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摘要#以总还原力最高发酵时间
#/5

和
+E>0

最高发酵时

间
%$5

大米海椒为样品#研究大米海椒
V??W

"

清除

率$

X3>

氧化抑制率$红细胞溶血和对肝脏脂质过氧化的影

响%结果显示#发酵
#/5

样品
V??W

"

清除率优于发酵
%$5

样品&发酵
#/5

样品对蛋白质氧化损伤有较好的保护作用#

但发酵
%$5

有潜在促
X3>

氧化的作用&发酵
#/5

和
%$5

样

品均有抑制肝脏脂质过氧化和较好的抗细胞溶血作用#且发

酵
#/5

样品优于发酵
%$5

样品&相关分析显示样品总酚含

量与抑制肝脏脂质过氧化显著正相关!

?

#
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"#与抑制

X3>

氧化和细胞溶血负相关%表明单独用化学抗氧化方法

评价食物抗氧化能力不太全面#在化学抗氧化研究基础上#

结合对红细胞溶血以及对蛋白质和肝脏脂质过氧化的影响

能更客观判断食物的抗氧化能力%

关键词#辣椒&海椒&
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氧化抑制率&红细胞溶血&肝脏脂

质过氧化
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海椒是以鲜红辣椒经粉碎后与玉米粉&大米粉和芋头

等淀粉原料以一定比例混合并添加适量盐后!经乳酸菌自然

发酵而成的一种流行于西南地区的地方特色发酵辣椒制品$

考虑辣椒含多酚类&胡萝卜素类和辣椒素等具有抗氧化作用

的功能成分,

#A"

-

&发酵过程的复杂性以及发酵促进有机酸增

加和结合型多酚释放等带来的抗氧化活性改变!因此!研究

其发酵过程中抗氧化活性的变化!对于西南地区特色发酵辣

椒制品的功能化开发及工业化生产具有重要的意义$

在对辣椒与谷物等进行抗氧化评价方面!目前报道,
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的主要方法有
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清除法&总氧自由基清除法&总还原

力和氧自由基吸收能力'
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!

+E>0

(等!其中抗氧化组分的总还原力和
+E>0

与其抗氧

化性有显著相关性!均可作为衡量待测物总抗氧化能力的重

要指标,

CA.

-

$而对海椒早期研究,

B

-显示!发酵'

$

!

B$5

(过

程中总还原力和
+E>0

均呈先增后保持稳定的趋势!总还

原力峰值在发酵
#/5

!

+E>0

峰值在发酵
%$5

*经与发酵过

程中抗氧化成分
&

0

&

&

R

&总酸&总多酚和总黄酮变化进行相

关分析!结果显示仅总多酚含量与总还原力&

+E>0

显著相

关'

?

#

$)$/

($然而!有研究报道这些化学分析法未考虑抗

!



氧化物质生物利用率及细胞对其的吸收代谢情况而存在一

定缺陷,

#$

-

!而采用细胞抗氧化评价体系可作为研究食物抗

氧化能力的补充手段,

##A#!

-

$因此!基于现有研究结果!拟采

用发酵
#/5

'总还原力最高(和
%$5

'

+E>0

最高(的海椒

作为试验样品!参考
]7L

等,

#@A#%

-和
X(GNG

等,

#C

-通过模拟机

体细胞生存环境建立的细胞内测定物质抗氧化活性方法

'

0>>

(!进一步研究其细胞抗氧化及对大分子的保护作用!

并与多酚进行相关分析!验证化学抗氧化作用研究结果与细

胞抗氧化活性及对大分子的保护之间的关联度!旨在进一步

评价自然乳酸发酵食品大米海椒的抗氧化能力!同时为传

统发酵功能性食品的开发提供理论依据$

#

!

材料与方法
#)#

!

试验材料

二荆条新鲜红椒+重庆市北碚区天生农贸市场*

加碘食盐&大米+重庆市北碚区永辉超市*
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大鼠+清洁级!体重
#.$

!
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!实验动物许可证号

30̂ _

'渝(

"$$CP$$$.

!重庆藤鑫比尔实验动物销售有限

公司$
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!

主要试剂与仪器

盐酸胍&

"

!

@P

二硝基苯肼&无水乙醇&乙酸乙酯+分析纯!

