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摘  要: 【目的】研究葡萄酒发酵过程中原花色素对酿酒酵母氧化状态的影响。【方法】以

一株商业酵母和一株实验室筛选酵母为研究对象, 向模拟葡萄汁培养基中添加 0.1、1.0 g/L

原花色素, 考察发酵末期酵母活菌数和存活率, 以及不同时期酵母超氧化物歧化酶(SOD)、过

氧化氢酶(CAT)的活性和丙二醛(MDA)的含量。【结果】原花色素可以提高发酵末期活菌的

数量及存活率, 同时会提高胞内 SOD 和 CAT 的活性, 降低胞内 MDA 的含量, 而且原花色素

含量越高作用越明显。【结论】在发酵过程中原花色素可以清除细胞内活性氧, 对细胞产生

保护作用, 进而保证发酵顺利进行。 
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Abstract: [Objective] To study the effect of proanthocyanidins on the growth and oxidation status 

of Saccharomyces cerevisiae in the fermentation process. [Methods] Two strains of Saccharomy-

ces cerevisiae (one industrial strain AWRI R2 and one newly selected strain BH8) were chosen in 

this study, and proanthocyanidins were added into model synthetic medium to give a final concen-

tration of 0.1 and 1.0 g/L. Cell growth at the end of the fermentation and the activity of superoxide 



李静媛等: 发酵过程中原花色素对酵母氧化状态的影响 2289 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

dismutase (SOD), catalase (CAT) and malondialdehyde (MDA) content at different fermentation 

stages were determined. [Results] Proanthocyanidins could increase the viable count and survival 

rate of the yeast, enhance the activity of SOD and CAT, and decrease the concentration of 

intracellular MDA. In addition, the effect of proanthocyanidins was postively associated with their 

concentrations. [Conclusion] Adding proanthocyanidins can scavenge intracellular reactive 

oxygen species (ROS) to protect cells and process of the fermentation. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Proanthocyanidins, Oxidation, Fermentation 

葡萄酒发酵过程中, 酵母会受到多种胁迫因

素的影响, 例如高温、酒精和渗透压等。这些因

素都会影响酵母的活性和发酵性能, 最终会影响

葡萄酒的质量[1]。氧化胁迫是由多种逆境因子生

物学作用的一个共性机理, 例如高温、酒精、重

金属都可以造成细胞产生活性氧[2]。活性氧(ROS)

