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微生物酶法合成低聚半乳糖的新进展 
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(山东大学微生物技术国家重点实验室, 山东大学国家糖工程技术研究中心, 济南 250100) 

摘要：低聚半乳糖(GOS)是目前国际上已开发的功能性低聚糖之一，其商业化产品是应用微生物β-

半乳糖苷酶以乳糖为原料进行转糖基反应获得，不同来源的酶合成 GOS的结构不同，转糖基效率也

存在差异。天然酶合成 GOS 的产量一般为 20%~45%，分子改造获得的人工酶能将 90%的乳糖底物

转化为 GOS；采用两相体系或反相胶束可以在一定程度上提高 GOS 产量。应用填充床反应器、活

塞流反应器、膜反应器可规模化合成 GOS；采用色谱柱法、酶法、纳滤膜法和微生物发酵法可纯化

GOS产品，去除单糖及乳糖组分，扩大其应用范围。 
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低聚半乳糖(Galactooligosaccharides，GOS)是一

种具有天然属性的功能性低聚糖，其分子结构一般是

在半乳糖或葡萄糖分子上连接 1~7 个半乳糖基，即
Gal-(Gal)n-Glc/Gal(n为 0-6)。在自然界中，动物的乳
汁中存在微量的 GOS，而人母乳中含量较多，婴儿体
内的双歧杆菌菌群的建立很大程度上依赖母乳中的

GOS 成分。目前国际上商品化 GOS 是利用微生物酶
法生产，安全可靠，并且由于其结构与人类母乳中低

聚糖相似，作为功能食品配料在食品加工业中的应用

广泛，纯度高的 GOS 还可应用于医药。本文综述了
微生物酶法合成低聚半乳糖的新进展。 

1  低聚半乳糖及其酶法合成原理 

低聚半乳糖是众多功能性低聚糖品种中令人瞩

目的一种。2001年 Rycroft等首次横向比较了低聚果
糖、菊粉、低聚木糖、乳酮糖、低聚异麦芽糖、低聚

半乳糖和大豆低聚糖等产品在益生作用、短链脂肪酸

的生成以及气体产生 3 个方面的发酵特性，结论是
GOS在提高双歧杆菌数量、降低梭菌数量、产生乳酸
和较少产生气体等各方面均具有突出的优点[1]。近年

来发现 GOS 除通过增殖双歧杆菌间接产生生理功

能之外，也可以对病原菌的感染直接起到抑制作

用。Shoaf 等 2006 年发现 GOS 能阻碍大肠杆菌

E2348/69(O127:H6)致病菌黏附到喉癌 HEp-2 细胞

及肠道上皮 Caco-2 细胞上，并且抗黏附活性显著

高于其它低聚糖产品如低聚果糖、菊粉、乳酮糖、

棉子糖等 [2]。这一发现对提升 GOS 的药用价值有

着重要意义。此外，还发现 GOS 能阻遏肠道苯   
酚的产生及其在血清中的积累，提高肾衰竭病人

的生命质量；降低婴幼儿遗传性过敏症的发生   
率等 [3,4]。  

商品化 GOS 是应用微生物产生的具有转糖基活

性的β-半乳糖苷酶(β-galactosidase, EC 3.2.1.23)以乳

糖为原料生产获得[5~7]。已知有几十种微生物(包含细

菌、酵母、霉菌和古细菌)产转糖基β-半乳糖苷酶，可

用于生产 GOS。在其合成过程中，β-半乳糖苷酶遵循

构型保持糖苷酶的作用机制，其催化位点一对羧基发

挥着重要作用，反应过程中会形成酶-糖基中间物，

当以水为受体时发生水解反应，以糖类分子如乳糖水

解产物、乳糖分子等为受体时发生转糖基反应，在糖
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类分子上连接上一个或多个半乳糖基，形成低聚糖产

