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原花青素微胶囊酸奶片对 D-gal致衰老
小鼠的体内抗氧化作用

袁　蜜，敬　磊，陈乐乐，杨晓君*

（新疆农业大学食品科学与药学学院，新疆乌鲁木齐 830052）

摘　要：目的：研制具有抗氧化作用的原花青素微胶囊酸奶片，为原花青素产品的开发提供新的途径。方法：通过

单因素实验及响应面优化方法，确定原花青素微胶囊酸奶片的最佳配方，对酸奶片的营养成分及货架期进行测

定；通过小鼠跳台实验和避暗实验对小鼠的短时记忆能力进行评价；建立 D-半乳糖（D-gal）诱导衰老小鼠模型，

分为空白组、模型组、阳性组，美拉德反应高、中、低剂量组，未发生美拉德反应组、原花青素组和未含原花青

素组，每组 10只，干预 42 d后，测定小鼠血清、肝脏及脑组织中谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、总超氧化物

歧化酶（T-SOD）活性以及丙二醛（MDA）含量；结合对小鼠肝脏和脑组织的细胞形态观察，综合分析原花青素

微胶囊酸奶片对 D-gal致衰老模型小鼠的影响。结果：原花青素微胶囊酸奶片的配方为：发酵乳粉 70.5%、原花青

素微胶囊 20.0%、麦芽糊精 5.1%、乳粉 3.8%、二氧化硅添加量 0.6%。发生美拉德反应的原花青素微胶囊酸奶片

（ME-MRPs-PC）高剂量组（MH：202.5 mg/10 g）能显著延长衰老小鼠潜伏期，并减少错误次数（P<0.05，
P<0.01）。在生理指标方面，MH组小鼠血清的 GSH-Px（P<0.01）、SOD活性极显著提高（P<0.01），降低

MDA含量（P<0.05，P<0.01）。MH组小鼠肝脏组织少部分细胞出现凋亡、空泡，被炎症细胞浸润，大部分的细

胞排列紧密有序；脑组织少部分神经细胞出现空泡，胞核固缩深染，大部分的细胞排列紧密有序。结论：原花青

素微胶囊酸奶片具有潜在的抗衰老作用，可能通过改善氧化应激状态和维持生理功能来延缓衰老过程。

关键词：原花青素微胶囊，酸奶片，美拉德反应，抗氧化，小鼠衰老模型
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In Vivo Antioxidant Effects of Proanthocyanidin Microencapsulated
Yogurt Tablets in D-galactose-induced Aging Mice

YUAN Mi，JING Lei，CHEN Lele，YANG Xiaojun*

（College of Food Science and Pharmacology, Xinjiang Agricultural University, Urumqi 830052, China）

Abstract： To  develop  proanthocyanidin  microencapsulated  yogurt  tablets  with  antioxidant  properties,  providing  a  new
avenue  for  the  development  of  proanthocyanidin-based  products.  Methods:  The  optimal  formulation  of  the
proanthocyanidin microencapsulated yogurt tablets was determined through single-factor experiments and response surface
optimization. The nutritional composition and shelf life of the yogurt tablets were assessed. The short-term memory of mice
was evaluated using the step-down test and the dark avoidance test. A D-galactose (D-gal)-induced aging mouse model was
established, with groups including the control group, model group, positive control group, high, medium, and low Maillard
reaction dose  groups,  the  non-Maillard  reaction group,  the  proanthocyanidin  group,  and the  non-proanthocyanidin  group,
each  consisting  of  10  mice.  After  42  days  of  intervention,  the  activities  of  glutathione  peroxidase  (GSH-Px)  and  total
superoxide dismutase (T-SOD), as well as the malondialdehyde (MDA) content in the serum, liver, and brain tissues of the
mice  were  measured.  Additionally,  cell  morphology  of  liver  and  brain  tissues  was  observed,  and  the  effects  of  
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proanthocyanidin  microencapsulated  yogurt  tablets  on  the  D-gal-induced  aging  mouse  model  were  comprehensively
analyzed.  Results:  The optimal  formulation of  the  proanthocyanidin microencapsulated yogurt  tablets  was found to  be as
follows:  70.5%  fermented  milk  powder,  20.0%  proanthocyanidin  microcapsules,  5.1%  maltodextrin,  3.8%  milk  powder,
and  0.6%  silica.  The  high-dose  Maillard  reaction  group  (MH:  202.5  mg/10  g)  of  proanthocyanidin  microencapsulated
yogurt  tablets  (ME-MRPs-PC)  significantly  prolonged  the  latency  period  of  aging  mice  and  reduced  error  frequency
(P<0.05,  P<0.01).  In  terms  of  physiological  indices,  the  MH  group  extremely  significantly  increased  serum  GSH-Px
(P<0.01) and SOD activity (P<0.01), while decreasing MDA levels (P<0.05, P<0.01). In the liver tissue of MH group mice,
some cells exhibited apoptosis,  vacuolation, and were infiltrated by inflammatory cells,  while most cells were tightly and
orderly  arranged.  In  brain  tissue,  some neurons  showed vacuolation and nuclear  pyknosis  and hyperchromasia,  while  the
majority of cells  were closely and orderly arranged. Conclusion: Proanthocyanidin microencapsulated yogurt  tablets have
potential anti-aging effects, likely through improving oxidative stress and maintaining physiological functions to delay the
aging process.

