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摘　要

以螺旋藻藻蓝蛋白为原料，通过酶解、纯化及结构鉴定，成功筛选出2种新型活性多肽FMR（分子质量453.39 Da）

和 FPPWE （分子质量 675.56 Da）。二者 DPPH 自由基清除率分别为 83.34%、85.36%，ABTS 自由基清除率分别为

84.63%、86.68%，表明其抗氧化能力优异；1 mg/mL多肽FMR和FPPWE的酪氨酸酶抑制率分别为 20.14%、16.54%，

且无细胞毒性，安全性良好；人皮肤成纤维细胞试验结果显示，FMR 和 FPPWE 对 Ⅰ型胶原蛋白提升率分别为

18.68%、44.84%，对Ⅲ型胶原蛋白提升率分别 67.35%、53.53%，表明两者具有抗皱紧致的功效；进一步通过相关蛋

白荧光表达检测，二者对Claudin-1提升率分别为 210.52%、152.63%，对LOR提升率分别为 268.18%、104.54%，对

FLG提升率分别为 323.08%、400.00%，表明两者有助于肌肤屏障修护。综上，FMR和 FPPWE多肽在美白、抗皱紧

致及修护方面具有广阔的应用前景。

摘　要
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Preparation and Evaluation of Skin Care Efficacy of Two New Types of Spirulina Phycocyanin Source 

Skin Care Peptides
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Abstract: Using Spirulina phycocyanin as raw material, 2 novel active peptides FMR (molecular weight 453.39 Da) and 

FPPWE (molecular weight 675.56 Da) were successfully screened out through enzymolysis, purification and structural 

identification. Their DPPH radical scavenging rates were 83.34% and 85.36% respectively, and ABTS radical scavenging 

rates were 84.63% and 86.68% respectively, indicating excellent antioxidant capacity. The tyrosinase inhibition rates of 1 mg/mL 

FMR and FPPWE were 20.14% and 16.54% respectively, with no cytotoxicity, showing good safety. Human skin fibroblast 

experiment showed that the increase rates of type Ⅰ collagen by FMR and FPPWE were 18.68% and 44.84% respectively, and 

the increase rates of type Ⅲ collagen were 67.35% and 53.53% respectively, indicating that both peptides had the effects of 

anti-wrinkle and firming. Further detection of fluorescence expression of related proteins showed that the increase rates of 

Claudin-1 were 210.52% and 152.63% respectively, 

those of LOR were 268.18% and 104.54% respectively, 
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and those of FLG were 323.08% and 400.00% respectively, indicating that both peptides possessed skin barrier efficacy. In 

conclusion, FMR and FPPWE peptides have broad application prospects in whitening, anti-wrinkle firming and skin repairing.

Keywords: Spirulina phycocyanin polypeptide　molecular docking　whitening　firming　repairing

