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预处理对酶解过程中胶原 ACE 抑制肽释放的影响 
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摘要：本文探究了酸、碱、热、超声、超高压五种预处理方式对胶原蛋白制备 ACE 抑制肽的影响。胶原蛋白经预处理后采用碱

性蛋白酶酶解制备水解液，对水解液的水解度、ACE 抑制率和分子量分布情况进行测定，结果显示碱和超声处理组水解液的水解度、

ACE 抑制率均高于未处理组，表明这两种预处理方式可能利于胶原三螺旋区位点的暴露；DSC 和红外分析预处理后的胶原蛋白结构

显示，碱处理改变了胶原蛋白构象特点，影响非共价键的平衡，胶原三螺旋区域的位点被充分暴露，但保持了亚基的完整性，超声处

理破坏了胶原螺旋区的共价交联，暴露出更多疏水性位点，利于碱性蛋白酶酶解；而酸、热和超高压处理主要影响胶原非螺旋区，无

法在酶解过程中促进胶原 ACE 抑制活性肽段的释放。 
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Abstract: The effects of five pretreatments (acid, alkali, heat, ultrasound, and high pressure) on the production of 

angiotensin-converting-enzyme (ACE) inhibitory peptide from collagen were explored. After pretreatment, collagen was hydrolyzed by Alcalase, 

and the degree of hydrolysis (DH), ACE inhibitory activity, and the molecular weight distribution of the hydrolysate were measured. Results 

showed that alkali- and ultrasound-treated groups had higher DH and ACE inhibition rate than the untreated group, which indicated that these 

two pretreatments can favor exposure of sites in the triple-helical region of collagen. Differential scanning calorimetry (DSC) and Fourier 

transform infrared spectroscopy (FT-IR) were used to analyze the structure of collagen, and the results showed that alkali treatment changed the 

configuration of collagen, affected the balance of non-covalent bonds, and exposed the hydrophobic site completely in the triple-helical region of 

collagen. However, the integrity of the subunits was maintained. Ultrasound treatment damaged the covalent bonds in the helical region of 

collagen and exposed more hydrophobic sites, which was helpful for alcalase hydrolysis. In contrast, acid, heat, and high-pressure treatments 

mostly affected the non-helical region of collagen, and could not promote the release of ACE inhibitory peptide from collagen during enzymatic 

hydrolysis.  
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随着人们生活方式的改变和饮食结构的变化，高

血压病发率逐年攀升，据报告[1]，我国高血压现患人 
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数为 2.7 亿，与血压正常人相比，高血压值人群脑卒

中、冠心病及总的心血管病发病危险增加 50%。化学

合成的降血压药[2]虽效果显著，但长期服用会对人体

造成不良影响，如皮肤过敏、蛋白尿等，因此人们越

来越倾向于高血压的预防和食品保健。源于天然的动

植物 ACE 抑制肽具有降血压的功能，易消化吸收，

而对血压正常者无降压、毒副作用，ACE 抑制肽通过

与血管紧张素转换酶活性部位的 Zn
2+竞争性结合，阻

碍血管紧张素Ⅱ生成，从而达到降血压的目的。 
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研究表明[3]，多肽 C 末端含有脯氨酸（Pro）或羟

