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响应面法优化菲牛蛭多肽的提取工艺及其美白抗衰活性研究

王嘉慧 1, 李姝琪 1, 刘 浩 1, 郭海涛 1, 杨国华 2, 杨玉升 2, 刘永刚 1*, 马 涛 1*

(1. 北京中医药大学中药学院, 北京 102401; 2. 云南世纪华宝医药产业开发有限公司, 云南 楚雄 675000)

摘要: 本研究应用Box-Behnken设计−响应面法优化菲牛蛭多肽的提取工艺, 并考察其美白抗衰作用。在单因

素实验的基础上, 以NaCl溶液浓度、提取时间、提取次数为影响因素, 多肽得率为响应值, 设计并利用响应面模型, 

得到菲牛蛭多肽提取的最佳条件: NaCl溶液浓度 4.3%, 超声时间 4 h, 超声次数 2次 (2 + 2 h)。该模型显著, 与实际

试验拟合良好。通过酪氨酸酶催化左旋多巴氧化速率法考察菲牛蛭多肽的酪氨酸酶抑制活性; 以秀丽隐杆线虫为

模式生物, 考察菲牛蛭多肽对线虫的身体长度、运动能力、生殖能力、活性氧 (reactive oxygen species, ROS) 和脂褐

素的影响。结果显示 , 菲牛蛭多肽对酪氨酸酶有显著的抑制作用 , 其 IC50为 0.58 mg·mL-1, 强于阳性对照熊果苷 

(2.24 mg·mL-1)。与空白组相比, 0.1、0.5和 1.0 mg·mL-1的菲牛蛭多肽对线虫体长、产卵量和头尾摆动无显著性差异; 

0.5 mg·mL-1的菲牛蛭多肽显著降低线虫体内ROS水平; 0.5和 1.0 mg·mL-1的菲牛蛭多肽显著降低线虫体内脂褐素

水平。菲牛蛭多肽具有良好的美白抗衰作用, 其作用机制可能与抑制酪氨酸酶活性和抗氧化作用有关。
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Abstract: The objective of this study was to optimise the extraction process of peptide of Poecilobdella 

manillensis by the Box-Behnken design-response surface methodology, and to investigate its whitening and anti-

aging effects. Based on single factor experiments, NaCl solution concentration, extracting time and extracting 

times were taken as influencing factors, and peptide yield was used as the response value. The response surface 

model was designed and used to obtain the optimal extraction conditions of peptides of Poecilobdella manillensis: 

NaCl solution concentration of 4.3%, ultrasonic time of 4 h, and ultrasonic times of 2 times (2 + 2 h), which was 

significant and well-fitted to the actual experiment. The tyrosinase inhibition activity of peptide of Poecilobdella 

manillensis was evaluated by measuring the oxidation rate of levodopa (L-DOPA) catalyzed by tyrosinase. 

Moreover, using Caenorhabditis elegans as a model organism, the effects of peptide of Poecilobdella manillensis 

on body length, locomotion, reproductive capacity, reactive oxygen species (ROS), and lipofuscin levels were 

determined. The results showed that peptide of Poecilobdella manillensis exhibited a significant inhibitory effect 
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on tyrosinase, with an IC50 of 0.58 mg·mL-1, which was stronger than that of the positive control arbutin 

(2.24 mg·mL-1). Compared to the control group, 0.1, 0.5 and 1.0 mg·mL-1 peptide of Poecilobdella manillensis 

showed no significant differences in the body length, eggs, and body bending of Caenorhabditis elegans. However, 

0.5 mg·mL-1 peptide of Poecilobdella manillensis significantly reduced ROS levels in Caenorhabditis elegans; 0.5 

and 1.0 mg·mL-1 peptide of Poecilobdella manillensis significantly reduced lipofuscin levels in Caenorhabditis 

elegans. Peptide of Poecilobdella manillensis exhibits effective whitening and anti-aging activities, potentially 

mediated by its inhibition of tyrosinase activity and antioxidant effects.
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水蛭始载于《神农本草经》, 2020年版《中华人民

