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［摘要］ 为了优化植物乳杆菌发酵辅助提取琯溪蜜柚果皮黄酮的工艺， 并评价提取物的体外神经保护活

性， 以总黄酮提取量为指标， 在单因素实验基础上， 采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化发酵工艺参数； 利

用高效液相色谱法 （ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ） 分析黄酮组分； 并通过皮质酮 （ ｃｏｒ⁃
ｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ， ＣＯＲＴ） 诱导的 ＰＣ１２ 细胞损伤模型， 从细胞活力、 乳酸脱氢酶 （ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ）
释放和活性氧 （ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ） 水平等方面评价柚皮苷的神经保护作用。 结果表明， 最佳

发酵工艺条件： 料液比 （ｇ∶ｍＬ） 为 １∶３１， 接种量为 １􀆰 ０％ ， 发酵时间为 ２５ ｈ； 发酵提取物的主要成分为

柚皮苷， 约占总黄酮的 ７５％ 以上； 发酵提取物主成分柚皮苷能呈剂量依赖性地拮抗 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ 诱

导的神经毒性， 在 ２０ ～ ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内显著提高 ＰＣ１２ 细胞存活率， 有效抑制 ＬＤＨ 的释放， 并显

著降低胞内 ＲＯＳ 的水平。 这证实了植物乳杆菌发酵技术能高效富集琯溪蜜柚中的黄酮， 且所得产物具有

显著的抗氧化及神经保护活性。
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０　 引言
琯溪蜜柚是福建省平和县的地理标志性农产品， 年产量巨大［１］ 。 然而， 在产业化过

程中， 约占果实质量 ３０％～ ４０％ 的琯溪蜜柚果皮常被视为农业废弃物直接丢弃， 这造成

了极大的生物资源浪费和严重的环境负荷问题［２ － ３］ 。 琯溪蜜柚果皮中黄酮类化合物的组

成与甜橙类水果不同 （甜橙类水果以橙皮苷为主） ［４］ ， 它主要以柚皮苷、 野漆树苷等黄

烷酮糖苷形式存在， 其中柚皮苷含量极高， 约占总黄酮的 ７５％ 以上［５ － ７］ 。 这种以柚皮苷

为主的化学成分谱与葡萄柚相似， 具有较强的抗氧化、 抗炎、 抗菌活性和保护神经作

用， 具有极高的药用开发潜力［８ － １０］ 。
目前， 柚皮黄酮类物质的提取方法主要有水提法、 碱提法、 有机溶剂提取法、 超临

界流体萃取法、 微波辅助提取法、 超声波辅助提取法等， 但这些方法常存在能耗高、 溶

剂残留或提取不完全等缺点［１１ － １５］ 。 植物乳杆菌发酵辅助提取技术作为一种绿色生物转

化手段， 能利用微生物分泌的复合酶系破坏植物细胞壁的致密结构， 显著降低传质阻

力， 从而大幅提高黄酮的得率和生物利用度［１６］ 。
长期的应激状态会导致体内皮质酮 （ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ， ＣＯＲＴ） 水平持续且异常升高，

高浓度的 ＣＯＲＴ 通过诱发严重的氧化应激反应， 导致海马皮层神经元损伤与凋亡， 这是

抑郁症神经可塑性受损的核心机制之一［１７］ 。 已有研究表明， 柑橘果皮中的多甲氧基黄酮

（如川陈皮素、 橘皮素等） 通过降低神经炎性因子和抗氧化起到神经保护作用［１８］ 。 柚皮

苷是蜜柚果皮中含量最多的黄酮成分［１９］ ， 尽管柚皮苷的抗氧化特性已被证实［２０］ ， 但其

能否直接拮抗 ＣＯＲＴ 诱导的神经毒性进而发挥抗抑郁作用尚需深入探究。 基于此， 本研

究旨在建立一种基于植物乳杆菌发酵的高效提取工艺， 通过单因素及响应面实验优化发

酵参数， 最大程度提高琯溪蜜柚果皮黄酮的提取率； 同时利用 ＣＯＲＴ 诱导 ＰＣ１２ 细胞构

·９０４·
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建体外神经损伤模型［１７］ ， 探究柚皮苷的神经保护活性， 为琯溪蜜柚资源的深加工利用和

天然抗抑郁功能因子的开发提供理论依据与技术支撑。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料、 试剂与仪器

琯溪蜜柚购于福建省漳州市平和县。
植物乳杆菌购于山东中科嘉亿生物工程有限公司； 芦丁购于国药集团化学试剂有

限公司， 分析纯； 无水乙醇购于上海沃凯生物技术有限公司， 分析纯； 亚硝酸钠、 九

水合硝酸铝、 氢氧化钠购于西陇科学股份有限公司， 分析纯； 甲醇购于西格玛奥德里

齐 （上海贸易有限公司） ， 分析纯； 柚皮苷购于上海源叶生物科技有限公司， 分析纯；
ＧｉｂｃｏＴＭ ＢＡＳＩＣ ＲＰＭＩ １６４０ Ｍｅｄｉｕｍ Ｌ４３９１ 购于 Ｇｉｂｃｏ 公司； ＣＯＲＴ 购于上海源叶有限公

司， 分析纯； ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖试剂盒 （ ＵＥ⁃Ｃ６００５） 购于苏州优逸兰迪生物科技有限公

司； ＣｈｅＫｉｎｅＴＭ ＲＯＳ 含量检测试剂盒 （ ＫＴＢ１９１２ ） 购于 Ａｂｂｋｉｎｅ 公司； ＬＤＨ 试剂盒

（Ａ０２０⁃２⁃２） 购于南京建成生物工程研究所； 大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 （高分化）
ＢＮＣＣ１００２３５ 购于北纳生物。