成都市科龙化工有限公司*

X3>

'牛血清蛋白(+生化试剂!上海伯奥生物科技有限

公司*

真空干燥箱+

V̀ 2P%$"$

型!上海齐欣科学仪器有限

公司*

旋转蒸发器+

ERP/">

型!上海亚荣生化仪器厂*

紫外可见分光光度计+

D&P"@/$

型!日本岛津公司*
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型!美国基因公司*
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公司$
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试验方法
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海椒的制作方法
!

辣椒洗后沥干!粉碎*大米炒至

微黄后粉碎机粉碎!过
@$

目筛$大米海椒配比+辣椒
a

粳

米面
#a#

!盐添加量
/b

$将各种原料按配比混匀后装坛!

倒置!水密封!

"$

!

!$c

发酵$

#)!)"

!

试验样液制备及总酚含量分析

'

#

(样液制备+微波辅助水提取$料液比
#a.

'

Q

)
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(!

/$c

水浴浸提
"I

$微波辅助提取条件+微波功率
!$$M

!微

波时间
@J7<

$冷却后过滤!滤液
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)

J7<

离心
!$J7<

得上清液!冷冻干燥,
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$发酵
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和
%$5

样品得率分别为
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#
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Q

)

J]
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对蛋白质氧化损伤的保护作用
!

参照文献,
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-!修改
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基础研究
!

"$#%

年第
#$

期



$

I

+N

5

K!

! '

@

(

M

I

#

J

F

NGJO(9

J

F

;(G<8

F

,'<-H'(

f

>>?W

J

F

;(G<8

' (

K

#$$b

! '

/

(

式中+

$

%%%羰基含量!

<J'(

)

J

Q

*

+N

%%%吸光度值*

5

%%%比色皿厚度!

,J

*

!

%%%吸光系数!

""$$$]

)'

J'(

.

,J

($

M

%%%抑制率!

b

*

F

NGJ

O

(9

%%%样品于
!C$<J

的吸光度值*

F

,'<-H'(f>>?W

%%%对照于
!C$<J

的吸光度值*
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对肝脏匀浆脂质过氧化的抑制作用
!

3V

大鼠禁食过

夜!次日处死$迅速取出肝脏!用
@c

预冷生理盐水反复漂

洗去除血液!剔除脂肪及结缔组织!滤纸吸干水分!称重$冰

浴条件下将肝脏置匀浆机中!用生理盐水制成质量分数为

#$b

的组织匀浆!

@c

条件下
!$$$H

)

J7<

离心
#$J7<

!取上

清液待用$在试管中加入
$)#J]

肝脏匀浆及
#J]

不同浓

度水提物溶液!

!Cc

温育
"I

$向其中加入
#J]40>

溶液

'

"$

Q

)

#$$J]

(终止反应!混匀!

/$$$H

)

J7<

离心
#$J7<

$

取上清液
#J]

!向其中加入
#J]4X>

'

$)%C

Q

)

#$$J]

(!混

匀!沸水浴
#/J7<

!冰水中冷至室温!

/!"<J

下测定吸光值!

根据式'

%

(计算丙二醛抑制率,

""

-

$

M

I

#

J

F

NGJ

O

(9

)

F

;(G<8

' (

K

#$$b

! '

%

(

式中+

M

%%%抑制率!

b

*

F

NGJ

O

(9

%%%样品于
/!"<J

的吸光度值*

F

;(G<8

%%%空白于
/!"<J

的吸光度值$

#)!)%

!

对细胞氧化损伤的保护作用
!

取
3V

大鼠血液!在

@c

!

"/$$H

)

J7<

下离心
"/J7<

!使红细胞从血浆中分离!红

细胞用预冷的
?X3

缓冲液'

O

WC)@

(清洗
"

次!

"/$$H

)

J7<

下离心
#$J7<

!除去血浆&血小板及血沉棕黄层$用
?X3

缓

冲液'

O

WC)@

(按
#a#$$

比例对红细胞进行稀释!制成细胞

悬液备用$用血球计数板计数!得到细胞悬液中红细胞个数

为
#)/"g#$

##个)
]

$向
B%

孔板中加入
/$

#

]

细胞悬液'

#b

(

及
#$$

#

]

不同浓度水提物溶液或
#$$

#

]

缓冲液$加入

#$$

#

]W

"

+

及
/$

#

]

细胞悬液作为完全溶血对照$

!Cc

振

荡培养
#$J7<

!向平板中加入
/$

#

]>>?W

'

#%$JJ'(

)

]

!