共和国药典》中载水蛭为水蛭科动物蚂蟥 Whitmania 

pigra Whitman、水蛭Hirudo nipponica Whitman或柳叶

蚂蟥Whitmania acranulata Whitman的干燥全体[1]。水

蛭中含有多种生物活性物质, 包括蛋白质/多肽类大分

子、碟啶类、糖脂类、羧酸酯类、甾体类、微量元素等[2]。

蛋白质/多肽类大分子已被确定为水蛭的主要活性成

分, 其中, 水蛭素是目前已知最有效的天然凝血酶抑制

剂[3]。《本草纲目》记载“水蛭之咸苦, 以除蓄血, 乃肝经

血分药, 故能通肝经聚血。”现代药理研究发现, 水蛭具

有抗凝血、治疗关节炎、抗炎、抗癌、抗肿瘤、抗纤维化、

治疗代谢紊乱和促进皮肤伤口愈合等效果[4]。菲牛蛭

为医蛭科动物菲牛蛭Poecilobdella manillensis的干燥

体, 是吸血类水蛭中个头较大的品种。2011年版《广

西壮族自治区壮药质量标准》收载了菲牛蛭[5]; 2013年

云南省将其收录到《云南省中药材标准》[6]。菲牛蛭的

药理作用基本和水蛭一致, 也含有水蛭素、菲牛蛭素等

多种活性成分[7], 且抗凝活性显著优于其他水蛭[8,9]。

随着水蛭资源的持续开发和需求的日益提升, 菲牛蛭

已成为水蛭研究中的重点对象。

皮肤美白已成为全球广泛关注的审美热点之一。

抗氧化和紫外线吸收能力是美白效果优劣的重要评价

指标[10]。紫外线辐射是外源性皮肤老化和过度活性氧

产生导致氧化应激进而引起皮肤损伤的主要原因[11]。

活性氧导致自由基的产生, 不仅直接促进酪氨酸酶的

活化, 还可通过引发炎症反应进一步加剧色素沉积; 损

坏皮肤细胞的DNA、蛋白质和脂质, 导致细胞功能紊

乱和死亡。此外, 活性氧激活基质金属蛋白酶 (matrix 

metalloproteinases, MMPs), 分解皮肤中的胶原蛋白和

弹性蛋白, 造成皮肤松弛、皱纹加深等老化现象[12,13]。

抗氧化成分一方面可通过抑制活性氧的生成和减少酪

氨酸酶活性, 实现美白效果; 另一方面, 还可以通过保

护皮肤细胞和基质蛋白, 减缓衰老过程。目前, 曲酸、

对苯二酚、熊果苷和抗坏血酸等具有抗氧化和抗酪氨

酸酶活性的化合物, 由于其对皮肤的不利影响和细胞

毒性, 使用受到限制, 而中药材天然来源、安全性高、高

效, 具有广阔的应用前景[12,14]。水蛭的抗凝活性通过

防止血液凝固、促进微循环流畅, 改善皮肤营养供应和

代谢物排出, 减少色素沉着和炎症, 对皮肤健康和美白

有积极影响, 在美白和抗衰老方面已有不少专利[15-17]。

而抗凝活性远强于水蛭的菲牛蛭, 尚未有其相关的美

白产品问世, 其抑制黑色素形成及抗氧化活性也鲜有

报道。因此, 本文采用单因素和 Box-Behnken响应面

对菲牛蛭多肽的提取条件进行优化, 通过评价菲牛蛭

多肽的酪氨酸酶抑制能力和抗氧化活性探讨其美白抗

衰作用, 以期拓展菲水蛭及其提取物在美白抗衰方向

的研究。

材料与方法

仪器 KH-250 型双频数控超声波清洗器 (昆山

禾创超声仪器有限公司); Sorvall ST-8R 型离心机、

A51119500C 型酶标仪 (赛默飞世尔科技有限公司); 

