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酿酒酵母检验黑胡椒挥发油抗氧化活性研究
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（1.天津商业大学 天津市食品生物技术重点实验室，天津 300134；2.海南大学环境与植物保护学院，海南 海口 570228；

3.黄冈师范学院 湖北省经济林种质资源改良与资源重点实验室，湖北 黄冈 438000）

摘  要：采用超临界CO2流体萃取技术提取黑胡椒挥发油（black pepper oil，BPO），应用气相色谱-质谱联用技术

对BPO进行分析，采用1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）自由基清除法和还原能力

法对BPO进行了体外抗氧化活性检验，并且采用酿酒酵母对BPO进行体内抗氧化活性检验。结果表明BPO主要成分

为胡椒碱（40.2%），BPO对DPPH自由基的清除能力和还原能力略低于二丁基羟基甲苯和抗坏血酸。而且BPO不同程

度地提高了CCl4、H2O2和CdSO4氧化应激胁迫下酵母细胞的存活率；较明显地降低了氧化应激胁迫下酵母细胞内氧化

和膜脂质过氧化水平。实验结果还表明BPO抵抗脂质过氧化的机制很有可能与基因ctt1编码的过氧化氢酶有关。
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Antioxidant Activity of Black Pepper Oleoresin Evaluated Using Saccharomyces cerevisiae
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Abstract: Black pepper oleoresin (BPO) was extracted using supercritical CO2 fluid extraction, and analyzed by gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The antioxidant activity of BPO was determined by 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging assay and reducing capacity assay. In addition, Saccharomyces cerevisiae was 

used to determine its antioxidant activity in vivo. The results indicated that the main constituent of BPO was piperine (40.2%) 

and its DPPH radical scavenging capacity and reducing power were a bit lower than those of  butylated hydroxytoluene 

(BHT) and VC. BPO increased the survival rates of Saccharomyces cerevisiae under the stress of CCl4, H2O2 and CdSO4 to 

different extents, and significantly decreased the levels of cellular oxidation and lipid peroxidation under oxidative stress. 

Additionally, our results showed the catalase encoded by the ctt1 gene may be involved in the mechanism of action of BPO 

against lipid peroxidation.
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黑胡椒，胡椒科植物胡椒（Piper nigrum L.，PN），

是一种开花藤本植物，主要生长在高温和湿润的地区，

在我国主要种植在海南省。黑胡椒果实晒干之后通常作

为香料和调味料使用。黑胡椒经过超临界流体或者水

蒸馏法提取可以得到黑胡椒挥发油（black pepper oil，
BPO）。BPO含有丰富的天然活性产物，在食品和饮料
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加工等方面被广泛使用[1]。由于BPO富含胡椒碱和挥发油

