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摘要：为改善菜籽粕的营养价值，以腐烂菜籽粕为原料，硫苷为唯一碳源，筛选可高效降解菜籽粕中

主要抗营养因子硫苷的菌株，并经１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析对其进行种属鉴定。以筛选得到的菌
株和枯草芽孢杆菌、植物乳杆菌单菌或组合菌对菜籽粕进行固态发酵，并以硫苷降解率和粗蛋白质

增加率为指标，采用综合评分法对混菌发酵菌株接种量进行优化。结果表明：获得２株硫苷降解率
大于２５％的菌株Ｂ３、Ｂ１６，经鉴定分别为欧文氏杆菌（Ｅｒｗｉｎｉａｔａｓｍａｎｉｅｎｓｉｓ）、鸡肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ）；相较于单菌发酵和两菌、三菌组合发酵，四菌组合发酵的硫苷降解效果最好；四菌组合
发酵中Ｂ３、Ｂ１６、枯草芽孢杆菌与植物乳杆菌接种量分别为１５％、５％、１５％、１０％时，固态发酵菜籽
粕中硫苷含量为（１８．９７±０．２９）μｍｏｌ／ｇ，降解率为（３９．３１±０．９１）％，粗蛋白质含量为（３３．５４±
０１２）％，增加率为（３３．６２±０．４７）％。综上，通过混菌固态发酵菜籽粕可有效降解硫苷，提高粗蛋
白质含量，改善菜籽粕营养价值。
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　　油菜籽是世界三大油料之一，自２０１７年始其全
球年产量超７０００万 ｔ［１］，２０２２年我国油菜籽产量
１５５３万ｔ，进口量１９６万ｔ［２］。菜籽粕是油菜籽加工
副产物，其粗蛋白质含量为３５％ ～４５％，除赖氨酸
外，其氨基酸组成相对均衡，还含有丰富的矿物质和

