
药桑葡萄酒发酵工艺优化及体外抗氧化与结合胆酸盐能力研究

古丽米热·祖努纳，王伟雄，吕  泽，黎进雪，雷  静，买哈巴·库尔班，米克热衣·衣沙克江，武  运

Optimization of Fermentation Process of Grape Medicine Mulberry Wine and Its Antioxidant and Bile Acid Binding
Capacity in Vitro
GULIMIRE Zununa, WANG Weixiong, LV Ze, LI Jinxue, LEI Jing, MAIHABA Kuerban, MIKEREYI Yishakejiang, and WU Yun

在线阅读 View online: https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2021060236

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

芒果胡萝卜复合果酒发酵工艺的研究

Study on Fermentation Technology of Mango-Carrot Compound Fruit Wine

食品工业科技. 2020, 41(5): 156-162

葡萄海棠果酵素发酵工艺优化及体外抑菌与抗氧化活性的研究

Technology Optimization of Grape-Begonia Jiaosu and Its Antimicrobial and Antioxidant in Vitro

食品工业科技. 2019, 40(16): 118-125

桑葚汁多菌种发酵过程主要成分及抗氧化性的变化

The change of index and antioxidant activity in mulberry juice fermentation process

食品工业科技. 2017(19): 131-135

响应面法优化黄精-大枣果酒发酵工艺及其抗氧化活性

Optimization of Fermentation Process and Antioxidant Activity of Polygonati Rhizoma-Jujubae Fructus Fruit Wine by Response
Surface Methodology

食品工业科技. 2021, 42(1): 156-161

米根霉和乳酸菌混合固态发酵大麦仁工艺优化及其抗氧化活性

Optimization of Mixed Solid-state Fermentation Process of Dehusked Barley with Rhizopus oryzae and Lactobacillus and Its
Antioxidant Activity

食品工业科技. 2018, 39(22): 169-174

桑树桑黄总三萜提取工艺优化及其降血脂、抗氧化活性研究

Optimization of Extraction Technology of Total Triterpenoids from Inonotus sanghuang and Their Hypolipidemic and Antioxidant
Activities

食品工业科技. 2021, 42(7): 208-215

关注微信公众号，获得更多资讯信息



古丽米热·祖努纳，王伟雄，吕泽，等. 药桑葡萄酒发酵工艺优化及体外抗氧化与结合胆酸盐能力研究 [J]. 食品工业科技，2022，
43（5）：199−208. doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2021060236
GULIMIRE Zununa, WANG Weixiong, LV Ze, et al. Optimization of Fermentation Process of Grape Medicine Mulberry Wine and Its
Antioxidant and Bile Acid Binding Capacity in Vitro[J]. Science and Technology of Food Industry, 2022, 43(5): 199−208. (in Chinese
with English abstract). doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2021060236

 · 工艺技术 · 

药桑葡萄酒发酵工艺优化及体外抗氧化与结
合胆酸盐能力研究

古丽米热·祖努纳1，王伟雄1，吕　泽1，黎进雪1，雷　静2，买哈巴·库尔班1，

米克热衣·衣沙克江1，武　运1, *

（1.新疆农业大学食品科学与药学学院，新疆乌鲁木齐 830052；
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摘　要：本研究以提高总酚和黄酮保存率为目的，探究药桑葡萄发酵工艺并研究药桑葡萄酒的抗氧化活性与结合胆

酸盐能力。以药桑和葡萄为原料，通过单因素（接种量、温度、时间、原料质量比）结合响应面试验来确定药桑

葡萄酒的最佳发酵工艺，并通过三种抗氧化体系（DPPH·、ABTS+·、·OH）来评价药桑葡萄酒的抗氧化活性，不

同浓度的药桑葡萄酒与甘氨胆酸盐和牛磺胆酸盐的结合能力来评价药桑葡萄酒体外降血脂效果。结果表明, 药桑葡

萄发酵的最优工艺参数为: 接种量 0.3%、主发酵时间 8 d、发酵温度 26 ℃、葡萄药桑原料质量比是 1:3。该工艺发

酵出的药桑葡萄酒体积浓度为 1.0 mL/mL 时，对 DPPH、ABTS 和羟基自由基清除率分别为 98.83%、98.38%、

99.24%；表明与同类果酒相比有更强的抗氧化活性。当药桑葡萄酒样品体积浓度达到 1.0 mL/mL 时，药桑葡萄

酒与甘氨胆酸盐、牛磺胆酸盐的结合率分别达到 69.36%、73.28%，初步证实药桑葡萄酒具有较好的体外降血脂

活性。
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Abstract：In order to improve the preservation rate of total phenols and flavonoids, the fermentation technology of grape
medicine  mulberry  wine  was  explored,  and  the  antioxidant  activity  and  bile  acid  binding  capacity  of  grape  medicine
mulberry  wine  were  studied.  Using  grape  and  medicine  mulberry  as  raw  materials,  the  optimal  fermentation  process  of
grape  medicine  mulberry  wine  was  determined  by  single  factor  (inoculation  amount,  temperature,  time,  mass  ratio)
combined  with  response  test.  Three  antioxidant  systems  (DPPH·,  ABTS+·,  ·OH)  were  used  to  evaluate  the  antioxidant
activity of grape medicine mulberry wine,  and the binding ability of  different  concentrations of grape medicine mulberry
wine  with  glycocholic  acid  and  taurocholate  was  used  to  evaluate  the  effect  of  reducing  blood  lipid in  vitro.  The  results
showed  that  the  optimum  technological  parameters  of  grape  medicine  mulberry  fermentation  were:  Inoculation  amount  
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0.3%, main fermentation time 8 d, fermentation temperature 26 ℃, raw material ratio 1:3. When the volume concentration
of  grape medicine mulberry wine fermented by this  process  was 1.0  mL/mL, the scavenging rates  for  DPPH, ABTS and
hydroxyl  radicals  were  98.83%,  98.38%,  and  99.24%,  respectively.  It  showed  that  it  had  stronger  antioxidant  activity
compared  with  similar  fruit  wines.  When  the  concentration  of  grape  medicine  mulberry  wine  reached  1.0  mL/mL,  the
binding  rate  of  grape  medicine  mulberry  wine  with  glycocholic  acid  and  taurocholate  reached  69.36%  and  73.28%
respectively. It was preliminarily confirmed that the grape medicine mulberry wine had better lipid lowering activity in vitro.

