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摘要：研究了各种增殖因子对双歧杆菌的增殖效果，选出几种增殖效果好、价格低的物质进行正

交试验优化培养基．得出长双歧杆茵(PBA)增殖培养基：在基础培养基基础上额外按体积分数添

加平菇汁20％、卷心菜汁20％、豆浆20％、胡萝卜汁5％．在此培养基中，PBA经16 h培养，茵数

可达2．45×109 CFU／mL；得出婴儿双歧杆菌(INF)增殖培养基：在基础培养基基础上额外按体积

分数添加平菇汁10％，蕃茄汁15％，肝浸汁15％，在此培养基中INF经16 h培养，茵数可达2．58

×109 CFU／mL．
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Abstract：Bifidobacteria are benefical to human health．This bacteria require higher nutrition and

the bifidus factors as the growth factor．The effect of different enrichment factors on

bifidobacteria growth was studied．Several enrichment factors，good for bifidobacteria growth

and with lower price，were selected to optimize the enrichment cultures．The resulting PBA

medium was then obtained：adding the following substance into the basic medium 20。mushroom

juice，20％savoy j uice，20％soybean—milk and 5％carrot juice．Under this condition the viable

eell amount in the PBA could reach 2．45×109；Another resulting medium INF was also obtained

by：adding the following materials to basic medium：10％mushroom j uice，1 5％tomato juice，and

15％liver infusion，under this condition viable cell amounts could reach 2．58×109 CFU／mL．
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双歧杆菌是人体肠道内主要的有益细菌．该菌

营养要求高，需要外源性生长因子即双歧杆菌增殖

因子(bifidus factor，BF)才能很好地生长．双歧杆菌

是消化道中的原生菌，如何提高原生菌的活菌含

量、延长活菌保藏期是双歧杆菌及其制品的研制和

开发的技术关键．由于双歧杆菌是专性厌氧菌，对

营养要求高，使得市场上大多数产品活菌量低，达

不到保健功能的要求(活菌数>106 CFU／mL)[¨．
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如果活菌数能提高一个数量级，则生产同样效果的

制品，可使生产规模减少10倍．双歧杆菌通常采用

的增殖培养基包括脱脂乳、乳清等在内的天然培养

基和合成培养基，但由于用脱脂乳培养时，不易分

离菌体，所以合成培养基就显得十分重要．如何优

化价格低廉、培养效果好的培养基成为众多研究的

热点问题．本试验的目的在于如何用简单而又低廉

的双歧杆菌的增殖物质使双歧杆菌增殖．

1材料与方法

1．1菌株

婴儿双歧杆菌(INF)，长双歧杆菌(PBA)：两

株菌均为作者所在实验室分离鉴定．

1．2培养基

改良MRS液体培养基[2]，牛乳清(WP)制

备‘1。，各种菜汁配制13，引，豆浆的制备‘51，肝浸液的

配制‘副，大肠杆菌(E．coli)上清液的配制[7]．

基础培养基的配制(MRS-WP)：向改良MRS

培养基中加入10％WP，pH为7．0．

1．3 PBA和INF增殖物质的单因素试验

将海带汁、卷心菜汁、平菇汁、胡萝卜汁、肝浸

液、豆浆汁等各增殖物质分别按体积分数5％，

15％，25％的添加量加到MRS—WP培养基中，37℃

厌氧培养16 h，计菌数．

1．4 PBA和INF增殖物质的正交试验

针对双歧杆菌营养要求复杂的特点，根据单因

素试验结果，选出增菌效果好，且价格便宜的物质

进行L9(34)正交试验，以确定增殖培养基最佳配

方．

2结果与讨论

2．1增菌培养基中增殖物质的单因素试验

向MRS—WP中加入各增殖物质，试验结果见

表1，2．

表1 PBA增殖物质单因素试验

Tab．1 The results of single enrichment factors on the counts of PBA

．．佳积， 堕鳖!兰!鲨里!旦!竺邕 对照
分数／％ 卷心菜汁 平菇汁 胡萝卜汁 豆浆 肝浸汁 蕃茄汁

4““’

注：在同一行字母中，a、b、C、d相同则表示差异不显著，不同则表示差异显著(尸<o．05)

