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摘要：本研究考察了碳源对罗伊氏乳杆菌 LYS-1 发酵特性和发酵上清液抑菌效果的影响，以此探讨碳源与 LYS-1 代谢产生抑菌

物质的关系。LYS-1 接种于不同碳源配方的培养基中，测定发酵过程中酸度、活菌数的变化以及发酵上清液的抑菌效果。结果显示，

LYS-1 以蔗糖、麦芽糖和葡萄糖为碳源时抑菌圈直径依次为 9.84 mm、8.55 mm 和 7.65 mm，以果糖、乳糖和甘油为碳源时则无抑菌

圈。活菌数≥1.00×109 CFU/mL 时抑菌圈才会出现，且活菌数的增加有利于抑菌圈直径的增大。葡萄糖和蔗糖复配具有较优的抑菌效

果，且蔗糖添加量在 5%~10%范围内增加可以提高抑菌效果。以葡萄糖和果糖等当量替换蔗糖具有同等的抑菌效果，碳源为 1.00%葡

萄糖+10.00%蔗糖或 6.26%葡萄糖+5.26%果糖时发酵上清液的抑菌效果最强。碳源影响 LYS-1 代谢产生抑菌物质，葡萄糖和果糖是影

响发酵上清液抑菌效果的关键性因素。 
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Abstract: This study investigated the influence of carbon source on the fermentation properties of Lactobacillus reuteri (LYS-1) and its 

antimicrobial effect of derived fermentation supernatant, as well as the relationship between the carbon source and the antimicrobial substance 

produced via LYS-1metabolism. LYS-1 was inoculated in the media formulated with different carbon sources, and then the changes in the 

acidity, viable cell count and the antimicrobial effect of fermentation supernatant were examined during the fermentation process. The results 

showed that the diameter of the inhibition zone of LYS-1was 9.84 mm, 8.55 mm and 7.65 mm, respectively, when glucose, sucrose or maltose 

was used as the carbon source, with no inhibition zone detected for fructose, lactose and glycerol. The inhibition zone appeared only when the 

viable cell count was not lower than 109 CFU/mL, and the increase in the viable cell count facilitated the increase of the diameter of inhibition 

zone. The combination of glucose and sucrose led to a greater antimicrobial effect, and an increase of sucrose in the range of 5%~10% could 

improve significantly the antimicrobial effect. Replacing sucrose with glucose and fructose in equivalent amounts resulted in the same 

antimicrobial effect. The antimicrobial effect was the greatest when the carbon source was 1.00% glucose + 10.00% sucrose or 6.26% glucose+ 

5.26% fructose. Carbon source affected the metabolism of LYS-1 to produce antimicrobial substances, with glucose and fructose being the key 

factors affecting the antimicrobial effect of fermentation supernatant. 
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罗伊氏乳杆菌（Lactobacillus reuteri）是人类肠道