脯氨酸（Hyp）时有较高的 ACE 抑制活性，通常具有

较强降血压的功能；胶原蛋白是 Pro 和 Hyp 含量最多

的蛋白，总含量约为 25%，从降血压肽构效角度分析，

胶原蛋白中可能蕴含着丰富的降血压肽活性肽段。但

胶原蛋白具有特殊的三螺旋结构，螺旋区呈现

（Gly-X-Y）n 周期性排列，X、Y 一般分别为 Pro、

Hyp，因此胶原蛋白中 ACE 抑制肽段主要集中在三螺

旋区域；胶原的三螺旋结构通过氨基酸残基间氢键、

范德华力、共价交联、疏水键等分子间作用力相连接
[4]，该结构异常稳定，很难被基质金属蛋白酶以外的

蛋白酶水解，不易释放出具有 ACE 抑制活性的多肽。

因此，为高效释放胶原蛋白中的 ACE 抑制肽段，必

须首先松散三螺旋结构，暴露内部酶切位点。 

为破坏三螺旋结构，提高酶解过程中胶原 ACE

抑制活性肽段的释放效率，水解前通常需要对胶原蛋

白进行预处理。目前胶原 ACE 抑制肽制备通常直接

以明胶为原料[5]或者采用长时间热处理，但这些前处

理过程繁琐、耗时长。因此急需寻找适于产业化的快

速、高效胶原蛋白预处理方法，破坏胶原的三螺旋结

构，进而提高酶解和 ACE 抑制肽段释放效率。本研

究以猪皮为原料，主要探究了酸、碱、热、超声、超

高压 5 种预处理方式对酶解胶原蛋白制备 ACE 抑制

肽的影响，旨在探究出一种可高效制备胶原 ACE 抑

制肽的预处理方式。 

1  材料与仪器 

1.1  材料与试剂 

新鲜猪皮，购于重庆永辉超市北碚区天生丽街

店；碱性蛋白酶，诺维信公司；ACE 作用底物

（ABZ-Gly-Phe(NO2)-Pro）（Bachem 公司）；邻苯二甲

醛（OPA）、N-乙酰半胱氨酸（NAC）、三羟甲基氨基

甲烷（Tris)、血管紧张素转化酶（ACE），细胞色素 C、

Gly-Gly-Tyr-Arg、抑肽酶、Bacitracin，均购于 Sigama

公司；乙腈、三氟乙酸为色谱纯；其他试剂均为国产

分析纯。 

1.2  仪器与设备 

FYL-C022 料理机，九阳股份有限公司；FD-1-50

真空冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限公司；

DZ600/2S 真空包装机，上海人民包装股份有限公司；

JA3003B 电子天平，上海精天电子仪器有限公司；

PHS-25 型数显酸度计，杭州雷磁分析仪器厂；HPP.L3

超高压处理设备，天津市华泰森淼生物工程技术有限

公司；SHZ-B 水浴恒温振荡器、CJ-78-1 磁力搅拌器，

上海将任实验设备有限公司；5810 型台式高速离心

机，德国 Eppendorf 公司；KQ-100B 型超声波清洗器，

昆山市超声仪器有限公司；UV-2450 紫外分光光度计，

日本岛津公司；BioTEK 荧光酶标仪，基因有限公司；

QL 901 Vortex 旋涡混合器，海门市其林贝尔仪器制造

有限公司；LC-20A 高效液相色谱，日本岛津公司；

Spectrun100 红外光谱，美国 PerkinElmer 公司；

Pyris4000 差示量热扫描仪，美国 PerkinElmer 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  猪皮预处理 

