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牦牛骨胶原蛋白肽对酪氨酸酶的抑制作用

谢莎1，卢海立1，黄琪1，黄梅桂1，毕秀芳1，蔡寅川2，郝刚1*

（1.西南民族大学食品科学与技术学院,四川成都 610041)（2.四川阿坝州工业经济研究所，四川汶川 623000）

摘要：为探究牦牛骨胶原蛋白多肽组分 YBCP-2-2 对酪氨酸酶的抑制方式，对其进行了抗氧化活性、Cu2+
螯合能力、

肽对酪氨酸单酚酶和二酚酶抑制动力学及酪氨酸酶荧光光谱影响等方面的分析。结果表明 YBCP-2-2 具有显著抗氧化能力，

DPPH 自由基和 ABTS+
自由基的清除 IC50 分别为 6.02 mg/mL 和 0.81 mg/mL，总还原力在 8.00 mg/mL 时吸光值达 0.57，铜

离子螯合能力也较为出色，IC50 为 3.22 mg/mL。YBCP-2-2 对酪氨酸单酚酶具有明显迟滞效应并呈质量浓度依赖性，当抑

制物质量浓度达到 20.00 mg/mL 时，反应初速度从 0.012 /min 下降至 0.003 9 /min ；对酪氨酸二酚酶的抑制类型为混合竞争

性抑制，Vmax 和 Km 均随胶原蛋白肽质量浓度的变化而改变，抑制常数 KI 为 0.58 mg/mL。YBCP-2-2 能与酪氨酸酶发生相

互作用导致酶蛋白荧光猝灭且引起荧光光谱从 340.20 nm 红移至 351.60 nm。结果证明了胶原蛋白多肽具有较强的酪氨酸酶

抑制活性，为完善肽类对酪氨酸酶抑制作用的理论研究提供了理论依据。
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Abstract: To investigate the inhibition mode of the yak bone collagen peptide fraction, YBCP-2-2, its antioxidant activity, 

Cu2+ chelating capacity, inhibition kinetics against tyrosine mono- and di-phenolase, and interaction with tyrosinase were analyzed 

using fluorescence spectroscopy. The results demonstrated that YBCP-2-2 exhibited notable antioxidant capacity, with IC50 values of 

6.02 mg/mL and 0.81 mg/mL for scavenging DPPH and ABTS free radicals, respectively. YBCP-2-2 also exhibited a total reducing 

power absorbance value of 0.57 at 8.00 mg/mL, along with superior Cu2+ chelating capacity, with an IC50 of 3.22 mg/mL. Furthermore, 

YBCP-2-2 substantially inhibited tyrosine monophenolase in a mass concentration-dependent manner. At an inhibitor mass 

concentration of 20.00 mg/mL, the initial velocity of the reaction decreased from 0.012 /min to 0.003 9 /min. The inhibition 

type on tyrosine diphenolase was identified as mixed competitive inhibition, with both Vmax and Km undergoing changes in 

response to variations in the collagen peptide mass concentration; the inhibition constant KI was determined as 0.58 mg/mL. The 

interaction between YBCP-2-2 and tyrosinase induced fluorescence quenching of the enzyme, accompanied by a red-shift 

in the fluorescence emission spectrum from 340.20 nm to 351.60 nm. These findings conclusively demonstrate the potent 

tyrosinase inhibitory activity of collagen peptides, thereby providing a theoretical foundation for further investigations into 

peptide-based tyrosinase inhibition.
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酪氨酸酶是黑色素合成过程中的关键限速酶。该

