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本研究采用解淀粉芽孢杆菌发酵红小豆（Vigna umbellata），并评价了发酵红小豆的理化特性
和生物活性。以纤溶酶活性为指标优化了发酵条件，在最适发酵条件下，纤溶酶活性最高达
78.0 FU∙g–1（4890 IU∙g–1，纤维蛋白平板法）。发酵红小豆中多肽含量（2.1~10.9 g∙100g–1）、总酚
含量（116.7~388.5 mg没食子酸∙100 g–1）、总黄酮含量（235.5~354.3 mg芦丁∙100g–1）、花青素含量

（20.1~47.1 mg∙100g–1）和超氧化物歧化酶活性（55.3~263.6 U∙g–1）显著增加。红小豆经发酵后，2,2-
二苯基-1-苦肼基（DPPH）和2,2-联氮双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵盐（ABTS）自由基清
除活性和铁离子还原抗氧化能力（FRAP）较未发酵的红小豆提高1.9~4.8倍。此外，发酵红小豆的
二肽基肽酶Ⅳ（DPP-Ⅳ）抑制活性、α-葡萄糖苷酶抑制活性和抗凝血活性显著提高。解淀粉芽孢
杆菌发酵红小豆具有多种功能活性，对开发预防血栓性疾病的功能食品具有重要意义。
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1. 引言

心血管疾病（CVD）是影响人类健康的重要因素，

因CVD导致的死亡人数约占全世界死亡人数的三分之

一。中风和冠心病主要是由血管阻塞引起的，血管阻

塞会阻止血液流入大脑或心脏。因此，溶栓治疗是预

防CVD的有效方法[1]。在过去几十年中，许多研究人

员致力于安全和低价的抗血栓食品。发酵可以提高大豆

食品的纤溶酶活性，包括中国的豆豉、日本的纳豆和韩

国的大豆酱[2]。由于微生物的作用使发酵大豆食品在

风味和质地上有显著改变[3]。细菌，特别是芽孢杆菌，

是重要的产纤溶酶菌。已从食品中分离出产纤溶酶芽孢

杆菌，如枯草芽孢杆菌[4]、解淀粉芽孢杆菌[5−7]、死

亡谷芽孢杆菌Ace02 [8]和巨大芽孢杆菌KSK-07 [9]。枯

草芽孢杆菌发酵的大豆在体内和体外均具有抗血栓形

成作用[4,10]。解淀粉芽孢杆菌与枯草芽孢杆菌亲缘性

高，从中国的豆豉和韩国的酱油等发酵食品可以筛选到

[5,10]。解淀粉芽孢杆菌发酵过程中可生成一种纤溶酶-
枯草杆菌蛋白酶[7]。许多豆类和谷物经芽孢杆菌发酵

后，营养物质和活性成分以及生物活性都得到显著提升

[11]。迄今，采用解淀粉芽孢杆菌固态发酵提升食物溶

栓和抗凝血活性的相关研究较少[6]。
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红小豆是一种生存能力较强的豆类，具有抗旱性，

