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亚临界水制备芝麻ACE抑制肽的 
分离纯化、构效、分子对接
孙  强1，王瑞丹1，黄纪念1,2,*，芦  鑫1，宋国辉1，游  静1

（1.河南省农业科学院农副产品加工研究中心，河南 郑州 450002；

2.河南省特色油料作物基因组学重点实验室，河南 郑州 450002）

摘  要：以亚临界水降解高温芝麻饼粕蛋白水解液为研究对象，通过纳滤、超滤及液相层析系统对水解液中血管

紧张素转化酶（angiotension converting enzyme，ACE）抑制肽进行分离纯化，并通过液相色谱-质谱联用仪进行结

构鉴定，合成相应寡肽验证ACE抑制活性。预测寡肽的吸收代谢特性，建立三维定量构效关系（three dimensional 
quantitative structure-activity relationship，3D-QSAR）模型，并进行分子对接分析。结果显示：分子质量＜3 kDa组
分具有最强的ACE抑制作用，进一步纯化后从峰1组分中共鉴定到9 个ACE抑制肽，这些肽不会干涉人体正常的生

理活动。基于比较分子场分析法成功建立LFRAF的3D-QSAR模型。ACE抑制肽的C端处带正电荷氨基酸残基与侧

链处引入大基团能够提高ACE抑制能力。LFRAF通过占据ACE的S2、S1′活性口袋，并与Zn2＋结合从而抑制ACE活
性。该结果表明采用亚临界水技术降解高温芝麻粕中蛋白制备ACE抑制肽可行。
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Abstract: Angiotension converting enzyme (ACE) inhibitory peptides from high-temperature sesame meal protein 

hydrolyzed by subcritical water were separated and purified by sequential nanofiltration, ultrafiltration and liquid 

chromatography, and their structures were identified by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS). The ACE 

inhibitory activity was verified using the synthetic oligopeptides. The absorption and metabolism characteristics of the 

oligopeptides were predicted, a three-dimensional quantitative structure-activity relationship (3D-QSAR) model was 

established, and molecular docking analysis was carried out. The peptide fraction with molecular mass less than 3 kDa had 

the strongest ACE inhibitory effect. After further purification, nine ACE inhibitory peptides were identified from peak 1. 

These peptides could not interfere with the normal physiological activities of the human body. The 3D-QSAR model for 

LFRAF was successfully established using the comparative molecular force field analysis (CoMFA) method. The positively 

charged amino acid residues and the introduced large groups on the side chain at the C-terminus of the ACE inhibitory 

peptides could improve their activity. LFRAF occupied the S2 and S1’ active pockets of the ACE peptides and bund to 

Zn2+ to inhibit ACE activity. These results indicate that it is feasible to use subcritical water technology to degrade high-

temperature sesame meal proteins to prepare ACE inhibitory peptides.
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芝麻，又称胡麻、脂麻，是中国主要的油料作物之

一。目前，芝麻主要用于制油，由于国内对芝麻香油的

喜爱，芝麻榨油工艺中有高温烘烤生香工艺。经过高温

处理后，芝麻饼粕中芝麻蛋白发生严重变性，限制后续

加工利用[1-2]。为了充分利用资源，扩大芝麻蛋白的应用

范围，对高温芝麻饼粕进行一定处理进而制备功能肽具

有重要意义。

大量研究证实，通过体内消化释放或体外制备的不

同生物活性肽具有抗疲劳、降血压、提高免疫力、降血

脂、抗菌等多种生理功能，且易被人体消化吸收，食用安

全性高[3]。食源性功能肽的制备大多是利用酶法水解[4-5]， 

但该方法存在转化率低、水解速率低、蛋白酶价格昂贵

等局限性，长时间酶解还会导致微生物污染[6]。亚临界

水是指温度在沸点（100 ℃）以上，临界温度（374 ℃）

以下仍保持为液体状态的水，又称为高温水、高温液态

水、超加热水等。在亚临界水状态下，酸/碱能够催化反

应较快进行，且与常温状态相比，仅需要很少的酸/碱催

化剂即可。可见，亚临界水技术是一种绿色环保、前景

广阔的萃取技术，具有设备操作简单、成本低、提取率

高等优点，又具有良好的渗透与溶解能力，在副产物深

加工方面得到了广泛关注[7-8]。目前已有开展亚临界水制

备寡肽与氨基酸等相关研究，并表明该技术利用高温芝

麻粕资源可行[9]，但尚未明确利用亚临界水技术制备功

能肽的序列与构效关系。此外，如何克服亚临界水水解

蛋白质断裂位点无专一性、获得的肽段重现性不好等缺

点，控制反应产生所需要的寡肽仍需继续深入研究。

血管紧张素转化酶（a n g i o t e n s i o n  c o n v e r t i n g 
enzyme，ACE）对血压起重要的调节作用。ACE能催

