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摘要：从传统乳制品中筛选到２株高产α半乳糖苷酶的菌株，经菌株形态和生理生化特性鉴定以及１６ＳｒＲＮＡ基因
序列分析，确定为发酵乳酸杆菌和长双歧杆菌，并命名为 ＬＢ２１和 ＫＬＤＳ２．０５０９。同时研究了２株菌在豆乳中的酶
活力、产酸性能、棉子糖降解能力和蛋白水解能力。菌株 ＬＢ２１和 ＫＬＤＳ２．０５０９表现出不同的α半乳糖苷酶活力，
其最高酶活力分别为２６．８Ｕ?ｍＬ和３１．５Ｕ?ｍＬ，发酵终点ｐＨ分别为５．１和５．０，两者均能有效地降解棉子糖，蛋白
水解能力随着发酵时间的增加而增强。
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０ 前言

豆乳中存在棉子糖族低聚糖（ｒａｆｆｉｎｏｓｅｆａｍｉｌｙｏｌｉ
ｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＲＦＯ），能引起消费者肠胃气胀，限制其
在食品工业中的开发利用。ＲＦＯ中的棉子糖和水苏
糖属于大分子物质，不能被肠壁吸收，完整的低聚糖

直接进入肠道，被肠道中的微生物菌群分解代谢，产

生ＣＯ２、Ｈ２和少量的 ＣＨ４，从而引起肠胃气胀，表现
出反胃、痉挛、腹泻、腹部不适等症状［１］。

α半乳糖苷酶（αＧａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＥＣ３．２．１．２２），
也称为蜜二糖酶，属外切糖苷酶类，特异性水解具有

α半乳糖苷结构的碳水化合物，如蜜二糖、棉子糖和
水苏糖等低聚糖［２］。在乳酸菌中，植物乳杆菌、发酵

乳杆菌、短乳杆菌和布氏乳杆菌均能够将α半乳糖
苷水解为易消化的碳水化合物［３］。因此，可以利用
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具有高α半乳糖苷酶活性的乳酸菌，充分降解大豆
乳清中引起肠胃气胀的α半乳糖基低聚糖，从而解
决这个问题［４，５］。

本试验从传统乳制品来源的乳酸菌中筛选获得

２株高产α半乳糖苷酶的菌株，并研究其生理生化
特性，１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，根据此确定产α半
乳糖苷酶的菌株的种属。然后研究了乳酸菌所产

α半乳糖苷酶的酶活力、产酸性能、降解棉子糖能力
和蛋白水解能力，以评价产酶菌株的发酵性能。

１ 材料与方法

１．１ 材料

菌株ＬＢ２１和ＫＬＤＳ２．０５０９由乳品科学教育部重
点实验室工业微生物菌种保藏中心（ＫＬＤＳＤＩＣＣ）分
离纯化保存。

１．２ 主要试剂和仪器

ＭＲＳ培养基：蛋白胨 １０ｇ，牛肉膏 １０ｇ，酵母粉
５ｇ，葡萄糖２０ｇ，三水醋酸钠晶体５ｇ，Ｔｗｅｅｎ８０１ｍＬ，
柠檬酸三铵２．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４２．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，

ＭｎＳＯ４·２Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，琼脂１５ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ６．８。
碳水化合物发酵试验培养基：浙江省杭州天和

微生物试剂有限公司生产的细菌微量生化反应管。

棉 子 糖、ｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ、ｐＮＰＧ （ｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌαＤ
ｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ）、牛血清白蛋白均为 Ｓｉｇｍａ公司产
品；酵母粉、蛋白胨为 Ｏｘｉｏｄ公司产品；其余试剂为
国产分析纯。

紫外可见分光光度计（ＤＵ８００）；立式冷冻离心
机（ＧＬ２１Ｍ）；恒温培养箱（ＤＨＰ９０８２）；Ｗａｔｅｒｓ１５２５液
相色谱仪（示差检测器）；梅特勒托利多 Ｄｅｌｔａ３２０ｐＨ
计；ＰＣＲ仪（ＡＢ公司９７００）；超净工作台。
１．３ 产酶菌株的鉴定

