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外源褪黑素对酿酒酵母发酵及抗氧化体系的影响 
 

王成，战吉宬，刘兴艳，赵芳，孙翔宇，黄卫东 

（中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 100083） 

摘要：本文研究了外源褪黑素对酿酒酵母发酵能力、主发酵产物、抗氧化体系和抗氧化能力的影响，并测定了褪黑素含量的变

化。发现对照组在发酵的第 8 d 发酵基本停止，处理组直到发酵的第 14 d发酵终止，但最终的 CO2总失重量、残糖和酒精含量无显

著影响。褪黑素在发酵的第 8 d及以后能显著地降低海藻糖、甘油的生成量，发酵第 8 d 时，对照组甘油含量达到最大值 6.25 g/L，

而低、中、高浓度褪黑素处理组甘油含量比对照组分别低 7.57%、12.29%、11.99%。低浓度的褪黑素能刺激酵母超氧化物歧化酶(SOD)、

过氧化氢酶(CAT)活性提高，减少丙二醛(MDA)的积累，发酵结束时低、中浓度褪黑素处理组 SOD 酶活分别比对照组高 68.15%和

59.89%，低、中、高褪黑素处理组 CAT 酶活分别是对照组的 2.85、2.87、1.84 倍，同时高浓度褪黑素处理组的 MDA 含量只有对照

组的 71.44%。发酵液抗氧化能力随褪黑素浓度增加而增强强，褪黑素含量在发酵过程中逐渐降低，后期趋于稳定。 
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Abstract: The effect of exogenous melatonin on ethanol fermentation ability, major fermentation products, antioxidant system, and total 

antioxidant ability of Saccharomyces cerevisiae was investigated; in addition, the melatonin content in S. cerevisiae was determined. The results 

showed that fermentation ended on day 8 in the control group, while it continued until day 14 in the treatment groups; however, the total CO2 

weight loss, residual sugar content, and alcohol content did not differ significantly between the control and melatonin treatment groups at the end 

of fermentation. There was a significant decrease in the production of trehalose and glycerol in the treatment groups (after day 8) compared to 

that observed in the control. The glycerol content in the groups treated with low, medium, and high concentrations of melatonin was observed to 

be lower by 7.57%, 12.29%, and 11.99%, respectively, compared to that in the control group, which attained a maximum level of 6.25 g/L on 

day 8. Low concentration melatonin treatment stimulated the activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes, and reduced 

the accumulation of malondialdehyde (MDA) during fermentation. The activity of the SOD was increased in the 0.01 and 1 mg/L melatonin 

treatment groups by 68.15% and 59.89%, respectively, compared to that in the control; conversely, the CAT activity in the low, medium, and 

high melatonin treatment groups was observed to increase by 2.85-, 2.87-, and 1.84-fold, respectively, compared to that in the control at the end 

of fermentation. MDA content in the high melatonin treatment group was 71.44% that of the control (at the end of fermentation). There was an 

increase in the antioxidant activity of the broth treated with melatonin corresponding to the increase in melatonin concentration. Melatonin 

concentration gradually decreased during fermentation to reach a steady state level towards the end of the process.  
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广泛存在的具有生理功能的生物胺类物质，生理作用

非常广泛
[1]
。目前已知的褪黑素的生理功能主要有调

节生物体的昼夜节律、缓解睡眠障碍、抗氧化等，褪

黑素及其代谢产物都有强大的自由基清除能力，而且

能够诱导生物体相关抗氧化酶活性增强[2]、增强免疫

作用、抗肿瘤、抗衰老等，特别是对阿尔茨海默病有

明显的效果[3]。近些年研究发现，在植物体内也广泛

存在褪黑素，而且褪黑素对植物体的生理调节作用也
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非常广泛[4]。最近研究发现在许多天然食品中含有褪

