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高产抗氧化肽芽孢杆菌的筛选及其
在豆渣增值利用中的应用
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摘　要：目的：豆渣作为大豆加工主要副产物，虽有营养价值，但因消化率低、适口性差导致工业利用率低。本研

究旨在以豆渣为发酵基质，利用芽孢杆菌在食品原料中生长繁殖并分泌胞外酶系的特性，借助超声波联合微生物

发酵方式（UAF），探索制备抗氧化肽等小分子生物活性物的有效途径，提升豆渣的利用价值。方法：通过透明

圈法初筛，从 56株芽孢杆菌中筛选出 28株高产蛋白酶的菌株，并通过复筛对其蛋白酶活力、超氧化物歧化酶活

力、产肽能力和抗氧化能力等指标结合因子分析进行综合评价。结果：筛选出 B. siamensis s4、B. amyloliquefaciens
10、B. subtilis SNBS-3和 B. subtilis 63四株具有抗氧化能力的菌株。其中，B. amyloliquefaciens 10的蛋白酶活性、

ABTS＋自由基清除率和 DPPH自由基清除率分别显著（P<0.05）提高了 12.23%±0.08%、8.69%±0.11%和 3.38%±
0.81%，而 B. subtilis SNBS-3的肽含量和 DPPH自由基清除率分别显著（P<0.05）提高了 7.20%±0.10%、3.41%±
0.14%。结论：以豆渣为发酵基质，超声联合微生物发酵方式可作为筛选高产抗氧化肽菌株的方法；在超声胁迫条

件下，B. amyloliquefaciens 10和 B. subtilis SNBS-3两株菌不仅表现出良好的生长能力，还显著提高了蛋白酶活

性、肽含量和抗氧化能力。这两株菌具有强大的抗氧化潜力，为抗氧化肽的产业化制备提供了理论支持。
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Abstract：Objective:  Soybean residue,  a  major  by-product  of  soybean processing,  possess  nutritional  value  but  have low
industrial  utilization due to low digestibility and poor palatability.  The aim of this  study was to use soybean residue as a  
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fermentation substrate, take advantage of the characteristics of Bacillus sp. that can grow and multiply in food materials and
secrete an extracellular enzyme system, and explore an effective way to prepare small molecule bioactive substances such
as  antioxidant  peptides  with  the  help  of  ultrasonic-combined  microbial  fermentation  (UAF),  thereby  enhancing  the
utilization  value  of  soybean  residue.  Methods:  In  this  study,  28  high-protease-producing  strains  were  screened  from  56
strains  of Bacillus  sp.  by  initial  screening  using  the  transparent-circle  method.  Then,  their  protease  activity,  superoxide
dismutase  activity,  peptide-producing  capacity,  and  antioxidant  capacity  were  comprehensively  evaluated  through  re-
screening in combination with factor analysis.  Results:  Four strains with antioxidant capacity, namely B. siamensis s4, B.
amyloliquefaciens 10, B. subtilis SNBS-3, and B. subtilis 63, were finally screened out. Among them, the protease activity,
ABTS+ radical scavenging rate, and DPPH radical scavenging rate of B. amyloliquefaciens 10 were significantly increased
(P<0.05)  12.23%±0.08%,  8.69%±0.11%,  and  3.38%±0.81%,  respectively.  Meanwhile,  the  peptide  content  and  DPPH
radical  scavenging  rate  of  B.  subtilis  SNBS-3  were  significantly  increased  (P<0.05)  7.20%±0.10%,  3.41%±0.14%,
respectively.  Conclusion:  Using  soybean  residue  as  a  fermentation  substrate,  ultrasonication  combined  with  microbial
fermentation  could  be  regarded  as  a  method  to  screen  strains  with  high  antioxidant  peptide  production.  Under
ultrasonication stress  conditions,  the  two strains, B.  amyloliquefaciens 10  and B.  subtilis SNBS-3,  not  only  demonstrated
good growth ability but also significantly enhanced protease activity,  peptide content,  and antioxidant capacity. They had
strong antioxidant potential and provided theoretical support for the industrialization of antioxidant peptide preparation.

Key words：antioxidant peptides；proteases；Bacillus；ultrasonic treatment；microbial fermentation；soybean residue

豆渣是大豆加工过程中主要的副产物，每加工

1 kg大豆就会产生约 1.2 kg湿豆渣[1]。我国作为大

豆主要消费国之一，每年可产生数亿吨豆渣[2]，且预

测未来豆渣产量仍会呈逐年递增趋势[3]，豆渣的累积

已然成为豆制品行业所面临的挑战之一。Chatterjee
等[4] 研究虽已表明，利用豆渣蛋白质制备生物活性物

具有可行性，但残留蛋白质经高温蒸煮、挤压后难以

溶出、利用率不佳[5−6]。为此，亟需利用物性修饰、生

物转化、功能化重组等副产物综合利用技术以解决

上述问题。

生物活性肽是指具有生物活性的小分子肽段。

它们通常由 2到 50个氨基酸残基组成，具有特定的

生物功能，如调节免疫系统、细胞增殖、细胞凋亡、

细胞信号传导等。生物活性肽的制备方法主要包括

微生物发酵、酶解、化学合成与 DNA重组技术[7]。

其中抗氧化肽是一种具有抗氧化能力的生物活性肽，

是一种小分子天然活性物质[8−9]。利用微生物发酵法

制备生物活性肽具有安全可靠、多样性、高产量、易

于改造、经济性和可持续性等优点，使其成为制备生

物活性肽的重要来源之一[10]。目前，已开展多项利用

微生物发酵法制备抗氧化肽的研究，如 Shu等 [11]

