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重组抗冻肽在乳酸乳球菌中表达及其抗冻活性研究
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摘要!为了优化抗冻蛋白
VY0H

的重组表达"利用乳酸链球菌

素
B3N3?

对已构建的重组乳酸乳球菌进行表达#通过对诱导

时间!诱导
E

F

!诱导温度和诱导剂
B3N3?

浓度等诱导表达条

件进行优化"利用
VTV0H-]/

和
W<ND<5?J4AD

确定最佳的表

达条件$通过比较冷冻胁迫前后菌体的生长状况!发酵活力

和细胞内钠钾离子含量的变化"研究重组菌在冷冻胁迫作用

下的生理功能特性#结果表明'优化后的最佳表达条件为

E

F#;$

"诱导剂
B3N3?

浓度
"'?

7

(

1I

"温度
&'`

"诱导时间

%L

$

VY0H&

诱导重组菌株可以显著改善乳酸菌由于经受冷冻

胁迫导致的对数生长延滞期和稳定生长延滞期的增加"表现

出较强的酸化活力"并且可以有效降低冷冻胁迫过程对乳酸

菌细胞膜通透性的影响"起到保护细胞生理功能的作用"表

明
VY0H&

诱导重组菌具有显著的抗冷冻胁迫保护作用#

关键词!抗冻肽$乳酸乳球菌$重组表达$抗冻活性$冷冻胁

迫$生理功能
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抗冻肽!
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#能结合到冰晶表面并抑

制冰晶进一步生长%且具有冰重结晶抑制!

3><5<>5

9

ND243:2D3A?

3?L2J3D3A?
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iPi

#效应)

"S&

*

&近年来
-YH

的资源开发及应用

引起了广泛关注%并发现其在冷冻食品加工与储藏)

!S.

*

+细

胞保藏)

'

*

+抗冻农作物栽培和冷冻手术等领域具有诱人的商

业应用前景)

%S#

*

&

XL82?1<3

等)
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*研究用一种由乳酸菌表达

的
D

9E

<i-YH

处理冷冻肉和冷冻面团%结果表明它可以降低

冷冻肉水分流失%减少蛋白损失%提高肉制品多汁性%提高面

团中酵母发酵能力$

)A?DA

7

3A5

7

AN

等)
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*发现%将
-YH

添加

到玉米与小麦淀粉胶中可提高其在冷冻
S

解冻过程中脱水

收缩和硬度的稳定性%添加到冷冻脱水面筋中可通过抑制冰

晶重结晶作用而降低其网络结构破坏程度&

从天然的低温生物中提取抗冻肽的成本高+得率低%影

响了其应用&为了提高抗冻肽的产量并降低其生产成本%近

年来许多研究采用基因工程生物表达的方法进行抗冻肽的

制备&例如%

cL43

7

等)

""

*在大肠杆菌中异源表达制备了一种

!&"



来源于圆柱拟脆杆藻的
-YH

类似物$

[Â

等)

"&

*在大肠杆菌

中表达制备了来源于雪蚤的具有高热滞活性的重组
-YH

$吕

绘倩等)

"!

*在大肠杆菌中也成功表达了太平洋鳕抗冻基因

-YH.

&由于乳酸菌表达的活性肽产物可以不分离直接作为

食品添加剂应用于食品加工中%大大节约了生物活性肽的生

产制备成本)

".

*

&因此%许多研究)

"'S"%

*采用乳酸菌作为活性

蛋白或多肽生物表达的宿主&目前主要问题就是优化重组

抗冻蛋白在乳酸菌中的表达条件%使其有效表达%最终能在

生产中应用%满足各行各业的需求&

然而%有研究)

"#

*表明%在冷冻过程中%由于受到低温冻

结胁迫作用%会引起乳酸菌细胞中的细胞膜通透性改变+磷

脂膜由液晶态转变成凝胶态+膜脂肪酸组成改变+膜的流动

性或完整性改变+调节生理活动的关键蛋白质或酶变性失活

等%导致菌体细胞大量死亡&因此%为了减少冷冻胁迫的损

伤%最有效的措施是添加适当的保护剂&例如%

X25O24LA

等)

