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和缓冲体系对植物多酚抑制脂氧合酶

活性的影响
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摘要!为优化紫外分光光度法测定多酚抑制脂氧合酶

&

HÊ

'活性的方法"探究缓冲体系及
>

K

的选取对
HÊ

酶活力的影响和多酚自氧化作用"研究了不同缓冲溶液

体系及
>

K

条件下"

HÊ

酶活力的变化及没食子酸!槲皮

素!儿茶素!

0

"

$&

二羟基苯乙酸的自氧化情况#结果发现"

HÊ

在碱性条件下活性较强"

$

种多酚在硼酸盐体系中

自氧化最弱"在
X:)/&KR*

体系中自氧化最强$且各体系中

>

K

越高
$

种多酚自氧化作用越强"紫外光谱中反映的自

氧化中间产物和终产物越多#最终确定
>

KJ17

的硼酸

盐缓冲液作为检测缓冲体系#分析
$

种多酚对
HÊ

酶

活性的影响"发现随着多酚浓度的增大"

HÊ

酶活性呈先

下降后上升的趋势"

$

种多酚对
HÊ

酶活的抑制效果依

次为%槲皮素
$

儿茶素
$

没食子酸
$

0

"

$&

二羟基苯乙酸#

关键词!槲皮素$没食子酸$儿茶素$

0

"

$&

二羟基苯乙酸$自

氧化$脂氧合酶
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'

脂氧合酶!

H)

>

3\

?.

;-(/;

$

%R!1!01!!1!4

$

HÊ

#是一

种氧化还原酶$可专门催化具有顺$顺
&!

$

$

戊二烯结构的

多不饱和脂肪酸发生分子内加氧产生脂肪酸氢过氧化

物)

!

*

$例如$植物源的
HÊ

底物主要是植物油脂中广泛

存在的亚油酸和亚麻酸)

4G0

*

%

HÊ

对油脂的劣变具有一

定促进作用$可导致油脂和含油食品在贮藏和加工过程

中氧化酸败$降低产品营养和食用特性)

$G7

*

%抑制脂氧

合酶活性是延长油脂货架期$维持油脂营养价值的重要

途径之一%已有研究证明$植物中提取得到的多酚类物

质可通过螯合或还原
HÊ

活性部位的亚铁离子$或与脂

质自由基发生反应从而中断脂质氧化链式反应)

0

*

$达到

良好的油脂氧化抑制作用)

#G6

*

%

HÊ

酶活的常见测定方法有分光光度法(氧电极法(

量压法(同位素标记法(显色法(染色法等$其中分光光度

法最简便(快速$能做到连续且精准的测定)

"

*

%分光光度

法通过测定
HÊ

催化底物反应生成具有共轭二烯结构

的氢过氧化合物的吸光度值!

#

40$

#$计算共轭二烯生成

量$推算出酶活大小)

!

*

%该法已被广泛用于作物中
HÊ

"#

NEEIOPQRK8S%TU

第
0J

卷第
$

期 总第
40$

期
"

454!

年
$

月
"



酶活性的检测)

!5G!!

*

$且已有较多研究利用该法检测从茶

叶)

!4

*

(虎杖根)

6

*

(蓝莓叶)

#

*等植物中提取的多酚类物质对

HÊ

酶活的抑制作用%

植物多酚常具有邻苯三酚或邻苯二酚结构$其酚羟

基具有供氢能力和供电子能力)

!0

*

$使得多酚具有较强的

抗氧化性以及清除自由基的能力)

!$

*

%常见的植物多酚如

槲皮素)

!7G!#

*

!

e

C;:2;9)-

$

nRX

#(没食子酸)

!JG!6

*

!

.

(**)2

(2)@

$

YQ

#(儿茶素)

!"

*

!

2(9;2,)-/

$

R

#和
0

$

$&

二羟基苯乙

酸)

45

*

!

0

$

$&@),

?

@:3\

?>

,;-

?

