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摘要：单核细胞增生李斯特菌（Listeria monocytogenes）是重要食源性致病菌，开发安全高效的天然抑菌剂具有重要意义。为了

评价产细菌素蒙氏肠球菌（Enterococcus mundtii）A9-1A 的安全性并优化其发酵条件提高细菌素产量，本研究采用体外试验与动物试

验进行安全性评估，结果表明该菌株不具有溶血性和耐药性，在体重、脏器指数、血清肝功能指标及细胞因子和器官组织等方面对正

常小鼠健康无明显负面影响，且无细菌易位情况。通过单因素试验、均匀设计试验及正交试验优化，确定培养基成分为：酵母提取粉

20.00 g·L-1、葡萄糖 20.00 g·L-1、吐温 80 2.74 mL·L-1、K2HPO4·3H2O 4.41 g·L-1、CH3COONa·3H2O 3.24 g·L-1、柠檬酸铵 9.91 g·L-1、

MgSO4·7H2O 0.60 g·L-1和 MnSO4·4H2O 1.00 g·L-1。优化后抑菌圈直径达 42.82 mm，同初始培养基（38.67 mm）相比提升 10.73%。确

定发酵条件为：培养时间 24 h，培养温度 30 ℃，初始 pH 值 7.0，接种比例 3.0%（φ）。经成分和条件优化后，抑菌圈直径达 45.09 mm，

比初始培养基提高了 16.60%，同时细菌素产量由 6 826.67 AU·mL-1提升至 10 240.00 AU·mL-1，增幅达 50.00%。本研究结果为 E.mundtii

细菌素产量提高及其作为生物菌剂应用奠定了良好的理论基础。 
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Abstract: Listeria monocytogenes is an important foodborne pathogen, and the development of safe and efficient natural antibacterial 

agents is of great significance. The objective of this study was to evaluate the safety of the bacteriocin-producing Enterococcus mundtii A9-1A 

strain targeting L.monocytogenes and to optimize its fermentation conditions for enhanced bacteriocin yield. The in vitro and in vivo animal 

experiments were conducted in this study. The results showed that no hemolytic activity or antibiotics resistance was observed. It had no 

significant adverse effects on the health of normal mice in terms of body weight, organ indices, serum liver function indicators, cytokines, and 

organ tissues, with no bacterial translocation observed. Through single-factor tests and uniform design, the optimal medium composition was 

determined as follows: yeast extract 20.00 g·L-1, glucose 20.00 g·L-1, Tween 80 2.74 mL·L-1, K2HPO4·3H2O 4.41 g·L-1, CH3COONa·3H2O  

3.24 g·L-1, ammonium citrate 9.91 g·L-1, MgSO4·7H2O 0.60 g·L-1, and MnSO4·4H2O 1.00 g·L-1. After medium optimization, the diameter of the 
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inhibition zone reached 42.82 mm, representing an increase of 10.73% compared with the initial medium (38.67 mm). The optimal fermentation 

conditions were determined by using orthogonal experiments, which were listed as follows: culture time 24 h, temperature 30 ℃, initial pH 7.0, 

and inoculation ratio 3.0% (φ). Following the combined optimized medium composition and culture conditions, the inhibition zone diameter 

increased to 45.09 mm, which was 16.60% higher than that of the initial medium. Meanwhile, the bacteriocin titer increased from            

6 826.67 AU·mL-1 to 10 240.00 AU·mL-1, with an increase rate of 50.00%. These results provide a solid rationale for improving the bacteriocin 

production of E.mundtii and its application as a biological agent. 

Key words: Enterococcus mundtii; bacteriocin; Listeria monocytogenes; safe assessment; fermentation process optimization 

 

单核细胞增生李斯特菌（Listeria monocytogenes，简称单增李斯特菌）是一种重要的食源性致病菌，具有耐低

温、生物膜形成能力强、环境适应性广等特点，严重威胁食品安全[1]。该菌可引起李斯特菌病，临床表现包括败

血症、脑膜炎、流产等，感染孕妇、新生儿、老年人及免疫力低下者等易感人群死亡率为 20%~30%
[2]。美国疾病

控制与预防中心（Centers for Disease Control and Prevention，CDC）报告了 1998~2023 年间共有 129 例李斯特菌暴

