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研究报告 

高原链带藻抗氧化蛋白分离纯化与结构鉴定 

韩志萍 1  程慧莹 2,3  王润东 1  李贵丽 2,3  王飞 2  李甜甜 3  杨娟*1 

1 岭南师范学院食品科学与工程学院  广东 湛江  524048 

2 中国热带农业科学院农产品加工研究所  广东 湛江  524001 

3 华中农业大学食品科学技术学院  湖北 武汉  430000 

摘  要：【背景】微藻 Desmodesmus sp. QL96 从我国西藏地区分离得到，经形态鉴定隶属于链带藻

属。前期研究发现，这种链带藻在 4 °C 和 25 °C 下均可生长，在 25 °C 生长时，干细胞中蛋白质含

量可高达 71.68% (质量分数)，而且蛋白粗提物具有一定的抗氧化活力。【目的】分离纯化 Desmodesmus 

sp. QL96 细胞中具有抗氧化活力的蛋白质，并对其结构进行鉴定。【方法】应用柱层析的方法分离纯

化 Desmodesmus sp. QL96 细胞中具有抗氧化活力的蛋白质，通过化学发光法和细胞学实验对该蛋白

的抗氧化活性进行检测，并通过质谱技术对其一级结构进行检测。【结果】Desmodesmus sp. QL96

细胞中抗氧化蛋白的含量占微藻细胞干重的 11.40% (质量分数)；纯化的 Desmodesmus sp. QL96 抗氧

化蛋白在一定浓度范围内对 OH−、DPPH、ABTS 自由基和 H2O2 具有较好的清除率(超过 60%)，细

胞学实验显示其对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞氧化损伤具有抑制作用，验证了其抗氧化功能；通过质

谱技术检测了 Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白的氨基酸序列，并进行了生物信息学分析，结果显

示，这种蛋白质的理论分子量为 44.8 kD、pI 5.79，与 NCBI 中目前已知的其他物种蛋白质的相似性

不超过 59%。【结论】Desmodesmus sp. QL96 可能生产一种具有抗氧化活性的新蛋白质，后续将对其

转录本进行分析，验证其遗传信息的同源性，并分析其规模化生产和应用前景。 
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Abstract: [Background] Microalga Desmodesmus sp. QL96 was isolated from Tibet Plateau, China. We 
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had previously found that the microalga was able to grow at both 4 °C and 25 °C, and produced 71.68% 
(W/W) cellular proteins which showed antioxidant activities. [Objective] Herein, an antioxidant protein in 
Desmodesmus sp. QL96 cells was purified and its structure was analyzed. [Methods] Purification of the 
antioxidant protein was performed through chromatography. The antioxidant activity of the purified 
protein was determined using chemiluminescence assays and in vitro cell cultures. The structure of the 
purified protein was then analyzed using mass spectrometery. [Results] The antioxidant protein took up 
11.40% (W/W) of the dry microalgal cells. The purified protein demonstrated scavenging capacity to free 
radicals of OH−, DPPH, ABTS and H2O2 (over 60% scavenged). In vitro cell cultures using liver 
carcinoma cell HepG2 demonstrated that the Desmodesmus sp. QL96 antioxidant protein could reduce 
oxidative damage to the cells. The amino acid sequence of the protein determined using a mass 
spectrometery showed that the molecular weight of the antioxidant protein was 44.8 kD with a pI of 5.79. 
The homologous rate of the protein with the known proteins in NCBI was below 59%. [Conclusion] 
Microalga Desmodesmus sp. QL96 produces a previously uncharacterized protein which demonstrates 
antioxidant activity. The transcript of the protein will be analyzed to verify the genetic sequence similarity 
in the future, as well as its potential function and industry applications. 

