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黑豆黄嘌呤氧化酶抑制肽的制备及 
体外降尿酸活性

孙菁茹1，孙铭爽2，吕文庆1，曹荣安1，刁静静3,4,*，王长远1,3,*
（1.黑龙江八一农垦大学食品学院，黑龙江 大庆 163319；2.黑龙江欧能达乳业有限公司，黑龙江 哈尔滨 150025； 

3.国家杂粮工程技术研究中心，黑龙江 大庆 163319；4.黑龙江省杂粮加工及质量安全工程技术研究中心，黑龙江 大庆 163319）

摘  要：以黑豆蛋白为原料，以黄嘌呤氧化酶（xanthine oxidase，XOD）抑制率和水解度为指标筛选最佳蛋白酶和

酶解工艺参数，在此基础上采用膜分离技术对黑豆蛋白酶解产物进行分离，获得不同分级的酶解产物，根据XOD

抑制活性确定黑豆蛋白酶解产物的分子质量范围，并对其氨基酸组成、分子质量分布、肽序列以及活性稳定性进

行分析。结果表明，黑豆XOD抑制肽的最佳酶解工艺为：碱性蛋白酶加酶量1.5%、酶解时间4 h、酶解温度50 ℃、

pH 9.0、底物质量分数3%，此条件下黑豆蛋白酶解物的XOD抑制率和水解度分别为73.61%和21.29%。超滤产物中

F3组分的XOD抑制活性最高（半抑制浓度为8.76 mg/mL），分子质量≤1 500 Da，该组分的疏水性氨基酸和碱性氨

基酸占氨基酸总量的56.66%和20.16%；该组分在高温热处理、胃、胰蛋白酶消化作用下均具有良好的稳定性。液

相色谱-串联质谱法鉴定出F3组分中有18 条肽段，平均分子质量主要集中在500～1 400 Da。该系列肽段N-端和C-端

疏水性氨基酸分别占44.86%和33.14%，碱性氨基酸分别占33.57%和39.29%。该研究结果可为黑豆蛋白的高值化利

用提供一定的基础理论依据。
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Abstract: In this study, black soybean protein was enzymatically hydrolyzed to prepare xanthine oxidase (XOD) inhibitory 

peptide. Based on XOD inhibitory activity and degree of hydrolysis (DH), various proteases were screened, and the 

hydrolysis parameters were optimized. Furthermore, the protein hydrolysate was fractionated by membrane separation into 

several fractions. The molecular mass ranges of the resulting fractions were determined based on XOD inhibitory activity, 

and their amino acid composition, molecular mass distribution, peptide sequences, activity and stability were analyzed. 

The results showed that the optimum enzymatic hydrolysis conditions were as follows: alkaline protease dosage of 1.5%, 

hydrolysis time of 4 h, temperature of 50 ℃, pH 9.0, and substrate concentration of 3%. Under the optimized conditions, the 

XOD inhibition rate and DH of the protein hydrolysate were 73.61% and 21.29%, respectively. The XOD inhibitory activity 

of F3, obtained from ultrafiltration of the hydrolysate, was the highest (with a half-maximal inhibitory concentration (IC50) 

of 8.76 mg/mL), with the molecular mass ≤ 1 500 Da. In F3, hydrophobic and basic amino acids accounted for 56.66% and 

20.16% of the total amino acids, respectively. This fraction had good stability under high-temperature treatment, simulated 

gastric and trypsin digestion. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) identified 18 peptides in F3, 
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with an average molecular mass of approximately 500–1 400 Da. In these peptides, hydrophobic amino acids at the N-terminus 

and C-terminus accounted for 44.86% and 33.14%, respectively, and basic amino acids accounted for 33.57% and 39.29% of 

the total amino acid residues, respectively. The results of this study provide a theoretical basis for the high value utilization 

of black bean protein.

