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乳酸菌产细菌素生物学特性的研究及 
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2. 大连工业大学生物工程学院, 大连  116034) 

摘  要: 目的  研究乳酸菌产细菌素的生物学特性并优化培养条件。方法  将实验室保藏的 EF2(植物乳杆菌)

和 PP2(嗜酸乳杆菌)2 株乳酸菌进行混合发酵, 采用牛津杯法分析细菌素的生物学特性, 并通过单因素实验和

正交实验优化了 EF2 和 PP2 混合发酵产细菌素的培养条件。结果  细菌素在酸性、中性、弱碱性条件下活性

较强; 耐高温, 属于热稳定性物质, 它对胰蛋白酶、胃蛋白酶、蛋白酶 K 和中性蛋白酶敏感, 对 α-淀粉酶和木

瓜蛋白酶不敏感, 是广谱细菌素。EF2、PP2 混合发酵产细菌素的最佳培养基成分为葡萄糖 20 g/L、蛋白胨  

12.5 g/L、牛肉膏 15 g/L、酵母膏 5 g/L、K2HPO4·3H2O 2 g/L、无水乙酸钠 5 g/L、柠檬酸三铵 2 g/L、MgSO4       

0.2 g/L、MnSO4 0.05 g/L、Tween-80 2 mL/L、蒸馏水 1 L。最佳培养条件为: 初始 pH 为 6.5、接种量 4%, 装

液量 100 mL/250 mL, 发酵温度 35 ℃, 在此条件下, 细菌素抑菌活性比优化前提高了 1.36 倍。结论  乳酸菌

EF2 和 PP2 混合培养得到的细菌素为具有较好抗性的广谱细菌素, 并通过单因素实验和正交实验确定了 2 株

乳酸菌混合培养产细菌素的优化条件。 
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Study on the biological characteristics of bacteriocin production by mixed 
fermentation and optimization of culture conditions 
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ABSTRACT: Objective  To study the biological characteristics of bacteriocin production by mixed fermentation and 

optimize the culture conditions. Methods  After the mixed fermentation of Lactobacillus EF2 (Lactobacillus 

plantarum) and PP2 (Lactobacillus acidophilus)were preserved in laboratory, the biological characteristics of 

bacteriocin were analyzed by oxford cup method. The single factor and orthogonal experiment were used to optimize the 
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culture conditions of bacteriocin production by mixed fermentation. Results  The bacteriocin had the following 

characteristics: higher activity in acidic, neutral and weak alkaline, high temperature resistance, sensitive to trypsin, pepsin 

and proteinase K and neutral proteinase and insensitive to α-amylase and papain. The bacteriocin was broad-spectrum, it 

could inhibit both Gram-negative and Gram-positive bacteria. The optimal formula of bacteriocin production was glucose 

20 g/L, peptone 12.5 g/L, beef extract 15 g/L, yeast extract 5 g/L, K2HPO4·3H2O 2 g/L, anhydrous sodium acetate 5 g/L, 

triammonium citrate 2 g/L, MgSO4 0.2 g/L, MnSO4 0.05 g/L, Tween-80 2 ml/L, water 1 L. The optimal fermentation 

conditions were: initial pH 6.5, inoculums dose 4%, the volume of liquid 100 mL/250 mL, fermented temperature 35 ℃, 

and the antibacterial activity increased by 1.36 times than non-optimized. Conclusion  The bacteriocin produced by the 

mixed culture of Lactobacillus EF2 and PP2 is a broad-spectrum bacteriocin with good resistance, and the optimal 

conditions of bacteriocin production are obtained by single factor experiment and orthogonal experiment. 
KEY WORDS: Lactobacillus; bacteriocin; antibacterial activity; biological characteristics; culture conditions 

optimization 

 
 
 

