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米曲霉发酵对棉籽壳饲用品质的影响
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摘要：旨在改善棉籽壳的饲用品质，研究了米曲霉ＴＭ－１发酵对棉籽壳中棉酚和纤维类物质降解、
蛋白质品质提升和有益代谢产物积累的影响。结果显示：米曲霉发酵后棉籽壳中棉酚含量由６４５．３
ｍｇ／ｋｇ降低为１３７．２ｍｇ／ｋｇ，降解率达到７８．７％；发酵后棉籽壳结构松散，空隙较大，且木质素、纤维
素、半纤维素、中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维含量均明显下降，表明影响棉籽壳消化利用的结构屏障

被有效降解；发酵后棉籽壳中总酸和８种有机酸含量均显著增加，其中苹果酸含量提高了４９．２倍，达
到７３４．０ｍｇ／１００ｇ；发酵后棉籽壳中粗蛋白质含量由１２．５％增加至１５．５％，酸溶蛋白占比由４．８％上
升到１３．５％，分子质量在１０００Ｄａ以下的寡肽含量占比达８３．０％，游离氨基酸总量增加了１１５．７％，
其中限制性氨基酸赖氨酸和组氨酸分别增加了１１７．４％和６４．２％；发酵后棉籽壳具有丰富的水解酶
系，包括中性蛋白酶、纤维素酶、β－葡聚糖酶和β－１，４内切木聚糖酶等，其酶活分别为２４５．２、１３．４、
３９．７、１９．７Ｕ／ｇ。综上，经过米曲霉ＴＭ－１发酵处理，棉籽壳的饲用品质得到了明显改善。
关键词：米曲霉；固态发酵；棉籽壳；棉酚；饲用品质
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　　棉籽壳是棉花生产中的主要副产品，其价格低
廉，含有约４８％的粗纤维、５％的粗蛋白质和少量的
粗脂肪等营养成分，是一种常见的地源性饲料原

