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超声辅助制备金乌贼墨黑色素及其对
M0:8.!

细胞
氧化损伤的保护作用
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摘要!以金乌贼为原料!采用超声辅助法制备金乌贼墨黑
色素并进行结构表征和抗氧化能力测定!利用

#)"

#

/82

*

W

叔丁基过氧化氢(

HLTY

)诱导建立
M0:8.!

细胞氧化损伤
模型!

SHH

法测定细胞存活率!并对细胞内超氧化物歧
化酶(

XQ'

)活性和丙二醛(

S'I

)含量进行测定#结果表
明!超声法提取的黑色素具备特征基团和吲哚结构!并且
颗粒粒径变小#与氧化损伤模型组相比!黑色素组均能
有效提升受损细胞的存活率#当浓度

)

>"

#

5

*

/W

时!金
乌贼墨黑色素干预能有效提升细胞内

XQ'

活性和降低
S'I

水平!保护
M0:8.!

细胞免受氧化应激造成的损伤#

关键词!金乌贼墨$黑色素$超声提取$

M0:8.!

细胞$氧化
应激
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#墨黑色素是天然色素的重
要来源%是一种高度聚合的生物大分子%存在于墨囊中%

是乌贼在防御和躲避危险时喷出墨汁的主要成分%具有
光保护作用*

#

+

)抗氧化作用*

!

+

)清除自由基*

*

+

)金属离子
螯合作用*

>

+

)抗炎作用*

)

+等功能&目前%黑色素在调节免
疫低下*

+

+

)保护糖尿病肾病对肾脏损伤*

,

+

)治疗侵袭性肺
曲霉病*

$

+

)保护急性酒精肝损伤*

(

+等方面具有良好的
效果&

研究表明%氧化应激与糖尿病*

#"

+

)阿尔茨海默
病*

##

+和肠道炎症*

#!

+等慢性疾病密切相关&氧化应激
可使自由基)活性代谢物!

VQX

#和保护机制!抗氧化

%%!

&QQ'RSIMT?U-V%

第
*+

卷第
)

期总第
!!*

期
"

!"!"

年
)

月
"



剂#之间失衡*

#*

+

%损伤重要的生物分子和细胞%导致
疾病&

关于墨黑色素抗氧化能力的研究多为化学法*

#>P#+

+

%

而在细胞水平上的功效研究鲜有报道&已有的报道*

#,

+仅
通过测定细胞增殖活性探究墨黑色素对细胞的影响%无
法反应细胞内指标的变化&化学法只能简单测定抗氧化
剂的抗氧化能力%不能真实模拟或反映机体内部生理环
境%不能有效评价其抗氧化活性与药理作用的关系&相
比于水洗)酶解)酸碱等提取法%

\=8

等*

#$

+通过超声辅助
方法制备可溶性黑色素%说明超声法在改善黑色素溶解
性方面具有很好的效果&试验拟以金乌贼为原料%采用
超声辅助法提取制备黑色素%并利用叔丁基过氧化氢诱
导

M0:8.!

细胞建立氧化应激损伤模型%同时将不同浓度
的黑色素溶液加入细胞中进行提前干预%研究金乌贼墨
黑色素在

M0:8.!

细胞氧化应激损伤中的保护作用%为黑
色素作为一种食补或者营养性的外源抗氧化剂的开发和
利用提供依据&

#

!

材料与方法

#9#

!

材料和仪器
#9#9#

!

材料与试剂
冷冻金乌贼"山东青岛航海客公司$

人克隆结肠腺癌细胞
M0:8.!

细胞"美国典型培养物
保藏中心$

高糖
'S-S

细胞培养液"美国
T

3

:284;

公司$

胎牛血清"上海依科赛生物制品有限公司$

叔丁基过氧化氢!

HLTY

#"美国
X1

5

/0

公司$

四甲基偶氮唑蓝!

SHH

#细胞增殖及细胞毒性检测试
剂盒)

LMI

法总蛋白定量测定试剂盒)超氧化物歧化酶
XQ'

测定试剂盒)丙二醛
S'I

测定试剂盒"南京建成生
物工程研究所$

其余试剂均为国产分析纯&

#9#9!

!

主要仪器设备
超声波细胞破碎仪"

%̀(!.??U

型%宁波新芝生物科技
股份有限公司$

紫外分光光度计"

OZ.#$""YM

型%上海翱艺有限
公司$

冷冻离心机"

T0

CC3

.HW#$

型%山东济南福的机械有
限公司$

真空冷冻干燥机"

&'.#I.)"

