
 

34 海洋科学  / 2010年  / 第 34卷  / 第 6期 

缢蛏 YC-2 蛋白的提取及抗氧化作用研究 
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摘要: 以新鲜缢蛏(Sinonovacula constricta)为材料, 经水萃取、(NH4)2SO4 盐析、DEAE 离子交换层析、

Sepharose CL-6B 凝胶层析、冻干浓缩。结合 SDS-PAGE 电泳技术, 硫代巴比妥酸(TBA)法初步鉴定各

个组分的抗氧化活性, 并用 Bradford 法进行蛋白的定量。结果表明, 80%饱和度(NH4)2SO4 盐析得到的

组分经离子交换层析以及凝胶层析得到一个蛋白纯品YC-2, 具有 2个亚基, 大亚基的分子质量为 61.23 
ku, 小亚基的分子质量为 45.39 ku, YC-2 蛋白的分子质量为 106.62 ku, 而且其具有较高的抗氧化活性, 
在 0.627 g/L 时对·OH 清除率达 99.7 %。 
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缢蛏(Sinonovacula constricta)隶属软体动物门、
瓣鳃纲、异齿亚纲、帘蛤目、竹蛏科, 广泛分布于中
国、日本和朝鲜等国的沿海地区, 中国北自辽宁、山
东南至广东、福建都有分布。其肉丰腴脆嫩, 鲜美清
甜, 药物功效显著。随着“蓝色革命”时代的迅速发展, 
海水贝类养殖等相关研究日益兴起, 缢蛏成为我国
四大养殖贝类之一, 对它的研究和开发利用受到越
来越多的科研工作者的重视[1]。已经有一些报道指出

了缢蛏的药物活性, 如抗氧化和抗肿瘤活性等[2,3]。

目前国内对缢蛏蛋白的药物活性研究的比较少。 
在正常的生命过程中自由基为维持生命所必需, 

但自由基也是生物大分子、细胞和生物组织的危险

的杀手。一般来说, 自由基具有很高的反应活性, 可
造成对机体的损伤。多年来, 大量的实验证明, 生命
过程中的许多重要反应, 如多种酶催化的氧化还原
反应、光合作用、生物发光等多与自由基有关; 多种
疾病、生命的衰老亦涉及自由基反应学作用, 羟自由
基(·OH)是目前所知活性氧中对生物体毒性最强、
危害最大的一种自由基。·OH几乎可以和生物细胞
内存在的所有类型的分子反应, 而且具有很高的速
率常数。在活性氧中, 它的危害性最大。水的脉冲射
解、Haber-Weiss反应和 Fenton反应, 甚至在超声破
碎和冷冻干燥的过程中都会产生·OH[4]。目前对羟自

由基的研究已涉及不同的学科。寻找对羟自由基具

有良好清除能力的清除剂, 特别是从常见的食品资
源中进行筛选 , 就是一个非常有必要的课题 , 如此
可以保证体内自由基的有效清除, 维护机体的正常

机能, 也可预防一些疾病的发生[5~7]。现在虽然有很

多人研究自由基, 但从海洋蛋白资源中获取具有抗
氧化活性蛋白质的研究报道很少, 只有 Yu 等[8]对海

蜇蛋白抗氧化活性和李翠萍等 [9]对白色霞水母蛋白

抗氧化活性的初步研究的报道, 其他海洋生物蛋白
质的抗氧化活性报道很少。赵艳景等[10]发现在缢蛏

粗提物中存在活性比较强的物质。本研究旨在从中

提取纯化到比较纯的活性物质, 为将缢蛏开发成为
新的具有抗氧化作用的功能食品或新的抗氧化药物

先导化合物。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  实验动物 

缢蛏 (Sinonovacula constricta)购于连云港通灌
蔬菜活禽直销市场。 
1.1.2  试剂  

2-脱氧-D-核糖, 美国 INALCO 公司; 硫代巴比
妥酸(TBA) , 国药集团化学试剂有限公司; Tris-Base, 
北京夏斯生物技术有限公司; 丙烯酰胺考马斯亮蓝
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G-250溴酚兰考马斯亮蓝 R-250, 加拿大 BBI公司。
其余试剂均为国产分析纯。 

1.2  实验方法 
1.2.1  缢蛏蛋白的粗提及分级盐析 

称取 50 g 新鲜缢蛏肌肉组织, 放入组织匀浆机
中搅成匀浆, 用大约 450 mL 萃取缓冲液洗出匀浆, 
在 4℃冰箱中充分浸取 6 h。将萃取液于冷冻离心机
中, 4℃下, 12 000 r/min离心 30 min, 倒出上清并加
水补充至 500 mL。对提取到的蛋白水溶液进行分级
盐析, 硫酸铵的饱和度比分别为 30%、40%、50%、
60%、70%、80%、90%、100%。  将分级盐析得到

