
Mar ine Sciences/ Vol. 32, No. 7/ 2008

白色霞水母蛋白抗氧化活性的初步研究
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摘要: 通过羟自由基清除作用、超氧自由基清除作用、还原能力和金属螯合能力等抗氧化活性实验,测定了白

色霞水母蛋白的抗氧化活性。实验结果表明:白色霞水母蛋白具有较高的清除羟自由基的能力,蛋白质量浓

度为 41 g / mL 时, 清除率可达到 85% ; 白色霞水母蛋白对超氧阴离子的清除作用较弱, 蛋白质量浓度为

77. 7 g / mL时,清除率< 50% ;白色霞水母蛋白有较强的还原能力, 但没有螯合能力; 白色霞水母蛋白的抗

氧化活性受温度影响不大,且巯基含量不是影响抗氧化活性的主要因素。
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活性氧包括超氧阴离子 ( O-
2 )、羟自由基

( OH )、多种有机氧自由基( RO , ROO )、单线

态氧 ( 1O 2 )、无机和有机过氧化物 ( H 2 O2 , ROOH)

等,它们有很强的生物活性。正常情况下, 机体中过

多的自由基会被抗氧化防御系统有效的清除, 少量

的自由基对于细胞的分裂、分化、生长、消炎解毒起

积极的作用;而一旦平衡被破坏, 机体中过量自由基

无法被及时清除, 则会引起蛋白质变性、酶失活、多

糖降解、DNA 链断裂、生物膜结构损伤、细胞解体乃

至机体病变和死亡。多项研究结果表明,肿瘤发生、

辐射致癌、心脑血管疾病、器官的缺血再灌流、药物

中毒、人体衰老等过程都涉及到自由基和活性氧
[ 1]
。

已有研究表明, 自由基和活性氧是细胞癌变的原始

引发机制[ 2] 。

常用人工合成的抗氧化剂如二丁基羟基甲苯

( BHT )、丁基羟基茴香醚( BHA )、丙二醇( PG)来降

低活性氧的危害,但研究表明, BHA和 BHT 能损伤

肝脏甚至引起癌症
[ 3~ 5]

, 且这些抗氧化剂的水溶性

差,在乳化系统和粉末系统中表现不出良好的抗氧

化能力。所以, 近年来对天然抗氧化剂的研究越来

越多,已经从谷类, 蔬菜, 水果及植物种子、叶子、根

等部位分离出多种具有抗氧化活性的物质 [ 6] , 这些

活性物质包括多酚, 含氮化合物, 多糖和胡萝卜素

等[ 7] , 用天然蛋白质作为抗氧剂也已引起人们的兴

趣。目前,对抗氧化活性肽的研究主要集中在一些

陆源蛋白上,如牛奶中的蛋白, 豆类蛋白都有抗氧化

活性
[ 8, 9]
。近年来, 随着海洋生物技术研究的发展,

不断从海洋生物中发现一些具有抗氧化活性的化合

物,如海藻多糖, 壳聚糖及其衍生物等
[ 10, 11]

, 但从海

洋蛋白资源中获取具有抗氧化活性蛋白质的研究报

道很少,只有海蜇蛋白的抗氧化活性的报道[12,13] ,其它

水母蛋白的抗氧化活性还未见报道。

从海洋生物中寻找新的天然抗氧化剂、新的抗

衰老药物已成为海洋药物研究的重要目标之一。水

母蛋白是一类结构新颖独特的蛋白, 具有多种生物

活性,如:酶活性,溶血活性, 心脏毒性,肝脏毒性, 肌

肉毒性等[ 14~ 18]。白色霞水母( Cyanea noz ak ii Kish

inouye)属刺胞动物门 ( Cnidaria) , 钵水母纲 ( Scy

phomedusae) ,旗口水母目( Semaeostomcae) ,霞水母

科( Cyaneidae) ,霞水母属( Cy anea)。该水母是一种

大型浮游生物, 中胶层较薄, 食用价值低。我国辽

宁、江苏、浙江、福建、广东沿海均有分布,其中以江

浙沿海分布范围最广[ 19] 。本实验中采用化学法研究

了白色霞水母蛋白对超氧阴离子自由基、羟自由基

的清除作用,并对白色霞水母蛋白的还原能力、螯合

能力进行了测定和初步研究。对白色霞水母蛋白资

源的充分利用和天然抗氧化剂的开发具有一定的

意义。

1 材料和方法

1. 1 白色霞水母蛋白制备

白色霞水母于 2007年 8 月采集于青岛第一海

水浴场附近海域, 触手沿口腕人工切除后, 立即于

- 20  冷冻保存,备用。称取一定量冷冻的水母触手,
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在冷冻状态下匀浆,然后加入磷酸缓冲液( 20 mmol/ L,

