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响应面法优化地衣芽孢杆菌发酵鸡骨粉

产抗氧化肽的工艺

李朋泰，张家培，赵腾腾，孙少康，刘亚慧，牛占占，赵祯，王志新*

（河北科技大学食品与生物学院，河北石家庄 050018）

摘要：为了鸡骨资源的高效利用及新型抗氧化剂的开发，该文以地衣芽孢杆菌为发酵菌株，发酵鸡骨生产抗氧

化肽。首先研究添加葡萄糖对地衣芽孢杆菌生长的影响，然后通过单因素试验和响应面试验优化发酵条件，同时对

鸡骨发酵液进行 Tricine-SDS-PAGE 鉴定，最后对发酵液中的鸡骨肽进行有机膜分离，并测定不同组分抗氧化活性。

结果表明，添加葡萄糖抑制地衣芽孢杆菌生长，优化最佳发酵条件为：添加鸡骨粉的质量分数 4.2%，发酵 pH 值 6.0，

菌的体积分数 4.0%，装液量 50 mL/250 mL，发酵时间 24 h。在此条件下，发酵液水解度为 56.29%，DPPH· 清除率

为 57.11%。Tricine-SDS-PAGE 证实鸡骨粉已被水解。有机膜分离得到的抗氧化肽组分中，组分Ⅴ（分子量 3~5 kDa

的肽段）抗氧化活性最好，DPPH· 清除率为 59.08%，超氧阴离子清除率在 20.21% 以上，ABTS+· 清除率为 85%。

该文为提高鸡骨的综合利用价值奠定基础，拓宽了功能性产品的研发范围。
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Response Surface Methodology-based Optimization of Antioxidant Peptide 

Production from Chicken Bone Meal Fermented with Bacillus licheniformis
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Abstract: To promote efficient utilization of chicken bones and development of novel antioxidants, antioxidant 

peptides were generated from chicken bone meal fermented with Bacillus licheniformis. First, the effect of glucose addition 

on Bacillus licheniformis growth was examined. Next,  fermentation conditions were optimized using single-factor experiments 

and response surface methodology. Tricine-SDS-PAGE was simultaneously performed on the chicken bone fermentation 

broth. Finally, the chicken bone peptides in the fermentation broth were separated using an organic membrane, and their 

antioxidant activities were determined. The addition of glucose inhibited B. licheniformis growth. The optimal fermentation 
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conditions were as follows: 4.2% (m/m) of chicken bone meal, initial pH of 6.0, 4.0% (v/v) of bacterial inoculum, working 

volume of 50 mL in a 250 mL flask, and fermentation time of 24 h. These conditions yielded 56.29% hydrolysis in the 

fermentation broth, and the DPPH· scavenging rate reached 57.11%. Tricine-SDS-PAGE results verified that the chicken bone 

meal was hydrolyzed. Among the antioxidant peptide fractions obtained by organic membrane separation, fraction V (with a 

molecular weight of 3~5 kDa) exhibited the highest antioxidant activity. Its respective DPPH, superoxide anion, and ABTS+ 

scavenging activities were 59.08%, >20.21%. and 85%, respectively. This study lays a foundation for increasing the overall 

utilization value of chicken bones and expands the scope of research and development of functional products.

Key words: chicken bone meal; Bacillus licheniformis; condition optimization; antioxidant peptides

