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摘要：前期采用微生物固态发酵法获得兜唇石斛多肽 DPP，通过液相质谱发现 DDDY、DYDD、MAK、AVTF、RSS、MLCA

六条多肽序列。为进一步研究 DPP 抗氧化功能与其氨基酸结构的关系，该研究借助 QSAR 模型，采用体外抗氧化实验、人肝癌细胞

（HepG2）的 CAA 试验和红细胞溶血试验评价多肽的抗氧化能力，通过相关性分析研究氨基酸结构对抗氧化肽活性的影响。结果表

明：六条合成多肽及母肽均具有抗氧化活性（P<0.05）。其中 MLCA 表现出最强的 DPPH、ABTS+自由基清除能力、铁还原力和红细

胞溶血保护能力，IC50分别为 0.89、0.99、1.34、0.68 mg/mL；AVTF 的细胞抗氧化活性最强，EC50为 0.02 mg/mL。供氢供电子氨基

酸以及疏水性氨基酸有助于 DPP 的抗氧化活性。N 端氨基酸为 Met，N 端第二位为 Leu、Val 或 C 端第三位为 Leu 是各位点的有利氨

基酸残基。另外，还发现 Ala 可以促进多肽的抗氧化作用，Tyr 位置的改变对多肽的抗氧化能力的影响较小。该研究为深入探究抗氧

化肽的构效关系提供了理论依据，为抗氧化肽的进一步研究奠定基础。 
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Abstract: The polypeptide DPP of Dendrobium aphyllum was obtained by microbial solid-state fermentation and sequenced by 

HPLC-MS/MS in our previous research, revealing six polypeptide sequences: DDDY, DYDD, MAK, AVTF, RSS, and MLCA. The relationship 

between the antioxidant function of DPP and its amino acid structure was investigated herein. To this end, the quantitative structure-activity 

relationship (QSAR) model was applied and an in vitro cellular antioxidant activity assay with HepG2 cells and erythrocyte hemolysis assay 

were performed to evaluate the antioxidant capacity of the peptide. Additionally, correlation analyses were performed to assess the effect of 

amino acid structure on the antioxidant activity. The results showed that all six synthetic peptides and DPP exhibited antioxidant activity 

(P<0.05). Among them, MLCA showed the strongest DPPH and ABTS radical scavenging ability, iron-reducing power, and erythrocyte 

hemolysis protection. The IC50 was 0.89, 0.99, 1.34, and 0.68 mg/mL, respectively. Meanwhile, the AVTF peptide exhibited the strongest 

cellular antioxidant activity with an EC50 of 0.02 mg/mL. Hydrogen- and electron-donating amino acids and hydrophobic amino acids  
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contributed to the antioxidant activity of DPP. The favorable amino acids at each point included: Met as the N-terminal amino acid; Leu or Val as 

the second amino acid at the N-terminal; Leu as the third amino acid at the C-terminus. In addition, Ala contributed to the antioxidant activity of 

the peptides, whereas changes in the Tyr position had minimal impact on the antioxidant activity. This study establishes a theoretical framework 

for comprehensive investigation of the structure-activity relationship between antioxidant peptides, laying the foundation for further research on 

antioxidant peptides. 

Key words: Dendrobium aphyllum; peptide; antioxidant; QSAR model; HepG2 cell; erythrocytehemolysis; correlation analysis; 

structure-activity relationship 

 

