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摘 要 为探究遏蓝菜硒蛋白的结构特征及抗氧化活性,采用超声辅助酶提法和DEAE-SepharoseFF阴离

子交换柱层析法,从遏蓝菜中提取、分离和纯化出两种硒蛋白组分(PSP-2和PSP-3),运用光谱法和扫描电镜

等方法对其结构进行表征,并检测其体外抗氧化活性。结果表明:PSP-2和PSP-3各含有15种氨基酸,包括6
种必需氨基酸,两种蛋白组分氨基酸组成合理,具有良好的营养价值;PSP-2和PSP-3具有典型的蛋白光谱特

征,均存在Se=O键、O-Se-O键、氢键和二硫键,结构不稳定并呈现出聚集体及碎片的外观形貌;抗氧化活性

检测表明,PSP-2和PSP-3具有较强的自由基清除能力和总还原力。综上所述,本研究证实遏蓝菜中存在具

有优良抗氧化活性的天然硒蛋白,为进一步研究遏蓝菜硒蛋白的构效关系和开发具有抗氧化功效的产品提

供了依据,可为遏蓝菜资源的综合利用提供参考。

关键词 遏蓝菜;硒蛋白;分离纯化;结构表征;抗氧化分析

中图分类号 TS201.2   文献标志码 A     文章编号 1004-1389(2022)03-0299-11

  硒是维持人体健康必需的微量营养素,在自

然界中以无机硒和有机硒两种形态存在。无机硒

主要包括硒化物、硒酸盐和亚硒酸盐,有机硒主要

包括硒多糖、硒代氨基酸、硒多肽和硒蛋白等[1]。
硒的功能与其赋存形态相关,有机硒比无机硒能

更好地被人体吸收且毒性更低[2]。硒蛋白被认为

是硒生理活性发挥的主要存在形式[3],具有抗氧

化、提高免疫力和抗肿瘤等多种功效[4]。其中,硒
蛋白的抗氧化功效被广泛研究,已有关于茶叶硒

蛋白[5]、平菇硒蛋白[6]和大米硒蛋白[7]等抗氧化

活性的报道。在自然界中,无机硒可通过植物转

化为安全性好和生物利用度高的有机硒,因此,研
究植物中的硒蛋白具有重要意义。

从植物中提取硒蛋白的常见技术包括浸提、
酶水解和超声提取等。酶法提取蛋白反应条件温

和,能够避免酸碱提取蛋白带来的负面影响,且能

更多地保留蛋白质的营养价值[8];超声波则能加

速提取的进程[9]。提取的蛋白常含许多小分子杂

质,为了使蛋白在分析应用中具有较高的纯度,有
必要使用色谱技术对蛋白进行分离纯化。常用的

色谱技术为阴离子交换色谱法。样品中的杂质在

流经交换柱时被吸附,所需成分被洗脱下来从而

达到纯化的目的。DEAE-SepharoseFF是一种

将琼脂糖凝胶与二乙胺基乙基键合形成的一种弱

阴离子交换介质,因其流动性优异,被广泛用于蛋

白的分离[10-11]。光谱技术包括荧光光谱、核磁共

振光谱(NMR)、圆二色谱、红外光谱(FT-IR)和
紫外可见光谱(UV-vis)等,通常用来表征蛋白结

构。它们可以深入解析蛋白质的三维结构,探索

蛋白质分子之间形成的互补结构,以及蛋白与其

他物质结合的构象变化[12]。此外,透射电子显微

镜 (TEM)、扫描电子显微镜(SEM)、原子力显微

镜 (AFM)和超分辨率显微镜 (SRM)等常被用

来探测蛋白的微观形貌[13]。
遏蓝菜(ThlaspiarvenseL.)又名菥蓂、败酱

草等,在中国南方大部分地区多见,常生长于路

旁、山坡和田边等处。古时人们常食用遏蓝菜度

荒充饥。目前,关于遏蓝菜的研究多集中在研究

其栽培技术[14-17]、种子油理化性质[18]和累积重金

属的机理[19-21]。邵树勋等[22]在湖北渔塘坝硒矿



