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摘要： 为探明罗非鱼 (Oreochromis) 鱼皮胶原蛋白肽能否有效抑制黑色素的生成，采用酶解法制备出罗非鱼皮酪氨酸酶

抑制肽 (Tilapia skin tyrosinase inhibitory peptides, TSTIP)，并开展其酪氨酸酶 (Tyrosinase, TYR) 抑制活性与铜离子 (Cu2+)

结合活性的相关性研究。结果显示，罗非鱼皮经碱性蛋白酶酶解4  h后的产物具有最高的TYR抑制活性和Cu2+结合活

性，且两者呈极显著正相关 (R=0.856)。荧光光谱分析显示，TSTIP与TYR或Cu2+结合后其内源荧光吸收强度的下降趋势

一致，同时紫外吸收增强，且最大吸收波长发生红移。傅里叶变换红外光谱分析显示，TYR与Cu2+主要通过羰基及氨基

与TSTIP结合。圆二色谱分析显示，两种结合物中β-转角及无规则卷曲含量相对减少，β-折叠含量相对增多，该现象在

TSTIP-Cu2+结合物中更加明显。结果表明，TSTIP结合TYR产生的结构变化与结合Cu2+相似，TSTIP可通过螯合TYR的活

性中心Cu2+来抑制其活性。
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Abstract: To find out whether the tilapia (Oreochromis) skin collagen peptides can effectively inhibit melanin production, we

used  enzymatic  method  to  prepare  the  tilapia  skin  tyrosinase  (TYR)  inhibitory  peptides  (TSTIP)  and  studied  the  relevance

between TYR inhibitory activity and Cu2+ binding activity. The results show that the product of tilapia skin hydrolyzed by alca-

lase for 4 h exhibited both the highest TYR inhibitory activity and Cu2+ binding activity, which were significantly positively cor-
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related (R=0.856). When TSTIP was bound to Cu2+ or tyrosinase, the intrinsic fluorescence absorption had a consistent decreas-

ing trend, but the UV absorption increased and the maximum absorption wavelength had a red shift. For FTIR results, TYR and

Cu2+ bound to TSTIP mainly by carbonyl and amino groups. Circular dichroism shows that the β-turn and random curl con-

tents of the two conjugates decreased relatively, while the β-fold content increased relatively, which was more obvious for TSTIP-

Cu2+ conjugate.  In  conclusion,  the  structural  change of  TSTIP-TYR is  similar  with that  of  TSTIP-Cu2+ conjugate,  which indi-

cates that TSTIP can inhibit TYR's activity by binding to its Cu2+ active site.

Keywords: Tilapia skin; Collagen peptides; Tyrosinase; Peptide-Cu2+ conjugates; Structural characteristics

 

罗非鱼 (Oreochromis)，隶属于硬骨鱼纲、 鲈

形目、丽鱼科，因具有食性杂、生长快、易繁殖的

特点已成为全球主要养殖鱼类[1]。罗非鱼富含蛋白

质，氨基酸组成较均衡，大部分氨基酸评分均大

于 1，属于高蛋白优质鱼类[2]。2020 年我国罗非鱼

加工总量为 54.95×104 t，位淡水产品之首[3]。罗非

鱼加工以冷冻鱼片为主，加工过程中产生的大量副

产物如鱼皮、鱼骨等主要用于生产低值饲料鱼粉，

存在蛋白利用率低及环境污染等问题[4-5]。研究表

明，鱼皮中的胶原蛋白约占总蛋白含量的 25%，

且含有人体必需的 8 种氨基酸，具有较高的利用价

值，可用来提取功能活性成分[6-8]。近年来，随着

对水产胶原蛋白活性肽研究的逐步深入，罗非鱼皮

作为廉价易得的优质原料，具有广阔的研发前景。

黑色素是决定人体肤色的关键因子，可将有害

的紫外线转化成热能以保护皮肤 [ 9 ]。酪氨酸酶

(Tyrosinase, TYR) 是黑色素合成的限速酶，可被活

性氧激活，活性过高则可引起黑色素非正常沉积进

而引发痤疮、黄褐斑、黑素病、脂溢性角化病等皮

肤疾病[10]。大量研究表明，抑制 TYR 活性可有效

减少黑色素生成[11-13]。此外，TYR 在黑色素合成过

程中催化产生的高活性多巴醌参与体内氧化应激，

而氧化应激被认为与神经退行性疾病帕金森症的激

活有关[14]。TYR 的活性中心是以 2 个铜离子 (Cu2+)

