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摘要：双歧杆菌在维护宿主健康方面具有重要作用，因此对其高密度培养条件的探索具有

重要意义。目前，双歧杆菌的高密度培养主要受到培养基组分和培养条件的优化的影响。

这里报道了一种用于双歧杆菌高密度培养的补料培养基及补料方法。该方法使用补料与碱

泵耦合的方法进行补料，通过控制发酵培养基的 pH值来调节补料培养基的补入量。此外，

本研究还进行了补料培养基的优化实验，通过调整氢氧化钠和葡萄糖浓度的比例，比较了

不同补料培养基的发酵性能。实验结果表明该补料培养基及补料方法适用于两歧双歧杆菌、

青春双歧杆菌、动物双歧杆菌、长双歧杆菌等多种双歧杆菌，而且能够达到较高的活菌密

度。本研究提出的补料培养基及补料方法可为双歧杆菌的高密度培养提供有效的解决方案。
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high-density cultivation of Bifidobacterium
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Abstract: Bifidobacterium plays a significant role in maintaining host health, making the

exploration of high-density cultivation conditions crucial. Currently, the high-density cultivation

of Bifidobacterium is mainly influenced by the optimization of culture medium components and

cultivation conditions. Here, we report a supplementary culture medium and supplementation

method for high-density cultivation of Bifidobacterium. The method utilizes coupling of

supplementation with an alkaline pump to control the supplementation rate of the culture

medium by adjusting its pH value. Furthermore, optimization experiments of the

supplementation culture medium were conducted by varying the ratio of sodium hydroxide to
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glucose concentrations, comparing the fermentation performance of different supplementation

culture media. Experimental results demonstrate that this supplementation culture medium and

supplementation method are applicable to various Bifidobacterium strains such as

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis, and

Bifidobacterium longum, achieving high viable cell densities. The proposed supplementation

culture medium and supplementation method in this study offer an effective solution for

high-density cultivation of Bifidobacterium.

Key words: Bifidobacterium; high-density cultivation; supplementary culture medium;

supplementation method; alkaline pump coupling

双歧杆菌广泛分布于动物和人类的肠道中，已经发现双歧杆菌在维护宿主健康方面起

着极其重要的作用，双歧杆菌作为益生菌的功能特性已经引起了越来越多的关注[1-3]。双

歧杆菌的益生菌制剂有潜力通过选择和加强有益菌群来调节肠道微生物群的组成和微生物

平衡，从而更有利于人体健康。双歧杆菌制剂已被报道能改善肥胖相关特征、缓解便秘和

增强免疫力[4-6]。双歧杆菌已经成为国内外正在快速发展的微生态制剂中的主要菌种之一。

努力探索双歧杆菌的高密度生长条件，对于提高该菌的生产效率和应用推广具有重要意义。

双歧杆菌的高密度培养条件的摸索主要涉及培养基组分和培养条件的优化。目前，

MRS 培养基是最常用的双歧杆菌等乳酸菌培养基，被广泛地用于双歧杆菌的发酵中[7]。

双歧杆菌的最适生长 pH 值在 6.0-7.0 之间[8]，然而，由于双歧杆菌发酵过程中会产生有

机酸等代谢副产物，导致培养过程中培养基的 pH 值不断地降低，限制细菌的生长[9-11]。

为解除酸等代谢副产物对双歧杆菌生长的限制，一些创新型的发酵培养方法已经被提出，

比如细胞周期培养、透析培养、细胞固定培养和嵌入法[12-15]。然而，这些方法在工业应

用中受到了各种因素的限制。目前，分批的发酵罐内恒定 pH培养方法仍然是主流，在发

酵中通过添加碱性溶液来控制培养基的 pH值，以减轻酸性生长抑制。在解除酸性生长抑

制后，双歧杆菌的生长还受到渗透压和底物不足的限制[16]。许多营养物在高浓度下导致

的高渗透压对细胞有抑制作用，而为了达到高细胞密度，又必须供给大量的营养物质。因

此，为了双歧杆菌培养中有效地利用底物，必须优化培养过程以解决底物浓度和渗透压之

间的矛盾。将浓缩营养物以与其消耗速率成比例地加入反应器中是一种有效的解决底物浓

度和渗透压之间的矛盾的方法，为此产生了多种形式的补料喂养模型：间歇喂养，恒定喂
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养和指数喂养[17-19]。在间歇补料喂养中，通过周期性检查并补充生长基质中的葡萄糖含