料［１］。然而，由于棉籽壳中存在有害物质棉酚，过

量摄入会导致动物贫血并损害其生殖功能［２］，严重

限制了其在饲料工业中的应用。棉酚的脱除方法主

要包括物理法、化学法和微生物发酵法［３］，物理法

和化学法虽然降低了产品中棉酚含量，但也会导致

产品营养成分损失、适口性降低及化学品残留

等［４］。而微生物发酵法则被认为是一种条件温和、

易于操作且脱毒效率高的方法［５］。通过采用《饲料

添加剂品种目录》中许可使用的微生物发酵棉籽壳

等饲料原料，将大分子物质、有毒有害物质和抗营养

因子等降解并生物转化，以此提高动物对饲料中营

养物质的吸收能力，同时代谢产生一系列有机酸和

抗菌肽等功能性成分，是养殖行业“禁抗”政策下极

具前景的脱毒方法［６］。

目前，用于棉籽壳发酵的微生物主要有乳酸菌、

芽孢杆菌、酵母菌和米曲霉等，但研究大多仅限于棉

籽壳的脱毒，尚未有改善其饲用品质的研究，未能实

现棉籽壳的提质增效。此外，由于乳酸菌和酵母菌

缺乏大量分泌丰富水解酶系的能力，限制了其在棉

籽壳基质上的发酵强度，导致其改善棉籽壳饲用品

质的效果有限［７］。芽孢杆菌虽然可以在棉籽壳基

质上正常发酵，但同时会产生吲哚、硫醇等具有刺激

性气味的代谢产物，影响产品的适口性［８］。米曲霉

作为食品和饲料工业中常见的发酵菌种，具有产生

许多次生代谢物、酶、有机酸和氨基酸等具有生物活

性的物质的潜力［９］。以大豆粕和麸皮等常规饲料

原料为基质发酵产生的米曲霉发酵物，不仅可以改

善动物采食量和干物质消化率［１０］，还在稳定动物肠

道菌群［１１］和提高动物免疫性能［１２］等方面具有显著

的效果。目前，以棉籽壳为基质的米曲霉发酵物尚未

开展相关的饲用品质评价，对于米曲霉发酵后棉籽壳

的营养成分、代谢产物尚缺乏相关的研究，难以指导

棉籽壳米曲霉发酵物在动物养殖上的高效使用。

本研究以具有棉酚降解能力的米曲霉固态发酵

棉籽壳，通过考察米曲霉发酵对棉籽壳棉酚和纤维

类物质的降解效果，对粗蛋白质含量、肽含量和氨基

酸组成等蛋白质品质的提升作用，以及有机酸和酶

系等有益代谢产物的积累情况，全方位评估米曲霉

发酵对棉籽壳饲用品质的改善效果，以期为开发以

棉籽壳为基质的米曲霉发酵物奠定基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

棉籽壳，由新疆天牧生物科技有限公司提供；米

曲霉ＴＭ－１，由江南大学粮食发酵与食品生物制造
国家工程研究中心保藏。

马铃薯固体培养基（ＰＤＡ）：称取２００ｇ去皮的
马铃薯，切成小块放入烧杯中，加入８００～１０００ｍＬ
水，边煮沸边不停搅拌，保持３０ｍｉｎ，用８层纱布过
滤，收集滤液于烧杯中，加入２０ｇ葡萄糖和２０ｇ琼
脂，充分搅拌，补水至１０００ｍＬ，１１５℃灭菌２０ｍｉｎ。

促孢培养基：将 １ｇ磷酸二氢钾、１ｇ硝酸钾、
０．５ｇ硫酸镁、０．５ｇ氯化钾、０．２ｇ可溶性淀粉、０．２
ｇ葡萄糖、２０ｇ琼脂混合均匀，ｐＨ自然，用水定容至
１０００ｍＬ，１１５℃灭菌２０ｍｉｎ。

葡萄糖、磷酸二氢钾、乙腈、硝酸钾、硫酸镁、氯

化钾、可溶性淀粉、琼脂，阿拉丁（上海）生物科技有

限公司；９８％醋酸棉酚，陕西金泰康生物科技有限公
司；土豆，江南大学北区生活超市；其他试剂均购自

上海麦克林生化科技股份有限公司。

１．１．２　仪器与设备
酶标仪，南京拜尔沃克智能科技有限公司；

Ｑｕａｎｔａ２００扫描电子显微镜，荷兰 ＦＥＩ公司；超高效
液相色谱仪、高效液相色谱仪（ＨＰＬＣ），美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司；Ｓ４３３Ｄ全自动氨基酸分析仪，德国赛卡姆公司；
Ｈａｎｏｎｋ１１６０凯氏定氮仪，海能未来技术集团股份有
限公司；恒温培养箱，上海捷呈实验仪器有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　米曲霉ＴＭ－１的活化与纯化

用接种环轻刮保存于斜面的米曲霉菌丝，涂布
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到ＰＤＡ平板上，３０℃培养２ｄ。培养结束后，挑选出
独立生长的真菌菌落，并使用三点法再次将其点在

ＰＤＡ平板上进行纯化，３０℃培养２ｄ。再次挑取纯
化菌株，涂布于促孢培养基中，３０℃培养３～４ｄ，产
生肉眼可见的孢子，将孢子用灭菌过的７５％生理盐
水冲洗，形成孢子悬液（１０７ＣＦＵ／ｍＬ），保存备用。
１．２．２　棉籽壳米曲霉发酵物的制备

通过预试验，以棉酚降解率和产酶能力为响应

值进行了包括接种量、发酵时间、装料量、料液比和

初始ｐＨ等棉籽壳米曲霉发酵物制备条件的优化确
定。称取粉碎的棉籽壳２０ｇ于５００ｍＬ三角瓶中，
加水１６ｍＬ，调整初始 ｐＨ为７，混合均匀后用６层
纱布封口，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。按接种量１０％接入
孢子悬液，混匀后放入恒温恒湿培养箱，在发酵温度

３０℃，湿度９６％条件下发酵４ｄ，每６～８ｈ翻料一
次，发酵结束后置于４５℃烘箱烘干，粉碎，过０．８５
ｍｍ（２０目）筛后备用。
１．２．３　游离棉酚含量的测定

标准曲线的绘制：将棉酚标准品溶解在流动相乙

腈－０．２％磷酸水溶液（体积比８５∶１５）中制备１．０
ｍｇ／ｍＬ标准棉酚溶液，依次稀释为 ０．０１、０．０２、
０．０４、０．０８、０．１ｍｇ／ｍＬ６个梯度，进 ＨＰＬＣ测定峰
面积，以峰面积为纵坐标，棉酚质量浓度为横坐标，