为催化位点的疏水空腔，每个 Cu2+分别与 3 个组

氨酸形成氢键[15]，且 Cu2+之间以氧桥连接，TYR

的活性取决于 Cu2+多种氧化形式的相互转化。若

Cu2+被结合而无法进行氧原子的转移，导致其无法

发挥催化作用，TYR 的活性将被抑制。因此，活

性肽有可能作为底物类似物进入 TYR 的疏水口

袋，占据底物结合位点，并通过与 Cu2 +形成相

互作用力，降低 Cu2+催化活性，进而抑制 TYR 的

活性[16]。

目前，国内外关于活性肽对 TYR 的抑制机制

已有较多报道，主要围绕肽链氨基酸组成对 TYR

抑制活性的影响，而探讨活性肽与 TYR 中 Cu2+活

性中心结合的研究鲜见报道，尚无有关罗非鱼蛋白

来源 TYR 抑制肽的研究[17-18]。因此，本研究以罗

非鱼皮为原料制备酪氨酸酶抑制肽 (Tilapia skin tyro-

sinase inhibitory peptides, TSTIP)，并通过结合体系

验证 TSTIP 与 TYR 中 Cu2+活性中心的相互作用，

以期为酪氨酸酶抑制剂在美容、食品、医学等领

域的研究以及提高罗非鱼产业的经济效益提供

参考。

 1    材料与方法

 1.1    材料与试剂

罗非鱼皮购于广东百维生物科技有限公司；

碱性蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶 (合肥博美生

物科技有限公司)；还原型谷胱甘肽 (Mw 307.3)、

杆菌肽 (相对分子质量 MW 6 511.44) (广州市齐云

生物技术有限公司)；细胞色素 C (MW 12  400)、

抑肽酶 (MW 1  422.69)、L-酪氨酸、磷酸二氢钠

(NaH2PO4·2H2O)、磷酸氢二钠 (Na2HPO4·12H2O)

(上海麦克林生化科技有限公司)；氧化型谷胱甘肽

(Mw 612.63)、L-多巴，蘑菇酪氨酸酶 (T3824) (美

国 Sigma 公司)；硫酸铜 (CuSO4) (天津市百世化工

有限公司)；乙腈 (CH3CN)、三氟乙酸 (C2HF3O2)

(国药集团化学试剂有限公司)。

 1.2    仪器与设备

凯氏定氮仪 (KjeltecTM 2300，丹麦 FOSS 公

司)；吸光酶标仪  (Sunrise-basic  Tacan，瑞士

TECAN 公司)；荧光分光光度计 (Cary Eclipse，美

国 VARIAN 公司)；紫外可见分光光度计 (UV 2550)、

红外光谱仪 (IRAffinity-1)、高效液相色谱仪 (LC-

20AD，日本 SHIMADZU 公司)；圆二色谱仪

(Chirascan，英国 Applied Photophysics 公司)；电感

耦合等离子质谱 (Inductively coupled plasma mass

spectrometry, ICP-MS, Agilent 7900，美国 Agilent

公司)。
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 1.3    方法

 1.3.1    罗非鱼皮胶原蛋白水解物的制备

参照本课题组前期研究方法[19] 并稍作修改。

罗非鱼皮解冻洗净，按 1∶10 (m : V) 加入氢氧化

钠 (NaOH) 溶液 (0.05 mol·L−1)，搅拌 30 min 后流

水洗至中性；再按 1∶10 (m : V) 加入氯化氢 (HCl)