是细胞的代谢副产物, 是分子氧经单电子还原而

生成的一系列具有不配对电子的化学性质活泼

的原子团或分子, 包括超氧阴离子(O2−)、羟基自

由基(OH·)、过氧化氢分子(H2O2)等。不同的 ROS

的化学性质有所不同, 而且细胞对不同种类、程

度和形式的活性氧会表现不同的生物学效应, 包

括调整抗氧化酶合成水平, 改变生长速度以及底

物消耗速率等[3]。在正常生理条件下 ROS 的产生

和清除维持平衡。但在逆境胁迫条件下, 这一平

衡会被破坏, 继而 ROS 含量会增加, 造成细胞膜

脂的氧化降解, 引起细胞死亡[4]。 

生命有机体在进化过程中形成并发展了清

除活性氧的系统, 包括抗氧化酶系统和非酶抗

氧化系统[5]。其中, 超氧化物歧化酶(SOD)和过

氧化氢酶(CAT)等抗氧化酶是清除 ROS 的最有

效地方式, 其活性变化能直接反应微生物细胞

对氧化胁迫应答水平的指标[6]。对于非酶抗氧化

系统, 文献报道抗坏血酸盐、类黄酮、谷胱甘肽

等具有清除 ROS 的作用[5]。丙二醛(MDA)是自

由基作用于脂质发生过氧化的终产物, 能结合

膜上的蛋白, 使之失去活性破坏膜结构。通常情

况下, 研究者把 MDA 含量作为判断细胞膜氧化

损伤程度的指标[7]。 

原花色素由黄烷-3-醇组成, 是一类多酚类物

质, 首先存在于葡萄皮、籽及枝干中, 之后在发

酵过程中会浸出进入发酵液[8−10]。原花色素不仅

赋予葡萄酒收敛性还参与葡萄酒结构和颜色的

形成[11−12]。同时也具有较强的抗氧化功能[13], 能

够有效清除和抑制人体内自由基, 抑制低密度脂

蛋白氧化, 具有抗癌、抗衰老及心血管保护作  

用[14]。有研究表明一些多酚物质如酚酸、花色苷

等对细菌生长和活性有影响[11,15]。但是, 尚未见

有报道涉及原花色素对酵母生长及其氧化状态

的影响。本文以酵母为研究对象, 首次通过在模

拟发酵培养基中添加原花色素, 考察了发酵过程

中原花色素对酵母生长和抗氧化作用。 

1  材料与方法 

1.1  酵母菌种 

本文选择一株商业酵母和一株实验室筛选菌

株为试验用菌株。 

Saccharomyces cerevisiae AWRI R2 (简称 A

菌株)是一株商业葡萄酒酿酒酵母, 由 Marivin 

(Australian)公司商业化, 因具有良好的发酵性能

在许多葡萄酒厂中广泛使用。 

Saccharomyces cerevisiae BH8 (简称 B 菌株)

分离自北京产红葡萄酒酿造品种——“北红”葡萄

汁的自然发酵液, 为本实验室分离菌种。该菌种
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经中国科学院微生物研究所鉴定为酿酒酵母, 在

模拟培养基中可以将糖完全转化为酒精。 

1.2  原花色素的制备和处理浓度的确定 

试验中所使用的原花色素经乙酸乙酯和 TSK 

HW-(50) F[16]柱纯化后纯度达 98%, 平均聚合度

约 5.5。原花色素的结构以 C、EC、ECG 为起始

单元, C、EC、ECG、EGC 为延伸单元。 

为了确定原花色素的处理浓度 , 选择一个

菌株, 考察了 4 个不同原花色素浓度(0.01、0.10、

1.00、5.00 g/L)对酵母发酵活性的影响。试验结

果表明, 不同浓度原花色素均可以加快发酵速

率 , 但 在 发 酵 初 期 较 低 的 两 个 浓 度 (0.01 、   

0.10 g/L)和另外两个较高的浓度(1.00、5.00 g/L)

的影响作用明显不同。另外, 考虑到在红葡萄酒

发酵过程中原花色素的浓度约在 0.2−0.8 g/L[17], 

所 以 我 们 选 择 原 花 色 素 的 试 验 处 理 浓 度 为   

0.1 g/L 和 1.0 g/L。 

1.3  模拟葡萄汁培养基(MSM) 