的各个组分的沉淀再次溶解后装入透析袋中, 加入
适量的透析缓冲液于 4℃透析 24 h, 每 4 h换 1次透
析液。将盐析得到的各个组分的蛋白质离心去除变

性的蛋白质后, 测量各组分蛋白溶液的体积。将离心
后的上清冷冻或冷藏, 以备下一步纯化。检测分级盐
析各组分的蛋白含量以及蛋白的抗氧化活性, 制作
出蛋白质盐析曲线。 
1.2.2  DEAE Sepharose Fast Flow离子交换层析 

取上清液上样 DEAE Sepharose Fast Flow离子
交换柱, 层析柱用 10 mmol/L Tris-HCl, pH7.0 缓冲
液平衡, 用 10 mmol/LTris-HCl+1mol/NaCl, pH7.0进
行离子强度线性梯度洗脱, 洗脱处理温度 25℃, 流
速为 1.5 mL/ min , 组分在 280 nm波长的吸光度大于
0.03时开始收集, 每管收集 3 mL。对收集到的不同
组分进行蛋白质定量、定性分析, 并测量各个组分的
活性, 将相对活性较大的组分透析除盐后冷冻干燥。 
1.2.3  Sepharose CL-6B凝胶层析 

将 DEAE层析得到的活性较强组分冻干粉用 25 
mmol/L Tris-HCl, pH7.5溶解, 4℃下 10 000 r/min离
心 5 min, 上 Sepharose CL-6B 柱。用 25mmol/L 
Tris-HCl, pH7.5, 0.5 mL/min流速平衡柱, 上样 2mL, 
用上述缓冲液以 0.4 mL/min 流速洗脱, 组分在 280 
nm波长的吸光度值大于 0.03时开始收集, 每管收集
2 mL。对收集到的不同组分进行蛋白质定量、定性
分析, 并测量各个组分的活性。选择相对活性较大的
组分做进一步分析。 
1.2.4  纯度测定[11,12] 

采用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶(7.5%)电泳检测分离
得到的缢蛏蛋白质的纯度。 

常规聚丙烯酰胺凝胶电泳 (native-PAGE) 电泳
检测分离得到的缢蛏蛋白质的纯度。 

1.2.5  抗氧化活性测定 
采用硫代巴比妥酸(TBA)法 [13, 14]测定 : 取 0.2 

mL的 FeSO4-EDTA混合液(10.0 mmol/L)于 5 mL刻
度试管中 , 加入 0.5 mL 的 2-脱氧核糖溶液 (10.0 
mmol/L)和 0.6mL样品, 用磷酸缓冲液(pH为 7.4, 0.l 
mol/L)定容至 1.8 mL, 再加入 0.2 mLH2O2(10.0 
mmol/L), 空白样加入蒸馏水 0.2mL, 混匀后置于 37
℃恒温水浴中反应 l h。然后加入质量分数为 2.8%三
氯乙酸(TCA)溶液 1.0 mL, 在 4 000 r/ min下离心 20 
min, 取上清液 2.0 mL于另一支试管中, 加入质量分
数为 1.0%硫代巴比妥酸(TBA)溶液 1.0 mL, 混匀后
置沸水浴反应 15 min, 冷却后稀释 5倍, 在波长 532 
nm处测其吸光度值。提取物对羟自由基的清除效果
用清除率(SA%)表示, 按下式计算: 

SA(%)=[(Ac－As)/(Ac－A0)]×100% 
式中: Ac为不加清除剂的吸光度; As为加入峰样品后

的吸光度; A0为试剂空白的吸光度。 
1.2.6  蛋白含量测定  
采用 Bradford 检测法[15,16]对所得到的蛋白质

进行含量测定。 

2  结果与分析 

2.1  分级盐析实验结果 

本实验采用了 30%～100%硫酸铵饱和度的分级
盐析。得到不同饱和度盐析出来组分的蛋白含量和

抗氧化活性, 如表 1所示。 
由表 1可以看出, 70%盐析组分的比活力较大。

因此采用 70%盐析的组分进行下一步的分离纯化。 
 
表 1  不同饱和度盐析蛋白含量及活性 
Tab. 1  Protein content and antioxidant activity in sam-

ples prepared by (NH4) 2SO4 salting out 
硫酸铵饱和度(%) 蛋白质浓度(g/L) ·OH清除率 SA(%)

30 6.386 96.5 
40  
50  
60  
70  
80  
90  
100  

7.896 
5.496 
9.576 
3.493 
3.633 
1.673 
2.473 

98.6 
96.9 
96.8 
98.9 
88.4 
65 
81.1 

 
2.2  DEAE 离子交换层析结果 

用上述 70%硫酸铵饱和度盐析组分浓缩后上
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DEAE离子交换层析, 洗脱图谱见图 1。 
从图谱上可以看出, 在 280nm 检测波长下, 一共

洗脱出 3 个峰, 分别为 D1、D2、D3 将这 3 个峰样品
进行蛋白含量和抗氧化活性测定, 结果见表 2。其中
D3的蛋白含量和活性最强, 作为进一步纯化的样品。 