Keywords: black soybean protein; enzymatic hydrolysis process; xanthine oxidase inhibitory peptides; amino acid 

composition; peptide sequence
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高尿酸血症（hyperuricemia，HUA）是一种以血清

尿酸浓度超过溶解度极限（生理pH值时血清尿酸水平＞

6.8 mg/dL）为特征的代谢性疾病[1]，高嘌呤饮食、过度

饮酒、高果糖摄入等生活方式因素都可能导致机体尿酸

水平升高[2]，慢性HUA会导致尿酸钠晶体在关节和其他

软组织中积聚，从而增加痛风的风险。近年来，HUA与

痛风患者逐渐年轻化，减少HUA等并发症的发生已引起

全世界各国的重视[3]。黄嘌呤氧化酶（xanthine oxidase，

XOD）是嘌呤代谢中的关键酶，可将次黄嘌呤和黄嘌呤

转化为尿酸，是治疗HUA的重要靶点[4]。国内外目前针

对HUA的预防和治疗多以别嘌呤醇和非布索坦类等XOD

抑制剂为主，但临床试验中易引起严重的过敏反应、胃

肠疾病、肾毒性及肝毒性等不良反应[5]。因此，研发高

效、低副作用的XOD天然抑制剂是目前治疗HUA的研究

热点。现有研究已发现天然产物中的多酚、黄酮及多糖

类物质具有较好的XOD抑制效果，如李子多酚[6]、清飘

苓茶黄酮[7]、玉米须多糖[8]等。近年来有研究表明，生物

活性肽能改变XOD的空间结构，阻止黄嘌呤与其结合，

对HUA有显著的调节效果，尤其是动物蛋白酶解产物，

如蓝鳍金枪鱼肽[9]、乳清蛋白肽[10]等。Murota等[11]发现小

分子肽的XOD抑制活性更好。叶灏铎等[12]发现肽段的氨

基酸组成及残基位置会影响其XOD抑制活性，疏水氨基

酸、N-端和C-端为芳香族氨基酸的多肽抑制能力更强。

黑豆又被称作乌豆，在我国的大豆资源中仅次于

黄豆，位居第二[13]。与其他大豆品种相比，黑豆的蛋白

质含量最高，有“植物蛋白之王”的美誉[14]。黑豆蛋白

包含18 种氨基酸，其组成与动物氨基酸十分类似，含

量丰富且配比合理，对人体代谢调节等方面具有重要作

用[15]。大量研究已证实黑豆蛋白酶解物有较高的生物活

性，如抗氧化性、血管紧张素转换酶抑制活性、抗肿

瘤、调节血糖血脂等[16]。最新研究发现大豆肽、芸豆肽

有抑制XOD活性的能力 [17]，但大豆中嘌呤含量较高，

食用过多会导致尿酸堆积进而引发痛风等疾病。目前，

Mao Zhenjie等[18]研究发现，多肽中色氨酸（Trp）的含

量可能与XOD抑制肽的活性密切相关，但大豆中的色氨

酸含量较低[19]，因黑豆与大豆同源，其色氨酸含量也相

对较低，并且黑豆自古以来就有益肾、解毒、利水的功 

效[20]，多吃黑豆可促进尿酸排出，一定程度上降低人体

内尿酸水平。因此，本研究以黑豆蛋白为原料，以XOD

抑制率、水解度（hydrolysis degree，DH）为指标，筛

选最佳酶解条件及参数；在此基础上对黑豆酶解产物

进行超滤分离获得最优XOD抑制活性组分，并对其进

行分子质量分布、氨基酸组成和稳定性分析，通过液

相色谱-串联质谱（liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry，LC-MS/MS）解析鉴定该组分黑豆XOD抑

制肽的结构特征，以期为黑豆资源的合理利用及功能性

食品的开发提供科学参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黑豆蛋白粉（80%） 兰州沃特莱斯生物科技有限 

公司；中性蛋白酶（5×104 U/g） 北京索莱宝科技有限 

公司；木瓜蛋白酶（2×10 5 U/g）  上海麦克林生

化有限公司；胰蛋白酶（2.5×105 U/g）、胃蛋白酶

（3×104 U/g）、碱性蛋白酶（2×105 U/g）、风味蛋白

酶（2×104 U/g）、XOD（50 U/mg）、别嘌呤醇、黄嘌呤 

上海源叶生物科技有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

RE-3000B旋转蒸发器  郑州市亚荣科技有限公

司；MSM-4010实验用膜分离装置  上海摩速科学

器材有限公司；L-420型低速台式离心机 湖南湘仪
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实验室仪器开发有限公司；FD-100S真空冷冻干燥机  