ＦＷ１００ 型高速万能粉碎机， 郑州科丰仪器设备有限公司； ＬＭＱ⁃Ｊ 型立式高压灭菌

锅， 山东新华医疗器械股份有限公司； ＬＭＱ⁃Ｊ 型电热式恒温水浴锅， 天津欧诺仪器仪表

有限公司； ＬＲＨ⁃２５０ 型生化培养箱， 上海一恒科学仪器有限公司； Ｅｐｏｃｈ ２Ｔ 型酶标仪，
美国伯腾仪器有限公司； ＳＨＢ⁃Ⅲ型循环式水用真空泵， 郑州长城科工贸有限公司； ＬＣ⁃
２０ＡＴ 型高效液相色谱仪， 日本岛津公司； ＨＥＲＡｃｅｌｌ ｖｉｏｓ １６０ｉ 型二氧化碳培养箱， 赛默

飞世尔科技公司； ＴＣＳＳＰ８ 型激光共聚焦显微镜， Ｌｅｉｃａ。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 柚皮粉的制备与预处理

将新鲜柚子表皮 （不含有白囊） 削下， 于 ６０ ℃ 下烘干 （水分质量分数 ＜ ８％ ）， 使

用高速万能粉碎机磨粉， 过 ６０ 目筛网得到柚皮粉。 精确称取一定量的柚皮粉原料与超

纯水置于三角瓶中， 用 １６ 层纱布及牛皮纸进行封口， 于 １２１ ℃下灭菌 １５ ｍｉｎ。 将植物乳

杆菌放置于 ＭＲＳ 肉汤培养液中， ３７ ℃ 条件下进行活化， 按照一定接种量接种到已灭菌

的原料中混匀， 于 ３７ ℃ 条件下在恒温培养箱中静置发酵一定时间。 发酵结束后进行高

压灭菌 （１２１ ℃ ） ２０ ｍｉｎ 终止发酵， 趁热过滤得到发酵液。
１􀆰 ２􀆰 ２　 植物乳杆菌发酵辅助提取工艺的单因素实验

１） 发酵料液比的优化。 称取 １􀆰 ０ ｇ 柚皮粉 ５ 份， 按照料液比 （ｇ∶ｍＬ） 分别为 １∶２０、
１∶２５、 １∶３０、 １∶３５、 １∶４０ 加入超纯水， 灭菌后冷却至室温， 按照 １􀆰 ０％ 的接种量接入活化

后的植物乳杆菌， 于 ３７ ℃ 条件下发酵 ２４ ｈ。 发酵结束后， 利用高压灭菌法终止发酵，
趁热进行抽滤。 收集滤液并用超纯水定容至 ５０ ｍＬ， 取 ２ ｍＬ 测定黄酮含量。

２） 发酵接种量的优化。 称取 １􀆰 ０ ｇ 柚皮粉 ５ 份， 按照料液比 （ｇ∶ｍＬ） 为 １∶３０ 加入

超纯水， 灭菌后冷却至室温， 再分别以 ０􀆰 ６％ 、 ０􀆰 ８％ 、 １􀆰 ０％ 、 １􀆰 ２％ 、 １􀆰 ４％ 的接种量

接入活化后的植物乳杆菌， 于 ３７ ℃ 条件下发酵 ２４ ｈ。 发酵结束后， 利用高压灭菌法终
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止发酵， 趁热进行抽滤。 收集滤液并用超纯水定容至 ５０ ｍＬ， 取 ２ ｍＬ 测定黄酮含量。
３） 发酵时间的优化。 称取 １􀆰 ０ ｇ 柚皮粉 ５ 份， 按照料液比 （ｇ∶ｍＬ） 为 １∶３０ 加入超

纯水， 灭菌后冷却至室温， 按照 １􀆰 ０％ 的接种量接入活化后的植物乳杆菌， 于 ３７ ℃条件

下分别发酵 ８、 １６、 ２４、 ３２、 ４０ ｈ。 发酵结束后测定 ｐＨ 值， 利用高压灭菌法终止发酵，
趁热进行抽滤。 收集滤液并用超纯水定容至 ５０ ｍＬ， 取 ２ ｍＬ 测定黄酮含量。
１􀆰 ２􀆰 ３　 响应面优化实验设计

在单因素实验结果基础上， 采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计方案， 以料液比 （ Ａ）、 接种量

（Ｂ）、 发酵时间 （Ｃ） 为考察因素， 以柚皮黄酮得率为响应值， 使用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０６
软件优化柚皮总黄酮的提取工艺参数。 响应面因素和水平设计见表 １。

表 １　 响应面因素与水平设计

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平
因素

料液比（Ａ） ／ （ｇ∶ｍＬ） 接种量（Ｂ） ／ ％ 发酵时间（Ｃ） ／ ｈ
－ １ １∶３５ ０􀆰 ８ １６

０ １∶３０ １􀆰 ０ ２４
１ １∶２５ １􀆰 ２ ３２

１􀆰 ２􀆰 ４　 黄酮含量的测定

称取 ０􀆰 ０２５ ｇ 芦丁标准样品， 用体积分数为 ７０％ 的乙醇溶液溶解并定容至 ５０ ｍＬ，
制成质量浓度为 ５００ ｍｇ ／ Ｌ 的标准溶液， 然后分别稀释至 ０、 ６０、 １２０、 １８０、 ２４０、
３００、 ３６０、 ４２０ ｍｇ ／ Ｌ 的不同浓度水平。 各吸取 ２ ｍＬ 标准溶液， 首先分别加入 １ ｍＬ ５％
（质量分数） 的 ＮａＮＯ２溶液， 混匀后静置 ５ ｍｉｎ； 然后再分别加入 １ ｍＬ １０％ （质量分数）
的 Ａｌ（ＮＯ３ ） ３溶液， 混匀后静置 ５ ｍｉｎ； 最后再分别加入 ４ ｍＬ ４％ （质量分数） 的 ＮａＯＨ
溶液， 摇匀， 用超纯水定容至 １０ ｍＬ， 混匀后静置 １５ ｍｉｎ， 在波长为 ５１０ ｎｍ 下测定吸光