2.3  Sepharose CL-6B 凝胶层析结果 
将上述DEAE离子交换层析得到的组分D3进行

Sepharose CL-6B凝胶层析。结果如图 2所示, 共得

到 3个组分, 分别命名为 S1, YC-2, S3。 
 
表 2  DEAE 分离的不同组分蛋白含量及活性 
Tab. 2  Protein content and antioxidant activity in pro-

teins isolated by DEAE-cellulose chromatogra-
phy 

组分 蛋白质量浓度(g/L) ·OH清除率 SA(%) 

D1 0.457 31.5 
D2 
D3 

0.903 
1.339 

49.3 
97.6 

 

 

图 1  DEAE离子交换图谱 
Fig. 1  DEAE Sepharose Fast Flow chromatography 

 

图 2  Sepharose CL-6B凝胶层析图谱 
Fig. 2  Sepharose CL-6B chromatography 

 
将上述 3 个样品进行蛋白含量和抗氧化活性测

定, 结果见表 3。 
由表 3可见, YC-2抗氧化活性最强, 有待于进一

步对其鉴定分析。 

2.4  电泳结果  
将上述得到的 YC-2 蛋白进行 SDS-聚丙烯酰胺
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凝胶和常规聚丙烯酰胺凝胶电泳, 结果如图 3、4 所
示, 图 4 中 YC-2 的常规电泳显示一条带, 而图 3 显
示 YC-2电泳出现两条带, 这说明此蛋白可能有两个
亚基。由蛋白质 marker的标准曲线可计算出, YC-2
大亚基的分子质量为 61.23 ku, 小亚基的分子质量为
45.39 ku。因此, YC-2蛋白的分子质量为 106.62 ku。 

 

表 3  Sepharose CL-6B 分离的不同组分蛋白含量及活性 
Tab. 3  Protein content and antioxidant activity of pro-

teins separated by Sepharose CL-6B chroma-
tography 
组分 S1 YC-2 S3 

蛋白质量浓度(g/L) 0.196 0.627 0.309 

·OH清除率 SA(%) 22.1 99.7 43.6 

 

          图 3  YC-2蛋白的 SDS-PAGE电泳                    图 4  YC-2蛋白的活性电泳 
              Fig. 3  SDS-PAGE of YC-2                          Fig. 4  Native-PAGE of YC-2 

M为蛋白 marker; 1为 D3组分; 2为 YC-2组分  
M: Proteins markers; Lane 1:D3; Lane 2: YC-2 

 

3  讨论 
近年来, 研究发现自由基与许多疾病如心血管

病、癌症及氧化胁迫的其他机能障碍密切相关[17,18]。

人体细胞在氧化还原代谢过程中产生少量性质活泼

的氧自由基 (活性氧 ) ,主要有超氧阴离子自由基
(O2

−·)、羟自由基(·OH)等[19] 。多项研究结果表明, 
肿瘤发生、辐射致癌、心脑血管疾病、器官的缺血

再灌流、药物中毒、人体衰老等过程都涉及自由基

和活性氧[20] 。近年来, 随着海洋生物技术研究的发
展, 不断从海洋生物中发现一些具有抗氧化活性的
化合物, 如海藻多糖、壳聚糖及其衍生物等[21,22] , 但
从海洋蛋白资源中获取具有抗氧化活性蛋白质的研

究报道很少。缢蛏是传统的药食两用海洋贝类, 属于
软体动物门双壳纲真瓣鳃目平齿亚目, 在我国沿海
地区普遍分布, 可入药。早在《本草纲目》和《药录》
中就记载了蛏肉的功效: 去邪热、治烦闷、冷痢、热
痢、妇人产后虚损、虚热[23] , 赵艳景等[13]发现在缢

蛏粗提物中存在抗氧化活性较强的物质。 

本研究通过分级盐析实验, 发现在硫酸铵饱和
度 80%时, 缢蛏蛋白的比活力最强。用硫酸铵饱和度
为 80%时的样品进行DEAE离子交换层析, 共得到 3
个组分, 其中活性最高的是在盐浓度为 40%时洗脱
下来的组分D3, 将D3透析冻干后, 进行凝胶层析共
得到 3 个组分 S1、YC-2、S3, 其中 YC-2 组分的活
性最高, 将 YC-2 进行 SDS-PAGE 和 native-PAGE, 
变性电泳结果为两条带, 非变性电泳结果为一条带。
因此判断, YC-2 有 2 个亚基, 大亚基的分子质量为
61.23 ku, 小亚基的分子量为 45.39 ku, 所以 YC-2蛋
白的分子质量为 106.62 ku。通过以上的分离纯化步
骤得到了一个电泳纯的缢蛏蛋白, 并对其分子质量
和活性做了初步的分析。但对于缢蛏蛋白 YC-2作为
一种新型的抗氧化物的分子机制及其结构、性质, 究
竟是一种功能性蛋白还是一种新的酶, 还有待于进
一步研究。 
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