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英红九号茶蛋白降尿酸肽的酶解制备及不同分子量

组分的活性对比 
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摘要：以英红九号红茶渣为原料，通过碱提酸沉提取茶叶蛋白，以黄嘌呤氧化酶抑制率为指标，采用单因素和响应面实验优化

酶解制备降尿酸肽，对其氨基酸组成进行分析，并对最优酶解物进行超滤分离和活性评价。结果表明，在底物浓度 2%（m/V）、加酶

量 0.3%（m/V）、温度 39 ℃、pH 值 7.5 和酶解时间 3.4 h 条件下，得到的降尿酸肽的黄嘌呤氧化酶抑制率为 85.42%。氨基酸分析表明，

降尿酸肽中必需氨基酸含量丰富（38.49%），高比例的疏水性氨基酸（48.00%）和碱性氨基酸（13.67%）对黄嘌呤氧化酶抑制活性有

重要作用。酶解物经过超滤分离后，与原酶解物的活性（IC50 0.72 mg/mL）比较，<3 ku 组分的黄嘌呤氧化酶抑制活性显著提升（IC50  

0.41 mg/mL）。该研究可为茶叶蛋白的高值化利用提供参考，为茶叶源新型降尿酸健康食品的开发提供了理论依据。 
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Abstract: Taking Yinghong NO.9 black tea dregs as the raw material, the tea protein was extracted by alkali extraction and acid 

precipitation. Taking the inhibition rate of xanthine oxidase as the index, uric acid-lowering peptides were prepared via enzymolysis after 

optimization through single factor experiments and response surface test. The amino acid composition was analyzed, and the optimal enzymatic 

hydrolysate were subjected to separation via ultrafiltration and activity evaluation. The results showed that under the conditions of 2% substrate 

concentration, 0.3% enzyme amount, temperature 39 ℃, pH 7.5 and enzymolysis time 3.4 h, the obtained uric acid-lowering peptides exhibited 

a xanthine oxidase inhibitory rate of 85.42%. Amino acid analysis showed that the uric acid-lowering peptides were rich in essential amino acids  
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(38.49%), and had high proportions of hydrophobic amino acids (48.00%) and basic amino acids (13.67%), which were important for its 

xanthine oxidase inhibitory activity After the separation of the enzymatic hydrolysate via ultrafiltration, the xanthine oxidase inhibitory activity 

(IC50: 0.41 mg/mL) of the fraction with a molecular weight <3 ku inreased significantly compared to the activity of the initial enzymatic 

hydrolysate (IC50: 0.72 mg/mL).This study provides a reference for the high-value utilization of tea protein, and a theoretical basis for the 

development of a novel tea-derived uric acid-lowering health food. 

Key words: Yinghong No. 9 tea protein; enzymatic hydrolysis; uric acid-lowering peptide; xanthine oxidase inhibitory activity; response 

surface optimization; ultrafiltration; amino acid composition 

 