物(图 1)，其中二糖产物称为转移二糖(transgalactosy- 

lated disaccharides，TD)，三糖及三糖以上的组分统

称为转移低聚糖(transgalactosylated oligosaccharides，

TOS)，终产品一般为混合物，包含葡萄糖、半乳糖、

未反应的乳糖及低聚半乳糖。例如，日本著名的 GOS

商品 Oligomate 50®的生产工艺采用了两种不同微生

物来源的天然 β-半乳糖苷酶，根据酶与乳糖的亲和性

大小，分两步进行转糖苷作用，其最终商品中 GOS含量

为 50%~52%(包括 TOS和 TD)，乳糖为 10%~13%，单

糖为 36%~39% [7]。 

糖类分子多个可以反应的羟基使得半乳糖基与

其它糖分子之间的糖苷键型多样，相应地酶法合成的

GOS糖单元之间可形成β-D-Gal(1,6)、β-D-Gal(1,4)、

β-D-Gal(1,3)、β-D-Gal(1,2)等键型，使得同一种分子

量的糖组分往往存在多种同分异构体。不同微生物来

源的β-半乳糖苷酶由于区域选择性及其它催化性质

不同，合成的 GOS结构组分存在差异[5,6]。表 1列举

了目前报道的几种微生物酶法合成的 GOS 已知结构

组分。Oligomate 50®主要由来源于米曲霉(Aspergillus 

oryzae)和嗜热链球菌(Streptococcus thermophillus)的

β-半乳糖苷酶以乳糖为底物催化获得，产物为转移二

糖到转移六糖，TD 来源于嗜热链球菌，TOS 来源于

米曲霉，已知结构主要键型为β-Gal(1,6)键，有 4 种

异构二糖、5 种异构三糖、2 种异构四糖等[7]；由环

状芽孢杆菌产生的 GOS 主要产物键型为β-Gal(1,4) 

键，已知结构有 3 种异构二糖、8 种异构三糖[8]。同

一种微生物在不同反应条件下合成的 GOS 在结构上

也存在差异。例如，两歧双歧杆菌在酸性条件下

(pH4.2~4.5)产物为转移二糖到七糖，主要键型为

β-Gal(1,3)键，已知结构有 3种异构二糖、3种异构三

糖等[9]，而同一菌种在偏中性条件下(pH6.8)产物为转

移二糖到五糖，主要键型为 β-Gal(1,6)键[10]。 
 

 
 
图 1  β-半乳糖苷酶以乳糖为原料合成低聚半乳糖示意图[7] 
Fig. 1  Outline of galactooligosaccharides synthesis by β- ga-
lactosidase from lactose[7]. 

 
表 1  微生物酶以乳糖为底物合成的低聚半乳糖已知结构组分 

Table 1  Known structures of GOS produced by microbial enzymes from lactose 

Microorganism Known structures of GOS 
  

Streptococcus thermophillus[7] β-D-Gal(1,6)-D-Glc, β-D-Gal(1,6)-D-Gal, β-D-Gal(1,3)-D-Glc, β-D-Gal(1,2)-D-Glc 
  

Aspergillus oryzae[7] β-D-Gal(1,6)-β-D-Gal(1,6)-D-Glc, β-D-Gal(1,4)-β-D-Gal(1,6)-D-Glc, β-D-Gal(1,6)-Lac, β-D-Gal 
(1,4)-Lac, β-D-Gal(1,3)-Lac; β-D-Gal(1,6)-β-D-Gal(1,6)-D-Lac, β-D-Gal(1,3)-β-D-Gal (1,6)-D-Lac; 
β-D-GaI(1,6)-[β-D-Gal(1,6)]2-Lac 

  

