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乳酸钠和葡萄糖对薛氏丙酸杆菌生长
及代谢物抑菌活性的影响
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　　[摘　要 ]　初步研究了1株薛氏丙酸杆菌 (P rop ion ibacterium sherm anii)代谢物在不同pH 值下的抑菌活性,以

及该菌在不同质量浓度乳酸钠和葡萄糖培养时其生物量、还原糖含量、pH 值和抑菌活性的变化。结果表明,丙酸杆

菌代谢物在pH 为6. 0时, 12 h 内对恶臭假单胞菌可完全抑制,随着pH 值的升高,代谢物的抑菌活性降低;丙酸杆菌

在含15 göL 乳酸钠+ 5 göL 葡萄糖的复合碳源培养基中培养菌体干质量最大,达到3. 13 göL ;培养初期还原糖消耗

很快, 2 d 内耗糖占总还原糖的 70%以上; pH 值是有机酸产生和消耗相平衡的结果,培养基中葡萄糖含量越高,培

养液的pH 值越低;乳酸钠和葡萄糖对代谢物的抑菌活性有显著影响,在含 15 göL 乳酸钠+ 5 göL 葡萄糖的复合碳
源培养基中,代谢物抑菌活性最高,达到 36. 4 AU ömL。说明15 göL 乳酸钠+ 5 göL 葡萄糖的复合碳源培养基是最
优培养基。
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Abstract: T he an t ibacteria l act ivity of the m etabo lites of P rop ion ibacterium sherm an ii w as studied at

d ifferen t pH values. T he b iom ass, reducing sugar, pH and an t ibacteria l act ivity w ere also studied in the

batch ferm en ta t ion w ith differen t concen tra t ion s of sodium lacta te and gluco se. T he resu lts show ed that the

m etabo lites cou ld retard the grow th of P seud om onas p u tid a to ta lly in 12 h at pH 6. 0; T he an t ibacteria l

act ivity of the m etabo lit ies dropped as the pH value increased. T he b iom ass of 3. 13 göL w as ob ta ined on a

comp lex carbon sou rces con ta in ing 15 göL sodium lacta te and 5 göL gluco se; the sugar w as qu ick ly

con sum ed and 70% sugar w as con sum ed in 2 days w ith differen t concen tra t ion s of g luco se and lacta te. T he

h igher the con ten t of g luco se in cu ltu re m edium , the low er the pH value: the low est pH w as ob ta ined w ith

20 göL gluco se alone and the h ighest an t ibacteria l act ivity 36. 4 AU ömL w as ob ta ined w ith 15 göL sodium

lacta te and 5 göL gluco se. In a w o rd, 15 göL sodium lacta te and 5 göL gluco se is a best cu ltu re m edium.

Key words: P rop ion ibacterium sherm an ii; sodium lacta te; g luco se; an t ibacteria l act ivity

　　随着人民生活水平的提高,健康食品、绿色食品 成为消费者的首选,因此开发安全无毒、性能稳定、
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高效广谱的天然防腐剂受到普遍关注,并成为食品

