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摘要：为获得能够在乳基底物中生产富含 γ-氨基丁酸（gamma-aminobutyric acid，GABA）酸奶所需的食品安全级乳酸菌，从国

内市售发酵食品中分离出 171 株乳酸菌作为实验菌株。采用 16S rDNA 序列分析对实验菌株进行种属鉴定，采用改进后的高效液相色

谱法（HPLC）测定发酵后 GABA 产量。经肉汤培养基初筛和乳基底物培养基复筛，得到一株在乳基底物中具备高产 GABA 潜力的

乳酸乳球菌乳酸亚种（Lactococcus lactis subsp. lactis），编号 4043。将该菌以 3%（V/V）接种于含 L-谷氨酸钠（L-Glu-Na）2 g/L 的

10%（m/V）乳基底物培养基中，在 30 ℃下单菌种发酵 48 h，GABA 产量约 0.39 g/L，在目前属于较高水平。该菌能够代谢葡萄糖、

半乳糖等 18 种糖分。将其于 30 ℃下接种于 M17 培养基中，对数生长期为 2~8 h。该菌持续产酸能力较弱，在 pH 值 3~5.5 的环境中

具备良好的酸耐受性，菌株自凝聚力良好，但对胆盐的耐受性极差；且属于表面弱疏水性菌株，粘附特性较差，难以在人体肠道内有

效粘附与定植，不适宜作为胃肠道内益生菌。该菌可作为多菌种混合发酵生产富含 GABA 的酸奶的发酵剂。 
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Abstract: In order to obtain lactic acid bacteria within food safety level, which is needed for preparing gamma-aminobutyric acid 

(GABA)-rich yogurt from dairy-based substrates, 171 lactic acid bacterial strains were isolated from fermented food in domestic market as 

tested strains. Species identification of these strains was conducted by 16S rDNA sequence analysis, and GABA yield after-fermentation was 

determined by improved HPLC. After primary screening in broth medium and rescreening in dairy-based medium, one strain of Lactococcus 

Lactis subsp. lactis (No.4043) was obtained, which had high-yield potential of GABA in dairy-based medium. Inoculated into 10% (W/V) 

skimmed reconstituted milk with sodium L-glutamate of 2 g/L, the yield of GABA was about 0.39 g/L after fermenting by single strain at 30 ℃ 

for 48 h, which ranked relatively high level at present. 18 kinds of sugars such as glucose, galactose, etc., couldbe metabolizedby strain 

No.4043.Inoculated intoM17 medium at 30 ℃, the logarithmic growth period was 2~8 h. The strain No.4043 was weak in continuous 

acid-producing capacity, showed good acid tolerance in the environment with pH 3~5.5, good in auto-aggregation but poor in bile salt 

tolerance.Surface hydrophobicity and adhesion of the strain No.4043 were weak, leading to difficulties in adhering and colonizing in human  
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intestinal effectively, which was not suitable to be probiotics in gastrointestinal tract. The strain No.4043 could be used as a starter for producing 

yoghurt rich in GABA by mixed fermentation of multiple strains. 

Key words: gamma-aminobutyric acid (GABA); lactic acid bacteria; screening; identification; strain characteristics 

