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摘要：为了考察大米四种蛋白经模拟体外消化后能否产生 ACE抑制活性肽及其活性状况，本研究以大米为原料，Osborne法提

取大米四种蛋白。体外模拟胃肠道消化过程，研究消化酶解 ACE 抑制活性肽产生情况及其活性大小，同时检测酶解产物的水解度和

分子量分布。实验结果表明，大米四种蛋白经胃蛋白酶消化 30 min，酶解产物的ACE抑制活性均达到较高水平，随后经过胰蛋白酶

作用，酶解产物的 ACE抑制活性下降。大米清蛋白，球蛋白，醇溶蛋白和谷蛋白的 4 h消化产物半抑制浓度 IC50 值分别为 1.45 mg/mL, 

0.91 mg/mL, 1.19 mg/mL 和 0.75 mg/mL，分子量集中在 1000 u 以下，是易于被人体吸收的ACE抑制活性肽。同时，未经酶解的蛋白

几乎没有ACE 抑制活性。结果说明大米四种蛋白的体外消化酶解物具有不同大小的 ACE抑制活性，其中大米谷蛋白消化产物的ACE

抑制活性最高，人体正常食用大米蛋白，经胃肠消化可以产生被人体吸收的 ACE抑制活性肽。 
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Abstract: In this study, the production of peptides with angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibition activity was investigated from 

simulated in vitro digestion of four rice proteins, namely albumin, globulin, prolamin, and glutelin. The proteins were extracted from rice using 

the Osborne method. Production and ACE inhibiting activity, the degree of hydrolysis, and the molecular weight distribution of the proteolysis 

products were investigated. The results revealed that ACE inhibition activity of individual products obtained after proteolysis of the proteins, was 

high after 30 min of pepsin digestion. The activity decreased upon subsequent digestion with trypsin. The hydrolysates of rice albumin, globulin, 

prolamin, and glutelin after 4-hour digestion showed half-inhibition concentration (IC50) of 1.45, 0.91, 1.19, and 0.75 mg/mL, respectively, and 

their molecular weight was < 1000 u, which means they can be easily absorbed by the human body. At the same time, undigested proteins had 

almost no ACE inhibition activity. The result also showed the products of in vitro protein proteolysis had different ACE inhibition activities and 

that rice glutelin proteolysis product showed the highest ACE inhibition activity. Therefore, the gastrointestinal digestion of regularly consumed 

rice can produce ACE-inhibiting peptides that can be absorbed by the human body.  
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食物蛋白特别是植物蛋白，其改善代谢综合症作

用越来越受到世界各国食品及营养学家的关注。目前，

已通过采用合适的蛋白酶水解食物蛋白获得了大量的 
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生物活性肽[1]，包括 ACE抑制肽、降血脂肽、抗动脉

粥样硬化肽等，其中以降血压肽的研究最为广泛和深

入。高血压的主要特征是动脉血管收缩压或舒张压升

高的临床综合症，并且常伴有多种并发症。血管紧张

素转化酶(ACE,EC3.4.15.1)对生物体血压的调节起到

重要的作用，调节主要通过两个方面：ACE将不具有

活性的血管紧张素 I 水解转化为血管紧张素 II；ACE

通过降解调节血压下降的舒缓激肽，从而引起血压升

高。目前关于生物活性肽的研究多局限于人为控制和

静态化学测试，与人体的消化吸收没有联系。这些生
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物活性肽经过人体消化能否保持其生物活性不被降解

