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富硒螺旋藻蛋白水解多肽的制备及其对 

ACE 活性的抑制作用 
 

王韵，蔡智辉，张逸波，戚红军，凌钦婕，黄峙 

（暨南大学生命科学技术学院，广东广州 510632） 

摘要：从富硒螺旋藻（SeSP）中提取含硒总蛋白（SeSP-TP），建立蛋白酶水解制备含硒多肽(SeSP-PP)的最佳条件，体外检测

SeSP-PP 对血管紧张素转化酶（ACE）活性的抑制作用，采用 ICP 法快速测定藻粉及总蛋白中的硒含量。结果发现，5种常见蛋白酶

对 SeSP-TP的水解度趋势为：胃蛋白酶-胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶联合酶>碱性蛋白酶>木瓜蛋白酶>胰凝乳蛋白酶>胰蛋白酶>胃蛋白酶。

利用胃蛋白酶-胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶联合酶水解，可显著提高蛋白水解度，达到 87.94%，且联合水解的多肽对ACE抑制效率最高

（89.47%）。碱性蛋白酶水解得到的多肽对ACE的抑制率也较高。当荧光检测出的含硒多肽高于 50 μg/mL 时，对NO 的合成有明显

的促进效应，而含硒蛋白效果不明显。水溶性和非水溶性组分中测定的硒含量之和占总硒的 95.47%，可能在提取制备 SeSP-TP 过程

中，部分含硒蛋白质和含硒小分子会在沉淀、复溶和透析等步骤中丢失。 
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Preparation of Polypeptides by Hydrolysis of Selenium-enriched Spirulina 

Protein and their Inhibitory Activity for Angiotensin-converting Enzyme  
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Abstract: The water soluble total protein (TP) of selenium-enriched Spirulina platensis (SeSP), named as SeSP-TP, was extracted by 

phosphate buffer and then hydrolyzed by 5 different proteases to produce SeSP peptides (SeSP-Ps). The angiotensin-converting enzyme (ACE) 

inhibitory activity of SeSP-Ps was measured in vitro and ICP method was used to rapidly determinate of selenium in algae powder and total 

protein content. The results showed that treatments with different proteases caused different  degree of hydrolysis (DH) of SeSP-TP, and the 

combination digestion by pepsin, trypsin and chimotrypsin led to the highest DH value. The SeSP-Ps obtained via hydrolysis by the combination 

digestion of pepsin, trypsin and chimotrypsin showed the highest ACE-inhibitory activity (89.47%). The ACE inhibition efficiency of 

polypeptides prepared by alkaline protease is higher. Fluorescence detection showed that, when the content of selenium peptides was above 50 

mu g/mL, the synthesis of NO was obviously promoted. However, selenium protein showed little effect on the reaction.Selenium contents in 

both water-soluble and water-insoluble components accounted for 95.47% of total selenium, probably due to that in extraction and preparation of 

SeSP-TP, some selenium protein and small molecules containing selenium missed in precipitation, dissolution and dialysis steps. 
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螺旋藻（Spirulina platensis, SP）是一种营养丰富

均衡的健康食品[1]。近 20 年来的研究发现，螺旋藻具

有独特的营养价值与医药保健功效，并被联合国粮农

组织（FAO）和世界卫生组织（WHO）分别誉为“最 
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理想的食品”和“人类最佳保健品”。螺旋藻成为全球

开发规模最大、应用领域最广的经济微藻，我国已将

之列入中药保护品种[2]。螺旋藻富含优质蛋白质，蛋白

质含量高达其干重的 50~71%[3]。硒（Selenium, Se）是

人和动物的必需微量元素之一。硒参与构成人体内已

知 的 25 种 硒 酶 （ Selenoenzyme ） 和 硒 蛋 白

（Selenoprotein），它们在调节机体氧化还原平衡、物

质代谢、发育与生殖及免疫功能方面均起重要作用[4]。

无机硒可经生物转化生成不同活性的生物有机硒，如

硒蛋白、硒多糖、硒脂等。螺旋藻具有生长速度快、
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培养简便、对无机硒有较强耐性等优点，是硒生物有

