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富含 β-烟酰胺单核苷酸的果蔬酵素发酵
工艺优化及功能特性研究

纪　涛，陈宣宜，程子杨，阮永海，钱森和，王　洲*

（安徽工程大学生物与食品工程学院，安徽芜湖 241000）

摘　要：为开发富含 β-烟酰胺单核苷酸（β-NMN）的果蔬酵素，并评估其生物活性，本文以黄瓜粉、西兰花粉、香

蕉粉和苹果粉为原料，通过多菌种协同发酵优化工艺参数，探究菌种组合、发酵时间、温度及前体添加对 β-
NMN富集的影响，并对酵素中超氧化物歧化酶、脂肪酶及淀粉酶的酶活力和羟基自由基抑制特性与总抗氧化能力

进行测定。结果表明，当以米根霉、红曲霉、酵母菌和植物乳杆菌进行协同果蔬发酵时，黄瓜粉、西兰花粉、香

蕉粉和苹果粉最适质量比为 2:2:1:1、最适发酵温度为 25 ℃、最适发酵时间为 60 h。此条件下无需添加总维生素

B3，酵素发酵液中 β-NMN含量为 808.8 μg/L，相比发酵前提高 20.86倍。发酵后的总多酚、还原糖、蛋白质含量

分别为 0.3425、1.5556、3.7986 mg/mL。此外，酵素粉中总超氧化歧化酶活力、脂肪酶和淀粉酶活力分别为

50.9917、9.5104、13.7088 U/mL，较发酵前果蔬原液的抑制羟基自由基能力和总抗氧化能力（FRAP）分别

提高 1.98和 2.05倍。本文研究结果为开发富含 β-NMN的酵素及其在食品、药品与化妆品等领域的应用提供新的

参考。
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Fermentation Process and Functional Properties of β-Nicotinamide
Mononucleotide-enriched Fruit-Vegetable Jiaosu

JI Tao，CHEN Xuanyi，CHENG Ziyang，RUAN Yonghai，QIAN Senhe，WANG Zhou*

（College of Biological and Food Engineering, Anhui Polytechnic University, Wuhu 241000, China）

Abstract：In order to study the β-nicotinamide mononucleotide-enriched fruit-vegetable Jiaosu and evaluate its bioactivity,
cucumber powder, broccoli powder, banana powder and apple powder were used as substrates, and the process parameters
were  optimized  by  multi-species  co-fermentation  to  investigate  the  effects  of  strain  combinations,  fermentation  time,
temperature  and precursor  addition on β-NMN enrichment.  And the  enzymatic  activities  of  superoxide dismutase,  lipase,
and amylase in  the  Jiaosu,  as  well  as  the  hydroxyl  radical  scavenging characteristics  and total  antioxidant  capacity,  were
determined. Results demonstrated that synergistic co-fermentation employing Rhizopus oryzae, Monascus purpureus, yeast,
and Lactobacillus plantarum strains yielded maximal β-NMN production under the optimal conditions, as the mass ratio of
cucumber  powder,  broccoli  powder,  banana  powder,  apple  powder  was  2:2:1:1  (w/w),  and  cultured  at  25 ℃  for  60  h.
Under this condition, the content of β-NMN in the fermentation broth was 808.8 μg/L, which was 20.86 times higher than  
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that  before  fermentation.  The  contents  of  total  polyphenols,  reducing  sugar  and  protein  after  fermentation  were  0.3425,
1.5556  and  3.7986  mg/mL,  respectively.  In  addition,  the  total  superoxide  dismutase  activity,  lipase  activity  and  amylase
activity in the jiaosu powder were 50.9917, 9.5104 and 13.7088 U/mL, respectively, which were 1.98 and 2.05 times higher
than the hydroxyl radical inhibition ability and total antioxidant capacity (FRAP) of the fruit and vegetable stock solution
before fermentation. The results of this study provide a new reference for the development of β-NMN-rich jiaosu and their
applications in the fields of food, medicine and cosmetics.
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bioactivity

