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青春双歧杆菌的耐氧驯化及不同低聚糖

对其增殖效果的影响
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摘要!为改善青春双歧杆菌在发酵产品中活菌数低$菌种

功效弱的情况#对厌氧青春双歧杆菌进行耐氧驯化#采用

无氧有氧交替驯化法#在驯化过程中逐渐增加青春双歧

杆菌培养液的氧分压#测定青春双歧杆菌驯化前后生理

特性#并对比大豆低聚糖$低聚木糖$低聚麦芽糖对青春

双歧杆菌增殖的影响%结果表明#青春双歧杆菌在耐氧

驯化后对氧气的敏感程度下降#有氧条件下生长能力达

标#产酸能力得到提升#菌体驯化前后形态基本一致#耐

氧青春双歧杆菌代谢产生的乙酸与乳酸比值较厌氧青春

双歧杆菌更适宜发酵#在
%

种低聚糖中#低聚木糖对青春

双歧杆菌增殖作用明显#可作为青春双歧杆菌良好的双

歧因子%耐氧驯化后的青春双歧杆菌有着优良的生理特

性#能够作为潜在的益生菌菌种深入研究其功能并可应

用于发酵食品中%

关键词!青春双歧杆菌'耐氧驯化'低聚糖
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目前%多数人群处于亚健康状态%主要原因是膳食)

肠道菌群失衡的共同影响*

#T@

+

%如菌群多样性降低)单一

化等%便会使有害菌数量增加*

?T(

+

%菌群结构改变同样可

导致机体发生免疫抑制%对环境应激能力下降%进而引发

代谢问题%如便秘)过度肥胖)糖尿病)肿瘤)心血管疾病)

结肠癌等*

$T+

+

&

青春双歧杆菌作为一种益生菌%可治疗慢性腹泻)便

秘%还具有抗衰老作用&可以使人体肠道内酸性增强%减

少有害菌群数量%调节肠道菌群向良性方向发展*

*

+

&青

春双歧杆菌在肠道中起到了生物屏障的作用%供给营养%

促进代谢*

#"T##

+

$代谢产物主要是乙酸和乳酸%还可产生

多种有机酸%如丙酸)异丁酸和丁酸等短链脂肪酸*

#!

+

%青

春双歧杆菌的代谢物和抗菌物质对致病菌有着很强的拮
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抗作用*

#%

+

&肠道菌群在正常情况下可以保持相对平衡%

在失衡情况下功能性低聚糖可以改善肠道菌群&有研

究*

#@

+证明%持续摄入低聚糖短期内可大量繁殖益生菌并

抑制有害菌%帮助肠道恢复原有平衡状态&近年来国内

外学者向无害)无毒的益生菌制剂方向展开研究%目的就

是为 了 获 得 能 够 维 持 肠 道 内 菌 群 平 衡 的 益 生 菌

产品*

#?T#(

+

&

青春双歧杆菌是一种严格厌氧菌%这使其在益生菌

发酵产品的应用方面存在局限&目前有关青春双歧杆菌

的研究主要集中在青春双歧杆菌生长条件的优化)青春

双歧杆菌抑菌机理等方面%而对青春双歧杆菌耐氧驯化

前后生理特性的变化及其对青春双歧杆菌增殖因子的影

响等方面的研究还未见报道&试验拟以青春双歧杆菌

!

OJCC#?$"%

#为出发菌种%通过对驯化前后青春双歧杆

菌各项指标的测定和不同低聚糖对青春双歧杆菌增殖效

果的影响%探讨青春双歧杆菌在耐氧驯化前后的变化情

况%旨在为青春双歧杆菌的进一步开发利用提供参考

依据&

#

!

材料与方法

#7#

!

材料与仪器

#7#7#

!

菌种来源

青春双歧杆菌!

OJCC#?$"%

#"中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物中心&

#7#7!

!

