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嗜热链球菌937增殖培养基及发酵条件的优化

彭奎耀1，关成冉1，王伟军2，胡雅倩2，顾瑞霞1*

（1.江苏省乳品生物技术与安全控制重点实验室，江苏扬州 225000）

（2.南京卫岗乳业有限公司，江苏南京 211100）

摘要：该研究以化学限定培养基为基础，通过单因素实验、响应面实验和正交优化实验对嗜热链球菌 937 的培

养基、培养条件进行优化。通过实验确定嗜热链球菌 937 最适培养基：乳糖 20 g/L，酶解脱脂乳 16.60%，大豆低聚

肽 18.88 g/L，乳清蛋白粉 1.69%，10 mmol/L 组氨酸、10 mmol/L 异亮氨酸、5 mmol/L 酪氨酸、1 mmol/L 半胱氨酸

和 1 mmol/L 谷氨酸、2 mg/L 烟酸、0.5 g/L 抗坏血酸、40 mg/L 氯化镁、2 mg/L 泛酸钙、4 mg/L 盐酸硫胺素、0.4 g/L 氯

化钙。初始 pH 值 6.5，接种量 2%，39 ℃发酵，嗜热链球菌 937 活菌数高达 1.75×109 CFU/mL。由此可见，该研究

实现嗜热链球菌 937 低成本、高效率的培养技术，为高活菌数的嗜热链球菌商业产品的开发生产奠定基础。
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Abstract: The optimization process for Streptococcus thermophilus 937 involved starting from a chemically defined 

medium, followed by single-factor experiments, response surface experiments, and orthogonal optimization experiments to 

refine the culture medium and growth conditions. The experimentally determined optimal culture medium for Streptococcus 

thermophilus 937 is 20 g/L lactose, 16.60% enzymatic skim milk, 18.88 g/L soybean oligopeptide, 1.69% whey protein 

powder, 10 mmol/L histidine, 10 mmol/L isoleucine, 5 mmol/L tyrosine, 1 mmol/L cysteine, 1 mmol/L glutamic 

acid, 2 mg/L nicotinic acid, 0.5 g/L ascorbic acid, 40 mg/L magnesium chloride, 2 mg/L calcium pantothenate, 4 mg/L thiamine 

hydrochloride, and 0.4 g/L calcium chloride. The viable cell density of Streptococcus thermophilus 937 reached 1.75×109 CFU/mL 

when the initial pH was 6.5, with a 2% inoculum and a fermentation temperature of 39  ℃ . This work achieved low-cost, high-

efficiency culture methods for Streptococcus thermophilus 937, and these findings lay a foundation for the development and 

production of commercial products via Streptococcus thermophilus cultures with high viable cell counts.
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  嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus）是世

