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摘  要: 乳清是生产干酪及干酪素过程中获得的大量液态副产物, 含有丰富的营养成分, 其主要成分乳清蛋白

的营养价值极高。随着近年来小肽生物活性功能研究的开展, 对于乳清蛋白水解物中功能性多肽的研究成为主

要方向。近年来的研究中发现乳清蛋白中含有多种生物活性肽, 包括 ACE 抑制肽、抑菌肽、抗病毒肽、抗氧

化活性肽及其它活性肽。目前, 国内外有关 ACE 抑制肽的研究较多, 而对降胆固醇肽的研究多是以大豆蛋白

为原料, 而更具有研究价值的乳清蛋白源降胆固醇肽研究较少。本人以乳清蛋白为原料, 对其酶解产物的降胆

固醇活性肽进行分离制备, 既充分利用了干酪的副产物, 减少了资源浪费和环境污染, 又能提供一种新型降胆

固醇功能产品, 为商业化开发乳清蛋白降胆固醇功能产品提供理论依据。本文结合本人对降胆固醇肽的研究, 

综述了乳清蛋白源功能性多肽的制备、分离纯化技术及其活性多肽的研究概况。 
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ABSTRACT: With the development of research on biological activity of small peptides in recent years, re-
search on functions of whey protein hydrolysate peptides become hot. Whey is a liquid by-product obtained in 
the process of cheese and casein. Whey is rich in nutrients, and its main component is whey protein which has a 
high nutritional value. Recent studies have found that whey protein contains a variety of bioactive peptides, in-
cluding antihypertensive peptides, antimicrobial peptides, antiviral peptide, antioxidant activity peptides and 
other bioactive peptides, and has been a hot research. At present, there are many studies on the antihypertensive 
peptides at home and abroad, and there are fewer studies on hypocholesterolemic peptides. Most of studies 
about hypocholesterolemic peptides are about soy protein. However, whey protein hypocholesterolemic pep-
tides have more research value, in fact. In this experiment, whey protein was as raw material, hypocholestero-
lemic peptides were separated and prepared from its hydrolysates. In this subject, by-product of cheese was full 
used, it not only reduced waste of resources and environmental pollution, but also provided a theoretical basis 
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for the commercial development of hypocholesterolemic functional products. This paper reviews the whey 
protein source of functional polypeptides preparation, separation and purification technology and research sta-
tus of active peptides. 
KEY WORDS: whey protein; bioactive peptides; bioactivity 
 
 

 
 

1  引 言 

随着人们生活水平的日益提高, 使得人们更加注
意自己的身体健康 , 想在不食用药物治疗的条件下 , 
通过食用无毒、无副作用的非药物制品达到良好的保

健效果。因此, 寻找副作用小且易吸收的天然物质, 探
索其调节身体机能的作用及分子机制, 是目前研究防
治高血压、动脉粥样硬化、神经系统、胃肠道系统等

疾病发生发展的热点和目标[1]。相对于药物治疗, 食品
源功能性多肽类产品具有更好的安全性[2]。随着近年来

小肽生物活性功能研究的开展, 己经证明许多小肽分
子不仅能提供人体生长、发育所需的营养物质与能量, 
更为重要的是其还具有潜在的降血压、抑菌、促进生

长、增强机体免疫能力、镇静、降低胆固醇、改善物

质代谢等功能[3]。生物活性肽作为一个具有很大潜力的

功能性因子, 成为医药、食品及动物营养等领域研究
的一个热点, 引起越来越多的注意和重视。乳清是工

业化生产干酪及干酪素的副产品。工业化生产 1 吨干
酪就会排放 9吨乳清, 因此乳清的资源十分丰富[4]。从

乳清中分离所得的乳清蛋白广泛用于乳产品加工中。

近年来 , 随着乳源性活性肽研究与产品开发的兴起 , 
除酪蛋白外, 乳清蛋白已被证实含有很多潜在的生物
活性肽段(见图 1), 成为近几年来国外的研究热点[5]。

