
第 17卷 无 锡轻 工大 学 学报 V ol. 17

第 3期 JO U RN A L O F W U X I U N IV ERSI T Y O F L IG HT IN D U ST RY 1998 No. 3

收稿日期: 1997-03-21

第一作者:张　英 ,女 , 1961年 11月生 ,工学博士 ,副教授

羟化赖氨酸清除活性氧自由基能力的研究

　　张　英　　　　　　　　王树英　丁霄霖

(浙江农业大学食品科技系 ,杭州 310029)　 (无锡轻工大学食品学院 ,无锡 214036)

摘要　在竹叶及其提取物中检出了一种特殊的非蛋白氨基酸δ-OH-Ly s,为了解其

生物学意义 ,用化学发光法和电子自旋共振法 ( ESR)对δ-O H-Lys和 Ly s清除超

氧阴离子自由基 ( O 2
-

)的能力作了比较 ,结果表明赖氨酸在δ位羟化以后 ,抗活性

氧自由基的活性有了显著提高。
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0　前　　言
氨基酸、肽和蛋白质的抗氧化活力 ,尤其是作为油脂自动氧化的链阻断剂的能力已有许

多研究
[1～ 8 ]

,但较多的工作是通过 Maillard反应得到具有抗氧化作用的产物
[9 ]
。

从 70年代末人们开始关注氨基酸的生物抗氧化活性 ,氨基酸已被建议作为活体内潜在

的抗活性氧 (特别是1 O2和 O 2
-

)的生物抗氧化剂 [ 10] , 但有关氨基酸的抗氧化机理至今未见

有成功的解释。

我们在研究竹叶中抗氧化和抗衰老的功能因子时 ,在桂竹叶、金毛竹叶及其提取物中检

出了相当数量的δ-O H-Ly s,主要以游离单体和小肽的形式存在。我们选取了 19种氨基酸单

体及谷胱苷肽 ( GSH)的标样 ,用化学发光法测试它们对活性氧自由基 ( O
 
2

-
和
 

OH)的清除

能力 , 证实了氨基酸普遍具有生物抗氧化活性 ,抗 O
 
2

-
的有效浓度范围在 1× 10- 2～ 1× 10- 4

m ol /L ,且 GSH表现出远高于氨基酸单体的抗氧活力
[11 ] ,又用化学发光和 ESR两种方法

对 Ly s和 δ-O H-Lys的清O 2
-
活力作了专项的比较 ,并对其增效机理进行了探讨。

1　材料和方法
1. 1　氨基酸试样

赖氨酸: Ly s HCl, BR, BDH进口分装。

羟化赖氨酸: δ-O H-Lys HCl, BR, Sigma公司出品。

氨基酸试样用 pH7. 8的磷酸盐缓冲溶液配成 0. 1 mo l /L的应用液待用。



1. 2　化学发光法测定清O
 
2

-
活力

1. 2. 1　仪器和试剂　生物化学发光仪: SHG-1型 , 上海技术监督局实验工厂制造。测试时

样品室温度 30℃、高压 550 V、甄别电压 0. 2 V; 黄嘌呤 (X )和鲁米诺 ( Luminol )均为 Sig ma

公司产品 , 黄嘌呤氧化酶 ( XOD)为中科院上海生化所生产 , 其余试剂和药品均为 AR级 ,

发光所用试剂用超纯水配制。

1. 2. 2　测定方法　 用 X-XOD-Luminol的稳态体系
[11 ]产生 O

 
2

-
, 加入不同浓度的氨基酸

应用液进行抑制 , 用发光仪测定。这是一个相当稳定的体系 ,发光强度在 30 min内基本保持

稳定。反应步骤:发光杯中依次加入 10μL的 0. 1 U /m L的 XOD和 100μL的样品应用液 ,预

恒温 30℃ ,用同样温度的 900μL的 X-Lumino l混合液 ( 9 1)启动发光反应 ,记录每 6秒的发

光强度积分 Cp6s. 空白用 p H7. 8的 PBS代替。与空白对照计算抑制率。

1. 3　 ESR测定清 O
 
2

-
活力

1. 3. 1　仪器和测试条件　 JES-FEIX G电子自旋共振仪 ( JEO L公司 ,日本 )。共振腔温度

- 120℃ , X波段 , 微波功率 4 mW ,磁场强度 ( 330± 50) mV s /m
2 ,响应时间 0. 1 s, 检测时

间 3 min. 选择 Na2 O2-DM SO体系产生 O 2
- [12 ]
波谱特征的 G因子是 g∥ = 2. 085 9,

g⊥ = 2. 007 6.

