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植物乳杆菌HO一6 9产抗菌肽的培养条件
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陈卫’， 张灏， 汤坚

重点实验室，江苏无锡214036)

摘 要：对L．pIantarum H0-69产抗茵肽的营养和培养条件进行了研究。实验结果表明，MRS

培养基是其产抗菌肽的最适培养体系。以碳源、氮源、缓冲盐等为研究因子，对MRS设计部分因

子重复实验，采用回归分析确定K。HPO。和牛肉膏为抗菌肽产生的显著影响因子，综合考虑抗菌

肽活力与纯化的难度，确定K。HPO。与牛肉膏的质量浓度分别为12 g／L与16 g／L，蛋白胨质量浓

度为6 g／L。响应面分析确定H◇69产抗茵肽的最适培养条件为：起始pH值6．61，36．12℃发酵
13．87 h，在此条件下发酵液的效价由80 AU／mL提高到320 AU／mL，抗茵肽的产量增加为原来

的4倍。
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Study on Bacteriocin Production Condition of Lactobacillus Plantarum HO-6 9

YANG Ying，Dinesh THAPA， CHEN Wei。， ZHANG Hao， TANG Jian

(Key Laboratory of Food Science and Safety，Ministry of Education，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

Abstract：The culture conditions of Lactobacillus plantarum HO一69 producing antipeptide were

studied．MRS broth was the suitable media．Influence of carbon，nitrogen source and buffer on

antipeptide production was evaluated using a fractional factorial design．Regression analysis

showed that dipotassium hydrogen phosphate and beef extract plays key role on antipeptide

production．The optimal concentrations of K2 HP04，beef extract and peptone were 12 g／L，1 6

g／L and 6 g／L，respectively．The optimum fermentation parameters from Response Surface

Methodological experiment were：13．87 h fermentation time，culture temperature of 36．12℃and

an initial pH of 6．61．The optimized medium and fermentation condition allowed antipeptide

production to be increased from 80 AU／mL to 320 AU／mL，yield 400％times of original
conditions．
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乳杆菌是应用广泛

酸、过氧化氢‘川、双乙酰、

的益生菌，通过产生有机

细菌素‘2-33等抑菌物质调

节宿主肠道[引、阴道‘5|、尿道‘63的菌群平衡，预防和

治疗由于微生态失衡而造成的腹泻、感染。乳杆菌
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产生的活性物质细菌素，大部分属于抗菌肽范畴，

