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酸适应乳酸菌的筛选及其酸适应条件的研究
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（东北农业大学乳品科学教育部重点实验室，黑龙江 哈尔滨 １５００３０）

摘要：对２４株包括双歧杆菌、植物乳杆菌、乳酸乳球菌和保加利亚乳杆菌在内的４类乳酸菌酸耐受力进行评价，结
果发现除４株保加利亚乳杆菌有较强的酸耐受力外，其余２０株均为酸敏感菌株。将这２０株酸敏感菌株酸适应
（ｐＨ４．５，１ｈ）后，有１３株菌的酸耐受力得到提高。其中，乳酸乳球菌 ＫＬＤＳ４．０３１２酸适应能力最强，酸适应后其酸
耐受力可提高７５４２倍。确定了乳酸乳球菌ＫＬＤＳ４．０３１２最佳酸适应条件为ｐＨ４．５，３０ｍｉｎ，且稳定期的菌体酸适应
后，酸耐受力仅能提高２７倍，酸适应能力明显低于对数期菌体。
关键词：酸适应；乳酸乳球菌；存活率；筛选
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当前各种益生菌制剂大量涌现，市场前景广阔。

然而，益生菌本身发酵产生的乳酸、乙酸以及过胃时

的胃酸等酸胁迫（ａｃｉｄｓｔｒｅｓｓ）均会明显降低制剂的活
菌数。因而，提高益生菌的酸耐受力是目前益生菌

制品研制与开发的技术关键。另外，一些乳酸菌常

用作发酵剂，如能找到提高其酸胁迫抗性的途径，实

现普通生产条件下浓缩发酵剂的生产和“细胞工厂”

的高密度培养，将会极大推动该菌在工业生产中的

应用。

研究证明，费氏丙酸杆菌［１］、嗜酸乳杆菌［２］、双

歧杆菌［３］等益生菌可通过酸适应（ａｃｉｄａｄａｐｔａｔｉｏｎ）提
高其酸胁迫抗性。这些益生菌可在较短的酸适应时

间内引发酸应激反应（ａｃｉｄｔｏｌｅｒａｎｃｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＴＲ），
使得Ｆ１Ｆ０ＡＴＰａｓｅ、谷氨酸脱羧酶、细胞膜脂肪酸组
成和应激蛋白表达等发生相应变化［４］，提高菌体的

酸耐受力，但酸适应能力在菌种和菌株水平上存在

明显差异。本试验拟从 ２４株保藏菌株中筛选具有
较强酸适应能力的菌株，确定其最佳酸适应条件，并
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比较对数期与稳定期菌体的酸适应能力大小，以在

生产中合理应用并为其它菌株提供理论参考。

１ 材料与方法

１．１ 材料与仪器设备

１．１．１ 菌种与培养基

２４株乳酸菌均来源于乳品工业微生物菌种保
藏中心（东北农业大学）。ＴＰＹ和 ＭＲＳ培养基参照
文献［５］配制。
１．１．２ 主要仪器设备

ＳＰＸ１５０Ｂ生化培养箱（上海智城），ＧＬ２１Ｍ离
心机（上海市离心机械研究所），ＶＯＲＴＥ５混匀器（海
门麒麟贝尔），ＨＶＥ５０型高压灭菌器（日本 ＨＩＲＡＹＡ
ＭＡ），厌氧培养箱（自行设计），紫外－可见分光光度
计（美国ＢＥＣＫＭＡＮ）。
１．２ 实验方法

１．２．１ 菌株酸耐受力的评价

２４株乳酸菌以 ５％接种量分别接种至 ＴＰＹ或
ＭＲＳ液体中，３７℃厌养或普通培养 １８～２０ｈ，各取
１０ｍＬ菌液，６０００ｒ?ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心，收集的菌体分
散于ｐＨ２．５的ＰＢＳ中，３７℃作用２ｈ（保加利亚乳杆
菌作用３ｈ，双歧杆菌作用 ｐＨ值为２．０，植物乳杆菌
作用ｐＨ值为 １．５）。作用前后分别取样，采用标准
平板菌落计数法测定活菌数。

