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以食品级原料进行植物乳杆菌发酵及其抗真菌活性的研究
 

王海宽，陈 冲，王应东，沈发迪 
(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：用食品级的大豆蛋白培养基代替 MRS 培养基进行植物乳杆菌发酵，并对其抗真菌活性进行研究，以期获得

安全性较高的食品防腐剂．实验结果表明，植物乳杆菌 IMAU10014 发酵大豆蛋白培养基后的上清液对娄地青霉具有

较高的抑菌活性．为了进一步提高植物乳杆菌 IMAU10014 发酵液抗真菌活性，对不同碳源、氮源、pH 和温度进行单因

素研究，并通过 L9(3
4)正交实验优化得到最佳培养基组合及培养条件：葡萄糖 20,g/L、大豆蛋白 5,g/L、pH 6.5、温度

37,℃植物乳杆菌 IMAU10014 发酵 48,h 时抑菌效果最佳．对抑菌物质的理化性质分析结果表明：植物乳杆菌

IMAU10014 发酵浓缩上清液的抑菌活性对温度的变化不敏感；抑菌活性随着 pH 的升高而降低，经过蛋白酶 K 和胰

蛋白酶处理后抑菌活性有所降低． 
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Research on Antifungal Activity of Lactobacillus plantarum Fermented 

from Food Grade Medium 

WANG Haikuan，CHEN Chong，WANG Yingdong，SHEN Fadi 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：In order to obtain high security food preservatives，MRS medium for the fermentation of Lactobacillus plantarum

was replaced by food grade medium，which was composed of soyabean protein and glucose. The result showed that the high

antifungal activity against Penicillium roqueforti was observed in the liquid supernatant of L. plantarum IMAU10014. After

optimization of the fermentation medium，optimal conditions for L. plantarum IMAU10114 were obtained：glucose 20,g/L，

soyabean protein 5,g/L，pH 6.5,and temperature 37,℃ for 48,h. Moreover，the physical and chemical chatacteristics of the 

antifungal substance were analyzed. L. plantarum IMAU10014 was resistant to temperature. The antifungal activity de-

creased with the increase of pH value after the treatment of proteinase K and trypsin.  
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乳酸菌用于食品和饲料中有着悠久的历史，其可

以通过降低食品 pH 和产生有机酸、蛋白质类活性物

质、羟基脂肪酸和酚类化合物等抑菌物质，抑制腐败

菌和病原微生物的生长[1]．研究发现，部分乳酸菌具

有抑制真菌生长的功能．植物乳杆菌属于乳酸菌，据

报道，也有类似抑菌功能．袁晶[2]用双层平板拮抗法

测定植物乳杆菌 ZJ316 对烟曲霉有明显的抑制作

用．Crowley 等[3]将植物乳杆菌作为发酵剂应用到酸

奶和橙汁中，发现植物乳杆菌可延迟腐败真菌黏质酵

母(R. mucilaginosa)的生长．Gerez 等[4]从 95 株乳酸

菌中筛选出 4 株具有抑制青霉菌属、镰孢菌属、曲霉

菌属(霉菌来源于被污染的面包)的乳酸菌，分别为植

物乳杆菌 CRL778、罗伊式乳杆菌 CRL1100、短乳杆

菌 CRL772 和 CRL796，并将酵母与筛选出的乳酸菌

混合加入面团进行发酵，使生产出的面包保质期延长

了 3,d．Yang 等[5]将植物乳杆菌 AF1 的上清液浓缩 4
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倍后喷到黄豆表面，与对照相比，可使黄豆表面的黄