型%北京博医康实验仪
器有限公司$

傅里叶红外光谱仪"

U1:82;@1X#"

型%赛默飞世尔科技
有限公司$

扫描电子显微镜"

X̀S.+,""&

型%日本电子公司$

酶标仪"

L?Q.VI'+$"

型%美国伯乐生命医学产品有
限公司$

二氧化碳细胞培养箱"

SMQ.#)IM

型%日本三洋
公司&

#9!

!

方法
#9!9#

!

超声辅助提取及制备墨黑色素
!

参考
\=8

等*

#(

+

的方法并略作修改&取
"9)

5

干燥的黑色素样品%溶于
#""/WU0QT

溶液!

#/82

(

W

#中&超声细胞破碎仪振幅
$"]

%温度上限
*"j

%超声
#A

%间歇
#A

%总作用时间
#7

%

冷却%加入
#/82

(

W TM2

调节
C

T

值%

$"""B

(

/14

离心
#)/14

%取上清液%真空冷冻干燥%得黑色素样品&

#9!9!

!

紫外'可见光光谱和
&H.?V

光谱
!

将黑色素样品
充分溶解%配置成

#"/

5

(

W

的溶液%使用紫外'可见光分
光光度计在

!""

"

,""4/

范围内扫描&称取
"9)/

5

黑色
素样品%与

_LB

均匀混合并压制成片剂%使用傅立叶变换
红外光谱仪在

>"""

"

>"":/

P#范围内扫描&

#9!9*

!

扫描电子显微镜和粒径统计
!

黑色素样品于真空
喷金%通过扫描电子显微镜扫描图像%扫描电压

)9"aZ

(

#"aZ

%工作距离
$9>

"

$9$//

&使用
U048/;@;B;B#9!

软件对黑色素粒径分布进行统计分析&

#9!9>

!

M0:8.!

细胞培养
!

在含有
M0:8.!

细胞的培养瓶
中加入含

#"]

的胎牛血清!经热灭活处理#和双抗
!

#""O

(

/W

青霉素和
#""

#

5

(

/W

链霉素#的高糖
'S-S

细胞培养液%于
*,j

%

)] MQ

!

培养箱中培养%每天更换
一次培养液&待细胞贴壁生长为单层后%对其进行消化
传代&

#9!9)

!

黑色素对
M0:8.!

细胞存活率影响
!

取对数生长期
的

M0:8.!

细胞%以密度
)k#"

>

M;22A

(

/W

接种至
(+

孔板%

每孔加入
#""

#

W

细胞悬液%置于培养箱中培养&待细胞
贴壁后开始试验&试验组每孔加入

!""

#

W

样品溶液%黑
色素最终浓度分别为

)

%

!"

%

>"

%

+"

%

$"

%

#""

#

5

(

/W

%每个
浓度设置

>

个复孔%同时设置对照组%对照组为正常细胞
组&继续培养

!>7

后%采用
SHH

法*

#(

+检测%并按式!

#

#

计算
M0:8.!

细胞存活率&

2

T

-

#

[

-

"

[

-

*

-

!

[

-

"

U

#""]

% !

#

#

式中"

2

'''

M0:8.!

细胞存活率%

]

$

-

#

'''黑色素干预组的吸光度$

-

"

'''空白组吸光度$

-

*

'''黑色素溶液吸光度$

-

!

'''对照组吸光度&

#9!9+

!

HLTY

诱导
M0:8.!

细胞氧化损伤模型建立
!

取对
数生长期的

M0:8.!

细胞%以密度
)k#"

>

M;22A

(

/W

接种至
(+

孔板%每孔加入
#""

#

W

细胞悬液%于
*,j

%

)] MQ

!

培
养箱中培养&待细胞贴壁后开始试验&细胞贴壁后孵育
不同浓度梯度的

HLTY

!

"

%

)"

%

#""

%

!""

%

*""

%

>""

#

/82

(

W

#%

孵育时间
>7

%

SHH

法检测细胞存活率%选择半抑制浓度

&%!

提取与活性
-̂ HVIMH?QU R IMH?Z?H%

总第
!!*

期
"

!"!"

年
)

月
"



!

"2

)"

#为后续试验作用剂量&

#9!9,

!

不同浓度黑色素溶液对
M0:8.!

细胞氧化损伤的影
响

!

细胞布板同
#9!9+

%细胞贴壁后分别加入
)

%

!"