北京惠城佳仪科技有限公司；2300多功能酶标仪 美国

PerkinElmer公司；GPC-20A凝聚渗透色谱仪、LC-20AD

高效液相色谱仪、C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）

日本岛津仪器有限公司；GMPWXL水相凝胶色谱柱 

日本东曹株式会社；Easy nLC 1200色谱系统、Q-Exactive 

HF质谱仪、C18色谱柱（100 μm×20 mm，5 μm）、C18

色谱分析柱（75 μm×150 mm，3 μm） 美国Themo 

Fisher Scientific公司。

1.3 方法

1.3.1 黑豆XOD抑制肽的制备

称取一定量的黑豆蛋白粉配制成质量分数3%的溶

液，根据所添加酶加入1 mol/L NaOH或1 mol/L HCl溶液

调节混合溶液至相应的pH值，在酶最适温度下水浴进行

酶解反应，水解一定时间后对酶解液进行灭酶，静置冷

却，以8 000 r/min离心20 min后收集酶解上清液，冷冻干

燥储存在－20 ℃冰箱里用于后续实验。

1.3.2 蛋白酶的筛选

选取6 种蛋白酶，在酶最适合条件下分别对黑豆蛋

白进行酶解，各种蛋白酶的最适条件如表1所示。在底物

质量分数3%、加酶量1.5%（以蛋白粉质量计）条件下酶

解4 h，灭酶活后离心，取上清酶解液测定XOD抑制率和

DH，选择最优的蛋白酶。

表 1 各种蛋白酶的最适酶解条件

Table 1 Optimal enzymatic hydrolysis conditions for various proteases

蛋白酶
最适条件

温度/℃ pH

胰蛋白酶 37 8.0

木瓜蛋白酶 55 6.5

胃蛋白酶 37 1.5

中性蛋白酶 50 7.0

碱性蛋白酶 50 9.0

风味蛋白酶 50 7.0

1.3.3 单因素试验

选择最优蛋白酶，考察不同因素对XOD抑制率和DH

的影响，优化条件为：底物质量分数（1%、2%、3%、

4%、5%）、酶解时间（1、2、3、4、5 h）、加酶量

（1%、1.5%、2%、2.5%、3%）。除考察因素外，初始

条件不变：底物质量分数3%、加酶量1.5%、pH 9.0、酶

解温度50 ℃、时间4 h。

1.3.4 XOD抑制率的测定

参考邹琳等[21]的方法检测XOD抑制率，并略作修

改。将50 μL待测样品及25 μL浓度为0.02 U/mL的XOD溶

液加入96 孔板中，振荡30 s，25 ℃保温5 min，再加入

150 μL 0.48 mmol/L的黄嘌呤溶液，振荡30 s后，25 ℃保

温25 min，测定290 nm处的吸光度。XOD抑制率计算公

式如下：

XOD /% 1
A1 A2

A3 A4

100	 （1）

式中：A1表示样品溶液加酶的吸光度；A2表示样品

溶液不加酶的吸光度；A3表示缓冲液代替样品溶液（空

白组）加酶的吸光度；A4表示空白组不加酶的吸光度。

1.3.5 DH的测定

碱性和中性蛋白酶DH的测定采用pH-stat法[22]，按照

下式计算：

100DH/%
B Nb

Mp htot

1
α

1
 （2）

式中：B为消耗的NaOH溶液的体积/mL；Nb为NaOH

溶液的浓度/（mol/L）；MP为底物蛋白质的总量/g；α为
α-氨基酸的解离度（胰蛋白酶的1/α为1.30，木瓜蛋白酶

的1/α为4.25，中性蛋白酶和风味蛋白酶的1/α为2.27，碱

性蛋白酶的1/α为1.01）；htot为每克蛋白质中肽键的物质

的量（7.80 mmol/g）。

酸性蛋白酶DH的测定采用茚三酮比色法 [23]。称取

0.20 g干燥过后的甘氨酸，溶解并定容至100 mL，再从

中取2 mL定容至100 mL，将甘氨酸分别配制成浓度为

0、4、8、12、16、24、32、40 mol/L的标准溶液；加

入1 mL显色剂水浴加热15 min，冷却后加入5 mL乙醇，

静置15 min，于570 nm处测吸光度。取灭酶后的水解液

1 mL，调至pH 6.0，定容至100 mL。取2 mL稀释液于试

管中，剩余步骤同标准曲线测定，水作参比。另取相同

浓度未水解蛋白溶液1 mL，按上述方法测光密度，以二

者光密度之差从标准曲线计算得到的蛋白质量浓度，DH

按下式计算：

100
1 000 W

DH/%
A 100

V2
V1 	 （3）

式中：A为通过标准曲线所计算得到的蛋白质 

量/mg；W为样品质量/g；V1为水解液的总体积/mL；V2为

显色时所用稀释液的体积/mL。

1.3.6 超滤分离

采用膜分离装置对黑豆XOD抑制粗肽进行不同分子

质量截留，依次通过截留分子质量为3 000、1 500 Da的

超滤膜进行超滤分离，分别收集3 个部分（＞3 000 Da、

3 000～1 500 Da、＜1 500 Da），并命名为F1、F2、

F3。冷冻干燥后，分别测定不同级分酶解产物的XOD

抑制率，以别嘌呤醇作为阳性对照，通过SPSS软件分

别将F1、F2、F3组分的不同浓度梯度与所对应的XOD

抑制率数据输入表中，使用非线性回归分析拟合曲线

并计算各组分的半抑制浓度（half maximal inhibitory 

concentration，IC50）值。
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1.3.7 稳定性分析

