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基于 ESR 和细胞培养体系的海参肠自溶寡肽 

抗氧化活性研究 
 

段秀红，齐申，赵雅娉，吴海涛 

（大连工业大学食品学院，国家海洋食品工程技术研究中心，辽宁大连 116034） 

摘要：本文在前期工作基础上，研究了两种海参肠自溶寡肽 Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met、Val-Thr-Pro-Tyr 的抗氧化活性。应用电子

自旋共振的方法（ESR），检测海参肠自溶寡肽对羟基自由基（·OH）、超氧阴离子自由基（O2
-·）、1, 1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH·）

自由基的清除情况。同时，采用人白血病细胞 Jurkat，考察海参肠自溶寡肽对 H2O2诱导的细胞氧化损伤的影响。结果表明，两种海

参肠自溶寡肽对·OH、O2
-·和 DPPH 自由基均有很强的清除能力，且呈明显的量效关系。对于不同自由基，Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met

在相应的浓度下（·OH 自由基-1 和 5 mM、O2
-·自由基-1、5 和 20 mM、DPPH 自由基-1 和 8 mM）清除能力均显著高于 Val-Thr-Pro-Tyr

（p<0.05）。海参肠自溶寡肽在浓度为 5 mM 时未能对 H2O2诱导的 Jurkat 细胞 DNA 氧化损伤起到保护作用，而浓度为 20 mM 时引起

Jurkat 细胞死亡。这些结果说明，海参肠自溶寡肽 Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met 和 Val-Thr-Pro-Tyr 具有自由基清除能力，具有一定的开发

价值。 
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Abstract: In this paper, the antioxidant activities of oligopeptides (Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met and Val-Thr-Pro-Tyr) from sea cucumber 

guts were studied by measuring the scavenging abilities on hydroxyl radical, superoxide radical and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 

radical using an ESR spectrometer. Moreover, the influence of oligopeptides on H2O2-induced oxidative damage in Jurkat cells was also 

investigated. The results showed that two kinds of oligopeptides from sea cucumber guts showed scavenging abilities on ·OH, O2
-· and 

DPPH· in a dose-dependent manner. The scavenging ability of Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met was significantly higher than that of Val-Thr-Pro-Tyr at 

different concentrations (p<0.05). The oligopeptides failed to protect the DNA oxidative damage induced by H2O2 at concentrations of 5 mM in 

Jurkat cells, while induced cell death at concentration of 20 mM. These results suggest that the oligopeptides from sea cucumber guts 

(Val-Gly-Thr- Val- Glu-Met,Val-Thr-Pro-Tyr) possess free radical scavenging abilities, and have certain development value. 
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自由基是生物体内有关酶促系统需氧代谢过程和

电子传递链中电子传递的中间产物，也是生物体组织

或细胞经历某些病理损害过程的中间产物。医学界已 
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发现近百种疾病都与自由基氧化损伤有关，特别是神

经退化性疾病，如动脉粥样硬化、肿瘤、白内障、衰

老、关节炎、高血压等[1~2]。 
抗氧化剂能捕获并中和氧化应激产生的自由基，

从而去除自由基对人体的损害。近年来，食源性抗氧

化肽作为一类天然抗氧化剂得到广泛研究。由于食物

蛋白质来源非常广泛，特别是以哺乳动物和水产动物

蛋白为原料制备的活性肽，备受研究人员关注[3]。 
海参（Stichopus japonicus）是重要的海洋棘皮类动

物，近十几年内，在许多亚洲国家，海参养殖得到了
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迅速发展[4]。海参肠是海参加工中的副产物，很容易发

