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摘要：为探讨不同组分的蓝莓果酒对秀丽隐杆线虫抗氧化性

能与抗细胞凋亡的影响，从而确定蓝莓果酒中主要物质的浓

度及食用功能特性。以秀丽隐杆线虫（犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲

犵犪狀狊）为模式生物，ａ组在蓝莓果酒的酒精度（体积分数）为

１４％的基础上，通过改变其原花青素（ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ，ＰＣ）

含量设置６个喂食组，ｂ组在蓝莓果酒的原花青素含量为

３ｍｇ／ｍＬ的基础上，通过改变其酒精度设置７个喂食组，对

照组线虫以大肠杆菌ＯＰ５０喂养，检测各组线虫的抗氧化酶

活力以及细胞凋亡情况。结果表明：蓝莓酒中的原花青素是

延缓衰老的有效成分，低浓度酒精（＜１０％）也能延缓衰老，

但是当酒精度（体积分数）高于１０％时，则具有反作用，原花

青素浓度为３ｍｇ／ｍＬ、酒精度（体积分数）为１０％的蓝莓果

酒对线虫的抗衰老作用最佳。
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蓝莓为杜鹃花科越橘属灌木植物，其具有独特的风味和

保护视力、抗氧化、防癌、抗病毒等保健功能［１］，被誉为“世界

水果之王”。蓝莓果酒是以蓝莓为原料，经特殊发酵工艺酿

制成的低浓度酒精饮料。蓝莓果酒因具有低酒度、高营养、

益脑健身等优点和独特保健功效而受到越来越多的重视［２］。

目前国内外关于蓝莓的抗氧化性已有相关研究，如赵慧芳

等［３］研究发现不同溶剂提取物对ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ自由基具有

良好的清除能力，且蓝莓提取物和萃取物的抗氧化能力与多

酚含量有显著的相关性；Ｖａｎｅｓｓａ等
［４］研究了３种蓝莓在两

种栽培方式下的抗氧化能力，发现户外栽培蓝莓的抗氧化能

力高于大棚栽培蓝莓，蓝莓中的酚类物质总量和抗氧化能力

不会因栽培过程中缺少灌溉而下降。而关于蓝莓果酒的研

究大多是对其发酵工艺的优化和成分分析，如杨曙方等［５］发

现以冷冻蓝莓为原料，在一定条件下发酵７ｄ，可获得酒精度

（体积分数）为１２％左右，糖度为６°Ｂｘ左右的主发酵后的果

酒；刘子菱等［６］在蓝莓果酒中添加蜂蜜和白糖，确定了蜂蜜

更有利于蓝莓果酒的酿造；ＳｅｕｎｇＨｏＳｅｏ等
［７］发现添加２％

的香蕉可作为酵母的营养供给，解决蓝莓酒发酵迟缓的问

题。目前很少有关于整体评价蓝莓果酒抗氧化性的研究，且

未见利用生物模型研究蓝莓果酒抗氧化和抗衰老功能的相

关报道。

本研究拟选取国际上公认的在延缓衰老研究领域中具

有优势的主要模式生物秀丽隐杆线虫（下文简称线虫）建立

生物模型，以线虫的生化试验指标对蓝莓果酒的抗氧化能力

和延缓衰老能力进行整体性评价，旨在为更科学地评价蓝莓

果酒的食用功能特性，并确定蓝莓果酒中主要物质的浓度。
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１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