模拟培养基的配制参照 Marullo 等[18]的方法, 

略有改动。原花色素添加到培养基中, 终浓度分

别为 0.1 和 1.0 g/L。 

酵母接种之前, 培养基用 0.45 μm 膜进行过

滤灭菌。 

1.4  发酵试验 

在接种前, 酵母种子液在 YPD 液体培养基中

培养 14 h 至对数中后期, 之后转接到含有不同浓

度 原 花 色 素 的 模 拟 培 养 基 中 , 接 种 量 为 1%,    

28 °C 静置培养, 发酵过程中定期取样。 

1.5  活菌数及存活率的测定 

收集培养至对数后期的酵母菌。根据具体生

长情况, 稀释菌液至合适的倍数。取相同体积的

稀释菌液与 0.1%美蓝染色液混合均匀。取一定量

菌液至血球计数板, 在显微镜下, 40 倍观察, 计

活菌数及总菌数。 

存活率=酵母活菌数/酵母总菌数×100%。 

1.6  梯度点样法 

收集培养至对数后期的酵母菌液, 12 000 r/min

离心 10 min, 弃去上清。菌液经无菌水洗涤 2 次, 

用无菌水重悬并 10 倍梯度稀释, 依次取 3.5 μL

菌液点于 YPD 平板。在 28 °C 倒置培养 3−5 d 后, 

观察并拍照记录结果。 

1.7  超氧化物歧化酶 (SOD)和过氧化氢酶

(CAT)的测定 

菌体与含 5 mmol/L DTT 的 PBS 磷酸缓冲液

(pH 7.8)混合, 加入 0.5 μm 的玻璃珠(Sigma)后   

0 °C 超声破碎, 离心取上清液用于酶活测定。 

SOD 活性的测定按 Almeselmani 等 [19] 和

Cakmak 等[20]的方法, 以抑制 NBT 光化还原 50%

为 1 个酶活力单位; CAT 酶活的测定按 Aebi[21]的

方法, 以 1 min 内 OD240 减少 0.1 为 1 个酶活力  

单位。 

1.8  丙二醛(MDA)的测定方法 

菌体与 0.7 mL 10%的 TCA 混合, 加入 0.5 μm

玻璃珠(Sigma)后 0 °C 超声破碎, 离心取上清液

用于含量测定。按照 Herdeiro 等[22]的方法测定

MDA。分别测定 450、532 和 600 nm 波长下的吸

光值后, 用公式 6.45×(A532−A600)−0.56×A450 来计

算 MDA 的值。 

1.9  蛋白质浓度测定 

蛋白质浓度测定按照 Bradford[23]方法。 

1.10  数据分析 

3 次重复试验, 使用 SPSS 统计分析软件对数

据采取 ANOVA 和 S-N-K 分析方法, 0.05 显著  

水平。 

2  结果与分析 

2.1  菌株生长情况 

从表 1 可以看出, 在发酵后期原花色素对酵

母有明显的保护作用, 而且原花色素含量越高其

保护作用越明显。当发酵液中含有 1 g/L 原花色 
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表 1  发酵后期(12 d)不同浓度的原花色素对酵母活菌数及存活率的影响 
Table 1  Effect of different concerntions of proanthocyanidins on the cell growth at the end of fermentation (12 d) 

 A  B 

 
活菌数 

Viable count (106/mL) 
存活率 

Cell survival rate (%)
 

活菌数 
Viable count (106 /mL) 

存活率 
Cell survival rate (%)

对照 Control 6.375±0.210a 31.10±1.02  8.00±0.22a 37.13±1.02 

0.1 g/L 11.625±0.190b 56.73±0.93  11.00±0.27b 51.06±1.25 

1.0 g/L 15.00±0.25c 73.20±1.22  15.25±0.25c 70.78±1.16 

 
素时, 发酵末期(12 d)酵母 AWRI R2 和 BH8 的活

菌数分别为 15×106/mL 和 15.25×106/mL, 存活率

分别 为 73.2%和 70.78%, 比对照分别增 加了

135%和 90.6%。从数据分析的结果可知, 不同浓

度原花色素的处理对酵母活性的影响具有显著

性差异(P<0.05)。从图 1 的梯度点样结果也可以

得到以上的结论, 原花色素培养的细胞在 YPD

平板上生长的菌落数要多于对照, 且原花色素的

浓度与酵母菌落的数量成正比。 

2.2  超氧化物岐化酶(SOD)的活性 

从图 2 可以看出, 原花色素的添加会提高

SOD 的活性。在发酵初期 0.1 g/L 原花色素的促 

 

 
 

图 1  发酵末期(12 d)梯度点样结果 
Fig. 1  Cell spot assay on the solid YPD plates at the end of fermentation 

 

 
 

图 2  发酵过程中不同浓度的原花色素对酵母 SOD 活性的影响 
Fig. 2  Effect of different concerntions of proanthocyanidins on the SOD activity in fermentation      



2292 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.12 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

