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负载酪氨酸酶抑制肽的牛奶外泌体抑制酪氨酸酶活性
及黑色素生成研究
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黑色素是在黑色素细胞内生成的一种生物色 素e5f，黑色素在皮肤的沉积会造成皮肤暗沉等相关

问题。抑制黑色素产生是现阶段化妆品行业达到美

白效果的重要方式。在黑色素产生的过程中，酪氨

酸酶起主要作用e!f。同时，由于酪氨酸酶只表达于黑
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色素细胞内，靶向酪氨酸酶的抑制剂可以特异性地

抑制细胞中的黑色素生成而不会产生不良反应。现

阶段，通过靶向抑制酪氨酸酶活性，从而抑制黑色

素的产生成为了美白皮肤的重要思路。熊果苷是一

种天然的酪氨酸酶抑制剂分子，可以有效抑制酪氨

酸酶活性，减少黑色素的生成。然而，天然的熊果苷

在化学组成上不稳定，可分解为苯代谢物，对骨髓

具有一定的毒害作用!"#$%。对苯二酚虽然也可以有效

抑制酪氨酸酶活性，但会引起哺乳动物的组织坏

死，并会导致许多不良反应，包括色斑、接触性皮

炎!&#'%。由于以上酪氨酸酶抑制剂具有较大的不良反

应，所以更为安全的蛋白类酪氨酸酶抑制剂成为有

效抑制酪氨酸酶活性的研究重点。研究报道，酪氨

酸酶抑制肽 ()*（()*)+(**,(）可以显著抑制酪

氨酸酶活性，减少黑色素的产生!'%。但由于其渗透性差，

无法递送至皮肤基底层，无法被细胞高效摄取以及

无法与酪氨酸酶高效共定位，导致其在体内抑制酪

氨酸酶的作用不明显。目前，如何促进短肽类酪氨酸

酶抑制剂渗透皮肤基底层，与酪氨酸酶实现高效共

定位，提高其抑制酪氨酸酶活性的效果，成为了减

少黑色素生成的关键。

近年来，外泌体（-./0/1-）作为细胞分泌的天然

纳米级生物小囊泡，因其具有多种生物活性分子，

如蛋白、1)23、脂质等，可用作载体递送、功能化治

疗以及疾病诊断!45#67%。目前有研究报道，可通过间充

质干细胞对皮肤进行美白及抗衰老的相关修复。因

此，外泌体在美白领域有着较大的应用潜力和优

势!6"%。牛奶是一种组成高度复杂的生物体液，含有大

量具有生物活性分子的外泌体!68%。由于牛奶外泌体

（19:;）产量高，且可通过内体途径被动靶向至黑

色素体内部，所以通过 19:; 对皮肤进行修复及美

白成为了可能。本课题组前期通过噬菌体展示技术

对外泌体表面高度表达的蛋白进行了筛选，获得一

种新型的外泌体特异锚定肽 <=5$，通过该短肽可实

现对外泌体的高效捕获、靶向及功能化修饰!6$%。因

此，本研究通过外泌体特异锚定肽 <=5$ 将 ()* 负

载至 19:; 表面，在 <$>?@A& 小鼠模型上，系统探

究该生物纳米制剂对酪氨酸酶活性以及黑色素生

成的抑制作用，为进一步优化纳米制剂及提高抑制

酪蛋白酶活性提供新的方法，从而为美白提供新的

思路和治疗手段。

! !"#$%

6B6 !"#$%&' 小鼠黑色素瘤细胞系 ?6&#

C65 细胞、兔源 <D&" 多克隆抗体（美国，*EFGE <HIJ

公司）、K)= 标记羊抗兔抗体（美国，*LM1E 公司）、

K)= 标记兔抗羊抗体（美国，*LM1E 公司）、微型滚针

（中国，D)* D-H1EH/NN-H 公司）、电镜铜网（中国，北

京新兴百业公司）。

清洁级 6!" 周的 <$>?@A& 健康雄鼠 "5 只，体

重为 &!6$ M，购于南京模式动物研究所；清洁级 &!O

周的 2IP- ?3@?AQ 健康雄鼠 67 只，体重为 6O!75 M，

购于南京模式动物研究所。

分光光度计 2EF/PH/R7555Q 核酸蛋白微量检测

仪（美国，ST-H1/ 公司）、3UEFGL VW7&:= 超速离心机

（德国，?-QX1EF 公司）、KS>>55 透射电子显微镜（日

本，日立高新技术公司）。

6B7 19:; ()*+,- 选用生牛乳作为

19:; 的来源，将牛奶进行梯度离心（7 555"! 离心

