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摘   要：【背景】乳酸菌是面包、馒头等发酵食品中的重要功能微生物，对改善质地和风味

均具有重要作用。淀粉利用能力高的乳酸菌，因其能够在生面粉中更好地定殖而具有重要的

应用价值。【目的】筛选获得淀粉水解型乳酸菌并研究其淀粉利用特性。【方法】以浓香型白

酒大曲为筛选源，采用淀粉基质碳源对大曲中乳酸菌进行定向富集，结合淀粉发酵能力筛选

高淀粉利用能力菌株，并对筛选得到的优良菌株展开淀粉酶表达及其酶活力研究。【结果】以

贮存 3‒6 个月的大曲为优秀筛选源，以生面糊传代富集方法可较快筛选出具有良好淀粉利用

能力的乳杆菌，主要物种为植物乳杆菌和类食品乳杆菌。对其中一株具有淀粉利用能力的类

食品乳杆菌 LBM12001 的淀粉水解特征和淀粉酶活力展开研究，该菌株淀粉水解能力达 10 g/L，
并且其在面糊中具有良好的定殖能力；酶活力测定表明，其 α-淀粉酶和麦芽糖淀粉酶为胞外酶；

麦芽糖淀粉酶水解淀粉的最适 pH 值为 3.5，比酶活为 1 240 U/mg。【结论】建立起从我国传统

白酒发酵大曲中高效筛选淀粉水解型乳酸菌的富集筛选方法，以及菌株的水解能力评价方法，

获得的胞外麦芽糖淀粉酶分泌型乳杆菌在酸面团、馒头等需进行生面粉发酵食品的生产中具有重

要应用前景。 

关键词：菌株筛选；类食品乳杆菌；淀粉水解  
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Abstract: [Background] Lactic acid bacteria (LAB) are important microorganisms which affect 
the texture and flavor of fermentation foods such as sourdough and steamed bun. Amylolytic LAB 
have enormous application possibilities owing to their ability to colonize in flour. [Objective] To 
screen amylolytic LAB and study their starch utilization characteristics. [Methods] The medium 
with starch as carbon source was used to enrich target strains from Daqu for strong aromatic 
Chinese spirit, followed by testing the starch hydrolysis ablility. Then, expression level of amylase 
in the yielded strain and the enzyme activity were determined. [Results] Daqu which had been 
stored for 3‒6 months was optmal for screening the bactia. Amylolytic LAB can be quickly 
screened out by subculture with batter. The yielded strains were dominated by Lactobacillus 
plantarum and Lactobacillus paralimentarius. The starch utilization characteristics and amylase activity 
in the amylolytic L. paralimentarius LBM12001 were analyzed. The findings showed that it can 
hydrolyze starch at 10 g/L and well colonize in batter. The α-amylase and maltogenic amylase were 
extracellular enzymes. The specific enzyme activity of maltogenic amylase reached 1 240 U/mg at pH 
3.5. [Conclusion] We developed a method to enrich about screen amylolytic LAB from Daqu for 
traditional Chinese spirit and a method for evaluating the starch hydrolysis ability, and screened out the 
extracellular maltogenic amylase-secreting strain which had great potential in the production of 
sourdough, steamed bun, and other fermentation foods. 

Keywords: strain screening; Lactobacillus paralimentarius; starch hydrolysis 

乳酸菌在东、西方的发酵面制品方面均具

有重要应用。我国传统发酵面制品，如馒头的

发 酵采用 “酵子 ”，其中富含以植物乳杆菌

(Lactobacillus plantarum) 、 旧 金 山 乳 杆 菌

(Lactobacillus sanfranciscensis)等为代表的乳杆

菌[1]。西方的传统酸面团与东方的发面馒头类似，

由谷物粉、水和盐的混合物经长时间发酵而成[2]，

乳酸菌是酸面团中丰度最高的微生物[3]。乳酸菌

的存在可对成品面包起到一系列的改良作用，

包括增强风味，改善面团流变学特性和功能学

性质，延长面包保质期[4]。当前工业化应用主要

采用 IV 型酸面团发酵工艺，通过人工接种乳酸

菌的方式进行大规模工业发酵[5]。自然界中的乳

酸菌通常优先利用葡萄糖、麦芽糖等糖类，淀粉

利用能力较弱，因此，当前酸面团工业采用添加

人工淀粉酶制剂的方式进行工业化生产。 
近年来，发酵面制品行业从家庭作坊式生

产逐步过渡到中央厨房式的生产方式，后者以

预发酵冷冻面团、酸面团的制作方式为代表[6]。

为保证产品品质稳定，工业化规模生产方式对
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酵母和乳酸菌的发酵性能都提出了更高的要

