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黑曲霉转化橙皮苷制备橙皮素的条件优化

及其抗氧化活性的比较
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（1.广东省农业科学院蚕业与农产品加工研究所，农业部功能食品重点实验室，广东省农产品加工重点实验

室，广东广州 510610）（2.岭南现代农业科学与技术广东省实验室河源分中心，广东河源 517000）

（3.梧州学院食品与制药工程学院，广西梧州 543002）

摘要：该研究采用微生物转化法，以橙皮苷为底物，利用黑曲霉菌株（Aspergillus niger CP-2）进行定向生物

转化制备橙皮素，通过对黑曲霉菌种接种量、pH 值、底物浓度、反应温度以及恒温摇床转速进行单因素实验，并

选择接种量、pH 值、底物浓度三个重要影响因素进行正交实验，以探究出最适转化条件。结果表明：通过高效液相

色谱法（HPLC）对 Aspergillus niger CP-2 生物转化的产物鉴定，确定为橙皮素，最终确定的最佳工艺为：黑曲霉接

种量为 10%、pH 值为 7.5、橙皮苷底物浓度为 1.0 mmol/L、反应温度为 37 ℃、恒温摇床转速为 200 r/min。在此反

应体系下反应 24 h 后，得到的橙皮素产率为 63.90% ；此外，转化产物橙皮素的抗氧化活性以及对 H2O2 损伤 HCK-8

细胞的保护能力均高于转化底物橙皮苷，因此，黑曲霉的生物转化技术可为柑橘属副产物活性物质的高值化利用提

供理论依据。
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黄酮类化合物是柑橘类中最重要的特征和生物

活性成分，可分为黄酮苷（如橙皮苷、柚皮苷芸香

柚皮苷等）和多甲氧基黄酮（如川陈皮素和橘皮

素） [1] 。橙皮苷是由苷元 ( 橙皮素 ) 和芸香糖构成的

二氢黄酮苷。多种羟基、多甲氧基和糖苷等特殊结

构使得黄酮类化合物具有广泛的生物活性 [2,3] ，据报

道，橙皮苷具有多种生物功能，如抗菌、抗癌、抗炎、

抗氧化、抗糖尿病等，在医药、食品等领域有巨大

的开发价值 [4,5] 。橙皮苷由于其溶解性较差，含有糖

苷键的黄酮类化合物生物利用率较低，因而限制了

它在食品等领域中的应用 [1,6] 。橙皮苷脱糖基化是提

高溶解度和生物利用度的有效且有前景的方法 [7,8] 。

橙皮苷水解后可生成橙皮素 -7-O- 葡萄糖苷和橙皮

素 [9] 。橙皮素具有多种药用和商业价值，具有抗氧

化 [4] 、抗肿瘤 [5] 等功效，对糖尿病慢性并发症、皮

肤病也有很好的疗效 [10] 。

目前生产橙皮素的方法主要是化学水解法和生

物催化 [11] 。类黄酮糖苷的化学水解条件通常过于苛

刻，无法保存其基本酚类结构，这可能会降低其生

物活性并产生不需要的副产物。生物催化是指利用

动植物细胞或器官、微生物和游离酶，对外源化合

物的结构进行转化和修饰的生理生化反应。酶的生

产通常涉及多个过程，包括发酵、细胞裂解、分离、

纯化，甚至结晶，这使得酶法成本高昂 [12,13] 。酶的

应用也受到缺乏操作稳定性和重复使用性的限制。

微生物作为一种可持续的天然催化剂，微生物转化

不仅对产物具有高选择性和温和的反应条件，而且

保留了完整的细胞，从而避免了细胞裂解和酶纯化

的需要，因此大大降低了成本。从这个角度来看，

微生物催化水解黄酮苷的研究具有深远的意义。

黑曲霉因其强大的酶系及安全性成为了微生物

转化的主要菌种之一 [14] 。黑曲霉在 α-L- 鼠李糖苷酶

和 β-D- 葡萄糖苷酶的作用下对黄酮苷类进行转化并

生成相应的苷元 [15,16] ，图 1 是橙皮苷转化生成橙皮

素结构图。为了提高柑橘黄酮苷的利用率及商业价

值，探究生物转化水解黄酮苷具有深远的意义。因

此，本研究以黑曲霉菌株为对象，利用单因素实验

考察了接种量、pH 值、底物浓度、转速几个关键反

应因素对产物的产率的影响，正交实验选取最优的转

化条件，建立稳定的黑曲霉转化橙皮苷生产橙皮素的

转化体系，并对转化产物的抗氧化活性进行评估。

图 1 橙皮苷转化生成橙皮素结构图

Fig.1 Structural diagram of the conversion of hesperidin 

into hesperidin

1  材料与方法

1.1 试验材料

黑曲霉（Aspergillus niger CP-2），来自果蔬加

Abstract: In this study, microbial transformation method was used to prepare hesperetin by directed biotransformation 

using Aspergillus nigerstrain (A. niger CP-2) with hesperidin as the substrate. Single factor experiments were carried out 

on the inoculation amount of A. niger strain, pH, substrate concentration, reaction temperature, and speed of the constant-

temperature shaker, then the three important influencing factors, inoculation amount, pH, and substrate concentration were 

selected for the Orthogonal experiments to investigate the optimal transformation conditions. The results showed that 

the product of A. niger CP-2 biotransformation was identified as hesperetin by high performance liquid chromatography 

(HPLC), and the optimal process was determined as follows: inoculum amount of A. niger was 10%, pH value was 7.5, 

the concentration of hesperidin substrate was 1.0 mmol/L, the temperature of the reaction was 37 ℃ , and the speed of the 

shaking machine was 200 r/min. After 24 h of reaction in this reaction system, the yield of hesperetin was 63.90%. Moreover, 

the antioxidant activity of the transformed product, hesperetin, and its protective ability against H2O2-induced damage to 

HCK-8 cells were higher than those of the transformation substrate, hesperidin. Therefore, the biotransformation technology 

using A. niger can provide a theoretical basis for the high-value utilisation of the active substances in the citrus by-products 

of the genus Citrus.

Key words: Aspergillus niger CP-2; hesperidin; hesperetin; hesperidin; antioxidant activity
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工研究实验室，（广东省微生物菌种保藏中心，

