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摘要：对嗜酸乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）ＣＩＣＣ　６００５菌株进行Ｃｏ６０诱变，从突变体中选育得到１株生长

快速的耐酸突变菌株ＬＳ－８。该菌株在ｐＨ值３．６的条件下发酵７２ｈ、在ｐＨ值３．８的条件下发酵１０４ｈ，Ｌ－乳酸产

量分别达９．２ｇ／Ｌ和１６．５ｇ／Ｌ。
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　　Ｌ－乳酸是一种重要的多用途有机酸，广泛应用于

食品、医药、饲料、化工、皮革、纺织、电子工业等诸多

领域。以Ｌ－乳酸为主要原料合成的聚乳酸（Ｐｏｌｙｌａｃ－
ｔｉｃ　ａｃｉｄ，ＰＬＡ），由 于 具 有 无 毒、无 刺 激、生 物 可 降 解

等特性，近 年 来 备 受 关 注［１～３］。开 发 得 到 高 光 学 纯、
高产量、低成 本 的Ｌ－乳 酸 生 产 技 术 最 近 几 年 也 成 为

国内外研究的热点［４］。

　　发酵法是 目 前 生 产Ｌ－乳 酸 的 主 要 方 法，所 使 用

的发酵菌种主要有乳杆菌和根霉菌，乳杆菌因具有转

化效率高、产酸能力强、副产物少等优点而成为首选。
然而，该菌 种 的 最 佳 产 酸 条 件 通 常 在 中 性ｐＨ 值 范

围，生产上需要对培养基进行灭菌，然后进行纯培养

发酵，存在能耗较高的问题。利用低ｐＨ值条件对其

它微生物的抑制作用，实现Ｌ－乳酸的酸性发酵生产，

可以免去对培养基的高温灭菌，简化生产操作，减少

生产能耗，具有显著的经济意义。此外，乳酸的ｐＫａ
值为３．８６。在低ｐＨ值，尤其是ｐＨ值低于３．８的环

境下，溶液中 的 乳 酸 主 要 以 游 离 形 式 存 在［５，６］，可 以

结合原位分离技术，直接从发酵液中分离纯化乳酸，
能有效简化后期分离纯化工艺，消除因使用碱性原料

而带来的副产物污染并降低发酵成本［７］。因此，提高

发酵菌株的耐酸性成为近年来改良乳酸生产菌种的

一个重要发展方向。Ｐａｔｎａｉｋ［８］等选育得到１株能够

在ｐＨ值３．８条件下生长的乳酸菌，在ｐＨ值４．４条

件下发酵４０ｈ，乳酸产量达到３．８ｇ／Ｌ。王玉华［９，１０］等

分别利用改 造 后 的 干 酪 乳 杆 菌 和 鼠 李 糖 乳 杆 菌，在

ｐＨ值３．８条 件 下 发 酵４８ｈ，Ｌ－乳 酸 产 量 分 别 达 到

３．８ｇ／Ｌ和５．０ｇ／Ｌ。

　　鉴 于 嗜 酸 乳 杆 菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）
具有较好 的 耐 酸 性［１１］，本 研 究 以 嗜 酸 乳 杆 菌 ＣＩＣＣ
６００５为出发菌株，进行Ｃｏ６０诱变，选育得到１株耐酸

性较好突变株，命名为ＬＳ－８，现报道如下。
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DOI:10.13656/j.cnki.gxkx.2011.04.010



１　材料与方法

１．１　菌种

　　嗜 酸 乳 杆 菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ，ＣＩＣＣ
６００５），购于中国工业微生物菌种保藏管理中心。

１．２　培养基

　　ＭＲＳ培养基：葡 萄 糖２０ｇ／Ｌ、酵 母 粉５ｇ／Ｌ、蛋

白胨１０ｇ／Ｌ、牛 肉 膏１０ｇ／Ｌ、ＡｃＮａ·３Ｈ２Ｏ　５ｇ／Ｌ、

Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ　２．６２ｇ／Ｌ、柠 檬 酸 氢 二 铵２ｇ／Ｌ、

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．２ｇ／Ｌ、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ　０．０５６ｇ／Ｌ。

