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纳豆菌发酵扇贝裙边制备 ACE 抑制肽的工艺优化 
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摘要：为了开发安全、无副作用的食物源 ACE(angiotensin converting enzyme，ACE)抑制肽，本文采用纳豆菌(Bacillus natto)发酵

扇贝裙边，以多肽含量和 ACE 抑制率为指标，通过单因素试验对发酵时间、发酵温度、接种量和液料比等工艺参数进行研究，并采

用 Box-Behnken 响应面分析法优化工艺条件，建立二次多项数学模型。结果表明回归模型能较好地反应各因素水平与响应值之间的

关系，各因素对多肽含量的影响顺序为时间>液料比>接种量>温度，各因素对 ACE 抑制率的影响顺序为时间>液料比>接种量>温度，

纳豆菌发酵扇贝裙边制备 ACE 抑制肽的最佳工艺条件如下：发酵时间 38.4 h，发酵温度 39.9 ℃，接种量 6.0%，液料比 22.5。在上述

发酵条件下制备的冻干品多肽含量高达 238.91 mg/g，ACE 抑制率达到 83.70%。本文研究结果为扇贝加工废弃物的高值化利用和食物

源 ACE 抑制肽的研究与开发提供了理论依据。 
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Abstract: In order to develop safe and food-derived angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitory peptides, the scallop skirt was 

fermented by Bacillus natto. The single factor test was used to determine the fermentation paremeters such as fermentation time, fermentation 

temperature, inoculum size and liquid-to-material ratio with the peptide content and ACE inhibition rate as indicators. Box-Behnken response 

surface analysis was applied to optimize the process conditions and a quadratic multiple mathematical model was established. The results 

showed that the regression model could better reflect the relationship between the level of each factor and the response value, the order of factors 

affecting peptide content was time > liquid-to-feed ratio > inoculation amount > temperature, the influence of each factor on ACE inhibition rate 

was time > liquid-to-feed ratio > inoculation amount > temperature. The best technological conditions for the preparation of ACE-inhibitory 

peptide from natto fermented product were as follows: fermentation time 38.4 h, fermentation temperature 39.9 , inoculation amount 6.0%, ℃

liquid to material ratio 22.5. Under the fermentation conditions above, the polypeptide content was 238.91 mg/g in the lyophilized product, in 

which the ACE inhibition rate was up to 83.70%. The results of this study provide a theoretical basis for the high-valued application of scallop 

skirt and development of food-derived ACE inhibitory peptides. 
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高血压疾病是严重危害人类健康的慢性病之一，

也是世界范围内的常见病，其危害仅次于肿瘤，被认
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定为“生命第一杀手”[1,2]。据资料统计显示，世界各国

高血压平均发病率为 10%~20%，全球每年因高血压死

亡的人数达 1200 万[3]，在我国高血压患者已超过 1.6
亿人[4]。 

目前，化学合成的降血压药物如赖诺普利、卡托

普利等虽然对治疗高血压具有一定的疗效，但往往会

引起咳嗽、味觉失调、皮疹、头痛等副作用[5~7]。因而

寻找一种安全、无副作用的食物源 ACE 抑制肽替代

传统的降压药物变得十分迫切。 
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扇贝属软体动物门、瓣腮纲、珍珠贝目(Pterioida)、
扇贝科(Pectinidae)，被誉为海产八珍之一，是国际上