 
γ-氨基丁酸，又名 γ-氨酪酸、4-氨基丁酸，是一

种在自然界广泛存在的小分子量非蛋白质氨基酸。

GABA是人体中枢神经系统中重要的抑制性神经递质
[1]，具有改善睡眠[2]、降低血压[3]、缓解焦虑[4]和免疫

调节[5]等多种生理功能。研究表明，健康人群体内产

生的 GABA 能够满足自身需要，但受到年龄增长或失

眠、抑郁等亚健康状态的影响，体内的 GABA 会因为

过度消耗导致含量明显下降[6]。2009年，我国将GABA
纳入新资源食品目录。开发富含 GABA 的功能性食

品，能够有效缓解和预防因体内 GABA 减少而诱发的

各种慢性疾病和亚健康症状，因而具备良好的市场前

景。 

目前，GABA 可通过化学合成[7]、天然植物提取
[8]和微生物发酵等方法制备。但化学合成法的产物在

安全性上存在争议，尚不能应用于食品领域。天然物

植物提取法受到原料、工艺等因素限制，提取分离产

率低，不适用于工业化生产。相比之下，利用微生物

如乳酸菌发酵，依靠其体内的谷氨酸脱羧酶

（Glutamate decarboxylase，GAD，EC4.1.1.15）将 L-
谷氨酸经 α-脱羧反应生成 GABA，具有合成速度快、

生产成本低、发酵产量高等优点[9]，近年来被广泛应

用于富含 GABA 的食品和药品的合成[10]。 
以酸奶为代表的发酵乳制品一直深受消费者欢

迎，乳酸菌作为益生菌也被广泛应用于酸奶生产中。

但迄今为止，利用乳基底物培养食品安全级的产

GABA 乳酸菌，并直接用于发酵生产富含 GABA 的酸

奶的研究报道鲜见，也尚未见到国内外有富含 GABA
的酸奶上市的报道。因此，筛选适宜在乳基底物中生

长并具备高产 GABA 能力的乳酸菌具有巨大的市场

应用前景。 
本研究从国内市售发酵食品中分离筛选具备合成

GABA 能力的食品安全级乳酸菌，得到 1 株在乳基底

物中具备高产 GABA 潜力的菌株，并对其菌株特性进

行了初步研究，以期为富含 GABA 的酸奶开发提供理

论参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌种来源 

本实验选用国内市售奶酪、奶疙瘩和米糟等发酵

食品作为菌种分离原料。 

1.2  培养基 

MRS 肉汤培养基（g/L）：葡萄糖 20，蛋白胨 10，
牛肉粉 5，酵母粉 5，硫酸镁 0.1，醋酸钠 5，柠檬酸

铵 2，磷酸氢二钾 2，硫酸锰 0.05，吐温 80 1 mL，调

节 pH 值为 7.2±0.1，121 ℃灭菌 15 min。 
M17 肉汤培养基（g/L）：大豆胨 5，肉胨 2.5，酪

胨 2.5，酵母粉 2.5，牛肉浸粉 5，乳糖 5，抗坏血酸

0.5，甘油磷酸钠19，硫酸镁0.25，调节pH值为7.2±0.1，
121 ℃灭菌 15 min。 

MRS 平板培养基：在 MRS 肉汤培养基中添加琼

脂 20 g/L。 
MI7 平板培养基：在 M17 肉汤培养基中添加琼脂

20 g/L。 
乳基底物培养基：市售脱脂乳粉，纯水溶解后配

置成 10%（m/V）的复原乳，添加 L-谷氨酸钠

（L-Glu-Na）2 g/L[11]。 

1.3  试剂 

GABA（色谱纯），Sigma 公司；四氢呋喃、甲醇、

乙腈（色谱纯），天津大茂化学试剂厂；L-Glu-Na（生

化试剂纯），国药集团化学试剂有限公司；革兰氏染色

液试剂盒，北京陆桥技术股份有限公司；API 试剂盒，

法国梅里埃公司；其他试剂均为国产分析纯。 

1.4  仪器与设备 

5810R 型高速冷冻离心机，德国 Eppendoff 公司；

LC-20AT 型高效液相色谱，日本 Shimadzu 公司；

Spectra Max M2 型荧光酶标仪，美国 Molecular 
Devices 公司；ECLIPSE TS100 型倒置显微镜，日本

Nikon 公司；PHS-3C 型 pH 计，上海仪电科学仪器股

份有限公司。 

1.5  方法 

1.5.1  菌株的分离纯化与培养 
对原料进行前处理后，取样品 10 mL，用无菌生

理盐水梯度稀释后涂布于 MRS 平板培养基上，静置

于 37 ℃和 30 ℃培养箱中恒温培养 48 h，随后挑选生

长较快、肉眼可见的菌落在 MRS 平板培养基上进行

划线培养，重复操作直至分离出形态一致的单菌落。

对上述单菌落进行镜检、革兰氏染色和过氧化氢酶实
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验。将革兰氏染色呈阳性、过氧化氢酶反应呈阴性的

