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热预处理和氧化预处理对鼠李糖乳杆菌喷雾
干燥菌粉性质的影响

张臣臣1,2,3，桂　亚4，韩越眉1,2，瓦云超1,2，印伯星1,3，顾瑞霞1,2, *
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4.江苏财经职业技术学院，粮食与食品药品学院，江苏淮安 223023）

摘　要：喷雾干燥法是低成本、高效率的益生菌菌粉生产方法，但是容易导致严重的活性损失。本研究通过热预处

理和氧化预处理提高鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 喷雾干燥菌粉的存活率、胃肠道耐受能力和耐贮藏能力。以未预处

理菌体为对照，采用 46 ℃ 1 h 的热预处理条件或 0.5 mmol/L H2O2 1 h 的氧化预处理条件处理菌体后进行喷雾干

燥。结果显示，对照组喷雾干燥存活率仅为 29%，而热预处理组和氧化预处理组喷雾干燥的存活率为 98% 和

76%，分别提高到 3.38 和 2.62 倍。对照组菌粉的人工胃液耐受存活率为 0.8%，而热预处理组和氧化预处理组菌粉

的人工胃液存活率达到了 76% 和 72%，分别提高到了原来的 95.0 和 92.5 倍。此外，热预处理组菌粉在−20 ℃
下贮藏 4 个月，菌体存活率仍大于 80%，氧化预处理组菌粉贮藏 4 个月的存活率则保持高于 40%。本研究表明，

鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 经过热预处理或氧化预处理后，菌体获得的热胁迫和氧化胁迫耐受能力，有助于其在喷

雾干燥中存活。
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Abstract：Spray drying is a commonly used method in the food industry since it is cost-effective and highly flexible, but
spray drying typically results in lower survival rate of starter cultures than freeze-drying. In this study, the influence of heat
pre-treatment (46 ℃, 1 h) and oxidative pre-treatment (0.5 mmol/L H2O2, 1 h) on the spray dried powder of Lactobacillus
rhamnosus hsryfm  1301  was  investigated.  The  results  showed  that  heat  pre-treatment  and  oxidative  pre-treatment  could
improve the survival rate. The survival rate of the untreated group was only 29%, while the survival rates of heat pre-treated
and oxidative pre-treated cells were 98% and 76%, which increased by 3.38 and 2.62 folds, respectively. At the same time,  

收稿日期：2021−09−28            
基金项目：国家自然科学基金青年科学基金项目（31801565）；江苏省自然科学基金青年基金项目（BK20180910）；扬州市-扬州大学市校合作共建科技创

新平台（YZ2020265）；2019 年度扬州市“绿扬金凤计划”。

作者简介：张臣臣（1988−），男，博士，副教授，研究方向：乳品微生物，E-mail：cczhang@yzu.edu.cn。
* 通信作者：顾瑞霞（1963−），男，博士，教授，研究方向：乳品工程，E-mail：guruixia1963@163.com。 

第  43 卷  第  12 期 食品工业科技 Vol. 43  No. 12
2022 年  6 月 Science and Technology of Food Industry Jun. 2022
 

https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2021090329
https://doi.org/10.13386/j.issn1002-0306.2021090329
mailto:cczhang@yzu.edu.cn


the acid-resistant of the untreated bacterial powder was 0.8%, while the acid-resistant survival rates of heat pre-treated and
oxidative pre-treated bacterial powder were 76% and 72%, which increased by 95.0 and 92.5 times, respectively. Moreover,
the heat pre-treated and oxidative pre-treated bacterial powder had good storage ability in the environment of −20 ℃. The
survival rate of heat pre-treated bacterial powder remained greater than 80% after stored at −20 ℃ for 4 months, and that of
oxidative  pre-treated  bacterial  powder  was  greater  than  40%.  It  was  suggested  that  the  strengthened  heat  stress  and
oxidative stress tolerance of L. rhamnosus hsryfm 1301 by heat pre-treatment and oxidative pre-treatment were helpful to
survive spray drying.