维生素［３］。近年来，随着我国畜牧养殖业迅速发

展，养殖体量不断扩大，玉米、大豆粕等常规饲粮供

应不足，引入菜籽粕等粕类可丰富畜牧业多元化饲

粮结构，缓解当前饲粮市场短缺，降低饲粮成本，但

有关菜籽粕的高值化利用有限。这主要是因为菜籽

粕中含有硫苷及其降解产物、粗纤维等抗营养因

子［４］，严重制约了其深度开发利用；另外，油菜种植

区分散，农户饼粕处理知识匮乏，饼粕常被用作堆

肥［５－６］，造成资源浪费。

为进一步提高菜籽粕饲用价值，国内外研究者

针对菜籽粕中的抗营养因子降解开展了大量研究。

早期的菜籽粕脱毒方法为物理法和化学法［７］，但物

理法存在营养成分破坏性较大、脱毒率低，化学法存

在溶剂残留、成本较高等缺点［５］。近年来，研究者

发现采用微生物发酵可有效降低菜籽粕中抗营养因

子含量。将发酵菜籽粕作为植物蛋白来源替代大豆

粕添加到动物饲粮中具有较高的开发价值［８－９］，如

在低蛋白饲粮中添加发酵菜籽粕替代大豆粕可有效

改善育肥猪生长性能和肉品质［１０］。微生物发酵其

代谢产物丰富、功能多样、风味独特，其中混菌发酵

可产生协同效应，进一步提升底物的营养特性，如：

Ｗａｎｇ等［１１］利用实验室筛选的高产蛋白酶的枯草芽

孢杆菌结合植物乳杆菌固态发酵菜籽粕，发现发酵

后菜籽粕的可溶性多肽和游离氨基酸浓度显著提

高，表面结构疏松多孔；Ｈｕａｎｇ等［１２］利用枯草芽孢

杆菌、乳酸链球菌、产热假丝酵母混菌于４０℃固态
发酵菜籽粕 ３ｄ，发现菜籽粕的硫苷含量降低
４６２％，且发酵后菜籽粕的微生物多样性降低；郭珍

红等［１３］研究表明，采用植物乳杆菌、枯草芽孢杆菌、

米曲霉混菌在最优条件下发酵菜籽粕７２ｈ后可使
菜籽粕的硫苷降解率达８５．０６％，发酵１２０ｈ后其可
溶性蛋白质含量提高３８．４４ｍｇ／ｇ。

目前，主要选用工业保藏菌种发酵菜籽粕以改

良其营养特性，存在发酵条件单一，发酵效果差异较

大，菜籽粕的营养价值开发受限等问题。本研究从

腐烂菜籽粕中筛选出能高效降解硫苷的菌株，结合

枯草芽孢杆菌、植物乳杆菌固态发酵菜籽粕，以硫苷

降解率和粗蛋白质含量增加率为指标，采用综合评

分法优化混菌固态发酵菜籽粕菌株接种量，以期为

缓解当前饲粮资源紧缺，促进养殖业健康可持续发

展提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

菜籽粕（由高含油率、低粗蛋白质含量油菜籽

制备，硫苷含量 ３１．２５μｍｏｌ／ｇ，粗蛋白质含量
２５１０％），湖北巴山食品有限责任公司；腐烂菜籽
粕（菜籽粕自然条件下放置 ２周）；枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ，ＣＩＣＣ ２０４４５）、植 物 乳 杆 菌
（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ，ＣＩＣＣ２１８２５），中国工业微
生物保藏管理中心；磺胺嘧啶（Ｓｕｌｆａｎｉｌａｍｉｄｅ）标准
品，Ｓｉｇｍａ公司；氯化钯，麦克林公司；其他分析纯试
剂购于国药集团化学试剂有限公司。

硫苷固体筛选培养基：硫苷粗提物２０ｇ、氯化铵
１ｇ、磷酸二氢钾 ３ｇ、硫酸镁 ０．４７８ｇ、氯化钙
０．０１１ｇ、磷酸氢二钠６．７８ｇ、琼脂１８～２０ｇ，ｐＨ７，
定容至１Ｌ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

ＬＢ液体培养基：酵母提取物５ｇ、蛋白胨１０ｇ、
氯化钠１０ｇ，ｐＨ７．２，定容至１Ｌ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

ＬＢ固体培养基：在 ＬＢ液体培养基的基础上添
加１８ｇ琼脂，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
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菜籽粕发酵培养基：菜籽粕２５ｇ、料水比１∶１．５，
自然ｐＨ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．１．２　仪器与设备

ＹＲＥ－２０００Ｅ旋转蒸发仪，上海予华仪器设备
有限公司；ＬＢ９４１酶标仪，德国 Ｂｅｒｔｈｏｌｄ公司；ＳＷ－
ＣＪ－２ＦＤ超净台，苏州净化设备有限公司；ＬＤＺＭ立
式压力蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械婵；ＶａｒｉｏＥＬ
ｃｕｂｅ元素分析仪，德国 Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ公司；ＴＨＺ－Ｑ台
式冷冻恒温振荡器，太仓市华美生化仪器厂；ＣＸ４０
生物显微镜，舜宇光学科技公司；日立 －ＨＴ７８００透
射电镜，日本日立公司。

１．２　实验方法
１．２．１　硫苷粗提物的制备

参考 Ｚｈａｎ等［１４］的方法并稍作修改制备硫苷

粗提物。将菜籽粕粉碎，过 ０．２５ｍｍ（６０目）筛，
１１０℃下烘干２ｈ以钝化芥子酶活性，防止硫苷在
提取过程中降解。菜籽粕冷却后，采用正己烷浸

提１２ｈ脱脂。取适量脱脂菜籽粕，在常温条件下
以料液比１∶４加入７０％乙醇，在功率 １５０Ｗ条件
下超声提取２０ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上
清液，沉淀重复提取 ３次，合并上清液，进行旋转
蒸发后获得浓缩液，在浓缩液中加入约１／１０体积
的０．２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铅 －乙酸锌溶液，低速离心分离
沉淀蛋白质，用少量 ７０％乙醇洗涤沉淀，再次离
心，合并两次上清液，于 －８０℃预冻２ｈ，真空冷冻
干燥２ｄ，得硫苷粗提物。该硫苷粗提物呈黄棕
色，易吸潮，有黏性。

１．２．２　硫苷降解菌的筛选
１．２．２．１　硫苷降解菌的初筛

称取１０ｇ腐烂菜籽粕，加入９０ｍＬ无菌水，轻
微摇晃使其充分混合，常温振荡培养３０ｍｉｎ，直至腐
烂菜籽粕完全分散，不结块，静置，取上清液１ｍＬ依
次按１０－１、１０－２、…、１０－７倍稀释，每个稀释度各取
１００μＬ分别涂布至硫苷固体筛选培养基上，于
３７℃培养４８ｈ，挑选生长快、菌落大、数量多、形态
不一致的菌株进行平板划线、分离纯化，甘油保存

