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复合菌发酵刺梨原汁脱涩工艺优化及其
营养成分和代谢物差异分析

黄清铧1，黄家埼1，王丽宁1，胡　彪1，王庆福1, *，许付勇2

（1.广东省科学院生物与医学工程研究所，广东省植物纤维综合利用工程技术研究开发中心，广东省生

物质高值化利用工程实验室，药食同源功效成分研发与应用协同创新中心，药食同源崖柏精油产业化

研究工程中心，广东广州 510316；
2.贵州省贵源生态食品有限公司，贵州黔南州 551200）

摘　要：为探究醋酸菌-少根根霉复合发酵刺梨原汁脱涩工艺及发酵过程营养成分变化与代谢物差异，本文以刺梨原

汁为原料，以单宁降解率为响应值，通过单因素及响应面试验优化其发酵工艺，分析发酵前后营养成分差异及抗

氧化活性，采用基于 LC-MS的非靶向代谢组学方法，分析发酵后代谢物的差异和变化。结果表明，最佳发酵工艺

为葡萄糖添加量 2.00%、初始 pH3.5（原汁），接入少根根霉 0.325%、醋酸菌 5.00%、混合发酵 3 d，在此条件

下，单宁降解率为 65.54%±2.31%。刺梨原汁经最优发酵工艺发酵后还原糖、单宁、总酚和 L-抗坏血酸含量显著下

降（P<0.05），而多糖和黄酮含量显著增加（P<0.05），抗氧化活性保持稳定。刺梨原汁发酵前后共鉴定到

1926个代谢物，筛选出 664种关键差异代谢物，其中 148种上调，516种下调，莽草酸和苯丙素类上调物质主要

以黄酮类为主。KEGG通路富集显示，甲苯降解、D氨基酸代谢、氨基酸的生物合成在发酵后显著上调。在类黄

酮生物合成途径中注释到短叶松素、花青素和杨梅素等典型的涩味成分，呈显著下调趋势，证实复合益生菌发酵

可显著降低刺梨汁涩味，改善口感，同时黄酮类成分的增加有利于抗氧化活性保持稳定，为刺梨功能性饮品开发

提供了科学依据。
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Abstract：This study aimed to investigate the deastringency process of Rosa roxburghii juice fermented with a composite
starter  culture  of  Acetobacter  and  Rhizopus  arrhizus,  as  well  as  the  associated  changes  in  nutritional  components  and
metabolite profiles. Using raw R. roxburghii juice as the raw material and tannin degradation rate as the response value, the
fermentation process  was optimized through single-factor experiments  and response surface methodology (RSM).  Differ-
ences in nutritional composition and antioxidant activity before and after fermentation were analyzed, and untargeted LC-
MS-based metabolomics was employed to examine metabolite variations. The results showed that the optimal fermentation
conditions were as follows: glucose addition of 2.00%, initial  pH of 3.5 (raw juice),  inoculation with 0.325% R. arrhizus
and  5.00% Acetobacter,  and  mixed  fermentation  for  3  days.  Under  these  conditions,  the  tannin  degradation  rate  reached
65.54%±2.31%.  Compared  with  raw  juice,  the  fermented  juice  exhibited  significantly  decreased  contents  of  reducing
sugars,  tannins,  total  phenolics,  and  L-ascorbic  acid  (P<0.05),  while  the  contents  of  polysaccharides  and  flavonoids
increased  significantly  (P<0.05);  the  antioxidant  activity  remained  stable.  A  total  of  1926  metabolites  were  identified,
among which 664 were screened as key differential metabolites, including 148 upregulated and 516 downregulated metabo-
lites. The upregulated shikimic acid and phenylpropanoid compounds were mainly flavonoids. KEGG pathway enrichment
analysis revealed that toluene degradation, D-amino acid metabolism, and amino acid biosynthesis pathways were signifi-
cantly  upregulated  after  fermentation.  In  the  flavonoid  biosynthesis  pathway,  typical  astringent  compounds  such  as
pinocembrin, cyanidin, and myricetin were annotated, and showed significantly downregulated trends, confirming that com-
posite probiotic fermentation could effectively reduce the astringency and improve the taste of R. roxburghii juice. Mean-
while, the increase in flavonoids contributed to the maintenance of stable antioxidant activity. This study provides a scien-
tific basis for the development of functional beverages from Rosa roxburghii.
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刺梨（Rosa roxburghii Tratt.）是蔷薇科蔷薇属刺

