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泰和乌骨鸡黑色素的体外抗氧化作用
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摘要：采用分光光度法测定磷钼酸配合物、自由基和丙二醛(MDA)的含量，用于研究酶法提取

的泰和鸟骨鸡黑色素的总抗氧化能力及其清除自由基和抗脂质过氧化的作用，研究过程中用合成

黑色素与之进行比较。结果表明：泰和鸟骨鸡黑色素清除羟基自由基的能力虽然低于合成黑色

素，但其总抗氧化能力与合成黑色素相当，而清除DPPH自由基和超氧阴离子自由基的能力以及

抗脂质过氧化作用都优于合成黑色素，说明泰和乌骨鸡黑色素具有明显的体外抗氧化功能。
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The Antioxidant Activity of Melanin from Taihe Black—Bone

Silky Fowl in vitro
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Abstract：The antioxidant activity of melanin from Taihe Black-bone Silky Fowl(TBSF)in vitro

was studied．Total antioxidant activity，radical scavenging activity and inhibition of lipid

peroxidation were evaluated by the content of phosphomolybdenum complex，radical and

malondialdehyde(MDA)observed in the spectrophotometric method．Those various antioxidant

activities were compared to the synthetical melanin．It was found that the ability of TBSF

melanin on scavenging hydroxide free radicals was weaker than that of the‘synthetical melanin

and total antioxidant activity were quite close for both pigments．but superoxide radical

scavenging activity，DPPH radical scavenging activity and prevention of lipid peroxidation of

TBSF melanin were all superior than that of the synthetic melanin．The results demonstrated

that TBSF melanin has stronger antioxidant effects in vitro．

Key words：Taihe black—bone silky fowl，melanin，radical scavenging activity，inhibition of lipid

peroxidation，antioxidant activity

黑色素(melanin)广泛存在于动物、植物和微生 物中，是由吲哚类物质或多酚类物质氧化聚合而成
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的一类复杂生物多聚体[1]。黑色素一般可分为3