生自溶。海参肠其干基中含有70.9%的蛋白质[5]，是开

发活性肽的良好来源。海参肠中含有丰富的蛋白水解

酶，如胃蛋白酶，胰蛋白酶[6]，组织蛋白酶B[7]，高碱

性蛋白酶[8]和肽水解酶[9]，为利用自溶手段制备海参肠

寡肽创造了有利条件。 
在前期的研究中，已经利用响应面法获得海参肠

自溶的优化条件，制备得到海参肠自溶水解物，并分

离出2种具有潜在抗氧化能力的水溶性海参肠自溶寡

肽，分别为Val-Thr-Pro-Tyr和Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met 
[5]。本研究针对这两种海参肠自溶寡肽，利用顺磁共振

自旋捕集技术（ESR）进一步分析海参肠自溶寡肽清除

羟基自由基（·OH）、超氧阴离子自由基（O2
-·）和1, 1-

二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）自由基的能力。同时，

利用细胞培养体系，分析海参肠自溶寡肽对过氧化氢

诱导的细胞氧化损伤的影响，为海参肠活性肽的深入

开发奠定研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

海参肠自溶寡肽 Val-Thr-Pro-Tyr、Val-Gly-Thr- 
Val-Glu-Met，由上海强耀生物科技有限公司合成，纯

度>98%；RPMI 1640 培养基、胎牛血清，为美国 Gibco
公司产品；CCK-8 试剂盒（Cell Counting Kit-8），购

自日本同仁化工；RNA 酶、蛋白酶 K，购自宝生物工

程（大连）有限公司；1, 1-二苯基-2-三硝基苯肼

（DPPH）、谷胱甘肽（GSH）、黄嘌呤氧化酶（XOD），

购自美国 Sigma-Aldrich 公司；次黄嘌呤（HPX）、

EDTANa2，来于生工生物工程（上海）股份有限公司；

二甲基吡咯啉氮氧化物（DMPO）、二乙烯三胺五乙

酸（DETAPAC），购自阿拉丁试剂（上海）有限公

司；其他试剂均为生化试剂或分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

电子顺磁共振波谱仪（ESR），购自德国 Bruker 
BioSpin 公司；平行电泳仪，购自日本 Advance 公司；

凝胶成像仪，购自 DNR Bio-imaging；显微镜、倒置

显微镜，购自 OLYMPUS；CO2 培养箱，购自日本三

洋；高速低温离心机，购自 HITACHI；掌上离心机，

购自 TOMY；往复式脱色摇床，购自 QILINBEIER；
低速离心机，购自北京雷勃尔离心机有限公司；生物

洁净工作台，购自哈东联。 

1.3  实验方法 

1.3.1  羟基自由基（·OH）清除试验 
以 Fenton 反应体系产生·OH。取磷酸盐缓冲溶液

（PBS）（pH 7.4，0.15 mol/L）78 μL，DMPO（1 mmol/L）
5 μL，EDTANa2和 FeSO4混合液（6 mmol/L）10 μL，
H2O2（6%）8 μL，混合均匀，40 ℃孵育 30 min，立

即吸入毛细管中，一端用凡士林封口后放入谐振腔，

进行羟基自由基信号谱图的测定。利用磷酸盐缓冲溶

液（PBS）配制不同浓度的海参肠自溶寡肽溶液（1 
mM、5 mM、20 mM），以 GSH 为对照，测定时以样

品溶液代替磷酸盐缓冲溶液（PBS）获取羟基自由基

信号谱图。 
测试条件：中心磁场强度 3368.99 G，微波功率

0.721 mw，微波频率 9.44 GHz，放大倍数 1.0×105，

调制幅度 1.00 G，调制频率为 100 kHz，时间常数 81.92 
ms，转换时间 40 ms。 

·OH 的清除率 E=[(ho-hx)／ho]×100%[10]  
其中 ho和 hx分别为体系中加入试样前后 ESR 图

谱中第二个峰的峰高。 
1.3.2  超氧阴离子自由基(O2

-·)清除试验 
用次黄嘌呤-黄嘌呤氧化酶（HPX-XOD）体系产

生 O2
-·。取 PBS（50 mmol/L，pH 7.4）溶液 31.8 μL，

DMPO（1 mmol/L） 7.5 μL，HPX（50 mmol/L）5 μL，
DETAPAC（二乙烯三胺五乙酸）（10 mmol/L ）5 μL，
XOD（50 U）1 μL，混匀后立即吸入毛细管中，一端