黑素，其含量足可以保证人体的正常生理需求，如水

稻、葡萄、苹果、樱桃等食物中均含有褪黑素。有研

究已经表明，通过进食富含褪黑素的食品，能增加人

体尿液中相关的褪黑素代谢产物
[5]
，与保健品功能相

当，而且通过日常饮用含有褪黑素的食品来补充褪黑

素是一种更加环保、绿色、自然的保健方式，更符合

未来的发展方向。 

葡萄酒本身作为一种健康饮品，里面含有许多功

能性成分，如多酚类、黄酮醇、黄烷醇、花色苷、白

藜芦醇等营养成分，但葡萄酒中成分有上千种，活性

物质非常多，褪黑素就是近几年新发现的葡萄酒中的

功能性成分[6]。但有关葡萄酒中褪黑素的研究还停留

在表面没有深入，葡萄酒中的褪黑素到底是如何产生

的现在还存在分歧，Rodriguez-Naranjo
[7]等认为褪黑素

是发酵过程中产生的，酿酒酵母在其中起决定性作用。

也有研究表明褪黑素可能是作为一种信号分子参与了

酿酒酵母的发酵过程[8]。褪黑素及其代谢产物也是一

种非常强的抗氧化物质，有研究发现葡萄相关产品中

褪黑素与其抗氧化能之间存在一定相关性[9]。但目前

尚无外源添加褪黑素对酿酒酵母发酵进程及抗氧化的

相关研究报道。 

本文通过外源添加不同褪黑素，研究其对酿酒酵

母发酵能力、主要逆境发酵代谢产物及抗氧化体系的

影响，初步探讨褪黑素对酿酒酵母的作用，同时测定

了褪黑素的含量变化，希望能为将来开发富含褪黑素

的保健葡萄酒的研发提供帮助。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  试验菌株 

试验所用菌种为商业酿酒酵母“RED FRUIT”