的固有细菌，最适生长温度是 35 ~40℃  ℃，最适 pH
是 5.5~6.5，兼性厌氧型。1989 年被美国食品和药品

管理协会列为安全的微生物菌种，2003 年、2010 年和

2014 年我国先后批准了罗伊氏乳杆菌可用于保健食

品、食品和婴幼儿食品[1]。研究发现，罗伊氏乳杆菌

发酵液和发酵无菌上清液均有抑菌性能[2]，对革兰氏

阴性菌、革兰氏阳性菌、真菌等均有抑制效果[3-8]。在

肉制品、奶制品等的加工保藏过程中添加罗伊氏乳杆

菌，可以有效抑制单增李斯特菌、大肠杆菌等食源性

病原菌和腐败菌的生长从而延长货架期[9-12]，有望成

为一种新型的生物防腐剂。 
为提高罗伊氏乳杆菌发酵液的抑菌效果，研究人

员主要从培养基类型、碳源、氮源、金属离子、生长

因子、培养起始 pH、培养温度、培养时间、接种量等

方面去优化发酵培养基和培养条件[13-15]。培养基中的

碳源是用于构成菌体细胞和代谢产物的碳元素来源，

并为微生物的生长繁殖和代谢活动提供能源[16]。微生

物自身的酶系统不同，能利用的碳源也不同。资料显

示，罗伊氏乳杆菌能利用葡萄糖、果糖、蔗糖、麦芽

糖、半乳糖、阿拉伯糖、棉籽糖、蜜二糖等[17]。张雪

梅[18]实验中罗伊氏乳杆菌利用麦芽糖、蔗糖和水苏糖

的能力最强，而陈夷平[19]实验所用菌株则利用蔗糖、

葡萄糖和乳糖的能力较强，大多数实验菌株也是较能

利用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖或乳糖[1,20]，但关于葡萄

糖和果糖复配对抑菌效果影响的研究很少。另外，许

多研究通过单因素实验、正交设计或响应面模型等进

行碳源筛选及培养基配方优化[21-23]，因菌株和方法不

同，利用的碳源不同，使得最优培养基配方有所差异，

而且观察指标主要是发酵液的菌体密度，以抑菌效果

为判定指标的相关研究则很少。 
本文探讨碳源对罗伊氏乳杆菌发酵过程及其特性

与抑菌效果关系的影响，通过琼脂扩散法测定碳源对

发酵上清液的抑菌效果，以此研究碳源与罗伊氏乳杆

菌抑菌物质代谢机制之间的关系，同时获取最优碳源

组合，为提高罗伊氏乳杆菌发酵上清液的抑菌效果提

供培养基配方参考。 

1  材料与方法  

1.1  菌株与试剂  

罗伊氏乳杆菌 LYS-1（Lactobacillus reuteri，
GW-1-1201-1805-01）、大肠杆菌 K12D31，广东省微生

物种质资源库保藏菌种。 
D-无水葡萄糖（分析纯）、蔗糖（分析纯）、D-果

糖（分析纯）、甘油（分析纯），国药集团化学试剂有

限公司；麦芽糖（分析纯），上海伯奥生物科技有限公

司；α-乳糖（分析纯），天津市科密欧化学试剂有限公

司；细菌学蛋白胨、酵母提取物，广东环凯微生物科

技有限公司；琼脂粉，北京奥博星生物技术有限责任

公司；其他试剂均为分析纯。 

1.2  培养基 

1.2.1  改良 MRS 培养基 
葡萄糖 1.00%，蔗糖 5.00%，酵母提取物 2.00%，

无水乙酸钠 0.50%，柠檬酸铵 0.20%，吐温-80 0.10%，

MgSO4·7H2O 0.058% ，MnSO4·4H2O 0.025% ， pH 
6.20~6.40，121 ℃灭菌 20 min。 
1.2.2  检测培养基[24] 

NaCl 1.00%，细菌学蛋白胨 1.00%，酵母提取物

0.50%，葡萄糖 0.50%，琼脂粉 2.00%，pH 7.00，121 ℃
灭菌 20 min。 

1.3  仪器与设备 

pHS-25 数显 pH 计，上海精密仪器有限公司；高

压灭菌锅，合肥华泰医疗设备有限公司；SW-CJ-ECU
超净工作台，苏州净化设备有限公司；DGX-9243B-2
恒温培养箱，上海福玛实验设备有限公司；TGL-16gR
高速冷冻离心机，上海安亭科学仪器厂；HH-2 数显

恒温水浴锅，常州澳华仪器有限公司；SF2000 电子数

显卡尺，广陆数字测控股份有限公司。 

1.4  方法 

1.4.1  罗伊氏乳杆菌活化与培养 
罗伊氏乳杆菌接入改良 MRS 培养基中，使含菌

量为 3.50×106 CFU/mL，37 ℃培养 24 h 活化；培养时，

活化液按 1%接种量接入各发酵培养基中，37 ℃培养。 
1.4.2  罗伊氏乳杆菌发酵上清液的制备 

罗伊氏乳杆菌发酵液混匀至无沉淀，8000 r/min
离心 10 min，取上清液置于 70 ℃水浴锅中保温 30 min
后，4 ℃保存待作抑菌效果测定。 
1.4.3  抑菌效果测定-琼脂扩散法 

