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葛根发酵液的总黄酮与抗氧化活性的研究
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［摘　要］目的：考察１０种葛根发酵液的总黄酮和抗氧化能力的相关性。方法：将葛根通过茅台酒曲、高效酒
曲、甜酒曲、酵母和新型发酵粉５种酒曲制备成１０种葛根发酵液（５种发酵酒样和５种发酵醋样），将不加糖和
酒曲的葛根水提物（原料水提物）作为对照，测定这１１种样品中总黄酮含量和总超氧化歧化酶（ＴＳＯＤ）活力；以
维生素Ｃ（ＶｉｔＣ）为阳性对照，检测１，１二苯基２苦肼基自由基（ＤＰＰＨ自由基）和羟基自由基 （ＯＨ自由基）清除
率，并对总黄酮含量、ＴＳＯＤ活力、ＤＰＰＨ自由基清除率和 ＯＨ自由基清除率进行相关性分析。结果：葛根发酵
液的总黄酮含量低于同等葛根水提物（Ｐ＜００５），ＴＳＯＤ活力也是低于同等葛根水提物（Ｐ＜００１），ＯＨ自由基
清除率也比同等葛根水提物降低（Ｐ＜００１），但是 ＤＰＰＨ自由基清除率高于同等葛根水提物（Ｐ＜００１）；对１０
种葛根发酵液中黄酮含量与其抗氧化能力进行了相关性分析（Ｐ＜００１），发现总黄酮含量与 ＤＰＰＨ自由基清除
率呈一定正相关（ｒ＝０７９），ＤＰＰＨ自由基清除率与 ＴＳＯＤ活力呈正相关（ｒ＝０８０）。结论：不同的酒曲发酵对
发酵液的总黄酮含量和抗氧化能力都有影响，葛根发酵时用高效酒曲和新型发酵粉相对较佳。
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　　葛根中主要活性物质为黄酮类、异黄酮类，具
有改善心脑血管循环、降低心肌耗氧量、降低血糖、

预防高血压和动脉硬化、提高免疫力、抗菌和抗病

毒等药理保健作用［１］。葛根中大分子物质经过酒

曲分解作用形成了更易被人体吸收、口感良好的小

分子，葛根酒不仅能利用酒的辛温行散功能活络通

经，还可以畅通血脉、祛风散寒；葛根醋则有解酒作

用，并且具有降低血糖和增强免疫力的功能［２］。

由于黄酮类物质是天然存在的抗氧化剂，能够通过

清除人体内的自由基和活性氧来实现抗氧化作

用［３－４］，因此葛根所制成的葛根酒和葛根醋，也具

有抗氧化能力。邵伟等［５］报道，葛根发酵得到的

成品酒中总黄酮含量为 ４１０ｍｇ／Ｌ。羟基自由基
（ＯＨ自由基）、１，１二苯基２苦肼基自由基（ＤＰＰＨ
自由基）清除率和总超氧化歧化酶（ＴＳＯＤ）可用以
反映抗氧化能力［６－７］，本实验对５种不同酒曲发酵
获得的葛根酒醋中的总黄酮含量及抗氧化能力进

行检测，以评价葛根发酵产品的抗氧化功能，以期

为葛根资源的开发应用提供数据支撑。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
新鲜葛根，２０１６年冬季采购于贵州榕江县。

葛根素纯度９９％（成都普思生物科技有限公司）、
ＤＰＰＨ（日本 Ｒｕｉｔａｉｂｉｏ公司）、ＴＳＯＤ试剂盒（南京
建成有限公司），无水乙醇，亚硝酸钠、硝酸铝、氢

氧化钠、水杨酸、硫酸亚铁和 ３０％过氧化氢均为
ＡＲ级（成都金山化学试剂有限公司）。紫外分光
光度计ＵＶ１８００（日本岛津公司）。５种酒曲分别
为茅台酒曲（实验室自制）、高效酒曲（标准号