Key words：proanthocyanidin microcapsules；yogurt tablets；Maillard reaction；anti-aging；aging model mice

生物体的衰老过程主要表现为机体组织和细胞

中自由基的累积[1]。自由基是具有未配对电子的分

子或原子，通过氧化还原反应生成[2]。它们的形成受

氧化应激、环境污染、辐射和不良生活习惯的影响。

过量的自由基会引发衰老、心血管疾病和癌症等问

题[3]。食物污染是体内自由基的重要来源之一[4]。尽

管无法完全避免自由基的产生，抗氧化剂可以有效清

除过量自由基，维持体内平衡。研究表明，抗氧化剂

能抵消自由基的危害[5]。随着功能性食品需求的增

长，富含抗氧化成分的天然产物受到广泛认可[6]。

原花青素（Proanthocyanidins，PC）是一种天然成

分，安全且来源广泛。它不仅可丰富口感，还具有营

养价值，可用于酸奶、蛋糕等食品中以改善其性状；

也可添加到功能性饮料和果汁中，增强抗氧化能力，

为健康提供益处；此外，它常以胶囊、片剂或粉末形

式作为保健品和营养补充剂的主要成分之一[7]。微

胶囊化[8] 是将活性成分包裹在微小胶囊中的过程，具

有保护、控释和提高稳定性等功能。该技术可以精

确控制活性成分的释放速率、时间和位置，使其成为

长效药物运输系统的优选方案，适用于不同物质的释

放需求[9]。

随着食品安全问题的关注度提升，消费者对食

品成分的要求越来越高。当前，新疆乳品企业主要生

产酸奶、巴氏灭菌乳和奶酪等产品，干乳制品种类较

少。特别是奶片产品种类相对单一，缺乏新品开

发[10]。为进一步满足市场需求，本研究旨在研制一款

具有抗氧化功能的酸奶片。采用发酵乳冻干粉为主

料，添加原花青素微胶囊[11]，制备酸奶片；并通过响应

面优化确定最佳配方，进行理化指标分析。同时，基

于 D-半乳糖诱导的小鼠衰老模型探讨 ME-MRPs-

PC的抗氧化作用。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

至简酸奶（零蔗糖、无添加）、乳粉（全脂乳粉）　

新疆西域春乳业有限责任公司；二氧化硅（食品级）　

上海泰鑫食品有限公司；原花青素微胶囊（ME-

MRPs-PC）　实验室自制；谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px）比色法测实盒、总超氧化物歧化酶（T-
SOD）比色法测实盒、丙二醛（MDA）比色法测实盒、

BCA蛋白浓度测定实剂盒　北京索莱宝科技有限公

司；昆明小鼠（18±2 g）　均购自新疆医科大学实验动

物中心，动物使用许可证号：SYXJ（新）2022-0002。
LGJ-12真空冷冻干燥机　上海腾方仪器设备有

限公司；DP30单冲压片机　上海天凡药机制造厂；

CF07X7-100B储存封口机　广东美的生活电器制作

有限公司；SPX-100生化培养箱　上海申贤恒温设

备厂；DT-200小鼠跳台仪、BA-200小鼠避暗仪　成

都泰盟软件有限公司；Epoch多功能酶标仪　美国伯

腾仪器有限公司（BioTek）；D1008E涡旋仪　美国赛

洛捷克公司（SCILOGEX）；ICV-450电热恒温培养箱

　日本 ASONE公司；H1650-W台式微量高速离心

机　湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；Hrr6数显

恒温水浴锅　上海力辰仪器科技有限公司；UA-
1800紫外分光光度计　上海翺艺仪器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   原花青素微胶囊酸奶片工艺流程　工艺流程：

原辅料→备料→配料（预混）→混料→投料→压

片→包装。称取真空冷冻干燥获得的发酵乳粉与辅

料进行预混，再添加二氧化硅混合均匀，干法制粒，压

制成片，塑封袋真空独立包装[11]。

 1.2.2   原花青素微胶囊酸奶片配方设计原则　参考

《中国居民膳食指南（2022）》[12] 建议每天摄入 300 g
以上液态奶制品。发酵乳粉在复溶比例 1:8时其营

养价值与酸奶类似。因此，设置原花青素微胶囊酸奶

片质量规格为 30 g/包，相当于每天饮用 270 g酸奶。

 1.2.3   原花青素微胶囊酸奶片配方优化的单因素及

响应面试验

 1.2.3.1   单因素实验　参照 DBS 65/021-2020《食品

安全地方标准 奶片》[13]。原花青素微胶囊酸奶片所

添加的发酵乳粉，均为新疆西域春“至简”酸奶经真

空冷冻干燥后所得，其在酸奶片中的添加量需 70%。

《中国居民膳食营养素参考摄入量速查手册
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（2013版）》 [14] 中建议原花青素每日摄入上限为

800 mg，原花青素微胶囊酸奶片中的原花青素微胶

囊均为实验室自制[11]，选择 ME-MRPs-PC作为实验

原料，原花青素含量为 50 mg/g，结合原花青素微胶

囊酸奶片 30 g/包的规格，其在酸奶片中的添加量

需 53%。

GB 2760-2014《食品安全国家标准 食品添加剂

使用标准》[15] 中规定在奶片产品中，二氧化硅的添加

限量为 15 g/kg，其在原花青素微胶囊酸奶片中的添

加量需 1.5%；乳粉的添加根据需要，适量即可；选用

麦芽糊精对专用奶粉设计量进行补充。当葡萄糖值

（Dextrose Equivalent，DE）在 9~12时，麦芽糊精无甜

味、不易吸潮及褐变。

以原花青素微胶囊 20.00%，二氧化硅 0.60%，乳

粉 3.00%为固定因素水平，以发酵乳粉的添加量

（70.00%、70.50%、71.00%、71.50%、72.00%），原花

青素微胶囊的添加量（18.00%、19.00%、20.00%、

21.00%、22.00%），乳粉的添加量（1.00%、2.00%、

3.00%、4.00%、5.00%），二氧化硅的添加量（0.20%、

0.40%、0.60%、0.80%、1.00%）为单因素，考察发酵

乳粉、原花青素微胶囊、二氧化硅和乳粉的添加量

对原花青素微胶囊酸奶片感官的影响，总量不足

100%时用麦芽糊精进行补充。

 1.2.3.2   响应面试验　根据单因素实验得出的结果，

选择对感官评分影响较大的发酵乳粉添加量、原花

青素微胶囊添加量、乳粉添加量三个因素为考察对

象进行 Box-Behnken设计，以感官评价为指标，优化

原花青素微胶囊酸奶片配方，表 1为各因素的水平

设计，二氧化硅的添加量为 0.60%，总量不足 100%
用麦芽糊精进行补充。
 
 