生长周期较短并且栽培技术较简单。红小豆起源于亚洲

热带地区，在印度、韩国、日本和中国华南地区都有种

植。与同一种属的其他豆类相比，红小豆中的营养和活

性物质含量较高[12]。红小豆中富含酚类化合物，并具

有抗氧化活性和降血糖等多种生理活性[13]。目前，大

众对红小豆的接受程度较低，而红小豆的高营养品质使

其在食品市场上具有很大的发展潜力[14]。固态发酵具

有生产率高、能耗低、发酵过程易于控制和无菌要求低

的优点[15]。本研究采用解淀粉芽孢杆菌固态发酵红小

豆，并分析发酵对红小豆的理化特性和抗氧化、降血糖、

抗血栓等生物活性的影响。

2. 材料和方法

2.1. 实验材料、试剂和菌种

红小豆购自中国北京某超市，4 ℃下储存直至使用。

福林（Folin）-酚试剂、没食子酸、6-羟基-2,5,7,8-四甲

基苯并二氢吡喃-2-羧酸（Trolox）、2,2-二苯基-1-苦肼基

（DPPH）、2,2-联氮双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）二铵

盐（ABTS）、三吡啶基三嗪（TPTZ）、尿激酶（10 KU，

来自人肾细胞）、纤维蛋白原、二肽基肽酶IV（DPP-IV）

和凝血酶（来自牛血浆）购于西格玛奥德里奇公司（加

拿大）。肝素钠、芦丁和阿卡波糖由拜尔迪生物技术有限

公司（中国）提供。

解淀粉芽孢杆菌CAUNDJ118筛选自蘑菇酱，2018

年7月3日在中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生

物中心保藏，保藏编号为CGMCC NO.16050。

2.2. 红小豆的发酵和提取

50 g红小豆在去离子水中浸泡18 h。浸泡后的红小

豆在121 ℃下蒸煮，冷却后接种不同浓度的解淀粉芽孢

杆菌CAUNDJ118，40 ℃下固态发酵，根据纤溶酶活性

优化发酵条件。未接种解淀粉芽孢杆菌CAUNDJ118的
红小豆作为空白对照。发酵和未发酵的样品冷冻干燥

后，分别用去离子水[1/5（V/V）]、80%（V/V）乙醇和0.5% 
HCl的甲醇溶液进行萃取，收集提取液并在−20 ℃下保

存备用。

2.3. 纤溶酶活性的测定

采用下述两种方法分析纤溶酶活性。方法一为纤维

蛋白降解方法[16]，冻干样品按1/10 (m/V)加入生理盐

水，25℃水浴浸提2 h (200 r∙min–1)，离心（10 000 r∙min–1, 
10 min） 取 上 清 液。 分 别 取1.4 mL硼 砂 缓 冲 液

