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摘 要：核桃肽 Tyr‐Val‐Leu‐Leu‐Pro‐Ser‐Pro‐Lys（YVLLPSPK）已被证明通过降低氧化损伤改善 H2O2诱导 HT‐22 细

胞神经元损伤，缓解记忆障碍小鼠的学习记忆能力，具有神经保护功能。然而，核桃肽 YVLLPSPK 的抗氧化构效关

系仍有待进一步探索。该研究针对酪氨酸（tyrosine，用 Y 表示）数量及位置，设计并探讨核桃衍生肽 YVYLPSPK、

YVLYPSPK 和 YVYYPSPK 的 抗 氧 化 及 构 效 关 系 。 研 究 结 果 表 明 ，核 桃 衍 生 肽 YVYLPSPK、YVLYPSPK 和

YVYYPSPK 的氧自由基吸附能力（oxygen radical absorbance capacity，ORAC）、羟自由基清除活性和 ABTS+自由基清

除活性显著高于核桃肽 YVLLPSPK（p<0.05），其中核桃衍生肽 YVLYPSPK 和 YVYYPSPK 的抗氧化活性最强。体外

氧化损伤细胞模型试验结果表明，与模型损伤组细胞相比，核桃衍生肽 YVYLPSPK、YVLYPSPK 和 YVYYPSPK 显著

降低 H2O2诱导 HT‐22 细胞内活性氧（oxygen species，ROS）含量（p<0.05），显著增加谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione
peroxidase，GSH‐Px）和超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性（p<0.05），其中，核桃衍生肽 YVYYPSPK抗氧

化活性最强。分子对接结果进一步显示，核桃衍生肽 YVYYPSPK 与 ROS的结合能最低，为-7.626 kJ/mol；氢键结合

数量最多（6个）；且与核桃肽 YVLLPSPK 和核桃衍生肽 YVYLPSPK、YVLYPSPK 相比，YVYYPSPK 与 ROS的氢键结

合位点在 Met2029、Glu2027、Asn2084和 Asp2102。
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Abstract：Walnut peptide Tyr‐Val‐Leu‐Leu‐Pro‐Ser‐Pro‐Lys（YVLLPSPK）has been demonstrated to amelio‐
rate neuronal damage in H2O2 ‐ induced HT ‐ 22 cells by reducing oxidative damage，improve learning and
memory capabilities in memory‐impaired mice，and exhibit neuroprotective functions. However，the structure‐
activity relationship（SAR）of walnut peptide YVLLPSPK concerning its antioxidant properties remains to be
further elucidated. This study focused on the number and position of tyrosine（Tyr，denoted as Y），designing
and investigating the antioxidant activity and SAR of walnut‐derived peptides YVYLPSPK，YVLYPSPK，and
YVYYPSPK. The results indicated that the oxygen radical absorbance capacity（ORAC），hydroxyl radical
scavenging activity，and ABTS ⁺ radical scavenging activity of the walnut ‐ derived peptides YVYLPSPK，
YVLYPSPK，and YVYYPSPK were significantly higher than those of the original peptide YVLLPSPK（p<
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据 2024年国家统计局公报显示，截止 2023年底，

我国 60 岁及以上人口约 2.97 亿，占全国总人口

21.2%，相比于 2023年（19.8%）显著增加[1]。随着人口

老龄化数量激增、中青年人生活节奏加快以及各种精

神压力造成的以学习记忆衰退为特征的认知功能障碍

成为不可忽视的社会性问题。目前，关于学习记忆障

碍的假说主要有氧化应激、神经炎症、胆碱系统、突触

可塑性、线粒体稳态、自噬及线粒体自噬等[2‐3]。然而，

氧化应激一直在神经保护中具有重要影响。研究表

明，大脑的高耗氧量需求、氧化还原活性金属（如铁、

铜）的大量存在以及脆弱的抗氧化防御系统 [谷胱甘肽

（glutathione，GSH）水平相对较低]使神经元容易受到氧

化应激的影响，直接或间接导致神经元死亡[4]。由于

中枢神经系统对氧化应激的易感性，通过改善氧化应

激来延缓或预防神经细胞变性已成为预防神经退行性

疾病的策略之一。

生物活性物质（多酚、多糖、多肽、小分子化合物

等）因具有抗氧化、增强免疫力、降血压、修复组织、缓

解胰岛素抵抗、改善学习记忆损伤等功能活性，受到众

多研究学者的密切关注。其中，食源性生物活性肽因

具有天然安全、高效吸收、可持续性、多靶点及功能活

性等优势，在功能性食品、药物辅助和精准营养领域具

有巨大的应用潜力。研究发现，青虾蛋白肽和玉米肽

复配，显著增加东莨菪碱诱导 PC12 神经细胞内超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性，增强胆

碱能系统（乙酰胆碱、乙酰胆碱酯酶），改善学习记忆衰

退小鼠空间探索和定位航行能力[5]。小米醇溶蛋白肽

通过降低外周血单核细胞内活性氧（oxygen species，
ROS）水平和炎症因子 [γ ‐干扰素（interferon ‐gamma，
IFN‐γ）、白细胞介素‐ 4（interleukin‐4，IL‐4）、白细胞介