Key words：compound fruit wine；medicine mulberry；fermentation；antioxidant activity；cholate；hypolipidemic activity

 

新疆药桑具有多年的种植历史[1]。药桑因含有

多种氨基酸和丰富的药用活性成分，在民间作为药

材，常被用于消炎、补血和镇静[1−2]。随着科技的发

展，药桑果实和叶中的活性成分陆续被开发及利用，

尤其是多酚和黄酮类物质的抗氧化作用备受关注[3]。

已有研究表明，药桑比其它桑品种具有更高的营养价

值、药用价值和果用价值[4]，可作为药用果用专用桑

品种加以推广[5]。虽然对药桑的研究越来越多，但总

体来说其利用率并不高，原料浪费问题依然严重[6]。

药桑的化学成分和药理研究还不完善，使药桑没有得

到充分的利用[7]。将易腐败变质、易损坏、易霉变的

药桑椹制成果酒，可长久保藏且避免浪费，又能延长

果桑的产业链[8]，提高果桑附加值，还可丰富市面上

果酒的种类[9]。

葡萄是全球种植面积最广的水果之一[10]，随着

世界葡萄产量与葡萄酒产业的快速发展，我国的葡萄

种植及葡萄酒产量整体呈现稳步上升的发展趋势[11]。

葡萄酒中含有糖、氨基酸、维生素、矿物质等多种物

质[12]。葡萄酒能够提高食欲，促进消化，对结肠炎有

一定的疗效，因此深受人们的喜爱[13]。

随着果酒行业的快速发展，复合果酒已经成为

了研究的热点，越来越受到消费者的青睐[14]。果酒的

营养成分丰富，在发酵过程中，水果中的维生素、矿

物质、氨基酸、多酚等营养物质得到了很大程度的保

留，且发酵后果酒中会产生各种醇类、酯类、有机酸

等物质[15]。有研究表明，果酒富含酚类化合物，能够

在体内显示抗氧化特性，显著降低心血管疾病的风

险[16]，长期适量饮用果酒能抗衰老，预防动脉硬化、

高血压、心脑血管等疾病，还能调节情绪[14]。根据每

种水果的不同营养成分及保健价值[17]，可以将不同水

果按一定比例进行复合发酵，从而得到口感更好、营

养更全面且具有更好的保健价值的复合果酒[18−19]。

本研究以新疆地产酿酒赤霞珠葡萄和药食两用

植物药桑为原料，以药桑葡萄酒的总酚和黄酮含量为

考察指标，采用单因素结合响应面法筛选药桑葡萄酒

的最佳发酵工艺参数，通过测定最佳工艺条件下发酵

的药桑葡萄酒对 DPPH·、ABTS+·、·OH 的清除率和

与甘胺胆酸钠和牛磺胆酸钠的结合率来评价药桑葡

萄酒的抗氧化活性和体外降血脂效果。本实验目的

是充分有效利用新疆药食两用植物资源，降低药桑损

失率，保留更多药桑葡萄功能性成分，开发特色复合

酒类新产品。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

药桑　果桑品种为黑桑种，紫黑果，2020 年 6 月

采自新疆阿克苏市，在新疆农业大学 628 食品生物

发酵与质量安全实验室冷冻保存；葡萄　赤霞珠葡

萄 2020 年 9 月采自乌鲁木齐安宁渠新疆农业科学

院综合试验场果园；果胶酶（酶活力 4000 U/g）、焦亚

硫酸钾、白砂糖　均为食品级，宁夏和氏璧生物技术

有限公司；干酵母 D254　安琪酵母股份有限公司；

1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、2,2'-联氮双（3-乙
基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐（ABTS）　均为分析

纯，麦克林生化科技有限公司；没食子酸、磷酸氢二

钠、磷酸二氢钠、抗坏血酸、过硫酸钾、双氧水、硫酸

亚铁、水杨酸　均为分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；甘氨胆酸钠（SGC）　日本 TCI 公司；牛磺胆酸