1.3.7.1 温度对黑豆酶解产物XOD抑制活性的影响

将F3配制成10 mg/mL的溶液，调节至pH 7.0，分别

置于70、80、90、100 ℃的水浴中加热1 h，冷却至室温

后，按照1.3.4节的方法测定XOD抑制率，以未处理的

10 mg/mL肽溶液作对照组。

1.3.7.2 体外模拟胃肠道消化对黑豆酶解产物XOD抑制

活性的影响

将F3配制成10 mg/mL的溶液，用1 mol/L盐酸溶液

调至pH 2.0，加入底物质量2.5%的胃蛋白酶，置于37 ℃

水浴振荡消化反应2 h，消化完成后分成2 个部分，一部

分沸水浴加热10 min终止反应，为胃消化样品；剩余部

分继续反应，用1 mol/L氢氧化钠溶液调节pH 7.5，加入

底物质量1%的胰蛋白酶，置于37 ℃水浴振荡消化反应

3 h，反应完成后沸水浴加热10 min终止反应，为胃肠消

化样品；分别测定胃消化、胃肠消化样品的XOD抑制

率，以未处理的10 mg/mL肽溶液作对照组。

1.3.8 分子质量分布测定

采用凝胶渗透色谱法对最佳X O D抑制率的组分

分子质量分布进行分析。样品过0.45 μm微孔滤膜，

选择GMPWXL水相凝胶色谱柱（300 mm×7.8 mm，

13 μm）进行测定，流动相为水（含0.1 mol/L NaNO3＋

0.05% NaN3），样品体积100 μL，柱温平衡在35 ℃，流

速0.6 mL/min，在220 nm波长处检测流出物。以窄分布聚

乙二醇为标准品构建校准曲线，通过比较样品中不同组

分的保留时间计算样品的分子质量分布。

1.3.9 氨基酸组成分析

准确称取1.00 g F3样品，移取3.0 mL 6 mol/L盐酸

溶液（含0.1%苯酚）至样品瓶中，超声溶解，将溶液转

移至安培瓶中，连续5 次，充氮，熔封，烘箱110 ℃水

解24 h后，精密移取上述样品1.0 mL，N2吹干盐酸，加

1.0 mL水复溶，待分析。

色谱条件：色谱柱：C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，

5 μm）；柱温：40 ℃；流速：1.0 mL/min；波长：

254 nm；进样量：10 μL；流动相A为0.1 mol/L醋酸钠溶液

（pH 6.5）∶乙腈＝93∶7，流动相B为水∶乙腈＝20∶80。

1.3.10 LC-MS/MS鉴定肽序列

取适量F3样品使用纳升流速Easy nLC 1200色谱系统

进行色谱分离。肽段分离后用Q-Exactive HF质谱仪进行

数据依赖采集质谱分析。

1.3.10.1 LC条件

色谱条件：C18色谱柱（100 μm×20 mm，5 μm）、

C18色谱分析柱（75 μm×150 mm，3 μm）；流速： 

300 nL/min；波长：254 nm；进样量：10 μL；流动相：

A为0.1%甲酸溶液，B为80%乙腈（含0.1%甲酸）溶

液；洗脱梯度：0～2 min，98%～95% A、2%～5% B；

2～44 min，95%～72% A、5%～28% B；44～51 min，

72%～60% A、28%～40% B；51～53 min，60%～0% A、

40%～100% B；53～60 min，0% A、100% B。

1.3.10.2 MS条件

分析时长：60 min；一级质谱分辨率：120 000