　　ＭＲＳ－３．８（Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ）筛 选 培 养 基：用 高 纯Ｌ－
乳酸将 ＭＲＳ培养基的ｐＨ 值 调 至３．８，Ｌ－乳 酸 浓 度

约为１４ｇ／Ｌ。

　　１＃ 发酵培养基：葡萄糖２０ｇ／Ｌ、酵母粉２０ｇ／Ｌ、

１００ｍＭ／Ｌ柠檬酸缓冲液（ｐＨ值４．５）。

　　２＃ 发酵培养基：葡萄糖２０ｇ／Ｌ、酵母粉２０ｇ／Ｌ，

用６ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ调节溶液ｐＨ值为３．６或３．８。

１．３　种子活化与培养

　　将甘油保藏的菌种用 ＭＲＳ平板划线培养，挑取

单菌落 接 入 ＭＲＳ液 体 培 养 基，３７℃培 养 过 夜，再 按

１％的接种量转接培养１０ｈ至对数生长中后期。

１．４　Ｃｏ６０诱变筛选

　　取 生 长 至 对 数 生 长 后 期 的 菌 液，以 转 速１２　０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，用 无 菌 生 理 盐 水 洗 涤２次，收 集

菌体并悬浮在生理盐水中，配成１×１０８／ｍｌ菌液以用

于诱变。诱 变 剂 量 分 别 为０ｋＧｙ、０．２ｋＧｙ、０．４ｋＧｙ、

０．６ｋＧｙ、０．８ｋＧｙ、１．０ｋＧｙ、１．２ｋＧｙ、１．４ｋＧｙ、

１．６ｋＧｙ、１．８ｋＧｙ。各取１００μｌ经诱变的菌液，分别涂

布于 ＭＲＳ平 板，于３７℃暗 培 养３ｄ。挑 单 菌 落 接 入

ＭＲＳ（ｐＨ 值３．８）筛 选 培 养 基，在 温 度３７℃、转 速

２００ｒ／ｍｉｎ的条件下培养，选择生长速度快的菌株，对

其的Ｌ－乳酸发酵能力进行测定，筛选Ｌ－乳 酸 产 量 高

的突变菌株。

１．５　摇瓶发酵

　　将菌株活化并培养至对数生长中后期，分别接种

于１００ｍｌ　１＃ 或２＃ 发 酵 培 养 基，接 种 量６％，在 温 度

３７℃、转速２００ｒ／ｍｉｎ的条件下进行Ｌ－乳酸发酵。期

间定时 取 样 检 测 菌 体 浓 度、发 酵 液ｐＨ 值 和Ｌ－乳 酸

含量等。

１．６　分析方法

　　用比浊法，在６００ｎｍ处 用 紫 外 分 光 光 度 计 测 定

菌体浓度；用Ｄｅｎｖｅｒ　ＵＢ－７精 密 酸 度 计 测 定ｐＨ 值；

用ＳＢＡ－４０Ｃ型葡萄糖－乳酸生物传感分析仪（山东省

科学院生产）测定Ｌ－乳酸，按仪器的指南进行操作。

２　结果与分析

２．１　耐酸菌株的筛选

　　经Ｃｏ６０诱变，共获得４７株突变菌株。将这些菌

株接入 ＭＲＳ培养基培养４ｄ，除５株生长速率低于出

发菌株外，其余菌株的生长速率均高于出发菌株的。
其 中８＃ 菌 株 生 长 最 快，其 菌 液 的 ＯＤ６００ 达 到 了

０．３８５８（图１），较出发菌株 （ＯＤ６００ 为０．２４９８）有显著

提高。表明８＃ 菌株 的 乳 酸 耐 受 力 有 所 加 强。将８＃

菌株命名为ＬＳ－８，并对该菌株进行进一步研究。

　　图１　突变菌株与出发菌株在 ＭＲＳ－３．８（Ｌ－乳酸）中的生

长情况

　　Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎｓ

ｆｏｒ　ｃｅｌｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｉｎ　ＭＲＳ－３．８（Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ）