１．３．１ 菌株形态学观察及生理生化特性鉴定

菌株ＬＢ２１在３７℃培养１２ｈ，进行革兰氏染色、
荚膜染色，在光学显微镜下观察形态。菌株的生理

生化特性鉴定方法参照文献［６］。
１．３．２ 分子生物学鉴定

ＰＣＲ扩增和序列分析：正向引物 １６ＳＦ：５′
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，反向引物 １６ＳＲ：５′
ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ３′，由上海英骏生物技术
有限公司合成［７］。

５０μＬＰＣＲ反应体系为：ｄｄＨ２Ｏ３６．５μＬ，１０×
ＰＣＲｂｕｔｔｅｒ（ｐｌｕｓＭｇ２＋）５μＬ，２．５ｍｍｏｌ?ＬＭｉｘｔｕｒｅｄＮＴＰ
４μＬ，５０ｐｍｏｌ?μＬ引物Ａ和Ｂ各１μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ，
ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ（５Ｕ?μＬ）０．５μＬ。ＰＣＲ反应条件为：

９４℃４ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５８℃ １ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物检测、纯化回收，由
上海生工生物公司完成测序。将菌株的 １６ＳｒＤＮＡ
序列与 ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库中的序列进行比
对，采用ＣＬＵＳＴＡＬＸ软件进行同源性分析，基于 １６Ｓ
ｒＤＮＡ的同源性，使用 ＭＥＧＡ４软件中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ
Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统发育树［８］。

１．４α半乳糖苷酶酶活力测定
１．４．１ 粗酶液制备

产酶菌株在 ＭＲＳ培养基中连续传代 ２次，５％
（ｖ?ｖ）活化发酵剂接种于 ２００ｍＬ添加 １％葡萄糖和
１％棉子糖的 ＭＲＳ肉汤培养基中，０ＫＬＤＳ２．０５０９和
ＬＢ２１分别在厌氧和有氧条件下３７℃培养４８ｈ。在
发酵 １２、２４、３６、４８ｈ时，无菌条件下分别取出５０ｍＬ
菌液，保存于 ４℃冰箱中。从中取出 １０ｍＬ菌液以
６０００ｇ离心１０ｍｉｎ收集菌体，用２０ｍＬ预冷的５０ｍｍｏｌ?
Ｌ柠檬酸钠缓冲液（ｐＨ５．５）清洗细胞沉淀，接着６０００
ｇ离心１０ｍｉｎ，重复以上清洗操作。然后用１０ｍＬ相
同的缓冲液悬浮细胞沉淀，置于冰中，超声波破碎（间

歇破碎８０次，工作时间３ｓ，间隔４ｓ），最后１２０００ｇ离
心３０ｍｉｎ除去细胞碎片，上述所有离心操作都在４℃
进行，上层清液用作天然酶提取物［９，１０］。

１．４．２ 酶活力测定

２５０μＬ酶液与 ５００μＬ５ｍｍｏｌ?Ｌ的 ｐＮＰＧ混合，
在３７℃温育３０ｍｉｎ，添加５００μＬ的０．２ｍｏｌ?Ｌ碳酸钠
终止反应，在 ４２０ｎｍ下测定其 ＯＤ值，以 ｐ硝基酚
的生成量表示酶活力。酶活力单位（Ｕ?ｍＬ）定义为：
在测定条件下每分钟释放 １μｍｏｌ的 ｐ硝基酚所需
的酶量［１１］。

１．５ 产酶菌株的发酵性能评价

１．５．１ 低聚糖降解能力测定

５ｍＬ样品以１４０００ｇ离心３０ｍｉｎ除去蛋白质，
接着用０．２２μｍ膜滤器过滤。棉子糖浓度使用 Ｗａ
ｔｅｒｓ１５２５高效液相色谱仪测定。色谱条件：示差折光
检测器；氨基色谱柱（２５０ｍｍ ×４．６ｍｍ）；流动相：
Ｖ乙腈∶Ｖ水 ＝７５∶２５；流速：１ｍＬ?ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样
量：１０μＬ。低聚糖浓度通过标准曲线确定并以每
１００ｍＬ样品中糖的毫克数表示［３，１１］。