BT125D 型十万分之一电子天平 (德国 Satorious 公

司); SPX-250型生化培养箱 (北京科伟永兴仪器有限

公司); VORTEX-7型涡旋振荡器 (海门市其林贝尔仪

器制造有限公司); D1008型迷你离心机 (大龙兴创实

验仪器股份公司); YXQLS-100SII型立式压力蒸汽灭

菌器 (上海博迅实业有限公司医疗设备厂); D-LH/LC

型荧光倒置显微镜 (尼康映像仪器销售中国有限公

司); LGJ-10型真空冷冻干燥机 (北京松源华兴科技发

展有限公司)。

试剂 石油醚 (20230601415)、氯化钠 (20221201) 

(天津市致远化学试剂有限公司); 无水乙醇 [2023090, 

福晨 (天津) 化学试剂有限公司]; 盐酸 (20210126)、无

水氯化钙 (20230701)、无水硫酸镁 (20221008)、氢氧化

钠 (20240801) (北京化工厂有限责任公司); BCA蛋白

浓度测定试剂盒 (No.051023230825, 上海碧云天生物

技术股份有限公司); PBS缓冲液 (GA24040093224, 上

海尚宝生物科技有限公司); 酪氨酸酶 (9002-10-2)、左旋

多巴 (100170-202105)、1-苯氧基-2-丙醇 (M15218018) 

(上海麦克林生化科技有限公司); 熊果苷 (111951-

202001, 上海源叶生物科技有限公司); 胰蛋白胨 
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(3668481)、酵母提取物 (441479002)、蛋白胨 (20220530) 

(赛默飞世尔科技有限公司); 琼脂粉 (24240305014, 北

京索莱宝科技有限公司); 胆固醇 (180805, 北京博奥拓

达科技有限公司); 5-氟尿嘧啶 (C15550723)、次氯酸钠 

(20230201) (上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 磷

酸氢二钾 (20220118)、磷酸二氢钾 (20231206)、磷酸氢

二钠 (20230221)、磷酸二氢钠 (20210904) (天津大茂化

学试剂有限公司); H2DCFDA活性氧 (reactive oxygen 

species, ROS) 荧光探针 (2303X230376, 南京建成生物

工程研究所); 菲牛蛭冻干粉 (云南世纪华宝医药产业

开发有限公司)。

线虫及菌株 野生型秀丽隐杆线虫N2 (C. elegans 

wild-type) 线虫株和尿嘧啶渗漏突变型大肠杆菌 (E. 

coli OP50) 购自CGC (Caenorhabditis Genetics Center)。

多肽含量测定 按照 BCA蛋白浓度测定试剂盒

说明书操作, 蛋白标准在 0～0.5 mg·mL-1与吸光度线

性关系良好, 回归方程: y = 1.242 6 x + 0.126 79 (R2 = 

0.997 4, n = 3), y为吸光度值, x为多肽质量浓度。根据

公式 (1) 计算菲牛蛭提取液的多肽得率 (Y):

Y = 
A × B

C
× 100% (1)

其中, A: 经回归方程求得的多肽质量浓度 (mg·mL-1); 

