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摘要:对乳酸杆菌 、乳酸球菌 、枯草芽胞杆菌 、酵母菌 、大肠杆菌等菌种进行单独培养和不同比例的

混合培养 ,测定了发酵过程中 pH 值 、活菌数量及光密度的变化情况 。结果表明 ,与含有 25%混合

菌液的发酵麸皮相比 ,含 50%混合菌液的发酵麸皮 ,在发酵 24 h后的需氧或厌氧活菌总数都有升

高趋势(P >0. 05),发酵 1周后其 pH 值的下降趋势明显(P <0. 05),说明乳酸菌数越多使 pH 下降

越大 。利用需氧(LB)和厌氧(MRS)培养液分别交叉培养需氧菌和厌氧菌 ,均能在相应的培养基上

生长 。充分说明厌氧菌和需氧菌混合培养在理论上是可行的。但是 ,如果用滤菌膜过滤后的培养

过乳酸菌的 MRS 培养基来培养需氧菌时 ,这些菌种均不能在滤液中生长。
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Abstract:Lactobacil lus ,Lactococcus , Baci l lus subt i lis ,Yeast , E. col i were pure cultured and co-

cultured to determine their propo rtion and coordination by estimating the changes of pH value ,

viable count and opt ical density. The results indicated that the aerobic or anaerobic viable colonie s

were increased(P<0. 05) in fermented wheat bran mixed wi th 50% bacte rium cul ture af ter 24h

fermenta tion , compared w ith that in the w heat bran containing 25%bacterium culture. Their pH

values dropped down af ter a w eek fe rmentation(P <0. 05). The aerobic and anaerobic bacteria

could g row in aerobic (LB) and anaerobic (MRS) media , indicateing that the mixed cul ture of

aerobic and anaerobic bacteria w as feasible theo retical ly . How ever , if the supernatant of Lactoba-

ci l lus(passed through bacterium fil ter membrane to discard cell)was used to incubate aerobic bac-

teria , they could no t g row.

Key words:Microo rganisms;M ixed fe rmentation;pH value;Optical density

　　微生态制剂亦称益生素 、生菌剂 、活菌制剂等 , 主要用于调节动物机体微生态平衡。微生态制剂根
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据其所含微生物种类的不同又分为多种 ,应根据实

际需要选择合适的制剂
[ 1]
。如:为预防疾病应选择

用乳酸菌 、片球菌 、双歧杆菌等产酸类细菌制成的微

生态制剂;为促进生长 、提高饲料利用率 ,可选择用

芽胞杆菌 、乳酸杆菌 、酵母菌和霉菌等制成的微生态

制剂
[ 2 ～ 4]

。每种微生态制剂中 ,其菌群的混合配比

情况 ,都应该是一种协调的关系 。试验通过对菌种

进行不同比例的混合培养和单独培养后 ,按照不同

比例进行混合发酵 ,寻求复合菌制剂中各微生物菌

群之间的配比协调关系。

1　材料和方法

1. 1　材料与仪器

菌种主要为乳酸杆菌 ①、乳酸杆菌 ②、乳酸球

菌 、枯草杆菌 10619 、产淀粉酶的枯草杆菌 、酵母菌 、

消化乳杆菌 、大肠杆菌 、德亿 6 号等。 LB 培养基 ,

MRS 培养基 ,麸皮 。BCM - 1000型生物净化工作

台 ,PHS - 2C 数显酸度计 ,电热恒温隔水培养箱 ,电

热恒温干燥箱 ,可见分光光度计 ,手提式压力蒸汽消

毒器 ,厌氧管 ,锥形瓶 。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　多种菌的单独培养及混合发酵和活菌数检

