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摘要：本研究采用红曲霉和巨大芽孢杆菌对番石榴叶基质进行混菌固态发酵，探讨发酵过程中番石榴叶精油成分的释放。结果

表明，发酵后番石榴叶精油中的 20 种主要成分种类不变，但精油提取率显著提高，发酵 10 d 提取率达到未发酵组的 6.53 倍。组织结

构分析结合酶学分析推断，糖苷酶破坏了番石榴叶的细胞壁、腺毛和液泡等结构，并进一步切断糖间链接和糖苷键，促进番石榴叶中

芳香化合物的释放。发酵后番石榴叶精油的 2,2-二苯基-1-苦基肼 DPPH 自由基清除能力下降 26.15%，但是 2,2′-联氮双-3-乙基苯并噻

唑啉-6-磺酸阳离子 ABTS+自由基清除能力，5-脂氧合酶和酪氨酸酶的抑制能力分别提高 32.66%、18.73%和 7.87%，发酵 10 d 后相应

IC50分别达到 20.47±2.49 mg/mL、23.21±1.92 μg/mL 和 107.41±3.48 μg/mL，综合来看发酵能改善该精油的抗氧化和生物活性。本成果

可为果树叶精油高效提取提供新方法，为开发新型活性天然保健产品提供途径。 
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Abstract: In this work, the release of essential oil from guava leaves during the solid-state fermentation of guava leaf substrate with mixed 

strains, Monascus anka and Bacillus megaterium, were investigated. The results showed that the 20 main components in the guava leaf essential 

oil remained unchanged after fermentation, but the rate of essential oil extraction increased significantly and reached 6.53 times that of the 

unfermented group after 10 days of fermentation. Tissue structure analysis combined with enzymatic analysis inferred that glycosidases 

destroyed the cell walls, glandular trichomes, and vacuoles of guava leaves, and cleaved the intersugar linkages and glycosidic bonds, to promote 

the release of aromatic compounds from guava leaves. After fermentation, the DPPH radical scavenging ability of  

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl in guava leaf essential oil decreased by 26.15%, but the ABTS+ radical scavenging ability and 5-lipoxygenase 

inhibitory capacity and tyrosinase inhibitory capacity of 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) diammonium salt increased by 

32.66%, 18.73% and 7.87%, respectively (with the corresponding IC50 values reaching 20.47±2.49 mg/mL, 23.21±1.92 μg/mL and 107.41±3.48 

μg/mL, respectively). Overall, fermentation can improve the antioxidant and biological activities of the guava leaf essential oil. The results may 

provide a new insight into the efficient extraction of fruit leaf essential oils and a pathway for the development of novel natural health products. 
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番石榴果树原产美洲热带，生长性强，我国福建、

台湾、海南、江西及两广等省份均有栽培。番石榴叶 
精油主要由倍半萜和含氧倍半萜组成，比果实的精油

具有更大的药用价值。番石榴叶精油不仅在缓解常见

的感冒症状，治疗镇痛，减少热应激对男性生殖系统

的伤害方面有所功效[1-3]，还能够杀死传播登革热和基

孔肯雅病毒的埃及伊蚊幼虫，对水蛭、蚊蝇具有趋避

作用，具有成为新型绿色杀虫剂的商业潜力[4,5]。 
传统的精油提取方法一般都是基于水蒸气蒸馏和

有机溶剂的萃取，存在提取率低和环境污染等缺点。

近年来，超声波、微波和酶辅助的提取技术由于缩短

时间或提高效率而被关注。但它们依然因为能耗高、

成本高和反应条件苛刻等问题的存在而无法进行大规

模生产应用。微生物固态发酵是一种被应用于提高植

物活性物质的传统生物技术，微生物通过分泌多种水

解酶，能有效地破坏植物细胞壁，切断共轭分子中活

性成分与其他取代基的结合，从而提高其营养价值和

感官品质。迄今为止，固态发酵已广泛用于从谷物、

茶叶等天然产物中提高多酚、黄酮和多糖类物质的产

量。然而，还未有研究报道过固态发酵对精油类功能

香气成分提取效果的改善作用。 
本研究使用红曲霉和巨大芽孢杆菌对番石榴叶进

行混菌固态发酵，探讨发酵过程中微生物对番石榴叶

精油的释放及体外抗氧化、抗炎和酪氨酸酶抑制活性

的影响，旨在为寻求高产量，低能耗，低成本的精油

提取方法和开发新型天然药物或营养保健品开辟新思

路。 

1  材料与方法 

1.1  原料与试剂 

番石榴叶，江门市江海区南粤番石榴农民专业合

作社；红曲霉（Monascus anka）GIM 3.592，广东省

微生物菌种保藏中心（GDMCC/GIMCC）；巨大芽孢

杆菌（Bacillus megaterium）：筛选自番石榴叶，为高

产纤维素酶的内生菌，经鉴定为巨大芽孢杆菌，保存

于华南理工大学生物科学与工程学院。 
红曲霉种子培养基：葡萄糖 20 g，酵母粉 3 g，鱼

粉蛋白胨 10 g，氯化钾 0.5 g，磷酸二氢钾 4 g，七水

合硫酸亚铁 0.01 g，蒸馏水 1000 mL。 
化学试剂：2,2-二苯基-1-苦基肼（DPPH）、2,2-

联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐（ABTS）、4-
硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷（p-NPG）、对硝基苯酚

