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牡丹花酶解肽的理化性质及促进皮肤
健康功效

曾贝贝，吕　静，鲁杏茹，智文博，李带根

（厦门元之道生物科技有限公司，福建厦门 361100）

摘　要：为进一步促进牡丹花的开发利用，本研究以酶解的牡丹花酶解肽为研究对象，分析了其分子量分布与氨基

酸组成，通过测定体外酪氨酸酶抑制率、抗糖化活性、透明质酸酶抑制率以及抗氧化活性研究其促进皮肤健康的

功效，并进一步利用斑马鱼黑色素沉积模型进行验证。结果表明，牡丹花酶解肽是由 15种氨基酸组成的平均分子

量为 644  Da的小分子肽，当浓度为 10  mg/mL时，体外酪氨酸酶抑制率为 88.96%，晚期糖基化终末产物

（AGEs）抑制率为 90.50%，透明质酸酶抑制率为 60.43%，DPPH自由基清除率和羟自由基清除率分别为

74.77%和 94.74%。同时，斑马鱼模型的结果表明牡丹花酶解肽可有效抑制斑马鱼头部黑色素沉积，当样品浓度

为 1000 μg/mL时，黑色素抑制率达到 40.59%。总之，体内外研究结果初步证明牡丹花酶解肽具有良好的促进皮肤

健康的潜力。
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Abstract：The enzymolysis peptide of peony flower was studied herein to promote the development and utilization of this
flower.  The  molecular  weight  distribution  and  amino  acid  composition  of  the  peptide  were  analyzed,  and  the  beneficial
effects of the peptide were studied by assessing their ability to inhibit tyrosinase activity, advanced glycation end products
(AGEs) formation, and hyaluronidase in vitro. The in vitro results were further verified in a zebrafish melanin accumulation
model, results indicated that the active peptide was a small molecule comprising 15 amino acids, with an average molecular
weight  of  644  Da.  At  10  mg/mL,  the  respective  in  vitro  inhibition  rates  for  tyrosinase  activity,  AGEs  formation,  and
hyaluronidase were 88.96%, 90.50%, and 60.43%, respectively. The respective DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and
hydroxyl  free  radical  scavenging  rates  were  74.77%  and  94.74%,  respectively.  The  zebrafish  model  studies  revealed  a
melanin inhibition rate of  40.59% when the sample concentration was 1000 μg/mL. In conclusion,  the results  of  these  in
vivo  and  in  vitro  studies  preliminarily  indicate  that  the  peony  flower  enzymolysis  peptide  can  potentially  improve  skin
health.

Key words：peony flower enzymolysis peptide；whitening effect；healthy skin；anti-oxidation；zebrafish

作为人体最大的器官，随着年龄的增长和紫外

线、环境污染等外界因素的影响，皮肤的胶原蛋白逐

渐流失，并出现变黑、暗沉、干燥等皮肤衰老现

象[1−2]。近年来，饮食干预被认为是一种改善皮肤健  
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康状态的有效方式。特别是食源性多肽以其安全、

