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摘　要：本文以核桃蛋白为原料制备对二肽基肽酶（Dipeptidyl peptidase-IV，DPP-IV）具有抑制作用的生物活性

肽。采用碱性蛋白酶进行酶解，通过单因素及响应面优化试验确定最佳酶解条件：底物浓度 2.23%（w/v）、酶添

加量 9100 U/g、酶解时间 180 min，该条件下水解度 DH为 25.47%，DPP-IV抑制率为 77.85%。进一步对核桃蛋白

酶解液进行分离纯化、鉴定、分子机制及二级结构等分析。结果表明，分子量<3 kDa的 U1组分表现出最高 DPP-
IV抑制活性（IC50=2.81 mg/mL）。通过 Sephadex C-25柱层析分离 U1后获得两个组分（F1和 F2），其中 F2组
分活性较高，检测到 6557个肽段，经计算机模拟方法筛选出 5个潜在降血糖肽。KFPF表现出最高的 DPP-IV抑

制活性（IC50=0.26 mg/mL)。分子对接表明，KFPF与 DPP-IV形成 6个氢键和 10个疏水相互作用。体外活性验证

表明，KFPF表现出竞争性抑制特性。此外，红外光谱结果显示，KFPF二级结构中 β-转角（82.03%）和 α-螺旋

（15.18%）的含量较高。表明肽段的 DPP-IV抑制活性可能与其 β-转角和 α-螺旋的含量有关。这些结果表明，KF-
PF具有作为潜在辅助降低血糖的功能活性。
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Abstract：This study isolated and characterized bioactive peptides with dipeptidyl peptidase-IV (DPP-IV) inhibitory activi-
ty from walnut protein hydrolysates. The hydrolysis process was optimized using response surface methodology with alka-
line protease, yielding optimal conditions as follows: Substrate concentration 2.23% (w/v), enzyme dose 9100 U/g, and hy-
drolysis  time 180 min.  Under  these  conditions,  the  degree  of  hydrolysis  reached 25.47%, and the  DPP-IV inhibition rate  
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was 77.85%. The hydrolysate was further separated, purified, and characterized. The fraction with molecular weight <3 kDa
(U1)  demonstrated  the  strongest  DPP-IV  inhibitory  activity  (IC50=2.81  mg/mL).  Subsequent  purification  of  U1  by
Sephadex C-25 column chromatography yielded two sub-fractions (F1 and F2), with F2 exhibiting superior activity. A total
of 6557 peptides were identified, and five potential hypoglycemic peptides were screened via in silico approaches. Among
these, the peptide KFPF showed the highest DPP-IV inhibitory activity (IC50=0.26 mg/mL). Molecular docking simulations
revealed that KFPF binds to DPP-IV via six hydrogen bonds and ten hydrophobic interactions. In vitro assays indicated that
KFPF acts as a competitive inhibitor. Furthermore, secondary structure analysis by infrared spectroscopy suggested a high
content  of  β-turn  (82.03%)  and  α-helix  (15.18%),  implying  a  possible  correlation  between  these  structural  features  and
DPP-IV  inhibition.  These  findings  demonstrated  that  KFPF  derived  from  walnut  protein  has  potential  as  a  functional
dietary component for blood glucose management.

Key words：walnut protein；enzymatic digestion；DPP-IV inhibitory peptide；molecular docking；secondary structure

