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优化益生菌 Lactobacillus casei Zhang 
高密度培养条件 
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摘  要: 为实现 L. casei Zhang 的高密度培养，在之前优化增殖培养基的基础上进一步寻求适宜该

菌的培养条件。研究了不同中和剂、缓冲盐浓度、葡萄糖浓度、pH 值控制、通气条件和补料分批

培养对菌体在恒 pH 条件下发酵的影响，根据不同条件下菌体的比生长速率、菌体密度和活菌数

情况，确定 L. casei Zhang 较适宜的高密度培养条件为：培养基葡萄糖浓度为 80 g/L~100 g/L，以

氨水为中和剂使 pH 保持 5.9，采用间歇通氮气的方法保持环境厌氧，分批培养方式下 37°C 保温

发酵 10 h~12 h 后，L. casei Zhang 细胞干重达到 7 g/L，活菌数 3.5×1010 CFU/mL，比优化前提高 7
倍以上，能够满足益生菌制品生产要求的高菌体密度。 
关键词: L. casei Zhang，高密度培养，发酵条件 

Optimization of Cultural Conditions of Probiotic Bacteria 
Lactobacillus casei Zhang for High Cell Density Cultivation 

LI Yan  ZHAO Wen-Jing  GAO Peng-Fei  ZHANG He-Ping*  CHEN Yong-Fu 
(Key Laboratory of Dairy Biotechnology and Bioengineer, Education Ministry of China,  

Inner Mongolia Agricultural University, Huhhot, Inner Mongolia 010018, China) 

Abstract: To get high cell density, pH-stat fermentations of L. casei Zhang were carried out in the medium 
optimized previously under different cultural conditions. The influences of neutralizing agents, the concen-
tration of buffer salts and glucose in the medium, pH, aeration and fed batch fermentation on the growth of L. 
casei Zhang were investigated. Based on the values of maximum specific growth rate, biomass and viable 
cells count in different cultural conditions, the optimal growth condition was regarded as follows: Glucose 
level of the medium was 80 g/L ~100 g/L; The pH was kept constant at 5.9 with aqua ammonia and anaero-
bic condition was kept by sparged with nitrogen periodically; The temperature was set at 37°C and cultured 
for 10 h ~12 h. The biomass and viable cells' number of L. casei Zhang under this culture conditions were  
7 g/L and 3.5×1010 CFU/mL respectively, and were 7 times as high as that before optimized, which can meet 
the requirements of probiotics. 
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乳酸菌是重要的工业菌种，广泛应用于食品、

化工和医药领域。无论何种应用都是建立在高的乳

酸菌细胞浓度和活性的基础之上的，因此对于如何

获得高浓度高活力的乳酸菌发酵制品的研究从没有

间断过。 
高密度培养(High-cell-density cultivation, HCDC) 

是指应用一定的技术和装置提高菌体的发酵密度 , 
使其较常规培养的菌体密度有显著提高。其核心在

于提供菌体生长所需最佳条件, 同时使限制菌体生
长的因素最小化[1]。目前国外对乳酸菌高密度培养

研究通常采用专门设计的生物发酵器, 采用膜技术
与发酵罐耦联, 不断过滤除去乳酸, 截留菌体返回
发酵罐实现菌体细胞循环培养, 最高菌体密度可高
达 1011 CFU/mL[2], 此方法需耗费大量培养基, 且仅
限于实验室水平, 很难扩大到生产应用规模。因此
不适于推广使用。国内仍主要采用培养基成分的优

化基础上的分批培养方式, 此方法简单, 容易实现
规模放大 ,  但所得到的菌体密度不高 ,  通常在 
109 CFU/mL[2−4]。 

Lactobacillus casei Zhang是分离自内蒙古地区
传统酸马奶中的一株潜在益生菌, 经 16S rDNA 同
源性分析与 GenBank中标准菌株 L. casei ATCC334
的同源性为 100%[5]。该菌具有良好的耐酸性、人工

胃肠液耐受性及胆盐耐受性 [6], 动物实验表明该菌
在免疫系统调节 , 降血脂 , 抗肿瘤等方面都有效  
果[7−9]。前期对 L. casei Zhang增殖培养基优化已取
得初步成效, 在优化培养基中菌体密度可达 4.8×
109 CFU/mL[10], 本研究在其基础上采用 pH－stat培
养和补料分批培养进一步对可能影响该菌生长的各

种条件进行优化, 以建立适宜此菌株的高密度培养
条件, 为该菌在益生菌发酵剂或益生菌制剂中的应
用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株来源 
L. casei Zhang分离自内蒙古锡林浩特传统发酵