凡士林封口后，放入谐振腔，测其 ESR 波谱。利用磷

酸盐缓冲溶液（PBS）配制不同浓度的海参肠自溶寡

肽溶液（1 mM、5 mM、20 mM），以 GSH 为对照，

测定时以样品溶液代替磷酸盐缓冲溶液（PBS）获取

超氧阴离子自由基信号谱图。 
测试条件：中心磁场强度 3367.95 G，微波功率

1.16 mw，微波频率 9.44 GHz，放大倍数 1.0×105，调

制幅度 1.00 G，调制频率为 100 kHz，时间常数 2621.44 
ms，转换时间 480.00 ms。 

O2
-·的清除率 E=[(ho-hx)/ho]×100%[10] 

其中 ho和 hx分别为体系中加入试样前后ESR图谱中第一

个峰的峰高。 

1.3.3  DPPH 自由基的清除试验 

取 300 μL PBS（pH 6.0，0.1 mol/L），200 μL DPPH
（200 μmol/L），混合均匀，避光 30 min，2000×g 离

心 10 min，取上清，立即吸入毛细管中，一端凡士林

封口后，放入谐振腔，测其 ESR 波谱。利用磷酸盐缓

冲溶液（PBS）配制不同浓度的海参肠自溶寡肽溶液

使其在整个体系的终浓度为 1 mM、5 mM、8 mM，

以 GSH 为对照，测定时以样品溶液代替磷酸盐缓冲

溶液（PBS）获取 DPPH 自由基信号谱图。 
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测试条件：中心磁场强度 3317.71 G，微波功率

5.07 mw，微波频率 0.44 GHz，放大倍数 1.0×105，调

制幅度 1.00 G，调制频率为 100.00 kHz，时间常数

327.68 ms，转换时间 160.00 ms。 
DPPH·的清除率 E=[(ho-hx)／ho]×100%[10] 
其中 ho和 hx分别为体系中加入试样前后 ESR 图

谱中中间最高峰的峰高。 
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1.3.4  细胞培养及处理 

将人T 淋巴白血病 Jurkat 细胞按常规培养在 10% 
FBS 的 RPMI-1640 培养基中，加入青霉素 100 U/mL，
链霉素 100 μg/mL，于 37 ℃、5%二氧化碳条件下培

养，取对数生长期细胞进行实验。 
将 Jurkat 细胞（2.5~3.0×106个）接种于 60 mm

培养板，以 100 μM H2O2诱导细胞氧化凋亡，37 ℃培

养 6 h。同时，考察海参肠寡肽（Val-Thr-Pro-Tyr 和

Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met）对细胞氧化损伤的保护作

用，以 GSH 为阳性对照。 
1.3.5  DNA 片段化 

收集细胞，用 PBS（-）缓冲液清洗，离心（1000 
r/min，5 min）去上清。沉淀中加入 200 μL Lysis Buffer
（10 mM pH 7.4 Tris-HCl，10 mM pH 8.0 EDTA，0.5% 
Triton X-100），混匀，冰浴 10~15 min，离心（12000 
r/min，20 min，4 ℃），取上清液，加入 4 μL RNase（10 
mg/mL），37 ℃孵育 1 h，再加入 2 μL Proteinase K（20 
mg/mL），37 ℃孵育 1 h。加入 40 μL NaCl（5 M）、240 
μL 异丙醇，混匀，-20 ℃下保存 48 h，离心（12000 
r/min，25 min），沉淀用 70%乙醇清洗 1 次，离心去

