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枯草芽孢杆菌发酵小米糠对其抗氧化肽含量与
抗氧化活性的影响

郭利娜，朱 玉，刁明明，陆兆新，吕凤霞，赵海珍*
（南京农业大学食品科技学院，江苏 南京 210095）

摘  要：为提高小米糠的附加值，本实验以多个枯草芽孢杆菌为起始菌株，透明圈直径与菌落直径之比（HC值）

为初筛指标，通过酪蛋白平板培养法进行高产蛋白酶菌株的初步筛选。将初筛所获得菌株在小米糠基础培养基

上进行发酵，对其发酵上清液的总蛋白酶活力、多肽含量及总抗氧化能力（total antioxidant capacity，T-AOC）

进行测定，进一步筛选出最适菌株。用此菌株对小米糠进行发酵，并对其最适发酵时间及上清液的抗氧化活性

进行测定。结果表明：NattoD-3为最佳发酵菌株，其产蛋白酶活力为90.22 IU/mL，发酵小米糠72 h时所获得发

酵上清液4 种体外抗氧化活性相对最高，分别为T-AOC值38.04 U/mL、1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl，DPPH）自由基清除率75.37%、总还原力0.18及Fe2+螯合能力44.34%，最终发酵上清液的多肽含量为

4.28 mg/mL，纤溶酶活力为522.64 IU/mL。
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Effect of Fermentation by Bacillus subtilis on Antioxidant Peptide Content and Antioxidant Activity of Millet Bran
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Abstract: In order to find the most suitable strain for the production of antioxidant peptides and plasmin from millet bran, 
initial screening of 27 Bacillus subtilis stains for the ratio of transparent circle diameter to bacterial colony diameter (HC 
value) was performed on casein agar plates and further screening of the selected strains based on total proteinase activity, 
peptide content and total antioxidant capacity (T-AOC) of fermentation supernatants was conducted using the basal medium 
containing millet bran. This study also investigated the optimal fermentation time for antioxidant activities of fermentation 
supernatants using the selected optimal strain. Results showed that NattoD-3 was found to be the optimal strain for the 
fermentation of millet bran, yielding a protease activity of 90.22 IU/mL. The optimal fermentation time was 72 h, and the 
resulting T-AOC, DPPH radical scavenging activity, reducing power and Fe2+ chelating ability of millet bran fermentation 
supernatant were 38.04 U/mL, 75.37%, 0.18 and 44.34%, respectively. The peptide content in the fermentation supernatant 
reached 4.28 mg/mL with plasmin activity of 522.64 IU/mL.
Key words: Bacillus subtilis; fermentation; millet bran; antioxidant peptide
中图分类号：TS209                                         文献标志码：A	 文章编号：1002-6630（2015）13-0196-06

doi:10.7506/spkx1002-6630-201513036

收稿日期：2014-08-08

基金项目：中央高校基本科研业务费重点项目（kyz201118）

作者简介：郭利娜（1990—），女，硕士研究生，主要从事食品生物技术研究。E-mail：2012108005@njau.edu.cn

*通信作者：赵海珍（1975—），女，副教授，博士，主要从事食品生物技术研究。E-mail：zhaohz@njau.edu.cn

谷子是中国传统的谷物，每年产量约450 万t。小米糠

占谷子总量的6%～8%，每年将产生小米谷糠40 万t左右，

是一种产量较大的可再生利用资源[1-2]。研究显示，小米糠

蛋白含量和消化率均高于小米蛋白。小米糠蛋白中的8 种
必需氨基酸的氨基酸评分和化学评分（分值都大于1，达

到全价蛋白的标准，且小米糠中的氨基酸组成更接近联

合国粮食及农业组织/世界卫生组织（Food and Agriculture 
Organization/World Health Organization，FAO/WHO） 