溶液 (0.05 mol·L−1)，浸泡 10 min 后流水洗至中性，

沥干打浆，60 ℃ 恒温水浴加热 5 h，10 000 r·min−1

离心 20 min 后取上清液，利用凯氏定氮法  (GB

5009.5—2016) 测定胶液中的蛋白含量。

取约 100 g 的罗非鱼皮胶液，加入质量分数为

2% (按胶液蛋白含量为基底) 的蛋白酶，在各自最

优的酶解条件 (表 1) 下分别酶解 1~8 h，期间每隔

1 h 调节 pH，酶解完成后沸水浴加热 15 min 灭

酶，冷却后抽滤，10 000 r·min−1 离心 10 min，取

上清液冷冻干燥即为罗非鱼皮蛋白肽。

 1.3.2    氨基酸测定

氨基酸测定参考 GB 5009.124—2016《食品安

全国家标准食品中氨基酸的测定》。

 1.3.3    分子量分布测定

参照 Guo 等[20] 的方法并略作修改，采用高效

体积排阻色谱 (High-performance size-exclusion

chromatography, HPSEC) 法测定肽的分子量分布。

流动相为 A (水，含体积分数为 0.1% 三氟乙酸)∶B

(乙腈，含体积分数为  0.1% 三氟乙酸) =80∶20

(V∶V)，进样体积为 20 μL (2 mg·mL−1)，流速为

0.5 mL·min−1，检测波长为 214 nm。不同相对分子

质量标准品 (细胞色素 C，氧化型谷胱甘肽，还原

型谷胱甘肽，抑肽酶，杆菌肽) 用流动相配制成 2

mg·mL−1 的混合液，0.22 μm微孔滤膜过滤后进

样，利用混合标准品制作标准曲线，根据样品的保

留时间计算其分子量分布。

 1.3.4    TYR 抑制率测定

按照 Yu 等[21] 的方法略作修改。反应在 96 孔

板中进行，反应体系为 200 μL。以 1 mg·mL−1 的 L-多

巴或 L-酪氨酸为底物，以 pH 6.8，浓度为 0.2 mol·L−1

的 PBS 为缓冲液。先加入 80 μL 的底物溶液，再加

入同等体积的酶解物 (质量浓度 20 mg·mL−1)，孵

育 5 min 后测定 475 nm 处吸光值。最后加入 40 μL

TYR 溶液 (500 U·mL−1)，37 ℃ 孵育 15 min，再次

测定 475 nm 的吸光值。对照组以 PBS 溶液替代酶

解物。TYR 抑制率按式 (1) 计算。

RTYR =

(
1− A2'− A2

A1'− A1

)
×100% (1)

A1' A2'

式中：RTYR 为 TYR 抑制率 (%)；A1 和 A2 分别为不

加酶解物组与加酶解物组预培养 5 min 的吸光值；

和 分别为两组培养 15 min 后的吸光值。

 1.3.5    Cu2+结合活性的测定

使用 ICP-MS 对酶解物的铜结合活性进行测

定[22]。将酶解物与 CuSO4 溶液按 1∶1 (V : V) 混合

后 37 ℃ 恒温振荡 90 min 使其结合。取 20 mL

结合液透析 24 h，每 4 h 换一次水。记录透析后溶

液的总膨胀体积。取 1 mL 透析液于消化管，加入

5 mL 硝酸进行微波消解后定容至 50 mL，采用

ICP-MS 测定溶液中的 Cu2+质量浓度。Cu2+结合率

公式如下：

Rc =
c×V×n
m

×100% (2)

式中：Rc 为 Cu2+结合率 (%)；c 为透析后 Cu2+的质

量浓度 (μg·mL−1)；V 为总膨胀体积 (mL)；m 为加

入金属的总质量 (mg)；n 为稀释倍数。

 1.3.6    荧光光谱扫描

将碱性蛋白酶对罗非鱼皮胶原水解 4 h 后得到

的酶解液进行离心，离心所得上清液的冻干品作

为 TSTIP。分别将 0.2 mol·L−1 Cu2+、5 mg·mL−1 TS-

TIP、TSTIP-Cu2+ (Cu2+质量浓度 0.002~0.2 mol·L−1)、

TSTIP-TYR (TYR 溶液质量浓度 500~1 000 U·mL−1)

进行荧光光谱扫描，激发波长 300 nm，发射光谱

扫描范围 290~310 nm，间距 0.2 nm。

 1.3.7    紫外可见光谱扫描 (UV)
分别将 5 mg·mL−1 TSTIP、TSTIP-Cu2+ (Cu2+浓

度 0.1 mol·L−1)、TSTIP-TYR (TYR 溶液质量浓度

500  U·mL − 1 )  进行紫外光谱扫描，扫描范围为

200~500 nm。

 1.3.8    傅里叶变换红外光谱扫描 (FTIR)[23]

分别制备 TSTIP、TSTIP-Cu2+及 TSTIP-TYR 的

表1    不同蛋白酶的酶解条件
Table 1    Enzymatic conditions for different proteases

蛋白酶
Protease

酶解条件 Hydrolysis condition

酶活力
Enzymatic

activity/
(U·mg−1)

pH

温度
Temperature/

℃

加酶量
Enzyme

content/%

酶解时间
Hydrolysis

time/h

碱性蛋白酶
Alcalase

   200  9.0 50 2
1、2、4、

6、8　

木瓜蛋白酶
Papain

1 500  6.5 50 2
1、2、4、

6、8　

胰蛋白酶
Trypsin

   250  8.0 37 2
1、2、4、

6、8　
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冻干样。制备 TSTIP-Cu2 +的冻干样时，将 TS-