酵素（Jiaosu）作为一种复合功能性食品、药品、

化妆品原料，近年来因其天然活性成分与代谢调节

功能备受关注[1−2]。黄瓜、西兰花、香蕉和苹果其本

身富含烟酸 [3]、β-烟酰胺单核苷酸（β-nicotinamide
mononucleotide，β-NMN）[4−5]、膳食纤维、多酚类[6] 化

合物及矿物质[7] 等活性组分。黄瓜中的葫芦卜素和

低聚糖可协同促进肠道菌群平衡[8−9]，西兰花的萝卜

硫素与异硫氰酸盐具有显著的抗氧化与抗炎活性[10]，

香蕉淀粉和天然糖类则为 β-NMN合成提供能量底

物[11]，而苹果的果胶与类黄酮可增强代谢产物的生物

利用度[12]。目前，此类复合酵素的工业化生产仍以物

理混合或低温干燥等粗加工技术为主[13]，其活性成分

的稳定性与功能靶向性尚未得到充分开发[14]。随着

功能食品市场需求升级[15]，如何通过酶解发酵技术富

集 β-NMN并提升酵素活性[16]，成为该领域研究的

热点[17]。

有研究表明，微生物发酵可显著提升果蔬原料

活性成分的含量和活力[18]。红曲霉发酵可促进果蔬

原料中多酚类物质的释放[19]。米根霉发酵通过降解

果蔬原料的细胞壁果胶与纤维素，可提高黄酮类化合

物的含量并同步增强果蔬酵素的抗氧化能力[20]。酵

母菌发酵果蔬可显著提升 γ-氨基丁酸（γ-GABA）含

量与挥发性酯类香气物质占比，同时降低抗营养因子

单宁酸水平[21]。但是，当前研究多聚焦单一菌种发酵

对特定成分的影响，忽略了多种微生物发酵更能显著

提升果蔬酵素的品质特性。如赵宇等[22] 在西梅酵素

研究中发现，经酵母菌和乳酸杆菌发酵后，样品中挥

发性化合物种类增至 37种，有效改善了产品的风味

特征。覃引等[23] 的对比实验显示，覆盆子-石榴复合

酵素采用混合发酵时，其抗氧化活性显著优于单一发

酵和自然发酵。朱丹实等[24] 和刘莎等[25] 在木瓜酵

素研究中发现用酵母菌与鼠李糖乳杆菌发酵后的木

瓜酵素在功效成分含量、抗氧化能力和风味物质改

善方面均表现较佳。这些研究为优化酵素生产工艺

提供了重要依据，也说明了多菌种复合发酵产物可能

比单菌种发酵产物具有更好的促进健康的作用[26−28]。

β-烟酰胺单核苷酸（β-NMN）是烟酰胺磷酸核糖

转移酶催化后得到的产物，在体内有着重要的作用，

是 NAD+的关键前体之一[29]。β-NMN可通过一步催

化反应转化为 NAD+，其转化效率非常高，因此被视

为最直接高效的功能性补充剂[30]。β-NMN在调节

能量代谢、延缓细胞衰老及改善胰岛素敏感性等方

面具有显著的药理活性[31]。微生物发酵是定向富集

β-NMN的关键途径，酵母菌的烟酰胺核糖激酶活

力较高，这使它可以通过发酵自然合成 β-NMN，乳

酸菌也能通过发酵自然合成 β-NMN[32−33]。刘彩华

等[34] 使用米根霉发酵薏苡仁时 β-NMN含量达到

20.07 μg/g。微生物协同发酵能否提高 β-NMN含量

还有待进一步研究。

因此，本研究以黄瓜、西兰花、香蕉和苹果复配

为发酵底物，通过评估发酵菌种、发酵原料质量比、

发酵温度、发酵时间、前体物质添加量、辅因子添加

量和超声破碎对 β-NMN富集效率的影响，优化多菌

种协同发酵工艺参数，并系统分析酵素发酵过程中营

养组分及抗氧化活性的变化规律，为开发高活性 β-
NMN功能性酵素产品提供理论支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

