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摘要：苹果皮是生产苹果酱、果汁和其他产品的副产品，为探究其益生活性，该研究首先利用 φ=80%丙酮作为溶剂得到苹果皮

提取物（Apple Peel Extract，APE），并采用高效液相色谱法对提取物的多酚组分进行分析。再通过体外益生菌厌氧发酵，跟踪测定

24 h 期间的生物量、pH值和多酚组分的变化。苹果皮提取物一共鉴定到 13 种多酚类物质，主要组分为根皮苷 515.54 mg/100 g、金丝桃

苷 530.06 mg/100 g 和槲皮苷 459.04 mg/100 g。与空白组相比，APE 显著促进了长双歧杆菌、嗜酸乳杆菌、副干酪乳杆菌和鼠李糖乳

杆菌四种益生菌的增殖，其发酵液的 pH 值维持在 3.66~4.00，降低了 42.86%~47.71%。在发酵过程中，根皮苷分别被消耗了 93.36%、

89.21%、86.31%和 0.41%。结果表明，苹果皮提取物拥有丰富的多酚单体组成，是一种潜在可利用的益生元，可以调节肠道益生菌生

长及代谢，具有较高的益生活性。 
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Abstract: Apple peel extract is a by-product of apple sauce, apple juice and other products. To investigate its probiotic properties, apple 

peel extract (APE) was extracted using 80% acetone. The polyphenol components of the extract were determined using high-performance liquid 

chromatography. Changes in biomass, pH and polyphenol components were then tracked for 24 h using in vitro anaerobic fermentation. The pH 

value of the fermentation broth was kept at 3.66~4.00 (42.86%~47.71% lower than that of the control group). A total of 13 types of polyphenol 

were identified from APE. The main polyphenols were phlorizin (515.54 mg/100 g), hyperoside (530.06 mg/100 g) and quercitrin  

(459.04 mg/100 g). The growth of Bifidobacterium longum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, and Lactobacillus rhamnosus 

was significantly promoted by the apple peel extract compared with the control group. During the fermentation process, phlorizin was consumed 

93.36%, 89.21%, 86.31%, and 0.41% by each bacterium, respectively. The results showed that apple peel extract possesses a rich composition of 

polyphenol monomers, which potentially could regulate the growth and metabolism of intestinal probiotics. 
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苹果别名平安果、超凡子，《神农本草经》上记为

木柰，是蔷薇科苹果属的一种植物。苹果与葡萄、柑

桔、香蕉并称世界四大水果，在中国东北、华北、华 
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东等地区广泛栽培，也是我国产量最多、销售期最长

的水果[1,2]。苹果含有丰富的营养物质，如维生素、矿

物质、糖类、膳食纤维和多酚等。美国康奈尔大学的

刘瑞海教授团队[3]发现在生产苹果果酱和罐装苹果过

程中会造成大量的苹果果皮浪费，其通过干燥研磨可

以变废为宝，并在之后的研究中表明其具有较高的多

酚含量和较强的生物活性，如抗氧化和抗增殖[4]。 

国际上将益生菌的定义为：活的微生物，在摄入

足量时能促进宿主健康。近年来，益生菌在调节肠道
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菌群的基础功能上，被挖掘了更多生物活性。当今疫

情大流行，研究证明，益生菌的摄入增强了严重急性

呼吸系统综合征冠状病毒2型（Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus Type 2，SARS-CoV2）的特异性

