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芝麻粕抗氧化肽的分离鉴定及其
体外抗氧化活性

杨　淼，薛紫含，杨旭冉，赵仁邦*

（河北农业大学食品科技学院，河北保定 071001）

摘　要：为实现芝麻粕的高附加值利用，本实验以芝麻粕为原料，探究枯草芽孢杆菌与贝莱斯芽孢杆菌（1:1）混

菌液态发酵制备芝麻粗肽（Sesame Rough Peptide，SRP）的最佳发酵工艺及体外抗氧化活性，同时分析芝麻粕发

酵前后的氨基酸组成与分子量，采用超滤技术分离芝麻粗肽并测定不同组分的体外抗氧化活性，选取活性最优组

分进行后续液相色谱-质谱联用（LC-MS/MS）检测；利用虚拟筛选预测具有活性的多肽序列后，通过分子对接技

术对筛选肽段进行模拟分析，得出潜在抗氧化活性多肽，利用人工合成的肽段进行体外活性验证。结果表明：制

备 SRP的最优工艺参数为接种量 9%、发酵温度 41 ℃、发酵时间 35 h，此条件下 SRP得率实测值为 24.98%，DPPH
自由基清除率为 79.1%；发酵后 SRP的氨基酸组成中，疏水性氨基酸含量从 71.295 mg/g提升至 156.117 mg/g。发

酵后多为 4~6个氨基酸残基组成的寡肽小分子。超滤结果表明，分子量<3 kDa的组分体外抗氧化活性最优，在浓

度为 5 mg/mL时，测定其抗氧化活性表现为：DPPH自由基清除率 90.63%、ABTS+自由基清除率 73.17%、总还原

能力 0.806、Fe2+螯合率 77.83%。通过虚拟筛选得到 4条具有抗氧化活性的多肽序列，分别为 FRAFDAEL、
FDGF、DLFR及 FLVR，所选肽段可通过氢键与疏水相互作用实现结合，进而发挥抗氧化作用。人工合成肽段的

体外抗氧化活性测定结果证实其均具有高抗氧化活性。本研究为 SRP抗氧化肽产品的开发与利用提供了理论依据。

关键词：芝麻粕，混菌发酵，芝麻肽，超滤，抗氧化活性

本文网刊:  
中图分类号：TS210               文献标识码： B               文章编号：1002−0306（2026）17−0320−13
DOI: 10.13386/j.issn1002-0306.2025090232

Isolation and Identification of Antioxidant Peptides from Sesame
Meal and Their in Vitro Antioxidant Activity

YANG Miao，XUE Zihan，YANG Xuran，ZHAO Renbang*

（College of Food Science and Technology, Hebei Agricultural University, Baoding 071001, China）

Abstract：To realize the high-value utilization of sesame meal, this experiment employed sesame meal as the raw material
to investigate the optimal fermentation process for preparing sesame rough peptide (SRP) via liquid-state mixed fermenta-
tion with Bacillus subtilis and Bacillus velezensis (1:1), as well as evaluate its in vitro antioxidant activity. Meanwhile, the
amino acid composition and relative molecular weight of sesame meal before and after fermentation were analyzed. Ultra-
filtration technology was adopted to fractionate SRP, and the in vitro antioxidant activity of different fractions was deter-
mined; the fraction with the optimal activity was selected for subsequent liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS)  analysis.  After  predicting  potential  active  peptide  sequences  through  virtual  screening,  molecular  docking
technology was applied to perform simulation analysis on the screened peptides,  thereby identifying potential  antioxidant
peptides, whose  in vitro activity was further verified using artificially synthesized peptides. The results demonstrated that  
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the optimal process parameters for SRP preparation were as follows: inoculum size of 9%, fermentation temperature of 41
°C, and fermentation duration of 35 h. Under these conditions, the actual yield of SRP reached 24.98%, with a DPPH rad-
ical scavenging rate of 79.1%. In terms of amino acid composition of post-fermentation SRP, the content of hydrophobic
amino acids increased significantly from 71.295 mg/g to 156.117 mg/g. Moreover, most of the post-fermentation products
were small-molecule oligopeptides composed of 4~6 amino acid residues. Ultrafiltration results indicated that the fraction
with molecular weight (MW)<3 kDa exhibited the superior in vitro antioxidant activity. At a concentration of 5 mg/mL, its
antioxidant activity was characterized by a DPPH radical scavenging rate of 90.63%, an ABTS+ radical scavenging rate of
73.17%, a total reducing capacity of 0.806, and a Fe2+ chelation rate of 77.83%. Four antioxidant peptide sequences (FRAF-
DAEL,  FDGF,  DLFR,  and  FLVR)  were  obtained  via  virtual  screening.  These  peptides  could  exert  antioxidant  effects
through binding via hydrogen bonds and hydrophobic interactions. The determination of in vitro antioxidant activity of arti-
ficially synthesized peptides confirmed that all of them possessed high antioxidant activity. This study provides a theoret-
ical basis for the development and application of SRP-based antioxidant peptide products.

Key words：sesame meal；mixed bacterial fermentation；sesame peptides；ultrafiltration；antioxidant activity

芝麻（Sesamum indicum L.）作为世界主要油料作

物之一，含有丰富的脂质（42%~54%）、蛋白质（22%~
25%）、维生素 E和钙、磷等矿物质[1]。全球约 70%
的芝麻用于生产芝麻油，其芝麻榨油副产物——脱脂

芝麻粕或芝麻粉年产量可达 100万吨[1]。作为芝麻

榨油的主要副产物，芝麻饼粕同样含有丰富的芝麻蛋

白，是制备生物活性肽的理想原料。但目前其利用率

较低，多被用作动物饲料或直接丢弃，不仅附加价值

低，还造成了蛋白资源的浪费。相较于其他油料作物

副产物（如豆粕、花生粕），当前国内外针对芝麻粕资

源化利用的研究仍较为有限，尤其在微生物发酵法制

备芝麻粗肽领域的相关报道更为稀缺[2]。

生物发酵法在活性肽制备中优势独特，其核心

是拥有丰富蛋白酶体系及多元酶切位点[3]。该方法

耦合微生物酶解与蛋白质降解，实现活性肽的高效制

备，能简化流程、降低成本，还可以提高蛋白原料利

用率与营养价值[4]。其产物多肽具有低分子量、高生

物活性的优势，为食品、生物医药等领域产业化应用

奠定基础，发展前景广阔[5]。微生物发酵法广泛用于

生物活性肽制备，但固态发酵存在规模化难、占地

大、产能受限及产物提取复杂、成本高的问题；选用

液态发酵芝麻粕提取芝麻抗氧化肽，不仅生产周期

短、占地小、流程简便、条件易控，还能通过机械化连

续生产实现规模化[6]。李钰洋等[7] 通过液态发酵制

备藜麦肽，得到了更高活性的抗氧化肽；沈圆圆等[8]