（p-NP）、羧甲基纤维素钠（CMC-Na）、邻硝基苯-β-D-
半乳糖苷（ONPG）、邻硝基苯酚（ONP）、木聚糖、

亚油酸、L-多巴、去甲二氢愈创木酸、奎诺二甲基丙

烯酸酯（Trolox）、曲酸（均>98.0%），上海阿拉丁生

化科技股份有限公司；大豆 5-脂氧合酶、蘑菇酪氨酸

酶（均为生物试剂），美国 Sigma 公司；β-石竹烯（色

谱纯），美国 Sigma 公司；C7-C40 正构烷烃（色谱纯），

美国 O2si 公司；马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）、

鱼粉蛋白胨、酵母粉（均为生物试剂），北京奥博星生

物技术有限责任公司；葡萄糖、氯化钠、磷酸二氢钾、

七水合硫酸亚铁、柠檬酸、柠檬酸钠、过硫酸钾（均

为分析纯），天津市大茂化学试剂厂。 

1.2  主要仪器设备 

SW-CK-1 洁净工作台，苏州安泰空气技术有限公

司；ZWYD-2402 恒温培养振荡器（摇床），智城分析

仪器制造有限公司；LRH-150 B 型生化培养箱，韶关

市泰宏医疗器械有限公司；GCMS-QP2010 Ultra 气质

联用仪，日本岛津公司；安捷伦 HP-5 MS（30 m×0.25 
mm×0.25 μm）色谱柱；GC-2014 C 气相色谱，日本岛

津公司；安捷伦 HP-5（30 m×0.25 mm×0.25 μm）色谱

柱；SpectraMax 自动酶标仪，美国 Molecular Devices 
公司；5804 R 台式超速大容量离心机，德国 Eppendorf
公司；台式冷冻干燥机，美国 Labconco 公司；

GeminiSEM 500 场发射扫描电子显微镜，德国 ZEISS
公司；超声波清洗仪，天津奥特赛恩斯仪器有限公司；

粉碎机，小熊电器股份有限公司；同时蒸馏萃取装置，

安徽科腾实验设备有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  混菌固态发酵 

根据 Wang 等人的方法进行适当修改[6]，具体如

下。 
种子液的配置：用 6 mL 浓度为 0.1%（m/V）的

灭菌吐温 80 溶液于 PDA 培养基中收集红曲霉孢子悬

浮液，取 5 mL 孢子悬液加入 50 mL 红曲霉种子培养

基中制备红曲霉种子液（约 107孢子/mL）。取巨大芽

孢杆菌冻存菌液加入 100 mL 液体 LB 培养基，配制成

芽孢菌种子液（约 106 cfu/mL）。将两种子液于 180 
r/min，30 ℃，恒温摇床培养 26 h。 

混菌固态发酵：干燥番石榴叶切成约 10 mm 的方

块。将 5 g 番石榴叶片，3 g 米粉和 8 mL 去离子水加

入 250 mL 锥形瓶搅拌均匀，经 121 ℃高压蒸汽灭菌

20 min 作为固态发酵培养基。设置 32 瓶番石榴叶培

养基以供进行平行发酵实验。待其冷却至 25 ℃左右，

在每瓶固态发酵培养基中分别接入 4 mL 红曲霉种子

液和 1 mL 芽孢菌种子液，搅拌均匀。于 30 ℃恒温，
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70%恒湿的生化培养箱中培养 10 d，每天翻动培养基