TIP 与 CuSO4 溶液按 1∶1 (V : V) 混合后 37 ℃

恒温振荡 90 min，结合反应结束后透析 24 h，将

透析液冻干。制备 TSTIP-TYR 的冻干样时，将 TS-

TIP 与 TYR 溶液按 2∶1 (V : V) 混合静置 90 min 后

冻干。检测时将 1  m g 冻干样品与 1 0 0  m g 干

KBr 混合为透明的液体，而后置于红外光谱仪上。

FTIR 光谱使用红外分光光度计在 4 000~400 cm−1

范围内记录，分辨率为 4 cm−1。

 1.3.9    圆二色谱 (Circular dichroism, CD) 扫描

采用 Chirascan 圆二色谱仪分别对 TSTIP、TS-

TIP-Cu2+与 TSTIP-TYR 进行圆二色谱扫描，扫描范

围为 190~260 nm。采用 CDNN 软件预测样品二级

结构的含量。

 1.4    数据统计与分析

X±SE
实验数据使用 SPSS 18.0 软件进行统计分析，

结果以“平均值±标准误 ( )”表示，结果的差

异性采用单因素方法分析  (One-way ANOVA)，

随后进行 Ducan's 多重比较，P<0.05 表示差异显

著；采用双变量 Pearson 系数进行相关性分析；采

用 Origin 8.0 软件作图。

 2    结果与分析

 2.1    不同酶解物的 TYR 抑制率、Cu2+结合率及相

关性分析

选取 3 种蛋白酶对罗非鱼皮胶原进行酶解，分

别得到碱性蛋白酶酶解物 (Alcalase hydrolysate,

AH)、木瓜蛋白酶酶解物 (Papain hydrolysate, PH)

及胰蛋白酶酶解物 (Trypsin hydrolysate, TH)，测得

酶解物的 TYR 抑制率见图 1-a 和 1-b。在 TYR 的

作用过程中，TYR 将酪氨酸羟基化为 L-多巴，在

此反应中具有单酚酶活性；然后 TYR 将 L-多巴氧

化为多巴醌，在此反应中具有二酚酶活性。结果显

示，3 种酶解物测得的 TYR 抑制率 (包括单酚酶与

二酚酶抑制活性) 随着酶解时间的延长呈现先升高

后降低的趋势；其单酚酶抑制率在第 6 小时达到最

高，二酚酶抑制率在第 4 小时达到最高，且二酚酶

抑制率均高于单酚酶抑制率。三者的 TYR 抑制率

大小为 AH＞PH＞TH。酶解 4、6 和 8 h 所得的

AH 其 TYR 抑制率无显著性差异。考虑时间成本，

最终认为酶解 4 h 得到的碱性蛋白酶酶解物 AH 具

有最佳的 TYR 抑制活性。

TYR 是一种金属氧化酶，结构中心的双核

Cu2+具有催化活性。已有研究证明小分子肽可与

TYR 中的双核 Cu2 +及周围氨基酸产生相互作用

力，从而抑制 TYR 的催化作用[24]。3 种蛋白酶酶

解物的 Cu2+结合率测定结果见图 1-c。可以看出，

碱性蛋白酶酶解物 AH 和胰蛋白酶酶解物 TH 的

Cu2+结合率高于木瓜蛋白酶酶解物 PH。当酶解时

间低于 4 h 时，TH 的 Cu2 +结合率高于 AH；第

4 小时两者结合效果相同；4 h 后 TH 的 Cu2+结合

率低于 AH，且随着酶解时间延长 AH 的 Cu2+结合

率显著提高，可能是酶解得到的小分子肽段增多，

且小分子肽段更易与 Cu 2 +结合。对酶解 4 h 的

AH 进行二酚酶抑制率与 Cu2+结合率的相关性分

析，得到两者具有较高的正相关性，相关系数为

0.856 (P=0.01) (图 1-d)。Chen 等[25] 研究表明肽的

Cu2+结合率越高，TYR 抑制效果越好。类似结果也

出现在 Deng 等[26] 的研究中。由此猜测 AH 可能通

过结合 TYR 中的 Cu2+活性中心来抑制 TYR 的活

性。故采用碱性蛋白酶酶解 4 h 的产物 (TSTIP) 进

行分子量与氨基酸含量分析，并将其分别与

TYR 及 Cu2+结合，对结合物进行结构验证。

 2.2    TSTIP 的分子量分布

由图 2 可知，随着碱性蛋白酶酶解时间的延

长，罗非鱼皮胶原蛋白中大分子量肽段 (>10 000 D)