新鲜猪皮洗净刮去表层脂肪，切成约 1 mm×3 

mm×5 mm 的小块，混匀，采用超声乳化法[6]脱脂，1% 

NaCl 溶液搅拌 6 h（每 2 h 换液一次）去除杂蛋白，

脱脂除杂后的猪皮颗粒真空包装后于-18 ℃冻藏备

用。 

称取 10 g 脱脂除杂后的猪皮，采用 5 种处理方式

进行预处理，其中，酸处理组、碱处理组分别用 25 mL 

2% HCl、2% NaOH 处理 1 h，酸、碱处理后调节溶液

pH 至 8.0，记录所用酸碱的量，再加入 pH 8.0 0.2 M

磷酸盐缓冲液，确保溶液总体积为 50 mL；其他处理

组以 25 mL 蒸馏水替代酸碱溶液，其中热处理组于

100 ℃煮沸处理 10 min，超声处理组于 25 ℃超声 30 

min（40 kHz、120 W），超高压处理组分别于 300 MPa、

500 MPa 处理 15 min，各处理结束后加入 25 mL pH8.0 

0.2 M 磷酸盐缓冲液。以未作处理的样品作为对照组。 

1.3.2  酶解液制备 

将处理后的样品于 55 ℃预热 10 min 后，加入 0.1 

mL 诺维信碱性蛋白酶（酶活 4000 U/mL），在 55 ℃

恒温摇床上酶解，当酶解时间分别达到 1 min、30 min、

60 min、120 min、180 min、240 min 后，立即将样品

沸水浴 15 min 进行灭酶处理，冷却至室温后于 6000 

r/min 离心 15 min，取 10 mL 上清液用于水解度、ACE

抑制率测定，剩余上清液冷冻干燥备用。 

1.3.3  OPA 法测水解度 

采用 OPA 法测定酶解液的水解度[7~8]。将 10 mL 

50mM OPA 溶液、10 mL 50 mM NAC 溶液、5 mL 20% 

(m/V) SDS 溶液和 75 mL 0.1 M 硼酸盐缓冲液（pH9.4）

混合配制成 5 mmol/L 工作液（工作液现配现用，并铝

箔包裹遮光保存），取 20 µL 酶解液于 10mL 试管，加

入 2.4 mL 5 mmol/L 工作液，反应 10 min 达到平衡后，

将反应液转移至 3 mL 的石英比色管，于 340 nm 处测

定吸光值。 

空白对照组用水代替水解液。 
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式中：n 为水解液中断裂的肽键数；N 为胶原蛋白理论肽

键数；A340为样品在 340 nm 处的吸光值；M 为蛋白质的分子

量（u）；d 为稀释系数，根据使用的样品量进行计算；ε 为 340 

nm 处消光系数（6000 mol·cm）[7]；c 为蛋白质浓度（g/L）。 

凯氏定氮法测得脱脂除杂后猪皮的蛋白含量为

39%；猪皮中胶原蛋白的分子量为 300 ku，肽键数为

2997(http://www.uniprot.org/)。 

1.3.4  酶解液 ACE 抑制率测定 

参照 Sentandreu 等的方法，略有改动[7,9]。取 50 µL

酶解液于 96 孔黑色微量滴定板反应孔中，加入 6 

mU/mL ACE 溶液 50 µL 后，将微量酶标板置于荧光

酶标仪中，振荡 10 s，于 37 ℃下反应 10 min，之后再

向微量滴定板每个反应孔中加入 200 µL 0.45mM ACE

底物反应液（ABZ-Gly-Phe(NO2)-Pro），于 37 ℃开始

动力学测定，在 1h 内每隔 1min 测量一次荧光值，其

中荧光激发波长、吸收波长分别为 360 nm、415 nm。

所有样品均需重复 3 次。 

%100
-

-100-100
% 




空白对照阳性对照

阴性对照样品 ）（
）抑制率（




ACE  

式中：α 表示荧光吸收值与测定时间回归曲线的斜率。 

其中，阳性对照组用 pH 8.3 Tris 缓冲液代替酶解

液，阴性对照组、空白对照组用 Tris 缓冲液替代 ACE

溶液。 

1.3.5  凝胶渗透色谱测定酶解液的分子量分布 

 

