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摘 要：通过电子自旋共振捕捉技术!+,-*对富硒灵芝中不同种
类的粗蛋白的抗氧化活性进行了评价，研究了羟自由基

清除率同蛋白质剂量之间的关系，并对它们之间的抗氧

化协同作用进行了分析。结果表明，四种粗蛋白都具有一

定的·./ 和 .’0·清除活性，并且以水溶性粗蛋白的抗氧
化活性最高。每种粗蛋白对·./的清除率与蛋白浓度之
间的关系可以用对数（指数）方程来表示。各种粗蛋白之

间不存在抗氧化活性的协同作用，而且醇溶性粗蛋白对

其它三种蛋白还具有一定程度的拮抗作用。
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灵芝能够从培养基质中吸收 #$-.)$-的无机
硒，并将其中的绝大部分转化为有机硒。而且，约有

,$-的有机硒存在于蛋白质中，硒元素可以显著地提
高富硒灵芝中的蛋白质组分的抗氧化活性。经研究

结果发现，灵芝的水溶性提取物及醇提取物都具有

一定的自由基清除活性/%.)0。已有研究结果表明，可以

根据提取溶液的不同将富硒灵芝蛋白分成水溶性、

盐溶性、醇溶性和碱溶性/,0。赵镭曾对这四种蛋白粗

提物的硒含量进行了报导 /10，然而迄今为止，对于富

硒灵芝中不同蛋白提取物的抗氧化活性以及这四种

蛋白粗提物是否具有协同的抗氧化作用却未见报

导。本文对这部分工作进行了研究。

% 材料与方法
%’% 材料与设备

"2(34 子实体 由西北农林科技大学秦巴山区
研究中心提供；1，15 ( 甲基吡咯啉 (6 (氧化物
（789:）购自日本 4;<=2> 公司；次黄嘌呤（?9@）、黄
嘌呤氧化酶（@:7）购自美国 "ABC; 公司D北京E；其
它试剂 均为分析纯，购自国内公司。

43F(%$冷冻干燥机 北京松源华兴科技发展有
限公司；GH I*# 紫外 J可见分光光度计 上海精密科
学仪器有限公司；!34(%*3(’ 冷冻离心机 上海安
亭科学仪器厂；超滤装置 8AKALMN2；FO"(!O #$$
O9P电子自旋波谱仪 日本 FO:4公司。

%’! 实验方法
%&#&% 样品的制备
%&#&%&% 富硒灵芝蛋白水提取物D’E的制备 在 #$$B
粉碎冻干的富硒灵芝子实体样中，加去离子水

#$$$C4，搅拌提取 QR，抽滤，用少量去离子水分 ) 次
洗涤残渣，抽滤至干，滤液经 ?’S 酸化至 L? ,&) 后
添加 D6?,E#":, 至 Q$-的饱和度，,T静置 %#R，
,Q$$UB 离心 #$CAK，去除上清液，沉淀以 1C4 L?
Q&$ !NAV(?SW 缓冲液溶解，然后使用截留分子量为
)$$$7;的膜进行超滤过滤，重复 )次，所得蛋白质溶
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液真空冷冻干燥，!"#$保存%&’。

()")()" 富硒灵芝蛋白盐提取物 *+, 的制备 在
()")()( 提取的残渣中，加 "###-. #)/-01 2 . 3451，
搅拌提取 67。其它操作除了*389,":;9饱和度添加至

/#<以及沉淀溶解在 #)/-01 2 . 3451 之外，都与
()")()(相同。
()")()= 富硒灵芝蛋白醇提取物 *5, 的制备 在
()")()" 提取的残渣中，加 (/##-. 的 >/<*? 2 ?,乙醇，
搅拌提取 67，抽滤至干。滤液中加入 (/## -. 的去
离子水，静置 ("7后 96##@A离心 "#-BC。沉淀以 >/<
*? 2 ?, 乙醇溶解后，在 9$以 (. 去离子水透析 "97。
透析后的溶液冻干后在!"#$下储藏备用。
()")()9 富硒灵芝蛋白碱提取物 *D, 的制备 在
()")()= 提取的残渣中，加入 "###-. #)(-01 2 . 34;8
溶液E 搅拌提取 67。其它操作除了*389,":;9饱和度

添加至 /#<以及沉淀溶解在 #)(-01 2 . 34;8 之外，
都与 ()")()(相同。
()")()/ 样品溶液的配制 将 F、+、5 和 D 用各自的
提取液配制成浓度为 (-A 2 -. 的溶液，然后进行羟
自由基（·;8）及超氧自由基（;"G·）清除率的测定，研
究单个粗蛋白的抗氧化活性的差异。将 F、+、5 和 D
分别配制成不同浓度梯度的溶液，进行·;8 清除率
的测定，研究自由基清除率同蛋白质浓度之间的关