绘制标准曲线。

样品前处理：将样品与上述流动相以料液比

１∶１０混合，超声 １．５ｈ，离心并取上清液，过 ０．２２
μｍ有机滤膜，进ＨＰＬＣ分析。

ＨＰＬＣ条件：Ｘｂｒｉｄｇｅ－Ｃ１８色谱柱；流动相为乙
腈－０．２％磷酸水溶液（体积比８５∶１５），流速１．０
ｍＬ／ｍｉｎ，等度洗脱；紫外检测波长 ２３５ｎｍ；柱温
２５℃；进样量２０μＬ；内衬管补偿值０．２ｍｍ。
１．２．４　扫描电镜分析及纤维含量的测定

扫描电镜分析：将棉籽壳发酵物用导电胶带固

定在铜台上，喷金后置于干燥器中静置２ｄ，使用扫
描电子显微镜进行观察。

纤维：根据Ｆａｎ等［１３］的方法测定样品的中性洗

涤纤维含量和酸性洗涤纤维含量，按照Ｌｕ等［１４］的方

法测定样品的木质素、纤维素、半纤维素含量。

１．２．５　ｐＨ、总酸含量、有机酸含量的测定
ｐＨ：将样品加水稀释后置于３０℃恒温恒湿摇

床中振荡３０ｍｉｎ后，直接使用ｐＨ计测定ｐＨ。
总酸：参照ＧＢ１２４５６—２０２１测定总酸含量。
有机酸：参考Ｍａｒａｚｚａ等［１５］的方法并稍作修改。

按料液比１∶１０混匀样品和纯水，在３０℃恒温恒湿
摇床中振荡提取１ｈ，超声１５ｍｉｎ，离心取上清液，经

０．４５μｍ滤膜过滤后，待 ＨＰＬＣ测定。ＨＰＬＣ条件：
ＷｏｎｄａＣｒａｃｔＯＤＳ－２色谱柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５
μｍ），柱温 ２７℃；流动相为 ０．３％的偏磷酸，流速
０．８ｍＬ／ｍｉｎ；紫外检测波长 ２２０ｎｍ；测试时间 ３０
ｍｉｎ；进样量１５μＬ。
１．２．６　粗蛋白质和酸溶蛋白含量的测定

参考刘瑞芳等［１６］的方法测定粗蛋白质的含量，

参考肖志明等［１７］的方法测定酸溶蛋白的含量。

１．２．７　肽分子质量分布和游离氨基酸的测定
肽分子质量分布：取１ｇ研碎的样品，加入 １０

ｍＬ１５％三氯乙酸溶液，超声１５ｍｉｎ后离心，取上清
液，过０．２２μｍ有机微孔滤膜，进超高效液相色谱
分析。色谱条件：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＧｌｙｃａｎＢＥＨ酰胺
色谱柱（２．１ｍｍ×１５０ｍｍ，１．７μｍ）；流动相为含
３０％乙腈的水溶液（含０．１％三氯乙酸），流速０．６
ｍＬ／ｍｉｎ；柱温２５℃；紫外检测波长２２０ｎｍ；检测时
间３０ｍｉｎ；进样量１０μＬ。通过已知分子质量的标
准品进行定性，峰面积归一化法定量。

游离氨基酸：参考徐珊珊等［１８］的方法并作修

改。按料液比１∶１０向粉碎样品中加入７５％乙醇，
４５℃下于超声功率１７５Ｗ超声６０ｍｉｎ，离心取上清
液，经０．２２μｍ水系膜过滤后进ＨＰＬＣ测定。ＨＰＬＣ
条件：ＨｙｐｅｒｓｉｌＴＭＯＤＳ－２Ｃ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０
ｍｍ，５μｍ）；柱温３７℃；紫外检测波长２５５ｎｍ；进样
量１５μＬ；流动相Ａ为９０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钠缓冲液，流
动相Ｂ为８０％的乙腈溶液；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；梯度
洗脱程序为０～１３ｍｉｎ８５％Ａ、１５％ Ｂ，１３～３０ｍｉｎ
６５％Ａ、３５％Ｂ，３０～３７ｍｉｎ１００％Ｂ，３７～５０ｍｉｎ
１００％Ａ。
１．２．８　酶活的测定