GDMCC No:61088）。HCK-8 细胞购于美国模式菌

种收集中心细胞库，冻存保种。

马铃薯葡萄糖水培养基，广东环凯微生物科技

有限公司；橙皮苷标准品，广州齐云生物科技有限

公司；橙皮素标准品、DPPH 标准品、Trolox 标准品、

芦丁标准品、没食子酸标准品以及福林酚，上海源

叶生物科技有限公司；磷酸氢二钠，福晨化学试剂

有限公司；胰蛋白酶、磷酸二氢钠，天津市大茂化

学试剂厂；DMEM 培养基、HBSS 缓冲液、PBS 粉末、

甲醇，天津市科密欧化学试剂有限公司。

1.2 仪器设备

LC-20AT 高效液相色谱仪，苏州岛津仪器公司；

SW-CJ-2FD 超净工作台，苏净集团苏州安泰空气技

术有限公司；ZQZY-88BV 恒温振荡培养箱，上海知

楚仪器有限公司；YXQ-50SI 自动立式压力蒸汽灭菌

锅，上海博迅医疗生物仪器股份有限公司；ME204
电子天平，梅特勒 - 托利多仪器有限公司；流式细

胞仪，美国 BD Biosciences 公司。

1.3 试验方法

1.3.1 黑曲霉菌丝球的培养

取保存在甘油管的 100 μL 的 A. niger CP-2 于马

铃薯葡萄糖水的平板上，在无菌条件下用涂布棒轻

轻涂均匀，放置在 37 ℃培养至有菌落后，用接种

环在无菌条件下轻轻刮取 A. niger CP-2 平板培养基上

的黑曲霉菌落，接种到马铃薯葡萄糖水液体培养基

中，同时加入无菌玻璃珠，置于 37 ℃、150 r/min 的

恒温振荡培养箱中培养 72 h 后，得到如图 2 所示的

黑曲霉菌丝球，接种量以菌丝球的重量计。

图 2 A. niger CP-2 的形态特征图

Fig.2 Morphological characteristics of A. niger CP-2

1.3.2 橙皮苷、橙皮素高效液相色谱分析

通过高效液相色谱（HPLC）对橙皮苷、橙皮

素含量进行分析，具体方法见参考文献 [17] ，色谱条

件如下：C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm, 5 μm），柱

温为 30 ℃；二极管阵列检测器（PDA），流动相：

超纯水（A），甲醇（D）；0~10 min，10% A，90% 
D ；10~14 min，30% A，70% D ；14~15 min，50% 
A，50% D ；15~20 min，90% A，10% D ；检测波长

280 nm ；流量：1.0 mL/min ；进样量：10 μL。
标准曲线制作：准确称取 5 mg 标准品（HPLC

级）置于 50 mL 容量瓶中，用色谱级甲醇溶液溶解

得到质量浓度为 100 μg/mL 的标准溶液，制备质量

浓度为 100、80、60、40、20 以及 0 μg/mL 的标准

溶液。分别吸取不同浓度的标准溶液 1 mL 注入液

相瓶中进行检测，进样量 10 μL，记录测得的峰面积。

以质量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），

橙皮苷、橙皮素标准曲线如表 1。橙皮苷、橙皮素

分别在 0~100 μg/mL 的质量浓度范围内有良好的线

性关系，可以用于这两种物质的定量检测 [17] 。

表 1  黄酮类化合物的标准曲线

Table 1 Standard curves of two flavonoids

化合物 标准曲线 相关系数 R2

橙皮苷 y=15 619x+121 969 0.990 9

橙皮素 y=28 869x+32 147 0.999 9

1.3.3 单因素实验

利用单因素试验法，分别探究转化时间、转速、

接种量、pH 值以及底物浓度对黑曲霉转化橙皮苷

的影响。

1.3.3.1 转化时间对黑曲霉转化橙皮苷的影响

在接种量为 10%、温度为 37 ℃、转速 200 r/min、
pH 值为 7.0，底物浓度为 1.0 mmol/L，分别于转化

时间为 0、8、16、24、32、48 h 取样，每组实验均

做 3 次平行。测定不同转化时间下黑曲霉将橙皮苷

底物转化成橙皮素的产率。

1.3.3.2 转速对黑曲霉转化橙皮苷的影响

在接种量为 10%、转化温度为 37 ℃、pH 值为

7.0、底物浓度为 1.0 mmol/L，转化时间 24 h 情况下，

分别控制转速为 0、50、100、150、200 r/min，测

定不同转速下黑曲霉将橙皮苷底物转化成橙皮素的

产率。

1.3.3.3 接种量对黑曲霉转化橙皮苷的影响

控制温度为 37 ℃、pH 值为 7.0、转速 200 r/min、
底物浓度为 1.0 mmol/L，转化时间 24 h，在无菌条

件下分别接种 1%、5%、10%、15%、20%（质量分数）

的黑曲霉菌丝球，每个变量组均做 3 个平行。测定
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接种量对橙皮素产率的影响。

1.3.3.4 起始pH值对黑曲霉转化橙皮苷的影响

在接种量 10%、温度为 37 ℃、转速 200 r/min、
橙皮苷底物浓度为 1.0 mmol/L，转化时间 24 h，分

别控制 pH 值为 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0，每组实验

均做 3 次平行。测定不同 pH 值条件下黑曲霉将橙

皮苷底物转化成橙皮素的产率。

1.3.3.5 底物浓度对黑曲霉转化橙皮苷的影响

在接种量 10%、温度为 37 ℃、转速 200 r/min、
pH 值为 7.0，分别控制底物终浓度为 0.25、0.5、1.0、
2.0、4.0 mmol/L，每组实验均做 3 次平行。测定不同