（50  mmol∙L–1, pH 8.5）和0.4 mL纤维蛋白原溶液（0.72%, 
m/V），混合后于37 ℃预热5 min，加入0.1 mL凝血酶

溶液（20 U∙mL–1）于37 ℃水浴中反应10 min。加入适

当稀释的样品上清液0.1 mL，于37 ℃水浴中继续反应

60 min后，加入0.2 mol∙L–1三氯乙酸溶液2 mL终止反应，

10 000 r∙min–1离心10 min取上清液，275 nm下测定吸光

值。将纤溶酶活性分析过程中先加入三氯乙酸终止反应

后加入待测样品上清液作为对照。每分钟在275 nm处吸

光度增加0.01所需酶量定义为1个纤维蛋白降解酶活力

（FU）单位。纤溶酶活性表示为FU∙g–1鲜重。

方法二是纤维蛋白平板法[17]。在硼酸盐缓冲液中

加入5 mL 0.4%纤维蛋白原、5 mL 0.8%琼脂糖和1 mL

凝血酶（200 U∙mL–1），混匀后制备纤维蛋白平板。以

尿激酶标准品制作标准曲线，计算样品的纤溶酶活力相

当量，结果表示为IU∙g–1鲜重。

2.4. 红小豆的物理性质

参照Shih等[18]的方法测定解淀粉芽孢杆菌发酵红

小豆和未发酵红小豆的硬度。将未发酵和发酵的红小

豆置于25 ℃室温，采用质构仪（TMS-PRO；FTC，美

国）测定硬度。测定方法：负载单元为25 000 g，探头

为TA4/1000 38.1-mm D，样品平行放置，压缩形变量

为60%，触发点负载为5 g，测试速度为1 mm∙s–1，每

个样品平行测定9次后取平均值。第一次下压区段内的

最大力值即为样品的硬度（g）。采用黏度计（DV-1黏
度计；中国岳平）测定发酵红小豆的动态黏度。将10 g

样品于100 mL去离子水中振荡30 min提取黏稠物质，

将20 mL提取物放入烧杯中测量黏度。采用扫描电子

显微镜（SEM, S-3400N; HITACHI, Japan）观察样品

的微观结构，将样品冻干粉进行镀金膜处理，加速电

压为5 kV，放大倍率是1000×。

2.5. 红小豆的化学特性

采用3,5-二硝基水杨酸（DNS）法测定样品中还原

糖含量[19]，以葡萄糖为标准品制作标准曲线，还原糖

含量表示为g葡萄糖∙100 g–1干豆。采用邻苯二醛法测量

样品中多肽含量[20]，以Gly-Leu二肽为标准品绘制标

准曲线。采用福林-酚比色法[13]分别测定样品的醇提
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物（乙醇）总酚含量和总黄酮含量。使用pH示差法[21]

测定样品的0.5% HCl-醇提物（甲醇）中的花青素含量。

制备样品水提物，采用超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒

（南京建城生物工程研究所，中国）测定水提物的SOD

活性。将粉末状样品进行酸水解处理，使用日立L-8900

氨基酸分析仪结合离子交换色谱和茚三酮柱后衍生法测

定样品中的氨基酸组成及含量[22]。采用17种氨基酸标

准溶液（0.2 mmol·L–1）制作的标准曲线进行定量，样

品的氨基酸含量表示为mg∙g–1干重。

2.6. 抗氧化、α-葡萄糖苷酶抑制、DPP-Ⅳ抑制和抗凝血

活性分析

采用Dudonné等[23]的方法对样品水提物和醇提物

（乙醇）的抗氧化活性进行分析，测定DPPH和ABTS自
由基清除活性和铁离子还原抗氧化能力（FRAP），结果

表示为μmol Trolox∙g–1干重。

参照Shukla等[24]的方法测定样品醇提物（乙醇）

的α-葡萄糖苷酶抑制活性。将磷酸盐缓冲液（0.1 mol∙L–1, 
pH 6.8, 50 μL）、 样 品（30 μL） 和α-葡 萄 糖 苷 酶

（1.5 U∙mL–1, 30 μL）的反应溶液在37 ℃恒温箱中保温

10 min。加入硝基苯基-α-D-吡喃葡萄糖苷（0.5 mmol∙L–1, 
40 μL）开始反应，在37 ℃恒温箱中保温40 min后加入

Na2CO3（0.2 mol∙L–1, 80 μL）终止反应。以不添加提取

物样品的反应液作为样品对照，以不添加α-葡萄糖苷酶

的反应液作为空白对照。测量反应液在405 nm处的吸光

度，以阿卡波糖为阳性对照。根据公式（1）计算α-葡
萄糖苷酶抑制活性：

α-葡萄糖苷酶抑制活性 = 
    [Acontrol– Asample] / (Acontrol – Acontrolblank) × 100%    （1）

式中，Acontrol为不添加提取物样品的反应液的吸光度；Asample

为含样品反应液的吸光度；Acontrolblank为不添加α-葡萄糖苷酶

的空白溶液的吸光度。

样品水提取物的DPP-Ⅳ抑制活性参照Wang等[25]

的方法进行测定，样品提取液用0.1 mol∙L–1 Tris-HCl缓
冲液（pH 8.0）稀释后（25 μL）与25 μL 1.6 mmol·L–1 
Gly-Pro-对硝基苯胺溶液混合，在37 ℃恒温箱中保

