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波纹巴非蛤活性肽的体外抗氧化活性
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　　摘要：研究波纹巴非蛤活性肽体外清除自由基的作用，以实验室自制的波纹巴非蛤活性肽（２７４０６～６９０００ｕ）为
原料，测定其对羟自由基、超氧自由基、过氧化氢和亚硝酸根离子的清除能力。结果表明，当波纹巴非蛤活性肽的相对

分子质量在４００００～４５０００ｕ时，清除超氧自由基、过氧化氢、羟自由基和亚硝酸根的能力均达到最高峰。
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　　抗氧化剂能够保护食物免受氧化损伤而变质，并且在人
体的消化道内具有抗氧化作用，可以防止消化道发生氧化损

伤；被人体吸收后，抗氧化剂可在机体其他组织器官内发挥作

用。天然抗氧化剂具有较强的抗氧化活性和良好的食用安全

性，因此在食品、保健品、药品等领域已经展现出良好的应用

前景。随着海洋生物研究的深入和研究技术的提高，从海洋

生物中寻找新的天然抗氧化剂已经成为海洋食品、药物、保健

品研究的重要目标之一。

波纹巴非蛤（俗称花甲）是我国重要的海洋贝类资源，营

养丰富、肉质鲜美，同时具有很高的食疗和药用价值。本试验

以笔者所在实验室自制的波纹巴非蛤活性肽为原料，通过测

定波纹巴非蛤活性肽清除亚硝酸根、过氧化氢、超氧自由基和

羟自由基４种物质的能力，以期测定其抗氧化活性，从而进一
步检验波纹巴非蛤活性肽的抗氧化能力，以期为波纹巴非蛤

活性肽的后续研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
波纹巴非蛤活性肽，为笔者所在实验室自制。

主要试剂有茚三酮、酚酞、罗丹明Ｂ液、Ｈ２ＳＯ４、ＦｅＳＯ４、邻
苯三酚、Ｔｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液（ｐＨ值 ８．０）、浓盐酸、丙酮、
ＮａＮＯ２标准溶液、０．０１ｍｏｌ／Ｌ藏红 Ｔ溶液、靛蓝胭脂红、铜
（Ⅱ）溶液等，均为分析纯。
１．２　试验仪器

ＵＶ－２１０２／ＰＣ／ＰＣＳ型紫外分光光度计，上海尤尼科仪器
有限公司；ｐＨＳ－３Ｃ精密酸度计，上海虹益仪器有限公司；
ＫＡ－１０００飞鸽牌高速离心机；气浴恒温振荡器，江苏省金坛
市宏华仪器厂；电子天平，北京赛多利斯仪器系统有限公司；

分析天平，潮州凯誉生物有限公司。

１．３　试验方法
１．３．１　波纹巴非蛤活性肽清除羟自由基（·ＨＯ）的能力
１．３．１．１　羟自由基的测定　取２支１０ｍＬ的刻度试管，在１

支管中分别加入 ２．５ｍＬ罗丹明 Ｂ液、０．８ｍＬ硫酸溶液、
１．５ｍＬＦｅＳＯ４溶液、１．０ｍＬＨ２Ｏ２溶液，加蒸馏水稀释至刻度
处，摇匀并放置５ｍｉｎ后，置于１ｃｍ比色皿中，用紫外分光光
度计测定其吸收峰，确定其最大吸收波长为５５８ｎｍ。然后用
紫外分光光度计在５５８ｎｍ处测定吸光度，计算其与空白参比
的吸光度之差ΔＤ羟自由基。
１．３．１．２　羟自由基清除率的测定　在１０ｍＬ具塞刻度试管
中依次加入２．５ｍＬ罗丹明Ｂ溶液、０．８ｍＬ硫酸溶液、１．５ｍＬ
ＦｅＳＯ４溶液、１．０ｍＬＨ２Ｏ２溶液，摇匀并放置 ５ｍｉｎ后，加入
１ｍＬ波纹巴非蛤活性肽溶液（浓度１０ｍｇ／ｍＬ），加蒸馏水稀
释至刻度处，测定其吸光度Ｄ１；对照以溶剂代替，其余步骤同
上，测定对照蒸馏水吸光度 Ｄ对照１、空白体系（罗丹明 Ｂ和
Ｈ２ＳＯ４溶液）吸光度Ｄ空白１，计算清除率Ｐ１

