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高产蛋白酶发酵乳杆菌 RA3降低牛奶 β-乳球蛋白抗原性的 
发酵条件优化 

吴爱娟, 孙  洁, 黄  苓, 曾志丹, 曾小群*, 潘道东, 吴  振 
（宁波大学 浙江省动物蛋白食品精深加工技术重点实验室,  浙江 宁波 315211） 

摘要: β-乳球蛋白是引起牛奶过敏最常见的物质. 为降低其过敏原性, 本实验将从新疆酸奶中筛

选出的一株高产蛋白酶的发酵乳杆菌 RA3 用于制作酸奶. 通过试验研究接种量、发酵时间、温

度及后熟时间对降低牛奶中 β-乳球蛋白抗原性及感官品质的影响. 结果表明: 接种量 7%, 发酵

时间 18 h, 发酵温度 39℃时, 在不影响酸奶风味的同时最大程度地降低 β-乳球蛋白抗原性, 达

75.2%. 在此条件下发酵的酸奶和市售酸奶相比, 总蛋白水解率较低, 且过敏蛋白水解率较高, 

活菌数是其 8倍, 高达 4.56×109 cfuꞏmL-1. 这株乳酸菌在酸奶发酵业具有很好的应用前景. 
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牛奶中含多种导致人体发生过敏反应的蛋白

质, 如酪蛋白、α-乳白蛋白(α-LA)、β-乳球蛋白(β- 

LG)[1-3]. 婴幼儿由于免疫力较弱, 常因牛奶导致发

生过敏[4]，其中 80%的情况是由于 β-LG引起的过

敏反应[5-6]. β-LG 因为结构稳定, 分泌到消化道中

的胃蛋白酶不能将其分解而导致过敏[7-8]. 牛奶过

敏已经引起了社会各界的广泛关注, 如何解决这

一问题也成为当前食品行业重要的研究方向[9]. 目

前, 主要是通过物理、化学和生物等方法来破坏蛋

白质的抗原表位, 从而降低牛奶蛋白过敏性[10-11], 

最常用的方法为热处理、酶水解、糖基化法[12]. 但

这些处理会致使一些营养成分变性及制品口感变

差, 影响牛奶的品质. 经不同温度的热处理可能会

生成更多的抗原表位, 使过敏性增强. 酶种类繁多, 

不同条件下酶解的作用方式和程度也有差异, 导

致分解的产物和抗原性也不同, 同时还会产生苦

味肽, 影响口感和风味. 而发酵则是对产品品质影

响较小, 降敏效果较好的方法之一[13]. 

乳酸菌作为一种肠道内益生菌, 广泛应用于

食品发酵方面. 发酵乳制品除了减少肠道致病菌

外, 还可降低过敏蛋白抗原性, 减少过敏症状的发

生, 降低患病风险[14]. 陈帅等[15]研究表明: 使用干

酪乳酸菌WPC09发酵的酸奶, 其β-LG含量降低了

70%左右. 李艾梨等
[16]通过体外小鼠实验表明: 乳

酸菌能有效缓解 β-LG引起的过敏症状.  

本实验室以高产蛋白酶的发酵乳杆菌 RA3 为

发酵菌种, 研究不同条件和因素对酸奶中的 β-LG

过敏性降低率的影响, 并结合感官评定确定用于

制作低敏酸奶的最优方案.  

1 材料与方法 

1.1  材料和试剂 
原料: 光明纯牛奶、白砂糖均为市售; 发酵乳

杆菌 RA3(Lactobacillus fermentum RA3)筛选自新

疆酸奶, 分离的 40 株乳酸菌中产蛋白酶的活力最

高, 为 38.87 UꞏmL-1, 保存于宁波大学海洋学院实

验室[17].  

试剂: MRS琼脂培养基、MRS肉汤培养基(均

购于杭州微生物试剂有限公司); 1×PBS缓冲液; β-

乳球蛋白 ELISA试剂盒(购于宁波市镇海航景生物

科技有限公司); BCA试剂盒(购于北京全式金生物

技术有限公司). 
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1.2  仪器和设备 
DKS-26 电热恒温水浴锅(宁波江南仪器厂); 

LDZX-50KBS 立式压力蒸汽灭菌器(上海申安医疗

器械厂); H2500R-2湘仪离心机(长沙市湘仪离心机

仪器有限公司); HWS智能型恒温恒湿培养箱(宁波

江南仪器厂); TEANC酶标仪(INFINITE 200 PRO). 