(Saccharomyces cerevisiae)由意大利英纳帝斯（enartis）

公司提供，中文名为“红果香”。 

1.1.2  培养基和缓冲溶液 
YPD 液体培养基（用于种子培养）：酵母浸粉

1%，蛋白胨2%，葡萄糖 2%。 

YPD 固体培养基（用于菌种保存）：酵母浸粉

1%，蛋白胨2%，葡萄糖 2%，琼脂粉2%。 

模拟葡萄汁培养基（MSM培养基）可以模拟标准

葡萄汁的主要成分，同时排除酚类、花色苷等物质的

干扰适于研究酿酒酵母的发酵特性。配制参考Marullo

等[10]的方法，模拟葡萄汁的成分为(g/L)：葡萄糖(100)，

果糖(100)，酒石酸(3)，柠檬酸(0.3)，L-苹果酸(0.3)，

KH2PO4 (2)，MgSO4·7H2O (0.2)。氮源(190 mg total 

N/L)：(NH4)2SO4 (0.3 g)和Asn (0.6 g)。无机盐(mg/L)：

MnSO4·H2O (4)，ZnSO4·7H2O (4)，CuSO4·5H2O (1)，

KI (1)，CoCl2·6H2O (0.4)，(NH4)6Mo7O24·4H2O (1)， 

H3BO3 (1)。维生素(mg/L)：肌醇(300)，生物素(0.04)，

硫酸铵(1)，吡哆醇(1)，烟酸(1)，泛酸(1)，脂肪酸(mg/L)：

棕榈酸(1)，棕榈烯酸(0.2)，硬脂酸(3)，油酸(0.5)，亚

油酸(0.5)，亚麻酸(0.2)。pH值调整为3.3。 

PBS缓冲溶液：0.05 mol/L，用磷酸氢二钠和磷酸

二氢钠配制而成，pH 7.0。 

1.2  试剂和仪器设备 

1.2.1  试剂 

褪黑素、葡萄糖、果糖、甘油、乙醇、海藻糖标

样购于美国Sigma公司，其他试剂均为分析纯级别。 

1.2.2  仪器设备 

恒温摇床培养箱、超净工作台、紫外分光光度仪、

Shinadzauy220万分之一天平、飞鸽牌冷冻离心机、超

低温冰箱、Waters高效液相色谱、安捷伦1200系列液相

系统、安捷伦6460三重四极杆串联质谱仪。 

1.3  方法 

1.3.1  菌种采集、活化与接种方法 

取微量商业菌株干粉，接入到 35 ℃温水中活化

30 min，在超净工作台上用接种环将活化好的菌体划

线接种到 YPD 固体培养基中，于培养箱中 28 ℃培养

48 h。将培养好的菌种用接种环接种到 YPD 液体培养

基中，用恒温摇床培养箱 120 r/min 培养12 h，在培养

基 OD600 值达到 1.4 左右时，取 1%的量接种到含有

MSM培养基(400 mL)的厌氧发酵瓶中。 

1.3.2  外源褪黑素处理方法 

褪黑素用 50%的酒精溶液溶解，取 500 mg 褪黑

素标品溶解于 10 mL 的 50%酒精溶液中，制成 50 

mg/mL的褪黑素母液。用 10 mL的离心管梯度稀释成

三个不同浓度，分别加入相应的 MSM 培养基中，每

个培养基中加入 0.8 mL，使最终的褪黑素浓度分别达

到 100 mg/L、1 mg/L、0.01 mg/L。以加入稀释液（50%

酒精溶液）0.8 mL的培养基为对照。将所有发酵瓶放

于摇床培养箱中 28 ℃，120 r/min，发酵时间 14 d，每

天定时取样，每个样品设三个平行。 

1.3.3  主要发酵产物的高效液相色谱测量方法 

参照 Moreira 等[11]的方法并稍作修改，采用高效

液相色谱法（Waters-2695）测定酵母主要代谢产物(海

藻糖、甘油、乙醇)，色谱条件：Bio-Rad HPX-87H色

谱柱（300 mm×7.8 mm），示差检测器（RID，
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waters-2414）。柱温 55 ℃，流速 0.5 mL/min，等度洗

脱，进样量 10 μL，以峰面积外标法定量。 

流动相：0.005 mol/L H2SO4；流动相经溶剂过滤

器过滤，滤膜为 0.22 μm水相膜（四氟乙烯膜）。 

1.3.4  酿酒酵母发酵特性的测定方法 

通过测定发酵过程中 CO2 的释放速率和释放总

量来评估酵母的发酵能力，每天定时取发酵瓶于精密

天平（精确到 0.01 g）上称重，称重前摇晃发酵瓶至

CO2 泡沫不再产生，记录样品每天的 CO2减重量。 

1.3.5  酿酒酵母抗氧化体系的测定方法 

1.3.5.1  酿酒酵母总超氧化物歧化酶（T-SOD）测定

方法 

粗酶液制备：取 2 mL发酵液 4000 r/min 离心 5 

min，上清液另存，菌体用无菌水 3 mL 4000 r/min 离

心清洗 2 遍，去掉上层清洗无菌水，菌体加入 2 mL

预冷的 pH7.0 的PBS 缓冲溶液，涡旋混匀，加入酸洗

玻璃珠一勺（直径 450~500 μm），超声破碎（冰浴，

开 3 s，停 3 s，180 个循环），低温离心（0 ℃，12000 

r/min，20 min），分离上清液，得到粗酶液。 

T-SOD 的测定采用羟胺法：测定管和对照管分别

加入 1 mL 0.05 mol/L磷酸盐缓冲溶液（pH 7.8），依次

向测定管中加入 100 μL的粗酶液，对照管中加入 100 

μL的双蒸水，然后对照管和测定管分别加入0.1 mL 10 

mmol/L的盐酸羟胺，0.1 mL 7.5 mmol/L的黄嘌呤，

0.1 mL 0.023U/mL的黄嘌呤氧化酶，涡旋混匀28 ℃恒

温水浴 30 min，再分别加入 2 mL 3.3 g/L的对氨基苯

磺酸和 2 mL 10 g/L的甲萘胺，混匀15 min 后，以蒸

馏水调零，测定550 nm处的 OD 值。规定每毫克蛋白

在 1 mL 反应液中 SOD 抑制率达到 50%时所对应的

SOD 量为一个 SOD 酶活力单位。 

计算公式： 

 

