
 

设为首页

加入收藏

联系我们

投稿须知

 

  网站首页 同兴广告 企业名录 行业资讯 技术文章 网络刊物 在线订购 编读互动

 站内搜索:     类别:          全部类别 全部范围 点击下载读者调查表

  用户名:

  密 码:

  验证码:   

  

· RNA干扰的实验方法及应用

· 鸡肝脏组织中防御素基因片段…

· 原生质体融合技术在饲料开发…

· 产纤维素酶芽孢杆菌的分离鉴…

· 白腐真菌和黑曲霉对甘蔗渣降…

· 利用产朊假丝酵母转化无机硒…

· 硅藻土共固定化淀粉酶和糖化…

· 利用双外流连续培养系统研究…

· 传统技术与现代分子生物学技…

· 饲用酶制剂中木聚糖酶酶学性…

· 雨生红球藻规模化培养工艺的…

· 扩展青霉产碱性脂肪酶发酵条…

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

仔 猪 胃 源 格 氏 乳 酸 杆 菌 生 物 学 特 性 的 研 究

作者:黄沧海 陈东晓 期号：2005年第2期  

   

    摘 要 试验研究了一株从断奶后健康的仔猪胃粘膜分离到的格氏乳酸杆菌（Lactobacillus gasseri）的一些重要生
物学特性。在体外研究了格氏乳酸杆菌的生长曲线、耐酸存活率、耐热存活率、贮藏存活率等，同时采用均匀设计法优化发
酵参数。结果表明，格氏乳酸杆菌的活菌浓度从开始的104 CFU/ml经过14h的培养迅速上升到1010 CFU/ml，到48h以后，
细菌活菌浓度的数量级没有变化，但活菌浓度呈下降的趋势。pH2.0处理6h后的存活率为133%，75℃处理15min之后存活率
为72%，经过一个月贮藏存活率为37.8%，优化的发酵参数为：时间20h，葡萄糖110g/l，蔗糖60g/l，胰蛋白胨30g/l，酵
母浸粉30g/l，柠檬酸铵2g/l。 
    关键词 格氏乳酸杆菌；生物学特性；发酵参数；存活率 
    中图分类号 S816.3 