易吸收、高效等特点，受到人们的广泛关注。已有研

究表明，核桃肽 [3]、沙丁鱼蛋白多肽 [4] 以及豌豆

肽[5] 具有明显的美白活性，而天然胶原多肽表现出保

湿抗衰等功效，均可在针对皮肤健康的功能性食品或

护肤品中有良好的应用[6]。

牡丹花色泽艳丽，营养丰富，不仅含有丰富的蛋

白质、脂肪、维生素以及矿物质等营养成分[7−8]，还包

含紫云英苷和芍药花苷等具有多种生理活性的黄酮

类化合物，是一种天然优质的功能性原料[9−10]。2013
年，丹凤牡丹花被纳入新资源食品行列，其营养价值

和生物活性也被越来越多的学者报道。目前，对于丹

凤牡丹花的研究集中于多酚、黄酮类活性成分的提

取，以及这些活性成分在抗糖化[11]、抗氧化[12]、降血

糖[13] 方面的作用。此外，针对牡丹花中蛋白质资源

的研究表明，牡丹花肽具有降血压 [14]、降低胆固

醇[15]、抗氧化[16] 以及提高免疫力等活性。研究表明

由丹凤牡丹籽制备的生物肽具有酪氨酸酶抑制功

效[17]，而利用丹凤牡丹花为原料制备生物肽及其在促

进皮肤健康功效方面的研究未见报道。

因此，为了验证牡丹花酶解肽对皮肤健康的促

进作用，本研究首先对酶解的牡丹花肽进行理化指标

分析，然后通过测定其对酪氨酸酶和透明质酸酶的抑

制作用，以及抗糖基化终末产物（Advanced Glycation
End Products，AGEs）生成活性和抗氧化活性等指标，

评价牡丹花肽对皮肤健康的促进作用，最终在斑马鱼

模型上验证其对黑色素生成的抑制作用。相关研究

结果可为牡丹花酶解肽在食品和化妆品中的开发和

应用提供理论基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

丹凤牡丹花　肽度科技（厦门）有限公司；斑马鱼

　杭州环特生物科技股份有限公司；胰岛素、杆菌

肽、甘氨酰-甘氨酰-酪氨酰-精氨酸、甘氨酰-甘氨酰-
甘氨酸　中国计量科学研究院；17种氨基酸混合标

准品　阿尔塔科技有限公司；黑色素细胞刺激素　

上海源叶生物科技有限公司；酪氨酸酶（≥500 U/
mg）　北京华迈科生物技术有限责任公司；甲基纤维

素、乙腈、三氟乙酸、L-左旋多巴　上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；谷胱甘肽、维生素 C、曲酸、氨

基胍、色苷酸钠、1,1-二苯基 -2-苦肼基自由基

（DPPH）　上海麦克林生化科技有限公司；葡萄糖　

西陇科学股份有限公司；过氧化氢、D-果糖　国药集

团化学试剂有限公司；牛血清白蛋白　成都西亚化工

股份有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

LC-16高效液相色谱仪（配有紫外检测器及

GPC处理系统）　日本岛津公司；HH-4B磁力搅拌

恒温水浴锅　国华（常州）仪器制造；UV-5100型紫

外可见分光光度计　上海元析仪器有限公司；

MULTISKAN SPECTRUM型酶标仪　美国赛默飞

世尔科技公司；HC-3016型高速冷冻离心机　安徽

中科中佳科学仪器有限公司；SZX7型解剖显微镜

　日本奥林巴斯株式会社；IM300型显微注射仪、

PC-10型拉针仪　日本 Narishige公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   牡丹花酶解肽的制备　将丹凤牡丹花干花加