）待测样本蛋白浓度（
）取样量（

）反应液总体积（

对照管

－测定管对照管
）活力（总 mL/protein mg

mL

mL
%50protein mg/ 

OD

ODOD
USOD

1.3.5.2  酿酒酵母过氧化氢酶（CAT）测定方法 

粗酶液的提取参考1.3.5.1。CAT的测定采用钼酸铵

比色法，底物溶液为60 mmol/L H2O2（用高锰酸钾标

定），PBS为60 mmol/L的Na2HPO3和NaH2PO3 (pH 7.8)。

3组试管分别标记为空白管1、空白管2和测试管，均加

入0.5 mL 60 mmol/L H2O2溶液，再向空白管1中加入0.5 

mL 50 mmol/L钼酸铵溶液和0.3 mL煮沸的粗酶液，空

白管2中加入0.5 mL 50 mmol/L钼酸铵溶液和0.3 mL 

PBS，测试管中加入3 mL提取酶液，涡旋均匀后在28 ℃

下水浴15 min，然后立即加入0.5 mL 50 mmol/L钼酸铵

溶液摇匀。与前2管一起用分光光度计在410 nm处测定

吸光度。以每毫克蛋白每秒钟分解1 μmol的H2O2的量

为一个酶活力单位（U）。按照下列公式计算酶活 

)/ mg
60

1
271

2

-1
protein) mg/( mLprotein

OD

ODOD
UCAT 蛋白浓度（

取样量值空白管

值测定管值空白管
酶活力酵母 




1.3.5.3  发酵过程中丙二醛（MDA）的测定方法 

酵母MDA的提取方法同参考1.3.5.1中的方法。取

粗提液2 mL（对照加2 mL蒸馏水），加入2 mL 0.6%硫

代巴比妥酸（TBA），混匀物于沸水浴上反应10 min，

迅速冷却后再离心，取上清液测定450 nm，532 nm，

600 nm波长下的吸光值，以0.6% TBA溶液为空白。 

450600532 56.0)(45.6)nmol/mL(MDA AAA 浓度  

蛋白浓度样品重量提取液体积浓度含量 //)protein nmol/mg(MDA  MDA

1.3.5.4  蛋白浓度测定方法 

蛋白浓度测定采用考马斯亮蓝显色法。在干净的

试管中分别加入浓度为0.1 g/L的标准蛋白溶液0、0.1、

0.2、0.4、0.6、0.8 mL，加入相应体积的双蒸水使总体

积达到1 mL，再加入0.01% 5 mL考马斯亮蓝试剂，充

分摇匀后，1 h以内在595 nm处比色。以A595为纵坐标，

标准蛋白含量为横坐标，绘制标准曲线，建立方程。

酵母菌体重悬于50 μL溶液（20%甘油，10 mmol/L Tris 

pH 7.5，0.1 mmol/L EDTA，0.1 mmol/LDTT）即为待

测母液。取20 μL至试管中，加入980 μL双蒸水达溶液

总体积达到1 mL。分别加入5 mL考马斯亮蓝试剂，充

分摇匀，595 nm下读数。结合标准曲线计算待测样品

的蛋白质浓度（μg/mL）。 

1.3.5.5  发酵过程中总抗氧化能力（T-AOC）测定方

法 

测定方法采用FRAP法，该法原理为Fe
3+

-三吡啶三

吖嗪(tripyridyl- triazine, TPTZ, Sigma)可被样品中还原

物质还原为二价铁形式，呈现出明显的蓝色，并于593 

nm处具有最大光吸收，根据吸光度的大小计算样品抗

氧化活性的强弱。步骤如下：取适量1 mL发酵液，加

入1.8 mL TPTZ工作液（由0.3 mol/L醋酸盐缓冲液25 

mL、10 mmol/L TPTZ溶液2.5 mL、20 mmol/L FeCl3溶

液2.5 mL组成），混匀后28 ℃反应10 min，593 nm测定

吸光度，以1.0 mmol/L FeSO4为标准，以达到同样吸光

度所需FeSO4的毫摩尔数表示样品的抗氧化活性。规定

在28 ℃时，每分钟每毫升发酵液使反应体系的吸光度
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值每增加0.01时为一个总抗氧化能力单位。 