螺旋藻（Spirulina platensis）作为一种高营养

价值的蓝藻，其蛋白质含量高达 50% ~ 70% （质

量分数），近年来在食品、医药和化妆品领域备受

关注[1-2]。其中，藻蓝蛋白（C-phycocyanin， CPC）

是螺旋藻中主要的藻胆蛋白，具有抗氧化、抗炎、

免疫调节等多种生物活性，尤其因其对紫外线诱

导的皮肤光老化具有显著保护作用而被广泛研

究[3]。然而，藻蓝蛋白分子质量较大，透皮吸收效

率较低，限制了其在护肤品中的直接应用[4]。

近年来，通过酶解技术将蛋白质转化为生物

活性多肽已成为功能性原料开发的重要方向。与

完整藻蓝蛋白相比，多肽分子质量小、水溶性好，

更易被皮肤吸收，且部分多肽表现出更强的抗氧

化、抗酪氨酸酶活性等功效[5-6]。现有研究已证实，

螺旋藻可通过抑制酪氨酸酶活性、清除自由基等

机制，有效减少黑色素生成并延缓皮肤氧化损

伤[7]。然而，当前针对藻蓝蛋白多肽的制备工艺优

化及其护肤功效的系统研究仍较为匮乏，且鲜见

对多肽序列与功能活性的关联性分析。

以螺旋藻藻蓝蛋白为亲本蛋白，采用复合蛋

白酶酶解法制备并分离、纯化藻蓝蛋白源多肽。

通过分子对接技术等生物信息学方法对得到的多

肽理化性质、毒性、生物活性等进行预测，并采

用体外细胞试验方法进一步对护肤功效进行验证，

以期制备出具有护肤功效的螺旋藻藻蓝蛋白源新

型生物活性肽，为其在护肤领域的应用提供依据。

1　试验部分

1.1　材料与仪器

钝顶螺旋藻粉，西安晋恒化工有限公司；蘑

菇酪氨酸酶、熊果苷、曲酸，美国 Sigma-Aldrich

公司；蛋白酶类（碱性蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜

蛋白酶），磷酸缓冲液（PBS），北京索莱宝科技有

限公司；成纤维细胞、角质形成细胞、KcGrowth

培养液，广东博溪生物科技有限公司；DMEM 培

养液，Gibco 公司；噻唑蓝（MTT）、二甲基亚砜

（DMSO），Sigma公司；转化生长因子-β1 （TGF-

β1），Peprotech 公司；ELISA 试剂盒，Cusabio 公

司；0.22 μm有机滤膜（直径 50 mm）、0.22 μm尼

龙微孔滤头，济南隆成生物公司；1,1-二苯基-2-

三硝基苯肼（DPPH）、2,2’-联氮-双（3-乙基苯并

噻唑啉-6-磺酸） 二铵盐 （ABTS）、磷酸二氢钠、

磷酸氢二钠、氯化钠、盐酸、无水乙醇、甲酸

（色谱级）、乙腈（色谱级）、甲醇（色谱级），国

药集团化学试剂有限公司。

FreeZone® 型冷冻干燥机， Labconco 公司；

Athena C18-WP 型色谱柱、Agilent-1260 LC 型高效

液相色谱仪，美国Agilent公司；高效液相色谱-质

谱联用仪，美国 Waters 公司；普通 PCR 仪，博日

科技股份有限公司；CFX-96 型荧光定量 PCR 仪，

伯乐生命医学产品有限公司；CO2 细胞培养箱、

DZKW-S-8型电热恒温水浴锅、紫外分光光度计，

Thermo Fisher 公司；Starter3100 型 pH 计，常州市

奥豪斯仪器有限公司；Epoch型酶标仪，美国 Bio 

Tek Instruments公司。

1.2　试验方法

1.2.1　螺旋藻藻蓝蛋白的提取

螺旋藻藻蓝蛋白提取参考董硕等[8]的方法：采

用反复冻融法破碎螺旋藻，经盐析提取藻蓝蛋白

粗提液。采用疏水层析纯化藻蓝蛋白，分离纯化

参考陈盛仕等[9]的方法，最后用透析袋透析除盐，

即为纯化的藻蓝蛋白溶液。

1.2.2　螺旋藻藻蓝蛋白肽的制备及结构鉴定

1）将螺旋藻藻蓝蛋白溶液 pH调节至 8，加入

4 500 U/g 的 复 合 蛋 白 酶 （m 碱性蛋白酶 ∶ m 胰蛋白酶∶

m 木瓜蛋白酶=1∶1∶1），混匀后置于摇床中振荡酶解，

摇床转速为 100 ~ 200 r/min，酶解时间 5 h，酶解

温度40 ℃。沸水浴10 min终止酶解反应。

2）在 4 ℃、10 000 ~ 12 000 r/min下将酶解液

离心 15 min，收集上清液，弃去沉淀。上清液即

为螺旋藻藻蓝蛋白肽溶液。选用 3 kDa超滤膜进

行超滤，得到分子质量小于3 kDa的肽液，冷冻干

燥，得到藻蓝蛋白肽冻干粉。

3） 用超纯水复溶藻蓝蛋白肽冻干粉，经

0.22 μm 水系滤膜过滤，经液相色谱按照出峰时间

收集样品，进行初步分离。超高效液相色谱条件：

流动相 A 为体积分数 0.1% 甲酸水溶液，流动相 B

为体积分数 0.1% 甲酸乙腈溶液；洗脱时间为

60 min，梯度洗脱条件见表 1；进样量为 5 μL，流

山东福瑞达李晓杰，等：两种新型螺旋藻藻蓝蛋白源多肽制备及护肤功效评价
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速为300 μL/min。