化血管紧张素I过多地转化为血管紧张素II，使心肌收缩

加强，致使血压升高。同时使具有血管舒张作用的舒缓

激肽失活，引发血压升高。临床上高血压患者大多数使

用合成ACE抑制剂（如赖诺普利）控制血压的升高，这

类药物会产生味觉功能紊乱、皮疹、血压过度偏低等

副作用[10-11]，因此食源性ACE抑制肽是近年来的研究热

点。本研究在亚临界水状态下，利用酸催化水解芝麻蛋

白制备ACE抑制肽，并对其进行分离纯化，利用液相

色谱-质谱联用仪进行结构鉴定，筛选典型芝麻ACE抑
制肽，同时以比较分子场分析（comparative molecular 

force field analysis，CoMFA）方法建立寡肽的三维定量

构效关系（three dimensional quantitative structure-activity 
relationship，3D-QSAR）模型，以揭示寡肽分子周围立体

场和静电场分布对ACE抑制活性的影响，利用AdmetSAR
对其吸收、代谢、毒性进行评价，并利用分子对接分析其

与ACE分子的结合方式，探讨其抑制作用的分子机理，进

而为芝麻蛋白的资源化利用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

脱脂高温芝麻粕（蛋白（45 .00±0 .74）%、粗

脂肪（2.54±0.03）%、水分（6.98±0.17）%、灰

分（10.45±0.14）%、总糖（35.03±1.10）%）由

本实验室自制；二喹啉甲酸（bic inchoninic  ac id，
BCA） Genview科技有限公司；ACE、马尿酰组氨

酰亮氨酸（N-hippuryl-His-Leu，HHL）、邻苯二甲醛

（1,2-phthalic dicarboxaldehyde，OPA） 美国Sigma-
Aldrich公司；超滤膜UE010（截留分子质量10 kDa）、

UE005（截留分子质量5 kDa）、UE003（截留分子质

量3 kDa）、纳滤膜（截留分子质量150 Da） 中科瑞

阳膜技术有限公司；乙腈、三氟乙酸为色谱级，其他试

剂均为国产分析纯；寡肽LFRAR、LFRAV、LFRYF、
L F R N F、L F R E F、A F R A F、M F R A F、V F R A F、
NVFRGF、DVFRGF、LFRAFD、EVFRGF由无锡亚肽生

物科技有限公司合成。

1.2 仪器与设备

WHF-0.5型反应釜 威海自控反应釜有限公司；

TGL20M-II高速冷冻离心机 湖南凯达科学仪器有限

公司；XS205电子天平 上海梅特勒-托利多仪器有限

公司；Infinite200 Pro酶标仪 奥地利Tecan公司；NGC 
QuestTM 10 Plus色谱系统 美国伯乐公司；Cary eclipse
荧光光谱仪 美国安捷伦科技有限公司；Testcell C-70
平膜装置 日本东电公司；Ultimate 3000毛细管高效液

相色谱仪、Q ExactiveTM HybridQuadrupole-Orbitrap™电

喷雾-组合型离子阱Orbitrap质谱仪 美国Thermo Fisher
科技公司。
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1.3 方法

1.3.1 低温亚临界水处理芝麻蛋白

采用碱溶酸沉的方法从脱脂高温芝麻粕中提取芝麻

蛋白，以1∶50（g/mL）的比例向芝麻蛋白中加入蒸馏

水，搅拌混匀后采用5 mol/L HCl溶液和5 mol/L NaOH
溶液将混合液的pH值调节至1.5后，转移入反应釜中以

125 ℃加热60 min。反应后的水解液以5 000 r/min离心

20 min，收集上清液并调至pH 7.0，5 000 r/min再次离心

20 min，取上清液于4 ℃保存。

1.3.2 超滤分离水解液

将水解液装入平膜装置，采用纳滤膜（截留分子质

量150 Da）进行脱盐，操作压力3 MPa，转速400 r/min，
透过液达到初始溶液体积的80%时，终止纳滤，重复

3 次，截留液备用。将截留液依次通过UE010、UE005和
UE003进行超滤，得到4 个组分，分别为＞10、5～10、
3～5、＜3 kDa，采用BCA法[12]测定各组分寡肽浓度，并