Bacillus circulans[8] β-D-Gal(1,3)-D-Glc, β-D-Gal(1,6)-D-Glc, β-D-Gal(1,2)-D-Glc; β-D-Gal(1,4)-Lac, β-D-Gal(1,6)-β-D- 
Gal(1,2)-D-Glc, β-D-Gal(1,4)-β-D-Gal(1,3)-D-Glc, β-D-Gal(1,6)-Lac, β-D-Gal(1,4)-β- D-Gal(1,2)- 
D-Glc, β-D-Gal(1,2)-β-D-Lac, β-D-Gal(1,4)-β-D-Gal(1,6)-D-Glc, β-D-Gal(1,6)-β-D-Gal(1,3)-D-Glc 

  

Bifidobacterium bifidum (pH4.2~4.5)[9] β-D-Gal(1,3)-D-Glc, β-D-Gal(1,6)-D-Glc, β-D-Gal(1,6)-D-Gal; β-D-Gal(1,3)-Lac, β-D-Gal (1,6)-D- 
Lac, β-D-Gal(1,2)-β-D-Gal(1,6)-D-Glc; β-D-Gal(1,3)-β-D-Gal(1,3)-D-Lac; β-D-GaI (1,3)-[β-D-Gal 
(1,3)]2-Lac; β-D-GaI(1,3)-β-[D-Gal(1,3)]3-Lac; β-D-GaI(1,3)-[β-D-GaI(1,3)]4- Lac 

  

Bifidobacterium bifidum (pH6.8)[10] β-D-Gal(1,6)-D-Gal, β-D-Gal(1,3)-D-Glc, β-D-Gal(1,3)-D-Gal; β-D-Gal(1,6)-D-Lac, β-D-Gal(1,3) 
D-ac; β-D-Gal(1,6)-β-D-Gal(1,6)-D-Lac; β-D-Gal(1,6)-[β-D-Gal(1,6)]2-Lac 

  

Lactobacillus reuteri[11] β-D-Gal(1,6)-D-Glc, β-D-Gal(1,6)-D-Gal; β-D-Gal(1,6)-D-Lac, β-D-Gal(1,3)-D-Lac 
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2  低聚半乳糖的酶法合成新进展 

2.1  微生物酶源  
不同微生物来源的β-半乳糖苷酶的水解活性和

转糖基活性相对比例不同，如大肠杆菌(Escherichia 

coli)等产生的β-半乳糖苷酶具有较强的水解活性，而

环状芽孢杆菌 (Bacillus circulans)等产生的β-半乳糖

苷酶具有较强的转糖基活性，因而在寻找新酶品种方

面，有关不同微生物来源的β-半乳糖苷酶合成 GOS

的研究近年来时有报道，已知的天然酶合成 GOS 的

产量一般为 20%~45%[10~22]。1990年 Kim等采用部分

纯化的黑曲霉(Aspergillus niger)β-半乳糖苷酶合成低

聚半乳糖，但产量不高，不到 20%[12]。1995年 Onishi

等将有机溶剂处理后的梗孢酵母 (Sterigmatomyces 

elviae)休止细胞应用于 GOS 合成研究，低聚糖产量

为 37.8%[13]。2001 年 Rabiu 等采用 5 种双歧杆菌

(Bifidobacterium)的细胞粗酶液进行 GOS合成，产量

分别为 26.8%、37.6%、43.1%、43.8%、47.6%[14]。

2003 年 Cho 等从布勒掷孢酵母(Bullera singularis) 

KCTC 7534 中纯化β-半乳糖苷酶，以乳糖为底物进行

转糖基反应，生成的低聚糖产量为 50%[15]。2003 到

2007 年，本研究室先后报道了曲霉(Aspergillus sp.) 

