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山茶籽多肽制备及其抗老修护功效 

孙泽东，李广涛*，王伊朋，高宏旗 
（上海林清轩生物科技股份有限公司，上海  201612） 

摘要：以超临界 CO2 萃取脱油后山茶籽为原料，通过碱提酸沉工艺对山茶籽蛋白进行了提取，再使用蛋白酶进

行酶解制备了山茶籽多肽液。采用单因素实验优化了山茶籽蛋白提取和酶解工艺，通过液相色谱-质谱联用仪对

山茶籽多肽液中多肽及氨基酸组成进行了分析。采用体外测试探究了山茶籽多肽液在化妆品中抗老（抗氧化、

抗糖化、抗皱）和修护（划痕）的能力。结果表明，在料液比（g∶mL）1∶30、碱提 pH=9.5、提取温度 60 ℃、

提取时间 2 h、酸沉 pH=3.5 的条件下，山茶籽蛋白提取率为 5.05%；在木瓜蛋白酶为酶解酶、加酶量为 3000 U/g、

酶解时间 2 h、底物质量分数 2%的条件下，山茶籽蛋白酶解物水解率为 31.56%。山茶籽多肽液中总肽含量为

0.47908%，主要为多肽长度 4~8 肽的短肽，总数均相对分子质量（简称分子量）为 850.56 Da，分子量<2000 Da

的多肽占比为 99.56%。山茶籽多肽液含有除异亮氨酸（Ile）外的其余 7 种成年人必需氨基酸，占总氨基酸含量

的 40.55%。质量分数 8%的山茶籽多肽液对 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基清除率为 71.76%±0.34%；质量分数

1%的山茶籽多肽液对晚期糖化终产物的抑制率为 32.63%±0.78%；质量分数 0.25%的山茶籽多肽液对人正常皮肤

成纤维细胞中 MMP-1 的相对表达率为 56.96%±0.82%，Ⅲ型胶原蛋白相对表达率为 120.45%±0.24%，Ⅳ型胶原

蛋白相对表达率为 113.24%±0.17%，Ⅴ型胶原蛋白相对表达率为 138.33%±2.72%；质量分数 0.05%的山茶籽多

肽液内，斑马鱼 collala 基因相对表达率为 122.64%±2.07%；质量分数 0.4%的山茶籽多肽液内人永生化角质形成

细胞细胞迁移率为 40.95%±0.36%。 
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Preparation of Camellia seed polypeptide and its  
anti-aging and repairing effect 

SUN Zedong, LI Guangtao*, WANG Yipeng, GAO Hongqi 
（Shanghai Forest Cabin Biological-Tech Co., Ltd., Shanghai 201612, China） 

Abstract: Camellia seed protein was extracted by alkali extraction and acid precipitation process from 

deoiled Camellia seed which was obtained by supercritical CO2 extraction, and then enzymatically 

hydrolyzed with protease to obtain Camellia seed polypeptide solution. The extraction and enzymatic 

hydrolysis process of Camellia seed protein was optimized by single factor experiments, while the 

composition of polypeptide and amino acid in Camellia seed polypeptide solution was analyzed by liquid 

chromatography-mass spectrometry. The anti-aging (anti-oxidation, anti-glycation, anti-wrinkle) and 

repairing (scratch) effect of Camellia seed polypeptide solution in cosmetics was further evaluated by in 

vitro test. The results showed that under optimum extraction conditions of solid-liquid ratio (g : mL) 1∶30, 

alkali extraction pH=9.5, extraction temperature 60 ℃, extraction time 2 h, acid precipitation pH=3.5, the 

extraction rate of Camellia seed protein was 5.05%. Under optimal conditions of papain used as enzyme, 

enzyme content 3000 U/g, enzymatic hydrolysis time 2 h, and substrate mass fraction 2%, the hydrolysis 

rate of Camellia seed protein hydrolysate was 31.56%. The total peptide content in Camellia seed 

polypeptide solution was 0.47908%, mainly composed of short peptides with a peptide length of 4~8 

医药与日化原料 
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peptides. The number-average relative molecular mass (molecular mass) was 850.56 Da, and the proportion 

of polypeptide with molecular mass less than 2000 Da was 99.56%. The polypeptide solution of Camellia 

seeds contained 7 essential amino acids for adults except isoleucine (Ile), accounting for 40.55% of the total 

amino acid content. The scavenging rate of Camellia seed polypeptide solution with mass fraction 8% for 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl free radical was 71.76%±0.34%. The inhibition rate of Camellia seed 

polypeptide solution with mass fraction 1% on advanced glycation end products was 32.63%±0.78%. The 

relative expression rate of MMP-1 in human skin fibroblasts was 56.96%±0.82%, that of type Ⅲ collagen 

was 120.45%±0.24%, that of type Ⅳ collagen was 113.24%±0.17%, and that of type Ⅴ collagen was 

138.33%±2.72% when the mass fraction of Camellia seed polypeptide solution was 0.25%. The relative 

expression rate of zebrafish collala gene was 122.64%±2.07% in mass fraction 0.05% Camellia seed 

polypeptide solution. The migration rate of human immortalized keratinocyte cells in mass fraction 0.4% 

Camellia seed peptide solution was 40.95%±0.36%. 
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红山茶，又称山茶，山茶科（Theaceae）山茶

属（Camellia L.）植物[1-3]。山茶的花、叶、籽中含

有丰富的化学成分和次生代谢产物，具有抗皱、修

护、抗氧化以及美白等功效，被广泛应用于化妆品

中[4]。目前，山茶籽主要用于榨取茶油，脱油后的

山茶籽用于养殖以及廉价出口，还处于初级加工阶

段，深加工产业较为薄弱，资源浪费较为严重[5-6]。 

山茶籽中含有茶皂素、多糖、蛋白质、黄酮类、

多酚类等天然化合物。其中，茶皂素具有抗炎、抗氧

化活性[7-8]；茶籽多糖具有抗氧化活性[9-10]；茶籽蛋

白具有抗氧化、提高免疫、抗炎、改善痤疮症状[11-13]

