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　　摘要：将益生菌干酪乳杆菌ＬＣ２Ｗ作为切达干酪的附属发酵剂，研究其在干酪成熟过程中对干酪蛋白质降解的影
响。通过干酪内水溶性氮（ＷＳＮ）、１２％三氯乙酸可溶性氮（ＴＣＡ－ＳＮ）和５％磷钨酸可溶性氮（ＰＴＡ－ＳＮ）的测定以及
ｐＨ值４．６水不溶性蛋白的Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ图谱和ｐＨ值４．６水溶性多肽的肽谱确定乳杆菌对干酪蛋白质降解的影响。
结果表明，随着成熟时间的延长，干酪内ＷＳＮ、ＴＣＡ－ＳＮ和ＰＴＡ－ＳＮ的含量逐渐增大，到干酪成熟１８０ｄ时试验组干
酪的ＷＳＮ和ＰＴＡ－ＳＮ含量显著高于对照组干酪；Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ图谱和多肽肽谱表明，菌株 ＬＣ２Ｗ影响干酪蛋白质降
解可能是通过提高α－酪蛋白降解速率或为多肽降解提供相应的肽酶来实现的。
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　　切达干酪的成熟要经历复杂的化学和生化反应，这些反
应包含糖酵解、脂质降解和蛋白质降解。蛋白质降解对干酪

形成独特的风味和质构起着重要作用［１］。添加的凝乳酶、原

料奶、发酵剂和非发酵剂乳酸菌等都是蛋白质降解所需酶的

来源。凝乳酶、原料奶中的胞浆素和酸性蛋白酶可以将酪蛋

白降解为大分子或中等分子的多肽。但是凝乳酶活性会在干

酪的熟化过程中被灭活，另外凝乳酶的活性也会受到干酪中

盐的抑制。因此在干酪成熟中发挥重要作用的蛋白水解酶，

应该是来自于干酪内微生物自溶或分泌产生的蛋白酶或多肽

酶［２－３］。来自微生物的蛋白酶不但能把酪蛋白降解为大分子

多肽和中等分子量的多肽，而且来自微生物的多肽酶可以进

一步把这些多肽降解为小分子多肽和氨基酸等一些与切达干

酪风味有关的小分子物质［３－４］。

过去几十年，非发酵剂乳杆菌对干酪蛋白质水解影响的

研究已报道很多，如副干酪乳杆菌和嗜酸乳杆菌 Ｌａ－５对米
纳斯新鲜奶酪（Ｍｉｎａｓｆｒｅｓｈｃｈｅｅｓｅ）［５－６］，嗜酸乳杆菌对土耳
其白奶酪（Ｔｕｒｋｉｓｈｗｈｉｔｅｃｈｅｅｓｅ）［７］，唾液乳杆菌、副干酪乳杆
菌、嗜酸乳杆菌、干酪乳杆菌、双歧杆菌和瑞士乳杆菌对切达

干酪（Ｃｈｅｄｄａｒｃｈｅｅｓｅ）［２，８－１０］，嗜酸乳杆菌和干酪乳杆菌对派
特格司奶酪（Ｐａｔｅｇｒáｓｃｈｅｅｓｅ）［１１－１２］等。本研究主要是针对干
酪乳杆菌ＬＣ２Ｗ作为切达干酪的附属发酵剂影响切达干酪蛋
白质降解的研究。通过对切达干酪 ｐＨ值 ４．６水溶性氮
（ＷＳＮ）、１２％三氯乙酸可溶性氮（ＴＣＡ－ＳＮ）以及５％磷钨酸
可溶性氮（ＰＴＡ－ＳＮ）的测定，ｐＨ值 ４．６水不溶性蛋白的
Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ分析以及 ｐＨ值４．６水溶性多肽的 ＲＰ－ＨＰＬＣ
分析来确定ＬＣ２Ｗ在干酪成熟过程中是否对干酪的蛋白质降
解产生重要影响。