表1　流动相洗脱程序（均为体积分数）

时间/min

0

5

45

50

55

60

流动相A

95%

95%

50%

10%

10%

95%

流动相B

5%

5%

50%

90%

90%

5%

串联质谱采用正离子模式，二级质谱分析，

以 120 000 的分辨率在 100 ~ 2 000 m/z 进行全 MS

扫描，具体质谱参数设定见表2。

表2　串联质谱分析条件

参数

毛细管电压

离子扫描范围

采集频率

锥孔电压

离子源温度

脱溶剂温度

脱溶剂气流量

锥孔气流量

碰撞电压

MS

3 500 V

100 ~ 2000 m/z

4 Hz

20 V

100 ℃

400 ℃

700 L/h

50 L/h

6/20 eV

MS/MS

3 500 V

60 ~ 1 000 m/z

2 Hz

20 V

100 ℃

400 ℃

700 L/h

50 L/h

10 ~ 25 eV

质谱数据分析：通过 MMFileConversion 软件

将质谱原始文件转换成MGF格式，再利用Mascot

质谱数据分析平台对 Uniport数据库中的蛋白质数

据进行检索。具体检索参数见表3。
表3　Mascot检索参数

参数

固定修饰

可变修饰

酶

最大切割位点数量

一级质谱质量容差

二级质谱容差

肽段/碎片离子质量数

电荷肽

显著性阈值

设定值

脲甲基化（C）

氧化（M）

无

1

1.2 Da

0.6 Da

单一同位质量

1+、2+和3+
0.05

注：检索比对数据库 http://www.uniprot.org/taxonomy/8139，检索软
件http://www.matrixscience.com/。

1.2.3　藻蓝蛋白肽的潜在生物学活性和毒性预测

（1）生物活性与毒性预测

利 用 Peptide Ranker 在 线 平 台 （http://

distilldeep.ucd） 对所得多肽序列的潜在生物活性

进行分析，模型预设阈为 0.5，超过 0.5 视为具有

潜在生物活性。选择阈值＞0.8作为高活性多肽的

筛选条件。

采用 ToxinPrep （https://webs.iiitd.edu.in/raghava/

toxinpred/multi_submit. php） 平 台 ， 基 于 SVM

（Swiss-Port数据集）算法预测多肽序列潜在毒性。

（2）抗氧化活性预测

采用 AnoxPepred 平台对筛选出的无毒性和潜

在生物活性多肽进行抗氧化活性预测。分析模型选

择 PeptideMode，设置最小和最大肽链长度参数。

以 FRS score＞0.5或 CHEL score＞0.25为多肽具有

抗氧化活性的标志，最终选定 2个新型活性肽用于

后续试验验证。

（3）新型活性肽的制备及结构鉴定

采用 1.2.2 节方法对选定的 2 个新型活性肽

（FMR 和 FPPWE） 进行液相色谱分离纯化，并利

用超高效液相色谱-串联质谱法鉴定组分的序列结

构和分子质量。

（4）分子对接试验

将筛选到的 2 个新型活性肽与细胞酪氨酸酶

（tyrosinase）进行分子对接。利用Pepsite2.0 （http:

//Pepsites2. russelllab.org/）、AutoDock1.5.6 与来自

PDB 数据库 （登录号 2IMG） 的 tyrosinase 结构进

行模拟分子对接试验并计算对接分数，利用 Pyrx

软件 （https://pyrx.sourceforge. io/） 内部的 Vina 对

接 tyrosinase 靶点结构。其结合自由能 （Affinity）

代表两者的结合能力。Affinity值越低，说明配体

与受体结合越稳定。

（5）化学合成螺旋藻藻蓝蛋白肽

将筛选得到的 2个多肽序列交由南京肽谷生物

技术股份有限公司进行合成，合成方法采用 Fmoc

氨基酸固相合成技术。

1.2.4　体外生物活性试验

多肽 FMR、FPPWE 的体外抗氧化活性采用

DPPH和ABTS自由基清除率试验测定[10]。

1.2.5　细胞毒性和体外酪氨酸酶抑制试验

（1） 细胞毒性试验方法：参考招敏聪等[11]方

法。试验共设 5组：空白对照组（BC）、α-熊果苷

对照组、曲酸对照组、FMR试验组、FPPWE试验

组。多肽试验组设置 1、2、4、6、8、10 mg/mL

共6个质量浓度梯度；对照组的质量浓度为0.5 mg/

mL，每组均设3个复孔。BC组仅添加基础培养基，

所有处理组均使用添加相应物质的培养基，调零组

不含细胞。在细胞培养箱 （37 ℃、体积分数 5% 

CO2）中放置经过处理的 96孔板，培养 24 h。用酶

标仪在490 nm处测定吸光度（A），按式（1）计算

细胞相对活力（L）。

山东福瑞达
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L = A样品 - A调零

A空白 - A调零

× 100% （1）

（2） 采用酪氨酸酶活性抑制率评价藻蓝蛋白

肽的美白效果[12]。分别设置空白对照 （BC） 孔

（孔 1）、阴性对照孔（孔 2）、α-熊果苷对照孔（孔

3）、曲酸对照孔 （孔 4）、FMR 样品孔 （孔 5）、

FPPWE样品孔（孔6）；其中孔5和孔6分别设置6个

质量浓度梯度，分别为1、2、4、6、8、10 mg/mL，

具体如表 4 所示。在波长 475 nm处用酶标仪测定

吸光度 （A），按式 （2） 计算酪氨酸酶活性抑制

率（Y）。

Y = ( )1 - A样品 - A孔1

A孔2 - A孔1

× 100% （2）

表4　酪氨酸酶活性抑制试验组设置 单位：μL

试剂

L-酪氨酸溶液（1.5 mg/mL）

FMR溶液（1/2/4/6/8/10 mg/mL）

FPPWE溶液（1/2/4/6/8/10 mg/mL）

α-熊果苷溶液（1.6 mg/mL）

曲酸溶液（1.6 mg/mL）

PBS缓冲液（0.05 mol/mL，pH 6.8）

酪氨酸酶溶液（400 U/mL）

总计

孔1

0

0

0

0

0

110

20

130

孔2

40

0

0

0

0

70

20

130

孔3

40

0

0

40

0

30

20

130

孔4

40

0

0

0

40

30

20

130

孔5

40

40

0

0

0

30

20

130

孔6

40

0

40

0

0

30

20

130

1.2.6　人皮肤成纤维细胞中Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白含

量测试

以人皮肤成纤维细胞（HSF）为模式细胞株，

具体方法参考文献 [13]。分别设置空白对照组

（BC）、阳性对照组（PC）和样品组，各试验组设

计如表 5 所示。按 ELISA 试剂盒说明书测定各试

验组Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白的质量浓度 （M），按式

（３）计算胶原蛋白提升率（T1）。

T1 = M样品 - M空白

M空白

× 100% （3）

1.2.7　基于角质形成细胞的修护相关蛋白测试

试验以角质形成细胞 （HaCaT） 作为模式细

胞株，设置 FMR 和 FPPWE 样品组、BC 组、阴性

对照组 （NC） 及 PC 组，各试验组设计如表 6 所

示。采用免疫荧光检测修护蛋白表达，按式（4）

计算相关蛋白提升率（T2）。

T2 = A样品 - A空白

A空白

× 100% （4）

表5　成纤维细胞的Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白测试方案

试验分组

BC

PC

FMR样品组

FPPWE样品组

样品

/

TGF-β1

FMR

FPPWE

样品质量浓度

/

2 mg/mL

2 mg/mL

2 mg/mL

表6　修护相关蛋白测试方案

试验分组

BC

NC

PC

FMR样品组

FPPWE样品组

样品名称

/

/

WY(14643)

FMR

FPPWE

样品质量浓度

/

/

2 mg/mL

2 mg/mL

2 mg/mL

刺激条件

/

UVB

(30 J/cm 2 )