高尿酸血症已经成为第四种高风险的慢性疾病，

其风险程度仅次于高血脂症、高血压症和高血糖症[1]。

高尿酸血症是一种代谢性疾病，其诱发原因主要是嘌

呤摄入过量、人体内尿酸增多或排泄减少，主要体现

为血清尿酸浓度超过正常限值（男性为≥420 mol/L，

女性为≥360 mol/L）[2]。尿酸浓度过高对机体具有多

种不良影响，其中最直接的危害是造成晶体堆积导致

痛风及肾结石[3]。目前，国内外对于高尿酸的防治主

要集中于黄嘌呤氧化酶抑制剂的开发研究[4]，黄嘌呤

氧化酶参与人体内嘌呤代谢的关键步骤，其主要作用

是催化次黄嘌呤氧化为黄嘌呤，黄嘌呤再接着被氧化

为尿酸、嘧啶和嘌呤等代谢物质[5]。基于此原理，目

前已开发出基于黄嘌呤氧化酶活性调节的降尿酸药

物，如别嘌呤醇和非布司他等，均可用于高尿酸血症

的临床治疗。但此类药物长期服用将带有一定的副作

用，比如引起胃肠道不适、过敏和肾毒性等[6]。近年

来，从天然产物中开发出安全有效的，具有黄嘌呤氧

化酶抑制活性的生物活性肽已经成为研究的热点[7]，

如圆鳞鱼蛋白降尿酸肽[1]、金枪鱼蛋白降尿酸肽[8]和菜

豆降尿酸肽[7]等。 

中国是世界上最大的茶叶生产国，茶叶深加工技

术的进步和茶叶深加工产品的增加，大量废弃茶渣也

随之产生。据不完全统计，我国茶叶深加工行业湿茶

渣年产量在 2×10
8
~3×10

8 
kg，废弃茶渣大多被用于生

产饲料、土壤肥料等低附加值产品，而茶渣中存留的

优质植物蛋白并未得到充分利用[9-11]。茶渣中粗蛋白

含量为 18%~20%，其蛋白中有丰富的氨基酸和活性

肽，营养、健康价值极高，具有巨大的开发利用潜力

和市场应用前景[12,13]。英红九号是广东省特有的优良

茶树品种，目前已大面积推广种植。英红九号茶树品

种优质高产，但目前对英红九号茶叶成分的研究主要

集中在多酚和黄酮类等[14]，而对茶叶或茶渣中存留的

优质蛋白研究较少。若能将其中的蛋白进行深度开发

探究，将为茶叶资源的高值化利用提供新思路，并将

创造出巨大的市场价值。 

本研究以英红九号红茶渣为原料，通过碱提酸沉

获得茶叶蛋白，以黄嘌呤氧化酶抑制率为指标，酶解

法制备茶蛋白降尿酸肽，对其进行黄嘌呤氧化酶抑制

活性检测和氨基酸组成分析，并对超滤组分进行黄嘌

呤氧化酶抑制活性分析。本研究为茶叶蛋白资源的高

值化利用提供理论基础，为功能性健康食品开发提供

新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

英红九号红茶，广东省农业科学院茶叶研究所提

供；胰蛋白酶（2.5×10
5
 U/g）、木瓜蛋白酶（2×10

5
 U/g）、

中性蛋白酶（1×10
5
 U/g）、胃蛋白酶（3×10

6
 U/mg），

南宁庞博生物工程有限公司；黄嘌呤、黄嘌呤氧化酶

（50 U/mg）、别嘌呤醇，上海麦克林生化有限公司；

其他化学品和试剂均为分析纯。 

AL104 电子天平，梅特勒-托利多仪器(上海)有限

公司；PHS-3D 台式 pH 计，上海三信仪表厂；HH-4

数显恒温水浴锅，金坛市华城海龙实验仪器厂；L530

台式低速自动平衡离心机，湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司；Alpha 2-4 LDplus 冷冻干燥机，Christ 公司；

2300 多功能酶标仪，PerkinElmer 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  英红九号茶蛋白的提取 

英红九号红茶叶经过水煮后，过滤取茶渣烘干，

粉碎后过 20 目筛备用。基于碱提酸沉的原理和参考叶

灏铎等[15]的方法进行茶叶蛋白的提取，并略作修改。

称取一定量粉碎的茶叶，以固液比 1:40（g:mL）的比

例加入 0.1 mol/L 的 NaOH 溶液，45 ℃下浸提 4 h 后，

过滤并于 4 000 r/min 下离心 20 min，收集上清液并用

1 mol/L 盐酸调节 pH 值至等电点 3.5，静置 20 min 后，

离心。弃上清，收集蛋白沉淀，用 pH 值 3.5 的盐酸溶

液清洗蛋白沉淀三遍，冷冻干燥后即得英红九号红茶

蛋白粗提物。 

1.2.2  英红九号茶蛋白肽的制备 

参考叶灏铎等[15]的方法略带修改制备茶渣蛋白

肽，将一定量的英红九号茶蛋白粗提物加入适量蒸馏
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水配成溶液，调节 pH 值后加入一定量的酶，于适当