水粉碎打浆，用 NaOH调节 pH至 9.0左右，接着充

分搅拌 1 h ，用稀盐酸调节 pH至 4.5左右，分离得到

沉淀。将沉淀溶于纯水中，调节 pH至 8.0左右，加

入 1%碱性蛋白酶，酶解 4 h，酶解结束后进行灭酶处

理。冷却至室温后，酶解液分别经硅藻土、超滤膜过

滤，得到分子量<3000 Da的牡丹花多肽，进一步纳滤

浓缩（脱盐脱水）后冷冻干燥，即为牡丹花酶解肽粉。 

1.2.2   牡丹花酶解肽的理化指标测定　 

1.2.2.1   蛋白含量测定　按照 GB 5009.5-2016《食品

安全国家标准 食品中蛋白质的测定》中第一法的凯

氏定氮法测定牡丹花酶解肽的蛋白质含量。 

1.2.2.2   相对分子质量分布测定　参照 GB/T 22492-

2008《大豆肽粉附录 A 肽相对分子质量分布的测定

方法》的高效液相凝胶色谱方法。凝胶色谱柱：

TSKgel G2000SWxl（300 mm×7.8 mm，5 μm）；流动

相为乙睛:水:三氟乙酸=20:80:0.1（体积比）；检测时

间：等度洗脱 30 min；流速：0.5 mL/min；检测波长：

220 nm；进样体积：10 μL。 

1.2.2.3   氨基酸组成测定　参考 GB 5009. 124-2016

《食品安全国家标准 食品中氨基酸的测定》的反相高

效液相色谱法进行氨基酸组成测定。色谱柱：GL

InertSustain  C18（4.6  mm×150  mm，3  μm）；流动相：

A相为 40 mmol/磷酸盐缓冲液（pH7.0），B相为乙

腈/甲醇/水=45:45:10，梯度洗脱（0~1.00 min，10%~

12% B；1.00~2.50 min，12%B；2.50~2.51 min，12%~

16% B；2.51~13.00 min，13%~36% B；13.00~13.01 min，

36%~38% B；13.01~25.00 min，38%~100% B；25.00~

28.00  min， 100%  B； 28.00~28.01  min， 100%~10%

B；28.01~35.00 min，10% B）；柱温 40 ℃；体积流量

1.1 mL/min；检测波长 338 nm；进样量 10 μL。 

1.2.3   体外促进皮肤健康功效研究　 

1.2.3.1   酪氨酸酶抑制率测定　根据文献 [18]的方

法对牡丹花酶解肽的酪氨酸酶抑制率进行测定。于

样品管（T）中加入 1.0 mL样品溶液和 0.5 mL酪氨

酸酶溶液，在样品本底管（T0）中分别加入 1.0 mL样

品溶液和 0.5 mL缓冲液，在酶反应管（C）中加入

1.0 mL缓冲液和 0.5 mL酪氨酸酶溶液，在溶剂本底

管（C0）中加入 1.5 mL缓冲液。接着置于 37 ℃ 水

浴孵育 10 min后，均加入 2.0 mL的左旋多巴溶液。

室温反应 5 min后，于 475 nm处的测定吸光度。本

实验方法以曲酸作为阳性对照。根据以下公式计算

酪氨酸酶抑制率（%）：
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酪氨酸酶抑制率(%) =
(
1− T−T0

C−C0

)
×100

式中：T表示样品组的吸光度；T0表示样品本底

组的吸光度；C表示酶反应组的吸光度；C0表示溶剂

本底组的吸光度。 

1.2.3.2   AGEs抑制率测定　参照周慧吉等[19] 报道

的 BSA/还原糖体系模型测定牡丹花酶解肽的抗糖

化活性。首先配制 pH7.4磷酸盐缓冲溶液、4.0 mg/
mL牛血清白蛋白 BSA溶液、0.5 mol/L葡萄糖/D-
果糖溶液和 2.0 mmol/L氨基胍溶液，接着过膜处

