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黑豆壳多酚调节面包消化特性的机理

朱水旺 1 王 乐 1 樊铭聪 2 李 言 2 钱海峰 2 王 立 2
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摘要：［目的］探究黑大豆副产物——黑豆壳多酚的功能特性及其在面包中的应用。［方法］利用超声辅助溶剂法提取黑

豆壳多酚粗提物，从中分离出了游离多酚和结合多酚，并分析其对面包淀粉消化特性的调控作用。［结果］从黑豆壳多

酚中得到的游离态和结合态多酚含量分别为 20.42，9.47 mg GAE/g，其中游离多酚对 ABTS 自由基、DPPH 自由基清除

率分别达 88.85%，80.04%。添加 0.25% 多酚可使面包芯、皮的快消化淀粉含量从 43.75% 和 40.23% 降至 31.25% 和

27.93%，抗性淀粉升至 45.32% 和 50.59%。分子对接显示，黑豆壳多酚中绿原酸等成分与 α-葡萄糖苷酶通过氢键与疏

水作用实现竞争性—非竞争性的混合抑制。［结论］黑豆壳多酚可通过抑制 α-葡萄糖苷酶活性及改变淀粉结构双重路

径延缓面包消化。
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Research on mechanism of polyphenols from black soybean hulls 

regulating digestion characteristics of bread
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Abstract: ［［Objective］］ This study aimed to investigate the functional characteristics of polyphenols from black soybean hulls (a by-product 

of black soybean) and their application in bread. ［［Methods］］ The polyphenol extracts were obtained from black soybean hulls via ultrasonic-

assisted solvent extraction, followed by the isolation of free and bound polyphenols. The regulatory effect of these polyphenols on the starch 

digestion characteristics of bread was further analyzed. ［［Results］］ Free and bound polyphenols were isolated from polyphenols from black 

soybean hulls, with contents of 20.42 mg GAE/g and 9.47 mg GAE/g, respectively. The ABTS and DPPH radical scavenging rates of free 

polyphenols reached 88.85% and 80.04%, respectively. The addition of 0.25% polyphenol extracts decreased the rapidly digestible starch 

content in bread crumb and crust from 43.75% and 40.23% to 31.25% and 27.93%, respectively, while the resistant starch content increased 

to 45.32% and 50.59%, respectively. Molecular docking analysis revealed that components such as chlorogenic acid in polyphenols from 

black soybean hulls exerted competitive and noncompetitive mixed inhibition on α-glucosidase through hydrogen bonding and hydrophobic 

interactions. ［［Conclusion］］ Polyphenols from black soybean hulls can retard bread digestion by inhibiting α -glucosidase activity and 

modifying starch structure.
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近年来，2 型糖尿病发病率持续攀升且呈现年轻化趋

势，已严重威胁公共卫生与人类健康。淀粉类食物消化

吸收的快慢会引起血糖波动，而调控淀粉消化速率是控

制餐后血糖、预防糖尿病的关键。

黑豆壳作为黑大豆加工过程中产生的副产物，富含

天然活性物质，如多酚化合物、皂苷以及多糖等［1］。多酚
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类化合物具备多种生物活性，包括提升抗氧化防御、抑制

