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肉味香基对人淋巴细胞的抗氧化作用

汪何雅, � 于汐洋, � 钱和*

(江南大学食品学院, 江苏 无锡 214122)

摘 � 要: 研究肉味香基的抗氧化效果,并对抗氧化成分进行分离,得到具有高抗氧化活性的组分。

利用膜分离和硅胶柱对肉味香基进行分离, 用人淋巴细胞的谷胱甘肽和脂肪过氧化水平评价各组

分的抗氧化能力。根据相对分子质量将肉味香基分离得到 3个组分, 其抗氧化能力随相对分子质

量的增加而增强,即:高相对分子质量组分( H�MRPs) > 中相对分子质量组分( M�MRPs) > 小相对

分子质量组分( L�MRPs)。H�MRPs被进一步分离得到极性由弱到强的三个组分 H�MA、H�MB、

H�MC,其抗氧化能力从高到低为: H�MA > H�MB> H�MC。因此, 肉味香基中主要抗氧化成分是

高相对分子质量组分,其抗氧化能力随极性增强而减弱。
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Antioxidant Capacitiy of Meat Flavoring on Human Lymphocytes

WANG H e�ya, � YU Xi�Yang , � QIAN He*

( School of Food Science and T echnolog y, Jiangnan Univer sity , Wux i 214122, China)

Abstract: T he ant iox idant effects of meat f lav oring w er e studied and the f ract ion w ith high

ant iox idant capacit ies w as separ ated in this study. M eat flavo ring w as separated by membrane

separ at ion and silica gel column chr omatography . T he ant iox idant capacit ies w ere evaluated by

their ef fects on glutathione and lipid perox idat ion of human lymphocytes. Three fr act ions w ith

dif ferent mo lecular w eight were pr epared and the sequence of ant iox idant capacity is: high

mo lecular w eight f ract ion ( H�MRPs) > medium molecular w eight f ract ion ( H�MRPs) > low

mo lecular w eight fraction ( L�MRPs) . T he H�MRPs w ere further f ract ionated to three f ract ions

( H�MA, H�MB, H�MC) w ith different polarity. H�MA w ith the low est po lar ity revealed the

highest ant iox idant capacity .

Key words: Meat flavo ring, M aillard react ion products ( MRPs ) , ant iox idant , human

lymphocytes, glutathione, lipid per oxidat ion



� � 在我国,饮食传统的沿袭使得肉香味食品深受

人们喜爱。因此,具有肉香味的咸味香精广泛地被

用于方便面、汤料、肉制品、膨化食品、饼干、罐头、

冷冻食品以及快餐等加工食品中, 以增加或赋予食

品肉风味, 满足人们对肉风味的需要。通过氨基

酸[ 1]或植物或动物蛋白水解物 [ 2] 与还原糖高温加

热所发生的 Maillard 反应制备得到的反应型肉味

香基香味逼真,成本低廉, 是开发咸味香精必不可

少的配料。许多研究表明,氨基酸�还原糖模拟体系
的反应产物、面包皮/咖啡提取物或热处理的膳食

中的美拉德反应产物( M aillard React ion Products,

MRPs)具有抗氧化功能 [ 3�5] , 其中发挥抗氧化效果

的组分主要来源于有色物类黑精、还原酮及一系列

含 N、S的杂环化合物
[ 1]
。尽管人们针对氨基酸�还

原糖模拟体系的反应产物、面包皮/咖啡提取物或

热处理膳食中的 MRPs的抗氧化性展开了许多研

究,但是, 咸味香精作为一种用 Mail lard 反应制备

得到、在食品领域应用广泛的热反应型香精, 其抗

氧化功能的研究还未见报道。作者以咸味香精调

配前的肉味香基为对象, 研究其对人淋巴细胞氧化

还原水平的影响,并利用膜过滤和色谱分离手段对

肉味香基中抗氧化成分进行分离, 得到具有高抗氧

化活性的组分。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
肉味香基: 购自国内某香精公司, 以植物水解

蛋白和还原糖高温反应制备得到; 人血液: 购于无

锡市血库;透析袋( MWCO 8000�14000) :购于国药

集团化学试剂有限公司; 超滤膜片: MWCO 1000,

购于无锡赛普膜科技有限公司; 淋巴细胞分离液:

Fico ll�Hypaque, 购于上海华精生物高科技有限公

司; RPM I�1640(生化试剂) : 购于上海钰森生物技术

有限公司; 肝素钠 (生化试剂) 和谷氨酰胺 (纯度

98% ) :购于上海生工生物工程技术服务有限公司;

超级新生牛血清:购于杭州四季青生物工程材料有

限公司;硫代巴比妥酸( TBA, 生化试剂)、三氯乙酸

( TCA, 分析纯 )、台盼蓝 (纯度 98%)、噻唑蓝

( M TT ,纯度 98%)、二甲基亚砜( DM SO, 分析纯)、

谷胱甘肽( GSH , 纯度 98%)、5, 5��二硫硝基苯甲酸
( DNT B, 纯度 99% )、GF254 薄层硅胶板、硅胶

( 100�200目) :均购于国药集团化学试剂有限公司。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 肉味香基的初步分离 � 称取肉味香基, 稀

释、抽滤得澄清液体。4 � 去离子水透析, 直到透出

液呈无色透明。未透出液记为 H�MRPs(相对分子

质量> 14 000) , 冷冻干燥备用。浓缩透出液, 利用

截留相对分子质量 1 000的超滤膜进行超滤分离

(使用压力 0� 5 MPa) , 收集滞留液及滤液, 分别记

为 M�MRPs( 1~ 14 000)、L�MRPs( < 1 000) , 冷冻

干燥备用。

1� 2� 2 � 硅胶柱层析分离纯化高相对分子质量组分
( H�MRPs) � 称量 100~ 200 目硅胶 100 g ,加入一

定量的体积分数 95%乙醇充分搅拌成匀浆。将硅

胶边搅拌边缓缓倒入层析柱( D 25 mm � 200 mm)

中, 待硅胶沉积后, 再加入体积分数 95%乙醇使床

层压实。用湿法上样 2~ 3 mL H�MRPs ( 10 mg/

mL)。用体积分数 95%乙醇溶液进行洗脱,洗脱液

流量为0� 5 mL/ min, 每5 min收集一管洗脱液, 420

nm检测。H�MRPs洗脱曲线见图 1, 得到 H�MA、

H�MB和 H�MC 3 个洗脱组分, 分别收集各组分,

冷冻干燥。

图 1� H�MRPs 的洗脱曲线

Fig. 1� The elution plot of H�MRPs

1� 2� 3 � 人淋巴细胞的分离 � 取抗凝血液 2� 5 mL,

加入 PBS( pH 7� 2)溶液对倍稀释,混匀。将血液缓

慢加入等量淋巴细胞分离液上, 2 000 r/ min 离心

20 min,小心吸取中层呈白色雾状的淋巴细胞层,用

PBS溶液洗涤 2 次, 每次于 1 500 r/ min 离心 10

min。弃上清, 加入适量 RPM I1640 完全培养液(含

10%小牛血清) ,镜下台盼蓝测定细胞活力> 98%,

用 RPMI1640调整细胞浓度至 10 � 10
6
个/ mL。

1� 2� 4 � 各组分对人淋巴细胞氧化还原水平的影响
� 将细胞悬液加入 96孔板中,每孔 80 �L。用无血

清 RPMI1640培养液将受试物稀释成不同质量浓

度, 各取 20 �L 加入 96孔板中, 使其终质量浓度分

别为 2、1、0� 2、0� 1、0� 02、0 mg/ mL。将培养板置于

CO2培养箱中, 37 � 培养 72 h。培养结束后用 DT�
NB法[ 6]测定细胞 GSH 含量; 用 T BA 法[ 7] 测定细

胞脂质过氧化水平, 根据硫代巴比妥酸反应物

( T BARS)的消光系数 �= 1� 56 � 105
( mol/ L )
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cm- 1 ,计算脂质过氧化产物 TBARS 的含量。

1� 2� 5 � 统计学处理 � 采用 Excel软件处理。数据

用 x � s 表示, 用 T 检验进行组间两两比较, P <

0� 05为具有统计学显著差异。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 肉味香基对人淋巴细胞氧化还原水平的影响
肉味香基对人淋巴细胞 GSH 含量和 TBARS