酶是一种双功能氧化酶，能表现出两种催化机制：1、
能羟基化单酚为邻二酚体现酪氨酸单酚酶活性，2、能

氧化邻二酚为邻苯醌体现二酚酶活性；这两种酶活性

都是由氧与酶活性中心的铜离子 CuA 和 CuB 结合而产

生的 [1] 。哺乳动物的皮肤、毛发和眼睛颜色主要由体

内酪氨酸酶调节的黑色素决定，而酪氨酸酶由人体的

黑色素细胞调节。正常情况下，适量的黑色素能保护

皮肤和 DNA 免受紫外线辐射等各种有害物质侵害，

但黑色素异常积累时可能会导致黄褐斑生成、诱发黑

色素瘤等皮肤病、还与神经退行性疾病如帕金森症和

阿尔兹海默病等有关 [2] 。因此抑制酪氨酸酶活性是解

决色素过度沉积的最有效途径之一。

酪氨酸酶抑制剂能对酪氨酸酶产生显著抑制效果

的方式，可归结为以下四大途径：1、抑制剂通过抗氧

化基质达到抑制目的。2、抑制剂和底物有相对类似的

结构，作为底物的结构类似物进入酪氨酸酶的活性空

腔并覆盖催化位点，同底物竞争酶活性中心，从而降

低黑色素生成的反应速率。3、抑制剂能同酪氨酸酶活

性中心的 Cu2+ 螯合，降低酪氨酸酶活性 [3] 。4、抑制剂

与酪氨酸酶疏水腔入口或催化活性中心位点的氨基酸

残基结合，通过改变酶的构象或者形成空间位阻效应

从而钝化酶 [4] 。但大多数酪氨酸酶抑制剂方式并非通过

单一途径对酪氨酸酶活性进行抑制，如丁小梅等 [5] 发现

了螺旋藻多糖可以通过非共价健与酪氨酸酶结合来降低

其活性，且这个结合是可逆的，同时螺旋藻多糖还表现

出较为出色的抗氧化性。Deng 等 [6] 发现分离纯化得到的

木瓜籽蛋白酪氨酸酶抑制肽 Arg-His-Ala-Lys-Phe 不仅拥

有很强的抗氧化性和铜离子螯合能力，而且还与酪氨酸

酶之间存在很多对接位点，可以通过改变配体 -蛋白复

合物的构象来影响酪氨酸酶的活性。

酪氨酸酶抑制剂来源非常广泛，近年来，从各种

生物资源中寻找酪氨酸酶抑制剂成为生命科学研究的

一大热点。本实验室在前期研究中从牦牛骨胶原蛋白

的水解物中分离纯化出一个酪氨酸酶抑制率较高的多

肽组分 YBCP-2-2，本文以该组分为研究对象，测定其

DPPH 和 ABTS+ 自由基清除率、总还原力和铜离子螯

合率，通过 YBCP-2-2 对酪氨酸单酚酶和二酚酶的催

化反应的酶动力学研究和酶蛋白的荧光光谱分析了解

多肽组分与酪氨酸酶之间的相互作用，探讨肽类抑制

剂对酪氨酸酶的抑制作用。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

五水硫酸铜、氯化铁、铁氰化钾，成都市科隆化

学品有限公司；冰醋酸，成都金山化学试剂有限公司；

过硫酸钾、L- 多巴、还原型谷胱甘肽，上海麦克

林生化科技有限公司；L- 酪氨酸、蘑菇多酚氧化酶

(500 U/mL)、碱性蛋白酶（200 U/mg），源叶有限公司；

ABTS，索莱宝科技（北京）有限公司；醋酸钠，成都

市科龙化工试剂厂。

1.2 仪器与设备

F-4700 荧光分光光度计，日立公司；UV-1900 紫

外可见光光谱仪，AOELAB 公司；318C+ 酶标仪，上

海沛欧分析仪器公司；高效液相色谱：Waters 600(2487
紫外检测器和 M32 工作站 )，色谱柱：TSK ge-l 2000 
SWXL 300×7.8 mm，美国 Waters 公司。

1.3 试验方法

1.3.1 胶原蛋白酪氨酸酶抑制肽的制备

用碱性蛋白酶对牦牛骨胶原蛋白进行酶解，底物

质量分数为 2.00%，酶底比为 8 000 U/g、pH 值为 9.00、
50 ℃酶解 7 h，水解结束后沸水灭酶 10 min，待冷却后，

调节 pH 值至 7.00 后离心（6 000 r/min，10 min），取

上清液用旋蒸仪浓缩，采用截留分子量为 3 kDa 的超

滤管离心，收集分子量 3 kDa 以下的组分，再用葡聚

糖凝胶 SephadexG-50 串联 SephadexG-15 对其进行分

离纯化，得到高酪氨酸酶抑制活性多肽组分 YBCP-2-2
（86.65 g/100 g），用于接下来的试验。

1.3.2 基本成分测定

蛋白质含量：参考 GB5009.5-2016 中的凯氏定氮

法；水分：参考 GB 5009.4-2010 中的高温灼烧法；灰

分：直接干燥法。

1.3.3 氨基酸组成测定

使用氨基酸自动分析仪检测氨基酸组成和含量。

1.3.4 多肽疏水值的计算

参考 Zhang 等 [7] 的方法计算。

ΔQ =  ×Δfti

Q =  ΔQi                                                            （1）

式中：

AAi——100 g 蛋白质中氨基酸含量，g ；

Mi——氨基酸摩尔质量，g/mol ；

∑AAi/Mi——氨基酸总摩尔数，mol ；

fti——氨基酸侧链疏水性值，kJ/mol ；

Q——蛋白质疏水性值，kJ/mol。
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1.3.5 相对分子质量测定

