
草鱼鳞酶解物的制备及其促嗜热链球菌生长作用
李路瑶, 曾丽芳, 宋益善, 陈建康

Preparation of grass fish scale hydrolysate and its proliferation effect on
Streptococcus thermophiles growth
LI Luyao, ZENG Lifang, SONG Yishan, CHEN Jiankang

在线阅读 View online: https://doi.org/10.12024/jsou.20200703094

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

罗非鱼无乳链球菌微胶囊口服疫苗的研制及其免疫效果

Preparation of the oral microencapsulated vaccine of Streptococcus agalaciate from tilapia and its immunological effect

水产学报. 2016, 40(8): 1258   https://doi.org/10.11964/jfc.20160110264

枯草芽孢杆菌BA015对无乳链球菌的拮抗作用及其物质分析

Antagonism and mechanism of Bacillus subtilis BA015 against Streptococcus agalactiae

大连海洋大学学报. 2021, 36(1): 103   https://doi.org/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2019-317

鱼鳞蛋白酶解物为基料的涂膜剂对鲫的保鲜效果

Effect of fish-scale protein hydrolysates-based films on preservation of crucian carp(Carassius auratus)

水产学报. 2011, 35(7): 1113   https://doi.org/10.3724/SP.J.1231.2011.17339

五倍子分离组分抑制无乳链球菌的热动力学研究

Thermodynamics of Inhibition of Extract from Galla Chinensis on Streptococcus agalactiae

水产科学. 2020, 39(6): 947   https://doi.org/10.16378/j.cnki.1003-1111.2020.06.022

斑点叉尾源海豚链球菌Srr蛋白海藻酸钠-壳聚糖口服疫苗的制备及其免疫效果研究

STUDY ON THE PREPARATION AND IMMUNE EFFICACY OF A ALGINATE-CHITOSAN ORAL VACCINE OF SRR-

PROTEIN FROM STREPTOCOCCUS INIAE

水生生物学报. 2018, 42(1): 39   https://doi.org/10.7541/2018.006

罗非鱼无乳链球菌Sip-Pgk融合蛋白乳酸菌口服疫苗制备及其免疫效果的研究

Preparation and immunogenicity of Lactococcus lactis vaccine expressing Sip-Pgk fusion protein of Streptococcus agalactiae isolated

from tilapia

南方水产科学. 2019, 15(6): 9   https://doi.org/10.12131/20190092

http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200703094
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.11964/jfc.20160110264
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2019-317
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.3724/SP.J.1231.2011.17339
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.16378/j.cnki.1003-1111.2020.06.022
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.7541/2018.006
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12131/20190092


文章编号：１６７４５５６６（２０２１）０６１１３２１０ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０２００７０３０９４