纤维素酶：参照李豪等［１９］的方法并稍作修改。

以质量浓度为 １０ｍｇ／ｍＬ的羧甲基纤维素钠为底
物，加入１ｍＬ稀释酶液和１ｍＬ底物，５０℃保温３０
ｍｉｎ后，立即加入２ｍＬ３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）
溶液混匀，沸水浴 ５ｍｉｎ，冷却后蒸馏水定容至 ２５
ｍＬ，在５４０ｎｍ波长下测定吸光度，以灭酶组为空
白对照计算酶活。在上述反应条件下每分钟水解

底物产生１μｍｏｌ葡萄糖所需酶量定义为１个酶活
单位。

β－葡聚糖酶：采用 Ｑｉｕ等［２０］的方法并稍作修

改，以溶解在乙酸 －乙酸钠缓冲液中 β－葡聚糖
（８ｍｇ／ｍＬ）为底物进行测定。将１ｍＬ稀释酶液和
１ｍＬ底物混合，３７℃保温３０ｍｉｎ，加入２ｍＬＤＮＳ溶
液混匀终止反应，沸水浴煮沸５ｍｉｎ，振荡混合均匀，
冷却后蒸馏水定容至２５ｍＬ，于５４０ｎｍ波长下测定吸
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光度，以灭酶组为空白对照计算酶活。反应条件下每

分钟释放１μｍｏｌ葡萄糖所需酶量为一个酶活单位。
β－１，４内切木聚糖酶：参考徐善恒等［２１］的方

法并稍作修改，以溶解在１００ｍｍｏｌ／Ｌ的醋酸钠缓冲
液（ｐＨ５．５）中的１％小麦阿拉伯木聚糖为底物进行
测定。将１ｍＬ稀释酶液和１ｍＬ底物混合，４０℃反
应２５ｍｉｎ后迅速加入 ２ｍＬＤＮＳ溶液，沸水浴 ５
ｍｉｎ，冷却至室温，蒸馏水定容至２５ｍＬ，在５４０ｎｍ
波长下测定吸光度，以灭酶组为空白对照计算酶活。

反应条件下每分钟降解木聚糖产生１μｍｏｌ木糖所
需的酶量为一个酶活单位。

果胶酶：参照谷艺明［２２］的方法并稍作改进。吸

取果胶溶液０．７ｍＬ于比色管中，５０℃水浴加热 ５
ｍｉｎ，加入０．３ｍＬ稀释酶液，５０℃反应２０ｍｉｎ，立即
加入２ｍＬＤＮＳ溶液，沸水浴煮沸５ｍｉｎ，冷却后蒸
馏水定容至２５ｍＬ，混合均匀，用酶标仪在５４０ｎｍ
波长下测定吸光度，以灭酶组为空白对照计算酶活。

反应条件下每分钟释放１μｍｏｌ半乳糖醛酸所需酶
量为一个酶活单位。

α－Ｌ－阿拉伯呋喃糖苷酶、β－Ｄ－木糖苷酶和
β－葡萄糖苷酶：参考解西柱［２３］的方法并稍作修改，

分别配制２ｍｍｏｌ／Ｌ的对硝基苯基阿拉伯呋喃糖苷、
对硝基苯基木糖苷和对硝基苯基葡萄糖苷作为底

物，同时配制０．１ｍｏｌ／Ｌ的醋酸钠溶液（ｐＨ５．５）和
１ｍｏｌ／Ｌ的碳酸钠溶液。将２５μＬ底物、５０μＬ醋酸
钠溶液和２５μＬ稀释酶液混合均匀，５０℃下反应１５
ｍｉｎ，加入１００μＬ碳酸钠溶液，冷却至室温，利用酶
标仪在４１０ｎｍ波长下测定吸光度，以高温灭酶组为
空白对照。在上述反应条件下，每分钟产生１μｍｏｌ
对硝基苯酚所需的酶量为一个酶活单位。

中性蛋白酶：按照ＧＢ／Ｔ２８７１５—２０１２测定。
１．２．９　统计分析

采用ＳＰＳＳ２０．０软件对数据进行方差分析，使
用Ｏｒｉｇｉｎ２０１９软件进行统计分析与作图，ｐ＜０．０５
表示差异显著。

２　结果与分析
２．１　米曲霉发酵对棉籽壳棉酚降解的影响

米曲霉发酵前后棉籽壳中游离棉酚的含量如图

１所示。
由图１可知，发酵前棉籽壳的游离棉酚含量为

６４５．３ｍｇ／ｋｇ，超过了欧盟对成年牛羊等反刍动物日
粮中游离棉酚５００ｍｇ／ｋｇ的允许量，但经米曲霉发
酵处理后，棉籽壳的游离棉酚含量降至 １３７．２
ｍｇ／ｋｇ，降解率达到７８．７％，满足欧盟对反刍动物
日粮中游离棉酚的限量要求。米曲霉 ＴＭ－１对棉