　　ＷＴ：出发菌株，２～４８：突 变 菌 株。ＷＴ：Ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｓｔｒａｉｎ，２

～４８：ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎ．

２．２　在ｐＨ值４．５条件下突变菌株Ｌｓ－８与出发菌株

摇瓶发酵特征的比较

　　分别将突变菌株ＬＳ－８和出发菌株于１＃ 发酵培

养基中摇瓶发酵９６ｈ，每 隔８～１２ｈ检 测 发 酵 液 的 菌

体浓度和Ｌ－乳 酸 产 量。１００ｍＭ／Ｌ的 柠 檬 酸 缓 冲 液

使发酵过程中醪液的ｐＨ值维持在４．０～４．５之间。

　　培养初期，突变菌株ＬＳ－８和出发菌株的生长速

率相差不大；培养３２ｈ后突变菌株ＬＳ－８的生长速率

显著高于出发菌株的；发酵４８ｈ，出发菌株的菌体浓

度几乎达到最大（ＯＤ６００ 为１．９０８７），而突变菌株ＬＳ－
８的 菌 体 浓 度 较 出 发 菌 株 高 ５２．４％ （ＯＤ６００ 为

２．９０９７）；此后，突变菌株ＬＳ－８的菌体浓度进一步提

高，培养７２ｈ达到最大值（ＯＤ６００ 为３．６３９３），菌体浓

度的增大时间显著长于出发菌株的（图２ａ）。两菌株

的Ｌ－乳酸产量 与 菌 体 的 生 长 情 况 完 全 一 致，发 酵 最

初的２４ｈ，两菌株的Ｌ－乳酸产量几乎没有差异；发酵

３２ｈ后，突变菌株ＬＳ－８产生Ｌ－乳酸的速率显著高于

出发菌株的，而且产量逐步增高，发酵９６ｈ的产量达

到了最大值，为９．０ｇ／Ｌ（图２ｂ），较出发菌株的５．３ｇ／

Ｌ高６９．８％，增 产 效 果 显 著。后 续 的 发 酵 试 验 结 果
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表明，１００ｍＭ 的柠檬酸缓冲液一定程度上抑制了菌

体的生长与产酸能力。

　　图２　ＬＳ－８与出 发 菌 株（Ｃ６００５）在ｐＨ 值４．５条 件 下 发

酵的生长曲线（ａ）和产酸曲线（ｂ）

　　Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｇｒｏｗｔｈ（ａ）ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　Ｌ－
ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ（ｂ）ｏｆ　ＬＳ－８ａｎｄ　ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｓｔｒａｉｎ　ａｔ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　４．５