曲霉延缓 7,d 萌发． 

以食品级原料为培养基经乳酸菌发酵后抗菌活

性高的发酵液进行冻干浓缩等处理作为抗真菌防腐

剂直接加入食品中，由于菌株及原料皆为安全的，因

此产生的物质也可直接食用．这不仅满足了消费者

对食品防腐剂的安全性要求，同时节省了新型防腐剂

投入使用前进行的安全性实验．此外，由于原料单

一、后续操作简单等原因使得其有利于大规模工业化

生产．植物乳杆菌作为出发菌株用于酸奶和酸豆奶

中已有研究[6–7]，本实验以脱脂奶粉及大豆蛋白为发

酵培养基，筛选出 1 株对娄地青霉具有明显抑制作用

的植物乳杆菌，并对其产生的抑菌物质特性进行了初

步探索． 

1 材料与方法 

1.1 菌种 

60 株植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)均来

自内蒙古农业大学“乳品生物技术与工程”教育部

重点实验室；娄地青霉菌(Penicillium roqueforti)购于

中国普通微生物菌种保藏中心，保藏编号为 CGMCC 

3.07903． 

1.2 培养基 

乳酸菌活化培养基采用 MRS 培养基：蛋白胨

10,g，牛肉膏 10,g，酵母膏 5,g，KH2PO4 2,g，柠檬酸三

铵 2,g，乙酸钠 2,g，葡萄糖 20,g，吐温 80 1,mL，

MgSO4·7H2O 0.5,g，MnSO4·4H2O 0.25,g，蒸馏水 1,L，

pH 6.5、115,℃灭菌 20,min． 

大豆蛋白培养基：20,g/L 大豆蛋白，20,g/L 葡萄

糖，115,℃灭菌 15,min． 

脱脂奶粉培养基：100,g/L 脱脂奶粉，115,℃灭菌

15,min． 

真菌培养基采用 PDA 培养基：取马铃薯 200,g

洗净去皮切块，加蒸馏水 1,L 煮沸约 30,min，用纱布

过滤，定容至 1,L，再加葡萄糖 20,g 和琼脂 8,g 充分

溶解后，121,℃灭菌 20,min． 

1.3 植物乳杆菌的活化培养和发酵液、孢子悬液的 

制备 

1.3.1 菌株活化 

取少量保存于 30%甘油内的活菌于 MRS琼脂平

板上划线，挑取单菌落用 MRS 固体斜面培养基进行

菌种活化传代，从活化的 MRS 固体斜面培养基上挑

取适量菌体接入 MRS 液体培养基中，37,℃静置培养

20,h． 

1.3.2 植物乳杆菌发酵液的制备 

从活化的种子液中按 5%接种量接种于发酵培养

基内，37,℃恒温培养 48,h 后即得到乳酸菌发酵液． 

1.3.3 孢子悬液的制备 

将接种娄地青霉的 PDA 斜面培养 1 周，用无菌

水洗下孢子，3 层擦镜纸过滤除去菌丝得到孢子悬

液．用血球记数板进行计数，确定孢子悬液的浓度． 

1.4 抑菌活性检测方法 

1.4.1 双层平板点接法[8]
 

按 2%接种量将活化后的菌株接种于 MRS 液体

培养基中，在厌氧箱中 37,℃液体培养 48,h 后，吸取

5,µL 点在 MRS固体平板中央，37,℃再培养 48,h 后，

在平板上倒 10,mL 的 PDA 培养基(含有娄地青霉菌

的孢子 10
6,
mL

–1
)，28,℃培养 48,h，测量抑菌圈半径，

每个样品 3 个平行．该方法用于菌株的筛选和植物

乳杆菌 IMAU10014 抗真菌物质生成的发酵特性优

化中抑菌活性的测定． 

1.4.2 琼脂平板扩散法[9]
 