草鱼鳞酶解物的制备及其促嗜热链球菌生长作用

收稿日期：２０２００７０２　　　修回日期：２０２００９０５

基金项目：上海海洋大学科技发展专项基金（Ａ２２００６００２００２０９）；上海市大学生创新基金（２０２０）

作者简介：李路瑶（１９９３—），女，硕士研究生，研究方向为功能性食品。Ｅｍａｉｌ：９０７１８５４３２＠ｑｑ．ｃｏｍ

通信作者：宋益善，Ｅｍａｉｌ：ｙｓｓｏｎｇ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

李路瑶
１
，曾丽芳

１
，宋益善

１，２
，陈建康

１

（１．上海海洋大学 食品学院，上海　２０１３０６；２．国家淡水水产品加工技术研发中心，上海　２０１３０６）

摘　要：为提高水产品综合利用率和开发新型益生菌功能性食品，以鱼类加工副产物草鱼鳞为研究对象，利
用风味蛋白酶对其进行酶解，并以酶解物促嗜热链球菌增殖作用为评价指标，结合单因素试验与响应面 Ｂｏｘ
Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验优化酶解工艺，得到最优酶解条件：酶解时间３．８ｈ，料液比（ｗ／ｖ）１∶３．２ｇ／ｍＬ，加酶
量６．２％。在此条件下，嗜热链球菌增殖量ΔＯＤ６００＝１．１７３４±０．０１５０。同时，将最优酶解条件下得到的酶
解物进行膜过滤分离，得到分子量＜１ｋｕ、１～＜３ｋｕ、３～＜５ｋｕ、５～＜１０ｋｕ、≥１０ｋｕ的５个组分，并进一步就
各组分对嗜热链球菌的生长曲线和产酸能力的影响进行研究。结果表明，在嗜热链球菌２４ｈ的生长曲线中，
分子量＜１ｋｕ的组分促嗜热链球菌生产和产酸效果最好：嗜热链球菌增殖量ΔＯＤ６００为１．０５０，培养基的ｐＨ比
初始值降低了１．０６。
关键词：草鱼鳞；酶解；嗜热链球菌；增殖

中图分类号：ＴＳ２５４．１　　　文献标志码：Ａ

　　随着人们越来越重视自身的健康，益生菌功
能性食品市场也在不断扩大［１２］。对于益生菌类

的食品来说，一个重要的质量指标为足够多的菌

体数量。因此，为益生菌寻找高安全性和生物相

容性的营养元素，特别是天然产物中提取或降解

得到的有机分子，对开发新型的益生菌功能性食

品具有极其重要的科学意义。

多糖和多肽为常见的天然有机分子，分别是

益生菌生长所需的重要碳源和氮源，是促益生菌

增殖的重要因子［３］。目前，国内外学者［４８］对多

糖促益生菌增殖作用的研究较为广泛和深入，证

实多糖可以有效促进益生菌生长，并且能够有效

调节肠道菌群。相比多糖，多肽促益生菌生长的

报道相对较少，相关研究也不够深入和细致。目

前，已报道的研究［９１２］仅有大豆蛋白和乳蛋白酶

解物等植物蛋白源的多肽促进益生菌生长。相

较于植物蛋白，动物蛋白的氨基酸种类更加齐

全，各氨基酸的组成比例更合理，更利于人体吸

收，但动物蛋白源的多肽促益生菌生长的研究则

鲜有报道［１３１７］。

草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）是我国淡水养
殖鱼类的一种，其年产量达到淡水鱼年产总量的五

分之一左右，每年会产生大量的加工副产物［１８］。

如何更好地利用这些副产物，对于减少环境污染、

提高水产资源的综合利用率具有重要意义［１９］。

现阶段，以水产品副产物为原料制备具有生

物活性的肽分子，已逐渐成为热门研究领域。其

中，鱼鳞作为加工副产物之一，由于没有血管所

以不会产生病变，同时又含有大量的胶原蛋白，

是理想的天然肽来源［２０２１］。基于以上现状，以草

鱼鳞为研究对象，利用风味蛋白酶酶解草鱼鳞，

优化制备工艺，并研究不同分子量的酶解物对嗜

热链球菌的增殖和产酸的影响。研究结果可以

为鱼加工副产物的综合利用、新型益生菌功能性

食品的开发提供理论基础［２２２３］。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
草鱼鳞，购自上海市昶友渔业专业合作社海

鲜批发部；风味蛋白酶（１．２４×１０３Ｕ／ｇ），购自日
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本天野酶制品株式会社；嗜热链球菌（ＣＩＣＣ
２０１７４），购自中国工业微生物菌种保藏管理中
心；其余所有试剂购自上海麦克林生化科技有限

公司，均为ＡＲ级。
１．２　仪器与设备

超滤杯，上海摩速科学器材有限公司生产；

７２１Ｇ可见光分光光度计，上海精密科学仪器有限
公司生产；ＺＱＬＹ３００恒温振荡培养箱，上海知楚
仪器有限公司生产；冷冻干燥机，北京博医康实

验仪器有限公司生产；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱
仪，美国Ａｇｉｌｅｎｔ科技公司生产；ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８色
谱柱，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ，上海安捷伦科技
有限公司生产；滤膜，上海摩速科学器材有限公

