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两株高效降解玉米蛋白粉益生菌的 
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摘  要：通过固体筛培法从豆酱样品筛选到两株高效降解玉米蛋白粉的菌株 Bacillus subtilis HDJ1 和

Bacillus velezensis HDJ2。单因素发酵实验表明，菌株 HDJ1 液态发酵玉米蛋白粉的最佳条件为：发酵

温度 40 ℃，pH 8，接种量 6%，底物浓度 8%，转速 200 r/min，加液体积 40 mL，发酵时间 72 h；菌

株 HDJ2 液态发酵玉米蛋白粉的最优条件为：发酵温度 40 ℃，pH 6，接种量 9%，底物浓度 8%，转

速 150 r/min，加液体积 120 mL，发酵时间 72 h；HDJ1 和 HDJ2 等量组合后发酵玉米蛋白粉的最佳条

件为：发酵温度 30 ℃，发酵 pH 8，接种量 6%，底物浓度 8%，转速 250 r/min，加液体积 40 mL，发

酵时间 96 h。正交实验结果显示：HDJ1、HDJ2、HDJ1 和 HDJ2 等量组合在发酵温度 30 ℃，发酵 pH 

8，接种量 3%，底物浓度 8%，转速 200 r/min，发酵时间 96 h 条件下发酵液可溶蛋白含量最高，其发

酵液冷冻干燥浓缩样品的蛋白酶活、可溶蛋白含量、DPPH 清除率等显著提高，且两益生菌菌株组合

后的发酵效果优于单株菌。 
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Abstract: Two microbial strains Bacillus subtilis HDJ1 and Bacillus velezensis HDJ2 were screened from 

soybean paste samples by corn gluten meal medium for high protease activity. Single factor fermentation 

experiment showed that the optimum conditions of liquid fermentation of corn gluten meal for strain HDJ1 

were: fermentation temperature of 40 ℃, fermentation pH 8, inoculum of 6%, substrate concentration of 8%, 

rotating speed of 200 r/min, liquid-adding volume of 40 mL, fermentation time of 72 h; The optimum 

conditions for liquid fermentation of corn gluten meal for strain HDJ2 were: fermentation temperature of 

40 ℃, fermentation pH 6, inoculum of 9%, substrate concentration of 8%, rotating speed of 150 r/min, 

liquid-adding volume of 120 mL, fermentation time of 72 h; The optimum conditions for the fermentation of 
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corn gluten meal for equal combination of HDJ1 and HDJ2 were: fermentation temperature of 30 ℃, 

fermentation pH 8, inoculum amount of 6%, substrate concentration of 8%, rotating speed of 250 r/min, 

liquid-adding volume of 40 mL, fermentation time of 96 h. The results of Orthogonal test showed that the 

content of soluble protein of HDJ1, HDJ2, HDJ1 and HDJ2 was the highest when the fermentation 

temperature was 30 ℃ , the fermentation pH was 8, the inoculum amount was 3%, the substrate 

concentration was 8%, therotation speed was 200 r/min, and the fermentation time was 96 h. The protease 

activity, soluble protein content and DPPH scavenging rate of the sample significantly increased after 

freeze-drying of the microbial fermentation, and the fermentation effect of the two combined stains was 

better than that of single strain. 

Key words: corn gluten meal; degradation stains; soluble protein; fermentation characteristics; strain 