B: 多肽溶液体积 (mL); C: 菲牛蛭冻干粉质量 (g)。

单因素实验 称取菲牛蛭样品 2.0 g, 加石油醚

8.0 mL, 超声提取 1 h, 倾出并挥干石油醚。固定液料

比 10∶1, 提取次数 1次, 超声时间 3 h, NaCl溶液浓度分

别为 0.9%、1.8%、2.7%、3.6%、4.5%、5.4%、6.3%、7.2%

和 8.1%; 固定液料比 10∶1, NaCl溶液浓度 4.5%, 提取

次数 1 次, 超声时间分别为 1、2、3、4、5、6 和 7 h; 固定

NaCl溶液浓度 4.5%, 提取次数 1 次, 超声时间 4 h, 液

料比分别为 5、10、15、20、25和 30倍; 固定NaCl溶液浓

度 4.5%, 超声时间 4 h, 液料比 15∶1, 分别提取 1 (6 h)、

2 (4 + 2 h)、3 (3 + 2 + 1 h)、4 (2 + 2 + 1 + 1 h) 次。考察

不同提取条件对菲牛蛭多肽得率的影响, 每组实验重

复3次。

响应面实验设计 对各组菲牛蛭多肽得率最高水

平与相邻水平进行组间比较, 选择影响显著性因素, 每

个因素设置 3个水平, 以菲牛蛭多肽得率为响应值, 根

据Box-Benhnken中心组合实验设计原理, 应用Design 

Expert 13.0.5.0软件处理数据, 结果分析, 模型验证得

到菲牛蛭多肽最佳提取条件。

菲牛蛭多肽的纯化 称取菲牛蛭样品10 g, 根据上

述最佳提取条件提取。提取液中加入预冷无水乙醇至浓

度为60%, 4 ℃静置6 h, 4 ℃、8 000 r·min-1离心20 min。

沉淀溶于等体积水, 4 ℃、8 000 r·min-1离心 20 min, 重

复3次, 合并上清液, 冷冻干燥即得。

酪氨酸酶抑制活性测试 采用 96 孔板加样 , 以

0.2 mol·L-1 PBS 缓冲液作为溶剂, 将酪氨酸酶配置成

100 U·mL-1, 左旋多巴配置成 0.5 mg·mL-1。实验分为

4组: A组为空白, 含 200 μL PBS; B组为空白对照, 含

100 μL PBS + 100 μL酪氨酸酶溶液; C组为测试样品

对照, 含 100 μL PBS + 100 μL样品溶液; D组为测试样

品, 含 100 μL酪氨酸酶溶液 + 100 μL样品溶液; 阳性

对照为熊果苷, 含 100 μL酪氨酸酶溶液 + 100 μL熊果

苷溶液。样品在室温孵育 30 min, 加入 100 μL左旋多

巴, 继续孵育 5 min, 在酶标仪中测定其吸光度 (A) 值

(475 nm), 实验重复 3 次, 根据公式 (2) 计算酪氨酸酶

的抑制率 (R), 并计算 IC50值。

R =
( )AB − AA − ( AD − AC )

( AB − AA )
× 100% (2)

其中, AA: 空白A值; AB: 空白对照A值; AC: 测试样

品对照A值; AD: 测试样品A值。

秀丽隐杆线虫的培养、同步化 线虫在 22 ℃, 涂

有E.coli OP50的无菌NGM固体培养基中培养。为保

证同一实验的线虫生长发育同步, 实验前需对线虫进

行同步化处理。选取含有较多处于产卵期且生长状态

良好的线虫培养基, 用 M9缓冲液将线虫冲洗转移至

1.5 mL离心管中, 待线虫自然沉降后弃去上清液。加

入 1 mL线虫裂解液, 涡旋 7～8 min后以 10 000 r·min-1

离心 90 s, 弃去上清液。加入 1 mL M9 缓冲液 , 涡旋

30 s 后以 10 000 r·min-1 离心 90 s, 弃去上清液 , 重复

3次。将虫卵转移至空白 NGM 培养基上, 于 22 ℃孵

育约 24 h, 转移 L1 期线虫至涂有 E.coli OP50 的无菌

NGM固体培养基中培养至L4期即可用于后续实验。

秀丽隐杆线虫身体长度的测定 将菲牛蛭多肽配

制成高 (1.0 mg·mL-1)、中 (0.5 mg·mL-1)、低 (0.1 mg·mL-1) 

3个质量浓度, 以无菌水为空白对照。将经过同步化

处理且处于L4期的线虫分为前述不同组别, 给药处理

24 h后, 挑取线虫到载玻片上, 滴加 1滴 1% 1-苯氧基- 

2-丙醇溶液, 垂直盖上盖玻片, 将载玻片放置在倒置荧

光显微镜下, 使用NIS Element软件对各组线虫的身体

长度进行测定。每组60条线虫, 独立3次实验。

秀丽隐杆线虫运动能力的测定 将经过同步化处

理且处于 L4 期的线虫分为前述不同组别 , 给药处理

24 h后, 将线虫转移到新的空白NGM培养基上, 滴加

M9缓冲液, 静置 2 min, 在显微镜下观察并记录 20 s内

线虫的头尾摆动次数。头部摆动和身体朝向同时改变

为一次成功的头尾摆动。每组20条线虫, 独立3次实验。

秀丽隐杆线虫生殖能力的测定 将经过同步化处

理且处于 L4 期的线虫分为前述不同组别 , 每组挑取
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10条线虫分别放到一个培养基上, 22 ℃培养, 24 h后