类：真黑色素(eumelanin，不含硫原子，呈棕色或黑

色)、脱黑色素(pheomelanin，含硫原子，呈黄色或微

红棕色)、异黑色素(allomelanin，呈棕色或黑色，主

要存在于植物中)L2]。天然黑色素除了具有结构保

护、调节体温等生物学功能外，还被证明具有光保

护、抗脂质过氧化、清除自由基和提高免疫等多种

生物活性作用[3。5J。

泰和乌骨鸡是江西特有物种资源，它既是一种

营养丰富的滋补食品，又是我国特有药用鸡种。作

者通过对泰和乌骨鸡营养和活性成分及功效的系

统研究，发现泰和乌骨鸡具有低脂肪、高磷脂含量

及多不饱和脂肪酸、必需脂肪酸和花生四烯酸在脂

肪酸组成中比例较高等特点[6-7]。作者还发现其总

脂质具有明确的补血作用[8]，鉴定出其高含量肌肽

的存在曲J。上述工作为阐明乌骨鸡独特的滋补作

用进行了有益的探索。乌骨鸡区别于其他品种鸡

的显著特征就是其体内富含黑色素，目前已有泰和

乌骨鸡黑色素(TBSF melanin)抗氧化作用的报

道¨⋯，但只考察了个别体系，也未选择合适的对照

物，很难准确反映其抗氧化作用的程度。因此，作

者以抗氧化活性较佳的合成黑色素为对照，系统考

察了泰和乌骨鸡黑色素的总抗氧化能力及其清除自

由基和抗脂质过氧化的作用，以便为其独特的结构与

活性功能研究进一步提供理论依据与实验基础。

1 材料与方法

1．1 仪器

紫外一可见分光光度计UV2800：上海尤尼珂公

司产品；电子天平：FAll04：上海天平仪器厂产品；离

心机TDL-5一A：上海安亭科学仪器厂公司产品；恒温

水浴锅HH一4：国华电器有限公司公司产品；AL—

PHAl—2冷冻干燥机：德国Martin Christ公司产品。

1．2试验材料

合成黑色素、1，1-diphenyl一2一picrylhydrazyl

(DPPH)：Sigma公司产品；硫代巴比妥酸(TBA)、

邻菲罗啉等均为国产分析纯或普通生化试剂；泰和

乌骨鸡黑色素：作者所在本实验室自行制备。

1．2．1 总抗氧化能力的测定 参考Pilar等人的

方法⋯]，略有改进。在10 mL具塞刻度比色管中

加入1 mL质量浓度分别为0．10、0．25、0．50、1．00

g／L的泰和乌骨鸡黑色素或合成黑色素溶液、1 mL

3 mol／L H2S04溶液、1 mL 0．028 mol／L Na3P04

溶液和1 mL 0．004 mol／L(NH。)6M0702。溶液，加

入蒸馏水定容至5．0 mL，摇匀，置95℃水浴中加热

反应，每30 min取出冷至室温，以不加抗氧化剂体

系为空白参比，测定695 nm波长下的吸光度。

1．2．2超氧阴离子自由基(·0：一)清除能力试验

10 mL比色管按表1加入各溶液，泰和乌骨鸡

黑色素或合成黑色素溶液的质量浓度分别为0．10、

0．25、0．50、1．00 g／L，空白组中用1 mL去离子

水代替样品溶液，混匀后将对照管置暗处，其它各

管室温条件下置于30 W日光灯下(距桌面高15

cm)反应20 rain，于560 nm比色测定，计算清除

率(％)[1引。

清除率一EA，一(A。一A。)]／A。X 100％

式中：A，为空白组吸光度；A：为样品组吸光度；A。为

对照组吸光度。

表l各溶液加入量

Tab．1 The addition of solution

1．2．3羟基自由基(·OH)清除能力试验 参考

文献1-133的方法，略作改进；试验设样品组、空白组和

对照组。样品组试管中依次加入PBS缓冲液

(pH 7．4、0．4 tool／L)、邻菲罗啉溶液(2．5 mmol／L)、

样品溶液、硫酸亚铁溶液(2．5 mmol／L)各1 mL，

H202溶液(20 mmol／L)0．5 mL；空白组中用1 mL

去离子水代替样品溶液；对照组中用1．5 mL去离

子水代替样品溶液和H：O：溶液。反应在37℃恒温

水浴锅中进行，准确反应1 h后，快速记录536 nm

处的吸光度。

按下式计算样品对羟基自由基的清除率：

清除率一E(A。一A，)／(A。一A。)]X 100％

式中：A。为空白组吸光度；A。为样品组吸光度；A。为

对照组吸光度。

1．2．4 DPPH自由基清除能力试验 参考文献

E143的方法，将实验分为样品组、对照组和空白组。

具体操作如下：3 ml。DPPH有机溶液(0．1 mmol／

L，无水乙醇配制)加入10 mL具塞试管中，再加入

0．5 mL样品溶液，然后加入1 mL水充分混匀，静

置30 rain后在517 nm处测定吸光度。清除率计
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算公式如下：