试剂及培养基

蛋白胨)牛肉浸粉)酵母浸粉)

SXR

培养基"青岛海

博生物技术公司$

低聚木糖)木聚糖)

Q'

木糖)半胱氨酸盐酸盐"北京陆

桥生物技术公司$

葡萄糖)磷酸氢二钾)柠檬酸氢二胺)乙酸钠)硫酸

镁)硫酸锰)吐温
+"

)

B.<;

)

;C0

等"分析纯%天津大茂化

学试剂厂$

CSXR

培养基"在
SXR

培养基中加入
"7"#Q

的半胱

氨酸盐酸盐制得$

改良
SXR

培养基"基于
SXR

培养基用大豆低聚糖)

低聚麦芽糖)低聚木糖分别等量代替
SXR

培养基中的葡

萄糖而制得&

#7#7%

!

仪器设备

紫外'可见光分光光度计"

O%("

型%上海翱艺仪器

有限公司$

立式压力蒸汽灭菌器"

D&)S'+"̀ CR

型%上海甲安医

疗器械厂$

电热恒温培养箱"

&B='*"?!

型%上海精宏实验设备

有限公司$

电热恒温培养箱"

&;Z'*#@?O

型%上海一恒科学仪

器有限公司$

离心机"

;#(?"'P

型%长沙湘仪离心机仪器有限

公司$

厌氧培养箱"

Yib'

'

型%上海新苗仪器有限公司$

厌氧培养盒"

!7?D

%日本三菱气体化工有限公司$

:

;

计"

=;R'C

型%上海仪电科学仪器股份有限公司$

高效液相色谱"

U%"""

型%赛默飞世尔科技!中国#有

限公司&

#7!

!

试验方法

#7!7#

!

青春双歧杆菌的活化
!

将厌氧青春双歧杆菌在

SXR

培养基中活化%

%$\

厌氧培养
@+K

%之后继续在厌

氧条件下连续传
%

代%活化后的青春双歧杆菌进行耐氧

驯化&

#7!7!

!

青春双歧杆菌的驯化
!

将活化后的青春双歧杆菌

先在厌氧条件下连续传代%而后通过逐步增加液体培养

基中的氧分压%使青春双歧杆菌渐渐适应有氧环境&具

体操作"取存于螺口试管液深
#"8-

的
CSXR

培养基%接

种
#"

%

D

青春双歧杆菌菌液%

%$\

下厌氧培养
!@K

$取菌

液
#"

%

D

接种于液深
#(8-

的
SXR

培养基%

%$\

下有氧

培养
!@K

$之后取菌液
#"

%

D

接种于液深
#"8-

的
CSXR

培养基%

%$\

下厌氧培养
!@K

$再取菌液
#"

%

D

接种于液

深
#%8-

的
SXR

培养基%

%$\

下有氧培养
!@K

$之后取

菌液
#"

%

D

接种于液深
#"8-

的
CSXR

培养基%

%$\

下

厌氧培养
!@K

$再取菌液
#"

%

D

接种于液深
#"8-

的

SXR

培养基%

%$\

下有氧培养
!@K

$如此反复
?

次%最后

将有氧培养下液深
#"8-

的
SXR

培养基连续传代培养%

得耐氧驯化青春双歧杆菌&

#7!7%

!

菌株特性检测
!

!

#

#革兰氏染色和镜检"参考张苓花等*

#$

+的方法%对

驯化过程中的青春双歧杆菌采用革兰氏染色法和镜检%

观察菌体的大小)颜色)分叉状态等是否符合双歧杆菌属

的基本形态特征&

!

!

#青春双歧杆菌菌液吸光度的测定"用紫外'可见

分光光度计在
(""G-

波长下测定青春双歧杆菌菌液吸

光度%记录青春双歧杆菌驯化过程中吸光度的变化情况&

!

%

#测定青春双歧杆菌菌液
:

;

值"用
:

;

计对青春

双歧杆菌驯化过程中的
:

;

值进行测定&

!

@

#青春双歧杆菌的菌体形态和
#(REXBO

测序鉴

定"对青春双歧杆菌进行革兰氏染色并镜检%观察驯化前

后的菌体形态变化%同时对其
#(REXBO

基因进行
=CX

扩增*

#+

+

%扩增后的产物进行测序和对比分析&

#7!7@

!

