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摘要：在对湖北省襄阳地区青年人肠道中双歧杆菌进行分离鉴定的基础上，采用电子舌和电

子鼻技术对其在羊乳中的发酵特性进行了评价。结果表明：分离出的20株双歧杆菌菌株，共鉴

定为Bifidobacterium longum(长双歧杆菌)、B. breve(短双歧杆菌)、B. bifidum(两歧双歧杆菌)、B. 
pseudocatenulatum(假链状双歧杆菌)、B. adolescentis(青春双歧杆菌)和B. faecale(粪便双歧杆菌)6个
种，其中11株为B. longum(长双歧杆菌)。通过电子舌分析发现，不同双歧杆菌制备的发酵羊乳在

后味A(涩味的回味)上的差异最大，极差值为24.52。通过高效液相色谱法分析发现，乳酸和乙酸为

双歧杆菌制备发酵羊乳中的主要有机酸。通过电子鼻分析发现，传感器W6S、W1W和W5S对不同

双歧杆菌菌株制备发酵羊乳响应值差异较大，其变异值分别为35.56%、23.32%和17.20%。通过主

成分分析发现，B. longum HBUAS55095和B. longum HBUAS55100具有良好的羊乳发酵特性。由此

可见，B. longum(长双歧杆菌)为襄阳地区青年人肠道中双歧杆菌类群的优势种，且不同双歧杆菌

制备的发酵羊乳品质差异主要体现在滋味上。
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在现代食品加工产业中，双歧杆菌是生产发酵

乳常用的发酵剂菌种之一，加之其具有调整肠道

菌群、改善过敏和乳糖不耐症状等诸多作用[1]
，因

而在婴幼儿配方乳粉和保健食品中亦有着广泛的

应用[2]
。双歧杆菌在自然界中广泛地分布于人肠

道、动物肠道、口腔、污水、血液和食品中，而

有研究认为后3种生态环境中的双歧杆菌主要是由

于人或动物粪便污染的结果[3]
。虽然人体肠道中

栖息着数量超过1000万亿的共生菌群，然而在健

康的成年人肠道内双歧杆菌属于优势菌群，其含

量大于1%[4]
，且目前市面上销售的益生菌产品中

的双歧杆菌如B. animalis subsp lactis BB12和V9等
均分离自人体肠道[5-6]