梨的果实，作为我国西南地区特有的药食两用植物资

源，主要分布于我国贵州、四川、云南等地，贵州刺梨

资源尤为丰富，已成为贵州省重点发展的药食同源经

济作物[1]。刺梨果实含有极高的维生素 C含量，此外

还富含黄酮类化合物、多糖、酚酸、三萜类、超氧化

物歧化酶以及多种微量元素等活性成分[2]，具有调节

机体免疫[3]、抗氧化[4]、延缓衰老[5]、抗动脉粥样硬

化[6]、缓解肺损伤[7]、抗肿瘤等功能[8]。近年来，随着

健康生活方式的普及以及人们对大健康理念的重视，

刺梨发酵产品及相关的研究报道越来越多，主要集中

在菌种筛选、发酵工艺优化以及发酵产物成分分析

与功效评价等方面。发酵工艺的优化是提升产品品

质的关键，研究报道表明，通过发酵可显著改变刺梨

的理化特性和生物活性，包括活性成分转化[9−10]、抗

氧化活性提升[11]、风味物质重组[12] 以及功能特性拓

展[13]等方面。

单宁是一类具有收敛性、有苦涩味的植物多

酚。刺梨鲜果含有高浓度单宁类物质，导致其压榨原

汁具有强烈的苦涩味，极大地限制了刺梨果汁的应

用。传统脱涩方法主要包括物理法、化学法和生物

酶法。但这些方法存在有效成分损失、处理时间长、

易残留且微生物风险高等局限性，不适用于大规模生

产。生物发酵脱涩是另一重要研究方向，生物发酵脱

涩技术通过微生物及其酶系的高效、特异性作用，不

仅能有效去除果汁的涩味，还能保留甚至提升其营养

功能和风味，同时兼具环境友好的特性。有研究表

明，采用米曲霉、酵母菌和乳酸菌复合发酵可有效降

低刺梨汁单宁含量 40%~60%[14]。魏涛涛等[15] 研究

乳酸菌发酵前后刺梨汁品质变化得出，干酪乳杆菌对

刺梨单宁降解率达到 40%以上，发酵后保留了刺梨

汁的主要营养成分，并增加了刺梨汁的果香，对改善

刺梨汁风味起到了积极作用。本文课题组前期在刺

梨汁自然发酵中分离到一株能够在刺梨原汁低 pH
条件下快速生长，并降低刺梨原汁中单宁含量的少根

根霉 CLF001[16]。通过发酵后刺梨汁的感官评价，筛

选乳酸菌、酵母菌、醋酸菌、红曲霉、根霉等 10余种

微生物，筛选到对刺梨脱涩效果较优的微生物组合，

用其发酵 3 d，即可显著提升多糖和黄酮等含量，降

低单宁的含量，使得发酵刺梨原汁涩味不明显，研究

发现该复合菌中醋酸菌与少根根霉为脱涩的主要贡

献菌株[17]。由于不同菌种在刺梨发酵过程中物质转

化途径与调控机制不同，特别是多糖降解与重构、黄

酮苷生物转化、风味物质形成等关键过程的分子机

制仍不清楚。因此，本研究以醋酸菌与少根根霉为出

发菌株，以刺梨汁中主要涩味成分（单宁）降解率为响

应值优化醋酸菌-少根根霉复合菌发酵刺梨原汁降解

单宁工艺，通过非靶向代谢组学对刺梨发酵产物进行

代谢物分析，挖掘差异代谢物及相关重要通路，明确

发酵过程中代谢物的变化规律，为刺梨发酵产品开发

与应用提供理论支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

刺梨原汁　源自贵龙 5号有籽刺梨，可溶性固

形物 8%，碳水化合物 7.0 g/100 mL，pH3.5，由贵州

省贵源生态食品有限公司提供；醋酸菌（ATCC
23768）、少根根霉 CLF001　本实验室保藏；MRS肉

汤、MRS琼脂、马铃薯葡萄糖水、PDA等培养基
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　青岛海博生物技术有限公司；醋酸菌培养基　葡