    乳酸杆菌是猪消化道前段的优势菌群（Ewing和 Cole，1994），能抑制肠道腐败菌活动，乳酸杆菌产生的乳酸能够降
低pH值，抑制其它微生物生长（康 白，1988），消化道中乳酸杆菌的数量、种类和位置对于预防和控制疾病具有重要作用
（Fuller，1989）。乳酸杆菌在胃肠道内能够产生细菌素，抑制病原菌的作用，而且乳酸杆菌属的细菌都是无毒副作用的，
因此是一类很有前途的益生素生产菌种（Ewing和Cole，1994）。在美国，益生素工业上应用的产品57%含有乳酸杆菌属
（李 玲，1995）。国内对乳酸杆菌作为益生素的饲养试验结果报道较多，而对菌种的生物学特性研究较少，尤其对格氏乳
酸杆菌的生物学特性的研究则未见报道。该菌虽未列入GRAS菌种，但已作为一种人用的益生素菌种在实际中应用。对其进行
的研究主要集中在其对胃肠道黏膜的粘附和抑菌作用的分子机理。益生菌的生物学特性对菌种的发酵生产和进一步研究其在
胃肠道的生长繁殖特性具有重要意义，本试验的目的是系统地研究了一株仔猪胃源格氏乳酸杆菌的生长曲线、抗逆特性（耐
酸、耐热和贮藏存活率）和发酵参数，为生产发酵该菌株提供有用的数据。 
1 材料与方法 
1.1 生长曲线  
    MRS肉汤：蛋白胨10g；牛肉浸膏10g；酵母浸粉5g；磷酸氢二钾2g；枸椽酸二铵2g；葡萄糖20g；七水硫酸镁0.58g；
四水硫酸锰0.25g；醋酸钠5g；蒸馏水1 000ml，在500ml锥形瓶里装300ml MRS肉汤。按1%接种量接种格氏乳酸杆菌培养
物，在前24h每隔1h，24h 之后在第28、32、36、40、44、48h取样，取1ml培养液进行梯度稀释后，在10-2～10-6稀释度
取0.3ml稀释液在MRS琼脂（pH5.2）上均匀涂布，每个梯度做3个平行样，平皿放置在37℃， 5%CO2的培养箱中，培养
24h，取平皿中的菌落数50～150的稀释度作为计算用，每个梯度做3个平行样，以平均值表示结果。每毫升细菌浓度以对数
值表示。 
1.2 耐酸存活率 
    MRS肉汤：蛋白胨10g；牛肉浸膏10g；酵母浸粉5g；磷酸氢二钾2g；枸椽酸二铵2g；葡萄糖20g；七水硫酸镁0.58g；
四水硫酸锰0.25g；醋酸钠5g；吐温-80 1g；蒸馏水1 000ml；用冰醋酸调节pH至5.4，再用浓盐酸将pH调节至2.0。置于
Hungates滚管中，每个管装20ml肉汤，制成厌氧无菌肉汤。凉下来后每管中加1ml格氏乳酸杆菌16h的培养物，在开始时、
2h、4h、6h和8h分别取样，测定存活率。用无菌注射器取出1ml进行梯度稀释后，在10-4～10-7稀释度取0.3ml稀释液在
MRS琼脂（pH5.2）上均匀涂布，每个梯度做3个平行样，平皿放置在37℃，5%CO2的培养箱中，培养24h，取平皿中的菌落数
50～150的平皿计数，以平均值表示结果。 
存活率的计算公式为： 
   S酸= nx / n0 
式中：S酸——经过pH2.0处理后不同时间的格氏乳酸杆菌存活率； 
    n0——pH2.0处理前每毫升活菌数； 
    nx——pH2.0处理2、4、6、8 h后每毫升活菌数。 
1.3 耐热存活率 
    MRS肉汤：蛋白胨10g；牛肉浸膏10g；酵母浸粉5g；磷酸氢二钾2g；枸椽酸二铵2g；葡萄糖20g；七水硫酸镁0.58g；
四水硫酸锰0.25g；醋酸钠5g；吐温-80 1g；蒸馏水1 000 ml；调节pH为6.7，置于Hungates滚管中，每个管装20ml肉
汤，制成厌氧无菌肉汤。每管中加1ml格氏乳酸杆菌培养16h后的培养物，放置在37℃培养箱中16h后，取样进行活菌计数培
养，同时将Hungates管迅速放置在75℃水浴中加热15 min，取样进行活菌计数。用无菌注射器取出1ml进行梯度稀释后，在
10-4～10-7稀释度取0.3ml稀释液在MRS琼脂（pH5.2）上均匀涂布，每个梯度做3个平行样，平皿放置在37℃，5%CO2培养
箱中，培养24h，取平皿中的菌落数为50～150的平皿计数，以平均值表示结果。 
存活率的计算公式为： 
   S热= n1 / n0 
式中：S热——经过75℃处理后的格氏乳酸杆菌存活率； 
      n0——加热处理前每毫升活菌数； 
      n1——加热处理15min后每毫升活菌数。 
1.4 贮藏存活率 
    MRS肉汤：蛋白胨10g；牛肉浸膏10g；酵母浸粉5g；磷酸氢二钾2g；枸椽酸二铵2g；葡萄糖20g；七水硫酸镁0.58g；
四水硫酸锰0.25g；醋酸钠5g；吐温-80 1g；蒸馏水1 000ml；pH为6.7，置于Hungates滚管中，每个管放置20ml的MRS肉
汤，制成厌氧无菌肉汤后，每管中加1ml格氏乳酸杆菌培养16h的培养物，放置在37℃培养箱中16h后，取样1ml进行活菌计
数。室温下放置1个月后，取样1ml进行活菌计数培养。计数方法用无菌注射器取出1ml进行梯度稀释后，在10-4～10-7稀释
度取0.3ml稀释液在MRS琼脂（pH5.2）上均匀涂布，每个梯度做3个平行样，平皿放置在37℃，5%CO2的培养箱中，培养
24h，取菌落数为50～150个的平皿计数，以平均值表示结果。 
存活率的计算公式为： 
   S贮= n1 / n0 
式中：S贮——经过1个月贮藏后的格氏乳酸杆菌存活率； 
      n0——贮藏前每毫升活菌数； 



 

 

 

