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摘要!以植物乳杆菌素的效价作为特征性考察指标!对植

物乳杆菌
I#/RB̀ ,""

产细菌素培养条件进行优化"通

过响应面分析结合实际值确定培养基最佳组分为$葡萄

糖浓度
,=+T

*蛋白胨浓度
,=+T

*吐温
$"

浓度
"=,+T

*氯

化镁浓度
"=!"T

!此培养条件下植物乳杆菌
I#/RB̀ ,""

所产细菌素的效价为
#!)(=AQ*

)

0V

!细菌素效价提高了

#(=$T

"

关键词!植物乳杆菌#细菌素#培养基
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细菌素是某些细菌代谢时'经核糖体合成机制产生

的多肽或前体多肽'抑菌活性较突出+

#Y!

,

(对同种近缘

菌株呈狭窄活性抑制谱'常附着于敏感细胞特异性结合

位点'通过抑制细胞生长代谢所必需的组分合成'致使敏

感细胞死亡'从而起到抑菌效果+

,YA

,

(现阶段'以乳酸链

球菌素#

R2428

%为代表天然防腐剂克服了生产上的诸多不

足'以易消化和降解'使用无蓄积性毒害作用-零残留-遗

传稳定性良好等特点'逐步成为研究者和消费者的关注

热点+

+Y)

,

(

在微生物发酵工艺中'菌种的培养基组分是影响其

菌种生长代谢和增殖的决定性因素+

-Y$

,

(对发酵条件的

控制直接有利于开发菌株的发酵潜力'因此确定合适培

养基配比和适合菌种生长增殖的发酵条件就显得重

要+

(

,

(除受菌株自身遗传学特质影响外'细菌素产量不

仅对生长环境有限制和要求'某些类细菌素还需外围干

预和诱导才能更好地分泌和蓄积+

#"

,

(其中生长环境多从

培养基中氮源和碳源等功能成分的比例'或培养环境中

各条件因素的均衡或特定配比考究'来完成目标物质的

产生和释放(目前对菌株发酵培养条件的优化研究'主

要集中在对培养环境#培养温度-时间-

G

P

等%的优

化+

##Y#,

,

'以及对培养基营养成分中单一成分来源的优化

研究+

#AY#+

,

'而对培养基中多种营养成分的最优筛选及与

刺激因子协同作用效果的研究仍较少报道(研究以课题

组前期通过复合诱变法#微波)常压室温等离子体)亚

硝基胍诱变%获得的在仍保持降胆固醇能力的基础上'可

产细菌素的植物乳杆菌
I#/RB̀ ,""

为研究对象'拟通过

对培养基中多种营养成分及刺激因子的筛选与组合'优

化其发酵条件'以便提高细菌素的产量'为其应用提供理

论参考依据(

('!
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$
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!

材料与方法
#=#

!

材料与试剂

植物乳杆菌
I#/RB̀ ,""

$实验室诱导分离保藏

菌种&

指示菌$金黄色葡萄球菌-荧光假单胞杆菌'黑龙江

八一农垦大学食品微生物实验室&

ISZ

培养基-

Va

培养基-蛋白胨$生化试剂#

aS

%'青

岛海博生物技术有限公司&

葡萄糖-吐温
$"

-氯化镁$分析纯'天津市永大化学试

剂有限公司(

#=!

!

主要仪器

电热恒温培养箱$

'SX/("$!

型'北京东联哈尔仪器

制造有限公司&

生化培养箱$

ZPX/!+"

型'赛多利斯科学仪器有限

公司&

紫外可见分光光度计$

-!!

型'赛多利斯科学仪器有

限公司&

超净工作台$

aOR/#,)"

型'梅特勒)托利多仪器#上

海%有限公司&

立式压力蒸汽灭菌器$

V'Kf/-+[aZ

型'上海申安医

疗器械厂&

台式多管架离心机$

B'+N

型'北京东联哈尔仪器制

造有限公司(

#=,

!

