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蛋白聚糖纯品。而且灰树花菌丝体和 GFPⅢ均含有 18 种氨

基酸，必需氨基酸和呈味氨基酸含量较高，具有重要的食品保

健品开发价值。
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微生物源性抗氧化剂体外抗氧化能力的初步研究
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摘要: 目的: 研究微生物源性抗氧化剂的体外抗氧化能力。方法: 在体外分别测定微生物源性抗氧化剂、α － 生育酚( VE ) 、抗
坏血酸( VC ) 、L － 硫辛酸、表没食子酸儿茶素的还原能力，羟自由基、超氧阴离子自由基和 DPPH 自由基清除能力及抗脂质过氧

化能力，比较微生物源性抗氧化剂与其他抗氧化剂抗氧化能力。结果: 微生物源性抗氧化剂有较强的抗氧化能力，体外清除羟自

由基、超氧阴离子自由基、DPPH 自由基能力的半数有效量( EC50 ) 分别为 184. 5μg 、48. 7μg、66. 1μg。与常见抗氧化剂相比，微生

物源性抗氧化剂对氧自由基及氮自由基都有较好的清除自由基作用。结论: 微生物源性抗氧化剂体外抗氧化作用明显，有进一

步开发的价值。
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Abstract: Objective: To preliminary study and compare the antioxidant capacity of micro － derived antioxidants and common food and feed
antioxidants in vitro. Method: test the scavenging capacity，reducing power and anti － lipid peroxidative of the hydroxyl radical，superoxide
anion and DPPH from micro － derived antioxidants and common food and feed antioxidants by classic methods in vitro. Result: Microbial －
derived antioxidants have strong free radical scavenging and anti － lipid peroxidative，the EC50 of hydroxyl radical; superoxide anion and
DPPH scavenging capacity are 184. 5μg，48. 7μg and 66. 1μg respectively. Conclusion: Antioxidants derived from microbes take on obvi-
ous antioxidant ability in vitro，which have the value of further development.
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0 引言 生物体在特定的应激状态下会产生过量自由基，使生物

体产生病理反应。抗氧化剂能有效清除自由基，改善生物体

的生理状况，因而广受关注。目前常见的抗氧化剂有人工合

成和天然产物提取两大类，微生物源性抗氧化剂( micro － de-
rived antioxidants，MA) 属于发酵物提取抗氧化剂，较传统的植

物提取而言，有着来源丰富、品质易控制、提取分离方便等诸

多优势，但目前鲜见关于微生物源性抗氧化剂的研究。本研
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究对上海创博生态工程有限公司提供的微生物源性抗氧化剂