求。其中对于乳酸菌的发酵性能，包括生长能

力、产风味物质等提出了更高的要求，例如通

过高淀粉水解活力乳酸菌的添加，在不添加人

工酶制剂的条件下实现淀粉水解和发酵产酸一

步生成[7]。 
虽然已有研究发现部分乳酸菌具有淀粉水解

能力[8-9]，但目前对淀粉利用型乳酸菌的研究仍然

处于初步阶段，仅发现嗜淀粉乳杆菌(Lactobacillus 
amylophilus)[10]、植物乳杆菌[4]等数种淀粉水解型

乳酸菌。为适应现代化工业规模生产的需要，亟

须选育具有更优淀粉利用能力的乳酸菌菌株。 
我国传统白酒固态发酵体系为乙醇-乳酸

发酵体系，乳酸菌存在于制曲[11]和主发酵[12]阶

段，发酵体系中的乳酸浓度高达 36.20 g/kg[13]。

其中，大曲制作采用了生料发酵模式，采用小

麦、大麦等谷物原料经破碎、压制后放入曲房

进行自然发酵。长达数百年连续运行的制曲环境

可能为乳酸菌在生淀粉基质上的生长提供了一

定的驯化条件，我们推测从白酒大曲中有望筛选

出具有优良生淀粉利用能力的乳酸菌菌株。 
本研究通过扩增子测序手段对四川和安徽

地区不同贮存期的浓香型大曲进行菌群结构解

析，优选筛选源。模拟自然条件下酸酵头的发

酵方式，将大曲粉接种入生面糊发酵，重复传

代后结合淀粉发酵能力筛选出高淀粉利用能力

的乳酸菌菌株，验证优势菌株的淀粉利用能力

和淀粉酶系分泌能力，并对优良菌株展开淀粉

酶表达及其酶活力研究。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  大曲样品 

大曲取材自四川及安徽地区浓香型白酒酒

厂大酒曲堆积车间，样品包括贮藏 0、3 和 6 个月

3 种类型。 
1.1.2  培养基 

研究所使用培养基均采用自然 pH，1×105 Pa
灭菌 20 min。 

MRS 培养基参照文献[14]配制。 
筛选培养基(g/L)：MRS 培养基配方，碳酸

钙 2.00，琼脂粉 20.00。 
水溶性淀粉培养基 (g/L) ：水溶性淀粉

20.00，柠檬酸氢二铵 2.00，吐温-80 1.00，乙酸

钠 5.00，磷酸氢二钾 2.00，硫酸镁 0.58，硫酸

锰 0.25。 
LB 培养基参照文献[14]配制，培养含有

pET-28a 及其衍生质粒的菌种时，添加 50 mg/L
卡那霉素。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

50 mmol/L 柠檬酸缓冲液，中国医药集团

化学试剂有限公司；1% (质量体积比)麦芽糖标

准溶液、1% (质量体积比) G2-β-CD 溶液、1% 
(质量体积比)水溶性淀粉溶液，上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；PowerSoil DNA Kit，Qiagen
公司；MolPure Bacterial RNA Kit，翌圣生物科

技(上海)股份有限公司；TaKaRa 反转录试剂盒，

宝日医生物技术 (北京 )有限公司；Seamless 
Cloning Kit 和 BeyoMag™磁珠法胶回收试剂盒，

上海碧云天生物技术有限公司。AKTA avant 25
蛋白纯化仪，GE Healthcare 公司；Ni NTA 
Unionrose 6FF 金属螯合层析柱，上海永联生物

科技有限公司。 
1.1.4  引物 

研究所用引物见表 1，引物由苏州金唯智

生物科技有限公司合成。 

1.2  方法 
1.2.1  大曲菌群结构研究 

称取 7 g 酒曲和 3 g 玻璃珠，加入 15 mL PBS
缓冲液涡旋振荡 5 min。300 r/min 离心 5 min， 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Sequences used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
16S-27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
16S-1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 
16S-v4-515F GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 
16S-v4-806R GGACTACNVGGGTWTCTAAT 
AmyΑ-F ACATCCAGGCTGGTTCTTACG  
AmyΑ-R CAGGCGGCGGGTATATTAAGT 
LpaMΑ-F ATCGTTTCAAGGCACCAGAGT 
LpaMΑ-R GTCGCCAAAGGCTGGATCTA 
pET28a-lpaMΑ-F AAGGAGATATACCATGGGCAATACACCAGCAATTTATCAT 
pET28a-lpaMΑ-R GATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTAACTAATGCAAATCCTTTA 
pET28a-F CACCACCACCACCACCACTGAGATC 
pET28a-R GCCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC 

