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摘要：弱后酸化能力是乳酸菌作为发酵剂使用时的重要特性。为研究保加利亚乳杆菌蔗糖代谢途径对发酵乳后酸化起到的作用，

该研究比较了五株保加利亚乳杆菌的后酸化性能，分析了保加利亚乳杆菌的生长情况、糖代谢和产酸能力，探究了蔗糖代谢产酸相关

基因的差异表达及关键酶活性，并研究了外源添加蔗糖代谢关键酶前后保加利亚乳杆菌的生长情况。结果表明，Lb. 1 后酸化能力最

弱，在以蔗糖为碳源的培养基中生长缓慢，KLDS 1.0207 后酸化能力最强。发酵 24 h 后，二者蔗糖转化率分别为 5.85%和 85.39%，

乳酸含量分别为 1.13 g/L 和 11.81 g/L。在含双糖（乳糖:蔗糖=1:1.5）的 MRS 培养基中生长时，KLDS 1.0207 蔗糖代谢途径中基因 sacA、

pgi、gap、pgk、ldh 表达量极显著高于 Lb. 1（P<0.01），KLDS 1.0207 蔗糖酶活性显著高于 Lb. 1（P<0.05），达到 1.31 U/mg。在 Lb. 1

的蔗糖培养基中补充蔗糖酶后，OD600 nm增至原来的 5 倍。因此，蔗糖酶活性对保加利亚乳杆菌代谢蔗糖至关重要，编码蔗糖酶的 sacA

基因表达下调显著减弱蔗糖酶活性，菌株后酸化能力明显下降。 
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Abstract: Weak post-acidification ability is an important characteristic of lactic acid bacteria when being used as a starter culture. In order 

to study the role of Lactobacillus bulgaricus sucrose metabolic pathway on post-acidification of fermented milk, in this study, the post 

acidification performances of five Lactobacillus bulgaricus strains was compared, the growth status, sugar metabolism and acid production 

capacity of Lactobacillus bulgaricus were analyzed, the differential expression of genes related to sucrose metabolism and acid production and 

the activities of key enzymes were investigated, and the growth of Lactobacillus bulgaricus before and after the exogenous addition of key 

enzymes for sucrose metabolism, were studied. The results showed that Lb. 1 had the weakest post-acidification ability and grew slowly in the 

medium with sucrose as the carbon source. KLDS 1.0207 had the strongest post-acidification ability. After fermentation for 24 h, the sucrose 

conversion rates were 5.85% and 85.39%, respectively, and the lactic acid contents were 1.13 g/L and 11.81 g/L, respectively, for these two 

strains. The expression levels of sacA, pgi, gap, pgk and ldh in the sucrose metabolism pathway of KLDS 1.0207 were extremely significantly 

higher than those for Lb.1 when MRS containing disaccharide (lactose:sucrose=1:1.5) was used as the growth medium (P<0.01), with the 

activity of sucrose enzyme of KLDS 1.0207 being significantly higher (reaching 1.31 U/mg) than that of Lb. 1 (P<0.05). The OD600 nm increased  

引文格式： 

唐宗馨,杨硕,段勃帆,等.基于蔗糖代谢途径分析保加利亚乳杆菌的后酸化性能[J].现代食品科技,2023,39(12):142-150 

TANG Zongxin, YANG Shuo, DUAN Bofan, et al. Analysis of post-acidification property of Lactobacillus bulgaricus based on sucrose 

metabolism pathway [J]. Modern Food Science and Technology, 2023, 39(12): 142-150 

 

收稿日期：2023-01-30 

基金项目：国家自然科学基金项目（32272291） 

作者简介：唐宗馨（1998-），女，硕士研究生，研究方向：食品微生物，E-mail：15636170152@163.com 

通讯作者：孟祥晨（1970-），女，博士，教授，研究方向：乳品科学、食品微生物，E-mail：xchmeng@163.com 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.12 

143 

by 5 times after sucrase was supplemented into the sucrose medium of Lb. 1. Therefore, the activity of sucrase is crucial for the sucrose 

metabolism in Lactobacillus bulgaricus. The downregulation of the expression of sacA gene encoding sucrase significantly weakened the 

activity of sucrase, and the post-acidification ability of the strain decreased significantly. 
Key words: Lactobacillus bulgaricus; sucrose metabolism; post-acidification; fermented milk; sucrase 