是公认具有开发价值的天然生物制剂。由于产酸、

耐酸特性，口腔中乳杆菌的应用研究还较少。植物

乳杆菌HO一69(L．plantarum H0-69)是作者从健

康成年人口腔中筛选出来的，其产生的抗菌肽对变

形链球菌等革兰氏阳性菌、大肠杆菌等革兰氏阴性

菌具有抑制作用。文中通过回归分析、响应面分析

等，分析菌株生长和产抗菌肽的主要影响因子，确

定了L．plantarum HO一69产抗菌肽的最适营养和

生长条件。

1材料与方法

1．1试验材料

1．1．1菌种实验菌：L．plantarum HO一69，分离

自健康宿主口腔。指示菌：变形链球菌血清型G，

购买于中国生物制品检定所。

1．1．2培养基MRS、APT、CM、ELB、SM液体

培养基[7。。

1．2实验方法

1．2．1 抑茵效果测定L．plantarum HO一69的

发酵上清液以1 mol／L的NaOH调节pH值为

5．5，以0．22肚m的微孔滤膜过滤除菌，相同pH的

MRS液体培养基为对照。采用双层杯碟法检测抑

菌活力，标准培养皿中倾倒混合指示菌的SM培养

基10 mL，确保每个培养皿中混菌培养基的厚度均

一，牛津杯加液量100“L，厌氧培养24 h后观察抑

菌效果，测量抑菌圈直径，进行6次平行实验取乎

均值。以2倍稀释法确定优化前后发酵液的效价。

以培养基为稀释剂对样品进行2倍稀释，定量取

样，以双层杯碟法进行抑菌实验，观察不到抑菌圈

出现的最低浓度定义为一个活力单位(AU)，此时

的稀释倍数即是最大稀释倍数，抑菌物质效价

(AU／mL)=最大稀释倍数×10。

1．2．2 最适培养体系选择L．plantarum HO一69

分别接种到MRS、APT、CM与ELB液体管中，37

℃静置培养18 h，测定发酵液的OD。。。与上清液的

抑菌活性。

1．2．3培养基营养条件的优化 微生物的生长和

代谢产物的积累受培养基组分如碳源、氮源、无机

盐、生长因子等多种因素的影响。在多因子起作用

的复杂体系中，快速找到主要影响因子并进行优化

是关键。多因子实验设计的常规方法是每次改变

一个因子进行单因素实验，但此方法实验次数多，

对于具有交互作用的多因子实验可能导出错误的

结论Is-9]。部分重复因子实验在不丢掉主要信息的

前提下，能够大大减少实验次数，估计主要影响因

子以及部分交互作用[9]。回归分析是统计技术的

统称，其用于培养基发酵可以快速、准确地从众多

成分中找出主要影响因子，并标识正、负影响，根据

实验拟合的回归方程能有效地确定爬坡路径，逼近

最大响应区域。这方面的报道国内还较少。

1．2．4最适培养条件的选择 采用响应面分析，

设计3因素3水平的响应面分析试验，确定L．

plantarum HO一69产生抗菌肽的培养条件。采用

国际常用的统计软件SAS对实验数据进行分析，采

用Matlab绘制响应面图形。

2结果与讨论

2．1最适培养体系

培养基的组分对于抗菌肽的产生具有很大的

影响m]。以往的培养基优化，多数只是从碳源、氮

源、生长因子方面考虑，进行单因素试验，没有综合

考虑各因素之间的交叉影响，首先选定一个合适的

培养体系。试验中将L．plantarum HO一69分别接

种在MRS、APT、CM以及ELB培养基中，37℃静

置培养18 h，测定OD。。。和发酵液效价。试验结果

如图1所示。

窖

o

o

11

10

g
9 g

魁

s翟
翘
7器

6

5

图1 L．plantarum HO-69在不同的培养基中的生长

和产抗茵肽情况

Fig．1 The growth and antipeptide production of L．

plantarum HO-69 in different media

由图1可见，菌株在MRS培养基中OD值最

高，发酵液的抑菌效果也最强。在CM培养基中的

情况次之。其原因可能是MRS培养基葡萄糖浓度

高，且有机氮源种类多，包括蛋白胨、牛肉膏与酵母

粉，与多数文献报道有机复合氮源有利于抗菌肽的

产生[1卜133相符合。而CM培养基中含有较高浓度

的K。HPO。，具有一定的缓冲作用，有利于抗菌肽

的产生。ELB培养基中虽然菌体生长较好，但其抑

菌活力却很弱，可能是其虽然含有大量的胰胨，碳
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源种类也比较多，但有机氮源种类没有MRS多，缓

冲盐的含量也比较低。选择MRS培养基为L．

plantarum的培养体系。

2．2培养基营养条件的优化

2．2．1主要影响因子的选择MRS培养基一共有

10个组分，如果对所有组分进行分析，可能事倍功

半。选取质量浓度大于2 g／L的蛋白胨、牛肉膏、酵

母浸膏、葡萄糖、K2HPO。和CH。COONa 6个主要

组分，进行部分因子重复实验，能够在减少工作量

的前提下最大程度地反映培养基组分对菌株生长

和抗菌肽产生的影响。部分因子重复实验需要16

次，在中心点增加4次实验(由于预试验中发现

K。HPO；的含量对于抗菌肽的活力具有较多的影

响，将其中心值设定为4 g／L，以便于试验设计)，共

进行20次实验。HO-69的接种量为1％，37℃静

置培养18 h，实验设计[9’143及结果见表1。不同的

培养条件下菌体生长和抗菌肽的活力变化很大，

0D6。。从1．301到2．798不等，抑菌圈直径从

6．50 mm到16．33 mm不等。K2HP04对菌体生长

和抗菌肽的活力都有很大的影响。部分因子重复

实验的回归分析结果见表2。

对0D。。。的回归分析结果表明，除去CH。COO—

Na外，6个因子皆为正影响，其中K。HPO。与酵母

粉的影响显著。而对抑菌活力回归分析的结果则

表明，葡萄糖、酵母粉、K。HPO。、牛肉膏4个因素为

正影响，而蛋白胨与乙酸钠为负影响，其中K。HPO。

与牛肉膏是高度显著的正影响因子，说明最适合抗

菌肽积累的因子的质量浓度还可增加。菌体与抗

菌肽的回归方程分别表示为：

YoD一0．913 1+0．008 5x1+0．001 5x2+

0．022 8x3+0．022 8x4+0．008 7x5—0．010 7x6

y一3．460 4+0．069 Ixl一0．113 9x2+

0．072 2x3+1．524 8x。+0．201 4x5—0．194 7x6

由此可见，对于L．plantarum HO一69而言，抗菌肽

的积累与菌体的生长并不完全同步。以下研究采

用抑菌活力为优化指标。

表1 部分重复因子实验设计与结果

Tab．1 Fractional Factorial experiments design

注：∞为葡萄糖质量浓度，x。为蛋白胨质量浓度，z。为酵母

粉质量浓度，x。为K。HPO。质量浓度，zs为牛肉膏质量浓度，

X。为CHa COONa质量浓度，上清液测定抑菌圈．

表2部分重复因子实验对菌体生长和抑菌活性的回归分析结果

TM)。2 Fractional Factorial regression analysis for antipeptide and 01)600

综合 F一6．95 Pr>F 0．001 8 F=18．95 Pr>F<O．000 1

CH。COONa质量浓度．
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2．2．2 主要影响因子含量的确定 对于抗菌肽积