 
收集上清，重复 3 次。8 000 r/min 离心 3min 收

集细胞，采用 PowerSoil DNA Kit 进行大曲样本

基因组 DNA 提取。 
选取引物 16S-v4-515F和 16S-v4-806R进行

PCR 扩增[15]。PCR 产物建库后，使用 PE250
策略在 Illumina MiSeq 平台进行测序。测序数

据的分析通过上海派森诺生物有限公司云平台

完成。 
1.2.2  菌株分离筛选 

初筛：称取 10 g 酒曲和 90 g 面粉，加入

160 mL 无菌水混合均匀，37 °C 培养 24 h 后转

接。转接 3 次，取 10 g 上一代发酵面糊，加入

84 g 面粉、154 mL 无菌水混合均匀，37 °C 培

养 24 h。取发酵后面糊梯度稀释涂布于筛选平

板，37 °C 培养 24 h 后挑选有水解圈生成菌株

以 16S-27F/16S-1492R 为引物进行菌属鉴定。

将鉴定为乳酸菌的菌株接种于水溶性淀粉培养

基中，37 °C 培养 24 h 后通过生物量的增加情

况筛选能够在淀粉机制下生长的乳酸菌。 
复筛：挑选 OD600 升高明显的部分菌株，

转接于水溶性淀粉培养基，37 °C 培养 48 h，通

过乳酸生成挑选优势菌株。 

1.2.3  乳酸菌发酵性能测试 
菌株 5% (体积分数)接种于 MRS 和水溶性

淀粉培养基中，37 °C 培养 48 h，每 2 h 取样冻

存，发酵完成后统一冻融测试 OD600 和乳酸生成。 
MRS 培养菌株至 OD600 约为 3.5 时收集菌泥，

107 CFU/g 接种于稀面糊体系，37 °C 发酵 36 h。
面粉大颗粒妨碍 OD600 的测定，因此发酵测定

乳酸生成和 pH 的变化。选择发酵 0 h 及终点样

本提取基因组 DNA，选取引物 16S-v4-515F 和

16S-v4-806R 对发酵样本进行扩增子测序，研究

接种乳酸菌在面糊中的生长情况。 
1.2.4  乳酸菌淀粉水解能力测试 

将菌株接种于水溶性淀粉培养基中，37 °C
发酵 72 h，每 12 h 取样。DNS 法测还原糖，硫酸

苯酚法测总糖[16]，淀粉含量(g/L)=总糖(g/L)−还
原糖(g/L)。 
1.2.5  乳酸菌淀粉酶基因表达水平分析 

将菌株接种于 MRS 和水溶性淀粉培养基，

取样后立即冻存。RNA 提取采用 MolPure 
Bacterial RNA Kit，反转录采用 TaKaRa 6210A
试剂盒。荧光定量 PCR 以 16S rRNA 基因为内

参基因，以特异性引物 AmyΑ-F/AmyΑ-R 扩增
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α-淀粉酶序列，LpaMΑ-F/LpaMΑ-R 扩增麦芽糖

淀粉酶编码基因(lpaMA)序列，采用 2−ΔΔCt法[17]

分析计算发酵过程中 α-淀粉酶基因和麦芽糖淀

粉酶基因的表达变化。 
1.2.6  乳酸菌粗酶酶活力测定 

水溶性淀粉培养基培养至对数期(OD600 为

0.5)，4 °C、8 000 r/min 离心 3 min，上清为胞

外酶粗酶液。沉淀菌泥用柠檬酸缓冲液洗涤，

冷冻压榨破壁，4 °C、8 000 r/min 离心 3 min，
上清即为胞内酶粗酶液[18]。 

标准曲线采用 1% (质量体积比)麦芽糖制

作[19]，以水溶性淀粉和 G2-β-CD 为底物研究粗

酶酶活。G2-β-CD 结构为麦芽糖以 α-1,6 糖苷键

相连于 β 环糊精，该淀粉酶不能水解 β 环糊精，

因此选用此底物验证 α-1,6 糖苷键的水解能力。 
底物及粗酶液摇匀，37 °C 水浴 2 h。反应

液加入 DNS 溶液，煮沸 5 min，取出后冰上冷

却，540 nm 波长处比色测定。 
在上述制定的酶活测定条件下，每分钟催

化底物分解生成相当于 1 μmol 葡萄糖的还原糖

所需要的酶量(mL)为 1 个酶活单位(U/mL)，计

算公式[20]：比酶活(U/mL)= 

1 2540540( )OD OD N N K V
T V

− × × × ×
×

对 总实验

酶

照  

式中，N1：酶液稀释倍数；N2：酶标仪测定稀

释倍数；K：标准曲线斜率；V 总 (mL)：反应液

总体积；T (min)：反应时间；V 酶 (mL)：粗酶

液体积。 
1.2.7  淀粉酶纯化及酶活力测定 

分 别 以 引 物 对 pET28a-lpaMΑ-F/pET28a- 
lpaMΑ-R 扩增麦芽糖淀粉酶序列，以引物对

pET28a-F/pET28a-R 线性化扩增 pET28a 质粒。

BeyoMag™磁珠法胶回收试剂盒进行产物纯化，

采用 Seamless Cloning Kit 进行片段连接。 
将重组菌接种于含有卡那霉素的 LB 培养

基中，37 °C、200 r/min 培养过夜。培养至 OD600

约 0.6，加入 0.1 mmol/L IPTG 诱导，17 °C、200 r/min
培养 24 h。4 °C、12 000 r/min 离心 3 min 收集