有待考察。 

Matsui 等
[2]
从大豆球蛋白中分离纯化得到小肽

WH，并以等量的 W 和 H 两个氨基酸混合物做对照在

ApoE
-/-
小鼠中证实了其抗动脉粥样硬化（AS）作用，

而单纯的氨基酸混合物并不具有抗 AS 功效。这说明

了，小肽的氨基酸序列是其发挥功效的结构基础。进

一步研究表明，WH依赖于高的 ACE抑制活性来调节

血管平滑肌细胞中的 Ca
2+平衡，从而发挥改善代谢综

合症的功效。大米蛋白是公认的优质植物蛋白，含有

4~15%球蛋白，1~5%清蛋白，2~8%醇溶蛋白和 80%谷

蛋白，其改善生活习惯病的功效已获得实验证实
[3]
。在

亚洲国家有一半以上的人群将大米作为日常主食，目

前对大米蛋白的研究较多，但是对于大米不同种类蛋

白的研究远远不及大豆，玉米等其他谷物蛋白，而每

种蛋白的生理活性可能相差甚远。Wang 等[4]采用酸性

蛋白酶对蚕蛹清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白和谷蛋白进

行酶解，清蛋白和球蛋白水解产物的 ACE抑制活性远

远高于醇溶蛋白和谷蛋白。大米 α-球蛋白具有降血脂

及其抗动脉粥样硬化作用，而发挥作用的物质基础可

能归因于其被人体消化后产生的功能活性肽段
[5]
。 

本研究采用 Osborne法从大米中提取四种蛋白。在

模拟胃肠道消化环境的基础上，研究四种蛋白在消化

过程中 ACE抑制活性肽的产生情况、活性变化和相对

分子质量分布，以探索人体在正常食用大米蛋白时能

否产生 ACE抑制活性肽及其变化规律，并确定其 ACE

抑制活性主要来源于何种蛋白。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

原料籼米，湖南金健米业股份有限公司；胃蛋白

酶、胰蛋白酶，北京鸿润宝顺科技有限公司；ACE、

马尿酰组氨酰亮氨酸(Hip-His-Leu，HHL)，美国 Sigma

公司；低分子量蛋白质标准品(14.4~97.0 ku)，英国GE 

Healthcare 公司；4~20%伯乐 Mini-Protean 预制胶，美

国 Bio-Rad 公司；其他试剂为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

2300 自动定氮仪，瑞典FOSS公司；UB-7 pH计，

美国丹佛仪器公司；LXJ-∏B 大容量离心机，上海安

亭科学仪器厂；TU-1900双光束紫外可见分光光度计，

北京普析通用仪器有限责任公司；THZ-82A水浴恒温

振荡器，HJ-4 型多头磁力加热搅拌器，江苏省金坛市

荣华仪器制造有限公司；LGJ-25C 型冷冻干燥机，北

京四环科学仪器厂有限公司；Agilent 1200 高效液相色

谱仪，美国安捷伦公司；伯乐 Mini-Protean 电泳仪，

美国 Bio-Rad 公司；FluorChem FC2 凝胶成像系统，

美国 Alpha 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  Osborne 法提取大米蛋白 

参考 Osborne 方法[6]，1 kg 大米粉碎过筛，加入 4 

L蒸馏水，在室温下搅拌2 h后4000 r/min离心20 min，

重复提取 2 次，合并上清液。残渣与 4 L的 5%氯化钠

溶液混合，在室温下搅拌 2 h 后 4000 r/min 离心 20 

min，重复提取 2次，合并上清液。残渣与 4 L的 70%

乙醇溶液混合，在室温下搅拌 2 h 后 4000 r/min 离心

20 min，重复提取 2 次，合并上清液。以上得到的上

清液抽滤后蒸发浓缩，分别在等电点沉淀。残渣与 4 L

的 0.05 mol/L 氢氧化钠溶液混合，在室温下搅拌 2 h

后 4000 r/min 离心 20 min，上清液调至等电点。蒸馏

水洗涤沉淀 2 次，冷冻干燥 24 h 后获得大米粗蛋白，

备用。具体提取的技术路线如下： 

 
图 1 Osborne 法提取清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白和谷蛋白工艺

流程 

Fig.1 The process of Osborne extraction of albumin, globulin, 

prolamin and glutelin from rice 
1.3.2  蛋白质含量的测定 

采用GB 5009.5-2010凯氏定氮法测定大米及清蛋

白、球蛋白、醇溶蛋白和谷蛋白的蛋白质含量（N 取

5.95）。 
1.3.3  SDS-PAGE 凝胶电泳 

采用 4~20%梯度胶对清蛋白、球蛋白、醇溶蛋白、
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谷蛋白进行SDS-PAGE电泳分析，选择恒压 100 V。