Keywords: Tibet Plateau, Desmodesmus sp., antioxidant protein, protein purification, protein structure 
 

微藻是微型藻类生物，生长在各种水域中，

在自然界中营自养生活，通过光合作用将环境中

无机物转化成藻体细胞中的有机物，其细胞组分

包括多糖、蛋白质、脂类、β-胡萝卜素等多种高

价值的营养成分和化工原料[1]。长期以来，人们

不断努力地从自然界筛选出各种微藻，以期获得

新的或性能更佳的天然产物[2]。例如，缪锦来等

研究了 4 种南极冰藻，发现它们的蛋白质和脂质

含量均高于常温藻，特别是多不饱和脂肪酸总含

量超过 70% (相对于总脂肪酸)，而灰分含量低于

常温藻，具有保健品和水产饵料开发潜力[3]。裂壶

藻藻油(DHA 含量>90%)可以显著降低小鼠腹部脂

肪积累并改善血脂，在肥胖症防治中具有应用前

景[4]。耐热链带藻(Desmodesmus sp. F2)在特定的生

长条件下，细胞中脂质产量达到 263 mg/(L·d)，是

所有文献报道中产油率最高的微藻，具有生物能

源开发潜力[5]。小球藻的产物多肽可以在体外激

活 NF-κB 通路介导癌细胞凋亡，可抑制肿瘤发

展，有望开发为新的抗癌药物[6-7]。赵冰冰等从巢

湖蓝藻中分离了一种荧光蛋白，可作为基因标记

物应用于生命科学研究[8]。 

高原链带藻(Desmodesmus sp. QL96)从我国西

藏那曲青龙乡普保巴村巴木错湖分离得到[9]。该

地区属高原亚寒带半干旱气候区，年平均气温

低、空气密度低、太阳辐射强，在该地区生长的

植被和藻类，其生长速率和细胞组分都与平原地

区的作物有很大差异 [10]。例如，拟球状念珠藻

(Nostoc sphaeroides)生长于青藏高原定结湿地时蛋

白质含量为 54.08% (质量分数)，而生长于千岛湖

时蛋白质含量只有 31.60% (质量分数)[11]。我们前

期研究发现，Desmodesmus sp. QL96 于常温常压

条件下在 BG11 培养基中生长 6 d 时，藻体细胞中

蛋白质含量达 71.68% (质量分数)，而且蛋白粗提

物具有一定的抗氧化性，对 OH−和 DPPH 自由基

的清除能力超过 30%[9,12]。 

抗氧化和人体健康有直接关系，细胞内过氧

化物活性体的变化会引起细胞功能和基因表达的

变化，甚至可以导致细胞凋亡和坏死[13]。抗氧化

物通过清除体内自由基，抑制脂质过氧化，减少

组织氧化，起到保护机体的作用；天然产物蛋白

和多肽的副作用小，与合成物相比，降低了对免

疫系统活性和防御机制的干扰，预防了促氧化  

效应[14]。 

人们对天然产物蛋白和多肽的氧化应激作用

研究由来已久，其中对小球藻、巴夫藻、赤藻蛋

白及多肽的研究最多[6]。蛋白核小球藻和赤藻的
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蛋白提取物经木瓜酶水解制备的多肽混合物，对

自由基和皮肤成纤维细胞均显示了高强的抗氧化

活性。从该多肽混合物中纯化的多肽 Val-Glu- 

Cys-Tyr-Gly-Pro-Asn-Arg-Pro-Glu-Phe 和 Leu-Asn- 

Gly-Asp-Val-Trp， 对 DPPH 具 有 很高 的清 除能      

力(>97%)[15-16]。 

本 文 在 前 期 研 究 的 基 础 上 ， 收 集

Desmodesmus sp. QL96 藻体细胞，盐析制备蛋白

粗提物，通过柱层析色谱分离纯化蛋白，收集其

中的抗氧化蛋白，质谱法检测其氨基酸序列，并

通过计算机模拟预测其高级结构。研究结果有助

于全面了解高原链带藻的抗氧化蛋白，可为后续

的规模化生产和应用研究提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

Desmodesmus sp. QL96 为本实验室保存。 

BG11 培养基(g/L)：硝酸钠 1.500，磷酸氢二

钾 0.040，七水硫酸镁 0.075，七水氯化钙 0.036，

碳酸钠 0.020，柠檬酸 0.006，柠檬酸铁铵 0.006，

EDTA 0.001，微量元素溶液 1 mL (含硼酸 2.86 g，

四水氯化锰 1.81 g，钼酸钠 0.39 g，五水硫酸铜

0.39 g，六水硝酸钴 0.049 g)。 

DEAE-Sepharose FF，GE 公司；DMEM 完全

培养基，西陇科学股份有限有限公司；HepG2 细

胞，武汉普赛诺生命科技有限公司；超氧化物歧

化酶(Superoxide Dismutase，SOD)、过氧化氢酶

(Catalase ， CAT) 、 丙 二 醛 (Malondialdehyde ，

MDA) 及 噻 唑 蓝 [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide，MTT]细胞毒性检测