司生产；ｐＨ计，上海精密科学仪器有限公司生
产；移液枪，生工生物工程（上海）股份有限公司

生产。

１．３　实验方法
１．３．１　草鱼鳞样品预处理

将草鱼鳞用蒸馏水洗至无悬浮杂质，准确称

取１０．００ｇ加入１５０ｍＬ蒸馏水中，微波中火处理
２ｍｉｎ后，磁力搅拌３０ｍｉｎ，用蒸馏水洗至无悬浮
杂质。１０％（ｗ／ｖ）柠檬酸溶液浸泡２４ｈ，蒸馏水
洗至中性，自然风干后，－２０℃冻存备用［２４］。

１．３．２　草鱼鳞酶解的方法
草鱼鳞的酶解工艺优化参照李春美等［２５］的

实验方法，并稍作修改。冻存的草鱼鳞经流水解

冻后通过分析天平精确称取（５．０００±０．００２）ｇ，
转移至烧杯中，加入定量的蒸馏水，置于沸水浴

中加热３０ｍｉｎ，使蛋白变性。冷却至室温，使用
０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液和０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调节
ｐＨ＝７．００±０．０２。随后加入一定量的蛋白酶，
５０℃反应一定时间后，立即放入１００℃水浴中加
热１０ｍｉｎ使蛋白酶失活，冷却至室温后在４℃的
条件下过滤。滤液冷冻干燥，得草鱼鳞酶解物

（ｇｒａｓｓｆｉｓｈｓｃａｌｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅ，ＧＦＳＨ）。
１．３．３　草鱼鳞酶解的单因素试验

以嗜热链球菌增殖量（ΔＯＤ６００）为评价标准，
选择因素分别为酶解时间、料液比（ｗ／ｖ）和加酶
量。

酶解时间试验：料液比（ｗ／ｖ）１∶３ｇ／ｍＬ，加酶
量（ｗ／ｗ）５％，酶解时间分别为１、２、３、４、５、６ｈ。
料液比（ｗ／ｖ）试验：加酶量（ｗ／ｗ）５％、酶解时间
３ｈ，料液比（ｗ／ｖ）分别为１∶１、１∶２、１∶３、１∶４、１∶５、
１∶６ｇ／ｍＬ。加酶量（ｗ／ｗ）试验：料液比（ｗ／ｖ）１∶３
ｇ／ｍＬ、酶解时间３ｈ，加酶量（ｗ／ｗ）分别为 ４％、
５％、６％、７％、８％。以上试验均重复３次。
１．３．４　草鱼鳞酶解的响应面ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心
组合试验

基于单因素试验结果，建立三因素三水平的

ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验，以嗜热链球菌增殖
量（ΔＯＤ６００）作为响应值，因素水平和编码如表１
所示。

表１　响应面设计试验因素水平和编码
Ｔａｂ．１　Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖａｒｉａｂｌｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｌｅｖｅｌｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｄｅｓｉｇｎ

因素

Ｆａｃｔｏｒｓ
水平 Ｌｅｖｅｌｓ

－１ ０ １
Ａ酶解时间Ｔｉｍｅ／ｈ ２ ３ ４
Ｂ料液比（ｗ／ｖ）Ｒａｔｉｏｏｆｍａｔｅｒｉａｌｔｏｗａｔｅｒ／（ｇ／ｍＬ） １∶２ １∶３ １∶４
Ｃ加酶量Ｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／％ ５ ６ ７