钠（STC）　Sigma 公司；胰酶（胰蛋白酶 4000 U/g，胰
淀粉酶 7000 U/g，胰脂肪酶 4000 U/g）　上海源叶生

物科技有限公司；其他试剂均为分析纯。

LE2002E/02 电子天平　梅特勒-托利多仪器（上

海）有限公司；OK1310B 料理机　欧科股份有限公

司；FE20 PLUS pH 计　梅特勒-托利多仪器有限公

司；MJX-160-Z 霉菌培养箱　上海博讯实业有限公

司医疗设备厂；TU-1810 紫外可见分光光度计　北

京普析通用仪器有限公司； B-220 恒温水浴锅　上

海亚荣生化仪器厂；H1750 台式高速离心机　湘仪

仪器（长沙）有限公司；PAL-1 型手持糖度计　北京阳

光亿事达科技有限公司；SXKW 数显控温电热套　

北京市永光明医疗仪器厂。 

1.2　实验方法 

1.2.1   药桑葡萄酒发酵工艺　 

1.2.1.1   工艺流程　鲜葡萄、冷冻药桑→解冻→2 种

水果破碎打浆混合均匀→酶解→调糖→添加偏重亚

硫酸钾→接种酵母→发酵→过滤分离→药桑葡萄酒 

1.2.1.2   操作要点　药桑、葡萄：新鲜采摘的药桑果

经过挑选之后放入−18 ℃ 冰箱冷冻保存，解冻后进

行破碎打浆，得到药桑果浆，跟葡萄果浆混合进行全

果汁与果肉发酵。

酶解、调糖：用白砂糖调节果浆的初始糖度为

24 °Bx，在葡萄和药桑果浆自然 pH 条件下，加入 0.1%
的果胶酶，提高果浆的出汁率，搅拌均匀，静置 2 h。

添加偏重亚硫酸钾：果浆中添加偏重亚硫酸钾

使得 SO2 的质量浓度为 80 mg/L，可起到杀菌、抗氧
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化和护色的作用[20]。

接种、发酵：称取干酵母 D254 于 5% 糖水中 37 ℃
活化 30 min 备用。将调整好成分、添加了偏重亚硫

酸钾和酵母的药桑和葡萄混合浆装入消毒后的发酵

瓶中置于不同的温度条件下发酵。每天测定残糖量

变化情况，以确保发酵正常进行，残糖量不再变化时

结束发酵[21]。

过滤：发酵结束后，将药桑葡萄发酵液进行皮渣

分离，压榨过滤。 

1.2.2   发酵工艺优化单因素实验　 

1.2.2.1   酵母接种量的确定　取一定量的药桑葡萄

果浆于洁净的锥形瓶中，控制发酵温度为 25 ℃，葡

萄与药桑的果浆质量比为 1:3，分别接种 0.1%、0.2%、

0.3%、0.4%、0.5% 酵母进行发酵，发酵时间为 7 d。
发酵结束后测定酒精度、残糖量以及总酚、总黄酮含

量，确定最适的酵母菌接种量。 

1.2.2.2   发酵温度的确定　取一定量的药桑葡萄果

浆于洁净的锥形瓶中，酵母接种量为 0.3%，葡萄与药

桑的果浆质量比为 1:3，温度分别控制在 19、22、
25、28、31 ℃ 条件下进行发酵，发酵时间为 7 d。发

酵结束后测定酒精度、残糖量以及总酚、总黄酮含

量，确定最适的发酵温度。 

1.2.2.3   发酵时间的确定　取一定量的药桑葡萄果

浆于洁净的锥形瓶中，控制发酵温度为 25 ℃，酵母

接种量为 0.3%，葡萄与药桑的果浆质量比为 1:3，发
酵时间分别设置为 6、7、8、9、10 d，发酵结束后测定

测定酒精度、残糖量以及总酚、总黄酮含量，确定最

适的发酵时间。 

1.2.2.4   原料质量比的确定　取一定量的药桑葡萄

果浆于洁净的锥形瓶中，控制发酵温度为 25 ℃，酵

母接种量为 0.3%，发酵时间为 7 d，葡萄与药桑的果

浆质量比分别设为 1:5、1:3、1:1、3:1、5:1。发酵

结束后测定酒精度、残糖量以及总酚、总黄酮含量，

确定最佳的果浆原料质量比。 

1.2.3   响应面优化试验　为优化药桑葡萄酒发酵工

艺，在单因素实验基础上，以接种量（A）、发酵温度

（B）、葡萄药桑原料质量比（C）和发酵时间（D）为影

响因素，以总酚含量（Y1）和黄酮含量（Y2）为响应值，

采用四因素三水平 Box-Behnken 设计进行优化试

验，探究不同因素和水平对药桑葡萄酒的影响，利用

优化工艺进行验证试验。Box-Behnken 试验的因素

与水平见表 1。
 
 

表 1    Box-Behnken 试验设计因素与水平
Table 1    Factors and levels of Box-Behnken tests design

水平
因素

A接种量（%） B发酵温度（℃） C质量比 D发酵时间（d）

−1 0.2 22 1:1 7
0 0.3 25 1:3 8
1 0.4 28 1:5 9

 

1.2.4   指标测定方法　 

1.2.4.1   残糖量和酒精度的测定　糖度：参照 NY/T
2637-2014 折射仪法进行测定。酒精度的测定：参照

国标 GB/T 15038-2006《葡萄酒、果酒通用分析方

法》中规定的方法进行测定。 

1.2.4.2   总酚含量的测定　总酚含量采用 Y15 全自

动葡萄酒检测仪（Biosystems Barcelona Spain）测定，

采用双试剂终点法在波长 670 nm 进行全自动操

作。原理是样品中的总酚与福林酚试剂在碱性介质

中发生反应，颜色的增加与样品的总酚浓度成正比。 

1.2.4.3   总黄酮含量的测定　总黄酮含量的测定参

照文献 NaNO2-Al（NO3）3 显色法[21−22] 进行测定，准

确称取芦丁 5 mg，使用 60% 无水乙醇溶解，转移至

25 mL 容量瓶中，定容至刻度线。分别量取 0、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0、3.5 mL 芦丁溶液置于 10 mL 容量