底物浓度下黑曲霉将橙皮苷底物转化成橙皮素的产率。

1.3.4 正交实验

根据单因素试验结果，选取接种量、pH 值、底

物浓度这三个因素为主要影响因素，每个因素选取

3 个水平，以橙皮素产率为指标确定最佳转化条件。

试验的正交设计表如表 2 所示。

表 2  黑曲霉制备橙皮素的优化工艺正交实验设计

Table 2 Design of orthogonal experiment for optimum 
process of preparation of hesperidin from A. niger

水平
A B C

接种量 /% pH 值 底物浓度 /(mmol/L)

1 5 7.0 0.5

2 10 7.5 1.0

3 15 8.0 1.5

将样品进行高效液相色谱分析，按下式计算橙

皮素的产率。

P =
C1

C2
×100%                                                  （1）

式中：

P——表示产率；

C1——表示转化产物浓度；

C2——表示转化底物浓度。

1.3.5 抗氧化活性分析

1.3.5.1 DPPH自由基清除能力的测定

用 80% 的无水甲醇溶液分别配置 100 μmol/L
的 DPPH 甲醇溶液和 Trolox 标准溶液。分别取 0.5、
1.0、1.5、2.0、2.5 mL 的 Trolox 标准溶液，定容到

10 mL，获得不同浓度的 Trolox 溶液。取稀释后

的橙皮苷、橙皮素样品和不同浓度的 Trolox 溶液

50 μL，加入 150 μL DPPH· 溶液，混匀后避光反应

20 min，在 517 nm 波长处采用酶标仪检测样品的吸

光度值。以 OD 值为纵坐标，标准品 Trolox 的浓度

为横坐标，绘制标准曲线为 y=-0.037 5x+1.163 7，
R2=0.998 4，最终的 DPPH· 抗氧化能力以当量 Trolox
溶液浓度表示 [18] 。