机化的理想载体。研究发现，富硒螺旋藻（Se enriched 

Spirulina platensis, SeSP）中含硒蛋白质是主要的活性硒

形态，从 SeSP 中分离纯化的含硒藻蓝蛋白（Se 

containing phycocyanin, Se-PC）和含硒别藻蓝蛋白（Se 

containing allophycocyanin, Se-APC）具有很强的抗氧

化、抗肝损伤和纤维化及抑制肿瘤细胞生长活性。 

血管紧张素转化酶（Angiotensin-converting enzyme, 

ACE）是调节血压和血管功能的重要因子[5]。ACE 切

除血管紧张素ⅠC 末端的 His-Leu，生成活性更强的血

管紧张素Ⅱ，引起小动脉血管平滑肌强烈收缩，导致

血压迅速上升[6]。抑制 ACE 的活性，可以有效阻止血

管紧张素Ⅱ的生成，从而达到防治高血压的目的。为

寻求安全高效、副作用少的 ACE抑制剂，近年来国内

外学者关注天然食品对 ACE活性的影响，发现在大豆、

花生、沙丁鱼等食品蛋白质的酶水解产物中，可获得

具有 ACE 抑制作用的多肽成分，已发现不同来源的

ACE抑制多肽有250 余种[7~9]。研究表明，螺旋藻蛋白

中也含有抑制 ACE 活性的多肽[10]。本文从 SeSP 中提

取总蛋白（SeSP-TP），通过研究 5 种常用蛋白酶对

SeSP-TP 的水解效率，建立多种蛋白酶联合水解

SeSP-TP 的方法，高效制备 SeSP-TP 水解多肽

（SeSP-PP），并检测了SeSP-PP 在体外对 ACE活性的

抑制作用，为应用 SeSP 功能食品防治高血压及心脑血

管疾病提供科学实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

胃蛋白酶（Pepsin，2500 U/mg）、胰蛋白酶（Trypsin，

10000 U/mg）、木瓜蛋白酶（Papain，200 U/mg）、胰

凝乳蛋白酶（Chymotrypsin，1500 U/mg）、碱性蛋白

酶（Alcalase，200 U/mg）、马尿酰-组胺酰-亮氨酸

（N-Hippuryl-His-Leu hydrate，HHL）、血管紧张素转

化酶（10 U/mg）等试剂购自 Sigma 公司；BCA法蛋白

质定量试剂盒、HEPES 和 PBS 缓冲液购自鼎国生物技

术公司；丙酮、乙酸乙酯等试剂均为 AR 级。实验全部

采用 Milli Q 水。主要仪器有：RT-6100酶标仪、JY92-IID

型超声细胞破碎仪、TGL-16G 型冷冻高速离心机、S54

型紫外-可见分光光度计。 

1.2  总蛋白的提取 

取 SeSP藻粉 10 g，加 100 mL缓冲液(pH 8.3，含

0.1 M Tris-HCl，20~25% Glycerol, 2% Polyviny 

lpolypyrrordone，0.1 M NaCl，1 mM EDTA，0.07% 

β-Mercaptoethanol)，冰浴搅拌 6 h，超声破碎 5 min

（5 s 破碎，5 s间隔；功率 600 W），10%硫酸铵沉淀 4 

h，12000 g 离心 30 min 去掉细胞碎片，80%硫酸铵沉

淀过夜，12000 g 离心 10 min 收集沉淀蛋白，加入

50 mL Milli Q 水复溶。4 ℃双蒸水透析过夜（3 次），

采用 BCA法测定蛋白质浓度 [11]。 

1.3  水解多肽的制备 

参照文献，取 SeSP-TP 与蛋白酶进行酶解。用五

种单一酶水解，并模拟人体胃肠道，由胃蛋白酶-胰蛋

白酶-胰凝乳蛋白酶联合水解共六种。水解结束，沸水

浴 10min 终止反应，用截留分子量为 10KD 的超滤管

超滤所有酶解样品，冷冻干燥[6]，得 SeSP-PP。 

1.4  指标检测 

1.4.1  蛋白质水解度的测定 

用水解后多肽的量与水解前蛋白质的量之间的比

值作为蛋白水解度（Degree of hydrolysis, DH）。蛋白质

和多肽浓度均采用BCA方法测定。 

1.4.2  硒含量检测 

参照文献方法[7]，将100 mg 或 100 μL的样品与 2 

mL消化液（浓硝酸:高氯酸为 3:1，V/V），180 ℃消化

2h，待溶液完全澄清后，12000×g 离心去沉淀，Milli Q

水稀释到 25 mL，用 ICP-AES 测定 Se 含量。 

1.4.3  ACE 抑制率测定 

ACE活性测定方法参见文献[7]。取 20 μL SeSP-PP

和 20 μL 50 mM HEPE-NaCl缓冲液（pH8.3，含300mM 

