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绿豆蛋白α-淀粉酶抑制肽的制备与鉴定
李永富1,2，王雅茹1，黄金荣1，史  锋1

（1.江南大学食品学院，粮食发酵与食品生物制造国家工程研究中心，食品科学与技术国家重点实验室， 

江苏 无锡 214122；2.江苏省生物活性制品加工工程技术研究中心，江苏 无锡 214122）

摘  要：采用胃-胰蛋白酶水解绿豆蛋白及其分级蛋白，以水解物α-淀粉酶活性抑制率为主要指标，结合水解

度、氨基酸组成及分子质量分析其抑制效果差异及原因。结果表明，绿豆蛋白肽对α-淀粉酶活性抑制率最高，为

16.51%；与绿豆分级蛋白相比，绿豆蛋白的疏水氨基酸含量和水解度最高，分别为32.68%和6.28%，水解物的肽分

子质量最小，均小于20 kDa，因此选用绿豆蛋白制备α-淀粉酶抑制肽。然后分离鉴定绿豆蛋白肽，新发现了17 条有

潜在α-淀粉酶抑制效果的肽。本研究表明绿豆蛋白较其分级蛋白具有更强的α-淀粉酶抑制效果，能够用于降血糖的

功能性食品或药物中。
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Abstract: In this study, sequential hydrolysis with pepsin followed by trypsin was conducted on total protein and protein 
fractions from mung bean. The difference in α-amylase inhibitory activity among the resulting hydrolysates was compared 
and the underlying reason was analyzed in terms of degree of hydrolysis, amino acid composition and molecular mass. The 
results showed that the total protein hydrolysate had the highest α-amylase inhibitory activity (16.51%). Compared with its 
fractions, the total protein showed the highest content of hydrophobic amino acids (32.68%) and degree of hydrolysis (6.28%), 
and the molecular mass of its hydrolysate was the lowest (< 20 kDa). Therefore, the total protein was selected to prepare 
α-amylase inhibitory peptides. Finally, 17 peptides with potential α-amylase inhibitory activity were discovered by the 
isolation and identification of peptides from mung bean protein. This study suggests that mung bean protein is a better food 
source of α-amylase inhibitory peptides than its protein fractions, which can be used in blood glucose-lowering functional 
foods or drugs.
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随着生活水平的提高，我国糖尿病发病率在1980—
2017年增加了15 倍以上[1]，其中2型糖尿病占90%以上[2]。 

目前2型糖尿病的治疗方式包括服用降糖药物和注射胰

岛素。部分口服药物可作为α-淀粉酶抑制剂，抑制酶活
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性，阻断淀粉水解，调控血糖水平[3]。然而药物治疗具有

副作用大[4]、价格昂贵[5]、患者依从性差[6]等缺点，因而寻

找来自天然产物、安全有效的α-淀粉酶抑制剂很有必要。

近年来，食源性降糖肽显示出良好的研究前景，多

种植物已被证明能够产生α-淀粉酶抑制肽，调控血糖水

平，如玉米[7]、荞麦[8]、大麦[9]、竹笋[10]等。在众多植物

中，绿豆蛋白具有含量高、提取方式简单等优势。已有

研究证明，食用绿豆蛋白可以有效改善糖脂代谢[11]。么

杨[12]发现绿豆及绿豆芽可以显著降低糖尿病小鼠血糖水

平和葡萄糖耐受性；王琦等[13]使用凝胶层析从绿豆中提

取并纯化出了蛋白质量分数为84.7%的α-淀粉酶抑制剂，

证实了绿豆蛋白作为α-淀粉酶抑制剂应用于糖尿病相关

治疗中的可能性。

目前，模拟胃肠道消化制备的绿豆蛋白及其分级蛋

白肽对α-淀粉酶活性抑制效果的研究较少，因此本研究

首先采用胃-胰蛋白酶水解绿豆蛋白及其分级蛋白（清

蛋白、球蛋白、谷蛋白），以α-淀粉酶活性抑制率为主

要指标，筛选蛋白水解组分进行深入研究，然后采用

凝胶过滤柱层析（gel filtration column chromatography，
GFC）和反相高效液相色谱（ reversed  phase -h igh 
performance liquid chromatography，RP-HPLC）对其进