以羊奶为发酵基质，利用解淀粉芽孢杆菌 （B.
amyloliquefaciens）制备抗氧化肽；Li等[12] 以鹰嘴豆

为发酵基质，利用枯草芽孢杆菌（B. subtilis）发酵制

备抗氧化肽；Sanjukta等[13] 利用枯草芽孢杆菌（B.
subtilis）、地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）发酵

Kinema，制备的生物活性肽 SEDDVFVIPAAYPF显

示出高抗氧化活性。同时，环保型低强度短时超声波

近年来已广泛应用于发酵工业，超声波联合微生物发

酵方式（Ultrasonic-combined microbial fermentation，
UAF），不仅能促使发酵基质蛋白质结构的舒展，其声

空化作用所形成的微射流[14−15]，可以提升细胞膜的流

动性及渗透性[16]，刺激微生物生长、提高蛋白酶产

率，还可增强传质速率，提高酶与底物的结合速率及

活性成分的溶出率，具有提取效率高、溶剂使用少等

优点[17−18]，已在食品工业中广泛研究。如 Hashemi
等[19] 利用超声联合发酵，以酸奶为发酵基质，证实通

过超声诱导微生物蛋白酶表达可以提高肽的产量；

Bian等[20] 通过多频逆流超声处理提高了桑籽蛋白提

取率，提高了甜味肽的生物活性。因此，微生物发酵

法在制备生物活性肽方面优势突出，且超声波联合微

生物发酵方式能进一步提升发酵效果，在食品等领域

展现出良好的应用潜力。目前，利用豆渣蛋白制备抗

氧化肽等小分子活性物的研究较为鲜见，已开展的研

究也多采用酶解法、微生物发酵法等单一制备方式；

其中，通过超声等辅助处理优化微生物多种代谢途径

以发酵制备抗氧化肽的研究，仍处于起步阶段，因此

采用超声联合微生物发酵技术制备豆渣抗氧化肽，对

实现活性肽的安全高效制备具有重要意义。研究发

现，芽孢杆菌（Bacillus）不仅产酶能力较强，是发酵过

程中的酶系主导功能菌[21]，且菌株活性高，可在豆渣

等食品原料上良好生长繁殖[22]，但当前针对该菌产抗

氧化肽的筛选体系仍存在不完善之处。

因此，本研究通过透明圈法初筛，蛋白酶活力、

超氧化物歧化酶活力、多肽含量和抗氧化能力复筛，

综合筛选出具有高产抗氧化肽能力的特异性菌株。

进一步选用超声波联合微生物发酵法制备抗氧化肽，

在提高豆渣利用率的同时赋予经济价值，对提升豆制

品副产物利用率，低成本、高安全、高效率制备活性

肽具有重要意义，后期为活性肽产业化制备提供理论

支持[23]。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

菌株　均分离自东北传统发酵食品，菌株 16S
rDNA序列同源性对比见表 1；新鲜豆渣　辽宁豆华

天宝食品科技股份有限公司提供；β-巯基乙醇、邻苯
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二甲醛（OPA）、2,2-联氨-双（3-乙基-苯并噻唑-6-磺
酸）二胺盐（ABTS）、1,1-二苯基 -2-三硝基苯肼

（DPPH）、乙醇、过硫酸钾、甲醇、十水合四硼酸钠

（Na2B4O7·10H2O）、十二烷基硫酸钠（SDS）　分析

纯，上海麦克林生化科技有限公司；微生物蛋白酶活

性检测试剂盒（ELISA）、SOD活性检测试剂盒

（ELISA）　北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。

QYC-200恒温培养摇床　上海福玛试验设备有

限公司；UV-2100紫外可见分光光度计　龙尼柯（上

海）仪器有限公司；KQ-300VDE超声波清洗机　昆

山市超声仪器有限公司；DHG-9023S鼓风干燥箱　

宁波乐电仪器制造有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   试剂与培养基配制　LB（Luria-Bertani）液体