理。在样品组 F1中加入 100 μL BSA、100 μL葡萄

糖/D-果糖溶液和 100 μL多肽样品，在样品对照组

F2中加入 100 μL PBS、100 μL葡萄糖/D-果糖溶液

和 100 μL多肽样品，在空白组 F3中加入 100 μL
BSA、100 μL葡萄糖/D-果糖溶液和 100 μL样品溶

剂溶液，在空白对照组 F4中加入 100  μL  PBS、
100 μL葡萄糖/D-果糖溶液和 100 μL样品溶剂溶

液。用 2.0 mmol/L氨基胍（AG）溶液用作阳性对

照。加完样品后，于 37 ℃ 培养箱下孵育 7 d。测定

其经 360 nm激发光激发后，在 453 nm处的荧光强

度，激发和发射狭缝宽度为 5 nm。本实验方法以氨

基胍作为阳性对照。根据以下公式计算 AGEs生成

抑制率（%）：

AGEs抑制率(%) =
(
1− F1−F2

F3−F4

)
×100

式中：F1表示样品组的吸光度；F2表示样品对

照组的吸光度；F3表示空白组的吸光度；F4表示空

白对照组的吸光度。 

1.2.3.3   透明质酸酶抑制率测定　参考文献 [20]报
道的方法测定牡丹花酶解肽的透明质酸酶抑制率。

于离心管中加入 50  μL待测样品溶液，4.85  mL
0.2 mol/L乙酸乙酸钠缓冲液和 50 μL 1.0 mg/mL透

明质酸酶溶液，充分摇匀并加入 50 μL 3.44 mg/mL
透明质酸钠溶液，37 ℃ 反应 15 min后，测定溶液在

400 nm波长下的吸光度，记为 A1，将酶液替换为缓

冲液测得的吸光度记为样品对照 Ac1，空白对照是用

缓冲液代替酶液和样品溶液，测得吸光度为 Ac2，而
将样品替换为缓冲液测得的吸光度记为 A0。本实

验方法以色苷酸钠作为阳性对照。按以下公式计算

透明质酸酶活性抑制率（%）：

透明质酸酶抑制率(%) =
(
1− Ac1−A1

Ac2−A0

)
×100

式中：Ac1表示样品对照组的吸光度；A1表示

样品组的吸光度；Ac2表示空白对照组的吸光度；

A0表示空白组的吸光度。 

1.2.4   体外抗氧化活性分析　 

1.2.4.1   DPPH自由基清除率测定　依据《GB/T
39100-2020多肽抗氧化测定 DPPH法和 ABTS法》

中的 DPPH法测定牡丹花酶解肽的 DPPH自由基清

除率。首先配制 50 μg/mL DPPH溶液，接着在 A1

管中加 3.0 mL DPPH溶液和 1.0 mL样品；在 A0管

中加 3.0 mL无水乙醇溶液和 1.0 mL样品；在 A2管

中加 3.0 mL DPPH溶液和 1.0 mL样品溶剂（水）溶

液；分别充分混合均匀，室温避光反应 30 min，于波

长 517 nm条件下用紫外分光光度计吸光度（用蒸馏

水调零校准）。本实验方法以谷胱甘肽作为阳性对

照。按以下公式计算 DPPH自由基清除率（%）：

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1−A0

A2

)
×100

式中：A1表示样品组的吸光度；A0表示样品对

照组的吸光度；A2表示空白组的吸光度。 

1.2.4.2   羟自由基清除率测定　根据文献 [21]的方

法测定牡丹花酶解肽的羟自由基清除率。首先配制

8.8 mmol/L H2O2 1.0 mL、9.0 mmol/L FeSO4 1.0 mL
和 9.0  mmol/L水杨酸-乙醇溶液。接着在 A0组，

A00组，A01组和 A1组中分别加入 1.0 mL FeSO4

溶液和 1.0 mL水杨酸-乙醇溶液。在 A01和 A1中

分别加入 1.0 mL的样品溶液，在 A0和 A01中分别

加入 1.0 mL的样品溶剂，在 A00中加入 2.0 mL的

样品溶剂，最后在 A0和 A1中加入 1.0 mL H2O2 启

动反应，37 ℃ 反应 30 min后测定各组在 510 nm下

的吸光度。本实验方法以维生素 C作为阳性对照。

按下式计算羟自由基清除率：

羟自由基清除率(%) =
(
1− A1−A01

A0−A00

)
×100

式中：A1表示样品组的吸光度；A01表示样品

对照组的吸光度；A0表示空白组的吸光度；A00表

示空白对照组的吸光度。 

1.2.5   基于斑马鱼模型的黑色素抑制率测定　 

1.2.5.1   最大耐受浓度（Maximum Tolerated Concen-

tration，MTC）测定　随机选取 3  dpf野生型 AB
品系斑马鱼于 6孔板中，每孔含有 30尾斑马鱼。水溶

给予样品（表 3），每孔体积为 3.0 mL。除正常对照组

外，模型对照组和样品组均卵黄囊注射黑素细胞刺

激素，建立斑马鱼黑色素增加模型。接着在 28 ℃ 处

理 24 h后，测定斑马鱼对于样品的MTC。 

1.2.5.2   黑色素抑制率测定　随机选取 3 dpf野生

型 AB品系斑马鱼于 6孔板中，每孔含有 30尾斑马

鱼。水溶给予样品（表 4），每孔体积为 3.0 mL。除正

常对照组外，模型对照组和样品组均卵黄囊注射黑素

细胞刺激素，建立斑马鱼黑色素增加模型。接着在

28 ℃ 处理 24 h后，每组随机选取 10尾斑马鱼置于

解剖显微镜下拍照，用 Image J图像处理软件计算斑

马鱼头部黑色素信号强度（S）。黑色素抑制率计算公

式如下：

黑色素抑制率(%) =
S1−S0

S1
×100

式中：S1表示模型对照组的头部黑色素信号强

度，像素；S0表示样品组的头部黑色素信号强度，像素。 
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1.3　数据处理