　　—■—：６００５，—○—：ＬＳ－８．

２．３　在低ｐＨ值连续发酵条 件 下 突 变 菌 株ＬＳ－８的

Ｌ－乳酸发酵情况

　　鉴于生产过程通常采用中途添加碱液的方法来

维持发酵液ｐＨ值的稳定。我们将突变菌株ＬＳ－８活

化后接 入２＃ 发 酵 培 养 基，发 酵 期 间 用１０ｍｏｌ／Ｌ的

ＮａＯＨ调节发酵液的ｐＨ值，分别将发酵液ｐＨ值调

至３．８（图３ａ）和３．６（图３ｂ），使发酵过程中发酵液的

ｐＨ值基本维持在３．５～３．８和３．４～３．６。发酵过程

出现多次短时间内ｐＨ值较低的情况，但这对菌株的

生长和乳酸发酵几乎没有影响（图２）。

　　在ｐＨ值３．８的条件下，发酵０～３２ｈ，菌体的生

长曲线和产乳酸曲线基本平行，表明两者为同步的。
将发酵液的ｐＨ值进一步降低到３．６，两曲线的平行

时间减少为２４ｈ，此后菌体的生 长 基 本 停 止。在ｐＨ
值３．８的 条 件 下Ｌ－乳 酸 的 最 高 产 量 达 到１６．５ｇ／Ｌ，

ｐＨ值３．６条 件 下 的 最 高 产 量 达 到９．２ｇ／Ｌ，说 明 低

ｐＨ值条件首 先 抑 制 突 变 菌 株ＬＳ－８菌 体 的 生 长，并

通过对菌体生长的抑制导致Ｌ－乳酸产量下降。目前

一般认为，乳酸发酵的产量与菌数呈正相关关系，本

实验的结果与之完全相符。

　　图３　ＬＳ－８在低ｐＨ值条件下连续发酵生产Ｌ－乳酸

　　Ｆｉｇ．３　Ｌ－ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＬＳ－８ａｔ　ｌｏｗ　ｐＨ　ｖａｌ－
ｕｅ．

　　（ａ）ｐＨ值为３．５～３．８，（ｂ）ｐＨ值为３．４～３．６。

　　（ａ）ｐＨ　ｖａｌｕｅ　３．５～３．８，（ｂ）ｐＨ　ｖａｌｕｅ　３．４～３．６．

　　—■—：ＯＤ６００，—▲—：Ｌ－乳 酸，—○—：ｐＨ 值。—■—：ＯＤ６００，—▲—：

Ｌ－ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ，—○—：ｐＨ　ｖａｌｕｅ．

３　结束语

　　鉴于ｐＨ值低于４．０的环境可以显著抑制各种

微生物 的 生 长，在 此ｐＨ 值 条 件 下 进 行Ｌ－乳 酸 发 酵

可以免去对发酵原料的高温灭菌处理，显著降低生产

能耗。因此，选 育 耐 低ｐＨ 值 条 件 的Ｌ－乳 酸 发 酵 菌

株成为国内外的一个研究热点。本文采用Ｃｏ６０诱变

的方法，选育得到１株突变菌株ＬＳ－８，其耐低ｐＨ值

的能力显著优于出发菌株。从 不 同ｐＨ 值 条 件 下 菌

株的生长曲线 和Ｌ－乳 酸 形 成 曲 线 的 变 化 情 况 看，低

ｐＨ值条件首先抑制了菌体的生长，并通过抑制发酵

液的菌数而降低Ｌ－乳酸产量。表明可将选育耐酸性

好的菌株作为提高ｐＨ值低于４．０条件下Ｌ－乳酸产

量的一个有 效 途 径。本 文 所 选 育 的 突 变 菌 株ＬＳ－８，
在ｐＨ值３．８和ｐＨ值３．６条件下Ｌ－乳酸发酵１０４ｈ
和７２ｈ的Ｌ－乳 酸 最 高 产 量 分 别 达 到 了１６．５ｇ／Ｌ和

９．２ｇ／Ｌ。这一结 果 显 著 高 于 同 类 研 究 报 道，使 我 们

在利用嗜酸乳杆菌实现高产Ｌ－乳酸的酸性发酵方面

向产业化靠近了一步。
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以色列开发出可模拟小脑功能的电子芯片

　　 小脑具有负责运动和协调性控制的重要作用，小脑损伤会导致严重的行动失调。为了弄清是否能用人工

智能的方法取代部分受损伤的脑组织，以色列研究人员研发出一种可以模拟小脑功能的计算机芯片。实验中

他们先教会实验鼠在听到特定声音后即眨眼睛，然后，使实验鼠因小脑损伤而失去这种反应能力。当研究人员

将计算机芯片与实验鼠大脑连接后，实验鼠又恢复了对特定声音的反应能力。这种可以模拟一系列自然神经

活动的芯片，具备像天然小脑那样分析传入的脑干信号和产生回应性输出的能力，将其植入头骨外侧并通过电

极与大脑连接后，相当于接通了受损脑组织的信号输入、输出回路，从而达到恢复小脑功能的目的。
（据科学网）　　
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