上清，加入 10 μL TE 缓冲液（10 mM pH 8.0 Tris-HCl，
1 mM pH 8.0 EDTA）将沉淀充分溶解并进行平行电泳

分析。上样量为 5 μL，通过 2%的琼脂糖凝胶电泳，

用 GelRed 染色 30 min，用 Bio-lmaging Systems 
MF-ChemBIS 2.0 的凝胶成像仪成像，观察 DNA 片段

化情况。 
1.3.6  统计分析 

试验数据以平均值±标准差表示。采用http://www. 
physics.csbsju.edu/stats/t-test bulk form.html在线软件进

行student's t检验，p<0.05具有显著性差异。 

2  结果讨论 

2.1  海参肠自溶寡肽对羟基自由基（·OH）的

清除效果 

 

图1 海参肠自溶寡肽对羟基自由基清除效果的ESR图谱 

Fig.1 ESR spectra of hydroxyl radical scavenging activity of 

oligopeptides from sea cucumber guts 

 

表1 海参肠自溶寡肽对自由基的清除效果 

Table 1 Radical scavenging activity of oligopeptides from sea cucumber guts 

肽序列 肽浓度 
羟基自由基 

清除率/% 

超氧阴离子自由基 

清除率/% 

DPPH 自由基 

清除率/% 

Val-Thr-Pro-Tyr 

1 mM - - - 

5 mM 26.23±0.57a 2.72±1.59a 36.97±2.34a 

8 mM \ \ 41.61±0.36b 

20 mM 68.69±1.06b 43.12±0.90b \ 

Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met 

1 mM 26.82±1.50a 2.47±0.86a 6.45±2.58c 

5 mM 30.60±1.33c 14.30±0.57c 35.92±1.36a 

8 mM \ \ 57.28±1.11d 

20 mM 70.05±1.37b 55.68±0.52d \ 

GSH 

1 mM 31.00±1.3c - 92.33±0.03e 

5 mM 59.61±0.63d - 92.88±0.05f 

8 mM \ \ 94.65±0.05g 

20 mM 95.27±0.95e 58.51±0.37e \ 

注：同一列，不同字母之间代表具有显著差异（p<0.05）；-不具有清除能力；\未检测。 

由图及表 1 可见，海参肠自溶寡肽有明显的清除 羟基自由基的能力，且呈明显的量效关系。Val-Thr-Pro 

http://www.physics.csbsju.edu/stats/t-test
http://www.physics.csbsju.edu/stats/t-test
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-Tyr 在低浓度（1 mM）下，未能起到清除羟基自由基

的作用。浓度为 5 mM 的 Val-Thr-Pro-Tyr 与 1 mM 的

Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met 清除羟基自由基的能力相当

（p>0.05）；在高浓度下（20 mM），两种海参肠自溶

寡肽的清除能力也相当（p>0.05）。对于阳性对照GSH，

其清除羟基自由基的能力均显著高于相同浓度的海参

肠自溶寡肽（p<0.05）。 

2.2  海参肠寡肽对超氧阴离子(O2
-·)的清除效

果 

 

图2 海参肠自溶寡肽对超氧阴离子自由基清除效果的 ESR 图

谱 

31 

Fig.2 ESR spectra of superoxide radical scavenging activity of 

oligopeptides from sea cucumber guts 

由图 2 及表 1 可见，海参肠寡肽有明显清除超氧

阴离子自由基的能力，且呈明显的量效关系。与羟基

自由基体系相同，Val-Thr-Pro-Tyr 在低浓度（1 mM）

下，未能起到清除超氧阴离子自由基的作用；浓度为

5 mM 的 Val-Thr-Pro-Tyr 与 1 mM 的 Val-Gly-Thr-Val- 
Glu-Met 清除超氧阴离子自由基的能力相当（p>0.05）。
在高浓度下（20 mM），Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met 清除