试验方法

#=,=#

!

无细胞发酵上清液的制备
!

对出发菌株活化
!A5

以后'用
!T

的接菌浓度#

#"

$

"

#"

(

O&*

*

0V

%接入
ISZ

培养基中培养
#)5

后#

,-U

%'离心#

$"""C

*

028

'

+028

%'

除去菌体'用
R1LP

#

+0D3

*

V

%调上清液
G

P

至
)="

"

)=+

'

过滤膜#

"=!!

(

0

%'得到无细胞发酵上清液(

#=,=!

!

抑菌活性的测定
!

加热指示菌固体培养基'待其

融化冷却至
A+

"

+"U

后倒板'平板凝固后将牛津杯平均

分布于内(加热指示菌半固体培养基使其融化'冷却至

A+

"

+"U

(稀释指示菌液浓度至
#"

Y!

'在
)""80

下检

测发酵液的
R2

值(用移液枪吸取
+"

(

V

指示菌液接入

指示菌半固体培养基中后倒板(在平板完全凝固时拔出

牛津杯'并于孔中添加
+"

(

V

发酵液(在
,"U

条件下培

养
!A5

'观察是否有抑菌圈生成+

#)Y#-

,

(游标卡尺测量抑

菌圈的直径'采用
R2428

效价标准曲线计算效价+

#$

,

(

#=,=,

!

单因素试验设计

#

#

%碳源浓度的影响$选择葡萄糖作为培养基中的碳

源'浓度分别为
!T

"

AT

等差分配'

,-U

培养
!A5

'以原

ISZ

液体培养基平行对照(在葡萄糖浓度不同的
ISZ

液体培养基中'接种
I#/RB̀ ,""

测抑菌性+

#(

,

(

#

!

%氮源浓度的影响$选择蛋白胨作为培养基中的氮

源'浓度分别为
!T

"

AT

等差分配'

,-U

培养
!A5

'以原

ISZ

液体培养基平行对照(在蛋白胨浓度不同的
ISZ

液体培养基中'接种
I#/RB̀ ,""

测抑菌性(

#

,

%不同浓度刺激因子的影响$选择吐温
$"

作为培

养基中的刺激因子'浓度分别为
"=!"T

"

"=A"T

等差分

配'

,-U

培养
!A5

'以原
ISZ

液体培养基平行对照(在

吐温
$"

添加量不同的
ISZ

液体培养基中'接种
I#/

RB̀ ,""

测抑菌性(

#

A

%金属离子浓度的影响$选择不同浓度
I

9

O3

!

作为

培养基中的金属离子'浓度分别为
"="+T

"

"=!+T

等差分

配'

,-U

培养
!A5

'以原
ISZ

液体培养基平行对照'接种

I#/RB̀ ,""

测抑菌性(

#=,=A

!

响应面优化试验
!

根据单因素试验的结果'通过

aDE/a>58\>8

进行响应面法的试验设计'对试验进行进一

步的优化(

!

!

结果与分析
!=#

!

培养基组分单因素试验

!=#=#

!

碳源浓度对细菌素产量的影响
!

如图
#

所示'当

葡萄糖浓度不同时'细菌素分泌量及抑菌活性的增加在

一定范围内呈正相关'而随葡萄糖浓度的继续增大'细菌

素效价和抑菌效果反而降低'分析原因可能是适宜浓度

葡萄糖有利于细菌代谢繁殖'而外界葡萄糖浓度过高时

渗透压升高'导致细菌渗透作用失水而发生质壁分离影

响其生长+

!"

,

(综上'优选
,=+T

作为最佳葡萄糖浓度(

!=#=!

!

氮源浓度对细菌素产量的影响
!

如图
!

