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摘　要：本研究旨在测定黑莓冻干粉（Freeze-dried Blackberry Powder，FDBP）的成分，并探讨其对氧化应激引起

的生殖细胞损伤的保护作用。研究采用了去除/不去除黑莓籽的工艺制备得到了黑莓冻干粉，定量分析了黑莓冻干

粉的氨基酸、多酚类（花色苷）、维生素（E、叶酸）及微量元素含量，并利用小鼠精母细胞系 GC-2spd构建

H2O2 氧化应激模型，探究 FDBP对氧化应激引起的生殖细胞损伤的保护作用。结果表明，两种黑莓冻干粉富含丙

氨酸、谷氨酸、天冬氨酸和精氨酸等氨基酸，含有镁、铁、锌和硒等微量元素；其中，黑莓冻干粉 1（FDBP-1）
的花色苷、维生素 E和叶酸比黑莓冻干粉 2（FDBP-2）含量高，分别为 6.89±0.13  mg/g、85.54±4.79  μg/g和
22.94±2.68 μg/g。FDBP-1的抗氧化活性高于 FDBP-2的，其 DPPH自由基清除率和 ABTS+自由基清除率的 IC50 值

分别为 126.60±44.78 μg/mL和 29.84±10.89 μg/mL。在氧化应激条件下，FDBP-1预处理后的 GC-2spd细胞相比于

氧化损伤组的细胞存活率最高提高 28%，并有效上调了超氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-
Px）的活性，同时降低了丙二醛（MDA）水平。综上，黑莓冻干粉富含多种生物活性物质，具有优异的体外抗氧

化能力，能通过增强细胞内源性抗氧化防御系统，有效保护生殖细胞抵抗氧化损伤。本研究为开发基于黑莓冻干

粉、具有生殖健康保护作用的功能性食品或配料提供了重要的科学依据，在食品工业与营养健康领域具有应用潜力。
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Abstract：This study aimed to systematically determine the composition of freeze-dried blackberry powder (FDBP) and in-
vestigate its protective effects against germ cell damage induced by oxidative stress. FDBP was prepared using processes  
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with or without blackberry seed removal. Quantitative analysis was conducted on the contents of key bioactive components
including amino acids, polyphenols (anthocyanins),  vitamins (E, folate),  and trace elements in FDBP. An oxidative stress
model was established using the mouse spermatocyte cell line GC-2spd treated with H2O2 to explore the protective effect of
FDBP against oxidative stress-induced germ cell damage. The results indicated that both types of FDBP were rich in amino
acids such as alanine, glutamic acid, aspartic acid, and arginine, and contained trace elements including magnesium, iron,
zinc, and selenium. Among them, the thawed and deseeded FDBP (FDBP-1) had higher contents of anthocyanins, vitamin
E,  and  folate  compared  to  the  freeze-dried  and  superfinely  ground  FDBP  (FDBP-2),  measuring  at  6.89±0.13  mg/g,
85.54±4.79  μg/g,  and  22.94±2.68  μg/g,  respectively.  FDBP-1  demonstrated  stronger  antioxidant  activity  than  FDBP-2,
as  evidenced by its  lower  IC50 values  for  scavenging DPPH radicals  (126.60±44.78 μg/mL) and ABTS

+  radicals  (29.84±
10.89 μg/mL). Under oxidative stress conditions, pretreatment with FDBP-1 significantly increased the viability of GC-2spd
cells by 28%. Furthermore, it effectively upregulated the activities of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxi-
dase  (GSH-Px), while  reducing  malondialdehyde  (MDA)  levels.  In  conclusion,  FDBP  is  rich  in  various  bioactive   com-
pounds and possesses excellent in vitro antioxidant capacity. It effectively protects germ cells against oxidative damage by
enhancing the cellular endogenous antioxidant defense system. This study provides a crucial scientific basis for developing
FDBP-based functional foods or ingredients with reproductive health-protective effects, demonstrating significant applica-
tion potential in the food industry and nutritional health sectors.

Key words：freeze-dried blackberry powder；component analysis；antioxidant activity；oxidative stress；germ cells protec-