多肽是一段由多个氨基酸通过肽键连接而形成的

具有特殊生理性功能的氨基酸序列，有着抗氧化[1]、

降血压[2]、促进钙吸收[3]等众多生物活性，在生命活动

中发挥着举足轻重的作用。此前，已有相关研究报道

称多肽链中的疏水性氨基酸、酸性氨基酸和芳香族氨

基酸的含量及其在链中所处位置与多肽的抗氧化能力

有关，是其抗氧化能力的重要影响因素。 
兜唇石斛是兰科石斛属的附生植物，因其适应能

力强，繁殖速度快，生长条件简单且具有较高的药用

价值等优势，广受种植者青睐。当前，关于石斛天然

产物的研究多聚集在多糖、生物碱等领域[4]，石斛多

肽的相关研究甚少。本团队在前期研究中以兜唇石斛

为原料，选用乳酸杆菌 Lactobacillus amylolyticus L6
对兜唇石斛固态发酵，得到粗多肽收率为 18.23%，抗

氧化实验发现兜唇石斛＜1 ku 的多肽组分具有理想的

抗氧化活性[5]，并通过分离纯化获得了 DPP 肽段。 
在前期研究中使用 HPLC-ESI-MS/MS 对 DPP 的

氨基酸序列进行鉴定，得到 Asp-Asp-Asp-Tyr
（DDDY）、Asp-Tyr-Asp-Asp（DYDD）、Met-Ala-Lys
（MAK）、Ala-Val-Thr-Phe（AVTF）、Arg-Ser-Ser
（RSS）、Met-Leu-Cys-Ala（MLCA）六条短肽[5]。因

此，本研究在此基础上，通过 Fmoc 多肽合成法分别

合成这六条多肽，利用色谱分析以及质谱分析对合成

多肽进行纯度和结构的验证。通过QSAR模型，DPPH、

ABTS+自由基清除实验和铁还原力实验测定六条合成

多肽的体外抗氧化能力。利用CAA 模型测定六条合成

多肽及母肽对人肝癌细胞 HepG2 的细胞抗氧化活性，

通过人红细胞抗氧化实验评价六条多肽及母肽对由

AAPH 自由基引起的红细胞溶血后的保护作用，并借

助相关性分析研究兜唇石斛抗氧化肽的构效关系。本

研究的发现阐述了多肽氨基酸结构与其抗氧化活性的

潜在联系，为新型抗氧化肽的研发提供理论指导。 

1  材料和方法 

1.1  材料与试剂 

兜唇石斛样本，中国云南省西双版纳 GAP 基地；

乳酸杆菌 Lactobacillus amylolyticus L6 菌株，华南理

工大学食品科学与工程实验室；人肝癌细胞 HepG2，
中国广州中山大学医学院；MTS 细胞增殖与细胞毒性

检测试剂盒，Bebo 生物技术有限公司；DPPH 自由基、

ABTS+自由基，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；磷

酸缓冲溶液，美国 Thermo Fisher Scientific Inc.；2,2′-偶
氮二异丁基脒二盐酸盐AAPH，上海阿拉丁有限公司；

2′,7′-二乙酰二氯荧光素 DCFH-DA、胎牛血清，美国

Gibco 公司；其他有机、无机试剂均为国产分析纯。 

1.2  兜唇石斛多肽组分的分离纯化 

根据刘袆帆[5]的方法，利用乳杆菌 Lactobacillus 
amylolyticus L6 对兜唇石斛进行固态发酵。对新鲜样

品预处理后，准确称 20 g 兜唇石斛粉末分别置于 4 个

培养皿中。蒸馏水润湿，保持体积分数 50%的含水量，

121 ℃灭菌 15 min。后接种无菌样品（体积分数 10%
接种量），将乳酸菌 Lactobacillus amylolyticus L6 悬浊

液均匀撒在已润湿兜唇石斛粉末上，封口条封好，

37 ℃下培养 48 h。发酵完成后 60 ℃干燥，并迅速

-20 ℃保存。然后以 1:10 的料液比溶于蒸馏水中，翻

搅 30 min。待完全溶解后，离心（3 500 r/min，10 min）
3 次，每次取上清液并再加水离心。-40 ℃下贮存后冻

干。得到兜唇石斛多肽粗样，立即冷冻于-20 ℃以待

用。将冻干得到的粗样以 10 mg/mL 溶于蒸馏水中。

分别用纯水，0.05、0.15 mol/L 的 NaCl 溶液对样品洗

脱。于 220 nm 处分析收集各组分洗脱液。在此基础

上，分别通过浓缩、透析和冷冻干燥获得 DPP 肽组分。 

1.3  多肽序列DDDY、DYDD、MAK、AVTF、

RSS、MLCA的合成 

采用刘映君等[6]的方法合成六条短肽。C 端第一

个 氨 基 酸 分 别 为 DDDY ：

Fmoc-Tyr(tBu)-OH+DCM+DIEA ； DYDD ：

Fmoc-Asp(otbu)-OH ；MAK ： Fmoc-Lys(Boc)-OH ；

AVTF：Fmoc-Phe-OH；RSS：Fmoc-Ser(tbu)-OH；

MLCA；Fmoc-Ala-OH。C 端第二个氨基酸分别为
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DDDY：Fmoc-Asp(otbu)-OH+HOBT+DIC；DYDD：