"5 1LF，65 555"! 离心 "5 1LF）去除细胞碎片，将上

清液通过 5B77 !1 的滤器，去除杂质；再将滤液以

655 555"! 离心 >5 1LF，弃去上清，用干净的 655 !@

的 D=?* 反复吹打离心管底部，重悬得到 19:;。

6B" ./012%345678 19:; 9:;%

<= 将 19:; 重悬液加入到等体积的、质量分数

为 8Y的多聚甲醛溶液中静置 7$ 1LF；将铜网放在固

定液上，室温固定 7$ 1LF；用滤纸吸去多余的固定

液，向铜网中滴加 655 !@ 6Y戊二醛溶液，室温孵

育 $ 1LF；吸去戊二醛溶液，加入 655 !@ 去离子水

洗涤铜网，每次洗涤 7 1LF，洗涤 O 次；向铜网滴加

655 !@ 草酸铀溶液染色 $ 1LF；吸去多余草酸铀，向

铜网上滴加 655 !@ 甲基纤维素W乙酸双氧铀溶液，

放置冰上染色 > 1LF；吸去铜网上多余的甲基纤维

素W乙酸双氧铀溶液，并将铜网置于滤纸上风干，透

射电镜观察。

6Z8 ,-0G-HF >?@A 19:; BCDEFG<D&"H

<DO6I9JK 吸取等质量（75 !M）19:; 样品和

负载了 ()* 的 19:; 于两个样品管中制样，依次

进行电泳、转膜、孵育一抗鼠源 <D&" 单克隆抗体、

一抗鼠源 <DO6 单克隆抗体，8#摇床孵育 65 T；以

质量分数 $Y的脱脂牛奶洗一抗；孵育 K)= 标记的

羊抗兔二抗或兔抗羊二抗，8#摇床孵育 7 T；用含

有体积分数为 $Y吐温W75 的 =?* 洗二抗；最后向

=[DC 膜滴 755 !@ 发光液（发光液 3 和 ? 等体积混

合均匀），暗室曝光。

6Z$ LMNO)P&@A 19:; Q ()* 9RST

U 将 19:;、19:; 和 ()*、19:; 和 <=5$修饰

的 ()* 各吸取 75 !@，加入到 755 !@ 的 =?* 中，通

过流式细胞分析仪检测其负载 ()* 的效率。

6Z& VWXYZ[\] <=5$ ^ ()* RS_

19:; 本课题组前期采用噬菌体库筛选出与外泌

栗瑞斌，等Z负载酪氨酸酶抑制肽的牛奶外泌体抑制酪氨酸酶活性及黑色素生成研究!
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体表面的 !"#$ 蛋白特异结合的锚定肽 !%&'

（!()*+,-.-*(/）01'2。将外泌体锚定肽 !%&' 通过

连接肽 34*（3333*）与 5(*（5(*(65**75）连

接，经生物公司在体外合成 5(*8!%&' 功能短肽

（5(*(65**753333*!()*+,-.-*(/）。并通过

"9( 荧光染料标记 :;<=，将标记好的 :;<= 与

5(*8!%&' 短肽或 5(* 裸肽（无菌的 %>* 溶解）按

照质量比 1!? 的比例置于 4"摇床孵育 # @。

1AB !"#$%&'( 5(*):;<=*+ :;<=

5(*

,

-./0123456789 在黑色素细胞中分别

加入:;<=（'& !C）、5(*（'& !C）以及:;<=

5(*

（'& !C

:;<=D'E !C 5(*），并将培养基换成无 F>* 的培

养基，同时加入 ?G的双抗，$B"的培养箱中过夜，

第 ? 天将上清弃去并用 %>* 清洗 $次，4G的多聚

甲醛室温固定 $E :HI，之后将黑色素细胞固定至加

入 "J%9 的盖玻片上，避光固定 4 @ 后，通过共聚焦

显微镜观察细胞摄取效率。

1AK !"#:%&'( 5(*):;<= *+ :;<#

=

5(*

, -.;<=>?!"#@A 将每皿黑色素

细胞定量在 1L1E

# 个，随机分为 4 组：%>* 缓冲溶液

治疗组（MINOPQNPR）、:;<= 单独治疗组（:;<=）、

5(* 单独治疗组（5(*）、:;<=
5(*

治疗组（:;<=

5(*

），

每组 $ 皿，各组 5(* 给药剂量为 'E !C，并将培养

基换成无 F>* 的培养基，同时加入 ?G的双抗，$B"