备用。

１．２．２．２　硫苷降解菌的复筛
种子液的制备：将初筛得到的菌株接种至 ＬＢ

液体培养基中，于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养，按１％
的接种量再次接种于 ＬＢ液体培养基中，于 ３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ培养４～５ｈ，以６００ｎｍ下光密度（ＯＤ６００）
在０．５～１．０的菌液作为种子液。

菜籽粕的固态发酵：取种子液以１０％接种量分
别接种至菜籽粕发酵培养基中，于３７℃培养７２ｈ，

每隔１２ｈ用无菌玻璃棒搅拌透气。发酵结束后将
菜籽粕发酵培养基在５５℃下烘干至恒重，粉碎，测
定硫苷含量，以发酵前后菜籽粕中硫苷含量变化与

发酵前菜籽粕中硫苷含量比值计算硫苷降解率，选

取硫苷降解率最高的菌株作为目标菌株。

１．２．３　菌株鉴定
１．２．３．１　形态学特征观察

取１环目标菌株种子液平板划线至 ＬＢ固体培
养基上，于３７℃培养２４ｈ，观察菌落形态，采用革兰
氏染色观察菌株显微形态。

取在 ＬＢ液体培养基中生长至对数期的目标菌
株，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集菌体沉淀于微量离
心管中，用０．０１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．２～７．４的磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）洗２～３次，弃掉上清液，沿管壁缓慢加入
４℃预冷的２．５％戊二醛固定液，使菌体沉淀完全浸
没在固定液中，于４℃固定１２ｈ，采用透射电镜观察
其超微结构。

１．２．３．２　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析
将目标菌株菌液交由武汉天一辉远科技有限公

司进行１６ＳｒＲＮＡ基因双向测序，测序结果在 ＮＣＢＩ
数据库的ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴ相似度比对，寻找
同源序列，采用 ＭＥＧＡ６．０软件中的邻接法将测序
结果与近源序列构建系统发育树，对基因系统进化

关系进行分析。

１．２．４　菌株生长曲线测定
将目标菌株平板划线培养，挑取单菌落于 １０

ｍＬＬＢ液体培养基中，于 ３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养 ２４
ｈ，按１％的接种量转接于 １００ｍＬＬＢ液体培养基
中，于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养３６ｈ。以未添加目标菌
株的ＬＢ液体培养基为参比，每３ｈ取样１次，测定
ＯＤ６００，根据培养液 ＯＤ６００随时间的变化情况绘制生
长曲线。

１．２．５　硫苷含量的测定
参考文献［１５］采用氯化钯法并稍加修改，测定

硫苷含量。称取１００ｍｇ菜籽粕，沸水浴下干蒸３０
ｍｉｎ钝化芥子酶活性，加入８ｍＬ８０～９０℃水，涡旋
混匀，继续蒸煮 ３０ｍｉｎ，冷却至室温后定容至 １０
ｍＬ，过滤，向１ｍＬ滤液中加入４ｍＬ０．１％羧甲基纤
维素钠溶液和 ２ｍＬ８ｍｍｏｌ／ｍＬ氯化钯显色剂，
２４℃恒温显色２ｈ，以羧甲基纤维素钠和氯化钯溶
液为参比，５４０ｎｍ下测定吸光度（Ａ１）。另取滤液１
ｍＬ，将 ２ｍＬ氯化钯替换为蒸馏水，测定吸光度
（Ａ２）。按公式（１）计算硫苷含量（Ｃ）。

Ｃ＝０．２＋１８５．２×（Ａ１－Ａ２） （１）
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１．２．６　粗蛋白质含量的测定
参照ＧＢ５００９．５—２０１６《食品安全国家标准 食

品中蛋白质的测定》第三法稍作修改，测定粗蛋白

质含量。使用锡舟称取（５．００±０．２５）ｍｇ菜籽粕，
精密包裹并压实，放入样品盘进行测定。测定条件：

载气为氦气；助燃气为高纯氧；燃烧管温度 １１５０℃；
还原管温度８５０℃；Ｓｕｌｆａｎｉｌａｍｉｄｅ作基准物质，每２０
个样品做１次对照。
１．２．７　菌株发酵效果综合评分的计算

