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藜麦蛋白肽的酶解制备及体外降血脂与
降尿酸活性研究

钟婉滢1，苗建银1, *，叶灏铎1，马　凤1，胡一晨2

（1.华南农业大学食品学院，广东省功能食品活性物重点实验室，广东广州 510642；
2.农业农村部杂粮加工重点实验室，四川省杂粮产业化工程技术研究中心，食品与生物工程学院，

成都大学，四川成都 610106）

摘　要：为研究藜麦蛋白降血脂肽的最佳酶解工艺条件和降尿酸活性，本研究以藜麦为原料提取蛋白，采用胰脂肪

酶抑制率为活性指标，通过单因素实验和响应面分析法优化降血脂肽的制备工艺，并对藜麦蛋白肽的胰脂肪酶抑

制活性、牛磺胆酸钠结合活性、胆固醇酯酶抑制活性、黄嘌呤氧化酶抑制活性和氨基酸组成进行分析表征。结果

表明，藜麦降血脂肽的最优酶解条件为 pH1.6、酶解温度 42.9 ℃、底物浓度 3.03%、酶解时间 1 h和酶底比

0.2%，所得酶解液的胰脂肪酶抑制率理论值为 90.43%，实际值为 90.93%±0.10%。该条件下制备的最优酶解物表

现出优异的体外降血脂效果，其胰脂肪酶抑制率和胆固醇酯酶抑制率的 IC50 分别为 7.49 μg/mL和 4.73 mg/mL，牛

磺胆酸钠结合率的 EC50 为 0.53 mg/mL。此外，最优酶解物显示出良好的黄嘌呤氧化酶抑制效果（IC50=5.97 mg/mL），

表明其具有体外降尿酸的作用。氨基酸分析表明，藜麦蛋白肽的必需氨基酸含量丰富（34.23%），并且疏水性氨

基酸和酸性氨基酸百分含量分别为 34.11%和 31.66%。藜麦蛋白肽具有较高的体外降血脂和降尿酸活性，这为藜

麦蛋白肽的高值化应用提供理论依据。
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Abstract：To study the optimal enzymatic hydrolysis conditions and uric acid-lowering activity of lipid-lowering peptides
from quinoa protein, this study used quinoa as raw material to extract protein, and used pancreatic lipase inhibition rate as
the activity index. The enzymatic hydrolysis process of lipid-lowering peptides was optimized by single factor experiment
and  response  surface  analysis.  The  pancreatic  lipase  inhibitory  activity,  sodium taurocholate  binding  activity,  cholesterol
esterase inhibitory activity, xanthine oxidase inhibitory activity and amino acid composition of quinoa protein peptides were
analyzed and characterized. The results showed that the optimal enzymatic hydrolysis conditions of lipid-lowering peptides  
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from quinoa were as follows: pH1.6, enzymatic hydrolysis temperature 42.9 ℃, substrate concentration 3.03%, enzymatic
hydrolysis  time  1  h  and  enzyme to  substrate  ratio  0.2%.  The  theoretical  value  of  inhibition  rate  of  pancreatic  lipase  was
90.43%, and the actual value was 90.93%±0.10%. The optimal enzymatic hydrolysates showed excellent effect of lowering
lipid  in  vitro.  The  IC50  of  pancreatic  lipase  inhibition  rate  and  cholesterol  esterase  inhibition  rate  were  7.49  μg/mL  and
4.73  mg/mL,  respectively.  Meanwhile,  the  EC50  of  taurocholic  sodium  binding  rate  was  0.53  mg/mL.  In  addition,  the
optimal enzymatic hydrolysates showed good xanthine oxidase inhibition effect (IC50=5.97 mg/mL), indicating that it had
the uric acid-lowering effect in vitro. Amino acid analysis showed that quinoa protein peptides were rich in essential amino
acids  (34.23%),  and  the  percentage  of  hydrophobic  amino  acid  and  acidic  amino  acid  were  34.11%  and  31.66%,
respectively. The quinoa protein peptides had high lipid-lowering and uric acid-lowering activities in vitro, which provided
a theoretical basis for the high-value application of quinoa protein peptides.

Key words：quinoa protein；enzymatic hydrolysis process；lipid-lowering peptides；uric acid-lowering activity；amino acid