在灭菌的平板中倒 1 层 10,mL 的 PDA 培养基

(含有娄地青霉菌的孢子 10
6,
mL

–1
)，待其凝固后在表

面放入无菌的牛津杯(d＝7.64,mm)，将浓缩后的乳

酸菌发酵上清液 100,μL 接入牛津杯中，28,℃培养

48,h，测量抑菌圈半径，每个样品 3 个平行．该方法

用于植物乳杆菌发酵浓缩上清液抑菌活性的检测． 

1.5 抗真菌活性物质的基本性质 

1.5.1 发酵浓缩上清液的制备 

从活化的种子液中按 5%接种量接种于大豆蛋白

培养基内，37,℃恒温培养 48,h 后，4,℃、10,000,r/min

离心 15,min 去除菌体，将上清液用 0.45,µm 无菌滤

膜过滤后，–70,℃预冻 4,h 后，冷冻干燥机冷冻 36,h，

悬浮在水中，浓缩到原始浓度的 20 倍，4,℃冰箱保存

备用．用琼脂平板扩散法测定其抑娄地青霉活性． 

1.5.2 pH 对抗真菌活性物质的影响 

将原始的浓缩上清液用氢氧化钠溶液分别调至

pH 4.0、5.0、6.0、7.0，每个处理 3个平行，尽量降低因

调解 pH 而引起的活性物质浓度的变化，考察环境酸

碱度对抗菌物抑菌活性的影响． 

1.5.3 酶处理对抗真菌活性物质的影响 

用氢氧化钠溶液将浓缩上清液调节 pH 至 7.0，

分别用胰蛋白酶、中性蛋白酶和蛋白酶 K 处理，使之

在 37,℃水浴条件下反应 2,h，然后在 100,℃水浴加热

10,min 使蛋白酶变性．以不加酶处理的浓缩液作为
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对照，每个处理 3 个平行，用琼脂平板扩散法测定经

过酶处理的样品和对照的抑菌活性． 

1.5.4 温度对抗真菌活性物质的影响 

将 500,μL 浓缩上清液放入 1.5,mL 的离心管内，

分别在不同温度下加热 1,h 及 121,℃加热 20,min，每

个处理 3个平行，将经过以上处理的样品和未经处理

的样品分别用琼脂平板扩散法测抑菌活性． 

2 结果与讨论 

2.1 菌种筛选 

从 60 株植物乳杆菌中筛选出对娄地青霉抑菌圈

半径＞14,mm 的 8 株乳酸菌：IMAU80107、IMAU 

80091 、IMAU80163 、IMAU80105 、IMAU80158 、

IMAU80161、IMAU80104、IMAU10014．将其在脱脂

奶粉培养基和大豆蛋白培养基中进行复筛． 

当乳酸菌的培养基由 MRS 培养基改为脱脂奶粉

培养基后，其抑菌圈均在 14,mm 以下．当培养基由

MRS 培养基改为大豆蛋白培养基时乳酸菌的抑菌活

性也有所降低，仅有植物乳杆菌 IMAU10014 的抑菌

圈半径在 14,mm 以上，因此选取植物乳杆菌 IMAU 

10014且培养基为大豆蛋白培养基进行后续实验． 

2.2 植物乳杆菌 IMAU10014 抗真菌物质生成的发

酵特性优化 

为提高植物乳杆菌 IMAU10014 的抑菌活性，分

别选取了可能影响其抑菌效果的 pH、温度、葡萄糖

含量及大豆蛋白含量 4 个因素进行单因素实验和正

交优化实验．该实验中菌种发酵液的抑菌活性通过

1.4.1 节双层平板点接法测定． 

2.2.1 培养基初始 pH 对发酵液抑菌活性的影响 

保持其他条件不变，调节培养基初始 pH，分别

培养 48,h 后测定发酵液的抑菌活性，初始 pH 对抑菌

活性的影响如图 1所示． 

 

图 1 培养基初始 pH对抑菌活性的影响 

Fig. 1  Influence of initial pH on the antifungal activity 

  由图 1 可知：当 pH＜6.5 时，乳酸菌发酵液的抑

菌活性随着 pH升高而递增；当 pH达到 6.5 时，抑菌

活性最高，其抑菌圈半径为 15.2,mm． 

2.2.2 培养温度对发酵液抑菌活性的影响 

其他条件不变，在不同温度下培养 48,h 后测定

发酵液的抑菌活性，结果如图 2 所示．乳酸菌发酵液

的抑菌活性随着温度升高而递增，温度达到 37,℃左

右抑菌活性最高，抑菌圈半径为 15.3,mm． 

 

