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生孢梭菌芽孢萌发条件的优化 
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摘要：本文研究了不同温度、时间和 pH 值条件下，生孢梭菌芽孢萌发所需的最佳条件。本研究将活化传代好的生孢梭菌菌液

培养 7 d，多次离心后，加入无菌水制成生孢梭菌芽孢悬浮液，处理温度为 70 ℃~90 ℃，处理时间为 5~25 min，处理 pH 值为 4~8，

用平板计数法观察计算不同条件处理后的芽孢萌发率，用响应面优化法对影响生孢梭菌芽孢萌发率三个条件的最佳值进行了研究。通

过分析所建立的二次多项回归方程，得到生孢梭菌芽孢萌发的最佳条件为，当温度为 80.90 ℃，时间为 20.72 min，pH 值为 4.69 时，

生孢梭菌芽孢萌发率最高可以达到 80%。本文试验结合芽孢萌发机理，利用芽孢的最佳萌发条件，用较温和的条件使芽孢萌发，为

使芽孢“先萌发，再杀灭”的新杀菌方式奠定基础，为杀灭芽孢这一难题提供了新思路和低强度杀菌的可行性，对将其应用于低酸性罐

头食品的杀菌有重要意义。 
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Abstract: To study the optimum conditions for the spore germination of Clostridium sporogenes under different temperature, time and pH 

values,in this study, the spore suspension of Clostridium sporogenes was prepared by activating the passaged Clostridium sporogenes solution 

for 7 days, centrifugation for several times, and adding sterile water. The treatment temperature was 70 ℃~90 , and the treatment time was ℃

5~25 ℃. The germination rate of Clostridium sporogenes was observed and calculated by plate counting method, and the optimal values of 

three conditions affecting the germination rate of Clostridium sporogenes were studied by response surface methodology. Through the analysis 

of the quadratic multiple regression equation, the best conditions for spore germination of Clostridium sporogeneswere obtained as follows: 

when the temperature was 80.90 , the time was 20.72 min, and the pH value was 4.69, the highest germination rate of ℃ Clostridium 

sporogenum could reach 80%. In this paper, combined with the mechanism of spore germination, the optimum germination conditions of spores 

were used to make the spores germinate under mild conditions, which laid the foundation for the new sterilization method of "germination first 

and then killing"; and provided a new idea and feasibility of low-intensity sterilization for the difficult problem of spore killing, which was of 

great significance to the application of low-intensity sterilization in the sterilization of low acid canned food. 
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子生态与食品安全 

