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摘要! 实验研究了一种在碱性条件下利用超声降解制备可溶性鱿鱼墨黑色素的新方法$ 将鱿

鱼墨黑色素溶于%9"+后用超声细胞破碎仪处理 3 G!超滤后分别获得不同分子量可溶性黑色

素组分$ 结果显示!超声处理后黑色素平均粒度从 301/9

"

8下降至 31960

"

8!紫外%红外光

谱和核磁共振谱图从结构上说明超声作用主要破坏黑色素的高度聚合状态!而黑色素的主要

化学结构并没有被破坏!只有少部分基团!尤其是较低分子量组分中的 4+)和 4+)-&结构被

氧化&体外抗氧化实验显示经过 217 8/05'和 3 8/05'的 %9"+处理!分子量大于 32 U2 的组

分具有很强的抗氧化性!这些组分清除超氧自由基能力")-

72

=38 <:2

"

D58'#远优于作为商

品抗氧化剂的肌肽")-

72

=/77

"

D58'#&清除羟基自由基活性")-

72

=337 <3:2

"

D58'#与肌

肽")-

72

=332

"

D58'#相当$ 可溶性鱿鱼墨黑色素作为一种天然色素和新型自由基清除剂!

其良好的可溶性大大提高了机体的吸收利用率$

关键词! 鱿鱼& 黑色素& 可溶性& 抗氧化

中图分类号! F*1791944444444444文献标志码'&

44黑色素#8@09<:<$是一种不溶于水的生物大

分子多聚体"广泛存在于人类和高等动物的皮肤(

毛发和眼球组织"以及部分植物和昆虫的表皮中+

黑色素的基础结构是一些共价交联的吲哚环"根

据产生前体不同可分为 / 类
)3*

!以 7"67二羟基吲

哚#4+)$和 7"67二羟基吲哚酸 #4+)-&$为前体

的真黑色素"显深黑色'以半胱氨酸多巴为前体的

棕黑色素"一般显棕色或者红色'以多巴胺#同时

含有吲哚和苯丙噻嗪结构$为前体的神经元黑色

素+ 本研究中使用的黑色素来源于鱿鱼墨汁"属

于一种典型的真黑色素+

鱿鱼是头足类海洋动物中枪乌贼和柔鱼的俗

称+ 北太平洋鱿鱼#O00%-+$1@'1-6%$+$%0($是最

重要的鱿鱼加工品种之一"年加工量在 37 </2 万

H"其墨囊大约占整个体质量的 31/>"但是作为一

种加工后的废弃物却未得到很好的利用"同时也

给环境造成了较大的污染+ 实验发现"鱿鱼墨中

所含的黑色素具有光保护"抗氧化"提高免疫力"

抗衰老"抗病毒等诸多生物活性
)1 57*

+ 因此"从鱿

鱼墨中提取可利用的鱿鱼墨黑色素不仅提高鱿鱼

加工过程中废弃物的综合利用率"为开发新的海

洋生物活性物质开拓新来源"更能促进我国远洋

渔业水产品加工废弃物的高值化利用的发展"具

有重要的经济和社会意义+

一般生物大分子常见降解手段为化学降解

法"如酸降解"自由基降解等"此类方法由于加

入了强酸或强氧化性物质"一般需要在高温条

件下进行"对降解物质结构的破坏较大'并且易

产生副产物"反应过程不易控制'此外反应过程

伴随着大量化学物质的使用和化学废弃物的产

生+ 酶降解法由于反应条件温和"对产物结构

破坏小"近年来受到人们的关注"但是酶解成本

往往较高且条件苛刻"不适于工业化生产"更为

重要的是"目前尚未发现可用于降解本实验中
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鱿鱼墨黑色素的酶类+ 与前两种手段相比"超

声降解法显示了巨大的优势"利用超声波空化

作用产生的瞬时高温高压和剪切力效应"可以

迅速打破高分子的聚合状态"不仅反应速率高"

反应可控性好"而且对可溶性黑色素产物的结

构破坏小"不影响其生物活性+

实验利用超声处理的手段"在不改变鱿鱼墨

黑色素结构和活性的情况下"大大提高其溶解性"