脂肪堆积、调节血脂血糖代谢、促进组织修复以及减轻炎

症反应等［2］。黑豆壳多酚主要成分为花青素、黄酮醇及酚

酸衍生物，可有效清除自由基并调节代谢功能［3］。研究［1］

表明，黑豆水提物（包括黑豆壳）和花色苷可以平稳血糖、

保护糖尿病导致的器官损伤。国内研究主要集中在黑豆

壳多酚的提取与功能方面，但对其在食品中的应用研究

较少，尤其是在改善淀粉类食品（如面包）消化特性方面。

多酚可通过调控淀粉酶活性降低 GI 值，已有一些应用于

健康食品中，但有关黑豆壳多酚的研究还未见报道，特别

是与食品基质的作用机制更有待于探究。

研究拟围绕黑豆壳中多酚提取物的不同存在形式

（游离多酚和结合多酚），以及多酚提取物对面包消化特

性的影响及变化规律开展研究，探究黑豆壳主要多酚化

合物对 α-葡萄糖苷酶的抑制活性，并通过分子对接模拟

计算技术的解析，进一步阐明其调节面包消化率的内在

机制，以期实现黑豆加工副产物的资源化高值化利用。

1　材料与方法

1.1　试验材料

黑豆壳：来源于陕西神木；

乙醇、乙酸乙酯、氢氧化钠、碳酸钠等：分析纯，国药

化学试剂有限公司；

标准品（丁香酸、肉桂酸、对香豆酸、原儿茶酸、槲皮

素、没食子酸、芦丁、绿原酸）：上海源叶生物科技有限

公司。

1.2　主要仪器与设备

超高效液相色谱—四极杆飞行时间质谱联用仪：

ACQUITYI-Class plus+Synapt XS 型，美国沃特世公司；

高效液相色谱仪：Agilent 1260 InfinityⅡ型，美国安

捷伦公司；

真空旋转蒸发仪：R-300 型，瑞士步琦有限公司；

质 构 仪 ：TA. XTC-18 型 ，上 海 保 圣 实 业 发 展 有 限

公司；

恒温培养箱：ZQTY-50 型，上海知楚仪器有限公司；

微孔板分光光度计：Epoch 2 型，美国伯腾仪器有限

公司。

1.3　试验方法

1.3.1　黑豆壳多酚的提取　根据 Zhou 等［4］的方法对黑豆

壳多酚进行提取。取 1 g 黑豆壳粉，按 m 黑豆壳粉∶V 乙醇=1∶

40 （g/mL）添 加 体 积 分 数 80% 的 乙 醇 混 匀 ，采 用 功 率

300 W、频率 40 kH 的超声波辅助提取 40 min。提取液于

4 000 r/min 下离心 10 min。重复提取两次，获得上清液和

残渣，上清液旋蒸后得到黑豆壳多酚粗提物。利用 10 mL

甲醇将上清液旋蒸后的黑豆壳多酚粗提物复溶，获得游

离多酚甲醇溶液。取离心剩余的残渣加入 4 mol/L NaOH

溶液 20 mL，避光水解 4 h［5］，随后用 6 mol/L HCl 调节 pH

至 2.0，8 000 r/min 离心 15 min，上清液用等体积乙酸乙酯

萃取 3 次，合并 3 次乙酸乙酯萃取液，将乙酸乙酯旋转蒸

发完全后，用 10 mL 甲醇复溶［6］，获得结合多酚甲醇溶液。

游 离 多 酚 和 结 合 多 酚 甲 醇 溶 液 于 4 ℃ 冷 藏 过 夜 ，

8 000 r/min 离心 10 min，过膜后于-80 ℃避光保存。

1.3.2　黑豆壳多酚含量测定　

（1） 总酚含量：根据 Kumar 等［7］的方法修改如下：取

0.18 mL 样品液与等量 Folin 试剂混匀，静置 5 min 后加

0.72 mL 15% Na2CO3 溶液，摇匀后避光 1 h，测定 765 nm

处吸光度。利用没食子酸作为标准品计算样品的总酚含

量（y=0.008 9x+0.059，R2=0.999 5），结果以没食子酸当

量的毫克数表示（mg GAE/g）。

（2） 黄酮含量：根据 Kumar 等［7］的方法修改如下：取

0.6 mL 样品液，加入 0.3 mL 5% NaNO2 溶液，混合反应

6 min；加 0.3 mL 10% Al（NO3）3 溶 液 ，反 应 6 min；加

2.4 mL 4% NaOH 溶液，混匀后避光 15 min。测定 510 nm

处吸光度。采用芦丁标准液为标准品计算样品的总黄酮

含量（y=0.000 6x+0.042 5，R2=0.999 1），结果以芦丁当

量的毫克数表示（mg RT/g）。

1.3.3　黑豆壳多酚抗氧化能力测定　

（1） ABTS 自由基清除能力：根据 Ilyasov 等［8］的方法

修改如下：将 7 mmol/L ABTS 溶液与 2.45 mmol/L 过硫酸

钾充分混匀，避光静置 14 h。将样品液或抗坏血酸标准品

与 ABTS 工作液混匀，避光反应 10 min，测定 734 nm 处吸

光度，以蒸馏水代替样品调零。通过绘制抗坏血酸标准

曲线（y=0.439 1x+9.782 5，R2=0.999 4），按式（1）计算

ABTS 自由基清除率。

c= A 1 -( A 2 + A 3 )
A 1

× 100%， （1）

式中：

c——ABTS 自由基清除率，%；

A1——20 μL 磷酸缓冲液 +180 μL ABTS 工作液吸

光值；

A2——20 μL 样品液+180 μL ABTS 工作液吸光值；

A3——20 μL 样品液+180 μL 蒸馏水吸光值。

（2） DPPH 自由基清除能力：根据 Ilyasov 等［8］的方法

修改如下：取等量的样品溶液与 0.2 mmol/L DPPH 甲醇溶

液混匀，避光反应 30 min，测定 510 nm 处吸光度。用甲醇

作 为 空 白 参 比 ，通 过 绘 制 抗 坏 血 酸 标 准 曲 线（y=
0.953 8x+1.445 7，R2=0.999 0），按式（2）计算 DPPH 自由

基清除率。

c= A 1 -( A 2 + A 3 )
A 1

× 100%， （2）

式中：

c——DPPH 自由基清除率，%；
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A1——100 μL 甲醇+100 μL DPPH 吸光值；