菌落纯化后接种于适宜的肉汤培养基（乳杆菌-MRS
培养基，乳球菌-M17 培养基）中静置培养 24 h。分别

吸取等体积的菌悬液和 40%（V/V）灭菌甘油于 2 mL
冻存管，摇匀，-80 ℃冻存。 
1.5.2  分子生物学鉴定 

16S rDNA 序列委托深圳华大基因科技有限公司

测定。测序引物 27F 和 1492R 分别为： 27F 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG，1492R TACGGYTA 
CCTTGTTACGACTT。PCR 反应体系（总体积 30 μL）：
无菌超纯水 17.8 μL，Buffer 3 μL，d NTP 2 μL，正向

引物 3 μL，反向引物 3 μL，DNA 模板 1 μL，酶 0.2 μL。 
PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 

s；55 ℃退火 30 s；72 ℃延伸 1 min，共循环 35 次；

最后 72 ℃延伸 10 min。将测序结果与 NCBI 中 Gene 
Bank 数据库进行 BLAST 对比，采用 MEGA 7.0 构建

系统发育树。 
1.5.3  产 GABA 菌株的初筛和复筛 

将菌株菌悬液以 3%（V/V）体积分数接种于适宜

的肉汤培养基（乳杆菌：MRS 肉汤培养基；乳球菌：

M17 肉汤培养基）中，于该菌最适生长温度下恒温培

养 12 h，重复活化 3 次。取单菌株种子液以 3%（V/V）
体积分数接种于适宜的肉汤培养基（同上）中，于最

适生长温度下恒温培养 72 h。取菌悬液 1 mL 于 4 ℃、

12000 r/min 离心 3 min，吸取适量上清液加入等体积

5%（m/V）三氯乙酸溶液，再次于 4 ℃、12000 r/min
离心 15 min。测定上清液中 GABA 含量，并以其为指

标初筛出具备合成 GABA 能力的菌株。 
从初筛的菌株中选择产量相对较高的菌株，按初

筛方法接种于乳基底物培养基，于最适生长温度下恒

温发酵 48 h，按初筛方法测定发酵乳中 GABA 含量，

并以其为指标复筛出具备高产 GABA 能力的菌株。 
1.5.4  GABA 的定量检测 

表1 梯度洗脱程序 

Table 1 The gradient elutionprogram 

时间/min A 相/% B 相/% 流速/(mL/min) 柱温/℃
0 89 11 1 40 

15.5 68 32 1 40 

26.5 20 80 1 40 

27 20 80 1 40 

29 89 11 1 40 

30 89 11 1 40 

HPLC 法，在 QB/T 4587-2013 检测方法基础上加

以改进。精密吸取适量样品液与等体积的邻苯二甲醛

衍生剂混合，室温反应 2 min 后经 0.22 μm 尼龙针头

过滤器转移至液相进样瓶。流动相 A 为 25 mmol/L 醋

酸钠，调节 pH 至 7.2；流动相 B 为甲醇和乙腈，混合

比例为 50:50，两相均经 0.45 μm 有机系滤膜抽滤后超

声脱气 20 min 后使用。色谱柱 Agilent ZORBAX 
Eclipse Plus C18（4.6 mm×250 mm，5 μm），柱温为

40 ℃，流速为 1 mL/min，进样量为 20 μL，检测波长

334 nm，梯度洗脱。 

 
图1 GABA标准浓度曲线 

Fig.1 The standard curve of GABA 
用质量浓度为 10、50、100、150、250 μg/mL 的

GABA 标准工作液并绘制标准曲线，如图 1 所示。以

峰面积(y)对 GABA 浓度(x)做线性回归，得线性回归

方程 y=14179x-59007，线性相关系数 R2=0.9998。 
1.5.5  菌株特性测定 
1.5.5.1  形态学观察 

取菌液 0.1 mL 涂布于平板培养基，在 30 ℃下恒

温培养 48 h，观察、记录菌落颜色、大小、边缘生长

情况。取少量经革兰氏染色后用显微镜于 100 倍油镜

观察并拍照，记录其菌体形态特征。 
1.5.5.2  糖代谢特性分析 

将菌株于 30 ℃厌氧培养 48 h 后，选取 API 50 CH
试验条，按照试验条的使用说明进行操作，对菌株的

糖代谢特性进行分析。 
1.5.5.3  生长曲线测定 

比浊法[12]。将菌株接种于 M17 肉汤培养基中，在

30 ℃下恒温培养 48 h，以空白培养基作为对照，每隔

2 h 使用酶标仪测定发酵液在 600 nm 下的吸光度（即