酚的降解率高于张莉等［２４］筛选的乳酸片球菌

ＪＤ－１和汪丰等［２５］从棉花中分离得到的拉乌尔菌

ＹＬ０１对棉酚的降解率，与陈生琴等［２６］筛选的红平

红球菌的棉酚降解率（７２．５４％）相当。棉酚是一类
多酚羟基双萘醛类化合物，其确切的降解机制还不

明确，目前的研究认为微生物的水解酶系，特别是漆

酶，与棉酚的降解相关，此外棉酚作为萘的衍生物，

可能经历某些代谢途径，被降解成无害物质［２７］。米

曲霉基因组学分析显示，其含有与萘和芳香族化合

物降解途径相关的基因［２８］，这可能是米曲霉ＴＭ－１
可以高效降解棉酚的重要原因。

　注：表示具有显著差异（ｐ＜０．０５）；表示具有极显著
差异（ｐ＜０．０１）。下同
　Ｎｏｔｅ： ｐ＜０．０５； ｐ＜０．０１．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

图１　米曲霉发酵前后棉籽壳中游离棉酚含量
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｆｒｅｅｇｏｓｓｙｐｏｌｉｎｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄｓｈｅｌｌｓ
ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

２．２　米曲霉发酵对棉籽壳粗纤维降解的影响
采用扫描电子显微镜对米曲霉发酵前后的棉籽

壳进行观察，结果如图２所示。

　　
图２　米曲霉发酵前后棉籽壳的扫描电镜图

Ｆｉｇ．２　ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓｏｆｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄｓｈｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄ
ａｆｔｅｒＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　由图２可以看出：发酵前，棉籽壳表面结构紧密
且呈大片块状，排列规律，没有细小孔洞；米曲霉发

酵后的棉籽壳表面覆盖了大量米曲霉孢子和部分菌

丝，呈现出较为松散和稀疏的网状结构，存在较大的

空隙。这种结构的变化表明米曲霉分泌的多种水解

酶能够有效破坏棉籽壳表面的粗纤维结构。

通过测定发酵前后棉籽壳中纤维素、半纤维素、

木质素、中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维的含量，发现

这些物质的含量分别下降了９．３％、１２．１％、１１．７％、

６３ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２４Ｖｏｌ４９Ｎｏ１１



１２．４％和１５．３％，说明米曲霉固态发酵能有效降低
棉籽壳中难以消化的粗纤维含量，对于提高动物饲

喂消化率具有正向作用。

２．３　米曲霉发酵对棉籽壳总酸及有机酸含量的影响
经米曲霉发酵后，棉籽壳ｐＨ由６．４降为４．７，

总酸含量也由０．４％升至１．０％，在这种偏酸性条
件下，有害菌（大肠杆菌、沙门氏菌和金黄色葡萄

球菌）的生长受到一定程度抑制，这对米曲霉的正

常生长和代谢活力维持起到促进作用，也有利于动

物肠道健康和生产性能提升。进一步采用ＨＰＬＣ测
定发酵前后棉籽壳中有机酸组成及含量，结果如图

３所示。

图３　米曲霉发酵前后棉籽壳中有机酸组成及含量

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓｉｎ
ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄｓｈｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　由图３可知，米曲霉发酵后，棉籽壳中的苹果
酸、乳酸、乙酸、柠檬酸、琥珀酸、富马酸、丙酸和丁酸

含量都有所上升。其中，苹果酸、琥珀酸、丙酸、丁酸

和柠檬酸的上涨幅度最大，分别上升了４９．２、９．７、
８．１、６．６倍和４．６倍。发酵后，棉籽壳中苹果酸含
量最高，为７３４．０ｍｇ／１００ｇ，其次是柠檬酸，为４８６．４
ｍｇ／１００ｇ。研究发现，添加适量苹果酸和柠檬酸对
提高发酵木薯叶的微生物群和发酵品质有显著效