A2——100 μL 样品液+100 μL DPPH 吸光值；

A3——100 μL 样品液+100 μL 甲醇吸光值。

1.3.4　黑豆壳多酚定性与定量分析　

（1） 定性分析：利用 Waters Acquity UPLC-QTOF/MS

系统对样品进行定性分析。选用 Acquity BEH C18色谱柱

（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）。流动相 A 为乙腈，流动相 B

为 0.1% 甲酸水溶液。流量 0.3 mL/min，进样体积 10 μL，

柱 温 40 ℃ 。 梯 度 洗 脱 条 件 ：0~0.5 min，100% B；0.5~

10.0 min，100%~80% B；10.0~18.0 min，80%~0% B；18.0~

21.5 min，0% B。质谱使用 ESI 源，采用负离子模式进行

检测。

（2） 定量分析：根据 Wang 等［9］的方法，色谱柱采用

Agilent SB-C18柱（4.6 mm×250 mm）。

1.3.5　面包制备　根据潘琪锋［10］的方法修改如下：将

200 g 高筋粉、30 g 糖、2 g 盐、黑豆壳多酚粗提物粉末（按

面粉质量的 0，0.125%，0.250% 进行添加）混匀；倒入适量

水和 2 mL 0.15% 脂肪酶溶液，低速搅拌 2 min 至无干粉；

加入 20 g 黄油，搅拌 8~10 min 至面团表面光滑，且可拉出

透光薄膜（无破裂）。取部分面团进行发酵、整形并烘烤。

将获得的面包皮、芯密封保存，于 24 h 内检测。

1.3.6　微观结构　将冻干的面团粉和面包粉样品喷金处

理。使用场发射电镜在 3 万倍放大倍数下观察样品。

1.3.7　体外消化特性研究　对面包皮与面包芯进行体外

消化模拟，并计算消化曲线。

取 0.1 g 样品，加入 5 mL 0.5 mmol/L 醋酸钠缓冲液

（pH 5.2），100 ℃水浴 20 min（预糊化），迅速转移至 37 ℃
水浴中平衡 10 min。加入 5 mL 混合酶溶液（α-淀粉酶、淀

粉转葡萄糖苷酶各 200 U/mL），置于 37 ℃水浴。在 0，20，

40，60，90，120，180 min 时，分别取 0.1 mL 反应液，加入

0.9 mL 无 水 乙 醇 中 。 取 1.0 mL 混 合 反 应 液 离 心

（4 000 r/min，10 min），取 0.1 mL 上 清 液 ，加 入 3 mL 

GOPOD 试 剂 ，在 50 ℃ 恒 温 培 养 箱 中 孵 育 20 min，在

510 nm 处测定吸光度，计算总淀粉含量（TS）。参照王

桃［11］的方法计算样品中快消化淀粉（RDS）、慢消化淀粉

（SDS）、抗性淀粉（RS）质量分数。

1.3.8　α-葡萄糖苷酶抑制活性测定　参照 Han 等［12］的方

法并稍作修改。取 25 μL 阿波卡糖或黑豆壳多酚提取物，

与 25 μL α-葡萄糖苷酶溶液（酶用量 0.2 U/mL）混匀，37 ℃
孵 育 10 min 后 加 入 50 μL 2 mmol/L PNPG，37 ℃ 反 应

