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不同构型低聚半乳糖研究进展 
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摘  要: 低聚半乳糖(galacto-oligosaccharides, GOS)是一种公认的益生元, 广泛存在于哺乳动物的乳汁中。

GOS 是由 1~n 个半乳糖基和一个终端半乳糖基或葡萄糖基构成的糖。工业上普遍使用的酶法生产出的 GOS

是由一系列的单糖、反应剩余底物和不同结构的低聚半乳糖共同组成的混合物。由于聚合度和糖苷键连接位

点差异, 目前确证的 GOS 结构有几十种。不同结构的 GOS 具有不同的化学性质、生物活性、加工稳定性和

促使益生菌增长的能力。本文主要综述了在生产过程中影响 GOS 结构的因素, 不同构型的 GOS 的生物活性

以及 GOS 混合物的分离和鉴定方法。GOS 的构型研究可以帮助特定构型 GOS 标准品的开发; 优化市售 GOS

产品的构型组成, 提升其益生价值; 还可以为未来医学药用研究提供依据。 
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Research progress of different structural galacto-oligosaccharides 
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ABSTRACT: Galacto-oligosaccharide (GOS) is recognized as a prebiotic, which widely exists in mammalian milk. 

GOS is composed of a chain of 1~n galactose units with a terminal glucose or galactose unit. GOS produced by 

enzymatic method is a mixture of different monosaccharaides, reaction residues and oligosaccharides with different 

structures. Due to the differences in polymerization degree and position of glycosidic bonds, dozens of GOS have 

been confirmed. GOS with different structures have different chemical properties, bioactivity, processing stability and 

the ability to promote the growth of probiotics. This paper reviewed the factors affecting GOS structure, biological 

activity of GOS with different configurations and the separation method of GOS mixture and their structure 

characterization. GOS configuration research can help the development of GOS standards, optimize the configuration 

and composition of GOS products to improve their probiotic value. It can also provide a basis for future medical and 

medicinal research. 
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1  引  言 

根据 2016 年 12 月国际益生菌与益生元科学协会发布

的共识申明, 益生元被定义为一种能被为宿主带来健康的

微生物选择性利用的底物[1]。根据这一定义, 低聚半乳糖

(galacto-oligosaccharides, GOS)也是一种极具价值的益生

元。GOS 能选择性的促进肠道益生菌的增长[2], 尤其是乳

酸菌和双歧杆菌属[3], 并抑制病原体对肠上皮细胞的粘附, 

从而增强人体免疫能力。GOS 被肠道菌群利用后的发酵产

物主要为短链脂肪酸。这些代谢产物可改善肠道上皮功能, 
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降低肠道 pH, 促进钙镁吸收并减少炎症发生。GOS 可以诱

