
!" 卷 # 期
!$$%年 %月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,(- !$$%

./0/12/3：4/0/56/7 !8，!$$9；:00/;</3：+=>,=7- "$，!$$%)

" ?’77/@;’>31>A =,<B’7 ) C/(：D E9FG"9#%9HG$9$；IF5=1(：J,’7,1-=KG9"L 0’5

!"羟脯氨酸"#$（!）的配合机制及其抗氧化性研究

%&&’()$*+)&$ ,-./*$)01 *$( 2$+)&3)(*$+ 2.+)4)+5 &6 !"
/5(’&357’&8)$- #)$.（!）

左瑞雅G"，周小华G，杜首英!

MNO .,1FP=G"，MQON R1=’FQ,=G =>3 4N SB’,FP1>A!

G 重庆大学化学化工学院，重庆 #$$$##

! 南风化工集团股份有限公司，运城 $##$$$
G !(,,%1% (- !"%3#&/*2 +$4 !"%3#0+, 5$1#$%%*#$1，!"($16#$1 7$#8%*&#/2，!"($16#$1 #$$$##

! 9+$:%$1 !"%3#0+, ;$4)&/*2 <*()= !( )，>/4 ) ?)$!"%$1 $##$$$

摘 要 以 TF羟脯氨酸（Q-;）和 M>SO# 制备 Q-;FM>（!）配合物，研究其配合机制及抗氧化能力。与 TF羟脯氨酸相比，配合物

在 GG$$05U G处出现了一新的红外吸收峰，说明 TF羟脯氨酸与 M>（!）发生了配位作用；配合物的差热F热重图与 TF羟脯氨酸相

比，在 !H$V和 "%8V的吸热峰消失了，确证 TF羟脯氨酸与 M>（!）发生了配位作用；配合物核磁核磁共振图中 "L8 W "LH;;5的

羧基氢和羟基氢的信号峰的消失，表明 TF羟脯氨酸与 M>（!）发生配合的位置是 TF羟脯氨酸的"碳的羧基或#碳的羟基氧；从

配合物的原子力显微形貌相图可见数个 TF羟脯氨酸围绕 M>（!）形成的配合结构。透析实验结果证实 TF羟脯氨酸与 M>（!）配

合的比例为 #XG（5’(Y5’(）。上述测定和表征表明所形成配合物的分子式为 M>（Q-;）#·Q!O。（Q-;）# FM>（!）配合物抑制 M>（!）

产生的羟基自由基，抑制百分比为 %8L8Z，其总抗氧化能力为 E$LG9%,Y5T，抗超氧阴离子活力为 8"LGH,Y5T。
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+,是 KLM 聚合酶、胶原酶等多种酶的辅助因
子，广泛参与 KLM、NLM、蛋白质的代谢［A］，具有促进
生长发育、改善味觉及神经系统功能、防止感染并促

进伤口愈合［O］的功能，是人和动物必需的微量元

素［E］，锌过量会产生中毒现象［J］，造成人体胃部不

适、恶心、眩晕等。

氨基酸的自由氨基、羧基等均可参与具有空轨

道的金属离子配位键形成，从而掩蔽金属离子，氨基

酸金属离子配合物因其独特的配合结构，具有双重

营养作用，不同的吸收机制［4］，可以被肠道迅速吸收

利用，在食品工业、化妆品广泛应用。

胶原蛋白是人体最丰富的高抗张蛋白质，具有

营养、修复、保湿、亲和性和伸缩性，可提高免疫力、

促进伤口愈合、使皮肤光滑、弹性、滋润。D<羟脯氨
酸（/"*<I9）是胶原蛋白的特征组分之一，含量约为
F6。在体内羟基脯氨酸由脯氨酸酰羟化酶羟基化
而成，其游离的 J<羟基能清除超氧自由基和羟基自
由基，目前主要以双软脂酰羟基脯氨酸形式应用于

抗衰老化妆品，也可以当作抗氧化剂而添加到食品

和化妆品中，周燕［B］等报道，在角质细胞的体外培养

过程中添加抗氧化剂可在一定程度上提高角质细胞

的克隆形成率，减缓细胞衰老速率，有利于延长细胞

的寿命。

D<羟脯氨酸的游离羟基氧具有孤对电子，可与
具有空轨道的金属离子形成配位键，而胶原酶也含

有 +,（!），因此，D<羟脯氨酸可能与淬灭金属离子
导致的自由基氧化及胶原酶活性有关。高峰等［3］以

D<羟脯氨酸和氯化锌制备配合物，仅研究了其配位
数。因此，有必要进一步研究 D<羟脯氨酸金属配合
物的配位机制及抗氧化性质。本文以 D<羟脯氨酸
和 +,HIJ·39OI为原料，制备 D<羟脯氨酸<+,（!）配
合物，研究其配位机制及抗氧化能力，旨在为科学应