区的调查中,发现遏蓝菜是一种硒超富集植物。
然而,目前对遏蓝菜有效成分的结构和生理活性

的研究鲜有报道,限制了其资源的开发和利用。
为改变这一状况,本研究以遏蓝菜为原料,通过超

声波辅助酶法提取硒蛋白,将其纯化后对其结构

及抗氧化活性进行研究,旨在为遏蓝菜资源的综

合利用提供试验依据和理论参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

遏蓝菜样品(50kg)于2019年夏季从中国湖

北省恩施市新塘镇双河鱼塘坝的人工种植基地采

收。DEAE-SepharoseFF购自上海源叶生物科

技有限公司;透析袋购自北京索莱宝科技有限公

司;考马斯亮蓝G-250、盐酸、氢氧化钠和氯化钠

等均为分析纯,购自国药集团化学试剂有限公司。

1.2 试验方法

1.2.1 材料预处理 遏蓝菜用水洗净,将其根、
茎和叶放置在50℃烘箱中干燥48h,粉碎后过

80目筛得遏蓝菜根、茎和叶等不同部位的干粉。
将不同部位干粉用石油醚(料液比1∶10)脱色脱

脂30min,静置澄清,倾出上层石油醚,重复此过

程3~5次。后置于烘箱中烘干,储存于干燥器中

备用。

1.2.2 遏蓝菜各部位蛋白含量和硒含量的测定

 取遏蓝菜不同部位的干粉各5g,加入100mL
蒸馏水,50℃水浴振荡提取4h;4500r/min离

心15min,取上清液;采用考马斯亮蓝G250法测

定各部位干粉上清液中的蛋白含量,并用原子荧

光光谱法(AFS)对各部位干粉上清液中的硒含量

进行测定[23]。

1.2.3 4种含硒蛋白的提取 选取遏蓝菜蛋白

得率及含硒量均较高部位的干粉,进行蛋白的分

级提取,并分析不同蛋白组分的蛋白含量及硒含

量[24]。
遏蓝菜水溶性含硒蛋白 的 提 取:首 先,按

1∶20(W/V)的比例将样品与蒸馏水混合,50℃
水浴震荡提取4h,将提取液以4500r/min离心

15min,取上清液并收集残渣1;往上清液中加入

w=80%的硫酸铵溶液沉淀蛋白,4℃下过夜,离
心(4500r/min,15min)取沉淀。沉淀用去离子

水透析(截留分子质量3.5ku)72h以除去杂质,
冻干后得水溶性含硒蛋白。

遏蓝菜盐溶性含硒蛋白的提取:将残渣1按

1∶20(W/V)的比例与0.5mol/L的 NaCl溶液

混合,后续实验操作与水溶性含硒蛋白的提取一

致,最后得到残渣2和盐溶性含硒蛋白。
遏蓝菜醇溶性含硒蛋白的提取:将残渣2用

蒸馏水洗涤2~3次后,按1∶20(W/V)的比例与

75%乙醇混合,后续实验操作参照水溶性含硒蛋

白的提取,沉淀蛋白前,先通过40℃减压蒸馏以

除去上清液中的乙醇,最后得到残渣3和醇溶性

含硒蛋白。
遏蓝菜碱溶性含硒蛋白的提取:将残渣3用

蒸馏水洗涤2~3次后,按1∶20(W/V)的比例与

0.1mol/L的NaOH溶液混合,后续实验操作与

水溶性含硒蛋白的提取一致,最后得到碱溶性含

硒蛋白。

1.2.4 超声辅助酶法提取硒蛋白 采用超声辅

助酶法提取遏蓝菜中蛋白纯度和硒含量均较高的

粗硒蛋白。取遏蓝菜干粉5g,加入酶(1%酶添加

量,纤维素酶∶果胶酶=6∶4)及超纯水100mL,

50℃超声(300W)辅助提取60min。离心(6000
r/min,10min)得上清液,后续试验操作与沉淀水

溶性含硒蛋白的方法一致,沉淀经透析、冻干后得

粗硒蛋白。

1.2.5 硒 蛋 白 的 纯 化 使用蛋白纯化仪[25]