1.3.6  褪黑素的高效液相色谱 -串联质谱

（HPLC-MS/MS）检测方法 

参考 Kocadaglı 等 [12]的方法，并稍作修改。取

1.3.5.1 中的上清液 1 mL于 5 mL的离心管中，加入 3 

mL 50%的乙醇水溶液，涡旋混匀 30 s，取 1 mL过 0.22 

μm 有机相膜（四氟乙烯膜），进 LC-MS 检测。 

LC-MS 检测条件：液相色谱为 Agilent1200 系列

HPLC system，质谱为 Agilent 6460 triple quadruple 

mass spectrometer (Waldbornn, Germany)。色谱柱为

VP-ODS 岛津 9022005 (150×2.0 mm)。流动相为水:乙

腈=65%:35% (V:V)，均含有 0.3%的甲酸。流速 0.3 

mL/min，柱温40 ℃，进样量 5 μL。 

质谱条件：干燥气N2，流速10 L/min，温度375 ℃。

喷射电压 1000 V，正向毛细管电压 4000 V，检测模式

为多重反应监测（multiple reaction monitoring, MRM）

模式，碎裂电压 70 V，以主要的碎片离子 m/z 174.2

为定性依据，外标法定量。 

1.3.7  数据处理 

所有试验重复三次，数据统计分析利用 SPSS17.0

软件 ANOVA和 Duncan 分析方法，0.05显著水平。 

2  结果与分析 

2.1  不同浓度外源褪黑素对酿酒酵母发酵性

能的影响 

 
图 1 不同浓度外源褪黑素对酿酒酵母发酵过程中二氧化碳失

重的影响 

Fig.1 Effect of different concentrations of exogenous melatonin 

on CO2 mass loss during Saccharomyces cerevisiae fermentation 

酿酒酵母在酒精发酵的过程中会大量产生 CO2，

产生的速率和最终的生成总量可以直接反应酵母的发

酵速度和发酵活力，是评价酿酒酵母发酵能力最简便

快速的方法。从图 1 可以发现，酵母在发酵的第 29 h

达到了发酵高峰，此时酵母适应了模拟葡萄汁培养基

高渗透压和低 pH 的胁迫逆境，开始快速发酵，随后

随着发酵的进行，发酵速度逐渐减慢，对照组在发酵

的第 8 d CO2 已经几乎不再变化，说明发酵已经趋于

终止，而处理组则直到第 14 d，发酵才完全终止。经

过褪黑素处理的酿酒酵母相比对照组能有效地降低发

酵高峰，同时在发酵的后期延长发酵时间，使得整个

发酵期间 CO2的失重速率曲线较为平缓，使发酵进行

的更加平稳和缓和，有利于葡萄酒中风味物质的产生

和营养物质的保存。但最终的 CO2总生成量，对照组

和处理组无显著性差异，说明褪黑素处理对最终的发

酵无明显影响。 

 

 