composition

高脂血症是全身性代谢综合征，患者因自身体

内的低密度脂蛋白清除功能较差和低密度脂蛋白受

体表达不活跃，导致体内甘油三酯、胆固醇和低密度

脂蛋白指标出现异常的升高[1−2]。血脂异常与人类大

多数疾病有关，包括心血管疾病和脂肪肝疾病[3]。据

统计，2018年中国国民的非高密度脂蛋白胆固醇整

体水平超过了多数西方国家[4]。因此，高脂血症正逐

步危害国民健康，并影响人们的生活质量。常见的降

血脂药物有他汀类药物和非他汀类药物，他汀类药物

会刺激血糖升高从而导致糖尿病的危害发生，而非他

汀类药物的疗效不如前者[5]。研究发现，多数天然提

取物能有效抑制高血脂症，如多糖[6]、蛋白质及其多

肽[7]、黄酮[8]、脂肪酸[9] 等，其中多肽中特有的氨基酸

能影响脂类物质的代谢，阻碍后者与胆酸的作用，从

而达到机体吸收脂类物质水平量下降的目的[10]。已

经发现食物中蛋白质组分能调节血脂异常的情况，其

降血脂效应来源于它们的肽片段和精氨酸残基的存

在[11−12]。降血脂肽的活性机制主要通过破坏胶束溶

解度和膳食胆固醇的吸收从而改变肝肠胆汁酸、促

进胆固醇分解代谢以及调节致脂蛋白和基因的表

达[13]。因此，从天然食品原料中开发安全有效的降血

脂活性成分对国民的健康水平起关键作用。

藜麦（Chenopodium quinoa Willd.）属于苋菜科

植物，在我国北方地区大面积推广栽种[14−15]，其蛋白

质含量在 13.1%至 16.7%之间，超过大米、大麦、玉

米和黑麦的蛋白含量，其中藜麦的赖氨酸、蛋氨酸和

苏氨酸含量高于常规谷物中的限制性氨基酸水平[16]。

从健康角度出发，藜麦由于具有优质的蛋白质而被认

为是一种功能性食品[17]。藜麦蛋白经酶水解后释放

的多肽酶解物含有较高的生物活性[18−20]，如抗氧化活

性[21]、血管紧张素转换酶（ACE）抑制活性[22]、调节血

糖[23] 等。然而，藜麦蛋白肽对于降血脂和降尿酸功

效的研究较少。现阶段对植物源蛋白降血脂肽的研

究非常丰富[24]，如燕麦多肽[25]、大豆多肽[26] 等。此

外，多数植物源蛋白肽具有降尿酸的效果，如茶蛋白

肽[27]，核桃多肽[28]。因此，藜麦蛋白肽的降血脂和降

尿酸双重功效值得深入研究。

本研究利用碱提酸沉法从藜麦提取蛋白，以胰

脂肪酶抑制率为响应值，根据单因素和响应面试验确

定藜麦蛋白降血脂肽的最优酶解工艺条件，通过体外

降血脂、降尿酸活性实验和氨基酸组成深入分析藜

麦多肽的功能活性。本研究为综合利用藜麦资源，开

发具有降血脂和降尿酸功效的功能性食品提供科学

参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

藜麦原料（采收于 2021年 10月）　来自农业农

村部杂粮加工重点实验室；胰蛋白酶（25万 U/g）、木

瓜蛋白酶（20万 U/g）、碱性蛋白酶（20万 U/g）、胃蛋

白酶（300万 U/g）、中性蛋白酶（10万 U/g）　广西南

宁庞博生物工程有限公司；黄嘌呤氧化酶（50 U/mg）、
别嘌呤醇、黄嘌呤　上海麦克林生化有限公司；月桂

酸-4-硝基苯酯　天津市富宇精细化工有限公司；4-
硝基苯丁酸酯　西安市晶博生物科技有限公司；牛磺

胆酸钠（STC）　上海源叶生物科技有限公司；胰脂肪

酶（来自猪胰腺）（3~9万 U/g）　上海阿拉丁生物科

技公司；　100 mmol/L Tris-HCl溶液　广州亿涛生

物科技有限公司；胆固醇酯酶（15万 U/g）、Triton X-
100　北京索莱宝科技有限公司；其他试剂均属于分

析纯。

SC-3610低速离心机　安徽中科中佳科学仪器

有限公司；HH-1数显恒温水浴锅　常州澳华仪器有

限公司；SG-5402A四联磁力加热搅拌器　上海硕光

电子科技有限公司；PHS-3CpH计　上海力辰邦西仪

器科技公司；恒温培养箱　常州澳华仪器有限公司；

2300  EnSpireTM 多功能酶标仪　美国 PerkinElmer
公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   藜麦蛋白的提取　参考叶灏铎等[29] 方法并稍

作改动。将藜麦打磨后的粉末过 20目筛，以料液比

1:20加入定量的藜麦粉末和 95%乙醇用于脱脂，在

室温下用磁力搅拌器以 1000 r/min均匀搅拌 12 h，
烘干获得脱脂藜麦粉。以 1:40加入定量的脱脂藜

麦粉和 0.1 mol/L的 NaOH溶液，在 45 ℃ 恒温水浴

锅中用玻璃棒不断搅拌 3 h，离心获取碱提清液。加
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入 0.1 mol/L的 HCl溶液将上清液的 pH调为 4.5，
静置至再无沉淀生成后离心，收集蛋白沉淀，冷冻干