将检测培养基融化后待其冷却至 48 ~50 ℃ ℃，加

入大肠杆菌菌液，使检测培养基含菌量为 1.00×106 
CFU/mL，吸取含菌检测培养基 10 mL，使在 90 mm
培养皿中均匀摊布，放置在水平台面上待其凝固，4 ℃
保存 30 min 以上；用打孔器（d=2.7 mm）在含菌检测

平板上打孔并轻轻挑去琼脂块；测定时每孔中滴加样

液 6 μL，每个样品滴加 2 个孔，每组作 3 个平行；37 ℃
培养 16 h~18 h，用游标卡尺测定抑菌圈直径，取平均
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值。 
1.4.4  罗伊氏乳杆菌发酵特性的测定 

将罗伊氏乳杆菌活化液接入发酵培养基中，37 ℃
培养 72 h，分别取 0 h、3 h、6 h、9 h、12 h、15 h、
18 h、21 h、24 h、36 h、48 h、72 h 的发酵液进行酸

度、活菌数和抑菌效果测定。酸度测定参考 GB 
5009.239-2016，活菌数测定参考 GB 4789.35-2016。 
1.4.5  数据处理 

用 Origin 9.0 软件对数据进行处理和图表绘制，

并用 SPSS 19.0 的单因素方差分析来统计分析显著性

差异（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  碳源种类对抑菌效果的影响 

以改良 MRS 培养基为空白，用添加量为 6.00%
的葡萄糖、果糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、甘油作为碳