［１－６］：

Ｐ１＝
Ｄ１－Ｄ对照１
Ｄ空白１－Ｄ对照１

×１００％。

１．３．２　波纹巴非蛤活性肽清除超氧自由基能力的测定　取
５ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ值 ８．０）的 Ｔｉｓ－ＨＣｌ缓冲溶液，置于
２５℃ 水浴中预热２０ｍｉｎ，然后分别加入波纹巴非蛤活性肽样
品液（蛋白浓度１０ｍｇ／ｍＬ）和０．４ｍＬ２５ｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚溶
液，混匀后置于２５℃水浴中反应４ｍｉｎ，再加入８ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
终止反应，于２９９ｎｍ处测定溶液的吸光度（Ｄ２）。空白对照
组以相同体积的丙酮代替待测样品，测定吸光度 Ｄ空白２，计算
清除率Ｐ２

［２，５］：

Ｐ２＝
Ｄ空白２－Ｄ２
Ｄ空白２

×１００％。

１．３．３　波纹巴非蛤活性肽清除亚硝酸根离子能力的测定
１．３．３．１　亚硝酸离子的测定　分别于 ２只容量瓶中加入
１．１ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４溶液、０．２５ｍＬ０．０１ｍｏｌ／Ｌ藏红Ｔ溶液
和一定量的亚硝酸根标准溶液，用蒸馏水稀释至刻度并摇匀，

置于沸水浴中加热 １０ｍｉｎ，流水冷却 ３ｍｉｎ终止反应，在
５５８ｎｍ处测定溶液的吸光度Ｄ３，以对应的空白试剂为Ｄ空白３，
计算ΔＤ亚硝酸离子：

ΔＤ亚硝酸离子 ＝Ｄ３－Ｄ空白３。
１．３．３．２　亚硝酸离子清除率的测定　分别于２只容量瓶中
加入１．１ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４溶液、０．２５ｍＬ０．０１ｍｏｌ／Ｌ藏红Ｔ
溶液和一定量的亚硝酸根标准溶液，加蒸馏水２０ｍＬ，摇匀后
置于沸水浴中加热１１ｍｉｎ，流水冷却３ｍｉｎ以终止反应。加
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入１ｍＬ波纹巴非蛤活性肽样品溶液（蛋白浓度１０ｍｇ／ｍＬ），
摇匀后在室温下反应１５ｍｉｎ，滴加０．３ｇ／ｍＬ的ＺｎＳＯ４溶液沉
淀蛋白质，冷却至室温后定容并摇匀，取滤液测定吸光度Ｄ４，
计算亚硝酸根清除率Ｐ３：

Ｐ３＝
Ｄ３－Ｄ４
Ｄ３－Ｄ空白３

×１００％［３］。

１．３．４　波纹巴非蛤活性肽清除过氧化氢离子能力的测定
１．３．４．１　过氧化氢离子的测定　分别于２支１０ｍＬ比色管
中加入２．０ｍＬ０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ３ＰＯ４溶液、１．０ｍＬ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ
靛蓝胭脂红溶液、１．５ｍＬ２０μｇ／ｍＬ铜（Ⅱ）溶液，其中１支加
入过氧化氢标准溶液或试液（含量０．１～４．０μｇ），另１支不
加Ｈ２Ｏ２，分别用水稀释至１０ｍＬ，置于２８℃水浴中放置反应
１５ｍｉｎ，以水为参比，用１ｃｍ比色皿于６１２ｎｍ波长处分别测
定催化、非催化 体系吸光度 Ｄ５、Ｄ６，计算吸 光 度 差
值ΔＤ过氧化氢离子：

ΔＤ过氧化氢离子 ＝Ｄ６－Ｄ５。
１．３．４．２　清除过氧化氢离子能力的测定　分别于１０ｍＬ比
色管中加入 ２．０ｍＬ０．２ｍｍｏｌ／ＬＨ３ＰＯ４ 溶液、１．０ｍＬ
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ靛蓝胭脂红溶液、１．５ｍＬ２０μｇ／ｍＬ铜（Ⅱ）溶液、
１ｍＬ波纹巴非蛤活性肽样品溶液（蛋白浓度１０ｍｇ／ｍＬ）、过
氧化氢标准溶液或试液（含过氧化氢０．１～４．０μｇ），分别用
水稀释至１０ｍＬ，置于２８℃水浴中放置反应１５ｍｉｎ，以水为
参比，用１ｃｍ比色皿于６１２ｎｍ波长处测定吸光度 Ｄ７，计算
清除率Ｐ４：

