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低聚木糖对青春双歧杆菌的增殖

徐 勇 江 华 勇 强 余世袁 南京林业大学化学工程学院 #!$$%&

国家自然科学基金资助项目 ’ %(&&$)$! *

双歧杆菌是人体肠道中最重要的有益菌群，主要

存在于人体的大肠，对人体具有多种保健作用，主要

表现为 + !，# ,：双歧杆菌可代谢产生醋酸和乳酸，降低肠

道 -.值，抑制腐败菌的生长；分解或利用致癌物，促
进人体正常代谢；产生 /族维生素，改善人体维生素
的代谢；促进肠道蠕动，防止便秘；促进蛋白质的吸

收，降低血清中的胆固醇；刺激人体免疫细胞，提高人

体的免疫力等，因此，调整肠道的菌群结构使双歧菌

等有益菌群处于优势状态，对于人体的健康及抗衰老

具有重要的作用。

目前，人体双歧杆菌的增殖途径主要为口服活菌

制剂和促使其在肠道自然增殖两种，相比而言，采用

口服双歧因子使双歧杆菌在肠道中自然增殖远比口

服活菌制剂安全、稳定、有效 + # ,。在众多的双歧因子中，

低聚木糖作为一种新兴的保健产品，凭借其低热值、

难消化和对双歧杆菌的高选择性增殖效果等品质而

倍受关注 + % ,。本文采用定向酶水解法制得低聚木糖，并

在体外严格厌氧条件下检测了该产品液对人体内青

春双歧杆菌的增殖效果，同时对青春双歧杆菌利用低

聚木糖的机理进行了探讨。

! 材料与方法

!0 ! 菌种

青春双歧杆菌 ’ /1213456789:1;< 634=9>79?81> *，严格
厌氧菌株，由中国食品发酵工业研究所工业微生物菌

种保藏中心提供。

里氏木霉 ’ @:17A439:<6 :99>91 * B;80 C%$，南京林业
大学选育保存。

!0 # 厌氧培养
!0 #0 ! 种母活化：在 "$<=三角瓶中装入种子培养基
并调节初始 -.&0 $，!#!D灭菌 #"<1?后趁热塞紧橡皮
塞，转入 EFG H !型厌氧培养箱中接入 /I冻干粉，在
%& J !D条件下严格厌氧静置培养 %$ K %)A。
!L #L # 种子培养基：蛋白胨 $L "M，胰胨 $L "M，牛肉
浸膏 $L "M，酵母汁 !L $M，充分溶解于热蒸馏水，用
定性滤纸滤除不溶物，加入葡萄糖 !L $M ，C6C=#
$L $$$NM，OPQRS $L $$!(#"，T.#URS $L $$SM，T#.URS

$L $$SM，V6.CR% $L $SM，V6C= $L $$NM，煮沸驱氧后
加入 W H半胱氨酸 $L $"M，硫代乙醇酸钠 $L $"M。
!L #L % 增殖培养：分装增殖培养基 (<=至 !$<=具塞
螺纹试管，!#!D灭菌 #"<1? 趁热旋紧螺盖并转入
EFG H ! 型厌氧培养箱，接入 /I 种母液，接种量
!$M，在 %& J !D条件下严格厌氧静置培养。
!L #L S 增殖培养基：以试验用碳源替换葡萄糖，其它
成分同种子培养基。

!L % 测定方法

摘 要 通过体外严格厌氧培养技术，比较葡萄糖、木糖和定向酶解植物半纤维素制备的低聚木糖三种碳源增殖青春

双歧杆菌的效果，检测了该低聚木糖的双歧因子作用。研究表明，该低聚木糖对青春双歧杆菌具有良好的增殖效果，青

春双歧杆菌在优先利用木二糖和木三糖的同时可能会生成胞外酶，该酶可降解聚合度较高木四糖和木五糖使之转变

为聚合度更小、更易为双歧杆菌的吸收代谢的低聚木糖和木糖。

关键词 低聚木糖 青春双歧杆菌 厌氧培养
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表 ! 低聚木糖液的组成

成 分

色谱峰号

占总固 #$ %
占总糖 #$ %
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木五糖
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4
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其它