(AKTAPurifier100,GeneralElectric,瑞典)和

DEAE-SepharoseFF层析柱对粗硒蛋白进行纯

化。将粗硒蛋白20mg溶于10mL去离子水中,
加入1% H2O2 溶液于40℃下反应1h以脱色,
结束后将样品溶液冷却至室温过0.22μm水性

滤膜。将滤液加样于DEAE-SepharoseFF层析

柱,以含0、0.2、0.4、0.6和0.8mol/LNaCl的

Tris-HCl缓冲盐(pH8.0,25mmol/L)作为洗脱

液,控制洗脱速度为1mL/min,每5min收集一

管。以对应梯度的缓冲盐为空白,于280nm 处

检测洗脱液的紫外吸收值并绘制洗脱曲线。收集

单一峰位洗脱组分,去离子水透析(截留分子质量

3.5ku)72h,浓缩、冻干以备用。

1.2.6 硒蛋白的光谱分析 将纯化后的蛋白组

分溶于去离子水中,配制成0.5mg/mL的溶液,
采用紫外分光光度计(UV-2550,Shimadzu,日本)
测定样品在190~800nm的紫外吸收光谱。并

用压片法制备红外光谱仪(FT-IR)测量所用的样

品,即将样品(1mg)与KBr粉末(100mg)混合后

压片,采 用 FT-IR(Vetex70,Bruker,德 国)在

400~4000cm-1 下进行分析。
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1.2.7 氨基酸组成分析 硒蛋白水解氨基酸含

量的测定参照GB5009.124-2016食品安全国家

标准进行,即将氨基酸标准品及样品溶于浓盐酸

溶液(6mol/L)中水解,采用全自动氨基酸分析

仪(L-8900,Hitachi,中国)进行分析。

1.2.8 扫描电镜分析 根据尹仁文等[26]的方

法,取适量的样品放置于导电胶上,固定后喷金,
采用场发射扫描电子显微镜(NanoSEM-450,

FEI,美国)对样品形貌进行观察和拍照。

1.2.9 抗氧化活性测定 DPPH自由基清除活

性:采用Teng等[27]的方法,测定硒蛋白清除DP-
PH自由基的活性。将各蛋白组分配制成不同浓

度(2、4、6、8和10mg/mL)的溶液。取0.5mL
样品溶液和150μL0.1mmol/LDPPH 无水乙

醇溶液混合,避光孵育30min。以维生素C溶液

作阳性对照,于517nm处测量吸光度。计算硒

蛋白清除DPPH自由基的能力:

DPPH清除率=(1-
A2-A1

A0
)×100%

式中,A0 为150μLDPPH-乙醇溶液和0.5
mL水的吸光度;A1 为150μL乙醇和0.5mL样

品溶液的吸光度;A2 为150μLDPPH-乙醇溶液

和0.5mL样品溶液的吸光度。
羟基自由基清除活性:采用水杨酸法[28]测定

硒蛋白清除羟基自由基的活性。将不同浓度(2、

4、6、8和10mg/mL)的样品溶液、硫酸亚铁溶液

(20μL,9mmol/L)、水杨酸(20μL,9mmol/L)
溶液和过氧化氢溶液(20μL,20mmol/L)混合,
于37°C下孵育30min。以维生素C溶液作阳性

对照,于510nm处测量吸光度。计算硒蛋白清

除羟基自由基的能力:

羟基自由基清除率=(1-
A1-A2

Ac
)×100%

式中,A2 为无水乙醇代替水杨酸乙醇测得的

反应体系的吸光度;Ac 为去离子水代替样品溶液

测得的反应体系的吸光度;A1 为样品溶液的吸光

度。
超氧自由基清除活性:在96孔板中,将150

μL 50 mmol/L Tris-HCl 缓 冲 液、10 μL
3mmol/L邻苯三酚溶液和40μL样品溶液(2、

4、6、8和10mg/mL)混合。以维生素C作阳性

对照,5min内每隔30s在325nm处测量反应体

系的吸光度。计算硒蛋白的超氧自由基清除率:

超氧自由基清除率=(1-
K1-K10

K0
)×100%

式中,K0 为空白管(蒸馏水代替样品)的吸

光度变化的斜率;K1 为样品管吸光度变化的斜

率;K10 为背景管(盐酸代替邻苯三酚)吸光度变

化的斜率。
总还原力测定:采用铁氰化钾比色法[29]测定

硒蛋白的总还原力。取样品溶液(2、4、6、8和10
mg/mL)4 mL 与 1 mL 磷 酸 盐 缓 冲 液(0.1
mol/L,pH6.6)及1mL1%铁氰化钾溶液混合,
置50℃水浴加热20min,冷却后加入1mL10%
三氯乙酸溶液混合并振荡。4000r/min离心5
min得上清液,取2mL上清液和2mL蒸馏水及

0.4mL三氯化铁溶液混合,于50℃水浴加热10
min。以维生素C作阳性对照在700nm处测定

吸光度,吸光度越高表示硒蛋白的还原能力越强。

2 结果与分析

2.1 硒蛋白的提取

遏蓝菜不同部位干粉中蛋白含量和硒含量:
遏蓝菜各部位干粉的蛋白含量和硒含量如表1所

示,可见各部位蛋白含量为叶>茎>根,硒含量为

叶>根>茎,表明硒和蛋白均在叶部位累积。这

可能是由于植物根部通过硫酸盐转运蛋白从土壤

中吸收无机硒后,无机硒从根部迅速转移到叶片

中,在叶绿体中转化为有机态硒[30],使得植物叶

部位的硒蛋白含量最多。
表1 遏蓝菜不同部位中的蛋白含量和硒含量(􀭵x±s)

Table1 Proteincontentandseleniumcontentin

differentpositionsofThlaspiarvenseL.

部位
Position

蛋白含量/%
Proteincontent

硒含量/(μg/g)
Seleniumcontent

叶Leaf 0.20±0.004 15.36±2.30
茎Stem 0.19±0.002 7.97±0.40
根Root 0.14±0.006 13.56±1.87

  粗硒蛋白制品的蛋白含量和硒含量:取硒含

量和蛋白含量均较高的叶部位为原料进行蛋白的

分级提取,采用考马斯亮蓝 G250法测定蛋白含

量,AFS法测定硒含量。如表2所示,4种蛋白粗

制品的蛋白含量和硒含量的次序均为:碱溶性含

硒蛋白>水溶性含硒蛋白>盐溶性含硒蛋白>醇

溶性含硒蛋白。但是由于碱法提取的硒蛋白品质

较差[31],所以在后续试验中采用水溶性含硒蛋白

提取法进行提取。为了提高硒蛋白的得率,在水

提法的基础上设计超声辅助酶提法,发现超声辅

助酶法提取的蛋白得率为3.75%,比热水浸提法

(得率仅为0.33%)提高3.42%,表明超声辅助酶
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法能显著提高蛋白得率。综上,本研究采用超声

辅助酶法提取遏蓝菜叶中的水溶性含硒蛋白,具
有较高的含硒蛋白得率,所得硒蛋白品质较好,在

后续的纯化和表征试验中均以此法提取遏蓝菜含

硒蛋白。

表2 4种粗硒蛋白制品的蛋白含量和硒含量(􀭵x±s)

Table2 Proteincontentandseleniumcontentinfourcrudeselenoproteins

项目
Item

水溶性含硒蛋白
Water-soluble
selenoprotein

盐溶性含硒蛋白
Salt-soluble
selenoprotein

醇溶性含硒蛋白
Alcohol-soluble
selenoprotein

碱溶性含硒蛋白
Alkali-soluble
selenoprotein

蛋白含量/% Proteincontent 0.33±0.02 0.28±0.00 0.03±0.00 0.95±0.02
硒含量/(μg/g) Seleniumcontent 7.97±0.40 7.03±0.28 5.84±0.06 12.87±0.57

