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摘要!为进一步开发利用恩施堇叶碎米荠#通过比较测定

*

种碎米荠提取物'碎米荠碱提物"

D.

$%碎米荠富硒蛋白

"

UT\

$和碎米荠富硒多肽"

UTR

$对
#

#

#/

二苯基
/!/

三硝基

苯肼自由基"

'TTZ

+$%羟自由基"

XZ

+$%

!m/

联氨
/

双
/*/

乙基苯并噻唑啉
/$/

磺酸自由基"

Ĝ NU

t

+$和超氧阴离

子自由基"

X

]

!

+$的清除能力#考察
*

种富硒碎米荠提取

物的体外抗氧化性能#并与富硒酵母"

U%

$%无机硒"

RU

$和

非富硒多肽与无机硒混合物"

UTRU

$进行比较&结果表

明'

UTR

清除
(

种自由基能力最强#其对
'TTZ

+%

XZ

+%

Ĝ NU

t

+和
X

]

!

+的清除率分别为
+,:)M

#

)":*M

#

--:,M

#

():,M

#

RU

清除
(

种自由基能力最弱#均不超过

#(M

&通过比较
UT\

%

UTR

%

D.

%

U%

%

RU

和
UTRU

对
(

种自

由基的清除率及半抑制浓度"

4!

)"

$#发现有机硒清除自

由基的能力强于无机硒&

关键词!碎米荠*多肽*蛋白质*抗氧化*有机硒
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硒作为人体必需的微量元素%具有抗氧化*

#]!

+

)抗肿

瘤*

*

+等生物活性&有研究*

(])

+发现%硒作为体内抗氧化

蛋白的重要组成部分%在清除活性氧)抑制自由基对细胞

的损害等方面起着重要的作用&可以通过调节体内硒的

含量来调节体内硒蛋白的活性&雷红灵等*

$

+发现碎米荠

硒蛋白在小鼠体内能够明显地提高体内硒酶含量%降低

丙二醛含量%具有较强的抗氧化活性&

堇叶碎米荠作为一种十字花科超富硒植物%其硒含

量高达
#(#(0

K

(

4

K

%远高于富硒酵母*

,

+

)富硒小麦*

+

+

)富

硒大豆*

-

+等&堇叶碎米荠幼嫩的茎叶可以食用%当植株

成熟后%其硒含量达到最高%但由于此时植株具有特殊气

味令人难以接受%直接食用较少*

#"

+

&有学者*

##]#!

+通过溶

剂提取方式对堇叶碎米荠进行加工利用%制得高硒含量)

气味可接受的碎米荠提取物&目前对堇叶碎米荠提取物

的研究主要集中在其硒蛋白的功能性及硒的形态

上*

#*]#)

+

%对碎米荠粗提物和碎米荠硒多肽的生物活性研

究甚少&富硒物质的体外抗氧化活性是研究其生物活性

重要组成部分%通过研究碎米荠富硒提取物的体外抗氧

化活性%能够比较几种碎米荠提取物的抗氧化活性强弱&

本试验以恩施堇叶碎米荠为原料%通过不同方法制

得
D.

)

UT\

)

UTR

%并比较
D.

)

UT\

)

UTR

)

U%

)

RU

和
UTRU

$

种含硒物质在相同硒含量下体外清除
'TTZ

,)

XZ

,)

$'!

&XX'YEGDZR[.\%

第
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卷第
(

期 总第
!#"

期
"
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年
(

月
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Ĝ NU

t

,和
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]

!

,的能力%为堇叶碎米荠的深入研究及

抗氧化产品的研发提供理论依据&

#

!

材料与方法
#:#

!

材料与仪器

#:#:#

!

材料与试剂

踷叶碎米荠)富硒酵母"湖北省恩施德源健康科技发

展有限公司$

氢氧化钠)硼氢化钾)铁氰化钾)氢氧化钾)无水乙

醇)硫酸亚铁)水杨酸)

*"M

过氧化氢)过硫酸钾)三羟甲

基氨基甲烷"分析纯%国药集团化学试剂有限公司$

盐酸)硝酸)高氯酸"优级纯%国药集团化学试剂有限

公司$

#

%

#/

二苯基
/!/

三硝基苯肼)

!m/

联氨
/

双
/*/

乙基苯并噻

唑啉
/$/

磺酸"纯度
'

--M

%美国
U2

K

01

公司&

#:#:!

