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黑麦花粉肽的制备及对发酵乳杆菌B１５３的
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ofLactobacillusfermentumB１５３
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摘要:[目的]探究黑麦花粉肽对益生菌增殖的影响,促进

黑麦花粉的开发利用.[方法]通过对黑麦花粉原料进行

破壁酶解处理得到了平均相对分子质量为６９１的黑麦花

粉肽产品,并通过添加黑麦花粉肽前后发酵乳杆菌 B１５３
的生长状况和产酸情况对黑麦花粉肽促进 B１５３增殖效

果进行研究.[结果]添加黑麦花粉肽后 B１５３的２４h生

长情况和耐酸效果都有提升,活菌数对数值明显提高,培

养２４h后对数值提高至８．７;乳酸浓度显著提高,最大乳

酸质量浓度为１３mg/mL.[结论]黑麦花粉肽能够改善

发酵乳杆菌B１５３的生长状况和产酸性能.
关键词:发酵乳杆菌;黑麦花粉肽;乳酸菌增殖;乳酸;氨

基酸

Abstract:[Objective]Thisstudyaimedtoexploretheeffectsof

ryepollenpeptideontheproliferationofprobioticsandpromote

thedevelopmentandutilizationofryepollen．[Methods]Inthis

study,Aryeflowerpeptideproductwithanaveragerelative

molecularmassof６９１wasobtainedbywallＧbreakingenzymatic

treatmentofrye pollenraw material．Thegrowth and acid

productionofLactobacillusfermentum B１５３beforeandafterthe

additionofryepollenpeptidewerealsostudiedtoinvestigatethe

effectofryepollenpeptideinpromotingtheproliferationofB１５３．
[Results]Theexperimentaldatashowedthatthe２４Ｇhgrowth

andacidtoleranceofB１５３wereimprovedaftertheadditionofrye

pollenpeptide,andthelogarithmicvalueofthenumberofviable

bacteria was significantly increased to ８．７ after ２４ h of

incubation; The lactic acid concentration was significantly
increased,andthemaximumlacticacidmassconcentrationwas

１３ mg/mL．[Conclusion]Ryepollenpeptidecanimprovethe

growthconditionandacidproductionofL．fermentansB１５３．

Keywords:L．fermentum;ryepollenpeptide;proliferationoflactic

acidbacteria;lactatemeasurement;aminoaciddetermination

发酵乳杆菌(L．fermentum)是中国发酵食品中较为

常见的天然优质益生菌[１],其发酵产物具有良好的抗氧

化活性[２－３],对于调节肠道菌群平衡[４]、提高免疫力[５]等

具有积极影响.但这些益生作用要在活菌数到达一定数

量级才能够明显表现出来,因此如何有效促进益生菌增

殖成为当前研究热点之一[６].据报道,蛋白质和肽类在

乳酸菌生长过程中具有补充氮源[７]、提高菌体 pH 耐受

度[８]以及提高部分胞内酶活性[９]等效果,有助于促进益

生菌的生长.目前已有研究证实淮山多肽[１０]、豌豆多

肽[１１]等具有促进益生菌增殖的效果.

黑麦花粉(ryepollen)于２０２３年被批准为新食品原

料[１２].黑麦花粉肽是以干燥的黑麦花粉为原料经过提取

花粉蛋白、蛋白酶解制备得到的[１３].目前中国对黑麦花

粉提取物的研究还不够完善,已有研究结果表明黑麦花

粉提取物具有较强的抗氧化特性[１４],在降血脂[１４－１５]、保
护生殖器官[１６]等方面有良好功效,但是黑麦花粉肽对益

生菌的增殖作用鲜有报道.

