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摘　 要：从表型特征和益生特性两方面研究嗜铅乳酸菌ＪＴ１在优化后的Ｍ１培养基和加入魔芋粉的
Ｍ２培养基中连续传代的稳定性。结果表明，嗜铅乳酸菌ＪＴ１在两种培养基中，连续传至１ ０００代
时，形态并没有发生改变，菌落呈不透明白色突起，表面光滑，与原始菌株的菌落形态一致；连续传
代并没有改变培养周期内总生物量和周期末活菌数的变化；菌株ＪＴ１对ｐＨ为２． ５的人工胃液、ｐＨ
为８． ０的人工肠液以及０． ３％的胆盐的耐受能力基本保持稳定；菌株所特有的吸附Ｐｂ２ ＋功能在传
代过程中没有受到很大的影响，吸附率基本稳定在６０％左右。为嗜铅乳酸菌ＪＴ１的可持续性生产
提供了可靠依据。
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　 　 微生物在多次连续传代中容易发生退化，遗传
稳定性也会发生改变，导致其生理生化特征的变化，
从而使菌株质量不能得到保障。连续传代往往是菌
株退化的直接原因，传代越频繁，次数越多，菌株发

生变化的几率也就越大。嗜铅菌ＪＴ１如果作为长期
连续使用的产业化菌种，不仅应具备优异的益生特
性，更应具备较好的稳定性，即保证菌株在连续生产
过程中仍保持筛选时所具有的优良品质，所以，对于
菌株ＪＴ１稳定性的探究是必要的，这也是菌株实现
连续化生产的前提［１］，而且对于乳酸菌来讲，其稳
定性能会直接影响到对人体健康的促进作用，尤其
是菌株ＪＴ１的嗜铅性能。因此，研究嗜铅乳酸菌ＪＴ１
在传代培养中的稳定性能为以后实现产业化生产提
供重要理论依据。
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１　 材料与方法
１． １　 菌株来源

嗜铅乳酸菌ＪＴ１：由青岛农业大学“食品风险分
析与防控”山东省肉类食品质量控制工程技术研究
中心重点实验室提供，通过实验室筛选强化得到耐
铅菌株ＪＴ１（Ｇｅｎｅｂａｎｋ登录号：ＫＭ２３３６２６）。
１． ２　 培养基试剂

优化改良的Ｍ１ 培养基：蔗糖２％，蛋白胨
０． ５％，牛肉膏０． ７５％，酵母膏０． ３％，磷酸氢二钾
０． １５％，柠檬酸铵０． ３％，硫酸镁０． １５％，氯化钠
０． ７５％，吐温８０ １ ｍＬ。

加入魔芋粉的Ｍ２培养基：魔芋粉０． ０１ ｇ ／ ｍＬ，
ＭＲＳ营养肉汤。

盐酸、氢氧化钠、乙酸铅、甘油为分析纯试剂；
ＬＢ营养肉汤，北京陆桥技术有限责任公司；胰蛋白
酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ １ ∶ ２５０），ＷＯＬＳＥＮ；胃蛋白酶（Ｐｅｐｓｉｎ
１∶ ３ ０００），Ａｍｒｅｓｃｅ；胆盐３号，国药集团化学试剂有限
公司；ＭＲＳ琼脂培养基，北京陆桥技术有限责任公司。
１． ３　 实验仪器

ＴＧＬ －２０ｂＲ型高速冷冻离心机，上海安亭科学
仪器厂；高压蒸汽灭菌锅，三洋电机（广州）有限公
司；水浴恒温振荡器，金城国胜实验仪器厂；摩尔超
纯水机，重庆摩尔水处理设备有限公司；电子分析天
平，上海越平科学仪器有限公司；电热恒温鼓风干燥
箱，上海市精宏ＤＨＧ － ９０３６Ａ；精密ｐＨ计，德国赛
多利斯股份公司；紫外分光光度计，北京普析通用仪
器有限公司；实验所用的玻璃器皿用３０％硝酸溶液
浸泡２４ ｈ以上，然后用超纯水洗３遍，烘干备用。
１． ４　 实验方法
１． ４． １　 绘制生长曲线

将嗜铅乳酸菌ＪＴ１的原始菌种活化后按接种量
为１％（ｖ ／ ｖ）分别接种于Ｍ１和Ｍ２培养基中，３７ ℃
培养２４ ｈ后按１％（ｖ ／ ｖ）分别接种到相应的两种培
养基试管中，于３７ ℃恒温箱中振荡培养。每３ ｈ取
样测定ＯＤ６００值和ｐＨ值。
１． ４． ２　 菌株传代培养