罐头食品杀菌目的是杀死食品中所污染的致病菌

和腐败菌，并破坏食物中的酶使产品的货架期达到二

年以上。在肉类罐头中最易发生中毒事件的就是肉毒

梭菌（Clostridium botulinum）毒素中毒[1]。肉毒梭状

芽孢杆菌是低酸性罐头食品中危害最大的微生物之一
[2]，由于其产生强效神经毒素和抗性内生孢子的能力



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2021, Vol.37, No.2 

50 

而成为重要的食品安全问题[3]。肉毒梭状芽孢杆菌属

于厌氧性梭状芽孢杆菌属，为革兰氏阳性菌，专性厌

氧生长[4]，最常用的杀菌方式是高温高压杀菌，但这

种杀菌方法温度高、时间长，不仅会导致食物因产生

“蒸煮味”而口感变差[5,6]，也容易导致营养物质被破

坏。随着食品工业的发展，高温高压等杀菌方法正在

被改进。同时，找到肉毒梭状芽孢杆菌低强度的杀菌

方式是低酸性罐头食品杀菌问题中的关键点和难点。 
但肉毒梭状芽孢杆菌属于高致病性病原微生物，

对研究人员的生命安全存在一定威胁，而生孢梭菌

（Clostridium sporogenes）的性质和特征都与肉毒梭状

芽孢杆菌非常相似，所以常作为实验室中肉毒梭状芽

孢杆菌的替代菌进行研究[7]。 
生孢梭菌又译产孢梭菌，是典型的严格厌氧型细

菌，为梭状芽孢杆菌属，细胞大小（0.3~0.4）μm×
（1.4~6.6）μm，芽孢卵圆形、次端生。在固体培养基

上菌落直径 2~6 mm，中部突起，白色至淡黄色，边

缘假根状，半透明，表面无光泽，能分解蛋白质和糖

类，发酵葡萄糖和麦芽糖，产丁酸和少量乙酸等，存

在于土壤、伤口和肠道内。生孢梭菌是不产毒素的蛋

白水解型肉毒梭菌 B、E、和 F 种的研究替代菌，本

身也能引起食品的腐败[8,9]。同时，生孢梭菌也是近几

年微生物中的研究热潮，Valero Antonio 等研究了 pH、

NaCl 和时间对产孢梭菌的孢子萌发概率的影响[10]；郭

长凯等研究了微波热处理对生孢梭菌的影响，通过设

计同步升温曲线分析微波和传统热处理对三文鱼样品

中生孢梭菌的灭活效果[11]。杜翠荣等研究了次磷酸钠

对部分革兰氏阳性厌氧菌（特别是肉制品中肉毒梭菌）

的抑制效果[12]。马仕洪等采用抗力仪和油浴仪处理生

孢梭菌的芽孢悬液，使其达到灭菌条件[13]。 
生孢梭菌个体生长到一定阶段，受到营养缺乏、

环境胁迫等因素的刺激就会产生芽孢[14]，芽孢可能呈

圆形或是椭圆形，直径大于菌体直径[15]，会使整个菌

体呈梭形[16]。芽孢由外壁、芽孢衣、外膜、皮层、细

胞壁、内膜和内核等结构组成（图 1）。其中，芽孢的

原生质体中有 2,6-吡啶二羧酸（dipicolinic acid）含量

高，为芽孢干重的 5%~15%，能与钙离子形成络合物

对热和其他致死因子有极强的抗逆性，芽孢形成过程

中，2,6-吡啶二羧酸随即合成，芽孢就会具有耐热性。 
芽孢可以长时间保持休眠状态，一旦遇到适宜的

环境，芽孢就能迅速萌发成为具有代谢功能的营养细

胞，从而降低对外界刺激的耐受力[17-20]。它对高温、

高静压、干燥、辐射、低温等条件都具有极强的抗逆

性[21,22]。芽孢的热抵抗力很强，干热 180 ℃，5~15 min
或高压蒸汽 121 ℃，30 min，才能被杀死。同时，芽

孢在探测到外界有适宜萌发条件时就会开始萌发，生

长成新的营养细胞[23]。 

 
图1 芽孢结构示意图 

Fig.1 Endospore structure diagram 

常见的高温高压的灭菌方式会使产品品质大大降

低，找到一种低强度的灭菌方法，能够较大程度的保

留食物的风味和营养价值是食品工业的新热点。结合

芽孢萌发机理，找到芽孢萌发的最佳条件，使芽孢“先
萌发，再杀灭”为这一难题提供了新思路和低强度杀菌

的可行性，对将其应用于低酸性罐头食品有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与培养基  

生孢梭菌（10385），购于中国工业微生物保藏管

理中心，0 代菌，包装形式为冻干管；硫乙醇酸盐流

体培养基，北京奥博星生物技术有限责任公司；平板

计数琼脂，北京陆桥技术有限责任公司。 

1.2  仪器与设备 

无菌操作台，苏州净化设备有限公司；恒温水浴

锅、恒温恒湿培养箱，上海鸿都电子科技有限公司；

SX-500 型高压蒸汽灭菌锅，日本 TONY 公司；20 mL
玻璃瓶；厌氧盒、厌氧袋，日本三菱瓦斯化学株式会

社；JJ3000 型电子分析天平，常州市双杰测试仪器厂；

pH 计，上海仪电科学仪器股份有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  实验流程 
菌种活化→继代培养→收集芽孢→单因素试验→响应面