OD600 值），并以时间为横坐标，OD600 值为纵坐标，

绘制菌株生长曲线。 
1.5.5.4  产酸曲线测定 

pH 计法[13]。将菌株接种于M17 肉汤培养基中，在

30 ℃下恒温培养 48 h，每隔 4 h 测定发酵液 pH 值，并

以时间为横坐标，pH 值为纵坐标，绘制菌株产酸曲线。 
1.5.5.5  耐酸能力测定 

将菌株分别接种于 pH 值为 2.0、3.0、4.0 的 M17
肉汤培养基中，在 30 ℃下恒温培养 3 h，而后对不同
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pH 值培养基中的活性乳酸菌进行平板计数[14]，按式

（1）计算菌株在不同 pH 值下的存活率，测定菌株的

耐酸能力。 

%100
pHh0
pHh3%/ ×=

值下培养基中的活菌数时某

值下培养基中的活菌数后某
存活率

 
(1) 

1.5.5.6  耐胆盐能力测定 
菌株分别接种于胆盐浓度为 1.0、2.0、3.0 g/L 的

肉汤培养基中，在 30 ℃下恒温培养 3 h，而后对不同

胆盐浓度培养基中的活性乳酸菌进行平板计数[15]，按

式（2）计算菌株在不同胆盐浓度下的存活率，测定菌

株的耐胆盐能力。 

%100
h0
h3%/ ×=

中的活菌数时某胆盐浓度下培养基

中的活菌数后某胆盐浓度下培养基
存活率

(2) 

1.5.5.7  自凝聚能力测定 
取菌种菌悬液 1 mL，在 4 ℃下以 4000 r/min 离心

5 min，弃上清液，收集菌体，再用 pH 值 7.0 的磷酸

盐缓冲液重复洗涤菌体两次，使菌体重悬于 1 mL 磷

酸盐缓冲液中。分别测定在 30 ℃下静置 2、4、24 h
后上层悬液的 OD600值，按式（3）计算菌株的自凝聚

能力[16]。 

%100%/
0

t0
×=

−

A
AA

自凝聚力
                

(3) 

式中：A0为 t=0 时刻的 OD600值；At为 t 时刻的 OD600值。 

1.5.5.8  表面疏水性测定 
取菌种菌悬液 3 mL，在 4 ℃下以 4000 r/min 离心

5 min，弃上清液，收集菌体，再用 pH 值 7.0 的磷酸

盐缓冲液重复洗涤菌体两次，使菌体重悬于 3 mL 磷

酸盐缓冲液中。分别吸取 1 mL 的乙酸乙酯及 1 mL 的

氯仿与上述磷酸盐缓冲液混合，室温静置分层 15 min，
测定水相的 OD600值，按式（4）计算菌株的表面疏水

性[17]。 

%100%/
0

t0
×=

−

A
AA

表面疏水性
             

(4) 

式中：A0为溶剂萃取前水相 t=0 时刻的 OD600值；At为溶

剂萃取后水相 t=15 min 时刻的 OD600值。 

1.5.6  数据处理与分析 

每次实验均做 3 次平行，数据结果以 Mean±SD
表示。实验数据的差异显著性用 SPSS 22.0 软件中

one-way ANOVA 法检验，p<0.05 视为有显著差异，并

用 GraphPad Prism 8 软件作图。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株的分离与鉴定 

表2 菌株的种属分类鉴定 

Table 2 Classification and identification of strains 

属 种 数量/株

乳杆菌属

植物乳杆菌 48 

短乳杆菌 34 

鼠李糖乳杆菌 6 

干酪乳杆菌 6 

副干酪乳杆菌 6 

瑞士乳杆菌 4 

酸乳杆菌 4 

保加利亚乳杆菌 3 

乳球菌属

嗜热链球菌 26 

乳酸乳球菌 21 

乳酸乳球菌乳酸亚种 13 

从原料中共分离纯化出菌株 171 株，经深圳华大

基因科技有限公司 16S rDNA 测序并构建系统发育树

鉴定，全部为乳酸菌，鉴定结果见表 2。所有待测菌株

与对照菌株的同源性均在 99%以上，其中基于一株乳

酸乳球菌乳酸亚种菌株构建的系统发育树如图 2 所示。 

2.2  具备高产GABA能力菌株的筛选 

利用改进后的HPLC法测定171株菌株发酵液中

GABA 的质量浓度，对菌株进行初筛。得到具备

GABA 合成能力的菌株 74 株，其中乳杆菌 2 种共 41
株，乳球菌 3 种共 33 株。经比较后发现，不同种属

的乳酸菌的 GABA 合成能力存在显著差异。初筛中

GABA 产量高于 0.01 g/L 的 17 株乳酸菌及其产量如

表 3 所示。 

 

