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酸-冷交互胁迫对保护冷冻干燥发酵乳杆菌 
活性的作用

杨 婕，郭金凤，李宝坤*，卢士玲，王庆玲，董 娟，蒋彩虹，姬 华，王腾斌
（石河子大学食品学院，新疆植物药资源利用教育部重点实验室，新疆 石河子 832003）

摘  要：为探究酸-冷交互胁迫对冷冻干燥发酵乳杆菌（Lactobacillus fermentum）ATm的影响，考察酸-冷交互胁迫

的处理方式对细胞存活率、滞后时间以及酸化速率的影响，同时测定交互胁迫对乳酸脱氢酶、ATP酶活性以及细胞

膜完整性的影响。结果表明，pH 4.5、4 ℃酸-冷交互胁迫能够显著提高细胞冷冻干燥存活率及酸化速率，其中冷冻

干燥存活率能够达到87.19%，优于单因素胁迫；pH 4.5、4 ℃酸-冷交互胁迫能够提高发酵乳杆菌ATm的冷冻干燥存

活率保护其活性，提高酶活性，维持细胞膜完整性。
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Abstract: This study aimed to explore the protective effect of acid-cold stress treatment on Lactobacillus fermentum 

strain ATm during freeze-drying. We determined the survival rate, lag time and acidification curve of freeze-dried bacteria 

cells which had been subjected to acid-cold cross stress. Furthermore, the activities of lactate dehydrogenase (LDH) and 

ATPase and cell membrane integrity were determined. The results showed that the acid-cold cross stress (pH 4.5 and 4 ℃) 

significantly improved the survival rate (reaching 87.19%, which was higher than that observed with either treatment alone) 

and acidification rate of the freeze-dried cells. In conclusion, acid-cold cross stress could improve the freeze-drying survival 

rate of L. fermentum ATm, protect its viability, increase intracellular enzyme activities and preserve cell membrane integrity. 
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乳酸菌为益生菌，人们常通过食用含该类活菌的制