１．５．２ 产酸能力测定

在菌株生长期间，在发酵０、１２、２４、３６、４８ｈ时使
用ｐＨ计测定发酵豆乳的ｐＨ值。
１．５．３ 蛋白水解能力测定

在发酵期间菌株的蛋白水解作用通过 ｏ酞二
醛（ＯＰＡ）法测定自由氨基来确定。３ｍＬ发酵豆乳与
０．７５％的三氯乙酸混合，经过滤器过滤，过滤液与
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３ｍＬＯＰＡ试剂混合，室温放置２ｍｉｎ。使用分光光度
计测定溶液在 ３４０ｎｍ下的吸光值。微生物的相对
蛋白水解活性用自由氨基的吸光值表示，用未处理

豆浆作为空白对照，每个 ＴＣＡ过滤液取３组样品进
行分析［４］。

１．６ 统计分析

所有数据均为 ３个重复样品的平均值，采用
ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，判断之间的差异显著性。

２ 结果与分析

２．１ 产酶菌株的鉴定结果

２．１．１ 形态学特征及生理生化鉴定结果

菌株 ＬＢ２１为革兰氏阳性菌，菌体呈短杆状，两
端钝圆，单个或链状排列，无芽孢，无鞭毛，无荚膜。

菌落形态表现为圆形、乳白色、不透明、中间凸起、边

缘光滑。菌株ＫＬＤＳ２．０５０９为革兰氏阳性菌，菌体呈
长而稍弯曲状，个别为短杆较规则型，单个或者 Ｖ
形排列，不形成芽孢，无运动性。菌落光滑、凸圆、边

缘完整、乳白色并具有柔软的质地，如图１所示。
菌株ＬＢ２１能利用葡萄糖产酸产气，能利用牛奶

产酸并使之凝固，葡糖酸盐水解试验、ＭＲ试验为阳
性，不能水解淀粉，不产生 Ｈ２Ｓ和色素，ＶＰ试验为
阴性；能利用阿拉伯糖、纤维二糖、果糖、乳糖、半乳

糖、麦芽糖、蜜二糖、棉籽糖、海藻糖、蔗糖、甘露糖。

菌株 ＫＬＤＳ２．０５０９能够发酵利用阿拉伯糖、葡萄糖、
半乳糖、果糖、蔗糖、麦芽糖、蜜二糖、棉子糖、松三

糖、鼠李糖，Ｈ２Ｏ２酶试验、Ｈ２Ｓ试验、吲哚试验、明胶
液化试验、硝酸盐还原试验、柠檬酸盐试验、葡糖酸

盐试验均为阴性。

图１ 菌株ＬＢ２１和ＫＬＤＳ２．０５０９的电镜扫描图片（×１２０００）
Ｆｉｇ．１ Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ（ＳＥＭ）ｏｆｓｔｒａｉｎＬＢ２１ａｎｄＫＬＤＳ２．０５０９（×１２０００）