1.3  实验方法 
1.3.1 不同因素对 β-LG降低率的影响 

在无菌超净工作台中, 将保藏在-80℃冰箱中

的发酵乳杆菌 RA3 置于室温解冻. 经斜面划线和

MRS 肉汤中培养, 活化 3 代. 在光明纯牛奶中按

6% gꞏmL-1 的比例加入白砂糖溶解, 于 85~90℃水

浴锅中保持 15~30 min. 分别接种 1%, 3%, 5%, 7%, 

9%的活化菌液于灭菌冷却后的牛奶中, 37℃发酵

培养 16 h, 置于 4℃冰箱 12 h后熟, 确定合适的接

种量; 将适量的菌液接至灭菌冷却的牛奶中, 37℃

分别发酵 12, 14, 16, 18, 20 h, 置于 4℃冰箱 12 h, 

确定合适的发酵时间; 接种合适量的菌液分别在

35, 37, 39, 41, 43℃下及上述确定的合适时间发酵

培养, 确定合适的发酵温度; 菌种在上述确定的条

件下培养, 放置于 4℃冰箱, 后熟时间分别达 8, 12, 

16, 20, 24 h, 确定最适后熟时间.  

 

1.3.2 正交试验优化发酵条件 

分别选取合适因素和水平进行正交试验, 优

化发酵条件.  

1.3.3 验证实验 

在优化条件下发酵的酸奶, 通过测定总蛋白

含量、β-LG 抗原性及活菌数, 并与市售的酸奶进

行比较, 验证优化发酵条件的可行性.  
1.3.4 β-LG抗原性的测定 

按照 ELISA试剂盒说明书, 配制样品、标准品

及酶标工作液, 向孔板中加入不同浓度梯度的标

准溶液及样品 50 μL, 样品稀释液 40 μL 以及检测

抗体-HRP 100 μL, 37℃温育 60 min, 洗板后加入底

物 A、B各 50 μL避光孵育 15 min, 最后加入终止

液 50 μL, 在 450 nm处测各孔板的 OD值. 制作标

准曲线, 得到样品中 β-LG抗原性.  

1.3.5 蛋白质含量测定 

按 BCA 试剂盒说明书, 用 PBS 缓冲液稀释

BSA标准液和样品液至 500 μgꞏmL-1, 将 A、B液按

50:1混匀制成工作液. 按一定浓度梯度向孔板中加

入标准液, 向稀释的样品孔板中加入工作液 200  

μL后, 37℃恒温放置 90 min, 562 nm处测定各孔的

OD值. 制作标准曲线得到各样品中所含蛋白量.  

1.3.6 感官评定 

由 8 人组成的评定小组根据感官评定标准(表

1)对每组发酵酸奶进行打分, 统计每人对产品每项

指标的分数, 求出平均值. 

表 1  酸奶的感官评定标准[18-19] 

项目 8~10 5~7 1~4 

组织状态、

色泽 

凝乳均匀粘

稠、乳白色

凝乳较均匀粘

稠、乳白色 

凝乳不均匀、

黄白色 

气味 酸奶香气浓郁
有酸奶香气 

风味较淡 
酸奶香气淡薄

口感 
酸甜适宜细腻

爽口 
酸甜较适宜 酸甜不适口

2 结果与分析 

2.1  β-LG抗原性标准曲线 
β-LG抗原性和 450 nm处的吸光度关系如图 1

所示. 结果表明抗原性与吸光值呈正相关. 

 

图 1  β-LG抗原性标准曲线 

2.2  单因素试验结果与分析 
2.2.1 接种量的影响 

图 2所示为接种量对 β-LG抗原性的影响. 

 

图 2  接种量对降低 β-LG抗原性及品质影响 

随着接种量的增加, β-LG 抗原性降低率呈上

升趋势. 接种量为 9%时, β-LG 的抗原性降低率达

到最高. 但接种量过高(>7%), 降低率增长缓慢, 
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同时出现凝乳不均匀, 酸奶口感不佳. 随着接种量

增加, 其对 β-LG抗原性性降低的影响也逐渐减弱. 

