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植物乳杆菌β-半乳糖苷酶催化合成低聚半乳糖 

及其体外乳酸菌增殖活性 
 

张宏志，马艳弘，周剑忠，刘小莉 

（江苏省农业科学院农产品加工研究所，江苏南京 210014） 

摘要：利用植物乳杆菌来源的β-半乳糖苷酶合成低聚半乳糖（galactooligosaccharides，GOS），通过对乳糖浓度、反应温度、体

系pH以及酶浓度等反应条件及其体外增殖乳酸菌（lactic acid bacteria，LAB）进行研究，确定酶法合成GOS及其各主要组分产量的最

优条件并表征其益生功效。结果表明：乳糖浓度和反应温度的变化对于产物合成影响较大，为主要影响条件，而体系pH和酶浓度对

于各产物最高产量的影响不显著，为次要影响条件。经过对反应条件进行优化，总产量与各组分产量的最优条件一致，为底物浓度400 

g/L，体系pH 7.0，10 U/mL的酶浓度，45 ℃水浴10 h。总GOS产量达到177.26 g/L，在体系中占44.31% （m/V）。其中异乳糖、6′-半

乳二糖、6′-GOS和3′-GOS的产量分别是63.22 g/L、15.32 g/L、72.21 g/L和25.11 g/L。相比较主要以β (1→4)糖苷键连接的商业化低聚半

乳糖（QHT-GOS），半乳糖残基以β (1→6)糖苷键连接为主的新合成GOS对于供试LAB增殖作用更为显著，表现在以较低的低聚糖比

例（44.3%）达到与之高比例低聚糖（70%）相当的LAB生长密度，以及具有明显优势的最大比生长速率。 
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Enzymatic Production and Lactobacillus Proliferation of 

Galactooligosaccharidesby β-Galactosidase from Lactobacillus plantarum 

in vitro  
ZHANG Hong-zhi, MA Yan-hong, ZHOU Jian-zhong, LIU Xiao-li 

(Institute of Farm Product Processing, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing 210014, China) 
Absract: Enzymatic synthesis of prebiotic galactooligosaccharides (GOS) using the β-galactosidases produced from Lactobacillus 

plantarum was investigated. In this work, the effects of synthetic conditions including concentration of lactose substrate, reaction temperature, 

pH of system, enzyme concentration on the formation and the monitoring of the proliferation of lactic acid bacteria in vitro, total output and 

optimum conditions of different pure components of GOS were evaluated. Its probiotic activity was characterized. The results showed that the 

major reaction conditions were concentration of substrate, temperature, whereas pH and concentration of enzyme were secondary conditions. 

The optimal conditions for the total output was listed as followed: 45°C, substrate concentration of 400 g/L, pH 7.0, enzyme concentration of 10 

U/mL, time of 10 h. Under these conditions, the total GOS output was 177.26 g/L, accounted for 44.31% (m/V) in the reaction system, including 

allo-lactose, 6′-galactobiose, 6′-GOS and 3′-GOS, they were 63.22 g/L, 15.32 g/L, 72.21 g/L and 25.11 g/L, respectively. For the proliferation of 

lactic acid bacteria in vitro, the new GOS was more remarkable by comparison to the commercialized GOS, as exhibited in the same amount of  
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microbodies at relatively low concentration of GOS and the obvious advantage of maximum specific growth rate. 

Key words: enzymatic synthesis; galactooligosaccharides (GOS); condition optimization; proliferation; in vitro 

 