萄糖 8 g、酵母粉 10 g、碳酸钙 5 g、琼脂 15~20 g、
水 1000 mL，pH5.5，0.1 MPa灭菌 20 min；醋酸菌液

体增殖培养基　葡萄糖 10 g，酵母粉 10 g，pH5.5，
水 1000 mL灭菌后加入酒精（食用级）40 mL；没食子

酸、葡萄糖、芦丁、L-抗坏血酸　标准品，纯度≥

99%，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；其他分析

试剂均为国产 AR级。

GZBG-D1小型组合式全温振荡培养箱　象尚

昱科（上海）实验仪器有限公司；CR22N立式低温高

速离心机　天美仪拓实验室设备（上海）有限公司；

UV-1750紫外可见分光光度计　日本岛津公司；

U445超低温冰箱　西班牙 Telstar公司；3-30KS低

温离心机　德国 Sigma公司；Vanquish超高效液相

色谱仪、OrbitrapEx-ploris 120质谱仪　德国赛默飞

世尔科技。

 1.2　实验方法

 1.2.1   单因素实验

 1.2.1.1   不同葡萄糖与蔗糖比例对刺梨汁单宁降解

率的影响　取刺梨汁 100 mL于 250 mL三角瓶中，

pH自然，分别添加 2%的葡萄糖、葡萄糖:蔗糖

（2:1）、葡萄糖:蔗糖（1:1）、葡萄糖:蔗糖（1:2）、蔗

糖，同时接入醋酸菌 3%，少根根霉 0.2%，于 30 ℃，

150 r/min条件下，振荡培养 4 d，以发酵后单宁降解

率为评价指标，考察葡萄糖与蔗糖比例对刺梨汁单宁

降解率的影响。

 1.2.1.2   pH对刺梨汁单宁降解率的影响　取刺梨汁

100 mL于 250 mL三角瓶中，添加 2%的葡萄糖，因

pH过低对微生物生长不利，因此取原汁 pH3.5为最

低组别，用氢氧化钠分别调节 pH为 4.0、5.0、6.0、
7.0；同时接入醋酸菌 3%，少根根霉 0.2%，于 30 ℃，

150 r/min条件下，振荡培养 4 d，以发酵后单宁降

解率为评价指标，考察 pH对刺梨汁单宁降解率的

影响。

 1.2.1.3   葡萄糖添加量对刺梨汁单宁降解率的影响

　取刺梨汁 100 mL于 250 mL三角瓶中，pH自然，

分别添加 1%、2%、3%、4%、5%的葡萄糖；同时接

入醋酸菌 3%，少根根霉 0.2%，于 30 ℃，150 r/min条

件下，振荡培养 4 d，以发酵后单宁降解率为评价指

标，考察葡萄糖添加量对刺梨汁单宁降解率的影响。

 1.2.1.4   少根根霉接种量对刺梨汁单宁降解率的影

响　取刺梨汁 100 mL于 250 mL三角瓶中，pH自

然，添加 2%的葡萄糖，分别接入 0.1%、0.2%、0.3%、

0.4%、0.5%的少根根霉和 3%的醋酸菌；于 30 ℃，

150 r/min条件下，振荡培养 4 d，以发酵后单宁降解

率为评价指标，考察少根根霉接种量对刺梨汁单宁降

解率的影响。

 1.2.1.5   醋酸菌接种量对刺梨汁单宁降解率的影响

　取刺梨汁 100 mL于 250 mL三角瓶中，pH自然，

添加 2%的葡萄糖，分别接入 2%、3%、4%、5%、6%
的醋酸菌和 0.3%的少根根霉；于 30 ℃，150 r/min
条件下，振荡培养 4 d，以发酵后单宁降解率为评价指

标，考察醋酸菌接种量对刺梨汁单宁降解率的影响。

 1.2.1.6   发酵时间对刺梨汁单宁降解率的影响　取

刺梨汁 100 mL于 250 mL三角瓶中，pH自然，添加

2%的葡萄糖，接入 4%的醋酸菌和 0.3%的少根根

霉；于 30 ℃，150 r/min条件下，分别振荡培养 2、3、
4、5、6 d，以发酵后单宁降解率为评价指标，考察发

酵时间对刺梨汁单宁降解率的影响。

 1.2.2   响应面优化　在单因素实验的基础上，选取少

根根霉接种量（A）、醋酸菌接种量（B）和发酵时间（C）
为自变量，以单宁降解率（Y）为响应值，设计 3因素 3
水平响应面试验，使用 Design-Expert13.0软件进行

试验的优化设计，响应面试验因素与水平见表 1。
  

表 1    响应面试验的因素水平
Table 1    Factors and levels of response surface experiment

水平
因素

A少根根霉接种量（%） B醋酸菌接种量（%） C发酵时间（d）

−1 0.2 3 3
0 0.3 4 4
1 0.4 5 5

 

 1.2.3   单宁含量的测定　样品处理：发酵后样品经

8000 r/min离心 5 min后保留上清液，取发酵前后刺

梨汁各 1 mL，加入 2 mL无水乙醇，超声提取 5 min，
8000 r/min离心 5 min，备用。单宁含量测定：参照

NY/T 1600-2008《水果、蔬菜及其制品中单宁含量的

测定分光光度法》[18]，每组 3个重复。以没食子酸浓

度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲线：y=
0.0105x+0.0083，R2=0.9982。

 1.2.4   多糖含量测定　样品处理：发酵后样品经

8000 r/min离心 5 min后保留上清液，取发酵前后刺

梨汁各 1 mL，加入 4倍体积无水乙醇，充分混匀后

于 4 ℃ 静置过夜，8000 r/min离心 5 min，所得沉淀

用 80%乙醇清洗 3次，加入 5.0 mL水溶解，即为多

糖待测液。多糖含量测定：参照团体标准 T/GZCX
019-2022《刺梨及其制品中多糖含量的测定》[19]，每组

3个重复。以葡萄糖浓度为横坐标，吸光度值为纵坐

标，绘制标准曲线为 y=5.2494x+0.0552，R2=0.9945。

 1.2.5   总酚含量测定　样品处理：发酵后样品经

8000 r/min离心 5 min后保留上清液，取发酵前后

刺梨汁各 1 mL与 1 mL无水乙醇混合，超声处理

30  min后，8000  r/min离心 5  min，收集上清液备

用。总酚含量测定：参照 T/GZCX 020-2022《刺梨及

其制品中总酚含量的测定》[20]，每组 3个重复。以没

食子酸浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制标准

曲线：y=0.015x+0.0337，R2=0.9989。

 1.2.6   总黄酮含量测定　样品处理：发酵后样品经

8000 r/min离心 5 min后保留上清液，取发酵前后
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刺梨汁各 1.0 mL，加入 2.0 mL无水乙醇，超声处理