将各组线虫分别转移至新的培养基上, 转移 4～5次至

线虫基本不再产卵。含卵培养基在 22 ℃孵育 1～2天, 

对各组所有培养基上的线虫进行计数。独立3次实验。

秀丽隐杆线虫体内 ROS水平的测定 将经过同

步化处理且处于 L4 期的线虫分为前述不同组别 , 

22 ℃培养, 给药处理 5天后用 M9缓冲液将线虫冲洗

转移至 1.5 mL棕色离心管中, 待线虫自然沉降后弃去

上清液。加入 M9 缓冲液将线虫清洗 3 次 , 弃去上清

液。离心管中加入 30 μL 20 μmol·L-1 的 DCFH-DA, 

22 ℃染色 2 h。M9缓冲液洗涤线虫, 离心, 弃上清液。

离心管中加入 20 μL 1% 1-苯氧基-2-丙醇溶液, 将麻醉

好的线虫转移至载玻片上, 垂直盖上盖玻片, 将载玻片

放置在倒置荧光显微镜下拍摄各组线虫荧光图片 , 

Image J软件处理。每组60条线虫, 独立3次实验。

秀丽隐杆线虫体内脂褐素水平的测定 将经过同

步化处理且处于 L4 期的线虫分为前述不同组别 , 

22 ℃培养, 给药处理 5天后用 M9缓冲液将线虫冲洗

转移至 1.5 mL离心管中, 待线虫自然沉降后弃去上清

液。加入M9缓冲液将线虫清洗 3次, 弃去上清液。离

心管中加入 20 μL 1% 1-苯氧基-2-丙醇溶液, 将麻醉好

的线虫转移至载玻片上, 垂直盖上盖玻片, 将载玻片放

置在倒置荧光显微镜下拍摄各组线虫荧光图片 , 

Image J软件处理。每组60条线虫, 独立3次实验。

统计学分析 Design Expert 8.0.6.1软件分析响应

面模型的显著性统计和回归方程 ; 使用 IBM SPSS 

Statistics 25软件进行统计分析, 结果用
-
x ± s表示, 多组

间比较如符合正态分布且方差齐则用ANOVA方差分

析, 不符合正态分布则用Wilcoxon秩和检验。P < 0.05

为差异有统计学意义。GraghPad Prism 8.0 和 Origin 

2022软件绘制图形。

结果

1　单因素对菲牛蛭多肽得率的影响

1.1　NaCl溶液浓度对菲牛蛭多肽得率的影响 由图

1A可知, NaCl溶液浓度为 4.5%时, 与相邻浓度 3.6%、

5.4%比较, 菲牛蛭多肽得率有显著性差异 (P < 0.05)。

所以本实验根据单因素结果选择NaCl溶液浓度3.6%、

4.5%、5.4%进行响应面分析。

1.2　超声时间对菲牛蛭多肽得率的影响 由图 1B可

知, 当超声时间为 4 h时, 其与相邻超声时间 3和 5 h相

比, 菲牛蛭多肽得率具有显著性差异 (P < 0.05)。所以

选择超声时间3、4、5 h进行响应面分析。

1.3　液料比对菲牛蛭多肽得率的影响 由图 1C 可

知, 当液料比在 5∶1至 15∶1时, 随着液料比的改变, 菲

牛蛭多肽得率提高。当液料比超过 15∶1时, 菲牛蛭多

肽得率缓慢降低并趋于平衡。菲牛蛭多肽得率最高水

平 15∶1与其相邻水平 10∶1和 20∶1相比, 没有显著性

差异, 3个水平液料比对菲牛蛭多肽得率影响相差不

大。因此, 在响应面实验中直接选用得率最高的 15∶1

进行后续研究。

1.4　超声次数对菲牛蛭多肽得率的影响 由图 1D可

知, 超声次数 2次与相邻水平 1次和 3次之间存在显著

性差异 (P < 0.05), 故选用超声次数 1、2和 3次进行响

应面分析。

2　响应面优化实验

2.1　三因素三水平响应面实验设计 根据单因素实

验结果发现, NaCl溶液浓度、超声时间和超声次数对

菲牛蛭多肽得率影响较大, 液料比对菲牛蛭多肽得率的

影响没有显著性差异, 因此选择NaCl溶液浓度 (A)、超

声时间 (B) 和超声次数(D) 这 3个因素做三因素三水

平响应面设计 (表1), 液料比选择得率最高的15∶1。

2.2　响应面实验设计结果 响应面实验设计方案与

结果见表2。

2.3　响应面回归模型的建立及方差分析 对菲牛蛭

Figure 1　 Effects of different factors on peptide yield from 

Poecilobdella manillensis. A: NaCl solution concentration; B: 