测定各组分ACE抑制活性的IC50值。

1.3.3 NGC QuestTM 10 Plus色谱分析条件

将超滤获得的活性最强的组分采用0.22 μm的滤膜

过滤后进样到NGC QuestTM10 Plus色谱系统。色谱柱：

Shim-pack GIS C18制备柱（20 cm×250 mm，10 μm）；

流动相A为含有0.1%三氟乙酸的乙腈，流动相B为含有

0.1%三氟乙酸的超纯水；流速7.5 mL/min；进样体积

1 mL；检测波长220 nm；梯度洗脱条件为：0～50 min，
45%～50% A、55%～50% B。使用收集器以0.5 min/管收

集流动相，将各色谱峰对应试管混合，测定ACE抑制活

性并计算IC50值，确定活性最强的峰组分进行质谱鉴定。

1.3.4 质谱分析条件

将活性最强的峰组分进行前处理后采用Ultimate 3000
毛细管高效液相色谱仪进行检测，上样量5 μL，分析

柱采用Acclaim PepMap RPLC C18（150 μm×150 mm，

1.9 μm），洗脱条件为：流动相A为0.1%甲酸-2%乙

腈溶液，流动相B为0 .1%甲酸 -80%乙腈溶液，流速

600 nL/min，0～5 min，94%～91% A、6%～9% B；

5～20 min，81%～86% A、9%～14% B；20～50 min，
8 6 % ～ 7 0 %   A 、 1 4 % ～ 3 0 %   B ； 5 0 ～ 5 8   m i n ，

70%～60% A、30%～40% B；58～60 min，60%～5% A、
40%～95% B。采用电喷雾-组合型离子阱Orbitrap质谱仪，

毛细管温度270 ℃，电压2.2 kV，一级质谱参数：分辨率

70 000，电荷扫描范围m/z 100.0～1 500.0。二级质谱参数：

分辨率17 500，以碰撞诱导裂解方式激活产生碎片离子，

激活Q为0.250 s－1，激活时间30.000 ms，最小信号要求

1 500.0，以m/z 100开始扫描。质谱原始数据采用从头测序

的方法进行寡肽序列解析。

1.3.5 ACE抑制肽生理活性与安全性预测

对鉴定到9  个芝麻A C E抑制肽的生理活性采用

Admet SAR2.0（http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/）进行

预测，其中以人体肠道吸收、经口生物利用度表征吸收

特性，血脑屏障表征分布特性，以细胞色素P450底物与

抑制活性表征代谢特性，以致癌性、埃姆斯诱变、钾离

子通道的α亚基编码基因抑制活性、蜂毒性、生物降解表

征毒性特性[13]。

1.3.6 3D-QSAR构效模型的建立

3D-QSAR是利用数学建模的方式描述一类具有

相似特征结构与其生物活性之间定量关系的方法，其

中最为广泛使用的是CoMFA法，CoMFA模型的三维

等势图可以形象直观地显示分子结构区域与生物活性

之间的关系 [14]。将13 个寡肽序列在SYBYL-X 2.1.1软
件中protein building模块录入，寡肽的电荷模式采用

MMFF94模拟，能量优化采用MMFF94力场的Powell共
轭梯度算法（最大运算次数10 000，能量优化终止标准 

0.000 5 kcal/（mol·Å））。采用ACE抑制活性最高的寡

肽LFRAF为模板，其中以FR作为骨架构建CoMFA模型，

分子叠加图见图1。采用偏最小二乘法和逐一剔除法对模

型进行评价，在交叉验证系数（Q2）＞0.5、误差预测标

准差（R2）＞0.6条件下证明模型建立成功，具有良好的

预测能力[15-16]。

图 1 LFRAF及其衍生肽的分子叠加图

Fig. 1 Structural alignment of LFRAF and its derived peptides

1.3.7 分子对接分析

采用分子对接软件Molecular Operating Environment
（MOE）探究寡肽与人体ACE分子的结合方式。从PDB
网站（https://www.rcsb.org/structure/1086）下载含有赖