的培养箱中过夜，分别处理 1 周（17）、? 周（?7）、

#周（#7），处理结束后将上清弃去并用 %>* 清洗

$次，4G的多聚甲醛室温固定 $E :HI，%>* 洗 $ 次，

每次 ' :HI，之后通过共聚焦显微镜观察各处理组

在不同时间点的黑色素表达情况。

1AS BCDEF" 在黑色素细胞中分别加入

:;<=（'E!C）、5(*（'E!C）以 及 :;<=

5(*

（'E !C

:;<=D'E!C 5(*），并将培养基换成无 F>* 的培

养基，同时加入 ?G的双抗，$B"的培养箱中过夜，

第 ? 天将上清弃去并用 %>* 清洗 $ 次，4G的多聚

甲醛室温固定 $E :HI，%>* 洗 $ 次，每次 ' :HI，用

EA?G$EA'GNOHNTI<U1EE 对细胞透化处理 1E :HI，

之后利用 ?G >*J 封闭 $E :HI，依次加入一抗、二

抗，最后加入 EA' !CV:/ "J%9 染色后，加入 ?E !/

封片剂。

1WX& 5(*):;<=*+ :;<=

5(*

GH YZRP >J/>V[

IJK"#LM:NJOP4QR 通过对YZRP

>J/>V[ 小鼠进行皮下注射黑色素瘤细胞（X%XE

#），接

种后 B R开始治疗。将荷瘤YZRP >J/>V[小鼠随机分成

4 组：%>* 缓冲溶液治疗组（MINOPQNPR）、:;<= 单独

治疗组（:;<=）、5(* 单独治疗组（5(*）、:;<=
5(*

治疗组（:;<=

5(*

），每组 $ 只，各组 5(* 给药剂量为

'E !C，每日涂抹皮下瘤位置，涂抹 ? 周后对涂抹区

域的皮肤进行 );染色并定量分析。

XWXX 5(*):;<= *+ :;<=5(* GH !'B>/V#

IJ4QR 对 !'B>/V# 小鼠随机分成 4 组：%>*

缓冲溶液治疗组（MINOPQNPR）、:;<= 单独治疗组

（:;<=）、5(* 单独治疗组（5(*）、:;<=
5(*

治疗组

（:;<=

5(*

），每组 $ 只，各组 5(* 给药剂量为 'E !C，

每日涂抹至 X 周龄的 !'B 小鼠背部，涂抹 $ 周，之

后对各处理组小鼠背部涂抹区域的皮肤进行石蜡

切片并在镜下观察。

XWX? STUVW 使用 *%**X#WE 进行统计分析，

正态分布的计量数据用 !"# 表示，多组间比较进行

单因素 !"#$! 方差分析，以 %&EWE' 为差异具有统

计学意义。

! !"

?WX :;<=

5(*

@X+YZ[\4]^ 与 :;<=

相比，:;<= 负载 5(* 后，具有相同的清晰的双

层膜结构，负载 5(* 并不影响 :;<= 的形态结构

（图 XJ），外泌体标志性蛋白 !"#$、!"KX 与 :;<=

有同样的表达丰度（图 X>）。在流式细胞分析结果中，

5(* 通过外泌体锚定肽 !%E' 的负载效率达到了

S$W$G，而单独 5(* 与 :;<= 的负载效率为 EWE'KG

（图X!）。

?W? K"#$%&_['( :;<=

5(*

`abK"