沉淀，用柠檬酸缓冲液(pH 3.0)重悬后超声破碎

细胞，超声采用 400 W，工作 5 s、间隔 5 s，
重复 5‒10 次，4 °C、8 000 r/min 离心所得上清

液为粗蛋白液。 
使用 AKTA avant 25 蛋白纯化仪和 Ni NTA 

Unionrose 6FF 金属螯合层析柱对粗蛋白液进行

纯化，SDS-PAGE 确定目的蛋白大小。纯酶液

测定酶活力，反应条件同 1.2.6。 
每分钟催化底物分解生成相当于 1 μmol 葡

萄糖的还原糖所需要的酶量(mg)为 1 个淀粉酶

酶活单位，计算公式[20]：比酶活(U/mg)= 

1 2540540( )OD OD N N K V
T V C

− × × × ×
× ×
对 总实验

酶

照  

式中，N1：酶液稀释倍数；N2：酶标仪测定稀

释倍数；K：标准曲线斜率；V总 (mL)：反应液

总体积；T (min)：反应时间；V酶 (mL)：粗酶液

体积；C (mg/mL)：蛋白浓度。 

2  结果与分析 
2.1  大曲中乳酸菌类型分析 

本研究通过扩增子测序手段对四川(SC)和
安徽(AH)地区不同贮存期的浓香型大曲进行菌

群结构解析。如图 1 所示，相对丰度 1%的细菌

菌群可归属到 17 个属。随着成品曲贮存时间的

延长(0‒6 个月)，葡萄球菌属(Staphylococcus)的
相对丰度均逐渐降低，乳杆菌属(Lactobacillus)
的相对丰度总体呈现升高趋势。四川和安徽大

曲中乳杆菌属丰度分别从贮存 3 个月的 8.4%和

5.2%增加到贮存 6 个月的 19.6%和 36.1%，逐

渐成为主体细菌(图 1A)。 
对乳酸菌从种水平分析，四川和安徽大曲

在贮存 6 个月时乳酸菌总丰度分别高达 60%和
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52% (图 1B)，其中四川地区来源大曲主体乳酸

菌为魏斯氏属(Wessella)，安徽地区来源大曲主

体乳酸菌为明串珠菌属(Leuconostoc)和乳杆菌

属。储藏 6 个月的安徽地区大曲中乳杆菌菌株

占比高达 36.1%，而且种类最多，包括类食品

乳杆菌、罗氏乳杆菌(Lactobacillus rossiae)、发

酵乳杆菌 (Lactobacillus fermentum)、短乳杆菌

(Lactobacillus brevis)、桥乳杆菌 (Lactobacillus 
pontis)、植物乳杆菌、布氏乳杆菌(Lactobacillus 
buchneri) 和 罗 伊 氏 乳 杆 菌 (Lactobacillus 
reuteri)。上述分析表明不同地区大曲在贮存过

程中具有不同的菌群结构变化特征，对于乳酸

菌的筛选而言，选择贮存 3−6 个月的大曲作为

筛选源较为合适，采用不同筛选源可增加乳酸

菌类型的多样性。 

2.2  淀粉基质下优良生长性能乳酸菌菌株

的筛选 
本研究选择安徽地区贮存了 6 个月的大曲

为筛选源。预实验利用 MRS 培养基直接富集筛

选，得到的菌株大多为低淀粉利用型菌株。因

此优化了筛选条件：模拟自然条件下酸面团的

发酵方式，将大曲粉接种入生面糊体系发酵，

重复传代 3 次。测序结果如图 2A 所示。对传

代时序进程的菌群变化分析可知，通过连续传

代，乳杆菌属丰度随传代时序增加，传代 3 次

后，相对丰度>1%的属主要为乳杆菌属和片球

菌属，其中乳杆菌属丰度高达 67% (图 2A)。 
选用转接第 3 代的面糊进行多轮次筛菌实

验，在水溶性淀粉培养基中，筛选到的菌株中

约 88%的菌株发酵终点 OD600<0.6，12%的菌株 

 

 
 
图 1  大曲贮存过程的群落结构组成   A：属水平；B：种水平 
Figure 1  Microbial community structures of starter (Daqu) during storage. A: Genus level; B: Species level. 
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图 2  淀粉基质下优良生长性能乳酸菌的筛选    A：大曲中菌群连续富集过程在属水平上的动态变

化，F1‒F4 表示连续传代；B：初筛从第 F3 代分离得到的 LAB 菌株生长情况；C：复筛研究了生长性

能较好的菌株在水溶性淀粉培养基中的乳酸产率和发酵终点 pH 
Figure 2  Screening of lactic acid bacteria with excellent fermentation performance in starch. A: Microbial 
dynamics of microbiota grown in dough inoculating with Daqu powder at genus level during successive 
enrichment. F1 to F4 indicates the successive passage; B: The growth of LAB strains isolated from the third 
passage (F3). A total number of 180 strains were examined; C: The lactate production and finial culture pH of 
strains with strong growth performance in water soluble starch medium. 
 