combination 

玉米蛋白粉是玉米加工的主要副产物，产量

巨大[1-3]。但由于其醇溶蛋白含量较高及氨基酸组

成不平衡，严重制约其应用，大多被当作饲料原

料[3-5]。微生物分泌的蛋白酶能将蛋白粉中难溶的

植物蛋白质降解并产生具有多种生理活性的肽

类，因此，利用微生物发酵过程加工玉米蛋白粉

具有广阔应用发展前景[3-7]。张智等[8]确定了枯草

芽孢杆菌 ls-45 制备玉米肽的最佳发酵条件；徐艳

阳[7]等对纳豆芽孢杆菌水解玉米蛋白粉产玉米肽

的工艺进行了优化；文超婷等[9]优化了羊肚菌发

酵玉米蛋白液体发酵培养条件。但是，目前面临

适宜发酵微生物资源认识和开发不足以及相应发

酵工艺建立等问题[3-4]，尤其是筛选获得高效蛋白

酶活性的菌株及相应发酵工艺条件优化成为当前

研究的重点。 

本研究从传统自然发酵豆酱样品中，通过玉

米蛋白粉固体筛培法和福林酚法等分离筛选到高

效降解玉米蛋白粉的益生菌，并通过单因素发酵

实验和正交实验对单菌株及其菌株组合发酵玉米

蛋白粉的条件进行了优化。研究为提升优化微生

物发酵玉米蛋白粉的条件工艺及其应用奠定基础。 

1  材料方法 

1.1  实验材料 

自然发酵豆酱样品：市购；可溶蛋白含量测

定试剂盒、DPPH 自由基清除能力试剂盒：苏州

格锐思生物科技公司；TIANamp Bacteria DNA 

Kit：北京天根生化科技有限公司；无水碳酸钠溶

液、三氯乙酸溶液、磷酸缓冲液（pH 分别为 4.5、 

7.2、9.3）：上海麦克林生化科技有限公司；酪蛋

白、福林酚：北京索莱宝科技有限公司；配制培

养基的各种样品、试剂，均为国产分析纯：国药

集团化学试剂有限公司。 

1.2  仪器与设备 

冷冻干燥仪（ALPHA2-4）：德国 Chris Marin

公司；pH 计（FE20K）：瑞士 METTLER TOLEDO

公司；振荡培养箱（SHK-99-II）：北京北方同正

生物技术发展有限公司；微型旋涡仪（V2S02S）：

德国 IKA 公司；酶标仪（SynergvHT）：美国

BIOTEK 公 司 ； 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机

（EPPENDORF 5810R）：德国 EPPENDORF 公司；

PCR 仪（C1000 Touch）：美国 BIORAD 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株筛选、蛋白酶活性测定及菌种鉴定 

研究中所用玉米蛋白粉平板筛选培养基，玉

米蛋白粉基础发酵培养基及玉米蛋白粉优化发酵

培养基参考文献王雨婷等[3]，参照相关文献[3-4]，

菌株筛选采用玉米蛋白粉平板筛选培养基观察并

测定菌落周围透明圈的大小；蛋白酶活性测定按

照国标福林酚试剂法测定发酵液中上清液的蛋白

酶活性；菌株鉴定，提取目标菌株基因组 DNA，

PCR 扩增其 16S rDNA，PCR 产物由上海生工生

物科技有限公司测序，测序结果采用 DNAMAN

软件序列图谱校对拼接，并在 NCBI 数据库中进

行同源序列比对鉴定。 

1.3.2  菌株玉米蛋白粉发酵实验 

平板活化菌株 HDJ1 和 HDJ2 后接种于 LB 培

养基中培养，再将此种子液接种于玉米蛋白粉基
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础发酵培养基中，以初始 pH 8.0、接种量 5%、摇

床转速 150 r/min、温度 30 ℃、培养时间 48 h 为

基础初始发酵条件，采用单因素及正交实验对培

养基玉米蛋白粉含量、培养基初始 pH、接种量、

发酵温度、摇床转速、发酵时间及装液量等工艺

参数进行优化。可溶蛋白含量测定采用可溶蛋白

含量测定试剂盒。 

1.3.3  菌株玉米蛋白粉发酵液冷冻干燥及冻干粉

生理生化性质测定 

对玉米蛋白粉发酵液进行冷冻干燥，先–80 ℃

冷冻，经过降温，抽真空和主干燥，温度控制在

–75~85 ℃之间，压强 0.08 Mpa。 

活菌数的测定。平板计数法，取 10 g 样品于

装有 90 mL 无菌水的三角瓶中，振荡 20 min，摇

匀，稀释到一定的梯度，取三个梯度进行涂布，

每个梯度设置 3 组平行，倒置于 37 ℃恒温培养

箱中培养，待计数。蛋白酶活的测定采用国标同

1.3.1. DPPH 自由基清除能力通过 DPPH 自由基清

除能力试剂盒测定。 

1.4  数据分析 

本文中相关数据计算、处理及作图都利用软

件 Microsoft Excel 2019 进行。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株筛选、鉴定及蛋白酶活性测定 