生物活性肽是两个及以上氨基酸以不同排列顺

序并通过肽键连接而成的化合物总称，具备各种生

物活性，如抗氧化性、抗菌性、免疫调节性等  [1]  。

抗氧化肽作为一种抗氧化性能稳定的生物活性肽  [2]  ，

能有效清除体内自由基  [3]  ，抑制脂质过氧化，保护

细胞避免氧化应激带来的损害  [4]  ，在维护人体健康、

延缓衰老和防治慢性疾病等方面展现出了广阔的应

用前景。Fernado 等  [5]  分离出一种抗氧化肽，可有效

降低 H2O2 诱导的氧化应激和脂质过氧化，具有潜

在护肝作用。目前国内外对抗氧化肽的研究逐渐成

熟，在抗氧化肽来源、分离纯化和鉴定、检测方法

三个方面都有不少研究，并得到了良好的应用  [6]  。

我国肉鸡生产量丰富，据美国农业部（USDA）

公布，在 2023 年达到 1 430 万 t  [7]  。在肉鸡加工过

程中会产生大量鸡骨，但其通常利用不充分或被加

工成骨粉、骨泥、骨胶和骨油等低价值的产品，导

致鸡骨利用率较低  [8]  ，造成了严重的资源浪费。目

前有研究表明，鸡骨能够被用于研发新型的功能多

肽产品，提升其开发价值   [9]  。鸡骨抗氧化肽一般通

过酶解法  [10]  和微生物发酵法  [11]  制备。曹昌伟  [12]  用木

瓜蛋白酶酶解鸡骨胶原蛋白，证明鸡骨胶原肽具有

良好的体外清除自由基的能力。Nie 等  [13]  提取的鸡

骨蛋白水解物及其肽组分对 DPPH 自由基具有较强

的清除活性及还原力，并提出多肽组分的抗氧化活

性与其分子大小密切相关。

Fan 等  [14]  通过发酵和酶解鸡骨粉，并结合不同

干燥方式研究其多肽的抗氧化特性、物理性质和

风味。由于不同的菌种对于不同的畜禽骨骼有不

同的降解能力，其中选择出高产、稳定的菌株并

优化发酵条件是关键。而地衣芽孢杆菌（Bacillus 
licheniformis）作为一类重要的益生菌资源  [15]  ，其代

谢产物安全可靠，不仅在食品发酵、饲料添加剂开

发、环境保护等诸多领域发挥着重要作用，而且其

具有产蛋白酶的能力  [16]  ，因其特有的酶系，能够有

效地降解复杂的鸡骨蛋白质产生肽段。

该研究运用地衣芽孢杆菌对鸡骨进行发酵，旨

在生产出具有抗氧化活性的多肽。以发酵液的水解

度和抗氧化性为指标，对鸡骨抗氧化肽的发酵工艺

进行优化，以 Tricine-SDS-PAGE（三羟甲基甲基甘

氨酸 - 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳）进行

鸡骨抗氧化肽分析，对获得的鸡骨抗氧化肽发酵液

进一步通过有机膜分离技术获取不同分子量的抗氧

化肽组分，可为鸡骨的高附加值利用拓宽范围，为

功能性肽的开发奠定基础。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌株与材料

地衣芽孢杆菌 BL-1 ：该实验室保藏；鸡骨（蛋

白质含量为 30.02%）：河北某养殖场提供。

1.1.2 试剂

胰蛋白胨、酪蛋白、酵母浸粉，北京奥博星

生物技术有限责任公司；琼脂粉、DPPH（2,2- 联
苯基 -1- 苦基肼基），北京索莱宝有限公司；甲醛

（40%），天津市百世化工有限公司；ABTS（2,2- 联氮 -
二 (3- 乙基 - 苯并噻唑 -6- 磺酸 ) 二铵盐），上海碧云

天生物技术有限公司；三氯乙酸，上海麦克林生化

科技有限公司；该实验药品均为分析纯。

1.1.3 培养基

Luria-Bertani（LB）液体培养基（g/L）：酵母

浸粉 5，胰蛋白胨 10，NaCl 10，pH 值 7.0 ；鸡骨粉

基础培养基（g/L）：鸡骨粉 10，pH 值自然。上述

所需培养基均在 121 ℃灭菌 15 min 后备用。

1.2 仪器与设备

TAISITE 高速万能粉碎机，天津市泰斯特仪器

有限公司；SKD-1100 全自动凯氏定氮仪，上海沛
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欧分析仪器有限公司；3-18K 高速冷冻离心机，德