联合食品标准计划推荐的标准模式，营养价值堪比牛奶

和鸡蛋[3]。

利用微生物对食物蛋白进行发酵水解提高其营养价

值，一直是食品领域的研究热点。许多微生物具有酶的

抗氧化机制，发酵后可将蛋白水解成多肽或氨基酸，可

提高其生物活性及其抗氧化特性[4-5]。Chung等[6]报道，经

Bacillus subtilis IMR-NK1发酵过的红豆制品呈现出显著

的抗氧化活性。Zhu Yunping等[7]使用 Bacillus subtilis B2发
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酵豆腐渣蛋白，发现发酵产物中的多肽含量有了很大的

提高，并且发酵产物的自由基清除活力和抗氧化活性比

原来的豆腐渣蛋白有了显著的提高。祁红兵等[8]利用微生

物对米糠进行发酵，发现其上清液的抗氧化能力有显著

提高。Amadou等[9]利用乳酸菌发酵小米，并对其发酵物

进行分析，发现分子质量为600 D左右的多肽的抗氧化能

力较好。枯草芽孢杆菌是一种产蛋白酶、α-淀粉酶活力

较高的菌种，如果能用于小米糠发酵，将有利于小米糠

资源的可再生利用，同时提高其附加价值。

本实验以多个枯草芽孢杆菌为出发菌株，以透明圈

直径与菌落直径之比（HC值）为指标，初步筛选出产蛋

白酶活力高的菌株。然后以多肽含量、蛋白酶活力及总

抗氧化能力（total antioxidative capacity，T-AOC）为复筛

指标，对初筛得到的菌株进行复筛，从而获得对小米糠

发酵产蛋白酶活力、多肽含量及T-AOC较高的菌株。国

内外至今尚未有关于使用Bacillus subtilis对小米糠进行液

态发酵并研究其多肽和抗氧化活性变化的报道。本研究

是目前深度开发利用小米糠蛋白的一个新的发展方向，

对于提高小米糠的利用价值具有一定的理论指导意义。

1 材料与方法

1.1 材料、菌株与培养基

小米糠  山西沁水县，蛋白质、脂肪、淀粉、水

分、灰分、纤维素、多酚、植酸含量分别为10.02%、

6.15%、10.02%、9.11%、6.71%、54.16%、0.89%、2.04%。

27 株枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）由南京农业大

学酶工程实验室筛选并保存。

NA培养基：牛肉浸膏3.0 g/L、蛋白胨10.0 g/L、
NaCl 5.0 g/L、琼脂18.0 g/L、pH 7.0。斜面培养基：蛋白胨

10 g/L、牛肉膏5 g/L、NaCl 5 g/L、琼脂15 g/L。酪蛋白平

板：蛋白胨1%、牛肉膏0.5%、NaCl 0.5%，pH 7.0～7.2，
脱脂奶粉1.5%。基础培养基：脱脂小米糠6 g、葡萄糖

0.1 g、NaCl 0.5 g、蒸馏水100 mL置于250 mL的三角瓶，

自然pH值，115 ℃条件下灭菌20 min。
Gly -G ly -Ty r -A rg、1 , 1 -二苯基 - 2 -三硝基苯肼

（1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）、菲洛嗪 美国 

Sigma公司；T-AOC 南京建成科技有限公司；培养基

成分均为分析纯 国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

AY120电子天平、UV-2450紫外-可见分光光度计 
日本Shimadzu公司；SW-CJ-1FD型单人单面净化工作台 
苏州净化设备有限公司；Anke DL-5-B离心机 上海安亭