行分离纯化，最后采用纳米液相色谱-串联质谱（Nano 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry，Nano 
LC-MS/MS）鉴定出具有α-淀粉酶抑制效果的绿豆蛋白肽

序列，以期为绿豆的降血糖活性提供更多依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

绿豆 无锡市朝阳粮油交易市场。

乙腈、三氯乙酸（均为色谱纯） 国药集团药业股份

有限公司；葡萄糖试剂盒 北京利德曼生化股份有限公司； 

胃蛋白酶（2 500 U/mg）、胰蛋白酶（1 500 U/mg）、 

α-淀粉酶（14 U/mg） Sigma-Aldrich（上海）贸易有限 

公司；糖化酶（10 000 U/mL） 山东隆科特酶制剂有

限公司；所有分析用试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

U V- 2 1 0 0 分光光度计  美国 U N I C O 公司；

AKTA Avant 25蛋白纯化仪 美国通用电气医疗集团；

半制备HPLC仪  沃特世科技（上海）有限公司；

Q-Exactive质谱仪 美国赛默飞世尔科技公司。

1.3 方法

1.3.1 绿豆蛋白及分级蛋白的分离提取

绿豆蛋白的提取参考侯佩琳[14]的方法，略作修改。

以脱脂绿豆粉为原料，料水比1∶15（g/mL）、pH 9.0、
40 ℃条件下提取20 min，然后5 000 r/min离心10 min；

取上清液调节pH 4.0，沉淀30 min，5 000 r/min离心

10 min，保留底层沉淀，透析、冻干，即为绿豆蛋白。

绿豆分级蛋白的提取参考乔宁 [15]的方法，略作修

改。以脱脂绿豆粉为原料，料水比1∶10（g/mL），以去

离子水浸提4 h，离心，调节上清液pH值至等电点并沉

淀1 h，离心、透析、冻干获得绿豆清蛋白；向提取清蛋

白后的残渣中以料液比1∶10（g/mL）加入1 mol/L NaCl
溶液浸提4 h，离心、透析、冻干获得球蛋白；向提取球

蛋白后的残渣中以料液比1∶10（g/mL）加入70%乙醇溶

液浸提4 h，离心、透析、冻干获得醇溶蛋白；向提取醇

溶蛋白后的残渣中以料液比1∶10（g/mL）加入0.5 mol/L 
NaOH溶液浸提4 h，使用三氯乙酸沉淀得到谷蛋白。蛋

白纯度的测定采用凯氏定氮法。

1.3.2 胃-胰蛋白酶水解制备肽

绿豆蛋白及其分级蛋白肽通过胃-胰蛋白酶水解进

行制备，参考Minekus等[16]的方法，略作修改。用磷酸

盐缓冲液（phosphate buffer，PBS）配制分散液，调节

pH 2.0，加入适量胃蛋白酶，使体系中胃蛋白酶浓度达到

2 000 U/mL，37 ℃水解2 h；然后调节pH 7.0，加入适量

胰蛋白酶，使体系中胰蛋白酶浓度达到325 U/mL，37 ℃

水解6 h，沸水浴30 min以灭酶，冷却后8 000 r/min离心

10 min，上清液－20 ℃保存。

1.3.3 绿豆蛋白肽对α-淀粉酶活性抑制效果的测定

参考Karimi等[7]的方法，略作修改。样品组取0.5 mL
水解液和0.5 mL α-淀粉酶溶液（10 U/mL），37 ℃温

育35 min，加入2%的可溶性淀粉溶液1 mL，37 ℃反应

10 min。取100 μL反应液于900 μL无水乙醇中灭酶，

10 000 r/min离心5 min，取200 μL上清液与1.5 mL葡萄糖

氧化酶溶液混合，37 ℃反应10 min，于520 nm波长处测

定吸光度A。对照组用PBS代替样品；空白组用PBS代替

淀粉。以阿卡波糖作阳性对照。α-淀粉酶活性抑制率按

下式计算：

α- /%
A A
A 100 （1）

1.3.4 水解度的测定

水解度的测定采用甲醛滴定法，参照张小娟 [17]的

方法略作修改，并按下式计算。5 mL水解液与60 mL
去离子水混合均匀，用0.1 mol/L NaOH标准溶液滴定

至pH 8.2，加入pH 8.2的甲醛溶液20 mL，用0.1 mol/L 
NaOH标准溶液滴定至pH 9.2，记录下第2次滴定消耗的

0.1 mol/L NaOH溶液体积，将样品换成去离子水后用同样

的方法滴定作空白，计算水解液中的游离氨基氮。采用

凯氏定氮法测定样品中的总氮浓度。

100/%
c

ctot
 （2）
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c V1 V0 N 0.014 100
V  （3）