１．３．５　酶解物对嗜热链球菌增殖的作用
通过ＭＲＳ培养基和琼脂粉制备固体斜面培

养基，将嗜热链球菌接种斜面后，３７℃下恒温培
养２４ｈ。用１．０００ｍＬ的无菌生理盐水反复淋洗
固体斜面培养基的表面，将固体斜面培养基表面

的菌落冲洗至无菌生理盐水中，振荡混匀作为种

子液。将一定量冻干的草鱼鳞酶解物加入到合

成培养液中［２６］，准确量取１００．０μＬ的种子液加
入到５．０００ｍＬ的含有草鱼鳞酶解物的合成培养
液中。在温度３７℃、振荡速度为１６０ｒ／ｍｉｎ的恒

温振荡培养箱中培养１８ｈ。测定培养液在紫外
可见６００ｎｍ（ＯＤ６００）处的吸光值。嗜热链球菌的
增殖量的计算如下：

ΔＯＤ６００＝ＯＤ６００ａ－ＯＤ６００ｂ （１）
式中：ΔＯＤ６００为嗜热链球菌的增殖量；ＯＤ６００ａ为嗜
热链球菌在含有草鱼鳞酶解物的合成培养液中

的吸光值；ＯＤ６００ｂ为嗜热链球菌在合成培养液（不
添加草鱼鳞酶解物）中的吸光值。

１．３．６　最佳增殖效果ＧＦＳＨ浓度评价
制备一定质量浓度的草鱼鳞酶解物的水溶

３３１１



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３０卷

液，移取一定体积的草鱼鳞酶解物水溶液到合成

培养液中，使得草鱼鳞酶解物在合成培养液中的

质量浓度分别为０、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６、
０．７、０．８、０．９、１．０、１．１、１．２、１．３、１．４、１．５、１．６、１．
７、１．８、１．９、２．０ｇ／Ｌ。分别准确量取１００．０μＬ的
种子液加入到５．０００ｍＬ２０种不同质量浓度的
ＧＦＳＨ合成培养液中，３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ的条件下，
培养嗜热链球菌１８ｈ，分别计算 ΔＯＤ６００值，确定
促嗜热链球菌增殖效果最佳的草鱼鳞酶解物质

量浓度。以上试验均重复３次。
１．３．７　不同分子量的草鱼鳞酶解物对嗜热链球
菌生长曲线及产酸的影响

用１．３．４节得到的最优条件对草鱼鳞进行
酶解，将其中一部分草鱼鳞酶解液进行冷冻干

燥，得到草鱼鳞酶解物的粉末，参照殷娟娟等［２７］

的方法进行分子量分布的测定。将另一部分的

草鱼鳞酶解滤液分别装入 １、３、５、１０ｋｕ超滤杯
中，在冰浴环境下进行超滤，获得５种不同分子
量段的草鱼鳞酶解物溶液，分别冷冻干燥后，得

到相应的草鱼鳞酶解物（＜１ｋｕ：ＧＦＳＨ１；１～＜３

ｋｕ：ＧＦＳＨ２；３～＜５ｋｕ：ＧＦＳＨ３；５～＜１０ｋｕ：
ＧＦＳＨ４；≥１０ｋｕ：ＧＦＳＨ５）。

分别用 ５种不同分子量草鱼鳞酶解物
ＧＦＳＨ１～５制备嗜热链球菌的合成培养液，其中，
各酶解物在培养液中的质量浓度均为１．５ｇ／Ｌ。
量取１００．０μＬ种子液分别加入５．０００ｍＬ５种不
同分子量草鱼鳞酶解物的合成培养液中，３７℃、
１６０ｒ／ｍｉｎ的条件下，每间隔２ｈ测定１次ΔＯＤ６００
值和ｐＨ。以上试验均重复３次。
１．４　数据分析

使用Ｅｘｃｅｌ２０１６和ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６分析
软件设计响应面试验并分析。

２　结果与分析

２．１　酶解单因素试验
图１呈现了酶解时间、料液比（ｗ／ｖ）和加酶

量（ｗ／ｗ）３个因素对嗜热链球菌增殖效果的影
响。可以看出，３条曲线呈现相似的趋势，都是酶
解物促益生菌增殖效果先上升后有所下降。

不同大写字母表示多重比较显著差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图１　酶解单因素试验
Ｆｉｇ．１　Ｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

　　对于酶解时间来说，其原因可能是反应初期
草鱼鳞蛋白被酶解为多肽，随着时间的延长，蛋

白质已基本反应完毕，酶开始作用于初期生成的

多肽使其分解，从而影响到嗜热链球菌的增

殖［２８２９］；对于料液比来说，其原因可能是料液比

较低时反应物很难分散，料液比太高时反应物浓

度太低，两者情况都不利于草鱼鳞和蛋白酶之间

的接触，肽生成量小［３０］；对于加酶量来说，出现该

趋势的原因可能是酶用量较低时作用于草鱼鳞

的酶量不足以使其充分酶解，而酶用量较高时酶

解物中前期得到的肽被进一步分解，使嗜热链球

菌增殖量有所降低［３１］。
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２．２　草鱼鳞酶解的响应面 ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心
组合试验