从自然发酵豆酱样品中分离筛选到两株出现

明显透明水解圈菌株，菌株号分别为 HDJ1 和

HDJ2，其透明水解圈图片见图 1，透明圈（H/C）

值分别为 2.2 和 2.4。 

基于 16S rDNA 序列的分子鉴定通过 NCBI 

BLAST 比对确定菌株分类地位。结果显示，筛选

获得的细菌菌株 HDJ1 为枯草芽胞杆菌 Bacillus 

subtilis，另一株 HDJ2 为贝莱斯芽胞杆菌 Bacillus 

velezensis（表 1）。 

依据国标福林酚试剂法测定了菌株蛋白酶活

性（表 1）。从研究结果可看出，菌株具有较高的

蛋白酶活性。两菌株间蛋白酶活性比较显示，

HDJ1 酸性蛋白酶和中性蛋白酶活性低于 HDJ2，

而碱性蛋白酶活性高于 HDJ2，说明 HDJ1 和 HDJ2

有各自更适合分解的蛋白种类。研究还表明两菌

株共培养可极大地提升蛋白酶的活性，酸性、中

性和碱性蛋白酶活性都有增加，比单菌株蛋白酶

活大多提高 1 倍以上。说明菌株组合能改善和提

高蛋白分解效率。 

芽孢杆菌是国际上普遍应用的生防细菌，是

食品生产加工菌，也是微生物饲料和微生物生态

制剂的研究热点之一[10-11]。枯草芽孢杆菌分布广泛，

能够帮助生物防治马铃薯黄疫病等多种病害[10-11]，

还能够合成分泌蛋白酶、脂肪酶等多种酶类，也

是发酵玉米蛋白粉的重要菌株资源[10-12]。贝莱斯

芽孢杆菌能分泌多种生物活性物质，抑制包括稻

瘟病病原菌、梨灰霉在内等多种病原菌，并且促进

植物生长；添加于饲料中还可促进动物生长[13-15]。

本研究中的菌株均有酸性蛋白酶、中性蛋白酶及

碱性蛋白酶活性，并且具有显著的组合培养协同

提效分解蛋白的作用，应用潜力巨大。 

 

 
 

左为菌株 HDJ1，右为菌株 HDJ2。 

left: HDJ1, right: HDJ2. 

图 1  菌株在玉米蛋白粉固体筛选培养基上水解透明圈图 

Fig.1  Hydrolytic transparent circles of microbial strains of 
corn gluten meal screening medium 

 
表 1  菌株筛选鉴定结果及菌株蛋白酶活性 

 Table 1  Identification of two stains and the protease activity  U/mL 

分离菌号 分离物鉴定 相似性/% 酸性蛋白酶活性 中性蛋白酶活性 碱性蛋白酶活性 

HDJ1 Bacillus subtilis 99 39.8 89.3 125.9 

HDJ2 Bacillus velezensis 99 72.2 94.1 98.5 

HDJ1+HDJ2 / / 155.7 227.7 240.2 
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2.2  菌株发酵玉米蛋白粉单因素发酵工艺优化 

