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检测分析

大鲵油体外抗氧化活性研究

王　寒１，２，罗庆华１，２，魏梦雅２，３，王建文４

（１．吉首大学 林产化工工程湖南省重点实验室，湖南 张家界 ４２７０００；２．吉首大学 大鲵资源保护与综合利用
湖南省工程实验室，湖南 张家界 ４２７０００；３．吉首大学 土木工程与建筑学院，湖南 张家界 ４２７０００；

４．张家界金鲵生物工程股份有限公司，湖南 张家界 ４２７０００）

摘要：采用体外抗氧化实验研究大鲵油抗氧化活性，测定大鲵油对ＤＰＰＨ自由基、羟基自由基、超氧
自由基清除能力和还原能力、Ｆｅ２＋螯合能力。以 ＶＣ为阳性对照，评价大鲵油的体外抗氧化活性。
结果表明：大鲵油抗氧化能力强于鲐鱼油，添加复合抗氧化剂后抗氧化能力更强，对 Ｆｅ２＋的螯合能
力表现最好，相同质量浓度条件下强于 ＶＣ；对 ＤＰＰＨ自由基、羟基自由基清除能力和还原能力与
ＶＣ相当。大鲵油对ＤＰＰＨ自由基、羟基自由基和 Ｆｅ

２＋螯合能力的半抑制质量浓度（ＩＣ５０）分别为
３．５２３、０．４９３、０．５５９ｍｇ／ｍＬ，添加了复合抗氧化剂的大鲵油的相应 ＩＣ５０分别为 ０．５７２、０．０９９、
０．０６２ｍｇ／ｍＬ。
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　　中国大鲵（Ａｎｄｒｉａｓｄａｖｉｄｉａｎｕｓ）属于两栖纲、有尾
目、隐鳃鲵科，是一种传统的名贵药用动物，营养价值

优于鲍鱼、海参和甲鱼，具滋阴补肾、补血行气的功

效，被誉为“水中人参”［１］。研究发现，粗大鲵油中
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不饱和脂肪酸（ＵＦＡ）含量为６６．０５％ ～６９．８１％，其
中多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡ）含量为 ２７．６０％ ～
３４．６８％［２－３］，具有较高的开发利用价值。目前，国

内外对大鲵的研究主要集中在资源保护［４］、养殖繁

殖［５－６］等方面，对其综合利用的研究较少，有部分关

于大鲵黏液的低聚糖肽［７－８］，以及胶原蛋白提

取［９－１０］的相关报道。大鲵尾部由于脂肪含量过高，

口感腻人，常将其弃之。为了充分利用尾脂资源，本

研究团队从尾脂中提取大鲵油［１１］，并对其进行精

制［１２］、抗氧化［１３］和富集研究［１４］。精制大鲵油中

ＵＦＡ含量高达７６．５８％，其中ＰＵＦＡ含量为３１．１１％［１４］。

本实验以精制大鲵尾脂油为原料，研究其体外抗氧

化活性，为大鲵油的产品开发提供理论基础，积极促

进大鲵深加工和综合利用。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

精制大鲵油：实验室自制，大鲵尾部脂肪由张家

界金鲵生物工程股份有限公司提供，采用木瓜蛋白

酶从大鲵尾部脂肪组织中提取［１１］，经低温结晶法进

行不饱和脂肪酸富集［１４］。取富集后的大鲵油添加

复合抗氧化剂（０．０１５％迷迭香提取物、０．０１５％竹
叶抗氧化物和０．００７％植酸）［１３］，复合抗氧化剂用
去离子水配制成０．０３７％的对照液。

氯化铁、氯化亚铁、无水乙醇、磷酸二氢钠、氢氧

化钠、硫酸亚铁等均为分析纯；菲嗪，上海伊卡生

物技术有限公司；１，１－二苯基 －２－苦基肼
（ＤＰＰＨ），南京奥多福尼生物科技有限公司；抗坏血
酸（９９％），南京奥多福尼生物科技有限公司；三氯
乙酸、铁氰化钾，国药集团化学有限公司；植酸，浙江