将保存－ ８０ ℃冰箱中的嗜铅乳酸菌ＪＴ１在室温
条件下自然解冻，活化２４ ｈ后划线于固体培养基
上，３７ ℃培养２４ ｈ随机选取２个单菌落，每个单菌
落分别接种于Ｍ１培养基和Ｍ２培养基中，以５％的
接种量转接于相应的培养基中，为确保菌株的稳定，
传代选在稳定期，同时为了便于连续传代的长久操
作，选择２４ ｈ为一个传代周期［２］。
１． ４． ３　 菌株培养代数计算

嗜铅乳酸菌ＪＴ１作为单细胞微生物，一个单倍
体细胞即一个单倍体生物，细菌是以二分裂的方式

增殖，即经过ｎ次分裂增殖后细菌数为２ｎ个。在每
个培养周期内，菌体是以１００倍增殖，即每个培养周
期内的生长代数为ｌｏｇ２ １００≈６． ６４代（２４ ｈ即为
６． ６４代，一个月可以传到２００代［２］）。
１． ４． ４　 传代过程中菌种保藏

在菌株传代的过程中，每周进行一次菌种保藏。
将传代处于稳定期的菌株离心（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心
５ ｍｉｎ，０ ～ １０ ℃），弃掉上清液，在所收集的菌体中
加入２０％（ｖ ／ ｖ）灭菌甘油ＬＢ，充分震荡均匀，分装
于２ ｍＬ无菌离心管中，置于－ ２０ ℃保藏。
１． ４． ５　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１传代期间表型特征分析方法
１． ４． ５． １　 菌落形态观察

在嗜铅乳酸菌ＪＴ１连续传代过程中，每培养一
周进行革兰氏染色、油镜查看，观察传代过程中菌株
的细胞形态。划线于固体培养基上，将划线平板倒
置于厌氧培养箱中３７ ℃恒温培养４８ ｈ，观察菌落大
小、形态和颜色等，并记录，拍照。
１． ４． ５． ２　 活菌数变化

每培养２００代测定菌株ＪＴ１传代过程中培养周
期末的活菌数［３］。
１． ４． ５． ３　 ＯＤ６００值变化

每培养２００代测定菌株ＪＴ１传代过程中培养周
期末的ＯＤ６００值。
１． ４． ６　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１传代期间益生特性检测
１． ４． ６． １　 菌种供试菌液的制备

将传代周期末的菌体离心（２ ｍＬ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心５ ｍｉｎ，０ ～ １０ ℃）收集，用灭菌的生理盐水洗涤
２次后，将菌体悬浮生理盐水中，而后梯度稀释至合
适倍数后，采用平板倾注法计算菌落总数，同时测定
相应稀释度菌液的０Ｄ６００值。依据各稀释度０Ｄ值与
所对应的近似菌落数（ＣＦＵ ／ ｍＬ）的线性关系，调整
菌体的０Ｄ６００值，确定供试液菌体的浓度约为５． ５ ×
１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ左右［４ － ５］。
１． ４． ６． ２　 人工胃液和肠液的制备与测定

配制稀盐酸，取稀盐酸１６． ４ ｍＬ，加水５００ ｍＬ
左右，再加入胃蛋白酶１０ ｇ，摇匀后，加水稀释成
１ ０００ ｍＬ即得人工胃液，ｐＨ约为２． ５；取胰蛋白酶
１０ ｇ，磷酸二氢钾６． ８ ｇ，加水溶解，用ＮａＯＨ溶液调
ｐＨ约为８，即得人工肠液。

传代过程（每２００代测定）中取１． ０ ｍＬ供试菌
液添加到９． ０ ｍＬ的人工胃液中，３７ ℃消化３ ｈ，同
时分别于０ ｈ和３ ｈ取样，平板倾注法计数。之后，
取１． ０ ｍＬ已消化３ ｈ的人工含菌胃液添加到９． ０
ｍＬ的人工肠液中，继续３７ ℃消化培养，分别于４ ｈ
和８ ｈ取样，平板倾注法计数，每个样品做３个平行。
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菌株存活率／ ％ ［６］ ＝
ｌｏｇｃｆｕＮ１
ｌｏｇｃｆｕＮ０