对菌株进行了发酵温度、发酵初始 pH、底物

玉米蛋白粉含量、摇瓶转速、菌株接种量及装液

量加液体积的发酵玉米蛋白粉单因素发酵条件的

优化。HDJ1 和 HDJ2 单菌株在 40 ℃发酵液可溶

蛋白含量最高，而组合（HDJ1+HDJ2，等量）发

酵液可溶蛋白含量在 30 ℃最高（图 2）；50 ℃时，

可溶性蛋白含量仍较高。pH 8 时，HDJ1、HDJ1

和 HDJ2 组合发酵液可溶蛋白含量最高，HDJ2 则

在 pH 6 时最高（图 2）。HDJ1 在接种量 6%，底

物浓度 8%，转速 200 r/min，加液体积 40 mL，发

酵时间 72 h 可溶蛋白含量最高；HDJ2 在接种量 

9%，底物浓度 8%，转速 150 r/min，加液体积 120 mL，

发酵时间 72 h 可溶蛋白含量最高；而 HDJ1 和

HDJ2 等量组合在接种量 6%，底物浓度 8%，转速

250 r/min，加液体积 40 mL，发酵时间 96 h 下可溶

蛋白含量最高（图 2 和表 2）。而装液量即加液体

积变化不明显，以下选择 80 mL/300 mL 装瓶液量。 

2.3  菌株发酵玉米蛋白粉发酵正交实验 

在单因素实验的基础上，选定底物浓度、种

子液的接种量、初始 pH、摇床转速、发酵温度、

发酵时间 6 个因素，采用 L18(36)正交实验设计进

行研究（表 3）。各组正交实验设计和实验数据见

表 4（HDJ1）、表 5（HDJ2）及表 6（HDJ1+HDJ2）。 

 

 
 

a. 温度; b. pH; c. 底物浓度（玉米蛋白粉含量）; d. 转速; e. 接种量; f. 装液量（加液体积）。 

a. temperature; b. pH; c. substrate concentration (content of corn gluten meal); d. rotation speed; e. amount of inoculation; f. liquid loading 
volume (volume of added liquid). 

图 2  单因素对可溶蛋白含量的影响 

Fig.2  Effect of single factor on soluble protein content 
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表 2  发酵时间单因素表 

Table 2  Fermentation time factor 

HDJ1 HDJ2 HDJ1+HDJ2 

发酵时间/h 可溶蛋白含量/（mg/mL） 发酵时间/h 可溶蛋白含量 t/（mg/mL） 发酵时间/h 可溶蛋白含量 t/（mg/mL）

24 7.8 24 6.9 24 8.9` 

48 12.5 48 10.5 48 18.4 

72 19.6 72 17.7 72 22.2 

96 15.8 96 14.1 96 22.5 

120 12.2 120 11.9 120 15.3 
 

由正交实验分析表比较各因素对可溶性蛋白含量

的极差大小及平均值可看出，不同因素对可溶蛋

白含量影响由大到小 HDJ1 为 RA>RE>RD>RF>RB> 

RC，HDJ2 为 RA> RB> RE>RC>RD>RF。HDJ1+HDJ2

为 RA>RE>RD>RF>RC>RB。正交实验结果显示

HDJ1、HDJ2、HDJ1 和 HDJ2 组合在发酵温度

30 ℃，发酵 pH 8，接种量 3%，底物浓度 8%，转

速 200 r/min，发酵时间 96 h 条件下发酵液可溶蛋

白含量最高。 
 

表 3  L18(36)正交实验设计 

Table 3  L18(36) Orthogonal experimental design 

水平 
底物浓度 

A/% 
PH 
B 

接种量 
C/% 

转速 
D(r/min) 

