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摘要：研究核桃蛋白中最具有抗炎活性的组分及胃肠消化对其性质和抗炎活性的影响。利用 LPS 诱导的小鼠

巨噬细胞 RAW 264.7 模型，研究 6 种核桃蛋白酶解物的抗炎活性；利用超滤技术将抗炎活性最强的酶解物进行分级

提取，研究不同分子量超滤组分的抗炎活性；建立体外模拟胃肠消化模型，评价体外模拟消化对活性最好组分水解

度、多肽含量和抗炎活性的影响。研究发现，6 种蛋白酶酶解物均可抑制 LPS 诱导的 RAW 264.7 巨噬细胞的 NO 释

放，其中碱性蛋白酶酶解物抑制效果最好，当其剂量为 800 μg/mL 时 NO 释放抑制率为 18.33% ；碱性蛋白酶酶解物中，

分子量 <1 ku 组分对 NO 释放抑制效果最好，当其剂量为 800 μg/mL 时 NO 释放抑制率为 25.25% ；与未消化组相比，

<1 ku 胃肠模拟消化组的多肽含量从 5.56 g/100 g 增加到 10.93 g/100 g，水解度从 1.82% 增加到 7.54%，NO 释放抑制率

从 24.75% 增加到 46.50%。结果表明，核桃碱性蛋白酶解物中，分子量 <1 ku 组分具有最强的抗炎活性，经胃肠消化后

其抗炎活性增加。研究结果可为核桃抗炎肽分离纯化的研究奠定基础，也为核桃副产物高值化利用提供理论依据。
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Abstract: The fractions of walnut proteins with the highest anti-inflammatory activity and the effect of gastrointestinal 

digestion on their properties and anti-inflammatory activity were studied. Six walnut protein protease hydrolysates were 

investigated for their anti-inflammatory activity using the lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW 264.7 cell model. The 
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protease hydrolysate demonstrating the strongest anti-inflammatory activity underwent fractionation using ultrafiltration 

technology, and the anti-inflammatory potential of fractions with different molecular weights was investigated. An in vitro 

simulated gastrointestinal digestion model was established to evaluate the effects on the degree of hydrolysis, peptide content, 

and anti-inflammatory activity of the most active fraction. Results indicated that all six protease hydrolysates inhibited nitric 

oxide (NO) release from LPS-induced RAW 264.7 cells. Notably, the alkaline protease hydrolysate exhibited the highest 

inhibitory effect, achieving an inhibition rate of 18.33% at a dose of 800 μg/mL. Within the alkaline protease hydrolysate, 

the fraction with molecular weight<1 ku demonstrated the most effective inhibition of NO release, with an inhibition rate 

of 25.25% at the same dose. Comparative analysis revealed that the peptide content of the<1 ku-simulated gastrointestinal 

digestion group increased from 5.56 g/100 g to 10.93 g/100 g. Likewise, the degree of hydrolysis increased from 1.82% to 

7.54%, with an increase in the NO release inhibition rate from 24.75% to 46.50%. These results underscore the highest anti-

inflammatory activity observed in the alkaline protease hydrolysate of walnuts with molecular weight<1 ku, which was 

further enhanced post-gastrointestinal digestion. This study provides foundational insights for the isolation and purification of 

anti-inflammatory peptides from walnuts, and offers a theoretical basis for the valorization of walnut by-products.

Key words: walnut peptide; alkaline protease; RAW 264.7 macrophages; nitric oxide; anti-inflammatory