2.2 硒蛋白的纯化

硒蛋白洗脱曲线如图1所示,蛋白粗品经

DEAE-SepharoseFF层析柱洗脱后得到5个级

分(PSP-1、PSP-2、PSP-3、PSP-4、PSP-5)。其中,

PSP-2和PSP-3的吸光值比较高,提示它们的蛋

白含量比较高。因此,选取这两个级分进行后续

AFS硒含量检测,检测结果表明PSP-2和PSP-3
级分的含硒量分别为2.456μg/g和2.569μg/g。

2.3 氨基酸组成分析

由表3可知,PSP-2和PSP-3级分分别由15
种不同的氨基酸组成,包含6种必需氨基酸,且必

需氨基酸含量占比高,说明PSP-2和PSP-3氨基

酸种类齐全、组成合理。其中亮氨酸、苯丙氨酸、
赖氨酸和异亮氨酸合并的含量较高,这4种氨基

酸合并量分别占PSP-2和PSP-3氨基酸总量的

42%和34%。这4种氨基酸可参与机体对蛋白

质代谢的调控,与人体肝脏功能密切相关[32]。因

此,遏蓝菜硒蛋白具有作为保肝产品原料的潜力。

图1 PSP在DEAE-SepharoseFF
阴离子交换柱上的色谱图

Fig.1 Anion-exchangechromatogramof
PSPonDEAE-SepharoseFF

表3 PSP-2和PSP-3的氨基酸组成与含量

Table3 CompositionandcontentofaminoacidsofPSP-2andPSP-3

氨基酸种类
Aminoacidtype

氨基酸含量/% Aminoacidcontent
PSP-2 PSP-3

天门冬氨酸Asp 0.1370 0.1365
苏氨酸* Thr - 0.8242
丝氨酸Ser 0.4697 0.4699
谷氨酸Glu 0.2140 0.2343
甘氨酸Gly 0.6998 0.6914
异亮氨酸*Ile 1.4851 1.4867
亮氨酸*Leu 1.5857 1.5873
酪氨酸Tyr 1.0988 1.2385
苯丙氨酸*Phe 1.5142 1.5159
丙氨酸Ala 0.9405 1.0989
胱氨酸Cys 1.2095 1.2912
缬氨酸* Val 1.2905 1.3249
蛋氨酸* Met 1.3452 -
精氨酸Arg 0.8243 0.9401
脯氨酸Pro 0.2310 3.4006
赖氨酸*Lys 1.5370 1.5388
氨基酸总量Totalaminoacid 14.5823 17.7792
必需氨基酸Essentialaminoacid 8.7577 8.2778
E/T必需氨基酸/总氨基酸Essentialaminoacid/Totalaminoacid 0.6005 0.4655
E/N必需氨基酸/非必需氨基酸Essentialaminoacid/Non-essentialaminoacid 1.5033 0.8711

注:*表示必需氨基酸;-表示未检测出。

Note:*Essentialaminoacids;- Aminoacidsnotdetectable.
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  PSP-2和PSP-3氨基酸成分的评分:为了进

