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西藏灵菇中产胞外多糖嗜热链球菌的

分离筛选及其发酵性能测定

李 达 1，张 雪 1，张 莉 1，赵玉娟 1，牛春华 1，丛 培 2，杨贞耐 1 ,*
(1.吉林省农业科学院农产品加工研究中心，吉林 长春      130033；2.吉林省天景食品有限公司，吉林 长春      130123)

摘   要：从西藏灵菇中分离筛选、鉴定高产胞外多糖的乳酸菌菌株，并对其发酵性能和流变学参数进行测试。筛

选的 9 株菌，菌种鉴定结果均为嗜热链球菌，其中菌株 KC1、KC2、KC6、KC17 产胞外多糖，菌株 KC5、KC7、

KC15、KC16、KC22 不产胞外多糖。产胞外多糖菌株发酵乳发酵性能、黏度和黏附性指标均明显高于不产胞外多

糖的嗜热链球菌，进一步证实了嗜热链球菌产生的胞外多糖可以赋予发酵乳良好的质地。
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Abstract ：In this study, 9 strains, KC1, KC2, KC5, KC6, KC7, KC15, KC16, KC17 and KC22 , were isolated and screened out

from Tibetan kefir. All of the strains were identified as Streptococcus thermophilus. KC1, KC2, KC6 and KC17 were found to be

capable of producing exopolysaccharides, while KC5, KC7, KC15, KC16 and KC22 had no such ability. The exopolysaccharide-

producing strains presented better fermentation performance and fermented milks obtained with each of them had higher

viscosity and adhesiveness when compared to the non-exopolysaccharide-producing strains, thus further demonstrating that

exopolysaccharides from Streptococcus thermophilus can provide fermented milk with excellent texture.
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西藏灵菇是由多种微生物共生形成的一种不规则的、

含有黏性多糖的粒状混合物[1]，此混合物中栖息的多种乳

酸菌、酵母菌、醋酸菌，形成一个稳定的共生体系[ 2 ]。

其中，嗜热链球菌在食品工业中应用广泛，被公认为安

全的(generally regards as safe，GRAS)食品级微生物[3]。

其培养发酵的乳酸饮品能补充人体内的有益菌群，维持肠

道菌群的平衡，达到预防疾病和调节胃肠功能的目的[4]。

并能为乳制品提供芳香风味和良好的质地[5]，因此嗜热链

球菌的研究已成为广大学者的研究热点。

乳酸菌胞外多糖是天然的生物增稠剂，它可以替代

其他目前正在应用的、来源于非食品级微生物的稳定剂

或增稠剂 [ 6 ]。由于这类多糖具有对机体无毒副作用 [ 7 ]，

来源安全可靠等优点，已成为近年来研究的焦点。乳

酸菌胞外多糖能提高酸乳的品质，能有效地保持凝胶结

构，防止乳清析出 [ 8 ]，提高黏稠度、凝乳强度，防止

凝乳断裂[9]。本实验从西藏灵菇中分离嗜热链球菌，利

用物性分析仪分析由嗜热链球菌制备的发酵乳的质构特

性，通过对发酵时间、组织状态、风味、发酵乳黏

度和黏附性等参数进行分析比较，重点研究嗜热链球菌

所产生的胞外多糖对发酵乳品质的影响。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 西藏灵菇

西藏灵菇由吉林省农业科学院农产品加工中心实验

室保存。

1.1.2 培养基及试剂

还原脱脂乳培养基( R e c o n s t i t u t e d  s k i m milk，
RSM)[10]：将脱脂乳粉(购于新西兰恒天然乳业集团)按照

11g/100mL用水还原制成脱脂乳培养基，115℃灭菌 15min；
M17 固体培养基、M17 液体培养基   青岛海博生物技术

有限公司。

API 50 CH 培养基    生物梅里埃中国有限公司；其

他试剂均为市售分析纯。

1.1.3 仪器与设备

Thermo CR3i 高速冷冻离心机    美国 Thermo Fisher
Scientific 公司；TA.XT Plus 物性测定仪    英国 Stable
Micro System 公司；OLYMPUS 生物显微系统    日本

Olympus 公司；PB-10 型酸度计    德国赛多利斯公司；

MLS-3780 高压灭菌器    日本 Sanyo 公司；Cary 300 UV-
VIS 分光光度计    美国 Varian 公司；BCN-1360B 型无菌

超净工作台    哈尔滨市东联电子技术开发有限公司。

1.2 方法

1.2.1 乳酸球菌的分离筛选[11]