炎症是身体为保护我们免受有害刺激物（如病

原体、刺激物或感染）伤害所引发的自身免疫反

应 [1] 。免疫系统中的炎症细胞通过产生不同的炎症

介质来响应外来物质的入侵和 / 或炎症刺激 [2] 。这

些介质具有复杂的多效性，并与许多细胞类型相互

作用以放大炎症反应。慢性炎症与多种疾病有关，

包括哮喘 [3] 、炎症性肠病（包括溃疡性结肠炎和克

罗恩病） [4] 、癌症 [5] 、2 型糖尿病 [6] 和心血管疾病 [7] ，

这些慢性炎症性疾病的发病率逐年增加，已经成为

全世界普遍关注的健康问题。因此，开发具有抗炎

功能的生物活性物质已成为科学研究的热点。

核桃（Juglans regial L.）是胡桃科胡桃属的植

物，又被称为胡桃、万岁子等。中国是世界上最大

的核桃生产地，拥有多种类型的核桃资源 [8] 。核桃

是药食两用果实，富含蛋白质﹑脂肪，还含有多酚

类、糖类、黄酮类及矿物质，其种仁含油量高，可

以生食也可以榨油食用。现代研究表明，核桃可以

帮助大脑发育、延缓皮肤的衰老、预防心脑血管疾

病、抗癌症、降血脂和血糖和缓解疲劳等作用 [9] 。

核桃油提取的副产物核桃粕的蛋白质含量高，核桃

蛋白富含多种人体必须需氨基酸。但富含蛋白的核

桃粕常常被废弃，不仅浪费资源，还污染环境。如

果对其加以利用，将这一废弃物变为有用的资源，可

以达到保护环境和增加果农经济收入的双重目的。

多肽介于氨基酸和蛋白之间，是蛋白质水解的

中间产物，一般是指少于 100 个氨基酸通过肽键连

接而成的化合物，其相对分子质量低于 10 ku [10] 。

由于多肽药物具有副作用小、使用剂量小、不产生

耐药性等特点，被广泛应用于医药、化妆品、保健

品等行业中 [11] 。核桃肽由核桃蛋白处理得到，有优

于核桃蛋白的理化特性，所以在加工优质食品时也

更加有优势 [12] 。此外核桃肽的生物活性潜力巨大，

相关研究证明核桃肽具有抗氧化活性、降血压活性、

提高免疫活性、抗疲劳活性和改善记忆活性等功

效 [13] 。但是关于核桃蛋白中最具有抗炎活性的组分

研究较少，核桃肽在体内消化情况的相关报道也较

少，消化后核桃多肽是否被消化吸收，抗炎活性如

何变化等问题都有待验证。

因此，本研究以云南大理漾濞核桃粕为原料，

通过对比 6 种蛋白酶酶解物，研究最具有抗炎活性

的酶解物；经过不同截留分子量的超滤膜进行超滤

分级制备得不同分子量的核桃肽，研究不同分子量

核桃肽对 RAW 264.7 的 NO 释放量影响；再对活性

最好的组分进行体外模拟消化，测定胃肠模拟消化

对水解度和多肽含量和 RAW 264.7 的 NO 释放量影

响，从而为开发核桃抗炎活性肽功能性食品的研发

提供一定依据。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

核桃粕云南省大理云上普瑞农业有限责任公

司；小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 中国科学院昆明动物

研究所。

NaOH、HCl 国药集团化学试剂有限公司；碱

性蛋白酶、中性蛋白酶、胰蛋白酶、糜蛋白酶、木
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瓜蛋白酶、风味蛋白酶、谷胱甘肽、噻唑蓝、磷酸

缓冲液（Phosphate Buffer Saline, PBS），北京索莱

宝科技有限公司；超滤膜，上海摩速科学；透析袋，

上海源叶生物；胃蛋白酶、L- 亮氨酸，麦克林生化

科技有限公司；茚三酮，源叶生物科技有限公司；

邻苯二甲醛（O-Phthalaldehyde, OPA），上海阿拉丁

生化科技股份有限公司；DMEM 高葡萄糖培养基、

胎牛血清（Fetal Bovine Serum, FBS），沃卡威北京

生物技术有限公司；脂多糖（Lipopolysaccharides, 
LPS），Sigma-Aldrich 公 司；Griess Reagent System
一氧化氮检测试剂盒，Promega 公司。

