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利用蚓激酶制备猪血蛋白来源的ACE抑制肽

及其降血压活性

仝召莉1，陈如扬1，赖富饶1，闵甜1，吴晖1*，贺萍2*

（1.华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640）（2.广东海洋大学食品科技学院，广东阳江 529568）

摘要：为了研究蚓激酶作为蛋白水解酶在活性肽开发中的可行性，研究猪血蛋白 ACE 抑制肽的降血压活性及其作用

机制。该文从蚯蚓中提取纯化，得到了酶活为 43 125.87 U·mg-1
蛋白的蚓激酶，利用其制备猪血蛋白 ACE 抑制肽。分离纯

化后得到 ACE 抑制活性为 91.30% 的多肽，记为 PBEP-M。通过 Ang II 诱导 HUVEC 细胞建立损伤模型，采用 CCK-8 法测

定 PBEP-M 对 HUVEC 细胞的毒性，使用试剂盒测定 ET-1、NO 和 ROS 细胞因子分泌量，通过 Western Blot 法检测 ACE-

Ang II-AT1-R 通路中与血压调控相关的蛋白含量。实验结果表明，PBEP-M 质量浓度在 62.5~1 000 μg·mL-1
范围内，对细胞

有显著的增殖作用。质量浓度 500 μg·mL-1
的 PBEP-M 处理组可显著增加 NO 的分泌，相比于 Ang II 组提升了 84.00% ；且

可显著抑制 ET-1 和 ROS 的分泌，相比于 Ang II 组分别降低了 53.66%、36.94%。同时 PBEP-M 可以显著抑制 ACE-Ang II-

AT1-R 通路中 ACE、Renin 和 AT1-R 的表达，相比于 Ang II 组分别降低了 76.76%、83.96% 和 89.05%，并且 PBEP-M 可以

显著促进 eNOS 蛋白的表达，相比于 Ang II 组提升了 8.77 倍。本研究为蚓激酶作为一种蛋白水解酶应用在活性肽的开发中

提供了理论基础，也为畜禽血液深加工提供了新的思路和方向。

    关键词：蚓激酶；猪血蛋白；ACE 抑制肽；人脐静脉内皮细胞；内皮功能障碍

    文章编号：1673-9078(2026)06-178-187                                       DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2026.6.0390
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Abstract: The feasibility of using lumbrokinase as a protease in the development of bioactive peptides was investigated, 

together with the assessment of antihypertensive activity of angiotensin-converting enzyme (ACE)-inhibitory peptides derived from 

porcine blood proteins and clarification of their underlying mechanisms of action. Lumbrokinase was extracted from earthworms 

and purified, yielding an enzyme preparation exhibiting an activity of 43 125.87 U·mg–1 protein. The enzyme was used to prepare 
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蚯蚓属环节动物门寡毛纲蚯蚓科动物，参环毛蚓