（m/z 200），AGC target：3×106，一级最大进样时

间：50 ms；二级质谱分辨率：在m/z为200时的分辨率

为15 000，AGC target：1×105，二级最大进样时间：

50 ms；MS2激活类型：HCD；隔离窗口：m/z 1.6；归一

化碰撞能量：28。

1.4 数据处理与分析

实验均重复3 次，结果用 ±s表示。采用Origin2021

进行分析作图，SPSS 20软件单因素方差对数据进行显著

性分析，P＜0.05表示具有统计学差异。

2 结果与分析

2.1 不同蛋白酶对黑豆蛋白酶解产物XOD抑制率的影响

由表 2可知，在同一酶解时间，碱性蛋白酶解

物的XOD抑制活性和DH显著高于其他5 种酶解产物 

（P＜0.05），分别为73.61%和21.29%。这是由于蛋白酶

的底物特异性会导致其作用位点的差异性，酶解后会得

到不同分子质量及氨基酸序列的多肽片段[23]。碱性蛋白

酶酶切位点相对比较广泛，可作用于疏水性或芳香族氨

基酸的肽键[24]，生成的小肽和氨基酸可能更易于与XOD

的活性位点发生作用，从而增强其对XOD的抑制效果。

马雪琪[17]研究结果与本研究一致，均发现碱性蛋白酶作

用于蛋白后释放出的肽段具有潜在的降尿酸作用。因

此，选取碱性蛋白酶为最适酶。

表 2 蛋白酶种类对酶解物XOD抑制率和DH的影响

Table 2 Effects of protease type on the XOD inhibitory activity and 

DH of hydrolysates

蛋白酶 XOD抑制率/% DH/%

碱性蛋白酶 73.61±0.22a 21.29±0.45a

风味蛋白酶 15.33±0.29f 12.93±0.61b

中性蛋白酶 28.42±0.08d 11.03±0.31c

胰蛋白酶 29.61±0.26c 8.67±0.06d

胃蛋白酶 40.49±0.27b 6.13±0.15e

木瓜蛋白酶 24.64±0.24e 2.77±0.58f

注：同列小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）。

2.2 不同酶解参数对黑豆蛋白酶解产物XOD抑制率的

影响

由图1a所示，黑豆蛋白酶解产物的DH随着酶解时间

的延长而持续增加。当酶解时间＞4 h，DH变化速率降

低，这说明在1～4 h，随着酶解时间的延长，蛋白质持

续被酶解，产生了大量蛋白残基，当酶解时间＞4 h，酶
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解体系中蛋白质已逐渐被酶解完全，蛋白酶的作用位点

趋于饱和，DH增加减缓。此时，黑豆蛋白酶解物的XOD

抑制率随着酶解时间的延长呈先上升后下降的趋势，4 h

时活性最强，这表明黑豆蛋白酶解物的XOD抑制率可能

与黑豆蛋白酶解物的分子质量大小有关，适当水解，形

成的肽段与XOD的结合能力可能更强，继续水解后，分

子质量进一步降低，可能会导致其与XOD的结合能力减

弱，从而降低其活性[12]。
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图 1 酶解时间（a）、加酶量（b）及蛋白质底物质量分数（c）对 

