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螺旋藻（Spirulina）是一种水生植物，是蓝藻门颤藻目颤藻

科的一个属，其外形呈丝状螺旋体，广泛分布于广西、浙江、海

南等地区，富含蛋白质、维生素、微量元素、纤维素、多糖等成

分，具有抗衰老、抗损伤、抗疲劳、降血脂、提高免疫力等药理

作用[1]。笔者首次从螺旋藻的发酵物中分离出了一种蛋白激

酶类活性成分，并将其命名为螺旋藻激酶（Spirulina kinase，
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摘 要 目的：研究螺旋藻激酶（SPK）的体外抗氧化作用。方法：采用邻二氮菲-Fe2+氧化法、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）法

和邻苯三酚自氧化法，分别测定不同浓度SPK对羟基（OH－）自由基、DPPH自由基和对超氧阴离子（O2
－）自由基的清除能力，并计

算半数抑制浓度（IC50）；采用普鲁士蓝反应法测定不同浓度 SPK 对 Fe3+的还原能力（以吸光度值反映）。以上试验均以维生素 C

（VC）为阳性对照。结果：SPK对OH－自由基、DPPH自由基及O2
－自由基的清除能力均呈一定的浓度依赖性，SPK对OH－自由基、

DPPH自由基最大清除率分别86.82％、78.89％（IC50分别为54.31、0.636 g/L），比VC（64.77％、73.49％）高；SPK对O2
－自由基最大

清除率为78.31％（IC50为3.918 g/L），比VC（94.14％）低；在还原能力试验中，SPK使体系吸光度值增加，其最大吸光度值与VC相

近，并呈明显浓度依赖性。结论：螺旋藻激酶具有明显的体外抗氧化活性。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the anti-oxidative effects of spirulina kinase（SPK）in vitro. METHODS：The methods of

phenanthroine-Fe2+ oxidation method，DPPH and auto-oxidation of pyrogallol were used to measure the effects of different concen-

trations of SPK on scavenging hydroxyl（OH－）free radical，DPPH free radical and superoxide anion（O2
－）free radical；IC50 of

SPK was calculated. Prussian blue reaction was used to determine total reducing ability（by absorbance）of different concentrations

of SPK to Fe3+. Vitamin C（VC）was used as positive control in above trials. RESULTS：SPK could eliminate the OH－ free radical，

DPPH free radical and O2
－ free radical in concentration-dependant manner，and the maximum elimination rate of SPK to OH－ free

radical and DPPH free radical were 86.82％ and 78.98％（IC50 were 54.31，0.636 g/L），which were higher than VC（64.77％，

73.49％）. The maximum elimination rate of SPK to O2
－ free radical was 78.31％（IC50 was 3.918 g/L），which was lower than VC

（94.14％）. In reducing ability test，SPK improved absorbance in reducing ability test system，and maximum absorbance was simi-

lar to VC in concentration-dependant manner. CONCLUSIONS：SPK has obvious anti-oxidant activities in vitro.
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SPK）。在前期研究中笔者发现SPK有较好的抗凝溶栓作用[2-3]，