"(

*将海藻糖在乳酸菌细胞内表达和积累%使其存活率几

乎达到
"$$G

&本研究拟采用菌株胞内表达的抗冻肽作为细

胞保护剂来提高重组菌的抗冻能力&

本研究主要利用课题组前期构建的乳酸乳球菌工程菌

株表达重组抗冻蛋白
VY0H

%该蛋白具有重复序列结构%具有

"%&

氨基酸残基)

",

*

&通过对诱导时间+诱导
E

F

+诱导温度和

诱导剂
B3N3?

浓度等表达条件进行优化%确定最佳的重组蛋

白表达条件&在此基础上%通过比较冷冻胁迫前后重组菌生

长状况+发酵活力和细胞内金属离子的变化%进一步从生理

功能特性方面探讨重组抗冻肽对提高乳酸乳球菌抗冷冻胁

迫性的作用%为抗冻肽在乳酸菌冻干制剂中的开发应用提供

新的技术指导和理论参考&

"

!

材料与方法
";"

!

材料与试剂

食品级乳酸乳球菌表达菌株
Bh!,$$

!含融合质粒

E

Bh(".,0VY0H

#"实验室保存$

["#

肉汤"青岛高科园海博生物技术有限公司$

B3N3?

+预染蛋白
[25̂<5H2

7

<P84<5H5<ND23?<=H5AD<3?

I2==<5

"美国
RL<51A

公司$

H+V

磷酸盐缓冲液!干粉#"北京中杉金桥生物技术有限

公司$

增强型
+X-

蛋白浓度测定试剂盒"上海碧云天生物技

术有限公司$

兔抗
%aF3N

多克隆抗体+

FPH

标记的山羊抗兔
i

7

]

抗

体"上海生工生物科技有限公司$

其他试剂均为分析纯&

";&

!

仪器与设备

恒温培养摇床"

RFh0"$$

型%上海一恒科技有限公司$

手提式压力蒸气灭菌器"

TVZ0&($+

型%上海申安医疗器

械厂$

离心机"

*%0[i

型%美国贝克曼库尔特有限公司$

E

F

计"

Y/&$

型%梅特勒
0

托利多仪器!上海#有限公司$

超声波细胞破碎仪"

*\,&0iiT

型%上海比朗仪器制造有

限公司$

冷冻干燥机"

YT0"-0'$

型%上海比朗仪器制造有限

公司$

电泳仪"

/HV!$$

型%上海天能科技有限公司$

转移电泳槽"

@/"(%

型%上海天能科技有限公司$

微生物生长曲线自动分析仪"

YH0""$$0X

型%芬兰
+3A0

N>5<<?

公司$

火焰原子吸收光谱仪"

--($$

型%美国
H/

公司&

";!

!

方法

";!;"

!

重组菌株的诱导表达条件优化
!

在重组乳酸乳球菌

表达抗冻蛋白
VY0H

的基础上%对诱导时间!

!

%

%

%

,

%

"&

%

"'L

#+

E

F

!

!

%

.

%

'

%

%

%

#

#+温度!
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%
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%
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#和诱导

剂
B3N3?

浓度!

"'

%

&'

%

'$

%

#'

%

"$$?

7

(

1I

#分别进行筛选%并

利用
W<ND<5?J4AD

检测重组菌
VY0H

和空载菌
Bh!,$$

表达

水平的差异%以确定较好的表达条件&

具体试验优化步骤"将
VY0H

重组菌株接种于含有
$;'G

葡萄糖的
["#

液体培养基内%接种量为
" 1I

(

"$$ 1I

%

!$`

静置培养过夜%然后按
"1I

(

"$$1I

的接种量接种于

新鲜的含
$;'G

葡萄糖的
["#

液体培养基内%优化诱导温度

下静置培养
&

"

!L

至对数生长初期!