温度恒温水浴酶解 3 h，沸水中灭酶 10 min，冷却至

室温，4 000 r/min 下离心 20 min，上清液收集即为含

英红九号茶蛋白肽的酶解液。 

1.2.3  单因素实验 

1.2.3.1  蛋白酶的筛选 

选取实验室酶解常用的 4 种蛋白酶，在酶最适合

条件下对英红九号茶蛋白进行酶解，各种蛋白酶的最

适条件如表 1 所示。在底物浓度为 3%，加酶量为 0.3%

条件下，酶解 3 h，灭酶活后离心，取上清酶解液测定

黄嘌呤氧化酶抑制率，选择最优的蛋白酶。 

表 1 各种蛋白酶的最适酶解条件 

Table 1 Optimum enzymatic hydrolysis conditions for various 

proteases 

蛋白酶 
最适条件 

温度/℃ pH 值 

胰蛋白酶 37 8.0 

木瓜蛋白酶 55 6.5 

胃蛋白酶 37 1.5 

中性蛋白酶 45 7.0 

1.2.3.2  酶解时间对活性的影响 

在底物浓度为 3%，酶添加量为 0.3%，酶最适 pH

值的条件下，设置不同酶解时间（1、2、3、4、5 h），

酶解完成后离心取上清酶解液，分别测定黄嘌呤氧化

酶抑制率，确定酶解时间。 

1.2.3.3  酶解温度对活性的影响 

在底物浓度为 3%，酶添加量为 0.3%，酶最适 pH

值的条件下，设置不同酶解温度（35、40、45、50、

55 ℃），酶解 3 h 后离心取上清酶解液，分别测定黄嘌

呤氧化酶抑制率，确定酶解温度。 

1.2.3.4  加酶量对酶解活性的影响 

在底物浓度 3%、温度 45 ℃、酶最适 pH 值等条

件下，添加不同浓度的蛋白酶（0.1%、0.2%、0.3%、

0.4%、0.5%），酶解 3 h 后离心取上清酶解液，分别测

定黄嘌呤氧化酶抑制率，确定加酶量。 

1.2.3.5  酶解 pH 值对活性的影响 

在底物浓度 3%、酶添加量 0.3%、温度 45 ℃等条

件下，设置不同 pH 值（6.0、6.5、7.0、7.5、8.0），酶

解 3 h 后离心取上清酶解液，分别测定黄嘌呤氧化酶

抑制率，确定酶解 pH 值。 

1.2.3.6  底物浓度对酶解活性的影响 

在酶添加量 0.3%、温度 45 ℃、酶最适 pH 值等

条件下，设置不同底物浓度（1%、2%、3%、4%、5%），

酶解 3 h 后离心取上清酶解液，分别测定黄嘌呤氧化

酶抑制率，确定底物浓度。 

1.2.4  响应面优化实验 

以单因素实验为基础，选择对酶解产物黄嘌呤氧

化酶抑制活性影响较显著的三个因素进行响应面优

化，设置时间、温度和加酶量为自变量，基于此以单

因素指标活性最高点为中心左右取值，设置三水平，

以黄嘌呤氧化酶抑制率为响应值，设计三因素三水平

的响应面试验，设计如表 2 所示。 

表 2 响应面因素与水平设计 

Table 2 Factors and levels of responsesurface experiment 

因素 
水平 

-1 0 1 

A 时间/h 2 3 4 

B 温度/℃ 35 40 45 

C 加酶量/% 0.2 0.3 0.4 

1.2.5  黄嘌呤氧化酶抑制率的测定 

参考邹琳等[4]的方法检测黄嘌呤氧化酶抑制率，

并略有修改。将 50 μL 待测样品及 50 μL 浓度为   

0.02 U/mL 的黄嘌呤氧化酶溶液加入 96 孔板中，室温

条件下混合均匀，再加入 50 μL 0.48 mmol/L 的黄嘌呤

溶液，振荡混匀 30 min 后，在 290 nm 处测定吸光值。

使用下式计算黄嘌呤氧化酶抑制率： 

1 2

3 4

1 100%
A A

D
A A

 
   

 

