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摘要：Lactobacillus salivarius是来自人体肠道的一株重要的益生茵。作者对其培养条件进行

了研究。确定了最佳培养温度为37℃和培养基起始pH值为6．4。"-3在改良的MRS培养基中添

加质量浓度为10 g／L碳酸钙，并经过一次中间补糖(8 g／L)培养，茵体干重达7．12 g／L活茵数为

3．89×108cfu／mL。
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Study on Cultural Conditions of Probiotic Lactobacillus salivarius
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Abstract：Lactobacillus salivarius is one of the most important bacterium having health—promoting

effects in the human intestinal tract．In this study，the optimum conditions for L．salivarius

growth were investigated．The optimum temperature and initial pH was 37℃and 6．4，

respectively．when 1 0 g／L Calcium carbonate was feed to the modified MRS cultural medium(20

g／L glucose，5 g／L peptone，20 g／L beef extract)，and 8 g／L glucose was feed at 14 h，the

biomass was achieved at 7．12 g／L．The living cell number was 3．89×108 cfu／mL．
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益生菌是超过本身的基本营养而能够发挥积

极健康作用的活的微生物组织，普遍认为是原生

菌，它们能够改善肠道微生物平衡和这些固有的肠

内菌群的特性，这些菌丛通过代谢活动和自身的存

在直接促进人体的健康。它们可以和医学意义上

的病原体进行排外竞争，可以刺激免疫系统，可以

治疗和减缓用抗生素治疗带来的副作用。益生菌

菌株的另一个可利用的特性是能够产生像细菌菌

素这样的抗菌物质。细菌菌素是由核糖体合成，在
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胞外释放的有生物活性的多肽或肽的混合物，对其

他物种(尤其是和自身关系密切的)有杀菌或抑菌

作用[1|。

Lactobacillus salivarius菌是从人体肠道的盲

肠区域分离出来的益生菌菌株。它有着许多重要

的生理功能。并且在生长代谢过程中可产生细菌

素‘引。

作者研究了Lactobacillus salivarius的培养条

件和方法，以期获得最大菌体密度。为益生菌制剂
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的生产奠定基础。

1材料与方法

1．1菌种及试剂

Lactobacillus salivarius菌：从婴儿粪便中分

离获得；所用药品和试剂均为常规市售的化学药品

和生化试剂。

1．2培养方法

将37℃下厌氧培养24 h的菌种以体积分数

10％的接种量转接到250 mL三角瓶的发酵培养基

中，37℃下静置培养。培养基采用改良的MRS培

养基。厌氧培养是将培养物置于玻璃干燥器中，然

后点燃蜡烛，使容器密闭，利用蜡烛燃烧耗尽氧形

成厌氧环境。

MRS基本培养基的配方为(g／L)：葡萄糖20，

酪蛋白胨10，牛肉膏10，酵母粉5，乙酸钠5，磷酸氢

二钾2，柠檬酸铵2，MgS04·7H20 0．2，MnSO。·

5H20 0．05，Tween 80 1，pH 5．5。

改良的MRS培养基的配方为(g／L)：葡萄糖

20，蛋白胨5，牛肉膏20，酵母粉5，乙酸钠5，磷酸氢

二钾2，柠檬酸铵2，MgSO。·7H20 0．2，MnSO。·

5H20 0。05，Tween 80 1，pH 5。5。

1．3发酵过程分析

菌体浓度的测定：采用光密度法[3]；活菌数的

测定：通过涂布法测得[33；残糖的测定：3，5一二硝基

水杨酸法[4]；氨基氮的测定：甲醛滴定法嘲。

2结果与讨论

2．1菌体生长特性

Lactobacillus salivarius在MRS基本培养基

上的生长曲线测定见图1。
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图1 L．salivarius在MRS培养基中的生长曲线

Fig．1 Time course of L salivarius growth in the MRS

medium

由图1可知：L．salivarius菌生长较快，在

MRS基础培养基上37℃培养10 h左右进入对数

生长区，大约在36 h开始进入生长平稳期。对数期

的菌体活力最强，生长最旺盛，因此在该菌的培养

过程中移种时间定为培养24 h。

2．2氧对菌体生长的影响

为了考察氧对菌体生长的影响，研究采用烛光

培养法将L．salivarius置于厌氧环境中进行培养，

并与在普通培养箱中进行培养对照。实验结果表

明：在无氧条件下，收获时的菌体浓度的0D值比有

氧条件下收获时的菌体OD值稍高一些，前者为

0．71，后者为0．69，但差距不大，故判断该菌是一个

兼性厌氧菌。

2．3培养基最佳初始pH和最适培养温度的确定

虽然L．salivarius是来自人体肠道的一个乳

酸菌，但在体外培养时由于环境因素的变化，它的

最适生长条件可能会发生变化。

图2是培养基初始pH值对菌体生长的影响，

从图中可以看出，收获时菌体密度最大的培养基起

始pH值为6．4左右。由图3可知：最佳培养温度

为37℃，与人体体温一致。
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图2培养基初始pH值对菌体生长的影响