式中：c为样品中的游离氨基氮浓度/（mol/L）； 

ctot为样品中的总氮浓度/（mol/L）；V0为滴定去离子水消

耗的0.1 mol/L NaOH标准溶液体积/mL；V1为滴定样品消耗的

0.1 mol/L NaOH标准溶液体积/mL；V为样品总体积/mL； 

N为0.1 mol/L NaOH标准溶液的准确浓度/（mol/L）。

1.3.5 蛋白组成分析

参考刘潇等 [18]的方法，略作修改。样品与上样缓

冲液以1∶1（V/V）配制，沸水浴3～5 min，10 000 r/min
离心1 min，取上清液进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE）。电泳结束后，以考马斯亮

蓝R-250染色30～40 min后，以去离子水脱色，用凝胶成

像仪拍照分析。

1.3.6 氨基酸组成测定

根据GB/T 5009.124—2003《食品中氨基酸的测定》

进行。

1.3.7 肽分子质量的测定

采用HPLC分析水解液中的肽分子质量。色谱柱：

TSK Gel 2000 SWXL（300 mm×7.8 mm）；流动相：

乙腈、水、三氟乙酸；流速：0.5 mL/min；检测波长

220 nm。

1.3.8 绿豆蛋白活性肽的纯化与鉴定

选择对α-淀粉酶活性抑制效果最强的绿豆蛋白肽，

采用GFC和RP-HPLC进一步纯化，最终以Nano LC-MS/MS
鉴定肽序列。

1.3.8.1 GFC

采用GFC纯化绿豆蛋白肽。凝胶柱：Superdux Peptide 
10/300GL（24 mL）；洗脱条件：蒸馏水为洗脱液，洗脱

体积1.5 CV，洗脱速率0.3 mL/min；检测波长220 nm。收

集各个组分，测定各组分的α-淀粉酶活性抑制率及肽分

子质量，筛选出抑制率最高的组分进一步纯化。

1.3.8.2 RP-HPLC

采用RP-HPLC进一步纯化。色谱柱：Waters Xbridge 
Prep C18柱；流动相A：90%超纯水＋10%乙腈（包含0.1%

三氟乙酸）；流动相B：90%乙腈＋10%超纯水（包含

0.1%三氟乙酸）；梯度洗脱程序：0～5 min，90% A、

10% B；5～30 min，90%～40% A、10%～60% B；

3 0～ 3 5   m i n， 4 0 %   A、 6 0 %   B； 3 5～ 5 5   m i n，
40%～10% A、60%～90% B；流速2 mL/min；进样量