研究拟分析黑麦花粉肽的氨基酸组成,测定添加黑麦

花粉肽前后发酵乳杆菌发酵液中活菌数、pH 值、乳酸浓度

等指标的变化,探究黑麦花粉肽体外促进发酵乳杆菌增殖

的效果,以期为黑麦花粉肽的开发和利用提供参考.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

发酵 乳 杆 菌 B１５３(Lactobacillusfermentum B１５３,

B１５３):福建省农业科学院农业工程技术研究所;

黑麦花粉:西安国豪生物科技有限公司;

７
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牛肉膏、蛋白胨、酵母膏:生物试剂,北京奥博星生物

技术有限责任公司;

葡萄糖、无水乙酸钠、磷酸氢二钾、硫酸镁、硫酸锰、

吐温８０、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠等:分析纯,西陇科学股

份有限公司;

乳酸:纯度≥９０％,上海麦克林生化科技股份有限

公司;

硼酸:分析纯,上海麦克林生化科技股份有限公司;

邻苯二甲醛(OPA):纯度９８％,上海阿拉丁生化科技

股份有限公司;

１７种氨基酸混标溶液、羟脯氨酸标准溶液:天津阿尔

塔科技有限公司;

３Ｇ巯基 丙 酸:纯 度 ９９％,成 都 西 亚 化 工 股 份 有 限

公司;

芴甲氧羰酰氯(FMOC):纯度９８％,成都西亚化工股

份有限公司;

碱性蛋白酶３７０７１:４０万 U/g,诺维信(中国)生物技

术有限公司;

木瓜蛋白酶(８０万 U/g)、纤维素酶(２万 U/g)、果胶

酶(３万 U/g):南宁庞博生物工程有限公司;

柱前衍生试剂 A:０．１mol/L硼酸缓冲液,pH１０．０;

柱前 衍 生 试 剂 B:１０ mg OPA 溶 于 １ mL 溶 液

(０．１５mL甲醇,０．１５mL硼酸缓冲液,０．７mL超纯水)与

０．１％３Ｇ巯基丙酸溶液等比例混合;

柱前衍生试剂C:１％的FMOC乙腈溶液;

MRS液体培养基:蛋白胨１０．０g,牛肉膏１０．０g,酵
母膏５．０g,柠檬酸二铵 ２．０g,葡萄糖 ２０．０g,吐温 ８０
１．０mL,无水乙酸钠 ５．０g,磷酸氢二钾 ２．０g,硫酸镁

０．５８g,硫酸锰０．２５g,蒸馏水１０００mL,充分溶解后灭菌

使用.

１．２　仪器与设备

电热鼓风干燥箱:１０１ＧE 型,北京市永光明医疗仪

器厂;

高效液相色谱仪:LCＧ１６型,岛津仪器(苏州)有限

公司;

电热恒温培养箱:DHPＧ６００型,北京市永光明医疗仪

器厂;

单人净化工作台:SWＧCJＧ１D 型,浙江孚夏医疗科技

有限公司;

立式高压蒸汽灭菌器:LDZFＧ７５L型,上海申安医疗

器械厂.

１．３　方法

１．３．１　黑麦花粉肽制备工艺及相对分子质量的测定　准

确称取５０．０g黑麦花粉充分溶解在５００mL水中,分别用

质量分数０．１％的纤维素酶和果胶酶对原料预处理１h.

向得到的酶解液中分别加入质量分数０．１％的碱性蛋白

酶３７０７１和０．０５％木瓜蛋白酶酶解２h即得黑麦花粉肽

粗产品.

参考 GB/T２２４９２—２００８«大豆肽粉»的方法进行黑

麦花 肽 的 相 对 分 子 质 量 测 定.液 相 色 谱 柱 规 格 为:

TSKgelG２０００SWXL３００mm ×７．８mm,５μm.检测波

长２２０nm,流量０．５ mL/min,进样量１０μL,等度洗脱

３０min.

１．３．２　黑麦花粉肽的氨基酸组成　取约０．０２５g黑麦花

粉肽置于平底玻璃试管中,加入 １０ mL 浓 盐 酸,氮 吹

５min封管,迅速置于１１０ ℃烘箱消化２４h.冷却至室

温,过滤并加水定容至５０mL.取混合液１mL在电热板

上完全蒸干后溶解在１mL纯水中,过膜后待进样.