图1 标准样品的HPLC图谱 

Fig.1 HPLC chromatogram of standards 

称取5 mg冷冻干燥后的多肽粉末溶于2 mL超纯

水中，采用高效液相色谱测定各酶解时间点水解液中

多肽分子量分布情况。色谱条件如下：色谱柱 TSK gel 

G2000 SWXL凝胶色谱柱（7.8 mm×300 mm）；流动相：

30%乙腈（含 0.1%（V/V）三氟乙酸）等度洗脱，洗

脱液流速 0.5 mL/min；检测波长 220 nm；柱温 30 ℃；

上样量 10 µL。 

选用 4 种分子量标准多肽样品细胞色素 C

（Mw=12500 u）、抑肽酶（Mw=6511.44 u）、Bacitracin

（Mw=1422.69 u）、Gly-Gly-Tyr-Arg（Mw=451.48 u）

按照上述色谱条件进行分子量分布分析，4 种标准品

的 HPLC 图谱如图 1。 

根据标准品分子量的对数 lgM和保留时间可得到

分子量测定的计算公式： 

)9991.0(9529.62271.0l 2  RtgM  

1.3.6  预处理对猪皮胶原蛋白结构的影响 

1.3.6.1  预处理后猪皮胶原蛋白热稳定性分析 

采用 1.3.1 的方法对猪皮进行预处理，处理后的

猪皮颗粒冷冻干燥备用。将冻干的猪皮颗粒剪碎成粉

末，称取猪皮粉末约 3~5 mg，用铝坩锅封存后，放入

DSC 仪，在氮气气氛下，以 5 ℃/min 的速率从-5 ℃升

温至 180 ℃，记录吸热曲线。 

1.3.6.2  预处理后猪皮胶原蛋白红外光谱分析 

称取 10 mg 猪皮粉末与 KBr 充分混合后研磨，于

60 ℃下烘干、压片，用 Spectrun100 红外光谱仪（中

红外）测红外吸收，扫描次数64次，扫描范围400~4000 

cm
-1，分辨率 4 cm

-1。 

1.3.7  数据处理 

采用 origin 8.0 和 SPSS 18.0 进行试验数据处理。

酶解时间和处理方式对水解度及 ACE 抑制率的总体

影响分析参照 Zhang 等[7]的方法。 

2  结果分析 

2.1  各预处理组酶解液水解度及 ACE 抑制率

分析 

 

图2 预处理对猪皮胶原蛋白酶解液水解度的影响 

Fig.2 Effects of pretreatment on the degree of hydrolysis of pigskin 

collagen hydrolysate   

由图 2 可知，酶解 1min 时，热处理以外的其他

预处理对胶原蛋白水解均无显著（p>0.05）促进作用，
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随酶解时间延长，各预处理组水解度明显高于无处理

组且二者差值增大，说明预处理对于胶原蛋白酶切位

点的暴露均有一定影响。 

酶解 30 min 后，碱处理组水解度均高于其他预处

理组，且其水解度增加幅度最快，说明碱处理较其他

预处理更有利于暴露胶原的酶切位点，有利于胶原的

快速降解；由图 3 可知，碱处理组 ACE 抑制率在酶

解 30min 时即达到 60.90%，显著高于其他预处理组（p 

<0.05），说明碱处理可在短时内暴露更多位于三螺旋

区域的位点，进而促进 ACE 抑制肽的快速释放。酶

解 30min 时，超声处理组 ACE 抑制率仅次于碱处理

组，且在酶解 60min 后与碱处理组差异不显著

（p >0.05），说明超声处理同样有利于暴露胶原三螺

旋区域位点，利于 ACE 抑制肽的快速释放。 

 

