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乳酸菌发酵对米糠蛋白抗氧化活性和
溶解性的影响

李　捧1，刘晓兰1,2, *

（1.齐齐哈尔大学食品与生物工程学院，黑龙江齐齐哈尔 161006；
2.黑龙江省玉米深加工理论与技术重点实验室，黑龙江齐齐哈尔 161006）

摘　要：为了改善米糠蛋白的水溶性差的缺点，使其具有的生物活性能够充分表现出来，扩大其在食品等行业的应

用。本文以米糠蛋白粉为原料，先用蛋白酶水解米糠蛋白，然后用乳酸菌发酵米糠蛋白水解物制备具有较高抗氧

化活性的产物。结果表明，最佳酶水解条件为碱性蛋白酶加酶量 700 U/g、底物浓度 13%（w/v，按蛋白基计）、

水解时间 3 h、水解 pH8.5、水解温度 60 ℃；最佳发酵条件为植物乳杆菌 13110接种量 2%（v/v，接种液菌体浓

度 108 CFU/mL）、发酵培养基初始 pH5.5、发酵温度 31 ℃、发酵时间 36 h。与米糠蛋白的酶水解液相比，经乳酸

菌发酵后，发酵液 DPPH自由基清除率由 36.12%升高至 57.42%（样品蛋白浓度 1 mg/mL），ABTS+自由基清除

率由 76.27%升高至 90.35%（样品蛋白浓度 0.5 mg/mL），小于 1.0 kDa分子量的肽组分由 0.67%提高至 6.84%。

在 pH为 7时，未经酶解和发酵的米糠蛋白溶解性仅为 13.43%，酶解和发酵后其溶解性分别为 72.12%和

85.38%。综上所述，酶菌协同发酵可有效提高米糠蛋白的抗氧化活性和溶解性，为米糠蛋白作为功能食品基料的

应用提供技术支持。
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Effects of Lactic Acid Bacteria Fermentation on Antioxidant Activity
and Solubility of Rice Bran Protein
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Abstract：In order to improve the poor water solubility of rice bran protein,  fully demonstrate its  biological  activity,  and
expand  its  application  in  industries  such  as  food,  this  article  used  rice  bran  protein  powder  as  a  raw  material,  first
hydrolyzing rice bran protein with protease, and then fermented the rice bran protein hydrolysate with lactic acid bacteria to
prepare products with high antioxidant activity. The results showed that the optimal enzymatic hydrolysis conditions were
alcalase addition of 700 U/g, substrate concentration of 13% (w/v, calculated by protein), hydrolysis time of 3 h, hydrolysis
pH  of  8.5,  and  hydrolysis  temperature  of  60 ℃.  The  optimal  fermentation  condition  was  2%  (v/v,  inoculation  dose  of
108 CFU/mL) of Lactobacillus plantarum 13110, initial pH of fermentation medium 5.5, fermentation temperature of 31 ℃,
and  fermentation  time  of  36  h.  Compared  with  the  enzymatic  hydrolysate  of  rice  bran  protein,  after  fermentation  by
Lactobacillus plantarum 13110, the DPPH free radical scavenging rate of the fermentation broth increased from 36.12% to  
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57.42%  (sample  protein  concentration  of  1  mg/mL),  the  ABTS+  free  radical  scavenging  rate  increased  from  76.27%  to
90.35% (sample protein concentration of 0.5 mg/mL), and the peptide components with molecular weight less than 1.0 kDa
increased  from  0.67%  to  6.84%.  The  solubility  of  rice  bran  protein  was  only  13.43%  at  pH7,  while  its  solubility  after
enzymatic hydrolysis and fermentation was 72.12% and 85.38%, respectively. In summary, the synergistic fermentation of
enzymes and bacteria can effectively improve the antioxidant activity and solubility of rice bran protein, providing technical
support for the application of rice bran protein as a functional food substrate.

Key words：rice bran protein；rice bran peptide；lactic acid bacteria；fermentation；antioxidant activity