培养基、酪蛋白固体培养基：参考 Kasana等[24] 配

制，121 ℃ 灭菌 20 min待用。

豆渣培养基：鲜豆渣于 60 ℃ 鼓风干燥箱中烘干

至恒重，10 g干豆渣，水 150 mL，121 ℃ 灭菌 20 min
待用。

OPA溶液：25 mL蒸馏水溶解 0.96 g Na2B4O7·
10H2O，2.5 mL蒸馏水溶解 0.5 g SDS，1 mL甲醇溶

解 0.04  g  OPA后加 0.1  mL β-巯基乙醇，定容至

50 mL。
DPPH溶液：100 mL甲醇溶解 6.3 mg DPPH。

ABTS溶液：2 mL蒸馏水溶解 7.68 mg ABTS、
4 mL 蒸馏水溶解 2.65 mg K2S2O8，混匀后于室温

（ 25±1 ℃）下避光 12~16  h后再溶于无水乙醇 ，

734 nm处调整至吸光度为 0.7±0.02待用。

 1.2.2   高产抗氧化肽潜力菌株初筛　采用透明圈法，

将保藏的芽孢杆菌活化后接至 LB液体培养基，

37 ℃、170 r/min培养 16 h后 5000 r/min离心 10 min
弃去上清，0.9%无菌生理盐水调至 OD600 为 0.5±
0.02的菌悬液待用。参考 Kasana等[24] 方法并稍作

修改，100 μL菌悬液点种至酪蛋白固体培养基，37 ℃
静置培养 12 h后用游标卡尺测量透明圈直径（D）及

菌落直径（d）。

 1.2.3   高产蛋白酶潜力菌株复筛选

 1.2.3.1   多肽液制备　取 1.2.2菌悬液，按 1%（v/v）
接种至无菌豆渣培养基，37 ℃、170 r/min下培养

36 h，取发酵液 10000 r/min离心 25 min后取上清液

过 0.45 μm滤膜置于−80 ℃ 备用。

 1.2.3.2   菌株发酵豆渣多肽液蛋白酶活力测定　取

多肽液在频率 45 kHz、功率 120 W/L下超声 15 min，
使用微生物蛋白酶活性检测试剂盒（ELISA），测定

450 nm处吸光度。同时以未超声处理的发酵液为空

白组，超声后菌株蛋白酶活力增率根据公式（1）计算。

蛋白酶活力增率(%) =
P超声 −P未超声
P未超声

×100 式（1）

式中：P超声为超声后菌株发酵豆渣多肽液吸光度

 

表 1    菌株 16S rDNA序列同源性对比

Table 1    Comparison of 16S rDNA sequence homology
among strains

菌株来源 菌株编号 鉴定结果 同源性（%）

沈阳发酵豆酱

5-3 B. subtilis 99.8
s19 B. velezensis 99.8

SN-14 B. subtilis 99.7
5-2 B. amyloliquefaciens 98.9
31 B. amyloliquefaciens 99.9
71 B. velezensis 98.8
J19 B. subtilis 98.4
63 B. subtilis 100
17-1 B. amyloliquefaciens 99.5
21 B. velezensis 98.8
s16 B. subtilis 98.4
101 B. velezensis 99.8
15 B. amyloliquefaciens 99.8
25 B. amyloliquefaciens 99.7
26 B. amyloliquefaciens 99.8

锦州发酵小菜

104 B. amyloliquefaciens 98.8
100 B. subtilis 98.4
j10 B. velezensis 99.2
116 B. amyloliquefaciens 99.8
117 B. amyloliquefaciens 99.8
105 B. amyloliquefaciens 99.7
103 B. subtilis 99.8
6-2 B. velezensis 99.8

SNBS-3 B. subtilis 100

辽阳发酵豆豉

j21 B. subtilis 98.4
j11 B. subtilis 99.2
j14 B. velezensis 98.4
8" B. subtilis 99.2
73 B. velezensis 99.5
111 B. subtilis 98.8
10 B. amyloliquefaciens 100
24" B. amyloliquefaciens 99.5
s9 B. amyloliquefaciens 98.8

朝阳发酵豆酱

23 B. subtilis 98.4
j20 B. pseudomycoide 99.8
24 B. velezensis 99.2
j12 B. velezensis 99.5
s4 B. siamensis 98.8
7 B. velezensis 98.4
29 B. amyloliquefaciens 99.8

阜新发酵豆豉

s1 B. subtilis 99.8
s14 B. amyloliquefaciens 99.7
s3 B. subtilis 99.8
43 B. subtilis 99.5
TS B. subtilis 98.8

葫芦岛发酵小菜

J20 B. velezensis 98.4
113 B. amyloliquefaciens 99.8
114 B. subtilis 99.5
112 B. amyloliquefaciens 98.8
J8 B. velezensis 100
S29 B. amyloliquefaciens 100
43 B. amyloliquefaciens 99.5
J40 B. amyloliquefaciens 98.8
44 B. subtilis 98.4
J32 B. pseudomycoide 99.8
8-3 B. velezensis 99.2
24 B. velezensis 99.2
j12 B. velezensis 99.5
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值；P未超声为未超声菌株发酵豆渣多肽液吸光度值。