水平的影响见表 1。0� 02~ 2 mg/ mL 的肉味香基

对细胞 GSH 含量无明显影响( P> 0� 05) (表 1)。

但是, 0� 1 mg / mL 的肉味香基就能显著降低细胞的

TBARS水平( P< 0� 01) ,并且随着肉味香基浓度的
增加,细胞 T BARS含量进一步下降。由此可见, 肉

味香基对人淋巴细胞具有一定的保护作用, 可抑制

细胞脂质的过氧化。

肉味香基为国内某外资香精公司提供, 是还原

糖和蛋白水解物高温发生美拉德反应制备得到的。

因此,肉味香基中发挥抗氧化作用的物质很可能是

美拉德反应产物( MRPs) , 当然也有可能来源于还

原糖或蛋白质水解物本身的高温反应产物。目前

许多其他研究显示, 酪蛋白�还原糖、��乳球蛋白与
各种还原糖反应得到的美拉德反应产物具有抗氧

化功能[ 8�9] ,这些研究所得的结果与作者研究结果

基本相似。

表 1� 肉味香基对人淋巴细胞氧化还原水平的影响

Tab. 1� Effect of meat f lavoring on GSH and human lympho�

cytes lipid peroxidation levels

肉味香基
质量浓度/
( mg / mL )

GSH 浓度/
( � 10�9mmo l/ L )

T BARS 浓度/
(�mol/ L )

0 138. 56 � 28. 67 2. 186 � 0. 136

0. 02 125. 85 � 30. 87 2. 233 � 0. 043

0. 1 135. 46 � 24. 36 1. 904 � 0. 053*

0. 2 141. 39 � 25. 23 1. 524 � 0. 035*

1 139. 35 � 36. 45 1. 054 � 0. 075*

2 145. 67 � 40. 45 1. 044 � 0. 067*

� * 注: * P< 0� 01, 与阴性对照相比

2� 2 � 不同相对分子质量的 MRPs对人淋巴细胞氧

化还原水平的影响

用透析和超滤法将肉味香基按相对分子质量

分为 3 段: H�MRPs (相对分子质量> 14 000)、M�
MRPs(相对分子质量 1~ 14 000)和 L�MRPs(相对

分子质量< 1 000) ,各相对分子质量段 MRPs 对人

淋巴细胞氧化还原水平的影响见表 2~ 3。

由表 2可见, 当 H�MRPs 质量浓度小于等于 1

mg / mL 时, 其对人淋巴细胞 GSH 含量无显著影

响; 但 2 mg/ mL 的 H�MRPs能显著提高细胞 GSH

水平( P< 0� 05)。M�MRPs在实验所选的浓度范围

内对人淋巴细胞 GSH 含量无显著影响( P> 0� 05)。
L�MRPs在低浓度范围内也不影响细胞 GSH 水

平, 但当质量浓度达到 2 mg/ mL 时, 它反而显著降

低了淋巴细胞 GSH 的含量。而且, 当各组分质量

浓度均为 1 mg/ mL 时, H�MRPs处理组 GSH 含量

显著高于 L�MRPs 处理组; 当各组分浓度均为 2

mg / mL 时, H�MRPs 处理组 GSH 水平显著高于

M�MRPs和 L�MRPs处理组, M�MRPs处理组也显

著高于 L�MRPs 处理组( P< 0� 05) (表 2)。因此,

高相对分子质量组分对人淋巴细胞起到更好的保

护作用,可以避免细胞长时间( 72 h)培养下 GSH 含

量的降低。

表 2 � 不同相对分子质量的MRPs 对人淋巴细胞 GSH

含量的影响

Tab. 2 � Effects of H�MRPs, M�MRPs and L�MRPs on hu�

man lymphocytes GSH level of human lymphocytes

MRPs
质量浓度/
( mg / mL )

GSH 浓度/ ( � 10�9mmo l� L�1 )