发事件，造成 217 例死亡[3]。因此，如何有效控制食品中 L.monocytogenes 的污染与生长，一直是食品微生物安全

领域的研究热点。随着消费者对食品安全需求的不断提高，以及部分化学防腐剂潜在安全风险和耐受性问题的出

现，天然抑菌剂的开发与应用受到广泛关注[4]。来源于乳酸菌的细菌素因其安全性高、抑菌谱明确、热稳定性好

以及易被蛋白酶降解等优点，被认为是极具应用前景的天然生物抗菌剂[5]。 

肠球菌属是乳酸菌的重要成员之一，广泛存在于发酵食品和动物肠道中，其中部分菌株可产生具有显著抑菌

活性的细菌素，尤其对革兰氏阳性致病菌表现出较强抑制作用，如 Enterocin DD14 对李斯特菌、产气荚膜梭菌、

金黄色葡萄球菌等具有抑制作用[6]。已有研究表明，肠球菌产生的细菌素在抑制 L.monocytogenes 方面具有突出优

势，在肉制品、乳制品、即食食品、食用菌等食品中具有潜在应用价值[7]。然而，细菌素的产量和抑菌活性受菌

株遗传特性及培养条件的双重影响，不同培养基成分和发酵条件往往会显著改变其合成水平和生物活性[8,9]。同时，

肠球菌因其抗生素耐药性、携带毒力因子等问题，其安全性评价亦备受重视。 

De Man，Rogosa and Sharpe（MRS）培养基作为乳酸菌常用培养基，富含多种氮源、碳源、缓冲盐及生长因

子，能够满足乳酸菌生长和代谢的基本需求，但标准 MRS 培养基并非针对特定细菌素高效合成而设计，其成分

比例往往偏向菌体生长而非次级代谢产物的最大化合成[10]。因此，在细菌素研究中，通过优化 MRS 培养基中碳

源、氮源及无机盐等关键组分的种类和含量来提高细菌素产量和抑菌活性，已成为提升其应用潜力的重要研究方

向。除培养基组成外，发酵条件同样是影响细菌素合成的重要因素。培养温度、培养时间、初始 pH 值、接种比

例等均可能通过影响菌体生理状态和代谢通路，进而调控细菌素的合成与分泌[11]。例如，某些乳酸菌的最佳生长

温度为 37 ℃，但细菌素合成的最适温度为 30 ℃[12]，所以合理的发酵条件则有助于诱导细菌素合成相关基因的表

达，提高其抑菌活性，因此系统优化发酵条件对于提升细菌素应用价值具有重要意义。 

本研究以一株具有拮抗 L.monocytogenes 活性的产细菌素蒙氏肠球菌（Enterococcus mundtii，E.mundtii）A9-1A

为研究对象，通过体外与动物试验评价其安全性，并利用单因素试验、均匀设计试验、正交试验等对 MRS 培养

基配方及发酵条件进行系统优化，旨在评价 A9-1A 菌株安全性，提高发酵上清液的抑菌活性，可为开发高效、天

然的食品生物防腐剂提供数据基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 

E.mundtii A9-1A，L.monocytogenes ATCC 19115，均保藏于广东省科学院微生物研究所微生物安全与健康研究

发展中心。 

1.1.2  试剂与培养基 

半乳糖、乳糖、木糖，中科腾宇科技技术有限公司；阿拉伯糖，北京伊喀森生物科技有限公司；麦芽糖、果

糖、甘露糖、山梨醇，上海麦克林生化科技有限公司；葡萄糖、吐温 80、K2HPO4·3H2O、CH3COONa·3H2O、柠

檬酸铵、MgSO4·7H2O，广东环凯实验室科技有限公司；MnSO4·4H2O，广州市文翰科学仪器有限公司；4%多聚
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甲醛，上海碧云天生物技术股份有限公司；无水乙醇、二甲苯，广东广试试剂科技有限公司；苏木素染液、返蓝

液、分色液、伊红染液、中性树胶，武汉赛维尔生物科技有限公司；肠球菌鉴定药敏板，珠海迪尔生物工程股份

有限公司；小鼠 AST、ALT、IL-6、IL-10 ELISA 试剂盒，江苏酶免实业有限公司；酵母提取粉、蛋白胨、牛肉浸

粉、BHI 培养基、TSA 培养基、TSB 培养基，广东环凯微生物科技有限公司。 

1.1.3  仪器与设备 

BSA224S-CW 电子天平，赛多利斯科学仪器（北京）有限公司；BSC-1360 II A2 生物安全柜，北京东联哈尔

仪器制造有限公司；SHP-250 生化培养箱，广东环凯生物科技有限公司；3K15 台式高速冷冻离心机，曦玛离心机

（扬州）有限公司；HM-340E 切片机、CTM-6 包埋机、Gemini-AS 染色机、Excelsior-AS 脱水机，赛默飞世尔科

技公司。 

1.1.4  试验动物 

试验选用 SPF 级 C57BL/6 健康小鼠雌雄各 12 只，6~8 周龄，体重范围在 16~24 g。小鼠及饲料购自广东省医

学实验动物中心，动物生产许可证号：SCXK（粤）2022-0002。饲养于广东省科学院微生物研究所实验动物中心

SPF 级动物房负压环境，无病原体，自由饮水和进食，1 周更换 2 次垫料。实验伦理批准单位：广东省科学院微

生物研究所（广东省微生物分析检测中心），伦理批件号：GT-IACUC202509221。 

1.2  试验方法 

1.2.1  安全性评价 

1.2.1.1  体外安全性评价 

抗生素敏感性试验：参考 Genis 等[13]的方法，按照药敏试剂说明书对 E.mundtii A9-1A 进行最小抑菌浓度

（Minimum Inhibitory Concentration，MIC）分析，评估标准参照 EUCAST 2026 年版临床折点表（见表 1），将测

试结果分类为敏感（Susceptible，S）和耐药（Resistant，R）。 

表1 肠球菌属抗生素敏感性判断标准 

Table 1 Criteria for antimicrobial susceptibility test of Enterococcus spp 

药物名称 试验质量浓度/(μg·mL-1) 
最小抑制质量浓度/(μg·mL-1) 