1.2 仪器与设备

800Y 高速多功能粉碎机，武义海纳电器有限

公司；FA1004 电子天平，上海舜宇恒平有限公司；

FE28-CNpH 计，梅特勒 - 托利多有限公司；VL-7F
落地式低速冷冻离心机，长沙市百诺克离心机仪器

有限公司；FD-1A-50 冷冻干燥机，上海比朗仪器制

造有限公司；HH-11-2 电热恒温水浴锅，常州诺基

仪器有限公司；THZ-300 恒温培养摇床，上海一恒

科学仪器有限公司；BPG-9156A 精密鼓风干燥箱，

上海一恒科学仪器有限公司；EP0CH2 酶标仪，美

国伯腾仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 核桃蛋白的提取

将核桃粕磨碎用石油醚脱脂 3 h，脱脂核桃蛋

白粉在通风橱中干燥，在室温（25±2）℃下放置

24 h。然后将脱脂核桃蛋白粉以 1:15（m/V）的比例

分散在 NaOH 溶液中（pH 值 9.0），并在 45 ℃搅拌

1 h 萃取。萃取结束后用 HCl 将上清液 pH 值准确调

节到 4.5，离心机 4 000 r/min 离心 20 min，离心后

留沉淀物进行冻干处理，并保存在 -20 ℃的冰箱中。

1.3.2 核桃蛋白酶解物的制备

参照 Kong 等 [14] 的方法做适量调整后制备核桃

蛋白酶解物。将核桃蛋白以质量分数为 5% 的比例溶

于超纯水中，在水浴锅中进行 100 ℃沸水浴 15 min，
用 NaOH、HCl 将 pH 调至 10，并在合适温度下添

加酶水解 4 h，根据表 1 不同蛋白酶最适条件进行

酶解。接着，在 100 ℃下的沸水浴中加热 15 min，使

酶失活，并以 4 000 r/min 的速度离心 15 min。取上清

液调至中性，将上清液以 4 000 r/min 离心 15 min，
然后将上清液冷冻干燥，保存在 -20 ℃的冰箱中。

表 1  不同蛋白酶的最适酶解条件

Table 1 The condition of hydrolysis with each proteolytic enzyme

酶 pH 值 温度 /℃ 时间 /h 酶 -蛋白质比例 (m/m)

碱性蛋白酶 10 50 4 2%

中性蛋白酶 7 50 4 2%

胰蛋白酶 8 37 4 2%

糜蛋白酶 8 55 4 2%

木瓜蛋白酶 6 40 4 2%

风味蛋白酶 6 50 4 2%

1.3.3 超滤分级分离

超滤分级是一种膜分离技术，在压力差的推动

下，将核桃蛋白酶解液中的溶剂和小分子物质，通

过膜表面的微孔结构选择性的分离物质，小分子溶

质透过膜，大分子物质被膜截留，从而实现分离、

纯化 [15] 。采用超滤膜对核桃蛋白酶解液进行分级、

分离，得到 6 个组分（＞50、10~50、5~10、3~5、
1~3 和＜1 ku）的核桃多肽，将超滤膜的出口压力

控制在 5 Bar 以下。收集所得的不同分子量段的核

桃多肽组分，冷冻干燥后测定各组分抗炎活性。

1.3.4 体外模拟胃肠消化

配制质量分数为 5% 的核桃多肽进行体外胃肠

模拟消化。

胃消化：将酶解液在 37 ℃的条件下预热 30 min，
预热处理后的样品需用 HCl 调节最适 pH 值到 1.5
再加入胃蛋白酶，胃蛋白酶的加入量为样品量的

2%，然后使用恒温振荡器在 37 ℃条件下振荡孵育

2 h，孵育结束后沸水浴 10 min 灭酶，冷却后调 pH
值至 7.0，再以 12 000 r/min 离心 10 min。

胃肠消化：在胃消化的基础上，调 pH 值至 7.5，
加入体积分数 2% 的（E/S）胰酶于 37 ℃温度下振

荡孵 4 h，再沸水浴 10 min 终止消化，冷却，调 pH
值至 7.0 后，12 000 r/min 离心 10 min，保存上清液

备用。对照试验用蒸馏水替代核桃多肽，其他条件

不变。

1.3.5 水解度的测定 
水解度测定用茚三酮比色法，参照颜小捷

等 [16] 的方法略作修改。用 0、1、5、10、20、40、
80、100、200、400、800 和 1 000 μg/mL L- 亮氨酸

做出标准曲线图。样品水解度检测：分别将 0.5 mL
茚三酮显色剂、1 mL 蛋白样品、0.5 mL PBS 加入

比色管中，全部加入后充分摇匀。在水浴锅中 15 min
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把比色管沸水浴，冷却，加入蒸馏水至 25 mL，测