等作用。植物蛋白质在生物酶解条件下，水解生成

多肽及氨基酸等物质，具有很高的营养价值与功能

特性，酶解后产生的多肽更容易被人体吸收[14-15]。

胶原蛋白是细胞外基质中主要的结构蛋白，在皮肤

中如弹簧般支撑着皮肤，但随着年龄的增长，肌肤

胶原蛋白减少，而外界环境刺激（紫外光照等）会

促进胶原蛋白分解，皮肤便不再柔软，失去弹性和光

泽，出现色斑和皱纹，导致固有的屏障功能受损[16-18]。

补充胶原蛋白，刺激胶原蛋白再生是保持皮肤弹性、

淡化细纹的关键。生物活性多肽具有抗皱、修护、抗

氧化等活性，近年来被作为原料广泛添加到化妆品中。 

本文拟以超临界 CO2 萃取脱油后山茶籽为原

料，通过碱提酸沉工艺对山茶籽蛋白进行提取，然

后使用蛋白酶进行酶解制备山茶籽多肽液，并从抗

氧化、抗糖化、修护和抗皱方面研究其修护、抗老

功效，以期为山茶籽在化妆品中的应用提供参考。 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂与仪器 

山茶籽（粉碎后使用），上海林清轩生物科技有

限公司；人正常皮肤成纤维细胞（HSF）、人永生化

角质形成细胞（HaCaT），武汉大学细胞保藏中心；野

生型 AB 系斑马鱼，广州鲁比生物科技有限公司；cDNA

合成试剂盒，东洋纺（上海）生物科技有限公司。 

木瓜蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶，南宁

东恒华道生物科技有限责任公司；1,3-丁二醇、1,2-

戊二醇，山东海科新源材料科技股份有限公司；乙

二胺四乙酸二钠（EDTA-2Na），阿克苏诺贝尔化学

品有限公司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、

氨基胍、胰蛋白酶、胎牛血清二硫苏糖醇（DTT）、

碘乙酰胺（IAM）、乙腈（ACN）、吐温 20（Tween 20）、

二甲基亚飒（DMSO）、噻唑蓝溴化四唑（MTT）、

多聚甲醛（质量分数 4%）、曲拉通 X-100（Triton 

X-100）、4',6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）、Ⅲ型胶

原蛋白一抗、Ⅳ型胶原蛋白一抗、Ⅴ型胶原蛋白一

抗，德国 Sigma-Aldrich 公司；青霉素-链霉素溶液

（100×），上海碧云天生物技术股份有限公司；胎牛

血清（FBS），浙江天杭生物科技股份有限公司；基

质金属蛋白酶-1 一抗、荧光标记二抗、DEPC 水〔用

焦碳酸二乙酯处理过并经高温高压灭菌的超纯水

（一级水）〕，安徽白鲨生物科技有限公司；总 RNA

抽提试剂（Trizol）、磷酸盐缓冲液（PBS 10×, pH 

7.4），美国 ThermoFisher 公司；三氯甲烷、异丙醇、

无水乙醇，上海泰坦科技股份有限公司；SYBR 

Green 荧光染料，北京康润诚业生物科技有限公司；

DMEM 培养基，美国 Cytiva 公司；三氟乙酸（TFA，

质量分数 0.1%），迪信泰检测科技(北京)有限公司；

表皮细胞生长因子（EGF），美国 MedChemExpress

生物科技公司；去离子水，自制。 

FE28 Standard 型 pH 计，瑞士 Mettler-Toledo 公

司；EnSpire 型多功能酶标仪，珀金埃尔默企业管理

（上海）有限公司；MCO-18AC 型 CO2 细胞培养箱，

日本 SANYO 公司；DMi8 型倒置生物显微镜，德国

Leica-microsystems 公司；Z-A-D5 型五层单排独立

养殖单元，上海海圣生物实验设备有限公司；SZ680
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型连续变倍体式显微镜，重庆奥特光学仪器有限公

司；ZXSD-A1090 型生化培养箱，上海智城分析仪器

制造有限公司；Easy nLC 1200 型液相色谱-Orbitrap 

Exploris 480 型质谱联用仪（LC-MS），美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司；CFX96 TOUCH T100 型实时