（E.Perrier）是一种广泛分布于中国南部地区的蚯蚓，

又被称为“广地龙”。先前的研究表明，广地龙具有抗

炎、抗菌、抗纤维化、抗血栓等功效 [1-3] ，这些功能活

性都与蚯蚓体内的蚓激酶等活性蛋白酶类密切相关。

蚓激酶是一组具有纤溶活性蛋白酶的总称，包括纤维

蛋白溶酶、纤维蛋白溶酶原激活物以及类似组织型纤

维蛋白溶酶原激活物组分。蚓激酶除了能够抑制血小

板凝集、修复血管内皮受损细胞外，还与纤维蛋白具

有特殊的亲和力，能够跟踪血栓 [4] ，直接降解血栓中

的纤维蛋白 [5] ，是治疗心血管疾病的新型药。

畜禽血液一直是畜禽屠宰和加工中的主要副产物，

除鹿血、鹿茸血等珍贵血资源，其余畜禽血液基本作

为废弃物舍弃而浪费，造成了一定程度的资源浪费与

环境污染。猪血具有较高的营养价值，更是一种具有

发展前景的潜在功能性食品，喷雾干燥猪血已被用作

促进动物生长的膳食补充剂 [6] ，猪血蛋白质调节肠道

屏障和防御机制的功能也被证明 [7,8] 。但猪血中含量较

高的血红蛋白结构较为特殊，亚基间彼此掩盖形成独

特的封闭型结构。加之血纤维蛋白会束缚血液中的血

红蛋白，使其在食品加工生产中，无可避免地存在消

化率低和水解度低的缺陷。因此利用蚓激酶特异性水

解纤维蛋白的特性，可以提高富含纤维蛋白的猪血粉

的水解度以挖掘功能活性肽。高血压是心脑血管疾病

的重要危险因素。血管紧张素转换酶（ACE）是血压

调节系统的关键因子之一，是抗高血压药物研究的重

要靶点。使用血管紧张素转换酶抑制剂（ACEI）是降

低高血压的有效疗法。然而，临床使用的 ACEI 药物

都具有不同程度的副作用 [9] 。因此，安全性高、来源广、

成本低的食源性 ACE 抑制肽更容易被消费者接受。它

们的天然来源及生物活性使其成为传统 ACE 抑制药物

极具潜力的替代品。

在本研究中，从新鲜参环毛蚓中提取纯化，得到

了酶活为 43 125.87 U·mg-1 蛋白的蚓激酶，利用其对

猪血蛋白进行水解。探究了猪血蛋白水解物和纯化各

组分的体外 ACE 抑制活性。并用 Ang II 诱导 HUVEC
细胞损伤模型，探究猪血蛋白 ACE 抑制肽对损伤细胞

的保护作用；进一步通过检测相关调节因子 NO、ET-1
和 ROS 等含量的变化以及高血压相关通路指标蛋白表

达量的变化，评估猪血蛋白 ACE 抑制肽对 HUVEC 细

胞的保护作用及其对 RAS 系统的影响。为猪血蛋白的

精深加工奠定基础，为以食源性蛋白为原料的功能性食

品的开发提供重要依据，也为蚓激酶作为蛋白水解酶在

食品中的工业化应用提供深加工思路以及技术支撑。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

5% 2,4,6- 三 硝 基 苯 磺 酸（Trinitro Benzene 
Sulfonic Acid, TNBS）溶液、马尿酰 - 组氨酰 - 亮氨

酸（Hippuryl-His-Leu-OH, HHL）、 马 尿 酸（Hippuric 
Acid, Hip）、兔肺血管紧张素转换酶（ACE），购自美

国 Sigma-Aldrich 公司；磷酸盐缓冲液（pH 值 8.2）、
琼脂糖、纤维蛋白原、凝血酶、硼酸盐缓冲液（pH 值

8.3）和卡托普利（Captopril），购自上海源叶生物科

技有限公司；硫酸铵、苯甲酸钠、氯化钠、盐酸和氢

氧化钠，购自广州化学试剂厂；DEAE Sepharose Fast 
Flow，购自上海新睿生物科技有限公司；Sephadex 
G-75，购自北京索莱宝科技有限公司；三氟乙酸

（Trifluoroacetic Acid, TFA），购自上海阿拉丁生化科

ACE-inhibitory peptides from porcine blood proteins. After separation and purification, an ACE-inhibitory peptide with an ACE 

inhibition rate of 91.30% was obtained and designated PBEP-M. An angiotensin (Ang) II-induced human umbilical vein endothelial 

cell (HUVEC) damage model was established. The toxicity of PBEP-M towards HUVECs was determined using the CCK-8 assay; 

the secretion levels of endothelin 1 (ET-1), nitric oxide (NO), and reactive oxygen species (ROS) was measured using ELISA kits; 

and the expression of ACE-Ang II-Ang II receptor type 1 (AT1-R) pathway-related proteins was analyzed using western blotting. 

PBEP-M significantly promoted cell proliferation at concentrations of 62.5~1 000 μg·mL–1 (P<0.05). At 500 μg·mL–1, PBEP-M 

significantly increased NO secretion by 84.00% compared with the level in the Ang II group (P<0.05). In addition, PBEP-M 

significantly reduced the secretion of ET-1 and ROS by 53.66% and 36.94% respectively (P<0.05 vs. Ang II group). Furthermore, 

PBEP-M significantly reduced the expression of ACE, renin, and AT1-R by 76.76%, 83.96%, and 89.05%, respectively (P<0.05 

vs. Ang II group). Moreover, PBEP-M enhanced eNOS expression by 8.77 times (P<0.05 vs. Ang II group). This study provides 

a theoretical foundation for the application of lumbrokinase as a protease in the development of bioactive peptides and offers new 

insights for advancing the deep processing of livestock and poultry blood.

Key words: lumbrokinase; porcine blood protein; ACE-inhibitory peptide; human umbilical vein endothelial cells; endothelial 

dysfunction



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2026, Vol.42, No.6

 180 

技股份有限公司；乙腈（Acetonitrile, ACN），购自天

津市科密欧化学试剂有限公司；HUVEC 细胞，购于尚

恩生物；Ori Cell 完全培养基，购于赛业生物科技有限

公司；胰酶（Trypsin 0.25% EDTA），购于美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司；双抗（青霉素 / 链霉素）溶液和

细胞增殖及毒性检测试剂盒（CCK-8），购于大连美仑

生物技术有限公司；血管紧张素 II（Ang II），购于美国

Sigma-Aldrich 公司；NO 检测试剂盒和 ROS 检测试剂

盒，购于上海碧云天生物技术有限公司；ET-1 检测试剂

盒，购于江苏酶免实业有限公司；ACE Antibody、Renin 
Antibody、AT1-R Antibody、eNOS Antibody 和 β-Actin 
Antibody，购于武汉博士德生物工程有限公司；用于

HPLC 研究的试剂为 HPLC 级，其余化学品均为分析级。

1.2 仪器与设备

DF-0191S 型集热式恒温加热磁力搅拌器，巩义市

予华仪器有限责任公司；HH-4 型恒温水浴锅，白塔金

昌实验仪器厂；818 型 pH 计，香港希玛仪器仪表有限

公司；Victor 3 多微孔板检测仪，新加坡 PerkinElmer 公
司；Waters 2695 型液相色谱，美国 Waters 公司；Heracell 
150i 型二氧化碳培养箱，美国 Thermo Fisher Scientific
公司；HL-2B 型蠕动泵，上海精科实业有限公司；BSZ-
160F 型自动收集器，上海精科实业有限公司。