黄瓜粉、西兰花粉、香蕉粉、苹果粉　购于兴化

市绿帅食品有限公司；酵母菌（安琪活性干酵母）　安

琪酵母股份有限公司；米曲霉、米根霉、黑曲霉、红

曲霉、植物乳杆菌　购于山东和众康源生物科技有

限公司；毛霉　购于济宁祥园生物科技有限公司；

红曲　福建古田红鑫酒粬有限公司；植物乳杆菌

（ATCC8014）　购于上海保藏生物技术中心；β-烟酰

胺单核苷酸、烟酰胺、烟酸、福林酚、碳酸钠、氢氧化

钾、没食子酸、苯乙酮、甲酸　均为分析纯，国药集

团化学试剂有限公司；超氧化物歧化酶（SOD）活性检

测试剂盒（WST-1法）　北京索莱宝科技有限公司；

总抗氧化能力（FRAP法）测试盒　苏州科铭生物技

术有限公司；淀粉酶（AMS）检测试剂盒（碘-淀粉微板

法）　北京雷根生物技术有限公司；羟自由基测试盒

　南京建成生物工程研究所；BCA蛋白定量试剂盒

　上海源叶生物科技有限公司；脂肪酶（LPS）试剂盒

可见分光光度法　苏州格锐思生物科技有限公司。

LE104E/02电子天平　梅特勒-托利多仪器（上

海）有限公司；H01-1A恒温磁力搅拌器　上海众越

仪器有限公司；80 L立式压力蒸汽灭菌器　上海博

讯仪器有限公司；SW-CJ-2FD洁净工作台　苏州洁

诺净化科技有限公司；DHP-9022隔水式恒温培养箱

　宁国沙鹰科学仪器有限公司；HYL-C小型双层连

体组合摇床　太仓市强乐实验设备有限公司；JY92-
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IIDN超声波细胞粉碎机　宁波新芝生物科技股份有

限公司；日立 F-7100荧光分光光度仪　Hitachi

High-Technologies；OUSURE ZGY-JJ果酒/米酒专用

酒精计　衡水扬工工具有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   原料预处理及发酵工艺流程　将黄瓜粉、西