荧光定量聚合酶链式反应（PCR）分析仪，美国

Bio-Rad 公司；HT300R 型高速台式冷冻离心机，湖

南湘仪实验室仪器开发有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  山茶籽脱油 

取粉碎后山茶籽 100 g，通过超临界 CO2 萃取

脱油。超临界 CO2 萃取条件为：萃取 2.0 h，萃取压

力 25 MPa，萃取温度 50 ℃，无水乙醇 20 g。将脱

油后山茶籽于 50 ℃下烘干至恒重，记为脱油山茶

籽，备用。 

1.2.2  山茶籽蛋白提取 

采用碱提酸沉法提取山茶籽蛋白，通过单因素

实验优化山茶籽蛋白提取工艺。称取 5 g 脱油山茶

籽，按照料液比（g∶mL）1∶20 加入去离子水，使

用浓度 1 mol/L 的 NaOH 溶液调节溶液 pH=9.0，在

提取温度 60 ℃下提取 2 h，提取结束后，过滤，得

到上清液，然后使用浓度 1 mol/L 的盐酸调节上清

液 pH=3.5，离心取沉淀物，经去离子水洗涤至中性，

干燥后得到 0.245 g 浅棕色山茶籽蛋白粉末。并根据

式（1）计算山茶籽蛋白提取率（%）。 

 提取率/%＝m1/m0×100 （1） 

式中：m0、m1分别为脱油山茶籽、山茶籽蛋白粉末，g。 

1.2.3  山茶籽多肽液制备 

以山茶籽蛋白粉为底物，用去离子水配制底物

质量分数为 2%的水溶液，分别采用木瓜蛋白酶、中

性蛋白酶和碱性蛋白酶在一定温度下对山茶籽蛋白

进行酶解反应一定时间，加酶量 3000 U/g（表 1）。

酶解结束后，于 90 ℃灭酶活 15 min，冷却至室温

后调 pH=7，过滤，取上清液即得山茶籽酶解液。称

取山茶籽酶解液 100.00 g，加入去离子水 24.47 g、

1,3-丁二醇 22.50 g、1,2-戊二醇 3.00 g、EDTA-2Na 

0.03 g，配成山茶籽多肽液，稀释至蛋白质量分数为

0.45%~0.55%，其中 1,3-丁二醇、 1,2-戊二醇、

EDTA-2Na 的质量分数（以山茶籽多肽液质量计）

分别为 15%、2%、0.02%。并根据式（2）计算山茶

籽蛋白酶解产物水解度（%）。酶解液的总氨基氮含

量采用凯氏定氮法测定，游离氨基酸含量采用茚三

酮法测定。茚三酮法通过检测溶液内游离氨基酸、具

有游离 α-氨基和 α-羧基的肽段和茚三酮在高温 

下反应产生的蓝紫色物质的含量，测定结果反映的

是溶液内整体的游离氨基酸含量，所以数值整体偏

高[19]。蛋白经蛋白酶水解产生大量短肽及游离氨基

酸，在此基础上对水解度测试方式进行调整，通过

茚三酮法测定酶解前后上清液中游离氨基酸的含量，

得到酶解过程中产生的游离氨基酸的含量（即酶解前

后上清液中游离氨基酸含量的差值）。 

 水解度/%＝m3/m2×100 （2） 

式中：m2、m3 分别为总氨基氮含量、酶解过程中产

生的游离氨基酸含量，mg。 
 

表 1  不同蛋白酶的最适酶解条件 
Table 1  Optimum enzymatic hydrolysis conditions of different 

proteases 

酶解条件 
蛋白酶种类 

温度/℃ pH 时间/h 

木瓜蛋白酶 55 7 4 

中性蛋白酶 50 7 4 

碱性蛋白酶 55 9 4 

 
1.3  表征与测试 

粗蛋白含量测定：参照 GB/T 5009.5—2016《食

品中蛋白质的测定》进行。游离氨基酸含量测定：参

照 GB/T 8314—2013 的茚三酮法进行。黄酮含量测

定：参照 DB43/T 476—2009《植物源性食品中总黄酮

的测定》进行。多酚含量测定：参照 GB/T 8313—2008

《茶叶中茶多酚的检测》进行。总糖含量测定：参照

SNT 4260—2015《出口植物源食品中粗多糖的测定》

进行。总肽含量测定：参照 Q 31/0116000385C018—

2020《总肽含量测定》进行。 

1.4  单因素实验 

1.4.1  山茶籽蛋白提取条件考察 

按照 1.2.2 节山茶籽蛋白的提取条件，分别固定

其他条件，考察料液比（g∶mL，1∶10、1∶20、1∶

30、1∶40、1∶50）、碱提 pH（7.0、8.0、9.5、10.0、

11.0）、提取温度（40、50、60、70 ℃）、提取时间

（0.5、1、2、3 h）和酸沉 pH（3.1、3.3、3.5、3.7、

3.9）对山茶籽蛋白提取率的影响。 

1.4.2  山茶籽蛋白酶解条件考察 

按照 1.2.3 节山茶籽蛋白的酶解条件，固定最适

酶解温度和 pH，考察木瓜蛋白酶加酶量（500、1500、

3000、4000、5000 U/g）、酶解时间（0.5、1、2、3、

4 h）和山茶籽蛋白质量分数（0.5%、1%、2%、3%、

4%）对山茶籽蛋白酶解产物水解度的影响。 

1.5  多肽测序实验 

（1）样品溶解：用移液器准确移取 2000 μL 山

茶籽多肽液至 10 kD 超滤管中，于 4 ℃离心

（12000 r/min）10 min，取相对分子质量<10 kDa 的

部分，冻干（–80~–85 ℃下冻干至无明显水分），再

经 100 μL 去离子水复溶。 

（2）还原烷基化：用移液枪准确移取 1 μL 的



第 10 期 孙泽东，等: 山茶籽多肽制备及其抗老修护功效 ·2235· 

DTT（1 mol/L）溶液加入上述复溶的样品中，使 DTT

终浓度为 10 mmol/L，于 56 ℃水浴中还原 1 h。再

用移液枪准确移取 2 μL 的 IAM（1 mol/L）溶液加

入样品中，使 IAM 终浓度为 20 mmol/L，暗处室温

反应 40 min。然后用移液枪准确移取 1 μL 的 DTT

（1 mol/L）溶液加入样品中，使 DTT 终浓度为

10 mmol/L，以中和未反应的 IAM。 

（3）脱盐：取还原烷基化的样品溶液通过 C18 

Stage-tip（是一种填充 Empore 膜片的微量移液管）

脱盐，洗脱溶剂为质量分数 2%的乙腈溶液，将样品

洗脱液于 45 ℃真空干燥至恒重，取恒重样品用质量

分数 0.1%的三氟乙酸溶液定容至 200 ng/mL，进行

液相分析。 

（4）液相色谱条件：色谱柱 Reprosil-Pur 120 

C18-AQ（75 μm×250 mm×1.9 μm），流动相 A 为质

量分数0.1%的三氟乙酸溶液，流动相B为质量分数0.1%

的三氟乙酸和 80%的乙腈混合溶液，流速 600 nL/min，

分析时间为 35 min，具体色谱条件见表 2。 
 

表 2  液相色谱条件 
Table 2  Liquid chromatography conditions 

体积分数/% 
时间/min 

A 相 B 相 

0 96 4 

2 96 4 

20 68 32 

23 45 55 

25 5 95 

30 100 0 

35 96 4 

 