表 1    Box-Behnken设计因素设计水平
Table 1    Box-Behnken design factor design level

水平

因素

A发酵乳粉添加量
（%）

B原花青素微胶囊添加量
（%）

C乳粉添加量
（%）

−1 70.00 19.00 3.00
0 70.50 20.00 4.00
+1 71.00 21.00 5.00

 

 1.2.4   感官评价　结合 DBS 65/021-2020《食品安全

地方标准 奶片》[13] 中的感官要求，以原花青素微胶

囊酸奶片的外观、滋气味、色泽等综合情况，设置感

官评分标准，见表 2，邀请食品专业人员 20名按照表

格进行打分。

 1.2.5   营养成分、污染物、真菌毒素及微生物检测　

参考 DBS 65/021-2020《食品安全地方标准 奶片》[13]

中风味发酵牛（羊）奶片理化指标要求、污染物限量、

真菌毒素限量要求及微生物限量要求。

 1.2.6   货架期预测实验　通过应用加速货架寿命实

验方法（Accelerated Shelf Life Testing，ALST），加速

产品品质变化，对原花青素微胶囊酸奶片的货架期进

行快速的预测[16−17]。Q10 指温度对反应的灵敏度。

原花青素微胶囊酸奶片属于干燥类食品，Q10 一

般为 1.5~10，本款原花青素微胶囊酸奶片 Q10 暂定

为 2，把真空包装后的成品置于三个不同的贮藏温度

（4、25、35 ℃）中，4 ℃ 为对照实验温度，25 ℃ 及

35 ℃ 为加速实验温度，35 ℃ 实验组的样品每 5 d检

测一次，根据公式，25 ℃ 实验组的样品每 10 d检测

一次。预计实验 90 d，4 ℃ 实验组的样品每 15 d检

测一次，检测时随机取 3片平行样进行检测，测定感

官评定分数。

f1 = f2 ×Q
∆T
10

10

Q10 =
C1

C2

Qs(T1) = Qs(T2)×Q
∆T
10

10

式中：f1 为较低温度 T1 每次测样的时间间隔；

f2 为较高温度 T2 每次测样的时间间隔；C1 为 T温度

下货架期；C2 为 T+10温度下货架期；QS 为货架期；

T1 为较低温度；T2 为较高温度；∆T为 T1 与 T2 的温

度差，℃。

 1.2.7   衰老小鼠模型建立及动物分组　动物实验

经过新疆农业大学伦理委员会批准 （伦理号 ：

2021003）。参考文献 [18−19]，选取体重 18±2 g的

健康成年雄性昆明小鼠 90只，适应性喂养 7 d后，随

机分组，分为模型组（D-gal）、空白组（con）、阳性组

（VC）、每组 10只，设计实验。剂量计算：按照成年人

（以体重 60 kg计）每日推荐食用 30.0 g乳制品换算，

小鼠的推荐食用量为 45.0 mg/10 g·bw，故小鼠给药

剂量为低（90.0 mg/10 g·bw），中（135.0 mg/10 g·bw），

高（202.5 mg/10 g·bw）。阳性组（VC）灌胃 VC 2.0 mg/

 

表 2    感官评分标准

Table 2    Sensory scoring standard

项目 特征 得分（分）

外观
（10%）

成型不完整，有破损 1~3
成型较为完整，有轻微破损 4~6

成型完整，无破损，表面无粉尘 7~10

滋气味
（20%）

异常不愉快气味，腐败味 <11
酸奶香味不太明显，或酸甜有一方明显偏重 11~15

浓郁的酸奶味，酸甜适中 16~20

色泽
（10%）

浅黄色到暗黄色，原花青素颗粒多数破碎 1~3
乳白色到浅黄色，原花青素颗粒微量破碎 4~6

乳白色，原花青素颗粒完好无破碎 7~10

组织状态
（30%）

表面有杂质或霉斑，破损严重，不成型 <11
形态基本完整，薄厚可接受，硬度或酥脆度有

一方明显偏重 11~20

形态完整，大小均匀，无肉眼可见杂质，
硬度酥脆度适中 21~30

口感
（30%）

较糊口，明显粉粒感，咀嚼性差 <11
顺滑，不糊口，粉粒感较轻，咀嚼性好 11~20

爽口，细腻，顺滑，咀嚼性好 21~30
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10 g·bw，空白组（Con）与 D-gal模型组灌胃等量的生

理盐水。

除空白组（Con）外，其余组每日腹腔注射 D-gal

500.0 mg/kg.bw，Con每日腹腔注射等量的生理盐水，

持续 42 d，从第 21 d开始，对各组小鼠进行腹腔注

射及灌胃，腹腔注射及灌胃的补充剂溶媒均为生理盐

水。实验具体分组灌胃剂量及注射量如表 3所示。
 
 

表 3    原花青素微胶囊酸奶对 D-半乳糖致衰老模型
小鼠的影响实验分组

Table 3    Effect of proanthocyanidins microencapsulated yogurt
on D-galactose-induced aging model mice test groups