一次。以同样处理但不接种的番石榴叶固体培养基为

空白对照。分别于 0 d、4 d、7 d 和 10 d 取出样品，置

于-80 ℃冷冻 24 h，经冷冻干燥机冻干，以备分析。 
1.3.2  发酵基质中糖苷酶活力测定 

粗酶液的制备：分别取一定量发酵后和对照组的

番石榴叶样品，按 1:10（m/V）料液比加入 0.2 M，pH 
7.0 的磷酸缓冲液，置于 180 r/min，30 ℃的恒温摇床

提取 1 h，随后在 4 ℃，10000 r/min 离心 20 min 取上

清，即为粗酶液。 
纤维素酶活力测定：参照文献的方法，并做适当

修改[7,8]。分别以 25 mM 的 p-NPG、1%（m/V）的

CMC-Na 和 1 cm×6 cm 的滤纸条为底物，测定 β-葡萄

糖苷酶、内切葡聚糖酶和外切葡聚糖酶的活性。反应

结束后，在 420 nm处测定吸光度来确定 p-NP 的含量，

以此计算 β-葡萄糖苷酶活性；通过测定 540 nm 处的

吸光度来确定葡萄糖的含量，以此计算内切葡聚糖酶

和外切葡聚糖酶的活性。以煮沸 1 h 后的粗酶液作对

照。 
木聚糖酶活力测定：在 Wang 等的方法基础上稍

作调整[8]。400 μL 的粗酶液与 400 μL 1%木聚糖（m/V，
溶于 50 mM，pH 5.0 的柠檬酸钠缓冲液）于 5 mL 试

管中混合。将混合溶液于 50 ℃下孵育 30 min，立即

加入 3 mL DNS 试剂以终止反应。所有试管置沸水浴

煮沸 10 min。测量 540 nm 处的吸光度来计算释放木

糖的量。以煮沸 1 h 后的粗酶液作对照。 
β-半乳糖苷酶活力测定：测定按照 Klein 等报道

的方法略作修改[9]。反应体系包含 300 μL 粗酶液和

300 μL 20 mM ONPG。在 35 ℃下孵育 20 min 后，添

加 3 mL 1 M Na2CO3终止反应，通过测量 420 nm 的吸

光度确定 ONP 的量。以煮沸 1 h 后的粗酶液作对照。 
1.3.3  番石榴叶显微结构的测定 

使用扫描电子显微镜（SEM，GeminiSEM 500，
德国蔡司公司）对冻干后，不同处理组的番石榴叶进

行观测。 
表皮形态的观测：将叶片切成 3 mm×3 mm 的叶

块，使用导电胶布将其固定在样品台，置于 SEM 样

品仓，调到合适的倍率进行测定。 
内部形态的观测：使用粉碎机将叶片打碎，过 80

目筛，均匀的涂抹在导电胶布上，洗耳球吹去多余样

品粉末，选择合适的倍率进行测定。 
1.3.4  番石榴叶精油提取 

取不同发酵组的冻干番石榴叶样品，用粉碎机磨

粉过 80 目筛。将 20 g 样品粉末与 10 g NaCl、250 mL
去离子水于 500 mL 圆底烧瓶中混合，过夜浸泡 10 h。

浸泡后的样品在 40 kHz，500 W 的超声波进行 15 min
前处理后，在同时蒸馏萃取装置内完成番石榴叶精油

的提取。装有 20 g样品粉末的烧瓶与另一装有 150 mL
二氯甲烷的圆底烧瓶分别置于同时蒸馏萃取装置的两

端，通过恒温油浴和水浴分别保持在 125 ℃和 55 ℃，

每次提取时间为 3 h。然后通过旋转蒸发仪在 25 ℃下

分离二氯甲烷和精油样品，样品称重，保存在-20 ℃
下。 
1.3.5  番石榴叶精油成分分析 

通过气相色谱-质谱联用仪（GC-MS，GCMS- 
QP2010 Ultra，日本岛津公司）对番石榴叶精油成分

进行定性分析，通过气相色谱仪（GC，GC-2014 C，
日本岛津公司）对精油各成分进行定量分析[10]。 

番石榴叶精油进样前处理：样品经干燥后，用二

氯甲烷稀释，过 0.22 μm 有机滤膜，取 1.5 mL 置棕色

气相进样瓶待测。 
GC-MS 条件：采用 HP-5 MS（30 m×0.25 mm×0.25 

μm）色谱柱，以 1.5 mL/min 的流速将氦气用作载气。

以 1:50 的分流比将 1 μL 样品注入 GC-MS 分析系统。

溶剂延迟 2 min。进样口温度：250 ℃，柱温最初在

50 ℃下保持 2 min，以 10 /min℃ 的速率升至 120 ℃，

保持 3 min。然后，以 5 /min℃ 升温至 180 ℃，接着

以 20 /min℃ 升至 280 ℃，保持 10 min。EI 离子源；

电子能量 70 eV；传输线温度为 250 ℃；在质量范围

为 50 至 600 u 进行全扫描。 
番石榴叶精油成分的鉴定是通过将质谱图与

GC-MS 中 NIST14 标准质图谱库进行对比，计算各成

分与一系列正构烷烃（C7-C40）相关的科瓦茨保留指

数（RI）来进行的。 
GC 条件：采用 HP-5（30 m×0.25 mm×0.25 μm）

色谱柱，以 30 cm/s 的流速将氮气作为载气。以 1:20
的分流比将1 μL样品注入GC分析系统。进样口温度：

250 ℃，初始柱温在 50 ℃保持 1 min，以 3 ℃/min 的

速率升至 130 ℃，保持 3 min。然后以 1 ℃/min 升至

210 ℃，最后以 5 ℃/min 升至 240 ℃，保持 5 min。检

测器温度 250 ℃。 
将在番石榴叶精油组分中占比最高的β-石竹烯标

准品用二氯甲烷稀释成不同浓度，与精油样品相同色

谱条件下进样，以 β-石竹烯标准溶液的浓度和峰面积

绘制标准曲线：y=21000000000x+847226（R2=0.996），用

其他成分的峰面积与 β-石竹烯的峰面积比值，结合归

一化法，计算精油中每种成分的含量。 

1.3.6  不同发酵度番石榴叶精油体外活性测定 

1.3.6.1  ABTS+自由基清除能力的测定 
参考文献方法测定 ABTS+自由基清除率[11]。将
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ABTS 甲醇溶液（7 mM）和 K2S2O8水溶液（2.45 mM）