通过纳豆菌液态发酵制备蚕蛹肽，多肽得率为

14.58%。前人研究结果表明，液态发酵法可以显著

提高多肽的产量和抗氧化活性。

氧化应激是机体氧化与抗氧化作用失衡的生理

状态，正常时自由基可被抗氧化系统清除，维持动态

平衡；当平衡被打破，氧化作用占据主导，便形成氧化

应激[9]。氧化应激与许多慢性疾病的发病机制密切

相关，比如衰老、癌症、心血管疾病及神经退行性疾

病。自由基通过攻击生物大分子（如 DNA、蛋白质

和脂质），导致细胞功能紊乱甚至凋亡。因此，开发高

效、安全的抗氧化剂以缓解氧化损伤已成为现代医

学与食品科学的研究热点。抗氧化肽作为一种新型

的抗氧化剂，因其安全性高和易于吸收等特点，受到

了广泛的关注和研究[10]。食物来源的抗氧化肽是成

本低廉、活性高、分子量低和易于吸收的健康抗氧化

剂，具有结构简单、稳定、无害等优点，可以激活人体

的抗氧化防御系统并减少氧化应激损伤[11]，在食品、

医药等领域具有应用前景。已有学者围绕发酵菌种

选育、发酵工艺优化及产物分离纯化等方向开展系

统研究，成功开发出大豆肽[12]、花生肽[13]、紫苏肽[14]

等多种植物源生物活性肽。此类植物蛋白来源的天

然抗氧化肽具有结构多样性、生物安全性高等特点，

在功能性食品研发及生物医药领域具有巨大的开发

潜力。

目前，虽然有研究报道了芝麻肽在降血压[15]、抗

菌[16] 等方面的生物活性及其作用机理，但有关采用

混菌液态发酵法制备芝麻粗肽及其抗氧化活性和分

子构效研究甚少。本研究以芝麻粕为原料，通过混菌

液态发酵芝麻粕制备芝麻抗氧化肽，并优化制备抗氧

化芝麻肽的工艺参数，获得高得率和高抗氧化活性的

芝麻粗肽（Sesame Rough Peptide，SRP）。测定最佳

工艺条件下 SRP的氨基酸组成及分子量分布。通过

超滤技术对 SRP进行分级分离纯化，并测定各组分

的体外抗氧化能力，系统评估其抗氧化活性。利用

LC-MS/MS质谱鉴定其肽段序列结合虚拟筛选和分

子对接技术进行评估肽段的潜在抗氧化活性，最后利

用多肽固相合成技术，进行体外验证，所得肽段的抗

氧化活性。本研究旨在为芝麻粕的深度加工利用及

芝麻抗氧化肽的挖掘提供理论支撑，同时为植物源抗

氧化肽的制备技术创新提供参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

芝麻粕　市售榨油后产物；枯草芽孢杆菌

（ Bacillus  subtilis） 、 贝 莱 斯 芽 孢 杆 菌 （ Bacillus
velezensis）　河北农业大学食品科技学院实验室保存

菌种；LB营养琼脂、LB肉汤、酵母浸出粉胨葡萄糖

琼脂培养基（YPD）、YPD液体培养基　青岛海博生

物技术有限公司；1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）、

2,2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸（ABTS）、柠
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檬酸钠缓冲液、过硫酸钾、菲啰嗪　上海麦克林生化

科技股份有限公司；牛血清蛋白（BSA）　北京索莱宝

科技有限公司；三氯乙酸、双缩脲试剂（AB液）、葡萄

糖、盐酸　国产分析纯试剂。

LC-SPX-70BE生化培养箱　广州科大恒新技

术有限公司；THZ-82A恒温摇床　上海量壹科学仪

器有限公司；YXQ-LS-75II立式压力蒸汽灭菌锅　

上海博讯仪器公司；3-18R型低温（0~4 ℃）高速离心

机　湖南恒诺仪器有限公司；SW-CJ-1F超净工作台

　苏净安泰有限公司；FD-304冷冻干燥机　山东骏

德技术开发有限公司；LP600微生物全自动生长曲线

仪　美国安捷伦公司；SYNEREGY-2酶标仪　美国

伯腾仪器有限公司；WFZUV-2802H分光光度计　

尤尼柯（香港）仪器有限公司；L8900氨基酸分析仪　

日立科学仪器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   菌种的活化　在甘油中保存的枯草芽孢杆

菌，接种在 LB液体培养基中进行活化，190 r/min的

条件下振荡培养 24 h，划线于固体培养基，于 37 ℃
培养 24 h，选取单菌落转接到 LB的液体培养基中

170 r/min培养 24 h作为种子液。贝莱斯芽孢杆菌种

子培养：从保存的菌种挑取活化，置于 YPD液体培养

基中，37 ℃、200 r/min振荡培养 12 h，作为种子液。

 1.2.2   菌种的筛选　将各菌株的种子液活化处理后，

选取单株菌种进行发酵，以及混合菌株进行 1:1发

酵，分别测定其发酵液中的芝麻粗肽得率，选择粗肽

得率最高的菌株为发酵菌株。

 1.2.3   芝麻粕发酵菌的生长曲线测定　将纯化好的

菌株分别接种于 LB液体培养基中，160 r/min摇床

中 37 ℃ 振荡培养 24 h，以 1:10的比例接种到 LB
液体培养基中，放置在微生物全自动生长曲线仪，设

置测定参数为：温度 37 ℃、时间 48 h、间隔 2 h，测
定 OD600，利用 Origin 2021软件绘制生长曲线。

 1.2.4   芝麻粗肽的制备工艺　发酵后芝麻粗肽制备

工艺：把经过干燥后的芝麻粕→加蒸馏水以 1:10的

比例以及 1 g葡萄糖作为发酵的碳源（100 mL装入

250 mL的锥形瓶）→灭菌（121 ℃，20 min）→冷却→
接种 10%的菌种种子液（枯草芽孢杆菌和贝莱斯

芽孢杆菌=1:1）→进行 37 ℃，160 r/min 培养发酵

48 h后→收集发酵后的上清液→进行离心除沉淀

8000 r/min，10 min→经过 0.45 μm以及 0.22 μm滤

膜进行超滤，除去小的沉淀以及灭菌→收集发酵液进

行真空冷冻干燥→芝麻粗肽冻干粉→4 ℃ 保藏；发

酵前芝麻粗肽制备工艺：其操作步骤与“发酵后芝麻

粗肽制备工艺”一致，仅省略接种菌株发酵这一步骤。

 1.2.5   单因素实验　将所得筛选的菌株接到 LB液

体培养基中，37 ℃、180 r/min条件下培养 8 h，得
到发酵母液。单因素实验条件为：发酵时间固定为

24 h；发酵温度为 37 ℃；接种量为 5%；菌种接种比例

1:1（枯草芽孢杆菌:贝莱斯芽孢杆菌），按序改变发酵

条件中的时间、温度、接种量，以粗肽得率为指标进

行研究分析。各因素研究的水平设置如下：发酵时

间：12、24、36、48、60 h；温度：37、39、41、43、45 ℃；

接种量：3%、6%、9%、12%、15%。

 1.2.6   响应面试验　在单因素实验的结果上，以综合

值 Y为响应值，优化复合菌种发酵工艺参数。选择

发酵时间（A）、发酵温度（B）以及接种量（C）设计三

因素三水平试验。响应面设计因素水平见表 1。
  

表 1    液态发酵制备 SRP响应面试验因素水平
Table 1    Levels and factors of response surface test for SRP

prepared by liquid fermentation

水平
因素

A发酵时间（h） B发酵温度（℃） C接种量（%）

−1 24 39 6
0 36 41 9
1 48 43 12

 