用 SPSS26.0软件对实验数据进行统计学分析，

实验结果表示为平均数±标准误差，根据单因素方差

分析和 Tukey检验标注各组间的统计学差异，其中

P<0.05时认为在统计学上具备显著差异。 

2　结果与分析 

2.1　牡丹花酶解肽的理化指标 

2.1.1   分子量分布　由表 1可知，牡丹花酶解肽的平

均分子量为 644 Da，且分子量<1000 Da的肽段占比

高达 97.82%，该结果说明牡丹花蛋白几乎全部被水

解成小分子肽段。由于小分子肽段具有吸收率快、

利用率高等优点，牡丹花酶解肽中高比例的小分子肽

段预示其具有良好的生物活性[22]。
 
 

表 1    牡丹花酶解肽的分子量分布结果
Table 1    Molecular weight distribution of peony flower

enzymolysis peptide

分子量范围
数均分子量

（Mn）
重均分子量

（Mn）
峰面积百分比

（波长220 nm，%）

>10000 0 0 0
10000~5000 0 0 0
5000~3000 3536 3582 0.13
3000~2000 2437 2464 0.27
2000~1000 1280 1289 1.78
<1000 618 623 97.82

相对分子质量一万
以下所占比例 100

  

2.1.2   蛋白质含量和氨基酸组成　经测定，牡丹花酶

解肽的蛋白质含量为 44.93%±2.92%（以干基计）。

由表 2可知，牡丹花酶解肽由 15种氨基酸组成，总

氨基酸含量为 18.1440  g/100  g，包括成人必需的

7种氨基酸（色氨酸未测）和儿童所需的组氨酸。通

过计算支链氨基酸（缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸）与芳

香族氨基酸（苯丙氨酸和酪氨酸）的比值得到 F值为

2.74，接近玉米肽的指标（F值 3.0~3.5），说明牡丹花

酶解肽具有潜在的生物活性[23]。此外，牡丹花酶解

肽的天冬氨酸的含量最高，为 3.16 g/100 g，其次是谷

氨酸，为 1.97 g/100 g，较高的天冬氨酸和谷氨酸水平

可通过转氨基和脱羧基等作用转化为其他物质，具有

维持肠道健康、缓解氧化应激等作用[24−25]。牡丹花

酶解肽中还含有一定水平的赖氨酸，约为氨基酸总量

的 4.8%，可作为赖氨酸缺乏的谷物的膳食补充剂。

同时，赖氨酸还具有促进食欲、生长发育和治疗贫血

等功能[26]。因此，牡丹花酶解肽是一种较好的氨基酸

来源，可应用于多种功能性食品。 

2.2　牡丹花酶解肽的体外促进皮肤健康作用 

2.2.1   对酪氨酸酶活性的影响　酪氨酸酶作为黑色

素合成过程的关键酶，催化底物生成 L-多巴，并进一

步转化为 L-多巴醌，最终形成黑色素。因此，通过测

定牡丹花酶解肽对酪氨酸酶活性的抑制作用，可用于

评估其抑制黑色素生成的能力，即美白活性[27]。由

图 1可知，浓度为 0.625~10 mg/mL时，牡丹花酶解

肽的酪氨酸酶抑制率介于 10.14%和 88.96%，并且

随着浓度升高呈剂量效应。在浓度为 10 mg/mL，牡

丹花酶解肽的酪氨酸酶抑制率与阳性对照曲酸处于

同一水平，说明牡丹花酶解肽具有良好的美白功效。

同时，有研究表明多肽可作为美白类产品的重要原

料，罗非鱼皮以及珍珠贝肉来源的活性肽均具有显著

的酪氨酸酶抑制活性[28−29]。
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图 1    不同浓度的牡丹花酶解肽对酪氨酸酶的抑制率
Fig.1    Inhibition rate of different concentrations of peony

flower enzymolysis peptide on tyrosinase
注：不同小写字母表示相同浓度下的牡丹花酶解肽与阳性对
照组间存在显著性差异，P<0.05，图 2~图 5同。
  

2.2.2   对 AGEs生成的影响　人体内过多的糖会与

皮肤上的胶原蛋白和弹性蛋白产生美拉德反应，生成

晚期糖基化终末产物（AGEs），造成皮肤变黄、暗沉，

最终导致皮肤衰老，产生皱纹[30]。因此，通过测定牡

 