tion；functional food

黑莓（Rubus spp.）属蔷薇科悬钩子属植物，富含

多酚、黄酮类化合物、花青素、维生素和类胡萝卜素

等生物活性化合物，被誉为“浆果之王”，已被证实具

有良好的抗氧化性能[1−2]。黑莓的抗氧化能力（以

ORAC值计）高达 39.16 mmol TE/mL，高于蓝莓和

草莓[3]。但黑莓含水量高、结构脆弱以及易脱水、受

伤和感染而迅速变质，采收后贮藏期短（常温下仅

2~3 d）、运输损耗率高（>30%）、营养损耗高等问题

严重制约了产业化发展[4−5]。

近年来，随着食品加工技术的发展，采用冻干技

术（Lyophilization）将黑莓低温（−40 ℃ 以下）升华脱

水制备成冻干粉，可保留 95%以上的热敏性成分（如

维生素 C、花青素），同时，避免传统热干燥导致的美

拉德反应和香气损失[6]。此外，冻干粉便于储存与运

输，且多孔结构有利于活性成分的快速复溶，具有开

发为功能性食品原料的潜力[7]。目前，黑莓作为富含

多酚类化合物的浆果，其抗氧化能力在抗衰老和抗炎

领域已得到证实，但针对黑莓冻干粉，现有研究仅关

注加工工艺与热敏性成分保留率，对其主要抗氧化成

分的系统解析，以及该冻干粉对氧化应激诱导的生殖

细胞损伤的保护效应，至今尚未明确。黑莓冻干

粉是否通过抗氧化而保护生殖细胞的作用尚不完全

清楚。

随着工业化进程的加速和生活方式的改变，环

境污染、化学添加剂等因素导致外源性或内源性活

性氧（Reactive Oxygen Species，ROS）在体内过度积

累，引发氧化应激反应，进而造成细胞损伤、组织功

能紊乱甚至器官衰竭[8−9]。氧化应激是男性不育、卵

巢功能早衰及胚胎发育异常的关键诱因[10]。生殖细

胞（精子、卵母细胞）及早期胚胎因缺乏高效的

DNA修复机制和抗氧化酶储备，更易受 ROS攻击，

过量 ROS不但降低细胞内 ATP含量、削弱线粒体

膜电位、破坏线粒体基因组完整性，并引发线粒体分

裂与融合稳态失衡而导致精子损伤[11]；也会导致关键

酶（如超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase，SOD）、

过氧化氢酶（Catalase，CAT））失活，削弱抗氧化防御

能力[12]；造成 8-羟基脱氧鸟苷等氧化标志物积累，甚

至诱发生殖细胞染色体畸变[12−13]。因此，抗氧化剂有

希望改善氧化应激导致的不孕不育。膳食来源的生

物活性化合物，包括维生素和植物化学物质，其中不

乏抗氧化作用，具有多靶点、低毒性及协同效应等特

点[14]。例如，维生素 C、维生素 E、多不饱和脂肪酸、

微量元素、肉碱、N-乙酰半胱氨酸及辅酶 Q10等生

物活性食品成分可以缓解氧化应激[15−17]，有希望成为

缓解生殖系统氧化应激损伤的潜在食疗方案。

基于此，本研究旨在深入解析黑莓冻干粉的成

分，明确黑莓冻干粉中的主要抗氧化成分及其含量；

评估黑莓冻干粉对生殖细胞抗氧化的影响，以确定黑

莓冻干粉对氧化应激导致的生殖细胞损伤的保护作

用。本研究将为黑莓冻干粉在食品、保健品等领域

的应用提供科学依据，推动相关产业的发展。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

黑莓冻干粉 1（Freeze-dried Blackberry Powder
1，FDBP-1）、黑莓冻干粉 2（Freeze-dried Blackberry
Powder 2，FDBP-2）　黑莓品种均为悠维 1号（完全

成熟采摘，呈深紫色），产自江苏悠维有机食品有限公

司；GC-2spd　中国科学院细胞库；DMEM培养基、

PBS、0.25%胰酶消化溶液（2000 U/mg）、CCK-8　
凯基生物科技有限公司；胎牛血清　北京全式金生物

技术股份有限公司；ABTS、DPPH、过氧化氢溶液　

分析纯，上海麦克林生化科技股份有限公司；甲醇　

色谱纯，美国天地有限公司；MDA试剂盒、SOD试

剂盒、GSH-Px试剂盒　北京雷根生物技术有限公
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司；福林酚、叶酸含量检测试剂盒、维生素 E含量检

测试剂盒　北京索莱宝生物科技有限公司；葡萄糖、

没食子酸、芦丁　分析标准品，上海源叶生物科技有

限公司。

3K-15冷冻离心机　西格玛奥德里奇（上海）贸

易有限公司；S433D全自动氨基酸分析仪　德国

SYKAM公司；E-poch酶标仪　美国 BIO-TEK公

司；FD-1A-50真空冷冻干燥机　北京博医康实验仪

器有限公司；Vario macro cube元素分析仪　艾力蒙

塔贸易（上海）有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   黑莓冻干粉制备流程　FDBP-1制备：将黑莓

冻果常温下解冻，采用打浆去籽，将去籽后的黑莓转

移至真空冷冻干燥机中，在冷阱温度−50 ℃、真空度

低于 10 Pa的条件下进行冷冻干燥，冻干时间为 28 h，
以确保水分含量降至 5%以下，以获得结构疏松的多

孔状黑莓冻干块。将黑莓冻干块放入超微粉碎机中，

粉碎主机转速 4500 r/min，分级器频率调至 200目

（75 μm）。

FDBP-2制备：将黑莓冻果直接放置于真空冷冻

干燥机中，采用冷阱温度−50 ℃、真空度低于 10 Pa
的条件下进行冷冻干燥，冻干时间为 28 h。将冻干

块放入普通粉碎机中进行粗碎，过 60目筛，再将粉

碎粉末放入气流磨中，调节分级轮转速，将粒度分布

严格控制在中位径（D50）≤15 μm（即约 1000目）。

上述两种黑莓冻干粉的过筛粉末均进行真空

充氮包装，封装后的产品置于 4 ℃ 阴凉避光处贮藏

备用。

 1.2.2   黑莓冻干粉主要营养成分检测　黑莓冻干粉

的蛋白、脂质、灰分和水分检测分别参照国家标准

GB 5009.5-2025《食品安全国家标准 食品中蛋白质

的测定》、GB 5009.6-2025《食品安全国家标准 食品

中脂肪的测定》、GB 5009.4-2016《食品安全国家标

准 食品中灰分的测定》和 GB 5009.3-2016《食品安

全国家标准 食品中水分的测定》。

 1.2.3   总糖检测　采用苯酚-硫酸法测定样品中总糖

含量[18]。以无水葡萄糖作为标准品精准称取 0.1 g，
加入蒸馏水定容至 10 mL，此时浓度为 10 mg/mL，配
制成浓度分别为 0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1 mg/mL
的标准工作液。准确吸取各浓度标准工作液 200 μL
加入对应标记试管，再对应加入 0.2 mL 0.5%苯酚混