进行体外抗氧化能力测定，并与常见的食品、饲料抗氧化剂进

行对比，旨在初步探讨微生物源性抗氧化剂的抗氧化能力，并

为微生物源抗氧化剂的开发应用提供理论依据。

1 材料与方法
1. 1 材料

1. 1. 1 实验材料

微生物源性抗氧化剂，由上海创博生态工程有限公司提

供。
1. 1. 2 试剂

α － 生育酚( VE ) 、抗坏血酸( VC ) 、L － 硫辛酸、表没食子酸

儿茶素( EGCG) 、1，1 － 二苯基 － 2 － 三硝基苯肼( DPPH) 、2 －
脱氧 － D － 核糖、2 － 硫代巴比妥酸、吩嗪硫酸甲酯、还原型辅

酶Ⅰ、氯化硝基四氮唑蓝、牛血清白蛋白购自阿拉丁试剂有限

公司，均为分析纯，其它试剂购自国药集团化学试剂有限公

司，均为国产分析纯。试验中所用水均为双蒸水。
1. 1. 3 仪器

T6 紫外可见光分光光度计，北京普析通用有限公司; 电子

天平，赛多利斯集团; 5804R 台式离心机，eppendorf 公司。
1. 2 方法

1. 2. 1 样品制备及成分分析

试验用微生物源性抗氧化剂由上海创博生态工程有限公

司提供，该产品是刺梨、沙棘等果实，经枯草芽胞杆菌、乳酸杆

菌、酪酸梭菌、啤酒酵母菌等有益微生物经固、液复合发酵后，

再经提取、浓缩、灭活、冻干等加工工艺制成。主要成分由食

品质量监督检测上海站按国标方法测定。
1. 2. 2 还原能力测定

采用普鲁士蓝 Fe4 ( Fe( CN) 6 ) 生成实验进行还原能力测

定［1］。采用终浓度为 5 μg /ml 的 VC、VE、硫辛酸、EGCG 作为

对照。
1. 2. 3 羟自由基清除能力测定

采用 Fe3 + － H2O2 － EDTA － VC 体系测定微生物源性抗氧

化剂的羟基自由基清除能力［1］。终浓度为 5 μg /ml 的 VC、VE、
硫辛酸、EGCG 作为比较。以加纯水为对照，以不加脱氧核糖

为空白。羟自由基清除率由以下公式表示:

羟自由基清除率 ( % ) =
( A对照 － A空白 ) － ( AMA － A空白 )

A对照

× 100%
1. 2. 4 超氧阴离子清除能力测定

超氧离子自由基在 PMS － NADH 系统中收集并通过 NBT
还原法检测。终浓度为 5 μg /ml 的 VC、VE、硫辛酸、EGCG 作

为比较。以加纯水为对照，以不加 NBT 为空白。超氧离子自

由基清除率由以下公式表示:

超 氧 阴 离 子 自 由 基 清 除 率 ( % ) =
( A对照 － A空白 ) － ( AMA － A空白 )

A对照

× 100%

1. 2. 5 DPPH 自由基清除能力测定

DPPH 自由基清除活性检测采用高昌勇的方法［2］。终浓

度为 5 μg /ml 的 VC、VE、硫辛酸、EGCG 作为比较。以加纯水

为对照，以不加 DPPH 为空白。采用以下公式计算清除率:

DPPH 清 除 率 ( % ) =
( A对照 － A空白 ) － ( AMA － A空白 )

A对照

×

100%
1. 2. 6 抗脂质过氧化能力测定

采用 Fe2 + 诱发磷脂 C － 2 位上的极低密度脂蛋白和低密

度脂蛋白过不饱和脂肪酸过氧化模型［3，4］。终浓度为 5 μg /ml
的 VC、VE、硫辛酸、EGCG 作为比较。以加纯水为对照。采用

以下公式计算抗脂质过氧化率:

抗脂质过氧化率( % ) =
( A对照 － A空白 ) － ( AMA － A空白 )

A对照

×

100%
1. 2. 7 数据处理与分析

所有试验均重复 3 次。数据处理采用 Excel 2003 进行统

计分析，结果表示为平均数 ± 标准差形式。采用 origin8. 0 进

行回归分析和作图。

2 结果与分析
2. 1 微生物源性抗氧化剂的成分分析

试验用微生物源性抗氧化剂主要成分由食品质量监督检

测上海站按国标方法测得。相关元素组成如下: Mg，13 600
mg /kg; Fe，503 mg /kg; Mn，367 mg /kg，; Cu，1. 07 mg /kg; Se，

0. 18 mg /kg。相 关 抗 氧 化 成 份 含 量 如 下: SOD，194 000 U /
100g; VC，322 mg /100g; VE，908 μg /100g; 总黄酮，4. 43 % ; 异

黄酮，1. 37 % ; 谷胱甘肽，886 mg /100g。
2. 2 微生物源性抗氧化剂的还原能力研究

还原力测定是以普鲁士蓝 Fe4 ( Fe( CN) 6 ) 生成量为指标，

抗氧化剂能将铁氰化钾还原，再利用亚铁离子生成普鲁士蓝，

该物质在 700nm 处有最大吸收峰。吸光值越大，表明样品还

原力越强［5］。

图 1 微生物源性抗氧化剂及四种常见抗氧化剂的还原能力

Fig. 1 Reducing power to MA and common antioxidants

由图 1 可以看出，微生物源抗氧化剂具有很强的还原能

力。且在较低浓度下保持较好的线性( 在 5 ～ 150 μg /ml 浓度

内，R2 = 0. 9988) 。常见的抗氧化剂中，VC 和 EGCG 的还原力

较强，而 VE 和硫辛酸则较弱。
2. 3 微生物源性抗氧化剂的氧自由基清除能力研究

羟自由基和超氧阴离子自由基是两种常见的氧自由基。
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本研究利用 Fe3 + － EDTA － 抗坏血酸 － 过氧化氢体系产生·
OH，而脱氧核糖作为·OH 的攻击靶。脱氧核糖在受到·OH

