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摘要：为了提升可溶性南极磷虾蛋白的抗氧化性能，将芦丁复合到可溶性南极磷虾蛋白
(SAKP) 上，成功制备了 SAKP-芦丁复合物，一种新型的多酚 -蛋白复合物。通过测定
SAKP-芦丁复合物清除二苯基苦基苯肼自由基 (DPPH−) 和羟基自由基 (OH−) 的能力来评估
其抗氧化能力。同时采用 H2O2 诱导 HepG-2 细胞氧化损伤模型评价了 SAKP-芦丁复合物
对细胞受到氧化损伤时的保护能力。结果发现，与芦丁复合后，SAKP 的抗氧化和清除自由
基的能力明显增强；与天然 SAKP 相比，SAKP-芦丁复合物显著提升了 HepG-2 细胞超氧
化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CAT) 和谷光甘肽过氧化物酶 (GSH-Px) 的活性，减少了细
胞因氧化应激产生的脂质过氧化产物 (MDA) 含量，最终降低了氧化应激损伤对细胞的伤害。
以上结果表明，SAKP-芦丁复合物是一种新型的、有希望应用于开发功能性食品的蛋白资源。
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南极磷虾  (Euphausia  superba) 属于磷虾科

(Euphausiidae) 磷虾属 (Euphausia)，主要生活在南

极洲水域中[1]。其生物量巨大，目前估计有 5 亿 t，
年可捕量约达 1 亿 t[2]，是世界上最大的动物蛋白

来源，其可利用的生物量与人类收获的其他水生

生物的总生物量相同 [3]。南极磷虾的营养还极其

丰富，其体内蛋白的含量为 11.9 %~15.4 %，灰分

的含量约 3 %，碳水化合物约含 2 %，脂质占 0.5 %~
3.6 %。南极磷虾蛋白中包含了人体所需的全部氨

基酸，生物学价值高于其他肉类和奶类蛋白 [3-4]。

但是，目前绝大多数磷虾被用于生产低附加值的

磷虾粉和动物饲料，每年用于人类食用的磷虾量

不足 20 %。

南极磷虾蛋白作为一种尚未商业化生产的蛋

白，承载了人们对更高生活品质的期望，不仅要

求其具有优异的营养特性，还需要其具备特定的

功能特性，以适应蛋白质在贮藏、加工和消费过

程中的环境变化。南极磷虾蛋白的结构复杂特殊，

在加工过程中也存在着很多问题，这极大的阻碍

了其在食品工业中的应用 [5]。此外，蛋白质在储

存过程中极易氧化，严重影响蛋白质的品质。因

此，改善南极磷虾蛋白的功能特性是当前科学研

究的重点 [6]。多酚类化合物及其糖苷是植物次生

代谢的主要产物之一，由于其具有强大的清除自

由基和螯合金属离子的能力，因此它们具有较好

的抗氧化性能，同时它们还可以预防多种疾病，
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比如神经衰弱、癌症、心血管疾病、糖尿病和骨