发酵温度 

E/℃ 
发酵时间

F/h 

1 5 6 3 150 30 48 

2 8 8 6 200 40 72 

3 10 10 9 250 50 96 
 

表 4  HDJ1 正交实验分析表 

Table 4  HDJ1 Orthogonal test analysis table 

序列号 A B C D E F 
可溶蛋白含量/

（mg/mL）

1 1 1 1 1 1 1 8.1 

1 2 2 2 2 2 2 8.8 

1 3 3 3 3 3 3 16.1 

2 1 1 2 2 3 3 10.5 

2 2 2 3 3 1 1 10.3 

2 3 3 1 1 2 2 8.6 

3 1 2 1 2 2 3 10.7 

3 2 3 2 1 3 1 16.1 

3 3 1 3 2 1 2 24.4 

1 1 3 3 3 2 2 12.0 

1 2 1 1 3 3 2 15.4 

1 3 2 2 1 1 3 23.2 

2 1 3 3 1 3 2 8.2 

2 2 2 1 2 1 3 27.7 

2 3 1 2 3 2 1 18.3 

3 1 3 2 3 1 2 19.3 

3 2 1 3 1 2 3 18.7 

3 3 2 1 2 3 1 25.4 

平均 1 11.46 15.90 15.98 13.80 18.83 15.02  

平均 2 16.15 14.43 16.02 18.13 11.06 14.12  

平均 3 19.33 16.62 14.95 17.50 15.27 17.82  

极差 7.87 2.19 1.07 4.33 7.77 3.70  

表 5  HDJ2 正交实验分析表 

Table 5  HDJ2 Orthogonal test analysis table 

序列号 A B C D E F 
可溶蛋白含量/

（mg/mL）

1 1 1 1 1 1 1 9.1 

1 2 2 2 2 2 2 9.4 

1 3 3 3 3 3 3 16.6 

2 1 1 2 2 3 3 11.7 

2 2 2 3 3 1 1 14.1 

2 3 3 1 1 2 2 27.5 

3 1 2 1 2 2 3 11.1 

3 2 3 2 1 3 1 16.2 

3 3 1 3 2 1 2 23.3 

1 1 3 3 3 2 2 20.1 

1 2 1 1 3 3 2 16.8 

1 3 2 2 1 1 3 21.1 

2 1 3 3 1 3 2 11.2 

2 2 2 1 2 1 3 28.4 

2 3 1 2 3 2 1 20.1 

3 1 3 2 3 1 2 21.3 

3 2 1 3 1 2 3 20.2 

3 3 2 1 2 3 1 24.8 

平均 1 14.08 16.87 19.62 17.55 19.55 17.40  

平均 2 17.52 15.28 16.63 19.62 18.07 18.25  

平均 3 22.23 21.68 17.58 16.67 16.22 18.18  

极差 8.15 6.40 2.99 2.95 3.33 0.85  

 

2.4  玉米蛋白粉发酵后发酵液生理化生化指标

的测定结果 

玉米蛋白粉微生物发酵后发酵液进行了冷冻

干燥，制成发酵玉米蛋白肽粉。发酵后样品可溶

蛋白含量、DPPH 清除率等显著提高，特别是可

溶蛋白含量增加明显（表 7），其中 HDJ1+HDJ2

发酵液干燥粉可溶蛋白含量为 231.2 mg/g。水溶

性显著提高正是由于发酵过程中微生物分泌的各

种蛋白酶类将玉米蛋白粉中难溶的大分子蛋白质

降解为分子量较小的多肽，增加了可溶性。 

已报道常用于玉米蛋白粉发酵的微生物有芽

孢杆菌、米曲霉、黑曲霉等[1-9]。王雨婷等[3]报道

枯草芽孢杆菌菌株 X1-1 在接种量 6%，发酵温度 

36 ℃，转速 180 r/min，发酵时间 72 h 为其液态 
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表 6  HDJ1+HDJ2 正交实验分析表 