攻击后裂解，与 TBA 反应生成红色化合物。532nm 下有最大

吸收峰［6］。采用 PMS － NADH 系统产生超氧阴离子，超氧阴

离子能减少 NBT 的蓝色，通过检测 560nm 处的吸光值来判断

系统内超氧阴离子的浓度［7］。

图 2 微生物源性抗氧化剂及四种常见抗氧化剂的羟自由基清除率

Fig. 2 Hydroxyl radical scavenging activity to MA and common antioxida-

nts

由图 2 可以看出，微生物源性抗氧化剂有一定的羟自由

基清除能力，且随浓度的增加而清除效果增强，但较常见抗氧

化剂清除效果弱，EC50 = 184. 5μg。常见的抗氧化剂中，硫辛

酸及维生素 E 表现出了非常强的羟自由基清除能力，在浓度

为 5μg /ml 时清除率就分别达到了 90. 95%和 87. 35%。

图 3 微生物源抗氧化剂及四种常见抗氧化剂的超氧阴离子自由基清

除率

Fig. 3 Superoxide anion radical scavenging activity to MA and common

antioxidants

由图 3 可以看出，微生物源性抗氧化剂有一定的超氧阴

离子自由基清除能力，且随浓度的增加而清除效果增强，当浓

度达到 75μg /ml 以上时，增幅减缓，EC50 = 48. 7μg。常见的抗

氧化剂中，仅 EGCG 表现出了较强的超氧阴离子自由基清除

作用，在 5μg /ml 的浓度时清除率达到 54. 18%，而硫辛酸则不

表现出超氧阴离子自由基清除能力( 与阴性对照比较，P ＞
0. 05) 。
2. 4 微生物源抗氧化剂的含氮自由基清除能力研究

每个 DPPH 分子在溶液中可生成一个稳定的含氮自由

基，因此通过 DPPH 法对这种稳定存在的自由基清除能力的

检查，可以反映被测物清除含氮自由基的活性［8］。由图 4 可

以看出，微生物源性抗氧化剂有较强的 DPPH 自由基清除作

用，且在低浓度范围内( 1 ～ 100 μg /ml) 表现出较好的线性关

系( R2 = 0. 9963) ，当浓度超过 150 μg /ml 时，清除率几乎不随

浓度的增加而显著升高，在 250 μg /ml 时清除率为 93. 54%，

EC50 = 66. 1μg。常见抗氧化剂中，VC 和 EGCG 的清除 DPPH

自由基效果较好，而 VE 和硫辛酸的清除率相对较低。

图 4 微生物源抗氧化剂及四种常见抗氧化剂的 DPPH 自由基清除率

Fig. 4 DPPH radical scavenging activity to MA and common antioxidants

2. 5 微生物源性抗氧化剂的抗脂质过氧化作用

多不饱 和 酸 在 自 动 氧 化 过 程 中 的 最 终 产 物 是 丙 二 醛

( MDA) ，在较低 pH 和高温下，它可以与硫代巴比妥酸( TBA)

反应生成一种粉红色物质，该物质在 532nm 下有特征吸收［9］，

通过对该物质的检测可以分析出样品对脂质过氧化的抑制作

用。从图 5 中可以看出，微生物源抗氧化剂对小鼠肝细胞细

胞膜的自氧化的抑制非常显著，在浓度为 25μg /ml 时抑制率

就高达 90. 60%，在浓度为 5μg /ml 时抑制率为 61. 26%，较同

浓度的 VC、硫辛酸高( 抑制率分别为 4. 28%和 12. 49% ) ，但较

同浓 度 的 VE 和 EGCG 的 抑 制 率 低 ( 分 别 为 91. 42% 和

99. 68% ) 。

图 5 微生物源抗氧化剂及四种常见抗氧化剂对脂质过氧化的抑制率

Fig. 5 Inhibition of lipid peroxidative to MA and common antioxidants

3 讨论

自由基是生物细胞进行正常代谢时产生的。实验证明，

机体细胞存在少量氧自由基是维持生命所必需的［10］。但是，

在一些特定的生理状态下( 氧化应激) ，机体代谢产生异常而

产生大量自由基，或者由于某些原因机体内抗氧化系统( 如
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SOD、过氧化氢酶、GSH － Px 等) 功能障碍时，自由基 － 抗自由