参考 GB31645-2018 胶原蛋白肽的测定 , 利用高

效液相排阻色谱法（HPSEC）对将分离纯化得到的

YBCP-2-2 进行分子量分析。

检测波长：220 nm ；相对分子质量标准品：杆菌

酶（MW 1450）、细胞色素 C（MW 12500）、乙氨酸 -

乙氨酸 - 酪氨酸 - 精氨酸（MW 451）及乙氨酸 - 乙

氨酸 - 乙氨酸（MW189）；流动相：V 乙腈 :V 水 :V 三氟乙酸

=450:550:1 ；流量：0.5 mL/min ；柱温：30 ℃。

1.3.6 抗氧化活性测定

1.3.6.1 DPPH ·清除能力测定

参考 Morales 等 [8] 方法稍作改进，取 1.00 mL 不同

质量浓度（1.00、2.00、4.00、6.00、8.00 mg/mL）的

胶原蛋白肽液与同体积 0.10 mol/L 的 DPPH 乙醇溶液

混合均匀、在暗处室温放置 30 min 后测定 517.00 nm
处吸光度，空白组为无水乙醇，对照组为样液与无水

乙醇混合液，阳性对照为 GSH。计算公式如下：

D = (1-
A1-A2

A0
)×100%                                           （2）

式中：

D——DPPH 自由基清除率，% ；

A1——样液与 DPPH 乙醇溶液的 OD 值；

A2——样液与无水乙醇的 OD 值；

A0——无水乙醇与 DPPH 乙醇溶液的 OD 值。

1.3.6.2 ABTS+自由基清除能力测定

参考商文慧 [9] 的方法稍作改进。将 7.00 mol/L 的

ABTS+. 溶液与 2.45 mol/L 的过硫酸钾溶液混匀，避光

静置 12 h，用无水乙醇稀释混合液 40~50 倍，直至

其在 734.00 nm 下吸光值于 0.70±0.02 范围内。向

2.00 mL 的 ABTS+. 溶液中分别加入 0.50 mL 不同质量

浓度多肽溶液，静置 10 min 后测定。空白对照为无水

乙醇，阳性对照为 GSH。计算公式如下：

F = (1-
B1-B2

B0
)×100%                                           （3）

式中：

F——ABTS+
自由基清除率 ,% ；

B0——0.5 mL 蒸馏水与 2 mL ABTS 混合液的 OD 值；

B1——0.5 mL 样品与 2 mL ABTS 混合液的 OD 值；

B2——0.5 mL 样品与 2 mL 无水乙醇混合液的 OD 值。

1.3.6.3 总还原力测定

参照冯磊 [10] 的方法稍作改进，取 1.00 mL 不同质

量 浓 度（1.00、2.00、4.00、6.00、8.00 mg/mL） 的

YBCP-2-2 溶液于试管中，加入 2 倍体积的 PBS 溶

液（0.20 mol/L，pH 值 为 6.60） 和 K3Fe(CN) 6 溶 液

（1.00%，m/V），混匀后在 50 ℃条件下反应 20 min。
反应结束后，向试管中加入与 PBS 溶液同体积的

10 wt.% TCA 溶液，迅速混匀后离心（3 000 r/min，
10 min），取 2.00 mL 上清液于新试管中，加入同体积

的超纯水、0.40 mL 的 0.10 wt% FeCl3 溶液。静止 10 min
后在紫外 700.00 nm 处测定反应液的吸光值，参比为

超纯水，阳性对照为 GSH。

1.3.7 多肽对酪氨酸酶的动力学研究

1.3.7.1 对酪氨酸单酚酶活性抑制

采用 Chen 等 [11] 方法稍作修改，在体系中加入

20.00 μL 的 L-  酪氨酸（0.30 mg/mL)，40.00 μL 不同

质 量 浓 度 的 YBCP-2-2 溶 液（0、2.50、5.00、
10.00、15.00、20.00 mg/mL），40.00 μL 的酪氨酸酶

溶液（500 U/mL)，100.00 μL 的 0.05 mol/L PBS 溶液

（pH 值为 6.80），总体系为 200.00 μL 溶液，用酶标仪

于 475.00 nm 处测定 20 min 内反应吸光值变化，每 30 s
扫描一次。用初速度 dp/dt（产物随时间的变化量）表示。

1.3.7.2 对酪氨酸二酚酶活性抑制

固定反应体系中酪氨酸酶质量浓度（500 U/mL），
将 YBCP-2-2 质 量 浓 度 设 为 0、2.50、5.00、10.00、   
15.00 mg/mL，同时将底物 L- 多巴质量浓度设为 0.25、
0.50、1.00、1.50、2.00 mg/mL。 通 过 酶 标 仪 测 定