系。将 F、+、5和 D配制成 #)/-A 2 -.的溶液，并将此
四种溶液等比例两两组合，然后进行·;8 清除率的
测定，研究不同种类蛋白质之间是否存在协同的抗

氧化活性关系。

()")" 硒和蛋白质含量的测定 用氢化物原子荧光
法（8HFI:）进行富硒灵芝蛋白提取物中硒含量的测
定 %>’，在清华大学分析测试中心完成；用 .0JKL 法进
行蛋白质含量的测定%6’。

()")= 顺磁共振自旋捕集技术（MNO）清除·;8 和
;"G·作用研究
()")=)( 羟自由基（·;8）的测定 IPCQ0C 反应体系R
依次取 DSN;*9)# --01 2 .,，N+: *(#--01 2 .ET8 >)9,
或试样，DMUFNF5（9)#--01 2 .）EIP":;9*#)(--01 2 .,E
8";"*9)#--01 2 .,各 /!.，混合均匀立即吸入毛细管，
放入谐振腔，在中心磁场强度 ==&)/-UV 调制幅度
()#H；响应时间 #)(WV 放大倍数 /)#@(#；调制频率
(##X8YV微波功率 (#)#-ZV微波频率 [)99H8YV\ 波段
下描记 ("#W时的 DSN;!;8的 M:O波谱。以波谱信
号第二个峰高值表示信号的相对强度，用下列公式

计算清除率：清除率 ] %*本底峰高 70!加样后峰高 7^, 2
本底峰高 70’ @(##<%[’。

()")=)" 超氧自由基（;"G·）的测定 次黄嘌呤 2黄嘌
呤氧化酶体系：分别取 /!. ()#-01 2 . DSN;，/!.
&--01 2 . 8N\E/!. 9)#--01 2 . DMUFNF5E/!.
(#--01 2 . T8>)9 N+: 或 试 样 和 /!. /#-_ 2-.

\;D混合均匀后立即吸入毛细管，在中心磁场强度
==&)=-UV 调制幅度 ()#H；响应时间 #)(WV 放大倍数
/)#@(#；调制频率 (##X8YV微波功率 (#)#-ZV微波频
率 [)99 H8YV\ 波段下描记 6#W 时的 DSN;!;;8 的
M:O波谱%(#，((’。以波谱信号第一个峰高值表示信号的

相对强度，清除率计算方法同上。

! 结果与讨论
!%& 四种蛋白粗提物自由基清除能力的比较
在蛋白质浓度为 (-A 2 -. 的条件下，四种蛋白

粗提物对·;8和 ;"G·的清除率结果如图 ( 所示。从
图中我们可以看出E 在相同的蛋白质浓度下，F 显示
出相对较强的·;8 和 ;"G·的清除能力。对两种自由
基的清除能力从弱到强的顺序为 5‘+‘D‘F。而且可
以看出除 5 之外，F、+ 和 D 对 ;"G·的清除能力均强
于对·;8的清除能力。

从实验结果我们可以看出，这四种粗蛋白都具

有一定的·;8 和 ;"G·的清除活性，以水溶性富硒灵
芝蛋白提取物的抗氧化活性最高。这与四种蛋白提

取物中含有的硒元素有重要关系，与本课题组此前

的研究结果相一致 %("’。并且在蛋白的制备工艺中，已

经排除了有明确报道的灵芝多糖或者灵芝硒多糖对

此实验结果的干扰。

!%! 四种蛋白粗提物各自的·’( 清除率与蛋白质
浓度之间的关系

每个蛋白提取物选取 > 个不同浓度，根据不同
蛋白质中硒含量的大小来确定每种粗蛋白的浓度水

平和梯度。实验中每个样品取各自的溶解液为对照，

测定的结果如表 ( 所示。从表中可以直观的判断出
四种粗蛋白对·;8清除能力的强弱。
为了进一步分析·;8 与蛋白质浓度之间的关

系，对两者用 :F: "##" 分析软件进行回归分析，结
果得到良好的对数*指数,回归方程。如图 "a图 / 所
示，所有蛋白提取物的羟自由基清除率与蛋白质剂

量（浓度）之间存在对数回归关系。F、D、+ 和 5 对羟
自由基半数清除率 *b5/#, 的剂量分别为 &(6)"=.、

图 ( 四种蛋白粗提物的羟自由基和超氧自由基清除
率比较
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表 ! 不同浓度的蛋白提取物的·"#清除能力