果［２９］，另外在犊牛开食料中添加适量的柠檬酸，可

以显著提高犊牛采食量，改善营养物质的表观消化

率和犊牛的生长性能，并对哺乳犊牛的机体代谢及

瘤胃微生物群落也具有一定的影响［３０］。综上，米曲

霉发酵可以产生较多的复合有机酸，有效抑制有害

菌的生长，延长饲料产品的保质期，促进反刍动物肠

道健康，提高饲料营养价值和矿物质消化率，提高反

刍动物生长性能［３１］。

２．４　米曲霉发酵对棉籽壳蛋白品质的影响
经米曲霉发酵后，棉籽壳中粗蛋白质含量由

１２．５％提高至１５．５％，这可能是因为碳水化合物在
发酵过程中代谢形成气体或易挥发的物质，进而促

使蛋白质相对含量升高［３２］。酸溶蛋白在粗蛋白质

中的占比从４．８％增加至１３．５％，提高了１．８倍，表

明米曲霉发酵使得蛋白质得到较大程度的降解，生

成了大量的多肽和小肽类物质。米曲霉发酵前后棉

籽壳的肽分子质量分布情况如表１所示。
表１　米曲霉发酵前后棉籽壳的肽分子质量分布
Ｔａｂｌｅ１　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ
ｐｅｐｔｉｄｅｓｉｎｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄｓｈｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

分子质量／Ｄａ 发酵前／％ 发酵后／％
＞１００００ ３．７３ ５．８３
５０００～１００００ ３．６７ １．０３
３０００～５０００ ３．７８ ２．３１
２０００～３０００ ３．６６ ２．１０
１０００～２０００ ７．２７ ５．７７
５００～１０００ ８．４３ ０．４８
１８０～５００ １６．８２ １１．０２
＜１８０ ５２．６４ ７１．４６

　　由表１可知，分子质量在１０００Ｄａ以下的寡肽
在发酵后约占 ８３．０％，而寡肽往往具备高生物活
性，如抗氧化、降血压和免疫激活等多种生理活性。

与发酵前相比，发酵后的棉籽壳中分子质量

１８０～１００００Ｄａ的肽含量均有一定程度下降，而分
子质量小于１８０Ｄａ的寡肽含量显著增加。棉籽壳
蛋白有效降解有益于动物的消化和吸收，还可以增

强动物免疫细胞的分化和免疫球蛋白的表达，提高

动物的免疫性能、抗炎特性和抗糖尿病活性［３３］。

在反刍动物饲粮喂养中，蛋白质饲料利用率不

高，导致蛋白资源浪费、营养失衡严重、免疫力下降

等挑战一直存在，通过增加氨基酸总量以及补充限

制性氨基酸可以提高反刍动物的产奶量和生长性

能。米曲霉发酵前后棉籽壳中游离氨基酸组成及含

量如图４所示。

图４　米曲霉发酵前后棉籽壳中游离氨基酸的组成及含量
Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎ

ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄｓｈｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　由图４可知，棉籽壳经米曲霉发酵后，除了蛋氨
酸含量略微减少外，其他游离氨基酸含量均有所增

加，氨基酸总量提高了１１５．７％。其中，反刍动物所
需的必需氨基酸中精氨酸和天冬氨酸增加最明显，
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分别增加３１８．５％和２２０．３％。限制性氨基酸中，赖
氨酸和组氨酸含量增加最多，分别增加了１１７．４％
和６４．２％。游离氨基酸可以被反刍动物高效吸收，
不仅能提高反刍动物肌肉的香甜味和营养价值，还

可促进幼年反刍动物的生长［３４］。此外，游离氨基酸

在调节机体免疫活性方面也发挥重要作用［３５］，可增

加肠道消化酶和抗氧化酶的活性，从而提高断奶仔

猪的肠道免疫和调节功能［３６］。综上，米曲霉ＴＭ－１
发酵后显著增加了棉籽壳游离氨基酸和限制性氨基

酸总量，对提升反刍动物机体生长和代谢能力都具

有积极作用。

２．５　米曲霉发酵棉籽壳对产酶的影响
米曲霉发酵物是目前饲料行业常见的饲料添加

剂，米曲霉发酵物对反刍动物瘤胃发酵的积极作用

主要源于培养物中丰富酶系的促进作用［３７］。测定

了米曲霉发酵棉籽壳中蛋白质、纤维素、半纤维素和

果胶降解酶的相关酶活，结果如表２所示。
表２　米曲霉发酵棉籽壳中各酶的酶活

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｅｎｚｙｍｅｓｉｎ
ｃｏｔｔｏｎｓｅｅｄｓｈｅｌｌｓｆｅｒｍｅｎｔｅｄｂｙ