低聚半乳糖（GOS）是功能性低聚糖的一种，它

是由 2~9 个半乳糖基与一个末端葡萄糖通过 β(1→3)、
β(1→4)、β(1→6)糖苷键连接的结合糖[1]，其分子式为

（Galactose）n-Glucose。GOS 是被普遍接受的益生元，

它可以通过人的胃肠道不被消化降解而到达结肠，有

选择性地刺激肠道内双歧杆菌和乳酸菌的生长和繁

殖，从而促进人体的健康[2]。摄入 GOS 还可以抑制肠

内有害微生物的生长和腐败物体的产生，有效地增强

机体免疫力，降低癌症风险，促进矿物质吸收，调节

血脂和胆固醇代谢，降低血压[3-5]。另外，GOS 一般

水溶性较好，甜度是蔗糖的 0.3~0.6 倍，口感清爽，

对酸热稳定，且具有抗龋齿活性，已被广泛应用于食

品和医药等行业[6,7]。GOS 因其独特的生理功能和理化

性质，一直备受健康人群青睐。 
酶法合成是生产 GOS 是最有效的途径之一，主

要是以乳糖为原料，利用酵母、霉菌和细菌等微生物

来源的 β-半乳糖苷酶的转糖基活性获得产物[8,9]。GOS
是一个复杂的混合物，不同来源的 β-半乳糖苷酶直接

影响着其结构和产率，而不同结构的 GOS 决定了其

不同程度的益生特性[10-12]。作为最理性的益生菌之一，

乳酸菌（LAB）是一种 β-半乳糖苷酶的优质来源。首

先，LAB 是公认的安全性菌株，其生产的 β-半乳糖苷

酶无需纯化即可直接用于食品级 GOS 的生产。其次，

LAB 来源的 β-半乳糖苷酶合成的 GOS 多为 β(1→6)
糖苷键连接的低聚糖，研究已证明该结构的低聚糖更

容易被肠道益生菌所利用，具有更强的益生特性[12-16]。

酶法合成 GOS 的产率受多种因素的影响，除了酶源，

不同的工艺条件也是重要的因素。一般而言，较高的

初始底物浓度有助于提高 GOS 的产率，较高的温度

可以提高催化效率，而反应体系 pH 对其的影响则存

在差异。 
GOS 是一个复杂的化合物，其组成成分的化学结

构（包括聚合度，单糖残基的类型和组成，糖苷键的

构型和连接方式）与其独特生理功能和理化性质密切

相关。明确 GOS 混合物具体组成成分及其化学结构

是研究其各项功能的重要基础。体外研究表明，益生

菌利用不同结构 GOS 作为碳源的生长特性表现显著

地差异性[17-20]。根据不同结构 GOS 与不同益生功效的

关系，对于有目的去选择和设计生产特定功效的 GOS
具有重要的意义。 

本研究以乳糖为底物，利用源于 L.plantarum 
70810 的 β-半乳糖苷酶纯酶酶法合成 GOS，通过对乳

糖浓度、反应温度、pH 以及酶活浓度等关键反应条件

的研究，确定最优反应条件；并以合成的 GOS 作为

单一碳源，以乳糖和商品化 QHT-GOS 作为参照，对

4 株不同 LAB 进行纯培养，通过考察比较其体外增殖

LAB 的作用，为功能性低聚糖益生功效的评价提供一

定的数据参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

β-半乳糖苷酶纯酶，由本研究室分离纯化自

Lactobacillus. plantarum70810[21]； 
4 株不同来源和种类的 LAB，分别为分离自四川

泡菜的植物乳杆菌（L.plantarum70810）和短乳杆菌

（L.brevis D5-1），卫岗酸奶中的保加利亚乳杆菌

（L.bulgaricus WG1-2），侗族酸肉中的鼠李糖乳杆菌

（L.rahamnosus 6005），上述菌种均由本研究室分离并

保存。 
邻硝基苯-β-D-半乳糖苷(oNPG)、邻硝基苯酚

（oNP）、六甲基二硅氮烷（HDMS）、三氟乙酸（TFA）

均购自国药集团化学试剂有限公司；苯基-β-葡萄糖

苷 ， Sigma 公 司 ； 商 业 化 低 聚 半 乳 糖

QHT-GOS-600(GOS30)和 QHT-GOS-70S(GOS70)，江门

量子高科生物股份有限公司；丙酮、葡萄糖、半乳糖、

乳糖、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠等均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

THZ-98 型台式恒温振荡器，太仓市华美生化仪

器厂；DJ300 型电子天平，常熟衡器工业公司；PB-20
型 pH 计，德国 Sartarius 公司；64RL 高速冷冻离心机，

美国Beckeman公司；Powerdry LL3000型冷冻干燥机，

美国 Heto 公司；722S 可见分光光度计，上海精密科

学仪器有限公司仪器；Agilent 6890N 型气相色谱仪，

美国 Agilent 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  酶法合成低聚半乳糖 
称取 1.0 g 乳糖置于 10 mL 离心管中，加入适量