逐渐减少，而小分子量肽段 (<3 000 D) 逐渐增加。

酶解 4 h 后<1 000 D 的肽段显著增加，其中<500 D

组分占 40% 以上。TSTIP 中>10 000 D 的组分占

27.56%，5 000~10 000 D 的组分占 3.78%，3 000~

5 000 D 的组分占 3.18%，1 000~3 000 D 的组分占

17.34%，500~1 000 D 的组分占 19.72%，小于 500 D

的组分占 28.43%，说明 TSTIP 中同时具有 TYR 抑

制活性与 Cu2+结合活性的肽分子量在 1 000 D 以

下。酶解过程会产生分子量不同的片段，大量研究

表明 T Y R 抑制活性较强的肽其分子量集中在

2 000 D 以下。Deng 等[26] 水解柑橘 (Citrus reticu-
lata Blanco) 籽发现分子量<1 000 D 组分的 TYR 抑

制活性高于其他组分。另一方面，肽的分子质量是

影响金属结合活性的重要因素之一[27]。Guo 等[20]

将阿拉斯加狭鳕 (Gadus chalcogrammus) 鱼皮酶解

物进行固定化 Cu2+亲和层析，得到分子量在 500~

2 000 D 的组分具有更好的 Cu2+结合活性。Car-

rasco-Castilla 等[18]在纯化菜豆蛋白酶解物时也发现
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分子量<1 000 D 组分的 Cu2+结合活性远高于大分

子量组分。结合 2.1 的结果，酶解 4 h 后的产物其

TYR 抑制活性无显著性差异，而 Cu2+结合活性差别

较大；且酶解 4 h 后的产物中分子量低于 1 000 D

的占比更大，后续研究将进一步确定对这两种种活

性具有更大贡献的分子量组分。

 2.3    TSTIP 氨基酸含量分析

由表 2 可知，酶解后脯氨酸、丙氨酸、谷氨酸

和精氨酸含量比例未显著降低，甘氨酸及胱氨酸含

量比例有所提高，其他氨基酸中蛋氨酸、色氨酸含

量比例显著提高。谷氨酸与精氨酸在 TYR 活性及

Cu2+结合活性中起重要作用，此外甘氨酸、脯氨

酸、丙氨酸、胱氨酸、蛋氨酸与色氨酸对这两种活

性有一定贡献。

大量研究表明，疏水性氨基酸 (如脯氨酸、丙

氨酸、蛋氨酸等) 及芳香族氨基酸 (如色氨酸) 较其

他种类氨基酸对 TYR 活性有显著影响[28-29]。有研

究报道 TYR 抑制肽能够直接与酶中的双核 Cu2+形

成氢键，这主要与肽序列中的胱氨酸有关[16]。甘

氨酸、脯氨酸与丙氨酸 3 种氨基酸是胶原蛋白的特

征性氨基酸，在胶原蛋白中的含量最为丰富。此外

谷氨酸、精氨酸在罗非鱼皮中含量较高，其结合金

属离子的能力较其他氨基酸强。含精氨酸的多肽表

现出良好的 T Y R 结合特征，其胍基具有结合

Cu2+的活性[26,30]。Megías 等[31] 将鹰嘴豆 (Cicer
arietinum Linn.) 蛋白水解物纯化得到 Cu2+结合

肽，发现结合肽较水解物增加了精氨酸含量。此

外，与金属离子结合的肽可能与谷氨酸的羧基有

1 2 4 6 8

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

单
酚
酶
抑
制
率

M
o

n
o

p
h

en
o

la
se

 i
n

h
ib

it
io

n
 r

at
e/

%

酶解时间 Hydrolysis time/h

碱性蛋白酶 Alcalase 木瓜蛋白酶 Papain
胰蛋白酶 Trypsin

bA

dB

dC

bA

dB
cC

aA

cB
bB

aA

aB
aC

abA

bB
bC

(a)

1 2 4 6 8

0

10

20

30

40

50

60

bB

aA

二
酚
酶
抑
制
率

D
ip

h
en

o
la

se
 i

n
h

ib
it

io
n

 r
at

e/
%

酶解时间 Hydrolysis time/h

bA
abA

aA

aA

bB
bC

aA

aB

aC

aA

bB

bBbB

(b)

1 2 4 6 8

6

8

10

12

14

16

18

20

22

24

26

C
u

2+
 结

合
率

C
u

2+
 b

in
d

in
g 

ac
ti

vi
ty

/%

酶解时间 Hydrolysis time/h

碱性蛋白酶 Alcalase 木瓜蛋白酶 Papain
胰蛋白酶 Trypsin

dA

bA bA bA

aA

cB

dB

aA

cB

cB

eC
bC

aB
cC dC

(c)

Cu2+ 结合率 Cu2+ binding rate/%

57.50

二
酚
酶
抑
制
率

D
ip

h
en

o
la

se
 i

n
h

ib
it

io
n

 r
at

e/
%

 