目前，糖尿病（Diabetes mellitus，DM）已成为世

界上最严重、最常见的代谢疾病之一，也是导致死亡

的主要原因[1]。根据有关报道，2045年全球 20~79
岁糖尿病人群的患病率估计将上升至 7.832亿人[2]。

其中，二型糖尿病（Type 2 diabetes mellitus，T2DM）

占总糖尿病的 90%以上[3]。二肽基肽酶 IV（DPP-
IV）是一种普遍存在的蛋白酶，参与胰高血糖素样肽

1（GLP-1）和葡萄糖依赖性促胰岛素多肽（GIP）的降

解[4]。因此，DPP-IV是治疗 DM的重要靶点。通过

抑制 DPP-IV的活性可以防止肠促胰岛素的降解，从

而更好地实现血糖调节。目前，DPP-IV抑制剂包括

西格列汀、维格列汀和沙格列汀等。然而，这些化学

合成药物往往会产生许多副作用，例如，头痛、鼻咽

炎、上呼吸道感染和严重的过敏反应[5]。因此，寻找

DPP-IV抑制剂的潜在天然替代品势在必行。

近年来，由于食物来源的生物活性肽（BPs）的低

毒性、零毒性、潜在的抗高血压、抗氧化、抗肿瘤和抗

糖尿病作用，使人们对 BPs的研究兴趣日益增加[6]。

并且许多食品成分已被发现表现出出色的 DPP-IV
抑制能力，例如大豆、苦荞、蛋壳膜和牦牛血液等，都

是 DPP-IV抑制肽的潜在来源，它们几乎没有不良反

应，并且显示出帮助控制血糖水平的潜力[7]。ZHAO
等[8] 发现，通过细胞分析，市售大豆蛋白水解物具有

DPP-IV抑制活性。WU等[9] 从苦荞蛋白模拟胃肠

消化产物中鉴定出两种新型 DPP-IV抑制肽，并发现

它们显示出较好的降血糖应用潜力。ZHU等[10] 从

蛋壳膜水解物中鉴定出 3种高丰度的新型 DPP-
IV抑制肽（YPEPPPQ、HDGADVS和 VTDGQPH）。

ZHANG等[11] 也首次从牦牛血红蛋白中筛选并鉴定

出 2种 DPP-IV抑制肽。

核桃（Juglans regia L.）具有很高的药用价值，在

传统医学和功能食品中都得到了认可，是中国最有发

展前景的绿色营养保健品之一 [12]。核桃蛋白含

18种氨基酸，其组成非常均衡，是优质蛋白质的重要

来源[13]。核桃蛋白（Walnut protein，WP）具有极高的

利用价值，由核桃蛋白衍生出的核桃肽具有抗氧化，

降血糖，抗高血压及降尿酸等多种生物活性。CHEN
等[14] 从核桃蛋白水解物（WPHs）中分离出 3种新型

抗氧化肽，并且这三种肽在细胞水平上表现出优异的

抗氧化活性。KONG等[15] 首次从 WPHs中分离并

表征了 DPP-IV抑制肽，发现分子量较低、碱性氨基

酸残基较高的肽段具有较强的 DPP-IV抑制活性。

LIU等[16] 发现核桃蛋白水解物可通过抑制组织中血

管紧张素 I-转换酶（ACE）活性来达到降压作用。

ZHONG等[17] 发现核桃衍生肽可能与嘌呤形成非共

价复合物以减少其吸收，从而降低血清尿酸水平。尽

管如此，关于核桃肽的 DPP-IV抑制作用的研究仍然

相对有限。

分子对接可以用于预测小分子与蛋白之间的相

互作用，可以为了解生物活性分子的物理和化学性质

提供有价值的见解[18]。目前对 DPP-IV抑制肽的研

究多集中在其活性方面，而对其抑制机制及构效关系

的研究较少。因此，本研究的目的是通过酶解技术和

计算机辅助筛选，从核桃蛋白中制备 DPP-IV抑制

肽，评价其生物活性，并通过分子对接、抑制模式和

二级结构来探讨 DPP-IV抑制肽的作用机制和构效

关系。本研究旨在揭示 DPP-IV抑制肽的构效关系

和降血糖分子机制，并提供一种体外和计算机联合筛

选 DPP-IV抑制肽的方法，为 WP在工业生产中的高

值化利用提供理论指导。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

新疆薄皮核桃　新疆石河子农贸市场；碱性蛋

白酶（200000 U/g）、Gly-Pro-pNA　上海源叶生物公

司；DPP-IV酶　Sigma Aldrich（上海）公司；合成肽

段 KFPF、IFR、KGFL、KIPF、KLF　纯度>98%，上

海淘普生物科技有限公司；三羟甲基氨基甲烷　分析

纯，上海碧云天生物技术股份有限公司；浓盐酸、氢

氧化钠、氯化钠、冰乙酸　分析纯，天津市鑫铂特化

工有限公司；葡聚糖凝胶 C-25　北京普西唐生物科

技有限公司。

K3  Plus酶标仪　广东丹利科技有限公司；

LE204E电子分析天平　上海精密仪器仪表有限公

司；多 Wks900B/3S频超声设备　江苏五棵松生物

科技有限公司；VERTEX 70v傅立叶变换红外光谱

仪　德国布鲁克公司；雷磁 pHS-3C pH计　上海仪

电科学仪器股份有限公司；Stratos高速冷冻离心机
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　赛默飞世尔科技（中国）有限公司；HH-S2恒温磁

力搅拌水浴锅　江苏金怡仪器科技有限公司；DHP-
9082电热恒温培养箱　上海一恒科学仪器有限公

司；Q Exactive质谱仪　美国 Thermo Fisher Scientif-
ic；Easy-nLC 1200液相色谱仪　赛默飞世尔科技有

限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   WP的制备、酶解及其条件优化

 1.2.1.1   WP的制备　参考毛晓英等[19] 的方法，略作

修改。核桃去壳，置于 45 ℃ 左右烘干后将核桃仁去

皮，使用破碎机破碎去皮核桃仁，用正己烷以 1:6的

比例对核桃脱脂 2 h，然后抽滤，反复操作至正己烷

澄清，收集残渣于通风处挥干，过 80目筛即可得到

脱脂核桃粉，将其与去离子水以 1:20（w/v）进行混

合，使用 NaOH溶液将混合液的 pH调节到 10.5，在
室温下搅拌 1 h，以 7500 r/min转速离心 15 min得

到上清液；再用 HCl溶液将上清液的 pH调节到

4.5，室温下搅拌 1  h，以 7500  r/min的转速离心

15 min得到沉淀。将沉淀物的 pH调节至 7.0，冷冻

干燥后即为WP，−20 ℃ 保存。

 1.2.1.2   WP的酶解　根据我们前期的实验结果，采

用三频超声对核桃蛋白进行预处理，预处理时间为

25 min，功率为 300 W，碱性蛋白酶为水解用酶。首

先，将冻干后的 WP溶于蒸馏水（1:25，w/v）中混匀，

进行超声预处理，然后，在核桃蛋白溶液中加入碱性

蛋白酶（pH9.0，55 ℃）水解 180 min。酶解结束后，在

沸水浴中灭酶 10 min，随后冰水浴冷却，8000 r/min
离心 20 min，得到上清液，将其冷冻干燥即可得到核

桃蛋白水解物（WPHs），−20 ℃ 下保存备用。

 1.2.1.3   单因素实验　使用碱性蛋白酶（pH9.0，55 ℃）

进行酶解，选取酶解时间、底物浓度和加酶量为考察

因素，以 DH%和 DPP-IV抑制率为指标设计试验。

首先，在底物浓度为 2%、加酶量为 8000 U/g的条件

下，研究不同酶解时间（60、90、120、150、180 min）
对核桃蛋白酶解物 DH%和 DPP-IV抑制率的影

响。接着，在酶解时间为 120 min、加酶量为 8000 U/
g的条件下，研究不同底物浓度（0.5%、1.0%、1.5%、

2.0%和 2.5%）对核桃蛋白酶解物 DH%和 DPP-IV
抑制率的影响。最后，在酶解时间为 120 min、底

物浓度为 2%的条件下，研究不同加酶量（6000、
7000、8000、9000、10000 U/g）对核桃蛋白酶解物

DH%和DPP-IV抑制率的影响。单因素实验设计因

素与水平见表 1。

 1.2.1.4   响应面优化试验　在单因素实验的基础上，

固定超声辅助酶解条件：超声功率 300 W，超声时间

25 min，以酶解时间（A）、底物浓度（B）和加酶量（C）
为自变量，以水解度 DH（Y1）和 DPP-IV抑制率（Y2）

为响应值，使用 Design-Expert 8.0.6软件进行三因素

三水平的 Box-Behnken试验设计，优化酶解工艺，确

定制备 DPP-IV抑制肽的最佳酶解工艺条件。因素

水平设计见表 2。
  

表 2    三因素三水平响应面试验设计表
Table 2    Three factor and three level response surface

experimental design table

因素
水平

−1 0 1

A酶解时间（min） 120 150 180
B底物浓度（%） 1.5 2 2.5
C加酶量（U/g） 8000 9000 10000

 

