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摘要:
 

分别采用微生物(植物乳植杆菌 dy-1)发酵和酶法(硫酸酯酶)水解制备大麦多酚,解析其酚类化合物

组分,并从抗氧化及降脂能力两方面研究不同酚类化合物组分对大麦多酚生物活性的影响。 结果表明:酶

解大麦多酚和发酵大麦多酚的总酚含量分别为 78. 35
 

μg
 

GAE / mL 和 146. 56
 

μg
 

GAE / mL。 在这两种大麦多

酚中,香草醛、苯甲酸、2,4-二羟基苯甲酸、表儿茶素和水杨酸等组分的绝对含量存在显著差异。 在总酚含

量相同的条件下,香草醛、绿原酸和没食子酸是酶解大麦多酚的特征组分,而苯甲酸、3,4-二甲氧基苯甲酸

和表儿茶素是发酵大麦多酚的特征组分。 相较于酶解大麦多酚,发酵大麦多酚的 DPPH 和 ABTS+ 自由基清

除率分别提高了 36. 8%和 13. 3%。 在 20
 

μg
 

GAE / mL 总酚含量下,发酵大麦多酚和酶解大麦多酚均能有效

减少秀丽隐杆线虫体内的脂肪累积,并使甘油三酯(TG)含量分别降低 23. 3%和 27. 9%。 此外,两种大麦多

酚均能促进秀丽隐杆线虫的运动行为,加速其脂质消耗,并通过抑制 SBP-1 信号通路的异常激活发挥降脂作

用,其中酶解大麦多酚对胰岛素 / 胰岛素样生长因子信号通路的抑制更加显著(P<0. 05)。 因此,在总酚含量

相同的条件下,大麦多酚的组分差异显著影响其抗氧化和降脂能力。
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0　 引言

大麦是我国重要的粮食作物,富含膳食纤维、
多酚、维生素等生物活性物质,符合现代人群的饮

食营养需求。 临床研究[1-2] 表明,长期摄入大麦可

有效改善糖尿病、代谢综合征患者的疾病表型。 大

麦多酚是指大麦中具有若干酚性羟基结构的植物

成分的总称,主要包括酚酸和黄酮两类化合物,以
结合态或游离态两种形式存在于籽粒中,是大麦类

食物发挥健康效应的重要物质基础[3] 。 大麦多酚

的生物学功效与其分子结构、存在形式等密切相

关,例如,大麦中黄烷醇比阿魏酸具有更强的抗氧

化能力[4] 。 相较于结合态多酚,大麦游离态多酚的

抗氧化能力更为突出[5] 。 在日常饮食中,多酚类化

合物通常以混合物的形式被人体摄入,故多酚混合

物的生物学功效不仅与总酚含量有关,还受酚类化

合物组分的影响。 然而,现有研究主要关注食物中

总酚、结合态 / 游离态多酚的生物学功效,较少研究
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组分模式对多酚生物学功效的影响[6-8] 。 因此,在
总酚含量一致的条件下,比较不同大麦多酚的生物

学功效,更符合精准营养的指导原则。
微生物发酵和酶法水解是大麦膳食纤维(Raw

 

Barley
 

Dietary
 

Fiber,RBDF)生物加工的两种主要方

法。 研究[9]表明,相较于酵母发酵处理,酶法处理能

够更高效地促进苦荞多酚释放。 但在实际生产中,微
生物发酵工艺成本更低,因此应用范围更广。 前期研

究[10] 发现, 植物乳植杆菌 dy-1 ( Lactiplantibacillus
 

plantarum
 

dy-1)可促进 RBDF 中结合态多酚转化为

游离态多酚,而利用植物乳植杆菌 dy-1 编码的硫酸

酯酶对 RBDF 进行酶解,同样得到类似的结果[11] 。
基于此,本研究拟分别采用微生物发酵和酶法水解

对 RBDF 进行处理,基于高效液相色谱技术,明确所

制备大麦多酚混合物的组分特征,并评估其抗氧化

及降脂能力,以期为大麦功能性组分的开发提供

参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

大麦粗麸,江苏瑞牧生物科技有限公司;植物

乳植杆菌 dy-1(菌株编号 CGMCC
 

No.
 

6016)由江苏

大学实验室自行分离保藏;N2 野生型秀丽隐杆线虫

(Caenorhabditis
 

elegans)、大肠杆菌 OP50 菌株,均保

存于江苏大学实验室;耐高温 α -淀粉酶(2100
 

U /
mL)、糖化酶(100

 

000
 

U / mL),上海源叶生物有限公

司;碱性蛋白酶(2. 4
 

AU / mL),诺维信生物技术有

限公司;纯化硫酸酯酶(1000
 

U / mg),江苏大学实验

室制备;绿原酸、香豆酸、没食子酸、咖啡酸、阿魏

酸、水杨酸等酚酸标准品,美国 Sigma-Aldrich 公司;
醋酸、醋酸钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二纳、过二硫酸