分组 简写
腹腔注射 灌胃

补充剂 剂量 补充剂 剂量

空白组 Con 生理盐水 0.1 mL/10 g 生理盐水 0.2 mL/10 g
模型组 D-gal

D-gal 500.0 mg/kg

生理盐水 0.2 mL/10 g
阳性组 VC VC 2.0 mg/10 g

ME-MRPs-PC
酸奶片组

ML
ME-MRPs-PC

酸奶片

90.0 mg/10 g
MM 135.0 mg/10 g
MH 202.5 mg/10 g

ME-WPI-X-PC
酸奶片组 WH ME-WPI-X-PC

酸奶片 202.5 mg/10 g

PC酸奶片组 PH PC酸奶片 202.5 mg/10 g
酸奶片组 YH 酸奶片 202.5 mg/10 g

 

依照原花青素微胶囊酸奶片配方，制备相同原

花青素含量的发生美拉德反应的原花青素微胶囊酸

奶片（ME-MRPs-PC酸奶片）[11]、未发生美拉德反应

的原花青素微胶囊酸奶片（ME-WPI-X-PC酸奶片）、

原花青素酸奶片（PC酸奶片）和不含原花青素的酸奶

片（酸奶片）。

 1.2.8   小鼠行为学实验

 1.2.8.1   跳台实验　将小鼠放入反应箱内平台上，适

应环境 3 min后立即通以 32 V的交流电使小鼠受到

电击，并开始计时，小鼠首次跳下平台的计时值为潜

伏期。本实验训练小鼠时间设置为 5 min，记录训练

时间内的错误次数，以此作为学习成绩。间隔 24 h

后进行第 2次实验。给药后，记录每只小鼠的潜伏

期以及在 5 min内出现的错误次数[18,20]。

 1.2.8.2   避暗实验　将小鼠头部背向洞口放入避暗

仪明室，适应环境 3 min后立即通以 33 V的交流电

使小鼠受到电击，并开始计时，小鼠首次进入洞口到

达暗室时的计时值为潜伏期。本实验训练小鼠时间

设置为 5 min，记录训练时间内的错误次数，并记录

在 5 min内小鼠的错误次数，以此作为学习成绩。间

隔 24 h后进行第 2次实验。给药后，记录每只小鼠

的潜伏期以及在 5 min内出现的错误次数[21−22]。

 1.2.8.3   小鼠体重及脏器指数　喂养期间，需每天观

察各组小鼠的基本情况，每 3 d称量小鼠体重；并在

各组末次灌胃后，禁食 12 h，将各组小鼠最后一次称

重，采血后，分离心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、胸腺，

准确称取其重量，并计算各组的脏器指数。

脏器指数(mg/g) =
脏器质量(mg)
小鼠最终体重(g)

 1.2.8.4   小鼠样本处理　按照试剂盒方法对小鼠血

清及肝脏组织进行前处理，待测。将新鲜组织固定

于 4%多聚甲醛 24 h以上，经修切、脱水、包埋、切

片、脱蜡、染色、脱水及封片，制备组织切片。显微

镜镜检，图像采集分析。

 1.2.8.5   小鼠生化指标测定　按试剂盒说明书配制

好相应实剂，对小鼠血清、肝脏及脑组织中谷胱甘肽

过氧化物酶（GSH-Px）活力、超氧化物歧化酶（SOD）

活力、丙二醛（MDA）含量进行测定。

 1.3　数据处理

X±S

所有测量至少重复 3次，所有结果均显示为

平均值±标准差（ ）。本实验使用 IBM SPSS

Statistics 27、Design-Expert 13对数据进行统计及分

析，P<0.05作为差异显著的界值，P<0.01作为差异

极显著的界值；利用 Origin 2021和 GraphPad Prism
9软件对分析数据进行作图。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验结果

由图 1（A）所示，随着发酵乳粉添加量的增加，在

添加量 70.00%~72.00%的范围内感官评分呈现先上

升后降低的趋势，当发酵乳粉添加量达到 70.50%
时，原花青素微胶囊酸奶片的感官评分为 90.59±1.55
分，达到最高值，发酵乳粉添加过高时可能导致原花

青素微胶囊酸奶片整体口感偏酸，打破酸甜平衡，并

不适宜，故后续实验中发酵乳粉添加量的取值范围应

为 70.00%、70.50%、71.00%。

由图 1（B）所示，随着原花青素微胶囊添加量的

增加，在添加量 18.0%~22.0%的范围内感官评分呈

现先缓慢上升后下降的趋势，当添加量达到 20.0%
时，原花青素微胶囊酸奶片的感官评分为 90.54±1.22
分，达到最高值。根据感官评价标准判断，可能是因

为原花青素微胶囊量添加过高，导致原花青素微胶

囊酸奶片表面存在大量的微囊碎片，外观不适，同时

影响口感颗粒感较重，并不适宜，故后续实验中

原花青素微胶囊添加量的取值范围应为 19.00%、

20.00%、21.00%。

由图 1（C）所示，随着乳粉添加量的增加，在添加

量 1.0%~5.0%的范围内感官评分呈现先上升后降低

的趋势，当乳粉添加量达到 4.0%时，原花青素微胶

囊酸奶片的感官评分为 90.46±1.28分，达到最高值，

乳粉添加量较少时可能导致原花青素微胶囊酸奶片

整体口感偏酸，奶香味较弱，并不适宜，故后续实

验中乳粉添加量的取值范围应为 3.00%、4.00%、

5.00%。

由图 1（D）所示，随着二氧化硅添加量的增加，在

添加量 0.2%~1.0%的范围内感官评分无明显变化。

参考任敏等[23] 的奶片配方，二氧化硅作为防絮剂可
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以有效保持奶片的均匀性和口感，且具有一定的吸湿