R-250 考马斯亮蓝染色 3 h，用脱色液脱色。FluorChem 

FC2 凝胶成像系统拍照。 
1.3.4  大米蛋白体外模拟胃肠消化酶解 

蒸馏水配制一定浓度的四种大米蛋白溶液，用 1 

mol/L HCl调溶液 pH 2.0，加入胃蛋白酶，37 ℃恒温

条件下消化酶解 2 h。0.09 mol/L NaHCO3溶液调 pH 

5.3，加入胰蛋白酶后，再用1 mol/L NaOH溶液调 pH 

7.8，37 ℃恒温条件下消化酶解 2 h，分别在消化过程

中取样；100 ℃，10 min 终止酶解反应。冷却后离心

（4500 r/min，20 min），收集上清液冷冻贮藏备用。 

1.3.5  水解度（DH）的测定 

采用 OPA(邻苯二甲醛）法[7]，取 3.00 mL OPA溶

液于试管中加入 400 μL 稀释至一定倍数的水解上清

液，精确反应 2 min 后在 340 nm 处测定吸光值。同时

以丝氨酸标准溶液（0.9516 mmol/L)作参考和空白试

验。通过以下两步公式计算： 

proteinL/g
 V

/mmol9516.0erineNH
tan

2
PX

N
L

ODOD

ODOD
S

blankds

blanksample











 

式中：Serine NH2(mmol/g)：每克蛋白质中含 serine NH2

的量；X(g)：样品重量；P(%)：样品中的蛋白含量；N：稀释

倍数；V(L)：上清液体积。 

%100
/)erine( 2 




toth

NHS
DH

  

式中：β，α 分别以常数 0.4 和 1 表示；htot 每克原料蛋白

的肽键毫摩尔数（mmol/g），htot =7.72 mmol/g。 

1.3.6  血管紧张素转换酶（ACE）抑制活性的

测定 

含有 0.3 mol/L NaCl 的 0.1 mol/L 硼酸盐缓冲液

（pH8.3）将 Hip-His-Leu 配成 5 mmol/L 的溶液。在

1.5 mL EP管中加入 80 μL的 5.0 mmol/L Hip-His-Leu

溶液和 20 μL的样品，于 37 ℃保温 5 min 后，再加入

20 μL ACE溶液（溶解于硼酸盐缓冲液中，活力为 0.1 

U/mL），混匀后在 37 ℃保温 30 min，200 μL 的 1.0 

mol/L 盐酸溶液终止反应。同时做空白试验，等量硼

酸盐缓冲液代替样品。 

采用高效液相色谱测定马尿酸的含量
[8]
，色谱条

件： 

实验色谱柱：ZORBAX Eclipse Plus-C18（150 

mm×4.6 mm），流动相乙腈：水：三氟乙酸=50：50：

0.05（V/V/V），检测波长 228 nm，流速0.4 mL/min，

柱温 30 ℃，进样量 10 μL。 

ACE抑制率（%）=（B-A）/ B×100% 

式中：A 为含有样品和 ACE 反应液的峰面积；B 为不含

样品，含有 ACE反应液的峰面积。 

1.3.7  胃蛋白酶、胰蛋白酶酶解产物的相对分

子质量分布 

采用高效液相色谱法测定
[9]
。取胃蛋白酶和胰蛋

白酶的酶解液上清液稀释至一定浓度，微孔过滤膜过

滤后上色谱柱。色谱条件： 

实验色谱柱：TSK gel 2000SWXL（300 mm×7.8 

mm），流动相乙腈：水：三氟乙酸=45：55：0.1（V/V/V），

检测波长 220 nm，流速 0.5 mL/min，柱温 30 ℃，进

样量 10 μL。 

相对分子质量校正标准品：细胞色素 C（MW 

12500 u），抑肽酶（MW 6500 u），杆菌肽（MW 1450 u），

乙氨酰氨-乙氨酰氨-精氨酸（MW 451 u）和乙氨酰氨-

乙氨酰氨-乙氨酰氨（MW 189 u）。 

1.3.8  数据分析 

每组实验重复 3 次，采用 Excel 计算不同指标的

平均值和标准偏差，所有图中误差值采用 SD 值。 

2  结果与分析 

2.1  Osborne 方法提取大米四种蛋白的纯度和

提取率 

 

