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摘要： 目的　 优化僵蚕醇溶蛋白质制备血管紧张素转换酶 （ＡＣＥ） 抑制肽工艺。 方法　 以菠萝蛋白酶为工具酶， 在

单因素试验基础上， 以酶解时间、 酶解 ｐＨ、 酶解温度、 酶底比为影响因素， 酶解产物 ＡＣＥ 抑制率为评价指标，
Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化制备工艺， 并对酶解产物进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析、 分子量分布检测及 ＩＣ５０测定。 结果 　 最

优条件为酶底比 ６􀆰 １％ ， 酶解温度 ５０􀆰 ０ ℃， 酶解时间 ７２􀆰 ０ ｍｉｎ， 酶解 ｐＨ ６􀆰 ３４， 酶解产物 ＡＣＥ 抑制率为 ８０􀆰 ４３％ ，
ＩＣ５０为 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ。 在酶解产物中， ７６􀆰 ４５％ 肽段的分子量低于 ５００ Ｄａ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于制备高活性

ＡＣＥ 抑制肽， 为僵蚕治疗高血压、 高血脂的药效物质基础研究提供依据， 也为其他动物类药材蛋白质的开发应用

提供思路。
关键词： 僵蚕； 醇溶蛋白质； 血管紧张素转换酶 （ＡＣＥ） 抑制肽； 制备工艺； Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法
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　 　 僵蚕具有息风止痉、 祛风止痛、 化痰散结等功效， 临

床常用于治疗肝风夹痰、 惊痫抽搐、 小儿急惊等症状［１］ 。
周仲瑛、 朱良春等名老中医的临床实践表明， 僵蚕可治疗

高血压高血脂或其所致头胀痛剧烈、 视物模糊、 目赤抽搐、
呕吐烦躁、 神志不清［２⁃３］ ， 但由于其现有化学成分研究存在

局限性， 治疗高血压的有效物质尚未被揭示［４⁃５］ 。
血管紧张素转化酶 （ＡＣＥ） 可促血管紧张素Ⅱ生成，

并使缓激肽失活， 导致血压升高， 故抑制其活性可有效防

治高血压及相关疾病［６⁃７］ 。 研究表明， 酸性蛋白酶、 风味蛋

白酶、 碱性蛋白酶等可水解中华鳖、 仿刺参、 玉米胚芽、
南极磷虾、 核桃粕、 桑叶、 牡丹籽、 酸枣仁等来源蛋白质，
释放 ＡＣＥ 抑制肽， 为开发安全有效、 低副作用的相关抑制

剂提供了重要思路［８⁃１６］ 。 由于僵蚕可溶性蛋白质是否含有

ＡＣＥ 抑制肽尚无研究， 本实验探讨以菠萝蛋白酶水解僵蚕

醇溶蛋白质制备 ＡＣＥ 抑制肽的可行性， 并优化其制备工

艺， 以期为其他动物类药材蛋白质的开发应用提供思路。
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１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ｐｉｃｏ １７ 型微量离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；
凝胶成像系统 （上海勤翔科学仪器有限公司）； ＳＨＺ⁃８２ 型

气浴恒温振荡箱 （江苏中大仪器科技有限公司）； ＶＥ⁃１８０
型垂直电泳槽 （上海天能科技有限公司）； Ｆｌｅｘ⁃２００ 型酶联

免疫分析仪 （杭州盛奥仪器有限公司）； Ａｇｉｌｅｎｔ １２００ 型高

效液相色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＵＶ⁃２５５０ 型紫外分光

光度计 （日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司）。
１􀆰 ２　 药材　 僵蚕药材购自亳州中药材市场， 经亳州学院中

药学院汤建教授鉴定为蚕蛾科昆虫家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ
Ｌｉｎｎａｅｕｓ ４ ～ ５ 龄 的 幼 虫 感 染 （ 或 人 工 接 种 ） 白 僵 菌

Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ （Ｂａｌｓ．） Ｖｕｉｌｌａｎｔ 而致死的干燥体。
１􀆰 ３　 试剂 　 菠萝蛋白酶 （批号 ＲＨ１１Ｙ４９Ｇ， ３００ Ｕ ／ ｍｇ）、
马尿 酸 （ 批 号 ＥＣ０３ＢＡ００４３ ）、 牛 血 清 白 蛋 白 （ 批 号

Ｋ４２９ＤＢ０００３） 均购自生工生物工程 （上海） 股份有限公

司； ＢｅｙｏＣｏｌｏｒ 彩色预染蛋白 （批号 １１１００２５４） 购自上海碧

云天生物技术有限公司； 马尿酰⁃组胺酰⁃亮氨酸 （批号

Ｈ６２４０１１９ＥＳ） 购自德国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 乙醇 （批号

２０２４０４１８）、 硫酸 铵 （ 批 号 ２０２３０５２１）、 氯 化 钠 （ 批 号

２０１７０２１４０１）、 丙酮 （批号 ２０２４０１０２）、 乙酸乙酯 （批号

２０２３０７２１）、 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ （批号 Ｔ２０２３１０１７）、 硼酸 （批号

２０２２１０１８ ）、 乙 腈 （ 批 号 ２０２３０６１５ ）、 甲 酸 （ 批 号

２０２２０１２８）、 盐酸 （批号 ２０２３０９０５） 均购自国药集团有限

公司； 其他试剂均为分析纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 ＡＣＥ 抑制肽制备　 药材打粉过 ７０ 目筛后， 与丙酮按

１ ∶ ４ 比例混合， 振摇 ３ ｈ， 抽滤， 滤饼挥干丙酮， 再按料

液比 １ ∶ ４ 加入 ８０％ 乙醇， 振摇 ３ ｈ， 抽滤， 滤饼在 ５０ ℃下

挥干， 最后按料液比 １ ∶ ４ 加入 ４０％ 乙醇， 振摇 ３ ｈ 后抽

滤， 得醇溶蛋白质样品。 以牛血清白蛋白为标准品， Ｌｏｗｒｙ
法测定样品浓度， 稀释至 １ ｍｇ ／ ｍＬ， 加适量菠萝蛋白酶水

解， 沸水浴 １０ ｍｉｎ， ７ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清，
即得。
２􀆰 ２　 ＡＣＥ 提取　 按吴琼英等［１７］ 报道的方法提取 ＡＣＥ， 新

鲜猪肺剪碎后按 １ ∶ ２ 比例加入组织缓冲液 （含 ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ
的 ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 溶液）， 冰浴匀浆后静置 ５ ｈ， ４ ℃、
７ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清， 得粗酶液， 将以 ３６％粗酶

液与 ６４％饱和度硫酸铵进行分部盐析， 所得沉淀用 Ｓｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ⁃５０ 柱脱盐， 收集酶活力较强的部分， 冷冻干燥。
２􀆰 ３　 ＡＣＥ 抑制率测定　 按 Ｋｏ 等［１８］报道的方法， 基础缓冲

液 （含 ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 硼酸缓冲液） 稀释

ＡＣＥ 抑制肽样品及 ＡＣＥ， 取酶解样品、 ＡＣＥ 各 ３０ μＬ， 在

３７ ℃ 下保温 ５ ｍｉｎ， 加入 １０ μＬ 反应底物 （含 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＨＨＬ 的基础缓冲液）， 在 ３７ ℃下反应 ３０ ｍｉｎ， 加入 １３０ μＬ
１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 中止反应， 再加入 ８００ μＬ 乙酸乙酯， 充分涡

旋混匀， ７ ９００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 吸取 ８００ μＬ 上清， 高温

挥干乙酸乙酯， 冷却， 加入 ８０ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 充分混匀， 溶解

完全后采用 ＨＰＬＣ 检测马尿酸含量。

２􀆰 ４　 色谱条件 　 参考吴琼英等［１９］ 报道的方法， ＷｏｎｄａＳｉｌ
Ｃ１８色谱柱 （ ４􀆰 ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相水 （含

０􀆰 １％ 甲酸） （ Ａ） ⁃乙腈 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） （ Ｂ）， 梯度洗脱