 
发酵乳是指以原料乳为底物，经保加利亚乳杆菌

和嗜热链球菌等发酵剂发酵而制成的乳制品，因其具

有丰富的营养物质、独特的风味以及对人体的健康益

处深受消费者喜爱[1]，发酵剂的产酸能力不仅会影响

发酵乳制品的风味，还会影响发酵乳在贮藏过程中的

产酸情况[2]。发酵乳在贮藏、运输、销售等食用前阶

段，其中的乳酸菌继续以缓慢的速度持续代谢产生乳

酸，乳酸量过大会使产品出现消费者不可接受的过度

酸味，导致发酵乳感官品质下降，这种现象被称为发

酵乳的后酸化。后酸化会使发酵乳的流变性质变差，

降低其中益生菌的存活，缩短产品保质期，严重影响

发酵乳的可食用性[3,4]。目前发现，影响发酵乳后酸化

的因素包括：菌株特性[5]、牛奶成分[6]、温度和 pH    
值[7,8]等，其中，选择使用后酸能力弱的菌株发酵制作

发酵乳是控制后酸化的重要措施之一。 
近年来，随着发酵乳市场逐渐发展壮大，发酵乳

品种越来越多，营养价值越来越丰富，已经成为生活

的必需品，但其后酸化问题却一直制约着发酵乳行业

的发展。无论是消费者还是生产制造商都越来越关心

发酵乳的货架期品质稳定性问题。一些研究人员尝试

通过改善工艺水平控制发酵乳后酸化[9]，一些研究人

员试图使用添加剂、细菌素减弱发酵乳的后酸化情  
况[10,11]，同时也有人对菌株的诱变育种和基因工程方

面进行了大量研究[12]，但突变菌株的安全性及遗传稳

定性都不确定，不能从根本上解决后酸化问题。研究

表明保加利亚乳杆菌具有很强的耐酸性和产酸能力，

是发酵乳发酵后期的优势菌，也是导致后酸化的主要

菌株[13]。在产酸过程中，保加利亚乳杆菌通过 β-半乳

糖苷酶将乳糖分解成半乳糖和葡萄糖，通过蔗糖酶

（β-D-呋喃果糖苷水解酶）将蔗糖分解成果糖和葡萄

糖，葡萄糖进入糖酵解（EMP）途径产生丙酮酸，丙

酮酸在乳糖脱氢酶的催化下分解代谢为乳酸，逐渐地

使培养基质酸化[14]。目前，有研究揭示了保加利亚乳

杆菌代谢乳糖相关基因的表达[15]，还有研究证明可以

通过调控保加利亚乳杆菌乳糖代谢途径中产酸关键酶

的活性来减弱发酵乳的后酸化[16]，而针对保加利亚乳

杆菌蔗糖代谢途径的研究鲜有报道。因此，基于保加

利亚乳杆菌蔗糖代谢途径研究保加利亚乳杆菌的后酸

化性能，对调控发酵乳后酸化、提高发酵乳质量和货

架期内的品质稳定性有非常重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与试剂 

1.1.1  菌株 
东北农业大学乳品科学教育部重点实验室前期分

离保藏的保加利亚乳杆菌 Lb. 1、Lb. 2、KLDS 1.1011、
KLDS 1.1006 及 KLDS 1.0207。 
1.1.2  培养基 

MRS 培养基（葡萄糖质量分数 2%），北京奥博星

生物技术有限公司；脱脂乳培养基：12 g 脱脂乳溶于

100 mL 蒸馏水；乳糖培养基：将 MRS 中的葡萄糖换

为等质量乳糖；蔗糖培养基：将 MRS 中的葡萄糖换

为等质量蔗糖；双糖培养基：将 MRS 中的葡萄糖换

为等质量的乳糖和蔗糖（乳糖:蔗糖=1:1.5）。 
1.1.3  试剂 

乳糖、蔗糖、半乳糖、乳酸标准品（色谱纯），天

津市科密欧化学试剂有限公司；蔗糖酶，北京红润宝

顺科技有限公司；微生物蔗糖酶检测试剂盒，江苏酶

免实业有限公司；RNA 反转录试剂盒、Talent qPCR 
PreMix（SYBR Green）实时聚合酶链式反应试剂盒、

培养细胞/细菌总 RNA 提取试剂盒，天根生化科技有

限公司。 

1.2  仪器与设备 

SPL-150 型恒温培养箱，天津市莱玻特瑞仪器设

备有限公司；Waters 2695高效液相色谱仪，美国Waters
公司；光学显微镜，上海光学仪器一厂；DK-8 D 型

电热恒温水槽，上海一恒科技有限公司；Model 680
型酶标仪，美国 Beckman 公司；紫外分光光度计，美

国 Bio-Rad 公司；荧光定量 PCR 仪，美国 Applied 
Biosystems 公司；微量台式离心机，美国Beckman 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  保加利亚乳杆菌后酸能力的测定 
将实验室保藏的 5 株保加利亚乳杆菌分别接种至