１　材料与方法

１．１　材料
菌种干酪乳杆菌 ＬＣ２Ｗ（乳业生物技术国家重点实验

室）；无抗生素牛奶（光明乳业股份有限公司）；ＣＨＯＯＺＴＴＴＭ
ＲＡ０２１发酵剂、ＭＡＲＺＹＭＥ１５０ＭＧ凝乳酶［丹尼斯克添加剂
（上海）有限公司］。

１．２　主要试剂及仪器
乙腈和甲醇（上海安谱）；α－酪蛋白、β－酪蛋白（Ｓｉｇ

ｍａ）；４０％丙烯酰胺／甲叉双丙烯酰胺（３７．５∶１）、尿素、过硫
酸铵、Ｔｒｉｓ、ＥＤＴＡ、去离子甲酰胺和四甲基二己胺（ＴＥＭＥＤ）
（上海生工生物工程公司）；垂直电泳仪：Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮ
Ｔｅｔｒａ（ＢＩＯ－ＲＡＤ）；凯氏定氮仪：ＫＪＥＬＴＥＣ２３００（Ｆｏｓｓ）；色谱
仪：ＡｇｉｌｅｎｔＨＰＬＣ１２６０；硫酸铜、硫酸钾、硼酸、三氯乙酸、氢氧
化钠和三氟乙酸（国药集团）。

１．３　试验方法
１．３．１　干酪的制作　干酪制作工艺：原料乳（２００Ｌ）→标准
化（蛋白／脂肪 ＝０．８５）→巴氏杀菌（６８℃，１５ｓ，冷却至
３１℃，均分为２份）→添加发酵剂（对照组：１２％脱脂乳预活
化的发酵剂种子液，加入量０．８％，体积比；试验组：１２％脱脂
乳预活化发酵剂种子液混合离心所得 ＬＣ２Ｗ（ＬＣ２Ｗ终浓度
为 ３．１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ），加入量 ０．８％，体积比）和 ＣａＣｌ２
（００１６％，质量比）→３１℃熟化 ３０ｍｉｎ左右，加凝乳酶
（０００１％，质量比）凝乳（３１℃，４０ｍｉｎ）→切割→热烫至
３８℃ （约５ｍｉｎ升 １℃）→排乳清→切达化→绞碎→加盐
（２５％，质量比）→入模压榨成型并真空包装→成熟（温度
６℃）。切达干酪制作在光明乳业技术中心中试车间进行。
１．３．２　ＷＳＮ、ＴＣＡ－ＳＮ和 ＰＴＡ－ＳＮ的测定方法　ＷＳＮ：取
干酪１０ｇ加４０ｍＬ去离子水，高速捣碎机匀浆，５５℃，调 ｐＨ
值为４．６温育１ｈ，然后４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，去上层
脂肪，上清液用Ｗｈａｔｍａｎ４２号滤纸过滤，取滤液１０ｍＬ定氮，
离心沉淀收集到离心管－２０℃保存用于 Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ分析。
ＴＣＡ－ＳＮ：混合２４％三氯乙酸溶液２５ｍＬ和２５ｍＬｐＨ值４．６
上清滤液，室温１ｈ，Ｗｈａｔｍａｎ４２号滤纸过滤，取２５ｍＬ滤液
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定氮。ＰＴＡ－ＳＮ：混合 ５ｍＬｐＨ值 ４．６上清滤液，３．５ｍＬ
３．９５ｍｏｌ／Ｌ硫酸溶液，１．５ｍＬ３３．３％磷钨酸溶液，４℃过夜，
Ｗｈａｔｍａｎ４２号滤纸过滤，取１０ｍＬ滤液定氮。凯氏定氮法：
ＧＢ５００９．５—２０１０。
１．３．３　ｐＨ值４．６水不溶性蛋白Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ分析方法　ｐＨ
值４．６水不溶性蛋白的溶解依照Ｖｏｉｇｔ等的方法［１３］。尿素 －
聚丙烯酰胺凝胶电泳（Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ）依照 Ｙｕｃｅｅｒ等的
方法［１４］。