温10  min。加入50 μL DPP-Ⅳ（8 U∙L–1）后将反应

液在37 ℃下放置60 min，加入100 μL乙酸钠缓冲液

（1 mol∙L–1, pH 4.0）终止反应。测量反应液在405 nm处

的吸光度，根据公式（2）计算样品的DPP-Ⅳ抑制活性：

DPP-Ⅳ抑制活性 =
    [(AB−ABC) − (AS−ASC)] / (AB−ABC) × 100%     （2）

式中，AB为不添加样品提取液的反应液吸光度（空白组）；

ABC和ASC分别为不添加DPP-Ⅳ的空白对照和样品对照的反

应液吸光度；AS为样品组或阳性组的吸光度。

抗凝活性采用96孔微孔板法进行测定[26]。根据公

式（3）进行计算抗凝活性：

抗凝活性 =  [1 − (AS−ASB)/(AC−ACB)] × 100% （3）

式中，AC为不添加样品的空白对照组反应液的吸光度（缓冲

液代替样品）；AS为样品组反应液的吸光度；ACB和ASB分别为

不添加凝血酶（缓冲液替代凝血酶）的空白对照和样品对照

组反应液的吸光度。

2.7. 统计分析

所有实验均重复3次。结果以平均值±标准偏差表

示。采用SPSS 20.0软件（SPSS Chicago, IL, USA）对实

验数据进行单因素方差分析（ANOVA）和多重比较分

析（Duncan），p < 0.05表示各组间差异显著。

3. 结果与讨论

3.1. 红小豆发酵条件的优化

红小豆蒸煮10~50 min后接种解淀粉芽孢杆菌，接

种量为1×105 CFU∙100g–1。固态发酵24 h后分析发酵红

小豆的理化特性和纤溶酶活性。如图1（a）所示，随

着蒸煮时间的增加，红小豆硬度降低（从2798 g到
1058 g），纤溶酶活性和黏度增加。蒸煮40 min，纤溶酶

活性（73.7 FU∙g–1）和黏度（68.0 mPa·s）达到最大值。

此外，本研究考察了活菌数和发酵时间对纤溶酶活性、

硬度和黏度的影响，如图1（b）和（c）所示，当活菌

数为107 CFU∙100g–1、发酵时间为24 h时，最大的纤溶

酶活性和黏度分别为78.0 FU∙g–1（4890 IU∙g–1，纤维蛋

白平板法）和76.0 mPa·s，且发酵红小豆的感官特征、

黏度和风味与日本传统的发酵大豆制品纳豆相似[10]，
发酵红小豆的“氨”臭味比纳豆淡。

在最适发酵条件下，发酵红小豆的纤溶酶活性最大
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达78.0 FU∙g–1（4890 IU∙g–1，纤维蛋白平板法）。目前尚