成分（水芹烯、柠檬烯、石竹烯和β-蒎烯等）等风味物

质，因而具有强烈芳香和刺激性辣味，BPO兼有除臭、

杀菌作用，还可以促进胃肠蠕动，加速血液循环[2]。最近

几年关于BPO抗氧化的研究越来越多，研究方法主要基

于BPO总抗氧化能力、清除超氧阴离子自由基能力、清

除羟自由基能力、铁离子还原能力和抗亚油酸脂质过氧

化能力等几种检测体系[2]，而这些体外检测体系只能初步

的评价BPO的抗氧化能力，很难表征BPO在生物体内的

抗氧化能力。

酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）广泛应用于酿

酒、食品和饮料加工，同时也是一种被广泛应用的真核

模式生物。人体中很多具有重要生物学意义的蛋白，如

细胞周期蛋白、信号蛋白和蛋白形成酶等在酿酒酵母细

胞内都存在。众多研究发现酵母基因与许多涉及人类遗

传性疾病的基因有很高的同源性，因此通过研究这些基

因及其编码蛋白的生理功能及它们与其他蛋白的相互作

用能极大地帮助我们了解这些疾病，以便更有效地对相

关疾病进行防治[3-4]。酵母细胞和人体细胞的抗氧化机制

相似，而且酵母生长代谢周期规律短暂，这些使得酵母

成为抗氧化研究的新模式生物[5]。

大量的研究发现，代谢紊乱产生的活性氧自由

基（reactive oxygen species，ROS）和活性氮自由基

（reactive nitrogen species，RNS）是引起心脑血管疾病、

阿兹海默症、Ⅱ-型糖尿病和肥胖等疾病的重要因素，而

这些疾病已经严重影响了人类的身体健康。ROS和RNS
在细胞内可以引起蛋白变性，膜脂质过氧化和DNA损

伤，最终导致细胞死亡[6-8]。为了保护人类健康，新型天

然抗氧化剂的开发和利用越来越成为人们关注的热点。

本研究采用真核模式生物S. cerevisiae野生型及其同源性

基因缺陷型菌株sod1、ctt1、gsh1、gtt1和gtt2在H2O2、

CCl4和CdSO4氧化应激胁迫下对BPO进行体内抗氧化活性

检验，探索BPO在酵母体内的抗氧化活性，为后续的功

能食品和保健品开发奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

琼脂粉  北京奥博星生物技术有限责任公司；

LP0021酵母提取物  英国Oxoid公司；J636-1KG蛋

白胨、D -葡萄糖  美国Amresco公司；酸洗玻璃珠  

北京索莱宝科技有限公司；三氯乙酸（分析纯）  

成都市科龙化工试剂厂；1 ,1 -二苯基 -2 -三硝基苯肼

（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH） 北京中生

瑞泰科技有限公司；抗坏血酸（VC）、2,6-二叔丁基对

甲酚（butylated hydroxytoluene，BHT）、乙二胺四乙

酸（ethylenediaminetetraacetic acid，EDTA）、H2O2、

CCl4、CdSO4等其他试剂均为国产分析纯。

野生型（wild type，WT）Saccharomyces cerevisiae 
BY4741（MATa、his3、leu2、met15和ura3）及其同源性