Fmoc-Asp(otbu)-OH；MAK：Fmoc-Ala-OH；AVTF：
Fmoc-Thr(tbu)-OH；RSS: Fmoc-Ser(tbu)-OH；MLCA：

Fmoc-Cys(trt)-OH。 

1.4  合成肽的结构鉴定 

溶解方法为质量分数 5% HAC+8% ACN+87% 
H2O。进样量为 0.2 μL。源类型为 ESI 模式，去溶剂

气体流量为 1.50 L/min，去溶剂气温度为 250 ℃。偏

离周期为+4.5 kV。 

1.5  合成肽的纯度鉴定 

流动相为体积分数 0.1%三氟乙酸水溶液-乙腈。

用 1 mL/min 的流速进行洗脱。检测波长为 214 nm。 

1.6  建立QSAR模型   

表1 抗氧化肽数据库信息表 

Table 1 Antioxidant peptide database information table 

No. Peptide ORAC No. Peptide ORAC 

3 WYSL 4.52 15 LGFEYY 7.25 

4 WNIP 15.47 16 VIPMGL 2.89 

5 GWNI 13.9 17 AGWNIPIGT 5.25 

6 YVEEL 0.799 18 LSKAQSDFG -1.4 

7 MHIRL 0.306 19 YAEERYPIL 3.8 

8 SALAM 2.66 20 LVEKGDVAFI -0.07 

9 WYSLA 4.59 21 WYSLAMAASDI 2.621 

10 AGWNI 8.55 22 IEWEGIESGSVEQA 0.73 

11 LGFEY 9.79 23 AIEWEGIESGSVEQA 0.95 

12 GWNIP 6.19 24 IAAEVYEHTEGSTTSY 2.39 

13 WYSLAM 7 25 PIAAEVYEHTEGSTTSY 1.68 

14 AGWNIP 7.64 26 IANNEADAISLDGGQVFEAG 0.43 

QSAR 建模提供了一种寻找抗氧化肽结构与其清

除自由基活性关系的数学表达式的方法，可用于预测

具有高活性的结构。参考 Li 等[7]的研究报道，利用

VHSE 作为氨基酸结构描述符，采用 TTPN 法对肽段

进行处理后，对 ORAC 数据库中的抗氧化肽段进行定

量 SAR 建模，预测六条合成多肽的抗氧化活性。 

1.7  体外抗氧化试验 

1.7.1  DPPH 自由基的清除率测定 
根据 Kimatu 等[8]的方法，评价清除 DPPH 自由基

能力。取七个多肽样品溶液（每个样品质量浓度梯度

分别为 0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mg/mL）与 4 mL       
0.12 mmol/L DPPH 混合均匀，而后在避光处静置   
30 min。在 517 nm 处读取对照品和样品的吸光度。以

等浓度梯度等体积的维生素 C（Vc）和加入等量超纯

水的样品作为阳性和阴性对照。DPPH 自由基的清除

率计算公式如下： 

1
1

1

sc 100%
c

AC A
A

⎛ ⎞
= − ×⎜ ⎟
⎝ ⎠

                   （1） 

式中： 

C——为 DPPH 自由基清除率，%； 

Ac1——为对照品吸光度值； 

As1——为样品吸光度值。 

1.7.2  ABTS+自由基的清除率测定 
根据 Luo 等[9]的方法，评价清除 ABTS+自由基能

力。其中取七个样品溶液（每个样品质量浓度梯度分

别为 0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mg/mL）与 4 mL 0.12 mmol/L 
ABTS 混匀。 
1.7.3  还原力的测定 