M%

值为
$;.

"

$;'

#%用

冰乙酸调节至优化
E

F

%并加入优化终浓度的诱导剂
B3N3?

%

在优化诱导温度下继续静置培养至优化诱导时间&诱导表

达后在
%$$$5

(

13?

+

.`

条件下离心
"$13?

%收集菌体%用

E

F#;.

%

$;$&1A4

(

I

磷酸盐缓冲液!

H+V

#清洗
&

次%并在
E

F

(;$

的裂解缓冲液!由
& 1A4

(

I

尿素%

'$ 11A4

(

I R53N

%

!$$11A4

(

I

氯化钠%

" 11A4

(

I%00

二硫苏糖醇!

TRR

#%

$;$"G

溶菌酶和
$;&G R53DA?Z0"$$

组成#中用超声波细胞

破壁仪破壁!功率
.$$W

%超声
!N

%间隔
!N

%超声
($

次#%然

后在
"&$$$5

(

13?

+

.`

条件下离心
"$13?

%收集上清液&利

用增强型
+X-

蛋白浓度测定试剂盒测定上清液中的蛋白浓

度%利用
W<ND<5?0+4AD

鉴定目标蛋白的表达)

&$

*

&

使用同样条件培养空载菌株
Bh!,$$

作为对照组&

";!;&

!

重组菌冷冻胁迫作用下生理功能特性分析
!

选择

VY0H"

未诱导重组菌!

VY0H

重组菌不添加诱导剂
B3N3?

#+

VY0

H&

诱导重组菌和
Bh!,$$

空载菌为研究对象%在冷冻胁迫处

理前后进行生理功能特性研究&在最佳表达条件下培养待

测菌株至稳定生长初期%在
%$$$5

(

13?

+

. `

条件下离心

"$13?

%收集菌体细胞&

$;$&1A4

(

IH+V

洗
&

遍%与培养基

等量的
HV+

重悬菌体细胞%制备菌悬液%并用
HV+

调节至相

同的
M%

%$$?1

值&分别取
"$1I

菌悬液进行冷冻胁迫前的

活性测定&将其余样品菌悬液置于
S&$ `

冷冻
&.L

后取

出%

!#`

解冻
"$13?

%然后进行冷冻胁迫后的活性测定&冷

冻胁迫作用下的生理功能特性分析包括生长率+产酸活性+

细胞内
)

d

+

B2

d浓度变化&

!

"

#冷冻胁迫前后生长曲线的测定"分别取上述制备的

VY0H"

+

VY0H&

和
Bh!,$$

菌悬液
$;'1I

与灭过菌的
["#

培

养基按
"

(

"$$

的浓度制备最终样品%之后往
"$$

孔板中分

别添加
!$$

#

I

的最终样品%每个样品做
'

个平行对照&采

用微生物生长曲线自动分析仪测定样品的生长曲线&检测

.&"

贮运与保鲜
!

&$"#

年第
"$

期



温度
!# `

%波长
%$$?1

%静置检测%周期为
&.L

%平均每

!$13?

检测一次&

!

&

#酸化活力的测定"采用
E

F

计直接测定乳酸菌的酸

化活力&分别取上述制备的
VY0H"

+

VY0H&

和
Bh!,$$

菌悬

液
"1I

%接种于
"$G

的脱脂乳培养基中%接种量为
"$G

%置

于
!#`

静置培养&分别连续测定培养基的
E

F

值%直至
E

F

';'

时停止测定%记录培养时间)

&"

*

&

!

!

#细胞内
)

d

+

B2

d浓度变化的测定"用火焰原子吸收

光谱仪测定冷冻胁迫前后乳酸菌细胞内
)

d

+

B2

d含量&分

别取上述制备的
VY0H"

+

VY0H&

和
Bh!,$$

菌悬液
&1I

%加

入
&1I

硝酸%

"1I

双氧水%在石墨消解器上
"&$ `

处理

,$

"

"&$13?