，因此从健康人肠道中分离

双歧杆菌，从而为后续商业化双歧杆菌的开发利

用提供菌株支持具有积极的意义。

较之牛乳，羊乳脂肪球颗粒小且短链脂肪酸

比例高，具有蛋白含量高和营养全面的优点[7]
。

双歧杆菌能够进行异型乳酸发酵，通过产生乳

酸和乙酸进而改善发酵羊乳的口感[8]
，同时赋予

其一定的益生特性[9]
。作为新兴的仿生设备，电

子舌和电子鼻实现了乳制品滋味和风味指标的

数字化评价，在乳酪[10]
、牛乳[11]和酸乳[12]品质鉴

评中有着广泛的应用。通过色谱柱高效的分离

作用，高效液相色谱法(High performance liquid 
chromatograph，HPLC)可对发酵乳中有机酸的种

类和含量进行解析[13]
，具有分离效率高且选择性

好的优点。

本研究在对湖北省襄阳地区青年人肠道中双

歧杆菌进行分离鉴定的基础上，采用电子舌和电

子鼻技术从滋味和气味2个维度，评价了双歧杆菌

分离株在羊乳中的发酵特性，同时采用HPLC技术

对其有机酸种类和含量进行了解析，通过本研究

的实施，以期为后续商业化发酵羊乳用双歧杆菌

的开发利用提供菌株支持。

1  材料与方法

1.1  材料与仪器

MRS培养基、半胱氨酸盐酸盐溶液、莫匹

罗星锂盐：青岛海博生物技术有限公司；马血

清：浙江天杭生物科技股份有限公司；全脂羊

乳粉：陕西红星美羚乳业股份有限公司；白砂

糖：市售；三羟甲基氨基甲烷、十六烷基三甲基

溴化铵(Hexadecyl trimethyl ammonium bromide，
CTAB)、氯仿、十二烷基硫酸钠、乙二胺四乙

酸、乙醇、偏重亚硫酸钾、异戊醇、醋酸钠、葡

萄糖、酚、碳酸钙、浓硝酸、磷酸二氢钾：国药

集团化学试剂有限公司；引物27F/1495R：武汉天

一辉远生物科技有限公司；DNA聚合酶、dNTP、
10×PCR buffer、蛋白酶K、溶菌酶、2×PCR 
mix、T-载体：北京全式金生物技术有限公司；苹

果酸、乳酸、乙酸、柠檬酸、琥珀酸：西陇科学

股份有限公司；阴离子溶液、阳离子溶液、内部

溶液、参比溶液：日本Insent公司；中速滤纸：泰

州市中泰教学装备有限公司。

D G 2 5 0 厌氧工作站：英国 D W S 公司；

ECLIPSE Ci生物显微镜：日本Nikon公司；Vetiri
梯度基因扩增仪：美国AB公司；DYY-12电泳

仪：北京六一仪器厂；FluorChem FC3化学发光

凝胶成像系统：美国FluorChem公司；SA-402B电
子舌：日本Insent公司；Inertsil C18液相色谱柱和

LC-20ADXR高效液相色谱仪：日本岛津公司；

PEN3电子鼻：德国Airsense公司；LC-85LC真空

adolescentis and B. faecale, respectively. It was worth mentioning that 11 isolates were identified as B. 
longum. The testing of electronic tongue indicated that there was greater difference in sourness among 
fermented goat milk samples with range values of 24.52. The composition of organic acid was determined 
by High performance liquid chromatography (HPLC) method, and the result shown that lactic acid and 
acetic acid were majority organic acids in fermented goat milk samples. The testing of electronic nose 
indicated that the response value of sensor W6S, W1W and W5S were greater differences among 
fermented goat milk samples with variation value of 35.56%, 23.32% and 17.20%. The result of principal 
component analysis indicated that the fermented goat milk samples fermented by B. longum HBUAS55095 
and B. longum HBUAS55100 with better quality. Thus, B. longum was domain Bifidobacterial species in 
young volunteers recruited from Xiangyang, and the differences among fermented goat milk fermented by 
Bifidobacterial strains were major in taste indexes.
Key words: Bifidobacterium; isolation and identification; fermented goat milk; quality evaluation
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泵：力辰科技公司。

1.2  试验方法

1.2.1   青年志愿者的招募   本研究从湖北文理学院

招募健康襄阳籍大一学生8名，男女各半，年龄在

18～19岁，身体质量指数(Body mass index，BMI)
在18.7～21.3之间，近一个月无服用或注射药物且

未食用含有双歧杆菌的乳制品或微生态制剂。于

实验楼卫生间进行志愿者晨便样品采集活动，

样品采集前便池使用清水冲洗干净，便池底部

覆盖洁净保鲜膜。样品采集后立即进行双歧杆

菌的分离。

1.2.2   青年志愿者粪便样品中双歧杆菌的分离鉴

定    将粪便样品用无菌生理盐水进行倍比稀释

后，分别选取稀释度为10—5
、10—6和10—7梯度的稀

释液于含有1.0%碳酸钙的BSM培养基(MRS培养基

基础上每升添加0.5 g半胱氨酸盐酸盐、50 mg莫匹

罗星锂盐和50 mL马血清)上涂布，并置于厌氧工

作站(85%N2，5%CO2及10%H2)中37 ℃恒温培养72 
h。选取过氧化物酶阴性，革兰氏染色阳性的菌株

暂定为双歧杆菌，采用CTAB法提取分离株的基因

组DNA[14]
，并进行16S rDNA PCR扩增，扩增体系

(25 µL)为：正向引物和反向引物各0.5 µL，DNA
模板1 µL，10×PCR Buffer 2.5 µL，dNTP Mix 2 
µL，rTaq酶：0.2 µL，超纯水18.3 µL。扩增条件

为：94 ℃预变性4 min；94 ℃变性30 s，55 ℃退

火1 min，72 ℃延伸1 min，重复30次；72 ℃延伸7 
min[15]

