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摘 要： 利用 Fenton反应、光照核黄素产生活性氧自由基·OH、 分光光度法研究橄榄酒清除

活性氧作用，通过硫代巴比妥分光光度法研究橄榄酒抗·OH 引起的 DNA 氧化损伤的保护作用。

结果表明，橄榄酒能清除·OH、 自由基，对 DNA 的·OH 氧化损伤有显著的抑制作用。

关键词： 橄榄酒； 活性自由基； 抗氧化

中图分类号：TS262.7；TS261.7；TS971 文献标识码：A 文章编号：1001- 9286（2007）09- 0043- 02

Investigation on the Elimination of Active Oxygen by Canar ium
Album Wine & Its Antioxidation in vitro

LILing1andGAO Yun-tao2

（1.BaoshanNormalCollege,Baoshan,Yun’nan678000;2.SchoolofChemistryandBio-Science,

Yun’nanNationalityUniversity,Kunming,Yun’nan650031,China）

Abstract：Active oxygen free radicalincluding·O H and in vitro were produced by Fenton reaction and riboflavine

photosensitization.Then theelim ination ofactiveoxygen bycanarium album winewasinvestigated byspectrophotometry

andtheprotectiononthedamageofDNA chaininducedbyhydroxylradicalwasstudiedbythiobarbituricacidspectropho-

tom etry.Theresultsshowedthatcanarium album winecouldeliminatefreeradicalincluding·OH and efficientlyandit

couldalsosignificantlyinhibitanti-lipidperoxidationandthedam ageofDNA inducedbyfreeradical.
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滇橄榄又称余甘子[1]，其味较酸，而余味甘甜爽口。

据《滇南本草》记载，余甘子酸甘苦凉，润肺化痰，生津止

渴，可用于治疗感冒发热、咳嗽、咽喉肿痛，对腹泻肠炎、

高血压症也有疗效。西南各民族早有利用野生滇橄榄果

制橄榄酒的习惯，笔者研究了利用滇橄榄酿制的橄榄酒

对 Fenton反应发生的羟基自由基及光照核黄素体系发

生的超氧自由基的清除作用、抗脂质氧化作用，发现橄

榄酒具有一定清除活性氧自由基及抗氧化的能力。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

橄榄酒：昆明情果红酒业有限公司生产；茶多酚：四

川筠莲茶多酚厂生产。

7200型可见分光光度计：上海尤尼柯仪器有限公

司；光照箱：自制,灯功率 18W 。

所用试剂均为分析纯，实验用水为蒸馏水。

1.2 实验方法

1.2.1 橄榄酒活性制备

取橄榄酒 500m L，减压蒸馏至干，得到固体物质

11.1g。准确称取上述提取物 500.0mg，用 90% vol乙醇

溶解后，用水定容至 100.0 mL，制得 5.0 m g/m L橄榄酒

活性物溶液。

1.2.2 ·OH 产生及清除活性测定

采用 Fenton反应产生·OH，M B 捕获显色法[2]。取

2mL NaHCO3缓冲溶液，加入不同体积的橄榄酒活性物

溶液，2 mL 200.0μmol/L Fe2+ 溶液，2 m L 20.0μm ol/L

M B 溶液，然后加入 2mL 20 mm ol/L H2O2溶液，定容至

10m L，混匀，于常温下反应 5 min，以缓冲溶液为参比，

测定λ660nm 的吸光度 A，以 5mL水代替橄榄酒活性物溶

液，同样条件下测定吸光度 AR，同时测定未加 Fe2+、H2O2

及橄榄酒活性物溶液空白溶液的吸光度为 A0。

清除率= A- A0
AR- A0
×100%

1.2.3 光照核黄素体系产生 及清除

参照文献[3]的方法，用 pH 值为 7.8的 0.05 m ol/L

混合磷酸盐缓冲液为溶剂，配制含 3.3×10-6m ol/L核黄
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素、0.01 m ol/L蛋氨酸、4.6×10-5 m ol/L氯化硝基四氮唑