将西藏灵菇按 5g/100mL 的比例接种至 RSM 中，于

37℃培养 18h 至牛乳凝固。取凝乳逐级稀释涂布于 M17
培养基平板，3 7℃培养 2 4～4 8 h，待菌落形成后，用

接种环或接种针挑取可疑菌落，接种于 M17 培养液中，

置 37℃培养 24～48h。待分离菌株生长良好后，再次划

线接种于 M17 培养基平板，置 37℃培养 24～48h，仔

细观察菌落形态进行记录。接种 M17 液体培养基纯化增

菌培养的同时进行涂片、革兰氏染色观察菌体形态和进

行过氧化氢酶实验。记录总结以上实验结果，并将革

兰氏阳性、过氧化氢酶实验阴性双球状或链状排列的球

菌暂定为乳酸菌。

1.2.2 乳酸球菌属的鉴定

采用 API50CH 试条测定分析嗜热链球菌的碳水化合

物发酵特性，按 Snart[12]的方法操作。乳酸菌于 M17 琼

脂平板上 37℃培养 48h，用无菌牙签挑起部分菌落加入

装有 2mL 无菌生理盐水的试管中，制成浓的菌悬液(S)；
打开悬液基物(5mL 无菌生理盐水)的试管，加入少量上

述浓菌(S)制得相当于 OD600nm ≈ 0.35 的菌悬液，记录体

积(V)；打开 API50CH 养基的安瓿瓶，加 2 倍该菌液接

种。将已接种的 API50CH 培养基加入反应管中，并用

灭菌的液体石蜡油覆盖，于 37℃厌氧培养 48h 后读取结

果。发酵结果提交到生物梅里埃中国有限公司，根据

Analytic Products Inc.(API)数据库现存的数据判定实验

结 果 。

1.2.3 乳酸菌胞外多糖的提取及产量测定

乳酸菌胞外多糖的提取参照文献[13]方法进行。将

筛选的乳酸菌分别接种于 RSM，37℃培养 18h 活化 3 次，

再以 2% 接种量分别转接入 10mL RSM，每菌株做 3 个

重复，37℃培养 18h，于 100℃水浴加热 15min，冷却。

加入 80g/100mL 三氯乙酸溶液至终质量浓度为 4g/100mL，
室温搅拌 2h 后，4℃、10000r/min 离心 30min 去除蛋白

沉淀。取上清液加 2 0 m L 冷无水乙醇，4℃放置 1 2 h，
4℃、10000r/min 离心 30min，收集沉淀用 10mL 蒸馏水

溶解，4℃、10000r/min 离心 30min，上清液加入 20mL
冷无水乙醇，4℃放置 12h 后，4℃、10000r/min 离心

30min，沉淀用蒸馏水溶解定容至 10mL。

采用苯酚 - 硫酸法[14]测定多糖产量，以葡萄糖为标

准品制作标准曲线。葡萄糖标准曲线公式为：Y=0.8677X ＋

0.0028，式中：Y 为样品吸光度 A；X 为样品中胞外多

糖质量浓度 /(mg/L)。

1.2.4 乳酸菌发酵性能测定

将筛选的菌株按体积分数 2% 接种于 RSM 中，于

3 7 ℃水浴发酵。进行发酵性能 ( 酸度、凝乳时间 ) 测
定，同时对发酵培养物从组织状态和风味两方面进行

感官评定。

1.2.4.1 酸度测定[15]

测定时取 100mL 样品，用蒸馏水稀释两倍，以酚

酞为指示剂，用 0.1mol/L NaOH 溶液滴定，按所消耗的

氢氧化钠的毫升数表示，消耗 1mL 为 1 吉尔涅尔度(°T)。

1.2.4.2 发酵剂凝乳时间的测定[16]

以酸度达到 p H 4 . 5 左右，肉眼观察乳变黏稠，呈

凝胶状，即已达到发酵终点，记录培养至牛乳凝固的

时 间 。

1.2.4.3 感官评定

组织本实验室有酸奶品尝经验人员 20 名，按表 1 样

品感官评定标准进行定性评价。

项目 特征 评定等级

组织细腻、均匀，允许有少量乳清析出 好

组织状态 凝乳不均匀也不结实，有乳清析出 一般

凝乳不良，有气泡，乳清析出严重或乳清分离。 差

有纯正的酸牛乳味，酸甜适口，有清香、纯正的酸乳味 好

风味 酸味过度或有其他不良滋味，酸牛乳香气平淡或有轻微异味 一般

有苦味、涩味，有腐败味、霉变味、酒精发酵及其他不良气味 差

表 1 样品感官评定标准

Table 1   Criteria for sensory evaluation of fermented milk
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1.2.5 发酵乳质构剖面测定[17]