                  （1） 

式中： 

D——黄嘌呤氧化酶抑制率，%； 

A1——添加样品溶液的吸光值； 

A2——不加酶样品溶液的吸光值； 

A3——用缓冲液代替样品溶液的吸光值； 

A4——用缓冲液代替酶和样品溶液的吸光值。 

1.2.6  氨基酸组成测定 

参考陈冰冰等[16]的方法测定最优酶解物中的氨

基酸组成。 

1.2.7  英红九号茶蛋白肽超滤分离 

最优工艺条件得到的酶解液，通过截留量为 3 ku

的超滤膜进行超滤分离，得到＞3 ku 组分和＜3 ku 组

分。冷冻干燥后，补充溶剂，将冻干的酶解物和各超

滤组分配制成不同浓度溶液，分别测定其黄嘌呤氧化

酶抑制率，以别嘌呤醇作为阳性对照，通过 SPSS 软

件计算 IC50值。 

1.3  数据处理 

本研究中的实验都进行了至少三次重复，使用

Design Expert 8.0.6.1 软件、SPSS 21.0 软件和Microsoft 

Office 2019 软件进行实验设计和数据分析，最终数据

结果以平均值±标准差（SD）表示。 
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2  结果与讨论 

2.1  英红九号茶蛋白的提取 

基于碱提酸沉原理，从英红九号茶渣中提取出了

粗蛋白，其得率为 20.04%。茶叶前期经过水煮处理去

除了部分多酚和可溶性多糖，所得茶渣用碱液浸提后，

用盐酸调节溶液 pH 值至茶蛋白等电点 3.5 形成沉淀，

经离心处理得到茶蛋白粗提物，在这一过程大部分在

上清液中的多酚和多糖类物质基本被去除，可认为所

得粗蛋白中已不含游离多酚或多糖。然而，近年研究

发现，部分茶蛋白中存在配糖体，而此类糖蛋白可能

具有较好的功能活性[17,18]，本研究所得粗蛋白中糖蛋

白的含量、结构特点和活性作用，有待深入研究。 

2.2  单因素实验 

2.2.1  蛋白酶的筛选 

不同种类的蛋白酶由于特异性，其发挥作用的位

点不同，酶解得到的多肽片段也不相同，因此酶解应

充分考虑酶的选择和酶解条件[16]。本研究采用了实验

室较为常用的四种蛋白酶，用于英红九号茶蛋白水解

物的制备，得到四种蛋白酶酶解物并检测其黄嘌呤氧

化酶抑制活性，结果如图 1 所示。相较于其他三种蛋

白酶酶解物，中性蛋白酶酶解物的黄嘌呤氧化酶抑制

活性最高，抑制率为 81.93%。说明英红九号茶蛋白采

用中性蛋白酶酶解，能释放出更多高活性肽段。李桂

芬等人制备抗痛风肽也用到了中性蛋白酶[19]，可见中

性蛋白酶适合用于酶解出具有潜在的降尿酸作用的肽

段。因此，后续实验将采用中性蛋白酶进行蛋白酶解

物的制备。 

 

图 1 蛋白酶种类对酶解物黄嘌呤氧化酶抑制率的影响 

Fig.1 Effect of protease types on inhibition rate of xanthine 

oxidase 

注：图中小写字母显著性差异 P<0.05。下图同。 

2.2.2  酶解时间对酶解物活性的影响 

如图 2 所示，英红九号茶蛋白水解物对黄嘌呤氧

化酶的抑制率随着酶解时间的延长呈现出先上升后下

降趋势，酶解 3 h 得到的酶解液活性最强，黄嘌呤氧

化酶抑制率为 82.79%。推测原因，1 h~3 h，随着酶解

时间的增加，酶与底物的反应充分，产生大量活性肽；

但酶解时间过长，会造成底物被水解过度，产生的活

性肽被进一步降解成低活性的氨基酸，导致酶解液活

性下降，且酶解时间过长也会增加能耗[20]。因此确定

最佳酶解时间为 3 h。 

 

图 2 酶解时间对酶解物黄嘌呤氧化酶抑制率的影响 

Fig.2 Effect of enzymatic hydrolysis time on inhibition rate of 

xanthine oxidase 

2.2.3  酶解温度对酶解物活性的影响 

如图 3 所示，温度 40 ℃时，酶解物抑制黄嘌呤

氧化酶的活性达到最大值 82.88%，而后随着温度升

高，活性逐渐下降。这可能与酶的活力有关，中性蛋

白酶在 30~55 ℃范围内酶活力最好。温度升高可以加

快分子热运动，促进酶与底物充分反应，产出高活性

的酶解物，温度过高则会降低酶活力，不利于酶解反

应的正向进行[21]。因此，确定最佳酶解温度为 40 ℃。 

 

图 3 酶解温度对酶解物黄嘌呤氧化酶抑制率的影响 

Fig.3 Effect of enzymatic hydrolysis temperature oninhibition 

rate of xanthine oxidase 

2.2.4  加酶量对酶解物活性的影响 

如图 4 所示，酶解物黄嘌呤氧化酶抑制活性随着

加酶量的增大而逐渐增强，而后随之下降。在加酶量

0.3%（m/V）时，酶解物活性最好，黄嘌呤氧化酶抑

制率达到 81.15%。酶的添加量较少时，酶与底物不能
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充分反应，结合能力较差，而过量的酶比例又会使酶