1.3 实验方法

1.3.1 蚓激酶的制备

1.3.1.1 蚓激酶的提取与纯化

新鲜参环毛蚓→低温匀浆→ 37 ℃自溶 8 h →离心取上

清液→ (NH4)2SO4 沉淀→离心取上清液→超滤浓缩→冷冻

干燥→ DEAE Sepharose Fast Flow 阴离子层析柱分离纯化

→ Sephadex G-75 凝胶柱分离纯化→冷冻干燥

1.3.1.2 蚓激酶活性的测定

将 0.01 mol·L-1 的 PBS（pH 值 7.8）与生理盐水按

1:17（V/V）的比例混合配制得到工作溶液。用工作溶

液配制质量分数为 1.5% 的琼脂糖溶液和质量分数为

0.2%的纤维蛋白原溶液各 140 mL。将两者按 1:1（V/V）
比例混合的同时加入适量凝血酶溶液，搅拌混匀后立

即倒入培养皿中，室温水平放置。反应 1 h 后用打孔

器打孔，每孔加入样品或标准品 10 μL，加盖后置于

37 ℃培养箱恒温孵育 16 h，用游标卡尺测量溶解圈垂

直两直径，以蚓激酶标品活性为横坐标，标品垂直半

径乘积对数为纵坐标绘制标准曲线，代入样品垂直半

径计算蚓激酶活性。

1.3.1.3 蚓激酶的质谱分析

样品经过胶内酶解、肽段提取等步骤后进行质谱

检测。质谱分析使用 Thermo 公司的 Q Exactive ™液质

联用系统进行。肽段样品通过自动进样器吸入后结合

至 C18 捕获柱，接着被洗脱至分析柱进行分离。MS/
MS 采集的条件设置为母离子信号大于 3e6，电荷数为

+2~+7。离子重复采集的排除时间设置为 35 s。根据蚓

激酶数据库匹配肽段，解析质谱数据。

1.3.2 蚓激酶对猪血蛋白的水解

猪血蛋白与蒸馏水以 1:15（m/V）比例混合均匀。

用 1 mol·L-1 的 HCl 调节料液 pH 值至 7，水浴预热后，

加入底物质量分数 2% 的蚓激酶，置于磁力搅拌器中

反应 1 h。酶解完成后，将酶解液加热至 95 ℃，保持

15 min，灭活蚓激酶。将灭酶后的酶解液冷却后，离心，

得到上清液和沉淀，收集上清液，真空冷冻干燥得到

粉末后于 -40 ℃冰箱保存，记为 PBEP。

1.3.3 水解度（DH）及分子量的测定

采用三硝基苯磺酸法（TNBS 法），并进行调整。

精准称取一定量的 PBEP 配制成质量浓度为 5 mg·mL-1

的样品溶液，将溶液稀释 100 倍。取 1 mL 样品稀释液，

加入 1 mL 磷酸盐缓冲液（pH 值 8.2）和 1 mL 体积

分数为 0.05% 的 TNBS 溶液，立刻振荡摇匀，在

50 ℃下避光水浴 60 min。水浴结束后加入 2 mL 的

0.1 mol·L-1 的 HCl 溶液终止反应，最后加入 5 mL 去

离子水，至于暗处冷却后，340 nm 波长测定吸光度值。

以 L- 亮氨酸绘制标准曲线，计算出 α- 氨基酸含量。水

解度的测定公式为：

DH =
hs-h0

ht-h0
×100%                                                （1）

式中：

DH——水解度，% ；

hs——猪血蛋白酶解物氨基酸含量，mmol·L-1
；

h0——猪血蛋白液氨基酸含量，mmol·L-1
；

ht——猪血蛋白完全水解液氨基酸含量，mmol·L-1
。

分子量测定采用 HPLC 法，按照 GB/T 22729-
2008 进行测定。以细胞色素 C（MW12384）、抑肽酶

（MW6500）、杆菌肽（MW1422）、乙氨酸 - 乙氨酸 -

酪氨酸 - 精氨酸（MW451）、乙氨酸 - 乙氨酸 - 乙氨

酸（MW189）为标准品，称取样品 100 mg 置于 10 mL
容量瓶中，用流动相稀释至刻度，超声 5 min，离心后

微孔过滤膜后供进样。

1.3.4 体外ACE抑制活性评价

将 10 μL ACE 溶液（0.1 U·mL-1）和 50 μL 待测样品

混合均匀后在 37 ℃下孵育 5 min。随后，加入 40 μL 的底

物（HHL，6.5 mmol·L-1）在 37 ℃下孵育 60 min 后，加入

100 μL 的盐酸（1 mol·L-1）终止反应。用 0.22 μm 膜过滤
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后，用反相高效液相色谱定量反应体系中马尿酸（HA）