参考裴玉等[１７]的方法采用 OPAＧFMOC联用柱前衍

生法测试样品中的氨基酸组成.液相色谱柱采用 GL
InertSustainC１８柱(４．６mm ×１５０mm,３μm),流动相 A
为４０mmol/L磷酸盐溶液(２．４g磷酸二氢钠和２．８４g磷

酸氢二钠定容至１L,用磷酸调至pH７．０),流动相B为乙

腈—甲醇—水(V乙腈 ∶V甲醇 ∶V水 ＝４５∶４５∶１０),柱温

４０℃,采用 ３３８nm 和 ２６２nm 双通道波长检测,流 量

１．１００mL/min.自动衍生程序为:① 吸取１０μL衍生试

剂 A(硼酸缓冲液),② 吸取２μL 衍生试剂 B(OPA 和

３Ｇ巯基丙酸混合液),③ 吸取２μL衍生试剂 C(FMOC),

④ 吸取１０μL待测样品在空气中充分反应２min后进样

分析.洗脱梯度见表１.

１．３．３　菌株活化与传代　取出B１５３并在４℃下解冻,抽
取２００μL解冻完全的菌液转移到５mL新鲜 MRS液体

培养基中,３７℃静置培养２４h.重复传代３次,以第三代

菌液为活化后的种子液.以下试验接种量均按体积分数

接种２％.

１．３．４　菌株生长曲线和pH 变化曲线测定　分别在对照

组 (MRS液体培养基)和试验组(含有黑麦花粉肽１g/L

表１　１７种氨基酸分离时间程序

Table１　Separationtimeprogramfor１７kinds
aminoacids

时间/min
流动相B/％

甘氨酸、苏氨酸 其余１５种氨基酸

０．０~１．０ １０~８　 １０~１２

１．０~２．５ ８ １２

２．５~８．０ ８~１０ １６~２７

８．０~１０．０ １０~２０ ２７~３１

１０．０~１３．０ ２０~３６ ３１~３６

１３．０~２５．０ ３８~７４ ３８~７０

２５．０~２７．０ ７４~８０ ７０~１００

２７．０~３０．０ ８０~１００ １００

３０．０~３５．０ １０ １０

８
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的 MRS液体培养基)中接入活化后的 B１５３,充分摇匀以

后分装在无菌试管中,３７ ℃恒温培养.每隔２h取出一

组并测定菌液的 OD６００nm和pH 值.

１．３．５　发酵液活菌数测定　根据菌株的生长曲线,选取

对照组和试验组在培养４,１０,１６,２４h后的菌液进行梯度

稀释后,采用涂布计数法对各组进行活菌数测定.

１．３．６　发酵液乳酸含量测定　参考 GB５００９．１５７—２０１６
«食品安全国家标准　食品中有机酸的测定»的方法略作

修改后进行菌液中乳酸质量浓度测定.液相色谱柱采用

InnovalODSＧ２C１８柱,规格为４．６mm×２５０mm,５μm.

流动相为０．１％磷酸水溶液—乙腈(V磷酸溶液 ∶V乙腈 ＝９８∶
２),等度 洗 脱 １０ min 后 将 乙 腈 体 积 分 数 迅 速 升 高 至

１００％保持５min,最后将流动相调整为０．１％磷酸水溶

液—乙腈稳定１０min.柱温３５℃,流量１．０００mL/min,

检测波长２１０nm,进样量１０μL.

１．４　数据处理

每组样品设置３个平行,用SPSS２６．０和 Excel２０１９
进行数据处理并输出为平均数±标准差,液相分析软件

为LabSolutions５．１１０,绘图软件为 OriginPro２０２１９．８.

２　结果与分析

２．１　黑麦粉肽相对分子质量测定及氨基酸组成分析

２．１．１　相对分子质量　蛋白质、多肽等能够促进益生菌

的增殖.其中寡肽作为乳酸菌的重要氮源影响了乳酸菌

的转运系统,改善乳酸菌胞外蛋白酶的分泌以及其耐酸

性能[６].孙媛媛等[１８]研究发现,发酵乳杆菌对寡肽类氮

源具有偏好性.黑麦花粉经过酶解处理后得到的肽产品

平均相对分子质量为６９１,其中相对分子质量＜１０００占

比８６．０９％(见表２),属于寡肽,这符合多肽促进发酵乳杆

菌增殖的需求,同时也表明了酶解工艺对原料降解比较

充分.