燥后称重，参考杨丽娥等[30] 的方法按下式计算粗蛋

白得率。粗蛋白含量分析参照 GB 5009.5-2016中

《食品中蛋白质的测定》的凯氏定氮法[31]。冻干蛋白

放置于−20 ℃ 储存备用。

藜麦蛋白得率(%) =
A
B
×100 式（1）

式中：A为粗蛋白粉质量，mg；B为原料总质量，

mg。 

1.2.2   藜麦蛋白肽的制备　加入适量水于一定量的

藜麦蛋白粗提物中，根据所添加酶调节溶液相应的

pH，使用恒温水浴进行酶解反应，3 h后对反应液进

行灭酶，静置冷却，以 4000 r/min下离心，20 min后

收集酶解上清液，冷冻干燥于后续实验使用。 

1.2.3   蛋白酶的筛选　配制 3%的藜麦蛋白溶液，以

酶底比 0.3%分别加入胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、胃蛋

白酶、碱性蛋白酶和中性蛋白酶，调节各自 pH为

8.0、6.5、1.5、9.5和 7.0，酶解温度分别为 37、55、
37、55和 45 ℃，酶解时间为 3 h。以胰脂肪酶抑制

率为指标，挑选效果明显的蛋白酶。 

1.2.4   单因素实验　参考叶灏铎等[29] 方法并稍作改

动。选择最优蛋白酶，考察不同因素对胰脂肪酶抑制

率的影响，优化条件为：酶解时间（0.5、1、2、3、4、
5 h）、pH（1.0、1.5、2.0、2.5、3.0）、酶解温度（32、37、
42、47、52 ℃）、酶底比（0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、

0.5%）和底物浓度（1%、2%、3%、4%、5%）。除考察

因素外，初始条件不变：底物浓度 3%，酶底比为

0.3%，pH1.5，酶解温度 37℃。 

1.2.5   响应面优化试验　采用 Desigh Expert 8.0.6.1
软件建立响应面试验。在最优酶解时间和酶底比的

基础下，探究不同水平的 pH、酶解温度和底物浓度

对胰脂肪酶抑制率的影响。设计见表 1。
  

表 1    响应面试验条件
Table 1    Response surface experiment conditions

因素
水平

−1 0 1

A酶解温度（℃） 37 42 47
B pH 1.0 1.5 2.0

C底物浓度（%） 2 3 4
  

1.2.6   胰脂肪酶抑制率的测定　参照万林[32] 的方法

并作出略微改动。分别制备 5 mg/mL胰脂肪酶溶

液、缓冲液（pH8.2，0.1 mol/L Tris缓冲液）和反应底物

（1% Triton X-100、5 mmol/L醋酸钠水溶液、1 mg/mL
月桂酸-4-硝基苯酯）。样品组依次加入 200 μL样品

溶液、500 μL底物溶液、400 μL缓冲液和 300 μL脂

肪酶溶液。于 37 ℃ 培养箱静置 2 h，将反应液离心

收集上层清液，测定 420 nm波长下的吸光值。按下

式计算并求 IC50：

胰脂肪酶抑制率(%) =
(
1− A−B

C

)
×100 式（2）

式中：A为样品组吸光值；B为无脂肪酶组的吸

光值；C为无样品组吸光值。 

1.2.7   藜麦多肽降血脂活性分析　 

1.2.7.1   藜麦多肽抑制胰脂肪酶分析　使用磷酸缓

冲溶液配制不同样品溶液浓度（10、50、100、200、
500 μg/mL），测定胰脂肪酶抑制率，并计算 IC50 值。 

1.2.7.2   藜麦多肽结合胆酸盐分析　参考李成龙[33]

的方法作出略微改动。将 0.01 mol/L HCl溶液和样

品溶液各取 1  mL在 37 ℃ 反应 1  h，调节 pH至

6.3，加入 1 mmol/L牛磺胆酸钠（STC）标准溶液和磷

酸盐缓冲液各 5 mL，37 ℃ 反应 1 h，离心取 2 mL上

层清液和 6 mL 60%硫酸溶液在 70 ℃ 恒温水浴中

反应 30 min，随后静置冷却。于 387 nm波长处测量

每组吸光度。牛磺胆酸钠溶液在不同浓度下（0、
0.05、0.1、0.15、0.2、0.25 mmol/L）测定吸光度，制定

胆酸盐标准曲线。以下式计算并求 EC50：

胆酸盐结合率(%) =
A−B

A
×100 式（3）

式中：A是胆酸盐加入量，μmol；B是胆酸盐剩

余量，μmol。 

1.2.7.3   藜麦多肽抑制胆固醇酯酶分析　参照苏建

辉等[34] 的方法作出略微改动。制备 4.2 μg/mL的猪

胰腺胆固醇酶溶液，将 0.1 mol/L NaCl、0.2 mmol/L
4-硝基苯丁酸酯、5.16  mmol/L STC配制成 pH7.0
的 0.1 mol/L磷酸钠缓冲液。以 1:2.5:5:5的比例