敏感（S） 耐药（R） 

氨苄西林 0.25、0.50、2.00、4.00、8.00 ≤4 >4 

阿莫西林 0.12、1.00、2.00、4.00 ≤4 >4 

万古霉素 0.50、1.00、2.00、4.00、8.00、16.00 ≤4 >4 

左氧氟沙星 2.00、4.00 ≤4 >4 

替考拉宁 1.00、8.00、16.00 ≤2 >2 

替加环素 0.12、0.25、0.50、1.00 ≤0.5 >0.5 

利奈唑胺 2.00、4.00、8.00、16.00 ≤4 >4 

溶血性试验：参考 Hsu 等[14]的方法，吸取 10 μL A9-1A 菌株活化菌液点接于含 5.0%（φ）羊血的 BHI 平板表

面，置于 37 ℃培养箱观察是否溶血现象，设置具有 β溶血活性的金黄色葡萄球菌作为对照。若菌落周围出现明显

透明溶血环，判定为 β 溶血；若菌落周围出现绿色区域，判定为 α 溶血；若未观察到上述两种现象，则判定为 γ

溶血。 

1.2.1.2  体内安全性评价 

参考 Nataraj 等[15]的方法，24 只小鼠随机分为对照组和实验组，每组 12 只。小鼠经适应性饲养 1 周后，对照

组灌胃 PBS 溶液，实验组灌胃 PBS 重悬的 A9-1A 菌液，菌液浓度为 1×10
10

 CFU/mL。两组均按 20 mL·kg
-1体重

的剂量进行灌胃，每日 1 次，连续灌胃 7 d，整个实验周期为 28 d。实验期间每 6 d 记录一次小鼠体重。实验周期

结束后处死全部小鼠，收集血清利用 ELISA 试剂盒测定 AST、ALT、IL-6、IL-10，分离心、肝、脾、肾器官组织

进行称重，评估脏器指数，并分别剪取 0.05~0.1 g 器官组织经低温研磨后进行菌落计数，最后将肝脏和脾脏组织

放入 4%甲醛溶液固定 24 h，经脱水、透明、浸蜡、包埋、切片、HE 染色等步骤制作病理切片观察病变情况。 

1.2.2  培养基优化 

1.2.2.1  A9-1A 菌株发酵上清获取及活性检测 
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按照蛋白胨 10.00 g·L
-1，牛肉浸粉 10.00 g·L

-1，酵母提取粉 5.00 g·L
-1，葡萄糖 20.00 g·L

-1，吐温 80 1.00 mL·L
-1，

K2HPO4·3H2O 1.52 g·L
-1，CH3COONa·3H2O 5.00 g·L

-1，柠檬酸铵 2.00 g·L
-1，MgSO4·7H2O 0.10 g·L

-1，MnSO4·4H2O 

0.05 g·L
-1配制初始 MRS 培养基。 

接种 A9-1A 菌株甘油冻存菌液于 MRS 肉汤培养基中，37 ℃静置培养 12 h，连续培养 2 次获得种子液，将种

子液按 1.0%（φ）接种至 MRS 培养基，37 ℃培养 24 h。菌液在 4 ℃，10 000×g 条件下离心 5 min 后收集上清，

调节 pH 值为 6.0 并经 0.22 μm 针头式过滤器过滤后备用。培养 L.monocytogenes ATCC 19115 作为指示菌液，均匀

涂布于 TSA 平板，放置牛津杯加入 200 μL 上清转移至 4 ℃冰箱进行扩散，最后转移至 37 ℃培养箱培养 24 h，观

察结果并用游标卡尺测量抑菌圈直径。 

1.2.2.2  碳源优化 

参考 Oliveira 等[16]的方法，分别配制含等比例 2.0 wt.%的蔗糖、葡萄糖、半乳糖、乳糖、麦芽糖、山梨醇、

甘露糖、阿拉伯糖、木糖的 MRS 培养基，A9-1A 菌株种子液接种后置于 37 ℃培养箱培养 24 h，离心获取无细胞

发酵上清利用牛津杯法评估抑菌活性，测量抑菌圈直径确定最佳碳源。确定最佳碳源后，配制含 0.5 wt.%、1.0 wt.%、

1.5 wt.%、2.0 wt.%、2.5 wt.%、3.0 wt.%不同比例碳源的 MRS 培养基，根据结果确定碳源适宜比例。 

1.2.2.3  氮源优化 

参考 Zheng 等[17]的方法，配制含等比例 2.5 wt.%不同氮源组成（蛋白胨 100%、牛肉浸粉 100%、酵母提取粉

100%、蛋白胨50%+牛肉浸粉50%、蛋白胨50%+酵母提取粉50%、牛肉浸粉50%+酵母提取粉50%、蛋白胨33.33%+

牛肉浸粉 33.33%+酵母提取粉 33.33%，wt.%）的 MRS 培养基，利用牛津杯法测定活性后确定最佳氮源。确定最

佳氮源后，配制含 1.0 wt.%、1.5 wt.%、2.0 wt.%、2.5 wt.%、3.0 wt.%、3.5 wt.%、4.0 wt.%不同比例氮源的 MRS

培养基，根据抑菌活性确定氮源适宜比例。 

1.2.2.4  均匀设计试验及结果验证 

参考苏楚亮等[18]的方法，单因素优化试验确定碳源及氮源后，利用均匀设计试验优化 MRS 其余成分比例。

吐温 80、K2HPO4·3H2O、CH3COONa·3H2O、柠檬酸铵、MgSO4·7H2O、MnSO4·4H2O 共 6 个成分作为均匀设计的

参试因素，以初始 MRS 培养基配方含量为基准，在各组分含量上下浮动一定范围的基础上确定均匀设计试验的

因素水平，每个因素设置 7 个水平，利用 DPS v9.01 做均匀设计，参试因素水平表见表 2，均匀设计表见表 3，具

体优化试验方案见表 4。根据单因素试验结果及表 4 中培养基其余各成分含量进行培养基配制，利用牛津杯法测

定抑菌活性。A9-1A 菌株活化种子液分别接种于初始 MRS 培养基和优化后的 MRS 培养基，37 ℃培养 24 h 后收

集上清测定抑菌圈直径，评估优化效果。 

表2 参试因素水平表 

Table 2 Levels table of test factors 

水平 

编号 

因素 

吐温 80 

/(mL·L-1) 