瓶中，放入 5% 0.3 mL 的 NaNO2 溶液，摇匀，静置，

加入 10% Al（NO3）3 溶液 0.3 mL，摇匀，静置，加入

4% 的 NaOH 溶液 4 mL，摇匀，用少量 60% 无水乙

醇定容，静置，在 505 nm 处测定其吸光值。以芦丁

浓度为横坐标，吸光度为纵坐标绘制标准曲线，得到

回归方程 y=0.2575x+0.002，R2=0.999。

总黄酮含量(mg/g) =
（Y×V）

W

式中：Y 为药桑总黄酮的质量浓度（mg/mL）；
V 为原浸提液体积（mL）； W 为用的样品质量（g）。 

1.2.5   药桑葡萄酒体外抗氧化试验　 

1.2.5.1   药桑葡萄酒对 DPPH 自由基的清除作用　

对 DPPH·的清除能力测定参照吴均等[23] 方法略调

整。吸取 2.0  mL，样液体积浓度为（0.01、0.025、
0.04、0.05、0.25、0.50、0.75、1.00 mL/mL）的药桑葡

萄酒于试管中，加入 0.2 mmoL/L 的 DPPH 溶液 2 mL
混匀，避光反应 30 min，无水乙醇为参比，517 nm 测
吸光值（A1）。测相同体积无水乙醇、DPPH 溶液混

匀的吸光值（A0）及 2 mL 样品溶液和 2 mL 无水乙

醇混匀的吸光值（A2）。以 0.20 mg/mL 的 VC 作对

照，计算 DPPH·清除率。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A0 表示空白组的吸光度；A1 表示样品溶

液的吸光度；A2 表示用无水乙醇代替 DPPH 时测得

的对应浓度的吸光度。 

1.2.5.2   药桑葡萄酒中 ABTS+·清除能力的测定　

对 ABTS+·的清除能力测定参照李湘利等[24] 方法略

调整，吸取 2.0 mL，样液体积浓度为（0.01、0.025、
0.04、0.05、0.25、0.50、0.75、1.00 mL/mL）的药桑葡

萄酒于试管中，加入 3.8 mL ABTS+·测试液，混匀静

置 5 min 后于 734 nm 处测吸光值（A1）；测定同体积

蒸馏水加 3.8 mL ABTS+·测试液的吸光值（A0）及同

体积果酒加 3.8  mL 蒸馏水的吸光值（A2） ，以

0.2 mg/mL 的 VC 溶液作对照，计算 ABTS+·清除率。
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ABTS+ ·清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式中：A0 表示空白对照液的吸光度；A1 表示样

品测定管的吸光度；A2 表示样品本底管的吸光度。 

1.2.5.3   药桑葡萄酒中·OH 清除能力的测定　对·OH
的清除能力测定参照程宏桢等[25] 方法略调整，吸取

2.0 mL，样液体积浓度为（0.01、0.025、0.04、0.05、
0.25、0.50、0.75、1.00 mL/mL）的药桑葡萄酒于试

管中，和 2  mL  FeSO4（6  mmol/L）、2  mL 水杨酸

（6 mmol/L）混匀后，加入 2 mL H2O2（6 mmol/L）引
发反应。37 ℃ 下反应 30 min 后在波长 510 nm 处

测定吸光度值 A1；以蒸馏水替代样品为空白对照

（A0）；以蒸馏水替代水杨酸（A2）；以 0.2 mg/mL 的

VC 溶液作对照，计算·OH 清除率。

·OH清除率(%) =
A0 −A1 +A2

A0

×100
 

1.2.6   药桑葡萄酒与胆酸盐的结合能力模拟体内试

验　参照刘淑敏等[26−28] 文献的方法，略作修改。取

1  mL，样液体积浓度为 0.05、 0.25、 0.50、 0.75、
1.00 mL/mL 药桑葡萄酒溶液，与 1 mL 0.01 mol/L
盐酸溶液混匀，在 37 ℃ 条件下消化 1 h 并且恒温振