NaCl）混合，加入 0.3 mU ACE，37 ℃反应 15 min，加

入 20 μL 6.5 mM HHL，37 ℃反应1 h，用 1M的 HCl

终止反应。加入 200 μL乙酸乙酯萃取反应产物马尿酸

（Hip），取上层 150 μL，减压离心（40 ℃、真空度 0.090 

MPa）去除乙酸乙酯，固体用500 μL MilliQ 水溶解，

测 228 nm处光吸收值(产物马尿酸在 228 nm处有特征

吸收峰)。SeSP-PP 对 ACE的抑制率按以下公式计算： 

ACE 抑制率=(对照组 ACE 活力-测定组 ACE 活

力)/对照组 ACE活力×100% 

1.5  制备等电点聚焦 

将500 mg SeSP-TP溶于20 mL的上样缓冲液中(含

5M尿素，2% CHAPs，10 mM DTT，2% IPG)，充分

溶解后 12000 g 离心 30 min，取上清 18 mL 注入到

Rotofor Cell中。200 V运行 1 h，100 V升压 3 h，1500 

V维持 4 h，按等电点 3.5到 10 收集 10个组分各 1 mL，

3 kD 超滤去除两性电解质和尿素，10 倍体积冷丙酮沉

淀过夜，12000 g离心 20 min 取沉淀，复溶于0.5 mL 

Milli Q 水中，按上述胃蛋白酶-胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶

联合水解制备 SeSP-PP。 

1.6  荧光检测 NO 的合成 

在 96 孔板中先加好 20 uL样品。多肽和蛋白各加

200、100、50、25、12.5、6.25 μg/mL这六个浓度，每
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个浓度各加三个孔，测出荧光值求平均数和算偏差，

留几个孔只加 PBS 对照。将细胞瓶中的细胞消化下来，

数细胞。DAF-FM DA稀释液稀释 DAF-FM DA，使终

浓度为 5 μM。用稀释好的 DAF-FM DA重悬细胞，细

胞浓度为106 cells/mL。37 ℃细胞培养箱内孵育20 min。

每隔 3~5 min 颠倒混匀一下，使探针和细胞充分接触。

离心去除上清 PBS 重悬。每个孔加入 180 μL细胞。495 

nm 激发波长，515 nm 发射波长检测开始反应后 5、10、

20、40、60、90、120 min 的荧光值。 

1.7  统计分析 

所有试验重复 3 次。结果以平均值±标准差表示，

统计分析采用SPSS 13.0 处理，差异显著性用P<0.05 (*) 

或 P<0.01 (**)表示。 

2  结果与讨论 

2.1  多肽制备条件的优化 

经大量预实验建立不同蛋白酶的最适水解条件(表

1)，并进一步优化SeSP-TP浓度和水解时间。胃蛋白酶

-胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶联合水解时，模拟胃肠道消化

过程，先用胃蛋白酶在 37 ℃和 pH 1.5 条件下水解 6 h，

用 0.1 M NaOH调节 pH 7.5 后，再用胰蛋白酶：胰凝

乳蛋白酶（10:1，U/U）在 37 ℃水解 6 h[3]。 

2.2  SeSP-TP 及其硒含量 

经试验批量培养生产 SeSP 藻粉，并从中提取

SeSP-TP，其中蛋白质含量、硒含量如表 1所示。数据

显示，SeSP 藻粉中总蛋白含量高达 661.30 mg/g，Se

含量为 613.60 μg/g，说明培养生产的 SeSP品质优良，

富含硒元素。SeSP-TP 中以水溶性蛋白为主，占总蛋白

的 69.08%，相应地，SeSP 中的Se 也主要分布在水溶

性蛋白中，占总硒的 67.24%，因此采用水溶性蛋白组

分作为 SeSP-TP 进行蛋白酶水解实验研究是合理的。

在 SeSP非水溶性组分中，蛋白质含量为 452.70 mg/g，

占总蛋白的 25.40%，其中Se 含量达 466.69 μg/g，占总

硒的 28.22%。而且水溶性和非水溶性组分中测定的蛋

白质量之和占总蛋白的94.48%，测定的硒含量之和占

总硒的 95.46%，提示其中有部分生物转化的有机硒可

能结合在其它生物分子中，有待进一步研究证实。在

提取制备 SeSP-TP 过程中，部分含硒蛋白质和含硒小

分子也可能会在沉淀、复溶和透析等步骤中丢失。 

表 1 不同蛋白酶水解 SeSP-TP 的最适条件
[3]
 