*(2;9)2(2)@

$

IEMQR

#等均具有

抗氧化(抗衰老(抗病毒(抗肿瘤等多种活性)

4!G44

*

%但多

酚所在缓冲体系的溶剂及
>

K

可影响多酚的活性)

40

*

%多

酚在酸性环境中较为稳定而在碱性环境不稳定$且碱性

越强稳定性越差)

4$

*

%多酚在碱性条件下易脱下邻位酚羟

基上的
K

离子!酸碱中和反应#发生自氧化反应生成半醌

和醌类物质$从而影响其活性)

47

*

%多酚自氧化反应的中

间产物在
045-'

左右有特征吸收峰$随着反应程度加剧

或反应时间延长$中间产物被氧化转变为终产物$终产物

在
$$5-'

左右出现特征吸收峰)

4#G4J

*

%在已有的利用紫

外分光光度法检测多酚对
HÊ

酶活抑制作用的研究

中)

#

$

!4

*

$检测时所选取的缓冲体系多为硼酸盐体系$所选

取的
>

K

一般以
HÊ

的最适
>

K

为准$对该缓冲盐体系

及
>

K

条件是否对多酚活性造成影响未有深入探讨%

为优化紫外分光光度法检测多酚抑制
HÊ

酶活方

法中的反应体系$试验拟研究不同缓冲体系和
>

K

对

HÊ

酶活力的影响$并选用
nRX

(

YQ

(

R

(

IEMQR$

种常

见多酚$研究在不同缓冲体系和
>

K

条件下
$

种多酚的自

氧化情况$旨在为缓冲体系和
>

K

对多酚自氧化及多酚对

HÊ

酶抑制机理的研究提供理论依据%

!

!

材料与方法
!1!

!

材料与仪器

!1!1!

!

材料与试剂

硼酸(十水合四硼酸钠!硼砂#(二甲基亚砜!

IP[E

#&

分析纯$成都金山化学试剂有限公司+

磷酸氢二钠(磷酸二氢钠(氢氧化钠&分析纯$成都科

龙化工试剂厂+

吐温
45

(

X:)/

&分析纯$德国
c)3N:3\\

公司+

盐酸&分析纯$成都市科隆化学品有限公司+

亚油酸(槲皮素!

nRX

#(没食子酸!

YQ

#(儿茶素!

R

#(

0

$

$&

二羟基苯乙酸!

IEMQR

#&分析纯$上海源叶生物

公司+

脂氧合酶!

HÊ

#&活性
7

万
Z

'

'

.

$上海源叶生物科

技有限公司%

!1!14

!

主要仪器设备

多功能微孔板检测仪&

[

?

-;:

.?

K!

型$美国
c)3X;B

公司+

电子天平&

[nM

型$奥多利斯科学仪器有限公司+

超声波清洗器&

Vn7455I

型$东莞科乔超声设备有

限公司+

雷磁台式
>

K

计&

MK[&0%

型$仪电科学仪器股份有

限公司%

!14

!

方法

!141!

!

试剂的配制

!

!

#缓 冲 液&用
5157 '3*

'

H S(

4

c

$

E

J

溶 液 和

514'3*

'

HK

0

cE

$

溶液混合调配得到
>

K

分别为
"15

$

617

$

615

$

J17

$

J15

的
514'3*

'

H

硼酸盐缓冲液%用
514'3*

'

H

S(K

4

ME

$

溶液和
514'3*

'

HS(

4

KME

$

溶液混合调配得到

>

K

分别为
615

$

J17

$

J15

$

#17

$

#15

的
514'3*

'

H

磷酸盐缓冲

液%向
75'H51$'3*

'

HX:)/

溶液中滴加浓盐酸溶液调

节至所需
>

K

后用蒸馏水定容至
!55'H

$得到
>

K

分别

为
"15

$

617

$

615

$

J17

$

J15

的
514'3*

'

HX:)/&KR*

缓冲液%

!

