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0 引 言

乳酸菌（Lactic Acid Bacteria，LAB）在自然界中广泛
存在，人们常依据其产酸特性加工及储藏食品，以及
益生作用生产各种微生态制剂 [1]。乳酸菌功能的实
现，需要活菌数达到一定的数量[2, 3]。研究显示，人体
每日摄入 108～109个益生菌才可发挥其益生作用 [4]。
因此，足够的活菌数是乳酸菌在各方面应用的基
础 [1]。有研究表明，鼠李糖乳杆菌的存在，可使肠道内
双歧杆菌和乳酸杆菌的数量增加[6]。作为食品工业常
用的乳杆菌，瑞士乳杆菌的蛋白代谢能力较强，可依
靠胞外蛋白水解酶水解蛋白形成小分子多肽和氨基
酸[5，7]。鼠李糖乳杆菌，不可利用乳糖，可代谢单糖及
小分子肽，耐酸性良好，肠道定殖能力强[6，8]。故这两

种菌混合培养时，可最大程度地利用营养成分，增大
活菌数。

本研究以发酵24 h后的活菌数量为标准，研究混
合发酵的最佳工艺条件，为乳酸菌高活菌数发酵提供
借鉴。

1 实 验

1.1 菌种

瑞士乳杆菌、鼠李糖乳杆菌均由中国科学院烟台
海岸带研究所分离筛选，保藏于中国典型培养物保藏
中心（CCTCC），保藏号分别为 QC-1 CCTCC M
2015539，QC-2 CCTCC M 2015540。
1.2 培养基

改良番茄汁肉汤培养基：番茄浸粉 2.5 g/L，牛肉
膏粉 10.0 g/L，醋酸钠 5.0 g/L，葡萄糖 2.0 g/L，磷酸氢
二钾 2.0 g/L，吐温 80 1.0 g/L。（均为质量浓度，下同）
改良番茄汁固体培养基：番茄浸粉 2.5 g/L，牛肉膏粉
10.0 g/L，醋酸钠 5.0 g/L，葡萄糖 2.0 g/L，磷酸氢二钾
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种3 h。最终得到乳酸菌总活菌数为7.2×109 mL-1。与在相同条件下单独发酵的瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌活菌数相比，分别提高了

1∶8倍和10.2倍。为乳酸菌的高活菌数发酵奠定了基础。
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2.0 g/L，吐温80 1.0 g/L，琼脂20 g/L。
1.3 仪器

SW-CJ-2FD洁净工作台，752N紫外可见分光光
度计，BPX-272电热恒温培养箱，梅特勒FE20 pH计，
MLS-3780高压蒸汽灭菌器，eppendorf 5810高速冷冻
离心机
1.4 方法

1.4.1 种子液制备

挑取平板上的单菌落在液体培养基中活化培养
（18h）2次，得种子液。
1.4.2 发酵液吸光度值的测定

将发酵液用无菌水稀释（发酵液∶无菌水=1∶2），
混匀后离心（4 ℃ ,8 000 g，10 min），用无菌生理盐水
洗涤沉淀1～2次，最后将菌体按照1∶1的比例重悬于
生理盐水中。以生理盐水为空白对照，在 540 nm处
测定样品的吸光度值，每个样品做3个平行。
1.4.3 发酵液活菌数的计算

采用稀释涂布法，选取 10-6和 10-7两个梯度的菌
液 0.1 mL进行平板涂布，每个梯度 3个平行，将涂布
后平板放入 37 ℃培养箱中倒置培养，待菌落长出后
计数（活菌数mL-1）。
1.4.4 单菌发酵与混合发酵的对比实验

将瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌单独发酵，以及以
1∶1的接种比例混合发酵。在发酵条件完全相同的条
件下，分别培养 12，18，24，30，36 h，进行活菌计数、吸
光度值和 pH值测定。通过吸光度值和 pH值在不同
时间点的变化，分析两株菌混合发酵与单独发酵的异
同，以及确定两菌株混合发酵最佳时长。
1.4.5 混合发酵的单因素实验

乳酸菌生长动力学研究表明，菌体吸光度值与菌
体数量之间呈相关性关系，因此本实验通过采用测定
OD值的方法来评定发酵液中乳酸菌活菌数[1]。本实
验以两菌株混合发酵24 h后的活菌数为指标，研究两
种乳酸菌混合发酵培养的最适温度、最佳接种量、最
适初始 PH 值、两株菌的最佳接种比例以及接种顺
序。采用测定OD值的方法来评定发酵液中菌体数
量，并同时涂平板进行活菌计数。