素‐13（interleukin‐13，IL‐13）与白细胞介素‐ 5（interleu‐
kin‐5，IL‐5）]表达，促进模型小鼠免疫调节[6]。水稻抗

氧化肽通过增加抗氧化酶活性，减轻果蝇氧化损伤并

调节衰老[7]。人参肽 GFREH 可以显著降低神经细胞

内 ROS水平、增加 SOD活性、缓解神经元细胞氧化损

伤、改善模式生物阿尔茨海默症的症状[8]。
研究表明，活性肽氨基酸组成、序列、分子量和结

构是影响生物活性肽抗氧化特性的重要因素[3]。前期

研究发现，核桃肽 Tyr‐Val‐Leu‐Leu‐Pro‐Ser‐Pro‐Lys
（YVLLPSPK）可以显著降低氧化损伤多神经元细胞系

内 ROS 含量，增加谷胱甘肽过氧化物酶（glutathione
peroxidase，GSH‐Px）活性[4，9]。随后，体内实验进一步

证明，YVLLPSPK 通过激活 NRF2/KEAP1/HO‐1 抗氧

化信号通路，缓解小鼠大脑海马组织内氧化损伤（脱氧

核糖核酸氧化、脂质氧化、蛋白质氧化），降低细胞凋亡

和线粒体超氧化物水平，改善东莨菪碱诱导认知障碍

小鼠的学习和记忆能力[4]。然而，核桃肽 YVLLPSPK
与抗氧化性之间的构效关系仍有待进一步探索。酪氨

酸（Tyr，用 Y表示）侧链含有芳香族基团，能够提供电

子或氢离子，通过组蛋白乙酰转移酶（histone acetyl‐
transferase，HAT）机制与自由基结合，从而清除自由

基[10]。研究表明，肽 C 端酪氨酸（Y）残基的羟基更易

与自由基结合，使抗氧化活性显著提升[11]。此外，肽链

中 Y含量与自由基清除能力成正比，且抗氧化性也受

0.05），with YVLYPSPK and YVYYPSPK exhibiting the highest antioxidant activity.In vitro oxidative damage
cell model assays revealed that， compared to the model injury group， the walnut ‐ derived peptides
YVYLPSPK，YVLYPSPK，and YVYYPSPK significantly reduced intracellular reactive oxygen species
（ROS）levels in H2O2‐induced HT‐22 cells（p<0.05）and markedly increased the contents of glutathione per‐
oxidase（GSH‐Px）and superoxide dismutase（SOD）（p<0.05）. Among them，YVYYPSPK demonstrated the
highest antioxidant activity. Molecular docking analysis further indicated that the walnut ‐ derived peptide
YVYYPSPK exhibited the lowest binding energy（-7.626 kJ/mol）and the highest number of hydrogen bonds
（6）with ROS. Additionally，compared to the original peptide YVLLPSPK and the walnut ‐ derived peptides
YVYLPSPK and YVLYPSPK，YVYYPSPK interacted with ROS at key binding sites，including Met2029，
Glu2027，Asn2084，and Asp2102.
Key words：walnut‐derived peptides；tyrosine；antioxidant；structure‐activity relationship；molecular docking
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相邻氨基酸残基影响[12‐13]。Feng等[14]研究表明相较于

不含 Y 的肽段，含有 Y 残基的二肽、三肽能从苯酚基

团中提供氢离子，从而表现出强抗氧化能力。因此，本

研究通过对核桃肽 YVLLPSPK 的 C 端第 3、4 位亮基

酸（Leu）进行酪氨酸（Tyr）替代，构建 3 种核桃衍生肽

Tyr‐Val‐Leu‐Tyr‐Pro‐Ser‐Pro‐Lys（YVLYPSPK）、Tyr‐Val‐
Tyr‐Leu‐Pro‐Ser‐Pro‐Lys（YVYLPSPK）和 Tyr‐Val‐Tyr‐
Tyr‐Pro‐Ser‐Pro‐Lys（YVYYPSPK）。利用体外化学和细

胞模型试验，研究核桃衍生肽 YVLYPSPK、YVYLPSPK
和 YVYYPSPK 抗氧化活性；随后，通过分子对接模拟

核桃衍生肽 YVLYPSPK、YVYLPSPK 和 YVYYPSPK
与 ROS 结合位点，探究 YVLYPSPK、YVLYPSPK 和

YVYYPSPK与抗氧化活性间的构效关系，以期为活性

肽氨基酸组成及高抗氧化活性之间的构效关系提供参

考与理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

核桃肽 YVLLPSPK、核桃衍生肽 YVYLPSPK、YV‐
LYPSPK、YVYYPSPK（纯度均大于 98%）：江苏吉泰肽

工业科技有限公司；小鼠海马神经元细胞（HT‐22）：上

海中乔新舟生物科技有限公司；胎牛血清（fetal bovine
serum，FBS）、青霉素‐链霉素双抗、DMEM培养基：美国

Gibco 公司；GSH‐Px 试剂盒、ROS 试剂盒、SOD 试剂

盒、二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）试剂盒：南京

建成生物工程研究所；二甲基亚砜（dimethylsulfoxide，
DMSO）、2，2′‐联氨‐双‐3‐乙基苯并噻唑啉‐6‐磺酸[2，2′‐
azino‐bis（3‐ethylbenzothiazoline‐6‐sulfonic acid，ABTS]、
H2O2、过硫酸钾、荧光素钠、2，2‐偶氮二（2‐甲基丙基

咪）二盐酸盐[2，2′‐azobis（2‐methylpropionamidine）di‐
hydrochloride，AAPH]、6‐羟基‐2，5，7，8‐四甲基色‐2‐羧
酸（Trolox）、3‐（4，5‐二甲基噻唑‐2‐基）‐2，5‐二苯基四氮