根据 Moktan 等[10]的方法，评价样品铁还原力。

其中用 2.5 mL 0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液稀释七个样品

（每个样品浓度梯度为 0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mg/mL）。 

1.8  红细胞溶血试验 

本实验评估了六条合成多肽及DPP对于由AAPH
诱导的红细胞溶血的保护作用。将成人血液样本使用

PBS（pH 值 7.4）洗涤 3 次，离心洗涤血样（3 500 r/min，
10 min，4 ℃），获得红细胞。将样品溶液分为五级浓

度梯度：0.375、0.75、1.5、3、6 mg/mL。用 4 倍 PBS
稀释红细胞悬浮液。随后把 200 mL 的红细胞悬浮液

添加至 200 mL 样品分级溶液中。空白对照为 200 mL 
PBS 溶液。将混合物在 37 ℃下静置 30 min 后，添加

400 mL 0.2 mmol/L AAPH 溶液，轻晃温育 2 h。然后

用 3.2 mL PBS 稀释并离心。于 540 nm 处检测上清液
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的吸光度。将超纯水加入上述红细胞悬浮液中，达到

100%溶血。溶血抑制率计算公式如下： 

2

2

s1 100%
c

AHI
A

⎛ ⎞
= − ×⎜ ⎟
⎝ ⎠

                    （2） 

式中： 

HI——为红细胞溶血抑制率，%； 

Ac2——为完全溶血组吸光度值； 

As2——为样品处理组吸光度值。 

1.9  细胞抗氧化活性（CAA）实验 

1.9.1  HepG2 细胞培养 
将HepG2细胞培育在DEME完全培养基（DMEM

培养基、胎牛血清和双抗体积比例为 89:10:1）中，于

37 ℃、体积分数为 5% CO2的增湿环境中培养。两天

替换一次培养基。 
1.9.2  细胞活力测定 

把对数生长期的 HepG2 铺在 96 孔板，每孔细胞

数目为 1×106个。37 ℃、φ=5% CO2 培养 24 h，丢掉

上清液，将细胞用 PBS 洗涤 1 遍。用 S40（25、50、
100、200、400 μg/mL）和 L40（25、50、100、200、
400 μg/mL）分别培养 HepG2 细胞（每个质量浓度进

行三次重复）；在空白对照组中添进 100 μL 的完全培

养基，在标准对照组中加入不同质量浓度（100、200、
300、400、500 μg/mL）的槲皮素培养基（使用 0.22 μm
无菌滤膜过滤），随后在 37 ℃，5% CO2的增湿环境中

培养 24 h。取出平板，每孔中添加 10 μL MTS，继续

培养 4 h。于 490 nm 处检测 OD 值 As（DMEM+细胞

+样品）、Ab（DMEM+样品）和 Ac（DMEM+细胞）。

与对照组比较，在样品的 OD 值降低小于 10%的情况

下，在此浓度范围内的试样不会对 HepG2 产生细胞毒

性，能用于 CAA 测定。细胞毒性计算公式如下： 

3

3

s b 100%
c b

A ACS
A A

−
= ×

−
                   （3） 

式中： 

CS——为细胞存活率，%； 

As3——为 DMEM+细胞+样品组吸光度值； 

Ab——为 DMEM+样品组吸光度值； 

Ac3——为 DMEM+细胞组吸光度值。 

1.9.3  CAA 测定 
根据 Wolfe 等[11]的方法，测定细胞抗氧化活性。

将样本用 DMEM 培养基配制并稀释至适当质量浓度

（分别为 50、100 和 200 μg/mL），后与 DCFH-DA       

（25 μmol/L）1:1 混合。分别将含有 DCFH-DA 的   
100 μL 样品溶液添加到 96 孔板中培养 1 h，用 PBS
洗涤平板 3 次。将 100 μL AAPH（600 μmol/L）依次