 1.2.3.3   菌株发酵豆渣多肽液的肽含量测定　参考

Tuly等[25] 的方法并稍作修改，75 μL 10 mg/mL多

肽液与 3 mL OPA溶液混匀，室温孵育 2 min，测
定 340 nm处吸光度；配制 0、0.2、0.4、0.6、0.8及

1.0 mg/mL的 Gly-Gly-Tyr-Arg溶液制作标准曲线

（Y=11.175X−0.0075，R2=0.9996）。未超声组为空

白，超声后菌株肽含量增率根据公式（2）计算。

肽含量增率(%) =
C超声 −C未超声

C未超声
×100 式（2）

式中：C超声为超声后菌株肽含量（mg/mL）；
C未超声为未超声菌株肽含量（mg/mL）。

 1.2.3.4   菌株发酵豆渣多肽液超氧化物歧化酶活力

测定　取多肽液使用 SOD活性检测试剂盒（ELISA），

测定波长 450 nm处吸光度，按细菌数量计，每 1万

个细菌每分钟催化产生 1 μmol超氧阴离子自由基定

义为一个酶活性单位计算样品活性。

 1.2.3.5   菌株发酵豆渣多肽液 DPPH自由基清除率

测定　参照 Rai等[26] 的方法并稍作修改。200 μL
多肽液与 2 mL DPPH溶液混匀，室温下避光孵育

30 min，0.2 mg/mL VC 为阳性对照，测定 517 nm处

吸光度，根据公式（3）计算 DPPH自由基清除率。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1−A2 −A1