磷酸盐缓冲液（50 mmol/L，pH 6.5）调整溶液终浓度

至 20 %（m/V），37 ℃水浴保温 30 min。将分离纯化

得到的 β-半乳糖苷酶纯酶加入上述体系，使酶的终浓

度为 10 U/mL。将上述溶液置于 37 ℃水浴中，在转
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速为 200 r/min 的恒温摇床中震荡反应 10 h，沸水浴灭

酶 5 min 以终止反应，取样 25 μL 稀释冻干。 
1.3.2  低聚半乳糖的气相色谱法（GC）测定 

样品衍生：称取冻干的低聚糖样品约 5 mg，加入

350 μL 2.5%氯化羟胺/吡啶溶液，75 ℃水浴 30 min；
分别加入 350 μL 六甲基二硅氮烷和 35 μL 三氟乙酸，

45 ℃水浴 30 min；反应混合物 8000 g 离心 5 min；取

上清过 0.45 μm 有机滤膜，1 μL 注入 GC 分析。  
色谱条件：色谱柱为 HP-5 毛细管柱（30 m×0.25 

mm，0.25 μm）；进样口和检测器温度分别是 300 ℃
和 320 ℃；升温程序：200 ℃保持 15 min，以 3 ℃/min
升至 260 ℃，再以 1 ℃/min 升至 280 ℃，最后以 5 ℃
/min 升至 310 ℃，保持 10 min；载气（N2）流速：1.0 
mL/min，进样量 1 μL；分流比 40:1。 

定量方法（内标法）：以苯基-β-葡萄糖苷（0.2 
mg/mL）作为内标，分别配制 0.02~2.0 mg/mL 浓度的

（葡萄糖、半乳糖、乳糖、4'-半乳糖基乳糖）标准溶

液，制作标准曲线，见表 1 所示。 
表1 糖的标准曲线回归方程及相关系数 

Table 1 Regression equation and R2 of standard sugars 

组分 回归方程(y-峰面积，x-浓度，mg/mL) 相关系数(R2) 