科学仪器厂；HYG-G型三层摇床 太仓实验设备厂。

1.3 方法

1.3.1 菌株发酵培养

将安瓿管中的菌种接入装有100 mL NA培养基的三

角瓶中，棉塞封口，置于空气摇床中进行扩大培养，在

37 ℃、180 r/min条件下培养24 h，使菌种转接活化。

1.3.2 菌种初筛

分批取活化好的菌株进行酪蛋白平板涂布，在37 ℃
恒温培养箱内培养24 h。通过测量透明圈直径和菌落直

径，计算HC值（透明圈直径与菌落直径之比）。选出

HC值较高的菌株进行复筛。接种至斜面培养基上保存，

数据测3 次取平均值。

1.3.3 发酵培养

将初筛得到的菌种在NA培养基中进行活化，然后接

入基础培养基，置于空气摇床中，在180 r/min、30 ℃条

件下恒温培养48 h，进行液体发酵，结束后取发酵液进行

处理分析。

1.3.4 发酵上清液制备

发酵培养到48 h后，将各菌株发酵液在100 ℃条件

下灭菌10 min，于4 000 r/min离心20 min，取上清液，用

0.45 μm滤膜过滤，滤过液即为发酵上清液。

1.3.5 发酵液蛋白酶活力测定

不同菌株接入基础培养基，在180 r/min、30 ℃条

件下培养48 h，离心取上清液。上清液中酶活力的测定

以2%酪蛋白为底物，采用Folin-酚法进行测定 [10]。酶

活力单位定义为40 ℃条件下，pH值为7.5，以每分钟

1 mL酶溶液水解酪蛋白产生1 μg酪氨酸为一个酶活力

单位（IU）。

酶活力标准曲线绘制：取质量浓度为0、10、20、
30、40、50 μg/mL的酪氨酸标准溶液各1.00 mL，各加

入0.4 mol/L碳酸钠溶液5.00 mL，Folin-酚试剂使用液

1.00 mL，然后置于（40±2） ℃水浴中显色20 min，
取出，用分光光度计于680 nm波长处分别测定其吸光

度（A）值。以吸光度A680 nm为纵坐标，酪氨酸的质量

浓度为横坐标，绘制标准曲线，得到标准曲线方程为

y=0.011 8x（R2=0.999 1）。

1.3.6 小米糠发酵上清液中多肽含量的测定

取发酵上清液3 mL，加入3 mL 10 g/100 mL三氯乙酸

（trichloroacetic acid，TCA）水溶液，于漩涡混合仪上混

合均匀，静置30 min，5 000 r/min离心20 min，取1 mL上
述溶液置于试管中，加入双缩脲试剂4 mL，于漩涡混合

仪上混合均匀，静置30 min，取上清液于540 nm波长处

测定A540 nm值，与标准曲线对照得出样品溶液中的多肽质

量浓度，计算出发酵上清液中的多肽含量[11]。

多肽标准曲线绘制：取不同体积的Gly-Gly-Tyr-Arg 
标准溶液其单位为mg/mL，按照上述方法测定吸光

度，以吸光度为纵坐标，多肽质量浓度为横坐标绘

制标准曲线，得到回归方程为y=0.045  9x＋0.008  0
（R² = 0.999 9）。
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1.3.7 总抗氧化活力测定