抗体 IgM 和 IgG，通过与宿主的免疫系统相互作用，

来改善新冠病毒患者的症状和缩短持续时间[5]。近期，

幽门螺旋杆菌被美国卫生及公共服务部明确为致癌物

质，其能导致胃炎、胃溃疡甚至胃癌，与心血管与代

谢疾病也有一定联系[6]，我国感染率接近 60%。Wang

等[7]使用抗生素与益生菌联合治疗，结果表明益生菌

能缓解治疗后的菌群失调，加强治疗效果。 

益生元能够选择性刺激肠道菌生长，解决益生菌

定植难的问题，与益生菌协同发挥作用。过去的益生

元是指低聚糖，而新兴的益生元拓展到了植物多糖和

多酚等领域。植物提取物富含多酚，被认为是生物利

用度较低的物质，但是通过肠道菌群的介导，多酚能

促进益生菌的生长，经益生菌转化后的糖苷配基具有

更高的生物活性，从而建立多酚与益生菌的互惠关 

系[8]。Zahid 等[9]将苹果皮添加到益生菌的培养基中，

发现其促进了干酪乳杆菌、鼠李糖乳杆菌和动物双歧

杆菌的增殖，但把功劳归结于高纤维含量。而在本研

究利用丙酮萃取出苹果皮提取物并将其添加到益生菌

培养基中，评估发酵过程中的生物量及 pH 值，并分

析其中多酚组分的变化，旨在探究苹果皮提取物中多

酚对益生菌的益生活性和它们之间的相互作用，使其

成为潜在的益生元，为具有益生特性产品的开发提供

了新的思路和选择。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

苹果皮粉（AppleActiv™）由加拿大 Leahy Orchard 

股份有限公司提供；低聚半乳糖（Galactooligosaccharides，

GOS）从中国山东省德州市保龄宝生物有限公司购入；

长双歧杆菌（BI-05）、嗜酸乳杆菌（LA-14）、副干酪

乳杆菌（LPC-G110）和鼠李糖乳杆菌（LR-G14）从

广东时代食品与生命健康研究所获得；多酚标准品均

从上海源叶生物科技有限公司购得；所有其他化学品

和溶剂均为分析级或液相级。 

1.2  主要仪器设备 

AL-B 应用型厌氧工作站，大连速优博生物技术

有限公司；雷磁 PHS-3E 型 pH 计，上海仪电科学仪

器股份有限公司；752N 可见分光光度计，上海仪电（集

团）有限公司；Waters 高效液相色谱仪，美国沃特世

有限公司；Supersil ODS2 色谱柱（250×4.6 mm，5 μm），

大连依利特分析仪器有限公司。 

1.3  苹果皮提取物的制备 

参考 He 等[10]的方法，略有改动。 

游离态的提取：准确称取苹果皮粉 20.00 g，按料

液比 1:10（m/V）加入 200 mL 预冷的 φ=80%冰丙酮溶

液，用手持均质机均质（12 000 g，5 min），之后将混

合液离心（8 000 g，20 min，4 ℃），收集上清液。以

上操作重复 5~6 次，直至上清液接近无色澄清为止。

收集到的上清液在 45 ℃下真空旋转蒸发浓缩至完全，

超纯水吹打复溶，-40 ℃冰冻过夜，冷冻干燥（-50 ℃，

0.04 mbar，72 h），低温密封保存。 

结合态的提取：在上述提取游离酚剩余的粉渣中

加入 20 mL NaOH（4 mol/L）溶液，不断震荡混合完全，

消化 1 h后加入浓盐酸中和，并调节 pH值至 2.0。之后

用乙酸乙酯萃取混合液中的活性物质，离心（12 000 g， 

10 min）收集上清液，反复萃取直至乙酸乙酯层无色

透明。收集到的上清液在 45 ℃下真空旋转蒸发浓缩

至完全，超纯水吹打复溶，-40 ℃冰冻过夜，冷冻干

燥（-50 ℃，0.04 mbar，72 h），低温密封保存。 

1.4  总酚含量的测定 

总酚含量的测定按照福林酚法[11]进行。吸取待测

液和福林酚试剂各 200 μL，混合均匀，室温避光静置 

5 min，加入 2 mL m=7% NaCO3溶液，用超纯水补充反

应体系至 4 mL，震荡，避光静置 90 min，760 nm 处测

定吸光值。按照标准曲线 Y=5.115×X+0.071 67 

（R
2
=0.999 3），以没食子酸为当量（Gallic Acid 

Equivalent，GAE），计算苹果皮多酚的总多酚含量。 

1.5  总黄酮含量的测定 

总黄酮含量的测定按照亚硝酸钠-硝酸铝法[12]进行。

吸取 0.5 mL 待测液与 4.5 mL 30%乙醇、0.3 mL m=5% 

NaNO2 溶液混合均匀室温下避光静置 6 min，再加入 

4 mL 1.0 mol/L NaOH，充分振荡，避光静置 15 min，

测定510 nm处吸光值。按照标准曲线Y=1.589X-0.001 8

（R
2
=0.999 6），以儿茶素为当量（Catechin Equivalent，

CE），计算苹果皮多酚总黄酮含量。 

1.6  多酚组分液相色谱分析 

多酚组分分析采用高效液相色谱法（High 

Performance Liquid Chromatography，HPLC）[13]。色

谱柱为反相 C18（250×4.6 mm，5 μm），采用梯度洗

脱，流动相 A（0.1%三氟乙酸水溶液）与 B（乙腈），
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洗脱程序如表 1；柱温设定为 35 ℃，检测波长设定为    

