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摘要 本研究以豆浆-牛奶混合体系为双蛋白基质，探讨高产胞外多糖的融合魏斯氏菌 SY628 与商业酸奶发

酵剂共发酵对双蛋白酸奶体外消化特性的影响。通过模拟胃肠道消化试验，对比了商业发酵剂组（CN 组）

与共发酵组（SYF 组）在消化过程中的粒径、可溶性蛋白、小肽及氨基酸含量、水解度、活菌数及产物分

子量分布。结果表明，SYF 组酸奶中活菌保留率约为 CN 组的 1.47 倍，可溶性蛋白含量在消化各阶段均保

持较高水平。SYF 组的体外消化率（72.56%±0.97%）低于 CN 组（81.73%±0.38%）（P<0.05），相对应的

小肽含量（1.62±0.05 mg/mL）与氨基酸含量（265.83 μg/g ）亦低于 CN 组（分别为 1.75±0.02 mg/mL 与 293.82 

μg/g）。此外，SYF 组在体外消化结束时表现出更低的水解度和更大的粒径，SDS-PAGE 图谱也证实 SYF

组酸奶蛋白质水解程度较低。本研究揭示了融合魏斯氏菌在显著提升活菌数方面的优势，且融合魏斯氏菌

的添加使双蛋白酸奶抵抗胃肠道消化酶降解的能力增强，为开发兼具高益生菌含量与持久饱腹感的功能性

双蛋白食品提供了新思路，对于实现能量摄入控制的新型食品生产具有积极意义。 

关键词 融合魏斯氏菌，豆浆，牛奶，双蛋白酸奶，体外消化，生物可利用性，蛋白水解 

 

Study on digestive characteristics of 

dual-protein yogurt based on in vitro 

simulated gastrointestinal digestion 
KANG Ying1, BAI Xueying1, YE Tao1, ZHOU Kexin1, YIN Huixuan1, ZHAO Liangzhong1,2, ZHOU Xiaojie1,2, 

ZHANG Xuejiao1,2,* 

(1.College of Food Science and Chemical Engineering, Shaoyang University, Hunan Provincial Key Laboratory of 

Soybean Products Processing and Safety Control, Shaoyang, 422000, China;2.Hunan Engineering Research Center 

of Green Processing and Equipment of Hunan-style Food, Shaoyang, 422000, China) 

 

Abstract This study investigated the effects of co-fermentation with the high exopolysaccharide-producing strain 

Weissella confusa SY628 and a commercial yogurt starter culture on the in vitro digestion properties of soy-dairy 

dual-protein yogurt prepared from a soy milk-cow milk mixed dual-protein substrate. Simulated gastrointestinal 
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digestion was performed to compare the commercial starter culture group (CN) and the co-fermentation group 

(SYF) in terms of particle size, soluble protein content, peptide and free amino acid contents, degree of hydrolysis, 

viable cell counts, and molecular weight distribution of products during digestion. The results showed that the 

viable cell retention rate of probiotics in the SYF yogurt group was approximately 1.47 times that of the CN group. 

Moreover, the SYF group maintained a higher soluble protein content throughout digestion. However, the in vitro 

protein digestibility of the SYF group (72.56% ± 0.97%) was significantly lower than that of the CN group (81.73% 

± 0.38%) (P < 0.05). Consistently, the peptide content (1.62 ± 0.05 mg/mL) and free amino acid content (265.83 

μg/g) in the SYF group were lower than those in the CN group (1.75 ± 0.02 mg/mL and 293.82 μg/g, respectively). 

In addition, the SYF group exhibited a lower degree of hydrolysis and a larger particle size at the end of digestion. 

SDS–PAGE analysis further confirmed that protein hydrolysis was less extensive in SYF yogurt than in CN yogurt. 

These findings indicate that W. confusa SY628 markedly increased viable cell counts and enhanced the resistance 

of the yogurt protein matrix to gastrointestinal proteolysis. Co-fermentation with EPS-producing W. confusa 

therefore represents a promising strategy for developing functional soy–dairy dual-protein foods with high viable 

counts and enhanced satiety potential, and may provide new opportunities for the design of foods intended for 

energy intake management. 
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随着可持续发展理念不断深化，居民健康意识逐步增强，大众对健康饮食与膳食多元化