１．２．２ 菌株酸适应能力的评价

８株双歧杆菌、２株植物乳杆菌和１０株乳酸乳球
菌以５％接种量接种至 ＴＰＹ或 ＭＲＳ液体中，３７℃厌
养或普通培养 ４～６ｈ后，各取 １０ｍＬ菌液，
６０００ｒ?ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心，收集的菌体分散于等体积ｐＨ
４．５ＭＲＳ或ＴＰＹ液体培养基中，３７℃适应１ｈ，同以上
条件离心，收集的菌体分散于１０ｍＬｐＨ２．５（双歧杆菌
作用ｐＨ值为２．０，植物乳杆菌作用 ｐＨ值为１．５）的
ＰＢＳ中，３７℃作用２ｈ。未适应株作对照。作用前后
分别取样，采用标准平板菌落计数法测定活菌数。

１．２．３ 对数期与稳定期菌体酸适应能力的比较

乳酸乳球菌 ＫＬＤＳ４．０３１２以 ５％接种量接种于
２５０ｍＬＭＲＳ液体中，３７℃条件下培养，每２ｈ取１次
样，紫外可见分光光度计６００ｎｍ处测定培养液的吸
光值和用酸度计进行 ｐＨ值测定，绘制生长曲线和
ｐＨ值变化曲线。

乳酸乳球菌 ＫＬＤＳ４．０３１２于 ３７℃分别培养 ４ｈ
和２０ｈ，６０００ｒ?ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心，收集的菌体分散于
等体积ｐＨ４．５ＭＲＳ中，３７℃适应４５ｍｉｎ，适应后的
菌液同以上条件离心，收集的菌体分别分散于 １０

ｍＬｐＨ２．５的ＰＢＳ中，３７℃作用２ｈ。未适应株作对
照。作用前后分别取样，采用标准平板菌落计数法

测定活菌数。

１．２．４ 菌株最佳酸适应条件的确定

乳酸乳球菌 ＫＬＤＳ４．０３１２于 ３７℃培养 ４～６ｈ，
分别取１０ｍＬ菌液，６０００ｒ?ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心，收集的
菌体分散于等体积 ｐＨ４．０、ｐＨ４．５、ｐＨ５．０、ｐＨ５．５
ＭＲＳ液体中，３７℃适应３０ｍｉｎ和１２０ｍｉｎ，适应后的
菌液同以上条件离心，收集的菌体分别分散于１０ｍＬ
ｐＨ２．５的ＰＢＳ中，３７℃作用２ｈ。未适应株作对照。
作用前后分别取样，采用标准平板菌落计数法测定

活菌数。

１．２．５ 标准平板菌落计数法

取１ｍＬ待测菌液进行梯度稀释，取适宜稀释梯
度的菌液倾注 ＭＲＳ或 ＴＰＹ平板，将平板置于 ３７℃
条件下培养２４～４８ｈ，待长出可计数的菌落时进行
计数，计数结果乘以稀释倍数即可得到待测菌液中

的活菌数。

２ 结果与分析

２．１ 菌株酸耐受力评价

２４株菌株的酸耐受力评价结果如图 １～４所
示。４株保加利亚乳杆菌在 ｐＨ２．５的酸胁迫中作
用３ｈ后，活菌数没有明显下降，均在 １０８ｃｆｕ?ｍＬ以
上；其中ＫＬＤＳ１．９２０６存活率最低，但仍为６０．９１％，
说明这４株保加利亚乳杆菌对酸不敏感，不适宜作
为出发菌株进行下一步研究。

植物乳杆菌在 ｐＨ１．５的酸胁迫中作用 ２ｈ，活
菌数下降１～２个数量级；双歧杆菌在 ｐＨ２．０的酸
胁迫中作用２ｈ，活菌数下降２～３个数量级；而乳酸
乳球菌对酸最为敏感，在 ｐＨ２．５的酸胁迫中作用２
ｈ，活菌数下降５～８个数量级，部分菌株作用后没有
活菌数存在。选取除４株保加利亚乳杆菌外的其余
２０株菌进行下一步试验，评价菌株的酸适应能力。

图１ 酸胁迫对保加利亚乳杆菌存活的影响

Ｆｉｇ．１ Ｉｍｐａｃｔｏｆａｃｉｄｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆ
Ｌ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ
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图２ 酸胁迫对植物乳杆菌存活的影响

Ｆｉｇ．２ ＩｍｐａｃｔｏｆａｃｉｄｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＬ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ

图３ 酸胁迫对双歧杆菌存活的影响

Ｆｉｇ．３ Ｉｍｐａｃｔｏｆａｃｉｄｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆ
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．

