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摘要：本试验分别研究了在乳清蛋白-葡萄糖和牛血清白蛋白-葡萄糖模拟生理体系中，荔枝果皮原花青素（Litchi pericarp 

procyanidins，LPPC）对美拉德反应和晚期糖基化终末产物（advanced glycation end products，AGEs）的抑制作用，以荧光性 AGEs

的强度为表征依据。结果表明，在乳清蛋白-葡萄糖模拟体系中孵育 35 d 时，LPPC 对 AGEs 的抑制效果最强，达 60.21±1.34%。LPPC

浓度为 1 mg/mL 时，相对抑制率最大可达 85.33±9.02%（显著高于维生素 C（Vc），p<0.05）。在牛血清白蛋白-葡萄糖体系中，孵育

35 d 后 LPPC 对 AGEs 的相对抑制率最高达 70.01±1.32%，且与 LPPC 浓度呈现正相关。当 LPPC 浓度为 0.5 mg/mL 时，抑制率最大

为 95.46±10.12%（显著高于氨基胍（AG），p<0.05）。不同 pH 值下蛋白质的稳定性研究表明，乳清蛋白在与 LPPC 长期孵育后，其

热稳定性明显降低，再次提示了 LPPC 对美拉德反应的抑制作用。LPPC 可作为一种天然的食品基质的 AGEs 抑制剂深度开发。 
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Abstract: The inhibitory effect of litchi pericarp procyanidins (LPPC) on the Maillard reaction and advanced glycation end product (AGE) 

formation was studied in whey protein (WPI)-glucose (Glu) and bovine serum albumin (BSA)-Glu simulations systems, and characterization 

was based on the fluorescence intensity of AGEs. The results indicated that the maximum inhibitory rate of LPPC on AGE formation in the 

WPI-Glu system after incubation for 35 d was 60.21±1.34%. Furthermore, at a concentration of 1 mg/mL, the inhibitory rate of LPPC reached a 

maximum of 85.33±9.02%, significantly higher than that of vitamin C (Vc, p<0.05). In the BSA-Glu system, the maximum inhibitory rate of 

LPPC on AGE formation after incubation for 35 days reached 70.01±1.32%, and showed a positive correlation with LPPC concentration. At an 

LPPC concentration of 0.5 mg/mL, the inhibition of AGE formation reached 95.46±10.12%, which was significantly higher than that of 

aminoguanidine (AG, p<0.05). Studies of protein stability at different pH values suggested that the thermal stability of WPI was significantly 

decreased after 35 d of incubation with LPPC, further implying the inhibitory effect of LPPC on the Maillard reaction. Overall, LPPC could 

serve as a food resource with natural AGE inhibition. 
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晚期糖基化终末产物（advanced glycation end  
products，AGEs），常指由还原糖羰基与氨基酸或蛋白