公认的高档水产品[8,9]。近几十年来，我国扇贝养殖业

发展迅速，主要养殖品种为栉空扇贝、海湾扇贝和虾

夷扇贝，在规模和产量上均居世界第一位，而扇贝加

工过程中产生的下脚料亦因量大、营养价值高等原因

引起了人们的广泛关注[10]。但由于技术水平的限制，

导致大量扇贝裙边未得到合理有效的利用[11,12]。因此，

探讨其高值化利用方法与途径势在必行。 
纳豆菌(Bacillus natto)是从传统发酵食品纳豆上

发现并分离纯化出来的一种益生菌，属细菌科、芽孢

杆菌属，是枯草芽孢杆菌的亚种[13,14]。枯草芽孢菌属

的重要特点是能够分泌各种胞外酶，包括蛋白酶、淀

粉酶、纤维素酶、脂肪酶和植酸酶，而纳豆菌分泌的

酶活性比其它枯草芽孢杆菌分泌酶活性高几十倍
[15,16]。因此，本文将利用纳豆菌能够产生多种蛋白酶

的特性，发酵扇贝裙边蛋白制备 ACE 抑制肽。在前

期工作中，已经从七种市售纳豆产品中分离保藏了一

株蛋白酶活性较高的菌株，为本次发酵扇贝裙边制备

ACE 抑制肽的工艺探究奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

纳豆芽孢杆菌(实验室分离保藏菌种，菌株保藏号

为 M 2018081)；扇贝裙边：栉孔扇贝(Chlamys farreri)，
于 2017 年 11 月购自青岛市沙子口农贸市场，取出贝

柱和扇贝壳，余者即为扇贝裙边；蛋白胨、牛肉膏、

琼脂、葡萄糖、碳酸钠、三氯乙酸、磷酸二氢钠、磷

酸氢二钠、酪蛋白、酪氨酸、盐酸、硼酸盐、氯化钠 、
硼酸、乙酸乙酯、硫酸铜、酒石酸钾钠、氢氧化钠、

碘化钾等(均为分析纯，购于国药集团化学试剂有限公

司)；马尿酸-组氨酰-亮氨酸(Hip-His-Leu，HHL)、血

管 紧 张 素 转 化 酶 (ACE) 、 四 肽 标 准 品

(Gly-Gly-Tyr-Arg)，(美国 Sigma 公司)。 

1.2  主要方法 

1.2.1  扇贝裙边预处理 
将新鲜栉孔扇贝裙边清洗干净、切碎后置于 50 ℃

烘箱中干燥，于粉碎机中粉碎后过 100 目筛即得扇贝

裙边粉；再将扇贝裙边粉：95%乙醇按照 1:10 的比例

[W(g)/V(mL)]在 60 ℃条件下脱脂处理 1 h[17]，晾干，

所得脱脂扇贝裙边粉于-20 ℃贮存备用。 
1.2.2  种子菌悬液的制备 

参照文献[19]进行。保存的纳豆菌经活化后，从斜

面上挑1~2环纳豆菌接到LB液体培养基中，于37 ℃恒

温摇床180 r/min培养24 h，制得种子菌悬液。 
1.2.3  纳豆菌生长曲线的制备 

参照文献[20,21]进行，将斜面上的纳豆菌接入 LB
液体培养基中，于 37 ℃、180 r/min 恒温摇床培养，

以未接种培养基作对照，每 3 h 取一次样于 600 nm 测

定吸光值(OD)，每个样品重复测定三次，结果取其平

均值，绘制纳豆菌生长曲线，找出对数生长期。 
1.2.4  ACE 抑制肽的制备工艺 

准确称取脱脂扇贝裙边粉 2.0 g，加入一定体积蒸

馏水，121 ℃灭菌 20 min，接种活化后的纳豆菌进行

液体摇瓶发酵，发酵结束后 10000 r/min 离心 10 min，
取上清液分别测多肽含量和 ACE 抑制率，每组做三

个平行，结果取平均值。 
1.2.5  单因素和响应面试验 

分别以不同的发酵温度(X1)、发酵时间(X2)、接种

量(X3)、液料比(X4)为单因素，其中发酵温度设置 33、
37、41、45、49 ℃五个水平，发酵时间设置 24、32、
40、48、56 h 五个水平，接种量设置 1%、3%、5%、

7%、9%五个水平，液料比设置 10、15、20、25、30
五个水平，改变其中一个因素，其他因素保持不变，

考察各因素对发酵液多肽含量(Y1)和 ACE 抑制率(Y2)
的影响，并以此为指标确定影响因素以及其水平的取

值范围。然后采用 Box-Behnken 响应面分析法设计 4
因素 3 水平试验，并建立二次多项数学模型得出最优

发酵条件。 

1.3  测定指标 

1.3.1  多肽含量的测定 
参照文献[22,23]进行。以 Gly-Gly-Tyr-Arg 标准溶液

浓度为横坐标，OD540 值为纵坐标，制作多肽含量标

准曲线。取 2 mL 发酵液，加入 2 mL 10% TCA 溶液，

于旋涡混合器上混合均匀，静置 5 min，然后在 3500 
r/min 下离心 15 min，取上清液全部转移至 5.0 mL 容

量瓶中，并用 5% TCA 定容至刻度，摇匀，然后取 3.0 
mL 上述溶液置于另一管中，加入双缩脲试剂 2.0 mL，
于旋涡混合仪上混合均匀，静置 5 min，2000 r/min 离