1.3.5.2 清除ABTS+·能力的测定

取 50 mL 浓度为 7 mmol/L 的 ABTS 溶液与

0.88 mL 浓度为 140 mmol/L 的过硫酸钾溶液混合，避

光静置过夜，配置 ABTS 储备液。将 Trolox 标准液用

超纯水稀释为 0、25、50、75、100、125、150 μmol/L 
系列梯度溶液。取适当稀释好的样品和不同浓度的

Trolox 溶液 10 μL，加入 200 μL ABTS 溶液，旋涡

振荡 30 s，遮光反应 1 h，在 734 nm 处测吸光度值。

以 OD 值为纵坐标，标准品 Trolox 的浓度为横坐标，

绘制标准曲线为 y = -0.001 3x+0.576 1，R2 = 0.997 9。
最终的清除 ABTS+· 的能力以当量 Trolox 溶液浓度

来表示 [18] 。

1.3.5.3 总抗氧化能力（FRAP）的测定

称取 0.31 g 三水合醋酸钠，加入 1.6 mL 乙酸，

用超纯水定容 100 mL，制成 FRAP 工作液 1。称取

0.312 g TPTZ 用 40 mmol/L 盐酸溶液定容 100 mL，
制成 FRAP 工作液 2。称取 0.54 g FeCl-6H2O，用

蒸馏水定容到 100 mL，配成 FRAP 工作液 3。将

FRAP 工作液 1、2、3 按照 10:1:1（V/V/V）的比例

配成 FRAP 工作液。取 10 μL 待测样品或 Trolox 标

准品溶液加入 96 孔板中，加入 300 μL 的 FRAP 工

作液，避光反应 4 min 后，用酶标仪在 593 nm 下测

定吸光值。将样品溶液的吸光值同 Trolox 参照的吸

光值做比较来评价抗氧化活性 [18] 。

1.3.6 底物和产物的人胚肾上皮细胞系（HKC-8
细胞）毒性评价

1.3.6.1 HKC-8细胞培养

HKC-8 细胞株为人肾小管上皮细胞。分别

用含 10% 胎牛血清、青霉素 100 U/mL 和链霉

素 100 U/mL 的 EMEα 和 DMEM/F12 培养液培养，

置于 φ = 5% CO2、恒湿、37 ℃条件下，细胞生长至

80% 时用胰蛋白酶（0.05 wt.% Trypsin-EDTA）进行

消化传代。

1.3.6.2 MTT法测试HKC-8细胞毒性

将 80% 融合且生长状态良好的 HKC-8 细胞用

含 EDTA 胰蛋白酶消化后，用培养基稀释吹散至单

细胞悬液。取 96 孔板，每孔中加入 100 μL 浓度为

6×104 的细胞悬液，于 37 ℃，φ = 5% CO2 的恒温恒

湿培养箱中培养 24 h。待细胞融合后，用 PBS 洗涤
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一次，加入 100 μL 培养基稀释的样品溶液。培养箱