无纤溶酶活性测定的标准方法。纤维蛋白降解法和纤维

蛋白平板法是最常用的纤溶酶活性测定方法。与纤维蛋

白降解法相比，纤维蛋白平板法易于操作，但灵敏度较

低。为了更好地与其他研究对比，本研究同时采用纤维

蛋白降解法和纤维蛋白平板法两种方法测定了解淀粉芽

孢杆菌发酵红小豆的纤溶酶活性。通常，市售纳豆的

纤溶酶活性为20~40 FU∙g–1 [27]。在鹰嘴豆的固态发酵

中，最优发酵条件下纤溶酶活性达39.3 FU∙g–1。研究发

现其他发酵豆类也具有纤溶酶活性，如枯草芽孢杆菌和

德氏乳杆菌乳酸亚种共同发酵的红豆的纤溶酶活性可达

28.2 FU∙g–1（纤维蛋白降解法）[2]。采用纤维蛋白降解

法和纤维蛋白平板法分别测得枯草芽孢杆菌发酵木豆的

纤溶酶活性达1895.1 IU∙g–1和53.0 FU∙g–1 [16,17]。可见，

解淀粉芽孢杆菌发酵红小豆的纤溶酶活性远高于商品纳

豆和其他发酵豆类。

3.2. 解淀粉芽孢杆菌发酵红小豆的理化特性

优化解淀粉芽孢杆菌发酵条件得到的红小豆，其硬

度下降（2194.6 g→1575.0 g），水分含量（60.5%→64.6%）、

黏度（0.5 mPa·s→65.8 mPa·s）、还原糖含量（1.9 g葡
萄糖∙100 g–1干重→13.9 g葡萄糖∙100 g–1干重）、肽含量

（2.1 g∙100 g–1干重→10.9 g∙100 g–1干重）增加（表1）。红

小豆经解淀粉芽孢杆菌发酵后，理化特性发生显著变

化，发酵红小豆的黏度是未发酵红小豆的131.6倍。Hu
等[28]和Shih等[18]发现黑豆在发酵过程中黏度增加，

而硬度降低。黏度是评价芽孢杆菌发酵豆类纤溶酶活性

的重要指标，γ-聚谷氨酸是发酵大豆黏丝的主要成分之

一[29]。本研究与Shih等[18]的研究结果一致，表明黏

度与纤溶酶活性呈正相关（相关系数r = 0.986；p < 0.05，
图1），解淀粉芽孢杆菌发酵红小豆的过程中产生了具有

纤溶酶活性的黏性物质。

与未发酵红小豆相比，解淀粉芽孢杆菌发酵红小

豆中的总酚（116.7~388.5 mg∙100 g–1）、总黄酮（235.5~ 
354.2 mg∙100 g–1）和花青素含量（20.1~47.1 mg∙100 g–1）

增加了1.5~3.3倍（表1）。由于酚类化合物具有潜在

的生物活性，近年来广受关注。人们可以根据饮食

来源和生活习惯补充每日所需酚酸和类黄酮化合物

（20~1000 mg∙d–1）[30]。发酵会释放豆类中游离酚苷元，

从而增加酚类化合物的总含量。研究表明发酵过程会增

加黑豆（1.5倍）、鹰嘴豆（3.2倍）、大豆（1.7倍）和木

豆（1.4倍）中的总酚含量（TPC）[6,16,31,32]。在枯草

芽孢杆菌发酵黑豆的过程中产生的β-葡萄糖苷酶可水解

酚苷元并释放出酚羟基[6]。采用解淀粉芽孢杆菌发酵

红小豆的总酚含量提高了3.3倍（表1）。酚类化合物通

常以结合形态存在于食品原料中，而结合型酚类化合物

的生物活性通常低于游离型酚类化合物[31,33]。解淀粉

芽孢杆菌发酵红小豆过程中β-葡萄糖苷酶从0.01 U∙g–1提

高至2.19 U∙g–1（数据未列出）。因此，发酵红小豆中总

酚含量的增加可能是由于细胞壁释放的结合型酚类物质

引起的[23,31]。
如表1所示，发酵红小豆的SOD活性显著高于未发

酵红小豆，未发酵和解淀粉芽孢杆菌发酵红小豆的SOD
活性分别为55.3 U∙g–1干重和263.6 U∙g–1干重，经解淀粉

图1. 蒸煮时间（a）、活菌数（b）和发酵时间（c）对解淀粉芽孢杆菌
发酵红小豆纤溶酶活性、黏度和硬度的影响。
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芽孢杆菌发酵后红小豆的SOD活性提高了4.8倍。SOD
具有特殊的生理活性，是生物体内清除自由基的主要物

