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干酪乳杆菌LC2W发酵脱脂乳营养因子优化
杜昭平1，马成杰1，孙克杰1，龚广予1，刘 鑫2，马爱民2,*

(1.乳业生物技术国家重点实验室，光明乳业股份有限公司技术中心，上海 200436；
2.华中农业大学食品科学技术学院，湖北  武汉 430070)

摘 要：通过向还原脱脂乳中添加碳源、氮源及金属离子，对干酪乳杆菌(L.casei)LC2W发酵脱脂乳营养因子

进行优化。在单因素试验基础上，以脱脂乳中葡萄糖、大豆多肽和MnSO4添加量为自变量，以发酵乳中L.casei 
LC2W菌落总数对数值为响应值，通过三因素三水平的Box-Behnken响应面分析法，分析各自变量及交互作用对

L.caseiLC2W菌落总数的影响，并对营养因子进行优化。结果表明：各营养因子对L.casei LC2W菌落总数的影响

顺序为：MnSO4添加量＞大豆多肽添加量＞葡萄糖添加量，且MnSO4添加量与大豆多肽添加量的交互作用影响显

著。各营养因子的优化参数为：葡萄糖添加量65.90g/L、大豆多肽添加量7.68g/L、MnSO4添加量13.88mg/L。在此

优化条件下发酵24h后，干酪乳杆菌LC2W菌落总数可达2.6×109CFU/mL，比优化前(2.1×108CFU/mL)提高了11.38
倍。
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Optimization of Nutritional Factors for Skim Milk Fermentation by Lactobacillus casei LC2W
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Abstract：The effects of different types of added nitrogen source, carbon source and metal ion on the growth of L. 
casei LC2W in skim milk were evaluated to identify glucose, soybean polypeptide and MnSO4 as the best nutritional 
factors for L. casei LC2W. In addition, the logarithmic count of L. casei LC2W was investigated with respect to the 
concentrations of the selected nutritional factors. Response surface analysis based on a three-variable, three-level Box-
Behnken design was employed to optimize these nutritional factors. MnSO4 concentration had the most important 
infl uence on the logarithmic count of L. casei LC2W followed by soybean polypeptide concentration; the effect of 
glucose concentration was the weakest. Moreover, a signifi cant interaction between MnSO4 concentration and soybean 
polypeptide concentration was observed. The optimal concentrations of glucose, soybean polypeptide and MnSO4 were 
determined to be 65.90, 7.68 mg/L and 13.88 mg/L, respectively, yielding a L. casei LC2W count of 2.6 × 109 CFU/mL 
in 24 h of fermentation, which was 11.38 fold higher than before the optimization (2.1 × 108 CFU/mL).
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作为我国卫生部2010年公布的可用于食品的益生菌

菌种之一，干酪乳杆菌(Lactobacillus casei)能够有效耐受

口腔中的酶、胃液中低pH值的胃酸和小肠中的胆汁酸，

通过人体消化系统并以活菌形式到达肠道定殖[1]，发挥调

节肠内菌群平衡、促进人体消化吸收以及增强机体免疫

力[2]、抑制肠内病原性微生物的生长和肿瘤细胞形成等益

生功能[3]，是人体肠道内的重要微生物。以干酪乳杆菌

为代表的新型益生菌及益生菌制品日益受到国内外的重

视，成为研究开发的热点[4-5]。

由于干酪乳杆菌在牛乳中的生长速度缓慢，前期发

酵产酸较低[3,6]，发酵周期过长，对生产企业的发酵工艺

设计和发酵设备条件要求苛刻，按照普通乳酸菌发酵乳
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制品工艺进行生产的质量风险很高。这一因素限制了干