K2HPO4·3H2O 

/(g·L-1) 

CH3COONa·3H2O 

/(g·L-1) 

柠檬酸铵 

/(g·L-1) 

MgSO4·7H2O 

/(g·L-1) 

MnSO4·4H2O 

/(g·L-1) 

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2 0.50 0.38 2.50 1.00 0.10 0.05 

3 1.00 0.76 5.00 2.00 0.20 0.10 

4 1.50 1.52 7.50 3.00 0.30 0.25 

5 2.00 2.28 10.00 5.00 0.40 0.30 

6 2.50 3.04 12.50 7.50 0.50 0.50 

7 3.00 4.56 15.00 10.00 0.60 1.00 

表3 U7(7
6
)均匀设计表 

Table 3 Uniform design table of U7(7
6
) 

试验 

编号 

因素 

吐温 80 

/(mL·L-1) 

K2HPO4·3H2O 

/(g·L-1) 

CH3COONa·3H2O 

/(g·L-1) 

柠檬酸铵 

/(g·L-1) 

MgSO4·7H2O 

/(g·L-1) 

MnSO4·4H2O 

/(g·L-1) 

1 6（2.50） 2（0.38） 2（2.50） 2（1.00） 2（0.10） 2（0.05） 
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2 1（0.00） 6（3.04） 3（5.00） 5（5.00） 1（0.00） 4（0.25） 

3 5（2.00） 7（4.56） 6（12.50） 4（3.00） 5（0.40) 1（0.00） 

4 4（1.50） 5（2.28） 1（0.00） 3（2.00） 7（0.60） 6（0.50） 

5 3（1.00） 1（0.00） 4（7.50） 7（10.00） 6（0.50） 3（0.10） 

6 7（3.00） 4（1.52） 5（10.00） 6（7.50） 3（0.20） 7（1.00） 

7 2（0.50） 3（0.76） 7（15.00） 1（0.00） 4（0.30） 5（0.30） 

表4 MRS培养基优化试验方案 

Table 4 Optimization scheme of MRS medium 

试验 

编号 

因素 

吐温 80 

/(mL·L-1) 

K2HPO4·3H2O 

/(g·L-1) 

CH3COONa·3H2O 

/(g·L-1) 

柠檬酸铵 

/(g·L-1) 

MgSO4·7H2O 

/(g·L-1) 

MnSO4·4H2O 

/(g·L-1) 

1 2.50 0.38 2.50 1.00 0.10 0.05 

2 0.00 3.04 5.00 5.00 0.00 0.25 

3 2.00 4.56 12.50 3.00 0.40 0.00 

4 1.50 2.28 0.00 2.00 0.60 0.50 

5 1.00 0.00 7.50 10.00 0.50 0.10 

6 3.00 1.52 10.00 7.50 0.20 1.00 

7 0.50 0.76 15.00 0.00 0.30 0.30 

1.2.2.5  发酵条件优化与结果验证 

参考张炎等[19]的方法，培养时间对抑菌活性的影响：A9-1A 菌株种子液接种于 MRS 培养基 37 ℃培养 36 h，

每隔 2 h 测定一次抑菌圈直径；初始 pH 值对抑菌活性的影响：配制不同初始 pH 值（5.0、6.0、7.0、8.0、9.0）的

MRS 培养基，A9-1A 菌株接种 MRS 培养基后置于 37 ℃培养箱培养 24 h，测定抑菌圈直径；培养温度对抑菌活

性的影响：A9-1A 菌株种子液接种于 MRS 培养基后，置于不同温度（20、28、30、33、37、40、43 ℃）的培养

箱内培养 24 h，收集上清液测定抑菌圈直径；接种比例对抑菌活性的影响：A9-1A 菌株活化种子液按照 0.5%、1.0%、

2.0%、3.0%、4.0%、5.0%（φ）不同比例接种于 MRS 肉汤培养基后培养 24 h，收集上清液测定抑菌圈直径；发

酵条件正交试验优化：根据单因素试验结果，对培养时间、初始 pH 值、培养温度、接种比例共 4 个因素设定 3

个水平进行正交试验优化，具体试验方案如表 5 所示，以抑菌圈直径作为评估指标。 

参考 Madi-Moussa 等[20]的方法，对发酵条件优化结果进行验证：将 A9-1A 菌株活化种子液分别接种于初始

MRS 培养基、成分和发酵条件均优化后的 MRS 培养基，培养结束后收集上清液测定抑菌圈直径，并将发酵上清

做二倍梯度稀释至无抑菌表现，将 1 AU 定义为仍能在指示菌上形成清晰抑菌圈的最高稀释度倒数，作为优化前

后细菌素产量的评估标注，计算方法见公式： 

2n
T

v


                      （1）
 

式中： 

T——为细菌素效价，AU·mL-1； 

n——为临界稀释级数； 

v——为加样体积 mL。 

表5 正交实验表 

Table 5 Table of orthogonal experiments 

试验编号 培养时间/h 培养温度/℃ 初始 pH 值 接种比例/% 

1 12 20 5.0 2.0 

2 12 30 6.0 3.0 

3 12 40 7.0 4.0 

4 18 20 6.0 4.0 
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5 18 30 7.0 2.0 

