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乳铁蛋白体外抗氧化性的研究
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摘 要：目的：研究乳铁蛋白的抗氧化活性。方法：利用分光光度法测定乳铁蛋白的脂质过氧化抑制率、羟自由

基(·OH)清除率和DPPH自由基清除率。结果：乳铁蛋白对各种自由基的作用能力由大到小为：脂质过氧化抑制

率＞·OH清除率＞DPPH自由基清除率。结论：乳铁蛋白对上述3种自由基有明显的清除作用，初步判断是由于乳

铁蛋白结合上述反应所需铁离子从而起到抑制作用。
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Abstract：The in vitro antioxidant activity of lactoferrin was evaluated by spectrophotometrically measuring its lipid 
peroxidation inhibitory activity and scavenging capacities against and hydroxyl and DPPH free radicals. Lactoferrin had 
obvious lipid peroxidation inhibitory activity and scavenging activities against hydroxyl and DPPH free radicals. in the 
following decreasing order:  lipid peroxidation ＞ hydroxyl free radical ＞ DPPH free radical. The free radical scavenging 
mechanism may be due to the interaction between lactoferrin and iron ion, which is necessary for reaction systems. 
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乳铁蛋白是一种具有多种生理功能的天然活性糖蛋

白，最先发现于乳汁中，但也广泛存在于人体的乳汁、唾

液、泪液、胆汁、血浆、黏膜以及生殖器的分泌物中[1]。人

们对乳铁蛋白及其水解产物乳铁蛋白活性多肽进行了深入研

究，发现他们具有多种生理功能，如广谱抗细菌感染的作

用、调节体内铁的平衡、调节骨髓细胞的生成、促进正常细

胞的生长、抑制肿瘤细胞的生长以及预防及治疗肿瘤等[2]。

自由基是一类含有未配对电子的基团、分子或原子，

它们是由机体内正常细胞和病态细胞产生的，或者是由外部

因素导致的[3]。它们在低浓度下维持生物正常的生理活动，

而在过剩的情况下，就会对机体造成损伤，破坏大分子物

质，如蛋白质、多肽、DNA 等，进一步导致动脉粥硬化、

癌症等一系列疾病[4]。可通过补充抗氧化剂清除自由基，而

人工合成的抗氧剂被认为长期使用会引发肝损伤和癌症，具

有毒副作用[5-6]。因此，寻找天然高效低毒的抗氧化剂已成

为食品和生物医学领域重要的研究方向。目前有关乳铁蛋白

抗氧化性的报道大多是研究乳铁蛋白对脂质过氧化的抑制作

用，而其综合抗氧化性的研究未见报道。因此，本实验初步

研究乳铁蛋白的抗氧化活性，以期为乳铁蛋白在天然抗氧化

保健产品领域的开发利用提供科学依据。

1 1 材料与方法材料与方法

1.1 材料与试剂

乳铁蛋白 (纯度大于 9 0 % )  新西兰恒天然乳

品公司；1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼 (1 ,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl，DPPH) 美国Sigma公司；硫代巴比妥

酸(TBA)、卵磷脂 美国Alfa Aesar公司；抗坏血酸 天津市

风船化学试剂科技有限公司；氯化亚铁、三氯乙酸(TCA)、
硫酸亚铁、水杨酸、双氧水、乙醇等均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

TV-1810紫外-可见分光光度计 北京普析通用仪器

有限责任公司；LSHZ-300 型冷冻水浴恒温振荡器 太

仓市试验设备厂。
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1.3 方法

1.3.1 对Fe2+-VC 诱导的脂质过氧化抑制作用的测定[7]

脂质体磷酸盐缓冲液(PBS)分散系(lecithin liposome 
s y s t e m，L L S )制备：5 8 0 m g卵磷脂溶解于5 8 0 m L 
PBS(10mmoL/L，pH7.4)，冰浴振荡。