（０～１０ ｍｉｎ， １０％ Ｂ； １０～５０ ｍｉｎ， １０％ ～ ４２％ Ｂ）； 体积流量

０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２２８ ｎｍ； 进样量 ２０
μＬ。 以马尿酸为对照， 计算 ＡＣＥ 抑制率， 公式为 ＡＣＥ 抑

制率 ＝
Ａａ － Ａｂ

Ａａ
× １００％ ， 其中 Ａａ 为空白组马尿酸峰面积，

Ａｂ 为样品组马尿酸峰面积。
２􀆰 ５　 单因素试验

２􀆰 ５􀆰 １　 酶底比　 固定酶解 ｐＨ ６􀆰 ５， 酶解温度 ５０ ℃， 酶解

时间 ８０ ｍｉｎ， 考察不同酶底比 （１％ 、 ３％ 、 ５％ 、 ７％ 、 ９％ ）
的影响， 结果见图 １Ａ。 由此可知， 醇溶蛋白质酶解程度及

酶解产物 ＡＣＥ 抑制率随酶底比增加而升高， 为 ５％ 时抑制

率达到最大值 （７１􀆰 ４３％ ）； 但进一步增加酶底比时醇溶蛋

白质发生过度酶解， 酶解产物 ＡＣＥ 抑制能力反而降低， 故

选择 ５％ 。
２􀆰 ５􀆰 ２　 酶解温度　 固定酶解 ｐＨ ６􀆰 ５， 酶底比 ５％ ， 酶解时

间 ８０ ｍｉｎ， 考察不同酶解温度 （４０、 ４５、 ５０、 ５５、 ６０ ℃）
的影响， 结果见图 １Ｂ。 由此可知， 菠萝蛋白酶活性随酶解

温度增加而升高， 醇溶蛋白质酶解程度及酶解产物 ＡＣＥ 抑

制能力 也 随 之 加 强， 为 ５０ ℃ 时 抑 制 率 达 到 最 大 值

（７７􀆰 ８７％ ）； 但进一步增加酶解温度时菠萝蛋白酶因热变性

而失活， 导致醇溶蛋白质酶解产物的 ＡＣＥ 抑制能力反而降

低， 故选择 ５０ ℃。
２􀆰 ５􀆰 ３　 酶解时间　 更低酶解 ｐＨ ６􀆰 ５， 酶解温度 ５０ ℃， 酶

底比 ５％ ， 考察不同酶解时间 （ ２０、 ４０、 ６０、 ８０、 １００、
１２０、 ２４０、 ３６０、 ４８０ ｍｉｎ） 的影响， 结果见图 １Ｃ。 由此可

知， 醇溶蛋白质酶解程度及酶解产物 ＡＣＥ 抑制能力随着酶

解时间延长而升高， 为 ８０ ｍｉｎ 时抑制率达到最大值

（７５􀆰 ７２％ ）； 但进一步延长酶解时间时 ＡＣＥ 抑制肽被降解，
导致其 ＡＣＥ 抑制率反而降低， 故选择 ８０ ｍｉｎ。
２􀆰 ５􀆰 ４　 酶解 ｐＨ 值　 设置酶底比 ５％ ， 酶解温度 ５０ ℃， 酶

解时间 ８０ ｍｉｎ， 考察不同酶解 ｐＨ （５􀆰 ０、 ５􀆰 ５、 ６􀆰 ０、 ６􀆰 ５、
７􀆰 ０、 ７􀆰 ５） 的影响， 结果见图 １Ｄ。 由此可知， 菠萝蛋白酶

活性随着酶解 ｐＨ 增加而升高， 醇溶蛋白质酶解程度及酶

解产物 ＡＣＥ 抑制能力也加强， 为 ６􀆰 ５ 时抑制率达到最大值

（８２􀆰 ８３％ ）； 但进一步增加酶解 ｐＨ 时菠萝蛋白酶活性减

弱， 导致其 ＡＣＥ 抑制率反而降低， 故选择 ６􀆰 ５。
２􀆰 ６　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 在单因素试验基础上， 分别

