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黑酱油类黑素的提取、光谱性质及功能

郭彩华 1，林 丽 1，陈昭华 1，卢珍华 1，孙莉萍 2，余 菁 1

(1.集美大学生物工程学院，福建 厦门      361021；2.厦门夏商淘化大同调味品有限公司，福建 厦门      361000)

摘   要：从黑酱油中提取类黑素并对其光谱性质和功能进行研究。结果表明：经有机溶剂沉淀及脱盐处理，冷冻

干燥获得类黑素粗制品，得率为 22.8g/100mL；经 Sephadex G-50 凝胶层析除去小分子物质，得到分子质量分布在

3000～55000u 的类黑素纯品。紫外和红外光谱扫描结果显示类黑素粗品是美拉德反应和酶促褐变的产物。类黑素

粗制品对 DPPH 自由基的清除率最高达 89.0%，对羟自由基的清除能力达 89.5%，对亚硝胺合成的抑制率可达

80.0%。提示酱油类黑素粗制品可以作为功能性固体酱油被开发，类黑色素纯品可开发成为功能性食用色素。
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Abstract ：Melanoidin was extracted from black soy sauce, and its spectral properties and bioactive functions were studied.
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酱油是一种富含多种氨基酸和风味物质，具有特殊

色香味的调味品。关于酱油健康功效的研究国内外都有

报道，主要是抗癌、抗氧化、预防心血管疾病等。

Benjamin 等[1]发现酱油对苯并芘诱导的小鼠贲门窦瘤形成

有抑制作用。Kataoka[2]报道酱油能降低小鼠肝肿瘤的发

生率，酱油中含有的血管紧缩素Ⅰ转换酶抑制剂，具

有抗高血压的功能。新加坡国立大学生物化学系研究人

员发现，黑酱油在人体内产生的抗氧化作用，比红酒

还高，有助于防止自由基对血管造成的破坏，降低动

脉硬化引发心脏病或中风的危险[3]。先宏等[4]通过自旋捕

集和电子顺磁共振技术研究了 3 种品牌酱油对活性氧类

自由基的清除作用，发现清除效果显著。

酱油的化学组分十分复杂，从现有的资料看，酱油

的功效物质主要是色深物质，或称为类黑素的物质[5-7]，

但是到目前为止国内对酱油类黑素的提取分离应用研究

工作报道极少。本实验以黑酱油为原料，沉淀法提取

类黑素并进行纯化，对类黑素性质进行研究，进而为

酱油类黑素的应用提供可参考的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黑酱油由厦门夏商淘化大同调味品有限公司提供。

按 SB/T 10313 — 1999《固稀发酵法酱油酿造工艺规程》

酿造。以豆粕、小麦为主要原料，经过前期固态发酵

后期稀发酵，成熟酱醪压滤分离，日晒夜露 3 个月后的

生酱油。

1,1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼(DPPH)、细胞色素 C、牛

血清白蛋白、卵清蛋白、氨基酸标准溶液   美国 Sigma
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公司；Sephedex G-50、蓝色葡聚糖 2000    美国 Pharmacia
公司；其余试剂为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