累的回归分析表明，Kz HPO。与牛肉膏是高度显著

的正影响因子，为寻求抗菌肽积累的较佳组合，逐

步增加两者的含量，所得发酵上清液测定抑菌活

力，实验设计和结果见表3。

表3 K：HP04与牛肉膏的质量浓度对抑茵活性的影响

Tab．3 Effects of K2 HP04 and beef extract concentration on

antipeptide

标号重型型
X4 X5

抑菌圈直径／ 预测值／

mm mm

13．39

16．75

20．10

23．45

26．89

30．15

注：z。为K。HPO。质量浓度，z。为牛肉膏质量浓度，上清液

直接测定抑菌圈．

由表3可知，K。HPO。与牛肉膏的质量浓度逐

渐增加，抑菌活性逐渐增强，当K。HPO。的质量浓

度增加为12 g／L，牛肉膏的质量浓度增加为16 g／L

时，抑菌圈直径达到21．67 mm，之后随着两者质量

浓度增加，抑菌圈直径增加缓慢。考虑到生产成

本，且氮源含量过高，会为后续的分离纯化带来麻

烦，因此K。HPO。与牛肉膏的质量浓度分别为12

g／L与16 g／L为较佳组合。随着两者质量浓度增

加，实际测量值与预测值差值逐渐增大，说明该方程

不适合K2HP04与牛肉膏的质量浓度过高的情况。

2．3响应面分析最适合作用条件

确定发酵条件的常规方式是进行单因素实验，

但不能很好地反映各条件之间的交互作用，而响应

面分析包含实验设计、建模、因子效应评估，以及最

佳操作条件的选择，能够反映多个工艺条件之间的

协同作用，可以寻求多因素作用的最优工艺参数，

目前在生物技术领域应用较广，但在优化抗菌肽培

养条件方面还较少。试验中研究了起始pH、培养

温度与发酵时间3个主要因素n妇对抗菌肽积累的

影响，试验设计与结果见表4。

对表4中的数据进行响应面分析，得到关于抗

菌肽的三元二次方程：

Y一一600．614 0+5．076 4xl+23．821 8x2+

46．270 8x3—0．178 2xlzl—0．0416 7x221～

0．317 lx222+0．208 3x3X1—0．041 7x3X2—

3．604 2x3X3

表4响应面分析试验设计与结果

Tab．4 Response Surface Methodology(RSM)design

1 1Z 34 6．5 16．33

2 12 40 6．5 14．67

3 18 34 6．5 14．OO

4 18 40 6．5 10．67

5 15 34 5．5 13．17

6 15 34 7．5 14．50

7 15 40 5．5 9．67

8 15 40 7．5 lO．50

9 12 37 5．5 13．50

10 18 37 5．5 10．17

11 12 37 7．5 15．17

12 18 37 7．5 14．OO

13 15 37 6．5 17．83

14 15 37 6．5 18．OO

15 15 37 6．5 18．17

注：发酵液进行两次二倍稀释后测定抑菌圈．

SAS分析结果表明，模型的R2等于0．981 8，

Pr>F为0．000 8，F值为30．05，因此方程显著，

在本次试验的因素水平范围内，方程能够反映抗菌

肽的变化，为抗菌肽发酵提供了合适的模型。此方

程所对应的抛物线开口向下，有最大值点。分析表

明L．plantarum HO一69的最适培养条件为发酵时

间13．87 h、培养温度36．12℃、起始pH 6．61，此时

抑菌圈直径为18．89 mm。图2是通过Matlab绘

出的温度与时间对应的三维拟合面与等高线，证实

响应面分析具有最大值。

为证实预测结果，在上述试验条件点进行3次

重复试验，实际测量值的平均值为18．17 mm，能够

较好地拟合所得模型。

以2倍稀释法测定优化前后发酵液的效价，其

效价分别为80 AU／mL与320 AU／mL，说明通过

优化营养条件与发酵条件，抗菌肽的活力得到了很

大的提高，本实验所采用的优化方案设计合理，所

得培养条件适合抗菌肽的积累。

3 结 论

L．plantarum HO-69在MRS培养基中生长

情况最好，发酵液的抑菌活力也最强，其原因可能

是MRS培养基中葡萄糖质量浓度高，有机氮源种
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类多，有利于肽类物质的生成与积累。选择MRS

为基础培养体系。

对MRS的主要成分进行部分因子重复实验，

回归分析的结果表明抗菌肽的积累与菌体的生长

并不完全同步，K：HPO。与牛肉膏是抗菌肽产生的

高度显著正影响因子，合适的质量浓度分别为12

g／L与16 g／L，蛋白胨为负影响因子，适合质量浓

度为6 g／L。
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