匀后加入 1 mL浓硫酸，避光静置 20 min使其显色

反应完成，测定 OD490 nm。以无水葡萄糖质量浓度

（x）为横坐标，吸光度值（y）为纵坐标绘制葡萄糖标准

曲线，标准曲线回归方程为 y=3.2546x+0.7215，R2=
0.9997。测定样品时，称取 0.1 g粉末溶于 10 mL的

蒸馏水中，再采用蒸馏水稀释 300倍，取 200 μL稀

释液加入 0.2 mL 0.5%苯酚溶液，混匀；加入 1.0 mL
浓硫酸，振荡混匀；室温避光静置 20 min后检测

OD490 nm，将测得的样品吸光度值代入上述线性回归

方程以计算样品总糖含量。

 1.2.4   总酚的测定　采用 Folin-Ciocalteu法测定黑

莓样品中的总酚含量[19−20]。以没食子酸作为标准品，

精确称取 0.050 g，用 60%乙醇溶液溶解并定容至

50 mL，配制成浓度为 1 mg/mL的标准储备液。使

用前，将储备液用 60%乙醇逐级稀释，配制成浓度分

别为 0、20、40、60、80、100 μg/mL的标准工作液。

测定样品时，精确称取 0.1 g黑莓冻干粉，加入 10 mL
60%乙醇溶液，于 50 ℃ 超声辅助提取 30 min，冷却

后，5000 r/min离心 10 min，收集上清液并作合理稀

释。分别准确吸取各浓度标准工作液和样品稀释液

200 μL，加入 1.5 mL预先稀释 10倍的 Folin-Ciocal-
teu试剂，涡旋混匀后，于室温避光静置 5 min。随后，

加入 1.5 mL 7.5%（w/v）的碳酸钠溶液，再次涡旋混

匀。将全部反应液置于 75 ℃ 水浴中加热 10 min进

行显色反应，随后立即冰浴冷却至室温。在 765 nm
波长下测定各管的吸光度值。以没食子酸浓度（x）为
横坐标，吸光度值（y）为纵坐标绘制标准曲线，标准

曲线回归方程为 y=3.6485x+0.0145，R2=0.9996。将

测得的样品吸光度值代入标准曲线计算总酚含量，结

果以毫克没食子酸当量每克样品质量（mg GAE/g）
表示。

 1.2.5   总黄酮的测定　采用硝酸铝络合分光光度法

测定黑莓样品中的总黄酮含量[21]。精确称取标准品

芦丁 0.010 g，溶于 60%乙醇并定容至 25 mL，配制

成浓度为 0.4 mg/mL的标准储备液。使用前，将储备

液用 60%乙醇逐级稀释，配制成浓度分别为 0、20、
40、60、80、100 μg/mL的标准工作液。称取 0.1 g
黑莓冻干粉，按上述总酚检测方法中的提取流程获得

提取液。将样品稀释适当倍数后，分别取 0.5 mL不

同浓度的标准工作液和样品稀释液，依次向每管中加

入 1.5 mL 60%乙醇、100 μL 5%（w/v）亚硝酸钠溶

液，涡旋混匀后静置 6  min。随后，加入 100  μL
10%（w/v）硝酸铝溶液，再次混匀后静置 6 min。最

后，加入 1.0 mL 4%（w/v）氢氧化钠溶液和 700 μL
60%乙醇，将反应体系总体积补足至 4 mL，立即涡

旋混匀。室温避光放置 15 min使其充分显色后，在

510 nm波长下测定各管的吸光度值。以芦丁浓度

（x）为横坐标，吸光度值（y）为纵坐标绘制标准曲线，

标准曲线回归方程为 y=3.9523x+0.0287，R2=0.9978。
将测得的样品吸光度值代入线性回归方程计算总黄

酮含量，结果以毫克芦丁当量每克样品质量（mg
RE/g）表示。

 1.2.6   花色苷检测　使用 pH示差法检测样品中的

花色苷含量[22−23]。具体为，准确称取样品约 0.5 g
于烧杯中，加入适量蒸馏水重悬，超声 10 min后

5000 r/min离心 10 min取上清液检测。上清液分别

采用 pH为 1.0和 4.5的缓冲液稀释以获得相同的稀

释倍数。室温避光静置 2 h后，分别测定上清液在

pH1.0和 4.5缓冲液中的 510 nm和 700 nm处的吸
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光度，然后，按照下列公式进行计算：