图４ 酸胁迫对乳酸乳球菌存活的影响

Ｆｉｇ．４ ＩｍｐａｃｔｏｆａｃｉｄｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＬ．ｌａｃｔｉｓ

２．２ 菌株酸适应能力评价结果

２．２．１ ８株双歧杆菌酸适应能力的评价
对８株双歧杆菌的酸适应能力进行了评价，对

照株与适应株在ｐＨ２．０的酸胁迫中作用２ｈ的活菌
数如表 １所示。其中 ＫＬＤＳ２．０６１３、ＫＬＤＳ２．０６０３和
ＫＬＤＳ２．０６０１有一定的酸适应能力，菌体在 ｐＨ４．５
的ＴＰＹ液体中适应 １ｈ后，其在酸胁迫中的酸耐受
力相比于对照株分别提高 ３．１２倍、４．６９倍和 １．６６
倍。而另外５株双歧杆菌酸适应后，菌体的酸胁迫
抗性反而有所下降。

表１ 双歧杆菌对照株与适应株在ｐＨ２．０ＰＢＳ中作用２ｈ的活菌数
Ｔａｂｌｅ１ ＳｕｒｖｉｖａｌｃｏｕｎｔｓｏｆＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．ａｄａｐｔｅｄａｎｄｎｏｎａｄａｐｔｅｄｃｅｌｌｓｉｎｐＨ２．０ＰＢＳｆｏｒ２ｈ

菌株
对照株

作用前 作用后

适应株

作用前 作用后

Ｂ．ｌｏｎｇｕｍＫＬＤＳ２．０６０８ ３．２０×１０７ ３．５５×１０５ ６．００×１０８ １．７８×１０６

Ｂ．ｂｉｆｉｄｕｍＫＬＤＳ２．０６１１ １．３５１×１０８ １．５９×１０５ ９．８５×１０８ １．７０×１０５

Ｂ．ｂｉｆｉｄｕｍＫＬＤＳ２．０６１３ ８．３５×１０８ １．６２×１０５ ６．８５×１０８ ４．１５×１０５

Ｂ．ｂｉｆｉｄｕｍＫＬＤＳ２．０６０６ ５．４５×１０８ ９．２０×１０５ ６．０５×１０８ ９．４０×１０５

Ｂ．ｂｉｆｉｄｕｍＫＬＤＳ２．０６０２ １．１４×１０９ １．２８×１０６ １．３８×１０９ ３．１５×１０４

Ｂ．ｂｉｆｉｄｕｍＫＬＤＳ２．０６０３ ２．０９×１０９ ４．８０×１０７ ４．４５×１０８ ４．８０×１０７

Ｂ．ｌｏｎｇｕｍＫＬＤＳ２．０６０１ １．２１×１０８ ５．００×１０４ １．３７×１０８ ９．４０×１０４

Ｂ．ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔＫＬＤＳ２．０６１２ １．０９×１０８ ３．００×１０５ ２．８２×１０８ ２．７６×１０５

２．２．２ ２株植物乳杆菌酸适应能力的评价
２株植物乳杆菌对照株和适应株在ｐＨ１．５的酸胁

迫中作用２ｈ的活菌数如表２所示。其中ＫＬＤＳ１．０３１７
有一定的酸适应能力，该菌在 ｐＨ４．５的 ＭＲＳ液体

中适应１ｈ，菌体在酸胁迫中作用２ｈ后的存活率是
０．４６％，而对照株为０．１７％。而ＫＬＤＳ１．０３１４酸适应
后，菌体酸胁迫抗性下降了。

表２ 植物乳杆菌对照株和适应株在ｐＨ１．５ＰＢＳ中作用２ｈ的活菌数
Ｔａｂｌｅ２ ＳｕｒｖｉｖａｌｃｏｕｎｔｓｏｆＬ．ｐｌａｎｔｒｕｍａｄａｐｔｅｄａｎｄｎｏｎａｄａｐｔｅｄｃｅｌｌｓｉｎｐＨ１．５ＰＢＳｆｏｒ２ｈ

菌株
对照株

作用前 作用后

适应株

作用前 作用后

Ｌ．ｐｌａｎｔｒｕｍＫＬＤＳ１．０３１４ ５．１１×１０８ １．８０×１０７ ８．２４×１０８ ２．４０×１０７

Ｌ．ｐｌａｎｔｒｕｍＫＬＤＳ１．０３１７ ３．００×１０９ ５．２０×１０６ ９．７８×１０８ ４．５０×１０６

２．２．３ １０株乳酸乳球菌酸适应能力的评价
１０株乳酸乳球菌对照株和适应株在 ｐＨ２．５的

酸胁迫中作用２ｈ的活菌数如表３所示。９株乳酸
乳球菌在酸适应过程中均呈现出一定的酸应激现

象，相比于对照株，适应株菌体在酸胁迫中作用 ２ｈ

后，活菌数可分别提高 ２～４个数量级。其中
ＫＬＤＳ４．０３１２适应株对酸胁迫的耐受力是对照株的
７５４２倍，在酸胁迫中作用２ｈ后存活率可达１．６４％，
酸适应能力最强。因而，选取该株作为目标菌株进