 1.2.2   水解度的测定　根据 DONG等[20] 所描述的

pH-stat法，略作修改，在酶解前，调节溶液的 pH至

酶的最适 pH，并且在水解过程中不断滴加 0.1 mol/
L的 NaOH溶液，以保持溶液的 pH稳定，反应结束

后记录所用的碱液量。计算公式如下：

DH(%) =
c×V×100
α×m×htot

式（1）

式中：c为 NaOH的浓度（mol/L）；V是 NaOH
的消耗量（mL）；α 指 α-NH2 的解离度，1/α 为校准因

子，其中碱性蛋白酶为 1.01；中性蛋白酶为 2.27；复
合蛋白酶为 1.40；胰蛋白酶为 3.60；风味蛋白酶为

1.52。m是核桃蛋白质量（g）；htot 为核桃蛋白的肽键

数（mmol/g），7.35 mmol/g。

 1.2.3   DPP-IV抑制活性、IC50 值及抑制模式的测定

　根据 KOJIMA等[21] 的方法，略作修改。将样品溶

解在 Tris-HCl缓冲液（0.1 mol/L，pH8.0）中作为样品

溶液，使终浓度为 2 mg/mL。50 μL DPP-IV（15 U/
L）和 25 μL样品在 96孔板 37 ℃ 孵育 10 min。随

后加入 25 μL Gly-Pro-pNA（1.6 mmol/L）底物溶液，

并在 37 ℃ 孵育 60 min，随后加入 100 μL乙酸钠缓

冲液（1 mol/L，pH4.0）终止反应，用 96孔酶标板在

405 nm处测量吸光度。DPP-IV抑制率计算公式如

下式：

DPP-IV抑制率(%) =
Fcontrol − (Fsample −Fblank)

Fcontrol
×100

式（2）
式中：Fcontrol 指对照组在 405 nm处的吸光值；

Fsample 指样品组在 405 nm处的吸光值；Fblank 指空白

组在 405 nm处的吸光值。

在不同的样品浓度下，分别测定纯化步骤中不

同分子量的部分和纯肽的抑制活性，并使用 Graph-
Pad Prism10.4.1从水解产物或肽浓度（mg/mL）与抑

 

表 1    单因素实验因素水平表

Table 1    Single-factor test factor level table

水平
因素

酶解时间（min） 底物浓度（%） 加酶量（U/g）

1 60 0.5 6000
2 90 1.0 7000
3 120 1.5 8000
4 150 2.0 9000
5 180 2.5 10000
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制活性（%）的 s形剂量反应图中计算 IC50 值。

抑制模式的测定参考 LI等[22] 的方法，略作修

改。采用 Lineweaver-Buck方法分析 KFPF的抑制

类型。样品浓度为 0、0.26和 0.52 mg/mL，底物浓度

为 1~5 μmol/L。将样品与 Gly-Pro-pNA在 37 ℃ 下

孵育 30 min，使用酶标仪测定 405 nm处的吸光值。

 1.2.4   核桃 DPP-IV抑制肽的分离纯化及鉴定

 1.2.4.1   超滤　根据张丽娜[23] 的方法，略作修改。将

得到的核桃蛋白酶解液（WPHs）冷却至室温后依次

加入 10  kDa、5  kDa和 3  kDa的超滤管，在 4 ℃、

8000×g、20  min条件下进行超滤，收集得到 U1
（ <3  kDa）、U2（ 3~5  kDa）、U3（ 5~10  kDa）和 U4
（>10 kDa）四个组分，冷冻干燥后保存在−20 ℃ 用于

后续实验。

 1.2.4.2   离子交换分离　根据 KONG等[15] 的方法，

略作修改。采用去离子水对 Sephadex C-25阳离子

交换树脂平衡，之后将相对分子质量<3 kDa的肽溶

液上样。收集的组分记为 F1、F2，将两个组分分别

浓缩、冷冻干燥并保存在−20 ℃ 下备用。

 1.2.4.3   肽序列鉴定　将样品溶于 50  mmol/L的

NH4HCO3，向溶液中添加二硫苏糖醇（DTT）溶液，使

其最终浓度达到 10 mmol/L，然后将溶液在 56 ℃ 的

条件下水浴 1 h。接着，加入碘乙酰胺（IAM）溶液，让

其最终浓度为 55 mmol/L，并在避光的条件下进行

40 min的反应。对反应后所得到的产物实施脱盐处

理，之后将产物放置在 45 ℃ 的真空离心浓缩仪中，

使溶剂在真空环境下挥发至干。

用 Easy-nLC 1200液相色谱仪分析样品多肽序

列，将 5 μL样品上样至 RPLC C18（Acclaim PepMap，
150  μm×180  mm，3  μm）中。0.1%甲酸水溶液和

20%甲酸水溶液 -80%乙腈作为溶剂 B。流速

600 nL/min，4%~8% B 0~2 min，8%~28% B 2~45 min，
28%~40% B 45~55 min，40%~95% B 55~56 min，95%
B 56~66 min。水解物经高效液相色谱分离后通过 Q
Exactive质谱仪进行质谱分析，喷雾电压：2.2 kV，毛

