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摘要：为探究３株嗜热链球菌ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ产胞

外多糖（ＥＰＳ）的稳定性，将其分别接种到胞外多糖选择性培

养基中连续传代培养３０个周期（２４ｈ／周期）。结果表明：

３株菌在传代过程中的增殖和产酸能力均保持稳定；但其产

胞外多糖能力的稳定性不同，ＳＴ７Ｐ的稳定性显著高于

ＳＴ５Ｐ和ＳＴ１３４Ｐ。ＳＰＳＳ软件的相关性分析表明，活菌数、

ｐＨ值与ＥＰＳ产量之间没有显著相关性。
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　　胞外多糖（ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＥＰＳ）是乳酸菌在发酵过

程中利用生长基质中的碳源产生的一种天然高分子聚合物。

ＥＰＳ对酸奶起到提高黏度、增强口感、改善质地、抑制乳清析

出等作用［１］［２］５１５。但是乳酸菌产胞外多糖性状多不稳

定［１］［２］５２４。Ｃｅｒｎｉｎｇ等
［３］发现同一株嗜热链球菌在相同试验

条件下，不同时间内ＥＰＳ产量从４５ｍｇ／Ｌ增加到３４０ｍｇ／Ｌ。

Ｊｏｌｌｙ等
［４］指出在重复多代培养或者高温培养的条件下，菌株

的产胞外多糖性状容易丢失，而该性状丢失的原因因菌株不

同而不同。ＤｅＶｕｙｓｔ等
［１］认为嗜中温乳酸菌（Ｍｅｓｏｐｈｉｌｉｃ

ＬＡＢ）调控ＥＰＳ合成的犲狆狊基因簇在质粒中，质粒随着传代

培养的丢失是这类乳酸菌产粘性状丢失的主要原因；嗜热乳

酸菌（ＴｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃＬＡＢ）不含调控ＥＰＳ生物合成的质粒，其

犲狆狊基因簇位于染色体上，基因的丢失或重组是引起ＥＰＳ的

结构、组成和产量变化的主要原因，因此，通过多次连续传代

可以反映嗜热链球菌产ＥＰＳ性状遗传的相对稳定性
［５］６－７。

张丽［６］将嗜热链球菌ｚｌｗＴＭ１１２进行６次传代，发现当传代

次数超过３时ＥＰＳ产量下降，其认为菌种发生退化。但该试

验传代次数太少，即使６次传代亦不足以反映菌株产ＥＰＳ性

状遗传的稳定性。因此本试验拟通过长时间多次连续传代

培养来研究３株嗜热链球菌产ＥＰＳ的稳定性，旨为筛选产

ＥＰＳ高稳定性酸奶发酵菌株提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

　　嗜热链球菌（ＳＴＬ１３４５Ｐ，ＳＴＬ１３４７Ｐ，ＳＴＬ１３４１３

Ｐ，以下简称ＳＴ５Ｐ，ＳＴ７Ｐ，ＳＴ１３４Ｐ）：华南理工大学轻工与

食品学院实验室保存；

　　脱脂奶粉：双城雀巢有限公司；

　　细菌学蛋白胨、酵母抽提物：生物试剂，广东环凯微生物

生物科技有限公司；

　　无水葡萄糖：分析纯，上海伯奥生物科技有限公司；

　　三氯乙酸（ＴＣＡ）、乙醇、苯酚、硫酸：分析纯，国药集团化

学试剂有限公司。

１．２　培养基配方

　　胞外多糖选择性培养基ＥＳＭ（ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｓｅｌｅｃ
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ｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ）
［７］：脱脂乳粉５％，葡萄糖５％，酵母抽提物