国 SIGMA 公司；ZWY-2102 恒温培养振荡器，上海

智城分析仪器制造有限公司；Plus384 酶标仪，美

谷分子仪器有限公司；CX 31 pH 计，梅特勒托利多

仪器上海有限公司；170-4405EDU 凝胶电泳仪，美

国 Bio-rad 公司；Gel DocTM XR+ 凝胶成像仪，美

国 Bio-rad 公司；BIOTECH-5BG 发酵罐，上海保

兴生物设备工程有限公司；BONA-GM-18H 有机

膜分离实验机，山东博纳生物科技集团有限公司；

ALPHA1-4LD plus 冻干机，德国 CHRIST 冻干机有

限公司。

1.3 方法

1.3.1 鸡骨粉的制备

活鸡屠宰后蒸煮 1 h，剔肉去筋膜取骨，然后

将鸡骨置于 55 ℃烘箱内烘干 24 h，待烘干完成后，

用转速 32 000 r/min 的粉碎机粉碎 2 min，最终制得

鸡骨粉，将得到的鸡骨粉过 50 目筛子，密封袋保

藏放置 4 ℃冰箱。

1.3.2 菌种活化与培养

菌株活化：移液器取 100 μL 地衣芽孢杆菌保藏

液，添加至 LB 液体培养基内，37 ℃，220 r/min 培

养 24 h。
菌株分析与培养：在 LB 固体平板上划线接种

活化的菌液，37 ℃恒温培养 12 h，取单菌落革兰氏

染色  [17]  ，镜检无异常后接种至 LB 液体培养基中，

摇瓶培养获得种子液  [18]  。

1.3.3 培养基添加碳源的研究

于鸡骨粉基础培养基中加入 15 g/L 葡萄糖作

为实验组，另以不添加葡萄糖的作为对照组，接

种 2%（m/V）的地衣芽孢杆菌，于振荡器中 37 ℃，

220 r/min 培养 24 h，培养结束后，测定各组发酵液

菌体浓度，评估碳源对菌体生长的影响。

1.3.4 单因素优化

基于鸡骨粉培养基，采用水解度和 DPPH· 清除

率为考核指标，优化其培养条件。

鸡骨粉的质量分数：2%、3%、4%、5%，培养基

初始 pH 值：3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0，菌种体积分数：

1%、2%、3%、4%、5%， 装 液 量 30 mL/250 mL、
40 mL/250 mL、50 mL/250 mL、60 mL/250 mL 和培

养时间：2、4、8、12、16、20、24、28 h，37 ℃，

220 r/min 下发酵，8 000 r/min 离心 10 min  [19]  ，收集

上清液检测分析。

1.3.5 响应面优化

1.3.5.1 Plackett-Burman试验

首先通过单因素实验，确定添加鸡骨粉的质

量分数（A）、培养基初始 pH 值（B）、菌种体积

分数（C）、装液量（D）、培养时间（E）的初步

范围，利用 Design Expert 11.1.2.0 统计分析软件

设计了五因素三水平的筛选试验，试验因素水平

见表 1。

表 1  Plackett-Burman试验因素水平表

Table 1 Plackett-Burman test factor level table

因素 水平

A：添加鸡骨粉的质量分数 /% 3 4 5

B：培养基初始 pH 值 5 6 7

C：菌种体积分数 /% 3 4 5

D：装液量 /(mL/250 mL) 40 50 60

E：培养时间 /h 20 24 28

1.3.5.2 Box-Behken试验

通过 Plackett-Burman 试验，确定三个显著因素，

以 DPPH· 清除率作为响应变量，利用 Design Expert 
11.1.2.0 统计分析软件设计 Box-Behken 试验，构建

二次回归模型，实验设计见表 2。

表 2  Box-Behken试验实验因素水平

Table 2 Box-Behken experimental factor level

因素 水平

A：添加鸡骨粉的质量分数 /% 3 4 5

B：培养基初始 pH 值 5 6 7

C：菌种体积分数 /% 3 4 5

1.3.6 Tricine-SDS-PAGE的测定 
参考陈振家等  [20]  的方法进行适当改进，发酵前

后的上清液稀释 2 倍，加入上样缓冲液，浓缩胶质量

浓度为 5 g/100 mL，分离胶质量浓度为 12 g/100 mL，
加样量为 10 μL，进行恒压电泳，其中浓缩胶的电

压设置为 80 V，分离胶的电压设置为 120 V，电泳

结束后，取胶染色液中染色 0.5 h，脱色液中脱色 1 h，
换去离子水脱色 12 h，凝胶成像仪成像并分析。

1.3.7 有机膜分离及抗氧化性分析

在 5 L 发酵罐中用优化后的培养基制备鸡骨抗

氧化肽，离心得上清液，依次经过 0.05 µm 微滤膜

和 10、8、5、3、1 kDa 超滤膜，得到六个组分，冷

冻干燥处理后，将各组分溶于 PBS 缓冲液中，质量

浓度为 5 mg/mL，测定组分的 DPPH· 清除率，超氧

阴离子清除率和 ABTS+· 清除率。
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1.3.8 指标测定