细管温度：270 ℃，MS参数：分辨率：70000，400 m/z，
扫描范围：100.0~1500.0 m/z。MS/MS的参数：分辨

率 17500， 400  m/z， TopN： 20， NCE/steppedNCE：
28。对质谱原始文件使用 Byonic根据固定修饰

（Fixed modifications）：Carbamidomethyl（C），可变修

饰（Variable  modifications）：Oxidation（M），Acetyl
（N-term）等条件检索目标蛋白数据库。

 1.2.5   DPP-IV抑制肽的筛选　根据 WEI等 [24] 的

方法，略作修改。对纯化并鉴定后的活性肽进行有

关毒性和生物利用度的计算机筛选。首先，使用分子

对接进行结合能计算，确定所鉴定的肽的可能存在

的 DPP-IV抑制活性。然后将获得的多肽序列与

BIOPEP数据库和文献中报道过的多肽序列相比

较、去除。使用 PeptideRanker对肽进行分析，计算

肽的潜在生物活性，使用 PepDraw预测肽的疏水

性、等电点和净电荷，使用 Proteomics工具预测肽

的水溶性，使用 ToxinPred和 admetSAR@LMMD
（ https://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1）预测肽的毒

性。此外，在 SwissADME平台（http://www.swis-
sadme.ch/） 和 iDrug（ https://drug.ai.tecent.com/con-
sole/cn/admet）上进行了多肽的药代动力学测试。其

中，在 admetSAR@LMMD网站上，当 Druglikeness
中的 Lipinski显示为“Yes”时，即可以保留作为

DPP-IV抑制肽的潜在活性多肽。

 1.2.6   多肽合成　采用固相法对筛选所得肽段进行

人工合成（纯度>98%），通过 LC-MS和 HPLC法确

定肽段分子量和纯度（委托上海淘普生物科技有限公

司完成）。首先将树脂溶胀，然后接第一个氨基酸，经

过脱保护、检测、洗、缩合等步骤后，从树脂上切割

多肽、吹干洗涤，并用 HPLC纯化多肽，最后将纯化

后的溶液冷冻干燥，得到粉末状多肽，密封包装，于

−20 ℃ 保存备用。

 1.2.7   分子对接　根据 HUO等[25] 的方法，略作修

改。以 DPP-IV（PDB ID：5J3J）作为分子对接的受体

蛋白，以 KFPF、IFR、KGFL、KIPF、KLF、IPI作为

分子对接的配体分子。在蛋白晶体结构数据库

（PDB）寻找对应的标准基因名，查询对应的受体蛋

白，物种选择为“homo sapiens”，下载受体蛋白的

pdb格式文件，用 pymol软件对其进行去水、删除配

体及离子处理；借助 PubChem数据库，通过查询配

体分子 IPI的 3D模型图，下载为 SDF格式文件，同

时对所有 SDF格式文件的配体分子导入到 Chem3D
软件中进行能量最小化处理（mm2）并转变为 pdb格

式文件，将受体蛋白和配体分子的 pdb格式文件导

入 AutoDockVina中进行分子对接前处理（转化为

pdbqt），之后开展半柔性（分子构象可以扭转、蛋白保

持不变）分子对接，根据共结晶配体的位置定义对接

网格：网格盒尺寸为 x=90.0，尺寸 y=80.0，尺寸 z=
126.0，网格盒中心为 x=28.879，y=−2.763，z=72.412。
将分子对接的结果数据保存，并在 PyMOL软件

（3D绘图）与 Ligplus软件（2D绘图）中进行可视化

处理。

 1.2.8   傅里叶变换红外光谱（FTIR）　根据 ZHAO
等[26]的方法，略作修改。将冻干后的多肽样品与溴化

钾压制成 1~2 mm厚的薄片后进行扫描，FTIR光谱

记录范围为 400~4000 cm−1，分辨率为 4 cm−1。使用

PeakFit 4.12和 Omnic软件进行分析。

 1.3　数据处理

使用 SPSS 27.0.1软件在 P<0.05的显著性水平

下对数据做单因素方差分析（ANOVA），使用 Graph-
Pad Prism 10.4.1进行 IC50 值分析。所有试验均重

复三次，数据显示为标准差±平均值。

 2　结果与分析

 2.1　核桃蛋白水解物的制备

 2.1.1   单因素实验结果　酶解可以很好的将蛋白质
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中的 DPP-IV抑制肽释放[27]。酶解时间对 WP水解