界公认的食品安全级（Generally Recognized as Safe，
GRAS）链球菌种，因其优良的发酵特性，广泛的

应用于发酵乳制品  [1] 。除了具有良好的发酵特性，

其还具备许多益生功能，如缓解炎症性肠病  [2] 、降

胆固醇  [3] 、保护肝脏损伤  [4] 、抗氧化  [5] 、增强人体

免疫力  [6] 等。随着嗜热链球菌的应用越来越广泛，

但国内缺乏自主知识产权的乳酸菌发酵剂，因此

提高嗜热链球菌的活菌数及生产效率，对打破国

外垄断，推进嗜热链球菌的应用具有重要的现实

意义。

  但目前嗜热链球菌的培养水平较低，限制了其

进一步扩大应用，因此优化培养基的营养成分是实

现嗜热链球菌低成本、高效率培养的核心 [7] 。调研

发现，目前培养嗜热链球菌多采用 MRS、M17 等商

业培养基，如李康宁等 [8] 对 TYP 培养基的营养成分

进行响应面优化，使得嗜热链球菌活菌数提高了 2~3
倍。刘继业 [9] 在MRS培养基的基础上进行营养成分的

优化，嗜热链球菌 L10 活菌数达到 2.39×109 CFU/mL。
而商业培养基来源不同，培养效果重复性差，价格

昂贵。此外，商用培养基中含有蛋白胨、牛肉膏和

酵母提取物等，成分未知且复杂，不仅会干扰菌株

生长必需营养成分的确定，还会造成潜在的食品安

全性问题，限制嗜热链球菌的应用 [10] 。化学限定培

养基（Chemically Defined Medium, CDM）是一种营

养均衡且化学成分已知的培养基，具有良好的培养

重复性 [11,12] 。CDM 可以排除未知成分的干扰，更准

确有效的用于分析嗜热链球菌的营养需求 [13] 。

本研究拟在 CDM 的基础上，分析嗜热链球菌

937 的营养需求，进一步对培养基成分及培养条件

进行筛选和优化，实现嗜热链球菌 937 低成本、高

效率的培养方式，并为高活菌数的嗜热链球菌商业

产品的开发生产奠定基础。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌株

嗜热链球菌 937 由江苏省乳品生物技术与安全

控制重点实验室提供。

1.1.2 试剂

中性蛋白酶、牛骨胶原肽、大豆低聚肽，浙江

一诺生物有限公司；脱脂乳、乳清蛋白粉，新西兰

恒天然；乳糖，上海源叶生物科技有限公司；葡萄

糖、硫酸铁、氯化镁、蔗糖等，国药集团化学试剂

有限公司；谷氨酸、丙氨酸、天冬氨酸等氨基酸，

生工生物工程（上海）股份有限公司。

1.2 仪器与设备

SX-700 型全自动高压蒸汽灭菌锅，日本 TOMY
公司；DNP-9272 型恒温培养箱，上海精宏实验设备

有限公司；FP-110-C 型 Bioscreen CTM 系统，Lab-
systems 公司；SW22 型恒温水浴锅，优莱博技术（北

京）有限公司；BIOTECH-5BG 型离位灭菌玻璃发

酵罐，上海保兴生物设备工程有限公司；1200 型高

效液相色谱仪，Agilent Technologies 公司。

1.3 实验方法

1.3.1 菌株活化

一级种子液：将嗜热链球菌 937 冻干菌种（-20 ℃
储存），接种到 10 mL M17 培养基中，接种量 2%，

42 ℃培养 12 h，4 ℃储存备用。

二级种子液：将一级种子液按 2% 接种量接种

到 80 mL M17 培养基中，42 ℃培养 12 h，4 ℃储存

备用。

1.3.2 活菌数的测定

采用平板计数法测定菌株活菌数。

1.3.3 生长曲线的测定

使用全自动生长曲线测定仪 Bioscreen CTM 系统

进行测定并记录菌体生长情况。将 2 代菌液进行离

心（4 ℃，8 000 r/min，3 min）收集菌体并用无菌

水重悬清洗菌体，重复两次，最后调节菌体重悬液

OD600 值为 1.00±0.05，接种于单一缺失营养成分的

CDM 培养基中，接种量 2%，混匀后吸取 300 μL
培养基加入生长板的加样孔，每组样品设置 3 个平

行，将生长板放入培养箱内，培养 24 h 后记录数据。

设置培养参数：培养温度 42 ℃，培养时间 24 h，测

量间隔 30 min，吸收光波长 600 nm。

1.3.4 发酵液乳酸根含量的测定

乳酸根含量的测定参照国标GB 1886.173-2016 [14] 的

方法。

1.3.5 发酵液中乳糖含量的测定

乳糖含量的测定参照国标 GB 5009.8-2016 [15] 的

方法。
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表 1  完整化学限定培养基（CDM）成分

Table 1 Complete chemical defined medium component

成分 浓度 成分 浓度 ( 质量浓度 )