依次加入底物溶液（4-硝基苯丁酸酯）、样品溶液、缓

冲液和胆固醇酯酶溶液，在 25 ℃ 恒温水浴锅中反

应 5 min，于 405 nm波长下测定每组上清液的吸光

值。空白组不加样品，样品对照组不加酶液，空白对

照组不加酶液和样品。按下式计算，并求 IC50：

胆固醇酯酶抑制率(%) =
(
1− C−D

A−B

)
×100 式（4）

式中：A是空白组吸光值；B是空白对照组吸光

值；C是样品组吸光值；D是样品对照组吸光值。 

1.2.7.4   藜麦多肽抑制黄嘌呤氧化酶分析　参考叶

灏铎等[27] 的方法检测黄嘌呤氧化酶抑制率，并作稍

微修改。使用缓冲溶液配制不同浓度的样品溶液

（0.5、1、2、4、8 mg/mL）。以比例 1:1:1先后加入样品

溶液、0.04 U/mL黄嘌呤氧化酶溶液和 0.48 mmol/L
黄嘌呤溶液，室温条件下振荡混匀 30 min，随后测定

波长为 290 nm下各组分上清液的吸光值，随后计算

IC50 值。使用下式计算黄嘌呤氧化酶抑制作用：

黄嘌呤氧化酶抑制率(%) =
(
1− A−B

C−D

)
×100

式（5）
式中：A是样品组吸光值；B是不加酶组吸光值；

C是不加样品组吸光值；D是不加酶和样品组吸光值。 
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1.2.8   氨基酸组成分析　参照 GB 5009.124-2016《食
品中氨基酸的测定》[35]。 

1.3　数据处理

使用 EXCEL 2019软件处理数据；使用 SPSS
21.0软件进行多组间差异的方差分析（单因素ANOVA
检验中 Duncan法），其中，不同字母表示相同指标下

的差异显著 （P<0.05）；部分数据使用 GraphPad
Prism 8软件绘制图表。数据以平均值±标准差表

示。每组实验至少重复 3次后求平均值。 

2　结果与分析 

2.1　藜麦蛋白的提取

根据碱提酸沉的原理，经过 95%乙醇浸没的藜

麦原料除去脂肪后，在碱液中提取藜麦水溶蛋白，将

pH调节到等电点 4.5后获得藜麦蛋白沉淀，冷冻干

燥后的粗蛋白得率为 23.90%，提取过程基本除去多

糖等成分[27]。经凯氏定氮法测得粗蛋白的质量分数

为 55.74%，说明大部分蛋白得到有效提取。根据以

上条件提取的粗蛋白用于后续实验。 

2.2　单因素实验 

2.2.1   最优酶选择　蛋白酶的底物专一性决定了酶

解反应的作用位点，导致不同蛋白酶作用下酶解产物

产生不一样的组成和特性[36]。以胰脂肪酶抑制率作

为蛋白酶酶解藜麦蛋白的活性指标，选用五种不同的

蛋白酶制备藜麦蛋白水解物。结果由图 1所示，与

其他四种酶相比，胃蛋白酶所得藜麦蛋白多肽的胰脂

肪酶抑制率最高，其胰脂肪酶抑制率可达到 81.64%±
0.46%，说明胃蛋白酶酶解藜麦蛋白所得肽段有较强

的抑制胰脂肪酶作用。藜麦蛋白与胃消化酶系进行

反应得到的酶解物，随后酶解物作用于体内靶目标才

能达到降血脂的作用，因此选择胃蛋白酶体系可以模

拟藜麦蛋白与胃消化酶系的反应[37−38]。后续将使用

胃蛋白酶作为工具酶进行酶解工艺优化试验。
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图 1    不同蛋白酶对胰脂肪酶抑制率影响
Fig.1    Effect of different proteases on the inhibition rate of

pancreatic lipase
注：不同字母表示组间存在差异性显著（P<0.05）；图 1~图 6、图 8~
图 11同。
  

2.2.2   酶解时间对藜麦蛋白酶解物抑制效果的影响

　由图 2可知，酶解时间的增加会导致酶解物的胰

脂肪酶抑制率先上升后下降，酶解 1 h的抑制率达到

最大值 85.13%±0.83%，反应 1 h后酶活性逐步降

低。这可能是因为酶在反应初始阶段酶活力较高，与

藜麦蛋白的酶切位点较多，获得的多肽对脂肪酶的抑

制效果最佳，而酶解时间越长会导致多肽的活性结构

逐步被破坏水解成游离的氨基酸，降低抑制脂肪酶的

活性[39]。因此，选择酶解时间为 1 h进行下一步酶解

工艺优化试验。
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图 2    酶解时间对胰脂肪酶抑制率影响
Fig.2    Effect of enzymolysis time on the inhibition rate of

pancreatic lipase
  

2.2.3   pH对藜麦蛋白酶解物抑制效果的影响　由

图 3所示，胰脂肪酶抑制率随 pH的增加呈先升高后

降低的趋势，当 pH为 1~1.5时胰脂肪酶抑制率缓慢

增加（P>0.05），增加至 pH2呈现显著性下降（P<0.05），
随后继续增大 pH呈现缓慢下降（P>0.05），其中，在

pH1.5时得到最大值为 81.29%±2.02%。胃蛋白酶

的最佳酶活力在 1.0~2.0之间，低于或超出该范围下

的 pH会影响酶的三维结构，导致抑制胰脂肪酶的活

性下降[40]。因此，后续将选择 pH1、1.5和 2进行响

应面优化。
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图 3    pH对胰脂肪酶抑制率影响
Fig.3    Effect of pH on the inhibition rate of pancreatic lipase