475.00 nm 处 10 min 内反应的吸光值变化，测出反应

初速度 V0 并绘制双倒数曲线图，以 L-DOPA 质量浓度

的倒数为 X 轴，V0 的倒数为 Y 轴，利用 Lineweaver-
Burk 双倒数方程获得 Km 和 Vmax，确定抑制类型。以

双倒数曲线中各直线的斜率为 Y 轴，YBCP-2-2 的质

量浓度为 X 轴进行作图，得出抑制常数 KI。

1.3.8 Cu2+
螯合能力测定

参考 Supatcha 等 [12] 方法稍作修改，将 100.00 μL
不同质量浓度（2.00、4.00、6.00、8.00、10.00 mg/mL）的

YBCP-2-2 与 2.80 mL 的 0.05 mol/L 醋酸钠缓冲液（pH
值为 6.00）、0.10 mL 的 1.00 mg/mL CuSO4·5H2O 混

匀后与 0.06 mL 的 4.00 mmol/L 邻苯二酚紫混匀，在

632.00 nm 处测定吸光度。空白对照为超纯水，阳性对

照为 EDTA。按公式计算铜离子螯合率：

T = (1-
C0-C1

C0
)×100%                                          （4）

式中：

T——铜离子螯合率，% ；

C0——空白吸光度；

C1——样品组吸光度。

1.3.9 荧光猝灭试验

参照 Yu 等 [13] 的方法测定肽对酪氨酸酶的荧光淬
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灭，取 2.00 mL 不同质量浓度 YBCP-2-2 溶液（2.50、
5.00、7.50、10.00 mg/mL）与 同 体 积 500 U/mL 酪

氨酸酶液混合，扫描混合液的荧光光谱；激发波长：

280.00 nm，扫描发射光谱范围为 300.00~500.00 nm。

1.3.10 数据统计与分析

所有试验均重复 3 次，数据处理分析采用 Exce1
和 Origin 软件进行，用 Excel 2019 软件做数据统计与

计算；并用平均数和标准差表示。

2  结果与分析

2.1 基本成分

由表 1 可知原料牛骨胶原蛋白的基本组成，水分

含量和灰分含量均占比不大，分别为 11.33% 和 0.21%。

而蛋白质含量较高，达到 85.10% 以上，说明此原料

可作为提取胶原蛋白肽的优质原料。

表 1  牦牛骨胶原蛋白基本成分（%）

Table 1 Basic components of yak bone collagen (%)

组成成分 蛋白质 水分 灰分

含量 85.10±0.46 11.33±0.11 0.21±0.23

2.2 氨基酸组成分析

由表 2 数据可知，YBCP-2-2 中的疏水性、芳香

族、极性、抗氧化性的氨基酸种类含量分别占总体

氨基酸的 42.32%、10.04%、28.43% 和 63.45%。而

多肽链中是否有疏水性氨基酸的存在，对功能活性

肽的酪氨酸酶抑制能力来说非常关键。如 Schurink
等  [14] 研究表明，若生物活性肽的酪氨酸酶抑制（TI）
能力较强，那氨基酸组成通常会出现一个或多个精