混合，黑暗中反应 16 h，产生 ABTS+。使用前将 ABTS+

储备液用甲醇稀释至在 734 nm 波长下吸光度为

0.7±0.02。将 50 μL 精油样品（浓度分别为：5、10、
20、50、100 mg/mL）与 200 μL ABTS+甲醇溶液混合，

室温下避光反应 30 min，随后于 734 nm 处测量吸光

度。相同实验条件下，将 Trolox 用作阳性对照，甲醇

用作阴性对照。 
1.3.6.2  DPPH 自由基清除能力的测定 

在文献方法的基础上略作修改[11]。将 50 μL 精油

样品（浓度分别为：5、10、20、40 和 80 mg/mL）与

200 μL DPPH 甲醇溶液（100 μM）混合，室温下避光

反应 30 min，在 517 nm 处测量吸光度。将 Trolox 用

作阳性对照，甲醇用作阴性对照。 
1.3.6.3  5-脂氧合酶抑制能力的测定 

参考 Demirci 等的方法[12]，使用大豆 5-脂氧合酶

来代替人的5-脂氧合酶进行番石榴叶精油酶抑制能力

的测定。将 970 μL 磷酸钾缓冲液（100 mM；pH 9.0），
20 μL 精油（浓度分别为：5 μg/mL、10 μg/mL、20 
μg/mL、40 μg/mL 和 80 μg/mL，溶于 DMSO）和 10 μL 
5-脂氧合酶（9.5 U/mL）在室温下孵育 15 min。添加

20 μL 70 mM 亚油酸开始反应，反应 10 min 后使用酶

标仪在 234 nm 处测定。通过与阴性对照（DMSO）组

比较，计算出酶活性的抑制百分数，并将去甲二氢愈

创木酸用作阳性对照。 
1.3.6.4  酪氨酸酶抑制能力的测定 

采用蘑菇酪氨酸酶多巴速率氧化法进行实验[13]。

将 50 μL 精油（浓度分别为：20 μg/mL、40 μg/mL、
80 μg/mL、160 μg/mL 和 320 μg/mL，溶于 DMSO），

100 μL 磷酸钾缓冲液（50 mM，pH 6.8）与 100 μL 1.5 
mM 蘑菇酪氨酸酶（50 U/mL）充分混合，30 ℃下孵

育 10 min。加入 30 μL L-多巴（溶解于 50 mM 磷酸钾

缓冲液，pH 6.8）引发反应。置于 30 ℃的恒温水浴中

反应 20 min，使用酶标仪在 475 nm 波长处进行测定。

将 DMSO 用作阴性对照，曲酸用作阳性对照，计算抑

制百分率。 
1.3.7  数据分析 

本研究中每个实验进行三次重复，实验结果以平

均值±标准差（⎯x±SD）表示。运用 SPSS 24.0 统计软

件对实验数据进行处理，单因素方差分析时，采用

Duncan 法对实验数据进行分析，并对差异性分析后的

数据进行多重比较，按照三次重复实验后数据平均数

大小与差异显著性依次进行英文字母的标注。相关性

分析时，采用 Pearson 法对实验数据进行分析，对相

关性系数的显著性进行双尾检验。运用 R 语言中的

“corrplot”程序包对相关性系数进行可视化。 

2  结果与讨论 

2.1  番石榴叶发酵对精油成分的影响 

通过GC-MS鉴定番石榴叶精油中含量大于1%的

20 种主要成分，包括：12 种倍半萜类、5 种含氧倍半

萜类、1 种含氧单萜类、1 种酮类和 1 种酸类物质，未

鉴定出非氧化的单萜类物质，如表 1 所示。总倍半萜

类的含量高达 93.88%，含氧倍半萜占 21.34%；而含

氧单萜与酮、酸总和的含量较少，分别占：2.32%和

3.41%。含量最高的三种成分为 β-石竹烯（34.46%）、

氧化石竹烯（14.05%）和(+)-香橙烯（7.54%），它们

具有舒肝、镇痛、降压、祛风除湿的功效[14]。 

 