55.00

52.50

50.00

45.00

47.50

12.50 17.50 22.5015.00 20.00 25.00

(d)

 
图1    不同酶解物的TYR抑制率与Cu2+结合率和相关性分析

注：a. 酶解物的单酚酶抑制活性；b. 酶解物的二酚酶抑制活性；c. 酶解物的 Cu2+结合率；d. TSTIP 二酚酶抑制活性与 Cu2+结合率和相关性
分析；不同小写字母表示同种蛋白酶在不同酶解时间所得酶解物的抑制率差异显著 (P<0.05)；不同大写字母表示不同蛋白酶在

同一酶解时间所得酶解物的抑制率差异显著 (P<0.05)。

Fig. 1    Tyrosinase inhibition rate and Cu2+ binding rate of different hydrolysates and correlation analysis

Note: a. Monophenolase inhibitory activity of hydrolysates; b. Diphenolase inhibitory activity of hydrolysates; c. Cu2+ binding rate of hydrolysates;
d. Correlation analysis between tyrosinase inhibitory activity and Cu2+ binding rate. Different lowercase letters indicate that the same protease at

different hydrolysis time had significant difference (P<0.05), while different uppercase letters indicate that different proteases at the same
hydrolysis time had significant difference (P<0.05).
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关，因为羧基可与 Cu2+产生静电和离子作用力而

对 Cu2+具有很强的亲和性[20]。肽段中的氨基酸不

仅能够结合 TYR 中的 Cu2+，还可与 Cu2+周围的关

键氨基酸如 Val283、Met280、Phe264、His85、

Glu256、His263 和 Asn260 等建立相互作用力，覆

盖底物与 Cu2+的结合部位从而抑制 TYR 活性。由

此推测 TSTIP 能够进入 TYR 的活性中心并结合

Cu2+及周围氨基酸，因此同时具有 TYR 抑制活性

与 Cu2+结合活性。

 2.4    TSTIP-TYR 及 TSTIP-Cu2+的荧光光谱分析

图 3 为当激发波长为 305 nm 时，TSTIP 分别

与 TYR 及 Cu2+结合后荧光发射光谱的变化 (290~

310 nm)。荧光强度的降低说明 TSTIP 结合了

TYR[21]。随着 TYR 浓度的增加，TSTIP 的内源性荧

光强度逐渐降低。当 TYR 质量浓度为 500~750

U·mL−1 时，荧光强度下降幅度明显 (图 3-a)。随着

Cu2+浓度的增加，TSTIP 的内源荧光强度逐渐降

低。与 0.002 mol·L−1 Cu2+结合时，TSTIP 的荧光强

度下降幅度显著增加；随着 Cu2+浓度继续增大，

荧光强度下降减缓，荧光光谱发生微弱红移 (由

301.03 nm 移至 302.03 nm，图 3-b)。荧光强度降低

是 TSTIP 中的芳香族氨基酸与 Cu2+发生结合的典

型特征[32]。Cu2+引起的荧光猝灭伴随着红移，表

示 TSTIP 与 Cu2+结合后其构象发生改变，形成更

稳定的结合物，这可能因为荧光基团转移至更加亲

水的环境[21]。TYR 构象变化会影响其活性，说明

TSTIP 具有较好的 TYR抑制能力。图 3-a 与图 3-b

表明 TYR 与 Cu2+均能与 TSTIP 结合。

由图 3-c 与图 3-d 可看出，TYR 结合 TSTIP 的

速率比 Cu2+与 TSTIP 的结合速率慢，且需要更长

表2    罗非鱼皮和酪氨酸酶抑制肽中氨基酸成分和质量分数
Table 2    Amino acids composition and mass fraction of
　　　　　　　tilapia skin and TSTIP　　　　　　%