Ultrasonic extracting time; C: Soild-liquid ratio; D: Ultrasonic 

extracting times. apex: Represents the hightest value. n = 3, 
-
x ± s. 

*P < 0.05 vs the highest value

Table 1　Factors and levels of Box-Benhnken center-united design

Factor

NaCl solution concentration (A)/%

Ultrasonic extracting time (B)/h

Ultrasonic extracting times (D)

Level

−1

3.6%

3

1

0

4.5%

4

2

1

5.4%

5

3

·· 3397
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多肽得率的结果进行拟合 , 得到菲牛蛭多肽得率对

NaCl溶液浓度 (A)、超声时间 (B) 和超声次数 (D) 的二

次多项式回归方程模型:

Peptide yield (%) = −1.865 + 0.482×A + 0.418 8×B + 

0.404 8×D − 0.049 2×A2−0.048 88×B2−0.045 37×D2 + 

0.001 9×AB − 0.029 2×AD − 0.017 75×BD (3)

对所得回归模型进行方差分析 , 模型 F 值为

11.02, P = 0.002 3, 该模型显著, 即对菲牛蛭多肽得率

的影响较为显著 , 具有统计学意义。失拟误差 P = 

0.071 5, 大于 0.05, 该模型与实际试验拟合良好, 误差

小。模型 R2 = 0.934 1, 此模型可以合理解释试验中

93.41%的多肽得率变化, 预测结果与实际结果的一致

性较好。

2.4　各因素间的交互作用 响应面曲面可通过三维

图或等高线图 (图 2) 展示两个或多个变量与响应值之

间的关系。坡度最陡的是NaCl溶液浓度和超声次数, 

说明NaCl溶液浓度与超声次数的交互作用对菲牛蛭

多肽得率影响显著 , 与方差分析结果 (P = 0.030) 一

致。而NaCl溶液浓度和超声时间、超声时间和超声次

数相较 NaCl 溶液浓度和超声次数坡度较平缓 , 说明

NaCl溶液浓度和超声时间 (P = 0.861), 超声时间与超

声次数 (P = 0.108) 对菲牛蛭多肽得率影响不显著。

各个因素对菲牛蛭多肽得率的影响程度为超声次数 > 

NaCl溶液浓度 > 超声时间。

2.5　优化条件的验证实验 运用 Design Expert 

8.0.6.1软件预测菲牛蛭多肽提取的理论最佳条件: NaCl

浓度 4.29%, 超声时间 3.94 h, 超声次数 2.31次, 此时菲

牛蛭多肽得率的预测区间在41.46%至51.41%。根据实

际条件, 将最优条件参数进行修正, 选择最优的条件为: 

NaCl浓度 4.3%, 超声时间 4 h, 超声次数 2次 (2 + 2 h)。

为了验证响应面法优化结果的可靠性, 选用修正的最

优提取条件, 进行 3次验证试验, 多肽得率的平均值为

49.82%, 说明试验值与理论值模拟效果较好。

3　菲牛蛭多肽对酪氨酸酶抑制活性

以熊果苷为阳性对照, 当质量浓度为3.2 mg·mL-1时, 

其对酪氨酸酶的抑制率为56.29%, IC50为2.24 mg·mL-1。

对菲牛蛭多肽进行酪氨酸酶抑制活性实验, 当质量浓度

为 3.2 mg·mL-1时 , 其对酪氨酸酶的抑制率为 59.65%, 

IC50为 0.58 mg·mL-1, 优于阳性对照 (2.24 mg·mL-1), 表

明菲牛蛭多肽具有显著的酪氨酸酶抑制活性。

Figure 2　Response surface and contour plots showing the effects of operating parameters on the peptide yield of Poecilobdella manillensis