20 min 后加入 100 μL Na2CO3 溶液终止反应，离心后取上

清液于 405 nm 处测定吸光度。按式（3）计算 α-葡萄糖苷

酶抑制率。

c= ( )1 - A 1 - A 2

A 3 - A 4
× 100%， （3）

式中：

c——抑制率，%；

A1——添加酶的样品吸光度；

A2——不添加酶的样品吸光度；

A3——以缓冲液代替酶的阴性对照组的吸光值；

A4——对照空白组的吸光度。

1.3.9　酶抑制动力学分析　参照 Gayathri 等［13］的方法并

稍作修改。取 20 μL 黑豆壳多酚提取物（0~100 μg/mL）和

20 μL α-葡萄糖苷酶（0.1~0.6 U/mL）加入 100 μL pH 6.8 磷

酸 盐 缓 冲 液 中 ，37 ℃ 预 孵 育 5 min 后 加 入 60 μL 底 物

PNPG，37 ℃反应 15 min 后，立即加入 1 mL Na2CO3终止反

应。在 405 nm 处测定吸光度计算 α-葡萄糖苷酶的初始反

应速率，绘制初始反应速率与酶浓度的关系曲线。α-葡萄

糖 苷 酶 添 加 量 设 置 为 0.3 U/mL，以 不 同 浓 度 的 底 物

（0.5~3.0 mmol/L）和 不 同 质 量 浓 度 多 酚 提 取 物（0~

100 μg/mL）建立反应体系。通过 Lineweaver-Burk 双倒数

方程拟合不同抑制剂浓度下的酶动力学曲线，判断其抑

制类型。

1.3.10　分子对接　从蛋白质数据库（RCSB PDB，https：//

www.rcsb.org/pdb）下载目标蛋白的三维结构（PDB ID：

5Y7Z）。使用 PyMOL 2.5 软件对初始结构进行预处理。

针对目标多酚类化合物，通过 PubChem 化合物数据库检

索其化学结构。采用 AutoDockTools 1.5.7 软件中的 MGL 

Tools 模块对配体进行预处理，随后使用 AMBER 力场进

行能量最小化处理，确保配体处于能量最低的稳定状态。

使用 AutoDockTools 1.5.7 软件进行分子对接研究，对接完

成后，通过 Discovery Studio 2021 软件对最优构象进行可

视化分析。

1.3.11　数据处理　数据作图采用 Origin，使用 SPSS 对数

据进行方差分析（ANOVA）和邓肯（Duncan）检验（P＜
0.05），所有试验进行 3 次，结果以平均值±标准偏差的形

式呈现。

2　结果与分析

2.1　黑豆壳多酚的抗氧化活性与成分分析

2.1.1　黑豆壳多酚含量　黑豆壳提取物总多酚含量为

（29.89±0.09） mg GAE/g，与文献［14］的（38.04 mg GAE/g）

接近，且高于黑豆壳子叶的（10.60 mg GAE/g）。这可能源

于黑豆壳作为植物外层组织，长期暴露于紫外、虫害等外

界胁迫环境，从而诱导其合成并积累更高水平的多酚类

防御性次生代谢产物。在组成结构上，黑豆壳游离多酚

的没食子酸当量为（20.42±0.19） mg GAE/g，结合多酚的

没食子酸当量为（9.47±0.13） mg GAE/g，说明游离多酚

为黑豆多酚的主要存在形式。这一特征表明黑豆壳多酚

在加工过程中可能具有更高的生物可及性。同时，加工

过程未释放出的结合多酚通常在人体消化过程到达结肠

进而发酵得到释放，其对抑制有害菌生长和改善肠道的菌
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群组成具有积极意义。黑豆壳中总黄酮含量为（77.95±
0.33） mg RT/g，与早期研究［15］的结果（73.50 mg RT/g）吻