1  引  言 

乳酸菌是能利用碳水化合物发酵产生大量乳酸的一

类细菌[1]。在生长代谢中, 除了可以产生有机酸、过氧化

氢和双乙酰外, 还可以产生具有抑菌活性的蛋白质类物质

—细菌素(bacteriocin)[2‒5]。细菌素是某些细菌通过核糖体

合成机制产生的抑菌物质[6]。与抗生素相比, 其具有无残

留、不产生抗药性和易被人体消化道中的蛋白酶降解等诸

多优点[7‒9]。其中, 乳酸链球菌素(Nisin)是应用范围最广, 
唯一被 FDA 认定为食品级安全微生物(generally regarded 
as safe, GRAS)的细菌素产品, 因此也受到越来越多的关

注[10]。但研究表明, Nisin 的抑菌谱较窄, 大多只对革兰氏

阳性菌具有抑制作用, 对革兰氏阴性菌没有抑制作用。在

pH 为 6 的条件下, Nisin 的抑菌活性能丧失 90%, 极大限制

了 Nisin 在食品、医药以及饲料等行业中的应用[11]。 
乳酸菌代谢产细菌素受多种因素影响, 不但与其自

身遗传因素有关, 发酵工艺也会在很大程度上影响其产量, 
如培养基成分和培养条件等。培养基中的碳源和氮源是微

生物生长代谢所必需的一类营养物质, Tween-80 作为刺激

因子, 可以促进细菌素的产生[12]。Mg、Mn 等微量元素作

为酶的激活剂和活性物质的组成成分, 对细菌的生长具有

促进作用[13‒15]。本研究将 EF2 和 PP2 两株乳酸菌进行混合

发酵, 研究细菌素的生物学特性, 并通过单因素实验和正

交实验优化其培养基成分和培养条件, 为提高细菌素的产

量提供理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

2.1.1  菌  株 
产细菌素菌株: 乳酸菌 EF2(植物乳杆菌)和 PP2(嗜酸

乳杆菌)均为本实验室保藏;  
指示菌菌株: 铜绿假单胞菌为实验室保藏。 

2.1.2  培养基 
 (1)乳酸菌 EF2 和 PP2 培养基(MRS 培养基) 

MRS 液体培养基: 葡萄糖 20 g/L、蛋白胨 10 g/L、牛

肉膏 10 g/L、酵母膏 5 g/L、无水乙酸钠 5 g/L、K2HPO4·3H2O 
2 g/L、柠檬酸三铵 2 g/L、MgSO4 0.2 g/L、MnSO4 0.05 g/L、

吐温 80 1 mL/L、蒸馏水 1 L、pH 6.2~6.4。 
MRS 固体培养基: 向上述 MRS 液体培养基中加入琼

脂粉 20 g。 
 (2)铜绿假单胞菌培养基(LB 培养基) 

LB 液体培养基: 胰蛋白胨 10 g/L、酵母浸粉 5 g/L、

氯化钠 10 g/L、蒸馏水 1 L、pH 7.0~7.2。 
LB 固体培养基: 向上述 LB 液体培养基中加入琼脂

粉 20 g。 

2.2  实验方法 

2.2.1  指示菌悬液的制备 
挑取 3环铜绿假单胞菌接入 100 mL LB液体培养基中, 

30 ℃、180 r/min 摇床培养 24 h, 4 ℃冰箱保存备用。 
2.2.2  乳酸菌产细菌素发酵上清液的制备 

分别挑取 3 环已活化的 EF2 和 PP2 接种于 100 mL MRS
液体培养基中, 30 ℃条件下静置培养 24 h 后作为种子液备用。 

按 1:1(V:V)的比例(下同)、3%的接种量将上述种子液混合

接入 100 mL MRS 发酵培养基中, 30 ℃条件下 静置培养 24 h
后离心(8000 r/min, 15 min, 4 ℃), 弃去沉淀, 4 ℃保存备用。 
2.2.3  细菌素抑菌活性的测定 

采用牛津杯法[13]对 EF2 和 PP2 两株乳酸菌混合发酵

产细菌素的抑菌活性进行测定。 
2.2.4  细菌素生物学特性的研究 

(1)pH 稳定性实验[16,17] 
取 10 mL 发酵上清液于试管中, 调节上清液 pH 至
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2~12, 37 ℃水浴 6 h 后将各发酵液 pH 调回 6.5, 用无菌水