酪乳杆菌在发酵乳制品工业中的规模化生产和应用，市

场上少见国内生产企业研制开发的以干酪乳杆菌为主体

微生物的发酵乳制品。

L. casei LC2W(CGMCC No.0828)在模拟人体消化

环境中具有较强的耐受性和优异的存活性能[7]，降高血

压等益生功能明显[8-9]，益生功效成分明确[10]，具备较强

的应用开发潜力。艾连中[6]、刘翠平[11-12]等对影响L.casei 
LC2W合成胞外多糖(exopolysaccharide，EPS)的营养因子

进行了优化研究，但乳酸菌的EPS产量与菌体的生长繁殖

水平没有直接相关性[13]，目前国内外少有优化干酪乳杆

菌在脱脂乳中生长发酵条件的研究报道。

本研究通过向还原脱脂乳中添加适量的营养因子，

比较不同条件下发酵乳中L. casei LC2W菌落总数对数值，

并通过响应面分析法对影响L. casei LC2W发酵脱脂乳体系

的营养因子进行优化，对L. casei LC2W在发酵乳中快速

生长繁殖产酸的条件进行初步探索，以期今后为L. casei 
LC2W发酵乳制品的规模化生产提供一定的技术基础。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料与试剂

脱脂乳粉(蛋白质含量33.4%) 新西兰恒天然公司；

Hinute-DA大豆多肽 不二富吉科技有限公司；酵母抽提

物 英国Oxiod公司；胰蛋白胨 北京奥博星生物科技有

限公司；其余试剂均为分析纯 上海国药集团化学试剂有

限公司。

1.2 菌种与培养基

L. casei LC2W冷冻干燥菌粉，由光明乳业股份有限

公司提供。

MRS培养基 德国Merck公司。

1.3 仪器与设备

SA-300VF高压蒸汽灭菌器 德国Sturdy Industrial
公司；Bact ron-1厌氧培养箱  美国Shel lab公司；

GFL1002恒温水浴锅 德国GFL公司；868型 pH计 美

国Thermo Orion公司；J-E型高效冷冻离心机 美国

Beckman公司。

1.4 方法

1.4.1 菌种活化与菌悬液制备

将适量L. casei LC2W冷冻干燥菌粉接种于MRS液体

培养基中，转接活化2～3次后，经4000r/min离心15min，
收集菌体沉淀，经灭菌生理盐水洗涤2次后制成菌悬液，

于4℃条件下保存备用[14]。

1.4.2 L. casei LC2W的生长与酸化曲线测定

将100g脱脂乳粉溶于900g蒸馏水中，充分搅拌溶解

后，经95℃水浴杀菌10min，冷却至37℃后，以3.0×106 

CFU/mL的接种量接种制备的L. casei LC2W菌悬液，

于37℃静置发酵24h，每隔2h测定一次发酵乳中L. casei 
LC2W菌落总数和pH值。分别以菌落总数对数值和pH值

对发酵时间作图，得到菌株的生长和酸化曲线[6]。

1.4.3 脱脂乳营养因子优化

1.4.3.1 单因素试验优化

在100g/L还原脱脂乳基础上，分别添加不同的营养因

子，采用单因素试验法筛选最适的碳源、氮源及金属离子等

营养因子，并通过梯度试验确定各营养因子的添加梯度。

1.4.3.2 响应面法优化

在单因素试验优化基础上，每个因素取3个水平，以

(－1, 0, 1)编码，进行三因素三水平的响应面分析，并对

数据进行二次回归拟合，得到多元二次回归方程，在一

定水平范围内求取最佳值，对脱脂乳营养因子添加条件

进行优化[15]。

1.4.4 数据检测与分析

采用食品安全国家标准GB 4789.35—2010《食品微

生物学检验 乳酸菌检验》的方法测定发酵乳中活性干酪

乳杆菌落总数[16]，使用Orion868 pH计测定发酵乳的pH
值，所有数据均测定3次后取平均值；利用Design Expert 
7.1.3软件进行响应面设计与统计分析，Origin 8.0软件进

行数据作图。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 L. casei LC2W的生长与酸化曲线

发酵期间，L. casei LC2W菌落总数和发酵乳pH值变化

如图 1所示。L. casei LC2W在脱脂乳中生长初期(0～8h)，
菌体数量增加缓慢，发酵乳pH值和滴定酸度变化较小；

10h后，L. casei LC2W进入对数生长期，发酵乳中L. casei 
LC2W菌落总数迅速增加，与之对应的是发酵乳pH值迅速

下降；L. casei LC2W菌落总数在22h时达到最大值后趋于平

稳。发酵24h时，发酵乳中菌落总数为2.1×108CFU/mL(对
数值为8.16lg(CFU/mL))，发酵乳pH值为4.25。发酵乳pH值

在不同生长期的下降变化趋势与L. casei LC2W菌落总数的

增长变化趋势基本一致，因此以L. casei LC2W菌落总数作

为脱脂乳体系优化水平的衡量指标。
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图 1  图 1   L. casei L. casei   LC2W的生长与酸化曲线   LC2W的生长与酸化曲线