L-8900 氨基酸分析仪    日本日立公司；FT/IR-400/
600 傅里叶变换红外光谱仪    Jasco 日本分光公司；冷冻

干燥机    美国 Thermo 公司；CARY50 紫外 - 可见分光光

度计    美国 Varian 公司；Milli-Qcentury 超纯水系统    美
国 Millipore 公司。

1.3 方法

1.3.1 类黑素的沉淀提取工艺

                                    得到下层深棕色黏稠状固体

生酱油→加入无水乙醇→上层清液→加入丙酮→合并沉

淀物→加水溶解，沉淀物与水比例为 1:2(m/V)→重复无

水乙醇和丙酮沉淀→固形物→挥发溶剂→加水溶解，冷

冻干燥→类黑素粗制品

提取工艺关键点的说明：常温下将酱油和无水乙醇

以体积比 1:1.75 混匀，静置 24h。上层清液和丙酮以体

积比 1:1 处理。加水溶解，沉淀物与水以 1:2(m/V)处理，

目的是脱盐。

1.3.2 Sephadex G-50 分子筛柱层析法纯化类黑素

根据文献[8-9]的报道，黑色素的质量浓度与 400nm 波
长处的吸光度成线性关系，因此，实验中配制不同质量

浓度的类黑素溶液，测定其在 400nm 波长处的吸光度。结

果发现，在质量浓度为 0～10.0g/L 范围内，酱油类黑素

溶液质量浓度(x，g/L)与吸光度(y)之间呈良好的线性相关

关系，y = 0.1637x ＋ 0.028 (R2 ＝ 0.9995)。由此实验中类黑

素含量的变化以 400nm 波长处测定的吸光度表示。

将1g类黑素粗制品溶于5mL超纯水。过Sephadex G-50
柱(1.0cm × 30cm)，上样量 0.5mL，用超纯水进行洗脱，

流速 2mL/min，自动部分收集仪收集洗脱液，每管收集

1mL，在 400nm 波长处测吸光度。重复 10 次，合并相

同编号的洗脱液冷冻干燥，得到纯化的类黑素。

1.3.3 类黑素分子质量分布的测定

采用分子排阻色谱法测定类黑素分子质量分布[10-11]，

分别将已知相对分子质量的蓝色葡聚糖 2000(2000000u)、
细胞色素 C(13000u)、牛血清白蛋白(67000u)、卵清蛋白

( 4 3 0 0 0 u )溶解于超纯水中，质量浓度为 4 . 0 g / L。上

Sephadex G-50 凝胶柱(1.0cm × 30cm)，以超纯水洗脱，

上样量 0.5mL，流速 0.5mL/min，自动部分收集仪收集

洗脱液，根据颜色和 280nm 波长的吸光度，计算各自

的洗脱体积。蓝色葡聚糖 2000 的洗脱体积记作 V o，细

胞色素 C、牛血清白蛋白、卵清蛋白的洗脱体积记作

V o，绘制分子质量标准曲线。根据类黑素溶液的洗脱

体积，确定类黑素分子质量的分布。

1.3.4 类黑素的成分测定

1.3.4.1 基本成分

总氮测定：采用凯氏定氮法 [ 1 2 ]；总糖含量测定：

采用直接滴定法 [ 1 2 ]；氯化钠含量测定：采用 G B / T
5009.39 — 2003《酱油卫生标准的分析方法》测定。

1.3.4.2 氨基酸测定

采用氨基酸自动分析仪法 [ 1 2 ]，试样经 L C - 1 8 柱

(Supelclean LC-18 SPE 小柱，型号规格 500mg/3mL)过滤

至无色，取滤液 20μL 于 L-8900 氨基酸分析仪自动连续

进样器进行氨基酸测定。采用外标法定量。

1.3.5 类黑素的光谱性质研究

类黑素粗制品配制成不同质量浓度的水溶液，用

CARY50 紫外 - 可见分光光度计，在室温条件下以超纯

水做基线校正，分别于 200～1000nm 和 200～450nm波长

范围内进行光谱扫描。类黑素粗制品 3mg 用 300mg KBr
压片后做红外光谱扫描，范围为 4000～400cm-1。

1.3.6 类黑素的功能研究

1.3.6.1 类黑素对 DPPH 自由基的清除活性测定

参照文献[13]的方法做一定的修改后进行。精确移

取 2.00mL 待测的类黑素粗制品溶液于 10mL 试管中，加

入 2.00mL 0.16mmol/L DPPH 95% 乙醇溶液，使总体积为

4.00mL，摇匀，室温放置 30min 后，记录 517nm 吸光度

为 A i。以 VC 作阳性对照，测 IC50(自由基清除率达 50%
时的清除剂质量浓度)。根据公式(1)计算样品清除率。

                        A0－(Ai－Aj)
清除率/%＝———————×100                            (1)
                                  A0