的需求日益提升，动物和植物蛋白所形成的双蛋白体系不仅成为学者们研究的热点方向，更

是《国民营养计划（2017—2030 年）》等国家战略的重要组成内容[1]。双蛋白酸奶多以乳蛋

白与植物蛋白复配为基质，其中牛乳蛋白与大豆蛋白是应用最为广泛的组合形式，不仅在氨

基酸组成上具有互补效应，还能兼具动物蛋白的高生物价与植物蛋白的大豆异黄酮、膳食纤

维等活性成分，实现了营养均衡和代谢调节的双重优势目标[2]。然而，引入植物基原料势必

带来新的技术挑战：凝胶网络脆弱、乳清析出、豆腥味难以遮蔽，以及发酵过程不可控，这

些难题严重制约了双蛋白酸奶的工业化发展[3]。 

乳酸菌发酵剂是影响酸奶品质的核心要素。传统发酵菌株（保加利亚乳杆菌和嗜热链球

菌）虽在牛乳体系中表现优异，但对豆乳环境的适应性较差，发酵活力不足且产酸缓慢，因

而调控双蛋白酸奶质构特性的能力较弱，常有乳清分离现象及水状口感，再加之风味复杂度

受限，常需引入特定功能的辅助菌株来提升酸奶的品质与营养价值[4]。近年来，融合魏斯氏

菌因其独特的代谢特性而备受关注，该菌株不仅能在植物基质中生长良好，而且还具有高产

胞外多糖（EPS）的能力[5]。研究表明，使用融合魏斯氏菌与商业发酵剂共发酵豆奶，可显

著提升酸豆乳的发酵性能、质构稳定性和风味适口性[6]。值得注意的是，EPS 作为乳酸菌代

谢产生的高分子聚合物，能够通过静电相互作用、氢键和疏水作用与蛋白质形成复合网络结

构，这一特性为改善双蛋白酸奶的质构缺陷提供了新的解决思路[7]。然而，EPS-蛋白质复合

物的形成在改善产品质构和不良风味的同时，也可能对蛋白质的消化特性产生深远影响。现

有研究表明，多糖的存在会通过空间位阻效应限制消化酶与底物的接触，从而延缓蛋白质的

水解进程[8]。 

前期研究发现，融合魏斯氏菌共发酵制备的双蛋白酸奶多糖含量和蛋白质含量与仅商业

发酵剂制备的酸奶相比具有显著差异，共发酵组蛋白质含量更高，在微观结构上相较于商业

发酵剂组开放、多孔、松散的丝状三维网络也显示出更致密的凝胶片层状结构，孔隙率低，

无乳清析出，产品稳定性更佳[9]。研究表明不同来源的蛋白质因微观结构的差异，对酶可及

性具有关键调控作用，进而影响消化率[10]。同时食物基质的结构特征也会直接影响营养素



在胃肠道中的释放速率与程度[11]。Lin 等人[12]发现，纤维密度较高的结构化小麦蛋白具有更

强的内聚性，这降低了胃蛋白酶对蛋白质水解的敏感性，从而消化程度较低。此外，蛋白质

含量与蛋白质结构显著影响水解度。研究表明，羊乳相对牛乳而言蛋白质水解速率的降低可

能是由于其拥有更高的蛋白质含量和更致密的蛋白质网络，这种特性延缓了酶接触底物的速

度，从而导致营养物质的消化速率减慢[13]。蛋白质与蛋白质间的相互作用会改变异源蛋白

体系的结构，从而影响消化率，Wegrzyn 等人[14]研究表明，大豆蛋白能增强其与酪蛋白或

乳清蛋白的相互作用，从而稀释凝胶基质、抑制胃蛋白酶介导的凝固反应，并提高其对消化

酶的可及性，将植物蛋白与牛奶蛋白混合可有效延缓胃排空速度并增强饱腹感。蛋白质参与

人体生命活动几乎所有的生理过程，其生理活性只有被消化分解成氨基酸并被身体有效吸收

后才能被高效利用发挥其价值，因此，系统评估融合魏斯氏菌共发酵对双蛋白酸奶体外消化

特性及蛋白质生物可及性的的影响，对于明确该技术的营养学价值至关重要。 

基于上述背景，本研究以豆浆-牛奶混合体系为双蛋白基质，以高产 EPS 的融合魏斯氏

菌 SY628 与商业酸奶发酵剂进行共发酵，采用 INFOGEST 体外模拟消化模型，通过模拟口

腔、胃、肠三阶段消化条件系统考察共发酵双蛋白酸奶在消化过程中的蛋白质体外消化率、

粒径分布、活菌数存活率、可溶性蛋白释放、小肽及游离氨基酸生成、水解度变化及产物分

子量分布，并与商业发酵组进行对比。旨在阐明融合魏斯氏菌共发酵对双蛋白酸奶体外消化

特性的影响规律及其作用机制，为开发兼具高益生菌活性和缓释消化特性的功能性双蛋白食

品提供理论依据和技术支撑。 

1 材料与方法  

1.1 材料与仪器  

东北大豆  采购于湖南邵阳农贸市场；纯牛奶  采购于内蒙古蒙牛乳业（集团）股份有

限公司；黄浆水  自制于邵阳学院；融合魏斯氏菌（Weissella confuse SY628）  邵阳学院

豆制品加工与安全控制湖南省重点实验室保藏菌种；德氏乳杆菌保加利亚亚种、嗜热链球菌  

采购于丹麦科汉森（中国）有限公司；亮氨酸、丝氨酸  采购于上海麦克林生物试剂企业店；

BCA 蛋白检测试剂盒  采购于碧云天生物技术有限公司；蛋白质分子量标准（10-150 kDa）  

采购于赛默飞世尔科技公司；模拟唾液 SSF、模拟胃液 SGF 和模拟肠液 SIF  采购于福州飞

净生物科技有限公司；α-淀粉酶(50 U / mg)  采购于上海蓝季科技发展有限公司；胃蛋白酶

1:3000、猪胆盐  采购于上海源叶生物科技有限公司；胰蛋白酶 1:250  采购于合肥千盛生

物有限公司；邻苯二甲醛、十二烷基硫酸钠、β -巯基乙醇、甲醇、硼砂等其余试剂均购自

国药集团化学试剂有限公司。 

高浓精磨机  正达精研制造有限公司；UDK139 凯氏定氮仪  北京市盈盛恒泰科技有

限公司；WJL-628 激光粒径仪  上海物光公司；IS-AX 恒温振荡器  苏州捷美电子有限公

司；全自动氨基酸分析仪  英国百康科技有限公司；Multiskan GO 1510 型酶标仪  Thermo/