科学研究和应用的一个热点。由食品级微生物乳酸

菌和丙酸杆菌产生的细菌素,在食品保存中具有巨

大的应用潜力,已日益受到人们的关注。

由乳酸菌产生的多种细菌素已被分离并进行了

性质分析[1 ] ,其中N isin 已被多个国家批准使用,而

关于丙酸杆菌细菌素的报道很少,目前仅有 5 种细

菌 素 被 报 道[2 ] , 即 由 特 氏 丙 酸 杆 菌

(P rop ion ibacterium thoen ii) P127 产生的丙酸杆菌

素 PL G21,由特氏丙酸杆菌 (P. thoen ii,以前称为詹

氏丙酸杆菌 (P. jensen ii) ) P126 产生的丙酸杆菌素

G,由特氏丙酸杆菌 (P. thoen ii) P419产生的丙酸杆

菌素T 1,由詹氏丙酸杆菌 (P. jensen ii) P1264 产生

的丙酸杆菌素和由詹氏丙酸杆菌 (P. jensen ii) D F1

产生的丙酸杆菌素SM 1。国内对丙酸杆菌的研究主

要集中在菌种分离、鉴定与产酸、产维生素等方

面[325 ] ,而对其代谢物抑菌性质的研究报道较少。

薛氏丙酸杆菌 (P. sherm an ii)能在葡萄糖、半乳

糖、乳糖、阿拉伯糖等单一碳源培养基上生长。乳酸

盐是薛氏丙酸杆菌可高效利用的碳源,其中乳酸钠

是培养丙酸杆菌最常用的碳源[6 ]。葡萄糖是工业生

产中常用的碳源,而且有研究表明,薛氏丙酸杆菌在

含有葡萄糖和乳酸盐的组合培养基中能更好地利用

乳酸盐,产生更多的丙酸[7 ] ,但对丙酸杆菌在复合碳

源培养基上产生抑菌代谢物的研究还少见报道。因

此,本试验对1株薛氏丙酸杆菌代谢物在不同pH 值

下的抑菌活性进行了比较,并对该菌在不同质量浓

度葡萄糖和乳酸钠的复合碳源培养基上的生长、还

原糖浓度、pH 值和代谢物的抑菌活性进行了初步

研究,以为其工业化生产提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验菌株　薛氏丙酸杆菌 (P. sherm an ii)由

华东师范大学微生物学实验室保存; 食品酸败菌恶

臭假单胞菌 (P seud om onas p u tid a )为抑菌试验的敏

感指示菌,由上海疾病控制防疫中心提供。

1. 1. 2　DN S 试剂　甲液: 将 6. 9 g 结晶苯酚溶于

15. 2 mL 100 göL N aOH 溶液中,稀释至 69 mL 并

加入6. 9 g N aH SO 3。乙液:将255 g 酒石酸钾钠溶于

300 mL 100 göL N aOH 溶液中,再加入 880 mL 10

mL öL 的3, 52二硝基水杨酸溶液。将甲液和乙液混
合即得DN S试剂,室温下放置7～ 10 d 后使用。

1. 1. 3　仪器设备　PH S23C 精密酸度计由上海雷

磁仪器厂生产, 752 紫外光栅分光光度计由上海第

三分析仪器厂生产, pow er w ave x s 酶标检测仪由

美国B IO 2T EK 公司生产。

1. 2　方　法

1. 2. 1　丙酸杆菌与恶臭假单胞菌的培养　丙酸杆

菌以 10 mL öL 接种于 SLB 液体培养基 (含胰蛋白

胨、酵母膏各10. 0 g,乳酸钠16. 7 mL , K2H PO 4 0. 25

g,M nSO 4 0. 005 g 或 0. 5 mL 浓度为 0. 1 mo löL的
M nSO 4 溶液, 蒸馏水定容至 1 L , pH 7. 0)中, 于 30

℃下厌氧静止培养;恶臭假单胞菌在LB 液体培养基

中于37 ℃、200 röm in 条件下摇床振荡培养[8 ]。

1. 2. 2　丙酸杆菌代谢物的制备及不同pH 值下的

抑菌试验　丙酸杆菌在SLB 培养基中培养 3 d 后,

取菌株发酵液,于8 000 röm in 冷冻离心20 m in,上

清液用于抑菌活性测定。将上述代谢产物加入3倍

体积的LB 液体培养基中,用10 göL N aOH 调pH 为

8. 0后,再用100 göL 酒石酸分别调pH 为7. 0, 6. 0和

5. 0; 高压灭菌后接入10 mL öL 的恶臭假单胞菌,于

37 ℃、200 röm in 条件下振荡培养, 隔 2 h 取样测

OD 620 nm值,以SLB 培养基为空白对照。

1. 2. 3　乳酸钠和葡萄糖对丙酸杆菌生长及抑菌活性

的影响　以加20 göL 乳酸钠的SLB 培养基为对照培

养基,以无乳酸钠的SLB 为基础,分别加入15 göL 乳
酸钠+ 5 göL 葡萄糖、10 göL 乳酸钠+ 10 göL葡萄
糖、5 göL 乳酸钠+ 15 göL 葡萄糖和 20 göL 葡萄糖
为试验培养基。将丙酸杆菌在上述5种复合培养基中

培养1, 2, 3, 4, 5 d 时,取样测定以下指标:

(1)生物量。取丙酸杆菌发酵液于10 000 röm in

离心5 m in,沉淀以去离子水冲洗3次, 105 ℃烘干至

恒重后称其质量。

(2)还原糖。采用DN S法测定[8 ]。取丙酸杆菌代

谢物各1. 0 mL ,稀释10倍后分别加入1. 0 mL 蒸馏

水和1. 5 mL DN S试剂,在沸水浴中加热5 m in 后立

即用流动冷水冷却,再加入21. 5 mL 蒸馏水,混匀后

用分光光度计测OD 520 nm值,并根据葡萄糖标准曲线

计算出还原糖含量。

(3)pH 值。用PH S23C 精密酸度计测定。

(4)丙酸杆菌代谢产物抑菌活性 (AU )。采用临

界稀释法测定[9 ]。将丙酸杆菌代谢物用SLB 培养基

以 2n 倍稀释,指示菌株恶臭假单胞菌过夜培养后,

用LB 液体培养基稀释至OD 620 nm = 0. 8,再稀释 100

倍后, 96孔酶标板每孔中加 50 ΛL 不同浓度的丙酸

杆菌代谢物和150 ΛL 稀释的指示菌液,以SLB 培养
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基为空白对照, 30 ℃培养, 24 h 后于酶标仪上测定

OD 620 nm值。将读数为对照值一半时的代谢物稀释倍

数的倒数作为一个抑菌活性单位 (AU )。

2　结果与分析

2. 1　丙酸杆菌代谢物在不同pH 下的抑菌效果

　　由图 1 可知, pH 值越低,丙酸杆菌代谢产物的

抑菌活性越高。当pH 为5. 0和6. 0时,在12 h 内可

完全抑制恶臭假单胞菌的生长; 随着pH 值的升高,

抑菌活性逐渐降低。但由于pH 为5. 0时指示菌生长

过于缓慢,因此在以下测定代谢物抑菌活性的试验

中,均调pH 为6. 0。

2. 2　乳酸钠和葡萄糖对丙酸杆菌生长及抑菌活性

的影响

2. 2. 1　对丙酸杆菌生物量的影响　由图 2 可以看

出,以乳酸钠或葡萄糖为单一碳源时,菌体干重最高

分别可达到2. 52和2. 94 göL ;在乳酸钠和葡萄糖复

合碳源培养基中,菌体干质量总体上比单一碳源培

养基高,表明乳酸钠与葡萄糖复合碳源更能促进丙

酸杆菌的生长,其中以 15 göL 乳酸钠+ 5 göL 葡萄
糖的复合碳源培养基中菌体干重最高, 在培养 3 d

时可达到 3. 13 göL ,因此这是丙酸杆菌生长的最适

复合碳源培养基。

图 1　丙酸杆菌代谢物在不同pH 下的抑菌效果
- ◇- . 空白对照; - □- . 加丙酸杆菌代谢物

F ig. 1　A ntibacteria l act ivity of m etabo lite of p rop ion ibacterium at differen t pH s
- ◇- . CK; - □- . M etabo lite of p rop ion ibacterium
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2. 2. 2　对丙酸杆菌消耗还原糖的影响　图3表明,

在 5 种培养基中,无论用乳酸钠还是用葡萄糖作碳

源, 在发酵过程中, 还原糖均不断被分解利用, 2 d

内耗糖达总糖的 70%以上; 以后还原糖含量表现出

随培养时间的推进而缓慢减少的趋势,但大多在第3

天或第 4 天又略有上升,推测是由于后期发酵液的

pH 很低,使培养液中的碳水化合物水解所致。

2. 2. 3　对丙酸杆菌生长过程中pH 值的影响　乳

酸钠和葡萄糖对pH 的影响是有机酸产生和消耗不

断平衡的结果。由图 4 可知,随着葡萄糖浓度的增

加, pH 下降较为明显。以 20 göL 的乳酸钠为碳源
时, pH 先降后升; 而以 20 göL 的葡萄糖为碳源时,

pH 值在丙酸杆菌培养2 d 时即降低到4. 10,其后一

直保持在3. 55以下。

图 3　不同质量浓度乳酸钠和葡萄糖培养

丙酸杆菌时的还原糖浓度变化

- ◇- . 20 göL 乳酸钠; - □- . 20 göL 葡萄糖; - △- . 15 göL 乳

酸钠+ 5 göL 葡萄糖; - ×- . 10 göL 乳酸钠+ 10 göL 葡萄糖;