式中：Ai 是 2mL DPPH 溶液和 2mL 待测溶液的吸光

度；A j 是 2 mL 待测溶液和 2mL 95% 乙醇的吸光度；A0

是 2mL DPPH 溶液和 2mL 水的吸光度。

1.3.5.2 类黑素对羟自由基清除能力的测定

羟自由基的产生和测定按文献[14]所描述的方法进

行。以不加 H2O2 溶液的作为参比溶液，于 510nm 波长

处测定的吸光度为 Ao。类黑素羟自由基清除能力的测定

是在羟自由基的产生的基础上分别加入不同质量浓度的

类黑素粗制品溶液 1mL，然后再进行测定，于 510nm 波

长处的吸光度记作 AS(参比实验不加 H2O2 溶液)。根据公

式(2)计算样品清楚率。

                         Ao－AS

清除率/%＝—————×100                                    (2)
                              Ao

1.3.5.3 类黑素对亚硝胺合成的抑制实验

取 20 个 25mL 容量瓶，分为两组(每组 10 个)，吸

取不同量的类黑素粗制品溶液，加入 pH 3.0 的柠檬酸 -
磷酸氢二钠缓冲液 10mL，其中一组加入 1mmol /L 的

NaNO2 溶液 1.0mL，1mmol/L 的二甲胺溶液 1.0mL，另

→

→
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一组不加作为参比溶液，用超纯水稀释至刻度，在 37℃条

件下恒温 1h。然后按文献[15]所描述的紫外光解法操作，

在 525nm波长处测吸光度AX。同时以超纯水替代类黑素溶

液做空白实验测 A o。根据公式(3)计算样品的抑制率。

                           Ao－AX

抑制率/%＝——————×100                                (3)
                                 Ao

2 结果与分析

2.1 酱油类黑素的提取纯化结果

2.1.1 酱油及类黑素粗制品的基本营养成分比较

取 100mL 黑酱油经乙醇、丙酮沉淀，经加水脱盐

处理及冷冻干燥后，可得(22.8 ± 2.02)g 类黑素粗制品，

其为棕褐色带有浓郁酱香味的固形物。酱油及类黑素粗

制品的基本营养成分比较见表 1。

样品 全氮 /g 总糖 /g 氯化钠 /g
酱油(100mL) 2.321 ± 0.034 8.462 ± 0.205 20.12 ± 0.105

类黑素粗制品(100g) 4.732 ± 0.038 12.041 ± 0.186 11.56 ± 0.068

表 1 酱油及类黑素粗制品的基本营养成分比较(x－± s，n=3)
Table 1 Basic nutritional components in soy sauce and crude

melanoidin (x－± s，n=3)

2.1.2 酱油及类黑素粗制品的氨基酸组成及必需氨基酸

含量比较

经 L-8900 氨基酸分析仪分析，酱油和类黑素粗制品

中都测出含有天冬氨酸、苏氨酸、丝氨酸、谷氨酸、

脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸、半胱氨酸、缬氨酸、蛋

氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、赖

氨酸、组氨酸、精氨酸等 17 种氨基酸，经外标法确定

酱油的总氨基酸含量 4.08g/100mL；类黑素粗制品的总氨

基酸含量为 10.98g/100g 干品。酱油及类黑素粗品的必需

氨基酸(EAA)含量比较见表 2。

黑素粗制品经 Sephadex G-50 分子筛层析纯化并冷冻干燥

后可获得(877.6 ± 4.1)mg 纯品，得率为 87.76%。

在分子排阻色谱法实验中，以类黑素相对分子质量

的对数(lgMr)为横坐标，Ve/Vo 为纵坐标，绘制的相对分

子质量标准曲线为 y ＝－ 1.5736x ＋ 8.7115(R2 ＝ 0.9952)。
可知，酱油类黑素分子质量主要分布在 3000～55000u 之

间。各类黑素样品的颜色特点为：11、12、21～27 号

管样品为浅棕色，1 3、1 4、2 0 号样品为棕色，1 5～
19 号管样品颜色最深，为棕褐色；第 11～20 号管样品

有光泽，第 2 1～2 7 号管样品无光泽。

2.2 酱油类黑素的光谱性质

图 2  类黑素粗制品的相对分子质量标准曲线

Fig.2   Standard curve of relative molecular weights
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样品 蛋氨酸 赖氨酸 缬氨酸 异亮氨酸 亮氨酸 苯丙氨酸 苏氨酸 组氨酸