（5）MS 条件：全扫描范围为 100~1500 m/Z，

一级质谱分辨率设为 60000，AGC 为 Custom（AGC

为 Custom 自定义的自动增益控制设置），Maximum 

IT（离子注入时间，将离子从离子源注入到质量分

析器中所需的时间）为 50 ms。二级质谱分辨率设

为 15000，AGC 为 Custom，Maximum IT 为 22 ms，

肽段碎裂碰撞能量设为 32，生成质谱检测原始数据，

最后经 PEAKS Denovo 方法进行多肽序列解析。 

1.6  抗氧化性能测试 

在透明 96 孔板中加入 150 µL 以去离子水配制

的不同质量分数（1%、2%、4%、8%）的山茶籽多

肽液，再加入 50 µL 浓度为 0.4 mmol/L 的 DPPH 溶

液，每组均设 3 个复孔。充分混匀后，室温暗处反应

30 min 后，使用多功能酶标仪检测其在 520 nm 下的

吸光度（OD 值）。以去离子水为空白，以 VC 为阳性

对照，根据式（3）计算 DPPH 自由基清除率（%）。 

自由基清除率/%=[1–(OD1–OD2)]/ 

 [1–(OD3–OD2)]×100 （3） 

式中：OD1、OD2、OD3 分别为样品组、空白组、对

照组的 OD 值。 

1.7  抗糖化性能测试 

参考文献[3]抗糖化性能测试方法检测晚期糖

基化终产物（AGEs）含量。设置阳性对照组为质量

分数 0.01%氨基胍，以去离子水配制的不同质量分

数（1%、10%）的山茶籽多肽液为样品组，每组均

设 3 个复孔。 

1.8  基于 HSF 细胞的抗皱功效测试 

1.8.1  MTT 细胞活力测定 

将对数生长期的 HSF 细胞接种于 96 孔板中

（5×103 个/孔），于 MCO-18AC 型 CO2 细胞培养箱

中孵育过夜（37 ℃、CO2 体积分数 5%）使细胞贴

壁生长。设置分组：样品组（配制质量分数分别为

0.0625%、0.125%、0.25%、0.5%、1%的山茶籽多肽

液，以培养基质量计）；空白组（不含细胞和样品的

培养基）；阴性对照组（含细胞，不含样品的培养基）。

给药培养 72 h。培养完毕后，每孔加入 20 μL 的 MTT

溶液（质量浓度 5 g/L），孵育 4 h，弃上清，加入 150 μL

的 DMSO，使用多功能酶标仪检测溶液在 570 nm 处

的 OD 值。根据式（4）计算细胞存活率（%）。 

细胞存活率/%=(OD1–OD2)/ 

 (OD3–OD2)×100 （4） 

式中：OD1、OD2、OD3 分别为样品组、空白组、阴

性对照组的 OD 值。 

1.8.2  基质金属蛋白酶-1（MMP-1）和胶原蛋白表

达率测定 

将处于对数生长期的 HSF 细胞加入 DMEM 培

养基（质量分数 10%的胎牛血清）配成细胞悬液。

在配有盖玻片的培养皿中每孔加入 2 mL 细胞悬液，

置于细胞培养箱（37 ℃、CO2 体积分数 5%）中培

养。设置 4 个分组：样品组（经 UVA 照射后质量分

数 0.0625%、0.125%和 0.25%的山茶籽多肽液处理的

HSF 细胞）、空白组（正常培养的 HSF 细胞）、阴性

组（经 UVA 照射的 HSF 细胞）和阳性组（经 UVA 照

射后用质量浓度 50 μg/mL VC 和质量浓度 3.5 μg/mL 

VE 处理的 HSF 细胞）。UVA 光照射 60 s，弃去培养

基，阳性组和样品组每孔分别加入 2 mL 含对应含量

样品的 DMEM 培养基（质量分数 10%的 FBS），在

细胞培养箱（37 ℃、CO2 体积分数 5%）内培养 24 h。

每孔用 1 mL 质量分数 4%的多聚甲醛室温固定

20 min，配制质量分数 0.5%的 TritonX-100，室温透

膜 15 min。PBS 清洗后，室温封闭 1 h，弃去封闭液，

于 4 ℃孵育一抗过夜，于 37 ℃避光孵育荧光二抗

1 h，PBS 清洗后，DAPI 室温避光孵育 5 min。取出

玻片，用封片液封闭固定过夜，在倒置生物显微镜

下拍摄图片，用 Image J 软件进行图像分析，计算
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细胞数，并分析 MMP-1 以及Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型胶原蛋白

