提取麦胚分离蛋白 (DW GP) ,略有改动。将

脱脂后小麦胚芽用粉碎机粉碎后过 100目筛 ,将脱

脂小麦胚芽粉按照质量分数为 10 %加入蒸馏水中 ,

按 1 g/ dL 加入 NaCl ,搅拌 30 min ,用 1mol/ L 的

NaO H 溶液调制 p H值 910下搅拌 30 min ,5 000 r/

min离心 20 min ,获得上清液用 1mol/ L 的 HCl 溶

液调节 p H值到 615 ,采用中温淀粉酶在 70℃下酶

解 180 min ,加酶量为 3 g/ dL ;酶法降解淀粉后 ,调

节 p H 到 4 ,得到沉淀 ,用水溶解 ,调节 p H 值至

710 ,喷雾干燥。

11312　麦胚分离蛋白的超声处理　配置 1 g/ dL 的

麦胚蛋白溶液 ,并控制样品溶液初始温度在 15 ℃。

分别用 80 mL 的麦胚蛋白溶液在不同超声功率处

理 20 min。对处理后的样品分别进行理化性质和

功能性质分析。

11313　麦胚分离蛋白的酶解　将处理与未处理的

麦胚蛋白溶液在 50 ℃水浴中平衡至 50 ℃,加入 20

μL Alcalase214L F G蛋白酶 ,在 p H 为 910 的条件

下酶解 60 min ,在沸水域中灭酶 10 min ,冷却到室

温。12 000 r/ min离心 10 min ,移取全部上清 ,定溶

至 100 mL。

11314　肽液浓度的测定方法　肽液浓度测定采用

福林酚法[9 ]。

11315　麦胚分离蛋白溶解度的测定　溶解性是蛋

白质的最基本的物理性质 ,是影响蛋白质深度加工

与应用的重要指标。将超声处理前后的麦胚分离

蛋白溶液在转速 10 000 r/ min 下离心 10 min ,用

Folin–酚法测定上清液中蛋白含量[10 ] ,以可溶性

蛋白含量表示溶解度的变化。

11316　麦胚分离蛋白的表面疏水性的测定　表面

疏水性采用 Kato and Nakai 的 ANS 荧光测定

法[11 ] ,荧光强度与蛋白的表面疏水残基含量成正相

关。测定方法 :将超声波处理与未处理的蛋白样品

用 011 mol/ L 的磷酸氢二钠–磷酸二氢钠 (p H710)

缓冲液稀释到 0150 mg/ mL ,取稀释样品 4 mL ,加

入 20μL 1–苯胺基– 8 –萘磺酸盐 ( ANS)溶液

(0101 mol/ L) ,在激发波长为 390 nm (狭缝宽度为

5nm) ,发射波长为 400～ 650nm (狭缝宽度为 10

nm)测其荧光值 ,扫描速度为 5nm/ s。

11317　荧光光谱扫描　将超声波处理与未处理的

蛋白样品用 011 mol/ L 的磷酸氢二钠–磷酸二氢

钠 (p H710)缓冲液稀释到 0150 mg/ mL 分别用荧光
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分光光度计扫描 ,扫描条件为激发波长 280 nm ,发

射波长 400～800 nm ,激发缝宽为 215 nm ,发射缝

宽为 5 nm。同时用未经超声波处理的蛋白样品作

对照。

11318　麦胚分离蛋白游离巯基含量的测定　游离

巯基 (SHF )含量采用 Beveridge , Toma , and Nakai

(1974)1 的测定方法[12 ] , 略有改动 :取 1 g/ dL 的麦

胚蛋白溶液样品 2 mL ,加入到 6 mL 含有 8 mol/ L

尿素的 p H 810的 Tris– Gly缓冲液 (01086 mol/ L

Tris、0109 mol/ L glycine、01004 mol/ L ED TA)中 ,

搅拌溶解 1h , 10 000 r/ min离心 10 min。取 2 mL

上清液加入 80μL Ellman’s试剂 ,立即混匀 ,5 min

后测定 412 nm吸光度。以不加样品 ,而加 Ellman’

s试剂为空白。

以 Ellman’s 试剂– SH 的摩尔吸光系数为

1136×104计算游离巯基 ( SHF )的含量 , SHF的计

算公式如下 :