品或者含菌体组分及代谢产物的制品维持人体肠道内菌

群的平衡[1]，发酵乳制品因为具有丰富的营养价值与良好

益生作用而受到消费者的青睐[2]，其中乳酸菌发酵剂在乳

制品发酵过程中起到至关重要的作用[3]。而在发酵剂中乳

酸菌的细胞数量与细胞活力则是影响发酵乳制品质量的



102  2020, Vol.41, No.02             食品科学	 ※生物工程

关键因素。目前冷冻干燥技术被认为是最有利于保持菌

种活性的方法[4]，尽管使用冷冻干燥的成本较高，但能长

时间保持菌种的活力，便于贮藏和应用。

乳酸菌在实际应用中往往是各种胁迫同时出现[5]，在

某些单因素胁迫实验中，发现不同的胁迫之间似乎有某

种关联。研究表明，除冷胁迫之外酸胁迫以及热胁迫也

会使乳酸菌产生大量的冷休克蛋白，热胁迫、酸胁迫与

冷胁迫之间很可能存在交叉保护[6-7]，交叉保护是细胞在

处于多种环境胁迫时由某一种胁迫的应激反应所诱导，

这对细胞的生存很有利[8]。目前微生物的交叉保护现象

被广泛研究并应用于很多领域，例如嗜酸乳杆菌LA1-1胆

盐预胁迫能提高热胁迫存活率，但热处理不能提高其胆

盐胁迫的存活率[9]；冷和渗透胁迫诱导的交叉保护可以在

贮存期间保持冷冻干燥枯草芽孢杆菌的稳定性[10]；Shen 

Qian等[11]报道了酸适应引发的交叉保护可以使单核细胞

性李斯特菌抵抗月桂酸精氨酸（一种抑制单增李斯特菌

生长的食品添加剂），该现象可用于评估食品加工中的

风险[11]；Wu Hao等[12]探索并建立了H＋和乳酸交叉应激全

局反应机制模型，为构建工业菌株奠定了基础[12]；研究

表明冷应激、酸胁迫和热应激诱导的冷休克蛋白可以保

护细胞免于低温致死[13]。

在冷冻干燥过程中，乳酸菌发酵剂难以避免冷冻与

干燥过程对其造成的各种损伤。低温使得菌体内酶活性

降低以及酶发挥作用延迟，进而可能改变代谢通路；低

温也可能降低一些代谢调节过程中的灵敏度，使代谢失

衡或生长停滞[14]。这些损伤使得发酵剂中菌株的存活率

降低，活力下降，造成生产成本增加以及产品质量不稳

定等问题。近年来常通过添加合适的保护剂，调整冷冻

干燥工艺或者各种胁迫提高乳酸菌的存活率和活力，但

是利用交叉保护提高乳酸菌在冷冻干燥过程中冷冻抗性

方面的研究较少，因此探究运用交叉保护这一方法对于

乳酸菌冷冻干燥活性的提高具有一定意义。

本实验室前期筛选出的发酵乳杆菌（Lactobacillus 
fermentum）ATm具有滞后时间短以及酸化速率快的特点[15]， 

能够缩短发酵时间、降低能耗，是1 株潜在的适合工业生

产用的菌株，因此选用该菌株为研究对象。通过比较不

同胁迫条件下细胞的冷冻干燥存活率，研究不同胁迫条

件影响发酵乳杆菌冷冻干燥后活性的差异性，为高活性

乳酸菌发酵剂的生产提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

脱脂乳由新疆花园乳业提供；发酵乳杆菌A T m

为石河子大学畜产实验室筛选分离，NCBI登录号为

KY310724。

MRS培养基、固体MRS培养基均购自青岛海博技术

生物有限公司；121 ℃灭菌20 min。

乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）试剂盒  

索莱宝生物公司；ATP酶试剂盒 南京建成生物公司；

LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit L7012   

美国Life生物公司；海藻糖 南京奥多福尼生物科技有

限公司。

1.2 仪器与设备

F D U - 1 2 0 0 冷冻干燥机  日本 E y e l a 公司；

NEOFUGE15R/15高速冷冻离心机 郑州南北仪器设

备有限公司；995超低温冰箱 美国赛默飞世尔公司；

IX71倒置荧光显微镜 日本奥林巴斯公司；DK-8D恒

温水浴锅 江苏金坛仪器有限公司；PHS-3C酸度计  

上海雷磁仪器厂；ZXSD-1160全自动生化培养箱 上海

智诚仪器有限公司；EON多功能酶标仪 美国BioTek仪

器有限公司；VCX750超声波破碎仪 美国Sonics公司。

1.3 方法

1.3.1 冷冻干燥

将发酵乳杆菌ATm以3%的接种量，接种至MRS培养

基中，于37 ℃培养18 h，将菌液于6 791×g离心10 min，

去上清液，将菌泥用生理盐水洗涤2 次，加入等体积保护

剂（脱脂乳12%＋海藻糖10%）。将混合有保护剂的菌悬

液分装在无菌西林瓶中，每瓶1 mL，盖上橡胶塞，放入

超低温冰箱中预冻4 h。将预冻好的样品放入冷冻干燥机