表 2    牡丹花酶解肽的氨基酸组成

Table 2    Amino acid composition of peony flower enzymolysis
peptide

氨基酸名称 含量（g/100 g）

天冬氨酸 3.60±0.18g

谷氨酸 1.97±0.06f

丝氨酸 0.57±0.03a

组氨酸 0.72±0.08b

甘氨酸 1.22±0.05c

苏氨酸 0.50±0.05a

精氨酸 0.42±0.06a

丙氨酸 1.82±0.12ef

酪氨酸 0.74±0.03b

脯氨酸 ND
胱氨酸 ND
缬氨酸 1.38±0.10d

甲硫氨酸 0.48±0.04a

苯丙氨酸 0.86±0.06b

异亮氨酸 1.29±0.15cd

亮氨酸 1.70±0.09e

赖氨酸 0.88±0.06b

总氨基酸含量 18.14±1.25
F值 2.74

注：ND表示未检测出；不同字母表示各个氨基酸之间存在显著性差异，P<
0.05。
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丹花酶解肽对于 AGEs生成的抑制效果，可以反映

样品的抗皮肤衰老的活性。由图 2可知，牡丹花酶

解肽的 AGEs生成的抑制活性随着浓度升高几乎呈

线性增加，在 10 mg/mL的浓度下，AGEs生成的抑

制率高达 99.50%，与阳性对照氨基胍不存在显著性

差异，说明牡丹花酶解肽具有较高的抗糖化活性，在

抗衰老产品中有很好的应用潜力。
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图 2    不同浓度的牡丹花酶解肽对 AGEs生成的抑制率
Fig.2    Inhibition rate of different concentrations of peony

flower enzymolysis peptide on AGEs production
  

2.2.3   对透明质酸酶活性的影响　透明质酸在皮肤

中有强大的保水性能，而透明质酸酶是一种用于降解

透明质酸的酶，从而使皮肤水分减少，导致皮肤出现

弹性减少、皱纹增多等衰老现象[31−32]。从图 3可知，

牡丹花酶解肽的透明质酸酶抑制率较高，在 10 mg/
mL时达到 60.43%，同时在 0.625~10 mg/mL范围内

呈浓度效应，且与同浓度的阳性对照色苷酸钠相比，

表现出更显著的透明质酸酶抑制活性，说明牡丹花

酶解肽在保湿类产品的应用方面有很大的开发价值

和市场前景。
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图 3    不同浓度牡丹花酶解肽对透明质酸酶的抑制率
Fig.3    Inhibition rate of different concentrations of peony

flower enzymolysis peptide on hyaluronidase
  

2.3　牡丹花酶解肽的体外抗氧化活性研究 

2.3.1   对 DPPH自由基清除能力的影响　DPPH自

由基可与抗氧化物质结合，降低其在 517 nm处的吸

收，因而常作为体外抗氧化活性的评价指标[33]。由

图 4可知，牡丹花酶解肽的 DPPH自由基清除率与

浓度的变化呈正相关，在 10 mg/mL浓度下的清除率

高达 74.77%，且 IC50 值为 4.32 mg/mL。而阳性对

照谷胱甘肽的 DPPH自由基清除率的 IC50 值为

1.42 mg/mL。有研究称，多肽对于 DPPH自由基的

清除能力与疏水性氨基酸的多少有关[34]。而牡丹花

酶解肽中含有较高水平的疏水性氨基酸，如亮氨酸和

缬氨酸，解释了牡丹花酶解肽具有较高 DPPH自由

基清除率的原因。
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图 4    不同浓度牡丹花酶解肽对 DPPH自由基的清除率
Fig.4    Scavenging rate of different concentrations of peony

flower enzymolysis peptide on DPPH free radical
  

2.3.2   对羟自由基清除能力的影响　在众多自由基

中，羟自由基的氧化性最强，因此对机体伤害最大，加

快衰老过程。通过有效清除羟自由基，可维持机体

正常生理活动 [35]。由图 5可知，牡丹花酶解肽的

羟自由基清除率随浓度的增加而增强，且 IC50 值为

2.43 mg/mL，而阳性对照组维生素 C的 IC50 值为

2.16 mg/mL，说明牡丹花酶解肽具有较高的羟自由

基清除活性。有研究者发现多肽中亮氨酸、缬氨酸

等疏水性氨基酸的增加，会导致多肽的羟自由基清除

能力增强[36]。因此，牡丹花酶解肽的高羟自由基清除

率可能与氨基酸组成中富含的亮氨酸和缬氨酸有关。
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图 5    不同浓度牡丹花酶解肽对羟自由基的清除率
Fig.5    Scavenging rate of different concentrations of Danfeng
peony flower enzymolysis peptide on hydroxyl free radical