4

#多酚溶液&用
IP[E

溶解多酚$分别配制成

5157

$

51!5

$

5147

$

5175

$

!155

$

!5155''3*

'

H

的
nRX

溶液(

YQ

溶液(

R

溶液(

IEMQR

溶液%

!

0

#

HÊ

酶液&将
!55'

.

脂氧合酶溶于
>

K"15

的

514'3*

'

H

硼酸盐缓冲液中$制得酶活约为
4755Z

'

'H

的酶液%

!

$

#底物溶液&参照吴桂玲等)

#

*的方法并略作修改%

将
51!47'HX=;;-45

与
7'H

>

K"15

的
514'3*

'

H

硼

酸盐缓冲液混合$边摇边加入
51!07'H

亚油酸$混匀后

边摇边加入
!'3*

'

HS(EK

溶液直至澄清$调节混合液

>

K

至
J17

$用
>

KJ17

的
514'3*

'

H

硼酸盐缓冲液定容至

755'H

%

!1414

!>

K

(缓冲体系和多酚浓度对
HÊ

酶活力的影响

参照吴桂玲等)

!4

*的方法并略作修改%缓冲体系对

HÊ

酶活力的影响&在
"#

孔紫外酶标板中加入酶液

45

&

H

(不同
>

K

的缓冲液
!"5

&

H

$放入酶标仪中在
47L

下振荡
!')-

!

!5"#

次'
')-

$

!''

#后加入底物
05

&

H

+多

酚浓度对
HÊ

酶活力的影响&在
"#

孔紫外酶标板中加

入酶液
45

&

H

(浓度分别为
5155

$

5157

$

51!5

$

5147

$

5175

$

!155''3*

'

H

的多酚溶液
7

&

H

$

>

KJ17

的硼酸盐缓冲液

!67

&

H

$放 入 酶 标 仪 中 在
47 L

下 振 荡
! ')-

!

!5"#

次'
')-

$

!''

#后加入底物
05

&

H

%加样完成后立

即在
47L

下振板
!5/

!

!5"#

次'
')-

$

!''

#$并测量在

40$-'

处的吸光度$每
!5/

扫描一次$

!5')-

共扫描

#5

次%以溶剂做空白$进行
0

次平行试验%制作吸光度

随时间变化的曲线$在前
7')-

内线性较好的区域中以

40$-'

处的吸光度值每分钟增加
5155!

个单位定义为一

个酶活单位%按式!

!

#计算酶活力%

,i

!555j#j

!

#

'

G#

!

#

'G!

$ !

!

#

式中&

##

"

3̀*10J

"

S31$

叶凤凌等!

>

K

和缓冲体系对植物多酚抑制脂氧合酶活性的影响



,

"""酶活力$

Z

+

#

!

"""线性范围内第
!

次测得的吸光度+

#

'

"""线性范围内第
'

次测得的吸光度+

'

"""扫描检测吸光度的次数%

!1410

!

缓冲体系和反应时长对多酚自氧化的影响
!

参照

贾红玉等)

4J

*的方法并略作修改%在
47 L

条件下$于

"#

孔紫外酶标板中添加
7

&

H

多酚溶液与
407

&

H

缓冲

液$混合均匀后分别在
5

$

#5

$

!45')-

扫描
465

"

755-'

处光谱!步长为
4-'

#$以
7

&

H

的
IP[E

与
407

&

H

缓冲

液混合作为空白对照%

!141$

!

数据处理
!

所有试验均平行
0

次$结果以平均值
m

标准差!

[I

#表示%采用
E:)

.

)-615

软件分析并作图%

4

!

结果与分析
41!

!

缓冲条件对
HÊ

酶活的影响

HÊ

存在多种同工酶$不同来源的
HÊ

最适
>

K

不

同)

!

$

!5

*

%植物来源的
HÊ

所耐受的
>

K

值一般在
0

"

!5

$最适
>

K

一般为
#15

"

"15

)

46

*

$同工酶
HÊ &!