%容量瓶定容至
'$1I

待测&火焰原子吸收光

谱法测定
)

d

+

B2

d的仪器条件见表
"

&

表
"

!

火焰原子吸收光谱法测定
)

d

$

B2

d的仪器条件

R2J4<"

!

Y421<2DA13>2JNA5

E

D3A?N

E

<>D5A1<D5

9

>A?=3D3A?N

MA5=<D<513?2D3A?AM

E

AD2NN3812?=NA=381

离子
波长(

?1

狭缝(

?1

灯电流(

1-

燃烧器

高度(
11

燃气流量(

!

I

,

13?

S"

#

)

d

#%%;' $;# ( #;$ &;$

B2

d

'(,;$ $;& ( #;$ &;$

&

!

结果与分析
&;"

!

重组
VY0H

抗冻肽的乳酸乳球菌诱导表达条件的优化

&;";"

!

诱导时间对重组菌中目的蛋白表达量的影响
!

在

E

F#

+

B3N3?

浓度
&'?

7

(

1I

+

&' `

下鉴定不同诱导时间对

VY0H

抗冻蛋白表达的影响&由图
"

可知%随着诱导时间的

延长%目的蛋白
VY0H

的表达量呈现先上升后降低的趋势%在

诱导时间分别为
!

%

%

%

,L

时目的蛋白
VY0H

的表达量较高%

且诱导
%L

获得最高的表达量&相同条件下空载菌
Bh!,$$

未见表达&因此%最优的诱导培养时间为
%L

%此时目的蛋白

的表达量较高&

";

预染蛋白
[25̂<5

!

&

"

%;

分别培养
!

%

%

%

,

%

"&

%

"'L

的重组菌
VY0H

#

"

"";

分别培养
!

%

%

%

,

%

"&

%

"'L

的空载菌
Bh!,$$

图
"

!

不同诱导时间菌株表达目的蛋白的
W<ND<5?J4AD

分析

Y3

7

85<"

!

W<ND<5?J4AD2?24

9

N3NAMD25

7

<D

E

5AD<3?N<6

E

5<NN<=

J

9

ND523?N2D=3MM<5<?D3?=8>D3A?D31<N

&;";&

!

培养
E

F

值对重组菌株诱导表达目的蛋白的影响
!

在

B3N3?

浓度
&'?

7

(

1I

与
&'`

下培养
%L

鉴定不同诱导
E

F

对

VY0H

抗冻蛋白表达的影响&由图
&

可知%随着诱导
E

F

的升

高%目的蛋白
VY0H

的表达量呈现逐渐上升的趋势%在诱导
E

F

为
%

和
#

时
VY0H

的表达量较高%且诱导
E

F#

时获得最高的

表达量&相同条件下空载菌
Bh!,$$

未见表达&因此%最优的

诱导培养
E

F

为
#

%此时目的蛋白的表达量较高&

";

预染蛋白
[25̂<5

!

&

"

%;

分别在
E

F

为
!

%

.

%

'

%

%

%

#

条件下培养的

重组菌
VY0H

!

#

"

"";

分别在
E

F

为
!

%

.

%

'

%

%

%

#

条件下培养的空载

菌
Bh!,$$

图
&

!

不同
E

F

诱导菌株表达目的蛋白的
W<ND<5?J4AD

分析

Y3

7

85<&

!

W<ND<5?J4AD2?24

9

N3NAMD25

7

<D

E

5AD<3?N<6

E

5<NN<=

J

9

ND523?N2D=3MM<5<?D3?=8>D3A?

E

F

&;";!

!

培养温度对重组菌株诱导表达目的蛋白的影响
!

在

B3N3?

浓度
&'?

7

(

1I

+

E

F#

条件下培养
%L

鉴定不同诱导温

度对
VY0H

抗冻蛋白表达的影响&由图
!