中，冷冻干燥12 h，真空压盖，样品备用。

1.3.2 冷冻干燥存活率测定

将冷冻干燥后的菌粉用MRS培养基复水至冷冻干燥前

相同体积，用平板计数法测定冷冻干燥前后活菌数。重复

3 次实验，每次3 个平行。存活率计算如式（1）所示：

/% 100
NA

NB
 （1）

式中：NA为冷冻干燥后的细胞数；NB为冷冻干燥前

的细胞数。

1.3.3 单因素胁迫

将活化后的菌种培养液以3%接种量接入MRS培养

基中，在37 ℃静置培养至对数末期，将菌种离心并重悬

于磷酸盐缓冲液中。将重悬液在酸胁迫（pH 3.2、3.8、

4.0、4.5、5.0）静置90 min，冷胁迫（4、10 ℃）静置

180 min，将胁迫后的细胞进行冷冻干燥。

1.3.4 交互胁迫

根据1.3.3节胁迫处理后细胞的冷冻干燥存活率，选

出最佳胁迫条件。将活化后的菌液以3%接种量接入MRS

培养基中，37 ℃静置培养18 h至对数末期，先将菌种在

最佳胁迫条件下进行酸胁迫处理，再进行冷胁迫处理，

将交互胁迫的细胞进行冷冻干燥。

1.3.5 酸化曲线测定

将冷冻干燥复水后的菌种以3%接种量接种到新培养
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基中，每隔1 h取3 支试管测量其pH值，实验重复3 次，

取平均值。以pH值为纵坐标，培养时间为横坐标，绘制

酸化曲线。酸化曲线根据式（2）拟合[16]：

1
p

pH0 pHf
pH t pHf

c
t  （2）

式中：t为培养时间/h；pH0为t=0时培养基的pH值；

pHf为达到稳定期时的pH值；c为对应曲线中拐点的时间/h；

p为指数拟合因子。

滞后时间为曲线上t=0点切线与t=c点切线的交点，酸

化速率为指数阶段切线斜率的模量，按式（3）计算：

pHf pH0

tc tf
 （3）

式中：tc为滞后时间；tf为pH值达到稳定期的时间。 

1.3.6 相关酶活性的测定

1.3.6.1 无细胞提取液的制备

将菌体复水后离心，并用0.85%生理盐水洗涤2 次。

取5 mL于冰水浴中进行超声波破碎（超声时间3 s，间隔

时间9 s），持续6.5 min。4 ℃、6 791×g离心10 min，取

上清液进行相关酶活性测定。

1.3.6.2 LDH活性测定

采用索莱宝公司试剂盒进行测定。测定原理：LDH

催化NAD＋氧化乳酸生成丙酮酸，丙酮酸进一步与2,4-二

硝基苯肼作用生成丙酮酸二硝基苯腙，在碱性溶液中显

棕红色，颜色深浅与丙酮酸浓度呈正比。每104 个细菌或

细胞每分钟催化产生1 nmol丙酮酸定义为1 个酶活性单

位，LDH活性单位为U/104 cell。

1.3.6.3 ATP酶活性测定

采用南京建成公司试剂盒进行测定。其中蛋白质浓

度根据考马斯亮蓝法[17]测定。

测定原理：Na＋-K＋ATP酶与Ca2＋-Mg2＋ATP酶可

分解ATP生成ADP及无机磷，通过测定无机磷的量确

定ATP酶活性。每小时每毫克组织蛋白中Na＋-K＋ATP/ 

Ca2＋-Mg2＋ATP酶分解ATP产生1 μmol无机磷的量为1 个

酶活性单位，ATP酶活性单位为U/mg。

1.3.7 细胞膜完整性测定

利用LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit 

L7012试剂盒测定。将等体积的荧光染料碘化丙啶和免疫

荧光染料（SYT09）均匀混合。取1 μL混合染料，加入

到300 μL菌悬液中，均匀混合，室温避光孵育15 min。取

5 μL已染色菌液滴加于载玻片并盖上盖玻片于倒置荧光

显微镜下进行观察。

1.4 数据处理 

数据采用SPSS 25.0软件进行分析，实验重复3 次，

显著性分析采用Duncan检验。图像处理采用Origin 2018

软件。

2 结果与分析

2.1 单因素胁迫对冷冻干燥存活率的影响
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图 1 酸胁迫（A）和冷胁迫（B）对发酵乳杆菌ATm 

冷冻干燥存活率的影响

Fig. 1 Effect of acid stress (A) and cold stress (B) on the survival rate 

of freeze-dried L. fermentum ATm

如图1所示，经过胁迫后菌株冷冻干燥存活率均高

于未经胁迫的对照组，说明酸、冷两种胁迫方式都能够

不同程度提高发酵乳杆菌ATm存活率，使得冷冻干燥

后的活菌数增加，其中pH 4.5与4 ℃胁迫下冷冻干燥存

活率最高，分别为67.42%、44.66%。这与Fernanda等[18] 