!

主要仪器设备

冷冻干燥机"

UDR.[Ǹ/#"[

型%宁波生物科技有限

公司$

双功能水浴振荡器"

UZG/̂

型%天津赛得利斯实验分

析仪器制造厂$

可见光分光光度计"

,!#[

型%上海仪电分析仪器有

限公司$

台式低速离心机"

N'$

型%湖南赫西仪器装备有限

公司$

原子荧光光谱仪"

G&/$""

型%北京瑞利分析仪器有

限公司&

#:!

!

方法

#:!:#

!

D.

的制备
!

将碎米荠整株烘干打粉%过
+"

目筛%

称取
(:""""

K

碎米荠粉末%按照料液比
#

#

("

!

K

(

0F

#加

入正己烷
)"I

搅拌脱脂
(7

%抽滤%将粉末用
":#083

(

F

的
[1XZ

溶液%按照料液比
#

#

("

!

K

(

0F

#在
)"I

下搅

拌提取
+7

%

!+)"c

K

离心
#"02>

%上清液旋蒸浓缩
(

倍

体积后冷冻干燥得到碎米荠提取物&

#:!:!

!

UT\

的制备
!

参考
#:!:#

%在上清液旋蒸浓缩
(

倍

体积后用
# 083

(

F

的
ZD3

溶 液 调 节
Q

Z

至 等 电 点

!

Q

Z!:-

#%

(I

静置过夜%

!+)"c

K

离心
#"02>

%经沉淀冷

冻干燥得到碎米荠富硒蛋白&

#:!:*

!

UTR

的制备
!

称取
(:""""

K

碎米荠蛋白%按照料

液比
#

#

!"

!

K

(

0F

#加入去离子水%碱性蛋白酶
(""

$

F

%温

度
))I

%

Q

Z+:"

%酶解
*7

%

-"I

灭酶
#"02>

%

*"""?

(

02>

离心
#"02>

%冷却至温度
)"I

%用盐酸调节
Q

Z

至
,:"

%加

入中性蛋白酶
(""

$

F

%酶解
*7

%

-" I

灭酶
#" 02>

%

*"""?

(

02>

离心
#"02>

%上清液经超滤!超滤膜孔径为

)4'1

#收集透过液%旋蒸浓缩
(

倍体积后冷冻干燥得到

碎米荠多肽&

#:!:(

!

UTRU

的制备
!

选用非富硒大豆肽与
[1

!

U;X

*

%制

备方 法 在 文 献 *

#$

+基 础 上 略 有 修 改%将 大 豆 肽 与

[1

!

U;X

*

的质量比改为
-

#

#

&

#:!:)

!

总硒含量的测定
!

参考
Ĥ )""-:-*

'

!"#,

%略有

改动"负高压
!,"f

%灯电流
$"0G

%辅助气流量!

G?#

#

*""0F

(

02>

%载气流量!

G?!

#

+""0F

(

02>

%原子化方式

为火焰法%辅助阴极电流
+"0G

%原子化温度
*""I

%载

流为
#"M ZD3

溶液%

â Z

(

浓度
#"

K

(

F

%读数时间
#)6

&

#:!:$

!

有机硒含量的测定
!

采用高效液相色谱串联原子

荧光光谱仪!

ZTFD/G&U

#的方法测定样品中的无机硒%

详细条件如下"负高压
*!"f

%原子化温度
*""I

%灯电流

-"

(

"0G

!主(辅#%泵
#

转速
*"?

(

02>

%泵
!

转速
!"?

(

02>

%

辅助 气 流 量 !

G?#

#

#"" 0F

(

02>

%载 气 流 量 !

G?!

#

$""0F

(

02>

%流 动 相 为
(" 0083

(

F

的
aZ

!

TX

(

和

!"0083

(

F

的
aD3

等量均匀混合%消解液为
":#)M

的
aR

溶液%载流为
#"M ZD3

溶液%

â Z

(

浓度
!"