#4cd 为检测 :;<= 能否促进黑色素瘤细胞

对 5(* 摄取，共聚焦显微镜检测 5(* 与黑色素瘤

细胞中酪氨酸酶的定位情况，结果显示，:;<=
5(*

被

细胞的摄取量明显高于游离的 5(*肽，且通过:;<=

的内体转运途径能提高 5(* 与酪氨酸酶的共定位

效率（图 ?J）。在 X、?、# 周时间点，:;<=
5(*

处理的

细胞中黑色素的含量与 5(* 处理的细胞中黑色素

含量比值分别为 XWSB、$WK4、'WEK（图 ?>），:;<=
5(*

对 >X#UFXE 细胞黑色素合成的抑制能力显著强于

游离的 5(* 短肽。定量分析结果显示：:;<=
5(*

组

相比于 5(* 组，在第 X 周、第?周、第 # 周时，细

胞中黑色素含量均显著下降（&\'#WXXB、4KWS'4、

'#EWEE#，均 %&EWE'）（图 ?!）。

?W$ e YZRP >J/>V[ IJK"#%&LM:OP

f :;<=

5(*

ab"#gh 与 MINOPQNPR 相比，5(*

及 :;<=5(* 均可减少黑色素瘤中黑色素的表达，

且 :;<=5(* 相比于 5(* 呈现出更强的抑制黑色

素表达的能力（图 $J）。病理结果显示，5(* 及 :;<#

=

5(*

均可减少黑色素瘤的着色，且 :;<=

5(*

呈现

出更强的减少黑色素瘤着色的能力（图 $>）。
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注!"!透射电镜检测 #$%& 及 #$%&

'()

的形态特征（)*+,- .+/，011 2#）；3!4-56-/2 印迹检测装载酪氨酸酶抑制肽的外泌体表面特征蛋白表

达；7：流式细胞仪分析检测酪氨酸酶抑制肽 '() 负载效率

! ! "#$%&'()*+"#$,-./012+%&'(,345 "#$-6#78

)*+ , -./0/1230*4/2*56 57 %8'9 :5/;3; <*2. "=$ /6; :5/;*6+ 377*1*361> 57 "#$

注!"!检测 389:;81 细胞对 #$%&（<1 !=）、'() 短肽（<1 !=）及 #$%&

'()

（<1 != #$%&><1 != '()）的摄取效率（)*+,- .+/，81 !#）；3：检测

389:;81细胞与#$%&（<1 !=）、'()短肽（<1 !=）及#$%&

'()

（<1 != #$%&><1 != '()）共孵育后 8 周、0 周、9 周后，各组 389 细胞黑色素的表达

（)*+,- .+/，81!#）。7：389:;81细胞与#$%&（<1!=）、'() 短肽（<1 !=）及 #$%&

'()

（<1 != #$%&><1 != '()）共孵育后 8周、0 周、9 周后，各组

389:;81 细胞黑色素的表达定量（?

!!1@1<）

! ? %8'9

"=$

-9:;<785()=>?@A78

)*+ @ -3:: AB2/C3 377*1*361> /6; *6.*D*2*56 377*1*361> 57 %3:/6*6 B05;A12*56 57 %8'9

"=$

#$%& #$%&

'()

7A9B

7AC8

#$%& #$%&

'()

#$%&

'()

#$%&>'()#$%&

)
)
7

" 3

7

1@1BDE

1@1<CE

FB@BE

;GH7

A"IG HJ/K5L2+5-

I-6LM-

N-/=-

O26/-+6-M

#$%&

'()

#$%&

'()

O26/-+6-M #$%& '() #$%&

'()

8 4

0 4

9 4

" 3 7

注!"!裸鼠黑色素皮下瘤中各治疗组抑制黑色素表达；3!石蜡切片评估各治疗组皮下瘤的病理表型（)*+,- .+/5，811 !#）

! E %8'9

"#$

()=>?BCDEFG=>?H@

)*+ E F.3 %3:/6*6 B05;A12*56 *6 / %3:/65%/ GAD1A2/635AG 2A%50 %5;3: *6.*D*23; D> %8'9

"=$

" 3

O26/-+6-M #$%& '() #$%&

'()

O26/-+6-M #$%& '() #$%&

'()

栗瑞斌，等@负载酪氨酸酶抑制肽的牛奶外泌体抑制酪氨酸酶活性及黑色素生成研究!
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!"# $%&'

()*

! +,-./01 "#$%&'()*+

, $%&'

()*

处理的小鼠的皮肤相比于其他处理

组，有更少的黑色素沉积（图 #2）。同样病理结果显

示，$%&'
()*

组中毛囊色素沉积相比于其他处理组

更少（图 #.），定量结果表明（图 #+），与 $%&' 组相

比，()* 组与 $%&'

()*

组均显著减少了黑色素含量

（!34-5"675，"!686,）并显著抑制了酪氨酸酶活性

（!35#"4,1，"!6"6,）。

! !"