DH和XOD抑制活性的影响

Fig. 1 Effects of enzymatic hydrolysis time (a), enzyme dosage (b) and 

protein substrate concentration (c) on the XOD inhibitory activity and 

DH of hydrolysates

图1b是酶添加量对黑豆蛋白XOD抑制活性和DH的影

响，随着加酶量逐渐增加，DH一直呈上升趋势，XOD抑

制率呈先上升后下降的趋势，酶添加量＜2%时，其XOD

抑制活性均显著高于2.5%和3%处理组。在加酶量为1.5%

时，XOD抑制活性显著高于其他处理组（P＜0.05），这

进一步说明黑豆酶解产物XOD抑制活性与其分子质量紧

密相关。在同一酶解时间下，不同酶添加量得到酶解产

物的酶解速率不同，DH不同，其产物也不同，因此其结

合XOD的能力也显著不同。酶添加量过高，黑豆蛋白在

同一酶解时间会被降解成分子质量更小的肽段残基，使

其XOD抑制能力降低，酶添加量低时，酶解速率低，酶

解产物的得率较小，且从经济方面考虑，对黑豆蛋白的

利用率较低。

由图1c可知，XOD抑制率随着底物质量分数的增加

呈先上升后下降的趋势，当底物质量分数为3%时，XOD

抑制活性最强，DH变化趋势与其相同，说明酶和底物之

间的结合强度与底物质量分数有关，当底物质量分数偏

低时，足量的酶不能与底物充分接触，产生的高活性肽

段数量少；当底物质量分数过大会导致分子扩散受阻，

流动性变差使酶解速率降低，最终导致XOD抑制率下 

降[25]。综上，最佳酶解参数为：酶解时间4 h、加酶量

1.5%、底物质量分数3%。

2.3 黑豆蛋白酶解物超滤组分XOD抑制活性分析

酶解液经超滤分离得到F1、F2、F3 3 个组分。酶解

产物可以通过N-端或C-端的形式嵌入XOD活性中心，阻

止底物与XOD结合[26]，阳性药物别嘌醇为嘌呤类似物，其

化学结构与黑豆XOD抑制肽不同，但作用机制与其相同。

由图2可知，F3组分活性（IC50：8.76 mg/mL）相较于原酶

解液（IC50：15.92 mg/mL），活性显著提升。F2组分活性

（IC50：25.8 mg/mL）虽高于F1组分（IC50：42.7 mg/mL）， 

但明显弱于酶解液。这表明，较高活性的黑豆XOD抑

制肽主要存在于小分子肽段中，与詹苏泓[27]的研究结果

吻合。图中阳性药物别嘌呤醇（IC50：0.08 mg/mL）比

F3组分具有更强的XOD抑制活性，可能是因为小分子

质量的别嘌呤醇可以很好地嵌入XOD的活性口袋中。然

而，肽作为比药物别嘌呤醇更安全的物质，更适合长期 

治疗[28]。综上，F3组分的黑豆蛋白酶解产物表现出显著

的XOD抑制效果。
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图 2 不同组分XOD抑制活性的IC50值

Fig. 2 IC50 values for XOD inhibitory activity of different  

ultrafiltration fractions

2.4 稳定性分析

由图3a可知，温度≤90 ℃时，F3组分XOD抑制率差

异不显著（P＞0.05），当温度≥90 ℃时，XOD抑制活性

有略微下降趋势，100 ℃时活性仅仅降低了约2%，推测

这与高温环境使活性多肽的结构发生局部变化有关[29]， 

但其抑制率仍能达到原有活性的95.24%以上。结合表3结

果，F3中肽分子质量大多小于1 500 Da，Bui等[30]发现肽
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的分子质量与热稳定性之间成反比，分子质量较大的肽

易成簇堆叠，会阻止它们与酶的活性位点结合，小分子

质量的肽在高温下能更稳定地聚集，这可能是F3组分具

有良好稳定性的原因。

图3b是使用胃、肠阶段体外消化模型来评价胃肠道

消化对F3组分的XOD抑制活性的影响。体外模拟消化后

酶解产物的生物活性是其在人体内生物利用度的良好指

标[31]。本研究中，经胃消化实验，其XOD抑制活性与对

照组相比提升了29.8%，进一步胰酶消化后，其活性虽

有所降低，但仍高于对照组16%。这可能是因为肽的活

性序列不会被消化酶降解，并且一部分活性肽可以抵抗

胃肠道肽酶，特别是短链肽和含Pro的肽[32]。胃蛋白酶主

要作用于芳香族氨基酸或酸性氨基酸组成的肽键，这可

能在C-端产生甲硫氨酸（M）、苯丙氨酸（F）或亮氨酸

（L），以及在N-端产生酪氨酸（Y）、苯丙氨酸（F）

或亮氨酸（L）。胰蛋白酶则特异性地切割位于精氨酸

（R）或赖氨酸（K）组成的肽键[33]。多肽经胃、胰蛋白

酶进一步酶解，连接构象发生改变，从而暴露出原本被

遮蔽的活性基团，这一过程可能会产生分子质量更小、

具有更高XOD抑制活性的短肽[34]。综上所述，F3组分表

现出较高的热稳定性和胃肠消化稳定性，有利于作为功

能食品基料进行应用。
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图 3 F3组分活性稳定性研究结果