 
图1 发酵番石榴叶精油组分提取量和成分构成 

Fig.1 Fraction extraction amount and compositions of essential 

oils from fermented guava-leaf 

注：a：发酵番石榴叶精油组分含量，同时期数据间字母

不同表示差异显著，p<0.05；b：发酵番石榴叶精油的成分构成

GC 图（1~20 号化合物为表 1 中鉴定出的番石榴叶精油的 20

种主要成分）。 

番石榴叶培养基需在发酵前进行高压蒸汽灭菌，

高温高压蒸汽提供的能量会破坏热敏性物质和腺毛等

精油储存结构[15,16]，分析结果显示，灭菌导致番石榴

叶精油的提取率由 1.78 mg/g 下降到 0.80 mg/g，使总

单萜含量下降 90.22%，推测是由于大多数单萜沸点较

低且位于含油腺体的外源，因此比位于内源部位的倍
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半萜类更易受影响[17]。混菌固态发酵显著性提高番石

榴叶精油的提取率，但不改变 20 种主要成分的种类，

如图 1 所示。精油的提取率随发酵时间持续升高，直

到第 10 d 达到了 5.22 mg/g，为非发酵样品的 6.53 倍。

Chen 等使用超声波结合微波共辅助提取紫苏精油，最

优条件下提取率仅达对照组的 1.14 倍[18]；Sowbhagya
等使用不同商业酶辅助浸提大蒜精油，仅能使提取率

达对照组的 1.39~1.82 倍[19]；Sojic B 等使用 CO2超临

界萃取提高薄荷精油产率，虽能使提取率达对照组的

4.87 倍[20]，但却无法避免提取出的精油掺杂脂质等杂

质问题的存在。 

事实上，植物精油由两部分构成，一部分是储存

在油腺、细胞腔、腺毛等器官中的游离挥发性化合物；

另一部分储存在液泡中，与单糖、双糖结合成非挥发

性糖苷化合物。某些情况下，结合态精油成分是自由

态成分的 40 到 60 倍[21,22]。虽未发现固态发酵对植物

精油提取的影响，但有报道谷物中挥发性有机化合物

释放受微生物产生的酶活性的调节[23]，也有研究表

明，利用 β-葡萄糖苷酶、纤维素酶和半纤维素酶等可

以提高黑胡椒、豆蔻、菠萝皮等植物中的香气成分[24]。

因此，有必要探究混菌固态发酵过程中酶与精油释放

的关联作用。 
表1 番石榴叶精油20种主要成分GC-MS定性结果 

Table 1 Qualitative results of 20 essential oil compositions from guava leaves by GC-MS 

序号 化合物 保留时间/min RIcal
 RItab

 CAS 号 
1 己酸 12.278 1029 1019 142-62-1 

2 桉叶油素 15.665 1038 1030 470-82-6 

3 (-)-α-蒎烯 32.666 1385 1376 3856-25-5 

4 β-石竹烯 35.645 1420 1409 87-44-5 

5 (+)-香橙烯 36.804 1446 1439 489-39-4 

6 α-石竹烯 37.637 1458 1446 6753-98-6 

7 香树烯 38.117 1460 1449 25246-27-9 

8 红没药烯 40.404 1511 1504 17627-44-0 

9 顺式-红没药烯 40.898 1513 1504 29837-07-8 

10 (-)-β-红没药烯 41.393 1516 1506 495-61-4 

11 δ-杜松烯 42.539 1527 1518 483-76-1 

12 去氢白菖烯 43.147 1530 1521 483-77-2 

13 9-甲基-2-异丙基二环[4.4.0]-6,9-癸烯 44.639 1537 1524 29837-12-5 

14 α-二去氢菖蒲烯 45.243 1548 1534 21391-99-1 

15 氧化石竹烯 47.451 1586 1573 1139-30-6 

16 (-)-斯巴醇 47.885 1591 1578 77171-55-2 

17 (-)-蓝桉醇 48.753 1591 1580 51371-47-2 

18 (-)-库贝醇 50.800 1658 1642 21284-22-0 

19 δ-杜松醇 51.559 1661 1645 19435-97-3 

20 植酮 54.350 1849 1836 502-69-2 

注：RIcal（计算得出的科瓦茨保留指数）；RItab（标准科瓦茨保留指数）。 

2.2  发酵过程中糖苷酶对番石榴叶精油的释

放作用 

本研究重点测定了发酵过程中 β-葡萄糖苷酶、内

切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶这三种纤维素酶，以及木

聚糖酶和 β-半乳糖苷酶的活力变化。结果表明，三种

纤维素酶和木聚糖酶的活性较高，且随着发酵进程持

续升高，如表 2 所示。特别是内切葡聚糖酶和外切葡

聚糖酶，在发酵第 10 d 活性分别达到 81.30 U/g 和

42.07 U/g。β-葡萄糖苷酶的活性虽低于前两者，但与

精油成分的释放具有更显著的相关性（图 2），与含量

最多的 β-石竹烯释放的相关系数 r 值为 0.995
（p<0.01），与其他倍半萜烯的相关系数几乎也都达到

r>0.990（p<0.01）。木聚糖酶与倍半萜烯类释放的相关

性都达到 r>0.970（p<0.01），内切葡聚糖酶和外切葡

聚糖酶与各成分释放的相关系数分别为 r>0.950
（p<0.05）和 r>0.930（p<0.05）。纤维素酶在发酵初期

先被菌体释放，与木聚糖酶结合，水解番石榴叶细胞

壁聚合物的主链，释放出游离的挥发性化合物。同时
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也将植物原本储存在细胞壁和细胞腔区域中的香气苷