清除率一[1一(A：一A。)／A。]×100％

式中：A2为3 mL DPPH+0．5 mL样品溶液+1 mL

水的吸光度；A。为3 mL乙醇+0．5 mL样品溶液+

1 mL水的吸光度；A。为3 mL乙醇+1．5 mL水的

吸光度。

1．2．5 抗脂质过氧化试验 参考文献[15]的方

法，新鲜蛋黄加入等体积的磷酸盐缓冲液(pH

7．4)，磁力搅拌10 min后，加入磷酸盐缓冲液稀释

成体积比为1：25的蛋黄悬液。将l mL蛋黄悬

液，0．5 mL样品溶液，1 mI。磷酸盐缓冲液和1 mL

FeSO。(25 mmol／L)溶液分别加入10 mL具塞管

中，37℃保温震荡15 min；然后加入1 mL质量分数

2．5％的三氯乙酸溶液，混合均匀后在4 800 r／min

转速下离心15 min；取上清液3 mL加入2 mL硫

代巴比妥酸，混匀后的沸水浴中加热10 rain；冷却

后在532 nlTl处测定吸光度。空白组中不加样品，

而用等量的样品溶剂代替。然后按下式计算样品

对脂质过氧化的抑制能力。

抑制率一(A。一A1)／A。×100％

式中：A。为空白吸光度；A。为样品吸光度。

1．2．6统计分析 每组数据均重复测定3次，所

得试验数据采用SPSSll．5统计软件进行f检验，

P<0．05表示差异显著。

2 结 果

2．1总抗氧化能力

通过比较不同质量浓度的泰和乌骨鸡黑色素

和合成黑色素与磷钼酸反应后的吸光度大小来评

价其总抗氧化能力大小。吸光度越大则说明还原

能力越强，抗氧化性也越强。图1是泰和乌骨鸡黑

色素和合成黑色素的总抗氧化力测定结果，从图中

可以看出随着质量浓度的增大，两种黑色素的总抗

氧化力也都增大，在相同质量浓度下，泰和乌骨鸡

黑色素与合成黑色素相比差异性都不显著(P>

0．05)，表明泰和乌骨鸡黑色素的总抗氧化能力与

合成黑色素相当。

2．2清除超氧阴离子自由基(·o：一)能力

图2是泰和乌骨鸡黑色素和合成黑色素清除

超氧阴离子自由基能力试验结果，在质量浓度为

100，500“g／mL情况下，泰和乌骨鸡黑色素的清除

超氧阴离子自由基能力大于合成黑色素(P<

0．05)，而在其它高浓度情况下两者相比差异不显

著(P>0．05)。乌骨鸡黑色素清除超氧阴离子自由

基的半抑制质量浓度(1 878．48土90．86)pg／rnL，

略低于合成黑色素的(2 043．74±67．91)pg／mL，

结果表明乌骨鸡黑色素清除超氧阴离子自由基的

能力略高于合成黑色素。
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图1 泰和乌骨鸡黑色素和合成黑色素总抗氧化能力

Fig．1 Total antioxidant activity of Taihe Black-Bone

silky fowl melanin and synthetic melanin
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图2泰和乌骨鸡黑色素和合成黑色素清除超氧阴禹

子自由基能力

Fig．2 Superoxide radical scavenging activity of TBSF

melanin and synthetic melanin

2．3清除羟基自由基(·oH)能力

由图3可以看出，样品在试验剂量下对体系产

生的羟基自由基均有清除作用，清除率与样品质量

浓度有一定的量效关系。在质量浓度为l 500"g／

mL和2 000 ttg／mL时，泰和乌骨鸡黑色素和合成

黑色素的清除率分别为(24．68-3．05)％、(34．05

±3．61)％和(42．54土3．34)％、(48．76±2．81)％，

前者明显低于后者(P<O．05)。结果表明泰和乌骨

鸡黑色素清除羟基自由基的能力低于合成黑色素。

2．4清除DPPH自由基能力

按1．2．4所述方法，分别研究了不同质量浓度

的泰和乌骨鸡黑色素和合成黑色素对DPPH自由

基的清除作用，结果见图4。从图中可以看出随着

质量浓度的增大，两种黑色素清除DPPH自由基能

力也都增大，在质量浓度为10和50 pg／mL的情况

下，泰和乌骨鸡黑色素清除DPPH自由基的能力大

于合成黑色素(P<O．05)，而在质量浓度为75，100，

150 mg／mL的情况下两者相比差异不显著(P>

如∞约∞如柏如加m

o
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0．05)。泰和乌骨鸡黑色素清除DPPH自由基的半

抑制质量浓度为(37．33±2．62)／慢g／mL，明显低于

合成黑色素的半抑制率(49．22士2．48)／zg／mL(P

<O．05)。结果表明泰和乌骨鸡黑色素清除DPPH

自由基的能力强于合成黑色素。
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圈3泰和乌骨鸡黑色素和合成黑色素清除羟基自由