Fig.1 Growth curve of Fig.1 Growth curve of L. caseiL. casei LC2W and acidification curve of skim milk LC2W and acidification curve of skim milk
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2.2 单因素试验结果

2.2.1 碳源筛选与优化

向脱脂乳中分别添加50g/L的葡萄糖、果糖、半乳

糖、蔗糖和麦芽糖，接种L. casei LC2W后发酵24h，发

酵乳中L. casei LC2W菌落总数如图 2所示。在发酵初

期，L. casei LC2W菌体细胞内的酶系统需要适应环境而

合成必要的酶、辅酶及中间代谢产物[17]，因此其利用胞

内β-半乳糖苷酶将牛乳中的乳糖分解为葡萄糖和半乳糖

的能力较弱，对脱脂乳中的主要碳源——乳糖的利用效

率不高。向脱脂乳中添加的葡萄糖可以被菌体直接吸收

利用，从而显著促进L. casei LC2W的生长。不同微生

物由于其生化特性不同，对不同碳源的利用能力差别很

大，与最终代谢产物的合成密切相关[18]。半乳糖和果糖

对L. casei LC2W的促进作用次之，而麦芽糖和蔗糖基本

不能促进L. casei LC2W的生长。向脱脂乳中添加葡萄糖

后，对L. casei LC2W的促进作用明显优于其他碳源，因

此葡萄糖是进行脱脂乳优化发酵的最优碳源。
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图 2 碳源种类对图 2 碳源种类对L. casei L. casei LC2W菌落总数的影响LC2W菌落总数的影响

Fig.2 Effect of carbon source type on living cell count of Fig.2 Effect of carbon source type on living cell count of L. caseiL. casei LC2W LC2W

分别向脱脂乳中添加质量浓度为10、20、50、75、
100g/L的葡萄糖，接种L. casei LC2W后发酵24h，发酵乳

中L. casei LC2W菌落总数如图 3所示。发酵乳中L. casei 
LC2W菌落总数随葡萄糖添加量增加而升高，当葡萄糖添

加量为75g/L时，发酵乳中L. casei LC2W菌落总数达到最

大值，而当葡萄糖添加量为100g/L时，L. casei LC2W菌

落总数反而下降，可能是由于葡萄糖添加量过高造成脱

脂乳体系渗透压变大，从而部分地抑制了L. casei LC2W
在脱脂乳中的生长，这一结果与Sentisiran等[19]报道的结

果基本一致。
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图 3 葡萄糖添加量对图 3 葡萄糖添加量对L. caseiL. casei LC2W菌落总数的影响 LC2W菌落总数的影响

Fig.3 Effect of glucose concentration on living cell count of Fig.3 Effect of glucose concentration on living cell count of L. caseiL. casei LC2W LC2W