用 D<羟脯氨酸<+,（!）配合物提供必要的生物无机
配位化学支持。

) 实验

)*) 主要仪器和试剂
仪器：44@!型红外光谱仪，美国 L&’*(#- 公司；

KPQ<B9差热分析仪，日本 H91RMK+S 公司；MTRG

1/U<O@?V原子力显微镜（MTR），重庆大学恒瑞公司；
;9H<OU型精密酸度计，上海雷磁仪器厂；3OOH可见
分光光度计，上海精密仪器厂；UD<J 型恒温加热磁
力搅拌器，郑州市长城科工贸有限公司；透析袋（截

留分子量为 A@@K），上海绿鸟科技有限公司；H9M<U
水浴恒温振荡器，江苏金坛市亿通电子有限公司；

TMA@@JL电子天平，上海天平仪器厂；TK<A 冷冻干
燥机，北京德天佑科技发展有限公司；WLR<RXB@T
核磁共振仪（LRN），日本理学公司。
试剂：D<羟脯氨酸，D<脯氨酸，生化试剂，上海源

聚生物科技有限公司；氘代氯仿（E6PRH）MG NG，北
京化工厂；+,HIJ·39OI，L9JU(，L$U( MG NG，重庆北
碚化学试剂厂；YKPM<L$O，MGNG，成都金山化工试剂
厂；总抗氧化能力测定试剂盒，超氧阴离子测定试剂

盒，羟基自由基测定试剂盒，科研试剂，南京建成生

物工程研究所；其他试剂均为分析纯。

)*+ 实验方法
)*+*) D<羟脯氨酸<+,（!）配合物制备：称取 AE5A0
（@5A=*(）D<羟脯氨酸，用双蒸水或超纯水溶解，配制
成浓度为 A =*(CD 的溶液，备用。称取 AA5J?0
（@5J=*(）+,HIJ·39OI，用双蒸水或超纯水溶解，配
制成 +,（!）浓度为 A=*(CD的溶液，备用。分别吸取
定量 D<羟脯氨酸溶液和 +,HIJ 溶液，混合后在 B@Z
下搅拌反应 A.，获得 D<羟脯氨酸<+,（!）配合物溶
液，备用。将该配合物溶液置于 TK<A冷冻干燥机中
进行冷冻干燥，获得 D<羟脯氨酸<+,（!）配合物冻干
粉，备用。

)*+*+ D<羟脯氨酸<+,（!）配合物的红外光谱［?］：分
别取 A5O5A制备的 D<羟脯氨酸<+,（!）配合物溶液、
同浓度 D<羟脯氨酸和 +,（!）溶液，用 44@!型红外
光谱仪测定其红外光谱。测定结果见图 E。
)*+*, 差热分析：取 A5O5A 制备的 D<羟脯氨酸<+,
（!）配合物溶液，用 TK<A 冷冻干燥机在 [ 4?Z、
J@/$下冷冻干燥 OJ.，得到 D<羟脯氨酸<+,（!）配合
物的冻干粉，备用。取少量 D<羟脯氨酸<+,（!）配合
物冻干粉、D<羟脯氨酸粉末和 +,HIJ·39OI，分别在

KPQ<B9差热分析仪上进行差热分析测定。结果见
图 J。
)*+*- A9<核磁共振实验［F］：取少量 D<羟脯氨酸<+,
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（!）配合物冻干粉及 !"羟脯氨酸粉末，于 #$!氘代
氯仿（%&%’(）中充分溶解，然后用 )*+,核磁共振仪
测试，获得核磁共振 +谱图，结果见图 -。
!"#"$ !"羟脯氨酸"./（!）配合物的透析实验（配
合比）：取定量 !"羟脯氨酸"./（!）配合物溶液及同
浓度 ./012 溶液，装入截留分子量为 3**&的透析袋
中，在 #**45$6/磁力搅拌下透析，透析装置见图 3。
定时取样，用 7&89络合滴定法［3*］测定透过液中的
./（!）浓度并换算成 ./（!）透析量。以时间为横
坐标，./（!）透析量为纵坐标作图，绘制透析曲线。
以平衡时透析袋内 ./（!）和 !"羟脯氨酸的量为准，
计算 !"羟脯氨酸"./（!）的配位比。

图 3 !"羟脯氨酸"./（!）配合物透析装置
:6;<3 7=>6?$@/A BC4 AD@ E6F’GH6H CB
+G?"./（!）ICC4E6/FA6C/ IC$?C>/E

