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富含 Amadori(Fru-Arg)化合物蓝莓浓缩汁制备 

及其功能活性研究 

摘 要 

Amadori 化合物作为美拉德反应关键中间体，近年来因其具有多

种生物活性特征而被广泛研究。与晚期糖基化终产物（AGEs）的致病

性不同，Amadori 化合物（如 Fru-His、Fru-Arg）可以螯合金属离子，

清除自由基等显著的抗氧化活性。其结构中的 α-氨基酮能直接中

和·OH、ABTS⁺等活性氧物质。在功能性食品开发中，Amadori 化合

物的热稳定性与 pH 耐受性使其成为一种理想的抗氧化剂。相较于传

统多酚类物质，Amadori 化合物在模拟胃肠消化中保留率达 78.5%，

且与 VE/VC 具有协同增效作用。值得注意的是，烘焙咖啡中发现的

咖啡因-Amadori 复合物不仅提升了咖啡的 DPPH 清除率，更赋予产

品独特焦糖风味，进一步验证了其在食品品质与功能活性方面的研究

价值。 

本文以探究蓝莓汁浓缩过程中发生美拉德反应从而产生

Amadori 化合物，进而提高蓝莓汁的抗氧化活性。通过真空脱水合成

Fru-Arg，并进行分离纯化及鉴定，测定了 Fru-Arg 体外抗氧化能力以

及对氧化损伤细胞的保护作用，对蓝莓浓缩汁工艺进行优化。主要结

论如下： 

（1）利用 ABTS 清除能力、DPPH 清除能力、Fe3+还原能力和羟
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基自由基清除能力四种方法，以抗坏血酸当量，测定了 0-10 mmol/L

浓度范围的 Fru-Arg 体外抗氧化活性，结果表明 Fru-Arg 的体外抗氧

化能力呈浓度依赖性，且 ABTS 清除能力相对较高。并通过细胞模型

进一步验证 Fru-Arg 的抗氧化能力。在 0-10 mmol/L 浓度范围内，Fru-

Arg 对细胞即无损伤，也无促进增长作用。通过 H2O2 诱导 HEK-293

细胞建立氧化损伤细胞模型，随后得出 0-10 mmol/L 浓度范围内，Fru-

Arg 对氧化损伤细胞有显著的保护作用，呈浓度依赖性，且能有效清

除细胞内活性氧（ROS），并通过调节细胞内抗氧化酶活性来降低细

胞氧化带来的损害，减少细胞内丙二醛的产生。 

（2）测定蓝莓汁中营养成分与氨基酸种类。其中精氨酸含量最

高，在蓝莓加热浓缩过程中，其营养成分含量（总酚，黄酮，还原糖，

可溶性蛋白，花色苷）显著下降，美拉德反应产物（Fru-Arg，5-HMF）

显著升高，且抗氧化活性也明显提高。说明在蓝莓浓缩汁中发挥主要

抗氧化作用的可能是 Fru-Arg 与 5-HMF 等美拉德反应产生的活性物

质。 

（3）优化蓝莓汁真空浓缩工艺，通过对浓缩真空度，浓缩温度，

浓缩时间的调控，分析提高 Amadori 化合物浓度并减少 5-HMF 生成

的条件，根据单因素结论设计正交实验得出蓝莓浓缩汁最佳工艺为-

0.075 MPa，90℃，90 min，并验证了真空热浓缩对蓝莓汁体外抗氧化

能力有显著提高。 

关键词：Amadori 化合物，Fru-Arg，HEK-293 细胞，抗氧化活性，蓝

莓浓缩汁 
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PREPARATION OF BLUEBERRY JUICE CONCENTRATE 

ENRICHED WITH AMADORI (FRU-ARG) COMPOUNDS 

AND STUDY OF ITS FUNCTIONAL ACTIVITY 

ABSTRACT 

Amadori compounds, as key intermediates of the Meladic reaction, 

have been extensively studied in recent years due to their diverse bioactive 

profiles. Unlike the pathogenicity of advanced glycosylation end products 

(AGEs), Amadori compounds (e.g., Fru-His, Fru-Arg) can chelate metal 

ions, scavenge free radicals, and other significant antioxidant activities. 

The α-amino ketone in its structure can directly neutralize reactive oxygen 

species such as ·OH and ABTS⁺. The thermal stability and pH tolerance 

of Amadori compounds make them an ideal antioxidant in functional food 

development. Compared to conventional polyphenols, Amadori 

compounds showed 78.5% retention in simulated gastrointestinal digestion 

and synergistic effects with VE/VC. Notably, the caffeine-Amadori 

complex found in roasted coffee not only enhanced the DPPH scavenging 

rate of the coffee, but also conferred a unique caramel flavor to the product, 

which further validated its research value in terms of food quality and 

functional activity. 
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In this paper, we investigated the occurrence of Meladic reaction 

during the concentration of blueberry juice to produce Amadori 

compounds, which in turn improved the antioxidant activity of blueberry 

juice. Fru-Arg was synthesized by vacuum dehydration, isolated, purified 

and identified, and the in vitro antioxidant capacity of Fru-Arg as well as 

its protective effect on oxidatively damaged cells were determined to 

optimize the blueberry juice concentrate process. The main conclusions are 

as follows: 

(1) The in vitro antioxidant activity of Fru-Arg in the concentration 

range of 0-10 mmol/L was determined using four methods, namely ABTS 

scavenging capacity, DPPH scavenging capacity, Fe3+ reducing capacity 

and hydroxyl radical scavenging capacity, in ascorbic acid equivalents, and 

the results showed that the in vitro antioxidant capacity of Fru-Arg was 

concentration-dependent, and the scavenging capacity of ABTS was 

prominent. And the antioxidant capacity of Fru-Arg was further verified by 

cell modeling. In the concentration range of 0-10 mmol/L, Fru-Arg had 

neither damaging nor growth-promoting effects on cells. A cell model of 

oxidative damage was established in HEK-293 cells induced by H2O2, and 

it was subsequently concluded that Fru-Arg had a significant protective 

effect on oxidatively damaged cells in the concentration range of 0-10 

mmol/L in a concentration-dependent manner, and it could effectively 

scavenge the intracellular reactive oxygen species (ROS), and reduce the 
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oxidative damage by regulating the activity of intracellular antioxidant 

enzymes, and reduce the production of malondialdehyde in the cell. 

Malondialdehyde production. 

(2) Determination of nutrients and amino acid species in blueberry 

juice. The content of arginine was the highest, and during the process of 

blueberry heating and concentration, the content of nutrients (total phenols, 

flavonoids, reducing sugars, soluble proteins, anthocyanins) decreased 

significantly, and the products of the meladic reaction (Fru-Arg, 5-HMF) 

increased significantly, and the antioxidant activity was also increased 

significantly. This suggests that the main antioxidant effect in blueberry 

juice concentrate may be the active substances produced by the meladic 

reaction of Fru-Arg and 5-HMF. 

(3) Optimize the vacuum concentration process of blueberry juice, 

analyze the conditions to increase the concentration of Amadori 

compounds and reduce the generation of 5-HMF through the regulation of 

concentration vacuum, concentration temperature and concentration time, 

design orthogonal experiments based on the conclusion of the one-way 

conclusion that the optimal process of blueberry juice concentration is -

0.075 MPa, 90 ℃, 90 min, and verified that the vacuum concentration has 

a significant increase in the in vitro antioxidant capacity of blueberry juice. 

capacity of blueberry juice in vitro. 
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KEY WORDS: Amadori compounds, Fru-Arg, HEK-293 cells, 

antioxidant, blueberry juice concentrate 
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第 1 章 绪论 

1.1 蓝莓概述 

1.1.1 蓝莓简介 

蓝莓（Blueberry），属于杜鹃花科越橘属植物，为多年生灌木。蓝莓的颜色

呈深蓝色，是自然界少有的蓝色果实，经过转色期以后的蓝莓外形呈椭圆型，其

直径大约为 5-16 毫米，成熟后的蓝莓表面会覆盖一层看似蜡质的白色果粉，这

是蓝莓天然的保护层，其能有效的锁住水分。蓝莓的品种主要分为三大类，高丛

蓝莓、矮丛蓝莓和兔眼蓝莓（因其颜色与兔眼相似而得名），而高丛蓝莓又可分

为南高丛、北高丛和半高丛（由高丛蓝莓与矮丛蓝莓杂交而来），高丛蓝莓耐寒

性一般，果实较大，适合于温带气候种植，矮丛蓝莓耐寒性强，果实较小，适合

于北方种植，兔眼蓝莓适合亚热带气候，其果实甜度高。蓝莓口感酸甜，在小浆

果中由于其独特的口感和极高的营养价值而获得高度评价，也被称为“浆果之王”

[1]。蓝莓作为公认的“护眼水果”，是因为其抗氧化的价值极高。众所周知，蓝莓

中最核心的营养成分就是其果皮中的花色苷。花色苷是一种水溶性的色素，其能

自由穿过血脑屏障，直接作用于视网膜和中枢神经，有较好的缓解视觉疲劳和提

高夜间视力的功能。由于蓝莓极高的营养价值，近年来，学者们对于蓝莓的研究

不断深入。也得益于现代农业技术的发展，蓝莓种植产业也迅速发展。蓝莓起源

于北美洲，如今已扩展至各大洲。而智利与秘鲁凭借其独特的南半球地理位置的

优势，以反季节供应模式成为了南半球的主要产区。在健康消费的趋势下，我国

蓝莓市场规模逐年扩大。根据 2024 年蓝莓产业发展报告，我国蓝莓栽培面积

143.82 万亩，总产量为 78 万 t，目前已经成为全球范围内蓝莓最大产区。以辽东

半岛，云贵高原和长白山为主，我国的蓝莓产区主要分布在贵州、辽宁、山东、

四川、安徽、云南、吉林等省。联合国粮农组织（FAO）将蓝莓与三文鱼、绿茶、

燕麦、菠菜并列为“21 世纪人类健康食品”，全球年消费量持续攀升，已成为绿

色农业经济的重要支柱。 
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1.1.2 蓝莓的营养价值 

蓝莓作为全球公认的“超级水果”，富含多种营养物质，也使其具有极高的

药用保健价值。蓝莓的核心成分花色苷是一类水溶性天然色素，属于类黄酮化合

物，除蓝莓之外也常见于紫甘蓝、黑枸杞和紫薯等深色果蔬中。目前对于花色苷

的研究非常之多，朱金艳等[2]发现蓝莓中的花色苷有 14 中，不同品种的蓝莓，

其花色苷种类也可能存在一定的差异性。由于花色苷独特的分子结构，使得其抗

氧化能力相对较高，研究发现，相较于天然抗氧化剂维生素 C 与维生素 E[3]，花

色苷表现出比两者更强的抗氧化能力，其能高效清除体内的自由基，以减缓细胞

氧化损伤，从而延缓衰老并降低炎症、心血管疾病等慢性病风险。除花色苷外，

蓝莓中黄酮类物质还包括杨梅素和槲皮素等。槲皮素具有较强的抗炎特性，并且

其能激活 AMPK 通路，增强胰岛素敏感性，对Ⅱ型糖尿病防治具有潜在价值，

而杨梅素也具有抗氧化、抗炎、等多种生物活性，并且对 DSS 诱导的小鼠结肠

炎有一定的保护作用。蓝莓中也含有多种多酚类物质，如绿原酸与鞣花酸等酚酸

类物质[4]。除此之外，蓝莓中也富含多种氨基酸、维生素和有机酸等营养物质。

经检测蓝莓中的氨基酸高达 19 种之多，含八种人体必需氨基酸，且不同蓝莓品

种氨基酸含量和种类差异极大，受地区的影响较大。蓝莓中的维生素主要有维生

素 C、维生素 E 和维生素 K 等，这些维生素对蓝莓的抗氧化功能活性也作出了

巨大贡献。蓝莓果实中的有机酸以柠檬酸和苹果酸为主，占总酸含量的 80%，其

余还有奎宁酸、琥珀酸和酒石酸等，正因为有了这些酸味物质，蓝莓在口感方面

才有了这种独特的酸甜风味。蓝莓中也含有大量的果胶，其是蓝莓中核心的膳食

纤维，对降低糖尿病、高血糖和高血脂等疾病起到了不可忽视的作用。除此之外，

蓝莓中也含有钾、钙、镁、磷等矿物质及锌、铜、硒等微量元素。正因这些营养

物质，赋予了蓝莓抗氧化防衰老、抗炎抗菌、改善视力、降低心血管疾病和抗癌

等多种功能活性。 

1.1.3 蓝莓加工食品的研究现状 

由于蓝莓的不耐储藏与运输方面的问题，每年都会导致大量的蓝莓鲜果被浪

费，而失去其经济价值。如今，由于蓝莓种植面积的扩大以及人们对蓝莓营养价

值的重视，越来越多的蓝莓加工副产品出现在市场上，并且已经不只是简单的物
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理加工方式，已经出现了通过生物技术、分子提取等技术开发出的蓝莓高附加值