唑溴盐[3‐（4，5‐dimethylthiazol‐2‐yl）‐2，5‐diphenyltetra‐
zolium bromide，MTT]：美国 Sigma‐Aldrich 公司；水杨

酸、七水硫酸铁：北京沃凯生物科技有限公司；1，1‐二
苯基‐2‐三硝基‐酰肼自由基（1，1‐diphenyl‐2‐picrylhy‐
drazyl radical，DPPH）：上海源叶生物科技有限公司；

磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）：大连美

伦生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

UV‐1700 紫外可见分光光度计：日本 SHIMADZU
公司；MIX1000 振荡器：杭州瑞诚仪器有限公司；

CB150型 CO2恒温细胞培养箱：德国 Binder公司；Sci‐
entz 细胞超声破碎仪：宁波新芝生物科技股份有限公

司 ；Fluoroskan Ascent FL 型 酶 标 仪 ：美 国 Thermo
Fisher Scientific 公司；ImageQuant LAS500 凝胶成像系

统：美国 GE Healthcare 公司；MRc5 荧光倒置显微镜：

德国 Carl Zeiss公司。

1.3 试验方法

1.3.1 核桃衍生肽体外抗氧化活性

1.3.1.1 DPPH自由基清除能力

DPPH自由基清除能力的测定参照 Zhao等[15]的方

法并适当修改。吸取 2.0 mL样品溶液 1 mg/mL（称量

1 mg样品溶解在 1 mL 0.2 mol/L，pH7.0 PBS中），加入

2.0 mL 浓度为 0.2 mmol/L 的 DPPH 溶液，最后加入

1.0 mL PBS 混匀。同时设置两个对照组：用等体积无

水乙醇代替 DPPH 溶液作为对照组，用等体积水代替

样品溶液作为空白对照组。将样品组、对照组和空白

对照组在室温下避光保存 30 min，随后，在 517 nm 处

测定吸光度。谷胱甘肽（GSH）为阳性对照。DPPH自

由基清除率按如下公式计算。

S =（1 − A1 − A2A0
）× 100

式中：S为 DPPH自由基清除率，%；A0为空白对照

组（水、乙醇与 DPPH混合溶液）的吸光度；A1为样品组

（样品、乙醇与 DPPH混合溶液）的吸光度；A2为对照组

（样品、乙醇混合溶液）的吸光度。

1.3.1.2 羟自由基清除能力

将水、FeSO4·7H2O 和样品各 200 µL 涡旋混匀后

静置 10 min，随后加入 200 µL水杨酸，涡旋混匀后放

在 37 ℃水浴中孵育 30 min。取出后，4 500 r/min 离

心 15 min，随后取上清液在 510 nm 处测定吸光度。

GSH为阳性对照。羟自由基清除率（Y，%）按如下公式

计算。

Y =（1 − A1 − A2A0
）× 100

式中：A0为空白对照组（H2O2、FeSO4、水与水杨酸

混合溶液）的吸光度；A1为样品组（H2O2、FeSO4、样品、

水杨酸混合溶液）的吸光度；A2为对照组（H2O2、FeSO4、
样品与乙醇混合溶液）的吸光度。

1.3.1.3 ABTS+自由基清除活性

ABTS+自由基清除能力的测定参照 Lu 等[16]的方

法并适当修改。使用 7 mmol/L ABTS 和 2.45 mmol/L
过硫酸钾以 1∶1（体积比）配制 ABTS储备液，避光静置

12 h。用 5 mmol/L PBS（pH7.4）将 ABTS储备液稀释至

734 nm波长处的吸光度为 0.70±0.02，得到 ABTS 工作

溶液。将 10 µL 核桃衍生肽（0.1 mg/mL）和 190 µL
ABTS 工作溶液加入 96 孔微孔板中反应 6 min，在
734 nm 波长下测定吸光度。ABTS+自由基清除率

（Z，%）计算公式如下。

Z =（1 − A1 − A2
A0‐1 − A0‐2 ）× 100

式中：A 0‐1为空白组（水、PBS混合溶液）的吸光度；

A0‐2为空白对照组（水、ABTS混合溶液）的吸光度；A1为
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样品组（样品、水、ABTS混合溶液）的吸光度；A2为对照