图 2 不同浓度外源褪黑素对酿酒酵母发酵过程中总糖和乙醇

含量的影响 

Fig.2 Effect of various concentrations of exogenous melatonin 

on the content of total sugar and ethanol produced during 

Saccharomyces cerevisiae fermentation 

注：不同字母之间表示显著性差异（p<0.05）。 

酿酒酵母发酵过程中的糖分的减少和酒精的增加

可以更直接地表明酵母酒精发酵的能力。从图 2中可

以看出随着发酵的进行，糖分不断减少，酒精不断增

加，发酵的后期残糖和酒精度都趋于平缓。褪黑素处

理组在发酵的第 2 d 到第12 d总糖的含量均明显高于

对照组（p<0.05），其中发酵的第 4 d，低、中、高浓

度褪黑素处理组的总糖含量分别比对照组高 33.88%、

63.85%、76.72%，说明处理组总糖消耗慢于对照组，

发酵过程减缓。这从酒精的生成量也能得到印证，发

酵第 4 d 时，低、中、高浓度褪黑素处理组的酒精生
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成量分别比对照组低 6.78%、12.80%、15.70%，在发

酵的第 6 d，对照组酒精含量就基本达到稳定，而处理

组则在第 8 d 及以后达到稳定，对照组酒精生产量明

显快于处理组。而且无论是总糖含量还是酒精生产量，

在处理组之间也存在着褪黑素浓度越高，发酵进程越

慢的趋势。 

从图 1 和图 2 的结果，我们可以发现，酿酒酵母

在经褪黑素处理后，其发酵的进程减慢，且褪黑素浓

度越高，其发酵进程越慢，但最终的酒精度、残糖及

CO2 生成量却并无显著差别。表明褪黑素处理使得发

酵的进程变得更加平缓、柔和，这会有利于发酵过程

的控制，而且发酵过程越长，在真实葡萄酒发酵过程

中，越有利于多酚、黄烷醇等营养物质的保留，也能

更多产生甘露糖等酵母代谢产物，也越有利于提高葡

萄酒的品质。为了研究褪黑素能减缓发酵过程的原因，

我们进一步深入分析了酵母发酵过程中主要的逆境代

谢产物甘油和海藻糖的变化及褪黑素对酿酒酵母抗氧

化体系的影响。 

2.2  不同浓度外源褪黑素对酿酒酵母发酵产

物海藻糖和甘油的影响 

 

