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甘薯糖蛋白的体外抗氧化作用研究
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摘要：经水溶提取、乙醇沉淀、凝胶过滤层析，从广薯98中提取甘薯糖蛋白，并研究了甘薯糖蛋

白对超氧阴离子自由基、羟基自由基的清除作用，以及对肝微粒体脂质过氧化产物丙二醛的抑制

作用和对H：O。引起红细胞溶血的抑制作用。结果表明，甘薯糖蛋白能有效地清除超氧阴离子自

由基和羟基自由基，并能明显地抑制肝微粒体脂质过氧化产物丙二醛的生成，但不能抑制H。0z引

起的红细胞溶血。
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Studies on Antioxidant Activity of Sweet Potato Glycoprotein in Vitro
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Abstract：Sweet potato glycoprotein(SPG)was obtained from the cultivar GuangDong 98 by

water extraction，alcohol precipitation and gel filtration．Scavenging effects of SPG on superoxide

radical and hydroxyl free radical were studied，and the protective effects on Hz 02一induced

hemolysis of mice erythrocytes and the lipid peroxidation of liver homogenate in mice were also

investigated．The results showed that SPG exhibitd strong scavenging effects on superoxide

radical and hydroxyl free radical，on the hand，a significant protective effects on lipid

peroxidation of liver homogenate in mice were observed．But SPG could not inhibit H2 Oz—induced

hemolysis of mice erythrocytes．
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甘薯(Ipomaea batatas LAM．)是食品工业、轻

工业和饲料工业的重要原料，也是我国四大主要粮

食作物之一[1]。据《本草纲目》记载：甘薯蔓生，叶

如豆，其根固如卵，肉白皮黄；性平，味甘，无毒；主

治补虚乏、益气力、健脾胃、强肾阴[2]。近年来有学

者指出，甘薯具有增强免疫、抗衰老、抗癌等作

用口]。日本的营养学家发现，甘薯含有丰富的粘液

蛋白，这是一种多糖与蛋白质混合物，对人体有特

殊的保护作用，能保持消化道、呼吸道、关节腔、膜

腔的润滑和血管的弹性。这种物质可防止脂类物

质在动脉管壁上沉积而引起的动脉硬化，可以防止

肝及肾脏等器官结缔组织的萎缩，可以减缓人体器
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官的老化，提高肌体免疫力Ⅲ。国内的研究结果也