钾、H2O2 溶液、FeSO4、福林酚试剂、葡萄糖、叠氮化

钠,正己烷、乙醇、盐酸、乙酸乙酯、异丙醇,均为分

析纯,甲醇、乙腈、甲酸,均为色谱纯,国药集团化学

试剂有限公司;MRS 培养基,青岛高科技工业园海

博生物技术有限公司;NGM 培养基,山东拓普生物

工程有限公司;2,2’ -联氮-双二(3-乙基-苯并噻

唑啉-6-磺酸)二铵盐( ABTS),上海麦克林生化科

技股份有限公司; 1, 1 - 二苯基 - 2 - 三硝基苯肼

(DPPH),上海阿拉丁生化科技股份有限公司;总抗

氧化(FRAP)能力检测试剂盒,上海碧云天生物技

术股份有限公司;甘油三酯(TG)试剂盒,南京建成

生物科技有限公司;油红 O 染色液,上海生工生物

有限公司;反转录试剂盒 PrimeScriptTM
 

RT
 

reagent
 

Kit、实时荧光定量 PCR 试剂盒 SYBR ®
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM,日本 Takara 公司。

1. 2　 主要仪器与设备

LC-20AD 型高效液相色谱仪,日本岛津株式会

社;ZORBAX
 

SB -AQ 型色谱柱,美国安捷伦公司;
ZQTY-70 N 型摇床,上海知楚仪器有限公司;HWS-

26 型电热恒温水浴锅,上海安普实验科技股份有限

公司;LRH-250 型生化培养箱,上海一恒仪器有限

公司;FD-8 型冷冻干燥机,北京博医康有限公司;
5430R 型台式高速离心机,德国 Eppendorf 公司;
DW-86 L 型超低温冰箱,青岛海尔集团; B040234
型酶标仪,美国 Thermo

 

Scientific 公司;SW-CJ- 1D
型超净工作台,苏州净化设备有限公司;LDZH-100 L
型灭菌锅,上海三申医疗器械有限公司;CFX96 型

荧光定量 PCR 仪,美国 BIO-RAD 公司;85-2 控温

磁力搅拌器,江苏金怡仪器科技有限公司;旋转蒸

发器,上海申生科技有限公司;Ci-S 型正置显微镜,
日本尼康仪器公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 不同大麦多酚制备 　 1) 脱脂大麦麸皮制

备。 参考 X. W. Zhang 等[12] 的方法,将大麦粗麸进

行除杂处理,过 30 目筛后得到大麦麸皮,于-20
 

℃
超低温冰箱中保存,备用;将大麦麸皮和正己烷按

照 m(大麦麸皮 / g) ∶ V(正己烷 / mL) = 1 ∶ 5 混合,
振荡脱脂 3

 

h 后抽滤,保留大麦麸皮残渣,重复上述

操作 3 次;将大麦麸皮残渣和蒸馏水按照 m(大麦麸

皮残渣 / g) ∶ V(水 / mL)= 1 ∶ 10 混合,于 95
 

℃ 条件

下水浴 10
 

min,用 0. 1
 

mol / L 醋酸-醋酸钠缓冲液调

节 pH 值至 6. 5;加入体积分数为 0. 3%的耐高温 α-

淀粉酶,于 95
 

℃条件下搅拌 20
 

min,冷却至室温,用
0. 1

 

mol / L 磷酸盐缓冲液调节 pH 值至 7. 5;再加入

体积分数为 0. 5%的碱性蛋白酶,于 60
 

℃ 条件下搅

拌 60
 

min,冷却至室温,用 0. 1
 

mol / L 醋酸-醋酸钠

缓冲液调节 pH 值至 4. 5;最后加入体积分数为
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0. 2%的糖化酶,于 60 ℃条件下搅拌 30
 

min,即得脱

脂大麦麸皮。
2)RBDF 制备。 将脱脂大麦麸皮置于沸水浴中

煮沸 8
 

min 以灭酶,冷却至室温,于 8000
 

r / min 条件

下离心 15
 

min,弃去上清液,用体积分数为 80%的

乙醇溶液多次洗涤沉淀,以除去其中的游离态多

酚;继续用蒸馏水反复洗涤沉淀至中性,冷冻干燥

后研磨,过 80 目筛,得到只含结合态多酚的 RBDF,
于-20

 

℃超低温冰箱保存,备用。
3)发酵大麦膳食纤维(Fermented

 

Barley
 

Dietary
 

Fiber,FBDF)制备。 参考课题组前期研究[13] 方法,将
植物乳植杆菌 dy-1、RBDF 和水按照 V(植物乳植杆菌

dy-1 / mL) ∶ m(RBDF / g) ∶ V(水 / mL)= 1 ∶ 4 ∶ 28 混

匀,于 31
 

℃ 、220
 

r / min 条件下发酵 24
 

h 后,再于

80
 

℃灭菌 10
 

min,冷冻干燥后研磨,过 80 目筛,即
得 FBDF,于-20

 