  

2.2.4   酶解温度对藜麦蛋白酶解物抑制效果的影响

　如图 4所示，随着酶解温度的变化，多肽酶解物抑

制胰脂肪酶的活性先上升后下降（P<0.05）。当酶解

温度达到 42 ℃ 时，酶解物的胰脂肪酶抑制率为

87.77%±1.73%并达到最高值。胃蛋白酶在最适合

的温度下发挥最大的活性效果，加速分子热运动使溶

剂渗透和溶质扩散，因此藜麦蛋白得到充分的酶解，
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获得的酶解物多肽的活性更好[41]。此外，超过最适酶

解温度的范围时蛋白酶可能因变性而失去了酶活力，

酶解得到多肽的数量下降，导致酶解物抑制胰脂肪酶

抑制率的活性也下降[42]。高佩佩[43] 的研究中有类似

报道，牛乳酪蛋白在不同温度下进行酶解，当酶解温

度达到 40 ℃ 时胰脂肪酶抑制率达到最大值。因此，

选择 37、42和 47 ℃ 进行下一步的响应面优化。

  

d

b
a

c d

60

65

70

75

80

85

90

95

32 37 42 47 52

胰
脂

肪
酶

抑
制

率
 (%

)

温度 (℃)

图 4    酶解温度对胰脂肪酶抑制率影响
Fig.4    Effect of enzymolysis temperature on the inhibition rate

of pancreatic lipase
  

2.2.5   酶底比对藜麦蛋白酶解物抑制效果的影响　

由图 5可得知，酶底比含量越高，酶解物抑制胰脂肪

酶抑制率水平先增大后减少（P<0.05），其中酶底比

为 0.2%时的抑制率达到最大值 85.85%±2.89%，与

李瑞霞等[44] 的实验结果一致。当酶底比少于 0.2%
时，酶解反应未饱和，藜麦蛋白得不到充分的酶解；当

酶底比大于 0.2%后，胃蛋白酶和藜麦蛋白酶解反应

过饱和，多余的酶和底物形成物料浪费[45]。因此，将

选 0.2%的酶底比作为后续的酶解工艺优化试验。
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图 5    酶底比对胰脂肪酶抑制率影响
Fig.5    Effect of enzyme to substrate ratio on inhibition rate of

pancreatic lipase
  

2.2.6   底物浓度对藜麦蛋白酶解物抑制效果的影响

　如图 6所示，胰脂肪酶抑制率随底物浓度的增加

呈显著上升趋势（P<0.05），在 3%达到最大值 81.53%±
1.53%后逐渐下降，在 4%后趋于平衡（P>0.05）。随

着底物浓度的增加，酶促反应速率先提升后下降，这

可能是因为当底物浓度超过最适合的范围，会导致多

肽的反应位点受阻，并且底物之间发生相互作用从而

降低抑制活性。此外，底物与胃蛋白酶已经发生完全

反应，酶促反应受到限制[46]。因此，后续将选择底物

浓度为 2%、3%和 4%进行响应面优化。
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图 6    底物浓度对胰脂肪酶抑制率影响
Fig.6    Effect of substrate concentration on the inhibition rate of

pancreatic lipase
  

2.3　响应面优化试验

通过单因素实验确定因素水平的范围，响应面

拟合方程只在狭窄区域内近似真实情况，因此需先从

单因素实验结果获取最佳值区域后才能建立有效的

响应面拟合方程[47]。根据单因素实验结果，选择最佳

水平中有显著性差异的因素进行优化，自变量分别为

酶解温度、pH和底物浓度，以胰脂肪酶抑制率为评

价指数，设计 3因素 3水平实验表（见表 2）。
 
 

表 2    响应面试验结果
Table 2    Results of response surface experiment

实验号
因素

胰脂肪酶抑制率（%）
A：酶解温度 B：pH C：底物浓度

1 1 1 0 84.96±0.90
2 0 0 0 91.50±0.62
3 1 −1 0 78.43±0.72
4 −1 1 0 79.08±0.50
5 0 1 1 81.05±0.77
6 1 0 −1 83.01±0.15
7 0 −1 −1 75.82±0.56
8 0 0 0 89.54±0.25
9 0 −1 1 80.39±0.25
10 −1 0 −1 81.05±0.25
11 −1 0 1 80.39±0.43
12 −1 −1 0 77.78±0.15
13 0 0 0 89.54±0.11
14 0 0 0 89.54±0.81
15 0 0 0 90.85±0.55
16 0 1 −1 80.39±0.10
17 1 0 1 81.70±0.10