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ

酶种类 酶活／（Ｕ／ｇ）

纤维素酶 １３．４

β－葡聚糖酶 ３９．７

β－１，４内切木聚糖酶 １９．７

果胶酶 ２．２

α－Ｌ－阿拉伯呋喃糖苷酶 ０．１

β－Ｄ－木糖苷酶 ０．２

β－葡萄糖苷酶 ０．１

中性蛋白酶 ２４５．２

　　由表２可知，米曲霉发酵棉籽壳中中性蛋白酶
的酶活最高，为２４５．２Ｕ／ｇ，可以有效提升动物对蛋
白质的消化和吸收效率，且有助于降低动物内部菌

群失衡的风险，维护肠道健康［３８］。米曲霉发酵棉籽

壳中纤维素酶的酶活为１３．４Ｕ／ｇ，该酶可以裂解纤
维中的β－１，４葡萄糖苷键释放多糖，降低酸性与中
性洗涤纤维含量［３９］。米曲霉发酵棉籽壳中 β－葡
萄糖苷酶的酶活为０．１Ｕ／ｇ，该酶可将纤维寡糖水
解成葡萄糖，其与纤维素酶具有很好的协同作用，可

提高纤维素的降解效果，进而更好地降解棉籽壳中

的纤维素，提高机体对棉籽壳纤维的利用率。米曲

霉 发酵棉籽壳中 β－葡聚糖酶的酶活达到
３９．７Ｕ／ｇ，其对棉籽壳中 β－葡聚糖的水解作用可
以促进生物质的有效降解和利用，促进动物对饲料

的消化吸收。米曲霉发酵棉籽壳中 β－１，４内切木

聚糖酶的酶活为１９．７Ｕ／ｇ，β－Ｄ－木糖苷酶和 α－
Ｌ－阿拉伯呋喃糖苷酶可以协同木聚糖酶降解木聚
糖，产生有益健康的低聚木糖和阿拉伯糖等，从而增

强动物对饲料的消化能力，提高动物的生长性

能［４０］。此外，果胶酶的存在可以协助纤维素和半纤

维素降解酶打破原料的细胞壁结构屏障，提高干物

质消化率。综上，米曲霉具有较强的蛋白质合成分

泌能力，其发酵产物所含有的具有协同效应的各类

水解酶可以促进营养物质的溶出和降解，从而提升

营养消化率。

３　结　论
将实验室筛选所得的米曲霉 ＴＭ－１应用于棉

籽壳固态发酵，可将棉籽壳中棉酚含量由 ６４５．３
ｍｇ／ｋｇ降低为１３７．２ｍｇ／ｋｇ，木质素、纤维素、半纤维
素、中性洗涤纤维和酸性洗涤纤维含量下降，总酸和

有机酸含量上升，粗蛋白质含量由 １２．５％上升到
１５．５％，酸溶蛋白占比由４．８％增至１３．５％，分子质
量小于１８０Ｄａ的寡肽含量显著增加，游离氨基酸总
量增加１１５．７％。米曲霉发酵棉籽壳具有丰富的水
解酶系，包括中性蛋白酶、纤维素酶、β－葡聚糖酶
和β－１，４内切木聚糖酶等。综上，利用米曲霉
ＴＭ－１发酵棉籽壳，可以综合提升棉籽壳作为饲料
资源的自身营养属性，改善饲养效果，提高机体发育

生长潜力，具有较好的应用前景。
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［２６］陈生琴，陈丽娟，程茂基，等．高效降解棉酚菌株的选
育及发酵棉粕最佳工艺的研究［Ｊ］．中国油脂，２０１６，
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２０１６－０９－２８．
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［２９］ＭＡＴＵＬＫＡＲＡ，ＮＯＧＵＣＨＩＯ，ＮＯＳＡＫＡ Ｎ．Ｓａｆｅｔｙ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａｍｅｄｉｕｍ－ａｎｄｌｏｎｇ－ｃｈａｉｎｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ
ｏｉｌｐｒｏｄｕｃｅｄｆｒｏｍ ｍｅｄｉｕｍ－ｃｈａｉｎｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｓａｎｄ
ｅｄｉｂｌｅｖｅｇｅｔａｂｌｅｏｉｌ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍＴｏｘｉｃｏｌ，２００６，４４
（９）：１５３０－１５３８．