选择酶底比 （Ａ）、 酶解温度 （Ｂ）、 酶解时间 （Ｃ）、 酶解

ｐＨ （Ｄ） 为影响因素， ＡＣＥ 抑制率 （Ｙ） 为评价指标， 设

计四因素三水平试验， 中心点重复 ３ 次， 共运行试验 ２９
次， 因素水平见表 １， 结果见表 ２。

通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对表 ２ 数据进行拟合， 得

方程为 Ｙ ＝ ７９􀆰 ３６＋ ４􀆰 ０３Ａ－ ２􀆰 ０３Ｂ－ ０􀆰 ８３Ｃ－ ０􀆰 ８１Ｄ＋ ０􀆰 ０５０ＡＢ－
２􀆰 ７５ＡＣ ＋ １􀆰 ６０ＡＤ － １􀆰 １５ＢＣ － ０􀆰 ９５ＢＤ ＋ １􀆰 １３ＣＤ － ４􀆰 ２０Ａ２ －
８􀆰 ７５Ｂ２－３􀆰 ２９Ｃ２－０􀆰 ４９Ｄ２， 方差分析见表 ３。 由此可知， 因
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图 １　 单因素试验结果

表 １　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 酶底比 ／ ％ ３ ５ ７

Ｂ 酶解温度 ／ ℃ ４５ ５０ ５５
Ｃ 酶解时间 ／ ｍｉｎ ６０ ８０ １００

Ｄ 酶解 ｐＨ ６ ６􀆰 ５ ７

表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号
Ａ 酶底

比 ／ ％
Ｂ 酶解

温度 ／ ℃
Ｃ 酶解时

间 ／ ｍｉｎ
Ｄ 酶解

ｐＨ
Ｙ ＡＣＥ 抑

制率 ／ ％
１ －１ －１ ０ ０ ６４􀆰 ３０
２ １ －１ ０ ０ ７２􀆰 ９０
３ ０ －１ ０ １ ７２􀆰 ３０
４ ０ ０ －１ １ ７５􀆰 ００
５ １ ０ １ ０ ７２􀆰 １０
６ ０ ０ １ １ ７３􀆰 ９０
７ －１ ０ －１ ０ ６６􀆰 １０
８ ０ ０ ０ ０ ８２􀆰 ６０
９ ０ ０ ０ ０ ７８􀆰 ８０
１０ ０ ０ １ －１ ７５􀆰 ３０
１１ １ ０ ０ －１ ７８􀆰 １０
１２ １ ０ －１ ０ ７９􀆰 ００
１３ １ １ ０ ０ ７０􀆰 ００
１４ ０ －１ －１ ０ ７０􀆰 ００
１５ －１ １ ０ ０ ６１􀆰 ２０
１６ ０ １ －１ ０ ６３􀆰 ５０
１７ ０ ０ ０ ０ ８０􀆰 ２０
１８ －１ ０ ０ －１ ７３􀆰 ２０
１９ ０ １ ０ －１ ６９􀆰 ８０
２０ ０ ０ ０ ０ ７８􀆰 ２０
２１ ０ －１ １ ０ ７２􀆰 １０
２２ ０ ０ ０ ０ ７７􀆰 ００
２３ ０ －１ ０ －１ ６８􀆰 ３０
２４ ０ １ １ ０ ６１􀆰 ００
２５ －１ ０ ０ １ ６６􀆰 ７０
２６ １ ０ ０ １ ７８􀆰 ００
２７ ０ １ ０ １ ７０􀆰 ００
２８ －１ ０ １ ０ ７０􀆰 ２０
２９ ０ ０ －１ －１ ８０􀆰 ９０

素 Ａ、 Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２ 有极显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂ、 ＡＣ 有显