行下一步试验，确定其最佳酸适应条件，并判断对数
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期与稳定期菌体酸适应能力的大小。

表３ 乳酸乳球菌对照株和适应株在ｐＨ２．５的ＰＢＳ中作用２ｈ的活菌数
Ｔａｂｌｅ３ ＳｕｒｖｉｖａｌｃｏｕｎｔｓｏｆＬ．ｌａｃｔｉｓａｄａｐｔｅｄａｎｄｎｏｎａｄａｐｔｅｄｃｅｌｌｓｉｎｐＨ２．５ＰＢＳｆｏｒ２ｈ

菌株
对照株

作用前 作用后

适应株

作用前 作用后

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３０８ ４．７０×１０８ ２．０３×１０４ ３．４５×１０８ ５．６０×１０５

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３１３ ５．８０×１０７ ０ ３．６５×１０７ ２．５０×１０１

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３０５ ５．９０×１０８ ０ ３．３０×１０８ ２．６０×１０４

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３１６ １．５５×１０９ ７．６５×１０３ １．６１×１０９ １．６７×１０７

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３１１ １．４９×１０７ ４．５０×１０１ １．２０×１０８ １．４０×１０２

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３１２ １．６９×１０９ ３．７０×１０３ １．６０×１０９ ２．６２×１０７

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３０４ ６．７０×１０８ ７．８５×１０３ ８．０５×１０８ ２．２８×１０６

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３０６ １．８７×１０８ ０ １．６２×１０８ ６．０５×１０３

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３０９ １．１４×１０９ ８．６０×１０４ １．２３×１０９ ２．１６×１０７

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３１４ ４．４５×１０８ ０ ３．３０×１０８ １．４０×１０４

本试验选择 ｐＨ４．５，１ｈ为酸适应条件［１］，对不

同乳酸菌的酸适应能力进行了评价。很多乳酸菌在

酸适应过程中可以诱发酸应激反应而提高自身酸耐

受力，如 Ｌ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓＶＩ１０１０在 ｐＨ４．７５条件下适
应３０ｍｉｎ，酸耐受力可提高 ２５０倍［６］。但并非所有

菌株的酸耐受力可在酸适应后得到提高，本试验中

５株双歧杆菌、１株植物乳杆菌和１株乳酸乳球菌在
酸适应后酸耐受力反而降低了。这说明，酸适应能

力大小在菌种和菌株水平上存在着差异，因而及时

筛选具有较强酸适应能力的菌株在实际生产中具有

重要意义。

２．３ 菌株最佳酸适应条件的确定

乳酸乳球菌ＫＬＤＳ４．０３１２在 ｐＨ４．０、ｐＨ４．５、ｐＨ
５．０、ｐＨ５．５溶液中分别适应 ３０ｍｉｎ后，菌体在 ｐＨ
２．５的酸胁迫中作用 ２ｈ的存活率分别为：３．９０％、
７．９６％、４．８４％、４．１１％；若将该菌体在以上 ｐＨ条件
下适应１２０ｍｉｎ，则菌株在酸胁迫中作用 ２ｈ后存活
率分别为：２．６７％、５．３５％、３．７１％、２．１８％；而对照
株在酸胁迫中作用２ｈ，未能检出活菌数（图５）。由
结果可知在ｐＨ４．５处适应３０ｍｉｎ时，菌体酸耐受力
最强，为其最佳酸适应条件。

图５ 乳酸乳球菌ＫＬＤＳ４．０３１２的最佳酸适应条件
Ｆｉｇ．５ Ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒａｃｉｄａｄａｐｔａｔｉｏｎｏｆ

