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植物乳杆菌B02012对酸面团小麦蛋白结构和 
免疫特性的影响

廖 兰，文晓艳，陈林萍，张风丽，林维杰，杨彦红，陈雪芹，张连岳，倪 莉*
（福州大学生物科学与工程学院，福建 福州 350108）

摘  要：本实验以植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）B02012和消化乳杆菌（Lactobacillus alimentarius）20998
两株具有相近产酸速率和酸化性能的乳酸菌制备长时发酵酸面团（分别简称为SLB02012和SL20998），并以传统酵母菌

长时发酵酸面团（SY）和可食性有机酸化学酸化面团（SCA）为对照，通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）、傅里叶变换红外光谱（Fourier transform 
infrared spectrophotometer，FTIR）、内源性荧光扫描（intrinsic fluorescence scanning，IFS）、竞争性酶联免疫吸

附测定（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）并结合层次聚类分析（agglomerative hierarchical clustering，
AHC）等方法研究不同发酵面团中小麦蛋白分子二、三级结构及麦醇溶蛋白免疫性的变化和相关性。SDS-PAGE结
果显示，乳杆菌的添加对降解面团蛋白质起主导作用；与面团SL20998相比，面团SLB02012的高分子质量麦谷蛋白及部

分麦醇溶蛋白发生了更明显降解。FTIR和IFS进一步验证，面团SLB02012的蛋白分子柔韧性增加，α-螺旋含量下降最

明显，α-螺旋含量/β-折叠含量的比值最小；面团SY、SLB02012和SYLB02012的λmax发生蓝移，而SL20998的λmax发生红移，

蛋白质三级结构得到伸展。ELISA结果表明，对比空白组，面团SLB02012麦醇溶蛋白的免疫性下降了35%，且与面团

SCA差异不显著，而SL20998麦醇溶蛋白的免疫性增加了29.5%。AHC结果表明，不同发酵条件获得的发酵面团中麦

醇溶蛋白的二、三级结构及其免疫性呈现良好的聚类关系。本研究结果表明，植物乳杆菌B02012可作为制备低敏

发酵制品的优势菌，为进一步深入研究乳酸菌降敏机理提供理论支撑。
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Impacts of Lactobacillus plantarum B02012 on Gluten Structure and Immunoreactivity in Sourdough

LIAO Lan, WEN Xiaoyan, CHEN Linping, ZHANG Fengli, LIN Weijie, YANG Yanhong, CHEN Xueqin, ZHANG Lianyue, NI Li*
(College of Biological Science and Engineering, Fuzhou University, Fuzhou 350108, China)

Abstract: Two different sourdoughs, named SLB02012 and SL20998, were prepared respectively with Lactobacillus plantarum 

B02012 and Lactobacillus alimentarius 20998, having similar acid production rate and acidification performance in this 

study. Also, sourdoughs SYLB02012 and SYL20998 were made with each of the two strains in combined with yeast, respectively. 

Traditional yeast-fermented sourdough (SY) and non-fermented sourdough made with edible organic acids (SCA) as well 

as non-inoculated dough with erythromycin (CK) were used as controls. Gliadin was extracted from each sourdough and 

was evaluated for secondary and tertiary structures and immunoreactivity by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), intrinsic fluorescence spectroscopy (IFS), 

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), and their correlation were analyzed by agglomerative hierarchical clustering 

(AHC). SDS-PAGE results indicated that protein hydrolysis in dough was mainly governed by lactic acid bacteria. High-

molecular-mass glutenin (HMM-GS) and some gliadins in SLB02012 were more effectively degraded than in SL20998. Further, 

FTIR and IFS analyses indicated that the molecular flexibility of glutens in SLB02012 increased. Moreover, SLB02012 exhibited 

the most marked decrease in α-helix content and the smallest α-helix/β-sheet content ratio among the 7 doughs. In addition, 
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SY, SLB02012 and SYLB02012 showed blue shifts of λmax, while SL20998 showed a red shift of λmax, implying that the tertiary 

structure of the proteins was extended. In terms of the immunoreactivity of gliadins as measured by ELISA , SLB02012 showed 

a decrease of 35% compared with CK, while no significant difference was noted for SCA and SL20998 increased by 29.5%. 