葡萄糖 y=7.0314x+0.0677 0.9998 

半乳糖 y=6.2508x+0.1829 0.9994 

乳糖 y=5.1591x-0.0314 0.9981 

4'-半乳糖基乳糖 y=3.1999x-0.1347 0.9955 

1.3.3  酶法合成低聚半乳糖的条件优化 
1.3.3.1  初始底物浓度对 GOS 合成的影响 

分别称取一定量的乳糖置于 10 mL 离心管中，加

入适量的磷酸盐缓冲液（50 mmol/L，pH 6.5）并适当

加热使之溶解，调整溶液终浓度分别为 20、30、40、
50%（W/V），37 ℃水浴保温 30 min。然后将来源于

L. plantarum 70810 的 β-半乳糖苷酶加入上述体系，使

酶的终浓度为 10 U/mL。将上述溶液置于 37 ℃水浴

中开始反应，于 0、2、4、6、8、10、12、14 h 隔时

取样 25 μL，沸水浴灭酶 5 min 以终止反应，并将样品

稀释冻干。衍生化处理后通过GC 测定其中各产物的含

量。每个样品，每个时间点均重复三次。 
1.3.3.2  反应温度对 GOS 合成的影响 

在 1.3.3.1 基础上，称取一定量的乳糖配制成初始

底物浓度为 40%的乳糖缓冲溶液，考察不同反应温度

（30、37、45、50 ℃）对酶法合成 GOS 合成的影响，

其它条件和方法不变。 
1.3.3.3  pH 对 GOS 合成的影响 

在 1.3.3.2基础上，考察不同 pH缓冲溶液（pH 6.0、
pH 6.5、pH 7.0、pH 7.5）对酶法合成 GOS 合成的影

响，其它条件和方法不变。 
1.3.3.4  酶浓度对 GOS 合成的影响 

在 1.3.3.3 基础上，考察不同酶浓度（5、10、15、
20 U/mL）对酶法合成 GOS 合成的影响，其它条件和

方法不变。 
1.3.4  低聚半乳糖体外增殖乳酸菌的研究 

 分别称取一定量的上述本试验合成的 GOS、以及

商业化的 GOS30 和 GOS70（其中，30 和 70，分别代

表 GOS 混合物中低聚半乳糖的含量为 30%和 70%）， 

 
主要连接结构为 β(1-4)糖苷键置于试管中，无菌水溶

解，0.22 μm 过滤；然后分别取代 MRS 培养基中的乳

糖作为唯一碳源添加到无菌培养基中，并使终浓度为

2%。其它按正常配制，作为试验组。将乳糖做同样的

处理，作为对照组。 
将供试的 4 株乳酸菌接种于 MRS 培养基中，于

37 ℃恒温培养箱中培养 24 h，酶标仪测定细菌浓度，

调整其浓度最大生长密度（OD600）为 1.0。将活化好

的乳酸菌以 2%的接种量，分别添加到试验组和对照

组的无菌培养基中，混匀后移入无菌 96 孔板中，每孔

300 μL，于 37 ℃恒温培养箱中培养 48 h，每株乳酸

菌做三个平行，不接种的培养基作为空白对照。每隔

1 h，采用多功能酶标仪准确测定发酵液 OD600，连续

测定 48 h。最后以时间为横坐标，OD600 为纵坐标，

绘制乳酸菌生长曲线，拟合曲线方程，根据拟合得到

的模型参数（1），选用式（2）计算出最大比生长速率

（μmax）和式（3）计算出延滞期（lag）。 
Lg(Nt/N0)=a×exp{−exp[−k×(t−xc)]}                 （1） 

μmax=a×k/e                                     （2） 

lag =xc–1/k                                     （3） 

式中，Nt、N0分别表示初始时间和在时间 t 时的微生物量

（OD600）；lag 为延滞期，h；a 为最大生物量 Nmax与初始生物

量 N0 的差值；xc 为达到相对最大生长速率所需的时间，h；k

为在时间 xc的相对生长速率，OD600/h。 

1.4  数据处理 

所有试验平行 3 次，实验数据采用 Origin Pro 8.6
软件进行数据分析并作图。 
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2  结果与分析 

2.1  酶法合成低聚半乳糖的条件优化 

酶源是决定 GOS 结构的最重要因素，不同微生

物来源的 β-半乳糖苷酶以乳糖为底物，通过酶法合成

的方式生产出了各种不同结构的 GOS，并表现出了一

定的特异性。例如环状芽孢杆菌来源的 β-半乳糖苷酶

多形成 β(1→4)连接的 GOS[22,23]，而双歧杆菌 β-半乳

糖苷酶多形成 β(1→3)连接的 GOS[24]。本研究中的来

源于 L.plantarum70810 的 β-半乳糖苷酶催化合成

GOS，如图 1 所示。 

 

 

 
图1 L. plantarum70810β-半乳糖苷酶合成低聚糖半乳糖

GC-MS图谱 

Fig.1 GC-MS chromatogram profile of the TMS-oximes of 

galactose-oligosaccharides obtained from the reaction of lactose 

with β-galactosidase from L. plantarum70810 

注：(a)：单糖；(b)：双糖；(c)：三糖；i.s.：内标；1~2： 

 

 

 