质[34]。纳豆和发酵黑豆的SOD活性较未发酵显著提高

[35,36]。
未发酵红小豆与解淀粉芽孢杆菌发酵红小豆的氨基

酸组成及含量的结果如表2所示。两个样品都富含谷氨

酸（34.8 mg∙g–1和42.4 mg∙g–1）和天冬氨酸（24.8 mg∙g–1

和24.2 mg∙g–1），以及必需氨基酸亮氨酸（17.7 mg∙g–1和

17.9 mg∙g–1）和赖氨酸（16.4 mg∙g–1和16.4 mg∙g–1）。发

酵后红小豆中精氨酸含量下降（7.8%），谷氨酸、丙氨酸、

半胱氨酸、蛋氨酸和苯丙氨酸的含量分别提高了21.8%、

7.8%、35.0%、38.1%和3.2%。

红小豆发酵前后的扫描电镜图如图2所示。可见，

未发酵红小豆和发酵红小豆的表面微观结构存在显著差

异。未发酵红小豆的表面虽然不平滑，但结构完整紧密

[图2（a）]。而发酵红小豆颗粒骨架结构出现大面积剥

落，表面结构被破坏，形成大量碎片，变得粗糙疏松，

孔隙不均匀[图2（b）]。

3.3. 发酵对红小豆生物活性的影响

3.3.1. 抗氧化活性

表3显示了未发酵和发酵红小豆的抗氧化活性。发

酵红小豆的醇提物（乙醇）具有最高的DPPH（17.1 μmol 

表1 未发酵和发酵红小豆的理化特性

Physicochemical properties
Unfermented 
rice beans

Fermented rice 
beans

Moisture content (%) 60.5b ± 0.7 64.6a ± 0.3

Hardness (g) 2194.6a ± 31.3 1575.0b ± 46.1

Dynamic viscosity (mPa·s) 0.5b ± 0.1 65.8a ± 3.1

Reducing sugar (g glucose∙100g–1 dw) 1.9b 13.9a ± 0.1

Peptide content (g∙100g–1 dw) 2.1b ± 0.2 10.9a ± 0.6

SOD  activity (U∙g–1) 55.3b ± 0.8 263.6a ± 1.0

TPC (mg gallic acid∙100g–1 dw) 116.7b ± 1.4 388.5a ± 4.9

TFC (mg rutin∙100g–1 dw) 235.5b ± 3.5 354.3a ± 4.5

Anthocyanins content (mg∙100g–1 dw) 20.1b ± 1.9 47.1a ± 1.6
Different letters (a, b) in the same row are significant different at p < 0.05. 
TPC: total phenolic content; TFC: total flavonoid content; dw: dry weight.

表2 未发酵和发酵红小豆的氨基酸组成

Amino acid
Unfermented rice 
beans

Fermented rice 
beans

Aspartic acid 24.8a ± 0.4 24.2a ± 0.2

Threonine* 7.3a ± 0.3 7.4a ± 0.2

Serine 8.8a ± 0.7 8.6a ± 0.6

Glutamic acid 34.8b ± 0.5 42.4a ± 0.4

Proline 9.3a ± 0.4 9.6a ± 0.1

Glycine 8.7a 8.9a ± 0.2

Alanine 10.3b ± 0.2 11.1a

Cysteine 2.0b ± 0.1 2.7a ± 0.4

Valine* 12.1a ± 0.1 12.7a ± 0.5

Methionine* 2.1b 2.9a ± 0.3

Isoleucine* 10.3a ± 0.1 10.6a ± 0.3

Leucine* 17.7a ± 0.3 17.9a

Tyrosine 5.3a 5.4a ± 0.1

Phenylalanine* 12.6b ± 0.1 13.0a

Lysine* 16.4a ± 0.2 16.4a

Histidine 6.4a ± 0.2 6.2a ± 0.1

Arginine 12.5a ± 0.1 11.6b

Tryptophan* 2.1a 2.1a

Total amino acids 203.2b ± 3.0 213.3a ± 0.5

Sum essential amino acids 67.9b ± 0.6 69.9a ± 0.8

Sum non-essential amino acids 135.0b ± 2.4 143.5a ± 0.3

Different letters (a, b) in the same row are significant different p < 0.05. The unit 
of the values is mg per gram dw.
* Essential amino acids in adults.