著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其他因素无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
表 ３　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ８８７􀆰 ３２ １４􀆰 ００ ６３􀆰 ３８ ９􀆰 ９１ ＜０􀆰 ０００ １
Ａ １９５􀆰 ２１ １􀆰 ００ １９５􀆰 ２１ ３０􀆰 ５２ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ ４９􀆰 ６１ １􀆰 ００ ４９􀆰 ６１ ７􀆰 ７６ ０􀆰 ０１４ ６
Ｃ ８􀆰 １７ １􀆰 ００ ８􀆰 １７ １􀆰 ２８ ０􀆰 ２７７ ４
Ｄ ７􀆰 ８４ １􀆰 ００ ７􀆰 ８４ １􀆰 ２３ ０􀆰 ２８６ ８
ＡＢ ０􀆰 ０１ １􀆰 ００ ０􀆰 ０１ ０ ０􀆰 ９６９ ０
ＡＣ ３０􀆰 ２５ １􀆰 ００ ３０􀆰 ２５ ４􀆰 ７３ ０􀆰 ０４７ ３
ＡＤ １０􀆰 ２４ １􀆰 ００ １０􀆰 ２４ １􀆰 ６０ ０􀆰 ２２６ ４
ＢＣ ５􀆰 ２９ １􀆰 ００ ５􀆰 ２９ ０􀆰 ８３ ０􀆰 ３７８ ５
ＢＤ ３􀆰 ６１ １􀆰 ００ ３􀆰 ６１ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ４６４ ９
ＣＤ ５􀆰 ０６ １􀆰 ００ ５􀆰 ０６ ０􀆰 ７９ ０􀆰 ３８８ ６
Ａ２ １１４􀆰 ４７ １􀆰 ００ １１４􀆰 ４７ １７􀆰 ９０ ０􀆰 ０００ ８
Ｂ２ ４９６􀆰 ７２ １􀆰 ００ ４９６􀆰 ７２ ７７􀆰 ６７ ＜０􀆰 ０００ １
Ｃ２ ７０􀆰 １４ １􀆰 ００ ７０􀆰 １４ １０􀆰 ９７ ０􀆰 ００５ １
Ｄ２ １􀆰 ５５ １􀆰 ００ １􀆰 ５５ ０􀆰 ２４ ０􀆰 ６３０ ５

残差 ８９􀆰 ５３ １４􀆰 ００ ６􀆰 ４０ — —
失拟项 ７１􀆰 １０ １０􀆰 ００ ７􀆰 １１ １􀆰 ５４ ０􀆰 ３５９ １
误差 １８􀆰 ４３ ４􀆰 ００ ４􀆰 ６１ — —
总和 ９７６􀆰 ８５ ２８􀆰 ００ — — —

　 　 注： Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９０８ ３， Ｒ２
ａｄｊ ＝ ０􀆰 ８１６ ７。

　 　 响应面分析见图 ２， 得最优工艺为酶底比 ６􀆰 １％ ， 酶解

温度 ４９􀆰 ６４ ℃， 酶解时间 ７２􀆰 ０６ ｍｉｎ， 酶解 ｐＨ ６􀆰 ３４， ＡＣＥ
抑制率为 ８０􀆰 ８３１ ６％ ， 结合实际情况， 将其修正为酶底比

６􀆰 １％ ， 酶 解 温 度 ５０􀆰 ０ ℃， 酶 解 时 间 ７２􀆰 ０ ｍｉｎ， 酶 解

ｐＨ ６􀆰 ３４。
按上述优化工艺进行 ３ 批验证试验， 测得 ＡＣＥ 平均抑

制率为 ８０􀆰 ４３％ ， 与预测值 ８０􀆰 ８３１ ６％ 接近 （相对误差在±
１％ 以内）， 表明该工艺准确可靠， 具有实际指导意义。
２􀆰 ７　 Ｔｒｉｃｉｎｅ⁃ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析　 取醇溶蛋白质酶解前后样品

适量， 三氯乙酸及丙酮沉淀后加入适量裂解液与上样缓冲

液， 沸水浴 １０ ｍｉｎ， 得电泳样品， 按常规方案进行 Ｔｒｉｃｉｎｅ⁃
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳［２０］ ， 电泳结束后剥取凝胶， 染色脱色后用

凝胶成像仪采集凝胶图像并以 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件进行分析，
根据各条带的灰度值计算各蛋白质含量， 结果见图 ３。 由