的最适

>

K

为
"15

%通过测定不同缓冲体系(不同
>

K

条件下

HÊ

活性发现&在硼酸盐缓冲体系中)图
!

!

(

#*$酶活出

现双峰结构!

>

KiJ17

$

>

K

&

"15

#$

>

K

为
"15

时酶活达

06Z

$在其他
>

K

条件下酶活则在
45

"

05

$中性条件下酶

活优于其他两组$与刘国夫等)

!!

*的研究一致+在磷酸盐体

系中)图
!

!

D

#*$酶活随
>

K

值升高而显著上升!

M

#

5157

#$而酸性条件下酶活低于
!5Z

+在
X:)/&KR*

缓冲体

系中)图
!

!

2

#*$碱性条件下酶活力均大于
$5Z

$中性条件

下酶活显著低于碱性条件!

M

#

5157

#%综上可知$

>

K

和

缓冲体系对酶活具有一定影响%

酶的化学本质是蛋白质$结构上同时具有氨基和羧

基$环境
>

K

的变化可以使其结构变性而活性降低$导致

其对环境
>

K

极为敏感$且不同的离子也会对酶活造成一

定影响)

4"

*

$因此在不同环境条件下
HÊ

酶可显示出不同

的酶活力%碱性条件下$试验所用的
HÊ

在
X:)/&KR*

体

系中酶活最高+中性条件下$则在硼酸盐体系中酶活

最高%

414

!

缓冲条件对多酚自氧化的影响

4141!

!

对
nRX

自氧化的影响
!

在硼酸盐缓冲体系中

!图
4

#$

nRX

在中性条件下反应
!45')-

内紫外光谱图

没有较大变化$在碱性条件下于
045-'

有明显吸收峰%

缓冲体系的
>

K

越高(反应时间越长$

045-'

处峰越高$

而
064

"

$55-'

及
$$5

"

755-'

的峰下降$且
064

"

$55-'

峰出现红移%俞梅兰等)

05

*研究认为$

064

"

$55-'

及
$$5

"

755-'

为
nRX

自身的特征吸收峰$

045-'

处为其自氧化产物的特征吸收峰%因此$在碱性

条件下
nRX

会发生自氧化反应$随着自氧化产物不断积

累$

045-'

处吸收峰升高+而随反应时间延长$

nRX

不断

消耗导致自身特征吸收峰降低$与
_,3C

等)

0!

*的研究结果

相符%在碱性条件下$

nRX

的
c

环上的邻二酚羟基对自

氧化反应敏感$可氧化形成具有半醌结构的中间产物$并

进一步氧化成终产物槲皮素醌)

05

*

%

nRX

在磷酸盐体系中!图
0

#反应
5')-

时$在
0J5

"

067-'

处的峰随着
>

K

降低峰高不变但峰位蓝移%碱性

条件下$

nRX

在
04#-'

处出峰且碱性越强峰越高$反应

一段时间后峰下降$但
nRX

在
>

K

为
615

的条件下

045-'

的峰明显增长$表示在该条件下出现自氧化产

物%因此$

>

K

能显著影响
nRX

稳定性$进而影响
nRX

的功能特性%荣家闵等)

04

*研究发现$

>

K

为
7

"

#

时
nRX

对自由基的清除能力约为
#5F

+随着
>

K

增加$其对自由

基的清除能力急剧下降$在
>

K"15

时清除率仅为
!5F

%

nRX

在中性和碱性
X:)/&KR*

缓冲体系中!图
$

#$反

应时间越长$

0#5

"

$!5-'

处的峰下降越多+反应
#5')-

相较于反应
5')-

在
045-'

处峰值升高$且随着
>

K

越

大而峰值升高越明显+而反应
!45 ')-

后相较于反应

#5')-

$

>

K"15

$

617

的曲线在
045-'

的峰有所下降$

>

K615

$

J17

的曲线在
045-'

的峰上升$并在
$J#-'

处

出现新的吸收峰%推测该缓冲体系下
045-'

处为
nRX

自氧化中间产物的特征吸收峰$

$J#-'

处为
nRX

自氧

化终产物的特征吸收峰%因此$

nRX

在碱性
X:)/&KR*

缓

冲体系中可发生自氧化$碱性弱的情况下自氧化中间产

不同
>

K

条件下的字母不同表示差异显著!

