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啤酒花多酚提取物体内外抗氧化活性研究
路 欣，杨小兰*

（山西大学生命科学学院，山西 太原 030006）

摘  要：从酿造废酒花（Humulus lupulus L.）中提取制备一种高纯度（总多酚含量为88.7%）的酒花多酚提取物

（hop polyphenol extract，HPE），测定其酚类组成成分与体内外抗氧化活性。结果表明：HPE中55%以上的多酚物

质是原花青素，28%以上的多酚物质是黄酮苷类。在体外，HPE能有效清除活性氧自由基，显著抑制Cu2+-VC诱导的

DNA氧化断裂损伤。在体内，口服200～800 mg/kg（以体质量计）多酚剂量的HPE可显著抑制因溴代苯诱导的小鼠

肝脏超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶活性的降低，也可降低溴代苯氧化应激小鼠肝脏的硫代巴比妥酸产物含

量。结论：膳食摄入HPE可提供体内外抗氧化损伤的保护作用，酒花多酚的体内外抗氧化效果均优于同质量浓度的

绿茶多酚。
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Abstract: A high-purity hop polyphenol extract (HPE) (containing 88.7% of total phenolics) was prepared from spent hops in 

the present study. The phenolic compositions of HPE were determined and its in vivo and in vitro antioxidant activities were 

evaluated by comparison with those of green tea polyphenols. The results showed that the phenolic compositions of HPE 

included more than 55% proanthocyanidins and more than 28% flavonoid glycosides. in vitro, HPE effectively scavenged 

reactive oxygen species and inhibited Cu2+ vitamin C-induced oxidative DNA damage. in vivo, orally administered HPE at 

polyphenol doses of 200 to 800 mg/kg body weight significantly prevented a bromobenzene-induced decrease in hepatic 

superoxide dismutase and glutathione peroxidase activity, and decreased the levels of hepatic thiobarbituric acid reactive 

substance in bromobenzene-treated mice. HPE at the oral doses of 200 to 800 mg/kg body weight significantly reduced the 

frequency of bone marrow micronuclei induced by cyclophosphamide. These results suggest that dietary hop polyphenols 

could provide protection from oxidative mutagenic in vivo and in vitro damage. The in vivo and in vitro antioxidant activities 

of hop polyphenols were higher than those of green tea polyphenols at the same concentration.
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酒花（Humulus lupulus L.）是桑科葎草属雌雄异

株的多年生草本植物，酒花作为药用植物有悠久的历

史，中国药典记载酒花的乙醇浸膏可用于治疗肺结核

病和麻风病等症 [1-2]，在欧洲，酒花早已用于镇静和治

疗失眠等 [3]。酒花用于酿造啤酒的历史已有500余年[4]，

其酿造有效成分主要是苦味酸和酒花油，可给啤酒提供

独特的苦味、香气和抑菌能力[5]，超临界CO2可实现对

这些成分的有效萃取，萃取的酒花浸膏直接用于啤酒酿

造。但是酒花中含有4%～14%的多酚[6]，由于其为极性

物质，大部分不能被超临界CO2萃取出来，本课题组已

有的分析研究表明有80%以上的多酚残留在酒花萃余物

中[7]，这些萃余物被认为是啤酒酿造工业的废料（废酒

花），对它的再利用引起了研究者的关注，罗正明[7]和

Yamamoto[8-9]等研究了从废酒花中提取多酚的方法。

酒花多酚与绿茶或葡萄多酚一样是很有前途的功能

性成分，酒花多酚粗提物有抑菌[10-12]、抗炎[13-17]等作用。
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Nagasako-Akazome等[4]对一种酒花多酚提取物（总多酚