质疏松症等，常被作为天然食品抗氧化剂，广泛

用于开发功能性的食品[7-8]。最近，科研人员广泛

采用多酚对蛋白质进行修饰，以形成新的具有抗

氧化功能的蛋白质复合颗粒 [6, 9-10]。多酚类物质对

蛋白质的修饰可以提升蛋白质的多种功能性质 (如
抗氧化性和乳化性等)，这主要归因于大量具有强

还原性的酚羟基的引入。芦丁是植物中一种常见

的膳食类多酚化合物，通常被称为糖苷，由槲皮

素和 2 个配糖 (鼠李糖和葡萄糖) 组成，其具有多

种药理活性，包括抗炎、抗癌、抗微生物、抗糖

尿病和保护神经的作用[7,11]。

我们之前的研究表明，通过碱溶酸沉法提取

的南极磷虾蛋白溶解度仅为 19 %[12]，为了提升磷

虾蛋白的利用度，本研究对南极磷虾进行分级利

用，首先从南极磷虾总蛋白中分离出了纯度较高

的可溶性南极磷虾蛋白 (SAKP)，在碱性 (pH 9.0)
条件下制备了 SAKP-芦丁复合物。然后通过测量

氨基酸、巯基和疏水性含量的变化来表征蛋白质

结构的变化。最后评价了复合颗粒的抗氧化性、

清除自由基能力以及对 HepG-2 细胞氧化应激损

伤的保护能力。本研究希望为开发功能性磷虾蛋

白食品提供新的理论基础，同时也为海洋蛋白在

食品工业中的高附加值应用开辟新的道路。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

南极磷虾购自大连海洋渔业集团公司，通

过冷链运输到实验室，置于低温冰箱 (−20 °C) 储
存备用。 

1.2    SAKP的提取

南极磷虾总蛋白的提取按照我们前期建立的

提取方法 [13]。具体步骤：将 20 g 南极磷虾肉与

180 mL 碱性电解水  (1∶10, 质量体积比  ) 混合，

将混合物在 800  r/min 的转速下均质 1  min。用

NaOH ( 1 mol/L) 将所得均质物的 pH 调至 12。将

所得均质物置于装有冰水的烧杯中进行冰水浴，

用超声波细胞破碎仪 SCIENTZ-ⅡD (宁波新芝生

物科技股份有限公司) 超声处理 20 min (超声持续

6 s，关闭 3 s，功率为 350 W)。随后将混合溶液

在室温条件下搅拌 1 h，用盐酸 (1 mol/L ) 将溶液

pH 调至 4.5，以 8 000 × g 的转速离心 10  min，
离心后置于−80 °C 冰箱中冷冻储存。将南极磷虾

蛋白样品在真空干燥机中冷冻干燥获得总蛋白粉

末，在此基础上分离出 SAKP。通过凯氏定氮仪

(FP-428, Leco Corporation, 美国) 测定磷虾蛋白质

的纯度。 

1.3    SAKP-芦丁复合物的制备

SAKP-芦丁复合物的制备参考 Rawel 等 [14] 的

方法。首先将 0.2 g 芦丁分散在 4 mL 乙醇中，使

用蒸馏水调节至 200 mL；然后制备系列浓度的 (6、
8、10 和 12 mg/mL) SAKP 溶液，按照 SAKP和芦

丁质量比为 6∶1、8∶1、10∶1 和 12∶1 制备SAKP
与芦丁混合溶液。用 NaOH (0.1 mol/L)将 SAKP 和

芦丁混合物溶液的 pH 调节至 9.0；最后将混合物

溶液在室温下搅拌过夜，以确保 SAKP和芦丁之

间完全反应。通过透析袋 (8~14 ku)对溶液进行透

析 (4 °C，36 h) 除去未反应的芦丁，每隔 12 h 换

1 次水。 

1.4    游离氨基酸含量的测定

SAKP-芦丁复合物中游离氨基含量的测定参

考Vigo 等[15] 的方法。首先，制备邻苯二甲醛 (OPA) 试
剂：将 80 mg OPA 溶于 2 mL 甲醇，依次加入 5 mL
SDS (2 % 质量体积分数)、50 mL 硼酸钠缓冲液