１．３．４　ｐＨ值４．６水溶性多肽的ＲＰ－ＨＰＬＣ分析方法　样品
液：ｐＨ值４．６水溶液过滤液，以０．４５μｍ滤膜过滤后作为上
样液，进样量５μＬ。检测器：紫外２１４ｎｍ。柱温３７℃，流速
０．８ｍＬ／ｍｉｎ。流动相：乙腈在水里的梯度洗脱，０ｍｉｎ９５％溶
液Ａ［水 ∶三氟乙酸（ＴＦＡ）１０００∶１，体积比］和５％溶液 Ｂ
（乙腈 ∶ＴＦＡ１０００∶０．９，体积比），４２ｍｉｎ６０％溶液 Ａ和
４０％溶液Ｂ，５５ｍｉｎ４５％溶液Ａ和５５％溶液Ｂ，６０ｍｉｎ３０％溶
液Ａ和７０％溶液 Ｂ，６０．５ｍｉｎ回到初始状态，运行９．５ｍｉｎ。
分析柱：２５０ｍｍ×４．６ｍｍＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰＣ１８（Ｔ），５μｍ，３００?
（Ａｇｅｌａ公司）。
１．３．５　数据处理　ＷＳＮ、ＴＣＡ－ＳＮ和 ＰＴＡ－ＳＮ的平均值、
标准偏差和显著性分析用 ＳＰＳＳ１７．０进行处理，显著水平
Ｐ＜０．０５。　

２　结果与分析

２．１　ＷＳＮ、ＴＣＡ－ＳＮ和ＰＴＡ－ＳＮ的测定结果
图１显示添加ＬＣ２Ｗ切达干酪（ＬＣ干酪）和无 ＬＣ２Ｗ添

加切达干酪（Ｃ干酪）成熟过程中的 ＷＳＮ（主要为水溶性多
肽，游离氨基酸等非大分子蛋白氮），ＴＣＡ－ＳＮ（主要为中小
肽，游离氨基酸氮），ＰＴＡ－ＳＮ（主要为游离氨基酸氮）占干酪
总氮（ＴＮ）百分比的变化都是呈现递增的趋势。同时结果表
明添加 ＬＣ２Ｗ菌株的干酪，３种类型的氮含量都高于不添加
ＬＣ２Ｗ菌株干酪的氮含量，这说明 ＬＣ２Ｗ菌株为切达干酪蛋
白质水解提供了相应的酶。在整个成熟期内（１８０ｄ），添加
ＬＣ２Ｗ菌株干酪和无添加 ＬＣ２Ｗ菌株干酪相比，ＷＳＮ／ＴＮ比
值在干酪成熟 ０、３０、１２０、１８０ｄ时存在显著性差异（Ｐ＜
００５），ＴＣＡ－ＳＮ／ＴＮ比值在干酪成熟３０、６０、９０ｄ时存在显
著性差异，ＰＴＡ－ＳＮ／ＴＮ比值在干酪成熟１０、３０、１５０、１８０ｄ
时存在显著性差异。这一结果表明，菌株 ＬＣ２Ｗ影响切达干
酪的蛋白质降解，特别是对成熟干酪内游离氨基酸的含量影

响较大。

２．２　ｐＨ值４．６水不溶性蛋白Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ分析结果
由图２ｐＨ值４．６水不溶性蛋白 Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ图谱可以

看出，在整个成熟期内α－酪蛋白发生了较为显著的降解，而
β－酪蛋白并无明显的降解发生。对比２种不同干酪在相同
的时间内α－酪蛋白的降解，发现在干酪成熟１８０ｄ时，添加
ＬＣ２Ｗ菌株的切达干酪α－酪蛋白降解明显。这一结果和干
酪成熟 １８０ｄ时表现出添加 ＬＣ２Ｗ菌株的干酪较无添加
ＬＣ２Ｗ菌株干酪ＷＳＮ含量高的结果一致，说明切达干酪内加
入ＬＣ２Ｗ菌株能提高α－酪蛋白的降解速率。
２．３　ＬＣ２Ｗ对切达干酪水溶性多肽的影响

