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摘 要 采用不同截留分子质量的超滤膜对酪蛋白酶解物中ACE抑制肽进行初步分离，确定了超滤的条件，并

测定超滤前后酶解物的ACE抑制活性。结果表明，截留分子质量为10 ku和3 ku的超滤膜能不同程度地提高

酪蛋白酶解物的ACE抑制活性，但3 ku的超滤膜能更有效地提高其ACE抑制活性，并且超滤液半抑制浓度值

(IC50)为0．46 mg艋L。证明超滤技术可作为一种分离ACE抑制肽的手段。
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血管紧张素转换酶(angiotensin converting en—

zyme，ACE)在人体血压调节过程中起重要作用。

ACE抑制肽通过抑制血管紧张素I向血管紧张素II

转换以及阻止ACE降解缓激肽而起降血压的作

用⋯。酪蛋白经过不同蛋白酶作用后，可以得到具

有较高ACE抑制活性的酶解物，由于酶解物的成分

复杂并且具有ACE抑制活性的肽分子质量都比较

小，因此，选择经济合理的分离方法富集ACE抑制肽

是非常必要的【2J。超滤技术由于分离操作过程没有

相变，可在较低的温度下操作，节省能耗，成为分离技

术中用途最广的方法之一。Mullally等采用超滤技

术分离去除大分子肽段，可提高具有ACE抑制活性

的肽含量[3，4】。Jang等对牛肉酶解物进行超滤分离

可提高其ACE抑制活性【5 J。Hyun等采用不同截留

分子量的超滤膜对血浆蛋白酶解物处理可大大提高

分离物的ACE抑制活性∞J。

文中采用超滤技术比较了不同截留分子质量的

超滤膜对分离酪蛋白酶解物中ACE抑制肽作用效

果，并探讨了超滤工艺条件，为酪蛋白源ACE抑制肽

的工业化生产提供依据。

1 材料与方法

1．1原 料

血管紧张素转化酶(ACE)，Sigma公司产品，美

国；马尿酰组氨酰亮氨酸(HHL)，Sigma公司产品，

美国；新鲜牛乳，万家宝乳品有限公司提供；As．1398

中性蛋白酶，江苏省无锡市酶制剂厂。

1．2设 备
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SMB一20型超滤设备，中国科学院上海原子能

研究所；XW一80A型旋涡混合器，上海医科大学仪

器厂制造；UV一2401PC型分光光度计，日本岛津；

LGl0—2．4A离心机，北京医用离心机厂。

1．3试验方法

1．3．1酪蛋白酶解物的制备

精确称取一定量的酪蛋白，采用磷酸盐缓冲液将

其溶解，在10L的反应器中，加入适量的As．1398中

性蛋白酶，进行水解反应。整个水解过程中不断搅

拌，并不断加入1 mol几NaoH以维持pH值在7±

0．05范围内。当达到预定时间后，将反应体系在

95℃条件下保持20min后中止反应。将酶解物离心

30 min，去除沉淀，取上清液。

1．3．2超滤分离提取

超滤过程的特性指标主要是膜通量(J)。即单位

时间内通过单位膜面积的透过物的量，即：

J=忐
其中：G为透过液的量(mL)，A为膜的面积(m2)，

口。为超滤所用的时间(min)。

1．3．3 ACE抑制活性的检测方法

参照Nakamura[5]的方法，根据具体情况进行了

修改。

1．3．4半抑制浓度(IC50)的测定

称取一定质量样品配制成不同浓度的溶液，按照

以浓度为横坐标，抑制活性为纵坐标绘成圆滑的曲

线，从曲线中计算出IC50值[3，8|。

2 结果与讨论

2．1不同截留分子质量超滤膜的研究

表1为不同截留分子质量的超滤膜超滤前后对
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酪蛋白酶解物ACE抑制活性的影响。从表1可知，