可知%随着诱导温

度的升高%目的蛋白
VY0H

的表达量呈现逐渐降低的趋势%在

诱导温度分别为
&$

%

&'

%

!$`

时
VY0H

的表达量较高%且在

&'`

时获得最高的表达量&有研究)

&&

*表明%乳酸菌的一些

特殊蛋白如冷休克蛋白+氧化还原蛋白+抗冻蛋白等在较低

温度时的表达量更高%与本研究的结果相吻合&但温度如果

偏低%如达到
&$`

%又会一定程度对微生物代谢产生不利影

响%从而减弱蛋白质的表达量&相同条件下空载菌
Bh!,$$

未见表达&因此%最优的诱导培养温度为
&'`

%此时目标蛋

白的表达量较高&

&;";.

!

诱导剂
B3N3?

浓度对重组菌株诱导表达目的蛋白的

影响
!

在
E

F#

+

&'`

下诱导培养
%L

鉴定不同
B3N3?

浓度对

VY0H

抗冻蛋白表达的影响&由图
.

可知%在诱导剂
B3N3?

浓

度分别为
"'

%

&'?

7

(

1I

时
VY0H

的表达量较高%其他诱导

剂浓度下均未见目的蛋白明显表达%可能与添加的诱导剂

";

预染蛋白
[25̂<5

!

&

"

%;

分别在
&$

%

&'

%

!$

%

!'

%

!#`

条件下培养

的重组菌
VY0H

!

#

"

"";

分别在
&$

%

&'

%

!$

%

!'

%

!#`

条件下培养的空

载菌
Bh!,$$

图
!

!

不同温度诱导菌株表达目的蛋白的
W<ND<5?J4AD

分析

Y3

7

85<!

!

W<ND<5?J4AD2?24

9

N3NAMD25

7

<D

E

5AD<3?N<6

E

5<NN<=

J

9

ND523?N2D=3MM<5<?D3?=8>D3A?D<1

E

<52D85<

"

"

';

分别在
"$$

%

#'

%

'$

%

&'

%

"'?

7

(

1IB3N3?

浓度下培养的空载菌

Bh!,$$

!

%

"

"$;

分别在
"$$

%

#'

%

'$

%

&'

%

"'?

7

(

1IB3N3?

浓度下培养

的重组菌
VY0H

!

"";

预染蛋白
[25̂<5

图
.

!

不同诱导剂浓度诱导菌株表达目的蛋白的

W<ND<5?J4AD

分析

Y3

7

85<.

!

W<ND<5?J4AD2?24

9

N3NAMD25

7

<D

E

5AD<3?N<6

E

5<NN<=

J

9

ND523?N8?=<5=3MM<5<?D3?=8><5N>A?><?D52D3A?N
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!

莉等"重组抗冻肽在乳酸乳球菌中表达及其抗冻活性研究
!



B3N3?

具有一定的抑菌作用有关%在
B3N3?

太高浓度下对菌的

生理活性有一定抑制作用%从而影响目的蛋白的表达)

&!

*

&

由于目的蛋白
VY0H

在
"'?

7

(

1I

时比在
&'?

7

(

1I

的表达

量略高%因此%确定诱导剂的最优终浓度为
"'?

7

(

1I

&相同

条件下空载菌
Bh!,$$

未见表达&

&;&

!

重组乳酸乳球菌冷冻胁迫前后生长曲线分析

冷冻胁迫处理后菌体细胞的生长速率是评价细胞冷冻

胁迫抗性的一个指标&选取乳酸菌冷冻效果较明显的对数

生长期和稳定生长前期!