× １００％，式中：
Ｎ１，菌株处理后活菌数；Ｎ０，菌株初始活菌数。
１． ４． ６． ３　 胆盐耐受能力测定

益生菌产品中发挥益生作用的主要是活菌制
剂，而胆盐会破坏活菌体的细胞膜，所以对胆盐耐
受能力的测评是重要指标之一［７ － ８］，然而消化道中
胆盐浓度并不是固定不变的，在消化初始１ ｈ时浓
度可达到１． ５％ ～ ２． ０％（ｗ ／ ｖ），随后浓度下降到
０． ３％左右［８］。研究表明，嗜铅菌ＪＴ１可以耐受
０． ８％胆盐，能顺利到达肠道发挥作用［９］。

菌株ＪＴ１在传代过程中，每培养２００代测定菌株
的耐胆盐能力。将处于稳定期的菌株以５％接种量
接入含０． ３％胆盐的ＭＲＳ培养基中，以不加胆盐的
ＭＲＳ作为对照。将菌株ＪＴ１置于３７ ℃水浴中培养，
每１ ｈ取样于６００ ｎｍ测定其吸光值，至吸光值增加
０． ３个单位为止。菌株ＪＴ１耐受胆盐的能力以延滞
期的长短为测评标准，其中实验组与空白组菌株吸
光值增加０． ３个单位所需的时间差即为延滞期。
１． ４． ６． ４　 吸附铅能力的测定

将离心后的菌体加入１０ ｍＬ含Ｐｂ２ ＋ １００ ｍｇ ／ Ｌ
的液体培养基中，振荡吸附１０ ｍｉｎ后，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心５ ｍｉｎ，取上清液定容至１０ ｍＬ，用ＩＣＰ － ＯＥＳ测
定Ｐｂ２ ＋的浓度。

细菌吸附率：Ａ ／ ％ ＝（Ｃ０ － Ｃｅ）× １００Ｃ０
式中：Ｃ０为不加菌空白对照中铅的测定值，Ｃｅ为

加菌处理后铅的测定值。
２　 结果与分析
２． １　 生长曲线及ｐＨ值的变化
２． １． １　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１在Ｍ１培养基中

以１％（ｖ ／ ｖ）的接种量，将活化后的ＪＴ１接种于
Ｍ１培养基中，３７ ℃恒温培养３６ ｈ的ＯＤ６００值和ｐＨ
值变化情况如图１所示，菌株ＪＴ１在Ｍ１培养基中培
养１２ ｈ左右开始进入对数生长期，１８ ｈ之后进入稳
定期，生长曲线呈“Ｓ”型。另外，从图中可以看出，
在整个培养过程中ｐＨ值在１２ ｈ时降到了４． ３，１８ ｈ
后趋于稳定，维持在３． ７左右直到培养结束，在此过
程中ｐＨ值共下降了２． ８。
２． １． ２　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１在Ｍ２培养基中

以１％（ｖ ／ ｖ）的接种量，将活化后的ＪＴ１接种于
Ｍ２培养基中，３７ ℃恒温培养３６ ｈ的ＯＤ６００值和ｐＨ
值变化情况如图２所示，菌株ＪＴ１在Ｍ２培养基中培
养１２ ｈ左右也开始进入对数生长期，１８ ｈ之后进入
稳定期，其生长曲线仍呈“Ｓ”型，说明加入魔芋粉后
并没有影响该菌株的生长规律。在整个培养过程中

图１　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１原始菌株在Ｍ１培养基中
生长曲线及ｐＨ值的变化

ｐＨ值在１８ ｈ时降到了４． １，１８ ｈ后趋于稳定，维持
在３． ７左右直到培养结束，与图１相比ｐＨ值下降
的较多为３． ３，这可能是由于菌株能够利用魔芋多
糖里的碳源，进一步发酵产生了更多的乳酸，进而使
ｐＨ下降的更多。

图２　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１原始菌株在Ｍ２培养基中
生长曲线及ｐＨ值的变化

上述结果说明，优化后的培养基Ｍ１、Ｍ２并没
有改变菌株的生长规律，且在两种培养基中的生长
情况有所不同。根据生长规律及传代方便确定传代
时间为２４ ｈ。
２． ２　 传代期间表型特征分析
２． ２． １　 菌落形态观察