补足总体积, 使其终体积相等[16,18], 采用牛津杯法进行抑

菌实验, 观察 pH 对细菌素抑菌活性的影响。 
(2)热稳定性实验[19] 
将发酵上清液分别置于 50、60、70、80、90、100、

121 ℃条件下处理 20 min, 冷却至室温, 以未经处理的发

酵上清原液作为对照进行抑菌实验, 观察温度对 EF2、PP2
混合发酵产细菌素抑菌活性的影响。 

(3)酶敏感性实验[20] 
将胃蛋白酶、胰蛋白酶、蛋白酶 K、木瓜蛋白酶、α-

淀粉酶和中性蛋白酶用磷酸缓冲液溶解, 并调至各酶最适

pH, 按 1:1(V:V)的比例分别加入到发酵上清液中, 使各酶

终浓度为 2 mg/mL。37 ℃水浴处理 2 h, 取出放入 100 ℃水

浴中处理 5 min, 使酶的活性丧失[21]。取出冷却后, 加入相

同体积磷酸缓冲液的发酵上清液为对照进行抑菌实验, 观
察不同酶处理后发酵上清液对铜绿假单胞菌的抑菌活性。 

(4)抑菌谱的测定 
测定 EF2 和 PP2 混合发酵产细菌素对 2 株 G+和 5 株

G-的抑菌效果。  
2.2.5  培养基成分的优化 

(1)单因素实验 
对 MRS 培养基中的碳源、氮源、Tween-80 和金属离

子进行单因素实验, 改变其中一个条件, 固定其他条件配

制培养基, 确定 EF2 和 PP2 混合发酵产细菌素的抑菌活

性。各因子的水平梯度分别为: 碳源为 2%的葡萄糖、蔗糖、

乳糖、淀粉; 碳源质量分数 0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、2.5%、

3.0%; 氮源添加量为 A: 2.0%蛋白胨、B: 2.0%牛肉膏、C: 
1.0%蛋白胨+1.0%牛肉膏、D: 1.5%蛋白胨+0.5%牛肉膏、

E: 0.5%蛋白胨+1.5%牛肉膏; Tween-80 添加量为 0%、

0.1%、0.2%、0.3%、0.4%; MgSO4 质量分数 0.01%、0.015%、

0.02%、0.025%、0.03%; MnSO4 质量分数 0.001%、0.003%、

0.005%、0.007%、0.009%。配制培养基, 混合接入 EF2 和

PP2 种子液, 30 ℃条件下静置培养 24 h 后进行抑菌实验, 
研究各因子对 EF2 和 PP2 两株乳酸菌混合发酵产细菌素抑

菌活性的影响, 从而选取正交实验的因素和水平。 
(2)培养基成分正交实验 
分析单因素实验结果, 将单因素实验确定的最佳碳

源、氮源和 Tween-80 按 L9(34)正交表进行实验, 正交因素

及水平如表 1 所示。 
 

表 1  正交实验因素水平 
Table 1  Factors and levels of orthogonal test 

水平 
ω/% 

葡萄糖(A) 蛋白胨(B) 牛肉膏(C) Tween-80(D)

1 1.50 1.00 1.00 0.10 

2 2.00 1.25 1.25 0.20 

3 2.50 1.50 1.50 0.30 

2.2.6  发酵条件的优化 
(1)单因素实验 
以优化后的MRS发酵培养基为基础, EF2和PP2混合发

酵的基本培养条件为: 初始 pH6.2~6.4, 接种量 3%, 装液量

100 mL/250 mL, 培养温度 30 ℃。改变其中一个条件, 固定其

他条件, 确定 EF2 和 PP2 混合发酵产细菌素的抑菌活性。各

因子水平梯度分别为: 初始 pH 5.0~8.0; 接种量 1%、2%、3%、

4%、5%、7%、9%、11%; 装液量[22]50、75、100、125、150、
175、200 mL/250 mL; 培养温度 25、30、35、40 ℃。静置培