图3 预处理对猪皮胶原蛋白酶解液ACE抑制率的影响 

Fig.3 Effects of pretreatment on ACE-inhibitory activity of pigskin 

collagen hydrolysate 

热处理组在酶解初期水解度最高，随酶解进行，

其水解度在所有预处理组中仍处于较高水平，然而其

ACE 抑制率却与无处理组无显著差异（p>0.05）甚至

低于无处理组，由此推断，热处理可能更多的暴露了

胶原非螺旋区的作用位点。酸处理组水解度较无处理

组略高，其 ACE 抑制率却与无处理组无显著差异

（p >0.05），同样可能是因为 HCl 处理更利于蛋白酶

降解胶原的非螺旋结晶区。300 MPa 和 500 MPa 的超

高压处理在酶解 1 min 时水解度、ACE 抑制率均不及

无处理组，这可能是因为超高压破坏了胶原的非共价

键平衡，形成了一些新的聚集体或类三螺旋结构，改

变了胶原蛋白的构象，造成蛋白酶攻击三螺旋区域的

难度增加所致[6,10]，随酶解时间延长，超高压处理组

水解度逐渐高于无处理组，而 ACE 抑制率却不及无

处理组，说明超高压处理可能不利于酶解过程中三螺

旋区活性肽段的释放。 

从整体角度分析，随酶解时间延长，各预处理组

水解度、ACE 抑制率总体呈上升趋势，其中在酶解 2 

h 至 3 h 时，酶解液水解度、ACE 抑制率增幅趋缓，

可能是因为预处理所暴露的位点酶解至 2 h 时被完全

消耗，蛋白酶进一步酶解不溶性胶原，酶解速度降低

所致，而不溶性胶原的降解导致水解液中 ACE 抑制

肽百分含量降低进而其抑制率略有降低。从各预处理

方式对水解度、ACE 抑制率的影响可看出，各预处理

对于胶原蛋白的水解均有促进作用，而对 ACE 抑制

率的影响因处理方式而异，超声处理、碱处理有利于

ACE 抑制活性肽段的释放，其他预处理方式对 ACE

抑制肽的制备无明显促进作用。其中超声组水解度明

显低于碱处理，但超声处理组 ACE 抑制率却与碱处

理接近，显著（p <0.05）高于其他几种处理方式（分

析数据未在文中显示），这可能是因为超声的空化作用

可断裂胶原蛋白分子内或分子间的共价或非共价键
[11]，使胶原三螺旋结构松散甚至部分解旋，内部疏水

性基团外露，而碱性蛋白酶的酶切位点为疏水性氨基

酸的羧基端，同时，降血压肽的构效特点显示，疏水

性氨基酸有利于增强 ACE 抑制活性，因此超声组即

使水解度与其他处理组无显著差异，其 ACE 抑制率

也显著高于其他预处理组。 

结合上述结果可知，碱处理、超声处理为酶解制

备 ACE 抑制肽的较适预处理方式，其更多地暴露了

胶原三螺旋区酶切位点，热处理、酸处理及超高压处

理可能主要暴露的是胶原非螺旋区，有利于胶原水解

但对于 ACE 抑制活性肽段的释放无显著促进作用。 

2.2  酶解液的分子量分布 

 
图4 各预处理组酶解液10ku以下多肽分子量分布 

Fig.4 Molecular weight (under 10 ku) distribution of the 

hydrolysates of various pretreatment groups 

从图 4 可知，酶解初期，碱处理组水解度较大，

但 10 ku 以下组分含量最少，说明碱处理后，碱性蛋

白酶更多作用于胶原蛋白中间位点，即碱处理改变了

胶原蛋白的构象特点，暴露出更多三螺旋区域的酶切

位点，使不溶性胶原被降解成多肽溶入溶液中，随着

酶解时间延长，10 ku 以下组分含量逐渐增多，说明碱

性蛋白酶不断酶解不溶性胶原多肽，释放了大量的
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ACE 抑制活性肽段，同时碱处理组水解度、ACE 抑

制率在所有预处理中最高，也进一步证明碱处理能促

进胶原三螺旋区域 ACE 抑制肽的释放。超声处理组

分子量分布与碱处理组有相似之处，酶解过程中 10 ku

以下组分含量较少，但水解度、ACE 抑制率较高，仅

次于碱处理组，说明超声处理对胶原三螺旋区酶切位

点的暴露同样具有促进作用。酸处理和热处理组在整

个酶解阶段，10 ku 以下组分含量最高，但随酶解时间

增加分子量分布变化也不大，ACE 抑制率并不高，这

说明酸处理、热处理未能有效暴露三螺旋结构中的作

用位点，碱性蛋白酶主要酶解的是溶液中的可溶性小

分子蛋白，对于不溶性胶原的降解能力较差，其胶原

三螺旋核心区域的 ACE 抑制肽段不能得到有效释放，

故 ACE 抑制率较低。对于超高压处理组，降解速率

快于无处理组，小分子组分含量高于无处理组，然而

其 ACE 抑制率不及无处理组，说明超高压处理虽能

改变胶原蛋白结构，但暴露的位点主要位于非螺旋区，

对 ACE 抑制肽的释放无促进作用。 

2.3  预处理对猪皮胶原蛋白结构的影响 

2.3.1  猪皮胶原蛋白热稳定性分析 

 

图5 各预处理组胶原的热变性温度及热焓值表 

Fig.5 Tm and pH of collagen samples after different 

pretreatments 

经过差示扫描量热法(DSC)分析可知，酸和碱处

理几乎未改变胶原蛋白的变性温度，而热和超声处理

组胶原变性温度较无处理组降低。这可能是因为酸处

理、碱处理主要改变了胶原的构象特点，其共价键并

未受影响，而超声和热对胶原共价交联均有一定的破

坏作用，其中热处理因时间较短（10 min），更多的破

坏了胶原非螺旋区的共价键，超声处理主要破坏了胶

原三螺旋区共价交联，暴露出更多螺旋区的酶切位点。 

2.3.2  猪皮胶原蛋白红外光谱分析 

采用傅里叶红外光谱（FTIR）分析预处理后猪皮

胶原蛋白的结构变化，结果如图 6。 

 

