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摘要：以一株分离自新疆传统乳制品中生物膜强阳性的戊糖乳杆菌为研究对象，采用微量板半定量法分别探索了

不同理化因素及几种食品添加剂对乳酸菌生物膜形成的影响。结果表明戊糖乳杆菌生物膜形成的最佳理化条件

为接种量 １∶２００、培养温度 ３７℃、培养时间 ４８ｈ、葡萄糖质量分数 ２％、ｐＨ值 ５８～６８，Ｃａ２＋及乳酸的加入基本能完

全抑制生物膜的形成。
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　　引言

乳酸菌是世界公认能安全地应用于食品领域的

细菌，经过乳酸菌发酵的食品酸度高、营养丰富、风

味独特，易于消化吸收，改善肠道的微循环，对多种

疾病能起到预防、治疗或辅助治疗的作用。乳酸菌

代谢产物乳酸是食品、医药、日化等领域的重要原料

之一；乳酸菌细菌素可作为食品的天然保护剂，不但

对人体健康无害，并且具有一定的营养价值
［１］
。

细菌生物膜是指细菌黏附于物体表面，并分泌

大量多糖、蛋白质和 ＤＮＡ等多聚物质，将自身包裹
其中而形成的复杂膜状结构

［２］
。生物膜是微生物

在自然环境下生存的一种方式，它的形成过程是微

生物附着、生长、脱落及衰亡过程综合作用的结果，

影响微生物在介质表面形成生物膜的因素有很

多
［３］
。所有的微生物均能形成生物膜

［４］
。胞外多

糖是生物膜形成的必需条件，在食品工业上某些微

生物胞外多糖，例如黄原胶、凝胶多糖、短梗霉多糖、

海藻多糖等
［５］
，能够改善食品的流变学特性，增强食品

的稳定性和持水能力，赋予食品良好的口感和风味；此

外，对人体还具有突出的生理功能，如抗肿瘤、调理肠

道、抗致突变、抗溃疡、降低血清胆固醇等
［６］
。

国内有关乳酸菌生物膜的研究很少，尤其是戊

糖乳杆菌生物膜更是鲜有报道；国外关于这类有益

生物膜的研究也处于起始阶段，Ｍｏｒｉｋａｗａ［７］曾对枯
草芽孢杆菌有益生物膜对人类的贡献进行了综述，

他指出有益生物膜在作为生防试剂、生物反应器及

生物修复等方面起着重要作用。乳酸菌作为公认安

全细菌，其胞外代谢产物均为公认安全，因此该类细

菌所形成的生物膜有着巨大的开发研究潜力，深入

研究并开发利用其特性成为必然趋势。然而，外界

条件对任何微生物生物膜形成的影响都是巨大的。

营养条件、理化条件等都极大的影响着生物膜的特

性和结构
［８］
。

本文在前期研究中分离获得了一株戊糖乳杆

菌，其生物膜形成能力表现为强阳性，因此将其作为

本研究的试验对象，对其生物膜形成的影响因素进

行探索，以期为后续开发利用乳酸菌生物膜提供理

论参考。

１　材料和方法

１１　试验材料
１１１　菌株

试验中所使用的细菌有两种，表皮葡萄球菌

ＡＴＣＣ３５９８４（ＲＰ６２Ａ）是生物膜形成的阳性菌株，在
试验中作为生物膜形成的阳性对照；戊糖乳杆菌分

离自新疆特色乳制品酸奶疙瘩，经检测为生物膜形

成的强阳性菌株，为试验菌株。

１１２　培养基及培养条件
表皮葡萄球菌培养基为胰蛋白胨大豆肉汤

（ＴＳＢ），戊糖乳杆菌培养基为 ＭＲＳ肉汤培养基，均
在３７℃条件下有氧培养。
１１３　主要仪器及试剂

ＡｂｓｏｒｂａｎｃｅＭｉｃｒｏｐｌａｔｅＲｅａｄｅｒ（Ｂｉｌｏｇ，ＥＬｘ８０８），
Ｂ１２０ ＲＡＤ５５０型酶标仪（Ｂｉｏ Ｒａｄ），ＢＧＺ ７０型
电热 鼓 风 干 燥 箱 （上 海 博 迅），八 道 移 液 器



（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ），９６孔板（ＬａｂｐｈｉｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），葡萄
糖、氯化钠、氯化钙、氯化镁、乳酸、柠檬酸、苹果酸、磷