内继续培养 1 h 后，去除培养液，用 PBS 清洗两遍。

每孔加入 200 μL 0.5 mg/mL 的 MTT 溶液，继续培

养 4 h 后，弃去上清液。每孔加入 150 μL 二甲基亚

砜（DMSO），震荡使蓝紫色结晶充分溶解，用酶标

仪测定 490 nm 下的吸光值。计算各实验组中半抑

制率 IC50 毒性。

1.3.7 橙皮苷、橙皮素对H2O2损伤HKC-8细胞的

保护作用

在已接种 HKC-8 细胞的 96 孔板中加入 100 μL
含有 0.2 mmol/L H2O2 溶液和 25 μmol/L 浓度的橙皮

苷、橙皮素样品的培养基，每个样品做 4 个复孔。

以加入 100 μL DMEM 培养基的孔为空白组，以加

入含 0.2 mmol/L H2O2 的 DMEM 培养基的孔为损伤

组，37 ℃、5% CO2 下培养 24 h。收集细胞并用结合

液重悬，加入 10 μL 碘化丙啶（PI）染色液和 5 μL 
Annexin V-Fitc 混匀，室温避光孵育 30 min，使用

流式细胞仪进行检测 [19] 。

1.3.8 数据处理分析

每个试验进行 3 次测定，实验结果以平均值 ±

标准差表示，用 Origin 9.0 软件绘图，采用 SPSS 分

析软件进行显著性分析。

2  结果与分析

2.1 单因素实验分析

2.1.1 转化时间对黑曲霉转化橙皮苷的影响

图 3 转化时间对黑曲霉转化橙皮素的影响

Fig.3 Effect of the transformation time on the transformation 

of hesperidin by A. niger CP-2

注：不同小写字母表示不同转化时间有显著性差异

（P＜0.05）。

转化时间对橙皮素的产率影响如图 3 所示，在

反应时间达 24 h，橙皮素的产率为最高值。当反应

时间过短，转化还在进行时便结束，使橙皮苷转化

不完全，转化产物没有达到峰值；当反应时间过长，

可能是由于微生物的生长具有周期性，产物会随着

发酵液中营养物质的消耗从产生到增加再到维持不

变或者降低 [20] 。因此可以将 24 h 定为黑曲霉生物转

化橙皮苷的终点。

2.1.2 转速对黑曲霉转化橙皮苷的影响

图 4 转速对黑曲霉转化橙皮素的影响

Fig.4 Effect of the speed on the transformation of hesperidin

 by A. niger CP-2

注：不同小写字母表示不同转速有显著性差异（P＜0.05）。

不同摇床转速对黑曲霉转化制备橙皮素的过程

至关重要，直接关系其转化黄酮的能力，如图 4 所

示，在处于较低的转速时，橙皮苷的转化率处于较

低的水平，橙皮素的产率增加较慢，可见在低转速

时不利于橙皮苷的转化，转速 100~200 r/min 时橙

皮素的产率增加较快，转速 200 r/min 橙皮素的产率

最高。有研究表明，当转速高于 250 r/min 时，无

法形成规则的菌球，且菌丝较长易发生断裂。转速

在 180~220 r/min 时，能形成正常的菌球，且转速

在 220 r/min 时，则能形成实心菌球，菌球形态均匀、

大小达到最佳状态 [21] 。有研究表明 [22] ，摇床转速的

升高不仅提高了培养基中的溶氧量，同时也促进了

真菌养分的吸收，从而促进菌丝球的形成；同时，

高转速也意味着产生较大的剪切力，从而促使菌丝

断裂，不利于菌丝球的形成，这导致摇床转速对不

同丝状真菌菌丝球的形成具有不同的影响效果。在

本研究中，并没有探究溶氧对黑曲霉转化橙皮苷的影

响。有研究表明，当转速变时，反应体系中存在一定

的扩散极限。到达极限后连接酶的催化活性随着转

速的增加而降低 [23] 。随着转速的增加，酶的催化活性

降低，可能是细胞连接酶在剪切力和空气 / 流体界面

中钝化 [24] ，说明较高的转速不利于初始反应的酶活

化。在本研究中，主要利用 α-L- 鼠李糖苷酶和 β-D-
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葡萄糖苷酶对黄酮进行转化，故确定 200 r/min 为最