表达率。 

1.8.3  基于斑马鱼Ⅰ型胶原蛋白表达率测试 

收集 3 dpf 的野生型 AB 系斑马鱼幼鱼，将幼鱼

置于 6 孔板中，每孔 20 尾幼鱼，设置分组为：空白

组（去离子水）、阳性组（质量浓度 0.5 g/L 石斛多

糖）、样品组（去离子水配制质量分数 0.0125%、

0.025%和 0.05%山茶籽多肽液）。每孔加入上述分组

的溶液 5 mL，每孔设 3 个复孔。于生化培养箱培养

24 h 后，分别收集所有幼鱼并用双蒸水分别清洗幼

鱼 2 次。随后，提取斑马鱼 RNA（将幼鱼置于装有

DEPC 水 2 mL 离心管中漂洗后转移至干净的 EP 管

中；加入 200 μL Trizol 研磨至组织裂解，补加 Trizol

至 1 mL，室温放置 5 min；每管加入 200 μL 三氯甲

烷，剧烈振荡 15 s，室温放置 3 min；于 4 ℃、

4000 r/min 离心 15 min，取上层水相至新的 EP 管中；

加入 500 μL 异丙醇，室温放置 10 min，于 4 ℃、

4000 r/min 离心 10 min；去除上清液，加入 1 mL 质

量分数 75%乙醇洗涤，离心后去上清液，室温干燥沉

淀至恒重，加入 30 μL DEPC 水使 RNA 溶解），使用

cDNA 合成试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，在实时

荧光定量 PCR 分析仪上检测 collala 基因在 mRNA 水

平的变化，评价山茶籽多肽液对Ⅰ型胶原蛋白表达

的影响。所有实验步骤均遵循实验动物护理和使用

指南（2010/63/EU，由欧洲议会和理事会批准）。 

1.9  基于 HaCaT 细胞的修护功效测试 

1.9.1  HaCaT 细胞的 MTT 细胞活力测定 

将 HaCaT 细胞接种在 96 孔板中（5×103 个/孔），

在 DMEM 培养基（质量分数 10%的 FBS）中培养。

设置分组：样品组（以培养基配制不同质量分数的

山茶籽多肽液，质量分数分别为 0.05%、0.10%、

0.20%、0.40%、0.80%）、空白组（不含细胞和样品的

培养基）、阴性对照组（含细胞，不含样品的培养基）。

每组均设 3 个复孔。待细胞铺板率达到 40%~60%时

给药，于培养箱（37 ℃、CO2 体积分数 5%）中培

养 24 h 后，每孔加入 20 μL 的 MTT 溶液（质量浓

度 5 g/L），孵育 4 h，弃去上清液，加入 DMSO 到

96 孔板中溶解，使用多功能酶标仪检测溶液在 570 nm

处的 OD 值，根据式（4）计算细胞存活率（%）。 

1.9.2  细胞划痕实验 

参考文献[15]的细胞划痕实验方法，设置空白

组、阳性对照组（质量浓度 5 ng/mL 的表皮细胞生

长因子）、样品组（用培养基配制质量分数 0.4%的

山茶籽多肽液），每组均设 3 个复孔。在 DMi8 型倒

置生物显微镜下拍摄 0、24 h 的划痕间距（d，mm）

图片，用 Image J 软件进行图像分析，根据式（5）

计算细胞迁移率（%）。 

 

0 h 24 h

0 h

/ % 100
d d

d


 细胞迁移率  （5） 

式中：d0 h、d24 h 分别为 0 h 时划痕宽度、24 h 时划

痕宽度，mm。 

1.10  数据分析 

采用 GraphPad Prism 8.0 作图，结果以“算数平

均值±标准偏差”表示，各组间比较采用 t-test 统计

分析，统计分析均为双尾。P<0.01 为有显著统计学

差异，P<0.001 为有极其显著的统计学差异。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素实验结果与分析 

2.1.1  山茶籽蛋白提取条件 

图 1为不同提取条件对山茶籽蛋白提取率的影响。 

从图 1a 可以看出，随着料液比（g∶mL）从 1∶

10 降至 1∶30，山茶籽蛋白提取率逐渐增加，当料液

比为 1∶30 时，山茶籽蛋白提取率为 4.93%±0.06%。

料液比为 1∶40、1∶50 时，山茶籽蛋白提取率趋于

平缓。因此，选择料液比 1∶30 进行后续实验。 

从图 1b 可以看出，随着 pH 从 7.0 增至 9.5，山

茶籽蛋白的提取率逐渐增加，当 pH=9.5 时，山茶籽

蛋白的提取率为 5.02%±0.09%。继续提高 pH，山茶

籽蛋白提取率没有显著提升，这是由于 pH 太高会

对提取容器产生腐蚀，因此，选择碱提 pH=9.5 进行

后续实验。 

从图 1c 可以看出，随着提取温度从 40 ℃升至

60 ℃，山茶籽蛋白提取率逐渐增加，当提取温度为

60 ℃时，山茶籽蛋白提取率为 5.00%±0.05%。继续

提高提取温度至 70 ℃，山茶籽蛋白提取率没有显

著提升。因此，选择提取温度 60 ℃进行后续实验。 

从图 1d 可以看出，随着提取时间从 0.5 h 升至

2 h，山茶籽蛋白提取率呈线性增加趋势，当提取时

间为 2 h 时山茶籽蛋白提取率为 5.04%±0.10%，继

续延长提取时间至 3 h，山茶籽蛋白提取率没有明显

增加。因此，选择提取时间 2 h 进行后续实验。 

从图 1e 可以看出，酸沉 pH 在 3.1~3.5 时，山

茶籽蛋白提取率变化不大，这是因为，酸沉 pH 的

增加，会增加山茶籽蛋白的溶解性，蛋白在等电点

时（pH=3.5）沉淀。继续增加酸沉 pH 至 3.7 和 3.9，

山茶籽蛋白提取率显著降低。因此，选择酸沉

pH=3.5 进行后续实验。 

在得到的最佳提取工艺，即料液比（g∶mL）1∶

30、碱提 pH=9.5、提取温度 60 ℃、提取时间 2 h、

酸沉 pH=3.5 条件下进行实验，山茶籽蛋白提取率为

5.05%。经测定，蛋白质是山茶籽蛋白的主要成分，

其质量分数为 46.05%，除此之外，总糖、黄酮和多

酚的质量分数分别为 27.02%、5.67%和 5.37%。 
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a—料液比；b—碱提 pH；c—提取温度；d—提取时间；e—酸沉 pH 

图 1  各单因素对山茶籽蛋白提取率的影响 
Fig. 1  Effect of different single factors on extraction rate 

of Camellia seed protein 

2.1.2  山茶籽蛋白酶解条件 

不同蛋白酶之间的酶解切点不同，会有不同的

水解度，影响山茶籽蛋白酶解产物的肽组成和功效。

按 1.2.3 节步骤，采用木瓜蛋白酶、中性蛋白酶和碱

性蛋白酶酶解山茶籽蛋白，经测定，所得山茶籽蛋白

酶解产物的水解度分别为 29.73%±0.86%、10.67%± 

1.20%和 13.55%±0.47%。因此，后续选用木瓜蛋白

酶作为山茶籽蛋白酶解的最适用酶。图 2 为不同酶

解条件对山茶籽蛋白酶解产物水解度的影响。 
 

 
 

a—酶用量；b—酶解时间；c—底物质量分数 

图 2  各单因素对山茶籽蛋白酶解产物水解度的影响 
Fig. 2  Effects of different single factors on degree of 

hydrolysis o Camellia seed protein hydrolysates 
 

从图 2a 可看出，当酶用量<3000 U/g 时，随着

酶用量的增加，山茶籽蛋白酶解产物水解度迅速增

加；当酶用量>3000 U/g 后，随着酶用量的持续增加，

山茶籽蛋白酶解产物水解度变化不明显。因此，从

经济角度出发，选择较适的酶用量为 3000 U/g。 

从图 2b 可以看出，在酶解时间 2 h 内，随着酶
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解时间的延长，山茶籽蛋白酶解产物水解度持续增