仁和生物科技有限公司；竹叶抗氧化物，河南豫中生

物科技有限公司；迷迭香提取物，河南四方生物科技

有限公司；实验室用水为去离子水。

１．１．２　仪器与设备
ＨＨ－４系列数显水浴锅，金坛市白塔新宝仪器

厂；ＧＺＸ－９１４６ＭＢＥ数显鼓风恒温干燥箱，上海博
迅实业有限公司医疗设备厂；ＬＤ５－２Ａ型离心机，
北京医用离心机厂；ＨＭ－２０Ｓ型ｐＨ计，日本东亚电
波工业株式会社；ＫＱ－２５０Ｅ型超声波清洗器，中国
昆山超声仪器有限公司；ＡＥＧ－２２０型电子天平，日
本岛津；Ｕ－３９００型紫外可见光分光光度计，日本日
立公司；ＴＤＬ－４０Ｂ型低速台式大容量离心机，上海
安亭科学仪器。

１．２　实验方法
１．２．１　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定

用无水乙醇将大鲵油、添加了复合抗氧化剂的

大鲵油和复合抗氧化剂稀释至质量浓度为１、２、３、
４、５、６ｍｇ／ｍＬ的溶液，分别取２ｍＬ上述溶液于试管
中，加入２ｍＬ０．０４ｍｇ／ｍＬ的 ＤＰＰＨ溶液，混合均
匀，室温避光放置３０ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。
取上清液于５１７ｎｍ处测吸光度。以 ＶＣ为阳性对
照，临用前配制成与大鲵油溶液相同质量浓度［１５］。

以蒸馏水做空白对照。按下式计算ＤＰＰＨ自由基清
除率。

ＤＰＰＨ自由基清除率＝ １－
Ａ１－Ａ２
Ａ( )
３

×１００％

式中：Ａ１为２ｍＬ样品溶液＋２ｍＬＤＰＰＨ溶液的
吸光度；Ａ２为２ｍＬ样品溶液 ＋２ｍＬ无水乙醇的吸
光度；Ａ３为２ｍＬ无水乙醇 ＋２ｍＬＤＰＰＨ溶液的吸
光度。

１．２．２　羟基自由基清除能力测定
依次加入０．７５ｍｍｏｌ／Ｌ的邻二氮菲２ｍＬ，蒸馏

水１ｍＬ，ｐＨ７．４的磷酸盐缓冲液２ｍＬ，充分混匀后
加入０．７５ｍｍｏｌ／Ｌ的硫酸亚铁２ｍＬ，混匀，分别加
入大鲵油、添加了复合抗氧化剂的大鲵油和复合抗

氧化剂溶液１ｍＬ（用无水乙醇分别稀释成质量浓度
为０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７ｍｇ／ｍＬ），３７℃水
浴加热６０ｍｉｎ，在波长５３６ｎｍ处测定吸光度为 Ａ１，
用蒸馏水代替大鲵油测得的吸光度为Ａ２，用Ｈ２Ｏ２代
替大鲵油测得的吸光度为 Ａ３。以 ＶＣ为阳性对照，
临用前以去离子水配制成与大鲵油溶液相同质量浓

度的对照液。蒸馏水做空白对照。按下式计算羟基

自由基清除率。

羟基自由基清除率 ＝（Ａ１－Ａ３）／（Ａ２－Ａ３）×
１００％
１．２．３　超氧自由基清除能力测定

采用邻苯三酚自氧化法。分别将大鲵油、添加

了复合抗氧化剂的大鲵油和复合抗氧化剂用无水乙

醇稀释至质量浓度为１、２、３、４、５、６、７ｍｇ／ｍＬ的溶
液，分别加入 １ｍＬ上述溶液于试管中，然后加入
５０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．２）缓冲液４．５ｍＬ和
２５ｍｍｏｌ／Ｌ邻苯三酚溶液０．４ｍＬ，２５℃反应５ｍｉｎ
后加入８ｍｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ１ｍＬ终止反应，于２９９ｎｍ
处测定吸光度，以蒸馏水代替样品做空白对照。以