Ｑ／ＱＫ０５２００３，贵州省酿酒工程技术开发中心研
制）、安琪甜酒曲（标准号 Ｑ／ＹＢ２００２Ｓ，产地湖北
省宜昌市）、安琪葡萄酒高活性干酵母（标准号

Ｑ／ＹＢＪ０２４８，产地湖北省宜昌市）和新型发酵粉
（标准号Ｑ／ＱＫ０７２００８，贵州省酿酒工程技术开发
中心研制）。

１２　样品制备
本实验以５种酒曲发酵葛根酒，采用低温避光

发酵［８］。发酵时，葛根用量为１００ｇ，加入质量分数
１０％ 的葡萄糖（３０ｇ）和０５％ 的酒曲（１５ｇ），补
水２００ｍＬ使每瓶最终含量为３００ｇ。发酵前按酒
曲分类，每组６瓶，发酵成酒得到５种酒样，每组取
３瓶再加入红茶菌母液继续发酵成醋，得到５种醋

样；另取１００ｇ葛根粉碎溶于３００ｍＬ水中，不加糖
和曲配成原料水提物作为对照（葛根水提物）。以

上各组发酵时间均为２０ｄ，将获得的酒样、醋样以
及原料水提物压榨过滤，滤液补水定容至３００ｍＬ，
每种发酵液分别称取１０ｍＬ，蒸干后待用。
１３　总黄酮含量测定

采用硝酸铝显色法测葛根酒、醋中的总黄酮含

量［９－１１］。用葛根素标准品制作标准曲线，精密称

定２ｍｇ葛根素乙醇定容至１０ｍＬ容量瓶中，依次
量取０４、０６、０８、１０、１２和１４ｍＬ，分别乙醇
定容至５ｍＬ容量瓶中，配成终浓度为１６、２４、３２、
４０、４８和５６ｍｇ／Ｌ的标准液，于２５０ｎｍ处测得标
准液吸光度，得到回归方程 ｙ＝１３８６２ｘ＋０００１，
ｒ＝０９９９。１１种样品各取０２ｍＬ，根据标准曲线计
算得出每种发酵液的总黄酮含量，以葛根素的含量

表示，单位为ｍｇ／Ｌ。每个样品做３组平行实验，最
终数据绘制表格，酒样、醋样的总黄酮含量分别与

同等原料水提物比较。

１４　ＤＰＰＨ自由基清除率测定
精密称取ＤＰＰＨ试剂３９４３ｍｇ置于５０ｍＬ棕

色容量瓶中，加入无水乙醇充分溶解，得到浓度为

２ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ贮备液，避光冷藏。将发酵得到的
５种酒样、５种醋样及原料水提物共计１１种待测样
品，依次取５、４、３、２、１、０５和０２５ｍＬ至１０ｍＬ容
量瓶中，配成７个梯度依次降低的溶液，摇匀待测。
依次取各样品的 ７种梯度各 ２ｍＬ，加入 ２０ｍＬ
ＤＰＰＨ溶液，室温下避光反应３０ｍｉｎ后，充分摇匀后
测吸光值，５１７ｎｍ下测得吸光值记为Ａｊ；另取各样品
的７种梯度各２ｍＬ，均加入２０ｍＬ纯水，５１７ｎｍ
下测得吸光值记为Ａｉ。对照组为２ｍＬＤＰＰＨ溶液
加２ｍＬ纯水，吸光值记为 Ａｃ。用等浓度维生素
Ｃ（ＶｉｔＣ）溶液作为阳性对照。按以下公式计算ＤＰ
ＰＨ自由基清除率（Ｋ），Ｋ（％）＝［１－（Ａｉ－Ａｊ）］／Ａｃ。绘
制葛根样品梯度浓度与 ＤＰＰＨ自由基清除率相关
性曲线，计算样品提取液抑制ＤＰＰＨ自由基的吸光
度５０％时提取物的浓度（ＩＣ５０），表示各样品的抗
氧化活性［１０－１１］。