加；当酶解时间>2 h 后，随着酶解时间的延长，山

茶籽蛋白酶解产物水解度的增加趋于平缓。因此，

选择最佳酶解时间为 2 h。 

从图 2c 可以看出，随着底物质量分数的增加，

山茶籽蛋白酶解产物的水解度呈现先增加后减小的

趋势。当底物质量分数为 2%时，山茶籽蛋白酶解产

物的水解度最高，为 28.00%±0.89%。因此，选择

最佳的底物质量分数为 2%。 

在得到的山茶籽蛋白最佳酶解工艺，即以木瓜

蛋白酶为酶解酶、加酶量为 3000 U/g、酶解时间 2 h、

底物质量分数 2%条件下进行验证实验，山茶籽蛋白

酶解物的水解度为 31.56%。 

2.2  多肽测序结果分析 

图 3 为山茶籽多肽液中多肽片段测序结果。 

经测定，山茶籽多肽液中总肽含量为 0.47908%。

从图 3 可以看出，山茶籽多肽液中多肽片段主要为

多肽长度 4~8 个的短肽，表明山茶籽蛋白被木瓜蛋

白酶酶解成较短肽的多肽片段。 
 

 
 

图 3  山茶籽多肽液中多肽分布图 
Fig. 3  Peptide distribution diagram of Camellia seed 

polypeptide solution 
 

表 3 为山茶籽多肽液中多肽片段的相对分子质

量测定结果。可以看出，山茶籽多肽液是小分子多

肽混合物，其总数均相对分子质量（简称分子量）

为 850.56 Da，相对分子质量<2000 Da 的多肽占比

为 99.56%。 
 
表 3  山茶籽多肽液中多肽片段的相对分子质量 

Table 3  Relative molecular mass distribution of polypeptide 
in Camellia seed polypeptide solution 

相对分子质量/Da 占比/% 分子量/Da 

0~500 8.50 460 

500~1000 65.30 726 

1000~1500 21.12 1185 

1500~2000 4.64 1656 

>2000 0.44 2334 

每种氨基酸都有着不同的理化性质和对应功

能，对于肽段来说，氨基酸序列组成决定了肽段的理

化性质和功能。表 4 为山茶籽多肽液的氨基酸组成。 
 

表 4  山茶籽多肽液氨基酸组成和总氨基酸含量占比 
Table 4  Amino acid composition and content proportion of 

Camellia seed polypeptide solution 

氨基酸种类 氨基酸名称 含量占比/% 

亮氨酸（Leu） 13.70 

苯丙氨酸（Phe） 7.06 

缬氨酸（Val） 6.48 

赖氨酸（Lys） 5.24 

苏氨酸（Thr） 3.21 

甲硫氨酸（Met） 2.80 

色氨酸（Trp） 2.06 

必需氨基酸 

异亮氨酸（Ile） 0 

脯氨酸（Pro） 8.39 

谷氨酸（Glu） 6.51 

天冬氨酸（Asp） 5.84 

甘氨酸（Gly） 5.33 

丙氨酸（Ala） 5.13 

谷氨酰胺（Gln） 4.88 

天冬酰胺 Asn） 4.81 

丝氨酸（Ser） 4.46 

酪氨酸（Tyr） 3.86 

非必需氨基酸 

半胱氨酸（Cys） 1.38 

精氨酸（Arg） 6.96 半必需氨基酸 

组氨酸（His） 1.89 

注：含量占比为各氨基酸含量占总氨基酸含量的百分比。 
 

从表 4 可以看出，山茶籽多肽液中含有除 Ile

外的其他 7 种成年人必需氨基酸（Leu、Lys、Met、

Phe、Thr、Trp、Val），其含量占比为 40.55%，10

种非必需氨基酸含量占比为 50.59%，两种半必需氨

基酸含量占比为 8.85%。表明山茶籽多肽液具有一

定的营养及功效价值[20]。 

2.3  山茶籽多肽液活性功效测定结果 

2.3.1  抗氧化能力分析 

过量的自由基会广泛损伤细胞和组织，降低皮

肤组织活力，使其失去弹性、产生皱纹，并加速衰

老的进程。通过清除自由基，可以达到抗氧化和抗

衰老效果 [21-23]。图 4 为山茶籽多肽液质量分数对

DPPH 自由基清除率的影响。 

从图 4 可以看出，随着山茶籽多肽液质量分数

的增加，DPPH 自由基清除率呈线性增长趋势。当

山茶籽多肽液质量分数为 8%时，DPPH 自由基清除

率达到 71.76%±0.34%，表明山茶籽多肽液具有一定

的抗氧化和抗衰老效果。 
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图 4  不同质量分数山茶籽多肽液的 DPPH自由基清除率 
Fig. 4  DPPH free radical scavenging rates of Camellia 

seed polypeptide solutions with different mass 
fractions 

 