度 DH和 DPP-IV抑制活性的影响结果如图 1A所

示，水解度随着酶解时间的增加表现出逐渐增加的趋

势，而 DPP-IV抑制率随着酶解时间的增加表现出先

增加后减少的趋势，并在 150 min的时候达到最大

值 69.46%。酶解程度随着酶解时间的增加而加大，

因此水解度 DH和 DPP-IV抑制率逐渐增加。然而，

随着酶解时间的延长，核桃蛋白的酶切位点逐渐减

少，产生的具有 DPP-IV抑制活性的多肽也相应减

少，因此 DPP-IV抑制率有所降低。综合考虑酶解时

间对 WPHs的 DPP-IV抑制活性的影响，选择 120~
180 min的酶解时间进一步试验。

图 1B为底物浓度对 WP水解度 DH和 DPP-
IV抑制率的影响。结果表明，过低的底物浓度会使

酶和底物结合不充分从而导致水解反应速度降低，而

底物浓度过高时，酶的活性位点基本已和底物结合，

酶解反应趋于极限[28–29]。如图 1B所示，总体上水解

度 DH和 DPP-IV抑制率随底物浓度的增大而上升，

当底物浓度为 2%时，DPP-IV抑制率达到最大值

71.17%，此时水解度也达到最大值 24.64%。然而当

继续增加底物浓度时，水解度 DH和 DPP-IV抑制率

则都有所下降。综合考虑底物浓度对 WPHs的
DPP-IV抑制率的影响，选择 1.5%~2.5%的底物浓度

进一步试验。

加酶量对 WP水解度 DH和 DPP-IV抑制率的

影响结果见图 1C。水解度 DH和 DPP-IV抑制率随

加酶量的增加均表现出先增加后减少的趋势，并分别

在 8000 U/g（21.36%）和 9000 U/g（71.95%）的时候

达到最大值。加酶量增加导致核桃蛋白和酶的接触

机率增大，具有 DPP-IV抑制活性的多肽也随之增

加[30]。然而继续增加加酶量会导致多肽过度酶解为

分子量更小的活性减少或无活性的肽段甚至是游

离氨基酸，DPP-IV抑制率就会有所降低[31]。综合考

虑加酶量对 WPHs的 DPP-IV抑制活性的影响，选

择 8000~10000 U/g的加酶量进一步试验。

 2.1.2   响应面分析

 2.1.2.1   双响应面试验设计与结果　在单因素实验

的基础上，以水解度 DH和 DPP-IV抑制率为双响应

值，运用 Design-Expert 8.0.6软件进行响应面试验，

试验结果见表 3，方差分析见表 4、表 5。

将表 3试验结果通过 Design-Expert 8.0.6软件

经多元回归拟合及方差分析，得到实验因素对 Y1（水
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图 1    酶解单因素实验结果

Fig.1    Results of the one-factor test for enzymatic digestion
注：A. 酶解时间；B. 底物浓度；C. 加酶量；不同小写字母代表组间差异显著（P<0.05）。

 

表 3    响应面试验设计与结果

Table 3    Design and results of response surface methodology

实验号
A酶解时间

（min）
B底物浓度

（%）
C加酶量
（U/g）

水解度
Y1（%）

DPP-IV抑制率
Y2（%）

1 120 1.5 9000 21.14 73.89
2 180 1.5 9000 25.48 75.77
3 120 2.5 9000 23.42 74.71
4 180 2.5 9000 28.03 77.2
5 120 2 8000 20.27 71.93
6 180 2 8000 25.22 75.09
7 120 2 10000 21.23 74.31
8 180 2 10000 25.67 75.25
9 150 1.5 8000 19.06 75.43
10 150 2.5 8000 20.76 76.09
11 150 1.5 10000 20.85 74.57
12 150 2.5 10000 22.47 77.71
13 150 2 9000 23.64 80.65
14 150 2 9000 22.58 80.51
15 150 2 9000 21.85 81.37
16 150 2 9000 22.33 80.63
17 150 2 9000 23.57 80.73

 

表 4    基于水解度 DH的方差分析表

Table 4    ANOVA table based on hydrolysis degree DH

来源 离差平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 81.84 9 9.09 19.14 0.0004 **
A酶解时间 42.04 1 42.04 88.51 <0.0001 **
B底物浓度 8.30 1 8.30 17.48 0.0041 **
C加酶量 3.01 1 3.01 6.34 0.0399 *

AB 0.0182 1 0.0182 0.0384 0.8503
AC 0.0650 1 0.0650 0.1369 0.7223
BC 0.0016 1 0.0016 0.0034 0.9553
A2 17.15 1 17.15 36.09 0.0005 **
B2 0.3652 1 0.3652 0.7687 0.4097
C2 12.38 1 12.38 26.05 0.0014 **