M

#

5157

#

图
!

!>

K

和缓冲体系对
HÊ

酶活力的影响

N)

.

C:;!

!

X,;;AA;293A

>

K(-@DCAA;:/

?

/9;'/3-HÊ ;-+

?

';(29)<)9

?

$#

基础研究
NZSIQP%SXQHT%[%QTRK

总第
40$

期
"

454!

年
$

月
"



物堆积速率大于被消解的速率$表现为
nRX

自身特征吸

收峰下降而中间产物特征吸收峰上升+当碱性越强自氧

化反应越快$中间产物浓度大到一定程度之后促进第二

步氧化的发生$导致中间产物堆积速率小于被消解的速

率$终产物累积同时中间产物含量下降$表现为
nRX

自

身特征吸收峰及中间产物特征吸收峰下降$终产物特征

吸收峰上升%

综上可知$

nRX

在碱性条件下发生自氧化$且碱性越

强自氧化程度越高%在碱性条件下$

nRX

在磷酸盐缓冲

体系中的稳定性最强$硼酸盐缓冲体系次之$

X:)/&KR*

缓

冲体系最差%硼酸盐可能与
nRX

的
c

环的酚羟基形成

络合物$因 此 硼 酸 盐 对
nRX

自 氧 化 具 有 一 定 抑 制

作用)

00

*

%

41414

!

对
YQ

自氧化的影响
!

在硼酸盐缓冲体系中

!图
7

#$

YQ

反应
5')-

时各
>

K

条件下紫外吸收曲线相

似+反应
#5')-

后$

>

K615

"

"15

条件下在
0$5

"

0#5-'

出现吸收峰$且
>

K

越高峰越高%在
>

K"15

和
>

K617

条

件$

$75-'

处亦有出峰%由此推测$

0$5

"

0#5

$

$75-'

处

图
4

!

nRX

在硼酸盐缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;4

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?e

C;:2;9)-)-D3:(9;DCAA;:

/

?

/9;'A3:@)AA;:;-99)';

图
0

!

nRX

在磷酸盐缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;0

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?e

C;:2;9)-)-

>

,3/

>

,(9;DCAA;:

/

?

/9;'A3:@)AA;:;-99)';

图
$

!

nRX

在
X:)/&KR*

缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;$

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?e

C;:2;9)-)-X:)/&KR*DCAA;:

/

?

/9;'A3:@)AA;:;-99)';
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分别为
YQ

自氧化中间产物和终产物的特征吸收峰%在

碱性较强的硼酸盐缓冲体系中$在
#5')-

内有
YQ

自氧

化终产物积累$且中间产物和终产物的累积随反应时间

延长和
>

K

升高而增多%在
>

KJ17

$

J15

条件下$

0$5

"

0#5-'

处也出现一个小峰$即在各碱性硼酸盐缓冲体系

中反应
!45')-

均发生自氧化%

YQ

结构中
0

个相邻的

芳香族羟基易氧化$

YQ

可以被氧化成醌或羟基相关的衍

生物)

0$

*

%吴雪钗等)

07

*研究发现$当
>

K

值为
J15

"

!515

时$

YQ

在
75L

以上的条件下
0,

内可完全降解$可见

YQ

在碱性和中性条件下不稳定$与试验结论相符%

在磷酸盐缓冲体系中!图
#

#$

YQ

在碱性条件下反应

时间越长$

0$5

"

0#5-'