2.2.2 氮源筛选与优化

向脱脂乳中添加5种不同的氮源(添加量6g/L)，发酵

24h后发酵乳中L. casei LC2W菌落总数如图 4所示。无机

氮源(硝酸钠、硫酸铵)对L. casei LC2W的生长基本无促进

作用，有机氮源(胰蛋白胨、酵母提取物和大豆多肽)均可

促进L. casei LC2W的生长繁殖，但大豆多肽的促进作用

最明显，因此大豆多肽是进行脱脂乳优化发酵的最佳氮

源。牛乳中的蛋白质以大分子形式存在的酪蛋白为主，

干酪乳杆菌在生长初期，其降解酪蛋白的细胞壁蛋白酶

活力相对较弱[20]，对酪蛋白的分解能力不足，所以无法

快速利用牛乳中的酪蛋白进行生长代谢。另外，乳酸菌

普遍缺乏利用无机氮源合成氨基酸的能力[21]，因此，向

脱脂乳中添加硝态氮和铵态氮均不能促进L. casei LC2W
的生长；胰蛋白胨和酵母提取物中富含肽、氨基酸等有

机氮源，因此添加此类物质可以使干酪乳杆菌直接利用

小分子的多肽或氨基酸进行生长代谢，从而弥补生长初

期对酪蛋白降解能力的不足，促进菌体的生长和产酸。

大豆多肽是大豆蛋白经酶解制得的主要成分为3～6肽的

短肽类混合物[22]，大豆多肽对L. casei LC2W的促进作用

明显优于酵母提取物和胰蛋白胨，说明L. casei LC2W对

氮源的利用具有明显的偏好性。
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图 4 氮源种类对图 4 氮源种类对L. caseiL. casei LC2W菌落总数的影响 LC2W菌落总数的影响

Fig.4 Effect of nitrogen source type on living cell count of Fig.4 Effect of nitrogen source type on living cell count of L. caseiL. casei LC2W LC2W
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图 5   大豆多肽添加量对图 5   大豆多肽添加量对L. caseiL. casei LC2W菌落总数的影响 LC2W菌落总数的影响

Fig.5 Effect of soybean polypeptide concentration on living cell count Fig.5 Effect of soybean polypeptide concentration on living cell count 

of of L. caseiL. casei LC2W LC2W

分别向脱脂乳中添加质量浓度为2、4、6、8、10g/L
的Hinute-DA大豆多肽，接种L. casei LC2W后发酵24h，
测定发酵乳中L. casei LC2W菌落总数，结果如图 5所示。
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大豆多肽添加量低于8g/L时，L. casei LC2W菌落总数与

大豆多肽添加量呈正相关，而当大豆多肽添加量继续增

加时，发酵乳中L. casei LC2W菌落总数基本维持不变，

这可能是由于L. casei LC2W对大豆多肽的利用已经达到

饱和状态所致。

2.2.3 金属离子的筛选与优化
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图 6 金属离子源种类对图 6 金属离子源种类对L. caseiL. casei LC2W菌落总数的影响 LC2W菌落总数的影响

Fig.6 Effect of metal ion type on living cell count of Fig.6 Effect of metal ion type on living cell count of L. caseiL. casei LC2W LC2W

分别向脱脂乳中添加5种不同的金属硫酸盐，添加

量10mg/L(以无水硫酸盐计)，用以验证不同金属离子对

L. casei LC2W在脱脂乳中生长繁殖的影响，结果如图 6
所示。CuSO4对L. casei LC2W的生长具有一定程度的抑

制效应，发酵24h后活菌数低于对照组；ZnSO4和FeSO4

对L. casei LC2W的生长基本无影响，MgSO4对L. casei 
LC2W的生长具有一定程度的促进作用，而10mg/L的
MnSO4可以显著促进L. casei LC2W的生长繁殖，因此选

取MnSO4进行金属离子优化。

王俊等[23]研究了不同金属离子对干酪乳杆菌蛋白酶

活力的影响，结果显示，Cu2+对蛋白酶活性具有明显抑

制作用，Mg2+有轻微促进作用，而Mn2+能显著增强酶液

活力，这与本研究结果基本一致。由此可见，金属离子

主要通过影响干酪乳杆菌活性蛋白酶的活力，从而影响

L. casei LC2W在脱脂乳中的生长繁殖。研究显示，Cu2+、

Fe2+、Zn2+、Mn2+均为清除胞内O－
2、和的超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase，SOD)的辅酶金属离子[24]，而干