源替代葡萄糖和蔗糖。测定罗伊氏乳杆菌 LYS-1 培养

24 h 后发酵液的活菌数及发酵上清液的抑菌效果，结

果如表 1。 
表1 碳源种类对抑菌效果的影响 

Table 1 Influence of carbon source types on the antimicrobial 

effect 

碳源 活菌数/(CFU/mL) 抑菌圈直径/mm

空白 4.15×109 10.43 

葡萄糖 1.05×109 7.65 

蔗糖 3.51×109 9.84 

果糖 5.23×108 0.00 

乳糖 7.10×108 0.00 

麦芽糖 2.42×109 8.55 
甘油 1.73×106 0.00 

由表 1 可知，只有碳源为葡萄糖、蔗糖和麦芽糖

时能产生抑菌圈，且以这三种糖为碳源时发酵液的活

菌数较高，活菌数和抑菌圈直径排序为蔗糖>麦芽糖>
葡萄糖。与陈夷平[19]、王超[1]、刘金玲[25]实验中罗伊

氏乳杆菌利用蔗糖的能力最强，利用麦芽糖和葡萄糖

的能力也较强的结果相一致。该实验菌株利用果糖和

乳糖的能力较弱，不能以甘油为主要碳源而生长。实

验结果还反映了碳源对抑菌效果和细胞生长的影响有

一定的联系，碳源为葡萄糖、蔗糖和麦芽糖时，活菌

数均在 109 CFU/mL 以上，且活菌数越高抑菌圈直径

越大，而碳源为果糖、乳糖和甘油时活菌数则相对较

低。另一方面，尽管蔗糖作为碳源时抑菌圈直径和活

菌数较优，但比空白组（1.00%葡萄糖+5.00%蔗糖）

低，表明复合碳源比单一碳源可能更促进罗伊氏乳杆

菌的生长和增强发酵上清液的抑菌效果。 

2.2  碳源对罗伊氏乳杆菌 LYS-1 发酵特性和

发酵上清液抑菌效果的影响 

由上述结果可知，罗伊氏乳杆菌 LYS-1 利用不同

碳源对活菌数和抑菌效果有着不同的影响，乳酸菌常

被应用于牛奶中水解乳糖制备发酵酸乳，但结果显示

本实验菌株利用乳糖的能力较弱，故以 6.00%乳糖为

碳源进行罗伊氏乳杆菌LYS-1发酵特性及发酵上清液

抑菌效果的研究，碳源 1.00%葡萄糖+5.00%蔗糖作为

对比分析。结果如图 1、图 2 所示。 

 
图1 碳源对罗伊氏乳杆菌LYS-1发酵液酸度及其上清液抑菌效

果的影响 

Fig.1 Influence of carbon source on the acidity of Lactobacillus 

reuteri (LYS-1) fermentation liquid and its antimicrobial effect 

of supernatant 
注：A-碳源为1.00%葡萄糖+5.00%蔗糖；B-碳源为6.00%

乳糖。 

 
图2 碳源对罗伊氏乳杆菌LYS-1增殖与发酵上清液抑菌效果的

影响 

Fig.2 Influence of carbon source on the Lactobacillus reuteri 

(LYS-1) growth and its antimicrobial effect of fermentation 

supernatant 
注：A-碳源为1.00%葡萄糖+5.00%蔗糖，B-碳源为6.00%

乳糖。 

由图 1、图 2 可知，两种碳源对罗伊氏乳杆菌
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LYS-1 发酵过程中酸度、活菌数和抑菌效果的影响均

不同，且酸度、活菌数与抑菌效果之间又有一定的关

联。以乳糖为碳源时，发酵过程中 LYS-1 增殖较少，

活菌数最高为 7.35×107 CFU/mL，只增加了一个对数

级；产酸较弱，酸度变化幅度不大，72 h 酸度最高只

有 81.87ºT，0 h~72 h 的发酵上清液均无抑菌圈产生。

这与万心怡[13]和张烽[26]的研究中乳糖为碳源时最有

利于抑菌物质产生的结论不同，原因可能在于该实验

菌株产半乳糖苷酶的能力较弱导致乳糖利用能力较

弱。以蔗糖为主要碳源时，LYS-1 增殖较明显，6 h 活

菌数达 3.35×109 CFU/mL，酸度达 115.93ºT 并开始出

现抑菌圈；6 h~36 h 活菌数缓慢增加，酸度持续增加，

基本是碳源为乳糖时的 3~4 倍，抑菌圈直径逐渐增大；

36 h 活菌数和抑菌圈直径达到最大值，分别为

4.90×109 CFU/mL 和 12.52 mm，随后活菌数快速下降，

酸度缓慢增加，但抑菌圈直径基本保持稳定，说明抑

菌物质作为代谢产物分泌于发酵液中，其含量不随菌

细胞的衰败破裂而降低或增加。研究显示，乳酸菌的

抑菌能力与细胞生长有密切的关系[27,28]，徐海燕[29]和

王志新[30]的罗伊氏乳杆菌抑菌动力学曲线表明，抑菌

物质在对数期初期开始产生，进入稳定期后产量持续

增长，稳定期中期或后期达到最高水平并基本维持稳

定，与本实验 LYS-1 的发酵特性相似。综上可以表明，

抑菌物质的代谢与活菌数密切相关，碳源影响 LYS-1
的生长代谢，从而影响抑菌物质的产生和发酵上清液

的抑菌效果。 

2.3  葡萄糖、蔗糖和麦芽糖复配对抑菌效果的

影响 

表2 葡萄糖、蔗糖和麦芽糖复配配方 

Table 2 Combination formula of glucose, sucrose and maltose 

分组 葡萄糖/% 蔗糖/% 麦芽糖/% 

空白 1.00 5.00 0.00 

1 1.00 2.50 2.50 

2 1.00 3.40 1.60 

3 1.00 3.75 1.25 

4 2.00 2.00 2.00 
5 0.00 3.00 3.00 

鉴于罗伊氏乳杆菌 LYS-1 较能利用蔗糖、麦芽糖

和葡萄糖这 3 种碳源且发现复配碳源的抑菌效果比单

一碳源时要强，本实验对蔗糖、麦芽糖和葡萄糖进行

不同添加量的组合，以观察抑菌效果的变化。以改良

MRS 培养基为空白，在此基础上变换碳源配方（见表

2），然后测定 LYS-1 培养 24 h 后发酵上清液的抑菌效

果。抑菌结果如图 3 所示，空白组与 1、4、5 组无显

著差异（p≥0.05），与 2、3 组有明显差异（p<0.05）
且空白组的抑菌圈直径较大。三种碳源复配（组 1~4）
比两种碳源复配（空白组、组 5）时的抑菌圈直径要