酱油
0.0405 0.321 0.287 0.125 0.195 0.06 0.228 0.0771

(100mL)
类黑素

0.0241 0.8285 0.3535 0.1096 0.1689 0.2167 0.5575 0.1741
粗品(100g)

表 2 酱油及类黑素粗制品的必需氨基酸含量比较

Table 2   Essential amino acids in soy sauce and crude melanoidin
g

2.1.3 Sephadex G-50柱层析的洗脱结果及洗脱物的分子

质量分布

Sephadex G-50 柱层析法即凝胶过滤法，目的是除

去小分子物质，这里主要是氨基酸和氯化钠。由图 1 可

知，A400nm 从低到高，在第 18 号管时达到最大为 1.930，
之后 A400nm 下降，至第 27 号管时 A400nm 是 0.140。1g 类

图 1  类黑素粗制品 Sephadex G-50 层析洗脱曲线

Fig.1   Elution curve of crude melanoidin on Sephadex G-50 column
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由图 3 可知，类黑素质量浓度不同，光谱图有一

定的差异，总的趋势是在紫外波长处有吸收，最大吸

收峰在 215nm 波长处，与 Bell 等[16]报道的类黑精紫外吸

收特征一致。类黑素的质量浓度大于 2mg/mL 时，在近

图 3 不同质量浓度类黑素粗制品在 200～1000nm 的吸收光谱

Fig.3   UV-Vis spectrum of crude melanoidin at 200 to 1000 nm
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图 7 类黑素粗制品对羟自由基的清除率

Fig.7   Scavenging efficiency of crude melanoidin from soy sauce on
hydroxyl free radical
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紫外区有多个吸收峰(图 3、4)。可以推测类黑素含有美

拉德反应高级阶段产生的大量活性小分子物质，如酮类

和醛类衍生物[ 1 7 ]。

最高达 89%。类黑素粗制品的 IC50 为(4.876 ± 0.205)g/L，
而VC质量浓度为(4.831±0.097)g/L时的清除率为97.5%，

可见类黑素粗制品对 DPPH 自由基的清除能力相当于 VC
的一半。

表 3 所示的是酱油类黑素纯品(类黑素的质量浓度为

5g/L)对 DPPH 自由基有清除能力。可见清除能力与类黑

素的分子质量及色泽有一定的关联度，分子质量 6100～
26500u 且呈棕褐色的类黑素样品清除率高，15～23 号管

样品的平均清除率为 90.04%，可见其比类黑素粗制品的

清除率高。

2.3.2 酱油类黑素粗制品清除羟自由基的能力

表 3 不同分子质量范围酱油类黑素纯品对 D P P H 自由基的清除作用

Table 3    Scavenging efficiency of different molecular weight fractions of purified melanoidin from soy sauce on DPPH free radical

样品管号 11 号 12～14 号 15～17 号 18～20 号 21～23 号 24～26 号 27 号

分子质量 /u 55166 45945～31869 26542～18410 15333～10635 8858～6144 5117～3549 2956
清除率 /% 23.87 74.14 90.66 89.26 90.21 87.68 43.37

图 4 10mg/mL 类黑素粗制品在 200～450nm 的吸收光谱

Fig.4   UV-Vis spectrum of crude melanoidin at 200 to 450 nm
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图 5 类黑素粗制品的红外吸收光图谱

Fig.5   Infrared spectrum of crude melanoidin from soy sauce
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由图 5可知， 3408cm-1宽而强的吸收峰是由分子间多