质、脂质或核酸等大分子物质的游离氨基经过缩合、

重排、裂解和氧化修饰等一系列非酶促反应后产生的

一类稳定的化合物[1]。在诸多形成途径中，二羰基化

合物和活性氧与蛋白质的反应最容易产生 AGEs[2,3]。

AGEs 不仅可以直接影响细胞和组织功能、参与疾病

的产生，也可以通过与特异受体结合发生反应来改变

蛋白质和细胞功能，导致机体的病理变化[4]。随着年

龄的增长，老年人、糖尿病与肾病病人的血浆和组织

中都存在着高浓度的 AGEs[5]。因此，寻找一些适合的

AGEs抑制剂将有效改善AGEs并发症的形成和发生。 
目前，广泛研究的 AGEs 抑制剂主要分为 AGEs

形成抑制剂和断裂剂两大类。其中，氨基胍（AG）是

一种已达到临床应用阶段的 AGEs 形成抑制剂。它能

捕获 AGEs 的前体物质如乙二醛、甲基乙二醛和葡萄

糖酮醛等活性羰基化合物，形成无活性的替代物，从

而抑制 AGEs 形成[6]。但 AG 对人体有较大的副作用，

如引起胃肠道功能紊乱、破坏肺功能等[7]。因此，开

发天然无副作用的 AGEs 抑制剂将成为热点。近年来，

国内、外学者从天然产物中分离鉴定了包括黄酮类、

蒽醌类和生物碱类等多种结构类型的AGEs抑制剂[8]。

研究发现，类黄酮化合物对荧光性（如乙二醛-赖氨酸

二聚体）和非荧光性（如羧甲基赖氨酸）AGEs 均有

抑制作用[2,9]。原花青素（procyanidins，PCs）作为黄

酮类化合物的一种，已证实其是一种具有极强的抗氧

化活性和自由基清除能力的天然膳食补充剂[10~12]。吴

茜等（2015）研究表明，莲原花青素可通过清除活性

羰基和调节血脂代谢，显著降低大鼠体内各脏器中

AGEs 的蓄积[13]。 
荔枝是亚热带水果，原产我国南部，以广东和广

西等地栽培为主。课题组前期研究表明，荔枝除了果

肉鲜美以外，果皮因富含原花青素、花色苷、黄酮等

多酚类化合物同样存在着巨大的开发价值，具有抗氧

化、抑菌、降血脂及降尿酸等功效[14~16]。但目前为止，

荔枝皮原花青素（LPPC）作为天然抗氧化剂和添加剂

在食品中的应用还鲜见报导。活性羰基在高温加热食

品和人体中均广泛存在，因此，基于 LPPC 优越的功

能特性，本试验拟将其加入到乳清蛋白-葡萄糖和牛血

清白蛋白-葡萄糖模拟体系中，研究 LPPC 对 AGEs 形
成和美拉德反应的抑制作用，并监测反应后蛋白质热

稳定性的变化。旨在开发一种食品基质的 AGEs 抑制

剂。 

1  材料与方法 

1.1  原料和试剂 

原料：荔枝品种白腊（Litchi Chinensis Sonn. cv. 
Baila），2013年 7月采自广州。采后去皮，果壳于-18 ℃
冰柜中保存。 

试剂：牛血清白蛋白（BSA）、葡萄糖（Glu）、叠

氮钠（NaN3）、Vc、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠与葡萄

糖等，分析纯，购于国药集团化学试剂有限公司；氨

基胍（AG），购于美国 Sigma 公司；乳清蛋白（WPI），
购于美国 Hilmar Ingredients 公司 

1.2  仪器和设备 

EL 104 电子天平，梅特勒-托利多仪器（上海）

有限公司；Beta2-8 冻干机，德国 CHRIST 公司；RF 
5301 荧光分光光度计，日本 SHIMADZU 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  荔枝皮原花青素提取物的制备 
将一定量的荔枝皮撕碎后，加入 70%乙醇固液萃

取，料液比 1:10（m/V）；在 60 ℃条件下浸提 90 min
后，抽滤得滤液，于 50 ℃的条件下旋转蒸发浓缩。

将浓缩液过 AB-8 大孔树脂，用蒸馏水（10 倍量）洗

去不被吸附的杂质，再通过 70%乙醇收集洗脱[17]。

50 ℃减压浓缩除去有机试剂后，真空冷冻干燥，即得

荔枝皮原花青素提取物（Litchi pericarp procyanidins，
LPPC），盐酸正丁醇法检测原花青素的含量>95%[18]。 
1.3.2  不同孵育时间下 LPPC 对 AGEs 的抑制

效果 
分别用 0.2 M PBS 缓冲液（pH=7.4）配制 WPI、

BSA、Glu、NaN3和 LPPC 母液。将 WPI-Glu 模拟生

理体系中 AGEs 的生成和抑制反应设置为：空白组，

WPI+NaN3；对照组，WPI+Glu+NaN3；LPPC 组：

WPI+Glu+LPPC+NaN3。将 BSA-Glu 模拟生理体系的

反应设置为：空白组，BSA+NaN3 ；对照组，

BSA+Glu+NaN3；LPPC 组：BSA+Glu+LPPC+NaN3。

且反应体系中 WPI、BSA、Glu、LPPC 和 NaN3的终

浓度分别为 5、5、36、0.2 和 0.195 mg/mL。将所有试

管放于 37 ℃的隔水式培养箱中密封避光孵育，反应

1、3、5、7、10、15、20、25、30、35、40、50 和 60 
d 后分别取样，进行荧光检测。每组设 5 个平行，以

进行统计学分析。 
1.3.3  不同浓度 LPPC 对 AGEs 的抑制效果 

根据 1.3.2 的试验结果，拟定孵育 35 d 时 LPPC
对模拟体系中 AGEs 的抑制效果最佳。分别设置与

1.3.2 相同的 WPI-Glu 和 BSA-Glu 模拟体系，调控其
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中 LPPC 组原花青素的最终浓度为 0.01、0.02、0.04、
0.05、 0.1、 0.2、 0.5 或 1 mg/mL，并增加 Vc
（WPI+Glu+Vc+NaN3）和 AG（BSA+Glu+AG+NaN3）

