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紫红薯糖蛋白体外抗氧化活性研究
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摘要:研究紫红薯糖蛋白的体外抗氧化活性。使用水提醇沉方法、Sevage 法除游离蛋白，用 DEAE － 52 纤维素
层析及 SephadexG － 75 纯化制备糖蛋白。采用超氧阴离子自由基( O －2· ) 、羟基自由基( ·OH) 、1，1 －二苯基
－2 －苯肼自由基( DPPH·) 清除率测定法及还原力测定法评价紫红薯糖蛋白体外抗氧化活性。糖蛋白在 0 ～
640 μg /mL内，均具有明显的抗氧化活性，随着质量浓度的增加活性增强; 其中在紫红薯糖蛋白的质量浓度为
640 μg /mL时，对超氧阴离子自由基( O －2· ) 清除作用达到 69． 80% ; 对羟基自由基( ·OH) 的清除作用达到
73． 29%。

关键词:糖蛋白; 抗氧化; 超氧阴离子自由基( O －2· ) ; 羟基自由基( ·OH) ; DPPH·; 还原力
中图分类号: TQ936． 22 + 3 文献标志码: A 文章编号: 1000 － 2286( 2012) 04 － 0809 － 05

Antioxidant Activity of Glycoprotein from the Purple Sweet Potato
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Abstract: To study the anti-oxidant activity of glycoprotein from purple sweet potato． The glycoprotein
from the purple sweet potato was extracted by water extracting-alcohol precipitating process，and the protein
was removed by Sevage method． Then the glycoprotein was isolated and purified by cellulose column and Seph-
adex G-75． The antioxidant activity of purple sweet potato glycoprotein was evaluated by superoxide anion free
radical ( O －2· ) ，hydroxyl free radical ( ·OH) ，1，1-diphenyl-2-phenylhydrazine radical ( DPPH·) and re-
ductive force． The glycoprotein powder has significant antioxidant activity in the range of 0 － 640 μg /mL con-
centration，and the activity was enhanced with increased concentration． when the concentration of glycoprotein
was 640 μg /mL，the clearance effect on superoxide anion free radical ( O －2· ) could reach 69． 80%，the clear-
ance effect on hydroxyl free radical ( ·OH) could reach 73． 29% ．
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紫红薯又名川山紫( Dioscorea kooroo) ，是从日本引进的一种红芋新品种，营养丰富，富含糖蛋白、色
素［1］、硒元素、糖蛋白、花青素和花色苷［2］等。糖蛋白( glycoprotein) 是一类糖类同多肽或蛋白质以共价
键连接而形成的结合蛋白［3］，作为一种糖和蛋白质的复合物，具有多方面的生物活性，如抗氧化［4］、免
疫调节作用［5 － 9］、体外抗肿瘤活性［10］、降血脂［11］等。对于紫红薯糖蛋白的研究，目前国内外鲜见有关紫
红薯糖蛋白抗氧化方面的研究报道。因此本文为研究紫红薯产品的开发提供理论依据和参考价值。
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1 材料与方法
1． 1 试验材料与设备
紫红薯( 川山紫) : 江西鹰潭; 牛血清白蛋白: 标准品，上海振兴化工一厂; 考马斯亮蓝 G － 250 : 生化

试剂，上海化学试剂有限公司; 三羟甲基氨基甲烷( Tris) : 分析纯，Amresco; DEAE － 52 纤维素: What-
man; SephadexG － 75: Pharmacia; DPPH: 分析纯，Sigma．公司; 邻苯三酚、邻二氮菲、硫酸亚铁、铁氰化钾、
三氯乙酸、氯仿、正丁醇、磷酸、95%乙醇、苯酚、葡萄糖、浓硫酸、碳酸氢钠、氢氧化钠、盐酸、H2O2、FeCl3
均为分析纯。