［３０］ＢＥＲＫＢＡ， ＰＡＣＫＥＲ Ｒ Ｍ， ＦＲＩＴＺ Ｊ， ｅｔ ａｌ．
Ｏｒａｌｐａｌａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｏｆａｍｅｄｉｕｍ－ｃｈａｉｎｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｏｉｌ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（ＭＣＴ）ｉｎａｃｏｈｏｒｔｏｆｈｅａｌｔｈｙｄｏｇｓｉｎａｎｏｎ－
ｃｌｉｎｉｃａｌｓｅｔｔｉｎｇ［Ｊ／ＯＬ］．Ａｎｉｍａｌｓ，２０２２，１２（１３）：１６３９
［２０２３－０４－２１］．ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．３３９０／ａｎｉ１２１３１６３９．

［３１］ＺＨＯＵＳ，ＷＡＮＧＹ，ＪＩＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｓａｆｅｔｙａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
ｏｆｍｅｄｉｕｍ－ａｎｄｌｏｎｇ－ｃｈａｉｎｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
３０％（ｗ／ｗ）ｍｅｄｉｕｍ－ｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｓｉｎｍｉｃｅａｎｄｒａｔｓ
［Ｊ］．ＲｅｇｕｌＴｏｘｉｃｏｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１７，８６：４２－４８．

［３２］ＴＲＡＵＬＫＡ，ＤＲＩＥＤＧＥＲＡ，ＩＮＧＬＥＤＬ，ｅｔａｌ．Ｒｅｖｉｅｗ
ｏｆｔｈｅ ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ － ｃｈａｉｎ
ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍＴｏｘｉｃｏｌ，２０００，３８（１）：
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［３４］ＬＩＹ，ＨＡＮＨ，ＹＩＮＪ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｕｔａｍａｔｅａｎｄ

ａｓｐａｒｔａｔｅｏｎｇｒｏｗｔｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，ｓｅｒｕｍａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，ａｎｄ
ａｍｉｎｏａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｉｎｐｉｇｌｅｔｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＡｇｒｉｃ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１８，２９（１）：６７５－６８７．

［３５］ＣＨＥＮＴＳ，ＬＩＯＵＳＹ，ＷＵＨＣ，ｅｔａｌ．Ａｍｉｎｏａｃｉｄｓｗｉｔｈ
ｂａｓｉｃａｍｉｎｏｓｉｄｅｃｈａｉｎａｃｃｅｌｅｒａｔｅｔｈｅｐｒｏ－ｏｘｉｄａｎｔａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍ，２０１２，１３４
（１）：９－１４．

［３６］ＣＨＥＮＬ，ＺＨＯＮＧＹ，ＯＵＹＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆβ－
ａｌａｎｉｎｅ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｗｅａｎｅｄｐｉｇｌｅｔｓ［Ｊ］．ＡｎｉｍＮｕｔｒ，２０２３，
１２：３９８－４０８．

［３７］孙华，吴跃明，李亚学，等．体外法研究米曲霉培养物
对瘤胃发酵参数及微生物酶活性的影响［Ｊ］．中国畜
牧杂志，２０１３，４９（１１）：３７－４０．

［３８］贾仲昕．高产蛋白酶芽孢杆菌菌株的筛选和关键酶基
因的比较基因组学分析［Ｄ］．河北 保定：河北农业大
学，２０２２．

［３９］巨纪．纤维素酶和植物乳杆菌对柠条青贮品质、细菌
群落和体外瘤胃发酵参数的影响［Ｄ］．内蒙古 通辽：
内蒙古民族大学，２０２３．

［４０］高林青，王铁岗，倪海星．菜粕型日粮添加植酸酶和
木聚糖酶对肉鸡生长性能及小肠氨基酸和矿物质元素

表观消化率的影响［Ｊ］．中国饲料，２０１８（８）：３５－４０．
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