1 mL；检测波长220 nm。收集各个组分，测定各组分的 

α-淀粉酶活性抑制率，筛选抑制率最高的组分鉴定肽序列。

1.3.8.3 Nano LC-MS/MS鉴定肽序列

系统：串联EASY-Nano LC 1200的Q-Exactive质谱

仪；分析柱：Acclaim Pep Map C18（75 μm×25 cm）；

流动相A：80%乙腈＋0.1%甲酸，流动相B：超纯水（含

0.1%甲酸）；梯度洗脱程序：0～46 min，0%～60% A、

100%～40% B；46～50 min，60%～100% A、40%～0% 

B；50～60 min，100% A、0% B。流速400 nL/min；柱温

40 ℃；进样量1 μL；电喷雾电压2 kV。

质谱仪在数据依赖采集模式下运行，自动在MS和
MS/MS采集间切换。MS：扫描范围m/z 200～1 800；分

辨率70 000；自动增益控制目标值3×106；最大注入时

间60 ms。高能碰撞解离-串联质谱：分辨率17 500；自动

增益控制目标值5×104；最大注入时间80 ms；碰撞能量

27 eV；动态排除时间20 s。
选取可信度在0.5以上的肽序列通过PeptideRanker预测

生物活性，评分大于0.8的肽序列进行疏水性筛选，截取数

值大于0.5的肽序列，通过BIOPEP等数据库进行查重。

1.4 数据分析

所有分析结果3 个重复，数据以 ±s表示。采用

SPSS 26.0统计软件进行数据分析。

2 结果与分析

2.1 绿豆蛋白及其分级蛋白的提取

表1显示：绿豆蛋白的纯度最高，为94.24%，其次分

别是绿豆清蛋白（84.71%）、绿豆谷蛋白（81.89%）、

绿豆球蛋白（75.71%）和绿豆醇溶蛋白（3.11%）。结果

同李永武[19]的研究相符，在分级蛋白中含量最高的是清

蛋白。因为绿豆蛋白中所含的醇溶蛋白较少，且乙醇提

取物中会掺杂其他极性成分[20]，因此醇溶蛋白不作为本

实验研究对象。

表 1 绿豆蛋白及其分级蛋白纯度

Table 1 Purity of mung bean protein and its protein fractions

蛋白种类 绿豆蛋白 绿豆清蛋白 绿豆球蛋白 绿豆醇溶蛋白 绿豆谷蛋白

蛋白纯度/% 94.24±0.68 84.71±0.20 75.71±0.41 3.11±0.22 81.89±0.32

2.2 绿豆蛋白及其分级蛋白肽对α-淀粉酶抑制效果

采用胃-胰蛋白酶连续水解绿豆蛋白及其分级蛋白

（绿豆清蛋白、球蛋白、谷蛋白），并测定其肽对α-淀
粉酶活性的抑制率，结果如图1A所示，相同质量浓度下

（4 mg/mL），绿豆蛋白及其分级蛋白肽均对酶有抑制效

果，但与阿卡波糖相比抑制率低（图1B）。其中绿豆蛋

白肽对酶的抑制率最高，为16.51%。有研究表明，不同

蛋白或肽之间可以通过协同效应来增强作用效果[21]，这

可能是绿豆蛋白肽比其分级蛋白肽具有更高的α-淀粉酶

抑制活性的原因。3 个分级蛋白中，清蛋白肽和谷蛋白

肽的抑制率较高，分别为12.59%和13.33%（P＞0.05），

球蛋白肽抑制率最低，为8.78%；这与Ninomiya[22]和

Bozkurt[23]等的研究结果相符，他们发现荞麦清蛋白肽和

小麦谷蛋白肽具有良好的降血糖活性。
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图 1 绿豆蛋白及其分级蛋白肽对α-淀粉酶活性的抑制效果