"$L

#作为研究对象%对待测菌株重

培养过程中细胞的生长情况进行了测定&由图
'

可知%冷冻

胁迫处理前的
VY0H&

重组菌株与
Bh!,$$

空载菌株的生长

情况无显著差异%均在相同时间到达对数生长期和稳定生长

期%只有
VY0H"

未诱导重组菌表现出较低的终浓度&经过

&.L

的冷冻胁迫处理后%与处理前相比%各菌体生长速率均

表现出了一定的差异&具体来讲%经过
S&$`

冷冻胁迫
&.L

后的
VY0H"

未诱导重组菌株+

VY0H&

诱导重组菌和
Bh!,$$

空载菌株%其对数生长延滞期分别增加了
$;'

%

";'

%

&;'L

%并

且比较冷冻胁迫前后菌株的稳定生长期%发现
VY0H

重组菌

株无稳定生长延滞期%而
Bh!,$$

空载菌株的稳定生长延

滞期增加了
!L

%并且在对数生长后期其生长速率出现明显

波动和减缓&上述结果表明%与未诱导重组菌和空载菌株

相比%

VY0H&

诱导重组菌株可以显著改善乳酸菌由于经受

冷冻胁迫导致的对数生长延滞期和稳定生长延滞期的增

加&这对提高冷冻胁迫后菌体细胞的活力%特别是改善工

业生产中因起始菌株的低温保藏造成的生产效率下降具有

重要意义&

&;!

!

重组乳酸乳球菌冷冻胁迫前后酸化活力分析

酸化活力即乳酸菌发酵乳糖产酸的能力)

&.

*

&将待测菌

株接种于脱脂乳培养基中%置于适当温度下进行培养&样品

培养基
E

F

值下降至
';'

所需时间越长%则表示菌的酸化活

力越弱)

&'S&#

*

&检测冷冻胁迫前后乳酸菌的酸化活力%通过

冷冻后及冷冻前的时间差值及
E

F

下降趋势%即可看出不同

待测菌株的抗冷冻能力&

!

种待测菌株的酸化活力测定结果见图
%

&由图
%

可知%

冷冻胁迫处理前
VY0H&

诱导重组菌和
Bh!,$$

空载菌株的酸

化活力无显著差异%

E

F

值降至
';'

的时间分别为
"(

%

&&L

%

VY0H"

未诱导重组菌株表现出最强的酸化活力%在
"&L

即达

到
E

F';'

%与重组菌添加的诱导剂
B3N3?

具有一定抑菌作用有

关&经冷冻胁迫
&.L

后%

!

种待测菌株均表现出不同程度的

酸化活力减弱现象%

VY0H"

未诱导重组菌和
VY0H&

诱导重组菌

的酸化活力减弱程度较低%

Bh!,$$

空载菌的酸化活力减弱现

象最明显%在发酵初期表现出酸化活力延滞&冷冻胁迫后

VY0H"

未诱导重组菌+

VY0H&

诱导重组菌和
Bh!,$$

空载菌的

培养基
E

F

值降至
';'

的时间分别为
"';'

%

",;$

%

&';$L

%与冷冻

胁迫处理前相比酸化时间分别增加了
!;'

%

";$

%

!;$L

&表明

VY0H&

诱导重组菌可以显著改善乳酸菌经冷冻胁迫处理后的

发酵活力%具有一定的抗冷冻胁迫保护作用&

&;.

!

冷冻胁迫前后重组乳酸乳球菌细胞内
)

d

$

B2

d浓度的

变化

!!

本试验用火焰原子吸收光谱法测定冷冻胁迫前后乳酸

菌细胞内
)

d

+

B2

d的浓度变化%测定结果见图
#

&由图
#

可

知%冷冻胁迫前后
!

种待测菌株胞内的
)

d

+

B2

d浓度均发生

图
'

!

冷冻胁迫前后菌株的生长曲线

Y3

7

85<'

!

]5AKDL>85O<AMND523?NJ<MA5<2?=2MD<5M5<<:3?

7

ND5<NN

图
%

!

冷冻胁迫前后菌株的酸化活力

Y3

7

85<%

!

->3=

E

5A=8>D3A?AMND523?NJ<MA5<2?=2MD<5M5<<:3?

7

%&"
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!
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图
#

!

冷冻胁迫前后细胞内
)

d和
B2

d浓度的变化

Y3

7

85<#

!

XL2?

7

<NAM3?D52><448425)

d

2?=B2

d

>A?><?D52D3A?NJ<MA5<2?=2MD<5M5<<:3?