酸马奶中, 由内蒙古农业大学乳品与生物技术教育

部重点实验室乳酸菌菌种库保藏。 

1.2  优化培养基 
培养基成分：葡萄糖(一水合)根据实验情况在

20 g/L~100 g/L之间, 如无特殊说明则为 20 g/L；酵
母粉 10.4 g/L；大豆蛋白胨 10.4 g/L；缓冲盐(buffer)

包括 K2HPO4  3.6 g/L、乙酸钠 15 g/L 和柠檬酸钠  
2.4 g/L；微量元素包括 MgSO4·7H2O 1.0 g/L, 
MnSO4·5H2O 54 mg/L；吐温 80 1.0 g/L。其中缓冲
盐浓度计为“1×buffer”。葡萄糖购自山东保龄宝集团, 
酵母粉和大豆蛋白胨购自厦门鑫隆达化学试剂公司, 
其余购自天津风船化学试剂厂。 

1.3  菌株的保存与活化 
L. casei Zhang 菌株于灭菌脱脂乳中－80°C 保

存, 使用前, 接种于 MRS 培养基, 37°C 培养 16 h~ 
18 h, 活化两代备用。 

1.4  接种与发酵 
5 L 发酵罐(上海高机生物工程公司 , 中国丽

biof-2000m), 有效工作发酵液体积 3 L。将活化好的
菌种按 2%(V/V)接种于优化培养基中, 37°C 预培养
10 h 后按 7%(V/V)接种于发酵罐中, 通过自动流加
中和剂的方法控制发酵过程中发酵液 pH 恒定, 搅
拌速度控制在 200 r/min~300 r/min, 在控制的条件
下培养, 每 2 h 取样检测菌体生长和代谢情况直至
发酵结束。 

1.5  不同发酵条件的优化 
在 1.4发酵工艺基础上, 依次采用不同中和剂、

不同缓冲盐浓度、不同 pH、不同底物(葡萄糖)浓度
和不同通气条件进行发酵试验, 根据不同发酵条件
下的最大比生长速率(μmax), 菌体密度(以细胞干重
计, DCW)和活菌数情况, 确定 L. casei Zhang适宜发
酵条件。 

根据 logistic equation 生长动力学模型[11]推算

μmax如下： 

 max 1x x
x

M

dC CC
dt C

μ ⎛ ⎞= ⋅ −⎜ ⎟
⎝ ⎠

 (1) 

其中：Cx—菌体密度 , 以干重计 , 单位 g/L； 
μmax—最大比生长速率, 单位 h−1；Cx,max—最大菌体

密度；t—发酵时间, 单位 h。对式(1)积分并转化为
线性方程得： 
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0
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由实验数据以 ln[Cx/ (CM−Cx) ]对时间 t作图,得
到斜率为μmax。 

1.6  补料分批培养 
在发酵罐中 2 L培养基(葡萄糖 30 g/L)基础上发

酵至对数生长期(6 h)时开始分别以 100 mL/h 和  
200 mL/h 的速度流加新鲜培养基 (葡萄糖含量   
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250 g/L, 其余成分同优化培养基), 直至发酵液菌体
密度不再增加为止。监控发酵过程中菌体密度和活

菌数的变化, 与分批培养比较分析, 确定适合的培
养方式。 

1.7  统计分析 
每组试验至少重复两次, 结果采用 SAS 软件

ANOVA程序统计分析。 

2  结果 

2.1  不同发酵条件的优化 
2.1.1  中和剂的选择：本研究采用 4 种不同碱液  
(6 mol/L NaOH, 6 mol/L KOH, 25%氨水和 30% 
Na2CO3)做中和剂进行发酵。结果见图 1, 不同中和
剂对于 L. casei Zhang的生长影响不一, 以氨水的效
果最好, 菌体发酵的μmax、菌体密度和活菌数都高于

用其他三种中和剂的发酵效果；Na2CO3的效果稍逊

于氨水, 但两者统计学差异不显著(P<0.05), NaOH
溶液的效果最差。后续实验采用氨水作为中和剂。 

 
图 1  不同中和剂对生长的影响 
Fig. 1  The influence of different neutralizing agent on the 
growth of L. casei Zhang 

 
2.1.2  培养基缓冲盐含量优化：原优化培养基中缓

冲盐用量记为“1buffer”, 减少培养基中缓冲盐用量
至一半(0.5×buffer)和 1/4(0.25×buffer)及不添加缓冲
盐(0×buffer)进行发酵, 结果见图 2, 减少或不加缓
冲盐的培养基发酵效果不及原培养基的发酵效果