酸、明胶、麦芽糊精等生化试剂均为国产分析纯。

１２　试验方法
１２１　乳酸菌的培养

将细菌甘油管划线接种于琼脂培养板活化，待

过夜培养后挑取单克隆接种到液体培养基，３７℃培
养过夜（活菌数达到约１０８ｃｆｕ／ｍＬ）。
１２２　生物膜试验

根据 Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ等方法［９］
并略做改动。按体

积比１∶１００的接种比例将过夜培养的菌液 ３０μＬ接
种至３ｍＬ培养基中，振荡摇匀后，吸取２００μＬ至９６孔
细胞培养板中，每株接种５孔；剩余３孔为对应空白
对照（等体积的相应空白液体培养基）；同时每一培

养板中设阳性对照（ＡＴＣＣ３５９８４）。３７℃恒温静置
培养４８ｈ后，取出培养板用 ＭｉｃｒｏｐｌａｔｅＲｅａｄｅｒ测定
其生长浊度 ＯＤ５９０值，然后轻轻拍出培养液，无菌水
洗板４次，每次振摇３０下左右，以洗去未黏附细菌。
５６℃干燥固定１ｈ，５０μＬ质量分数 ０５％结晶紫染
色５ｍｉｎ，自来水冲洗除去多余染液，３７℃晾干，再用
ＭｉｃｒｏｐｌａｔｅＲｅａｄｅｒ测定其生物膜形成 ＯＤ４９０值。所有
生物膜形成检测试验均在不同时间重复３次。
１２３　常规理化因素对乳酸菌生物膜形成的影响

（１）接种量
在９６孔培养板中接入不同体积比的细菌母液

（１∶１、１∶５、１∶１０、１∶５０、１∶１００、１∶２００、１∶３００、１∶４００、
１∶５００、１∶１０００）至３ｍＬ液体培养基中，检测生物膜
形成。若无特殊说明，本文所提到接种量比例均为

体积比。

（２）培养温度
将细胞培养板置于不同的培养温度（２０、２８、

３７、４２℃）静置培养４８ｈ，检测生物膜形成。
（３）培养时间
将细胞培养板在 ３７℃下分别培养不同的时间

（６、２４、４８、７２ｈ），检测生物膜形成。
（４）葡萄糖
在细胞培养板中分别加入不同质量分数（０、

０５％、１０％、２０％、３０％、４０％、６０％、８０％、
１００％）葡萄糖的液体培养基稀释菌液 ２００μＬ，检
测生物膜形成。

（５）氯化钠
用不同质量分数氯化钠 （０、１０％、２０％、

４０％、６０％、８０％、１００％）的液体培养基稀释菌
液，检测生物膜形成。

（６）ｐＨ值
用不同 ｐＨ值（１８、２８、３８、４８、５８、６８、

７８、８８、９８、１０８）的液体培养基稀释菌液，检测生
物膜形成。

（７）Ｃａ２＋与 Ｍｇ２＋

用含不同质量分数 Ｃａ２＋与 Ｍｇ２＋（０、０５％、
１０％、１５％）的液体培养基稀释菌液，检测生物膜
形成。

１２４　食品添加酸类对乳酸菌生物膜形成的影响
（１）乳酸
在细胞培养板中分别加入不同体积分数（０、

０２％、０４％、０８％、１２％、１６％、２０％、３０％）乳酸的
液体培养基稀释菌液２００μＬ，检测生物膜形成。

（２）柠檬酸
在细胞培养板中分别加入不同体积分数（０、

０２％、０４％、０８％、１２％、１６％、２０％、３０％）柠檬酸
的液体培养基稀释菌液２００μＬ，检测生物膜形成。

（３）苹果酸
在细胞培养板中分别加入不同体积分数（０、

０１％、０２％、０４％、０６％、０８％、１０％、１５％、
２０％）苹果酸的液体培养基稀释菌液 ２００μＬ，检测
生物膜形成。

（４）磷酸
在细胞培养板中分别加入不同体积分数（０、

０２％、０４％、０８％、１２％、１６％、２０％、３０％）磷
酸的液体培养基稀释菌液 ２００μＬ，检测生物膜形
成。

１２５　食品稳定剂对乳酸菌生物膜形成的影响
（１）明胶
在细胞培养板中分别加入不同质量分数（０、

００５％、０１０％、０１５％、０２０％）明胶的液体培养基
稀释菌液２００μＬ，检测生物膜形成。

（２）麦芽糊精
在细胞培养板中分别加入不同质量分数（０、

２０％、５０％、８０％、１２０％、１５０％、１８０％）麦芽
糊精的液体培养基稀释菌液 ２００μＬ，检测生物膜形
成。

２　结果与分析

２１　各种理化因素对乳酸菌生物膜形成的影响
图１为不同理化因素在不同质量分数或体积分

数条件下对戊糖乳杆菌生物膜形成的影响。

２１１　接种量
接种量是指加入种子液的体积与接种后培养液

体积的比例，其大小决定了细菌生长繁殖的速度，过

大或过小的接种量均不利于细菌后续的生长。接种

量过大会引起溶氧不足以及营养物质的过快消耗，

过小则会延长培养时间，导致延迟期增长。在本研
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图 １　不同理化因素对戊糖乳杆菌生长及其生物膜形成的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＬｐｅｎｔｏｓｕｓ
　