根据形态学特征和生理生化鉴定结果，对照《伯

杰细菌鉴定手册》，菌株 ＬＢ２１与发酵乳杆菌属特征
相似，菌株 ＫＬＤＳ２．０５０９与长双歧杆菌属特征相
似［１２］。菌株的生理生化特性见表１。

表１ 菌株的生理生化鉴定

Ｔａｂｌｅ１ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｓｔｒａｉｎｓ

试验项目
ＫＬＤＳ２．０５０９
结果

ＬＢ２１
结果

碳源发酵试验
ＫＬＤＳ２．０５０９
结果

ＬＢ２１
结果

Ｈ２Ｏ２酶试验
Ｈ２Ｓ产生试验
温度试验 １５℃

４５℃
吲哚试验

明胶液化试验

硝酸盐还原试验

石蕊牛乳 还原

凝固

产酸

胨化

柠檬酸盐试验

葡糖酸盐试验

淀粉水解

ＭＲ试验
ＶＰ试验
精氨酸产ＮＨ３
色素产生

－
－
－
－
－
－
－
＋
＋
＋
－
－
－
－
＋
－
＋
－

－
－
＋
－
－
－
－
＋
＋
＋
－
－
＋
－
＋
－
＋
－

阿拉伯糖（ＡＲＡ）
葡萄糖（ＧＬＵ）
半乳糖（ＧＡＬ）
果糖（ＦＲＵ）
甘露糖（ＭＤＭ）
乳糖（ＬＡＣ）
蔗糖（ＳＡＣ）
麦芽糖（ＭＡＬ）
蜜二糖（ＭＥＬ）
棉籽糖（ＲＡＦ）
松三糖（ＭＬＺ）
纤维二糖（ＣＥＬ）
甘露醇（ＭＡＮ）
山梨醇（ＳＯＲ）
木糖（ＸＹＬ）
七叶灵（ＥＳＣ）
苦杏仁苷（ＡＭＹ）
海藻糖（ＴＲＥ）
鼠李糖（ＲＨＡ）

＋
＋
＋
＋
－
＋
＋
＋
＋
＋
＋
－
－
－
－
＋
＋
－
＋

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
－
＋
－
－
＋
－
－
＋
－

注：“＋”表示９０％以上为阳性；“－”表示９０％以上为阴性。
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２．１．２ 分子生物学鉴定结果

菌株ＬＢ２１和ＬＤＳ２．０５０９１６ＳｒＲＮＡ基因的有效
长度分别为 １４８５ｂｐ和 １５１８ｂｐ，将 ２株菌的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列进行同源性
比较，从中选择与亲缘关系较近的１２个菌株的１６Ｓ

ｒＲＮＡ序列与其构建系统发育树，如图２所示。菌株
ＬＢ２１与 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｆｅｒｍｅｎｔｕｍ位于同一分支中，同
源性最高。菌株 ＫＬＤＳ２．０５０９与标准菌株 Ｂｉｆｉｄｉｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ位于同一分支中，同源性最高，表明其
与 Ｂｉｆｉｄｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｏｎｇｕｍ的亲缘关系最近。

图２ 菌株ＬＢ２１和ＬＤＳ２．０５０９的系统发育树
Ｆｉｇ．２ ＨｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｓｔｒａｉｎｓＬＢ２１ａｎｄＳ２．０５０９ａｎｄｏｔｈｅｒｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２．２ 产酶菌株的发酵性能研究

２．２．１ 产酸能力

豆乳中碳水化合物被乳酸菌利用产生有机酸，

主要是乳酸和乙酸。两菌株表现出不同产酸能力，

有机酸生成量随着发酵时间延长而增加，如图 ３所
示。ＫＬＤＳ２．０５０９表现出最高产酸性能，其样品 ｐＨ
降低至５．０。菌株ＬＢ２１也表现出较高产酸能力，发
酵终点时豆乳样品ｐＨ达到５．１。２株经４８ｈ培养后
菌数均达到１０８ｃｆｕ?ｍＬ，由于其自身产生α半乳糖苷
酶，能利用蔗糖、棉子糖、水苏糖以及其它碳水化合

物作为能量来源，促进了细胞在培养期间更好生长。

所有样品中有机酸生成量随着发酵时间增加而显著

提高，特别是在对数生长期，ｐＨ显著下降，因此豆乳
具有作为某些乳酸菌生长培养基的潜力。

图３ 发酵期间样品的ｐＨ变化
Ｆｉｇ．３ ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐＨｉｎｓａｍｐｌｅｓｄｕｒｉｎｇｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

２．２．２ 产酶能力

２株菌株培养期间所产α半乳糖苷酶的活力变
化如图４所示。菌株在不同生长阶段表现出不同的

α半乳糖苷酶活力，在对数生长期所有菌株的酶活
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力显著提高，经２４～３２ｈ培养后均达到最高酶活力，
并且在稳定期保持相对平稳的酶活力水平。双歧杆

菌菌株酶活力水平明显高于乳酸杆菌菌株，其中菌

株ＫＬＤＳ２．０５０９表现出最高酶活力水平（Ｐ＜０．０５），
达到３１．５Ｕ?ｍＬ；菌株ＬＢ２１也表现出较高酶活力，酶
活力为２６．８Ｕ?ｍＬ。菌株 ＫＬＤＳ２．０５０９和 ＬＢ２１在对
数生长期酶活力水平升高显著，表明 ２株菌分解棉
子糖产生有机酸的能力较强。