花色苷含量(mg/g) =
((A510 −A700)pH1.0 − (A510 −A700)pH4.5)×MW×DF×V

ε×1×M
式（1）

式中：MW为矢车菊素-3-O-葡萄糖苷的摩尔质

量（449  g/mol），DF为稀释因子，V为样品体积

（mL），ε 为矢车菊素-3-O-葡萄糖苷的摩尔消光系数

（29600 L/(cm·mol）），M为样品的质量（g）。

 1.2.7   维生素 E含量测定　维生素 E待测样品处

理、标品配制和液相色谱分析条件均参见《维生素

E含量检测试剂盒说明书》（Solarbio，BC4894）。

 1.2.8   叶酸检测　叶酸待测样品处理、标品配制和

液相色谱分析条件均参见《叶酸含量检测试剂盒说

明书》（Solarbio，BC4834）。

 1.2.9   氨基酸含量分析　参照国家标准 GB 5009.
124-2016《食品安全国家标准 食品中氨基酸的测

定》，采用 S433D全自动氨基酸分析仪进行分析。

 1.2.10   金属元素分析　金属元素分析参照 GB 5009.
268-2025《食品安全国家标准 食品中多元素的测

定》，采用 Vario macro cube元素分析仪分析。

 1.2.11   DPPH自由基清除率检测　参照李瑞娟等[24]

的方法，以维生素 C为对照，称取维生素 C粉末

0.64  g溶于 10  mL蒸馏水中，将其稀释为 5、10、
20、40、80、160、320和 640 μg/mL的系列 VC 对照

溶液；称取黑莓冻干粉 0.1 g溶于 10 mL 60%乙醇

溶液中，将其稀释为 38、75、150、300、600、900、
1200和 1500 μg/mL的系列待测溶液，吸取 1 mL稀

释液加入 1 mL 0.2 mmol/mL DPPH溶液，混合均

匀，空白对照为无水乙醇 1 mL加 1 mL的 DPPH溶

液，所有样品避光反应 30 min，于波长 517 nm处测

定吸光度。采用公式（2）计算不同浓度 FDBP的

DPPH自由基清除率，并用 Origin拟合出 IC50 值。

DPPH自由基清除率 (%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（2）
式中：A0 为空白对照的吸光度；A1 为样品的吸

光度；A2 为样品背景对照的吸光度。

 1.2.12   ABTS+自由基清除率检测　参照张旭伟等[25]

的方法，将 0.3 mol/L ABTS溶液与 0.1 mol/L K2S2O8

溶液等体积混合，4 ℃ 避光反应 12 h，采用无水乙醇

稀释 ABTS混合液约 30倍。以维生素 C为对照，

其配制方法同 1.2.11。称取黑莓冻干粉 0.1 g溶于

10 mL蒸馏水中，将其稀释为 4.7、9.4、18.8、37.5、
75、150、300和 600 μg/mL的系列溶液，吸取 1 mL
样品系列溶液，与 1 mL ABTS稀释液混合均匀，空

白对照为 1 mL无水乙醇与 1 mL ABTS稀释液混

合，所有样品室温避光反应 20 min后测定 734 nm
处吸光度。采用公式（3）计算 ABTS+自由基清除率，

并用 Origin拟合出 IC50 值。

ABTS+自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（3）
式中：A0 为空白对照的吸光度；A1 为样品的吸

光度；A2 为样品背景对照的吸光度。

 1.2.13   GC-2spd细胞培养　GC-2spd细胞采用含

有 10% FBS的 DMEM完全培养基培养，将细胞消

化后铺板到 96孔板中，调节细胞数量为 5000个/孔，

置于 CO2 培养箱中 37 ℃ 培养过夜培养，分别加入

与培养基等体积的浓度为 0、3、12、48、192、768和

3072 μg/mL的黑莓冻干粉溶液（PBS溶解），每个浓

度设置 6个平行孔。继续培养 24和 48 h后，采用

CCK-8方法检测细胞存活情况。

 1.2.14   氧化损伤 GC-2spd细胞　按照 1.2.13的方

法培养细胞，并且分别等体积加入浓度为 0、3、12、
48、192和 768 μg/mL的黑莓冻干粉溶液，每个浓度

设置 6个复孔，继续培养 24 h后，加入 1200 μmol/L
H2O2 培养 4 h，诱导 GC-2spd形成氧化损伤模型，采

用 CCK-8方法检测细胞存活状况。

 1.2.15   生化指标检测　用胰蛋白酶消化对数生长期

的 GC-2spd细胞，室温 1000 r/min离心 5 min，去除

上清液收集细胞，重悬细胞将其密度调整为 4×105

个/mL，接种到 6孔板培养，每孔加入 1 mL细胞悬

液。待细胞过夜贴壁后，空白对照组（CON）加入

1 mL的无血清 DMEM培养基，而 FDBP-1组加入

1 mL 48 μg/mL培养基稀释的 FDBP-1溶液，FDBP-
2组加入 1  mL 196  μg/mL培养基稀释的 FDBP-2
溶液。培养 24  h后，弃去上清，H2O2 诱导的组