乳糖；3~5：异乳糖；4~6：6′-半乳二糖；7~10：6′-GOS；

8~9：3′-GOS。 

根据前期试验研究[25]中 GC-MS 鉴定结果可知，

反应中主要有四种产物形成，分别为异乳糖

（allo-lactose）、6′-半乳二糖（6'-Galabiose）、6'-半乳

糖基乳糖（6′-GOS）、3'-半乳糖基乳糖（3′-GOS）。主

要产物与其它来源LAB合成GOS的结果相一致[26-28]，

倾向于合成 β(1→6)和 β(1→3)连接方式的 GOS。LAB
来源的 β-半乳糖苷酶具有安全性好，益生特性显著等

优点，但是其合成 GOS 产量相对较低，而反应条件

方面的优化研究也比较少，一定程度上限制了它的开

发应用。酶法合成优化中，初始底物浓度和反应温度

是影响 GOS 产量最重要的因素。 
2.1.1  乳糖浓度对 GOS 合成的影响 

在酶法合成中，底物乳糖浓度是影响 GOS 产量

的最重要因素之一。较高的底物既增加了体系中半乳

糖基受体浓度，有助于 GOS 的合成；同时又降低了

水分活度，有助于减缓 GOS 的降解。相关文献报导

中，底物浓度多选择 300~600 g/L 的乳糖浓度作为考

察范围，常规的优化后产量集中于 30%~50%（m/V）
之间[29]。 

不同乳糖浓度对 GOS 合成的影响如图 2 所示，

当乳糖浓度从 200 g/L 提高至 500 g/L，总 GOS 中占

较大比例的异乳糖和 6′-GOS 的产量出现了大幅度增

加，分别从 25.45 g/L 和 28.82 g/L 提高到了 58.53 g/L
和 68.26 g/L。β-半乳糖苷酶催化乳糖水解和转糖基的

作用是平衡反应，底物浓度的增加可以有效降低反应

体系中的水分活度，使得平衡反应朝着转糖基方向移

动。同时可以看到，在初始酶量一定的情况下，随着

底物浓度的增加，转糖基反应的初始反应速率有所上

升，但整个体系达到平衡时间却不断延长，由 10 h 上

升到 14 h。在不同乳糖浓度下，总 GOS 最高产量分

别是 71.12、108.35、154.57 和 170.38 g/L，在反应混

合物体系中所占比例分别是 35.56%、36.12%、38.64%
和 34.08%（m/V）。由此可见，底物浓度超过 400 g/L
后，总 GOS 在体系中的比例反而降低。这是因为乳

糖常温下的溶解度在 205 g/L 左右，本研究中的反应

温度为 37 ℃，过高的乳糖浓度将以沉淀析出，溶液中

过量乳糖分子包裹着酶形成无活性中间产物，既影响

反应进一步进行，也造成不必要浪费。综合考虑催化

效率及总产量，选取 40%的乳糖浓度进行接下来的优

化反应。 
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图2 不同乳糖浓度对来源于L.plantarum 70810的β-半乳糖

苷酶催化合成GOS的影响 

Fig.2 Effect of lactose concentration on the GOS production 

catalyzed by β-galactosidas from L. plantarum 70810  

注：(a)：20%，(b)：30%，(c)：40%，(d)：50%。 

2.1.2  反应温度对 GOS 合成的影响 
酶是热敏感蛋白质，对于大多数的β-半乳糖苷酶，

提高反应体系温度，不仅加速了酶促反应的速率，而

且有助于提高底物的溶解度，增加 GOS 的积累；而

过高的温度则会影响酶的稳定性，造成产量下降，因

此选择合适的反应温度是优化过程一个关键的步骤。 
 
 

 

 

 

 
图3 不同反应温度对来源于L. plantarum 70810的β-半乳糖

苷酶催化合成GOS的影响 

Fig.3 Effect of temperature on the GOS production catalyzed 

by β-galactosidas from L. plantarum 70810  

注：(a)：30 ℃，(b)：37 ℃，(c)：45 ℃，(d)：50 ℃。 

不同反应温度对 GOS 合成的影响如图 3 所示，

随着温度不断提升，初始酶促反应速率显著上升，乳

糖快速水解。在 30 ℃时，16 h 反应体系中乳糖残余

量为 175.63 g/L，而在 50 ℃，16 h 时残余乳糖含量已

降至 72.45 g/L。由于转糖基反应与水解反应呈正相关

性，乳糖水解率提升的同时，总 GOS 合成速率和产 
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量也大幅度增加，在 30 ℃时，总 GOS 在 14 h 反应

达到最高产量 108.28 g/L，而 45 ℃条件下只需 10 h，
总产量达到 165.82 g/L。随着温度进一步升高，总 GOS
则开始急速下降，其中下降幅度最大的是 6′-GOS 和

3′-GOS，分别由 6 h 的 47.33 g/L 和 15.74 g/L 下降到 16 
h 的 21.57 g/L 和 4.29 g/L，而异乳糖和 6′-半乳二糖在