将筛选的 9 株嗜热链球菌菌株分别接种于 2 0 m L
RSM，37℃培养 6h。每株菌设 3 个重复。用 TA.XT Plus
物性测定仪进行测定[12]。测定探头：P/0.5，测定参数：

测试前速度 1.0mm/s，测试速度 1.0mm/s，测试后速度

10.0mm/s，穿入距离 15mm。选取发酵乳黏度和黏附性

两个参数进行比较。

2 结果与分析

2.1 西藏灵菇中乳酸菌的分离和鉴定

本实验从西藏灵菇分离的 9 株菌，镜检个体形态大

小均一、呈球形或卵圆形、成对或链状排列，其他生

理生化实验结果如下：H 2O 2 酶实验阴性，革兰氏染色

阳性，硝酸盐还原实验阴性、无运动性、需氧或兼性

厌氧生长、不液化明胶、不产生硫化氢和吲哚实验阴

性，并同时能在 pH4.5 和 pH5.4 乙酸盐琼脂培养基上生

长，因此初步鉴定为乳酸球菌[18-19]。结合表 2 API 50 CH
菌种鉴定系统结果进行属种鉴定，9 株乳酸球菌都能利

用葡萄糖、蔗糖发酵，而不能利用麦芽糖，生化反应

谱与嗜热链球菌最为接近，因此将 9 株乳酸球菌鉴定为

嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus)。

菌株编号 鉴定率 /% T 值 菌株名称

KC1 99.1 0.89 嗜热链球菌

KC2 99.9 0.88 嗜热链球菌

KC5 99.9 0.83 嗜热链球菌

KC6 99.9 0.91 嗜热链球菌

KC7 77.5 0.77 嗜热链球菌

KC15 99.9 0.91 嗜热链球菌

KC16 99.9 0.91 嗜热链球菌

KC17 99.9 0.93 嗜热链球菌

KC22 99.9 0.93 嗜热链球菌

注：鉴定百分率.细菌鉴定百分率≥ 80% 为可信结果；T 值.个体细菌反

应模式与最典型的反应模式之比值。

表 2 9 株分离菌株 API 鉴定结果

Table 2   Identification results of nine strains by API

菌株编号 胞外多糖产量 /(mg/L) 菌株编号 胞外多糖产量 /(mg/L)
KC1 133 KC15 －

KC2 129 KC16 －

KC5 － KC17 111
KC6 162 KC22 －

KC7 －

注：－.胞外多糖产量无法测出。

表 3 9 株分离菌株胞外多糖产量测定结果

Table 3   Exopolysaccharide production by nine strains

2.2 乳酸菌胞外多糖产量的测定

由表 3 可知，在 RSM 培养基中 9 株菌胞外多糖的

产量差别较大，其中菌株 KC6 胞外多糖的产量最高，为

162mg/L。KC1、KC2 和KC17 菌株胞外多糖的产量在 110～
140mg/L 之间，属于产胞外多糖能力较强的菌株。其余

5 株菌不产胞外多糖。

培养后进行拉丝实验，其中黏性菌株 4 株，分别

为 K C 1、K C 2、K C 6、K C 1 7。非黏性菌株 5 株，分别

为 K C 5、K C 7、K C 1 5、K C 1 6、K C 2 2。拉丝实验结果和

各菌株产胞外多糖量相符合，说明胞外多糖对发酵乳成

品具有良好的拉丝性有着重要的作用[20]。

2.3 乳酸菌发酵性能测定

项目
菌株编号

KC1 KC2 KC5 KC6 KC7 KC15 KC16 KC17 KC22

发酵乳酸度 /(°T) 42.9 43.6 33.1 43.6 37.2 32.9 40.2 41.8 39.8
凝乳时间 /min 210 210 260 200 260 200 260 200 260