AHC showed a good correlation between the secondary and tertiary structures and the immunoreactiviity of gliadins for 

each of these sourdoughs. Taken together, Lactobacillus plantarum B02012 can be used as a dominant bacterium in low 

allergenic fermented foods, and this study provides theoretical support for understanding the mechanism of action of lactic 

acid bacteria in reducing allergenicity.
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乳酸菌是食品工业中应用广泛的一类益生菌。

在老酵头和酸面团等传统发酵剂中，包含20余种酵母

菌、50余种乳酸菌，主要以植物乳杆菌（Lactobacillus 
plantarum）、短乳杆菌（Lactobacillus brevis）、发酵乳

杆菌（Lactobacillus fermentum）等为优势菌种[1-4]。乳酸

菌主要作用于糖类和蛋白质降解，产生乳酸等有机酸以

及小肽和游离氨基酸[5-6]。它在酸面团发酵过程中对提高

面团风味、营养价值、抗菌性及改善面团流变学特性至

关重要。此外，乳酸菌发酵可以减少乳糜泻人群对小

麦面制品的致敏性 [7-8]。乳糜泻是基因易感人群因摄入

来自小麦、大麦、黑麦和衍生食品中的麸质而诱发T细
胞介导的慢性肠炎疾病[9]。麦醇溶蛋白是乳糜泻免疫反

应的主要抗原蛋白[10]，富含大量谷氨酸（Glu）和天冬

氨酸（Asp），难以被人体完全消化吸收。目前，加入

乳酸菌长时（＞24 h）发酵酸面团降敏策略得到业界的

认同，可对面团整体发挥降敏作用，被认为是一种安

全无害、便捷有效的降敏方法，已应用于无麸质食品

研制中并备受关注[11-13]。

不同种类的乳酸菌在面团发酵期间产生一系列特

殊的蛋白水解酶，例如氨肽酶、羧肽酶和内肽酶等可

以水解富含脯氨酸等肽段，消除致敏性表位，降低小

麦面制品对乳糜泻人群的致敏性[14]。植物乳杆菌是酸面

团中最具竞争力的菌种[15]，Rollán[16]、Gerez[17]等从自然

酸面团中分离的植物乳杆菌CRL759和CRL778能够水解

α-醇溶蛋白中的致乳糜泻肽段p31～43和p62～75；旧金

山乳杆菌（Lactobacillus sanfranciscensis）7A、LS3、
LS10、LS19、LS23、LS38、LS47、短乳杆菌14G、消化

乳杆菌（Lactobacillus alimentarius）15M和希氏乳杆菌

（Lactobacillus hilgardii）51B等多种乳杆菌先后被报道

用于长时发酵制备酸面团，降低了小麦蛋白致敏性和炎

症因子表达[18-19]。

本研究以与麦醇溶蛋白降敏程度显著相关的产酸

速率、酸化性能和蛋白质水解度为依据，筛选出具有相

似表现的两株乳酸菌——植物乳杆菌B02012和消化乳杆

菌20998制备长时发酵面团，其中植物乳杆菌B02012由
本实验室前期紫外诱变获得，具有高产酸和耐消化的特

点，可作为一种乳酸菌制剂广泛应用于微生态制剂中。

同时，以可食性有机酸脱酰胺降敏小麦蛋白制备的发酵

面团（化学酸化面团）和传统酵母菌长时发酵面团为对

照，探究两株乳杆菌长时发酵对酸面团麦醇溶蛋白二、

三级分子结构和免疫特性的影响及其相关性，以期初步

筛选出可应用于开发低敏面食品的优势乳酸菌。本研究

可为揭示乳酸菌发酵面团降敏机理提供一定理论依据，

对于初步构建低敏长时发酵酸面团工业化生产体系有着

重要的实际意义。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

植物乳杆菌B02012由实验室自主诱变筛选后贮藏；

消化乳杆菌20998 中国工业微生物菌种保藏管理中

心；酵母菌 安琪酵母股份有限公司；周麦28 河南

周园种业有限公司。

一抗Wheat Gliadin 武汉华美生物工程有限公司；

二抗免疫球蛋白G（immunoglobulin G，IgG）-辣根过

氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）、BCA试剂盒   
上海贝博生物公司；MRS肉汤培养基 广东环凯微生物
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科技有限公司；其他试剂均为分析纯 国药集团化学试