℃超低温冰箱保存,备用。
4) 酶解大麦膳食纤维 ( Enzymatic

 

Hydrolysis
 

Barley
 

Dietary
 

Fiber,EBDF)制备。 参考课题组前期

研究[11]方法,将 10
 

g
 

RBDF 与 0. 4
 

g 纯化硫酸酯酶

混合,用磷酸盐缓冲液(50
 

mmol / L,pH 值为 7. 0)定

容至 100
 

mL,混匀,于 40
 

℃条件下水浴酶解 8
 

h,煮
沸灭活 10

 

min,冷冻干燥后研磨,过 80 目筛,即得

EBDF,于-20
 

℃超低温冰箱保存,备用。
5)大麦多酚提取。 参考课题组前期研究[14] 方

法,称取 100
 

mg
 

FBDF 或 EBDF,加入 3
 

mL
 

200
 

mmol /
L 的 HCl 溶液,振荡涡旋至全部悬浮;然后加入

5
 

mL 乙酸乙酯进行萃取,于 4000
 

r / min 条件下离心

10
 

min,收集乙酸乙酯层溶液至圆底烧瓶中,重复萃

取 2 次;将圆底烧瓶中的溶液在 40
 

℃条件下旋蒸至

干,加入 1
 

mL
 

甲醇,超声溶解后,分别制得发酵大

麦多酚和酶解大麦多酚,于-80
 

℃超低温冰箱保存,
备用。
1. 3. 2　 总酚含量测定 　 采用 Folin-Ciocalteu 法[15]

测定大麦多酚的总酚含量,并通过没食子酸校准曲

线进行定量,结果以没食子酸当量( μg
 

GAE / mL)
表示。
1. 3. 3　 酚类化合物组成及含量测定　 取 0. 5

 

mL 大

麦多酚,经 0. 22
 

μm 有机相滤膜过滤后,利用高效

液相色谱仪对酚类化合物的组成及含量进行测定。

色谱条件如下:ZORBAX
 

SB-AQ 型色谱柱(250
 

mm×
4. 6

 

mm×5
 

mm),配备紫外检测器,检测波长范围为

200 ~ 400
 

nm;流动相 A 为含 0. 1%甲酸的水溶液,流
动相 B 为纯乙腈; 流速为 1

 

mL / min, 进样量为

20
 

μL,柱温为 30
 

℃ 。 流动相梯度程序设置为:0 ~
10

 

min,3% 乙腈;10 ~ 20
 

min,3% ~ 80% 乙腈;20 ~
30

 

min,80% ~ 3%乙腈;30 ~ 35
 

min,3%乙腈。
1. 3. 4　 抗氧化能力测定　 1)

 

DPPH 自由基清除率

测定。 参考高超[16]的方法,将 0. 2
 

mmol / L
 

DPPH-乙
醇溶液稀释,制备 DPPH 工作液,使其在波长 517

 

nm
处的吸光度为 0. 5 ~ 0. 6;取 10

 

μL 大麦多酚溶液(总

酚含量为 3
 

μg
 

GAE / mL,下同)于 96 孔板中,加入

190
 

μL
 

DPPH 工作液后摇匀, 室温下避光反应

30
 

min,于 517
 

nm 处测定吸光度。

DPPH 自由基清除率 = 1 -
A - A0

A1
( ) × 100%

式中,A 为加入待测液后 DPPH 的吸光度,A0 为待

测液的吸光度, A1 为未加待测液时 DPPH 的吸

光度。
2)

 

ABTS+ 自由基清除率测定。 参考赵甜甜

等[17] 的方法,将 5
 

mL
 

7
 

mmol / L
 

ABTS 溶液与 88
 

μL
 

140
 

mmol / L
 

过二硫酸钾溶液混匀后,室温避光反应

12 ~ 16
 

h,制备 ABTS+ 储备液;用无水乙醇稀释

ABTS+ 储 备 液 制 备 ABTS+ 工 作 液, 确 保 其 在

734
 

nm 处的吸光度为 0. 70 ± 0. 02;取 20
 

μL 大麦

多酚溶液于酶标板中,加入 180
 

μL
 

ABTS+ 工作液

后摇匀,在室温下避光反应 30
 

min,于 734
 

nm 处

测定吸光度。

ABTS + 自由基清除率 = 1 -
B - B0

B1
( ) × 100%

式中,B 为加入待测液后 ABTS+ 的吸光度,B0 为待

测液的吸光度, B1 为未加待测液时 ABTS+ 的吸

光度。
3)

 

·OH 自由基清除率测定。 参考谭翠[18] 的

方法,将 1
 

mL 大麦多酚溶液、2
 

mL
 

1. 8
 

mmol / L
 

FeSO4

溶液、1. 5
 

mL
 

1. 8
 

mmol / L 水杨酸溶液和 0. 1
 

mL 体积

分数为 0. 3%
 

的 H2O2 溶液混合均匀,在 37
 

℃ 条件

下反应 30
 

min,于 510
 

nm 处测定吸光度。

·OH 自由基清除率 = 1 -
C - C0

C1
( ) × 100%
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式中,C 为加入待测液后·OH 的吸光度,C0 为未加