 

根据表 2的响应面结果进行多元回归拟合，获

得酶解温度（A）、pH（B）和底物浓度（C）与胰脂肪酶

抑制率（Y）三个因素的二次多项回归方程：

Y=90.2+1.23A+1.63B+0.41C+1.31AB−0.16AC−
0.98BC−4A2−6.13B2−4.66C2

显著性检验表 3中的 F 值和 P 值可以反映胰脂

肪酶抑制率与每个因素之间的关联性和显著性，F 值

的高低反映各因素对实验模型的影响效果[48]。验证

回归模型及方程的显著性，结果显示 F 值=25.65，
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P 值=0.0002<0.01，表明设计模型具有极显著差异，

试验办法可信赖度高 [49]。在回归方程中，一次项

B和二次项 A2、B2 和 C2 表明差异极显著（P<0.01），
一次项 A表明差异显著（P<0.05），一次项 C和交互

项的差异不显著（P>0.05），说明酶解温度和 pH对酶

解反应有显著影响，但底物浓度和交互作用的酶解作

用不明显。回归模型中 F（A）=6.97，F（B）=12.39，
F（C）=0.77，据此表明影响胰脂肪酶抑制率的三种因

素顺序为 pH>酶解温度>底物浓度。其中模型的失

拟项 F 值为 3.38，P 值为 0.1353>0.05，差异不显著

表明建立的回归模型受到实验操作等偶然因素的影

响较小，变异系数 CV值=1.58%<10%，实验结果可

信赖度高[41]。以上结果表明所建立的响应面实验具

有可靠性，模型的拟合度较高[50]，符合藜麦蛋白酶解

物在不同实验条件下的变化规律，从而获得胰脂肪酶

抑制率较高下的最优藜麦蛋白酶解条件。
  

表 3    方差分析
Table 3    Variance analysis

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值（Prob>F） 显著性

模型 397.98 9 44.22 25.65 0.0002 **
A-酶解温度 12.01 1 12.01 6.97 0.0334 *

B-pH 21.36 1 21.36 12.39 0.0097 **
C-底物浓度 1.33 1 1.33 0.77 0.4081

AB 6.83 1 6.83 3.96 0.0867
AC 0.11 1 0.11 0.062 0.8106
BC 3.84 1 3.84 2.23 0.179
A2 67.48 1 67.48 39.14 0.0004 **
B2 158.09 1 158.09 91.7 <0.0001 **
C2 91.31 1 91.31 52.96 0.0002 **

残差 12.07 7 1.72
失拟项 8.65 3 2.88 3.38 0.1353 不显著

纯误差 3.42 4 0.85
总和 410.05 16

注：P<0.05，差异显著，以*表示；P<0.01，差异极显著，以**表示；P>0.05，
差异不显著。
 

相应等高线图与曲面图能反映 A、B或 C三者

中的两个因素之间的相互作用效果[51]。如图 7所

示，酶解温度、pH和底物浓度的交互作用对胰脂肪

酶抑制率的影响先上升后下降，存在一定范围内的最

大值。在一定的底物浓度下，随着 pH和酶解温度的

变化，途中响应面中部曲线聚集效果明显，说明藜麦

蛋白酶解物抑制胰脂肪酶实验模型主要由 pH
和酶解温度的影响，与表 3中方差分析结果一致。

综合考虑酶解温度、pH和底物浓度对胰脂肪酶

抑制率的影响，获得藜麦降血脂肽的最佳制备工艺为

酶解温度 42.88 ℃、pH1.57、底物浓度 3.03%、酶解

时间 1 h和酶底比 0.2%，考虑到实际操作，酶解工艺

优化为：酶解温度 42.9 ℃、pH1.6、底物浓度 3.03%、

时间 1 h和酶底比 0.2%。此时藜麦多肽对胰脂肪酶

抑制率为 90.43%。对预测的最佳条件进行实验验

证，得到的藜麦降血脂肽与胰脂肪酶的实际抑制率

为 90.93%±0.10%，与预测结果值相当接近。 

2.4　藜麦多肽活性分析 

2.4.1   藜麦多肽对胰脂肪酶的抑制作用　当机体摄

入高脂肪食物后，脂肪不能直接吸收，而是通过胰脂

肪酶的作用水解得到脂肪酸和 3-单酰基甘油酯，进

而与胆汁盐类混合，以胶粒状进入肠道的脂质细胞和

上皮细胞膜的顶部[52]。降低脂肪酶的水解效果可影

响肠道对脂肪的同化[53]。如图 8所示，随着藜麦多

肽浓度的增加，对胰脂肪酶的抑制作用呈上升趋势。

500 μg/mL时获得最高值 62.53%±0.11%（P<0.05），
并且 IC50 是 7.49 μg/mL（表 4）。刘晓静[54] 用响应面

优化亚麻籽蛋白的酶解工艺并进行分级制备，测得≤

1 kDa的亚麻籽肽的胰脂肪酶抑制作用的 IC50 为

6.20 mg/mL。霍世欣等[55] 使用聚酰胺柱色谱分离法

获得荷叶的黄酮提取物，检测提取物的胰脂肪酶抑制

作用 IC50 为 0.0076 mg/mL。王建成等[56] 将红松仁

蛋白酶解物超滤得到 5种分子质量不同的组分，其

中 1~5 kDa组分的胰脂肪酶抑制作用最强（IC50=
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194.43 μg/mL）。此外，藜麦多肽能抑制胰脂肪酶的