1.3.8.1 菌体浓度的测定

OD600 nm 作为衡量液体培养基内微生物生长状

况的公认标准，被广泛应用，采用细胞密度 OD
值的方法测定菌体的浓度    [21]   ，选取鸡骨粉基础培

养基作为对照组，对培养后的菌体浓度进行定量

测定。

1.3.8.2 水解度的测定

采用甲醛滴定法测蛋白质水解度，参照 Nikolaeva
等  [22]  的方法并进行了适当调整。首先取 8 mL 的发酵

液，加入 60 mL 的蒸馏水，确保充分混合均匀，调整

pH 值至 8.20，加入 10 mL 中性甲醛，再用 0.5 mol/L 
NaOH 标定至 pH 值 9.20，记录消耗体积 V1（实验组）

和 V0（空白组）。

按照公式（1）计算水解度：

D=
c×(V1-V0)×0.014×V

4×m×N ×100%                      （1）

式中：

D——水解度，% ；

c——NaOH 标准溶液的浓度，mol/L ；

V——发酵液的总体积，mL ；

m——发酵底物的质量，g ；

N——发酵底物的总氮含量；

0.014——氮的含克当量。

1.3.8.3 DPPH·清除率的测定

参照 GB/T 39100-2020 标准  [23]  进行测定。

1.3.8.4 ABTS+·清除率的测定

参照 GB/T 39100-2020 标准  [23]  进行测定。

1.3.8.5 超氧阴离子清除率的测定

参照 Li  [24]  的方法测定邻苯三酚自氧化速率，取

0.1 mL 的发酵液和 4.5 mL 的 Tris-HCl（50 mmol/L），
混合均匀，25 ℃保温 25 min，然后立刻加入 0.1 mL
的邻苯三酚溶液（3 mmol/L），混合均匀，25 ℃保

温 5 min，测定 325 nm 下的吸光值。

按照公式（2）计算超氧阴离子清除率：

O=(1-
A1-A2

A0
)×100%                                      （2）

式中：

O——超氧阴离子清除率，% ；

A1——样品的吸光度；

A2——蒸馏水替代邻苯三酚溶液作为对照组测定的吸

光度；

A0——蒸馏水替代发酵液作空白组测定的吸光度。

1.3.8.6 蛋白酶活力测定

采用福林法  [25]  测定发酵液的蛋白酶活力，先绘

制酪氨酸标准曲线（加碳酸钠、福林试剂，40 ℃显

色 20 min，680 nm 测定吸光度），然后取 1 mL 发

酵液与酪蛋白反应，加三氯乙酸沉淀后过滤，再用

福林法显色测定吸光度，从标准曲线上读出酶活力。

1.3.9 数据分析

所有实验均至少重复三次，利用 Origin 2022 和

SPSS 22.0 软件对所得数据进行了统计分析，并以

平均值作为结果表示。经单因素方差分析及配对 t
检验，P ＜ 0.05 表明存在统计学显著差异。

2  结果与分析

2.1 鸡骨粉培养基添加碳源的研究

经过地衣芽孢杆菌发酵后，添加葡萄糖的发酵

液 OD600 nm 为 1.498，不添加葡萄糖的发酵液 OD600 nm 为

1.724，菌体浓度表现出明显差异（P ＜ 0.05）。说明

鸡骨粉培养基不需要添加葡萄糖就可以满足菌体的

生长繁殖，周航先等  [26]  的研究显示不添加葡萄糖可

有效提高菌体丰度和维持细菌群落的稳定性。在后

续的研究中，该研究所用培养基不添加葡萄糖。

2.2 单因素优化

2.2.1 添加鸡骨粉的质量分数的优化

图 1 添加鸡骨粉的质量分数对地衣芽孢杆菌发酵的影响

Fig.1 Effect of the addition amount of chicken bone meal on

 the fermentation of Bacillus licheniformis

注：不同字母表示同一指标差异显著（P ＜ 0.05）。下图同。

如图 1 所示，当培养基中添加鸡骨粉的质量分

数为 4%，其蛋白水解度以及 DPPH· 清除率最高，

水解度为 51.89%，DPPH· 清除率为 45.00%。随着

鸡骨粉质量分数的增加，水解度以及 DPPH· 清除率

上升，而当添加鸡骨粉的质量分数在 5% 时，水解
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度和 DPPH· 清除率出现下降。分析原因，添加鸡