处吸收峰越明显$且在中性条件

下反应
!45')-

时也发现吸收峰$而酸性条件下
!45')-

内该处无吸收峰$说明
YQ

在酸性条件下稳定%碱性条

件下反应
!45')-

在
$$#-'

处有明显吸收峰%由此可

知$

YQ

在碱性条件下
#5')-

内(中性条件下
!45')-

内$

均可发生自氧化并出现自氧化中间产物堆积$而自氧化

产生终产物的反应需要较长的时间或需要有较多中间产

物累积才能发生%

由图
J

可知$

YQ

在
X:)/&KR*

缓冲体系中自氧化中

间产物特征吸收峰为
0$5-'

$终产物特征吸收峰在

$$#-'

%在碱性条件下$

YQ

反应
#5')-

就已在
0$5

$

$$#-'

处出现吸收峰$且随
>

K

升高(反应时间延长峰值

升高%由此可知$

YQ

自氧化反应对反应时间和
>

K

条件

敏感$

>

K

越高(反应时间越长产生的中间产物和终产物

越多%中性条件下
YQ

在反应
#5')-

内尚未发生自氧

化$而反应
!45')-

时已出现自氧化中间产物%

综上可知$

YQ

仅在碱性条件和中性条件!较长反应

时间下#发生自氧化反应%在硼酸盐缓冲体系中$

#5')-

仅有轻微自氧化迹象$

!45')-

时才明显出现中间产物$

且中性和弱碱性条件下自氧化不明显+在碱性磷酸盐缓

冲体系中反应
#5')-

仅产生中间产物+在
X:)/&KR*

缓冲

体系中$反应
#5')-

就已出现中间产物和终产物%相比

之下$

YQ

在硼酸盐缓冲体系中的稳定性最强$磷酸盐缓

冲体系次之$

X:)/&KR*

缓冲体系最差%

41410

!

对
R

自氧化的影响
!

图
6

显示$除
>

KJ15

及

>

KJ17

$

R

在硼酸盐缓冲体系中反应
#5')-

时在
046-'

处产生吸收峰$且峰高随反应时间和
>

K

的增加而增加+

反应
!45')-

后$除中性条件外均出现吸收峰且较
#5')-

时有明显升高%反应
#5')-

与
!45')-

均在
$74-'

处

产生非常小的吸收峰但差异不明显%因此$在硼酸盐缓

冲体系中$

R

在碱性条件下容易自氧化产生中间产物$但

图
7

!

YQ

在硼酸盐缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;7

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?.

(**)2(2)@)-D3:(9;DCAA;:

/

?

/9;'A3:@)AA;:;-99)';

图
#

!

YQ

在磷酸盐缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;#

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?.

(**)2(2)@)-

>

,3/

>

,(9;DCAA;:

/

?

/9;'A3:@)AA;:;-99)';
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终产物的生成较为缓慢%

如图
"

所示$

R

在碱性磷酸盐缓冲体系中反应
#5')-

在
$05-'

处出峰$反应时间越长峰越高$碱性条件下反

应
#5')-

和
!45')-

后$在
045-'

处吸收峰均不高$说

明在碱性磷酸盐缓冲体系中反应
#5')-

后$

R

已经发生

了自氧化$且产生的中间产物被快速反应掉形成了终产

物%而在酸性磷酸盐体系中$

R

未发生自氧化!

!45')-

内#%

R

在酸性条件下具有较强抗氧化性$在偏碱性或
R

浓度较高的条件下容易发生自氧化)

0#

*

$且碱性越强自氧

化速率越快)

0J

*

%

在
X:)/&KR*

缓冲体系中!图
!5

#$

R

在反应
#5')-

后

在
045

$

$05-'

处出现吸收峰$说明已经发生自氧化并生

成终产物+反应
!45')-

后$在
045

$

$05-'

的吸收峰明显

增高$说明反应仍在不断进行%

R

由
0

个烃环组成$其中

c

环上的邻二羟基具有强大的氢供应能力$易在碱性条件

下释放氢$先反应为半醌自由基中间态然后转变为邻醌

结构$

R

邻醌还能与
R

发生聚合反应)

06

*

%

! !