发酵终点 OD600 介于 0.6−0.8 之间，仅有 6%的

菌株发酵终点 OD600>0.8 (图 2B)。这表明首先

从面糊中富集乳酸菌菌群，然后结合水溶性淀

粉培养基进行纯培养菌株筛选，可以有效筛选

出在淀粉基质中具有良好生长能力的菌株。 

筛选到的在淀粉基质中具有良好生长能力

的 9 株乳酸菌菌株为植物乳杆菌和类食品乳杆

菌。再次发酵测试表明，这 9 株乳杆菌在 20 g/L 的

水溶性淀粉培养基中的乳酸产生能力>7 g/L，对

应葡萄糖需要量为 7 g/L，而培养基中可溶性糖含

量仅为 5.8 g/L，说明其能够水解淀粉供自身生长。 
近年来，高淀粉利用能力乳杆菌被广泛研

究[21-23]。本研究除了得到多株具有高淀粉水解

能力的植物乳杆菌外，还获得了在淀粉基质上生

长和产酸性能优良的类食品乳杆菌 LBM12001，
类食品乳杆菌在酸面团、酸菜等天然发酵基质

中广泛存在[24-27]，但该菌株的淀粉利用能力及

其他基本生理代谢特征至今鲜有研究。 
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2.3  类食品乳杆菌 LBM12001 菌株的淀粉