基因缺陷型菌株sod1、ctt1、gsh1、gtt1和gtt2由巴西南卡希

亚斯大学教授Marcos D Pereira赠送。其中sod1编码细胞质

超氧化物歧化酶；ctt1编码过氧化氢酶T；gsh1编码谷胱甘

肽；gtt1和gtt2是编码谷胱甘肽硫转移酶的同工酶。

1.2 仪器与设备

P300超微量分光光度计  德国 IMPLEN公司；

Legend micro 17R离心机 美国Thermo公司；LH-12
型固液两用超临界萃取制备系统 青岛利和萃取科技

有限公司； 7890/5975C-GC/MSD气相色谱-质谱（gas 

chromatography-mass spectrometer，GC-MS）联机检测 

设备 安捷伦科技有限公司；SW-CJ-1F型单人双面净化

工作台、BLB-1000洁净工作台 苏净集团苏州安泰空

气技术有限公司；HK-180不锈钢万能粉碎机 广州旭

朗机械设备有限公司。

1.3 方法

1.3.1 BPO的提取

取黑胡椒样品，干燥后粉碎，过20 目筛。取400 g黑
胡椒粉末与萃取釜中，以CO2作为萃取介质，通过高压泵

持续打压，使CO2达到7.35 MPa、分离温度35～40 ℃，

萃取2 h 后从分离釜中收集萃取物，得黑褐色稠膏状物，

称质量，计算回收率。

1.3.2 供试样品溶液制备 

取1 g黑胡椒超临界萃取物，加10 mL无水乙醇溶

解，摇匀得到100 mg/mL的母液。

1.3.3 GC-MS分析条件

色谱条件：色谱柱HP-5毛细管柱（30 m×0.25 mm，

0.25 μm）；升温程序：初始温度为60 ℃，10 ℃/min升温至

130 ℃，保持5 min，10 ℃/min升温至180 ℃，保持 3min，
20 ℃/min升温至270 ℃，保持5 min结束；载气为高纯氦

气，流速为1 mL/min，分流比20∶1，溶剂延迟3 min。
质谱条件：电子电离（e lec t ron ic  ion iza t ion，

EI）源，电离能70 eV，离子源温度230 ℃，界面温度

250 ℃，质量扫描范围范围m/z 50～550 u。
1.3.4 清除DPPH自由基能力的测定

参考并优化了Joshi等[9]的方法。用无水乙醇分别配制

质量浓度为0、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mg/mL的BPO溶

液、2 mg/mL的BHT溶液和VC溶液作为样品溶液。然后

将2 mL 样品溶液和2 mL DPPH溶液（1.0×10－4 mg/mL）
混合，混匀后暗处理0.5 h，以无水乙醇作参比，测定

517 nm波长处的吸光度A，测定2 mL样品溶液和2 mL无
水乙醇混合后溶液在517 nm波长处的吸光度A0，同时测

定2 mL DPPH溶液与2 mL无水乙醇混合液在517 nm波长

处的吸光度A1。根据下式计算DPPH自由基清除率：

/% 100
A1 A0 A

A1
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1.3.5 还原能力测定

BPO还原能力测定参考并优化李慎新等[10]的测定方

法。取2.5 mL样品溶液，2.5 mL磷酸盐缓冲溶液（0.2 mol/L， 

pH 6.6）和2.5 mL铁氰化钾溶液（0.01 g/mL）混合，

摇匀之后放置于50 ℃水浴20 min，迅速冷却。再加入

2.5 mL三氯乙酸（0.1 g/mL），3 000 r/min室温条件下

离心10 min，取上清液2.5 mL，分别加入2.5 mL 蒸馏水

及0.5 mL三氯化铁溶液（0.1 g/mL），混合均匀。静置

10 min后，于700 nm波长处测定其吸光度。平行测定

3 次，吸光度越大表示待测样品的还原能力越强。

1.3.6 BPO对酵母细胞在氧化应激胁迫下存活率的影响

通过平板涂布法测定酵母的存活率来检测BPO的抗

氧化活性[11]。挑取单菌落接种于液体酵母膏胨葡萄糖琼

脂（yeast extract peptone dextrose，YPD）培养基中，

28 ℃，200 r/min摇床过夜培养。用无菌生理盐水稀释

细胞悬浮液至OD600 nm＝1。取1 mL细胞悬液转移至9 mL
含有不同质量浓度样品（25、50 μg/mL）的YPD培养基

中，涡旋振荡15 s后，28 ℃，200 r/min摇床培养2 h。然

后，在培养液中分别加入终浓度为2.0、10、2.5 mmol/L
的H2O2、CCl4和CdSO4。涡旋振荡15 s后，摇床培养1 h。
取各处理的酵母细胞悬液，分别稀释1 000 倍，取稀释

