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生物膜型乳酸菌在香肠中的发酵特性

石 洁  孙 玥  张瑞滇  何慧芬  缪腾龙  张秋勤*
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摘要：【目的】解决发酵香肠工艺中有害菌控制难题，通过优化植物乳植杆菌（Lactiplantibacillus plantarum，

L. plantarum）JB1 的生物膜形成条件，提升生物膜态植物乳植杆菌 JB1 在低温发酵香肠环境中的竞争力，同

时系统评估生物膜态植物乳植杆菌 JB1 对香肠品质和安全性的调控作用，为研制高稳定性益生菌制剂提供

工艺参数和理论支持。【方法】采用单因素试验与正交试验，研究温度、pH、碳源、氮源、金属离子及缓冲盐对

生物膜态植物乳植杆菌 JB1 的交互作用；通过发酵香肠模型对比生物膜态菌株与游离态菌株对香肠微生物

群落、生物胺、蛋白质水解度及感官指标的影响。【结果】植物乳植杆菌 JB1 生物膜形成的最佳条件为温度

37 ℃、pH 6.5；最优培养基成分为麦芽糖 35 g/L、胰蛋白胨 5 g/L、锰离子 0.2 g/L、磷酸氢二钾质量分数 1.0%；

在此条件下，生物膜形成能力较原 MRS 培养基对照组提高了 43.9%（P<0.05）。香肠发酵 4 d时，与游离态植

物乳植杆菌 JB1组相比，生物膜态植物乳植杆菌 JB1组产生的乳酸质量分数增加了 8.5%，肠杆菌数量减少了

16.5%，总生物胺质量分数降低了 7.7%；同时显著提高了蛋白质水解度，增加了小肽和游离氨基酸态氮的质

量分数；香肠红度升高，亮度与黄度降低。【结论】多种因素的协同作用是植物乳植杆菌 JB1 生物膜高效形成

的关键。生物膜技术可有效应对香肠发酵阶段的安全风险，为功能性发酵肉制品的开发提供了新的解决

方案。

关键词：乳酸菌；生物膜；发酵香肠；植物乳植杆菌

Fermentation Characteristics of Biofilm-forming Lactic Acid Bacteria in Sausages

SHI Jie SUN Yue ZHANG Ruidian HE Huifen MIAO Tenglong ZHANG Qiuqin*

(College of Food Science and Technology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 211800, China)

Abstract: [Objective] To address the challenge of controlling harmful bacteria during the fermentation process 

of sausages, this study optimized the biofilm formation conditions of Lactiplantibacillus plantarum 

(L. plantarum) JB1 to enhance its competitive advantage in the low-temperature fermentation environment of 

sausages. Furthermore, this study systematically evaluated the regulatory role of the biofilm-forming 

L. plantarum JB1 in the quality and safety of sausages, aiming to provide process parameters and a theoretical 

basis for the development of high-stability probiotic formulations. [Method] Single-factor and orthogonal 

experiments were conducted to quantify the effects of the interactions between temperature, pH, carbon source, 

nitrogen source, metal ions, and buffer salts on the biofilm-forming L. plantarum JB1. A sausage fermentation 

model was employed to evaluate the effects of free-cell and biofilm-forming L. plantarum JB1 on microbial 

communities, biogenic amines, free protein hydrolysis, and sensory indicators of sausages. [Result] The optimal 

conditions for the biofilm formation of L. plantarum JB1 were a temperature of 37 ℃ and pH 6.5. The optimal 

culture medium was composed of 35 g/L maltose, 5 g/L peptone, 0.2 g/L Mn2+ , and mass fraction 1.0% K2HPO4. 

Under these conditions, the biofilm formation of L. plantarum JB1 increased by 43.9% compared with that in the 
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control group using the original MRS medium (P<0.05). In the 4 d fermentation of sausages, compared with the 

free-cell L. plantarum JB1, the biofilm-forming L. plantarum JB1 increased the lactic acid mass fraction by 8.5%, 

reduced the Enterobacteriaceae count by 16.5%, and decreased the total biogenic amine mass fraction by 7.7%. 

Moreover, it enhanced protein hydrolysis, resulting in increased mass fractions of small peptides and free amino 

nitrogen. In addition, the biofilm-forming L. plantarum JB1 increased the redness and decreased the lightness and 

yellowness of sausages. [Conclusion] Multi-factor synergistic regulation is key to the biofilm formation of 

L. plantarum JB1. Biofilm technology can specifically address safety risks during the fermentation stage, 

providing a new solution for the development of functional fermented meat products.

Keywords: lactic acid bacterium; biofilm; fermented sausage; Lactiplantibacillus plantarum