AF、巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)2-37-4-1、成

团肠杆菌(Enterobacter agglomerans)B1、阴沟肠杆菌

(Enterobacter cloacae)CGMCC 1401 等可用于生产

GOS，采用细胞粗酶液或冻融全细胞合成的低聚糖产

量依次为 24%、25.7%、40.7%、55%[16~19]。2005 到

2007 年，Tzortzis、Splechtna、Nakkharat 和 HSU 等

研究人员先后将两歧双歧杆菌 (Bifidobacterium bifi-

dum)NCIMB 41171、罗伊氏乳杆菌 (Lactobacillus 

reuteri)、嗜热真菌 (Talaromyces thermophilus)CBS 

236.58、长双歧杆菌 (Bifidobacterium longum)BCRC

等应用于 GOS 合成研究，采用全细胞或纯化酶进行

反应，获得的低聚糖产量分别为 35%、38%、20%、

32.5% [11, 20, 22]。2007年刘文玉等综述了低温β-半乳糖

苷酶的产生菌株及其应用，该类酶一般来源于节杆菌

(Arthrobacter)和交替假单胞菌(Pseudoalteromonas)，

可在低温条件下水解乳糖、合成低聚半乳糖，该类酶

应用于食品行业尤其是乳品工业，具有中温和高温β-

半乳糖苷酶所不具备的优越性[23]。 

分子改造糖苷酶可获得高转糖基活性的人工酶，

大幅度提高糖类产物的产量。Jorgensen等 2001年首

次对两歧双歧杆菌 (Bifidobacterium bifidum) β-半乳
糖苷酶进行分子改造，筛选高效转糖基酶用于合成

GOS。该酶蛋白含有 1752 个氨基酸，具有 N 端的水
解功能域与 C 端的半乳糖结合功能域。其 C 端不同
长短 DNA 的缺失突变, 产生了一种 C 端 580 个氨基
酸缺失的酶，使得具有正常的水解活性和转糖基活性

的天然酶变成了一个高效转半乳糖基酶 (transgalact- 
osylase)，在乳糖底物浓度 10%~40%范围内均表现出
转半乳糖基作用:水解作用=9:1 的高比率，并且不需
要其他特殊的糖苷类物质和任何辅助因子，表现出一

个真正的转半乳糖基酶的特性[24]。 

2.2  转糖基反应及其介质 
β-半乳糖苷酶催化合成 GOS 的过程遵循糖苷酶

的作用机制，反应处于水解与合成的动态平衡状态，

转糖基产物也可以作为底物被酶重新水解。利用酶反

应的热力学及动力学原理加大底物的浓度、提高反应

温度等可以在一定程度上提高产物的产量；采用高浓

度有机溶剂或两相反应体系，降低水的浓度和活性可

促使反应平衡向糖苷合成的方向进行 , 进一步提高
糖苷产物的产量。1994 年 Shin 等应用“水∶环己烷= 
5%∶95%(V/V)”的两相反应体系，采用米曲霉β-半乳
糖苷酶作用于 55%(W/W)乳糖溶液，获得的 GOS 产
量比单一的水相体系提高了 7%(从 38%到 45%)，利
于 GOS合成的最佳含水量为 2.5%~10%，而溶剂的属
性例如油水分配系数(LogP)和偶极矩等对 GOS 产量
没有影响 [25]。1998 年归莉琼等比较了不同有机溶剂
作为反应介质时对 GOS 合成的影响，结果发现乙酸
乙酯或环己烷体系的 GOS 产量较高，并且疏水性的
环己烷有机相抑制低聚糖水解的能力更强于亲水性

的乙酸乙酯[26]。2001年 Chen等首次采用反相胶束微
反应器进行非水介质中的β-半乳糖苷酶催化反应，在
辛丁酯磺酸钠/异辛烷反相胶束体系中，应用米曲霉
β-半乳糖苷酶以 45%(W/V)乳糖底物合成 GOS的产量
为 51.2%，远远高于水相体系产量(31%)[27]。反相胶

束是表面活性剂与含少量水的有机溶剂所组成的体

系，该体系中表面活性剂分子的疏水性尾部与有机溶

剂接触，亲水性头部聚集水分子形成极性内核，组成

一个反相胶束，这样酶分子被限制在含水的内核微环

境中，而底物和产物可以自由进出胶束。该反应体系

水活度大大降低，不仅能有效抑制乳糖的水解反应，

而且能局部浓缩乳糖底物，从而利于合成反应的   
进行。 



卢丽丽等：微生物酶法合成低聚半乳糖的新进展./ 微生物学报(2008) 48(7)                                           983 