吸光度前静置 10 min，酶标仪设置波长 570 nm。

1.3.6 多肽含量测定

样品的肽含量测定采用 OPA 法 [17] 。

标准曲线绘制：配制质量浓度为 0.3~0.8 mg/mL
的氧化型谷胱甘肽溶液各 1 mL，取不同浓度的谷胱

甘肽溶液 375 μL，加入 15 mL OPA 肽溶液。室温下

反应 4 min 后，用酶标仪在 340 nm 波长下测量吸光

值，用超纯水代替样品测量吸光值作为空白调零组。

配制 800 μg/mL 的超滤组分样品溶液，取 300 μL
的待测样品，然后添加 15 mL 的 OPA 溶液。在室

温下反应 4 min 后，立即用酶标仪在 340 nm 波长下

测量吸光值。用超纯水代替样品测量吸光值作为空

白调零组。

1.3.7 细胞毒性试验

用 MTT 法检测细胞存活率 [18] 。首先接种细胞，

把对数生长期的 RAW 264.7 小鼠巨噬细胞接种于

96 孔板，每毫升 1×105 个，每孔 200 μL。培养细胞，

将接种完成的 RAW 264.7 小鼠巨噬细胞在 5% CO2

培养箱中使用含 10% FBS（体积分数）的 DMEM
培养基在 37 ℃下培养 24 h。24 h 培养完成后弃

DMEM 培养基，加入不同质量浓度药物（50、100、
200、400 和 800 μg/mL）继续培养 24 h，每组设

3 个复孔用 MTT 法检测细胞存活率。样品对 LPS
（0.5 μg/mL）诱导 RAW 264.7 小鼠巨噬细胞的毒性

试验，重复上述操作进行。

1.3.8 Griess法检测NO的释放量

参照刘鹏飞等 [19] 的方法用 Griess 法测定 NO 的

含量。把 RAW 264.7 细胞接种于细胞 96 孔板，每

毫升 1×105 个，每孔 200 μL。接种好的细胞贴壁后，

去掉多余的培养基，用梯度稀释的药物（50、100、
200、400 和 800 μg/mL）处理 2 h。2 h 后，除阴性

对照组外，每组分别添加 0.5 μL LPS（0.5 μg/mL），
培养 18 h 后，吸取 50 μL 细胞培养上清液，加入

Griess Resgent Ⅰ 50 μL 和 Griess Resgent Ⅱ 50 μL，
充分反应，酶标仪波长设置 550 nm 检测吸光度。

1.4 数据分析

  使用 Excel 2010 进行数据的整理和分析，使用

SPSS 19.0 进行方差显著性分析，然后用 Graghpad 
Prism 6.0 进行绘图。全部实验都重复 3 次以上，并

求其平均值。
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图 1 不同蛋白酶酶解物对 RAW 264.7 巨噬细胞存活率的影响

Fig.1 Effect of different protease digests on the survival rate of RAW 264.7 macrophages

注：（a~f）未经处理的 RAW 264.7 巨噬细胞；（g~l）用 LPS 处理 24 h 的 RAW 264.7 巨噬细胞。图中标注“*”表示与空白

组比较（*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001）。
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2  结果与分析

2.1 6种蛋白酶酶解物对RAW 264.7细胞和
LPS诱导的RAW264.7细胞毒性的影响

使用 MTT 法来研究不同质量浓度的 6 种蛋白酶

（碱性蛋白酶、风味蛋白酶、中性蛋白酶、糜蛋白

酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶）酶解物对 RAW 264.7
细胞毒性的影响。如图 1a~1f 所示，6 种蛋白酶

在质量浓度为 50~800 μg/mL 时对 RAW 264.7 巨

噬细胞生长均无抑制作用。特别的是，当风味蛋白

酶质量浓度在 400~800 μg/mL、中性蛋白酶质量浓度为

800 μg/mL、木瓜蛋白酶质量浓度在 400~800 μg/mL 时

对 RAW 264.7 巨噬细胞的生长有促进作用，最大存

活率分别为 126.50%、127.00%、129.30%。因此，

可用质量浓度为 50~800 μg/mL 的蛋白酶进行下一

步实验。

图 2 6 种蛋白酶酶解物对 LPS 诱导的 RAW264.7

细胞 NO 释放量（a~f）和释放率（g）的影响

Fig.2 Effect of six protease digests on the amount of NO

 release concentration (a~f) and release rate (g) from LPS-

induced RAW264.7 cells

注：图中标注“#”表示与 LPS 组比较（#P＜0.05，

##P＜0.01，###P＜0.001），字母表示有显著性差异（P＜0.05）。

下同。
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巨噬细胞 RAW 264.7 是参与形成和维持炎症