加入于每个细胞孔中。将 96 孔板置于酶标仪中测荧光

强度。激发波长为 485 nm、发射波长为 535 nm。每

隔五分钟读一次，持续 1 h。每个 96 孔板配备一个控

制孔（DMEM+DCFH-DA）。计算时间-荧光值曲线下

的积分面积。计算：纵坐标是对数 [CAA 单位 /
（100-CAA 单位）]，横坐标是对数浓度，得到线性

回归方程，从而得到样品和槲皮素的 EC50值。样品的

CAA 值表示为槲皮素当量。 

1.10  相关性分析 

为探究多肽抗氧化活性与不同氨基酸位点之间的

关系，采用 Spearman 相关性对其进行检验，并运用 R
语言“ggcor”程序包绘制相关性热图，使用 R 语言

“cirlize”程序包绘制弦图。 

1.11  数据分析 

以上实验重复 3 次，结果用平均值±标准差

（mean±SD）表示。通过 SPSS 22.0 软件、Origin 2017
软件和 R 语言“ggcor”、“cirlize”程序包对数据进行处

理和绘图应用，采用邓肯多重分析法进行差异显著分

析（SPSS Inc.，Chicago，IL）。根据分析结果，以       
P＜0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  合成肽序列及纯度的鉴定 

合成多肽 DDDY、DYDD、MAK、RSS、AVTF、
MLCA 的 HPLC 纯度鉴定如图 1（a、c、e、g、i 和
k）所示。经高效液相色谱检测，六条多肽的色谱图

中主峰所占百分比极大，仅存有少数杂质峰出现于图

中，通过各峰面积的计算，分别得出六张色谱图中主

峰占总锋面积的 98.66%、98.23%、98.35%、98.21%、

99.30%和 99.15%，即合成多肽 DDDY、DYDD、

MAK、RSS、AVTF、MLCA 得率分别为 98.66%、

98.23%、98.35%、98.21%、99.30%和 99.15%，纯度

很高。由图 1（b、d、f、h、j 和 l）质谱分析可知，

多肽 DDDY、DYDD、MAK、RSS、AVTF、MLCA
的相对分子质量分别为 526.44、526.44、348.46、
348.35、436.50、436.58。 
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图1 多肽DDDY、DYDD、MAK、RSS、AVTF、MLCA的色谱图(a、c、e、g、i & k)和质谱图(b、d、f、h、j & l) 

Fig.1 HPLC analysis (a, c, e, g, i & k) and ESI-MS profiles (b, d, f, h, j & l) ofDDDY, DYDD, MAK, RSS, AVTF, MLCA 

2.2  QSAR模型预测结果 

以 VHSE 为氨基酸描述子建模，预测六条合成多

肽有无抗氧化能力，模型预测准确度达到 99%。由图

2 预测结果可知，六条合成多肽都具有抗氧化活性。

多肽的抗氧化能力与其氨基酸的组成、排列顺序、构

象、分子量和疏水性等因素密切相关。其中氨基酸组

成和氨基酸序列对抗氧化能力的影响最大[12]。六条抗

氧化肽中含有多种抗氧化氨基酸，疏水性氨基酸[13]和

芳族氨基酸[14]（如 Ala、Val、Asp、Leu、Met、Tyr
和 Phe）可以贡献大量电子，有助于增强食物蛋白衍

生肽的抗氧化活性[15]，Arg 中的胍基和 Ser 中的羟基

可快速猝灭未配对电子，阻碍氧化反应[16]，认为这些

氨基酸是多肽表现出抗氧化活性的结构基础。 

 
图2 合成多肽抗氧化性预测结果 

Fig.2 Prediction results of antioxidant activity of the peptides 

2.3  体外抗氧化能力的测定 

2.3.1  DPPH 自由基清除率测定结果 
DPPH 自由基的清除率愈高，表示样品的抗氧化

能力愈强。六条合成多肽及母肽的 DPPH 自由基清除

率如图 3。由图可知，在试验质量浓度（0.4、0.8、1.2、
1.6、2.0 mg/mL）范围内，六种合成多肽及母肽对 DPPH
自由基的清除率与其质量浓度具有量效关系。MLCA
表现出很强清除DPPH自由基活性，其清除能力最强，