乳糖 1.00% 苏氨酸 1.00 mmol/L

尿素 0.24 g/L 半胱氨酸 1.00 mmol/L

组氨酸 1.00 mmol/L 丙氨酸 1.00 mmol/L

异亮氨酸 1.00 mmol/L 甘氨酸 1.00 mmol/L

亮氨酸 1.00 mmol/L 抗坏血酸钠 0.25 g/L

蛋氨酸 1.00 mmol/L 叶酸 1.00 mg/L

缬氨酸 1.00 mmol/L 盐酸吡哆醛 5.00 mg/L

赖氨酸 1.00 mmol/L 盐酸硫胺素 1.00 mg/L

谷氨酸 1.00 mmol/L 核黄素 1.00 mg/L

谷氨酰胺 1.00 mmol/L 烟酸 1.00 mg/L

色氨酸 1.00 mmol/L 泛酸钙 1.00 mg/L

酪氨酸 1.00 mmol/L 硫酸锰 28.00 mg/L

天冬氨酸 1.00 mmol/L 氯化镁 25.00 mg/L

天冬酰胺 1.00 mmol/L 氯化钙 0.10 g/L

苯丙氨酸 1.00 mmol/L 硫酸锌 5.00 mg/L

脯氨酸 1.00 mmol/L 氯化铁 5.00 mg/L

丝氨酸 1.00 mmol/L 乙酸钠 0.50 g/L

1.3.6 发酵液pH值测定

使用梅特勒 pH 值玻璃电极进行在线 pH 值测定。

1.3.7 基础培养基的确定

在完整化学限定培养基（CDM）（见表 1）中，

采用单一扣除法，逐个缺失培养基中的营养成分，

使用 Bioscreen CTM 系统检测嗜热链球菌 937 在培养

过程中的生物量（OD600），绘制生长曲线，评价菌

株生长情况，确定基础培养基的成分组成。

1.3.8 酶解脱脂乳的制备

  将 120 g 脱脂乳溶于 880 g 去离子水，用 0.5 mol/L
氢氧化钠溶液调 pH 值至 7.0。50 ℃水浴保温，加入

中性蛋白酶至溶液浓度为 200 U/mL 进行酶解，酶

解过程中用 0.5 mol/L NaOH 调节酶解液 pH 值在 7.0
左右，用 pH-stat 法测定酶解脱脂乳的水解度，当

脱脂乳酶解液水解度达到 15% 时，结束酶解，灭菌

（105 ℃，15 min）。水解度计算公式：

D = A×B
α×C×E

 ×100%                                          （1）

式中：

D——水解度，% ；

A——NaOH 体积，mL ；

B——NaOH 浓度，mol/L ；

α——氨基的平均解离度，酪蛋白的 1/α 为 2.26 ；

C——蛋白质的质量，g ；

E——htot 值，对于酪蛋白，取值为 8.2 mmol/L。

1.3.9 碳源的优化

在基础培养基的基础上，分别添加乳糖、葡萄

糖和蔗糖，分别添加质量分数为 1%、2%、3%、4%、

5%，2% 接种量，42 ℃培养至稳定期测定活菌数。

1.3.10 氮源的优化

分别向培养基中添加脱脂乳酶解液（质量分

数：5%、10%、15%、20%）、大豆低聚肽（质量浓度：5、
10、15、20 g/L）、牛骨胶原肽（质量浓度：5、10、
15、20 g/L）、乳清蛋白粉（质量分数：0.5%、1.0%、

1.5%、2.0%）、尿素（质量浓度：0.2、0.4、0.8 g/L），
接种量 2%，42 ℃培养至稳定期测定活菌数。

1.3.11 氮源响应面实验设计

根据氮源优化实验结果，选取脱脂乳酶解液、

大豆低聚肽、乳清蛋白粉三种因素进行中心组设计

和响应面分析，采用 Design Expert 软件进行 Box-
Benhnken 设计（见表 2），以菌体稳定期活菌数为响

应值，进行响应面设计及数据处理，根据优化结果

确定嗜热链球菌 937 培养基中复合氮源的最优配比。

表 2  响应面实验因素和水平

Table 2 Response surface experimental factors and levels

水平

因素

A 大豆
低聚肽 /(g/L)

B 脱脂乳酶
解液含量 /%

C 乳清
蛋白粉 /%

-1 5 5 0.5

0 12.5 17.5 1.75

1 20 30 3

1.3.12 氨基酸的优化

在氮源优化的基础上，分别在培养基中添加亮

氨酸、蛋氨酸、异亮氨酸、酪氨酸、半胱氨酸、色氨酸、

组氨酸、谷氨酸，浓度分别为：0、5、10、15、20、
30 mmol/L，接种量 2%，42 ℃培养至稳定期测定活菌数。

1.3.13 生长因子优化

向优化培养基中分别添加质量浓度为 0、2、4、6、
8 mg/L 的核黄素、盐酸硫胺素、盐酸吡哆醛、烟酸和

泛酸钙，添加质量浓度为 0、0.5、1.0、1.5、2.0 g/L 的

抗坏血酸，质量浓度为 0、20、40、60、80 mg/L 的氯

化镁和质量浓度为 0、0.2、0.4、0.6、0.8 g/L 的氯化钙，

接种量 2%，42 ℃培养至稳定期测定活菌数。

1.3.14 培养条件的优化

基于上述实验，对嗜热链球菌 937 的培养条件

条件（温度、初始 pH 值、接种量）进行 3 因素 3
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水平的正交实验优化，以活菌数为评价指标，确定