氨酸残基或者苯丙氨酸残基。如果天冬氨酸、丝氨

酸、半胱氨酸等不带电荷的极性氨基酸存在于多肽

中，那这些氨基酸可能与酪氨酸酶催化多巴形成的

多巴醌形成共轭从而抑制黑色素形成  [15] 。精氨酸可

以增强细胞渗透性，促进多肽与酪氨酸酶之间的相

互作用；芳香族氨基酸如苯丙氨酸、酪氨酸等不仅

可以作为底物结构类似物和酪氨酸酶形成竞争性抑

制作用从而起到抑制其酶活的作用  [16] ，也可以提供

质子直接猝灭或者抑制自由基，发挥抗氧化功能；

丝氨酸和苏氨酸可以与酪氨酸酶酶促反应中的中间

产物多巴醌结合产生复合物，抑制其进一步转化成

为黑色素从而达到抑制酪氨酸酶活性的效果  [17] 。因

此，YBCP-2-2 多肽中含有十分丰富的有利于抑制

酪氨酸酶活性的氨基酸，这些具有明显 TI 活性的氨

基酸占蛋白总量的 44.40%，这解释了该组分具有较

强的酪氨酸酶抑制活性（TIA）。

表 2  各组分的氨基酸成分分析

Table 2 Amino acid composition analysis of each component

氨基酸 /(g/100 g) 相对分子
质量

疏水性值
/(kJ/mol) YBCP-2-2

天冬氨酸（Asp） 133.1 2.25 2.08

谷氨酸（Glu） 147.1 2.3 8.46

丝氨酸（Ser） 105.1 0.17 2.61

组氨酸（His） 155.2 2.09 0.3

甘氨酸（Gly） 75.1 0 25.2

苏氨酸（Thr） 119.1 1.87 1.58

精氨酸（Arg） 174.2 3.05 6.86

丙氨酸（Ala） 89.1 3.05 10.36

酪氨酸（Tyr） 181.2 12 0.59

半胱氨酸（Cys） 121.2 0 0.11

缬氨酸（Val） 117.1 7.06 2.43

蛋氨酸（Met） 149.2 5.43 0.19

苯丙氨酸（Phe） 165.2 11.08 8.06

异亮氨酸（Ile） 131.2 12.41 1.47

亮氨酸（Leu） 131.2 10.12 5.17

赖氨酸（Lys） 146.2 6.27 3.16

脯氨酸（Pro） 115.1 10.87 8.76

疏水性 Q 值（kJ/mol） 3.515

疏水性氨基酸比例 42.32%

极性氨基酸比例 28.43%

必需氨基酸比例 24.14%

芳香族氨基比例 10.04%

抗氧化性氨基酸比例 63.45%

TI 活性氨基酸比例 44.40%

注：疏水性氨基酸：Leu、Ala、Val、Met、Phe、Pro、Trp

和 Ile ；极性氨基酸：Ser、Thr、Tyr、Cys、Lys、Arg、His、Asp

和 Glu ；必需氨基酸：仅测 Phe、Leu、Lys、Val、Ile、Thr 和

Met ；芳香族氨基酸：Tyr、Phe 和 Trp ；抗氧化性氨基酸：Val、

Ala、Glu、Leu、Phe、Pro、Tyr、Ile、Arg、His、Cys、Met 和

Lys ；TI 活 性 氨 基 酸：Asp、Glu、Ser、His、Thr、Arg、Tyr、

Cys、Val、Leu 和 Phe。

2.3 相对分子质量分析

对分离纯化前的胶原蛋白肽（YBCP）和分离纯

化得到的 YBCP-2-2 进行分子量分析对比，结果如图 1
和表 3 所示。将 YBCP-2-2 按分子量大小可以分为 5 个

部分，且均在 3 000 Da（28 肽）以下，小于 1 000 Da
（8 肽）的部分达到了 96.56%，其中 Mw 为 259-608 的

肽段较为集中，含量约为 90.73%，还有 5.83% 的组分

为游离氨基酸。

有研究表明随着组分分子量的减小，其 TIA 越

来越大，分子量分布在 1 000 Da 以下的组分抑制酪
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氨酸酶活性最高 [18] 。另外，小分子的多肽比分子量