测　在无菌条件下(超净工作台中),分别接种乳酸

杆菌①、乳酸杆菌②、乳酸球菌于 3瓶 50mL MRS

培养基中 ,每种菌接种 0. 1mL ,置于 37℃恒温箱中

培养 48 h 。测定 pH 值 , 乳酸杆菌 ①的 pH 值为

4. 18 ,乳酸杆菌②为 4. 16 ,乳酸球菌为 4. 18。在无

菌条件下 ,分别接种 0. 1mL 的枯草杆菌 10619 、产

淀粉酶的枯草杆菌 、酵母菌于 3 瓶 50mL LB 培养

基中 ,置于 37℃水浴振荡器中培养 48h 。测其 pH

值 ,枯草杆菌10619的 pH 值为 7. 68 ,产淀粉酶的枯

草杆菌为 8. 65 ,酵母菌为 8. 05。

在无菌条件下 ,按总量 25%的比例 ,将上述培

养的 6 种菌液以 1 ∶1 的比例加入到经过高压的

145 g 麸皮中 ,每种菌约加 6mL;混合均匀后装入

250mL 锥形瓶中 ,压实造成厌氧环境 ,锡纸封口 、封

口膜固定 ,置于 37℃恒温箱中进行发酵 。

同样 ,按总量 50%的比例 ,每种菌约 12mL ,混

合均匀后加入约 145g 麸皮中;压实封口后 ,置于

37℃恒温箱中进行发酵 ,发酵 1 周后测其 pH 值 。

分别取 25%和 50%的发酵麸皮各约 0. 5 g 于 10mL

的离心管中 ,按照 10
-3
, 10

-5
, 10

-6
,10

-7
的梯度用生理

盐水对其进行稀释 。分别取稀释后的各梯度溶液

0. 1mL ,接种到 LB琼脂培养基和 MRS琼脂培养厌

氧管中 ,置于 37℃恒温箱中 ,进行平板培养和厌氧

管培养 。24 h后 ,检查菌落数量 。

1. 2. 2　需氧(LB)和厌氧(MRS)培养液交叉培养需

氧菌与厌氧菌　在超净工作台上 ,将 MRS 培养液

培养的乳酸杆菌①、乳酸杆菌②、乳酸球菌分别接种

0. 1mL 到少量的 LB培养基中 ,置 37℃水浴恒温振

荡培养 。同样在超净工作台上 ,分别接种 0. 1mL

枯草杆菌 10619 ,产淀粉酶的枯草杆菌 、酵母菌 、白

地霉于 MRS 培养基厌氧管中 ,置于 37℃恒温箱中

培养。

1. 2. 3　滤液培养 　将 MRS 培养液培养的乳酸杆

菌①、乳酸杆菌②、乳酸球菌菌液 ,分别用滤菌膜过

滤 ,取其滤液 。将 LB培养液培养的枯草杆菌 10619

和德亿 6号各 0. 1mL 接种到乳酸球菌的 MRS 培

养基滤液中 ,LB培养液培养的产淀粉酶的枯草杆菌

接种 0. 1mL 到乳酸杆菌②的 MRS 培养基滤液中。

置于 37℃恒温箱中进行培养 。

用滤菌膜过滤 MRS 培养的乳酸杆菌菌液

50mL ,在滤液中接种 100μL 大肠杆菌 。另取 1份

滤液接种 50μL 大肠杆菌。另外 ,接种 100μL 大肠

杆菌到 MRS 培养基中 。全部置于 37℃恒温箱中静

置培养 。

1. 2. 4　不同接种量的消化乳杆菌与枯草杆菌混合

培养 ,乳球菌与酵母菌混合培养 。

编号 1:取枯草杆菌 10μL ,消化乳杆菌 10μL ,

接种到 50mL 的 LB培养基中;

编号 2:取枯草杆菌 10μL ,消化乳杆菌 50μL ,

接种到 50mL 的 LB培养基中;

编号 3:取枯草杆菌 10μL ,消化乳杆菌 100μL ,

接种到 50mL 的 LB培养基中;

编号 4:取枯草杆菌 10μL ,接种到 50mL 的 LB

培养基中;

编号 1*:取酵母菌 10μL ,乳球菌 10μL ,接种

到 50mL 的 LB培养基中;

编号 2*:取酵母菌 10μL ,乳球菌 50μL ,接种

到 50mL 的 LB培养基中;

编号 3*:取酵母菌 10μL ,乳球菌 100μL ,接种

到 50mL 的 LB培养基中;

编号 4*:取酵母菌 10μL ,接种到 50mL 的 LB

培养基中。

将上述菌液置于 37 ℃恒温振荡培养 ,分别测

其光密度和 pH 值 。分别取上述培养 48 h的 8种菌

液 ,每种 10μL ,置于 5mL 离心管中 。用生理盐水

按 10-2 ,10-5 ,10-8的梯度分别进行稀释 。分别取稀释
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后的 10-8梯度的各菌液 0. 1mL ,接种到 LB 琼脂培