超氧阴离子自由基的能力显著高于 Val-Thr-Pro-Tyr
（p<0.05）。对于阳性对照 GSH，在低浓度（1 mM、

5 mM）下，未能起到清除超氧阴离子自由基的作用。

在高浓度下（20 mM），GSH 清除超氧阴离子自由基

的清除率达到 58.51±0.37%，略高于相同浓度的海参

肠自溶寡肽（p<0.05）。 

2.3  海参肠寡肽对DPPH自由基的清除效果 

为了避免高浓度的肽溶液与DPPH醇溶液混合时

产生沉淀，在 DPPH 体系中，海参肠自溶寡肽的最高

浓度选取 8 mM。由图 3 及表 1 可见，海参肠寡肽有

明显清除DPPH自由基的能力，且呈明显的量效关系。

Val-Thr-Pro-Tyr 在低浓度（1 mM）下，未能起到清除

DPPH 自由基的作用；浓度为 5 mM 的 Val-Thr-Pro-Tyr
与 Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met 清除 DPPH 自由基的能力

相当（p>0.05）。而 8 mM 的 Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met

清除 DPPH 自由基的能力显著高于 Val-Thr-Pro-Tyr
（p<0.05）。对于阳性对照 GSH，在低浓度下，清除

超氧阴离子自由基的清除率已达到 92.33±0.03%，明

显高于相同浓度的海参肠自溶寡肽（p<0.05）。 

 

图3 海参肠自溶寡肽对DPPH自由基清除效果的ESR图谱 

Fig.3 ESR spectra of DPPH radical scavenging activity of 

oligopeptides from sea cucumber guts 

2.4  海参肠自溶寡肽对 H2O2诱导的 Jurkat 细

胞DNA氧化损伤的影响 

 
图4 海参肠自溶寡肽对H2O2诱导的Jurkat细胞DNA氧化损伤

的影响 

Fig.4 The effect of oligopeptides from sea cucumber guts on 

DNA oxidative damage induced by H2O2 in Jurkat cells 

注：1-正常对照组；2-100 μM H2O2 模型组；3-5 mM 

Val-Thr-Pro-Tyr+100μM H2O2；4-5 mM Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met 

+100 μM H2O2；5-5 mM GSH+100 μM H2O2。 

由图4可见，100 μM H2O2处理6 h显著诱导Jurkat
细胞 DNA 发生氧化损伤，出现片段化。5 mM 的海参

肠自溶寡肽未对细胞氧化应激损伤的起到保护作用。

而阳性对照 GSH（5 mM）对 H2O2诱导的 Jurkat 细胞

DNA 氧化损伤起到部分保护作用。采用高浓度的海参

肠自溶寡肽（20 mM），发现与 H2O2（100 μM）共同

处理 6 h 后，绝大多数细胞发生坏死，在提取 DNA 过

程中未获得 DNA 沉淀。由此可见，在细胞体系下，

海参肠自溶寡肽对 H2O2 诱导的氧化损伤不敏感，在

高浓度下与 H2O2协同抑制 Jurkat 细胞生长，这种协同

作用还有待于进一步研究。 
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有许多研究表明，氨基酸的分子量、组成、序列

及构象是影响蛋白质及其水解物抗氧化能力的最主要

因素[11~12]。某种或某些特定的氨基酸残基与抗氧化活

性有密切关系，从食品资源中获得的抗氧化活性肽在

肽段的 N 端通常含有 Val、Leu 等疏水性氨基酸残基，

在其氨基酸序列中，还通常含有 Pro、His、Tyr、Trp、
Met 和 Cys 等氨基酸残基[13~14]。海参肠自溶寡肽

Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met 和 Val-Thr-Pro-Tyr 的自由基

清除能力与其氨基酸组成密切相关。 

3  结论 

3.1  海参肠自溶寡肽具有明显的清除羟基自由基、超

氧阴离子自由基和 DPPH 自由基的能力，且明显的量

效关系，Val-Gly-Thr-Val-Glu-Met效果好于Val-Thr-Pro 
-Tyr。 
3.2  海参肠自溶寡肽在低浓度下，未能对 H2O2 诱导

的 Jurkat 细胞 DNA 氧化损伤起到保护作用。在高浓

度下与 H2O2 协同诱导细胞死亡，其作用机理还有待

于进一步研究。 
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