图 2 基于一株乳酸乳球菌乳酸亚种菌株构建的系统发育树 

Fig.2 Phylogenetic treeconstructed based onstrain of Lactococcus lactis subsp. lactis 
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表3 初筛中具备较高GABA合成能力的菌株 

Table 3 Strains with relatively high yield of GABA in preliminary screening 

菌株编号 乳酸菌种名（中文+拉丁名） GABA 产量/(g/L) 培养温度/℃ 

1024 植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum） 0.12±0.01c 37 

1454 植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum） 0.12±0.02c 37 

1455 植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum） 0.12±0.03c 37 

1052 短乳杆菌（Lactobacillus breris） 0.16±0.04c 30 

1076 短乳杆菌（Lactobacillus breris） 0.25±0.10b 30 

1246 短乳杆菌（Lactobacillus breris） 0.14±0.09c 30 

1297 短乳杆菌（Lactobacillus breris） 0.11±0.02c 30 

1334 短乳杆菌（Lactobacillus breris） 0.34±0.10a 30 

3030 乳酸乳球菌（Lactococcus lactis） 0.02±0.01d 30 

4024 乳酸乳球菌（Lactococcus lactis） 0.01±0.01d 30 

4029 乳酸乳球菌（Lactococcus lactis） 0.02±0.01d 30 

4007 乳酸乳球菌乳酸亚种（Lactococcus Lactis subsp. lactis） 0.02±0.01d 30 

4025 乳酸乳球菌乳酸亚种（Lactococcus Lactis subsp. lactis） 0.02±0.01d 30 

4043 乳酸乳球菌乳酸亚种（Lactococcus Lactis subsp. lactis） 0.14±0.02c 30 

3019 嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus） 0.01±0.01d 42 

3021 嗜热链球菌（Streptoc occus thermophilus） 0.02±0.01d 42 

3022 嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus） 0.01±0.01d 42 

注：同列数据中无共同字母表示差异显著（p<0.05）。表 4 同。 

表4 复筛中菌株GABA产量情况 

Table 4 GABA production of strainsin rescreening 

菌株编号 乳酸菌种名（中文+拉丁名） GABA 产量/(g/L) 培养温度/℃ 

1024 植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum） 0.02±0.01c 37 

1454 植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum） 0.03±0.01c 37 

1455 植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum） 0.03±0.01c 37 

3030 乳酸乳球菌（Lactococcus lactis） 0.02±0.01c 30 

4024 乳酸乳球菌（Lactococcus lactis） 0.02±0.01c 30 

4029 乳酸乳球菌（Lactococcus lactis） 0.02±0.01c 30 

4007 乳酸乳球菌乳酸亚种（Lactococcus Lactis subsp. lactis） 0.33±0.03b 30 

4025 乳酸乳球菌乳酸亚种（Lactococcus Lactis subsp. lactis） 0.01±0.01c 30 

4043 乳酸乳球菌乳酸亚种（Lactococcus Lactis subsp. lactis） 0.39±0.07a 30 

3019 嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus） 0.01±0.01c 42 

3021 嗜热链球菌（Streptoc occus thermophilus） 0.01±0.01c 42 

3022 嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus） 0.32±0.04b 42 

从上表可以发现，短乳杆菌的 GABA 合成能力相

对突出。但目前短乳杆菌尚未列入我国《可用于食品

的菌种名单》，不能满足食品安全要求，故将短乳杆菌

剔除。将剩余的12株乳酸菌转接于乳基底物培养基中,
于最适温度下恒温发酵 48 h，并以发酵乳中 GABA 含

量为指标进行复筛，结果如表 4 所示。 
由上表可见，编号为 4043 的乳酸乳球菌乳酸亚种

菌株（以下简称 4043 号菌株）在乳基底物中合成

GABA 的能力最强，产量约为 0.39 g/L。贤乾隆等[18]