（1）温度对混合发酵的影响。在瑞士乳杆菌和鼠
李糖乳杆菌接种体积比 1∶1，接种比 3%，培养基初始
pH值为6.8，发酵温度分别为20，25，30，37，42 ℃的条
件下，研究温度对发酵液活菌数的影响。

（2）接种量对混合发酵的影响。其他发酵条件不
变，培养温度为 1.4.5(1)中确定的最适温度，研究不同
接种量（2%，4%，6%，8%，10%）对发酵液活菌数影响。

（3）初始 pH对混合发酵的影响。其他发酵条件
不变，温度和接种量为以上确定的最佳值，在发酵液
初始pH分别为6.2、6.6、6.8、7.0、7.4时，研究发酵液初
始pH对混合发酵活菌数的影响。

（4）两株菌接种体积比对混合发酵的影响。其他
发酵条件不变，培养温度、接种量、pH为以上确定的
最佳条件，研究瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌接种体积
比（1∶4、1∶2、1∶1、2∶1、3∶1）对发酵液活菌数的影响。

（5）两株菌接种时间差对混合发酵的影响。温

度、pH值、接种量、接种体积比均为以上确定的最佳
条件，在瑞士乳杆菌比鼠李糖乳杆菌早接种0，2，4，6，
8 h时，研究其对发酵液活菌数的影响。
1.4.6 混合发酵的正交实验

根据单因素实验的结果，选择对混合发酵活菌数
影响较大的因素（发酵温度、初始 pH、两种菌的接种
体积比和接种时间差），进行正交实验L9(34)设计。得
到两菌株混合发酵活菌数最多时的发酵条件。正交
实验的因素水平L9(34)如表1所示。

2 结果与分析

2.1 单菌发酵与混合发酵结果

瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌分别单独发酵培养
与 1∶1 混合发酵培养 12，18，24，30，36 h 时，发酵液
OD540值、pH值变化如图1和图2所示。

由图 1可以看出，当瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌
单独发酵培养时，瑞士乳杆菌的吸光度值明显高于鼠
李糖乳杆菌的吸光度值。由活菌计数显示：瑞士乳杆
菌在该培养基中发酵 24 h的活菌数（2.7× 109 mL-1）明
显多于鼠李糖乳杆菌活菌数（6.2× 108 mL-1）。两种菌
按 1∶1 的比例混合发酵时，发酵液中活菌数量（3.6×
109 mL-1）均多于它们单独发酵时活菌数。这与瑞士乳

水平

1
2
3

A（温度）/℃
36
37
38

B（接种体积比）

1∶3
1∶2
1∶1

C（接种时间差）/h
1
2
3

D（pH值）

6.7
6.8
6.9

表1 正交实验因素与水平

因素
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图1 单菌发酵与混合发酵吸光值随发酵时间的变化

图2 单菌发酵与混合发酵pH值随发酵时间的变化
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杆菌较其他乳酸菌相比有较强的蛋白代谢能力有
关。瑞士乳杆菌将培养基中蛋白成分水解成寡肽（二
肽和三肽）和氨基酸，然后这些寡肽再通过转运体系
进入细胞将肽链水解形成氨基酸[7]。对于蛋白代谢能
力弱的鼠李糖乳杆菌，它可直接利用瑞士乳杆菌在胞
外水解成的寡肽，进行自身生长繁殖。故当瑞士乳杆
菌与鼠李糖乳杆菌混合培养时，便可充分利用培养基
中的成分。鼠李糖乳杆菌具有较强的耐酸性，可在酸
性较强的培养基中继续繁殖，使活菌数量增加。由 3
条曲线的变化趋势还可以看出，发酵液中菌体吸光值
在24 h左右达到最大，24 h以后菌体的吸光值基本不
变。因此在以下两种乳酸菌混合发酵的研究中，选择
发酵24小时为菌体的最佳收集时间，进行吸光值及活
菌数的测定。

由图2可以看出，随着培养时间的增加，单菌发酵
和混合发酵的发酵液pH均不同程度地下降。鼠李糖
乳杆菌 pH下降幅度最小，这与它不能充分利用培养
基中大分子蛋白有关，活菌数量少，产生的酸性代谢
产物也少。瑞士乳杆菌与鼠李糖乳杆菌混合培养时，
它的pH值最小。这是由于在鼠李糖乳杆菌生长的过
程中，可利用瑞士乳杆菌代谢产生的产物生长，而鼠
李糖乳杆菌耐酸性较强，可在较低 pH条件下生长繁
殖，使混合发酵的乳酸菌活菌数量增多。
2.2 混合发酵的单因素实验结果