 1.2.7   粗肽得率测定　参考张立娟等[17] 采用双缩脲

法进行样品测定：发酵液经离心分离后，取 5 mL上

清液，加入 5 mL质量分数 10%的三氯乙酸，充分混

匀后，静置 10 min，8000 r/min离心 10 min，去除大分

子蛋白，1 mL样品溶液加入 4 mL双缩脲试剂；1 mL
样品溶液和 4 mL双缩脲试剂做空白置零，室温反应

30 min，540 nm处测其吸光值，根据标准曲线（公式

为 y=0.0472x+0.0094，决定系数 R2=0.9978），得到发

酵液粗肽浓度。按以下公式计算 SRP的得率。

多肽得率(%) =
c(mg/mL)×V总(mL)

m(mg)
×100 式（1）

式中：c：溶液中多肽浓度（mg/mL）；V总：提取后

待测溶液总体积（mL）；m：提取原料总质量（mg）。

 1.2.8   DPPH自由基清除率测定　参考 Bhinder等[18]

的方法稍加修改，取 DPPH以无水乙醇定容，得到

0.1 mmol/L的 DPPH溶液。将 150 µL不同浓度的

样品液和 150 µL的 DPPH溶液混合均匀，置于避光

的环境中反应 30 min后，在 517 nm处测定吸光值，

DPPH自由基清除率计算如公式（2）所示。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（2）
式中：A1：样品与显色剂吸光度；A2：对照为样品

溶液吸光度；A0：不加样品吸光度。

 1.2.9   综合值计算　首先对芝麻粗肽得率及 DPPH
自由基清除率进行标准化处理，使二者均转化为

0~1区间的归一化值；其次设定两项指标的权重均

为 50%，其归一化值（OD）的具体计算方式参照公式

（3），综合值计算方式参照公式（4）。

NV = A−Amin

Amax −Amin

式（3）

式中：A：实验值；Amin：实验数值中最小值；
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Amax：实验数值中最大值。

Y综合值 = NV1 ×50%+NV2 ×50% 式（4）

式中：NV1：芝麻粗肽得率归一值；NV2：DPPH

自由基清除率归一值。

 1.2.10   氨基酸含量测定　使用氨基酸分析仪对发酵

后的样品进行氨基酸含量经检测。取样品 50 mg，加

入盐酸（约 6 mol/L）10 mL，吹氮气 30 s，110 ℃ 水解

22~24 h。水解后用 0.45 μm膜过滤。吸样品 2 mL，

进行于热脱酸两次，加入 1 mL柠檬酸钠缓冲液，

用 0.22 μm膜过滤上机分析。紫外检测波长 570、

440 nm；柱温：55-65-77 ℃ 程序升温，升温速度控制

在 10~15 min，反应槽温度 138 ℃，进样量 20 μL。

 1.2.11   芝麻粗肽分子量分布鉴定　参考刘问[19] 的方

法利用高效液相色谱-串联质谱联用法（LC-MS/MS）

对发酵后芝麻肽含量最多的多肽进行分子量分布

分析。

 1.2.11.1   样品的前处理　样品配制为 1  mg/mL，

4000×g离心 5 min，去除上层油脂和沉淀，收集中间

层上清，10 kDa超滤管超滤，经 C18 除盐柱进行除

盐。将除盐后的肽段溶于 0.1%甲酸水溶液，作为待

测样品，放由 LC-MS/MS分析。

 1.2.11.2   色谱-质谱条件　色谱柱（0.15 mm×150 mm，

RP-C18，Colμmn Technology Inc.）；柱温为 50 ℃；液

相中 A液：0.1%甲酸水溶液，B液：0.1%甲酸乙腈水

溶液；柱流量：300 nL/min。流动相洗脱程序见表 2。
 
 

表 2    流动相梯度洗脱程序
Table 2    Mobile phase gradient elution procedures

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0~50 95 5
51~54 50 50
55~60 0 100

 