进作用最明显, 之后的发酵阶段, 1.0 g/L 原花色

素的促进作用较明显。从整个发酵过程看, 在发

酵初期和末期, 酶活性较高且不同浓度原花色素

的影响作用明显, 具有显著差异(P<0.05); 而在

发酵中期, 酶活性较低且原花色素的作用不明显

(P>0.05)。 

2.3  过氧化氢酶的活性 

如图 3 所示, 在发酵开始的 0.5 d, 添加原花

色素的发酵体系中酵母 CAT 活性略低于对照, 活

性在 0.01 U/mg protein 左右。通过数据分析可知

各处理之间无显著差异(P>0.05)。随着发酵的进

行, 酶活性不断提高, 两株酿酒酵母的过氧化氢

酶活性最高均可达到 0.12 U/mg protein。同时, 用

原花色素处理的酵母 CAT 活性高于对照, 不同处

理之间差异显著(P<0.05), 这说明原花色素能够

提高发酵体系中酵母 CAT 的活性。 

2.4  丙二醛的含量 

如图 4 所示, 原花色素的添加会降低细胞内

MDA 的含量, 与对照相比差异显著(P<0.05)。对

于酵母 A, 1.0 g/L 原花色素作用更明显, 胞内

MDA 含量最低。而对于酵母 B, 两个浓度原花色

素之间的影响作用无显著差异(P>0.05)。图 4 结 

 

 
 

图 3  发酵过程中不同浓度原花色素对酵母 CAT 活性的影响 
Fig. 3  Effect of different concerntions of proanthocyanidins on the CAT activity in fermentation 

 

 
 

图 4  发酵过程中不同浓度原花色素对酵母胞内 MDA 的影响 
Fig. 4  Effect of different concerntions of proanthocyanidins on the MDA content in fermentation 
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果说明原花色素处理可通过减少膜脂的过氧化

来降低胁迫造成的伤害。 

3  讨论 

生物体氧化还原状态对于细胞适应外界环境

起到重要的指示作用[24−25]。氧化胁迫对酵母造成

的伤害除了导致酵母的蛋白质变性、影响细胞膜

的流动性, 还能引起酵母细胞内 ROS 含量的增

加。ROS 不仅氧化修饰氨基酸残基, 破坏蛋白质

的构象, 还会使细胞膜氧化降解, 使质膜透性增

大, 从而对细胞造成伤害, 引起细胞死亡。 

SOD 酶将 O2−降解为分子氧和过氧化氢, 再

进一步由 CAT 酶降解为水。酵母 SOD 和 CAT 酶

活性的升高在降低活性氧的伤害方面起到重要

作用。MDA 是膜脂过氧化产物, 其含量多少是膜

受损伤程度的标志[5]。Leikert 等[26]观察到红酒多

酚可以提高内皮细胞的内皮型 NO 合酶的蛋白表

达, 并提高 NO 的释放。苗升浩等[27]研究显示虾

青素作用于内皮细胞 24 h 后可以显著提高过氧

化氢酶和 SOD-1 的蛋白表达。应晨江等[28]研究表

明绿茶茶多酚和红茶茶多酚均能上调血管内皮

细胞中过氧化氢酶蛋白的表达, 表明茶多酚能影

响 ROS 的清除。 

有研究证明, 原花色素可通过清除人体内活

性氧而对人体起到保护作用[14]。那么原花色素对

酵母在胁迫条件下的保护作用是否也与清除

ROS 能力有关? 添加原花色素后, 发酵过程中

SOD 和 CAT 酶活性会提高(图 2、3), 所以在胁迫

条件下, 原花色素可通过提高两者活性来清除活

性氧。通过分析膜脂的过氧化产物——MDA, 添

加原花色素降低了胁迫条件下 MDA 含量(图 4)。

膜脂氧化降解的减少, 是 SOD 和 CAT 共同作用

的结果, 这可能是酵母在发酵后期酒精耐受性能

提高的原因之一, 从而使酵母活菌数和存活率 

提高。 

本文首次利用葡萄汁模拟培养基研究原花色

素对酵母的抗氧化作用。通过以上结果我们看出

原花色素可通过调节活性氧代谢酶的活性, 甚至

有可能改变蛋白表达而体现抗氧化性。在实际生

产中我们可以通过控制原花色素的浸出量或外

加原花色素来提高酵母抗逆性, 改善发酵性能和

速率, 同时提高葡萄酒的品质。 
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