30  min后，8000  r/min离心 5  min，收集上清液备

用。总黄酮含量测定：参照 T/GZCX 018-2022《刺梨

及其制品中总黄酮含量的测定》[21]，每组 3个重复。

以芦丁浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标，绘制标准

曲线：y=5.7801x+0.1029，R2=0.999。

T

 1.2.7   抗坏血酸含量测定　参考 GB 5009.86-2016
《食品中抗坏血酸的测定 第三法 2,6-二氯靛酚滴定

法》[22]。标定：取 1.0 mL浓度为 1 mg/mL的 L（+）-
抗坏血酸标准溶液，加入 10 mL 20 g/L偏磷酸溶液

摇匀，用 2,6-二氯靛酚滴定至粉红色，保持 15 s不褪

色，同时做空白组。计算 2,6-二氯靛酚的滴定度

=0.0793。测定：取发酵前后刺梨汁 1 mL于 50 mL
锥形瓶中，加蒸馏水稀释 10倍后，加入 10 mL偏磷

酸溶液，用标定过的 2,6-二氯靛酚溶液滴定，直至溶

液呈粉红色 15 s不褪色为止，同时做空白组。根据

公式（1）计算 L-抗坏血酸含量（X）：

X(mg/mL) =
(V−V0)×T

m
式（1）

式中：V为滴定试样消耗 2,6-二氯靛酚溶液的体

积（mL）；V0 为滴定空白消耗 2,6-二氯靛酚溶液的体

积（mL）；T为 2,6-二氯靛酚的滴定度（mg/mL）；m为

试样的量（mL）。

 1.2.8   还原糖含量测定　采用 DNS法测定还原糖

含量。取发酵前后样品经 8000 r/min，离心 5 min，取
稀释至合适倍数的样品 0.5 mL加 0.5 mL DNS试

剂，沸水浴 5 min，取出冷却，加蒸馏水补足至 5 mL，
于 540 nm处测吸光度，每组 3个重复。标准曲线通

过葡萄糖制得，同时做试剂空白，540 nm处测定吸光

度，以葡萄糖浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标

准曲线：y=1.9215x−0.0288，R2=0.9966。

 1.2.9   体外抗氧化活性评价　参考  GB/T  39100-
2020《多肽抗氧化性测定 DPPH和 ABTS法》[23] 并

作修改。

 1.2.9.1   DPPH自由基清除率　准确称取 19.716 mg
DPPH，用无水乙醇定容 100 mL容量瓶中，得到浓度

为 1 mmol/L的 DPPH溶液。在 3.0 mL DPPH溶液

中加入 1.0 mL稀释 400倍后的发酵前后刺梨汁，室

温避光反应 30 min，测定波长 517 nm处的吸光度

Ai。以等体积无水乙醇代替 DPPH溶液测定样品本

底吸光度 Aj，以等体积蒸馏水代替刺梨汁样品溶液

测定空白对照吸光度 A0，根据公式（2）计算 DPPH
自由基清除率（P）：

P(%) =
(
1− Ai −Aj

A0

)
×100 式（2）

以 L-抗坏血酸为阳性对照，以 L-抗坏血酸质量

浓度为横坐标，DPPH自由基清除率为纵坐标，绘制

曲线为：y=642.03x−35.557，R2=0.9996。

 1.2.9.2   ABTS+自由基清除率　准确称取 200  mg

ABTS和 34.4 mg过硫酸钾溶于水定容至 50 mL，摇
匀，室温避光放置 24 h后，作为 ABTS母液。取适

量母液，用 95%乙醇稀释至吸光值在 0.70±0.02左

右（波长 734 nm），作为 ABTS测定液。在 3.0 mL
ABTS测定溶液中，加入稀释 2000倍的发酵前后刺

梨汁 1.0 mL，室温避光反应 5 min，测定 734 nm波

长处的吸光度 Ai，以等体积蒸馏水代替 ABTS工作

液测定样品本底吸光度 Aj，以等体积蒸馏水代替刺

梨汁样品溶液测定空白对照吸光度 A0，根据公式（3）
计算 ABTS+自由基清除率（P）：

P(%) =
(
1− Ai −Aj

A0

)
×100 式（3）

以 L-抗坏血酸为阳性对照，以 L-抗坏血酸质量

浓度为横坐标，ABTS+自由基清除率为纵坐标，绘制

曲线为：y=5736x−0.1618，R2=0.9985。

 1.2.10   非挥发性代谢物　采用液相色谱-质谱联用

（LC-MS）法。使用 Vanquish超高效液相色谱仪，通

过 Phenomenex Kinetex C18 （2.1 mm×50 mm，2.6 μm）

液相色谱柱对目标化合物进行色谱分离。液相色谱

A相为水相，含 0.01%乙酸，B相为异丙醇:乙腈（1:

1，v/v），梯度洗脱（0~0.25 min，95%B；0.25~3.5 min，
95%~65%B；3.5~4.0  min，65%~40%B；4.0~4.5  min，
40%B；4.5~4.55  min，40%~95%B；4.55~6  min，95%
B）。样品盘温度：4 ℃，进样体积：2 μL。Orbitrap
Exploris  120质谱仪能够在控制软件（Xcalibur，版
本：4.4，Thermo）控制下进行一级、二级质谱数据采

集。详细参数如下：鞘气流量：50 Arb，辅助气流量：

15 Arb，离子传输管温度：320 ℃，全质谱分辨率：

60000，MS/MS分辨率 ： 15000，碰撞能量 ：SNCE
20/30/40，喷雾电压：3.8 kV（positive）或−3.4 kV（nega-
tive），扫描范围 70~1500。

 1.3　数据处理

实验重复三次，采用平均值±标准差表示。利

用 SPSS19.0软件对数据进行方差分析和相关性分

析等。组间差异采用单因素方差分析（ANOVA）检

验，进行 Tukey多重比较检验；*P<0.05和**P<0.01
分别为差异显著和差异极显著。质谱原始数据经

ProteoWizard软件（V3.0.24054）转成 mzXML格式

后，使用 R包进行代谢物鉴定和可视化分析。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验结果

不同发酵条件对果蔬单宁的降解效果不同[15,24]。

单因素实验结果显示，不同葡萄糖与蔗糖比例（图 1A）

对刺梨汁单宁降解率的影响不同，添加葡萄糖发酵，

单宁降解率最高为 37.11%±3.19%，添加葡萄糖与蔗

糖对单宁降解率有显著影响（P<0.05），但是以葡萄糖

为主的组别间没有显著性差异，因此选葡萄糖进行后

续实验。pH对刺梨汁单宁降解率的影响见图 1B，结
果显示随着 pH增加，单宁降解率呈下降趋势，刺梨
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原汁发酵单宁降解率最高，为 41.74%±2.73%，低