检测模型

HaCaT

检测指标

Claudin-1、FLG、LOR

检测方法

免疫荧光检测

2　结果与讨论

2.1　螺旋藻藻蓝蛋白肽结构测定结果

按照 1.2.3节方法对目标多肽采用RP-HPLC和

MS鉴定其分子结构、纯度和分子质量。经 HPLC

分析，FMR多肽样品纯度较高（主峰保留时间约

13.10 min，杂质峰＜5%）；ESI-MS实测[M+H]+为

m/z 453.39，与 FMR 理论分子质量 （约 452.4 Da）

吻合。FPPWE多肽样品纯度良好，主峰保留时间

约 14.44 min。ESI-MS 实测 [M+H]+为 m/z 675.56，

与FPPWE理论分子质量（约 674.56 Da）吻合。上

述结果表明，2种藻蓝蛋白源活性多肽的分子质量

符合要求，分子结构式分别见图1、2。
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图1　多肽FMR结构式

图2　多肽FPPWE结构式

2.2　分子对接试验结果

将 多 肽 FMR、 FPPWE 与 PDB 数 据 库 中

tyrosinase （登录号为 2IMG） 进行分子分析对接，

研究多肽与酪氨酸酶之间的相互作用亲和力，如

图 3 所示。由结果可知，多肽 FMR 与酪氨酸酶的

GLU113、 ARG15、 ASN85、 ASP82 位点形成氢

键，结合得较紧密；多肽 FPPWE 与酪氨酸酶的

ASP65、 GLU44、 GLY46、 PRO47、 HIS49、

SER50位点形成氢键，结合得较紧密。一般认为，

Affinity值小于−4.25 kcal/mol（约-18.8 kJ/mol）说明

两者之间具有一定的结合活性，小于−5.0 kcal/mol表

示有较好的结合活性，小于−7.0 kcal/mol表示有强

烈的结合活性[14]。多肽FMR、FPPWE与酪氨酸酶结

合所需要的 Affinity 值分别为−7.8、−9.0 kcal/mol，

均表现出强烈的结合活性。

2.3　螺旋藻藻蓝蛋白肽的体内外生物活性检测

（1） DPPH自由基清除率试验

DPPH自由基清除率如图 4（a）所示，抑制率

越高，表明清除 DPPH 自由基能力越强。多肽

FMR 的 DPPH 自 由 基 清 除 率 为 83.34%， 多 肽

FPPWE 的 DPPH 自由基清除率为 85.36%，均具有

较好的DPPH自由基清除活性。

（2） ABTS自由基清除率试验

ABTS 自由基清除率如图 4 （b） 所示。经计

算，多肽 FMR 的 ABTS 自由基清除率为 84.63%，

多肽 FPPWE的 ABTS自由基清除率为 86.68%，均

具有较好的ABTS自由基清除活性。

图3　FMR、FPPWE与酪氨酸酶的模拟分子对接

图4　生物活性测试结果

2.4　细胞毒性和体外酪氨酸酶抑制试验结果

不同质量浓度的多肽 FMR 和 FPPWE 作用下

B16-F10细胞存活率如图 5 （a）、（b）所示。BC组

细胞存活率为 100%，阳性对照组 0.5 mg/mL α-熊

果苷和 0.5mg/mL 曲酸作用后细胞存活率分别为

80.20%、63.10%。随着多肽质量浓度增加，多肽

FMR、FPPWE作用后细胞存活率逐渐降低，其中

8 mg/mL FPPWE 作用后细胞存活率最低，为

80.78%。不同质量浓度的多肽 FMR 和 FPPWE 对

B16-F10细胞存活率的影响均低于 0.5 mg/mL α-熊

果苷和曲酸，表明多肽 FMR 和 FPPWE 的毒性显

著低于熊果苷和曲酸。

蘑菇源酪氨酸酶活性抑制率如图 5 （c）、（d）

所示。阳性对照组 0.5 mg/mL 的 α-熊果苷和曲酸
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对酪氨酸酶的抑制率分别为 37.93%和 25.32%，且