一步分析遏蓝菜硒蛋白的营养价值,依照关海宁

等[33]的方法,将PSP-2及PSP-3的必需氨基酸含

量与 联 合 国 粮 农 组 织/世 界 卫 生 组 织(FAO/

WHO)提出的理想蛋白质中对应氨基酸参考

值[34]作比较,得到表4所示结果。可知,PSP-2
的含硫氨基酸(蛋氨酸+胱氨酸)的氨基酸评分最

高,PSP-3的缬氨酸与酪氨酸的氨基酸评分最高。
另外,根据FAO/WHO推荐的模式,E/T比应不

少于0.40,E/N 比值应不少于0.60,PSP-2及

PSP-3的 E/T 和 E/N 比 值 均 高 于 上 述 标 准

(表3)。说明遏蓝菜硒蛋白的必需氨基酸模式接

近FAO/WHO 的推荐模式,具有 较 好 的 营 养

价值。
表4 PSP-2和PSP-3的氨基酸评分

Table4 HydrolyzedaminoacidscoreinPSP-2andPSP-3

氨基酸
Aminoacid

参考值
Referencepattern

AA

PSP-2 PSP-3

AAS

PSP-2 PSP-3

异亮氨酸 Ile 40 14.851 14.867 37.13 37.17

亮氨酸 Leu 70 15.857 15.873 22.65 22.68

蛋氨酸+胱氨酸 Met+Cys 35 25.547 12.912 72.99 36.89

赖氨酸 Lys 55 15.370 15.388 27.95 27.98

苏氨酸 Thr 40 0 8.242 0 20.61

缬氨酸+酪氨酸 Val+ Tyr 50 23.893 25.634 47.79 51.27

苯丙氨酸 Phe 60 15.142 15.159 25.24 25.27

注:参考值来自于 WHO/FAO1973年提出的理想蛋白质中的氨基酸值模式;AA表示氨基酸含量(mg/g);AAS(氨基酸评分)=某种

必需氨基酸测定值×100/对应必需氨基酸参考值。

Note:ReferencepatternisderivedfromaminoacidreferencepatternofproteinproposedbyWHO/FAOin1973;AAmeansaminoacid

content(mg/g);AAS(aminoacidscore)=Testessentialaminoacid×100/Referenceessentialaminoacid.

2.4 紫外光谱分析

PSP-2和PSP-3的紫外扫描图谱如图2所

示。PSP-2在240nm附近的吸收峰和PSP-3在

260nm附近的吸收峰来源于两种蛋白中所含的

肽键[35],两个峰的强度均较高,提示两种样品均

含有较多的肽键,且PSP-2中的肽键更多。280
nm附近的吸收峰对应PSP-2和PSP-3中芳香族

氨基酸(酪氨酸和苯丙氨酸)中存在的共轭双键吸

收区[36]。以上两处的吸收峰证明了纯化后的样

品主要成分为蛋白质。另外,PSP-2和PSP-3在

350nm附近有一较弱肩峰,源于蛋白中二硫键的

吸收。二硫键具有稳定蛋白分子肽链空间结构的

能力,从图2可以看出此肩峰强度较小,说明PSP-2
和PSP-3中二硫键数目少[37],结构不稳定。

2.5 红外光谱分析

PSP-2和PSP-3的红外图谱如图3所示。两

组分在酰胺Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ带均有明显的特征峰,说明

遏蓝菜硒蛋白具有典型的蛋白红外光谱特征。其

中,3400~3440cm-1 的吸收峰对应蛋白酰胺A
带的 特 征 峰,PSP-2 和 PSP-3 的 酰 胺 A 带 在

3408cm-1 及3412cm-1 处,由N-H的伸缩振

动引起。

图2 PSP-2和PSP-3的紫外扫描光谱

Fig.2 UVscanningspectraofPSP-2andPSP-3

  1690~1630cm-1 对应于蛋白酰胺Ⅰ带的

吸收峰,由 C=O 的 伸 缩 振 动 引 起,PSP-2和

PSP-3的酰胺Ⅰ带在1622cm-1 及1628cm-1

处,吸收峰发生蓝移,可能是由于硒与蛋白结合所

致。1650~1590cm-1 对应于蛋白酰胺Ⅱ带的

吸收峰,主要由-COO-的伸缩振动导致,PSP-2和

PSP-3的酰胺Ⅱ带在1468cm-1 处,吸收峰发生

蓝移,证 明 PSP-2 和 PSP-3 的 肽 链 中 存 在 氢

键[38]。1335~1200cm-1 对应于蛋白酰胺Ⅲ带
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的吸收峰,PSP-2和PSP-3的酰胺Ⅲ带在1298
cm-1 与1294cm-1 处,由C-N伸缩振动引起。
此外,3018cm-1 附近对应PSP-2和PSP-3酰胺