适转速，此时橙皮素的产率为 54.90%。

2.1.3 接种量对黑曲霉转化橙皮苷的影响

如图 5 所示，接种量对黑曲霉将橙皮苷转化为

橙皮素的产率有重要影响。有研究表明，黑曲霉菌

丝体中具有 α-L- 鼠李糖苷酶和 β-D- 葡萄糖苷酶，

能够将橙皮苷水解为橙皮素 [25] 。A. niger 基因组序

列的研究为其他组学的研究和应用提供了新的平

台。目前，NCBI 数据库中黑曲霉的基因组序列中

有 24 个 α-L- 鼠李糖苷酶基因和 13 个 β-D- 葡萄糖

苷酶基因。接种量会影响黑曲霉产 α-L- 鼠李糖苷酶

和 β-D- 葡萄糖苷酶的效率，在本研究中，当反应体

系中的黑曲霉接种量为 1%~10% 时，橙皮素的产率

随着接种量的增加而上升。而当接种浓度继续增加时，

橙皮素的产率反而下降。有研究表明，接种量会影响

菌体产酶效率，接种量少，产酶速率太低；若接种量

太大，菌体发育旺盛，反而会抑制目标代谢物的生

成 [26] 。因此合适的接种量有利于产酶，从而更利于橙

皮苷的转化以及橙皮素的生成。在本研究中，橙皮素

的产率在接种量为 10% 时达到最大值，为 64.34%。

图 5 黑曲霉接种量对黑曲霉转化橙皮素的影响

Fig.5 Effect of A. niger inoculum amount on the 

transformation of hesperidin by A. niger CP-2

注：不同小写字母表示不同接种量有显著性差异

（P＜0.05）。

2.1.4 pH值对黑曲霉转化橙皮苷的影响

黑曲霉对橙皮苷的转化主要依靠酶的作用，而

pH 值对酶的酶促反应速率有很大的影响，因此对

橙皮苷的转化也有明显的影响。酶最适合 pH 值指

在某一特定 pH 值时，酶促反应具有最大反应速率，

高于或低于此值，反应速率下降。结果如图 6 所示，

在反应体系中 pH 值为 6.0~7.5 时，随着 pH 值的升

高，橙皮素的产率也随之增加。其中，在 pH 值为

6.0~6.5 时，橙皮素的产率增加缓慢，橙皮素产率

为 18.67% ；在 pH 值为 6.5~7.5 时，橙皮素的产率

快速增加。pH 值影响 A. niger CP-2 中相关酶的活

性，主要是通过氢离子浓度和电荷效应的影响。董

宇等 [27] 的研究也表明酶在催化反应时存在着电荷

和空间两种效应的共同作用，因此推测缓冲溶液的

pH 值变化时催化效率随之变化的现象的原因也在

于此。橙皮苷转化为橙皮素是通过微生物产生的酶

来实现的，pH 值是影响酶活性的重要因素 [28,29] 。因

此，本研究中黑曲霉转化橙皮苷的最适 pH 值为 7.5。

图 6 pH 值对黑曲霉转化橙皮素的影响

Fig.6 Effect of the pH value on the transformation of 

hesperidin by A. niger CP-2

注：不同小写字母表示不同 pH 值有显著性差异

（P＜0.05）。

图 7 底物浓度对黑曲霉转化橙皮素的影响

Fig.7 Effect of the concentration of substrate on the 