根据文献[12]采用总抗氧化活性试剂盒对小米糠发酵

上清液的总抗氧化活力进行测定，平行测定3 次。抗氧化

物质能将Fe3+还原为Fe2+，而Fe2+能使菲啉类物质形成稳

固的络合物，在520 nm波长处通过比色测出其抗氧化能

力的高低。总抗氧化活力定义为在37 ℃条件下，每分钟

每毫升抗氧化物质使反应体系的A520 nm值每增加0.01，为

一个总抗氧化活力单位（U）。

X=
A1 A0 n0.01 30

V
V0

	 （1）

式中：X为总抗氧化活力/（U/mL）；A1为测定样的

A520 nm值；A0为对照样的A520 nm值；V为反应液总体积/mL；
V0为取样量/mL；n为稀释倍数。

1.3.8 DPPH自由基清除能力测定

参考Saiga等[13]的方法。样品组是小米糠发酵上清液

用蒸馏水稀释6 倍后，与等体积的0.2 mmol/L DPPH溶液

（用95%的乙醇溶解）混合；对照组是稀释6 倍后的发

酵液与95%乙醇等体积混合；空白组是95%乙醇与等体

积的0.2 mmol/L DPPH溶液（用95%的乙醇溶解）混合。

各组混合物摇匀，在遮光和室温条件下反应30 min，在

517 nm波长处定A517 nm值。小米糠发酵上清液对DPPH自

由基清除能力计算公式如下。

X/%= 1
As Ac 100Ab Ac

	 （2）

式中：X为小米糠发酵上清液的DPPH自由基清除 

率 /%；A s是稀释后发酵液的A 517 nm值；A c是对照组的 

A517 nm值；Ab是空白组的A517 nm值。

1.3.9 Fe2+螯合能力测定

参考文献[14]方法并进行一定的改进。3 mL发酵上

清液和50 μL 2 mmol/L FeCl2溶液混合，加入750 μL的蒸

馏水，再加入200 μL 5 mmol/L的菲洛嗪溶液。充分混

合后，在室温下反应10 min，之后在562 nm波长处测定

A562 nm值。空白组是以3 mL蒸馏水代替发酵上清液与上述

反应液混合，以蒸馏水调零。发酵上清液Fe2+螯合能力的

计算公式如下。

X/%=
A0 A1 100A0

	 （3）

式中：X为发酵上清液的Fe2+螯合能力/%；A0为空白

组A562 nm值；A1为发酵上清液A562 nm值。

1.3.10 发酵上清液总还原能力的测定

参照Kaur等[15]的方法。将2 mL的发酵上清液和5 mL
磷酸盐缓冲液（0.2 mol/L，pH 6.6）混合，然后加入

5 mL 1%铁氰化钾溶液，混合物在50 ℃保温20 min。
加入5 mL 10 g/100 mL TCA溶液，混匀，3 000 r/min离
心10 min。取2 mL上清液和1 mL蒸馏水混合，再加入

0.5 mL 0.1 g/100 mL FeCl3溶液，在700 nm波长处测定

A700 nm值，吸光度越高说明样品的还原能力越强。

1.3.11 纤溶酶活力测定

利用所筛选菌株对小米糠进行液态发酵后，5 000 r/min 
离心25 min，取上清液，测定纤溶酶酶活力。纤溶酶的

活力测定采用琼脂糖-纤维平板法[16]。将10 μL样品液点样

在琼脂糖纤维平板表面，置于37 ℃培养箱中保温18 h，
用游标卡尺测定溶解圈的直径，根据标准曲线计算小米

糠发酵上清液中纤溶酶的活力。

2 结果与分析

2.1 菌株初筛 
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图 1 不同菌株产蛋白水解透明圈HC值

Fig.1 HC values of protein hydrolysis transparent circles produced 

with different strains

由于枯草芽孢杆菌能够分泌蛋白酶，在酪蛋白平板

上可产生透明的蛋白水解圈，可通过HC值初步确定菌株

产蛋白酶活力的强弱，从而获得目的菌株。根据图1中各

菌株之间HC值的差异显著性分析，选取HC值较大的10 种
菌株进行下一步复筛实验，分别为NattoD-3、fmbj-6、 

BSns、BSnd-2、NattoD-2、BSnj-1、BSnjp-1、BSnw-1、
BSnm-2和BSns-3，其水解圈HC值达到4.3左右。

2.2 菌株复筛

2.2.1 不同菌株在基础培养基上的发酵酶活力
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图 2 不同菌株发酵上清液中蛋白酶活力

Fig.2 Protease activity of fermentation supernatant with different strains
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枯草芽孢杆菌具有产蛋白酶和淀粉酶能力 [17]，而