的浓度。在对照组和空白组中，ACE 抑制肽样品被硼

酸盐缓冲液取代。另外，在空白组中，在开始反应前加

入 1 mol·L-1 的盐酸 100 μL 使酶失活。计算公式为：

R =
A-B-A0

A-A0
×100%                                             （2）

式中：

R——猪血蛋白 ACE 抑制肽对 ACE 的抑制率，% ；

A——对照组中马尿酸的峰面积，mAU·s ；

B——实验组中马尿酸的峰面积，mAU·s ；

A0——空白组中马尿酸的峰面积，mAU·s。

1.3.5 PBEP的分离纯化

将 PBEP 配制成质量浓度为 1 mg·mL-1 的溶液，

过 0.45 μm 滤膜后连续进行两次超滤，分子量被分

为 ＜ 3、3~10 和＞ 10 ku 三个组分。测定 3 个组分的

ACE抑制率，收集ACE抑制活性最高的组分透析脱盐，

透析截留量为 100 u，将透析液冷冻干燥后配制成质量

浓度为 10 mg·mL-1 的溶液并用 0.45 μm 的滤膜过滤后

加入 Sephadex G-25 层析柱。用超纯水进行洗脱，洗

脱液用自动收集器收集，之后利用紫外分光光度计于

220 nm 处测量吸光值，收集出现峰值处的洗脱液，冻

干后测其 ACE 抑制活性，将纯化得到的活性最高的猪

血蛋白 ACE 抑制肽记为 PBEP-M。

1.3.6 HUVEC细胞的培养

1.3.6.1 HUVEC细胞的接种

将含有 1 mL 细胞悬液的冻存管从液氮罐中取出，置

于 37 ℃水浴中迅速摇晃解冻，加入提前预热好的 5 mL
完全培养基混合均匀后 1 100 r·min-1 离心 5 min。随后

立即弃去上清液，加入 5 mL 完全培养基，用移液枪

轻轻吹打混匀细胞，然后将细胞悬液置于 T25 培养瓶

中，十字交叉法轻轻混匀后置于二氧化碳培养箱中，

在 CO2 培养箱中培养 24 h，使细胞贴壁生长，当细胞

生长至密度达到 80%~90%时，消化细胞得到细胞悬液，

对其进行计数，稀释一定倍数后，接种至孔板中。

1.3.6.2 猪血蛋白ACE抑制肽对细胞毒性的测定

取对数生长期的 HUVEC 细胞，以每孔 1.0×104 个

细胞的数量接种于 96 孔板，用完全培养基在 CO2 培

养箱中培养 24 h。随后弃去上清液，加入 100 μL 不同

质量浓度（62.5、125、250、500、1 000、2 000 μg·mL-1）

的 PBEP-M 培养液，以不加任何试剂的完全培养基为

阴性对照，再培养 24 h。弃上清液，加入 100 μL 体积

分数为 10% 的 CCK-8 试剂，培养 1 h 后于波长 450 nm
测定吸光值。以不含样品的组为阴性对照组，以只有

100 μL 体积分数为 10% 的 CCK-8 试剂组为空白组，

计算相对细胞活力。

1.3.6.3 建立Ang II损伤HUVEC细胞模型

设正常对照组、Ang II 组（10-7、10-6、10-5、10-4、

10-3 mol·L-1），空白组（只含有完全培养基）。称取

5 mg Ang II 粉末，溶于 478 μL PBS 缓冲液中，配制成

浓度为 1×10-2 mol·L-1 的溶液，以此为母液，将其稀释

到所需浓度。取对数生长期的 HUVEC 细胞，以每孔

1.0×104 个细胞的数量接种于 96 孔板。

正常对照组：细胞在培养箱中培养 24 h 后，弃去

原培养基，重新加入 100 μL 培养基继续培养。

Ang II 组：细胞在培养箱中培养 24 h 后，弃去原

培养基，分别加入 100 μL 不同浓度的（10-7、10-6、

10-5、10-4、10-3 mol·L-1）Ang II 培养基，继续干预

24 h。之后弃上清液，加入 100 μL 体积分数为 10%
的 CCK-8 试剂，培养 1 h 后于波长 450 nm 处测定吸

光值，计算相对细胞活力。

1.3.7 HUVEC细胞因子的测定

为了进一步探究猪血蛋白 ACE 抑制肽的降压机

制，设置四个组别。

对照组：细胞接种培养 24 h 后，弃去原培养基，

重新加入 100 μL 培养基继续培养 24 h ；Ang II 组：细

胞接种培养 24 h 后，倒掉培养基，加入 100 μL 浓度

为 10-4 mol·L-1 的 Ang II 培养基损伤 HUVEC 细胞 24 h ；

Ang II+Pep 组：细胞接种培养 24 h 后，倒掉培养基，

加入 100 μL 浓度为 10-4 mol·L-1 的 Ang II 培养基损伤

HUVEC 细胞 24 h 之后倒掉培养基再加入 100 μL 质量

浓度为 500 μg·mL-1 的猪血蛋白 ACE 抑制肽 PBEP-M
孵育 24 h ；Pep 组：细胞接种培养 24 h 后，倒掉培养基，

加入 100 μL 质量浓度为 500 μg·mL-1 的猪血蛋白 ACE