的主要细胞类型之一，参与炎症的形成和维持 [20] 。

LPS 是革兰氏阴性菌细胞壁上的主要组成成分，它

通过 LPS 刺激巨噬细胞分化，产生炎性细胞因子，

引起炎症反应 [21] 。因此，通过 MTT 法来确定 6 种

蛋白酶酶解物对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞毒性

的影响。如图 1g~1l 所示，6 种蛋白酶在质量浓度

为 50~800 μg/mL 时对 LPS 诱导的 RAW 264.7 巨噬

细胞生长均无抑制作用。但当风味蛋白酶质量浓度在

200~800 μg/mL、木瓜蛋白酶质量浓度为 800 μg/mL 时

对 LPS 诱导的 RAW 264.7 巨噬细胞的生长有促进

作用，最大存活率分别为 129.00%和 120.50%。因此，

可用质量浓度为 50~800 μg/mL 的蛋白酶进行下一

步细胞实验。

2.2 6种蛋白酶酶解物对LPS诱导的RAW 
264.7细胞NO释放量的影响

一氧化氮（Nitric Oxide, NO）是一氧化氮合酶

产生的具有活性的信使分子，能激活炎症通路，促

进多种炎症因子的产生。因此，作为炎症反应中关

键部分，活性化合物对 NO 表达的影响可以作为判

断其抗炎活性的评估标准之一 [22] 。采用 Griess 法检

测 6 种蛋白酶酶解物对 LPS 诱导的小鼠巨噬细胞

RAW 264.7 细胞 NO 产生的影响。如图 2a~2f 所示，

质量浓度为 50~800 μg/mL 的 6 种蛋白酶都能抑制

LPS 诱导的小鼠巨噬细胞 RAW 264.7 细胞 NO 的产

生，且呈剂量依赖性。经过统计分析，如图 2g 所示，

6 种蛋白酶在质量浓度为 800 μg/mL 时对 LPS 诱导

的 RAW 264.7 细胞 NO 最高抑制率依次为：碱性蛋

白酶（18.33%）＞胰蛋白酶（16.00%）＞糜蛋白酶

（13.67%）＞木瓜蛋白酶（12.33%）＞风味蛋白酶

（9.67%）＞中性蛋白酶（8.33%）。因此，选用碱性

蛋白酶酶解物进行下一步的研究。

2.3 不同分子量超滤组分对RAW 264.7细胞
和LPS诱导的RAW 264.7细胞毒性的影响

基于 2.2 的结果，选用核桃蛋白的碱性蛋白酶酶

解物，使用超滤技术将酶解物分离成不同分子量，再

通过 MTT 法确定不同分子量的超滤组分对 RAW 264.7
细胞毒性的影响。如图3a~3f所示，分子量＜1 ku（P1）、
10~50 ku（P5）和＞50 ku（P6）的超滤组分对 RAW 
264.7 细胞生长无影响。如图 3b~3d 所示，分子量分

别为 1~3 ku（P2）、3~5 ku（P3）和 5~10 ku（P4）的

超滤组分，当质量浓度达到 800 μg/mL 时，对 RAW 
264.7 细胞产生毒性，抑制细胞生长，细胞存活率

分别为 90.8%、93.4% 和 90.2%。由于其存活率大

于 90% [23] ，因此，可选用质量浓度为 50~800 μg/mL
的超滤组分进行下一步实验。
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图 3 不同分子量超滤组分对 RAW264.7 巨噬细胞存活率的影响

Fig.3 Effect of different molecular weight ultrafiltration fractions on the survival rate of RAW 264.7 macrophages

注：（a~f）未经处理的 RAW 264.7 巨噬细胞，（g~l）用 LPS 处理 24 h 的 RAW 264.7 巨噬细胞。P1~P6 分别表示：分子量＜1 ku、

1~3 ku、3~5 ku、5~10 ku、10~50 ku、＞50 ku 的组分，下同。

通过 MTT 法确定不同分子量超滤组分对 LPS
诱导的 RAW 264.7 细胞毒性的影响。由图 3g~3l 所
示，LPS 诱导对 RAW 264.7 细胞的存活率无显著影

响，不同质量浓度的超滤组分对 LPS 诱导的巨噬细

胞的毒性无显著影响。此外，分子量为 10~50 ku 的

超滤组分在质量浓度≥100 μg/mL 后可促进巨噬细
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胞增殖，细胞最大存活率为 142.80%。因此，不同