蓝莓果酒：酒精度（体积分数）１４％，总糖１１５．７１ｇ／Ｌ，挥

发酸０．６４ｇ／Ｌ，原花青素３３６０．６３μｇ／ｍＬ，实验室酿造；

野生型秀丽隐杆线虫（犆．犲犾犲犵犪狀狊ｔｈｅＢｒｉｓｔｏｌｓｔｒａｉｎ

Ｎ２）、大肠杆菌 ＯＰ５０（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＯＰ５０）：东南大学公

共卫生学院；

原花青素标准品（ＰＣ标准品）：纯度≥９５％，成都曼斯特

生物科技有限公司；

食用乙醇：食品级，天津市大茂化学试剂厂；

吖啶橙溶液（ＡＯ）：分析纯，美国Ｓｉｇｍａ公司；

谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰＸ）测试盒：南京建成生物

工程研究所；

超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）：南京建成生物工程研究所；

过氧化氢酶（ＣＡＴ）测试盒：南京建成生物工程研究所。

１．１．２　主要仪器设备

电热恒温培养箱：ＭＪＸ２５０ＢＺ型，上海博迅实验有限

公司；

连续变倍体式显微镜：ＭｏｔｉｃＳＭＺ１６８型，麦克奥迪实

业集团有限公司；

单人单面超净工作台：ＳＷＣＪ１ＦＤ型，苏州净化仪器厂；

超声波细胞粉碎机：ＢＬ９２ＩＩＤＬ型，无锡沃信仪器有限

公司；

紫外分光光度计：ＷＦＪ７２００型，尤尼柯（上海）仪器有限

公司；

荧光倒置显微镜：ＴｉＥ／Ｕ／Ｓ型，日本尼康公司。

１．２　方法

１．２．１　线虫培养　给线虫饲喂犈．犮狅犾犻ＯＰ５０，２０℃培养
［８］，

饲喂方法：在９０ｍｍ的平皿上滴加菌液１００μＬ，用无菌涂布

棒将菌液均匀地从中间往外涂抹在 ＮＧＭ 培养基表面，注意

涂抹面积不可过大，一般在离平皿边缘０．５～１．０ｃｍ，涂布好

大肠杆菌ＯＰ５０的ＮＧＭ平板放在３７℃培养箱中过夜培养，

至培养基上长出白色的菌膜后便可用于培养线虫。

１．２．２　线虫同期化　参照文献［９］。在无菌条件下，挑取

１０～２０条正处于产卵期的线虫雌雄同体成虫放在涂有大肠

杆菌ＯＰ５０的新的ＮＧＭ培养基平板上产卵，一般一条产卵

期线虫１ｈ可以大约产８个卵，２ｈ后将全部的线虫挑走。

将新板置于２０℃无菌生化培养箱中培养３ｄ，便得到同期化

的线虫约３００～４００条。

１．２．３　线虫体内抗氧化酶水平测定　把线虫挑至涂有犈．

犮狅犾犻ＯＰ５０溶液的９０ｍｍ平皿中给药：

（１）ａ组：以酒精度（体积分数）为１４％、原花青素含量为

１ｍｇ／ｍＬ的蓝莓果酒为配剂基液，通过添加不同质量的原

花青素标准品得到原花青素含量分别为１，２，３，４，５ｍｇ／ｍＬ

的蓝莓果酒，并将１４％乙醇水溶液设置为０ｍｇ／ｍＬ剂量组，

用以上各组蓝莓果酒分别喂养秀丽隐杆线虫，喂食量均为

２００μＬ，对照组为只含ＯＰ５０的ＮＧＭ平板。

（２）ｂ组：以酒精度（体积分数）为０％、原花青素为

３ｍｇ／ｍＬ的蓝莓果酒为配剂基液，通过添加不同体积食用乙

醇，配置成酒精度（体积分数）分别为５％，１０％，１５％，２０％，

２５％，３０％的蓝莓果酒，为确保加入酒精后原花青素含量仍