这为进一步提升乳清蛋白产品的营养功能, 提高乳清
蛋白产品的利用价值及附加产值提供了新的思路和方

法。人们对乳清蛋白的功能特性的认识正逐步向其水

解产生的多肽生物学性质研究方面转移, 但相对于食
品蛋白源生物活性肽, 目前国际乳清蛋白源生物活性
肽单体纯化分离的研究较少[6]。国家发展改革委、工业

和信息化部组织制定的《食品工业“十二五”发展规

划》指出要大力开发乳蛋白、乳清制品等相关产品, 延
长乳制品加工产业链[7]。因此, 本文将结合本人的部分
研究, 对国、内外乳清蛋白水解制备功能性多肽的研
究现状做一综述。 

 

图 1  乳清蛋白源功能性多肽的生物活性框架 
Fig. 1  Physiological framework of bioactivity of whey peptides. 
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2  乳清蛋白生物活性肽的研究进展 

目前得到的乳清蛋白生物活性肽的作用主要有 : 
抑菌、抗病毒、免疫调节、神经调节、ACE抑制、降胆

固醇、降血糖等功能[8-15], 见表 1。 
 

表 1  乳清蛋白水解产生的生物活性肽的功能及其可能机制 
Table 1  The function and possible mechanism of Bioac-

tive peptides from whey protein hydrolysis 
肽的名称/序

列 
生物学功能 可能的机制 

f(142–148) ACE抑制 抑制血管内皮素(ET-1)的释放

α-Lactorphin 
f(50–53) ACE抑制 一氧化氮敏感的机制(体内) 

β-Lactorphin 
f(10–105 ACE抑制 神经降压素受体介导的 NT2

β-Lactotensin 
f(146–149) ACE抑制 神经降压素受体介导的 NT2

α-Lactorphin; 
β-Lactorphin; 
serophin 

类鸦片活性肽 
通过阻断阿片受体拮抗剂纳

洛酮降低血压 

Albutensin 类鸦片活性肽 通过补充 C3a和 C5a受体 

糖巨肽 
镇痛 
调节食物摄入量 
调节食物摄入量 

通过神经降压素和多巴胺拮

抗剂受体介导的 NT2和 D1 
通过补充受体介导的 C3a 
缩胆囊素的释放 

 

2.1  乳清蛋白肽抑菌、抗病毒、抗肿瘤活性的

研究现状 

乳清蛋白中的乳铁蛋白具有抑制细菌生长和病毒

繁殖的作用。乳铁蛋白能够清除体内部分致病菌生长所

需要的铁离子, 其消化产物乳铁转运蛋白也可抑制多
种致病菌的生长繁殖。2007年, Miralles等[16]研究证实

糖基化的β-乳球蛋白对大肠杆菌具有杀菌作用。乳铁
蛋白还可预防多种病毒的感染; 2004年, Leonie等[17]通

过实验证明乳铁蛋白能够抑制病毒侵入细胞。 
乳清蛋白的抗癌活性也被广泛的研究。膳食摄入乳

清蛋白可促进组织内谷胱甘肽的合成量升高, 引起负
反馈抑制肿瘤细胞内谷胱甘肽的合成, 而产生抗肿瘤
的效果。 

2.2  乳清蛋白肽免疫调节作用的研究现状 

乳清蛋白富含半胱氨酸和谷氨酸, 维持谷氨酰胺
水平, 增强免疫细胞功能, 以及刺激机体淋巴细胞的增
殖。2008年, Gauthier等[18]通过细胞实验和酶联免疫试

验研究表明乳清分离蛋白能够刺激小鼠脾脏细胞的增

殖, 并且其酶解产物还可明显增加 γ-干扰素的分泌。 

2.3  乳清蛋白抗氧化肽的研究进展 

研究发现, 酶解乳清蛋白并分离纯化后得到的多
肽混合物具有较强的清除体内自由基和抗氧化的活性。

2007年, Cheison等[19]用蛋白酶 Protease N Amano水解
乳清分离蛋白, 其 DPPH自由基清除能力得到明显提高; 
2009 年, Kong 等[20]通过纯化乳清蛋白得到不同分子量