残差 3.33 7 0.4750
失拟项 0.8552 3 0.2851 0.4616 0.7242
纯误差 2.47 4 0.6175
总和 85.17 16

R2=0.9610 R2
Adj =0.9108  C.V.%=3.02

注：P<0.01表示极显著，以**表示，P<0.05表示显著，以*表示；表5同。

第  47 卷  第  12 期 江依建 ，等： 核桃源 DPP-IV抑制肽的制备、分离纯化、鉴定及机制研究 · 239 · 



解度 DH）和 Y2（DPP-IV抑制率）的拟合方程分别为：

Y1=−96.51−0.57A+6.44B+0.03C+0.45×10
−2AB−

4.25×10−6AC−0.04×10−3BC+0.22×10−2A2−1.18B2−
1.72×10−6C2

Y2=−295.44+1.38A+17.47B+0.06C+0.01AB+
0.18×10−4AC+0.12×10−2BC−0.40×10−2A2−7.16B2−
3.04×10−6C2

 2.1.2.2   方差分析　以 A（酶解时间）、B（底物浓

度）、C（加酶量）为自变量，以 DH和 DPP-IV抑制率

为响应值，利用 Design-Expert 8.0.6软件进行方差分

析，结果见表 4和表 5。两个模型的 P 值均小于

0.05，说明两个模型均显著，两个模型失拟项 P 值均

不显著，表示回归模型预测值与实测值的拟合水平较

高，可靠性强[32]。由表 4和表 5可知，两个模型的相

关系数 R2 均>0.95，说明相关度好。因此，该模型可

用于预测和分析 WP酶解工艺。各因素对 DH的响

应：A、B、A2、C2 达到极显著（P<0.01），C为显著

（P<0.05），表明酶解时间、底物浓度和加酶量对

WPHs的 DH影响显著；对 DPP-IV抑制率的响应：

A、B、A2、B2、C2 达到极显著（P<0.01），C、AC、BC
为显著（P<0.05），表明酶解时间、底物浓度、加酶量、

酶解时间和加酶量的交互作用以及底物浓度和加酶

量的交互作用对 WPHs的 DPP-IV抑制活性影响显

著[33]。F 值可以反映出各因素对试验指标的重要性，

F 越大表明此因素对试验指标的影响越大[34]。由

F 值可以看出，各因素对 DH响应值影响的顺序为：

酶解时间>底物浓度>加酶量，对 DPP-IV响应值影

响的顺序为：酶解时间>底物浓度>加酶量。

 2.1.2.3   模型验证　由方差分析可知，各因素对

WPHs的 DH与 DPP-IV抑制率的影响效果一致，

而本文主要是制备 DPP-IV抑制肽，因此以 DPP-
IV抑制率为主要指标得到最优酶解条件，利用软件

对响应面结果分析，我们得到酶解的最佳理论条件

为：底物浓度 2.23%（w/v），加酶量 9100 U/g，酶解时

间 180 min，其理论 DPP-IV抑制率为 78.93%，该条

件下的理论水解度 DH为 26.84%。对 WP酶解最

佳工艺参数进行验证实验，测得水解度 DH为

25.47%，DPP-IV抑制率为 77.85%，与理论值差异不

显著，说明有较好的拟合性。

 2.2　核桃蛋白 DPP-IV抑制肽的分离纯化及鉴定

 2.2.1   核桃蛋白 DPP-IV抑制肽的分离纯化　将

2.1.2.3中碱性蛋白酶水解 180 min得到的 WPHs进

行超滤，得到 U1（<3 kDa）、U2（3~5 kDa）、U3（5~

10 kDa）、U4（>10 kDa）四个组分，图 2A显示了各组

分的 DPP-IV抑制率及 IC50 值。超滤结果显示，U1

组分的 DPP-IV抑制活性显著优于其他各组（IC50=

2.81±0.1  mg/mL）。说明相对分子量较低的 DPP-

IV抑制肽的生物活性较高[35]。ZHANG等[36] 也报道

了相同的结果。图 2B为离子交换分离洗脱图。用

Sephadex C-25分离 U1后，共得到两个组分：F1和

F2，其 DPP-IV抑制率与 IC50 值见图 2C。F2组分

（IC50=1.47±0.23  mg/mL）明显优于 F1组分（IC50=

2.01±0.31 mg/mL），也明显优于 U1组分，说明离子

交换分离的效果较好[37]。因此，我们选择 F2组分进

行肽序列鉴定。

 2.2.2   核桃蛋白 DPP-IV抑制肽的鉴定　从 F2组分

中检测到 6557个肽序列，图 2D为 F2组分的总离

子流图。图 2E显示 F2中肽段的分子量主要集中在

小于 1 kDa的部分（88.80%）。WANG等[38] 和 LIU
等 [39] 也得出了同样的结论，他们发现分子量<
1  kDa的 DPP-IV抑制肽具有相对较好的生物活

性。图 2F显示了 F2 中的多肽的长度主要集中在

 

表 5    基于 DPP-IV抑制率的方差分析表

Table 5    ANOVA table based on DPP-IV inhibition rate

来源 离差平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 135.90 9 15.10 90.47 <0.0001 **
A-酶解时间 8.97 1 8.97 53.73 0.0002 **
B-底物浓度 4.58 1 4.58 27.41 0.0012 **
C-加酶量 1.36 1 1.36 8.16 0.0245 *

AB 0.0930 1 0.0930 0.5573 0.4797
AC 1.23 1 1.23 7.38 0.0299 *
BC 1.54 1 1.54 9.21 0.0190 *
A2 54.42 1 54.42 326.08<0.0001 **
B2 13.49 1 13.49 80.85 <0.0001 **
C2 38.85 1 38.85 232.79<0.0001 **

残差 1.17 7 0.1669
失拟项 0.7055 3 0.2352 2.03 0.2520
纯误差 0.4629 4 0.1157
总和 137.06 16

R2=0.9915 R2
Adj=0.9805 C.V.%=0.5319
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3~6肽[40]。这与 CHEN等[41] 和 GUAN等[42] 的报道

一致，他们发现降血糖肽的结构通常由 2~25个蛋白

残基组成。

肽的筛选流程如图 3所示。首先，将分离纯化、

鉴定后的多肽序列，使用分子对接进行结合能计算，

以确定可能存在的 DPP-IV抑制活性的多肽，筛选出

1401条可能具有极高 DPP-IV抑制活性的多肽[43]。

再利用 BIO-UWM数据库和相关文献，从 1401个

肽中鉴定出 1379个新的、未报道的肽，用于后续筛

选 [44]。随后，利用 PeptideRanker和 PepDraw网站

预测 1379个多肽的生物活性和疏水性。已知的最

高生物活性评分为 1.0，水溶性高的多肽更容易被吸

收[45]。筛选出 539个生物活性大于 0.8的多肽，然后

对这些多肽的水溶性进行预测，得到 78个具有良好

的水溶性和显著生物活性的多肽。当预测其肽毒性

时，将具有毒性的肽剔除[18]。在比较剩余肽的人体肠

道吸收（HIA）、口服生物利用度（HOB）、Caco-2细胞

通透性、血浆蛋白结合（PPB）和血脑屏障通透性

（BBBP）水平后[12]，最终选择了 5条具有潜在的良好

生物活性的肽。表 6显示了与肽相对应的具体信息。
 

 

表 6    核桃蛋白 DPP-IV抑制肽的理化性质、消化阻力、
运输、吸收和毒性

Table 6    Physicochemical properties, digestive resistance,
transport, absorption and toxicity of walnut protein DPP-IV

inhibitory peptide

项目 IPI KFPF IFR KGFL KIPF KLF

分子量（Da） 341.45 537.66 434.54 463.58 503.64 406.53
生物活性得分 0.47 0.98 0.9 0.86 0.85 0.81