280 nm，检测进样量为 10 μL。各组分含量根据标准

曲线计算。 

表1 洗脱程序 

Table 1 Elution procedure 

时间/min 
流动相比例/% 

A B 

0 90 10 

5 90 10 

20 75 25 

25 65 35 

31 42 58 

34 40 60 

40 10 90 

50 90 10 

60 90 10 

1.7  体外培养益生菌 

蛋白胨酵母葡萄糖（Peptone Yeast Extract Glucose，

PYG）肉汤培养基（1 000 mL 配方）：20 g 蛋白胨、     

5 g 葡萄糖、10 g 酵母浸粉、0.08 g NaCl、0.008 g CaCl2、

0.008 g MgSO4、0.08 g K2HPO4、0.4 g NaHCO3、0.5 g 

L-半胱氨酸盐，在 121 ℃条件下灭菌 20 min，无菌条

件下加入 4 mL 氯化血红素（5 mg/mL，0.5 g 氯化血

红素溶于 1 mL 1 mol/L NaOH，加超纯水定容至 

100 mL）、1 mL VK1（10 mg/mL，1 g VK1加无水乙醇

定容至 100 mL），在厌氧工作站中除氧，备用。 

基础培养基（1 000 mL 配方）：2.0 g 酵母浸粉、

2.0 g 蛋白胨、0.1 g NaCl、0.04 g KH2PO4、0.04 g 

K2HPO4、0.01 g CaCl2、0.01 g MgSO4·7H2O、2.0 g 

NaHCO3、0.5 g L-半胱氨酸盐、0.5 g 猪胆酸盐、2.0 mL 

Tween 80，在 121 ℃条件下灭菌 20 min，无菌条件下

加入 4 mL 氯化血红素（5 mg/mL）、1 mL VK1 

（10 mg/mL），在厌氧工作站中除氧，备用。 

长双歧杆菌，嗜酸乳杆菌，副干酪乳杆菌和鼠李

糖乳杆菌在 PYG 肉汤培养基中培养至稳定期，然后

将 100 μL 培养物加入含有 5%（m/V）苹果皮提取物

（APE 组）或低聚半乳糖（GOS 组，阳性对照）的 

9.9 mL 新鲜基础培养基中。不再另外添加任何碳源

的基础培养基为空白对照（Blank 组）。在厌氧工作

站中于 37 ℃下孵育 24 h。于 0、2、3、4、6、8、12

和 24 h，取出样品立即冰水浴 5 min之后分成两部分。

一部分用于测定 pH 值和生物量（OD600 nm，发酵液

的光密度值可用于测量发酵液中的细菌数量）。将另

一部分以 8 000 r/min 离心 10 min，并通过 0.22 μm 膜

过滤后续进行 HPLC。 

1.8  数据处理 

所有试验数据x±sd（n=3）表示，采用 SPSS 21.0

进行数据处理，GraphPad Prism 9 进行作图，以 p＜0.05

为统计学差异。 

2  结果与讨论 

2.1  苹果皮提取物的多酚组分分析 

2.1.1  苹果皮多酚的总酚及总黄酮含量 

从苹果皮粉中得到提取物，其中游离态得率为