从表1可以看出，对PBA有显著增菌作用的物

质依次是豆浆、平菇汁、胡萝卜汁、卷心菜汁(P<

0．05)，海带汁在体积分数为15％时有显著增菌效

果(P<o．05)，而大肠杆菌培养液的上清液在体积

分数大于15％时有显著增菌效果(P<0．05)．有报

导新鲜的E．coli培养基上清液中含有的肽类物质

对双歧杆菌具有增殖作用[7]．作者也得出大肠杆菌

上清液有增菌效果，但没有相应的毒理学验证且制

备繁琐，因此应用性有待进一步研究．豆浆富含植

物蛋白质和低聚糖类(水苏糖和棉子糖)，是良好的

生长促进剂，罗珍兰等(1997)得出以大豆为原料的

发酵液中的双歧杆菌活菌数比以玉米和蕃茄汁为

原料的发酵液中的双歧杆菌活菌数高一个数量级，

证实了大豆低聚糖可以促进双歧杆菌的生长[8]．豆

浆对PBA也有一定的促进作用，与报导结果一致．

平菇汁与海带汁富含氨基酸、维生素和一些低聚糖
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类以及一些无机盐类，具有很高的营养价值．张桂

兰(1999)等研究表明，海带对双歧杆菌增殖有稳定

的促进作用【9]，而本试验中海带汁的增殖效果并不

明显．胡萝卜汁含泛酰巯基乙胺，对双歧杆菌的增

殖作用在本试验中得到了验证．而卷心菜汁则富含

维生素和矿物质．综合增殖菌数与价格因素，选取

平菇汁、卷心菜汁、豆浆、胡萝卜汁为PBA的增殖

物质．
’

从表2可以看出，对INF较为有效的增菌物质

为：平菇汁、肝浸汁、蕃茄汁．胡萝卜汁仅在体积分

数为5％时有显著增菌效果(P<o．05)，这与表1中

胡萝卜汁对PBA有明显促进作用的结果不一致，

推测不同的菌株对胡萝卜汁的利用不同．蕃茄汁是

经典的乳酸菌生长促进剂，富含维生素，从表2可

看出，对INF增菌效果显著(P<0．05)．综合考虑

选平菇汁、肝浸汁、蕃茄汁为INF的增殖物质．

2．2增菌培养基中增殖物质的正交试验

根据增菌物质的单因素试验结果，采用正交试

验设计(L。(34))对PBA与INF做正交试验．因素

水平表和结果见表3～6．

表3增殖物质优化正交试验因素水平表

Tab．2 Orthogonal design in optimizing enrichment culture

表4 PBA增殖物质优化正交试验结果

Tab．4 The results on optimization of enrichment factors with

PBA

试验号1—#鲁。砌躺触，
1 1

2 2

3 3

2 3

3 1

1 2

3 2

1 3

2 l

1．96 2．41

2．13 1．94

2．48 2．33

O．52 O．47

2．34

1．18

3．78

1．89

1．27

2．24

2．39

1．31

3．63

由表4可看出，各因素对菌数的影响较优水平

及主次顺序依次是B。>A。>C3>D。．因A。与A，结

果相差无几，为节省A(平菇汁)的用量，因此确定

最优组合为A。B。c3D。，即平菇汁20％，卷心菜汁

20％，豆浆20％，胡萝卜汁5％．PBA在这一配方的

培养基中生长，37℃经16 h后菌数可达2．45×109

CFU／mL．这些增殖物质提供了PBA生长所需的

营养物质，如蛋白质、无机盐、有机酸、维生素等，其

中胡萝卜素和微量元素对双歧杆菌的新陈代谢有

促进作用．卷心菜主要提供了充足的微量元素，有

报导铁、镁、锌、钙、锰等离子是双歧杆菌酶的激活

剂，这些金属离子对双歧杆菌生长起关键作用，因

此推测卷心菜对PBA生长的影响是由于其所富含

的微量元素．

表5 INF增殖物质优化正交试验因素水平表

Tab．5 Orthogonal design in optimizing enrichment culture

表6 INF增殖物质优化正交试验结果

Tab．6 The results on optimization of enrichment factors with

INF

试验

号

因素 菌数／

A B C (×109CFU／mL)

3．39

3．38

1．50

2．58

0．95

2．09

2．79

1．62

O．63

由表6得各因素对菌数的影响次序依次是C>

A>B；而A、C对指标影响差别不大，确定较优组合

为A，B。C2，即平菇lo％，蕃茄汁15％，肝浸汁

15％．INF在此培养基中经16 h培养，菌数可达
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2．58×109 CFU／m L．

3 结 论

作者筛选出的双歧杆菌PBA增殖物质为：在

PBA基础培养基基础上按体积分数添加平菇汁

20％，卷心菜汁20％，豆浆20％，胡萝卜汁5％，在
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