度值。 以芦丁标准液浓度 （ｘ） 为横坐标， 溶液吸光度值 （ｙ） 为纵坐标绘制芦丁标准曲

线， 求得线性回归方程为 ｙ ＝ ０􀆰 ００１ ２ｘ ＋ ０􀆰 ０４４ ８， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ８。 取 ２ ｍＬ 发酵液， 按照芦

丁标准曲线的制作方法测定吸光度值， 并根据

Ｄ１ ＝
ｃ × Ｖ０

ｍ （１）

计算发酵液中的黄酮含量。 其中： Ｄ１为黄酮质量比 （ｍｇ ／ ｇ）； ｃ 为线性回归方程计算出来

的发酵液黄酮质量浓度 （ｇ ／ Ｌ）； Ｖ０ 为测定时的定容体积 （ｍＬ）； ｍ 为称取样品的质量 （ｇ）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 植物乳杆菌发酵对柚皮黄酮提取含量的影响和组分分析过程

称取 ５ 份 １􀆰 ０ ｇ 柚皮粉， 按料液比 （ｇ∶ｍＬ） 为 １∶３０ 加入超纯水， 经灭菌并冷却至室

温后， 以 １􀆰 ０％ 的接种量接入活化后的植物乳杆菌。 样品于 ３７ ℃条件下分别发酵 ８、 １６、
２４、 ３２、 ４０ ｈ。 发酵结束后， 采用高压灭菌法终止发酵， 趁热抽滤， 滤液用超纯水定容

至 ５０ ｍＬ。 实验重点选取 ２４ ｈ 发酵液测定黄酮提取量， 以未接种植物乳杆菌的样品为对

照， 评价发酵处理对提取率的提升效果。 同时， 为深入探究发酵对活性成分的转化作
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用， 采用高效液相色谱法 （ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ） 对未发酵空

白组和所有发酵时间点的样品进行同步检测， 以分析发酵前后黄酮组分的差异和含量的

动态变化规律。
称取 ０􀆰 ０７５ ｇ 柚皮苷标准品， 用色谱级甲醇溶解并定容至 ２５ ｍＬ， 制成质量浓度为

３ ｇ ／ Ｌ 的柚皮苷标准品溶液， 然后稀释成 ０、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ７、 １􀆰 １、 １􀆰 ５、 １􀆰 ９ ｇ ／ Ｌ 的梯度浓

度进行液相色谱分析。 色谱条件为： 色谱柱选择 Ａｌｌｔｉｍａ ＴＭ Ｃ１８ 柱 （１５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ，
５ μｍ）； 以甲醇（Ａ）⁃超纯水（Ｂ）为流动相； 流动相的流速选择 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样体积为

１０ μＬ。 梯度洗脱条件为： ０ ～ ５ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ； ５ ～ ２０ ｍｉｎ， ８０％ ～ ３０％ Ｂ； ２０ ～ ２５ ｍｉｎ，
３０％ ～ ５０％ Ｂ； ２５ ～ ２６ ｍｉｎ， ５０％ ～ ８０％ Ｂ； ２６ ～ ３０ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ； 柱温为 ３５ ℃ ； 检测

波长为 ２８３ ｎｍ。 以柚皮苷浓度 （ ｘ） 为横坐标， 峰面积 （ ｙ） 为纵坐标绘制标准曲线，
求得回归曲线方程为 ｙ ＝ １９ ２８２ｘ － ８２ ５４０， Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９５ ８。 根据柚皮苷标准曲线和

Ｄ２ ＝ ｃ１ ×
Ｖ１

ｍ１
× １

１０００ （２）

计算发酵液中的柚皮苷含量。 其中： Ｄ２ 为柚皮苷质量比 （ｍｇ ／ ｇ）； ｃ１ 为由标准曲线得到

的发酵液中柚皮苷的质量浓度 （ｍｇ ／ Ｌ）； Ｖ１ 为发酵液的定容体积 （ｍＬ）； ｍ１ 为发酵液所

代表试样的质量 （ｇ）。
１􀆰 ２􀆰 ６　 体外神经保护活性评价

１􀆰 ２􀆰 ６􀆰 １　 ＰＣ１２ 细胞培养与传代

在 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基中进行 ＰＣ１２ 细胞培养， 培养基内补加 １０％ 胎牛血清

（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ） 和 １％ 青霉素⁃链霉素双抗溶液。 细胞置于 ３７ ℃ 、 ５％ ＣＯ２ 和

饱和湿度的恒温培养箱中进行培养。 当细胞汇合度达到约 ９０％ 时进行传代， 具体过程

为： 弃去陈旧培养基， 使用 ＰＢＳ 洗涤一次， 加入 ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶消化约 １ ｍｉｎ， 随后加

入新鲜完全培养基终止消化。 轻轻吹打制成单细胞悬液后离心， 重悬并按比例接种至新

培养瓶中。
１􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ２　 ＣＯＲＴ 诱导神经损伤模型的构建

选取对数生长期的 ＰＣ１２ 细胞， 调整细胞密度为 １ × １０５个 ／ 孔接种于 ９６ 孔板， 置于

培养箱中培养至细胞完全贴壁。 弃去上清液， 分别加入含有不同浓度梯度 ＣＯＲＴ （０、
２５、 ５０、 １００、 ２００、 ４００、 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基， 继续培养 ２４ ｈ。 随后每

孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂， 避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 使用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值