采用综合评分法评价菌株对菜籽粕的发酵

效果［１６］。

以硫苷降解率和粗蛋白质增加率为指标，按公

式（２）计算二者的隶属度，分别记为Ｘ１、Ｘ２。
Ｘ＝（Ｖ－Ｖｍｉｎ）／（Ｖｍａｘ－Ｖｍｉｎ） （２）
式中：Ｖ为实验值；Ｖｍｉｎ为最小实验值；Ｖｍａｘ为最

大实验值。

定义Ｘ１、Ｘ２权重分别为０．６、０．４，按公式（３）计

算综合评分（Ｚ）。
Ｚ＝０．６Ｘ１＋０．４Ｘ２ （３）

１．２．８　数据统计与分析
采用Ｅｘｃｅｌ２０１６对数据进行整理，采用ＳＰＳＳ２６

对正交实验进行一般线性模型分析，采用 Ｏｒｉｇｉｎ
２０２１作图。
２　结果与分析
２．１　硫苷降解菌的筛选
２．１．１　硫苷降解菌的初筛

按１．２．２．１方法进行硫苷降解菌的初筛，分离
得到能较好利用硫苷且长势优良的３６株菌株，对应
编号Ｂ１～Ｂ３６。
２．１．２　硫苷降解菌的复筛

按１．２．２．２方法，将初筛得到的菌株（Ｂ１～
Ｂ３６）制备的种子液分别接种于菜籽粕发酵培养基
中，测定各菌株对硫苷的降解情况。复筛硫苷降解

率如图１所示。

图１　复筛硫苷降解率
Ｆｉｇ．１　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｇｌｕｃｏｓｉｎｏｌａｔｅｓ

　　由图 １可知，３６株菌株的硫苷降解率介于
（１２．４４±０．９３）％～（２７．２６±０．３５）％，其中，硫苷
降解率大于 ２５％的菌株共有 ２株，分别是 Ｂ３和
Ｂ１６，其硫苷降解率分别为２５．４８％和２７．２６％，均高
于于新颖等［１７］选用粗状脉文孢菌（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ
ｃｒａｓｓａ）发酵菜籽粕后的硫苷降解率（１４．７９％），故
选取菌株Ｂ３、Ｂ１６进行下一步实验。
２．２　硫苷降解菌株的鉴定
２．２．１　菌株形态学特征

Ｂ３、Ｂ１６菌株的形态学特征如图２所示。
由图２可知，Ｂ３菌株菌落呈明黄色、边缘不

整齐、表面粗糙、不规则凸起、黏稠，革兰氏染色

结果为阴性，光学显微镜下有时成链，直短杆状，

体长约１．７μｍ。Ｂ１６菌株菌落呈米白色、圆形凸
起、表面光滑、稍有光泽、边缘整齐，革兰氏染色

结果为阳性，光学显微镜下成对，圆球状或近似

圆球状，无芽孢，无鞭毛或其他细胞外结构，体长

约０．６μｍ。

　注：Ａ１．Ｂ３菌株菌落形状；Ａ２．Ｂ１６菌株菌落形状；Ｂ１．Ｂ３

菌株革兰氏染色；Ｂ２．Ｂ１６菌株革兰氏染色；Ｃ１．Ｂ３菌株透射

电镜图；Ｃ２．Ｂ１６菌株透射电镜图

　Ｎｏｔｅ：Ａ１．ＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｓｔｒａｉｎＢ３；Ａ２．Ｃｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

ｏｆｓｔｒａｉｎＢ１６；Ｂ１．Ｇｒａｍ′ｓｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｓｔｒａｉｎＢ３；Ｂ２．Ｇｒａｍ′ｓｓｔａｉｎｉｎｇ

ｏｆｓｔｒａｉｎＢ１６；Ｃ１．ＴＥＭｏｆｓｔｒａｉｎＢ３；Ｃ２．ＴＥＭｏｆｓｔｒａｉｎＢ１６

图２　Ｂ３、Ｂ１６菌株的形态学特征

Ｆｉｇ．２　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｔｒａｉｎｓＢ３ａｎｄＢ１６

２．２．２　１６ＳｒＲＮＡ基因序列
基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列 Ｂ３、Ｂ１６菌株的系统
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发育树如图３所示。Ｂ３、Ｂ１６菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因
全序列总长分别为１４１０、１４３８ｂｐ。

由图 ３可知：Ｂ３菌株与欧文氏杆菌（Ｅｒｗｉｎｉａ
ｔａｓｍａｎｉｅｎｓｉｓ）有较高的亲源关系且相似度达
９８７９％，其在ＮＣＢＩ数据库中的匹配序列登录号为
ＮＲ＿０７４８６９．１；Ｂ１６菌株与鸡肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ

ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ）亲源关系最近，相似度达 ９９．８６％，其
在 ＮＣＢＩ数据库中的匹配序列登录号为 ＮＲ＿
１１３９２４．１。结合 Ｂ３、Ｂ１６菌株的形态学特征和
系统发育进化树分析，判定 Ｂ３、Ｂ１６菌株分别为
欧文氏杆菌、鸡肠球菌。

　　
图３　基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列Ｂ３、Ｂ１６菌株的系统发育树

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｔｒａｉｎｓＢ３ａｎｄＢ１６

２．３　菌株生长曲线
生长曲线可定量描述 ＬＢ液体培养基中微生物

群体生长规律。Ｂ３、Ｂ１６菌株生长曲线如图４所示。

图４　Ｂ３、Ｂ１６菌株生长曲线

Ｆｉｇ．４　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｓｔｒａｉｎｓＢ３ａｎｄＢ１６

　　由图４可知，Ｂ３、Ｂ１６菌株生长曲线呈迟缓期、
对数期、稳定期、衰亡期。Ｂ３菌株生长较为迅速，经
过短暂的迟缓期后，在３ｈ后进入对数期，培养１２ｈ
后ＯＤ６００达高峰，即此时菌体浓度最大，１５～２１ｈ维
持稳定，ＯＤ６００变化不明显，２１ｈ后进入衰亡期，菌株
出现“负生长”。Ｂ１６菌株为了适应新的 ＬＢ液体培
养基，重新调整代谢过程出现了较长的生长迟缓期，

６～１５ｈ为对数期，此时菌体数量迅速增长，１５ｈ后

菌体生长缓慢，逐步过渡至稳定期，此时营养物质耗

尽，菌体数量趋于平衡，２１ｈ后菌株死亡率逐渐增
加，Ｂ１６菌株进入衰亡期。Ｂ３、Ｂ１６菌株在 ６～９ｈ
均属于对数期，此时ＯＤ６００在１．０～６．０范围，菌体内
酶系活跃、代谢旺盛、菌体数目以几何级数增加，因

此后续实验选择ＯＤ６００在１．０～２．０范围内的菌液作
为接种菌液备用。

２．４　菌株组合及菌株接种量优化
２．４．１　固态发酵菜籽粕菌株组合优化

以实验室筛选的Ｂ３、Ｂ１６菌株结合商业购买的
枯草芽孢杆菌（ＢＳ）和植物乳杆菌（ＬＰ）（ＢＳ和 ＬＰ
接种菌液的制备同目标菌株）进行１５组菌株复配
实验，以确定固态发酵菜籽粕的最优菌株组合。具

体菌株组合：单菌 Ｂ３、Ｂ１６、ＢＳ、ＬＰ；两菌组合 Ｂ３＋
Ｂ１６、Ｂ３＋ＢＳ、Ｂ３＋ＬＰ、Ｂ１６＋ＢＳ、Ｂ１６＋ＬＰ、ＢＳ＋ＬＰ，
菌种比为 １∶１；三菌组合 Ｂ３＋Ｂ１６＋ＢＳ、Ｂ３＋
Ｂ１６＋ＬＰ、Ｂ３＋ＢＳ＋ＬＰ、Ｂ１６＋ＢＳ＋ＬＰ，菌种比为
１∶１∶１；四菌组合 Ｂ３＋Ｂ１６＋ＢＳ＋ＬＰ，菌种比为
１∶１∶１∶１。按１．２．２．２方法进行不同组合菌株的菜
籽粕固态发酵，考察不同菌株组合发酵菜籽粕硫苷

降解效果，结果见图５。
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　注：不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）；表示 ｐ＜０．０５，

表示ｐ＜０．０１，表示ｐ＜０．００１。下同
　Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ｐ＜
０．０５）；ｐ＜０．０５，ｐ＜０．０１，ｐ＜０．００１．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ
图５　不同菌株组合的固态发酵菜籽粕硫苷降解效果

Ｆｉｇ．５　Ｇｌｕｃｏｓｉｎｏｌａｔｅｓｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｆｏｒｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｒａｐｅｓｅｅｄｍｅａｌ

