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摘要：研究了嗜热链球菌、双歧杆菌和植物乳杆菌在冷冻干燥条件下，保护剂对细胞冻干存活率和冻干发酵剂活菌含量的影响，

得出最高活菌含量，嗜热链球菌为 1.2×109个/g，双歧杆菌为 8.4×108个/g，植物乳杆菌为 1.4×109个/g。采用最适保护剂制成的试验菌

株冻干发酵剂在 42 ℃乳中发酵 10 h，发现其细胞生长曲线、产酸曲线及 pH 值下降曲线与冻干前对照发酵剂相比，均无明显变化。

在贮藏试验的研究中，发现 4℃以下贮存，存活率较高，混合菌的贮存期明显高于单一菌。在人工胃液中的存活率，混合菌也明显好

于单一菌。 
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Abstract: The effects of the protective agent on the survival rate of cells and the living cell number of freeze -drying starter were studied 

during the freeze-drying of S. thermophilus, Bifidobacterium and Lactobacilus planetarium. The highest survival cell contents of the 

above-mentioned bacteria were 1.2×109/g, 8.4×108/g and1.4×109/g, respectively. The freeze-drying starters with suitable protective agent were 

fermented in milk medium at 42  for 10 h and their growth curves, acid℃ -producing curves and the pH value curves with or without 

freeze-drying had no obvious difference. It was also found that the storage of complex bacteria was better than that of the single bacteria below 

4 ℃. The survival percentage of the complex bacteria was higher than that of the single in the artificial gastric juice. 
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合生素(Synbiotics)是益生菌（Probiotoc bacteria）

和益生元（Probiotics）的混合制剂，用来调整微生态

平衡，提高宿主健康水平或增加进健康状态的益生菌。

合生素既可发挥益生菌的生理活性，又可选择性地增

加这种菌的数量使益生菌的作用更显著持久，它是微

生态调节剂今后发展的一个方向。 
但是，目前绝大多数微生态活菌剂存在活菌含量

低、益生菌易受外界环境因素的影响，常温下货架寿

命短等问题。 
嗜热链球菌、植物乳杆菌代谢可产生有机酸、多

肽、过氧化氢、双乙酰等多种天然抑菌物质，可降解

聚胆盐、降解毒性胺，具有维持肠道菌群平衡、提高

机体免疫能力、促进营养物质吸收等多种功能。双歧

杆菌具有提高机体免疫能力、保持肠道菌群平衡，增

进消费者健康。 
本文对三种可作微生态制剂的嗜热链球菌、植物

乳杆菌和双歧杆菌进行研究，为提高活菌含量和延长 
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活菌保藏时间进行了初步的探讨。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 
菌种：嗜热链球菌、两歧双歧杆菌，由淮阴工学

院生物工程实验室提供；植物乳杆菌，从当地产腌菜

中分离筛选获得。 
嗜热链球菌的选择性培养基：牛肉浸膏 0.5%，酵

母浸膏 0.25%，蔗糖 2.5%，Vc 0.20%，乳粉水解液

6.0%，柠檬酸三铵 0.4%，七水磷酸镁 0.01%，琼脂

1.5%，pH 7.0~7.2。 
乳粉水解液：50 g 乳粉中加入 30 mL，12 mol/L

的盐酸沸水浴至完全液化后调 pH 至中性过滤，取滤

液定容至 150 mL。 
双歧杆菌发酵培养基：蛋白胨2.0%，葡萄糖1.0%，

酵母汁 0.5%，牛肉膏 0.5%，K2HPO40.3%，HCl-半胱

氨酸 0.1%，pH 7.0，0.7×105 MPa，杀菌 15min。 
主要仪器设备：恒温培养箱、振荡培养箱、冷冻
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离心机、超低温冰箱、真空冷冻干燥机。 
1.2  试验方法 