与蛋白质的结合达到过饱和状态，蛋白过度水解，过

量的酶将具有活性的肽分解，导致功能活性发生变化，

生成活性较差的酶解物，且过量的酶也会造成资源浪

费[22,23]。因此，确定适宜的加酶量为 0.3%。 

 

图 4 加酶量对酶解物黄嘌呤氧化酶抑制率的影响 

Fig.4 Effect of enzyme dosage on inhibition rate of xanthine 

oxidase 

2.2.5  pH 值对酶解物活性的影响 

如图 5 所示，酶解物的黄嘌呤氧化酶抑制活性，

在 pH 值 6.0~8.0 之间，呈现先增大后减小趋势，在 pH

值 7.5 时酶解产物活性最高，黄嘌呤氧化酶抑制率达

到 81.97%。pH 值也是影响蛋白酶活力的重要因素之

一，过酸过碱都会影响酶活力[24]，适当增加 pH 值，

可以促进增加可溶性蛋白的含量，有助于酶促反应的

进行；但 pH 值过大，会破坏酶活性，从而降低酶解

效果[25]。因此，确定最佳 pH 值为 7.5。 

 

图 5 pH值对酶解物黄嘌呤氧化酶抑制率的影响 

Fig.5 Effect of pH on inhibition rate of xanthine oxidase 

2.2.6  底物浓度对酶解物活性的影响 

由图 6 所示，随着底物浓度的增加，酶解物抑制

黄嘌呤氧化酶的活性，逐步增大并趋于平缓后逐渐降

低，在底物浓度为 2%（m/V）时，酶解物的活性达到

最高值，其黄嘌呤氧化酶抑制率为 82.98%，持续增大

底物浓度，酶解物的活性趋于平缓后下降，这可能是

由于酶与反应底物的结合程度和底物浓度相关。较低

的底物浓度，会使底物与酶结合的位点变少，影响反

应速率，过高的底物浓度又会超出酶与底物的结合范

围，同样影响酶解效果，导致酶解物活性下降[26,27]。

因此，确定适宜的底物浓度为 2%（m/V）。 

 

图 6 底物浓度对酶解物黄嘌呤氧化酶抑制率的影响 

Fig.6 Effect of substrate concentration on inhibition rate of 

xanthine oxidase 

2.3  响应面优化实验 

基于单因素实验，以时间（A）、温度（B）和加

酶量（C）三个因素为自变量，以黄嘌呤氧化酶抑制

率为活性指标，设计并进行三因素三水平试验。响应

面试验结果如表 3 所示。 

表 3 响应面设计方案及结果 

Table 3 The design and results of the response surface 

experimental 

序号 

因素 黄嘌呤 

氧化酶 

抑制率/% A 时间/h B 温度/℃ C 加酶量/% 

1 1 0 1 81.79 

2 0 1 -1 76.47 

3 1 1 0 77.37 

4 0 -1 1 78.15 

5 -1 1 0 73.95 

6 0 0 0 82.73 

7 0 0 0 83.19 

8 0 0 0 81.51 

9 -1 0 1 77.31 

10 -1 -1 0 76.47 

11 1 -1 0 80.67 

12 0 1 1 75.07 

13 0 -1 -1 78.99 

14 1 0 -1 78.15 

15 0 0 0 82.77 

16 0 0 0 83.18 

17 -1 0 -1 75.63 
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表 4 回归模型显著性检验 

Table 4 Analysis of variance for response surface quadratic model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值（Prob>F） 显著性 