最佳培养条件。

1.3.15 数据处理与分析

实验数据使用 SPSS 22.0 软件进行单因素方差

分析，P＜0.05，差异显著。采用 GraphPad Prism 软

件处理作图。

2  结果与分析

2.1 嗜热链球菌937基础培养基的确定

本实验以 1% 乳糖为碳源，分别逐一缺失化学

限定培养基中的营养成分，完整的培养基作为实验

对照组，确定嗜热链球菌 937 生长需要的营养成分，

以构成基础培养基（图 1）。
与对照组相比，单一缺失泛酸钙、烟酸、盐酸

硫胺素、氯化镁、谷氨酸（Glu）、色氨酸（Trp）、
半胱氨酸（Cys）时，嗜热链球菌 937 几乎不生长

（OD600＜0.2），说明这些营养成分是嗜热链球菌

937 生长必需营养物质；当从培养基中扣除盐酸吡

哆醇、核黄素、抗坏血酸、氯化钙、异亮氨酸（Ile）、
组氨酸（His）、蛋氨酸（Met）、亮氨酸（Leu）、酪

氨酸（Tyr）时，嗜热链球菌 937 的生物量显著降低

于对照组（P＜0.05），说明缺乏这类营养成分会抑

制嗜热链球菌 937 的生长，其是嗜热链球菌 937 生

长需求的营养物质。而叶酸、硫酸锰、硫酸亚铁、

硫酸锌、乙酸钠、丙氨酸（Ala）、甘氨酸（Gly）、
缬氨酸（Val）、苯丙氨酸（Phe）、天冬氨酸（Asp）、
天冬酰胺（Asn）、丝氨酸（Ser）、苏氨酸（Thr）、
谷氨酰胺（Gln）等营养成分单一缺失时，嗜热链

球菌 937 的生物量无显著变化，说明嗜热链球菌

937 在生长过程中不需要这些营养物质。Letort
等

 [16] 研究发现核黄素是 6 株嗜热链球菌的生长必

需营养成分，烟酸和泛酸钙对其中的 4 株嗜热链

球菌（ST1、ST8、ST18 和 ST21）必需营养成分，

同时对另外 2 株菌（ST7 和 ST11）具有促生长作

用。Liu 等  [17] 在研究控制 pH 值分批发酵中嗜热链

球菌 MN-ZLW-002 营养需求时发现 Ca2+ 能够促进

嗜热链球菌 MN-ZLW-002 生长，本实验也得到类

似结论。

因此，通过单一扣除实验，分析了嗜热链球

菌 937 的营养需求，从而获得嗜热链球菌基础

培养基为：乳糖 1%、尿素 0.24 g/L、烟酸 1 mg/L、
抗坏血酸 0.25 g/L、核黄素 1 mg/L、盐酸硫胺

素 1 mg/L、盐酸吡哆醛 1 mg/L、烟酸 1 mg/L、泛

酸钙 1 mg/L、亮氨酸 1 mmol/L、蛋氨酸 1 mmol/L、
异亮氨酸 1 mmol/L、酪氨酸 1 mmol/L、色氨酸

1 mmol/L、半胱氨酸 1 mmol/L、组氨酸 1 mmol/L、
谷氨酸 1 mmol/L、氯化镁 25 mg/L、氯化钙 0.1 g/L。

图 1 嗜热链球菌 937 基本营养需求

Fig.1 Basic nutritional requirements of S. thermophilus 937
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2.2 碳源对嗜热链球菌937生长的影响