含量79.2%）的安全性进行了评价，结果表明，膳食酒花

多酚是安全的。Tagashira等[18]报道了酒花多酚粗提取物

（总多酚含量12%～40%）对变形链球菌引起的龋齿的抑

制作用优于相同多酚含量的茶多酚。本课题组先前的研

究发现酒花多酚粗提物在体外能有效清除1,1-二苯基-2-

三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）自

由基[19]，但是，酒花多酚在动物体内的抗氧化效果到目

前为止还没有被估测过。评价在化学或生物体外系统的

抗氧化活性不能代表真正的体内活性，酒花多酚的抗氧

化活性可能会被在体内的生物利用度和生物转化率所影

响。另外，先前的酒花多酚粗提物是一个复杂的混合

物体系，含有苦味酸、酒花油和多酚（总多酚含量约

20%）等多种成分，酒花多酚的抗氧化贡献还不清楚。

因此，本研究从废酒花中提取制备一种高纯度（总多酚

含量为88.7%）酒花多酚提取物（hop polyphenol extract，

HPE），测定HPE的酚类组成成分，评价HPE在体内外的

抗氧化活性，同时与绿茶多酚的抗氧化效果进行对比，

以期为酒花多酚的开发应用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 动物、材料与试剂

昆明种小鼠，体质量18～22 g，购自山西医科大学

实验动物中心。

废酒花（超临界CO2 萃取后的萃余物） 本实验室

制备[7]。

绿茶多酚提取物（tea polyphenol extract，TPE，总

多酚含量90%） 江西绿康天然产物有限责任公司；原

花青素（95%） 天津尖峰天然产物公司；高效液相色

谱（high performance liquid chromatography，HPLC）测

定的标准品（芦丁（94%）、金丝桃苷（97%）、异槲

皮苷（90%）、紫云英苷（97%）、黄腐酚（98%））、

Folin-酚试剂、小牛胸腺DNA、琼脂糖、DPPH 美

国Sigma公司；超氧阴离子自由基（O2
－·）测定试剂

盒、硫代巴比妥酸反应物（thiobarbituric acid reactive 

substance assay，TBARS）测定试剂盒、超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）测定试剂盒、谷胱甘肽过