抑制肽 PBEP-M 孵育 24 h。然后测定 4 组 HUVEC 细

胞上清液中 NO、ET-1 和 ROS 的含量。

1.3.7.1 细胞NO含量的测定

取对数生长期细胞，以每孔 1.0×104 个细胞的数

量接种于透明底黑色 96 孔板，用完全培养基在 CO2

培养箱中培养 24 h，随后弃去上清液。按照四个组

别：对照组、Ang II 组、Ang II+Pep 组和 Pep 组，分

别加入 100 μL 样品进行培养，随后利用 NO 荧光探

针 DAF-FM DA 试剂盒对细胞内的 NO 进行定量测定，

具体方法参照试剂盒说明书。

1.3.7.2 细胞ROS含量的测定

取对数生长期细胞，以每孔 1.0×104 个细胞的数

量接种于透明底黑色 96 孔板，用完全培养基在 CO2

培养箱中培养 24 h，随后弃去上清液。按照四个组别：

对照组、Ang II 组、Ang II+Pep 组和 Pep 组，分别加

入 100 μL 样品进行培养，随后利用 ROS 荧光探针
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DCFH-DA 对细胞内的 ROS 进行定量测定，具体方法

参照试剂盒说明书。

1.3.7.3 细胞ET-1含量的测定

取对数生长期细胞，以每孔 1.0×104 个细胞的数量

接种于 96 孔板，用完全培养基在 CO2 培养箱中培养

24 h，随后弃去上清液。按照四个组别：对照组、Ang 
II 组、Ang II+Pep 组和 Pep 组，分别加入 100 μL 样品

进行培养，随后采用 ELISA 试剂盒测定细胞培养上清

液中 ET-1 的含量，具体方法参照试剂盒说明书。

1.3.8 Western-Blot法检测HUVEC细胞内关键蛋白的

表达量

用 PBS 冲洗细胞 2~3 次后，加入适当体积的

RIPA 裂解液于培养瓶内反应 5 min 后用细胞刮刀将细

胞刮下，转移到 1.5 mL 离心管中，冰上裂解 30 min，
期间用移液器吹打，确保细胞完全裂解。然后在 4 ℃，

12 000 r·min-1 条件下离心 10 min，收集上清，得到总

蛋白溶液。电泳、转膜后进行抗体孵育，孵育完成后

放置脱色摇床上快速洗脱。将洗脱完的 PVDF 膜取出

放在吸水纸上，稍微吸干膜上面的液体，将膜放在化

学发光仪搁板上，加入混合好的 ECL 发光液，让液体

完全浸没膜，待反应 1 min 之后，用吸水纸，吸干上

面多余的液体，放入化学发光仪中，按照预设程序开

始化学发光，曝光完成之后，保存原始图为 TIFF 格式。

1.3.9  数据处理

所有试验均做 3 组平行，结果以平均值 ± 标准方

差（mean±SD）表示。使用 SPSS 26.0 软件进行显著

性差异分析，将 P ＜ 0.05 视为差异显著；使用 Origin 
2022 进行制图。

2  结果与讨论

2.1 蚓激酶的制备

蚯蚓体腔内含有丰富的纤维蛋白溶解酶，在特定

条件下可以水解自身氨基酸实现自溶。如图 1a 所示，

新鲜参环毛蚓首先进行自溶，自溶在蚓激酶的提取过

程中可以起到初步除杂的作用。研究结果表明，在蚓

激酶的粗提中引入自溶后，上清液蛋白质质量浓度由

3 237.43 μg·mL-1下降到 2 998.39 μg·mL-1，而蚓激酶活

性由 28 610.28 U·mL-1 上升到 30 116.15 U·mL-1。自溶结束

后 8 000 r·min-1 离心 20 min，取上清液于 25 ℃水浴，加入

固体 (NH4)2SO4 调节饱和度，使其饱和度达到 30%，静置

6 h 后用高速冷冻离心机以 8 000 r·min-1 离心 15 min，取上

清液进行超滤，收集分子量大于 10 ku 的组分。将超滤

后得到的蚓激酶粗提物经 DEAE-Sepharose Fast Flow
阴离子柱进行纯化，结果如图 1b 所示，根据 5 个峰的

出峰顺序分别命名为 F1、F2、F3、F4、F5，收集各洗

脱峰测定其蚓激酶活性。洗脱峰 F1-F3 均检测出蚓激酶

活性，其中 F2 的活性最高，其比活力为 36 268.31 U·mg-1

蛋白；其次为 F3，比活力为 10 344.35 U·mg-1 蛋白；F1
活性最弱，其比活力为 5 601.97 U·mg-1 蛋白。收集 F2
的洗脱组分透析冻干之后进行 Sephadex G-75 葡聚糖凝

胶柱分离纯化。结果如图 1c，分离得到 2 个峰，依次命

名为 S1、S2，测定各峰的蚓激酶活性，其中 S1 组分未

检测出蚓激酶活性，S2 组分活性最高为 43 125.87 U·mg-1

蛋白，相较 F2 组分蚓激酶活性提升了 18.91%。S2 组

分即为纯化得到的蚓激酶，收集 S2 组分用于质谱分析

及后续的猪血蛋白酶解实验。

  