溶解性 良好 良好 良好 良好 良好 良好

毒性 无毒 无毒 无毒 无毒 无毒 无毒

Caco-2 渗透性（×10−6） 3.15 0.55 0.54 0.42 0.8 0.54
CYP 2D6 抑制 无 无 无 无 无 无

CYP 3A4 抑制 无 无 无 无 无 无

HIA 1 0.95 1 1 0.99 1
HOB（%） 47 11 13 16 14 22
PPB（%） 33 70 43 61 50 67
BBBP 0.18 0.08 0.11 0.18 0.07 0.18

注：IPI指经典的DPP-IV抑制剂二肽素A（Ile-Pro-Ile）。
 

筛选得到的 5个 DPP-IV抑制肽具有良好的水

溶性，说明容易被肠道快速吸收。这 5种 DPP-IV抑

制肽的序列长度均在 3~5个氨基酸范围内。这与

GUAN等[42] 的研究结果一致，他们发现短链肽在体

内更稳定，更容易被吸收，且可能会有更好的 DPP-
IV抑制活性。此外，所有化合物都显示出对人体肠

道有益。它们均显示出良好的药代动力学，这预示

着筛选出来的五个肽可能在药物开发和利用中有更

好的应用潜力。

 2.3　DPP-IV抑制肽的抑制机制

采用分子对接方法分析 DPP-IV抑制肽与 DPP-
IV的作用机制，同时也可以验证肽筛选的结果是否

可靠。分子对接可视化见图 4，其中，最左侧图中，二

肽基肽酶 IV（DPP-IV）的三维蛋白结构以粉色显示，

多肽的小分子结构以绿色呈现。中间的图代表

DPP-IV通过黄线连接的氨基酸残基和蓝线表示的

氢键与多肽结合。最右侧图表示多肽通过氢键和疏

水作用与 DPP-IV结合的氨基酸残基位点名称，绿色

虚线及绿色氨基酸残基位点名称代表氢键，红色睫毛

图及其黑色氨基酸残基位点名称代表疏水相互作用。

MENG等[46] 的研究结果表明，氢键相互作用对肽
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图 2    核桃蛋白酶解物的分离纯化及鉴定结果

Fig.2    Results of separation, purification and identification of walnut protease hydrolysates
注：A. 不同超滤组分的二肽基肽酶 IV（DPP-IV）抑制率及 IC50 值；B. 经 Sephadex C-25凝胶纯化的 U1（<3 kDa）组分色谱图；C.
U1（<3 kDa）、F1、F2组分的二肽基肽酶 IV（DPP-IV）抑制率及 IC50 值；D. F2组分总离子流色谱图；E. F2组分中所鉴定肽段的分
子量范围分布；F. F2组分中所鉴定肽段的长度分布；不同字母表示统计学显著差异（P<0.05）。

 

图 3    筛选流程图

Fig.3    Screening flowchart
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的 DPP-IV抑制活性有重要贡献，键数量越多，表明

DPP-IV 与肽的结合越有效，抑制作用也就越显著。

YANG等[47] 也得到了相同的结果，他们发现具有较

多氢键的 DPP-IV抑制肽具有更高的抑制活性。如

图 4A所示，KFPF与 DPP-IV的氨基酸残基 Phe695

（键长：2.3 Å）、Asp729（键长：2.4 Å）和 Gln731（键长：

2.1 Å、2.4 Å）形成了 6个氢键。通过 Glu699、His757

和 Gln761等 10个氨基酸残基与 DPP-IV形成疏水

相互作用。

IFR（图 4B）与 DPP-IV的氨基酸残基 Gln761

（键长：2.8 Å）、Lys696（键长：2.2 Å、2.3 Å）和 Phe695

（键长：2.0 Å、2.5 Å）结合，形成 8个氢键和 6个疏

水作用。KGFL（图 4C）与 DPP-IV的氨基酸残基

His740（键长 3.2 Å）、Tyr547（键长 2.4 Å）、Asn710（键

长 2.8 Å）和 Arg125（键长：3.2 Å）结合，形成 10个氢

键和 10个疏水作用。KIPF（图 4D）与 DPP-IV的氨

基酸残基 His754（键长：2.4 Å）、Gln761（键长：2.8 Å）

和 Gln731（键长：3.0 Å）结合，形成 8个氢键和 8个

疏水作用。KLF（图 4E）与 DPP-IV的氨基酸残基

Glu205（键长：2.1 Å）、Arg669（键长：3.0 Å、3.3 Å）和

Arg358（键长：2.9 Å）结合，形成 5个氢键和 9个疏水

作用。对接结果见表 7。一般情况下，结合能<

−4 kcal/mol则表明其结合的较好[48]。如表所示，5个

肽的结合能均为负值 （ −6.6~−7.3  kcal/mol） ，表

明它们均能与 DPP-IV紧密的结合[49]。其中 KFPF、

IFR、KGFL、KIPF与 DPP-IV对接后的结合能均≤

−7 kcal/mol，表明对接强烈，其活性较好，且构象稳

定[18]。这些结果表明，计算机筛选出来的 5个肽具

有较好的潜在 DPP-IV抑制活性，但其实际抑制能力

需要通过实验验证。
 
 

表 7    分子对接结果
Table 7    Molecular docking results

多肽序列
结合能

（kcal/mol）
氢键数量 氢键键长（Å）

疏水氨基酸
残基

KFPF −7.0 6 2.1、2.3、2.4、2.4 10

IFR −7.3 8
1.8、2.0、2.2、2.3、2.3、2.4、

2.5、2.8、2.8、3.2、3.3 6

KGFL −7.3 10
2.1、2.3、2.4、2.5、2.7、2.8、

3.2、3.2 10

KIPF −7.1 8 2.2、2.4、2.4、2.8、3.0、3.3 8

KLF −6.6 5 2.1、2.9、3.0、3.3 9
 

 2.4　DPP-IV抑制肽的体外活性

体外活性实验（表 8）显示，KFPF的抑制活性最

高，IC50 值为 0.26  mg/mL，并且显著优于 ZHENG

等 [50] 从牛奶中鉴定出的 DPP-IV抑制肽 GPFPIIV

（IC50=0.30  mg/mL）和 DAI等 [51] 从高粱中获得的

DPP-IV抑制肽（IC50=0.48 mg/mL）。其次是 KIPF

（IC50=0.49 mg/mL）、KGFL（IC50=1.46 mg/mL）、IFR

（IC50=4.74 mg/mL）、KLF（IC50=9.35 mg/mL）。这与

基于分子对接结合能评分的预测结果不一致。出现

这种现象的原因可能是该软件对抑制肽的空间构型

进行了自动优化。ASHOK等[52] 同样发现来自牛乳

蛋白的 DPP-IV抑制肽的分子对接评分与多肽实际

的活性之间没有相关性。DHAOUAFI等[53] 揭示了

DPP-IV的大多数肽抑制序列中存在一种或多种疏

水氨基酸。这是因为疏水氨基酸在结合时能够更紧

密地与 DPP-IV的相关活性口袋结合，从而表现出更

 