心 10 min，取上清液于 540 nm 处测定吸光值 OD540，

对照标准曲线求得样品溶液中的多肽浓度 c(mg/mL)。
空白对照管加 3 mL 蒸馏水和 2 mL 双缩脲试剂，于旋

涡混合器上混合均匀，静置 4 min，2000 r/min 离心 10 
min，取上清液于 540 nm 测定吸光值 OD540（对照）。 
1.3.2  多肽含量标准曲线 

多肽含量标准曲线如图 1 所示：回归方程为 y = 
0.1563x - 0.0022，R2= 0.9994。 
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图1 多肽含量标准曲线 

Fig.1 Standard curve of peptide content 
1.3.3  ACE 抑制率的测定 

ACE 抑制率的测定参考文献[24]进行。取 100 μL 
5.0 mmol/L HHL溶液和 40 μL离心后的发酵物上清液

混合，于 37℃水浴中保温 10 min，加入 0.1 U/mL ACE 
20 μL，混匀后于 37 ℃恒温水浴中反应 35 min。从水

浴锅中取出，向反应体系中加入 200 μL 1 mol/L HCl
终止反应，再加入 1.2 mL 冷冻乙酸乙酯提取产生的马

尿酸，旋涡震荡混匀后，以 3500 r/min 离心 5 min，吸

取 1.0 mL 的乙酸乙酯层，在 90 ℃烘箱中经 1 h 烘干、

冷却后加入 4 mL 蒸馏水充分溶解，漩涡混合后于 228 
nm 处测吸光值 OD228。平行对照管除在反应前先加入

200 μL 1 mol/L HCl 以终止反应外，其余操作步骤均同

反应管，重复测定 3 次结果取平均值，根据下列公式

计算发酵液 ACE 抑制率。 
发酵液 ACE 抑制率(%)=(Ab-Aa)/(Ab-Ac) 
注：Aa-发酵液和 ACE 酶同时与 HHL 反应的吸光值，Ab-

不含发酵液时，ACE 酶和 HHL 反应的吸光度值，Ac-发酵液和

ACE 酶都不存在时的吸光度值。 

1.4  数据分析 

采用 Microsoft Office Excel 2016 和 Design Expert 
8.0.6 进行绘图并作方差与显著性分析，p<0.05 认为有

统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  纳豆菌生长曲线 

纳豆菌生长曲线见图 2。由图 2 可知，纳豆菌生

长曲线大致可以分为 4 个阶段：纳豆菌在 1~3 h，处

于生长平缓期；3~12 h，处于对数生长期；在 12~18 h，
处于生长稳定期；21 h 后进入生长衰亡期。根据益生

菌一般发酵培养规律，细菌在对数生长期生长平衡，

菌体内酶系活跃，代谢旺盛，群体的形态与生理特征

最一致，且抗不良环境能力强。因此，在后续实验中

均以培养9 h的纳豆菌作为发酵扇贝裙边制备ACE抑

制肽的种子液。 

 
图2 纳豆菌的生长曲线 

Fig.2 The growth curve of Bacillus natto 

2.2  单因素试验结果及分析 

2.2.1  发酵温度对多肽含量和 ACE 抑制率的

影响 

 
图3 发酵温度对多肽含量和ACE抑制率的影响 

Fig.3 Effect of fermentation temperature on peptide content 

and ACE inhibition rate 
不同的发酵温度对多肽含量和 ACE 抑制率的影

响见图 3。由图 3 可知：不同的发酵温度对扇贝裙边

发酵液中多肽含量和 ACE 抑制率有一定的影响。当

温度较低时，纳豆菌生长不佳，代谢能力差，产酶量

也较少，而温度较高时，导致纳豆菌生长繁殖受到抑

制，代谢受到干扰，致使蛋白酶的活性减弱。当发酵

温度在 41 ℃时，发酵液中多肽含量和 ACE 抑制率均

达到最大值(分别为 197.42 mg/g 和 76.13%)。因此，

选择 41 ℃作为纳豆菌发酵扇贝裙边制备 ACE 抑制肽

的发酵温度。 
2.2.2  发酵时间对多肽含量和 ACE 抑制率的

影响 
不同的发酵时间对多肽含量和 ACE 抑制率的影

响见图 4。由图 4 可知：不同的发酵时间对发酵液的

多肽含量和 ACE 抑制率具有显著的影响。当发酵 40 h
时多肽含量和 ACE 抑制率均达到最大值(分别为
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189.22 mg/g 和 70.27%)，此后随着时间的延长，多肽