所示'细

菌素效价及抑菌活性随蛋白胨浓度的增加一定范围内呈

上升趋势(蛋白胨浓度为
,="T

时'植物乳杆菌素效价和

抑菌活性均较好(蛋白胨浓度大于
,="T

时'细菌素随浓

度增加小幅度下降(这可能是由于培养基中蛋白胨浓度

或高'导致膜内外渗透压不同'细胞膜内水分进入营养

液'导致细胞生长受影响+

!#

,

(综上'最佳蛋白胨浓度为

,="T

(

!=#=,

!

刺激因子添加量对细菌素产量的影响
!

如图
,

所

示'细菌素效价及抑菌活性与吐温
$"

浓度在一定范围内

呈正相关'吐温
$"

不仅能提高细胞膜的通透性'减少表

面张力'还能促进营养物质透壁代谢'增多的营养类物质

图
#

!

碳源对细菌素产量的影响
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产细菌素培养条件优化



图
!

!

氮源对细菌素产量的影响

&2

9

<C>!

!

B5>>::>@FD:82FCD

9

>84D<C@>D8F5>

G

CD?<@F2D8D:H1@F>?D@284

图
,

!

刺激因子对细菌素产量的影响

&2

9

<C>,

!

B5>>::>@FD:4F20<31F28

9
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G
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对产生细菌素具有正向促进作用+

!!

,

(吐温
$"

浓度为

"=,"T

时细菌素的产量最高'抑菌效果最显著(之后'细

菌素效价和抑菌性随吐温
$"

浓度增大反而迅速减小'吐

温
$"

浓度过高会造成细菌生长停滞甚至死亡+

!,

,

(综上'

选择浓度为
"=,"T

的吐温
$"

为最佳刺激因子(

!=#=A

!

金属离子浓度对细菌素产量的影响
!

由图
A

可

知'随着
I

9

O3

!

浓度的增加'植物乳杆菌素效价和抑菌活

性呈先上升而后下降的趋势(当
I

9

O3

!

添加量高达

"=!"T

时'细菌素的抑菌效果最佳'且效价最大(这可能

是由于
I

9

O3

!

对细菌细胞的结构稳定 性 起 重 要 作

用+

!AY!+

,

'但
I

9

O3

!

浓度过高会造成体系渗透压增大'而

细菌调节体内
I

9

!W能力有限+

!)

,

(因此
"=!"T I

9

O3

!

可

以作为优产细菌素的最佳浓度(

!=!

!

响应面试验

!=!=#

!

响应面因素水平设计
!

根据单因素试验结果'以

图
A

!

金属离子对细菌素产量的影响

&2

9

<C>A

!

B5>>::>@FD:0>F1332@2D8D8F5>

G

CD?<@F2D8

D:H1@F>?D@284

植物乳杆菌素的效价为响应值'对葡萄糖浓度-蛋白胨浓

度-吐温
$"

添加量和
I

9

O3

!

浓度设计响应面试验'因素

及水平见表
#

(

!=!=!

!

回归方程的建立与方差分析
!

采用
'>42

9

8/.E

G

>CF

$="=+="

软件中的
aDE/a>58\>8

程序进行试验设计'结果

见表
!

'方差分析结果见表
,

(对表
!

中的试验数据进行

分析'得到的二次回归模型为$

表
#

!

响应面因素水平表

B1H3>#

!

&1@FDC418?3>J>34D:C>4

G

D84>4<C:1@>

0>F5D?D3D

96

T

水平
N

葡萄糖浓度
a

蛋白胨浓度
O

吐温
$"

浓度
'I

9

O3

!

浓度

Y# ,=" !=+ "=!+ "=#+

" ,=+ ,=" "=," "=!"

# A=" ,=+ "=,+ "=!+

表
!

!

响应面法优化试验设计及结果

B1H3>!

!