骨粉的质量分数较低时，培养基的营养成分也相应

的减少，不足以使地衣芽孢杆菌生长至理想状态和

较高的代谢活动，限制对鸡骨粉的有效分解和抗氧

化肽的生成；伴随着添加鸡骨粉的质量分数上升时，

相应的营养成分也同步上升，使菌体可以充分的吸

收营养成分并促进发酵产物的生成，其对应的水解

度及 DPPH· 清除率同步上升。鸡骨粉添加至某一阈

值时，虽然营养成分十分充裕，但营养物质含量过

高可能会抑制地衣芽孢杆菌的生长及其发酵过程，

导致其水解度和抗氧化能力出现下降。

2.2.2 培养基初始pH值的优化

图 2 培养基初始 pH 值对地衣芽孢杆菌发酵的影响

Fig.2 Effect of initial pH of medium on the fermentation 

of Bacillus licheniformis

从图 2 可以看出，当培养基的初始 pH 值不同

时，水解度以及 DPPH· 清除率的结果也不同，初始

pH 值在 6 时发酵液的水解度及 DPPH· 清除率为最

高值，水解度为 52.64%，DPPH· 清除率为 47.68%。

初始 pH 值过低或过高时，会影响酶的活性  [27]  ，阻

碍地衣芽孢杆菌的生长和发酵。pH 值还决定着微

生物细胞膜的电荷特性，关系到微生物对营养物质

的吸收利用，导致不同的代谢过程。

2.2.3 菌种体积分数的优化

从图 3 可以看出，当接种地衣芽孢杆菌菌种体

积分数 3% 时水解度最高为 54.82%，4% 时对应的

DPPH· 清除率是最高的为 50.47%。分析原因可能

是地衣芽孢杆菌的菌种体积分数太少，导致地衣芽

孢杆菌生长总量较少，生长和发酵不充分，抗氧化

物质的产生不足。而当菌种体积分数太多时，发酵

前期快速代谢，提前进入衰亡期，以致后期抗氧化

物质的生成变慢。综合考虑，选取菌种体积分数 4%
为最优接种量，既可以保证发酵过程中菌体保持一

定的生长速率和代谢能力，又可有效生成抗氧化肽，

平衡水解度和抗氧化性能。

图 3 菌种体积分数对地衣芽孢杆菌发酵的影响

Fig.3 Effect of the volume of bacterial strains on the

 fermentation of Bacillus licheniformis

2.2.4 装液量的优化

对于好氧微生物溶氧常是其发酵控制的主要因

素之一，但氧是不易溶于水的气体，所以发酵液中

氧的溶解度很低，因此在摇瓶发酵过程中采用振荡

的方式强化供氧，此时摇瓶装液量就成为控制溶氧

量的重要因素。装液量的结果如图 4 所示。

图 4 装液量对地衣芽孢杆菌发酵的影响

Fig.4 Effect of loading volume on the fermentation 

of Bacillus licheniformis

在装液量较少和过多时，发酵液的水解度和

DPPH· 清除率都偏低，而在装液量为 50 mL/250 mL
时，发酵液的水解度和 DPPH· 清除率为最高水平，

水解度为 55.66%，DPPH· 清除率为 52.16%。分析

原因可能是在摇瓶发酵过程中，装液量过少，伴随

蒸发，会影响发酵液组分，而当装液量过多时，会

影响发酵瓶中的通气条件，导致传氧及传质速率降

低，氧的供应不足引发菌体异常的代谢路径，可能

导致代谢转向其它化合物的合成  [28]  。基于此，该文

选择最优的装液量为 50 mL/250 mL。
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2.2.5 发酵时间的优化

