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类胡萝 卜素对磷脂酞胆碱脂质体过氧化的抑制作用 ①

赵文恩 ② 韩雅珊 乔旭光 广 田才之
中国农业大学 食品学 院 日本大学生物资源部

摘 要 将 蛋 黄磷 脂 酸 胆 碱 制 成 的 脂 质 体 用 于 类 胡 萝 卜素抑 制脂 质 过 氧 化 研 究
,

月
一

胡 萝 卜素抑 制

积 累没 有诱导期
。

当存 在 于脂质体膜上 时
,

类 胡萝 卜素抑制脂质过氧化能力 的顺 序如 下 鸡油菌黄质

叶 黄 素、月
一

胡萝 卜素 胭脂树橙
。

类胡萝 卜素在水分散液中存在时
,

抑制脂质过 氧化能力按胭 脂树橙 叶

黄素 鸡油 菌黄质 月
一

胡 萝 卜素顺序递 减
。

结果表 明
,

类 胡萝 卜素抑制脂质过 氧化与其作用 的介质环境 密切

相关
。
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功

月
一

,

、月
一

月
一

磷脂酞胆碱是生物膜 中发现的重要磷脂之一
。

它含有相 当多的不饱和脂肪酸
,

这些不饱和

脂肪酸对氧化作用很敏感巨‘〕,

易生成脂过氧化物
。

脂过氧化物在生物机体 内起着很重要 的作

用
,

如前列腺素生物合成与白三烯的生物合成 中便有不饱 和脂肪酸的氢过氧化物参与川
。

然而

膜脂不饱和脂肪酸 的氧化会引起膜的损害
,

氧化生成的脂过氧基又会攻击其他生物大分子
,

导

致病理过程发生
,

包括癌症与衰老等 ,
‘ 〕

。

因此
,

脂质过氧化
,

尤其是包括磷脂酞胆碱在 内的膜

脂过氧化是活性氧 自由基致病的一个重要病因
。

近年研究表 明
,

类胡 萝 卜素有预防癌症 与心血管疾病的作用 , 〕
。

类胡萝 卜素
,

特别是 夕

收稿 日期
一 一
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,
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胡萝 卜素功能与作用得到 了全面 的研究川
。