含量和 ACE 抑制率均降低。这是由于随着发酵的进

行，已经发酵产生的部分 ACE 抑制肽被蛋白酶分解

形成不具有 ACE 抑制活性的短肽或游离氨基酸，导

致多肽含量和ACE抑制率均降低，该结果与梁美艳[25]

报道的研究结果相吻合。因此，纳豆菌发酵扇贝裙边

制备 ACE 抑制肽的最优发酵时间为 40 h。 

 
图4 发酵时间对多肽含量和ACE抑制率的影响 

Fig.4 Effect of fermentation time on peptide content and ACE 

inhibition rate 

2.2.3  料液比对多肽含量和 ACE 抑制率的影

响 

 
图5 料液比对多肽含量和ACE抑制率的影响 

Fig.5 Effect of material-to-liquid ratio on polypeptide content 

and ACE inhibition rate 
不同的料液比对多肽含量和 ACE 抑制率的影响

见图 5。扇贝裙边蛋白作为本试验纳豆菌发酵的唯一

氮源，一方面可以为纳豆菌生长繁殖提供充足的氮源

和碳源，另一方面扇贝裙边蛋白可被纳豆菌分解形成

多肽。当料液比较低时，培养基中含水量较少，不利

于纳豆菌生长繁殖，产酶相对较少，导致多肽含量和

ACE 抑制率都不高，料液比较高时，稀释了发酵液中

营养物质的浓度从而影响了发酵的速度，产生的多肽

较少，导致 ACE 抑制率也不高。因此，料液比对发

酵液中多肽含量和 ACE 抑制率具有显著的影响。当

料液比为 1:20 时，多肽含量和 ACE 抑制率达到最高

(分别为 190.51 mg/g 和 74.01%)。因此选择料液比 1:20

作为纳豆菌发酵扇贝裙边制备 ACE 抑制肽的料液比。 
2.2.4  接种量对多肽含量和 ACE 抑制率的影

响 

 
图6 接种量对多肽含量和ACE抑制率的影响 

Fig.6 Effect of inoculation amount on polypeptide content and 

ACE inhibition rate 
不同的接种量对多肽含量和 ACE 抑制率的影响

见图 6 所示。由图 6 可知，接种量为 5%时，发酵液

多肽含量和 ACE 抑制率均达到最佳(分别为 187.96 
mg/g 和 59.21%)。这是由于当接种量较少时，产生的

蛋白酶量会较少，导致纳豆菌分解扇贝裙边蛋白产生

的多肽含量较少，ACE 抑制率较低；当接种量过大时，

纳豆菌生长过快，培养基中有限的营养条件限制了纳

豆菌的生长繁殖和产酶能力，菌体自溶凋亡，导致多

肽含量和 ACE 抑制率都不高，常通[26]在对枯草芽孢

杆菌发酵棉仔蛋白制备 ACE 抑制肽条件的优化研究

中也发现了这个规律。因此选择 5%的接种量作为纳

豆菌发酵扇贝裙边制备 ACE 抑制肽最佳接种量指标。 

2.3  响应面分析因素及水平 

根据 Box-Behnken 试验设计原理，以多肽含量(Y1)
和 ACE 抑制率(Y2)为响应变量，从单因素试验结果选

出4个因素即发酵温度(X1)、发酵时间(X2)、接种量(X3)
和料液比(X4)进行 4 因素 3 水平的响应面试验，试验

因素水平见表 1。 
表1 响应面试验因素水平 

Table 1 Response surface test factor levels 

水平
因素 

X1:发酵温度/℃X2:发酵时间/h X4:料液比 X3:接种量/%

-1 37 32 15 3 

0 41 40 20 5 
1 45 48 25 7

2.4  响应面结果及分析 

2.4.1  回归模型的建立和显著性检验 
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表2 响应面法试验设计及结果 