植物乳植杆菌是一种具有多重益生功效的革

兰氏阳性菌［1］。研究发现，该菌可通过形成生物膜

提高环境适应能力与功能稳定性，这一特性正受到

研究者的广泛重视。目前关于植物乳植杆菌生物

膜的研究仍存在不足，尤其是在食品工业中常见的

低温、高盐、干燥等严苛条件下，其生物膜形成规律

尚不清楚。在工业化生产中，益生菌需应对培养制

备［2］、加工储运和肠道定植［3］三大挑战。现有增强

菌株抗性的方法仍存在局限性［4］：包埋技术受成本

与适用性制约［5-6］；预适应培养需与生产过程紧密

结合［7-9］；基因改造技术存在安全隐患［10］。这些限

制促使研究者开发更实用的抗逆新方法。

生物膜是微生物为适应环境而形成的结构，

主要由多糖、蛋白质和核酸组成［11-13］。这种三维结

构既能为微生物提供物理保护，又能调节其代谢

活动。近年来，可形成生物膜的益生菌被称为“第

四代益生菌”［14］，在工业生产中表现出明显优势。

张 悦 等［15］研 究 表 明 ，相 较 于 浮 游 态 细 菌 ，

Lactiplantibacillus plantarum RM3-1-3 生物膜态菌

株在盐胁迫下的存活率更高。但目前仍难以同时

提高生物膜的形成效率与功能特性［16］。生物膜的

形成受多种因素影响，包括菌种特性、载体表面及

培养条件等，这些因素中，培养条件尤为重要，它

直接影响菌株的生长状态与酶活性，进而决定生

物膜的形成能力。

发酵香肠的品质和安全性与其内部微生物平

衡密切相关。但在发酵过程中，肠杆菌等有害菌

的生长会导致有害物质积累，威胁食品安全［17］。

传统发酵过程中微生物难以控制，目前主要通过 2

种方法来改善：一是采用商业发酵剂加快酸化过

程；二是添加复合菌种优化风味［18］。但商业菌种

在加工条件下存活率较低，复合菌种的效果又易

受环境影响［19］。生物膜技术为解决这些问题提供

了新方向，但该技术在肉制品尤其是在低温发酵

条件下的应用仍需深入研究。

作者所在课题组前期从发酵香肠中分离出一

株高效降胺菌株——植物乳植杆菌 JB1，该菌株展

现出优异的生物膜形成潜力。基于此，作者围绕 3

个方面进行研究：一是关键环境参数（温度、pH）和

营养基质（碳氮源、金属离子、缓冲盐）对植物乳植

杆菌 JB1 生物膜形成的调控规律；二是建立工业

可行的高效生物膜培养方案；三是验证生物膜态

植物乳植杆菌 JB1 在发酵香肠中的有害菌抑制、

生物胺降解及品质提升效果。通过构建多因子正

交试验整合关键参数的交互作用，明确生物膜态

植物乳植杆菌 JB1 在食品体系中的应用价值，旨

在为发酵肉制品的质量控制提供新的技术路径。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

植物乳植杆菌 JB1：由作者所在课题组分离自

干发酵香肠，保藏编号为 CCTCCM20221482；大

肠杆菌（Escherichia coli，E. coli）ATCC25922：由作

者所在课题组筛选所得；发酵香肠原料及辅料：南

京卫岗菜市场；MRS 培养基、营养肉汤液体培养

基、营养肉汤固体培养基：美国赛默飞世尔科技有

限公司；结晶紫胆盐琼脂（VRBDA）培养基：青岛

海博生物公司；胰蛋白胨、鱼粉蛋白胨、硫酸铵、

D-甘露醇、麦芽糖、蔗糖：上海麦克林生化科技股

份有限公司；氯化钠：国药集团化学试剂有限公

司；革兰氏染色试剂盒、结晶紫、冰醋酸、氢氧化

钠：上海浩赛科技有限公司；生物胺标准品：上海

源叶生物科技有限公司；甲醛：阿拉丁试剂（上海）

有限公司；氯化钾、磷酸钾、氯化钙、乙二胺四乙

酸、酚酞指示剂：上海阿达玛斯试剂有限公司。
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1.2　仪器与设备