B带的C-H的特征峰,1067cm-1 及1063cm-1

处的峰对应于PSP-2和PSP-3中氨基的特征峰。
在Na2SeO3 红外光谱中(图3),746cm-1 处

的吸收峰为Se=O特征峰。而在PSP-2和PSP-
3红外光谱中,775cm-1 与773cm-1 处的峰分

别对应于 Se=O 特征峰,推测这可能是蛋白

中 其他官能团影响的结果。另外,PSP-21067cm-1

图3 PSP-2、PSP-3和Na2SeO3 的红外光谱图

Fig.3 FT-IRspectraofPSP-2,PSP-3andNa2SeO3

处的峰和PSP-31063cm-1 处的峰分别对应于

O-Se-O键[39]。这些结果进一步证实硒化蛋白存

在于PSP-2和PSP-3中。

2.6 扫描电镜分析

PSP-2和PSP-3在不同放大倍数下的SEM
图(图4)显示:在8000倍的放大倍数下,硒蛋白

呈现出碎片和大小不一聚集体的表面形态,聚集

体表面有不规则的凸起结构;在30000倍的放大

倍数下,硒蛋白具有球状结构,球状表面凹凸不

平。以上观察结果表明遏蓝菜硒蛋白结构不稳

定,易于通过氢键和疏水作用形成复杂的空间结

构[40]。另外,SEM 结果显示有大量表面光滑的

小碎片分布在PSP-2及PSP-3中,这些碎片的产

生可能是超声处理所致,因为超声波产生的较高

的剪切力和空化作用会引起蛋白质解折叠[41],导
致蛋白质的颗粒尺寸减小[42]。SEM 结果还显示

两种蛋白组分的球状结构中都存在孔洞,推测该

孔洞为硒与蛋白结合的位点[43]。上述SEM观察

结果从微观形貌方面证明了PSP-2及PSP-3中

存在含硒蛋白。此外,PSP-2中小片段之间连接

松散,而与PSP-2片段相比则PSP-3连接比较紧

密,这种蛋白表面形貌的差异可能与它们具有不

同的生物活性有关。

图4 PSP-2(A:8000×;B:30000×)和PSP-3(C:8000×;D:30000×)的扫描电镜图

Fig.4 ScanningelectronmicrographsofPSP-2(A:8000×;B:30000×)andPSP-3(C:8000×;D:30000×)
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2.7 硒蛋白的抗氧化活性

PSP-2和PSP-3的抗氧化活性的检测结果

(图5)显示:随着样品浓度的不断提高,PSP-2和

PSP-3的抗氧化活性也随之增加。在4个体外抗

氧化试验中,当样品浓度均为10mg/L时,PSP-2
和PSP-3的DPPH自由基清除率分别为52.79%
和51.09%,羟基自由基清除率分别为68.61%和

86.52%,超氧自由基清除率分别为40.53%和

42.84%,总还原力检测在700nm处的吸光度为

0.33和0.18。表明PSP-2和PSP-3具有较强的

自由基清除能力和总还原力。在测试范围内的同

一质量浓度下,PSP-2的DPPH自由基清除能力

和总还原力略强于PSP-3,而羟基自由基清除能

力和超氧自由基清除能力略弱于PSP-3。
对比两种蛋白含硒量及抗氧化活性,可得出

蛋白含硒量越高,其羟基自由基和超氧自由基清

除能力越强的结论。胡振瀛等[44]研究发现灵芝

硒蛋白的超氧自由基和羟基自由基清除能力随蛋

白硒含量的增加而增强,杜明等[45]研究发现富硒

菜籽粕蛋白比普通菜籽粕蛋白具有更强的抗氧化

活性,均与本研究结果基本一致。此外,有研究报

道蛋白的抗氧化活性与其疏水性氨基酸的含量密

切相关。由氨基酸分析可知,PSP-2的疏水性氨

基酸含量多于PSP-3的疏水性氨基酸含量,这可

能是PSP-2的DPPH 自由基清除能力及总还原

力强于PSP-3的原因。

  A.PSP-2和PSP-3对DPPH自由基的清除能力;B.PSP-2和PSP-3对羟基自由基的清除能力;C.PSP-2和PSP-3对超氧阴离子

自由基的清除能力;D.PSP-2和PSP-3的还原力作用曲线

A.DPPHradicalscavengingabilityofPSP-2andPSP-3.BHydroxylradicalscavengingabilityofPSP-2andPSP-3;C.Superoxideani-

