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一、中文摘要

本研究利用萃取人體腸駐型益生菌
（probiotics）-雙叉桿菌（bifidobacteria）之
半乳醣 ，以乳醣為原料進行半乳寡醣的
生產研究。結果顯示利用超音波破碎含
Triton X-100的懸浮菌液（50mg/ ml），可將
所 選 用 的 五 株 腸 駐 型 雙 叉 桿 菌
Bifidobacterium adolescentis CCRC 14606、B.
bifidum CCRC 14615 、 B. infantis CCRC
15416、B. infantis CCRC 14633、B. longum
CCRC 14634中之半乳醣 萃取出來。利
用萃取出的粗酵素液進行轉醣反應，結果以
CCRC 14634之半乳醣 表現最好，約可
得到5％的半乳寡醣，主要產物為三醣。再
以粗酵素液進行轉醣反應條件的探討，發現
CCRC 14634之酵素在pH 4-6間活性都很穩
定，最適轉醣反應pH值為6.0；而溫度在25-
55℃間酵素亦很穩定，最適轉醣反應溫度為
45℃；當反應5小時後可得最大寡醣產量，
時間再延長寡醣將被水解。而在基質濃度試
驗中，得知CCRC 14634之轉醣反應Km值約
為1.3 M。在反應液中添加二價金屬離子並
不能促進轉醣反應；添加EDTA及Cu2＋、Zn2

＋等會使酵素失活。以CCRC 14634之半乳醣
於pH 6.0的磷酸緩衝液中，添加1.0M乳

糖溶液，於50℃下反應5小時，進行半乳寡
醣之大量製備，並將製備出的半乳寡醣進行
菌體利用性試驗，發現自製之半乳寡醣可促
進雙叉桿菌（B. longum CCRC 14634）生
長 ； 但 對 產 氣 莢 膜 桿 菌 (Clostridium
perfringenes CCRC 10913)之生長，也有促進
作用。

關鍵詞：雙叉桿菌、半乳醣 、水
解反應、轉醣反應、半乳寡醣

Abstract

In order to produce galacto-oligosaccha-
rides which is useful for probiotics, this study
was conducted to study the characters ofβ-
galactosidase from bifidobacteria and use
lactose substrate to produce galacto-oligo-
saccharides. Beta-galactosidase from Bifido-
bacterium adolescentis CCRC 14606 、 B.
bifidum CCRC 14615 、 B. infantis CCRC
15416、B. infantis CCRC 14633、B. longum
CCRC 14634 were extracted by ultrasonic
treatment in the presence of Triton X-100.
Crude enzyme of CCRC 14634 was found to be
the most efficient producer of galacto-
oligosaccharides. The yield was about 5% of
total sugar and trioligo-saccharide was main
product. Crude β -galactosidase was stable
over pH 4-6, with maximal transgalactosylated
activity at pH 6. The optimal temperature for
transgalactosylation was 45℃. The maximum
production was obtained after 5 hours of
reaction. In the transgalactosylated reaction, the
Km value of crude enzyme of CCRC 14634
was 1.3 M for lactose. EDTA, copper, cobalt,
magnesium, stannium and zinc could not
improve transgalactosylation. Moreover, EDTA,
copper, and zinc inhibited the enzyme activity.
Finally, crude β -galactosidase of CCRC
14634 and suitable reaction conditions was
used to prepare galacto-oligosaccharides. The
prepared galacto-oligosaccharides was found to
be the best carbon source for Bifidobacterium
longum CCRC 14634 when compared to other
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commercial galacto-oligosaccharides, lactose,
and glucose. However, the prepared galacto-
oligosaccharides also stimulated the growth of
Clostridium perfringenes CCRC 10913.

Keywords: bifidobacteria, β-galac-
tosidase, hydrolysis, transgalactosylation,
galacto-oligosaccharides.