便携式色差仪：GR-10 型，日本 Konicaminolta

公司；电子天平：AB104-N 型，上海第二天平仪器

厂；医用净化工作台：YJ-875 型，吴江市生化净化

设备厂；生化培养箱：LRH-150 型，上海益恒科学

仪器有限公司；高速冷冻离心机：64RL型，美国

Beckman Coulter 有限公司 ；高效液相色谱仪 ：

Waters-2988 型，美国 Waters 公司；恒温恒湿发酵

箱：BSC-250 型，上海昂尼仪器仪表有限公司；显

微 镜 ：FCK-40C 型 ，日 本 Nikon 公 司 ；酶 标 仪 ：

Synergy型，美国 BioTek公司。

1.3　菌株活化

取冷藏保存于甘油管的植物乳植杆菌 JB1 菌

液 1 mL，加到 20 mL MRS 液体培养基中，于 37 ℃

培养 18~24 h。用接种环蘸取适量培养液涂抹在

洁净的载玻片上，进行革兰氏染色。经显微镜检

查确定为纯菌后，按体积分数 2% 的接种量进行二

次活化。

1.4　植物乳植杆菌 JB1生物膜培养及形成能力测定

参照张悦等［15］的方法并稍加修改，将活化后

的植物乳植杆菌 JB1 按体积分数 2% 接种至改良

MRS 液体培养基中，按每孔 200 μL 接种量加入 96

孔细胞培养板中。培养前用封口膜缠绕孔板缝隙，

随后置于不同培养条件下静置培养。基于生物膜

形成 4 阶段理论（初始附着、微菌落形成期、成熟

期、分散期），为完整监测生物膜形成各阶段的动态

变化，选择 12 h为间隔设置检测时间点（12、24、36、

48 h）。以温度 37 ℃、pH 6.5、MRS液体培养基为基

础培养条件，后续单因素试验均在此基础上调整培

养参数，配制相应的改良 MRS液体培养基。

植物乳植杆菌 JB1 生物膜形成能力测定参照

王嘉康等［20］的结晶紫染色法并稍加修改。将培养

不同时间的 96孔细胞培养板取出，弃去上清液，用

无菌生理盐水清洗 3~4次至洗脱液无色，于室温下

自然风干。随后置于 60 ℃烘箱中固定 30 min，每孔

加入 200 μL 质量分数 0.1% 的结晶紫溶液染色 15 

min。染色结束后弃去染液，用无菌生理盐水清洗

3~4次并晾干，每孔加入 200 μL体积分数 33% 的冰

醋酸溶液脱色 15 min。脱色完成后，吸取 200 μL洗

脱液于新的 96 孔酶标板中，于 560 nm 处测定吸光

度，同时以无菌液体培养基为空白对照进行同步培

养，按式（1）计算生物膜形成能力。

B = D 560a - D 560b （1）

式中：

B——生物膜形成能力；

D560a——试验组在 560 nm 处的吸光度；

D560b——空白对照组在 560 nm 处的吸光度。

1.5　植物乳植杆菌 JB1细胞密度和产酸性测定

将二次活化后的菌液按体积分数 2% 接种至

改良 MRS 液体培养基中 ，分别培养 12、24、36、

48 h，取 200 μL 菌液于 96孔酶标板中，用酶标仪测

定其在 600 nm 处的吸光度（OD600值），以表征细胞

密度。产酸性测定：采用便携式 pH 计测定待测菌

液的 pH。

1.6　单因素试验

1.6.1　环境因素的影响　

1）固定参数 ：接种体积分数 2%，采用基础

MRS 培养基，检测时间点分别为 12、24、36、48 h；

评价指标为生物膜形成能力、菌株细胞密度及产

酸性。

2）温度优化：设置 25、30、37、42 ℃这 4个温度

梯度。

3）pH 优化：用 1 mol/L 盐酸溶液将无菌 MRS

液体培养基的 pH 分别调至 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5。

1.6.2　培养基组分的影响

1）固定参数：接种体积分数 2%，温度 37 ℃ ，

pH 6.5，检测时间点分别为 12、24、36、48 h；评价指

标为生物膜形成能力、菌株细胞密度及产酸性。

2）碳源优化：分别用麦芽糖、D-甘露醇和蔗糖

替代基础碳源葡萄糖，添加质量浓度均为 20 g/L。

3）氮源优化：分别用鱼粉蛋白胨、硫酸铵和胰

蛋白胨替代基础氮源普通蛋白胨，添加质量浓度

均为 10 g/L。

4）金属离子优化：分别添加质量浓度 0.2 g/L

的硫酸锌（锌离子）、氯化钾（钾离子）、硫酸锰（锰

离子）和硫酸镁（镁离子）。

5）缓冲盐质量分数优化：分别添加质量分数

0%、0.2%、0.4%、0.6%、0.8% 的磷酸氢二钾。

1.7　正交试验

在单因素试验结果的基础上，进一步规划正交

试验，以生物膜形成能力为指标，设计正交试验。

1.8　发酵香肠制备

1.8.1　基础配方

用乙醇涂抹原料肉（肥肉与瘦肉质量比为
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2∶8）后灼烧，再用无菌刀片剔除灼烧过的表层组