脱脂乳培养基中活化 2 代，再以 3%（V/V）的接种量

接种至质量分数为 6%的蔗糖脱脂乳培养基中，42 ℃
发酵至 70 ºT，4 ℃冷藏 12 h 后记作贮藏的起点，再于

4 ℃贮藏 21 d，每隔 3 d 取样测定 pH 值、滴定酸度和
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活菌数。 
参考国标（GB 5009.237-2016）[17]测定发酵乳的

pH值；参考国标（GB 5009.239-2016）[18]测定发酵乳

的滴定酸度，最终滴定酸度采用吉尔涅尔度（ºT）表

示；参照国标（GB 4789.35-2016）[19]测定发酵乳中活

乳酸菌的数量。 

1.3.2  保加利亚乳杆菌发酵乳的糖代谢活性测定 
1.3.2.1  样品的前处理 

取经发酵、冷藏后熟后贮藏第 0、7、14、21 天的

发酵乳，采用 Carrez 法处理除去样品中的蛋白质收集

上清液[20]。 
1.3.2.2  蔗糖、乳糖、半乳糖及乳酸含量的测定 

分别取蔗糖、乳糖、半乳糖和乳酸标准品，加去

离子水配制为 20 g/L 的标准储备液，稀释至合适浓度

并混合作为液相色谱的混合标准品。 
分别取经1.3.2.1处理后的上清液和混合标准品各

1.5 mL，分别过 0.22 μm 滤膜以去除蛋白及细菌菌体，

使用液相色谱仪检测蔗糖、乳糖、半乳糖及其代谢产

生乳酸的含量，进样量为 10 μL[21]。 
色谱条件：HPX-87H 色谱柱（酸柱），检测波长

254 nm，柱温 60 ℃，流动相为 5 mmol/L H2SO4，分

离时间为 30 min，流速 0.6 mL/min。 
Hi-plexH 色谱柱（糖柱），检测波长 254 nm，柱

温 60 ℃，流动相为纯水，分离时间为 15 min，流速

0.6 mL/min。 
在上述条件下，获得蔗糖保留时间为 9.94 min，

标准曲线为 y=18 848x+7 446.4，R2=0.995 8；乳糖保留

时间为 8.73 min，标准曲线为 y=13 487x+15 122，
R2=0.996 5；半乳糖保留时间为 10.46 min，标准曲线

为 y=16 849x+6 144.7，R2=0.995 2；乳酸保留时间为  
20.93 min，标准曲线为 y=70 066x-47 603，R2=0.991 8。
式中的 y 表示液相色谱中的峰面积（mV·s）；x 表示质