诺普利的人体ACE分子的PDB文件导入MOE软件，质子

化后，除去水分子，作为模板[17]。所选肽段作为配体，

能量最小化后载入MOE中Dock模块，拼接方法为Proxy 
Triangle，优化设置为Rigid Receptor，得分选用London d 
G和GBV/WSA d G方式，从30 个构型中选取最佳构型与

ACE分子进行拼接。

1.3.8 ACE抑制活性的测定

参考Wang Ruidan等[18]的方法，将15 μL样液（无抑制

的反应液中以蒸馏水代替）与30 μL底物溶液（5 mmol/L  
H H L的氯化钠磷酸缓冲液）混合，然后加入3 0   μ L 
12.5 mU/mL的ACE酶液，于37 ℃水浴反应30 min。反

应结束后加入125 μL 1.2 mol/L NaOH溶液终止酶反应，

接着加入30 μL含2% OPA的甲醇溶液，混合均匀后静置
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20 min，随后加入40 μL 6 mol/L HCl溶液终止衍生反应。

对照液中以蒸馏水代替。将反应溶液稀释10 倍后使用

荧光光谱仪测定荧光吸收强度，测定条件为：激发波长

340 nm，发射波长455 nm，狭缝宽度5 nm。样液的ACE
抑制率计算公式如下：

 ACE /% 1
a c
b d 100 

式中：a为抑制剂与ACE都存在时的荧光吸收强度；

b为抑制剂不存在而ACE存在时的荧光吸收强度；c为抑

制剂存在而ACE不存在时的荧光吸收强度；d为抑制剂与

ACE都不存在时的荧光吸收强度。

1.4 数据处理与分析

所有实验均重复测定3 次，采用SPSS 13.0进行方

差分析，其中P＜0.01表示差异极显著，P＜0.05表示差 

异显著。

2 结果与分析

2.1 芝麻水解液的超滤分离

采用超滤的方法分别获得分子质量＞10、5～10、
3～5 kDa和＜3 kDa四个组分的寡肽溶液，其ACE抑制活

性见表1。不同分子质量的ACE抑制活性存在显著差异。

低分子质量组分的ACE抑制活性强，尤其＜3 kDa的组分

最强，而高分子质量组分的ACE抑制活性弱。此结果与

Lin Kai[19]、Fu Weiqing[20]等的研究结果一致。低分子质量

组分肽链短，空间位阻小，更易进入ACE活性口袋，从

而改变ACE的催化活性。因此通过低分子质量超滤膜的

寡肽溶液能够提高肽段的ACE活性。

表 1 超滤分离芝麻蛋白水解液所得组分及ACE抑制活性

Table 1 Ultrafiltration fractions from sesame protein hydrolysate and 

their ACE inhibitory activity

组分 ＞10 kDa 5～10 kDa 3～5 kDa ＜3 kDa
ACE抑制活性

IC50值/（μg/mL） 15.722±0.136a 11.391±0.168b 5.843±0.098c 2.940±0.024d

注：不同字母表示差异显著（P＜0.05），下同。

2.2 NGC QuestTM10 Plus色谱系统分离水解液
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图 2 NGC QuestTM10 Plus系统分离色谱图

Fig. 2 Chromatogram of the fraction less than 3 kD in NGC QuestTM 

10 Plus system

对＜3 kDa组分进行NGC色谱系统分离，所得图谱

见图2，共分离得到5 个色谱峰（P1～P5），该5 个峰组

分的保留时间及ACE抑制活性测定结果见表2。由表2可

知，峰1的IC50值最低，表明其ACE抑制活性最强。因此

选择峰1组分进行后续质谱鉴定。

表 2 NGC色谱系统分离芝麻蛋白水解液所得峰组分及ACE抑制活性

Table 2 ACE inhibitory activity of peaks separated in NGC 

chromatography system

峰组分 保留时间/min ACE抑制活性
IC50值/（μg/mL）

1 5.23～5.47 2.530±0.054e

2 5.47～5.70 3.323±0.061d

3 5.70～5.87 4.942±0.074bc

4 5.87～6.01 4.744±0.027b

5 6.01～6.40 5.511±0.035a

2.3 芝麻ACE抑制肽的序列鉴定

通过液相色谱-质谱联用仪分析峰1组分，其总离子

流图见图3。共鉴定得到9 个寡肽，理论分子质量范围

在639.431 9～933.482 1 Da，其ACE抑制活性的IC50值见 

表3。其中KPLLK、LFRAFD的ACE抑制活性相对较弱，

LFRAF的相对含量最高，且具有强ACE抑制活性，其二

级质谱图如图4所示。
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图 3 液相色谱-质谱联用鉴定峰1组分的总离子流图