性，可以吸收产品中的一部分水分，有助于延长奶片

的保质期并减少霉菌和细菌的生长。以尽量减少添

加剂为原则，后续实验中二氧化硅添加量为 0.6%。

 2.2　响应面试验结果

在单因素实验的基础上，选择原花青素微胶囊

酸奶片感官评分作为响应值，发酵乳粉（A）、原花青

素微胶囊（B）、乳粉（C）添加量三者为变量，进行响应

面试验，响应面试验结果如表 4所示。

 2.2.1   回归模型的建立及方差分析　对表 4进行

二次多项回归模型的拟合，回归模型方程为：Y=

91.82+0.925A−1.175B−1.775C−AB−0.6AC+BC−

5.935A2−3.835B2−4.785C2。

二次多项回归模型的各因素方差分析结果见

表 5，回归模型 P 值远小于 0.0001，表明模型中的自

变量对因变量的影响是显著的，失拟项 P 值为

0.1420，表现为不显著，说明其他因素对该实验结果

影响很小，回归方程拟合效果较好，该实验设计方案

合理可靠，模拟具有统计学意义。决定系数 R2 为

0.9860，校正决定系数 R2
Adj 为 0.9679，两者数值接

近，说明该模型可以解释绝大部分的响应值变化，可

 

表 4    Box-Behnken响应面试验设计与结果

Table 4    Design and results of Box-Behnken response surface
experimental

实验号
A：发酵乳粉
添加量（%）

B：原花青素微
胶囊添加量（%）

C：乳粉添
加量（%）

感官评分（分）

1 70.0 20 5 79.8
2 71.0 21 4 81.7
3 70.5 20 4 92.5
4 71.0 20 3 83.6
5 70.0 21 4 80.6
6 70.0 19 4 80.4
7 70.5 20 4 91.2
8 70.5 21 3 82.7
9 71.0 20 5 79.2
10 70.5 19 3 87.6
11 70.5 19 5 81.7
12 70.0 20 3 81.8
13 70.5 20 4 91.1
14 70.5 20 4 92.3
15 71.0 19 4 85.5
16 70.5 20 4 92.0
17 70.5 21 5 80.8
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图 1    各因素对原花青素微胶囊感官评分的影响

Fig.1    Effects of various factors on the sensory score
of proanthocyanidin microcapsules

注：不同小写字母表示有显著性差异（P<0.05）。

 

表 5    二次回归模型方差分析结果

Table 5    Results of variance analysis of quadratic
regression model

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 393.69 9 43.74 54.65 <0.0001
A-发酵乳粉添加量 6.85 1 6.85 8.55 0.0222

B-原花青素微胶囊添加量 11.04 1 11.04 13.80 0.0075
C-乳粉添加量 25.20 1 25.20 31.49 0.0008

AB 4.00 1 4.00 5.00 0.0605
AC 1.44 1 1.44 1.80 0.2217
BC 4.00 1 4.00 5.00 0.0605
A² 148.31 1 148.31 185.29 <0.0001
B² 61.93 1 61.93 77.37 <0.0001
C² 96.41 1 96.41 120.44 <0.0001

残值 5.60 7 0.8004
失拟值 3.98 3 1.33 3.26 0.1420
纯误差 1.63 4 0.4070
总离差 399.30 16
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以用于优化原花青素微胶囊酸奶片的配方组成。变

异系数 CV为 1.05%，远小于 10.0%，表明该实验结

果的可信度和精确度较好。从二次回归模型方差分

析中可以看出 A、B、C均对模型影响显著（P<0.01），
且各因素对原花青素微胶囊酸奶片感官评分的影响

从大到小依次为 C（乳粉）>B（原花青素微胶囊）>A

（发酵乳粉）。

 2.2.2   验证试验　运用 Design-Expert 13软件对原

花青素微胶囊酸奶片的配方进行优化，得出各组分最

佳添加量为：发酵乳粉添加量 70.55%，原花青素微胶

囊添加量 19.80%，乳粉添加量 3.78%，对应的感官评

价得分为 92.2。根据上述实验条件并结合实际情

况，将各组分添加量调整为：发酵乳粉 70.50%，原花

青素微胶囊 20.0%，乳粉 3.80%，在此条件下进行实

验，得到原花青素微胶囊酸奶片的感官评分为

92.5±1.4，与预测值相接近，说明该拟合模型所优化

出的原花青素微胶囊酸奶片配方较为准确。

 2.3　原花青素微胶囊酸奶片基本指标检测

 2.3.1   营养成分及理化指标检测　原花青素微胶囊

酸奶片营养成分及理化指标见表 6。奶片蛋白质含

量为 23.77%大于规定指标；水分含量为 4.58%小于

规定指标，均符合要求。
 
 

表 6    原花青素微胶囊酸奶片营养成分及理化检测
Table 6    Proanthocyanidins microcapsule yogurt tablets nutri-

tional components and physical and chemical detection

项目 指标 原花青素微胶囊酸奶片

蛋白质（%）≥ 16.50 23.77
水分（%）≤ 5.00 4.58

碳水化合物（g/100 g） − 64.9
能量（kJ/100 g） − 1567

钙（mg/kg） − 9.16×103

钠（mg/100 g） − 266
 

 2.3.2   污染物和真菌毒素检测　原花青素微胶囊酸

奶片污染物和真菌毒素情况见表 7。奶片铅、总砷、

铬含量均低于规定指标，未检测出亚硝酸盐、黄曲霉

毒素M1，符合要求。
 
 