组（样品、PBS混合溶液）的吸光度。

1.3.1.4 氧自由基吸附能力（oxygen radical absorbance
capacity，ORAC）

参照 Wang等[17]的方法并适当修改。将 25 µL磷

酸钠缓冲液（75 mmol/L，pH7.4）、25 µL Trolox 标准溶

液（12.5、25、50、100 µmol/L）和 25 µL 样品（1 mg/mL）
分别添加到 96孔板中。向每个孔中加入 150 µL荧光

素钠（63 nmol/L），并将混合物在 37 ℃下孵育 30 min。
快速加入 25 µL AAPH 溶液，在 37 ℃下激发波长为

485 nm、发射波长为 538 nm，每隔 2 min 记录一次数

据。在所测数据为初始数据的 5% 时终止测定。

ORAC值表示为 Trolox当量/g（µmol TE/g）。相对荧光

强度通过计算荧光衰退曲线下的面积获得，计算公式

如下。

U = 2 × ( )f0 + f1 + ⋯ + fn − f0 − fn
2 × ∆t

R = U（sample）− U（blank）
U（Trolox）− U（blank）

× CTroloxCsample
式中：fn 为第 n个测量点的相对荧光强度；∆t为相

邻时间点的间隔，min；U为荧光熄灭曲线下面积；C为

Trolox或样品的摩尔浓度；R为 ORAC值，µmol TE/g。
1.3.2 核桃衍生肽改善 H2O2诱导 HT‐22细胞内氧化

损伤的研究

1.3.2.1 细胞培养

HT‐22细胞在 37 ℃、5% CO2恒温细胞培养箱中，

用含有 10% FBS 和 1% 双抗的 DMEM 培养基中进行

培养。当 HT‐22细胞密度达 90% 时，进行传代、点板

或冻存处理。

1.3.2.2 不同浓度 H2O2对 HT‐22细胞活性的影响

将 HT‐22 细胞悬液以 2×10⁴ 个/孔的密度接种至

96 孔板内，培养 6 h至细胞完全贴壁。移除上清液后，

加入 100 µL不同浓度 H₂O₂（1 000、1 100、1 200、1 300、
1 400、1 500、1 600、1 700 µmol/L）培养 4 h，其中对照

组为正常培养组细胞。向 96孔板中每孔加入 10 µL终

浓度为 5 mg/mL的 MTT培养 4 h。吸出上清液，每孔加

入 100 µL DMSO，在振荡器上摇晃 10 min，在 490 nm
处测量各孔吸光度。通过 MTT测试评估细胞活力，当

细胞活力接近 50%时作为 H2O2的最佳浓度。

1.3.2.3 不同浓度核桃衍生肽对 HT‐22 细胞活性的

影响

将 HT‐22 细胞悬液以 2×10⁴ 个/孔的密度接种至

96孔板内，培养 6 h至细胞完全贴壁。移除上清液后，

加入 100 µL 不同浓度核桃衍生肽（25、50、100、200、
400 µmol/L）培养 24 h。向 96 孔板中每孔加入 10 µL
终浓度为 5 mg/mL 的 MTT 培养 4 h。吸出上清液，每

孔加入 100 µL DMSO，在振荡器上摇晃 10 min，在

490 nm处测量各孔吸光度。

1.3.2.4 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22 细胞内 ROS
含量的影响

HT‐22 细胞内 ROS 含量的测定按照试剂盒说明

书进行。收集细胞并用 PBS冲洗 3次，向每个孔中加

入终浓度为 10 µmol/L 的 2′，7′‐二氯二氢荧光素二乙

酸酯（2′，7′‐dichlorodihydrofluorescein diacetate，DCFH‐
DA）探针，在 37 ℃下孵育 30 min，再次用 PBS 冲洗细

胞 3 次，在 488 nm 激发波长和 525 nm 发射波长下测

定相对荧光强度。其中，空白组为不进行任何处理的

细胞培养组，模型组为用浓度 1 400 µmol/L的 H2O2处
理细胞的模型损伤组。

1.3.2.5 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22细胞内 GSH‐
Px活性和 SOD活性的影响

将 HT‐22细胞以 4×105 个/孔的密度接种在 12孔板

上，培养 6 h至细胞完全贴壁。每孔加入 100 µL核桃衍

生肽（100 µmol/L）孵育 24 h，弃上清液，加入 1 400 mmol/L
H₂O₂孵育 4 h。清洗、收集细胞，用细胞超声破碎仪在

冰上破碎细胞。将裂解的细胞在 10 000×g 下离心

10min，收取上清液。用 BCA试剂盒检测总蛋白浓度。

按试剂盒说明书测定 GSH‐Px 活性和 SOD 活性。其

中，空白组为不进行任何处理的细胞培养组，模型组为

用浓度 1 400 µmol/L的 H2O2处理细胞的模型损伤组。

1.3.3 分子对接

用于对接的 ROS蛋白晶体结构从 PDB数据库中

下载获得，使用 PyMol 2.5.5构建短肽的 3D结构，并在

MMFF94 力 场 下 进 行 能 量 最 小 化 。 本 研 究 使 用

AutoDock Vina 1.2.3软件进行分子对接工作，在对接开

始之前，使用 PyMol 2.5.5 对受体蛋白进行加工，包括

去除水分子、盐离子和短肽。随后，设置对接盒，使其

包裹整个蛋白质结构。此外，使用 ADFRsuite 1.0将所

有加工的短肽和受体蛋白转化为 AutoDock Vina 1.2.3
对接所需的 PDBQT格式。对接时，全局搜索的详尽度

设为 32，其余参数保持默认设置。输出的得分最高的

对接构象被认为是结合构象，最后使用 PyMol 2.5.5以

及 LigPlus 2.2.5对对接结果进行可视化分析。

1.4 统计分析

使用 GraphPad Prism 9.4工具绘制数据图形，试验

均进行 3次，所有结果以平均值±标准差表示，使用单

因素方差分析评估显著性，不同小写字母表示各组间

存在显著性差异（p<0.05）。

2 结果与分析

2.1 核桃衍生肽体外抗氧化活性结果

2.1.1 核桃衍生肽的 DPPH自由基清除活性

DPPH 自由基是一种稳定的有机自由基，呈深紫
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色。当抗氧化剂（供氢体）与 DPPH 自由基相遇时，抗

氧化剂将氢原子提供给 DPPH 自由基，中和其未配对

电子，生成无色的 DPPH‐H（还原形式）。DPPH·的紫

色在反应后褪色，可通过分光光度法在 517 nm处测到

吸光度下降，其吸光度降低的程度与抗氧化剂的自由

基清除能力成正比[18]。核桃衍生肽对 DPPH自由基清

除活性的影响见图 1。

由图 1 可知，与阳性对照 GSH[（96.03±0.29）%]相
比，核桃肽 YVLLPSPK的 DPPH自由基清除率[（33.52±
0.84）%]显著偏低（p<0.05）。与核桃肽 YVLLPSPK相比，