Fig．2 Effect of the initial pH on cell growth
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图3温度对菌体生长的影响

Fig．3 Effect of temperature on cell growth
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2．4培养基中碳酸钙的添加

Lactobacillus salivarius在培养过程中由于代

谢产生乳酸等其它有机酸，使体系pH下降较快，这

有可能抑制菌体的进一步生长。故考虑在培养基

中加入pH值的内源调节剂不溶性碳酸盐CaCO。

来减缓pH值的下降速度，提高最后收获时的菌体

密度。

时间／h

图4不同质量浓度的碳酸钙加入量对菌体生长的影响

Fig．4 Effect of the amount of calcium carbonate on cell

growth

图4是碳酸钙加入量对菌体生长的影响，从图

中可以看出：在培养基中添加20 g／L碳酸钙时，菌

体密度最高，OD值达0．85以上，与不添加碳酸钙

相比几乎提高了一倍。此外，10 g／L的加入量时

最高菌体密度与20 g／L的加入量时的最高菌体密

度相差不大，而且收获的时发酵液的pH值均能维

持在5．5左右，这也表明发酵过程中pH的下降的

确是导致菌体生长抑制的一个重要原因。故Lac-

tobacillus salivarius的培养需要控制pH，在无法自

动控制的情况下，可选择在培养基中添加10 g／L碳

酸钙来中和发酵过程中产生的酸。

2．5培养基配方的改良及补料对发酵过程的影响

通过对L．salivarius培养条件和发酵培养基

中的碳源及氮源的用量进行正交优化(具体数据

略)。得出在MRS培养基其它成分不变的情况下，

葡萄糖用量为20 g／L，蛋白胨为5 g／L，牛肉膏为

20 g／L时，菌体浓度大大提高。菌体的收获时间也

从原来的30 h左右缩短为14 h左右，培养14 h菌

体密度可达OD值为1．132菌体干重为6．08 g／L：

通过涂布法测得活菌数为：3．29×108 cfu／mL。

同时从图5的发酵曲线可以看出，当菌体浓度

不再增加时，发酵液中残糖的含量也已经很低，这

表明如果发酵过程中进行补料有可能进一步提高

菌体密度。
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图5 Lactobacillus salivarius的发酵曲线

Fig．5 Time course of L．salivarius fermentation
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一补料0 mL时菌体OD值 一补料5 mL时菌体OD值
一补料0 mL时残糖质量浓度一补料l mL时残糖质量浓度
+补料l mL时菌体OD值 一补料2 mL时残糖质量浓度

一补料2 mL时菌体OD值 一补料3 mL时残糖质量浓度

一补料3 mL时菌体OD值 一补料4mL时残糖质量浓度
一补料4 mL时菌体OD值 一补料5 mL时残糖质量浓度
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时间／h

图6补料对菌体生长的影响

Fig．6 Effect of the amount of feed glucose on cell

growth

图6是分别在100 mL发酵14 h左右的培养液

中补充加入了不同量的葡萄糖后观察到的菌体密

度的变化。加入的葡萄糖液的质量浓度为400

g／L。从图6中可以看出中间补糖后菌体密度均有

不同程度的继续增长，由原来的OD 0．8～0．9增长

到1．2～1．3左右，最高有20％左右的增幅。其中

一次补人400 g／L葡萄糖溶液2 mL(相当于发酵液

中8 g／L)后再培养5．5 h左右，菌体密度OD值可

达1．314，菌体干重为7．12 g／L：通过涂布法测得活

菌数为3．89×108 cfu／mL，菌体总量与不补料相比

提高了16．1％。

有关Lactobacillus salivarius的培养条件和方

法的研究还未见专门报道。作者意在获得一些有

关Lactobacillus salivarius培养基础数据，Lacto—

bacillus salivarius的培养研究更重要的意义在于

其能分泌细菌素。这将在后续工作中进一步研究。

(下转第82页)
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3 结 论

综上所述，通过对不同培养基发酵的杆菌肽产

量的研究以及对影响杆菌肽测定中抑菌圈大小的

因素研究，发现以豆芽汁培养基作发酵液效果较

好，其加入蔗糖的量为2 g／dL时，达到最佳；管碟法
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