 

 

2.3  生产工艺 
应用固定化酶或采用膜反应器可连续合成

GOS[28-34]，适合低聚糖规模化生产。1998 年 Shin 等
将 B. singularis ATCC 24193 β-半乳糖苷酶固定在壳
聚糖颗粒上，应用填充床反应器连续生产 GOS (图
2-A)，以 100 g/L 的乳糖溶液合成的 GOS 产量为
55%[28]。1999 年王莜兰等应用米曲霉 β-半乳糖苷酶
采用同样的方式以 400 g/L的乳糖溶液生产 GOS，产
量达 62%[29]。2002年 Albayrak等利用活塞流反应器
连续催化合成 GOS，其原理与填充床反应器相同，不
同之处在于以棉布为固定化介质来催化反应[30]。Foda
等 2000年设计了两种膜反应器进行 GOS合成，分别
采用平面超滤膜 (UF member, 10 kDa)和中空纤维超 

 

 
 
图 2  低聚半乳糖合成用反应器 
Fig. 2  Reactors for GOS synthesis. A: Packed bed reactor;  
B: UF-flat membrane reactor; C: UF-hollow fiber membrane reactor. 

滤膜 (UF-hollow fiber membrane, 10 kDa)，前者(图
2-B)适用于实验室规模，酶反应与膜分离合为一体，
乳糖溶液与酶先短时间恒温水浴反应，然后打开蠕动

泵 P1，P2，通过控制两个蠕动泵的压力(P1＜P2＝和
充入氮气的量控制反应时间，滤膜截留酶蛋白允许糖

分子通过，采用该反应器将乳酸克鲁维酵母

(Kluyveromyces lactis) β-半乳糖苷酶以乳清(23%乳糖)
为底物进行反应，GOS最大产量(约 20%)能持续 2.45
小时；后者(图 2-C)适用于中试规模，酶反应与膜分
离由两个单元组成，乳糖溶液与酶短时间恒温水浴反

应，再打开蠕动泵，酶与反应产物流向纤维滤筒，产

物滤过纤维滤膜，而酶分子被截留后再返回容器内继

续反应，采用相同酶源以乳清(20%乳糖)为底物，GOS
最大产量能达到 31%[31]。Chockchaisawasdee等 2005
年利用纤维滤膜 (10 kDa)反应器，采用相同酶源以 
250 g/L 乳糖溶液为底物获得的 GOS 产量为

10.2%[32]。Splechtna 等 2007 年利用聚醚砜超滤膜  
(10 kDa)反应器和罗伊氏乳杆菌β-半乳糖苷酶连续生
产 GOS，当乳糖浓度为 600mM时，能连续 6天保持
GOS 产量为 24%[33]。膜反应器工艺较为简单，但目