S H F (Umol/ g) =
74. 53×A 412 ×D

c

式中　A412为 412nm吸光度 ; c为样品蛋白质 ( mg/

mL)1 D为稀释倍数。

11319　水解度 (D H)测定方法 　水解度定义为产

物中非蛋白氮含量与反应底物蛋白质质量的比

值[13 ]。非蛋白氮是通过在反应样品中加入 6 g/ dL

的三氯乙酸 ,震荡 5min ,12 000 r/ min 离心 10min

制备 ,用福林酚法测定其浓度。底物蛋白质含量由

微量凯式定氮法测定。

113110　ACE抑制活性的测定 　采用 FA P GG作

为 ACE的底物[14215 ] ,按表 1添加各反应组分 ,用酶

标仪测定样品的 ACE 抑制活性。测定波长为 340

nm。设空白孔的初始吸光度为 a1 ,样品孔的初始

吸光度为 b2 ,在 37 ℃的环境中反应 30 min后再次

测定在 340 nm的吸光度 ,反应后空白孔的吸光度

为 a2 ,样品孔的吸光度为 b2 ,空白的吸光度减少值

A = a1 2a2 ,样品的吸光度减少 B = b1 2b2 ,抑制率 I =

( A2B ) / A。样品相应抑制率的质量浓度为 c ( mg/

mL) , 样品的相对抑制活性为 W = I/ C ,单位为

mL/ mg。
表 1　ACE抑制活性的测定

Tab. 1　Determination of the ACE inhibition activity

空白孔/μL 样品孔/μL

ACE(0. 1 U/ mL) 10 10

FA P GG(1 mmol/ L) 1 50 50

基质缓冲液 2 40 0

ACE抑制剂 0 40

　　注 :11 FAP GG(110 mmol/ L) :取 31994 mg FA P GG加

基质缓冲液 ,定容至 10 ml ,溶解混合 ,置 4℃避光放置 ;21 基
质缓冲液 : H EPES 11910 g ,NaCl 11755 g ,用双蒸馏水溶解

后 ,用 NaO H调到 p H 813再补充水到 100 ml ,置 4 ℃备用。

2　结果与讨论

211　超声处理对麦胚分离蛋白溶解度的影响

溶解度是蛋白质物化性质的指标之一 ,并且和

蛋白质的起泡性 ,凝胶性和乳化性相关[16 ]。不同超

声功率对麦胚分离蛋白溶解度的变化如图 1所示。

图 1　不同超声功率对麦胚分离蛋白溶解度的影响

Fig. 1 　Effect of ultrasound power on the isolated soy

protein solubility

　　由图 1结果表明 ,超声处理可显著提高蛋白质

的溶解度。当超声波功率低于 800 W时 ,随着超声

波功率的增加 ,小麦胚芽蛋白的溶解度迅速增加 ;