Ｌ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３１２

乳酸乳球菌ＫＬＤＳ４．０３１２适应３０ｍｉｎ后，酸耐受

力得到了明显提高，相比较而言，菌体适应 １２０ｍｉｎ
后酸耐受力反而因为长时间的酸作用而有所降低，

说明随着时间的延长，酸适应作用逐渐向酸胁迫作

用转化，酸应激反应不如短时间适应时明显。Ｊａｎ等
人［７］也认为 Ｐ．ｆｒｅｕｄｅｎｒｅｉｃｈｉｉ菌体在酸适应３ｍｉｎ内
就引发了 ＡＴＲ反应，而后菌体对酸的抵抗力在 １０
ｍｉｎ内呈对数值增加，并在一定时间内达到最大值。
２．４ 对数期与稳定期菌体酸适应能力的比较

乳酸乳球菌 ＫＬＤＳ４．０３１２的生长曲线如图 ６所
示，该菌对数期较短，１２ｈ即进入生长稳定期。选取
４ｈ（对数期）和 ２０ｈ（稳定期）培养的该菌进行酸适
应，将适应株和对照株菌体同时转移至ｐＨ２．５的酸
胁迫中作用２ｈ，活菌数结果见图７。对数期菌体对
照株存活率小于 ０．０１％，适应株存活率为 １．６３％，
适应后菌体酸耐受力提高 ７５４２倍；稳定期菌体对
照株存活率为 ０．２０％，适应株存活率为 ５．４７％，适
应后菌体酸耐受力仅提高 ２７倍。对数期菌体的酸
适应能力明显强于稳定期菌体。这说明，菌体培养

本身也是一个缓慢的酸适应过程，期间菌体的酸胁

迫抗性逐步提高。因而，在研究菌株的酸适应机制

时，选取对数期菌体作为目标菌更具代表性。

图６ 乳酸乳球菌ＫＬＤＳ４．０３１２的生长曲线
Ｆｉｇ．６ ＴｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｐＨｃｕｒｖｅｏｆＬ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３１２
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图７ 乳酸乳球菌ＫＬＤＳ４．０３１２对数期菌体与稳定期酸
适应能力的比较

Ｆｉｇ．７ Ｔｈｅａｃｉｄａｄａｐｔｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙｏｆｌｏｇｐｈａｓｅａｎｄｓｔａｔｉｏｎａｒｙ
ｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｏｆＬ．ｌａｃｔｉｓＫＬＤＳ４．０３１２

通常认为，对数期菌体对于酸、热、渗透压、

Ｈ２Ｏ２和乙醇等胁迫的抵抗力要低于稳定期菌体，本
试验得出了相同的结论。大规模食品级工业生产中

要求乳酸菌细胞达到一定高的密度才能收获，主要

在对数生长末期或静止期，此培养阶段的菌体抗胁

迫能力高于对数期菌体，这与菌体在培养过程缓慢

酸适应有关。在菌体发酵至稳定期这个过程中，

Ｆ１Ｆ０ＡＴＰａｓｅ活性不断增加
［８］，一些与酸耐受力相关

的应激蛋白被诱导产生［９］，菌体酸耐受力提高。另

外，将酸适应方法在食品级发酵罐规模的生产中应

用是可行的，但酸适应能力在种和株水平上存在差

异，需要提前评价各菌株的酸适应能力和最佳酸适

应条件。

３ 结论

（１）对２４株初筛菌株的酸耐受力进行了评价，
４株保加利亚乳杆菌对酸不敏感，不适宜作为目标
菌株研究酸适应机制。而植物乳杆菌、双歧杆菌和

乳酸乳球菌在酸胁迫中作用后，活菌数均下降 １个
数量级以上，作为目标菌进行酸适应能力评价。

（２）２０株双歧杆菌、植物乳杆菌和乳酸乳球菌
中有１３株菌在酸适应后诱发了酸应激反应，酸耐受
力得以提高，但酸适应能力在种和株水平上存在显

著差异。其中乳酸乳球菌 ＫＬＤＳ４．０３１２酸适应能力
最强，ｐＨ４．５处适应 １ｈ后菌体酸耐受力可提高
７５４２倍。

（３）乳酸乳球菌 ＫＬＤＳ４．０３１２最佳酸适应条件
为：ｐＨ４．５、３０ｍｉｎ，该菌适应３０ｍｉｎ可明显提高菌体
的酸胁迫抗性；适应 １２０ｍｉｎ后，菌体酸胁迫抗性反
而因为长时间的酸作用而有所下降。

（４）乳酸乳球菌 ＫＬＤＳ４．０３１２稳定期菌体酸适
应后酸耐受力仅提高 ２７倍，远低于对数期菌体的
７５４２倍，说明对数期菌体具有较强的酸适应能力，
也说明菌体培养本身是一个缓慢的酸适应过程。
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