表 1 大米各类蛋白的纯度和相对百分含量 

Table1 The content and the relative percentages of albumin, globulin, prolamin and glutelin in rice 

 原料大米 清蛋白 球蛋白 醇溶蛋白 谷蛋白 

质量/g 1000 0.62±0.12 3.48±0.24 1.38±0.17 40.02±1.12 

蛋白质含量/% 7.52±0.14 74.57±0.26 98.61±0.40 90.57±0.67 84.72±0.59 

相对百分含量/% - 1.18±0.23 8.78±0.64 3.20±0.42 86.83±3.14 

湖南籼米含有 7.52%的大米蛋白，经分级提取后，

提取率为 51.93±3.26%。本研究清蛋白、球蛋白、醇

溶蛋白重复提取了 2 次，谷蛋白提取了 1 次。清蛋白

的蛋白质含量低于其他蛋白的蛋白质含量，可能是由

于其中含有可溶性糖类。提取的大米蛋白中清蛋白含

量最少，仅有 1.18%，球蛋白和醇溶蛋白的相对百分

含量分别占提取蛋白总量的 8.78%、3.20%，而谷蛋白

含量最多，占 86.83%，该结果与 Ju 等[6]报道相似。 

2.2  大米蛋白的 SDS-PAGE 电泳分析 
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采 用 4%~20% 的 梯度 胶对四 种蛋 白进 行

SDS-PAGE 电泳分析，凝胶成像系统拍照得到的电泳

图谱如图 2 所示。清蛋白的亚基分子质量分布大概在

43、35、30、16 ku，球蛋白亚基的分子质量大概分布

在 26、16 ku；醇溶蛋白和谷蛋白是贮藏蛋白质，醇溶

蛋白是由一条肽链通过分子间的二硫键连接而成的，

谷蛋白是由多肽链彼此通过二硫键连接而成的大分子

组成。醇溶蛋白亚基的分子质量比较集中，大概分布

在 14 ku。谷蛋白亚基的分子质量大概分布在 37、22、

16 ku。一般认为谷蛋白刚合成时是 57 ku 的大分子，

其后从核糖体转运到液泡并形成蛋白体的过程中，该

前体被水解成 α、β 两个亚基，其中 α 为酸性亚基，

相对分子质量为 37~39 ku，β 为碱性亚基，相对分子

质量 22 ku。该结果与先前的报道一致
[10]

。 

 

图 2 大米各类蛋白的 SDS-PAGE 电泳图谱 

Fig.2 SDS-PAGE patterns of albumin, globulin, prolamin and 

glutelin in rice 

注：0：蛋白标样，1：清蛋白，2：球蛋白，3：醇溶蛋白，

4：谷蛋白，每条泳道含有50 μg蛋白。 

2.3  大米蛋白体外模拟胃肠消化酶解产物的

DH 变化 

水解度代表蛋白质在水解过程中肽键断裂的程

度，体现蛋白被水解的程度。图 3 为不同种类大米蛋

白的水解进程曲线，前 120 min 为胃蛋白酶水解阶段，

120 min 到 240 min 为胰蛋白酶水解阶段。DH随时间

变化呈上升趋势。四种大米蛋白在胃蛋白酶水解阶段

水解度较低，在加入胰蛋白酶后水解度快速上升，后

上升趋势又略有减小。这是由于随着酶解反应的进行，

产物浓度增大，底物浓度减小，蛋白酶的活性降低等

综合因素造成的[11]。不同蛋白经过体外消化水解的水

解度变化有一定的差别。清蛋白的水解程度最高，最

终的水解度达到 27.77%。谷蛋白次之，经过胃蛋白酶

和胰蛋白酶水解后水解产物达到 22.35%的水解度。醇

溶蛋白和球蛋白的水解度值相似，最终水解产物水解

度分别为 18.52%和 18.85%，而醇溶蛋白更不易被胃

蛋白酶水解。结果说明清蛋白最易被人体消化，而相

对的醇溶蛋白最不易被消化。 

 