分子量超滤组分对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞存

活率无影响，可进行下一步实验。

2 . 4  不同分子量超滤组分对L P S诱导的
RAW264.7细胞NO释放量的影响

图 4 不同分子量超滤组分对 LPS 诱导的 RAW 264.7

细胞 NO 释放量（a~f）和释放率（g）的影响

Fig.4 Effect of different molecular weight ultrafiltration 

fractions on LPS-induced NO release concentration (a~f ) and 

 release rate (g) from RAW 264.7 cells

如图 4a~4f 所示，与对照组相比较，LPS 对细

胞的刺激作用明显提高了上清液中 NO 的分泌，与

LPS 组相比较，不同质量浓度的不同分子量超滤

组分均可显著抑制细胞中 NO 的释放，且呈剂量依

赖性。统计分析结果如图 4g 所示，不同分子量的

超滤组分均能显著抑制 LPS 诱导的 RAW 264.7 细

胞 NO 释放量，各组分质量浓度为 800 μg/mL 时的

最高抑制率分别为：P1（25.25%）＞ P2（20.25%）

＞ P3（17.25%）＞P4（16.75%）＞ P5（13.75%）＞

P6（11.75%）。分子量＜1 ku 的酶解产物对 NO 的

抑制效果最为明显，比碱性蛋白酶酶解物增加了
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27.41%，表明超滤后小分子量的组分具有较好的

抗炎活性。因此，选用＜1 ku 的组分进行后续实验。

2.5 模拟胃肠道消化对P1多肽含量和水解度
的影响

将获得的＜1 ku 的组分进行体外模拟消化，

以评估其在胃肠道消化后的可用性。如图 5a 所

示多肽含量随消化程度的增加呈现逐渐上升的趋

势，且有差异性显著。未消化的 P1（P1）的多肽含

量为 5.56 g/100 g，经过胃模拟消化的 P1（Gastric 
Digestion-P1，GD-P1）的多肽含量为 8.06 g/100 g，
与此同时，经过胃肠道模拟消化后的 P1（Gastro-
Intestinal Digestion-P1，GID-P1） 的 多 肽 含 量 为

10.93 g/100 g。GID-P1 与 GD-P1 相比多肽含量增加

且有差异性显著。综上实验结果可得，随模拟消化

的进行样品多肽含量逐渐增多，在模拟胃肠消化过

程中核桃蛋白＜1 ku 的大分子蛋白多肽被逐渐消化

分解成更多的小分子多肽。

使用茚三酮比色法研究胃肠模拟对＜1 ku 组分

水解度的影响。如图 5b 所示，P1 的水解度为 1.82%，

GD-P1 的水解度为 3.17%，GID-P1 的水解度为

7.54%。与 P1 相比，GD-P1 和 GID-P1 水解度显著

升高。与 GD-P1 比较，GID-P1 水解度也显著升高。

综上实验结果可得＜1 ku 组分经胃消化后水解度提

高，经胃肠消化后水解度极显著提高，说明胃肠道

对核桃蛋白酶解物有一定的水解消化能力。

2.6 模拟胃肠道消化P1对RAW264.7细胞和
LPS诱导的RAW264.7细胞毒性的影响

使用 MTT 法探究胃肠模拟消化核桃蛋白＜1 ku
组分对 RAW 264.7 细胞毒性。如图 6a~6c 所示，使

用 MTT 法检测不同浓度模拟消化前后的＜1 ku 的

酶解物对 RAW 264.7 细胞存活率的影响。结果表明，

在质量浓度为 50~800 μg/mL 的范围内，P1、GD-P1
和 GID-P1 对小鼠巨噬细胞 RWA 264.7 的存活率均

无影响。因此，可用 50~800 μg/mL 的 P1、GD-P1
和 GID-P1 进行下一步实验。

使用 MTT 法探究胃肠模拟消化核桃蛋白＜1 ku
组分对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞毒性。如

图 6d~6f 所示，与空白组相比，加入 LPS 对细胞

活性无影响，在 50~800 μg/mL 的范围内，GD-P1、
GID-P1 对 LPS 诱导的小鼠巨噬细胞 RWA 264.7 的

存活率无影响。P1 质量浓度在 200~400 μg/mL 时

对细胞活性有显著的促进作用，细胞最大存活率为

121.3%。因此，可用 50~800 μg/mL 的 P1、GD-P1
和 GID-P1 进行下一步实验。

  