整个反应进程中变化相对比较平稳。总 GOS 产量在

整个反应温度的变化中呈现了先快速上升，后缓慢下

降的态势，可能的原因是反应体系在温度升高时，传

质效果好，底物与酶充分快速的结合；而当温度继续

上升，继而超过酶的最适反应温度，酶部分失活，GOS
合成能力下降。因此，接下来选取 45 ℃作为反应温

度进行进一步优化。相关文献报道中，来源于 P. 
furiosus、S. solfataricus、A.aculeatus、S. solfataricus 和
P. furiosus 的 β-半乳糖苷酶在提高体系温度后，GOS
产量大幅上升[30,31]。但是，也有部分研究者发现，提

高温度对来源于 B.circulans，A. oryzae，K. lactis 和 K. 
marxianus 的 β-半乳糖苷酶只有轻微或无相关性的促

进作用[10,32,33]，这也表明不同来源的 β-半乳糖苷酶在

相同的 GOS 合成条件中表现不同的催化特性。 
2.1.3  pH 对 GOS 合成的影响 

 

 

 

 
图4 不同pH对来源于L. plantarum 70810的β-半乳糖苷酶

催化合成GOS的影响 

Fig.4 Effect of pH on the GOS production catalyzed by 

β-galactosidas from L. plantarum 70810  

注：(a)：pH 6.0；(b)：pH 6.5；(c)：pH 7.0；(d)：pH 7.5。 

一般情况下，pH 通过作用反应体系中的酶，继而

影响催化反应特性。通过酶学性质研究，来源于 L. 
plantarum 70810 β-半乳糖苷酶在 pH 6.0~8.0 范围内
[17]，相对比较稳定。不同 pH 对 GOS 合成的影响如图

4 所示，随着 pH 的上升，GOS 的合成表现出相似的

速率和产量，只是在该酶的最适 pH 7.0 条件下，总

GOS 产量略有升高，在 10 h 的时候达到了 168.24 g/L。
故选择 pH 7.0 继续优化反应条件。pH 一直被认为是

通过影响酶的动力学性质来影响 GOS 产量[34]。可能

的机理是反应体系 pH 的变化可以选择性的控制 GOS
合成和降解的速率，从而达到 GOS 的积累[35]。类似

于反应温度对 β-半乳糖苷酶的影响作用，pH 的作用

更多表现为酶自身的特性，不同来源有着不同的催化

特性。此外，很多研究发现，β-半乳糖苷酶催化乳糖

水解和 GOS 合成通常具有相一致的最优 pH[35-38]。 
2.1.4  酶浓度对 GOS 合成的影响 

在生化反应中，底物浓度相同的条件下，酶促反

应速率与酶初始浓度成正比，酶初始浓度越大，其酶

促反应速率也越大。酶浓度对 GOS 合成的影响如图 5
所示，随着酶浓度不断提高，乳糖水解率迅速加快。

在酶浓度 5 U/mL 时，反应 14 h 后，乳糖残余量为

180.64 g/L，而在 20 U/mL 时，反应 4 h 后，乳糖残余

量就仅为 132.57 g/L。由于酶促反应速率加快，反应

达到平衡的时间逐渐缩短，当酶浓度为 5、10、15 和

20 U/mL 时，产物达到最高产量所需时间分别是 14 h、
10 h、6 h 和 4 h，而总 GOS 产量无显著变化。由此可

知，酶浓度主要影响酶法合成的速率，对产物积累影

响不大。综合考虑酶用量和时间最终选取浓度为 10 
U/mL 进行反应。在此最优条件下，即乳糖底物浓度

为 400 g/L，反应温度 45 ℃，体系 pH 7.0，酶浓度 10 
U/mL，反应 10 h，总 GOS 产量达到 177.26 g/L，在

体系中占 44.31%（m/V）。其中异乳糖、6′-半乳二糖、
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6′-GOS 和 3′-GOS 的产量分别是 63.22 g/L、15.32 g/L、
72.21 g/L 和 25.11 g/L。 

 

 

 

 
图5 不同酶浓度对来源于L. plantarum 70810的β-半乳糖苷

酶催化合成GOS的影响 

Fig.5 Effect of enzyme concentration on the GOS production 

catalyzed by β-galactosidas from L. plantarum 70810.  