接近对照组 Vc，IC50 值为 0.89 mg/mL。其次为母肽

DPP，IC50值为 1.36 mg/mL。DYDD 与 DDDY 活性大

小相近，IC50值分别为 2.01 mg/mL、2.03 mg/mL。其

余多肽的 DPPH 自由基清除活性相对较弱且活性相

近。这与陈敏等[17]燕麦多肽的 DPPH 自由基清除率与

浓度呈正相关，IC50值为9.11 mg/mL的研究结果相符。 

 
图3 六条合成多肽及母肽对DPPH自由基清除作用 

Fig.3 Ability of the peptides to scavenge free radicals of DPPH 

radical scavenging activity 

注：不同字母代表组间差异有统计学意义 P<0.05，下同。 

2.3.2  ABTS+自由基清除率测定结果 

 
图4 六条合成多肽及母肽对ABTS+自由基清除作用 

Fig.4 Ability of the peptides to scavenge free radicals of ABTS+ 

radical scavenging activity 

ABTS+自由基清除率愈高，表示样品的抗氧化活性

愈强。六种合成多肽及母肽对 ABTS+自由基的清除率
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如图 4 所示。由图可知，六种合成多肽及母肽对ABTS+

自由基的清除率与其质量浓度具有量效关系。在试验

质量浓度（0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mg/mL）范围内，

MLCA 的 ABTS+自由基清除能力最强，IC50 值为   
0.99 mg/mL；DDDY 的ABTS 清除能力略强于DYDD，

二者 IC50值分别为 1.66、2.20 mg/mL；而MAK、RSS、
AVTF 清除ABTS 活性相对较弱且活性相近。这与刘小

芳等[18]南极磷虾蛋白肽的 ABTS+自由基清除能力与浓

度呈正相关，IC50值为 0.32 mg/mL 的研究结果相符。 
2.3.3  铁还原能力测定结果 

样品吸光度愈大，还原力愈强，抗氧化能力愈好。

如图 5 所示，多肽的还原能力与其质量浓度具有量效

关系。六条合成多肽中，MLCA 的铁离子还原能力最

强，IC50值为 1.34 mg/mL。其次为母肽 DPP，其余合

成多肽的铁还原力相对较差且能力相近。这与张芳艺

等[19]草菇多肽铁还原力与其质量浓度呈正相关；于丽

娜等[20]磷酸化改性花生分离蛋白-多肽膜铁还原力

IC50值为 13.93 mg/mL 的研究结果相符。 

 
图5 六条合成多肽及母肽的铁还原力 

Fig.5 The ferric ion reducing antioxidative power  

2.4  对红细胞溶血的抑制作用 

 
图6 六种合成多肽及母肽对人红细胞溶血的抑制率 

Fig.6Protective effects of the peptides on AAPH-induced 

erythrocyte hemolysis activity 

通过六条合成多肽及母肽对AAPH自由基引起的

红细胞溶血模型的保护作用研究发现，在相同孵育条

件下，空白对照组的红细胞溶血抑制率最高，为

88.74%；仅用等体积的六种合成多肽及母肽对人红细

胞处理，其抑制率与空白对照组相近；AAPH 组的抑

制率为 29.53%。使用六种合成多肽及母肽对人红细胞

进行预处理，溶血抑制率相较于 AAPH 组均有升高，

表明六条合成多肽对红细胞溶血均有保护作用，红细

胞溶血的抑制活性与其质量浓度具有量效关系。其中

MLCA 与 MAK 的保护作用较强，IC50 值分别为   
0.68 mg/mL、0.79 mg/mL，表明保护 AAPH 诱导的氧

化损伤效果好。张丽娜等[21]研究得出鱼籽多肽的红细

胞溶血抑制活性与其质量浓度呈正相关，IC50 值为

1.00 mg/mL。这与本实验结果相似。 

2.5  对HepG2细胞增殖的影响 

 
图7 HepG2细胞的存活率 

Fig.7 The cell survival rate of HepG2 cells 

根据图 7 所示，浓度范围在 0.093、0.188、0.375、
0.75、1.5 mg/mL 之间的 7 种多肽对 HepG2 细胞的存

活率均在 90%~110%的范围之间，说明该浓度范围的