Fig. 3 Total ion current chromatogram of peak 1 identified by liquid 

chromatography-mass spectrometry

表 3 鉴定到的寡肽及ACE抑制活性

Table 3 Identification and activity of ACE inhibitory peptides

肽段
谱图
编号

肽段
打分

置信
度/% m/z 电荷数

保留
时间/min

肽段相对
强度

分子
质量/Da 误差/% ACE抑制活性的

IC50值/（μmol/L）
LFRAF 13242 99 99 327.191 5 2 30.09 6.99×109 652.369 6 －1.8 31.623±0.551fgh

NVFRGF 13599 97 97 370.197 9 2 30.82 1.64×109 738.381 3 0 16.614±0.717i

PELLRKL 9633 97 97 290.192 1 3 24.6 1.20×109 867.554 1 0.5 391.193±4.873c

PNPRSFF 13940 91 91 432.721 3 2 31.52 9.23×108 863.429 0 －0.9 46.264±0.127e

DVFRGF 15434 96 96 370.690 0 2 33.83 5.13×108 739.365 3 0.2 38.476±1.257eg

EVFRGF 13914 95 95 398.708 2 2 31.28 4.42×108 795.391 5 12.9 42.695±1.370ef

KPLLK 12719 95 95 320.723 2 2 29.52 3.47×108 639.431 9 －0.1 729.244±4.126b

TFHNLFR 10516 94 94 312.168 3 3 26.02 2.47×108 933.482 1 1 142.968±1.424d

LFRAFD 12423 98 98 384.705 2 2 29.09 2.25×108 767.396 6 －0.9 847.238±8.640a
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图 4 芝麻ACE抑制肽LFRAF二级质谱图

Fig. 4 Secondary mass spectrum of sesame ACE inhibitory peptide LFRAF

2.4 ACE抑制肽生理活性与安全性预测

吸收、分布、代谢和排泄特性是鉴定寡肽生物活

性的关键因素[21]。功能肽在体内发挥作用必须能被人体

吸收、代谢，且毒副作用小。因此有必要对寡肽的生

理活性与安全性进行预测。由图5可知，除PELLRKL、
PNPRSFF、LPLLK，其他寡肽能通过小肠吸收。除

LPLLK的所有寡肽具有高血脑屏障，表明不会对中枢

神经系统造成影响。此外，寡肽不属于细胞色素P450
的底物，也没有其抑制活性，表明不会干扰细胞的正

常代谢活动。由毒性特性结果可知，尽管DVFRGF、
TFHNLFR、LFRAFD预测具有钾离子通道的α亚基编码

基因抑制活性，但所有寡肽不会致癌，安全性高。上述

结果表明，所得芝麻ACE抑制肽不会干涉人体正常的生

理活动。
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图 5 ACE抑制肽的吸收、分布、代谢和排泄预测

Fig. 5 Prediction of absorption, distribution, metabolism, and 

excretion of ACE inhibitory peptides

2.5 3D-QSAR构效模型的建立

以LFRAF中FR为骨架，衍生其他寡肽，基于CoMFA
方法建立LFRAF、LFRAR、LFRAV、LFRYF、LFRNF、
LFREF、AFRAF、MFRAF、VFRAF、NVFRGF、
DVFRGF、EVFRGF、LFRAFD的半数抑制浓度负对数值