注：(a)：5 U/mL，(b)：10 U/mL，(c)：15 U/mL，(d)：20 

U/mL。 

2.2  低聚半乳糖体外增殖乳酸菌的研究 

足够数量、活菌状态和有益健康功能是益生菌的

核心特征。益生菌制品到消费者饮用时活菌数必须在 
 

106 cfu/mL 才能发挥保健功能[39]，但在益生菌制品中

很难保证消费前保持足够的活菌数。目前主要是寻找

促进益生菌增殖的物质“增殖因子”，如寡聚糖类、多

糖类、短链脂肪酸、部分蛋白水解物和天然植物及中

草药提取物等，用以提高人体内益生菌的水平，或促

进体外培养液中益生菌的增殖。关于利用寡聚糖作为

碳源进行发酵的报导，已经证明不同细菌对寡糖具有

不同发酵能力并表现出一定的选择性[40,41]。本研究中

供试 LAB 在酶法合成得到的新型 GOS 和商品化

GOS30 和 GOS70 的均正常生长，这些低聚糖在糖苷

键和单糖残基组成上的不同对 LAB 的最大生长密度、

生 长速 率以 及延 滞期 表现 出直 接的 影响。 
图 6 为 4 株供试 LAB 菌株在以乳糖或不同功能

性低聚糖为碳源中纯培养 48 h 的生长曲线。图 7 为供

试 LAB 菌株在不同碳源中培养的最大生长密度

（OD600）及达到该密度所用时间。表 2 为供试 LAB
菌株在不同碳源中培养的最大比生长速率（μmax）和

延滞期（lag）。综合图 6、图 7 和表 2 可以比较不同功

能性低聚糖对 LAB 增殖作用。 
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图6 供试LAB菌种以乳糖或不同功能性低聚糖为碳源的生长曲

线 

Fig.6 Growth curves of selected LAB strains with lactose and 

different functional oligosaccharides as carbon sources 

注：Lactose: ▼；GOS30: ▲； ▽GOS: ●；GOS70 ◆: 。 

L.plantarum 70810 在四种供试碳源中生长旺盛，

达到最大生长密度的时间也比较接近，均在15 h左右，

但最大 OD600和 μmax值存在较大差异。以 Lactose 为

碳源条件下，L.plantarum 70810 表现出最大 μmax值，

但最大 OD600（1.22）则相对较小，Lag 值（6.40 h）
较大。以本研究合成的新型 GOS 为碳源条件下，该

菌株于 14 h 达到最大生长密度（OD600=1.42，为本研

究中不同碳源条件下最大 OD600），μmax值为 0.25，相

比较商品化的 GOS30和 GOS70，均表现出明显的优势。

延滞期方面，当以 GOS30、GOS70和 GOS 为碳源时，

L. plantarum 70810 的 lag 值分别是 5.00 h、3.52 h 和

6.01 h，与其对应的 μmax 值表现出一定的负相关性。

同样分离自泡菜的 L.brevis D5-1 与 L.plantarum 70810
相比，对不同碳源的发酵利用能力的差异情况非常相

似，只是最大 OD600（1.06~1.23）和 μmax值（0.12~0.35）
相对偏小，lag 值略大，均在 4 h 之上。 

 

 
图7 供试LAB菌种以乳糖或不同功能性低聚糖为碳源的最大生长密度(OD600)及达到该密度所用时间 

Fig.7 Maximum optical densities (OD600), and hours passed to achieve them (inside the bars), attained by LAB during growth on lactose 

and different functional oligosaccharides, as carbon sources 

表2 供试LAB在乳糖或功能性低聚糖为碳源中培养的最大比生长速率和延滞期 

Table 2 Maximum growth rates (μmax, h-1) and lag parameters (lag, h) of LAB growing on lactose, and other functional oligosacchrides as 

carbon sources 

低聚糖 

类型 

L. plantarum 70810  L.brevis D5-1 L.bulgaricusWG1-2  L. rahamnosus 6005 

μmax lag  μmax lag μmax lag  μmax lag 

Lactose 0.41±0.04 6.40±0.07  0.35±0.01 6.42±0.13 0.45±0.01 2.97±0.07  0.34±0.04 7.51±0.23