从酸菜和酸奶中分离得到干酪乳杆菌 QL-20，按 3%
（V/V）接种至含 L-Glu-Na 0.2%（m/V）的 12%（m/V）
的脱脂乳培养基中，37 ℃下静置发酵，凝乳时间为 6 
h，发酵乳中 GABA 产量约 0.09 g/L。Nejati F 等[19]用

添加了 5 g/L 酵母膏和 20 mmol/L 谷氨酸钠的灭菌炼

乳培养乳酸乳球菌 DIBCA1（Lactococcus lactis 
DIBCA1）和植物乳杆菌 PU11（L. plantarum PU11），
在 37 ℃下复配发酵 48 h，GABA 的产量超过了 0.14 
g/L。 
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表5 4043号菌株API 50CH试验条代谢结果 

Table 5 Metabolism results of strain No. 4043 with API 50CH 

reagent strip 

底物糖名称 结果  底物糖名称 结果

对照 -  七叶灵 - 

甘油 -  柳醇 + 

赤藓醇 -  纤维二糖 + 

D-阿拉伯糖 -  麦芽糖 + 

L-阿拉伯糖 -  乳糖 + 

核糖 +  蜜二糖 - 

D-木糖 +  蔗糖 + 

L-木糖 -  海藻糖 + 

阿东醇 -  菊糖 - 

β-甲基-D-木糖甙 -  松三糖 - 

半乳糖 +  棉子糖 - 

葡萄糖 +  淀粉 + 

果糖 +  糖原 - 

甘露糖 +  木糖醇 - 

山梨糖 -  拢牛儿糖 + 

鼠李糖乳杆菌 -  D-松二糖 - 

卫矛醇 -  D-来苏糖 - 

肌醇 -  D-塔塔糖 - 

甘露醇 +  D-岩糖 - 

山梨醇 -  L-岩糖 - 

α-甲基-D-甘露糖甙 -  D-阿拉伯糖醇 - 

α-甲基-D-葡萄糖甙 -  L-阿拉伯糖醇 - 

N-乙酰-葡糖胺 +  葡萄糖酸盐 - 

苦杏仁甙 +  2-酮基-葡萄糖酸盐 - 

熊果甙 +  5-酮基-葡萄糖酸盐 - 

注：“+”为阳性反应、“-”为阴性反应。 

赵树平等[20]从酸马奶中筛选的瑞士乳杆菌 ND01
（L.helveticus ND01），按 3%（V/V）接种于 11%（m/V）
的灭菌复原乳中，于 37 ℃下静置发酵 30 h，GABA
产量最高近 0.17 g/L。Wu QL 等[21]利用嗜热链球菌

YI-B1（Streptococcus thermophilus YI-B1）复配短乳杆

菌 NPS-QW-145（Lactobacillus brevis NPS-QW-145），
于 37 ℃下在添加 2 g/L L-Glu-Na 的 10%（m/V）脱脂

乳中发酵 24 h，GABA 的产量达到 0.31 g/L。此外，

闫天文等[22]将分离自内蒙古传统发酵乳制品中的植

物乳杆菌 NDC75017（L. plantarum NDC75017）与德

氏乳杆菌保加利亚亚种、嗜热链球菌混合（L. P:L. b:S. 
t=0.5:0.5:1.5）作为发酵剂，当接种量为 2%（V/V），
L-Glu-Na 添加浓度为 75 mmol/L，辅酶浓度为 20 
μmol/L，发酵温度为 43 ℃时，GABA 产量最高可达

550 mg/kg。谢芳等[23]利用从生水牛乳中分离出的乳酸

乳球菌乳酸亚种按照 1:0.5:1 的比例复配德氏乳杆菌

保加利亚亚种（1.2717 Lactobacillus delbrueckii subsp. 
Bulgaricus）和嗜热链球菌（1.2718 Streptococcus 
thermophilus），当乳酸乳球菌接种量为 3%（V/V）时，

在L-Glu-Na添加量为6‰（m/V）的脱脂水牛乳中37 ℃
恒温发酵，GABA 产量最高可达 0.7 g/L。而薛玉清等
[24]将从内蒙古传统酸奶中筛选的植物乳杆菌与德氏