合，其中游离多酚的芦丁当量为（54.17±0.23） mg RT/g，

结合多酚的芦丁当量为（23.78±0.18） mg RT/g。基于结

构中邻苯二酚与羟基化模式带来的强金属螯合及自由基

清除活性，黑豆壳多酚有望成为一种用于提升食品抗氧

化能力的新型功能配料。

2.1.2　黑豆壳多酚抗氧化活性分析　将获得的黑豆壳游

离、结合多酚样品对 ABTS 自由基、DPPH 自由基清除率

代入抗坏血酸标准曲线进行当量计算。结果见图 1。

在 ABTS 体系中，游离多酚质量浓度为 2 mg/mL 时，

清除率已达到（88.85±0.53）%，ABTS 自由基抗氧化能力

对应抗坏血酸当量为（89.24±0.53） μmol/g；此时结合多

酚 的 清 除 率 为（49.81±1.40）% ，对 应 抗 坏 血 酸 当 量

（45.23±1.55） μmol/g。结果显示，游离多酚的 ABTS 自

由基抗氧化能力明显强于结合多酚，验证了多酚含量与

抗氧化活性正相关的规律，并且游离态成分是主要贡献

者。造成这一现象的原因可能是游离多酚通常以糖苷形

式存在，呈较低聚合度，其酚羟基更易与 ABTS 自由基发

生氢原子转移或单电子转移反应，因而表现出更强的清

除能力；而结合多酚常与细胞壁多糖、蛋白质等大分子交

联，空间位阻增大，反应活性受限。

在 DPPH 体系中，游离多酚质量浓度为 10 mg/mL 时

清除率达到（80.04±0.43）%，DPPH 自由基抗氧化能力的

抗坏血酸当量为（16.05±0.17） μmol/g；结合多酚的清除

率 为（50.61±0.74）% ，对 应 抗 坏 血 酸 当 量（9.29±
0.19） μmol/g。结果显示，游离多酚的清除率显著高于结

合多酚，则对 DPPH 自由基的清除能力更优，这也与多酚

含量测定结果相一致，可能是因为游离态多酚中，亲水性

和高活性基团暴露，对 DPPH 自由基清除能力较强，而结

合态成分因空间位阻或水溶性较低，清除能力弱于游离

态，但其仍具备一定活性。值得注意的是，尽管 DPPH 体

系中游离多酚的清除率较高，但其抗坏血酸当量值显著

低于 ABTS 体系，这可能源于两种自由基反应机制的差

异：ABTS 自由基抗氧化主要在水相中反应，对亲水性成

分更为敏感；而 DPPH 自由基在有机相中反应更强，对多

酚的疏水结构及电子给予能力具有更高选择性。

2.1.3　黑豆壳多酚主要成分鉴定与含量分析　利用 Mass 

Lynx 4.2 软件对数据进行采集和处理，可分别鉴定出黑豆

壳提取物中可能存在的多酚类物质，如表 1所示。

黑豆壳提取物的定性分析中鉴定出 13 种多酚，在游

离态多酚中鉴定出 11 种物质，结合态多酚中鉴定出 7 种

物质。其中丁香酸、对香豆酸、原儿茶酸、没食子酸和芦

丁是在游离态和结合态中共同鉴定出来的 5 种物质。根

据相应的标准品吸收峰面积计算标准曲线，并对游离态、

结合态物质分别测量吸收峰以确定其中多酚物质含量，

结果见表 1。在定量测量结果中，游离态检出 8 种物质，结

合态检出 5 种物质。游离态多酚以绿原酸（8.78 mg/g）和

丁香酸（3.16 mg/g）为主，占游离态总量的 70% 以上；结合

态多酚则以原儿茶酸（2.39 mg/g）和没食子酸（0.97 mg/g）

为主，含量显著高于游离态。绿原酸为高极性化合物且

含咖啡酰基疏水片段，使其更易被有机试剂提取为游离

态［16］。丁香酸因相对分子质量较小更易溶于有机溶剂，因

此二者以游离态为主。原儿茶酸和没食子酸均具有多羟

基结构（没食子酸含 5 个羟基，原儿茶酸含 3 个羟基与 1 个

羧基），极易通过氢键或酯键与细胞壁多糖、蛋白质等大分

子结合，通常需借助碱水解或高温处理才能释放［17-18］。此

外，芥子酸与咖啡酸仅存在于结合态中，说明其羧酸基团

更易与植物细胞壁组分形成稳定共价连接，难以被常规提

取方法解离［19-20］。这一现象也反映出，黑豆壳中结合态酚

类在常规营养评估中易被低估，但经过消化道微生物酶解

后可能成为重要的酚酸来源，具备潜在的生理价值。

图 1　黑豆壳游离多酚与结合多酚对不同自由基的清除能力

Figure 1　Different free radical scavenging capabilities of free polyphenols and bound polyphenols from black bean shells
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2.2　黑豆壳多酚对面包品质的影响

2.2.1　面包质构指标　如表 2 所示，随着黑豆壳多酚添加

量的增加，面包高度下降，可能是因为多酚分子与面筋蛋

白发生相互作用。尤其是具有邻位酚羟基结构的多酚单

体可能通过氧化形成醌类中间体，与面筋蛋白中的巯基

发生共价交联，或与蛋白质分子链上的疏水区、氨基酸残

基形成氢键与疏水相互作用，从而部分抑制了面筋网络

在发酵过程中的充分伸展，削弱了面团的持气性，导致最

终产品体积收缩、结构更为密实。在力学性质方面，面包

的硬度与脆度随多酚添加而显著上升，说明多酚—蛋白、

多酚—淀粉之间的相互作用增强了基质的刚性。多酚作

为天然交联剂，不仅促进面筋蛋白分子间形成更为致密

但弹性较低的网络，也可能通过羟基与淀粉链相互作用，

干扰淀粉正常糊化与回生过程，增强结晶区连接，从而提

升整体硬度和脆性。黏着性方面，0.250% 添加组显著高

于对照组，可能是由于多酚具有较强的水合能力，与水分

子、淀粉及蛋白形成三元复合物，改变了体系内部黏附特

性，增强了面包颗粒间的内聚阻力。此外，面包的弹性、

内聚性与回复性均随多酚添加量增加而下降，反映出多

酚添加后面筋网络连续性受损，面筋蛋白的自然延展性

与恢复能力受到限制。适量多酚可增强面筋，但过量则

会导致蛋白交联过度，形成局部刚性节点，破坏面筋的均

一性与黏弹性响应。胶着性与咀嚼性上升进一步说明面

包质构向“强韧耐嚼”方向转变，这与多酚诱导的面筋强

化及淀粉凝胶结构改变密切相关，0.250% 添加组表现尤

为显著，说明该添加量已接近引起质构突变的临界点。

2.2.2　微观结构　植物多酚可通过与淀粉分子的相互作

用改变其结构，进而反映在微观结构中［20-21］。通过扫描

电镜对不同添加量的黑豆壳多酚面团及面包冻干粉末进

行观察。如图 2 所示，对照组面团的面筋网络呈现连续、

有序的网状结构，面筋基质均匀包裹淀粉颗粒，形成了紧

密的蛋白—淀粉复合体。当添加 0.125% 黑豆壳多酚时，

面筋网络出现局部松散，部分淀粉颗粒表面的面筋覆盖

层变薄，暴露程度轻微增加。而添加 0.250% 的面筋网络

表 1　黑豆壳多酚提取物中主要酚类物质的定性定量分析结果†

Table 1　Qualitative and quantitative analysis results of main phenolic substances in polyphenol extract from black bean 