Table 2 Response surface methodology design and results 

试验号 X1:发酵温度/℃ X2:发酵时间/h X3:液料比X4:接种量/% Y1:多肽含量/(mg/g) Y2:ACE 抑制率/% 

1 0 0 0 0 201.2 75.52 

2 1 0 0 -1 179.8 76.27 

3 0 1 0 -1 182.1 45.05 

4 0 0 0 0 209.2 70.73 

5 0 0 -1 1 175.4 50.14 

6 0 0 1 1 204.7 76.38 

7 -1 -1 0 0 178.1 79.63 

8 0 0 0 0 199.3 71.61 

9 0 0 0 0 207.9 81.64 

10 0 0 -1 -1 173.7 54.87 

11 0 1 0 1 200.9 61.87 

12 -1 0 -1 0 175.6 58.88 

13 0 0 0 0 203.1 79.25 

14 -1 0 0 -1 187.6 59.71 

15 0 -1 -1 0 166.6 65.59 

16 1 1 0 0 186.7 66.39 

17 -1 1 0 0 191.7 57.44 

18 0 -1 1 0 184.6 88.29 

19 -1 0 0 1 191.2 81.36 

20 1 0 0 1 188.5 68.51 

21 0 1 -1 0 196.0 49.86 

22 0 1 1 0 188.5 56.50 

23 1 -1 0 0 176.1 80.82 

24 1 0 -1 0 171.6 61.95 

25 -1 0 1 0 193.6 65.71 

26 0 0 1 -1 185.7 54.67 

27 1 0 1 0 175.2 68.08 

28 0 -1 0 1 173.4 83.85 

29 0 -1 0 -1 175.2 68.03 

表3 多肽含量回归模型方差分析和方差系数显著性检验 

Table 3 Variance analysis of polypeptide content regression model and variance coefficient significance test 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

X1 132.67 1 132.67 5.58 0.0332 * 

X2 703.80 1 703.80 29.58 <0.0001 *** 

X3 448.96 1 448.96 18.87 0.0007 ** 

X4 208.33 1 208.33 8.76 0.0104 * 

X1X2 2.25 1 2.25 0.10 0.7630  

     转下页 
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接上页       

X1X3 51.84 1 51.84 2.18 0.1620  

X1X4 6.50 1 6.50 0.27 0.6093  

X2X3 162.56 1 162.56 6.83 0.0204 * 

X2X4 106.09 1 106.09 4.46 0.0532  

X3X4 74.82 1 74.82 3.14 0.0979  

X1
2 791.30 1 791.30 33.26 <0.0001 *** 

X2
2 717.86 1 717.86 30.17 <0.0001 *** 

X3
2 873.95 1 873.95 36.73 <0.0001 *** 

X4
2 439.62 1 439.62 18.48 0.0007 ** 

模型 3723.94 14 266 11.18 <0.0001 *** 

失拟项 260.19 10 26.02 1.43 0.3909  

误差项 72.89 4 18.22    

总和 4057.02 28 C.V.%=2.61 R2=0.9179   

注：***差异极显著(p<0.001)；**差异高度显著(p<0.01)；*差异显著(p<0.05)。 

表4 ACE抑制率回归模型方差分析和方差系数显著性检验 

Table 4 Variance analysis of ACE inhibition rate regression model and significance test of variance coefficient 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