氧化物酶（glutathione peroxidase，GSH-Px）测定试剂盒   

南京建成生物有限公司；SP850大孔吸附树脂 日本三

菱公司。

1.2 方法

1.2.1 HPE的制备

参照罗正明[7]的方法，废酒花用60%乙醇溶液超声波

提取，60 ℃条件下提取30 min，重复提取两次，合并提

取液，5 000×g离心5 min，真空蒸发乙醇，得到的浓缩

液通过SP850大孔吸附树脂层析柱（20 cm×100 cm）进

行多酚的分离纯化，先用5 倍柱体积的蒸馏水洗杂质，再

用4 倍柱体积的60%乙醇溶液洗脱多酚，接收洗脱液，真

空蒸发溶剂，经冷冻干燥得到浅棕色的HPE粉末。

1.2.2 HPE酚类成分的分析

1.2.2.1 总多酚和原花青素含量的测定

总多酚的测定采用Folin-酚法[20]，以没食子酸作为标

准。原花青素含量的测定采用正丁醇-盐酸法[21]，6 mL

正丁醇-盐酸溶液（95∶5，V/V）、0.2 mL硫酸铁铵溶

液和1 mL HPE或TPE（1 mg/mL）混合，沸水浴加热

40 min后，立即置冰水冷浴，然后于546 nm波长处测定

吸光度，以原花青素标准品做标准曲线，由标准曲线计

算样品中的原花青素含量/（mg/g）。进行3 次样品重复

实验。

1.2.2.2 黄酮类物质的HPLC分析

称取2.5 mg HPE或TPE，用甲醇定容至50 mL，经

0.45 μm滤膜过滤后，参照文献[22]的方法，测定芦丁、

金丝桃苷、紫云英苷和异槲皮苷4 个黄酮苷成分。色

谱条件：色谱柱：Symmetry C18（4.6 mm×150 mm，

5 μm）；流动相：3%乙酸溶液（A）和乙腈（B）；

流动相梯度洗脱程序：0～10 min，95%～80% A，

5%～20% B；10～20 min，80%～65% A，20%～ 

35% B；20～40 min，65% A，35% B；检测波长分别为

280、360 nm，进样量10 μL，流速为1 mL/min，色谱柱

温为25 ℃。检测器为2487双波长紫外检测器，Breeze软

件操作系统。

参照文献[7]的方法测定黄腐酚，色谱条件：色谱

柱：Symmetry C18（4.6 mm×150 mm，5 μm）；流动

相：乙腈（A）和1%冰醋酸溶液（B）；洗脱程序：

0～20 min，50%～80% A，50%～20% B；20～30 min，

80% A，20%～0% B；检测波长370 nm，进样体积

20 μL，流速1 mL/min，色谱柱温为25 ℃。用保留时间对

样品中的化合物定性，采用外标法定量。

1.2.3 体外抗氧化活性的测定

1.2.3.1 DPPH自由基清除力的测定

DPPH自由基清除力的测定参考Ślusarczyk等[23]的方

法，5 mL 2.0×10－4 mol/L DPPH乙醇溶液与5 mL不同多

酚质量浓度（0～0.05 mg/mL）的HPE样品溶液室温下反

应30 min，517 nm波长处测定吸光度，其中每个质量浓

度做3 个平行，以TPE和VC为阳性对照。按照公式（1）

计算DPPH自由基清除率。

/%
A0 A1 A2 100

A0
 （1）

式中：A0为DPPH自由基溶液不加样品液的吸光度；

A1为DPPH自由基溶液加样品液的吸光度；A2为样品液在

测定波长处的吸光度。
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1.2.3.2 羟自由基（•OH）清除力的测定