4
!"( /
4

合计

4
!//( /
!//( /

细菌浓度的测定：取青春双歧杆菌培养液 !/56
在 )///7 8 59:的条件下离心 ’/59:，倾出上清液并存
样分析，以无菌水洗涤沉淀物，重复上述操作 ’次，然
后恒重沉淀物。

离心清液中总还原物的测定采用 ’，-一二硝基
水杨酸 # ;02%法 < ) =，采用稀酸水解法将低聚木糖降解

为单糖后再以 >02测定还原糖、低聚木糖的浓度为：
稀酸水解液中测得的木糖浓度 ? /( ,；
离心清液中低聚木糖的测定采用高效液相色谱

法。色谱仪：@1AB7C DEF; +)" 4 GH 糖柱：I9J 4 K1L
M59:BN DE& 4 )+M#! *( . ? ’//55%；保护柱：脱灰系
统；流动相：高纯水，流速：/( "56 8 59:；柱温：.-O；检
测器：差示折光检测器；

硫酸钠及其它金属离子的测定采用原子吸收光

谱法。

+ 结果与讨论

+( ! 低聚木糖成分分析
采用里氏木霉 # P79QRJLB751 7BBCB9 % KSA;’/以植物

半纤维素为碳源定向产木聚糖酶，所得酶液经纯化后

定向酶解植物半纤维素得粗糖液，分离提纯粗糖液得

到低聚木糖液，低聚木糖产品液的组成和高效液相色

谱图如表 !和图 !所示。

由表 !和图 !可知，酶法制备的低聚木糖液产品
液中，*+( .$的固形物为聚合度 ! T -的糖类物质，其
中聚合度 + T -的低聚木糖占总固形物的 ",( )$，达
总糖的 ,-( ’$。在低聚木糖组分中又以木二糖和木三

糖为主，二者合计占总固形物的 -"( )$，达总糖的
**( ’$，木糖仅占总糖的 )( *$。因此，植物半纤维素
经定向制备的低聚木糖酶定向酶解后分离提纯可得

主要成份为木二糖和木三糖的低聚木糖产品，而木糖

的含量却很低，因此本法达到了定向酶解植物半纤维

制取低聚木糖的目的。

+( + 不同碳源对青春双歧杆菌的增殖效果
分别以葡萄糖、自制低聚木糖和木糖为碳源，自

然 UD条件下厌氧培养青春双歧杆菌，培养过程中各
参数变化规律如图 +所示。

由图 +可见，在自然 UD条件的培养中，单纯的木
糖碳源几乎不能增殖青春双歧杆菌。葡萄糖和低聚木

糖两种培养液 UD值均呈明显下降，这说明二者在弱
酸性条件下也可以使青春双歧杆菌发酵产酸，但葡萄

糖培养基的增殖效果及产酸能力优于低聚木糖。

以 -( /V 8 F葡萄糖为碳源培养时，接种后几乎没
有停滞期，培养液的 UD值和葡萄糖迅速下降，IM浓
度上升较快。培养至 ’/R，细菌浓度由接种时的
/( +/V 8 F增至最大值 !( ’*V 8 F，增加到 "( .-倍，葡萄
糖 浓 度 从 -( /V 8 F 降 至 !( !+V 8 F， 耗 糖 率 达 到
**( -$。培养液的 UD值降至 )( +/，此时的 UD条件已
不利于青春双歧杆菌的培养，发酵进入衰亡期。

以酶法制取的低聚木糖为碳源进行培养时，青春

双歧杆菌也能够快速增殖。培养至 ’/R，培养液的 UD
值降至最低点 )( ’/，其产酸能力与以葡萄糖为碳源的
培养液相近。细菌浓度自 /( +/V 8 F 增至最大值
!( /’V 8 F，增加到 -( !-倍，略低于以葡萄糖为碳源的
增殖作用，青春双歧杆菌对低聚木糖的消耗率仅为

’,( /$，大大低于葡萄糖的消耗率 **( -$。这说明，少

图 ! 低聚木糖液的高效液相色谱图

图 " 碳源对青春双歧杆菌厌氧发酵的影响
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表 ! 弱碱性条件培养青春双歧杆菌过程中各参数的变化
培养时间 #$ 细菌浓度 总还原物

% & ’ % ( ) * ’ 浓度 % ( ) * ’ 消耗率 %+ ’
,
-
!.
!/
.0
1,

,2 !3
,2 .,
!2 ,1
!2 /,
!2 /!
!2 -.