美国。 

1.2 实验方法 

1.2.1 细菌菌株与培养条件 

实验采用融合魏斯氏菌 SY628 菌株，该菌株从自然发酵豆酸奶中分离获得。使用前，

菌株在 37 ℃条件下于 MRS 肉汤中连续传代培养 12 h 以激活，后在黄浆水中继续扩大培养

12 h，孵育结束后，4 ℃、8000 r/min 离心 15 min，收集细菌细胞，并用无菌生理盐水进行

两次洗涤循环。 

1.2.2 双蛋白酸奶制备 

称取 4 kg 大豆，置于室温水中浸泡 8-10 h，按照 1:5.5（重量比，基于干燥大豆）的比

例与水混合，使用高浓度精磨机进行研磨。将豆浆通过集成制浆机三段煮浆与 105℃蒸汽煮



沸 18 min，通过 200 目离心机过滤后用 200 目振动筛过滤。将纯牛奶与熟豆浆按照 6:4 比例

混合均匀，添加 6%蔗糖，85 ℃灭菌 20 min，冷却至室温，接种 3%发酵剂，30 ℃发酵 8 h，

4 ℃后熟 24 h，将成品置于 4 ℃冰箱保存。添加 Weissella confuse SY628（活菌数 1×108 

CFU/mL）和商业菌种（德氏乳杆菌保加利亚亚种、嗜热链球菌）YF（将 2 g YF-L904 菌粉

溶于 98 mL 无菌水中制得，现配现用，活菌数 1×108 CFU/mL）作为发酵剂（体积比，SY628：

YF=1:3）的共发酵组样品命名为 SYF 组，仅添加商业菌种作为发酵剂的样品为对照组，命

名为 CN 组。所有实验均重复三次。 

1.2.3 模拟消化 

根据文献[15]的标准化 INFOGEST方法，对SYF组酸奶与CN组酸奶开展体外消化模拟。

在口腔模拟阶段（pH 7），准确称取 2.5 g 酸奶样品于锥形瓶中，加入 2.5 ml 的模拟唾液 SSF

（7.72 mg、75 U/mL 的 α-淀粉酶）并于 37 ℃孵育 2 min，随即取样 1 mL。随后进入胃模拟

阶段：剩余的 4 mL 口腔消化物与 4 mL 的的模拟胃液 SGF（6.40 mg、2000 U/mL 的胃蛋白

酶）混匀，用 1 mol/L 的 HCl 标准溶液调节 pH 至 3.0，在 37 ℃持续反应 2 h，于 5、30、

60、120 min 时各取样 1 mL。最后进行肠道模拟：向剩余的 4 ml 反应体系中加入 4 mL 的模

拟肠液 SIF（2.81 mg、100 U/mL 的胰蛋白酶和 17.20 mg、10 mmol/L 的胆盐），用 1 mol/L

的 NaOH 标准溶液调节 pH 至 7.0，在 37 ℃振荡孵育 4 h，并于 1、2、3、4 h 采集样品。

所有样品收集后立即于沸水加热 5 min 以终止酶活性，除粒径分析外，所有样本均经离心处

理（10,000×g，20 min，4 °C），上清液随后置于-20 ℃保存备用。未经消化的 SYF 与 CN

酸奶样品作为对照组进行分析。所有酶在使用前均按照 INFOGEST 推荐方法进行酶活性校

准。 

1.2.4 活菌数测定 

用无菌生理盐水将消化液稀释后，参照 GB 4789.35 -2023 对其乳酸菌活菌数进行测定。 

1.2.5 可溶性蛋白含量测定 

可溶性蛋白浓度测定参照文献[16]采用 BCA 蛋白定量检测试剂盒。具体操作如下，取未

消化和各消化样品上清液 20 ul 和 200 ul BCA 工作液混合，37 ℃孵育 30 min，使用酶标仪

在 562 nm 波长处测吸光度。根据标准曲线方程 Y=0.001x+0.1834（R2=0.9963）计算可溶性

蛋白浓度。 

1.2.6 蛋白质消化率测定 

参考三氯乙酸沉淀法进行蛋白质消化率的测定，并稍作修改。将肠消化 4 h 后的样品与

质量分数为 15%的三氯乙酸按 1∶1(体积比)混合，于 4 ℃静置 30 min，随后在 4 ℃、10000 

r/min 条件下离心 15 min 后，弃去上清液，收集沉淀，用凯氏定氮法测定未消化样品的总

蛋白质含量（N0）和 TCA 沉淀后沉淀物中的蛋白质含量（Nt），按以下公式计算消化率:  

100%/
0

t0 



N

NN
消化率                                         

式中：N0 表示未消化样品的总蛋白含量；Nt 表示消化后沉淀中蛋白含量。每个批次实

验设置试剂空白（以去离子水替代样品，同步操作），结果以扣除空白后的净值计算。每个

样品设置 3 个独立平行样，结果以“平均值 ± 标准差”表示。凯氏定氮测定时每个样品做 3

次技术重复，取平均值作为该样品的测定值。 

1.2.7 蛋白质水解度测定 

消化上清液的蛋白质水解程度评估采用 Nielsen 等人[17]描述的方法，并稍作修改。口腔

-胃-肠各阶段消化后的样品均用去离子水稀释 40倍，取 400 μL过滤后的消化上清液，与 3 mL 

OPA 试剂（0.1 mol/L 邻苯二甲醛、0.1%四硼酸钠十水合物、0.08%十二烷基硫酸钠和 0.2%β-

巯基乙醇）充分混合，室温反应 2 min。空白组和标准组分别用蒸馏水和丝氨酸溶液（0.1 



mg/mL）替代样品溶液。在 340 nm 处测定混合物吸光度，随后根据以下公式进行计算： 
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其中 Serine-NH2 表示每克蛋白质的丝氨酸氨基毫当量，V 为消化上清液样品体积(L)，d