六条多肽样品对 HepG2 无细胞毒性，因此选择

0.09375、0.1875、0.375、0.75 和 1.5 mg/mL 的 7 种多

肽进行细胞抗氧化实验。 

2.6  细胞抗氧化活性分析 

在 CAA 实验中，用不同浓度的七条多肽处理

Hepg2 细胞。如图 8 所示，本实验中，槲皮素的 EC50

经计算后为 20.52 mg/mL；多肽 DPP、RSS、AVTF、
MAK、MLCA、DYDD 和 DDDY 的 EC50 值分别为

0.08、0.04、0.02、2.93、1.34、0.40 和 0.63 mg/mL，
其CAA 值分别为 252.68、254.12、176.13、54.87、42.44、
87.77 和 105.26 μmol/L QE/100 g peptides。这与刘袆 
帆 [5] 兜唇石斛多肽＜ 1 ku 组分的 CAA 值为       
63.46 μmol/L QE/100 g peptides，EC50值为 2.88 mg/mL
的研究结果相近。六条合成多肽及母肽均具有保护细

胞免受氧化损伤的能力，其中 AVTF 和 RSS 相较其他

合成多肽具有较强的细胞抗氧化能力。 
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图 8 细胞抗氧化CAA实验中CAAunit与多肽浓度之间的关系图（a、c、e、g、i、k和m）；log（浓度）与log（CAAunits/100-CAAunits）

之间的关系图（b、d、f、h、j、l和n） 

Fig.8 The cellular antioxidant activity (CAA) assay of peptides in HepG2 cells; The calculated CAA dose-response curves to peptides (a, 

c, e, g, i, k & m); The calculated log (concentration) dose-response curves to log (CAA units/100-CAA units) (b, d, f, h, j, l & n) for the 

peptides 

2.7  抗氧化活性与各氨基酸位点的相关性分析 

多肽的抗氧化能力是其一级序列中全部氨基酸协

同作用的结果，其抗氧化活性与每个氨基酸残基有着

密切关系[22]，抗氧化氨基酸残基的存在是决定多肽最

终抗氧化能力的核心要素[23]。进一步探究各位点氨基

酸残基对抗氧化肽活性的贡献，结果见图 9。图 9a 弦
图总体描绘了各抗氧化活性实验结果与不同氨基酸位

点之间的联系和比例。N2 位点对 DPPH 自由基的清

除和 ABTS+自由基的清除有较大贡献，C3 位点与

DPPH 自由基清除活性、铁还原力以及红细胞溶血保

护作用存在关联，N1 位点也与铁还原力有关联，C1、
C3、N3、N2 和 N1 位点均对细胞抗氧化活性有一定

贡献。使用 VHSE 描述子对合成多肽进行结构表征，

具体展示氨基酸残基对抗氧化活性的影响，结果如  
图 9b、c 所示。以 8 个 VHSE 描述子（VHSE1~VHSE8）
对各氨基酸位点进行结构表征。6 肽可以产生 48 个结

构变量，变量用 VHSEi.j 表示。其中，i 为 VHSE 描

述子序号，j 为氨基酸残基位点。颜色梯度表示 Pearson
相关系数。C3、N1、N2 位点与 DPPH、ABTS+自由

基清除活性、铁还原力和红细胞溶血保护作用呈显著

正相关关系，C1、C3、N3、N2、N1 位点与细胞抗氧

化活性之间呈显著正相关关系（P＜0.05）。N 端氨基

酸残基相比于C端氨基酸残基对抗氧化活性的影响更

大。这与 Wu 等[24]表明的位于 N 端的氨基酸比位于 C
端的氨基酸表现出更强的抗氧化能力的结论相符。 

MLCA 在 DPPH、ABTS+
自由基清除实验、铁还

原力和红细胞溶血保护作用研究中均表现出极强的抗

氧化活性，可能与其 N 端的 Met 残基、C 端第三位

Leu 残基以及Ala 残基有关，高含量的疏水性氨基酸能

够提高其在脂质中的溶解度，有利于清除自由基[25]。

Met 可被氧化，甲硫氨酸亚砜还原酶可将其产物甲硫

氨酸亚砜还原为 Met[26]，起到抗氧化作用；Leu、Val、
Ala 等疏水性氨基酸能够当作芳香残基侧链上自由基

过氧化的供氢体，增强肽的抗氧化性[27]。Xiao 等[23]