究中，当戊糖乳杆菌接种量在 １∶１０～１∶１０００之间
变化时，细菌的生长及生物膜形成能力均变化不大

（图１ａ），最佳接种量为 １∶２００，但接种量高于 １∶５
时，细菌生物膜形成被大大抑制。这可能是因为

４８ｈ的培养时间既能够提供较高接种量（１∶１０）细菌
的营养需求，又能够满足较低接种量（１∶１０００）较长
的培养时间。

２１２　培养温度
外界温度对各种微生物的生长及培养特性均有

较大影响，尤其是对微生物的代谢产物，温度的差异

会影响代谢产物基因的表达。本研究中所涉及的温

度梯度下，细菌生长与生物膜形成的变化均不明显

（图１ｂ），这可能是因为不同的培养温度对控制乳酸
菌生长及生物膜形成基因的表达影响较小。但从结

果中可以看出，生物膜形成的最适温度为３７℃。
２１３　培养时间

有学者指出，生物膜的形成过程分为３个阶段：
０～６ｈ为黏附阶段，６～２４ｈ为聚集阶段，２４～７２ｈ
为成熟阶段

［１０］
。在此基础上，本研究也对乳酸菌生

物膜的形成设定 ４个时间点（６、２４、４８、７２ｈ），检测
其生物膜的形成情况。由研究结果可以看出，培养

时间大于 ２４ｈ后对乳酸菌生长及其生物膜的形成
影响不明显，但是培养时间过短（６ｈ）却严重影响生
物膜的形成（图１ｃ）。这说明６ｈ可能只是乳酸菌生

物膜形成的初始黏附阶段，后续的聚集阶段尚未开

始。同时，在试验过程中也发现，２４ｈ的试验组中，
乳酸菌所形成的生物膜在介质底部的黏附力不强，

生物膜较为松散（数据未显示），在洗脱浮游细菌的

同时很容易将生物膜破坏，而在培养时间更长的试

验组中无此现象，这也进一步验证了生物膜形成过

程分为３个阶段的理论。
２１４　葡萄糖含量

乳酸菌是一类能够发酵葡萄糖或乳糖产生乳酸

的细菌，因此葡萄糖是乳酸菌生长及其生物膜形成

的必需营养物质。随着葡萄糖质量分数的增高，乳

酸菌的生长情况持续升高，但其生物膜的形成能力

增强到一定程度之后又逐渐降低（图 １ｄ）。这说明
葡萄糖质量分数过高或过低均不利于乳酸菌生物膜

的形成，并且高质量分数的葡萄糖对其生长有显著

促进作用。这说明乳酸菌生物膜的形成同其他微生

物一样，具有趋营养性
［１１］
，同时也表明葡萄糖作为

乳酸菌生长所需碳源的重要性。

２１５　氯化钠含量
质量分数为１８％及６５％氯化钠中乳酸菌能否

生长是鉴别乳酸菌有关属的重要指征
［１２］
，戊糖乳杆

菌能够耐受质量分数为 ６５％氯化钠，这与本研究
结果相一致。６％以下氯化钠的加入对乳酸菌生物
膜的形成有一定抑制作用，抑制率为 ４０％左右
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（图１ｅ）。当氯化钠质量分数达到 ８％及以上时，乳
酸菌的生长受到了抑制，其生物膜也被完全抑制。

值得注意的是，当氯化钠质量分数为 ６％时，生物膜
的形成能力不降反升，并且这个结果与本文同时进

行的一株生物膜阴性的植物乳杆菌相一致，均在

６％的氯化钠条件下能够形成相对较强的生物膜，这
可能是与该质量分数的氯化钠能够起到刺激生物膜

调控基因的表达而让其表达量增高所致。

２１６　ｐＨ值
乳杆菌的最适 ｐＨ值通常为 ５５～６２，一般在

ｐＨ值为 ５或更低的情况下可生长。在中性或初始
碱性 ｐＨ值条件时，通常会降低其生长速率［１２］

。在

本研究中，生物膜形成能力最强的 ｐＨ值为 ５８～
６８（图１ｆ），低于 ３８时乳酸菌的生长及生物膜形
成明显受到抑制，高于７８时，生物膜的形成能力明
显降低（降低约５０％）。在初始 ｐＨ值为９８及以上
时，乳酸菌的生物膜形成被大大抑制，但是其生长却