由图３至图５可以看出随着干酪成熟时间的不断增加，２
种干酪的水溶性多肽含量和种类都在增加，特别是峰ｂ、ｃ、ｄ、

ｆ、ｊ、ｌ等的峰高增加明显，这说明随着成熟时间的增加干酪内
蛋白质的降解程度在增加。在干酪成熟 ０ｄ时添加菌株
ＬＣ２Ｗ的干酪和无添加该菌株的干酪水溶性多肽的肽谱图几
乎一致，到干酪成熟９０ｄ后，２种干酪的肽谱图存在明显的差
异，如图４、图５中的峰ａ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、ｌ等的峰高明显不同，无菌
株ＬＣ２Ｗ添加干酪９０、１８０ｄ时峰ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、Ｉ、ｊ、ｋ、ｌ、ｍ较添加
菌株ＬＣ２Ｗ干酪峰值高，而峰 ａ、ｂ、ｓ的值却较低。这些进一
步说明 ＬＣ２Ｗ的加入影响了干酪内多肽的降解，可能为干酪
内多肽的降解提供了相应的肽酶。

３　讨论

一般认为乳杆菌之所以能在切达干酪内生长，是因为乳

杆菌具有产生大量蛋白酶和肽酶的能力。而干酪乳杆菌被证

明能产生二肽酶、三肽酶、羧肽酶、氨肽酶和肽链内切酶［１５］。

这些酶可以加速干酪内蛋白质的降解，进而提高干酪内小分

子肽和游离氨基酸的含量。图１结果显示，干酪内的水溶性
肽和自由氨基酸的含量都较对照组高，表明干酪乳杆菌

ＬＣ２Ｗ的加入可以提高切达干酪的蛋白质降解而有利于切达
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干酪的成熟，同时也表明 ＬＣ２Ｗ在切达干酪内能产生肽酶提
高多肽的降解。在干酪成熟１０、６０、９０、１２０ｄ时，ＷＳＮ的含量
在２种干酪中无显著性差异（Ｐ＞０．０５），这一结果与Ｏｎｇ等［２］

研究益生菌双歧乳杆菌、干酪乳杆菌、副干酪乳杆菌和嗜酸乳

杆菌对切达干酪ＷＳＮ的影响结果一致，Ｏｎｇ认为干酪内水溶
性多肽主要是由干酪内残余的凝乳酶和胞浆素降解酪蛋白产

生的，这是产生这一结果的主要原因。到干酪成熟后期，添加

ＬＣ２Ｗ的干酪ＷＳＮ的含量比对照组有显著提高，这也许是因
为干酪内微生物产生的蛋白酶参与了蛋白质的降解。

ＴＣＡ－ＳＮ包含中小分子的肽、氨基酸和小分子的含氮化
合物（胺、尿素和铵），而ＰＴＡ－ＳＮ主要由非常小的肽、氨基酸
和更加小的含氮化合物组成，因此ＰＴＡ－ＳＮ含量可作为游离
氨基酸的含量指标［１６］。添加菌株 ＬＣ２Ｗ的干酪 ＴＣＡ－ＳＮ的
含量一直高于对照组，特别是在干酪成熟３０、６０、９０ｄ时两者的
含量存在显著性差异，说明ＬＣ２Ｗ的加入可为水溶性多肽降解
为中小分子肽提供相应的肽酶。切达干酪内ＰＴＡ－ＳＮ含量在
加入ＬＣ２Ｗ后高于未加入ＬＣ２Ｗ菌株的含量（图１－Ⅲ），这进
一步说明 ＬＣ２Ｗ在干酪内有肽酶的产生，而且这些酶可能在
干酪成熟前期（１０、３０ｄ）已发挥了作用，因为这一时期干酪内
的ＰＴＡ－ＳＮ（或者游离氨基酸）的含量明显得到了提高。切
达干酪内加入其他乳杆菌（长双歧杆菌 １９４１、乳双歧杆菌
ＬＡＦＴＩＢ９４、干酪乳杆菌２７９、副干酪乳杆菌 ＬＡＦＴＩＬ２６、嗜酸
乳杆菌４９６２、嗜酸乳杆菌ＬＡＦＴＩＬ１０）也同样提高了游离氨基