菌液有机酸含量测定
!

取驯化前后青春双歧杆菌

培养液%

#""""]

4

离心
?-/G

%取上清液%过
"7!!

%

-

滤

膜后 进 样%色 谱 柱 为
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%
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%

?

%

-

%梯度淋洗程序共持续
%"-/G

%前
#"-/G

和

后
%-/G

的流动相为
!Q

的乙腈和
*+Q

的磷酸二氢钾水

溶液!流速
"7?-D

(

-/G

#%

#"

#

!$-/G

时流动相为
!"Q

的
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乙腈和
+"Q

的磷酸二氢钾水溶液!流速
"7+-D

(

-/G

#%柱

温
%"\

%在
!#"G-

波长下检测吸收峰*

#*

+

&

#7!7?

!

还原糖含量测定
!

采用
&BR

比色法%在紫外分光

光光度计
?("G-

波长下作出葡萄糖标准曲线%根据标准

曲线求得青春双歧杆菌培养液中还原糖的含量*

!"

+

&

!

!

结果与分析
!7#

!

耐氧驯化前后青春双歧杆菌的吸光度和
:

;

值

!7#7#

!

菌液吸光度
!

由表
#

可以看出%驯化前的青春双

歧杆菌在有氧培养条件下
RQ

(""G-

不足
"7#"

%而在厌氧条

件下
RQ

(""G-

可达
#7$?

&经
?

次耐氧驯化后%青春双歧杆

菌菌液吸光度值达到了
#7"$

%说明较驯化前青春双歧杆

菌菌数有大幅度提升&同时%有氧培养和厌氧培养下菌

液的吸光度值之比不断增大%表明在驯化过程中青春双

歧杆菌的耐氧能力也在不断提升&

!7#7!

!:

;

值
!

在循环驯化过程中%随着传代次数的增

加%菌液
:

;

值不断下降%青春双歧杆菌的耐酸能力也在

不断提升%从表
#

可以看出在驯化结束前菌液
:

;

值已经

稳定至
@7?

附近%这有助于青春双歧杆菌作为益生菌通过

胃部酸性环境%从而作用于肠道%并且驯化后的耐氧青春

双歧杆菌可为发酵食品的生产提供优良菌株&

表
#

!

青春双歧杆菌驯化过程中吸光度和
:

;

值的

变化情况

J.M0F#

!

CK.G

4

F19I.M19EM.G8F.GH

:

;N.0LF/G3KF.8'

80/-.3FH

:

E98F119IU:3H49&A>&1?'A

循环传

代次数

RQ

(""G-

有氧培养 厌氧培养
有氧培养(

厌氧培养

:

;

值

第
#

次
"7"*@ #7$?@ "7"?% (7??e"7"+

第
!

次
"7!$@ #7(*@ "7#(! ?7*%e"7!%

第
%

次
"7??( #7$!# "7%!% ?7?+e"7#+

第
@

次
"7+$% #7(@@ "7?%# ?7!*e"7#!

第
?

次
#7"$@ #7(+% "7(%+ @7?"e"7#$
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耐氧驯化前后青春双歧杆菌形态特征的比较

耐氧驯化前后青春双歧杆菌的菌落和菌体形态对比

结果如表
!

和图
#

)

!

所示%可以看出青春双歧杆菌在耐

氧驯化 前 后 的 形 态 保 持 一 致%且 驯 化 前 后 菌 体 的

#(REXBO

基因序列一致%可以确定青春双歧杆菌菌株在

耐氧驯化后未发生变异&

!7%

!

驯化前后青春双歧杆菌菌液中的有机酸含量

厌氧菌的培养一般以糖类或醇类为碳源%在青春双

歧杆菌的生长代谢中%会将碳源分解成乳酸)乙酸)丙酸)

丁酸等有机酸%因此%研究测定耐氧驯化前后青春双歧杆

菌代谢不同有机酸含量的变化情况&图
%

为乳酸)乙酸)

丙酸)丁酸混合标准品的紫外吸收峰谱图%图
@

)

?