试剂盒及抗氧化活性检测试剂盒，北京索莱宝科

技有限公司；Western 及 IP 细胞裂解液试剂盒、不

含酶抑制剂，南京森贝伽生物科技有限公司；

Trypsin/Lys-C 混 合 酶 液 、 Sequencing Grade ，

Promega 公司。 

恒温光照培养箱、二氧化碳培养箱，上海知

楚仪器仪器有限公司；ÄKTAPrime 蛋白纯化系

统、层析柱、装柱器，GE Healthcare 公司；酶标

仪，赛默飞世尔科技(中国)有限公司。 

1.2  Desmodesmus sp. QL96 的培养及蛋白粗提 

在 500 mL 摇瓶中加入 250 mL BG11 培养液，

微藻接种浓度为 1×106 个/mL，在温度 25±1 °C、

光照强度 8 000 lx、光暗周期 12 L:12 D 的培养条件

下培养 6 d，抽滤收集藻细胞，冻干备用。取 50 mg

收集的冻干微藻细胞粉放入研钵中，置于冰水浴

上充分研磨后，用 pH 7.4 磷酸缓冲液 10 mL 洗脱

研磨藻粉于烧杯中，充分混匀，4 °C、2 000×g 离

心5 min取上清液，用磷酸盐缓冲液定容到10 mL。

加入硫酸铵至其饱和度的 80%，搅拌均匀，低温

下静置 30 min，4 °C、10 000×g 离心 15 min 收集

蛋白沉淀。粗蛋白用 pH 7.4 的磷酸缓冲液复溶，

选用切向流超滤系统及 Biomax 改良聚醚砜复合

膜包，膜包截留分子质量为 500 kD，超滤脱盐，

收集流出液，再经 10 kD 膜包浓缩，收集浓缩

液，超滤过程中控制温度为 4±1 °C，将获得的浓

缩液装至 50 mL 的离心管中，−80 °C 保存。使用

BCA 试剂盒检测蛋白质含量。 

1.3  抗氧化蛋白分离纯化 

将蛋白浓缩液的浓度调节为 20 mg/mL，使用

ÄKTAPrime 蛋 白 纯 化 系 统 ， 填 料 柱 为 DEAE- 

Sepharose FF 离子交换凝胶，上样量 1 mL，使用

0−1.0 mol/L 氯化钠溶液(溶于 0.01 mol/L 磷酸缓冲

液，pH 7.0)梯度洗脱，洗脱流速 1 mL/min，分别

收集各峰组分，间隔时间为 1 min，在 280 nm 测

定蛋白吸光度，对蛋白含量高的组分测其自由基

清除活力。离子交换结束后，选取抗氧化活力较

好的组分浓缩冻干，使用磷酸缓冲液复溶，使蛋

白浓度为 8 mg/mL。填料柱用再生溶液 1 mol/L 氯

化钠和 1 mol/L 氢氧化钠分别冲洗 5 倍柱体积，调

节洗脱条件，将收集到的抗氧化蛋白再进行一次

分离纯化。 

1.4  蛋白质电泳分析 

参照 Sun 等的微藻蛋白电泳分析方法[17]，使用

梯度 4%−12.5% (质量体积分数) Tris-Glycine 电泳胶
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对 Desmodesmus sp. QL96 进行分离，将 21 µL 蛋

白溶液与 7 µL 4×NuPAGE LDS 缓冲液混合，上样

到电泳胶上；随着蛋白纯化度的增加，上样蛋白

从 30 µg 递减到 10 µg，在 120 V 下分离 1 h；之后

将胶在 2.5% (体积分数) Triton-X 100 中清洗 2 次，

每次 30 min；然后用纯净水清洗 3 次，使用考马

斯亮蓝 G-250 对胶片染色，并用 1% (体积分数)的

醋酸脱色。 

1.5  蛋白抗氧化活力检测 

取每个柱分离过程中收集到的各峰组分，使

用 Solarbio 总抗氧化能力检测试剂盒，以及羟自

由基(OH−)、DPPH 自由基和 ABTS 自由基清除能

力检测试剂盒，按照说明分别检测蛋白纯化物的

总抗氧化水平以及 OH−、DPPH 和 ABTS 自由基的

清除能力。 

过氧化氢(H2O2)清除能力检测按照 Nna 等的

方法[18]，将不同浓度的检测样品 1.7 mL 与 0.3 mL 

H2O2 (40 mmol/L，溶于 pH 7.4 磷酸缓冲液)混匀，

常温下孵化 10 min，以磷酸缓冲液为空白溶液，

检测各样品在 230 nm 下的吸光度，H2O2 清除能力

计算方法： 

H2O2 清除率(%)= 0

0

100
A A

A


  