好。虽然添加不同浓度缓冲盐的发酵液最终菌体密

度(dry cells)相差不大, 但μ max和活菌数却存在显著

差异(P<0.05)。随着缓冲盐添加量的减少, μ max和活

菌数都随之降低。 

 
图 2  不同缓冲盐浓度对于 L. casei Zhang 生长的影响 
Fig. 2  The influence of different concentrations of buffer 
salts on the growth of L. casei Zhang 

 
2.1.3  不同 pH 条件对发酵的影响：本试验研究了

L. casei Zhang在 pH 5.3~pH 6.8范围内的生长情况, 
根据图 3所示, 活菌数在 pH 5.6~pH 6.5的范围内变
化不大, 但高于或低于此 pH 范围后活菌数显著降
低(P<0.05), μmax在 pH 5.9时达到最高, 高于或低于
此 pH值, 生长速率呈显著降低(P<0.05)。 

 

图 3  不同 pH 条件下 L.casei Zhang 的生长情况 
Fig. 3  The influence of different pH on the growth of L.casei 
Zhang 

 
2.1.4  不同碳源浓度下 L. casei Zhang 的生长：在

pH 5.9-stat 条件下, 对于培养基中葡萄糖的浓度进
一步研究, 从图 4 可以看出, 葡萄糖浓度由 20 g/L
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提高至 100 g/L过程中, 菌体密度和活菌数随葡萄糖
浓度提高而提高, 最高达到 3.5×1010 CFU/mL, 再提
高葡萄糖浓度至更高时 , 菌体密度不再增加 , 在
150 g/L葡萄糖浓度培养时菌体死亡增加, 活菌数显
著下降。μmax 随着葡萄糖浓度增加而显著降低

(P<0.05), 高浓度葡萄糖对菌体的生长有一定抑制
作用, 但在葡萄糖浓度 50 g/L~100 g/L的范围内μmax

变化不大。 

 
图 4  不同葡萄糖浓度下 L. casei Zhang 的生长情况 
Fig. 4  The influence of different glucose concentrations on 
the growth of L. casei Zhang 

 
2.1.5  不同通气条件的影响：从图 5 可见, 不同通
气条件对于 L. casei Zhang的生长存在一定影响。总
体上厌氧条件培养效果略优于通气培养。但采用不

同的通气方式进行的厌氧发酵, 效果不同, 间歇通
氮气条件下发酵得到的菌体密度、活菌数和比生长 

 
图 5  不同通气条件下 L. casei Zhang 的生长情况 
Fig. 5  The influence of different aeration on the growth of 
L. casei Zhang 

速率高于连续通氮气发酵。间歇通空气(微通氧状态)
下发酵效果略逊于间歇氮气, 优于连续通氮气的效
果, 其他通气条件发酵效果不佳。 

2.2  培养方式 
在发酵 6 h时开始向发酵液中流加新鲜培养基, 

实现补料分批培养 , 从图 6 中可以看出 , 以     
100 mL/h速度补料, 发酵至 12 h和 14 h时活菌数和
菌体密度相继达到最大, 继续培养则活菌数和菌体
密度开始下降。100 mL/h补料分批发酵与分批培养
(培养基葡萄糖浓度 80 g/L)的发酵效果无显著差异
(P<0.05)。当补料速度增加至 200 mL/h 时, 发酵在  
8 h就达到峰值, 继续补料出现了稀释效应, 菌体密
度和活菌数下降。 

 
图 6  补料分批培养与分批培养菌体密度和活菌数变化 
Fig. 6  Time-course of biomass and viable cells’ count in 
fed-batch and batch fermentation 
注：■、□: 100 mL/h补料分批培养的细胞干重、活菌数；●、○: 200 mL/h
补料分批培养的细胞干重、活菌数；▲、△: 分批培养(培养基葡萄
糖浓度 80 g/L)的细胞干重、活菌数变化. 
Note: The dry cells weight and viable cells counts of fed-batch 
culture with feed rate 100 mL/h were shown as ■ and □ respectively; 
And these of fed-batch culture with feed rate 200 mL/h were shown 
as ● and ○; The dry cells weigh and viable cells counts of batch 
culture were shown as ▲ and △. 
 