•OH清除力的测定参考Smirnoff等[24]的方法，10 mL试

管中依次加入2 mL不同多酚质量浓度（0～0.2 mg/mL） 

的HPE样品溶液、0.6 mL 8.0 mmol/L FeSO 4溶液、

2 mL 3.0 mmol/L水杨酸和0.5 mL 0.02 mol/L H2O2，于

37 ℃条件下水浴1 h，于510 nm波长处测定样品吸光度

（A1），以蒸馏水代替样品得空白对照吸光度（A0），

以蒸馏水代替水杨酸得样品本底吸光度（A2），其中每

个质量浓度做3 个平行，以TPE和VC作为阳性对照，按

照公式（2）计算•OH清除率。

/%
A0 A1 A2 100

A0
 （2）

1.2.3.3 O2
－·清除力的测定

采用试剂盒测定不同多酚质量浓度（0～8 mg/mL）

的HPE样品溶液对O2
－·清除力，参照试剂盒说明书进

行。其中每个质量浓度做3 个平行，并以TPE和VC作为

对照。

1.2.3.4 凝胶电泳测定DNA氧化断裂

H P E对D N A氧化断裂的影响通过凝胶电泳方

法测定，参照文献 [25 ]的方法并略加修改，DNA溶

液（0.5  mg/mL）中加或不加HPE（0、0.1、0.2、 

0.3 mg/mL），培养在含有0.1 mmol/L CuSO4和10 mmol/L  

VC的Tris缓冲液（10 mmol/L，pH 7.0）中，终反应液体

积为1 mL，37 ℃条件下反应1.5 h；另外，DNA再单独

培养在Tris缓冲液中反应1.5 h。样品分析采用1%的琼脂

糖凝胶，在1×TAE缓冲液（pH 8.5）中进行电泳，电压

100 V，室温下电泳30 min后，溴化乙锭染色5 min，凝胶

成像系统拍照。

1.2.4 体内抗氧化实验

昆明种小鼠饲养在可控温度和湿度的环境中，自由

摄取球状的标准食物和水。适应喂养一周后，小鼠随机

分为6 组，每组8 只。正常对照组（NC组）和溴代苯模

型对照组（BBC组）小鼠灌胃0.2 mL蒸馏水，茶多酚组

（TPE 400组）小鼠灌胃0.2 mL多酚剂量为400 mg/kg（以

体质量计，下同）的TPE，3 个酒花多酚组（HPE 200、

HPE 400、HPE 800组）小鼠分别灌胃0.2 mL多酚剂量为

200、400、800 mg/kg的HPE，每天1 次，30 d后，小鼠

饥饿过夜（空腹12 h），给受试样品1 h后，除NC组之外，

其余组灌胃0.47 mg/kg的溴代苯（溶于橄榄油），灌胃剂

量为0.2 mL/20 g体质量，NC组小鼠只给予相同剂量的橄榄 

油[10]。20 h后脱臼处死小鼠，迅速取其肝脏，用冰生理盐水

制成质量分数10%的组织匀浆液，然后5 000×g离心15 min，

上清液用试剂盒测定肝脏中TBARS含量/（nmol/mg pro） 

及SOD和GSH-Px活力/（U/mg pro）。肝脏蛋白质含量测

定用Bradford法，牛血清白蛋白作为标准。

1.3 统计方法

实验数据以 ±s表示，组间数据比较采用一维方差

分析（ANOVA）。用SPSS统计软件包进行统计分析处

理。P＜0.05认为有显著差异。

2 结果与分析

2.1 HPE酚类组成成分

表 1 HPE和TPE的酚类组成成分

Table 1 Phenolic compositions of HPE and TPE

酚种类
保留

时间/min

含量/（mg/g） 相对总多酚含量/%

HPE TPE HPE TPE

芦丁 15.25 96.62 6.39 10.89 0.71

金丝桃苷 16.21 71.60 9.18 8.07 1.02

紫云英苷 17.88 25.46 17.91 2.87 1.99

异槲皮苷 24.12 56.07 — 6.32

黄腐酚 9.70 12.07 — 1.36

原花青素 489.57 77.31 55.18 8.59

总多酚 887.23 900.00 100 100

注：－ . 未检出。

采用HPLC法鉴定出HPE和TPE中的5 种单酚成分（表1）， 

HPE中含量最高是芦丁（96.62 mg/g），其后依次为金

丝桃苷、异槲皮苷、紫云英苷、黄腐酚。HPE的总多

酚含量为887.23 mg/g，原花青素含量为489.57 mg/g， 

占酒花总多酚的55.18%，检出的4 种黄酮苷类物质（芦

丁、金丝桃苷、紫云英苷和异槲皮苷）含量总和为

249.75 mg/g，占酒花总多酚的28.15%。TPE的总多酚含