（Ａ）， 并计算细胞存活率， 计算公式为：

细胞存活率 ＝
Ａ实验组 － Ａ空白组

Ａ对照组 － Ａ空白组

× １００％ 。 （３）

其中： Ａ空白组为无细胞的含培养基与 ＣＣＫ⁃８ 溶液的吸光度值； Ａ对照组为无药物处理的含细

胞与培养基溶液的吸光度值； Ａ实验组为药物处理的含细胞与培养基溶液的吸光度值。
１􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ３　 药物安全浓度筛选及神经保护作用评价

选取对数生长期 ＰＣ１２ 细胞， 调整细胞密度为 １ × １０５个 ／ 孔接种于 ９６ 孔板， 培养 ２４ ｈ
至细胞贴壁。 实验过程分为柚皮苷细胞毒性测试和柚皮苷神经保护作用 ２ 部分。

·２１４·



　 第 ４ 期 梁嘉进， 等： 植物乳杆菌发酵辅助提取琯溪蜜柚果皮黄酮工艺优化及其神经保护活性

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

１） 柚皮苷细胞毒性测试。 移除旧培养基， 加入含不同浓度 （０、 ５、 １０、 ２０、 ４０、
８０、 １６０、 ３２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 柚皮苷的培养基处理 ２４ ｈ， 以评估药物本身的安全性。

２） 柚皮苷神经保护作用。 移除旧培养基， 加入含有 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ 和不同浓度

柚皮苷 （０ ～ ３２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的培养基共孵育 ２４ ｈ。 处理结束后， 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试

剂， 孵育 ３０ ｍｉｎ 后测定溶液在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值， 随后按照式 （３） 计算细胞存活率。
１􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ４　 细胞膜完整性检测

选取对数生长期 ＰＣ１２ 细胞， 调整密度为 １ × １０５个 ／ 孔接种于 ９６ 孔板， 置于 ３７ ℃ 、
５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ２４ ｈ。 待细胞贴壁后， 移除旧培养基， 实验分为正常对照组 （无

药物处理）、 模型组 （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ 单独处理） 和给药组 （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ ＋ 不

同浓度 （２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 柚皮苷）。 各组细胞共孵育 ２４ ｈ 后， 按照 ＬＤＨ 检测试剂

盒说明书进行操作， 通过酶标仪测定各孔上清液中 ＬＤＨ 的活性水平 （以吸光度值表

示）， 以此评估细胞膜的完整性及受损程度。
１􀆰 ２􀆰 ６􀆰 ５　 细胞内氧化应激水平检测

将 ＰＣ１２ 细胞接种于 ２４ 孔板中， 常规培养 ２４ ｈ。 实验分为正常对照组 （无药物处理）、
模型组 （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ 单独处理） 和给药组 （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ ＋ 不同浓度 （２０、 ４０、
８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 柚皮苷）。 药物作用 ２４ ｈ 后， 弃去培养基， 用 ＰＢＳ 清洗细胞 １ 次。 每孔加入

终浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 荧光探针工作液， 置于培养箱内避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 孵育

结束后， 使用 ＰＢＳ 缓冲液轻柔清洗 ３ 次以去除未进入细胞内的探针。 随后置于激光共聚

焦扫描显微镜下观察并采集图像 （激发波长为 ５０４ ｎｍ， 发射波长为 ５２９ ｎｍ）， 通过荧光

强度分析细胞内 ＲＯＳ 的积聚情况。
１􀆰 ３　 数据处理

实验均重复 ３ 次， 实验数据均用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 处理软件进行分析， 结果采用平均值 ±
标准差表示。 绘图采用 Ｏｒｉｇｉｎ ２１ 软件进行绘制。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 发酵辅助提取工艺参数的优化

图 1 料液比对发酵液中黄酮含量的影响
Fig.1 Effect of solid鄄liquid ratio on the content

of flavonoids in fermentation broth

说明： 图中不同的字母表示数值间的差异具有统
计学意义（P<0.05），下同。

２􀆰 １􀆰 １　 料液比对黄酮含量的影响

料液比对发酵液中黄酮含量的影响结果如

图 １ 所示。 可见， 当植物乳杆菌发酵柚皮时，
在一定范围内， 料液比对黄酮含量的影响总体

呈现先增加后下降的趋势， 在料液比（ ｇ∶ ｍＬ）
为 １ ∶３０ 时， 发酵液中的黄酮质量比达到最大

值 （６１􀆰 ９４ ± ０􀆰 ３４） ｍｇ ／ ｇ。 出现这种情况可能

是随着发酵液体积的增加， 在黄酮量达到饱和

状态后， 继续增大用量会增加杂质的浸出， 使

黄酮纯度下降［２１］ ； 同时会使单位体积溶液中

的黄酮浓度降低， 导致测定和提取出的黄酮含

·３１４·
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量降低［２２］ ， 这也与本研究的结果一致。
２􀆰 １􀆰 ２　 接种量对黄酮含量的影响