皮肤色素沉着是由于黑色素体产生黑色素导

致的，而黑色素的产生与黑色素体的酪氨酸酶活性

有关，在酪氨酸酶的催化作用下，酪氨酸被氧化成

多巴醌，多巴醌会自动氧化为多巴色素，最后在半

胱氨酸的条件下生成黑色素941:。近期有报道指出，

通过抑制黑色素体的酪氨酸酶活性，是减少黑色素

产生，改善皮肤色素沉积的有效方法94-:。现阶段熊果

苷及对苯二酚可有效抑制酪氨酸酶活性，但其在抑

制酪氨酸酶活性的同时也会产生不良反应，根据报

道，酪氨酸酶抑制肽具有低毒性947:。本研究以期通过

酪氨酸酶抑制肽实现抑制酪氨酸酶活性和缓解不

良反应的目的。但本研究发现单独的酪氨酸酶抑制

肽 ()* 被黑色素瘤细胞摄取效率低，且与黑色素体

内酪氨酸酶共定位作用弱。因此，迫切需要一种新型

制剂，提高 ()* 与酪氨酸酶共定位效率，增强 ()*

抑制黑色素产生的效果。

$%&' 作为一种天然的纳米级生物小囊泡，其

富含抑制黑色素生成的 $;<=>)?2

94@:，并且由于其独

特的生物学特性，可作为理想的生物载体，通过内

体转运途径，实现靶向黑色素体内酪氨酸酶的目

的。基于此，本研究利用本实验室自主研发的外泌

体特性锚定肽 +A6,，成功将 ()* 负载至 $%&' 表

面。之后参考抑制酪氨酸酶活性的相关研究9!6:，本研

究在黑色素瘤细胞中发现 ()* 负载至 $%&' 后，

能够被细胞摄取，并与酪氨酸酶有良好的共定位效

果，随着处理时间的延长，抑制黑色素的生成的效

果越明显。本研究在 ?BCD .2/.0< 小鼠黑色素瘤皮

下模型上也进行了验证，同样发现 ()* 负载至

$%&' 后能够有效抑制黑色素瘤的色素沉积。黑色

素体处于皮肤的基底层，常规的酪氨酸酶抑制剂较

难通过皮肤的角质层，并难以被黑色素细胞摄取9!4:。

为了更贴合实际，本研究在 +,-./01 小鼠皮肤上进

行了验证，结果发现 ()* 负载至 $%&' 后对小鼠

皮肤具有美白的作用。

综上所述，本研究通过 $%&' 负载 ()*，依靠

内体转运的方式将 ()* 被动靶向至酪氨酸酶，有效

抑制了黑色素的生成，降低了皮肤色素沉积，显著

对皮肤实现美白的目的。后续研究中，笔者将寻求

志愿者，在人群中评估该制剂的有效性，为其商品

化应用提供基础。

#$%&"

94: +')E%)' )F.，+2*2E%G2// 28 HDIJK;K9F:8 +B== .;>I，!6!6，56

（#）：)4#!L)4#58

9!: /2M &，NM+O%)* O F，*'/%) L/'A%P H，DQ JI8 *Q=B<QB=D JKC

RBK<Q;>K >R SB$JK QT=>U;KJUD JKC QT=>U;KJUD L=DIJQDC V=>QD;KU 9F:8

+SD$;UQ=T，!647，!#（4）：#-L,,8

95: N2?W /，X%?W (，N2?W F，DQ JI8 2=YBQ;K J$DI;>=JQDU $B=;KD <>I"

;Q;U YT ;KS;Y;Q;KZ F2[! U;ZKJI;KZ VJQS\JT9F:8 X=>KQ ASJ=$J<>I，!6!4，

4!：1757478

9#: H2 +，PO2?W E，H2 ]，DQ JI8 2=YBQ;K ;KS;Y;QU ;KRIJ$$JQ;>K JKC

JV>VQ>U;U YT DKSJK<;KZ JBQ>VSJZT ^;J *M)_49F:" 2C^ +I;K %`V HDC，

!6!4，56（,）：,5,L,##"

9,: %?WaM_2 X F，/%M_#' 2 /" OTC=>bB;K>KD：DK^;=>K$DKQJI V>IIB "

Q;>K，Q>`;<;QT，JKC $;<=>Y;JI JKU\D=U9F:" .;>$DC)DU MKQ，!645，!645：

,#!417"

注：2：不同处理组对 +,-./c1小鼠背部皮肤美白情况；.d病理切片

评估不同处理治疗+,-./c1小鼠背部皮肤病理表型（*<JID YJ=，466!$）；

+d皮肤中黑色素含量及酪氨酸酶活性定量（e

"!686,）
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