ＶＣ为阳性对照，临用前以去离子水配制成与大鲵油
溶液相同质量浓度的对照液。按下式计算超氧自由

基清除率。

超氧自由基清除率＝
Ａ１－Ａ０
Ａ１

×１００％

式中：Ａ０为空白对照液吸光度；Ａ１为样品溶液吸
光度。

０５１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０１８Ｖｏｌ４３Ｎｏ９



１．２．４　还原能力测定
分别将大鲵油、添加了复合抗氧化剂的大鲵油

和复合抗氧化剂用无水乙醇稀释至质量浓度为

０１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７ｍｇ／ｍＬ的溶液，分
别加入１ｍＬ上述溶液于试管中，依次加入０．２ｍｏｌ／Ｌ
ｐＨ６．６的磷酸缓冲液１ｍＬ和１％铁氰化钾１ｍＬ，
混匀后５０℃水浴反应２０ｍｉｎ，然后加入１０％三氯乙
酸１ｍＬ终止反应，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上
清液 １ｍＬ，加入 １ｍＬ蒸馏水和 ０．１％的 ＦｅＣｌ３
０．２ｍＬ，混匀后静置１０ｍｉｎ，在７００ｎｍ处检测吸光
度。以ＶＣ为阳性对照，临用前以去离子水配制成
与大鲵油溶液相同质量浓度的对照液。

１．２．５　Ｆｅ２＋螯合能力测定
分别将大鲵油、添加了复合抗氧化剂的大鲵油

和复合抗氧化剂用无水乙醇稀释至质量浓度为

０１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７ｍｇ／ｍＬ的溶液，分
别加入１ｍＬ上述溶液于试管中，依次加入蒸馏水
３．７ｍＬ、２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＦｅＣｌ２溶液０．１ｍＬ和５ｍｍｏｌ／Ｌ
的菲嗪溶液０．２ｍＬ，避光１０ｍｉｎ后５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ。取上清液于５６２ｎｍ处测定吸光度。
以ＶＣ为阳性对照，临用前以去离子水配制成与大
鲵油溶液相同质量浓度的对照液。按下式计算螯

合率。

螯合率＝ １－
Ａ１－Ａ２
Ａ( )
３

×１００％

式中：Ａ１为样品溶液反应后的吸光度；Ａ２为０．１
ｍＬ蒸馏水代替ＦｅＣｌ２溶液后的吸光度；Ａ３为１ｍＬ蒸
馏水代替样品溶液的吸光度。

２　结果与讨论
２．１　大鲵油对ＤＰＰＨ自由基清除能力（见图１）

图１　大鲵油对ＤＰＰＨ自由基清除能力

　　由图 １可知，ＶＣ和添加抗氧化剂大鲵油对
ＤＰＰＨ自由基清除率相近，两者对 ＤＰＰＨ自由基清
除率在 ０～１ｍｇ／ｍＬ范围内急剧升高，在 １～６
ｍｇ／ｍＬ范围内清除率基本保持稳定在 ９０％以上。
大鲵油较其他样品溶液对ＤＰＰＨ自由基清除能力较
弱，在１～４ｍｇ／ｍＬ范围内其清除率与质量浓度呈

正相关，表现出良好的对数线性关系，当质量浓度继

续升高，清除率变化不大，逐渐趋于平缓。复合抗氧

化剂在１～２ｍｇ／ｍＬ范围内对 ＤＰＰＨ自由基清除率
随质量浓度的增加逐渐增强，当质量浓度继续升高，

清除率逐渐接近９０％，与 ＶＣ和添加抗氧化剂大鲵
油对ＤＰＰＨ自由基清除率相差不大。

大鲵油在添加复合抗氧化剂后对ＤＰＰＨ自由基
清除率急剧提高，可能是复合抗氧化剂中的酚类物

质在乙醇溶液中进行电子转移反应（ｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓ
ｆｅｒ，ＥＴ），而在极性较低的大鲵油溶液中进行Ｈ原子
转移反应（Ｈ－ａｔｏｍｔｒａｎｓｆｅｒ，ＨＡＴ）和ＥＴ反应［１６］，两