范围的乳清蛋白肽, 发现分子量在 100~2800 Da的乳清
蛋白多肽自由基清除能力最强。 

2.4  乳清蛋白 ACE 抑制肽的研究进展 

国外较早就开始从动植物中分离提取ACE抑制肽, 
并早在 1982年 Maruyama就陆续的进行了 ACE抑制肽
的研究。Mullally 等人[21]研究了胰蛋白酶水解β-乳球蛋
白所得水解液的 ACE 抑制活性。β-乳球蛋白本身不具
有 ACE 抑制的活性, 而将其用胰蛋白酶水解得到的水
解液产生的 ACE抑制率达到 83.4%。Pihlanto-Leppala[22]

等人研究利用胰蛋白单一酶水解或利用几种复合酶水

解乳清蛋白, 所得的水解液具有较强的 ACE 抑制活性, 
并通过色谱进行分离纯化得到几种具有 ACE 抑制活性
的肽段,  IC50浓度为 77~1062 μm。Lee等[23]用蛋白酶

K水解乳清蛋白, 并层析分离得到 6种ACE抑制肽片段, 
具有明显的降血压活性; Ferreira 等[24]人对胰蛋白酶水

解的乳清蛋白水解物的 ACE抑制肽的特性进行了研究, 
并用高效液相色谱对其分离纯化 , 得到的结构序列
Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-Arg (ALPMHIR)具有抑制 ACE
的活性。Elizabete等[25]人研究了酶和温度对乳清蛋白水

解物的 ACE抑制活性的影响, 乳清分离蛋白是在 65 ℃
和 95 ℃预先变性, 用碱性蛋白酶和胰凝乳蛋白酶进行
水解, 结果表明用碱性蛋白酶在 65 ℃具有最高的 ACE
抑制活性。Guo 等[26]人研究了用响应面法求 L. Helve-
ticus 水解乳清蛋白产生乳清蛋白水解肽的最佳条件 , 
最终确定了在 E/S为 0.60, pH为 9.18, 温度为 38.9 ℃时
ACE 抑制活性最高达到了 82.2%, 此时的水解度为
18.8%。Lee 等[27]人用嗜热菌蛋白酶水解 β-酪蛋白和 α-
乳白蛋白得到的 ACE 抑制肽进行鉴定和分离。嗜热菌
蛋白酶水解 β-酪蛋白和 α-乳白蛋白, 分离通过凝胶过滤
色谱和反相高效液相色谱 , α-乳白蛋白被分离出五种
ACE抑制肽, 包括 C-末端序列。α-乳白蛋白相对应的氨
基酸残基序列是 24-26。IC50是 1~5 μm。β-酪蛋白水解
分离出两种 ACE 抑制活性比较强的 f58-76 和 f59-76。
Tânia 等[28]首次对乳清蛋白降血压肽在模拟胃肠道环境

下稳定性进行了研究, 研究发现十几种乳清蛋白 ACE
抑制肽经胃肠道酶消化作用后表现出不同的结果, 有
的被分解成更小的肽, 活性下降了; 有的保持稳定, 活
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性不变; 有的经过消化活性反而上升了。国内学者潘道
东 2012 年从乳清蛋白水解产物中分离纯化出一种新的
ACE抑制肽并对其分子机制进行了研究[29]。 

以上就是近几年国内、外学者对于 ACE 抑制肽的
研究, 一般都是在筛选水解酶类, 以及酶解条件优化上
面下功夫, ACE抑制肽的纯度没有大幅度的提高[30], 这
是我们需要亟待解决的问题。 

2.5  乳清蛋白降胆固醇肽的研究进展 

由于高胆固醇对人类健康危害极大, 医药业人工合
成的降胆固醇药物又不可避免的会给人体带来副作用, 
因此很多研究学者把目标指向了天然的降胆固醇活性因

子。研究发现, 许多食物蛋白源生物活性肽都具有降低血
液胆固醇水平的功能, 继而掀起了研究开发降胆固醇活
性肽的热潮[31]。关于食物蛋白源生物活性肽降低胆固醇

作用的研究多集中于大豆蛋白。目前已知的大豆球蛋白五

肽LPYPR和八肽 IAVPGEVA都可以抑制羟甲基戊二酰辅
酶 A还原酶(HMGR)的活性[32]。实际上, 乳清蛋白的降低
血清胆固醇水平的作用早在 2001年就得到了证实。 