养基上 ,每种菌接种两个平板 ,置于 37℃恒温箱中

培养 ,48 h后检查菌落数量。

1. 3　统计分析

用 SAS 8. 0 软件分析其结果 , 差异显著者用

P<0. 05表示。

2　结果与分析

2. 1　多种菌混合发酵 1周后的 pH 测定值

多种菌混合发酵 1周后的 pH 测定值见表 1。

由表 1可知 ,发酵 1周后 ,与含 25%混合菌液的麸

皮发酵相比 ,含 50%混合菌液的麸皮的 pH 值下降

明显。说明乳酸菌数越多 , pH 值下降越大。

表 1　含混合菌液的麸皮发酵 1 周后的 pH值及微生物数量

项目 25%干 25%湿 50%干 50%湿

样品数 3 3 3 3

平均值 4. 48±0. 25A 4. 28±0. 04A 3. 97±0. 13B 4. 24±0. 04A

　注:“干”为取出发酵麸皮后直接测量;“湿”为取出发酵麸皮后加

25m L蒸馏水后再测量。同行数据肩标字母不同者 ,为差异显

著(P<0. 05);相同者为差异不显著(P>0. 05)

2. 2　混合发酵麸皮中的活菌数检测结果

不同培养基上混合发酵麸皮中的活菌数 ,其检

测结果见表 2。

　　能在LB琼脂培养基上生长的为需氧的枯草杆

表 2　不同培养基上的菌落个数 (个 / g)

项目 25%(LB) 50%(LB) 25%(M RS) 50%(MRS)

样品数 3 3 3 3

平均值 1. 64E+09±1. 32E+09A 4. 44E+09±3. 77E+09A 5. 28E+08±3. 67E+08A 6. 99E+08±4. 96E+08A

　注:同行数据肩标字母不同者 ,为差异显著(P<0. 05);相同者为差异不显著(P>0. 05)

菌 10619 ,产淀粉酶的枯草杆菌和酵母菌;在 MRS

琼脂培养厌氧管中生长的为厌氧的乳酸菌。由表 2

可知 ,无论是对需氧的枯草杆菌 10619 ,产淀粉酶的

枯草杆菌和酵母菌 ,还是厌氧的乳酸菌来说 ,在麸皮

中加入菌液的比例为 50%时 ,发酵 24 h后的活菌总

数均多于麸皮中加入的菌液比例为 25%的麸皮中

的活菌总数。这说明加入的菌液比例越大 ,发酵后

产生的活菌量越多。

2. 3　LB培养基培养乳酸菌及 MRS 培养基厌氧管

培养需氧菌的结果

用 LB 培养基培养乳酸菌 ,培养 48h 后 , 3种乳

酸菌均在 LB培养基中生长。而用 MRS 培养基厌

氧管培养 4种需氧菌:枯草杆菌 10619 、产淀粉酶的

枯草杆菌 、酵母菌和白地霉 ,在培养一段时间后 , 4

种菌都有生长 。其生长顺序为:枯草杆菌 10619 —

酵母菌—产淀粉酶的枯草杆菌 —白地霉 。另外 ,接

种到 MRS培养基中的大肠杆菌培养 24 h 后也有生

长。培养过乳酸菌的 MRS 培养基用滤菌膜过滤后

取的滤液 ,接种其他菌种(包括枯草杆菌 10619 、产

淀粉酶的枯草杆菌 、德亿 6号 、大肠杆菌)后培养 ,这

些菌种均不能在滤液中生长。

2. 4　消化乳杆菌 、枯草杆菌 、乳球菌与酵母菌混合

培养参数测定

pH 值随时间变化趋势见图 1。光密度随时间

变化趋势见图 2。由图 1可以看出 ,在 72 h之前 ,各

种菌液的 pH 值都有明显的上升趋势 。培养72h 以

后 ,各种菌液 pH 值的变化逐渐趋于缓和 , 平稳上

升。由图2可知 ,在接种后到 24h之间 ,特别是 12 ～

24 h时 ,各种菌液的光密度均呈现明显的上升趋势 ,

由微生物的生长曲线可以推测出各菌体在这段时间

处于生长迅速的对数生长期。在培养 24h后 ,各种菌

液的光密度值均达到最高 ,即在 24 h时各种菌液的细

胞浓度都达到最大 。24h后菌体的生长开始变慢 ,光

密度曲线逐渐呈现下降趋势 ,细胞浓度开始降低。

图 1　混合培养液中 pH随时间变化

图 2　混合培养液中光密度随时间变化
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2. 5　消化乳杆菌与枯草杆菌及乳球菌与酵母菌混