　　由图５可知，不同菌株组合固态发酵菜籽粕降
解硫苷的能力不同，其中 Ｂ３菌株硫苷降解率最低，
为２６．０７％，Ｂ３＋Ｂ１６＋ＢＳ＋ＬＰ四菌组合硫苷降解
率最高，为３８．７１％。单菌发酵中，ＢＳ菌株的硫苷
降解率显著高于其他３种单菌。两菌组合发酵中，
硫苷降解率介于（３０．８２±０．９１）％ ～（３４．３７±

１２３）％，且含Ｂ３菌株组合的硫苷降解率差异不显
著。三菌组合发酵中，硫苷降解率介于（３３．９８±
０９０）％～（３６．１５±１．９０）％，含 ＬＰ菌株组合的硫
苷降解率差异不显著。对比分析 ４种菌株组合方
式，不同菌株组合方式之间均存在显著差异，混菌组

合发酵的硫苷降解效果优于单菌发酵，其中四菌组

合发酵的硫苷降解效果最好，因此选用 Ｂ３＋Ｂ１６＋
ＢＳ＋ＬＰ四菌组合进行下一步实验。
２．４．２　固态发酵菜籽粕菌株接种量优化

在最优菌株组合基础上，以接种量为实验因素，

固态发酵后菜籽粕中硫苷降解率、粗蛋白质增加率

综合评分（Ｚ）为评价指标，采用正交实验探究各菌
株不同接种量对固态发酵菜籽粕的影响。正交实验

因素与水平见表１，正交实验设计及结果见表２，正
交实验方差分析见表３。

表１　正交实验因素与水平
Ｔａｂｌｅ１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆａｃｔｏｒａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平
ＡＢ３接
种量／％

ＢＢ１６接
种量／％

ＣＢＳ接
种量／％

ＤＬＰ接
种量／％

１ ５ ５ ５ ５
２ １０ １０ １０ １０
３ １５ １５ １５ １５

表２　正交实验设计及结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

实验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 硫苷

降解率／％
粗蛋白质

增加率／％
Ｘ１ Ｘ２ Ｚ

１ １ １ １ １ ３６．３５ ２９．６６ ０．３８ ０．０３ ０．２４
２ １ ２ ２ ２ ３３．５８ ３１．３１ ０．００ ０．４２ ０．１７
３ １ ３ ３ ３ ３４．３７ ３２．０８ ０．１１ ０．６１ ０．３１
４ ２ １ ２ ３ ３７．１４ ２９．５５ ０．４９ ０．００ ０．２９
５ ２ ２ ３ １ ３６．５５ ３０．１０ ０．４１ ０．１３ ０．３０
６ ２ ３ １ ２ ３８．７２ ２９．９９ ０．７０ ０．１１ ０．４６
７ ３ １ ３ ２ ３９．１１ ３３．７３ ０．７６ １．００ ０．８５
８ ３ ２ １ ３ ４０．３０ ２９．８８ ０．９２ ０．０８ ０．５８
９ ３ ３ ２ １ ４０．８９ ２９．５５ １．００ ０．００ ０．６０
ｋ１ ０．２４ ０．４６ ０．４３ ０．３８
ｋ２ ０．３５ ０．３５ ０．３５ ０．５０
ｋ３ ０．６８ ０．４６ ０．４９ ０．３９
Ｒ ０．４４ ０．１１ ０．１３ ０．１２

表３　正交实验方差分析
Ｔａｂｌｅ３　ＡＮＯＶＡｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

因变量源 Ⅲ类平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ 显著性

校正模型 １．０６６ ８ ０．１３３ ３１．２８５ ０．０００ 
Ａ ０．８３０ ２ ０．４１５ ９７．４７６ ０．０００ 
Ｂ ０．０７０ ２ ０．０３５ ８．１６７ ０．００３ 
Ｃ ０．０８９ ２ ０．０４４ １０．４３８ ０．００１ 
Ｄ ０．０７７ ２ ０．０３９ ９．０５９ ０．００２ 
误差 ０．０７７ １８ ０．００４
总和 １．１４２ ２６
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　　由表２可知，影响不同菌株接种量固态发酵菜
籽粕的综合评分主次顺序为Ａ＞Ｃ＞Ｄ＞Ｂ，即Ｂ３接
种量＞ＢＳ接种量 ＞ＬＰ接种量 ＞Ｂ１６接种量。由表
３可知，４个因素对四菌组合固态发酵菜籽粕综合评
分影响均显著，其中，因素 Ａ对综合评分的影响极
显著（ｐ＜０．００１），因素 Ｃ、Ｄ、Ｂ的影响次之（ｐ＜
００１）。因此，结合直观分析和方差分析结果，确定
Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ２为最优组合，即 Ｂ３菌株接种量为 １５％、
Ｂ１６菌株接种量为５％、ＢＳ菌株接种量为１５％、ＬＰ
菌株接种量为１０％。