6 18 40 5.0 3.0 

7 24 20 7.0 3.0 

8 24 30 5.0 4.0 

9 24 40 6.0 2.0 

1.2.3  统计分析 

所有实验均进行三次重复，每次重复测定三个平行值，使用 Microsoft Excel 2021、IBM SPSS Statistics 26 和

GraphPad Prism 9 进行统计分析，结果以平均值±标准差表示，多组间比较用单因素方差分析，P<0.05 表示差异具

有统计学意义，采用 GraphPad Prism 9 进行作图。 

2  结果与讨论 

2.1  安全性评价 

2.1.1  体外安全性评价 

 
图1 A9-1A菌株的溶血性 

Fig.1 Hemolysis of A9-1A strain 

由图 1 可知，对照组金黄色葡萄球菌周围形成明显溶血圈，呈现典型的 β溶血，而 A9-1A 菌株未见溶血现象，

表现为 γ溶血。已有研究表明，部分肠球菌可表现出溶血性，如 Genis 等[21]报道产细菌素 E.mundtii HC166.3 具有

溶血活性。Yang 等[22]在对亚洲象来源 62 株肠球菌的研究也发现，14.5%的菌株具有 α 溶血性。上述结果表明，

肠球菌虽广泛分布于人体及自然环境中，但并不意味着所有菌株均具有良好的安全性，因此溶血性应作为其安全

性评估的重要指标之一。此外，A9-1A 菌株对所检测抗菌药物均表现为敏感，各药物的 MIC 均处于较低水平。结

合课题组前期基因组分析结果，A9-1A 菌株中未检出毒力因子和耐药相关基因，说明 A9-1A 菌株在溶血性和耐药

性方面具有较好的安全特征[23]。 

2.1.2  体内安全性评价 

2.1.2.1  体重变化 

 
图2 C57BL/6小鼠体重变化及体重变化率 

Fig.2 Weight change and weight change rate of C57BL/6 mice 
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注：a 为小鼠体重变化；b 为小鼠体重变化率，均同第 1 天体重相比较。 

如图 2a、b 所示，在整个试验周期内，对照组与实验组小鼠体重整体呈逐渐增长趋势且差异不显著，未观察

到明显异常波动或干预后早期体重下降，提示各组小鼠总体生长状态良好。值得注意的是，第 1 天至第 6 天两组

小鼠体重差异较小，体重变化率接近 0，增长幅度不明显，这可能与灌胃操作所致的短期应激有关，Kärrberg 等[24]

的研究亦表明，灌胃应激可在一定时期内影响小鼠体重变化；自第 6 天后，两组体重均持续增加，且实验组在多

数时间点的均值均略高于对照组（P>0.05），至第 29 天两组均达到观察期内最高水平。表明小鼠经 A9-1A 菌株灌

胃后对其正常生长并未产生负面影响。 

2.1.2.2  脏器指数及细菌易位情况 

 

图3 C57BL/6小鼠脏器指数 

Fig.3 Organ index of C57BL/6 mice 

注：ns 表示组间无显著性差异（P>0.05）。下图同。 

如图 3 所示，本试验中实验组与对照组小鼠肝脏、脾脏、心脏及肾脏脏器指数均无显著差异（P>0.05），说明

连续灌胃 A9-1A 菌株对小鼠主要脏器的相对重量未产生明显影响。类似地，Lin 等[25]对嗜乳酸杆菌 L177 的小鼠

灌胃试验，以及 Che 等[26]对鼠李糖乳杆菌 B16 的小鼠灌胃试验中，脏器指数同样未见显著变化。此外，在小鼠的

肝脏、脾脏、心脏和肾脏组织中均未检测到 A9-1A 菌株生长，说明该菌未发生向主要脏器的易位。Piewngam 等[27]

基于小鼠模型的研究指出，肠球菌跨越肠屏障并进入血流往往依赖宿主免疫抑制与菌体特定毒力调控，结合试验

中未观察到脏器易位的结果，进一步说明 A9-1A 菌株在体内表现出较低的潜在致病风险，具有较好的安全性。 

2.1.2.3  肝功能指标及细胞因子测定 

 

图4 C57BL/6小鼠肝功能指标及细胞因子变化 

Fig.4 Changes of liver function indexes and cytokines in C57BL/6 mice 

注：a 为天门冬氨酸氨基转移酶；b 为丙氨酸氨基转移酶；c 为白细胞介素 6；d 为白细胞介素 10。  

AST 和 ALT 是反映肝细胞损伤的经典血清生化指标，当肝细胞膜完整性受损或肝细胞发生损伤时，可释放

入血并导致其血清水平升高[28]。如图 4a、b 所示，与对照组相比，实验组小鼠血清 AST 和 ALT 水平均无显著变

化，组间差异均无统计学意义，表明连续灌胃 A9-1A 菌株未引起小鼠肝细胞损伤或肝功能异常。IL-6 和 IL-10 是

反映机体炎症与免疫状态变化的重要细胞因子，其中 IL-6 主要参与促炎反应，而 IL-10 则具有抗炎和免疫调节作

用[29]。如图 4c、d 所示，实验组小鼠血清 IL-6 和 IL-10 水平与对照组相比亦无显著差异，提示 A9-1A 菌株灌胃后

未诱导明显的全身炎症反应，也未造成机体免疫稳态失衡。结果表明，A9-1A 菌株在健康小鼠体内具有较好的生
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物安全性。 

