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NaCl 刺激对乳杆菌冻干存活率及胞内 
磷酸果糖激酶的影响 
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摘  要: NaCl 刺激影响保加利亚乳杆菌磷酸果糖激酶(PFK)活性及其冻干存活率。在对数期末期保

加利亚乳杆菌液中添加 2% (W/V) NaCl 刺激 2 h 后, 收获菌体, 其冻干存活率明显提高。同时采用

反相高效液相色谱法(RP-HPLC)对 NaCl 刺激后的保加利亚乳杆菌胞内 PFK 活性变化进行测定, 

NaCl 刺激使 PFK 活性显著增加。利用半定量 RT-PCR 法对 NaCl 刺激后 PFK 基因 mRNA 表达水

平进行了比较和分析, NaCl 刺激后冻干前 PFK 基因的表达量增加, 冻干后表达量基本无变化。

NaCl 刺激能够提高保加利亚乳杆菌的冻干存活率, PFK 可能影响保加利亚乳杆菌的存活。 
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Effect of NaCl stimulation on the survival rate of freeze-dried 
cells and intracellular phosphofructokinase in Lactobacillus 
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Abstract: NaCl stimulation affects the activity of phosphofructokinase (PFK) and survival rate of 
freeze-dried Lactobacillus bulgaricus. In the late logarithmic phase, adding 2% (W/V) NaCl to the 
growth medium markedly increased the survival rate of freeze-dried L. bulgaricus. Meanwhile, the ac-
tivity of PFK in L. bulgaricus after NaCl stimulation was determined by reversed phase high perform-
ance liquid chromatography (RP-HPLC). The results showed that PFK activity was increased signifi-
cantly by NaCl stimulation. In addition, a semi-quantitative RT-PCR method was applied to detect the 
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PFK gene expression in different condition. The results indicated that the PFK gene expression was in-
creased before freeze-drying and almost unchanged after freeze-drying. NaCl stimulation could enhance 
the survival rate of freeze-dried cells, and PFK might affect the survival of Lactobacillus bulgaricus. 

Keywords: Lactobacillus bulgaricus, Freeze-drying, NaCl stimulation, Phosphofructokinase, Semi-quanti-
tative RT-PCR 

利用真空冷冻干燥技术生产活菌制剂是多种保

藏方法中较为理想的一种。针对乳酸菌冷冻干燥后

活力低下问题, 国内外进行了大量研究, 但利用盐

刺激提高乳酸菌胁迫抗性的研究还处于起步阶段。

有研究表明 [1]向培养基中添加电解质(氯化钠)或非

电解质(蔗糖), 保加利亚乳杆菌在干燥状态保存时

的存活率明显不同, 含有 NaCl 的 MRS 培养基中生

长的细胞在储藏过程中有更高的存活率。在德氏乳

杆菌生长环境中添加 2.5% (W/V) NaCl, 冻干前后活

菌数均增加, 且冻干存活率也增加[2]。而磷酸果糖激

酶(Phosphofructokinase, PFK, EC2.7.1.11)可能会直

接影响细胞存活[3]。PFK 是糖酵解途径中起决定作

用的限速酶, 以 ATP 作为磷酸基供体, 催化 6-磷酸

果 糖 (F-6-P) 的 磷 酸 化 , 生 成 1,6- 二 磷 酸 果 糖

(F-1,6-P)[4−6]。 
因此, 本研究探讨 NaCl 短暂刺激对保加利亚乳

杆菌 ATCC 11842 冻干存活率的影响, 同时检测糖

酵解限速酶 PFK 在冻干前后酶活性的变化, 比较和

分析 PFK 基因 mRNA 的表达水平, 为乳杆菌冷冻干

燥后活力低下问题提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 
保 加 利 亚 乳 杆 菌 (Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus ATCC 11842)为本研究用菌株。 
MRS 培养基(g/L): 胰蛋白胨 10, 牛肉膏 8, 酵