表２　黑麦花粉肽的相对分子质量分布

Table２　Relativemolecularmassdistributionofryepollenpeptides

相对分子质量范围 ＞５０００ ５０００~３０００ ３０００~２０００ ２０００~１０００ ＜１０００

占比/％ ３．０５ ０．７７ ３．５０ ６．４９ ８６．０９

２．１．２　氨基酸组成　如表３所示,黑麦花粉肽中未检出

胱氨酸、亮氨酸和羟基脯氨酸,含量较高的３种氨基酸为

天冬氨酸、谷氨酸和脯氨酸,其中天冬氨酸和谷氨酸为酸

性氨基酸,脯氨酸是植物花粉中的重要氨基酸[１９].除此

之外黑 麦 花 粉 肽 中 还 有 较 高 含 量 的 精 氨 酸,含 量 为

１．１８g/１００g,精氨酸充足对植物应对高盐胁迫具有积极

作用[２０].经过B１５３发酵以后黑麦花肽中的氨基酸含量

整体呈下降趋势,其中天冬氨酸、谷氨酸、精氨酸等显著

降低.这表明了发酵乳杆菌对黑麦花粉肽中的某些特殊

氨基酸代谢效果较强,也与 Liu等[２１]和Zhang等[２２]的研

究结果相一致.Liu等[２１]的研究表明,特殊的氨基酸可

以作为促进乳酸菌生长的营养因子,其中发酵乳杆菌对

天冬氨酸和谷氨酸有明显的代谢活性.Zhang等[２２]的研

究表明,精氨酸和谷氨酸是发酵乳杆菌的必需营养素,天
冬氨酸和谷氨酸是乳酸菌氨基酸合成和能量代谢过程中

的重要底物.

２．２　黑麦花粉肽对益生菌B１５３生长的影响

由图１可知,在培养２h以后 B１５３迅速进入对数生

长期,培养１０h以后进入稳定期.黑麦花粉肽能够明显

促进B１５３的生长,随着培养时间的增加,试验组生长曲

线逐渐高于对照组.此外,B１５３不同发酵时间的pH 变

化曲线表明pH 与生长曲线具有同步性,培养２h后菌液

的pH 值迅速下降并在１０h稳定在４．３左右.在培养前

期试验组的pH 值高于对照组,培养４h后试验组pH 值

迅速下降并在后续培养时间明显低于对照组,这可能与

黑麦花粉肽中谷氨酸、天冬氨酸和精氨酸等营养因子有

关,同时也预示着试验组具有更大的产酸能力.精氨酸

和谷氨酸对于发酵乳杆菌应对酸胁迫具有重要意义.发

表３　黑麦花粉肽的氨基酸组成†

Table３　Aminoacidcompositionofryepollenpeptides
fromryebeforeandafterfermentationg/１００g

氨基酸名称 对照组 试验组

天冬氨酸　 ２．５７±０．４０a １．６９±０．３０b

谷氨酸　　 １．９５±０．２３a １．０９±０．４７b

丝氨酸　　 １．０６±０．１６ ０．６７±０．２６
组氨酸　　 ０．３６±０．２７ ０．２８±０．１２
甘氨酸　　 ０．３２±０．０３ ０．３１±０．０１
苏氨酸　　 １．０６±０．１８ １．２２±０．２６
精氨酸　　 １．１８±０．０９a ０．８４±０．１４b

丙氨酸　　 １．４７±０．８１ ０．９９±０．０４
酪氨酸　　 ０．５８±０．０８a ０．３６±０．１１b

脯氨酸　　 １．９０±０．１８ １．５９±０．７０
胱氨酸　　 ——— ———

缬氨酸　　 ０．７９±０．２６ ０．５３±０．１２
甲硫氨酸　 ０．４４±０．０９ ０．３３±０．０７
苯丙氨酸　 ０．３７±０．０７a ０．２５±０．０２b

异亮氨酸　 ０．９９±０．１９ ０．６６±０．３２
亮氨酸　　 ——— ———

赖氨酸　　 ０．９３±０．５２ ０．４４±０．１６
羟基脯氨酸 ——— ———

　　　†　“———”表示未检出;同行不同字母代表差异显著

(P＜０．０５).
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图１　B１５３的生长曲线与pH 变化曲线

Figure１　GrowthcurveofB１５３versuspHchangecurve

酵乳杆菌能够通过 ADI通路应对外界的酸胁迫,即在发

酵前期将精氨酸转化为瓜氨酸;在发酵中期精氨酸大量

消耗,乳酸菌继续将瓜氨酸转化为鸟氨酸[８],也与试验组

发酵后４~１０hpH 迅速超过对照组相一致.还有研究

表明,发酵乳杆菌具有谷氨酸脱氢酶活性[２１],这意味着发

酵乳杆菌也具有在低pH 值环境下利用谷氨酸脱羧这一

保护系统应对酸胁迫的潜力[２３].整体上看,黑麦花粉肽

具有促进B１５３增殖的效果.