织。其中肥肉用温水漂洗切丁，瘦肉绞碎。按以

下质量分数（均以原料肉总质量为基准）添加调味

料：盐 2.00%、蔗糖 2.00%、亚硝酸钠 0.01%、D-异抗

坏血酸钠 0.20%、白酒 1.00%、味精 0.10%。混合均

匀后于 4 ℃冷藏环境腌制 2 h。

1.8.2　发酵剂制备

1）游离态植物乳植杆菌 JB1 发酵剂：取在优

化后的 MRS 液体培养基中培养至对数生长中期

的植物乳植杆菌 JB1 菌液，于 8 000 r/min、4 ℃条

件下离心 10 min，收集菌体。用生理盐水洗涤 2次

后重悬菌体，备用。

2）生物膜态植物乳植杆菌 JB1 发酵剂：取在

优化后的 MRS 液体培养基中静置培养 36 h 形成

生物膜的植物乳植杆菌 JB1，用无菌生理盐水轻柔

洗涤 3 次以去除未黏附细胞。每孔加入 200 μL 无

菌生理盐水重悬菌体，合并多孔重悬液，备用。

3）大肠杆菌 ATCC25922 接种物：取培养好的

大肠杆菌 ATCC25922 菌液，于 8 000 r/min、4 ℃条

件下离心 10 min，收集菌体。用生理盐水洗涤 2

次后重悬菌体 ，备用。用于人工污染阳性组

接种。

将制备好的菌悬液与预处理好的原料肉按质

量比 1∶100 或 1∶10 充分搅拌混合，使原料肉中植

物 乳 植 杆 菌 JB1 的 初 始 菌 落 浓 度 超 过 1×106 

CFU/g，大肠杆菌 ATCC25922 的初始菌落浓度超

过 1×103 CFU/g（接种量参照商业发酵剂香肠生产

的常规标准）。

1.8.3　发酵香肠制作工艺

参照牛雪峰［21］的方法并稍加修改。

1）灌肠：将接种后的原料肉灌入猪肠衣，擦净

表面浮油，用牙签在肠衣表面戳孔以排除水分和

空气。

2）发酵：将香肠挂于发酵箱中，控制发酵温度

20 ℃、相对湿度 85%~90%，发酵 4 d。该阶段通过

低温环境避免初始温度过高导致的杂菌爆发性增

殖，逐步建立乳酸菌生态优势，为后续主发酵奠定

微生物基础。

3）取样：分别于发酵第 0、1、2、3、4 天取样，在

香肠中部随机取样，均质后进行指标检测。该试

验选择发酵初始阶段的低温控制期，可有效表现

生物膜态菌株的环境适应优势。其中 CK 组为未

接菌自然发酵组（接入无菌生理盐水），E. coli组为

仅接种大肠杆菌组，FL 组为仅接种游离态植物乳

植杆菌 JB1 组，BL 组为仅接种生物膜态植物乳植

杆菌 JB1 组，F+A 组为接种游离态植物乳植杆菌

JB1与大肠杆菌的混菌组，B+A 组为接种生物膜态

植物乳植杆菌 JB1与大肠杆菌混菌组。

1.9　发酵香肠基本指标测定

1.9.1　pH 与乳酸质量分数　

取 10 g 发酵后的样品，加入 90 mL 生理盐水，

在研钵内研碎，置于 4 ℃冰箱静置 20 min。取出

后上下颠倒摇匀 5~10 次，经无菌滤纸过滤后得到

匀浆液，用 pH 计测定 pH。乳酸质量分数测定参

照 Zhang 等［22］的方法，取样品匀浆液置于 100 mL

锥形瓶中，加入 3 滴酚酞指示液，用 0.1 mol/L 的氢

氧化钠溶液滴定至样品出现微弱红色且 30 s内不褪

色，即为滴定终点。记录消耗的氢氧化钠体积，以

无菌生理盐水为空白对照，按式（2）计算乳酸质量

分数。

T =
（V s - V b）× 90.08

V a × 106
（2）

式中：

T——乳酸质量分数，g/kg；

Vs——试验组消耗的氢氧化钠体积，mL；

Vb——空白对照组消耗的氢氧化钠体积，mL；

Va——滤液体积，mL；

90.08——乳酸摩尔质量，g/mol；

1/106——换算系数，mol/kg。

1.9.2　色差　

将香肠样本切片，确保切面平整后覆盖聚乙

烯薄膜，用色差仪测定并详细记录样本的 L*、a*、

b*值。

1.9.3　乳酸菌数量　

在无菌操作环境下去除肠衣，取 20 g 样品剪

碎，加入 180 mL 无菌生理盐水，强烈振荡使其充

分混合。按适宜梯度进行稀释，将菌悬液接种于

MRS 固体培养基中，于 37 ℃培养 48 h，对乳酸菌

数量进行统计分析。

1.9.4　肠杆菌数量

按照 1.9.3 的方法对样本进行处理，将菌悬液

接种于 VRBDA 培养基表面，于 30 ℃培养 48 h，计

算肠杆菌数量。

54



Vol. 44 No. 9 石 洁等： 生物膜型乳酸菌在香肠中的发酵特性

1.10　发酵香肠蛋白质相关指标测定

1.10.1　可溶性蛋白质量分数　

参照文献［23］的提取方法，取 3 g 香肠，去除

肠衣后剪碎，加入 30 mL 提取液（100 mmol/L 氯化

钾、20 mmol/L 磷酸钾、1 mmol/L 氯化钙、1 mmol/L 

EDTA，pH 7.0，4 ℃保存）。在冰浴条件下用均质

机均质 2 min，随后于 4 ℃、8 500 r/min条件下离心

30 min，收集上清液，即为香肠蛋白质提取液。取

20 μL蛋白质提取液，与 2 mL考马斯亮蓝 G-250染

色液充分混匀，室温静置 2 min 后，用酶标仪测定

其在 595 nm 下的吸光度（OD595值）。

1.10.2　小肽质量分数　

参照秦善等［17］的方法并稍加修改，取蛋白质

提取液，加入等体积的三氯乙酸溶液（质量分数

10%），充分混匀后反应 1 h。于 4 ℃、5 000 r/min

离心 15 min，将上清液置于 Millipore 超滤管（截留

相对分子质量 10 000以上的组分）中，于 4 ℃、5 000 

r/min离心 15 min，收集滤液。

取 50 μL 滤液加入 2 mL 反应液 ，室温反应

2 min后，在 340 nm下测定吸光度（OD340值）。以不

同质量浓度的胰酪蛋白胨为横坐标、OD340值为纵坐

标绘制标准曲线，并计算小肽质量分数。其中反应

液（50 mL）组成为 100 mmol/L 四硼酸钠、25 mL 十

二烷基硫酸钠（质量分数 20%）、40 mg/mL邻苯二甲

醛（溶于 1 mL甲醇）、100 μL β-巯基乙醇。

1.10.3　氨基酸态氮质量分数　

参照许惠雅等［24］的方法并稍加修改，取 5 g 香

肠，去除肠衣后剪碎，用蒸馏水定容至 100 mL，充

分摇匀，于 4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min。量取 20 

mL 上清液置于 200 mL 烧杯中，加入 60 mL 去离

子水稀释，置于磁力搅拌器上充分混匀，向混合液

中准确加入 10 mL 甲醛溶液，随后用 0.05 mol/L 氢

氧化钠标准溶液进行滴定，直至溶液 pH 稳定在

9.1~9.3，记录消耗的氢氧化钠标准溶液体积。取

80 mL 去离子水，按照相同操作步骤滴定，记录空

白对照组消耗的氢氧化钠标准溶液体积，计算氨

基酸态氮质量分数。

1.11　发酵香肠生物胺质量分数测定

参照孙霞［25］的提取方法，取 5 g 去衣香肠，加

入 20 mL 0.1 mol/L 盐酸，用匀浆机匀浆。于 4 ℃、

4 000 r/min 离心 10 min，收集上清液；将离心后的

沉淀重新提取 1次。合并 2次上清液，用 0.1 mol/L

的盐酸定容至 50 mL，备用。

用 0.4 mol/L 高氯酸配制 1 000 μg/mL 的生物

胺混合标准溶液，分别稀释为终质量浓度为 40、

100、200、400、600 μg/mL 的混合标准溶液。参照

秦善等［17］的方法，取 1 mL 各质量浓度的混合标准