水解酶-β-葡萄糖苷酶和 β-樱草糖苷酶释放出[25,26]。到

发酵中后期，当液泡被微生物分泌的多种水解酶裂解

后[25]，暴露出的非挥发性香气苷将会在来自于菌体和

自身拥有的多种糖苷酶的协同作用下，切断糖间链接

和糖苷键，释放原本作为苷元存在的香气化合物。 
木聚糖酶除在发酵前期起到裂解细胞壁释放精

油成分的作用，到发酵中后期阶段，也是切割二或三

糖苷的糖间连接所必须的酶，部分与木糖相连的结合

态香气化合物会直接被其释放，这与 Ganga 等利用糖

苷酶浸渍葡萄增加葡萄酒香气的研究中发现木聚糖酶

可增加酒中非挥发性香气前体的研究相吻合[27]，Fan

等也直接从橘子中分离出木糖和葡萄糖作为香气苷的

组成部分[28]。β-半乳糖苷酶也是原本存在于植物中的

生香酶，但在发酵过程中其与精油各成分释放的相关

系数 r<0.850 且没有显著相关性，可能是因为红曲霉

和巨大芽孢杆菌所产生的 β-半乳糖苷酶太少，且番石

榴叶精油中的化合物结合的半乳糖远远低于葡萄糖的

缘故[27,29]。由图 2 可知，糖苷酶的活性变化与精油中

非含氧化合物释放的相关性大于与含氧化合物释放的

相关性，可能是由于含氧香气成分在植物内的结合方

式，还需要酯酶等其他酶协同释放。有趣的是，桉叶

油素与所有糖苷酶都呈负相关性，可能是因为作为单

萜类更易在释放后挥发或被氧化[17]。 

表2 发酵过程糖苷酶活力的变化 

Table 2 Activities of glycosidase in the fermentation period 

酶种类 未处理/(U/g) 0 d/(U/g) 4 d/(U/g) 7 d/(U/g) 10 d/(U/g) 

β-葡萄糖苷酶 1.85±0.09d 0±0e 4.21±0.27c 17.83±1.52b 24.38±1.99a 

内切葡聚糖酶 3.01±0.31d 0±0e 9.93±1.03c 59.22±3.71b 81.30±6.13a 

外切葡聚糖酶 2.06±0.26c 0±0d 2.64±0.51c 30.51±1.93b 42.07±3.26a 

木聚糖酶 1.08±0.31d 0±0e 4.37±0.34c 7.84±0.69b 13.05±1.52a 

β-半乳糖苷酶 0.69±0.21c 0±0d 0.63±0.07c 3.58±0.21a 2.59±0.33b 

注：同行小写字母表示差异显著（p<0.05）。 

 
图2 糖苷酶活性与发酵番石榴叶精油中20种主要化合物的相关性热图 

Fig.2 The heatmaps of the correlation analysis between glycosidases and 20 main compounds of essential oils from fermented guava-leaf 
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图 3 不同处理的番石榴叶表皮和内部的扫描电镜微观形态图 

Fig.3 Morphological characteristics of the epidermis and 

interior of the guava leaves treated with different methods 

under SEM 

注：未处理的番石榴叶表皮（a~b）和内部（c~d）；高压

蒸汽灭菌后的番石榴叶表皮（e~f）和内部（g~h）；发酵第 10 d

的番石榴叶表皮（i~j）和内部（k~l）。 
通过 SEM 观察灭菌和发酵前后番石榴叶的显微

结构变化。未处理的番石榴叶(图 3a~3d 所示)表面光

滑，气孔、非腺毛和少量腺毛稠密排布在叶表面，结

构清晰完整，打碎后内部可见大块纤维素碎块致密排

布。经高压蒸汽灭菌后，番石榴叶外壁变粗糙，气孔、

腺毛等结构被破坏，表面分布不规则孔洞，观察其内

部结构，可见碎块失去原本的棱角感，致密的纤维排

列变得疏松，有断层出现(图 3e~3h 所示)。表明高压

蒸汽对番石榴叶的破坏不仅作用到叶子表面覆盖的角

质层，还会涉及细胞壁和腺毛等结构。发酵第 10 d 的

番石榴叶(图3i~3l所示)表皮所特有的腺体和叶脉结构

几乎被酶水解完全，消失不见，微生物的菌丝体均匀

附着在叶表面，打碎叶子后可见原本紧致、完整的纤

维结构被分解成片状。该结果进一步支持红曲霉和巨

大芽孢杆菌通过释放糖苷酶破坏番石榴叶的细胞壁、

腺体，深入切割叶的内部结构导致精油释放的事实。 

2.3  发酵对番石榴叶精油体外活性的影响 

2.3.1  抗氧化活性 

 