表 7    原花青素微胶囊酸奶片污染物和真菌毒素情况
Table 7    Contaminants and mycotoxins of proanthocyanidins

microcapsule yogurt tablets

项目 指标 原花青素微胶囊酸奶片

铅（mg/kg）≤ 0.30 0.0390
总砷（mg/kg）≤ 0.50 0.0155
铬（mg/kg）≤ 2.00 1.40

亚硝酸盐（mg/kg）≤ 2.00 未检出

黄曲霉毒素M1（µg/kg）≤ 4.00 未检出
 

 2.3.3   微生物检测　原花青素微胶囊酸奶片微生物

情况见表 8。微生物检测中，各项菌落均符合要求，

表明该短双歧杆菌微胶囊奶片方案可行。

 2.3.4   货架期预测　由图 2可知，当贮藏温度为

35 ℃，贮藏时间为 28 d时，感官评分在 50分附近；

当贮藏温度为 25 ℃，贮藏时间为 60 d时，感官评分

在 50分附近，因此，本实验实际 Q10：60/28=2.1。
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图 2    原花青素微胶囊酸奶片加速贮藏的感官评价（上）
及外观情况（下）

Fig.2    Proanthocyanidins microcapsule yogurt tablets sensory
evaluation of accelerated storage (up) and appearance (down)

 

温度为 4 ℃ 时 ，∆T=35−4=31，货架期为 QS

（4 ℃）=Q（35 ℃）×Q10
∆T/10=28×2.13.1=279 d；温度为

25 ℃ 时 ， ∆T=35−25=10，货架期为 QS（ 25 ℃） =
Q（35 ℃）×Q10

∆T/10=28×2.11.0=58 d。综上所述，ASLT
法进行预测原花青素微胶囊酸奶片的货架期，结

果表明，在 4 ℃ 条件下的货架期为 279 d、25 ℃ 条

件下的样品货架期为 58 d。
由图 2外观情况所示，贮藏温度为 35 ℃，原花青

素微胶囊酸奶片颜色加深，表明已发生褐变；温度为

25 ℃，酸奶片颜色保持较好，无明显变化；温度 4 ℃
时，原花青素酸奶片颜色与 25 ℃ 时外观上较为接

近，保存良好。

 2.4　原花青素微胶囊酸奶片对小鼠行为学的影响

 2.4.1   跳台实验　本实验结果如图 3所示。与 Con
组相比，D-gal组潜伏期极显著缩短，错误次数极显

著增加（P<0.01），即造模有效；与 D-gal组比，VC、

 

表 8    原花青素微胶囊酸奶片微生物检测

Table 8    Proanthocyanidins microcapsule yogurt tablets
microbial detection

项目
指标

原花青素微胶囊酸奶片
n c m M

大肠菌群（CFU/g） 5 1 10 100 <10
金黄色葡萄球菌（CFU/g） 5 2 10 100 <10

沙门氏菌（25 g） 5 0 0/25 g − 未检出

注：n：同一批次产品应采集的样品件数；c：最大可允许超出m值的样品数；
m：微生物指标可接受水平的限量值；M：微生物指标的最高安全限量值。
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MM、MH和 WH组能显著延长衰老小鼠潜伏期，并

减少错误次数（P<0.05，P<0.01）；与 MH组比，WH、

PH和 YH组衰老小鼠潜伏期缩短，错误次数增加，

其中 YH组具有极显著性差异（P<0.01）。综上所述，

VC、MM、MH和 WH组能够有效改善衰老小鼠的

记忆功能。
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图 3    原花青素微胶囊酸奶片对小鼠跳台实验的影响（n=10）
Fig.3    Effects of proanthocyanidins microcapsule yoghurt

tablets on step-down test in mice (n=10)
注：与 Con组间差异显著（P<0.05）记作*，差异极显著（P<0.01）
记作**；与 D-gal组间差异显著（P<0.05）记作#，差异极显著
（P<0.01）记作##，与 MH组间差异显著（P<0.05）记作&，差异
极显著（P<0.01）记作&&，图 4~图 8同。
 

 2.4.2   避暗实验　本实验结果如图 4所示。与 Con
组相比，D-gal组潜伏期极显著缩短，错误次数极显

著增加（P<0.01）；与 D-gal组相比，VC、MH组潜伏

期显著延长，错误次数显著减少（P<0.05，P<0.01）；
与 MH组比，WH、PH和 YH组衰老小鼠潜伏期缩

短，错误次数增加。综上所述，VC 和 MH组在改善

衰老小鼠记忆功能方面具有明显的效果。
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图 4    原花青素微胶囊酸奶片对小鼠避暗实验的影响（n=10）
Fig.4    Effects of proanthocyanidins microcapsule yogurt tablets

on dark avoidance test in mice (n=10)
 

 2.5　原花青素微胶囊酸奶片对小鼠脏器指数的影响

脏器指数可以反映出动物器官的重量变化情

况，机体随着年龄的增长各个组织器官的功能逐渐减

退，会呈现出器官萎缩或肥大的现象，是判断小鼠是

否衰老的重要指标[24]。

由图 5可知，与 Con组比，D-gal组小鼠的肾脏
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图 5    原花青素微胶囊酸奶片对小鼠脏器指数的影响（n=10）
Fig.5    Effects of proanthocyanidins microcapsule yogurt tablets on organ index in mice (n=10)
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和胸腺的脏器指数均显著降低（P<0.05，P<0.01），且
肝脏和脾脏的脏器指数极显著增加（P<0.01）；与 D-