用
?X3

缓冲液溶解!现配现用(!

!I

内每
#$ J7<

测定

%%$<J

时光密度值'

+N

($根据式'

C

(&'

.

(计算红细胞完整

率和溶血延迟时间,

"!

-

$

#

I

+N

A

J

+N

$

!

$*

+N

$

J

+N

$

!

$*

K

#$$

! '

C

(

$

Q

I

*Q

/$

'

NGJ

O

(9

(

J

*Q

/$

'

;(G<8

(

! '

.

(

式中+

#

%%%红细胞完整率!

b

*

+N

A

%%%样品于
AJ7<

的光密度值*

+N

$

%%%样品于
$J7<

的光密度值*

+N

$

!

$*

%%%完全溶血
$J7<

时的光密度值*

$

Q

%%%溶血延迟时间!

J7<

*

*Q

/$

'

NGJ'(9

(

%%%从样品溶血曲线中得到
/$b

溶血所需

时间!

J7<

*

*Q

/$

'

;(G<8

(

%%%从对照溶血曲线中得到
/$b

溶血所需时

间!

J7<

$

#)!)C

!

数据分析
!

每个样品重复测定
!

次!结果以
J9G<d

3V

表示!采用
'H7

Q

7<.)%

作图及
3?33"$)$

分析$

"

!

结果与分析
")#

!

大米海椒相对
V??W

"

清除能力$

EV30

%

V??W

是较稳定的有机自由基!通过加入抗氧化物质!

将其由紫色还原成黄色!用吸光度的变化来衡量样品抗氧化

能力的强弱!而
"$

/$

为反应体系中
V??W

"

清除率为
/$b

时所对应的水提物浓度!与反应体系中稳定状态和反应达到

平衡时
V??W

"

浓度有关,

"@

-

$图
#

为大米海椒发酵
#/

!

%$5

海椒样品的相对
V??W

"

清除能力'

EV30

(及其相应

的
"$

/$

$由图
#

可知!发酵
#/5

样品的
EV30

高于发酵

%$5

样品!但无显著差异'

?

$

$)$/

(!且其
"$

/$

略低!说明发

酵
#/5

样品化学抗氧化活性更好$

图
#

!

海椒样品的
EV30

和
"$

/$

27

Q

LH9#

!

EV30G<5"$

/$

'YY9HJ9<-95E7,9P0I7(7NGJ

O

(9

!!

样品各浓度提取液对
V??W

"

清除率见图
"

$发酵
#/5

和
%$5

样品在处理浓度范围内清除率均与浓度呈正相关!

分别为
"%)@.b

!

//)$/b

和
#!)C#b

!

/%)B/b

!表明水提物

有一定的
V??W

"

清除能力!即抗氧化活性$其中低浓度时

发酵
#/5

样品清除率高于发酵
%$5

样品!但随处理浓度升

高!二者清除率逐渐趋近$

")"

!

大米海椒对蛋白质氧化损伤的保护作用

羰基值高说明蛋白质氧化损伤程度高$当加入
>>?W

后!羰基含量增加!发酵
#/

!

%$5

样品羰基含量分别为

,'<-H'(

组的
")$

!

!)"

倍!为
,'<-H'(f>>?W

组的
C$)Bb

和

##@)@b

'图
!

(!表明发酵
#/5

样品水提物有更好的抑制羰基

形成的作用!对蛋白质氧化损伤具有一定保护作用!与体外

化学抗氧化活性研究结果吻合$

!!

海椒对蛋白质氧化损伤的抑制率见图
@

!发酵
#/5

样

品有较好的保护作用!但发酵
%$5

样品有潜在促
X3>

氧化

的作用!可能是随着发酵时间延长!样品进一步降解产生了

能攻击
X3>

的自由基$

")!

!

大米海椒对肝脏脂质过氧化的抑制作用

脂质能被自由基&非自由基氧化剂&酶等氧化!生成丙二

/

第
!"