超声波功率大于 800 W时 ,小麦胚芽蛋白的溶解度

增幅变缓。分析原因可能是 :首先超声产生的空化

效应和机械效应打开蛋白聚集体同时打断了蛋白

质分子的四级结构 , 释放出小分子的亚基 , 蛋白分

子部分展开 ,形成溶于水的非共价键分子 , 与溶剂

水的相互作用力加强 ,使其溶解度增加[17 ] , 说明麦

胚分离蛋白质的结构在经超声处理后放生了改变。

但随着超声处理功率增大 ,在考察范围内的超声波

能量不能进一步将分子进一步打断 , 所以溶解度变

化不大[18 ]。

212　超声处理对麦胚分离蛋白表面疏水性的影响

表面疏水性 ( H0)是评价蛋白质构象改变和相

关功能性质的重要结构参数 ,超声功率对麦胚分离

蛋白 H0 (以荧光强度表征)的影响如图 2所示 , H0

开始随着超声功率的增大而增大 ,当超声功率超过

800 W时 H0就不在增大 ,几乎保持不变 ,在 800 W

时 H0比未超声提高了 22139 %。这与溶解度的变

化趋势是一直的。说明超声处理可以使麦胚分离

蛋白分子展开 ,破坏蛋白质分子之间的疏水相互作

用 ,使蛋白分子内部的疏水残基和集团暴露在蛋白
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质分子表面 ,从而使 H0 提高。同样当处理功率达