促进其被机体的吸收率和利用率"为开发鱿鱼墨

黑色素作为一种天然色素和自由基清除剂提供新

的方法+

34材料与方法

!"!#原料和仪器

北太平洋鱿鱼墨囊由舟山渔业总公司提供"

50: Y贮藏'鲁米诺#'28:</0$购于 Q,$-R公

司'肌肽#=9A</C:<@$购于 S&R"公司'维生素 -

#.=$分析纯"购于淄博化学试剂厂'连苯三酚#焦

性没食子酸 $ 购自贵州遵义市第二化工厂'

%9"+"+-0"%9

1

+6"

9

和 %9+

1

6"

9

均为分析纯"

购自国药集团化学试剂有限公司+ 实验中所用水

均为超纯水+

超滤膜#32"72 U2$"合肥世杰膜工程有限责

任公司'高速冷冻离心机"日本 +:H9=G:公司'真空

冷冻干燥机"'9J=/<=/ 公司'超声细胞破碎仪"宁

波新芝公司'紫外分光光度计"岛津公司'红外光

谱仪" %:=/0@H)<CHA28@<HC公 司' 激 光 粒 度 仪"

W@=U89< -/20H@A公司+

!"$#方法

鱿鱼墨黑色素的制备44参考 ':2 等
)3*

的方

法"利用水洗高速离心法获得鱿鱼墨黑色素"鱿鱼

墨囊在室温下解冻"去除表皮膜和内部网状膜获

得鱿鱼墨汁"加入 1 倍体积冰水搅拌后过夜"

: 222 AD离心 12 8:<"弃去上清液"将沉淀用 12

倍体积 2 <9 Y的水洗涤": 222 AD 离心 12 8:<"

弃去上清保留沉淀"重复 9 <6 次直至上清液澄清

透明"将沉淀物真空冷冻干燥后获得黑色素样品+

可溶性鱿鱼墨黑色素的制备44取 1 D 鱿鱼

墨黑色素"分别溶于 322 8'浓度为 213 8/05'"

217 8/05'和 3 8/05'%9"+溶液中"将混合液转

移至直径为 / =8的棕色玻璃试管中并置于循环

水浴锅中保持温度为 /2 Y"设定超声细胞破碎仪

振幅为 72>"超声 1 C"间歇 1 C"总处理作用时间

为 3 G+ 待冷却至室温后"加 3 8/05'+-0中和至

L+012+ 将所得溶液 : 222 AD 离心 12 8:<"弃去

沉淀"取上清液进行真空冷冻干燥得 / 组精制黑

色素样品"分别命名为 &#213 8/05'%9"+$(W

#217 8/05'%9"+$(-#3 8/05'%9"+$+

可溶性鱿鱼墨黑色素的分级44将不同浓度

%9"+处理的 / 组可溶性鱿鱼墨黑色素溶于 322

8'水"分别过 32 和 72 U2 的超滤膜"得到 32 U2 以

下"32 <72 U2"大于 72 U2 / 种组分+ 真空冷冻干

燥后将收集到的组分分别记为 &73"&71"&7/#213

8/05'%9"+$'W73"W71"W7/#217 8/05'%9"+$'

-73"-71"-7/#312 8/05'%9"+$+

粒度分析44分别取天然鱿鱼墨黑色素和可

溶性鱿鱼墨黑色素 W组分溶于去离子水中"使用

激光粒度仪测试样品粒度+

紫外光谱44取 12 8D 可溶性鱿鱼墨黑色素

样品溶于 722 8'去离子水中"用紫外分光光度

计扫描样品 122 <:22 <8波长范围内的紫外

光谱+

红外光谱44将干燥的样品约 217 8D 与

RWA压制成片"使用 %:=/0@H7%@I2C902 傅立叶变

换红外光谱仪"扫描 922 <9 222 =8

53

波长范围的

光谱吸收值+

可溶 性 鱿 鱼 墨 黑 色 素 清 除 超 氧 自 由 基

%"

5

1

('活性%连苯三酚 5鲁米诺体系'44在侯

冬岩等
)6*

的方法上做细微改进"各可溶性黑色素

组分用磷酸盐缓冲液 6W*#2127 8/05'"L+01:$

配制浓度分别 2(72(322(372(122(/22(/72(922

"

