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骨蛋白酶解物的抗氧化作用
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摘 要：研究了骨胶原蛋白酶解物的总抗氧化能力、羟自由基(·OH)清除作用和抑制超氧阴离子

自由基的能力。通过与谷胱甘肽(GSH)的比较发现，溶液质量浓度在100～150 mg／mL时，该骨

胶原多肽的总抗氧化能力为GSH的71．92％。溶液质量浓度在2．5～20 mg／mL时，该多肽羟自

由基清除作用为谷胱甘肽的1．36倍。溶液质量浓度为10～150 mg／mL时，多肽抑制超氧阴离子

自由基的能力低于谷胱甘肽。
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Abstract：In this manuscript，the effect of bone collagen peptide and glutathione(GSH)on the

total antioxidant capacity，hydroxyl radical scavenging and superoxide anion free radical

inhibition was carefully investigated．It was found that this peptide exhibited：(1)7 1．92％total

antioxidant capacity that of GSH at the range of 2．5 mg／mL～20 mg／mL：(2)1．36 times

hydroxyl radical scavenging that of GSH at the range of 2．5 mg／mL～20 mg／mL；(3)But

superoxide anion free radical inhibition of this peptide was lower than that of GSH at the range of

10 mg／mL～150 mg／mL．The results indicated that bone collagen peptide is a perfect peptide on

antioxidation function．

Key words：bone collagen peptide，total antioxidant capacity，scavenging effect of hydroxyl

radical。inhibit ability of superoxide anion free radical

正常人体内的自由基处于产生与清除的动态

平衡，如果自由基产生过多或清除过慢，会对生物

体产生～系列损害，加速衰老并诱发各种疾病‘1q]。

人类及动物许多疾病与自由基代谢失衡有关，如癌

症、老年性痴呆、关节炎、胃溃疡、动脉硬化掣”“。
补充外来抗氧化活性物质能降低机体自由基水平，

防止脂质过氧化，帮助机体抵御疾病，延缓衰老嘲。

抗氧化肽以其相对分子质量小、易吸收、活性强等
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特点受到重视，在医药、化妆品、保健品和食品与饲