 
图 3 不同浓度外源褪黑素对酿酒酵母发酵过程中海藻糖和甘

油含量的影响 

Fig.3 Effect of different concentrations of exogenous melatonin 

on the content of trehalose and glycerol during Saccharomyces 

cerevisiae fermentation 

海藻糖、甘油是酿酒酵母在酒精发酵过程中主要

的逆境代谢产物，其含量与酵母适应逆境胁迫的能力

密切相关。当酵母面临高温、酒精等胁迫时，会在不

同程度上引起细胞内海藻糖浓度的上升。海藻糖具有

在胁迫条件下防止细胞内蛋白质聚集和帮助蛋白质正

确折叠的功能，高水平的海藻糖可保护蛋白质避免变

性，抑制变性蛋白质的聚合[13]。甘油作为一种渗透调

节剂，其主要作用是平衡外界的高渗透压胁迫，并且

甘油的合成可以平衡 NADH/NAD 和氧化还原电位，

也是酵母适应渗透压胁迫能力的主要指标，甘油和海

藻糖可以有效地降低酵母细胞受到的逆境胁迫，使得

发酵快速进行。 

从图 3 中可以看出，随着发酵的进行，发酵液中

海藻糖、酒精都在不断积累，甘油在发酵的第8 d 达

到高峰，随后缓慢地下降。而海藻糖含量不断积累，

在后期趋于稳定。褪黑素处理组的海藻糖积累量在发

酵的中后期（第 6 d 以后）明显低于处理组（p<0.05），

在发酵结束时，对照组海藻糖含量达到 1.44 g/L。甘

油在发酵的初期快速产生，说明发酵的初期，渗透压

胁迫是酵母面对的主要逆境条件，从而迫使酵母快速

做出应答，合成甘油。在发酵期间，对照组褪黑素含

量均高于处理组，特别是第 8 d 和第 10 d，对照组甘

油的生成量明显高于处理组（p<0.05），发酵第 8 d

时，对照组甘油含量达到最大值 6.25 g/L，而低、中、

高浓度褪黑素处理组甘油含量比对照组分别低

7.57%、12.28%、11.99%。发酵后期各处理组之间甘

油含量无显著性差异。 

酵母在逆境胁迫的条件下会产生甘油和海藻糖

来保护细胞不受逆境的损害，外源褪黑素的存在使得

甘油和海藻糖的生成量降低，表明在外源褪黑素存在

的条件下，酵母受到的逆境胁迫减少。这可能是由于

褪黑素本身具有很强的抗氧化能力，从而减少了酵母

的氧化胁迫，也可能是由于褪黑素的存在诱导了酵母

自身抗氧化体系的增强，因此我们进一步研究了褪黑

素与酵母抗氧化体系之间的关系。 

2.3  不同浓度外源褪黑素对酿酒酵母抗氧化

体系的影响 

酵母在酒精发酵的过程中会遇到多种环境胁迫

因子的影响，其中氧化胁迫就是最重要的胁迫条件，

高温、酒精、重金属等因素都会引起强烈的氧化胁迫，

氧化胁迫可以导致胞内活性氧的水平提高，而活性氧

会破坏蛋白质，造成酵母细胞失水，而且还会引起细

胞内膜脂的过氧化降解，造成细胞死亡。酵母为了应
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答氧化胁迫的逆境，酵母的自身抗氧化酶体系就会得

到表达，从而清除体内的活性氧，酵母的主要抗氧化

酶包括SOD 和 CAT
[14]

。SOD 广泛存在于生物体内，

能特异性地清除体内的氧自由基。CAT 是一种末端氧

化酶，以 H2O2为底物，并将其分解成 H2O 和 O2，消

除体内活性氧。SOD 和 CAT 是细胞抵抗活性氧胁迫

最直接有效的方式，因此它们的活性变化能够直接地

反应酵母细胞对氧化胁迫应答的水平指标。MDA 是

自由基作用于脂质发生过氧化的终产物，它能与膜上

的蛋白质和酶结合，使之失去活性破坏膜结构，MDA

含量可以作为判断细胞膜氧化损伤程度的指标。 

 

 