表明，甘薯糖蛋白(SPG)具有很好的降血脂‘53和增

强免疫力㈨的作用。作者提取甘薯糖蛋白，并进行

体外抗氧化研究，为甘薯糖蛋白用于保健食品、化

妆品提供理论依据。

1材料与方法

1．1 材料

品种：广薯98，来源于韶关市农业科学研究所。

1．2试剂与仪器

Sephadex G一75(进口分装)：广州威佳科技有限

公司产品；2一Deoxy—D-Ribose，AMRESCO，硫代巴

比妥酸(进口分装)：广州威佳科技有限公司产品。

其它试剂均为分析纯。

微控高速冷冻离心机：美国BECKMAN

COUI．TER公司制造；台式冷冻离心机：SIGMA公

司产品；台式酸度计：美国ORION公司制造；电子

分析天平(LP620)：SARTORIVS(德国进口)；旋转

蒸发器(SFNCO R系列：R～201)：上海申生科技有

限公司产品；分光光度计：Ultrospec 2000，瑞士

Amersham Pharamacia Bioiech公司制造；BSZ一1 60

型自动部分收集器：上海沪西分析仪器厂产品。

1．3 方法

1．3．1甘薯糖蛋白的提取甘薯去皮一称量一切

成细条一组织捣碎机捣碎一加入一定量的水一水

浴锅恒温提取(50 oC，3 h)一过滤除渣(滤渣加水，重

复上面的步骤)一离心(10 000 r／min，15 rain)一合

并上清液旋转蒸发浓缩(100 r／min，50℃)一离心

(10 000 r／min，15 min)取上清液一加3倍体积乙

醇沉淀甘薯糖蛋白一离心(10 000 r／min，15 min)，

弃上清液一用水溶解沉淀一离心(10 000 r／rain，15

min)取上清液----Sevage法除蛋白(氯仿与正丁醇

的体积比为4：1，V(样品)：V(混合液)为3：1，重

复3次)一透析除杂(相对分子质量14 000，自来水

透析，蒸馏水透析1 d)一旋转蒸发浓缩(100 r／min，

50℃)一离心(10 000 r／min，15 min)取上清液。将

Sephadex G一75装柱(1．5 cm×50 cm)，体积流量

0．75 mI。／min，上样量(上清液)2 mL，0．15 mol／L

NaCl—0．05 mol／L磷酸缓冲液(pH 7．0)洗脱，3．0

mL体积分部收集。对收集的每管溶液分别于490

nm(苯酚一硫酸法)、280 nm波长测定OD值，作出甘

薯多糖、蛋白质的洗脱曲线。收集多糖与蛋白质的

重叠峰，旋转蒸发浓缩(100 r／min，40℃)，透析(相

对分子质量14 000，2 d自来水，蒸馏水透析1 d)，

离心(10 000 r／min，15 rain)取上清液，加3倍体积

乙醇沉淀甘薯糖蛋白一无水乙醚洗涤一真空干燥

得甘薯糖蛋白。

1．3．2甘薯糖蛋白糖含量及蛋白含量的测定

1)苯酚一硫酸法[7]，以葡萄糖为标准品。

2)Folin一酚法[8]，以牛血清白蛋白为标准品。

1．3．3甘薯糖蛋白体外抗氧化作用

1)甘薯糖蛋白对超氧阴离子自由基(O。2‘)的

清除作用凹J⋯：采用邻苯三酚自氧化法，2．4 mL

0．05 mol／I。Tris—HCl缓冲液(pH 8．2)，加0．1 mL

不同质量浓度(0、80、160、320、640／-g／mL)的甘薯

糖蛋白，混合后加入7 mmol／L的邻苯三酚0．3

mL，混合，测A渤值(A。)，在4 min时加入10 mol／

L HCl 1滴中止反应，测A啪值(A：)。计算抑制率：

P一((△A。一△A。)／△A。)×100％。△A—Az—Al，

A。为空白吸光度，A为试样吸光度。

2)甘薯糖蛋白对羟基自由基(·OH)的清除作

用m3：在试管中依次加入0．1 mL不同质量浓度

(0、80、160、320、640“g／mI。)的甘薯糖蛋白，0．4

mL磷酸缓冲液(50 mmol／L，pH 7．5)，0．1 mL

1．04 mmol／L的EDTA溶液，0．1 mL 10 mmol／L

的H2 02，0．1 mL 2 mmol／L的VC，0．1 mL 60

mmol／L的脱氧核糖(DR)(对照不加DR，补充蒸馏

水)，0．1 mI。1 mmol／I。的FeCl。，各管最终体积1．0

mL，混匀后37℃保温1 h，取出立即加入l mL体

积分数25％的HCl终止反应，再加入1 mL质量分

数1％的硫代巴比妥酸(TBA)显色，沸水浴反应15

rain，立即冷却，532 nm处比色(若有浑浊，加入3

mL正丁醇萃取后再比色)。

．OH清除率一竺生二皇}二垒盟×loo 0A
，1“

其中A。、A。、A。分别代表对照、样品及样品空白的

吸光度。

3)甘薯糖蛋白抗H：O：引起的红细胞溶血作

用口引：小鼠摘眼球取血，制成抗凝血液，3 000 r／min

离。fl,得红细胞，用生理盐水洗3次，制成体积分数

0．5％的红细胞悬浮液，取该悬浮液1 mL，加0．1

mL不同质量浓度(0、80、160、320、640／19／mL)的

甘薯糖蛋白，最后加1 mL 10 mmol／L的H：O：启动

反应，37℃作用l h，用生理盐水稀释6倍，3000 r／

min离心5 min，取上清测415 nm处的OD值。

4)甘薯糖蛋白对肝微粒体脂质过氧化产物丙

二醛(MDA)的抑制作用[1 2|：迅速去血后的小鼠肝，

用冷生理盐水洗净后称重，冰浴中匀浆，制成体积

分数0．5％的悬浮液，500 r／min离心去杂，得匀浆
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液；各取匀浆液1 mI。，加0．1 mL不同质量浓度(o、

80、160、320、640 tlg／mL)的甘薯糖蛋白和6 retool／

L的FeSO。100肚L，最后加60 mmol／L的H202 40

肚L，在37℃下水浴1 h后加入1 mL质量分数15％

的TCA终止反应，再加入1 mL体积分数0．7％的

TBA，于沸水中显色15 min，冷却后离心，测532

nm处上清液的OD值，以吸光值表示MDA含量的

多少，吸光值越大，MDA含量越高。

1．3．4统计处理z±S表示采用SPSS软件进行

t检验统计学分析，p<0．05表示差异显著，P<

0．01表示差异非常显著。

2 结 果

2．1甘薯糖蛋白的分离纯化

上清液经Sephadex G一75层析柱洗脱后，结果

如图1。

7 13 19 25 31 37 43 49

管数

图1 甘薯糖蛋白在Sephadex G-75层析柱上的洗脱曲线

Fig．1 Elution curve of SPG on Sephadex G-75 column

洗脱后得一多糖峰与蛋白峰的重叠峰(11～13

管)，收集，浓缩，透析，乙醇沉淀，无水乙醚洗涤，真

空干燥得甘薯糖蛋白，为淡黄色粉末。

2．2甘薯糖蛋白糖质量分数及蛋白质质量分数

甘薯糖蛋白的糖质量分数为89．3％，蛋白质

质量分数为10．7％。

2．3甘薯糖蛋白体外抗氧化作用

2．3．1甘薯糖蛋白对超氧阴离子自由基(Oi·)的

清除作用 室温下测定不同质量浓度的甘薯糖蛋

白对邻苯三酚自氧化体系的影响，结果见表1。

表1甘薯糖蛋白对o-2’的清除作用(x士s)