onscavengingabilityofPSP-2andPSP-3;D.ReducingpowerofPSP-2andPSP-3

图5 PSP-2和 PSP-3的抗氧化活性

Fig.5 AntioxidantactivityofPSP-2andPSP-3

3 结论与讨论

深入研究和开发硒蛋白,具有重要意义。中

国是缺硒大国,约有72%的地区缺硒[46],发现和

研究富硒食品和其他补硒剂对于提高国民身体健

康水平具有格外重要的作用。硒蛋白是有机硒的

主要载体,膳食中的硒蛋白在十二指肠发生水解,
被机体吸收。因此,深入研究硒蛋白的生物学特
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性,开发更多适合人体利用的硒蛋白产品,将有助

于促进国民身体健康水平的提高。硒蛋白是微量

元素硒发挥其生物活性的主要功能形态,具有多

种功效。研究和开发具有优良生物学活性的硒蛋

白,对相关疾病的防治将具有积极的作用。综上,
硒蛋白具有食补和药用两方面的价值,具有良好

的市场潜力,对其进行深入研究十分重要。遏蓝

菜的元素富集功能,使得对其与硒补充和硒利用

关联的研究显得更为重要。研究表明在遏蓝菜

中,硒主要以有机硒形式赋存,蛋白硒是主要的赋

存状态。但是,遏蓝菜硒蛋白的性状和特性如何,
至今仍没有相关报道,亟待深入研究。

本研究以遏蓝菜为原料,获得具有较高营养

价值及优良抗氧化能力的硒蛋白。并证明遏蓝菜

硒蛋白既可以作为绿色植物硒补充剂,应用于食

疗保健领域,也具有作为抗氧化剂应用于相关疾

病防治的潜力。总体而言,研究结果对遏蓝菜资

源的合理深加工和改良具有促进作用,也为进一

步研究遏蓝菜硒蛋白的构效关系以设计出具有强

大抗氧化活性的定制富硒蛋白提供了基础。
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ResearchonPurification,StructureCharacterizationandAntioxidant
ActivityofSelenoproteinsinThlaspiarvenseL.

XIANGAnni1,XUShuang1,JUHongmei1,ZHAOShiyu1,
YUETianli1,2andYUANYahong1

(1.CollegeofFoodScience&Engineering,NorthwestA&FUniversity,YanglingShaanxi 712100,China;

2.CollegeofFoodScienceandTechnology,NorthwestUniversity,Xi’an 710069,China)

Abstract ToexplorethestructurecharacteristicsandantioxidantactivityofselenoproteinsinThlas-
piarvenseL.twoselenoproteincomponentsofPSP-2andPSP-3,wereextractedandpurifiedfrom
ThlaspiarvenseL.byultrasonic-assistedenzymeextractionandDEAESepharoseFFanionexchange
columnchromatography.Thestructurewascharacterizedandtheantioxidantactivityinvitrowas
evaluatedbyanalysismethodssuchasspectroscopyandscanningelectronmicroscopy.Theresults
showedthatPSP-2andPSP-3contained15aminoacids,inwhich6wereessentialaminoacids.The
aminoacidsofthetwoproteincomponentswerereasonablycomposedandhadgoodnutritionalval-
ues.PSP-2andPSP-3hadtypicalproteinspectralcharacteristics,bothofwhichhadSe=Obond,

O-Se-Obond,disulfidebondandH-bond,andtheunstablestructuresshowedtheappearanceofaggre-
gatesandfragments.ThisstudyonantioxidantactivityshowedthatPSP-2andPSP-3hadstrongfree
radicalscavengingabilityandtotalreducingpower.Insummary,theselenoproteinswithexcellentan-
tioxidantactivityexistedinThlaspiarvenseL.Furthermore,thisexperimentprovidedabasisforfur-
therstudyonthestructure-activityrelationshipofselenoproteinsinThlaspiarvenseL.anddeveloping
productswithantioxidanteffect,andalsoprovidedareferenceforthecomprehensiveutilizationof
ThlaspiarvenseL.
Keywords ThlaspiarvenseL.;Selenoprotein;Extractionandpurification;Structurecharacteriza-
tion;Antioxidantactivityanalysis
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