（H2O2+）的孔中加入 2 mL的 1200 μmol/L H2O2 培

养 4 h诱导 GC-2spd形成氧化损伤模型，而无 H2O2

诱导的组（H2O2−）则加入 2 mL PBS同样培养 4 h，
之后弃去上清液加入 2 mL的 PBS溶液清洗细胞，

并采胰酶消化后 1000 r/min离心 5 min收集细胞沉

淀，加入细胞裂解液破碎细胞，根据 SOD、GSH-Px
和MDA试剂盒说明书的步骤检测细胞相关指标。

 1.3　数据处理

所有测试均独立进行至少 3次，结果以平均

值±标准差表示，采用 Origin 2020 64 Bit软件进行作

图，GraphPad prism进行实验数据显著性分析，组间

差异通过单因素方差分析（One-way ANOVA）检验，

*表示 P<0.05，为显著差异，**表示 P<0.01，为高度

显著差异，***表示 P<0.001，为极显著差异。不同字

母表示具有显著性差异，P<0.05。

 2　结果与分析

 2.1　黑莓冻干粉主要营养成分分析

黑莓作为功能性食品原料，其加工过程中营养组

分的保留率直接决定了产品的最终品质与应用潜力。

两种黑莓冻干粉（FDBP-1、FDBP-2）的外观图见图 1，
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两种黑莓冻干粉呈深红色粉末，质地细腻，均有轻

微结块现象。两种黑莓冻干粉的主要营养成分检测

结果见表 1。两种黑莓冻干粉（FDBP-1与 FDBP-2）
的基础营养成分（灰分和总糖）无显著差异（P>0.05），
但蛋白质含量在 FDBP-1中极显著增加（5.73% vs.
4.72%，P<0.001），而脂质含量却高度显著降低

（1.15% vs. 1.42%，P<0.01）。蛋白质的降低可能与美

拉德反应或热变性有关，而脂质含量可能是因为

FDBP-2加工中未去除黑莓籽而增加了油脂成分。

两种黑莓粉的功能性成分存在显著区别，具体为

FDBP-1在多项关键生物活性物质含量上显著优于

FDBP-2，FDBP-1的总酚（8.25±0.19 mg/g）、总黄酮

（4.22±0.24 mg/g）、花色苷（6.89±0.13 mg/g）和维生

素 E（85.54±4.79  μg/g）的含量均显著高于 FDBP-
2（总酚 7.78±0.15 mg/g，总黄酮 3.56±0.17 mg/g，花
色苷 6.31±0.18 mg/g，维生素 E 57.05±6.11 μg/g）（P<
0.05）；在 FDBP-1中检测到叶酸为 22.94±2.68 μg/g，
而 FDBP-2中未检出，上述差异可能是在超微粉碎处

理过程存在温度过高和时间过长导致了总酚、总黄

酮、花色苷、维生素 E和叶酸的部分降解，这表明

FDBP-2的加工过程可能影响冻干粉的稳定性。
 
 

表 1    黑莓冻干粉营养成分分析
Table 1    Analysis of the components in FDBPs

成分 FDBP-1 FDBP-2

蛋白（%） 5.73±0.22 4.72±0.17***

脂质（%） 1.15±0.12 1.42±0.11**

灰分（%） 2.68±0.18 2.78±0.15
水分（%） 3.01±0.19 2.85±0.13
总糖（g/g） 2.62±0.23 2.64±0.14
总酚（mg/g） 8.25±0.19 7.78±0.15**

总黄酮（mg/g） 4.22±0.24 3.56±0.17**

花色苷（mg/g） 6.89±0.13 6.31±0.18*

维生素E（μg/g） 85.54±4.79 57.05±6.11***

叶酸（μg/g） 22.94±2.68 N.D

注：与FDBP-1组相比，*表示P<0.05，为显著差异，**表示P<0.01，为高度
显著差异，***表示P<0.001，为极显著差异；N.D表示未检出。
 

 2.2　黑莓冻干粉氨基酸组成分析

氨基酸是构成蛋白质的基本单位，在调节机体

代谢、抗氧化应激及维持生理平衡等方面具有重要

作用，其组成特征影响食品的功能特性[26]。研究对两

种黑莓冻干粉（FDBP）的氨基酸组成进行系统分析

（表 2），结果显示其均富含 17种氨基酸，FDBP-2的

总氨基酸含量（13.716  g/100  g）显著高于 FDBP-
1（12.984 g/100 g）（P<0.05），表明不同冻干工艺对氨

基酸保留存在差异性影响。从氨基酸分类角度看，

FDBP-1的必需氨基酸占比（30.31%）高于 FDBP-2
（22.21%），而 FDBP-1的非必需氨基酸占比（69.69%）

低于 FDBP-2（77.79%），FDBP-1更接近 WHO/FAO
提出的理想蛋白标准（必需氨基酸占总氨基酸的

40%以上）[27]。
 
 

表 2    黑莓冻干粉氨基酸含量分析
Table 2    Analysis of amino acid content in FDBPs

氨基酸种类
FDBP-1 FDBP-2

含量（g/100 g） 占比（%） 含量（g/100 g） 占比（%）

天冬氨酸（Asp） 1.476±0.054 11.37 1.633±0.029* 11.91
苏氨酸（Thr）# 0.532±0.033 4.10 0.445±0.012* 3.24
丝氨酸（Ser） 0.713±0.013 5.49 0.700±0.014 5.10
谷氨酸（Glu） 1.688±0.011 13.00 2.324±0.033*** 16.94
甘氨酸（Gly） 0.657±0.013 5.06 0.638±0.016 4.65
丙氨酸（Ala） 2.209±0.006 17.01 2.811±0.059*** 20.49

半胱氨酸（Cys） 0.283±0.008 2.18 0.298±0.013 2.17
缬氨酸（Val）# 0.749±0.023 5.77 0.592±0.016*** 4.32