X1 31.01 1 31.01 1.59 0.2281  

X2 1388.90 1 1388.90 71.16 < 0.0001 *** 

X3 389.20 1 389.20 19.94 0.0005 ** 

X4 336.13 1 336.13 17.22 0.0010 ** 

X1X2 15.05 1 15.05 0.77 0.3946  

X1X3 0.12 1 0.12 0.01 0.9380  

X1X4 216.24 1 216.24 11.08 0.0050 ** 

X2X3 64.48 1 64.48 3.30 0.0906  

X2X4 0.25 1 0.25 0.01 0.9115  

X3X4 174.77 1 174.77 8.95 0.0097 ** 

X1
2 2.40 1 2.40 0.12 0.7310  

X2
2 70.09 1 70.09 3.59 0.0789  

X3
2 627.69 1 627.69 32.16 < 0.0001 *** 

X4
2 242.42 1 242.42 12.42 0.0034 ** 

模型 3398.4 14 242.74 12.44 ＜0.0001 *** 

失拟项 183.93 10 18.39 0.82 0.6360  

误差项 89.33 4 22.33    

总和 3671.66 28 C.V.%=6.54 R2=0.9256   

注：***差异极显著(p<0.001)；**差异高度显著(p<0.01)；*差异显著(p<0.05)。 

各因素经二次多项回归拟合后，得到多肽含量 Y1

与发酵温度 X1、发酵时间 X2、液料比 X3、接种量 X4 

4 个因素的二次多项回归方程为： 

Y1=75.75+1.61X1-10.76X2+5.70X3+5.70X4+1.94XI

X2-0.17X1X3-7.35X1X4-4.01X2X3+0.25X2X4+6.61X3X4-
0.61X1

2-3.29X2
2-9.84X3

2-6.11X4
2 

 

 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.11 

171 

对回归方程做显著性检验与方差分析，方差分析

结果见表 4，结果显示：多肽含量模型的 F 值为 11.18，
p<0.0001，说明试验所选用的二次多项模型具有高度

的显著性，失拟项 p>0.05，差异不显著，说明未知因

素对实验结果的干扰较小，实验误差主要来源于随机

误差；由统计学计算得出模型的确定系数 R2=0.9179，
说明此模型拟合度较好，可以用此模型对多肽含量进

行分析和预测。 
一次项 X2 对扇贝裙边发酵液中多肽含量的影响

极显著，X3影响高度显著，X1和 X4影响显著；交互

项中 X2X3影响显著；二次项中 X1
2、X2

2、X3
2影响极

显著，X4
2影响高度显著。同时由表 4 中 F 值的检验

还可知各因素对多肽含量影响的大小顺序为：X2(时
间)>X3(液料比)>X4(接种量)>X1(温度)。因此，各个因

素对扇贝裙边发酵液中多肽含量的影响不是简单的线

性关系，而是呈二次关系。 
各因素经二次多项回归拟合后，得到多肽含量 Y1

与发酵温度 X1、发酵时间 X2、液料比 X3、接种量 X4 
4 个因素的二次多项回归方程为： 

Y2=204.1-3.33X1+7.66X2+6.13X3+4.17X4-0.75XIX
2-3.60X1X3+1.27X1X4-6.38X2X3+5.15X2X4+4.32X3X4-1
1.04X1

2-10.52X2
2-11.61X3

2-8.23X4
2 

对回归方程做显著性检验与方差分析，方差分析

结果见表 5，结果显示：ACE 抑制率模型的 F 值为

12 .44，p<0.0001，说明试验所选用的二次多项模型具

有高度的显著性，而且失拟项 p>0.05，差异不显著，

说明未知因素对实验结果的干扰较小，实验误差主要

来源于随机误差；由统计学计算得出模型的确定系数

R2=0.9256，说明此模型拟合度较好，能够很好地描述

试验结果，因此可以用此模型对发酵液多肽含量进行

分析和预测。 
一次项 X2对扇贝裙边发酵液 ACE 抑制率的影响

极显著，X3和 X4影响高度显著；交互项中 X1X4、X3X4

影响高度显著；二次项中 X3
2影响极显著，X4

2影响高

度显著。同时由表 5 中 F 值的检验还可知各因素对

ACE 抑制率影响的大小顺序为：X2(时间)>X3(液料

比)>X4(接种量)>X1(温度)。因此，各个因素对扇贝裙

边发酵液 ACE 抑制率的影响不是简单的线性关系。 
2.4.2  响应面分析 
2.4.2.1  多肽含量响应面结果分析 

Y1模型的时间与温度、液料比与温度、接种量与

温度、料液比与时间、接种量与时间、接种量与液料

比的两因素间交互作用对扇贝裙边发酵液中多肽含量

的影响见图 7 所示。 
 

   

   

   

  

  