超滤前后ACE抑制活性差异显著(P<0．01)。经截

留分子质量为10 000 u和3 000 u的膜超滤后，ACE

抑制活性从原来的54．22％分别增加到57．07％和

64．22％。这表明超滤可有效地提高ACE抑制肽活

性(超滤能够有效地去除较大分子质量的物质，这些

大片段不是主要的ACE抑制肽类)。

表l超滤对酶解物ACE抑制活性的影响

注：a，b，c在同一列数据中，相同则表示差异不显著，不同则表示

差异显著(P<0．01)。

2．2温度对超滤通量的影响(图1)
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图1温度对通量的影响

由图1可知，料液温度升高，通量增加。在15℃

时截留分子质量为10 000u的膜和3 000u的膜的通

量与其它温度时的通量比较相对较低；随着温度的提

高，通量逐渐增大，主要由于温度升高，物料粘度下

降，溶质在溶剂中的扩散系数增大，由膜面边界向液

相主体的反向扩散通量D(dc／dz)增加，有利于减

轻浓差极化影响，传质系数增大。从提高装置生产效

率方面考虑，应当尽量采用较高的料液温度运行。但

是过高的温度会损伤超滤膜及其壳体和粘合剂，同时

由于温度升高，能耗增加。由图1可知，当温度达到

35℃时，通量增加缓慢，与45℃的通量相比差别不

大，从节约能源角度考虑，试验选择35℃作为分离

ACE抑制肽的超滤温度。

2．3压力对超滤通量的影响(图2)
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图2压力对超滤通量的影响

图2为操作压力对超滤通量的影响。从图2中

可以看出，随着操作压力的增加，2种分子质量截留

膜的通量都逐渐增大，但压力对10 000 u的膜的渗透

通量影响更大，这说明对于原来通量比较大的膜

(Mw为10 000 u的膜)而言，增加压力可大幅度提高

渗透通量，但压力对膜通量比较小的膜(Mw为3

000 u的膜)影响小些，随着压力的增加，膜通量增加

不显著。因此，从能源经济的角度考虑，选择截留分

子质量10 000 u的膜的操作压力为0．06 Mpa，截留

分子质量3 000 u的膜的操作压力为0．09 MPa是比

较科学合理。

2．4超滤通量与时间的变化关系曲线(图3)
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图3膜的衰减曲线

由图3可知，2种不同截留分子质量的超滤膜呈 u的膜前期衰减速度快而后期比较平缓，因此使用这

现出较典型的超滤衰减模式，截留分子质量为10 000 种膜时应尽可能的在短时间内完成超滤操作；而对于
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截留分子质量为3 000 u的膜，其衰减曲线比较平滑，

可进行长时间的超滤分离操作。这一研究结果对实

际生产有较大的指导意义。

2．5超滤液Ic50的测定

在10 ku和3 ku的超滤膜的最适操作条件下，收

集超滤液然后进行冷冻干燥，测定IC，。值，结果见表

2。

表2不同截留分子量超滤液半抑制浓度

从表2可知，酪蛋白酶解液经10 ku的膜提取分

离后IC50由原来的0．68 mg／mL下降到0．61 mg／

mL，而水解物经3 ku的膜提取分离后IC50由原来的

0．68 mg／mL下降到0．46 mg／mL。由此可见，超滤

对ACE抑制肽的分离确实有很有效果，能显著地提

高酶解物的ACE抑制活性，使具有较高ACE抑制活

性的肽类富集起来。

3 结 论

截留分子质量为10 ku的膜和3 ku的膜能不同

程度地提高酪蛋白酶解物的ACE抑制活性，但3 ku

截留分子量的膜能有效地提高酪蛋白酶解物的ACE

抑制活性。
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ABSTRACT Angiotensin converted enzyme inhibitory peptides from casein hydrolysate were separated by ultrafi—

tration．Ultrafiltration(with membranes of Mw cut—off 10 kua and 3 kua)．They can increase the ACE inhibitory

activities of casein hydrolysates． However，permeates of 3kua membrane showed higher ACE inhibitory activities

with IC50 of 0．46 mg／mL_
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