H2O2 的反应液的吸光度,C1 为未加待测液时反应

液的吸光度。
4)

 

总抗氧化(FRAP)能力测定。 根据 FRAP 能

力检测试剂盒说明书,主要步骤如下:在 96 孔板中

依次加入 180
 

μL 新配制的 FRAP 工作液,再加入

5
 

μL 不 同 浓 度 ( 0. 15
 

mmol / L、 0. 3
 

mmol / L、
0. 6

 

mmol / L、0. 9
 

mmol / L、1. 2
 

mmol / L 和 11. 5
 

mmol /
L)的 FeSO4 标准溶液或 5

 

μL 大麦多酚溶液,于 37
 

℃
条件下反应 5

 

min,于 593
 

nm 处测定吸光度。 结果以

FeSO4 的浓度表示。
1. 3. 5　 线虫高脂模型建立与实验分组 　 将秀丽隐

杆线虫(n= 30,下同)与 80
 

μL 大肠杆菌 OP50 菌液、
20

 

μL
 

M9 缓冲液(用于代替大麦多酚)混合后,涂布

于 NGM 培养基中,培养 48
 

h,作为对照组。 将秀丽隐

杆线虫与 80
 

μL 大肠杆菌 OP50 菌液、20
 

μL
 

M9 缓冲

液(用于代替大麦多酚)混合后,涂布于高糖 NGM 培

养基(含 50
 

mol / L 葡萄糖)中,培养 48
 

h,作为模型

组。 将秀丽隐杆线虫与 80
 

μL 大肠杆菌 OP50 菌液、
20

 

μL 酶解大麦多酚或发酵大麦多酚(总酚含量分别

为 10
 

μg
 

GAE / mL、20
 

μg
 

GAE / mL 和 40
 

μg
 

GAE /
mL)混合后,涂布于高糖 NGM 培养基中,培养 48

 

h,
作为酶解组或发酵组。
1. 3. 6　 线虫安全剂量测定　 秀丽隐杆线虫作为一

种经典的模式生物,其脂肪代谢途径较哺乳动物保

守,因此被广泛用于脂质代谢的相关研究[19] 。 由于

秀丽隐杆线虫培养方式的特殊性,目前无法做到对

其个体进行精确定量给药,导致其经常暴露于过量

受试物环境中。 因此,在评价受试物的生物学功效

之前,需要先测定其安全剂量[20] 。 使用 M9 缓冲液

(含有终浓度为 0. 5
 

mol / L 的叠氮化钠)对秀丽隐杆

线虫进行重悬浮,待其因麻醉而身体僵直后,通过

正置显微镜对其进行拍照,并利用 Image
 

J 软件测定

其体长和体宽,以确定大麦多酚对其作用的安全

剂量。
1. 3. 7　 秀丽隐杆线虫体内脂肪累积及 TG 含量测

定　 1)
 

脂肪累积测定。 将对照组、模型组、酶解组

或发酵组的秀丽隐杆线虫用 M9 缓冲液清洗后,用
体积分数为 60%的异丙醇溶液对线虫进行脱水固

定,将固定后的线虫置于油红 O 染色液中,避光染

色 1
 

h 后,用 M9 缓冲液清洗线虫,去除多余染色液,
通过正置显微镜观察秀丽隐杆线虫的染色结果,并
利用 Image

 

J 软件对染色图像进行光密度分析。
2)

 

TG 含量测定。 将对照组、模型组、酶解组或

发酵组的秀丽隐杆线虫培养 48
 

h 后,用 M9 缓冲液

洗涤 3 次,将洗涤后的线虫转移至离心管中,加入适

量 M9 缓冲液,对秀丽隐杆线虫进行超声破碎后离

心,待溶液中观察不到明显虫体后,测定 TG 含量。
1. 3. 8　 线虫运动行为测定　 选取对照组、模型组、
酶解组或发酵组的秀丽隐杆线虫,转移至新的 NGM
培养基中,待其适应并状态稳定后,在正置显微镜

下观察各组线虫的运动行为,包括头部摆动频率

(1
 

min 内头部往复摆动的次数) 和身体弯曲频率

(1
 

min 内虫体弯曲的次数)。
1. 3. 9　 mRNA 提取及 RT-qPCR 检测 　 选取对照

组、模型组、酶解组或发酵组的秀丽隐杆线虫,使用

三级水清洗残留的大肠杆菌后,加入 1
 

mL
 

Trizol 试
剂,经超声破碎虫体,在冰上提取线虫体内的 RNA。
按照试剂盒说明书, 将提取的 RNA 反转录为

cDNA,并以该 cDNA 为模板,进行实时荧光定量

PCR 操作,检测秀丽隐杆线虫脂肪代谢相关基因表

达水平的变化。
PCR 引物由上海生工生物有限公司合成,使用

ΔΔCT 阈值循环方法进行数据处理,其他基因的表

达量以 act-1 为内参来表示。 引物序列见表 1。

1. 4　 数据处理

利用 GraphPad
 

Prism
 

9. 5 软件对实验数据进行

统计学分析及可视化处理。 采用皮尔森相关性系

数进行相关性分析。 实验结果以(平均值±标准差)
　 　