２．２．１　响应面ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验方案
及结果

基于单因素试验所得结果，采用 Ｄｅｓｉｇｎ

Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６分析软件中 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ实验设计
原理，选取酶解时间（Ａ）、料液比（Ｂ）和加酶量
（Ｃ）为自变量，以嗜热链球菌增殖量（ΔＯＤ６００）为
响应值，设计了３因素３水平的响应面分析试验。
见表２。

表２　响应面试验设计与嗜热链球菌增殖作用
Ｔａｂ．２　ＲＳＭ ｄｅｓｉｇｎａｎｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ

序号Ｎｕｍｂｅｒ Ａ Ｂ Ｃ ΔＯＤ６００
１ －１ －１ ０ ０．９４１
２ １ －１ ０ １．０１４
３ －１ １ ０ １．００９
４ １ １ ０ １．０７２
５ －１ ０ －１ ０．９９８
６ １ ０ －１ １．０６４
７ －１ ０ １ １．００８
８ １ ０ １ １．１１３
９ ０ －１ －１ １．０１５
１０ ０ １ －１ １．０５７
１１ ０ －１ １ １．０４２
１２ ０ １ １ １．１１６
１３ ０ ０ ０ １．１７９
１４ ０ ０ ０ １．１８３
１５ ０ ０ ０ １．１７１
１６ ０ ０ ０ １．１６９
１７ ０ ０ ０ １．１７０

２．２．２　回归方程拟合及方差分析
用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６分析软件得到回归方

程：

ΔＯＤ６００＝－０．１Ａ
２－０．０９３Ｂ２－０．０５６Ｃ２＋

０．０３８Ａ＋０．０３０Ｂ＋０．０１８Ｃ＋１．２１，Ｒ２＝０．９６８９，
Ｒ２ａｄｊ＝０．９２８９

另外，从方差分析结果（表３）可以得到回归
方程模型具有显著性（Ｐ＜０．０００１）。失拟项不具

表３　回归模型与方差分析
Ｔａｂ．３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

方差来源

Ｓｏｕｒｃｅ
平方和

Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ
自由度

ｄｆ
均方

Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐｒ＞Ｐ 显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
模型 Ｍｏｄｅｌ ０．１３ ９ ０．０１４ ２９．１５ ＜０．０００１ 

Ａ ０．０１２ １ ０．０１２ ２４．１８ ０．００１７ 
Ｂ ７．３２１×１０－３ １ ７．３２１×１０－３ １５．０２ ０．００６１ 
Ｃ ２．６２８×１０－３ １ ２．６２８×１０－３ ５．３９ ０．０５３２
ＡＢ ２．５×１０－５ １ ２．５×１０－５ ０．０５１ ０．８２７３
ＡＣ ３．８０２×１０－４ １ ３．８０２×１０－４ ０．７８ ０．４０６３
ＢＣ ２．５６×１０－４ １ ２．５６×１０－４ ０．５３ ０．４９２１
Ａ２ ０．０４６ １ ０．０４６ ９４．１４ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ０．０３６ １ ０．０３６ ７４．１４ ＜０．０００１ 
Ｃ２ ０．０１３ １ ０．０１３ ２６．９８ ０．００１３ 

残差 Ｒｅｓｉｄｕａｌ ３．４１１×１０－３ ７ ４．８７２×１０－４

失拟 Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ２．５６７×１０－４ ３ ８．５５８×１０－５ ０．１１ ０．９５０７
失误 Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ ３．１５４×１０－３ ４ ７．８８５×１０－４