类胡萝 卜素作为抗氧化剂更是 吸引 了人们广泛注

意
,

已 推测类胡萝 卜素的抗癌活性是与它们 的抗氧化性质相联 系的
。

研究结果表明
,

夕
一

胡萝 卜

素可抑制单线态氧干预 的脂质光敏化氧化作用
。

口
一

胡萝 卜素可抑制 自由基调节的脂质氧化
,

包括对磷脂脂质体与微粒体脂质过 氧化 的抑制巨一 ” 〕,

已 经提 出类胡萝 卜素是通过清除脂过氧

基来抑制脂质过氧化的
。

然 而其他类胡萝 卜素对脂质过 氧化 的抑制作用研究报道不多
,

了解还

有限
。

本研究通过研究类胡萝 卜素存在下过氧基介导的磷脂酞胆碱脂质体的脂质过氧化
,

探讨

膜磷脂过氧化 中类胡萝 卜素的抗氧化活性
。

材料与方法

户胡萝 卜素为 公 司产品 叶黄素与胭脂树橙为 公 司产品 鸡油菌黄

质 由 日本大学生物资源科学部广 田 才之教授提供
。 , ‘一

偶氮二
一

眯基丙烷 盐酸 是
,

公司产 品
。

蛋黄磷脂酞胆碱 由鸡蛋黄提取
。

大豆磷脂酞胆

碱购 自北京海淀微生物培养基制品厂
。

其他试剂与溶剂均为国 内购买 的分析纯级
。

按 以 下方法制备脂质体
。

将蛋黄磷脂酞胆碱
,

在需要时与类胡萝 卜素溶于氯仿
,

用氮气将

液体蒸发至干
。

得到的薄膜 在室 温下 用磷酸缓 冲液
,

含 振荡混合
,

然后超声
。

即得到脂质体乳液
。

脂质体的氧化在空气中进行
。

反应混合液 总体积 拼 含有脂质体与磷酸缓冲液
。

通过

加人水溶性 自由基启动剂 来启动脂质体脂质过氧化
,

混合液于 下按所需时间保温
。

保温结束后加人 川
矛

丁基经 甲苯
,

三氯乙 酸
,

再加
一

硫代

巴 比妥酸
。

将样品于沸水浴 中反应
,

冷却后加人 甲醇正丁醇混合液 尹一 , ,

剧 烈摇动混合液
,

然后离心
,

在 处测有机层 上层 液中巴 比妥酸反应物 的吸

收值
。

的量用吸光度来计算 吸光系数
· 一 ‘ · 。 一 ’ ‘ 〕。

如果类胡萝 卜素是在水液 中抑制脂质过氧化
,

则制成的脂质体膜 中不含类胡萝 卜素
,

脂质

过氧化用
“

启动
。

结果与讨论

磷脂酞胆碱脂质体的氧化

使用 蛋黄 的与大豆 的磷脂酞胆碱制成脂质体
,

用偶氮化合物 来启动脂质过氧化
。

这种水溶性 的 自由基启动剂可在水相 中产生过氧基
,

从而在脂质体膜表面攻击磷脂 〕。

通过

测量硫代 巴 比妥酸与脂质过氧化产物反应可估量脂质氧化程度
。

表 说明了在不 同 浓

度 下 种脂质体被氧化形成 的量
,

可 以 看 到蛋黄的磷脂酞胆碱脂质体 比大豆 的易于

被 氧化
,

其氧化程度与脂质体和 二者的浓度 比率关系密切
。

尽管 等 〕曾指 出
,

大

豆磷脂 酞胆碱 因 含 约 亚 油 酸适 合于作脂质体氧化体系的底物
,

但在本试验条件下
,

为了

便于研究类胡萝 卜素对脂质过 氧化 的抑制作用
,

采用第 种反 应体系
,

即用
·

孟 ’

在 降解 而 生 成 的 过 氧 基 来 引 发 过 氧 化
,

以 蛋 黄磷 脂 酞 胆 碱 制 成 的脂 质体 为
· 一 ’

底物
。
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表 磷脂酸胆碱 脂质体在
· 一 ‘

中的氧化

处 理号 来源
浓 度

一

浓度 。

一 碑 一 ‘

浓 度

拼 一

蛋黄

蛋 黄

蛋黄

蛋黄

蛋 黄

大豆

大 豆

大豆

大豆

大豆

大豆

痕 量

痕量

痕量

痕量

八汽﹄六只内舟一

⋯⋯
人八勺︺匀︸匀︸匀氏匀一一曲一

了曰一

尽胡萝 卜素对蛋黄磷脂酞胆碱脂质体氧化

的抑制

图 表示 了在有与无 庄胡萝 卜素存在时蛋

黄磷脂酞胆碱在水分散液 中氧化的结果
。

无论是

图 中
· 一 ‘

启 动 的脂质过 氧

化
,

还是 图 中
· 一 ’

启动 的脂

质过 氧化
,

月
一

胡 萝 卜素都显 著地抑制这 种作用
。

在前者 户胡萝 卜素 拜
· 一 ’

与后 者 房胡

萝 卜素 拜
· 一 ’两 种情 况 下

,

月
一

胡萝 卜素

抑制 的氧化速率与未受 抑制氧化速率之 比分别

是 与
。

同时还可看到 户胡萝 卜素抑制

的 的积 累没有诱导期
,

这 与文 献阵 ’。」报

道 的 户胡 萝 卜素对脂质体磷脂酸胆碱氢过 氧化

物形成 的抑制没有诱导期 的结果是极为一致 的
。

不 同浓 度 户胡萝 卜素对脂质体氧化 的抑 制

作用之时间进程示 于 图
。

可 以看到较低浓度的

序胡萝 卜素 如 拜
· 一 ’

抑制 形

成能力处于低水平
,

基本上不 随时间变化
。

而较

高浓度下 如 拌
· 一 ’

的抑制能力是在较

高水平上 的
,

也不 随时间显著改变
。

但 中等浓度

的 房胡 萝 卜素 如 与 拌
· 一 ’ 抑制

形成 能力 随时 间延 长而作用 能力 下 降
。

看 来 浮胡 萝 卜素在抑 制脂质过 氧化 的过程 中本

身被消耗 了
。

在此情 况下
,

随着 浮胡萝 卜素捕获

一
。

户 ,

尹”

,

十

一 一 , 口

‘护 ,

口脚尸

产尸‘ 。

。 、

二。日蕊“国冤侧说娜侧以翻粥妇日

犷

对照
, · · 刀

一

胡萝 卜素

, · 一 ’ 月
一

胡萝 卜素
,

拌
·

, · 一 ’
夕

一

胡萝 卜素
, 拼

·

图 月
一

胡萝 卜素对 引发的

蛋黄 脂质体
· 一 ‘

脂质过氧化 的影响

过 氧 基 中逐 渐 被 耗 损
,

其 对 形 成 的相 对 抑 制作用 有 所 降低
。

但 在 高浓 度 时
,

其 对

的较高抑制活力持续 时间要长一些
。

由于 是按不 同时间进程下来计算的相对抑制率
,
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因此如 图所示
,