量浓度（g/L）。 
1.3.3  保加利亚乳杆菌在含不同碳源培养基中

的生长情况 
分别取后酸能力差异最大的Lb. 1 和 KLDS1.0207

活化 2 次后，以 3%（V/V）的接种量接种至乳糖和蔗

糖培养基中，37 ℃培养 24 h，每隔 2 h 取样，记录发

酵 24 h 过程中菌株的 pH 值和 OD600 nm。 
1.3.4  发酵液蔗糖及乳酸含量的测定 

将 Lb. 1 与 KLDS 1.0207 以 3%（V/V）接种量接

种至蔗糖培养基中，37 ℃下培养 24 h，分别取 0 h 和

24 h 的培养物 1.5 mL，在 12 000 r/min 转速下离心   
10 min，取上清液过 0.22 μm 滤膜以去除蛋白及细菌

菌体，使用高效液相色谱仪按照 1.3.2.2 方法检测蔗糖

及乳酸的含量。 
1.3.5  荧光定量 PCR 检测蔗糖代谢相关基因

表达量 
1.3.5.1  菌体的收集 

将 Lb. 1 与KLDS1.0207 以 3%（V/V）接种量分别

接种至双糖培养基中，37 ℃下培养 24 h 后，取培养物

400 μL 于 4 ℃、12 000 r/min 离心 2 min 后收集菌体。 
1.3.5.2  RNA 的提取及逆转录 

采用天根 RNA prep Pure 培养细胞/细菌总 RNA
提取试剂盒提取菌体总 RNA，按照反转录试剂盒说明

书在冰浴条件下混合体系并合成 cDNA，合成后于

-20 ℃保存。 
1.3.5.3  引物的设计及 RT-qPCR 分析 

以 repA 为内参基因，使用 QuantStudio 3 系统和

TB Green® Premix Ex Taq™ II 测定目标基因的表达。

反应体系为 20 μL，反应条件：95 ℃预变性 30 s，95 ℃
变性 5 s，60 ℃延伸 30 s，共进行 40 个循环，并记录

循环阈值。引物采用 Primer 5.0 软件设计（表 1），部

分引物的设计参照文献。 
计算方法：Lb. 1 培养物为对照组，以相同取样条

件 KLDS1.0207 培养物作为试验组，根据∆Ct=目标基

因 Ct-内参基因 Ct，∆∆Ct=∆Ct 试验组-∆Ct 空白组，采

用 2-∆∆Ct相对定量法计算目标基因相对表达量。 
表1 实时荧光定量RT-qPCR引物 

Table 1 Primers of RT-qPCR 

引物名称 核苷酸序列（5′→3′） 引物来源

recA 
F-TCCTGTCTCAGCCAAACACT 

[22] 
R-GTCACCCATTTCACCTTCG 

sacA 
F-ATCCAGGTCAAATGCCGCTTCAG 

自行设计
R-GGAACATCAACCGCCACTACTACAG

gtfA 
F-CAGAGCATGTGACTGAGCACTTCC

自行设计
R-GGACTCGTTACAGCATCTGCCTTG

pgi 
F-GGTTGTCTTCTGCGGTAAC 

[15] 
R-CTTGGCTGCTTCTTCCTTG 

gap 
F-ACTCACTTGCTCCAATGGCTAACG

自行设计
R-TTGCGGAAGTTGTTGCCTCTGTC 

pgk 
F-GTATCGTGGCTGCTTTGC 

[15] 
R-ACTTCCTTGCCTTCGTTTG 

ldh 
F-GTCTTCTCTGACGCCAAGTTCTACG

自行设计
R-TTGCCAACGATTGACGGGTAGC 

1.3.6  蔗糖酶活性测定 
胞内酶的提取：将 Lb. 1 与 KLDS1.0207 以 3%

（V/V）的接种量接种至蔗糖培养基中，37 ℃培养 20 h
（对数生长期后期），分别取 Lb. 1 与 KLDS 1.0207 培

养物 10 mL于 4 ℃，8 000 r/min离心10 min收集菌体，
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将菌体悬浮于 8 mL 的 20 mmol/L 的磷酸盐缓冲液 
（pH值7.5）后，加入1 mL的10 mg/mL（20 000 U/mg）
的溶菌酶，于 37 ℃下水浴 50 min，将悬浮液        
10 000 r/min 离心 10 min 以除去细胞残片和未破碎的

细胞，离心后上清液即为胞内酶的粗酶液[16]。 
酶活性的测定：将处理后的粗酶液加于酶标板孔

底部，之后按照试剂盒说明书进行操作，试验结束后

取出溶液立即在 450 nm 处测定吸光度值。在上述条

件下，获得蔗糖酶标准曲线为 y=0.294 9x+0.082 6，
R2=0.993。式中：y表示OD450 nm；x 表示酶活力（U/mg）。 
1.3.7  Lb. 1 在含蔗糖酶的蔗糖培养基中的生长 