荡（模拟胃消化环境），以 0.10 mol/L 的氢氧化钠溶

液调节 pH 为 6.30，随后加入 4 mL 10 mg/mL 胰酶

（以 pH6.30 的 0.10  mol/L 磷酸缓冲液配制），在

37 ℃ 恒温振荡消化 1 h（模拟肠道环境）。每个样品

中加入 4 mL 胆酸盐溶液（牛黄胆酸钠、甘氨胆酸钠

0.30  mmol/L，pH6.30 的 0.10  mol/L 磷酸缓冲液），

37 ℃ 条件下振荡 1 h。将制得的混合物重新转入到

离心管中，4500 r/min 下离心 20 min，取上清液，用比

色法于 387 nm 处测定吸光度值，每个样品平行测定

3 次，按照标准曲线计算剩余甘氨胆酸盐和牛磺胆酸

盐含量，所加入甘氨胆酸盐或牛磺胆酸盐总量减去剩

余量所得差值与总量的比值即为结合率，以百分比表

示。计算公式如下：

甘氨胆酸钠结合率(%) =
C0 −C1

C0

×100

式中：C0 为甘氨胆酸钠加入量，μmol；C1 为甘氨

胆酸钠剩余量，μmol。

牛磺胆酸钠结合率(%) =
C2 −C3

C2

×100

式中：C2 为牛磺胆酸钠加入量，μmol；C3 为牛磺

胆酸钠剩余量，μmol。 

1.3　数据分析

每次实验均进行 3 组平行实验，实验数据采用

Origin 9.0、SPSS 25.0 和 Design-Expert 8.0.6 进行处

理和分析。 

2　结果与分析 

2.1　药桑葡萄酒发酵工艺优化单因素实验 

2.1.1   酵母接种量对药桑葡萄酒发酵的影响　从图 1

可知，葡萄与药桑原料质量比 1:3 时，残糖量随着接

种量的增加出现先下降后上升的趋势，在接种量为

0.1%~0.3% 时，残糖量随接种量增加出现下降，酒精

度出现上升。当接种量增加至 0.4% 时，残糖量出现

缓慢上升，酒精度也开始下降，这可能是因接种密度

过大，造成溶氧降低，从而抑制了酵母的生长[29]。随

着酵母接种量的增加，药桑葡萄酒中总黄酮含量呈先

上升后大幅下降的趋势，当接种量为 0.3%，此时药桑

葡萄酒的总黄酮含量处于最大值，达 170.1 mg/g。多

酚含量在接种量 0.3% 时达到最高，为 2729 mg/L，
当接种量进一步升高，多酚含量出现下降趋势。总黄

酮含量与总酚含量的变化趋势一致，在 0.3% 时含量

最高，接种量进一步升高会导致含量下降。由此可

知，0.3% 接种量为最适水平，此时不仅酵母代谢旺

盛，同时也有利于发酵液中酚类化合物的溶出[30]。根

据指标结果，选择接种量范围为 0.2%、0.3%、0.4%。
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图 1    接种量对药桑葡萄酒总酚和总黄酮的影响
Fig.1    Influence of inoculation amount on total polyphenols and

total flavonoids of medicine mulberry and grape wine
  

2.1.2   发酵温度对药桑葡萄酒发酵的影响　发酵温

度会影响酵母的活性，随着温度的升高，酵母的生长

代谢不断增强。如图 2 所示，葡萄与药桑原料质量

比 1:3 时，随着温度的升高，药桑葡萄酒残糖量呈现

先降低后增高的趋势，酒精度呈现先增高后降低的趋

势。在发酵温度为 28 ℃ 时，酒精度最高，为 12.89%vol，
此时残糖量也较低。而在 31 ℃ 时，高温抑制酵母活

性，加快衰亡速度，发酵周期缩短，发酵底物利用率降

低，使得发酵液残糖量偏高，酒精度偏低。
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图 2    发酵温度对药桑葡萄酒总酚和总黄酮的影响
Fig.2    Influence of fermentation temperature on total

polyphenols and total flavonoids of medicine mulberry and
grape wine
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发酵温度会直接影响酵母的生长代谢能力以及

黄酮和多酚的溶解度，进而造成发酵后的药桑葡萄酒

中总黄酮和总酚含量的不同[31]。随着发酵温度的提

高，药桑葡萄酒中总黄酮含量呈先增大后降低趋势，

25 ℃ 时达到最大值 180.3 mg/g。不同温度之间的

总酚含量也有一定差异，随着温度的升高，总酚含量

也呈快速上升态势，当温度为 25 ℃ 时，药桑葡萄酒

总酚含量最高，达 2757 mg/L，在 25 ℃ 后总酚含量

逐渐下降。根据指标结果，采用 22、25、28 ℃ 为适

宜发酵温度。 

2.1.3   发酵时间对药桑葡萄酒发酵的影响　如图 3
所示，葡萄与药桑原料质量比 1:3 时，随发酵时间梯

度的增加，发酵过程中酒精度呈先升高后明显接近于

平稳的态势，残糖量呈降低趋势并逐渐趋于平稳。药

桑葡萄酒发酵前 7 d，酒精度急剧上升，从 0 升高至

11.59%vol，到发酵第 8 d 时，酒精度达到最高的

12.35%vol，此后，发酵液酒精度呈缓慢平稳的态势，

到发酵结束时为 12.15%vol。随着发酵时间的延长，

药桑葡萄酒中总酚和总黄酮含量呈先升高后降低的

趋势。在发酵第 8 d 时总酚含量达到最大值 2805 mg/L，
在发酵第 9 d 时总黄酮含量达到最大值 181.14 mg/g。
在第 9 d 后总酚和总黄酮含量都逐渐下降。这可能

是因为随着发酵时间的增加，酵母菌体开始大量死

亡[32]，单宁类等物质发生聚合以及在发酵过程中多酚

发生自然氧化和微生物所产生的酶使黄酮发生降解，

使得含量下降[33]，且不同品种原料的内在因素和理化

性质也影响着在发酵过程中的变化[34]。根据指标结

果，建议采用 7、8、9 d 为适宜发酵时间。
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图 3    发酵时间对药桑葡萄酒总酚和总黄酮的影响
Fig.3    Effect of fermentation time on total polyphenols and total

flavonoids of medicine mulberry and grape wine
  

2.1.4   原料质量比对药桑葡萄酒发酵的影响　由图 4
可知，不同原料质量比的药桑葡萄发酵后总酚和总黄

酮含量存在不同程度的变化，不同原料合适的配比可

以最大限度地保留药桑和葡萄中的总酚和总黄酮含

量。葡萄与药桑的原料质量比在 1:3 时，总酚和总

黄酮含量达到最大值，分别为 2782 mg/L、179.8 mg/g，
随着葡萄果浆添加量的增加，总酚和总黄酮含量呈下

降趋势。葡萄与药桑的原料质量比为 3:1 时，酒精

度为 12.63%vol，总酚和总黄酮含量较低。因此考虑

各方因素，选择原料质量比范围为葡萄比药桑为

1:1、1:3、1:5 用于后续响应面试验。

 
 