  
图7 多肽含量响应曲面图 

Fig.7 Response surface plot of polypeptide content 

由图 7a、7b 可知，固定料液比为 20，接种量为

5%，当温度处于较高水平时，随着发酵时间的增大多

肽含量先急剧升高后平缓降低，当发酵温度处于较低

水平时，多肽含量随着发酵时间的增大先急剧升高后

平缓降低；当发酵时间处于较低水平时，多肽含量随

着发酵温度的升高而降低，变化趋势不是很明显，当

发酵时间处于较高水平时，多肽含量随着发酵温度的

升高先升高后降低。 
由图 7c、7d 可知，固定发酵时间为 40 h，接种量

为 5%，当料液比处于较低水平时，随着发酵温度的

升高，多肽含量先升高后降低，升高和降低都很明显，

当料液比处于较高水平时，随着发酵温度的升高多肽 
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含量先平缓上升后再急剧下降；当发酵温度处于较低

水平时随着液料比的增大，多肽含量先急剧升高后趋

于平缓，当发酵温度处于较高水平时随着液料比的增

大，多肽含量先升高后降低。 
由图 7e、7f 可知，固定发酵时间为 40 h，液料比

为 20，当发酵温度处于较低和较高水平时，随着接种

量的增大，多肽含量先增加后减少，变化幅度不明显；

当接种量处于较高或较低水平时，随着发酵温度的升

高，多肽含量先升高后降低。 
由图 7g、7h 可知，固定发酵温度为 41 ℃，接种

量为 5%，当发酵时间处于较低水平时，随着料液比

的增大多肽含量先急剧升高后缓慢下降，当发酵温度

处于较高水平时，随着液料比的增大多肽含量先升高

后降低；当液料比处于较低水平时，随着多肽含量先

急剧升高后缓慢降低，当料液比处于中等水平时，多

肽含量处于较高水平。发酵时间和液料比之间的交互

作用显著。 
由图 7i、7j 可知，固定发酵温度为 41 ℃，料液

比为 20，当接种量处于较低水平时，多肽含量随着发

酵时间的增大先升高后降低，当接种量处于较高水平

时，随着发酵时间的延长，多肽含量急剧升高后趋于

平缓；当发酵时间处于较低水平时，随着接种量的增

大，多肽含量先升高后降低，变化趋势不是很明显，

当发酵时间处于较高水平时，随着接种量的加大多肽

含量先升高后趋于平缓。 
由图 7k、7l 可知，固定发酵时间为 40 h，发酵温

度为 41 ℃，当接种量处于较低水平时，随着料液比

的增大多肽含量先升高后降低，当接种量处于较高水

平时，随着料液比的增大多肽含量急剧升高后趋于平

缓；当料液比处于较低水平时，随着接种量的不断增

大，多肽含量先升高后降低，变化趋势不是很明显，

当料液比处于较高水平时，随着接种量的增大多肽含

量先升高后趋于平缓。 
2.4.2.2  ACE 抑制率响应面结果分析 

 

 

 

 

 

 
图8 ACE抑制率响应曲面图 

Fig.8 ACE inhibition rate response surface map 

Y1模型的时间与温度、液料比与温度、接种量与

温度、料液比与时间、接种量与时间、接种量与液料

比的两因素间交互作用对扇贝裙边发酵液 ACE 抑制

率的影响见图 8 所示。 
由图 8a、8b 可知，固定接种量为 5%，液料比为

20，当发酵温度处于较低和较高水平时，随着发酵时

间的延长，ACE 抑制率呈先平稳不变后下降的趋势；

当发酵时间处于较高或者较低水平时，随着发酵温度

的升高 ACE 抑制率无明显的变化。 
由图 8c、8d 可知，固定发酵时间为 40 h，接种量

为 5%，当发酵温度处于较低和较高水平时，随着液

料比的增大，ACE 抑制率先升高后趋于平缓；当料液

比处于较高和较低水平时，随着发酵温度的升高 ACE
无明显的变化。 

由图 8e、8f 可知，固定发酵时间为 40 h，液料比

为 20，当发酵温度处于较低水平时，随着接种量的增 
 

大，ACE 抑制率先升高后趋于平缓，当发酵温度处于

较高水平时，随着接种量的增大 ACE 抑制率先升高

后降低，变化趋势不明显；但当接种量处于较低和较

高水平时，随着发酵温度的升高，ACE 抑制率先升高

后趋于平缓，接种量与发酵温度之间的交互作用显著。 
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由图 8g、8h 可知，固定发酵温度为 41 ℃，接种