月
一

胡萝 卜素浓度高的处理其 抑制率低于较低浓度 的处理
。

这可 能是浓

度太高时反 而会影 响其抑制作用 的发挥
。

浓度 太低时
,

不能有效抑制脂质体的氧化
,

抑制率总

很低
。

在不同介质环境 中类胡萝 卜素对脂质体脂质过氧化的抑制作用

已 看到
,

类胡萝 卜素对鸡蛋磷脂酞胆碱脂质体

的脂质过 氧化之抑 制作用 显 然依赖 于 它们存在 的

作用 介质环境
。

如 图 所示
,

当类胡 萝 卜素掺入

到脂 质体膜 上 时
,

其抑 制来 自水 相 中 的 自

由基引发 的脂质 过 氧化 能力按鸡油 菌黄 质 叶黄

素 、月
一

胡萝 卜素 胭脂树橙顺序递减
,

而 当类胡萝

卜素在 水 液 中存在 时
,

使用 水 相 中 的
“‘

作 为 自

由基启动 剂 图
,

这 时其抑 制脂 质过 氧化之 能

力顺 序为 胭脂树橙 叶黄素 鸡油菌黄质 月
一

胡

萝 卜素
。

可 以 看到
,

类 胡萝 卜素处在脂相 与水相 中

其作用能力有很大 变化
,

这 与其 内在 的捕集 自由基

能力有关
,

还与它们 的亲水 亲脂性有关
。

如胭 脂树

橙较易溶 于水
,

故在水 相 中的相 对作用 能 力 要 比在

膜脂上 的强
,

因此在 水 相 中
,

它 是 种类胡 萝 卜素

守

移

△

一、、 一
“

州、、了

次飞茶冕链决国国一

一

介胡萝 卜素刀 。 。卜
一 ’

一 △一 , · 一 ,

一 一
,

一令一

习 不 同浓度 月
一

胡萝 卜素

对 脂质体 形成

的抑制作用

中抑 制脂质过氧化作用能力最强 的
。

而在膜脂 中它却是作用能力最弱 的
。

鸡油菌黄质尽管水

溶性差
,

但 因其本身抗氧化能力强
,

如淬灭单线态 氧
,

清除超氧化物 阴离子 自由基等
,

故在水相

中时其抑制脂质过氧化相对能力也 比 介胡萝 卜素强
。

次飞

屯飞 、
, ,

火
。

钧、 一

一 , ‘
一气》 ,

拈、注口八

︸己

、卜

目演罕的比国」

‘

石

类胡萝 卜素浓度 ‘了拜
· 一 ‘

十 ·介胡萝 卜素
, · · 叶黄素

,

‘一胭脂树橙
, · 鸡油菌黄质

图 类胡萝 卜素对 脂质体脂质过氧化的抑制作用

生物抗 氧化剂 可 分为 类 预 防性抗 氧化剂
,

抑制 引 发连锁反应 的 自由基 的生成
,

降低脂

质过氧 化 阻断连锁抗氧化剂
,

捕获 引发 与 或传播扩增的过氧基
,

干预连锁 的传播扩增
。

由于

类胡萝 卜素可 使引起脂氢过 氧化物形成 的单线态氧失活
,

从而抑制依赖于氢过氧化物的脂质

过氧化川
,

故被分类 为预防性抗氧化剂
。

然而
,

与 已指 出类胡萝 卜素如 户胡萝 卜

素可作为阻断连锁反应 的抗氧化剂
,

特别是在低氧分压下 少 〕
。

也证明几种类胡萝 卜素通
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过捕获传递 连锁 的脂过氧基来作为阻断连锁抗氧化剂在起作用 ’〕。

本试验 中类胡萝 卜素对膜

磷脂过氧化的抑制作用 也能归 因于它们捕获传递连锁 的脂过氧基来阻断连锁反应
。

它们既可

以抑制
“

引发的膜磷脂过氧化
,

也可抑制水溶性 自由基产生剂 引发 的脂质过氧化
。

研究类胡萝 卜素清除 自由基 的反应机理表 明
,

它们可通过 电子传递或 自由基加成反应来

进行
。

尽管在实验上未证明类胡萝 卜素与脂过 氧基反应是加合反应
,

但 由过氧基与 户胡萝 卜

素反应生成的环氧化物与聚合体产物提示 了它们是通过加合反应机理进行 的队‘“
·

’ 〕。

作 为脂溶性抗氧化剂
,

类胡萝 卜素存在于 生 物膜与低密度脂蛋 白的脂 区域
,

以 及血浆 中
。

在膜 中
,

它们常与生育酚共 同承担抗氧化防御作用
,

对抗过氧基 的攻击
。

而在血液 中
,

它们与生

育酚
,

抗坏血酸等抗氧化剂构成组织完善的抗氧化防卫系统
,

对抗水 液 自由基 的攻击仁, 〕。

已表

明
,

摄取富含类胡萝 卜素的饮食可提高血液 中类胡萝 卜素的水平
。

这样有助于增加膜磷脂对氧

化损伤的抗性
,

使膜磷脂更稳定
,

这种作用 可能与摄取含类胡萝 卜素丰富的水果与蔬菜会提高

机体防癌能力有关
。
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