为稀释倍数，C 为样品蛋白质含量(g)，h 为水解过程中形成的氨基浓度（毫当量/克蛋白质）。

数值 0.9516 为标准品中的氨基浓度（毫当量/升丝氨酸-NH4），β 为 0.4，α 为 1.0，这些参

数值均适用于双蛋白酸奶，htot 为大豆蛋白和酪蛋白完全水解为氨基酸时的水解当量（毫当

量/克蛋白），此处取加权平均值 8.04。 

1.2.8 小肽含量测定 

肽含量参考文献[16]采用邻苯二甲醛（OPA）法测定，并稍作修改。在每个采样间隔，上

清液通过 10 kDa 分子量截留膜过滤。取 50 μL 样品与 200 μL 试剂（50 mL，由 25 mL100 

mmol/L 硼砂、2.5 mL 十二烷基硫酸钠（20% w/w）、40 mg OPA 溶于 1 mL 甲醇以及 100 μL 

β -ME 组成）。在 25 °C 下反应 2 min 后，于 340 nm 处测定吸光度。以亮氨酸作为标准品，

根据标准曲线方程 Y=0.0074x-0.0068（R2=0.9973）计算小肽含量。 

1.2.9 游离氨基酸含量测定 

参照贾向飞等[18]描述的方法进行双蛋白酸奶消化前后的游离氨基酸含量测定。采用全

自动氨基酸分析仪，样品经 0.2 mol/L 柠檬酸钠缓冲液（pH 2.2）和 5%（g/mL）的磺基水

杨酸处理后，4 ℃条件下，6200 r/min 离心 10 min。将上清液经过 0.22 μm 膜过滤后，调整 

pH 值为 1.7~2.2。采用阳离子交换柱分离不同氨基酸组分，采用茚三酮显色法进行定性和

定量分析。 

1.2.10 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 

采用 SDS-PAGE 分析样品在消化前、口腔、胃、肠道不同消化阶段的蛋白质谱[19]。将

蛋白质浓度调整至 1.0 mg/mL，随后取调整后的上清液与上样缓冲液按 4:1 混合均匀，100 ℃

水浴煮沸 5 min，经 8000 r/min 离心 10 min 去除沉淀后，取 10 μL 上样。采用 12%分离胶和

5%浓缩胶进行不连续垂直平板电泳分析。电压调至 80 V 并保持恒压，当样品进入分离胶后

调节电压使电压恒定在 120 V，溴酚蓝移动离底部 0.5 cm 时，停止电泳。凝胶经考马斯亮蓝

R-250 染色后，用甲醇和乙酸进行脱色处理，拍摄凝胶图像获取结果。 

1.2.11 粒径测定 

酸奶样品在各消化阶段（P0、P1、P2-120、P3-4）的粒径分布参考文献[20]采用 Mastersizer 

2000 型粒度分析仪进行，并稍作修改。将样品分散于水中，分散剂折射率为 1.33，混合蛋

白颗粒使用 1.45 的折射率参数，检测的有效遮光度为 10%-20%。超声分散时间设定为 2 min，

循环泵转速设定为 1600 r/min。 

1.3 数据分析 

每个实验均设置三个重复，数据以“平均值±标准差”表示。组间差异比较采用独立样本

t 检验；同一组内消化前与肠消化后比较采用成对样本 t 检验；同一处理组不同消化时间点

间差异采用单因素方差分析（ANOVA）进行数据分析，使用 SPSS 26.0 软件进行 Duncan

检验，以确定处理组均值间的显著性差异（P<0.05）。 

2 结果与讨论 



2.1 活菌数 

酸奶中活性益生菌在人体内的定植含量直接关系到酸奶的益生作用以及对人体肠道健

康的影响，通常在肠道内的定植阈值>6 lg CFU/g 才能发挥益生菌的生理效应[21]，因此评价

酸奶在胃肠道消化过程中的活菌数动态变化，对评估其益生潜力具有重要意义。从图 1 可知，

消化前，SYF 组酸奶活菌数（8.94 lg CFU/g）显著高于 CN 组（5.32 lg CFU/g），源于发酵