以及张国强[19]用酸胁迫增加冷冻干燥抗性、李宝坤等[20]

冷胁迫提高冷冻干燥存活率的结果相似，这是因为微生

物能够通过调节生理代谢适应环境的变化，提高自身 

抗性[21]，从而提高菌株在冷冻干燥过程中抵御恶劣环境

的抗性，使得存活率增加。但并不是所有菌株都能通过

酸胁迫增加冷冻抗性，罗伊氏乳杆菌I5007在pH 6.7的存活

率与对照组pH 5.7相比提高了14.3%[22]。10 ℃胁迫下冷冻

干燥存活率仅为14.24%，与对照组相比存活率降低，而

Broadbent等[23]研究却表明10 ℃胁迫增加乳酸乳球菌在冷冻

干燥过程中的抗性，这可能是因为菌种不同引起的差异。

pH 3.2时存活率与未经胁迫的对照组相比没有显著差异，可

能是因为pH值太低使得菌株在胁迫时受损伤过大，导致存

活率过低。因此选取pH 4.5、4 ℃作为交互胁迫的条件。

2.2 交互胁迫对冷冻干燥存活率的影响

如图2所示，未经胁迫对照组冷冻干燥存活率为

30.86%，而经过酸-冷交互胁迫处理后冷冻干燥存活率可

以达到87.19%，是对照组的2.61 倍，且与单因素胁迫相

比有显著差异（P＜0.05）。说明交互胁迫能够在冷冻干

燥过程中对乳酸菌提供保护，且交互胁迫比单因素胁迫
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的处理方式更有效。这可能是因为乳酸菌常处于复杂的

生长环境，使得乳酸菌在面临不同胁迫时产生了交叉保

护，即乳酸菌在暴露于第1种胁迫期间所诱导的分子机制

能够保护细胞免受之后的致死性攻击[24]。这种交叉保护

机制使得乳酸菌在交互胁迫处理后能够更好地抵抗冷冻

干燥过程中的各种损伤。
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图 2 交互胁迫对发酵乳杆菌ATm冷冻干燥存活率的影响

Fig. 2 Effect of cross-stress on the survival rate of freeze-dried  
L. fermentum ATm

2.3 交互胁迫对冷冻干燥发酵乳杆菌ATm酸化曲线的

影响

冷冻干燥过程中的脱水会对细胞造成不同程度的结

构损伤[25]，但仅通过平板计数评估交互胁迫对乳酸菌活

性保护的能力有局限性。因此，对冷冻干燥后的乳酸菌

进行酸化曲线测定可提供细菌修复损伤的能力和冷冻干

燥后活性恢复的情况[16]。

菌株冷冻干燥并复水后，每小时测定细胞培养液pH

值变化，选取胁迫处理菌株、未经冷冻干燥原始菌株和

未经胁迫处理的冷冻干燥菌株（对照），得到菌株的酸

化曲线（图3）。   
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图 3 交互胁迫对冷冻干燥发酵乳杆菌ATm酸化曲线的影响