量为 5%，当发酵时间处于较低水平时，随着液料比

的增大 ACE 抑制率先急剧上升后趋于平缓，当发酵

时间处于较高水平时，随着液料比的增大 ACE 抑制

率先升高后降低，变化幅度不明显；当液料比处于较

低水平时，随着发酵时间的延长，ACE 抑制率逐渐升

高后降低，当液料比处于较高水平时，随着发酵时间

的延长，ACE 抑制率变化幅度不明显。 
由图 8i、8j 可知，固定发酵温度为 41 ℃，液料

比为 20，当发酵时间处于较低水平时，随着接种量的

增大 ACE 抑制率先平缓升高后降低，当发酵时间处

于较高水平时，随着接种量的增大 ACE 抑制率先急

剧升高后降低；当接种量处于较高或者较低水平时，

随着发酵时间的延长，ACE 抑制率先升高后降低，变

化趋势不是很明显。 
由图 8k、8l 可知，固定发酵时间为 40 h，发酵温

度为 41 ℃，当接种量处于较低水平时，随着液料比

的增大，ACE 抑制率先升高后降低，变化趋势不是特

别明显，当接种量处于较高水平时，随着液料比的增

大，ACE 抑制率先急剧升高后趋于平缓；当液料比处

于较低水平时，随着接种量的不断增大 ACE 抑制率

先升高后降低，当料液比处于较高水平时，随着接种

量的不断加大 ACE 抑制率先急剧升高后降低。接种

量和液料比之间的交互作用显著。 
2.4.3  最优发酵工艺的验证试验 

经Box-Behnken设计试验可以得到纳豆菌发酵扇

贝裙边制备 ACE 抑制肽的最佳工艺条件为：发酵时

间 38.38 h，发酵温度 39.78 ℃，接种量 6.08%，液料

比 22.45。在此最佳发酵条件下，多肽含量和 ACE 抑

制率的理论值是 203.70 mg/g 和 82.22%。为方便操作，

将发酵条件设定为：发酵时间 38.4 h，发酵温度

39.8 ℃，接种量 6.0%，液料比 22.5。在此发酵条件下，

多肽含量高达 238.91 mg/g，ACE 抑制率达到 83.70%，

明显高于陈飞平等[27]利用碱性蛋白酶酶解菜籽蛋白、

周晓晴等[28]利用胃蛋白酶酶解鲫鱼下脚料达到了

46.45%、75.79%的抑制率，说明响应面分析法对纳豆

菌发酵扇贝裙边制备 ACE 抑制肽的条件优化是可行

的。 

3  结论 

3.1  本文以扇贝裙边为原料，利用实验室分离并保藏

的纳豆菌作为发酵菌株，以多肽含量和 ACE 抑制率

为检测指标，采用响应面法优化 ACE 抑制肽制备工

艺，考察发酵时间、发酵温度、液料比和接种量对发

酵液多肽含量和ACE抑制率的影响，以得到制备ACE

抑制肽的最佳发酵工艺。在单因素的基础上，采用

Box-Behnken试验设计方法对ACE抑制肽的制备工艺

进行四因素三水平设计，并采用 Design-Expert8.0.6 对

试验的数据进行分析处理。试验结果表明，发酵时间、

发酵温度、液料比和接种量对肽含量均具有显著影响，

发酵时间与接种量的交互作用对多肽含量具有显著影

响；发酵时间、液料比和接种量对 ACE 抑制率具有

显著影响，接种量与发酵时间、接种量与液料比之间

的交互作用对 ACE 抑制率具有显著影响。响应面法

优化制备 ACE 抑制肽的最佳工艺条件为发酵时间

38.4 h，发酵温度 39.9 ℃，接种量 6.0%，液料比 22.5。
在此最佳发酵条件下，多肽含量和 ACE 抑制率的理

论值是 203.70 mg/g 和 82.22%。3 次平行验证试验结

果为多肽含量 238.91 mg/g，ACE 抑制率为 83.70%，

IC50为 5.70 mg/ml，与理论值较接近，模型可靠。该

发酵工艺简单可靠，多肽含量高且 ACE 抑制率较高，

为扇贝裙边源 ACE 抑制肽的研究与开发提供理论依

据。 
3.2  虽然本文已验证在最优发酵条件下利用纳豆菌

发酵扇贝裙边的产物具有较高的 ACE 抑制率，但发

酵得到的扇贝裙边多肽仍是混合物，ACE 抑制肽的具

体序列及作用机理尚有待进一步探究。 
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