Table 1 The optimal condition for SeSP-TP hydrolysis by 

different proteases 

蛋白酶 
酶量 

/U 

SeSP-TP 

量/mg 
pH 

温度 

/℃ 

反应 

时间/h 

终体 

积/mL 

碱性蛋白酶 50 100 7.8 60 6 5 

胰蛋白酶 50 100 7.5 37 6 5 

胰凝乳蛋白酶 50 100 7.5 40 6 5 

木瓜蛋白酶 50 100 5.7 55 6 5 

胃蛋白酶 50 100 1.5 37 6 5 

胃蛋白酶-胰蛋白 

酶-胰凝乳蛋白酶 
50:50:5 100 1.5→7.5 37 6+6 5 

 

表 2 SeSP 总蛋白含量及含硒量 

Table 2 Protein concentration and Se content in SeSP 

样品 
样品 

总计 

总蛋白  硒 

mg/g or mg/mL mg % μg/g or μg/mL μg % 

干粉 10.43 g 661.30±42.63 6897.36±444.23 100  613.60±39.84 6399.85±414.72 100 

非水溶性组分 3.87 g 452.70±26.91 1751.95±103.89 25.40±3.78  466.69±28.82 1806.09±111.41 28.22±4.56 

水溶性组分 50.0 mL 95.29±10.23 4764.50±509.04 69.08±7.21  86.07±7.46 4303.50±370.30 67.24±7.71 

2.3  不同蛋白酶水解度的比较 

从图 1 中可以看出，在 5 mL体积的水解体系中，

50 U蛋白酶水解10 h，随着SeSP-TP 底物浓度升高，

水解度有所下降。 

从图 2 中可以看出，在 5 mL体积的水解体系中，

SeSP-TP 底物浓度为 5~10 mg/mL，50 U蛋白酶水解，

随着时间增加，水解度亦增加，6 h 即达到很高水平，

10 h 后虽然有所增加，但不明显，且浪费时间。 

从图 3 可看出，SeSP-TP 底物浓度为 5 mg/mL，50 

U 蛋白酶水解 6 h，蛋白质水解度可维持在最大值。5

种蛋白酶对SeSP-TP 的水解度依次为：碱性蛋白酶>木

瓜蛋白酶>胰凝乳蛋白酶>胰蛋白酶>胃蛋白酶。 

 

图 1 总蛋白浓度对蛋白酶水解效果的影响 

Fig.1 Effects of protein concentration on DH of SeSP-TP 

digested by 5 proteases 
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图 2 水解时间对蛋白酶水解效果的影响。 

Fig.2 Effects of time on DH of SeSP-TP digested by 5 proteases 

 

图 3 不同酶处理的影响 

Fig.3 The influence of different enzyme treatment on DH of 

SeSP-TP digested by 5 proteases 

注：底物浓度为 5 mg/mL，50U 蛋白酶水解 6 h。 

2.4  胃蛋白酶-胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶联合水
解制备 SeSP-PP 

 

图4 胃蛋白酶-胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶联用对SeSP-TP水解度

的影响 

Fig.4 Effect of combination digestion of pepsin, trypsin and 

chymotrypsin on DH of SeSP-TP 

从图 4 中可看出，在整个水解过程中，随着水解

度的升高，水解速率逐渐减低，符合蛋白酶水解过程

中由于底物被分解而造成的反应平衡变化的规律。 

虽然胰蛋白酶和胃蛋白酶对 SeSP-TP 的水解度较

低，分别为 37.13%和 36.46%，但是，当胃蛋白酶-胰

蛋白酶-胰凝乳蛋白酶联合使用时对 SeSP-TP的水解度

最高(图 2)，可以达到 87.94%。即先用胃蛋白酶水解 6 

h，再加入胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶水解6 h，其水解度

可高达 90%，水解程度明显优于其他体外蛋白酶单独

作用。胃蛋白酶-胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶联合使用很好

地模拟了人体消化道酶系统，提示，SeSP-TP可被人体

高效消化利用。 

2.5  SeSP-PP 对 ACE 的抑制率 

 