 
图 4 不同浓度外源褪黑素对酿酒酵母发酵过程中酵母 SOD、CAT

酶活性及 MDA 含量的影响 

Fig.4 The effect of different concentrations of exogenous 

melatonin on SOD and CAT activities and MDA content 

during Saccharomyces cerevisiae fermentation 

注：不同字母之间表示显著性差异（p<0.05）。 

从图4中可以发现，在发酵的中后期，酵母的SOD

和 CAT 酶活性增高，说明在发酵的中后期酵母对逆

境胁迫的能力增强。在发酵的第 8 d 及以后，处理组

的 SOD 酶活性明显高于对照组（p<0.05），在发酵的

第 14 d，低浓度和中浓度褪黑素处理组T-SOD 酶活分

别比对照组高 68.15%和 59.88%，说明外源褪黑素处

理能刺激酵母 SOD 酶活性增高，从而提高细胞的抗

氧化能力，增强细胞活力，从而延长了发酵时间，与

图 1 的结果相互印证。而且0.01 mg/L和 1 mg/L两个

褪黑素浓度处理组 SOD 酶和 CAT 酶活性明显高于

100 mg/L的处理组和对照组（p<0.05），在发酵第 14 d

时，低、中、高褪黑素处理组 CAT 酶活分别是对照

组的 2.85、2.87、1.84 倍。推测可能是低浓度的褪黑

素处理能更有效地诱导酵母抗氧化酶体系的启动，已

有文献报道褪黑素能诱导动物和植物体内抗氧化相关

酶活性提高[8]。而高浓度的褪黑素由于本身就具有很

强的抗氧化能力，从而消除了一部分细胞内的活性氧，

从而使酵母体内相关抗氧化酶活性降低。随着发酵的

进行，MDA 的含量呈现缓慢下降的趋势，在发酵的

初期，酵母体内 MDA含量较高，100 mg/L浓度褪黑

素处理组相比较其他处理，MDA 含量明显偏少，在

发酵结束时，高浓度褪黑素处理组的 MDA 含量只有

对照组的 71.44%，说明高浓度的褪黑素能有效减少

MDA，保护细胞免受氧化伤害，而对照组和0.01 mg/L

和1 mg/L两个褪黑素浓度处理组之间MDA含量差异

不显著。 

中低浓度的褪黑素能有效地刺激酵母抗氧化相

关酶（SOD、CAT）的表达，从而增强酵母的抗氧化

能力。而高浓度的褪黑素由于本身具有强大的抗氧化

能力，可以直接保护酵母减少氧化胁迫。这说明低浓

度与高浓度褪黑素影响酵母的抗氧化作用机制是不一

样的。 

 
图 5 不同浓度外源褪黑素对发酵液总抗氧化能力的影响 

Fig.5 Effect of different concentrations of exogenous melatonin 

on the total antioxidant capacity (T-AOC) of the broth during 

Saccharomyces cerevisiae fermentation 

发酵液的总抗氧化能力（T-AOC）可以直接说明
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褪黑素对模拟葡萄汁抗氧化能力的贡献程度。在酿酒

酵母酒精发酵的过程中，随着发酵的进行，酵母的次

级代谢产物逐渐排出体外进入发酵液，会增加发酵液

的总抗氧化能力。从图 5 可以看出，随着发酵的进行，

发酵液的抗氧化能力不断增强，在发酵的初始，100 

mg/L浓度褪黑素处理组总抗氧化能力大于其他处理，

且在整个发酵过程中，高浓度褪黑素组都要远远高于

其他处理组，在发酵结束时，中浓度和高浓度褪黑素

处理组抗氧化能力分别比对照组高39.56%和14.22%，

说明褪黑素本身具有较强的抗氧化活性，而低浓度组

由于褪黑素含量较少，与对照组之间无显著差异。外

源的褪黑素能有效地增加发酵液的抗氧化能力。 

2.4  发酵过程中褪黑素含量的变化 

 

 

 
图 6 外源褪黑素含量在发酵过程中的变化 

Fig.6 Changes in exogenous melatonin concentration during 

Saccharomyces cerevisiae fermentation 

从图 6 中可以看出，外源褪黑素在加入模拟葡萄

汁培养基后，会随着发酵的进行逐渐消耗。总褪黑素

消耗量100 mg/L处理组>1 mg/L处理组>0.01 mg/L处

理组，1 mg/L和 0.01 mg/L处理组在发酵的前期消耗

迅速，说明在发酵前期，酵母在经受较为严酷的逆境

胁迫时，褪黑素的迅速降低与此可能存在一定关联，

值得深入研究。在发酵结束时，不同浓度处理组分别

还剩余 36 mg/L、0.5 mg/L、5.2 μg/L的褪黑素，在发

酵的后期，褪黑素的含量趋于稳定，变化不大。 

3  结论 

不同浓度的外源褪黑素处理对酿酒酵母最终的

酒精生产能力和发酵性能无显著影响，但能减弱发酵

高峰，延长发酵时间，使发酵进行的更加缓和，同时

外源褪黑素会降低酵母甘油、海藻糖等逆境代谢产物

的积累。中低浓度的褪黑素会诱导酵母提高 SOD、

CAT 等抗氧化相关酶活性增加，并减少 MDA的产生，

高浓度褪黑素具有强抗氧化作用，会增强发酵液的抗

氧化能力，同时在发酵的过程中，褪黑素本身会逐渐

消耗，并在发酵的后期趋于稳定。总之，外源添加褪

黑素会增强酵母适应胁迫逆境的能力，有利于发酵的

进行。在将来的研究中，外源褪黑素添加对真实果汁

发酵的影响是否与模拟汁相似？其对酵母的作用机制

是什么？这些将是未来的研究方向。外源添加褪黑素

进行果酒的酿制，从而开发富含褪黑素的保健果酒也

将是未来的研究热点。 
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