工艺流程：菌种分离纯化→菌种活化→液体培养基培养

→离心收集菌体→菌体混合→选择保护剂制备悬浮液→分装

→冷冻→真空冷冻干燥→活菌粉→添加 10%低聚木糖（质量

比）→胶囊→不同温度下贮存实验→模拟人工胃液实验。 

酸度测定：酸度滴定法[1]。 
菌数测定：血球计数板计数法[2]。 
存活率测定：取一定量待测菌粉加入一定量灭菌

PBS 缓冲液，室温静置复水 20 min，再进行活菌数测

定。 
干剂中菌的存活率=（瓶内干剂复水后活菌数）/

（瓶内原有菌体悬浮液的活菌数）×100% 
每克活菌粉的活菌数=（瓶内干剂复水后活菌数）

/（干剂的质量） 

2  结果与讨论 

2.1  生长曲线的绘制 
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图1 嗜热链球菌、植物乳杆菌、双歧杆菌生长曲线图 

由图 1 可看出，嗜热链球菌、植物乳杆菌、双歧

杆菌的最适培养时间分别为16~23 h、15~20h，20~24h。 
2.2  保护剂的选择 

表1 不同保护剂在冻干过程中对菌存活及冻干菌粉活菌含量的影响 

保护剂 
嗜热链球菌 植物乳杆菌 双歧杆菌 混合菌 

1 2 1 2 1 2 1 2 

20%脂脱乳 56.68 6.9 54.34 7.2 55.73 4.3 56.79 7.9 

20%脂脱乳+Vc 66.61 7.6 67.88 8.3 68.92 5.9 69.32 8.8 

20%脂脱乳+蔗糖 62.38 7.5 70.12 8.1 69.88 6.2 70.96 8.6 

20%脂脱乳+乳糖 69.45 8.8 73.45 9.2 70.12 6.17 74.52 10.1 

20%脂脱乳+1%甘油 70.12 9.2 76.23 1.1 72.12 7.3 78.25 10.3 

20%脂脱乳+1%谷氨酸钠 68.92 8.6 74.15 9.8 69.43 6.9 75.85 11.2 
混合保护剂 78.45 12 80.25 14 83.32 8.7 85.12 14.6 

注：（1）1 为细胞冻干存活率%；2 为菌粉活菌含量(×108个/g)； 

（2）以脱脂乳粉为基质是因为在干燥时，乳清蛋白能在菌体外形成蛋白膜，对细胞加以保护； 

（3）对于不同菌的保护剂，其 Vc、蔗糖和乳糖的浓度各不相同，嗜热链球菌：Vc 为 1%，蔗糖为 5%，乳糖为 5%；植物乳杆

菌：Vc 为 1.5%，蔗糖为 4%，乳糖为 5%；双歧杆菌：Vc 为 1.5%，蔗糖为 6%，乳糖为 4%。 

（4）混合保护剂是上述各保护剂一定配比的组合。 

有文献报道[5]，保护剂各有优缺点，单一保护剂

不能满足菌体抵抗外界恶劣的条件，以一定比例复配

的保护剂效果较好，因为它们之间具有互补作用[5]。

由表 1 可知，保护效果最好的均为混合保护剂。对于

嗜热链球菌、植物乳杆菌、双歧杆菌和这三种菌的混

合菌，其冻干细胞存活率分别可达 78.45%，80.25%，

83.32%，85.12%；冻干菌粉活菌含量分别可达 1.2×109

个/g，1.4×109个/g，8.7×108个/g，1.46×109个/g。 
2.3  发酵活力的变化 

选取冻干前脱脂乳培养基培养的菌体，将活菌数

为 1×107 mL-1左右的活菌接入 20%脱脂乳培养基中，

42 ℃恒温发酵，定时取样，测定乳酸度、pH 值，另

取混合保护剂制成的菌粉，加入一定量生理食盐水，

37 ℃复水 15 min，亦按 1×107 mL-1左右的活菌数接入

20%脱脂乳培养基中，42 ℃恒温发酵，定时取样，测

定乳酸度、pH 值。 
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图2 冻干前后嗜热链球菌发酵产酸曲线 
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图3 冻干前后嗜热链球菌发酵pH下降曲线 
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图4 冻干前后植物乳杆菌发酵产酸曲线 
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图5 冻干前后植物乳杆菌pH下降曲线 
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图6 冻干前后双歧杆菌发酵产酸曲线 
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图7 冻干前后双歧杆菌pH下降曲线 