Fig. 1 α-Amylase inhibitory effects of peptides from mung bean 

protein and from its protein fractions 

2.3 绿豆蛋白及其分级蛋白的水解程度分析

为了对比绿豆蛋白及其分级蛋白的水解程度，探究

它们在α-淀粉酶活性抑制方面产生差异的原因，本研究

测定4 种蛋白的水解度及其水解前后的分子质量，结果如

图2所示。图2A显示，4 个蛋白水解度按照降序排列依次

是绿豆蛋白（6.28%）、绿豆清蛋白（6.02%）、绿豆球

蛋白（5.31%）和绿豆谷蛋白（5.20%）。这表明，蛋白

的水解度与其肽对α-淀粉酶的抑制率呈正相关，水解程

度越高，分子质量越小，对α-淀粉酶活性的抑制率也越

高，这一结果同Vilcacundo等[24]的研究结果相近。但谷蛋

白可能由于溶解度低而致使水解度较低[25]。

蛋白水解前后分子质量分布采用SDS-PAGE测定。

由图2B可知，绿豆蛋白的电泳条带出现在60、50、28、
23 kDa，此结果与曾志红等[26]对绿豆蛋白分子质量的测

定结果基本相符。经过水解后，绿豆蛋白肽在20 kDa以
下出现均匀连续且颜色清晰的条带，表明绿豆蛋白中的

大分子蛋白被水解为小分子蛋白和肽，与之相对应的

是绿豆蛋白的水解度和其肽对α-淀粉酶活性的抑制率最

高。绿豆清蛋白和球蛋白的电泳条带分别出现在56、
37～50、26、24、20 kDa和50、20～25、15 kDa。水解

后，绿豆清蛋白和球蛋白的肽在10～50 kDa之间出现连

续条带，表明与绿豆蛋白相比，它们水解不完全，仍有

少部分大分子蛋白未被水解，与之对应的是两种蛋白的

水解度以及它们的肽对α-淀粉酶活性抑制率较低。绿豆

谷蛋白仅在50 kDa处出现一条电泳条带，可能是其溶解

度低[25]，导致其含量低[27]。水解后，绿豆谷蛋白肽的分

子质量没有明显变化，同样在50 kDa处出现一条条带，

但是相比于水解前，条带细且色浅，表明有部分大分子

蛋白被水解，所以其水解度最低。综上所述，仅有绿

豆蛋白被全部水解成分子质量小于20 kDa的肽段，与其

高水解度以及其肽对α-淀粉酶活性的高抑制率结果相对

应，该结果支持了小分子肽对α-淀粉酶具有高抑制率的

理论[28]。
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图 2 绿豆蛋白及其分级蛋白的水解程度

Fig. 2 Degree of hydrolysis of mung bean protein and its protein fractions

2.4 绿豆蛋白及其分级蛋白中的氨基酸组成

蛋白质及肽的活性与其所含的氨基酸种类及含量密

切相关[29]，为进一步探索绿豆蛋白及其分级蛋白α-淀粉

酶活性抑制差异的原因，本研究测定了蛋白的氨基酸组

成及质量分数，结果如表2所示。4 个蛋白的氨基酸组

成及质量分数具有明显差异，其中精氨酸含量按照降序

排列依次是绿豆蛋白（7.23%）、清蛋白（6.48%）、

谷蛋白（4.07%）、球蛋白（3.91%），芳香族氨基酸

含量按照降序排列依次是绿豆蛋白（8.73%）、清蛋白

（7.92%）、谷蛋白（5.95%）、球蛋白（5.68%），疏水

氨基酸含量按照降序排列依次是绿豆蛋白（32.68%）、

清蛋白（2 9 . 3 2 %）、球蛋白（2 3 . 0 2 %）、谷蛋白

（20.77%）。有研究表明，精氨酸、芳香族氨基酸、疏

水氨基酸的高含量与强生物活性功能相关，包括高抗氧
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化、脂肪酶抑制、α-淀粉酶抑制活性[30]。因此绿豆蛋白

中的高精氨酸、芳香族氨基酸和疏水氨基酸含量，可能

是其肽具有高α-淀粉酶抑制活性的原因之一。此外，同

3 个分级蛋白相比，绿豆蛋白中含有更多的苯丙氨酸、亮

氨酸、酪氨酸和精氨酸残基等胃-胰蛋白酶的切割位点，

因此绿豆蛋白的水解程度最高，这有助于提升其肽对 

α-淀粉酶活性的抑制效果。

表 2 绿豆蛋白及其分级蛋白氨基酸组成

Table 2 Amino acid composition of mung bean protein and its  

protein fractions
%

氨基酸 绿豆清蛋白 绿豆球蛋白 绿豆谷蛋白 绿豆蛋白

天冬氨酸 10.50 5.54 6.39 11.73
谷氨酸 17.28 10.23 9.80 19.32
丝氨酸 3.47 3.39 2.89 3.90
苏氨酸 2.52 1.49 2.02 2.70
半胱氨酸 0.05 0.44 0.11 0.091
蛋氨酸 0.96 1.05 0.96 1.04
组氨酸 2.55 0.80 1.45 2.66
精氨酸 6.48 3.91 4.07 7.23
赖氨酸 6.29 4.04 3.54 6.99
丙氨酸 3.56 3.24 2.95 3.97
缬氨酸 5.58 4.12 3.69 6.25
异亮氨酸 4.57 2.83 3.07 5.09
亮氨酸 7.69 6.85 5.11 8.64
酪氨酸 2.08 1.87 1.80 2.21
苯丙氨酸 5.84 3.81 3.49 6.52
色氨酸 0.29 0.31 0.66 0.36
甘氨酸 3.05 3.36 3.076 3.41
脯氨酸 4.34 5.50 3.78 5.69

氨基酸总质量分数 87.091 62.77 58.86 97.79
芳香族氨基酸质量分数 7.92 5.68 5.95 8.73
疏水氨基酸质量分数 29.32 23.02 20.77 32.68