蛋白酶可以水解蛋白产生具有活性的短肽物质或游离氨

基酸。因此，蛋白酶活力可作为复筛的一种指标。由

图2可知，NattoD-3在以上发酵菌种中产蛋白酶活力最

高，与其他菌株相比差异显著（P＜0.05），酶活力达到

90.22 IU/mL。纳豆芽孢杆菌本身可产纳豆激酶，是蛋白

酶一种，这可能是此菌株蛋白酶活高的主要原因[18]。

2.2.2 不同菌株发酵产T-AOC能力及多肽含量比较
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图 3 不同菌株发酵上清液中的T-AOC值和多肽含量

Fig.3 T-AOC values and polypeptide contents of fermentation 

products with different strains

由图3可知，NattoD-3菌株发酵上清液的T-AOC值

及多肽含量显著高于其他9 株菌株的及无菌基础培养基

（P＜0.05），其中NattoD-3发酵上清液的T-AOC值为

36.13 U/mL，多肽含量为3.50 mg/mL。说明利用NattoD-3
发酵的方式来提高小米谷糠中的总抗氧化活力及多肽是

有意义的。所以选用此菌株进行下一步研究。

2.2.3 NattoD-3发酵产蛋白酶活力、T-AOC及多肽含量

之间的关系
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图 4 T-AOC值与多肽含量拟合图（a）和蛋白酶活力与 

T-AOC值拟合图（b）

Fig.4 Fitting curves of T-AOC value against polypeptide content (a) and 

protease activity against T-AOC value (b) 

在复筛的过程中，测定发酵上清液中的蛋白酶活

力、多肽含量以及T-AOC值，通过线性拟合分析3 个
指数之间的关系。由图4可知，多肽含量与T-AOC成

显著线性相关（R 2=0.964），相关系数为0.982，成

正相关（P＜0.05）；蛋白酶活力与T-AOC也成显著

线性相关（R2=0.989），相关系数为0.995，成正相关 

（P＜0.05）。综合分析说明，蛋白酶活力、多肽含量和

T-AOC之间密切相关。

2.3 NattoD-3发酵小米糠产上清液4 种体外抗氧化指标

评价及发酵时间的确定

2.3.1 不同发酵时间发酵上清液T-AOC能力及多肽含量

的变化
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图 5 不同发酵时间下发酵上清液T-AOC值及多肽含量

Fig.5 T-AOC values and polypeptide contents of fermentation 

supernatants with different fermentation time

由图5可知，随着发酵时间的延长，多肽含量和

总还原能力不断增高，在72 h达到最大值，与其他发

酵时间下上清液的多肽含量和T-AOC相比，差异显著 

（P＜0.05），其值分别是4.28 mg/mL和38.04 U/mL，之后呈

现下降趋势。原因可能是随着发酵时间的延长，菌株分泌

蛋白酶的量不断增加，使大的蛋白质水解成有活性的多肽

物，但在72 h后一些有活性的多肽继续被酶水解成游离氨基

酸[19]，使多肽含量下降，同时T-AOC值也呈下降趋势。

2.3.2 不同发酵时间发酵上清液DPPH自由基清除能力

的变化
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图 6 不同发酵时间下发酵上清液DPPH自由基的清除能力

Fig.6 DPPH radical scavenging capacity of fermentation supernatants 

at different fermentation times

由图6可知，发酵上清液对DPPH自由基的清除能力

随着发酵时间的延长呈现上升的趋势，当发酵时间达到
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72 h时，小米糠发酵上清液对DPPH自由基的清除能力为

75.37%，达到最高值，之后开始下降。DPPH自由基的

清除能力降低的原因可能是多肽类物质包含电子供体和

能使自由基链式反应终止的氨基酸如Cys、Met、Trp、
Tyr和Phe暴露于反应环境中。如含有含硫氨基酸（Cys和
Met）残基的多肽具有亲核作用；侧链基团有Trp、Tyr和
Phe的多肽具有供氢能力[20]。发酵时间过长使有活性的多