表 1　 引物序列

Table
 

1　 Primer
 

sequence
基因 正向引物序列(5’

 

to
 

3’) 反向引物序列(5’
 

to
 

3’)
act-1 TCGGTATGGGACAGAAGGAC CATCCCAGTTGGTGACGATA
fat-5 CGCTCATATGGGATGGTTGT CAGGGCGAAGCAGAAGATT
fat-6 GCCCAGAGACGCAATATCTC CAGCAAAGAGAGCCACGTTA
fat-7 CAACAGCGCTGCTCACTATT CACCAACGGCTACAACTGTG
daf-16 CCAGACGGAAGGCTTAAACT ATTCGCATGAAACGAGAATG
mdt-15 TAAATCAGCGGCAGTGCCTT CCGGAGTGTTTCCTGCTGTC
daf-2 TGGATCTCCATCGCGAAACG TTTTGGGGGTTTCAGACAAGT
sbp-1 GGCGGCGAAGATTGTGATTC CGCTCGGTTTTTGGTCTTCG
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表示,通过单因素方差分析比较多组数据之间的平

均值,并结合 Tukey 方法进行多重比较检验,组间显

著性差异用∗表示( ∗为 P< 0. 05,∗∗为 P< 0. 01,
∗∗∗为 P<0. 001,∗∗∗∗为 P<0. 000

 

1)。

2　 结果与分析

2. 1　 不同大麦多酚总酚含量分析

大麦多酚通常以共价或非共价的形式与膳食

纤维结合[21] 。 利用植物乳植杆菌 dy-1 和硫酸酯酶

对大麦膳食纤维进行处理,可将结合态多酚转化为

游离态多酚,从而提高多酚的提取效率。 发酵大麦

多酚的总酚含量((146. 56 ± 4. 52) μg
 

GAE / mL) 显

著高于酶解大麦多酚 (( 78. 35 ± 0. 94 ) μg
 

GAE /
mL)。 不同于单一硫酸酯酶处理,发酵过程中可能

存在糖苷水解酶、酯酶、果胶酶、木聚糖酶、酚氧化

酶等多种生物酶的共同作用,促进了结合态多酚的

释放,进而提高了总酚含量。

2. 2　 不同大麦多酚酚类化合物组成及含量

分析
　 　 不同大麦多酚的酚类化合物组成及含量如图

1 所示。 由图 1 可知,在大麦多酚中共检测到 14
种酚类化合物,其中,酶解大麦多酚中香草醛、2,
4-二羟基苯甲酸、香豆酸、丁香酸和水杨酸的含量

较高,发酵大麦多酚中 2,4 -二羟基苯甲酸、3,4 -

二甲氧基苯甲酸、苯甲酸、香豆酸、丁香酸和水杨

酸的含量较高;其中,香草醛和苯甲酸在两种大麦

多酚中的含量差异最为显著。 这表明不同的生物

加工方式不仅会影响结合态多酚的释放效率,还
会影响酚类化合物的组成及含量。 这种现象可能

与生物加工过程中酶的差异有关。 研究[22-23] 表

明,植物乳植杆菌 dy-1 不仅编码硫酸酯酶,还编码

158 种糖苷水解酶。 这些糖苷水解酶能够进一步

改变大麦膳食纤维(如 β-葡聚糖等)的微观结构,
并降低其相对分子质量,进而促进结合态多酚转

变为游离态多酚。

2. 3　 不同大麦多酚酚类化合物组分差异分析

基于总酚含量的检测结果,对两种大麦多酚进

行适当稀释,使其总酚含量相同,均为 3
 

μg
 

GAE /
mL。 在此条件下,计算两种大麦多酚中各酚类化合

物,即酚类化合物组分的相对丰度,结果如图 2 所

示。 由图 2 可知,在两种大麦多酚中,丁香酸、水杨

酸、2,4-二羟基苯甲酸、咖啡酸、原儿茶酸、阿魏酸

和儿茶素的相对丰度类似;酶解大麦多酚中含有更

多的香草醛、绿原酸和没食子酸,而发酵大麦多酚

中含有更多的苯甲酸、3,4-二甲氧基苯甲酸和表儿

茶素。 类比食物中蛋白质的质量评价,除考查蛋白

质总量外,还需评估蛋白质的氨基酸评分;同样,对
于食物中多酚的质量评价,除考查多酚总量外,还
需要评估其酚类化合物的组分特征。 目前,对于总

酚含量相同但组分不同的大麦多酚的生物学功效

的研究较有限,因此,下文将进一步考查这两种大

麦多酚的抗氧化及降脂能力差异。

图 1　 不同大麦多酚的酚类化合物组成及含量
Fig. 1　 Composition

 

and
 

content
 

of
 

phenolic
 

compounds
 

in
 

different
 

barley
 

polyphenols
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图 2　 不同大麦多酚的酚类化合物组分
Fig. 2　 Composition