过程中融合魏斯氏菌细胞本身产生的胞外多糖和附着荚膜等成分以及细胞内组分能够促进

混合体系中嗜热链球菌的增长[22]；胃消化 120 min 后，两组酸奶的活菌数均大幅减少，这是

由于在胃酸的作用下，乳酸菌的结构完整性被破坏从而使得益生菌的存活率降低[23]；在经

过体外模拟胃肠消化 6 h 后，SYF 组酸奶活菌数为 6.93 lg CFU/g，仍高于发挥生理效应的定

植阈值，而 CN 组活菌数降至 2.80 lg CFU/g，已远低于该阈值。为避免初始活菌数差异对存

活率评价造成干扰，重点对比两组酸奶的活菌保留率：SYF 组的活菌保留率为 77.5%，CN 

组为 52.6%，SYF 组的活菌保留率约为 CN 组的 1.47 倍，显著高于商业发酵剂组，说明

其在胃肠消化胁迫下的活菌保护效果更优。整体而言，SYF 组在整个消化过程中的活菌数

要显著高于 CN 组，这种优势不仅源于初始发酵阶段的菌数差异，更得益于多重保护机制：

一方面，多糖-蛋白质组成的致密凝胶网络结构所提供的物理保护作用，隔绝了益生菌与消

化酶、胆盐及酸性环境直接的接触；另一方面，多糖固有的缓冲能力中和了胃酸，降低了细

胞失活的速度[21]；此外，融合魏斯氏菌本身对低 pH 环境具有良好耐受性[6]，其产生的胞外

多糖在消化过程中逐渐降解，可为益生菌提供营养物质并调节代谢活动，进一步促进体系中

嗜热链球菌的存活[22]。因而SYF 组酸奶中益生菌在胃肠消化过程中的活菌保留率显著提升，

更易在肠道中达到发挥生理效应的定植水平。 
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写字母表示组间差异（P<0.05）。 

图 1 两组双蛋白酸奶活菌数 



Figure 1. Viable counts of two dual-protein yogurt groups  

2.2 可溶性蛋白含量 

可溶性蛋白的含量通常作为酶解后的蛋白指标。不同消化阶段，两组双蛋白酸奶中的可

溶性蛋白含量变化如图 2 所示。消化前（P0），两组样品的可溶性蛋白含量都较低，表明

大部分蛋白质都被截留在凝胶基质中。在口腔消化阶段（P1），可溶性蛋白含量没有明显

变化，说明唾液淀粉酶对蛋白质几乎没有水解作用。在胃消化阶段（P2），由于持续的机

械振荡、胃蛋白酶的水解作用以及酸性 pH 环境下，大量蛋白质从基质释放到溶液中[24]，两

组样品的可溶性蛋白浓度随着胃消化时间的延长呈现出先上升再下降的趋势。SYF-P2 消化

物在 60 min 时显示出最高的可溶性蛋白含量（5.26±0.17 mg/mL），显著（P<0.05）高于 CN

组消化物同阶段的值（4.30±0.05 mg/mL）。在肠消化阶段（P3），两组酸奶的可溶性蛋白

含量均呈现下降趋势，且低于胃消化阶段，原因是蛋白质被进一步分解为小分子多肽和氨基

酸，该发现与 Mei Yang 等人[16]报道的类似现象一致。 整个消化过程中，SYF 组的可溶性

蛋白含量均显著高于 CN 组，这一差异可归因于多重机制的协同作用：一方面，发酵阶段菌

株分泌的胞外蛋白酶对双蛋白体系进行了预水解，使部分蛋白质提前转化为可溶性肽段，为

消化阶段的蛋白释放提供了初始基础[6]；另一方面，融合魏斯氏菌胞外多糖具有良好的 pH 

缓冲能力，可中和部分胃酸，避免蛋白质因强酸快速变性凝固，维持胃消化过程中蛋白质的

持续溶出；同时在肠消化阶段，多糖与小分子肽的弱相互作用可减缓胰蛋白酶对肽段的过度

降解，使体系在肠消化后期仍能维持较高的可溶性蛋白水平[9,25]。 
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写字母表示组间差异（P<0.05）。 