酶解产物经毛细管高效液相色谱分离后用 Q

Exactive HF-X质谱仪（Thermo Fisher）进行质谱分

析，分析时长 60 min。质谱仪用 DDA PASEF模式，

质谱参数设置：10次 PASEF扫描，时间为 100 ms；

target value设为 10000；扫描范围从 100~1700 m/z；

离子迁移率（1/K0）：0.6~1.6；扫描电荷数：0~5，动态排

除时间：0.4 min。检测方式：正离子。多肽和多肽的

碎片的质量电荷比按照下列方法采集：每次全扫描

（full scan）后采集 10个碎片图谱（MS2 scan）[20]。

数据库检索 ：质谱测试原始文件用软件

MaxQuant1.5.5.1检索相应的数据库，采用 PEAKS

Studio version  10.6   （Bioinformatics  Solutions  Inc.,

Waterloo, Canada）对质谱数据进行分析。数据库为

uniprot，酶切为非酶切。碎片离子质量容许误差：

0.02 Da，母离子质量容许误差：7 ppm，蛋白卡值为

1%FDR，且至少含 1 unique peptide；肽段卡值为 1%

FDR，最后得到芝麻多肽鉴定及定量分析结果。

 1.2.12   芝麻粗肽超滤　发酵液经过 8000 r/min离

心 15 min后，取上清液放入超滤管进行超滤，选择截

留分子质量 3、5、10 kDa的超滤管对小分子多肽组

分进行粗分离，得到分子量 5~10 kDa（组分 1）、3~

5 kDa（组分 2）、<3 kDa（组分 3）的肽段，进行冷冻干

燥得到不同分子量冻干粉，测定其抗氧化活性。

 1.2.13   抗氧化活性测定

 1.2.13.1   还原力的测定　参考 He等[21] 的方法进行

测定多肽发酵液样品的还原力，配制样品 5 mg/mL

取 1  mL样品，依次加入 2.5  mL磷酸盐缓冲液

（0.2 mol/L，pH6.6）、2.5 mL铁氰化钾溶液混合均匀

后放入 60 ℃ 水浴锅进行反应 20  min，加入 10%

TCA（三氯乙酸）2.5 mL用来结束反应，静置 10 min，

取上清液 2.5 mL放入试管，加入 2.5 mL蒸馏水、

0.5 mL三氯化铁进行显色反应，最后测定 700 nm吸

光度，测定所得吸光度为还原力。

 1.2.13.2   ABTS阳离子自由基清除率测定　测定发

酵液清除 ABTS阳离子自由基的能力。参考 Wang

等[22] 的方法稍加修改，将 ABTS溶液与过硫酸钾溶

液等体积混合，避光保存 12~16 h，将其用 PBS缓冲

溶液稀释，使其在 734 nm处吸光度达到 0.7±0.02，

得 ABTS自由基溶液。将 20 µL不同浓度的样品液

与 180 µL的 ABTS自由基溶液混合均匀，于室温下

静置 10 min，于 734 nm处测吸光度，计算公式如公

式（5）所示。

ABTS+自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（5）

式中：A1：样品与显色剂吸光度；A2：对照为样品

溶液吸光度；A0：不加样品吸光度。

 1.2.13.3   亚铁离子螯合能力测定　采用  Ramesh

等[23] 的方法稍作修改，样品 5 mg/mL，取 50 µL样品

加入 20 µL的 2 mmol/L FeSO4 和 40 µL的 5 mmol/L

菲啰嗪溶液，反应 10 min，562 nm处测定溶液的吸

光度，计算公式如公式（6）所示。

亚铁离子螯合能力(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

式（6）

式中：A1：样品与显色剂吸光度；A2：对照为样品

溶液吸光度；A0：不加样品吸光度。

 1.2.14   肽序列鉴定　本实验的条件与参数，与上述

测定分子量时所用的条件及参数保持一致。

 1.2.15   芝麻抗氧化肽的虚拟筛选　选用在线网

站 PetideRanker[24]（http://distilldeep.ucd.ie/PeptideR-

anker/）对通过 LC-MS/MS鉴定得肽段进行生物活性

预测，活性评分高于 0.5被标记为具有生物活性。将

活性评分大于 0.5的肽段导入 ToxinPred[25] 网站中

分别预测其毒性。采用 AnOxPP数据库（http://www.
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cqudfbp.net/AI-Tools/AnOxPP/index.jsp）预测肽段的

抗氧化活性得分。使用 ADMETLab3.0（http://admet.

scbdd.com），分析肽的结构来预测人类肠道吸收

（HIA）和血脑屏障穿透（BBB）[26]。将筛选的肽段序

列进行后续的分子对接模拟。

 1.2.16   分子对接　采用 ChemDraw软件构建筛选

所得肽段的 3D模型，从蛋白质数据库（PDB数据

库，网址：http://www.rcsb.org）下载人类氧化应激

受体蛋白 Keap1的晶体结构（PDB ID：2FLU）。采

用 Autodock-vina软件进行分子对接实验，后续用

PyMOL软件拟合受体与配体的分子间相互作用进

行可视化分析。

 1.2.17   多肽固相合成及体外抗氧化活性验证　通

过固相合成法合成与人类氧化应激受体蛋白 Keap1

结合亲和力最强的 FRAFDAEL、FDGF、DLFR和

FLVR这 4条肽段，目标化合物的合成工作由南京杰

肽生物科技有限公司完成，合成产物经高效液相色谱

（HPLC）检测，纯度为 98%，本部分抗氧化活性实验

测定步骤同 1.2.8。

 1.3　数据处理

每组实验重复三次，单因素数据的显著性和统

计学分析采用软件 IBM SPSS Statistics 26.0，单因素

和响应面试验采用 Design-Expert.13软件进行设计，

用 Excel 2021软件进行基础数据整理与描述性统

计，P<0.05表示达到显著性差异水平，图形使用

Origin 2024计算均值、标准方差以及作图。实验平

行测定三次，取平均值，实验结果以平均值±标准方

差表示。

 2　结果与分析

 2.1　分解芝麻粕的菌株筛选与粗肽测定

2株芽孢杆菌对芝麻粕的降解能力测定如图 1

所示。通过比较不同菌株发酵后降解产物的粗肽得

率，经单因素方差分析比较可知：枯草芽孢杆菌（G3）

与贝莱斯芽孢杆菌（G4）（1:1）混合菌发酵后的粗肽

得率达到 21.01%，显著高于单菌株发酵后的粗肽得

率（P<0.05），证实混菌发酵可提升芝麻粕粗肽得率。

这一结果主要源于两株芽孢杆菌的协同作用[27]：一方

面，枯草芽孢杆菌与贝莱斯芽孢杆菌可分泌不同类型

的蛋白酶，形成酶系互补，可全面水解芝麻粕中的芝

麻清蛋白、芝麻球蛋白等大分子蛋白质，解决单菌降

解不彻底问题；另一方面，两株菌在发酵过程中可通

过代谢产物互助，促进彼此生长及产酶能力，加速蛋

白质向粗肽的转化，最终提升粗肽得率。

 2.2　菌株生长曲线

筛选获得的枯草芽孢杆菌（G3）与贝莱斯芽孢杆

菌（G4）生长曲线如图 2所示。测定二者生长曲线的

目的是掌握单菌生长规律，为混菌发酵的接种时间与

发酵周期优化提供依据。其特征为：G3的对数生长

期为 4~24 h，于 24 h达到生长峰值，之后进入衰亡

期；G4的对数生长期为 4~14 h，14~34 h期间菌体增

殖与死亡动态平衡，处于稳定期，34 h后进入衰亡

期。研究选用两株菌对数生长期 8 h时接种发酵，因

为对数生长期的菌株具有快速适应环境并高效增殖

的特性；通过生长曲线明确两株菌的对数生长期重叠

区间（4~14 h），选择 8 h这一共同对数生长期节点接

种，可避免因单菌生长周期差异导致的接种后一方停

滞、一方过快增殖的问题，更利于发挥混菌协同作

用。实验亦证实两菌能快速适应发酵体系并增殖。
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图 2    菌株 G3、G4生长曲线
Fig.2    Growth curves of strains G3 and G4

 

 2.3　单因素实验结果

芽孢杆菌在生长繁殖过程中能够分泌多种酶类，

随着菌体代谢活动增强，酶活性持续提升。这些酶一

方面可以促进芝麻粕中蛋白质等大分子物质分解为

小分子物质，从而推动粗肽得率上升；另一方面，酶

活性的增强及芝麻粗肽的积累，共同促进抗氧化活性

的提升[27]。由图 3A可知，发酵初期（12 h）粗肽得率

和 DPPH自由基清除率较低；随着发酵进行至 36 h
时，粗肽得率和 DPPH自由基清除率达到峰值，为

21.82%±0.21%和 74.46%±0.47%；此后继续延长发

酵时间，粗肽得率则出现大幅下降。可能持续发酵会

引发多肽向游离氨基酸的转化，最终既降低了粗肽得

率，也削弱了其抗氧化活性。综合粗肽得率与其抗氧

化活性，选择 36 h进行后续实验。

如图 3B所示，在 37~45 ℃ 范围内，芝麻粕粗肽

得率和 DPPH自由基清除率呈现出先升后降趋势，

于 41 ℃ 时达到最高，为 20.89%±0.28%和 75.24%±
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图 1    菌种发酵芝麻粕后 SRP得率