乳杆菌保加利亚亚种和嗜热链球菌按照 0.5:0.5:1.5 的

比例，总接种量为 2%（V/V）接种至灭菌乳中，在 43 ℃
恒温发酵 3.6 h，GABA 产量超过了 1.51 g/L。可见，

未经发酵条件优化的 4043 号菌株在乳基底物中单菌

种发酵的 GABA 产量明显优于文献报道的产量，但相

较优化后的多菌种复配发酵的产量还有一定距离，后

期可通过多菌种混合发酵及条件优化进一步提升自身

GABA 产量。 

2.3  4043号菌株的菌株特性 

2.3.1  形态学特性 
4043 号菌株的平板菌落及菌株的镜检结果如图 3

所示。由图可知，菌落为半透明乳白色，呈不规则圆

形，直径在 1 mm 左右，中央略微隆起，表面光滑湿

润，边缘整齐。菌体呈球形或卵圆形。 

  
图3 4043号菌株的菌落及菌体形态 

Fig.3 Colony and morphological characteristics of strain 

No.4043 

注：a：4043 号菌株的菌落形态；b：4043 号菌株的菌体

形态。 

2.3.2  糖代谢特性 
采用API 50CH试验条对4043号菌株的糖代谢特

性进行测定，各底物试验条代谢结果判别见表 5。 
可见，4043 号菌株可发酵葡萄糖、半乳糖、麦芽

糖、乳糖、淀粉、蔗糖和海藻糖等 18 种单糖、二糖及

多糖，不能代谢山梨糖、蜜二糖、山梨醇等 31 种底物，

后续在针对 4043 号菌株开展的产品配方和发酵工艺

优化过程中，应根据该菌种的糖代谢特征选择合适的

糖类。 
2.3.3  菌株的生长和产酸曲线 

4043 号菌株在 30 ℃下恒温培养 48 h 的生长曲线

和产酸曲线如图 4 所示。由图 4 OD600曲线可知，总
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菌数在接种后 0~2 h 显著增加，在 2~8 h 内呈指数增

加，8~12 h 缓慢增加并在 13 h 附近到达峰值，随后缓

慢波动，自 32 h 后开始显著下降，直至发酵终点。这

表明 4043 号菌株适应期较短；对数生长期为接种后

2~8 h，菌株繁殖迅速；8~32 h 为稳定期，能够维持基

本的生长能力；自 32 h 后进入衰亡期。 

 
图4 4043号菌株的生长及产酸曲线 

Fig.4 Growth and acid production curve of strain No.4043 

由图 4 中 pH 值曲线可知，4043 号菌株在适应期

和对数生长期内产酸迅速，导致发酵液 pH 值自 7.2
迅速降低至 5.5 左右，但其后 pH 值便稳定于此，直至

发酵结束也未能进一步降低。这表明 4043 号菌株的持

续产酸能力较弱，容易导致发酵乳的凝乳形态不佳。

此外有研究表明，对于乳酸乳球菌乳酸亚种而言，菌

株 GAD 的最适 pH 值在 4.7 左右[25]。较高的终点 pH
值也不利于自身 GAD 活性的充分发挥，从而限制了

GABA 产量的进一步增长。因此在应用于富含 GABA
的酸奶生产时，可复配具备较强持续产酸能力的菌种

与 4043 号菌株进行混合发酵，以进一步降低环境 pH
值，改善终点凝乳形态，提升 GABA 产量。 
2.3.4  菌株对酸和胆盐的耐受性 

能够顺利通过胃酸和胆盐所构成的生物屏障，并

稳定粘附于肠道上皮细胞从而实现定植，是益生菌在

人体内发挥益生功能的前提条件[26]。因此，能够在胃

肠道中发挥作用的益生乳酸菌必须拥有较强的对酸和

胆盐的耐受性。4043 号菌株在不同 pH 值和胆盐浓度

下的耐受情况如图 5 所示。由 5a 图可知，4043 号菌

株对酸的耐受性随 pH 值变化差异显著。于 30 ℃下在

pH 值为 2.0 的 M17 肉汤培养基中培养 3 h 后，菌株存

活率几乎为零。随着 pH 值上升，4043 号菌株的存活

率也显著上升。当 pH 值>3 时，存活率明显高于 60%。

结合其生长曲线和产酸曲线可知，在 pH 值 3~5.5 的

条件下，4043 号菌株对酸具备较强的耐受性。由 5b
图可知，当培养基中胆盐浓度≥1 g/L 时，在 30 ℃下静

置培养 3 h 后，菌株基本无法存活，对胆盐的耐受性

极差。 

 