图 1 蚓激酶提取流程及柱层析纯化图

Fig.1 The process of the lumbrokinase extraction and column chromatography purification diagram

注：a. 蚓激酶提取流程图；b. 蚓激酶的 DEAE Sepharose F F 阴离子柱洗脱谱图；c.F2 组分的 Sephadex G-25 洗脱谱图。
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2.2 蚓激酶的质谱分析鉴定结果

对组分 S2 经质谱得到的原始文件转换处理后，检

索 NCBI 的蚓激酶数据库，得到 20 种可能的蚓激酶。

其中有 15 种酶发现于赤子爱胜蚓（Eisenia fetida），其

余 5 种发现于双胸蚓（Lumbricus bimastus）、掘穴环

爪蚓（Perionyx excavatus）及 synthetic construct。这

可能是因为赤子爱蚯蚓与参环毛蚓都属于蚯蚓科的不

同物种，由于它们的进化关系相对接近，它们的蚓激

酶序列可能会存在较高的同源性，尤其是保守的功能

区域，这可能导致它们在基因数据库中被标注为同一

类酶。

2.3 猪血蛋白肽的水解度和分子量分布

此前少有研究将蚓激酶作为一种蛋白酶应用在酶

解过程中，本研究为了进一步证明蚓激酶对富含纤维

蛋白的猪血蛋白样品的酶解效果，将蚓激酶和胰酶在

同样条件下对猪血蛋白进行酶解。相较于胰酶酶解物

14.05% 的水解度，蚓激酶酶解物水解度为 16.51%。

此外，如图 2 分子量分布结果显示，与胰酶酶解物相比，

经蚓激酶酶解后小分子量（  ＜  3 ku）的比例从 87.97%
增加到 96.91%。表明在一定程度上，蚓激酶相较于

胰酶对富含纤维蛋白的猪血纤维蛋白有更好的酶切

作用。研究表明，由 2~20 个氨基酸残基组成的小肽

更有可能具有生物活性  [10] 。由于猪血蛋白酶解物中

存在许多小分子物质，所以其具有开发功能性食品的

潜力。

图 2 蚓激酶和胰酶水解物的分子量分布

Fig.2 Molecular weight distribution of earthworm thrombin 

and trypsin hydrolysates

2.4 猪血蛋白肽的ACE抑制活性

初步测定了蚓激酶与胰酶酶解物的 ACE 抑制

活性。如图 3 所示，蚓激酶酶解物在 1 mg·mL-1 和

0.5 mg·mL-1 质量浓度下，ACE 抑制率分别为 80.63% 和

74.34%，显著（P  ＜  0.05）高于胰酶酶解物在 1 mg·mL-1

和 0.5 mg·mL-1 质量浓度下 ACE 抑制率（分别为

71.94%、65.84%）。这可能是因为蚓激酶倾向于切割

疏水性氨基酸，生成的短肽富含疏水性氨基酸，更易

与 ACE 活性中心结合。同时蚓激酶酶解生成的短肽

长度适中，且 C 端常为芳香族氨基酸或脯氨酸，符合

ACE 抑制肽的结构特征。

图 3 蚓激酶和胰酶水解物 ACE 抑制活性

Fig.3 ACE inhibitory activity of Lumbrokinase and 

pancreatin hydrolysates

注：不同的小写字母表示各试验组间具有显著差异

（P  ＜  0.05）。下图同。

2.5 猪血蛋白肽的分离纯化

图 4 猪血蛋白肽超滤纯化组分的 ACE 抑制率

Fig.4 ACE inhibitory activity of the ultrafiltration-purified 

components of porcine blood protein peptides

图 5 PFEP-3 组分的 Sephadex G-25 色谱图

Fig.5 Chromatogram of PFEP-3 component on Sephadex G-25
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分子量是生物活性肽纯化过程中需要关注的关键

指标之一，ACE 抑制肽大多具有低分子量。因此，

进行初步的基于分子量的分离是非常必要的。PBEP
依次经过 10 ku 和 3 ku 超滤膜，分离得到 3 种组分：

PBEP-1（ ＞ 10 ku）、PBEP-2（3~10 ku）和 PBEP-3
（  ＜  3 ku）。如图 4 所示，在质量浓度 1.0 mg·mL-1 和

0.5 mg·mL-1 浓度下，不同分子量的组分之间的 ACE
抑 制 活 性 存 在 显 著 性 差 异（P   ＜  0.05）。PBEP-3
的 ACE 抑制活性最高（83.41%），其次是 PBEP-2