shells

化合物名称

咖啡酸

丁香酸

肉桂酸

对香豆酸

阿魏酸

原儿茶酸

槲皮素

没食子酸

山柰酚

芦丁

矢车菊素

绿原酸

芥子酸

保留时间/

min

4.21

4.36

4.43

4.88

5.12

5.16

5.66

5.71

6.37

8.47

9.01

14.21

16.48

［M-H］（m/z）

179.021 1

197.045 6

147.345 5

163.031 3

193.101 1

109.158 7

301.247 9

169.071 5

285.041 8

609.021 4

286.118 9

353.082 1

223.054 1

主要碎片离子（m/z）

134.05，89.04

153.02，123.10，121.03

103.51，92.03

93.03，89.04，65.04

149.05，134.03

153.04，109.03

151.43，107.12

126.02，97.03，73.00

299.04，271.04，160.01

300.12，151.02

285.04，164.01，107.10

191.03，135.04

135.05，93.03

定性分析

游离态

√
√
√
√
√
√
√
√
√
√
√

结合态

√
√

√
/

√

√

√

√

定量分析/（mg·g-1）

游离态

3.16±0.05

0.12±0.01

1.46±0.03

1.97±0.08

0.38±0.00

0.09±0.06

0.30±0.02

8.78±0.12

结合态

0.28±0.01

0.04±0.02

2.39±0.06

0.97±0.02

0.18±0.01

† √表示检出该物质。

表 2　面包的质构分析†

Table 2　Texture analysis of bread

多酚添加量/%

0.000

0.125

0.250

样品高度/mm

13.03±0.05a

12.92±0.08b

12.81±0.11c

硬度/N

1.91±0.29a

2.16±0.27b

2.70±0.34c

脆度/N

1.91±0.29a

2.16±0.27b

2.70±0.34c

黏着性/（N·s）

-0.05±0.02a

-0.06±0.02b

-0.07±0.03c

弹性

0.62±0.06a

0.58±0.05b

0.53±0.04c

内聚性

0.67±0.04a

0.63±0.03b

0.60±0.02b

胶着性/N

1.49±0.22a

1.81±0.25b

2.26±0.27c

咀嚼性/N

0.74±0.15a

0.88±0.16b

1.08±0.19c

回复性

0.35±0.02a

0.32±0.02b

0.28±0.02c

† 同列小写字母不同代表差异显著（P<0.05）。
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结构显著受损，面筋基质断裂成不连续的碎片，大量淀粉

颗粒直接裸露于面筋间隙中。这与黑豆壳多酚富含羟基

和苯环结构有关，这些结构能够通过氢键、疏水相互作用

的方式与面筋蛋白相结合，导致面筋网络致密性下降。

此外，对照组面包的面筋—淀粉基质均匀分布，糊化

淀粉颗粒嵌入连续的面筋网络中，界面结合紧密。添加黑

豆壳多酚后，添加 0.125% 多酚的面包面筋网络出现局部断

裂，淀粉颗粒周围的面筋基质厚度不均。而添加 0.250% 的

则表现出更明显的结构紊乱，面筋网络碎片化严重，大量

糊化淀粉颗粒从破损的面筋基质中凸出，甚至形成淀粉颗

粒的团聚体。由此可知，黑豆壳多酚添加组中，淀粉颗粒

的变形程度随添加量升高而加剧，尤其是 0.250% 添加量

组，淀粉颗粒表面出现了明显的褶皱和裂痕，可能是因为

多酚与淀粉分子相互作用导致其糊化特性改变。

总的来说，黑豆壳多酚的添加通过破坏面筋网络完

整性、增加淀粉颗粒暴露程度，改变了面团及面包中淀粉

的微观结构，这种结构的改变可能会影响面包中淀粉的

消化特性。

2.2.3　体外消化曲线及淀粉消化率　对面包芯、皮的体

外消化曲线和淀粉消化率进行了测定，结果如图 3 和表 3

所示。

对于面包芯，对照组快消化淀粉含量为 43.75%，随黑

豆壳多酚添加量增加显著下降，可能因多酚通过氢键、疏

水作用改变淀粉结构，形成紧密网状结构阻碍酶解，从而

减缓消化速度［22］。慢消化淀粉含量仅从 24.03% 降至

23.43%，变化微小，说明处理对慢消化阶段影响有限，或

因慢消化需复杂酶解过程，多酚难以改变其特性。抗性

淀粉含量则升至 45.32%，未被小肠吸收的淀粉进入大肠，

成为肠道菌群营养源，促进有益菌生长，对肠道健康有

益。对于面包皮，快消化、慢消化淀粉含量均低于对应面

包芯组，抗性淀粉略高，可能因面包皮本身结构更紧密或

含天然抗消化成分。添加少量黑豆多酚后，快消化淀粉

降至 35.55%，抗性淀粉升至 41.21%；添加量增加时，快消

化淀粉骤降至 27.93%，抗性淀粉大幅增至 50.59%，变化

幅度远大于面包芯组。这可能归因于面包皮成分与多酚

协同作用，如多酚与淀粉、酶结合降低分解效率，或包裹

淀粉颗粒减缓消化。面包芯与面包皮消化特性差异可能

与烘烤过程中面包皮承受的温度相对较高，而且内部面

团膨胀时会挤压面包皮形成较为紧凑的网络结构有

关［23］。与对照组相比，0.250% 多酚添加量组的面包芯、皮

图 3　面包消化特性曲线

Figure 3　Bread digestion characteristic curve

表 3　不同样品体外消化特性数值†

Table 3　Numerical values of in vitro digestion 

characteristics of different samples % 

部位

面包芯

面包皮

多酚添

加量/%

0.000

0.125

0.250

0.000

0.125

0.250

RDS

43.75±3.25a

36.33±1.23b

31.25±1.89c

40.23±1.88a

35.55±2.34b

27.93±0.65d

SDS

24.03±2.14a

23.83±0.98b

23.43±1.65c

23.44±1.67c

23.24±1.57c

21.48±1.78d

RS

32.22±2.22d

39.84±2.32c

45.32±2.54b

36.33±3.52d

41.21±1.84c

50.59±2.65a

† 同列小写字母不同代表差异显著（P<0.05）。

图 2　面团、面包冻干粉末的电镜扫描结果

Figure 2　Electron microscope scanning results of freeze-

dried powder of dough and bread
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中抗性淀粉含量分别达 45.32%，50.59%，为开发低 GI 面