米糠是稻谷加工过程中的主要副产物，其主要

由碎米、米胚还有稻米皮层等成分组成。米糠中蛋

白质含量约占米糠的 15%~17%，主要包括清蛋白、

球蛋白、醇溶蛋白和谷蛋白[1]。与其他谷物蛋白相

比，米糠蛋白是一种更为优质的植物蛋白，具有氨基

酸组成合理、低致敏性和价格低廉的特点[2]，同时，在

其一级结构中存在抗氧化、降血压、降血糖等生理活

性功能序列[3−7]。但是，米糠蛋白含二硫键多，二硫键

相互作用导致米糠蛋白的聚集性强、水溶性差，使得

米糠蛋白在食品工业的应用受到限制，因此，采用有

效的策略破坏米糠蛋白的结构，是释放其生物活性，

以及提高其在食品工业利用率的有效途径。

目前，获得米糠蛋白活性肽的方法主要包括蛋

白酶水解法、微生物发酵法和菌酶协同水解法三

种。蛋白酶水解是利用蛋白酶催化水解时，米糠蛋白

会被水解成不同链长的小分子多肽，其溶解性得到提

高，部分活性序列被释放。周梅等[8] 利用碱性蛋白酶

水解米糠蛋白，制备具有抗氧化活性的水解物，其

DPPH清除率为 71.77%（样品浓度 9.6 mg/mL）。微

生物发酵是利用微生物生长繁殖和代谢过程中分泌

的蛋白酶水解蛋白，获得蛋白活性肽，魏明等[9] 利用

米曲霉发酵米糠制备米糠多肽，发现米糠多肽浓度

为 2.5 mg/mL时 DPPH的清除率达到 69.8%。菌酶

协同水解可以使多肽中大分子物质降解得更为彻底，

进而获得更多且易吸收的小分子多肽，降低多肽的生

产成本提高其利用率[10]。且采用菌酶协同水解米糠

蛋白制备具有高抗氧化活性米糠蛋白水解物还未见

相关报道。

因此，本文以米糠蛋白粉为原料，先采用蛋白酶

对其进行水解，然后用植物乳杆菌发酵米糠蛋白水解

液，以 DPPH和 ABTS+自由基清除率为指标，研究酶

水解和发酵条件，分析水解物和发酵物的分子量分

布、氨基酸组成以及溶解性，为米糠蛋白在食品工业

的应用提供理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

米糠蛋白粉（蛋白质含量 86%）　陕西帕尼尔生

物科技有限公司；碱性蛋白酶（24000 U/g）、中性蛋白

酶（21000 U/g）、复合蛋白酶（37000 U/g）、风味蛋白

酶（21000 U/g）、蛋白酶 N（47000 U/g）　丹麦诺维信

生物技术科技有限公司；植物乳杆菌 13110　保藏于

国家普通微生物菌种保藏中心 CGMCC No.24693；

植物乳杆菌 09002、植物乳杆菌 02002、副干酪乳杆

菌、保加利亚乳杆菌　保藏于齐齐哈尔大学食品与

生物工程学院；DPPH　北京博奥拓达科技有限公

司；ABTS　BBI生命科学有限公司。

BA124S电子天平　赛多利斯科学仪器有限责

任公司；ZNCL-GS磁力加热搅拌器　荣华仪器制

造有限公司；PC/PLC-LD-53冷冻干燥机　美国

MILLROCK；TD离心机　湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司；PB-10 pH计　上海精密科学仪器有限

公司；EnSpire多功能酶标仪　珀金埃尔默股份有限

公司；ZQLY-180S立式全温振荡培养、L-8900全自

动氨基酸分析仪　日本日立公司；RF5301PC荧光分

光光度计　日本岛津公司；AKTA avant智能蛋白质

纯化色谱仪　GE生命科学有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   米糠蛋白酶解最适蛋白酶的筛选　选用碱性

蛋白酶（pH8.5、60 ℃）、中性蛋白酶（pH7.0、45 ℃）、

复合蛋白酶（pH7.0、55 ℃）、风味蛋白酶（pH7.0、
50 ℃）和蛋白酶 N（pH7.0、50℃），按照每种酶的最

适酶解 pH和温度进行酶解，酶解时间为 2 h。酶解

结束后，100 ℃ 灭酶 15 min，4000 r/min离心 15 min，
取上清液冷冻干燥，备用。以米糠蛋白水解物的

ABTS+自由基清除率、DPPH自由基清除率、蛋白回

收率、可溶性蛋白含量和水解度为指标，筛选出米糠

蛋白用最适宜的蛋白酶。 

1.2.2   米糠蛋白的酶解　采用实验室前期研究方法

制备具有较高抗氧化活性的米糠蛋白水解物。称取

一定量的米糠蛋白粉，在碱性蛋白酶加酶量 700 U/g、
底物浓度 13%（w/v，按蛋白基计）、水解 pH8.5、水解

温度 60 ℃ 条件下水解 3 h，水解完成后沸水浴中灭

酶 10 min，4000 r/min离心 15 min后取上清液，冷冻

干燥即得米糠蛋白水解物。 

1.2.3   乳酸菌发酵水解物的制备　按照 1.2.2制备米

糠蛋白水解液，在 121 ℃，0.1 MPa条件下灭菌 20 min，
降至室温后，分别接入植物乳杆菌 13110、植物乳杆

菌 09002、植物乳杆菌 02002、副干酪乳杆菌和保加

利亚乳杆菌，按照发酵培养基初始 pH为 5.5、接种

量 3%接种于灭菌后的水解液中，摇匀 37 ℃ 下恒温

培养 24 h。培养结束后，发酵液在 4000 r/min离心

15 min，取上清液冷冻干燥即得乳酸菌发酵水解物。 

1.2.4   单因素实验设计　设定初始发酵条件为：发酵

温度 37 ℃，发酵时间 24 h，发酵培养基初始 pH5.5，
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接种量 3%（v/v，接种液菌体浓度 108 CFU/mL）。在

初始发酵条件基础上，分别优化接种量（0、1%、2%、

3%、4%、5%）、发酵培养基初始 pH（4.5、5、5.5、
6、6.5）、发酵温度（31、34、37、40、43 ℃）和发酵时

间（12、24、36、48、60 h）等因素，考察各因素对乳酸

菌发酵水解物可溶性蛋白含量、蛋白回收率、DPPH
和 ABTS+自由基清除率的影响。 

1.2.5   正交试验设计　基于 1.2.4实验结果，采用

L9（3
4）正交试验设计，以 ABTS+自由基清除率和

DPPH自由基清除率为指标，综合加权分析法进行正

交试验分析，ABTS+自由基清除率和 DPPH自由基

清除率权重系数分别设定为 50%，综合评分=
（ABTS+自由基清除率）×50%+（DPPH自由基清除

率）×50%，对 ABTS+和 DPPH自由基清除率影响较

大的 3个因素（接种量、发酵培养基初始 pH和发酵

温度）进行优化，正交试验因素水平如表 1所示。
  

表 1    L9（3
4）正交试验因素与水平

Table 1    Orthogonal L9(3
4) factor and level

水平
因素

A接种量（%） B发酵培养基初始pH C发酵温度（℃）

1 1 5 31
2 2 5.5 34
3 3 6 37

  

1.2.6   DPPH自由基清除率的测定　DPPH自由基

清除能力的测定参照刘羽婷等[11] 的方法，并加以修

改。将米糠蛋白水解物和菌酶协同产物的浓度稀释

至 1  mg/mL，采用微量法测定 DPPH自由基清除

率。取 100 μL上述样品于 96孔板中，再加入 100 μL
浓度为 0.1 mmol/L的 DPPH无水乙醇溶液，混合均

匀，避光反应 30 min后，在 517 nm波长下测其吸光

度记为 Ai；另取 100 μL上述已配制的米糠蛋白水解

物和菌酶协同产物样品，加 100 μL无水乙醇，测定吸

光度记为 Aj；以 100 μL 0.1 mmol/L的 DPPH无水

乙醇溶液和 100 μL无水乙醇反应作为参比，其吸光

度记为 A0。所有的测定都需要平行 3次。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− Ai −Aj