图 2 温度对抑菌活性的影响 

Fig. 2 Influence of temperature on the antifungal activ-

ity 

2.2.3 葡萄糖质量浓度对发酵液抑菌活性的影响 

保持其他条件不变，培养 48,h 后测定发酵液的

抑菌活性，比较培养基中不同葡萄糖质量浓度对抑菌

活性的影响，结果如图 3 所示．乳酸菌发酵液的抑菌

活性在葡萄糖质量浓度为 20,g/L 时达到最高，继续

增加葡萄糖的质量浓度会抑制其抑菌活性． 

 

图 3 葡萄糖质量浓度对抑菌活性的影响 

Fig. 3 Influence of glucose concentration on the anti-

fungal activity 

2.2.4 大豆蛋白质量浓度对发酵液抑菌活性的影响 

保持其他条件不变，培养 48,h 后测定发酵液的

抑菌活性，比较不同大豆蛋白质量浓度对抑菌活性的

影响，结果见表 1．培养基中大豆蛋白质量浓度从

10,g/L 增加至 50,g/L，乳酸菌发酵液的抑菌活性无明

显差异，大豆蛋白质量浓度在 20,g/L 时其抑菌活性

比其他质量浓度时的略高． 
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表 1 大豆蛋白质量浓度对抑菌活性的影响 

Tab. 1 Influence of soyabean protein concentration on the  

antifungal activity 

质量浓度/ 

(g·L
-1) 

抑菌圈半径/ 

mm 

质量浓度/ 

(g·L
-1) 

抑菌圈半径/ 

mm 

10 14.67±0.58 40 14.83±0.76 

20 15.50±0.50 50 13.83±1.04 

30 14.83±0.76   

2.2.5 正交实验确定最佳培养基成分及培养条件 

为进一步提高植物乳杆菌 IMAU10014 发酵豆

乳培养基的抑菌活性，在上述单因素实验的基础上，

选择各因素的 3 个最佳水平设计正交实验，结果见表

2. 由表 2 可知：4个因素的 F 比均小于 F临界值，因

此 4 个因素对其影响均不显著．由极差分析可得对

植物乳杆菌 IMAU10014 抑菌效果影响主次顺序是：

温度＞葡萄糖质量浓度＞大豆蛋白质量浓度＞pH，

理论最佳组合为温度 37,℃、pH 6.5、葡萄糖 20,g/L、

大豆蛋白 5,g/L，此时抑菌效果最佳． 

表 2 大豆蛋白培养基及发酵条件正交实验结果 

Tab. 2  Results of soy protein medium and fermentation 

condition orthogonal experiment 
 

质量浓度/(g·L
-1) 