发酵时间是影响发酵产品品质、产量和生产成

本的因素之一。发酵时间过短会导致产量不足，质

量不佳，而发酵时间过长则会增加生产成本，降低

产量和品质。发酵时间对鸡骨抗氧化肽制备的影响

结果见图 5。
如图 5 所示，随着发酵进程的推进，发酵液的

OD600 nm、水解度、DPPH · 清除率和酶活力均呈上

升趋势。前期，菌体利用鸡骨粉中的营养成分迅速

繁殖，发酵液的 OD600 nm 增长，并不断产生蛋白酶，

鸡骨蛋白水解为多肽，水解度和 DPPH· 清除率随之

增长。后期，地衣芽孢杆菌自溶  [29]  ，蛋白酶活性降

低，水解度和 DPPH ·清除率也不再增长。综合考虑，

确定最佳发酵时间为 24 h，既可保证较高的水解活

性，同时充分降解蛋白生成抗氧化肽。

综合上述结果，优化的发酵条件为：添加鸡骨

粉的质量分数为 4%，培养基初始 pH 值为 6.0，菌

种体积分数为 4%，装瓶量 50 mL/250 mL，发酵时

间为 24 h ；在此条件下，发酵液的 OD600 nm 为 2.28，
酶活力为 218.68 U/mL，鸡骨蛋白水解度为 56.29%，

鸡骨抗氧化肽的 DPPH· 清除率为 53.29%。马俊霞

等  [30]  优化的鹿骨胶原蛋白肽的最佳发酵工艺条件

为发酵时间 34.5 h，料液比 1:26，接种量 12%，对

DPPH· 清除率为 55.84%。该研究所得鸡骨肽抗氧

化性高于已有相似研究，说明地衣芽孢杆菌发酵制

备的鸡骨肽抗氧化性优良，具有一定的研究价值，

并通过响应面进一步优化发酵条件。

图 5 发酵时间对地衣芽孢杆菌发酵的影响

Fig.5 Effect of culture time on the fermentation of 

Bacillus licheniformis

2.3 响应面优化

2.3.1 Plackett-Burman试验

地衣芽孢杆菌发酵鸡骨粉产抗氧化肽的 Plackett-
Burman 试验设计与结果分析见表 3 和表 4。

由表 4 可知，回归模型 P ＜ 0.05，说明该模型

显著。5 个影响因素中，鸡骨粉的质量分数（A）、
培养基初始 pH 值（B）和菌种体积分数（C）的影

响显著，而装液量（D）和培养时间（E）不显著。

R²=0.831 6，回归方程具有较高的拟合程度，证明

了模型的可靠性。

2.3.2 Box-Behken试验设计结果

鸡骨粉发酵条件响应面设计与结果分析如表 5
所示。

表 3  Plackett-Burman试验设计与结果

Table 3 Plackett-Burman experimental design and results

组别
添加鸡骨粉的
质量分数 /%

培养基初始
pH 值

菌种体积
分数 /%

装液量 /
(mL/250 mL)

培养时间
/h

DPPH·清除率
/%

DPPH·清除率
预测值 /%

1 5 7 3 50 28 29.02 30.65

2 3 7 5 30 28 30.02 35.82

3 5 5 5 50 20 28.52 28.86

4 3 7 3 50 28 50.66 43.49

5 3 5 5 30 28 47.93 44.12

6 3 5 3 50 20 50.24 51.12

7 5 5 3 30 28 36.19 40.70

8 5 7 3 30 20 30.65 31.73

9 5 7 5 30 20 28.94 22.31

10 3 7 5 50 20 28.14 33.40

11 5 5 5 50 28 30.47 29.53

12 3 5 3 30 20 53.83 52.87
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表 4  Plackett-Burman试验DPPH·清除率方差分析

Table 4 Analysis of variance of DPPH· scavenging rate in
 Plackett-Burman test

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 978.06 5 195.61 5.93 0.025 6 *