差异显著，证实了阳性对照的有效性。1 mg/mL多

肽FMR对酪氨酸酶的抑制率为 20.14%，质量浓度

增至 10 mg/mL 时抑制率提升至 36.45%。1 mg/mL

多肽 FPPWE 抑制率为 16.54%，质量浓度增至

10 mg/mL 时抑制率上升至 31.15%。这些结果表

明，多肽 FMR 和 FPPWE 均能有效抑制酪氨酸酶

活性，具有潜在的美白功效。

图5　细胞存活率和酪氨酸酶抑制结果

注：与BC组相比，#表示P＜0.05，##表示P＜0.01；与α-熊果苷相比，*表示P＜0.05 **表示P＜0.01，***表示P＜0.001，****表示P＜0.000 1。

2.5　抗皱紧致及修护功效检测

2.5.1　Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白基因含量测定

皮肤胶原蛋白主要由Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白组成，

在维持皮肤紧致度和弹性方面起着重要作用。随

着年龄的增长，两者合成量减少，导致皮肤出现

皱纹和松弛[15]。Ⅰ型胶原是由 2 条肽链构成紧密的

螺旋结构，赋予胶原蛋白很高的张力和强度，为

组织提供稳定的结构支撑。Ⅲ型胶原呈疏网状围

绕于细胞周围，由 3条肽链组成三螺旋结构，赋予

肌肤更好的柔韧性和弹性[16]。

由图 6 所示，与 BC 组相比，PC 组Ⅰ型和Ⅲ型

胶原蛋白含量显著上升，说明阳性对照测试有效；

FMR 和 FPPWE 样品组Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白含量均

较 BC 组显著上升，其中 FMR 组提升率分别为

18.68% 和 67.35%， FPPWE 组分别为 44.84% 和

53.53%。因此，FMR 和 FPPWE 均可通过促进Ⅰ型

和Ⅲ型胶原蛋白合成实现紧致肌肤的功效。

2.5.2　修护相关蛋白荧光表达结果

Claudin-1 是表达于颗粒层角质形成细胞重要

的屏障相关蛋白，是细胞间紧密连接的骨架蛋白，

参与维持紧密连接的各种功能[17]。兜甲蛋白

（LOR）是角质包膜的主要成分，约占角质包膜蛋

白质量的 80%，可加固角质包膜，增强渗透屏障。

丝聚蛋白 （FLG） 是存在于人表皮角质形成细胞

内一种易溶于水的酸/中性蛋白，可与LOR一起支

撑角质细胞的强度和外形，并与细胞间脂质通过

共价键结合，增强角质层“砖墙”结构的完整性

和紧密性，阻隔外界环境及微生物侵害，避免水

分过多散失[18-19]。

如图 7所示，与BC组相比，NC组的Claudin-

1和 FLG、LOR相对积分光密度（IOD）值均显著

下降，说明测试条件有效；与 NC 组相比，PC 组

上述蛋白 IOD 值显著上升，说明阳性对照有效。

FMR 样品组处理后，Claudin-1、LOR 和 FLG 的

IOD值显著上升，提升率分别为210.52%、268.18%

和 323.08%；FPPWE 样品组上述蛋白 IOD 值亦显

著 上 升 ， 提 升 率 分 别 为 152.63%、 104.54% 和

400.00%。表明 FPPWE和 FMR均可促进修护相关

蛋白的生成，从而达到修护肌肤的作用。
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图6　抗皱紧致蛋白含量检测结果

注：与 BC 组相比，*表示 P＜0.05 **表示 P＜0.01，***表示 P＜

0.001，****表示P＜0.000 1；图7同。
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图7　修护相关蛋白 IOD值

3　结论

从螺旋藻藻蓝蛋白酶解产物中筛选鉴定得到 2

个 新 型 肽 FMR、 FPPWE， 分 子 质 量 分 别 为

453.39、675.56 Da，体外试验证明FMR和FPPWE

具有良好的自由基清除能力和酪氨酸酶抑制活性，

且细胞毒性低于曲酸和 α-熊果苷等美白成分[20-21]。

此外，2 mg/mL的FMR和FPPWE显著提升成纤维

细胞中Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白的含量，具有抗皱紧致

的功效；FMR和FPPWE可显著促进角质形成细胞

Claudin-1、LOR 和 FLG 生成，具有修护肌肤的

功效。

综上，FMR 和 FPPWE 多肽具有良好的美白、

紧致及修护功效，可为化妆品功效原料的开发提

供数据支撑和理论指导。
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