pH条件并非微生物的最优生长与产酶条件，但是单

宁降解率却最优，这可能是由于酸性条件下 H+有利

于 C-C连接键发生断裂，促使单宁降解[25]。葡萄糖

作为优质的碳源，添加量过高或过低都显著影响微生

物对单宁的降解效果[26]。图 1C显示随着葡萄糖添

加量的升高，单宁降解率呈现出先上升后下降的趋

势，葡萄糖添加量为 2%时降解率最高为 54.36%±

1.85%，但其与添加量 1%和 3%的组别没有显著性

差异。因此，葡萄糖不作为显著影响因素，后续实验

选择葡萄糖添加量为 2%进行。少根根霉接种量对

刺梨汁单宁降解率的影响如图 1D所示，随着少根根

霉接种量的升高，单宁降解率呈现先上升后下降的趋

势，当接种量为 0.3%时，降解率最高为 52.58%±

2.16%，显著优于其他组别（P<0.05）。醋酸菌接种量

对刺梨汁单宁降解率的影响如图 1E所示，结果显

示，随着醋酸菌接种量的升高，单宁降解率呈现先

上升后下降的趋势，当接种量为 4%时，降解率最高

达 53.44%，降解率高于接种量 5%的组别，但两者没

有显著性差异，醋酸菌和少根根霉具有协同作用，接

种量过低或者过高都会影响复合菌生长与代谢，另外

考虑接种量增加必然导致成本提升，因此，选醋酸菌

接种量为 4%为最适接种量。图 1F结果显示，随着

发酵时间的延长，单宁降解率呈现先上升后下降的趋

势，当发酵时间为 3 d时，降解率最高，达 60.42%±
4.27%，发酵时间过短不利于单宁的降解，发酵时间

过长后期多酚、黄酮等含量增加会导致苦味上升，影

响口感[27]。

 2.2　响应面试验结果分析

为了进一步优化混菌发酵降解刺梨原汁中单宁

的工艺，在单因素实验结果的基础上，采用 Box-
Behnken进行三因素三水平试验设计，并以单宁降

解率为响应值进行响应面试验设计。试验设计与结

果见表 2，方差分析结果见表 3。
 
 

表 2    Box-Behnken试验设计与结果
Table 2    Box-Behnken experimental design and results

试验号 A B C 单宁降解率（%）

1 −1 0 1 49.58
2 0 0 0 52.98
3 −1 1 0 49.55
4 1 0 −1 59.19
5 0 −1 1 54.11
6 0 0 0 56.49
7 −1 0 −1 50.48
8 0 0 0 52.12
9 0 0 0 56.65
10 0 1 −1 65.06
11 1 −1 0 49.15
12 1 1 0 50.31
13 −1 −1 0 43.21
14 0 −1 −1 60.55
15 0 0 0 54.75
16 0 1 1 55.81
17 1 0 1 46.36

 
 

表 3    方差分析结果
Table 3    Analysis of variance results

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 452.22 9 50.25 20.17 0.0003**

A 18.62 1 18.62 7.48 0.0291*

B 23.5 1 23.5 9.43 0.0180*

C 108.22 1 108.22 43.45 0.0003**

AB 6.69 1 6.69 2.69 0.1453

AC 35.63 1 35.63 14.31 0.0069**

BC 1.97 1 1.97 0.7926 0.4029
A2 207.08 1 207.08 83.14 <0.0001**

B2 0.9241 1 0.9241 0.371 0.5617
C2 61.29 1 61.29 24.61 0.0016**

残差 17.43 7 2.49 − −
失拟项 0.8773 3 0.2924 0.0706 0.9726
纯误差 16.56 4 4.14 − −
总和 469.65 16 − − −

注：*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01）。
 

 2.2.1   模型拟合分析　以少根根霉接种量（A）、醋

酸菌接种量（B）、发酵时间（C）为自变量，以单宁降解

率（Y）为响应值，采用 Design-Expert 13.0软件对表 2
试验结果进行多元二次回归拟合，得到二次多元

回 归 方 程 为 ： Y=54.56+1.53A+1.71B−3.68C−1.29
AB−2.98AC−0.7025BC−7.01A2+0.4685B2+3.82C2。

由表 3可知，回归方程 P 值=0.0003，模型极显著
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图 1    单因素实验结果

Fig.1    Results of single-factor experiment
注：不同小写字母表示组内差异显著（P<0.05）。
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（P<0.01），说明模型拟合效果好；失拟项 P 值=
0.9726，不显著（P>0.05），表明试验误差较小；模型的