剂有限公司。

1.2 仪器与设备

FD5-3真空冷冻干燥机  美国西蒙国际公司；

Nikon-E100显微镜 日本Nikon公司；PHS-3C pH计  
上海仪电科学仪器股份有限公司；DYCZ-24DN电泳仪  
北京六一仪器厂；JS-680B全自动凝胶成像分析仪 上海 

培清科技有限公司； 8 2 1 0 E 傅里叶变换红外光谱

（Fourier transform infrared Spectroscopy，FTIR）仪  
美国尼高力仪器公司；FluoroMax-4荧光分光光度计 
法国HORIBA Jobin Yvon公司；MULTIAKAMK3酶标仪 
芬兰雷勃集团。

1.3 方法

1.3.1 乳酸菌生长曲线和pH值变化曲线的测定

取植物乳杆菌B02012和消化乳杆菌20998扩大培养的

菌液，按照体积比1∶100的接种量接种于3 瓶MRS液体培

养基中，37 ℃下振荡培养，并分别于培养0、3、6、9、
12、15、18、21、24 h取菌液5 mL，在600 nm波长处测

定各菌液光密度值（OD600 nm）。以各时间点菌液OD600 nm

为纵坐标，培养时间为横坐标，绘制乳酸菌生长曲线。

同样条件下，采用pH计测定pH值，以各时间点菌液的pH
值为纵坐标，培养时间为横坐标，绘制乳酸菌生长期间

pH值变化曲线。

1.3.2 乳酸菌活化及酸面团制备

乳酸菌的活化：参照王金水等[20]的方法并适当修改。

无菌条件下分别取植物乳杆菌B02012、消化乳杆菌20998
菌液，接入MRS液体培养基，于37 ℃、pH 6.8条件下培

养24 h使乳酸菌活化。当用于面团发酵时，将活化的乳酸

菌于37 ℃、pH 6.8条件下培养约14 h，再以体积分数为2%

的接种量转接到75 mL MRS液体培养基中，于37 ℃培养

20 h，直至后期指数生长到成熟阶段（约OD600 nm＝2.3）， 

菌体密度达到109 CFU/mL。
酸面团的制备：取6 g小麦面粉、6 mL蒸馏水、1.1%

的酵母菌（以小麦面粉质量计，后同）和/或8 mL乳酸菌

悬浮液（菌体密度109 CFU/mL），按以下方案混合得20 g
面团，于37 ℃、200 r/min条件下发酵24 h后，冷冻干燥备

用。各菌种发酵面团具体为：1）CK组：面团中不添加

接种菌，添加0.05 mg/g红霉素；2）SY组：面团中只添加

1.1%（质量分数，下同）的酵母菌；3）SCA组：面团中

不添加接种菌，采用乳酸和乙酸（物质的量比为4∶1）的

混合物化学酸化至pH 3.9；4）SLB02012组：面团中只添加

植物乳杆菌B02012悬浮液；5）SYLB02012组：面团中添加

1.1%的酵母菌和植物乳杆菌B02012悬浮液；6）SL20998组：

面团中只添加消化乳杆菌20998悬浮液；7）SYL20998组：

面团中添加1.1%的酵母菌和消化乳杆菌20998悬浮液。将

上述各组发酵0 h和24 h的面团冷冻干燥，磨粉备用。

1.3.3 发酵过程中面团pH值的测定

按照上述方法制备酸面团，各组面团分别于发酵0、
3、6、9、12、15、18、21、24 h取样1 g，均匀分散于

3 mL水中，采用pH计测定发酵面团的pH值。

1.3.4 麦醇溶蛋白的提取

将面团等分试样（每份12.75 g）用30 mL 50 mmol/L
的Tris-HCl（pH 8.8）溶液稀释，4 ℃条件下每15 min漩
涡混合1 次，每次持续1 h，20 000×g下离心20 min。蒸