A 494.45 1 494.45 14.98 0.008 3

B 206.33 1 206.33 6.25 0.046 5

C 266.74 1 266.74 8.08 0.029 5

D 9.22 1 9.22 0.279 3 0.616 1

E 1.32 1 1.32 0.04 0.848 1

残差 198.03 6 33.00

总差 1 176.09 11

注：* 差异显著（P ＜ 0.05）。

表 5  响应面试验设计与结果

Table 5 Response surface test design and results

组别
添加鸡骨
粉的质量
分数 /%

培养基初
始 pH 值

菌种体
积分数

/%

DPPH·
清除率

/%

DPPH·
清除率

预测值 /%

1 3 5 4 49.30 48.54

2 5 5 4 52.47 51.42

3 3 7 4 48.76 49.80

4 5 7 4 50.21 50.96

5 3 6 3 44.27 43.72

6 5 6 3 45.00 44.74

7 3 6 5 41.96 42.22

8 5 6 5 44.69 45.24

9 4 5 3 40.04 41.34

10 4 7 3 43.33 42.83

11 4 5 5 41.44 41.94

12 4 7 5 42.55 41.25

13 4 6 4 56.42 57.00

14 4 6 4 57.00 57.00

15 4 6 4 57.45 57.00

16 4 6 4 56.14 57.00

17 4 6 4 57.98 57.00

2.3.3 回归模型建立与方差分析

由表 5 中响应面实验设计数据获得 DPPH· 清除

率（Y）与添加鸡骨粉的质量分数（A）、培养基初

始 pH 值（B）和菌种体积分数（C）的二次多项回

归方程：

Y=57+1.01A+0.200 2B-0.248 1C-0.432AB+ 
0.497 8AC-0.544 4BC-2.34A2-4.48B2-10.68C2。

由二次多项回归方程计算出 DPPH· 清除率预测

值与实际值相近，由表 6 可知，回归模型 P ＜ 0.01，
说明该模型极显著；交互作用均为不显著，失拟项

P=0.084 2 ＞ 0.05，失拟项不显著，R²=0.984 4，回

归方程拟合度好，证明了模型的可靠性  [31]  。

表 6  回归方程方差分析

Table 6 Analysis of variance of the regression equation

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 642.07 9 71.34 48.93 ＜ 0.000 1 **

A 8.16 1 8.16 5.6 0.049 9

B 0.32 1 0.32 0.219 9 0.653 4

C 0.49 1 0.49 0.337 7 0.579 4

AB 0.75 1 0.75 0.512 0.497 5

AC 0.99 1 0.99 0.679 7 0.436 9

BC 1.19 1 1.19 0.813 0.397 2

A² 22.96 1 22.96 15.75 0.005 4

B² 84.32 1 84.32 57.83 0.000 1

C² 480.29 1 480.29 329.39 ＜ 0.000 1

残差 10.21 7 1.46

失拟项 7.96 3 2.65 4.71 0.084 2 不显著

纯误差 2.25 4 0.56

总差 652.28 16

注：** 差异极显著（P ＜ 0.01）；* 差异显著（P ＜ 0.05）。

2.3.4 响应面交互作用分析结果

图 6 响应面三维结构图和等高线图

Fig.6 Response surface 3D structure diagram and 

contour diagram
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通过利用 Deign-Expert 软件进行处理，对试验

数据进行二次多元回归拟合分析，得到各因素间交

互作用的响应曲面三维结构图和等高线图。

图 6 通过曲面图和投影的综合分析，可以观察

到各个因素间的等高线都是椭圆形状，这表明这些

因素之间存在很强的相关性。

2.3.5 培养条件优化及验证

利用 Design-Expert 11.1.2.0 软件，优化最佳发

酵条件：添加鸡骨粉的质量分数为 4.21%，培养基

初始 pH 值为 6.02、菌种体积分数为 3.98%，根据

实际操作的可行性，矫正鸡骨粉添加量为 4.2%，培

养基初始 pH 值为 6，菌种体积分数为 4%。在此条

件下，鸡骨抗氧化肽的 DPPH· 清除率为 57.11%，

比优化前 DPPH· 清除率提高了 3.82%。

经过验证试验，鸡骨抗氧化肽的 DPPH· 清
除率为 56.98%，与预期预测值基本一致，而 Zhu
等  [32]  用酶解处理鸡骨残渣得到的产物，DPPH· 清除