产品。 

目前主流的蓝莓加工产品还是以蓝莓果汁、蓝莓果干以及蓝莓果酱为主，因

为这些加工方式相对简单，且加工技术成熟，此类加工的蓝莓产品不仅使用方便

而且还能作为风味改善的原料加入到其他食品中，对于公司而言此类产品生产成

本较低且受众广，其性价比更高。郭弘璇[5]利用冷冻干燥法，并添加麦芽糊精得

到一款蓝莓果粉，其极大程度的保留了蓝莓原有的营养成分，抗氧化保持率为

96.45%。为蓝莓粉的加工提供了新思路。和丽媛[6]以蓝莓原液和玫瑰原液为原料

（配比为 6:4），并添加 4.5 g/100 mL 白糖，12 mg/100 mL 柠檬酸，0.16 g/100 mL

卡拉胶，得到一款蓝莓-玫瑰复合饮料，在解决蓝莓货架期问题的同时，又丰富了

可食性玫瑰的产品。吕芳楠等[7]利用不同干燥方式对 7 个不同品种的蓝莓进行蓝

莓果干的制备，对其干燥前后的营养物质及抗氧化活性的变化进行测定，通过系

统聚类分析得出圆蓝品种为最佳干燥品种，真空干燥为最佳干燥方式。 

基于科技的发展以及技术的创新，越来越多的精加工蓝莓产品被报道，例如

蓝莓果酒与果醋、蓝莓酵素、花青素胶囊以及蓝莓相关的微胶囊化产品。阳志锐

等[8]利用不同酵母进行混菌发酵蓝莓酒，通过正交实验进行工艺优化，得到一款

不论在口感、观感还是抗氧化能力方面都优于单菌发酵的发酵蓝莓酒。陈祖玉等

[9]，以总酸含量为指标，对蓝莓果醋发酵工艺进行优化，得到一款酸甜适中，醋

香浓郁并保留一定蓝莓果香且具有一定抗氧化活性的蓝莓果醋。Kawabata 等[10]

通过对患者服用花青素胶囊与叶黄素的组合物，发现其在保证安全的前提下，可

以改善人类乏力和精神疲劳的主观症状，且无副作用。Wang 等[11]通过使用纤维

素纳米晶体，作为大离子交联剂制备了蓝莓花青素提取物负载壳聚糖微胶囊，并

得出纤维素纳米晶体是一种很有前途的交联剂，可形成稳定的蓝莓花青素负载壳

聚糖微胶囊。随着消费者对功能性食品需求的增长，蓝莓加工从传统的果酱、果

汁向高附加值产品延伸，同时在加工过程中最大化保留活性成分、提升生物利用

度成为核心研究方向。 
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1.2 浓缩果汁概述 

1.2.1 浓缩果汁发展现状 

浓缩果汁的基本制作原理就是通过去除多余水分，保留果汁中的营养物质。

这样既可以减小原汁的体积，减少运输成本，也能降低果汁的水分活度以抑制微

生物的生长，提高果汁的货架期，果蔬类产品常常因为其容易腐烂，货架期短等

原因而被大量浪费掉，将其榨汁浓缩后能避免其大量浪费又解决了果蔬的季节性

限制等问题。浓缩果汁可作为风味添加剂与其他食品进行复配，得到复合型饮料，

这样即能做到节约成本又能丰富产品的类型[12]。浓缩果汁目前在食品工业中占

据重要的市场，目前浓缩果汁的研究主要侧重于营养的保留、加工效率的提升及

功能性创新。随着消费者对天然、健康与绿色食品需求的增长，浓缩果汁加工技

术正从传统加热蒸发向绿色高效的方向转型。 

1.2.2 果汁浓缩技术研究现状 

目前，对于果汁浓缩方面的工业技术主要还是采用比较简便的热浓缩、真空

冷冻浓缩技术，还有基于分子筛原理的反渗透和膜浓缩技术。果汁浓缩技术的研

究正向着效率高、能耗低与高营养保留的方向发展。而传统加热蒸发工艺因其会

破坏大量的果汁中原有的营养物质，因此加热浓缩的技术逐渐被非热加工技术所

替代，膜分离技术与冷冻浓缩技术逐渐成为果汁工业浓缩技术的主流。膜分离技

术通过反渗透低温下，去除果汁中的水分，其可以保留 90%以上营养物质，且能

耗较传统方法降低了 60%，但膜污染与高成本仍是最大的问题所在。真空冷冻浓

缩技术通过对果汁提前低温冷冻，然后通过真空使果汁中的冰直接升华从而实现

果汁的浓缩目的，此方法不经过加热，对营养物质做到了最大程度上的保留，尤

其适用于蓝莓等花青素含量高的果汁，但其缺点就是设备的投资与能耗较大，不

利于大规模的应用。郑自奋等[13]通过不同的浓缩方法（膜浓缩、冻融浓缩和真空

浓缩）对甘子汁进行了浓缩，分析其对营养物质的保留以及抗氧化活性和稳定性

的影响，结果表明其中冻融浓缩对甘子汁中维生素 C 的保留率为 94.88%，总酚

含量保留率为 91.51%，且冻融浓缩的 ABTS 自由基清除能力与 DPPH 自由基清

除能力显著高于其他两种浓缩方式，且果汁的稳定性更强。卢靖辉等[14]通过加热

浓缩、真空浓缩和联合冷冻浓缩等 5 种浓缩方法对枸杞汁进行了浓缩处理，并以
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其类胡萝卜素、总酚和总黄酮等营养物质的保留率和 DPPH 自由基清除能力与

Fe3+还原能力作为指标进行了对比分析，最后得出结论，真空浓缩相较于其他浓

缩方式能有效的保留总酚、总黄酮等营养成分，显著减少类胡萝卜素的降解，且

抗氧化能力与色泽的保护能力也显著高于其他浓缩方式，因此，真空浓缩是制备

枸杞浓缩汁的优势方法。Mastello 等[15]利用不同浓缩方法对橙汁进行浓缩，最后

分析其浓缩方式对挥发性成分的影响发现，冷冻浓缩橙汁能有效的保留橙汁的原

有风味。张敬[16]选用聚醚砜、聚偏氟乙烯和聚砜三种不同纳滤膜对哈密瓜汁进行

浓缩处理，发现截留分子量为 400 的聚醚砜纳滤膜对哈密瓜汁的浓缩效果最好。

而目前也有报道出，利用联合微波技术进行浓缩果汁的研究[17]，还有报道利用欧

姆加热联合真空浓缩技术对番茄汁进行浓缩，结果显示欧姆真空浓缩法在低温条

件下能够最大限度的保留番茄汁中的营养成分和口感，且能减少能耗[18]。如今在

果汁浓缩技术的创新上有很多的报道，但其都各有利弊，因此对于果汁浓缩的技

术还需要更进一步的研究，在保证食品安全的前提下，最大程度上保留果汁原有

的营养成分与果汁原有风味物质以及减少浓缩工艺的能源消耗。 

1.2.3 蓝莓浓缩汁的研究现状 

蓝莓作为一种小浆果类的水果虽然其营养价值丰富，但其也存在果蔬类食品

不耐储藏，采后易腐败等缺点，对果农造成极大的经济损失，而近年来对蓝莓的

保鲜技术也在日益精进，有通过动态气调和超低氧等气调保鲜技术，还有通过制

备果实纳米活性包膜等材料保鲜技术，除此之外，通过基因编辑技术改变果实软

化相关基因以提高蓝莓货架期。但这些高端技术就目前来说普遍成本较高，难以

做到规模化应用。因此将蓝莓进行加工成不同的副产品是目前的主流方法。蓝莓

经过挑选去除其中烂果等杂质，通过压榨浓缩等工序制成浓缩果汁，用于蓝莓汁

的贮藏，为各种蓝莓风味的产品提供原料。 

1.3 果汁非酶促褐变的研究 

果汁的褐变主要包括酶促褐变和非酶促褐变两类。酶促褐变主要是由多酚氧

化酶与多酚类底物接触，在氧气中催化多酚氧化聚合形成褐色或黑色的醌类色素。

而非酶促反应褐变主要包括美拉德反应、抗坏血酸褐变和酚类物质氧化缩合反应。

美拉德反应主要是由于果汁中的葡萄糖、果糖与游离氨基酸在加热或长期贮藏时
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发生，首先生成 Amadori 化合物最后形成类黑精导致果汁褐变与风味变化。抗坏

血酸在氧气、金属离子的催化下经过一系列反应最后生成黄色至褐色色素。多酚

在金属离子催化下氧化为醌类，进一步聚合形成褐色沉淀。 

1.3.1 美拉德反应 

美拉德反应是食品加工以及贮藏中至关重要的非酶促褐变反应，其是由食物

中的还原糖（如葡萄糖和果糖）与食物中的游离氨基酸或含有游离氨基酸的蛋白

质或多肽，在一定温度条件下或长期储存的条件下发生的一系列复杂化学反应。

这一过程始于 1912 年法国化学家 Louis-Camille Maillard 的发现，现被广泛认为

是食物色泽、风味形成的关键因素，同时也与营养损失、Amadori 化合物生成与

美拉德反应后期的一些潜在有害物质的生成相关。美拉德反应主要分为初始阶段、

中期阶段和终末阶段。初始阶段：还原糖的羰基与含氨基化合物（氨基酸、肽类）

的游离氨基发生亲核加成反应，生成不稳定的 Schiff 碱，随后，Schiff 碱通过分

子内重排形成热力学更稳定的 Amadori 化合物（醛糖参与）或 Heyns 产物（酮糖

参与）[19]。此阶段的产物无色或颜色较淡且无挥发性，是美拉德反应中第一个相

对稳定的产物，其作为美拉德反应的关键中间体为后续反应提供了底物。中期阶

段：进入中期阶段后，以 Amadori 化合物/Heyns 化合物为反应底物，在加热催化

下，不同的 pH 条件发生不同的反应。在酸性条件下（pH＜5 时），Amadori 产物

通过 1,2-烯醇化反应形成 5-羟甲基糠醛（5-HMF，过高浓度可能存在潜在危害）；

碱性条件下（pH＞7）则发生 Strecker 降解，中间体裂解为 α-二羰基化合物（如

丙酮醛、丁二酮）及 Strecker 醛（如苯乙醛、异戊醛），进一步生成呋喃、吡嗪等

低分子化合物，此类物质为食品的风味做出巨大贡献。终末阶段：通过多步聚合

反应将活性中间体转化为高分子色素：α-二羰基与 Strecker 醛经醛醇缩合形成共

轭烯酮，继而与胺类物质环化生成吡咯、吡啶等含氮杂环，最终生成大分子棕色

物质类黑精。美拉德反应的三阶段为食品加工中的色泽-风味-营养平衡提供了理

论框架。通过调控反应条件，可以优化产物的组成，在抑制有害物质（丙烯酰胺、

HMF）生成的同时，最大化产生风味物质与活性功能价值。另外，终末阶段的产

物二羰基化合物还会与氨基酸进行反应生成晚期糖基化产物，研究发现，这些物

质与糖尿病等密切相关[20]。 
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1.3.2 Amadori 化合物研究现状 

近年来，食物在加热过程中发生的美拉德反应备受关注[21]。而 Amadori 化合

物是美拉德反应的中间产物，在美拉德反应产物中，其属于相对比较稳定的一种，

近年来，在食品科学、生物医学与化学等多个领域都有过相关报道，且在基础机

制研究与实际应用中都取得了显著的进展。目前对于 Amadori 化合物的研究大

都集中在烤烟上，因其作为风味物质的前体物质，对烤烟风味的影响极大。在之

前的研究中，也有报道出 Amadori 化合物与生成晚期糖基化产物有关，揭示了其

与糖尿病、神经退行性疾病等慢性病发展有一定的关系。如今，由于 Amadori 化

合物的一些功能活性被报道出来，渐渐的，食品加工领域中，研究者们也开始对

其关注。Amadori 化合物不仅是食品色泽、风味形成的重要前体物质，也具有一

定的功能活性。研究人员更多的开始研究如何通过对其生成的条件进行调控（如

温度，反应 pH 等），以达成在富集 Amadori 化合物的同时，减少美拉德后期的

一些有害物质的产生（如 5-HMF、丙烯酰胺和晚期糖基化终末产物）。目前在食

品领域的报道中表明 Amadori 化合物具有较好的功能活性性，如抗氧化、抗炎、

金属离子螯合作用、血管紧张素转化酶（ACE）抑制作用等功能活性[22-26]，且研

究者在大蒜、番茄粉、洋葱、梨膏等果蔬制品中检测出 Amadori 化合物[27, 28]。 

（1）抗氧化能力：Amadori 化合物一般含有氨基、羟基等活性基团，能直接

捕获体内的自由基（如羟自由基，超氧阴离子），通过电子转移或提供氢原子来

阻止氧化反应[29]。此外，Amadori 化合物可通过螯合金属离子（如 Fe²⁺、Cu⁺）抑

制 Fenton 反应，减少羟自由基的生成，从而保护脂质、蛋白质等生物大分子免

受氧化损伤。崔和平[30]研究发现 Amadori 化合物具有较好的 Fe2+螯合能力，以减

少脂质氧化。Mossine 等[31]研究发现 Fru-His 能螯合 Cu⁺，具有一定的抗氧化能

力。Kenjiro 等[32]在大蒜中分离出 Fru-Arg，并发现其对过氧化氢有较好清除能力，

抗氧化效果显著。此外，Feng 等[22]发现在虾副产品中发生美拉德反应生成的产

物对人 HepG2 细胞氧化应激有抑制作用。 

（2）抗炎能力：Amadori 化合物的抗炎能力机制与其在生物体内的分子调

控作用有关，主要通过干预炎症信号通路、调节免疫细胞功能及抑制炎症介质的

生成等途径实现。Hui 等[33]通过脂多糖激活的小鼠 BV-2 小胶质细胞模型，探究

了 Fru-Arg 对神经炎症的作用。结果显示，Fru-Arg 不仅能有效阻断脂多糖诱导
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的一氧化氮生成，还可通过调节氧化应激相关蛋白，抑制小胶质细胞的过度活化，