22.5%、结合态得率为 0.84%，两者相差 26 倍。测得

游离态、结合态中的总酚分别为 11.06、0.11（mg GAE/g，

RDW），总黄酮含量分别为 9.38、0.07（mg CE/g，RDW），

两种酚类的两种物质含量相差 100 多倍。结合态提取

物得率太低，考虑到之后试验的提取物的用量，结合

态提取物不再进行后续试验，文章中的苹果皮提取物

（APE）均指苹果皮中的游离态提取物。国内研究苹

果果皮的较少，将其分为游离态和结合态的更少。颜

源凤等[14]提取了国内嘎啦果、红蛇果和红富士三个品

种的多酚，发现果皮中的多酚含量远高于果肉和果核。

孙华迪等[15]优化了超临界 CO2 萃取工艺对红富士苹

果皮中的多酚进行提取，最大含量为7.89 GAE mg/g。 

表2 苹果皮提取物的总酚及总黄酮含量 

Table 2 Total phenol and total flavonoid content of apple peel 

polyphenol 

组别 
总多酚/ 

(mg GAE/g，RDW) 

总黄酮/ 

(mg CE/g，RDW) 

游离态 11.06±0.07 9.38±0.19 

结合态 0.11±0.01 0.07±0.01 

总量 11.17±0.08 9.45±0.19 

2.1.2  苹果皮提取物的多酚组分分析 

从图 1 和表 3 可以看出，APE 的 HPLC 色谱图中

的峰 1-13 根据保留时间和标准品分别鉴定为没食子

酸、绿原酸、香草酸、咖啡酸、表儿茶素、表没食子

儿茶素没食子酸酯（Epigallocatechin Gallate，EGCG）、

芦丁、金丝桃苷、异槲皮苷、阿魏酸、槲皮苷、二氢

黄酮苷和根皮苷。与之前报导的一样，苹果皮中含有

大量的生物活性物质，通常以糖苷结合键的形式存 

在[16]。其中，根皮苷、金丝桃苷和槲皮苷是 APE 中的

主要植物化学成分，其含量分别为 515.54、530.06、

459.04 mg/100 g。根皮苷通过与核转录因子 Nrf2 的结

合，能显著缓解小鼠力竭运动引起的疲劳[17]。金丝桃

苷对预防和治疗肥胖症具有有益作用，低剂量可以抑
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制 3T3-L1 前脂肪细胞分化成的成熟脂肪细胞前期脂

肪的生成，而高浓度则可以在后期减少脂肪的积累[18]。

槲皮苷具有抗凝血活性，可以成为治疗血栓性疾病的

有效药物[19]。丰富的多酚组成使苹果皮提取物拥有丰

富的生物活性。 

 

图1 苹果皮提取物的高效液相色谱图 

Fig.1 High performance liquid chromatogram of apple peel 

extract 

表3 苹果皮提取物的多酚组分含量 

Table 3 Polyphenol fraction content of apple peel extract 

标号 保留时间/min 组分名称 含量/(mg/100 g，DW) 