馏水洗涤去除缓冲液离子，沉淀物悬浮于30 mL体积分

数75%的乙醇溶液中，25 ℃下搅拌2 h，按上述条件进

行离心。所得上清液即为麦醇溶蛋白，冷冻干燥保存。

发酵面团中提取的麦醇溶蛋白简写为CK、SY、SCA、

SLB02012、SYLB02012、SL20998、SYL20998（同1.3.2节）。

1.3.5 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

根据Laemmli[21]的方法进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE），并略作改动。配制质量

分数10%的分离胶和质量分数5%的浓缩胶。取发酵0 h和
24 h的冷冻干燥面团粉末于2 mL离心管中，加入pH 6.8、
0.0625 mol/L Tris-HCl溶液，用体积分数5% β-巯基乙

醇、质量分数2% SDS、体积分数10%丙三醇和体积分数

0.002%溴酚蓝组成的缓冲液配制2 mg/mL蛋白溶液，煮

沸5 min。取10 μL上清液进样，电泳结束后凝胶染色及脱

色，于凝胶成像系统拍照观察。

1.3.6 傅里叶变换红外光谱测定

参照Wang Yu等 [22]的方法进行FTIR测定。将各麦

醇溶蛋白样品和溴化钾以质量比1∶100进行研磨，压成

1～2 cm薄片。全波长扫描（4 000～400 cm－1），每个

光谱的扫描次数为64 次，分辨率为4 cm－1。用Omnic和
PeakFit v4.12软件计算酰胺I带（1 700～1 600 cm－1）峰面

积比例，分析蛋白质二级结构含量。

1.3.7 内源性荧光光谱测定

参照Wang Kaiqiang等 [23]的方法进行内源性荧光

光谱（intrinsic fluorescence scanning，IFS）测定。

采用0 .01  mo l /L、pH 4 .4的磷酸盐缓冲液配制得到

30 mL 0.2 mg/mL麦醇溶蛋白样品溶液。于280 nm波长处

激发，发射波长在300～400 nm范围内记录光谱，发射和

激发狭缝宽度均为5 nm。

1.3.8 酶联免疫吸附测定分析

参照宋宏新[24]、Dupont-Deshorgue等[25]的方法进行酶

联免疫吸附测定（enzyme linked immunosorbent assay，
ELISA），并略作修改。1）抗原包被：将麦醇溶蛋白样

品用碳酸盐缓冲液（0.015 mol/L碳酸钠和0.027 mol/L碳
酸氢钠）稀释至10 μg/mL。各取100 μL/孔加入96 孔酶
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标板中，4 ℃过夜；2）洗涤：次日倾去酶标板96 孔板

内的包被液，用磷酸盐-吐温缓冲液（phosphate buffered 
saline-Tween-20，PBST）洗板3 次；3）封闭：加入

3%～55%的脱脂牛乳封闭液封阻，200 μL/孔，37 ℃封闭

1 h，洗板；4）一抗孵育：根据前期探索的最佳稀释度，

采用1%牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）＋ 

PBST按体积比1∶1 000稀释一抗，将稀释后的一抗以

100 μL/孔加入96 孔酶标板中，37 ℃孵育1 h；5）采

用1%  BSA＋PBST按体积比1∶2 500稀释二抗，将稀

释后的二抗以100 μL/孔加入96孔酶标板中，37 ℃孵

育1 h；6）四甲基联苯胺（ te t ramethylbenzidine，
TMB）显色：弃酶标二抗，将TMB底物A、B等体积混

合均匀，100 μL/孔，37 ℃恒温箱中避光反应15 min；
7）终止显色：加入1 mol/L HCl终止液，100 μL/孔，

终止显色反应，用酶联免疫检测仪在450 nm波长处测

定各孔的吸光度。

1.4 数据处理与分析

所有实验数据均为3 次平行实验计算所得平均值。

结果应用SPSS软件中最小显著性差异多维分析法进行

方差和显著性分析（P＜0.05）。使用数据软件XL-Stat
（2016）进行聚类分析，以对麦醇溶蛋白二、三级分子

结构和免疫特性数据归类，进行统计学相关性分析。

2 结果与分析

2.1 植物乳杆菌B02012和消化乳杆菌20998的生长曲线

和pH值变化曲线
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图 1 植物乳杆菌B02012和消化乳杆菌20998的生长曲线（A）和 

pH值变化曲线（B）

Fig. 1 Growth curves (A) and pH curves (B) of Lactobacillus plantarum 
B02012 and Lactobacillus alimentarius 20998