2.1.2.4  组织病理切片观察 

 
图5 C57BL/6小鼠肝脏和脾脏组织病理变化 

Fig.5 Pathological changes of liver and spleen in C57BL/6 mice 

注：a 为对照组小鼠肝脏病理切片；b 为实验组小鼠肝脏病理切片；c 为对照组小鼠脾脏病理切片；d 为实验组小鼠脾脏病理切片；

切片均为 HE 染色，放大倍数均为 200 倍。 

如图 5a、b 所示，对照组与实验组小鼠肝组织均可见完整清晰的肝小叶结构，中心静脉及门管区分布正常。

两组肝细胞形态规则，胞质均匀嗜酸，未见明显空泡样变、脂滴沉积、坏死及纤维化等异常改变；肝窦排列正常，

亦未观察到明显充血、出血及炎性细胞浸润。由图 5c、d 可见，对照组与实验组小鼠脾组织红髓和白髓分界清晰，

淋巴滤泡及脾小动脉周围淋巴鞘结构完整，部分滤泡中央可见浅染生发中心，脾髓区血池形态正常，未见明显淤

血、出血、坏死及异常增生。总体来看，实验组肝脏和脾脏组织形态均与对照组基本一致，提示连续灌胃 A9-1A

菌株未引起肝脏和脾脏的明显病理性损伤。 

2.2  培养基优化 

2.2.1  碳源优化 

 
图6 碳源对A9-1A菌株抑菌活性的影响 

Fig.6 Effect of carbon source on the antibacterial activity of A9-1A strain 

注：a 为碳源种类对 A9-1A 菌株抑菌活性的影响；b 为葡萄糖比例对 A9-1A 菌株抑菌活性的影响。不同小写字母代表组间具有显

著性差异（P<0.05），相同小写字母表示无明显差异（P>0.05）。下图同。 

碳源为乳酸菌生长提供能量和碳骨架，其种类及添加水平可显著影响菌体生长和细菌素产量。不同碳源配制

的MRS培养基对A9-1A菌株抑菌活性的影响如图6a所示。与无糖培养基相比，多数碳源均可不同程度提高A9-1A
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菌株的抑菌活性，而以山梨醇为碳源时，其抑菌活性与无糖组接近，差异不显著（P>0.05），说明山梨醇对细菌素