到一定程度后 ,在考察范围内的超声波所具有的能

量不能进一步将分子打断[ 18 ] ,所以不能使 H0进一

步提高。

图 2　超声功率对麦胚分离蛋白 ANS荧光光谱的影响

Fig. 2　Effect of ultrasound power on the isolated DWPG

ANS fluorescence intensity

　　随着超声波功率的增加 ,麦胚分离蛋白表面疏

水性开始增加 ,蛋白的溶解度也持续平稳增加 ,

Yingqiu Li等在研究脉冲电场对大豆分离蛋白物理

化学性质的影响时也出现了这种现象[10 ]。出现这

种现象的原因可能归因于以下两个方面 : ①蛋白质

中的自由氨基群能和邻近羧基群发生静电引力 ,使

蛋白分子聚集 ,溶解度下降 ;超声波处理能够打断

自由氨基群和邻近羧基群之间的联系 ,阻止蛋白分

子聚集 ,使蛋白溶解度得到提高[ 19 ]。②小麦胚芽蛋

白中谷氨酸、天冬氨酸和丝氨酸含量较高 ,当小麦

胚芽球蛋白经超声波处理后 ,其分子发生了伸展 ,

使较多的谷氨酸、天冬氨酸和丝氨酸充分暴露 ,这

些氨基酸的暴露对蛋白溶解度的提高具有重要作

用[20 ]。

213　超声波处理对小麦胚芽分离蛋白荧光光谱的

影响

图 3　超声波功率对小麦胚芽球蛋白荧光光谱的影响

Fig. 3 　Effect of ultrasonic power on the fluorescence

spectra of wheat germ globulin

分别对不同超声波功率处理的小麦胚芽球蛋

白进行荧光扫描 ,扫描条件为激发波长 380 nm ,发

射波长 300～700 nm。荧光光谱截图如图 3 所示。

从图 3可以看出 ,在超声波前处理麦胚芽分离蛋白

的激发荧光强度在发射波长 340 nm附近明显高于

对照组 ,且荧光峰移动了 10 nm ;而不同超声处理下

蛋白激发荧光强度和荧光峰位置差异不大。蛋白

具有内源荧光 ,蛋白激发荧光强度的改变或者发射

波长的改变都可以说明蛋白分子结构发生了改

变[21 ]。

214　超声处理对麦胚蛋白游离巯基含量的影响

图 4　不同超声处理功率对麦胚分离蛋白 SHF含量的

影响

Fig. 4　Effect of ultrasound treatment power on the SHF

content of the isolated DWPG

不同超声功率对麦胚分离蛋白巯基含量 SHF

的影响如图 4所示 ,从图 4可以看出 ,在超声波功率

低于 400 W时 ,随着超声波功率的增加 ,小麦胚芽

球蛋白巯基含量迅速增加 ,在超声波功率低于 400

W时超声处理的麦胚分离蛋白的游离巯基含量增

加幅度较小。蛋白分子中巯基的减少意味着蛋白

分子的折叠 ,相反则说明蛋白分子发生了伸

展[10 ,22 ]。本研究中 ,巯基的变化说明小麦胚芽分离

蛋白经超声波处理后空间结构发生了变化 ,蛋白分

子发生了伸展。

215　超声处理对麦胚水解度的影响

不同超声功率前处理对 Alcalase 酶解相应处

理小麦胚芽分离蛋白样品水解度的影响如图 5 所

示。从图 5 中可以看出超声处理并没有对水解度

产生影响 ,因此超声处理没有促使更多的肽键被水

解。

216　超声处理对酶解制备麦胚分离蛋白 ACE抑制

肽活性的影响

不同超声功率下前处理对制备小麦胚芽分离

蛋白酶解产物 ACE抑制活性的影响如表 2 所示。

由结果表明 ,超声波前处理可以有效提高 ACE的

相对抑制活性 , ACE相对抑制活性在 800W 处理

后就几乎不在增加。这与超声处理对麦胚分离蛋

白表面疏水性影响的变化规律是一致的。因此在

测定条件下采用 800W ,前处理 20min 麦胚分离蛋
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白就可以有效提高酶解产物的 ACE抑制活性 , 使

相对抑制活性提高 41109 %。

图 5　不同超声功率对麦胚分离蛋白水解度的影响

Fig. 5　Effect of ultrasound power on the hydrolysis de2
gree of the isolated DWPG

　　由于 Alcalase 酶解超声处理麦胚分离蛋白时

与未处理之间的水解度没有变化 ,可以推断出相对

ACE抑制活性的提高不是由于水解产生了更多肽

造成的。而超声波处理对麦胚分离蛋白表面疏水

集团的含量 ,溶解度和游离巯基含量的影响可以看

出 ,当超声波功率低于 800 W时 ,随着超声波功率

的增加 ,麦胚芽分离蛋白的结构变化迅速 ;超声波

功率大于 800 W 时 ,麦胚分离蛋白的结构变幅变

缓。而相应超声处理的麦胚分离蛋白酶解产物的

相对 ACE抑制率变化与结构变化趋势基本相同。

因此 ,超声前处理麦胚分离蛋白的酶解产物 ACE

抑制活性提高是由于超声处理使麦胚蛋白结构发

生变化暴露了新的酶切位点。具体表现为麦胚蛋

白表面疏水性著显提高 ,疏水残基和集团外露 ,而

肽段 C端为疏水性氨基酸是高活性 ACE抑制肽的

重要条件 ,Alcalase可作用的疏水性位点增多 ,促进

了末端疏水性多肽的释放 ,产生了相对较多的高活

性的 ACE抑制肽。

表 2　超声波功率对制备小麦胚芽分离蛋白 ACE抑制肽活

性的影响

Tab. 2　Effect of ultrasound power on the ACE inhibitory ac2
tivity of DWGP hydrolysis protein

超声处理功率/ w 相应样品相对抑制率 (mL/ mg)

0 11453±01192

400 11667±01093

800 21057±01222

1200 21052±01056

1600 21123±01247

4　结　语

1) 超声波处理麦胚蛋白的物理化学性质分析

表明 :超声波处理可以提高麦胚分离蛋白的表面疏

水性和麦胚分离蛋白的溶解度 ,游离巯基含量以及

超声波处理后麦胚分离蛋白的荧光光谱发生变化 ,

说明超声处理前后麦胚分离蛋白处理前后结构发

生了改变。

2) 超声波前处理麦胚分离蛋白可以提高制备

的麦胚分离蛋白 ACE抑制肽的抑制活性 ;在测定

条件下采用 800W ,前处理 20min 麦胚分离蛋白就

可以有效提高酶解产物的 ACE相对抑制活性 ,达

41109 %。这是由于超声处理显著提高了麦胚分离

蛋白表面的疏水活性 ,疏水残基和集团外露 (C端疏

水性氨基酸是高活性 ACE 抑制肽的重要条件) ,

Alcalase能作用的疏水性位点增多 ,促进了末端疏

水性氨基酸的释放 ,产生了相对较多的高活性的

ACE抑制肽导致的。
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