!"#"% !"羟脯氨酸"./（!）配合物原子力显微形貌
观察：取 !"羟脯氨酸"./（!）配合物溶液、同浓度 !"
羟脯氨酸溶液和 ./012 溶液，分别稀释 (**倍后各

点样于清洁金箔上，)*J干燥，用 9:K< LM%"#*NO原
子力显微镜（9:K）观察测定其分子形貌［33］。
!"#"& !"羟脯氨酸"./（!）配合物总抗氧化能力［3#］

测定：配制不同比例的 !"羟脯氨酸 P ./（!）的样品
溶液，用南京建成生物工程研究所生产的总抗氧化

能力试剂盒分别测定其总抗氧化能力。

!"#"’ !"羟脯氨酸"./（!）配合物抗超氧阴离子活
力测定：配制不同比例的 !"羟脯氨酸 P ./（!）的样
品溶液，用超氧阴离子试剂盒分别测定其抑制超氧

阴离子的能力。

!"#"( !"羟脯氨酸"./（!）配合物产生（抑制）羟基
自由基能力的测定：配制不同比例的 !"羟脯氨酸：
./（!）的样品溶液，用羟基自由基试剂盒分别测定
其抑制（产生）羟基自由基的能力。

# 结果与讨论

#"! 红外光谱分析
!"羟脯氨酸（图 #）的红外光谱（图 (中 Q所示）

在 3***I$R 3 S 3T**I$R 3内出现了 ) 个吸收峰，分别
是氨基（;）、羧基（F）、羟基（E）、亚甲基（@）等基团的
特征峰；!"羟脯氨酸"./（!）配合物的红外光谱（如
图 ( 中 F 所示）中也出现了这 ) 个吸收峰，但在
33**I$R 3处出现了一个强度比较大的新的吸收峰，

且 !"羟脯氨酸中羧基阴离子在 3)-*I$R 3的反对称

伸缩振动吸收峰在配合物中移至 3)2*I$R 3，在

32**I$R 3的对称伸缩振动吸收峰在配合物中移至

32*-I$R 3，说明羟脯氨酸和 ./（!）之间发生了一定
的作用。

图 # !"羟脯氨酸的结构
:6;<# 0A4>IA>4@ CB +G?

图 ( 配合物（F）和 !"羟脯氨酸（Q）的红外光谱图
:6;< ( L/B4F4@E H?@IA4F CB +G?"./（!）
ICC4E6/FA6C/ IC$?C>/E（F）F/E +G?（Q）

#"# 差热分析
以 9’#1(为参比物测定，升温速度为 3*J5$6/，

得到 !"羟脯氨酸（图 2F）、!"羟脯氨酸"./（!）配合物
（图 2Q）和 ./012·T+#1（未列出）的热重"差热图。

!"羟脯氨酸在 #U*J和 (T-J处分别有吸热峰，
应该是 !"羟脯氨酸内的羧基和氨基之间的离子键
的断裂、!"羟脯氨酸分子间的氢键的断裂的吸热峰。
!"羟脯氨酸"./（!）配合物在 3(3V)-J有一吸热峰，
同时有失重现象，是配合物的失水过程，失水量为

)VTUW，相当于 # 分子水失重，与理论计算结果
)V32W一致，说明配合物中存在结晶水，在 #--V3(J
有一强的吸热峰，失重恒定，残余量 -UV3UW，理论
值 -UV(-W 吻合，得出最终分解产物为 ./1。同时
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图 ! "#羟脯氨酸（$）和配合物（%）的热重#差热图
&’() ! *+ $,- ./0 123456 78 9:;（$）$,-
9:;#<,（!）1773-’,$=’7, 17>;72,-（%）

配合物的差热图和 "#羟脯氨酸的差热图有很大的
区别，"#羟脯氨酸在 ?@ABCD、EFGBGD处的吸热峰消
失了，是因为 "#羟脯氨酸和 <,（!）发生了稳定的配
位作用，导致 "#羟脯氨酸中羧基和氨基之间的离子
键以及分子间的氢键消失，所以在 ?@ABCD、EFGBGD
处不再发生键的断裂，所以没有出现吸热峰。这就

证明了 <,（!）与 "#羟脯氨酸发生了配位作用，生成
了配位化合物。

!"# $%&核磁共振分析
"#羟脯氨酸中各峰的归属如下：! H CB? I

CBF;;>的峰是 "#羟脯氨酸中 %，1，5，8 的混合信号
峰，!H FBE I FBG;;>的峰是 "#羟脯氨酸中 (的信号
峰，配合物的核磁图（图 G中 %所示）也存在这两个
信号峰，!H EBG I EB@ ;;>是 "#羟脯氨酸中 $，-的混
合峰，配合物中没有这个信号峰。说明发生配位作