碳源是嗜热链球菌生长代谢必需的营养物质，

对促进嗜热链球菌的增殖至关重要  [18] 。本实验在

基础培养基中，分别以质量分数为 1%~5% 的乳

糖、葡萄糖、蔗糖作为嗜热链球菌 937 的碳源，

筛选出促进嗜热链球菌 937 生长的碳源及其浓度

（图 2）。

图 2 碳源及其浓度对嗜热链球菌 937 的影响

Fig.2 Effect of the carbon source and its concentration 

on the growth of S. thermophlus 937

由图 2 可知，随着碳源浓度上升，实验组嗜热

链球菌 937 的活菌数均呈先上升后下降的趋势，

在乳糖质量分数 2% 时，嗜热链球菌 937 活菌数

最高为 3.6×108 CFU/mL ；当碳源为葡萄糖、蔗

糖时，都在质量分数为 3% 活菌数最高，分别为

2.9×108 CFU/mL 和 3.01×108 CFU/mL，都显著低于

以 2% 乳糖作为碳源的培养基。因此选择 2% 乳糖

作为嗜热链球菌 937 的碳源。Bogaard 等 [19] 也得到

相似的结论，当嗜热链球菌分别以葡萄糖、蔗糖、

果糖作为碳源时，其在乳糖中的生长速率比其在它

糖类中高数倍。

2.3 氮源对嗜热链球菌937生长的影响

嗜热链球菌的营养物质的需求及其复杂苛刻，

其可利用的氮源可分为铵基氮、尿素等无机氮，蛋

白胨、大豆肽等有机氮，两者均可被菌体吸收利

用 [20] 。本实验分别以尿素、脱脂乳酶解液、牛骨

胶原肽、大豆低聚肽和乳清蛋白粉作为嗜热链球菌

937 的氮源，筛选出促进嗜热链球菌 937 生长的氮

源（图 3）。
由图 3 可知，首先，不同的氮源对嗜热链球菌

937 增殖效果差异较大，其中尿素的代谢利用明显

低于另外 4 种氮源，即使提高尿素的浓度，嗜热链

球菌 937 的活菌数也没有明显的增加，说明尿素不

适合作为嗜热链球菌 937 的氮源。其次，与对照组

相比，另外 4 种氮源都能够有效的促进嗜热链球菌

937 的生长。脱脂乳酶解液、牛骨胶原肽和大豆低

聚肽表现出相同的趋势，即随着浓度的提升，活菌

数均呈先上升，达到峰值后下降的趋势；乳清蛋白

粉是随着浓度的增加，活菌数是先上升，后就基本

不变的趋势。进一步分析发现，当氮源为 10% 脱

脂乳酶解液、10 g/L 大豆低聚肽或 2% 乳清蛋白粉

时，嗜热链球菌 937 的增值效果最显著，活菌数

分别达到 5.87×108、5.73×108、5.91×108 CFU/mL，
而这三者之间无明显差异。此外有研究发现，复合

氮源对乳酸菌的增殖效果显著优于单一氮源的增殖

效果，因此综合分析后，选择脱脂乳酶解液、大豆

低聚肽、乳清蛋白粉作为嗜热链球菌 937 的氮源，

并进行复配。

图 3 氮源对嗜热链球菌 937 生长的影响

Fig.3 Effect of the nitrogen source on the growth of 

S. thermophilus 937

注：UR 代表尿素，TM 代表脱脂乳酶解液，NT 代表牛

骨胶原肽，DT 代表大豆低聚肽，WY 代表乳清蛋白粉，虚

线代表对照组。

2.4 氮源响应面优化实验

在实验 2.3的基础上，以嗜热链球菌 937 的活

菌数为测评指标，对培养基的脱脂乳酶解液、大

豆低聚肽、乳清蛋白粉的添加量进行三因素三水

平的响应面实验设计，零点试验重复 5 次估计误

差（表 3）。
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表 3  嗜热链球菌937响应面实验设计结果

Table 3 Results of response surface experimental design of S. thermophilus 937

编号 A 大豆低聚肽含量 /(g/L) B 脱脂乳酶解液含量 /% C 乳清蛋白粉 /% 活菌数 /(109 CFU/mL)

1 12.50 5.00 3.00 0.84

2 12.50 17.50 1.75 1.22

3 12.50 17.50 1.75 1.29

4 12.50 30.00 0.50 0.73

5 20.00 17.50 3.00 0.81

6 20.00 17.50 0.50 0.84

7 20.00 30.00 1.75 0.83

8 12.50 30.00 3.00 0.81

9 5.00 17.50 3.00 1.08

10 12.50 17.50 1.75 1.10

11 20.00 5.00 1.75 0.87

12 12.50 17.50 1.75 1.25

13 12.50 17.50 1.75 1.11

14 5.00 30.00 1.75 0.90

15 12.50 5.00 0.50 0.70

16 5.00 5.00 1.75 0.68

17 5.00 17.50 0.50 0.65

表 4  二次多项式模型的系数及其方差分析

Table 4 Coefficients and their analysis of variance for the quadratic polynomial model