2.5 绿豆蛋白肽的纯化与鉴定

2.5.1 GFC测定结果

选择α-淀粉酶抑制活性最强的绿豆蛋白肽进行进

一步纯化，结果如图3A所示，经过纯化，绿豆蛋白肽

被分为3 个组分（F1、F2、F3）。在相同质量浓度

下（0.18 mg/mL），3 个组分对α-淀粉酶活性的抑制

率均显著高于水解液（P＜0.05）（图3B）。其中抑

制率最高的组分是F3，为16.80%，显著高于其他组分 

（P＜0.05）。测定3 个组分中肽的分子质量，结果

如图3C～E所示，分子质量范围为F1（3～7 kDa）＞ 

F2（1～3  kDa）＞F3（小于1  kDa）。这一结果与

Vilcacundo等[24]的结果一致，即分子质量是影响肽生理活

性，包括α-淀粉酶抑制活性的重要因素之一，小分子质

量的肽更易抑制α-淀粉酶活性。因此，选择F3组分进一

步纯化。
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图 3 绿豆蛋白水解物的GFC图及3 个组分的α-淀粉酶抑制 

活性和分子质量分布

Fig. 3 GFC chromatogram of mung bean protein hydrolysate and 

α-amylase inhibitory activity and molecular mass distribution of its  

three fractions

2.5.2 RP-HPLC测定结果

采用Waters Xbridge Prep C18柱F3组分进一步纯化，

根据时间收集得到如图4A所示的3 个组分（F3-1、F3-2、
F3-3），测定对α-淀粉酶活性的抑制效果。结果如图4B
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所示，相同质量浓度下（0.18 mg/mL），3 个组分对α-淀
粉酶活性的抑制效果具有显著差异（P＜0.05）。F3-1不
仅不能抑制α-淀粉酶活性，反而促进了α-淀粉酶对淀粉

的水解，推测原因可能有两点，一方面是先出峰的物质

疏水性差，分子质量大，难以与α-淀粉酶的活性中心结

合，从而无法对其产生抑制作用；另一方面是先出峰的

物质极性强，表面电荷分布不均匀，其中与α-淀粉酶带

同种电荷的肽段与酶形成一定距离时可能对其产生了微

弱的斥力，使其能更好地发挥催化活性，从而促进了酶

对淀粉的消化[31-32]。而F3-2和F3-3组分均对α-淀粉酶活性

产生了抑制作用，抑制率分别为11.40%和23.37%。其中

F3-3组分对α-淀粉酶活性的抑制作用最强。这表明疏水性

是影响肽对α-淀粉酶抑制效果的重要因素之一，疏水性

越强，肽对α-淀粉酶的抑制率可能也就越强。因此，选

择F3-3组分鉴定肽序列。
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Fig. 4 RP-HPLC chromatogram of fraction F3 and α-amylase-

inhibitory activity of its three subfractions 

2.5.3 Nano LC-MS/MS测定结果

通过GFC和RP-HPLC将绿豆蛋白水解物分离纯化，

得到了对α-淀粉酶活性有最高抑制作用的F3-3组分，通

过Nano HPLC-MS/MS对其肽序列进行鉴定。经过置信

度（＞50%）、生物活性评分（＞0.8）、疏水性数值 

（＞0.5）后及BIOPEP数据库查重后，得到32 条肽序

列，其中17 条为本研究首次发现。如表3所示，F3-3中
检测得到的肽序列的分子质量基本分布在0.3～1.0 kDa。
刘欢[33]分离纯化得到的茶籽粕α-淀粉酶抑制肽的分子质

量范围同样主要分布在0.3～1 kDa。这一结果表明肽的

分子质量与肽的生物活性密切相关，小分子肽能够与 

α-淀粉酶活性中心残基形成稳定的氢键结合，抑制活性

更好。同时，疏水性也在肽对α-淀粉酶活性的抑制中发

挥了重要作用，相关研究表明，含有更多疏水氨基酸，

如苯丙氨酸（F） [34]、亮氨酸（L） [35]残基的肽序列，

具有抑制α-淀粉酶活性的潜能，F3-3组分的强抑制活性

可能与此相关。此外，Ngoh等[34]对豆类中的α-淀粉酶抑

制肽的研究结果表明，存在特定二肽（PP、LL、YY）

组合的α-淀粉酶抑制剂具有更高的潜力，与本研究中

的肽序列（ILLLLCCF、LLLLLLILFLPMLL、LLAF、
ILLLIFPF）一致。

生物活性肽的另一个重要特性是氨基酸残基在肽序

列中的位置。相关研究表明，C/N末端存在亮氨酸（L）[36] 