量达到稳定葡萄糖浓度的目的，然而，这种补料模型决定了必然需要大量人力。而且在对

数生长阶段，细菌细胞快速消耗葡萄糖，因此在任何两个测量间隔期间可能发生底物缺乏，

可能会导致补料不及时，进而影响细菌的生长。在恒定补料喂养中，饲料介质以恒定的流

速持续添加到发酵培养基中。这种方法优点是减少了人力需求。但是，益生菌对葡萄糖的

消耗速率不是恒定的，这就导致了低喂养速率可能导致细菌生长的底物不足，而高喂养速

率会引起过量底物积累，也会抑制细菌生长。对于指数喂养模型，在益生菌前期生长阶段，

指数喂养能够很好的耦合细菌对数生长。然而，在细菌对数生长后期，细菌生长速率趋缓，

而流加速率继续指数增加会导致底物浓度迅速增加，进而对细菌菌株的生长能力造成不良

影响。因此，指数喂养模型也不是合理的方法。综上所述，在益生菌菌株生长期间，这些

方法均不能准确控制生长介质中的葡萄糖含量。

目前，针对双歧杆菌等厌氧菌发酵过程中产酸，而且产酸与消耗的碳源成正比的特性

[20]，通过将补料与碱泵偶联，可实现了补碱的同时补加碳源。然而，补料与碱泵偶联对

于发酵罐技术要求高，该技术仍没有在实验室和工厂中得到广泛推广。

1 补料系统的设计

为克服现有技术中的缺陷，这里提出了一种用于双歧杆菌高密度培养的补料培养基及

补料方法，技术方案如下：

一种用于双歧杆菌高密度培养的补料培养基，该补料培养基包括质量比为 1:10的氢氧

化钠与葡萄糖。其中氢氧化钠浓度小于等于 50 g/L，葡萄糖浓度小于等于 500g/L。可减少

补料培养基中氢氧化钠、葡萄糖和溶氧氧化还原反应产生的副产物浓度。

为了减少补料培养基中氢氧化钠、葡萄糖和溶氧的氧化还原反应，配制补料培养基的

水应尽可能减少溶氧。可通过高温灭菌、煮沸、通氮气或通二氧化碳的方法减少溶氧。氢

氧化钠和葡萄糖溶液应分别进行灭菌后进行混合。

使用所述的补料培养基的补料方法，需将补料培养基通过碱泵与发酵培养基连接，根

据所述的发酵培养基的 pH 值控制所述的补料培养基的补入量即成。碱泵的流速为

5-10mL/min；碱泵的每次开启时间小于等于 30s；发酵培养基的 pH值的检测周期为 20s。

补料培养基补入后发酵培养基的 pH值与补入前发酵培养基的 pH值之差小于等于 0.1。

用于双歧杆菌高密度培养的发酵的方法包括如下步骤：

（1）将双歧杆菌种子液接种至发酵培养基中进行发酵；
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（2）将补料培养基通过碱泵与发酵培养基连接，根据所述的发酵培养基的 pH值控制