 

      n1——贮藏1个月后每毫升活菌数。 
1.5 发酵参数的优化 
    采用均匀设计方法对6个影响格氏乳酸杆菌发酵的因素进行优化，试验按照6因素6水平均匀设计表进行安排，组成6种发
酵参数方案，培养基的微量元素含量按照MRS肉汤的推荐量添加。试验处理见表1，每个处理设3个重复。每种培养基用1 
000ml锥形瓶装600ml培养基，按5%接种量接种乳酸杆菌培养物，放置在37℃、5%CO2培养箱。接种24h之后，取样测定不同
培养基中的活菌浓度，活菌的测定采用厌氧滚管法，在试验结束时，每种培养基取出1ml培养液进行梯度稀释后，在10-4～
10-8稀释度取0.3ml稀释液注入Hungates滚管中，轻轻摇匀，培养24h后，取菌落数为50～150的管计算，每个稀释度做3个
平行样，以平均值表示结果。 

1.6 统计方法 
    发酵参数的优化采用中国均匀设计学会与香港浸会大学统计学研究和咨询中心共同开发的均匀设计软件4.0版，统计分
析数据，用二次回归和逐步回归的方法对各因素的解进行最优化。 
2 结果与讨论 
2.1 生长曲线 
    生长曲线主要反映一种微生物的生长特性，典型的微生物生长模型一般要经历延迟期、对数生长期、稳定期和衰亡期4
个阶段。延迟期是微生物对新的生长环境的适应过程，在这一过程中，微生物表现为数量不变或下降，微生物对其自身的大
分子和小分子的组成进行调整，同时也会产生特定的物质如酶等来适应新的环境。对数生长期是微生物对新的环境适应之
后，菌体生长繁殖速度呈几何级数的阶段，是菌体数量增长最快的一个阶段，表现为菌体数量增加，菌体重量增加。但是到
了对数期的末期，由于细菌的生长营养物质消耗以及细菌正常生理代谢产物的积累，细菌的生长繁殖速率下降。稳定期是细
菌生长速率与死亡速率趋于平衡的阶段。衰亡期细菌数明显下降。格氏乳酸杆菌的生长曲线如图1所示，从图1可见，格氏乳
酸杆菌的浓度从104个数量级经过14h的培养迅速上升到1010个数量级，到48h，细菌的数量级没有变化，只是活菌数有下降
的趋势，主要原因是培养基营养物质浓度下降，培养基中有害代谢产物增加引起菌体死亡，生长繁殖的菌体数量比死亡的菌
体数量更多，导致总的活菌数量减少。益生菌产品的活菌数普遍偏低，在美国有一项调查表明81%的益生素产品活菌数比标
签上声明的数量要低得多（Fuller，1999），可能的原因之一是一些厂家为了降低生产成本，在制造时就没有按要求达到所
规定的活菌数。从生长曲线可以看出，格氏乳酸杆菌的最佳收获期在培养后14～24h。在这一段时间收获菌体，可以减少获
得单位活菌的成本。 

2.2 耐酸存活率 
    成年猪的胃pH值一般为1～2，断奶仔猪胃的pH值变异较大，一般为2.60～5.83（杨 琳等，2001），胃环境对细菌的破
坏是pH依赖的酸水解作用，pH小于2.5时杀菌作用很明显，胃是动物消除进入体内病原微生物的第一道屏障， 当然正是这种
胃的酸性环境对进入体内的有益微生物的活力会产生不利的影响。本试验在体外模拟仔猪胃内的酸度， 考虑到断奶仔猪胃
内还有其它的抑菌因素， 采用比正常断奶仔猪胃内更低的酸度pH2.0的培养液测定不同处理时间格氏乳酸杆菌的活菌浓度，
不同处理时间的活菌浓度见表2。  