量为900.00 mg/g，原花青素含量为77.31 mg/g，占绿茶

总多酚的8.59%，只检出芦丁、金丝桃苷和紫云英苷3 种

黄酮苷类物质，含量总和为33.48 mg/g，占绿茶总多酚的

3.72%。TPE中未检出黄腐酚。

2.2 HPE体外清除自由基的活性
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图 1 HPE体外清除自由基的能力

Fig.1 Free radical scavenging capacity of HPE in vitro

IC 50值是对自由基的清除率达50%时所需的样品

有效剂量，如图1所示，HPE清除DPPH自由基、•OH

和O2
－·的IC50值分别为0.006 7、0.034、0.69 mg/mL

（以总多酚含量计，下同），均小于TPE清除DPPH自

由基、•OH和O2
－·的IC50值（分别为0.008 3、0.050、

0.91 mg/mL）。

2.3 HPE对DNA氧化损伤的影响

1 2 3 4 5 6

19 329 bp
7 743 bp

925 bp
421 bp

1. Marker；2. DNA；3. DNA＋CuSO4＋VC；4. DNA＋

CuSO4＋VC＋0.1 mg/mL HPE；5. DNA＋CuSO4＋VC＋ 

0.2 mg/mL HPE；6. DNA＋CuSO4＋VC＋0.3 mg/mL HPE。

图 2 HPE抑制DNA损伤的凝胶电泳图

Fig.2 Gel electrophoresis image showing the inhibitory effects of HPE 

on DNA damage 

HPE对Cu2+-VC诱导的DNA氧化断裂的影响如图2

所示。未经氧化处理的DNA（泳道2）分子质量主要集

中在20 000 bp以上，经Cu2+-VC氧化处理的DNA分子全

部断裂成为分子质量小于1 000 bp的片段（泳道3），在

DNA的氧化损伤体系中添加不同质量浓度（0.1、0.2、 

0.3 mg/mL）的HPE后，DNA的氧化断裂程度均有明显减

轻，而且随着HPE质量浓度的增大，对DNA保护作用逐

渐增强，呈现剂量依赖效应（泳道4～6）。

2.4 HPE的体内抗氧化活性

表 2 HPE和TPE对溴代苯氧化应激小鼠肝脏TBARS含量及SOD和

GSH-Px活力的影响

Table 2 Effects of HPE and TPE on TBARS, SOD, and GSH-Px in 

mouse livers

组别 NC组 BBC组 HPE 200组 HPE 400组 HPE 800组 TPE 400组
TBARS含量/（nmol/mg pro）

SOD活力/（U/mg pro）

GSH-Px活力/（U/mg pro）

8.45±0.79b

690.1±44.4c

622.6±44.3b

16.20±0.59c

468.3±33.4a

493.7±8.2a

8.73±0.64b

630.9±26.9b

657.1±48.1b

6.20±0.33a

658.9±41.4bc

822.0±34.6c

5.93±0.35a

686.6±32.4c

838.3±57.3c

6.46±0.40a

613.5±47.6b

671.4±29.5b

注：同行小写字母不同表示差异显著（P ＜ 0.05）。

如表2所示，与NC组相比，BBC组小鼠肝脏TBARS

含量显著增加，SOD和GSH-Px活力均显著降低，表明溴

代苯诱导氧化损伤小鼠模型成功。与BBC组比较，3 个

酒花多酚剂量组（HPE 200、HPE 400、HPE 800组）

小鼠肝脏TBARS含量均显著降低，分别降低了46.1%、

61.7%和63.4%，SOD活力分别显著增加了34.7%、40.7%

和46.6%，GSH-Px活力显著增加了33.1%、66.5% 和

69.8%；与BBC组比较，茶多酚组（TPE 400组）小鼠

肝脏TBARS含量显著降低了60.1%，SOD和GSH-Px活

力分别显著增加了31.0%和36.0%。与HPE 200组相比，

HPE 400组小鼠肝脏TBARS含量显著降低，GSH-Px活力

显著升高；与HPE 400组相比，HPE 800组小鼠的肝脏

TBARS含量、SOD和GSH-Px活力均没有显著差异；与

TPE 400组相比，HPE 400组小鼠肝脏GSH-Px活力显

著升高。