K

(

F

%色谱柱

为
T\T/b#""#"

$

0(:#00c!)"00

%采用等度洗脱的

方式%流速
#:"0F

(

02>

%柱温
!)I

&按式!

#

#计算有机硒

含量&

有机硒含量!

0

K

(

4

K

#

L

总硒含量!

0

K

(

4

K

#

]

无机硒

含量!

0

K

(

4

K

#& !

#

#

#:!:,

!

'TTZ

,清除率的测定
!

参考圣志存等*

#,

+的方

法%改动如下"用无水乙醇代替无水甲醇配置
'TTZ

溶

液%

'TTZ

溶液浓度由
":#)0083

(

F

改为
":#083

(

F

%将

待测样品溶液与的
'TTZ

溶液混合比例由
#

#

*

改为

#

#

#

&

#:!:+

!

Ĝ NU

t

,清除率的测定
!

参考董竹平等*

#+

+的方

法%改动如下"将
Ĝ NU

t工作液的添加量由
#:)0F

增加

至
(0F

&

#:!:-

!

X

]

!

,清除率的测定
!

参考孙雪萍等*

#-

+的方法%

改动如下"

N?26/ZD3

缓冲液添加量由
)0F

改为
(0F

%在

加入邻苯三酚后%由
(02>

内每
*"6

测一次改为
!)I

恒

温
)02>

%加入
":#0F

浓度为
+M

的
ZD3

终止反应再测

定吸光度&

#:!:#"

!

XZ

,清除率的测定
!

参考李亚男等*

!"

+的方法%

改动如下"在加入
Z

!

X

!

后%

*,I

恒温时间由
*"02>

延长

至
$"02>

&

#:*

!

数据分析

每个样品设置
*

个平行试验%使用
UTUU!*

对试验

数据进行数据处理%使用
X?2

K

2>-:"

作图&

!

!

结果与分析
!:#

!

不同样品中总硒及有机硒含量的测定

由于样品中不同价态硒的种类众多%直接检测各价

态硒的含量较为困难%所以采用
ZTFD/G&U

法%先用

ZTFD

将不同价态的硒分离*

!#

+

%然后经
G&U

测定不同价

态硒的含量&由于一些含硒物质没有标准物质%且某些

%'!

"

f83:*)

#

[8:(

杜朝东等!富硒碎米荠不同提取物抗氧化性能研究



有机硒分离较困难%而无机硒种类较少%分离简单%所以

采用总硒减无机硒的方式间接测定有机硒含量*

!!

+

&图
#

为
)

种常见硒形态的色谱分离图%其中对无机硒*

U;

!

Rf

#)

U;

!

fR

#+与有机硒!

U;D

B

6

!

)

E;U;D

B

6

)

U;E;C

#的分

离效果较好%能够对无机硒进行定量&如表
#

所示%通过

比较每种含硒物质之间的总硒及有机硒含量差异%发现

RU

和
UTRU

的总硒含量和无机硒远远高于其他
(

种含硒

物质%而
UTR

)

UT\

)

D.

和
U%

的有机硒含量远高于
RU

和

UTRU

%在
*

种碎米荠提取物中
D.

的有机硒含量最高%其

次为
UTR

&通过比较每种含硒物质的总硒及有机硒含量%

发现
RU

和
UTRU

未检测出有机硒%其硒的形态主要以无机

硒形式存在%

D.

中含有少量的无机硒%而
UTR

)

UT\

和
U%

中的硒主要以有机硒的形式存在&说明在提取得到的含

硒物质中通过纯化可降低无机硒含量%使产物中的硒以

有机硒形式存在&

#:U;D

B

6

!

!

!:E;U;D

B

6

!

*:U;

!

Rf

#

!

(:U;E;C

!

):U;

!

fR

#

图
#

!

硒形态混合标准溶液色谱图

&2

K

9?;#

!

N7;=7?801C8

K

?108O<2OO;?;>C6;3;>290O8?0
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不同含硒物质总硒及有机硒含量
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K

1>2=6;3;>290
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K

样品 总硒含量 有机硒含量

UTR *+-"J#*" *+$"J,"

UT\ !()"J+" !()"J$"

U% #+-"J," #+-"J("

D. ,**"J#(" ,"+"J##"

RU ()+"""J!"""