后的细胞悬液100 µL均匀涂布在固体YPD培养基中。放

置于生化培养箱中，28 ℃，倒置培养72 h。计数菌落个

数，每个处理方法做3 个平行实验。以未应激对照组酵母

细胞的存活率为100%，计算各处理组的菌株存活率。

1.3.7 BPO对酵母细胞的脂质过氧化水平的影响

采用硫代巴比妥酸（thiobarbituri acid，TBA）法测

定脂质过氧化水平[11]。取OD600 nm＝1的酵母细胞悬浮液

1 mL转移至9 mL含有不同质量浓度样品（25、50 μg/mL） 

的新鲜液体YPD培养基中，培养2 h后，分别加入终浓

度为2.0、10、2.5 mmol/L的H2O2、CCl4和CdSO4。继续培

养1 h后，将酵母细胞培养液离心，弃上清液，取沉淀，

洗涤2 次。取50 mg细胞沉淀重新悬浮在0.5 mL三氯乙酸

（0.1 g/mL）中，加入1.5 g酸洗玻璃微珠。使用涡旋振荡器

振荡破碎细胞。然后离心，取上清液，加入0.1 mL EDTA
（0 .1  mol /L），0 .6  mL巴比妥酸（0 .01  g /mL）。 

将上述混合物沸水浴15 min，然后迅速冰浴，待其冷

却后，532 nm波长处测定吸光度。每个处理做3 个平行

实验。酵母细胞脂质过氧化水平是以经氧化应激胁迫

后BPO处理或者未处理的过氧化水平与对照组（未加

BPO，未氧化应激胁迫）过氧化水平的比值来表示。

1.3.8 BPO对酵母细胞胞内氧化水平的影响

通过2’,7’-二氯二乙酸酯荧光探针法测定酵母细胞内

过氧化水平，参考并优化Dani等[11]的方法。取OD600 nm＝1 
的酵母细胞悬浮液1 mL转移至9 mL含有不同质量浓度

样品（25、50 μg/mL）的新鲜液体YPD培养基中，培养

2 h后，分别加入终浓度为2.0、10、2.5 mmol/L的H2O2、

CCl4和CdSO4。培养1 h后，加入40 μL 2’,7’-二氯二乙酸酯

探针溶液（5 mmol/L），继续培养15 min后，将酵母细

胞培养液3 000 r/min室温条件下离心5 min，弃上清液，

取沉淀，洗涤2 次，加入50 mL去离子水和1.5 g酸洗玻璃

微珠后涡旋破碎细胞。然后25 000 r/min离心5 min，取上

清液150 μL，加入750 μL去离子水（稀释6 倍），混匀

后，取200 μL混合液加入96 孔黑色微孔板，置于酶标仪

中，在激发光504 nm和发射光524 nm条件下测定吸光度。

每个处理3 组平行。酵母细胞胞内氧化水平是以经氧化应

激胁迫后BPO处理或者未处理的过氧化水平与对照组（未

加BPO，未氧化应激胁迫）过氧化水平的比值来表示。

1.4 数据处理

数据以 ±s表示，通过Duncan’s法分析显著性差异。

2 结果与分析

2.1 BPO的GC-MS分析结果

表 1 黑胡椒CO2超临界萃取物的化学成分

Table 1 Chemical components of BPO extracted by supercritical CO2 extraction

序号 化合物名称 分类
匹配
度/%

保留
时间/min

相对
含量/%

1 桧烯 烯类 90 5.25 1.1
2 α-水芹烯 萜类 94 5.84 3.0
3 α-蒎烯 萜类 91 5.94 2.1
4 4-蒈烯 烯类 87 6.19 0.5
5 3-蒈烯 烯类 92 6.34 3.4
6 D-柠檬烯 萜类 93 6.64 7.2
7 育亨宾 酯类 72 7.71 1.2
8 3-乙基环己烯 烯类 76 9.40 0.9
9 4-甲基环己烯 烯类 70 11.00 0.7

10 1,2,3,4,4a,7-六氢-1,6-二甲基-
4-（1-甲基乙基）奈

萘类 89 11.19 0.2

11 荜澄茄油烯 烯类 93 11.64 2.2
12 石竹烯 萜类 82 12.27 8.7
13 α-石竹烯 萜类 57 12.75 0.4
14 雪松烯 烯类 76 13.25 0.7
15 甜没药烯 烯类 83 13.30 0.5
16 杜松萜烯 萜类 89 13.48 1.1
17 α-愈创木烯 杂环类 92 14.90 0.2

18 1,2,3,4,4a,7,8,8a-八氢-1,6-二甲
基-4-（1-甲基乙基）-1-萘酚

萘类 84 15.11 0.9

19 十六烷酸 烷烃类 74 18.56 1.0
20 油酸乙酯 酯类 83 20.21 2.1
21 硬脂酸 脂肪酸类 59 20.43 0.8
22 亚油酸乙酯 酯类 69 21.03 0.5

23 2,2’-亚甲基双-（4-甲基-
6-叔丁基苯酚）

含苯环类 77 22.47 0.6

24 间苯氧基苯甲醛 含苯环类 81 24.24 0.4
25 4-硝基苯基-3-茴香酸乙酯 酯类 92 24.54 1.4

26
9-十八烯酸-2-（十八烷氧基） 酯类 81 25.50 1.5

乙酯

27 去甲吗啡 含苯环类 49 27.32 0.3
28 胡椒碱 哌啶类 97 27.81 40.2

29 2,4,6,8-十四碳四烯酸-9-
甲酰-10-氧乙酯

酯类 74 28.44 0.8

总计 84.6

从黑胡椒超临界CO2萃取物中，共分离得到29 个
组分，其中以胡椒碱含量（40.2%）最高，其次是石竹
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烯（8.7%）、D-柠檬烯（7.2%）、3-蒈烯（3.4%）和