2.2.1 发酵温度的影响

在微生物的生长代谢中，各种酶的反应活力受温
度的影响很大，进而可控制微生物的生长和代谢。因
此，适宜的发酵温度对乳酸菌的生长繁殖有重要意
义。温度对瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌混合发酵的
影响，实验结果如图3所示。

图3 温度对混合发酵的影响

由图3可以看出，随着发酵温度的升高，菌体吸光
度值先增大后减小。当温度低时，酶活性较低，细胞
内各反应体系减慢，影响微生物的生长速度；当温度
偏高时，会使细胞内酶活性降低或丧失，菌体繁殖速
率降低，活菌数目减少；当温度为 37 ℃时，发酵液吸
光值达到最大，经平板计数，此时发酵液中活菌数目
为2.9×109cfu/mL。因此37 ℃为混合乳酸菌发酵的最
适温度。
2.2.2 接种量的影响

不同接种量对混合发酵的影响，实验结果如图 4
所示。由图4可以看出，随着接种量的增加，菌体吸光

值在一定范围内不断上升，后趋于稳定。当接种量低
于6%时，菌体在培养基中的适应时间长，使发酵周期
延长；当接种量为 6%时，菌体吸光值达到最大，经平
板计数，此时发酵液中活菌数为4.5×109 mL-1；当接种
量大于 6%时，菌体吸光值变化不明显。足够合适的
接种量，可以缩短菌体在培养基中的适应时间、增殖
快，从而缩短发酵时间。故从经济的角度，选择6%为
最适接种量。

图4 接种量对混合发酵的影响

2.2.3 初始pH值的影响

不同初始pH值对混合发酵的影响，结果如图5所
示。由图 5可以看出，随着培养基初始pH值的升高，
菌体的吸光值先增大后减小。pH值过高或过低时，
都对菌体的生长有抑制作用。当pH值为6.8时，菌体
吸光值最大，菌量最多。经活菌计数，此时发酵液中
活菌数为5.0×109 mL-1。因此瑞士乳杆菌和鼠李糖乳
杆菌混合发酵的最适pH值为6.8。

图5 初始pH值对混合发酵的影响

2.2.4 瑞士乳杆菌与鼠李糖乳杆菌接种比例的影响

两种乳酸菌共同发酵的过程中，其接种比例涉及
到每一种菌的生长速度和密度，从而影响整个混合发
酵的菌体数量。当瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌的接
种体积比分别为 1∶4，1∶2，1∶1，2∶1，3∶1时，发酵后吸
光值结果如图 6所示。由图 6可以看出，当瑞士乳杆
菌与鼠李糖乳杆菌的接种比值不断增大时，发酵液吸
光值先增大后减小，并且在比值为 0.5 时达到最大。
当接种体积比值为 0.25时，发酵液菌体吸光值最小，
这是由于此时瑞士乳杆菌数量较少，不能水解出大量
寡肽同时供鼠李糖乳杆菌的生长繁殖，此时菌体吸光
值最小；当接种体积比值为0.5时，此时瑞士乳杆菌水
解的寡肽可供两种乳酸菌的生长繁殖，活菌数量最

研究报告Research Papers

14



Vol.44，No.6 2016(total 307)

多，为 5.2×109cfu/mL；当接种体积比值大于 0.5时，活
菌数又减少，这是因为加入的瑞士乳杆菌数量明显多
于鼠李糖乳杆菌，其利用培养基中营养成分自身大量
繁殖，鼠李糖乳杆菌此时处于竞争劣势。
2.2.5 瑞士乳杆菌与鼠李糖乳杆菌接种时间差的影响

当瑞士乳杆菌比鼠李糖乳杆菌接种时间早 0，2，
4，6，8 h时，发酵后得到的菌体吸光值结果如图 7所
示。由图 7可以看出，当瑞士乳杆菌按不同时间差接
种时，发酵后菌体吸光值先增大后减小。瑞士乳杆菌
早接种2 h，发酵后的菌体吸光值最大。这表明，瑞士
乳杆菌可在 2 h之内，自身生长繁殖的同时并水解出
适量寡肽供鼠李糖乳杆菌增殖；当接种时间差减小
时，瑞士乳杆菌菌量不足以提供足量的多肽；当接种
时间差增大时，瑞士乳杆菌利用培养基中成分大量生
长繁殖，鼠李糖乳杆菌接种时已营养匮乏，不足以维
持其生长繁殖，处于竞争劣势。故瑞士乳杆菌比鼠李
糖乳杆菌早接种2 h，可使发酵液中菌体吸光值最大，
得到的活菌数目最多为6.9×109 mL-1。