２．３　黑麦花粉肽对益生菌B１５３活菌数的影响

如图２所示,黑麦花粉肽对 B１５３有益生效果.在培

养前期,试验组与对照组的活菌数无显著性差异,活菌数

对数值约为７．３;培养１０h后试验组的活菌数明显高于对

照组,与对照组相比,试验组活菌数对数值由８．２提高至

８．７.Sun等[２４]通过研究发酵乳杆菌胞外酶对哈尔滨红

肠的消化效果,证实了发酵乳杆菌胞外酶对大分子蛋白

质的降解作用.孙媛媛[２５]的研究也证明,将多肽与大分

子氮源结合能够刺激发酵乳杆菌的胞外蛋白酶活性,提
高菌株水解大分子蛋白的能力以达到增殖的效果.试验

研究的黑麦花粉肽经过酶解处理后平均相对分子质量

为６９１,属于寡肽,确认了寡肽对发酵乳杆菌的增殖具有

∗表示与对照组差异显著(P＜０．０５)

图２　B１５３的活菌数变化

Figure２　ChangesinviablebacterialcountsinB１５３

促进作用.

２．４　黑麦花粉肽对益生菌B１５３产酸能力的影响

如图３所示,在培养前期(０~９h)试验组和对照组中

的乳酸质量浓度无明显差异.发酵１２h后试验组中乳酸

质量浓度显著高于对照组,发酵４８h后试验组中最终乳

酸质量浓度可达１３mg/mL.这与活菌数的变化趋势相

一致,可能与黑麦花粉肽的氨基酸组成有关.一方面精

氨酸、谷氨酸等营养因子对于发酵乳杆菌应对酸胁迫具

有重要意义.谷氨酸还是发酵乳杆菌耐受低水分活度的

关键物质,在高乳酸盐和低温环境下对维持细胞稳定具

有积极作用[２２,２６].另一方面,天冬氨酸、谷氨酸等还是乳

酸菌进行生物代谢的关键物质[２７],施盛超等[２８]的研究表

明,天冬氨酸和谷氨酸的质量浓度升高能够明显促进乳

酸菌生成乳酸.综合生长曲线、活菌数和pH 变化曲线证

实,黑麦花粉肽能够促进 B１５３增殖并达到促进产酸的

效果.

∗表示与对照组差异显著(P＜０．０５)

图３　不同发酵时间的乳酸质量浓度变化

Figure３　Changesinlacticacidmassconcentrationat

differentfermentationtimes

３　结论
研究采用酶解法制备得到了平均相对分子质量为

６９１的黑麦花粉肽,同时通过测定发酵乳杆菌 B１５３生长

曲线、活菌数、pH 变化曲线和乳酸质量浓度变化曲线,表
明添加黑麦花粉肽能够有效提高发酵乳杆菌 B１５３的活

菌数和乳酸浓度,降低发酵乳杆菌B１５３发酵液的pH,证
实了寡肽类氮源黑麦花粉肽具有促进发酵乳杆菌 B１５３
增殖的效果.此外,根据发酵前后黑麦花粉肽中氨基酸

组成变化讨论了黑麦花粉肽中精氨酸、谷氨酸和天冬氨

酸在促进发酵乳杆菌B１５３增殖中的作用,寡肽中的氨基

酸等营养因子能够维持乳酸菌在酸性环境中的稳态发

育,促进了乳酸菌代谢物的生成.

黑麦花粉肽能够促进发酵乳杆菌 B１５３的增殖,但是

黑麦花粉肽中具体功能成分还不明确,关键肽段有待进

一步的挖掘,其在体内经过胃肠消化后对益生菌的作用
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机制也有待后续深入研究.
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