但是SPK是否同螺旋藻一样具有抗衰老、抗损伤等其他药理

作用尚未有试验证实。现代医学理论认为，人体许多疾病（如

炎症、心血管疾病、衰老、缺血性疾病等）的发生都与体内自由

基产生过多或清除自由基能力下降有着密切的关系[4]。故本

试验采用清除羟基（OH－）自由基、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼

（DPPH）自由基、超氧阴离子（O2
－）自由基和对Fe3+还原能力测

定的不同体外抗氧化体系，对SPK的抗氧化活性进行研究，为

综合开发、利用SPK提供试验依据。

1 材料
1.1 仪器

722s 可见分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）；

TU-1800SPC 紫外-可见分光光度计（北京普析通用仪器有限

公司）。

1.2 药品与试剂

SPK（广西医科大学基础医学院提取，活力：1 700 U/g）；

维生素C（VC，纯度：≥99.7％）、30％过氧化氢（H2O2）、无水乙

醇（成都市科龙化工试剂厂，批号：20130408、20150316、

2014120601）；DPPH（上海金穗生物科技有限公司，批号：

C18H12N506，纯度：≥97％）；邻苯三酚（天津市科密欧化学试

剂开发中心，批号：20131104，纯度：≥99.0％）；邻二氮菲（光华

科技股份有限公司，批号：20141104）；三氯醋酸（TCA，国药集

团化学试剂有限公司，批号：F20140306）；其余试剂均为分

析纯。

2 方法
2.1 SPK对OH－自由基清除能力的测定[5-6]