1. 3. 2　测定方法　 测试时取新鲜配制的 100μL的 Na2O2-DM SO溶液 ,加上 15μL的水或

试液 (δ-O H-Lys和 Ly s事先用超纯水配制成 3种靠近 IC50的浓度 ) ,定量吸入石英毛细管内 ,

低温下进行测试 ,纪录微商 ESR谱 ,用信号峰的高度表示所产生 O
 
2

-
的相对强度 ,计算清除

率。

2　结果与分析
2. 1　化学发光法研究结果

图 1显示了δ-O H-Lys和 Lys试样在 5 mmo l /L终浓度时 ,对 X-XOD-Lumio l的 O 2
-
产

生体系 ( 25℃ , pH10. 04, X和 Lumio l浓度均为 178 mmo l /L)化学发光的淬灭 ,图 2表示了相

应的抑制率。表 1则列举了在 3种不同测试浓度时 , Ly s和δ-O H-Lys对 O
 
2

-的抑制率。

图 1　两种 Lys对O 2-化学发光的淬灭　　　　　　图 2　δ-OH-Lys和 Lys对 O 2-的清除能力
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　　化学发光法测定的结果表明 , Ly s在 δ

位羟化以后提高了抗氧活性 ,并且这种活性

呈显著的浓度依赖关系。

化学发光法虽然有方便和快速的特点 ,

但毕竟是一种检测自由基的间接方法 ,要取

表 1　不同赖氨酸试样对 O 2
-的抑制率　　%

试样
氨基酸试样终浓度 / ( mmol /L)

10 5 1

Lys HCl 85. 4 37. 0 28. 0

δ-O H-Lys HCl 97. 4 64. 3 33. 7

　　注:反应 15 min时间测定

得有关自由基存在、变化的直接证据 ,还有待 ESR的研究。

2. 2　 ESR研究结果

ESR波谱分析 (用 Na2 O2-DM SO体系产生 O
 
2

- , 共振腔温度 - 120℃ )的结果见表 2,图

3,图 4.

表 2　两种赖氨酸清除O 2-能力的 ESR测定

试样浓度 /

( mmol /L)

　　δ-O H-Lys HCl　　 　　　 Lys HCl　　　

信号强度 /mm 清除率 /% 信号强度 /mm 清除率 /%

　　　对照 　　　 48 　　　 0 　　　 48 　　　 0

　　　 1. 09 26 45. 83 29 39. 58

2. 17 19 60. 42 23 52. 08

6. 52 0 100 17 64. 58

　　试样浓度 /m mol /L: A 1. 09;　 B 2. 17; C 6. 52　　　　　试样浓度 /mmol /L: A 1. 09;　 B 2. 17; C 6. 52　

图 3　δ-OH-Lys清除 O 2
-的 ESR谱图　　　　　　　图 4　 Lys清除O 2

-的 ESR谱图

　　 ESR研究的结果与化学发光法相吻合 ,证实了两种赖氨酸盐酸盐均有清除 O
 
2

-的活力 ,

IC50 1～ 2 mmo l /L,且浓度与抗氧活性之间呈显著的量效关系 ;当终浓度均为 6. 25 mm ol /L

时 ,δ-O H-Lys已完全清除 O
 
2

- ,而 Ly s的清除率仅为 64. 58% ; 2. 17 m mol /L的 δ-O H-Ly s

的清除能力与 6. 25 m mol /L的 Ly s接近。证实赖氨酸在δ位羟化以后活性确有显著提高。同

时还发现 ,在清除 O
 
2

-的同时 , 体系中没有出现新的信号峰 ,表明在该反应过程中没有新的

自由基产生。

3　讨　　论
化学发光和顺磁共振的研究结果一致表明 ,赖氨酸羟化以后清除 O

 
2

-的能力显著提高。

δ-O H-Lys中除了氨基酸共有的功能团 (α-氨基和α-羧基 )外 ,在ε-N H2的邻位上增加了一个

O H,关于其增效机理 ,我们认为主要是由于δ-OH的供氢作用和分子内氢键的稳定效应。邻

位氨基和羟基的存在有利于形成分子内氢键 ,一旦供氢以后 ,由于分子内氢键的形成 ,使δ-

O H-Lys的氧化态产物具有相当的稳定性 ,从而增强了它作为自由基清除剂淬灭 O
 
2

-的能
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力。竹叶及其提取物中存在相当数量的δ-O H-Lys,并且具有显著高于 Lys的生物抗氧化活

性 ,羟化赖氨酸在理论和实践上均能部分替代赖氨酸 ,应用于食品和医药的某些方面 ,将起

到营养和保健的双重功效 ,具有十分诱人的前景。
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Studies on the Scavenging Capacity of Hydroxyl Lysine

to Active Oxygen Radical

Zhang Ying
( Dept. of Food Sci. and Tech. , Zhejiang Ag ric. Univ. , Hang zh ou 310029)

Wang Shuying　　 Ding Xiaolin
( School of Food Sci. and Tech. , Wuxi Univ ersi ty of Ligh t Ind ust ry, W uxi 214036)

Abstract　 A kind of speci fic non-pro tein amino acid,δ-O H-Lys , w as detected o ut bo th

f rom bamboo leav es a nd thei r ex t racts. Its bio logic sig nificance of a ntioxidatio n w as inv es-

tigated by Chemiluminescence a nd ESR. The results show ed tha t the scav enging capacity

o f this hydrox yl lysine on O
 
2

-
was m uch stro ng er than lysine.
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