酪乳杆菌菌体内不含SOD等具有解除O－
2造成的氧化胁

迫功能的酶类，因此Cu2+、Fe2+、Zn2+的添加对L. casei 
LC2W的生长没有促进作用。Mn2+作为乳酸脱氢酶的

组成成分，是L. casei生长的关键的生长因子之一[25]；

另外，添加的Mn2+能以螯合金属离子的形式发挥清除

细胞内氧毒性阴离子以及维持高酸性环境中的细胞活

性的功能[26-27]，因此Mn2+对L. casei LC2W的生长促进

作用显著。

如图7所示，当MnSO4添加量低于15mg/L时，随着

MnSO4添加量的增加，发酵乳中L. casei LC2W菌落总

数也随之增加，最高达6.1×108CFU/mL；而MnSO4添

加量继续增加时，L. casei LC2W菌落总数基本不变。

高艳玲等[28]利用L. casei ATCC 334发酵乳清渗透液，当

MnSO4·H2O的添加量在10～50mg/L的范围内，乳酸的生

产效率随添加量的增加而增加。Fitzpatrick等[25]则认为，

添加量低于1mg/L时，乳酸产量随MnSO4·H2O添加量降

低而降低；添加量在5～30mg/L时，乳酸产量并不发生明

显变化。
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图 7 MnSO图 7 MnSO4添加量对添加量对L. caseiL. casei  LC2W菌落总数的影响  LC2W菌落总数的影响

Fig.7 Effect of MnSOFig.7 Effect of MnSO4 concentration on living cell count of  concentration on living cell count of L. caseiL. casei LC2W LC2W

2.3 响应面分析法优化脱脂乳营养因子

2.3.1 Box-Behnken试验设计

分别以葡萄糖添加量、大豆多肽添加量及MnSO4添

加量为自变量X1、X2和X3，以发酵乳中L. casei LC2W菌落

总数对数值为响应值Y，采用响应面分析法在三因素三水

平上进一步优化脱脂乳营养因子。试验因素及水平设计

表如表 1所示。

表 1 响应面分析的因素和水平表表 1 响应面分析的因素和水平表

Table 1 Factors and their coded levels tested in the response surface analysisTable 1 Factors and their coded levels tested in the response surface analysis

因素
编码及水平

－1 0 1
X1葡萄糖添加量/ (g/L) 5.0 7.5 10.0

X2大豆多肽添加量/ (g/L) 6 8 10
X3 MnSO4添加量/ (mg/L) 10 15 20

2.3.2 多元二次回归方程的建立及显著性检验

按照Box-Behnken试验方案进行三因素三水平的响

应面试验，结果如表 2所示。利用Design Expert 7.1.3软件

对试验数据进行多元回归拟合，得到LC2W菌落总数对数

值(Y)对葡萄糖添加量(X1)、大豆多肽添加量(X2)和MnSO4

添加量(X3)的二次多项回归方程： 
Y＝－ 4 . 9 4 4 + 0 . 0 5 4 7 X 1+ 1 . 7 8 1 X 2+ 0 . 7 0 9 X 3－

0.0021X1X2+0.006X1X3－0.017X2X3－0.0035X1
2－0.080X2

2－

0.022X3
2

对该模型进行显著性检验和方差分析(表 3)可知，该

模型P值为0.0017，证明此模型极显著；其决定系数(R2)
为0.9752，说明该模型能够解释97.52%的变化，因此可

以利用此模型对优化脱脂乳体系中的L. casei LC2W菌落

总数进行分析和预测。
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表 2 Box-Behnken试验设计及结果表 2 Box-Behnken试验设计及结果

Table 2 Box-Behnken design and corresponding results for response Table 2 Box-Behnken design and corresponding results for response 

surface analysissurface analysis

试验号 X1 X2 X3 
菌落总数 

(lg(CFU/mL))

1 －1 －1 0 8.723
2 1 －1 0 8.600
3 －1 1 0 9.228
4 1 1 0 8.683
5 －1 0 －1 9.061
6 1 0 －1 8.683
7 －1 0 1 8.330
8 1 0 1 8.240
9 0 －1 －1 8.263
10 0 1 －1 8.984
11 0 －1 1 8.300
12 0 1 1 8.350
13 0 0 0 9.415
14 0 0 0 9.264
15 0 0 0 9.364