用以后，"#羟脯氨酸上的"（$）碳和#（-）碳上的 9电
子云发生了变化，证明 <,（!）和 "#羟脯氨酸之间的
配合作用可能发生在"碳（$）上的羧基或#碳（-）的
羟基上面，也可能与两个都发生作用。

!"’ (&羟脯氨酸&)*!+配合比的测定
<,（!）分子量为 JG.，可透过截留分子量为

CAA.的透析膜；/K!
? L分子量为 @M.，体积也较大，通

过的速度慢；而 "#羟脯氨酸#<,（!）的配合物、"#脯
氨酸#<,（!）配合物分子量远大于 CAA.，不能通过
透析膜 )从图 J可以看出，<,/K! 溶液（$）透析 ?GN达

到平衡，"#脯氨酸#<,（!）混合物（%）透析 EMN 达平

图 G "#羟脯氨酸（$）和配合物（%）的核磁共振图
&’() G C9#OPQ 6;51=3$ 78 9:;（$）$,- 9:;#<,（!）

1773-’,$=’7, 17>;72,-（%）

衡，而 "#羟脯氨酸#<,（!）配合物（1）则需 GAN达到
平衡。说明 "#脯氨酸与 <,（!）之间也有一定的化
学键的作用，使 <,（!）透吸速度减小；"#羟脯氨酸
与 <,（!）之间的配位键的作用，增大了 <,（!）透过
膜的阻力；而 "#脯氨酸与 <,（!）之间的作用力比 "#
羟脯氨酸较弱，说明羟基在 "#羟脯氨酸与 <,（!）形
成配位键时，也起到一定的作用。

图 J <,（!）（$）、"#脯氨酸#<,（!）（%）、
"#羟脯氨酸#<,（!）（1）的透析图

&’() J .’$R:6’6 -’$(3$> 78 S’,1 62R8$=5（$），
"#;37R’,5#<,（!）（%），9:;#<,（!）（1）

<,（!）的正电荷既可与羟脯氨酸的游离羧基形
成可解离的离子键，其外层的四个空轨道又可分别

与 "#羟脯氨酸的羧基形成配位建。<,（!）受到成
键羧基和羟基的双重限制，前者增大 <,（!）透过膜
的阻力，延长达到平衡的时间；后者掩蔽 <,（!），稳
定性强，<,（!）很难重新游离，因而不能透析过膜。
因此达到透析平衡时，透析内液中残存的 "#羟脯氨
酸和 <,（!）应为两者的配位化合物。计算结果得
出，透析平衡时内液中残存的量分别为 ABM>>7R和
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!"#$$%&，两者的比例为 ’ ( )，所以得出 *+羟脯氨酸+
,- ,-（!）配合物的配为比为 ’ ()。
!"# 原子力显微扫描
对羟脯氨酸原溶液和 *+羟脯氨酸+,-（!）配合

物溶液进行了原子力显微镜扫描，得到了这两种样

品的原子力相图（如图 .），从原子角度证明了 *+羟
脯氨酸和 ,-（!）发生配位作用。

图 . *+羟脯氨酸（/）和 *+羟脯氨酸+,-（!）
配合物（0）的 123形貌图

2456. 123 4$/578 %9 :;<（/）/-= :;<+,-（!）
>%%?=4-/@4%- >%$<%A-=（0）

可以看出，*+羟脯氨酸的形貌图中，有大量的五
元环。这是 *+羟脯氨酸自身的五元环结构；配合物
中也有大量的五元环，但大部分的五元环围绕一个

原子形成一个大的配位结构。这种中心原子半径约

为 !"#B C !"#’-$，而 ,-（!）的半径大小为 !"#D.-$
左右，就说明这种配位结构是几个 *+羟脯氨酸和一
个 ,-（!）形成的配合结构。这就从原子角度看到
了 *+羟脯氨酸和 ,-（!）之间发生的配位作用［)#］。
通过对 *+羟脯氨酸+,-（!）配合物各种表征，