3  讨论 

3.1  发酵条件的优化 
NaOH、KOH和氨水是 pH-stat发酵工艺中最常

使用的中和剂, 但不同中和剂对于菌株发酵的影响
罕有报道。中和剂对发酵的影响与菌株和所用的培养

基成分都有一定关系, 本研究中以氨水的效果最好。 
培养基中添加缓冲盐主要是为了缓解发酵过程

中产酸导致培养基 pH 降低而对菌体生长产生的抑
制作用[1]。PH-stat 发酵中通过流加中和剂使 pH 保
持恒定, 不再依赖于培养基自身的缓冲作用, 同时
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过多的盐含量可能因为高的渗透压而对菌体生长不

利, 因此考虑减少培养基中缓冲盐的用量, 然而实
验结果出乎意料, 减少缓冲盐的培养基发酵效果不
及原培养基的发酵效果好(见图 2), 这说明培养基中
的盐分除了缓解 pH 变化外可能还对菌体有其他作
用, 不能随意减少用量。 

许多报道乳杆菌在微酸性环境中生长更好, 大多
数情况下最大比生长速率通常在 pH 5.5~6.0[12−14]。

本试验也证实了这一点, L. casei Zhang在 pH 5.9发
酵时μmax 和活菌数均达到最大, 过酸和过碱性都对
其生长速率和存活产生一定抑制。 

碳源是菌体生长的主要能源物质, 前期优化培
养基葡萄糖浓度是在不控制 pH、通气条件等静态培
养下确定的[11], 未必能满足在 pH-stat条件下菌体生
长所需, 故在此研究过程中进一步研究以确定适宜
的葡萄糖浓度 , 同时考察高浓度葡萄糖是否对    
L. casei Zhang菌体生长有抑制。结果(图 4)表明一定
范围内葡萄糖是 L. casei Zhang 生长的主要限制性
营养物质 , 菌体密度随着葡萄糖浓度增加而增加 , 
葡萄糖浓度 100 g/L时菌体密度最高。另一方面增加
的葡萄糖浓度对菌体一定抑制作用, 随葡萄糖浓度
增加菌体生长速率降低 , 但在葡萄糖浓度 50 g/L 
~100 g/L 的范围内μmax变化不大。综合葡萄糖的营

养限制和生长抑制, 其浓度 80 g/L~100 g/L较适宜, 
过低不能满足高密度菌体生长的营养需求, 过高则
对菌体生长和存活抑制作用严重。 

乳酸菌高密度发酵大多在厌氧条件下进行, 但
Schiraldi 等人研究中发现微通气状态有利于 L. del-
brueckii ssp. bulgaricus的生长[15]。因此本研究探讨

了厌氧和有氧条件对于 L. casei Zhang 的发酵的影
响, 结果表明厌氧和微通氧(间歇通空气)条件下菌
体生长效果都较好, 微通氧条件略逊于间歇通氮气
培养的效果(见图 5), 优于连续通氮气进行的厌氧培
养。过量的氮气似乎对 L. casei Zhang的生长不利, 
随着通氮气量的增加, 生长速率下降, 这在后续中
试过程中也得到证实(未发表数据)。因此选择间歇
通氮气的方式进行 L. casei Zhang的高密度发酵。 

3.2  培养方式 
补料分批培养通过两方面作用来促进菌体生长, 

一方面是营养成分流加可以减少培养基中某些营养

成分过浓产生底物抑制效应, 另一方面是流加的培
养液对发酵液有一定的稀释作用, 从而减少某些产

物对菌体生长的抑制[1]。然而对于 L. casei Zhang而
言, 补料(100 mL/h)分批培养与分批培养效果无明
显差异, 100 mL/h的补料速度并不足以稀释代谢产
生的乳酸而起到促进生长的作用(见图 6), 而增大补
料速度至 200 mL/h时, 菌体增殖速度小于补料的稀
释速度, 开始出现稀释效应。因此分批培养方式更
合适 L. casei Zhang的高密度培养。 

3.3  结论 
(1)在 L. casei Zhang 发酵过程中, 中和剂的选

择、缓冲盐浓度、底物(葡萄糖)浓度、pH 值控制和
通气条件对菌体生长均有不同程度的影响； 

(2)简单易行的分批培养方式比补料分批培养
更适用于 L. casei Zhang的高密度培养； 

(3)通过对影响 L. casei Zhang 生长各因素的优
化, 确定其高密度培养条件为：在前期优化培养基
基础上, 葡萄糖浓度调整为 80 g/L~100 g/L, 发酵过
程中流加氨水中和发酵产生的乳酸, 使 pH 保持在
偏酸性 (pH 5.9), 通过间歇通氮气 (每 2 h 通气      
2 min)的方法保持环境厌氧, 分批培养方式下 37°C
保温发酵 10 h~12 h, 菌体密度比优化前 (4.8×   
109 CFU/mL)提高 7倍以上, 细胞干重达到 7 g/L, 活
菌数 3.5×1010 CFU/mL。能够满足益生菌制品生产
所要求的高菌体密度。 
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