图2. 未发酵（a）和发酵（b）红小豆冻干粉扫描电镜观察图，5 kV加速电压，放大倍数为1000×。
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Trolox∙g–1）和ABTS（185.5 μmol Trolox∙g–1）清除活

性，以及最高的FRAP值（28.8 μmol Trolox∙g–1），其次

是发酵红小豆的水提物（分别为13.3 μmol Trolox∙g–1、

138.3 μmol Trolox∙g–1和21.0 μmol Trolox∙g–1）、未发酵红

小豆的醇提物（乙醇）（6.9 μmol Trolox∙g–1、38.6 μmol 
Trolox∙g–1和15.2 μmol Trolox∙g–1）和未发酵红小豆的

水提物（3.9 μmol Trolox∙g–1、29.0 μmol Trolox∙g–1和

10.1 μmol Trolox∙g–1）。

由于自由基清除方法具有稳定的重复性和高度的准

确性，许多研究都将其作为评价抗氧化活性的模型[37]。
芽孢杆菌发酵鹰嘴豆的醇提物（甲醇）DPPH清除活

性显著高于未发酵的鹰嘴豆[6]。用枯草芽孢杆菌发酵

木豆，可提升其水提物的DPPH和ABTS清除活性以及

FRAP值。红小豆经解淀粉芽孢杆菌固体发酵后，其醇

提物（乙醇）的DPPH、ABTS清除活性和FRAP值分别

提高了2.5倍、4.8倍和1.9倍，水提物的DPPH、ABTS
清除活性和FRAP值则分别提升3.4倍、4.8倍和2.1倍。

未发酵或发酵红小豆的醇提物（乙醇）的抗氧化活性

显著高于其水提物（表3）。研究表明，发酵食品中的

酚类化合物与抗氧化活性直接相关[37]，红小豆含有

多种酚类化合物，在醇提物（乙醇）中共检测到14种

多酚类化合物，在水提物中共检测到10种多酚类化合

物[19]。由于多酚类化合物的结构多样，不同溶剂提

取的多酚类化合物组成也存在差异，这可能是解淀粉

芽孢杆菌发酵红小豆的醇提物（乙醇）的抗氧化活性

高于其水提物的原因。

3.3.2. α-葡萄糖苷酶抑制活性

发酵红小豆醇提物（乙醇）浓度为11.2 mg∙mL–1

（88.9%）时，α-葡萄糖苷酶抑制活性是未发酵红小豆

（27.5%）的3.2倍[图3（a）]。
α-葡萄糖苷酶抑制剂可改善2型糖尿病[24]。多

酚类物质是常见的α-淀粉酶和α-葡萄糖苷酶抑制剂

[37]。研究表明，红小豆具有良好的抗糖尿病潜力

[13]。解淀粉芽孢杆菌发酵处理提高了红小豆醇提

物（乙醇）（11.2 mg∙mL–1）的α-葡萄糖苷酶抑制活性

[27.5%~88.9%；图3（a）]。红小豆醇提物（乙醇）中的

多酚类和黄酮类化合物等生物活性物质随着发酵时间的

增加而增加（表 1）。未发酵和发酵红小豆的水提物在

同等浓度下并没有检测出α-葡萄糖苷酶抑制活性（数据

未列出）。Shukla等[24]分析了多种发酵黄豆酱水提物

（50 mg∙mL–1）的α-葡萄糖苷酶抑制活性，然而其抑制

表3 未发酵和发酵红小豆的抗氧化活性

Antioxidant activity
Unfermented rice beans Fermented rice beans

Water extracts† Ethanol extracts‡ Water  extracts† Ethanol extracts‡

DPPH assay 3.9d ± 0.3 6.9c ± 0.3 13.3b ± 0.1 17.1a ± 0.1

ABTS assay 29.0d ± 0.5 38.6c ± 1.2 138.3b ± 1.5 185.5a ± 1.7

FRAP assay 10.1d ± 0.4 15.2c ± 0.3 21.0b ± 0.4 28.8a ± 0.6

Different letters (a, b, c, d) in the same row are significant different at p < 0.05. The unit of the values is μmol trolox per gram dw.
† Samples were extracted with deionized water. 
‡ Samples were extracted with 80% (V/V) ethanol.