取 Lb.1 以 3%（V/V）的接种量分别接种至蔗糖培

养基和补充质量分数为 3‰蔗糖酶的蔗糖培养基中，

37 ℃下培养 24 h，每隔 2 h 取样，测定 OD600 nm和 pH。 

1.4  数据统计分析 

所有试验均独立重复三次，结果以“平均值±标准

差（Standard Deviation，SD）”表示。采用 SPSS 25
软件进行统计学分析，采用 GraphPad Prism 9 软件进

行绘图。两样本比较采用独立样本 t 检验，多样本比

较采用 ANOVA 分析和 Tukey 检验，P＜0.01 表示差

异极显著，P＜0.05 表示差异显著，P＞0.05 为差异不

显著。 

2  结果与讨论 

2.1  保加利亚乳杆菌的后酸化能力比较 

发酵乳酸度是衡量消费者对货架期内产品接受程

度的重要指标[23,24]，乳酸菌活菌数一定程度上可以反

应发酵乳的新鲜度和品质[25]。本试验使用 5 株保加利

亚乳杆菌分别发酵脱脂乳，测定了发酵乳在 4 ℃贮藏

期间 pH 值、滴定酸度和活菌数的变化。结果表明，

在 0~9 d 的贮藏期间，pH 值下降快，酸度也急剧升高；

贮藏 9~21 d 期间，pH 值下降与滴定酸度上升的速率

逐渐趋于平缓。5 株菌的后酸化能力由大到小依次为：

KLDS 1.0207＞KLDS 1.1006＞Lb. 2＞KLDS 1.1011＞
Lb. 1；其中，KLDS 1.0207 发酵乳的滴定酸度变化最

大，Lb. 1 发酵乳的滴定酸度变化最小；在贮藏 21 d
结束时，二者的 pH 值分别降至 4.03 和 4.23（图 1a），
滴定酸度分别增加了 46.00 °T 和 30.00 °T（图 1b）。菌
株在贮藏期内 pH 值与滴定酸度的变化量越小，表明

发酵乳的后酸化越弱[26,27]。 
发酵乳在 4 ℃贮藏过程中，随酸度升高活菌数降

低。初始接种量均为 106 CFU/mL，发酵结束后转入

4 ℃贮藏，贮藏开始时活菌数均高于 108 CFU/mL，而

12 d 后活菌数大部分降至 108 CFU/mL 以下，后酸化程

度低的Lb. 1发酵乳贮藏21 d后，从开始的108 CFU/mL
降至 107 CFU/mL，活菌数下降了近一个数量级；后酸

化程度高的KLDS 1.0207从开始108 CFU/mL贮藏21 d
降至 106 CFU/mL，活菌数下降了两个数量级（图 1c）。
在贮藏过程中，由于持续产酸，导致 pH 值下降，不

利于乳酸菌的存活，故导致乳酸菌数量下降[28]，不同

菌株对酸耐受能力不同，贮藏期间存活差异也比较  
大[29]。选择后酸能力最弱的保加利亚乳杆菌 Lb. 1 与

后酸能力最强的 KLDS 1.0207 进行后续试验。 

 

 

 
图1 发酵乳4 ℃贮藏21 d的滴定酸度（a）、pH值（b）及活

菌数（c）变化 

Fig.1 Changes in acidity (a), pH value (b) and viable bacteria 

count (c) of fermented milk stored at 4 ℃ for 21 days 

2.2  发酵乳在贮藏期间的糖代谢活性分析 

Lb. 1 和 KLDS 1.0207 发酵乳贮藏 21 d，检测碳水

化合物的代谢情况，结果表明，在贮藏期间 KLDS 
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1.0207 发酵乳的蔗糖含量从 4.70 g/L 下降至 3.25 g/L，
差异显著（P＜0.05），而弱后酸化菌株 Lb.1 发酵乳的

蔗糖含量从 5.34 g/L 下降至 4.78 g/L，差异不显著   
（P＞0.05），该菌蔗糖代谢一直处于较低水平；KLDS 
1.0207发酵乳的乳糖含量从13.70 g/L下降至4.62 g/L，
Lb. 1 发酵乳的乳糖含量从 13.48 g/L 下降至 6.61 g/L，
均存在显著性差异（P＜0.05）；半乳糖含量从贮藏期