GOS30 0.20±0.02 5.00±0.03  0.19±0.02 5.41±0.22 0.25±0.06 3.12±0.21  0.14±0.06 6.53±0.12

GOS70 0.17±0.01 3.52±0.12  0.12±0.01 4.42±0.09 0.19±0.04 2.64±0.24  0.10±0.01 5.81±0.09
GOS 0.25±0.02 6.01±0.11  0..22±0.01 6.27±0.15 0.37±0.11 3.77±0.42  0.18±0.02 6.63±0.17

L.bulgaricusWG1-2 分离自酸奶制品，故接种于均

含有乳糖成分的四种供试碳源均表现出很强的适应能

力。μmax值较其他供试菌种普遍较大；lag 值均偏小，

都在 4 h 以内；达到最大生长密度所需时间也普遍较

短，除了 GOS70，其他均在 12 h 以内。与此相对应的

是分离自侗族酸肉中的 L. rahamnosus 6005，开始阶段
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均经历了较长延滞期，达到最大生长密度所需的发酵

时间最长，除乳糖因分子量小表现出被微生物优先利

用的能力，其 OD600和 μmax上同样缺乏竞争力。相比

较商品化的 GOS30 和 GOS70，本研究合成的 GOS 增

殖这两株 LAB 在 μmax上优势明显，而最大 OD600分别

为 1.245 和 1.149，与 GOS70增殖作用相当。 
通过上述分析比较可见，虽然不同 LAB 之间存

在个体差异，但是这些影响和作用表现出了一定的趋

势：对于培养基中的各种半乳糖基碳水化合物，细菌

优先利用低分子乳糖，然后才是低聚糖；以 β(1→6)
糖苷键连接为主的低聚糖在最大比生长速率μmax优势

明显，但延滞期 Lag 值较长；而 β(1→4)糖苷键连接为

主的低聚糖则表现为延滞期较短，最大比生长速率

μmax缺乏竞争力，且含量越高，发酵特征越显著。Sanz 
et al[20]等在研究低聚二糖结构与功能的关系中发现，

β(1→6)连接的低聚二糖对混合菌群中的双歧杆菌增

殖效果最好。Depeint et al[24]等通过临床试验研究则表

明，与商业化的 GOS（Vivinal GOS 由来源于 A. oryzae 
β-半乳糖苷酶合成）比较，双歧杆菌来源 β-半乳糖苷

酶合成的 GOS 具有不同结构和组成，益生功效更为

显著，它主要糖苷键结构为 β(1→3)，而 Vivinal GOS
中多为 β(1→4)结构。Cardelle-Cobas 等[42]报导不同双

歧杆菌和 LAB 和可以发酵利用乳果糖及各种不同

GOS 组分的纯品，唯独其中以 β(1→4)糖苷键连接的

低聚三糖纯品为碳源时，部分双歧杆菌和部分 LAB
出现了不生长的情况，即使生长的 LAB，其细胞生长

密度和最大比生长速率 μmax也很低。由此可见，肠道

微生物尤其是益生菌对 β(1→6)和 β(1→3)糖苷键连接

的 GOS 表现更高的选择性，对此现象可能的解释是，

乳糖水解和转糖基的作用是平衡反应，这些益生菌来

源的 β-半乳糖苷酶合成的“量身定制”的 GOS，更容易

被益生菌本身所代谢，具有更强的益生特性[13-16]，而

对 β(1→4)糖苷键连接的低聚糖的识别呈现出空间上

的限制。 

3  结论 

来源于 L.plantarum70810 的 β-半乳糖苷酶催化合

成 GOS，最优反应条件为底物浓度 400 g/L，体系 pH 
7.0，10 U/mL 的酶浓度，45 ℃水浴 10 h，总 GOS 产

量可达 177.26 g/L，在体系中占 44.31% (m/V)。与商业

化的 GOS30和 GOS70（主要是以 β(1→4)糖苷键连接的

低聚三糖）比较，本研究中半乳糖残基以 β(1→6)糖和

β(1→3)苷键连接的新型GOS对于供试LAB增殖作用

更为显著，表现在以较低的低聚糖比例（44.3%）达

到与之高比例低聚糖（70%）相当的 LAB 生长密度，

以及具有明显优势的比生长速率。虽延滞期上存在的

短板，可以考虑各取所长，与商业化低聚糖进行复配，

达到既能促进益生菌生长，又能取得可观的菌体密度。  
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