式中：A 代表样品吸光度，A0 代表空白溶液吸  

光度。 

1.6  细胞学实验验证Desmodesmus sp. QL96抗

氧化蛋白的抗氧化活性 

建立 H2O2 体外诱导氧化损伤细胞模型，将处

于对数生长期的 HepG2 细胞消化成单细胞悬液，

按每孔 1×104 个接种到 96 孔板中，37 °C、5% CO2

的条件下在 DMEM 完全培养基中培养，当细胞融

合度达 70%−80%时，用磷酸缓冲液清洗 2 次，各

孔中加入新培养液 200 μL，再添加 H2O2 溶液   

20 μL，使 H2O2 终浓度为 50 μmol/L。 

为了研究 Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白

对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞氧化损伤的保护作用，

各孔中添加新培养液后，再添加抗氧化蛋白溶液

10 μL，使培养液中抗氧化蛋白浓度为 0.5 mg/mL；

再添加 H2O2 溶液 10 μL，使 H2O2 的终浓度为   

50 μmol/L；继续培养 8 h，MTT 法测细胞活力。 

所有关于抗氧化活性的检测，均以维生素 C

为阳性对照，以蛋白自身煮沸灭活(99 °C，10 min)

和 BSA 蛋白为阴性对照。 

1.7  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白处理后

细胞 MDA 水平和 SOD、CAT 活力的检测 

HepG2 细胞经 Desmodesmus sp. QL96 抗氧化

蛋白处理后，分别收集细胞和细胞培养液，使用

磷酸缓冲液清洗细胞 2 次，加入细胞裂解液，裂

解结束后 10 000×g 离心 5 min，取上清液使用试剂

盒测定 SOD 酶活力，并使用试剂盒测定细胞培养

液中 MDA 和 CAT 水平。 

1.8  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白氨基酸

序列分析 

将 10 μg 纯化的 Desmodesmus sp. QL96 抗氧化

蛋白用 50 mmol/L TEAB 缓冲液复溶，加入 0.2 μg 

Trypsin/Lys-C 混合酶液，在 37 °C 条件下酶解   

6 h，产物多肽经 Ziptip 枪头除盐后，低温真空干

燥，使用 1%的乙腈溶液复溶，产物进行二级质谱

检 测 (Q-Exactive nanoLC-MS/MS) 。 使 用 Global 

Proteome Machine 软件 X!Tandem algorithm 对质

谱数据进行搜库分析，根据酶切规律进行蛋白的

组装。 

1.9  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白二、三级

结构分析 

一级结构的基础上，Desmodesmus sp. QL96

抗氧化蛋白的高级结构使用 Phyre2 在线程序进行

模拟分析[19]。 

2  结果与分析 

2.1  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白分离纯化 

整个分离纯化过程在 4 °C 条件下进行，

Desmodesmus sp. QL96 蛋白粗提物经超滤浓缩

后，通过补充缓冲液使其浓度为 10 mg/mL，经

DEAE-Sepharose FF 离子交换柱分离后，得到 3 个
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主要的蛋白峰，洗脱体积为 22−77 mL 时洗脱液显