为３ｍｇ／ｍＬ，适度添加原花青素标准品，并将３ｍｇ／ｍＬ原

花青素水溶液设置为０％剂量组，用以上各组蓝莓果酒分别

喂养秀丽隐杆线虫，喂食量均为２００μＬ。

（３）对照组：只含 ＯＰ５０的 ＮＧＭ 平板。由于纯蓝莓果

汁中原花青素浓度为４ｍｇ／ｍＬ左右，故本试验蓝莓果酒选

择的原花青素浓度范围为０～５ｍｇ／ｍＬ。

对照组和每个试验组的线虫数为（１００±２）条，给药

４８ｈ。４８ｈ后将线虫用清水浸泡两遍（每遍１０ｍｉｎ），目的是

排出线虫体内的蓝莓果酒。用 Ｍ９溶液将线虫洗下转入

１．５ｍＬＥＰ管内，加石英砂，超声波细胞破碎仪以破碎功率

９００Ｗ，破碎总时间１２ｓ（超声３ｓ，间隔３ｓ）为超声参数对线

虫进行破碎，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ得组织匀浆。用试剂

盒方法测定线虫体内过氧化氢酶（ＣＡＴ）、谷胱甘肽过氧化物

酶（ＧＳＨＰｘ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的活性。

１．２．４　线虫细胞凋亡测定　把线虫挑至涂有犈．犮狅犾犻ＯＰ５０

溶液的９０ｍｍ平皿中给药（给药设置同１．２．３）。对照组和每

个试验组的线虫数为（２０±２）条，给药４８ｈ。吸取２００μＬ现

配的ＡＯ溶液（７５μｇ／ｍＬ）到给药完毕的平皿上；将ＡＯ溶液

均匀分布于平皿上，平皿盖半开，于黑暗处静置２０ｍｉｎ；移开

平皿盖子，让平板处于黑暗中继续染色１ｈ；将虫子转移到新

的涂有大肠杆菌 ＯＰ５０的平板上，于３７℃恒温培养箱中孵

育１ｈ以排除肠道内的ＡＯ溶液；于提前准备的载玻片上滴

１滴琼脂糖溶液，盖上盖玻片，注意不要产生气泡，待琼脂糖

凝固后小心将盖玻片揭开，即可形成琼脂糖平面；将１０～

１５条线虫挑于琼脂糖上，滴加１０μＬ叠氮钠溶液麻醉线虫，

盖上盖玻片；用荧光倒置显微镜观察线虫细胞凋亡情况［１０］。

１．２．５　统计学分析　平行试验３组，试验数据采用ＳＰＳＳ

１８．０统计分析，所有数据都以平均值±标准差表示，组间比

较采用Ｔｕｋｅｙ分析。

２　结果与讨论

２．１　线虫体内抗氧化酶测定结果

由图１（ａ）可知，含原花青素０ｍｇ／ｍＬ蓝莓果酒组的线

虫体内ＳＯＤ酶活性与 ＯＰ５０组相比无显著差异，而含原花

青素１～５ｍｇ／ｍＬ蓝莓果酒组线虫体内 ＳＯＤ 酶活性与

ＯＰ５０组对比呈梯度趋势显著提高，并呈现出浓度依赖性。

由图１（ｂ）可知，与对照组相比，含原花青素１～５ｍｇ／ｍＬ

蓝莓果酒组线虫体内ＣＡＴ酶活性均有提高。当蓝莓果酒中

原花青素浓度为１～３ｍｇ／ｍＬ时，呈现出浓度依赖性，原花

青素浓度大于１ｍｇ／ｍＬ时，蓝莓果酒对线虫体内ＣＡＴ酶活

性表现出显著增益作用，３ｍｇ／ｍＬ原花青素对线虫体内

ＣＡＴ酶活性的增益作用最显著。当蓝莓果酒中原花青素浓

度大于３ｍｇ／ｍＬ，原花青素对线虫体内ＣＡＴ酶活性的增益

作用呈现出降低的趋势。

由图１（ｃ）可知，含原花青素１～４ｍｇ／ｍＬ蓝莓果酒喂食
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的线虫体内ＧＳＨＰｘ酶活性显著增加。当蓝莓果酒中原花