由图1可知，植物乳杆菌B02012和消化乳杆菌20998
两株菌的生长曲线和pH值变化趋势相似。0～2 h为乳酸

菌生长延滞期，此时乳酸菌正在复苏；4～15 h为对数生

长期，乳酸菌呈指数型生长，大量繁殖；15～24 h为稳定

期，由于营养物质不足，乳酸菌的生长和死亡处于动态平

衡。因此，两株乳杆菌用于酸面团发酵的最佳收获时间为

20 h左右。从pH值变化情况来看，植物乳杆菌B02012和消

化乳杆菌20998在生长24 h内pH值降低，且pH值下降趋势

与乳酸菌生长曲线相符合，乳酸菌处于对数生长期时pH值

下降迅速，24 h后两株菌的pH值均为3.6左右。

2.2 发酵过程中面团pH值变化
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图 2 面团发酵过程中pH值变化

Fig. 2 Changes in pH during dough fermentation

由图2可知，添加植物乳杆菌B02012和消化乳杆菌

20998面团的pH值变化趋势接近，SLB02012、SYLB02012、

SL20998和SYL20998组面团的pH值随着发酵的进行开始迅

速降低，发酵9 h后趋于平缓。此外，SLB02012、SL20998组

面团的pH值最终至3.0，发酵6 h后始终低于SYLB02012和

SYL20998组。CK和SCA组面团pH值在发酵过程中变化较

小。面团SY的pH值在发酵前期缓慢降低，稳定在pH 5左
右，当发酵16 h后pH值由5快速降低至约3.5。以上结果

说明，乳酸菌在面团发酵期间对pH值的变化起到主导作

用，相对于酵母菌产酸速率更快。这是由于乳酸菌一方

面可以产生以乳酸为主的有机酸，使面团快速酸化，pH
值下降；另一方面较低的pH值可以促进溶解酸溶化合

物。王金水等 [8]在研究乳酸菌对发酵酸面团pH值的影

响时发现，植物乳酸菌M616发酵期间可将面团的pH值

从6.0降低至3.73，相比之下，植物乳杆菌B02012和消

化乳杆菌20998酸化能力更强，酸化对于面团的风味至

关重要。

2.3 全蛋白的SDS-PAGE变化

由图3A可知，面团在发酵0 h时CK、SY、SCA、

SLB02012、SYLB02012、SL20998、SYL20998组的全蛋白亚基条带

保持完好，说明此时蛋白质还未开始水解。与发酵0 h相
比，面团发酵24 h（图3B）变化较为明显，部分高分子

质量麦谷蛋白（high molecular weight glutenin subunits，
HMW-GS）和麦醇溶蛋白条带明显变浅。CK组在整个发
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酵过程中各蛋白质条带无明显变化，SY和SCA组面团中

HMW-GS和部分麦醇溶蛋白条带变淡。SCA组面团中可

食性有机酸会电离产生H＋，作为催化剂对小麦蛋白进行

脱酰胺改性，导致蛋白肽链的断裂和酰胺键水解反应，

进而引起蛋白质发生部分降解[26]。2 种乳杆菌发酵面团

的蛋白质条带较其他组变化显著。SL20998和SYL20998组面

团，分子质量在66.2 kDa以上的条带几乎完全解离，而

50 kDa左右的低分子质量亚基条带和35 kDa处的条带保

持较好。植物乳杆菌B02012降解蛋白质能力大于消化乳

杆菌20998，因此SLB02012、SYLB02012组面团在50 kDa左右

及低分子质量麦醇溶蛋白的条带变淡，且SLB02012中的蛋

白质条带相比SYLB02012更淡，这可能是因为乳酸菌产生的

酸性环境在一定程度上抑制了酵母菌的生长，酵母菌同

其竞争营养物质也影响了乳酸菌的生长[27]。小麦面粉中

的蛋白酶主要是天冬氨酸蛋白酶及羧肽酶，它们在酸性

条件下活力较强，由图1、2可知，乳酸菌生长发酵过程

中pH值下降，这为蛋白酶的最大活力提供了适宜条件，

促进了蛋白酶对蛋白质的水解[28]；同时，乳酸菌中复杂

的酶系对蛋白质也有降解作用，由于乳酸菌酶系的差

异，各样品蛋白质降解程度表现不同。
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图 3 酸面团发酵0 h（A）和24 h（B）后小麦总蛋白条带变化