 

of
 

phenolic
 

compounds
 

in
 

different
 

barley
 

polyphenols

2. 4　 不同大麦多酚抗氧化能力分析

酚类化合物的抗氧化能力与其自由基清除能

力密切相关[24] 。 在总酚含量相同的条件下,不同大

麦多酚的抗氧化能力如图 3 所示。 由图 3 可知,与
酶解大麦多酚相比, 发酵大麦多酚的 DPPH 和

ABTS+自由基清除率分别提高了 36. 8%和 13. 3%,

但其·OH 自由基清除能力较差。 两种大麦多酚的

总抗氧化能力无显著差异。 总体而言,发酵大麦多

酚的自由基清除能力更强,具备更出色的抗氧化潜

力。 将不同酚类化合物相对丰度与大麦多酚的自

由基清除能力进行相关性分析,结果表明,苯甲酸、
3,4 -二甲氧基苯甲酸和表儿茶素的相对丰度与

DPPH、ABTS+自由基清除率呈显著正相关;香豆酸、
香草醛、绿原酸和没食子酸的相对丰度与·OH 自由

基清除率呈显著正相关。 谢宁轩等[25] 研究发现,发
酵青稞多酚的苯甲酸和表儿茶素含量显著提高,并
表现出更强的 DPPH、 ABTS+ 自由基清除能力和

FRAP 铁还原能力。 唐双庆等[26] 研究发现,发酵豆

类提取物中的表儿茶素含量与 DPPH 自由基清除

率呈正相关,而香草酸含量与 DPPH、ABTS+ 自由基

清除率的相关性较低。 这些结果说明,发酵大麦多

酚中较高的苯甲酸和表儿茶素相对丰度可能是其

自由基清除能力更强的重要原因。 然而,目前尚缺

乏对大麦中香草醛、香豆酸、没食子酸、苯甲酸、3,4-

　 　

图 3　 不同大麦多酚的抗氧化能力及相关性分析
Fig. 3　 Antioxidant

 

capacities
 

and
 

correlation
 

analysis
 

of
 

different
 

barley
 

polyphenols
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二甲氧基苯甲酸、表儿茶素等酚类化合物抗氧化能

力的直接比较研究。 因此,以上推测仍需进一步验

证。 此外,由于大麦多酚是由多种酚类化合物组成

的混合体系,应进一步考虑不同酚类化合物分子间

的相互作用对混合体系抗氧化能力产生的潜在

影响。

2. 5　 不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫脂质累积

的影响

2. 5. 1　 不同大麦多酚的秀丽隐杆线虫安全剂量分

析　 研究[27-28] 表明,多酚不仅具有抗氧化作用,还
能调节脂质代谢。 不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫

体长和体宽的影响如图 4 所示。 由图 4 可知,在

40
 

μg
 

GAE / mL 总酚含量下,两种大麦多酚均导致

秀丽隐杆线虫体长和体宽降低,而在 10
 

μg
 

GAE /
mL 和 20

 

μg
 

GAE / mL 总酚含量下,两种大麦多酚对

秀丽隐杆线虫体长和体宽均未产生显著影响。 因

此,对于秀丽隐杆线虫个体发育,总酚含量不高于

20
 

μg
 

GAE / mL 的剂量范围是安全的。 此外,在同

一质量浓度下,两种大麦多酚对线虫体长和体宽的

影响无显著差异,表明不同大麦多酚对秀丽隐杆线

虫个体发育的影响与其酚类化合物组分差异相关

性不大。
2. 5. 2　 不同组分大麦多酚对秀丽隐杆线虫脂质累

积的影响　 在安全剂量范围内,使用较高的大麦多

　 　