Table 2　The experiment design and results of response surface 

methodology

Run
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

A/%
3.6
5.4
3.6
5.4
3.6
5.4
3.6
5.4
4.5
4.5
4.5
4.5
4.5
4.5
4.5
4.5
4.5

B/h
3
3
5
5
4
4
4
4
3
5
3
5
4
4
4
4
4

D/times
2
2
2
2
1
1
3
3
1
1
3
3
2
2
2
2
2

Peptide yield/%
37.1
37.8
36.1
37.5
35.4
35.5
44.7
34.3
32.1
36.7
40.0
37.5
45.4
45.0
46.2
47.9
45.5
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4　菲牛蛭多肽对秀丽隐杆线虫身体长度的影响

线虫的身体长度反映其生长发育能力。如图 3A

所示 , 0.1、0.5、1.0 mg·mL-1给药组的线虫体长与空白

对照组相比无显著性差异 , 说明菲牛蛭多肽在 0.1、

0.5、1.0 mg·mL-1质量浓度下不会影响线虫的生长与

发育。

5　菲牛蛭多肽对秀丽隐杆线虫运动能力的影响

线虫的头尾摆动反映其运动能力。如图 3B所示, 

0.1、0.5、1.0 mg·mL-1给药组的线虫头尾摆动频率与空白

对照组相比无显著性差异, 说明菲牛蛭多肽在0.1、0.5、

1.0 mg·mL-1质量浓度下不会影响线虫的运动能力。

6　菲牛蛭多肽对秀丽隐杆线虫生殖能力的影响

线虫的产卵量反映其繁殖能力。如图 3C 所示 , 

0.1、0.5、1.0 mg·mL-1 给药组的线虫产卵量与空白对

照组相比无显著性差异, 说明菲牛蛭多肽在 0.1、0.5、

1.0 mg·mL-1质量浓度下不会影响线虫的繁殖能力。

7　菲牛蛭多肽对秀丽隐杆线虫体内ROS水平的影响

如图 4A 所示 , 与空白对照组相比 , 0.1、0.5、

1.0 mg·mL-1给药组的线虫体内 ROS水平均降低。其

中 , 0.5 mg·mL-1 的菲牛蛭多肽能显著降低线虫体内

ROS水平 (P < 0.01)。

8　菲牛蛭多肽对秀丽隐杆线虫体内脂褐素水平的

影响

如图 4B 所示 , 与空白对照组相比 , 0.1、0.5、

1.0 mg·mL-1给药组的线虫体内脂褐素水平均降低。其

中, 0.5和1.0 mg·mL-1的菲牛蛭多肽能显著降低线虫体

内脂褐素水平 (P < 0.001, P < 0.01)。

讨论

Box-Behnken响应面分析法能系统地分析多个提

取因素 (如温度、时间、溶剂、浓度等) 及其交互作用对

提取率的影响, 有效优化提取条件, 提升有效成分的提

取率; 通过生成二次模型拟合实验数据, 可有效捕捉提

取过程中非线性和交互效应, 提供准确的预测; 并减少

不必要实验点和极端点, 降低实验次数和成本, 还能通

过直观的图形展示结果[18,19]。响应面法已成为一种高

效且实用的优化工具, 广泛应用于中药提取、制药工艺

等多个领域[20]。本课题通过单因素和Box-Behnken法

优化菲牛蛭多肽的提取工艺 , 得到最佳提取工艺为

NaCl溶液浓度 4.3%, 超声时间 4 h, 超声次数 2次 (2 + 

2 h), 最佳工艺条件验证结果在响应面预测区间内, 优

化的提取工艺可行, 具有实际指导意义。

皮肤是人体最明显的器官。皮肤老化不仅是一种

生理现象, 还是一种健康风险。皮肤衰老是全人类共

同关注的重要问题[21]。皮肤衰老是内因 (如时间、遗传

和激素) 与外因 (如紫外线辐射、环境污染、吸烟和不

健康的饮食和生活方式) 共同作用的结果, 临床表现

为皮肤松弛、色素沉着、细纹、皱纹、皮肤干燥、粗糙