示了抗氧化活力(图 1A)。蛋白相对含量由 AKTA

系统自动检测(OD280)，检测间隔体积为 1 μL，抗

氧化活力的检测间隔时间为 1 mL，检测结果分别

对应图 1A 中的曲线和散点。吸光度超过 1.5 AU 的

数值与蛋白浓度之间没有线性关系，其对应洗出液

的蛋白浓度由 BCA 法检测。由于 4 个蛋白含量较高

的峰的分离效果不佳，因此需进行进一步的分离。 

将含有抗氧化蛋白的洗脱液合并到一起，冻干

后由磷酸缓冲液复溶，制备成蛋白浓度为 8 mg/mL

的溶液，再次使用 DEAE-Sepharose FF 填料进行

分离，上样量 1 mL，将洗脱液 pH 调节为 6.0，洗

脱液中盐浓度调节为 0−1.2 mol/L 梯度洗脱，洗脱

液流速为 0.6 mL/min，其中流出体积为 19−21 mL

的洗脱液显示了抗氧化活力(图1B)。抗氧化蛋白得

到较好的分离，抗氧化蛋白总质量为 5.7 mg，忽

略 含 量 检 测 和 电 泳 分 析 过 程 中 损 耗 的 蛋 白 ，

Desmodesmus sp. QL96 细胞中抗氧化蛋白的含量

为 11.40% (质量分数，干重)。 

将 Desmodesmus sp. QL96 蛋白粗提物和柱分

离的产物进行电泳分析。结果显示，Desmodesmus 

sp. QL96 蛋白粗提物在 SDS-PAGE 上形成的条带

少于 10 条，而且这些蛋白的分子量均小于 100 kD，

粗蛋白中可能含有蛋白碎片，在电泳胶底部堆积

(图 1C，泳道 4)，说明粗蛋白中含有某种蛋白

酶；超滤分离去掉了这些蛋白碎片，但对其他蛋

白无明显影响(泳道 2)；第一次离子交换将分子量

约为 60、30 和 23 kD 的蛋白分离(泳道 3)，改进洗

脱条件进行第 2 次离子交换后，分离得到单一条

带的抗氧化蛋白，其分子量接近 45 kD (泳道 4)。 

2.2  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白对自由

基的清除效果 

Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白对 OH−、

DPPH、ABTS 和 H2O2 均具有清除效果，其清除

作用均不及维生素 C，但比牛血清蛋白 BSA 强，

经热处理的 Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白完 

 

 
 
图 1  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白分离纯化 
Figure 1  Isolation and purification of microalga Desmodesmus sp. QL96 antioxidant protein 
注：A：第 1 次 DEAE-Sepharose 离子交换图谱及蛋白抗氧化活力检测，使用 0−1.0 mol/L 氯化钠溶液(溶于 0.01 mol/L 磷酸缓冲

液，pH 7.0)梯度洗脱，洗脱流速 1 mL/min；B：第 2 次 DEAE-Sepharose 离子交换图谱及蛋白抗氧化活力检测，将洗脱液 pH 调

节为 6.0，洗脱液中盐浓度调节为 0−1.2 mol/L 梯度洗脱，洗脱液流速为 0.6 mL/min；C：电泳检测，STD 代表标准蛋白，PUF

代表经超滤分离后的粗蛋白，IE1 和 IE2 分别代表第 1、2 次 DEAE-Sepharose 纯化产物，BUF 代表粗蛋白 

Note: A: The first round of DEAE-Sepharose fast flow ion exchange chromatography and antioxidant activity assay. Gradient elution was 
performed using 0−1.0 mol/L sodium chloride solution (in 0.01 mol/L phosphate buffer, pH 7.0) at a flow rate of 1 mL/min; B: The 
second round of DEAE-Sepharose fast flow ion exchange chromatography and antioxidant activity assay. Gradient elution was performed 
using 0−1.2 mol/L sodium chloride solution (in 0.01 mol/L phosphate buffer, pH 6.0) at a flow rate of 0.6 mL/min; C: SDS-PAGE of the 
purified oxidant protein. The ultrafiltration-filtered protein, filtrates from the two rounds of DEAE-Sepharose and the raw proteins were 
analyzed and labeled as PUF, IE1, IE2 and BUF respectively on the top of lanes 
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全失去抗氧化活性。在 0−0.4 mg/mL 的范围内，