（pIC50）的3D-QSAR模型，以揭示寡肽周围立体场和静

电场分布对ACE抑制活性的影响，探讨寡肽ACE抑制活

性的分子机理。寡肽IC50及转换成相应的pIC50值如表4所
示，其中pIC50用于CoMFA计算中的因变量，pIC50预测值

与测量值之间的残差值均小于0.7。以ACE抑制肽LFRAF
及其衍生寡肽所构建的CoMFA模型统计参数见表5。由 

表5可知，模型交叉验证系数（Q2）=0.514＞0.5，非交叉

验证相关系数（R2）=0.997＞0.6，并且具有较低的预测

标准误差0.032（＜0.05）和较高的F值，表明建立的模

型具有良好的内部稳定性，且模型中立体场与静电场对

pIC50值的贡献率分别为50.9%和49.1%，说明CoMFA模型

中立体场与静电场对抑制肽分子与ACE之间的相互作用都

有重要影响，且立体场的影响较静电场大。上述结果证明

所建立的CoMFA模型具有良好的预测能力和可靠性。

表 4 LFRAF及衍生寡肽的ACE抑制活性

Table 4 ACE inhibitory activity of LFRAF and its derived peptides

序列 IC50/（μmol/L） pIC50
Predicted（error）/

（μmol/L）
LFRAF 31.623±0.551 －1.500 －1.562（0.062）
LFRAR 22.915±0.484 －1.360 －1.352（－0.008）
LFRAV 79.433 9±2.265 －1.900 －1.914（0.014）
LFRYF 10.156±0.094 －1.007 －1.025（0.018）
LFRNF 45.900±0.490 －1.663 －1.623（－0.040）
LFREF 177.689±0.751 －2.250 －2.244（－0.006）
AFRAF 32.063±0.720 －1.506 －1.478（－0.028）
MFRAF 25.446±0.596 －1.406 －1.412（0.006）
VFRAF 28.728±0.376 －1.458 －1.442（－0.016）

NVFRGF 16.614±0.717 －1.220 －1.215（－0.005）
DVFRGF 38.476±1.257 －1.585 －1.588（0.003）
EVFRGF 42.695±1.370 －1.630 －1.627（－0.003）
LFRAFD 847.238±8.640 －2.928 －2.931（0.003）

注：Predicted表示预测值，error表示pIC50预测值与测量值之间的残差值。

表 5 LFRAF及衍生寡肽的CoMFA模型统计参数

Table 5 Statistical parameters of LFRAF and its derived peptides in 

CoMFA model

统计参数
最佳主成
分数

Q2 R2 F值 预测
标准误差

立体场
影响

静电场
影响

基于pIC50的
CoMFA模型

5 0.514 0.997 557.423 0.032 0.509 0.491

图6A为以pIC50最高的寡肽LFRYF为模板的CoMFA
模型的三维立体作用分布图，其中，绿色区域表示增大

取代基体积有利于提高活性，黄色区域表示减小立体位

阻有利于提高活性。由立体场的空间分布可知，在第1
位氨基酸残基（N端）处存在绿色区域，表明在此处引

入大基团有利于提高活性。例如寡肽MFRAF的ACE抑
制活性强于LFRAF。Yan Wenli等[22]研究同样报道了这一

结论，即N端处有大基团氨基酸的寡肽具有较强的ACE
抑制活性。在末位氨基酸残基（C端）的羰基处存在黄

色区域，表明在此处引入小基团有利于提高活性，其侧

链处存在绿色区域，表明在此处引入大基团有利于提高
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活性。如寡肽LFRAF活性明显强于LFRAV的结果很好