开始就一直在积累，随着贮藏时间延长，半乳糖的含

量逐渐增多，贮藏 21 d 后，Lb. 1 与 KLDS 1.0207 发

酵乳的半乳糖积累量分别达到 2.87 g/L 和 2.93 g/L，二
者乳酸含量分别增加到 5.67 g/L 和 12.17 g/L。上述结

果表明后酸化弱的菌株 Lb. 1 蔗糖代谢率低，产酸缓

慢；后酸化强的菌株 KLDS 1.0207 在贮藏期间则持续

代谢蔗糖产酸（表 2）。 
在糖代谢过程中，乳糖在 β-半乳糖苷酶的作用下

水解成葡萄糖和半乳糖，其中，葡萄糖通过类似于磷

酸转移酶系统（PTS）转运至胞内，乳糖和半乳糖通

过通透酶系统进行转运[14]。蔗糖可以在蔗糖酶（β-D-
呋喃果糖苷水解酶）的作用下水解成葡萄糖和果糖转

运至胞内，也可以先经 PTS 系统转运至胞内再进行水

解[30]。研究表明大多数乳酸菌只能代谢蔗糖、乳糖和

葡萄糖，而不能利用半乳糖，可能是其不能合成调节

D-半乳糖代谢途径（Leior 途径）中的半乳糖激酶，也

可能是由于乳糖-半乳糖的反向转座子运输竞争抑制

了半乳糖激酶的活性[14]。 
糖代谢途径是为乳酸菌正常生长提供能源和还原

力的重要化学反应途径，其中保加利亚乳杆菌不能代

谢戊糖，但能通过碳水化合物降解代谢蔗糖、乳糖、

葡萄糖和果糖进而生成乳酸，而糖代谢能力较弱的保

加利亚乳杆菌只能低效率地通过碳水化合物发酵和底

物水平磷酸化的方式获取少量能量，产生较少的 ATP
维持其生命活动并进行生物合成，影响了菌株的能量

代谢，能在一定程度上控制发酵乳的后酸化[31,32]。本

试验中，半乳糖从贮藏开始就逐渐积累，随着时间的

延长，半乳糖的积累量增多，后酸能力强的菌株 KLDS 
1.0207 糖代谢能力和产酸能力远远超过了后酸能力弱

的 Lb. 1，后酸能力弱的 Lb. 1 蔗糖代谢能力异常弱，

其发酵乳在贮藏 7~21 d 间蔗糖含量无显著差异，可见

两株菌表现出的后酸化能力的差异与它们的蔗糖代谢

密切相关。 
表2 高效液相色谱法测定发酵乳在4 ℃贮藏期间蔗糖、乳糖、半乳糖及乳酸的含量（g/L） 

Table 2 Determination of sucrose, lactose, galactose and lactic acid in fermented milk by HPLC during storage at 4 ℃ (g/L) 

贮藏 
时间/d 

蔗糖  乳糖 半乳糖  乳酸 

Lb. 1 KLDS 1.0207  Lb. 1 KLDS 1.0207 Lb. 1 KLDS 1.0207  Lb. 1 KLDS 1.0207

0 5.34±0.11 a 4.70±0.07 a  13.48±0.76 a 13.70±0.77 a 2.44±0.05 c 3.56±0.07 d  2.52±0.03 c 2.65±0.04 d 

7 4.79±0.06 b 3.80±0.12 b  11.09±0.39 b 10.54±0.78 b 3.34±0.22 b 5.67±0.05 c  4.31±0.27 b 5.67±0.01 c 

14 4.79±0.06 b 3.49±0.09 c  9.21±0.51 c 5.48±0.53 c 4.97±0.06 a 6.11±0.16 b  5.43±0.10 a 9.06±0.20 b 

21 4.78±0.04 b 3.25±0.03 d  6.61±0.48 d 4.62±0.48 c 5.31±0.44 a 6.49±0.24 a  5.67±0.01 a 12.17±0.30 a

注：不同字母表示同一组别、同种菌株不同时间段差异显著，P<0.05。 

  

图 2 保加利亚乳杆菌Lb. 1和 KLDS 1.0207在蔗糖培养基和乳糖培养基中37 ℃培养24 h的 pH（a）及OD600 nm（b）变化 

Fig.2 Changes of pH (a) and OD600 nm (b) of Lb. 1 and KLDS 1.0207 cultured at 37 ℃ for 24 h on sucrose and lactose medium 

2.3  Lb. 1与KLDS 1.0207在含不同碳源培养

基中的生长 

两株菌分别接种至蔗糖和乳糖培养基中培养24 h，

发现两株菌的生长速率相差较大，KLDS 1.0207 在两

种培养基中的生长速率明显高于 Lb. 1。在乳糖培养基

中生长 24 h 后，KLDS 1.0207 与 Lb. 1 的 OD600 nm差异

较小；在蔗糖培养基中生长 24 h 后，KLDS 1.0207 的

OD600 nm大约是 Lb.1 的 10 倍，前者 pH 值为 3.22，而
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Lb. 1 仅为 5.72（图 2）。可见与 KLDS 1.0207 相比，