Fig. 3 SDS-PAGE of whole wheat proteins in sourdough after 

fermentation for 0 h (A) and 24 h (B)

2.4 麦醇溶蛋白的FTIR分析结果

为进一步研究乳酸菌发酵面团对麦醇溶蛋白二级

结构的影响，利用FTIR对从发酵24 h面团中提取的麦

醇溶蛋白进行测定。前人研究表明，3 200～3 600 cm－1

代表—OH的伸缩振动，而2 800～3 000 cm－1代表—CH 

的伸缩振动。酰胺I带（1 600～1 700 cm－1）主要为 

C＝O的伸缩振动，用来表征麦醇溶蛋白的二级结构，

5  个峰位置对应于蛋白质中的二级结构，1  604 .5、
1 625.7、1 693.2 cm－1 3 个峰代表β-折叠，1 658.6 cm－1和

1 679.7 cm－1分别代表α-螺旋和β-转角[29]，结果如表1所示。
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图 4 发酵24 h酸面团中麦醇溶蛋白的FTIR图

Fig. 4 FTIR spectra of gliadins in sourdough after fermentation for 24 h

表 1 发酵24 h酸面团中麦醇溶蛋白二级结构含量

Table 1 Secondary structures of gliadins in sourdough after 

fermentation for 24 h

样品

分子间β-折叠 分子内β-折叠 α-螺旋 β-转角 伸展β-折叠
α-螺旋含量/
β-折叠含量峰位置/

cm－1 含量/% 峰位置/
cm－1 含量/% 峰位置/

cm－1 含量/% 峰位置/
cm－1 含量/% 峰位置/

cm－1 含量/%

CK 1 604.5 8.30±0.03 1 625.7 30.16±0.02 1 658.6 39.92±0.02 1 679.7 20.58±0.01 1 693.2 1.02±0.02 1.04
SY 1 604.5 9.60±0.05 1 625.7 25.64±0.02 1 658.6 39.53±0.10 1 679.7 24.21±0.02 1 693.2 1.85±0.01 1.12

SCA 1 604.5 13.10±0.02 1 625.7 23.96±0.08 1 658.6 37.01±0.06 1 679.7 23.80±0.01 1 693.2 1.72±0.03 1.00
SLB02012 1 604.5 12.40±0.01 1 625.7 25.95±0.01 1 658.6 36.98±0.09 1 679.7 22.56±0.05 1 693.2 1.71±0.02 0.96

SYLB02012 1 604.5 12.61±0.08 1 625.7 22.63±0.03 1 658.6 38.16±0.01 1 679.7 22.46±0.05 1 693.2 1.77±0.05 1.08
SL20998 1 604.5 13.21±0.03 1 625.7 25.34±0.01 1 658.6 37.46±0.05 1 679.7 23.97±0.04 1 693.2 1.67±0.02 0.97