Key words：Lactobacillus rhamnosus；heat pre-treatment；oxidative pre-treatment；spray drying；storage

 

乳酸菌及其发酵乳制品已成为目前受欢迎的益

生菌功能食品之一[1]。乳酸菌的活性是其在食品中

进行发酵和人体内发挥益生作用的必要基础。研究

人员认为，乳酸菌的日摄入量达到 109 菌落形成单位

（colony forming unit，CFU）方能发挥较好的益生功

能[2]。然而，乳酸菌在生产、贮藏、运输和消费过程

中，会受到工艺流程、宿主、及自身代谢产物等多种

胁迫，引起活性损失[3]。

低温和干燥是目前最有效的微生物活性维持条

件。干燥菌粉活菌数高、活性稳定、货架期长，冷

链、运输和贮藏成本低，便于后续加工，是发酵剂和

益生菌制剂的主要产品形式。喷雾干燥法将乳酸菌

培养物雾化后，置于高温的流动热空气中，达到快速

干燥的目的，主要生产设备喷雾干燥塔是乳品工业的

基础设施，工艺成熟、干燥快速且连续生产能力强。

喷雾干燥法生产成本只有冷冻干燥法的 20% 左右，

能耗为冷冻干燥的 1/10~1/16[4]。乳酸菌培养物甚至

可以直接随食品一同喷雾干燥，使产品具有更好的均

一性，并进一步简化生产流程，降低生产成本。随着

乳酸菌奶粉、乳酸菌米粉、乳酸菌豆粉、乳酸菌慕斯

粉、乳酸菌冰激凌粉及含乳酸菌食品原料等产品的兴

起，喷雾干燥法展现出很好的应用前景。然而，较低

的存活率和稳定性仍限制喷雾干燥法的进一步应用。

在喷雾干燥过程中，乳酸菌直接暴露于高温的

空气中，其活性损失主要来自于生产过程中的热胁迫

和氧化胁迫，氧化胁迫同时是乳酸菌贮藏期间面临的

最主要胁迫[1]。乳酸乳球菌和双歧杆菌的喷雾干燥

存活率与其热胁迫和氧化胁迫耐受能力呈正相关[5−6]。

鼠李糖乳杆菌（Lactobacillus rhamnosus）hsryfm 1301
分离自中国巴马的长寿老人，具有明显的功能特性[7]。

该菌株对热胁迫和氧化胁迫存在明显的交叉适应，热

预处理或氧化预处理均能够同时提高菌株的热胁迫

和氧化胁迫耐受能力[8]，但是两种预处理方法是否能

够提高鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 的喷雾干燥存活

率及其提高水平仍不清晰。本文探究热预处理或氧

化预处理对鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 喷雾干燥存

活率及后续耐贮藏能力的影响，以期为喷雾干燥在鼠

李糖乳杆菌菌粉生产中的应用提供新的思路。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301　于 2013 年分离自

广西省巴马瑶族自治县的长寿老人，具有显著的降血

脂功能[7]，现保藏于中国普通微生物菌种保藏管理中

心（CGMCC No. 8545）；胃蛋白酶（1:10000）、牛胆盐

　北京索莱宝科技有限公司；30% H2O2　国药集团

化学试剂有限公司；de Man Rogosa Sharpe （MRS）培
养基　蛋白胨 10.0 g/L，牛肉浸粉 8.0 g/L，酵母浸粉

4.0 g/L，葡萄糖 20.0 g/L，磷酸氢二钾 2.0 g/L，柠檬酸

氢二铵 2.0 g/L，乙酸钠 5.0 g/L，硫酸镁 0.2 g/L，硫酸

锰 0.04 g/L，吐温 80 1.0 g/L，pH6.5±0.2。
GL-10MD 大容量高速冷冻离心机　湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司；MOBILE MINOR 喷雾干