%

>"

%

+"

%

$"

%

#""

#

5

(

/W

的黑色素溶液%每孔
!""

#

W

%每组
)

个
复孔&孵育

!>7

后弃去上清%加入
HLTY

损伤
>7

%

SHH

法检测细胞存活率&

#9!9$

!

细胞中
XQ'

活性和
S'I

含量的测定
!

将
M0:8.!

细胞以密度
)k#"

)

M;22A

(

/W

接种至
+

孔板中&经不同
浓度黑色素溶液和

HLTY

处理后%用
YLX

洗涤细胞两
次%从平板上刮入到冷

YLX

中%采用超声波细胞破碎仪进
行均质化&将匀浆液于

>j

%

)"""B

(

/14

离心
!"/14

%收
集上清液&通过

LMI

分析试剂盒测定上清液样品中的
蛋白质浓度%按测定试剂盒说明书进行

XQ'

)

S'I

测定*

!"

+

&

#9!9(

!

统计学分析
!

所有试验重复
*

次%结果以!平均
值

n

标准偏差#表示&使用
XYXX#$9"

和
\B0

C

7Y0DYB1A/

$

软件分析%采用
F

检验法对试验组和模型组进行统计
分析和数据处理%

4A

表示差异无显著性%

$

表示
Y

#

"9")

%

$$

表示
Y

#

"9"#

$采用
F

检验法对模型组和对照组进行
统计分析%

' '

表示
Y

#

"9"#

$采用单因素方差分析
!

IUQZI

#进行试验组内比较%字母不同表示组间差异显
著!

Y

#

"9")

#&

!

!

结果与分析

!9#

!

紫外#可见光光谱和
&H.?V

光谱
由图

#

可知%金乌贼墨黑色素在
!#)4/

处有一个最
大吸收峰%并且随波长的增加吸光度逐渐降低&这是由
于黑色素分子中含有复杂的共轭结构%因此宽光谱范围
内的强吸收和随波长逐渐降低是黑色素的典型特性*

!#

+

&

此外%

!+"

%

!$"4/

处均未观察到吸收峰%表明诸如蛋白质
和脂质的杂质含量少&

由图
!

可知%

*>!":/

P#处的强而宽的谱带为'

QT

和'

UT

拉伸振动$

!(!+

%

!$)!:/

P#处的小峰和尖峰分别
对应于

MT

*

)

MT

!

的拉伸振动$

#+!":/

P#处的强吸收峰对
应芳族

M

"

M

和
M

"

Q

基团的拉伸振动$
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P#处

图
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黑色素紫外+可见光谱图
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的吸收峰归属于酚
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基团的
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'
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变形和
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拉
伸$

$""
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P#处的弱吸收峰表明芳香环的某些位置
已被取代形成低芳族氢含量的共轭体系%与报道的真黑
色素标准品*

!!

+和天然鱿鱼黑色素*

#$

+高度一致&其中%

*>!"

%

#+!":/

P#处的吸收峰被认为是黑色素的代表特
征%说明超声辅助提取的黑色素保留了黑色素特征基团
和吲哚结构&
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!

扫描电子显微镜及粒径统计
由图

*

可知%金乌贼墨黑色素呈纳球状%具有不同的
粒径%主要分布于

$"
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!#"4/

的范围内%颗粒表面轻微
的凸起&黑色素单体颗粒并不代表保持其功能的最小基

图
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黑色素的显微结构
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细胞氧化损伤的保护作用



本单位%而只是代表一种扩展的聚集*

!*

+

&超声破碎后%黑色
素部分颗粒发生形变%圆形颗粒的物理结构遭到一定程度地
破坏%使黑色素产生了更小颗粒并释放更多的活性基团*

#$

+

&

!9*

!

黑色素对
M0:8.!

细胞存活率的影响
由图

>

可知%黑色素组的细胞存活率高于正常组%表
明金乌贼墨黑色素对

M0:8.!

细胞没有毒性%还可在一定
程度上促进细胞的生长和增殖&雷敏*

#,

+研究发现不同分
子量的水溶性鱿鱼墨黑色素在

>$7

内显著地促进了内皮
细胞的增殖&杨亚杰等*
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+研究发现乌骨鸡黑色素对细胞
增殖无影响&当浓度为

)

"

#""

#

5

(

/W

时%金乌贼墨黑色
素干预

M0:8.!

细胞
!>7

未发现毒性作用%可在此条件下
进行后续试验&

图
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黑色素对
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细胞存活率的影响
&1

5

=B;>

!