SYL20998 1 604.5 11.59±0.02 1 625.7 25.56±0.01 1 658.6 38.17±0.04 1 679.7 23.02±0.08 1 693.2 1.74±0.03 1.03

由图4可知，经长时发酵处理后，蛋白质分子的

很多特征吸收峰都发生了偏移。CK的—OH伸缩振动

特征吸收峰为3 421.15 cm－1，而SY、SCA、SLB02012、

SYLB02012、SL20998、SYL20998特征峰发生偏移，SLB02012

和SYLB02012移动范围分别为109 cm－1和112 cm－1，说

明植物乳酸杆菌B02012对蛋白质中—OH影响显著，

这可能是其发酵过程中对氢键的作用所导致。SLB02012

的—CH伸缩振动特征吸收峰从2 924.47 cm－1偏移到 

2 929.15 cm－1。与SL20998相比，SCA、SLB02012在酰胺I带
振动强度较大，表明可食性有机酸酸化和植物乳酸杆菌

B02012发酵面团中麦醇溶蛋白分子的构象发生了变化，

相比消化乳酸杆菌20998更能促进麦醇溶蛋白结构中的酰

胺I带伸缩振动。此外，SLB02012、SL20998相比SYLB02012和

SYL20998在酰胺I带振动强度更大，说明加入酵母菌后能够

减少2 种乳杆菌对麦醇溶蛋白中酰胺I带的影响，这可能

是因为加入的酵母菌与乳酸菌之间相互影响，两者表现

出一定的拮抗作用。

2.5 麦醇溶蛋白的IFS分析结果

在蛋白质分子中，发射荧光的氨基酸有色氨酸

（Trp）、酪氨酸（Tyr）以及苯丙氨酸（Phe）。Trp、
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Tyr以及Phe由于其侧链生色基团的不同，表现出的荧光

激发和发射光谱也不同[27]。蛋白质中Tyr和Phe残基对环

境变化不敏感，而Trp残基的天然荧光及其变化值可直接

反映蛋白质三级结构本身和周围环境的变化，可作为探

针广泛用于检测蛋白质构象的变化[30]。
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图 5 发酵24 h酸面团中麦醇溶蛋白的IFS图