D58'的溶液"各取 922

"

'"然后加入连苯三酚

#21617

"

8/05'$72

"

'"迅速加入 772

"

'鲁米诺

#3 88/05'"用 213 8/05'%9-"

/

配制$"拉盖后

测定鲁米诺化学发光值 9+ 每组实验设 / 个平

行+ 抑制率#>$ =#9

2

59$ A9

2

A322#9

2

为未加

抗氧化剂的空白的发光值"9为加入抗氧化剂后

的发光值$+ 根据浓度与抑制率的关系曲线可以

得"抑制率达 72>时样品的浓度即为 )-

72

+

可溶 性 鱿 鱼 墨 黑 色 素 清 除 羟 基 自 由 基

%("+'活性%抗坏血酸 5-2 酵母悬浮液 5鲁米

诺 5+

1

"

1

体系'44依据 *VL/D9<:=V等
)0*

"各可

溶性黑色素组分用 6W*#2127 8/05'"L+01:$配

制浓度分别 2(72(322(372(122(172(/72(972 和

772

"

D58'的溶液"各取 772

"

'于小试管中"再

加入 211 8'抗坏血酸 # 1 88/05'$" 219 8'

9333
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-2*"

9

#1 88/05'$"72

"

'鲁米诺#213 88/05'"

用 213 8/05'%9-"

/

配制$"211 8'酵母悬浮液

#07 8D58'$"混匀后温育 /2 8:<+ 再加入 216

8'+

1

"

1

#61: 88/05'$启动反应+ 拉上盖"测鲁

米诺化学发光值 9+ 抑制率#>$ =#9

2

59$ A9

2

A322#9

2

为未加抗氧化剂的空白的发光值"9为

加入抗氧化剂后的发光值$+ 根据浓度与抑制率

的关系曲线可以得发光值抑制率达 72>时样品

的浓度 )-

72

+

14结果

$"!#可溶性鱿鱼墨黑色素的制备

分级后的降解产物冷冻干燥后分别称重#表

3$"可以发现"随着处理碱液浓度的升高"降解产

物的产率不断增加"1 D 天然鱿鱼墨黑色素溶于 3

8/05'%9"+进行超声降解处理可得到 2108/ 8D

可溶性黑色素"产率为 /8167>"大多数可溶性降

解产物集中于 72 U2 之下+

表 !#不同浓度 N'VQ处理的可溶性黑色素各组分的重量

&'("!#&*+9+18*.-6+'2*63'2.1-,.3+'.+791.*7166+3+,.2-,2+,.3'.1-,-6N'VQ

样品组分

C98L0@

>32 U258D 32 <72 U258D ?72 U258D

总重58D

H/H90K@:DGH

产率5>

LA/E2=H:M:H3

& 9/: 378 9: 21697 /1117

W /03 1/: :6 21687 /9107

- 186 /06 313 2108/ /8167

$"$#天然鱿鱼墨黑色素和可溶性降解产物粒度

分析

对可溶性黑色素组分 W和天然鱿鱼墨黑色

素进行粒度分析"结果如图 3 所示"超声处理前"

天然鱿鱼墨黑色素颗粒集中于 3116 <313

"

8范

围内"超声处理后的可溶性组分 W的粒度分布于

2129 <212:

"

8和 1123 </1:6

"

8两个区间内"

鱿鱼墨黑色素在超声处理后的平均粒度从 301/9

"

8下降至 31960

"

8+

图 !#天然鱿鱼墨黑色素和可溶性

黑色素组分 R粒度分布图

L18"!#)'3.12:+51X+715.31(>.1-,5-6,'.>3':4+:',1,',7

5-:>(:+4+:',1,63'2.1-,R

$";#可溶性鱿鱼墨黑色素降解产物的紫外光谱

分析

观察用 217 8/05'%9"+处理的可溶性鱿鱼

墨黑色素降解产物的紫外光谱图 #图 1$可以发

现"W73"W71"W7/ 都显示出了很强的光谱吸收范

围"这与实验之前对天然鱿鱼墨黑色素紫外光谱

分析结果是一致的
):*

+ / 种组分在 112 <8处都

有吸收峰"随着分子量的减小"吸收峰变弱'此外"