者共同作用，提高了大鲵油对ＤＰＰＨ自由基清除率。
大鲵油清除ＤＰＰＨ自由基的半抑制质量浓度（ＩＣ５０）
为３．５２３ｍｇ／ｍＬ，鲐鱼油ＩＣ５０为５．１４１ｍｇ／ｍＬ

［１７］，相

同质量浓度条件下大鲵油清除ＤＰＰＨ自由基能力强
于鲐鱼油，添加了复合抗氧化剂后，大鲵油清除

ＤＰＰＨ自由基的ＩＣ５０为０．５７２ｍｇ／ｍＬ，与ＶＣ相当，对
ＤＰＰＨ自由基具有良好的清除能力。
２．２　大鲵油对羟基自由基清除能力（见图２）

图２　大鲵油对羟基自由基清除能力

　　由图２可知，添加抗氧化剂大鲵油对羟基自由
基的清除能力较ＶＣ稍差，两者都在低质量浓度范围
内（０～０．２ｍｇ／ｍＬ）表现出明显的增长趋势，在
０．２～０．７ｍｇ／ｍＬ范围内，清除率稳定在８０％左右。
大鲵油对羟基自由基的清除能力随质量浓度的增加

而增加，表现出良好的量效关系，添加复合抗氧化剂

后，对羟基自由基清除能力提升的幅度大于大鲵油

和复合抗氧化剂对羟基自由基清除能力之和，二者

具有协同作用。大鲵油清除羟基自由基的 ＩＣ５０为
０．４９３ｍｇ／ｍＬ，鲐鱼油清除羟基自由基的 ＩＣ５０为
７．３６１ｍｇ／ｍＬ［１７］，ＩＣ５０约是鲐鱼油的１／１４，大鲵油清
除羟基自由基能力大大强于鲐鱼油，添加抗氧化剂

大鲵油清除羟基自由基的 ＩＣ５０为０．０９９ｍｇ／ｍＬ，表
现出较强的羟基自由基的清除能力。

２．３　大鲵油对超氧自由基清除能力（见图３）
由图３可知，大鲵油对超氧自由基的清除能力

较ＶＣ差，随着大鲵油质量浓度的增加，对超氧自由
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基清除率逐渐增大，表现出了一定的线性关系和良

好的剂量依赖关系，在质量浓度为７ｍｇ／ｍＬ时，大
鲵油对超氧自由基清除率最高为４４．７８％，鲐鱼油
清除率为４４．１７９％［１７］，两者能力相当。添加抗氧化

剂大鲵油表现出了较强的超氧自由基清除能力，且

在低质量浓度范围内（０～１ｍｇ／ｍＬ）的清除能力大
于大鲵油和复合抗氧化剂清除能力的总和，二者具

有协同作用。添加抗氧化剂大鲵油在质量浓度为１
ｍｇ／ｍＬ时，对超氧自由基清除率基本达到最大值为
８０．３％。因为复合抗氧化剂中迷迭香提取物与天然
有机脂有很强的亲和性［１８］，在乙醇溶液中限制了其