得出 *+羟脯氨酸和 ,-（!）之间有配位作用，且配位
比是 ’ ()。其中羧基、羟基与 ,-（!）发生稳定的配
位，同时未发生配合的羧基与羟基增大位阻，防止周

围其他分子的进攻，增大这种配合结构的稳定性。

因此，推测出配合物的结构图如图 E所示。

图 E 配合物的分子结构
2456 E 3%&7>A&/? 8@?A>@A?7 %9 :;<+,-（!）

>%%?=4-/@4%- >%$<%A-=

!"$ 总抗氧化能力的测定
*+羟脯氨酸有一定的抗氧化功能，本实验分别

对 ,-FG’、*+羟脯氨酸、*+羟脯氨酸+,-（!）配合物进
行总抗氧化能力的测定。经过对各样品测定管吸光

度的测定，计算出各个样品的总抗氧化能力，如表 )
所示。

表 % 总抗氧化能力值
&’()* % +’),* -. /-/’) ’0/1-213’0/ 4’5’41/6

F/$<&7 HI%&7 0&%%= ,-FG’ :;< :;<+,-（!）>%$<%A-=
J/</>4@; %9 /-@4%K4=/-@（AL$* MI%&7 0&%%=） D)"DD. #.")BB )!)")BB E!")D.

可以看出，加入 ,-FG’ 使全血的总抗氧化能力

减小，说明 ,-FG’ 没有抗氧化能力；而羟脯氨酸和 *+
羟脯氨酸+,-（!）配合物都有一定的总抗氧化能力，
但配合物的总抗氧化能力小于 *+羟脯氨酸的，这是
因为发生抗氧化作用的基团———羧基参加与配位

键，使得 *+羟脯氨酸+,-（!）配合物抗氧化能力比起
*+羟脯氨酸有所减弱。
!"7 抗超氧阴离子活力的测定
抗超氧阴离子测定结果如表 #所示。

表 ! 不同比例的 89羟脯氨酸：:0（!）样品的抗超氧阴离子 !"值
&’()* ! !" ;’),* -. ’0/1<,5*=-213* ’01-0 >1/? 31..*=*0/ <’@5)* 5=-5-=/1-0

:;<L,-（!）（$%&L$%&） )(N ) (# ) () # () ’ () N () ) (!
J/</>4@; %9 /-@48A<7?%K4=7 /-4%-（AL$* MI%&7 0&%%=） ))"!D #N"DO BN"#N ’N".# NB")O NE"#. NO")D
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超氧阴离子对身体损害的具体形式是其质子形

式 !""·，#$羟脯氨酸上的羟基氧和羧基氧都有较强
的吸引质子的能力，使 !""·失去质子，以不活泼的
形式存在，从而达到抗超氧阴离子的效果。#$羟脯
氨酸$%&（!）配合物的抗超氧阴离子活力比 #$羟脯
氨酸的小，而且活力随着羟基脯氨酸的减少而减小，

这是因为 #$羟脯氨酸的羧基氧和羟基氧参与配位
和掩蔽作用，吸引质子的能力减小，使超氧阴离子能

大量的以 !""·形式存在，但在同时减弱了 %&（!）
的氧化作用。所以，对 #$羟脯氨酸$%&（!）配合物整
体而言，还是具有一定的抗超氧物阴离子的活力。

!"# $%羟脯氨酸%&’（!）配合物产生（抑制）羟基自
由基的能力

测定不同比例 #$羟脯氨酸与 %&（!）组成的样
品溶液产生羟基自由基的能力，将测定结果绘制成

图（图 ’）。

图 ’ 不同比例 #$羟脯氨酸：%&（!）产生
羟基自由基的能力

()*+ ’ ,-&-./0)&* 123.4526 ./3)7/6 /70)8)0)-9 4: !2;$%&（!）
744.3)&/0)4& 74<;4=&3 >)01 3)::-.-&0 ;.4;4.0)4&

%&（!）属于过渡金属元素，在体内能够使 !?"?

等通过 (-&04&反应在体内产生 "!·，但随着 #$羟脯
氨酸的增加，其产生羟基自由基的能力逐渐减弱（如

图 ’）。与抗超氧阴离子的原理一样，是因为 #$羟脯
氨酸与 %&（!）的配合作用，使 %&（!）不能发挥作
用，从而减少 %&（!）产生羟基自由基的能力。
通过对 #$羟脯氨酸和配合物的一系列的测定，

可以得出，配合物有一定的抗氧化能力，相对单独的

羟脯氨酸抗氧化能力有所减少，是因为与 %&（!）发
生配位作用，使 %&（!）不能发挥氧化作用，从而起
到抗衰老的作用。

( 结论

#$羟脯氨酸和 %&（!）可以发生配合作用生成

更有利于生物体吸收的氨基酸金属配合物，配合比

例为 @ AB，且这种配合物有一定的抗氧化能力，能够
起到抗衰老的作用，可以添加到食品和化妆品中，成

为优良的补充氨基酸和微量元素的营养物质，有很

好的市场前景。
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