阳性对照组，使 Vc 和 AG 浓度为 1 mg/mL。再将所

有试管放于 37 ℃的隔水式培养箱中密封避光孵育，

反应 35 d 后取出，进行荧光检测。每组设 5 个平行，

并进行统计学分析。 
1.3.4  总荧光化合物的测定 

取 1 mL 反应液，避光冷却至室温，临测前用 PBS
缓冲液稀释到 4 mL，再通过荧光分光光度计检测其荧

光值，以防止荧光猝灭效应。稀释后的反应液在激发

波长 370 nm，发射波长 440 nm 下测定荧光吸收强度
[19,20]。 
1.3.5  相对抑制率的计算 

用上述方法测得荧光吸收强度后，取平均值，按

下式计算 LPPC 对两个模拟体系中 AGEs 的相对抑制

率。 

%00
FF
FF

% 1
-

-
×=

空白对照

样品对照）相对抑制率（  

式中︰F 样品-加入 LPPC 时反应稀释液的荧光吸收强度；F

对照-不加 LPPC 时反应稀释液的荧光吸收强度；F 空白-不加 LPPC

不加 Glu 时反应稀释液的荧光吸收强度。 

1.3.6  蛋白质稳定性分析 
对两种蛋白（WPI 和 BSA）与葡萄糖和原花青素

在长期孵育后的热稳定性进行分析：分别调节各组孵

育 35 d 后的蛋白葡萄糖反应液至不同 pH 值（3~7），
混合均匀后置于 88 ℃水浴 2 min，用冰水迅速冷却至

室温，并观察其样品浑浊程度。 
1.3.7  数据处理 

采用 Excel 12.0 处理各组试验数据，结果表示为

平均值±标准差；绘图和统计学分析通过 Origin 8.0 软

件完成。 

2  结果与分析 

2.1  不同孵育时间下 LPPC对AGEs形成的抑

制作用 

2.1.1  乳清蛋白-葡萄糖模拟体系中 LPPC 对

AGEs 的抑制 
随着乳清蛋白和葡萄糖加热时间的延长，其美拉

德反应的程度会不断加剧，AGEs 的生成量呈现上升

趋势[21]。但如图 1 所示，在 WPI-Glu 模拟体系中，随

着 LPPC 的加入，AGEs 的生成被显著抑制了，但其

相对抑制率不与反应体系中 AGEs 的产物浓度相关。

在孵育的前 3 d，未见原花青素对蛋白质和葡萄糖的相

互作用产生影响；在反应的第 5~35 d，LPPC 对模拟

体系中 AGEs 生成的抑制显著可见，并随着时间的变

化逐渐上升，于反应进行到第 35 d 时达到了最大值

60.21±1.23%。极有可能与黄酮类化合物对美拉德反应

的中间产物，特别是活性羰基化合物的抑制作用有关
[2,9]，因此其表现为荧光性 AGEs 浓度的降低和模拟体

系荧光强度的减弱。从 35 d 之后，LPPC 对 AGEs 的
抑制率趋于稳定，并较之前而言有所降低，基本维持

在 53%左右。可能与长期孵育过程中多酚类化合物自

身结构的不稳定性有关[22]。在中性 PBS 溶液中，原花

青素的酚羟基会氧化成醌，其清除自由基的活性也随

之减弱。 

 
图1 不同孵育时间下LPPC对WPI-Glu模拟体系中AGEs形成的

抑制效果 

Fig.1 Inhibitory effect of LPPC on AGE formation in a 

WPI-Glu simulated system after different incubation durations 

2.1.2  牛血清白蛋白-葡萄糖模拟体系中 LPPC
对 AGEs 的抑制 

 
图2 不同孵育时间下LPPC对BSA-Glu模拟体系中AGEs形成的

抑制效果 

Fig.2 Inhibitory effect of LPPC on AGE formation in a 

BSA-Glu simulated system after different incubation durations 

如图 2 所示，在 BSA-Glu 模拟体系中，随着孵育

时间的延长，LPPC 对 AGEs 的抑制作用与 2.1.1 呈现

类似的趋势。在孵育的前 3 d，基本未见原花青素对

BSA 和 Glu 的美拉德反应产生影响；在反应的第 5 到
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25 d，LPPC 对模拟体系中 AGEs 生成的抑制率随着时