１５　ＯＨ自由基清除率测定
称取水杨酸溶液１０ｍｏｌ／Ｌ，记为储备液１；硫

酸亚铁溶液１０ｍｏｌ／Ｌ，记为储备液２；过氧化氢溶
液１００ｍｏｌ／Ｌ，为储备液３，现配现用。将发酵得到
的５种酒样、５种醋样及同等原料水提物共计 １１
个样，依次取５、４、３、２和１ｍＬ至１０ｍＬ容量瓶中，
配成５个梯度依次降低的溶液，摇匀待测。依次取
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各样品５种梯度的样品各０５ｍＬ，加入０５ｍＬ储
备液１，０５ｍＬ储备液２，双蒸水３５ｍＬ，最后加入
５ｍＬ储备液３启动反应，摇匀后在５１０ｎｍ下测吸
光值Ａｍ；另取５种梯度的样品各０５ｍＬ，只加入
０５ｍＬ储备液１和双蒸水４ｍＬ，最后加入５ｍＬ储
备液３启动反应，摇匀后在５１０ｎｍ下测吸光值Ａｎ。
对照组不加样品液，只加储备液１、２各０５ｍＬ，双
蒸水４ｍＬ，再加５ｍＬ储备液３，其吸光值记为Ａｃ。
用等浓度ＶｉｔＣ溶液作为阳性对照。按下式计算ＯＨ
自由基清除率（Ｋ），Ｋ（％）＝［１－（Ａｍ－Ａｎ）］／Ａｃ。
根据绘制葛根样品梯度浓度与 ＯＨ自由基清除率
相关性曲线，计算ＩＣ５０值表示其抗氧化活性［１０］。

１６　ＴＳＯＤ活力测定
根据试剂盒上植物组织中 ＴＳＯＤ测定方法操

作。２２ｇ／Ｌ葛根发酵液稀释１０倍后取０２ｍＬ，比
较同种取样量下每种样品的 ＳＯＤ活力单位，计算
出每克组织的总ＳＯＤ活力。总 ＳＯＤ活力 ＝（对照
ＯＤ值－测定ＯＤ值）／对照ＯＤ值 ÷５０％ ×反应液
总体积／（取样量×匀浆液浓度）。
１７　总黄酮含量与抗氧化能力的相关性分析

以各种发酵液的总黄酮含量为横坐标，氧化抑

制率（ＳＯＤ活力等同于超氧阴离子抑制率）为纵坐
标绘制氧化抑制率与总黄酮含量的一元一次方程，

比较相关系数（ｒ）［１２］。
１８　 统计学方法

采用ＳＰＳＳ１７０统计软件进行数据分析，总黄
酮水平以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，对总黄酮、
ＤＰＰＨ自由基清除率、ＯＨ自由基清除率和 ＴＳＯＤ
活力进行单因素ＡＮＯＶＡ检验，对总黄酮含量与抗
氧化能力进行相关性分析，图表采用 ＥＸＣＥＬ和
Ｏｒｉｇｎ９０绘制。

２　 结果

２１　 总黄酮含量
　　５种醋样和５种酒样的总黄酮含量低于葛根
水提物，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。如图１。
２２　 ＤＰＰＨ自由基清除率

５种酒样和５种醋样的 ＤＰＰＨ自由基清除能
力在０～５ｇ／Ｌ高于同等葛根水提物（Ｐ＜００１）。
在浓度高于３３ｇ／Ｌ时，茅台酒曲、高效酒曲、酵母
和新型发酵粉发酵得到的８种样酒、醋的ＤＰＰＨ自
由基清除率 ＞９０％；浓度达５ｇ／Ｌ后，甜酒曲发酵
酒、醋及原料水提物的ＤＰＰＨ自由基清除率也高于

９０％；但这５种酒样和５种醋样的 ＤＰＰＨ自由基清
除率与阳性对照相比仍有差距，在浓度超过４．５ｇ／Ｌ
后才与ＶｉｔＣ的抗氧化能力相近。５种酒样清除率
的ＩＣ５０值从大到小依次为高效酒曲发酵酒、酵母发
酵酒、新型发酵粉发酵酒、茅台酒曲发酵酒和甜酒

曲发酵酒，前３者清除能力相似；５种醋样清除率
的ＩＣ５０值从大到小依次为高效酒曲发酵醋、新型发
酵粉发酵醋、茅台酒曲发酵醋、酵母发酵醋和甜酒

曲发酵醋。见图２。

注：原料为葛根水提物，Ａ、ａ为茅台酒曲发酵，Ｂ、ｂ为高效
酒曲发酵，Ｃ、ｃ为甜酒曲发酵，Ｄ、ｄ为酵母发酵，Ｅ、ｅ为新

型发酵粉发酵；与葛根水提物比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１

图１　１１种样品的总黄酮含量
Ｆｉｇ．１　Ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎ１１ｓａｍｐｌｅｓ