图 3 体外模拟胃肠消化酶解大米四种蛋白的水解度变化 

Fig.3 The changes in the degree of hydrolysis of albumin, 

globulin, prolamin and glutelin after stimulated in vitro 

gastrointestinal digestion 

2.4  大米蛋白体外模拟胃肠消化酶解产物的

ACE 抑制活性变化 

本研究中，大米蛋白经胃蛋白酶和胰蛋白酶分步

酶解，不同时间的酶解物上清液稀释 20 倍的 ACE抑

制率测定结果为：四种蛋白的总体变化趋势是一致的，

胃蛋白酶开始水解 30 min 内的水解产物快速产生

ACE 抑制活性。胃蛋白酶阶段的水解产物 ACE 抑制

活性高于胰蛋白酶阶段的水解产物，ACE抑制活性并

没有随着水解度的增加而增强。胃蛋白酶对酪氨酸和

苯丙氨酸的肽键作用，胰蛋白酶专一水解赖氨酸和精

氨酸的肽键，前者的酶解产物易产生疏水性氨基酸和

芳香族氨基酸末端，而末端是疏水性和芳香族氨基酸

的肽最能够与 ACE 产生竞争性结合，这与现已提出

的 ACE 抑制机理模型相符。值得注意的是，清蛋白

在胃蛋白酶水解阶段 ACE 活性较其它蛋白活性高，

但在加入胰蛋白酶后，ACE 抑制活性一直不断地降

低，而其他蛋白的酶解产物加入胰蛋白酶后，随着水

解度的升高，ACE抑制活性有一定程度地提高。这可

能是由于清蛋白的水解度过高的原因，其在胃蛋白酶

水解阶段水解度一直最高，在 140 min 时其水解度就

已经达到了 23.04%，说明过度的水解也会破坏 ACE

抑制活性。本研究中 ACE 活性的变化与 Megías C
[12]

等对葵花籽蛋白体外消化酶解产物和刘志伟 [13]等对

大豆蛋白体外消化酶解产物中的 ACE 抑制活性肽研

究相一致。 

最终水解产物的结果表明谷蛋白的 ACE 抑制活

性最高，达到 57.52%，其次是醇溶蛋白和球蛋白的

ACE 抑制率分别为 51.20%和 48.88%，清蛋白水解产
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物的 ACE 抑制活性最差，仅有 43.65%。这可能和每

种蛋白的疏水性氨基酸和芳香族氨基酸含量有关，疏

水性氨基酸、芳香族氨基酸含量越高的蛋白其 ACE

抑制活性越高。 

对胃蛋白酶和胰蛋白酶分步消化的酶解产物稀释

至不同浓度后，进行 ACE 抑制活性测定并拟合了回

归方程。从回归方程计算得到酶解产物的 ACE 半抑

制浓度，结果如表 2 所示。 

谷蛋白的消化产物 ACE 半抑制浓度为 0.75 

mg/mL，远远低于其它种类的蛋白，说明谷蛋白的消

化产物具有良好的 ACE 抑制活性。该结果与模拟胃

肠消化水解产物的 ACE 抑制活性变化一致。类似的

研究[8]对燕麦蛋白，花生蛋白，杏仁蛋白酶解得到的

ACE抑制肽粗品 IC50 值在 0.38 到 1.24 mg/mL不等，

本研究的 IC50值数据与文献报道接近，表明大米蛋白

的胃肠道消化产物具有较好的 ACE 抑制活性，可对

人体产生的一定的降压作用。 

 

图 4 体外模拟胃肠消化酶解大米四种蛋白的 ACE抑制活性变化 

Fig.4 Changes in ACE inhibition activity of albumin, globulin, 

prolamin, and glutelin after stimulated in vitro gastrointestinal 

digestion 

表 2 大米各类蛋白 4 h体外消化产物的 ACE半抑制浓度 

Table 2 The IC50 of ACE inhibition activity of peptide products obtained after a 4-hour in vitro simulated gastrointestinal digestion of 

albumin, globulin, prolamin and glutelin 

组别 清蛋白 球蛋白 

浓度-ACE抑制活性的回归方程 y=-4.335x2+30.65x+14.69（R2=0.985） y=-10.37x2+43.07x+19.45(R2=0.939) 