核桃衍生肽 YVYLPSPK、YVLYPSPK和 YVYYPSPK的

DPPH自由基清除率无显著差异，分别为（31.91±0.55）%、

（34.00±0.81）%和（35.10±1.2）%（p>0.05）。

2.1.2 核桃衍生肽对羟自由基清除活性的影响

羟自由基（·OH）是 ROS中最活泼、最具破坏性的

自由基之一，可引发脂质过氧化、DNA 损伤和蛋白质

变性。水杨酸法测定羟自由基清除活性基于抗氧化剂

与·OH的反应能力，抗氧化剂减少·OH与水杨酸的反

应，进而降低吸光度[19]。核桃衍生肽对羟自由基清除

活性的影响见图 2。
由图 2 可知，与阳性对照 GSH[（32.47±0.17）%]相

比，核桃肽 YVLLPSPK 的羟自由基清除率 [（16.43±
1.05）%]显著偏低（p<0.05）；核桃衍生肽 YVYLPSPK、
YVLYPSPK、YVYYPSPK 的羟自由基清除率均显著高

于核桃肽 YVLLPSPK，分别为（22.92±0.70）%、（31.44±
0.66）%、（37.17±0.16）%（p<0.05）。其中，核桃衍生肽

YVYYPSPK的羟自由基清除率最高。

2.1.3 核桃衍生肽对 ABTS⁺自由基清除活性的影响

ABTS⁺自由基清除试验是广泛用于评估物质抗氧

化能力的方法，尤其适用于水溶性抗氧化剂。ABTS法

通过氧化生成蓝绿色 ABTS⁺·，抗氧化剂可使其褪色，再

通过测定反应前后吸光度的变化评价样品抗氧化能

力[20]。核桃衍生肽对 ABTS⁺·清除活性的影响见图 3。

由图 3 可知，与阳性对照 GSH[（44.17±0.22）%]相
比，核桃肽 YVLLPSPK 的 ABTS ⁺·清除率 [（27.66±
0.84）%]显著偏低（p<0.05）；核桃衍生肽 YVYLPSPK、
YVLYPSPK和 YVYYPSPK的 ABTS⁺·清除率显著高于

核桃肽 YVLLPSPK，分别为（67.76±0.89）%、（89.52±
0.69）%和（89.22±0.69）%（p<0.05）。同时，核桃衍生肽

YVYLPSPK、YVLYPSPK 和 YVYYPSPK 的 ABTS⁺·清

除率显著高于阳性对照 GSH（p<0.05）。

2.1.4 核桃衍生肽的氧自由基吸附能力（ORAC）
ORAC 通过使用过氧自由基（ROO·）模拟在生理

pH值和温度下人体内脂质过氧化、蛋白质氧化等氧化

应激过程，结果更具生理相关性[21]。核桃衍生肽对

ORAC的影响见图 4。
由图 4可知，与阳性对照 GSH（5 533.641 µmol TE/g）

相比，核桃肽 YVLLPSPK 的 ORAC 值（4 401.323 µmol
TE/g）显著偏低（p<0.05）；核桃衍生肽 YVYLPSPK、YV‐

不同小写字母表示各组间存在显著性差异（p<0.05）。
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图 1 核桃衍生肽对 DPPH 自由基清除活性的影响

Fig.1 Effect of walnut‐derived peptides on DPPH free radical
scavenging capacity
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不同字母表示各组间存在显著性差异（p<0.05）。

图 2 核桃衍生肽对羟自由基清除活性的影响

Fig.2 Effect of walnut‐derived peptides on hydroxyl free radical
scavenging capacity
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不同小写字母表示各组间存在显著性差异（p<0.05）。

图 3 核桃衍生肽对 ABTS⁺·清除活性的影响

Fig. 3 Effect of walnut‐derived peptides on ABTS⁺ free radical
scavenging capacity
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LYPSPK、YVYYPSPK 的 ORAC 值均显著高于核桃肽

YVLLPSPK，分别为 5 904.744、6 712.675、7 992.009 µmol
TE/g（p<0.05）。 其 中 ，核 桃 衍 生 肽 YVYYPSPK 的

ORAC值最高，显著高于其他两个核桃衍生肽 YVYLP‐
SPK、YVLYPSPK的 ORAC值（p<0.05）。

2.2 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22细胞内氧化损伤

的影响

2.2.1 不同浓度 H2O2诱导 HT‐22细胞活性的研究

H2O2诱导细胞损伤用于创建体外氧化损伤细胞

模型，本试验利用 MTT方法，检测不同浓度的 H2O2对
HT‐22细胞存活率的影响，结果见图 5。

由图 5可知，与对照组相比，不同浓度 H2O2（1 000、
1 100、1 200、1 300、1 400、1 500、1 600、1 700 µmol/L）
显著降低了 HT‐22细胞活性（p<0.05）。选择细胞存活