影响较小，这可能是因为在细菌生长初期，中性及碱

性的培养条件延缓了细菌的生长繁殖，但是随着细

菌代谢产物乳酸等的分泌堆积，逐渐改变了外界环

境的碱性条件，使其有利于乳酸菌的生长繁殖。

图 ２　不同食品添加酸对戊糖乳杆菌生长及其生物膜形成的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｏｏｄａｃｉｄｕｌａｎｔｓｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｙＬｐｅｎｔｏｓｕｓ

２１７　金属离子
金属离子如 Ｃａ２＋及 Ｍｇ２＋等也与生物膜有着密

切关系
［１３］
。金属二价阳离子对细菌外膜脂多糖有

稳定作用，因而有助于细菌胞外多糖的交联稳定性，

其与阴离子产生的静电相互作用也有助于细菌的聚

集和黏附，从而有利于生物膜的形成
［１４］
。前期对表

皮葡萄球菌 ＡＴＣＣ３５９８４的生物膜形成条件探索研
究时发现

［１５］
，Ｃａ２＋能通过抑制细菌的生长繁殖而达

到抑制生物膜的形成，而在本研究中，当 Ｃａ２＋质量
分数达到１５％时，其生长情况变化不大，相反生物
膜的形成在 Ｃａ２＋为 ０５％时即被基本完全抑制
（图１ｇ）。这说明由于细菌种属间的差异导致 Ｃａ２＋

抑制两种细菌生物膜的形成可能是通过不同的机制

完成的。镁离子是多种酶的辅基，有学者称 Ｍｇ２＋不
仅能增加细菌的早期黏附，还对初期和成熟期的生

物膜结构有影响，使生物膜变得更复杂
［１６］
。然而在

本研究中所涉及的３个梯度的 Ｍｇ２＋质量分数，均对
乳酸菌生长及其生物膜的形成无明显影响（图１ｈ）。
２２　食品添加酸类对乳酸菌生物膜形成的影响

乳酸菌是食品工业常用益生菌之一，尤其与发

酵食品关系极为密切。食品添加剂又是食品的必需

添加物质之一，从本研究的结果可以看出，不同的食

品添加剂对乳酸菌生物膜形成的影响不同。酸味剂

是发酵食品常用的食品添加剂，它不但使发酵食品

的口感等性状发生了改变，同时也改变了发酵微生

物的生存环境，尤其是其酸碱性。不同的食品添加

酸类以及不同体积分数的酸对乳酸菌生长及生物膜

形成的影响不同（图２）。低体积分数的乳酸对乳酸
菌的生长及其生物膜的形成均有明显的抑制作用

（图 ２ａ），而其他 ３种食品添加酸体积分数达到
１２％及以上时，才明显影响乳酸菌的生长及其生物
膜的形成（图 ２ｂ～２ｄ）。这可能与乳酸菌本身及乳
酸的某些特性密切相关。乳酸是乳酸菌最主要的代

谢产物，在培养液中额外加入其代谢产物，能够对细

菌产生乳酸的速率和产量起到反馈抑制的作用，进

而使其分泌乳酸的能力降低；同时乳酸在食品行业

不只是一种酸味剂，还具有很强的防腐保鲜功效，它

在培养液中的大量存在，能够显著抑制细菌的生长

繁殖，进而抑制其生物膜的形成。

２３　食品稳定剂对乳酸菌生物膜形成的影响
明胶是水溶性蛋白质的混合物，是一种天然营

养型的食品增稠剂，另外它还常被用作细菌的保护

剂，具有增加细菌稳定性的作用。麦芽糊精是淀粉

的水解产物，是一种营养型多糖，具有很好的乳化作

用和增稠效果。本研究选取这两种食品增稠剂或稳
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定剂进行试验，结果显示，两种食品稳定剂明胶及麦

芽糊精对乳酸菌生长及其生物膜的形成影响均不明

显（图３），但是当麦芽糊精质量分数高于 １２％时，
乳酸菌的生长受到一定程度的影响。

图 ３　明胶和麦芽糊精对戊糖乳杆菌生长及其生物膜形成的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｅｌａｔｉｎａｎｄｍａｌｔｏｄｅｘｔｒｉｎｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｙＬｐｅｎｔｏｓｕｓ
　

３　结论

（１）接种量为 １∶２００、培养温度为 ３７℃、时间为
４８ｈ、初始 ｐＨ值为 ５８～６８、葡萄糖质量分数不低
于２％为戊糖乳杆菌的最适生物膜形成条件，氯化
钠及 Ｃａ２＋均对生物膜的形成有一定抑制作用。

（２）食品添加酸中低体积分数的乳酸即可在不
影响乳酸菌生长的情况下强烈抑制其生物膜的形成，

而其他３种食品添加酸在体积分数高于１２％时通过
抑制乳酸菌的生长而达到对其生物膜的抑制。

（３）明胶和麦芽糊精均对乳酸菌的生长和生物
膜的形成影响不大。
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