活性，推测藜麦多肽影响胰脂肪酶的结构变化，导致

胰脂肪酶对底物的分解作用受阻，达到降血脂功

效[57]。综上所述，藜麦多肽还没有经过进一步分离纯

化就具有较强的胰脂肪酶抑制作用，后续实验通过筛

选将获得胰脂肪酶抑制作用更好的单体。 

2.4.2   藜麦多肽对胆酸盐的结合能力　胆固醇经过

体内代谢分解成胆酸盐，肝肠中胆酸盐含量下降可促

进胆固醇的分解代谢，肠道吸收胆固醇的能力下降，

进而促进降血脂的功效[58−59]。如图 9所示，在 0.1~

2 mg/mL范围内，牛磺胆酸钠结合率随浓度的增加

而呈现递增的趋势。藜麦多肽浓度为 2 mg/mL时，牛

磺胆酸钠结合率达到最大值 76.95%±0.37%（P<0.05），

通过 SPSS软件分析 EC50 值为 0.53 mg/mL（表 4）。

姜欣洋等[60] 用 50%的乙醇提取补骨脂，测定提取物

的牛磺胆酸钠结合作用，EC50 达到 1.26 mg/mL。宋

玲钰[61] 对花生蛋白的酶解工艺进行优化，花生蛋白

酶解物在 10 mg/mL下牛磺胆酸盐抑制率为 55.47%。

结合相关研究可知，藜麦多肽的胆酸盐结合能力较

强，这可能是因为藜麦多肽与胆酸盐结合能力显示藜

麦多肽可以发挥降血脂的可能性，通过阻碍胆酸盐进

入肠道，使胆酸盐随排泄物排出，使胆固醇分解成胆

酸盐的水平下降，实现降血脂的效果[58]。 

2.4.3   藜麦多肽抑制胆固醇酯酶分析　胆固醇酯酶

水解胆固醇酯从而获得两种生成物（胆固醇和脂肪

酸），胆固醇溶于胆固醇胶束后才会被人体吸收，因此

抑制胆固醇酯酶的活性是降低胆固醇的吸收的有效

方法[54]。如图 10所示，一定浓度范围内，藜麦多肽

对抑制胆固醇酯酶作用呈现显著上升的趋势。在

2 μg/mL时胆固醇酯酶抑制率达到最高值 41.18%±

0.20%（P<0.05），活性比香菇多酚[62]（5 mg/mL下达

到 40.11%）明显。其中，藜麦多肽对胆固醇酯酶抑

制作用的 IC50 为 4.73 mg/mL（表 4），与六堡茶茶褐

素 [53]（ IC50=57.2  mg/mL）和石榴皮多糖 [63]（ IC50=

25.00 mg/mL）相比，藜麦多肽的胆固醇酯酶抑制作用

更强。这说明藜麦多肽具有良好的抑制胆固醇酯酶

活性，推测藜麦蛋白经胃蛋白酶作用获得的酸性多肽

和胆固醇酯酶结合从而降低对底物的催化作用[64−65]。

综上所述，藜麦多肽是具有降血脂功能的潜在天然活

性肽。
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图 10    最佳酶解物对胆固醇酯酶抑制率的影响
Fig.10    Effect of the optimal enzymatic solution on the

inhibition rate of cholesterol esterase
  

2.4.4   藜麦多肽的降尿酸活性分析　黄嘌呤酶会促

进体内嘌呤代谢，使次黄嘌呤变成黄嘌呤，从而氧化

得到尿酸、嘧啶和嘌呤等代谢物质，尿酸在体内累积

过多会导致通风或肾结石等症状[27]。因此，抑制黄嘌

呤氧化酶的催化作用，可以降低尿酸积累[66]。如图 11

所示，当藜麦蛋白酶解物的浓度处于 8 mg/mL时，黄

嘌呤氧化酶抑制效果高达 67.96%±0.90%（P<0.05）。
利用 SPSS软件分析 IC50 值为 5.97 mg/mL，比鲣鱼

合成肽（ACECD）（IC50=7.23 mg/mL）的抑制效果更

好[67]。此外，詹苏泓等[68] 将远东拟沙丁鱼蛋白经超

滤得到分子质量小于 1000 kDa的酶解物组分，其

IC50 达到 15.89 g/L。实验结果表明，在最优酶解条

件下的藜麦降血脂肽也兼具潜在的降尿酸活性。 
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图 8    最佳酶解物对胰脂肪酶抑制率的影响