溶液进行柱前衍生，加入 200 μL 2 mol/L 的氢氧化

钠溶液，再加入 300 μL饱和碳酸氢钠溶液调节反应

体系至碱性，随后加入 2 mL 丹黄酰氯衍生化试剂

（10 mg/mL，以丙酮为溶剂），于黑暗环境、40 ℃反

应 30 min；反应结束后加入 100 μL 氨水终止反应，

继续在黑暗环境中静置 30 min以去除残留的丹黄

酰氯；最后用乙腈定容至 5 mL，经 0.22 μm 有机滤

膜过滤后用高效液相色谱仪进行检测。

色谱条件为：采用 Agilent ZORBAX SB-C18

色谱柱（4.6 mm×250 mm×5 μm），进样量 20 μL，流

量 0.8 mL/min，检测波长 254 nm；流动相 A 为纯

水，流动相 B 为乙腈。样品的洗脱时间为 31 min，

采用梯度洗脱程序，见表 1。

1.12　香肠的微生物多样性分析

采用高通量测序技术分别检测发酵样品与未

发酵样品的微生物多样性。通过比较样品中微生

物群体在门水平、属水平上的相对丰度差异，明确

发酵香肠基质中生物膜态植物乳植杆菌 JB1 与游

离态植物乳植杆菌 JB1 对微生物群落的调控

效果。

1.13　数据处理

所有试验均设置 2 次重复，每次重复包含 3 个

平行样本。采用 SPSS 16.0 和 Origin 2023 分别进

表 1　生物胺高效液相色谱梯度洗脱程序

Table 1　Gradient elution procedure of biogenic amines by 

high performance liquid chromatography

洗脱时间/min

0

2

4

10

17

20

23

27

30

31

流动相 A 体积分数/%

45

32

30

30

10

5

1

0

0

45

流动相 B 体积分数/%

55

68

70

70

90

95

99

100

100

55

55
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行统计学分析和图表制作，采用单因素方差分析

和独立样本 t检验进行显著性分析，P<0.05表示差

异显著。

2　结果与讨论

2.1　环境因素对植物乳植杆菌 JB1 生物膜形成能力

及生长特性的影响

温度对植物乳植杆菌 JB1 生物膜形成能力及

生长特性的影响见图 1。整体来看，各温度条件下

生物膜形成能力在 36 h 时达到峰值，其中 37 ℃时

表现最佳 ，在 36 h 时显著优于其他温度组（P<

0.05）；其次为 42、30、25 ℃ ，且 25 ℃与 30 ℃条件

下，除 48 h 外，其余时间的生物膜形成能力无显著

差异（P>0.05）。菌体生长及产酸性同样在 37 ℃时

最强，温度过高或过低均会对其产生抑制作用。有

研究表明，温度变化可通过影响细菌生理状态，进

而调节生物膜的形成［26］。植物乳植杆菌 JB1 在

25 ℃和 30 ℃时生物膜形成受到抑制，可能是由于

低温降低了酶活性，减缓了代谢速率，导致菌体数

量减少，最终影响生物膜的黏附与形成［27］；而当温

度达到 42 ℃时，生物膜形成能力降低，这可能是由

于高温使细菌体内部分功能成分失活，抑制菌体的

生长，使其难以形成稳定的生物膜［28］。综上，确定

37 ℃为植物乳植杆菌 JB1生物膜形成的最适温度。

pH 对植物乳植杆菌 JB1生物膜形成能力及生

长特性的影响见图 2。整体来看，各 pH 条件下生

物膜形成能力在 36 h 时达到峰值，其中 pH 6.5 时

表现最佳；其次为 pH 7.0、6.0、7.5、5.5，且 pH 6.0 与

pH 7.0 条件下，除 12 h 外，其余时间的生物膜形成

能力无显著差异（P>0.05）。表明当 pH 高于或低

于特定范围时，生物膜形成能力会被削弱。另有

研究表明，植物乳植杆菌 SCP53 生物膜形成能力

在 pH 为 5.5~6.8时最强，超出该范围时生物膜形成

能力会受到抑制［28］。在菌体生长方面，pH 5.5时菌

体生长受到显著抑制（P<0.05），其余 pH 条件下生

长差异不明显。有研究表明，微生物的生长及生

物膜形成与环境中的酸碱度密切相关［29］，酸碱度

可通过影响电子转移过程调节菌体生长代谢［30］。

随着 pH 升高，胞外分子的电离程度增强，胞外聚

合物的絮凝作用随之增强；但当 pH 超过一定范围

后，胞外聚合物的絮凝作用减弱，导致生物膜形成

能力降低［31］。不同微生物的适宜 pH 范围存在差

异，只有在适宜 pH 范围内，乳酸菌的代谢活性才

会增强，进而促进其生长繁殖。综上，确定 pH 6.5

为植物乳植杆菌 JB1生物膜形成的最适 pH。

2.2　培养基组分对植物乳植杆菌 JB1 生物膜形成能

力及生长特性的影响

碳源对植物乳植杆菌 JB1 生物膜形成能力及

生长特性的影响见图 3。生物膜形成能力随培养

时间的延长呈先增大后减小的趋势，且多数样品

在 36 h 时达到峰值。该现象与生物膜的形成过程

密切相关，初期生物膜不稳定且具有可逆性，后期

随胞外物质分泌量的增加，生物膜逐渐稳定并转

为不可逆状态［32］。当碳源为麦芽糖时，除 12 h外，

其余时间的生物膜形成能力显著优于其他 3 种碳

源（P<0.05）。菌体浓度随培养时间的延长先升高

后趋于稳定，产酸性趋势与其结果一致。碳源不

图 1　温度对植物乳植杆菌 JB1生物膜形成能力及生长特性的影响

Fig. 1　Effects of temperature on biofilm formation capacity and growth characteristics of L. plantarum JB1
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仅影响细菌的生长速率，还可调控黏附蛋白基因

的表达，进而影响生物膜形成［33］。代妮妮等［31］发

现副地衣芽孢杆菌 HMPM220325偏好以麦芽糖为

碳源，而徐文生等［34］指出长双歧杆菌 CICC6069更

适宜以葡萄糖为碳源。这说明不同菌株对碳源的

偏好性及利用率存在明显差异。因此，选择适宜

碳源对植物乳植杆菌 JB1生物膜的形成至关重要。

综合生物膜形成能力与生长性能结果，确定麦芽

糖为植物乳植杆菌 JB1的最佳碳源。

氮源对植物乳植杆菌 JB1 生物膜形成能力及

生长特性的影响见图 4。随着培养时间的延长，生

物膜形成能力呈先增大后减小的趋势，4种氮源条

件下生物膜形成能力的峰值均出现在 24 h；在 24 h

时，以胰蛋白胨为氮源的生物膜形成能力最佳，其

次为鱼粉蛋白胨和普通蛋白胨，硫酸铵的效果最

差。有研究表明，不同氮源的营养成分差异会影

响细菌胞外物质的合成［35］，进而导致其对菌株生

物膜形成能力产生不同影响。pH 随菌体浓度的

增加而降低，以普通蛋白胨和胰蛋白胨为氮源时，

菌体生长性能较好，该结果与刘珊娜等［36］的研究

结果一致。综合试验结果，确定胰蛋白胨为植物

乳植杆菌 JB1的最佳氮源。

金属离子对植物乳植杆菌 JB1 生物膜形成能

力及生长特性的影响见图 5。不同金属离子对菌

株生物膜形成能力的影响存在差异，金属离子能

够直接或间接地参与蛋白质与酶的合成，既有利

图 2　pH 对植物乳植杆菌 JB1生物膜形成能力及生长特性的影响

Fig. 2　Effects of pH on biofilm formation capacity and growth characteristics of L. plantarum JB1