模型 142.99 9 15.89 12.24 0.001 6 ** 

A-时间 26.72 1 26.72 20.58 0.002 7 ** 

B-温度 16.30 1 16.30 12.56 0.009 4 ** 

C-加酶量 1.19 1 1.19 0.91 0.371 1  

AB 0.15 1 0.15 0.12 0.742 2  

AC 0.96 1 0.96 0.74 0.418 2  

BC 0.078 1 0.078 0.060 0.812 9  

A2 21.42 1 21.42 16.50 0.004 8 ** 

B2 46.01 1 46.01 35.44 0.000 6 ** 

C2 20.39 1 20.39 15.70 0.005 4 ** 

残差 9.09 7 1.30    

失拟项 7.20 3 2.40 5.08 0.075 2 不显著 

纯误差 1.89 4 0.47    

总和 152.08 16     

注：P<0.05，显著，显著性标为*；P<0.01，极显著，显著性标为**；P>0.05，不显著。 

应用Design Expert 8.0.6.1软件对响应面数据进行

回归拟合分析，得到影响因素时间（A）、温度（B）

和加酶量（C），与响应值黄嘌呤氧化酶抑制率（Y）

之间的二次多项回归方程： 

Y=82.68+1.83×A-1.43×B+0.39×C-0.20×A×B+ 

0.49×A×C-0.14×B×C-2.26×A
2
-3.31×B

2
-2.20×C

2 

对实验模型及方程进行显著性检验分析，由表 4

可知，该模型的 F值为 12.24，P=0.001 6＜0.01，表明

建立的模型是极显著的，失拟项 F值为 5.08，P=0.075 2

＞0.05，模型失拟不显著，说明由实验误差主要是随

机误差，其它偶然因素对试验结果的影响较小[28]。模

型的决定系数 R
2
=0.940 2，调整系数 R

2
adj=0.860 2，信

噪比 Adeq Precision=9.865＞4，说明该模型的拟合度

和可信度较好[29]，变异系数 CV 值表示实验的准确度，

CV 值越小，实验越可靠，本实验的 CV 值为 1.44%，

说明实验结果可靠性高[30]。综上，本次实验结果可靠，

建立的回归模型拟合度高，可用于观测英红九号茶蛋

白肽生物活性随实验条件变化的规律，分析和预测制

备降尿酸的最优工艺条件。 

单因素变量的显著性可通过 F 值和 P 值反映，由

表 4 可以看出，时间和温度变量都具有极显著性    

（P＜0.01），通过比较 F 值可以反映出各个因素对酶

解物黄嘌呤氧化酶抑制活性的影响程度，F 值越大，

则影响程度越大[31]，因此可以推断出三个因素变量对

活性的影响程度大小为：时间＞温度＞加酶量。 

响应面图的曲面陡峭程度，与各因素间的交互作

用程度成正比。由图 7 可以看出，三个因素之间形成

的图形，开口向下呈凸形，均存在均值，且等高线图

也趋于椭圆形，说明其两两因素之间均存在较明显的

相互作用[30,32]。通过图形的比较同样得出三个因素对

酶解物活性的影响程度与方差分析中的结果一致，进

一步说明了实验模型的可靠性。 

  

 

图 7 时间、温度、加酶量交互作用对黄嘌呤氧化酶抑制率的影响 

Fig.7 Effects of interaction of time, temperature and enzyme 

dosage on inhibition rate of xanthine oxidase 

通过模型优化和软件预测，得出中性蛋白酶酶解

英红九号茶蛋白制备降尿酸肽的最优条件：时间 3.4 h、

温度 39.08 ℃、加酶量 0.31%（m/V）。此条件下预测

得到的黄嘌呤氧化酶抑制率为 83.25%。对此预测条件

进行实验验证，为了便于操作，将实验条件修正为：

底物浓度 2%（m/V）、加酶量 0.3%（m/V）、温度 39 ℃、

pH 值 7.5、酶解时间 3.4 h，得到的酶解产物黄嘌呤氧

化酶抑制率为85.42%，与预测值的相对误差为2.61%，

说明此响应面优化模型准确性和可信度较高。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.3 

153 

2.4  英红九号茶蛋白酶解物的黄嘌呤氧化酶

抑制活性分析 

如图 8 所示，英红九号茶蛋白酶解物与黄嘌呤氧

化酶抑制活性存在明显的量效关系，抑制率随着肽浓

度升高而增大。肽浓度为 4 mg/mL 时，黄嘌呤氧化酶

抑制率达到了 70.89%，计算得到此条件下英红九号茶

蛋白肽黄嘌呤氧化酶抑制活性的 IC50为 0.72 mg/mL，

活性优于鲣鱼蛋白肽[33]（IC50：7.23 mg/mL）和核桃

蛋白肽[34]（IC50：19.01 mg/mL）。 

 