A0

)
×100

 

1.2.7   ABTS+自由基清除率的测定　ABTS+自由基

清除能力的测定参照何远清等[12] 的方法，并加以修

改。将米糠蛋白水解物和酶菌协同产物的浓度稀释

至 0.5 mg/mL，用于 ABTS+自由基清除能力测定。

将配好的 ABTS储备液，用 PBS稀释到在 734 nm
波长下吸光度值在 0.7±0.02，作为 ABTS工作液。

在 96孔板的每孔中加入各样品溶液 100 μL，再加

入 100 μL的 ABTS工作液，用 PBS代替样品作为

对照 A0，每个样品设 3个重复，摇匀，室温静置 10 min
后，在 734 nm波长下测定吸光度。

ABTS+自由基清除率(%) =
A0−A测定

A0

×100

式中：A0：PBS代替样品的吸光度值；A测定：样品

吸光度值。 

1.2.8   可溶性蛋白含量测定　采用 Folin-酚法[13] 测

定米糠蛋白酶水解液和乳酸菌发酵液的可溶性蛋白

含量，以标准蛋白相对浓度为横坐标，标准蛋白相对

吸光度为纵坐标，计算可溶性蛋白含量。得到标准曲

线为 y=0.0023x+0.0114，R2=0.999。 

1.2.9   蛋白回收率测定　根据测得的水解液可溶性

蛋白含量，按照以下公式计算蛋白回收率。

蛋白回收率(%) =
水解液的总可溶性蛋白含量

原料的总蛋白含量
×100

 

1.2.10   水解度的测定　采用 pH-stat法[14] 测定米糠

蛋白水解物水解度。准确称量米糠蛋白 23.26 g置

于烧杯中，加入 200 mL蒸馏水，用玻璃棒搅拌均匀，

调节溶液的 pH，加入蛋白酶，水浴加热，每隔半小时

测定一次溶液的 pH，并用氢氧化钠溶液调节到之前

的 pH。记录消耗的氢氧化钠的体积，米糠蛋白的水

解度的计算公式如下。

水解度(%) = B× Nb

Mp
× 1
α
× 1

htot
×100

α

式中：B：NaOH添加量，mL；Nb：NaOH的摩尔

浓度，mol/L； ：校准系数=10pH-pK/（1+10pH-pK），

pH为实验采用的 pH，pK为氨基酸的解离常数，取

7.0进行计算；Mp：底物中米糠蛋白质量，g；htot：蛋
白质中肽键的总数，mmol/g，经过计算米糠蛋白的

htot为 7.348 mmol/g。 

1.2.11   分子量分布测定　使用凝胶色谱柱 Super-
dex Peptide10/300GL，在 AKTA avant智能蛋白质纯

化色谱仪上对米糠蛋白水解物和乳酸菌发酵水解物

进行分子量分布的测定。将米糠蛋白水解物和菌酶

协同产物样品溶解于 0.02 mol/L的磷酸盐缓冲液

（pH7.0，含有 0.15 mol/L NaCl）中，配制成 2 mg/mL
（蛋白浓度）溶液，在 4 ℃、10000 r/min的条件下离

心 10 min，取上清液过 0.22 μm滤膜后上样。标准

蛋白检测方法同上，分别称取下述五种标准蛋白

2 mg放于同一试管中，用 1 mL 0.02 mol/L的磷酸盐

缓冲液（pH7.0，含有 0.15  mol/L  NaCl）溶解后，在

4 ℃、10000 r/min条件下离心 10 min，取上清液过

0.22 μm滤膜后上样。色谱柱用蓝色葡聚糖 2000测

定外水体积，其余标准蛋白为抑肽酶（6511 Da）、杆

菌肽（1422 Da）、氧化型谷胱甘肽（612 Da）和还原型

谷胱甘肽（307 Da），以有效分配系数（Kaw）为横坐

标，标准蛋白相对分子质量对数（lg Mr）为纵坐标的

标准曲线，计算蛋白的相对分子质量。得到标准曲线

为 y=−3.4524x+4.6936，R2=0.9878。 

1.2.12   氨基酸组成测定　按照样品蛋白含量，称取

0.06 g左右装入安瓿管中，加入 9 mL 6.67 mol/L盐

酸溶液，氮吹处理 10 min后用酒精喷灯火焰灼烧、

封管。在 110 ℃ 的烘箱中进行酸水解 24 h。水解后
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冷却，加入 6 mol/L氢氧化钠溶液 8.5 mL，pH调至

2.2，滤纸过滤，然后用 pH2.2的柠檬酸钠缓冲溶液定

容至 100 mL。针头式过滤器（0.22 μm）过滤两次，

用 L-8900全自动氨基酸分析仪进行分析。 

1.2.13   溶解性　参照张相伦 [15] 方法，分别称取

0.4 g（蛋白含量）样品，分别溶于 100 mL蒸馏水中，

调节成一定 pH（1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、
12）的溶液。充分混匀后，4 ℃ 冰箱中过夜。4 ℃ 条

件下，10000 r/min离心 10 min，采用 Folin酚法测定

上清液蛋白质含量。

溶解性(%) =
样品中上清液蛋白含量

样品中总蛋白含量
×100

 