Tab．1 Scavenging effect of SPG on Oi·(j士s)

注：咒一4，。p(0．05；一p(0．01；相比对照组

由表1可见，在测定体系中加入甘薯糖蛋白

时，当甘薯糖蛋白的质量浓度为80、160／_g／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，但并无显著差异(P>0．05)。

当甘薯糖蛋白的质量浓度为320 gg／mL时，甘薯糖

蛋自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(p(0．05)。当甘薯

糖蛋白的质量浓度为640 pg／mL时，甘薯糖蛋白对

邻苯三酚自氧化反应中所产生的超氧阴离子自由

基具有非常明显的清除作用(户<0．01)。

2．3．2甘薯糖蛋白对羟基自由基(·OH)的清除

作用 试验结果见表2。

袭2甘薯糖蛋白对·OH的清除作用(x-t-s)

Tab．2 Scavenging effect of SPG on·OH(j士s)

|暑脚蛋白 A532。m
抑制率／％／(质量浓度 肛g／mL)

一”“” ”⋯”+“o

注：咒一4，一p(0．01；相比对照组
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表2表明：以上各质量浓度的甘薯糖蛋白组与

对照组比较均具有极显著差异(户<0．01)，表明甘

薯糖蛋白对羟基自由基具有非常明显的清除作用。

2．3．3 甘薯糖蛋白抗H：O：引起的红细胞溶血作

用试验结果见表3。

表3甘薯糖蛋白抗HzO：引起的红细胞溶血作用(X士s)

Tab．3 Effect of SPG on the hemolysis of rat RBC induced by

H202(X士S)

注：行=4．

表3表明，甘薯糖蛋白不能抑制HzO。诱导的

红细胞溶血。

2．3．4甘薯糖蛋白对肝微粒体脂质过氧化产物丙

二醛(MDA)的抑制作用 试验结果见表4。

表4甘薯糖蛋白对Fe”一H：02诱导的小鼠肝组织丙二醛

生成的影响T工士s)

Tab．4 Effect of SPG on lipid peroxidation of liver homoge—

nateTx士s)

蒋目慧篇劈蛋白 A。。。。。
抑制率／％／质量浓度(“g／mL)

“”““ ”⋯”+“”

注：终=4，一p<O．01；相比对照组

表4表明：以上各质量浓度的甘薯糖蛋白组与

对照组比较均具有极显著差异(夕<0．01)，表明甘

薯糖蛋白对Fe2+～H：O。诱导的小鼠肝组织丙二醛

生成具有非常明显的抑制作用。

3 讨 论

自由基是指含有奇数价电子并因此在一个轨

道上具有一个未成对电子的原子或原子团。超氧

阴离子自由基、羟自由基等含氧自由基统称为氧自

由基[9]。活性氧自由基对机体产生一系列的有害

作用，如进攻不饱和脂肪酸可引起脂质过氧化，导

致生物膜结构和功能的改变；损伤蛋白质的巯基和

氨基使蛋白质变性、交联，使酶的活性丧失；损伤

DNA可导致细胞突变[13I。种种有害后果与许多疾

病如肿瘤、炎症、衰老的发生有密切的关系，因此生

物体内活性氧生成与清除的平衡对生命过程的正

常进行十分重要[14|。作者的研究表明，甘薯糖蛋白

还对邻苯三酚自氧化速率、Fe2+一H。0。体系产生的

·oH和对Fe2十一H。o。诱导的小鼠肝组织丙二醛生

成具有明显的抑制作用。说明甘薯糖蛋白具有较

强的抗氧化活性，能抑制·OH所致的过氧化的发

生，从而保护膜系统免受·OH损伤；防止膜脂质过

氧化的发生，维持膜的流动性，维持正常的生理功

能。甘薯糖蛋白对Of和·OH有直接的清除作

用，提示该糖蛋白可能在防衰老、抗肿瘤和抗炎等

方面发挥作用。目前国内外已将抗氧化检测用于

抗衰老等保健食品的评价，因此甘薯糖蛋白对保健

品的开发可能具有积极的作用。另外利用甘薯糖

蛋白的抗氧化功能进行化妆品的开发，也是一个新

的应用方向。
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