燥机　德国 GEA Grop 集团；HH-8 水浴锅　上海力

辰邦西仪器科技有限公司；JF-SX-500 全自动灭菌锅

　日本 TOMY 公司；SW-CJ-1F 超净工作台　苏州

净化设备有限公司；SPX-150BSH 生化培养箱　上

海新苗医疗器械制造有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   菌株的培养　从冻存管中取鼠李糖乳杆菌

hsryfm 1301 的冻干菌粉（约 0.5 g），置于 5 mL MRS
液体培养基，37 ℃ 培养 24 h；将菌液在 MRS 固体培

养基上划线纯化；挑取单菌落，在 MRS 液体培养基

37 ℃ 培养 24 h；4 ℃ 保藏备用。 

1.2.2   热预处理　热预处理条件参照前期实验结果

进行 [8−9]，将活化的鼠李糖乳杆菌  hsryfm 1301 按

2%（v/v）的接种量转接到 600 mL MRS 液体培养基

中，混匀，37 ℃ 培养至 OD600 nm 为 1.8，然后将培养

好的菌液放置 46 ℃ 水浴锅中热处理 1 h。对照组不

进行热预处理。 

1.2.3   氧化预处理　氧化预处理条件参照前期实验

结果进行[8−9]，将活化的鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301
按 2%（v/v）的接种量转接到 600 mL MRS 液体培养

基中，混匀，37 ℃ 培养至 OD600 nm 为 2.0 左右。然

后将培养好的菌液离心，PBS 重悬后，添加终浓度为

0.5 mmol/L 的 H2O2，37℃ 下预处理 1 h。对照组不

进行氧化预处理。 

1.2.4   喷雾干燥条件　使用大容量高速冷冻离心机

将对照、热预处理和氧化预处理后的菌液以 4000 ×g
的转速离心 20 min，倒掉上清液，得到鼠李糖乳杆菌

hsryfm 1301 菌泥。将菌泥重悬于 0.6 L 保护剂，充

分混匀。将混悬液进行喷雾干燥（喷雾前 MRS 平板

计数；喷雾干燥参数：进风 120 ℃，出风 60 ℃，流速
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8.5 mL/min）[10−11]。对喷雾干燥获得的菌粉进行 MRS
平板计数[12]，喷雾干燥存活率通过公式（1）计算。喷

雾干燥保护剂：脱脂乳 150.0 g/L，海藻糖 90.0 g/L，
甘油 8.0 ml/L，加水定容至 1 L[11,13]。

喷雾干燥存活率 =
菌粉计数结果× (150+90)×0.6
菌悬液计数结果×600

= 0.24× 菌粉计数结果(CFU/g)
菌悬液计数结果(CFU/mL)

式（1）
 

1.2.5   喷雾干燥菌粉对人工胃液的耐受能力　分别

称取对照组、热预处理组和氧化预处理组喷雾干燥

菌粉 1.0 g，用 9.0 mL PBS 悬浮菌体，混匀。取 1.0 mL
的菌悬浮液转接至 9.0 mL 的 pH 2.5 人工胃液，37 ℃
培养 3 h，分别在 0 和 3 h 利用平板计数法测定活菌

数[12]，通过公式（2）计算其存活率（%）。

存活率(%) =
3 h的活菌数
0 h的活菌数

×100 式（2）

0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液：准确称取 8.0 g NaCl，
0.2 g KCl，1.44 g Na2HPO4，0.24 g KH2PO4 溶于700 mL
蒸馏水中，用 1.0 mol/L HCl 调 pH 为 7.2~7.4，最后

定容至 1 L。高压灭菌后（121 ℃，15 min），低温保藏

（4 ℃），备用。

模拟胃液配制方法：准确称取 0.5 g NaCl，0.3 g
胃蛋白酶溶于 50 mL 蒸馏水中，用 1.0 mol/L HCl 调
节 pH 为 2.5，最后定容至 100 mL，过滤除菌（0.22 μm
滤膜），4 ℃ 低温保藏[14]。 