A0

)
×100 式（3）

式中：A2 为样品吸光度值；A1 为甲醇溶液代替

DPPH溶液吸光度值；A0 为去离子水代替样品吸光

度值。

此外，未超声组为空白，超声后菌株 DPPH自由

基清除率增率根据公式（4）计算。

DPPH自由基清除率增率(%) =
D1 −D0

D0

×100 式（4）

式中：D1 为超声后菌株 DPPH自由基清除率；

D0 为未超声时菌株 DPPH自由基清除率。

 1.2.3.6   发酵豆渣多肽液 ABTS＋自由基清除率测

定　参照 Fang等[27] 的方法并稍作修改。1 mL多

肽液与 4 mL新制 ABTS溶液充分混匀，室温下避光

孵育 6 min，0.2 mg/mL VC 为阳性对照，测定波长

734 nm处吸光度，根据公式（5）计算 ABTS＋自由基

清除率。

ABTS+自由基清除率(%) =
(
1−As

Ac

)
×100 式（5）

式中：As 为多肽样品吸光度值；Ac 为 ABTS溶

液空白吸光度值。

此外，未超声组为空白，超声后菌株 ABTS＋自

由基清除率增率根据公式（6）计算。

ABTS+自由基清除率增率(%) =
Aa −Ab

Ab

×100 式（6）

式中：Aa 为超声后菌株 ABTS＋自由基清除率；

Ab 为未超声时菌株 ABTS＋自由基清除率。

 1.2.3.7   因子分析　参考赵自阳等 [28] 的方法。以

28株芽孢杆菌的蛋白酶活性、超氧化物歧化酶活

性、肽含量、ABTS＋自由基清除率、DPPH自由基清

除率为变量，综合评价不同芽孢杆菌的抗氧化能力，

计算芽孢杆菌抗氧化能力相关系数矩阵以及相关系

数矩阵的特征值和贡献率等，并对因子载荷矩阵进行

旋转处理；最终计算芽孢杆菌抗氧化能力的因子综合

得分。

 1.2.3.8   超声胁迫对菌株发酵豆渣抗氧化性的影响

　将具有发酵潜力的芽孢杆菌，接种 1%（v/v）至豆渣

培养基，在 37 ℃、170 r/min条件下培养 4 h后在频

率 45  kHz、功率 120  W/L下超声 10  min，再培养

36 h，同时以未超声处理的发酵液为空白组，考察超

声胁迫对菌株产肽能力、蛋白酶活力、DPPH自由基

清除率和 ABTS＋自由基清除率的影响。

 1.3　数据处理

每组实验数据均各测定 3次，结果表示为平均

值±标准差，采用 SPSS软件进行因子分析及样品间

显著性差异分析，以 P<0.05为差异显著，用 Origin
2021、Design-Expert.V8.0.6.1软件绘图。

 2　结果与分析

 2.1　高产抗氧化肽潜力菌株筛选

 2.1.1   菌株产蛋白酶能力初筛　通过透明圈法对分

离自东北传统发酵小菜、发酵豆酱、发酵豆豉的

56株芽孢杆菌进行初筛，以优选具有产蛋白酶能力

的菌株。结果如表 2所示，56株芽孢杆菌均具有产

蛋白酶潜力，透明圈的大小直观反映了菌落对蛋白酶

的分解能力，透明圈比值（D·d−1）越大产蛋白酶能力
 

表 2    菌株产蛋白酶能力初筛

Table 2    Preliminary screening test on strain protease production

菌株编号 比值（D·d−1） 菌株编号 比值（D·d−1） 菌株编号 比值（D·d−1）

10 8.44±0.06a J32 3.67±0.03ijklmn j21 2.33±0.03p

SNBS-3 8.32±0.01a 43 3.6±0.06ijklmn 8" 2.3±0.12pq

63 7.22±0.14b s16 3.6±0.01ijklmn 6-2 2.26±0.04pq

s4 6.00±0.12c j10 3.57±0.03ijklmn J20 1.84±0.01qr

s3 5.73±0.27c 104 3.49±0.01ijklmn 112 1.66±0.01rs

J19 5.08±0.04d 117 3.47±0.03jklmn s19 1.58±0.04rs

5-2 4.83±0.14de 111 3.4±0.06klmn 103 1.52±0.03rs

44 4.47±0.08ef S29 3.33±0.07lmn 31 1.45±0.05rs

24 4.47±0.08ef s9 3.33±0.07lmn j14 1.43±0.03rs

25 4.46±0.08ef 100 3.21±0.09mn 43" 1.4±0.06rs

5-3 4.32±0.03fg 26 3.08±0.03no 23 1.4±0.06rs

8-3 4.32±0.03fg 73 2.77±0.03op 105 1.35±0.06rs

SN-14 4.13±0.04fgh 17-1 2.57±0.07p 114 1.34±0.01rs

21 4.02±0.07fghi 15 2.47±0.09p 101 1.27±0.07s

s14 3.96±0.07fghij 116 2.47±0.03p j20 1.2±0.03s

s1 3.93±0.05ghijk 71 2.38±0.54p J40 1.2±0.03s

TS 3.84±0.01ghijkl J8 2.38±0.06p 24" 1.19±0.02s

7 3.84±0.01ghijkl j11 2.37±0.03p 29 1.16±0.01t

j12 3.67±0.03ijklmn 113 2.36±0.03p

注：同列不同字母表示差异显著（P<0.05），表3~表5同。
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越强 ， 56株菌的 D·d−1 值在 1.16±0.01~8.44±0.06
之间，平均值为 3.22±0.04，通过显著性分析可知，不

同菌株间产蛋白酶能力存在显著差异（P<0.05）。其

中有 28株菌透明圈比值高于平均值，选取前 28株

具有产蛋白酶潜力的芽孢杆菌进行后续实验。其中

B. siamensis s4、B. amyloliquefaciens 10、B. subtilis
SNBS-3、B.  subtilis  63、B.  subtilis  s3比值均高于

5.50，在产蛋白酶能力方面显著强于其他菌株

（P<0.05），表明它们具有较强产蛋白酶潜力。

 2.1.2   高产抗氧化肽菌株复筛选

 2.1.2.1   菌株发酵豆渣多肽液蛋白酶活力　通过对

28株菌的蛋白酶活力进行测定，筛选出具有高产抗

氧化肽潜力的菌株。结果如表 3所示，28株芽孢杆

菌均表现出较强的产酶能力，实验菌株间蛋白酶活力

存在显著差异（P<0.05）。其中，B. siamensis s4、B.
amyloliquefaciens 10、B. subtilis 63的蛋白酶活力分

别为 566.29±1.59、566.05±0.57、565.92±1.50 U/mL，
且在蛋白酶活力方面处于同一显著水平，表明产蛋白

酶能力显著强于其他大部分菌株（P<0.05），产蛋白酶

能力较强；B. subtilis s16、B. subtilis 5-3产蛋白酶能

力适中，分别为 412.20±0.81、408.46±0.52 U/mL，这
两株菌的蛋白酶活力水平无显著差异；B.  amylo-
liquefaciens 104、B. amyloliquefaciens 25蛋白酶活

力分别为 247.04±0.44、243.94±1.10 U/mL，二者蛋

白酶活力无显著差异，产酶能力较弱，与前述的透明

圈初筛结果相似，可验证上述实验结果。
 
 

表 3    菌株发酵豆渣多肽液蛋白酶活力
Table 3    Protease activity in fermented soybean

residue peptide solution

菌株编号 蛋白酶活力（U·mL−1） 菌株编号 蛋白酶活力（U·mL−1）

s4 566.29±1.59a 117 275.30±0.86q

J19 498.60±2.90d 104 247.04±0.44r

SN-14 332.69±1.57n 111 405.15±0.90j

5-2 482.88±3.25e 5-3 408.46±0.52i

S29 306.84±0.35p s9 354.98±1.14m

10 566.05±0.57a 24 350.59±0.13m

63 565.92±1.50a j12 438.90±0.94h

21 469.71±1.72f 8-3 392.52±0.90k

SNBS-3 556.61±4.67b 7 388.57±0.65k

25 243.94±1.10r s1 486.87±0.91e

44 508.83±1.00c s14 456.31±2.04g

s16 412.20±0.81i s3 469.02±0.64f

J32 322.32±0.78o 43 434.19±0.70h

j10 380.79±0.79l TS 272.46±1.21q

 