图 4　 不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫体长和
体宽的影响

Fig. 4　 Effects
 

of
 

different
 

barley
 

polyphenols
 

on
 

body
 

length
 

and
 

width
 

in
 

C. elegans

酚总酚含量(20
 

μg
 

GAE / mL),以期获得更好的减

脂效果。 油红 O 染色液可将秀丽隐杆线虫体内的

脂滴染成红色,从而直观反映脂肪累积情况[29] 。 不

同大麦多酚对秀丽隐杆线虫脂肪累积的影响如图 5
所示。 由图 5 可知,模型组秀丽隐杆线虫体内红色

区域颜色加深且面积显著增大,表明脂肪累积显著

增加。 与模型组相比,两种大麦多酚均能有效减少

秀丽隐杆线虫体内的脂肪累积,但两者之间的减脂

效果无显著性差异。
通过测定秀丽隐杆线虫体内 TG 含量,能够定

量分析其体内的脂质水平。 不同大麦多酚对秀丽

隐杆线虫 TG 含量的影响如图 6 所示。 由图 6 可

知,模型组秀丽隐杆线虫体内 TG 含量显著高于对

照组,而酶解大麦多酚和发酵大麦多酚分别使秀丽

隐杆线虫体内 TG 含量降低了 27. 9%和 23. 3%。 酶

解组与发酵组秀丽隐杆线虫体内的 TG 含量无显著

差异,这一结果与上文油红 O 染色结果一致。 郭

鑫[30]研究了生育酚和芝麻酚在不同条件下对秀丽

隐杆线虫脂质累积的影响,发现芝麻酚的降脂效果

优于生育酚。 这表明不同组分的多酚混合物可能

具有不同的降脂功效。 尽管本研究中所制备的酶

解大麦多酚与发酵大麦多酚的降脂效果相似,其作

用机制可能存在差异,仍需进一步研究以阐明其具

体调控途径。
2. 5. 3　 不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫运动行为的

影响　 为了进一步分析不同大麦多酚的潜在降脂

图 5　 不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫脂肪
累积的影响

Fig. 5　 Effects
 

of
 

different
 

barley
 

polyphenols
 

on
 

intravital
 

lipid
 

droplet
 

accumulation
 

in
 

C. elegans

·63·



　 雷月馨,等:不同大麦多酚的抗氧化及降脂活性差异研究

　 　途径,本研究考查了不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫

运动行为的影响,结果如图 7 所示。 由图 7 可知,相
较于对照组,模型组秀丽隐杆线虫的头部摆动频率

和身体弯曲频率均显著降低,表明高脂条件下秀丽

隐杆线虫的运动行为受到抑制。 经两种大麦多酚

处理后,秀丽隐杆线虫的头部摆动频率和身体弯曲

频率均得到显著恢复。 秀丽隐杆线虫的运动频率与

其脂肪消耗速度密切相关,提高运动频率可促进脂肪

消耗,从而减少脂质累积[31] 。 因此,两种大麦多酚可

图 6　 不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫 TG 含量的影响
Fig. 6　 Effects

 

of
 

different
 

barley
 

polyphenols
 

on
 

TG
 

content
 

in
 

C. elegans

图 7　 不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫运动
行为的影响

Fig. 7　 Effects
 

of
 

different
 

barley
 

polyphenols
 

on
 

locomotor
 

activity
 

in
 

C. elegans

通过增强秀丽隐杆线虫的运动行为,促进其脂肪消

耗,从而减少脂质累积。
2. 5. 4　 不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫脂质代谢的

影响　 秀丽隐杆线虫的脂质累积受脂质代谢的调

控,其体内参与脂肪氧化、合成和分解的基因多达

数百个[32] 。 分析这些基因的相对表达量变化,有助

于寻找关键的脂质代谢通路。 基于 RT-qPCR 技术,
分析了不同处理组秀丽隐杆线虫体内关键脂质代

谢基因( fat-5、fat-6、fat-7、sbp-1、mdt-15、daf-2 和 daf-
16)的相对表达量,结果如图 8 所示。 由图 8 可知,
模型组的 fat-5、fat-6、fat-7、sbp-1、mdt-15 和 daf-2 基

因的相对表达量上调,而 daf-16 基因的相对表达量

下调。 两种大麦多酚均能恢复 fat-6、 fat-7、 sbp-1、
mdt-15、daf-2 和 daf-16 的异常表达。 在秀丽隐杆线

虫体内,固醇反应原件结合蛋白( SBP-1)是调控其

脂质代谢的重要因子,其靶基因 fat-6 和 fat-7 可调

控脂肪酸的合成。 此外, SBP-1 需要与效应因子

MDT-15 相互作用才能发挥生物学功效[33-34] 。 因

此,酶解大麦多酚和发酵大麦多酚均可通过抑制

SBP-1 介导的脂质合成通路,缓解高糖造模引发的

脂质累积。 值得注意的是,酶解组秀丽隐杆线虫体

内 daf-2 基因的相对表达量显著低于发酵组,而 daf-
16 基因的相对表达量高于发酵组。 daf-2 基因是胰

岛素 / 胰岛素样生长因子信号通路调节脂肪代谢的

关键基因,可抑制下游 daf-16 基因的表达[35] 。 高糖

造模会导致秀丽隐杆线虫的胰岛素 / 胰岛素样生长

因子信号通路异常激活。 相较于发酵大麦多酚,酶
解大麦多酚对胰岛素 / 胰岛素样生长因子信号通路

的抑制作用更为显著。 香草醛、绿原酸和没食子酸

可能是导致这一差异的关键物质基础。

3　 结论

本研究分别利用微生物发酵和酶法水解制备

了发酵大麦多酚和酶解大麦多酚,并研究了其抗氧

化及降脂能力,得到如下结论:香草醛、绿原酸和没

食子酸是酶解大麦多酚的特征组分,而苯甲酸、3,4-

二甲氧基苯甲酸和表儿茶素是发酵大麦多酚的特

征组分。 相较于酶解大麦多酚,发酵大麦多酚的

DPPH 和 ABTS+自由基清除能力更强,具备更突出
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图 8　 不同大麦多酚对秀丽隐杆线虫脂质代谢基因表达量的影响
Fig. 8　 Effects