氨基酸
Amino acids

罗非鱼皮
Tilapia skin

罗非鱼皮酪氨酸酶抑制肽
TSTIP

天冬氨酸 Asp 6.20±0.23f 6.00±0.28f

谷氨酸 Glu 10.78±0.14d 10.65±0.21d

赖氨酸 Lys 3.69±0.23g 3.62±0.26g

组氨酸 His 0.90±0.10jk 0.87±0.25kl

精氨酸 Arg 9.45±0.18e 9.20±0.23e

色氨酸 Trp 0.15±0.20l 1.80±0.22i

酪氨酸 Tyr 0.65±0.23k 0.61±0.18l

苯丙氨酸 Phe 2.21±0.25i 2.11±0.15i

甘氨酸 Gly 26.28±0.21a 27.70±0.21a

丙氨酸 Ala 11.22±0.17c 11.16±0.23c

缬氨酸 Val 2.21±0.21i 2.19±0.26i

蛋氨酸 Met 1.18±0.17k 1.47±0.34ij

异亮氨酸 Ile 1.17±0.24j 1.10±0.40jk

脯氨酸 Pro 14.32±0.15b 13.68±0.23b

亮氨酸 Leu 2.95±0.09h 2.92±0.22h

苏氨酸 Thr 2.95±0.04h 2.94±0.17h

丝氨酸 Ser 3.84±0.14g 3.72±0.32g

胱氨酸 Cys 0.01±0.12l 0.04±0.13m

注：不同小写字母表示同种原料在不同氨基酸种类的相对质量分

数差异显著 (P<0.05)。

Note: Different lowercase letters indicate that there are significant dif-

ferences in the relative mass fraction of the same material in dif-

ferent amino acids (P<0.05).
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图2    碱性蛋白酶酶解物分子量分布及其占比

注：a. 酪氨酸酶抑制肽的分子量分布；b. 碱性蛋白酶酶解物不同组分的占比。

Fig. 2    Molecular weight distribution and proportion of alcalase hydrolysate

Note: a. Molecular weight distribution of TSTIP; b. Proportion of alcalase hydrolysate with different components.

160 南  方  水  产  科  学 第 19 卷



时间达到稳定。原因可能是 TYR 中的 Cu2+被包裹

在疏水的酶中心，肽到达 Cu2+活性中心需要一定

时间[33]。此外，TSTIP 可以快速结合 Cu2+，因此具

有很好的 Cu2+结合活性。2 种结合物稳定之后的荧

光强度相似，推测 TSTIP 能够结合 TYR 中的 Cu2+

活性中心。

 2.5    TSTIP-TYR 及 TSTIP-Cu2+的紫外与红外光

谱分析

图 4-a 表明 TSTIP 在 250~285 nm 出现了芳香

族氨基酸的特征吸收带。与 TYR 结合后，TS-

TIP 的紫外吸收强度增强，且最大吸收波长向长波

方向移动 (由 275 nm 移至 283 nm)，这与 Cu2+结

合 TSTIP 的紫外光谱相似。七肽 Ile-Gln-Ser-Pro-

His-Phe-Phe 与 TYR 及 Cu2+结合的紫外光谱也出现

了相同的趋势[29]。这说明 TYR 及 Cu2+均能与 TS-

TIP 形成新的结合物，TSTIP 能够结合 TYR 的 Cu2+

活性中心。

红外光谱中氨基 (−NH)、酰胺 I 带 (C=O)、羧基

(−COOH) 的特征性吸收峰分别为 3 500~3 250 cm–1、

1 700~1 600 cm–1 和 1 500~1 400 cm–1[34]。TSTIP 在

3 361.92 cm−1 出现特征吸收峰是由于胶原肽中–NH

的伸缩振动 [ 2 3 ]。与 Cu2 +结合后，该吸收峰移至

3 363.85 cm–1，而与 TYR 结合后该峰移至 3 379.28 cm–1，

可能是−NH 与 TYR 中的 Cu2+距离更远。TSTIP 与

TYR 及 Cu2+结合后，其酰胺 I 带 (C=O) 吸收峰由

原来的 1 639.49 cm–1 分别红移至 1 654.93 cm–1 及

1 647.20 cm–1，表明 C=O 参与了 TYR 中 Cu2+的共

价键合反应[23]；羧基 (−COOH) 反对称伸缩振动吸

收峰由 1 544.98 cm–1 分别蓝移至 1 543.05 cm–1 及

1 541.12 cm–1，说明−COOH 与 Cu2+发生了不稳定

结合。据报道，肽的结合能力与肽中羧基及氨基的

总数有关[20]。综上，TYR 与 Cu2+主要通过氨基及
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图3    TSTIP-TYR及TSTIP-Cu2+的荧光光谱

注：a、b 分别为 TSTIP 与不同浓度的 TYR 或 Cu2+结合后的荧光强度变化；c、d 分别为 TSTIP 与 TYR 或
Cu2+结合后荧光强度随时间的变化。

Fig. 3    Fluorescence intensity of TSTIP-TYR and TSTIP-Cu2+

Note: The a and b represent the changes in fluorescence intensity of TSTIP combining with TYR or Cu2+ at different concentrations, respectively;
the c and d represent the changes in fluorescence intensity of TSTIP combining with TYR or Cu2+ at different time, respectively.
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羰基与 TSTIP 结合，结合引起 TSTIP 发生相似的