试验→结果分析 

1.3.2  菌种活化与继代培养 
1.3.2.1  菌种活化 

在无菌操作台中开启菌种冻干管，加入 1 mL 硫

乙醇酸盐流体培养基，将冻干粉菌种溶解，取 0.1 mL
冻干粉菌液转移到装有10 mL硫乙醇酸盐流体培养基



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2021, Vol.37, No.2 

51 

的玻璃瓶中[24]，用无菌棉塞在玻璃瓶口，将玻璃瓶至

于 35 ℃的厌氧盒中培养 24 h。 
1.3.2.2  菌种继代培养  

取 0.1 mL 上述活化后的新鲜培养物加至 10 mL
硫乙醇酸盐培养基中 35 ℃培养 24 h，重复两次[25]。 
1.3.3  芽孢悬浮液的制备 

7 d 后取少量培养液做芽孢染色镜检，发现有大量

芽孢存在。取培养液至无菌离心管中，2000 r/min，4 ℃
离心 10 min，取上清液；6000 r/min，4 ℃离心 10 min
取底部沉淀，加入无菌水混匀，重复离心 3 次，再次

加入无菌水混匀，获得芽孢悬浮液，置于 4 ℃冰箱内

保存备用[26]。  
1.3.4  单因素试验 

试验单元为含有芽孢浓度为 108 CFU/mL 的 1.5 
mL 硫乙醇酸盐培养基液体。参考肉毒梭状芽孢杆菌

的芽孢萌发最佳时间和温度[1]设置本试验中单因素的

水平及梯度。 
1.3.4.1  不同水浴时间处理 

将样品在水浴温度为 80 ℃，pH 值为 5.0 条件下

分别处理 5、10、15、20、25 min，重复三次。 
1.3.4.2  不同温度处理 

将样品在水浴时间为 20 min，pH 值为 5.0 条件下

下分别处理 70 ℃、75 ℃、80 ℃、85 ℃、90 ℃，重

复三次。 
1.3.4.3  不同 pH 值处理 

在 pH 值低于 4.6 的条件下，大多数芽孢不会萌发

且生长受到抑制。将样品在水浴温度为 85 ℃，处理

时间为 20 min 条件下分别调整 pH 值为 4、5、6、7、
8，重复三次。 
1.3.5  响应面优化 

在单因素试验的基础上，根据 Box-Behnken 设计

原理，以芽孢萌发率为响应值，选取温度(A)、时间(B)、
pH 值(C)为影响因子，每个因子取三个水平，以（-1，
0，1）编码，进行 3 因素 3 水平响应面实验，试验因

素水平设计见表 1。 
表1 响应面试验因素水平编码表 

Table 1 Factors and levels of response surface experiment 

因素 -1 0 1 
A（温度/℃） 75 80 85 

B（时间/min） 15 20 25 

C（pH 值） 4 5 6 

1.3.6  芽孢平板计数 
将处理前后的芽孢悬浮液进行平板稀释，每个平

板中加入 0.1 mL 的稀释菌液，在 35 ℃的厌氧盒中进

行培养，48 h 后进行计数[27]。 

2  试验结果与数据分析 

2.1  单因素试验结果 

查阅文献可知，芽孢常见的萌发温度为 60 ℃~ 
80 ℃，而梭菌属比杆菌属的细菌耐热性更强，芽孢更

难萌发。本实验在预实验的基础上将温度设定为 70、
75、80、85、90 ℃等 5 个梯度，将时间设定为 5、10、
15、20、25 min 等 5 个梯度，将 pH 值设定为 4、5、
6、7、8 等 5 个梯度，进行单因素实验。 
2.1.1  不同处理温度对芽孢萌发率的影响 

 
图2 不同温度对芽孢萌发率的影响 

Fig.2 Effect of processing temperature on spore germination 

由图 2 可知，生孢梭菌芽孢的萌发率随着温度的

升高而增加，当温度达到 80 ℃时，萌发率最高达到

79.13%，然后随着温度的升高而降低。大部分芽孢的

萌发温度在 60 ℃~80 ℃，可知温度达到 80 ℃时，热

作用对生孢梭菌芽孢外壁的刺激达到最大，促使芽孢

萌发。 
2.1.2  不同处理时间对芽孢萌发率的影响 

 
图3 不同时间对芽孢萌发率的影响 

Fig.3 Effect of different time on spore germination rate 

由图 3 可知，生孢梭菌芽孢的萌发率随着时间的

增长而升高，当时间达到 20 min 时，萌发率最高达到

78.04%，然后随着温度的升高而降低。大部分芽孢的

萌发时间在10~30 min，可知当热处理时间达到20 min
时，生孢梭菌芽孢萌发成新的菌体的数量最多，萌发
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率达到最高。 
2.1.3  不同处理 pH 值对芽孢萌发率的影响 