 2.1.2.2   菌株发酵豆渣多肽液多肽含量测定　通过

对 28株菌的产肽能力进行测定，筛选出产多肽能力

强的菌株。结果如表 4所示，28株芽孢杆菌均具有

产肽的能力，实验菌株间产肽能力存在显著差异（P<
0.05）。其中 B. subtilis 63肽含量为 9.06±0.13 mg/mL，
表明产肽能力显著强于其他大部分菌株（P<0.05）；B.
subtilis 111、B. subtilis 5-3肽含量为 6.57±0.04、6.57±

0.07 mg/mL，二者蛋白酶活力无显著差异，产肽能力

适中，与产肽能力较强的 B. subtilis 63相比，具有显

著差异（P<0.05）；B. amyloliquefaciens 104产肽能力

较差，仅为 4.14±0.10 mg/mL。通过对 28株菌株的

蛋白酶活力以及多肽含量测定可以验证，蛋白酶活力

可以对多肽含量产生一定影响。大多数菌株蛋白酶

活力高，其菌株的产肽能力强。
  

表 4    菌株发酵豆渣多肽液多肽含量
Table 4    Peptide content in fermented soybean

residue peptide solution

菌株编号 肽含量（mg·mL−1） 菌株编号 肽含量（mg·mL−1）

s4 8.74±0.05b 117 4.79±0.01q

J19 7.73±0.04e 104 4.14±0.10r

SN-14 5.65±0.04n 111 6.57±0.04k

5-2 7.43±0.09fg 5-3 6.57±0.07k

S29 5.03±0.03p s9 5.99±0.01m

10 8.50±0.07c 24 5.86±0.04m

63 9.06±0.13a j12 6.74±0.02j

21 7.30±0.10gh 8-3 6.34±0.06l

SNBS-3 8.76±0.09b 7 6.26±0.02l

25 3.96±0.03s s1 7.49±0.11fg

44 8.10±0.04d s14 6.96±0.03i

s16 6.58±0.02k s3 7.24±0.03h

J32 5.37±0.03o 43 6.70±0.03jk

j10 6.27±0.02l TS 4.68±0.02q

 

 2.1.2.3   菌株发酵豆渣多肽液抗氧化能力测定　

SOD是一种抗氧化金属酶，在抗氧化平衡中起到至

关重要的作用，是生物体系中抗氧化酶系的重要成员

之一[29]。抗氧化肽可避免或减轻底物与自由基结合

造成的氧化损伤，从而达到抗氧化作用[30]。

已有研究表明，B. amyloliquefaciens、B. subtilis
等芽孢杆菌可提升发酵液抗氧化活性，在制备抗氧化

生物活性物方面具有一定应用潜力[31]。为此，针对上

述 28株优产蛋白酶的芽孢杆菌，进一步筛选具有高

产 SOD酶特性的特异性菌株，结果如表 5所示。28
株芽孢杆菌均可产 SOD酶，实验菌株间酶活力存在

显著差异（P<0.05）。其中 B. amyloliquefaciens 10、
B. subtilis 63 SOD酶活力较强，分别为 368.00±1.4、
371.53±0.96 U/mL，产酶能力略高于丁学知等[32] 筛

选出的高产 SOD酶的芽孢杆菌 C328（358 U/mL）。
B. subtilis 43、B. velezensis  j12 SOD酶活力分别为

265.05±0.69、267.68±0.20 U/mL，二者无显著差异，

产酶能力适中，与产酶能力较强的菌株存在显著差异

（P<0.05），但又显著高于产酶能力较弱的菌株（P<
0.05）；B. amyloliquefaciens 25 SOD酶活力为 166.74±
0.30 U/mL，产酶能力较弱。28株芽孢杆菌的多肽液

均具有抗氧化活性，且存在显著差异（P<0.05）。其

中 B. subtilis SNBS-3多肽液的 ABTS+自由基清除

率、DPPH自由基清除率分别为 68.94%±0.45%、

45.62%±0.28%，处于最高水平，表明该菌株的多肽液

抗氧化能力显著强于其他大部分菌株（P<0.05）；B.
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amyloliquefaciens 25、B. amyloliquefaciens 104 多肽

液 ABTS+自由基清除率较差，为 28.72%±0.24%、

29.14%±0.31%；B. amyloliquefaciens 117、B. amyloli-
quefaciens 104、B. amyloliquefaciens S29、B. subtilis
TS、B. amyloliquefaciens 25 DPPH自由基清除率较

低，分别为 21.49%±0.23%、21.58%±0.26%、21.71%±
0.08%、21.21%±0.10%、21.23%±0.20%。

 2.2　因子分析

基于上述实验结果，28株芽孢杆菌均有产酶、

产肽及抗氧化能力，利用因子分析法对 28株芽孢杆

菌进行综合评价。

 2.2.1   KMO和 Bartlett球形检验　为了确定不同芽

孢杆菌抗氧化能力指标数据是否适合进行因子分析，

首先进行了 KMO和 Bartlett球形检验和分析，由

表 6可知，KMO值、Bartlett球形检验分别为 0.844、
0.0001，变量间相关性较大，数据满足总体正态分布，

可以进行因子分析。
 
 