聚缔合的O－H和N－H伸缩振动产生的；在 2974cm-1 附

近的弱吸收峰是 C － H 伸缩振动产生的；1625cm-1 是由

C ＝ O 变形振动伯酰胺、C ＝ C 共轭伸缩振动、芳环上

C ＝ C 骨架伸缩振动等产生；1384cm-1 是由脂肪族和脂

环族中－ CH 和－ CH3 对称变形振动产生；1085cm-1 是由

C － O 伸缩振动、脂肪 C － O － C 不对称伸缩振动等产

生。3400cm-1 和 1630cm-1 附近强吸收是吲哚基团[18]。酱

油类黑素粗制品的红外光谱图与天然黑色素 [ 1 9 ]的很相

似，天然黑色素主要来自酶促褐变。紫外和红外光谱

特征说明了发酵酱油中的色素来自生产过程中的美拉德

反应和酶促褐变。

2.3 酱类黑素的功能研究结果

2.3.1 酱油类黑素粗制品对 DPPH 自由基的清除能力

由图 6 可知，随着样品质量浓度的增加，酱油类

黑素粗制品对 DPPH 自由基的清除能力增强，当类黑素

质量浓度到达一定值之后，清除率不再增加，清除率

图 6 类黑素粗制品对 DPPH 自由基的清除作用

Fig.6   Scavenging efficiency of crude melanoidin from soy sauce on
DPPH free radical
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由图 7 可知，类黑素粗制品对羟自由基的清除能力

随着类黑素质量浓度的增大而逐渐增大，在质量浓度为

1.0～6.0g/L 范围内，类黑素粗制品质量浓度与清除率之

间呈良好的线性相关关系，y ＝ 15.429x ＋ 0.6667 (R2 ＝
0.9772)。这种线性量效关系与文献报道的相一致[7,20]，

获得的清除率达 89.5%。
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2.3.3 酱油类黑素粗制品抑制亚硝胺合成的能力

亚硝胺可引起人和动物的胃、肝脏等多种器官的恶

性慢性肿瘤，阻断或减少亚硝胺的生成是预防肿瘤发生

的一个重要措施。二甲胺与 NaNO2 在模拟人体胃液的条

件(pH 3.0，37℃)下，可生成二甲基亚硝胺(NDMA)。
实验中先加入类黑素溶液，再依次加入亚硝酸钠与二甲

胺时，类黑素优先同亚硝酸钠作用，使得二甲胺不能

与亚硝酸钠反应，以达到阻止亚硝胺生成的目的。

由图 8 可知，类黑素粗制品加入量在 1.08g/L 之前，

随着加入量的增加，类黑素对亚硝胺合成的抑制率逐渐

增大，说明在模拟人体胃液的条件下，类黑素可有效

地阻断亚硝胺的合成。但当加入量超过 1.08g/L 时，其

对亚硝胺合成的抑制率开始在 80%～84% 之间波动，这

可能是由于酱油类黑素中含有黄酮类物质[7]，而黄酮质

量浓度过高时，容易发生自身氧化聚合，而导致活性

降低。综合来说，类黑素抑制亚硝胺合成的抑制率可

达 8 0 %。

3 结  论

黑酱油通过有机溶剂沉淀及脱盐处理，冷冻干燥获

得类黑素粗制品，得率为 22.8g/100mL，类黑素粗制品

的总氨基酸含量为 10.98g/100g 干品。利用 Sephadex G-50
分子筛柱层析法纯化类黑素，纯化得率为 87.76%。紫

外和红外光谱扫描结果显示类黑素是美拉德反应和酶促

褐变的产物。类黑素粗制品对 DPPH 自由基的清除率最

高达 89%，对羟自由基的清除率与其质量浓度呈线性关

系，抑制亚硝胺合成的抑制率可达 8 0 %。

酱油类黑色素可以作为固体酱油、食用色素、自

由基清除剂以及亚硝胺合成抑制剂等被广泛开发和利

用。我国是酱油生产发源地，有着丰富的酱油资源，

有进行深加工的条件和基础，类黑素粗制品可以作为功

能性固体酱油被开发，类黑色素纯品可以作为功能性食

用色素而得到开发利用，从而使酱油的附加值及生产企

业的经济效益将有所提高。
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图 8 类黑素粗制品对亚硝胺合成的抑制作用

Fig.8   Inhibition of nitrosamine synthesis by crude melanoidin from
soy sauce
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