验证了这一点。活性比较高的ACE抑制肽的C末端多为

色氨酸（Trp）、酪氨酸（Tyr）、苯丙氨酸（Phe）等

芳香族氨基酸以及脯氨酸（Pro）。齐春艳[23]采用分子

对接和3D-QSAR相结合的方法对以Phe为C末端的ACE
抑制二、三肽进行研究，筛选出Gly-Glu-Phe（GEF）、 

Val-Glu-Phe（VEF）、Val-Arg-Phe（VRF）以及Val-Lys-
Phe（VKF）4 种三肽。

图6B为以pIC50最高的寡肽LFRYF为模板的CoMFA
模型的分子周围静电场分布图，蓝色区域表示增大基团

正电荷有利于化合物活性的提高，红色区域则表示在此

处引入带负电荷的基团对活性有利。由静电场的空间分

布可知，N端处存在红色区域，表明在N端处引入带负电

荷的基团有利于寡肽活性的提高。C端羧基的羟基处存

在红色区域，表明在此处引入带负电荷的基团能够提高

ACE抑制活性。然而在氨基附近也存在蓝色区域，意味

着在该处引入带正电荷的基团有利于ACE抑制活性的提

高。尽管静电相互作用较为复杂，但C末端带正电荷取

代基的作用是ACE抑制活性的主要因素。该研究结果与

Lu Xin等[24]研究结果一致。例如，寡肽LFRAR中C端为

带有正电荷的精氨酸（Arg）氨基酸残基，其活性与寡肽

LFRAF、LFRAV相比大大提高。这一结果证实了之前的

报道，Sun Lixia[25]、Mirzaeia[26]等研究发现带正电荷的氨

基酸如赖氨酸和精氨酸的C端残基有助于提高ACE抑制

活性。寡肽在C末端区域含有Phe、Leu、Val、Ile、Pro、
Arg和Lys等疏水性氨基酸或碱性氨基酸，这些氨基酸更

倾向于与ACE催化活性位点发生结合，从而抑制ACE的
催化活性[27]。

A B

图 6 CoMFA模型中立体场（A）和静电场（B）对LFRYF活性的影响

Fig. 6 Effect of steric field (A) and electrostatic field (B) on activity of 

LFRYF in CoMFA model

由表4、5和图6可知，ACE抑制肽的氨基酸序列对其

ACE抑制能力十分重要。3D-QSAR模型是研究氨基酸序

列对ACE抑制肽抑制能力影响的较为准确的方法，目前

利用该模型进行分析多以二肽、三肽为主，对于ACE抑
制肽的QSAR研究还处于起步阶段，能够准确描述所有

ACE抑制肽的结构与其抑制活性的模型鲜有报道，因此

也存在着一定的局限性[28]。

2.6 分子对接分析

通过分子对接从分子层面探究寡肽分子与ACE的

相互作用方式，揭示其抑制作用机理。据报道，ACE

分子主要有S1、S2和S1’三个活性口袋。其中S1口袋包

含Ala354，Glu384和Tyr523残基，S2口袋包含Gln281、
His353、Lys511、His513和Tyr520残基，S1’口袋包含

Glu162残基。同时ACE在其活性位点有一个辅酶因子锌

离子（Zn2＋），可以与His383，His387、Glu411形成离

子键或配位键[29-30]。由图7a可知，LFRAF与赖诺普利的

位置基本一致，能够整个嵌入ACE分子内部，与ACE分
子良好对接。图7b显示了ACE氨基酸残基与LFRAF相互

作用的结果。LFRAF通过氢键与ACE分子的Glu162、
His353、Lys511结合，通过离子键与Asp377、His387及
Zn701结合，通过疏水相互作用与Phe527、His353结合。

因此，LFRAF能够占据ACE分子的催化活性中心（S2
和S1’），同时与非活性中心的氨基酸残基紧密结合，

从而有效抑制血管紧张素I进入ACE催化活性位点，进

而抑制ACE的催化活性。同时，与Zn2＋结合能够导致 

Zn2＋与ACE分子间形成的四面体螯合结构发生扭曲变

形，使ACE催化活性下降[31]。该结果同时验证2.4节的研

究结果，即C末端侧链处大基团尤其芳香族氨基酸的存在

有助于提高ACE抑制活性。
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a. 3D拼接图（黄色为赖诺普利分子，青色为LFRAF）；b.平面拼接图。

图 7 LFRAF与ACE分子对接结果图

Fig. 7 Molecular docking results of LFRAF with ACE
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3 结 论

芝麻蛋白水解液经过超滤分离得到分子质量＜3 kDa
组分具有最强的ACE抑制作用。采用NGC QuestTM10 Plus
色谱系统进一步纯化＜3 kDa组分，并通过液相色谱-质
谱联用仪从峰1组分中鉴定到9 个ACE抑制肽，这些寡肽

安全性高，不会干涉人体正常的生理活动。基于CoMFA
方法成功建立LFRAF的3D-QSAR模型，立体场与静电场

对ACE抑制活性影响相当。ACE抑制肽的C端处带正电荷

氨基酸残基与侧链处引入大基团能够提高ACE抑制能力。

LFRAF通过占据ACE的S2、S1’活性口袋，并与Zn2＋结合

从而抑制ACE活性。后续有必要开展寡肽的酶抑制类型研

究及体内评价，寻找并结合信息学手段快速筛选活性强的

ACE肽段，为开发高效食源性ACE抑制肽提供理论指导。
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