产生无明显促进作用。相比之下，麦芽糖、蔗糖、甘露糖和葡萄糖的促进作用较为明显，其抑菌圈直径分别为 37.72、

37.38、37.65 和 38.16 mm，其中以葡萄糖组效果最佳。进一步优化葡萄糖添加量的结果如图 6b 所示，当葡萄糖

浓度为 2.0 wt.%时，抑菌圈直径达到最大值 38.95 mm，表明该浓度最有利于 A9-1A 菌株细菌素的产生。类似地，

Maany 等[30]在粪肠球菌细菌素产量优化研究中也发现，2%碳源水平有利于细菌素获得最佳产量。综合上述结果，

最终确定葡萄糖为最优碳源，其最佳添加量 2.0 wt.%。 

2.2.2  氮源优化 

 
图7 氮源对A9-1A菌株抑菌活性的影响 

Fig.7 Effect of nitrogen source on the antibacterial activity of A9-1A strain 

注：a 为氮源种类对 A9-1A 菌株活性的影响，其中 X 表示氮源为 100%蛋白胨、Y 为 100%牛肉浸粉、Z 为 100%酵母提取粉、

XY 为 50%蛋白胨+50%牛肉浸粉、XZ 为 50%蛋白胨+50%酵母提取粉、YZ 为 50%牛肉浸粉+50%酵母提取粉、XYZ 为 33.33%蛋白

胨+33.33%牛肉浸粉+33.33%酵母提取粉；b 为酵母提取粉比例对 A9-1A 菌株活性的影响。 

由图 7a 可见，与复合氮源及其他单一氮源相比，以酵母提取粉为氮源时 A9-1A 菌株抑菌活性最高，抑菌圈

直径为 38.73 mm。考虑到单一氮源培养基配方更为简化，有利于后续活性物质的分离纯化，同时在成本控制方面

亦具有一定优势，因此确定酵母提取粉为最佳氮源。进一步优化酵母提取粉添加量的结果如图 7b 所示，当其比例

为 2.0 wt.%时，抑菌圈直径达到最大值，为 41.70 mm。尽管其余添加水平下的抑菌圈直径略低，但各比例组间差

异均无统计学意义，表明在本试验范围内，酵母提取粉含量对 A9-1A 菌株抑菌活性的影响相对有限，最终确定酵

母提取粉的最适添加量为 2.0 wt.%。 

2.2.3  均匀设计试验与验证 

各试验组的均匀设计试验结果见表 6。试验编号为 4 的抑菌圈直径最大，说明培养基成分组合对 A9-1A 菌株

的产细菌素促进作用最明显。以表 7 中抑菌圈直径为目标函数（Y），用 DPS v9.01 对数据进行二次多项式逐步回

归分析，所得回归方程为： 

Y=40.224 380 9+0.001 479 532 164 2X2 

2 -0.010 745 308 195 X2 

3 +0.003 137 533 461X2X4+0.133 260 105 94X4X5 

+3.885 620 59X5X6 

对回归方程进行检验，得到复相关系数 R=0.999 999，由此可见，抑菌圈直径与回归方程中试验因素的含量有

紧密的相关性，其显著性检验值 F 值=99 999.850 001 594 5，显著水平 P 值=0.002 4<0.01，剩余标准差     

SSE=0.000 101 7，调整相关系数 Ra=0.999 994，回归方程极显著，说明方程的可信度较高。由表 7 可知，方程中

由 X2（K2HPO4·3H2O）、X3（CH3COONa·3H2O）2 因素的平方项及 X2（K2HPO4·3H2O）与 X4（柠檬酸铵）、X4（柠

檬酸铵）与 X5（MgSO4·7H2O）、X5（MgSO4·7H2O）与 X6（MnSO4·4H2O）共 3 组的交互作用 P 值均小于 0.01，

说明这些因素对发酵上清的抑菌活性影响很大，达到极显著水平。由表 8 可知，经配方试验得到的观测值与拟合

值接近，最大拟合误差绝对值为 0.000 1，进一步说明了回归方程的准确性。得出的理论最佳成分组合及该组合下

的理论抑菌圈直径如表 9 所示，除葡萄糖不变外，优化后的 MRS 培养基其余成分含量同初始 MRS 培养基相比，

具有明显的差异，且得到该最佳成分组合下的理论抑菌圈直径，为 43.40 mm。经验证，初始 MRS 培养基条件下

抑菌圈直径为 38.67 mm，优化后增至 42.82 mm，提升幅度为 10.73%，表明培养基成分优化对 A9-1A 菌株细菌素

产生具有明显促进作用。此外，优化后实测抑菌圈直径与理论预测值 43.40 mm 较为接近，二者仅相差 1.35%，说

明所建立的优化模型具有较好的拟合效果和预测准确性。 
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表6 MRS培养基优化均匀设计试验结果 

Table 6 Uniform design test results of MRS medium optimization 

试验编号 1 2 3 4 5 6 7 

抑菌圈直径/mm 40.19±0.41 40.02±0.43 38.78±1.60 41.57±0.61 40.48±0.95 40.17±0.81 38.16±0.46 

表7 各回归项的回归系数检验 

Table 7 Regression coefficient test of each regression item 

回归项 偏相关 t 值 P 值 

r (y , X2×X2)= 1.000 0 166.296 7 0.000 1 

r(y , X3×X3)= -1.000 0 20 599.522 9 0.000 1 

r(y , X2×X4)= 1.000 0 324.530 7 0.000 1 

r(y , X4×X5)= 1.000 0 5 379.491 4 0.000 1 

r(y , X5×X6)= 1.000 0 10 307.618 4 0.000 1 

注：P 值代表试验结果显著性，P<0.05 表示结果显著，P<0.01 表示结果极显著。 

表8 配方的观察值、拟合值和拟合误差 

Table 8 Observed value, fitted value and fitted error of the samples 

配方编号 观测值 拟合值 拟合误差 

1 40.191 3 40.191 4 0.000 0 

2 40.017 2 40.017 1 0.000 1 

3 38.779 0 38.779 0 0.000 0 

4 41.572 0 41.572 0 0.000 0 

5 40.480 6 40.480 5 0.000 0 

6 40.166 0 40.166 1 -0.000 1 

7 38.157 3 38.157 2 0.000 0 

表9 均匀设计试验理论最佳成分组合 

Table 9 Optimum composition combination of uniform design test theory 

成分 理论抑菌

圈直径

/mm 

葡萄糖 

/(g·L-1) 

酵母提取

粉/(g·L-1) 

吐温 80 

/(mL·L-1) 

K2HPO4·3H2O 

/(g·L-1) 

CH3COONa·3H2O 

/(g·L-1) 

柠檬酸铵 

/(g·L-1) 

MgSO4·7H2O 

/(g·L-1) 

MnSO4·4H2O 

/(g·L-1) 

20.00 20.00 2.74 4.41 3.24 9.91 0.60 1.00 43.40 

2.3  发酵条件优化 

2.3.1  培养时间 

 

图8 培养时间对A9-1A菌株抑菌活性的影响 

Fig.8 Effect of culture time on the antibacterial activity of A9-1A strain 
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细菌素产量与菌体生长通常具有一定的时序关系，其合成多发生于指数生长阶段，并常在指数生长后期至稳

定期达到较高水平，而并非在接种初期即大量分泌[31]。由图 8 可知，随着培养时间的延长，A9-1A 菌株细菌素产

量总体呈上升趋势，并在培养 2 h 时即可检测到抑菌活性，说明该菌株细菌素产生时间相对较早。在本试验条件

下，细菌素产量于 4~6 h 进入快速增长阶段，并在 18 h 时达到最高，抑菌圈直径为 40.14 mm；此后抑菌活性虽略

有下降，但差异不显著（P>0.05）。因此，确定 18 h 为 A9-1A 菌株产细菌素的最适培养时间。 

2.3.2  初始 pH 值 

 

图9 初始pH值对 A9-1A菌株抑菌活性的影响 

Fig.9 Effect of initial pH on the antibacterial activity of A9-1A strain 

不同菌株对初始 pH 值的适应范围存在较大差异，但总体上，中性或弱酸性环境通常更有利于细菌素产生[11]。

如图 9 所示，A9-1A 菌株在初始 pH 值为 6.0~8.0 范围内均表现出较高的抑菌活性，其中以初始 pH 值为 7.0 时，

抑菌活性最佳，抑菌圈直径达 40.23 mm。类似地，Guo 等[32]在乳酸片球菌 CCFM18 的研究中也发现，初始 pH 值

为 7.0 最有利于细菌素的产生。因此最终确定最佳初始 pH 值为 7.0。 

2.3.3  培养温度 

 