α-水芹烯（3.0%）（表1）。胡椒中的主要活性物质是

胡椒碱（piperine），它属于桂皮酰胺类生物碱，是胡

椒中的特征性辣味成分，具有抗氧化、抗肿瘤、促进药

物代谢等作用，此外还具有镇静催眠和抗抑郁等效果，

对炎症和疼痛也有一定的缓解效果[12-14]。王勇[15]和陈建

华[16]等的研究表明超临界CO2萃取得到的BPO能最大限

度地保留胡椒中的有效成分，而且该法对胡椒碱的提取

率可高达65.79%。最新的研究表明胡椒碱有可能通过

影响树突细胞的迁移和功能来治疗树突细胞诱发的自

身抗原和移植抗原病变[17]。胡椒碱可以通过激活白细胞

介素（interleukin，IL）-1β、基质金属蛋白酶（matrix 

metalloproteinase，MMP）-8和MMP-13的表达来抑制发

炎、牙周骨质丢失、骨微观结构和胶原纤维退化等[18]。

而且胡椒碱可以通过调节NF-κB通路改善脂多糖诱导的

急性肺损伤[19]。可见胡椒碱的生物活性是很高的，其应

用范围在不断的拓展，对胡椒碱不断地开发利用可能对

人类健康带来极大的好处。

2.2 BPO清除DPPH自由基能力

DPPH自由基清除法是目前广泛被接受的一种测定

生物样品体外抗氧化能力的方法。DPPH在有机溶剂中形

成紫红色、稳定的自由基，与抗氧化剂反应生成无色产

物，导致溶液的特征吸收峰下降，吸光度变小。

BPO、BHT和VC 3 种抗氧化剂对DPPH自由基的清

楚能力如表2所示。由表2可知BPO的抗氧化活性随着质

量浓度的增加而增加，BPO对DPPH 自由基的清除能力

略低于VC和BHT。当质量浓度都为1 mg/mL时，BPO对

DPPH自由基的清除能力大约为VC的56%和BHT的66%。

莫峥嵘等[20]的研究表明，胡椒碱对DPPH自由基的清除能

力大约相当于VC的60.5%。表1表明BPO中胡椒碱的含量

为40.2%，以VC作为参比，推算胡椒碱在BPO清除DPPH

自由基的反应中贡献大约43%的清除能力。此外，还有

研究表明柠檬烯等挥发性物质也具有较强的DPPH自由基

清除能力[21]。

表 2 BPO对DPPH自由基的清除率

Table 2 DPPH radical scavenging capacity of BPO

样品 质量浓度/（mg/mL） 清除率/%

BPO

0.50 38.95±0.32
0.75 48.31±0.55
1.00 53.26±0.43
1.25 65.02±0.27
1.50 70.97±0.30

BHT 1.00 80.87±0.14
VC 1.00 94.01±0.23

2.3 BPO还原能力

还原能力是表示抗氧化剂提供电子能力的重要指

标，它可以通过提供电子来中断自由基的连锁反应，使

自由基变为稳定的物质。因此，还原能力与抗氧化能力

存在着联系[22]。

BPO
BHT
VC

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
/ mg/mL

0

1

2

A
70

0 
nm

图 1 BPO的还原能力

Fig. 1 Reducing capacity of BPO

BPO的还原能力测定结果如图1所示，VC和BHT在

0.0～1.0 mg/mL质量浓度范围内与还原能力呈显著的量效

关系；BPO在0.0～2.0 mg/mL质量浓度范围内也与还原能

力表现出显著的量效关系。它们的还原能力为：BHT＞

VC＞BPO。当BPO质量浓度达到2.0 mg/mL时的还原能力

略高于质量浓度1.0 mg/mL VC的还原能力。

2.4 BPO对酵母细胞氧化应激胁迫下的保护作用