包提供了依据。

2.3　黑豆壳多酚的 α-葡萄糖苷酶抑制活性

2.3.1　抑制率曲线　黑豆壳多酚对 α-葡萄糖苷酶的抑制

率曲线如图 4 所示。

由图 4 可知，游离与结合多酚对 α-葡萄糖苷酶的抑制

率随质量浓度升高显著上升，且同等质量浓度下游离多

酚抑制率更高。游离多酚 IC50 为（205.24±2.13） μg/mL，

结合多酚为（457.28±2.91） μg/mL，表明游离多酚抑制活

性更强。从微观结构层面分析，游离多酚的活性基团可

与 α -葡萄糖苷酶结合，干扰活性中心或阻塞底物位点。

随着多酚质量浓度升高，其与酶分子发生有效碰撞的概

率增大，抑制效果也随之增强。绿原酸、槲皮素等常见游

离型多酚已被证实能够嵌入 α-葡萄糖苷酶的底物结合口

袋，通过空间阻遏和电子效应降低酶活。

相比之下，结合多酚由于通过酯键、醚键或糖苷键与

细胞壁多糖、蛋白质等大分子形成复合体，其三维结构更

为复杂，暴露出活性基团的能力受到空间位阻的限制，因

而难以充分接近酶的活性区域。此外，结合多酚中亲水

性基团常被包埋或参与交联，进一步削弱了其在水相反

应体系中的溶解性与扩散能力，导致其抑制效果上升较

为缓慢。例如，在 400 μg/mL 的质量浓度下，结合多酚的

抑制率仅相当于游离多酚在 150 μg/mL 下的，反映出其在

生物可及性方面与游离多酚的显著差异。

2.3.2　抑制动力学分析　游离与结合多酚对 α-葡萄糖苷

酶的抑制动力学曲线如图 5~图 6 所示。

图 5（a）和图 6（a）显示，不同质量浓度黑豆壳多酚（游

离/结合）下，α-葡萄糖苷酶浓度［S］与初始反应速度 V 呈

现为经过原点的直线关系，且多酚添加组斜率均小于对

图 5　黑豆壳游离多酚对 α-葡萄糖苷酶的抑制动力学曲线

Figure 5　Kinetic curve of inhibition on α-glucosidase by free polyphenols from black bean shells

图 4　α-葡萄糖苷酶抑制率变化趋势图

Figure 4　Variation trend of inhibition rate of α-glucosidase
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照组，随多酚质量浓度增加斜率递减，表明抑制作用可

逆。这一现象说明黑豆壳多酚并未造成酶的永久性失

活 ，而 是 通 过 非 共 价 结 合 方 式 影 响 其 催 化 功 能 。

Lineweaver-Burk 图（图 5~图 6）中，LB 直线交于第二象限，

说明游离和结合多酚均为竞争性与非竞争性的混合型抑

制。黑豆壳多酚组分既能与游离 α-葡萄糖苷酶结合，形

成酶—抑制剂复合物，也能与酶—底物复合物结合，生成

三元复合物，从而同时影响酶与底物的结合效率及催化

转 化 速 率 。 根 据 图 5（c）和 图 5（d），游 离 多 酚 的 Ki=
（25.07±1.33） mmol/L，K 'i=（71.21±2.04） mmol/L。Ki 值

越低表示抑制作用越强，表明黑豆壳游离多酚更倾向于

占据酶的活性中心，与底物竞争结合位点，表现出更强的

竞争性抑制特征；根据图 6（c）和图 6（d），结合多酚的 Ki=
（29.91±2.72） mmol/L，K 'i=（98.03±2.13） mmol/L，表明

其以竞争性抑制为主。虽然同样以竞争性抑制为主导，

但其 Ki与 K 'i 值均高于游离多酚，反映出结合多酚与酶的

结合亲和力较弱，整体抑制效能较低。

2.3.3　分子对接模拟　在研究黑豆壳多酚对 α-葡萄糖苷

酶抑制作用的基础上，利用分子对接模拟进一步了解抑

制机制。选用黑豆壳多酚的含量占比高的前 5 种活性组

分（绿原酸、原儿茶酸、丁香酸、没食子酸、对香豆酸）与

α-葡萄糖苷酶的结合位点、结合能和相互作用类型进行了

对接模拟，结果如图 7 所示，分子对接结果见表 4。

结合能从高到低依次为：对香豆酸（-2.6×104 J/mol）>
绿原酸（-2.3×104 J/mol）>丁香酸（-2.2×104 J/mol）>
原儿茶酸（-2.1×104 J/mol）>没食子酸（-1.9×104 J/mol），