1.3　数据处理

本实验的所有数据均通过 IBM SPSS Statistics
26软件进行统计学分析，用 Duncan法进行数据间

的差异显著性分析，显著性水平为 P<0.05，每个试验

重复三次，结果以平均值±标准差表示。数据通过

Origin 2022软件进行作图。 

2　结果与分析 

2.1　米糠蛋白的酶种类的筛选

碱性蛋白酶和复合蛋白酶都是内切蛋白酶，主

要作用位点是疏水性氨基酸和芳香族氨基酸的羧基

端肽键，如 Ala、Leu和 Phe等。蛋白酶 N主要剪切

于肽链中疏水性氨基酸和羟基类氨基酸的羧基端肽

键，如 Thr、Ser和 Pro等。中性蛋白酶也是一种内

切酶，主要水解 Tyr、Trp和 Phe等芳香族氨基酸的

羧基端肽键。风味蛋白酶是特异性外切酶，可催化水

解肽链末端的疏水性氨基酸。本文考虑各蛋白酶的

特异性酶切位点，通过分析这五种蛋白酶对米糠蛋白

的作用效果，以期获得具有较高抗氧化活性的米糠蛋

白水解物。蛋白酶种类对米糠蛋白水解物 ABTS+自
由基清除率、DPPH自由基清除率、可溶性蛋白含

量、蛋白回收率和水解度的影响结果如图 1和表 2
所示。

从图 1可以看出，采用 5种蛋白酶酶解米糠蛋

白制备米糠蛋白水解物，不同蛋白酶米糠蛋白水解物

的抗氧化活性存在显著差异（P<0.05），表明蛋白酶种

类对米糠蛋白水解物的抗氧化活性有显著影响。中

性蛋白酶、风味蛋白酶和碱性蛋白酶三种米糠蛋白

水解物均具有较好的 ABTS+和 DPPH自由基清除活

性，这可能与其酶切作用位点有关。有研究表明，疏

水性氨基酸具有较高的抗氧化活性[16]，这可能也是水

解物的 ABTS+和 DPPH自由基清除活性较强的原

因。由表 2可知，碱性蛋白酶米糠蛋白水解物的可

溶性蛋白含量、蛋白回收率和水解度均显著高于其

他蛋白酶制备的米糠蛋白水解物（P<0.05），在食品加

工过程中能显著降低生产成本，综合考虑分析选择碱

性蛋白酶进行后续试验。

在确定碱性蛋白酶为最佳蛋白酶基础上，以米

糠蛋白粉为底物，ABTS+自由基清除率、DPPH自由

基清除率、可溶性蛋白含量、蛋白回收率和水解度为

指标进行反应条件优化，确定了米糠蛋白最佳水解条件

为底物浓度 13%（w/v，按蛋白基计）、加酶量 700 U/g、

水解时间 3 h、水解 pH8.5、水解温度 60 ℃，在此条

件下，米糠蛋白水解物的 DPPH和 ABTS+自由基清

除率分别为 36.12%（蛋白浓度 1 mg/mL）和 76.27%

（蛋白浓度 0.5 mg/mL），可溶性蛋白含量和蛋白回收

率分别为 50.2±0.73 mg/mL、52.23%±0.61%，水解度

为 32.45%。 

2.2　乳酸菌发酵水解物的制备 

2.2.1   乳酸菌的选择　不同乳酸菌菌株代谢产生的

蛋白酶特异性也会不同，从而导致产生不同活性的肽

段，进而影响产物的抗氧化活性[17]。以 2.1中最优条
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图 1    不同蛋白酶水解对米糠蛋白水解物 ABTS+和 DPPH
自由基清除率的影响

Fig.1    Effects of different proteases hydrolysis on the ABTS+

and DPPH free radical scavenging rates of rice bran
protein hydrolysate

注：测定 ABTS+和 DPPH自由基清除率的蛋白浓度分别为
0.5 mg/mL和 1 mg/mL，还原型谷胱甘肽为对照，浓度为 0.5 mg/
mL；a~f不同代表 DPPH自由基清除率间具有显著性差异
（P<0.05）；a'~f'不同代表 ABTS+自由基清除率间具有显著性
差异（P<0.05）；图 2~图 6同。

 

表 2    不同蛋白酶水解对米糠蛋白水解物可溶性蛋白含量、蛋白回收率和水解度的影响

Table 2    Effects of different proteases hydrolysis on soluble protein content, protein recovery rate, and hydrolysis degree
of rice bran protein hydrolysate

酶种类 碱性蛋白酶 复合蛋白酶 中性蛋白酶 风味蛋白酶 蛋白酶N

可溶性蛋白含量（mg/mL） 53.33±0.53a 28.18±0.41c 34.97±0.30b 7.41±0.27d 34.08±0.62b

蛋白回收率（%） 46.10±0.45a 21.83±0.31c 27.45±0.28b 5.59±0.10d 27.61±0.54b

水解度（%） 26.81±0.02a 5.44±0.05b 4.22±0.03c 1.22±0.02d 7.62±0.02b

注：同行不同字母代表组间具有显著性差异（P<0.05）；表3~表7同。
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件下得到的米糠蛋白水解液为底物，进行乳酸菌发