植物乳杆菌接种量对发酵液中黄酮含量的影响结果如图 ２ 所示。 可见， 在一定范围

内， 随着接种量的增加， 黄酮含量不断增加， 当接种量为 １􀆰 ０％ 时， 黄酮质量比达到了

最大值 （６３􀆰 １５ ± ０􀆰 ８９） ｍｇ ／ ｇ； 当接种量超过 １􀆰 ０％ 后， 黄酮质量比却随着接种量的增

加而下降。 出现这种情况可能是由于在微生物发酵辅助提取时， 若接种量不足， 微生物

生长较慢， 影响其产纤维素酶和果胶酶的性能， 导致黄酮提取不充分。 所以在一定范围

内， 黄酮含量随着接种量的增加而增加； 若接种量过大， 黄酮会被微生物当作营养物质

分解利用， 导致黄酮含量降低［２３ － ２４］ 。
２􀆰 １􀆰 ３　 发酵时间对黄酮含量和体系 ｐＨ 值的影响

如图 ３ 所示， 在植物乳杆菌发酵过程中， 植物乳杆菌一直处于利用营养物质产酸的

状态， ｐＨ 值随着发酵时间的延长而不断下降； 而植物乳杆菌发酵时间对黄酮含量的影

响却整体呈现先增加后下降的趋势， 当发酵时间为 ２４ ｈ 时， 黄酮质量比达到了最大值

（６２􀆰 ９５ ± ０􀆰 ８４） ｍｇ ／ ｇ。 这可能是发酵初期黄酮提取量随着时间的延长而增加， 其主要原

因是微生物产生的破壁酶及水解酶不断积累， 使得柚皮中的黄酮不断从植物组织中释放

出来［２５］ 。 当发酵时间超过一定的值时， 由于糖类物质大量转化成酸［２６］ ， 体系中的营养

物质不足， 导致微生物分解利用黄酮类物质， 使发酵产物中黄酮总量下降［２７］ 。

图 2 接种量对发酵液中黄酮含量的影响
Fig.2 Effect of inoculum size on the content

of flavonoids in fermentation broth

图 3 发酵时间对发酵液中黄酮含量
和 pH 值的影响

Fig.3 Effect of fermentation time on
the content of flavonoids and pH value

in fermentation broth

发酵时间/h

２􀆰 １􀆰 ４　 响应面设计及结果

以发酵液中黄酮含量为响应值， 采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计方案优化了柚皮黄酮的发酵

提取工艺。 响应面设计及结果见表 ２， 方差分析结果见表 ３。 利用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件

对表 ２ 中的实验数据进行多元回归拟合分析， 以发酵液中黄酮含量 （Ｙ） 为响应值， 得到

针对料液比 （Ａ）、 接种量 （Ｂ） 和发酵时间 （Ｃ） 的二次多项回归方程为： Ｙ ＝ ６３􀆰 ８０ ＋

·４１４·
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２􀆰 ００Ａ ＋ １􀆰 ９１Ｂ ＋ １􀆰 １３Ｃ － ０􀆰 ４１５０ＡＢ ＋ １􀆰 １８ＡＣ － ０􀆰 ７７２５ＢＣ － ２􀆰 ４５Ａ２ － ２􀆰 ０１Ｂ２ － ４􀆰 １０Ｃ２。

表 ２　 响应面设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ

编号 料液比（Ａ） ／ （ｇ∶ｍＬ） 接种量（Ｂ） ／ ％ 发酵时间（Ｃ） ／ ｈ 黄酮质量比 ／ （ｍｇ·ｇ － １ ）
１ １∶３５ １􀆰 ０ ３２ ５８􀆰 ２３
２ １∶２９ ０􀆰 ８ ３２ ５９􀆰 ６１
３ １∶２５ １􀆰 ２ ２４ ６０􀆰 １９
４ １∶２５ １􀆰 ０ ３２ ６０􀆰 ９７
５ １∶３５ １􀆰 ０ １６ ５８􀆰 ９９
６ １∶２５ １􀆰 ０ １６ ５８􀆰 ４１
７ １∶２９ １􀆰 ０ ２４ ６３􀆰 ２３
８ １∶２５ ０􀆰 ８ ２４ ５８􀆰 ７８
９ １∶３５ ０􀆰 ８ ２４ ５８􀆰 ９８

１０ １∶２９ １􀆰 ０ ２４ ６３􀆰 ６４
１１ １∶２９ １􀆰 ２ １６ ５８􀆰 ４１
１２ １∶２２ １􀆰 ０ ２４ ６４􀆰 １０
１３ １∶２９ １􀆰 ０ ２４ ６３􀆰 ９９
１４ １∶２９ ０􀆰 ８ １６ ５７􀆰 ８１
１５ １∶３５ １􀆰 ２ ２４ ５８􀆰 ２１
１６ １∶２９ １􀆰 ０ ２４ ６３􀆰 ２３
１７ １∶２９ １􀆰 ２ ３２ ５８􀆰 ９４

表 ３　 方差分析

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ 显著性

模型 ８６􀆰 １３０ ０ ９ ９􀆰 ５７０ ０ ８５􀆰 １８０ ０ ＜ ０􀆰 ０００ １ ∗∗
Ａ １􀆰 ９４０ ０ １ １􀆰 ９４０ ０ １７􀆰 ２７０ ０ ０􀆰 ００４ ３ ∗∗
Ｂ ０􀆰 ０４０ ６ １ ０􀆰 ０４０ ６ ０􀆰 ３６１ ５ ０􀆰 ５６６ ６
Ｃ ２􀆰 １３０ ０ １ ２􀆰 １３０ ０ １８􀆰 ９８０ ０ ０􀆰 ００３ ３ ∗∗

ＡＢ １􀆰 １９０ ０ １ １􀆰 １９０ ０ １０􀆰 ５７０ ０ ０􀆰 ０１４ ０ ∗　
ＡＣ ２􀆰 ７６０ ０ １ ２􀆰 ７６０ ０ ２４􀆰 ５３０ ０ ０􀆰 ００１ ７ ∗∗
ＢＣ ０􀆰 ４０３ ２ １ ０􀆰 ４０３ ２ ３􀆰 ５９０ ０ ０􀆰 １００ ０
Ａ２ １８􀆰 ０５０ ０ １ １８􀆰 ０５０ ０ １６０􀆰 ６２０ ０ ＜ ０􀆰 ０００ １ ∗∗
Ｂ２ ２６􀆰 ９００ ０ １ ２６􀆰 ９００ ０ ２３９􀆰 ４６０ ０ ＜ ０􀆰 ０００ １ ∗∗
Ｃ２ ２４􀆰 ６１０ ０ １ ２４􀆰 ６１０ ０ ２１９􀆰 ０７０ ０ ＜ ０􀆰 ０００ １ ∗∗