W71 和 W7/ 在 /32 <8和 972 <8还有 1 个微弱的

吸收峰"其中 /32 <8处的吸收峰可能是由于 4+)

基团引起的"而 972 <8处的不明显吸收峰可能由

亚氨基基团引起"与 112 <8吸收峰的变化趋势一

致"分子量较大的组分吸收较强"32 U2 以下组分

在此区域吸收峰消失+

图 $#可溶性鱿鱼墨黑色素 R不同

分子量组分紫外光谱图

L18"$#dZ50+2.3' -65-:>(:+4+:',1,63'2.1-,R

91.*7166+3+,.4-:+2>:'39+18*.

$"%#可溶性鱿鱼墨黑色素降解产物的红外光谱

分析

图 / 所示为可溶性鱿鱼墨黑色素组分 W73"

W71 和 W7/ 在 922 <9 222 =8

53

波长范围的红外

7333
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光谱"由于鱿鱼墨黑色素是结构非常复杂的生物

大分子"包含的各种官能团振动相叠加形成了一

系列宽且强的吸收峰+ / 种组分红外图谱相似"

分别做如下归属
)0 533*

!在 / /22 </ 722 =8

53

区出

现的共振强吸收宽峰"为吲哚和吡咯结构单元中

的-%+#/ 122 =8

53

$和-"+#/ 622 =8

53

$的伸

缩振动产生'1 222 <1 :22 =8

53

区为脂肪族 --

+的伸缩振动'3 632 <3 682 =8

53

为芳香环中

++

- -和
++

- %的弯曲振动以及
++

- "的伸缩振

动#酞胺或酮基等非羧酸集团$'3 /:7 =8

53

处的

吸收是 -""-的变形振动"或是芳构化(环化的

---变形振动'3 2/0 =8

53

(3 1/6 =8

53

处吸收归

属为 3 /22 <3 222 =8

53

区的 --"(--%伸缩振

动吸收"说明含羟基结构+

图 ;#可溶性黑色素 R不同分子量组分红外光谱图

L18";#TK50+2.3' -65-:>(:+4+:',1,63'2.1-,R

91.*7166+3+,.4-:+2>:'39+18*.

44通过进一步比较发现"W71 组分和 W7/ 组分

相对 W73"其活性基团破坏较低"如 W73 组分在

/ /22 </ 922 =8

53

吸收峰的减弱说明低分子量组

分 4+)"4+)-&基团破坏较严重"被氧化程度更

剧烈"3 6/9 =8

53

处吸收峰的减弱说明黑色素中

苯环的结构在超声过程中被破坏"且小分子量组

分破坏程度更严重+ 这与上一部分中自由基清除

实验中 W71"W7/ 组分具有较强的自由基清除活性

是一致的+

$"?#天然鱿鱼墨黑色素和可溶性降解产物的!;

E

核磁谱图分析

图 9 所示为可溶性黑色素组分 W和天然鱿

鱼墨黑色素的
3/

-核磁共振谱图"将 1 种样品化学

位移做如下归属
)31 539*

!3$

)

32 <87 LL8为脂肪族

中的-原子'1$

)

87 <367 LL8归属为芳香族中的

-原子"其中主要为吲哚"吡咯结构'/$

)

367 <122

LL8由酰胺"羧化物"醌类物质中的羧基碳产生+

具体来说" <

)

/2 LL8和 <

)

72 LL8处的信

号归属为 4+)-&派生物中脂肪族结构' <

)

32/

LL8处的化学位移由异头碳引起"来自于吲哚结

构中 -7/' <

)

3/2 LL8归属为芳香基团' <

)

309

LL8是由于 4+)和 4+)-&的降解产物以及 4+)

的氧化产物中的羧酸基团引起
)3/ 537*

+ 除了 1 个

组分相似之处"可溶性黑色素组分 W和天然鱿鱼

墨黑色素仍有细微差别"与可溶性黑色素组分 W

相比"天然鱿鱼墨黑色素在
)

87 <367 LL8处的化

学位移强度更大"这是由于黑色素骨架结构中质

子化的碳原子#

)