二、緣由與目的

半乳寡醣是存在於母乳中的天然益菌
助生質，可以促進人體腸道內有益菌如雙叉
桿菌、乳酸桿菌的生長，而增進人體對環境
有害因子的抵抗力，維持正常生理功能的運
作。同時具有類似膳食纖維的效果與改善液
體食物流變性質，現已被視為重要之保健性
食品與加工適性兼備的食品添加物。

目前半乳寡醣的生產，都是利用微生物
所產生之半乳醣 （β-galactosidase）進
行酵素性的合成反應，同時藉由適當反應條
件的控制，可以增加半乳寡醣之產量。在
O’Brien 和 Mitsuoka〔1〕、Roy 等〔2〕的
研究中指出腸內益生菌雙叉桿菌亦具有半乳
醣 的活性，可以進行半乳寡醣基之轉移
反應。研究指出雙叉桿菌對於半乳寡醣利用
性是以三醣為最高，其中又以含有乳糖結構
的三醣較易被雙叉桿菌利用，亦即β-4’-
galactosyllactose〔3-4〕。

本研究期望自人體內所分離出的腸駐
型雙叉桿菌中找到適合生產半乳寡醣的菌
株，探討其β-galactosidase 的特性；並用以
合成半乳寡醣，供人體內益生菌利用，促進
身體健康。

三、結果與討論

一. 不同雙叉桿菌菌株之半乳醣 進行水
解與轉醣反應之探討

半乳醣 可以將乳糖合成半乳寡
醣最早是由 Wallenfels〔5〕證實。經研究發
現其可同時進行轉醣與水解反應活性，當控
制反應條件於高乳糖及高溫下會趨向轉醣反
應的發生〔6〕。而在 O’Brien 及 Mitsuoka
〔1〕和 Smart 等〔7〕的報告指出雙叉桿菌
中多具有半乳醣 的酵素活性。本實驗中
選 用 Bifidobacterium adolescentis CCRC
14606、B. bifidum CCRC 14615、B. infantis

CCRC 15416、B. infantis CCRC 14633、B.
longum CCRC 14634 等五株雙叉桿菌，進行
半乳醣 的篩選。

1. 半乳醣 之製備
取培養達靜止期初期的菌液，菌數在

2-5×1011 CFU / ml，利用超音波破碎，實驗
組為添加有 0.2％的 Triton X-100 的磷酸鹽
緩衝液，以弱化細胞壁，利用超音波破碎細
胞壁 5 分鐘；而對照組則為僅使用含 0.2％
的 Triton X-100 的磷酸鹽緩衝液來弱化細胞
壁。處理完後，利用離心方式去除細胞或殘
骸得到粗萃取液，以 oNPG 進行活性分析。
所得結果顯示破碎 5 分鐘者 oNPG 水解活性
最高，約高於對照組 2.5 倍。

2.半乳醣 對 oNPG 及乳糖基質活性之探
討

Dumortier 等〔8〕指出，B. bifidum 之
半乳醣 在 pH 4.5 時轉醣反應活性最
高，而 pH 6.5 時水解反應活性最高。為了
降低水解活性、提高轉醣活性，建議使用
pH 4.3 及 45℃進行寡醣之合成。本實驗中
同時以另一種乳糖衍生物 oNPG 來進行快速
的水解活性分析，oNPG 可被半乳醣 水
解而形成黃色之 o-nitrophenol，可於 405nm
吸光下測定。在水解活性分析上，若以
oNPG 基質呈色法測知，所得酵素活性定義
為在 37℃、pH 6.5 反應條件下每分鐘分解 1
m mol oNPG 所需之酵素量。結果以 CCRC
14606 在水解 oNPG 是明顯最高者。而在乳
糖基質之反應，包括寡醣合成及水解方面，
轉醣與水解活性的定義為 45℃、pH 4.3 下
每小時合成 1μmol 寡醣或水解 1μmol 乳糖
所需之酵素量。結果顯示兩者的表現上都以
CCRC 14634 最高。

另外，在 HPLC 結果中也可以看出，
所得到的寡醣幾乎都是三醣，僅在酵素活性
較高的 CCRC 14634 中偶有極微量的四醣產
生。Dumortier 等〔8〕以 B. bifidum 所進行
之實驗中可以產生三醣-五醣的寡醣，因此
推測本實驗中此種情形有可能是因為酵素活
性過低所致，使得三醣濃度不高，故其再和
酵素複合體發生有效碰撞的機會極低，因此
不易產生四醣。

二.影響半乳醣 進行轉醣反應之因素
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1.反應時間
依照 Dumortier 等〔8〕的反應條件，