从而缓解神经炎症反应。Oh 等[34]发现 Amadori 化合物可抑制巨噬细胞分泌促炎

因子 TNF-α，并在肠上皮 Caco-2 细胞中显著降低 IL-8 与 IL-1β 的基因转录水平。 

（3）降血压能力：Amadori 化合物的降血压活性原理是通过抑制血管紧张

素转换酶（ACE）活性，减少血管紧张素Ⅱ的生成来实现。其主要机制是通过以

酶活性中心的金属离子螯合，使酶失活，从而达到降血压效果。Zhou 等[35]通过

酶抑制动力学揭示了果糖-组氨酸 Fru-His 对血管紧张素转化酶（ACE）的抑制机

制，证明该化合物以竞争性抑制的方式发挥作用。通过分子对接表明，Fru-His 通

过氢键与 ACE 活性中心锌离子的配位作用实现对 ACE 催化功能阻断作用。 

1.3.3 抗氧化研究方法概述 

抗氧化活性评价是功能食品与天然产物研究领域的核心内容，其研究方法随

着分析技术的进步不断改进。目前，抗氧化研究主要是以体外化学模型与细胞生

物学模型两类方法进行，研究者一般通过体外化学模型筛选出抗氧化效果比较好

的模型，然后进一步在细胞模型中进行验证。体外化学模型基于自由基清除、氧

化还原反应等原理，通过方便简洁的化学实验快速测定目标物质的抗氧化能力。

其中，DPPH 自由基清除能力实验操作比较简单，因此成为实验室最常用的初筛

手段，通过测定 517 nm 处吸光值变化可测定出样品的供氢能力[36]；ABTS 法则

通过模拟生理 pH 环境下的自由基清除过程，更适用于水溶性成分的抗氧化活性

测定[37]。此外，FRAP 法通过铁离子还原能力反映样品的电子转移效率[38]，而

ORAC 法则动态监测过氧自由基的抑制过程[39]。但是，化学方法虽能高效表答抗

氧化剂的抗氧化活性，却难以模拟生物体内复杂的代谢过程及在细胞复杂环境中

的调节作用。 

因此，通过细胞模型的来表达样品抗氧化能力的研究逐渐成为机制探索的重

要方法。细胞模型通过外源性氧化应激诱导（如 H₂O₂、AAPH）建立细胞氧化损

伤模型，进而测定抗氧化剂对细胞中活性氧（ROS）水平、线粒体功能及内源性

抗氧化系统的调控作用。如，DCFH-DA 荧光探针可以反映出细胞内 ROS 的含

量，JC-1 染色通过线粒体膜电位的衰减程度表达出氧化损伤的亚细胞靶点。在分

子机制层面，研究者通过检测超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px）等抗氧化酶活性，结合 Nrf2/ARE 信号通路的关键蛋白表达分析，可
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系统阐明抗氧化成分对细胞防御网络的激活作用。 

1.4 立题背景与意义 

蓝莓富含多酚类物质、黄酮类化合物、维生素及矿物质等活性成分，具有抗

氧化、抗炎、调节代谢和改善认知功能等生理作用，是天然功能性食品的重要原

料。蓝莓浓缩汁作为其深加工产品，既保留了蓝莓的营养特性，又延长了保质期，

但加工过程中活性成分的变化、热敏性物质（如花青素、维生素 C）的稳定性以

及加工副产物的生成尚未明确。浓缩过程中高温和长时间热处理可能导致部分抗

氧化成分（如维生素 C、花青素）的降解，但与此同时，美拉德反应可能生成具

有功能潜力的中间产物（如 Amadori 化合物），这些产物对浓缩汁整体抗氧化能

力的贡献及其与健康功效的关系仍缺乏系统研究。此外，浓缩工艺参数（如温度、

时间、真空度）对有害物质 5-HMF 生成的调控机制尚未明确。 

针对上述问题，本研究以蓝莓浓缩汁加工过程中活性成分的动态变化规律，

分析美拉德反应产物（如 Amadori 化合物）的生成及其对抗氧化功能的作用。通

过优化浓缩工艺参数，探索抑制有害物质生成、最大限度提高抗氧化活性的调控，

并验证浓缩汁的抗氧化功能特性。为蓝莓浓缩汁的功能性评价提供科学依据，推

动高附加值产品的开发，同时为果蔬深加工行业的质量控制与工艺革新提供理论

指导。 

1.5 主要研究内容 

（1）Fru-Arg 的合成及抗氧化活性研究。利用真空脱水浓缩的方法，在水相

体系中合成 Fru-Arg，并通过离子交换树脂分离纯化 Fru-Arg 粗品，最后利用

HPLC-ELSD 与 UHPLC -Q- Exactive MS 进行进行鉴定。得到 Fru-Arg 样品后，

首先通过体外化学法表达 Fru-Arg 抗氧化功能活性，建立 HEK-293 氧化损伤细

胞模型，利用 Fru-Arg 对氧化损伤细胞的保护作用来表达细胞内抗氧化活性。 

（2）蓝莓汁浓缩过程中营养成分及抗氧化活性变化。测定蓝莓汁中氨基酸

种类及含量，测定蓝莓汁浓缩过程中总酚、黄酮、还原糖、可溶性蛋白、花色苷、

Fru-Arg 和 5-HMF 等营养成分的含量以及褐变程度的变化。通过相关性分析确定

蓝莓浓缩汁中营养成分对抗氧化能力的贡献。 
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（3）蓝莓汁真空加热浓缩工艺的优化。通过单因素实验调控浓缩真空度、

浓缩温度及浓缩时间三个因素，测定不同条件下对 Fru-Arg 与 5-HMF 含量及褐

变程度的影响，确定正交实验方案，最终得到蓝莓汁真空热浓缩的最佳工艺，提

高蓝莓浓缩汁的抗氧化功能活性。 
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第二章 Fru-Arg 的制备及其抗氧化活性研究 

2.1 前言 

美拉德反应(MR)是还原糖与氨基化合物之间发生的一系列复杂的非酶促褐

变反应，在食品化学中扮演着重要角色，影响食品的风味、色泽和营养特性。除

了其在烹饪中的意义外，该反应还生成了一系列中间产物和晚期糖基化终末产物

（AGEs），其中 Amadori 化合物（ACs）作为关键的早期中间体备受关注[40], 

Amadori 化合物是在美拉德反应初期通过 Schiff 碱重排形成的，是一个相对比较

稳定的美拉德反应中间产物。 

近年来，关于 ACs 报道出了其多种生理功能活性，包括抗氧化活性、抗炎

症、降血糖能力、血管紧张素转换酶抑制活性、金属离子螯合能力以及止咳作用

等[21, 34, 35, 41-46]，使他们成为应用于功能性食品领域的潜在抗氧化剂。ACs 结构多

样性取决于氨基酸和糖的前体物质，在不同食品中各类氨基酸含量也有较大差异，

其中，由葡萄糖（Glc）和精氨酸（Arg）结合形成的 Fru-Arg 在抗氧化研究中展

现出显著潜力。研究表明，Fru-Arg 清除 ABTS 自由基能力与 Vc 或 Trolox 几乎

相同，并且其结构相较于 Vc 更加稳定，不易降解。 

往往一些具有功能活性的天然大分子抗氧化肽在体外化学法抗氧化活性筛

选后，会继续在细胞模型中进一步表征其抗氧化活性及抗氧化机制，在此类氧化

应激抑制活性研究中，通常使用 H2O2 诱导的氧化应激细胞模型。其中人胚肾细

胞（HEK-293 细胞）较为广泛应用，HEK-293 细胞作为一种人胚肾细胞系，其生

物学特性与正常人体细胞具有高度相似性。基于这一特点，利用 H2O2 诱导 HEK-

293 细胞建立的氧化损伤模型能够较好地模拟机体内真实的氧化应激状态。该模

型在研究细胞氧化应激相关机制方面具有重要价值，可为深入探索这一生物学过

程提供可靠的实验依据[47]。本文利用真空脱水技术在水相中合成 Fru-Arg 样品[48]，

并通过 HPLC-ELSD 以及 UHPLC-Q Exactive MS 进行分析。以 Vc 做当量测定

Fru-Arg 体外抗氧化活性（ABTS+ꞏ清除率、DPPHꞏ清除率、Fe3+还原能力、羟自

由基清除率），并通过构建 H2O2 诱导的 HEK-293 细胞氧化损伤模型，系统评估

Fru-Arg 对氧化应激损伤细胞的保护作应，旨在为 Fru-Arg 作为功能性抗氧化剂
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在食品领域的开发与应用提供理论依据。 

2.2 材料与仪器 

2.2.1 实验材料与试剂 

表 2-1 实验材料与试剂 

Table 2-1 Experimental reagents and materials 

试剂名称 规格 厂家 

D-(+)-无水葡萄糖 AR 国药集团化学试剂有限公司 

L-(+)-抗坏血酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

过硫酸钾 AR 国药集团化学试剂有限公司 

水杨酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

氯化铁 AR 国药集团化学试剂有限公司 

L-精氨酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

2,3,5-氯化三苯基四氮唑（TTC） AR 上海源叶生物科技有限公司 

ABTS AR 上海阿拉丁生化科技有限公司 

DPPH AR 上海阿拉丁生化科技有限公司 

TPTZ AR 上海阿拉丁生化科技有限公司 

Dowex 50WX4 离子交换树脂 / 京百灵威科技有限公司 

SPE 氨基小柱 / 天津 BOJIN 科技有限公司 

人胚肾细胞（HEK-293） / 海星生物科技有限公司 

胎牛血清（优级） / 塞维尔生物科技有限公司 

胰蛋白酶消化液 / 塞维尔生物科技有限公司 

人胚肾细胞（HEK-293） / 海星生物科技有限公司 

胎牛血清（优级） / 塞维尔生物科技有限公司 

胰蛋白酶消化液 / 塞维尔生物科技有限公司 

青霉素-链霉素 / 塞维尔生物科技有限公司 

丙二醛（MDA）测定试剂盒 / 南京建成生物工程研究所 

总超氧化物歧化酶（T-SOD）测定试剂盒 / 南京建成生物工程研究所 

过氧化氢（CAT）测定试剂盒 / 南京建成生物工程研究所 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 / 碧云天生物技术有限公司 
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2.2.2 实验设备 

表 2-2 实验设备 

Table 2-2 Experimental equipment 

实验设备 型号 厂家 

冷冻干燥机 LGJ-12 北京松源华兴科技有限公司 

生物安全柜 BSC-1100 博科控股集团有限公司 

超声波提取仪 KQ3200D 昆山市超声仪器邮箱公司 

超高效液相色谱质谱仪 UHPLC -Q- Exactive MS 赛默飞（美国） 

反相色谱柱 ACQUITY UPLC HSS T3 沃特世（美国） 

二氧化碳培养箱 311GP 赛默飞（美国） 

荧光倒置显微镜 Ix73-dp74 日本奥林巴斯（olympus） 

2.3 实验方法 

2.3.1 Fru-Arg 的制备与纯化 

Fru-Arg 在水相系统中制备。分别称取葡萄糖（Glc，3.6007 g，0.02 mol）和

精氨酸（Arg，1.7424 g，0.01 mol），以 1:2 的摩尔比（共 30 mmol）充分溶解在

40 mL 超纯水中。将溶液转移到 100 mL 圆底烧瓶中，控制真空泵在-0.08 MPa 的

真空条件下，使用旋转蒸发仪在 80℃条件下加热 120 min。当反应结束后，立即

将样品在冰水浴中冷却，并用超纯水将样品重新溶解至 40 mL。 

Fru-Arg 的纯化参考 zhou[48]的方法并进行，使用 Dowex 50WX4 离子交换树

脂（氢型）从反应混合溶液中分离出 Fru-Arg。首先用超纯水将树脂中的非极性

和弱极性的葡萄糖和美拉德中后期产物等杂质洗脱出柱，然后用 0.2 mol/L 的氨

水对柱中的 Fru-Arg 进行洗脱。收集 TTC 反应（2，3，5-三苯基氯化四氮唑）阳

性样品[49, 50]，使用 SPE 小柱（氨基）对洗脱样品进行脱色，之后采用液相色谱

蒸发光散射检测器（HPLC-ELSD）进一步进行检测，保留仅出现单峰的洗脱液

样品，最后将所得样品进行真空冷冻干燥得到淡黄色粉末，并计算得率，公式如

下： 

A𝑚𝑎𝑑𝑜𝑟𝑖化合物得率 =
纯化后所得 Amadori化合物摩尔量

氨基酸原料初始摩尔量
×100% （式 2-1） 
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2.3.2 Fru-Arg 的液相色谱-质谱分析 