图 2 两组双蛋白酸奶可溶性蛋白含量 

Figure 2. Soluble protein content of two dual-protein yogurt groups 

2.3 蛋白质体外消化率及水解度分析 



蛋白质的消化率是反映膳食蛋白质在消化道内分解与吸收情况的关键指标[26]。测定两

组酸奶肠消化 4 小时后的蛋白质体外消化率，结果显示，融合魏斯氏菌混菌发酵制备的 SYF

组酸奶体外蛋白质消化率 72.56%±0.97%，显著（P<0.05）低于仅商业菌发酵制备的 CN 组

酸奶体外蛋白质消化率 81.73%±0.38%，这说明了 CN 组酸奶因疏松开放多孔的凝胶结构使

其更容易被消化酶水解。微观结构的不同源于胞外多糖与蛋白组分形成的网络交联程度的高

低，有研究表明，经多糖处理的鱼糜与未添加多糖组相比，蛋白质消化率显著减低，这是由

于多糖通过形成稳定的交联网络，阻碍蛋白酶接触其底物，从而对蛋白质水解过程产生抑制

作用[27]。另一方面，乳制品加工过程中不同的工艺条件也会改变蛋白质内部微观结构，如

适当的加热会使乳清蛋白变性，与酪蛋白通过二硫键形成紧密的胶束结构，但过度加热会使

两者形成分散的聚集体，降低对蛋白酶的可及性或抑制特定肽键的接触，这会直接影响乳制

品基质中蛋白质的消化率[28]。王佳喻等研究了高温喷雾干燥和低温真空处理对骆驼乳体外

消化特性的影响，明确表示低温干燥对蛋白质结构的破坏性较小，一定程度上会延长消化酶

的作用时间，影响营养素的释放[29]。 

蛋白质水解度用于评估消化过程中蛋白质肽键的水解程度。高蛋白质水解度意味着消化

酶将蛋白质广泛分解为较小的肽段和游离氨基酸，这一过程有助于氨基酸在小肠中的吸收并

提高营养利用率[30]。胃肠道消化各阶段的蛋白质水解度如图 3 所示。在胃消化初始阶段，

大豆蛋白和牛奶蛋白在胃蛋白酶的作用下被水解成多肽，此时二者的水解度分别为 4.81%

（SYF 组）和 8.68%（CN 组），在胃消化 120 min 后，两组酸奶的水解度有一定增加，但

共发酵组水解度依旧更低。随着肠消化时间的延长，水解度亦持续上升，肠消化至 4 h 后的

水解度分别为 18.66%（SYF 组）和 26.18%（CN 组），蛋白质的快速水解和低分子量多肽

的增加是水解度不断上升的原因。研究表明 EPS 在胃肠道内对酶具有较强的抗降解能力，

仅有少部分会被降解，绝大多数会保留至大肠被肠道微生物利用[31]，抗降解能力的高低取

决于 EPS 组分在糖苷键类型、分子构象及单糖组成方面的差异[32]。然而融合魏斯氏菌共发

酵制备的酸奶产生了更多的在胃肠道消化条件中不易被降解的胞外多糖，EPS 穿插在蛋白质

中并与蛋白质组分形成了高度交联且难以解离的网络结构，在凝胶网络中产生空间位阻效应

来限制酶的扩散并抑制底物与消化酶的相互作用，从而导致蛋白质消化率下降[33]。值得注

意的是，在刘雨欣等[34]的研究中发现，通过对比四种不同来源的蛋白质在体外消化过程中

的水解度，发现微藻蛋白的水解度最低，可能跟它蛋白质结构更紧密，酶可及性降低相关。 
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图 3 两组双蛋白酸奶蛋白质水解度 

Figure 3.Degree of protein hydrolysis of two dual-protein yogurt groups. 

2.4 小肽含量 

图 4 显示了胃肠消化期间的小肽含量变化。消化前，SYF 组小肽含量高于 CN 组，这可

能源于融合魏斯氏菌在发酵阶段具有较强的蛋白水解能力。随后在胃消化阶段，两组双蛋白

酸奶的小肽含量略有增加，SYF 组酸奶的小肽含量由初始的 1.16±0.06 mg/ml 增加至

1.72±0.02 mg/ml，CN 组酸奶由 0.81±0.01 mg/ml 增加至 2.04±0.04 mg/ml。由于低酸性环境

和胃蛋白酶的作用，高分子量的蛋白质被水解为多肽和部分氨基酸，随着肠消化时间的延长，

在胰蛋白酶和其他酶的作用下，进一步分解为更小的肽和氨基酸，因而小肽含量继续显著增

加[8]。肠消化 4h 后，SYF 组酸奶小肽含量（2.41±0.09 mg/ml）始终低于 CN 组酸奶小肽含

量（2.85±0.07 mg/ml）。研究表明，当蛋白质与多糖高度结合时所形成的微观结构更加致密，

结构凝聚力增强，这些结构阻碍了酶对蛋白质内部的接触，使得消化酶可作用位点减少，阻

碍了酶与底物的切割，导致蛋白质水解度降低，从而产生的小肽含量低[35]。 
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P0:消化前；P1:经口腔消化后；P2-5、P2-30、P2-60、P2-120:分别于胃消化 5 分钟、30 分钟、60 分钟和 120 分钟取样；P3-1、

P3-2、P3-3、P3-4:分别于肠消化 1 小时、2 小时、3 小时和 4 小时取样。同一消化阶段中，不同小写字母表示显著差异，不同大

写字母表示组间差距显著（P<0.05）。 

图 4 两组双蛋白酸奶小肽含量 

Figure 4. Small peptide content of two dual-protein yogurt groups. 