青素浓度为１～３ｍｇ／ｍＬ时，呈现出浓度依赖性，其中含花

青素３ｍｇ／ｍＬ蓝莓果酒组最高。当蓝莓果酒中原花青素大

于３ｍｇ／ｍＬ，蓝莓果酒对线虫体内 ＧＳＨＰｘ酶活性的增益

作用 逐 渐 降 低，含 原 花 青 素 ５ ｍｇ／ｍＬ 蓝 莓 果 酒 组 与

０ｍｇ／ｍＬ蓝莓果酒组、对照组相比已无显著差异。

在原花青素单因素试验中，随着蓝莓果酒中原花青素浓

度的增加，线虫体内的ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ酶活性均保持在

较高水平，综合来看，含花青素３ｍｇ／ｍＬ蓝莓果酒组的抗氧

化酶活性最高；ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ酶活性呈现先上升后降低的

趋势，可能是高浓度的原花青素对ＣＡＴ酶和 ＧＳＨＰｘ酶产

生了抑制作用。

．与对照组相比，差异极显著（Ｐ＜０．０１）　△．与０ｍｇ／ｍＬ组相

比，差异显著（Ｐ＜０．０５）

图１　不同原花青素浓度蓝莓果酒对线虫

体内酶活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｌｕｅｂｅｒｒｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ＰＣｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｎｚｙｍｅ

　　由图２（ａ）可知，试验组与对照组相比均有显著差异，当

蓝莓果酒中酒精含量（体积分数）为０％～５％时，呈现出浓度

依赖性，其中含酒精（体积分数）５％蓝莓果酒喂食的线虫体

内ＳＯＤ酶活性最高。当蓝莓果酒中酒精含量（体积分数）大

于５％，蓝莓果酒对线虫体内ＳＯＤ酶活性的增益作用开始降

低，含酒精（体积分数）３０％蓝莓果酒组线虫体内ＳＯＤ酶活

性最低。

由图２（ｂ）可知，试验组与对照组相比均有显著差异，当

蓝莓果酒中酒精浓度（体积分数）为其０％～１０％时，呈现出

浓度依赖性，含酒精（体积分数）１０％蓝莓果酒喂养的线虫体

内ＣＡＴ酶活性最高。随着果酒中酒精浓度的增加，当蓝莓

果酒中酒精浓度大于１０％，蓝莓果酒对线虫体内ＣＡＴ酶活

性的增益作用开始下降，含酒精（体积分数）３０％蓝莓果酒组

．与对照组相比，差异极显著（Ｐ＜０．０１）　△．与０ｍｇ／ｍＬ组相

比，差异显著（Ｐ＜０．０５）

图２　不同酒精浓度蓝莓果酒对线虫体内酶活性的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｌｕｅｂｅｒｒｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｃｏｈｏｌｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｎｚｙｍｅ
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线虫体内ＣＡＴ酶活性最低。

由图２（ｃ）可知，试验组与对照组相比均有显著差异，当

蓝莓果酒中酒精浓度（体积分数）为０％～１０％时，呈现出浓

度依赖性，其中含酒精（体积分数）１０％蓝莓果酒组的ＧＳＨ

Ｐｘ酶活性最高。当蓝莓果酒中酒精浓度（体积分数）大于

１０％，随蓝莓果酒中酒精度增加，线虫体内 ＧＳＨＰｘ酶活性

不断下降，呈现负相关性。含酒精（体积分数）３０％蓝莓果酒

组线虫体内ＧＳＨＰｘ酶活性最低。

在酒精单因素试验中，随着酒精浓度的增加，ＳＯＤ、

ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ３种酶的酶活性均呈现先上升后降低的趋势，

总体来看，含酒精（体积分数）１０％蓝莓果酒喂养的线虫抗氧

化酶活性最高，低浓度的酒精能提高机体抗氧化能力。

２．２　线虫细胞凋亡测定结果

２．２．１　不同原花青素质量浓度的蓝莓果酒对线虫细胞凋亡

的影响　线虫体内凋亡细胞由于ＤＮＡ断裂，在吖啶橙染色

后呈现黄色或者橙色，而正常细胞则呈现绿色，在荧光显微

镜下可明显观察到线虫体内的正常细胞［１１］。由图３可知，

与对照组相比，试验组均能减缓线虫细胞凋亡程度。随着蓝

莓果酒中原花青素浓度的增加，虫体在显微镜下显现的绿光

越来越明显，正常细胞越来越多，细胞凋亡程度显著降低，呈

现出浓度依赖性，其中以含原花青素５ｍｇ／ｍＬ蓝莓酒组最

图３　不同原花青素浓度蓝莓果酒对线虫细胞凋亡的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｌｕｅｂｅｒｒｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ＰＣｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ

为显著。可能是原花青素能抑制ＲＯＳ的产生
［１２］，ＲＯＳ的减少

不利于Ｐ５３、ｃａｓｐａｓｅ９的表达，进而降低线虫体内细胞凋亡水平。

２．２．２　不同酒精度的蓝莓果酒对线虫细胞凋亡的影响　由

图４可知，与对照组相比，试验组线虫体内细胞凋亡减缓。

酒精度０％蓝莓果酒组的线虫呈现出绿光最为明显，随着酒

精度增加，虫体的绿光随之减弱，呈现出浓度依赖性，酒精度

３０％蓝莓果酒组的线虫绿光仍略强于对照组。酒精的作用

使线虫凋亡细胞增加、正常细胞减少。可能是酒精增强了线

粒体的呼吸作用，导致 ＲＯＳ增加，ＲＯＳ活化 ＮＦｋＢ，活化的

ＮＦｋＢ促进由ＦａｓＬ介导的细胞凋亡。

图４　不同酒精浓度蓝莓果酒对线虫细胞凋亡的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｌｕｅｂｅｒｒｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｃｏｈｏｌｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ

３　结论
蓝莓果酒具有抗氧化和延缓衰老的功效。当蓝莓果酒

中原花青素浓度为１～３ｍｇ／ｍＬ时，线虫体内的抗氧化酶活

性增加，凋亡细胞减少，并具有浓度依赖性；当蓝莓果酒中酒

精度（体积分数）为５％～１０％时，线虫体内抗氧化酶活性增

加，凋亡细胞减少，且具有浓度依赖性。对于酒精度（体积分

数）高于１０％的蓝莓果酒，随着酒精浓度增加，线虫体内抗氧

化酶活性降低、细胞凋亡数量呈现出升高的趋势。综上所

述，蓝莓酒中的原花青素是延缓衰老的有效成分，低浓度酒

精也能延缓衰老，但是当酒精度（体积分数）高于１０％时，则

（下转第３３页）
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３　结论
运用微生物生长机理模型与神经网络相结合建立的混

合模型，对微生物生长过程生物量进行估算。结果表明混合

动力学模型有很好的泛化能力，样本的均方差为０．２５×

１０－３，而以静态多层前馈网络建模的样本均方差为１．７３×

１０－３，模型的估算值与实测值存在一定的偏差，这主要由于

微生物处于生长动态过程。而将微生物生长机理模型与神

经网络建模技术相结合，建立神经网络—生长动力学混合模

型，能保证混合网络最后输出结果不会偏离生长规律。混合

模型估算精确度优于单独使用的神经网络，运用该网络的修

正模型，以某公司的１个月生产报表提供的信息为基础，对

报表数据进行了分析与筛选，估算生产过程中酵母生物量的

浓度，结果表明网络的估算值与实际测量值有较好的吻合。
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具有反作用。原花青素浓度３ｍｇ／ｍＬ、酒精度（体积分数）

１０％的蓝莓果酒对线虫的抗衰老作用最佳。

本试验填补了此前未用生物模型从整体上研究蓝莓果酒

抗氧化和抗衰老功能的空白，间接证实了王艳菊等［１３］发现在

氧化应激胁迫条件下葡萄籽原花青素能够很好地保护秀丽隐

杆线虫，缓解极端氧化条件对线虫的损伤、周华丽等［１４］发现酒

精促进了小鼠肝细胞凋亡等研究结果，但是关于蓝莓果酒引

起秀丽隐杆线虫生化指标改变的机理还需作更深入的研究。
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