图４ 发酵期间乳酸菌所产α半乳糖苷酶活力变化
Ｆｉｇ．４ Ａｃｔｉｖｉｔｙｃｈａｎｇｅｓｏｆαｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｌａｃｔｉｃａｃｉｄ

ｂａｃｔｅｒｉａｄｕｒｉｎｇｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

２．２．３ 棉子糖的降解能力

２株菌株表现出不同的降解棉子糖能力，试验
结果如图５所示。菌株 ＫＤＬＳ２．０５０９代谢棉子糖能
力最强，随着发酵时间的增加，持续降解棉子糖，发

酵终点时豆乳中棉子糖质量浓度达到 ３．２μｇ?ｍＬ
（Ｐ＜０．０５）；ＬＢ２１也表现出较高代谢水平，发酵终点
棉子糖含量降低了８７．９％。实验结果表明，产酶菌
株降解棉子糖能力与所产α半乳糖苷酶活力水平
直接相关，酶活力水平越高，降解棉子糖能力越强。

图５ 发酵期间发酵罐样品中棉子糖质量浓度的变化

Ｆｉｇ．５ Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｆｆｉｎｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｆｅｒｍｅｎｔｅｒｄｕｒｉｎｇｆｅｒ
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ

２．２．４ 蛋白水解能力

菌株在豆乳中的蛋白水解能力变化，如图 ６所
示，不同菌株显示出不同蛋白水解活力水平，并随着

发酵时间的增加，蛋白水解程度逐渐升高。ＫＬＤＳ
２．０５０９和ＬＢ２１样品中自由氨基和肽类生成量在０～
１２ｈ期间增加缓慢（Ｐ＞０．０５），而在 １２～２４ｈ期间
样品中自由氨基和肽类生成量显著增加（Ｐ＜
０．０５），均表现出较高的蛋白水解活力。实验结果表

明，蛋白水解活性的高低依赖于菌株类型和发酵时

间。产酶菌株能够利用某些氨基酸和肽类来促进细

胞生长，因此，具有高蛋白水解能力的益生菌在豆乳

中具有更好生长性能和更高活菌数。

图６ 发酵期间豆乳中蛋白水解程度

Ｆｉｇ．６ Ｔｈｅｅｘｔｅｎｔｏｆｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓｉｎｓｏｙｍｉｌｋｄｕｒｉｎｇｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

３ 结论

本试验从传统乳制品来源的乳酸菌中筛选获得

２株高产α半乳糖苷酶的菌株，根据菌株形态和生
理生化特性以及１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，鉴定为发
酵乳酸杆菌和长双歧杆菌。在豆乳中３７℃培养４８ｈ
期间，２菌株 ＬＢ２１和 ＫＬＤＳ２．０５０９表现出不同酶活
力水平，其最高酶活力分别达到２６．８Ｕ?ｍＬ和 ３１．５
Ｕ?ｍＬ；２菌株具有较高的产酸能力，发酵终点时发酵
液ｐＨ分别降低至５．１和５．０；产酶菌株降解棉子糖
能力与所产α半乳糖苷酶活力水平直接相关，２菌
株均能有效降解棉子糖，菌株ＫＬＤＳ２．０５０９降解棉子
糖能力最高，发酵终点时豆乳中棉子糖浓度降至

３．２μｇ?ｍＬ；此外，２株乳酸菌均表现出较高的蛋白水
解活力，蛋白水解活性的高低依赖于菌株类型和发

酵时间，具有高蛋白水解能力的菌株在豆乳中具有

更好生长性能和更高活菌数。

本实验筛选出的乳酸菌具有优良的发酵性能和

较高的产酶能力，能显著降解豆制品中的棉子糖。

但是，菌株低 ｐＨ耐受性、高温下热稳定性较差，需
要进一步改善。２菌株均属于食品级益生菌，具有
良好安全性，不仅能够应用于新型豆制品的开发，而

且可降解豆粕饲料中不易消化的大豆低聚糖，用于

饲料工业，提高饲料利用率。所选菌株在食品工业

和饲料工业中具有广阔的应用前景。
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