基生成系统平衡失调，机体产生氧化应激反应，从而导致多种

疾病［11］。因此，现在许多疾病的根治都归结到对氧化损伤的

预防上来［12］。

目前广泛研究和使用的抗氧化剂按来源一般可分为合成

小分子、植物提取物两类。合成小分子抗氧化剂如维生素 C、

维生素 E、BHT 等等，具有研究充分，成分简单，价格低廉的特

点。但同时也存在清除自由基种类单一，合成存在安全隐患

等问题［13］。植物提取抗氧化剂近年来发展极为迅速，仅 2008

年一年，发表在 Journal of Agricultural and Food Chemistry 上的

与天然抗氧化剂相关的文章就多达 158 篇［12］，其中多为植物

源性抗氧化剂相关研究。植物源性抗氧化剂如茶多酚、人参

皂苷、各种植物黄酮等具有多种自由基清除能力强、来源安全

可靠、同时兼具其它如免疫调节等功能的特点［14］，但存在原料

来源有限，提取成本高、受气候、海拔、地域等多种因素影响而

品质稳定性差的缺点。微生物源性抗氧化剂目前局限在某些

菌种的抗氧化作用研究，复合抗氧化剂的研究非常罕见，但依

据本课题组先前的研究［11，15］，其体内抗氧化作用较好，有较大

的开发价值。且相较植物源性抗氧化剂而言，微生物源性抗

氧化剂有着来源丰富、品质易控制、提取分离方便等诸多优

势，是一种理想的食品、饲料抗氧化添加剂。

体外抗氧化试验研究具有方便、快速、数值稳定的特点而

常被抗氧化剂初步分析筛选时采用。还原力实验的结果表

明，微生物源性抗氧化剂具有较好铁氰化钾还原能力，说明其

具有潜在的抗氧化能力。但从 VC、VE、硫辛酸及 EGCG 的还

原力测定数据来看，还原力强并非对所有自由基的清除作用

都强，如 VC 的还原力数值约是 VE 的 6 倍，而 5 μg /ml 的 VC

的羟自由基清除率仅同浓度 VE 的 1 /9。羟自由基和超氧阴离

子自由基是体内常见的氧自由基，DPPH 自由基常作为含氮自

由基的代表进行研究，实验结果说明常见的合成抗氧化剂在

清除自由基方面选择性很强，同浓度的 VC 在羟自由基及超氧

阴离子自由基的清除方面都较 VE 弱，但 DPPH 自由基清除能

力却很强。而硫辛酸在体外仅羟自由基的清除能力非常强，

其它自由基清除能力相对均较弱。这种差异与其分子结构及

构象有关［16］，也可能与其所处的溶液环境有关。这也说明在

日常饲料及食品中，单独添加某一种合成小分子抗氧化剂可

能效果并不能达到最佳，而 VC、VE、硫辛酸及 EGCG 在体内共

存时，具有一定的协同作用［17］。在羟自由基、超氧阴离子自由

基和 DPPH 自由基的清除方面，EGCG 的效果均较好，且较为

平衡。但考虑到 EGCG 的提取成本，所以其可能更适合作为

食品的添加剂，作为饲料添加则可能不太被生产商所接受。

在体外抗脂质过氧化方面，VE 和 EGCG 的效果非常好，但二者

都是脂溶性成分，因此在生产添加时，可能有一定局限性。而

本实验采用的微生物源性抗氧化剂虽然在同浓度与常见抗氧

化剂比较时( 5 μg /ml) ，效果都不是最佳。但其在各种自由基

清除、抗脂质过氧化方面都有一定效果，且作用较为平衡。因

此作为饲料或食品抗氧化剂添加时，效果可能会较单一添加

某种抗氧化剂更好。另外本实验采用的微生物源性抗氧化剂

未经过进一步的有效成分分离与纯化，还存在较大的提升空

间。

4 结论

微生物源性抗氧化剂在体外有良好的抗氧化作用，是一

种经济、可靠、理想的饲料、食品抗氧化添加剂，具有进一步研

究与开发的价值。
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