87 <3/2 LL8$和季碳原子 #3/2

<397 LL8$引起的
)31*

"说明黑色素可溶性降解组

分芳香结构被微弱破坏+

图 %#天然鱿鱼墨黑色素和可溶性

组分 R的!;

E固体核磁图谱

L18"%#J-:17<5.'.+

!;

ENOK50+2.3' -6,'.>3':5=>17

1,W4+:',1,',75-:>(:+4+:',1,63'2.1-,R

$"A#可溶性黑色素降解产物的清除自由基活性

可溶性鱿鱼墨黑色素降解产物的清除超氧自

由基活性44表 1 和图 7 列出了不同可溶性鱿鱼

墨黑色素组分和肌肽的清除超氧自由基的 )-

72

值"结果显示使用 213 8/05'%9"+处理的可溶

性黑色素 )-

72

值普遍比较高"对于分子量 >32 U2

组分"浓度达 972

"

D58'时"其抑制率也只有

92>左右"分子量 ?32 U2 的组分")-

72

值也同样

较高"活性最好的分子量 ?72 U2 组分 )-

72

值也达

到了 367

"

D58''217 8/05'%9"+和 312 8/05'

%9"+处理的组分抗氧化性较好"其中"使用 3

8/05'%9"+处理"分子量 ?72 U2 组分#-7/$的

)-

72

值均仅为 38

"

D58'"显示出极高的清除超氧

自由基活性+ 与作为 商 品 抗 氧 化 剂 的 肌 肽

#)-

72

=/77

"

D58'$相比"各组分子量 ?32 U2 组

分清除超氧自由基活性明显优于肌肽+
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表 $#不同浓度碱降解后的各组分可溶性

黑色素对 V

^

$

)的 TE

?[

值

&'("$#TE

?[

-,5>0+3-S17+',1-,3'712':-6

5-:>(:+4+:',1,63'2.1-,57+83'7+7(/

7166+3+,.2-,2+,.3'.1-,':W':1

"

8a4\

%9"+浓度5

#8/05'$

分子量 8/0@=209AK@:DGH

>32 U2 32 <72 U2 ?72 U2

213 ?922 192 367

217 //2 /7 10

312 1/7 :2 38

图 ?#不同浓度碱降解后的各组分可溶性

黑色素对 V

^

$

)的 TE

?[

值

L18"?#TE

?[

-,5>0+3-S17+',1-,3'712':-6

5-:>(:+4+:',1,63'2.1-,57+83'7+7(/

7166+3+,.2-,2+,.3'.1-,':W':1

44可溶性鱿鱼墨黑色素降解产物的清除羟基自

由基活性44表 / 和图 6 显显示了可溶性黑色素

降解产物清除羟基自由基活性"其趋势与清除超

氧自由基活性类似"使用 213 8/05'%9"+处理

的组分 )-

72

值最高"分子量 >72 U2 组分的 )-

72

值

均大于 772

"

D58''使用 217 8/05'%9"+和 312

8/05'%9"+处理的组分 )-

72

值明显减小"分子

量大于 32 U2 的组分 )-

72

值在 337 <3:2

"

D58'

之间"清除羟基自由基活性与肌肽相当 #)-

72

=

332

"

D58'$+

表 ;#不同浓度碱降解后的各组分可溶性

黑色素对)VQ的 TE

?[

值

&'(";#TE

?[

-,*/73-S/:3'712':-6

5-:>(:+4+:',1,63'2.1-,57+83'7+7(/

7166+3+,.2-,2+,.3'.1-,':W':1

"

8a4\

%9"+浓度5

#8/05'$

分子量 8/0@=209AK@:DGH

>32 U2 32 <72 U2 ?72 U2

213 ?772 ?772 /22

217 792 397 3/2

312 ?772 3:2 337

图 A#不同浓度碱降解后的各组分可溶性

黑色素对)VQ的 TE

?[

值

L18"A#TE

?[

-,*/73-S/:3'712':-6

5-:>(:+4+:',1,63'2.1-,57+83'7+7(/

7166+3+,.2-,2+,.3'.1-,':W':1

/4讨论

;"!#超声处理对于鱿鱼墨黑色素结构的影响

从形态上分析"通过对天然鱿鱼墨黑色素和

可溶性组分的粒度分析可知"超声处理之后黑色

素颗粒的尺寸大幅度下降"平均粒度从 301/9

"