(0.1 mol/L) 和 200 μL β-巯基乙醇，然后加入蒸馏

水定容至 100 mL。将 200 μL SAKP-芦丁复合物溶

液 (2 mg/mL) 和 4 mL OPA 试剂加入试管中，然后

水浴加热 5 min (37 °C)。用紫外-可见分光光度计

(U-7100，Hitachi  Corportion) 测定样品的吸光度

(340 nm)。采用 L-亮氨酸制备的标准曲线计算样

品中游离氨基的含量。 

1.5    巯基含量的测定

使用 Ellman (DTNB) 试剂测定蛋白质中巯基

的含量。1 mL 蛋白质 ( 2 mg/mL) 加入 9 mL 缓冲

液 (0.086 mol/L Trise，0.09 mol/L 甘氨酸，4 mmol/L
Na2EDTA, pH = 8) 中充分混合。将混合物充分振

荡后置于水浴锅中，于 25 °C 孵育 1 h，然后以

12 000× g 的转速离心 15 min (4 °C)。将 30 μL Ell-
man 试剂 (4 mg/mL DTNB) 添加到 3 mL 混合物中

充分混合，然后将混合溶液于 25 °C 静置 15 min，
最后在 412 nm 处读取样品的吸光度值，并将缓冲

液作为空白对照。使用还原性的谷胱甘肽制作标

准曲线 (图 1)，将测定样品的吸光度值通过标准曲

线转换成蛋白质中游离巯基含量。所有测定均重

复 3 次。 
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1.6    表面疏水性 (H0)测量

根据已有的研究方法[13]，使用 8-苯胺基-1-萘
磺酸 (ANS) 作为荧光探针测定 SAKP 的表面疏水

性。将 20 μL 8.0 mmol/L 的 ANS (0.01 mol/L 磷酸盐

缓冲溶液，PBS) 添加到连续稀释的蛋白样品溶液

中 (25~800 μg/mL)。使用分光光度计 F7100 (Hitachi，
日本 ) 测量样品在 364 nm (激发波长 ) 和 475 nm
(发射波长) 下的荧光强度。以蛋白质的浓度为横

坐标，蛋白质的荧光强度为纵坐标制作曲线，斜

率表示为蛋白质的表面疏水性，多次重复实验求

得平均值。 

1.7    SAKP-芦丁复合物清除二苯基苦基苯肼自

由基 (DPPH–)能力测定

DPPH–清除能力的测定参考宁方建[16] 的方法。

将 DPPH−溶于乙醇中制备 0.5 mmol/mL DPPH–乙

醇溶液，并置于暗室保存。将 SAKP 和 SAKP-芦
丁复合物配置成不同浓度 (1.0、2.0、3.0、4.0 和 5.0
mg/mL) 的蛋白质溶液。分别向不同的样品中加

入 1 mL 的DPPH–溶液至 SAKP 和 SAKP-芦丁复合物

达到目标浓度 (0.1、0.2、0.3、0.4 和 0.5 mg/mL)，
充分混匀后在暗室中孵育 30 min，以维生素 C 作

为阳性对照。DPPH−的清除率计算公式：

DPPH ( ) =

µ
1¡ A s

A 0

¶
£ 100 (1)

式中，A0 为空白对照组的吸光度值，As 为测试样

品的吸光度值。 

1.8    SAKP-芦丁复合物清除羟基自由基 (OH−)
能力测定

采用羟自由基清除能力检测试剂盒 (北京索

莱宝科技有限公司) 测定 SAKP-芦丁复合物对 OH−

的清除能力。具体步骤按照试剂盒说明书的操作

方法进行。OH−的清除能力计算公式：

OH¡ ( ) =
(A s ¡ A 0)

(A c¡ A 0)
£ 100 (2)

式中，A0 为空白对照组的吸光度值；Ac 为空白管

的吸光度值；As 为测定管的吸光度值。 

1.9    细胞活性测定
 

　　培养液配置　　向 DMEM 培养基中加入 10 %
胎牛血清 (FBS) 和双抗试剂 (青霉素和链霉素)。 

　　细胞培养　　细胞培养瓶内的 HepG-2 细胞

培养至密度达 80 %~90 % 时，离心除去上清培养

液，然后用灭菌后的 PBS 润洗 1~2 次。加入适量

的胰蛋白酶 (0.25 %) 消化细胞，过程中用显微镜

观察细胞的消化程度，待大部分细胞都脱落时，

加入 1~2 mL 完全培养基终止消化。充分混匀后，

在 1 200 r/min 的转速下离心 5 min，除去上清，用

细胞计数板进行计数，将细胞转移至 96 孔培养板

中继续培养 24 h。处理组 1（对照组）加入等体

积培养基；处理组 2 加入终浓度为 10 μmol/L 的

SAKP；处理组 2 加入 0.5 mmol/L 过氧化氢；处理

组 3 加入终浓度为 0.1 μmol/L 的 SAKP-芦丁复合

物和 0.5 μmol/L 过氧化氢；处理组 4 加入终浓度

为 0.2 mol 的 SAKP-芦丁和 0.5 mmol/L 过氧化氢；

处理组 5 加入终浓度为 0.3 mol 的 SAKP-芦丁和

0.5 mmol/L 过氧化氢；处理组 6 加入终浓度为

0.4 mol 的 SAKP-芦丁和 0.5 mmol/L 的过氧化氢，

每组设 3 个平行孔，在37 °C 的培养箱中  (CO2，

5%) 培养 24 h。最后加入 100 μL 的 MTT 溶液 (0.5
mg/mL)，在 37 °C 中水浴 3 h 后，离心除去上清

液，加入 150 μL的二甲基亚砜 (DMSO)，充分振

荡混匀，在 490 nm 的波长下测定其吸光度值 [17]。

细胞活性计算公式：

( ) =
A s

A 0
£ 100 (3)