率接近 50% 的 H2O2浓度作为最佳浓度。因此，选择

浓度为 1 400 µmol/L的 H2O2用于后续试验，此时细胞

存活率为（52.85±0.23）%。

2.2.2 不同浓度核桃衍生肽对 HT‐22细胞活性的影响

利用 MTT 方法研究不同浓度（25、50、100、200、
400 µmol/L）核桃衍生肽对 HT‐22细胞活性的影响，结

果见图 6。

由图 6可知，与对照组相比，核桃肽 YVLLPSPK在

浓度为 25、50 µmol/L 时，细胞活性没有显著变化，在

100 µmol/L 时细胞活性显著增加，在 200、400 µmol/L
时，细胞活性显著降低；核桃衍生肽 YVYLPSPK 在浓

度 25、50、100、200 µmol/L 时，细胞活性没有显著变

化，在 400 µmol/L时，细胞活性显著降低；核桃衍生肽

YVLYPSPK在浓度 25、50 µmol/L时，细胞活性没有显

著变化，在 100 µmol/L 时细胞活性显著增加，在 200、
400 µmol/L 时，细胞活性显著降低；核桃衍生肽

YVYYPSPK在浓度 25、50 µmol/L时，细胞活性没有显

著变化，在 100 µmol/L 时细胞活性显著增加，在 200、
400 µmol/L 时，细胞活性较 100 µmol/L 时显著降低。

因此，选择 25、50、100 µmol/L 核桃肽浓度用于后续

试验。

2.2.3 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22细胞保护活性

的研究

核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22细胞活性的影响

见图 7。
由图 7可知，与 H2O2诱导 HT‐22细胞损伤模型组

相比，核桃肽 YVLLPSPK、核桃衍生肽 YVYLPSPK、
YVLYPSPK、YVYYPSPK 的细胞活性在浓度为 25、50、
100 µmol/L 时依次显著增加（p<0.05）。100 µmol/L 浓

度下 4种核桃肽的细胞活性均为同肽组内最高水平，

依次为 YVLLPSPK（91.07±0.54）%、YVYLPSPK（92.70±
1.06）%、YVLYPSPK（93.04±0.91）%、YVYYPSPK（95.48±
0.97）%，且均显著高于模型组（p<0.05）。因此，选择

100 µmol/L核桃肽用于后续试验。
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图 4 核桃衍生肽对 ORAC 的影响

Fig.4 Effect of walnut‐derived peptides on ORAC

不同小写字母表示各组间存在显著性差异（p<0.05）。

不同小写字母表示各组间存在显著性差异（p<0.05）。

图 5 不同浓度 H2O2诱导 HT‐22 细胞活性的影响

Fig.5 Effect of different concentrations of H2O2 on the cell
viability of HT‐22 cells
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图 6 不同浓度核桃衍生肽对 HT‐22 细胞活性的影响

Fig.6 Effect of different concentrations of walnut‐derived
peptides on the cell viability of HT‐22 cells
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2.2.4 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22细胞内 ROS含

量的影响

核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22细胞内 ROS含量

的影响见图 8。

由图 8 可知，与 H2O2 诱导细胞损伤的模型组相

比，核桃肽 YVLLPSPK、核桃衍生肽 YVYLPSPK、YV‐
LYPSPK、YVYYPSPK 均能显著降低氧化应激细胞内

ROS 含量（p<0.05），依次为（138.55±3.12）%、（126.97±
1.21）%、（115.51±1.04）%、（104.31±0.65）%。核桃衍生

肽 YVYLPSPK、YVLYPSPK、YVYYPSPK处理后 HT‐22
细胞内 ROS 含量显著低于核桃肽，且核桃衍生肽

YVYYPSPK处理后细胞内 ROS含量最低。

2.2.5 核桃衍生肽对 H2O2 诱导 HT‐22 细胞内 GSH‐
Px活性的影响

GSH‐Px是生物体内重要的分解 H₂O₂和有机过氧

化物的酶，通过测定 GSH‐Px活性，能够有效评估生物

体的抗氧化能力。核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22细

胞内 GSH‐Px活性的影响见图 9。

由图 9 可知，与 H2O2 诱导细胞损伤的模型组相

比，核桃肽 YVLLPSPK、核桃衍生肽 YVYLPSPK、YV‐
LYPSPK、YVYYPSPK 均能显著增加氧化应激细胞内

GSH‐Px 活性（p<0.05），依次为（31.67±1.34）、（23.14±
1.93）、（26.89±2.06）、（39.57±1.17）U/mg 蛋白。其中，

核桃衍生肽 YVYYPSPK 处理后 GSH‐Px 活性显著高

于核桃肽 YVLLPSPK（p<0.05）。

2.2.6 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22细胞内 SOD活

性的影响

超氧化物歧化酶是一种关键的抗氧化酶，其抗氧

化原理基于催化超氧阴离子自由基的歧化反应，将其

转化为毒性较低的 H₂O₂和 O₂，从而保护细胞免受氧化

损伤。核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22细胞内 SOD活

性的影响见图 10。

由图 10 可知，与 H2O2诱导细胞损伤的模型组相

比，核桃肽 YVLLPSPK、核桃衍生肽 YVYLPSPK、YV‐
LYPSPK、YVYYPSPK 均能显著增加氧化应激细胞内
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图 7 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22 细胞活性的影响

Fig.7 Effect of walnut‐derived peptides on cell viability in H2O2‐
induced HT‐22 cells

不同小写字母表示各组间存在显著性差异（p<0.05）。
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图 8 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22 细胞内 ROS 含量的影响

Fig.8 Effect of walnut‐derived peptides on ROS level in H2O2‐
induced HT‐22 cells

不同小写字母表示各组间存在显著性差异（p<0.05）。
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图 9 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22 细胞内 GSH‐Px 活性的影响

Fig.9 Effect of walnut‐derived peptides on GSH‐Px activity in
H2O2‐induced HT‐22 cells