Fig.1    SRP yield after fermentation of sesame meal by strains
注：图中不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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0.36%；可能由于温度会影响微生物代谢活动以及产

酶量，进而影响芝麻粕蛋白的分解程度。据此，选定

41 ℃ 进行后续实验。

接种量会直接影响菌种在芝麻粕培养基中的繁

殖速度。理论上，较大的接种量能够使菌株快速在培

养基中生长达到高峰。实验数据表明，接种量与粗肽

得率呈现显著相关性：由图 3C可看出，当接种量浓

度升高至 9%时，粗肽得率和 DPPH自由基清除率

达到最大值，为 21.65%±0.23%和 75.73%±0.36%；

此后，随着接种量的增加，粗肽得率和 DPPH自由基

清除率显著降低，可能是由于微生物过度繁殖，将芝

麻粕中的营养物质消耗，导致芝麻粕蛋白无法进行充

分水解，粗肽得率降低和抗氧化活性降低。综合考

虑，选择接种量为 9%进行后续实验。

 2.4　响应面试验结果分析

 2.4.1   液态发酵芝麻粕的响应面分析方案与结果　

基于单因素实验结果，选取对芝麻粗肽得率和抗氧化

活性影响显著的三个关键因素——发酵时间（A）、发

酵温度（B）及接种量（C），采用 Box-Behnken模型进

行响应面优化分析。参照试验设计表 3，共开展 17

组混菌液态发酵芝麻粕试验，通过对实验数据的回归

拟合，得到综合值与三因素的二次多项式回归方

程：Y综合值=97.17−6.67A+6.30B+1.29C−9.05AB−

3.42AC−1.03BC−33.23A2−53.56B2−30.71C2。
 
 

表 3    响应面试验设计及结果
Table 3    Experimental design and results of response surface

试验号 A（发酵时间） B（发酵温度） C（接种量） Y综合值（%）

1 −1 −1 0 2.67
2 1 −1 0 6.70
3 −1 1 0 32.15
4 1 1 0 0
5 −1 0 −1 35.72
6 1 0 −1 29.93
7 −1 0 1 43.38
8 1 0 1 23.90
9 0 −1 −1 2.81
10 0 −1 −1 18.68
11 0 −1 1 9.19
12 0 1 1 20.96
13 0 0 0 98.38
14 0 0 0 98.38
15 0 0 0 96.69
16 0 0 0 96.16
17 0 0 0 96.24

 

 2.4.2   回归模型显著性检验及方差分析　从表 4数

据可知，对于综合值来说，模型 F 值为 941.42，且

P<0.0001，表明该回归模型极显著，能有效反映发酵

时间、发酵温度、接种量与芝麻粗肽得率和 DPPH

自由基清除率之间的关系。同时，失拟项 P=0.1821>
0.05，说明模型拟合好，失拟项不显著。模型的决定

系数 R2=0.9994，表明试验值与模型拟合值的相关性

极强；校正决定系数 R2
adj=0.9986，意味着该模型可解

释 99.86%的试验数据响应值变化，进一步验证了模

型的可靠性，可用于后续工艺参数的优化分析。由

表 4可知，在各因素交互作用中，除 B（发酵温度）

C（接种量）其余均达到极显著水平（P<0.01），说明发

酵温度与发酵时间、发酵时间与接种量的组合变化

对指标影响更关键。根据 F 值大小可判断各因素对

芝麻粗肽得率影响的顺序为：A>B>C（发酵时间>发

酵温度>接种量），这为后续优先调控关键因素以提

高粗肽得率提供了明确方向。该响应面模型通过显

著的回归效果、良好的拟合度及明确的因素影响规

律，为芝麻粗肽提取工艺的优化奠定了坚实基础。

 2.4.3   响应面因素间交互作用结果及模型建立　发

酵时间、发酵温度、接种量对芝麻粗肽得率和 DPPH

自由基清除率的影响响应图如图 4所示。响应值随
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图 3    发酵因素对芝麻粗肽提取的影响

Fig.3    Effect of fermentation factors on the extraction of sesame
crude peptides

注：柱状图代表 DPPH自由基清除率（小写英文字母），折线图
代表粗肽得率（大写英文字母），不同字母表示组间存在显著
差异（P<0.05）。
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着自变量的变化呈整体先增加后下降的趋势，响应面

曲线图中存在最大值，AB、AC两因素等高线图近似

呈椭圆形，说明两因素之间存在显著交互作用，B发

酵温度和 C接种量之间响应面图弧度较为平缓，交

互作用都不显著。此结果与回归模型显著性检验及

方差分析结果一致。

 2.4.4   最优条件的确定及实验验证　通过 Design
Expert13软件对构建的模型进行优化，确定芝麻粗

肽制备的最佳工艺条件为：发酵时间 34.669 h、发酵

温度 41.135 ℃、接种量 9.076%，在此条件下，综合

值预测值为 97.773%，DPPH自由基清除率预测值

为 78.6%，粗肽得率为 24.89%；调整条件为：发酵时

间 35 h、发酵温度 41 ℃、接种量 9%。根据上述条

件进行实验，得到 DPPH自由基清除率为 79.1%、粗

肽含量为 24.98%，与预测值相接近。上述验证实验

结果表明依据该模型优化的工艺具有较高的可行性

与实用性，具备向工业化生产转化的潜力，可为后续

芝麻粗肽的规模化制备提供坚实的理论依据与技术

支撑。

 2.5　氨基酸组成成分分析

氨基酸作为生物活性肽的基本构成单元，其组

成及含量在抗氧化活性的调控中扮演关键角色[28]。

本研究对发酵前后芝麻粗肽的氨基酸组成进行分析，

结果显示共检出 17种氨基酸（因采用酸水解法，色氨

酸未被检测），其中包含 7种必需氨基酸，具体数据见

表 5。与发酵前相比，发酵后芝麻粗肽的氨基酸总量

显著提升，约提高 2倍，表明发酵工艺可有效改善芝

麻粕的营养特性，并重塑氨基酸比例。在发酵后的芝

麻粗肽中，天冬氨酸（Asp）和谷氨酸（Glu）含量尤为突

出，分别达到 43.90 mg/g和 127.47 mg/g，为含量最

 