兰花粉、香蕉粉、苹果粉按等比例混合，加入去离子

水（料水比 1:10）调浆；之后 121 ℃ 高温高压灭菌

20 min；按照接种量 3%（W/W）加入发酵菌种混匀，

放置于培养箱中以 220 r/min发酵，发酵温度和时间

依据实验设计进行设置，发酵结束后进行 4000 r/min

离心 1 min取发酵上清液制得酵素，最后进行指标

检测。

 1.2.2   发酵菌种和混合发酵用菌的筛选　根据实验

需求，选取植物乳杆菌、安琪酵母、果酒酵母、米根

霉、米曲霉、红曲霉、毛霉、黑曲霉作为发酵菌种进

行初筛。菌种按照接种量 3%接入发酵液中，放入

30 ℃ 培养箱中培养 48 h即得发酵样品。测定并比

较不同发酵样品的 β-NMN含量，选择合成 β-NMN

含量高的菌种进行后续实验。之后优选安琪酵母、

米根霉、红曲霉与果酒酵母作为发酵组 1，安琪酵

母、米根霉、红曲霉和黑曲霉作为发酵组 2，安琪酵

母、米根霉、红曲霉和植物乳杆菌作为发酵组 3，按

照相同质量比混匀并稀释至 0.1 g/L作为混合发酵

用菌。在黄瓜粉、西兰花粉、香蕉粉、苹果粉按等比

例的情况下，按照接种量 3%（W/W）加入发酵菌种混

匀，放置于培养箱中以 220 r/min，温度为 30 ℃ 发酵

48 h，测定每组发酵液中 β-NMN的产量，从而选定

最优的发酵菌群。

 1.2.3   发酵原料配比的选择　根据四种果蔬对于总

维生素 B3、β-NMN和糖类物质的富集程度不同，按

照黄瓜粉、西兰花粉、香蕉粉和苹果粉质量比为 A：

1:1:1:1；B： 1:1:2:2；C： 2:2:1:1；D： 1:2:2:1； E：

2:1:2:1分为五组进行发酵，以安琪酵母、米根霉、

红曲霉和植物乳杆菌作为混合发酵用菌，发酵温度

为 30 ℃，摇床转速 220 r/min，发酵培养 48 h，测定每

组发酵液中 β-NMN的产量，从而确定最优的果蔬质

量比。之后以最优的条件进行后续实验。

 1.2.4   发酵条件的优化　发酵条件的主要影响因素

包括温度和时间，因此需优化这两个方面。以安琪酵

母、米根霉、红曲霉和植物乳杆菌作为混合发酵用菌

并且在原料配比为黄瓜粉:西兰花粉:香蕉粉:苹果

粉=2:2:1:1的前提下，通过改变发酵温度，分别以

10、15、20、25、30、35、40 ℃ 振荡培养发酵 48 h，探

究不同发酵温度对酵素中 β-NMN含量和 pH的影

响，以确定最佳发酵温度。之后在发酵温度 30 ℃ 下，

通过改变发酵时间，分别发酵 24、36、48、60、72 h，

探究不同发酵时间对酵素中 β-NMN含量的影响以

确定最佳发酵时间。

 1.2.5   超声波处理对 β-NMN含量的对比实验　按

照发酵温度 30 ℃ 发酵 48 h，并以安琪酵母、米根

霉、红曲霉和植物乳杆菌作为混合发酵用菌。在原

料配比为黄瓜粉:西兰花粉:香蕉粉:苹果粉=2:

2:1:1的发酵条件下配制两组发酵液，发酵后的发酵

液一组用 800 W超声波在冰浴条件下处理 30 min，

另一组不做超声波处理，离心后得产物，探究超声波

处理对酵素中 β-NMN含量的影响。

 1.2.6   发酵底物中外源总维生素 B3添加实验　按

照优化后的发酵温度 25 ℃ 并且发酵 60 h为标准，

其他条件和上述一致，分别向发酵底物中添加不同含

量的烟酰胺（0.1、0.5、1、5、10 mg/L）和烟酸（0.1、

0.5、1、5、10 mg/L），以发酵产物中 β-NMN含量作

为考察指标，开展单因素实验。

 1.2.7   发酵酵素原液中主要成分的测定

 1.2.7.1   发酵酵素原液中 β-NMN含量的测定　将获

得的酵素原液，通过 12000 r/min离心过滤 10 min以

去除发酵原料。使用荧光检测法[35−36] 检测 β-NMN
含量，取 500 μL的酵素原液于 5 mL离心管中，接

着向离心管中添加 2 mol/L KOH 200 μL，然后加

入 20%苯乙酮 200 μL再用移液枪混合均匀并放

入冰盒中进行 2 min的充分冰浴。然后加 88%的

甲酸 900 μL，4000 r/min离心 1 min使所有液体混

合在一起，之后将离心管放入恒温震荡仪（37 ℃，

200 r/min）内反应 10 min。最后从离心管内吸取

2 mL的液体，转移到四通光石英荧光比色皿中，采

用荧光光度仪，于激发光为 382 nm，发射光在 445 nm

处测得荧光。

制作标准曲线：配制 β-NMN标准品浓度为

0.1、0.2、0.5、1、3、10、20、50和 100 μmol/L的标

准溶液各 2 mL。对 β-NMN溶液进行衍生处理并测

定荧光值。以纯水作为空白对照。以 β-NMN的含

量为横坐标，荧光吸收值为纵坐标，绘制标准曲线，经

线性回归后得到标准曲线方程 y=47.293x+47.294，

决定系数 R2=0.9984，以 β-NMN浓度及相应荧光值

为标准曲线计算含量。

 1.2.7.2   发酵酵素原液中游离总维生素 B3含量的测

定　采用微生物法测定酵素中烟酸和烟酰胺[37−39] 含

量。制作标准曲线：配制浓度梯度为 0.05、0.1、0.5、

1、5、10、20、50 ng/mL的烟酸水溶液，以 0.9%生理

盐水作为空白组。植物乳杆菌经 36 ℃ 肉汤培养 6 h

后，通过三次 10000  r/min离心（每次 1  min）结合

0.9%无菌生理盐水清洗，取最终菌悬液稀释制备测

试菌液，将 121 ℃ 高压灭菌 5 min并迅速冷却的标

准管与试样管，于无菌条件下每管接种 50 μL测试菌

液，混匀后置于 36 ℃ 培养 24 h，所有待测样品用旋

涡混匀仪混匀，在波长 550 nm下依次测定标准系列

管、试样系列管的透光率。以标准系列管烟酸的含

量作为横坐标，光密度值作为纵坐标，绘制标准曲线

第  47 卷  第  8 期 纪　涛 ，等： 富含 β-烟酰胺单核苷酸的果蔬酵素发酵工艺优化及功能特性研究 · 13 · 



y = 0.0085x+0.8其线性回归方程为 2，决定系数 R2=

0.9987。根据标准曲线方程计算样品中总维生素

B3含量。

 1.2.7.3   酵素中化学成分含量的测定　按照前述方

法通过离心得到发酵液，取其上清液作为试验预用样

品。本研究选择 Folin-Ciocalteu比色法[35]、还原糖

检测试剂盒（DNS微板法）、BCA蛋白定量试剂盒分

别对酵素的总多酚、还原糖和蛋白质含量进行测定、

酒精含量通过 OUSURE ZGY-JJ果酒/米酒专用酒精

计检测。总多酚、还原糖和蛋白质根据说明书内容

进行标准品的含量测定，得到的标准曲线方程分别

为：总多酚 y=18.78x+0.119，决定系数 R2=0.9942；还
原糖 y=1.877x−0.1084，决定系数 R2=0.9989；蛋白

质 y=0.0017x−0.1939，决定系数 R2=0.9966，根据标

准方程计算样品中各成分的含量。

 1.2.7.4   酵素中功效酶活力的测定　采用淀粉酶

（AMS）检测试剂盒（碘-淀粉微板法）、脂肪酶（LPS）
活性试剂盒、超氧化物歧化酶（SOD）活性检测试剂

盒（WST-1法）分别对酵素的淀粉酶、脂肪酶、超氧

化物歧化酶的活性进行检测。

 1.2.7.5   酵素中抗氧化能力的测定　采用总抗氧化

能力（FRAP法）试剂盒和羟自由基（OH−）测定试剂盒

分别对酵素发酵前后总抗氧化能力的变化进行检测。

 1.3　数据处理

所有试验均进行 3次重复，实验数据以均值±标
准差表示。采用 SPSS 20.0软件进行数据统计分析，

P<0.05表示差异具有统计学意义。采用 Origin 2024
完成图表绘制。

 2　结果与分析

 2.1　不同菌种及组合发酵对 β-NMN合成的影响

通过对八种不同类型菌种，植物乳杆菌、安琪酵

母、果酒酵母、米根霉、米曲霉、毛霉、红曲霉、黑曲

霉，分别用于果蔬粉底物的发酵。发酵产物中的 β-烟
酰胺单核苷酸含量如图 1所示。结果显示，β-烟酰

胺单核苷酸合成能力存在显著（P<0.05）差异。其中

安琪酵母展现出最强的 β-NMN合成能力（227.6 μg/
L），其次为米根霉（175.8 μg/L）和红曲霉（171.12 μg/
L），而乳酸菌群的 β-NMN产量相对较低（80.55 μg/
L）。米根霉的合成效率与其在薏苡仁基质中的发酵