决定系数 R2=0.9629，校正决定系数 R2=0.9152，说明

该模型中 91.52%的试验数据可以用该模型进行分

析，试验误差较小，故用该模型进行分析合理。

 2.2.2   方差分析　方差分析结果见表 3。通过比对

F 值可知，3个因素对刺梨单宁降解率的影响顺序为

发酵时间（C）>醋酸菌接种量（B）>少根根霉接种量

（A）。一次项 C，交互项 AC，二次项 A2、C2 对结果

影响极显著（P<0.01）；一次项 A、B对结果影响显著

（P<0.05）；交互项 AB、BC，二次项 B2 对结果影响不

显著。响应与因素间存在显著二次关系而交互作用

较弱时，只要满足调整 R2>0.85，预测 R2 与调整 R2

差值<0.2，失拟检验 P>0.05，该响应面模型仍是可靠

的[28]，因此本模型可行。优化后最佳发酵工艺为：少

根根霉接种量 0.323%、醋酸菌接种量为 5%、发酵

时间为 3 d，在此条件下可获得发酵刺梨原汁单宁降

解能力的最高预测值为 65.347%。对最佳发酵工艺

条件进行调整，少根根霉接种量为 0.325%、醋酸菌

接种量为 5.00%、发酵时间为 3 d、葡萄糖添加量为

2%、初始 pH3.5（原汁）。根据调整后的最优发酵工

艺参数进行验证实验，结果得出单宁降解率为

65.54%±2.31%。此结果与响应面分析得到的最高预

测值基本一致，验证了优化后发酵条件的可靠性。

 2.3　刺梨发酵前后营养成分变化

刺梨原汁经最优发酵工艺发酵后营养成分变化

显著（表 4）。其中还原糖、单宁、总酚和 L-抗坏血酸

含量分别下降了 32.16%、68.55%、38.50%和 59.81%。

多糖和黄酮含量分别提升 54.84%和 69.52%。刺梨

发酵过程活性成分的变化与发酵菌种、发酵工艺、刺

梨原料类型等有关。醋酸菌在发酵过程产生大量细

菌纤维素，因其巨大的比表面积和纳米纤维网络以及

纤维表面大量羟基，可通过物理吸附或化学键合的方

式结合溶液中的单宁等酚类物质，通过离心去除菌体

时，被吸附的酚类也随之被除去，导致上清液中测得

的可溶性总酚减少[29]。另外，根霉菌株能够产生漆

酶，能够催化多种酚类和芳香胺化合物的氧化，破坏

酚类的结构，导致发酵液中酚类物质降低[30]，这与本

文总酚、黄酮和单宁等成分变化结果一致。

 2.4　抗氧化活性评价

抗氧化活性评价以 L-抗坏血酸作为阳性对照，

DPPH自由基清除效果评价得出，发酵前原汁的抗氧

化活性相当于 36.76±1.30 mg/mL L-抗坏血酸的抗

氧化效果，发酵后样品相当于 35.86±0.87 mg/mL L-
抗坏血酸的抗氧化效果（图 2A），ABTS+自由基清除

效果显示，发酵前原汁的抗氧化活性相当于 31.09±
1.75 mg/mL L-抗坏血酸的抗氧化效果，发酵后样品

相当于 30.10±1.54 mg/mL的 L-抗坏血酸的抗氧化

效果（图 2B）。实验结果可见发酵后抗氧化活性略有

降低，但没有显著性影响，仍然保持较高的抗氧化效

果。L-抗坏血酸、多酚和黄酮等活性物质是刺梨原

汁强抗氧化活性的关键成分，原汁中 L-抗坏血酸含

量为 18.86±1.75 mg/mL，约占总抗氧化活性的 50%。

在高温或者氧气存在情况下，L-抗坏血酸极易被氧

化[31]，发酵后 L-抗坏血酸含量降低 60%左右，但是

抗氧化活性却并未明显降低，这可能是由于发酵后多

糖、黄酮等成分含量显著提升，保留了较高的抗氧化

活性，可弥补 L-抗坏血酸在加工过程中被氧化导致

抗氧化活性降低的缺陷。

  

10
15
20
25
30
35
40
45
50

40

50

60

70

80

90

100
清除率 VC当量

D
PP

H
自

由
基

清
除

率
 (%

)

相
当

于
V

C
含

量
 (m

g/
m

L)

发酵前 发酵后

A

10

15

20

25

30

35

40

40

50

60

70

80

90

100
清除率 VC当量

A
B

TS
+ 自

由
基

清
除

率
 (%

)

相
当

于
V

C
含

量
 (m

g/
m

L)

发酵前 发酵后

B

图 2    发酵前后抗氧化活性评价
Fig.2    Evaluation of antioxidant activity

before and after fermentation
 

 2.5　非挥发性代谢物分析

 2.5.1   非挥发性代谢物鉴定结果　在原汁和发酵样

品中一共检测到了 1926个代谢物，主要分布在以下

8类中（图 3）：氨基酸及短肽、聚酮类、莽草酸和苯丙

酸类、生物碱类、碳水化合物、萜类化合物、脂肪酸

及其他。其中莽草酸和苯丙素类占比最大（32.19%），

包含异黄酮类、氧杂蒽酮、香豆素类、木脂素、黄酮

类、酚酸、二苯基庚烷类、苯乙烯吡嘀酮、苯乙醇类

和苯丙素等物质，营养成分中的黄酮和总酚属于该类

 

表 4    发酵前后营养成分变化

Table 4    Changes in nutritional components
before and after fermentation

成分（g/L） 发酵前 发酵后

多糖 0.62±0.09 0.96±0.08**

还原糖 45.83±1.32** 31.09±4.88
单宁 6.20±0.22** 1.95±0.12
总酚 12.91±1.38** 7.94±0.35

L-抗坏血酸 18.86±1.75** 7.58±0.70
黄酮 1.05±0.16 1.78±0.09**

注：**表示差异极显著（P<0.01）。
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物质。其次为萜类化合物（20.61%）、其他（18.54%）

和脂肪酸（10.28%）。原汁和发酵样品的 PCA得分

如图 4所示，从 PCA得分图的结果可以看出，样本

全部处于 95%置信区间内，两个样本对应的代谢产

物明显分离，说明刺梨原汁发酵前后代谢物有一定的

差异。两个主要成分（PC1和 PC2）分别解释了总方

差 54.1%和 13.2%的变异。
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图 4    PCA模型得分散点图
Fig.4    Score scatter plot of PCA model for group

 