Fig.8    Effect of optimal enzymatic hydrolysate on the inhibition
rate of pancreatic lipase

 

表 4    藜麦多肽活性评价

Table 4    Evaluation of peptides activity in quinoa

活性指标 EC50/IC50

胰脂肪酶抑制作用 7.49 μg/mL
牛磺胆酸钠结合能力 0.53 mg/mL
胆固醇酯酶抑制作用 4.73 mg/mL

黄嘌呤氧化酶抑制作用 5.97 mg/mL
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图 9    最佳酶解物对牛磺胆酸钠结合率的影响

Fig.9    Effect of optimal enzymatic hydrolysate on the binding
rate of sodium taurocholate
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2.5　氨基酸组成分析

藜麦多肽的氨基酸组成如表 5所示，多肽混合

物中谷氨酸占比最高（19.85%），其次为精氨酸和天

冬氨酸，含量分别为 10.80%和 9.58%，研究表明精

氨酸在体内促进一氧化氮生产增加血流量，从而降低

体内低密度脂蛋白胆固醇水平[69]。必需氨基酸的含

量占总氨基酸的 34.23%，接近 WHO/FAO所倡议

的 36%必需氨基酸值，必需氨基酸的占比越高，说明

藜麦蛋白的营养价值越高[70]。酸性氨基酸含量的比

例为 31.66%，对降血脂活性有积极的作用[71]。疏水

性氨基酸的比例为 34.11%，研究表明活性肽中含有

高比例的疏水性氨基酸有助于降血脂作用[72]。宋淑

敏等[73] 发现汉麻降脂肽的 5个肽段都有较高含量的

疏水性氨基酸，与结合胆酸盐的活性可能有密切关

系。高含量的疏水性氨基酸对胆汁酸结合的效果发

挥重要的作用，疏水性氨基酸通过疏水相互作用与胆

汁酸结合，生成不溶物排出[33,74]。此外，郑睿[75] 从亚

麻籽中获得胆固醇溶解度抑制率最高的 4个肽，其

氨基酸序列都具有大量疏水性氨基酸。还有研究指

出疏水性氨基酸的含量越大，更有利于侵入脂质胶束

中[76]。在降尿酸活性上，李宇娟[77] 将鲣鱼分离纯化

得到降尿酸肽，推测多肽发挥降尿酸作用是因为高比

例的疏水性氨基酸能和黄嘌呤氧化酶结合，从而抑制

酶活性。结合以上研究，经过最优酶解工艺的藜麦蛋

白活性肽含有丰富的氨基酸，有降血脂和降尿酸的

能力。 

3　结论
本研究以藜麦为原料，碱提酸沉法获取藜麦蛋

白，利用胰脂肪酶抑制率评价藜麦蛋白酶解物单因素

和响应面试验中的最优工艺参数：酶解温度 42.9 ℃、

pH1.6、底物浓度 3.03%、酶解时间 1 h和酶底比 0.2%，

此条件下获得的胰脂肪酶抑制率为 90.93%±0.10%。

初步验证了藜麦多肽的降血脂和降尿酸活性，结果表

明藜麦多肽具有很强的胰脂肪酶抑制作用、牛磺胆

酸钠结合作用、胆固醇酯酶抑制作用和黄嘌呤氧化

酶抑制作用。氨基酸分析表明，藜麦蛋白肽中高比例

的必需氨基酸、疏水性氨基酸和酸性氨基酸对活性

有一定影响。本研究可提高藜麦的利用价值，同时为

藜麦蛋白肽的研究提供新思路。实验仅从体外实验

研究藜麦多肽的降血脂和降尿酸活性，后续将会对高

活性肽组分进行纯化鉴定，测定体内降血脂和降血压

活性，并深入探究具体的作用机制。
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表 5    藜麦多肽的氨基酸组成

Table 5    Amino acid composition of quinoa peptides

氨基酸 相对含量（%）

天冬氨酸（Asp） 9.58
苏氨酸（Thr） 3.43
丝氨酸（Ser） 4.80
谷氨酸（Glu） 19.85
甘氨酸（Gly） 5.36
丙氨酸（Ala） 4.33

半胱氨酸（Cys） 1.31
缬氨酸（Val） 5.89
蛋氨酸（Met） 1.82
异亮氨酸（Ile） 4.31
亮氨酸（Leu） 7.03
酪氨酸（Tyr） 3.83

苯丙氨酸（Phe） 4.50
组氨酸（His） 3.09
赖氨酸（Lys） 6.25
精氨酸（Arg） 10.80
脯氨酸（Pro） 3.83

必需氨基酸（EAA） 34.23
疏水性氨基酸（HAA） 34.11
酸性氨基酸（AAA） 31.66

注：EAA：必需氨基酸；HAA：疏水性氨基酸（Ile、Ala、Pro、Phe、Val、Leu、
Trp、Met）；AAA：酸性氨基酸（Asp、Glu）。
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