由图 4 可知，生孢梭菌芽孢的萌发率在 pH 值为 5
时，萌发率最高达到 75.89%，然后随着 pH 值的升高

而降低。对于酸性食品，其 pH 低于 4.6，大多数芽孢

不会萌发且生长受到抑制，当生孢梭菌芽孢在 pH 值

为 5 时，萌发率最高达到最高，但在 pH 值为 4 时，

萌发率并没有大幅度降低，可能是因为实验操作过程

中，调节降低 pH 值时，花费时间较长，使部分芽孢

在调节 pH 值时就已经萌发。 

 
图 4 不同 pH 值对芽孢萌发率的影响 

Fig.4 Effect of different pH on spore germination rate 

2.2  响应面优化试验结果 

用 Box-Behnken 设计原理设计试验结果，以温度

（A）、时间（B）、pH 值（C）为自变量，以生孢梭

菌的芽孢萌发率为结果分析值，运用响应面测试结果，

见表 2。 
利用 Box-Behnken 使用方法原理得出实验结果，

再利用 Design Expeart7.0 分析软件对肉毒梭状芽孢杆

菌芽孢萌发率回归性总结分析和方差分析，见表 3。 
表2 响应面分析实验设计及结果 

Table 2 Results of response surface experiments 

序号 A B C Y 芽孢萌发率/%
1 85.00 20.00 6.00 65.01 

2 80.00 15.00 6.00 59.12 

3 80.00 20.00 5.00 79.13 

4 75.00 15.00 5.00 63.19 

5 80.00 25.00 4.00 71.89 

6 85.00 25.00 5.00 70.06 

7 80.00 20.00 5.00 80.05 

8 80.00 20.00 5.00 80.17 

9 75.00 20.00 6.00 60.79 

10 75.00 20.00 4.00 65.99 

11 75.00 25.00 5.00 63.04 

12 80.00 20.00 5.00 78.04 

13 85.00 15.00 5.00 62.22 

14 85.00 20.00 4.00 71.34 

15 80.00 15.00 4.00 67.09 

16 80.00 20.00 5.00 78.05 

17 80.00 25.00 6.00 59.23 

表3 二次响应面回归模型方差分析表 

Table 3 Analysis of variance for the fitted quadratic response surface regression model 

方差来源 总和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 915.15 9 101.68 41.53 <0.0001 *** 

A 30.50 1 30.50 12.46 0.0096 ** 

B 19.85 1 19.85 8.10 0.0248 * 

C 129.28 1 129.28 52.80 0.0002 *** 

A2 178.18 1 178.18 72.77 <0.0001 *** 

B2 266.47 1 266.47 108.83 <0.0001 *** 

C2 194.71 1 194.71 79.52 <0.0001 *** 

AB 15.96 1 15.96 6.52 0.0379 * 

AC 0.32 1 0.32 0.13 0.7287  

BC 5.50 1 5.50 2.25 0.1776  

残差 17.14 7 2.45    

失拟项 12.87 3 4.29 4.01 0.1064  

净误差 4.27 4 1.07    

总离差 932.29 16     

注:*：显著性（0.01<p<0.05）；**：极显著性（p<0.01）。 

据表 3，理论模型 050.p< ，芽孢萌发率的系数

816902 .=R ，调整 580902 .=R ，说明理论模型显著，非

试验因素的影响较小；失拟项 0 1064>0 05p = . . ，不显

著，可以说明模型比较可信。所以可以用该模型理论
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值和对具体结果进行测试和结果值预测。获得的芽孢