1.2.6   喷雾干燥菌粉对胆盐的耐受能力　胆盐是益

生菌在人体肠道中面临的主要胁迫，大量益生菌筛选

研究用胆盐培养基模拟肠道胁迫[14]。分别称取对照

组、热预处理组和氧化预处理组喷雾干燥菌粉 1.0 g，
用 9.0 mL PBS 悬浮菌体，混匀。取 1.0 mL 的菌悬

浮液转接至 9.0 mL 的含 0.1% 胆盐的 MRS 液体培

养基中，37 ℃ 培养 3 h，分别在 0 和 3 h 利用平板计

数法测定活菌数[12]，通过公式（2）计算其存活率（%）。

胆盐培养基配制方法：准确称取一定量的胆盐

溶于 MRS 液体培养基中，使其胆盐浓度（w/v）为
0.1%，用 0.1 mol/L HCl 调节 pH 为 6.5±0.2，高压灭

菌后（121 ℃，15 min），冷却备用[14]。 

1.2.7   喷雾干燥菌粉在贮藏期内活菌数的变化　将

对照喷雾干燥菌粉、热预处理喷雾干燥菌粉和氧化

预处理喷雾干燥菌粉分别放置−20 ℃、4 ℃ 和室温

（25 ℃）下密封避光贮藏[15]。用 MRS 固体培养基对

菌粉进行平板计数（前 5 个周每周 1 次，后续每月

1 次）[12]。存活率通过公式（1）计算。 

1.3　数据处理

所有实验均设置 3 次平行；采用 Excel 进行数据

处理；采用 SPSS 19.0 软件对实验数据进行显著性

分析，P<0.05 为差异显著；使用 Origin和 Visio 进行

绘图。 

2　结果与分析 

2.1　热预处理和氧化预处理对菌株喷雾干燥存活率的

影响

热预处理和氧化预处理未对菌株的生长产生大

的影响，同等生长时间活菌数均可以达到 1×108

CFU/mL 以上。未经热预处理的鼠李糖乳杆菌

hsryfm 1301 菌液经喷雾干燥后存活率仅为 29%，而

经过热胁迫处理菌液经喷雾干燥后存活率达到了

98%，存活率提高到原来的 3.38 倍（图 1）。氧化预处

理同样可以提高鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 在喷雾

干燥中的存活率。氧化预处理后菌液经喷雾干燥存

活率约为 76%，相较于未经氧化胁迫处理的菌株的

喷雾干燥存活率提高了约 1.62 倍（图 1）。这说明菌

株经过 46 ℃ 热胁迫或 0.5 mmol/L H2O2 氧化胁迫

后，菌体获得的热胁迫和氧化胁迫耐受能力，有助于

其在喷雾干燥中存活。

 
 

存
活

率
 (%

)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

a

b

c

9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

活
菌

数
 (l

g 
(C

FU
/m

L)
)

喷雾前 喷雾后 存活率

对照 热预处理 氧化预处理

图 1    热预处理和氧化预处理后菌株的喷雾干燥存活率
Fig.1    Survival rates of heat pre-treated or oxidative pre-treated

L. rhamnosus hsryfm 1301 cells during spray drying
注：不同小写字母表示差异显著，P<0.05；图 2 同。

 

已有研究表明，热预处理能够提高一些乳杆菌

的喷雾干燥存活率。对植物乳杆菌 299V 和嗜酸假

单胞菌 HA-61112 分别进行 49.5 和 50 ℃ 胁迫处理

后，这两株菌在喷雾干燥过程中细胞活性没有显著降

低[16]。同样较温和的热处理条件（52 ℃, 15 min）不
会影响植物乳杆菌 8329 喷雾干燥前的细胞活性，却

能显著提高其喷雾干燥的存活率[17]。除热预处理能

够赋予乳酸菌较高的热和喷雾干燥的耐受性外，酸、

胆盐、渗透压、氧化胁迫也能达到类似效果。Desmond
等发现将副干酪乳杆菌 NFBC 338暴露于亚致死浓

度 H2O2（3 mmol/L）、盐溶液（0.3 mol/L NaCl）中，可

以显著提高喷雾干燥的存活率[18]。

本文的实验结果发现，热预处理或氧化预处理

同样能够提高鼠李糖乳杆菌的喷雾干燥存活率，但是

与文献报道的其它乳杆菌所需要的预处理条件强度

有所不同，表明不同菌种对胁迫的预适应能力存在差

异。作者的前期研究表明，热预处理或氧化预处理除

了能够提高菌株对同种胁迫的耐受之外，还存在交叉

保护作用。经温和热预处理后，菌株的氧化胁迫耐受
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能力提高 13 倍；经温和氧化预处理后，菌株的热胁