样

品

·"#清
除率$%&

蛋白浓度

$!’ ( )*&
样

品

·"#清
除率$%&

蛋白浓度

$!’ ( )*&
样

品

·"#清
除率$%&

蛋白浓度

$!’ ( )*&
样

品

·"#清
除率$%&

蛋白浓度

$!’ ( )*&

+! !,-./ 011 2! /-,. 011 3! /-4. 011 5! 01-40 011
+0 64-47 711 20 !4-,/ 711 30 !/-!/ 60. 50 71-/8 411
+6 7/-68 .11 26 61-.0 .11 36 01-/7 7,8 56 /1-4! !111
+7 /1-/0 ,11 27 6,-1! ,11 37 07-60 466 57 .!-64 !.!4
+/ /.-00 !111 2/ 7/-87 !111 3/ 0.-46 !111 5/ .4-,/ 070/
+. 46-/6 !011 2. 4!-6/ !/11 3. 6,-0/ !711 5. 44-4! 6.64
+4 80-6/ !.11 24 ,!-6/ 0111 34 7,-4! !./1 54 ,8-48 /7/.

868-!7*、876-04*和 0.!,-0.*。
众所周知，93/1值越低，测试样品的自由基清除

活性越高。因此，结果进一步证明了上述的四种蛋白

粗提物的抗氧化活性。+ 具有最强的自由基清除活
性，而 3的自由基清除活性最弱。

!%& 四种粗蛋白之间的抗氧化活性协同作用分析
由于这四种粗蛋白的硒含量、结合的糖量、氨基

酸的组成分布、蛋白质种类及分子量分布等方面都

存在一定程度的差异，而且本文中 0-! 和 0-0 部分已
经可以看出它们在抗氧化活性方面也存在一定的差

异。因此，这四种粗蛋白的抗氧化活性之间是否存在

协同作用的问题引起了我们的关注。

实验结果如图 . 所示，这四种粗蛋白两两之间
并没有明显的抗氧化协同作用。

+、2和 5的任意一种组合的·"#清除率都明显
高于 +、2 或者 5。+:2、+:5 和 2:5 的·"# 清除率
分别是 77-4.%、7.-11%和 71-4.%，明显高于 +

$71-0.%&、2$08-!6%&和 5$64-!0%&，但明显低于 +、2
和 5 各自清除率之和。然而，从实验结果来看，3 对
其它三种粗蛋白的·"#清除率有一定程度的降低作
用。这种现象分析原因是：3的溶液是有机相的（4/%

图 . 等量不同粗蛋白混合物的·"#清除能力比较
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图 0 ·"#清除率对 +浓度的回归曲线
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图 7 ·"#清除率对 3浓度的回归曲线

71

6/

61

0/

01

!/

!1

/

11 /11 !111 !/11 0111
3$!’ ( )*&

;<!7-64*=$>&?41-,/,
@0<1-88!!

·
"#
清
除
率
$%

&

图 6 ·"#清除率对 2浓度的回归曲线
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图 / ·"#清除率对 5浓度的回归曲线
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其抗拉强度均比初时增大，而后随着放置时间的延

长抗拉强度又有所下降。

%&! 随着存放时间的延长，蛋白膜的水蒸汽透过率
和透氧率均呈上升趋势。

%&% 存放时间对蛋白膜的挥发性盐基氮影响不是很
大，随着存放时间的延长，挥发性盐基氮略有增加。

%&’ 不同的蛋白膜的横截面微观结构有所不同。随
着放置一段时间后，蛋白膜的网状结构均有所变化，

与新制的相比网状结构变得疏松。
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的乙醇），而其它三种是水相的（去离子水，[.X’ 溶
液，[.^L溶液），所以在 X与其它三者进行等量混合
时，溶液中的蛋白质出现了不同程度的沉淀，使得溶

液中的总蛋白及总硒含量降低了，对混合物的·̂ L
清除率产生了不良影响。

% 结论
四种富硒灵芝粗蛋白都具有一定的·̂ L 和

^K_·清除活性，并且以水溶性富硒灵芝粗蛋白的抗
氧化活性最高。每种粗蛋白对·̂ L 的清除率与蛋白
浓度之间的关系可以用对数（指数）方程来表示。各

种粗蛋白之间不存在抗氧化活性的协同作用，而且

醇溶性粗蛋白对其它三种蛋白还具有一定程度的

拮抗作用。
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