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酿酒酵母对乳杆菌生长与生物膜形成的影响
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摘要：酿酒酵母与乳杆菌的共培养广泛存在于发酵食品中，以 ５株酿酒酵母和 ６株乳杆菌为研究对象，采用微量板

半定量法分别检测酿酒酵母与乳杆菌的共培养及酿酒酵母代谢物对乳杆菌生长及生物膜形成的影响。结果表明，

５株酿酒酵母与乳杆菌共培养均能促进乳杆菌的生长，但对其生物膜形成的影响各不相同，共培养组 Ｅ＋１、Ｅ＋３

及 Ｂ＋３中酿酒酵母能够显著促进乳杆菌生物膜的形成，而 Ｂ＋１、Ｄ＋９及 Ｅ＋９组酿酒酵母能够显著抑制乳杆菌生

物膜的形成（抑制率达 ８０％及以上）；５株酿酒酵母代谢物对乳酸菌生长的影响不大，但能在不同程度上影响乳杆

菌生物膜的形成，其中酿酒酵母 Ｂ对乳杆菌 ３８生物膜的形成有显著促进作用，而酿酒酵母 Ｂ、Ｄ对乳杆菌 １７生物

膜的形成有显著的抑制作用。
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　　引言

乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）是乳酸菌中重要的一
个属，也是其中最大的一个属，迄今为止，已报道的

种有１５５个［１］
。乳杆菌广泛应用于食品发酵、工业

乳 酸 发 酵 以 及 医 疗 保 健 领 域。 胞 外 多 糖

（Ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＥＰＳ）是乳杆菌的主要代谢产物
之一，多数产 ＥＰＳ的乳酸菌是从乳品中分离得到
的，如黏稠的发酵奶制品、酸奶、开菲尔粒等。ＥＰＳ
同时也是细菌生物膜的主要成分之一

［２－３］
。生物膜

（Ｂｉｏｆｉｌｍ，ＢＦ）是一种黏附在生物或非生物材料表面
由细菌群体和包裹菌体基质组成的聚合物

［４］
。生

物膜中的细菌与游离状态的细菌相比生理状态发生

了显著变化，对抗菌剂具有很强的耐受性，因此由病

原微生物生物膜引起的慢性创伤很难治愈
［５－６］

。另

一方面，生物膜的特性也被广泛应用于生物技术领

域，例如采用某些微生物生物膜净化水质及抑制某

些食品腐败微生物的生长等
［７］
。生物膜结构具有

良好的稳定性和对一些不利环境的耐受性，如果将

此特性赋予有益微生物例如乳酸菌，将会更好地在

生产和实践中发挥作用。

新疆是一个盛产发酵食品的地区，尤其是发酵

乳制品，在这些发酵乳制品中，除乳酸菌外也经常伴

有酵母菌的存在，二者共同发酵，赋予了发酵食品特

殊的风味和口感。在共同发酵过程中，酵母菌为乳

酸菌提供了多种营养因子（例如氨基酸、维生素和

丙酮酸盐等物质）
［８］
，同时乳酸菌的代谢产物又为

酵母菌提供了能量来源
［９］
。乳酸菌与酵母菌之间

可能存在某种相互作用，会对乳酸菌和酵母菌的生

长和新陈代谢产生影响，可以改变发酵产品的成熟

时间和产品的风味特征。本文以分离自新疆发酵乳

制品中的６株乳杆菌和分离自慕萨莱思（新疆南疆
地区特色葡萄酒）中的５株酿酒酵母为研究对象，研
究２种微生物在共培养过程中，酿酒酵母细胞及其代
谢物对乳杆菌生长及生物膜形成的影响，为开发利用

发酵微生物资源及生物膜特性奠定理论基础。

１　材料与方法

１１　菌株来源
实验中所用到的 ５株酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ

ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）均分离自新疆阿瓦提县慕萨莱思葡萄酒，
并经生理生化及分子生物学鉴定为酿酒酵母，分别

编号为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ；实验中所用到的６株乳杆菌均
为分离自新疆民族特色乳制品酸奶子中，经前期研