采用邻二氮菲-Fe2+氧化法。按参考文献[5-6]中反应体

系，依次取不同质量浓度的 SPK 溶液（12.8、25.6、51.2、76.8、

102.4 g/L）0.5 ml、3.5 mmol/L 邻二氮菲 0.5 ml、150 mmol/L 磷

酸盐缓冲液（PBS，pH为7.34）3 ml、4 mmol/L硫酸亚铁0.5 ml，

混匀，再加入 0.1％ H2O2 0.5 ml，37 ℃水浴反应 60 min。采用

紫外-可见分光光度计测定各样品溶液在 510 nm波长处的吸

光度（A 样品）（以同质量浓度药物调零，以消除药物本身在 510

nm波长处的吸收）。另取试管，空白对照组以蒸馏水代替SPK

溶液，同法测得A 空白；对照组以蒸馏水代替SPK和H2O2溶液，

同法测得 A 对照（以 pH 7.34的PBS调零）。计算OH－自由基清

除率（％）＝（A 样品－A 空白）/（A 对照－A 空白）× 100％，并计算半数抑

制浓度（IC50）。以 VC（1.6 g/L）作为阳性对照，测定方法同

SPK。每组试验平行测定5次。

2.2 SPK对DPPH自由基清除能力的测定[7]

采用 DPPH 法。取不同质量浓度的 SPK 溶液（0.1、0.2、

0.4、0.8、1.6 g/L）2 ml，加入 0.1 mmol/L DPPH 无水乙醇溶液 2

ml，混匀，在室温避光环境下反应30 min后，在517 nm波长处

测定吸光度（A1）；同时测定 2 ml SPK与 2 ml无水乙醇混合液

的空白对照管A2，2 ml蒸馏水与2 ml DPPH无水乙醇溶液的对

照管A0（以等体积无水乙醇和蒸馏水混合液作为空白液进行

调零）。计算 DPPH 自由基清除率（％）＝[1－（A1－A2）/A0]×

100％[其中（A1－A2）表示样品组中单电子未被配对的DPPH的

吸光度值，其值越小，表明样品清除 DPPH 自由基的能力越

强]，并计算 IC50。以 VC（0.06 g/L）作阳性对照，测定方法同

SPK。每组试验平行测定5次。

2.3 SPK对O2
－自由基清除能力的测定[8-9]

采用邻苯三酚自氧化法。取不同质量浓度的 SPK 溶液

（0.8、1.6、3.2、6.4、12.8 g/L）1 ml、PBS（50 mmol/L，pH 8.34）4.5

ml和蒸馏水 3.2 ml，混匀，25 ℃水浴反应 20 min，取出后立即

加入 0.3 ml在 25 ℃预热的邻苯三酚溶液（6 mmol/L），使反应

总体积为 9.0 ml。反应启动后在 325 nm波长处每隔 30 s测定

1次吸光度（A），至4.5 min止（以同质量浓度药物调零，以消除

药物本身在 325 nm 波长处的吸收）。将所得 A 值与时间（t，

min）进行回归分析，其斜率为V 样。另取试剂，用蒸馏水代替

SPK作为空白对照管，测定相应A空（以pH 为8.34的 PBS调零），

其斜率为 V 空，计算 O2
－自由基清除率（％）＝（V 空－V 样）/V 空×

100％，并计算 IC50。以VC（0.06 g/L）作阳性对照，测定方法同

SPK。每组试验平行测定8次。

2.4 SPK对Fe3+还原能力的测定[10]

采用普鲁士蓝反应法。取不同质量浓度的SPK溶液（0.8、

1.6、3.2、6.4、12.8 g/L）1.0 ml、PBS（0.2 mol/L，pH 6.6）1.0 ml及

1％铁氰化钾溶液 1.0 ml，混匀，于 50 ℃水浴中反应 20 min后

急速冷却，再加入10％TCA溶液 1.0 ml，振荡均匀后以离心半

径为4 cm、3 000 r/min离心10 min；取上清液2.5 ml，加入蒸馏

水 2.0 ml 和 0.1％三氯化铁溶液 0.5 ml，混合均匀，静置 10

min。于700 nm波长处测定其吸光度（A）（以相同质量浓度药

物调零，以消除药物本身在 700 nm波长处的吸收），A值越大

表明还原力越强。另取试管，以蒸馏水代替SPK溶液作为空

白对照，以VC（0.06 g/L）作阳性对照，测定方法同SPK。每组

试验平行测定5次。

2.5 统计学方法

采用 SPSS 16.0软件进行统计分析。各组数据均以x±s

表示，多组间均数比较采用单因素方差（One-way ANOVA）分

析。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 SPK对OH－自由基清除能力的测定结果

SPK对OH－自由基有明显的清除作用。随着SPK质量浓

度的增加，OH－自由基清除率逐渐升高，呈良好的浓度-效应关

系，最大清除率为 86.82％，比 1.6 g/L VC（64.77％）高；SPK清

除OH－自由基的 IC50为 54.31 g/L。SPK对OH－自由基清除率

的测定结果见表1。

表1 SPK对OH－自由基清除率的测定结果（x±±s，n＝5）

Tab 1 The scavenging rate of SPK to OH－ free radical（x±±

s，n＝5）

组别
空白对照组
对照组
VC组
SPK组

质量浓度，g/L

1.6

12.8

25.6

51.2

76.8

102.4

A

0.173±0.007

0.962±0.005

0.684±0.013＊

0.250±0.006＊

0.310±0.005＊

0.503±0.030＊

0.650±0.042＊

0.858±0.070＊#

清除率，％

64.77

9.76

17.36

41.83

56.65

86.82

注：与空白对照组比较，＊P＜0.01；与VC组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.01；vs. VC group，#P＜0.05

3.2 SPK对DPPH自由基清除能力的测定结果

与空白对照的A0（0.559±0.007）比较，SPK各质量浓度组

和VC组的（A1－A2）值都明显降低（P＜0.01），且随着SPK质量

浓度的增加降低越明显。这提示SPK对 DPPH自由基的清除

能力随着SPK的质量浓度增大而增强。SPK对DPPH自由基

的最大清除率为78.89％，IC50为0.636 g/L。SPK对DPPH自由
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基清除率的测定结果见表2。