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 0.65 9 0.072 12.04 0.001 7* significant

A 0.000 2 1 0.000 2 0.033 0.860 3

B 0.004 05 1 0.004 05 0.67 0.438 5

C 0.048 1 0.048 8.00 0.025 4* significant

AB 0.017 1 0.017 2.82 0.137 3

AC 0.053 1 0.053 8.81 0.020 8* significant

BC 0.000 9 1 0.000 9 0.15 0.710 1

A2 0.094 1 0.094 15.68 0.005 5

B2 0.21 1 0.21 35.35 0.000 6

C2 0.17 1 0.17 27.92 0.001 1

残差项 0.042 7 0.006 003

失拟项 0.013 3 0.004 367 0.60 0.646 2 not significant

误差 0.029 4 0.007 23

和 0.69 16

R2=0.939 3 Radj
2=0.861 3

注：* 显著性差异分析在 P＜0.05 水平。

使用 Design Expert 8.0.6 软件进行响应面二次

多项回归拟合，获得 3 种氮源与活菌数的二次多项

式回归模型方程为：

活 菌 数 =1.196+0.005A+0.024 17B+0.079 17C-
0.063 33AB-0.116 7AC-0.015BC-0.150 5A2-0.225 5B2-

0.798 8C2，各项方差分析结果如表 4 所示。
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对嗜热链球菌 937 的活菌数进行方差分析，结

果显示二次项 A2、B2、C2，交叉项 AC 及一次项 A
对嗜热链球菌 937 活菌数均有显著影响（P＜0.05）。
整体模型呈极显著差异（P＜0.01），表明该回归模

型达到极显著水平。失拟项的 P=0.646 2＞0.05，失

拟项不显著，表明试验设计误差小。方程模型系数

R2=0.939 3，Radj
2=0.861 3，说明方程与试验拟合度

良好，可用于嗜热链球菌 937 生长情况的预测。本

试验得到响应面三维图和等高线图如图 4 所示。

分析图 4可知，大豆低聚肽和乳清蛋白粉的江湖

影响对嗜热链球菌937活菌数具有显著影响（P＞0.05）。
当大豆低聚肽含量一定时，随着增加乳清蛋白粉添

加量，活菌数呈先上升后下降的趋势，当乳清蛋白

粉含量较低时，嗜热链球菌 937 活菌数随大豆低聚

肽添加量的增加而上升，当乳清蛋白粉含量较高时，

活菌数随大豆低聚肽添加量的增加而下降。

 

 

 