或苯丙氨酸（F）[24,34]残基的肽序列具有更高的α-淀粉酶

活性抑制潜力，这可能与肽和α-淀粉酶残基之间的芳香

族-芳香族残基相互作用形成的氢键、静电力和范德华

力与肽对α-淀粉酶活性的抑制作用密切相关[37]，本研究

中的肽序列（LILLLLF、LIF、LAFL等）也符合这一规

律。因此，结合过往诸多研究，本研究所发现的绿豆蛋

白肽具有良好的α-淀粉酶活性抑制效果，有助于为绿豆

蛋白在防治糖尿病方面提供新的依据。

表 3 F3-3组分中α-淀粉酶抑制肽的序列

Table 3 Sequence analysis of α-amylase inhibitory peptides in 

subfraction F3-3

序号 肽序列
生物活性
评分

疏水性
数值

分子
质量/Da BIOPEP数据库查询

1 IFL 0.902 3.700 391.247 抗菌肽

2 ILF 0.884 3.700 391.247 DPP-III抑制剂

3 LFL 0.945 3.467 391.247 ACE抑制剂

4 LLF 0.939 3.467 391.247 ACE抑制剂

5 FCV 0.874 3.167 367.157 ACE抑制剂

6 MIF 0.967 3.067 409.204 ACE抑制剂

7 ALLF 0.883 3.050 462.284 抗菌肽

8 FALL 0.852 3.050 462.284 抗菌肽

9 IAF 0.820 3.033 349.200 还原抑制剂、ACE抑制剂

10 AIF 0.833 3.033 349.200 Brevinin-1EA
11 VMF 0.907 2.967 395.188 抗氧化、锌结合肽

12 IIW 0.819 2.700 430.258 抗氧化、抗炎肽

13 LPLPL 0.816 1.640 551.717 DPP-IV抑制剂，抗癌、降压肽

14 QIGLF 0.851 1.440 576.683 α-葡糖苷酶抑制剂、ACE抑制剂

15 FAMD 0.816 0.750 482.550 DPP-IV抑制剂

16 LILLLLF 0.801 3.757 843.583 —

17 LIF 0.866 3.700 391.247 —

18 LFI 0.849 3.700 391.247 —

19 IFVF 0.887 3.575 524.299 —

20 ILLLLCCF 0.828 3.438 936.518 —

21 LFVF 0.932 3.400 524.299 —

22 LLLLLLILFLPMLL 0.917 3.257 1 637.097 —

23 AILF 0.833 3.225 462.284 —

24 ALIF 0.816 3.225 462.284 —

25 MVLF 0.846 3.175 508.272 —

26 IMF 0.970 3.067 409.204 —

27 ILLLIFPF 0.894 3.050 974.620 —

28 LLAF 0.814 3.050 462.284 —

29 LAFL 0.814 3.050 462.284 —

30 FLA 0.886 2.800 349.200 —

31 SLLF 0.871 2.400 478.279 —

32 FVPP 0.865 0.950 458.253 —

注：DPP-III抑制剂表示二肽基肽酶-III抑制剂；ACE抑制剂表示血管紧
张素转换酶抑制剂；DPP-IV抑制剂表示二肽基肽酶-IV抑制剂；—.该多
肽序列在BIOPEP数据库中未发现。
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3 结 论

在本研究中，通过胃-胰蛋白酶水解绿豆蛋白及其分

级蛋白（清蛋白、球蛋白、谷蛋白），发现绿豆蛋白肽

对α-淀粉酶活性抑制率最高（16.51%）。这可能与绿豆

蛋白的水解度和疏水氨基酸含量较高有关，进一步对绿

豆蛋白肽进行分离纯化与肽序列鉴定，发现了32 条具有

α-淀粉酶活性抑制潜力的肽，其中17 条是首次发现，这

为绿豆的降血糖活性提供了科学依据。
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