日本学者 Nagaoka 连续多年对降胆固醇肽进行研
究。1991年和 1992年 Nagaoka [33]的研究结果表明, 牛
乳清蛋白源活性肽的降胆固醇活性比大豆蛋白和酪蛋

白强。经过近些年的研究, 我们明确的降血压生物活性
肽单体很多, 而针对降胆固醇的一些具有生物活性的
单体研究的并不是很多。随后 1999年 Nagaoka [34]通过

试验证明, 与干酪水解肽和未水解的蛋白相比, 乳糜微
粒中胆固醇在乳清蛋白水解的多肽中降低的很显著。主

要原因是乳糜微粒中胆固醇的溶解度的一旦降低会导

致人体对外来的一些胆固醇的吸收量减少, 这样一来
胆固醇含量降低, 从而达到了降胆固醇的效果。接着在
2001 年 Nagaoka [35]用胰蛋白酶水解牛乳 β-乳球蛋白
(β-lactoglobulin), 并从中分离纯化得到一种含有 5 个氨
基酸残基的小肽段(Ile-Ile-Ala-Glu-Lys), 进行质谱鉴定
其位置为 f 71-75, 通过 Caco-2 细胞及活体动物实验证
明了这种 5 肽不但能降低乳糜微粒中胆固醇的溶解性, 
使其吸收减少, 而且还能使牛黄胆酸很牢固的进行结
合。与降胆固醇的甾醇类药物相比较, 它对降低血清胆
固醇水平有明显的作用。 

在我国, 2006 年高学飞等[36]利用二次旋转回归实

验设计深入探讨了不同水解条件对胰蛋白酶水解乳清

蛋白的影响, 得到了分子量范围介于 2000~12000 Da之
间的活性肽具有 HMG-CoA 还原酶抑制羟甲基戊二酰
辅酶 A还原酶(HMGR)的活性。日本学者 Kensei于 2007
年的研究发现一种β-乳球蛋白分离所得到的降胆固醇

肽——Lactostatin可增加小鼠肝脏中 CYP7A1的水平和
mRNA表达[37]。此项研究为降胆固醇肽降胆固醇分子机

制的研究奠定了理论基础, 本人从乳清蛋白水解物中
分离得到了具有降胆固醇功效的活性肽, 目前正进行
单体肽的分离研究, 利用乳清蛋白降低胆固醇水平的
产品及其方法现已申请了专利。  

2.6  乳清蛋白降血糖肽的研究进展 

乳清蛋白及其多肽的降低血糖的功效已经早有报

道。2007年, Blouet 等[38]研究表明用富含α-La 营养液
喂食雄性Wistar大鼠, 在餐后 2 h内其血糖水平明显低
于其他蛋白饮食组大鼠的血糖。2011 年薛长勇等[39]采

用碱性蛋白酶水解乳清蛋白, 分离纯化后的多肽进行
动物实验, 结果显示分子量分布在 900~1900 Da的多肽, 
能降低灌胃后 KKAy糖尿病小鼠血糖、显著升高灌胃后
0.5 h血清胰岛素水平。 

2.7  乳清蛋白肽的其他功能性研究现状 

2009年, Xu等[40]利用离子交换色谱从乳清蛋白的

胰蛋白酶水解物中分离出一种分子量在 1.4~3.4 kDa之
间的小分子螯合钙的肽, 这种肽能够促进钙的吸收, 抑
制磷酸钙的形成, 预防骨疾病。2010年, 潘道东等[41]利

用胰蛋白酶水解乳清蛋白制备促钙吸收肽, 研究乳清
蛋白肽对生长期小鼠骨密度的影响, 通过体外检测法
来测定肽的持钙活性, 制备出了氨基氮含量较高和活
性较强的矿物元素结合肽, 此肽具有较强的体外持钙
活性。2011 年, Malcata 等[42]用来自于朝鲜蓟中的朊酶