究鉴定结果如表 １所示，４９０ｎｍ波长处 ＯＤ值大于
０５６时即生物膜形成强阳性菌株［１０］

。

表 １　实验中所用到的乳杆菌

Ｔａｂ．１　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｕｓｅｄｉｎｒｅｓｅａｒｃｈ

菌株编号 乳杆菌名称
生物膜形成

情况［１０］

ＺＷＱ １
植物乳杆菌

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ
强阳性

ＺＷＱ ３
类植物乳杆菌

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｐｌａｎｔａｒｕｍ
强阳性

ＺＷＱ ９
戊糖乳杆菌

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｅｎｔｏｓｕｓ
强阳性

ＺＷＱ １７
副干酪乳杆菌

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｃａｓｅｉ
强阳性

ＺＷＱ ２６
开菲尔乳杆菌

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｋｅｆｉｒ
强阳性

ＺＷＱ ３８
副干酪乳杆菌

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｃａｓｅｉ
强阳性

１２　培养条件
酿酒酵母种子液的培养条件为：采用 ＹＰＤ液体

培养基在２８℃条件下培养２４～４８ｈ。
乳杆菌种子液的培养条件为：采用 ＭＲＳ肉汤培

养基在３７℃条件下培养２４～４８ｈ。
实验过程中为便于进行结果分析，采用酿酒酵

母（或其代谢物）编号 ＋乳杆菌编号的方式分别代
表不同的酿酒酵母（或其代谢物）与不同的乳杆菌

混合培养。

１３　乳杆菌生物膜形成能力的检测

参照 Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ等方法［１１］
并略做改动。采用

微量板半定量法对所分离得到的乳酸菌进行生物膜

形成能力的检测。同时参照文献［１２］，使外界条件
为生物膜形成的最适条件。按１∶２００的接种比例将
静置１２ｈ培养的菌液１５μＬ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，共计 ９０孔；此外有 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（表皮葡萄球菌 ＡＴＣＣ３５９８４）３孔。
３７℃恒温静置培养４８ｈ后，取出培养板用 Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ
Ｒｅａｄｅｒ测定其生长浊度５９０ｎｍ处的 ＯＤ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 ４９０ｎｍ处的 ＯＤ值。所有生物膜形成
检测实验均在不同时间重复３次。
１４　酿酒酵母代谢物的制备

采用 ＹＰＤ液体培养基对酿酒酵母进行发酵，制
备发酵液

［１３］
。将活化好的酿酒酵母按体积分数

２％分别接种在 ＹＰＤ液体培养基中，２８℃恒温振荡
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培养４８ｈ；将培养液以 ４０００ｇ离心 ２０ｍｉｎ，取上清
液，并用０４５μｍ孔径的无菌滤器进行过滤处理，即
得到无菌代谢物，置４℃条件下保存备用。
１５　酿酒酵母与乳杆菌共培养对乳杆菌生长及生

物膜形成的影响

参照文献［１４］，采用 ＭＲＳ肉汤培养基对酿酒
酵母及乳杆菌进行共培养。将乳杆菌与酿酒酵母种

子液按１０∶１的菌体浓度比例混合接入 ＭＲＳ肉汤培
养基，３７℃ 恒温静置培养 ４８ｈ，采用 Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ
Ｒｅａｄｅｒ测定其生长浊度５９０ｎｍ处的 ＯＤ值，并按照
１３节方法检测乳杆菌生物膜形成情况。对照组用
空白的 ＹＰＤ培养基进行相同处理。每个实验在不
同时间重复３次。
１６　酿酒酵母代谢物对乳杆菌生长及生物膜形成

的影响

将经过１４节方法制备得到的酿酒酵母代谢物
与乳杆菌按照１∶１０的体积比混合接入 ＭＲＳ肉汤培
养基，３７℃ 恒温静置培养 ４８ｈ，采用 Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ
Ｒｅａｄｅｒ测定其生长浊度５９０ｎｍ处的 ＯＤ值，并按照
１３节方法检测乳杆菌生物膜形成情况。对照组用

空白的 ＹＰＤ培养基进行相同处理。每个实验在不
同时间重复３次。

２　实验结果

２１　乳杆菌生物膜形成能力
本研究中所用到的６株乳杆菌的生物膜形成能

力均为强阳性（４９０ｎｍ处的 ＯＤ值大于 ０５６），并且
在该实验条件下，ＺＷＱ ９（Ｌｐｅｎｔｏｓｕｓ）的生物膜形
成能力最强，与阳性对照（表皮葡萄球菌 ＡＴＣＣ
３５９８４）形成生物膜的能力基本相同。
２２　酿酒酵母与乳杆菌共培养对乳杆菌生长的影响