Fig. 3 Effect of cross-stress on acidification curves of freeze-dried  

L. fermentum ATm

表 1 交互胁迫对发酵乳杆菌ATm生长动力学参数的影响 

Table 1 Effect of cross-stress on growth kinetic parameters of  

freeze-dried L. fermentum ATm

胁迫类型 滞后时间/h 酸化速率 最终pH R2

pH 4.5、4 ℃（酸-冷交互胁迫） 2.73 0.53 3.85 0.997

pH 4.5（酸胁迫） 5.56 0.27 3.81 0.988

4 ℃（冷胁迫） 4.69 0.31 3.83 0.998

对照 7.50 0.23 3.99 0.998

未冷冻干燥原始菌株 2.02 0.68 3.38 0.920

如表1所示，未冷冻干燥的原始菌株滞后时间最短，

酸化速率（每小时pH值变化量）最快，分别为2.02 h、

0.68。相反，未经胁迫处理的冷冻干燥乳酸菌滞后时间

最长，酸化速率最慢，分别为7.50 h、0.23。任何处理下

冷冻干燥后微生物的滞后时间都有不同程度的延长，且

酸化速率减慢。这可能是因为冷冻干燥的脱水过程使得

乳酸菌的细胞膜受到损伤，以及酶活力下降[26]，使得乳

酸菌在冷冻干燥后的产酸能力受到影响。经过交互胁迫

处理后的乳酸菌滞后时间和酸化速率与原始菌株相近，

分别为 2.73 h、0.53，该处理比其他胁迫的保护方式更有

效，说明用交互胁迫的前处理方式保护冷冻干燥乳酸菌

的活性是很有必要的。

2.4 交互胁迫对冷冻干燥发酵乳杆菌ATm LDH活性的

影响

LDH是乳酸菌冷冻干燥过程受损伤的关键酶，因此

选择LDH进一步阐述交互胁迫对乳酸菌冷冻干燥的活性

保护作用，如图4所示，不同胁迫处理下LDH活性有显

著差异。酸胁迫、冷胁迫以及交互胁迫与未胁迫对照组

都具有显著差异（P＜0.05），LDH活性分别为0.043、

0.038、0.074 U/104 cell。而未经过胁迫处理的冷冻干燥

乳酸菌LDH活性为0.018 U/104 cell，说明LDH在冷冻干燥

过程中受到损伤与李宝坤[27]的研究结果一致。LDH活性

与存活率（图2）的变化一致，表明存活率的提高与LDH

有关。除此之外，酸-冷交互胁迫处理后的LDH活性相比

于其他处理具有显著差异，且LDH活性明显高于其他处

理组，这说明经过交互胁迫处理后的细胞的LDH活性在

冷冻干燥过程中受损伤最小，能够保护乳酸菌细胞的活

性。另一方面LDH能够在发酵过程中催化丙酮酸使其还

原为乳酸，是乳酸菌代谢过程中的关键酶，LDH活性的

大小反映了菌株的产酸能力[27-28]，与2.3节一致，进一步

说明交互胁迫能够保护LDH活性从而使得冷冻干燥乳酸

菌的滞后时间和酸化速率与原始菌株相近。
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图 4 交互胁迫对冷冻干燥发酵乳杆菌ATm LDH活性的影响

Fig. 4 Effect of cross-stress on LDH activity of freeze-dried  

L. fermentum ATm

2.5 交互胁迫对冷冻干燥发酵乳杆菌ATm ATP酶的影响

ATP酶是一种广泛分布的生物膜酶系统，对于维持

细胞正常生理功能有至关重要的作用[20]。Na＋-K＋ATP酶
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又称Na＋-K＋泵或者钠泵，镶嵌在细胞质膜的脂质双分子