迫耐受能力提高 150 倍[8]。因此，预处理手段对喷雾

干燥过程中菌体的保护可能存在多种机制。热预处

理的效果好于氧化预处理，可能是由于热胁迫是喷雾

干燥中的最主要胁迫[19]。这种预处理赋予的保护作

用可能是由于特定胁迫蛋白的合成所致。已有研究

证明喷雾干燥前热胁迫蛋白（尤其是负责预防或修复

错误折叠多肽的蛋白或分子伴侣）的过量产生是保护

菌体免受干燥损伤的有效手段，Prasad 等[20] 利用二

维凝胶电泳和 N 端测序分析了鼠李糖乳杆菌在热胁

迫条件下的蛋白质合成，发现蛋白质 GroEL 和 DnaK，

糖酵解酶甘油醛-3-磷酸脱氢酶和 ABC 运输相关蛋

白质上调。 

2.2　热预处理和氧化预处理对喷雾干燥菌粉胃肠道环

境耐受能力的影响

胃肠道中的酸胁迫和胆盐胁迫是益生菌在肠道

中定殖所面临的主要胁迫。对照组菌粉在模拟人工

胃液和 0.1% 胆盐中的存活率为 0.8% 和 72%。热

胁迫处理后喷雾干燥的菌粉对模拟人工胃液和 0.1%
胆盐的耐受能力分别为 76%、74%，与对照组菌粉相

比，热预处理菌株喷雾干燥菌粉的酸胁迫存活率提高

了 94.0 倍（P<0.05），耐胆盐能力未受不良影响（P>
0.05）（图 2）。这表明热胁迫处理不仅提高了菌株的

喷雾干燥存活率，同时大幅提高了菌粉的胃酸耐受能

力。氧化预处理菌粉对模拟人工胃液和 0.1% 胆盐

的存活率分别为 72% 和 89%（图 2），耐酸、耐胆盐

能力分别提高了 91.5 倍和 24%。因此，氧化胁迫处

理不仅提高了菌株的喷雾干燥存活率，同时显著提高

了菌粉对胃肠道环境的耐受能力（P<0.05）。
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图 2    热预处理和氧化预处理喷雾干燥菌粉的
胃肠道环境耐受能力

Fig.2    Resistance of spray dried powder to simulated
gastrointestinal digestion

 

鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 喷雾干燥菌粉的耐

胆盐能力较强，对照组喷雾干燥菌粉的耐胆盐

（0.1%）存活率为 72%，热预处理对菌粉的耐胆盐能

力没有负面影响，氧化预处理则进一步提高了其耐胆

盐能力。鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 喷雾干燥菌粉

的耐胃酸能力较弱，远低于未喷雾培养液中菌体的胃

酸耐受能力[21]，可能是由于与耐酸相关的酶类或膜系

统受到了损伤；但是经热预处理或氧化预处理后，其

胃酸耐受能力均大幅提升，表明预处理手段减轻了喷

雾过程中耐酸相关的酶类或膜系统受到的损伤。上

述结果表明预处理重建了喷雾干燥菌粉的胃酸耐受

能力，使其能够更好地通过胃肠道，有利于其发挥益

生菌制剂应有的功能。热预处理和氧化预处理对菌

体酸胁迫和胆盐胁迫耐受能力的强化作用可能缘于

菌体对胁迫的交叉适应，但是具体机制仍有待研究[22]。 

2.3　喷雾干燥菌粉活的耐贮藏能力

相较于冷冻干燥菌粉，喷雾干燥菌粉的耐贮藏

能力较弱，本文分 3 种贮藏条件研究了不同预处理

菌粉的耐贮藏能力。对照菌粉在常温贮藏下活性仅

能维持 3 周，随后迅速损失，在一个月内存活率即降

至 0（图 3c）；在 4 ℃ 和−20 ℃ 条件下，耐贮藏能力较

好且相似，在 4 个月内一直维持在 20% 以上（初始

为 29%），且后期趋于平稳，无下降趋势（图 3a, 3b）。
 

对照 热预处理 氧化预处理

100
a

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

存
活

率
 (%

)

0 30 60 90 120
贮藏时间 (d)

b 对照 热预处理 氧化预处理

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

存
活

率
 (%

)

0 30 60 90 120
贮藏时间 (d)

c 对照 热预处理 氧化预处理

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

存
活

率
 (%

)

0 30 60 90 120
贮藏时间 (d)

图 3    热预处理和氧化预处理喷雾干燥菌粉在不同
贮藏条件下的存活能力

Fig.3    Survival rates of spray dried powder during storage
注： a：−20 ℃；b：4 ℃；c：室温。
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热预处理组菌粉在−20 ℃ 的贮藏环境中存活率较为

稳定，贮藏 120 d 后，其存活率仍然大于 80%，而且在

贮藏后期存活率几乎保持不变（图 3a）；在 4 ℃ 环境

下的耐贮藏能力稍弱，120 d 储藏后热预处理组菌粉

存活率下降到 65%，但仍大幅高于对照菌株（图 3b）；
在常温下耐贮藏能力极弱，甚至弱于对照菌粉，存活

率在 3 周内即下降至 0（图 3c）。氧化预处理组同样

在−20 ℃ 的贮藏条件下贮藏能力最好，菌粉贮藏 120 d
后存活率仍然可以维持在 40% 以上；4 ℃ 的贮藏能

力稍弱，菌粉贮藏 120 d 后存活率下降到 35%；氧化

预处理组菌粉在这两种条件下的表现均优于对照组

而劣于热预处理组。氧化预处理组菌粉在常温条件

下活性下降同样很快，贮藏 3 周内即下降至 0。
室温条件不适于鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 喷

雾干燥菌粉的贮藏，3 种菌粉在室温下存活率均大幅

下降，1 个月内存活率均降至检测限以下。贮藏温度

越低，贮藏效果越好，这与文献报导的其它乳杆菌喷

雾干燥菌粉和冷冻干燥菌粉的贮藏规律相符[23]。低

温条件下，热预处理菌粉表现最好的耐贮藏能力，能

够在−20 ℃ 或者 4 ℃ 下长期保持较高活菌数。这

表明喷雾干燥菌粉中的菌体仍维持一定的生理代谢

活动，在常温下会导致菌体内平衡失调或能源耗尽，

导致菌体死亡。有研究表明较低的水分活度有利于

菌粉的贮藏，但是需要较高的出风温度，进而导致较

低的存活率[15]。因此，通过比较热预处理、氧化预处

理及对照菌粉中菌体的转录组或代谢组数据，将有利

于分析菌体耐贮藏的内在机制，为提高耐菌粉贮藏能

力提供理论支持。 

3　结论
鼠李糖乳杆菌 hsryfm 1301 经喷雾干燥后能够

保持一定的活菌数量，热预处理和氧化预处理可以有

效提高菌株在喷雾干燥中的存活率、菌粉的胃肠道

环境耐受能力和低温下的耐贮藏能力。热预处理比

氧化预处理有更好的处理效果，不同预处理手段的不

同效果，也为喷雾干燥中热胁迫和氧化胁迫的耐受研

究提供了新的切入点。本研究获得的喷雾干燥菌粉

存活率和胃肠道耐受能力较好，但是贮存条件较为苛

刻，未来通过综合不同预处理手段及培养条件，改进

喷雾干燥参数，将使喷雾干燥在菌粉生产中的应用更

进一步。
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