基能力

Fig．3 Hydroxide free radical scavenging activity of

TBSF melanin and synthetic melanin
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图4泰和乌骨鸡黑色素和合成黑色素清除DPPH自

由基能力

Fig．4 DPPH radical scavengjng activity of TBSF mela。

nin and synthetic melanin

2．5抑制脂质过氧化能力

引起机体脂质过氧化的因素很多，其中二价铁

离子是生物体内最主要的脂质过氧化促进剂，故作

者以二价铁离子为氧化促进剂，以软黄脂质体体系

为模型，研究黑色素对脂质过氧化的抑制作用。图

5是泰和乌骨鸡黑色素和合成黑色素对脂质过氧化

抑制作用的结果，在质量浓度为100～2 000 btg／mL

情况下，泰和乌骨鸡黑色素对脂质过氧化的抑制率

为(28．31±0．87)％～(75．30土5．19)％，合成黑色

素则为(16．03±0．78)％～(63．63±3．83)％，在同

质量浓度情况下相比，前者明显高于后者(P<

0．05)。以半抑制浓度相比较，泰和乌骨鸡黑色素

的抗脂质过氧化的半抑制浓度(775．19±40．34)

／-g／mL不到合成黑色素(1681．06±91．18)弘g／mL

的二分之一。结果表明泰和乌骨鸡黑色素的抗脂

质过氧化作用明显高于合成黑色素。

0 500 l 000 l 500 2000

质量浓度／(p g／mL)

图5泰和乌骨鸡黑色素和合成黑色素对脂质过氧化

抑制作用

Fig．5 Prevention of lipid peroxidation by TBSF melanin

and synthetic melanin

3讨 论

自由基是人体组织中许多生化反应的中间代

谢产物，正常情况下，机体存在着完善的自由基清

除系统，使体内自由基的产生与清除处于动态平衡

中。应激时，由于机体产生的自由基不能被及时清

除，化学性质活泼的自由基与游离或结合状态的不

饱和脂肪酸作用，不但改变膜的结构和功能，还诱

发脂质过氧化反应产物增多。许多研究表明自由

基是包括各种炎症，动脉粥样硬化、脑动脉痉挛、老

年性痴呆等在内的多种疾病的重要诱因。寻找能

够有效清除自由基和抗脂质过氧化功能且无毒副

作用的天然抗氧化剂，预防和减轻上述疾病的发生

和发展，是人类研究的重要课题之一。

合成黑色素是一种公认的活性较高的抗氧化

剂，并与泰和乌骨鸡黑色素溶解性质相似，因此作

者所有体系都以合成黑色素作为对照。结果表明

泰和乌骨鸡黑色素清除羟基自由基的能力低于合

成黑色素，总抗氧化力与合成黑色素相当，而清除

DPPH自由基和超氧阴离子自由基的能力和抗脂

质过氧化作用都优于合成黑色素。总体来说，泰和

乌骨鸡黑色素的体外抗氧化作用强于合成黑色素。

氨基酸分析表明泰和乌骨鸡黑色素中含有质量分

数25％的蛋白质或残留多肽，黑色素蛋白质复合物

或多肽复合物中的多肽可能是导致泰和乌骨鸡黑

色素具有较强抗氧化活性的原因。此外，作者研究

发现，与合成黑色素相比，泰和乌骨鸡黑色素含有

更多含有羧基的单元结构，可以螯合更多的Fe2+和

Cu2+等离子，这可能是泰和乌骨鸡黑色素抗脂质过

氧化作用明显高于合成黑色素的原因之一。因此，

泰和乌骨鸡黑色素的结构与抗氧化活性之间的关

系还有待于进一步研究。
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4 结 语

泰和乌骨鸡黑色素清除羟基自由基的能力虽

然低于合成黑色素，但其总抗氧化能力与合成黑色

素相当，而清除DPPH自由基和超氧阴离子自由基

的能力以及抗脂质过氧化作用都优于合成黑色素，

说明泰和乌骨鸡黑色素具有明显的体外抗氧化功

能，有望开发成为一种天然的抗氧化剂。
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