  

2.4　牡丹花酶解肽基于斑马鱼模型的黑色素抑制率

测定 

2.4.1   MTC结果　由表 3可知，在本实验条件下，牡

丹花酶解肽口服最大毒性剂量（MTC）为 1000 μg/
mL。因此，后续动物实验的浓度设置为 250、500
和 1000 μg/mL。 
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2.4.2   对斑马鱼头部黑色素生成的影响　在明确了

斑马鱼对于牡丹花酶解肽样品的最大耐受浓度后，进

一步利用黑色素细胞刺激素诱导斑马鱼建立黑色素

增加模型[37]，以评估样品的口服美白功效。由表 4
和图 6可知，在本实验条件下，与模型对照组相比，正

常对照组的斑马鱼头部黑色素信号强度显著降低

（P<0.001），说明造模成功。而当斑马鱼干预了不同

浓度的牡丹花酶解肽后，斑马鱼头部黑色素沉积明显

降低，且黑色素抑制率随着样品浓度的增加而增大，

当样品浓度为 1000 μg/mL时，黑色素抑制率达到

40.59%。该结果说明牡丹花酶解肽具有良好的口服

美白功效。斑马鱼与人体的基因有 87%的同源性，

且皮肤结构与人体相似，用于评价样品的美白活性具

有较大优势[38]。此外，斑马鱼幼鱼透明，可在显微镜

下直接观察其头部黑色素沉积，用于评估样品美白功

效，简单直观[39]。

  
表 4    牡丹花酶解肽抑制斑马鱼头部黑色素生成的

实验结果（n=10）
Table 4    Inhibition of melanin production in head of zebrafish

by peony flower enzymolysis peptide (n=10)

组别 浓度（μg/mL）
头部黑色素信号强度
（像素，mean±SE）

黑色素抑制率（%）

正常对照组 − 70854±3260*** −
模型对照组 − 118200±4349 −

牡丹花酶解肽

250 71800±3718** 39.26
500 70538±4473*** 40.32
1000 70225±4093*** 40.59

注：与模型对照组比较，**P<0.01，***P<0.001。
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牡丹花酶解肽 250 μg/mL 牡丹花酶解肽 500 μg/mL 牡丹花酶解肽 1000 μg/mL

模型对照组

图 6    牡丹花酶解肽处理后斑马鱼头部黑色素信号强度典型图

Fig.6    Typical figure of melanin signal intensity in zebrafish head treated with peony flower enzymolysis peptide
注：红色虚线框为分析部位。

 
 

3　结论
本研究通过对牡丹花酶解肽的体外酪氨酸酶抑

制率（美白活性）、AGEs生成抑制率（抗糖化活性）、

透明质酸酶抑制率以及抗氧化活性（DPPH自由基清

除活性和羟自由基清除活性）进行测定，评估其促皮

肤健康功效的影响。结果显示，牡丹花酶解肽在皮肤

健康方面的促进作用与样品浓度呈正相关，当样品

浓度为 10 mg/mL时，酪氨酸酶抑制率为 88.96%，

AGEs生成抑制率为 90.50%，透明质酸酶抑制率为

60.43%，DPPH自由基清除率和羟自由基清除率分

别为 74.77%和 94.74%。斑马鱼头部黑色素沉积模

型结果表明，牡丹花酶解肽可有效抑制斑马鱼头部黑

色素含量，且黑色素生成抑制率随着浓度增加而升

高。当样品浓度为 1000 μg/mL时，黑色素抑制率达

到 40.59%。因此，牡丹花酶解肽在美白、抗糖化、保

湿以及抗氧化方面具有良好功效，有望作为化妆品或

美容类食品的功能性原料。
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