pH7. 4) ,其质量浓度为1 g/ L,超声波破碎( 4次, 15 s,每

次间隔 30 s) ,然后高速冷冻离心( 13 000 r/ min, 4  , 20

min) ,所得到的上清液为白色霞水母蛋白( CP) ,弃除残

渣。以牛血清白蛋白(BSA)作标准,用 Bradford法
[ 20]
测

定,得到 CP的初始浓度C0 ( mg/ mL)。

1. 2 白色霞水母蛋白对羟自由基( OH )的

清除作用

OH 由 EDTANa2 Fe( !) H 2O2体系产生, 由

于 OH具有使番红花褪色的功能, 因此, 根据褪色

程度用比色法[ 21] 来测定 OH 的含量。向试管中依

次加入 1. 0 mL CP(浓度分别为 3. 8, 11. 3, 18. 9,

26. 4, 34, 41. 6 g/ mL ) , 0. 5 mLEDT A Fe 溶液

( 2 mmo l/ L ) , 1 mL 磷酸缓冲液( 150 mmol/ L , pH7.

4) , 1 mL 番红花溶液( 360 g/ mL) , 最后加入1 mL

过氧化氢( 3% ) , 混匀, 37  水浴中反应 30 min 后,

测定反应体系在 520 nm 处的吸光度。空白组用 1

mL 磷酸缓冲液 ( 20 mmol/ L, pH7. 4) 替代供试样

品,对照组分别用 1 mL 磷酸缓冲液( 20 mmol/ L,

pH7. 4)和 1 mL 磷酸缓冲液( 150 mmol/ L, pH7. 4)

替代样品和过氧化氢。每个浓度重复 3次。实验结

果用清除率 E 表示:

E= ( A样品 - A 空白) ∀ 100/ ( A 对照- A 空白)。

1. 3 白色霞水母蛋白对超氧阴离子自由基

( O2 )的清除作用

采用 PM S (吩嗪硫酸甲酯, 现用现配) NADH

(还原性辅酶 I) NBT (硝基四氮唑蓝)体系来测定

CP 对超氧阴离子自由基的清除作用[ 22]。向试管中

依次加入 0. 5 mL NADH ( 78 mol/ L ) , 0. 5 mL

NBT ( 50 mol/ L ) , 0. 5 mL PM S ( 10 mol/ L ) , 以

及体积分别为 0. 05, 0. 2, 0. 35, 0. 5, 0. 65, 0. 8 mL 的

CP ( 0. 34 mg / mL) , 最后分别加入不同体积的 T ris

HCl缓冲液使体系总体积为 3. 0 mL。混匀后,采用

分光光度法在 560 nm 波长下测定反应液的吸光度。

空白组用相同体积的 T ris HCl缓冲液替代供试样

品和 NADH,对照组用相同体积 T ris HCl缓冲液替

代供试样品。每个浓度重复 3次。清除率的表示同

1. 2。

1. 4 白色霞水母蛋白还原能力的测定

CP 还原能力的测定参照 Yen 等
[ 23]
的方法。

3. 5 mL含有不同浓度的蛋白样品的磷酸缓冲液

( 0. 2 mo l/ L , pH6. 6)中, 加入 2. 5 mL 1%的铁氰化

钾,得到的混合物在 50  下放置 20 m in, 然后加入

2. 5 mL 三氯乙酸 ( 10%) , 5 000 r/ min离心10 m in。

取上清液 2. 5 mL, 加入 2. 5 mL 蒸馏水和 0. 5 mL

0. 1%的三氯化铁, 700 nm 处测吸光度。每个浓度

重复 3次。吸光度值越大,表明还原能力越强。

1. 5 金属螯合能力的测定

白色霞水母蛋白对二价铁离子的螯合能力测定参

考Dinis等[ 24]的方法。不同浓度的样品( 3. 5 mL )中,分

别加入 0. 10 mL 2 mmol/ L 的 FeCl2和 0. 40 mL

5 mmol/ L的 ferr ozine, 摇匀, 在室温下放置10 m in,

在 562 nm 处测定吸光度,每个浓度重复 3次, 蒸馏

水代替样品作为空白。

螯合百分率用 C表示:

C= ( A空白– A样品 ) ∀ 100/ A空白

1. 6 温度对抗氧化活性的影响

白色霞水母蛋白分别在 20, 40, 60, 80  下放

置 10, 20, 30, 40, 50, 60 m in。然后按照 1. 2、1. 3

所述方法测定超氧阴离子和羟自由基的清除能力。

清除比用 R 表示: R= E1 / E0 ∀ 100

式中, E 0为未加热的 CP 的清除率, E1为加热的

CP 的清除率。

1. 7 巯基的测定

根据 Ellman法 [ 25] 测定巯基含量。吸取白色霞

水母蛋白溶液 200 L 分别置于 10 mL 比色管中, 各

加 T ris HCl 缓冲液使体积为 2. 50 mL, 再加入

0. 025 mLDT NB, 摇匀后, 于 412 nm 波长处测定吸

光度。

2 结果与分析

2. 1 羟自由基的清除作用

图 1为白色霞水母蛋白对羟自由基的清除作

用。由图 1可见, CP 对羟自由基有清除作用, 随着质

量浓度的增加,清除能力迅速提高。CP 对羟自由基的

清除能力远比常用的抗氧化剂维生素 C和甘露醇强,

CP的 EC50 (抑制 50%自由基的生成或者清除 50%已

生成自由基的有效质量浓度)不到 30 g/ mL, 而维生

素 C和甘露醇的EC50分别为1 907, 4 536 g/ mL[ 12]。

在活性氧自由基中,羟自由基最活泼,它能损伤所接触

到的所有生物分子,如某些蛋白质,核酸, 不饱和脂肪

酸等,这些损伤能引起衰老、癌症和其它疾病
[ 26]
。白

色霞水母蛋白具有很强的清除羟自由基的作用,可作

为潜在的抗氧化剂来减缓羟自由基对人体的伤害。
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图 1 白色霞水母蛋白对羟自由基的清除作用

F ig . 1 Scaveng ing effect of CP on hydroxy1 radical

2. 2 超氧阴离子的清除作用

在活性氧自由基中, 超氧阴离子自由基产生最

早,虽然它的氧化性相对较弱, 但它可以歧化生成活

性较强的活性氧自由基如单线态氧自由基, 羟自由

基和过氧化氢, 并且还能引发脂质过氧化 [ 27, 28]。在

PM S/ NADH NBT 体系中, PM S 与 NADH 生成超

氧阴离子,超氧阴离子与 NBT 反应,生成紫色产物,

在 560 nm处有最大吸收, 若样品与超氧阴离子反应

会减少紫色物质的产生, 其吸光值将会降低, 因此吸

光值愈低,表明样品清除超氧阴离子的能力愈強。CP

对超氧阴离子的清除作用如图 2所示。图 2表明, CP

对超氧阴离子的清除能力随浓度的增加而增大,但是清

除率增加的幅度不大,当蛋白质量浓度从4. 9 g/ mL增

大到 77. 7 g/ mL 时,清除率从 41. 9%增大到 48. 6%,

变化很小。CP 的EC50约为80 g/ mL,而 BHA, BHT,

维生素 E 的 EC50分别为 31, 61, 88 g / mL [ 29]。海

蜇蛋白的 EC50是 48. 91 g / mL [ 12]。可见 CP 对超氧

阴离子的清除作用较弱。

图 2 白色霞水母蛋白对超氧阴离子的清除作用

F ig . 2 Scaveng ing effect of CP on superox ide anion radical

2. 3 还原能力的测定

在 Fe3+ Fe2+ 反应体系中, 700 nm 处的吸光度

越大,表明还原能力越强(图 3)。由图 3可见, CP 的

还原能力较强,且还原能力随着质量浓度的增大而

升高,成较好的线性关系, 相关系数为 0. 996。当蛋

白质量浓度为 25. 3 g/ mL 时, 吸光度 A 700为 0. 056,

当质量浓度提高到152 g/ mL 时,吸光度 A 700可达到

0. 67,相当于约 10 g/ mL 的 BHA 在这个反应体系中

的还原能力。该水母蛋白的抗氧化活性可能与其较强

的还原能力有关。而海蜇蛋白的还原能力很低,在浓度

155 g/ mL时, A 700为 0. 002[ 12]。

图 3 白色霞水母蛋白还原能力的测定

F ig . 3 Reductiv e pow er o f CP

2. 4 金属螯合能力的测定

图 4为白色霞水母蛋白螯合能力的测定。由图

4可见,白色霞水母蛋白的螯合百分率不超过1. 6% ,

且并未随着浓度的增大而升高, 由此可以推断白色

霞水母蛋白没有螯合能力。所以可以判断白色霞水

母蛋白的抗氧化活性与螯合能力无关。

图 4 白色霞水母蛋白螯合能力的测定

Fig. 4 Metal chelating effect of CP

2. 5 温度对抗氧化活性的影响

温度是影响蛋白质生物活性的主要因素, 图 5

为温度对 CP 清除羟自由基和超氧阴离子的影响, 结

果表明温度对 CP的抗氧化活性影响不大。图 5a 表

明,培育温度在 60、80  时, CP 清除羟自由基的能力

升高。60  时,清除比在 104%~ 111%之间, 80  时

的清除比在 120%左右。培育温度在 20、40  时, CP

清除羟自由基能力有所降低。培育温度在 40、60、
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80  时,随着时间的增长, 清除比变化不大, 数值基