ACE 半抑制浓度/(mg/mL) 1.46 0.91 

组别 醇溶蛋白 谷蛋白 

浓度-ACE抑制活性的回归方程 y=-12.30x2+45.48x+13.27(R2=0.961) y=-12.58x2+44.02x+24.01(R2=0.991) 

ACE 半抑制浓度/(mg/mL) 1.12 0.75 

2.5  胃蛋白酶和胰蛋白酶酶解产物的相对分

子质量分布 

各个标样相对分子量的对数值与各自的洗脱时间

呈很好的相关性，相对分子质量与洗脱时间之间的回

归方程 lgMW=-4.179t+29.27（R
2
=0.979），进而预测相

对分子质量分布。 

Oshima
[14]报道具有 ACE 抑制活性的肽分子量大

小集中在 1500 u 左右，这说明 ACE抑制活性不但与

肽的序列有关，与分子量的大小也有一定的联系。本

研究的测定结果如图 5 所示。 

胃蛋白酶消化水解产物分子量集中在 3000 u 以

下。醇溶蛋白的胃蛋白酶消化产物分子量较小，大于

3000 u 的多肽仅占 0.45%，该结果与 SDS-PAGE 电泳

和模拟体外消化的水解度变化结果一致。大米四种蛋

白经胃蛋白酶和胰蛋白酶分步消化 4 h 的酶解产物水

解程度较深，分子量均集中在 1000 u 以下。四种蛋白

4 h 的消化产物的分子量分布是相似的，只有球蛋白的

大于 5000 u 多肽占 12.22%，其它蛋白的分子量都在 

 

3000 u 以下。这可能与其球状分子有关，相对其它蛋

白不易被蛋白酶酶解成小片段的肽段。分子量小于

3000 u 的小肽更容易被人体吸收，因此人体食用大米

蛋白，经胃蛋白酶和胰蛋白酶消化酶解后，可能会在

肠上皮细胞产生具有 ACE抑制活性的小肽，小肽经吸

收后到达血液，产生抗高血压的作用。 

3  结论 

3.1  采用 Osborne 分级提取大米四种蛋白，清蛋白、

球蛋白、醇溶蛋白、谷蛋白相对百分含量依次为

1.18%、8.78%、3.20%和 86.83%。清蛋白的亚基分子

质量分布大概在 43、35、30、16 ku，球蛋白亚基的分

子质量大概分布在 26、16 ku，醇溶蛋白亚基的分子质

量比较集中，分布在14 ku，谷蛋白亚基的分子质量大

概分布在 37、22、16 ku。 

3.2  采用胃蛋白酶和胰蛋白酶，在体外模拟大米蛋白

的胃肠消化过程，监测了四种蛋白在消化过程中的

ACE活性肽产生情况及活性大小。未经酶解的四种蛋

白几乎没有活性，经胃蛋白酶水解快速产生 ACE 抑

制活性，后经过胰蛋白酶水解，酶解物的 ACE抑制 
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活性有一定程度的降低。 

 

 

 

 

图 5 体外消化 2 h和 4 h 酶解产物的分子量分布 

Fig.5 Molecular weight distribution of proteolysis products after 

2 h and 4 h in vitro digestion 

注：a：清蛋白酶解产物；b：球蛋白酶解产物；c：醇溶

蛋白酶解产物；d：谷蛋白酶解产物。 

3.3  研究结果表明，大米四种蛋白胃肠道消化产物的

ACE 抑制活性有一定差别，谷蛋白酶解产物活性最

高，球蛋白和醇溶蛋白次之，清蛋白酶解产物的 ACE

抑制活性最差，蛋白经胃肠消化后分子量均集中在

181~1000 u。人体正常食用大米蛋白，经胃肠道消化

后可以产生易被吸收的 ACE 抑制活性肽，其活性肽

主要来源于谷蛋白和球蛋白。 
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