卷第
#$

期 韦
!

诚等+大米海椒抗氧化活性及其对肝脏脂质过氧化的影响
!



图
"

!

@$J7<

时海椒样品对
V??W

"

的清除率

27

Q

LH9"

!

4I9V??W

"

,(9GHG<,9HG-9'YY9HJ9<-95

E7,9P0I7(7NGJ

O

(9G-@$J7<L-9N

图
!

!

大米海椒样品对羰基形成的抑制作用

27

Q

LH9!

!

1<I7;7-7'<9YY9,-'<Y'HJ7<

Q

,GH;'<

=

(

'YY9HJ9<-95E7,9P0I7(7NGJ

O

(9

图
@

!

大米海椒样品对蛋白质氧化的抑制率

27

Q

LH9@

!

?H'-97<'[75G-7'<7<I7;7-7'<HG-9'Y-I9Y9HJ9<-95

E7,9P0I7(7NGJ

O

(9

醛等氧化产物,

"/

-

$由图
/

可知!在试验浓度范围内!发酵

#/5

和
%$5

样品水提物均对脂质过氧化有抑制作用!且抑

制效果与浓度呈依赖性!相对应的抑制率分别为
#$)//b

!

.C)#%b

和
#$)BBb

!

.")B.b

!但抑制作用无差异性'

?

$

$)$/

($对肝脏脂质过氧化抑制作用的
#$

/$

见图
%

$由图
%

可知!发酵
#/5

样品的
#$

/$

略低于发酵
%$5

样品'

?

$

$)$/

($

")@

!

大米海椒对红细胞溶血的影响

红细胞易受自由基攻击从而导致细胞膜的完整性被破

坏!因此其可用作研究细胞膜氧化损伤的细胞模型,

"%

-

$由

图
C

可知!水提物浓度越大!红细胞在
!I

内的完整率越高!

说明水提物在一定程度上能明显抑制溶血反应的发生!有效

保护红细胞的结构完整性$当水提物浓度
%

#J

Q

)

J]

时!

发酵
%$5

样品水提物保持细胞完整的时间较长!抗细胞溶

图
/

!

大米海椒样品对肝脏脂质过氧化的抑制率

27

Q

LH9/

!

4I97<I7;7-7'<HG-9U7-I-I9(7Z9H(7

O

75

O

9H'[75G-7'<

'Y-I9Y9HJ9<-95E7,9P0I7(7

图
%

!

大米海椒样品水提物对脂质过氧化抑制作用的
#$

/$

27

Q

LH9%

!

4I9#$

/$

'Y7<I7;7-7'<9YY9,-'Y(7

O

75

O

9H'[75G-7'<

'<-I9Y9HJ9<-95E7,9P0I7(7NGJ

O

(99[-HG,-N

血作用较好*水提物浓度为
$)/J

Q

)

J]

时!红细胞溶血延迟

时间
&

Q

'其越长!水提物对细胞溶血的抑制作用越强(如

图
.

所示!发酵
#/5

样品
&

Q

远高于发酵
%$5

样品$从水

提物对细胞完整性的影响及各水提物浓度为
$)/J

Q

)

J]

时

的
&

Q

!可知样品对细胞溶血的抑制作用受发酵时间及水提

物浓度的影响!发酵
#/5

优于发酵
%$5

样品!推测可能是发

酵
%$5

后样品中抗氧化生物活性成分发生了显著变化$

")/

!

样品提取物多酚含量与其抗氧化作用相关分析

有大量多酚及黄酮类等植物化学素有较强清除各种自

由基的报道,

#/

!

"C

-

$早前的研究,

B

-也显示海椒发酵过程中

多酚含量与总还原力和
+E>0

变化显著相关'

?

#

$)$/

($经

分析发酵
#/5

和
%$5

样品多酚含量分别为'

#$)/%d$).B

(!

'

#")CBd$)CC

(

J

Q

:>R

)

Q

提取物!发酵
%$5

样品多酚略高$

经其与
V??W

.清除率&红细胞溶血&蛋白质和脂质过氧化

的抑制进行相关分析!结果显示'表
#

(!多酚与
EV30

正相关

%

基础研究
!

"$#%

年第
#$

期



图
C

!