利用能力和淀粉利用酶系表达特征 
2.3.1  类食品乳杆菌 LBM12001 菌株的淀粉利

用能力 
我们以产酸速率和生长速率来评价类食品

乳杆菌 LBM12001 菌株在淀粉基质上的生长能

力。当以葡萄糖(对照组)为碳源时，LBM12001

生长迅速进入对数期 (图 3A)，最高 OD600 为

5.2，最大比生长速率为 0.9 (图 3B)，可将 20 g/L

葡萄糖转化为 19 g/L 乳酸 (图 3C)。 

相较于以葡萄糖为碳源，LBM12001 菌株

在水溶性淀粉为碳源培养基中的生长远弱于葡

萄糖为碳源的培养基，最高 OD600 为 0.89，仅

是葡萄糖为碳源时的 17.1% (图 3A)。最大比生长

速率为 0.038，仅为葡萄糖为碳源组数据的 4.75% 
(图 3B)。从乳酸及 pH 变化趋势可知，虽然以淀

粉为碳源时菌株的生物量远低于葡萄糖，但其

具有较高的乳酸产生能力。0−12 h 时，乳酸产量

以 0.36 g/(L·h)的速度迅速增加；12−24 h 乳酸产

量保持在 0.083 g/(L·h)缓慢增加；24−48 h 乳酸

生成速率达到最大值 0.38 g/(L·h)；48 h 后水解

反应停止。乳酸终产量为 16 g/L，略低于葡萄

糖培养基(图 3C 和 3D)。对糖利用分析数据可

得，发酵前 24 h，淀粉并未出现明显利用趋势，

水溶性淀粉中存在的少量还原糖供乳酸菌生长

利用，24 h 内消耗完可利用还原糖，继而过渡

到淀粉水解模式，24 h 后培养基中淀粉含量迅

速下降(图 3E‒3G)。培养基中初始淀粉含量约

15 g/L，发酵终点淀粉残余量约 5 g/L，发酵过

程淀粉总消耗约 10 g/L，即 LBM12001 的淀粉

利用率高达 66%，表明该菌株具有高效的淀粉

水解能力。根据 OD600 和乳酸测试结果，推测

LBM12001 在淀粉基质下水解淀粉很少用来生

长，主要用作代谢产物的生成。根据碳平衡计

算，以水溶性淀粉为碳源时，终浓度 16 g/L 的

乳酸中约 71%需由淀粉水解提供。 
2.3.2  类食品乳杆菌 LBM12001 菌株在面糊中

的定殖能力 
上述淀粉利用能力测试底物为完全糊化的

水溶性淀粉培养基，而且培养基中含 MRS 配方

中的矿质元素。但天然酸面团发酵的底物仅为

生面粉，不能添加其他促进乳酸菌生长的 MRS
培养基组分。为验证 LBM12001 在实际酸面团中

的生长能力，我们将 LBM12001 菌泥接种于面糊

体系中，通过检测乳酸产生和分析菌群结构，

判定菌株在酸面团中的定殖能力。如图 4A 所

示，菌株接种组乳酸在 0−36 h 间持续增加，而

对照组(不外源接种的面糊)的乳酸仅在 8−18 h 出

现增长趋势，18 h 后基本不再增加。如图 4B 所

示，发酵到 36 h 时，接种组乳酸含量为 6.30 g/kg，
对照组为 1.86 g/kg，仅为接种组的 1/3；同时，

接种组的最低 pH 值为 3.41，降低幅度为 2.81，
在发酵进程中低于对照组(最低值 4.83，降低幅

度 1.27)，结合数据统计结果证明，实验组和空

白组的 α 多样性存在显著性差异。 
分析扩增子测序数据，接种组在发酵起点

类食品乳杆菌的相对含量为 30%，36 h 时的相

对含量增加到 47% (图 4B)，说明 LBM12001 能

够在面糊中定殖。无外源接种的对照组中，发

酵过程中主要增长的乳酸菌为植物乳杆菌，其

相对丰度从初始的 41.3%增加到 36 h 的 89.6%。

以植物乳杆菌作为内参菌，对类食品乳杆菌绝

对含量进行校正，LBM12001 接种前后增长了

60%。同时，接种组 36 h 时植物乳杆菌相对含

量<1%，表明 LBM12001 的生长抑制了植物乳

杆菌的生长。酸面团发酵过程理化监测与菌群

结构变化结果表明，类食品乳杆菌 LBM12001
能够较好地在面团中定殖。 
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图 3  类食品乳杆菌 LBM12001 的生长、乳酸产生和碳水化合物利用能力   A 和 B：菌株 LBM12001
在葡萄糖和水溶性淀粉培养基为底物的生长和比生长速率；C 和 D：两种底物对菌株的乳酸产量和 pH
变化的影响；E−G：水溶性淀粉为底物时菌株生长消耗总糖、还原糖和淀粉情况 
Figure 3  Growth, lactic acid production and starch hydrolysis capacity of Lactobacillus paralimentarius 
LBM12001. A, B: The growth and specific growth of strain LBM12001 grown in glucose and water soluble 
starch medium; C, D: The lactate production and finial culture pH of strain with two substrates; E−G: The 
changes of total carbohydrate (E), reducing sugar (F) and starch (G), during the fermentation process in water 
soluble starch medium. 



 
崔丹曦等: 大曲来源淀粉利用型乳酸菌的筛选及其淀粉利用特性 4203 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 4  菌株 LBM12001 在生面糊中的定殖能力   A 和 B：LBM12001 在水溶性淀粉培养基为底物条件

下的乳酸和 pH 变化情况，*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001；C：生面团接种 LBM12001 后微

生物菌群结构变化 
Figure 4  Colonization ability of L. paralimentarius LBM12001 in uncooked flour batter. Α−B: Lactate 
production and finial culture pH of LBM12001 in water soluble starch medium; *: P<0.05, **: P<0.01, ***: 
P<0.001; C: Microbial dynamics of microbiota grown in dough inoculating with LBM12001 at genus level. 
 
2.3.3  类食品乳杆菌 LBM12001 淀粉利用酶系

表达特征 
类食品乳杆菌 LBM12001 具有较复杂的淀

粉利用酶系编码基因簇，该基因簇包含 12 个基

因(图 5)，其中含有 2 个淀粉酶编码基因 amyA

和 lpaMA，分别为编码 α-淀粉酶和麦芽糖淀粉

酶。α-淀粉酶蛋白序列与植物乳杆菌来源的 α-淀 

粉酶蛋白序列相似度为 99%；麦芽糖淀粉酶蛋

白序列与植物乳杆菌来源的麦芽糖淀粉酶蛋白

序列相似度为 45%。 
RT-qPCR 数据如图 6 显示。在水溶性淀粉

培养基中，前 18 h 两种淀粉酶基因的相对表达

水平均缓慢上升；amyA 基因在 18−24 h，lpaMA
基因在 18−36 h 的相对表达水平均快速上调。 
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图 5  类食品乳杆菌 LBM12001 淀粉利用基因簇    PurR：LacI 家族蛋白结合转录调节因子；

LP238_RS13180：α-葡萄糖苷酶；AmyA：α-淀粉酶；LP238_RS13170：细胞外溶质结合蛋白；UgpA：

ABC 转运蛋白通透酶；LpaMA：麦芽糖淀粉酶；AmyAc_CMD：α-葡萄糖苷酶；LP238_RS13140：糖

苷水解酶；PgmB：磷酸葡萄糖变位酶；LP238_RS13130：半乳糖脱氢酶 
Figure 5  The starch utilization cluster of L. paralimentarius LBM12001. PurR: LacI family DNΑ-binding 
transcriptional regulator; LP238_RS13180: α-glucosidase; AmyA: α-amylase; LP238_RS13170: 
Extracellular solute-binding protein; UgpA: ABC transporter permease; LpaMA: Maltogenic amylase; 
AmyAc_CMD: α-glucosidase; LP238_RS13140: Glycoside hydrolase family 65 protein; PgmB: 
β-phosphoglucomutase; LP238_RS13130: Galactose mutarotase. 