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A～C. 分别为CdSO4、H2O2、CCl4氧化应激胁迫下各株酵母的存活率； 

D. BPO作用下各株酵母的存活率。不同字母表示差异显著（P＜0.05）。

图 2 BPO对氧化应激胁迫下酵母细胞的耐受性保护作用

Fig. 2 BPO increased oxidative stress tolerance in S. cerevisiae

图2表明，H2O2对于所有酵母菌株毒性最强，直接

应激使各株酵母菌的存活率均低于20%，其次是CCl4和

CdSO4。由于H2O2在体内产生毒性最强和活性最高的反

应性羟自由基，而有机体对于过量的羟自由基几乎没

有抵抗力，因此酵母细胞对于H2O2的耐受性较低。大

量的研究表明，过氧化氢酶（catalase from micrococcus 
lysodeikticus，CAT）和超氧化物歧化酶（superoxide 
dismutase，SOD）等自由基清除酶系是细胞抵抗氧化损

伤的第一道屏障；像GSH等细胞内非酶系清除物质构成

第二道防护屏障[23-25]。数据表明，BPO对于各株酵母细

胞在3 种氧化应激胁迫下均有不同程度的保护作用，对

CdSO4作用下gsh1型菌株存活率提高最明显（图2A），

表明BPO在抵抗CdSO4对细胞氧化作用时，与GSH的作

用关系不是很显著。由于BPO是混合物，在细胞内发挥

抗氧化作用的机制是多样的，因此对各株酵母均表现出

保护作用。在H2O2作用下，对sod1型菌株的保护作用最

明显（图2B），SOD在细胞内的主要作用是将超氧阴离

子（O2
－）转化为H2O2，因此在抵抗H2O2氧化损伤时与

SOD的关系相对较小；只有H2O2应激时，sod1型菌株的

存活率明显高于WT型，这有可能与其他抗氧化系统的

代偿性过表达有关。一些研究表明当缺乏一种抗氧化体

系时，机体其他抗氧化体系的过表达反而提高了机体的

抵抗效果[26-27]。

2.5 BPO对酵母脂质过氧化水平和细胞内氧化水平的

影响

表 3 BPO对酵母脂质过氧化水平的影响

Table 3 Effect of BPO on lipid peroxidation

氧化剂 处理方式
菌株类型

WT sod1 ctt1

CCl4
对照 1.7±0.1a 1.9±0.2a 1.7±0.1a

BPO处理 1.3±0.1bc 1.1±0.1c 1.4±0.1b

H2O2
对照 3.0±0.1a 2.4±0.1c 2.6±0.1b

BPO处理 2.1±0.1d 1.6±0.2f 2.3±0.1c

CdSO4
对照 1.4±0.1a 1.3±0.2b 1.4±0.1a

BPO 处理 1.1±0.1c 1.1±0.1c 1.0±0.1c

注：同行肩标小写字母不同表示差异显著（P ＜ 0.05）。下同。

表 4 BPO对酵母细胞内氧化水平的影响

Table 4 Effect of BPO on cellular oxidation level

氧化剂 处理方式
菌株类型

WT ctt1

CCl4
对照 2.5±0.1b 2.0±0.1c

BPO处理 1.9±0.1c 2.9±0.1a

H2O2
对照 7.0±0.3a 6.5±0.2a

BPO处理 3.6±0.4c 5.9±0.1b

CdSO4
对照 1.2±0.1a 1.3±0.1a

BPO处理 1.0±0.1b 0.9±0.1b

自由基在细胞内攻击的第一个目标是生物膜，导致

膜脂质过氧化，进而引起细胞泄露甚至死亡。由表3可
知，CCl4、H2O2和CdSO4这3 种氧化应激均增加了WT、
sod1和ctt1型酵母细胞的脂质过氧化水平，而BPO展现出