测定方法：于样品管中依次加入1mL LLS、100μL 
400μmoL/L FeC12、100μL 400μmol/L抗坏血酸和1mL样品

(或水)，充分混匀，避光37℃水浴30min，再加入0.5mL 
20% TCA、1.3mL 0.8% TBA，于100℃水浴30min，迅速

冷却以5000×g离心10min，取上清液在535nm 波长处测

定吸光度。

抑制率/%=
A空白－A样品

A空白

×100  (1)

式中：A样品为样品吸光度；A空白为蒸馏水吸光度(用
蒸馏水代替样品)。
1.3.2 对羟自由基(·OH)清除作用的测定[8]

在Smirnoff等[9]报道的方法的基础上进行改进，在试管

中依次加入6mmol/L FeSO4溶液2mL、不同质量浓度乳铁蛋白

溶液2mL、6mmol/L H2O2溶液2mL，摇匀，静置15min，再加

入6mmol/L水杨酸溶液2mL，摇匀，静置30min后于510nm波

长处测定吸光度，清除率按式(2)计算[10]。

清除率/%=(1－
Ai－Aj

A0
)×100 (2)

式中：Ai为样品吸光度；Aj为用蒸馏水代替水杨酸时

测得某浓度乳铁蛋白的吸光度；A0为用水代替乳铁蛋白

时测得空白对照吸光度。

1.3.3 对DPPH自由基清除作用的测定[11-12]

在实验组(Ai)依次加入3mL 0.1mmol/L DPPH的乙醇溶

液、1.5mL试样；空白对照组(A0)加入3mL 0.1mmol/L DPPH

的乙醇溶液、1.5mL蒸馏水；样品对照组(Aj)加入3mL乙

醇溶液、1.5mL试样；然后立即混匀37℃水浴30min后

测定混合溶液在波长525nm处的吸光度，清除率按式(3)

计算。

清除率/%=(1－
Ai－Aj

A0
)×100 (3)

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 乳铁蛋白对Fe2+-VC 诱导的脂质过氧化的抑制作用

脂质过氧化是动脉粥样硬化的病因之一，其最终产

物丙二醛(MDA)，可使膜蛋白、酶发生交联反应，使膜通

透性增加，导致细胞膜结构、功能和代谢发生变化，对人

体危害极大[13]。研究以卵磷脂溶液为脂质过氧化体系，测

定乳铁蛋白对脂质过氧化的抑制作用，结果见图1。

y = 14.878lnx + 40.11
(R2= 0.9972)

0
10
20
30
40
50
60
70
80

0 2 4 6 8 10 12
/(mg/mL)

/%

图 1 乳铁蛋白抗脂质过氧化的能力图 1 乳铁蛋白抗脂质过氧化的能力

Fig.1 Anti-lipid peroxidation activity of lactoferrinFig.1 Anti-lipid peroxidation activity of lactoferrin

由图1可知，乳铁蛋白对脂质过氧化体系有抑制作

用，且抑制作用随乳铁蛋白质量浓度的增大而增强。根

据公式可以得出IC50≈1.9mg/mL，即抑制率为50%时所需

乳铁蛋白质量浓度为1.9mg/mL。
2.2 乳铁蛋白对·OH的清除作用

·OH是已知的最强氧化剂，几乎能和所有的细胞成分发

生反应，且反应速度很快。它可导致机体组织脂质过氧化，

蛋白质解聚、聚合，核酸断裂和多糖裂解等生化过程，引发

组织细胞病变，并且·OH会引起DNA的损伤或调节细胞调

亡相关基因而诱导细胞调亡[14]。减少此类自由基，即可达到

防衰老、防心血管疾病、抗癌的作用。以常用抗坏血酸为参

照，测定提取物对·OH的清除作用，结果见图2、3。

          

y = 1.118x + 35.37
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 图 2 乳铁蛋白对 图 2 乳铁蛋白对·OH的清除作用OH的清除作用

Fig.2 Scavenging effect of lactoferrin against hydroxyl free radicalsFig.2 Scavenging effect of lactoferrin against hydroxyl free radicals

y = 52.291x + 39.729
(R2 = 0.9982)
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图3 抗坏血酸对图3 抗坏血酸对·OH的清除作用OH的清除作用