A DPP-Ⅳ-KFPF

B DPP-Ⅳ-IFR

C DPP-Ⅳ-KGFL

D DPP-Ⅳ-KIPF

E
DPP-Ⅳ-KLF

图 4    五种 DPP-IV抑制肽与 DPP-IV结合的分子对接结果

Fig.4    Molecular docking results of five DPP-IV inhibitory
peptides bound to DPP-IV

 

表 8    多肽的体外活性和 IC50 值

Table 8    In vitro activity and IC50 values of peptides

多肽序列 DPP-IV（%）（2 mg/mL） IC50值（mg/mL）

KFPF 96.91±2.09a 0.26±0.03d

IFR 54.37±3.32d 4.74±0.51b

KGFL 70.51±2.85c 1.46±0.18c

KIPF 89.08±1.78b 0.49±0.05d

KLF 38.67±0.42e 9.35±0.36a

注：表中字母表示同一列之间的差异显著性（P<0.05）。
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好地抑制活性。并且 ZHANG等[11] 发现，肽段序列

中带有 Pro或 Ala残基的肽可以作为强 DPP-IV抑

制剂。所筛选出的 5条肽段中，KFPF和 KIPF均含

有 3个疏水氨基酸，且均含有脯氨酸，这可能是 KF-
PF和 KIPF抑制活性较高的原因。

 2.5　DPP-IV抑制肽的二级结构分析

肽的生理活性与其结构有着密不可分的关系。

FTIR光谱法适用于所有氨基酸残基，是研究肽的二

级结构的有力手段[22]。酰胺 I波段（1600~1700 cm−1）

主要是 C=O的伸缩振动，对研究肽的二级结构具有

重要意义。如表 9所示，通过对酰胺 I带的分析发现，

DPP-IV抑制活性最高的 KFPF由 β-转角（82.03%±
0.36%）、α-螺旋（15.18%±0.49%）和 β-折叠（2.38%±
0.02%）组成。其中，β-转角和 α-螺旋结构的总含

量 KFPF与 KIPF较高。这表明 β-转角和 α-螺旋结

构可能与 DPP-IV抑制活性相关。KGFL的 β-转角

含量低于 KFPF和 KIPF，其 DPP-IV抑制活性也低

于 KFPF和 KIPF。IFR中主要由 β-转角（92.39%±

0.70%）构成，未检出 α-螺旋，其 DPP-IV抑制活性明

显低于 KFPF和 KIPF。KLF中的 α-螺旋与 β-转角

的总含量最低（6.25%±0.34%），其 DPP-IV抑制活性

也最低。ZHANG等[54] 发现从薏苡仁蛋白中分离的

DPP-IV抑制肽的活性与其 β-转角结构直接相关。

HE等[55] 研究了牛皮肤胶原 DPP-IV抑制肽的二级

结构，也得到了相同的发现。本研究通过合成 5种

DPP-IV抑制肽的二级结构，发现 β-转角和 α-螺旋结

构是核桃蛋白中 DPP-IV抑制肽的重要组成部分。

 
 

表 9    五种 DPP-IV抑制肽的二级结构

Table 9    Secondary structures of five DPP-IV inhibitory peptides

二级结构 KFPF IFR KGFL KIPF KLF

β-折叠（%） 2.38±0.02c 7.77±0.15b 59.54±0.08a − 93.64±0.49a

随机线圈（%） − − − − −
α-螺旋（%） 15.18±0.49a − − 12.48±0.09b 6.25±0.34c

β-转角（%） 82.03±0.36c 92.39±0.70a 40.38±0.79d 87.40±0.85b −

注：不同字母表示同一行数据之间的差异显著性（P<0.05）；“−”表示无数据。

 

 2.6　KFPF抑制模式

通过 Lineweaver-Buck图谱法测定了 KFPF的

抑制模式。如图 5所示，随着 KFPF的质量浓度增

加，斜率逐渐增大，但与纵轴的交点位置保持不变，这

表明抑制剂浓度升高、Km 值增大而 Vmax 保持恒定，

属于典型竞争性抑制类型。该现象表明 KFPF通过

与 DPP-IV活性位点相互作用，抑制了 DPP-IV与底

物的反应。ZHAO等[8] 从豌豆蛋白中分离的多肽

YPR也通过竞争性抑制作用表现出较高的 DPP-

IV抑制活性。DU等[56] 也在从羊奶乳清蛋白中发现

的高活性 DPP-IV抑制肽 SPPEFLR对 DPP-IV表

现出竞争性抑制。
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图 5    KFPF的抑制模式
Fig.5    Inhibition pattern of KFPF

 

 3　结论
本研究以核桃蛋白为对象，结合酶解条件优化、

分离纯化、筛选以及活性验证鉴定出 5条 DPP-
IV抑制肽：KFPF、IFR、KGFL、KIPF和 KLF。通过

单因素结合响应面优化试验，得到碱性蛋白酶水解核

桃蛋白的最优条件：底物浓度 2.23%（w/v）、酶添加

量 9100 U/g、酶解时间 180 min，该条件下水解度 DH
为 25.47%，DPP-IV抑制率为 77.85%。分子对接分

析表明，这些肽段主要通过氢键和疏水相互作用与

DPP-IV结合，产生 DPP-IV抑制作用。随后通过红

外光谱分析，探讨了多肽二级结构与 DPP-IV抑制活

性的关系。分析发现 β-转角和 α-螺旋结构与其

DPP-IV抑制活性紧密相关。此外，还发现 KFPF通

过与底物竞争结合 DPP-IV，具有最好的 DPP-IV抑

制活性，其 IC50 值为 0.26 mg/mL。这些结果将为核

桃蛋白 DPP-IV抑制肽作为功能性食品成分预防和

辅助治疗 2型糖尿病提供一些见解，但本研究仍存

在一些不足，KFPF的生物稳定性和体内降血糖效果

有待进一步研究。
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