料添加剂等方面有广阔前景。

蛋白酶水解骨胶原多肽产物中存在多种抗氧

化肽，它们具有较强抑制生物大分子过氧化、清除

体内自由基、美容、保湿、增加皮肤弹性、促进钙质

沉降等功能⋯]。目前国内外酶解大豆蛋白、乳蛋

白、鱼类蛋白、鸡蛋卵蛋白获得具有抗氧化功能多

肽的研究报道较多，对于酶解动物骨骼获得具有抗

氧化功能多肽的研究报道则较少。作者主要研究

了前期通过优化酶解条件制备出的骨多肽粉的抗

氧化特性。

1材料与方法

1．1材料与设备

1．1．1材料多肽粉，自制：猪骨一清洗破碎一加

水蒸煮一去脂一干燥一粗粉碎一超微粉碎一骨粉

一配制成骨泥一杀菌一调pH值一加酶一酶解一灭

酶一过滤一多肽液真空浓缩一冷冻干燥一成品；多

肽粉粗蛋白质量分数为98．91％，氨基酸质量分数

为12．18％，三氯乙酸(TCA)可溶性蛋白占总蛋白

的95％以上。

1．1．2 主要药品与试剂 还原型谷胱甘肽

(GHS)，sigma公司提供；总抗氧化能力测定试剂

盒，羟自由基测定试剂盒，抑制与产生超氧阴离子

自由基测试盒，均由南京建成科技有限公司提供。

1．1．3主要设备 HH—S8型电热恒温水浴锅，

金坛市岸头国瑞实验仪器厂制造；AB-L分析天平，

梅特勒一托利多(中国)有限公司制造；7200型可见

分光光度计，尤尼柯(上海)仪器有限公司制造；

TY5258型低温冰箱，日本SANYO株式会社制造。

1．2方法

1．2．1 总抗氧化能力的测定 总抗氧化能力是指

在37℃时，每分钟每毫升样品使反应体系的吸光

度(OD)值每增加0．01时，为一个总抗氧化能力单

位。其测定采用南京建成科技有限公司的总抗氧

化能力试剂盒，按说明书中要求进行操作。

1．2．2 羟自由基清除作用的测定 羟自由基清除

能力是指每毫升样品在37℃下反应1 rain，使反应

体系中H。0。浓度降低1 mmol／L为一个抑制羟自

由基能力单位。其测定采用南京建成科技有限公

司的羟自由基测定试剂盒，按说明书中要求进行测

定。

1．2．3 抑制超氧阴离子自由基能力的测定 抑制

超氧阴离子自由基能力是指在反应体系中，每升样

品在37℃反应40 min所抑制的超氧阴离子自由基

相当于1 mg的维生素C所抑制的超氧阴离子自由

基的变化值为一个活力单位。其测定采用南京建

成科技有限公司的抑制与产生超氧阴离子自由基

测试盒，按说明书中要求进行操作。

1．2．4数据分析 按总抗氧化能力、羟自由基清

除作用、超氧阴离子自由基清除能力检测试剂盒说

明书中要求，对样本进行测定前均需要做预备试

验，以确定检测所需最佳浓度范围。故先做预备试

验，然后根据预备试验结果配制最佳检测浓度范围

内的不同浓度的多肽液和谷胱甘肽(GSH)溶液，检

测以上3项指标，每项检测均做7个平行。实验数

据采用Minitabl4统计分析软件进行数据处理。

2结果与分析

2．1．总抗氧化能力

通过预实验证明两种被测溶液质量浓度范围

在100～150 mg／mL时吸光值与总抗氧化能力成

良好线性关系。最佳检测质量浓度范围内测得的

总抗氧化能力结果见图1。

图l不同质量浓度多肽及谷胱甘肽溶液总抗氧化能力

Fig．1 Effect of peptide and GSH concentration on the

total antioxidant capacity

经统计学检验，结果表明所测多肽溶液各质量

浓度之间以及谷胱甘肽溶液各质量浓度之间的总

抗氧化性差异极显著(P％0．01)，多肽及谷胱甘肽

溶液质量浓度为100～150 mg／mL时总抗氧化能

力与其质量浓度成正相关，随着质量浓度的升高而

增强。相同质量浓度下两种溶液的总抗氧化性差

异均极显著(P<0．01)，在溶液质量浓度为100～

150 mg／mI，时，多肽的总抗氧化能力稍低于谷胱甘

肽，为谷胱甘肽总抗氧化能力的71．92％。110 mg／

mI。谷胱甘肽溶液与130 mg／mI。多肽溶液总抗氧

化能力的方差分析结果F=4．49<F。。。(1，6)=

5．99，P=0．056>0．05，说明110 mg／mL谷胱甘肽

溶液与130 mg／mL多肽溶液总抗氧化能力并无显

著性差异(口一0．05)，可以认为两者总抗氧化能力
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基本相等。

2．2 抑制羟自由基的能力

预实验证明两种被测溶液质量浓度范围在2．5

～10 mg／mL时吸光值与羟自由基清除作用成良好

线性关系。最佳检测质量浓度范围内测得的羟自

由基清除作用结果见图2。

一
目

j
V

R
攫
糊
忸
血
鼎
毒
幂

溶液质量浓度／(mg／mL)

圈2不同质量浓度多肽及谷胱甘肽溶液抑制羟自由

基能力

Fig．2 Effect of peptide and GSH concentration on the

hydroxyl radical scavenging

经统计学检验，结果表明所测多肽溶液各质量

浓度之间以及谷胱甘肽溶液各质量浓度之间的羟

自由基清除作用差异极显著(P<o．01)，多肽及谷

胱甘肽溶液质量浓度为2．5～20 mg／ml。时羟自由

基清除作用与其质量浓度成正相关，随着质量浓度

的升高而增强。相同质量浓度下两种溶液羟自由

基清除作用差异均极显著(P<O．01)，在溶液质量

浓度为2．5～20 mg／mL时，多肽羟自由基清除作

用为谷胱甘肽的1．36倍，多肽羟自由基清除作用

明显高于谷胱甘肽的。5 mg／mL多肽溶液与

7．5 mg／mL谷胱甘肽溶液羟自由基清除作用的方

差分析结果F一2．81<Fo．。5(1，6)=5．99，P=

0．119>o．05，说明5 mg／mL多肽溶液与7．5 rag／

mL谷胱甘肽溶液羟自由基清除作用差异不显著

(口=O．05)，可以认为两者羟自由基清除作用相等。

2．3抑制超氧阴离子自由基能力

预实验证明，多肽及谷胱甘肽溶液质量浓度在

10～50 mg／mI，时吸光值与抑制超氧阴离子自由基

能力基本成线性关系。检测浓度范围内测得的抑

制超氧阴离子自由基能力结果见图3。

实验数据经统计学检验，结果表明所测多肽溶

液各质量浓度之间以及谷胱甘肽溶液各质量浓度

之间的抑制超氧阴离子自由基能力差异极显著

(P<o．01)，多肽及谷胱甘肽溶液质量浓度为lO～

150 mg／mL时抑制超氧阴离子自由基能力与其质

量浓度成正相关，随着质量浓度的增加而增强。相

溶液质量浓度／(mg／mL)

图3不同质量浓度多肽及谷胱甘肽溶液抑制超氧阴

离子自由基能力

Fig．3 Effect of peptide and GSH concentration on the

superoxide anion free radical inhibit ability

同质量浓度下两种溶液抑制超氧阴离子自由基能

力差异均极显著(P<0．01)，谷胱甘肽抑制超氧阴

离子自由基的能力要高于多肽的。同质量浓度多

肽与谷胱甘肽平均值的比较见表1，可以看出，随着

质量浓度的增加，差异逐渐减小。

表1 多肽与谷胱甘肽抑制超氧阴离子自由基能力比较

Tab．1 Comparison of superoxide anion free radical inhibit a—

bility by peptide and GSH

质量浓度／ 抑制羟自由基能力／(U／I，)

(mg／mI。) 多肽 谷胱甘肽

多肽与谷胱甘肽

抑制能力比较／％

6．59

10．97

20．68

44．14

64．07

110．69

128．95

111．87

135．05

154．67

174．73

186．34

201．06

205．38

5．89

8．12

13．37

25．26

34．38

55．05

62．79

3 结 语

通过对自制骨胶原多肽与谷胱甘肽(GSH)抗

氧化能力的测定，与谷胱甘肽进行对照，结果表明，

该骨胶原多肽具有较强抗氧化能力。在溶液质量

浓度为100～150 mg／mL时，多肽的总抗氧化能力

稍低于谷胱甘肽，为谷胱甘肽的71．92％。该多肽

羟自由基清除作用明显高于谷胱甘肽的，在溶液质

量浓度为2．5～20 mg／mL时，该多肽羟自由基清

除作用为谷胱甘肽的1．36倍。相同质量浓度下谷

胱甘肽抑制超氧阴离子自由基的能力要高于该骨

胶原多肽，在10～150 mg／mL质量浓度范围内随

着质量浓度的增加，两者抑制超氧阴离子自由基的

能力差异逐渐减小。
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