图10 培养温度对A9-1A菌株抑菌活性的影响 

Fig.10 Effect of culture temperature on the antibacterial activity of A9-1A strain 

多数乳酸菌产细菌素的最适温度通常集中在 30~37 ℃，与其生长适温相近[33]。如图 10 所示，随着培养温度

升高，A9-1A 菌株发酵上清的抑菌活性呈先升高后降低的变化趋势，并在 30 ℃时达到最大，抑菌圈直径为    

41.37 mm。类似地，Todorov 等[34]在胚芽乳杆菌 ST13BR 的培养条件进行优化时也发现，30 ℃同样为其细菌素产

生的最适温度。说明 30 ℃有利于 A9-1A 菌株细菌素的合成与积累，因此最终确定 30 ℃为 A9-1A 菌株产细菌素

的最适培养温度。 

2.3.4  接种比例 

接种比例可通过改变初始细胞密度和群体感应信号的积累速度，进一步影响细菌素产生的启动时机及抑菌活

性的维持[35]。如图 11 所示，随着接种比例的增加，A9-1A 菌株发酵上清的抑菌活性总体呈先升高后降低的趋势，

但各处理组间差异不显著（P>0.05）。当接种比例为 0.5%（φ）时，抑菌圈直径为 39.37 mm；当接种比例增加至

3.0%（φ）时，抑菌圈直径达到最大值 40.45 mm。接种比例对细菌素产量的影响通常与菌株特性及培养条件密切
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相关，结合本试验结果，最终确定 3.0%（φ）为 A9-1A 菌株产细菌素的最适接种比例。 

 

图11 接种比例对A9-1A菌株抑菌活性的影响 

Fig.11 Effect of inoculation ratio on the antibacterial activity of A9-1A strain 

2.3.5  发酵条件正交试验优化与验证 

由表 10 可知，极差分析结果表明，各发酵条件对 A9-1A 菌株产细菌素的影响程度由大到小依次为 C（初始

pH 值）、B（培养温度）、D（接种比例）、A（培养时间），结合各因素水平的极值分析，确定最佳发酵条件组合为

A3B2C3D2，即培养时间为 24 h，培养温度为 30 ℃，初始 pH 值为 7.0，接种比例为 3.0%（φ）。在此基础上，采用

优化后的培养基成分和发酵条件对 A9-1A 菌株进行验证培养，并以抑菌圈直径评价其抑菌活性。结果显示，最终

优化后抑菌圈直径达到 45.09 mm，较初始 MRS 培养基提高 16.60%。同时，细菌素产量由初始 MRS 培养基条件

下的 6 826.67 AU·mL
-1提高至 10 240.00 AU·mL

-1，增幅为 50.00%，表明培养基成分与发酵条件的协同优化可显著

促进 A9-1A 菌株细菌素的合成。 

表10 发酵条件正交试验结果 

Table 10 Orthogonal test results of fermentation conditions 

试验编号 A（培养时间） B（培养温度） C（初始 pH 值） D（接种比例） 抑菌圈直径/mm 

1 1 1 1 1 21.76±3.26 

2 1 2 2 2 43.90±0.40 

3 1 3 3 3 38.77±0.78 

4 2 1 2 3 38.27±0.32 

5 2 2 3 1 43.33±0.14 

6 2 3 1 2 33.24±1.30 

7 3 1 3 2 41.13±0.27 

8 3 2 1 3 39.65±1.57 

9 3 3 2 1 38.24±0.33 

K1 34.81 33.72 31.55 34.44  

K2 38.28 42.29 40.14 39.42  

K3 39.67 36.75 41.08 38.90  

R 4.86 8.57 9.53 4.98  

主次顺序 C>B>D>A 

最优组合 A3B2C3D2 

3  结论 

本研究以一株产细菌素的 E.mundtii A9-1A 为研究对象，围绕其安全性评价及培养条件优化开展系统研究。体

外试验与动物试验结果表明，A9-1A 菌株未表现出溶血性和耐药性，在体重、脏器指数、肝功能指标 AST、ALT

和细胞因子 IL-6、IL-10 水平及肝脾器官组织结构等方面对正常小鼠健康无明显负面影响，且无细菌易位情况。

通过单因素试验、均匀设计试验及正交试验优化，确定优化后 MRS 培养基组成为：酵母提取粉 20.00 g·L
-1、葡萄
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糖 20.00 g·L
-1、吐温 80 2.74 mL·L

-1、K2HPO4·3H2O 4.41 g·L
-1、CH3COONa·3H2O 3.24 g·L

-1、柠檬酸铵 9.91 g·L
-1、

MgSO4·7H2O 0.60 g·L
-1、MnSO4·4H2O 1.00 g·L

-1，经优化后 A9-1A 菌株发酵上清对 L.monocytogenes ATCC 19115

的抑菌圈直径达 42.82 mm，较初始 MRS 培养基（38.67 mm）提升了 10.73%；确定优化后发酵条件为：培养时间

24 h、培养温度 30 ℃、初始 pH 值 7.0，接种比例 3.0%（φ）。经培养基成分及发酵条件进一步优化后，抑菌圈直

径达 45.09 mm，较初始 MRS 培养基提高 16.60%，同时细菌素产量由初始 MRS 培养基条件下的 6 826.67 AU·mL
-1

提高至 10 240.00 AU·mL
-1，增幅为 50.00%。本研究结果为 A9-1A 菌株安全性及乳酸菌细菌素产量提升提供理论

支撑。 
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