—３６２—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１２期



酸的含量［２，８］，另外派特格司奶酪内加入乳杆菌（干酪乳杆

菌、副干酪乳杆菌、嗜酸乳杆菌、双歧杆菌）［１１，１７－１８］，Ｃｒｅｍｏｓｏ
干酪加入乳杆菌（干酪乳杆菌、植物乳杆菌、鼠李糖乳杆

菌）［１２］，Ｒａｓ干酪加入乳杆菌（瑞士乳杆菌、干酪乳杆菌、德士
乳杆菌）［１９］等也得到了与切达干酪类似的结果。

２种干酪蛋白质的 Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ图谱和水溶性多肽谱图
进一步表明，ＬＣ２Ｗ的加入的确对干酪的蛋白质降解产生了
影响，如加速了α－酪蛋白的降解（图２），降低了干酪内一些
多肽的含量［添加 ＬＣ２Ｗ菌株的干酪肽谱上某些峰（图４、图
５中峰ｃ、ｄ、ｅ、ｆ、Ｉ、ｊ、ｋ、ｌ、ｍ）峰值较低］。添加了菌株ＬＣ２Ｗ的
干酪，某些水溶性多肽的降低也许可以解释这一干酪内 ＰＴＡ
－ＳＮ（图１－Ⅲ）含量显著性提高这一事实。另外水溶性多
肽的肽谱随着干酪成熟时间在变化也说明多肽的产生和降解

处在动态之中，Ｈｙｎｅｓ等［２０］认为添加某一菌株后干酪内某些

肽峰的降低或消失表明这些峰所代表的多肽可以被所加入的

乳杆菌作为基质代谢或降解。根据这一解释，我们可以推测

菌株ＬＣ２Ｗ在切达干酪内产生了降解多肽的肽酶。Ｂｅｒｇａｍｉｎｉ
研究［１１，１８］派特格司奶酪蛋白质降解时也发现，乳杆菌（干酪

乳杆菌、鼠李糖乳杆菌、副干酪乳杆菌、嗜酸乳杆菌）的加入

会对水溶性多肽的图谱产生影响，说明这些菌株参与了干酪

内的蛋白质水解。

４　结论

在切达干酪成熟过程中，添加干酪乳杆菌 ＬＣ２Ｗ会对切
达干酪的蛋白质降解产生影响，能够提高其ＷＳＮ、ＴＣＡ－ＳＮ、
ＰＴＡ－ＳＮ的含量，特别是在成熟后期可以显著提高干酪内
ＷＳＮ和ＰＴＡ－ＳＮ的含量。通过对干酪内 ＷＳＮ、ＴＣＡ－ＳＮ、
ＰＴＡ－ＳＮ的测定，蛋白质 Ｕｒｅａ－ＰＡＧＥ分析和多肽 ＲＰ－
ＨＰＬＣ分析可以确定干酪内蛋白质降解的程度和蛋白质降解
的动态变化趋势。干酪乳杆菌ＬＣ２Ｗ对干酪内蛋白质降解的
影响是通过加速α－酪蛋白的降解速率和降解干酪内某些多
肽来实现的，表明干酪乳杆菌 ＬＣ２Ｗ在切达干酪内很可能具
有分泌肽酶降解多肽为游离氨基酸的能力。
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ｔｅｒｉａｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅｏｆａｓｅｍｉ－ｈａｒｄｃｈｅｅｓｅ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌＤａｉｒｙＪｏｕｒｎａｌ，２００６，１６（８）：８５６－８６６．

［１９］ＳａｍｅｈＡ，ＮｏｕｒＡ，ＥｌＳＭ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｓｔａｒｔｅｒｌａｃｔｉｃａｃｉｄ
ｂａｃｔｅｒｉａｉｎＲａｓｃｈｅｅｓｅｒｉｐｅｎｉｎｇａｎｄｆｌａｖｏｕｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００７，１０４（３）：１１９２－１１９９．

［２０］ＨｙｎｅｓＥＲ，ＢｅｒｇａｍｉｎｉＣＶ，ＳｕáｒｅｚＶＢ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓｏｎｒｅｇｇｉａｎｉｔｏ
ａｒｇｅｎｔｉｎｏｃｈｅｅｓｅｓｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｄｗｉｔｈｎａｔｕｒａｌｗｈｅｙｃｕｌｔｕｒｅｓａｎｄ
ｓｅｌｅｃｔｅｄｓｔｒａｉｎｓｏｆｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＤａｉｒｙＳｃｉ
ｅｎｃｅ，２００３，８６（１２）：３８３１－３８４０．

—４６２— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１２期