Table 6  HDJ1+HDJ2 Orthogonal test analysis table 

序列号 A B C D E F 
可溶蛋白含量/

（mg/mL）

1 1 1 1 1 1 1 9.5 

1 2 2 2 2 2 2 9.7 

1 3 3 3 3 3 3 14.1 

2 1 1 2 2 3 3 10.6 

2 2 2 3 3 1 1 14.2 

2 3 3 1 1 2 2 13.1 

3 1 2 1 2 2 3 12.9 

3 2 3 2 1 3 1 16.6 

3 3 1 3 2 1 2 19.2 

1 1 3 3 3 2 2 12.1 

1 2 1 1 3 3 2 13.9 

1 3 2 2 1 1 3 15.4 

2 1 3 3 1 3 2 15.1 

2 2 2 1 2 1 3 30.6 

2 3 1 2 3 2 1 19.3 

3 1 3 2 3 1 2 17.1 

3 2 1 3 1 2 3 22.4 

3 3 2 1 2 3 1 25.2 

平均 1 12.72 15.82 17.35 15.33 17.63 16.12  

平均 2 17.87 15.22 14.78 17.90 14.73 14.67  

平均 3 17.70 17.25 16.15 15.05 15.92 17.50  

极差 5.15 2.03 2.57 2.85 2.90 2.83  

 
发酵玉米蛋白粉的最佳条件。其发酵液经喷雾干

燥得到样品的蛋白酶活为 2 217 U/g，粗蛋白以及

小肽含量提高了 1.81 倍和 5.35 倍。并提出底物浓

度限值可能与发酵底物中含有较高浓度的硫化物

从而对微生物的发酵产生抑制作用有关[3]。关于

硫化物对菌株发酵的抑制作用我们在今后的实验

也将进一步研究。向丽蓉等[16]通过单因素和正交

实验，发现黑曲霉 L289 在培养时间 5 d，温度

34 ℃，装液量 40 mL，底物浓度 5%下发酵最佳，

发酵液中氨基酸含量达 2 718.05 μg/mL。另有研

究对纳豆芽孢杆菌及羊肚菌等单菌株发酵条件进

行了优化[7,9]。关于复合菌发酵玉米蛋白粉研究，

魏炳栋等[17]对复合菌（黑曲霉、乳酸菌、酵母菌

和地衣芽孢杆菌）发酵玉米蛋白粉的条件进行优

化，通过正交实验研究发现最优接种比例为地衣

芽孢杆菌 4%、乳酸菌 4%、酵母菌 6%、黑曲霉

6%，发酵温度 35 ℃、发酵时间 84 h、含水量 45%、

初始 pH 为 6 为最佳发酵条件，在此条件下多肽

得率可达 44.03%。筛选获得高蛋白酶活性的菌株

资源及相应发酵工艺条件优化是微生物发酵玉米

蛋白粉研究的重点，是后续菌株改造和投入应用

的基础，还需加强相关研究。而本研究中两菌株

发酵效果优于单株菌也提示我们今后进一步对菌

株间相互作用关系和作用机理进行探究。 
 

表 7  玉米蛋白粉发酵前后生化指标对比 

Table 7  Comparison of biochemical indexes of corn gluten meal before and after fermentation 

水平 
益生菌 

/（cfu/g） 

蛋白酶活性 

/（U/g） 

可溶蛋白含量 

/（mg/g） 

氨基酸含量 

/（μg/g） 
DPPH 清除率 
(0.01g/mL)/% 

玉米蛋白粉原料 0 0 6.3 216.1 32 

HDJ1 发酵液干燥粉 1.5*108 3 380.5 195.8 2 107.1 84 

HDJ2 发酵液干燥粉 5*108 2 579.2 207.4 2 212.2 81 

HDJ1+HDJ2 发酵液干燥粉 1.2*109 3 776.3 231.2 3 298.7 90 

 

3  结论 

筛选玉米蛋白粉高效降解益生菌，利用益生

菌发酵玉米蛋白粉产肽的研究和其发酵工艺条件

的优化具有重要的意义。本研究通过固体筛培法

筛选到两株玉米蛋白粉高效降解菌株 HDJ1 和

HDJ2。通过单因素发酵实验优化 HDJ1 菌株、

HDJ2 菌株、及 HDJ1 和 HDJ2 等量组合液态发酵

玉米蛋白粉的最佳条件（可溶蛋白含量最高条

件）。正交实验结果显示 HDJ1、HDJ2、HDJ1 和

HDJ2 等量组合在发酵温度 30 ℃，发酵 pH 8，接

种量 3%，底物浓度 8%，转速 200 r/min，发酵时 

间 96 h 条件下发酵液可溶蛋白含量最高。经益生

菌菌株发酵后发酵液冷冻干燥后样品蛋白酶活、

可溶蛋白含量、DPPH 清除率等显著提高，并且

两菌株组合后的发酵效果优于单株菌。通过本研

究也证实了微生物发酵的确能提高可溶蛋白含

量。后续将进一步进行玉米蛋白粉益生菌发酵产

玉米肽的研究和优化发酵工艺的探索，以期将为

玉米加工副产物蛋白粉的增值利用奠定基础。 
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