残差 ０􀆰 ７８６ ８ ７ ０􀆰 １１２ ４
失拟项 ０􀆰 １１６ ２ ３ ０􀆰 ０３８ ７ ０􀆰 ２３１ １ ０􀆰 ８７０ ６
纯误差 ０􀆰 ６７０ ３ ４ ０􀆰 １６７ ６
总和 ８６􀆰 ９１０ ０ １６

　 　 注：∗表示具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；∗∗表示极具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
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由方差分析 （表 ３） 可知， 该模型极显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０００ １） ， 失拟项不显著 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５） ， 说明模型对实验数据的拟合程度良好， 受未知因素干扰小。 决定系数 Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９１ ０， 校正决定系数 Ｒ２

ａｄｊ ＝ ０􀆰 ９７９ ３， 两者均接近于 １， 表明该模型能解释 ９９􀆰 １０％ 的

响应值变化， 具有较高的可信度。 此外， 信噪比为 ２２􀆰 ７５８， 远大于 ４， 这进一步证实了

模型具有良好的精确度， 可用于后续的预测与分析。 通过对比各因素的 Ｆ 值大小发现，
各因素对黄酮含量影响的主次顺序为： 发酵时间 （ Ｃ） ＞ 料液比 （ Ａ） ＞ 接种量 （ Ｂ）。
在模型各主要项中， 一次项 Ａ、 Ｃ， 交互项 ＡＢ、 ＡＣ， 以及所有二次项 （ Ａ２ 、 Ｂ２ 、 Ｃ２ ）
对结果的影响均显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 或极显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ， 而接种量 （Ｂ） 和交互项 ＢＣ 的

影响则不显著。 结合图 ４ 的响应面图分析， 料液比与发酵时间的响应曲面最为陡峭， 等

高线呈明显的椭圆形， 表明二者的交互作用对黄酮含量的影响极为显著； 料液比与接种

量的曲面坡度次之， 表现为显著交互作用； 接种量与发酵时间的曲面则相对平缓， 交互

作用不明显。 这一结果与方差分析中各交互项的显著性水平一致。

图 4 两两因素交互作用对发酵液中黄酮含量影响的响应面图
Fig.4 Response surface plot of the influence of two鄄two factor interaction

on the content of flavonoids in fermentation broth
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使用软件分析， 得到最佳理论工艺参数， 即料液比 （ｇ∶ ｍＬ） 为 １∶３０􀆰 ８２、 接种量为

１􀆰 ０１％ 、 发酵时间为２４􀆰 ７５ ｈ， 预测黄酮的质量比为６３􀆰 ６８ ｍｇ ／ ｇ。 为了便于实际操作， 将工

艺参数料液比 （ｇ∶ｍＬ） 修正为 １∶３１、 接种量 １􀆰 ０％ 、 发酵时间 ２５ ｈ。 在此条件下进行 ３ 次

平行验证实验， 测得黄酮质量比的平均值为 （６３􀆰 ８９ ± １􀆰 ２６） ｍｇ ／ ｇ。 实测值与预测值高度

吻合， 证明了该响应面模型在优化琯溪蜜柚果皮黄酮发酵提取工艺中的有效性与准确性。

·６１４·



　 第 ４ 期 梁嘉进， 等： 植物乳杆菌发酵辅助提取琯溪蜜柚果皮黄酮工艺优化及其神经保护活性

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

２􀆰 ２　 植物乳杆菌发酵对黄酮提取效率和成分的影响

在料液比 （ｇ∶ｍＬ） 为 １∶３０、 接种量为 １􀆰 ０％和发酵时间为 ２４ ｈ 的条件下， 植物乳杆菌

发酵对琯溪蜜柚柚皮黄酮提取率有显著的提高， 发酵组黄酮的提取量高达 ６２􀆰 ２９ ｍｇ ／ ｇ， 显

著高于未发酵空白组的 ５４􀆰 ５６ ｍｇ ／ ｇ， 且二者均优于超声波乙醇辅助提取法 （４９ ｍｇ ／ ｇ） ［２８］

和酶法辅助浸提法 （３４ ｍｇ ／ ｇ） ［２９］ 。 本研究整体提取水平较高 （包括空白组）， 可能在于实

验前的高温高压灭菌处理起到了高效的水热提取作用， 相较于超声波辐射压强产生的机械

效应可能伴随的黄酮结构物理损伤， 或单一酶法 （β⁃葡萄糖苷酶） 对复杂细胞壁破壁能力

的局限性， 高温高压能更有效软化植物组织基质并增加孔隙度。 而发酵组在此基础上黄

酮提取量的进一步大幅提升， 则主要归因于植物乳杆菌在代谢过程中分泌的纤维素酶、
蛋白酶和淀粉酶等复合酶系。 这种多酶协同作用比单一酶更能彻底瓦解由纤维素和果胶

交织的致密细胞壁屏障， 不仅大幅降低了传质阻力， 促进胞内活性成分渗出， 还能将结

合态黄酮转化为溶解度更高的游离态， 从而实现了优于物理或化学手段的提取效果。
由图 ５ 可知， 无论是否经植物乳杆菌发酵处理， 提取液中的核心成分始终为柚皮

苷。 通过比较两组液相图谱发现， 发酵组的柚皮苷特征峰的峰高显著高于空白组， 这证

实了发酵工艺能有效促进柚皮苷的释放。 作为柑橘属植物 （如柚子、 葡萄柚） 中含量最

丰富的黄酮类化合物， 柚皮苷也是造成其苦味的主要来源［３０］ ， 在柚皮鉴定出的 ３９ 种黄

酮类化合物中的含量也最高［３１］ 。 刘要鑫等［３］研究分析了 ７ 种柚类幼果总黄酮和柚皮苷含

量， 结果显示， 各种柚类中柚皮苷占黄酮总量的 ７５％ 以上， 进一步说明了柚皮苷是主要

的黄酮类成分。

响
应

强
度
/V

图 5 空白组和发酵组黄酮组分液相色谱对比图
Fig.5 HPLC of flavonoid components in the control group and fermentation group

a) 空白组

b) 发酵组
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应

强
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t/min

t/min
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由图 ６ 可知， 柚皮苷含量随着发酵时间的延长先增加后减少， 在 ２４ ｈ 时其含量达到