研究表现趋势一致[34]，印证了这类丝状真菌具有独特

的 β-NMN合成潜力。酵母菌的优异表现可能与其

细胞内的 NRK酶系统及 NR转运体 Nrt1相关，这

与文献 [40−41]报道的酵母 β-NMN合成机制相吻

合。再通过多菌种组合设计，以高产菌株为出发点，

选取安琪酵母、米根霉和红曲霉作为核心发酵菌种，

进一步引入果酒酵母、黑曲霉及植物乳杆菌进行多

菌种组合发酵，分别设计了发酵组 1、发酵组 2和发

酵组 3。结果显示，任意组合的多菌混合发酵 β-
NMN产量均大于单菌发酵最高产量的安琪酵母。

三种组合里面的最优是安琪酵母、米根霉、红曲霉和

植物乳杆菌组合菌，其未优化的最高产量达到了

625.32 μg/L。因此，后续研究将采用米根霉、红曲

霉、安琪酵母与植物乳杆菌等比例接种，构建协同发

酵体系。其中米根霉和安琪酵母作为核心合成菌株，

负责合成 β-NMN。安琪酵母通过烟酰胺核苷代谢

途径协同增效，植物乳杆菌则发挥双重功能：一方面

通过快速产酸降低体系 pH（实验测得发酵液 pH≤

4.2），抑制杂菌生长[42] 和 β-NMN的降解[43]，另一方

面其代谢产生的有机酸可能激活真菌的应激响应机

制，间接促进辅酶前体合成[32]。这种多菌协同策略既

继承了单一菌种发酵的优势，又通过代谢互补和微环

境调控实现了 β-NMN产量与稳定性提升。

 2.2　果蔬发酵原料配比的选择

以安琪酵母、米根霉、红曲霉和植物乳杆菌等量
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添加到五组不同原料配比的培养基中进行发酵，每组

果蔬发酵复合粉的 NMN产量见图 2。通过 β-NMN
的产量对比分析，推测黄瓜粉和西兰花粉中较高含

量的 β-NMN以及 β-NMN的前体物质是提高 β-
NMN产量的关键[5]。香蕉粉和苹果粉中富含果糖，

在较低配比的情况下，可以提供微生物生长所需的碳

源。因此选取产率最高的一组，作为最优原料配比。

其最优原料配比为 C：黄瓜粉:西兰花粉:香蕉粉:苹

果粉=2:2:1:1，优化后的最高产量为 660.53 μg/L。

 2.3　不同发酵温度对 β-NMN合成和 pH的影响

不同发酵温度对酵素中 β-烟酰胺单核苷酸的合

成及 pH有显著影响。如图 3所示，当发酵温度从

10 ℃ 升至 25 ℃ 时，β-NMN含量从 233.95 μg/L逐

步提升至 678.47 μg/L，达到峰值。对应的 48 h体系

pH为 3.92，表现酸性环境。当温度超过 25 ℃，β-
NMN合成量显著下降（30 ℃ 为 491.30 μg/L，40 ℃
仅 360.96 μg/L），而 pH进一步降低至 3.86~3.26的

酸性范围。这表明米根霉、红曲霉、酵母菌和乳酸菌

的发酵能力在 25 ℃ 时达到最佳，适宜的温度会促进

菌体分泌淀粉酶、蛋白酶等水解酶[44]；另一方面，适

宜温度维持了烟酰胺单核苷酸腺苷转移酶的活性，促

进 β-NMN的生物合成。因此，25 ℃ 为协同发酵体

系的最适温度。
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 2.4　不同发酵时间对 β-NMN合成的影响

不同发酵时间下联合菌群发酵体系的 β-NMN
含量如图 4所示。在 0~60 h范围内，产物中 β-NMN
含量随发酵时间延长呈显著上升趋势（P<0.05），60 h
时达到峰值 808.81 μg/L，较初始值提升 20.86倍。