酵，从而获得乳酸菌发酵水解物，测定 DPPH自由基

清除率、ABTS+自由基清除率、可溶性蛋白含量和蛋

白回收率，结果如图 2和表 3所示。

由图 2和表 3可以看出，与未发酵相比，添加植

物乳杆菌 13110和副干酪乳酸菌均可显著增加产物

的 ABTS+和 DPPH自由基清除率。并且不同菌种发

酵得到的乳酸菌发酵水解物 ABTS+和 DPPH自由基

清除率存在显著差异（P<0.05）。其中以添加植物乳

杆菌 13110的效果最佳。植物乳杆菌 13110发酵得

到的乳酸菌发酵水解物的 ABTS+自由基清除率、

DPPH自由基清除率、可溶性蛋白含量和蛋白回收

率均显著高于其他乳酸菌（P<0.05）。这是可能与植

物乳杆菌的内肽酶 PepE/PepG和脯氨酸酶 PepI/
PepR/PepL的存在有助于蛋白质的分解有关，内肽

酶 PepE/PepG是一种丝氨酸蛋白酶，能专一性水解

多肽中疏水性氨基酸（Pro）残基的羧基端肽键；脯氨

酸酶 PepI对 Pro残基的三肽具有特异性，而脯氨酸

酶 PepR对 Pro残基的二肽具有广泛的特异性；PepL
对疏水性氨基酸（Leu）残基的二肽/三肽表现出高度

特异性，可以释放出更多具有 ABTS+和 DPPH自由

基清除活性的肽段[18−19]。因此，为进一步提高米糠蛋

白水解物的抗氧化活性，采用植物乳杆菌 13110进

行发酵条件优化。 

2.2.2   接种量的确定　接种量过低或过高时，均不利

于蛋白酶的产生，进而影响具有抗氧化能力的肽段产

生[20]。接种量对乳酸菌发酵水解物 ABTS+自由基清

除率、DPPH自由基清除率、可溶性蛋白含量和蛋白

回收率的影响，结果如图 3和表 4所示。
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图 3    不同接种量对乳酸菌发酵水解物 ABTS+和 DPPH
自由基清除率的影响

Fig.3    Effects of different inoculation amounts on the
ABTS+ and DPPH free radical scavenging rates of

lactic acid bacteria fermentation
hydrolysate

 

由图 3和表 4可以看出，随着接种量的增加，乳

酸菌发酵水解物的 ABTS+自由基清除率、DPPH自

由基清除率大体呈现先上升后下降的趋势，可溶性蛋

白含量和蛋白回收率呈现先升高后下降，最后趋于稳

定，这是因为当接种量过低或过高时，均不利于植物

乳杆菌 13110代谢过程中产生的蛋白酶的含量和活

性，导致可溶性蛋白含量以及蛋白回收率较低，使具

有 ABTS+和 DPPH自由基清除能力肽段的含量较

少，进而其 ABTS+和 DPPH自由基清除率较低。这

与龙久铃等[21] 利用米曲霉固态发酵苏麻饼粕制备抗

氧化肽粗提物时，发酵温度对 DPPH的自由基清除

率的结果相似。因此确定植物乳杆菌 13110接种量

为 2%。 

 

表 3    不同乳酸菌发酵对米糠蛋白水解物可溶性蛋白含量和蛋白回收率的影响

Table 3    Effects of different lactic acid bacteria fermentation on soluble protein content and protein recovery rate
of rice bran protein hydrolysate

乳酸菌种类 未发酵 植物乳杆菌13110 植物乳杆菌09002 植物乳杆菌02002 副干酪乳杆菌 保加利亚乳杆菌

可溶性蛋白含量（mg/mL） 50.02±0.72d 56.86±0.59a 54.51±0.41b 50.03±0.32d 54.34±0.24b 52.90±0.67c

蛋白回收率（%） 52.03±0.61b 53.74±0.43a 51.52±0.34bc 48.03±0.21d 52.98±0.11ab 51.32±0.58bc
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图 2    不同乳酸菌发酵对米糠蛋白水解物 ABTS+和 DPPH
自由基清除率的影响

Fig.2    Effects of different lactic acid bacteria fermentation
on the ABTS+ and DPPH free radical scavenging

rates of rice bran protein hydrolysate

 

表 4    不同接种量对乳酸菌发酵水解物可溶性蛋白含量和蛋白回收率的影响

Table 4    Effects of different inoculation amounts on soluble protein content and protein recovery rate of lactic acid bacteria
fermentation hydrolysate

接种量（%） 0 1 2 3 4 5

可溶性蛋白含量（mg/mL） 59.42±0.32a 53.86±0.51d 56.73±0.53b 57.34±0.31b 55.03±0.78cd 54.08±0.56d

蛋白回收率（%） 55.86±0.36a 49.28±0.57d 55.59±0.52a 53.89±0.29b 51.73±0.73c 51.92±0.42c

第  46 卷  第  7 期 李　捧 ，等： 乳酸菌发酵对米糠蛋白抗氧化活性和溶解性的影响 · 211 · 



2.2.3   发酵培养基初始 pH的确定　发酵培养基初

始 pH会影响发酵过程中的菌种生长环境和代谢过

程中酶的活性，进而影响发酵过程中蛋白酶酶解产生

的具有抗氧化活性的肽段数量[22]。确定接种量 2%
的条件下，按照发酵培养基初始 pH分别为 4.5、5、
5.5、6和 6.5，制备得到不同发酵培养基初始 pH下

的乳酸菌发酵水解物。发酵培养基初始 pH对乳酸

菌发酵水解物 ABTS+自由基清除率、DPPH自由基

清除率、可溶性蛋白含量和蛋白回收率的影响结果

如图 4和表 5所示。
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图 4    发酵培养基初始 pH对乳酸菌发酵水解物 ABTS+和
DPPH自由基清除率的影响

Fig.4    Effects of initial pH of fermentation medium on the
ABTS+ and DPPH free radical scavenging rates of lactic