２３　ＯＨ自由基清除率
葛根水提物的 ＯＨ自由基清除率高于５种葛

根酒和５种葛根醋（Ｐ＜００１），茅台酒曲发酵酒样
和高效酒曲发酵酒样浓度高于０５ｇ／Ｌ后，ＯＨ自
由基清除率与原料水提物相近，但其他３种酒样清
除率未能达到６０％，且１１种样品中的ＯＨ自由基
清除率均低于阳性对照。５种酒样 ＯＨ自由基清
除率的ＩＣ５０值从大到小依次为茅台酒曲发酵酒、高
效酒曲发酵酒、酵母发酵酒、甜酒曲发酵酒和新型

发酵发酵酒，５种醋样 ＯＨ自由基清除率的 ＩＣ５０值
从大到小依次为酵母发酵醋、新型发酵发酵醋、高

效酒曲发酵醋、茅台酒曲发酵醋和甜酒曲发酵酒。

见图３。
２４　总ＳＯＤ活力

茅台酒曲发酵酒、高效酒曲发酵酒、甜酒曲发

酵酒、酵母发酵酒及新型发酵粉发酵酒总 ＳＯＤ活
力分别为（７６７９６±５５０１）、（８３７７５±８７２１）、
（８７６７７±１３８５４）、（８６１７７±２７５）、（５７３９８±
６０５８）Ｕ／ｍｇ·ｐｒｏｔ，茅台酒曲发酵醋、高效酒曲发

３
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酵醋、甜酒曲发酵醋、酵母发酵醋及新型发酵粉发

酵醋总 ＳＯＤ活力分别为 （６３２８１±４８０１）、
（７９１６４±７９５５）、（５３４２４±５１５９）、（８０２９４±
１０５０５）、（７７９０３±６３０８）Ｕ／ｍｇ·ｐｒｏｔ。葛根水提物
的总ＳＯＤ活力为（１７４２６１±２４４７）Ｕ／ｍｇ·ｐｒｏｔ，大

于与所有发酵液，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
２５　总黄酮含量与抗氧化能力的相关性分析

葛根１１种样品的总黄酮含量与ＤＰＰＨ自由基
清除率呈正相关（ｒ＝０７９），ＤＰＰＨ自由基清除率
与ＳＯＤ活力值呈正相关（ｒ＝０８０）。见表１。

Ａ为发酵酒，Ｂ为发酵醋

图２　７个浓度梯度下１１个样品的ＤＰＰＨ自由基清除率
Ｆｉｇ．２　ＤＰＰＨｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｉｎ１１ｓａｍｐｌｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔａｔｉｏｎ

Ａ为发酵酒，Ｂ为发酵醋

图３　５个浓度梯度下１１种样品的ＯＨ自由基清除率
Ｆｉｇ．３　Ｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｉｎ１１ｓａｍｐｌｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔａｔｉｏｎ

表１　１１种样品中总黄酮含量与ＤＰＰＨ自由基
清除率、ＯＨ清除率和ＳＯＤ活力值的相关性（ｒ）
Ｔａｂ．１　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｃｏｎｔｅｎｔｓ

ａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎ１１ｓａｍｐｌｅｓ

参数
总黄酮

含量

ＤＰＰＨ
自由基

清除率

ＯＨ自由基
清除率

ＳＯＤ
活力值

总黄酮含量 １００
ＤＰＰＨ清除率 ０７９（１） １００
ＯＨ清除率 ０２８ ００１ １００
ＳＯＤ活力值 ０５７ ０８０（１） ０２８ １００
（１）Ｐ＜００１