3 讨 论

Nagasako-Akazome等[4]研究制备的一种酒花多酚提

取物总多酚含量为79.2%，其中48%以上多酚物质是原

花青素。与此相近，本研究采用60%乙醇提取废酒花，

再通过SP850树脂纯化分离，制备的HPE多酚含量为

88.72%，其中55%以上的多酚物质是原花青素。

茶多酚（TPE）是公认的抗氧化剂[26]，本研究选取

TPE作为阳性对照与HPE的抗氧化活性进行比较。实验

结果显示，HPE在体外表现出比TPE更强的对DPPH自由

基、•OH和O 2
－·清除力（图1）。这可能与HPE比TPE

含有更多的原花青素和黄酮苷等组分有关（表1）。据

报道，茶多酚的主体成分为儿茶素类化合物，约占茶

多酚总量的80%，其中以表没食子儿茶素没食子酸酯

（epigallocatechin gallate，EGCG）的含量为最高，占

茶多酚总量的50%以上[27]。而本研究结果表明HPE的主

体成分为原花青素和黄酮苷类物质，其含量分别占酒花

多酚总量的55%和28%，远高于TPE中的原花青素含量

（8.6%）和黄酮苷类含量（3.7%）。原花青素具有超强

的自由基清除力和抗氧化能力[28-29]，有研究报道原花青

素比儿茶素等具有更强的抗氧化能力[30]，在Fe2+诱导的磷

脂脂质过氧化反应模型中，原花青素的抗氧化活性（IC50

为2.5 μmol/L）比儿茶素（IC50为50 μmol/L）大一个数量

级[31]。黄酮的抗氧化活性与结构特征有关，当B环的邻

二羟基存在，或具有2,3-双键或4-酮基结构的黄酮有更强

的抗氧化活性，例如Wolfe等[32]的研究结果显示，含有

2,3-双键和4-酮基结构的芦丁和异槲皮苷在体外的抗氧化

能力指数分别是不含有2,3-双键和4-酮基结构的EGCG的

3 倍和1.8 倍。HPE中的芦丁（96.62 mg/g）和异槲皮苷

（56.07 mg/g）含量远高于TPE中的芦丁（6.39 mg/g）和



※基础研究	                            食品科学	 2015, Vol.36, No.01   17

异槲皮苷（未检出）含量（表1）。HPE中还含有TPE中

不具有的黄腐酚（12.07 mg/g），已有研究证实它也是高

活性的自由基清除剂[33]。

DNA是生物细胞主要遗传物质，活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）可以破坏DNA的分子结构，导致

碱基突变，单、双链断裂，DNA交联以及染色体断裂和

重排[19,34]。许多研究表明，用DNA碱基对的裂解作为评价

清除ROS的体外抗氧化能力是有效可行的[35]，•OH和DNA

链的反应使DNA链断裂的现象可以通过电泳实验进行观

察。本研究的结果显示，不同剂量的酒花多酚能够抑制

DNA的氧化断裂损伤，0.3 mg/mL酒花多酚能够使DNA

保持正常。酒花多酚抑制DNA氧化损伤可能是由于其显

著的自由基清除活性或消除Cu2+的作用。

溴代苯是一种有毒的化学物，在肝脏中溴代苯可

被细胞色素P450单氧酶水解，形成高度肝毒性的代谢

产物——环氧化物中间体溴苯-3,4-氧化物[36]，它能结合

和消耗GSH，使细胞失去对ROS和外源物代谢的抵抗能

力，从而导致细胞脂质过氧化损伤[37]。在本研究中观察

到溴代苯作用于小鼠后，其肝脏的TBARS含量显著升高

（BBC组）（表2），表明溴代苯使小鼠肝脏发生了显

著的脂质过氧化。HPE和TPE可有效防止这些变化。3 个

酒花多酚剂量组（HPE 200、HPE 400和HPE 800组）和

茶多酚组（TPE 400组）小鼠肝脏的TBARS含量均显著

低于BBC组，SOD和GSH-Px活力显著高于BBC组。表

明HPE和TPE均能有效拮抗溴代苯对肝细胞的脂质过氧

化损伤。在本实验条件下，400 mg/kg剂量的酒花多酚组

（HPE 400组）显示了最佳效果。与同剂量的茶多酚组

（TPE 400组）相比，HPE 400组小鼠肝脏GSH-Px活力显

著高于TPE 400组（P＜0.05），提示酒花多酚在动物体

内的抗氧化活性优于同剂量的茶多酚，这与体外实验的

结果相一致。

综上所述，酒花多酚中富含原花青素、黄酮苷和黄

腐酚等组分，可提供体内外的氧化损伤保护作用，酒花

多酚具有优于茶多酚的抗氧化效果。
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