养 24 h 后进行抑菌实验, 研究各因子对混合发酵产细菌素抑

菌活性的影响, 从而选取正交实验的因素和水平。 
(2)发酵条件正交实验 
将单因素实验确定的最佳初始 pH 值、接种量、装液

量和培养温度按 L9(34)正交表进行实验, 正交因素及水平

如表 2 所示。 
 

表 2  正交实验因素水平 
Table 2  Factors and levels of orthogonal test 

水平 初始
pH(A) 

接种量/%(B) 装液量
/mL(C) 

温度
/℃(D)

1 5.5 3 100 30 

2 6.0 4 125 35 

3 6.5 5 150 40 
 

3  结果与分析 

3.1  细菌素生物学特性的研究 

3.1.1  pH 稳定性实验 
实验结果如图 1 所示, 随着发酵上清液 pH 的升高, 

抑菌圈直径逐渐增大, 当 pH 达到 7 时, 抑菌活性最大, 抑
菌圈直径达到(14.78±0.16) mm。继续增大 pH, 抑菌圈直径

又逐渐下降, 在 pH 为 12 时, 无抑菌圈出现。说明 EF2 和

PP2 混合发酵产生的细菌素在酸性、中性、弱碱性条件下

活性较强。因此, 当细菌素作为食品、饲料等添加剂时, 应
注意其活性 pH, 要尽可能的使其抑菌活性达到最大。 

 

 
 

图 1  pH 对细菌素活性的影响(n=3) 
Fig.1  Effect of pH value on the antibacterial activity of 

bacteriocin(n=3) 
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3.1.2  热稳定性实验 
实验结果如表 3 所示, 将发酵上清液经过不同温度处

理 20 min 后, 在 50~100 ℃, 抑菌活性变化不大, 当温度达

到 121 ℃时, 抑菌活性有所减小, 但仍保留 83%左右的活

性。因此, EF2 和 PP2 混合发酵产生的细菌素具有良好的

热稳定性。食品加工等行业中常用巴斯德灭菌温度

(65~80 ℃, 20 min)进行灭菌。而细菌素在 121 ℃, 20 min
条件下仍能保持 83%的抑菌活性, 说明细菌素作为食品、

饲料等添加剂具有较好的应用前景[18]。 
 

表 3  热处理对细菌素抑菌特性的影响(n=3) 
Table 3  Effect of heat treatment on bacteriostatic 

characteristics of bacteriocin (n=3) 

处理条件 抑菌圈直径/mm 

对照 21.89±0.83 

50 ℃ 20.11±0.57 

60 ℃ 21.11±1.13 

70 ℃ 19.78±1.75 

80 ℃ 20.44±0.16 

90 ℃ 20.33±0.54 

100 ℃ 19.56±0.68 

121 ℃ 17.76±1.25 

注: 表中数据为平均值±标准差(n=3),下同。 
 

3.1.3  酶敏感性实验 
实验结果如表 4 所示, 向发酵上清液中加入胰蛋白酶

时, 抑菌活性完全丧失; 加入中性蛋白酶、胃蛋白酶和蛋

白酶 K 时, 抑菌活性分别丧失了 88%、91%和 73%, 加入 α-
淀粉酶时, 活性基本无变化, 而加入木瓜蛋白酶, 其活性

与对照相比保留了 96%的活性。因此 EF2 和 PP2 混合发酵

产生的细菌素对胰蛋白酶、胃蛋白酶、蛋白酶 K 和中性蛋

白酶敏感, 对 α-淀粉酶和木瓜蛋白酶不敏感, 说明该细菌

素是一类具有抑菌活性的蛋白类物质, 这与李平兰等[19]的

研究结果相似。 
 

表 4  酶对细菌素抑菌特性的影响(n=3) 
Table 4  Effect of different enzymes on bacteriocin activity(n=3) 