抗氧化能力，溶于大鲵油后展现了其抗氧化能力，对

超氧自由基清除能力提升显著。添加抗氧化剂大鲵

油清除超氧自由基的 ＩＣ５０为０．６２３ｍｇ／ｍＬ，表现出
较强的超氧自由基的清除能力。

图３　大鲵油对超氧自由基清除能力

２．４　大鲵油的还原能力（见图４）

图４　大鲵油的还原能力

　　由图４可知，大鲵油的还原能力较 ＶＣ和添加
抗氧化剂大鲵油较弱，随大鲵油质量浓度的增加吸

光度也逐渐增加，其还原能力也逐渐增加，呈现一定

的线性增长关系。添加抗氧化剂后，大鲵油的还原

能力明显提高，特别是在低质量浓度范围内（０～
０．２６９ｍｇ／ｍＬ）的还原能力要高于 ＶＣ，可能因为在
低质量浓度范围内复合抗氧化剂溶于大鲵油中提升

了大鲵油还原能力。随着质量浓度逐渐增加，Ｖｃ还
原能力逐渐强于添加抗氧化剂的大鲵油，是因为添

加抗氧化剂的大鲵油在低质量浓度时反应更为迅

速，当质量浓度升高后其还原能力比 ＶＣ弱。与鲐
鱼油相比，相同质量浓度条件下大鲵油吸光度高于

鲐鱼油［１７］，说明大鲵油还原力强于鲐鱼油。添加抗

氧化剂大鲵油也具有较强的还原能力。

２．５　大鲵油的Ｆｅ２＋螯合能力（见图５）

图５　大鲵油对Ｆｅ２＋螯合能力

　　由图５可知，ＶＣ、复合抗氧化剂和添加抗氧化
剂大鲵油对 Ｆｅ２＋的螯合率在低质量浓度范围增长
明显，且在０．４ｍｇ／ｍＬ后就稳定在９６％以上，说明
ＶＣ、复合抗氧化剂和添加抗氧化剂大鲵油对 Ｆｅ

２＋的

螯合能力强，相同质量浓度下对 Ｆｅ２＋的螯合率大小
顺序为添加抗氧化剂大鲵油 ＞复合抗氧化剂 ＞
ＶＣ＞大鲵油。大鲵油在０～０．７ｍｇ／ｍＬ范围内表现
出良好的线性关系，随着大鲵油质量浓度的增加，螯

合率也逐渐增加，在添加抗氧化剂后，大鲵油对Ｆｅ２＋

螯合能力提升明显，但没有表现出很强的协同作用。

大鲵油对Ｆｅ２＋螯合能力的ＩＣ５０为０．５５９ｍｇ／ｍＬ，鲐鱼
油对Ｆｅ２＋螯合能力的ＩＣ５０为９．８６２ｍｇ／ｍＬ

［１７］，说明

大鲵油对Ｆｅ２＋螯合能力远远强于鲐鱼油，添加抗氧
化剂后大鲵油对 Ｆｅ２＋螯合能力的 ＩＣ５０为 ０．０６２
ｍｇ／ｍＬ，表现出很强的 Ｆｅ２＋螯合能力，对铁代谢功
能障碍有很好的治疗效果。

３　结　论
通过体外抗氧化实验，探明了大鲵油的抗氧化

能力。发现大鲵油抗氧化能力比鲐鱼油强，添加复

合抗氧化剂的大鲵油抗氧化能力很强，特别是有很

强的ＤＰＰＨ自由基、羟基自由基清除能力、还原能力
和对Ｆｅ２＋的螯合能力。大鲵油对 ＤＰＰＨ自由基、羟
基自由基和 Ｆｅ２＋螯合能力的 ＩＣ５０分别为 ３．５２３、
０．４９３、０．５５９ｍｇ／ｍＬ，添加了复合抗氧化剂之后大鲵
油相应的ＩＣ５０分别为０．５７２、０．０９９、０．０６２ｍｇ／ｍＬ，其
中添加复合抗氧化剂的大鲵油对 Ｆｅ２＋的螯合能力
表现最好，相同质量浓度条件下强于 ＶＣ；对 ＤＰＰＨ
自由基、羟基自由基清除能力和还原能力与 ＶＣ相
当，说明添加复合抗氧化剂大鲵油具有较强的抗氧

化活性。过量游离的 Ｆｅ２＋可以通过 Ｆｅｎｔｏｎ反应形
成羟基自由基损伤细胞，最终导致细胞死亡，大鲵油

较强的Ｆｅ２＋螯合能力在治疗铁代谢等相关疾病具
有潜在的开发应用前景，由于其较强的抗氧化活性
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也可以作为抗衰老、修护皮肤等大鲵保健护肤产品

进行开发利用，具有良好的开发前景。
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