表 6    KMO和 Bartlett球形检验
Table 6    Results of KMO and Bartlett test

指标 结果

取样足够度的KMO度量 0.844

Bartlett的球形度检验

均卡方 1173.241
df 10
Sig. 0.0001

 

 2.2.2   不同芽孢杆菌抗氧化能力综合评价　用

SPSS软件进行因子分析，由表 7可知，提取 1个公

因子时，累计贡献率为 97.99%，提取 2个公因子时，

累计贡献率为 99.07%，可综合大部分信息，提取 2个

公因子即可。

各因子权重如表 8所示，得分模型 F1=0.462×蛋
白酶活力+0.854×超氧化物歧化酶活力+0.025×肽含

量−2.227×ABTS+自由基清除率+1.612×DPPH自由

基清除率；F2=−0.206×蛋白酶活力−0.639×超氧化物

歧化酶活力+0.274×肽含量+2.747×ABTS+自由基清

除率−1.474×DPPH自由基清除率。
 
 

表 8    得分系数矩阵
Table 8    Score coefficient matrix

因子 1 2

X1蛋白酶活性 0.462 −0.206
X2超氧化物歧化酶活性 0.854 −0.639

X3肽含量 0.025 0.274
X4 ABTS

+自由基清除率 −2.227 2.747
X5 DPPH自由基清除率 1.612 −1.474

 

按各公因子对应的方差贡献率计算 F值并进行

排序，如表 9所示，28株芽孢杆菌中，B. siamensis
s4、B. amyloliquefaciens 10、B. subtilis 63、B. subtilis
SNBS-3评分较高，分别为 1.55、1.53、1.53、1.52，具

有高产抗氧化肽潜力；B. amyloliquefaciens 104、B.
amyloliquefaciens 25评分较低，分别为−2.01、−2.06，

制备抗氧化肽的能力较弱。因此选定 B. siamensis
s4、B. amyloliquefaciens 10、B. subtilis 63、B. subtilis
SNBS-3进行后续超声胁迫。

 2.3　超声胁迫对菌株发酵豆渣蛋白酶活力、肽含量及

抗氧化能力的影响

图 1所示为 B.  subtilis SNBS3、B.  amylolique-
faciens  10在 UAF方式下（菌株比例 1:1、接种量

 

表 5    菌株发酵豆渣多肽液抗氧化能力

Table 5    Antioxidant capacity of peptide solution from fermented soybean residue

菌株编号
ABTS+自由基
清除率（%）

DPPH自由基
清除率（%）

SOD酶活力
（U·mL−1）

菌株编号
ABTS+自由基
清除率（%）

DPPH自由基
清除率（%）

SOD酶活力
（U·mL−1）

s4 64.34±0.8b 44.46±0.52b 365.93±2.34b 117 32.94±0.32m 21.49±0.23o 200.42±0.14p

J19 56.41±0.77c 38.43±0.59d 307.01±0.60d 104 29.14±0.31n 21.58±0.26o 172.76±2.02q

SN-14 40.67±0.22j 23.97±0.14m 229.50±0.81n 111 50.44±0.53ef 30.28±0.34i 249.43±0.71jk

5-2 52.91±1.09d 37.06±0.70e 298.76±1.65e 5-3 50.88±0.29e 30.57±0.19i 251.81±0.45ij

S29 37.19±0.12l 21.71±0.08o 217.03±0.51o s9 43.67±0.16i 25.91±0.10l 236.72±0.39m

10 64.72±0.52b 44.70±0.33b 368.00±1.4bc 24 43.09±0.2i 25.53±0.12l 234.07±0.71mn

63 63.4±1.28b 43.84±0.83b 371.53±0.96a j12 54.98±0.51c 33.22±0.33h 267.86±0.20h

21 51.13±0.34e 35.91±0.22f 288.93±1.40f 8-3 48.74±0.35g 29.18±0.23j 249.46±1.24jk

SNBS-3 68.94±0.45a 45.62±0.28a 368.31±2.39b 7 48.2±0.36gh 28.84±0.24jk 245.23±0.69kl

25 28.72±0.24n 21.23±0.20o 166.74±0.30r s1 53.45±0.84d 37.41±0.55e 305.40±0.97d

44 55.03±0.91c 39.32±0.50c 312.25±0.08c s14 49.33±0.7fg 34.74±0.45g 277.14±1.25g

s16 43.39±0.31i 30.90±0.20i 255.58±0.23i s3 51.05±0.7e 35.85±0.45f 289.60±0.98f

J32 39.28±0.29k 23.07±0.19n 221.00±0.80o 43 46.35±0.42h 32.82±0.27h 265.05±0.69h

j10 47.16±0.33h 28.16±0.22k 242.47±0.27l TS 32.56±0.13m 21.21±0.10o 201.21±1.36p

 