表2 SPK对DPPH自由基清除率的测定结果（x±±s，n＝5）

Tab 2 The scavenging rate of SPK to DPPH free radical

（x±±s，n＝5）

组别
空白对照组
VC组
SPK组

质量浓度，g/L

0.06

0.1

0.2

0.4

0.8

1.6

A0

0.559±0.007

A1-A2

0.033±0.002＊

0.520±0.012＊

0.490±0.006＊

0.364±0.007＊

0.230±0.002＊

0.118±0.010＊

清除率，％

94.14

6.98

12.34

34.88

58.86

78.89

注：与空白对照组比较，＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.01

3.3 SPK对O2
－自由基清除能力的测定结果

加入 SPK 后，O2
－自由基生成速率显著减小。12.8 g/L

SPK对O2
－自由基清除率达78.31％，与0.06 g/L VC对O2

－自由

基生成的抑制相当。这表明 SPK 能有效地抑制 O2
－自由基，

IC50为3.918 g/L。SPK对O2
－自由基清除率的测定结果见表3。

表3 SPK对O2
－自由基清除率的测定结果（x±±s，n＝8）

Tab 3 The elimination rate of SPK to O2
－ free radical（x±±s，

n＝8）

组别
空白对照组
VC组
SPK组

质量浓度，g/L

0.06

0.8

1.6

3.2

6.4

12.8

V

0.083±0.005

0.022±0.007＊

0.075±0.005

0.061±0.010＊

0.049±0.012＊

0.024±0.001＊

0.018±0.001＊

清除率，％

73.49

9.64

26.51

40.96

71.08

78.31

注：与空白对照组比较，＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.01

3.4 SPK对Fe3+还原能力的测定结果

与空白对照组比较，SPK 和 VC 均能使体系的 A 值增加

（P＜0.01）；且随着SPK质量浓度的升高，体系的A值增加越明

显。这表明SPK对Fe3+的还原能力呈浓度依赖性。SPK对Fe3+

还原能力的测定结果见表4。

表4 SPK对Fe3+还原能力的测定结果（x±±s，n＝5）

Tab 4 The reducing capacity of SPK to Fe3+（x±±s，n＝5）

组别
空白对照组
VC组
SPK组

质量浓度，g/L

0.06

0.8

1.6

3.2

6.4

12.8

A

0.095±0.013

0.672±0.011＊

0.120±0.012＊

0.330±0.015＊

0.415±0.015＊

0.481±0.008＊

0.602±0.005＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.01

4 讨论
自由基是人体进行正常生化和生理过程中产生的副产

物，然而过多的自由基可对生物大分子（如脂质、蛋白质、DNA

等）造成氧化损伤，从而引发癌症、动脉粥样硬化、糖尿病、心

脏和神经退行性疾病等[11]。活性氧自由基主要包括OH－、O2
－

及DPPH自由基等，在测定样品的抗氧化活性时，应采用多种

方法综合评价。Fe2+/H2O2体系可通过Fenton反应使H2O2产生

OH－自由基，邻二氮菲-Fe2+可被氧化成邻二氮菲-Fe3+，从而使

邻二氮菲- Fe2+在510 nm波长处的最大吸收峰消失；然而当体

系中存在OH－自由基清除剂时，此氧化过程受到抑制。因此，

测定此波长处吸光度的变化可判断样品溶液对OH－自由基的

清除能力。邻苯三酚自氧化过程中有O2
－自由基和有色中间

产物生成，而该有色中间产物在 325 nm波长处有 1个特征吸

收峰，利用这一特点用动态方法观察SPK对O2
－自由基清除作

用。DPPH 自由基是一种以氮为中心的稳定自由基，当往

DPPH 溶液中加入能清除自由基的物质时，其DPPH乙醇溶液

在517 nm波长处的吸光度会变小。还原力是抗氧化活力的一

个重要指标，抗氧化剂是通过自身还原作用供给电子清除自

由基的，测定SPK对Fe3+还原能力，在一定程度上反映了其抗

氧化功能的强弱。

本试验结果显示，SPK对O2
－、OH－、DPPH自由基均有明

显的清除作用。与清除O2
－自由基（IC50为3.918 g/L）和DPPH

自由基（IC50为0.636 g/L）的作用相比，其发挥OH－自由基清除

作用需要较高的质量浓度（IC50为54.31 g/L）。此外SPK也显示

出了一定的还原能力。以上作用均呈一定的浓度依赖性。综

上，本研究初步证明了SPK具有一定的体外抗氧化活性，为后

续的体内抗氧化研究奠定了试验基础。
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