兰(NBT)及各种浓度的橄榄酒活性物溶液，在 25℃下，

置于光照箱光照 30 m in，取出后以蒸馏水作为参比液，

测定λ560nm 处吸光度 A，同时以水代替橄榄酒溶液测定

空白吸光度 A0。

清除率= A0- A
A0
×100 %

2 结果与分析

2.1 对 Fenton反应产生·OH 的清除作用

橄榄酒活性物溶液与茶多酚进行对照研究，对

Fenton反应产生·O H 的清除作用见图 1。

从图 1可知，橄榄酒活性物溶液 IC50=0.12 m g/m L，

质量浓度≥0.6 m g/m L，清除率达最大，最大清除率为

88.2 % 。茶多酚 IC50=0.038 m g/m L，最大清除率达到

94.2 %。结果还表明，橄榄酒活性物溶液对·OH 的清除

效果明显，IC50高于茶多酚，最大清除率略低于茶多酚，

原因在于橄榄酒活性物溶液非纯物，而茶多酚是纯品。

2.2 对光照核黄素产生 的清除作用

橄榄酒活性物溶液及茶多酚对光照核黄素产生

的清除作用见图 2。

图 2表明，橄榄酒活性物溶液及茶多酚对光照核黄

素产生 均有较强的清除作用，橄榄酒活性物溶液

IC50=0.096 m g/m L。橄榄酒活性物溶液≥0.6 m g/m L，对

的清除率达最大，最大清除率为 67.2 % 。茶多酚

IC50=0.082 m g/m L，浓度达 0.20 m g/m L时对 清除率

达最大，最大清除率为 81.7 % 。结果表明，橄榄酒活性

物溶液对 清除率略低于茶多酚，IC50较茶多酚高的原

因同样可能与所用橄榄酒活性物溶液纯度不高有关。

2.3 对·OH 引发 DNA 氧化损伤的抑制作用

硫代巴比妥酸(TBA)可与丙二醛（M DA）类似物反

应生成粉红色物质，该物质在 532 nm 处有最大光吸

收，采用 TBA 反应可定量检测脱氧核糖或 DNA 上脱氧

核糖环受·OH 攻击氧化断裂产生的丙二醛类似物[4]。本

文选择 DNA 为·O H 靶底物，结果见表 1。

表 1表明，未加橄榄酒活性物溶液时，体系有较大

的 A532nm，说明·O H 能对 DNA 的脱氧核糖进行攻击，使

糖环断裂，产生丙二醛类似物，加入橄榄酒后，A532nm 值

明显减小，表明丙二醛类似物产生减小，DNA 氧化损伤

被抑制，抑制率随橄榄酒活性物溶液浓度的增加而增

加，说明橄榄酒能有效抑制 M DA 生成，对 DNA 上脱氧

核糖的氧化损伤抑制作用较好。

3 讨论

橄榄含有丰富的类 SO D 活性物质和其他多种具有

生物活性的物质[5]，如黄酮等，尤其维生素 C 含量特高，

鲜果可达 400～500 m g/100 g，维生素 C 是目前橄榄的

主要有效成分，实验表明，维生素 C、黄酮类物质多数具

有独特的药理活性[6]，与茶多酚中的儿茶素类似具有酚

羟基的结构[7]，酚羟基与自由基反应可形成稳定的半酮

式自由基结构，从而终止自由基链式反应，这是酚羟基

化合物清除自由基的最主要机制[8]。可以认为酚羟基是

多酚类物质抗氧化作用的主要活性基团；多酚类物质也

是种供氢体，可以通过形成氢键达到稳定并降低自由基

活性的目的，酚羟基结构同时还能通过螯合体系中的

Fe2+、Cu2+等微量元素，阻止·OH 的产生，其中的机制有

待进一步研究。

参考文献：

[1] 吴雪辉,谢治芳,黄永芳.余甘子的化学成分和保健功能作用

[J].中国野生植物资源,2003,22(6)：69- 71.

! "##$%&’()*+, -. /0 123#
45 613 789:;#

!"!"#$"%&’ (!"#$%! "#$%&’!
(! ()*+,! ()((!!
()*! ()*-,! ,()./!!
(),! ()*/0! ,.)1-!!
()2! ()(0+! -.).-!!
()1! ()(-+! 1+),0!!

 

图 1 对 Fenton反应产生·OH 的清除作用

图 2 光照核黄素 的清除作用O2
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能力达到 3 % vol。在 28℃，初始 pH 值 5.0，160 r/m in，

250 m L三角瓶装液量 150 m L，木糖浓度 60 g/L，玉米

浆 0.5 % (v/v)，尿素 0.024 %的条件下，休哈塔假丝酵母

发酵木糖能产乙醇 20.52 g/L，得率达到理论值的 74.5

%，且发酵时间由原来的 120 h缩短到 72 h。由于休哈

塔假丝酵母发酵木糖产乙醇周期还较长，而且酒精耐受

性不高，因此有待对菌株选育和发酵条件等方面进行研

究。
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据贵阳地区原料价格作基础计，其他地区可根据实际情

况，可因时、因地选择合理的原料配方。

3.2 筛选出来的替代原料曲与对照曲的出酒率及质量

指标

试验结果可知，试验酒曲在酒度设定为 45 % vol

时，比吴家酒曲出酒率高出 5 %，筛选出的配比原料与

麸皮原料相比所生产的 Q303纯种根霉曲在质量上并无

差异，而仅仅是二者的价格上的差异。从试验酒样的理

化卫生指标可以看出，酵母配比量为 10%的 J2试验酒

及市售曲的试验酒虽然我们在蒸馏工序中进行了掐头

去尾的操作处理，但是杂醇油含量仍然超标。而酵母配

比量为 6%的 J1试验酒的杂醇油含量却在标准范围内。

当然，小曲酒杂醇油的降低除了与酒曲相配的酵母有关

外；另一方面，蒸馏工序中严格执行掐头去尾的操作，也

有利于酒体杂醇油含量的控制。因此，在酒曲配制过程

中，添加适量的酵母配制对杂醇油的降低是十分有效

的。J1的实验分析结果表明，添加酵母的配比量以 6 %

为宜。
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