 2.5.2   非挥发性代谢物差异火山图　火山图中每个

点代表一个代谢物。图 5中纵坐标表示 P 值，P 值

越大，代表代谢产物在 2个样品之间的表达差异越

显著，横坐标表示差异倍数值，其绝对值越大，表示代

谢产物在 2个样品中的差异倍数越大。显著上调的

代谢物以红色表示，显著下调的代谢物以蓝色表示，

非显著差异的代谢物为灰色。采用 VIP>1和 P<

0.05筛选得到 664种关键差异代谢物，其中 148个

代谢物在发酵后显著上调，516个显著下调。在差异

代谢物中，莽草酸和苯丙酸类代谢物占最大比例

（32.98%），其次是萜类化合物（20.48%），说明复合菌

发酵显著改变了刺梨原汁中的成分组成。上调物质

中差异最显著的物质（红色最高点）为大黄素甲醚（聚

酮类），对多种细菌和人体宫颈癌细胞生长抑制作用

较强[32]。其次为 Epithienamycin E（氨基酸及短肽）

属于碳青霉烯类抗生素的天然化合物，最初是从微生

物发酵液中分离得到的[33]。排名第三的为 10-羟基

喜树碱（生物碱类），属于拓扑异构酶Ⅰ抑制剂类抗肿

瘤药物，具有显著的抗肿瘤活性[34]。其他显著差异物

质情况见表 5，莽草酸和苯丙素类、萜类化合物、脂

肪酸、聚酮类、碳水化合物以及其他类物质成分以下

调为主。特别是莽草酸和苯丙素类下调数量最多，占

该类物质总数的 85%以上，其中包括原花青素 C1、原
花青素 B2、鞣花酸、儿茶酚类等单宁类主要成分，进

一步证实复合菌发酵过程可有效降解单宁等苦涩味

成分。上调物质主要以黄酮类为主，与营养成分中发

酵后黄酮含量提高一致。其中异甘草素、杨梅素糖

苷、新北美圣草苷、7-甲氧基黄烷醇等均具有较强的

抗氧化活性，进一步发酵后抗氧化活性保持稳定可能

是黄酮含量增加所致。氨基酸及短肽物质上调数量

占比最多，主要以苯丙氨酸、苏氨酸、亮氨酸、缬氨

酸、γ-氨基丁酸等必需氨基酸或功能氨基酸上调为主。
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图 5    差异代谢物筛选火山图

Fig.5    Volcano plot of differential metabolite screening
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图 3    代谢物分类环形图

Fig.3    Donut plot of metabolite classification

 

表 5    发酵前后差异代谢物质

Table 5    Differentially metabolized substances before and after fermentation

类别
差异代谢物

总数量

显著上调代谢物 显著下调代谢物

数量 主要物质名称 数量 主要物质名称

莽草酸和
苯丙素类 219 31

羟基酪醇、3-甲基儿茶酚、沙棘苷、7-乙酰氧基香豆
素、西瑞香素、狐衣酸、7-甲氧基黄烷醇、泡桐素、杨

梅素糖苷、异甘草素、新北美圣草苷、珊瑚菜素
188

原花青素C1、原花青素B2、鞣花酸、没食子酸、绿
原酸甲酯、橙皮苷、云香内脂、儿茶素7-O-芹菜呋
喃糖苷、儿茶素7-阿拉伯糖、芒果苷元、芦丁、白

蔹素a

萜类化合物 136 22
依普利酮、通关藤皂苷H、细叶远志皂苷、胡黄连苷

III、柴胡皂苷B2、黄楝素C 114
甘草次酸、贝萼皂苷元、皂皮酸、淫羊藿次苷 C1、
毛冬青皂苷元A、黄夹次甙乙、羟基积雪草酸、苜

蓿酸、樟脑、琥珀酸

其他 109 15 地衣酚、3-丁炔酸、4甲基儿茶酚、间甲酚、姜酮 94
乙醛酸、二苯甲酰硫胺素、5-氨基-4-咪唑-N-琥珀

酰氨甲酰核糖核苷酸

脂肪酸 67 22
16-羟基十六烷酸、2-羟基-3-甲基丁酸、2-羟基十八烷
酸、2-羟基-4-甲硫基丁酸、2-酮戊二酸、柠康酸、衣康

酸、植物鞘氨醇
45

辛酸乙酯、4-乙基辛酸、十一酸、癸酸、丙戊酸、马
来酸、乳酸丁酯、12 -羟基茉莉酸硫酸酯
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 2.5.3   KEGG代谢通路分析　KEGG通路注释的结

果进行分类，一共注释到 221条代谢通路，显著富集

前 15条通路如图 6显示，丙氨酸、天冬氨酸和谷氨

酸的代谢和精氨酸生物合成属于氨基酸代谢；代谢通

路、氨基酸的生物合成、不同环境中的微生物代谢和

碳代谢 4条通路属于全局和概述图谱；咖啡因代谢、

ABC转运蛋白、癌症中的中心碳代谢、蛋白质的消

化与吸收、D-氨基酸代谢、氨基酸酰基-tRNA生物

合成、甲苯降解、GABA能突触和酒精依赖通路对

应各自的通路分类。代谢通路富集分析筛选代谢通

路中显著富集的 KEGG通路，筛选了富集显著性前

15的通路结果如图 7所示。圆点的大小表示该通路

中富集到的差异代谢物数量，颜色表示 P 值的大小，

P 值越小，颜色越偏红富集程度越显著。对比原汁和

发酵样品发现，富集最显著的依次为：癌症中的中心

碳代谢、代谢通路、ABC转运蛋白、蛋白质消化与吸

收和氨基酸的生物合成。富集差异代谢物数量最多

的通路依次为：代谢通路、不同环境中的微生物代

谢、ABC转运蛋白、氨基酸的生物合成和癌症中的

中心碳代谢，进一步分析代谢物在富集代谢通路中的

调节情况，计算各个代谢通路的差异丰度得分，结果

如图 8所示，与原汁相比差异代谢物表达上调趋势

从大到小依次为甲苯降解、D氨基酸代谢、氨基酸的

生物合成以及 ABC转运蛋白；下调趋势从大到小依

次为精氨酸生物合成、咖啡因代谢、碳代谢、酒精依

赖通路、丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸的代谢、不同环

境中微生物代谢、代谢通路以及蛋白质消化与吸收。
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图 8    差异丰度得分图
Fig.8    Differential abundance score plot