类水解乳清蛋白得到抗溃疡活性肽, 乳清蛋白在朝鲜
蓟花朵的水浸液中水解得到的这种肽具有预防由药物

或无水乙醇引起的胃粘液溃疡性损害。此外, 乳清蛋白
活性肽还具有抑制食欲、增强记忆等特殊功能。 

3  乳清蛋白降胆固醇活性肽的制备及初步

纯化的研究 
3.1  乳清蛋白降胆固醇活性肽分离纯化研究现状 

目前, 利用乳清蛋白源制备生物活性肽通常有两
种途径即肽的释放和肽的合成[43-46] (如图 2):  

将生物活性肽从乳清蛋白中释放出来后, 为得到
纯度较高生理功能作用较强的活性肽就需要对蛋白肽

混合物进行分离纯化。由于提取物成分复杂, 生物活性
肽的分离纯化成为制约其研究的难点。肽的分离纯化往

往是将若干分离纯化技术联合使用而实现的。目前已经

建立起来并且广泛得到应用的分离纯化方法有以下几

种[46-50], 如表 2。 
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图 2  乳清蛋白源功能性多肽的制备 
Fig. 2  The preparation of functional peptide from Whey protein 

 
表 2  乳清蛋白降胆固醇活性肽的分离纯化方法 

Table 2  The methods of separation and purification of whey protein hypocholesterolemic peptides 

方法 原理 特点 

超滤法 
以压力差为驱动力的膜分离技术, 是按照膜的截留分子量
大小对物料进行分离 

时间短、处理量大、蛋白回收率高及滤膜可

重复利用 

凝胶过滤色谱法 
一种根据分子大小和形状差异, 利用凝胶网状结构进行分
离的方法 

分离条件温和 , 分离面宽 , 产品得率高 , 常
用来分离分子量在 1 kDa~15 kDa的活性肽 

离子交换色谱法 
该法是以离子交换树脂为固定相, 与流动相中的组分进行
可逆的交换, 根据它们之间的结合力大小差异而使流动相
中的组分得到分离 

树脂还具有脱盐效果, 常用来脱除水解肽成
分中多余的盐分 

反相高效液相色谱法 
根据流动相中被分离溶质疏水性的不同, 在固定相和流动
相中产生不同的分配系数而得到分离纯化 

此法对分子量在 1 kDa以下的小分子活性肽
的分离纯化尤为重要 

电泳法 
在电场的作用下, 利用待分离样品中各分子带电性质, 及
分子本身大小、形状等性质的差异, 使带电分子产生不同
的迁移速度, 从而对样品进行分离鉴定或提纯的技术 

聚丙烯酰胺凝胶电泳法(SDS-PAGE)是用于
分离蛋白质的一种常用电泳方法 

 
3.2  酶法制备乳清蛋白降胆固醇活性肽及初步

纯化的研究 

本人以浓缩乳清蛋白 WPC80 为原料, 利用生物酶
技术、超滤、离子交换色谱以及凝胶过滤色谱分离纯化

技术来制备乳清蛋白降胆固醇活性肽, 研究其生物活

性、分子量分布及在体外模拟胃肠道环境的稳定性。主

要研究内容和结果如下:  
(1)降胆固醇活性肽的酶法制备工艺优化: 分别以

五种不同的工具酶对乳清蛋白原料进行水解, 最终选
取胰蛋白酶作为最佳水解工具酶。以水解度和胆固醇胶

束溶解度抑制率为指标, 对水解过程中的五个因素进
行单因素及响应面优化实验。得出优化的酶解参数为: 
时间 8.5 h、温度 55 ℃、pH8.0、加酶量 4.7%、底物浓
度 5.8%, 此时水解物的胆固醇胶束溶解度抑制率为