- ○- . 5 göL 乳酸钠+ 15 göL 葡萄糖

F ig. 3　V ariat ion of reducing sugar of p rop ion ibactium

at differen t concen tra t ions of sodium lacta te and gluco se

- ◇- . 20 göL sodium lactate; - □- . 20 göL gluco se; - △- . 15 göL

sodium lactate+ 5 göL gluco se; - ×- . 10 göL sodium lactate+ 10

göL gluco se; - ○- . 5 göL sodium lactate+ 15 göL gluco se

图 4　不同质量浓度乳酸钠和葡萄糖培养

丙酸杆菌时的pH 值变化

- ◇- . 20 göL 乳酸钠; - □- . 20 göL 葡萄糖; - △- . 15 göL 乳

酸钠+ 5 göL 葡萄糖; - ×- . 10 göL 乳酸钠+ 10 göL 葡萄糖;

- ○- . 5 göL 乳酸钠+ 15 göL 葡萄糖

F ig. 4　V ariat ion of pH at differen t concen2

t ra t ions of sodium lacta te and gluco se

- ◇- . 20 göL sodium lactate; - □- . 20 göL gluco se; - △- . 15 göL

sodium lactate+ 5 göL gluco se; - ×- . 10 göL sodium lactate+ 10

göL gluco se; - ○- . 5 göL sodium lactate+ 15 göL gluco se

2. 2. 4　对丙酸杆菌代谢物抑菌活性的影响　丙酸 杆菌代谢物在5种培养基中的抑菌活性见图5。
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　　由图5可知,在以20 göL 乳酸钠为碳源的培养基
中,丙酸杆菌代谢物在第 2 天的抑菌活性最高,可达

31. 2 AU ömL ,以后逐渐降低; 在含20 göL 葡萄糖的
培养基中,丙酸杆菌代谢物的抑菌活性也在第2天最

高,为24. 5 AU ömL。丙酸杆菌代谢物在复合碳源培

养基中抑菌活性较大, 其中在含 15 göL 乳酸钠+ 5

göL 葡萄糖的培养基中,丙酸杆菌代谢物在第3天有

最大抑菌活性36. 4 AU ömL。因此,若仅考虑丙酸杆

菌代谢物的抑菌活性,则含15 göL 乳酸钠+ 5 göL 葡
萄糖的培养基是最优的复合碳源培养基。

3　讨　论

本试验所用丙酸杆菌代谢物在pH 值较低时有

很好的抑菌活性,因此可替代化学防腐剂,特别是可

用在酸性食品和酸性饮料中[10 ]。用酒石酸来调节

pH ,是因为其具有金属螯合剂的作用,能促进G - 细

胞膜的渗透能力,增强抑菌物的活性[11 ]。江芸等[12 ]

的研究结果也表明, pH 较低时, N isin 抑菌活性更

高。但是N isin 一般抑制革兰氏阳性菌,而丙酸杆菌

可以抑制革兰氏阴性菌、部分酵母和霉菌。

丙酸杆菌在不同的培养基中生长,其菌体干质

量可反映出菌体生长的快慢以及对碳源的利用程

度。复合培养基发酵研究表明,薛氏丙酸杆菌在含乳

酸盐和葡萄糖的复合培养基上能更好地利用乳酸

盐[13 ]。本试验结果也表明,在含 15 göL 乳酸钠+ 5

göL 葡萄糖的培养基中,丙酸杆菌生长最快。

丙酸杆菌在代谢过程中产生了丙酸、乙酸和乳

酸等酸性物质,使pH 值降低[14 ] ,同时其可以利用乳

酸作为碳源,因此生长过程中pH 的变化是有机酸

消耗和产酸平衡的结果。有资料表明,以葡萄糖作为

底物时,细胞内代谢物外流减少,可以平衡细胞外的

氧化还原能[15 ]。

丙酸杆菌代谢物的抑菌活性在含 15 göL 乳酸
钠+ 5 göL 葡萄糖的复合碳源培养基中最高, 这与

丙酸杆菌生长的最适培养基相同。

目前,对该丙酸杆菌代谢物的性质还不太清楚,

在以 20 göL 葡萄糖为碳源的培养基中, pH 虽然最

低,但其抑菌活性不高,表明起抑菌作用的不是有机

酸。因此,对有抑菌活性的代谢物的性质还有待进一

步研究。此外,该丙酸杆菌代谢物的抑菌活性较低,

还需通过进一步优化培养条件和菌种改良来提高其

抑菌活性。
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