总和 Ｔｏｔａｌｖａｒｉａｎｃｅ ０．１３ １６
注：Ｐ＜０．０１为极显著。
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ“”ｓｈｏｗｓｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．
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有显著性（Ｐ＞０．０５），说明未知因素对试验的干
扰较小，且模型拟合度较好［３２］。酶解时间（Ａ）和
料液比（Ｂ）对响应值（ΔＯＤ６００）影响极显著，加酶
量（Ｃ）对响应值（ΔＯＤ６００）的影响不显著，说明选
取的水平比较符合试验要求。酶解时间二次项

（Ａ２）、料液比二次项（Ｂ２）、加酶量二次项（Ｃ２）都
是极显著。各因素对于嗜热链球菌增殖的影响

（ΔＯＤ６００）程度依次为 Ａ（酶解时间）＞Ｂ（料液
比）＞Ｃ（加酶量）。而交互项ＡＢ、ＡＣ和 ＢＣ之间
交互作用的影响不显著。

２．２．３　响应曲面图分析
图２直观地给出了各个因素交互作用的响

应面３Ｄ和等高线分析图。可以看出，３个曲面的
陡峭程度相似，嗜热链球菌增殖量随两个变量的

增加均呈现先上升后下降的趋势，难以直接判断

各因素之间的交互作用。不过，通过上述方差分

析可知，３个因素间两两均不显著。
２．２．４　确证实验

为了验证响应面方法的可行性，进行了确证

实验。首先，对得到的回归方程求解，可得当嗜

热链球菌增殖作用达到最大值 ΔＯＤ６００＝１．１７４１
时，（Ａ，Ｂ，Ｃ）＝（０．８１，０．１６，０．２４），即酶解时间
３．８１ｈ，料液比（ｗ／ｖ）１∶３．１６ｇ／ｍＬ，加酶量
６．２４％。为了实际操作的便利性，将实验条件调
整为酶解时间３．８ｈ，料液比（ｗ／ｖ）１∶３．２ｇ／ｍＬ，
加酶量６．２％。

取草鱼鳞酶解物进行５次平行验证实验，实
验结果为 ΔＯＤ６００＝１．１７３４±０．０１５。确证实验
结果表明，实际实验操作与响应面拟合曲线得到

的结果基本一致，表明此酶解工艺得到的酶解物

能够有效地促进嗜热链球菌增殖。

２．３　ＧＦＳＨ质量浓度对益生菌增殖效果的影响
按响应面分析得到的最优条件对草鱼鳞进

行酶解，进一步研究培养基中酶解物的浓度对嗜

热链球菌增殖效果的影响。从图３可以看出：在
酶解物质量浓度较低时，随着其质量浓度的增

加，嗜热链球菌增殖效果上升趋势较快；至 ０．５
ｇ／Ｌ时，增殖效果上升变缓，至１．５ｇ／Ｌ时，嗜热
链球菌增殖效果几乎不再变化。其原因是 ＧＦＳＨ
质量浓度偏低时，嗜热链球菌得不到充足的氮

源，故而生长缓慢，而随着ＧＦＳＨ质量浓度的不断
增加，嗜热链球菌生长环境所需要的氮源达到饱

和状态，因此嗜热链球菌增长趋于稳定。

图２　两个影响因素交互作用对
嗜热链球菌增殖的响应面图

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓｏｆｖａｒｉａｂｌｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ

２．４　不同分子量ＧＦＳＨ对嗜热链球菌生长曲线
及产酸的影响

肽的生物活性和其分子量有着较大的联系，

因为分子量小的肽一般更容易被生物体吸收利

用。因此，就不同分子量的草鱼鳞酶解物对嗜热

链球菌的生长和产酸影响进行研究。实验中，各

分子量酶解物在培养液中的质量浓度均为 ２．３
节中得到的最佳质量浓度１．５ｇ／Ｌ。
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２．４．１　分子量分布
对最优条件下得到的草鱼鳞酶解物进行分

子量分布测定，得到不同分子量草鱼鳞酶解物所

占的比例。从表４可以看出分子量 ＜１ｋｕ所占
的比例较大，达到７１．４８％ ±０．０６％；其次是≥１０
ｋｕ，达到１３．９６％±０．０２％；分子量分布在１～＜３
ｋｕ、３～＜５ｋｕ和５～＜１０ｋｕ这３个区间的草鱼
鳞酶解物所占比例较低。刘唤明等［３３］在关于响