从图 １中可以看出，５株酿酒酵母对乳杆菌
ＺＷＱ １及 ＺＷＱ ３生长的影响不大，而对 ＺＷＱ
９、ＺＷＱ １７、ＺＷＱ ２６及 ＺＷＱ ３８的生长影响较
大。５株酿酒酵母与这４株乳杆菌共培养能够明显
促进其生长繁殖，增长率高达 ２倍或以上。这可能
是因为在２种微生物共培养过程中，酿酒酵母产生
了一些代谢产物，是乳杆菌 ＺＷＱ ９、ＺＷＱ １７、
ＺＷＱ ２６及 ＺＷＱ ３８生长繁殖的促进因子，却不
能促进乳杆菌 ＺＷＱ １及 ＺＷＱ ３的生长繁殖。

图 １　酿酒酵母与乳杆菌共培养对乳杆菌生长的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｏｎＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈ
　

图 ２　酿酒酵母与乳杆菌共培养对乳杆菌生物膜形成的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｏｎＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ

２３　酿酒酵母与乳杆菌共培养对乳杆菌生物膜形
成的影响

从图 ２中可以看出，不同的酿酒酵母对不同的
乳杆菌生物膜形成的影响差异较大。酿酒酵母 Ａ
对 ＺＷＱ １及 ＺＷＱ １７生物膜形成的影响不大，但

是能够明显促进 ＺＷＱ ３的生物膜形成，却又能够
明显抑制 ＺＷＱ ９、ＺＷＱ ２６及 ＺＷＱ ３８的生物膜
形成（抑制率约为５０％以上）；酿酒酵母 Ｂ能够明显
促进 ＺＷＱ ３生物膜的形成，但是对其他 ５株乳杆
菌生物膜形成具有较明显的抑制作用；酿酒酵母 Ｃ

６６２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１６年



对乳杆菌 ＺＷＱ １、ＺＷＱ ３及 ＺＷＱ ２６生物膜形
成的影响不大，而能够较明显地抑制 ＺＷＱ ９、
ＺＷＱ １７及 ＺＷＱ ３８的生物膜形成；酿酒酵母 Ｄ
对乳杆菌 ＺＷＱ １及 ＺＷＱ ３生物膜的形成有促进
作用，但对其他４株乳杆菌生物膜的形成却起着抑
制作用，尤其是对 ＺＷＱ ９生物膜的形成抑制作用
最为明显（抑制率为８５４％）；酿酒酵母 Ｅ对乳杆菌
ＺＷＱ １７及 ＺＷＱ ３８生物膜的形成影响不大，却

能够明显增强 ＺＷＱ １及 ＺＷＱ ３生物膜的形成，
增长率高达３倍以上，而对乳杆菌 ＺＷＱ ９生物膜
的形成具有明显的抑制作用，抑制率也高达８０％。
２４　酿酒酵母代谢物对乳杆菌生长的影响

从图３中可以看出，除酿酒酵母 Ａ的代谢物对
乳杆菌 ＺＷＱ １７及 ＺＷＱ ２６的生长有一定程度的
抑制作用以外（抑制率约为５０％），其他酿酒酵母代
谢物对乳杆菌的生长均无明显影响。

图 ３　酿酒酵母代谢物对乳杆菌生长的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｎＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｇｒｏｗｔｈ
　
２５　酿酒酵母代谢物对乳杆菌生物膜形成的影响

从图 ４中可以看出，不同酿酒酵母代谢物对不
同乳杆菌生物膜的形成影响也各不相同。酿酒酵母

Ａ的代谢物对 ＺＷＱ １、ＺＷＱ ３、ＺＷＱ ９、ＺＷＱ
１７及 ＺＷＱ ２６的生物膜形成均有不同程度的抑制
作用，其中对 ＺＷＱ １７的抑制作用最为明显（抑制
率高达 ８０％）；酿酒酵母 Ｂ的代谢物对乳杆菌
ＺＷＱ ３８生物膜的形成有极为明显的促进作用，而

对 ＺＷＱ １７生物膜的形成却有极为明显的抑制作
用（抑制率为９０％以上）；酿酒酵母 Ｃ的代谢物对乳
杆菌 ＺＷＱ ３、ＺＷＱ ９及 ＺＷＱ １７的生物膜形成
有较为明显的抑制作用，对其他乳杆菌生物膜的形