（66.56%）和 PFEP-1（50.46%）。结果表明，分子量

低于 3 ku 的多肽为 PBEP 的主要活性成分。这与许多

ACE 抑制肽相关的研究结果一致，来自牛初乳免疫

球蛋白 [11] 、鸡肌肉蛋白 [12] 和鳗鱼骨胶原 [13] 的较低分子

量的多肽肽组分表现出最强的 ACEI 活性。这可能与

ACE 结合位点的空间大小有关，高分子量肽的低抑制

活性主要是由于它们难以与靶标的活性位点结合 [14] ，

而分子量较小的多肽较易穿过酶的空腔结构，进入酶

促反应的活性位点并与之结合，表现出更强的 ACE 抑

制活性 [15] 。因此，我们选择分子量低于 3 ku 组分进行

进一步纯化。

用 Sephadex G-25 进行进一步的分离纯化。结果

如图 5，分离得到 2 个峰。根据出峰顺序依次命名为

F1、F2。测定 F1 和 F2 的 ACE 抑制活性，在质量浓

度为 1 mg·mL-1 浓度下，ACE 抑制率分别为 23.41%
和 91.30% ；在质量浓度为 0.5 mg·mL-1 时，ACE 抑制

率分别为 7.62% 和 79.30%。F2 组分活性显著高于从

金枪鱼加工副产物 [16] 、核桃分离蛋白 [14] 以及小黄鱼副

产物 [17] 中分离纯化得到的组分。F2 组分 ACE 活性显

著超过 F1（P  ＜  0.05），可能是猪血蛋白 ACE 抑制肽

活性主要贡献成分。因此收集 F2 组分探究猪血蛋白

ACE 抑制肽对 HUVEC 细胞的影响。

2.6 猪血蛋白ACE抑制肽对HUVEC细胞的毒性

图 6 猪血蛋白 ACE 抑制肽对 HUVEC 细胞存活率的影响

Fig.6 Effects of porcine blood protein ACE inhibitory peptides 

on viability of HUVEC cells

通过 CCK-8 法评估猪血蛋白 ACE 抑制肽对

HUVEC 细胞存活率的影响，结果如图 6 所示，猪血

蛋白 ACE 抑制肽质量浓度在 62.5~1 000 μg·mL-1 范

围时，相比于对照组，HUVEC 细胞存活率均超过

100%，由此可见，当猪血蛋白 ACE 抑制肽质量浓度

在 62.5~1 000 μg·mL-1 时，对细胞有显著的增殖作用

（P  ＜  0.05）。且在猪血蛋白 ACE 抑制肽质量浓度为

500 μg·mL-1 时增殖作用最强，达到 159.65%。

2.7 建立Ang II损伤HUVEC细胞模型

不同浓度的 Ang II 溶液孵育 24 h 后对 HUVEC 细

胞的影响如图 7 所示，随着 Ang II 浓度的增大，细胞

活性呈现下降趋势。虽然存在一定的差异，但 Ang II
浓度在 10-7~10-5 mol·L-1 范围内时，细胞总体存活率

仍然相对较高；当 Ang II 浓度达到 10-4 mol·L-1 时，细

胞活力出现大幅度下降。Ang II 浓度为 10-4 mol·L-1 处

理 24 h 时，细胞活力为 74.32%，当 Ang II 的浓度增

加至 10-3 mol·L-1 时，细胞活力下降至 62.12%。因此

选择10-4 mol·L-1处理24 h作为Ang II损伤细胞的条件。

图 7 Ang II 溶液损伤对 HUVEC 细胞存活率的影响

Fig.7 Effect of Ang II solution-induced damage on viability of 

HUVEC cells

2.8 猪血蛋白ACE抑制肽对HUVEC中NO、

ET-1和ROS的影响

内皮素是由内皮细胞分泌和合成的生物活性肽，

由 13 个基因组编码的 21 个氨基酸组成，ET-1 是内皮

素亚型的一种，能促进血管收缩，引起血压升高 [18] 。

一氧化氮（NO）是强效的血管舒张剂，可以通过激

活血管平滑肌细胞中的鸟苷酸环化酶（GC），提高细

胞内 cGMP（环鸟苷酸）的水平，导致血管平滑肌放

松，从而引起血管扩张，降低血压。除此之外 NO 还

具有抗血小板聚集作用，减少血栓的形成，保持血管

内皮的平滑和顺畅流动，有助于维持血管通畅和正常

血压 [19] 。ROS 也是血管疾病的关键调控因子，长期的

氧化应激与高血压的发生密切相关。氧化应激可能通
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过增加血管收缩、减少血管舒张反应以及引发局部炎