率高达 81.57%，试验结果表明，鸡骨残渣的水解产

物在一定程度上具有生物抗氧化活性，也进一步说

明优化的地衣芽孢杆菌发酵制备鸡骨抗氧化肽的工

艺参数是准确可靠的。

2.4 Tricine-SDS-PAGE分析

Tricine-SDS-PAGE 是一种用于分离小分子量蛋

白质或肽的聚丙烯酰胺凝胶电泳技术，通过 Tricine-
SDS-PAGE 观察地衣芽孢杆菌发酵前后鸡骨蛋白液，

结果如图 7 所示。

图 7 发酵前后鸡骨蛋白溶液的 Tricine-SDS-PAGE

Fig.7 Tricine-SDS-PAGE analysis of chicken bone proteins

 before and after fermentation

注：泳道 M ：低分子质量蛋白质 Marker ；泳道 1 ：发酵

前的鸡骨蛋白液；泳道 2 ：发酵后的鸡骨发酵液。

图 7 可知，发酵前的鸡骨蛋白液在电泳进样口

处有明显的聚集，大部分蛋白分子量在 97.4 kDa 之

上，推测未发酵的鸡骨蛋白是较大分子的蛋白；而

发酵后的鸡骨蛋白，分子量在 31.0、22.0 和 14.4 kDa
左右，并且在 14.4 kDa 之下有明显的条带，推测发

酵后的鸡骨蛋白已经被水解成多肽，证明了地衣芽

孢杆菌发酵法制备抗氧化肽是可行的。

2.5 鸡骨抗氧化肽的膜分离及抗氧化性研究

采用最佳发酵条件，在 5 L 发酵罐中进行鸡骨

抗氧化肽的发酵生产，然后对发酵液进行有机膜分

离，分离出六个不同截留分子量范围的组分，具

体包括：组分Ⅰ（分子量＞ 100 kDa）、Ⅱ（分子量

10~100 kDa）、Ⅲ（分子量 8~10 kDa）、Ⅳ（分子

量 5~8 kDa）、Ⅴ（分子量 3~5 kDa）和Ⅵ（分

子量 1~3 kDa），但组分Ⅰ和Ⅱ的分子量大，不属

于多肽分子量范围，因此，检测其余 4 个组分的

DPPH · 清除率、超氧阴离子清除率和 ABTS+ · 清除

率，结果如图 8 所示。

图 8 不同组分抗氧化肽的抗氧化性能测定

Fig.8 Determination of antioxidant properties of different 

components

注：不同字母表示同一指标差异显著（P ＜ 0.05）。

从图 8 可知，4个组分的 DPPH · 清除率均超过

了 50%，其中组分Ⅴ的最高，为 59.08% ；超氧阴离

子清除率都在 19% 以上；4 个组分的 ABTS+ 清除率

均高于 80%，而组分Ⅴ的最高，达到了 85% ；综上

所述，组分Ⅴ，即分子量 3~5 kDa 的鸡骨抗氧化肽

抗氧化活性最好。

Xu 等  [33]  综述了抗氧化肽的活性评价、作用机

制及构效关系等方面的研究进展，为新型抗氧化剂、

营养保健品和化妆品的开发奠定了理论基础。该研

究所制备的鸡骨抗氧化肽具备显著的抗氧化能力，

可保护机体抵御氧化应激损伤，既可独立开发为产

品，亦可作为功能性添加剂应用于食品或饲料中提

升其营养价值，拓宽了功能性产品的研发范围，为
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消费者提供更多元化、个性化的健康产品的选择。

3  结论

该文研究了地衣芽孢杆菌发酵制备抗氧化肽的

工艺，包括发酵条件的优化、抗氧化肽的分离纯化

以及抗氧化活性评价等，旨在为鸡骨资源的高效

利用及新型抗氧化剂的开发提供技术支持。利用地

衣芽孢杆菌进行鸡骨发酵时，无需额外添加其他物

质，仅加水配制成鸡骨粉培养基。通过单因素与响

应面法优化地衣芽孢杆菌发酵制备鸡骨抗氧化肽的

工艺，确定最佳工艺参数为：添加鸡骨粉的质量分

数为 4.2%，发酵 pH 值为 6.0，菌种体积分数为 4%，

装液量为 50 mL/250 mL，时间为 24 h，在此条件

下，水解度为 56.29%，DPPH· 清除率为 57.11%。

鸡骨粉经过发酵后，发酵液经过有机膜分离与干燥

制备得到鸡骨抗氧化肽，其中组分Ⅴ抗氧化活性最

强，DPPH· 清除率为 59.08%，超氧阴离子清除率

在 20.21% 以上，ABTS+ ·清除率为 85%。综上所述，

分离得到的鸡骨肽具备很好的抗氧化性。
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