０．３５％，蛋白胨０．３５％，去离子水８９．３％，调节ｐＨ６．２±

０．２。

１．３　仪器与设备

　　ｐＨ计：ＰＨＳ２５型，上海雷磁仪器公司；

　　超净工作台：ＳＺＸ型，苏州净化设备有限公司；

　　恒温培养箱：ＰＹＸＤＨＳ·４００ＢＳ型，北京市医疗设备厂；

　　高速台式冷冻离心机：Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４２４Ｒ型，北京智杰方

远科技有限公司；

　　紫外可见分光光度计：ＵＶ７５９型，上海精密科学仪器有

限公司。

１．４　方法

１．４．１　传代周期的确定　将ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ按２×

１０６ＣＦＵ／ｍＬ（６．３ｌｇＣＦＵ／ｍＬ）分别接入ＥＳＭ 中，绘制３株

菌的生长曲线，选取３株菌均位于稳定期的某个时间点作为

传代培养１个周期的时间。

１．４．２　传代试验方法　将ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ按２×

１０６ＣＦＵ／ｍＬ分别接入５０ｍＬＥＳＭ 培养基中，３０℃
［８］下培

养２４ｈ后为第１周期，从第１周期样品中取１ｍＬ接入

５０ｍＬ空白ＥＳＭ培养基中培养２４ｈ得第２周期样品，依次

传代进行３０次试验。测定每个周期样品的活菌数、ｐＨ 值、

ＥＰＳ含量。

１．５　测定方法

１．５．１　活菌数和传代次数的测定　在 ＭＲＳ固体培养基上

采用 平 板 计 数 法［９］测 定 菌 落 总 数。计 数 结 果 取 对 数

（ｌｇＣＦＵ／ｍＬ）。每个样品平行３次。

１．５．２　ｐＨ值的测定　用ｐＨＳ２５型酸度计测定样品的ｐＨ

值，每个样品平行３次。

１．５．３　ＥＰＳ的测定　将样品在１００℃下加热１０ｍｉｎ灭酶

灭菌；冷却至室温后取１０ｍＬ样品，加入８０％ ＴＣＡ至ＴＣＡ

终浓 度 为 １０％，振 荡 混 匀 １ ｍｉｎ，室 温 下 静 置 １２ｈ；

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取上清液，加入３～４倍体积的

９５％乙醇，４℃沉淀１２ｈ；１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集沉

淀并用温水复溶；将所得溶液置透析袋（截留分子量８０００～

１４０００）中透析２４ｈ，期间换３～４次水。将透析后溶液定容

至１０ｍＬ，为胞外粗多糖溶液，用苯酚—硫酸法测定总糖含

量。用未接种样品作为空白样品，测定值扣除空白样后即得

到ＥＰＳ的含量（ｍｇ／Ｌ）。

　　苯酚—硫酸法
［１０］测定总糖：配置０．１ｍｇ／ｍＬ的葡萄糖

标准溶液，分别选取０．０，０．４，０．８，１．２，１．６，２．０ｍＬ加入比

色管中，用去离子水补齐至２．０ｍＬ；加入６％苯酚１ｍＬ摇

匀，后迅速加入 ５ ｍＬ 浓硫酸立即摇匀；静置冷却后于

４９０ｎｍ处测定吸光值并绘制标准曲线（图１）。

１．６　数据分析

　　试验数据采用ＳＰＳＳ１６．０进行方差分析、显著性分析以

及相关性分析，同时利用平均值、标准差、离散系数对传代试

验各项数据进行离散性分析，从离散程度判断数据的稳定

性。其中：

图１　葡萄糖标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｇｌｕｃｏｓｅ

　　离散系数 ＝
标准差

平均值×
１００％ （１）

２　结果与分析
２．１　传代周期的确定