此可知， 菠萝蛋白酶在优化酶解条件下水解了 ８２􀆰 ６％ 醇溶

蛋白质。
２􀆰 ８　 分子量分布测定　 酶解样品经 ０􀆰 ２ μｍ 聚四氟乙烯膜

过滤， 通过高效凝胶过滤色谱法测定其分子量分布， 分析

采用 ＴＳＫｇｅｌ Ｇ２０００ ＳＷＸＬ 色谱柱 （７５ ｍｍ×３００ ｍｍ， ８ μｍ）；
流动相乙腈⁃水 （含 ０􀆰 １％ 三氟乙酸） （４５ ∶ ５５）； 体积流量

０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２２０ ｎｍ； 进样量 ２０
μＬ。 以细胞色素 Ｃ （ＭＷ１２４００）、 杆菌酶 （ＭＷ１４５０）、 乙

氨酸⁃乙氨酸⁃酪氨酸⁃精氨酸 （ＭＷ４５１）、 乙氨酸⁃乙氨酸⁃乙
氨酸 （ＭＷ１８９） 为分子量标准品， 根据不同洗脱时间计算

各组分分子量， 根据峰面积计算各组分相对含量， 结果见

图 ４。 由此可知， 酶解样品中有 ７６􀆰 ４５％ 肽段分子量低于

５００ Ｄａ， １６􀆰 ８９％ 肽段分子量为 ５００～ ２ ０００ Ｄａ， ４􀆰 ６９％ 肽段
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图 ２　 各因素响应面图

注： Ｍ 为蛋白质标准分子量， １ 为酶解前僵蚕醇溶蛋

白质， ２ 为菠萝蛋白酶， ３ 为酶解后僵蚕醇溶蛋白质。

图 ３　 僵蚕醇溶蛋白质酶解前后 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 图

分子量为 ２ ０００ ～ ５ ０００ Ｄａ， 还有 １􀆰 ９７％ 肽段分子量大于

５ ０００ Ｄａ， 故酶解产物主要为 ２ ～ ４ 个氨基酸残基构成的寡

肽， 能轻松穿过小肠黏膜， 故易于被机体吸收利用， 具有

较高的生物活性潜能。
２􀆰 ９　 ＩＣ５０测定　 制备质量浓度分别为 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、
０􀆰 ６、 ０􀆰 ７、 ０􀆰 ８ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＡＣＥ 抑制肽样品， 按 “２􀆰 ３” 项

下方法测定其抑制率， 计算其 ＩＣ５０为 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ。
３　 讨论

动物药是我国传统医药的重要组成部分， 其特有功效

在中药临床应用中具有不可替代性。 但因动物药富含大分

子类蛋白质成分， 鲜有小分子类次生代谢成分， 导致相关

图 ４　 僵蚕醇溶蛋白质酶解产物分子量分布色谱图

研究存在药效物质基础不明、 资源开发不充分等关键问题。
研究表明， 食源性蛋白质可通过酶解释放出所含的活性肽

段， 在炎症反应、 糖脂代谢、 抗菌消炎、 缓解疲劳等方面

发挥积极作用， 相关实验结果为动物药源性蛋白质研究提

供了新思路。
酶解法为当前制备生物活性肽段的主流方法， 具有条

件温和、 反应特异、 产物可控、 安全性高等优点， 但由于

酶解反应为动态过程， 水解不足可能导致大分子蛋白残留，
水解过度则可能影响酶解产物活性， 因此控制水解度具有

重要意义。 前期通过响应面法、 正交试验等手段确定酶浓

度、 温度、 ｐＨ 值、 时间等参数的最佳组合是实现水解度精

细化调控的核心策略。 本实验建立菠萝蛋白酶酶解僵蚕醇

溶蛋白质的优化工艺并测定酶解产物活性， 发现僵蚕蛋白

质中含有具 ＡＣＥ 抑制活性的肽段， 为其临床治疗高血压、
高血脂的药效物质基础研究提供参考， 也为开发结构新颖

的降血压药物及相关资源的高值化利用提供研究思路。
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