 

 

 
图4 发酵对番石榴叶精油体外抗氧化活性和酶抑制活性的影

响 

Fig.4 Effects of fermentation on antioxidant activities and 

enzyme-inhibitory activities of guava-leaf essential oils in vitro 
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注：a 为不同发酵时间的番石榴叶精油和阳性对照物

Trolox 对 ABTS+自由基的清除作用；b 为不同发酵时间的番石

榴叶精油和阳性对照物 Trolox 对 DPPH 自由基的清除作用；c

不同发酵时间的番石榴叶精油和阳性对照物去甲二氢愈创木酸

对 5-脂氧合酶的抑制能力；d 为不同发酵时间的番石榴叶精油

和阳性对照物曲酸对酪氨酸酶的抑制能力。 

抗氧化剂被认为是非常有必要的膳食补充剂，它

们可以保护人体健康并预防许多疾病的发生。基于电

子转移和氢质子转移两种机制[30]，通过测定发酵前后

番石榴叶精油对ABTS+和DPPH两种自由基的清除能

力，更全面地评价发酵对番石榴叶精油体外抗氧化活

性的影响。各精油样品在 0.00~100.00 mg/mL 的浓度

范围内对ABTS+和DPPH自由基的清除率呈良好的剂

量-效应关系，清除能力的增加幅度由急到缓，但所有

精油的抗氧化能力均显著低于 Trolox（p<0.05）和番

石榴叶多酚提取物（对ABTS+和DPPH的 IC50分别为：

27.60±0.06 μg/mL 和 67.38±0.12 μg/mL）。这是由于番

石榴叶精油的主要成分为倍半萜类而非具有共轭双键

的酚类[6]。在 ABTS+自由基清除试验中，低浓度时

（0.00~20.00 mg/mL），发酵 4 d 和 7 d 的番石榴叶精

油表现出更强的清除能力；而在中、高浓度时

（20.00~100.00 mg/mL），发酵 7 d 和 10 d 的番石榴叶

精油表现出更强的清除能力（图 4a）。在 DPPH 自由

基清除试验中，低于 35.00 mg/mL 浓度时，未处理和

发酵 0 d 的番石榴叶精油表现出更强的清除能力；浓

度大于 35.00 mg/mL 时，发酵 10 d 的番石榴叶精油表

现出优异的自由基清除能力（图 4b）。 
半抑制浓度（IC50）是衡量物质生物活性优劣的

最常用参数，即 ABTS+和 DPPH 自由基的初始浓度降

低 50%所需的抗氧化剂浓度。由表 3 可知，发酵第 10 
d 番石榴叶精油的 ABTS+自由基清除活性的 IC50 为

20.47±2.49 mg/mL，明显高于其他发酵组（p<0.05），
较对照组提高 32.66%，但发酵第 10 d 番石榴叶提取

出的精油对 DPPH 自由基的清除能力却下降 26.15%。

这可能是由于蓝绿色的 ABTS+自由基适用于亲水和

亲脂性的抗氧化剂系统，而紫红色的 DPPH 自由基在

测定时被溶解于有机介质，仅适用于疏水系统。同时

番石榴叶精油中的不同组分在不同反应体系里的电子

传递、氧化电势及与活性位点的空间位阻都不同，所

以精油的抗氧化性能由拮抗和协同作用共同组成[30]，

在不同反应体系中发酵前后的番石榴叶精油呈现不同

的抗氧化性结果，需综合分析。 
表3 发酵番石榴叶精油的自由基清除活性和两种酶抑制活性的IC50 

Table 3 IC50 of two radical scavenging and two enzyme inhibitory activities of essential oils from fermented guava‐ -leaf 

样品 ABTS+自由基清除
/(mg/mL) 

DPPH 自由基清除
/(mg/mL) 

5-脂氧合酶抑制 
/(μg/mL) 

酪氨酸酶抑制 
/(μg/mL) 