式中，As 和 A0 分别代表处理样品和对照组的吸光

度值。 

1.10    细胞中抗氧化酶活性的测定

按照南京建成生物工程研究所的试剂盒说明

书操作，测定细胞内丙二醛 (MDA) 的含量以及超

氧化物歧化酶 (SOD)、过氧化氢酶 (CAT) 和谷光

甘肽过氧化物酶 (GSH-Px) 的活性。 

1.11    统计分析

所有数据至少是 3 个重复测定的平均值，采

用 SPSS19.0 软件按照单因素方差法 (ANOVA) 分
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图 1    还原性谷胱甘肽标准曲线

Fig. 1    The reduced glutathione standard curve
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析不同处理组之间的差异，P<0.05 被认为存在显

著性差异。 

2    结果
 

2.1    SAKP-芦丁复合物的制备

通过质谱分析，SAKP 主要是原肌球蛋白，

这一结果与 Chen 等 [18] 的研究结果一致。实验从

NCBI 数据库中下载到南极磷虾肌球蛋白的氨基酸

序列 (BAF95205.1)。将 5 种天然多酚物质 (芦丁、

儿茶素、异黄酮、木犀草素和橘皮素) 与南极磷虾

原 肌 球 蛋 白 在 Discover  Studio 软 件 中 的 Lib-
Dock 程序进行分子对接。针对对接后的结果进行

打分评价，发现肌球蛋白与芦丁的对接具有最小

的结合能。在 SAKP 与芦丁的 LibDock 对接 2D 模

式局部对接图中可以看出芦丁与 SAKP 中氨基酸

残基  (如 ASP-A:175、ARG-A:178、GLU-B:180 和

GLU-B:184 等) 发生了氢键相互作用 (图 2)，因此

芦丁与氨基酸的结合有氢键参与相互作用。

选择合适的质量比例对于制备 SAKP-芦丁复

合物非常重要。表 1 显示了 SAKP 和芦丁分别在

不同比例 [(6~12∶1)，质量比 ] 下复合 3~12 h 的

复合度。所有处理组，SAKP 与芦丁的复合度随

复合时间的延长明显增加。复合 9 h 后，SAKP 与

芦丁质量比为 6∶1、8∶1、10∶1 和 12∶1 的最大复

合度分别是 27.20 %、26.86 %、25.57 % 和 19.85 %，

且复合度不会随复合时间延长而提高。通过统计

分析，6∶1、8∶1 和 10∶1 的比例制备的 SAKP-
芦丁复合物的复合度无显著差异，都显著高于 12∶1
比例下的 SAKP-芦丁复合物的复合度 (P<0.05)。

同时，本研究测定了不同浓度的 SAKP 与芦

丁的比例复合 9 h 后，对照组 (天然 SAKP) 中游离

氨基酸的含量为 316.43 nmol/mg，而 SAKP 与芦

丁质量比为 12∶1、10∶1、8∶1 和 6∶1 制备的

SAKP-芦丁复合物中游离氨基酸的含量分别为

175.36、143.62、141.67 和 138.49 nmol/mg，显著

表 1    SAKP和芦丁不同比例复合不同时间的复合度

Tab. 1    Conjugation degree of SAKP and rutin at different
ratios for different time

时间/h
time

SAKP与芦丁的质量比
the ratio of SAKP to rutin

6∶1 8∶1 10∶1 12∶1

3 16.76±2.82c 14.48±1.05c 10.48±1.44b 4.32±1.05a

6 21.02±1.22c 20.92±1.42c 15.97±1.31b 11.77±1.88a

9 26.21±2.38b 26.14±1.97b 25.18±1.59b 18.64±1.09a

12 27.15±2.87b 26.86±2.06b 25.57±1.71b 19.85±1.36a

注：不同字母表示不同SAKP/芦丁比例存在差异性显着 (P<0.05)；
下同
Notes: Different letters indicate significant differences between different
SAKP/rutin ratios (P<0.05); the same below
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图 2    南极磷虾原肌球蛋白和芦丁的分子局部对接模拟