小，且随着蔗糖添加量的增加，抑菌效果反而减弱，

可能是因为水解两种双糖会消耗较大的能量从而影响

抑菌物质的合成。大多数研究中的最优碳源配方也是

一至两种碳源的组合，只有张雪梅[18]和陈夷平[19]的研

究结果中最优碳源为三种碳源复配，但他们的总碳源

含量与本实验的不同，所以实验结果有所差异。两种

碳源复配时，蔗糖和麦芽糖复配的抑菌效果有优于葡

萄糖和蔗糖复配的趋势但不明显（p≥0.05）。鉴于培养

基配方简易与降低成本的考虑，加之对罗伊氏乳杆菌

LYS-1 生长而言，生长初期会优先利用单糖，故碳源

复配的较优选择还是空白组，即 1.00%葡萄糖+5.00%
蔗糖。 

 
图3 葡萄糖、蔗糖和麦芽糖复配对抑菌效果的影响 

Fig.3 Influence of glucose, sucrose and maltose combination on 

the antimicrobial effect 

注：空白-1.00%葡萄糖+5.00%蔗糖；1-1.00%葡萄糖+2.50%

蔗糖+2.50%麦芽糖；2-1.00%葡萄糖+3.40%蔗糖+1.60%麦芽糖；

3-1.00%葡萄糖+3.75%蔗糖+1.25%麦芽糖；4-2.00%葡萄糖

+2.00%蔗糖+2.00%麦芽糖；5-3.00%蔗糖+3.00%麦芽糖；不同

字母 a~c 表示显著性差异（p<0.05）。 

2.4  蔗糖添加量对抑菌效果的影响 

前述 2.1 的研究结果显示，罗伊氏乳杆菌 LYS-1
虽然不能单以果糖为碳源而使发酵上清液具备抑菌效

果，但利用蔗糖时发酵上清液的抑菌效果比利用葡萄

糖时强，葡萄糖和蔗糖搭配时抑菌效果更强，故本实

验以改良 MRS 培养基为空白，在此基础上提高蔗糖

的添加量依次为 6%、7%、8%、9%、10%、15%、20%、

25%、30%，测定罗伊氏乳杆菌培养 24 h 后发酵上清

液的抑菌效果，以研究蔗糖添加量对抑菌效果的影响，

结果如图 4 所示。 
从图 4 可知，一定范围内蔗糖添加量的增加有利
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于增大抑菌圈直径，添加量从 5.00%增加至 10.00%，