更大的胶原蛋白肽及其多肽更易被人体吸收，因此

能更好的发挥其生物活性作用。YBCP-2-2 的相对分

子质量则主要分布在 1 000 Da（2~8 肽）以下，尤其

是 500 Da 以下的相对分子含量远远高于分离纯化前

的含量，这部分主要由 2~4 肽和游离氨基酸组成，且

YBCP 和 YBCP-2-2 在这部分小肽的峰面积分别占

总面积的 49.04% 和 75.54%，酪氨酸酶抑制活性最

高的 YBCP-2-2 ＜ 500 Da（2~4 肽）的部分比 YBCP 高

26.53%，这进一步表明胶原蛋白肽的酪氨酸酶抑制活

性与多肽的相对分子量分布密切相关，分子量越小，

酪氨酸酶抑制能力越高。

图 1 YBCP2-2 分子量分布峰图

Fig.1 Peak distribution of YBCP-2-2 component

注：a 为 YB ；b 为 YBCP-2-2。

表 3  YBCP-2-2的分子量分析

Table 3 Molecular weight analysis of YBCP-2-2 component

分子量 /Da 肽分布
峰面积百分比 /%

YBCP YBCP-2-2

>5 000   >39 肽 0.53 /

3 000~5 000 23~39 肽 1.18 /

2 000~3 000 16~23 肽 2.32 0.04

1 000~2 000 8~16 肽 12.93 3.4

500~1 000 4~8 肽 34 20.99

180~500 2~4 肽 48.44 69.74

 <180 游离氨基酸 0.6 5.83

2.4 YBCP-2-2多肽的抗氧化活性

2.4.1 DPPH自由基清除能力

图 2 YBCP-2-2 对 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.2 Effect of YBCP-2-2 on DPPH free radical scavenging

DPPH· 是一个非常稳定的自由基，采用 DPPH
法来探究样品的抗氧化能力，反应原理是紫色的

DPPH· 能被加入到体系中的抗氧化物质还原从而转变

为黄色 [19] 。反应过程中，体系的吸光值随着被还原

的 DPPH· 的增大而减小，以此来评价样品样品的抗

氧化能力。如图 2 所示，随着多肽组分和 GSH 的

浓度升高，两者的 DPPH 自由基清除率逐渐增强；

其中 GSH 的 DPPH 自由基清除能力十分突出，IC50

为 0.054 mg/mL，能使紫色溶液在短时间内变为黄色；

YBCP-2-2 的 DPPH 自由基清除能力相对较弱，质量浓

度为 8.00 mg/mL 时清除率为 62.87%，IC50 为 6.02 mg/mL。
可能是 YBCP-2-2 组分中含硫氨基酸 Cys 和 Met 的含

量极低；蛋氨酸和半胱氨酸残基几乎对所有的活性氧

都十分敏感，Met 能通过氧化还原循环清除氢过氧化

物、单线态氧等有害物质；Cys 能提供电子发挥抗氧化

作用 [20] 。同时 Cys 和 Met 都是合成 GSH 的前体物质，

合成过程中主要被 Cys 和 γ 谷氨酰半胱氨酸合成酶含

量影响，而 GSH 又在清除自由基、维持抗氧化系统方

面起着十分重要的作用 [21] 。

2.4.2 ABTS+
自由基清除能力

图 3 可 以 看 出，YBCP-2-2 和 GHS 对 ABTS+

自由基清除能力随着质量浓度增加呈上升的趋势。

GSH 具有非常不错的 ABTS+ 自由基清除能力，浓

度在 0.15 mg/mL 时就能达到 99.20% 的清除率，IC50

为 0.018 mg/mL ；YBCP-2-2 比 GSH 稍显逊色，但浓

度为 6.00 mg/mL 时清除率高达 99.42% 接近百分之百，

IC50 为 0.81 mg/mL。可能是因为 YBCP-2-2 含有较高

的疏水性氨基酸与芳香族氨基酸；Gly、Val 和 Ala 等

疏水氨基酸能通过侧链的脂肪烃让多肽和自由基间的

结合变得更为紧密 [22] 。Phe 等芳香族氨基酸能通过提
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供质子来增强生物活性肽的抗氧化作用 [23] 。