甲硫氨酸（Met）# 0.067±0.002 0.51 0.054±0.002** 0.39
异亮氨酸（Ile）# 0.476±0.012 3.67 0.373±0.007*** 2.72
亮氨酸（Leu）# 0.863±0.021 6.65 0.662±0.019*** 4.83
酪氨酸（Tyr） 0.432±0.004 3.33 0.403±0.006** 2.94

苯丙氨酸（Phe）# 0.476±0.006 3.67 0.370±0.016** 2.70
赖氨酸（Lys）# 0.774±0.017 5.96 0.551±0.004*** 4.02
组氨酸（His） 0.282±0.008 2.17 0.260±0.004* 1.90
精氨酸（Arg） 0.797±0.006 6.14 1.046±0.011*** 7.63
脯氨酸（Pro） 0.511±0.012 3.94 0.557±0.026 4.05

非必需氨基酸含量 9.048±0.124 69.69 10.669±0.187*** 77.79
必需氨基酸含量 3.936±0.094 30.31 3.047±0.066*** 22.21
总氨基酸含量 12.984±0.218 100.00 13.716±0.253* 100.00

注：#代表必需氨基酸；与FDBP-1相比，*表示P<0.05，为显著差异，**表示
P<0.01，为高度显著差异，***表示P<0.001，为极显著差异。
 

两种 FDBP中含量排名前五的氨基酸包括丙氨

酸（Ala）、谷氨酸（Glu）、天冬氨酸（Asp）、精氨酸

（Arg）这四种，表明冻干工艺的差异显著影响黑莓冻

干粉的氨基酸组成。本研究检测到的多种氨基酸被

文献报道与雄性生殖健康密切相关。例如，D'Aniel-
lo等[28] 研究发现，在少弱精子和无精子症患者的精

液中，天冬氨酸的浓度水平低于正常样本，提示其浓

度与精液质量存在相关性，可能参与精子成熟过程。

类似地，Hosseini等[29−30] 的研究显示，在畸形精子症

中，包括天冬氨酸、精氨酸在内的多种氨基酸代谢通

路出现紊乱。这些发现提示，FDBP中富含的这些氨

基酸可能为其潜在的生殖健康益处提供了部分物质

基础。

精氨酸在两种 FDBP中含量均超过 6%。现有

研究表明，精氨酸在体内作为一氧化氮（NO）的前体，

 

图 1    两种黑莓冻干粉外观

Fig.1    Appearance of two types of blackberry
freeze-dried powder

注：左：FDBP-1；右：FDBP-2。
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可能通过激活 Keap1/Nrf2/ARE等信号通路，增强内

源性抗氧化防御[31]；此外，其对维持正常的细胞能量

代谢也至关重要[32]。然而，必须指出，黑莓冻干粉作

为膳食来源，其含有的精氨酸能否以及在多大程度上

能够被利用并直接影响生殖功能，取决于复杂的体内

代谢过程。因此，黑莓冻干粉的价值可能不在于提供

单一、高剂量的精氨酸，而在于其作为一个复杂的生

物活性成分组合体。除精氨酸外，FDBP中还含有可

作为谷胱甘肽合成底物的半胱氨酸和甘氨酸，以及具

有抗氧化活性的多酚类物质（如花色苷）和维生素 E，
这些组分可能通过协同作用，共同构成一个多靶点的

抗氧化和细胞保护网络，这或许是黑莓冻干粉区别于

传统蛋白质来源、作为一种功能性食品配料的独特

潜力所在。这一推测有待后续研究，特别是体内实验

的进一步验证。

 2.3　黑莓中微量元素分析

研究针对两种 FDBP的关键微量元素镁、铁、

硒和锌进行定量分析（表 3），结果显示 FDBP-2的

镁含量（6618.37±321.58 μg/kg）为 FDBP-1（943.83±
48.21 μg/kg）的 7.0倍（P<0.001），这表明镁元素可能

来源于黑莓籽。镁是细胞生理学的第二个关键元素，

是 300多种酶促反应的辅助因子，同时，镁支持 ATP
酶的功能，为精子运动释放能量 [33−34]。而铁的含

量 FDBP-1（551.41±25.14 μg/kg）为 FDBP-2（155.55±
35.22 μg/kg）的 3.5倍，铁缺乏已被证明会通过“肠-
激素合成轴”机制损害精子发生过程[35]；两种 FDBP
的硒含量 （FDBP-1： 0.051±0.0021  μg/kg；FDBP-2：
0.046±0.0014 μg/kg）均处于痕量水平，无显著差异

（P>0.05），其含量均低于 0.1 μg/kg，接近仪器检出

限，可能受原料本身低硒特性限制，加工过程对其影

响不显著；而锌含量接近（FDBP-1：33.96±5.68 μg/kg；
FDBP-2：31.36±3.54 μg/kg），差异无统计学意义（P>
0.05），Zn含量接近，表明两种工艺对锌的保留能力

相当，可能与 Zn在细胞内的结合形态（如金属蛋白）

稳定性较高有关。
 
 