Ｐ４＝
Ｄ６－Ｄ７
ΔＤ过氧化氢离子

×１００％［４］。

２　结果与分析

２．１　波纹巴非蛤活性肽对羟自由基的清除率
由图１可以看出，波纹巴非蛤活性肽具有较强的清除羟

自由基离子的能力，当相对分子质量在３００００～５００００ｕ时，
清除效果明显；当相对分子质量约为 ４３０００ｕ时，达到最高
峰，清除率达４５％。

２．２　波纹巴非蛤活性肽对超氧自由基离子的清除率
由图２可知，波纹巴非蛤活性肽具有较强的清除超氧自由

基离子的能力，清除效果明显，当相对分子质量在 ４３０００ｕ左
右时，达到最高峰，清除率达７４％。
２．３　波纹巴非蛤活性肽清除亚硝酸根离子的能力

由图３可知，波纹巴非蛤活性肽清除亚硝酸根离子的能
力较弱，相对分子质量在３１０００～５４０００ｕ时，清除率在１０％

以上；相对分子质量在４３０００ｕ左右时，达到最高峰，清除率
达２５％。

２．４　波纹巴非蛤活性肽清除过氧化氢离子的能力
由图４可知，波纹巴非蛤活性肽清除过氧化氢离子的能

力强，各阶段的清除率均在 １０％以上，相对分子质量在
４３０００ｕ左右时达到最高峰，清除率在６０％以上。

２．５　波纹巴非蛤活性肽清除４种离子的能力对比
由图５可知，波纹巴非蛤活性肽清除各种离子的能力为：

超氧自由基＞过氧化氢＞羟自由基＞亚硝酸根。波纹巴非蛤
多肽液的相对分子质量在４００００～４５０００ｕ时，清除４种离
子的能力最强；当相对分子质量小于４００００ｕ时，随着相对分
子质量的增大，抗氧化活性增大；当相对分子质量大于

４５０００ｕ时，随着相对分子质量的增大，抗氧化活性减小。

３　结论

波纹巴非蛤活性肽应用于体外清除自由基的试验中效果
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明显。波纹巴非蛤活性肽对超氧自由基清除率最高达７４％，
对过氧化氢清除率最高达６１．５％，对羟自由基清除率最高达
４５％，对亚硝酸根离子的清除率最高达２４％。当波纹巴非蛤
活性肽分子量在４００００～４５０００ｕ时，其清除超氧自由基、过
氧化氢、羟自由基和亚硝酸根的能力均达到最大。
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　　摘要：纳豆是一种传统的日本食品，由纳豆菌在一定温度湿度条件下发酵大豆而来，新鲜纳豆表面金黄色，风味独
特营养丰富。纳豆的主要发酵菌为纳豆菌，属芽孢杆菌属，称为纳豆枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｖａｒ．ｎａｔｔｏ），是好氧
的革兰氏阳性菌。利用扫描电子显微镜和 ＥＲＩＣ－ＰＣＲ指纹图谱技术对４株纳豆菌（高桥纳豆、ＭＩＺＫＡＭ１、寿纳豆、
ＭＩＺＫＡＭ无臭）进行了亲缘关系鉴定。结果显示，ＭＩＺＫＡＭ无臭与寿纳豆的亲缘关系较近，而高桥纳豆与其他品种亲
缘关系较远。
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　　纳豆（ｎａｔｔｏ）是日本传统大豆发酵食品。纳豆的主要发
酵菌为纳豆菌，属芽孢杆菌属，是好氧的革兰氏阳性菌［１］。

纳豆菌能分解蛋白质、碳水化合物、脂肪等大分子物质，使发

酵产品中富含氨基酸、有机酸、寡聚糖等多种易被人体吸收的

成分，还能分泌各种酶和维生素，从而可促进小肠黏膜细胞的

增殖，保证小肠功能正常［２－６］。纳豆还能有效预防和辅助治

疗心脑血管疾病。纳豆防治心脑血管疾病的药用价值主要源

自纳豆激酶［７］。自１９８７年纳豆中发现强力溶栓激酶———纳
豆激酶以来，纳豆引起了全世界的广泛关注［８］。该酶不仅有

显著的溶栓作用，还可以激活静脉内皮细胞的纤维蛋白酶

原［９－１０］。此外，纳豆菌发酵液中含有多达１７种氨基酸，其中
包括人体必需的８种氨基酸［１１］，因此纳豆具有“超级健康食

品”的美誉。然而，由于当今市场纳豆产品种类繁多，都有各

自的菌种命名，因此本试验利用扫描电子显微镜和 ＥＲＩＣ－
ＰＣＲ（ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｃｏｎｓｅｎｓｕｓＰＣＲ）指纹
图谱技术［１２］对４个纳豆菌生产种进行鉴定分析，旨在鉴定其
个体形态的差别及亲缘关系的远近。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
４个纳豆菌株（高桥纳豆、ＭＩＺＫＡＭ１、寿纳豆、ＭＩＺＫＡＭ

无臭），由青岛农业大学农业应用真菌研究室提供。

１．２　方法
１．２．１　单菌落培养 　将４种纳豆菌株接种到 ＬＢ液体培养
基（成分为 １０ｇ／Ｌ蛋白胨、５ｇ／Ｌ酵母粉、５ｇ／ＬＮａＣｌ）中，放
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