导癌细胞凋亡, 相关体内体外试验均显示其在一定程度上

有抑癌作用[4]。在自然界中, 动物的乳汁存在一定量的GOS, 

这帮助母乳喂养的婴儿体内的双歧杆菌在肠道菌群中占主

导地位, 因此 GOS 被广泛应用在婴儿配方食品中[5]。 

GOS是一种功能性低聚糖, 是指在 1~n个分子的半乳

糖末端再结合一个半乳糖或葡萄糖分子的化合物, 分子式

可表示为(Gal)n-Glc/-Gal[6]。GOS 在自然界中含量低, 难以

提取, 化学合成步骤复杂且得率偏低, 难以应用于大规模

的商业化生产。因此工业上普遍使用酶法合成, 即通过 β-

半乳糖苷酶催化乳糖转化为 GOS。由于聚合度的不同和糖

苷键连接位点的差异, 目前被确证、分离的 GOS 已有几十

种。结构不同的 GOS 往往具有不同的化学特性、生物活性, 

影响促进益生菌增长的能力和食品工业应用的稳定性[79]。

因此深入研究 GOS 的结构差异, 能够帮助优化 GOS 的生

产工艺, 为未来开发高附加值的 GOS 产品和营养学研究

奠定基础, 部分已发现 GOS 的结构见表 1[1012]。 

2  影响 GOS 结构的生产因素 

2.1  酶的影响 

在酶法生产 GOS 的工艺中, 使用微生物中提取的半

乳糖苷酶或直接使用含转化酶作用的细胞作为催化物质, 

以乳糖为底物, 生产出的 GOS 混合物既包含不同聚合度

的 GOS 产物, 也包含同种聚合度下的 GOS 同分异构体。

这是因为酶的结构特性和催化机制影响 GOS 结构中糖苷

键的位置。当半乳糖基和 β-半乳糖苷酶形成复合物时, 酶

空间结构和催化机制不同, 半乳糖基进入酶活性位置的深

度产生差异, 从而影响该半乳糖基接近亲核受体。如果其与

空间结构开阔的受体结合, 则容易形成 β-(1→6)糖苷键[13,14], 

反之则更易生成 β-(1→3)、β-(1→4)的糖苷键形式。多项研

究结果比对也进一步佐证了不同酶催化物质带来的产物结

构差异: 使用 Lactobacillus acidophilus、Lactobacillus casei

或 Lactobacillus plantarum 细胞作为催化物主要合成出糖

苷键为 β-(1→6)的二糖 GOS, 使用 Lactobacillus bulgaricus

或 Streptococcus thermophilis 细胞作催化物则会合成包括

β-(1→6)、β-(1→2)、β-(1→3)多种结构的二糖 GOS。而当

Bifidobacterium bifidum 细胞作为催化物时, GOS 混合产物

中会出现六糖和七糖, 而大部分的 β-半乳糖苷酶催化 GOS

产物聚合度往往在 5 以下[10]。 

2.2  反应条件 

随反应时间和温度的不同, GOS 各结构组分也存在差

异。这是因为转半乳糖苷化反应是一个复杂的过程, 在生成

糖苷键的同时, 也会发生水解反应。这里的水解反应是转糖

苷化的逆反应。例如, 乳糖在 Bacillus circulans 作用下, 

Gal-β-(1→4)-Gal-β-(1→4)-Glc 在 1 h 和 24 h 分别占总三糖的

95%和 35%; Gal-β-(1→4)-Gal-β-(1→3)-Glc 在相同的时间点

分别占总三糖的 4%和 18%[15]。在不同反应温度下来源于

B. circulans 中的 β-半乳糖苷酶会产生不同比例的 β-(1→4)、

β-(1→6)糖苷键和不同聚合度的多糖[16]。在另一个商业化的

制备中, 使用Aspergillus aculeatus β-半乳糖苷酶在更高的温

度下能够制备更高浓度、高聚合度的 GOS 三糖; 且这种酶在

pH 6.5 时, 比 pH 4.5, 5.5, 7.5 制备出更高浓度 GOS 三糖[17]。

因此, 涉及时间、温度和 pH 等方面的反应条件变化带来的

影响为生产特定构型的 GOS 提供了参考。 

 

 
表 1  部分已发现 GOS 的结构 

Table 1  Some structures of galacto-oligosaccharides that have been found 

聚合度 GOS 结构 参考文献 

二糖 

β-D-Gal-(1→6)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→3)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→2)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→6)-D-Gal [10] 

β-D-Gal-(1→3)-D-Gal [10] 

β-D-Gal-(1→4)-D-Gal [11] 

三糖 

β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→6)[β-D-Gal-(1→4)]-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→2)[β-D-Gal-(1→4)]-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→2)[β-D-Gal-(1→6)]-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→3)[β-D-Gal-(1→6)]-D-Glc [10] 
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续表 1 

聚合度 GOS 结构 参考文献 

 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→6)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→6)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→3)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→2)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→6)-D-Gal [10] 

四糖 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→2)-D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→6)-D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→3)-D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→6)-[β-D-Gal-(1→4)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-[β-D-Gal-(1→6)-]D-Glc [11] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→2)-[β-D-Gal-(1→4)-]D-Glc [11] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-[β-D-Gal-(1→2)-]D-Glc [11] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→2)-[β-D-Gal-(1→6)-]D-Glc [11] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→6)-[β-D-Gal-(1→2)-]D-Glc [11] 