Fig. 2    Molecular docking simulation of Antarctic krill tropomyosin and rutin
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低于对照组 (P<0.05) (图 3-a)。对照组 SAKP 中巯

基的含量为 15.97 nmoL/mg，SAKP 与芦丁比例为

12∶1、10∶1、8∶1 和 6∶1 制备的 SAKP-芦丁复

合物中游离氨基酸的含量分别为 12.67、11.37、
11.31 和 11.24 nmol/mg (图 3-b)，显著低于对照组

(P<0.05)，对照组的疏水性为 498.63，与芦丁复合

后，蛋白质疏水性显著增高 (P<0.05)，SAKP 与芦

丁质量比为12∶1、10∶1、8∶1 和 6∶1 制备的

SAKP-芦丁复合物表面疏水性分别增高至 567.23、
619.37、624.78和 631.65 (图 3-c)。 

2.2    SAKP-芦丁复合物抗氧化能力分析

DPPH−是存在于有机溶剂中的一种自由基，

其溶解在醇中呈紫色。抗氧化剂的电子或氢原子

可以转移至 DPPH−上，进而生成非自由基形态的

DPPH−，具体的表现是含有 DPPH−混合液的颜色

由紫色变为黄色或者消失 [19-20]。本研究通过测定

DPPH−的清除率来评价 SAKP-芦丁复合物的抗氧

化能力。结果显示，SAKP 对 DPPH−没有清除能

力，而 SAKP-芦丁复合物可以清除 DPPH−，并且

随着浓度的增加，其清除自由基的能力也逐渐增

加，当 SAKP-芦丁复合物的浓度达到 0.5 mg/mL
时，其对 DPPH−的清除率可达到 42.5 % (图 4-a)。

自由基是机体活动过程中的一些生理生化反

应所产生的中间产物，而 OH−在众多自由基中是

最活泼的，其对机体的危害也是最大的。OH−可

通过细胞膜快速与细胞内的生物大分子 (蛋白质、

碳水化合物和脂质等) 反应，引起机体组织损伤或

细胞坏死 [16]。因此清除 OH−可以有效保护生物体

免受自由基的侵害。本研究通过测定 SAKP-芦丁

复合物对 OH−的清除能力进一步评估其抗氧化活

性。结果表明，SAKP 对 OH−没有清除能力，而

SAKP-芦丁复合物可以有效清除 OH−，并且其对

OH−的清除能力随浓度的增加逐渐提高，当 SAKP-
芦丁复合物的浓度达到 0.5 mg/mL 时，其对 OH−

的清除率可达到 61.4 % (图 4-b)。以上结果表明，

将芦丁复合到 SAKP 上可以明显提高可溶性南极

磷虾蛋白的抗氧化能力。 

2.3      SAKP-芦丁复合物对 H2O2 诱导 HepG-2
细胞氧化损伤的保护能力

本研究首先建立了一个 H2O2 对 HepG-2 细胞

氧化损伤的模型。随着 H2O2 浓度的增加，细胞活

力逐渐下降。当用 0.5 mmol/L 的 H2O2 处理细胞

后，细胞的活力降至约 50 % (图 5)。参考宁方建[16]

的研究，当细胞的活力降低至 50 %~70 % 时，可
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图 3    SAKP和 SAKP-芦丁复合物中游离氨基酸 (a)、

巯基 (b) 的含量和表面疏水性 (c)
1. 对照组， 2. SAKP 与芦丁质量比为 12∶1， 3. SAKP 与芦丁质量比为

10∶1， 4. SAKP 与芦丁质量比为8∶1， 5. SAKP 与芦丁质量比为6∶1

Fig. 3    Free amino acid content (a), sulfhydryl content
(b) and surface hydrophobicity (c) of
SAKP and SAKP-rutin complexes

1.  control  group,  2.  the  ratio  of  SAKP to  rutin  is  12∶1,  3.  the  ratio  of
SAKP to rutin is 10∶1, 4. the ratio of SAKP to rutin is 8∶1, 5. the ratio
of SAKP to rutin is 6∶1
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以建立细胞氧化损伤的模型。本研究采用 0.5
mmol/L 的 H2O2 处理 HepG-2 细胞建立 H2O2 诱导