 

 
 
图 6  类食品乳杆菌 LBM12001 的 α-淀粉酶编码基因 amyA (A)和麦芽糖淀粉酶编码基因 lpaMA (B)的
时序转录水平 
Figure 6  The temmporal transtription levels of amyA (A) and lpaMA (B) in L. paralimentarius LBM12001. 
 
基因 amyA 在 24 h 时达到峰值并维持高表达至

发酵 42 h，lpaMA 基因在 36 h 时达到峰值，36 h
后逐渐下调。由数据结果推测，在水溶性淀粉

培养基中，前 18 h 乳酸菌利用培养基中的少量

还原糖进行生长，18−36 h 处于淀粉水解状态，

与淀粉利用数据对应。 
基于植物乳杆菌麦芽糖淀粉酶的研究

表明，植物乳杆菌麦芽糖淀粉酶同时具有高

效切割 α-1,4 糖苷键和 α-1,6 糖苷键的特性 [9]。

我们分别以水溶性淀粉和 G2-β-CD 为底物，

验证类食品乳杆菌淀粉酶的胞内和胞外水

解特性。 
胞内和胞外粗酶的活力数据如图 7 所示，

以水溶性淀粉为底物时，胞内酶活为 31 U/mL，

胞外酶活为 364 U/mL，是胞内酶活的 12 倍。

以 G2-β-CD 为底物时，胞内酶活为 36 U/mL，

胞外酶活为 167 U/mL，约为胞内酶活的 5 倍。

该结果表明 LBM12001 不仅能水解 α-1,4 糖苷

键，也能水解 α-1,6 糖苷键，并且 2 种水解能力

主要表现为胞外水解活性。基于上述转录数据，

我们推测类食品乳杆菌的 α-1,6 糖苷键切割能

力由 lpaMA 基因编码酶贡献。 
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图 7  类食品乳杆菌 LBM12001 在水溶性淀粉培养条件下的粗酶酶活   A：以 G2-β-CD 为底物的酶活；

B：以水溶性淀粉为底物的酶活 
Figure 7  The crude enzyme activity of L. paralimentarius LBM12001 cultured in water soluble starch medium. 
A: Enzymatic activity with G2-β-CD as substrate; B: Enzymatic activity with water soluble starch as substrate. 
 
2.4  类食品乳杆菌麦芽糖淀粉酶(LpaMA)
的基本酶学性质 
2.4.1  蛋白纯化 

由于至今尚无报道对类食品乳杆菌的

LpaMA 蛋白进行酶学性质研究，为进一步确定

LBM12001 胞外的 α-1,6糖苷键水解活性是否由

LpaMA 贡献，我们对 lpaMA 基因进行异源表达

纯化，His6-LpaMA 的 SDS-PAGE 图见图 8。
His6-LpaMA 蛋白大小为 67.7 kDa，目的蛋白定

位在 55 kDa 与 70 kDa 之间，与预测结果一致，

表明目的蛋白纯化成功。 
2.4.2  His6-LpaMA 的比酶活测定 

测定不同 pH 条件，His6-LpaMA 在水溶性

淀粉和 G2-β-CD 两种底物下的比酶活变化。结

果见图 9，在以 G2-β-CD 为底物时，pH 3.0 时

具有最高比酶活(3 400 U/mg)，随着 pH 值的升

高酶活力逐渐下降；在以水溶性淀粉为底物时，

pH 3.5 时比酶活最高(1 240 U/mg)，随着 pH 值

升高酶活力逐步下降。上述结果表明 LpaMA 只

在酸性环境下表现出活性，而且比活力随着 pH
值的降低逐渐升高。乳酸菌生长对数期胞外环境

pH 值逐渐降至 3.0，结合上述胞外粗酶活测定表

明了类食品乳杆菌胞外麦芽糖淀粉酶活力高于

胞内，我们推测 LpaMA 从胞内分泌到胞外，在

低 pH 值的胞外环境下行使水解淀粉的功能。 
 

 
 
图 8  类食品乳杆菌 LBM12001 麦芽糖淀粉酶的

表达纯化 SDS-PAGE 图 
Figure 8  SDS-PAGE analysis of purified His6-LpaMA 
of L. paralimentarius LBM12001. M: Marker; 1: 
His6-LpaMA. 
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图 9  类食品乳杆菌 His6-LpaMA 的比酶活随 pH 变化情况   A：以 G2-β-CD 为底物下的酶活；B：

以水溶性淀粉为底物下的酶活 
Figure 9  The specific enzyme activities of His6-LpaMA of L. paralimentarius LBM12001 with varied pH. 
A: The specific enzyme activity with G2-β-CD as substrate; B: The specific enzyme activity with water 
soluble starch as substrate. 
 