五糖 

β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→6)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→6)-[β-D-Gal-(1→4)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-[β-D-Gal-(1→6)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-[β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→6)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-[β-D-Gal-(1→2)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→2)-[β-D-Gal-(1→4)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-[β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→2)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→6)-[β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→2)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→6)-[β-D-Gal-(1→2)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→2)-[β-D-Gal-(1→6)-]D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→2)-D-Glc [12] 

β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→4)-β-D-Gal-(1→3)-D-Glc [12] 

六糖 β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

七糖 β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→3)-β-D-Gal-(1→4)-D-Glc [10] 

注: 表格中“β-D-Gal-(1→n)-”表示 D 型半乳糖基, 其 β 糖苷键连接位点在下一个糖基的 n 点位上; “-D-Gal”表示末端的 D 型半乳糖基; 

“-D-Glc”表示末端的 D 型葡萄糖基。 
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3  不同结构 GOS 的生物活性研究 

GOS 作为功能性益生元在调节肠道菌群、提高免疫

力等方面具有良好的生理功效。因其特殊结构, GOS 水溶

性好, 粘度低, 在酸、热环境都能保持稳定。GOS 不易被

人体口腔唾液和胃液消化, 可直达结肠内, 选择性地被双

歧杆菌和乳酸菌属的益生菌吸收利用[18], 在促进矿物质吸

收或提高免疫力等方面也有显著功效[19]。研究表明, 不同

构型的 GOS 的益生功能也存在差异。有体外实验证明, 一

些双歧杆菌倾向于优先分解聚合度为 3~4 的 GOS, 之后再

分解 GOS二糖[20]; 也有实验表明, 婴儿肠道菌群体外分离

株会优先利用聚合度 38 的 GOS[21]。这说明在一定聚合度

范围内(2~8), 更高聚合度的 GOS 可能对肠道发酵更有耐

受力, 从而能在更远的肠道位点发挥益生元作用。控制

GOS 的聚合度, 能够有效地减少由于 GOS 消耗导致的副

作用, 例如胀气或肠腔渗透压引起的通便作用[22]。一例体

外厌氧粪样混合培养的研究发现, 高聚合度的 GOS 益生

功能更加持久, 且糖苷键为 β-(1→6)的 GOS 三糖比糖苷键

为 β-(1→4)的 GOS 三糖拥有更强的益生作用。推测为不同

的糖苷键对于不同的益生菌种因为空间结构适应性结合难

度各不相同, 从而有不同的生物利用活性, 证明了糖苷键

的不同也对益生作用产生影响[23]。 

4  不同结构 GOS 的分离测定 

4.1  液相色谱分离测定 

反向液相色谱是当今最主要的分离模式。它的重现性

强、固定相和检测器的选择多样、可后端收集, 几乎可用

于所有具备溶解性的有机物的分离, 因此常被运用于分析

糖类物质[24,25]。通常, 寡糖分析采用氨基柱或离子交换色

谱柱进行分离 , 以示差检测器 (refractive index detector, 

RID)进行检测。而在一项实验中, 作者采用多种极性的亲

水 保 留 色 谱 柱 (hydrophilic interaction chromatography, 

HILIC)对 GOS 进行分离 , 并使用蒸发光散射检测器

(evaporative light-scattering detector, ELSD)完成检测[26]。

HILIC 相对于氨基柱检测时间短, 且比离子交换柱在高聚

合度的 GOS 上有更好的分离度; ELSD 检出限也比 RID 高

1~2 个数量级[27]。有时, 一些试验也会通过衍生化处理给

低聚糖添加一个疏水的发色或荧光基团, 以确保分离效果

和检测灵敏度[28,29]。 

高效阴离子交换色谱和脉冲安培检测器串联 (high 

performance anion exchange chromatography-pulsed 
amperometric detector, HPAEC-PAD)也被应用于 GOS 产物