图 5 不同蛋白酶水解 SeSP-PP 对 ACE 的抑制率 

Fig.5 ACE inhibition of SeSP-PP hydrolyzed by different 

proteases 

如图 5 所示，5 种蛋白酶水解多肽对 ACE 抑制率

结果依次为：木瓜蛋白酶>胃蛋白酶>碱性蛋白酶>胰凝

乳蛋白酶>胰蛋白酶，但是，当胃蛋白酶-胰蛋白酶-胰

凝乳蛋白酶联合水解的 SeSP-Ps 对 ACE 抑制效率最高

（89.47%）。胃蛋白酶-胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶联合水

解，较好地模拟了人体消化道酶系统，提示 SeSP-TP

经人体消化利用后，可产生对 ACE具有较强抑制作用

的活性多肽。因此，该海藻作为防治高血压和心脑血

管疾病的保健食品拥有广阔的应用前景。 

2.6  ACE 抑制率与多肽等电点的关系 

 

图 6 水解多肽抑制 ACE 效率与等电点的关系 

Fig.6 Realationship between ACE-inhibitory activity of the 

peptide and protein isoelectric point 

从图 6 可见，不同等电点的含硒藻蛋白通过胃蛋

白酶-胰蛋白酶-胰凝乳蛋白酶联合水解 10 h，且总蛋白

量比酶量为10 mg/50 U产生的含硒多肽对ACE的抑制

在不同 pH 值时显示出不同的效果，且主要是 pH>6.5
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的碱性蛋白质通过联合酶水解所得到的多肽具有更强

的抑制效率。ACE作用的位点是末端的 His-Lue，其中

His 的等电点为 7.6。这可能是由于 ACE抑制肽是通过

与底物竞争位点起作用，因此，对 ACE高效抑制的多

肽可能富含His-Lue，使得其底物蛋白等电点偏向碱性。

提示,联合水解的含硒多肽可能富含 His-Leu，从而具有

对 ACE的高抑制活性。 

2.7  含硒多肽与含硒蛋白对 NO 的合成影响 

 

图 7 反应后 120min时，含硒多肽和含硒蛋白对 NO 生成的影响

关系(以所测得的荧光值表示) 

Fig.7 Influence of selenium peptides and selenium protein on 

NO after a 120-min reaction 

用荧光法所得的荧光值正比反映 NO 的浓度，即

荧光值的高低直接体现出 NO 的量，从图 7 中可以看

出，在浓度为 50 μg/mL以上的水解多肽对 NO 合成的

促进作用远比水解蛋白质的促进作用高，当浓度为 50 

μg/mL以下时，差异不显著，当高于 50 μg/mL时，差

异极其显著（p<0.01），这也说明当含硒多肽的浓度很

低时，对 NO 的合成起不到明显的作用。另外，随着

浓度的增加，含硒蛋白对 NO 合成的影响变化不大，

而含硒多肽从 50 μg/mL开始变化非常大，相同条件对

比下，这表明了 NO 合成的影响关键因素是含硒多肽

而不是含硒蛋白。 

3  结论 

3.1  螺旋藻细胞壁极薄，易被人体消化系统消化吸收，

藻蓝蛋白（Phycocyanin）是藻类中一种具有重要生理

活性的色素蛋白，常用于药物和食品领域以及免疫学、

细胞学等方面的研究[11~13]。含硒蛋白质是 SeSP 中的主

要活性组分[11, 14]。近年来, 对天然 ACE 抑制肽的研究

表明，一些来源于蛋白酶解产生的活性肽可以对 ACE

起到有效的抑制作用[15]。因此,可以通过水解富硒螺旋

藻得到高 ACE抑制活性的多肽，从而开发具有防止心

脑血管疾病的天然活性药物. 

3.2  通过实验总结，从螺旋藻中提取含硒总蛋白

（ SeSp-Tp ），用不同蛋白酶水解制备含硒多肽

（SeSp-Ps），选取最佳水解条件，即当总蛋白量比酶量

为 10 mg/50 U，采用联合酶水解方式水解 10 h 时具有

最高水解率，并且模拟了人体模拟人体内消化道消化

方式，其得到的多肽，对 ACE具有较强抑制活性可达

90%。多肽浓度为 50 μg/mL以上的水解多肽对 NO 合

成的促进作用远比水解蛋白质的促进作用高。所以，

对含硒多肽的研究，寻找并鉴定水解藻多肽中能有效

防治高血压的组分，为应用海洋功能食品防治高血压

及心脑血管疾病提供科学实验依据。 
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