8

下降至 31960

"

8"直观的说明超声作用将鱿鱼墨

黑色素大分子从高度聚合状态降解为小颗粒物

质'进一步从化学结构角度分析"由于真黑色素基

础结构是一些共价交联的吲哚环"高度的共轭效

应产生了广谱光吸收特性"对比各组分的紫外光

谱"红外光谱和核磁共振谱可以发现"与天然鱿鱼
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墨黑色素相比"可溶性降解产物的化学结构并没

有发生太大变化"推断超声主要破坏黑色素颗粒

的高度聚合状态"而黑色素的主要化学结构和官

能团并没有被破坏"只有少数基团"如 4+)和

4+)-&的部分环状结构发生断裂"或是被氧化生

成了羧基+ 将可溶性降解产物进行超滤处理分级

后发现"小分子量组分# >32 U2$结构破坏较为剧

烈"随着分子量的增大"主要结构和基团保留的越

完整+ 因此"超声对大分子物质的降解主要作用

于三维高度聚合结构或是重复序列单元"而对于

和活性密切相关的主要化学结构破坏很小+

;"$#超声降解鱿鱼墨黑色素机理

超声作用可以迅速将不溶性的鱿鱼墨黑色素

降解为可溶性小分子物质"且不破坏产物的主要

化学结构"其降解机理包括 / 方面
)36 53:*

!3$空化

作用产生的瞬时高温高压和剪切力效应"液体受

到超声波作用后"当媒质分子间的平均距离渐渐

增大并超过极限距离"便会将液体拉断形成空穴"

空化现象包括气泡的形成(成长和崩溃过程+ 在

气泡剧烈收缩与崩溃的瞬间"泡内可以产生局部

的高达 3123/ A32

0

69的压力"以及 7 222 Y的高

温"使各种粒子运动速度大大加快"从而使许多物

理和化学过程急剧加速"空化效应使得大分子聚

合结构快速断裂"降解为小分子颗粒'1$自由基

效应"液体中的水分子利用空穴破碎时的瞬时高

温高压"在空穴周围进行热裂解反应"生成大量氢

自由基#+,$和羟基自由基#,"+$"在自由基的

攻击下"黑色素大分子经过部分氧化还原反应"发

生降解'/$降解过程中加入的高浓度碱液"加速

了共价键和氢键的断裂"加剧了降解的发生+

;";#自由基清除活性与超声处理过程中碱液浓

度以及各组分分子量的关系

黑色素清除自由基活性主要由于黑色素结构

中的4+)和4+)-&结构"当4+)和4+)-&在苯

二酚和苯醌结构之间转换时会失去 1 个电子"此

时 4+)和 4+)-&在催化 "

5

1

,变为 +

1

"

1

和 "

1

起到了超氧化物歧化酶的作用
)38*

+

各可溶性黑色素降解产物在清除羟基自由基

和超氧自由基活性上显示出了相同趋势"随着处

理碱液浓度的增大")-

72

值逐渐减少"清除自由基

活性逐渐增大"这可能由于"较低浓度碱液使得黑

色素溶解不充分"在超声过程中与溶剂作用没有

高浓度碱液组彻底"而高浓度碱液处理的组分降

解的更为充分"暴露了更多的活性基团+

对于相同碱液处理的样品来说"清除自由基

活性随着组分分子量的增大而增强"这是由于低

分子量组结构被破坏程度最剧烈"一部分具有还

原性的基团被破坏"而高分子量组分则较完整的

保留了黑色素的化学结构中的相关活性基团"

4+)和 4+)-&结构较少被破坏"这也与不同分

子量组分的紫外和红外光谱的结果一致+

实验表明"用 217 8/05'%9"+和 3 8/05'

%9"+处理"分子量大于 32 U2 的可溶性黑色素组

分具有显著的自由基清除活性+ 机体的衰老是由

自由基引起的"鱿鱼墨黑色素作为一种天然的新

型自由基清除剂"具有较强开发潜力"而黑色素可

溶性能够增强其吸收效果"提高其体内利用效率"

为进一步开发黑色素产品提供广阔前景+
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