的分离测定[30,31]。这一方法利用糖类的弱酸性和结构差异, 

提供了高效的分离。低聚糖组分的结构越大, 就会带更多

负电荷, 相应洗脱时间就越长[32]。除了分子大小和电荷差

异, GOS 的糖苷键位差异带来的空间结构变化也会带来保留

时间的差异, 因此可对 GOS 中的同分异构体进行分离[33]。在

国内一项实验中, 作者采用 HPAEC-PAD 对一份商业化

GOS 样品进行分离检测, 收集保留时间在 7.5~35 min 内的

组分, 经过酶解验证其中有 15 种 GOS 组分[34]。 

4.2  气相色谱分离测定 

气相色谱因其分辨力高和价格低的优点, 也开始被

应用于糖类的测定。糖的沸点很高, 在分析前需进行衍生

化处理生成更容易气化的物质。目前国内测定 GOS 的方法

是将其酶解或水解处理后再衍生化进样, 根据酶解前后的

单糖和半乳糖含量变化推算GOS含量[25,35], 过程处理和计

算非常复杂, 较少出现用气相色谱法检测 GOS 的报道。国

外的一些实验表明, 对 GOS 进行三甲基硅烷衍生化处理

后 , 通过气相色谱串联火焰离子化检测器可高效测定出

GOS 原料及部分婴配食品中的 GOS 含量。通过定位出峰

顺序, 也可清晰的分辨出 GOS 二糖、三糖不同构型的响应

峰[36,37]。文献认为 GC 可以分离测定聚合度高达 11 的糖类

物质, 再配合串联 MS 等使用方式, 在 GOS 分离测定上很

有潜力。 

5   GOS 的结构鉴定 

当前有不少较为小众的分析方法被运用于糖类的结

构辅助分析, 如 X 射线结晶法、红外光谱法、拉曼光谱法、

电镜等。这其中尤以红外光谱使用较为常见。红外光谱主

要通过收集糖类物质中各官能团对红外光产生的特定吸收

峰, 根据吸收峰的波段来推测该糖类物质的官能团和糖环

结构 [38,39]。质谱法 (mass spectrometry, MS)和核磁共振

(nuclear magnetic resonance, NMR)是 2 个主流的鉴定低聚

糖结构的方法。MS 比 NMR 有更高的灵敏度, 并且在测定

有限数量、低聚合度的组分时更加简便。而 NMR 更适合

测定未知物的结构, 并研究其动力学过程, 这源于 NMR

解释原子级别的结构的能力[38,4042]。 

5.1  MS 鉴定 

多项试验中, 实验者仅仅将 MS 和气相色谱、液相色谱

等分离技术串联起来, 利用前端分离能力将不同聚合度和

空间结构的糖类分开, 再通过不同构型糖的标准物质出峰

比对进行结构判定[43]。这类方法在鉴定二糖时较为有效, 但

对于三糖以上的 GOS 难以发挥作用, 因为存在标准品价格

昂贵、购买难度高等问题。鉴于此, 部分实验者采用气相色

谱串联 MS 尝试直接对混合物中的糖的各组分结构进行鉴

定[44,45]。先用三甲基硅氧烷衍生混合糖, 此时非还原糖只产

生单一衍生物, 而还原糖则会分离为一对易于分离的同分

异构体从而在气相谱图上出现 2 个峰。研究人员使用电子轰

击质谱, 建立多元统计分析手段, 把不同标准品二糖、三糖

的三甲基硅氧烷衍生物的质谱数据和其结构建立联系, 发
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现拥有不同类型的糖苷键的同分异构糖在碎裂时会产生有