症等机制，推动高血压的发展 [20] 。

图 8 猪血蛋白 ACE 抑制肽对 Ang II 损伤的 HUVEC 细胞中

NO、ET-1 和 ROS 含量的影响

Fig.8 Effect of porcine blood protein ACE inhibitory 

peptides on the levels of NO, ET-1, and ROS in Ang II-damaged

 HUVEC cells

如图 8a 所示，与对照组相比，Ang II 组 HUVEC
细胞分泌的 NO 量显著降低。Ang II 损伤后再与猪血

蛋白 ACE 抑制肽孵育 24 h，该组 NO 的相对含量恢复

至 77.66%。而且相较于对照组，ACE 抑制肽处理 24 h
更能刺激 NO 的分泌，NO 相对含量达到 117.33%。如

图 8b所示，Ang II损伤后细胞中 ET-1的含量显著增加，

相比于对照组增加了 21.97% ；而再经猪血蛋白 ACE
抑制肽处理 24 h 后，ET-1 的释放量又恢复至对照组水

平。Pep 组的 ET-1 含量相对于对照组降低了 14.97%
（P  ＜  0.05）。如图 8c 所示，ROS 的相对含量与 ET-1

相对含量趋势相同，Ang II 损伤后细胞中 ROS 的含量

显著增加；Ang II+Pep 组 ROS 的释放量恢复至对照组

水平，Pep 组的 ROS 含量相对于对照组显著降低。

这些结果与先前研究类似，Ang II 的干预会导致

HUVEC 细胞中的 NO 表达量减少，而使 ET-1 及 ROS
的表达量增加 [21-23] 。猪血蛋白 ACE 抑制肽则可以促

进 NO 的表达并抑制 ROS 及 ET-1 的产生，从而保护

HUVEC 免受 Ang II 诱导的损伤。

2.9 猪血蛋白ACE抑制肽对HUVEC中血压调
控相关蛋白表达的影响

ACE-Ang II-AT1-R 轴是 RAS 系统的重要组成部

分，对心血管疾病有密切的影响，主要介导血管收缩、

增殖和炎症。ACE 是系统中重要调节因子，可将循环

系统中的 Ang I 转化为具有心肌收缩作用的 Ang II 引
起血压升高 [24,25] 。肾素（Renin）在血压调节过程中也

扮演着重要的角色，肾素可以作用于血液中的血管紧

张素原，将其转化为Ang I [26] 。Ang II 1型受体（AT1-R）
是 Ang II 的主要作用靶点，Ang II 通过与 AT1-R 结

合，激活多条信号通路，最直接的作用是引起血管平

滑肌收缩，导致血管狭窄，从而增加外周阻力，升高

血压 [27] 。内皮型一氧化氮合酶（eNOS）位于血管内皮

细胞中，可以催化 L- 精氨酸转化为 NO。

因此采用蛋白免疫印迹法对 HUVEC 细胞中调节

血压有关基因的蛋白表达量进行研究，图 9 展示了猪

血蛋白 ACE 抑制肽对 HUVEC 细胞中 ACE、AT1-R、
Renin、eNOS 的蛋白表达水平调控结果。相比于对照

组，经 Ang II 刺激后细胞中 ACE、AT1-R 和 Renin 的

表达水平显著升高（P  ＜  0.05），分别升高了 0.19、0.85
和 0.12 ；与 Ang II 组相比，500 μg·mL-1 质量浓度的

猪血蛋白 ACE 抑制肽处理 24 h 后显著下调了 ACE、
AT1-R 和 Renin 的表达水平（P  ＜  0.05），分别下降了

0.36、1.00 和 0.16。同时经 Ang II 损伤再用猪血蛋白

ACE 抑制肽孵育 24 h 后，ACE、AT1-R 和 Renin 表达

量也恢复到了对照组水平，无显著差异（P ＞ 0.05）。
与对照组相比，经 Ang II 处理后细胞中 eNOS 的表

达水平显著降低，降低了 0.04 ；与 Ang II 组相比，

500 μg·mL-1 质量浓度的猪血蛋白 ACE 抑制肽处理 24 h
后 eNOS 的表达水平显著上调（P  ＜  0.05），增加了

0.20。经 Ang II 损伤后再用猪血蛋白 ACE 抑制肽孵育

后 eNOS 表达量也显著高于对照组。这些结果表明，

猪血蛋白 ACE 抑制肽的处理可以显著降低 Ang II 刺
激后 ACE、AT1-R 和 Renin 的表达，同时增加 eNOS
的表达，催化 L- 精氨酸转化为 NO，共同发挥调节血

压的作用。
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图 9 HUVEC 细胞中 ACE、Renin、AT1-R 和 eNOS

的 Western Blot 结果

Fig.9 Western Blot results of ACE, Renin, AT1-R, and eNOS 

in HUVEC cells

3  结论

本研究以猪血蛋白为原料，结合蚓激酶溶解纤维

蛋白的特性，将其应用在猪血蛋白的酶解过程中，得

到了具有 ACE 抑制活性的酶解产物。且与胰酶相比，

产物水解度与体外 ACE 抑制活性显著升高。经过分

离纯化，从中获得了 ACE 抑制活性较高的猪血蛋白

小分子肽。实验结果表明，猪血蛋白 ACE 抑制肽对

HUVEC 细胞无毒性作用，且对 Ang II 诱导的 HUVEC
细胞有保护作用。猪血蛋白 ACE 抑制肽可以增加 NO
的分泌量并且抑制收缩因子 ET-1 的释放和 ROS 的产

生；同时猪血蛋白 ACE 抑制肽可以显著抑制 ACE-Ang 
II-AT1-R 轴中 ACE、Renin 和 AT1-R 的表达并且促进

eNOS 蛋白的表达，从而改善内皮损伤，发挥调节血

压的作用。本研究为蚓激酶作为一种蛋白水解酶应用

在活性肽的开发中提供了理论基础及数据支持；此外

也为畜禽血液深加工提供了新的思路和方向。
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