transformation of hesperidin by A. niger CP-2

注：不同小写字母表示不同底物浓度有显著性差异

（P＜0.05）。

2.1.5 底物浓度对黑曲霉转化橙皮苷的影响

如图 7 所示，随着底物浓度从 0 mmol/L
到 4.0 mmol/L 的增加，橙皮素的产率呈现先升高

后降低的趋势。当橙皮苷的浓度为 1.0 mmol/L 时，橙

皮素的产率最高为 61.71%。当橙皮苷的浓度持续增加

时，橙皮素的产率呈下降趋势。可能的原因是 A. niger 
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CP-2 在反应体系中的转化以及产酶能力有限，随着

底物浓度的增加，反应体系的转化能力趋于饱和，

因此橙皮素的产率不随底物浓度增加而增加。

2.2 正交实验分析

对 A. niger CP-2 转化橙皮苷的正交试验结果进

行方差分析，如表 3 和表 4 所示，影响橙皮素产量

的因素顺序为：A＞B＞C，即接种量、pH 值和底物

浓度三个因素中，极差最大的是接种量，接下来是

pH 值，然后是底物浓度。黑曲霉转化橙皮苷的最

佳条件为 A2B2C1，即在接种量为 10%，pH 值为 7.5，
底物浓度为 1.0 mmol/L 的反应体系下，橙皮素的产

率最高，为 63.90%。图 8 显示 24 h 后黑曲霉转化

制备橙皮素的液相图，转化制备效果较明显，实验

可行。目前已有利用黑曲霉细胞催化橙皮苷转化产

橙皮素的研究报道，而全细胞催化剂是指微生物细

胞经过特定配方的发酵液培养后，利用离心（细菌）

或抽滤（霉菌）收集到湿菌体，再用冷冻干燥或有

机溶剂干燥等方法将其脱水获得。有研究表明，黑曲

霉催化芦丁水解反应可选择性地生成异槲皮苷，最高

转化率大于 99%，但研究中只是考虑了转化率并未

考虑产物的产率
 [30] 。而在本研究中直接以橙皮素的产

率来评估黑曲霉转化橙皮苷的能力，是较为合理的。

表 3  黑曲霉转化制备橙皮素优化工艺正交实验结果

Table 3 Experimental results of orthogonal optimization of
 hesperidin preparation by A. niger

组号 A B C 橙皮素产率 /%

1 1 1 1 10.46

2 1 2 2 11.32

3 1 3 3 16.43

4 2 1 3 38.00

5 2 2 1 63.90

6 2 3 2 41.65

7 3 1 2 49.35

8 3 2 3 56.34

9 3 3 1 28.76

K1 38.2 97.81 116.01

K2 135.99 131.56 122.11

K3 142.01 86.83 78.08

k1 12.73 32.60 38.67

k2 45.33 43.85 40.70

k3 47.34 28.94 26.03

R 34.60 14.91 14.68

表 4  黑曲霉转化制备橙皮素优化工艺方差分析

Table 4 Analysis of variance of optimization process for 
preparation of hesperidin by A. niger