Fig. 3 Results of research on the activity stability of F3

2.5 分子质量分布

分子质量分布是衡量多肽分子质量集中程度的关键

参数，对评价酶解过程和纯化效果具有重要意义。从表3 

可知，F3分子质量＜1 500 Da的组分占88.34%，其中

1 500～500 Da（31.88%）和500～180 Da（39.32%）为

高占比组分，说明高XOD抑制活性肽段分子质量多集

中于1 500～180 Da。而分子质量＞1 500 Da的组分占比

较低，可能是因为肽的分子大部分呈线性结构，超滤过

程中的滤膜附近自身的可变形范围较大，同时压力的驱

动作用导致部分大分子质量的肽进入透过液，因此超滤

膜实际有效截留分子质量大于理论截留分子质量[35]。综

上，F3组分分子质量≤1 500 Da。

表 3 F3组分的分子质量分布

Table 3 Molecular mass distribution of F3

分子质量/Da ＞1 500 1 500～500 500～180 ＜180

峰面积百分比/% 11.66 31.88 39.32 17.14

2.6 氨基酸组成分析

由表4可知，F3组分中必需氨基酸占总氨基酸的

58.26%，和黑豆蛋白相比增加了16.33%，且明显高于

世界卫生组织与联合国粮食及农业组织倡议的参考蛋白

模式中约40%的必需氨基酸值，其占比越高，黑豆蛋白

的营养价值越高 [36]。F3组分中的疏水氨基酸相对含量

（56.66%）和碱性氨基酸相对含量（20.16%）也均高于

黑豆蛋白，Bu Ying等[9]发现XOD活性中心的Mo-pt附近

有一个疏水口袋，能形成通往活性位点的路径，疏水氨

基酸较多的肽段更容易进入其活性中心发挥抑制作用。

Hou Mengfan等[37]研究发现，在卵形鲳鲹肽中，XOD抑

制活性的增强与疏水性氨基酸的含量呈正相关，特别是

亮氨酸（Leu）的含量最为突出。这一发现与F3氨基酸

组成分析结果一致，其中亮氨酸的含量占据了25.17%。

Li Yujuan等[38]研究成果表明，在对鲣鱼水解物进行分离

纯化之后，相较于酸性肽，弱碱性肽展现出了更为显著

的XOD抑制效能。这可能是F3组分中赖氨酸（7.61%）

和精氨酸（10.59%）占比高的原因。实验结果表明，F3

组分展现出较强的XOD抑制活性，含量丰富的疏水性氨

基酸和碱性氨基酸可能发挥了关键作用。

表 4 黑豆蛋白与F3组分氨基酸组成

Table 4 Amino acid composition of black bean protein and F3

氨基酸种类
相对含量/%

黑豆蛋白 F3组分

谷氨酸（Glu） 25.11 7.24
丝氨酸（Ser） 7.33 4.13
甘氨酸（Gly） 4.78 1.91
组氨酸（His） 1.06 1.96
精氨酸（Arg） 9.96 10.59
苏氨酸（Thr） 4.26 4.82
丙氨酸（Ala） 4.72 7.74
脯氨酸（Pro） 6.43 1.05
酪氨酸（Tyr） 3.73 5.07
缬氨酸（Val） 4.62 9.89
异亮氨酸（Ile） 4.52 8.08
亮氨酸（Leu） 11.45 25.17
苯丙氨酸（Phe） 4.45 4.73
赖氨酸（Lys） 7.58 7.61
必需氨基酸 41.93 58.26
疏水性氨基酸 36.19 56.66
碱性氨基酸 18.60 20.16