KQ3200DA 数控超声清洗器，昆山市超声仪器有限公司; 723 可见分光光度计，尤尼柯( 上海) 仪器
有限公司; QT －2 漩涡混合器，上海琪特分析仪器有限公司; BS224S 电子天平，赛多利斯( 北京) 公司;
LD4 － 20 低速离心机，北京医用离心机厂; JJ － 2 组织捣碎匀浆机，常州国华电器有限公司; RE － 52A 型
旋转蒸发器: 上海亚荣生化仪器厂; FD － 1 真空冷冻离心机，北京博医康技术公司; BS － 100A 自动部分
收集器: 上海沪西; HD －21 － 88 紫外检测仪，上海琦特; 层析柱( 1． 5 cm ×33 cm) ，上海沪西; HW － 2000
色谱工作站: 千谱软件有限公司。
1． 2 试验方法
1． 2． 1 紫红薯糖蛋白的制备 新鲜紫红薯洗净，破碎，按超声功率为 150 W、料液比为 1∶ 10、提取次数
为 3 次、超声时间为 30 min的条件超声提取，过滤，离心( 4 000 r /min，10 min) ，75%乙醇醇沉( 3 次) ，
离心( 4 000 r /min，10 min) ，所得沉淀溶于蒸馏水，Sevage 法去除游离蛋白( 3 次) ，离心，所得沉淀经真
空冷冻干燥得到粗糖蛋白粉末。称取一定量的粗糖蛋白粉末溶解配成质量浓度为 10 mg /mL后上 DE-
AE －52 纤维素树脂柱，依次用 0． 05、0． 10、0． 20、0． 30、0． 40、0． 50 mol /L 的 NaHCO3 进行梯度洗脱，收

集蛋白质和多糖重叠峰的洗脱液进行透析，真空冷冻干燥得到微红色紫红薯糖蛋白粉末，然后进行

SephadexG － 75 纯化，收集蛋白质和多糖重叠峰的洗脱液进行透析、真空冷冻干燥得到白色紫红薯糖蛋
白粉末，用 8 ～ 14 ku透析袋流动蒸馏水透析 48 h，冷冻干燥，制得紫红薯糖蛋白。
1． 2． 2 紫红薯糖蛋白对超氧阴离子自由基( O －2· ) 的清除作用［12 － 13］ 采用邻苯三酚自氧化法，具体

步骤是: 按表 1 加入 Tris － HCl缓冲液 4． 5 mL，在 25 ℃恒温水浴 20 min，加入邻苯三酚，用漩涡混合器
混匀，以空白作对照在 325 nm波长下，每隔 0． 5 min记录 1 次值，连续 30 min。在同样条件下测定样品
吸光值，氧化速率是指每分钟吸光度的增值。

清除率( E) /% =对照的氧化速率 －样品的氧化速率
对照的氧化速率

× 100

表 1 邻苯三酚自氧化法加样
Tab． 1 The mixing sample form of adjacent pyrogallol oxidation

试剂

Reagent
空白 /mL
Blank

自氧化 /mL
Self oxidtion

样品管 /mL
Sample tube

Tris － HCl 4． 50 4． 50 4． 50

蒸馏水 Distilled water 0． 50 0． 40 －

邻苯三酚 Adjacent benzene three phenol － 0． 10 0． 40

糖蛋白 Clycoprotein － － 0． 10

总体积 Total volume 5． 00 5． 00 5． 00

1． 2． 3 紫红薯糖蛋白对羟基自由基( ·OH) 的清除作用 采用邻二氮菲 －金属离子 － H2O2
［14］，通过

Fenton反应( H2O2 + Fe2 +→·OH + H2O + Fe3 + ) 生成羟自由基，促使邻二氮菲 － Fe2 +被氧化为邻二氮

菲 － Fe3 +，造成其水溶液在波长 510 nm处最大消失，来测算其清除率。具体步骤是:
( 1) 取 pH7． 4 浓度为 0． 2 mol /L磷酸盐缓冲液 2． 0 mL和 8． 0 mL蒸馏水于试管中，混匀做空白管;

( 2) 取 2． 0 mL磷酸盐缓冲液、1． 5 mL 邻二氮菲、1． 0 mL 7． 5 mol /L 硫酸亚铁和 5． 5 mL 蒸馏水于试管
中，混匀作未损伤管( 记为 A) ; ( 3) 取 2． 0 mL磷酸盐缓冲液、1． 5 mL邻二氮菲、1． 0 mL 7． 5 mol /L硫酸
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图 1 紫红薯糖蛋白对超氧阴离子自由基( O －2· ) 的清除作用

Fig． 1 The scavenge of superoxide anion free radical ( O －2· )

on the purple ipomoea batatas glycoprotein

亚铁、4． 5 mL蒸馏水和 1． 0 mL 0． 1% H2O2 于试管中，混匀作损伤管( 记为 B) ; ( 4) 取 2． 0 mL磷酸盐缓
冲液、1． 5 mL邻二氮菲、2． 0 mL 7． 5 mol /L硫酸亚铁、1． 0 mL糖蛋白样品液、3． 5 mL 蒸馏水和 1． 0 mL
0． 1% H2O2 于试管中，混匀作为样品管( 记为 C) 将上述各管混匀后于恒温水锅中，37 ℃保温 20 min，
在 510 nm波长处测其吸光值，按下式计算·OH自由基清除率:

·OH清除率 /% = C － B
A － B × 100 ( 1)