菌株 Lb. 1 在蔗糖培养基中的生长缓慢，产酸少，这

可能是导致 Lb. 1 后酸化能力弱的原因之一。 

2.4  两株菌对蔗糖的利用 

将 Lb. 1 和 KLDS 1.0207 接种于蔗糖培养基发酵

24 h后，二者的蔗糖终转化率分别为 5.85%和 85.39%，

前者极显著低于后者（P＜0.01），发现菌株 Lb. 1 利用

蔗糖能力很差；此时两培养物上清液中乳酸质量浓度

分别为 1.13 g/L 和 11.81 g/L，差异极显著（P＜0.01）
（表 3）。上述结果表明，保加利亚乳杆菌对蔗糖的利

用能力显著影响乳酸的生成量，蔗糖利用能力弱，乳

酸生成量也低。蔗糖酶以及 PTS 转运系统中蔗糖磷酸

化酶活性可以影响保加利亚乳杆菌代谢蔗糖的能   
力[33]，Lb. 1 生长速率缓慢，代谢蔗糖生成乳酸量低，

可能是由于该菌株的蔗糖酶、蔗糖磷酸化酶活性较弱，

影响了蔗糖的水解代谢，乳酸生成量也随之减少，导

致了菌株的低代谢率和弱产乳酸能力。 
表3 两株菌在蔗糖培养基中37 ℃培养24 h后蔗糖及乳酸的含量（g/L） 

Table 3 Sucrose and lactic acid content of two strains cultured in sucrose medium at 37 ℃ for 24 h (g/L) 

发酵时间/h 
蔗糖 乳酸 

Lb. 1 KLDS 1.0207 Lb. 1 KLDS 1.0207 

0 21.57±0.42 a 19.80±0.27 a 0.21±0.01 b 0.23±0.01b 
24 20.31±0.05 a* 3.15±0.04 b* 1.13±0.01 a* 11.81±0.26 a* 

注：不同字母表示同一组别、同一菌株不同时间段差异极显著；*表示不同组别、不同菌株同一时间段差异极显著，P<0.01。 

2.5  蔗糖代谢途径关键基因的表达量 

将Lb. 1和KLDS 1.0207接种于双糖培养基中培养

24 h 后，发现KLDS 1.0207 菌株与蔗糖代谢生成乳酸

相关的基因 sacA、pgi、gap、pgk、ldh 的相对表达量

均极显著高于菌株 Lb.1（P＜0.01），而基因 gtfA 的相

对表达量与 Lb. 1 无显著差异（P＞0.05），其中，KLDS 
1.0207菌株sacA基因的表达量是Lb.1的1.96倍（图3）。 

Fernandez 等[34]揭示了保加利亚乳杆菌乳糖代谢

途径中的基因 pgi、fruK、fba、tpiA、gap、pgk、eno、
pyk、ldh、tuf、purR 和 clpC 参与了该菌的酸胁迫过程。

李晨等[15]发现在保加利亚乳杆菌发酵脱脂乳过程中，

基因 tpiA、gap、ldh、atpA 表达量变化明显，其中基

因 tpiA 的过量表达会影响菌株的产酸和生长。上述基

因都是乳糖代谢途径中的关键基因，但还未见针对蔗

糖代谢途径相关基因的报道。 

基因 sacA 编码的蔗糖酶参与蔗糖水解过程[35]，基

因 gtfA 编码的蔗糖磷酸化酶参与蔗糖的转运过程[36]，

基因 pgi 编码的 6-磷酸葡萄糖脱氢酶、基因 gap 编码的

3-磷酸甘油醛脱氢酶参与糖酵解途径，基因 pgk 编码的

磷酸甘油酸激酶[37]、ldh 编码的乳酸脱氢酶参与丙酮酸

代谢生成乳酸的过程[38]。sacA 为蔗糖代谢途径中的上

游基因，KLDS 1.0207 中 sacA 相对表达量显著高于菌

株 Lb. 1（P＜0.01），基因 gtfA 的相对表达量差异不显

著。结果表明：与Lb.1 相比，KLDS 1.0207 有更强的蔗

糖水解能力，这导致KLDS 1.0207 代谢蔗糖生成较多的

葡萄糖和果糖进入糖酵解途径继续代谢，对应糖酵解途

径中的 pgi、gap 基因的相对表达量上升，进而促进丙

酮酸代谢及丙酮酸代谢途径中的基因 pgk、ldh 的相对表

达量升高，生成更多乳酸。因此蔗糖代谢途径中的 sacA
基因是影响保加利亚乳杆菌 Lb.1 后酸的关键基因。 
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图 3 两株保加利亚乳杆菌在双糖培养基中于37 ℃培养24 h