图3. 未发酵和发酵红小豆的α-葡萄糖苷酶抑制活性（a）和DPP-IV抑制活性（b），分别以阿卡波糖和抑二肽素A作为阳性对照。（a）和（b）中
的样品浓度分别为0.35~11.2 mg∙mL–1和0.03~6.4 mg∙mL–1。
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活性较低（58.93~62.25%）。发酵红小豆的α-葡萄糖苷

酶抑制活性低于阳性对照阿卡波糖[图3（a）]。与药物

相比，发酵红小豆作为食品级α-葡萄糖苷酶抑制剂具有

较大应用潜力。

3.3.3. DPP-Ⅳ抑制活性

红小豆水提物的DPP-Ⅳ抑制活性如图3（b）所示。

在相同浓度下（6.4 mg∙mL–1），发酵红小豆水提物的

DPP-Ⅳ抑制率（65.6%）显著高于未发酵红小豆水提物

（30.2%）。DPP-IV可抑制胰岛素分泌，通常用于预防和

治疗2型糖尿病[25]。豇豆、四季豆和班巴拉豆等已用

于生产DPP-Ⅳ抑制肽[38–40]。与未发酵红小豆相比，

解淀粉芽孢杆菌发酵红小豆的DPP-Ⅳ抑制活性显著提

高1.6~2.2倍[图3（b）]。此外，发酵红小豆中含有较多

的多肽（10.1 g∙100 g–1）和多酚类化合物（388.5 mg没
食子酸∙100 g–1；表1）。研究报道的食源性DPP-Ⅳ抑制

剂多为蛋白质水解物、黄酮和酚酸类物质[41]。因此，

发酵红小豆可作为潜在具有DPP-Ⅳ抑制活性或预防2型
糖尿病的功能性食品原料。

3.3.4. 抗凝血活性

未发酵和发酵红小豆水提物的抗凝血活性如图4所
示。发酵红小豆水提物抑制纤维蛋白的形成能力随浓度

的增加而增强（14.6%~98.2%）。未发酵红小豆水提物

的抗凝血活性（0~6.3%）显著低于发酵红小豆。发酵红

小豆可通过抑制凝血酶活性，阻碍纤维蛋白原转变为纤

维蛋白从而抑制凝血。凝血是引起血栓性疾病的重要因

素，安全低价的抗凝血功能食品备受关注[42]。研究表

明，碱性蛋白酶水解花生蛋白的产物在40 mg∙mL–1时表

现出95%的高抗凝活性[26]。由解淀粉芽孢杆菌发酵的

鹰嘴豆在1 mg∙mL–1时具有80%的抗凝活性，但仍低于

阳性对照肝素钠[6]。本研究中，由解淀粉芽孢杆菌发酵

的红小豆的水提物浓度为1 mg∙mL–1时，抗凝血活性为

98.2%（图4），显著高于阳性对照肝素钠（在1 mg∙mL–1

下为57.7%；图4）。迄今，尚无解淀粉芽孢杆菌发酵红

小豆的抗凝血活性的相关报道。在临床，肝素钠、华法

林和阿司匹林是常用的抗凝血药物。这些药物存在安全

性问题，可引发病患严重出血[43]。从发酵大豆中分离

出的纳豆激酶已被证明具有抗血栓作用[44]，且动物试

验和人体临床试验表明其为安全的抗血栓物质[6,9]。发

酵红小豆水提物具有抗凝血活性（图4）和纤溶酶活性 
（图1），可作为膳食补充剂用于血栓性疾病的预防。

4. 结论

解淀粉芽孢杆菌可用于制作红小豆发酵食品的发酵

剂。发酵显著改变了红小豆的理化特性。发酵红小豆的

抗氧化活性、DPP-Ⅳ抑制活性和α-葡萄糖苷酶抑制活

性均高于未发酵红小豆。此外，发酵红小豆的抗凝血活

性也显著提高。结果表明，解淀粉芽孢杆菌发酵红小豆

具有开发功能性食品的潜力。
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