图 4 因素交叉作用响应面图及相应等高线图

Fig.4 Factor cross-action response surface plots and the 

corresponding contour plots

经响应面分析法得到的最佳大豆低聚糖质量

分数为 18.88 g/L，脱脂乳酶解液和乳清蛋白粉的

质量浓度为 16.60%、1.69%，模型预测的活菌数为

1.09×109 CFU/mL，为验证预测结果的可靠性，利用

上述优化好的复合氮源进行试验，测定的最终活菌

数为 1.06×109 CFU/mL，与预测值无显著差异。所

以认为该方法进行嗜热链球菌 937 复合氮源的优化

准确度较好。

2.5 氨基酸对嗜热链球菌937生长的影响

微生物中，乳酸菌对于营养物质的要求尤其严

格，嗜热链球菌更甚。有些氨基酸并不能在嗜热链

球菌生长代谢中合成，需要从外界获取 [21] 。本实验

在实验 2.4 的基础上，将氮源优化后的培养基设为

对照组，进一步研究不同浓度的半胱氨酸、组氨酸、

蛋氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、色氨酸、酪氨酸、谷

氨酸对嗜热链球菌生长的影响（图 5）。

图 5 氨基酸对嗜热链球菌 937 生长的影响

Fig.5 Effect of amino acids on the growth of S. thermophilus 937

注：虚线为对照组。

分析图 5 可知，不同的氨基酸对嗜热链球菌

937 生长的影响均不同。首先，可以发现适合浓度

的异亮氨酸、组氨酸和酪氨酸能够促进嗜热链球菌

937 的增殖，而随着这三种浓度的增加，嗜热链球

菌 937 的活菌数逐渐下降，其中添加 10 mmol/L 组

氨酸、10 mmol/L 异亮氨酸和 5 mmol/L 酪氨酸相比

于其他浓度显著提高了菌体的活菌数，并且明显高

于对照组。当未添加蛋氨酸、色氨酸和亮氨酸，嗜

热链球菌 937 活菌数高于对照组，但随着添加浓度

增加，活菌数下降。说明培养基中不需要添加蛋氨

酸、色氨酸、亮氨酸。此外，未添加半胱氨酸和谷

氨酸时，嗜热链球菌活菌数显著低于对照组，当随

着浓度的增加，菌体活菌数先增加后下降，但最高

峰的活菌数仍未明显高于对照组，说明在嗜热链球

菌 937 生长过程中不能缺少半胱氨酸和谷氨酸，但

高浓度的半胱氨酸和谷氨酸会抑制菌体的生长。陈

合等
 [22] 选取 19 种氨基酸与牛乳复合培养嗜热链球菌，

发现添加 10 mg/L 谷氨酸时，嗜热链球菌活菌数最高

达到 4.80×109 CFU/mL，本研究也得到相似结果。

因此，嗜热链球菌 937 最适的氨基酸及其添加

浓度为：10 mmol/L 组氨酸、10 mmol/L 异亮氨酸、

5 mmol/L 酪氨酸、1 mmol/L 半胱氨酸和 1 mmol/L
谷氨酸。
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图 6 生长因子对嗜热链球菌 937 生长的影响

Fig.6 Effect of growth factors on the growth of S. thermophilus 937

注：虚线为对照组。

表 5  培养条件L16 (3
4)正交试验

Table 5 Culture condition L16 (3
4) by an orthogonal assay

编号 A pH 值 B 温度 /℃ C 接种量 活菌数 /(109 CFU/mL)
1 1（5.5） 1(35) 1(1%) 0.12
2 1 2(37) 2(2%) 0.21
3 1 3(39) 3(4%) 0.24
4 1 4(42) 4(6%) 0.39
5 2(6.0) 1 2 0.54
6 2 2 1 0.61
7 2 3 4 0.66
8 2 4 3 0.72
9 3(6.5) 1 3 0.84
10 3 2 4 0.97
11 3 3 1 1.64
12 3 4 2 1.51
13 4（7.0） 1 4 0.68
14 4 2 3 0.62
15 4 3 2 0.84
16 4 4 1 0.71
K1 0.97 2.18 3.08
K2 2.53 2.41 3.10
K3 4.96 3.36 2.42
K4 2.86 3.33 2.7
R 3.99 1.15 0.66

因素排列 ABC

水平排列 K3>K4>K2>K1 K3>K4>K2>K1 K2>K1>K4>K3

优组合 A3 B3 C2

优水平 A3B3C2
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2.6 生长因子对嗜热链球菌937生长的影响