Fig.3  Scavenging effect of ascorbic acid against hydroxyl free radicalsFig.3  Scavenging effect of ascorbic acid against hydroxyl free radicals

由图2、3可知，随着乳铁蛋白溶液质量浓度的升高，

对·OH的清除能力越强，乳铁蛋白的IC50≈13.1mg/mL，
而抗坏血酸的IC50≈0.2mg/mL，IC50值越低，表明清除·OH
的能力越强，可见，乳铁蛋白虽然有一定的清除·OH的

能力，但是在相同的用量下，乳铁蛋白对·OH的清除能

力要低于抗坏血酸。
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2.3 乳铁蛋白对DPPH自由基的清除作用

2.3.1 DPPH的吸收光谱
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图 4 DPPH的吸收光谱图 4 DPPH的吸收光谱

Fig.4 Absorption spectrum of DPPHFig.4 Absorption spectrum of DPPH

由图4可知，有机自由基DPPH溶液有两个特征吸

收峰330nm和525nm，加入常用食品抗氧化剂抗坏血酸

溶液和乳铁蛋白溶液后，两个吸收峰皆降低，但525nm
吸收的降低较显著，所以本实验选用可见光525nm的吸

收来表示DPPH自由基含量的变化。这与Larrauri等[15]报

道DPPH吸收峰在波长517nm有差异，可能是由于溶解

DPPH时所用溶剂不同(溶剂为无水甲醇，本实验所用溶

剂为无水乙醇)，从而导致差异的产生。

2.3.2 乳铁蛋白及抗坏血酸对DPPH自由基的清除作用
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图 5 5 抗坏血酸与抗坏血酸与DPPHDPPH自由基清除率的关系自由基清除率的关系

Fig.5 Relationship between ascorbic acid concentration and DPPH radical Fig.5 Relationship between ascorbic acid concentration and DPPH radical 
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图 6 6 乳铁蛋白质量浓度与乳铁蛋白质量浓度与DPPHDPPH自由基清除率的关系自由基清除率的关系

Fig.6 The relationship between lactoferrin concentration and DPPH Fig.6 The relationship between lactoferrin concentration and DPPH 

radical scavenging rateradical scavenging rate

 由图5、6可知，随着乳铁蛋白和抗坏血酸质量浓度

的增加，其对DPPH自由基的清除能力也随之增强，但

乳铁蛋白在质量浓度为15mg/mL、反应时间为4h时其对

DPPH自由基的清除率达到50.93%，而抗坏血酸质量浓度

为0.01mg/mL、反应时间为0.5h时其对DPPH的清除率就

达到57%。由此可知，在相同的质量浓度条件下，乳铁

蛋白对DPPH自由基的清除能力要明显弱于抗坏血酸。并

且，在同一质量浓度下，乳铁蛋白对DPPH自由基的清除率

随着时间的增加明显升高，而抗坏血酸对DPPH自由基的清

除率随时间的增加基本不变，略有降低。这间接的说明乳铁

蛋白的抗氧化性随着时间的延长逐渐凸显出来；而抗坏血

酸的抗氧化能力能够迅速表现出来，但维持一段时间后其

DPPH自由基的清除率略有降低，导致其稳定性较差的原因

可能是体系中的抗坏血酸随着时间的延长被氧化破坏[16]。

3 3 结 论

通过研究发现乳铁蛋白具有一定的抗氧化能力，但

在不同抗氧化体系中，其抗氧化活性差异显著。其中，

乳铁蛋白对脂质过氧化的抑制作用、对·OH的清除作

用、对DPPH自由基的清除作用依次增强，其IC50依次是

1.9、13.1、15mg/mL。初步判断乳铁蛋白是由于结合铁

离子从而对需要有铁离子参与的反应起到一定的抑制作

用，目前对乳铁蛋白的抗氧化机理还有待进一步确认。
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