。经产物纯化、连接和转化后，挑选阳性克

隆子寄往南京市金斯瑞生物科技有限公司进行16S 
rDNA基因测序分析，通过基因同源性比对和系统

发育树的构建进行种属鉴定。

1.2.3   发酵羊乳的制备   将羊乳粉、蔗糖、葡萄

糖和去离子水按照11.5:5.5:1.0:82的质量比进行混

合，常温水合30 min后，加热至60 ℃后2段均质，

其中一段为20 MPa，二段为4 MPa。将200 mL均
质后的复原乳置于250 mL蓝盖瓶中，95 ℃ 5 min
杀菌冷却至40 ℃，按照5×106 CFU/mL复原乳的

比例接入双歧杆菌分离株菌悬液，置于厌氧工作

站(85%N2，5%CO2及10%H2)中42 ℃恒温培养36 
h，发酵结束后于4 ℃后熟24 h。
1.2.4   双歧杆菌分离株制备发酵乳滋味品质的评

价   取50 g发酵羊乳加入150 mL去离子水，震荡

均匀后10000 r/min离心5 min，取上清液装入100 
mL量筒中置于4 ℃过夜，去除上层油脂后使用中

速滤纸抽滤备用。参照王玉荣对米酒滋味品质测

定的方法[16]
，对发酵羊乳酸味、苦味、涩味、鲜

味、咸味、后味A(涩味的回味)、后味B(苦味的回

味)和丰度(鲜味的回味)进行测定。

1.2.5   发酵羊乳中有机酸含量的测定   参照田辉的

方法进行样品的预处理，并做适当修改[17]
。将2 g

发酵羊乳与50 µL 68%的浓硝酸装入10 mL容量瓶

中，使用0.01 mol/L的磷酸二氢钾流动相(pH值为

2.30)定容后，10000 r/min离心10 min，上清液121 
℃ 15 min高压处理后，再次10000 r/min离心10 min
取上清液过0.22 µm滤膜备用。在拟合苹果酸、乳

酸、乙酸、柠檬酸和琥珀酸浓度与峰面积回归方

程的基础上进行样品中有机酸的检测，流动相为

0.01 mol/L磷酸二氢钾，流动相pH值为2.30，流动

相流速为1.0 mL/min，柱温为30 ℃，进样量为25 
µL，检测波长为215 nm[18]

。

1.2.6   双歧杆菌分离株制备发酵羊乳风味品质的

评价   取15 g发酵羊乳于样品瓶中，55 ℃保温10 
min后插入探头进行顶空进样测试，测试条件为：

测试时间60 s；自动调零时间5 s；进样流量120 
mL/min；内部流量120 mL/min；清洗时间150 s；
样品间测试间隔2 min；取49、50、51 s时的平均

值为测试数据[19]
。

1.2.7   统计分析    使用主成分分析(Principal 
component analysis，PCA)对双歧杆菌分离株制备

的发酵羊乳品质进行评价。使用MEGA7.0软件

绘制系统发育树，其他的箱型图和散点图均使用

Origin软件绘制。

2  结果与分析

2.1  双歧杆菌16S rDNA序列同源性比对结果

本研究共从8个襄阳市区青年人肠道中分离得

到20株疑似双歧杆菌菌株，所有菌株在含有碳酸

钙的培养基上均能形成透明圈、显微镜下均呈杆

状、革兰氏染色均为阳性而过氧化氢酶试验均呈

现阴性。20株疑似双歧杆菌16S rDNA序列比对结

果如表1所示。

由表 1可知， 2 0株双歧杆菌被鉴定为 6个
种，其中分离株HBUAS55081、HBUAS55085
和HBUAS55086与Bifidobacterium faecale CU3-7
的同源性为99%，鉴定为B. faecale(粪便双歧杆

菌)；分离株HBUAS55080和HBUAS55094与B. 
bifidum KCTC3202的同源性为99%，鉴定为B. 
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bifidum(两歧双歧杆菌)；分离株HBUAS55096和
HBUAS55101与B. adolescentis ATCC15703的同源

性为99%，鉴定为B. adolescentis(青春双歧杆菌)；
分离株HBUAS55107与B. breve DSM20213的同源

性为100%，鉴定为B. breve(短双歧杆菌)；分离株

HBUAS55091与B. pseudocatenulatum JCM1200的
同源性为99%，鉴定为B. pseudocatenulatum 
(假链状双歧杆菌)；其余11株分离株与B. longum 
ATCC15707的同源性均≥99%，因而鉴定为B. 
longum(长双歧杆菌)。为明确各分离株之间的亲