最高。 推测可能是植物乳杆菌在发酵初期产生纤维素酶和果胶酶， 使结合态黄酮不断释

图 6 发酵时间对柚皮苷含量的影响
Fig.6 Effect of fermentation time

on the content of naringin

发酵时间/h

ρ(
柚

皮
苷

） /
（ m

g·
g-

1 ）

放， 菌体优先利用水解纤维素产生的葡萄糖等

还原糖类， 而葡萄糖代谢产物抑制了柚苷酶的

合成， 因此在 ２４ ｈ 之前柚皮苷含量不断增加。
柚苷酶作为诱导酶， 其活性受诱导物种类及其

浓度的影响， 且不同微生物的最佳诱导物也不

同。 因此， 在 ２４ ｈ 之后， 柚皮苷含量下降可能

是因为柚皮苷积累达到一定浓度， 诱导植物乳

杆菌产生相应的酶， 水解柚皮苷使其含量开始

降低。 依据前期的实验结果和文献报道， 植物

乳杆菌发酵对柚皮苷含量的影响机理推断分子

示意图见图 ７。

柚皮苷裂解酶

葡萄糖

纤维素酶 果胶酶

柚苷酶
柚皮苷

柚皮苷裂解酶 mRNA
柚皮苷裂解酶基因转录

柚皮苷裂解酶产物

柚皮苷裂解酶

前 24 h 抑制
后 24 h 促进

图 7 植物乳杆菌发酵对柚皮苷含量的影响机理推断分子示意图
Fig.7 Schematic diagram for the deduced molecular mechanism underlying the effect of

Lactobacillus plantarum fermentation on naringin content

２􀆰 ３　 柚皮苷的体外神经保护活性

２􀆰 ３􀆰 １　 柚皮苷对 ＰＣ１２ 细胞的安全剂量筛选

由图 ８ 可知， 在不同浓度柚皮苷作用 ＰＣ１２ 细胞 ２４ ｈ 后， ５ ～ ３２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的柚皮苷

处理的 ＰＣ１２ 细胞存活率均在 １００％ 以上， 说明柚皮苷在这个浓度范围内对细胞的存活率

并没有显著影响。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＣＯＲＴ 诱导神经损伤模型的评价

为构建神经损伤模型， 用 ２５ ～ ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ 处理 ＰＣ１２ 细胞 ２４ ｈ， 结果如图 ９
所示。 可见， ＣＯＲＴ 呈现显著的神经毒性， 细胞存活率随着浓度的升高呈剂量依赖性下

降。 其中， １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ 处理组的细胞存活率为 ５９􀆰 ７１％ ， 该浓度造成了显著的神经

损伤， 且符合适度损伤模型的构建要求， 因此选择 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 作为后续实验的建模浓度。

·８１４·
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图 8 不同浓度柚皮苷对细胞存活率的影响
Fig.8 Effect of different concentrations of

naringin on cell survival rate

细
胞

存
活

率
/%

图 9 不同浓度 CORT 对细胞存活率的影响
Fig.9 Effect of different concentrations of

CORT on cell survival rate

c(CORT)/(μmol·L-1)c(柚皮苷)/(μmol·L-1)
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２􀆰 ３􀆰 ３　 柚皮苷对 ＣＯＲＴ 损伤 ＰＣ１２ 细胞存活率的提升作用

不同浓度柚皮苷对 ＣＯＲＴ 诱导的 ＰＣ１２ 细胞存活率的影响如图 １０ 所示。 可见，
１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ 导致细胞存活率显著降低， 证实了其具有神经毒性作用。 而柚皮苷

处理呈剂量依赖性地逆转了这一损伤趋势， 在 ２０ ～ ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内， 细胞存活率

随着柚皮苷浓度的增加而显著回升， 并在 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组达到峰值， 与正常组不

具有统计学意义。 而极高浓度 （３２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 并未进一步提升保护效果， 反而导致细胞

存活率下降。 基于上述剂量效应关系， 本实验剔除无效低剂量与潜在毒性高剂量， 选取

２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 作为后续实验的最佳作用浓度。
２􀆰 ３􀆰 ４　 柚皮苷对 ＣＯＲＴ 诱导细胞膜损伤的修复作用

ＬＤＨ 是一种稳定的胞质酶， 在正常情况下它无法穿透细胞膜。 当细胞膜受损破裂

时， ＬＤＨ 会释放到细胞外， 其释放量与膜损伤程度呈正相关［３２］ 。 因此， 上清液中 ＬＤＨ
的活性可以反映细胞膜的完整性。 柚皮苷对 ＣＯＲＴ 诱导的 ＰＣ１２ 细胞 ＬＤＨ 释放的影响如

图 １１ 所示。 可见， 与对照组相比， ＣＯＲＴ 模型组细胞上清液中 ＬＤＨ 含量显著升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 表明 ＣＯＲＴ 诱导了严重的细胞膜损伤； 给予一定浓度 （２０、 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 柚

皮苷干预后， ＬＤＨ 的释放量呈现明显的剂量依赖性下降趋势， 其中， ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 柚皮苷

处理组的 ＬＤＨ 水平较模型组有所降低， 而 ４０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组的降低效果更为显著，
但二者之间的差异不具有统计学意义。 上述结果表明， 柚皮苷能有效抑制 ＣＯＲＴ 诱导的