母粉 4, 葡萄糖 20, 硫酸镁 0.2, 乙酸钠 5, 柠檬酸三

铵 2, 磷酸氢二钾 2, 硫酸锰 0.05, 吐温-80 1。调 pH 
6.2±0.2, 1×105 Pa 灭菌 15 min, 待用。 

BCA 试剂盒购自碧云天公司; 2,5′-三磷酸腺苷

二钠(ATP Na)、2,5′-二磷酸腺苷二钠(ADP Na)购自

Amresco 公司; 果糖-6-磷酸购自 Sigma 公司; 磷酸

二氢钾、氢氧化钠、氯化镁、EDTA 和 Tris 等为国

产分析纯。 

高效液相色谱仪(Waters 2695 泵, Waters 2487 紫

外检测器, 美国 Waters), 真空冷冻干燥机(北京思达

兴业)。 

1.2  NaCl 刺激对保加利亚乳杆菌冻干存活率的

影响 
1.2.1  生长曲线的确定: 将保加利亚乳杆菌在 MRS
培养基中 37 °C 培养过夜, 4 000×g 离心 10 min, 弃

上清液 , 用 0.9% (W/V)的灭菌生理盐水洗涤菌体, 
随后离心(4 000×g, 10 min), 重复 3 次, 收集菌体并

用生理盐水稀释至 OD600 为 0.8−0.9。以 2% (V/V)的
接种量加入 MRS 液体培养基中, 37 °C 培养 36 h, 期

间每隔 3 h 取样, 以不含菌液的培养基为对照, 测量

600 nm 处的吸光值, 设 3 个平行样, 取平均值。以

OD600 为纵坐标, 培养时间为横坐标, 绘制生长曲线。 
1.2.2  NaCl 刺激处理: 保加利亚乳杆菌在 37 °C 恒

温培养箱中培养到对数期末期, 向菌液中添加 2% 
(W/V) NaCl, 继续培养 2、4 和 6 h 后取样, 测定冻干

前活菌数。 
1.2.3  冷冻干燥处理: 取样乳酸菌发酵液经 11 000× 
g、15 min、4 °C 条件下离心浓缩, 然后悬浮到 3 倍

体积的冷冻保护剂中。保护剂的组成为: 12% (W/V)
脱脂乳, 5% (W/V)蔗糖和 5% (V/V)甘油。菌泥和保

护剂的混合物 (3:1)在−80 °C 超低温冰箱中预冻 
12 h, 然后在冻干机中进行冷冻干燥, 测定冻干后

活菌数。 
1.2.4  存活率测定: 冻干后样品用生理盐水补充至

冻干前体积, 取 100 μL 重悬液, 以不同的稀释度涂

布于 MRS 固体培养基上。将平板放置在 37 °C 培养

48 h, 对平板上的菌落进行计数, 设 3 个平行样。计

算平均值和标准偏差。 

% 100%= ×
干后活菌

干存活率( )
干前活菌

 

1.3  磷酸果糖激酶活性测定 
1.3.1  蛋白质提取及定量: 配制裂解液: 50 mmol/L 
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Tris-HCl; 2 mmol/L EDTA; 100 mmol/L NaCl; 0.5% 
TritonX-100, 调 pH 至 8.5−9.0 备用。用前加入

100 mg/L 溶菌酶, 1 μL/mL 的蛋白酶抑制剂 PMSF。

将 40 mL 菌液在 12 000×g、4 °C 离心 15 min 收集菌

体 , 沉淀用 PBS 悬浮洗涤 2 遍 , 最后加入 1 mL
裂解液悬浮菌体。在冰浴中用超声波破碎仪破壁

(工作时间 :间歇时间=1:3), 超声 15 min, 随即离

心 (12 000×g, 10 min, 4 °C)去除细胞碎片, 得到无细

胞提取物。并用 BCA 试剂盒测定蛋白质浓度。 
1.3.2  色谱条件: 色谱柱为 SHISEIDO CAPCELL 
PAK C18 (5 μm×4.6 mm×150 mm)柱 ; 流动相是

5 0  m m o l / L 的 磷 酸 钾 缓 冲 液 ( p H  6 . 5 ) ,  流 速 
0.7 mL/min, 柱温为室温, 检测波长为 254 nm, 进

样量 20 μL[7]。采用标准曲线法, 以峰面积计算含量。 
1.3.3  酶活性测定: 50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0), 
5 mmol/L MgCl2, 1 mmol/L EDTA, 1 mmol/L 果糖-6-
磷酸(F-6-P), 0.2 mmol/L ATP, 体积为 1 mL。加无

细胞提取物 0.5 mL 启动反应 , 反应体系总体积为

1.5 mL。置于 30 °C 水浴中反应 15 min, 沸水浴 3 min
终止反应。一个酶活单位定义为 30 °C 恒温下每分

钟生成 1 μg ADP 所需要的酶量。 

1.4  磷酸果糖激酶基因(pfk1) mRNA 表达水平 
1.4.1  PCR 引物设计与合成 : PCR 引 物 根 据

GenBank 提 供 的 相 关 序 列 (NC_008054.1) 采 用

Primer Premier 5.0 设计 , 由北京三博远志生物技

术有限责任公司合成。PFK-1 酶基因 (pfk1) PCR
引 物 : F1: 5′-GCTTCTAGCCACCACCG-3′; R1: 
5′-ACGCCTTCAGCAACAACT-3′。 GAPDH 基 因

PCR 引物: F2: 5′-TATGTTGGCTCACCTGTT-3′; R2: 
5′-GCAGTGTAAGCGTGGAT-3′。 
1.4.2  总 RNA 提取: 取样品保加利亚乳杆菌 1 mL
在 2%溶菌酶中作用 20 min 后, 短暂离心收集菌体

沉淀。总 RNA 提取采用 Trizol 法。在生物分光光度

计上测 OD 值调整各样品总 RNA 浓度。备用总 RNA
于−70 °C 保存。 
1.4.3  RT-PCR 扩 增 : 按 照 反 转 录 试 剂 盒

Quantscript RT Kit (天根)要求进行反转录。反转录反

应体系组成: 2 μL 10×RT mix, 2 μL dNTP 混合液 
(2.5 mmol/L), 2 μL Oligo-dT15 (10 µmol/L), 1 μL 
Quant Reverse Transcriptase, 3 μL RNase-free 水 , 