以 pH 4.3、45℃、0.5 M 乳糖溶液進行反應
並定時取樣。結果顯示 CCRC 14606 及
CCRC 14634 之半乳醣 在反應 4 小時內
會有最大量的寡醣生成，可產生三醣以上寡
醣約 5％左右。而 CCRC 15416、CCRC
14633 則在反應的 6 小時有最大量寡醣生
成，佔總醣量的 4％左右。CCRC 14615 約
反應 10 小時才得到最大寡醣生成量 4％。
以寡醣生成後的穩定性來說，CCRC 14634
最差，大約 15 小時時即幾乎測不到寡醣含
量的；而 14606 在 30 小時後測不到寡醣存
在。

各試驗菌株反應液中單糖、乳糖、寡
醣的生成情形，在 CCRC 14606 及 CCRC
14634 有較相似的情形，乳糖快速被反應，
大約 10 小時時分別只剩下 20％及 10％左
右；在此同時單糖會不斷累積，而 CCRC
14634 又比 CCRC 14606 分解速度更快。

Cruz 等 〔 9 〕 利 用 Penicillium
simplicissium 之半乳醣 試驗也有相同的
現象，可能是因酵素會同時進行寡醣的合成
與雙糖的水解，當水解量達到某一個程度
時，過多的單糖累積，會刺激寡醣分子開始
被水解，直到均為單糖分子，且此種水解會
由高分子往低分子進行，也就是說三醣會比
乳糖水解更快。

2.反應 pH 值
本試驗探討β-galactosidase 在 pH3-8 之

活性，結果顯示五株菌在 pH 3 以下或 pH 8
以上都不具任何活性；主要活性在 pH 4-6
之間。CCRC 14606 及 CCRC 15416 之β-
galactosidase，在 pH 4-6 間之活性差異不
大。CCRC 14615 及 CCRC 14633 之β -
galactosidase 不論在轉醣活性或水解活性的
表現上，都是在 pH 6 時最大。CCRC 14634
的轉醣活性在 pH 4-6 間差不多，但水解反
應活性卻在 pH 6 時明顯較高。而 CCRC
14634 在寡醣合成活性上，不論反應液中
pH 值為何，只要在酵素活性表現範圍內皆
優於其它菌株。

3.反應溫度
五株菌的之β-galactosidase 轉醣反應活

性，皆約在 45℃時有最高的活性。而以 37

℃時轉醣活性表現最低，這種現象和之前文
獻中所推測的寡醣產生機制，有可能是菌體
為了避免環境所帶來的衝擊才產生的可互相
映證，像合成寡醣可以降低高乳糖所造成之
高滲透壓的作用或者可以在高溫下有保護菌
體的效果〔10〕，所以菌體才會在生長最適
溫度時轉醣活性最低。

4.基質濃度
利用不同的乳糖濃度進行試驗，可以發

現當乳糖濃度過低時，約 0.2M 以下，在五
株試驗菌株酵素活性的表現上都只有水解反
應的發生。而當乳糖濃度高於 0.2M 後，轉
醣反應活性開始快速增加，CCRC 14606、
CCRC 14615、CCRC 15416 及 CCRC 14633
在 0.4M 乳糖濃度以上後轉醣反應增加趨勢
漸趨緩和；而 CCRC 14634 在轉醣活性表現
上則明顯較佳，雖然 0.4M 以上活性不再呈
直線上升，但仍有明顯增加的趨勢直到
1.0M 以後才漸趨穩定。

根據 Michaelis-Menten 之酵素動力學顯
示，Km 值是為達到一半最高催化速率時所
需之基質濃度，故 Km 可視為使用酵素基質
的大約濃度。在各試驗菌株中 CCRC 14606
之 Km 為 570 mM，CCRC 15416 為 480
mM， CCRC 14633 為 440 mM ， CCRC
14634 為 1360 mM，此和文獻中記錄相近
〔8〕。另外所得之 Vmax 也顯示了 CCRC
14634 之最大反應速率最高。