结构变化，进一步验证 TSTIP 能够结合 TYR 的 Cu2+

活性中心，从而抑制 TYR 活性。

 2.6    TSTIP-TYR 及 TSTIP-Cu2+的圆二色谱分析

圆二色谱可观测到远紫外区光谱区域 (190~

260 nm) 蛋白质或肽主链构象的变化，可用于检测

本研究中 TSTIP 分别与游离 Cu 2 +和固定 Cu 2 +

(TYR) 结合后其二级结构发生的变化。TYR 的二级

结构以 β-折叠为主；TSTIP 中 β-转角与无规则卷

曲含量最高，两者含量占总比的 70% 以上 (图 5)。

结合 TYR 或 Cu2+后，TSTIP 在 170 nm 处的单负峰

出现上移 (图 5-a)，说明 β-折叠含量增加。β-折叠

的出现被认为是金属离子与肽链发生结合的特征[35]。

TSTIP-Cu2+的 β-折叠含量显著高于 TSTIP (图 5-b)，

表明 Cu2+与 TSTIP 的结合诱导了 TSTIP 的折叠并

形成更紧密的结构[31]。TYR 与 TSTIP 结合后其 β-

折叠含量显著减少，说明 TYR 的结构打开，构象

变化有利于 TSTIP 与 TYR 中 Cu2+活性中心的结
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图4    TSTIP-TYR和TSTIP-Cu2+的紫外与红外光谱分析

注：a. TSTIP-TYR 及 TSTIP-Cu2+的紫外吸收光谱；b. TSTIP-TYR 及 TSTIP-Cu2+的红外吸收光谱。

Fig. 4    UV and FTIR spectrum of TSTIP-TYR and TSTIP-Cu2+

Note: a. UV spectrums of TSTIP-TYR and TSTIP-Cu2+; b. FTIR spectrums of TSTIP-TYR and TSTIP-Cu2+.
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图5    TSTIP-TYR及TSTIP-Cu2+的圆二色谱

注：a. TSTIP-TYR 和 TSTIP-Cu2+的圆二色谱图；b. TSTIP-TYR 和 TSTIP-Cu2+的二级结构；不同小写字母表示同一样品在不同二级结构的
质量比例有显著性差异 (P<0.05)；不同大写字母表示不同样品在同种二级结构的质量比例有显著性差异 (P<0.05)。

Fig. 5    CD analysis of TSTIP-TYR and TSTIP-Cu2+

Note: a. Circular dichroism spectrum of TSTIP-TYR and TSTIP-Cu2+; b. Proportions of secondary structures of TSTIP-TYR and TSTIP-Cu2+.
Different lowercase letters indicate that the mass proportion of the same sample in different secondary structures had significant difference (P<0.05).
Different uppercaseletters indicate that the mass proportion of different samples in the same secondary structure had significant difference (P<0.05).
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合；TSTIP-Cu2+中 β-折叠含量高于 TSTIP-TYR，说

明 TSTIP 与 Cu2+结合比 TYR 更加紧密，主要与

TYR 中的 Cu2+被包裹在结构中心有关[36]。总之，

Cu2+及 TYR 的加入引起 TSTIP 的二级结构产生相

似变化，说明 TSTIP 可结合 TYR 中的 Cu2+活性中

心来抑制 TYR 的催化活性。

 3    结论

本文以罗非鱼皮为原料，进行了 TSTIP 的制

备以及 TSTIP-TYR 与 TSTIP-Cu2+结构特征的研

究。结果表明，通过碱性蛋白酶酶解 4 h 制得的

TSTIP 较其他蛋白酶解物具有更好的 TYR 抑制活

性和 Cu2+结合活性，且这 2 种活性存在极显著的

正相关性 (P=0.01)；此外，发现 TSTIP 中分子量在

1 000 D 以下的组分含量占 48.15%，小分子肽段显

示出更强的 TYR 抑制活性与 Cu2+结合活性。肽链

中的甘氨酸、脯氨酸、丙氨酸、胱氨酸、蛋氨酸、

色氨酸、谷氨酸与精氨酸对这 2 种活性的增强均具

有贡献，说明了 TYR 抑制活性与 Cu2+结合活性具

有正相关性；对 TSTIP 抑制 TYR 的作用机制进行

探究，发现 TSTIP 与 Cu2+及 TYR 结合后，荧光、

紫外、红外光谱及二级结构均发生了相似的变化，

TYR 活性空腔打开，TSTIP 进入活性中心并结合

Cu2+及周围关键氨基酸，从而抑制了 TYR 的催化

活性。TSTIP 是含有不同分子量肽段的混合物，未

来将对 TSTIP 进一步分离纯化和鉴定序列，以获

得混合组分中具有最高 TYR 抑制活性的具体肽段。
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