2.5 游离氨基酸含量分析 

在人体胃肠道中，蛋白质只有被分解为短肽或氨基酸后才能被吸收利用发挥生理功能，

因此分析消化前后氨基酸的含量十分重要。体外消化前和肠消化 4h 后，双蛋白酸奶中氨基

酸组成情况如表 1 所示。经肠消化 4 h 后，两组酸奶的总游离氨基酸含量均较消化前显著提

升，分别从 63.39 μg/g 和 61.29 μg/g 增至 265.88 μg/g 和 293.84 μg/g，增幅分别达到 3.20 倍

和 3.80 倍。这一结果表明，胃肠消化过程能有效促进酸奶中蛋白质的水解，显著提高其游

离氨基酸的释放量，从而提升蛋白质的消化吸收效率。从必需氨基酸（EAA）的释放来看，

两组酸奶的增幅更为突出。SYF 组的必需氨基酸含量从 16.35 μg/g 增至 102.23 μg/g，增幅约

5.25 倍；而 CN 组则从 11.03 μg/g 增至 109.44 μg/g，增幅高达 8.93 倍。必需氨基酸是人体无

法自身合成、必须从食物中获取的关键营养物质，其在消化后含量的大幅提升，尤其是 CN

组更为显著的增幅，说明该组酸奶在消化后能提供更丰富的必需氨基酸，具有更高的营养可

利用性。消化前后两组酸奶中苦味氨基酸占比均较高，说明菌株可能在发酵过程中释放了更

多与苦味相关的氨基酸。消化前，SYF 组总氨基酸含量高于 CN 组，经过肠消化 4h 后，酪

氨酸的释放率最高，其次是苯丙氨酸，再次是亮氨酸和赖氨酸（图 5），SYF 组的总必需氨

基酸含量和总氨基酸含量均低于 CN 组，此结果与蛋白质水解度和小肽含量结果相呼应。研

究显示，不同的基质结构会影响酶与蛋白质相互作用的程度，GDL 豆腐较薄的质地、疏松

的凝胶网络促进了消化酶向食物基质中的扩散，增强了酶与蛋白组分之间的相互作用，最终

提高了蛋白质的水解程度和游离氨基酸的含量[36]。SYF 组酸奶因被多糖填充而结构致密，



从而降低了蛋白质-酶的结合效率，使得大豆蛋白和牛奶蛋白的水解度降低，氨基酸含量随

之降低。张晓轩等[37]在研究青稞 β-葡聚糖/玉米醇溶蛋白植物基奶酪的消化特性时，报告了

完全一致的现象：随着 β-葡聚糖添加量的增加，游离氨基酸的释放率逐渐降低，作者将这

一现象归因于“多糖通过降低蛋白酶的可及性，抑制了蛋白质的消化”。 

表 1 两组双蛋白酸奶消化前后的氨基酸组成 

Table 1 Amino acid composition of two dual-protein yogurt groups before and after digestion 

氨基酸 
SYF 组 CN 组 

消化前 肠消化 4h 后 消化前 肠消化 4h 后 

总氨基酸含量(μg/g) 63.39±0.24B 265.88±0.26A 61.29±0.05B 293.84±0.11A 

鲜味氨基酸占比（%） 3.96±0.06A 2.55±0.03B 5.65±0.04A 2.43±0.01B 

甜味氨基酸占比（%） 17.38±0.03A 11.21±0.01B 16.04±0.13A 14.49±0.02B 

苦味氨基酸占比（%） 20.76±0.02B 55.35±0.01A 19.61±0.02B 53.67±0.02A 

总必需氨基酸含量（μg/g） 16.35±0.09B 102.23±0.09A 11.03±0.08B 109.44±0.09A 

注：同一组内消化前与肠消化后标注不同大写字母表示差异显著（P<0.05，成对 t 检验） 
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图 5 两组双蛋白酸奶消化前后游离氨基酸种类对比 

Figure 5 Comparison of free amino acid profiles of two dual-protein yogurt groups before and after digestion 

2.6 SDS-PAGE 分析 

SDS-PAGE 是一种用于分离蛋白质并评估其消化率的有效技术。图 6 展示了两种双蛋白

酸奶在体外消化过程中的蛋白质谱。大豆蛋白主要含有 β-甘氨酸蛋白（7S 球蛋白）和甘氨

酸蛋白（11S 球蛋白），其中 β-甘氨酸蛋白由α′（72 kDa）、α（68 kDa）和 β（52 kDa）

亚基组成，而甘氨酸蛋白由酸性亚基 A（35-42 kDa）和碱性亚基 B（约 20 kDa）组成[38]。

牛奶蛋白主要含有酪蛋白和乳清蛋白，酪蛋白由四种不同（(αs1-CN、αs2-CN、β-CN、κ-CN)）

的亚基组成（19-25 kDa），而乳清蛋白主要包括 β-乳球蛋白（约 17 kDa），α-乳白蛋白（约

14 kDa）和牛奶血清蛋白（约 66 kDa）。由图 6a 可知，消化前（泳道 1），两组酸奶的蛋



白质谱均显示存在 20-75 kDa 蛋白质条带，涵盖了大豆蛋白和乳蛋白的主要亚基，且 SYF

组较 CN 组蛋白质条带灰度更深，说明其发酵结束留存的蛋白质含量高，这与先前发现的消

化前的 SYF 组可溶性蛋白含量高的结果相一致。随着胃消化时间的增加（泳道 2-5），>30 kDa

的蛋白质条带消失，与之相对应的是新增了低分子量（<30 kDa）以下的条带，即 7S 球蛋白

和11S球蛋白的酸性亚基发生快速降解，而11S球蛋白的碱性亚基虽有部分水解，但仍保留，

说明其对胃消化具有一定抗性[24]。CN 组酸奶蛋白条带强度及新生条带的数量上均高于 SYF

组，表明 CN 组酸奶更容易被蛋白酶水解，而 SYF 组酸奶因结构致密，蛋白酶难与底物相

结合，因而降低了消化速率，这与小肽含量和蛋白质水解度结果相一致。与此同时，两组酸

奶样品中的酪蛋白在胃消化阶段消失了，而β-Lg 一直残留至胃消化结束仍存在，这表明酪

蛋白在胃消化条件下分解更快，这是因为酪蛋白多肽链结构松散，对胃蛋白酶亲和力高，容

易被切割水解[39]。相比之下，乳清蛋白如β-Lg 对胃蛋白酶具有更强的抗性，但会被胰蛋白

酶和胰凝乳蛋白酶等胰腺蛋白酶快速消化[16]，这与后续显示的β-Lg 条带在肠道消化过程中

消失的现象一致。在肠道消化过程中（泳道 6-9），大部分蛋白质完全水解（20-30 kDa），

胰酶会进一步将多肽分解为更小的肽段和氨基酸，这些物质从凝胶中渗出，导致低分子量条

带（<15 kDa）的强度逐渐减弱（图 6b）。然而即使在肠道消化的后期阶段，仍能检测到低

分子量蛋白条带（10-15 kDa），这可能代表了酶解抗性肽段[38]。无论是在胃消化还是肠道

消化阶段，CN 组的蛋白质水解程度最高，因此分解了最多的低分子量肽段。相比之下，产

生胞外多糖的 SYF 组酸奶在体外消化过程中蛋白质水解程度低，导致释放的低分子量肽段

数量少。 

 