-EE;:@8E/;2041484@7;A=BF1F02B0@;

8EM0:8.!:;22A

!9>

!

HLTY

诱导
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细胞氧化损伤模型的建立
由图

)

可知%当叔丁基过氧化氢浓度为
"
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时%细胞存活率逐渐下降&当叔丁基过氧化
氢浓度为
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时%细胞存活率缓慢降低&

当叔丁基过氧化氢浓度为
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#
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(

W

时%细胞存活率最
低!
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#%细胞严重受损%此时叔丁基过氧化氢细胞损伤
的
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值为
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&故后续采用
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的
叔丁基过氧化氢建立
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细胞损伤&
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对
M0:8.!

细胞存活率的影响
&1

5

=B;)

!

-EE;:@8EHLTY84@7;A=BF1F02B0@;

8EM0:8.!:;22A

!9)

!

不同浓度黑色素溶液对
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细胞氧化损伤的
影响
由图

+

可知%叔丁基过氧化氢组的细胞存活率为
)(]

%显著低于正常组!
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#%说明采用
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叔丁基过氧化氢能成功建立细胞损伤模型&黑色素组的
细胞存活率均高于叔丁基过氧化氢组%且差异显著!
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#&综上%金乌贼墨黑
色素具有保护
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细胞免受氧化应激诱导损伤的能力&

图
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黑色素浓度对
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细胞氧化损伤的影响
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细胞中
XQ'

活性和
S'I

含量的测定
由图

,

可知%叔丁基过氧化氢能显著提升
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含量!
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黑色
素提前干预后%受损细胞中

S'I

含量下降%且与模型组
差异显著!
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#&而黑色素组间
S'I

含量差异无统
计学意义!
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细胞中
S'I

含量为
"9(**4/82

(

/

5

5

YB8
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型组的
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&经叔丁基过氧化氢氧化损伤的
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细
胞中

XQ'

酶活性显著降低!
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黑色素干预后%细胞中的
XQ'

酶活显著升高
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+"

#

5

(

/W

的细胞中
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酶活为
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%为叔丁基过氧化氢模型组的
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倍&综上%黑色素可以通过降低细胞内不饱和脂肪酸
发生过氧化反应所产生的氧化产物来降低细胞氧化损伤
的程度$同时提高细胞中抗氧化物酶的活性%从而降低细
胞氧化应激损伤水平&黑色素对细胞氧化损伤的保护机
制可能与其他天然活性物质并不相同%但都可通过提高
细胞内源性抗氧化物酶活性)降低自由基对细胞损伤来
提高细胞的存活率*
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结论
以叔丁基过氧化氢诱导人克隆结肠腺癌

M0:8.!

细胞
建立氧化损伤模型%研究了金乌贼墨黑色素对

M0:8.!

细

(%!

提取与活性
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总第
!!*

期
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年
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月
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图
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黑色素对叔丁基过氧化氢诱导
M0:8.!

细胞中
S'I

含量和
XQ'

活性的影响
&1

5

=B;,
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-EE;:@8E/;2041484 S'I:84@;4@04DXQ'
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胞氧化应激损伤的保护作用&结果表明%金乌贼墨黑色
素可以通过提高

M0:8.!

细胞中超氧化物歧化酶
XQ'

活
性和降低丙二醛

S'I

含量%清除过量的活性氧自由基和
减少脂质过氧化程度来保护细胞免受氧化应激损伤&由
于细胞氧化应激损伤的复杂性%乌贼墨黑色素的抗氧化
应激损伤分子机制还需进一步研究&
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的清除率为
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%而单性木兰枝多酚的清除作用均强
于

Z

M

%粗提物)乙酸乙酯层样)水层样的清除率分别相当
于

Z

M

的
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结论
试验采用响应面设计法优化单性木兰枝多酚超声波

辅助提取法提取工艺最优条件"丙酮浓度
+,]

%液固比
!!r#

!

/W

(

5

#%提取时间
!"/14

%该条件下%单性木兰枝
多酚得率达

#9>)]

&抗氧化性研究发现%单性木兰枝多
酚具有一定的总抗氧化性%但具有良好的

'YYT

5和
5

QT

清除效果%说明单性木兰枝多酚可开发作为食品)

药品)化妆品等行业的天然抗氧化物&试验并未对单性
木兰枝多酚类物质进行深入的纯化分离%后续可采用大
孔吸附树脂进行分析纯化%以及探究单性木兰枝多酚抗
氧性的量效关系&
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