　　图２为ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ在ＥＳＭ 培养基中的生

长曲线。由图２可知：在０～６ｈ，３株菌均处在适应环境的迟

滞期；８ｈ后菌株进入快速繁殖的对数期，生长速率ＳＴ１３４Ｐ＞

ＳＴ７Ｐ＞ＳＴ５Ｐ；２０ｈ后菌株活菌数变化趋于平缓，２４ｈ时

ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ的活菌数对数值增至９．３６，９．２０，

９．６３，其后便不再明显增长，故２４～３２ｈ为菌株生长繁殖的

稳定期。３２ｈ后ＳＴ１３４Ｐ生长速率开始下降，推测其后将进

入衰亡期。在稳定期初期，菌群总数和菌体活力均处于一个

相对稳定的状态，代谢产物大量积累，是最有利于菌株传代

与保藏的时期［５］１９－２０。因此，通过以上对 ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、

ＳＴ１３４Ｐ生长曲线的分析，确定后续传代试验的周期为（２４．０±

０．５）ｈ。２４ｈ是菌株生长繁殖的稳定初期，便于长时间连续

传代的试验操作。

２．２　不同嗜热链球菌在连续传代过程中的发酵特性

２．２．１　活菌数的变化　ＥＰＳ是在菌体分泌的一系列酶的催

化作用下合成和分泌的［１１］，因此菌株在传代过程中保持稳

定的增殖能力是研究菌体产 ＥＰＳ稳定性的前提和基础。

图３显示了ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ在３０个周期的传代过程

中活 菌 数 的 变 化 情 况。３ 株 菌 的 初 始 接 种 量 均 为

６．３ｌｇＣＦＵ／ｍＬ，在ＥＳＭ培养基中经过２４ｈ的活化、增殖后

活菌数均达到８．０ｌｇＣＦＵ／ｍＬ以上。其中ＳＴ５Ｐ在２个周期
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图２　不同菌珠的生长曲线
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后的传代培养中活菌数稳定在９．３ｌｇＣＦＵ／ｍＬ左右；ＳＴ７Ｐ

经过４个周期后在传代培养中活菌数达到９．０ｌｇＣＦＵ／ｍＬ

以上，并稳定在９．０～９．２ｌｇＣＦＵ／ｍＬ；ＳＴ１３４Ｐ对环境的适

应能力略强于 ＳＴ５Ｐ 和 ＳＴ７Ｐ，第 １ 个周期就增殖至

９．４ｌｇＣＦＵ／ｍＬ，其后在９．６ｌｇＣＦＵ／ｍＬ附近保持稳定。

　　表１对３株菌的传代活菌数进行了离散性分析。３株菌

３０ 个 传 代 周 期 的 平 均 活 菌 数 分 别 为 ９．３２，９．１２，

９．６３ｌｇＣＦＵ／ｍＬ，由此可见ＳＴ１３４Ｐ具有较强的增殖能力。

３株菌活菌数的离散系数分别为２．４０％，１．８３％，１．２７％，总

体上数据的离散程度均较小，可以判定 ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ和

ＳＴ１３４Ｐ在３０个周期的传代过程中菌体增殖能力基本保持

稳定。
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图３　传代过程中活菌数的变化
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表１　传代过程中活菌数的稳定性分析

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖｉａｂｌｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓａｌｏｎｇｗｉｔｈ

ｔｈｅｐｅｒｉｏｄｅｘｔｅｎｔｉｏｎ

菌株编号 平均值 标准差 离散系数／％

ＳＴ５Ｐ ９．３２ ０．２２ ２．４０

ＳＴ７Ｐ ９．１２ ０．１７ １．８３

ＳＴ１３４Ｐ ９．６３ ０．１２ １．２７

２．２．２　ｐＨ值的变化　ｐＨ值是影响微生物生长代谢的一个

重要理化因素。图４显示了ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ和ＳＴ１３４Ｐ在３０

个周期中每个周期发酵终点培养基 ｐＨ 值的变化情况。

ＥＳＭ培养基的初始ｐＨ值均为６．２０，经过２４ｈ培养后，乳酸

的大量积累致使ｐＨ值均降低至４．３０以下。３０个周期内，

ＳＴ５Ｐ使发酵终点ｐＨ值稳定在３．８０～４．１０，ＳＴ７Ｐ使发酵

终点ｐＨ值稳定在３．９０～４．１０，ＳＴ１３４Ｐ使发酵终点ｐＨ值

稳定在３．９０～４．２０，３株菌都显示出十分稳定的产酸能力，

且菌株之间产酸能力的差异性较小。由表２可知：３株菌的

离散系数都在２％以下，数据偏离平均值的程度很小，表现出

高度的稳定性；平均值差异不显著，说明不同菌株之间差异

性小。ｐＨ的变化会引起细胞膜表面电荷的排布和膜的通透

性，从而影响底物进入胞内参与多糖的合成过程和胞内多糖

分泌到胞外的过程。此外，ｐＨ值的改变还将影响酶的活力

和酶促反应的速率从而影响胞外多糖的产量［１１］。本试验

中同一菌株不同周期的ｐＨ环境保持基本稳定，不同菌株之

图４　传代过程中ｐＨ值的变化

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｐＨｖａｌｕｅａｌｏｎｇｗｉｔｈｔｈｅ

ｐｅｒｉｏｄｅｘｔｅｎｔｉｏｎ

表２　传代过程中ｐＨ值的稳定性分析

Ｔａｂｌｅ２　ＳｔａｂｉｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＨｖａｌｕｅａｌｏｎｇｗｉｔｈ

ｔｈｅｐｅｒｉｏｄｅｘｔｅｎｔｉｏｎ

菌株编号 平均值 标准差 离散系数／％

ＳＴ５Ｐ ３．９５ ０．０６ １．５６

ＳＴ７Ｐ ３．９９ ０．０７ １．８０

ＳＴ１３４Ｐ ４．０４ ０．０６ １．４３

间的 ｐＨ 环境无显著差异，因此在研究 ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、

ＳＴ１３４Ｐ产胞外多糖的稳定性时，可将ｐＨ这一因素的影响

视为统一。

２．２．３　ＥＰＳ含量的变化　图５为ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ

在３０个周期中发酵终点ＥＰＳ含量的变化情况，并根据各菌

株ＥＰＳ变化作其对数趋势线。由图５可知，ＳＴ５Ｐ产ＥＰＳ

的情况总体上呈下降趋势。ＳＴ５Ｐ在第１周期的ＥＰＳ产量

为１３２．２１ｍｇ／Ｌ，传代培养至第６周期 ＥＰＳ产量下降至

９０．４９ｍｇ／Ｌ，第７～１５周期 ＥＰＳ产量的波动较大，最高达

１３７．６２ｍｇ／Ｌ，最低至８６．９３ｍｇ／Ｌ，传代培养１５周期之后

ＥＰＳ 产 量 不 再 回 升 并 维 持 在 较 低 水 平 （９１．９２～

５１．０９ｍｇ／Ｌ）。ＳＴ１３４Ｐ产 ＥＰＳ的趋势线总体上呈现较

ＳＴ５Ｐ更为缓和的下降趋势。但不同周期时 ＳＴ１３４Ｐ产

ＥＰＳ含量呈现较大幅度的波动，前５个周期 ＥＰＳ产量从

１３９．１３ｍｇ／Ｌ降至９６．０８ｍｇ／Ｌ，第６周期开始反复出现回

升—下降—回升的无规律变化。ＳＴ７Ｐ产ＥＰＳ的情况总体

上保持平稳中略有升高的趋势，ＳＴ７Ｐ产ＥＰＳ的量在整个传

代培养过程中保持在９１．２４ｍｇ／Ｌ以上，在维持较高产量水

平基础上呈现上下波动。

　　由表３可知，ＳＴ７Ｐ在传代过程中平均 ＥＰＳ产量为

１２３．８２ｍｇ／Ｌ，高于ＳＴ５Ｐ和ＳＴ１３４Ｐ的平均产量水平，说

明ＳＴ７Ｐ具有较高的产ＥＰＳ能力，这与图５中趋势分析一

致；３ 个 试 验 组 的 离 散 系 数 分 别 为 ２２．８２％，１１．９８％，

１８．５１％，均表现出产胞外多糖的不稳定性，但ＳＴ７Ｐ组的离

散系数相对较小，可认为ＳＴ７Ｐ产胞外多糖的稳定性高于

ＳＴ５Ｐ和ＳＴ１３４Ｐ。

２．２．４　相关性分析　用ＳＰＳＳ软件对连续传代培养过程中

的活菌数、ｐＨ值和ＥＰＳ产量之间简单相关性分析见表４。

０２
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图５　传代过程中ＥＰＳ含量的变化及变化趋势

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｃｈａｎｇｅｓａｎｄｔｒｅｎｄｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｌｏｎｇ

ｗｉｔｈｔｈｅｐｅｒｉｏｄｅｘｔｅｎｔｉｏｎ

表３　传代过程中ＥＰＳ含量的稳定性分析

Ｔａｂｌｅ３　ＳｔａｂｉｌｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥＰＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｌｏｎｇ

ｗｉｔｈｔｈｅｐｅｒｉｏｄｅｘｔｅｎｔｉｏｎ

菌株编号 平均值 标准差 离散系数／％

ＳＴ５Ｐ ９３．０２ ２１．２３ ２２．８２

ＳＴ７Ｐ １２３．８２ １４．８３ １１．９８

ＳＴ１３４Ｐ １０１．６２ １８．８１ １８．５１

表４　活菌数、ｐＨ值与ＥＰＳ含量之间的相关性分析


Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｖｉａｂｌｅｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｓ，

ｐＨｖａｌｕｅａｎｄＥＰＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（狀＝３０）

菌株编号
活菌数与ＥＰＳ含量

Ｐｅａｒｓｏｎ相关性

ｐＨ值与ＥＰＳ含量

Ｐｅａｒｓｏｎ相关性

ＳＴ５Ｐ －０．４２６ ０．４２７

ＳＴ７Ｐ －０．０１４ ０．１６２

ＳＴ１３４Ｐ －０．３７５ －０．１６４

　　　　表示在０．０５水平（双侧）上显著相关。

　　由表４可知，ＳＴ５Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ的Ｐｅａｒｓｏｎ相关性为０．３＜

｜狉｜＜０．５，呈现低度负相关；ＳＴ７Ｐ的Ｐｅａｒｓｏｎ相关性｜狉｜＜

０．３，相关程度弱，可认为基本不相关。乳酸菌在大量增殖的

过程中大量产酸导致体系ｐＨ的降低，从而影响参与胞外多

糖合成与分泌的酶系统活性；而菌体数量增加相当于加工生

产胞外多糖的“工厂”数目增加从而促进ＥＰＳ产量的增加，

因此活菌数对ＥＰＳ产量的影响效应较为复杂，从现有数据

分析中尚不能确定二者之间的相关性。从ｐＨ 值与ＥＰＳ含

量之间的相关性看，ＳＴ７Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ组的 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性

｜狉｜＜０．３，基本不相关；ＳＴ５Ｐ组的Ｐｅａｒｓｏｎ相关性为０．４２７，

呈低度相关。而２．２．２的数据离散性分析指出：传代过程中

培养基的终点ｐＨ值高度稳定，而３株菌产ＥＰＳ的能力均不

稳定，因此可认为传代过程中ｐＨ值与ＥＰＳ含量之间基本不

相关。

３　结论

　　本研究在前人研究基础上，通过提高传代周期来反映乳

酸菌菌株产ＥＰＳ性状遗传的稳定性并进行菌株筛选。通过

对比３株嗜热链球菌ＳＴ５Ｐ、ＳＴ７Ｐ、ＳＴ１３４Ｐ在连续传代培

养３０个周期过程中菌体增殖、产酸和产胞外多糖的稳定性，

综合分析认为ＳＴ７Ｐ具有产酸和产ＥＰＳ高稳定性的特性，

为适于工业化生产酸奶的发酵菌株，在乳酸菌发酵剂制中具

有较好的应用前景。同时本研究结果表明菌株活菌数、

ｐＨ值与ＥＰＳ产量之间无显著直接相关性，为其他产ＥＰＳ性

状遗传稳定的菌株筛选以及探究与ＥＰＳ产量相关因素提供

参考。
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输包装研究进展》一文的第一作者蒋巧俊的工作单位应

为温州市农业科学研究院，特此更正。
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