acid bacteria fermentation hydrolysate
 

由图 4和表 5可以看出，随着发酵培养基初始

pH增大，乳酸菌发酵水解物的 ABTS+自由基清除

率、DPPH自由基清除率、可溶性蛋白含量和蛋白回

收率均呈现先上升后下降的趋势。这可能是因为发

酵培养基初始 pH的过低或过高均不利于植物乳杆

菌 13110发酵过程中代谢产生的蛋白酶活性，抑制

了酶促反应的进行，导致可溶性蛋白含量和蛋白回收

率较低，使具有 ABTS+和 DPPH自由基清除能力的

肽链数量减少，进而乳酸菌发酵水解物的 ABTS+和
DPPH自由基清除能力下降。这与谢晓阳等[23] 选取

产朊假丝酵母和扣囊复膜孢酵母作为灵芝混合多糖

发酵菌种，来提高灵芝子实体多糖的抗氧化活性的研

究中，发酵培养基初始 pH对其抗氧化活性的影响结

果相似。因此，确定发酵培养基初始 pH为 5.5。 

2.2.4   发酵温度的确定　发酵温度过高或者过低都

会影响微生物产生的蛋白酶活力，进而影响发酵过程

中得到的抗氧化肽活性 [24]。在接种量 2%、发酵

pH5.5的条件下，按照发酵温度分别为 31、34、37、
40和 43 ℃，制备得到不同发酵温度下的乳酸菌发酵

水解物。发酵温度对乳酸菌发酵水解物 ABTS+自由

基清除率、DPPH自由基清除率、可溶性蛋白含量和

蛋白回收率的影响结果如图 5和表 6所示。
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图 5    发酵温度对乳酸菌发酵水解物 ABTS+和 DPPH
自由基清除率的影响

Fig.5    Effects of fermentation temperature on the ABTS+

and DPPH free radical scavenging rates of lactic acid
bacteria fermentation hydrolysate

 

由图 5和表 6可以看出，随着发酵温度的升高，

乳酸菌发酵水解物的 ABTS+自由基清除率、DPPH
自由基清除率、可溶性蛋白含量和蛋白回收率呈现

先增加后减少的趋势，这可能是因为当温度低于或者

高于 34 ℃ 时，不利于植物乳杆菌的生长代谢产生的

蛋白酶的活性，导致具有 ABTS+和 DPPH自由基清

除能力的肽段含量降低，因而其可溶性蛋白含量和蛋

白回收率下降。这与朱立斌等[25] 研究毛酸浆的最适

乳酸发酵条件及其体外抗氧化活性时，发酵温度对抗

氧化活性的影响结果一致。因此，确定发酵温度为

34 ℃。 

2.2.5   发酵时间的确定　发酵时间也是影响产物抗

氧化活性的重要因素，如果发酵时间较短，乳酸菌分

泌的蛋白酶对底物的分解作用较小，具有抗氧化功能
 

表 5    发酵培养基初始 pH对乳酸菌发酵水解物可溶性蛋白含量和蛋白回收率的影响

Table 5    Effects of initial pH of fermentation medium on the soluble protein content and protein recovery rate
of lactic acid bacteria fermentation hydrolysate

发酵培养基初始pH 4.5 5 5.5 6 6.5

可溶性蛋白含量（mg/mL） 52.42±0.94bc 53.38±0.96b 55.74±0.92a 51.94±0.71cd 50.90±1.22d

蛋白回收率（%） 50.58±0.81c 51.51±0.88bc 53.78±0.93a 49.08±0.65c 49.88±1.28c

 

表 6    发酵温度对乳酸菌发酵水解物可溶性蛋白含量和蛋白回收率的影响

Table 6    Effects of fermentation temperature on soluble protein content and protein recovery rate of lactic acid
bacteria fermentation hydrolysate

发酵温度（℃） 31 34 37 40 43

可溶性蛋白含量（mg/mL） 50.94±0.21c 53.02±0.60ab 54.62±1.13a 52.82±0.51b 51.70±0.42c

蛋白回收率（%） 47.37±0.20c 52.22±0.64a 52.16±0.62a 49.91±0.58ab 47.56±0.49c
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的多肽释放率低；而过长的发酵时间会使抗氧化作用

较强的肽段被进一步水解，从而使产物的抗氧化活性

降低[26]。在接种量 2%、发酵培养基初始 pH5.5和发

酵温度 34 ℃ 的条件下，发酵时间分别为 12、24、
36、48和 60 h，制备得到不同发酵时间的乳酸菌发

酵水解物。发酵时间对乳酸菌发酵水解物 ABTS+自
由基清除率、DPPH自由基清除率、可溶性蛋白含量

和蛋白回收率的影响结果如图 6和表 7所示。
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图 6    发酵时间对乳酸菌发酵水解物 ABTS+和 DPPH
自由基清除率的影响

Fig.6    Effects of fermentation time on the ABTS+ and DPPH
free radical scavenging rates of lactic acid bacteria