1:5 1:3 1:1 3:1 5:1
9

10

11

12

13

14

酒
精

度
 (

%
v
o
l)

原料质量比

酒精度 残糖量 总酚含量 总黄酮含量

5

6

7

8

9

残
糖

量
 (

%
)

2000

2200

2400

2600

2800

3000

总
酚

含
量

 (
m

g
/L

)

100

150

200

总
黄

酮
含

量
 (

m
g
/g

)

图 4    原料质量比对药桑葡萄酒总酚和总黄酮的影响
Fig.4    Influence of raw material mass ratio on total polyphenols

and total flavonoids of medicine mulberry and grape wine
  

2.2　响应面试验优化发酵参数 

2.2.1   数学模型的建立及分析　在单因素实验基础

上结合 Box-Behnken 设计，以接种量（A）、发酵温度

（B）、葡萄药桑原料质量比（C）和发酵时间（D）为影

响因子，以总酚含量（Y1）和总黄酮含量（Y2）为响应

值，设计四因素三水平响应面试验，以优化药桑葡萄

酒发酵工艺参数，响应面试验结果见表 2，采用

Design-Expert.V8.0.6.1 软件对表 2 试验数据进行回

归模型方差分析，结果如表 3 和表 4 所示。用

Design-Expert.V8.0.6.1 软件对表 2 试验结果进行多
 

表 2     Box-Behnken 设计试验方案及结果

Table 2    Design and results of Box-Behnken experiments

试验号 A B C D
Y1总酚含量

（mg/L）
Y2总黄酮含量

（mg/g）

1 −1 −1 0 0 2427 137.38
2 1 −1 0 0 2570 152.41
3 −1 1 0 0 2592 149.7
4 1 1 0 0 2670 165.8
5 0 0 −1 −1 2318 134.57
6 0 0 1 −1 2412 151.2
7 0 0 −1 1 2453 145.5
8 0 0 1 1 2497 158.43
9 −1 0 0 −1 2232 131.93
10 1 0 0 −1 2370 148.58
11 −1 0 0 1 2407 145.55
12 1 0 0 1 2526 159.73
13 0 −1 −1 0 2423 131.99
14 0 1 −1 0 2479 156.5
15 0 −1 1 0 2404 149.09
16 0 1 1 0 2686 160.3
17 −1 0 −1 0 2340 132.52
18 1 0 −1 0 2384 150.09
19 −1 0 1 0 2412 145.2
20 1 0 1 0 2570 154.14
21 0 −1 0 −1 2312 136.75
22 0 1 0 −1 2352 147.1
23 0 −1 0 1 2432 141.07
24 0 1 0 1 2742 169.83
25 0 0 0 0 2863 172.95
26 0 0 0 0 2840 168.64
27 0 0 0 0 2855 170.68
28 0 0 0 0 2872 174.91
29 0 0 0 0 2756 173.82
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元回归方程拟合，获得以总酚和总黄酮为目标函数的

二次回归拟合方程：

总酚含量 Y1=2837.20+56.67A+79.42B+48.67C+
88.42D−16.25AB+28.50AC−4.75AD+56.50BC+67.50
BD−12.50CD−189.85A2−116.22B2−205.10C2−245.72D2

总黄酮含量 Y2=172.20+7.37A+8.38B+5.60C+
5.83D+0.27AB−2.16AC−0.62AD−3.32BC+4.60BD−
0.92CD−12.61A2−9.50B2−13.05C2−12.96D2

结果表明，总酚含量（Y1）和总黄酮含量（Y2）的

回归模型显著性结果显示 P<0.001，为极显著，总酚

含量（Y1）失拟项为 P=0.4468，总黄酮含量（Y2）失拟

项为 P=0.4411，失拟项结果为不显著（P>0.05），两个

模型的拟合系数为 R2（Y1）=0.9626，R2（Y2）= 0.9787，
校正系数为 RAdj

2（Y1）=0.9252，RAdj
2（Y2）=0.9574，说

明两个模型的回归拟合度较好，更接近实际试验，说

明药桑葡萄酒总酚和总黄酮含量的实测值与预测值

之间具有较好的拟合度，所得的回归方程能够较准确

地对药桑葡萄酒总酚和总黄酮含量进行分析和预测。

根据回归方程系数显著性检验可知：对于总酚

含量（Y1），一次项 A、B、D 的影响极显著（P<0.01），
C 的影响显著（P<0.05）；交互项 BC 和 BD 的影响显

著（P<0.05）；二次项 A2、B2、C2、D2 的影响极显著

（P<0.01）；此外，通过 F 值大小可判断各因素对药桑

葡萄酒总多酚的影响程度依次为：发酵时间（D）>发
酵温度（B）>接种量（A）>原料质量比（C），即发酵时

间的影响最大，原料质量比的影响最小。对于总黄酮

含量（Y2），一次项 A、B、C、D 的影响极显著（P<0.01）；
交互项 BC 影响显著（P<0.05），BD 的影响极显著

（P<0.01）；二次项 A2、B2、C2、D2 的影响极显著

（P<0.01）；由交互项 F 值可以判断各响应面因素对

药桑葡萄酒总黄酮的影响排序为：发酵温度（B）>接
种量（A）>发酵时间（D）>原料质量比（C），即发酵温

度的影响最大，原料质量比的影响最小。
  
表 4    以药桑葡萄酒总黄酮含量为评价指标响应面试验结果

的方差分析
Table 4    Analysis of variance for response surface test results

based on total flavonoids content of medicine mulberry and
grape wine as evaluation indexes