图 3　碳源对植物乳植杆菌 JB1生物膜形成能力及生长特性的影响

Fig. 3　Effects of carbon sources on biofilm formation capacity and growth characteristics of L. plantarum JB1
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于增强生物膜的黏附性和稳定性［37］，也是微生物

维持正常生长代谢的必需成分。4 种金属离子添

加组的生物膜形成能力均在 36 h 时达到峰值，其

中锰离子对生物膜形成的促进作用最为显著，其

次为镁离子、钾离子和锌离子；同时，当锰离子存

在时，菌体浓度达到了最高值。程新等［38］的研究

也证实，缺乏锰离子会影响乳酸菌的碳氮代谢、丙

酮酸代谢及结构蛋白合成等多条代谢通路，导致

乳酸菌生理状态异常、活力下降。综合试验结果，

确定锰离子为植物乳植杆菌 JB1的最佳金属离子。

缓冲盐（磷酸氢二钾）质量分数对植物乳植杆

菌 JB1 生物膜形成能力及生长特性的影响见图 6。

整体来看，各磷酸氢二钾质量分数下生物膜形成

能力在培养 24 h 时达到峰值，在此培养时间下，随

着磷酸氢二钾质量分数升高，生物膜形成能力逐

渐增强；当质量分数为 0.4% 时，生物膜形成能力显

著高于空白组和质量分数 0.2% 组（P<0.05），但与

质量分数 0.6%、0.8% 组相比无显著差异（P>0.05）。

这表明磷酸氢二钾对生物膜形成的促进作用存在

一定质量浓度范围，超过该范围后，生物膜形成能

力不再增加。由研究表明，适宜浓度的磷酸氢二

钾有利于细菌群体感应中信号分子的合成，进而

促进生物膜形成［39］。随着菌体浓度的升高，培养

液 pH 呈下降趋势，各质量分数磷酸氢二钾的菌体

生长特性差别较小，但均明显优于未添加磷酸氢

二钾的空白组。综上，选择质量分数 0.4% 的磷酸

氢二钾作为后续正交试验的参考条件。

图 4　氮源对植物乳植杆菌 JB1生物膜形成能力及生长特性的影响

Fig. 4　Effects of nitrogen sources on biofilm formation capacity and growth characteristics of L. plantarum JB1

图 5　金属离子对植物乳植杆菌 JB1生物膜形成能力及生长特性的影响

Fig. 5　Effects of metal ions on biofilm formation capacity and growth characteristics of L. plantarum JB1
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2.3　热图分析

为更清晰地观察不同组别生物膜形成能力的

差异，使用热图展示各时间不同变量间的数据分

布情况，见图 7。可以看出，36 h 时生物膜形成能

力较高，12 h 时较低。该结果符合生物膜形成规

律：12 h 时细菌刚完成初始附着，胞外聚合物分泌

较少，因此生物膜形成能力较差；36 h 时细菌进入

稳定期，胞外聚合物大量积累并形成成熟的三维

结构，使生物膜量显著增加。因此，后续正交试验

以 36 h时的生物膜形成能力为优化指标。

2.4　正交试验结果

在单因素试验的基础上，以生物膜形成能力

为指标，重点考察各影响因子的交互作用，对麦芽

糖质量浓度（A）、胰蛋白胨质量浓度（B）、磷酸氢二

钾质量分数（C）和锰离子质量浓度（D）开展正交

试验。其中，正交试验因素水平表见表 2，试验结

果见表 3。在选定的水平范围内，4 个因素对生物

膜形成能力的影响顺序为：A>B>C>D；最佳培养

图 7　生物膜形成能力热图

Fig. 7　Heat map of biofilm formation capacity

图 6　磷酸氢二钾质量分数对植物乳植杆菌 JB1生物膜形成能力及生长特性的影响

Fig. 6　Effects of dipotassium hydrogen phosphate mass fraction on biofilm formation capacity and growth characteristics of 