当发酵时间延长至 72  h时，β-NMN浓度下降至

594.91 μg/L，可能菌体逐渐老化和米根霉与红曲霉的

菌丝体老化导致底物转化效率降低[45]。酵母菌的乙

醇代谢副产物积累抑制 NRK活性，同时乳酸菌的持

续产酸（pH<4.0）破坏了跨膜运输的质子梯度。当菌

群进入衰亡期后，NAD+合成途径的限速酶活性下降，

促使 β-NMN通过 Preiss-Handler途径转化为 NAD+

以维持细胞氧化还原稳态[46]。因此，选择 60 h作为

最佳发酵时间进行后续工艺优化。

 2.5　超声波处理对 β-NMN产率的影响

超声波处理是常规的细胞产物提取预处理，目

的是增加细胞内容物的溶出，提高产物提取效率。本

研究中，未经超声处理的发酵液中 β-NMN含量为

808.81 μg/L，而经 800 W冰浴超声处理 30 min后，

其含量下降至 708.55 μg/L（降幅 12.4%）（图 5）。pH

仍保持较低状态，说明超声处理并不影响溶液的酸碱
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性。分析降低趋势的原因可能是超声破坏微生物细

胞壁，促使胞内降解酶如烟酰胺单核苷酸脱酰胺

酶、磷酸酶释放至发酵液中，直接催化 β-NMN的分

解[47] 不利于 β-NMN的富集。因此，后续工艺优化

中排除了超声处理步骤。

 2.6　发酵底物中外源总维生素 B3添加量对 β-NMN
含量的影响

为了研究前体物含量对烟酰胺单核苷酸发酵合

成的影响，本文在测定酵素原液中游离前体物含量的

基础上，通过添加外源总维生素 B3（烟酰胺与烟酸）

展开实验研究。结果如图 6所示，发酵体系中内源性

维生素 B3前体物的含量已充分满足 β-NMN的生

物合成需求。当烟酰胺添加量为 0.1~10 mg/L时，β-

NMN产量由 788.76 μg/L逐步下降至 588.23 μg/L；

烟酸添加量在 0.1~10 mg/L范围内，β-NMN产量亦

从 802.13 μg/L降低至 648.39 μg/L。数据表明，外源

维生素 B3的引入未对 β-NMN合成产生促进作用，

反而显著抑制其富集效率（P<0.05）。有研究表明，此

现象可能源于烟酰胺的菌体生长抑制和烟酸引起的

NAD+反馈抑制调节：a.高浓度外源烟酰胺对发酵菌

群（如米根霉、红曲霉等）具有直接抑制作用，其作用

与文献 [48–49]报道的烟酰胺对烟曲霉、白色念珠

菌及热带念珠菌的抑制效应一致，导致微生物活性

下降从而削弱 β-NMN合成能力；b.外源烟酸通过激

活 Preiss-Handler途径提升胞内 NAD+水平，降低 β-

NMN向 NAD+转化的代谢需求，进而削弱 β-NMN

的积累动力。此外，过量外源前体物可能通过负反馈

作用抑制烟酰胺磷酸核糖转移酶（NAMPT）活性[28]，

或干扰菌群对底物的选择性摄取与转化路径。本研

究证实，果蔬原料自身富含的维生素 B3已可支撑 β-

NMN的高效合成，外源添加不仅无益于目标产物富

集，反而因引发菌群抑制或代谢调控失衡而降低生物

转化效率。

 2.7　发酵前后营养成分分析

果蔬酵素中营养成分的含量测定结果如图 7所

示，主要成分以糖类和蛋白质为主。发酵前后营养成

分分析表明，还原糖和蛋白质含量在发酵过程中，均

有消耗，还原糖含量降低 73.17%，蛋白质含量降低

5.07%，总多酚含量增加 1.4倍，但仅还原糖的变化显

著（P<0.05）。在发酵过程中，植物多糖一般作为微生

物生长的碳源，在发酵前期，发酵菌群利用果蔬自身

的糖类进行生长代谢和繁殖。酵素中的蛋白质主要

为酶类，结果显示发酵前后的蛋白总量降低不显著，

后续研究继续对不同不同酶活力做比较分析。酚类

是一种易被氧化的物质，发酵过程中，大分子酚类物

质可被酚酸酯酶降解为小分子酚类，从而引起总酚含

量增加，这与文献 [33]多酚含量变化一致。
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 2.8　发酵前后功效酶活力分析