序号 温度/℃ pH 
葡萄糖 大豆蛋白 

抑菌圈半径/

mm 

1 28 5.0 05.0 05.0 07.5 

2 28 6.5 20.0 20.0 08.0 

3 28 8.0 35.0 35.0 04.0 

4 32 5.0 20.0 35.0 11.0 

5 32 6.5 35.0 05.0 09.0 

6 32 8.0 05.0 20.0 11.0 

7 37 5.0 35.0 20.0 14.0 

8 37 6.5 05.0 35.0 14.0 

9 37 8.0 20.0 05.0 15.0 

k1 06.500 10.833 10.833 10.833  

k2 10.333 11.333 11.667 10.000  

k3 14.667 10.333 09.000 09.667  

R 08.167 00.500 02.667 01.333  

F 比 03.086 00.017 00.850 00.046  

F 临界值 04.460 04.460 04.460 04.460  

在此优化条件下进行验证实验，双层平板法检测

其 对 娄 地 青 霉 的 抑 菌 活 性 ，最终抑 菌圈半径为

16.5,mm，抑菌效果与在 MRS 中的结果十分相近，相

比于优化前的抑菌圈半径有显著提高． 

2.3 抗真菌活性物质的基本性质 

为进一步研究植物乳杆菌 IMAU10014 产生抑

菌物质的性质，IMAU10014 发酵大豆蛋白培养基后，

分别检测了不同 pH、温度及酶处理后浓缩上清液的

抑菌活性． 

2.3.1 pH 对抗真菌活性物质的影响 

pH 对抗真菌活性物质抑菌活性的影响如图 4 所

示．由图 4 可知，未经处理的空白组其 pH 在 3.5 左

右，浓缩上清液的抑菌活性随着pH 的升高逐渐降低，

当 pH 为 7.0 时最低，但仍有抑菌活性．这说明植物

乳杆菌 IMAU10014 发酵大豆蛋白培养基产生的抑

菌物质除了酸类还有其他物质．这一点与李红娟 

等[10]报道的 pH 对干酪乳杆菌产生的抗真菌物质的

影响一致． 

 

图 4 pH对抑菌活性的影响 

Fig. 4 Influence of pH value on the antifungal activity 

2.3.2 酶处理对抗真菌活性物质的影响 

酶处理对抗真菌活性物质抑菌活性的影响如图

5 所示．由图 5 可以看出，中性蛋白酶处理后抑菌活

性基本不变，而用蛋白酶 K 和胰蛋白酶处理后活性

有所降低．这说明此抑菌物质对中性蛋白酶不敏感，

对蛋白酶 K 和胰蛋白酶敏感．因此，可初步断定植物

乳杆菌 IMAU10014 发酵大豆蛋白培养基产生的抗

真菌活性物质中含有蛋白类物质． 

 

图 5 酶处理对抑菌活性的影响 

Fig. 5 Influence of enzyme on the antifungal activity 

有关产蛋白类抗真菌物质的乳酸菌的报道不多，

报道的乳酸菌有以下几种：乳酸乳球菌乳酸亚种(Lc. 

lactis subsp.lactis)
[11]、干酪乳杆菌假植物亚种(Lb. 

casei subsp.pseudoplantarum)
[12]、小球片球菌(P. pen-

tosaceous)
[13]、副干酪乳杆菌(L. paracasei)

[14]等．关
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于植物乳杆菌的也有报道，Ström 等[15]发现植物乳杆

菌 MiLAB393 能产生抗真菌的环二肽． 

2.3.3 温度对抗真菌活性物质的影响 

温度对抗真菌活性物质抑菌活性的影响见表 3． 

由表 3 可知，植物乳杆菌 IMAU10014 发酵后的浓缩

上清液分别于 60,℃加热 1,h、80,℃加热 1,h、100,℃

加热 1,h、121,℃加热 20,min，抑菌圈大小基本不变. 

这说明发酵液中的抑菌物质有很好的热稳定性． 

表 3 温度对抑菌活性的影响 

Tab. 3 Influence of temperature on the antifungal activity 

温度/℃ 
抑菌圈半径/ 

mm 
温度/℃ 

抑菌圈半径/ 

mm 

空白 7.07±0.15 100 7.10±0.11 

60 7.16±0.20 121 6.81±0.16 

80 6.98±0.08   

3 结 语 

本实验以 MRS 为培养基从 60 株植物乳杆菌中

筛出 8 株抑菌活性较好的菌株，又以大豆蛋白和脱脂

奶粉为培养基从 8 株植物乳杆菌中进一步筛选出 1

株具有较强抑菌活性的菌株 IMAU10014，并确定了

其发酵培养基为大豆蛋白．对植物乳杆菌 IMAU10014 

的发酵培养基成分及培养条件进行优化，得到最佳培

养 基组合 及 培 养条件：葡萄糖 20,g/L 、大 豆 蛋 白

5,g/L、pH 6.5、温度 37,℃植物乳杆菌 IMAU10014 发

酵 48,h 时抑菌效果最佳．分别检测了不同 pH、温度

及酶处理对 IMAU10014 发酵浓缩上清液的抑菌活

性的影响，结果表明：浓缩上清液在 pH 3.5～7.0 范

围内均有抑菌活性，且随着 pH 的升高抑菌活性逐渐

降低．抑菌物质对温度不敏感．经过胰蛋白酶和蛋白

酶 K 处理后抑菌活性有所降低． 
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