前所获得的 GOS产量一般较低(10%~30%)。 

2.4  纯化工艺 
微生物酶法获得的低聚半乳糖产品中含有葡萄

糖和乳糖，这两种组分不利于糖尿病患者及乳糖不耐

症患者使用，去除该类组分能扩大 GOS 应用范围。
目前 GOS 的分离纯化技术主要有色谱柱法、酶法、
纳滤膜法和微生物发酵法。工业上利用活性炭作为色

谱柱填料，采用乙醇溶液梯度洗脱去除单糖，但乳糖

很难与低聚半乳糖分离；硅胶和离子交换树脂通常也

可以作为色谱柱填料用于低聚半乳糖产品的分离，但

由于分离效率低，操作复杂，导致分离后的成本大幅

增加而限制其应用。酶法是利用酶制剂将 GOS 产品
中的葡萄糖或乳糖专一性地去除，例如，葡萄糖氧化

酶和纤维二糖脱氢酶能分别将葡萄糖和乳糖氧化为

葡萄糖酸、乳糖酸，再通过离子交换树脂去除[35]，但

该法中的酶制剂价格昂贵，限制了其工业化应用。利

用纳滤膜分离法纯化低聚半乳糖产品，选择不同孔径

的纳滤膜，可将单糖、乳糖、低聚半乳糖依次分开，

但设备昂贵，成本高，难以工业化应用。微生物发酵

法是利用某些酵母细胞优先代谢葡萄糖、半乳糖或乳

糖的特异性将该类糖组分发酵去除，工艺简单、设备

投入成本较低。2006 年 Cheng 等采用马克斯克鲁维
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酵母(Kluyveromyces marxianus) ATCC 56497 游离细
胞处理一株芽孢杆菌β-半乳糖苷酶合成的低聚半乳糖
产品，结果乳糖被完全去除，单糖含量小于 3%，GOS
含量由原来的 38%提高到 97.5%[36]。但该方法中采用

的游离细胞寿命较短且不易收集，难以重复使用。

2007 年本实验室首次应用固定化酿酒酵母细胞批次
处理保加利亚乳杆菌β-半乳糖苷酶生产的低聚半乳
糖产品(45%)，能连续反应 20批次保持糖溶液中的葡
萄糖被完全去除、半乳糖含量小于 1%、低聚半乳糖
含量大于 71.5%(数据未发表)。 

3  展望 

国际上功能性低聚糖的研究和应用发展迅速，功

能性低聚糖作为功能性食品的基料已广泛应用于各

种保健食品、婴幼儿食品。此外，在医药和饲料行业

上的应用也较多，其品种和产量都在迅速增加。日本

和欧美国家是国际上较早开发应用功能性低聚糖的

国家，处于世界领先地位。2000 年日本功能性低聚

糖产品中，低聚半乳糖的年销售额居首位。欧洲目前

市场上主要功能性低聚糖商品为低聚半乳糖和低聚

果糖。随着低聚半乳糖新功能的进一步开发，其市场

范围将会扩大，生产竞争将会增强，优良生产菌种的

开发、生产工艺的优化等仍是继续研究的内容，以降

低成本。另外，由于纯度高的低聚半乳糖具有重要的药

用价值，低聚半乳糖产品的纯化工艺也值得深入研究。  

我国对功能性低聚糖的开发虽然远远落后于日

本和欧美国家，但发展迅速，已有某些功能性低聚糖

实现了工业化生产，但目前自主的微生物酶法生产低

聚半乳糖工业尚属空白。2004到 2005年本实验室采

用自主知识产权的微生物酶源成功进行了 50 公斤级

低聚半乳糖中试生产，相信国内自主的 GOS 工业化

生产将很快被实现。 
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Recent progress on galacto-oligosaccharides synthesis by microbial 
β-galactosidase—— A review   

Lili Lu, Zhengyi Li, Min Xiao*  
(State Key Laboratory of Microbial Technology, National Glycoengineering Research Center, Shandong University, Jinan 250100, China) 

Abstract: Galacto-oligosaccharides are among the most promising non-digestible oligosaccharides that are recognized as 
prebiotics. Commercial GOS are synthesized from lactose using the transglycosylation activity of β-galactosidase from 
microorganisms. The structure of GOS varies with different enzyme source. The oligosaccharide yields of GOS produced 
by natural enzymes are generally 20%~45% and they could be improved by artificial enzyme. Reaction conditions also 
have effect on the oligosaccharide yield. Using enzymes in water-hydrophobic solvent mixtures or reverse micelles may 
improve the yield to some extent. GOS can be large-scale synthesized by packed bed reactor, plugflow reactor or mem-
brane reactor. The glucose and lactose in the GOS products can be removed by using chromatography, enzyme oxidation, 
nanofiltration  membrane or microbial fermentation. 
Keywords: galacto-oligosaccharides; β-galactosidase 
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