使用超高效液相色谱串联四极杆轨道离子阱质谱（UHPLC-Q Exactive MS）

系统对纯化后的 Fru-Arg 进行结构表征，分析方法参考 Tang 等[51]，并作出一些

修改。 

2.3.3 Fru-Arg 抗氧化活性测定 

测定了 Fru-Arg 的体外抗氧化能力，以抗坏血酸做当量，并以 Arg 抗氧化能

力做对照，ABTS 自由基清除活性参考 Huang 等[52]方法进行测定，DPPH 自由基

清除能力的测定按照 Benjakul[53]所提出的方法进行，Fe3+还原能力（FRAP）按照

Yin[54]的描述进行测量，羟基自由基清除活性测定根据 wu[55]的方案进行。  

2.3.4 细胞培养及 Fru-Arg 对细胞活性的影响 

HEK-293 细胞生长于添加了 10%（v/v）胎牛血清和 1%（v/v）青霉素-链霉

素溶液的 DMEM 培养基中，维持在 37℃、5% CO2 的条件下，当细胞生长到约

80%时，使用 0.25%胰蛋白酶消化细胞进行细胞传代，本研究中使用的所有细胞

都在二十代以内进行传代培养。 

细胞毒性实验参考 Liu 等[47]，将密度为 5.0×104 cells/ml 的 HEK-293 细胞接

种于 96 孔板中，用 90 μL 的 DMEM 完全培养基培养 24 h。然后加入 10 μL 不同

浓度溶于 DMEM 中的 Fru-Arg（终浓度为 0.625，1.25，2.5，5，10 mmol/mL），

并用相同浓度梯度 Arg 作为对照组，再次培养 24 h 后，使用 CCK-8 方法检测细

胞活率。 

2.3.5 HEK-293 细胞氧化应激模型的建立 

HEK-293 细胞氧化应激模型根据 Liu 等[56]的方法并稍作修改，按照 2.6 中的

方法进行细胞培养 24 h，然后分别加入 10 μL 终浓度为 200，400，600，800，

1000，1200 μmol/L H2O2，继续培养 12 h 以诱导细胞氧化应激，并使用 CCK-8 方

法检测细胞活率。 

2.3.6 Fru-Arg 对氧化损伤细胞的保护作用 

参考 Zhang 等[57]的方法，将密度为 5.0×104 cells/mL 的细胞接种于 96 孔板，

每孔接种 80 μL，培养 24 h 后，空白组加入 10 μL DMEM 培养基，保护组加入
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10 μL 不同浓度溶于 DMEM 培养基的 Fru-Arg（终浓度 0.625，1.25，2.5，5，10 

mmol/mL，同时做一组相同浓度梯度 Arg 作为 Fru-Arg 的对照组，损伤组加入 10 

μL DMEM 培养基，培养 24 h。最后空白组加入 10 μL PBS，保护组和损伤组加

入 400 μmol/L H2O2 再培养 12 h。最后使用 CCK-8 方法检测细胞活率。 

2.3.7 Fru-Arg 对 HEK-293 细胞中 ROS 的影响 

参考 Ren 等[58]的方法并略加修改，将密度为 5.0×105 cells/mL 的细胞接种

于 6 孔板，每孔终体积 500 μL，按照 2.8 中方法进行培养。处理后，吸出培养基，

加入 500 μL 浓度为 10 μmol/L DCFH-DA，孵育 20min。最后用 PBS 冲洗细胞 2

次以去除多余的 DCFH-DA 探针，并立即在荧光显微镜下观察并采集细胞荧光图

像。 

2.3.8 Fru-Arg 对细胞中抗氧化酶含量的影响 

按照 2.9 中方法培养细胞。处理后，用细胞裂解液 RIPA 消化细胞 10 min（冰

浴）。刮取细胞，10000 r/min 离心 10 min，收集细胞悬液。最后根据试剂盒说明

书进行 MDA、T-SOD 和 CAT 指标进行检测。 

2.3.9 统计分析 

每组实验至少重复进行三次。使用 IBM SPSS Statistics 26 进行数据分析，差

异显著性通过单因素方差分析（P＜0.05），并使用 Origin 2021 软件进行绘图。 

2.4 结果与分析 

2.4.1 Fru-Arg 的合成与纯化 

Amadori 化合物作为一种美拉德反应中间产物，多被人们用于风味物质的研

究，近来，Amadori 化合物被发现具有多种功能活性而被用于功能性食品中。

Amadori 化合物是由还原糖中的羰基与氨基酸发生加成反应再通过 Amadori 重

排后产生，同时具有糖和氨基酸的特性，是美拉德反应中较为稳定的化合物，目

前人工合成并分离 Amadori 化合物多种方法，如甲醇回流法，真空脱水合成法和

乳液合成法等[59-61]。由于真空脱水合成法的污染小、产率高，且适合应用于食品

行业中等众多优点，已经被广泛应用。由于 Amadori 化合物的种类多，且纯化复
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杂，在市场上很难购买到我们所需要的 Fru-Arg。因此本文运用真空脱水合成的

方法，在水相体系中合成 Fru-Arg。 

实验参考周仁杰的方法[19]选用 L-精氨酸与葡萄糖在 90℃，-0.08 MPa，120 

min 条件下合成 Fru-Arg，通过 Dowex 50WX4 离子交换树脂（200-400 目，氢

型）吸附，洗出多余糖等中后期反应物后，再用氨水洗脱出 Fru-Arg。对洗脱

出的样品进行检测。使用 HPLC-ELSD 检测器进行检测，用葡萄糖和 L-精氨酸

做对照，保留仅出现单峰且出峰时间与葡萄糖和 L-精氨酸不同的样品。 

图 2-1 不同样品 HPLC-ELSD 色谱图。(a)葡萄糖；(b)精氨酸；(c)Fru-Arg 

Fig. 2-1 HPLC-ELSD chromatograms of different samples(a) glucose ;(b)Arg;(c) Fru-Arg 

样品在相同条件下进行液相检测，通过图 2-1（a）可以看出葡萄糖的出峰时

间为 5.988 min，出峰时间较早，能明显与 Arg 和 Fru-Arg 区分。图 2-1（b）为精

氨酸色谱图，出峰时间为 8.313 min，图 2-1（c）为 Fru-Arg，出峰时间为 9.208 

min，相对于 Arg 出峰时间晚一些。因此，对于收集到的样品洗脱液我们保留仅

出现单峰且出峰时间在 9.208 min 的试管。收集洗脱液并进行 48 h 的冷冻干燥处
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理，最后得到淡黄色粉末 1.2641g，得率为 37.62%。相较于 Tang 等[62]，合成率

较低，可能原因是纯化步骤的差异所导致。 

2.4.2 Fru-Arg 液相色谱-质谱分析 

为了进一步确定我们所得到的样品为 Fru-Arg，对上述纯化后的样品进行

UHPLC-Q Exactive MS 分析。得到如下图所示，图（a）为 Fru-Arg 总离子流色谱

图，图（b）为 Fru-Arg 二级质谱图。图（a）中仅出现一个单峰，保留时间为 0.78 

min，目标物质峰面积高于 95%。根据周仁杰[19]报道的关于 Amadori 化合物质谱

碎裂规律与 Fru-Arg 分子质量为 336 可以看出，图（b）质谱图中出现响应值最

高为 337 m/z 的碎片离子为[M+H]+，319 m/z 为[M+H-H2O]+，其中母离子[M+H]+

的碎片例子信号最强，这也与周仁杰[19]报道的 12 种 Amadori 化合物质谱碎裂规

律中唯一一个母离子[M+H]+响应值最强的化合物为 Fru-Arg 一致（其余 11 种都

为母离子损失一个水分子的[M+H-H2O]+离子的质谱响应值最强）。结合总离子流

色谱图与质谱图可以推出，分离纯化后的样品为单一组分，且其分子量为 336，

即所得样品成分为 Fru-Arg。 

图 2-2 Fru-Arg 液质图（a）总离子流色谱图（b）质谱图 

Fig. 2-2 Fru-Arg liquid map(a) Total ion chromatogram (b) Mass spectra 
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2.4.3 Fru-Arg 抗氧化活性测定 

近年来，Amadori 化合物的功能活性如抗氧化活性，抗炎能力，金属离子螯

合能力被大量报道[31, 34, 44]，因此以 0-10 mmol/L 的 Fru-Arg 对 ABTS、DPPH、

FRAP 和·OH 四种抗氧化能力变化进行探究，并以相同浓度 Arg 作为对照组，

以抗坏血酸（AA）做标准曲线（ABTS：y=1.0476x+0.011，R2=0.9998；DPPH：

y=0.8986x+0.0516，R2=0.9983；FRAP：y=1.535x+0.0979，R2=0.9975；·OH：

y=0.5178x+0.0517，R2=0.9931），抗氧化能力表示为 μmol AAE/L 样品。 

图 2-3 0-10 mmol/L Fru-Arg 抗氧化能力。（a）ABTS；（b）DPPH；（C）FRAP；（d）·OH 

Fig. 2-3 0-10 mmol/L Fru-Arg Antioxidant capacity(a)ABTS(b)DPPH(c)FRAP(d)·OH 

如图 2-3 所示，Fru-Arg 表现出较高的抗氧化能力，且显著优于 Arg，这可能

是由于 Fru-Arg 的糖基部分与氨基酸残基之间起到了协同作用，促使其抗氧化能

力显著高于其前提物质 Arg。在水溶液体系中 Amadori 化合物因其分子结构中存

在大量未结合的羰基官能团，能够发挥高效电子转移介质的作用，通过向活性自

由基提供电子促进其转化为更加稳定的中间产物，进而有效抑制自由基的链式反

应[63]。图（a）为 ABTS 清除能力，Fru-Arg 的抗氧化能力表现出明显的浓度依赖

性。根据余佳浩[64]的报道，在其测定的 8 种 Amadori 化合物中 Fru-Arg 的 ABTS
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清除能力最高，且随反应时间的增加，ABTS 自由基清除能力增加，反应 60 min

时，其 ABTS 清除能力与抗坏血酸接近。其余三种抗氧化能力随着 Fru-Arg 浓度

的升高也都表现出显著的上升趋势。 

2.4.4 Fru-Arg 对 HEK-293 细胞活力的影响 

对于 Amadori 化合物的功能活性已经有大量的研究报道，而对于其抗氧化活

性大家往往却只是停留在体外的一些化学方法，很少有人利用细胞模型去更加深

入的去研究 Amadori 化合物的活性功能，因此为了进一步探究 Fru-Arg 的抗氧化

活性，我们选择人胚胎肾细胞（HEK-293）作为细胞模型，利用 H2O2 诱导 HEK-

293 细胞达到氧化应激状态，探究 Fru-Arg 对氧化应激状态下细胞的保护作用。

这类细胞氧化应激模型常常被用于探究一些多肽的抗氧化活性中，如 Liu 等[47]探

究了蛋清多肽对双氧水诱导的 HEK-293 氧化应激模型的保护作用，Luan 等[65]在

秋刀鱼中分离出的抗氧化肽对双氧水诱导的 HEK-293 细胞氧化损伤的保护作用，

并且利用分离得到的多种抗氧化肽与髓过氧化物酶进行分子对接，来预测其中抗

氧化活性比较好的抗氧化肽分子，结果发现，在多肽中 Arg 残基发挥了很大的作

用。而对于一些大分子多肽，过高的浓度可能存在对细胞的损伤作用[66]，因此，

首先测定了 0-10 mmol/L 的浓度下，Arg 和 Fru-Arg 对 HKE-293 细胞活力的影

响。 

图 2-4 不同浓度样品对 HEK-293 细胞活力的影响（a）Fru-Arg；（b）Arg 

Fig. 2-4 Effect of different concentrations of samples on HEK-293 cell viability(a)Fru-Arg(b)Arg 

结果如图 2-4 所示，在 0.625-10 mmol/L 的浓度下，Fru-Arg 和 Arg 与空白组

对照无显著性差异，说明 Fru-Arg 与 Arg 对 HEK-293 即没有细胞毒性作用，也

没有促进细胞生长作用，这也排除了后期实验中可能出现的干扰作用。 
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2.4.5 HEK-293 细胞氧化应激模型的建立 