2.3.2  抗糖化能力分析 

图 5 为质量分数 0.01%的氨基胍和不同质量分

数的山茶籽多肽液的 AGEs 抑制率。 

糖基化是还原糖（如葡萄糖）与蛋白质、脂质

或核酸之间的非酶促反应，形成 AGEs。AGEs 会减

少细胞外基质合成，使皮肤组织充盈度减小、弹性

下降，导致皱纹加速出现，同时也会诱导产生大量

自由基，导致皮肤衰老[24-25]。从图 5 可以看出，质

量分数 1%的山茶籽多肽液对 AGEs 的抑制率为

32.63%±0.78%，具有抑制 AGEs 的能力。 
 

 
 

图 5  质量分数 0.01%的氨基胍和不同质量分数山茶籽多

肽液的 AGEs 抑制率 
Fig. 5  AGEs inhibition rate of mass fraction 0.01% 

aminoguanidine and Camellia seed polypeptide 
solutions with different mass fractions 

 

2.3.3  抗皱功效分析 

图 6 为不同质量分数山茶籽多肽液对 HSF 细胞

存活率的影响。从图 6 可以看出，当山茶籽多肽液

质量分数为 0.0625%~0.5%时，HSF 细胞存活率均> 

80%，山茶籽多肽液并未体现出明显的细胞毒性；

当山茶籽多肽液质量分数为 1%时，HSF 细胞存活率

仅为 8.47%±0.48%，山茶籽多肽液表现出明显的细

胞毒性。因此，后续实验选择质量分数 0.0625%~ 

0.25%的山茶籽多肽液进行相关功效测试。 

 
 

图 6  山茶籽多肽液质量分数对 HSF 细胞存活率的影响 
Fig. 6  Effect of mass fraction of Camellia seed polypeptide 

solution on survival rate of HSF cells 
 
 

图 7 为不同质量分数的山茶籽多肽液对 MMP-1

和Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ型胶原蛋白表达率的影响。 

胶原蛋白是一种主要存在于动物体内的结构蛋

白，可以使皮肤具有弹性和紧致感，促进皮肤保水

能力。MMP-1 能够剪短胶原蛋白的纤维结构，导致

胶原蛋白的降解和组织重塑，造成皮肤松弛、皱纹

出现等衰老迹象，通过减少 MMP-1 的活性，可以延

缓皱纹的形成和皮肤衰老[26-28]。从图 7a 可以看出，

当山茶籽多肽液质量分数为 0.25%时，HSF 细胞中

MMP-1 的相对表达率为 56.96%±0.82%，与空白组

相比，MMP-1 相对表达率显著降低，表明山茶籽多

肽液能够抑制 HSF 细胞中 MMP-1 的相对表达，具

有抗皱和抗衰功效。 

Ⅲ型胶原蛋白主要分布在皮肤真皮、心血管、

胃肠道等部位，主要功能是维持组织弹性和基本结

构，在维持皮肤、肌腱等结构的弹性和年轻态方面

具有重要作用，随着年龄增长会大幅流失[29-30]。从

图 7b 可以看出，质量分数 0.25%的山茶籽多肽液对

HSF 细胞Ⅲ型胶原蛋白相对表达率为 120.45%± 

0.24%，与空白组相比同比增加了 20.45%，表明山

茶籽多肽液能促进 HSF 细胞Ⅲ型胶原蛋白的显著表

达，具有抗皱功效。 

Ⅳ型胶原蛋白是基底膜致密层的重要组成成

分，可以维持基底膜的稳定性，对其起到支撑作用。

一定紫外光辐射刺激将会诱导真皮细胞内基质金属

蛋白酶表达升高，进而降解Ⅳ型胶原蛋白，最后发

生基底膜的损伤甚至断裂，导致皱纹产生[31-32]。从

图 7c 可以看出，质量分数 0.25%的山茶籽多肽液对

HSF 细胞中Ⅳ型胶原蛋白相对表达率为 113.24%± 

0.17%，与空白组相比同比增加了 13.24%，表明山

茶籽多肽液能促进 HSF 细胞Ⅳ型胶原蛋白的显著表

达，具有抗皱功效。 
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与空白组比较，#表示 P<0.05，##表示 P<0.01，###表示 P<0.001；

与阴性组比较，*表示 P<0.05，**表示 P<0.01，***表示 P<0.001，

下同 

a—MMP-1；b—Ⅲ型胶原蛋白；c—Ⅳ型胶原蛋白；d—Ⅴ型胶

原蛋白 

图 7  不同质量分数山茶籽多肽液中 MMP-1 和Ⅲ、Ⅳ、

Ⅴ型胶原蛋白表达率 

Fig. 7  Expression rates of MMP-1 and type Ⅲ, Ⅳ, Ⅴ 
collagen in Camellia seed polypeptide solutions 
with different mass fractions 

 

Ⅴ型胶原蛋白主要存在于结缔组织中，是组织

特异性胶原基质（由Ⅰ型和Ⅲ型形成的胶原基质）

组装的关键决定因素，撑起了皮肤的基本轮廓[29,33]。

Ⅴ型胶原蛋白的表达量直接影响着Ⅰ型胶原纤维的

形态和数量[34]。Ⅴ型胶原蛋白的缺失会导致皮肤弹

性过度综合征，使皮肤缺乏弹性、皱纹增加[35]。从

图 7d 可看出，质量分数 0.25%的山茶籽多肽液对

HSF 细胞中Ⅴ型胶原蛋白相对表达率为 138.33%± 

2.72%，与空白组相比同比增加了 38.33%，表明山

茶籽多肽液能促进 HSF 细胞Ⅴ型胶原蛋白的显著表

达，具有抗皱功效。 

图 8 为不同质量分数山茶籽多肽液对斑马鱼

col1a1a 基因表达率的影响。 
 

 
 