萌发率 Y 对自变量水浴温度（A）、水浴时间（B）和

pH 值（C）的多元回归方程： 
Y=79.09+1.95A+1.58B-4.02C-6.51A2-7.96B2-6.80

C2+2.00AB-0.28AC-1.17BC 
此方程说明生孢梭菌萌发率与 3 个不同自变量的

相关性显著，试验结果可靠。 
通过响应面的数字组合分析得到芽孢萌发的最佳

条件为：当温度 80.90 ℃，时间 20.72 min，pH 值 4.69
时，生孢梭菌芽孢萌发率最高达到 80.00%。 

2.3  响应曲面图和等高线图分析 

2.3.1  温度和时间两两因子交互作用 

 
图5 温度和时间响应曲面图 

Fig.5 Temperature and time response surface diagram 

 
图6 温度和时间等高线图 

Fig.6 Temperature and time contour plot 

由图 5 和 6 可知，该响应面的坡度大且等高线的

形状不圆但较扁，说明时间温度的交互作用很强。温

度坡度更大且等高线聚积，说明温度对芽孢萌发率的

影响更大。 
2.3.2  温度和 pH 值两两因子交互作用 

由图 7 和 8 可知，温度和 pH 值的交互作用响应

面等高图的等高线呈圆形，说明其交互作用不显著。

pH 值坡度更大且等高线聚积，说明 pH 值对芽孢萌发

率的影响更大。 

 
图7 温度和pH值响应曲面图 

Fig.7 Response surface diagram of temperature and pH values 

 
图8 温度和pH值等高线图 

Fig.8 Temperature and pH contour plot 

 
图9 时间和pH值响应曲面图 

Fig.9 Time and pH response surface graph 

 
图10 时间和pH值等高线图 

Fig.10 Time and pH contour plot 
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2.3.3  时间和 pH 值两两因子交互作用 
由图 9 和 10 可知，时间和 pH 值的交互作用响应

面等高图的等高线形状较圆。pH 值坡度更大且等高线

聚积，说明 pH 值对芽孢萌发率的影响更大。 

2.4  响应面验证试验 

通过 Design-Expert 软件对回归方程分析，得到温

度为 80.90 ℃，时间为 20.72 min，pH 值为 4.69 时，

生孢梭菌芽孢萌发率最高达到 80.00%。为了验证该方

法的可靠性并考虑到实际情况,将最佳工艺参数修正

为温度为 80 ℃，时间为 21 min，pH 值为 4.7，在此

条件下进行验证试验，重复三次，芽孢平均萌发率为

79.66%，理论值和试验值相差不大,说明模型可以较好

地模拟和预测生孢梭菌芽孢萌发率,从而也证明了采

用响应面法优化生孢梭菌芽孢萌发条件参数的可行

性。 

3  结论 

3.1  单因素实验的最佳条件为：温度 80 ℃、时间 21 
min、pH 值为 5。通过单因素实验，找到了各个影响

因素的最佳范围，并对其用了 3 因素 3 水平的响应面

法实验设计优化生孢梭菌芽孢萌发条件。根据响应面

法得到生孢梭菌芽孢优化的最佳条件为温度

80.90 ℃、时间 20.72 min、pH 值为 4.69 时，生孢梭

菌的芽孢最高萌发率达到 80%，还有一部分芽孢没有

萌发，原因可能是剩余芽孢为“超级芽孢”很难萌发。 
3.2  生孢梭菌（肉毒梭菌）作为肉制品和罐头食品中

的主要致病菌之一，近年来逐渐引起许多国内外学者

的关注和重视。虽然高温高压等条件可以达到杀灭生

孢梭菌的目的，但不仅容易破坏产品品质，且生孢梭

菌具有高度的可逆性，找到一种更佳的杀菌方式仍是

当前食品工业所面临的严峻考验。近年来随着人民生

活水平的逐渐提高，全世界对食品安全问题的关注度

的提高，灭活食品中的致病菌是今后食品行业的重点

方向。本文试验可结合芽孢萌发机理，利用芽孢的最

佳萌发条件，为杀灭芽孢这一难题提供了新思路和低

强度杀菌的可行性，对提高食品的安全性，将其应用

于低酸性罐头食品的杀菌有重要意义和实际应用价

值。 
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