表 3    黑莓冻干粉矿物元素分析
Table 3    Analysis of the trace element in FDBPs

矿物元素 FDBP-1 FDBP-2

Mg（μg/kg） 943.83±48.21 6618.37±321.58***

Fe（μg/kg） 551.41±25.14 155.55±35.22***

Se（μg/kg） 0.051±0.0021 0.046±0.0014
Zn（μg/kg） 33.96±5.68 31.36±3.54

注：与FDBP-1相比，***表示P<0.001，为极显著差异。
 

 2.4　黑莓冻干粉体外抗氧化活性

黑莓中含有花色苷等多酚类物质赋予其显著的

抗氧化能力。DPPH自由基清除率和 ABTS+自由基

清除率广泛应用于植物总抗氧化活性的评估，清除率

越高，则其抗氧化性越高。两种黑莓冻干粉的体外抗

氧化能力结果如图 2A~图 2B所示，经过 DPPH自

由基清除率和 ABTS+自由基清除率的计算和线性拟

合，以维生素 C为对照，其 DPPH和 ABTS+自由基

清除率 IC50 值分别为 7.95 μg/mL和 6.11 μg/mL，显
著低于两种黑莓冻干粉。在两种冻干粉之间，FDBP-
1的 DPPH自由基清除活性（IC50=126.60±44.78 μg/
mL）显著强于 FDBP-2（ IC50=344.06±73.31  μg/mL）
（P<0.05）。然而，两者的 ABTS+自由基清除活性无

显著性差异（FDBP-1：29.84±10.89 μg/mL；FDBP-2：
33.71±10.09  μg/mL）。在 300~1500  μg/mL浓度范

围内，两种冻干粉的 DPPH自由基清除率均先随浓

度增加而升高，超过临界浓度后出现下降趋势。当

FDBP-2浓度为 900 μg/mL时，DPPH自由基清除率

达到峰值（88.35%±1.73%），而 FDBP-1的清除率更

高为 92.19%±3.21%，两者的抗氧化能力差异可能与

多酚的种类和含量有关。当浓度大于 900 μg/mL，清
除率出现下降，这可能由于多酚等活性成分在极高浓

度下发生复杂的分子间相互作用所致[36−37]。在 300~
600 μg/mL的范围内，两种冻干粉的 ABTS+自由基

清除率随浓度升高呈下降趋势，这一非典型的浓度-
效应关系，可能反映了黑莓冻干粉这一复杂体系在

ABTS+反应动力学上的特殊性。高浓度下，样品的溶

解特性、体系黏度或在固定反应时间内未达到平衡

等因素，都可能影响最终吸光度的测定值，导致表观

清除率随浓度稀释而“升高”[38−40]。综上，两种黑莓

冻干粉均保留了显著的体外抗氧化能力，且 FDBP-
1的整体活性优于 FDBP-2，这与前述其更高的多

酚、花色苷含量结果相一致。
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图 2    黑莓冻干粉抗氧化活性

Fig.2    Antioxidant activity of FDBPs
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 2.5　基于体外模型的黑莓冻干粉对精子细胞的保护作

用研究

上述研究结果初步判定黑莓冻干粉具有丰富的

营养成分及抗氧化作用，但是对于是否能够保护精子

细胞避免氧化损伤方面的潜在应用尚不清楚。黑莓

冻干粉对精子细胞的影响如图 3A~图 3B所示，当黑

莓冻干粉溶液浓度低于 384 μg/mL时，FDBP-1和

FDBP-2能够维持 GC-2spd细胞的正常生长，特别是

在 6~96 μg/mL的浓度区间以及作用 48 h（图 3A），

FDBP-2作用下的 GC-2spd细胞的细胞存活率最高

可达 138.71%±9.55%，这表明黑莓冻干粉能有效促

进精子细胞增殖，显著提高细胞活力，这可能与其中

所含的糖、氨基酸等物质相关。

  
160A

140
120
100
80
60
40
20
0

1.5 6 24 96 384 1536
冻干粉浓度 (μg/mL)

1.5 6 24 96 384 1536
冻干粉浓度 (μg/mL)

细
胞

存
活

率
 (%

)

160B
140
120
100
80
60
40
20
0

细
胞

存
活

率
 (%

)

FDBP-1
FDBP-2

FDBP-1
FDBP-2

ab ab
a a a

a
a

a

b
b

c
c

a
a

a
a

a
a

bc b

c

ab abab

图 3    不同浓度的黑莓冻干粉对 GC-2spd细胞的
存活率的影响

Fig.3    Effect of different concentrations of FDBP
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注：黑莓冻干粉处理细胞 48 h（A）和 24 h（B）；不同小写字母
表示同一样品不同浓度间具有显著性差异（P<0.05），图 4同。
 

在黑莓冻干粉保护下培养 24 h细胞，再加入

1200  μmol/L  H2O2 作用 4 h形成氧化损伤的 GC-
2spd细胞，细胞存活率如图 4所示，无黑莓冻干粉

的细胞存活率为 58.17%±4.83%，而 FDBP-1浓度

为 24 μg/mL时，细胞存活率最高为 86.35%±3.61%，

FDBP-2浓度为 96  μg/mL时，细胞存活率最高为

83.34%±3.48%，与损伤组相比均有显著性差异（P<
0.05），这表明了黑莓冻干粉能有效地保护精子细胞

免受氧化损伤。本研究的结果与既往关于黑莓其他

加工制品的报道相互呼应。例如，姚凤丽等[41] 研究

发现，酵解的黑莓提取物能对叔丁基过氧化氢诱导的

脐静脉内皮细胞氧化应激损伤起到保护作用。邸清

茹等[42] 也报道乳酸菌发酵黑莓汁对皮质酮诱导的

PC12细胞的损伤保护效率，相较于损伤细胞至少提

高了 54%。尽管加工方式（冻干、酵解、发酵）与细胞

模型不同，但这些研究从不同角度共同佐证：黑莓及

其加工产物中蕴含的活性成分具有广泛的细胞保护

潜力。本研究首次将这种保护效应具体到未经发酵/
酵解转化的黑莓冻干粉在生殖细胞氧化损伤模型中

的作用，进一步明确了其作为功能性食品原料在生殖

健康领域的应用价值。
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 2.6　黑莓冻干粉对精子细胞的抗氧化酶活性的影响