表 4    响应面回归模型及方差分析结果

Table 4    Results of response surface regression model
and analysis of variance

方差来源 离差评分和 自由度 均方和 F值 P值 显著性

模型 23976.42 9 2664.05 941.42 <0.0001 显著

A发酵时间 356.34 1 356.34 164.28 <0.0001 **
B发酵温度 317.73 1 317.73 146.48 <0.0001 **
C接种量 13.23 1 13.23 6.10 0.0428 *

AB 327.27 1 327.27 150.88 <0.0001 **
AC 46.86 1 46.86 21.60 0.0023 **
BC 4.22 1 4.22 1.95 0.2056 −
A² 4650.27 1 4650.27 2143.82 <0.0001 **
B² 12077.01 1 12077.01 5567.63 <0.0001 **
C² 3970.05 1 3970.05 1830.23 <0.0001 **

残差 15.18 7 2.17
失拟项 10.14 3 3.38 2.68 0.1821 不显著

误差项 5.04 4 1.26
总和 23991.61 16

R2=0.9994
R2

adj=0.9986

注：“**”表示差异极显著（P<0.01），“*”表示差异显著（P<0.05），“−”表示
差异不显著。

 

表 5    芝麻粗肽的氨基酸组成分析

Table 5    Analysis of amino acid composition
of sesame peptides

氨基酸
发酵前含量

（mg/g）
占总氨基酸
比例（%）

发酵后含量
（mg/g）

占总氨基酸
比例（%）

天冬氨酸（Asp） 18.23±0.03b 6.78 43.90±0.09a 8.44
苏氨酸（Thr）W# 6.34±0.02b 2.36 16.04±0.01a 3.08
丝氨酸（Ser） 9.17±0.04b 3.41 19.58±0.01a 3.76
谷氨酸（Glu） 81.48±0.01b 30.33 127.47±0.03a 24.49
甘氨酸（Gly）* 12.77±0.06b 4.75 29.86±0.13a 5.74
丙氨酸（Ala）* 9.08±0.02b 3.38 21.31±0.08a 4.09
胱氨酸（Cys） 12.64±0.04a 4.70 12.04±0.04s 2.31
缬氨酸（Val）W* 8.91±0.02b 3.32 20.89±0.01a 4.01
蛋氨酸（Met）W*# 5.51±0.09b 2.05 14.02±0.05a 2.69
异亮氨酸（Ile）W* 8.36±0.12b 3.11 16.49±0.09a 3.17
亮氨酸（Leu）W* 13.49±0.04b 5.02 30.49±0.13a 5.86
酪氨酸（Tyr） 11.11±0.10b 4.13 22.05±0.04a 4.24

苯丙氨酸（Phe）W 11.32±0.19b 4.21 26.62±0.17a 5.12
组氨酸（His）X 5.16±0.04b 1.92 12.88±0.04a 2.48

赖氨酸（Lys）W#X 3.24±0.07b 1.21 8.31±0.04a 1.60
精氨酸（Arg）X 38.71±0.06b 14.41 75.48±0.01a 14.50
脯氨酸（Pro）* 13.16±0.05b 4.90 23.07±0.03a 4.43
必需氨基酸 57.18±0.36b 21.28 132.85±0.09a 25.53

疏水性氨基酸 71.30±0.13b 26.53 156.12±0.21a 30.00
限制性氨基酸 15.09±0.15b 5.62 38.36±0.07a 7.37
碱性氨基酸 47.11±0.16b 17.53 96.67±0.01a 18.57

总氨基酸（TAA） 268.69±0.47b 520.46±0.33a

注：“W”为必需氨基酸；“*”为疏水性氨基酸；“#”为限制性氨基酸；“X”
为碱性氨基酸；不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
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图 4    液态发酵制备 SRP综合值响应面曲线图

Fig.4    Response surface curves of SRP comprehensive value
prepared by liquid fermentation
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高的两种氨基酸，与发酵前相比分别增加 140.81%
和 56.44%，发酵后的必需氨基酸总量从 57.18 mg/g
提升至 132.85 mg/g，占比从 21.28%提升至 25.53%。