应面优化罗非鱼下脚料发酵制备蛋白肽的工艺

的研究结果表明，罗非鱼蛋白肽的分子量大部分

小于５０００ｕ，分子量在２３１～６３７ｕ的罗非鱼蛋
白肽占比达到７４．０５８％。与本研究的结果相近。
２．４．２　对嗜热链球菌生长曲线的影响

如图４ａ所示，７个不同种类的氮源均能促进
嗜热链球菌的生长。同时，各生长曲线相似，嗜

热链球菌均是在２ｈ左右进入对数期，１０ｈ左右
达到稳定期。进入稳定期后，嗜热链球菌的增长

量不再呈现显著性差异（Ｐ＞０．０５）。需要指出的
是，ＧＦＳＨ培养液的初始吸光度值略低于ＭＲＳ培

养基，这可能是由于ＭＲＳ培养基中存在一些有较
高吸光值的物质 ［３４］。

表４　不同分子量草鱼鳞酶解物所占比例
Ｔａｂ．４　ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＧＦＳＨｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓ

不同分子量区间

ＧＦＳＨｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓ
占比

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％
＜１ｋｕ ７１．４８±０．０６

１～＜３ｋｕ ５．９４±０．０３
３～＜５ｋｕ ４．７３±０．０１
５～＜１０ｋｕ ３．８９±０．０１
≥１０ｋｕ １３．９６±０．０２

　　另外，各生长曲线对数期的斜率有所不同，
不同分子量酶解物作比较，ＧＦＳＨ１的斜率为
０．０６５６±０．００１２（Ｐ＜０．０５）最高，说明相较于其
他４个不同分子量段的酶解物，小分子量的
ＧＦＳＨ１更容易被嗜热链球菌利用，使其在对数期
产生更高的增长速度。

不同大写字母表示多重比较显著差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图３　最优酶解工艺条件下ＧＦＳＨ浓度对嗜热链球菌增殖的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｎＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄｂｙｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆＧＦＳＨ
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图４　不同分子量ＧＦＳＨ对嗜热链球菌生长代谢的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｎＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｅｓｇｒｏｗｔｈａｎｄａｃｉｄｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

ｂｙｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓ
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２．４．３　对嗜热链球菌产酸的影响
由图４ｂ可以看到，经过２４ｈ后，含有ＧＦＳＨ１

的培养液 ｐＨ变化最大，由６．４５降为５．３９，降低
了１．０６±０．０５（Ｐ＜０．０５），这说明草鱼鳞酶解物
中分子量小于１０００ｕ的部分能够促进嗜热链球
菌在生长的过程中产生更多的酸性物质，从而降

低了培养基的ｐＨ。产生这种现象的原因可能是
嗜热链球菌增殖越多，其生长过程中代谢产生的

酸就可能会越多［３５］。另外，与 ＭＲＳ对照相比，
ＧＦＳＨ培养液的起始ｐＨ较高，这是因为 ＧＦＳＨ培
养液组成中含有大量无机物质，与ＭＲＳ成分有很
大不同［３４］。

３　结论

本工作采用单因素试验和响应面法优化了

风味蛋白酶酶解草鱼鳞的酶解工艺，优化后的酶

解工艺为：酶解时间３．８ｈ，料液比（ｗ／ｖ）１∶３．２
ｇ／ｍＬ，加酶量６．２％。在最优酶解条件下得到的
酶解物促嗜热链球菌增殖量为 ΔＯＤ６００ ＝
１．１７３４±０．０１５０。这与促嗜热链球菌增殖的回
归模型预测结果相近，说明回归模型具有一定的

可靠性。不同分子量对嗜热链球菌生长曲线和

产酸能力的实验结果表明，分子量 ＜１ｋｕ的酶解
物能够更好地促进嗜热链球菌生长，使得嗜热链

球菌产酸也最多。
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