由图 2∼7 可看出，嗜热链球菌、植物乳酸菌和双

歧杆菌冻干前后在脱脂乳中 42 ℃发酵 12 h 的产酸曲

线和 pH 值下降曲线均无明显变化，表明适宜菌体存

活的保护剂能够有效防止冻干后发酵剂的生物活性损

失。 
2.4  保护剂保护机理的分析 
2.4.1  冷冻干燥对菌体造成的伤害 

菌体在冷冻干燥过程中和贮存期活力损失的主要

原因是冷冻冲击、细胞壁通透性的改变和代谢损伤[3]。 
2.4.2  冷冻干燥时影响菌体死亡率的关键因素[6] 

冷冻干燥中微生物死亡的可能性表达为： 
 
 

P：微生物死亡的可能性；S：微生物暴露于外界

培养基的区域；ρs：可能发生于细胞壁的损伤密度。

当细胞的生理条件和胞外环境没有改变时，则 ρs为常

数。因此上式可变为： 
P=ρsS 
说明微生物死亡的可能性与暴露于外部的区域及

细胞膜的通透性有关，即影响上述因素的冻干条件都

会影响到菌体的死亡率。 
2.4.3  保护剂的作用 

保护剂的保护作用与它们的化学结构有密切关系
[3],如甘油、低分子糖和醇等，可以与菌表面自由基联

结起来，避免菌体暴露在介质中，还可与蛋白质形成

氢键取代水，保证其稳定性。脱脂奶粉、可溶性淀粉

等高分子保护剂，能溶于水，溶液可呈过冷状态，即

在冰点以下的相同温度下该溶液中的溶质（电解质）

浓度较小，蛋白质的盐析变性也较少。 
2.5  菌粉在不同温度下贮存的活菌含量的变化 

单一菌种均选择由混合保护剂制成的菌粉，混合

菌种均由该三种菌种按 1:1:1 的比例混合，各菌粉活

菌在 4 ℃，25 ℃下贮存的变化见表 2 和表 3。 

∫= dSP ss ρ
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表2 4℃贮存活菌含量(×109个/g) 

天数 嗜热链球菌 植物乳杆菌 双歧杆菌 混合菌

0 1.29 1.4 0.87 1.16 

5 1.059 1.23 0.84 1.09 

10 0.949 1.04 0.72 1.01 

15 0.869 0.919 0.689 0.919 

20 0.759 0.829 0.639 0.849 

25 0.629 0.749 0.519 0.789 
30 0.59 0.599 0.429 0.639 

表3 25℃贮存活菌含量(×109个/g) 

天数 嗜热链球菌 植物乳杆菌 双歧杆菌 混合菌

0 1.2 1.4 0.87 1.16 

5 0.92 1.0 0.65 0.97 

10 0.75 0.86 0.51 0.85 

15 0.51 0.67 0.42 0.70 

20 0.34 0.41 0.22 0.45 

25 0.16 0.29 0.06 0.32 
30 0.094 0.10 0.04 0.23 

由表 2 和表 3 可知，在 4 ℃下贮存菌粉的活菌含

量明显高于 25 ℃贮存的活菌含量，且混合菌种的贮存

明显好于单一菌种。 
2.6  人工胃中各菌存活情况 

上述三种菌及其混合菌在人工胃液的活菌数[7]，

如表 4 所示。 
由表 4 可看出，混合菌的存活率最高可达 2.0%。

但相对而言仍不算太高，就需对微生态制剂作进一步

的研究，目前研究得最多的是采用微胶囊包埋技术，

关于这方面的研究很多，本文不作赘述。 
表4 各菌在人工胃液中存活的比较 

菌名 加胃液前的

活菌数 

加人工胃液

后的活菌数 

在胃液中

的存活率

嗜热链球菌 1.2×109个/g 5.2×106个/g 0.43% 

植物乳杆菌 1.4×109个/g 6.3×106个/g 0.45% 

双歧杆菌 0.87×109个/g 4.9×106个/g 0.56% 
混合菌 1.16×109个/g 2.3×107个/g 2.0% 

3  结论 

在冷冻干燥过程中，采用混合保护剂保护三种菌

体，经研究发现冻干前后产酸曲线和 pH 下降曲线均

无明显变化。混合菌的贮存明显好于单一菌种，混合

菌在胃液中的存活率明显好于菌种。 
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