目前，利用过氧化氢诱导细胞氧化应激模型已成为探究抗氧化生物活性分子

的实验室常规手段，过氧化氢会引起细胞的氧化损伤，导致细胞活性降低甚至死

亡。因此我们利用不同浓度的过氧化氢来诱导 HEK-293 细胞氧化应激模型。选

择 200-1200 μmol/L 浓度的过氧化氢处理正常细胞 12 h，通过 CCK-8 法测定了细

胞存活率。如图所示，随着过氧化氢浓度的升高，细胞存活率显著下降，与不加

过氧化氢的对照组相比，400 μmol/L 处理 12 h 后细胞存活率约为 56.07%，在 600 

μmol/L 时细胞存活率约为 49.1%，在 1200 μmol/L 时细胞存活率大幅降低仅为

5.06%，几乎即将使细胞活力完全丧失。据研究报道[67]，过氧化氢诱导的细胞氧

化损伤模型一般控制细胞活力在 50%左右，细胞活力太低，可能会导致样品很难

对细胞起到保护作用，如果细胞活力太高，就可能无法体现出样品对细胞的保护

能力，过高或过低都会对后续实验产生一定的影响，从而无法达到样品的真实数

据。根据实验所得结果，我们选择了 600 μmol/L 过氧化氢处理 HEK-293 细胞 12 

h 来进行细胞氧化损伤模型的建立。 

图 2-5 不同浓度 H2O2 处理 12 h 对细胞存活率的影响 

Fig. 2-5 Effect of different concentrations of H2O2 on cell viability after 12 h treatment 

2.4.6 Fru-Arg 对氧化损伤细胞的保护作用 

细胞的氧化应激会导致细胞内 ROS 自由基的增加，打破 ROS 的平衡，从而

使过多的 ROS 对细胞的一系列攻击行为，导致细胞损伤和凋亡。如图 2-6 所示，

过氧化氢处理的受损组相较于对照组细胞存活率为 51.65%，不同浓度梯度的 Arg

对氧化应激损伤细胞无明显保护作用（P＞0.05），而 Fru-Arg 对氧化应激损伤细

a

b

c

d

e

f

g

空白组 200 400 600 800 1000 1200

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

细
胞

存
活

率
 
(
%
)

双氧水浓度 (μmol/L)



安徽工程大学硕士学位论文 

21 

 

胞有显著的保护作用（P＜0.05），随着 Fru-Arg 浓度的增加，氧化损伤细胞的存

活率也显著增加，Fru-Arg 为 0.625 mmol/L 时，细胞存活率为 57.09%增加了 5.44%，

添加 10 mmol/L Fru-Arg 时细胞存活率达到了 92.31%，增加了 40.66%，几乎消除

了过氧化氢对细胞的损伤，细胞存活率对 Fru-Arg 呈现明显的浓度依赖性。这也

进一步说明了 Fru-Arg起到的抗氧化作用可能是糖的残基与精氨酸残基有协同作

用，单纯的 Arg 并不能起到保护过氧化氢引起的细胞氧化损伤，而 Fru-Arg 对细

胞氧化损伤有显著的保护作用。 

图 2-6 不同浓度样品对细胞氧化应激损伤的保护作用 

Fig. 2-6 Protective effect of different concentrations of samples against cellular oxidative stress 

damage 

2.4.7 Fru-Arg 对 HEK-293 细胞中 ROS 的影响 

对于细胞内活性氧，常常需要用 DCFH-DA 荧光探针来表达，DCFH-DA 作

为一种亲脂性化合物，可以轻松经过细胞膜进入细胞内部，然而 DCFH-DA 本身

没有荧光特性，在其进入细胞后，会被细胞内的脂酶识别，并分解成 DCFH。被

分解后的 DCFH 在细胞内无法随意的通过细胞膜，而会被留在细胞内与细胞内

ROS 反应生成 DCF，DCF 具有荧光特性。因此，细胞内 ROS 越多，荧光强度越

高，检测细胞的荧光强度就能反应出细胞内的活性氧水平。 
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图 2-7 不同浓度 Fru-Arg 处理细胞荧光成像图 

Fig. 2-7 Fluorescence imaging of cells treated with different concentrations of Fru-Arg 

图 2-8 不同浓度 Fru-Arg 处理细胞 ROS 水平 

Fig. 2-8The same concentration of Fru-Arg treated the cells with ROS levels 

由图 2-7，2-8 中可以看出，损伤组的荧光强度最高，说明细胞内产生大量

ROS，导致细胞的凋亡。而对照组中未添加过氧化氢，所以荧光强度低。Fru-Arg

处理组中随浓度的升高，荧光强度也随之下降，说明细胞内的 ROS 减少。这说

明 Fru-Arg 对细胞内 ROS 的调控起到了一定的作用。这一结果再次验证了 Fru-

Arg 在抗氧化方面的潜力。 
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2.4.8 Fru-Arg 对细胞中抗氧化酶含量的影响。 

超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）是细胞内抗氧化系统的核心

酶系[68]，其中 SOD 能清除对细胞有害的超氧根离子自由基生成 H2O2，而过氧化

氢酶则是将 H2O2 催化分解为水和氧气。丙二醛（MDA）是反应细胞中脂质过氧

化的一个重要指标，其氧化反应主要发生在细胞膜上从而破坏细胞膜导致细胞活

力下降或凋亡[69]。 

表 2-3 不同浓度 Fru-Arg 对氧化损伤细胞中 SOD、CAT 和 MDA 的影响 

Table. 2-3 Effects of different concentrations of Fru-Arg on SOD, CAT and MDA in oxidatively 

damaged cells 

组别 浓度 SOD 活性 CAT 活性 MDA 含量 

 (mmol/mL) (U/mg) (U/mg) (nmol/mg) 

对照组  20.11±1.25a 24.39±0.36a 1.54±0.03d 

受损组  8.53±1.05d 7.79±0.61c 3.15±0.19a 

 0.625 10.2±0.54d 8.58±1.07c 3.04±0.23a 

Fru-Arg 2.5 13.75±0.29c 10.26±0.87c 2.56±0.18b 

 10 18.54±0.48b 17.63±0.51b 2.02±0.05c 

如表 2-3 所示，受损组中 SOD 和 CAT 显著低于对照组，MDA 含量显著高

于对照组，这说明细胞中发生氧化应激反应。在不同浓度保护组中也出现同样的

趋势，然而低浓度组与损伤组没有显著性，但高浓度保护组中抗氧化酶都显著高

于损伤组，丙二醛含量显著低于损伤组。这说明 Fru-Arg 可能通过调节细胞内抗

氧化相关酶的活性来保护氧化损伤细胞。研究发现[70]抗氧化肽对氧化应激损伤

细胞的保护机制是通过调节 Nrf2-keap1 信号通路，来达到保护细胞，减少氧化应

激的作用。而 Fru-Arg 可能也是通过此抗氧化信号通路来调节细胞中抗氧化酶的

活性，最终达到保护氧化损伤细胞的作用。 

2.5 本章小结 

本章通过真空脱水的方法合成 Fru-Arg，并对其进行体外的抗氧化活性功能

评价，并且通过建立氧化损伤细胞模型，对 Fru-Arg 在 HEK-293 细胞中的抗氧

化作用进一步表达。本章节主要结论如下： 

（1）利用真空脱水的方法在水相体系中合成 Fru-Arg，并通过离子交换树脂

对 Fru-Arg 粗品进行分离纯化，最后经过液相色谱质谱联用仪的鉴定确定了我们

所得到的产物为 Fru-Arg。 
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（2）通过 ABTS 清除能力、DPPH 清除能力、Fe3+还原能力和羟基自由基清

除能力，以抗坏血酸当量，测定了 0-10 mmol/L 的 Fru-Arg 体外抗氧化活性，结

果表明 Fru-Arg 的体外抗氧化能力呈浓度依赖性，且 ABTS 清除能力相对较高，

与抗坏血酸抗氧化能力相当。 

（3）为了进一步探究 Fru-Arg 抗氧化能力，通过细胞模型进行表达。首先对

0-10 mmol/L Fru-Arg 对细胞活性的影响做出测定，发现在此浓度条件下 Fru-Arg

对细胞即无损伤，也无促进增长作用。利用过氧化氢诱导 HEK-293 细胞氧化应

激，建立细胞氧化损伤模型。发现 Fru-Arg 对氧化损伤细胞有显著的保护作用，

且可以有效清除细胞内活性氧（ROS），并通过调节细胞内抗氧化酶活性来保护

细胞减少氧化的损害，减少细胞内丙二醛的产生。表明 Fru-Arg 在抗氧化方面有

研究的潜力。 
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第三章 蓝莓浓缩汁成分检测与功能分析 

3.1 前言 

蓝莓在我国的研究起步较晚，但是发展速度较快，近年来我国的蓝莓产量增

加迅速。蓝莓的口感酸甜适中，而且蓝莓中含有丰富的营养物质，这也是蓝莓具

有多种生物活性的原因，因此蓝莓也被誉为“浆果之王”。同时，蓝莓在储存和

运输的过程中常常会导致大量的损耗，这也是我国蓝莓产业的一大难题，所以蓝

莓采摘后的储存及加工十分重要[71, 72]。由于人们对健康食品的需求日益增加，对

于许多不易储存的水果往往会以浓缩的手段来提高其货架期，以满足人们的需求。

蓝莓浓缩汁通过去除其部分水分的同时，尽量保留蓝莓汁中原有的营养物质和风

味物质。在提高其储存稳定性的同时也使携带更加的方便。 

蓝莓汁在浓缩过程中，由于加热的原因，会使其发生非酶促褐变反应，即美

拉德反应。美拉德反应通常在一定的温度条件下发生，其是还原糖与氨基酸或蛋

白质之间经过一系列复杂反应，最终产生大分子物质类黑精。近年来，美拉德反

应中间产物 Amadori 化合物被报道出具有多种生物活性而被广泛研究。而蓝莓

中富含的氨基酸与还原糖正是美拉德反应的基础。 

本章通过真空浓缩的加工方式，对蓝莓汁进行浓缩，参考上一章节中制备

Amadori 化合物的真空浓缩方法，控制浓缩真空度为-0.07 MPa，浓缩温度为 90℃，

浓缩时间为 120 分钟，测定了蓝莓汁中的营养成分，以及蓝莓汁浓缩过程中多酚、

黄酮、还原糖、花色苷、Fru-Arg 和 5-HMF 等营养成分的含量变化。测定其体外

抗氧化能力变化并分析不同营养成分与抗氧化能力之间的相关性。 

3.2 材料与仪器 

3.2.1 实验原料与试剂 
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表 3-1 实验原料与试剂 

Table 3-1 Experimental raw materials and reagents 

试剂名称 规格 厂家 

蓝莓 / 紫约农业科技集团有限公司 

亚硝酸钠 AR 国药集团化学试剂有限公司 

硝酸铝 AR 国药集团化学试剂有限公司 

福林酚 AR 国药集团化学试剂有限公司 

3,5-二硝基水杨酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

过硫酸钾 AR 国药集团化学试剂有限公司 

冰乙酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

无水乙酸钠 AP 国药集团化学试剂有限公司 

5-HMF HPLC 上海源叶生物科技有限公司 

三氯化铁 AR 上海阿拉丁生化科技有限公司 

芦丁标准品 AR 国药集团化学试剂有限公司 

没食子酸标准品 AR 国药集团化学试剂有限公司 

抗坏血酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

3.2.2 实验仪器 

表 3-2 实验仪器 

Table 3-2 Experimental instruments 

仪器名称 型号 厂家 

台式离心机 LGJ-10 北京松源华兴科技发展有限公司 

旋转蒸发仪 IKA-RV3 德国艾卡 

紫外分光光度计 UV-5200  上海元析仪器设备有限公司 

大口径原汁机 JE-31 宁波泰尔斯有限公司 

高效液相色谱仪 LC-20A 日本岛津（Shimadzu） 

液相色谱质谱仪 LC/MS-8030 日本岛津（Shimadzu） 

全自动氨基酸分析仪 LA8080 日本日立（HITACHI） 

酶标仪 1510 上海赛默飞世尔仪器有限公司 
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3.3 实验方法 