图３为嗜铅乳酸菌ＪＴ１的原始菌株和连续传至
第１ ０００代的菌落照片。从图中可以看出，对于原
始菌株，在Ｍ１培养基和Ｍ２培养基中培养的菌落形
态是基本一致的，即菌落呈白色不透明突起，表面光
滑，边缘整齐。选取代表性的原始菌株和第１ ０００
代菌株做对照，结果表明，在两种培养基中连续培养
至１ ０００代时，菌落形态与最初时分离株的菌落形
态一致。
２． ２． ２　 生长周期末活菌数变化

如图４所示，在两种培养基中，嗜铅菌ＪＴ１的活
菌数在传代过程中有波动，且差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５），
但没有特定的变化规律。总体来看，在两种培养基
中菌株的活菌数基本保持稳定，都在１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ
的数量级上。
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图３　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１原始菌株和第１０００代的菌落形态对比

图４　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１在连续培养时生长周期末活菌数变化
注：不含相同字母表示差异显著（Ｐ ＜０． ０５），以下各图表同。

２． ２． ３　 生长周期末ＯＤ６００值变化
培养基中浑浊度的变化反应了总生物量的变

化。如图５所示，在连续传代过程中，嗜铅菌ＪＴ１在
两种培养基中的ＯＤ６００值都有所波动，且差异显著
（Ｐ ＜ ０． ０５），同活菌数的变化类似，变化趋势没有规
律，但总生物量相对稳定。对于连续传代的菌株而
言，在接种量为５％（ｖ ／ ｖ）的一个培养周期内，总生
物量保持平衡，说明菌株的ＯＤ值在连续培养过程
中没有改变。

图５　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１在连续培养时生长周期末ＯＤ值变化
２． ３　 传代期间益生特性稳定性

耐酸耐胆盐是用来筛选益生菌的首要标准，由

于益生菌进入人体后，在肠道内的存活能力直接关
系到菌株能否发挥其益生特性，而嗜铅乳酸菌ＪＴ１
特有的清除体内铅离子的能力也是衡量该菌株稳定
性的重要标准。
２． ３． １　 人工胃液中耐受能力

在胃肠转运过程中，菌株耐受低ｐＨ值的能力
是一个非常重要的因素，而耐受胃内低酸环境是菌
株抵达肠道发挥其作用的第一道关卡［１０］。从表１
中可以看出，在连续传至１ ０００代过程中，Ｍ２培养基
中的菌株ＪＴ１在人工胃液中消化３ ｈ后的存活率有显
著性变化（Ｐ ＜ ０． ０５），而在Ｍ１中差异不显著（Ｐ ＞
０． ０５）。在此期间Ｍ１培养基中菌株的存活率变化是
波动的，范围为５６． １％～ ６１． ２％，没有特定的变化趋
势；Ｍ２培养基中的存活率变化同样不稳定，范围在
５９． ８％～６４． ７％之间。但总体来看，在两种培养基中
各代存活率没有太大的差异，说明菌株ＪＴ１的胃液耐
受能力并没有因为连续传代而发生改变。

表１　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１连续培养１ ０００代
在人工胃液中存活率的变化 ％

传代数 Ｍ１培养基 Ｍ２培养基
０ ６１． ０ ± １． ９ａ ６３． ７ ± ２． ７ａｂ

２００ ５８． ３ ± ２． ３ａ ６２． ４ ± ３． ０ａｂ

４００ ６１． ２ ± ３． ５ａ ５９． ８ ± １． ４ａ

６００ ５９． ２ ± ２． ９ａ ６４． ７ ± ２． ５ｂ

８００ ５６． １ ± ２． ３ａ ６２． ７ ± ２． ３ａｂ

１ ０００ ５９． ７ ± ３． ０ａ ６０． ４ ± ２． ７ａｂ

２． ３． ２　 人工肠液中耐受能力
从表２中可以看出，嗜铅乳酸菌ＪＴ１在两种培养

基中连续传至１ ０００代过程中，在ｐＨ值为８． ０的人
工肠液中分别消化４ ｈ和８ ｈ后的存活率存在显著
性差异（Ｐ ＜ ０． ０５），但总体来看消化８ ｈ后的存活
率基本维持在８８％左右，说明该菌株对人工肠液的
耐受性在传代过程中可以很好地保持稳定。

表２　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１连续培养１ ０００代
在人工肠液中存活率的变化 ％