 

of
 

different
 

barley
 

polyphenols
 

on
 

lipid
 

metabolism-related
 

gene
 

expression
 

in
 

C. elegans

的抗氧化潜力。 两种大麦多酚均能有效减少秀丽

隐杆线虫体内的脂质累积,并通过提高秀丽隐杆线

虫的运动频率,加速其脂质消耗。 此外,两种大麦

多酚均能抑制脂质合成通路 SBP-1 的异常激活,相

较于发酵大麦多酚,酶解大麦多酚对胰岛素 / 胰岛

素样生长因子信号通路的抑制更为显著。 后续研

究可基于小鼠等啮齿类动物模型,进一步探究特定

多酚组分的体内吸收和代谢情况,深入挖掘其发挥

生物学功效的作用靶器官和分子机制。
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and
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activities
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Abstract:
 

Barley
 

polyphenols
 

were
 

prepared
 

by
 

fermentation
 

( using
 

Lactiplantibacillus
 

plantarum
 

dy-1)
 

and
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

(with
 

sulfatase),
 

respectively.
 

The
 

phenolic
 

profiles
 

of
 

fermented
 

barley
 

polyphenols
 

(FBP)
 

and
 

enzymatic
 

hydrolysis
 

barley
 

polyphenols
 

(EBP)
 

were
 

analyzed.
 

The
 

antioxidant
 

capacities
 

and
 

lipid-lowering
 

effects
 

of
 

FBP
 

and
 

EBP
 

were
 

further
 

investigated.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

total
 

phenolic
 

contents
 

of
 

EBP
 

and
 

FBP
 

were
 

78. 35
 

μg
 

GAE / mL
 

and
 

146. 56
 

μg
 

GAE / mL,
 

respectively.
 

The
 

absolute
 

concentrations
 

of
 

vanillin,
 

benzoic
 

acid,
 

2,4-dihydroxybenzoic
 

acid,
 

epicatechin,
 

and
 

salicylic
 

acid
 

differed
 

significantly
 

between
 

the
 

two
 

barley
 

polyphenol
 

preparations.
 

Under
 

equivalent
 

total
 

phenol
 

content
 

conditions,
 

vanillin,
 

chlorogenic
 

acid,
 

and
 

gallic
 

acid
 

were
 

characteristic
 

components
 

of
 

EBP,
 

whereas
 

benzoic
 

acid,
 

3, 4-dimethoxybenzoic
 

acid,
 

and
 

epicatechin
 

were
 

characteristic
 

components
 

of
 

FBP.
 

Compared
 

to
 

EBP,
 

the
 

DPPH
 

and
 

ABTS+
 

scavenging
 

capacities
 

of
 

FBP
 

were
 

enhanced
 

by
 

36. 8%
 

and
 

13. 3%,
 

respectively.
 

At
 

a
 

total
 

phenolic
 

content
 

of
 

20
 

μg
 

GAE /
mL,

 

both
 

FBP
 

and
 

EBP
 

effectively
 

reduced
 

intravital
 

lipid
 

droplet,
 

accumulation
 

and
 

decreased
 

triglyceride
 

(TG,
 

23. 3%
 

and
 

27. 9%
 

reduction,
 

respectively)
 

levels
 

in
 

Caenorhabditis
 

elegans.
 

Furthermore,
 

both
 

FBP
 

and
 

EBP
 

enhanced
 

locomotor
 

activity
 

in
 

C. elegans,
 

thereby
 

accelerating
 

lipid
 

catabolism,
 

and
 

exerted
 

lipid-lowering
 

effects
 

by
 

suppressing
 

the
 

aberrant
 

activation
 

of
 

the
 

SBP-1
 

signaling
 

pathway.
 

Notably,
 

EBP
 

showed
 

a
 

more
 

pronounced
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

insulin / insulin-like
 

growth
 

factor
 

signaling
 

pathway
 

compared
 

to
 

FBP
 

( P < 0. 05).
 

In
 

conclusion,
 

under
 

equivalent
 

total
 

phenolic
 

content
 

conditions,
 

the
 

compositional
 

differences
 

of
 

barley
 

polyphenols
 

significantly
 

modulated
 

their
 

antioxidant
 

capacities
 

and
 

lipid-lowering
 

activities.
Key

 

words:microbial
 

fermentation;
 

enzymatic
 

hydrolysis;
 

barley
 

polyphenols;
 

antioxidant
 

capacity;
 

lipid
 

lowering
 

ability;Caenorhabditis
 

elegans　
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