3  讨论与结论 
白酒大曲制作过程为自然接种的循环发酵

过程[28]，体系中存在丰富多样的乳酸菌资源，

结合本研究的测序结果分析可得，大曲经过贮存

工艺可增加体系内乳酸菌丰度，贮存后大曲中存

在更多的淀粉水解型乳酸菌，是淀粉水解型乳酸

菌的优质筛选源。而且，白酒酿造体系与酸面团

体系同属于食品发酵体系，白酒酿造体系中已发

现的乳酸菌大多为公认安全的益生菌，为

generally recognized as safe (GRAS)或 qualified 
presumption of safety (QPS)列表中菌株，从大曲

中筛选得到的食品安全型乳酸菌可直接应用

于酸面团发酵。 
当前对于淀粉利用型乳酸菌的筛选方式大

多采用样本直接稀释涂布法[22,29]，耗时且缺乏

靶向性。本研究建立的面糊传代培养方法可在

保留大曲原位乳酸菌菌群的前提下，高效靶向

筛选得到高淀粉利用能力菌株。通过该方法除

了筛选到多株具有高淀粉水解能力的植物乳杆

菌外，还得到了在淀粉基质上生长和产酸性能

优良的类食品乳杆菌 LBM12001，为从复杂菌

群中高效筛选淀粉水解型乳酸菌提供了新的思

路和方法。 
已有研究将类食品乳杆菌接种于酸面团体

系，发现实验菌株能够快速在面粉基质中实现

定殖，同时对面团的酸化起到积极作用[25]。之

前的多项研究采用 MRS 平板计数法表征接种

乳酸菌的定殖能力，但本研究的测序数据表明

生面粉中存在着数量不可忽视的本底乳酸菌，

MRS 平板计数法无法从外观上直接区分乳酸

菌种属。本研究采用了扩增子测序方法对整个

发酵体系的群落变化进行检测，能够更准确地

研究目标菌株在淀粉基质中的定殖能力，结合

本研究的测序结果分析可知，LBM12001 能够

在淀粉基质中快速定殖。 
当前对乳酸菌来源麦芽糖淀粉酶的研究尚

浅，仅 Lactobacillus gasseri ATCC 33323[7]、

Lactobacillus plantarum ST-III[9]、Lactobacillus 
plantarum WCFS1[30]和 Lactobacillus plantarum 
S21[31]这 4 株乳杆菌被报道存在麦芽糖淀粉酶

基因，而其他乳酸菌来源麦芽糖淀粉酶的表达、
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分泌和酶学性质则鲜有系统研究。目前报道的

乳酸菌菌株麦芽糖淀粉酶分泌能力较弱，如

Lactobacillus gasseri ATCC 33323 难以在常规

培养条件下产生可降解生淀粉的麦芽糖淀粉

酶，通过在大肠杆菌中异源表达才发现该种乳

酸菌的潜在麦芽糖淀粉酶基因具有麦芽糖淀粉

酶的特有酶学性质[7]，这表明很多乳酸菌的麦

芽糖淀粉酶编码基因的表达通常处于沉默状

态。然而本研究获得的 LBM12001 可以分泌胞

外型麦芽糖淀粉酶，具有能够本源表达且胞外

释放高酶活的优点，在酸面团、馒头等需进行

生面粉发酵食品的生产中具有重要的应用前

景。典型小麦酸面团的 pH 值为 3.5−4.5[32-33]，

发酵前期 pH 值逐渐降至 3.8，发酵后期 pH 值

维持在 3.5−3.8[34]。LBM12001 分泌的麦芽糖淀

粉酶 LpaMA 最适 pH 值为 3.0−3.5，能够在发酵

后期低 pH 环境下持续表现高酶活。但因其最

优 pH 过低，如何在发酵前期和酸面团制作过

程中发挥更大作用，还需进一步探索最优酶表

达量与胞外酶在酸面团中的水解能力。 
综上所述，本研究建立了大曲中淀粉水解型

乳酸菌靶向筛选方法及菌株淀粉水解能力评价

体系，获得了一株具有胞外麦芽糖分泌能力的类

食品乳杆菌 LBM12001，该菌在酸面团等以谷物

等淀粉基质作为发酵原料的领域具有应用前景。 
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