其对 OH−自由基的清除效果随蛋白浓度的增加而

增大，达到 60.1%，蛋白浓度继续增大对 OH−自

由基的清除作用不再明显增加，直到蛋白浓度超

过 0.8 mg/mL 时对 OH−自由基的清除作用开始下

降(图 2A)。关于抗氧化剂在高剂量时表现出的促

氧化作用，临床已有诸多报道，但其中的机制还

未明确[20]。 

Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白对 DPPH

清除作用的变化规律和维生素 C 相似，在抗氧化

剂浓度为 0−0.2 mg/mL 的范围内，清除作用随浓

度增加而增大，之后在 0.2−1.0 mg/mL 的浓度范围

内，清除作用增加不明显，清除率阈值分别为

92.7% (维生素 C)和 72.7% (Desmodesmus sp. QL96

抗氧化蛋白) (图 2B)。Desmodesmus sp. QL96 抗氧

化蛋白浓度超过 0.6 mg/mL 时，其对 DPPH 的清除

率均值有微小下降，但下降不显著(P>0.05)。 

相较于维生素 C，Desmodesmus sp. QL96 抗

氧 化 蛋 白 对 ABTS 自 由 基 的 清 除 作 用 很 小

(P<0.05)。蛋白浓度在 0−8.0 mg/mL 的范围内增加

时，其清除作用保持缓慢上升，之后清除作用不

再增加，清除率阈值 33.9% (图 2C)。 
 

 
 

图 2  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白对 OH−、DPPH、ABTS、H2O2 自由基的清除效果 
Figure 2  OH−, DPPH, ABTS and H2O2 scavenging activity of Desmodesmus sp. QL96 antioxidant protein 
注：图 A、B、C、D 分别表示 Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白对 OH−、DPPH、ABTS、H2O2 自由基的清除效果 

Note: The figures of A, B, C, D showed the scavenging activity of Desmodesmus sp. QL96 antioxidant protein to OH−, DPPH, ABTS, 
H2O2 respectively 
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Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白对过氧化

氢具有直接清除作用，从而抑制其对细胞的氧化

作用。Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白浓度低于

0.2 mg/mL 时其清除作用不明显；在 0.2−0.6 mg/mL

的范围内，其清除作用随蛋白浓度增加快速上

升，最大清除率 64.5%；之后清除作用不再增加

(蛋白浓度 0.6−1.0 mg/mL) (图 2D)。 

2.3  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白对细胞

氧化损伤的保护作用 

与对照组比较，H2O2 处理使细胞存活率显著

下降到 54.06%。经过 Desmodesmus sp. QL96 抗氧

化蛋白预处理后，细胞平均存活率提高到 79.31% 

(P<0.05)，表明 Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋

白能够抑制 H2O2 诱导的细胞氧化损伤，但其平均

抑制效果不及公认的抗氧化剂维生素 C (细胞活力

提高到 87.75%)。结果见图 3。 
 

 
 

图 3  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白对 H2O2 诱导

的 HepG2 细胞存活率下降的抑制作用 
Figure 3  The preventation of decrease in cell viability 
induced by H2O2 by microalgae Desmodesmus sp. QL96 
antioxidant protein 
注：A：未处理，对照组；B：Desmodesmus sp. QL96 抗氧化

蛋 白 处 理 (0.5 mg/mL) ； C ： H2O2 处 理 (50 μmol/L) ； D ：

Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白+H2O2 处理；E：维生素 C 

(0.5 mg/mL)+H2O2 处理；F：经热处理的 Desmodesmus sp. QL96

抗氧化蛋白(0.5 mg/mL)+H2O2 处理；G：BSA (0.5 mg/mL)+H2O2

处理。a：与处理 A 差异显著性分析结果(P<0.05)；b：与处理

C 差异显著性分析结果 

Note: A: Control, no treatment applied; B: Cells treated by 
Desmodesmus sp. QL96 antioxidant protein (0.5 mg/mL); C: Cells 
treated by H2O2; D: Cells treated by Desmodesmus sp. QL96 
antioxidant protein prior to H2O2; E: Cells treated by vitamin C 
(0.5 mg/mL) prior to H2O2; F: Cells treated by boiled 
Desmodesmus sp. QL96 antioxidant protein (0.5 mg/mL) prior to 
H2O2; G: Cells treated by BSA (0.5 mg/mL) prior to H2O2. The 
letters of a and b represent the significant differences from 
treatment A and treatment C respectively (P<0.05)  