缘进化关系，本研究进一步构建了双歧杆菌分离

株与模式株的系统发育树，其结果如图1所示。

由图1可知，隶属于B. longum(长双歧杆菌)、
B. breve(短双歧杆菌)和B. bifidum (两歧双歧杆

菌 )的分离株和模式株聚为一大类，隶属于

B. pseudocatenulatum (假链状双歧杆菌 )、B. 
adolescentis(青春双歧杆菌)和B. faecale(粪便双歧

杆菌)的分离株和模式株聚为一大类，且同源性均

≥99%，因而本研究结果具有较高的准确性和可

信度。值得一提的是，20株分离株中11株鉴定为

B. longum(长双歧杆菌)，占分离株总数的55%。

由此可见，B. longum(长双歧杆菌)为襄阳地区青

年人肠道中双歧杆菌类群的优势种。

2.2  双歧杆菌分离株制备发酵乳滋味品质的评价

根据卫生部印发的《可用于食品的菌种名

单》(2016版)规定，可以在食品中使用的双歧

杆菌主要包括B. adolescentis(青春双歧杆菌)、B. 
animalis subsp lactis(动物双歧杆菌乳酸亚种)、B. 
bifidum(两歧双歧杆菌)、B. breve(短双歧杆菌)、
B. infantis(婴儿双歧杆菌)和B. longum(长双歧杆

菌)等6个种或者亚种，因而本研究从20株分离株

中选择了16株双歧杆菌进行了发酵羊乳制备，因

B. breve HBUAS55107制备的发酵乳无法凝乳，因

而最终对15株双歧杆菌在羊乳中的发酵特性进行

了评价。

由图2可知，不同双歧杆菌制备的发酵羊乳

在后味A(涩味的回味)上的差异最大，极差值为

24.52；其次为后味B(苦味的回味)、涩味、苦味、

酸味、鲜味和咸味，极差值依次为18.65、16.42、
12.95、12.36、9.06和8.70；而在丰度(鲜味的回味)

表1   20株疑似双歧杆菌16S rDNA序列比对结果
分离株编号 模式株 相似度 鉴定结果

HBUAS55080 Bifidobacterium bifidum KCTC3202 99% Bifidobacterium bifidum

HBUAS55081 Bifidobacterium faecale CU3-7 99% Bifidobacterium faecale

HBUAS55085 Bifidobacterium faecale CU3-7 99% Bifidobacterium faecale

HBUAS55086 Bifidobacterium faecale CU3-7 99% Bifidobacterium faecale

HBUAS55088 Bifidobacterium longum ATCC15707 99% Bifidobacterium longum

HBUAS55089 Bifidobacterium longum ATCC15707 100% Bifidobacterium longum

HBUAS55090 Bifidobacterium longum ATCC15707 99% Bifidobacterium longum

HBUAS55091
Bifidobacterium pseudocatenulatum 

JCM1200
99%

Bifidobacterium 
pseudocatenulatum

HBUAS55093 Bifidobacterium longum ATCC15707 99% Bifidobacterium longum

HBUAS55094 Bifidobacterium bifidum KCTC3202 99% Bifidobacterium bifidum

HBUAS55095 Bifidobacterium longum ATCC15707 99% Bifidobacterium longum

HBUAS55096 Bifidobacterium adolescentis ATCC15703 100%
Bifidobacterium 

adolescentis

HBUAS55099 Bifidobacterium longum ATCC15707 99% Bifidobacterium longum

HBUAS55100 Bifidobacterium longum ATCC15707 99% Bifidobacterium longum

HBUAS55101 Bifidobacterium adolescentis ATCC15703 99%
Bifidobacterium 

adolescentis

HBUAS55102 Bifidobacterium longum ATCC15707 100% Bifidobacterium longum

HBUAS55103 Bifidobacterium longum ATCC15707 99% Bifidobacterium longum

HBUAS55105 Bifidobacterium longum ATCC15707 99% Bifidobacterium longum

HBUAS55106 Bifidobacterium longum ATCC15707 99% Bifidobacterium longum

HBUAS55107 Bifidobacterium breve DSM20213 100% Bifidobacterium breve
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上的差异较小，极差值仅为1.32。由此可见，不