传代数 时间／ ｈ Ｍ１培养基　 Ｍ２培养基　 　
０

４ ８９． ２ ± １． ７ａｂ ９２． ０ ± １． ８ａ

８ ８６． ８ ± １． ６ａｂ ８９． ４ ± ０． ９ｂｃ

２００
４ ９１． １ ± ０． ４ｂ ９２． １ ± ０． ６ａ

８ ８９． ７ ± １． １ｄ ９０． １ ± ０． ３ｃ

４００
４ ８９． ５ ± １． ９ａｂ ９０． ３ ± ０． ５ａ

８ ８７． ７ ± ０． ８ａｂｃ ８８． ２ ± ０． ９ａｂ

６００
４ ８７． ６ ± １． ２ａ ９１． ４ ± ０． ７ａ

８ ８６． ３ ± ０． ６ａ ８８． ０ ± ０． ７ａｂ

８００
４ ９０． ２ ± １． ０ａｂ ９０． １ ± ０． ８ａ

８ ８８． ８ ± ０． ７ｃｄ ８８． １ ± ０． ７ａｂ

１ ０００
４ ９０． ５ ± １． ５ｂ ９０． １ ± １． ３ａ

８ ８８． ６ ± ０． ９ｂｃｄ ８７． ８ ± ０． ４ａ
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２． ３． ３　 胆盐耐受能力
胆盐具有抑菌作用，能在高渗透压的条件下

使菌体的质壁分离从而抑制其生长或致其死亡，
菌株能否耐受肠道内的胆盐是其在消化道中存活
和发挥益生作用的必要条件［１１］。从表３中可以看
出，在连续传至１ ０００代过程中，嗜铅菌ＪＴ１在两种
培养基中耐０． ３％胆盐的延迟时间并没有显著性
差异（Ｐ ＞ ０． ０５），均在０． ３ ～ ０． ５ ｈ范围内变化，这
与之前研究的可以耐受０． ８％胆盐的结果一
致［９ － １２］。研究表明菌株ＪＴ１的胆盐耐受能力较稳
定，在两种养基中传至１ ０００代不会影响菌株对胆
盐的耐受性。

表３　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１连续培养１ ０００代
在０． ３％胆盐中延迟时间的变化 ｈ

传代数 Ｍ１培养基 Ｍ２培养基
０ ０． ３５ ± ０． ０７ ０． ３０ ± ０． ００

２００ ０． ４０ ± ０． １４ ０． ４５ ± ０． ０７

４００ ０． ４５ ± ０． ０７ ０． ３５ ± ０． ０７

６００ ０． ４５ ± ０． ０７ ０． ３０ ± ０． ００

８００ ０． ４０ ± ０． １４ ０． ３５ ± ０． ０７

１ ０００ ０． ３５ ± ０． ０７ ０． ３５ ± ０． ０７

２． ３． ４　 吸附铅能力的效果
从图６可以看出，嗜铅乳酸菌ＪＴ１传到４００代时

菌株的吸附能力在两种培养基中均有所下降，但之
后吸附率趋于平衡；而且在Ｍ２培养基中的菌株对铅
离子的吸附率整体较高，与Ｍ１培养基相比吸附率波
动更为平缓。实验数据表明，菌株ＪＴ１对铅离子的吸
附能力在１ ０００代培养过程中可以较好地保持。

图６　 嗜铅乳酸菌ＪＴ１连续培养１ ０００代过程中对铅离子吸附能力的变化
３　 结论

本研究通过观察嗜铅乳酸菌ＪＴ１在Ｍ１和Ｍ２培
养基中的传代培养情况，得出：菌株连续传至１ ０００
代时，形态没有发生改变，菌落呈白色不透明突起，
表面光滑，边缘整齐，与原始分离株菌落形态一
致。在两种培养基的传代过程中，菌株ＪＴ１的活菌

数和生长周期末的ＯＤ值都有所波动，但并不是随
着代数的增加而呈现规律性变化，且差别不明显，这
说明嗜铅乳酸菌ＪＴ１在连续培养传代过程中，菌液
的总生物量和菌种的活力都基本保持不变，没有出
现衰退；嗜铅乳酸菌ＪＴ１的益生特性研究表明，在人
工胃液、人工肠液以及０． ３％的胆盐中耐受能力基
本保持不变；菌株所特有的吸附铅离子的功能在传
代过程中没有受到很大影响。综上所述，嗜铅乳酸
菌ＪＴ１在连续培养１ ０００代期间，其表型特征和基本
益生特性均没有发生改变，相对稳定，是一种可长期
使用的安全菌种。
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