5.金屬離子及 EDTA
金屬離子的存在會對酵素水解與轉醣活

性的表現有所影響的。本實驗中選用Ca2+、
Cu2+、Co2+、Mg2+、Sn2+、Zn2+等不同氯化
鹽及EDTA，各2.5 mM添加於反應液中，結
果顯示在添加CuCl2、ZnCl2、EDTA等三
組，對五株試驗菌株的兩種酵素活性都呈現
完全之抑制。Ca離子的添加對CCRC 14615
的兩種活性表現均為抑制作用；對CCRC
14606及CCRC 14633的水解活性略增，但對
於轉醣反應活性則略降；對CCRC 14634則
相反。添加CoCl2的效果，在五株試驗菌的
轉醣活性上都是呈現抑制的效果；但對於水
解活性上則CCRC 14606、CCRC 14615、
CCRC 15416 呈 現 小 幅 下 降 ， 但 CCRC
14633、CCRC 14634則小幅增加，幾乎可視
作沒有影響。添加MgCl2時，對於CCRC
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14606、CCRC 15416、CCRC 14633等的轉
醣活性是抑制作用，但對於CCRC 14615、
CCRC 14634則不影響；分析水解活性，對
CCRC 14606、CCRC 14615、CCRC 1434影
響不大，對CCRC 15416有明顯抑制作用，
對於CCRC 14633則有促進效果。而添加
SnCl2則對試驗菌的兩種酵素活性都是抑制
的效果，可達50％以上，僅在CCRC 14634
菌株之轉醣活性是維持略增的。因此，對
CCRC 14606、14615、15416、14633等菌來
說添加實驗中所使用的金屬離子，效果均不
顯著，因此不建議在反應液中添加額外的二
價金屬離子，而僅以含鈉的緩衝液進行反
應。實驗中加入EDTA將反應液中之金屬離
子去除，會使酵素失活，推測此酵素反應是
需要有金屬離子作cofactor才能作用，且以
添加鈉離子較佳，其它二價離子的作用則在
不同菌株有不 同表現。 Becker 及 Evans
〔11〕認為半乳醣 作用需要單價陽離子
乃因其可誘導酵素結構上構形的改變，而可
是酵素作用，且鈉離子因為分子直徑小更能
與酵素緊密結合而優於K+。

三.半乳寡醣對於雙叉桿菌與產氣莢膜桿菌
的影響

本實驗以 B. longum CCRC 14634 的半
乳醣 酵素粗萃液，於 1.0M 乳糖溶液中
進行大量製備的反應，反應條件為 pH6.0、
50℃之磷酸緩衝液進行之。所產生之半乳寡
醣稀釋成 5 ％的半乳寡醣液後添加於
modified Reinforced Clostridial medium 中，
和商品化半乳寡醣、葡萄糖等一起觀察對雙
叉桿菌、產氣莢膜桿菌生長促進的作用。

結果發現雙叉桿菌在添加半乳寡醣的培
養基中生長確實較添加其他碳源者為快，大
約 12 小時即可獲最大之菌數。在葡萄糖培
養基中則要 15 小時，乳糖更慢，則要 18 小
時。

產氣莢膜桿菌在乳糖之培養基生長最
好，自製半乳寡醣次之，較差的則是商品化
半乳寡醣及葡萄糖。在添加有乳糖的培養基
中大約 6 小時就達到穩定期；而在添加商品
化半乳寡醣與葡萄糖的培養基中都是在 9 小
時達到穩定期。推測可能是自製半乳寡醣內
所含乳糖量較商品化寡醣高，而能讓產氣莢
膜桿菌利用，故在促生效果上才會和乳糖組

相類似。
根據 Mlobeli 等〔12〕利用葡萄糖、乳

糖、水蘇糖、纖維雙糖等進行雙叉桿菌生長
速率探討，B. bifidum 在添加葡萄糖的培養
基中生長速率是最快的，相對的菌體量、代
謝速率等也隨之增快；而實驗中也證實了，
乳糖對於雙叉桿菌不是一個很好的基質。另
外 Hopkins 等〔13〕也提及了雙叉桿菌不同
菌種間對於不同碳源的利用情形會有所差
異，甚至不同菌株間也會有此種現象發生。
不過可以看出在其選用的雙叉桿菌中對於半
乳寡醣、低聚合度的寡果糖等多有良好的利
用情形；而普遍對於木寡醣的利用情形較不
佳。在體內實驗的結果中，也證實當食用半
乳寡醣後，體內的雙叉桿菌及乳酸菌菌數會
增加，類桿菌屬（bacteroidaceae）菌數則減
少，且短鏈有機酸會增加〔14〕。這些作用
可有效刺激腸道蠕動，減少大腸直腸癌的發
生並延緩老化的現象。

四、計畫成果自評

1. 本研究計畫成果報告內容與原申請研究
計畫書內容相符，並達成預期目標。

2. 研究成果具學術及應用價值，適合在學
術期刊發表。
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