表明抑制潜力与配体作用模式的复杂性密切相关。

对 香 豆 酸 可 在 ILE A：13、TYR A：46、LYS A：48、

ARG A：171 位点形成氢键网络（4 个氢键），这些结合位点

更接近 α-葡萄糖苷酶的活性中心，与 VAL A：7 的 π-烷基

作用共同发挥抑制作用，其结合能最高，抑制效果最优。

绿原酸也可通过多个氢键（ASP A：777、LYS A：776、ILE 

A：523 等）阻断 α-葡萄糖苷酶的催化功能，同时 π-烷基作

用（ARG A：520、ALA A：285）占据底物通道入口，加上碳

氢键（HIS A：645）辅助稳定构象，体现多位点共同抑制酶

催化活性的机制，但可能由于距离酶活性中心较远，其抑

制能力次于对香豆酸。丁香酸氢键（SER A：47、LYS A：

48、SER A：155）同样覆盖催化中心边缘，但碳氢键（ILE 

A：156、GLY A：157）距离活性中心较远，π-σ 作用（LYS A：

48）的贡献有限，同时疏水作用缺失导致抑制效果较弱。

原儿茶酸与没食子酸的氢键靶点分散（原儿茶酸：TYR 

A：46、LYS A：48、SER A：155、ARG A：171）或缺乏疏水支

图 6　黑豆壳结合多酚对 α-葡萄糖苷酶的抑制动力学曲线

Figure 6　Kinetic curve of inhibition on α-glucosidase by bound polyphenols from black bean shells

16



| Vol.41， No.11 朱水旺等：黑豆壳多酚调节面包消化特性的机理

撑（没食子酸仅依赖氢键和单一 π -σ 作用），抑制潜力最

低。对香豆酸形成接近催化活性中心的氢键网络，绿原

酸可与酶形成多种相互作用，因而二者都可实现高效抑

制，结合能分别为-2.6×104，-2.3×104 J/mol，显著优于

其他配体。丁香酸、原儿茶酸及没食子酸因作用单一或

结合能较低，抑制潜力有限。前文多酚定性定量结果显

示：游离态多酚中绿原酸、丁香酸、对香豆酸含量较高，结

合多酚中原儿茶酸、没食子酸含量高，这也呼应了游离态

多酚对 α-葡萄糖苷酶抑制作用强于结合态多酚的结果。

抑制动力学结果显示，黑豆壳多酚对 α-葡萄糖苷酶

的抑制作用类型为竞争性主导的混合型抑制，与分子对

接结果一致。其中，竞争性成分：对香豆酸和绿原酸通过

氢键直接占据催化中心，与底物竞争结合位点，导致 Km升

高（底物亲和力下降）；非竞争性成分：绿原酸和对香豆酸

通过疏水作用（VAL A：7、ALA A：285）及空间位阻阻碍底

物进入活性中心，同时可能结合酶—底物复合物，降低

Vmax。综合分析可知，高效配体（对香豆酸、绿原酸）通过

氢键与疏水作用的共同作用，实现了“竞争性占据活性中

心”与“非竞争性阻断底物通道”的作用，而其他几种配体

因相互作用单一或者作用力较弱难以显著影响酶功能，

但也存在一定的酶活性抑制效果。这个结果揭示了黑豆

壳多酚通过氢键及疏水作用与 α-葡萄糖苷酶关键残基结

图 7　α-葡萄糖苷酶与绿原酸、原儿茶酸、丁香酸、没食子酸、对香豆酸分子对接可视化结果

Figure 7　Visualization results of molecular docking of α -glucosidase with chlorogenic acid， protocatechin acid， syringic 

acid， gallic acid， and p-coumaric acid
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合，形成稳定复合物，并以混合抑制机制改变酶构象及微

环境，从而抑制底物结合并降低催化活性。

3　结论

黑豆壳游离态多酚含量（20.42 mg GAE/g）及抗氧化

活性显著高于结合态的（9.47 mg GAE/g），游离态以绿原

酸、丁香酸为主，结合态以原儿茶酸、没食子酸为主，游离

态良好的抗氧化能力与其羟基数量及亲水性相关。添加

多酚粗提物可提升面包硬度和咀嚼性，但降低了弹性和

内聚性，在微观结构层面可促进淀粉团聚，形成物理屏障

抑制酶解。体外消化试验证实，多酚显著降低快消化淀

粉含量、提升抗性淀粉含量，同时，黑豆壳多酚对 α-葡萄

糖苷酶的抑制类型属于竞争性主导的混合型抑制作用。

该研究揭示了黑豆壳多酚通过抑制酶活性与改变淀粉结

构延缓消化的双重机制，后续将围绕黑豆壳多酚的热加

工稳定性、消化过程的生物利用率和多食品体系的应用

拓展等方向进行深入研究。
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