图 8 不同浓度酶解物的黄嘌呤氧化酶抑制率 

Fig.8 inhibition rate of xanthine oxidase in different 

concentration of hydrolysates 

2.5  氨基酸组成分析 

如表 5 所示，英红九号茶蛋白肽的氨基酸组成中，

必需氨基酸相对含量为 38.49%，疏水性氨基酸的相对

比例高达 48.00%，碱性氨基酸相对含量为 13.67%。

有研究表明，含疏水性氨基酸的肽具有较强的黄嘌呤

氧化酶抑制活性，黄嘌呤氧化酶的活性中心由一个疏

水囊组成，含有较多疏水氨基酸的肽段可能更容易进

入其活性中心，从而发挥抑制作用[35]。还有研究指出，

中性或弱碱性的肽比较容易成为有效的黄嘌呤氧化酶

抑制剂[36]。本研究中英红九号茶蛋白肽展现出了较强

的黄嘌呤氧化酶抑制活性，含量丰富的疏水性氨基酸

和碱性氨基酸可能发挥了关键作用。 

2.6  超滤组分黄嘌呤氧化酶抑制活性分析 

酶解物、超滤组分和阳性对照别嘌呤醇的黄嘌呤

氧化酶抑制活性比较如图 9 所示，经过超滤分离得到

的＜3 ku 组分活性（IC50：0.41 mg/mL），虽不及阳性

药物别嘌呤醇（IC50：0.03 mg/mL），但相较于酶解物

（IC50：0.72 mg/mL），活性有显著提升，而＞3 ku 组

分的活性（IC50：1.79 mg/mL）明显弱于酶解物，可

以推断英红九号茶蛋白肽的高活性组分，主要集中于

小分子肽段，邹琳等[4]和 Li 等[34]的研究中都有类似报

道。综上，英红九号茶蛋白肽具有显著的黄嘌呤氧化

酶抑制活性，且小分子肽段活性更强，其具体纯化鉴

定和作用机制有待进一步深入研究。 

表 5 英红九号茶蛋白肽的氨基酸组成 

Table 5 Amino acid composition of peptides from Yinghong 

NO.9 

氨基酸 相对百分含量/% 

天冬氨酸(Asp) 11.61 

苏氨酸(Thr)* 5.64 

丝氨酸(Ser) 5.64 

谷氨酸(Glu) 11.78 

甘氨酸(Gly)# 11.36 

丙氨酸(Ala)# 6.35 

缬氨酸(Val)*# 6.02 

蛋氨酸(Met)*# 1.26 

异亮氨酸(Ile)*# 4.67 

亮氨酸(Leu)*# 7.45 

酪氨酸(Tyr) 3.66 

苯丙氨酸(Phe)*# 4.42 

组氨酸(His)* 5.51 

赖氨酸(Lys)* 3.53 

精氨酸(Arg) 4.63 

脯氨酸(Pro)# 6.48 

必需氨基酸(EAA) 38.49 

疏水性氨基酸(HAA) 48.00 

碱性氨基酸(BAA) 13.67 

注：必需氨基酸（*EAA）：Thr、Val、Met、Ile、Leu、Phe、

Lys、His；疏水性氨基酸（#HAA）：Ala、Val、Ile、Leu、Gly、

Phe、Pro、Met；碱性氨基酸（BAA）：His、Lys、Arg。 

 

图 9 不同组分黄嘌呤氧化酶抑制活性的 IC50值 

Fig.9 The IC50 values of different components of xanthine 

oxidase inhibitory activity 

3  结论 

本研究以英红九号茶渣为原料，碱提酸沉法提取
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茶叶蛋白，以黄嘌呤氧化酶抑制率为主要指标，通过

单因素和响应面实验，获得酶解英红九号茶蛋白制备

降尿酸肽的最佳工艺条件。对最优条件得到的酶解物

进行超滤分离，比较了超滤组分、酶解物及阳性对照

别嘌呤醇的黄嘌呤氧化酶抑制活性。经过超滤分离，

英红九号茶蛋白肽中高活性组分得到富集，即小分子

肽（＜3 ku）在黄嘌呤氧化酶抑制活性中起到了关键

作用。氨基酸分析表明，英红九号茶蛋白肽中高比例

的必需氨基酸、疏水性氨基酸和碱性氨基酸，对活性

也有重要影响。综合前人报道和本研究结果，可以推

断小分子、疏水性和碱性的多肽可能具有较高的黄嘌

呤氧化酶抑制活性，具体构效关系及活性机制仍需进

一步深入研究。本研究为茶叶蛋白资源的开发利用提

供了新思路，为黄嘌呤氧化酶肽类抑制剂的研究提供

了理论参考。 
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