组织状态 好 好 差 好 差 一般 一般 好 一般

风味 好 好 一般 一般 差 一般 一般 好 一般

表 4 乳酸菌发酵性能测定结果

Table 4   Fermentation performance of nine strains

从表 4 可以看出，产胞外多糖菌株普遍比不产胞外

多糖菌株凝乳时间短，酸度高，凝乳速度平均提高了

3 4 % 左右，菌株发酵性能强。组织状态方面，产胞外

多糖菌株凝乳状态细腻均匀，乳清析出较少，无气泡

产生，而不产胞外多糖菌株凝乳状态不理想，质地松

散，乳清析出，并产生大量气泡。胞外多糖对良好风

味的产生有促进作用，对风味物质起到保护作用，能

使其乳香物质损失降低。胞外多糖对菌株有一定保护能

力，对维持菌种活力有着很大的作用，可以缩短发酵

时间，使其产香能力提高[21]，因而有利于菌株在实际生

产中的推广。Hassan 等[22]研究表明，用产胞外多糖的

乳酸菌发酵制备的发酵乳，其内部体系中所束缚水的质

量分数均大于不产胞外多糖菌株制备的酸奶，使脱水作

用对乳固形物的影响降低。乳清析出是发酵乳内部凝胶

网络的颗粒过度重排所造成的，胞外多糖的产生起到了

加快发酵乳凝胶重排速度，增强凝胶结构的作用[5]。从

而可以减少稳定剂的使用，这对节约生产成本，增加

经济效益有着至关重要的作用。

2.4 发酵乳质构剖面分析

项目
菌株编号

KC1 KC2 KC5 KC6 KC7 KC15 KC16 KC17 KC22

黏度 /N 29.41 31.49 6.87 37.32 6.09 8.39 14.83 34.31 11.09
黏附性 /(N·S) 19.12 22.69 3.15 28.95 2.69 4.59 10.44 25.93 8.78

表 5 分离菌株凝乳黏度和黏附性测试结果

Table 5    Viscosity and adhesiveness of fermented milks obtained with
nine strains
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如表 5 所示，产胞外多糖菌株 K C 1、K C 2、K C 6、

KC17 发酵乳的黏度和黏附性指标均高于不产胞外多糖菌

株的发酵乳。黏度是发酵乳制品的重要性能指标，产

胞外多糖菌株黏度平均比不产胞外多糖菌株提高了

250%，在黏附性方面，产胞外多糖菌株平均比不产胞

外多糖菌株提高了 307%。产胞外多糖各菌株之间的黏

度和黏附性也有一定差异，菌株 KC6 比 KC1 的黏附性提

高了 5 1 % 左右。

综合表 4 和表 5 可以看出，产胞外多糖菌株对发酵

乳凝乳结构有很大改善，可增加发酵乳的黏稠度，使

其凝乳结实、细腻、无乳清析出，在一定程度上可以

替代酸奶增稠剂或稳定剂。产胞外多糖菌株胞外多糖产

量提高，其发酵乳的质构指标如黏度和黏附性也提高。

最近研究表明，产胞外多糖乳酸球菌在发酵乳酪蛋白网

状结构形成时，胞外多糖填充到网状空隙中，形成支

撑骨架的一部分，从而使凝胶结构更加牢固 [ 2 3 ]。

另外，综合表 3 和表 5 可以看出，KC1、KC2、KC6、

KC17 胞外多糖产量各有差异，但产胞外多糖各菌株发酵

乳之间的黏度和黏附性质构指标并不是随着多糖产量增

加而越高。K C 1 7 多糖产量要低于 K C 1、K C 2，但黏度

和黏附性明显高于 KC1、KC2。KC1 和 KC2 多糖产量与

质构指标之间也存在相同的关系。KC17 产多糖量最多，

发酵乳的黏度和黏附性指标也最高。这进一步说明胞外

多糖产量多少并不是影响发酵乳质构的绝对因素。乳酸

球菌可以合成分子质量、分子组成和结构不同的胞外多

糖。Tuinier 等[24]研究表明了乳酸球菌产胞外多糖的物理

特性，其黏度由摩尔分子质量和聚合物大小决定。有

相同的胞外多糖重复单元结构，但二者具有不同的摩尔

分子质量，在发酵乳中具有不同的黏度表现。菌株胞

外多糖分子链的刚度、带电情况和分子链分支情况与其

发酵乳黏性特征有着密切的关系[25]。发酵乳中胞外多糖

和质构之间的关系还有待于进一步研究证明。

3 结  论

3.1 以西藏灵菇为筛选材料，分离筛选得到 9 株典型

菌株，进行生理生化实验并结合 API 50 CH 菌种鉴定系

统，鉴定这 9 株菌均为嗜热链球菌。

3.2 采用苯酚 - 硫酸法测定，9 株嗜热链球菌产胞外多

糖的能力差别较大，菌株 KC 1、KC 2 和 KC 17 胞外多糖

的产量在 110～140mg/L 之间，菌株 KC6 胞外多糖的产量

最高为 162mg/L。其余 5 株菌不产胞外多糖。

3.3 产胞外多糖菌株发酵乳比不产胞外多糖菌株发酵乳

凝乳时间短，菌株发酵活力强。同时组织状态细腻均

匀，乳清析出较少，不产生气泡，风味更佳。

3.4 产胞外多糖菌株发酵乳的黏度和黏附性指标均高于

不产胞外多糖菌株的发酵乳。菌株胞外多糖产量大小并

不是影响发酵乳质构的绝对因素，同时还受不同的胞外

多糖分子链的刚度、带电情况和分子链分支等因素的影

响。二者之间的关系仍需进一步探讨。
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