2.4  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白处理对

细胞 MDA 水平和 SOD、CAT 活力的影响 

氧化胁迫促使脂质过氧化，产生细胞毒性物

质丙二醛(MDA)，其可破坏细胞膜完整性，间接

引起内源性抗氧化酶 SOD 和 CAT 失活。MDA、

SOD、CAT 可指示出体内氧自由基代谢情况及细

胞受自由基攻击的程度，其水平可反映出组织或

细胞受氧化损伤的程度 [21-22]。与对照组对比，

H2O2 处理使细胞的 MDA 含量显著增加，而 SOD

和 CAT 活力显著下降。Desmodesmus sp. QL96 抗

氧化蛋白预处理，抑制了 H2O2诱导的 MDA 水平增

加和 SOD、CAT 活力下降，但平均抑制效果不及

维生素 C，高温处理可以完全抑制 Desmodesmus 

sp. QL96 抗氧化蛋白对 MDA、SOD 和 CAT 水平

的影响(表 1)。 

2.5  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白的结构 

质谱分析显示，Desmodesmus sp. QL96 抗氧

化蛋白由 408 个氨基酸按一定序列组成，ExPasy

在线程序(https://web.expasy.org/blast/)分析显示，

该蛋白质的理论分子量为 44.8 kD，pI 5.79。生物

信 息 学 分 析 显 示 ， 该 蛋 白 与 克 氏 锥 虫

(Trypanosoma cruzi)谷胱甘肽过氧化物酶(Uniprot 

ID：O96763；PDB Entry：d1uula_)具有同源性，

其中 59%的氨基酸序列完全一致(193 个氨基酸，

置信度 100%) (图 4)。 

3  讨论与结论 

青藏高原的典型气候特点是紫外辐射强、氧

分压低、年均气温低，在此环境中生长的生物形

成了多途径的抗氧化抗寒生理反应和低氧适应方

式，在抗性物质代谢、膜脂过氧化能力和抗氧化

酶 系 统 等 方 面 展 现 了 与 平 原 生 物 不 同 的 特    

性[23]。有研究表明，随着海拔的升高，青藏高原

上动植物产品的抗氧化能力也呈增长趋势，例如

海拔从 3 016 m 上升到 4 621 m，山生柳的 DPPH

清除能力从 16 029 μmol/L 增长到 29 914 μmol/L，

而 ABTS 的清除率从 367 542 μmol/L 增长到 
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表 1  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白处理对 HepG2 细胞 MDA 水平和 SOD、CAT 活力的影响 
Table 1  Effect of the Desmodesmus sp. QL96 antioxidant protein on the levels of MDA, SOD and CAT in HepG2 cells 

组别 

Groups 

SOD 活力 

Activity of SOD 
(U/mg-protein) 

MDA 含量 

Content of MDA  
(nmol/mg-protein) 

CAT 活力 

Activity of CAT 
(U/mg-protein) 

未处理组 No treatment 21.01±0.32 0.35±0.08 5.21±0.18 

H2O2 组 H2O2 treatment 12.78±0.22a 0.66±0.12a 3.31±0.43a 

抗氧化蛋白+H2O2 Antioxidant protein+H2O2 17.36±0.25ab 0.51±0.18ab 4.69±0.22ab 

阳性对照+H2O2 Positive control+H2O2 20.65±0.15b 0.36±0.06b 5.13±0.20b 

阴性对照 I+H2O2 Negative control I+H2O2 13.27±0.71a 0.63±0.29a 3.44±0.11a 

阴性对照 II+H2O2 Negative control II+H2O2 12.29±0.52a 0.67±0.30a 3.22±0.27a 

注：a：与未处理组比较 P<0.05；b：与 H2O2 组比较 P<0.05。阳性对照为维生素 C，阴性对照 I 和 II 分别为 BSA 和经热处理的

抗氧化蛋白，各对照的终浓度均为 0.5 mg/mL 

Note: a: Significant difference compared to no treatment group P<0.05; b: Significant difference compared to H2O2 treatment. Vitamin C 
was used as a positive control; BSA and the boiled Desmodesmus sp. QL96 antioxidant protein were used as negative controls; The 
working concentration of all the controls in cell cultures was 0.5 mg/mL 
 

 
 

图 4  Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白的结构分析 
Figure 4  The structure of Desmodesmus sp. QL96 antioxidant protein 
注：顶部数值代表序列所在位置；模板蛋白为其同源蛋白 d1uula_；绿色螺旋结构代表 a 螺旋，蓝色箭头代表 β 转角，灰色细线

代表无规则卷曲；在模板蛋白已知二级结构中，G 代表螺旋-转角-螺旋结构(310 Helix)，T 代表氢键转向，B 代表分离的 β-桥中的

残基，S 代表弯曲；方框中的氨基酸序列一致 

Note: The position in the sequence is indicated in the top line; The template is the homolog d1uula_; Green helices represent α-helices; Blue 
arrows indicate β-strands and faint lines indicate coil; In the “Template known secondary structure” section, G=3-turn helix (310 helix), T= 
hydrogen bonded turn, B=residue in isolated β-bridge, S=bend; Identical residues in the alignment are highlighted with dark frame 
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401 760 μmol/L[24]。Desmodesmus sp. QL96 从我