 
图5 4043号菌株的耐酸和耐胆盐特性 

Fig.5 Acid and bile salttolerance ability of strain No.4043 

注：a：4043 号菌株的耐酸特性；b：4043 号菌株的耐胆

盐特性；柱状图上无共同字母表示差异显著（p<0.05）。 

研究表明，健康人群胃肠道中，胃液 pH 值和肠

液胆盐浓度都是动态变化的。在进食状态下，胃部 pH
值在1.8~5.0之间波动，通常情况下维持在2.0左右[27]，

而肠液胆盐浓度在 3~5 g/L 之间变化[28]。结合 4043 号

菌株对酸和胆盐的耐受范围可知，该菌无法在健康人

群的胃肠道环境中存活，不适宜在胃肠道内定植以发

挥益生菌功能，但仍可在发酵制备富含 GABA 酸奶的

过程中充分发挥其高产 GABA 的潜力。 

2.3.5  菌株的自凝聚能力和表面疏水性 
研究显示，自凝聚特性有助于乳酸菌形成生物膜，

表面疏水性是决定乳酸菌非特异性粘附的重要动力，

两者对于乳酸菌向肠道上皮细胞的顺利粘附和稳固定

植至关重要[29]。4043 号菌株的自凝聚能力及表面疏水

性如图 6 所示。从 6a 图可以发现，4043 号菌株的自

凝聚力随着时间延长呈非线性增加趋势。在静置 2~4 h
期间，4043 号菌株自凝聚力有所增加但差异不大，至

24 h 后则迅速增加至 72.77%，略优于夏海燕等[30]筛选

的发酵乳杆菌 18-2（70.50%）和 17-1（70.67%）。 
从 6b 图可以发现，4043 号菌株对乙酸乙酯的疏

水性明显高于对氯仿的疏水性，但两者数值均低于

8%。参照表 6 可判定，4043 号菌株为弱疏水性菌株，

粘附特性较差。虽然具备良好的自凝聚力，但低疏水

性的菌体表面决定了 4043 号菌株难以在人体肠道内
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实现有效粘附与定植。这再次印证，4043 号菌株不适

宜在胃肠道内定植以发挥益生菌功能。 

 

 
图6 4043号菌株的自凝聚能力和表面疏水性 

Fig.6 Auto-aggregationand hydrophobicity of strain No.4043 

注：a：4043 号菌株的自凝聚力；b：4043 号菌株的疏水

性；柱状图上无共同字母表示差异显著（p<0.05）。 

表6 菌株疏水性判定标准 

Table 6 Judgement standard of hydrophobicity 

亲水性 疏水率 

高疏水性 >50% 

中疏水性 20%≤x≤50% 

低疏水性 >20% 

3  结论 

3.1  本研究针对从市售发酵食品中分离出的171株乳

酸菌，经肉汤培养基初筛和脱脂复原乳培养基复筛，

最终得到一株在乳基底物中具有高产 GABA 潜力的

食品安全级乳酸乳球菌乳酸亚种菌株。将该菌以 3%
（V/V）接种于含 L-Glu-Na 2 g/L 的 10%（m/V）乳基

底物培养基中，在 30 ℃下单菌种发酵 48 h，GABA
产量约 0.39 g/L。 
3.2  所筛的乳酸乳球菌乳酸亚种菌株能够代谢葡萄

糖、半乳糖等 18 种糖分。于 30 ℃下接种于 M17 培养

基中，对数生长期为 2~8 h。该菌持续产酸能力较弱，

在 pH 值 3~5.5 的环境中具备良好的酸耐受性，菌株

自凝聚力良好，但对胆盐的耐受性极差，且属于弱疏

水性菌株，粘附特性较差，难以在人体肠道内有效粘

附与定植，不适宜在胃肠道内定植以发挥其益生菌功

能。 
3.3  该菌种具有较高的产 GABA 能力，可作为研制

富含 GABA 酸奶的潜力菌种应用于富含 GABA 功能

性酸奶的生产中。 
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