成影响不大；酿酒酵母 Ｄ的代谢物能够明显增强
ＺＷＱ ２６的生物膜形成，但也能够明显抑制 ＺＷＱ
１７的生物膜形成；酿酒酵母 Ｅ的代谢物能够较明显
地抑制 ＺＷＱ １７生物膜的形成。

图 ４　酿酒酵母代谢物对乳杆菌生物膜形成的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｎＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ

３　讨论

乳杆菌广泛存在于自然界中，并且在食品、医药

及化妆品等领域有极为广泛的应用。乳杆菌同其他

细菌一样，也能够在合适的条件下聚集形成生物膜

结构
［１２，１５］

。很多学者都对细菌生物膜进行过报道，

但是多限于单一菌种所形成的生物膜。然而在自然

界中，细菌生物膜的形成不止一种细菌，混合多菌种

生物膜已有多位学者进行过研究和报道。在新疆的

传统发酵食品中，乳杆菌和酿酒酵母是极为常见的

菌种，并且是主要发酵微生物。本研究即针对 ６株
分离自新疆发酵乳制品的乳杆菌，探索了 ５株酿酒
酵母及其代谢物对乳杆菌生长及生物膜形成的影

响。从本研究结果可以看出，在共培养条件下，酿酒

酵母对乳杆菌生长及生物膜形成的影响具体包括以

下几种情况：酿酒酵母对乳杆菌的生长及生物膜形

成均无明显影响，例如 Ｃ＋３组；酿酒酵母对乳杆菌
的生长无明显影响，但能够明显抑制或促进乳杆菌

生物膜的形成，例如 Ｂ＋１（抑制）、Ｅ＋１、Ｅ＋３（促
进）等组；酿酒酵母对乳杆菌的生长有明显的促进
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作用，但对其生物膜的形成却无明显影响，例如Ａ＋１７、
Ｅ＋３８等组；酿酒酵母对乳杆菌的生长有明显的促进作
用，但对其生物膜的形成却有明显的抑制作用，例如

Ｄ＋９、Ｅ＋９等组。在探索酿酒酵母代谢物对乳杆菌生
长及生物膜形成影响的实验中，代谢物对乳杆菌生长

及生物膜形成的影响有以下几种：酿酒酵母代谢物既

不影响乳杆菌的生长，又不影响其生物膜的形成，例如

Ｂ＋９、Ｄ＋９、Ｅ＋９等组；酿酒酵母代谢物不影响乳杆菌
的生长，但是能够明显抑制或促进其生物膜的形成，例

如Ｂ＋１７、Ｄ＋１７（抑制）、Ｂ＋３８、Ｄ＋２６（促进）等组；酿
酒酵母代谢物对乳杆菌的生长有一定的抑制作用，同

时也在一定程度上对其生物膜的形成也具有抑制作

用，例如Ａ＋１７、Ａ＋２６组。
为了进一步研究酿酒酵母与乳杆菌共培养与酿

酒酵母代谢物对乳杆菌生长及生物膜形成影响的差

异，将所得结果进行进一步分析。从乳杆菌的生长

对比结果中可以看出（图 ５），酿酒酵母与乳杆菌共
培养均能够起到促进乳杆菌生长繁殖的作用，而酿

酒酵母的代谢物却对乳杆菌的生长基本无明显的影

响，在某些组合方面还存在一定的抑制作用。而对

于乳杆菌的生物膜形成能力方面，酿酒酵母与乳杆

菌共培养及酿酒酵母代谢物对乳杆菌生物膜的形成

的影响则各不相同，不同的菌种组合差异较大，如

图６所示。Ｔａｋｅｔｏ等曾指出［１６］
，乳酸菌能够与酵母

菌形成混菌生物膜，但是二者之间存在一种非常严

格的相互选择作用，只有当相互之间找到适合的搭

档之后才会形成生物膜结构。在本研究中也寻找获

得了几组相互之间能够促进生物膜形成的搭档（例

如Ｅ＋１、Ｅ＋３、Ｂ＋３等组）。这为后续进行更深一
步的研究奠定了基础条件。

图 ５　对比酿酒酵母共培养与其代谢物对乳杆菌生长的影响
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图 ６　对比酿酒酵母共培养与其代谢物对乳杆菌生物膜形成的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｎＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　　国内外一些学者针对乳酸菌与酵母菌形成生物
膜的机制进行了深入研究，不同的乳酸菌与酵母菌