图 5 模拟胃肠道消化对 P1 水解度和多肽含量的影响

Fig.5 Effect of simulated gastrointestinal digestion on the degree of hydrolysis and peptide content of walnut proteolytes

注：（a）肽含量；（b）水解度。P1、GD-P1、GID-P1 分别表示未消化、胃消化、胃肠消化的核桃蛋白＜1 ku 的组分。
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图 6 模拟胃肠道消化核桃蛋白酶解物对 RAW 264.7 细胞毒性的影响

Fig.6 Effect of simulated gastrointestinal digestion of walnut proteolytic on RAW 264.7 cytotoxicity

注：（a~c）未经处理的 RAW 264.7 巨噬细胞，（d~f）用 LPS 处理 24 h 的 RAW 264.7 巨噬细胞。

  

  

图 7 模拟胃肠道消化核桃蛋白＜1 ku 组分对 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞 NO 释放量（a~c）和释放率（d）的影响

Fig.7 Effect of simulated  gastrointestinal digestion of nucleoprotein ＜1 ku fraction on LPS-induced NO release

concertration (a~c) and release rate (d) from RAW 264.7 cells
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2.7 模拟胃肠道消化P1对LPS诱导的RAW264.7
细胞NO释放量的影响

图 7a~7c 显示，经 LPS 刺激以后，细胞上清液

中 NO 的分泌显著增加。与 LPS 组比较，不同质量

浓度的 P1、GD-P1 和 GID-P1 都能显著抑制细胞中

NO 的释放，并呈剂量依赖性。在 1~16 μg/mL 的范

围内，经 LPS 诱导后 RAW 264.7 细胞上清液的 NO
释放量随着 P1 质量浓度的增加呈下降的趋势，在

质量浓度为 200 μg/mL 时差异显著。在 50~800 μg/mL
的范围内，经 LPS 诱导后 RAW 264.7 细胞上清液

的 NO 释放量 GD-P1 质量浓度的增加呈下降趋势，在

质量浓度为 100 μg/mL 时差异显著。在 50~800 μg/mL
的范围内，经 LPS 诱导后 RAW 264.7 细胞 NO 释放

量受 GID-P1 抑制，在质量浓度为 50 μg/mL 时差异

极显著。经过统计分析，在质量浓度为 800 μg/mL
时，NO 最高抑制率为 GID-P1（46.50%）＞GD-P1
（31.25%）  ＞P1（24.75%），GD-P1 和 GID-P1 对 NO
抑制率分别增加了 20.80% 和 46.77%。结果表明，