分别为

表
!

!

耐氧驯化前后青春双歧杆菌菌体形态特征

J.M0F!

!

S9E

:

K909

4

/8.08K.E.83FE/13/819IU:3H49&A>&1?'A

MFI9EF.GH.I3FE.FE9M/8H9-F13/8.3/9G

培养条件 镜检形态 菌落形态 革兰氏染色

厌氧

多为棒状杆菌%有

Y

型)

[

型%两端

不规则

乳白色或白色)不

透明)圆形)边缘

完整

阳性

有氧

体积较厌氧培养

时小)菌 体 较 短)

两端规则

乳白色或白色)菌

落较小)不透明)

圆形)边缘完整

阳性

图
#

!

耐氧驯化前青春双歧杆菌菌体形态
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!

S9E

:

K909
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9IU:3H49&A>&1?'AMFI9EF

.FE9M/8H9-F13/8.3/9G

!
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图
!

!

耐氧驯化后青春双歧杆菌菌体形态

V/

4

LEF!

!

S9E

:

K909

46

9IU:3H49&A>&1?'A.I3FE

.FE9M/8H9-F13/8.3/9G

!

]#"""

"

图
%

!

@

种有机酸标准品色谱图

V/

4

LEF%

!

CKE9-.39

4

E.-9II9LE13.GH.EH9E

4

.G/8.8/H1

耐氧驯化前后青春双歧杆菌代谢有机酸吸收峰谱图&对

比图
%

#

?

可以看出%驯化前后青春双歧杆菌代谢产生的

乳酸)乙酸)丙酸)丁酸的出峰时间符合标准品出峰时间%

确定青春双歧杆菌驯化前后有机酸种类无显著变化&

!!

根据各标准品峰面积绘制标准曲线%根据标准曲线

)""

"

[907%?

"

B97#"

黎雁泽等!青春双歧杆菌的耐氧驯化及不同低聚糖对其增殖效果的影响



图
@

!

驯化前青春双歧杆菌不同有机酸色谱图
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4
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4
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图
?

!

驯化后青春双歧杆菌不同有机酸色谱图

V/

4

LEF?

!

CKE9-.39

4

E.-9IH/IIFEFG39E

4

.G/8.8/H19I

U:3H49&A>&1?'A.I3FEH9-F13/8.3/9G

计算有机酸含量%结果如表
%

所示&由表
%

可以看出%驯

化后青春双歧杆菌代谢乙酸和乳酸的含量下降幅度较

大%丙酸含量变化不明显&经耐氧驯化后%青春双歧杆菌

代谢的
@

种有机酸总量下降%而乙酸与乳酸的摩尔数之

比上升%青春双歧杆菌生长的最佳摩尔比为
!7"

#

@7"

*

#$

+

%

而驯化后的青春双歧杆菌代谢乙酸与乳酸摩尔比为
%7$@

%

在最佳范围之间%有利于青春双歧杆菌的生长繁殖%在发

酵食品的生产方面具有一定优势&

表
%

!

青春双歧杆菌驯化前后有机酸含量

J.M0F%

!

C9G3FG39I9E

4

.G/8.8/H1MFI9EF.GH.I3FE3KFH9'

-F13/8.3/9G9IU:3H49&A>&1?'A

4

&

D

青春双歧杆菌 乳酸 乙酸 丙酸 丁酸

驯化前
+7$? *7!" "7!$ #7*(

驯化后
#7!* @7+@ "7!@ "7@$

!7@

!

不同低聚糖对驯化前后青春双歧杆菌增殖效果的

影响

!7@7#

!

青春双歧杆菌在不同低聚糖培养基中
RQ

(""G-

和

:

;

!

青春双歧杆菌在
%

种低聚糖培养基中的
RQ

(""G-

值

和
:

;

值如表
@

所示%总体上驯化后比驯化前
RQ

(""G-

值

稍有下降%主要是由于青春双歧杆菌为专性厌氧菌%虽然

经过耐氧驯化但生长状况和厌氧培养下的菌株仍存在差

距$驯化后比驯化前
:

;

值降低%主要源于耐氧驯化的青

表
@

!