３　讨论

发酵得到的葛根酒醋中总黄酮含量均低于同

等水提原料，从其中发酵最完全（发酵液无气泡产

生且颜色澄清）的高效酒曲发酵酒和酵母发酵酒

中总黄酮含量偏低，而发酵不算完全（发酵液浑浊

粘稠）茅台酒曲发酵酒和甜酒曲发酵酒中总黄酮

含量偏高，并且５种醋样的总黄酮含量普遍低于５
种酒样。由此推断可能是发酵的过程中微生物将黄

酮类物质分解成为其他小分子致使黄酮含量降低，

因而发酵更加完全的酒样醋样总黄酮含量更低。

使用高效液相色谱仪辅助检测黄酮类的变化，

发现发酵酒样和醋样比原料缺少３’羟基葛根素，
大豆苷和染料木苷这３种物质，而且葛根素芹菜糖
苷、芒柄花苷和大豆素的含量还有所降低。因此高

效液相分析得到的结果是符合紫外测得的总黄酮

变化规律的。由于茅台酒曲属于高温酒曲，对温度

和时间要求较高，因此低温避光发酵不彻底，发酵

出的酒醋太过浑浊，酒样在检测时离心多次导致测

量的数值一度偏低，而醋样稍微澄清些直接测量，所

以酒醋间差异较大。并且５种醋样比酒样发酵时间
长了一倍，因此醋样总黄酮含量会略小于酒样的。

４
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胡琴等［１３］在研究葛根黄酮的体外抗氧化实验

时发现，葛根黄酮对ＤＰＰＨ自由基有很好的清除作
用，并且对于肝组织脂质过氧化产物的形成具有显

著的抑制作用，可以清除ＯＨ自由基。但并不是所
有的黄酮类物质都有清除自由基的能力。葛根中

黄酮成分主要是异黄酮类物质［１４］，胡春等［１５－１６］提

出，黄酮化合物 Ｂ环上的３’，４’邻二羟基是其具
有清除自由基生物活性的关键结构，其它位上的羟

基起一定作用。但是在葛根中，葛根素、大豆苷、染

料木素和大豆素等只在 Ｂ环的４’位有一个羟基，
仅３’羟基葛根素具备３’，４’邻二羟基，因此这些
异黄酮类物质抗氧化能力不如黄酮类强［１７］。本实

验中，原料总黄酮含量高于发酵液，但 ＤＰＰＨ自由
基清除率却低于发酵液，但总体趋势还是呈正比关

系，造成这种现象的原因也许是葛根发酵液中还的

三萜类、芳香类物质也存在抗氧化活性。这些因素

都可能影响了发酵液中黄酮含量与 ＤＰＰＨ自由基
清除率的相关性。

由总黄酮和 ＯＨ自由基清除率的相关性系数
可以推断出：葛根总黄酮并不是决定葛根发酵液中

ＯＨ自由基清除率的主要因素，有其它的抗氧化物
质一并起着作用，导致整个发酵液的黄酮含量与

ＯＨ自由基清除率不呈线性相关。
ＳＯＤ酶能清除超氧阴离子保护细胞免受损

伤，因此ＳＯＤ活力值即为超氧阴离子清除率，即总
黄酮含量与超氧阴离子清除率的相关性系数为 ｒ
＝０．５７，相关性不明显。张玲等［１８］指出：黄酮类 Ｃ
环上 Ｃ２３双键和 Ｂ环中邻二羟基（３’，４’二羟
基）是清除超氧阴离子的主要活性部位，这与胡春

等的发现一致，这也是为什么ＤＰＰＨ自由基清除率
与ＳＯＤ活力值的相关系数为 ｒ＝０．８０的原因。葛
根中也有着其他物质起着清除超氧阴离子的作用。

本实验发现使用不同的酒曲发酵对于葛根酒、

醋的总黄酮含量和抗氧化能力都有影响。适宜发

酵葛根的曲种为高效酒曲和新型发酵粉，其发酵出

的酒醋都有较高的总黄酮含量、ＤＰＰＨ自由基清除
能力和ＴＳＯＤ活力（即超氧阴离子自由基清除能
力），但ＯＨ自由基清除能力稍弱于其它。发酵液
虽然口感提升但是黄酮含量和抗氧化性都不如直

接食用高，因此葛根发酵后总黄酮含量和抗氧化能

力降低，葛根饮品的保健效果有待进一步研究。
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