图7 瑞士乳杆菌与鼠李糖乳杆菌接种时间差对吸光值的影响

2.3 混合发酵的正交实验结果

L9(34)正交实验的结果与极差分析如表2和表3所
示。由瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌混合发酵的正交
实验结果及方差分析结果可以看出，各因素对发酵液
吸光值的影响顺序是A＞B＞C＞D；最优的发酵条件
为A2B2C3D2。

极差分析结果表明，因素A（温度）对发酵结果影
响最大，其次是因素B（接种体积比）的影响较明显，因
素D（pH）的影响最小。因此瑞士乳杆菌和鼠李糖乳
杆菌混合发酵的过程中要严格控制发酵温度及接种
体积比。即瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌高活菌数混

合发酵的最优条件为：温度37 ℃，瑞士乳杆菌与鼠李
糖乳杆菌的接种体积比 1∶2，瑞士乳杆菌先接种 3 h，
培养基初始 pH值 6.8，接种量 6%。静置发酵 24 h后，
得到的混合活菌数为7.2×109 cfu/mL。

3 结 论

本实验研究了温度、接种量、pH、接种体积比、接
种时间差对瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌混合发酵体
系中活菌数的影响。实验结果表明，将这两种菌混合
发酵，来提高发酵液中活菌数目是可行的，比它们分
别单独发酵得到的活菌数多。不同于发酵培养基的
优化，将瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌混合发酵，利用
菌体代谢差异来充分利用培养基中营养成分，此优化
结果可应用于所有适合乳酸菌生长的培养基中。瑞
士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌高活菌数混合发酵的最优
条件为：发酵温度 37 ℃，初始 pH=6.8，接种量 6%，瑞
士乳杆菌：鼠李糖乳杆菌=1∶2，瑞士乳杆菌优先接种3
小时。最终得到乳酸菌总活菌数为7.2×109 mL-1。与
相同条件下单独发酵的瑞士乳杆菌和鼠李糖乳杆菌
相比，活菌数分别提高了1.8倍和10.2倍。
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图6 瑞士乳杆菌与鼠李糖乳杆菌接种体积比值对吸光值的影响
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表2 正交实验设计与直观分析
因素

因素

A
B
C
D

误差

偏差平方和

0.031
0.009
0.006
0.007
0.05

自由度

2
2
2
2
8

F比

2.340
1.679
1.453
0.528

F临界值

4.460
4.460
4.460
4.460

显著性

表3 正交实验方差分析表
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众多研究表明，乳酸菌能清除人体多余的自由基，
具有抗氧化、防衰老的功效，其抗氧化物质主要是酶类
及其他代谢产物，这些产物在乳酸菌细胞内外的分布
有差别[4,6]，与其有氧和厌氧的生长环境也相关[11]。因此
在有氧与厌氧环境下分别培养此干酪乳杆菌，对其发
酵上清液和胞内提取物分别进行抗氧化能力检测，结
果表明厌氧依然有利于干酪乳杆菌抗氧化作用的发
挥，其对·OH及ROO·的清除发酵上清液强于胞内提
取物，而对 O2-·的清除胞内提取物则更优。氧气对
于·OH清除的影响最大，若干酪乳杆菌在生产和保存
过程中尽量处于无氧状态，就能分泌更多的胞外多糖
和乳蛋白肽等抗氧化产物进入酸奶，增强其益生作用。

抑菌试验表明，此株干酪乳杆菌对常见的肠道致
病菌具有良好抑制作用，其上清液对大肠杆菌和沙门
氏菌的最低抑菌浓度（MIC）为105 mL-1，而对金黄色葡
萄球菌MIC为104 mL-1，对金黄色葡萄球菌抑制效果最
好。同样，厌氧培养的抑菌效果要远大于有氧培养。
乳酸菌产生的抑菌物质主要为有机酸和抑菌素等，如
果产品尽量保证无氧状态，干酪乳杆菌就能更多地产
生这些物质，随饮用直接进入人体，同时也显示，在肠
道的厌氧环境中，干酪乳杆菌能最大限度地发挥其抑
菌作用。
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