等[22]。氧化应激、线粒体DNA突变、端粒缩短、激素变

化、炎症反应、基质金属蛋白酶异常表达、DNA损伤、

自噬损伤等分子机制已被确定与皮肤衰老有关[23-25], 

其中代表性的是 ROS 引起的氧化应激[26]。氧化应激

是指在外界环境因素 (紫外线、污染、辐射等) 或内在

因素 (代谢紊乱、炎症等) 影响下, 体内ROS过度产生, 

而抗氧化防御系统无法有效清除ROS, 导致体内氧化

与抗氧化状态失衡的过程[27]。ROS可通过破坏皮脂的

脂质成分和角质层细胞间基质的神经酰胺或氧化细胞

膜磷脂的不饱和脂肪酸来损害皮肤[28]。高水平的ROS

直接损害表皮角质形成细胞的DNA和脂质, 诱导角质

形成细胞产生复杂的细胞反应 , 包括激活 NF-κB、

ERKs、c-JNK或 p38 MAPK, 磷酸化各种底物蛋白 (如

转录因子), 调节增殖、分化、炎症、凋亡等细胞活

动[29,30]。酪氨酸酶是黑色素合成过程中的关键酶, 其

活性直接决定了黑色素的生成量[31]。ROS是黑色素产

生所必需的信号传递信使, 其通过ERK和 c-JNK途径

的激活, 介导光导途径, 引发炎症反应, 参与调解表皮

Figure 4　Effects of different concentrations of peptide of Poeci‐

lobdella manillensis on the levels of reactive oxygen species 

(ROS, A) and lipofucin (B) in C. elegans. n = 60, 
-
x ± s. **P < 0.01, 

***P < 0.001 vs control

Figure 3　Effects of different concentrations of peptide of Poeci‐

lobdella manillensis on body length (A), head swing frequency (B) 

and eggs (C) of C. elegans. n = 60, 20 and 10, 
-
x ± s

·· 3399



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(12): 3394−3401

黑色素细胞的黑色素反应[32,33]。抑制酪氨酸酶的活性

减少黑色素的生成, 可减轻色素沉着。本课题在对酪

氨酸酶抑制活性的实验中发现菲牛蛭多肽对酪氨酸酶

具有良好的抑制活性, 且高于阳性对照熊果苷。

与传统动物模型相比, 秀丽隐杆线虫具有诸多优

势 (例如体型小、寿命短, 便于快速实验; 易于操作且实

验成本低; 遗传背景清晰, 基因组小且已完全测序, 与

人类同源性高; 结构简单透明等), 在研究药物活性作

用和其作用机制方面具有很高意义[34,35]。本课题以秀

丽隐杆线虫为模式生物 , 得到在 0.1、0.5、1.0 mg·mL-1

质量浓度下, 菲牛蛭多肽不会影响线虫的身体长度、头

尾摆动频率和产卵量, 说明在这些质量浓度下菲牛蛭

多肽不会对线虫正常的生命活动 (生长发育、运动能

力和繁殖能力) 产生不良影响。而与空白组相比, 菲

牛蛭多肽降低秀丽隐杆线虫体内ROS和脂褐素水平, 

表明其具有良好的抗氧化损伤活性。

活血化瘀药在皮肤衰老方面应用广泛[36], 而菲牛

蛭具有显著的活血化瘀作用[37], 在这方面却鲜有报道。

本文以超声提取法作为提取方法, 利用Box-Benhnken

响应面分析法优化菲牛蛭多肽的提取工艺, 并对其美

白抗衰活性进行了初步评价, 证实了菲牛蛭多肽能够

降低酪氨酸酶活性且具有抗氧化损伤作用, 为菲牛蛭

美白抗衰的深入研究奠定了基础, 为天然、安全的美白

药妆成分提供一定数据依据, 具有重要的医学价值和

实际意义。
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