国 西藏那曲地区巴木错湖分离得到，当地海拔      

4 555 m，我们在前期研究中发现这种链带藻的蛋

白粗提物具有抗氧化活性[9]，本文对这种抗氧化

蛋白进行了分离提纯和结构鉴定研究。 

Desmodesmus sp. QL96 蛋 白 粗 提 物 经 过

DEAE-Sepharose FF 离子交换层析分离，收集具

有抗氧化活性的组分，调整离子交换洗脱液的 pH

为 6.0，同时增大洗脱液中盐浓度并降低洗脱流

速，抗氧化蛋白最终得到较好的分离，在电泳凝

胶上显示单独条带，分子量约为 50 kD。结构鉴

定显示，这种抗氧化蛋白由 408 个氨基酸组成，

理论分子量为 44.8 kD，与电泳分析结果一致，pI

为 5.79，反向说明了离子交换洗脱液 pH 为 6.0 时

洗脱效果最好的缘由。生物信息学分析显示，这

种抗氧化蛋白的结构主要呈 a 螺旋或 β转角状，部

分肽键呈无规则卷曲状。 

纯化的 Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白在

一定的浓度范围内(0−0.8 mg/mL)对 OH−、DPPH、

ABTS 和 H2O2 具有清除作用，但清除效果不及维

生素 C，说明这种蛋白具有低于维生素 C 的抗氧

化活性。Desmodesmus sp. QL96 蛋白的抗氧化活

性与样品浓度具有量效关系，其模式与牛血清蛋

白 BSA 不同。BSA 的抗氧化活性有赖于其结构中

半胱氨酸所含的二硫键[25]，而 Desmodesmus sp. 

QL96 蛋白结构中不含半胱氨酸，其氧化还原的机

理不同。细胞学实验也发现，Desmodesmus sp. 

QL96 抗氧化蛋白对 H2O2 诱导的 HepG2 细胞氧化

损伤具有保护作用，其保护效果不及维生素 C，

热处理可使该蛋白完全失去抗氧化活性和对氧化

损伤的保护作用。 

当蛋白浓度超过 0.8 mg/mL 时，Desmodesmus 

sp. QL96 抗氧化蛋白对 OH−自由基的清除作用开

始下降，这种抗氧化剂在高剂量时表现出的促氧

化作用或抗氧化能力下降的现象，在维生素 C、

黄酮等常见的抗氧化剂中也存在。例如，临床研

究发现，给一个健康人员每日静脉注射螯合维生

素 C 超过 5 g，可在机体内产生促氧化效应，造成

DNA 氧化损伤[26]。黄酮是一种源于天然产物的抗

氧化剂，其中槲皮素在植物界广泛分布，其对自

由基有很强的清除作用，可防止机体脂质过氧化

反应，动物实验显示具有抗衰老、保护心血管健

康的功效，然而细胞学实验显示，当环境中槲皮

素浓度超过 300 μmol/L 时细胞内活性氧水平升

高，产生细胞毒性[27]。虽然已有一些研究报道了

抗氧化剂在高剂量使用时会产生促氧化效应，造

成机体损伤，但其中的机理还未知，多数研究仍

集中在抗氧化剂对机体有益的方面。针对抗氧化

效应到促氧化效应的转化，人们还需深入研究，

保障抗氧化类药物的安全使用[28]。 

本研究从高原 Desmodesmus sp. QL96 的细胞

中提取纯化了具有抗氧化活性的蛋白，检测了这

种蛋白对各种自由基的清除能力，并通过细胞学

实验验证了其对细胞氧化损伤的保护作用，最后

对蛋白的氨基酸序列进行了检测分析，并通过计

算机模拟预测了其高级结构。生物信息学分析显

示，Desmodesmus sp. QL96 抗氧化蛋白与目前已

知的其他物种蛋白的相似性最高为 59%，后续研

究将对其抗氧化蛋白的转录本进行挖掘，分析其

是否是一种新的功能蛋白，并探讨规模化制备的

前景。 
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