未检出

UTRU (!)""J+""

未检出
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!

不同含硒物质抗氧化性

!:!:#

!

清除
'TTZ

,能力
!

由图
!

所示%不同含硒物质

清除
'TTZ

,能力随硒浓度的增大而增加%清除能力强

弱依次为"

UTR

'

D.

'

U%

'

UT\

'

UTRU

'

RU

&其中
UTR

对

'TTZ

,的清除能力高于其他
)

种含硒物质且差异较大&

D.

)

UTR

)

UT\

和
U%

中硒主要以有机硒的形态存在*

#"

+

%而

UTRU

和
RU

中硒以无机硒的形态存在&另外
UTR

)

D.

)

UT\

)

UTRU

和
U%

的清除
'TTZ

,的
4!

)"

分别为
##-(

%

**$+

%

(+*)

%

*,)+$

%

!-+*

$

K

(

F

&说明在试验浓度范围

内有机硒清除
'TTZ

,能力强于无机硒&其中相同浓度

下
UTR

抗氧化能力最强%可能是多肽分子量较小%活性成

分充分暴露%与自由基接触%从而降低自由基含量*

!#

+

$姚

昭等*

!!

+以大鼠为试验动物%研究有机硒与无机硒的抗氧

化能力的不同%发现有机硒较无机硒能明显增强大鼠体

内谷胱甘肽过氧化物酶!

HUZ/TA

#的活性%显著的增强大

鼠体内抗氧化能力&

图
!

!

不同含硒物质对
'TTZ

+清除能力比较
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清除
Ĝ NU

t

,能力
!

由图
*

所示%不同含硒物质

清除
Ĝ NU

t

,能力随硒浓度的增大而增加%

UTR

)

D.

)

U%

)

UT\

)

UTRU

)

RU

对
Ĝ NU

t

,的清除能力依次减弱&

UTR

)

D.

)

UT\

)

UTRU

)

U%

)

RU

清除
Ĝ NU

t

,的
4!

)"

分别为
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%

!!)*
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%
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#"-""

%
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F

&其中

UTRU

和
RU

的
Ĝ NU

t

,清除能力在相同浓度下相差不

大%但二者的抗氧化能力均明显弱于
UTR

)

D.

)

U%

和

UT\

&所以导致其清除自由基能力较强&郑时莲等*

!*

+也

发现亚硒酸钠清除
Ĝ NU

t

,的能力远远低于硒酵母等

物质&

图
*
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不同含硒物质对
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+清除能力比较
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N7;Ĝ NU

t

?1<2=1366=1P;>

K

2>

K

1@232C

B

8O<2OO;?;>C6;3;>290689?=;6

&'!

提取与活性
.bN\GDNRX[ Y GDNRfRN%

总第
!#"

期
"

!"#-

年
(

月
"



!:!:*

!

清除
X

]

!

,能力
!

如图
(

所示%不同含硒物质清除

X

]

!

,能力随硒浓度的增大而增加且差异显著%各样品清

除
X

]

!

,能力强弱依次为"

UTR

)

D.

)

U%

)

UT\

)

UTRU

)

RU

%其

中
UTR

在硒含量为
,"""

$

K

(

F

时清除率为
():,M

&

UTR

)

D.

)

U%

)

UT\

对
X

]

!

,的清除能力远强于
UTRU

和
RU

&此

外
UTR

)

D.

)

UT\

和
U%

清除
X

]

!

,的
4!

)"

分别为
,),)

%

#)$,#

%

!$,#"

%

!$!-+

$

K

(

F

&表明在一定浓度范围内含

有机硒的样品对
X

]

!

,的清除能力优于相同硒含量的无

机硒&这与李改平等*

!(

+发现的无机硒的抗氧化效果远不

及有机硒的情况相符合&

图
(

!

不同含硒物质对
X

]

!

+清除能力比较

&2

K

9?;(

!

N7;X

]

!

?1<2=1366=1P;>

K

2>

K

1@232C

B

8O<2OO;?;>C6;3;>290689?=;6

!:!:(

!

清除
XZ

,能力
!

如图
)

所示%在测定浓度范围

内%

$

种物质对
XZ

,的清除率随硒浓度的增加而增强%

其中
UTR

清除
XZ

,的能力最强%在硒含量为
,"""

$

K

(

F

时为
)":*M

%其次为
D.