1 5.200 没食子酸 51.27±0.29 

2 13.446 绿原酸 190.43±6.28 

3 15.218 香草酸 90.40±1.28 

4 15.566 咖啡酸 61.57±0.34 

5 16.836 表儿茶素 130.55±12.93 

6 17.575 EGCG 148.38±1.17 

7 21.169 芦丁 135.74±12.40 

8 22.011 金丝桃苷 530.06±23.21 

9 22.332 异槲皮苷 184.22±20.79 

10 23.357 阿魏酸 64.41±1.47 

11 24.449 槲皮苷 459.04±14.82 

12 24.844 二氢黄酮苷 131.40±4.68 

13 26.811 根皮苷 515.54±12.60 

2.2  苹果皮提取物的益生活性 

双歧杆菌和乳酸杆菌因其优异的抗氧化、抗炎和

抗肥胖特性而成为具有代表性的益生菌[20,21]。本研究

选择长双歧杆菌（Bifidobacterium longum，BL）、嗜酸

乳杆菌（Lactobacillus acidophilus，LA）、副干酪乳杆

菌（Lactobacillus paracasei，LP）和鼠李糖乳杆菌

（Lactobacillus rhamnosus，LR）进行体外培养，通过

测定其发酵过程中的生物量和 pH 值来评估苹果皮提

取物对益生菌的影响。 

2.2.1  益生菌发酵过程中生物量的变化 

如图 2 所示，与 Blank 组相比，在 BL、LA、LP

和 LR 的培养基中补充 APE 或 GOS 在不同程度上刺

激了益生菌的生长。APE 组中长双歧杆菌、嗜酸乳杆

菌和副干酪乳杆菌的生物量在前 0~3 h 期间缓慢增加，

而在 4~6 h 期间显著增加（p＜0.05），在 12 h 后生物

量变化非常小，最终 OD600 nm值稳定在 1.1 左右。GOS

组中的 BL、LA 和 LP 的生物量在整个试验过程中持

续增加。蒋玉兰等[22]发现低浓度的茶多酚促进保加利

亚乳杆菌的生长。Molan 等[23]在短双歧杆菌的培养基

中添加了水溶性的蓝莓多酚，菌株的生物量显著增加。

然而，鼠李糖乳杆菌生长较慢，最终生物量少于其他

菌株，这可能是由于益生菌利用碳源的能力取决于其

底物偏好和酶对复杂碳源的水解催化能力。此外，鼠

李糖乳杆菌对多酚更敏感，低浓度的多酚容易起到抑

制生长的作用[24]。结果显示，益生菌在添加了苹果皮提

取物的培养基中适应期较短，迅速进入生长期，生长速

度快，在 12 h 后进入稳定期，说明益生菌能够以苹果

皮提取物作为碳源维持生命繁殖、生长代谢。 
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图2 益生菌发酵过中生物量的变化 

Fig.2 Changes in biomass during probiotic fermentation 

2.2.2  益生菌发酵过程中 pH 值的变化 

从图 3 可以看出，在发酵的 24 h 期间，Blank 组

中四种益生菌的 pH 值几乎没有变化（p＞0.05），始终

维持在 7.00~6.80 左右。发酵时间从 0 h 至 6 h，APE

组中 BI、LA、LP 和 LR 的 pH 值分别从 7.0 左右下降

至 5.40、5.13、4.92 和 6.13，GOS 组中的 pH 值下降

至 5.32、4.85、4.76 和 6.15，各组均存在显著差异性

（p＜0.05）。鼠李糖乳杆菌在生长量增加不明显的同

时，代谢产酸量也较少。发酵 12 h 后，APE 组 pH 值

分别下降至 4.10、3.98、4.02 和 4.61，GOS 组 4.08、

3.98、3.98 和 4.80，前后变化显著（p＜0.05）。发酵结

束时，APE 组 pH 值最终分别达到 3.88、3.66、3.68

和 4.16，GOS 组的变化相似。益生菌产生有机酸会降

低肠道环境 pH 值，对其竞争对手产生不利影响，并

降低病原体引起肠道感染的风险[25]。国内多利用整果

榨汁进行发酵，如杨琦等[26]利用植物乳杆菌发酵蓝莓

鲜榨汁、高振鹏[27]发酵乳杆菌发酵苹果果汁，结果发

现酸度增加。在本研究中明确苹果皮多酚提取物作为

菌株代谢底物，增强了益生菌代谢活性，成为益生活

性的促进剂。 

  