通过 Biopharma Finder 2.0 软件生成鉴定出 22 种包含

抗氧化氨基酸残基的肽，证明了含有 Met、Leu、Phe、
Val、Tyr 的多肽有着潜在的抗氧化活性；Zhang 等[28]

发现疏水性氨基酸如 Leu、Ala 和 Val 在牛骨胶原蛋白

肽（BBCP）中含量丰富，通过促进与脂质中自由基

的相互作用而显著促进抗氧化活性；Xu 等[16]研究发

现 Cys、Tyr、Met、Phe 及 Pho 都有助于 CFMTY 和

CTGTPYC 表现出显著抗氧化活性。此外，有研究指

出，在 N 端或 C 端第三位含有 Met、Leu、Tyr 和 Phe
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等疏水性氨基酸的多肽抗氧化功能更强[29]；Mirzaei
等[30]发现 VLSTSFPPK（VL-9）、VLSTSPFPPF（VF-9）、
VLSTSFPPW（VW-9）、VLSTSFPPY（VY-9）的N 端

Val 和 Leu 对多肽的自由基清除活性有贡献；陈楠[22]

通过SWR-MLR模型算得抗氧化三肽中 2位氨基酸为

Val、Leu 是各位点的有利氨基酸残基。在三个体外抗

氧化实验中，MAK 与 AVTF 的抗氧化活性相近；在

红细胞溶血保护研究中，MAK 表现出更强的保护能

力，而在 CAA 试验中，AVTF 则表现出更强的细胞抗

氧化能力，这可能因为 AVTF 中含有较高含量的疏水

性氨基酸。疏水性氨基酸可以通过帮助分子创造有利

的疏水环境，显著增强抗氧化肽的活性[31]。根据相关

性分析可知，位于 N 端的 Met 和 N2 位点的 Ala 对

MAK 的抗氧化活性有所贡献，AVTF 的抗氧化活性主

要来自 Ala、Val 与 Phe 残基。Ala 在 MLCA、MAK
和 AVTF 三条肽中对抗氧化活性都有一定贡献。将

DYDD 与 DDDY 进行对比，两条肽具有相似的氨基

酸组成。酸性氨基酸 Asp 有助于抗氧化活性[32]，含酚

羟基的 Tyr 可供应质子淬灭自由基[33]。和 Tyr 相邻的

Asp 中羧酸根有吸电子效用，可以加强 Tyr 提供质子

的能力[34]。而从各实验结果及相关性分析来看，DYDD
与 DDDY 的抗氧化活性不相上下，Tyr 位置的改变对

二者抗氧化活性的影响较弱。 
 

 

 

 
图 9 多肽抗氧化活性与每个氨基酸位点之间的相关性弦图（a）和热图（b、c） 

Fig.9 The chordal diagram (a) and heatmap (b, c) of the correlation between antioxidant activity of the peptides and each amino acid 
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3  结论 

本研究以兜唇石斛发酵多肽为研究对象，采用

Fmoc 多肽合成法分别合成六条短肽 DYDD、DDDY、

MAK、MLCA、AVTF、RSS，通过 QSAR 模型、三

种体外抗氧化试验、红细胞模型和 CAA 模型综合评

价合成多肽的抗氧化能力，并利用相关性分析进一步

探究各位点氨基酸残基对抗氧化肽活性的贡献。结果

表明，六条合成多肽均具有抗氧化活性，其中 MLCA
表现出较强的 DPPH、ABTS+自由基清除能力、铁还

原力和红细胞溶血保护能力，IC50分别为 0.89、0.99、
1.34、0.68 mg/mL；AVTF 的细胞抗氧化活性最强，

EC50为 0.02 mg/mL。供氢供电子氨基酸以及疏水性氨

基酸是影响多肽抗氧化功能的核心因素。结合相关性

分析发现，当多肽 N 端含有 Met 氨基酸残基，N 端第

二位含有 Leu、Val 或 C 端第三位为 Leu 时，其抗氧

化活性会更强。此外，还发现 Ala 可以促进多肽的抗

氧化作用，Tyr 位置的改变对多肽的抗氧化能力的影

响较弱。该研究探讨了兜唇石斛多肽抗氧化性与结构

的关系，为进一步研究抗氧化肽奠定了基础。 
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