gal组比，各给药组的胸腺脏器指数变化较为明显，其

中 VC、MH组小鼠的肝脏、脾脏和胸腺脏器指数均

有一定程度的改善（P<0.05，P<0.01）。综上所述，美

拉德反应的原花青素微胶囊酸奶片可以减少 D-gal

对小鼠脏器组织的损伤。

 2.6　原花青素微胶囊酸奶片对小鼠体内生化指标的

影响

 2.6.1   GSH-Px活力测定　谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-Px）可以特异性催化还原型谷胱甘肽过氧化物

的还原反应，阻断过氧化物形成自由基，从而保护细

胞膜结构和功能完整，免受损伤[25]。本实验小鼠血

清、肝脏和脑组织的 GSH-Px活力测定结果见图 6。

与 Con组相比，D-gal组小鼠在血清、肝脏及脑组织

中的 GSH-Px活力均极显著降低（P<0.01）；与 D-gal

组相比，VC、MH组小鼠在血清、肝脏及脑组织中的

GSH-Px活力均极显著提高（P<0.01），ML、MM、WH
和 PH组小鼠在血清及脑组织中的 GSH-Px活力均

极显著提高（P<0.01）；与 MH组相比，YH组小鼠在

血清、肝脏及脑组织中的 GSH-Px活力均极显著降

低（P<0.01），WH、PH组小鼠在血清和肝脏组织中

的 GSH-Px活力均极显著降低（P<0.01）。结果表明：

发生美拉德反应的原花青素微胶囊酸奶片（MH组）

可提高小鼠体内血清、肝脏及脑组织中的 GSH-Px
活力；未发生美拉德反应的原花青素微胶囊酸奶片

（WH组）及未包埋的原花青素酸奶片（PH组）可以较

小幅度提高小鼠血清和脑组织中的 GSH-Px活力。

 2.6.2   SOD活力测定　超氧化物歧化酶（SOD）对机

体的氧化与抗氧化平衡起着至关重要的作用，该酶能

清除超氧阴离子自由基，保护细胞免受损伤，其活力

大小反映机体清除自由基的能力[26]。本实验小鼠血

清、肝脏和脑组织的 SOD活力测定结果见图 7。与
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图 6    原花青素微胶囊酸奶片对小鼠血清、肝脏及脑组织
GSH-Px活力的影响（n=10）

Fig.6    Effects of proanthocyanidins microencapsulated yogurt
tablets on GSH-Px activity in serum, liver and brain

of mice (n=10)
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图 7    原花青素微胶囊酸奶片对小鼠血清、肝脏及脑组织
SOD活力的影响（n=10）

Fig.7    Effects of proanthocyanidins microcapsule yogurt tablets
on SOD activity in serum, liver and brain tissue of mice (n=10)
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Con组相比，D-gal组小鼠在血清、肝脏及脑组织中

的 SOD活力均极显著降低（P<0.01）；与 D-gal组相

比，VC、MM、MH、WH组小鼠在血清、肝脏及脑组

织中的 SOD活力均显著提高（P<0.05，P<0.01），ML、

PH组小鼠在血清中的 SOD活力均极显著提高（P<
0.01）；与 MH组相比，YH组小鼠在血清、肝脏及脑

组织中的 SOD活力均极显著降低（P<0.01），WH、

PH组小鼠在血清中的 SOD活力极显著降低（P<
0.01）。结果表明：发生美拉德反应的原花青素微胶

囊酸奶片（MH组）可提高小鼠体内血清、肝脏及脑

组织中的 SOD活力，发生美拉德反应的原花青素微

胶囊酸奶片（MM组）和未发生美拉德反应的原花青

素微胶囊酸奶片（WH组）可以较小幅度提高小鼠体

内血清、肝脏及脑组织中的 SOD活力，未包埋的原

花青素酸奶片（PH组）可以较小幅度提高小鼠体内血

清中的 SOD活力。

 2.6.3   MDA含量测定　丙二醛（MDA）是膜脂过氧

化的最终分解产物，其含量可以反映机体脂质过氧化

强度，也能间接反映组织过氧化损伤程度[27]。本实验

小鼠血清、肝脏和脑组织的 MDA含量测定结果见

图 8。与 Con组相比，D-gal组小鼠在血清、肝脏及

脑组织中的 MDA含量均极显著增加（P<0.01）；与
D-gal组相比，VC、MH、WH和 PH组小鼠在血清、

肝脏及脑组织中的 MDA含量均降低（P<0.05，P<
0.01），MM组小鼠在血清和脑组织中的 MDA含量

均显著降低（P<0.05，P<0.01）；与 MH组相比，YH组

小鼠在血清、肝脏及脑组织中的 MDA含量均极显

著增加（P<0.01），WH、PH组小鼠在血清中的 MDA
含量极显著增加（P<0.01）。结果表明：发生美拉德反

应的原花青素微胶囊酸奶片（MH组）、未发生美拉

德反应的原花青素微胶囊酸奶片（WH组）和未包埋

的原花青素酸奶片（PH组）可以有效降低小鼠体内血

清、肝脏及脑组织中的 MDA含量；发生美拉德反应

的原花青素微胶囊酸奶片（MM组）可以较小幅度降

低小鼠体内血清和脑组织中的MDA含量。

 2.7　原花青素微胶囊酸奶片对小鼠病理切片的影响

 2.7.1   肝脏组织切片　研究表明，肝脏损伤时细胞会

出现结构破坏、核消失，脂肪堆积等表现[28]。本研究

HE染色结果见图 9所示，Con组（图 a）中肝脏组织

细胞排列整齐，密度、大小均匀，结构完整，胞质清

晰，而 D-gal组（图 c）出现大范围组织细胞凋亡、坏

死，炎症细胞浸润，且细胞排列疏松，呈现网状分布。

MM组（图 f）和 ML组（图 g）较 D-gal组有了一定的

改善，表现为肝组织细胞坏死和炎症浸润减少。而

PH组（图 i）与 D-gal组相比，细胞凋亡的现象没有得

到改善，大部分细胞坏死，细胞排列疏松，结构不清晰

等。而 VC 组（图 d）、MH组（图 e）和 WH组（图 h）
与 D-gal组相比，少部分细胞出现凋亡、空泡，被炎

症细胞浸润，大部分的细胞排列紧密有序。这些病理

结果表明，过量的 D-半乳糖诱导了肝脏损伤，本研究

肝损伤动物模型造模成功；而 ME-MRPs-PC酸奶片
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图 8    原花青素微胶囊酸奶片对小鼠血清、肝脏及脑组织
MDA活力的影响（n=10）