  

图3 益生菌发酵过程中pH值的变化 

Fig.3 Changes in pH value during probiotic fermentation 

2.2.3  益生菌发酵过程中多酚组分的变化 

为了分析发酵过程中益生菌对苹果皮提取物中多

酚的利用情况，我们通过 HPLC 测定了不同时间点发

酵上清液中的多酚组分。如图 4 所示，在 24 h 的发酵

过程中，槲皮素、金丝桃苷和芦丁的含量都发生了变

化，其中最显著的变化来自根皮苷。通过四种益生菌

的发酵，根皮苷的含量随时间的延长从 0.024 1 mg/mL

分别下降到0.001 6、0.002 6、0.003 3和0.024 0 mg/mL。

根皮苷在苹果皮中含量丰富，是属于二氢查尔酮的根

皮素的葡萄糖苷[28]。先前的研究表明，乳酸杆菌和双

歧杆菌能够产生多种水解酶，如 β-葡萄糖苷酶和 α-半

乳糖苷酶[29]。这些酶有助于糖苷键的裂解，从而释放

相应的糖苷和酚类糖元[30]。正如预期的那样，在 3 h 时，

发酵液中检测到根皮素。Chang 等[31]发现与根皮苷相比，

根皮素能通过NF-κB和MAPK信号通路降低炎症因子

（IL-6、TNF-α、iNOS 和 COX-2）的水平，对脂多糖

刺激的巨噬细胞具有更高的抗炎活性。说明经过肠道

益生菌的生物转化，生成了更具活性的形式（苷元）。 
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图4 益生菌发酵过程中多酚组分的变化 

Fig.4 Changes in polyphenol fractions during probiotic 

fermentation 

注：a、b、c、d分别指长双歧杆菌、嗜酸乳杆菌、副干酪乳

杆菌和鼠李糖乳杆菌。 

随着对植物提取物及多酚研究的不断深入，人们

逐渐认识到其益生活性。富含多酚的番荔枝提取物能

促进干酪乳杆菌的增殖[32]，绿茶中的 EGCG 有利于双

歧杆菌和嗜酸乳杆菌的生长[33]。市面上还出现了一些

多酚与益生菌相结合的产品，其中最成熟的就是酸奶。

Walter 等[34]将黑杨和蒿柳的多酚提取物添加到酸奶中，

可缩短发酵时间并提高其抗氧化活性，生咖啡提取物

应用于酸奶也得到同样的效果[35]。此外，在多酚存在

的情况下，乳酸菌可确保更高浓度的乳酸，同时稳定

植物提取物，提高其生理活性[36]。综上所述，开发多

酚作为益生元的市场前景广阔。 

3  结论 

本研究经过高效液相色谱法分析，苹果皮提取物

中共检测得到 13 种酚类物质，分别是没食子酸、绿原

酸、香草酸、咖啡酸、表儿茶素、EGCG、芦丁、金

丝桃苷、异槲皮苷、阿魏酸、槲皮苷、二氢黄酮苷、

根皮苷，其中金丝桃苷含量最高。苹果皮提取物显著

刺激了长双歧杆菌、嗜酸乳杆菌、副干酪乳杆菌和鼠

李糖乳杆菌四种益生菌的生长，益生菌通过代谢多酚

产酸来降低了发酵液 pH 值（∆pH=3.15、3.38、3.34、

2.90），在此过程中根皮苷成为首选的底物被水解成更

具活性的根皮素。结果表明，苹果皮提取物与益生菌

建立了良好的互惠关系，能成为可利用的益生元，从

而促进宿主肠道及整体健康，对苹果加工副产物的综

合利用、开发益生活性的功能产品提供了理论基础。

后续的研究将基于体内实验聚焦肠道菌群，全方位地

深入揭示苹果皮提取物与益生菌相互作用的分子机制。 
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