在嗜热链球菌的代谢繁殖过程中，除了需要碳

源、氮源作为营养物质外，一些微量物质也对其代

谢繁殖具有重要作用。如维生素、矿物质等生长因

子，适度微量添加既能够增长嗜热链球菌活菌数，

同时可提高其酸碱耐受性、抑菌作用以及缓解氧气

毒害作用等 [23-25] 。本实验在实验 2.4 的基础上，将

氮源优化后的培养基设为对照组，研究不同浓度的

生长因子对嗜热链球菌 937 生长的影响（图 6）。
分析图 6 可知，在培养基中未添加这些生长因

子，嗜热链球菌 937 的活菌数均低于对照组，说

明基于对照组培养基，这些生长因子是嗜热链球

菌 937 的生长必需营养物质。其中核黄素和磷酸砒

哆醇组的活菌数随着相应浓度的增加，曲线呈平稳

趋势，但仍低于对照组，说明核黄素和磷酸砒哆醇

浓度的增高抑制了嗜热链球菌 937 的生长。而添加

烟酸、泛酸钙、盐酸硫胺素、抗坏血酸、氯化钙和

氯化镁均对嗜热链球菌 937 的生长增殖具有显著

作用。烟酸、抗坏血酸和氯化镁随着浓度的增加，

嗜热链球菌 937 的活菌数呈先升高后降低的趋势。

当添加质量分数为 2 mg/L 烟酸、0.5 g/L 抗坏血酸

和 40 mg/L 氯化镁时，嗜热链球菌 937 活菌数达到

最大值。泛酸钙、盐酸硫胺素和氯化钙随着浓度的

增加呈先上升后逐渐平缓下降的趋势，当添加质量

分数为 2 mg/L泛酸钙、4 mg/L 盐酸硫胺素和 0.4 g/L
氯化钙时，嗜热链球菌 937 活菌数达到最大值。

2.7 培养条件对嗜热链球菌937生长的影响

利用正交试验方法优化嗜热链球菌 937 的培养

条件，正交试验结果如表 5 所示。

分析表 5 可知，培养条件对嗜热链球菌 937 活

菌数的影响顺序为 pH 值＞温度＞接种量，最优的

培养条件是：pH 值为 6.5，温度为 39 ℃，接种量为 2%，

嗜热链球菌 937 活菌数高达 1.75×109 CFU/mL。

2.8 不同培养基对嗜热链球菌937生长的影响

将嗜热链球菌 937 接种于不同培养基，培养至

稳定期测活菌数（表 6）。
分析表 6 可知，与商业培养基相比，嗜热链球

菌 937在增殖培养基中的活菌数达到 1.75×109 CFU/mL，      
显著高于 MRS 培养基（P＜0.05），与 M17 培养

基中的活菌数没有明显差距（P＞0.05）。刘冬梅

等 [26] 在 MRS 培养基的基础上优化培养基及培养条

件，使嗜热链球菌 H2 活菌数达 4.20×109 CFU/mL ；

同样刘继业 [9] 也在MRS培养基的基础上进行营养成分

的优化，嗜热链球菌L10活菌数达到 2.39×109 CFU/mL。
虽然两人的研究中活菌数高于本研究结果，但其使

用的培养基成本远高于本研究中增殖培养基。此外，

冷一非 [27] 在 M17 培养基的基础上优化营养成分，嗜

热链球菌 KS23 的活菌数仅达到 1.16×109 CFU/mL，
低于本研究结果。说明本研究优化的增殖培养基能

够有效促进嗜热链球菌 937 的生长繁殖，增殖效果

媲美商业增殖培养基。同时，本研究的增殖培养基

的成本远低于商业培养基的成本。

表 6  不同培养基对嗜热链球菌生长的影响及其成本

Table 6 Effects of different media on the growth of 
S. thermophilus and its cost

培养基 活菌数 /(109CFU/mL) 成本 /(yuan/L)

M17 1.56±0.12b 59.22

MRS 0.95±0.11a 50.51

增殖培养基 1.75±0.08b 4.87

注：表中具有不同的字母表示差异显著，P＜0.05 ；相

同的字母表示差异不显著，P＞0.05。

3  结论

本研究以江苏省乳品生物技术安全控制重点实

验室保藏的嗜热链球菌 937 作为研究对象。通过分

析嗜热链球菌 937 的营养物质需求，确定基础培养

基，基础培养基由乳糖、尿素、泛酸钙、乙酸钠、

烟酸、抗坏血酸、核黄素、盐酸硫胺素、烟酸、亮

氨酸、盐酸吡哆醛、蛋氨酸、异亮氨酸、酪氨酸、

精氨酸、色氨酸、组氨酸、谷氨酸、氯化镁和氯化

钙组成。在基础培养基的基础上，对培养基的碳

源、氮源、氨基酸、维生素及矿物质进行种类、浓

度的筛选优化，最终得到嗜热链球菌 937 增殖培养

基：乳糖 20 g/L，酶解脱脂乳 16.60%，大豆低聚肽

18.88 g/L，乳清蛋白粉 1.69%，10 mmol/L 组氨酸、

10 mmol/L 异亮氨酸、5 mmol/L 酪氨酸、1 mmol/L 半

胱氨酸、1 mmol/L 谷氨酸、2 mg/L 烟酸、0.5 g/L 抗

坏血酸、40 mg/L 氯化镁、2 mg/L 泛酸钙、4 mg/L 盐

酸硫胺素、0.4 g/L 氯化钙，培养至稳定期活菌数

可达到 1.38×109 CFU/mL ；进一步优化嗜热链球菌

937 的培养条件，当初始 pH 值为 6.5，温度为 39 ℃，

接种量为 2%，活菌数可达到 1.75×109 CFU/mL，较

优化前提高了 6.5 倍。
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