表 3 回归方程方差分析及显著性检验表 3 回归方程方差分析及显著性检验

Table 3 Analysis of variance and significance tests for the fitted Table 3 Analysis of variance and significance tests for the fitted 

regression equationregression equation

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

模型 2.466 9 0.274 21.886 0.0017**

X1 0.161 1 0.161 12.871 0.0157*

X2 0.231 1 0.231 18.436 0.0078**

X3 0.392 1 0.392 31.351 0.0025**

X1X2 0.044 1 0.044 3.536 0.1188NS

X1X3 0.021 1 0.021 1.644 0.2560 NS

X2X3 0.113 1 0.113 9.016 0.0300*

X1
2 0.174 1 0.174 13.934 0.0135*

X2
2 0.382 1 0.382 30.517 0.0027**

X3
2 1.125 1 1.125 89.827 0.0002**

残差 0.063 5 0.013

失拟项 0.051 3 0.017 2.895 0.2672 NS

纯误差 0.012 2 0.006

总和 2.529 14

注：NS. 不显著；*. 差异显著 (P ＜ 0.05) ；**. 差异极显著 (P ＜ 0.01)。

由表3可知，一次项中X2和X3影响极显著(P＜0.01)，
其中，X3影响最显著，其次是X2；X1影响显著(P＜0.05)。
交互项X2X3影响显著，二次项中X2

2、X3
2影响极显著，X1

2

影响显著，其他因素影响不显著。

2.3.3 响应面分析及优化条件的确定

根据回归分析结果绘制相应的三维响应面图及等高

线如图 8所示。通过该组动态图即可对任何两因素交互影

响发酵乳中L. casei LC2W菌落总数的效应进行分析与评

价，并从中确定最佳因素水平范围。大豆多肽添加量与

MnSO4添加量的交互作用对L. casei LC2W菌落总数的变

化影响较大，表现为曲线较陡；葡萄糖添加量与大豆多

肽添加量的影响次之；而葡萄糖添加量与MnSO4添加量

的影响最弱，表现为曲线较平滑[29]。
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图 8   各因素交互作用影响图 8   各因素交互作用影响L. caseiL. casei LC2W菌落总数的曲面图及等高线图 LC2W菌落总数的曲面图及等高线图

Fig.8 Response surface and contour plots for the effects of soybean Fig.8 Response surface and contour plots for the effects of soybean 

polypeptide and MnSOpolypeptide and MnSO4 concentrations on living cell count of  concentrations on living cell count of L. caseiL. casei LC2W LC2W

利用Design-Expert 7.1.3软件分析优化各营养因

子的最佳添加量为：葡萄糖添加量65.90g/L、大豆多

肽添加量7.68g/L、MnSO4添加量13.88mg/L，在此优

化条件下，发酵乳中L. casei LC2W菌落总数预测值为

2.7×109CFU/mL(对数值为9.431(lg(CFU/mL)))。
2.3.4 回归方程的验证

为了验证模型预测结果的准确性，采用最佳营养

因子优化条件，进行3次重复实验，发酵乳中LC2W的菌

落总数对数值达到(9.420±0.012 )(lg(CFU/mL))(实际值

2.6×109CFU/mL)，实际值与理论预测值十分接近，可见

该模型较好地预测了实际优化条件，说明响应面法适用

于脱脂乳营养因子的优化。

3 结 论3 结 论

通过对各种营养因子进行筛选和添加量优化，本研

究确定了L. casei LC2W脱脂乳营养因子的优化体系为：

葡萄糖添加量65.90g/L、大豆多肽添加量7.68g/L、MnSO4

添加量13.88mg/L。在此优化条件下接种L. casei LC2W
进行发酵，24h后发酵乳中L. casei LC2W的菌落总数高

达2.6×109CFU/mL，比优化前(2.1×108CFU/mL)提高了

11.38倍，优化效果显著。同时，在此优化条件下，发酵

乳凝乳时间缩短为7.5h，凝乳时发酵乳中L. casei LC2W
的菌落总数可达1.9×108CFU/mL。

随着“健康饮食”观念的不断深入，具有优异益生

功能的干酪乳杆菌越来越受到普通消费者的认同与欢迎，

但其生长特性成为制约以普通牛乳为载体进行干酪乳杆菌

发酵乳的规模化生产的瓶颈。本研究通过单因素试验筛选

了添加促进还原脱脂乳中L. casei LC2W繁殖产酸的营养因

子，并利用响应面法对营养因子的添加量进行了优化。该

优化体系具备一定的应用可行性，可为干酪乳杆菌发酵乳

制品的规模化生产提供相关的技术参考。
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