H�MRPs M�MRPs L�M RPs

0
138. 56 �
28. 67

138. 56 �
28. 67

138. 56 �
28. 67

0. 02
144. 78 �
19. 56

128. 45 �
34. 53

135. 45 �
45. 45

0. 1
139. 42 �
24. 34

130. 23 �
37. 45

129. 35 �
35. 46

0. 2
149. 23 �
31. 56

137. 56 �
49. 87

137. 35 �
37. 45

1
201. 56 �
40. 34a

140. 94 �
32. 12ab

110. 67 �
23. 18b

2
258. 53 �
34. 56a*

135. 57 �
42. 67b

74. 12�
18. 06c*

� * 注: * 与阴性对照相比, P< 0� 05; a, b, c同剂量字母不同
表示差异显著, P < 0� 05。

� � 在实验所选浓度范围内, H�MRPs与 M�MRPs

都显著降低了人淋巴细胞 TBARS 的含量 ( P <

0� 05) ,并且随着反应浓度的增大,其效果增强。而

0� 02~ 0� 2 mg/ mL 质量浓度范围的 L�MRPs 不影

响 TBARS 含量,只有质量浓度高于 1 mg / mL 时才

显著抑制细胞脂质过氧化。另外, 比较相同质量浓

度下 3个组分对细胞脂质过氧化影响的差异, 发现

在各种质量浓度下各组分之间都存在显著差异( P

< 0� 05) (表 3)。

综上所述, 3个组分对淋巴细胞脂质过氧化的抑

制能力从大到小为: H�MRPs> M�MRPs> L�MRPs,

其中高相对分子质量组分( H�MRPs)具有最强的抗
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氧化活性。目前许多研究已经证实,从氨基酸�还原
糖反应体系[ 10] 、咖啡[ 11, 12]、面包 [13] 等这些美拉德反

应得到的产品中,分离得到的高相对分子质量的类黑

精具有显著的抗氧化活性,能降低细胞的氧化水平。

这些研究结果与作者研究相似。类黑精广泛分布于

人们的日常饮食之中, 现在已经有学者尝试从食品

(如咖啡、黑啤酒和豆酱)中分离和纯化类黑精,然而

由于食品中类黑精组成的复杂性以及大量衍生化合

物的生成,即使是最先进的分离手段和检测手段也不

能完全确定所有类黑精的特性。

表 3� 不同相对分子质量的 MRPs对人淋巴细胞脂质过氧

化的影响

Tab. 3� Ef fects of H�MRPs, M�MRPs and L�MRPs on lipid

peroxidation of human lymphocytes

MRPs
质量浓度/
( mg / mL )

T BARS 浓度/ (�mol � L�1 )

H�MRPs M�MRPs L�MRPs

0
2. 186�
0. 135

2. 186 �
0. 135

2. 186�
0. 135

0. 02
1. 855�
0. 056a*

1. 993 �
0. 031b*

2. 168�
0. 072c

0. 1
1. 228�
0. 045a*

1. 639 �
0. 058b*

2. 231�
0. 157c

0. 2
1. 007�
0. 084a*

1. 349 �
0. 121b*

2. 196�
0. 057c

1
0. 866�
0. 075a*

1. 186 �
0. 159b*

1. 936�
0. 087c*

2
0. 830�
0. 034a*

0. 963 �
0. 083a*

1. 904�
0. 053b*

� * 注: * 与阴性对照相比, P< 0� 05; a, b, c同剂量字母不同
表示差异显著, P < 0� 05。

2� 3 � H�MRPs分离后各组分对人淋巴细胞氧化还
原水平的影响

用硅胶柱根据极性将 H�MRPs进一步分离为

3个组分(图 1) ,其极性由小到大分别为 H�MA、H�
MB、H�MC。各组分对人淋巴细胞 GSH 含量的影

响见表 4。由表 4 可见, 当 H�MA 质量浓度在 1

mg/ mL 以上时, 能显著提高细胞 GSH 活性( P <

0� 05) ;而在实验质量浓度范围内 H�MB和 H�MC

均对细胞 GSH 水平无显著影响( P> 0� 05)。比较
相同质量浓度下 3个组分之间的差异,发现当质量

浓度在 1 mg/ mL 和 2 mg / mL 时, H�MA 处理后细

胞 GSH 水平显著高于 H�MB 和 H�MC 处理后细

胞 GSH 水平(表 4)。

� � 由表 5可见,各组分对人淋巴细胞脂质过氧化

均有抑制作用( P < 0� 05) , 且随着反应浓度的增
大, 3组分的抑制作用增强。同时, 比较相同质量浓

度下 3组分抑制效果之间的差异, 结果显示, 在低

质量浓度下, H�MA、H�MB以及 H�MC 之间没有

显著差异( P> 0� 05) , 而当给样浓度增至 0� 2 mg/

mL 以上后, H�MA 组分的抑能力显著强于 H�MB,

H�MB组分显著强于 H�MC ( P< 0� 05) (表 5)。
表 4� 各组分对人淋巴细胞 GSH含量的影响

Tab. 4 � Effects of each fraction from H�MRPs on GSH level

of human lymphocytes

MRPs

质量浓度/
( mg / mL )