.E

G

>C20>8F13?>42

9

818?C>4<3F4D:C>4

G

D84>

4<C:1@>0>F5D?D3D

96
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回归模型显著性检验结果o
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9

C>442D80D?>3

项目 平方和 自由度 均方
C

值
X

值 显著性
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!(,=#! #A !"=(A !=(! "="!-"
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N ,=(- # ,=(- "=++ "=A)(!
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Na A=!" # A=!" "=+( "=A+)+
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!+="- # !+="- ,=+" "="$!+
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##

O
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#"!=)) #A #"!=)) #A=,, "=""!"

##

残差
#""=,, #" -=#-

))))))))))))))))))))))
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)(=,A A )=(, "=$( "=+($$
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,"=(( !$ -=-+
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o
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X
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##
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!=A-.

!

Y,=$"?

!

Y!=)!)

!

YA=A$2

!

( #

#

%

由表
,

可知'回归模型显著#

X

$

"="+

%'表明与实际情

况拟合度好&模型的失拟项为
"=+($$

%

"="+

'表明在
Xh

"="+

水平上不显著'说明残差均由随机误差引起'对试验

干扰小'证明试验的可靠性(预测值和真实值之间有较

好的相关性'试验误差小'因此可用该方程对植物乳杆菌

素效价进行预测(由
C

值可知'各因素对植物乳杆菌素

效价影响大小先后顺序为$

a

#蛋白胨浓度%

%

N

#葡萄糖浓

度%

%

O

#吐温
$"

浓度%

%

'

#

I

9

O3

!

浓度%(

!=!=,

!

响应曲面交互作用分析
!

由图
+

可知'效价随因

素值增大而升高'当达到曲面中心点极值时开始下降'蛋

白胨浓度#

a

%和
I

9

O3

!

浓度#

'

%及吐温
$"

浓度#

O

%和

I

9

O3

!

浓度#

'

%两量间交互作用所得到的响应面图曲面

较陡峭'且等高线皆为椭圆形'表明
a'

-

O'

交互作用显

著'与表
,

方差分析中显著性试验结果一致(表
,

方差

分析表明其他
A

组交互作用均不显著(

!=!=A

!

模型验证实验
!

结合回归模型和响应面图分析得

出植物乳杆菌素的最佳培养条件是$葡萄糖浓度为

,=A-)T

'蛋 白 胨 浓 度 为
,=,(#T

'吐 温
$"

添 加 量 为

"=,A-T

'

I

9

O3

!

浓度为
"=#($T

(考虑实际试验条件'确

图
+

!

各因素交互作用对植物乳杆菌素效价影响的响应面及等高线图
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产细菌素培养条件优化



定最终植物乳杆菌素的培养条件葡萄糖浓度为
,=+T

'蛋

白胨浓度为
,=+T

'吐温
$"

添加量为
"=,+T

'

I

9

O3

!

浓度

为
"=!"T

'在此条件下经过
+

次重复性实验验证后得出'

植物乳杆菌素的效价为#

#!)(=Ai!=+-

%

Q*

*

0V

(效价预

测值与理论值
#!-"=+Q*

*

0V

极接近'说明响应面分析所

得的回归模型是可靠的(

,

!

结论
培养基组分单因素试验优化结果显示$植物乳杆菌

I#/RB̀ ,""

产细菌素的
ISZ

培养基最佳组分为葡萄糖

浓度
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-蛋白胨浓度
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浓度
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温
$"

浓度
"=,+T

-氯化镁浓度
"=!"T

'此条件下植物乳

杆菌
I#/RB̀ ,""

所产细菌素的效价为
#!)(=AQ*

*

0V

'
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%相比'提高了
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(有关研究+

!-Y,"
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表明'细菌素的产量与细菌培养条件有关外'还受某些干

预细菌素分析的诱导调控因素影响'因此后续试验将考

虑从氨基酸诱导-最小初始接菌浓度及信号分子#肽类物

质或者蛋白类物质%等方面对进行深入研究'从而更全面

探析影响植物乳杆菌
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产细菌素的因素(
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