fermentation hydrolysate
 

由图 6和表 7可以看出，乳酸菌发酵水解物的

ABTS+和 DPPH自由基清除率大体呈现先上升后下

降的趋势。这可能是因为植物乳杆菌 13110的生长

需要足够的生长周期，发酵时间过短时，植物乳杆菌

13110的生长未达到最好的状态，其产生的蛋白酶较

少，底物水解不完全，影响具有 ABTS+和 DPPH自由

基清除能力的肽段释放，因此，其可溶性蛋白含量和

蛋白回收率较低；当发酵时间过长时，随着酶促反应

的进行，能够释放出更多的肽段，但乳酸菌发酵水解

物中的具有 ABTS+和 DPPH自由基清除能力的肽段

也会被进一步水解，导致乳酸菌发酵水解物中的

ABTS+和 DPPH自由基清除率下降，宋茹等[27] 采用

枯草芽孢杆菌转化鱿鱼墨制备抗氧化型发酵液实验

时，也得到相似结果。因此，确定发酵时间为 36 h。 

2.3　正交试验优化米糠蛋白水解物的发酵条件

基于 2.2实验结果，采用 L9（3
4）正交试验设计，

优化植物乳杆菌 13110发酵米糠蛋白水解液的发酵

条件。正交试验结果如表 8所示，方差分析结果如

表 9所示。

由表 8可知，可以得出影响 DPPH和 ABTS+自
由基清除率综合评分的各因素先后顺序为：B>A>C，

即发酵 pH>接种量>发酵温度，最优组合是 A2B2C1，

即接种量 2%，发酵培养基初始 pH5.5，发酵温度

31 ℃。

由表 9可以看出，发酵培养基初始 pH和接种量

对乳酸菌发酵水解物的 DPPH和 ABTS+自由基清除

率影响具有显著性差异（P<0.05）。对所得最优组合

进行验证，按照最优组合条件制备乳酸菌发酵水解物

的 DPPH和 ABTS+自由基清除率分别为 57.42%±
2.0%（蛋白浓度 1 mg/mL）、90.35%±0.1%（蛋白浓

度 0.5 mg/mL），均优于米糠蛋白水解物和正交表中

所有组别。因此确定植物乳杆菌 13110发酵米糠蛋

白水解物的最佳工艺条件为：接种量 2%，发酵培养

基初始 pH5.5，发酵温度 31 ℃，发酵时间 36 h。 

2.4　分子量分布结果

通过凝胶色谱对米糠蛋白水解物和乳酸菌发酵

水解物的分子量分布进行测定，米糠蛋白水解物和乳

酸菌发酵水解物的分子量分布结果如图 7和表 10
所示。

由表 10可知，米糠蛋白水解物中分子量小于

1.0 kDa的组分有 0.67%，分子量在 1.0~6.5 kDa的
组分有 90.11%，分子量大于 6.5 kDa的组分有 9.22%。

 

表 7    发酵时间对乳酸菌发酵水解物可溶性蛋白含量和蛋白回收率的影响

Table 7    Effects of fermentation time on the soluble protein content and protein recovery rate of lactic acid
bacteria fermentation hydrolysate

发酵时间（h） 12 24 36 48 60

可溶性蛋白含量（mg/mL） 50.74±0.58d 52.70±0.92c 54.50±0.67b 55.30±0.41ab 56.38±0.22a

蛋白回收率（%） 50.23±0.45b 52.17±0.91a 52.05±0.64a 50.32±0.47b 51.59±0.23ab

 

表 8    正交试验结果

Table 8    Results of orthogonal experiments

试验号 A B C ABTS+自由基
清除率（%）

DPPH自由基
清除率（%）

综合评分

1 1 1 1 88.31 55.17 71.75
2 1 2 2 90.09 56.88 73.49
3 1 3 3 86.71 54.37 70.55
4 2 1 2 88.15 55.01 71.59
5 2 2 3 90.06 56.44 73.25
6 2 3 1 87.45 54.47 70.97
7 3 1 3 86.89 53.24 70.07
8 3 2 1 88.58 55.58 72.08
9 3 3 2 85.24 52.37 68.81
k1 71.930 71.140 71.600
k2 71.937 72.940 71.297
k3 70.323 70.110 71.293
R 1.614 2.830 0.307

 

表 9    方差分析表

Table 9    Analysis of variance table

因素 偏差平方和 自由度 F比 F临界值 显著性

A接种量 5.184 2 58.247 19.000 *
B发酵培养基初始pH 12.310 2 138.315 19.000 *

C发酵温度 0.186 2 2.090 19.000
误差 0.09 2

注：*代表具有显著差异性（P<0.05）。
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乳酸菌发酵水解物中分子量小于 1.0 kDa的组分有

6.84%，分子量在 1.0~6.5 kDa的组分有 87.02%，分

子量大于 6.5 kDa的组分有 6.14%。可能是发酵过

程中植物乳杆菌 13110产生的蛋白酶与米糠蛋白水

解物中大分子肽段的酶切位点作用，使得部分大分子

蛋白组分降解为小分子蛋白组分。杨玉蓉等[28] 研究

发现小于 1.0 kDa的活性肽具有更好的生物活性。

与米糠蛋白水解物相比，乳酸菌发酵水解物中小于

1.0 kDa组分含量显著增加（P<0.05），推测其可能是

乳酸菌发酵水解物抗氧化活性较高的原因。 

2.5　氨基酸组成分析

采用全自动氨基酸分析仪对米糠蛋白、米糠蛋

白水解物和乳酸菌发酵水解物进行氨基酸组成分析，

结果如表 11所示。
 
 

表 11    米糠蛋白、米糠蛋白水解物和乳酸菌 13110发酵水解
物的氨基酸组成（g/100 g）

Table 11    Amino acid composition of rice bran protein, rice
bran protein hydrolysate, and fermented hydrolysates

by Lactobacillus plantarum 13110 (g/100 g)

氨基酸种类 米糠蛋白 米糠蛋白水解物乳酸菌发酵水解物

Asp（天冬氨酸） 7.76±0.64 6.01±0.08 6.61±0.37
Thr*（苏氨酸） 3.28±0.12 2.55±0.06 2.85±0.02
Ser（丝氨酸） 4.51±0.29 4.00±0.17 4.03±0.28
Glu（谷氨酸） 16.24±1.57 11.10±0.37 11.06±1.02
Gly（甘氨酸） 3.87±0.19 6.29±0.39 6.03±0.15
Ala（丙氨酸） 5.13±0.21 3.67±0.13 6.20±0.25
Cys（半胱氨酸） 0.13±0.03 0.00±0.00 0.00±0.00
Val*（缬氨酸） 5.42±0.15 4.07±0.25 4.57±0.18

Met*（甲硫氨酸） 1.75±0.09 1.13±0.03 1.24±0.16
Ile*（异亮氨酸） 3.96±0.16 2.43±0.17 2.71±0.04
Leu*（亮氨酸） 8.09±0.48 5.05±0.15 5.51±0.09
Tyr*（酪氨酸） 4.54±0.32 2.30±0.09 2.47±0.05
Phe*（苯丙氨酸） 5.23±0.19 1.99±0.03 2.10±0.07
Lys*（赖氨酸） 3.24±0.16 1.33±0.06 1.61±0.05
His（组氨酸） 2.35±0.22 0.99±0.08 1.09±0.03
Arg（精氨酸） 7.61±0.59 5.23±0.26 4.81±0.35
Pro（脯氨酸） 3.48±0.12 3.14±0.11 3.68±0.17
总氨基酸TAA 85.58 60.28 66.57