1． 2． 4 紫红薯糖蛋白还原力的测定 普鲁士兰法: 参照 Oyaizu1［15］并进行调整，在 10． 0 mL试管中分
别加入质量浓度不同 0、40、80、160、320 和 640 μg /mL的样品溶液 1． 0 mL，磷酸盐缓冲液 ( 0． 2 mol /L，
pH6． 6) 0． 5 mL和 0． 3%铁氰化钾溶液 1． 5 mL，在 50 ℃水浴 20 min 后快速冷却，再加入 1． 0 mL 10%
三氯乙酸溶液( TCA) ，混匀后以 3 000 r /min的转速离心 10 min，取上清液 2． 0 mL，加入 0． 5 mL 0． 3%
三氯化铁溶液，充分混匀，静置 10 min 后，在 700 nm 下测定其吸光度值，每个浓度平行做 3 次取平均
值，以蒸馏水作参比溶液。
1． 2． 5 紫红薯糖蛋白 1，1 －二苯基 － 2 －苯肼自由基( DPPH·) 能力测定 参照 Shimada 等［16］方法并
调整，DPPH 法是用于确定样品清除自由基能力。称取一定量的 DPPH 用少量无水乙醇溶解，然后用
50%乙醇配成 30 μmol /L的溶液，取 2． 0 mL DPPH溶液，分别加入 0． 2 mL不同质量浓度 0、40、80、160、
320 和 640 μg /mL的糖蛋白溶液，摇匀，放入 25 ℃水浴中反应 15 min后取出，测定 517 nm处吸光值 A，
以 0． 2 mL 50%乙醇配代替样品作为空白对照管，以 0． 2 mL 50%乙醇配代替 DPPH 溶液作为样品参
比，并以等体积蒸馏水和 50%乙醇混合液空白调零，按同样方法测 517 nm处吸光值 B，样品对 DPPH·
自由基的清除作用计算公式为:

清除率 /% = ( 1 － A
B ) × 100 ( 2)

2 结果与分析
2． 1 紫红薯糖蛋白对超氧阴离子自由基( O －2·) 的清除作用

由图 1 可知，测定体系中加入紫红薯糖蛋白后，当紫红薯糖蛋白质量浓度在 0 ～ 320 μg /mL 时虽有
清除邻苯三酚自氧化反应中所产生的超氧阴离子自由基的作用，但清除效果并不大; 在紫红薯糖蛋白的

质量浓度为 320 μg /mL之后，紫红薯糖蛋白对邻苯三酚自氧化反应中所产生的超氧阴离子自由基具有
明显的清除作用; 当质量浓度为

640 μg /mL时，维生素 C 超氧阴离子
自由基清除作用达到 94． 1%，而紫红
薯糖蛋白对邻苯三酚自氧化反应中所

产生的超氧阴离子自由基清除作用达

到了 69． 80%。
2． 2 紫红薯糖蛋白对羟基自由基
(·OH) 的清除作用
由图 2 可知紫红薯糖蛋白对羟基

自由基( ·OH) 的清除作用随着紫红
薯糖蛋白的质量浓度增加清除率基本

成直线趋势增加，在本实验浓度范围

内质量浓度 640 μg /mL 时维生素 C
清除率为 96． 7%，而紫红薯糖蛋白清除率达到了 73． 29%。
2． 3 紫红薯糖蛋白还原力的测定
一些研究发现植物提取物的抗氧化能力与其还原力呈正比例关系，常用还原铁氰化钾方法来测定

紫红薯糖蛋白还原力。抗氧化剂提供电子给 Fe3 +还原成 Fe2 +形式，700 nm 处吸光值大小反映 Fe2 +数

量多少。还原力大小表明了给电子能力，因此认为它与抗氧化活力紧密相关，还原力越大，抗氧化能力
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图 2 紫红薯糖蛋白对羟基自由基( ·OH) 的清除作用
Fig． 2 The scavenge of Hydroxyl free radical ( ·OH)

on the purple ipomoea batatas glycoprotein

图 3 紫红薯糖蛋白对还原力
Fig． 3 The reductive force of the purple ipomoea batatas glycoprotein

图 4 紫甘薯糖蛋白清除 DPPH自由基能力测定
Fig． 4 The determination of clearing DPPH free radical ability

on the purple ipomoea batatas glycoprotein

越强，各个样品反应后的生成物在

700 nm处吸光度的大小即反应其抗
氧化的能力的大小，值越大则样品的

还原能力越强。由图 3 可知紫红薯糖
蛋白对还原力的作用在质量浓度为 0
～ 80 μg /mL 时增加比较快，在 80 ～
320 μg /mL 增 加 比 较 缓 慢，在
320 μg /mL后，还原力作用又出现较
快增加趋势。
2． 4 紫红薯糖蛋白 1，1 －二苯基 － 2
－苯肼自由基( DPPH·) 清除作用
紫红薯糖蛋白清除 DPPH·自由