3.3.1 蓝莓浓缩汁的制备 

将蓝莓从-20℃冰箱中取出，去掉坏果、小果等不可食用部分，常温化冻。用

大口径原汁机进行破碎榨汁处理，之后6000 rpm离心10 min取上清得到蓝莓汁。

准确称量 30 mL（约 30 g）蓝莓汁倒入 150 mL 圆底烧瓶中，在-0.07MPa 的真空

度下，使用旋转蒸发仪在 90℃的条件下分别加热浓缩 20、40、60、80、100、120 

min，完成后用纯水恢复到浓缩前质量，4℃冷藏，使用时稀释合适倍数。 

3.3.2 游离氨基酸的测定 

使用全自动氨基酸分析仪测定蓝莓汁中游离氨基酸含量以及种类，蓝莓汁用

5%的三氯乙酸溶液稀释 10 倍，在 8000 rpm 离心 15 min，取上清液作为样品进

行测定[73]。 

3.3.3 浓缩过程中营养成分变化 

3.3.3.1 总酚的测定 

总酚的测定参考 Shen 等[74]的方法并略作修改。以没食子酸做当量，配置浓

度为 0、0.02、0.04、0.06、0.08、0.1 mg/mL 没食子酸标准溶液，向 96 孔板中加

入 30 μL 不同浓度标准溶液，再依次添加 20 μL 福林酚试剂静置反应 6 min 后，

每孔添加 100 μL 7%碳酸钠溶液，最后加入超纯水使终体积为 290 μL 。室温下

静置反应 60 min 后，使用酶标仪测定 765 nm 处吸光度值。以标准溶液浓度为横

坐标，吸光度值为纵坐标，计算标准曲线为 y=16.873x+0.1092，R2=0.9962。取各

组样品，步骤同上，测定样品中总酚含量。 

3.3.3.2 黄酮的测定 

总黄酮测定参考 Wang 等[75]的方法并略作修改。以芦丁做当量，配置浓度为

0、0.04、0.08、0.12、0.16、0.2 mg/mL 芦丁标准溶液，取 50 μL 不同浓度芦丁标

准溶液加入 96 孔板中，再加入 20 μL 5%亚硝酸钠溶液，混匀静置反应 6min，之

后加入 20 μL 10%硝酸铝溶液，混匀静置反应 6min，最后加入 200 μL 4%氢氧化

钠，混匀静置反应 20 min，最后在 510 nm 处测定吸光度值。以芦丁标准溶液浓

度为横坐标，吸光度值为纵坐标，计算标准曲线为 y=1.6771x+0.023，R2=0.9992。
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同样取各组样品，步骤同上，测定样品中黄酮含量。 

3.3.3.3 还原糖的测定 

还原糖测定参考严燕[76]的方法并略作修改，配置浓度为 0、0.4、0.8、1.2、

1.6、2 mg/mL 的葡萄糖标准溶液，分别取 1mL 不同浓度葡萄糖标准溶液，分别

加入 1 mL 纯水，再加入 1 mL DNS 试剂，沸水浴 5 min 进行显色反应，取出待

其冷却后加入 7 mL 纯水，并于 540 nm 处测定吸光度值。以葡萄糖标准溶液浓

度为横坐标，吸光度值为纵坐标，计算标准曲线为 y=0.2445x+0.0417，R2=0.9926。

样品中还原糖测定步骤同上。 

3.3.3.4 可溶性蛋白的测定 

可溶性蛋白测定参考邢苏徽[77]的方法并略作修改，配置浓度为 0、0.04、0.08、

0.12、0.16、0.2 mg/mL 的牛血清蛋白标准溶液，分别取 1 mL 不同浓度标准溶液，

加入 5 mL 考马斯亮蓝 G-250 试剂，混匀静置反应 10 min，于 595 nm 处测定吸

光度值。以牛血清蛋白标准溶液浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标，计算标准曲

线为 y=2.8523x+0.4975，R2=0.9921。样品中蛋白质测定按上述方法进行。 

3.3.3.5 花色苷的测定 

花色苷测定参考吕春玲等[46]的方法并略作修改，首先配置 pH 1.0 和 pH 4.5

缓冲液，向两试管中分别加入 1 mL 样品，再向两样品液中分别加入 3 mL pH 1.0

缓冲液和 pH 4.5 缓冲液，混匀平衡 30 min 后，以纯水做空白，分别测定 520 nm

处和 700 nm 处的吸光度值。使用 pH 示差法计算样品中花色苷含量。 

花色苷含量计算公式： 

花色苷含量(mg/mL)=
(A520−A700)pH1.0−(A520−A700)pH4.5×DF×Mr

ε×1
 （式 3-1） 

A—吸光度值 

DF—稀释倍数 

Mr—矢车菊素-3-葡萄糖苷的相对分子质量 449.2 

ε—矢车菊素-3-葡萄糖苷平均摩尔消光系数值 26900 

3.3.3.6 Fru-Arg 的测定 

Fru-Arg 的制备与分离纯化方法同 2.3.1，样品中 Fru-Arg 测定参考李硕等[78]

的方法进行测定，将得到的 Fru-Arg 样品配置成不同浓度溶液（50 ppm、25 ppm、

12.5 ppm、6.25 ppm、3.125 ppm）使用 LC/MS 进行标准曲线绘制（y=1307.4x+1309，
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R2=0.9993），样品测定前稀释并用 0.22 μm 水系滤膜过滤。 

3.3.3.7 5-HMF 的测定 

5-羟甲基糠醛测定参考崔宇擎等[79]的方法并稍作修改，将 5-HMF 标准品配

置成不同浓度标准溶液（50、25、12.5、6.25、3.125 μg/mL）使用高效液相色谱

法绘制标准曲线，样品测定前稀释并用 0.22 μm 水系滤膜过滤。色谱条件如下： 

色谱柱为 C18（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相为乙腈:水（10:90），流速

为 1.0 mL/min，进样量 10 μL，柱温为 30℃，紫外检测器波长为 280 nm。 

标准曲线计算：y=153908x+34722，R2=0.9998 

3.3.3.8 褐变程度的测定 

褐变程度的测定参考 Pham 等[80]的方法，使用分光光度计测定样品在 420 nm

处吸光度值用以表示样品褐变程度。 

3.3.4 体外抗氧化能力测定 

ABTS 自由基清除能力参考孟想等[81]的方法并略作修改，配制 ABTS 试剂母

液，摇匀后避光静置 12-16 h。使用前用 PBS 缓冲液将 ABTS 母液稀释合适倍数

使其在 734 nm 处的吸光度值为 0.7±0.02，以此作为工作液。将 10 μL 的样品稀

释液加入 96 孔板中，再加入 200 μL ABTS 工作液后混匀，避光反应 15 min 测

定其在 734 nm 处吸光度值。并以抗坏血酸（AA）做当量，绘制标准曲线，抗氧

化能力以 μmol AAE/L 表示。 

DPPH 自由基清除能力参考 Herald 等[82]的方法并略作修改，首先用甲醇配

置浓度为 100 μmol/L 的 DPPH 工作液，向 96 孔板中加入 10 μL 样品稀释液，再

加入 200 μL DPPH 工作液混匀，避光反应 15 min，空白对照组为 10 μL 的甲醇

中加入 200 μL DPPH。随后测定其在 517 nm 处的吸光度值。并以抗坏血酸（AA）

做当量，绘制标准曲线，抗氧化能力以 μmol AAE/L 表示。 

Fe3+还原能力（FRAP）测定参考 Kim[83]的方法，首先配置 FRAP 试剂，将

0.3 mol/L 的醋酸钠缓冲液、0.01 mol/L 的 TPTZ 溶液和 0.02 mol/L 的三氯化铁溶

液以 10:1:1 的比例混合配制成 FRAP 工作液，向 96 孔板中加入 10 μL 样品和 200 

μL FRAP 工作液混匀，避光反应 30 min 后测定其在 593 nm 处的吸光度值。并以

抗坏血酸（AA）做当量，绘制标准曲线，抗氧化能力以 μmol AAE/L 表示。 

羟自由基清除能力参考雷佳佳等[84]的方法并略作修改，向 96 孔板中依次加
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入 50 μL 硫酸亚铁溶液（9 mmol/L）、50 μL 水杨酸乙醇溶液（9 mmol/L）混匀，

最后再加入 100 μL H2O2 溶液，37℃避光反应 30 min 后测定其在 510 nm 处的吸

光度值。并以抗坏血酸（AA）做当量，绘制标准曲线，抗氧化能力以 μmol AAE/L

表示。 

3.3.5 数据分析 

每组实验至少重复进行三次。使用 IBM SPSS Statistics 26 进行数据分析，差

异显著性通过单因素方差分析（P＜0.05），并使用 Origin 2021 软件进行绘图。 

3.4 结果与分析 

3.4.1 蓝莓汁中的营养成分 

由表 3-3 可知，蓝莓汁中含有多种营养成分，其中总酚的含量为 4.32±0.02 

mg/mL，黄酮的含量为 3.09±0.09 mg/mL，总酚和黄酮类大都属于多酚类物质，

常见于水果和蔬菜中，且营养价值较高，近年来对于其抗氧化与抗炎症等活性功

能报道较多。还原糖含量为 18.34±1.26 mg/mL，是蓝莓汁中含量最多的营养成

分。可溶性蛋白含量为 0.54±0.01 mg/mL，蛋白可能会参与风味的形成。花色苷

的含量为 0.32±0.01 mg/mL，低于刘慧等[85]的报道，这可能是由于加工工艺的不

同和蓝莓品种的差异所导致。对于蓝莓汁中的 Fru-Arg 和 5-HMF 都未检测到，

这说明蓝莓汁中未发生美拉德反应，应该是蓝莓汁在处理的过程中一直处于低温，

未能达到美拉德反应的条件。 

表 3-3 蓝莓汁中营养成分含量 

Table 3-3 The nutrient content of blueberry juice 

营养成分 含量 

总酚（mg/mL） 4.32±0.02 
黄酮（mg/mL） 3.09±0.09 
还原糖（mg/mL） 18.34±1.26 

可溶性蛋白（mg/mL） 0.54±0.01 
花色苷（mg/mL） 0.32 ±0.01 
Fru-Arg（mg/L） ND 
5-HMF（μg/mL） ND 

由表 3-4 可以看出，蓝莓汁中的氨基酸种类比较丰富，总含量为 217.07±

3.55 mg/100 mL，其中 Arg 含量最高，为 118.28±3.37 mg/100 mL，占氨基酸总量
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的 54.49%。这与汪平[86]的研究结果一致，Arg 含量远超其他氨基酸，但与吴志奡

[87]的研究结果不同，这可能与蓝莓的品种和蓝莓产地、气候等天然因素有关。其

次 Thr、Glu 和 Ala 含量也相对其他氨基酸较高。 

表 3-4 蓝莓汁中氨基酸组成及含量 

Table 3-4 Amino acid composition and content in blueberry juice 

氨基酸 含量（mg/100 mL） 

Asp 9.33±0.65d 

Thr 40.81±2.26b 

Ser 10.73±1.51cd 

Glu 13.27±1.64c 

Gly 1.41±0.05f 

Ala 12.35±1.11cd 

Val 4.03±0.25e 

Ile 1.27±0.06f 

Phe 1.19±0.04f 

Lys 2.94±0.09ef 

His 3.59±0.12ef 

Arg 118.28±3.37a 

Pro 1.57±0.03f 

总计 217.07±3.55 

3.4.2 浓缩过程中营养成分变化 

由图 3-1 可以看出，蓝莓汁在浓缩过程中，总酚含量随着加热时间的增加显

著降低，浓缩前 40 min 降低幅度较大，从 4.32±0.023 mg/mL 下降到 3.43±0.049 

mg/mL 这可能是由于加热温度较高，蓝莓汁中多酚大量降解，而 40 min 后下降

较缓慢，到 120 min 时含量为 3.23±0.031 mg/mL，这可能是由于蓝莓汁中与多

酚有关的酶活性发生变化所导致[88]。 
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图 3-1 蓝莓汁浓缩过程中总酚含量变化 

Fig.3-1 Changes in total phenolic content during blueberry juice concentration 

如图 3-2 所示，黄酮含量在浓缩过程中显著下降，从开始的 3.09±0.09 mg/mL

下降到 1.22±0.06 mg/mL，这与夏晓雨等[89]的研究一致，高温可以灭菌的同时黄

酮损失较多。研究表明黄酮极易分解，主要是由于黄酮中酚羟基等结构不稳定所

导致[90]。 

图 3-2 蓝莓汁浓缩过程中黄酮含量变化 

Fig.3-2 Changes in flavonoid content during blueberry juice concentration 

如图 3-3 所示，还原糖在浓缩的前 20 min 没有明显的下降趋势，从 18.34±

0.21 mg/mL 下降到 17.68±0.36 mg/mL，20 min 后明显呈下降趋势，从 17.68±

0.36 mg/mL 下降到 8.14±0.26 mg/mL。出现这种趋势的原因可能是由于前 20 min

时蓝莓汁中的水分含量较高，美拉德反应较为缓慢，且加热使其中的多糖水解为

单糖，导致前期还原糖下降趋势不明显。后期还原糖的下降说明开始发生美拉德

反应与氨基酸发生反应生成 Amadori 化合物等美拉德反应产物。加热使还原糖
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发生反应导致含量下降，这与邵春霖等[91]研究一致。 