间的变化不断上升，随后趋于平缓，于反应进行到第

35 d 时达到最大，为 70.01±1.32%。35 d 以后，LPPC
对 AGEs 的抑制作用稍有降低，与孵育 25 d 时效果接

近，抑制率保持在 60%左右。综上所述，结合两个模

拟体系中孵育时间对 LPPC 抑制效果的影响，考虑到

原花青素在溶液中的稳定性，初步拟定 35 d 为 LPPC
对蛋白质-葡萄糖模拟生理体系中 AGEs 控制效果最

佳的天数，并进行后续试验。 

2.2  不同浓度 LPPC对AGEs形成的抑制作用 

2.2.1  乳清蛋白-葡萄糖模拟体系中LPPC的抑

制作用 

 
图3 不同浓度LPPC对WPI-Glu模拟体系中AGEs生成的抑制作

用 

Fig.3 Inhibitory effect of LPPC on AGE formation in a 

WPI-Glu simulated system in the presence of different levels of 

LPPC (Vc as control) 

注：Vc 作为阳性对照。 

图 3 为 37 ℃孵育 35 d 时，不同浓度LPPC（0.01~1 
mg/mL）对 WPI-Glu 模拟生理体系中 AGEs 的抑制情

况。如图所示，LPPC 对 AGEs 的相对抑制率随浓度

的增加不断变大，提示蛋白质与葡萄糖的非酶反应产

物与 LPPC 的浓度呈现负相关。当 LPPC 浓度超过 0.2 
mg/mL 时，其对 AGEs 的抑制率便显著高于 1 mg/mL
的阳性对照 Vc（p<0.05）。结果表明，原花青素对美

拉德反应终产物的抑制和消除能力远远强于抗坏血

酸，与前人对两者之间清除自由基和抗氧化能力的研

究结果一致[23]。虽然 Vc 已是一种公认的食品添加剂

和油脂抗氧化剂，但作为 AGEs 的抑制剂而言，其效

果不及原花青素。1 mg/mL LPPC 对 AGEs 的抑制作

用可达到最大值 85.33±10.02%。 
2.2.2  牛血清白蛋白-葡萄糖模拟体系中 LPPC
的抑制作用 

如图 4 所示，LPPC 对BSA-Glu 模拟体系中AGEs
的相对抑制率随浓度的增加不断变大，特别是当

LPPC 的浓度在 0.01~0.05 mg/mL 之间时，浓度与抑制

率显著正相关。当 LPPC 浓度超过 0.1 mg/mL 时，其

对 AGEs 的抑制率即显著高于 1 mg/mL 的阳性对照

AG（p<0.05）。当 LPPC 浓度达到 0.5 mg/mL 时，几

乎可以完全抑制 BSA 与 Glu 反应产生的 AGEs，抑制

率为 95.46±9.87%。1 mg/mL LPPC 对 AGEs 的抑制率

与其添加量为 0.5 mg/mL 时，无显著差异（p>0.05）
和量效关系，考虑到 LPPC 在 PBS 中的溶解性和生物

有效性，初步认为 0.5 mg/mL LPPC 是最佳的BSA-Glu
模拟体系的 AGEs 抑制剂。倘若能将 LPPC 加以综合

开发，使之成为 AG 的替代物或配合物，将极大降低

其作为药物所产生的生理副作用。 

 
图4 不同浓度LPPC对BSA-Glu模拟体系中AGEs生成的抑制作

用 

Fig.4 Inhibitory effect of LPPC on AGE formation in a 

BSA-Glu simulated system in the presence of different 

concentrations of LPPC (AG as control) 

注：AG 作为阳性对照。 

2.3  LPPC 对模拟体系中蛋白质热稳定性的影

响 

蛋白质在加热过程中，会有比较大的聚集体产生，

随着溶液中聚集体粒径的增加，溶液浊度升高，在直

观图片中表现为浑浊现象[24]。美拉德反应产物能够显

著抑制乳清分离蛋白在等电点附近的热聚集。这是由

于亲水性糖链在蛋白位点上的接入，会增大溶液中蛋

白质分子的空间位阻，相对削弱了蛋白质分子间电荷

的静电吸引力，从而减少了蛋白热聚集程度，使溶液

浊度降低[25,26]。图 5 所示为不同浓度 LPPC 处理乳清

分离蛋白与葡萄糖反应产物在不同 pH 值溶液中

88 ℃水浴 2 min 后热稳定性的变化情况。由图可知，

加热后原蛋白溶液的浊度在 pH=4 的时候最大，在

pH=3、5、6 和 7 条件下，溶液保持澄清（瓶后的黑

实线为便于观察溶液透明度设置，越清晰的看到黑实

线说明溶液越澄清，否者越浑浊）。在 WPI 与 Glu 反
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应后，pH 4 浊度有所降低，即热稳定性有所增加，其