基活力 DPPH ( 1，1 －二苯基 － 2 －苯
肼自由基) 是一种稳定的以氮为中心

的自由基，其乙醇溶液呈紫色，最大吸

收波长为 517 nm。该方法基于抗氧
化剂还原紫色的 DPPH·自由基成黄
色非自由基 DPPH － H 形式。当 DP-
PH溶液中加入自由基清除剂时，其孤
电子被配对，吸收消失或减弱，导致溶

液颜色变浅，在 517 nm处的吸光度变
小，其变化程度与自由基清除程度呈

线形关系。故该法可以用来表征某种
物质对自由基的清除能力，通常用清

除率表示，清除率越大，表明该物质清

除自由基的能力越强。由图 4 可知，
紫红薯糖蛋白 DPPH·自由基清除率
在质量浓度 0 ～ 160 μg /mL 时增加较
快，到 160 μg /mL 后增加比较平缓，
在质量浓度为 640 μg /mL时维生素 C
清除率为 96． 8%，而紫红薯糖蛋白清
除率达到了 53． 6%。

3 结论与讨论
紫红薯糖蛋白质量浓度从 0 ～

320 μg /mL对超氧阴离子自由基清除
效果并不大; 在紫红薯糖蛋白的质量

浓度为 320 μg /mL后，紫红薯糖蛋白
对超氧阴离子自由基具有明显的清除作用; 当紫红薯糖蛋白的质量浓度为 640 μg /mL 时，紫红薯糖蛋
白对超氧阴离子自由基清除作用达到 69． 80%。紫红薯糖蛋白对羟基自由基( ·OH) 的清除作用随着
紫红薯糖蛋白的质量浓度增加清除率基本成直线增加趋势，表明清除作用比较明显，在本实验浓度范围

内紫红薯糖蛋白浓度为 640 μg /mL时其清除率达到 73． 29% ; 紫红薯糖蛋白对还原力的作用在质量浓
度为 0 ～ 80 μg /mL时增加比较快，在 80 ～ 320 μg /mL增加比较缓慢，在 320 μg /mL后，还原力作用又出
现较快增加趋势; 紫红薯糖蛋白 DPPH·自由基清除率在质量浓度 0 ～ 160 μg /mL 时增加较快，到
160 μg /mL后增加比较平缓。
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在正常状态下，机体内的自由基处于动态平衡中，如果机体的平衡被打破，就会对机体造成损害，从

而导致一系列相关疾病［17］。大量的研究表明，从天然产物中分离得到的糖蛋白化合物具有清除自由
基，抑制脂质氧化，抑制亚油酸氧化，清除多种活性氧( reactive oxygen species，ROS ) 等抗氧化作
用［18 － 20］。本实验浓度范围内紫红薯糖蛋白浓度 640 μg /mL时其清除率达到 73． 29%。
超氧化物歧化酶( SOD) 是机体细胞中重要的抗氧化酶之一，是维持生物体自由基产生和过氧化物

清除能力平衡的重要物质，对机体的氧与抗氧化平衡起着相当重要的作用。SOD也是体内清除超氧 O·的
主要酶，它能够催化 O·歧化为 H和 O·清除氧自由基保护细胞免受损伤。血脂升高时，脂质过氧化作
用增强，SOD活性降低，活性氧自由基浓度升高，对生物膜的不饱和脂质酸诱发产生氧化反应，使细胞
结构与功能发生改变［21］。本实验中紫红薯糖蛋白对超氧阴离子自由基清除作用达到 69． 80%。
还原力的测定可检验化合物是否为良好的电子供应体，它所提供的电子可以使 Fe3 +还原为 Fe2 +，

从而使体系溶液颜色改变，即反映出体系中氧化还原状态的改变。体系溶液吸光值越大，则表示被测物
还原力越强，抗氧化效果越佳［22］。紫红薯糖蛋白 0 ～ 640 μg /mL内还原力效果很明显。

DPPH是一种稳定的自由基，它在可见光区有特征吸收，比色测定简便、快捷。自由基清除剂存在
时，DPPH的单电子被配对而使其颜色变浅，在最大吸收波长处的吸光度变小，且颜色变浅的程度与配
对电子数是成剂量关系的，因此可用于物质清除自由基的研究与天然抗氧化剂的筛选［23］。紫红薯糖蛋
白 0 ～ 640 μg /mL清除效果成直线增加的趋势。
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