L.  plantarum JB1
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条件为 A3B1C3D1，即麦芽糖质量浓度 35 g/L、胰蛋

白胨质量浓度 5 g/L、磷酸氢二钾质量分数 1.0%、

锰离子质量浓度 0.2 g/L。

通过方差分析进一步探究各因素影响生物膜

形成能力的显著性，发现麦芽糖质量浓度对植物

乳植杆菌 JB1 生物膜形成能力具有极显著影响

（P<0.01），见表 4。为验证优化条件的可靠性，作

者开展了验证试验。发现在最佳优化条件下，生

物膜形成能力为 2.95±0.12，与正交试验预测值

（2.98）吻合良好，相对误差<5%，表明该优化条件

可靠。对照组（原 MRS 培养基）的生物膜形成能

力为 2.05±0.09，最佳条件下生物膜形成能力较对

照组显著提高了 43.9%（P<0.05）。

2.5　发酵香肠理化指标结果

不同处理组香肠发酵过程中理化指标结果见

图 8。在发酵阶段，微生物通过糖酵解途径分解碳

水化合物，将其转化为乳酸等物质，导致香肠 pH大

幅下降。发酵香肠的安全性主要依赖产品的低 pH

与低水分质量分数，且乳酸的形成与 pH 降低是决

定其品质的关键因素，对改善产品凝胶质构、提升

产品风味有积极作用［40］。发酵时间对香肠 pH和乳

酸质量分数的影响见图 8（a），pH 和乳酸质量分数

呈负相关。在整个发酵阶段，FL组、BL组、F+A组、

B+A组的 pH始终低于 CK组，而 E. coli组在发酵第

4天时，pH高于 CK组。发酵 4 d时，BL组的乳酸质

量分数比 FL 组高 8.5%，且整个发酵阶段乳酸质量

分数均最高；BL组 pH 最低，仅为 4.81，说明生物膜

态植物乳植杆菌 JB1 产酸更强、代谢更活跃，因此

能更快地降低香肠的 pH。

色泽是发酵香肠的关键感官属性，发酵香肠

色差的可视化热图见图 8（b）~（d）。L*值代表亮

度，反映香肠对光线的反射能力，易受水分质量分

数的影响。水分减少会降低香肠表面反射光线的

能力，从而造成 L*值下降［41］。随着发酵时间的延

长，所有处理组香肠的 L*值均不断下降；与 CK 组

相比，各组的 L*值均明显降低，这与其水分质量分

数较低有关。a*值代表红度，其在发酵过程中呈

上升趋势，这可能与香肠中亚硝酸盐降解产生一

氧化氮进而结合肌红蛋白形成红色物质有关。b*

值代表黄度，该值在发酵阶段逐渐降低，可能是脂

肪氧化、蛋白质变性共同作用的结果。不同接种

组的色泽状态存在差异，主要是由于发酵肉色泽

的形成与稳定性受微生物生长、酶活性和化学反

应的共同调控，而这些条件又受 pH、温度、水分等

多种因素影响［42］。

2.6　发酵香肠含氮化合物结果

不同处理组香肠发酵过程中含氮化合物结果见

图 9。在发酵前 ，香肠中总生物胺质量分数为

（39.25±0.43） mg/kg，符合食品安全标准，表明原料

肉新鲜度良好，且 8种生物胺初始质量分数均低于

（9.75±0.19） mg/kg。发酵 4 d时，8种生物胺质量分

数均显著增加（P<0.05），但在严格控制卫生和规范

表 2　正交试验的因素与水平

Table 2　Factors and levels of orthogonal experiment

水平

1

2

3

因素

麦芽糖质量

浓度/（g/L）

5

20

35

胰蛋白胨质

量浓度/（g/L）

5

15

25

磷酸氢二钾

质量分数/%

0.2

0.6

1.0

锰离子质量

浓度/（g/L）

0.2

0.6

1.0

表 3　正交试验结果分析

Table 3　Analysis of orthogonal experimental results

试验编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R2

最优方案

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

2.030

2.880

2.890

0.860

A3        

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

2.643

2.550

2.607

0.093

B1        

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

2.590

2.567

2.643

0.076

C3         

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

2.627

2.603

2.570

0.057

D1        

生物膜形成能力

2.09

1.95

2.05

2.86

2.90

2.88

2.98

2.80

2.89

表 4　正交试验结果方差分析

Table 4　Analysis of variance for orthogonal experimental 

results

方差来源

A

B

C

D

偏差平方和

4.341

0.034

0.035

0.010

自由度

2

2

2

2

均方

2.170

0.017

0.018

0.005

F值

164.240

1.293

1.334

0.372

P值

0.000

0.299

0.288

0.695
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操作的加工工艺下，发酵结束时各生物胺质量分

数均未超过（21.44±0.20） mg/kg，见图 9（a）。在

CK 组中，精胺和腐胺从初始值约 10 mg/kg分别增

加到（18.45±0.21）、（19.10±0.18） mg/kg ；酪胺和

亚精胺质量分数分别为（16.84±0.37） mg/kg 和

（6.53±0.35） mg/kg；发酵香肠中苯乙胺质量分数为

（16.24±0.41） mg/kg，组胺质量分数为（8.34±0.17） 

mg/kg。发酵前尸胺和色胺的质量分数最低，其中

尸胺是判断肉类新鲜度的可靠指标，其低质量分数

进一步证明原料肉品质良好；色胺作为一种次要胺

类，初始质量分数同样较低。发酵 4 d 时，BL 组总

生物胺质量分数较 FL 组降低了 7.7%（P<0.05），且

显著低于 CK 组和 E. coli组（P<0.05），表明生物膜

态植物乳植杆菌 JB1 能有效抑制发酵过程中生物

胺形成。此外，在复合菌种处理中，B+A 组的总生

物胺质量分数显著低于 F+A 组（P<0.05），表明生

物膜态植物乳植杆菌 JB1因代谢活性更强、生理功

能更优，展现出更优异的生物胺降解能力。

香 肠 发 酵 过 程 中 蛋 白 质 降 解 情 况 见 图

9（b）~（d）。随着发酵时间的延长，所有处理组的可

溶性蛋白、小肽和氨基酸态氮质量分数均逐步提

高，这是肉类自身的酶和微生物产生的蛋白酶共同