    从表2可见，在pH2.0处理的前4h，格氏乳酸杆菌还有一定的生长，说明格氏乳酸杆菌的耐酸性能较好，但到了第6h活
菌数开始下降，但也比起始活菌数高，只是到了第8h，活菌数才呈急剧的下降，与细菌的大量死亡有关。格氏乳酸杆菌是一
株分离自断奶仔猪胃粘膜上皮细胞的乳酸杆菌，在仔猪饲料中添加的预期目标也是使其能够被仔猪摄食后在胃内定植、生长
和繁殖，从而发挥抑制病原菌的益生作用。仔猪胃部的pH值范围一般为2.60～5.83，这说明格氏乳酸杆菌对胃的低pH环境
完全可以耐受而且数量还可以有一定的增加。尤其是当胃部的pH值因断奶而上升时，格氏乳酸杆菌的生长速率势必加快，胃
内格氏乳酸杆菌增加有利于保持胃内微生物菌群的平衡，形成正常的微生物菌群对抑制病原菌的繁殖和在胃粘膜的粘附具有
重要作用，同时乳酸杆菌分泌的乳酸对降低胃内pH也有一定的补充作用，这对提高仔猪胃抑制病原菌的能力、提高胃蛋白酶
原的活化和胃蛋白酶的活力将有很大益处。 
2.3 耐热存活率 
    格氏乳酸杆菌经过75℃处理15min后的活菌浓度如下： 

 

 



    处理前：5.7×109CFU/ml，75℃处理后4.1×109 CFU/ml，存活率为72%。一般仔猪饲料的调质和制粒温度为70～
85℃之间，饲料在调质腔和制粒机内总的时间为25～30s，格氏乳酸杆菌经过75℃之后存活率能达到72%，说明这一株乳酸
杆菌在饲料制粒时可以耐受制粒时的高温，作为饲料添加剂将会有很好的前途。这个存活率也比前人报道的高很多倍，许多
报道乳酸杆菌经过70℃以上的高温处理之后，存活率几乎为零。而且耐高温之后存活率低也是乳酸杆菌作为饲料添加剂的主
要限制性因素之一。从本试验的结果看格氏乳酸杆菌的耐热性能是良好的。 
2.4 贮藏存活率 
    格氏乳酸杆菌的起始活菌浓度为每毫升4.5×1010CFU，经过一月之后活菌浓度为每毫升1.7×1010CFU，贮藏存活率为
37.8%。从本试验的结果看，含有该菌株的益生素产品在体外的贮藏时间不宜太长，最好在一个月之内使用完。一般的预混
料的保质期是3～4个月，使用格氏乳酸杆菌的益生素产品应标明适当的保质期，以保证仔猪在采食时能摄入足够数量的活
菌。 
2.5 发酵参数的优化 
    本试验考虑的影响格氏乳酸杆菌生长繁殖较大的因素主要有时间、碳源如葡萄糖和蔗糖、氮源有胰蛋白胨和柠檬酸铵以
及生长促进物质酵母浸粉，优化的组分主要以MRS培养基的组成成分为基准。试验结果见表3，从表3可见，用均匀设计法安
排的6种不同发酵方案对格氏乳酸杆菌的活菌浓度有明显的影响。试验结果采用均匀设计软件4.0版中的二次回归和逐步回归
的方法对各因素的解进行最优化，同时对不同影响因素之间的相关系数也进行了考察，不同影响因素的相关系数见表4，优
化结果见表5。从表4可以看出，时间、葡萄糖和胰蛋白胨对格氏乳酸杆菌的生长具有正面效应，而柠檬酸铵、酵母浸粉和蔗
糖则呈现负效应，尤其是柠檬酸铵，在浓度高时对提高格氏乳酸杆菌的生长量是不利的。葡萄糖和蔗糖、胰蛋白胨有一定的
协同作用，而和酵母浸粉、柠檬酸铵有拮抗作用，葡萄糖浓度高时，延长发酵时间对菌体浓度是不利的。从表5可以看出格
氏乳酸杆菌的发酵参数的优化组成，为今后的发酵生产提供了一套重要的数据。 

3 小结 
    格氏乳酸杆菌在发酵后14～24h是合适的菌体收获期；格氏乳酸杆菌的耐热存活率为72%，耐贮藏存活率为37.8%，耐酸
存活率为133%；不同氮源对格氏乳酸杆菌的发酵活菌浓度影响较大，胰蛋白胨对其活菌浓度有正效应，而铵盐对其生长有负
效应。优化后的发酵参数为：时间，20h；葡萄糖，110g/l；蔗糖，60g/l；胰蛋白胨，30g/l；酵母浸粉，30g/l；柠檬酸
铵，2g/l。 
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