从氨基酸分布来看，发酵后芝麻粗肽的碱性氨基酸总

含量为 96.67 mg/g，与发酵前相比增加 105.20%，这

类氨基酸有助于肽分子在体内的运输与吸收[29]。甘

氨酸因其侧链上的单个氢原子可作为质子供体来中

和活性自由基，有助于提高多肽的抗氧化活性[30]。发

酵后的疏水性氨基酸含量占氨基酸总量的 30%，与

发酵前相比增加了 3.47%，疏水性氨基酸可通过其疏

水侧链促进抗氧化肽的靶向富集，从而增强自由基清

除效率，是提升活性肽抗氧化能力的重要因素[31]，疏

水性氨基酸可作为芳香残基侧链自由基过氧化反应

的供氢体，通过提供氢原子提升多肽抗氧化活性[32]，

疏水性氨基酸比例的提升可使活性肽具有更高的抗

氧化活性。综合来看，发酵芝麻粗肽（SRP）中疏水性

氨基酸含量的增加，可能是使其具有较高抗氧化活性

的原因之一。

 2.6　LC-MS/MS相对分子质量分布

通过 LC-MS/MS对发酵前后的芝麻粗肽进行

检测[33]，检测肽段长度为 3~30肽，发酵前共鉴定出

450条肽段，发酵后共鉴定出 951条肽段。样品鉴定

出所有肽段的长度及对应数量分布如图 5所示，综

合来看发酵前的肽段分子量主要集中在 1000~
2000 Da范围，根据多肽的定义（通常指分子量小于

10 kDa的肽段），该区间虽符合多肽范畴，但结合其

分子量特征，推测发酵前的组分多为未充分水解的芝

麻蛋白片段。发酵后，肽段分子量分布呈现明显的双

峰特征，首先集中在 0~500 Da，对应 4~6个氨基酸残基

组成的寡肽（四肽~六肽）；其次集中在 1000~1500 Da，
对应 8~15个氨基酸残基的肽段（以 9~13肽为主），

说明发酵后得到的芝麻粗肽大部分为小分子多肽。

研究表明，多肽的抗氧化活性与其分子量分布有关，

低分子量的多肽能更有效地清除与氧化相关的自由

基[34]。李思涵等[35] 的研究也表明，分子量小于 3 kDa

的纳豆肽组分抗氧化能力最强。据此推测，发酵可促

进芝麻蛋白大分子进一步裂解为短链肽，进而赋予芝

麻粗肽良好的抗氧化活性。

 2.7　超滤组分的活性测定

分子量是影响生物活性肽特性的关键因素，通常

分子量越小活性越高[36]。本研究以芝麻粗肽冻干粉

为对象，采用基于分子量的压力驱动超滤技术[37] 对

其进行分离，随后测定各超滤组分的抗氧化活性。将

芝麻粗肽（SRP）按分子量分为组分 1（5~10 kDa）、组

分 2（3~5 kDa）、组分 3（<3 kDa）3个组分，以 5 mg/mL
浓度测定各组分抗氧化活性。结果如图 6所示，

3个组分均有抗氧化活性，且分子量与抗氧化活性

显著相关；组分 3抗氧化能力显著更高（P<0.05），其
DPPH自由基清除率达 90.63%、ABTS+自由基清除

率 73.17%、总还原力 0.806、Fe2+螯合率 77.83%。

该结果与朱巧楠等[38] 研究一致，他们发现油茶饼粕

抗氧化肽经超滤后，分子量小于 3 kDa的组分抗氧

化活性最强。由于小分子量肽含更多活性基团，可与

自由基反应使其稳定，进而提升自由基清除能力[39]。

组分 3具有更好的抗氧化活性，可能由于肽段分子

量越小，其氨基酸长度越短，疏水性氨基酸的含量相

对较多，而疏水性氨基酸的占比是影响抗氧化活性的

一个主要因素，其次小分子肽因其小的分子量更容易

被人体吸收利用[40]。综上，本实验明确了芝麻粗肽中

分子量较小的组分 3为抗氧化活性最优组分，为芝

麻粗肽的高值化开发及抗氧化功能产品的研发提供

了关键实验依据。
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图 6    超滤后各组分抗氧化活性
Fig.6    Antioxidant activity of various components

after ultrafiltration
 

 2.8　芝麻抗氧化肽的筛选及分子对接预测作用机制

 2.8.1   LC-MS/MS氨基酸序列检测　通过 LC-MS/
MS对组分 3的氨基酸序列进行检测，组分 3的一级

质谱图如图 7所示。共鉴定出 3132条肽段，肽序列

长度位于 3~8的有 2602条，占比 71.41%。肽段长

 

400
350
300
250
200
150
100
50
0

0~
50

0

50
0~

10
00

10
00

~15
00

15
00

~20
00

20
00

~25
00

25
00

~30
00

相对分子质量 (Da)

发酵前
发酵后

A
B b

C

c
d

b

D

a a

F E

多
肽

数
量

 (条
)

图 5    芝麻粗肽分子量分布

Fig.5    Sesame crude peptide molecular weight distribution
注：不同大写字母表示发酵前组间差异显著；不同小写字母表
示发酵后组间差异显著（P<0.05）。
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度鉴定结果如图 8显示，所有肽段的长度分布范围

为六肽~三十肽，且大部分集中在三肽~二十五肽区

间。已有研究得到，多肽的抗氧化活性与其分子量和

氨基酸序列有关[41]。其中，肽段中大量的甘氨酸、丙

氨酸、缬氨酸、蛋氨酸等疏水性氨基酸的存在，使其

具有良好的抗氧化活性。
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图 7    组分 3总离子流色谱图
Fig.7    Total ion chromatogram of component 3

注：纵轴为归一化后的相对离子丰度，全时段最高总离子强度
设定为 100%进行换算展示。
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Fig.8    Distribution of peptide sequence lengths in component 3
 

 2.9　芝麻抗氧化肽的虚拟筛选及分子对接

 2.9.1   虚拟筛选　为筛选具有潜在应用价值的生物

活性肽，将鉴定得到的 3132条肽段序列上传至 Pep-

tide Ranker网站进行生物活性潜力评估，结果显示

共有 320条肽段的评分>0.5，预示这些肽段具备成为

生物活性肽的较高潜能。进一步采用 AutoDock软

件进行初步筛选，结合能小于−9 kcal/mol的肽段进

行毒性和抗氧化活性预测后，筛选出 10条候选多肽

序列，10条多肽的性质由表 6可见。最后对其进行

ADMET（吸收、分布、代谢、排泄及毒性）性质分析，

结果如表 6所示。其中：HIA（人体肠道吸收率），反

映寡肽在人体内的吸收利用程度，<30%标记为“−”，
>30%标记为“ +”。数据显示 ，仅 FRAFDAEL、
FDGF、DLFR和 FLVR4条肽的 HIA>30%，提示其

在肠道中具有较好的吸收潜力；BBB（血脑屏障）渗透

性表征寡肽穿透血脑屏障的能力，渗透性良好标记为

“+”，较差则标记为 “−”。结果显示，部分肽段（如

PESFFKSF、 SPGGRTGGY、 LDQNPRSF）的 BBB
渗透性较差。人体的血脑屏障是一个动态结构，能够

保护大脑不受有害的血源性、内源性和外源性物质

的影响，并维持平衡的微环境，作为功能性的营养物

质，寡肽需要具有良好的血脑屏障渗透性才能更好地

发挥作用[42]。在分析生物活性肽理化性质的同时，还

需考虑其 ADMET性质，不能仅以活性作为单一考

察因素，需要采取可落地的改性措施，提高这些生物

活性肽的吸收利用度和血脑屏障渗透性[43]。因此选

择 FRAFDAEL、FDGF、DLFR和 FLVR这 4条肽

段进行后续的分子对接试验，肽段分别来源于 11S
globulin  seed  storage  protein  2、Midasin、Midasin
和 Sacsin。葛珍等[44] 研究蜂王浆抗氧化肽的构效关

系，发现在肽序列的 C-末端含有 Lys残基或 Arg
残基的肽序列 Phe-Lys、Phe-Pro-Arg表现出较强的

抗氧化活性，本试验从芝麻粗肽中筛选的肽序列对应

的氨基酸为 FRAFDAEL（Phe-Arg-Ala-Phe-Asp-Ala-
Glu-Leu）、FDGF（Phe-Asp-Gly-Phe）、DLFR（Asp-
Leu-Phe-Arg）和 FLVR（Phe-Leu-Val-Arg），所筛选

的肽段序列中均有 Lys残基或 Arg残基，由此可推

测这些残基可能是肽段发挥抗氧化活性的关键氨基

酸位点。

 2.9.2   分子对接　为从分子水平阐明 FRAFDAEL、

 

表 6    组分 3肽序列的虚拟筛选结果

Table 6    Virtual screening results of peptide sequences in fraction 3

肽序列 分子量（Da） 活性评分 结合能（kcal/mol） 毒性预测 疏水性氨基酸占比（%） 抗氧化活性预测 HIA BBB

PESFFKSF 987.47 0.82 −9.8 无 50 0.9786 − −

PFSLDLWD 991.47 0.80 −10.1 无 62.5 0.9990 − +

SPGGRTGGY 850.39 0.50 −9.3 无 22.2 0.9998 − −

LDQNPRSF 975.489 0.57 −9.8 无 37.5 0.9964 − −

FDGR 493.23 0.84 −9.1 无 25 0.9963 − +

PQLLR 625.39 0.55 −9.9 无 60 0.9999 − +

FRAFDAEL 967.48 0.54 −10.0 无 62.5 0.9999 + +

FDGF 484.20 0.98 −9.0 无 50 0.9867 + +

DLFR 549.29 0.79 −9.9 无 50 0.9993 + +

FLVR 533.33 0.59 −10.3 无 75 0.9984 + +
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FDGF、DLFR及 FLVR的抗氧化机制，本研究开展