来源 平方和 自由度 均方差 F值 P>F 显著性

模型 4896.23 14 349.73 45.97 <0.0001 **
A 652.25 1 652.25 85.74 <0.0001 **
B 842.36 1 842.36 110.73 <0.0001 **
C 376.21 1 376.21 49.45 <0.0001 **
D 408.1 1 408.1 53.64 <0.0001 **

AB 0.29 1 0.29 0.038 0.849
AC 18.62 1 18.62 2.45 0.14
AD 1.53 1 1.53 0.2 0.6612
BC 44.22 1 44.22 5.81 0.0302 *
BD 84.73 1 84.73 11.14 0.0049 **
CD 3.42 1 3.42 0.45 0.5133
A2 1031.63 1 1031.63 135.61 <0.0001 **
B2 585.41 1 585.41 76.95 <0.0001 **
C2 1104.45 1 1104.45 145.18 <0.0001 **
D2 1089.48 1 1089.48 143.21 <0.0001 **

残差 106.51 14 7.61
失拟 80.99 10 8.1 1.27 0.4411

纯误差 25.52 4 6.38
总和 5002.74 28

  

2.2.2   因素交互作用对药桑葡萄发酵后总酚和总黄

酮含量的响应面分析　通过 Design Expert V8.0.6
软件分析，得出图 5 所示的响应曲面图，从图中可以

看出各因素对响应值的影响和因素间的交互作用。

根据药桑葡萄发酵液的总酚和总黄酮含量回归方程

得出不同因子的响应面分析图，由图可知，在 Y1 模

型中 BC、BD 和 Y2 模型中 BC 所形成的响应面曲

面坡度在两因素交互作用响应面图中较陡峭，等高线

呈椭圆形，表明交互作用达到显著效果，在 Y2 模型

中 BD 的交互作用对黄酮含量的影响大，达到极显著

效果。结果与回归分析的结果吻合。 

2.2.3   响应面模型验证试验　根据响应面软件分析

得出 4 个响应因素对总酚和总黄酮影响所得工艺参

数分别为接种量 0.32%、主发酵时间 8.26 d、发酵温

度 26.39 ℃、原料质量比是 1:2.9，此时所酿造出来

的药桑葡萄酒总酚含量可达 2872.48 mg/L，总黄酮

含量可达 176.42 mg/g。为检验该模型的准确性以及

可操作性，将药桑葡萄酒发酵工艺条件调整为接种

量 0.3%、发酵时间 8 d、发酵温度 26 ℃、葡萄药桑

原料质量比是 1:3。验证分析得到，3 组平行试验的

总酚和总黄酮含量分别为 2872.48 mg/L、176.42 mg/g，
与理论值差异不显著（P>0.05），说明响应面试验和回

归方程预测值基本吻合。因此，响应面法优化药桑葡

 

表 3    以药桑葡萄酒总酚含量为评价指标响应面试验结果的
方差分析

Table 3    Analysis of variance for response surface test results
based on total polyphenols content of medicine mulberry and

grape wine as evaluation indexes

来源 平方和 自由度 均方差 F值 P>F 显著性

模型 9.35E+05 14 66807.52 25.73 <0.0001 **
A 38533.33 1 38533.33 14.84 0.0018 **
B 75684.08 1 75684.08 29.15 <0.0001 **
C 28421.33 1 28421.33 10.95 0.0052 *
D 93810.08 1 93810.08 36.13 <0.0001 **

AB 1056.25 1 1056.25 0.41 0.5339
AC 3249 1 3249 1.25 0.2821
AD 90.25 1 90.25 0.035 0.8548
BC 12769 1 12769 4.92 0.0436 *
BD 18225 1 18225 7.02 0.0191 *
CD 625 1 625 0.24 0.6313
A2 2.34E+05 1 2.34E+05 90.04 <0.0001 **
B2 87621.09 1 87621.09 33.75 <0.0001 **
C2 2.73E+05 1 2.73E+05 105.09 <0.0001 **
D2 3.92E+05 1 3.92E+05 150.84 <0.0001 **

残差 36350.72 14 2596.48
失拟 27555.92 10 2755.59 1.25 0.4468

纯误差 8794.8 4 2198.7
总和 9.72E+05 28

注：“**”表示差异极显著（P<0.01）；“*”表示差异显著（P<0.05）；表4同。
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萄酒发酵工艺条件具有良好的可靠性与实用性。
 