图 3-3 蓝莓汁浓缩过程中还原糖含量变化 

Fig.3-3 Changes in reducing sugar content during blueberry juice concentration 

如图 3-4 所示，在蓝莓汁浓缩过程中蛋白质含量呈下降趋势，从开始的 0.62

±0.02 mg/mL 下降到 0.02±0.01 mg/mL，下降幅度较大。由于蛋白质受热易变

性，在 90℃条件下，蛋白质更易水解成多肽以及游离氨基酸，所以导致蛋白质含

量显著下降，然而蛋白降解为游离氨基酸也为 Amadori 化合物的生成提供了原

料，使其与蓝莓汁中过剩的还原糖发生美拉德反应，产生其他活性更好的美拉德

反应中间产物。 

图 3-4 蓝莓汁浓缩过程中可溶性蛋白含量变化 

Fig.3-4 Changes in soluble protein content during blueberry juice concentration 

由图 3-5 中我们可以看出，加热导致蓝莓汁中花色苷的降解，由开始的 0.32

±0.02 mg/mL 下降到 0.05±0.01 mg/mL，呈显著下降的趋势。相较于其他水果，

蓝莓中的花色苷含量较高，但都主要集中于蓝莓果皮上，且花色苷极易降解，光
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照、高温和 pH 对花色苷的影响较大。有研究发现[92]，相较于普通热浓缩，真空

加热浓缩对于花色苷的降解有抑制作用，这可能是由于真空状态下减少了花色苷

与氧气的接触，减少花色苷发生氧化，同时随着水分的蒸发，浓缩汁中的 pH 降

低，低 pH 的环境也能提高花色苷的稳定性。说明相对于其他加热浓缩的方法，

真空浓缩对于花色苷的降解有一定的减缓作用。 

图 3-5 蓝莓汁浓缩过程中花色苷含量变化 

Fig. 3-5 Changes in anthocyanin content during blueberry juice concentration 

如下图 3-6 所示，Fru-Arg 在蓝莓汁浓缩过程中呈上升趋势，120 min 时增加

到 37.64±0.94 mg/100 mL。然而在 20 min 的样品中未检测到 Fru-Arg，20 min 后

Fru-Arg 开始增加， 20 -80 min 增长速度明显较快，80 -120 min 增长速度明显减

慢。这说明在前 20 min ，蓝莓汁中水分含量较高，在蓝莓汁中可能还未达到 Arg

与还原糖发生美拉德反应的最佳条件。根据报道 [93]，浓缩前期会产生少量

Amadori 化合物，这可能是由于蓝莓汁中其他少量的氨基酸与还原糖发生美拉德

反应产生了 Amadori 化合物，而 Arg 在蓝莓汁中虽然含量较高，但可能未达到反

应的最佳条件，所以导致 20 min 时未检测到 Fru-Arg，这可能主要是与反应物中

的水分活度有关[94]。在 20 -80 min 时 Fru-Arg 开始大幅度增加，说明此时反应体

系中水分含量减少，水分活度达到 Fru-Arg 的最佳合成条件，80 min 后增加速度
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开始减缓，说明此时美拉德反应可能进入中后期，Amadori 化合物继续反应，导

致 Fru-Arg 增长速率变慢。 

图 3-6 蓝莓汁浓缩过程中 Fru-Arg 含量变化 

Fig. 3-6 Changes in Fru-Arg content during blueberry juice concentration 

由图 3-7 可以看出，随着浓缩时间的增加，蓝莓汁中的 5-羟甲基糠醛（5-

HMF）也随之增加，5-HMF 从 0.00±0.00 μg/mL 增加到 20.89±1.03 μg/mL，前

80 min 增加幅度较为缓慢，80 min 后开始大幅度增加。5-HMF 作为美拉德反应

中期产物，其大幅度增加说明 80 min 后 Amadori 化合物继续反应环化生成 5-

HMF。研究表明[95]，5-HMF 对人体存在不利影响，在一些经过热加工的食品中

常常被检测到，因此 5-HMF 的含量也被作为一些热加工食品的质量检测指标。

根据国际果汁联合会（IFFJP）要求，浓缩果汁中 5-HMF 含量不得高于 25 mg/kg[96]。

因此，在浓缩时，要求生成 Amadori 化合物的同时也要关注 5-HMF 的生成量，

减少 Amadori 化合物中后期反应的进行。 

图 3-7 蓝莓汁浓缩过程中 5-羟甲基糠醛含量变化 

Fig. 3-7 Changes in the content of 5-HMF during the concentration of blueberry juice 
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图 3-8 为蓝莓汁浓缩过程中 420 nm 处的吸光度值，美拉德反应褐变程度常

常以 420 nm 处的吸光度值作为参考[97]，以 A420 来表示。蓝莓汁在浓缩过程中

A420 的变化与 5-HMF 的增长趋势表现相似，在前 60 min 增长较缓慢，从 0.24±

0.01 增加到 0.31±0.00，增加了 0.07±0.01，而后 60 min 从 0.31±0.00 增加到

0.83±0.01，增加了 0.52±0.01。这也表明美拉德反应中后期产生的类黑精类物

质开始大量生成。 

图 3-8 蓝莓汁浓缩过程中褐变程度变化 

Fig. 3-8 The degree of browning changes during blueberry juice concentration 

3.4.3 浓缩过程中抗氧化活性变化 

如图 3-9 所示，蓝莓汁浓缩过程中 ABTS 自由基清除率在前 60 min 变化不
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缩后抗氧化活性显著增加，说明蓝莓汁中原有活性物质并不是导致抗氧化升高的

原因，而是浓缩后期美拉德反应产生的活性物质提高了浓缩汁的抗氧化能力。这

在其他果汁或果粉中也出现类似的结果[98, 99]。 

图 3-9 蓝莓汁浓缩过程中抗氧化活性变化。（a）ABTS；（b）DPPH；（c）FRAP; 

（d）·OH 

Fig. 3-9 Changes in antioxidant activity during blueberry juice concentration(a)ABTS；

(b)DPPH；(c)FRAP;(d)·OH 
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由图 3-10 可以看出，Fru-Arg 和 5-HMF 与 ABTS、DPPH、FRAP、·OH 这

四种抗氧化能力呈显著相关（P＜0.05），且 Fru-Arg 对 ABTS 和·OH 的清除能

力最高，相关系数明显高于 5-HMF。而在蓝莓浓缩汁中总酚、黄酮和花色苷的四

种抗氧化能力的相关系数明显低于 Fru-Arg 和 5-HMF。这也说明在蓝莓浓缩汁中

Fru-Arg 这类 Amadori 化合物和 5-HMF 等美拉德反应的产物对体外抗氧化能力

发挥了重要作用。 

图 3-10 不同浓缩时间蓝莓汁中功能成分与抗氧化活性的相关性分析 

Fig. 3-10 Correlation analysis of functional components and antioxidant activity in blueberry juice 

at different concentration times 

注：紫色表示正相关，黄色表示负相关，且颜色越深表示相关性越大 
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3.5 本章小结 

为了进一步探究 Fru-Arg 在果汁中的应用及其抗氧化能力，本章节利用蓝莓

汁作为原料，测定了蓝莓汁中的营养成分以及氨基酸种类和含量，利用真空浓缩

的方法（真空度-0.07MPa，温度为 90℃，浓缩时间 0-120 min）在蓝莓汁中合成

Fru-Arg，并对蓝莓汁浓缩过程中营养成分变化与抗氧化能力变化进行测定，最后

对蓝莓浓缩汁中营养成分与抗氧化活性间的相关性进行分析。主要研究结论如下： 

（1）蓝莓汁中各营养成分含量为总酚（4.32±0.02 mg/mL）、黄酮（3.09±0.09 

mg/mL）、还原糖（18.34±1.26 mg/mL）、可溶性蛋白（0.54±0.01 mg/mL）、花色苷

（0.32 ±0.01 mg/mL），蓝莓汁中未检测到 Fru-Arg 与 5-HMF。蓝莓汁中氨基酸总

含量为 217.07±8.55 mg/100mL，其中 Arg 含量最高为 118.28±8.37 mg/100mL，

占总氨基酸的 54.49%。 

（2）蓝莓汁浓缩过程中，各类营养成分变化为总酚（4.32±0.023 mg/mL-3.23

±0.031 mg/mL）、黄酮（3.09±0.09 mg/mL-1.22±0.06 mg/mL）、还原糖（18.34

±0.21 mg/mL-8.14±0.26 mg/mL）、可溶性蛋白（0.62±0.02 mg/mL-0.02±0.01 

mg/mL）、花色苷（0.32±0.02 mg/mL-0.05±0.01 mg/mL）Fru-Arg（0.00±0.00 

mg/100mL-37.64±0.31 mg/100mL）、5-HMF（0.00±0.00 μg/mL-20.89±1.03 

μg/mL）、A420（0.24±0.01-0.83±0.01），其中黄酮、多酚、还原糖、可溶性蛋白

和花色苷含量呈下降趋势，Fru-Arg、5-HMF 和 A420 含量呈上升趋势。 

（3）蓝莓汁在浓缩后 ABTS、DPPH、FRAP、羟基自由基清除能力整体提

高，且趋势大致相同，都呈现出前 60 min 缓慢提高，60 min-120 min 大幅提高的

趋势。通过相关性分析得出，蓝莓浓缩汁中 Fru-Arg 与 5-HMF 的抗氧化能力相

关性明显高于其他功能活性成分（总酚，黄酮，花色苷）。 
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第四章 富含 Amadori(Fru-Arg)化合物蓝莓浓缩汁工艺研究 

4.1 前言 

随着国家经济的发展壮大，人们的生活水平需求随之提高，这在饮食方面尤

为突出。蓝莓在我国的市场上从遥不可及已然成为随处可见的水果，如今，蓝莓

的加工产品也已数不胜数，例如市场上的蓝莓果干、蓝莓酱、蓝莓汁以及蓝莓酒

等蓝莓加工产品。蓝莓的加工产品都有一个共同的优点，就是解决了蓝莓鲜果的

不耐储藏和运输不便的问题，极大程度上提高了蓝莓的货架期，解决了季节性限

制。如今，也出现了多种果汁浓缩工艺，如热浓缩、真空冷冻浓缩、膜浓缩以及

各种联合方法浓缩等[14, 100-102]，在蓝莓汁的浓缩工艺中，真空热浓缩是一种比较

常用的手段。在真空状态中，氧气含量较少，可以使蓝莓汁中的一些活性物质减

少与空气中的氧气接触，而发生的氧化反应，加热可以使蓝莓汁发生美拉德反应，

浓缩的同时又能产生各种风味物质，丰富了产品的风味特性。 

本章在第二章的基础上，对蓝莓汁的真空浓缩工艺做了优化，通过控制浓缩

温度，浓缩时间以及浓缩真空度的调节，测定了浓缩时产生的功能活性物质

Amadori（Fru-Arg）化合物以及美拉德反应中间产物 5-HMF，以 Fru-Arg 含量作

为指标，通过单因素以及正交实验确定最佳方案的同时考虑 5-HMF 的含量要求

以及危害。最后通过体外抗氧化实验，对蓝莓汁的体外抗氧化能力进行评价。 

4.2 材料与仪器 

4.2.1 实验原料与试剂 

实验原料与试剂同 3.2.1 

4.2.2 实验仪器 

CR-10 Plus 色差仪（日本柯尼卡美能达有限公司），其他仪器同 3.2.2 
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4.3 实验方法 

4.3.1 蓝莓汁制备 

蓝莓汁制备方法同 3.3.1 

4.3.2 不同浓缩真空度对蓝莓浓缩汁的影响 

采用旋转蒸发仪，调节转速为 70 r/min，探究浓缩温度为 90℃，浓缩时间为

80 min 的条件下，不同真空度（-0.04 MPa，-0.05 MPa，-0.06 MPa，-0.07 MPa，

-0.08 MPa）对 Fru-Arg、5-HMF、褐变程度和色泽的影响。 

4.3.3 不同浓缩时间对蓝莓浓缩汁的影响 

控制旋转蒸发仪，调节转速为 70 r/min，探究浓缩温度为 90℃，真空度为-

0.07 MPa 的条件下，不同浓缩时间（40 min，60 min，80 min，100 min，120 min）

对 Fru-Arg、5-HMF、褐变程度和色泽的影响。 

4.3.4 不同浓缩温度对蓝莓浓缩汁的影响 

控制旋转蒸发仪，调节转速为 70 r/min，探究浓缩时间为 80 min，真空度为

-0.07 MPa 条件下，不同浓缩温度（60℃，70℃，80℃，90℃，100℃）对 Fru-Arg、

5-HMF、褐变程度和色泽的影响。 

4.3.5 正交试验设计 

蓝莓浓缩汁的工艺优化：在单因素实验的基础上，以 Fru-Arg的含量为指标，

以浓缩真空度（A）、浓缩温度（B）、浓缩时间（C）为调控因素，采用三水平三

因素的正交试验设计，对蓝莓汁浓缩工艺进行优化。正交实验设计表如下： 

表 4-1 正交实验设计表 

Table 4-1 Orthogonal Experimental Design Table 

水平 

A B C 

A 真空度（MPa） B 温度（℃） C 时间（min） 

1 0.065 85 70 

2 0.07 90 80 

3 0.075 95 90 
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4.3.6 抗氧化能力测定 