不同小写字母表示各组间存在显著性差异（p<0.05）。
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图 10 核桃衍生肽对 H2O2诱导 HT‐22 细胞内 SOD 活性的影响

Fig.10 Effect of walnut‐derived peptides on SOD activity in H2O2‐
induced HT‐22 cells

不同小写字母表示各组间存在显著性差异（p<0.05）。
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SOD 活 性（p<0.05），依 次 为（74.97±1.13）、（75.01±
1.87）、（77.28±1.91）、（89.31±0.46）U/mg 蛋白。其中，

核桃衍生肽 YVYYPSPK处理后 SOD活性显著高于核

桃肽 YVLLPSPK（p<0.05）。

2.3 核桃衍生肽与 ROS的分子对接相互作用

核桃肽 YVLLPSPK、核桃衍生肽 YVYLPSPK、YV‐
LYPSPK、YVYYPSPK 与 ROS 的分子对接结合能及氢

键个数结果如表 1所示。

由表 1 可知，核桃肽 YVLLPSPK、核桃衍生肽

YVYLPSPK、YVLYPSPK、YVYYPSPK 与 ROS 的结合

能依次为-7.007、-7.081、-6.704、-7.626 kJ/mol；氢键个

数分别为 4、1、5、6。研究表明，蛋白质与底物之间结

合能越低，复合物越稳定[22]。核桃衍生肽 YVYYPSPK

与 ROS 的结合能最低，表明核桃衍生肽 YVYYPSPK
与 ROS活性区相互作用从而增强其抗氧化活性。

通过分子对接获得的 ROS‐核桃肽复合物结构如

图 11~图 14所示。

序列

YVLLPSPK
YVYLPSPK
YVLYPSPK
YVYYPSPK

结合能/（kJ/mol）
-7.007
-7.081
-6.704
-7.626

氢键个数

4
1
5
6

表 1 核桃肽与 ROS 结合能及氢键个数

Table 1 The binding energy and hydrogen bond count of walnut
peptides with ROS

（A）cartoon样式的整体视图，ROS为外部粗链，sticks为内部细链；（B）surface样式的整体视图；（C）2D相互作用细节图。图中 A链为短肽，B
链为 ROS；虚线表示氢键作用，齿轮状氨基酸表示发生疏水作用的氨基酸。

图 11 核桃肽 YVLLPSPK 与 ROS 结合模式图

Fig.11 The binding mode of walnut‐derived peptide YVLLPSPK with ROS

（A）cartoon样式的整体视图，ROS为外部粗链，sticks为内部细链；（B）surface样式的整体视图；（C）2D相互作用细节图。图中 A链为短肽，B
链为 ROS；虚线表示氢键作用，齿轮状氨基酸表示发生疏水作用的氨基酸。

图 12 核桃衍生肽 YVLYPSPK 与 ROS 结合模式图

Fig.12 The binding mode of walnut‐derived peptide YVLYPSPK with ROS

（A）

（B）

（C）

（A）

（B）

（C）
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由图 11可知，氢键的形成使蛋白与短肽之间结合

紧密，而疏水作用为分子提供了强大的范德华力。核

桃肽 YVLLPSPK 与 ROS 蛋白上的 Lys1980、Arg2083、
Asp2033 和 Glu1961 形成氢键相互作用，与 Leu2010、
Val1959、Leu2028形成疏水作用。由图 12可知，核桃

衍 生 肽 YVLYPSPK 与 ROS 蛋 白 上 的 Lys1980、
Glu2027、Arg2083、Asp2033 和 Thr2036 相互作用形成

氢键，与 Leu2010、Val1959、Leu2086、Leu1951 形成疏

水作用。由图 13可知，核桃衍生肽 YVYLPSPK与 ROS
蛋白上的 Arg2083 相互作用形成氢键，与 Leu1951、
Leu2086、Leu2035、Met2029形成疏水作用。由图 14可

知，核桃衍生肽 YVYYPSPK与 ROS蛋白上的 Met2029、
Glu2027、Asn2084 和 Asp2102 相互作用形成氢键，与

Leu2086、Val1959、Leu1949形成疏水作用。

与核桃肽 YVLLPSPK 相比，核桃衍生肽 YVLYP‐
SPK 与 ROS 蛋白上 Glu2027 和 Thr2036 形成氢键作

用，与 Leu2086、Leu1951 形成疏水作用；核桃衍生肽

YVYLPSPK与 ROS蛋白上 Leu1951、Leu2086、Leu2035、
Met2029形成疏水作用；YVYYPSPK与 ROS蛋白上的

Met2029、Glu2027、Asn2084和 Asp2102相互作用形成

氢键，与 Val1959、Leu1949形成疏水作用。综上所述，

与其他 3种复合物相比，ROS‐YVYYPSPK复合物具有

图 13 核桃衍生肽 YVYLPSPK 与 ROS 结合模式图

Fig.13 The binding mode of walnut‐derived peptide YVYLPSPK with ROS

（A）cartoon样式的整体视图，ROS为外部粗链，sticks为内部细链；（B）surface样式的整体视图；（C）2D相互作用细节图。图中 A链为短肽，B
链为 ROS；虚线表示氢键作用，齿轮状氨基酸表示发生疏水作用的氨基酸。

（A）cartoon样式的整体视图，ROS为外部粗链，sticks为内部细链；（B）surface样式的整体视图；（C）2D相互作用细节图。图中 A链为短肽，B
链为 ROS；虚线表示氢键作用，齿轮状氨基酸表示发生疏水作用的氨基酸。