图 8  不同质量分数山茶籽多肽液中斑马鱼 collala 基因

表达率 
Fig. 8  Collala gene expression rates of zebrafish in Camellia 

seed polypeptide solutions with different mass fractions 
 

胶原蛋白是人体皮肤中主要的胞外基质，其中

Ⅰ型胶原蛋白的含量最多，皮肤皱纹的出现与胶原

蛋白的正常合成和表达密切相关。斑马鱼具有与人

高度保守的调控胶原蛋白的相关基因 col1a1a[36]。从

图 8 可以看出，当山茶籽多肽液质量分数为 0.05%

时，斑马鱼 col1a1a 基因相对表达率为 122.64%± 

2.07%，与空白对照组相比增加了 22.64%，说明

0.05%的山茶籽多肽具有显著促进 col1a1a 基因表达

的作用，具有抗皱效果。 

综合山茶籽多肽液抗皱功效测试结果，推测山

茶籽多肽液可能的功效机理为：Gln 作为人体中含

量最丰富的氨基酸，约占体内游离氨基酸的 60%，能

为细胞正常代谢提供必要的氮源，参与谷胱甘肽的合

成，促进蛋白质的合成，起到抗老修护的效果[37-38]；

山茶籽多肽液中疏水性氨基酸（Trp、Phe、Tyr、Leu、

Ala、Pro、Met）含量占比为 43.00%（表 4），其侧

链上的芳香残基可促进多肽与自由基相互作用，不

仅可清除自由基还有助于发挥抗衰效果[39-40]。 

2.3.4  修护功效分析 

图 9 为不同质量分数的山茶籽多肽液对 HaCaT

细胞存活率的影响。从图 9 可以看出，质量分数
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0.05%~0.40%山茶籽多肽液内，HaCaT 细胞存活率

均>98%，山茶籽多肽液并未体现出明显的细胞毒

性；质量分数 0.8%的山茶籽多肽液内，HaCaT 细胞

存活率<90%，山茶籽多肽液表现出细胞毒性。因此，

选择质量分数 0.4%山茶籽多肽液开展修护功效测试。 
 

 
 

图 9  山茶籽多肽液质量分数对角质形成细胞存活率的

影响 
Fig. 9  Effect of mass fraction of Camellia seed polypeptide 

solution on survival rate of keratinocytes 
 

图 10 和图 11 分别为质量分数 0.4%山茶籽多肽

液内 HaCaT 细胞的划痕实验结果和迁移率。 
 

 
a、b、c—0 h；a'、b'、c'—24 h 

图 10  空白组（a、a′）、阳性组（b、b′）和质量分数 0.4%

山茶籽多肽液（c、c′）内 HaCaT 细胞不同时间的

划痕实验结果 
Fig. 10  Sratch test results of HaCaT cells in blank group (a, 

a′), positive group (b, b′) and mass fraction 0.4% 
Camellia seed polypeptide solution (c, c′) at 
different time 

 
从图 10 可以看出，与空白组相比，阳性组划痕

宽度最小，质量分数 0.4%山茶籽多肽液划痕宽度略

大于阳性组。说明，质量分数 0.4%山茶籽多肽液可

提高 HaCaT 细胞伤口愈合能力。HaCaT 细胞是构成

表皮层的重要细胞，当皮肤发生表皮损伤时，HaCaT

细胞会受到刺激而迁移，对受损部分进行修复。因

此，通过测定样品处理后细胞迁移率，评价受试物

是否具有修护功效[41]。从图 11 可以看出，质量分数

0.4%山茶籽多肽液内 HaCaT 细胞迁移率为 40.95%± 

0.36%，与空白组相比，山茶籽多肽液可以显著促进

细胞增殖、分化和迁移，具有修护功效。 
 

 
 

图 11  质量分数 0.4%山茶籽多肽液对HaCaT细胞的迁移率 
Fig. 11  Migration rate of HaCaT cells by mass fraction 

0.4% Camellia seed polypeptide solution 
 

3  结论 

以经超临界 CO2 萃取脱油后山茶籽为原料，通

过提取、酶解制备山茶籽多肽液，体外测试表明，

其具有抗氧、抗糖、抗皱以及修护功效。 

（1）单因素实验优化的山茶籽蛋白提取工艺条

件为：料液比 1∶30、碱提 pH=9.5、提取温度 60 ℃、

提取时间 2 h、酸沉 pH=3.5，在此条件下，山茶籽

蛋白提取率为 5.05%。单因素优化的山茶籽蛋白酶

解的优化条件为：以木瓜蛋白酶为酶解酶、加酶量

为 3000 U/g、酶解时间 2 h、底物质量分数 2%。在

此条件下，山茶籽蛋白酶解物水解度为 31.56%。 

（2）经测定，山茶籽多肽液中总肽含量为0.47908%，

主要为多肽长度 4~8 肽的短肽。其总数均分子量为

850.56 Da，相对分子质量低于 2000 Da 的多肽占比

为 99.56%。山茶籽多肽液中含有除 Ile 外的其余 7

种成年人必需氨基酸，其含量占比为 40.55%，10

种非必需氨基酸含量占比为 50.59%，两种半必需氨

基酸含量占比为 8.85%。 

（3）山茶籽多肽液质量分数为 8%时，DPPH 自

由基清除率为 71.76%±0.34%；质量分数 1%山茶籽

多肽液具有抑制 AGEs 的能力，抑制率为 32.63%± 

0.78%；当山茶籽多肽液质量分数为 0.25%时，HSF

细胞中 MMP-1 的相对表达率为 56.96%±0.82%，Ⅲ

型胶原蛋白相对表达率为 120.45%±0.24%，Ⅳ型胶

原蛋白相对表达率为 113.24%±0.17%，Ⅴ型胶原蛋

白相对表达率为 138.33%±2.72%；当山茶籽多肽液

质量分数为 0.05%时，斑马鱼 col1a1a 基因相对表达

率为 122.64%±2.07%；质量分数为 0.4%的山茶籽多

肽液内 HaCaT 细胞迁移率为 40.95%±0.36%。 
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本文制备的山茶籽多肽液具有抗衰和修护功

效，可以为山茶籽蛋白的深加工以及化妆品行业的

应用提供参考。后续将对山茶籽多肽液中发挥功效

的活性多肽单一肽段的分离纯化及其功能活性做进

一步研究。 
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