一定相对强度的特征碎裂离子, 通过构筑其特征碎裂离子

的统计模型即可鉴定不同构型的二糖和三糖, 因而不需要

每次都用标准品标定。此外, 一些研究还使用基质辅助激光

解吸(matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI)相关

的质谱手段来分析低聚糖的聚合度, 如采用 MALDI 串联傅

里叶变换离子回旋共振质谱技术 (Fourier transform ion 

cyclotron resonance mass spectrometry, FT-ICR-MS)。相较于

HPAEC-PAD, MALDI-FT-ICR-MS 节约时间, 有更大的吞吐

量, 且能通过调整离子导板电压在高聚合度低聚糖上得到

足够的响应强度, 在探索发酵培养基上的益生菌对不同聚

合度 GOS 的选择性利用上有很大帮助[46]。还有少数学者采

用飞行时间(time of flight, TOF)质谱(TOF-MS)和 MALDI 串

联 , 利用其精确地碎片分子量测定和高分辨的特点鉴定

GOS 的聚合度[47]。不过总的来说, MS 无法解析糖的键合方

式, 对糖的空间结构的鉴定上作用很小。 

5.2  NMR 鉴定 

在低聚糖的结构分析上, NMR 是阐述未知化合物构

型最为有效的方法[48]。NMR 是基于原子核磁性的一种波

谱技术, 其工作原理是原子核在磁场中受磁化作用, 产生

自旋角动量, 当射频场和原子核震动频率一致时, 就会促

使原子核吸收能量能级跃迁, 从而产生共振吸收信号[49]。

多项实验根据 1D 核磁共振(1H-氢谱和 13C-碳谱)、2D 核磁

共振(HSQC-异核单量子相关谱, COSY-同核化学位移相关

谱, TOCSY-化学位移总相关谱, HMBC-异核多键相关谱等

多种方式)分析, 收集分子模型和分子动力学的模拟结果, 

能正确推断糖苷键的连接方式, 鉴定出特定构型 GOS 的

整体空间结构[12,50]。鉴于核磁共振的信号非常丰富且灵敏

度相对较低, 所分析的 GOS 应具有一定数量和较高的纯

度。这就为 GOS 结构分析带来困难, 因为酶解生产出来的

GOS 是由一系列复杂且结构相似的低聚糖组成的混合体。

因此, NMR 需要和高分离能力的前端技术配合使用[12]。在

一个对市售 6 种 GOS 产品对比 Vivinal GOS 产品的结构鉴

定实验中, 实验者先使用液相色谱串联体积排除色谱分离

各聚合度的 GOS 组分, 接着进行聚合度比例分析, 随后用

HPAEC-PAD 图谱和 1D 1H /13C NMR 光谱进行对应分析, 

最终将市售的 6 款和 Vivinal GOS 比对的 GOS 产品中所含

聚合度 5 以内 GOS 的空间结构全部鉴定出来[11]。 

6  GOS 构型研究的应用前景 

针对 GOS 的各项研究展开已有数十年, 但市面上特

定构型的标准品种类极少, 一般仅涉及低聚半乳二糖和极

少数三糖, 这为各项研究带来障碍。GOS 构型的研究可以

应用于从 GOS 混合物中鉴定及分离纯化特定构型的纯品, 

对于 GOS 标准品的开发和指纹图谱定位有很大帮助。商业

生产的 GOS 大多被应用在婴配奶粉中 , 模拟人乳中的

GOS。但通过和母乳 GOS 的对比发现, 当前市售 GOS 的

构型种类缺乏多样性且复杂性偏低[51], 其益生价值相对于

母乳是否存在不足值得人们的关注。在一组 GOS 生产工艺

探索试验中, 部分半乳糖苷酶主要催化生产出高比例的低

聚半乳二糖[52,53]。这部分 GOS二糖会被小肠部分消化吸收, 

削弱益生作用, 进而降低工业 GOS 产品的整体益生价值。

开发 GOS 的构型相关的分离、鉴定技术, 可以帮助工业

GOS 产品丰富各构型组分的多样性和复杂性, 尽可能使市

售 GOS 产品表现出和母乳 GOS 同等的益生功能。未来的

深入研究甚至可以根据临床病理需要将特定构型的 GOS

按比例复配, 针对特定肠道益生菌功能缺失开发医学药用

价值。 

7  总  结 

GOS 作为一类极具功能性的低聚糖, 其益生元价值

已得到广泛的认可。除了婴配食品, 包括高端乳制品、保

健品及健康无糖食品都已展开对 GOS 的应用研究。但基于

商业酶法生产的 GOS 是含有葡萄糖、半乳糖、乳糖和许多

种不同结构 GOS 的混合物, 目前对市售各类产品的生物

活性优劣的评判方式还存在缺失。各类分离、鉴定方法在

经济性、操作性和适用性上都存在各自的缺陷。未来需要

通过优化结合多种分析技术探索 GOS 的分离和鉴定方式, 

从构型的角度探索其对物化特性、生物活性的影响, 这样

才能建立完整的 GOS 营养价值判定体系, 引导工业生产

出高经济价值、高活性、高稳定性的 GOS 产品。 
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