作用的结果［43-44］。在这些酶的作用下，大分子蛋白

质被分解成小分子多肽和氨基酸，同时使不溶性蛋

白质逐渐转化为可溶性形式，这些产物是形成香肠

特有风味的关键物质。结果表明，使用植物乳植杆

菌 JB1的 FL组、BL组和复合菌种 F+A 组、B+A 组，

其可溶性蛋白、小肽和氨基酸态氮质量分数均明显

高于 CK组和 E. coli组；且 BL组的蛋白质分解效果

优于 FL 组，B+A 组优于 F+A 组。这表明植物乳植

杆菌 JB1 在生物膜状态下，蛋白质分解能力更强，

更适应香肠发酵的特殊环境。

2.7　发酵香肠微生物结果

不同处理组香肠发酵过程中乳酸菌数量和肠

杆菌数量结果见图 10。结果表明，乳酸菌初始数量

为（3.07±0.45）×105 CFU/g，肠 杆 菌 初 始 数 量 为

（4.16±0.87）×103 CFU/g，与市售鲜肉的菌落水平一

致［45］，这是原料肉中内源性乳酸菌和肠杆菌自然

存在的结果。随着发酵时间的延长，各组的乳酸

菌数量均逐渐升高，而不同组间肠杆菌数量变化

有所区别。其中 CK 组肠杆菌数量逐渐升高，发酵

4 d 时已超过 1.00×105 CFU/g，这一现象印证了传

统无接种发酵工艺的微生物污染风险；而 FL 组和

BL 组肠杆菌数量在香肠发酵过程中持续下降，显

图 8　不同处理组香肠发酵过程中理化指标变化

Fig. 8　Changes in physical and chemical indicators of sausages in different treatment groups during the fermentation process
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著低于 CK 组（P<0.05）；发酵 4 d 时，BL 组肠杆菌

数量较 FL 组降低了 16.5%。另外，FL 组和 BL 组

中的乳酸菌数量显著高于 CK 组（P<0.05），这表明

乳酸菌可抑制香肠中肠杆菌的生长。F+A 组和

B+A 组的肠杆菌数量呈先升高后降低的趋势，初

期升高可能是因为接种的大肠杆菌在适宜发酵环

同一时间下不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

图 9　不同处理组香肠发酵过程中含氮化合物结果

Fig. 9　Mass fractions of nitrogen-containing compounds of sausages in different treatment groups during the fermentation process

图 10　不同处理组香肠发酵过程中微生物变化

Fig. 10　Microbial changes of sausages in different treatment groups during the fermentation process
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境中迅速繁殖；后期下降则是乳酸菌不仅抑制了

香肠中内源性肠杆菌的生长繁殖，还能抑制接种

大肠杆菌的生长繁殖。这一现象可能归因于植物

乳植杆菌 JB1 在发酵过程中表现出的双重抑菌机

制：一方面，其通过快速代谢产酸显著降低体系

pH，营造不利于肠杆菌生长的酸性环境；另一方

面，其可能会分泌细菌素等抗菌活性物质［46］。这

种协同作用有效抑制了杂菌生长，进而影响最终

产品的微生物群落组成［47］。

2.8　发酵香肠的微生物多样性结果

不同处理组发酵香肠的微生物多样性结果见

图 11。通过韦恩图评估不同组间操作分类单元

（OTUs）的分布和组成相似性，见图 11（a）。在香

肠发酵过程中，共检测到 187 个共有细菌 OTUs；

各组特有 OTUs 数量存在显著差异，1~7 组分别为

78、134、76、83、120、109、115个。发酵 4 d后，接种

植物乳植杆菌 JB1 的组别，因菌株代谢产酸抑制

了有害菌生长，因此其 OTUs数量相对较少。通过

主要坐标分析（PCoA）提取特征值和特征向量，从

多维数据中提取出最主要的数据和结构，样本越

接近，说明样本组成越相似。PCoA1 为 68.81%、

PCoA2 为 19.65%，两 者 之 和 为 88.46%，见 图

11（b），说明相关性较高，可以使用。所有接种组

与 CK 组的距离均较远，这表明外源菌种的接入对

发酵香肠微生物群落的组成影响较大。

分别从门水平和属水平揭示不同处理组微生

1—CK 组（0 d）；2—CK 组（4 d）；3—FL组（4 d）；4—BL组（4 d）；5—E. coli组（4 d）；6—F+A 组（4 d）；7—B+A 组（4 d）。

图 11　不同处理组发酵香肠的微生物多样性分析

Fig. 11　Microbial diversity anlysisi of fermented sausages in different treatment groups
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物的相对丰度，见图 11（c）~（d）。不同处理组发酵

香肠共检测到 5 个门的微生物 ，其中变形菌门

（Proteobacteria）和厚壁菌门（Firmicutes）是主要的

优势菌群，这与Hu等［48］的研究结果一致。不同处理

组的优势菌群存在差异，如变形菌门在第 5组中相

对丰度最高，在第 4组中相对丰度最低；而厚壁菌门

的结果则相反。该结果进一步证明，不同发酵剂对

香肠微生物群落的门水平组成影响不同。不同处理

组发酵香肠共检测到 30个属的微生物菌群，其中嗜

冷菌属（Psychrobacter）相对丰度最高，其次是环丝

菌属（Brochothrix）等［49］。乳杆菌属作为发酵食品中

的有益菌群，可通过酸化过程改善肉制品的口感和

质地［50］。发酵过程中，细菌群落间会发生复杂的生

物化学反应，在香肠内部形成复杂的微生态环境；同

时，该环节还受到外部环境因素的多重影响，最终导

致加工过程中细菌丰度呈现动态变化。

3　结论

该研究发现植物乳植杆菌 JB1在 37 ℃、pH 6.5

时最易形成生物膜；最优培养基成分为麦芽糖 35 

g/L、胰蛋白胨 5 g/L、锰离子 0.2 g/L、磷酸氢二钾质

量分数 1.0%；在此条件下，该菌株的生物膜形成能

力较原 MRS 培养基提高了 43.9%。乳酸菌生物膜

的形成不仅依赖单一环境或营养因素，更受多种因

素的动态协调调控。在发酵香肠实际应用中，经生

物膜培养的菌株能更好地抑制有害菌生长繁殖、降

低生物胺累积，促进蛋白质分解，改善产品色泽与

风味。这些发现证实，生物膜技术有利于增强益生

菌的环境适应能力，进而提升发酵食品的安全性与

功能性。该研究为益生菌规模化生产提供了实用

参数，同时为增强菌株在食品加工环境中的耐受性

开辟了新思路。未来需进一步探究生物膜形成的

具体机制，以推动该技术在食品工业中的应用。
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