P1 经胃肠消化，可显著降低 NO 的释放量。

3  讨论

核桃粕作为优质的植物蛋白资源，已被证明具

有多种生物活性。然而，关于核桃蛋白中最具有抗

炎活性的组分及胃肠消化对其性质和抗炎活性的影

响研究较少。在本研究中，发现碱性蛋白酶酶解核

桃蛋白的抗炎活性最强，碱性蛋白酶酶解物中＜1 ku
的组分抗炎活性最强，＜1 ku 的组分经过胃肠模拟

消化后可增强抗炎活性。

碱性蛋白酶被广泛用于各种蛋白质的水解，已

经利用碱性蛋白酶从动植物蛋白中产生具有显著抗

炎作用的水解物。本研究结果表明，碱性蛋白酶

酶解的核桃蛋白抗炎活性最强，这与之前的研究一

致。Hye 等 [24] 分别用碱性蛋白酶、风味蛋白酶、中

性蛋白酶和胰蛋白酶酶解沙鱼蛋白，发现碱性蛋

白酶酶解产生的肽具有更高的 NO 抑制活性。此

外，Cheng 等 [25] 用三种商业酶、风味蛋白酶和碱性

蛋白酶水解金枪鱼蒸煮汁，研究其水解物对小鼠巨

噬细胞 RAW 264.7 的炎症介质的影响，发现碱性蛋

白酶水解物表现出最有效的抑制作用。Worrapanit
等 [26] 用碱性蛋白酶和风味蛋白酶制备金枪鱼水解

物，分别通过 LPS 刺激的 RAW 264.7 巨噬细胞产生

NO 和 RBL-2H3 肥大细胞释放 b- 己氨基苷酶的能

力来研究其抗炎和抗过敏活性，结果显示，碱性蛋

白酶水解物比风味蛋白酶水解物表现出更好的抗炎

和抗过敏活性。此外，用碱性蛋白酶水解的羽扇豆

蛋白，可防止视网膜色素上皮细胞的炎症损伤 [27] 。

据报道，疏水性氨基酸残基的存在可以增加肽的抗

炎 [28] 和抗氧化 [29] 特性。碱性蛋白酶专门切割羧基端

疏水氨基酸残基旁的肽键，如 Ala、Val、Leu、Ile、
Phe、Pro、Trp 和 Met [30] 。因此，碱性蛋白酶水解

蛋白质时可以产生大量含有疏水性氨基酸的肽，从

而表现出较高水平的 NO 抑制性活性。

肽链的分子量和长度在其生物活性中起重要作

用。为筛选碱性蛋白酶酶解物中具最有抗炎作用的

组分，对酶解物进行了超滤。结果发现，＜1 ku 的

组分具有最强的抗炎活性。可能是因为与较大的肽

相比，小肽更容易被肠道吸收并渗透到细胞中，同

时，低分子量肽在运输时不需要能量消耗，因此可

以较好的保存抗炎活性片段 [31] 。各种研究表明，低

分子量肽具有更高的抗炎活性 [32] 。在用碱性蛋白酶

酶解获得蛋清中卵黏蛋白水解物，脱盐处理后增加

了低分子量肽的比例，这些低分子量肽表现出较强

的抗炎活性 [33] 。Tanatorn 等 [34] 将蜂花粉蛋白水解物

根据分子量分成 6 个组分，结果发现，最小的级分

（＜0.65 ku）具有最高的 NO 抑制活性。从食用螺

旋藻的酶水解物中获得抗炎肽，水解产生的两种氨

基酸序列为 LDAVNR（686 u）和 MMLDF（655 u）
的肽，结果发现，两种肽都显著抑制了组胺刺激的

EA.hy926 内皮细胞中 IL-8 的产生和表达。

经体外模拟胃肠模拟消化后的核桃蛋白小分子

量肽的抗炎活性显著增加，可能是由于胃肠模拟消

化后肽组分进一步被分解。这与先前的研究一致。

奇亚籽的总蛋白和不同分子量的蛋白组分经过胃肠

模拟消化后，增强了其抗氧化、抗炎和抗动脉粥样

硬化的作用 [35] 。另一项研究也表明，体外胃肠模

拟消化奇亚籽产生的肽级分可抑制 5-LOX、COX-
1-2 和 iNOS 促炎酶活性 [36] 。此外，经胃肠模拟消

化后的谷子蛋白，低分子量肽（＜3 ku）含量增加，

显著抑制了 LPS 诱导的 RAW 264.7 细胞的 NO、

TNF-α 和 IL-6  [37] 。为确定沙丁鱼蛋白水解物的

抗炎活性，研究了分子量低于 10 ku 的组分对内

皮细胞系（EA.hy926）与肠道细胞系（Caco-2）
共培养的细胞模型 NO、ROS、MCP-1、VEGF、
IL-8 和 ICAM-1 的影响，结果发现，经肠模拟消

化后，沙丁鱼蛋白水解物处理显著降低了所有炎

症标志物  [38] 。
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4  结论

本研究以云南漾濞核桃粕为原料，通过 6 种蛋

白酶酶解核桃蛋白，利用超滤技术从碱性蛋白酶酶

解物中制备不同分子量的超滤组分，研究不同分子

量超滤组分对 RAW 264.7 巨噬细胞的毒性作用及其

体外抗炎活性，利用体外模拟胃肠消化模型探究了

核桃蛋白酶解物在不同消化阶段的水解度、多肽含

量变化和体外抗炎活性。实验结果表明，碱性蛋白

酶酶解物具有最强的抗炎活性，分子量＜1 ku 的核

桃粕超滤组分具有较好的抗炎活性，经胃肠消化后

＜1 ku 的组分的水解度和多肽含量增加。此外，胃

肠消化可提高核桃蛋白酶解物的抗炎活性。研究

结果为核桃抗炎肽的分离纯化及抗炎机制的深入

研究奠定基础，也为核桃副产物高值化利用提供

理论依据。
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