同双歧杆菌分离株在羊乳中的发酵特性存在较大

差异，在后续研究中积极开展具有良好羊乳发酵

特性双歧杆菌菌株的筛选具有积极的意义。本研

究进一步使用HPLC对不同发酵羊乳的有机酸构成

进行了分析，结果如表2所示。

由表2可知，除乳酸外，其他4类有机酸拟合

回归方程的相关系数均在0.999以上，因而本研究

测定有机酸的方法具有较高的准确性。由表2亦可

知，乳酸和乙酸为双歧杆菌制备发酵羊乳中的主

要有机酸，平均含量分别为6.08 mg/g和3.59 mg/
g。值得一提的是，虽然发酵羊乳中苹果酸的平均

含量较低，仅为0.22 mg/g，但其在不同样品间的

差异最大，变异值高达228.36%。

2.3  双歧杆菌分离株制备发酵乳风味品质的评价

在对15株双歧杆菌制备的发酵羊乳滋味品质

和有机酸种类及含量进行解析的基础上，本研究

进一步采用电子鼻技术对其风味品质进行了评

价，各传感器对发酵羊乳响应值的比较分析如表3
所示。

由表3可知，传感器W6S、W1W和W5S对不

同双歧杆菌菌株制备发酵羊乳响应值差异较大，

其变异值分别为35.56%、23.32%和17.20%，而

传感器W1C、W5C、W3C和W3S响应值差异较

小，分别为4.97%、4.46%、4.23%和2.42%。由此

图1   双歧杆菌分离株和模式株16S rDNA序列系统发育树

图2   不同双歧杆菌制备发酵羊乳各滋味指标相对强度的箱
形图

HBUAS55088(MH719048)
HBUAS55095(MH719055)

HBUAS55100(MH719060)
HBUAS55103(MH719063)

HBUAS55090(MH719050)
HBUAS55093(MH719053)

HBUAS55102(MH719062)
HBUAS550105(MH719065)

HBUAS55099(MH719059)
HBUAS55106(MH719066)
HBUAS55089(MH719049)

Bifidobacterium longumATCC15707 AP010888
Bifidobacterium breveATCC15700 AB006658

HBUAS55107(MH719067)
HBUAS55080(MH719040)

Bifidobacterium bifidum KCTC3202 U25952
HBUAS55094(MH719054)

Bifidobacterium pseudocatenulatum JCM1200 D86187
HBUAS55091(MH719051)

Bifidobacterium adolescentis ATCC15703 NR074802
HBUAS55101(MH719061)

HBUAS55096(MH719056)
Bifidobacterium faecale CU3-7 KF990498

HBUAS55081(MH719041)
HBUAS55085(MH719045)
HBUAS55086(MH719046)

66
99

99

83
98

66

74

95

99

89
99

90

99

97

63

0.005

表2   发酵羊乳中有机酸含量的比较分析

指标 回归方程
相关系
数(R2) 含量/(mg/g) 变异值

/%

苹果酸 y=528.0x—9931.8 0.9996 0.22(0.66，
0.00～2.09) 228.36

乳酸 y=1027.7x—1912.7 0.9967 6.08(5.84，
1.96～13.19) 37.04

乙酸 y=458.6x—433.5 0.9999 3.59(1.40，
0.00～13.84) 130.11

柠檬酸 y=523.3x—9594.8 0.9998 2.31(2.32，
1.77～3.03) 17.03

琥珀酸 y=1867.9x—21227.8 0.9998 1.14(0.87，
0.13～5.40) 111.1

注：0.22(0.66，0.00～2.09)：中位数(平均值，最小

值～最大值)。
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可见，不同双歧杆菌制备的发酵羊乳挥发性风味