其与 Keap1蛋白的分子对接分析。Keap1蛋白分子

组成的空腔紧密包裹肽 FRAFDAEL、FDGF、DLFR

和 FLVR，使其处于 Keap1蛋白分子的活性中心，为

二者相互作用提供结构基础。PyMol可视化 3D与

2D分子相互作用（图 9）：DLFR可与 Keap1活性位

点的 Val465、Thr560、Gly367等 8个氨基酸残基形

成氢键，与 Ala366、Val369等 12个残基形成疏水作

用；FDGF能与 Leu365、Ile559等 6个残基形成氢

键，还可与 Val606、Gly367等 15个残基形成疏水

作用；FLVR可与 Val463、Ala510等 9个残基形成

氢键，与 Gly417、Cys513等 12个残基形成疏水作

用；FRAFDAEL能与 Asn517、Thr560等 7个残基

形成氢键，与 His562、Val369等 16个残基形成疏水

作用。
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A. FDGF

A. FLVR

A. FRAFDAEL

B

B

B
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图 9    肽段 FRAFDAEL、FDGF、DLFR和 FLVR与 Keap1
相互作用的分子对接模型

Fig.9    Molecular docking model of peptide segment FRAF-
DAEL, FDGF, DLFR and FLVR interacting with Keap1

注：（A）复合物的 3D 结构；（B）复合物的详细结合模式；（C）
多肽与 Keap1活性位点相互作用的 2D图；图 B中黄色虚线
及标注的数值代表肽段与蛋白残基间形成的氢键（数值为氢
键键长）；图 C中红色扇形标识代表蛋白表面与肽段形成的
疏水作用区域。
 

Keap1-核因子-红细胞 2相关因子 2（Nrf2）通路

是机体应对内外源性因素诱导氧化应激时，启动细胞

保护反应的核心调控通路。已有研究证实，小分子肽

若能与 Keap1的 Kelch结构域结合并占据其与 Nrf2

的天然结合位点，即可阻断 Keap1与 Nrf2的相互作

用，进而激活人体抗氧化防御通路[45]。结合本研究分

子对接结果可知，FRAFDAEL疏水作用位点最多，

显著增强与 Keap1的结合力，稳定结合 Keap1的

Kelch结构域并竞争性占据 Keap1-Nrf2的相互作用

位点，从而抑制二者结合并促使 Nrf2释放；释放的

Nrf2可激活 Keap1-Nrf2通路，显著提高机体中 Nrf2
的表达水平[46]；FDGF虽氢键数量较少，但丰富的疏

水作用可增强肽-蛋白结合亲和力，维持复合物构象

稳定，通过干扰 Keap1功能激活抗氧化防御系统；

DLFR和 FLVR则通过氢键与疏水作用的协同效

应，推动稳定复合物形成，为阻断 Keap1对下游抗氧

化因子（如 Nrf2）的抑制提供结构支撑。综上，FRAF-
DAEL、FDGF、DLFR及 FLVR均能通过氢键与疏

水作用的协同效应，与 Keap1蛋白形成稳定复合

物。这种稳定结合可干扰 Keap1的正常功能，解除

其对下游抗氧化通路的抑制，进而促进抗氧化因子的

表达与活性提升，最终增强机体清除自由基、抵御氧

化损伤的能力。其中，FRAFDAEL 疏水位点占优，

FLVR与 DLFR氢键更具优势，推测其抗氧化活性

更优，为后续体外验证提供了分子层面依据。

 2.10　合成多肽的抗氧化活性

尽管分子对接结果初步证实本研究筛选的 4条

肽段具有潜在抗氧化活性，但仍需通过体外实验进一

步验证。为此，本研究对筛选出的 FRAFDAEL、
FDGF、DLFR和 FLVR四条芝麻肽段进行体外合

成，其纯度均达 98%。将合成肽段配制成 5 mg/mL
溶液后，对其 DPPH自由基清除能力开展体外抗氧

化活性测定。图 10结果表明，FLVR和 FRAFDAEL
展现出较高的抗氧化活性，其 DPPH自由基清除率

IC50 值分别为 1.231 mg/mL和 1.460 mg/mL，具有

在抗氧化功能食品中的应用潜力。已有研究报道，蜂

王浆来源肽段 FDRIW和 YPDWSW的 DPPH自由

基清除率 IC50 值分别为 3.63  mg/mL和 3.59  mg/
mL[44]，本研究中芝麻肽段的活性显著优于上述蜂王

浆肽段。
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图 10    合成肽段 FRAFDAEL、FDGF、DLFR和 FLVR的
DPPH 自由基清除率

Fig.10    DPPH radical scavenging rate of synthetic peptides
FRAFDAEL, FDGF, DLFR, and FLVR with concentration

 

 3　结论
本研究以芝麻粕为原料，通过单因素实验结合
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响应面试验优化混菌液态发酵工艺，确定了高得率及

强抗氧化活性芝麻粗肽（SRP）最佳制备条件。氨基

酸组成及分子量结果显示，SRP分子量主要集中在

3 kDa以下，经超滤分级后，分子量<3 kDa的组分

3表现出最优抗氧化活性：DPPH自由基清除率

90.63%，ABTS+自由基清除率 73.17%、总还原能力

为 0.806、Fe2+的螯合率为 77.83%。通过进行 LC-
MS/MS质谱分析结合虚拟筛选，本研究筛选出 4条

潜在的抗氧化肽 ，分别为 FRAFDAEL、 FDGF、
DLFR和 FLVR。分子对接模拟结果表明，四条肽段

均能与 Keap1蛋白发生结合，其主要通过氢键与疏

水作用在 Keap1蛋白活性位点形成稳定复合物，进而

破坏 Keap1-Nrf2的相互作用，最终发挥抗氧化活

性。为验证上述预测结果，本研究对 FRAFDAEL、
FDGF、DLFR和 FLVR四条芝麻源抗氧化肽进行化

学合成，并开展体外抗氧化活性测定，实验结果证实

这四条肽段均具备较强的抗氧化能力。综上，本研究

通过混菌液态发酵得到芝麻多肽，验证了其抗氧化活

性，本研究不仅实现了芝麻粕高值化产品的开发利

用，还可为天然抗氧化肽的研发提供技术参考。不过

目前研究仅涉及 SRP的制备、活性肽的筛选及体外

抗氧化活性分析，未来可通过细胞和动物实验进一步

验证这 4条多肽的体内生物学功能，为其作为功能

性食品原料应用于人体健康改善领域提供更坚实的

科学依据。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
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