酶 抑菌圈直径/mm 

对照 11.67±0.27 

胃蛋白酶 8.33±0.27 

胰蛋白酶 8.00± 0.00 

蛋白酶 K 9.00±0.27 

α-淀粉酶 11.89±0.96 

中性蛋白酶 8.44±0.16 

木瓜蛋白酶 11.22±0.42 

3.1.4  抑菌谱 
实验结果如表 5 所示, EF2 和 PP2 混合发酵产生的细菌

素既可以较好地抑制革兰氏阳性菌(枯草芽孢杆菌、金黄色

葡萄球菌), 并且对革兰氏阴性菌(大肠杆菌、铜绿假单胞菌、

痢疾志贺菌、宋内志贺菌、甲型副伤寒沙门菌)也有较好的

抑制作用。以上结果说明, 该细菌素具有广谱抑菌活性。 
 

表 5  EF2、PP2 混合发酵产细菌素抑菌谱(n=3) 
Table 5  Antimicrobial spectrum of bacteriocin from mixed 

fermentation of EF2 and PP (n=3) 

指示菌 染色特性 抑菌圈直径/mm 

枯草芽孢杆菌 G+ 13.56±0.31 

金黄色葡萄球菌 G+ 11.22±0.42 

大肠杆菌 G- 16.78±0.16 

铜绿假单胞菌 G- 18.00±0.47 

痢疾志贺菌 G- 12.56±0.31 

宋内志贺菌 G- 15.00±0.27 

甲型副伤寒沙门菌 G- 16.22±0.57 

 

3.2  培养基成分的优化 

3.2.1  单因素实验 
以抑菌圈直径为指标, 确定 EF2 和 PP2 混合发酵产细

菌素的最佳培养基成分, 得到的单因素实验结果如图 2, 
EF2 和 PP2 混合发酵所产细菌素的最佳培养基成分为葡萄

糖 2%, 蛋白胨 1.0%, 牛肉膏 1.0%, Tween-80 0.2%, MgSO4 
0.02%, MnSO4 0.005%。 
3.2.2  培养基成分正交实验结果 

将单因素实验优化的 A 葡萄糖、B 蛋白胨、C 牛肉膏、

D Tween-80 四个因素进行正交实验, 以抑菌圈直径为指标, 
实验结果如表 6 所示。 

根据表 6 分析可知, 各因子对 EF2 和 PP2 混合发酵产

细菌素影响的大小依次为: A(葡萄糖)>C(牛肉膏)>B(蛋白

胨)>D(Tween-80), 最佳培养基成分为 A2B2C3D2, 在实验的

9 个处理中, 抑菌效果最好的培养基成分为 A2B2C3D1。对

这 2 种培养基成分进行验证, 实验结果显示当培养基成分

为 A2B2C3D2 时, 其抑菌圈直径为(14.00±0.27) mm, 培养基

成分为 A2B2C3D1 时 , 抑菌圈直径为 (11.78±0.31) mm, 
A2B2C3D2 条 件 下 产 生 的 细 菌 素 抑 菌 效 果 明 显 高 于

A2B2C3D1 的抑菌效果。因此选择 A2B2C3D2 作为产细菌素的

最佳生产条件, 即葡萄糖 2.0%、蛋白胨 1.25%、牛肉膏

1.5%、Tween-80 0.2%, 培养基中其他成分相同。 

3.3  发酵条件的优化 

3.3.1  单因素实验 
以优化后的培养基成分为基础, 抑菌圈直径为指标, 

采用牛津杯法确定 EF2 和 PP2 混合发酵产细菌素的最佳培

养条件, 得到的单因素实验结果见图 3。 
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注: (c)图中 A: 2.0%蛋白胨; B: 2.0%牛肉膏; C: 1.0%蛋白胨+1.0%牛肉膏; D: 1.5%蛋白胨+0.5%牛肉膏; E: 0.5%蛋白胨+1.5%牛肉膏;  
图(a)~(f)中右侧纵坐标为 pH 值。 

图 2  培养基营养组分的单因素实验结果(n=3) 
Fig.2  Results of single-factor experiment about medium composition(n=3) 