必需氨基酸EAA 34.55 15.23 21.68
非必需氨基酸NEAA 52.04 45.05 44.89

EAA/TAA（%） 39.90 25.27 32.57
EAA/NEAA（%） 66.39 33.81 48.30

疏水性氨基酸占比（%） 38.18 35.95 39.07
非疏水性氨基酸占比（%） 61.82 64.05 60.93

注：*代表必需氨基酸。

从表 11可知，米糠蛋白、米糠蛋白水解物和乳

酸菌发酵水解物中均检测出 17种氨基酸，其组成合

理，含有人体所需的多种氨基酸，其中米糠蛋白水解

物和乳酸菌发酵水解物的 EAA/TAA和 EAA/NEAA
比值均符合 FAO/WHO推荐的参考蛋白模式[29]，保

留了米糠蛋白的营养价值。此外，乳酸菌发酵水解物

的总氨基酸含量为 66.57%高于米糠蛋白水解物

（60.28%），且富含 Leu（亮氨酸）、Pro（脯氨酸）和

Ala（丙氨酸）等疏水性氨基酸，疏水性氨基酸占比为

39.07%高于米糠蛋白水解物（35.95%），这可能是因

为非疏水性氨基酸 Arg（精氨酸）被植物乳杆菌

13110吸收利用，最终可能转化为其他氨基酸，因此

乳酸菌发酵水解物的总氨基酸含量升高，疏水性氨基

酸占比增加。一般来说，肽的抗氧化活性与其氨基酸

序列相关，而且它们通常包含疏水性氨基酸，例如序

列中包含脯氨酸、组氨酸、酪氨酸和甲硫氨酸的

肽[30]。含有疏水性氨基酸的肽能够与氧结合或者减

少体系中氢的释放来阻断氧化进程，进而发挥抗氧化
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图 7    分子量分布图

Fig.7    Molecular weight distribution map
注：A.标准蛋白质洗脱图谱；B.米糠蛋白水解物分子量分布洗
脱图谱；C.乳酸菌发酵水解物分子量分布洗脱图谱。
 

表 10    米糠蛋白水解物和乳酸菌 13110发酵水解物的
分子量分布范围

Table 10    Molecular weight distribution range of rice bran
protein hydrolysates and fermented hydrolysates

by Lactobacillus plantarum 13110

水解物 <1.0 kDa（%） 1.0~6.5 kDa（%） >6.5 kDa（%）

米糠蛋白水解物 0.67 90.11 9.22
乳酸菌发酵水解物 6.84 87.02 6.14
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功能。缬氨酸或亮氨酸等疏水氨基酸可以增加肽在

脂质界面的含量，从而促进清除脂质阶段产生的自由

基[31]。综上所述，乳酸菌发酵水解物的高抗氧化活性

可能与疏水性氨基酸的含量较高有关。虽然米糠蛋

白中也同样具有较高含量的疏水性氨基酸，但是由于

米糠蛋白溶解性较差，导致其抗氧化活性较差。 

2.6　溶解性

大量的研究发现蛋白质的功能性与溶解性有密

切的联系，通过蛋白质的溶解性来体现其他的功能

性[32]。因此提高蛋白质的溶解性具有重要的意义。

由于蛋白质的溶解性受 pH影响较大，因此比较了在

不同 pH条件下米糠蛋白、米糠蛋白水解物和乳酸菌

发酵水解物的溶解性，结果如图 8所示。
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Fig.8    Effects of pH on the solubility of rice bran protein, rice
bran protein hydrolysate, and fermented hydrolysates

by Lactobacillus plantarum 13110
 

由图 8可知，pH4~6为米糠蛋白等电点（4.6）附
近，米糠蛋白溶解性较低，而在远离等电点，米糠蛋白

的溶解性增加，原因是增加或减小 pH，偏离等电点

时，蛋白质的表面静电荷增加，与水分子的相互作用

增强，蛋白质结构展开，米糠蛋白在水溶液的分散能

力得到提升，表现为溶解度增加。与米糠蛋白相比，

在 pH4~6范围内，米糠蛋白水解物和乳酸菌发酵水

解物的溶解性得到明显改善。在 pH为 7时，米糠蛋

白溶解性为 13.43%，米糠蛋白水解物和乳酸菌发酵

水解物的溶解性分别为 72.12%和 85.38%。在 pH1~
12范围内，整体来看，乳酸菌发酵水解物的溶解性最

高，米糠蛋白水解物次之。这是因为米糠蛋白经碱性

蛋白酶水解和乳酸菌发酵后，肽链断裂，大分子蛋白

质转变成多肽和小分子短肽类物质，蛋白结构被破

坏，暴露出更多亲水性基团，从而使亲水性增强[33]，米

糠蛋白水解物和乳酸菌发酵水解物的溶解度得到提

高。在 pH1~12范围内，乳酸菌发酵水解物均具有较

强的溶解性，提高了其在食品工业上的利用率。 

3　结论
本文以米糠蛋白粉为原料，优化了酶菌协同反

应条件，得到的最佳发酵条件为接种量 2%（v/v，接种

液菌体浓度 108 CFU/mL）、发酵培养基初始 pH5.5、
发酵温度 31 ℃、发酵时间 36 h，在此条件下，乳酸菌

发酵水解物蛋白浓度为 1 mg/mL时 DPPH自由基清

除率 57.42%±2.0%，蛋白浓度为 0.5 mg/mL时ABTS+

自由基清除率为 90.35%±0.1%。通过分子量分布和

氨基酸组成进行分析，结果表明乳酸菌发酵水解物含

有较多的小于 1.0 kDa的肽组分和疏水性氨基酸，

EAA/TAA和 EAA/NEAA比值仍符合 FAO/WHO
推荐的参考蛋白模式，保留了米糠蛋白的营养价值，

且具有较好的溶解性，为米糠蛋白在食品工业应用提

供了理论依据。
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