图 3 YBCP-2-2 对 ABTS+ 自由基清除率的影响

Fig.3 Effect of YBCP-2-2 on ABTS+ free radical scavenging

2.4.3 总还原力

具有还原能力的样品能将 K3Fe(CN)6 还原成为

K4Fe(CN)6，K4Fe(CN)6 通过与 Fe3+ 反应生成普鲁士蓝，

通常用紫外检测仪在 700 nm 的吸光度代表生成量，且

生成量与吸光度成正比 [24] ，所以吸光度越大、样品的

还原能力越强。由图 4 可知，GSH 的总还原力与其质

量浓度成正比，具有较强的总还原力，仅 0.25 mg/mL 溶

液吸光度就高达 0.787 ；YBCP-2-2 的总还原力也呈正

比，当质量浓度为 8.00 mg/mL 时吸光度达 0.547。
但 GSH 总还原力要强于多肽组分，GSH 质量浓度

仅为 0.15 mg/mL 时就与多肽组分在 6.00 mg/mL 质量

浓度时的总还原力相似。

图 4 YBCP-2-2 的总还原力

Fig.4 Total reducing power of YBCP-2-2

2.5 YBCP-2-2对酪氨酸酶抑制酶动力学研究

2.5.1 YBCP-2-2对酪氨酸单酚酶的抑制作用

由图 5 可知，不同质量浓度的 YBCP-2-2 对酪氨

酸酶单酚酶的作用进程曲线，曲线的斜率代表反应的

速度。未加入 YBCP-2-2 时，在反应前 3 min 曲线斜

率较小，说明反应速度较慢；在 3~15 min 内曲线斜率

越来越大、反应速率快速上升直至最大，反应产物的

生成量也随时间的增加迅速上升；在 15 min 后的反应

速率略微开始下降。由于在酪氨酸单酚酶催化 L- 酪氨

酸反应过程中的一个典型特征是存在迟滞效应，也就

是说其能减缓催化反应而出现迟滞时间，迟滞时间能

被反应液中的酶和底物浓度影响 [25] ；由图 6 可知，加

入 YBCP-2-2 的质量浓度增加，反应的初速度显著减小，

当抑制物质量浓度达到 20.00 mg/mL 时，反应初速度

dp/dt 从 0.012/min 下降至 0.003 9/min，说明随胶原蛋

白肽浓度的增加，单酚酶的迟滞效应明显增强。总的

来说，加入不同质量浓度的 YBCP-2-2 后，整体反应

速度从缓慢上升到快速上升最后趋于平缓；不同质量

浓度的胶原蛋白肽不仅降低酪氨酸单酚酶的活性还延

长了酶反应的迟滞时间，且随质量浓度增加其延迟情

况越来越明显，曲线斜率减小。在相同反应时间下，

胶原蛋白肽质量浓度越高反应液的吸光值就越低，代

表产物生成量越少，说明组分 YBCP-2-2 对酪氨酸酶

的单酚酶有较好的抑制作用。

图 5 YBCP-2-2 对酪氨酸酶单酚酶抑制作用进程曲线

Fig.5 Progress curve of YBCP-2-2 inhibition of tyrosinase 

monophenolase

图 6 YBCP-2-2 对酪氨酸单酚酶反应初速度的影响

Fig.6 Effect of YBCP-2-2 on initial reaction rate of 

tyrosine monophenolase

2.5.2 YBCP-2-2对酪氨酸二酚酶的抑制作用

由图 7a 可知，未添加 YBCP-2-2 时，酪氨酸



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                             2025, Vol.41, No.10