17.26%。 

(2)降胆固醇活性肽的初步纯化工艺研究: 选用截
留分子量为 10 kDa 的超滤膜对乳清蛋白水解肽进行初
步分离浓缩, 并对其超滤技术参数进行优化, 得出最佳
工艺参数: 温度为 40 ℃, 压力为 0.15 MPa, 水解肽浓度
为 6 mg/mL, 在此条件下得到的超滤透过液的胆固醇胶
束溶解度抑制率达到 28.63%, 与超滤前相比有显著提
高。分别采用阴阳离子交换树脂和大孔吸附树脂对超滤

浓缩后的活性肽进行脱盐纯化处理, 筛选工艺参数并
比较二者脱盐和纯化效果, 结果得出大孔吸附树脂处
理后脱盐和纯化效果较好, 脱盐率达 93.14%, 肽回收
率达 85.13%, 处理后活性肽的抑制率从 28.63%提高到
47.53%。采用 Sephadex G-50和 Sephadex G-25凝胶过
滤色谱逐级分离纯化降胆固醇活性肽 , 结果得出
Sephadex G-50凝胶色谱纯化的两个组分中 F2的活性
较高为 60.52%, 利用 Sephadex G-25 凝胶过滤色谱对
其进一步纯化得到降胆固醇活性最高为 81.12%的 FB
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组分。 
(3)肽分子量鉴定: 利用 Tricine-SDS-PAGE凝胶电

泳鉴定上述纯化的降胆固醇活性肽的分子量, 得出蛋
白谱带的相对迁移率与标准蛋白质分子量的对数值之

间的回归方程为 Y =﹣1.314X + 4.6261(R2 = 0.9831),   
经计算降胆固醇活性肽的分子量分布在 1.9~3.3 kDa  
之间。 

(4)提纯后活性肽粉的成分测定: 对降胆固醇活性
肽的多肽总量、水分及灰分含量进行测定, 得出其多肽
混合物中的多肽总量为 90.18%, 水分含量为 5.37%, 灰
分含量为 0.85%。 

(5)体外稳定性的研究: 体外模拟人体胃肠道环境两
个阶段的消化过程, 分别利用模拟胃液和模拟肠液处理
乳清蛋白降胆固醇活性肽, 结果表明经模拟胃肠液消化
后其活性从 81.12%下降到 76.85%, 稳定性较好。 

3.3  下一步研究计划 

在前期研究的基础上, 拟采用分子生物学、生物化
学、免疫学等相关学科的方法及手段, 在从乳清蛋白水
解物中分离纯化出具有较高稳定性和较高活性的降胆

固醇肽单体后, 研究其对胆固醇代谢的调节作用和小
鼠粪便中性固醇和胆汁酸排泄的促进作用, 以及对小
鼠肝脏内源性胆固醇合成途径和小鼠胆汁酸合成途径

中关键酶: 胆固醇 12α-羟化酶、3-羟基-3-甲基戊二酰辅
酶还原酶和胆固醇 7α-羟化酶(CYP7A1)表达, 以及对肝
脏胆汁酸合成关键酶上游的调控分子-肝同源受体(LXR)
和法尼酯受体(FXR)两个核受体的检测和分析,探讨乳
清蛋白降胆固醇肽的具体作用靶点和调控信号通路 , 
最终目的为确定乳清蛋白水解肽在降胆血清中胆固醇

的分子作用机制。 

4  结  语 

目前, 我国对于乳清蛋白多肽的研究开发正处在
起步阶段, 基础和应用研究都不够完善 , 近几年来的
研究多活跃在对降血压肽的研究上, 对其他具有特定
生理功能肽的生理活性和分离纯化研究较少, 更没有
商业化开发乳清蛋白功能产品。因此在分离纯化岀降

胆固醇肽单体的基础上, 拟对以下三方面进行更为深
入的研究: (1)对体外 Caco-2 细胞中胆固醇吸收的影
响来判定其稳定性; (2)与降胆固醇类药物生物学功效
的比较来判定其降胆固醇效果; (3)明确降胆固醇肽的
具体作用靶点和调控信号通路, 进一步确定乳清蛋白
水解肽在降胆血清中胆固醇的分子作用机制。此研究

理论可加大国际上对乳清蛋白源的降胆固醇肽的分

子机制的认识深度, 并提高乳清作为干酪生产副产物
的应用价值。 
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