图6 各预处理组猪皮胶原的红外图谱 

Fig.6 Infrared spectra of pigskin collagen samples after 

different pretreatments 

酰胺 A 带是 N-H 或 O-H 伸缩振动的吸收峰，通

常在 3400~3440 cm
-1，酰胺 B 带是 N-H 和 C-H 伸缩振

动吸收峰，二者表明肽链间氢键的存在[12]。对于酰胺

A 带，当含有 N-H 基团的分子肽段参与氢键形成时，

N-H 伸缩振动向低频移动（3300 cm
-1附近)

[13]。从表 1

可知，与无处理组比较，各预处理组酰胺 A 带吸收波

长蓝移，说明预处理破坏了胶原蛋白分子间的氢键；

对于酰胺Ⅰ带各预处理组吸收峰强度均低于无处理组

且碱处理组最低（图 5），说明预处理破坏了酰胺Ⅰ带，

且碱较其他处理方式破坏程度更大。1243cm
-1 和

1244cm
-1 附近为酰胺Ⅲ带的特征吸收区域，其强度与

三螺旋结构密切相关[14]。 

表1 各预处理组猪皮胶原红外光谱特征峰吸收波长 

Table 1 Absorption wavelength of infrared (IR) characteristic peaks of pigskin collagen samples after different pretreatments 

特征峰 无处理 酸处理 碱处理 热处理 超声处理 

3340 cm-1附近酰胺 A 带 3336.95 3434.27 3441.83 3408.63 3426.24 

2927.91 cm-1酰胺 B 带 2925.09 2925.08 2925.10 2924.96 2925.00 

1660 cm-1附近酰胺Ⅰ带 1658.40 1657.05 1639.97 1658.42 1658.89 

1550 cm-1附近酰胺Ⅱ带 1549.65 1547.57 1551.92 1548.80 1551.19 

1450~1230 cm-1附近酰胺Ⅲ带 1455.62~1237.68 1453.82~1237.79 1401.69~1237.73 1455.85~1239.32 1454.17~1238.84 

从图 6 可知，各预处理组均有酰胺Ⅲ带特征吸收

峰，不过其吸收强度较无处理组有所降低，其中碱处

理最低，说明预处理对于胶原蛋白螺旋区域有一定破

坏，且碱处理破坏强度最大。酰胺Ⅰ带表示 C=O 伸缩

振动，反映了多肽或蛋白质的特定二级结构[15]，在所

有预处理组中，碱处理组在酰胺Ⅰ带处吸收峰强度最
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低。由此可见，碱处理对猪皮胶原空间构象改变程度

较其他处理方式更大，更有利于暴露螺旋区的酶切位

点。 

结合 DSC 结果可知，热处理引起胶原变性的程

度仅次于超声处理组，但红外结果并不呈相同趋势，

其 ACE 抑制率在所有预处理组中也不是最高，说明

热处理主要破坏的是胶原的非螺旋区域。碱处理主要

改变了胶原蛋白的构象特点，影响的主要是非共价键

平衡，使三螺旋区域的位点被充分暴露，但并未破坏

胶原亚基的完整性。超声处理对螺旋区的破坏模式与

碱有所差异，超声主要破坏了胶原的共价交联，使胶

原多肽链伸展或内部疏水性基团外露，暴露出更多疏

水性位点，有利于碱性蛋白酶的酶解；酸处理对于胶

原结构的破坏程度有限，且破坏的大多是胶原非螺旋

区，蛋白酶酶解的主要是溶液中的可溶性小分子蛋白

且对不溶性胶原的降解能力较差。 

3  结论 

本文研究了 5种预处理方式对水解胶原蛋白制备

ACE 抑制肽的影响，从分子结构上分析预处理对胶原

蛋白结构的影响，结合不同预处理方式的水解度、

ACE 抑制率以及多肽分子量分布情况，得出超声处理

和碱处理可改变胶原构象特点，可促进 ACE 抑制肽

释放速率，有利于目标肽的制备。 
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