时蔗糖代谢相关基因的表达 

Fig.3 Expression of genes related to sucrose metabolism in two 

strains of Lactobacillus bulgaricus cultured in disaccharides 

medium at 37 ℃ for 24 h 

注：*表示与 Lb. 1 相比，差异极显著（P<0.01）。 

2.6  蔗糖酶活性测定 

蔗糖酶活性对保加利亚乳杆菌蔗糖代谢和菌株生

长意义重大，通过测定后酸化能力不同的保加利亚乳

杆菌 Lb. 1 和 KLDS 1.0207 的蔗糖酶活性，发现：后

酸能力强的KLDS 1.0207菌株蔗糖酶活力显著高于后

酸能力弱的 Lb. 1（P＜0.05）（图 4）。推测菌株蔗糖酶

活力高，蔗糖水解能力强，水解后会生成更多的葡萄

糖和果糖，为糖酵解途径提供更多的原料，进而生成

更多的乳酸，导致发酵乳在贮藏时 pH 值下降，酸度

上升。因此，可以通过调控蔗糖酶活性，控制蔗糖水

解，弱化后酸。 

图4 两株保加利亚乳杆菌在蔗糖培养基中于37 ℃培养20 h

时的蔗糖酶活力 

Fig.4 Sucrase activity of two Lactobacillus bulgaricus strains 

cultured in sucrose medium for 20 h at 37 ℃  

注：字母表示与 Lb.1 相比，差异显著（P<0.05）。 

2.7  添加蔗糖酶后 Lb. 1的生长情况 

 

 
图5 保加利亚乳杆菌Lb. 1在补充蔗糖酶的蔗糖培养基中于

37 ℃培养24 h过程中的OD600 nm（a）及pH（b）的变化情况 

Fig.5 Changes in OD600nm (a) and pH (b) of Lb. 1 cultured in 

sucrose medium supplemented with sucrase for 24 h at 37 ℃ 

在蔗糖培养基中补充蔗糖酶后，分析菌株 Lb. 1
在 37 ℃培养 24 h 过程中的 pH 值、OD600 nm，发现在

培养基中补充蔗糖酶后Lb. 1的OD600 nm大约是未补充

蔗糖酶的 5 倍（图 5a），Lb. 1 的生长明显得到改善。

补充蔗糖酶的培养物 pH 值为 5.30，而未补充蔗糖酶

的培养物的 pH 值仅为 5.72，Lb. 1 在补充蔗糖酶后产

酸明显增多（图 5b）。可见菌株 Lb. 1 由于自身蔗糖酶
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活性较弱导致其蔗糖水解能力较弱，在培养基中补充

蔗糖酶后，蔗糖能更多地被水解成果糖和葡萄糖，再

进一步被 Lb. 1 利用。上述结果表明，蔗糖酶活性会

影响保加利亚乳杆菌对蔗糖的代谢，进而影响菌株在

蔗糖培养基中的生长及产酸情况。 

3  结论  

保加利亚乳杆菌 Lb.1 是一株弱后酸化菌株，在蔗

糖培养基中生长较差，蔗糖代谢能力弱，乳酸产量低。

Lb. 1 蔗糖酶活性以及编码蔗糖酶的基因 sacA 的相对

表达量都很低，因此其发酵乳在贮藏期间蔗糖代谢产

酸下降，表现出较强的弱后酸化能力。上述结果表明，

蔗糖水解是保加利亚乳杆菌蔗糖代谢途径中的一个关

键步骤，可以通过调控保加利亚乳杆菌蔗糖水解酶活

性，降低蔗糖代谢产生乳酸，从而达到弱化发酵乳后

酸的目的。本研究为有针对性的解决发酵乳后酸化问

题，提高产品货架期内品质稳定性提供了新思路，对

发酵剂的开发具有非常重要的意义。 
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