GSH 含量/ ( � 10- 9mmol � L- 1 )

H�MA H�MB H�MC

0
121. 56 �
20. 57

121. 56 �
20. 57

121. 56 �
20. 57

0. 02
120. 58 �
39. 59

128. 45 �
29. 67

125. 37 �
30. 14

0. 1
123. 67 �
24. 33

123. 95 �
18. 73

128. 26 �
33. 36

0. 2
155. 58 �
15. 56

127. 09 �
25. 83

130. 43 �
38. 64

1
222. 78 �
35. 42a*

135. 94 �
32. 78b

127. 69 �
35. 78b

2
235. 92 �
34. 21a*

128. 65 �
35. 38b

135. 12 �
40. 04b

� 注: * 与阴性对照相比, P< 0. 05; a, b, c 同剂量字母不同
表示差异显著, P < 0. 05。

表 5� 各组分对人淋巴细胞脂质过氧化的影响

Tab. 5 � Effects of each fraction fromH�MRPs on human lym�

phocytes lipid peroxidation

MRPs
质量浓度/
( mg / mL )

TBARS 浓度/ (�mo l� L�1)

H�MA H�MB H�MC

0
2. 145 �
0. 078

2. 145 �
0. 078

2. 145�
0. 078

0. 02
1. 723 �
0. 085*

1. 803 �
0. 052*

1. 920�
0. 127*

0. 1
1. 156 �
0. 137*

1. 193 �
0. 027*

1. 276�
0. 125*

0. 2
1. 017 �
0. 039c*

1. 120 �
0. 048b*

1. 478�
0. 068a*

1
0. 698 �
0. 053c*

0. 863 �
0. 021b*

1. 139�
0. 043a*

2
0. 651 �
0. 047c*

0. 812 �
0. 017b*

1. 118�
0. 156a*

� 注: * 与阴性对照相比, P< 0. 05; a, b, c 同剂量字母不同
表示差异显著, P < 0. 05。

� � 因此,不同极性的 3种组分(极性由弱到强为:

H�MA< H�MB< H�MC)其抗氧化效果由大到小

为: H�MA> H�MB > H�MC。因此, MRPs的极性

越弱,抗氧化能力越强, 该结果与秦礼康等[ 14] 的研

究结果较为一致。秦礼康等[ 13] 采用大孔树脂将陈

窖豆豉类黑精按极性分离成不同组分, 并对各组分

的抗氧化效果进行了研究, 结果发现, 无水乙醇洗
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脱组分抗亚油酸氧化能力最强, 已超过了类黑精粗

提物。

3 � 结 � 语

咸味香精调配前的肉味香基是直接的美拉德

反应产物,作者考察了肉味香基对人淋巴细胞的氧

化还原水平的影响,并分离得到了具有高抗氧化活

性的组分。结果显示, 肉味香基对人淋巴细胞具有

一定的保护作用,可抑制细胞脂质的过氧化。根据

相对分子质量大小将肉味香基分离得到相对分子

质量由大到小 3个组分: H�MRPs、M�MRPs 和 L�
MRPs,其抗氧化效果为 H�MRPs > M�MRPs > L�
MRPs。H�MRPs进一步分离得到极性由弱到强的

3个组分 H�MA、H�MB和 H�MC, 其抗氧化能力从

高到低为: H�MA> H�MB> H�MC。

研究结果显示, 肉味香基中大相对分子质量

的、弱极性组分具有较大的抗氧化活性。然而,

MRPs产物非常复杂,对于其中发挥抗氧化活性的

组分的确切结构或结构单元尚不是很清楚,有待进

一步的分离纯化和结构鉴定。
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