注：***表示选取极其显著差异（P<0.001）的代谢物质进行差
异丰度分析。
 

结合 P 值与刺梨功能活性物质特征，差异物代

谢通路显著富集第 17条为类黄酮生物合成途径。

如图 9所示，该通路一共注释到 18个代谢物，参与

类黄酮生物合成代谢通路的有 7个差异代谢物，分

别是 Hesperetin 7-O-neohesperidoside、柚皮素-7-O-
葡萄糖苷、短叶松素、花青素、杨梅素、樱花素和异

甘草素。发酵后除了异甘草素上调外，其他 6个差

异物质均显著下调，其中短叶松素、花青素和杨梅素

是典型的涩味成分，这些涩味成分主要通过唾液黏蛋

白形成沉淀，增加口腔摩擦系数诱发涩感[35−38]。涩味

成分显著下调证实复合益生菌发酵可显著降低刺梨

续表 5

类别
差异代谢物

总数量

显著上调代谢物 显著下调代谢物

数量 主要物质名称 数量 主要物质名称

生物碱类 53 27
脱硫生物素、1-甲基吡咯烷、消旋肾上腺素、吲哚3-
乳酸、左旋异肾上腺素、核黄素、去甲变肾上腺素、

哌唑嗪、帕米格雷、1,3-二甲基尿酸、雷西莫特
26

烟酰胺、替米沙坦、利波腺苷、嘌呤、7-甲基黄嘌
呤、吡啶酰胺、1-甲基黄嘌呤、长春新碱、阿帕泛

聚酮类 28 7 间苯三酚、麦芽酚、曲酸、原金丝桃素、大黄素甲醚 21
抗坏血酸、苯乙酮糖苷、芦荟宁、间苯三酚葡萄糖

苷、金丝桃素、斑点酸

氨基酸及短肽 32 27
L-脯氨酰-L-苯丙氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸、γ-氨基丁

酸、苏氨酸、亮氨酸、缬氨酸、脯氨酰苯丙氨酸 11
精氨酸、谷氨酸、亚氨基二乙酸、L-高丝氨酸、L-

精氨琥珀酸、天冬氨酸、天冬酰胺

碳水化合物 20 3 葡萄糖酸、棉子糖、乳糖醛酸 17
β-D-吡喃果糖、腺苷ニ磷酸核糖、甘油醛、二羟丙
酮、黄嘌呤核苷-5'-单磷酸、半乳糖、山梨糖、甘露

糖、木糖

 

0 20 40 60 80
百分比 (%)

KEGG分类

图 6    差异代谢物 KEGG分类

Fig.6    KEGG classification of differential metabolites
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图 7    差异代谢物 KEGG富集

Fig.7    KEGG enrichment of differential metabolites
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汁涩味，改善口感。异甘草素具有极强的抗氧化活

性，能有效抑制宫颈癌和前列腺癌细胞增殖，具备作

为抗癌新药的潜力，其代谢合成途径为苯丙氨酸经苯

丙氨酸解氨酶催化脱氨生成肉桂酸，肉桂酸经肉桂

酸-4-羟化酶催化形成香豆酸，再经羟化和活化生成

关键前体物香豆酰辅酶 A，香豆酰辅酶 A与 3分子

丙二酰辅酶 A在查尔酮合酶催化合成柚皮素查尔酮，

经查尔酮还原酶还原成异甘草素[39−40]，苯丙氨酸显著

上调保证异甘草素合成代谢具有丰富的前体物质。

 3　结论
通过优化醋酸菌-少根根霉复合发酵刺梨原汁脱

涩工艺，确定最优工艺为：刺梨原汁中添加 2.00%葡

萄糖、初始 pH3.5（原汁），少根根霉接种量 0.325%、

醋酸菌接种量 5.00%、混合发酵 3 d，在此条件下，单

宁降解率为 65.54%±2.31%。此条件下发酵后刺梨

汁中单宁和 L-抗坏血酸含量下降了 50%以上，但是

抗氧化活性没有显著性降低，发酵后多糖、黄酮的含

量显著提升。

刺梨原汁发酵前后共鉴定到 1926种代谢物，筛

选出 664种关键差异代谢物，其中 148种上调、516

种下调。莽草酸和苯丙素途径中，异甘草素、杨梅素

糖苷、新北美圣草苷等具有较强的抗氧化活性的关

键活性成分显著上调，有效弥补了因 L-抗坏血酸和

总酚含量下降引起的抗氧化能力降低。KEGG分析

显示，类黄酮生物合成途径中，短叶松素、花青素和

杨梅素等典型涩味成分显著下调，证实复合菌发酵能

有效降低刺梨汁涩味，改善口感。该途径中还发现具

有抗癌潜力的异甘草素被显著上调富集，提示发酵可

能增强刺梨汁的功能活性。

在后续研究中，可结合代谢组学和转录组学等

方法，深入探究复合菌发酵刺梨涩味改善机制，挖掘

发酵产物抗肿瘤、抗氧化、抗感染等方面代谢产物，

开展异甘草素等刺梨功效成分生物合成机制研究，为

刺梨功能强化与高值利用提供理论与应用基础。
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注：亮红/亮蓝色标记的是差异代谢物。
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