综上可知$

R

在酸性和中性条件下不发生自氧化%

图
J

!

YQ

在
X:)/&KR*

缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;J

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?.

(**)2(2)@)-X:)/&KR*DCAA;:

/

?

/9;'A3:@)AA;:;-99)';

图
6

!

R

在硼酸盐缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;6

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?

2(9;2,)-)-D3:(9;DCAA;:

/

?

/9;'A3:@)AA;:;-99)';

图
"

!

R

在磷酸盐缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;"

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?
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在碱性硼酸盐缓冲体系中仅出现中间产物+在磷酸盐缓

冲体系中反应
!45')-

出现终产物$中间产物不明显+而

在
X:)/&KR*

缓冲体系中反应
#5')-

已有明显自氧化现

象%因此$

R

在硼酸盐和磷酸盐缓冲体系中稳定性优于

X:)/&KR*

体系%

4141$

!

对
IEMQR

自氧化的影响
!

由图
!!

可知$

IEMQR

在硼酸盐缓冲体系!

>

KJ15

"

"15

#中具有较强的稳定性$

可保持
!45')-

内不发生自氧化%

在磷酸盐缓冲体系中!图
!4

#$

IEMQR

在
>

K615

!

#5')-

#与
>

KJ17

!

!45')-

#条件下于
0$7-'

处出现吸

收峰$推测此处为自氧化中间产物的特征吸收峰%其中

>

KJ17

条件下吸收峰非常小$说明该条件下
IEMQR

发

生氧化的程度较小%

IEMQR

在
X:)/&KR*

体系!图
!0

#反应
#5')-

时$碱

性条件下在
0$#-'

处有吸收峰$且随
>

K

增大峰增高+随

着时间的延长$吸收峰持续升高$说明自氧化中间产物持

续生成$但均未见自氧化终产物产生%

!!

综上可知$

IEMQR

在酸性和中性条件下均不发生自

图
!5

!

R

在
X:)/&KR*

缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;!5

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?

2(9;2,)-)-X:)/&KR*DCAA;:

/

?

/9;'A3:@)AA;:;-99)';

图
!!

!

IEMQR

在硼酸盐缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;!!

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>

:3@C29/

>

:3@C2;@D

?

0

"

$&@),

?

@:3\
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,;-

?

*(2;9)2(2)@)-

D3:(9;DCAA;:/

?

/9;'A3:@)AA;:;-99)';

图
!4

!

IEMQR

在磷酸盐缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱

N)

.

C:;!4

!

QD/3:

>

9)3-/

>

;29:C'3A(C93&3\)@(9)3-

>
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>
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氧化$且在硼酸盐缓冲体系中$

!45')-

内碱性条件下也

未出现自氧化+在磷酸盐缓冲体系中$在
>

K615

条件下

反应
#5')-

已有自氧化迹象$在
>

KJ17

反应
!45')-

时

出现了自氧化中间产物+在
X:)/&KR*

缓冲体系中
#5')-

出现中间产物和终产物$且反应时间越长$两种产物量均

增加$说明在该体系中自氧化易发生%因此$

IEMQR

在

硼酸盐缓冲体系中稳定性优于磷酸盐和
X:)/&KR*

体系%

!!

综合以上可知$

$

种多酚在
X:)/&KR*

缓冲体系中自

氧化程度均较其他两种缓冲体系更明显$因此在探究利

用紫外分光光度法检测多酚对
HÊ

酶活性的影响试验

中$

X:)/&KR*

缓冲体系不适用$而硼酸盐体系稍优于磷酸

盐体系%为保证多酚的抗氧化性$应选用弱碱体系(中性

或酸性体系$而为保证
HÊ

酶的活性则应选择碱性条

件$因此$选取
>

KJ17

的弱碱体系进行后续研究%

410

!