M - Marker;泳道 1-未消化;泳道 2 ~ 5 胃消化 5、30、60、120 min 样品;泳道 6~9 肠消化 1、2、3、4h 样品。 

a -消化前及胃消化电泳图谱;b -肠消化电泳图谱 

图 6 消化期间的蛋白电泳图谱 

Figure. 6 Protein electrophoresis spectrum during digestion 

2.7 粒径分析 

粒径分布可反映蛋白质与脂滴的聚集情况，而颗粒大小通过改变消化酶与底物的接触面

积影响消化率[27]。融合魏斯氏菌参与或不参与发酵的双蛋白酸奶的体外消化前后的粒径分

析如图 7 所示。消化前，两组酸奶样品均以单峰形式出现，其中 SYF 组酸奶的粒径范围为

1.82-38.93 μm，CN 组酸奶的粒径范围为 1.52-24.8 μm。经过口腔消化后，两组双蛋白的粒

径相比较消化前都显著增加，可能是由于在进行唾液淀粉酶灭活加热处理的过程中，大豆蛋

白和乳蛋白变性发生了蛋白质聚集现象，使得粒径增大[20]。在胃蛋白酶的水解作用下，大

分子蛋白逐渐降解为小分子颗粒，因而在胃消化末期可观察到粒径明显减小，SYF 组酸奶

从口腔阶段的 2.85-114.86 μm 降解至 0.56-8.41μm，CN 组酸奶由 1.82-55.84 μm 降解至

0.47-17.29 μm，SYF 组粒径高于 CN 组，这一现象与 SDS-PAGE 结果高度吻合：SYF 组因 

EPS 的存在，凝胶网络更稳定，减少了酶与底物可及性，蛋白水解速率更慢，蛋白条带消

失速度更缓、低分子量条带生成更少，对应粒径上表现为更大的颗粒尺寸。和胃消化阶段相



比，肠消化 4 h 后，两组双蛋白酸奶的粒径降低率减慢，但全部降至 10 μm 以下。在整个消

化过程中，融合魏斯氏菌参与发酵制备的 SYF 组酸奶粒径始终大于仅商业发酵剂发酵的 CN

组，表明胞外多糖与蛋白质之间交联程度的高低能够影响酸奶被不同消化酶水解的作用大小，

而小颗粒能最大化蛋白质表面与亲水区的接触面积，从而促进酶对切割位点的可及性 [40]。

值得注意的是，在胃肠消化阶段，SYF 组粒径大小与可溶性蛋白含量并没有呈现负相关关

系。Qu 等人[41]对燕麦β-葡聚糖凝固型酸奶体外消化的研究结果显示，肠消化阶段，β-葡聚

糖-蛋白复合物抵抗胰酶水解，使粒径更大、可溶性蛋白含量更高，与本实验结果一致；但

胃消化阶段其样品因形成“微反应器”，呈现粒径更小、可溶性蛋白更高的促进型模式，与本

研究 SYF 组粒径增大、可溶性蛋白同步升高的抵抗型模式差异显著。该差异可能源于多糖

存在形式：外源多糖易与蛋白相分离促水解，乳酸菌内源 EPS 与蛋白紧密结合形成屏障抗

酶解。可见可溶性蛋白与粒径并非简单负相关，而是由消化阶段、多糖存在与分布形式及蛋

白基质相互作用方式共同决定。粒径分析与 SDS-PAGE 结果相互印证，共同表明 SYF 组

的 EPS - 蛋白复合结构可通过调控颗粒尺寸，改变酶的可及性，实现对蛋白水解过程的动

态调控，最终维持更高的可溶性蛋白水平。 
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图 7 两组双蛋白酸奶中体外消化不同阶段的粒径变化 

Figure 7. Changes in particle size of two dual-protein yogurt groups during in vitro digestion. 

 

3 结论 



本研究通过体外模拟消化试验，系统探究了融合魏斯氏菌 SY628 与商业发酵剂共发酵

对双蛋白酸奶消化特性的影响。试验结果表明，融合魏斯氏菌的引入显著提升了双蛋白酸奶

中益生菌的胃肠消化耐受性与存活稳定性，SYF 组活菌保留率约为 CN 组 1.47 倍，证实了

该菌株在功能性发酵食品开发中的应用价值。然而，消化特性分析显示，SYF 组的蛋白质

体外消化率（72.56%±0.97%）显著（P<0.05）低于 CN 组（81.73%±0.38%），其水解后释

放的小肽及氨基酸含量亦相应较低。结合 SDS-PAGE 图谱分析，推测这一现象主要归因于

融合魏斯氏菌高产的葡聚糖与蛋白质基质发生交互作用，形成了更为致密紧凑的凝胶网络结

构，该结构在胃肠道环境中对消化酶产生了空间位阻或结合位点遮蔽效应，从而延缓了蛋白

质的酶解进程。尽管相对较低的消化率在传统营养视角下可能被视为不利因素，但在功能性

食品开发中具有特殊意义。一方面，延缓的蛋白质消化有助于延长胃排空时间，增强饱腹感，

对于能量摄入控制和体重管理具有积极作用；另一方面，致密的凝胶结构在消化过程中为活

菌提供了物理性保护，最大程度发挥益生菌生理效应。综上，融合魏斯氏菌共发酵技术为开

发高活菌载量、兼具饱腹调节功能的新型双蛋白产品提供了可行策略，其胞外多糖与蛋白质

的互作机制及其在体内的生理效应值得进一步深入研究。 
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