"2 4,
"2 0,
02 34
02 0,
02 .,
02 .,

-2 -"
-2 .,
42 14
.2 ""
!2 0,
!2 !.

,
"2 !
!32 /
4/2 4
"32 ,
/12 .

量的低聚木糖就可对青春双歧杆菌产生良好的增殖

效果。尽管葡萄糖对青春双歧杆菌等人体内有益菌群

的增殖效果良好，但由于青春双歧杆菌等双歧杆菌菌

群主要定位于人体的大肠部位，淀粉类食物经人体口

腔、胃和小肠等消化器官的消化吸收后，由之转化而

来的葡萄糖却很难到达大肠部位。与之相比，低聚木

糖几乎不为人体所消化吸收并且很难被体内的有害

细菌所利用，因此酶法制备的低聚木糖可作为双歧因

子直接增殖人体内的双歧杆菌。

.2 1 青春双歧杆菌代谢低聚木糖的历程
人体大肠部位的 #$条件为弱碱性 5 4 6。表 .和图 1

为青春双歧杆菌在弱碱性条件下代谢低聚木糖过程

中各参数随时间变化的规律。

如表 .和图 1所示，在初始 #$"2 4,的培养条件
下，-2 -"( ) *的低聚木糖培养青春双歧杆菌至 .0&，细
菌浓度达到最大值 !2 /!( ) *，增加到 32 41倍，#$降至
02 .,，总糖耗率达 "32 ,+，其中低聚糖基本消耗完全，
耗糖率达 3/2 4+。培养至 1,&，低聚糖消耗完全，这说
明本法制取的低聚木糖中的木二糖 7木五糖等低聚
木糖的利用，这完全符合低聚木糖作为双歧因子在人

体大肠部位自然的增殖双歧杆菌的生理特点。

在培养过程中，培养液中的各低聚木糖组份的浓

度均随培养时间的延长而下降，但不同组份的变化速

率却差异明显，其中木四糖浓度下降最快，至 -&耗
尽；木二糖次之，至木四糖耗尽后，木二糖浓度才迅速

下降；木三糖和木五糖则消耗较慢。随着培养时间的

延长，木糖浓度先上升至木四糖耗尽后再缓慢下降，

但其终值仍高于初值，增加到 .2 -"倍。
一般认为，低聚木糖类双歧因子以木二糖和木三

糖等聚合度较小的物质为主 5 - 6。本研究表明，青春双歧

杆菌对木四糖和木二糖的消耗速率较木三糖和木五

糖更快，同时木糖的浓度在先表现为升高的趋势。这

说明，在低聚木糖培养青春双歧杆菌的过程中，青春

双歧杆菌在优先代谢木二糖和木三糖的同时会分泌

出一些特殊的胞外酶 %或酶系 ’，该酶 %或酶系 ’能够将
木四糖和木五糖等聚合度较高的低聚糖降解为聚合

度更小、更易代谢的木二糖或木三糖等，其中木四糖

降解的速率较木五糖快，同时也生成副产物木糖。因

此，培养过程中各糖组份的变化总体表现为：木四糖

的消耗速率最快，木二糖次之，木三糖和木一糖消耗

较慢。由于木糖不易利用，所以造成木糖的累积。在培

养的后期，低聚木糖基本耗尽，青春双歧杆菌转而利

用少量的木糖。

1 结论

12 ! 采用定向产酶和定向酶解法以植物半纤维素为
原料制取的低聚木糖产品中含有聚合度 . 7 4 的低聚
木糖，其主要成分为木二糖和木三糖，达总糖的

""2 1+。
12 . 酶法制备的低聚木糖产品可有效地增殖青春双
歧杆菌，其中聚合度 . 7 4的低聚木糖均为双歧因子，
适宜于在人体大肠部位自然增殖人体肠道内双歧杆

菌。

12 1 青春双歧杆菌在代谢低聚木糖的过程中优先利
用木二糖和木三糖，同时可能会生成一些胞外酶 %或
酶系 ’，该胞外酶 %或酶系 ’ 可将聚合度较高的木四糖
和木五糖降解为聚合度更小、更易为青春双歧杆菌所

代谢的木二糖和木三糖，同时生成木糖。
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图 " 弱碱性条件下培养青春双歧杆菌过程中各糖组份
随培养时间的变化
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