7

ND5<NN

一定变化%说明冷冻胁迫后细菌细胞膜的渗透性出现损伤%

使细胞内外离子发生转移%细胞内部的离子浓度发生改

变)

&(S&,

*

&冷冻后%

VY0H"

未诱导重组菌和
Bh!,$$

空载菌胞

内的
)

d浓度分别降低了
.%;."G

%

.";.!G

%

B2

d浓度分别降

低了
%!;.!G

%

'';$'G

%而
VY0H&

重组菌胞内的
)

d

+

B2

d浓

度分别降低了
",;!&G

%

%;.#G

%说明
VY0H&

重组菌细胞膜的

渗透性损伤程度要低于其他
&

种菌株&说明抗冻蛋白
VY0H

在胞内的表达可以有效降低冷冻胁迫过程对乳酸菌细胞膜

通透性的影响%起到保护细胞生理功能的作用&

!

!

结论
在冷冻胁迫过程中%乳酸菌的细胞膜通透性会发生改

变%磷脂膜由液晶态转变成凝胶态%膜脂肪酸的组成+膜的流

动性和完整性等也会发生变化%导致菌体细胞大量死亡&本

研究通过对诱导时间+诱导
E

F

+诱导温度和诱导剂
B3N3?

浓

度等表达条件进行优化%使重组菌株高效表达目的抗冻蛋白

VY0H

%并通过比较冷冻胁迫前后菌体的生长状况+发酵活力

和细胞内
)

d

+

B2

d浓度的变化%对重组菌的生理功能特性进

行研究&研究结果表明%在
E

F #;$

%诱导剂
B3N3?

浓度

"'?

7

(

1I

%温度
&'`

%诱导
%L

的条件下目的蛋白的表达量

最高&此外%

VY0H&

诱导重组菌株可以显著改善乳酸菌由于

经受冷冻胁迫导致的对数生长延滞期和稳定生长延滞期的

增加%表现出较强的酸化活力%并且可以有效降低冷冻胁迫

对乳酸菌细胞膜通透性的影响&抗冻蛋白在乳酸菌胞内的

表达可以有效降低冷冻胁迫对乳酸菌生理功能作用的损伤

程度%因此可为乳酸菌冻干粉开发应用提供一种新的工艺手

段%并为抗冻肽在食品加工中应用提供新的技术方法&
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别为
&.;''G

%

"$;''G

%说明压榨法制得的澳洲坚果油风味

浓郁%与笔者)

.

%

%

*前期研究发现压榨的澳洲坚果油带有一种

很浓郁的澳洲坚果特有的香气%水剂法制得澳洲坚果油则比

较淡是相吻合的&

!

!

结论
!

"

#制油工艺对澳洲坚果油的脂肪酸组成+甘油三酯组

成和生育酚含量的影响不显著%澳洲坚果油中脂肪酸主要为

油酸+棕榈
0

烯酸+棕榈酸%占
(%G

以上$甘油三酯共检出
"(

种%其中
CCC

+

HCV

+

HCC

占
'!G

以上$生育三烯酚含量均

为
&';$$1

7

(

^

7

$水剂法制得的澳洲坚果油中甾醇含量较高%

为
".!,;#,1

7

(

^

7

%压榨法制得的澳洲坚果油中矿质元素含

量较高&

!

&

#压榨法制得的澳洲坚果油中%挥发性风味物质成分

较多%共分离出
."

种%主要包括烯类+醛类+酚类+醇类+酯

类+烃类和酮类共
#

类%其中相对含量较高的烯类化合物和

醇类化合物%占总挥发性成分的
(&;"G

%是构成压榨澳洲坚

果油的主要风味物质&

!

!

#本研究对澳洲坚果油的营养品质和风味成分进行了全

面的分析%但对其中的功效成分和生理活性没有深度挖掘%后续

将采用现代分离和分析技术对澳洲坚果油中功效成分进行分

析%同时采用体外和体内试验对其生理活性进行综合评价&
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