参照正交实验优化得到的最优菌株接种量参

数，设置Ｂ３、Ｂ１６、ＢＳ、ＬＰ菌株接种量分别为１５％、
５％、１５％、１０％，进行３次平行验证实验，结果表明，
发酵后菜籽粕原本带有的菜籽油香味消失，散发出

浓郁的酸香味，颜色加深呈深棕褐色，表面蓬松，发

酵菜籽粕硫苷含量为（１８．９７±０．２９）μｍｏｌ／ｇ，降解
率为（３９．３１±０．９１）％，粗蛋白质含量为（３３．５４±
０．１２）％，增加率为（３３．６２±０．４７）％。验证实验综
合评分为０．８６，接近正交实验组中７号实验（最优
菌株组合）的综合评分，表明采用正交实验优化混

菌固态发酵菜籽粕菌株接种量可靠。本文发酵后菜

籽粕中粗蛋白质增加率高于 Ｚｈｕ等［１８］采用３种乳
酸杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｅｕｔｅｒｉ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ、
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｊｏｈｎｓｏｎｉｉ）等比例发酵菜籽粕的粗蛋白
质增加率（３．６６％），但硫苷降解率接近（４５．０９％），
原因可能是由于枯草芽孢杆菌具有较强的中性蛋白

酶和胞外蛋白酶分泌能力，这些蛋白酶的存在使菜

籽粕中蛋白质含量增加［１９－２０］，也有可能是４种不同
菌株协同发酵菜籽粕过程中产生一系列酶类物质互

补，这些酶可不同程度地降解大分子蛋白质为小分

子多肽或氨基酸，菌株利用这些多肽或氨基酸迅速

生长繁殖合成更加优质的微生物菌体蛋白质，使蛋

白质含量增加。

３　结　论
本研究从自然界筛选出两株可高效降解菜籽粕

中硫苷的天然微生物菌株欧文氏杆菌、鸡肠球菌，扩

展了微生物发酵菜籽粕的菌种资源库。利用欧文氏

杆菌、鸡肠球菌、枯草芽孢杆菌、植物乳杆菌混菌发

酵可有效降低菜籽粕中的硫苷含量，提高其粗蛋白

质含量，改善菜籽粕的风味和提高其营养价值。采

用自然界筛选菌株联合商业菌株共同发酵菜籽粕可

显著降低抗营养因子含量，提高菜籽粕的饲用价值，

缓解饲用植物蛋白资源匮乏问题，为微生物发酵菜籽

粕应用提供参考。但研究筛选的菌株暂未有在菜籽

粕发酵方向的报道且对菜籽粕仅进行简单的菌株接

种量优化，实验室将进一步深入研究发酵菜籽粕工艺

优化以及发酵菜籽粕对动物及动物生产性能的影响。
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ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｓｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｉｂｅｒａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｒａｐｅｓｅｅｄｍｅａｌａｓｒｅｖｅａｌｅｄｉｎｓｉｍｕｌａｔｅｄｐｉｇｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ／ＯＬ］．ＡｎｉｍＦｅｅｄＳｃｉＴｅｃｈｎｏｌ，
２０２１，２７８：１１５００１［２０２３－０９－０６］．ｈｔｔｐｓ：／／ｄｏｉ．ｏｒｇ／
１０．１０１６／ｊ．ａｎｉｆｅｅｄｓｃｉ．２０２１．１１５００１．

［１９］翟晓娜，师建芳，赵慧凝，等．菜籽饼粕蛋白的提取、
功能特性及其在食品中应用的研究进展［Ｊ］．食品工
业科技，２０２１，４２（１２）：３８９－３９７．

［２０］ＬＩＵＦ，ＣＨＥＮＺ，ＳＨＡＯＪ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｏｎｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔ，ｐｈｅｎｏｌｉｃｓａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｄｅｆａｔｔｅｄｗｈｅａｔｇｅｒｍ［Ｊ］．ＦｏｏｄＢｉｏｓｃｉ，２０１７，２０：
１４１－１４８．
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