提高接种量并没有更为显著的效果, 反而会降低

酸奶品质, 因此接种量选用 5%~7%为宜. 

2.2.2 发酵时间的影响 

由图 3可见: 随着发酵时间延长, β-LG抗原性

逐渐降低. 当发酵时间少于 16 h, 抗原性降低趋势

显著. 由于乳酸菌生长繁殖快速, 产酶活力不断增

强, 发酵时间太短会造成产酸不足, 凝乳效果不佳; 

时间太长(>18 h)则会凝乳不均匀, 口感不理想, 延

长发酵时间对降低 β-LG 抗原性的效果逐渐减弱, 

酸奶品质变差. 因此发酵时间以 16~18 h为宜.  

 

图 3  发酵时间对降低 β-LG抗原性及品质影响 

2.2.3 发酵温度的影响 

从图 4中可看出: 发酵温度低于 39℃时, β-LG

抗原性降低率随温度的升高而增大, 当大于 39℃

时, 随着温度的升高, 抗原性降低率逐渐下降, 酸

奶品质也逐渐降低. 发酵温度过高(>41℃), β-LG

抗原性有所升高, 可能由于乳酸菌生长被抑制活

性降低, 以及一些隐性表位暴露. 所以温度选择

37~41℃最为适宜. 

 

 

图 4  发酵温度对降低 β-LG抗原性及品质影响 

2.2.4 后熟时间的影响 

由图 5可见: 在 8~24 h范围内, 后熟时间的延

长对 β-LG 抗原性降低不显著, 且酸奶品质无明显

差别. 可能由于温度低, pH等不利因素使得菌株生

长缓慢, 产生的蛋白酶活力下降. 从而确定后熟时

间为 12 h.  

 

图 5  后熟时间对降低 β-LG抗原性及品质的影响 

2.3  正交实验结果 
从表 2各因素的 K1, K2, K3以及 R(极差)可知, 

降低 β-LG 抗原性的影响力大小因素顺序为: 发酵

温度>发酵时间>接种量. 最佳发酵条件为接种量

7%, 温度 39℃, 时间 18 h, β-LG降低率为 75.2%, 

此时不影响酸奶风味的同时可以最大程度地降低

牛奶中 β-LG抗原性.  

表 2  正交试验数据表 

试验号 接种量/%
发酵时间/ 

h 

发酵温度/

℃ 

β-LG降低

率/% 

1 5 16 37 71.6 

2 5 17 39 73.9 

3 5 18 41 72.8 

4 6 16 39 73.3 

5 6 17 41 71.8 

6 6 18 37 74.1 

7 7 16 41 71.4 

8 7 17 37 73.6 

9 7 18 39 75.2 

K1 218.3 216.3 219.3  

K2 219.2 219.3 222.4  

K3 220.2 222.1 216.0  

R 1.9 5.8 6.4  

2.4  验证实验 
蛋白质质量浓度和 562 nm 处的吸光度对应关

系如图 6所示, 蛋白质质量浓度和吸光度值成正相

关. 结合图 6和表 3来看, 发酵牛奶中的蛋白质量

浓度略高于购买的光明原味酸奶. 而实验发酵酸

奶中 β-LG 抗原性却低于原味酸奶. 实验发酵酸奶

中活菌数达 4.56×109 cfuꞏmL-1, 是光明原味酸奶的

8 倍以上. 表明在优化条件下, 发酵效果很好, 乳

酸菌 RA3适合应用于发酵酸奶.  
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图 6  蛋白质质量浓度标准曲线图 

表 3  验证实验结果分析 

乳品 蛋白质量浓度/(gꞏL-1) β-LG抗原性

实验发酵酸奶 29.1 0.87 

购买光明酸奶 27.7 1.27 

原料奶 35.9 3.63 

3 讨论 

目前, β-LG 引起的过敏现象是乳品行业亟待

解决的问题, 而通过乳酸菌发酵降低牛乳抗原性

是近年来研究的焦点. 乳酸菌抗敏机制主要体现

在两方面, 一是乳酸菌能缓解 β-LG 引发的特异性

IgE 介导的 I 型过敏反应, 即调节 Th1/Th2 的免疫

失衡[20-22]; 二是一些专家通过测定发酵过程中游

离氨基酸和乳清蛋白的含量, 发现发酵产生的蛋

白酶、肽酶能将过敏蛋白降解成肽或氨基酸[23]. 研

究重点大都集中在前者，对后者研究很少. 这两种

机制的具体降敏过程还不清晰，有待进一步研究. 