肽物质被水解，所以发酵时间过长或者过短都会降低发

酵产物的供氢和供电子能力，影响发酵产物对DPPH自由

基的清除效果，进而使发酵上清液的抗氧化活性呈现较

低状态[21]。

2.3.3 不同发酵时间发酵上清液总还原能力的变化
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图 7 不同发酵时间下发酵上清液总还原力

Fig.7 Reducing power of fermentation supernatants at different 

fermentation times

研究发现生物活性物质的抗氧化性能与它们的还原

能力有着直接的关系。还原力的分析通常被用来评价天

然抗氧化物提供氢原子或者提供电子的能力[22]。如图7所
示，随着发酵时间的延长，发酵上清液的总还原力先上

升后下降，且在72 h后达到最高（0.18），说明发酵上清

液是一种较好的电子供体，通过自身的氧化使氧化物质

得到还原，且与DPPH自由基的清除能力趋势相符。

2.3.4 不同发酵时间下发酵上清液Fe2+的螯合能力变化
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图 8 不同发酵时间下发酵上清液Fe2+的螯合力

Fig.8 Fe2+ chelating capacity of fermentation supernatanta at different 

fermentation times

由图8可知，在0～120 h范围内，发酵上清液对Fe2+

的螯合能力随着时间的增加呈现上升趋势，72 h达到最高

（44.34%），之后随着时间的延长呈下降趋势。可能由

于随着发酵时间的增加，一些大的蛋白被酶水解，使一

些酸性和碱性氨基酸暴露，其在侧链部位的羧基与氨基

能与Fe2+螯合。Saiga等[13]报道酸性和碱性氨基酸对Fe2+和

Cu2+的螯合能力有重要作用。酸性氨基酸（Glu和Asp）
和碱性氨基酸（Lys和Arg）大量暴露于环境中对Fe2+的螯

合能力增加有重要作用。Chen等[23]在研究中分离到含组

氨酸残基的抗氧化活性肽，并指出其抗氧化活性与肽链

中组氨酸残基中的咪唑基螯合金属离子的能力有关。

2.3.5 筛选到的纳豆芽孢杆菌的纤溶酶活力

纳豆芽孢杆菌是可食用菌，此菌种在发酵过程中

高产纤溶酶，有溶血栓等作用 [24]。由于筛选到的高产

蛋白酶菌株是一种纳豆菌NattoD-3，应具有产纤溶酶活

性。因此，本研究中对所筛选菌株发酵小米糠上清液

中的纤溶酶活力进行测定。根据抗氧化实验结果，最

佳发酵时间为72 h，此时发酵上清液中的纤溶酶活力为 

522.64 IU/mL，与李妍等[24]报道的利用纳豆芽孢杆菌产纤

溶酶的酶活力（511 IU/mL）相当。

3 结  论

以多个枯草芽孢杆菌为出发菌株，酪蛋白平板蛋白

酶圈（HC值）为初筛指标，筛选出10 种具有较高产蛋白

酶活力的菌株；以T-AOC、蛋白酶活力及多肽含量为复

筛指标，在小米糠基础培养基上筛选出一种高产蛋白酶

活力的菌株NattoD-3；利用NattoD-3对小米糠基础培养基

进行发酵，对其发酵上清液的4 种体外抗氧化能力随发酵

时间的变化进行测定，发现最佳发酵时间为72 h，此时小

米糠发酵上清液的T-AOC值、DPPH自由基清除率、总还

原力和Fe2+螯合能力分别为38.04 U/mL、75.37%、0.18和
44.34%，多肽含量为4.28 mg/mL。纤溶酶活力测定发现

发酵上清液中具有较高的纤溶酶活力（522.64 IU/mL）。

此研究结果表明，利用本实验中所筛选的菌株对小米糠

进行发酵，不仅可获得具有抗氧化活性的多肽，还可以

获得具有溶血栓作用的纤溶酶，这对于提高小米糠的附

加值具有重要的理论和实际应用价值。
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