HepG-2 细胞氧化损伤的模型，进行后续的实验。

本实验同时分析了不同浓度的 SAKP-芦丁复

合物对 H2O2 诱导 HepG-2 细胞氧化损伤的保护作

用，H2O2 (0.5 mmol/L) 处理组 HepG-2 细胞的存活

率约为 50 %，而加入 SAKP-芦丁复合物，再加入

H2O2 后，HepG-2细胞的存活率显著提高，并且

SAKP-芦丁复合物的浓度越高，其对保护细胞免

受 H2O2 氧化损伤的效果越明显 (图 6)。通过观察

HepG-2 细胞形态可以发现，H2O2 处理细胞后细

胞形态逐渐发生明显的变化，细胞核固缩、细胞

数量减少 (图版Ⅰ-3)，而 SAKP-芦丁复合物培养的

HepG-2 细胞经过H2O2 处理时，其细胞数量显著

高于 H2O2 处理组 (图版Ⅰ-2)，与对照组 (图版Ⅰ-1)
相比细胞形态无明显变化，细胞数量稍有减少。 

2.4      HepG-2细 胞 中 MDA、 CAT、 SOD和

GSH的含量

H2O2 处理细胞后，细胞中过氧化物  (MDA)
和抗氧化酶  (CAT、SOD 和 GSH-Px) 含量的变化

可以反映细胞受氧化损伤程度的抵抗能力。结

果显示，对照组中细胞中 MDA 的含量为 15.97
mmol/mg pro，经过 H2O2 处理后细胞中 MDA 的

含量显著增高至 72.53 mmol/mg pro，SAKP 预培

养的细胞中经过 H2O2 处理后 MDA 的生成量与仅
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图 4    SAKP-芦丁复合物对 DPPH− (a)和 OH− (b)的清除能力

Fig. 4    DPPH− (a) and OH− (b) radical scavenging activities of SAKP-rutin complexes
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图 5    不同浓度 H2O2 对 HepG-2细胞存活率的影响

Fig. 5    Cell viability of HepG-2 treated with H2O2 at
different concentration
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图 6    不同浓度 SAKP-芦丁复合物对 H2O2 氧化损伤

HepG-2细胞存活率的影响

1. 对照组， 2. 0.5 mmol/L H2O2， 3. 0.1 mol SAKP-芦丁+0.5 mmol/L
H2O2，  4. 0.2 mol SAKP-芦丁+0.5 mmol/L H2O2，5. 0.3 mol SAKP-
芦丁 +0.5  mmol/L  H2O2， 6.  0.4  mol  SAKP-芦丁 +0.5  mmol/L  H2O2

Fig. 6    Effects of different concentrations of SAKP-rutin
complexes on the survival rate of HepG-2 cells induced

by H2O2 oxidative damage

1.  control  group,  2.  0.5  mmol/L  H2O2,  3.  0.1  mol  SAKP-rutin+0.5
mmol/L  H2O2,  4.  0.2  mol  SAKP-rutin+0.5  mmol/L  H2O2,  5.  0.3  mol
SAKP-rutin+0.5 mmol/L H2O2, 6. 0.4 mol SAKP-rutin+0.5 mmol/L H2O2
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H2O2 处理后没有差异，而 SAKP-芦丁复合物预培

养的细胞经过 H2O2 处理后 MDA 的生成量显著降

低至 52.03 mmol/mg pro。对照组细胞中 CAT、SOD
和 GSH-Px 的含量分别为 30.83、124.47 和 40.73
mmol/mg pro。经过 H2O2 处理后细胞中 CAT、SOD
和 GSH-Px 的含量分别降低至 10.37、61.60 和 10.81
mmol/mg pro，而 SAKP-芦丁复合物预培养的细胞