Fig.8    Effects of proanthocyanidins microcapsule yogurt tablets
on MDA activity in serum, liver and brain tissue of mice (n=10)
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图 9    原花青素微胶囊酸奶片对小鼠肝脏切片的影响

Fig.9    Effects of proanthocyanidins microcapsule yoghurt
tablets on liver slices of mice
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可以明显改善小鼠肝脏组织受损，发挥保护肝脏的

作用。

 2.7.2   脑组织切片　HE染色结果见图 10所示，对

照组（图 a）大脑皮层神经元细胞轮廓清晰，排列整齐

紧密，细胞核圆而大，染色浅；D-gal组（图 c）神经元

细胞排列疏松，核固缩及坏死神经元细胞数量增加造

成深染，而 ML组（图 g）与 MM组（图 f）可有效改善

该神经元细胞形态损伤。而 PH组（图 i）与 D-gal组

相比，神经元细胞排列杂乱，胞核固缩，细胞结构不清

晰。而 VC 组（图 d）、MH组（图 e）和 WH组（图 h）
与 D-gal组相比，少部分神经细胞出现空泡，胞核固

缩深染，大部分的细胞排列紧密有序。从脑组织结果

来看，表明 ME-MRPs-PC酸奶片对衰老造成的脑组

织损伤具有显著的改善作用。
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图 10    原花青素微胶囊酸奶片对小鼠脑组织切片的影响
Fig.10    Effects of proanthocyanidins microcapsule yogurt

tablets on brain tissue sections of mice
 

 3　讨论与结论
本研究以原花青素微胶囊和通过真空冷冻干燥

获得的发酵乳粉为主要原料，设计原花青素微胶囊酸

奶片配方，并制备酸奶片。实验结果表明，原花青素

微胶囊酸奶片的最佳配方为发酵乳粉 70.5%、原花

青素微胶囊 20.0%、麦芽糊精 5.1%、乳粉 3.8%和二

氧化硅 0.6%。

参考 DBS65/021-2020《食品安全地方标准 奶
片》[13] 中对风味发酵牛（羊）奶片的指标要求，对原花

青素微胶囊酸奶片的营养成分、理化指标、污染物和

真菌毒素、微生物等进行了检测，符合相关标准要

求，产品质量可靠。同时运用加速实验方法预测了产

品在不同温度下的货架期，结果表明在 4 ℃ 条件下

货架期最长，为 279 d，符合实际需求。在实际生产

过程中可将原花青素微胶囊与发酵乳粉经造粒后再

进行压片，使原花青素微胶囊分布相对均匀；同时可

引入静电喷雾技术，真空冷冻喷雾干燥机等，有望实

现工业化生产。

过量半乳糖的积累引发机体的炎症反应，包括

细胞因子的释放、炎性细胞的浸润等，从而加速衰老

过程，使 D-gal组小鼠呈现出记忆力下降等衰老表

现[17,25]。本实验未添加原花青素的酸奶片（YH组）小

鼠，在跳台实验、避暗实验以及生化指标测定结果中

与模型组小鼠（D-gal组）基本一致，无明显差异；添加

未包埋原花青素的酸奶片（PH组）小鼠与 YH组和

D-gal组相比，均得到一定程度的改善，对衰老程度

有所减缓；证明原花青素（PC）是起到改善衰老指标

的关键成分。这与张茹等[29] 的研究结果基本一致。

D-gal诱导的小鼠衰老模型可引起机体内氧化

应激的加剧，导致体内自由基增多、抗氧化能力下

降，从而损伤细胞结构和功能[30]。将原花青素微胶囊

化后，制备发生美拉德反应以及未发生美拉德反应的

原花青素微胶囊，分别添加到酸奶片中，进行小鼠体

内抗氧化实验。GSH-Px与 SOD的活性高低间接反

映小鼠对自由基的消除能力的大小；MDA含量的大

小反映机体受自由基攻击的严重程度[31]。高剂量的

发生美拉德反应的原花青素微胶囊酸奶片能显著提

高血清中 GSH-Px和 SOD的活性，降低 MDA含量，

改善 D-gal对小鼠肝脏、脾脏和胸腺的损伤，这表明

衰老小鼠体内抗氧化能力下降，体内氧化应激水平显

著提高。这与刘鑫颖[32] 的研究结果基本一致。同

时 VC 组小鼠相较于 D-gal组小鼠各指标水平差异

显著，表明 VC 药物可以很好地调节小鼠体内氧化应

激程度，减慢衰老进程，即本实验成功建立衰老小鼠

模型[26,28]。小鼠体内抗氧化实验相比较发现：发生美

拉德反应的原花青素微胶囊酸奶片高剂量组小鼠效

果趋势更加趋向于 VC 组小鼠且优于未发生美拉德

反应的原花青素微胶囊酸奶片高剂量组小鼠，更优

于 PC酸奶片（PH组）小鼠，与原花青素微胶囊体外

抗氧化活性实验结果一致[11]。产生这种现象的原因

可能是因为被微囊化后的原花青素，在体内受消化液

的影响较小，更大程度的保留了原花青素的活性。发

生美拉德反应的壁材能够更好维持原花青素的稳定

性，其效果优于未发生美拉德反应的壁材，更进一步

提高原花青素的稳定性，从而可能使原花青素在小鼠

体内的生物利用度得到提升，改善小鼠的衰老程度。

综上所述，原花青素微胶囊酸奶片不仅在感官和营养

方面表现优异，并且安全可靠，具有良好的市场前景。

发生美拉德反应的原花青素微胶囊酸奶片具有抗氧

化效果，为开发新型功能性食品提供了有益参考。
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