来源 离差平方和 自由度 F 值 显著性

A 2 263.96 2 24.86 P<0.05

B 362.27 2 3.98
P>0.05

C 379.39 2 4.17

图 8 黑曲霉转化制备橙皮素的液相图

Fig.8 Liquid phase diagram of the preparation of hesperidin

 by the transformation of A. niger CP-2

2.3 抗氧化活性及对H2O2诱导的细胞凋亡有
一定的拮抗能力

抗氧化是不同机制作用的结果，如抑制过氧

化物的分解，阻止清除自由基等 [31,32] 。本研究采用

DPPH、ABTS 以及 FRAP 三种方法评估转化底物及

产物的抗氧化能力。由表 5 可以看出，转化产物橙

皮素的 DPPH、ABTS 以及 FRAP 的值均高于转化

底物橙皮苷，说明通过黑曲霉生物转化后，抗氧化

能力得到进一步提高。

利用 MTT 法对橙皮苷和橙皮素的人胚肾上皮

细胞系（HKC-8）进行评价，发现其 IC50 分别为

66.79 μmol/L 和 71.37 μmol/L，因此将浓度为

25 μmol/L 的转化产物及底物进行 H2O2 损伤 HKC-8
细胞的保护作用分析。如图 9a、9b所示，在空白组中，

正常情况下细胞凋亡率不超过 7%，而在 H2O2 模型

对照组中，细胞凋亡率达到 25.12%，橙皮苷组的细

胞凋亡率为 20.08%，与模型组差异显著（P＜0.05），
具有一定的细胞氧化损伤保护作用；而橙皮素组的

细胞凋亡率仅为 12.23%，相对于模型组呈现极显著

差异（P＜0.01），说明橙皮素具有比橙皮苷更强的

细胞氧化损伤保护作用，因此，在未呈现细胞毒性

的浓度下，底物和转化产物都均有细胞氧化损伤保

护作用，而转化产物的保护作用更强。
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图 9 转化底物、产物对 H2O2 损伤 HKC-8 细胞的保护作用

Fig.9 Protective effects of transformation substrates and products on H2O2-injured HKC-8 cells

表 5  转化底物、产物的抗氧化活性及细胞毒性

Table 5 Antioxidant activity and cytotoxicity of 
transformation substrates and products

指标 橙皮苷 橙皮素

FRAP/(mmol AE/g) 0.66±0.05a 0.92±0.08b

DPPH/(mmol AE/g) 0.72±0.11a 1.03±0.11b

ABTS/(mmol AE/g) 1.18±0.10a 1.72±0.13b

毒性试验 IC50/(μmol/L) 66.79±0.63a 71.37±0.60b

注：同一系列不同小写字母表示橙皮苷和橙皮素之间有

显著性差异（P＜0.05）。

3  结论

本实验采用微生物法，利用黑曲霉菌株作为发

酵菌株，探究在不同因素对该黑曲霉菌株转化制备

橙皮素的影响，利用单因素实验和正交实验进行转

化，以橙皮素的产率作为指标，优化反应条件，最

终确定了黑曲霉转化制备橙皮素优化工艺为：恒温

摇床转速为 200 r/min、接种量为 10%、pH 值为 7.5、
底物浓度为 1 mmol/L、温度为 37 ℃，黑曲霉在此

反应体系下，反应 24 h 后，得到的橙皮素产率为

63.90%。该工艺步骤简便，过程环保，产物产率高，

后续纯化比较容易；同时转化产物橙皮素的抗氧化

活性（DPPH、ABTS 以及 FRAP）均高于转化底物

橙皮苷（P＜0.05），同时在无细胞毒性的浓度下，

橙皮素对 H2O2 损伤 HCK-8 细胞的保护能力同样高

于转化底物橙皮苷（P＜0.05），此结果可为橙皮素

的工业化生产提供理论依据，具有广阔的实用前景。
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