对生物膜氧化损伤不同程度的保护作用。由于BPO对其他

几株基因缺陷型酵母细胞脂质过氧化和细胞内氧化的保护

作用无明显特征性，所以未列出讨论。结果表明，H2O2对

各株酵母细胞造成的脂质过氧化损伤是最高的，这与H2O2

作用下酵母细胞存活率最低相一致。CCl4作用下，BPO降

低sod1型酵母细胞脂质过氧化的程度较明显，这说明BPO
在抵抗CCl4损伤时可能与SOD的关系较小。

H2O2作用下，BPO对ctt1型酵母细胞脂质过氧化水平

降低程度偏弱，这说明缺乏过氧化氢酶对酵母细胞抵抗

脂质过氧化影响较大，也说明BPO对酵母的保护机制与

过氧化氢酶的关系较大。

由于BPO具有一定的体外自由基清除活性，实验中

进一步通过荧光探针法测定酵母细胞内氧化水平，这有

助于说明BPO是否是通过降低细胞内活性氧自由基的浓

度来提高酵母对氧化应激的耐受性。2’,7’-二氯二乙酸酯

荧光探针一旦进入细胞，就会被ROS攻击，产生荧光强

度更大的化合物，这种探针已经广泛应用于评估氧化应

激后ROS的增强[28]。

由表4可知WT和ctt1型酵母细胞直接暴露于H2O2和

CCl4中，细胞内氧化水平会明显的增高，H2O2作用下细

胞内氧化水平最高，这与前面H2O2作用下各株酵母细胞

存活率最低和膜脂质过氧化水平最高相对应。BPO能降

低H2O2和CCl4作用下的酵母细胞内ROS水平。CdSO4对于

酵母细胞内氧化水平影响很弱，这说明CdSO4可能不是通

过提高细胞内ROS水平来发挥毒性作用的。

CCl4、H2O2和CdSO4作用对酵母细胞均能引起损伤。

CCl4和H2O2产生自由基，并且能提高细胞内氧化水平；

而且这3 种应激均能攻击生物膜，导致膜脂质发生过氧化

反应，影响膜脂质的完整性和功能性[26,29-30]。同时BPO有

可能是通过降低酵母细胞膜脂质过氧化和细胞内ROS水
平提高各株酵母对于氧化应激的耐受性，进而提高应激

状态下酵母存活率。
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3 结 论

本研究通过人为添加氧化剂（H2O2、CCl4和CdSO4）

诱导酵母细胞产生一系列的氧化应激反应。酵母细胞对

于不同氧化剂的应激机制是不同的，相关的蛋白表达和

抗氧化体系表达也有所差异。通过分析不同基因缺失型

酵母在应激条件下表现出的存活率、脂质过氧化和细胞

内氧化水平，可以推断出酵母在不同应激情况下所依赖

的抗氧化体系。而且使用BPO前处理酵母细胞后，相同

应激条件下，不同基因缺失型酵母表现出抗氧化活性差

异。进一步分析数据，可以推断BPO在酵母细胞内发挥

抗氧化作用所依赖的抗氧化体系。由于酵母细胞与人体

细胞具有较高的同源性，这对BPO进一步在人体内的作

用机制研究提供较可信的参考。

研究采用超临界CO2流体萃取得到的BPO，提取率为

7.3%。通过GC-MS联用技术分析结果可知，BPO的主要

成分为胡椒碱（40.2%）、石竹烯（8.7%）、D-柠檬烯

（7.2%）、3-蒈烯（3.4%）和α-水芹烯（3.0%），占总

BPO的62.5%。体外抗氧化活性检验表明，BPO对DPPH
自由基的清除率略低于BHT和VC，且BPO的还原能力也

略低于BHT和VC，但随着BPO质量浓度的升高，其还原

能力达到了VC的水平。采用模式生物酿酒酵母在CCl4、

H2O2和CdSO4作用下检测BPO的抗氧化活性，结果表明

BPO不同程度的提高各株酵母在氧化应激胁迫下的存活

率。结果还表明BPO抵抗脂质过氧化的机制很有可能与

基因ctt1编码的过氧化氢酶有关。体外和体内的实验数据

均表明黑胡椒超临界CO2流体萃取物具有较强的抗氧化活

性，这为进一步拓展黑胡椒在食品、药品及人类健康方

面的应用提供了参考依据。
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