ＬＤＨ 渗漏， 保护神经细胞膜的完整性。
２􀆰 ３􀆰 ５　 柚皮苷对细胞内氧化应激水平的抑制作用

氧化应激介导的 ＲＯＳ 过量积聚是 ＣＯＲＴ 诱发神经毒性的关键机制［３３］ 。 用 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ
荧光探针与细胞进行孵育， 利用共聚焦显微镜进行拍摄， 结果如图 １２ 所示。 可见， 正

常对照组细胞形态完整且仅呈微弱背景荧光， 而模型组胞内绿色荧光强度急剧增强， 定

量分析结果 （图 １３） 显示， ＲＯＳ 相对含量显著升高， 证实 ＣＯＲＴ 破坏了细胞氧化还原稳

态， 诱导了严重的神经细胞氧化损伤。 柚皮苷干预后， 细胞荧光强度与 ＲＯＳ 定量水平随

着剂量增加呈现一致性下降趋势， ２０、 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 处理组的 ＲＯＳ 水平较模型组显著降

·９１４·
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低， 表现出一定的抗氧化活性； ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 高剂量处理组清除胞内活性氧的效果最为显

著， 统计学差异优于中低剂量组。 上述结果表明， 柚皮苷能够通过高效清除过量 ＲＯＳ，
减轻氧化应激损伤， 从而拮抗 ＣＯＲＴ 诱导的神经毒性。
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/%

图 10 柚皮苷对 CORT 损伤 PC12
细胞存活率的影响

Fig.10 Effect of naringin on the survival rate
of CORT injured PC12 cells

c(柚皮苷)/(μmol·L-1)
图 11 柚皮苷对 CORT 诱导的 PC12

细胞 LDH 释放的影响
Fig.11 Effect of naringin on LDH release

in CORT induced PC12 cells

c(柚皮苷)/(μmol·L-1)

鄄 鄄

图 13 柚皮苷对 PC12 细胞 ROS
相对含量的影响

Fig.13 The effect of naringin on the relative
content of ROS in PC12 cells

40 μmol/L 柚皮苷 80 μmol/L 柚皮苷

图 12 PC12 细胞 ROS 荧光照片
Fig.12 Fluorescence images of PC12 cells

对照 100 μmol/L CORT 20 μmol/L 柚皮苷

c(柚皮苷)/(μmol·L-1)

３　 讨论
植物乳杆菌在代谢过程中能够分泌纤维素酶、 半纤维素酶及果胶酶等复合酶系， 这

些酶协同作用， 有效降解了果皮细胞壁中致密的纤维素⁃果胶网络结构， 破坏了细胞壁屏

障， 从而降低了传质阻力， 促进了柚皮黄酮类化合物的高效溶出及释放。
ＨＰＬＣ 分析进一步揭示了发酵过程中活性成分的动态变化规律。 虽然发酵并未改变

黄酮的主要化学成分， 柚皮苷仍为核心成分 （占比超过 ７５％ ）， 但其含量在发酵 ２４ ｈ 时

达到峰值后呈现下降趋势。 这一现象反映了微生物代谢与产物积累之间的动态平衡， 即

在发酵前期， 菌体产生的破壁酶使结合态柚皮苷释放， 此时释放速率大于降解速率； 而

随着发酵时间的增加及体系 ｐＨ 值的降低， 柚皮苷可能诱导柚苷酶或其他糖苷水解酶的

表达， 导致部分柚皮苷被水解为柚皮素或其他代谢产物， 引起总含量回落。 所以精确控

·０２４·
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制发酵时间对于保证提取效率和维持活性成分的稳定至关重要。
在生物活性评价方面， 本文证实了发酵提取物的主要成分柚皮苷具有显著的神经保

护作用。 利用高浓度 ＣＯＲＴ 构建的 ＰＣ１２ 细胞损伤模型， 模拟了抑郁症病理中的神经毒

性环境， 实验结果显示， ＣＯＲＴ 处理导致细胞存活率下降， ＬＤＨ 释放增加， 以及胞内

ＲＯＳ 水平剧增， 证实了氧化损伤是导致神经细胞死亡的关键因素。 柚皮苷干预表现出显

著的保护活性， 不仅呈剂量依赖性地逆转了细胞活力， 还能有效降低 ＬＤＨ 释放， 表明其

能维护神经细胞膜的完整性， 减少胞浆酶渗漏。 更关键的是， ＲＯＳ 荧光定量分析直接揭

示了其作用机制， 即柚皮苷能显著清除 ＣＯＲＴ 诱导的胞内 ＲＯＳ 积聚， 阻断氧化应激级联

反应。 这表明， 柚皮苷既可以作为天然抗氧化剂直接清除自由基， 也可能通过调节胞内

抗氧化酶系统来发挥神经保护功效。

４　 结论
本研究通过单因素和响应面实验， 确定了植物乳杆菌发酵辅助提取琯溪蜜柚果皮黄

酮的最佳工艺条件， 即料液比 （ｇ∶ｍＬ） 为 １∶３１、 接种量为 １􀆰 ０％ 、 发酵时间为 ２５ ｈ。 在

此条件下， 黄酮得率达到 ６３􀆰 ８９ ｍｇ ／ ｇ， 显著高于未发酵组， 同时优于传统的超声波乙

醇辅助提取法与酶法辅助浸提法。 发酵提取物主要成分柚皮苷能呈剂量依赖性地拮抗

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＯＲＴ 诱导的神经毒性， 在 ２０ ～ ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度范围内显著提高 ＰＣ１２ 细胞存

活率， 有效抑制 ＬＤＨ 的释放， 并显著降低胞内 ＲＯＳ 的水平。 未来研究可进一步结合转

录组学和体内动物模型， 深入解析发酵过程中次级代谢产物的转化网络及其在活体水平

的综合药效评价。
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