本呈直线分布。各培育温度下的 CP 清除活性顺序

为: 80  > 60  > 20  > 40  。图 5b表明, 对超氧

阴离子来说, 20, 40  时, 清除比都有所增加,但幅度

相差不大, 其中 40  时的清除比略微大于 20  时,

两个温度下的清除比大约在 120%左右, 且 CP 清除

活性随着时间的变化无明显规律。在 60, 80  下清

除比在 100%左右, 其中在 80  时的清除比最低。

温度对自由基清除作用的影响机理还需要进一步研

究。

图 5 温度对白色霞水母蛋白清除羟自由基 ( a)和超氧阴离

子( b)的影响

Fig . 5 The effects of temperature on scavenging effect of CP on

hydroxyl radical ( a) and superox ide anion radical ( b)

2. 6 温度对巯基含量的影响

巯基是蛋白很重要的抗氧化成份, 较其它一些

基团更易于被氧化, 因此,通过比较温度对白色霞水

母蛋白巯基含量的影响与温度对蛋白抗氧化性的影

响(图 6)是否一致,来研究蛋白的抗氧化性是否是由

巯基决定的。从图 6 可以看出, 蛋白中巯基含量受

温度的影响较大,随着温度的升高而减少。在 20  ,
40  时,巯基含量相差不大; 当温度升至 60  , 80  
时巯基含量明显减少, 其中在 80  时, 巯基含量最

少,几乎不存在了,可能是因为巯基在较高温度下比

较容易氧化而造成含量减少。但是在 60  , 80  时
该蛋白对羟自由基的清除作用却明显高于 20  ,
40  时,因此蛋白的抗氧化活性不是主要由巯基含

量决定的。

图 6 温度对白色霞水母蛋白中巯基含量的影响

F ig . 6 The effects of temperatur e on hudrousulfide

gr oup o f CP

4 讨论

抗氧化剂的抗氧化机理分为多种, 如阻止链引

发,与作为催化剂的二价金属离子反应, 降解过氧化

物,还原能力和清除自由基等。对白色霞水母蛋白

的还原能力和螯合能力测定表明, 该蛋白具有较强

的还原能力, 但没有螯合能力。所以可以初步推测

水母蛋白的抗氧化机理主要是清除已经产生的自由

基,此外还与还原能力有关。

活性氧自由基能损坏蛋白, 然而机体内的有些

抗氧化剂属于蛋白, 并且这些蛋白在抗氧化防御体

系中起着重要作用。饮食中缺少蛋白不仅影响抗氧

化酶的合成而且还会降低组织中抗氧化剂的浓度,

从而削弱机体的抗氧化能力
[ 30, 31]

。蛋白质的抗氧化

活性与巯基的含量和蛋白酶如: 过氧化歧化酶, 过氧

化氢酶,过氧化物酶等有关 [ 32]。此外, 还与组成蛋白

的氨基酸种类,氨基酸在蛋白序列中的位置及蛋白

的疏水性有关[ 33]。其中巯基含量和酶的活性对温度

非常敏感,而温度对霞水母蛋白的抗氧化活性影响

不大,所以推测水母蛋白的抗氧化性主要与蛋白中

所含的氨基酸的种类, 及其在蛋白序列中的位置或

蛋白的疏水性有关。但对于白色霞水母蛋白作为一

类新型的抗氧化物的分子机制及其性质, 究竟是一

种功能性蛋白还是一种新的酶,还有待于进一步验证。
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Abstract: In this study, the antio xidant act iv ity of proteins from jellyf ish, Cyanea noz ak ii Kishinouye, w as

determ ined by various antiox idant assays, including hydroxy l r adical scavenging , super oxide anion radical

scavenging, reducing pow er and metal chelat ing act ivity. The proteins show ed a st rong scaveng ing act ivity

on hydroxyl radical and the scavenging effect w as 85% at the concentrat ion of 41 g / mL. How ever, the

pro teins had a low scavenging effect on superox ide anion radical, and the scaveng ing ef fect of the pr oteins

didn t r each 50% at the concentration of 77. 7 g / mL. T he pro teins show ed a st rong r educing pow er, but

had no metal chelat ing activ ity. The radical scaveng ing act iv ity w as stable at a high temperature. T he re

sults show ed that the hudro sulfide contained in CP w asn t the mainly factor on the ant iox idant act ivity .
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