经过 H2O2处理后，细胞中 CAT、SOD 和 GSH-Px
的含量显著高于仅用 H2O2 处理组 (P<0.05) (表 2)。 

3    讨论

由于多酚含有较多的酚羟基，其可以与蛋白

质通过非共价键和共价键的形式相互结合[21]，其

中非共价键主要包括氢键、范德华力和疏水作用

等[22-23]，通过质谱分析，SAKP 主要是原肌球蛋白，

其含有丰富的非极性、疏水和极性氨基酸[17]。这

些不同的氨基酸可以为相互结合的物质提供良好

的氢键供体和受体，分子对接的结果也表明芦丁

与 SAKP 二者之间存在氢键相互作用。除此之外，

多酚和蛋白质之间还可以通过共价键的方式结合。

在碱性条件下，酚羟基去质子化生成醌，醌与邻

近的酚反应生成二聚体或高级聚合物[21]。由于它

们的亲电特性，所形成的邻醌可以轻松地与蛋白

质中的亲核基团 (氨基、巯基和 N 端脯氨酸) 反应，

从而形成共价键[24-25]。SAKP 与芦丁复合后，其游

离氨基酸和巯基的含量显著降低。这表明 SAKP
与芦丁的复合消耗了部分游离氨基酸和巯基基团。

有研究表明猪骨蛋白[6] 和乳清蛋白[26] 可以与多酚

类物质通过共价键复合。因此，在本研究中 SAKP
与芦丁之间的复合也形成了共价键。此外，SAKP
和芦丁以 6∶1、8∶1 和 10∶1 的比例 (质量比) 复
合后，游离氨基酸和巯基的含量没有显著差异，

且都显著低于 12∶1 比例下的 SAKP-芦丁复合物

中的含量  (P<0.05)，这也进一步证明 SAKP 与芦

丁以 10∶1 的比例复合可以使蛋白的复合度达到

饱和。因此，本研究选择 10∶1 (质量比) 的比例

进行后续的实验。同时，SAKP-芦丁复合物的表

面疏水性显著高于未处理 SAKP 的疏水性 (表 1)。
这是由于多酚和氨基酸残基之间的共价反应会导

致部分蛋白质构象发生变化和疏水性位点的暴

露[6]，薛艾莲等[27]的研究也表明麦醇溶蛋白与芦丁

复合后，蛋白分子结构发生变化，暴露出更多的

疏水基团，从而导致其疏水性增高。

多酚一般具有较强的抗氧化活性，可以防止

生物体内的生物分子被氧化，同时其还具有阻止

生物体活性氧生成以及清除体内自由基的能力[28]。

通常，蛋白质与多酚复合后可以保护多酚类化合

物的抗氧化活性，同时还可以提升蛋白质的抗

氧化能力 [29-30]。在本研究中，抗氧化多酚芦丁与

SAKP 复合后制备的 SAKP-芦丁复合物具有清除

DPPH−和 OH−的能力，同时可以保护细胞免受 H2O2

的氧化损伤。氧化应激损伤是机体常见的应激损

伤，在活性氧和自由基正常产生的情况下，机体

1
50μm

2
50 μm

3
50 μm

 
图版Ⅰ    SAKP-芦丁复合物对 H2O2 氧化损伤的

HepG-2细胞的形态的影响

1. 对照组；2. SAKP-芦丁复合物培养后经 H2O2 处理的 HepG-2 细

胞；3. 经 H2O2 处理的 HepG-2 细胞

Plate Ⅰ    Effect of SAKP-rutin complexes on the
morphology of HepG-2 cells oxidized by H2O2

1.  control;  2.  H2O2 oxidative  damage  to  HepG-2  cells  cultured  with
SAKP-rutin complexes; 3. treated by H2O2
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本身的防御体系可以清除自由基，起到防御的效