SOD、淀粉酶以及脂肪酶是酵素的主要功效

酶。SOD是所有生物在有氧条件下对抗氧化应激损

伤的第一道防线，可以清除体内产生的过量超氧阴离

子自由基，延缓衰老，提高机体免疫力。而脂肪酶及

淀粉酶可以促进相关大分子物质的降解，从而更有利

于人体对其吸收。图 8结果显示，SOD相比于发酵
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前提高了 3.74倍，说明发酵后的产品具有良好的抗

氧化活性。淀粉酶的活性大幅度降低，这与还原糖含

量下降相对应，这可能是由于发酵产生酒精和乳酸抑

制了淀粉酶的活性，而低糖产品正好符合酵素的应用

前景。脂肪酶的酶活力发酵前后没有发生显著变化，

这说明酵素溶液中的低酸环境并不会影响脂肪酶

的活性。因此，微生物协同发酵产生的酵素拥有高

SOD酶活力和持久的脂肪酶活性。

 2.9　发酵前后抗氧化能力的变化

以总抗氧化能力和羟基自由基清除能力来表征

果蔬酵素体外抗氧化能力，羟基自由基是一种极具攻

击性的活性氧，与机体多种疾病的发生密切相关，但

可通过 SOD将其清除。总抗氧化能力是最能直接反

映果蔬酵素抗氧化能力的指标。图 9结果表明，发酵

后果蔬酵素的总抗氧化能力为 0.5483 μmol Trolox/
mL，相比于未发酵组提高了 2.05倍，抑制羟基自由

基能力提高了 1.98倍。微生物协同发酵提高了果蔬

酵素抗氧化性能力，推测与总多酚含量增加有关[50]。
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图 9    果蔬酵素发酵前后抗氧化性能的改变
Fig.9    Changes in antioxidant properties of fruit-vegetable

before and after fermentation with enzymes
 

 3　结论
本研究通过多菌种协同发酵策略，成功构建了

果蔬酵素中 β-烟酰胺单核苷酸（β-NMN）的高效富集

体系。以黄瓜粉、西兰花粉、香蕉粉和苹果粉（质量

比 2:2:1:1）为复合基质，采用米根霉、红曲霉、安琪

酵母与植物乳杆菌联合发酵体系，在 25 ℃、60 h的

优化条件下，β-NMN产量达到 808.8 μg/L，较未发酵

组提升 20.86倍。发酵过程显著改善了酵素功能特

性：总多酚含量提升至 0.3425 mg/mL（增幅 140.4%），

超氧化物歧化酶活力达 50.9917 U/mL（提高 3.74倍），

羟基自由基清除能力与总抗氧化能力（FRAP）分别增

强 1.98和 2.05倍。此外，研究还证实超声处理会导

致 β-NMN损失 12.4%，而原料内源性维生素 B3已

满足合成需求，外源添加反致抑制作用。未来研究应

结合转录组学、代谢组学及分子生物学技术，进一步

研究米根霉、红曲霉、安琪酵母与植物乳杆菌合成

β-NMN的生物学机制。研究显示果蔬基质中多菌

协同发酵调控 β-NMN合成的代谢特性，为开发兼

具 NAD+前体富集与多靶点生物活性酵素产品提供

了创新工艺与理论支撑，为开发富含 β-NMN的酵素

粉在食品、药品及化妆品等领域的应用提供了新的

思路和参考。
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