国外对乳酸菌降低乳清蛋白过敏性的工艺研

究相对国内而言更加成熟. Wroblewska 等[24]用嗜

温和嗜热乳酸菌发酵酸奶 , 用兔血清间接竞争

ELISA法测定, 发现 β-LG抗原性减少了 90%. Bu

等[25]也发现乳酸菌发酵能显著减少乳清蛋白含量, 

经瑞士乳杆菌和嗜热链球菌联合发酵 6 h, 冷藏

0.5 d后, 抗原性显著下降. 本实验使用筛选的高产

蛋白酶发酵乳杆菌 RA3, 酶活达 38.87  UꞏmL-1, 高

于宋园亮等 [26]研究的乳酸菌蛋白酶活力 (32.50  

UꞏmL-1), 陈超[27]研究的乳酸菌蛋白酶活力(28.82  

UꞏmL-1), 用其发酵酸奶后 β-LG 抗原性降低了

75.2%, 与以上国外研究的乳酸菌相比降敏效果也

很明显. 但在用乳酸菌发酵生产低敏酸奶时, 抗原

性能显著降低的同时, 经常会出现色泽和口感等

品质在一定程度上下降的情况, 如色泽暗黄、酸度

偏低、酸甜比失调、乳清析出凝乳不均匀等. 而本

实验经优化发酵条件: 接种量 7%, 发酵时间 18 h, 

发酵温度39℃, 后熟时间12 h, 酸奶的口感依然很

好, 而且活菌数是市售酸奶的 8 倍, 更能促进人体

的消化功能. 

为了进一步提高酸奶的品质, 用 RA3 发酵时

可以采用复合菌株共同发酵, 因为菌株不同, 降敏

效果也存在差异, 乳酸杆菌对水解过敏蛋白活性

高于球菌, 而混合发酵的菌株会相互促进生长[28-29]. 

也可采用发酵法和酶法等结合发酵. 同时还可对

发酵前处理时的加热温度和时间进行优化, 研究

出降敏效果和口感更佳的工艺条件来提高和改善

乳品品质, 为我国发酵乳制品品质的提高建立更

加完善的理论和实验基础. 
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Optimization of fermention condition for reducing β-lactoglobulin antigenicity 
of milk by Lactobacillus fermentum RA3 with high protease activity 

WU Ai-juan, SUN Jie, HUANG Ling, ZENG Zhi-dan, ZENG Xiao-qun*, PAN Dao-dong, WU Zhen 
( Key Laboratory of Animal Protein Food Processing Technology of Zhejiang Province,   

Ningbo University,  Ningbo 315211,  China ) 

Abstract: Bovine β-lactoglobulin (β-LG) is the major allergen in milk. To reduce its antigenicity, Lactobacillus 
fermentum RA3 was isolated from Xinjiang mare’s milk with high protease activity and used to produce yogurt 
in this experiment. The effects of inoculation amount, time, ripening time and temperature on antigenicity 
reduction and the influence on sensory quality were examined in the current study. Then optimal fermentation 
condition that produced greatest reduction in the beta-globulin antigenicity (75.2%), with the flavor of yogurt 
remained, was found to be 7% inoculation, 18 h fermentation time, 39℃ fermentation temperature. Compared 
with yogurt on the market, fermented yogurt has a significantly lower rate of total protein hydrolysis, higher rate 
of allergic protein hydrolysis. The number of viable bacteria in the fermented yogurt is 4.56×109 cfuꞏmL-1 which 
is about 8 times more than yogurt on the market. This lactobacillus has great application potential in the yogurt 
fermentation industry. 
Key words: lactic acid bacteria; protease; β-lactoglobulin; antigenicity; fermention condition 
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