 193 

二酚酶与底物 L- 多巴的 Vmax 为 0.193/min，Km 值

为 1.195 mg/mL。随 L- 多巴质量浓度的增加，反应初

速度 V0 不断增长，直线斜率随 YBCP-2-2 质量浓度的

增大而增大，所有直线均同时在第二象限的同一点相

交，这代表酶促反应的 Vmax 和 Km 均受到组分 YBCP-
2-2 的影响；随着 YBCP-2-2 质量浓度的升高，则 Vmax

会减小、Km 会增大，说明肽能通过混合型作用抑制

二酚酶，同时还能发生竞争性和非竞争性抑制作用。

YBCP-2-2 既能在反应过程中与游离酶结合，通过竞争

酶活性中心将底物 L- 多巴排斥在活性中心外；又能在

酶促反应过程中与游离酶及酶 - 底物复合物结合。由

图 7b可知斜率与对应的YBCP-2-2 质量浓度关系曲线，

确定 YBCP-2-2 的抑制常数 KI 为 0.58 mg/mL。

图 7 YBCP-2-2 对酪氨酸二酚酶的抑制类型（a）

和抑制常数（b）的测定

Fig.7 Determination of the type(a) and inhibition 

constant(b) of YBCP-2-2

2.6 YBCP-2-2铜离子螯合能力

酪氨酸酶的活性中心含有两个具有催化活性的

Cu2+，已研究表明小分子肽能以螯合酪氨酸酶内双铜

离子的方式来降低酪氨酸酶活性  [26] 。结果如图 8 所

示，EDTA 仅需要 1.00 mg/mL 时铜离子螯合率就

能高达 94.42%，具有很强的铜离子螯合能力，IC50

为 0.26 mg/mL ；当 YBCP-2-2 质量浓度在 2.00~6.00 mg/mL
范围内时，对 Cu2+ 螯合能力上升较快，但超过这个范

围后螯合率增加的速率减慢；当 YBCP-2-2 质量浓度为

10.00 mg/mL 时铜离子螯合率高达 79.10%，IC50 为

3.22 mg/mL ；由此可见 YBCP-2-2 在高质量浓度下具

有显著的铜离子螯合能力。

图 8 胶原蛋白肽的铜离子螯合能力

Fig.8 Copper ion chelating capacity of collagen peptides

YBCP-2-2 中有 62.98% 以上的能螯合金属的氨基

酸，尤其是 Glu、Phe 和 Arg 含量相对较多；研究表明，

具有良好金属螯合能力的多肽中通常有 Asp、Glu、
His、Cys、Arg 等氨基酸 [27] ，Jung 等 [28] 也发现疏水性

氨基酸在肽链的起始和末端存在与酪氨酸酶中心的铜

离子活性位点形成额外的相互作用。多肽对酪氨酸酶

的抑制活性在一定程度上受到了铜离子的螯合能力影

响，宋玉琼等 [29] 证明多肽尤其是小分子是肽段的铜离

子结合率越高，酪氨酸酶抑制能力越强，这两种活性

存在极显著的正相关性。也有研究表明，酪氨酸酶

抑制剂可以分为破坏型和非破坏型，破坏型又分为

几个种类，而研究最广泛的就是抑制剂可以直接通

过破坏酪氨酸酶的双核铜离子活性中心以使酪氨酸

酶失活 [30] 。

综上所述，YBCP-2-2因为具有一定Cu2+ 螯合能力，

所以可以通过阻断酪氨酸酶的催化氧化来达到减少黑

色素生成目的。

2.7 荧光猝灭

280.00 nm 或 290.00 nm 的激发光能够激发 Tyr、
Trp 和 Phe 残基产生荧光，若蛋白质中同时存在 Trp
和 Tyr 残基，Tyr 残基内分子的能量会转移到 Trp 残

基里，从而导致 Trp 残基的荧光增加和 Tyr 残基的荧

光猝灭 [31] 。酪氨酸酶的 Trp 残基可以在激发波长为

280.00 nm 处有较强的荧光，发射波长为 337.00 nm 左

右 [32] ，因此通过 Trp 荧光光谱的变化来确定 YBCP-
2-2 与酪氨酸酶之间的相互作用。YBCP-2-2、酪氨

酸酶和 YBCP-2-2 与酪氨酸酶结合后的荧光光谱变化

（290.00~500.00 nm）如图 9 所示。YBCP-2-2 和酪氨

酸酶有明显不同的特征吸收峰，酪氨酸酶在 340.20 nm
处有荧光发射峰，随着添加的 YBCP-2-2 质量浓度增
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加，酪氨酸酶的内源性荧光强度明显降低，表现出一

定的剂量依赖性，且荧光光谱发生红移（从 340.20 nm
移至 351.60 nm），这表示 YBCP-2-2 与酪氨酸酶结

合导致酪氨酸酶分子中 Trp 所处的微环境从疏水性

内部逐渐转移到外部的水相环境中，即酪氨酸酶的

空间结构伸展打开，这种构象上的改变影响了酪氨

酸酶的活性  [33] 。

图 9 不同质量浓度 YBCP-2-2 对酪氨酸酶荧光光谱的影响

Fig.9 Effect of different mass concentrations of YBCP-2-2 

on the fluorescence spectrum of tyrosinase

3  结论

本文发现 YBCP-2-2 能清除 DPPH 和 ABTS+ 自由

基，且总还原力在 8.00 mg/mL 时吸光值达 0.57 ；说明

该肽具有一定抗氧化能力。同时铜离子螯合能力测定

发现 YBCP-2-2 能螯合金属离子，而铜离子是酪氨酸

酶的辅助因子，YBCP-2-2 对铜离子的螯合为酪氨酸酶

的抑制做出一定的贡献。另外，荧光淬灭实验也揭

示，YBCP-2-2 能与酪氨酸酶结合并使酶蛋白空间

结构展开。未添加 YBCP-2-2 时，酪氨酸二酚酶与

底物 L- 多巴的 Vmax 为 0.193/min，Km 值为 1.195 mg/mL ；

随着添加 YBCP-2-2 质量浓度的升高，Vmax 减小、Km

增大，抑制常数 KI 为 0.58 mg/mL ；这与报道关于混

合型酪氨酸酶抑制剂的 Lineweaver-Burk 方程的实验结

果是相似的，因此初步总结出 YBCP-2-2 的抑制类型

为混合竞争性抑制，但后续还需要更多的实验结果来

证明。本文探讨了肽类抑制剂对酪氨酸酶的抑制作用

机制，这对完善酪氨酸酶抑制理论具有重要意义。
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