2.3　药桑葡萄酒的体外抗氧化结果与分析
 

2.3.1   DPPH 自由基清除率测定结果　由图 6 可知，

药桑葡萄酒中含有大量的酚类物质及黄酮类化合

物。由图 6a 可知，DPPH 自由基清除率随样液体积

浓度的增加而增强，呈现正相关关系。当样液体积浓

度在 0.01~0.25 mL/mL 之间时，样品的 DPPH 自由

基清除率呈持续上升态势，当样液体积浓度为

0.05 mL/mL 时，药桑葡萄酒的 DPPH 自由基清除率

达到了 91.94%，VC 溶液的清除率是 93.93%，样品体

积浓度 0.25 mL/mL 时，均已达到较高的清除效果，

样品体积>0.5 mL/mL 时，药桑葡萄酒和 VC 溶液对

DPPH 自由基的清除率增长逐渐趋于平稳态势。在

相同体积浓度下，VC 溶液对 DPPH 自由基的清除率

均高于药桑葡萄酒。 

2.3.2   ABTS+·清除率测定结果　由图 6b 可知，当样

液体积浓度为<0.25  mL/mL 时，ABTS+·清除率随

样品用量体积的增加而增强。当样液体积浓度为

0.25  mL/mL 时，药桑葡萄酒对 ABTS+·清除率为

96.28%，VC 溶液的清除率为 96.44%。样液体积浓

度>0.25 mL/mL 时，药桑葡萄酒和 VC 溶液对 ABTS+·
的清除率的增长趋于平稳态势，ABTS+·清除率与

VC 相近。相同体积的药桑葡萄酒的 ABTS+·的清除

能力低于 VC 溶液。 
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图 6    不同浓度果酒与相应浓度 VC 的抗氧化能力对比
Fig.6    Comparison of antioxidant capability of different

concentrations of fruit wines and VC 

2.3.3   羟自由基清除率测定结果　由图 6c 可知，药

桑葡萄酒在体积浓度为 0.5 mL/mL 时已达到较高的

自由基清除效果，清除率为 98.53%，此时 VC 的清除

率为 96.62%，此用量体积浓度后药桑葡萄酒对

·OH 清除率的增长缓慢。样品体积浓度在（0.01~
0.5 mL/mL）时，药桑葡萄酒和 VC 溶液对·OH 清除

率在试验范围内呈持续上升的态势。随着样品用量

体积的增加，药桑葡萄酒对·OH 清除率显著高于

VC。结果表明药桑葡萄酒对·OH 清除能力很强。钟

石等[1] 对药桑体外抗氧化活性测试发现，药桑桑椹中
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图 5    各因素交互作用对药桑葡萄酒总酚与总黄酮影响的响
应面图

Fig.5    Response surface plots and contour line of effects of
interaction between each factor on the total phenols and total

flavonoids of medicine mulberry and grape wine
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含有的总酚和总多糖对羟自由基（·OH）的清除效率

显著高于果桑品种大 10，新疆药桑桑椹总多酚、总多

糖的质量浓度在 0.4 mg/mL 时，对·OH 的清除率分

别高达 91.48% 和 90.19%。药桑椹体外抗氧化能力

与其含有丰富的生物活性物质有密切关系[35]。 

2.4　药桑葡萄酒与胆酸盐的结合能力

本试验模拟人胃和肠道的环境，选取甘氨胆酸

钠和牛磺胆酸钠作为结合对象，分析药桑葡萄酒对二

者的结合能力，评价其降血脂效果。

牛磺胆酸钠、甘氨胆酸钠的回归方程依次为：

y=0.3201x+0.1277，R2=0.9989；y=0.3251x+0.068，R2=
0.998。2 个标准曲线线性关系良好，可计算胆酸盐

浓度。

从图 7 可以看出，药桑葡萄酒对牛磺胆酸盐和

甘氨胆酸盐均有一定的结合能力。药桑葡萄酒与牛

磺胆酸钠的结合能力显著高于与甘氨胆酸钠的结合

能力，即药桑葡萄酒与牛磺胆酸盐的结合能力更强，

并且二者的结合量均随药桑葡萄酒样品用量体积的

增加而升高，呈现出剂量效应关系。当药桑葡萄酒的

样品用量体积浓度达到 1.0 mL/mL 时，药桑葡萄酒

与甘氨胆酸钠、牛磺胆酸钠的结合率分别达到

69.36%、73.28%。当药桑葡萄酒样品用量体积浓度

达到 0.75 mL/mL 时，药桑葡萄酒与甘氨胆酸钠、牛

磺胆酸钠的结合率分别达到 61.74%和 68.94%。仅

是药桑葡萄酒样品用量体积浓度为 1.0 mL/mL 时结

合率的 0.89 和 0.94 倍。初步证实药桑葡萄酒具有

较好的体外降血脂活性。
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图 7    药桑葡萄酒对胆酸盐结合能力
Fig.7    The ability of medicine mulberry and grape wine to bind

cholate
  

3　结论
本文在单因素实验基础上，选取接种量、发酵时

间、发酵温度和原料质量比为影响因子，以药桑葡萄

酒的总酚和总黄酮含量为响应值，采用响应面法优化

药桑葡萄酒的发酵工艺。试验结果表明，最佳发酵工

艺参数为接种量 0.3%、发酵时间 8 d、发酵温度 26 ℃、

葡萄药桑原料质量比是 1:3。在此条件下所酿造的

药桑葡萄酒具有较高的总酚和总黄酮活性成分，为保

留药桑葡萄酒中较高的生物活性成分酿造提供良好

的基础。

本研究通过测定药桑葡萄酒 DPPH、ABTS、OH
自由基清除率水平评价了其体外抗氧化活性，结果表

明药桑葡萄酒具有较强的抗氧化活性，对·OH 清除

能力很强。与甘氨胆酸钠、牛磺胆酸钠的结合能力

较强。随着药桑葡萄酒体积浓度的升高，药桑葡萄酒

与甘氨胆酸钠、牛磺胆酸钠的结合能力逐渐增强，呈

现出剂量效应关系。新疆药桑氨基酸组成比例较为

合理，矿物质元素种类丰富，因此利用药桑复合发酵

制备出的药桑葡萄酒具有较强的体外抗氧化与降血

脂能力，为推广药桑深加工和综合利用提供了新思路。
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