图 14 核桃衍生肽 YVYYPSPK 与 ROS 结合模式图

Fig.14 The binding mode of walnut‐derived peptide YVYYPSPK with ROS
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较强的抗氧化活性和结合稳定性，可能与核桃衍生肽

YVYYPSPK 和 ROS 活性区形成多个氢键以及夹心结

构有关。

3 讨论

活性肽抗氧化性与其侧链氨基酸残基分子量、疏

水性氨基酸残基（如 His、Trp、Phe、Pro、Gly、Lys、Ile 和

Val）占比、特征性环状结构（如吲哚环、咪唑环和吡咯

烷环）以及 C端和 N端空间构象和邻近氨基酸相互作

用等化学性质密切相关[23]。研究发现，氨基酸种类及

位置对活性肽抗氧化能力有显著影响。Cheng等[24]证
明将肽段中特定位置上 Leu、Pro和 Phe替换为 Ala后
显著增加抗氧化及抗炎活性。Tyr的酚羟基结构具有

高电子云密度，易发生电子转移，且在酚羟基结构中，

O原子净电荷值最大，促使 O—H键易断裂并与自由基

结合，达到清除自由基的目的，此外，末端氨基与其他

活性基团发生共轭效应，进一步增强了多肽的给电子

能力，从而显著提高了多肽整体的抗氧化性[25]。Tyr中
酚羟基产生 n→σ*跃迁，苯酚取代基及羰基会产生

π→π*跃迁及 n→π*跃迁[26]。同时，Tyr 包含一个环，

该环通过共振或离域稳定自由基，这使它们能够阻断

自由基链式反应[24]。上述发现与陈冲等[27]提出的结

论一致，即含 Tyr 活性肽的氨基酸组成和排列对肽的

紫外线吸收特性、供电子能力有影响，酚羟基的数量

对肽的抗氧化活性起决定性作用。本研究结果表明，

Tyr 在 C 端第 3 位（YVYLPSPK）或 4 位（YVLYPSPK）
核桃衍生肽的抗氧化活性低于 Tyr 在 C 端第 3、
4 位的衍生肽 YVYYPSPK，但其 ORAC 值（6 712.675、
5 904.744 µmol TE/g）和羟自由基清除率（31.44% 和

22.92%）仍显著高于核桃肽（p<0.05）；Tyr在 C端第 3、
4 位的衍生肽 YVYYPSPK 抗氧化能力显著优于核桃

肽 YVLLPSPK，其 ORAC值（7 950.536 µmol TE/g）较核

桃肽（4 401.323 µmol TE/g）提高 80.64%，羟自由基清

除率（37.17%）较核桃肽（16.43%）提高 126%。以上结

果表明 Tyr 位置及数量均显著提高抗氧化活性，其中

第 3、4 位双 Tyr 协同效应最为突出，这种协同效应可

能与两个相邻 Tyr残基的空间排列有关。量子化学计

算显示，抗氧化肽的前线分子轨道主要集中在 Tyr 的
酚羟基或 Trp 的吲哚基，高电荷密度增强电子转移效

率。张祎等[28]研究发现地龙蛋白源抗氧化肽 ATS‐
GFFVY和 HCFVLY的活性位点分别位于 Tyr‐8和 Tyr‐
6的酚羟基，其邻近性可促进自由基的链式反应终止。

因此，推测第 3位和第 4位 Tyr侧链的苯酚环形成 π‐
π堆积且酚羟基上的 O原子可与苯环形成 p‐π共轭体

系，稳定多肽的局部构象，促进两个酚羟基间电子离

域，使形成的酚氧自由基中间体更稳定，显著增强抗氧

化效率。此外，Matsui等[29]还发现，对过氧自由基的抗

氧化作用受 Tyr 残基数量的影响，而受 Tyr 位置的影

响不大，相比之下，在抵抗过氧亚硝酸盐时，Tyr残基的

位置显著影响抗氧化活性。研究发现，当机体内细胞

处于氧化应激条件下，外源抗氧化物质干扰 Keap1‐
Nrf2相互作用，激活抗氧化反应元件（ARE），调控细胞

内具有抗氧化功能的酶（如 GSH‐Px 和 SOD）基因表

达，以增强机体的抗氧化能力[30]。尽管目前确切的作

用靶点和信号传导机制尚未完全明确，但基于本研究

观察到的 GSH‐Px和 SOD活性显著提升以及 ROS含量

降低的现象，推测核桃衍生肽 YVYYPSPK可能作为外

源性激活剂，干扰 Keap1 与 Nrf2 蛋白之间的相互作

用，从而促进 Nrf2核转位以及与 ARE序列结合，最终

调节包括 SOD、GSH‐Px表达，增强抗氧化活性。

4 结论

综上所述，本研究在体外研究核桃肽 YVLLPSPK
与核桃衍生肽 YVYLPSPK、YVLYPSPK 和 YVYYPSPK
的高抗氧化活性与构效关系。研究结果表明，位于 C
端第 3或 4位的 Tyr显著提高了核桃衍生肽在化学试

验和 H2O2处理氧化损伤 HT‐22细胞中的抗氧化活性。

Tyr同时存在于 C端第 3、4位时的抗氧化活性显著高

于 Tyr单独存在于 C端第 3或 4位。本研究通过多维

度试验探讨了核桃衍生肽的构效关系，分析其抗氧化

作用的机理，为活性肽的设计和功能性食品的开发提

供科学支持。
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