所述的补料培养基的补入量；

（3）在发酵过程中，间隔 1小时对发酵培养基取样，检测 580nm-620nm下的吸光度

值，并检测葡萄糖浓度与活菌数目，当吸光度值大于 0.5且相邻 2次取样的吸光度值相等

或降低即为发酵结束。

2 补料培养基的优化

制备如下 5种补料培养基，其中氢氧化钠浓度(g/L)和葡萄糖浓度(g/L)比值分别为 1:2、

1:5、1:10、1:20、1:40，以比较发酵性能。

发酵培养基组成如下：1000mL蒸馏水、14.3g大豆蛋白胨、16.7g酵母粉，10g葡萄糖，

0.5g可溶性淀粉，1g氯化钠，1g磷酸氢二钾，1g磷酸二氢钾，0.01g FeSO4•7H2O，0.005g

MnSO4，0.2gMgSO4，0.5g L-半胱氨酸，使用 50g/L的氢氧化钠溶液调节 pH至 6.8；其中

L-半胱氨酸配制为 50g/L浓度，膜过滤除菌，在发酵培养基灭菌结束后再按照 1/100（v/v）

加入 L-半胱氨酸。

发酵罐通气孔中接入氮气，使得溶氧降至 1mg/L以下；设置发酵参数：发酵温度设为

37.0℃范围内，搅拌转速 200r/min，培养基温度达到 37.0℃后，在火焰圈的无菌环境下按

照 5%（v/v）的接种量加入种子液，同时，加入 3滴消泡剂；开启发酵罐搅拌器，设置种

子液加入后的培养基的当前 pH值 6.6为发酵设定 pH值。

补料设置参数：将补料培养基中碱泵利用软管连接，设置碱泵最大流速为 10mL/min，

设置碱液根据 pH自动控制加入，设置碱泵启动参数为 pH值小于 6.55，设置每隔 10秒测

定一次 pH值，设置每次碱泵开启时间 15秒；

发酵中，每隔 3小时测 OD，每隔 5小时取样监测培养液葡萄糖浓度，检测到 15小时。

如图 1所示，发现在发酵前 5小时，各补料培养基都可以维持葡萄糖浓度处于适宜双

歧杆菌快速生长的浓度（灰色范围），而从发酵 10小时开始，氢氧化钠浓度(g/L)和葡萄糖

浓度(g/L)比值为 1:2的补料出现了葡萄糖浓度的下降，说明该碱碳比例在发酵后期不足以

满足双歧杆菌开始生长对碳源的需求。同样的，从发酵 10小时开始，氢氧化钠浓度(g/L)

和葡萄糖浓度(g/L)比值为 1:40的补料出现了葡萄糖浓度的过高，说明该碱碳比例在发酵后

期不足可能产生高渗透压，不适合双歧杆菌的生长。而氢氧化钠浓度(g/L)和葡萄糖浓度(g/L)

比值 1:5至 1:20补料可以维持发酵过程中葡萄糖浓度的稳定。综合下来，我们发现了补料

培养基中氢氧化钠浓度(C碱，g/L)和葡萄糖浓度(C料，g/L)的合适比值为 1:5至 1:20。
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图 1 不同配比的补料培养对发酵体系葡萄糖浓度的影响的柱状图

3 补料系统的应用实践

3.1 两歧双歧杆菌高密度培养

如图 2所示，使用本方法，发酵体系中 pH值始终保持在 6.6±0.1，葡萄糖浓度始终维

持在 9-13g/L，发酵结束时，发酵液总体积达到 4.9L，吸光度达到 OD620 12.8，活菌密度

最高达到 8.5±0.2 ×109 cfu/mL。

图 2 两歧双歧杆菌的高密度培养的曲线图

3.2 长双歧杆菌高密度培养

如图 3所示，使用本方法，发酵体系中 pH值始终保持在 6.9±0.1，葡萄糖浓度始终维

持在 8.5-13g/L，发酵结束时，发酵液总体积达到 4.4L，吸光度达到 OD620 9.2，活菌密度最

高达到 6.4±0.2 ×109 cfu/mL。

图 3 长双歧杆菌的高密度培养的曲线图
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3.3 青春双歧杆菌高密度培养

如图 4所示，使用本方法，发酵体系中 pH值始终保持在 6.7±0.1，葡萄糖浓度始终维

持在 7-11g/L，发酵结束时，发酵液总体积达到 4.6L，吸光度达到 OD620 15.3，活菌密度最

高达到 1.2±0.1 ×1010 cfu/mL。

图 4 青春双歧杆菌的高密度培养的曲线图

3.4 动物双歧杆菌的高密度培养

如图 5所示，使用本方法，发酵体系中 pH值始终保持在 6.5±0.1，葡萄糖浓度始终维

持在 7-12g/L，发酵结束时，发酵液总体积达到 4.2L，吸光度达到 OD620 20.5，活菌密度最

高达到 1.7±0.1 ×1010 cfu/mL。

图 5 动物双歧杆菌的高密度培养的曲线图

4 结语

该研究提供了一种用于双歧杆菌高密度培养的补料培养基及补料方法，补料方法包括

如下步骤：将补料培养基通过碱泵与发酵培养基连接，根据发酵培养基的 pH值控制补料

培养基的补入量即成。通过优化补料培养基及补料方法，无需发酵罐补料偶联技术便实现

了根据 pH值变化，利用碱泵自动补充碳源和碱液，实现了保持 pH值和碳源浓度的稳定；

该补料方法对发酵罐的设备技术要求低，操作简单，降低了发酵成本。
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