多酚浓度对
HÊ

酶活的影响

图
!$

显示了不同浓度的
$

种多酚在
>

KJ17

的硼酸

盐缓冲体系中对
HÊ

酶活性的影响%浓度为
5155

"

!155''3*

'

H

时$

nRX

(

YQ

(

R

的
HÊ

酶活出现先降后

增的 现 象$其 中
nRX

与
YQ

在
5147 ''3*

'

H

(

R

在

51!''3*

'

H

时抑制效果最好$且抑制效果为
nRX

$

R

$

图
!0

!

IEMQR

在
X:)/&KR*

缓冲体系中反应不同时间自氧化产物的吸收光谱
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YQ

%说明多酚在一定浓度范围内对
HÊ

酶活具有抑制

作用$与
R(3

等)

0"

*的研究结果一致%但多酚浓度过高该

抑制作用又会减弱$可能是由于多酚在高浓度条件下自

氧化速率增加)

05

*

%在
5

"

!''3*

'

H

范围内
IEMQR

对

HÊ

酶活性的抑制效果逐步增大$在浓度为
!''3*

'

H

时其酶活抑制效果优于
51!5 ''3*

'

H

的
R

$但次于

51!5''3*

'

H

的
nRX

%具有邻苯二酚结构的酚类可通过

该结构鳌合介导脂质发生过氧化的
RC

4a

(

N;

4a从而发挥

抗氧化作用$多酚自身则被氧化成为具有稳定结构的苯

醌类产物)

$5

*

%

N;

4a 为
HÊ

的活性中心$被多酚螯合后

HÊ

活性减弱%整体而言$

nRX

对
HÊ

酶活的抑制效

果最强$

R

次之$再次为
YQ

$

IEMQR

为最差%

0

!

结论
研究发现$

>

K

和缓冲体系对脂氧合酶活性及
$

种多

酚!槲皮素(没食子酸(儿茶素(

0

$

$&

二羟基苯乙酸#自身结

构稳定性均有影响%

$

种多酚在不同缓冲体系的弱碱(中

性或酸性条件下自氧化程度小$且
>

K

越小自氧化程度越

小$自身结构稳定性越强$能够更好地发挥自身功能特

性%综合来看$

$

种多酚在硼酸盐体系中发生的自氧化程

度最小$而
X:)/&KR*

体系中自氧化程度最大%试验选用

的脂氧合酶在碱性条件下活性较强$因此检测多酚对脂

氧合酶酶活影响时选择弱碱性!

>

KJ17

#的硼酸盐缓冲体

系%因此$在研究多酚对脂氧合酶活性影响的研究中$应

对所选用脂氧合酶适用
>

K

范围进行检测$若其最适
>

K

处于酸性范围内则可以选择其最适
>

K

作为缓冲
>

K

条

件$无需考虑多酚自氧化特性%

在
>

KJ17

的硼酸盐缓冲液条件下$利用紫外分光光

度法检测多酚浓度对脂氧合酶酶活的影响发现$在一定

浓度范围内$多酚浓度越大对脂氧合酶酶活的抑制作用

越强$但浓度过高时则可能因多酚自氧化速率加快$导致

对脂氧合酶酶活的抑制作用减弱%整体而言$槲皮素对

脂氧合酶酶活的抑制效果最强$儿茶素次之$再次为没食

子酸$

0

$

$&

二羟基苯乙酸为最差%

研究主要对植物多酚的自氧化情况和植物多酚抑制

脂氧合酶的效果进行研究探讨$后续研究可以从分子结

构和蛋白结构层面对不同结构的多酚对脂氧合酶抑制效

果差异的机理原因进行深入研究$也可探究多酚应用于

复杂体系!例如植物油(动物肉等#中时对脂氧合酶的抑

制效果%
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