Fig. 5 Intrinsic fluorescence spectra of gliadins in sourdough after 

fermentation for 24 h

由图5可知，不同的发酵处理条件对麦醇溶蛋白IFS
光谱的最大发射波长和荧光强度有一定影响。SL20998荧光

强度最大，SCA和SLB02012相对较小。表2列出了样品IFS
扫描峰的波长及峰值（荧光强度）。

表 2 发酵24 h酸面团中麦醇溶蛋白的IFS出峰波长和峰值

Table 2 IFS maximum wavelengths and peak heights of gliadins in 

sourdough after fermentation for 24 h

样品 出峰波长/nm 峰值

CK 342 293 156
SY 341 1 855 633

SCA 338 1 376 869
SLB02012 341 1 504 684

SYLB02012 340 1 806 076
SL20998 343 2 620 148

SYL20998 342 1 760 154

由表2可知，SL20998的λmax发生红移（从342 nm到

343 nm），可能是因为在天然蛋白质中，色氨酸一般

处于分子内部，被非极性氨基酸包围，经消化乳杆菌

20998长时发酵后，蛋白质三级结构展开，聚集程度降

低，处于分子内部的色氨酸逐渐暴露出来；因此，荧光

强度增加，λmax发生红移。相对于CK，SY、SLB02012和

SYLB02012的λmax发生了蓝移（从342 nm分别到341、341、
340 nm），表明植物乳杆菌B02012发酵的面团中麦醇溶

蛋白发生三级结构聚集，色氨酸暴露程度减少。

2.6 麦醇溶蛋白的ELISA分析结果

由图6可知，SCA、SY、SLB02012、SYLB02012组面团

经过24 h发酵后麦醇溶蛋白免疫反应性相对于CK组呈

下降趋势，SLB02012中麦醇溶蛋白的免疫反应性降低了

35%，下降最显著，该降敏程度高于可食性有机酸酸化

发酵面团和传统酵母菌发酵面团。而SL20998和SYL20998组

面团中麦醇溶蛋白免疫反应性非但没有降低反而增强，

分别增加了30%和14%。由IFS分析可知，SCA、SLB02012

和SYLB02012的λmax发生蓝移，蛋白质聚集，抗原表位被

覆盖，暴露程度小，被抗体识别的可能性小，从而使得

免疫反应性降低。由SDS-PAGE分析可知，SLB02012组面

团中的HMW-GS、中分子质量蛋白及麦醇溶蛋白条带较

其他各组面团的蛋白质水解程度更大，这可能使得原本

可以被抗体识别的免疫表位由于蛋白发生了更大程度的

水解，随机去除抗原活性位点或增加了活性位点空间位

阻，抗原暴露量减少，免疫反应性降低。FTIR结果表

明，SCA组分子内β-折叠含量显著减小，蛋白质可能

发生了有机酸脱酰胺反应，有研究发现，脱酰胺反应

可使麦醇溶蛋白免疫反应性降低具有降敏的效果 [31]。

消化乳杆菌20998引起免疫反应性增加，可能是由于麦

醇溶蛋白降解成肽段反而暴露出更多的免疫性原位，

从而受到抗体的识别，导致免疫反应性增加。SL20998、

SYL 20998组中β -转角的含量明显增加，有研究发现， 

β-转角主要是天冬氨酸和谷氨酸构成的处于分子表面

的二级结构[32]，面团经过消化乳杆菌20998长时发酵后

天冬氨酸和谷氨酸暴露程度增加，进而导致抗原表位

增加，故免疫反应性较CK组呈现增强的现象。SL20998

的λmax发生红移，蛋白质聚集程度减小，结构伸展，更

易暴露出免疫表位，这也导致了消化乳杆菌20998发酵

面团免疫反应性增强[33]。
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图 6 发酵24 h各面团中麦醇溶蛋白的酶联免疫吸附能力

Fig. 6 ELISA measurement of wheat gliadins in sourdough after 

fermentation for 24 h

2.7 层次聚类分析结果

为进一步验证以上结果，采用层次聚类分析对各发

酵面团样品中麦醇溶蛋白二、三级分子结构与其酶联免

疫吸附能力进行统计学相关性分析。 
由图7可知，7 个样品分为3 类：第1类样品是加入了

消化乳杆菌20998发酵的面团（SL20998、SYL20988），免疫

反应性增强大于23%；第2类样品为SY和SYLB02012，免疫

反应性下降约14%；第3类样品为SCA和SLB02012，免疫反

应性降低约30%。该结果说明，相同聚类的样品免疫反



28  2019, Vol.40, No.17             食品科学	 ※基础研究

应性变化表现出相似性，且本研究中植物乳杆菌B02012
发酵面团表现出和可食性有机酸酸化面团相近的降敏效

果。有机酸脱酰胺虽然有大量文献报道其降敏效果，但

现有的酸随机脱酰胺改性小麦蛋白方法仍存在争议和不

足。Denery-Papini等[34]研究指出，脱酰胺小麦蛋白仍对

乳糜泻敏感患者带来强烈的致敏反应。Rahaman等[35]研究

发现，低温脱酰胺条件无降敏效果，当温度高于100 ℃的

中酸性条件时小麦蛋白的抗原性才会降低。相比之下，

植物乳酸菌B02012在面团品质改善和降敏稳定性表现出

一定的优势。
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图 7 层次聚类分析谱系图

Fig. 7 Dendrogram of agglomerative hierarchical clustering

3 结 论

通过对 7  种长时发酵面团（C K、S Y、S C A、

SLB02012、SYLB02012、SL20998、SYL20998）中蛋白质分子结构

变化测定发现，乳杆菌是面团中蛋白质降解的主导者。

两株乳杆菌虽然具有相似的产酸速率和酸化性能，但其

发酵面团中蛋白质分子二、三级结构变化表现差异。与

CK组相比，SLB02012组面团中β-折叠含量减少，α-螺旋含

量下降最明显，且α-螺旋含量/β-折叠含量的比值最小；

SL20998和SYL20998中β-转角含量明显增加；SY、SLB02012和

SYLB02012的λmax发生蓝移，蛋白质聚集程度增加，SL20998

荧光发生红移，蛋白质三级结构展开，聚集程度降低。

对7 种长时发酵面团中麦醇溶蛋白免疫性的研究表

明，消化乳杆菌20998引起免疫反应性增强，植物乳酸菌

B02012具有显著降低免疫反应的效果。

植物乳杆菌B02012是本实验室经紫外诱变后用于微

生态制剂的乳酸菌，在酸面团长时发酵过程中对蛋白质

进行降解，产生的小分子肽段、氨基酸和乳酸等物质可

以丰富面团风味，而且表现出较好的降低免疫反应性的

效果。植物乳杆菌B02012可作为优势菌用于开发低敏食

品，对于构建低敏长时发酵酸面团工业化生产体系有着

重要的实际意义。
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