基于上述细胞实验的结果，FDBP-1在更低浓度

（24 μg/mL）下表现出比 FDBP-2（96 μg/mL）更优的细

胞保护效应。为深入探究这种保护作用的机制，本文

分别用 FDBP-1和 FDBP-2的最佳保护浓度预处理

GC-2spd细胞，检测了 H2O2 诱导氧化应激后细胞内

超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-
Px）的活性及丙二醛（MDA）的含量变化。结果如

图 5所示，H2O2 处理显著降低了 CON组细胞的

SOD（0.85±0.020 U/mg下降到 0.77±0.0073 U/mg）和
GSH-Px（82.85±8.48 U/mg下降到 69.04±5.85 U/mg）
活性，同时使 MDA水平（2.87±0.42  nmol/mg增至

4.67±0.32 nmol/mg）显著升高（P<0.05），表明氧化损

伤模型构建成功。在施加氧化应激前，经 FDBP预

处理的细胞，其基础的 SOD和 GSH-Px活性均显著

高于 CON组（P<0.05），而 FDBP-2处理细胞后具有

更低的 MDA水平。这表明 FDBP均能预先提升细

胞的抗氧化储备能力。在 H2O2 攻击后，绝大部分

FDBP预处理组的 SOD和 GSH-Px活性有所下降，

MDA有所上升，但 FDBP-1组的 SOD、GSH-Px活

性最终仍显著高于损伤对照组，且 MDA水平显著更

低（P<0.05）。FDBP-2组也表现出一定的保护作用，

但其效果弱于 FDBP-1组。以上结果说明，黑莓冻干

粉尤其是 FDBP-1，预处理细胞后能增强细胞内源性

的抗氧化防御能力，并有效抑制脂质过氧化反应，从

而缓解氧化应激对生殖细胞造成的损伤。丙二醛

（MDA）是氧化应激引起的脂质过氧化的标志性产

物，其含量升高与细胞凋亡率密切相关[43]。SOD是
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清除细胞内自由基的关键酶，负责催化超氧阴离子自

由基的歧化反应，而 GSH-Px则特异性清除由此产

生的过氧化氢等过氧化物[44]。除了花色苷等多酚物

质通过提高 SOD等方式提高细胞内的抗氧化作用

外，研究发现微量元素以及氨基酸等物质也对抗氧化

酶也具有重要作用[45]。例如，补充锌、硒等微量元素

已被证实能提高睾丸组织 SOD活性并降低 MDA
水平[46]。更为重要的是，一项临床研究显示，连续补

充一种包含左旋肉碱、精氨酸、谷胱甘肽、锌、硒等

多种活性物质的复合剂，可显著提升男性精子质量及

相关抗氧化酶活性[47]。该研究提示，通过多种功能组

分的协同作用来改善生殖氧化应激是一种有效的策

略。本研究的黑莓冻干粉正是一个天然的复合功能

体系，其保护作用很可能源于花色苷、维生素 E、叶

酸、氨基酸及微量元素等物质的协同贡献。这种多

组分、多靶点的协同作用机制，可能是功能性食品配

料区别于单一纯化成分的独特优势所在。

 3　结论
本研究系统测定了两种工艺制备的黑莓冻干粉

（FDBP-1与 FDBP-2）的基本成分与生物活性物质含

量，并评估了其体外抗氧化活性及对氧化应激损伤的

生殖细胞的保护作用。结果表明，FDBP-1在关键功

能性成分（如花色苷、维生素 E、叶酸、总酚及总黄

酮）的保留上优于 FDBP-2，并展现出更强的 DPPH
与 ABTS+自由基清除能力。进一步的细胞实验证

实，FDBP-1能显著缓解 H2O2 诱导的 GC-2spd细胞

氧化损伤，提高细胞存活率，并有效上调细胞内

SOD和 GSH-Px的活性，同时降低脂质过氧化产物

MDA的水平。本研究首次建立了黑莓冻干粉的特

定成分谱（如高含量的多酚、黄酮、维生素 E及精氨

酸等）与其体外抗氧化活性及细胞保护效应之间的关

联。这些效应可能归因于其中丰富的生物活性成分

共同作用，增强了细胞的内源性抗氧化防御系统。

综上所述，本研究为黑莓冻干粉作为一种具有

抗氧化和生殖细胞保护潜力的功能性食品原料提供

了直接的实验依据。其保护作用与其特定的成分组

成和体外抗氧化能力密切相关。未来的研究可聚焦

于其活性成分在体内的代谢过程、具体的分子靶点

以及各成分间的协同作用机制。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution   Li-
cense (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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