他 pH 条件下基本上不变。相比较而言，美拉德反应

产物在整个 pH 范围（3~7）内的热聚集程度降低；同

样的结论也可以从 BSA 与 Glucose 的反应结果中得

到，如图 6 所示。实验结果表明在偏酸或偏碱条件乳

清分离蛋白的热稳定性较好。 

 

 

 

 
图5 WPI与 Glu反应产物在不同pH值溶液在88 ℃水浴2 min

后浑浊情况 

Fig.5 Visual appearance of WPI-Glu products at 88 ℃ for 2 

min at different pH levels 

注：a 表示 WPI+NaN3；b 表示 WPI+Glu+NaN3；c 表示

WPI+Glu+LPPC (0.1 mg/mL)+NaN3；d 表示 WPI+Glu+LPPC (1 

mg/mL)+NaN3。 

 

 

 

 
图6 BSA与 Glu反应产物在不同pH值溶液在88 ℃水浴2 min

后浑浊情况 

Fig.6 Visual appearance of BSA-Glu products at 88 ℃ for 2 

min at different pH levels 

注：a 表示 BSA+NaN3；b 表示 BSA+Glu+NaN3；c 表示

BSA+Glu+LPPC (0.1mg/mL)+NaN3；d 表示 BSA+Glu+LPPC 

(1mg/mL)+NaN3。 

在WPI-Glu反应体系中加入 0.1 mg/mL LPPC时，

经过 88 ℃处理 2 min，在 pH 3 和 4 出现浑浊现象，

即热稳定性降低，其他 pH 条件下基本上不变。结合

前面的分析结果可知，0.1 mg/mL LPPC 对 WPI 与 Glu
的美拉德反应有所抑制，即阻碍了糖链在蛋白位点上

的接入。然而在 BSA 与 Glu 反应体系中抑制效果观察

不显著。在WPI与Glu反应体系中加入1 mg/mL LPPC
时，经过 88 ℃处理 2 min，在 pH 3~7 出现浑浊现象，

可能原因是 1）LPPC 对美拉德反应的抑制；2）高浓

度 LPPC 对蛋白质分子间电荷的静电有屏蔽作用，促

进了乳清分离蛋白的聚沉。 

3  结论 

3.1  荔枝果皮原花青素无论是在乳清蛋白-葡萄糖还

是在牛血清白蛋白-葡萄糖模拟生理体系中，都能显著

抑制晚期糖基化终产物（AGEs）的产生。孵育时间和

原花青素的浓度对抑制率具有调控作用。 
3.2  在WPI-Glucose模拟体系中，随着孵育时间的不

断推移，LPPC对AGEs的相对抑制率不断变大，于35 d
时达到最高为60.21±1.23%；反应40~60 d时，抑制率

有所降低，基本维持在53%左右。将不同浓度的LPPC
（0.01~1 mg/mL）添加至模拟体系中共同孵育35 d，
溶液中AGEs的生成量与原花青素浓度呈现负相关。当

LPPC浓度为1 mg/mL时，其对体系中AGEs的抑制率

最大，达到85.33±10.02%，效果显著强于相同浓度的

Vc（抑制率52.26±4.01%）。 
3.3  在BSA-Glucose模拟体系中，反应时间达到35 d
时，LPPC对AGEs的相对抑制率最大，达到70.01± 
1.32%；之后20 d趋于平缓，主要维持在60%左右。当

LPPC浓度为0.5 mg/mL，与BSA和Glu共同孵育，几乎

可以完全抑制美拉德反应的发生，对AGEs的抑制率为

95.46±9.87%。而此时，阳性对照AG对AGEs的抑制作

用仅为58.29±4.12%。提示LPPC可以作为一种天然的

食品基质的AGEs抑制剂深度开发。 
3.4  原花青素在与WPI和Glu的长期孵育过程中，当

LPPC浓度为0.1 mg/mL时，经过88 ℃处理2 min，仅

在pH 3和4出现浑浊现象，即热稳定性降低；而当LPPC
浓度增大至1 mg/mL时，经过相同处理，在pH 3~7间
均出现浑浊现象。再次提示了原花青素对美拉德反应

的抑制作用。 
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