所形成混菌生物膜的机制均不相同，综合有以下几

种：在共培养过程中，乳酸菌能够产生一些信号配体

释放到外界环境中，酵母菌通过改变自身的细胞形

态（例如产生一些小突起等）接收来自乳酸菌的信

号配体，进而进行“交流”，形成混菌生物膜结构
［１６］
；

Ｓｏｉｃｈｉ等发现［１７］
，在共培养过程中，乳酸菌与酵母菌

通过细胞与细胞之间的直接接触进而形成混菌生物

膜结构；有学者指出
［１８－１９］

，乳酸菌与酵母菌分别带

有不同的电荷，乳酸菌带正电荷，酵母菌带负电荷，

二者在共培养过程中通过静电的相互作用，相互吸

引而促进了生物膜的形成；还有学者指出
［２０－２２］

，乳

酸菌与酵母菌共聚集后形成生物膜结构主要是通过

一些细胞表面蛋白、胞内分子伴侣蛋白 （例如

ＤｎａＫ、ＧｒｏＥＬ）、糖酵解酶（例如丙酮酸激酶等）和甘
露聚糖等作为信号识别分子实现的。

乳酸菌与酵母菌的共培养是一种相互利用、相

互促进的过程。在自然发酵乳制品中，酵母菌不能

利用乳糖，但是可以利用半乳糖作为碳源进行发酵，
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乳酸菌能够将乳糖转化为半乳糖和葡萄糖为酵母菌

提供碳源；乳酸菌的生长条件较为特殊，需要某些特

殊的营养因子。酵母菌在发酵过程中产生多种代谢

产物，例如氨基酸、维生素和丙酮酸盐等物质，可以

作为乳酸菌的营养因子。有学者发现乳酸菌与酵母菌

的代谢产物之间也存在一种互补机制
［２３］
，即一种菌产

生的代谢产物会被另一种菌利用。这种现象也广泛存

在于葡萄酒等发酵酒类的酿造过程中。有学者
［２４］
研究

了植物乳杆菌与酿酒酵母混合生物膜的形成在乙醇发

酵过程中的应用，发现混合生物膜结构由于其对外界

环境的高度耐受性而被用于细胞固定化技术，能够长

期维持恒定的乙醇产量，并且保持菌种不会退化。乳

酸菌与酵母菌的混菌生物膜由于其结构的特性广泛存

在于各种发酵食品中，在产品的风味、口感、营养价值

及生理功能等方面均要优于任何单一菌种的发酵产

品，相信随着科技进步及发酵食品的工业化发展，乳酸

菌与酵母菌的混合生物膜将会被更广泛地应用。

４　结论

（１）酿酒酵母与乳杆菌共培养过程中，５株酿酒

酵母均能够在不同程度上促进 ６株乳杆菌的生长，
但是对生物膜形成的影响各不相同，其中 Ｅ＋１、Ｅ＋
３及 Ｂ＋３组中酿酒酵母能够显著促进乳杆菌生物
膜的形成，而 Ｂ＋１、Ｄ＋９及 Ｅ＋９组中酿酒酵母却
能够显著抑制乳杆菌生物膜的形成（抑制率高达

８０％及以上）。
（２）５株酿酒酵母代谢物对 ６株乳杆菌的生长

均影响不大，但是对生物膜形成的影响有较大差异，

其中酿酒酵母 Ｂ的代谢物能够显著促进乳杆菌 ３８
的生物膜形成，而酿酒酵母 Ｂ和 Ｄ的代谢物却能够
显著抑制乳杆菌 １７的生物膜形成，抑制率高达
９０％以上。

（３）酿酒酵母与乳杆菌共培养过程中，二者之
间有一种严格的相互选择作用机制，某些菌株之间

（Ｅ＋１、Ｅ＋３及 Ｂ＋３组）能够形成组合，有利于菌
株的生物膜形成；同时在某些酿酒酵母（例如酿酒

酵母 Ｂ）的代谢物中可能存在一些活性成分也能够
促进某些乳杆菌生物膜的形成。但是共培养组与代

谢物处理组之间并不存在严格的相互关联。
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