注：必需氨基酸包括Thr、Val、Met、Ile、Leu、Phe、Lys、His；疏水性
氨基酸包括Ile、Ala、Pro、Phe、Val、Leu、Trp、Met；碱性氨基酸包括
His、Lys、Arg。
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2.7 F3组分的肽序列结果

为了深入了解黑豆XOD抑制肽的氨基酸序列和分子

质量等信息，探索XOD抑制能力与其之间的相互关系，

对F3组分采用LC-MS/MS进行序列测定，经数据库搜索

和比对，肽段序列解析，共检测出18 种肽序列，如图4所

示。表5和图5为肽序列含量排在前8位的肽序列及其相关

信息，可以看出F3组分中主要肽段的分子质量范围集中

在500～1 400 Da，均＜1 500 Da，这与表3相对分子质量

检测结果一致，该组分肽段均是含有5～12 个氨基酸分子

的短肽链，Craik等[39]研究发现含有5～10 个氨基酸残基

的肽段，更易被机体吸收，发挥特殊的生物活性，F3组

分表现出较高的XOD抑制活性进一步印证了上述发现。

通过对现已报道的XOD抑制肽序列分析，发现XOD抑制

肽活性的高低不仅与疏水性氨基酸、芳香族氨基酸及其

残基含量有关，也受碱性氨基酸的影响[40]。F3组分所测

肽段中疏水性氨基酸、芳香族氨基酸和碱性氨基酸的相

对含量分别为18.24%、6.92%和13.21%，鉴于芳香族氨基

酸的相对含量较低，可以推断在抑制XOD活性方面，疏

水性氨基酸与碱性氨基酸可能发挥了更为显著的作用。 

表5肽序列中N-端和C-端的疏水性氨基酸占比高达44.86%

和33.14%，碱性氨基酸占比高达33.57%和39.29%，且

肽序列N-端Lys、Arg、Leu 3 种氨基酸含量最高。肽序

列C-端Lys、Val、Phe、Arg 4 种含量最高，均为疏水氨

基酸或碱性氨基酸，其中Lys的占比最高，肽序列含量

第一的肽段为Lys-Glu-Gly-Gly-Val-Leu-Pro-Gly-Ile-Lys 

（图5a），推测黑豆XOD抑制肽起到关键降尿酸作用的可

能是碱性氨基酸，具体的作用机制还有待进一步研究。
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图 4 F3组分基峰图

Fig. 4 Base peak chromatogram of F3

表 5 F3组分中含量前8的肽序列分析

Table 5 Sequence analysis of eight major peptides in F3

序列 长度 分子质量/Da 强度

KEGGVLPGIK 10 996.596 78 921 560 000

KKGGNGGLGGTQ 12 1 072.562 5 439 210 000

AGSERQKSSGAE 12 1 205.563 6 252 540 000

NTGSPITVPVGR 12 1 196.651 3 149 120 000

YYASF 5 649.274 78 135 480 000

QEVLGVGEQLDQ 12 1 313.646 3 104 640 000

WGNVNPIGVR 10 1 110.593 4 92 135 000

KNATIKDGTVI 11 1 158.660 8 58 473 000
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图 5 F3组分中含量前8的肽序列二级质谱图

Fig. 5 Secondary mass spectra showing the sequences major  

peptides in F3

3 结 论

本研究以黑豆蛋白为原料，以XOD抑制率和DH指

标优化出黑豆XOD抑制肽最优工艺参数：碱性蛋白酶加

酶量1.5%、酶解时间4 h、酶解温度50 ℃、pH 9.0、底

物质量分数3%，此条件下获得的XOD抑制率和DH分别

为73.61%和21.29%。在此基础上，黑豆酶解物经超滤

分离和XOD抑制能力分析得出，小分子肽在XOD抑制

活性中起关键作用，XOD抑制活性最高组分F3（IC50： 

8.76 mg/mL），其分子质量≤1 500 Da，该组分含有高

比例的疏水性氨基酸和碱性氨基酸，LC-MS/MS结果显

示，黑豆XOD抑制肽N-、C-端多以疏水性氨基酸和碱性

氨基酸为主。活性稳定性结果发现F3组分还具有良好的

热稳定性和体外消化稳定性。本研究结果可为黑豆蛋白

资源的开发利用提供新思路，为XOD肽类抑制剂的研究

提供一定的理论参考。
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