大米海椒样品水提物的红细胞溶血曲线

27

Q

LH9C

!

W9J'(

=

N7N,LHZ9'<-I9UG-9H9[-HG,-N'Y-I9

Y9HJ9<-95E7,9P0I7(7NGJ

O

(9

图
.

!

水提物浓度为
$)/J

Q

)

J]

时的溶血延迟时间

27

Q

LH9.

!

V9(G

=

-7J9

&

Q UI9<9[-HG,-NG-G5'N9

'Y$)/J

Q

)

J]

表
#

!

海椒样品提取物中总多酚含量与细胞抗氧化

能力相关性分析h

4G;(9#

!

0'HH9(G-7'<G<G(

=

N7N'Y-'-G(

O

'(

=O

I9<'(G<5

G<-7'[75G<-G,-7Z7-79N'Y-I9NGJ

O

(99[-HG,-N

抗氧化

指标
EV30

抑制肝脏脂

质过氧化

抑制
X3>

氧化

抑制细

胞溶血

E $)@!# $)B""

''

A$)CB. A$)C@@

!

h

!''

表示在
?

#

$)$#

水平上极显著$

'

?

$

$)$/

(!与抑制肝脏脂质过氧化显著正相关'

?

#

$)$#

(!

而与抑制
X3>

氧化和抑制细胞溶血负相关'

?

$

$)$/

(!可能

是细胞中存在的某些金属离子与多酚化合物反应!促进了蛋

白氧化作用!且当酚类物质达到一定浓度后也会提高促氧化

的可能性,

".A"B

-

$表明抗氧化活性研究的复杂性!不能仅以

多酚含量变化判断样品抗氧化活性和对大分子如蛋白质氧

化的保护等$

!

!

结论
本研究以发酵过程中总还原力最高发酵时间

#/5

和

+E>0

最高发酵时间
%$5

大米海椒为样品!进一步采用

不受酶的抑制或其他自由基影响的
V??W

"

进行化学抗氧

化活性试验,

!$

-

!同时通过对蛋白质氧化损伤的保护作用&对

肝脏匀浆脂质过氧化的抑制及对红细胞氧化损伤的保护作

用等的研究进一步评价样品对细胞氧化损伤的保护作用$

研究结果显示!发酵
#/5

样品的
V??W

"

清除能力略高于发

酵
%$5

样品!但无显著差异'

?

$

$)$/

(*发酵
#/5

样品对蛋

白质氧化损伤有较好的保护作用!而发酵
%$5

样品则有潜

在促
X3>

氧化的作用!但其促氧化机制有待于进一步研究*

各水提物在一定浓度范围内!与肝脏匀浆脂质过氧化及红细

胞溶血的抑制效果呈正相关!但发酵
#/5

样品红细胞溶血

延迟时间'

&

Q

(更长*相关分析显示!样品提取物多酚含量

与抑制肝脏脂质过氧化显著正相关'

?

#

$)$#

(!与抑制
X3>

氧化和细胞溶血负相关$

结果表明!发酵
#/5

样品具有较好的细胞抗氧化活性

及抑制蛋白质氧化和肝脏脂质过氧化的作用$尽管总还原

力和
+E>0

与海椒样品中具有抗氧化活性的多酚含量显

著相关!发酵
#/

!

%$5

的样品水提物均有一定
V??W

"

清除

能力!但是在进一步细胞抗氧化&肝脏脂质过氧化和对大分

子物质如蛋白质氧化的保护作用研究中发现其抗氧化活性

不尽相同$这些研究结果与
V'HJG<

等,

!#

-报道的植物抗氧

化成分水提物对
X3>

和
V*>

有潜在的促氧化活性相似$

研究表明!食物的抗氧化能力是由不同作用机制的抗氧化成

分共同作用的结果,

!"

-

!它们相互作用&相互协调!共同清除

自由基!避免细胞氧化损伤造成伤害,

!!

-

!所以应该采取不同

的方法来评价食物的抗氧化能力$本试验表明!仅以多酚含

量变化和体外化学抗氧化方法衡量食物抗氧化活性不够完

整!应该结合肝脏匀浆脂质过氧化的抑制及对细胞氧化损伤

的保护作用等试验来综合评价食物的抗氧化能力$
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