抑菌效果增强，在 10.00%时抑菌圈直径达到最大值

12.56 mm，而添加量从 10.00%增加至 30.00%的过程

中，抑菌效果开始减弱，添加量为 25.00%和 30.00%
时甚至比空白组的抑菌效果还弱。这是因为随着蔗糖

添加量的进一步升高，增加了发酵体系的渗透压，使

得发酵体系中罗伊氏乳杆菌 LYS-1 受到高渗透压胁

迫，细胞繁殖变得缓慢，从而导致抑菌物质产生量减

少，发酵上清液抑菌效果下降。由抑菌圈直径可知，

本实验中最优碳源配方为 1.00%葡萄糖+10.00%蔗糖。

而刘金玲[25]研究结果中，最优碳源配方为 2.10%葡萄

糖+3.00%蔗糖，黄沧海[23]得出的最优配方为 1.00%葡

萄糖+6.00%蔗糖，可见本实验菌株耐受高渗透压的能

力更强。 

 
图4 蔗糖添加量对抑菌效果的影响 

Fig.4 Influence of sucrose addition amount on the antimicrobial 

effect 

注：空白-1.00%葡萄糖+5.00%蔗糖；1-1.00%葡萄糖+6.00%

蔗糖；2-1.00%葡萄糖+7.00%蔗糖；3-1.00%葡萄糖+8.00%蔗糖；

4-1.00%葡萄糖+9.00%蔗糖；5-1.00%葡萄糖+10.00%蔗糖；

6-1.00%葡萄糖+15.00%蔗糖；7-1.00%葡萄糖+20.00%蔗糖；

8-1.00%葡萄糖+25.00%蔗糖；9-1.00%葡萄糖+30.00%蔗糖；不

同字母 a~f 表示显著性差异（p<0.05）。 

2.5  葡萄糖和果糖复配对抑菌效果的影响 

前述 2.4 的研究结果显示，一定范围内提高蔗糖

添加量能提高发酵上清液的抑菌效果。蔗糖是双糖，

由葡萄糖和果糖通过 α-1,2 糖苷键构成，葡萄糖和果

糖是单糖，在细胞利用效率上比双糖有优势，故本实

验用葡萄糖和果糖来等当量替代蔗糖作为碳源，研究

其不同添加量对抑菌效果的影响。以改良 MRS 培养

基为空白，用葡萄糖和果糖等当量替代添加量分别为

5%、6%、7%、8%、9%、10%、15%、20%、25%、

30%的蔗糖，测定发酵上清液的抑菌效果并进行比较，

结果如图 5 所示。 
对比图 4 与图 5 可知，碳源为蔗糖或是与之等当

量的葡萄糖和果糖复配时，添加量同等条件下后者的

抑菌圈直径略大一点，但无明显差异（p≥0.05），而且

随着葡萄糖和果糖添加量的增加，抑菌圈直径呈现先

增大后减小的变化趋势，与蔗糖添加量对抑菌效果的

影响趋势相一致。碳源为 6.26%葡萄糖+5.26%果糖时

抑菌圈直径达到最大值 12.86 mm，对应于 1.00%葡萄

糖+10.00%蔗糖，继续增大葡萄糖和果糖的添加量则

会因为高渗透压胁迫而降低抑菌效果。由此说明葡萄

糖和蔗糖复配的本质是葡萄糖和果糖的协同作用，葡

萄糖作为碳源和能量来源，经异型乳酸发酵途径代谢

产生乳酸、乙醇、CO2、ATP 等产物，促进罗伊氏乳

杆菌 LYS-1 增殖和抑菌物质代谢，而直接添加的果糖

及蔗糖经水解酶形成的果糖的作用如同 Emma[31]所

说，仅作为电子受体，提高糖酵解过程中的 ATP 水平

从而大大促进细胞生长和抑菌物质代谢，进一步增强

发酵上清液的抑菌效果。由抑菌圈直径可知，本实验

中最优碳源配方为 6.26%葡萄糖+5.26%果糖。 

 
图5 葡萄糖和果糖复配对抑菌效果的影响 

Fig.5 Influence of glucose and fructose combination on the 

antimicrobial effect 

注：空白-1.00%葡萄糖+5.00%蔗糖；1-3.63%葡萄糖+2.63%

果糖；2-4.16%葡萄糖+3.16%果糖；3-4.68%葡萄糖+3.68%果糖；

4-5.21%葡萄糖+4.21%果糖；5-5.74%葡萄糖+4.74%果糖；

6-6.26%葡萄糖+5.26%果糖；7-8.89%葡萄糖+7.89%果糖；

8-11.53%葡萄糖+10.53%果糖；9-14.16%葡萄糖+13.16%果糖；

10-16.79%葡萄糖+15.79%果糖；不同字母 a~g 表示显著性差异

（p<0.05）。 

3  结论 

本文研究了碳源对罗伊氏乳杆菌LYS-1发酵特性

及其与抑菌效果关系的影响。LYS-1 利用葡萄糖、蔗

糖和麦芽糖能力较强，细胞增殖明显，发酵上清液具

有良好抑菌效果；利用果糖、乳糖和甘油能力较弱，

细胞增殖较少，发酵上清液不具备抑菌效果。当活菌

数达到 109 CFU/mL 时抑菌圈才会出现，且活菌数的

增多有利于抑菌圈直径的增大，碳源影响 LYS-1 发酵
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过程中活菌数的变化，从而影响酸度的变化和抑菌效

果的强弱。葡萄糖和蔗糖复配的抑菌效果较优，

5%~10%范围内随着蔗糖添加量的增加，抑菌效果增

强。以葡萄糖和果糖等当量替换蔗糖作为碳源时发酵

上清液能产生同等的抑菌效果，最优碳源配方为

1.00%葡萄糖+10.00%蔗糖或 6.26%葡萄糖+5.26%果

糖，葡萄糖和果糖是影响罗伊氏乳杆菌 LYS-1 发酵上

清液抑菌效果的关键性因素。 
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