表 7    特征值和方差贡献率

Table 7    Eigenvalues and variance contributions

成份

初始特征值 提取载荷平方和 旋转载荷平方和

总计
方差百
分比（%）

累积
（%）

总计
方差百
分比（%）

累积
（%）

总计
方差百
分比（%）

累积
（%）

1 4.900 97.994 97.994 4.900 97.994 97.994 2.707 54.149 54.149
2 0.054 1.078 99.073 0.054 1.078 99.073 2.246 44.924 99.073
3 0.024 0.489 99.562
4 0.018 0.357 99.919
5 0.004 0.081 100.000
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1%、接种 4 h后在超声功率 120  W/L、超声频率

45 kHz）超声 10 min后再发酵 36 h的蛋白酶活力、

肽含量及抗氧化能力变化。
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图 1    超声胁迫对菌株蛋白酶活力、肽含量及抗氧化能力
增率影响

Fig.1    Effects of ultrasonic stress on protease activity, peptide
content and antioxidant capacity increase rate

注：不同小写字母表示同一指标测定下不同菌株之间差异显
著（P<0.05）。
 

结果表明超声后 B. subtilis SNBS-3、B. amyloli-
quefaciens 10、B. subtilis 63、B. siamensis s4抗氧化

能力均有显著提高（P<0.05），其中 B. amyloliquefa-
ciens 10的 ABTS+自由基清除率及 DPPH自由基清

除率提高幅度最大，分别为 8.69%±0.11%、3.38%±
0.81%，但是对于多肽含量和蛋白酶活力并不是具有

一定正相关性，不同菌株或菌种对超声的耐受性不

同。例如，B. subtilis s4蛋白酶含量增加，但多肽含

量下降，表明超声处理可能影响了菌株的基因表达调

控网络，激活了与蛋白酶合成相关的基因，使蛋白酶

合成增加，活力上升。而蛋白酶在该菌代谢网络中处

于关键节点，其活力上升导致多肽作为下游产物被大

量消耗，从而含量下降 [33]。而在 UAF处理后，B.
subtilis 63的多肽含量上升，蛋白酶活力下降，其原因

可能是超声的机械效应和热效应改变了蛋白酶的高

级结构，使其活性位点扭曲或遭到破坏，进而导致酶

活力降低。然而，该菌内多肽的生成并非完全依赖于

这种蛋白酶的作用。细胞内一些储存多肽的结构因

超声作用而被打开，使得原本存在于细胞特定部位的

多肽释放出来，从而导致检测到的多肽含量上升，与

Ruan等[34] 的研究结果一致。综上所述，筛选出超声

前后蛋白酶活力、肽含量及抗氧化能力均呈正增长

的菌株 B. subtilis SNBS-3、B. amyloliquefaciens 10。

 3　结论
本研究以豆渣为发酵基质，筛选出 4株具有产

抗氧化肽能力的芽孢杆菌。并对 UAF过程中的蛋

白酶活力、肽含量、抗氧化能力间的关系进行系统研

究。最终结果表明，在超声胁迫下 B. subtilis SNBS-
3和 B. amyloliquefaciens 10两株菌的蛋白酶活力、

肽含量及抗氧化能力均有显著提高（P<0.05），两株菌

具有较强生产抗氧化肽的潜力，本研究对提升豆制品

副产物利用率，低成本、高安全、高效率制备活性肽

具有重要的意义，可为产业化制备抗氧化肽提供一定

的理论支持。但目前对抗氧化肽的研究尚处于起步

阶段，多数成果仅停留在实验室阶段，未来针对抗氧

化肽的作用机制，仍需深入探究，同时进一步优化生

产工艺，提高抗氧化肽生产的效率和稳定性，扩大其

应用范围。将有助于将实验室的抗氧化肽研究转化

为实际的工业应用，推动食品、化妆品和制药等相关

行业的发展。

© The Author(s)  2026.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

 

表 9    综合评分表

Table 9    Component composite scores

菌株编号 F1 F2 因子综合评分F 排序 菌株编号 F1 F2 因子综合评分F 排序

s4 1.35 0.97 1.55 1 s14 0.71 −0.36 0.09 15
10 1.35 0.95 1.53 2 7 −1.09 0.82 0.09 16
63 1.52 0.83 1.53 3 j10 −1.08 0.72 0.01 17

SNBS-3 1.53 0.81 1.52 4 43 0.67 −0.67 −0.19 18
J19 0.60 0.58 0.81 5 s9 −1.00 0.27 −0.32 19
j12 −1.07 1.56 0.71 6 24 −1.01 0.19 −0.39 20
44 1.22 0.02 0.7 7 s16 0.67 −0.97 −0.44 21
s1 0.95 −0.03 0.5 8 SN-14 −0.96 −0.11 −0.62 22
52 0.87 −0.04 0.45 9 J32 −1.03 −0.25 −0.78 23
53 −1.11 1.16 0.36 10 S29 −0.99 −0.55 −1.01 24
111 −1.13 1.13 0.33 11 117 −0.51 −1.45 −1.49 25
21 0.81 −0.19 0.29 12 TS −0.61 −1.33 −1.57 26
s3 0.82 −0.22 0.27 13 104 −0.60 −1.39 −2.01 27
8-3 −1.05 0.86 0.14 14 25 −0.32 −2.26 −2.06 28
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