青春双歧杆菌在不同低聚糖培养基中

吸光度和
:

;

的变化情况

J.M0F@
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CK.G

4

F1/G3KF.M19EM.G8F.GH

:

;9IU:3H49&A(

>&1?'A/GH/IIFEFG390/

4

91.88K.E/HF8L03LEF1

低聚糖
RQ

(""G-

驯化前 驯化后

:

;

驯化前 驯化后

大豆低聚糖
#7"!% "7$!* ?7"% @7?*

低聚木糖
!

#7?%? #7#$+ ?7$@ @7!(

低聚麦芽糖
"7(@$ "7@%% ?7!+ @7+%

春双歧杆菌提高了自身的耐酸)产酸能力&并且低聚木

糖培养基中的青春双歧杆菌生长情况和产酸能力均强于

大豆低聚糖)低聚麦芽糖培养基中的&

!7@7!

!

驯化前后青春双歧杆菌在不同低聚糖培养基中的

还原糖含量
!

通过
&BR

比色法绘制葡萄糖标准曲线%将

试验中测得的
RQ

?("G-

值%代入葡萄糖标准曲线方程!

)

l

"7"#!?<T"7#%*%

%

G

!

l"7**?!

#计算葡萄糖含量%在
%

种

低聚糖培养基中青春双歧杆菌菌液还原糖含量如表
?

&

表
?

!

驯化前后青春双歧杆菌在不同低聚糖

培养基中还原糖含量

J.M0F?

!

XFHL8/G

4

1L

4

.E89G3FG39IU:3H49&A>&1?'A/G

H/IIFEFG390/

4

91.88K.E/HF8L03LEF1 MFI9EF.GH

.I3FEH9-F13/8.3/9G

4

&

D

低聚糖种类 驯化前 驯化后

大豆低聚糖
#%7%%! #?7(*!

低聚木糖
!

$7@*! +7(#!

低聚麦芽糖
#(7@*! #$7+?!

!!

从表
?

中也可以看出"在低聚木糖培养基中青春双

歧杆菌生长后%菌液还原糖含量最低%碳源利用率最高%

由此可知低聚木糖是良好的促双歧杆菌生长因子&龚芳

红等*

!#

+研究表明人体每天食用
"7$

4

低聚木糖
#$H

后%

双歧杆菌所占比例由
+7?Q

提高到
#$7*Q

%

!#H

后提高到

!(7!Q

$徐海燕等*

!!

+研究了低聚木糖对双歧杆菌及肠道

菌群生长的影响%结果表明%低聚木糖是对青春双歧杆菌

有明显增殖效果的低聚糖%同时也印证了
CE/33FGHFG

等*

#*

+比较多种低聚糖对厌氧菌发酵特性的研究&不同低

聚糖对双歧杆菌都有着一定的增殖效果%但低聚木糖是

其中最优良的一种%适合作为双歧因子&

%

!

结论
试验探讨了青春双歧杆菌的耐氧驯化及低聚糖对青

春双歧杆菌增殖的影响%通过改变氧分压%逐步提高青春

双歧杆菌对氧气的耐受力&同时培养基中添加低聚糖可

以对青春双歧杆菌的增殖起到促进作用$驯化后的青春

双歧杆菌在有氧条件下生长能力达标%产酸能力得到提

升%菌体驯化前后形态一致%耐氧青春双歧杆菌代谢产生

的乙酸与乳酸比值较厌氧青春双歧杆菌更适宜发酵%因

*#"

会议专栏
C<DUSBV<XC<BV,X,BC,

#

!"#*

国际杂豆产业科技论坛$ 总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



此%耐氧青春双歧杆菌特性良好&后续可进一步对多种

低聚糖共同影响青春双歧杆菌的增殖效应%以及改善耐

氧青春双歧杆菌生长条件进行研究&
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