合培养 48 h活菌检测结果

消化乳杆菌 、枯草杆菌 、乳球菌 、酵母菌混合培

养 48 h后的活菌检测结果见表 3 。从表 3可知 ,活

菌量 1号菌液中约为 2. 0×1010个 ,2号为7. 0×1010

个 ,3号为 2. 0×10
10
个 ,4号为 2. 4×10

11
个 。1*菌

液中活菌数约为 4. 4×1011个 ,2*为 4×1010个 ,3*

为 6×1010个 , 4*为 7. 5×1010个 。2号瓶(消化乳

杆菌接种量为 50μL ,枯草杆菌为 10μL),消化乳杆

菌与枯草杆菌的接种量比例为 5∶1 ,菌液中的活菌

量较多 ,此种比例接种量最适合枯草杆菌和消化乳

杆菌共同生长。但活菌数量比单独接种 10μL 的枯

草杆菌的活菌数量要少 。由此推测 ,消化乳杆菌的

生长与枯草杆菌的生长可能存在相互抑制作用 。

1*瓶(酵母菌接种量为 10μL ,乳球菌为 10μL),酵

母菌与乳球菌接种量比例为 1∶1 ,菌液中的活菌数

量最多 ,且活菌数量高于单独培养酵母菌的 4*瓶 ,

较适合酵母菌与乳球菌共同在 LB培养基中生长。

表 3　混合培养 48 h活菌检测结果

编号 样品数 平均值 编号 样品数 平均值

1* 2 4. 40E+11 1 2 2. 00E+10

2* 2 4. 00E+10 2 2 7. 00E+10

3* 2 6. 00E+10 3 2 2. 00E+10

4* 2 7. 50E+10 4 2 2. 40E+11

3　讨论

乳酸菌既可以在培养厌氧菌的 MRS 培养基上

生长 ,也可在培养需氧菌的 LB 培养基中生长 。说

明乳酸菌不是严格的完全厌氧。利用需氧(LB)和

厌氧(MRS)培养液分别交叉培养需氧菌和厌氧菌 ,

各种菌都能在相应的培养基上生长 ,充分说明厌氧

菌和需氧菌混合培养在理论上是可行的 。

而用滤菌膜过滤后的培养过乳酸菌的 MRS 培

养基 ,来培养其他菌种(枯草杆菌 10619 、产淀粉酶

的枯草杆菌 、酵母菌 、大肠杆菌)时 ,这些菌种均不能

在其滤液中生长 。说明乳酸菌在生长过程中可能产

生了某种物质 ,而这种物质能够抑制其他菌生长[ 5] 。

在用混合菌液发酵的时候 ,加入的菌液量愈多 ,

发酵后产生的活菌总数也愈多。与含有 25%混合

菌液的发酵麸皮相比 , 含 50%混合菌液的发酵麸

皮 ,在发酵 24 h后的需氧或厌氧活菌总数都有升高

趋势(P >0. 05)。而在发酵 1 周后其 pH 值的下降

趋势明显(P <0. 05),这说明乳酸菌数越多 pH 下降

越大。

不同比例的菌种混合培养 ,其生长过程中的各

参数变化也不同。在 72 h之前 ,各种菌液的 pH 值

都呈明显的上升趋势 。培养 72 h 以后 , 各种菌液

pH 值的变化逐渐趋于缓和 ,平稳上升 。对于光密

度 ,在接种后到 24 h之间 ,特别是 12 h到 24 h时 ,各

种菌液的光密度均呈现明显的上升趋势 ,由微生物

的生长曲线可以推测出各菌体在这段时间处于生长

迅速的对数生长期 。在培养 24 h后 ,各种菌液的光

密度值均达到最高 ,也就是说在 24 h时各种菌液的

细胞浓度都达到最大 。24h 后 ,光密度曲线逐渐呈

现下降趋势 ,细胞浓度开始降低 ,说明菌体生长的速

度开始变慢 ,这一结果与曹卫军等
[ 6]
的研究结果一

致 。根据消化乳杆菌与枯草杆菌及乳球菌与酵母菌

混合培养 48 h活菌检测结果可知 ,当消化乳杆菌与

枯草杆菌的接种量比例为 5∶1时 ,菌液中的活菌量

较多 ,此种比例接种量最适合枯草杆菌和消化乳杆

菌共同生长 。而酵母菌与乳球菌接种量比例为1∶1

时 ,菌液中的活菌数量最多 ,且活菌数量高于单独培

养酵母的活菌数量 。
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