未处理 30.40±2.71B 17.02±1.57D 28.56±1.49A 116.59±5.17D 

0 d 41.37±2.99A 18.72±0.69D 21.89±0.80D 119.28±3.51C 

4 d 23.92±1.04C 33.73±2.29A 27.08±2.85A 123.09±5.97B 

7 d 21.71±0.76D 30.20±3.20B 25.34±0.74B 127.65±4.18A 

10 d 20.47±2.49D 21.47±1.95C 23.21±1.92C 107.41±3.48E 

Trolox 0.12±0.02E 0.03±0.01E - - 

去甲二氢愈创木酸 - - 3.72±0.11E - 

曲酸 - - - 13.82±0.75F 

注：“-”表示未进行实验，同列大写字母表示差异显著（p<0.05）。 
2.3.2  5-脂氧合酶抑制活性 

5-脂氧合酶在体内的积累会导致白三烯的过量产

生，引起炎症与过敏反应，导致心血管疾病、哮喘和

牛皮癣等病理反应。并且该酶参与前列腺癌、膀胱癌

等多种肿瘤的生长[31]。探究发酵前后番石榴叶精油的

5-脂氧合酶抑制活性，可以为开发治疗炎症反应及肿

瘤等相关疾病的天然化合物提供理论依据。 
未处理组番石榴叶精油对5-脂氧合酶抑制能力的

IC50为28.56±1.49 μg/mL，强于 IC50分别为36.15、39.22
和 48.58 μg/mL 的茱萸（S. officinalis）、鸦葱（S. 
albicaulis）和蓝鼠尾草（S. chamelaeagnea）精油[31]。

发酵后的番石榴叶精油显示出更强的抑制5-脂氧合酶

的能力，与浓度呈现良好的正相关性，但低于阳性对

照去甲二氢愈创木酸（图 4c）。发酵第 4 d、7 d、10 d
的番石榴叶精油的 IC50分别为：27.08±2.85、25.34±0.74
和 23.21±1.92 μg/mL，对酶活性的抑制能力随着发酵

程度的增加而增加（表 3）。推测这与发酵过程中 β-
石竹烯在番石榴叶精油组分中的占比从 37.29%持续

增加到 40.54%有关。相关体内实验表明，除了抑制

5-脂氧合酶途径，β-石竹烯也会选择性地与 2 型大麻

素受体（CB2）结合，在小鼠体内发挥显著的大麻素

性抗炎作用。此外，精油的抗炎活性也与涉及调节细
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胞因子和转录因子的信号级联以及影响促炎基因的表

达有关[31]。 
2.3.3  酪氨酸酶抑制活性 

在哺乳动物皮肤中，黑色素的过度分泌和积蓄会

导致脂溢性角化病、糖尿病性皮肤病、恶性黑色素瘤、

黄褐斑等病症[32]。紫外线、慢性炎症和激素都可刺激

黑色素生成，而酪氨酸酶是控制黑色素生成的起始和

限速酶。 
采用不同组番石榴叶精油进行5-脂氧合酶抑制能

力的测定，结果表明所有精油样品均表现出剂量依赖

性的酪氨酸酶抑制作用，但它们的抑制作用小于曲酸

（图 4d）。对比 IC50 分别为：116.59 μg/mL、123.09 
μg/mL 和 127.65 μg/mL 的未处理组、发酵第 4 d 和第

7 d 的精油样品来说，IC50为 107.41 μg/mL 的发酵第

10 d 的番石榴叶精油对酪氨酸酶抑制作用最强。这与

发酵对在抑制酪氨酸酶活性中起着至关作用的成分β-
石竹烯的浓度调节有关，已证实 β-石竹烯在 B16F10
黑色素瘤细胞中，通过下调 MITF，TRP-1，TRP-2 酪

氨酸酶相关基因的表达来减少黑色素生成，从而降低

黑色素含量[33]。此外，有报道表明(+)-香橙烯、香树

烯、δ-杜松烯和氧化石竹烯也具有酪氨酸酶抑制活性，

因此番石榴叶精油各成分以协同方式发挥其对酪氨酸

酶的抑制作用，而发酵到第 10 d 刚好使精油中各成分

达到酶抑制效果最好的浓度组合。实际上，曲酸、熊

果素和对苯二酚是抑制酪氨酸酶活性最常见的成分，

但关于它们安全性和有效性的文献仍存在一些争议。

因此，功效适中且副作用较小的精油作为新型天然酪

氨酸酶抑制剂的开发有着巨大潜力。 

3  结论 

采用红曲霉和巨大芽孢杆菌对番石榴叶进行混菌

固态发酵，显著提高番石榴叶精油的提取率，达到未

发酵组的 6.53 倍，效果优于超声、微波、酶辅助和超

临界提取技术。相关性分析和 SEM 电镜观察表明，

番石榴叶精油中主要成分的释放与发酵中微生物分泌

的糖苷酶密切相关，三种纤维素酶和木聚糖酶在破坏

细胞结构、促进挥发性芳香化合物的释放中起着关键

作用，其中 β-葡萄糖苷酶和木聚糖酶也是促使结合态

芳香糖苷转化为挥发性化合物的关键酶。而番石榴叶

精油主要成分的释放与 β-半乳糖苷酶的相关性较低。

同时，发酵后的番石榴叶精油清除 ABTS+自由基和抑

制 5-脂氧合酶、酪氨酸酶的能力均有所提高，说明红

曲霉和巨大芽孢杆菌的混菌固态发酵体系能够改善番

石榴叶精油的生物活性。本研究为固态发酵技术提高

植物精油的释放提供了理论依据，也为开发新型的天

然药物或营养保健品提供新途径。 
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