选用正交实验中最优方法生产的蓝莓浓缩汁进行 Fru-Arg及抗氧化能力测定，

方法同 3.3。 

4.3.7 数据分析 

实验数据分析同 3.4.4。 

4.4 结果与分析 

4.4.1 不同条件对浓缩汁色泽的影响 

 图 4-1 不同浓缩条件对色度的影响（a）时间（b）真空度（c）温度 

Fig. Effect of different concentration conditions on chromaticity. (a)time(b) vacuum (c) 

temperature 

如图所示，浓缩不同时间时，L*值（透明度）有显著的变化，随时间的增加

而降低，a*值（红绿值）也出现明显的下降趋势，b*（黄蓝值）先上升，后下降。

说明随时间的增加浓缩汁中的透明度下降，并且长时间的加热破坏了红色相关色

素，导致 a*下降，而在短时间加热时产生美拉德反应中期一些黄色物质导致黄色
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上升，而超过 80 min 时黄色物质进一步反应生成美拉德反应后期的类黑精导致

黄色下降。在随着浓缩真空度的升高和加热温度的升高，浓缩汁的色度值出现了

几乎相同的趋势。 

4.4.2 真空度对浓缩汁的影响 

如图 4-2（a）所示，控制浓缩温度为 90℃，浓缩时间为 80 min，通过调节

真空度（-0.04 MPa，-0.05 MPa，-0.06 MPa，-0.07 MPa，-0.08 MPa），观察到 Fru-

Arg 随着真空度的升高，其含量也随之增加，到-0.08 MPa 时增加缓慢，与-0.07 

MPa 相比无显著性。图 4-2（b）所示，5-HMF 随真空度的升高，含量快速升高，

-0.08 MPa 时含量达到 32.7 μg/mL，已经超过规定的最大值。图 4-2（c）中可以

看出，在真空度上升到-0.07 MPa 时，A420 值开始上升，褐变程度开始增加，-0.08 

MPa 时显著升高。这一结果说明真空度为-0.08 MPa 时可能美拉德反应更多的进

入后期，Fru-Arg 增长速率变缓，Amadori 化合物开始进一步反应，生成 5-HMF

导致其含量快速升高。 

图 4-2 不同真空度对蓝莓汁的影响。(a) Fru-Arg 含量；(b) 5-HMF 含量；(c) A420 

Fig. 4-2 Effect of different vacuum degrees on blueberry juice. (a) Fru-Arg; (b) 5-HMF; (c) A420 
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4.4.3 时间对浓缩汁的影响 

如图 4-3（a）所示，控制浓缩温度为 90℃，浓缩真空度为-0.07 MPa，控制

浓缩时间（40 min，60 min，80 min，100 min，120 min）。可以看出，随浓缩时

间的增加，Fru-Arg 的含量也随之增加，但 120 min 与 100 min 相比 Fru-Arg 含量

增加，但无显著性差异。且 80 min 以后增加速率明显变慢。图 4-3（b）可以看

出 5-HMF 随时间的增加，含量也逐渐升高，且 80 min 后增加速率加快。图 4-3

（c）中 A420 同样出现随时间增加而增加的现象。结果表明随时间的增加，美拉

德反应开始时进行 Amadori 化合物等前期产物的合成，而随着时间的增加，反应

进入后期，Amadori 化合物继续进行美拉德中后期反应，并大量生成 5-HMF，使

5-HMF 的含量快速上升，加快浓缩汁的褐变程度。 

图 4-3 不同时间对蓝莓汁的影响。(a) Fru-Arg 含量；(b) 5-HMF 含量；(c) A420 

Fig. 4-3 Effect of different times on blueberry juice. (a) Fru-Arg; (b) 5-HMF; (c) A420 
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4.4.4 不同浓缩温度对浓缩汁中 Fru-Arg、5-HMF 和褐变程度的影响 

如图 4-4（a）所示控制真空度为-0.07 MPa，时间为 80 min 时，随着温度的

升高（60℃，70℃，80℃，90℃，100℃），浓缩汁中 Fru-Arg 的含量也逐渐增加，

然而温度在 100℃时却出现下降，说明过高的温度可能会导致 Fru-Arg 的降解，

不利于 Fru-Arg 的富集。图 4-4（b）中可以看出温度的升高会导致 5-HMF 含量

的增加，100℃时 5-HMF 含量大幅增加，含量为 93.91μg/mL，严重超过规定的最

大值，说明高温会使美拉德反应进入中后期阶段。而 5-HMF 是一种对人体有害

的物质，在 100℃下 5-HMF 大量生成，说明 100℃并不适用于蓝莓浓缩汁的加

工。图 4-4（c）中可以看出温度达到 90℃时 A420 的值增加，100℃时增加值较大，

说明高温会增加浓缩汁褐变程度，促进美拉德中后期反应。 

图 4-4 不同浓缩温度对蓝莓汁的影响。(a) Fru-Arg 含量；(b) 5-HMF 含量；(c) A420 

Fig. 4-4 Effect of different concentration temperatures on blueberry juice.(a) Fru-Arg; (b) 5-HMF; 

(c) A420 
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为指标，探究真空度、温度、时间三个因素对蓝莓浓缩汁的影响。结果见表 4-2。 

表 4-2 正交实验结果 

Table. 4-2 Orthogonal experimental results 

试验号 A B C Fru-Arg 含量

（mg/L） 真空度 温度 时间 

1 1 1 1 7.02 

2 1 2 2 94.74 

3 1 3 3 170.76 

4 2 1 2 17.7 

5 2 2 3 225.36 

6 2 3 1 132.54 

7 3 1 3 175.53 

8 3 2 1 280.02 

9 3 3 2 292.26 

K1 272.52 200.25 419.58  

K2 375.6 600.12 404.7  

K3 747.81 595.56 571.65  

k1 90.84 66.75 139.86  

k2 125.2 200.04 134.9  

k3 249.27 198.52 190.55  

R 158.43 133.29 55.65  

主次顺序 A＞B＞C 

最优组合 A3B2C3 

由表 4-2 可以看出，正交结果的极差 R 值为 RA＞RB＞RC，即影响蓝莓浓缩

汁中 Fru-Arg 含量的次序为真空度＞温度＞时间，对比表中 K 值可以看出最优组

合为 A3B2C3即-0.075 MPa，90℃，90 min。按照正交工艺得出的最佳条件制备蓝

莓浓缩汁，并测定其中 Fru-Arg 含量分别为 284.76 mg/L 含量略低于实验结果，

原因可能是由于误差所导致。测得浓缩汁中 5-HMF 含量为 22.64 μg/mL,并未超

过规定值，说明工艺优化方案可行。使蓝莓浓缩汁中 Amadori 化合物等功能活性

物质生成的同时，抑制美拉德反应后期有害物质 5-HMF 的大量产生。 
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4.4.6 蓝莓浓缩汁的抗氧化能力测定 

表 4-3 蓝莓浓缩汁抗氧化能力 

Table. 4-3 Antioxidant capacity of blueberry juice concentrate 

 抗氧化能力（AAE, μmol/L） 

ABTS DPPH FRAP ·OH 

蓝莓汁 1210.53±19.2b 364.92±7.01b 1377.77±20.71b 539.51±0.36b 

浓缩汁 1407.44±8.65a 459.39±5.82a 1513.37±17.24a 547.27±045a 

对最优工艺蓝莓浓缩汁的体外抗氧化能力进行测定，以抗坏血酸（AA）做

当量，结果表示为 AAE μmol/L，抗氧化结果如表 4-3 所示，浓缩汁的 ABTS、

DPPH、FRAP 与羟自由基清除能力均高于蓝莓汁，且效果显著（P＞0.05），说明

通过真空加热浓缩工艺制备的蓝莓汁可以富集美拉德反应中的 Amadori 化合物

等活性物质，且对其抗氧化活性有显著提升，并且控制了浓缩汁中有害物质 5-

HMF 的大量生成。为蓝莓汁浓缩工艺方法提供了重要依据。 

4.5 本章小结 

本章利用单因素实验，探究了不同真空度（-0.04 MPa，-0.05 MPa，-0.06 MPa，

-0.07 MPa，-0.08 MPa），不同浓缩温度（60℃，70℃，80℃，90℃，100℃），不

同浓缩时间（40 min，60 min，80 min，100 min，120 min）对蓝莓浓缩汁中的 Fru-

Arg，5-HMF，A420 和色度的影响，并用正交实验优化了蓝莓浓缩汁工艺，最后

测定了最优工艺制备的蓝莓浓缩汁的抗氧化活性。主要结论如下： 

（1）在不同条件下，蓝莓浓缩汁的透明度随温度，真空度，时间的增加而

降低，红度与透明度出现相同的趋势，然而由于美拉德反应后期产物的生成黄度

值呈先上升后下降的趋势。 

（2）在不同加工条件下，蓝莓汁中 5-HMF 的含量随真空度，温度，时间的

增加而增加，且增加速率也随之加快，A420 作为评判美拉德反应的褐变程度指标，

与 5-HMF 表现出同样的趋势。而 Fru-Arg 随真空度，时间的增加其含量也升高，

与前两者不同的是，其增长速率在减缓。在不同温度的条件下，100℃时出现 Fru-

Arg 含量出现了下降，说明高温可能导致美拉德后期反应发生，Fru-Arg 开始分

解。 

（3）根据单因素实验，以正交实验对蓝莓汁浓缩工艺进行了优化，结果表
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明，最佳工艺为-0.075 MPa，90℃，90 min。并对最佳工艺生产的蓝莓浓缩汁进

行 Fru-Arg、5-HMF 含量测定以及抗氧化能力评价，结果表明真空加热浓缩对蓝

莓汁的抗氧化能力有显著提高作用。 
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第五章 结论与展望 

5.1 结论 

为了探究蓝莓汁浓缩过程中美拉德反应产物（Amadori 化合物）的功能活性，

根据蓝莓中的氨基酸种类及含量，利用真空脱水技术合成了 Fru-Arg，验证了 Fru-

Arg 的体外抗氧化活性，并通过细胞模型，验证了 Fru-Arg 对氧化损伤细胞的保

护作用。测定了蓝莓汁在浓缩过程中的营养成分变化与抗氧化能力变化，并对蓝

莓汁的真空浓缩工艺进行了优化。主要结论如下： 

（1）利用 ABTS 清除能力、DPPH 清除能力、Fe3+还原能力和羟基自由基清

除能力四种方法，以抗坏血酸当量，测定了 0-10 mmol/L 的 Fru-Arg 体外抗氧化

活性，结果表明 Fru-Arg 的体外抗氧化能力呈浓度依赖性，且 ABTS 清除能力相

对较高。通过细胞模型进一步验证 Fru-Arg 的抗氧化能力。在 0-10 mmol/L 浓度

范围内，Fru-Arg 对细胞即无损伤，也无促进增长作用。并且 0-10 mmol/L 浓度

范围内，Fru-Arg 对氧化损伤细胞有显著的保护作用，且呈浓度依赖性。Fru-Arg

能有效清除细胞内活性氧（ROS），通过调节细胞内抗氧化酶活性来见减少氧化

对细胞的损害，并减少细胞内丙二醛的产生。 

（2）蓝莓汁中氨基酸种类丰富，其中 Arg 含量最高。在蓝莓汁加热浓缩过

程中，其营养成分含量（总酚，黄酮，还原糖，可溶性蛋白，花色苷）显著下降，

美拉德反应产物（Fru-Arg，5-HMF）显著升高。其抗氧化能力也呈显著提高的趋

势。说明在蓝莓浓缩汁中发挥主要抗氧化作用的可能是 Fru-Arg 与 5-HMF 等美

拉德反应产生的活性物质。 

（3）优化蓝莓汁真空浓缩工艺，通过对浓缩真空度，浓缩温度，浓缩时间

的调控，分析提高 Amadori 化合物含量并减少 5-HMF 生成的条件，根据单因素

实验结果设计正交实验方案，得出蓝莓汁浓缩的最佳工艺为-0.075 MPa，90℃，

90 min，对最佳工艺生产的蓝莓浓缩汁进行 Fru-Arg、5-HMF 含量测定以及抗氧

化能力评价，结果表明真空加热浓缩对蓝莓汁的抗氧化能力有显著提高作用。 
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5.2 展望 

由于时间与技术不成熟，实验中还存在以下问题： 

1. 对于蓝莓浓缩汁中的 Amadori 化合物，只合成了 Fru-Arg 一种来作为标

准品，测定其在浓缩汁中的含量，对于其他 Amadori 化合物未能合成或购买到标

准品用来检测。 

2. 对于 Fru-Arg 对过氧化氢诱导的 HEK-293 氧化损伤细胞的保护作用，后

续可以进一步进行深入研究与探讨。对其抗氧化通路进行解析，并分析其在抗氧

化通路中的具体作用机制。 
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