%然后依次为
U%

)

UTRU

)

UT\

%

RU

对
XZ

,清除率最低为
*:,M

&各组分对
XZ

,清除能力

差异较大%且以
UTR

清除能力最强%其中由于
D.

为碎米

荠直接提取物%未进行分离纯化%其成分复杂%既含有蛋

白)多糖等大分子物质%又含有少量多酚)黄酮类物质%可

能由 于 其 中 抗 氧 化 成 分 较 多*

!)

+

&而
U%

为 富 硒 酵

母%测定时主要为其水提液中自由基清除剂与自由基反

图
)

!

不同含硒物质对
XZ

+清除能力比较
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应&

UT\

为经纯化后的硒蛋白%具有一定能与自由基反

应的基团%但其活性部位未能充分地与自由基反应%所以

UT\

的抗氧化能力与
UTR

相比要弱&

UTRU

和
RU

抗氧化

能力较弱%可能是由于其中的硒为无机硒%而大豆多肽与

无机硒螯合后其抗氧化能力强于同含量的大豆多肽或无

机硒%但增强效果有限*

!$

+

&

*

!

结论
通过测定

$

种含硒物质的有机硒含量发现%

UTR

)

UT\

)

D.

和
U%

中的硒主要以有机硒存在%而
RU

和
UTRU

中主要以无机硒的形态存在&对各含硒物质进行抗氧化

分析%结果表明各含硒物质均具有清除自由基的能力%且

其抗氧化能力随浓度的升高而逐渐增强$在相同硒含量

下%富含有机硒的物质比只含有无机硒的物质抗氧化能

力强&在碎米荠含硒物质中%

UTR

的抗氧化活性最强%具

有较高的研究和生产价值&

有机硒具有较强的抗肿瘤)抗疲劳等生物活性%而碎

米荠提取物中有机硒含量较高%但对其含硒提取物%特别

是硒多肽的功能性研究较少%其抗肿瘤)抗疲劳等生物活

性还有待探索&
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+付湘晋
:

白鲢鱼脱腥及其低盐鱼糜制备的研究*

'

+

:

无锡"

江南大学%
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"
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+

+赫君菲
:

建立凝固型酸奶质构参数对感官性质的预测模

型*

'

+

:

扬州"扬州大学%

!"#*

"

#-/!":

*

-

+雷勇刚
:

大豆酸奶流变学特性及微观结构的研究*

'

+

:

广州"

华南理工大学%

!"#*

"

*/(:

*

#"

+白卫东%沈颖%刘晓艳%等
:

响应面优化荔枝酒混菌发酵工

艺的研究*
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河南工业大学学报"自然科学版%
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%

#!

!

#

#"
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+陈龙飞%王敏%范柳萍%等
:

响应面法优化玛咖全粉直接压

片法研究*

g

+

:

食品与机械%

!"#,

%

**

!

!

#"

#,*/#,(:

*

#!

+黄达明%张雪%管国强%等
:

响应面法优化混菌发酵豆粕的

条件研究*
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:

食品工业科技%
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%

#)

!

#*

#"

!!$/!!,:

*

#*

+陈杰华%蒋益虹%王颖滢%等
:

酶法生产紫马铃薯饮料的工

艺研究*

g
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:

中国食品学报%
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%

*#

!

(

#"

#/$!:

*

#(

+杨莹莹
:

凝固型紫甘薯酸奶发酵工艺优化及质构特性和风

味的研究*

'

+

:

烟台"烟台大学%

!"#*

"

!"/!#:

*
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+王微
:

凝固型原味酸奶质地及微观结构的研究*

'

+

:

哈尔滨"

东北农业大学%
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"

#,/#+:

*

#$

+林海知
:

凝固型酸豆乳品质改良及冷藏稳定性研究*

'

+

:

杭

州"浙江工商大学%

!"##

"

)+/$#:

*
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+范瑞%许静%顾宗珠%等
:

酸乳货架期内理化特性的研

究*
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+

:

中国乳品工业%
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%
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+

#"
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*
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+李全阳%夏文水
:

酸乳流变学特性的初步研究*
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