 
表 6  正交实验结果分析 

Table 6  Results of analysis of orthogonal test 

编号 A B C D 抑菌圈直径/mm 

1 1 1 1 1 10.33 

2 1 2 2 2 11.67 

3 1 3 3 3 10.78 

4 2 1 2 3 11.56 

5 2 2 3 1 12.67 

6 2 3 1 2 11.22 

7 3 1 3 2 11.22 

8 3 2 1 3 10.33 

9 3 3 2 1 10.78 

Ⅰj 32.78 33.11 31.88 33.78  

Ⅱj 35.45 34.67 34.01 34.11  

Ⅲj 32.33 32.78 34.67 32.67  

Rj 3.12 1.89 2.79 1.44  
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图 3  发酵条件的单因素实验结果(n=3) 
注：图(a)~(d)中右侧纵坐标为 pH 值。 

Fig.3  Results of single-factor experiment(n=3) 
 

实验结果显示, EF2 和 PP2 混合发酵所产细菌素的最

佳培养条件为初始 pH=6, 接种量 4%, 装液量 125 mL/  
250 mL, 培养温度 35 ℃。 
3.3.2  正交实验结果 

将单因素实验优化的 A 初始 pH、B 接种量、C 装液

量、D 培养温度 4 个因素进行正交实验, 以抑菌圈直径为

指标, 实验结果如表 7 所示。 
 

表 7  正交实验结果分析 
Table 7  Results of analysis of orthogonal test 

编号 A B C D 抑菌圈直径/mm

1 1 2 3 3 12.33 

2 1 3 2 2 13.33 

3 1 1 1 1 12.00 

4 2 2 2 1 13.67 

5 2 3 1 3 12.33 

6 2 1 3 2 15.33 

7 3 1 2 3 12.22 

8 3 2 1 2 15.44 

9 3 3 3 1 13.22 

Ⅰj 37.66 39.55 39.77 38.89  

Ⅱj 41.33 41.44 39.22 44.10  

Ⅲj 40.88 38.88 40.88 36.88  

Rj 3.67 2.56 1.66 7.22  

各因子对抑菌效果影响的大小依次为 : D(培养温

度)>A(初始 pH)>B(接种量)>C(装液量), 最佳培养基成分

为 A2B2C3D2, 在实验的 9 个处理中, 抑菌效果最好的发

酵条件为 A3B2C1D2。对这 2 种培养条件进行验证, 实验

结果显示, 当培养条件为 A2B2C3D2 时, 其抑菌圈直径为

(13.56±0.31) mm, 当培养条件为 A3B2C1D2 时, 其抑菌圈

直径为(14.78±0.42) mm。因此选择 A3B2C1D2 为最佳培养

条件, 即培养基初始 pH 为 6.5, 接种量为 4 mL, 装液量为

100 mL, 培养温度为 35 ℃。 

4  结论与讨论 

实验结果表明, EF2 和 PP2 两株乳酸菌混合发酵所产细菌

素在酸性、中性、弱碱性条件下活性较强, 耐高温, 属于热稳定

性物质。它对胰蛋白酶、胃蛋白酶、蛋白酶 K 和中性蛋白酶敏

感, 对 α-淀粉酶和木瓜蛋白酶不敏感, 是广谱细菌素。最佳培养

基成分为: 葡萄糖 20 g/L、蛋白胨 12.5 g/L、牛肉膏 15 g/L、酵

母膏 5 g/L、K2HPO4·3H2O 2 g/L、无水乙酸钠 5 g/L、柠檬酸三

铵 2 g/L、MgSO4 0. 2 g/L、MnSO4 0.05 g/L、Tween-80 2 mL/L、
蒸馏水 1 L。最佳培养条件为: 初始 pH 为 6.5、接种量 4%, 装
液量 100 mL/250 mL, 发酵温度 35 ℃, 此条件下抑菌活性比优

化前提高了 1.36 倍。综上, 本研究结果表明乳酸菌 EF2 和 PP2
混合培养得到的细菌素为具有较好抗性的广谱细菌素, 并通过

单因素实验和正交实验确定了 2 株乳酸菌混合培养产细菌素的

优化条件, 将为新型广谱细菌素的开发和应用提供理论依据。 
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