果，可以保持机体的稳定状态，但是如果机体受

到的损伤程度大于本身的防御效果时，过量的自

由基会破坏细胞膜通透性和细胞结构，从而引起

细胞内 DNA 的损伤和脂质的氧化，进一步使细胞凋

亡[31-32]。MDA 是细胞脂质过氧化的最终产物，机

体积累过多 MDA 会损伤细胞膜的结构，进一步

引起生命大分子 (蛋白质和核酸等) 聚合，增加线

粒体的负担，对细胞有毒性作用，这也是机体氧

化应激的标志 [33]。H2O2 处理后，细胞的 MDA 含

量显著增加。在 H2O2 处理组加入 SAKP，其细胞

内的 MDA 含量依然很高，与 H2O2 单独处理组没

有差异，表明 SAKP 不具备降低细胞中 MDA 的

能力。而加入 SAKP-芦丁复合物预培养处理组，

H2O2 处理后细胞中的 MDA 生成量显著降低 (P<
0.05)，表明 MDA 的生成受到抑制。因此，SAKP-
芦丁复合物能够降低脂质过氧化物的产生，降低

对细胞膜的氧化损伤。CAT 可以清除细胞代谢过

程中产生的过氧化氨毒性物质，其还可以保护巯

基酶、蛋白质以及过氧化氢解离 [34-35]。SOD 和

GSH-Px 的活性可以反映细胞抵抗氧化应激损伤的

能力，其中 SOD 可以清除过量的活性氧，平衡细

胞的氧化和还原过程；GSH-Px 是细胞清除自由基

的重要酶，SOD 和 GSH-Px 共同组成了细胞抵抗

氧化防御系统[17, 36]。细胞在受到 H2O2 诱导损伤后，

这 3 种酶的酶活性都显著降低，在 H2O2 处理组加

入 SAKP，HepG-2 细胞内的 CAT、SOD 和 GSH-
Px 的酶活性依然很低，与 H2O2 单独处理组没有

差异。而 SAKP-芦丁复合物预培养的细胞中 3 种

酶的酶活性显著高于 H2O2 处理组 (P<0.05)。以上

结果表明，H2O2处理后，细胞受到强烈的氧化损

伤导致自身抗氧化体系失衡。然而，经过 SAKP-
芦丁复合物预处理的 H2O2 细胞中 CAT、SOD 和

GSH-Px 活性显著升高 (P<0.05)，MDA 的含量显

著降低 (P<0.05)。表明 SAKP-芦丁复合物激活了

细胞内部的抗氧化系统，提高了抗氧化酶表达，

提升了细胞的抗氧化酶活性，同时降低了细胞氧

化应激产生的脂质过氧化物对细胞的危害，从而

保护细胞免受 H2O2 的氧化损伤。这一结果也进一

步表明 SAKP-芦丁复合物可以保护细胞免受 H2O2

的氧化诱导损伤。 

4    结论

本研究中 SAKP 与芦丁通过氢键和共价键结

合，成功制备了一种新型的多酚-蛋白质复合物。

与 SAKP 相比，SAKP-芦丁复合物具有更好的抗

氧化性和清除自由基等性能。更重要的是 SAKP-
芦丁复合物可以抑制机体脂质氧化过程中 MDA
的产生，并能激活细胞内部的抗氧化系统，提高

抗氧化酶  (CAT、SOD 和 GSH-Px) 的表达，从而

保护细胞免受过氧化物 ( H2O2 ) 的氧化损伤。这

为开发高品质南极磷虾蛋白产品提供了理论依据

和实践指导，同时也为高品质海洋蛋白资源的高

附加值开发开辟了新的方向。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Preparation and antioxidant properties of soluble
Antarctic krill protein-rutin complexes

LI Yufeng 1,2,     WANG Jingjing 3*,     TAN Lijun 2,     PENG Zhiyun 2,    
ZHAO Cheng 2,     LIU Haiquan 2,     ZHAO Yong 2*

(1. College of Biological and Food Engineering, Anhui Polytechnic University, Wuhu    241000, China;
2. College of Food Sciences and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

3. Department of Food Science, Foshan University, Foshan    528000, China)

Abstract: In  order  to  improve the  antioxidant  activity  of  Antarctic  krill  protein,  a  new polyphenol-protein  com-
plex  (SAKP-rutin  complex)  was  successfully  prepared  by  grafting  rutin  onto  soluble  Antarctic  krill  proteins
(SAKP).  The  antioxidant  capacity  of  SAKP-rutin  complexes  was  evaluated  by measuring  its  ability  to  scavenge
DPPH- and hydroxyl radicals. Meanwhile, the protective ability of SAKP-rutin complexes against oxidative dam-
age of HepG-2 cells was determined by using an H2O2 induced oxidative damage model. The results showed that
the combination of rutin greatly enhanced the ability of  SAKP to scavenge free radicals.  Compared with natural
SAKP, the SAKP-rutin complexes significantly increased the activity of cellular antioxidant enzymes (CAT, SOD
and GSH-Px), decreased the production of lipid peroxidation products (MDA) in cells caused by oxidative stress,
and finally reduced the damage of oxidative stress to cells. These findings suggest that SAKP-rutin complex is a
novel protein resource which will hopefully be applied to developing functional protein food.
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