物质中氢氧化物和有机硫化物的含量存在较大差

异，而芳香类物质差异较小。值得一提的是，发

酵羊乳各风味品质指标的变异值明显小于各滋味

品质指标，因而不同双歧杆菌制备的发酵羊乳品

质差异主要体现在滋味上。

2.4  基于PCA的双歧杆菌分离株制备发酵乳品质

的评价

以8个滋味和10个气味指标为研究对象，本研

究进一步使用PCA对不同双歧杆菌制备发酵羊乳

的品质进行了评价，基于PCA评价因子的累计贡

献率如表4所示。

表4   基于PCA评价因子的累计贡献率
主成分 特征值 差异值 贡献率/% 累计贡献率/%

1 7.95 4.66 44.15 44.15

2 3.29 0.53 18.25 62.40

3 2.76 1.14 15.31 77.71

4 1.62 0.36 0.09 86.71

5 1.26 0.73 6.98 93.69

6 0.52 0.24 2.91 96.60

7 0.28 0.10 1.56 98.16

8 0.18 0.10 0.99 99.15

9 0.07 0.03 0.41 99.56

10 0.04 0.02 0.25 99.81

11 0.02 0.02 0.13 99.95

12 0.01 0.00 0.04 99.98

13 0.00 0.00 0.02 100.00

由表4可知，当主成分因子数为4时，累计

贡献率的值为86.71%，即前4个因子累计贡献

率已经高于85%，说明这4个主成分(Principal 
component，PC)已基本包含样本的全部信息，

其中PC1由W1C、W5S、W3C、W5C、W1S、
W1W、W2S和W2W 8个风味指标构成，PC2由
W6S、酸味、咸味和酸味4个指标构成，PC3由涩

味、后味A(涩味的回味)和后味B(苦味的回味)3
个指标构成，PC4由W3S、苦味和丰度(鲜味的

回味)3个指标构成。基于PCA双歧杆菌制备发酵

羊乳品质的因子载荷图如图3所示。

表3   各传感器对发酵羊乳响应值的比较分析

指标 性能描述
平均
值

中位
数

最小
值

最大
值

极差
变异
值/%

W1C 对芳香类物质灵敏 0.40 0.40 0.37 0.45 0.08 4.97

W5S 对氢氧化物灵敏 4.98 4.66 4.12 7.00 2.88 17.20

W3C 对芳香类物质灵敏 0.51 0.51 0.48 0.56 0.08 4.23

W6S 对氢气有选择性 1.25 1.06 0.94 2.56 1.62 35.56

W5C 对芳香类物质灵敏 0.59 0.60 0.56 0.66 0.10 4.46

W1S 对甲烷灵敏 13.24 13.32 10.35 15.11 4.76 9.17

W1W
对有机硫化物、
萜类物质灵敏

11.81 10.58 9.24 18.32 9.08 23.32

W2S 对乙醇灵敏 4.86 4.76 3.91 5.57 1.66 9.19

W2W 对有机硫化物灵敏 5.80 5.50 5.15 7.38 2.23 12.20

W3S 对烷烃类物质灵敏 1.21 1.22 1.15 1.24 0.09 2.42

图3   基于PCA双歧杆菌制备发酵羊乳品质的因子载荷图

图4   基于PCA的双歧杆菌制备发酵羊乳品质的因子得分图

由图3可知，越偏向X轴负方向，电子鼻传感

器W1C、W3C和W5C对不同双歧杆菌制备发酵羊

乳的响应值越大，越偏向Y轴负方向，电子鼻传

感器W6S对发酵羊乳的响应值亦越大，同时发酵

羊乳的酸味亦越大。由此可见，在因子得分图中

发酵羊乳样品的空间排布越偏向第3象限，则其

对应的双歧杆菌菌株发酵特性越好。基于PCA的

双歧杆菌制备发酵羊乳品质的因子得分图如图4
所示。

由图4可知，B. adolescentis HBUAS55096、
B.  ado lescen t i s  HBUAS55101、B.  longum 
HBUAS55095、B. longum HBUAS55099和B. 
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longum HBUAS55100制备的发酵羊乳位于第3象
限，其中B. longum HBUAS55095制备的发酵羊乳

具有最佳的风味品质，而B. longum HBUAS55100
制备的发酵羊乳酸味最为浓郁且风味较佳。由

此可见，B. longum HBUAS55095和B. longum 
HBUAS55100具有良好的羊乳发酵特性。

3  结论

襄阳地区青年人肠道中的双歧杆菌多样性较

高，B. longum(长双歧杆菌)为双歧杆菌类群的优

势种。乳酸和乙酸为双歧杆菌制备发酵羊乳中

的主要有机酸，且不同双歧杆菌制备的发酵羊

乳品质差异主要体现在滋味上，其中B. longum 
HBUAS55095和B. longum HBUAS55100具有良好

的羊乳发酵特性，可用于后续商业化发酵羊乳用

双歧杆菌的筛选。
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