层中，能够催化ATP酶水解供给能量，有载体和酶的活

性，在维持膜电位、调节渗透压以及为主动运输供能方

面起着重要的作用[29]。Ca2＋-Mg2＋ATP酶能够调节Ca2＋

和Mg2＋的浓度，也是重要的膜酶[30]。因此ATP酶是冷冻

干燥过程中损伤的关键酶之一，本研究测定冷冻干燥后 

Na＋-K＋ATP酶与Ca2＋-Mg2＋ATP酶的活性结果见图5。

0.0

3.0 A

1.5

1.0

0.5

2.0

2.5

N
a

-K
A

TP
/

U
/m

g

a
b

c

d

4 pH 4.5 pH 4.5 4 

0.0

3.0 B

1.5

1.0

0.5

2.0

2.5

Ca
2

-M
g2

AT
P

/
U/

mg

a
b

c
d

4 pH 4.5 pH 4.5 4 

图 5 交互胁迫对冷冻干燥发酵乳杆菌ATm Na＋-K＋ATP酶（A）和

Ca2＋-Mg2＋ATP酶（B）活性的影响

Fig. 5 Effect of cross-stress on Na+-K+ATPase (A) and Ca2+-

Mg2+ATPase (B) activities of freeze-dried L. fermentum ATm

从图5可以看出，冷冻干燥后不同胁迫条件对冷冻

干燥乳酸菌Na＋-K＋ATP酶与Ca2＋-Mg2＋ATP酶具有显著

差异。对于3 种不同胁迫处理，交互胁迫和ATP酶活性

的影响不同，其中酸-冷交互胁迫处理后，冷冻干燥发

酵乳杆菌ATm的Na＋-K＋ATP酶与Ca2＋-Mg2＋ATP酶活性

分别为2.254 5 U/mg和2.335 5 U/mg。而未经胁迫处理的 

Na＋-K＋ATP酶与Ca2＋-Mg2＋ATP酶活性分别为0.756 U/mg

和0.949 5 U/mg。一方面ATP酶在冷冻干燥过程中受到损

伤，ATP酶的失活会使得冷冻干燥乳酸菌的活性降低，

另一方面也说明交互胁迫能够保护ATP酶活性从而保护

冷冻干燥乳酸菌的活性。

2.6 交互胁迫对冷冻干燥发酵乳杆菌ATm细胞膜完整

性的影响

细胞膜能够将细胞内外的环境隔离开，对于细胞的

生殖，能量传递及物质代谢等具有重要作用[31]，是细胞

遭受外界环境迫害的第一道防线，细胞膜的破坏会直接

导致菌体的死亡，因此细胞膜完整性真实地反映了菌体

生理活性[32]。当细胞膜完整性被破坏时，碘化丙啶能够

透过生物膜与核酸结合在绿光的照射下发出红色荧光，

所以当荧光显微镜观察到细胞呈红色，说明细胞膜完整

性被破坏[33]。
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图 6 交互胁迫对冷冻干燥发酵乳杆菌ATm细胞膜完整性的影响

Fig. 6 Effect of cross-stress on cell membrane integrity of freeze-dried 

L. fermentum ATm

未经过胁迫的菌体冷冻干燥后几乎全部发出红色

荧光，说明菌体冷冻干燥后的细胞膜完整性几乎全部被

破坏（图6A），这与Beales[34]研究结果相同，这是因为

在乳酸菌在冷冻干燥的预冷阶段，温度迅速降低形成

冰晶，对细胞膜造成机械损伤，从而破坏细胞膜完整

性[27]。然而，在经过酸胁迫与冷胁迫及未胁迫的细胞相

比，发出绿色荧光的细胞数明显增多，这是因为酸胁

迫能够增加细胞膜的刚性和不可渗透性，使得细胞膜

增加在低温和干燥环境中的抗性[35]。其中交互胁迫处理 

（图6D）后发与单因素胁迫处理（图6B、C）相比有显

著差异，说明冷冻干燥过程破坏细胞膜的完整性而交互

胁迫能够较好地维持细胞膜完整性。这也为之前交互胁

迫能够保护ATP酶活性提供了直接证据，证明了交互胁

迫在冷冻干燥过程中可以维持细胞膜的功能，从而可以

保护ATP酶活性。

3 结 论

本实验采用交互胁迫的方法，以发酵乳杆菌ATm作

为研究菌株，提高冷冻干燥后乳酸菌的存活率并保护其

活性，结果表明在pH 4.5、4 ℃的酸-冷交互胁迫条件下

能够使菌体的冷冻干燥存活率达到87.19%。酸-冷交互胁

迫与对照组相比能够缩短滞后时间，提高酸化速率，保

护LDH与ATP酶活性，很好地维持细胞膜完整性，有效

保护乳酸菌冷冻干燥后的活力。研究结果表明交互胁迫

为提高冷冻干燥存活率提供一种新方法，也为高活性乳

酸菌发酵剂的生产提供实验依据。
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