10 μL 模板 RNA, 总体系为 20 μL。37 °C 孵育

60 min。逆转录产物于−20 °C 保存。PCR 扩增条件: 
95 °C 5 min; 95 °C 30 s, 57 °C 30 s, 72 °C 30 s, 30 个

循环; 72 °C 10 min。PCR 产物于−20 °C 保存。 
1.4.4  琼脂糖凝胶电泳检测: 取每个样品的目的基

因 RT-PCR 产物 5 μL, 对照 GAPDH 基因 RT-PCR 产

物 5 μL, 同 l μL 上样缓冲液混合均匀, 分别点样于

1%琼脂糖凝胶孔中, 在另一孔中加入 6 μL DL2000 
Marker, 4 V/cm 电压下电泳。电泳结束后, 在凝胶成

像系统上留取照片。应用灰度分析软件 Image J 进行

吸光值比较分析, 确定目的基因在样品中表达量的

相对值。 

1.5  统计学分析 
结 果 用 均 值 ± 标 准 差 (x±s) 形 式 表 示 。 采 用

One-way ANOVA 方法分析各组之间差异显著性。

P<0.05 表示差异显著, P<0.01 表示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  NaCl 刺激对保加利亚乳杆菌冻干存活率的

影响 
为确定 NaCl 添加时间, 测定了保加利亚乳杆菌

在 MRS 下的吸光值, 并绘制了生长曲线, 结果如图

1 所示, 在 12 h 左右进入对数生长末期, 16 h 左右进

入稳定期。实验采用对数末期 13.5 h 作为 NaCl 刺激

时间点(图 1)。 
 

 
图 1  保加利亚乳杆菌生长曲线 
Fig. 1  The growth curve of Lactobacillus bulgaricus 
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为研究 NaCl 刺激对保加利亚乳杆菌抗冻干

性能的影响 , 选取亚致死剂量 2% (W/V)作为外源

NaCl 浓度。菌体培养到 13.5 h 时 , 向菌液中添加

NaCl 继续培养 2、4 和 6 h, 测定其冻干存活率 , 
如图 2 所示 , NaCl 刺激后保加利亚乳杆菌的冻干

存 活 率 显 著 增 加 , 且 存 活 率 分 别 是 对 照 组 (直 接

预冻并冷冻干燥)细胞的 1.43 倍 (2 h)、1.33 倍 (4 h)
和 1.28 倍 (6 h)。表明 NaCl 刺激的确是提高乳酸

菌冻干存活率的有效手段。但随着 NaCl 刺激时

间 增 加 存 活 率 降 低 , 这 说 明 刺 激 时 间 不 宜 过 长 , 
选 择 合 适 的 添 加 时 间 点 和 刺 激 持 续 时 间 才 能 达

到良好的效果。为了研究 NaCl 刺激对糖酵解限

速酶 PFK 活性的影响 , 实验选取效果最为显著的

刺激时间 2 h 考察冻干前后 PFK 活性的变化。  
 

 
图 2  NaCl 刺激后冻干存活率 
Fig. 2  The survival rate of freeze-dried cells after NaCl 
stimulation 
注: **: 实验数据在 P<0.01 水平上的显著性差异. 
Note: **: The results are significantly different (P<0.01). 
 
2.2  磷酸果糖激酶活性 
2.2.1  ATP 和 ADP 分离效果: 取 20 μL 0.05 g/L 
ATP 和 0.05 g/L ADP 混合标准品溶液进行色谱分

析。如图 3 所示 , ATP 和 ADP 在短时间内达到较

好的分离效果。流动相的选择较为重要 , 实验选

用 50 mmol/L 的磷酸钾缓冲液(pH 6.5)作为洗脱的

流动相, 分离效果较好。ATP 和 ADP 的保留时间 

分别为 6.417 min 和 7.045 min。 
2.2.2  ADP 工作曲线: 配制一系列浓度的 ADP 标准

溶液(0.01、0.02、0.03、0.04 和 0.05 g/L), 按照所建立

的方法处理后进行分析。记录 ADP 的峰面积, 以峰

面积对浓度进行线性回归得回归方程。每一个浓度水

平的标准液各进样 3 次, 计算得 ADP 的线性回归方

程为: y=34.8x+0.005 6, R2=0.999 7, 在 0.01−0.05 g/L

范围内具有良好的线性关系。 

2.2.3  磷酸果糖激酶的活性: 目前 PFK 酶活测定方

法主要是采用酶法 [8], 但这种方法需要通过其它 3

种 酶 相 偶 联 , 操 作 复 杂 , 分 析 成 本 高 。 采 用

RP-HPLC 法对生成物 ADP 进行检测 , 通过检测

ADP 的含量来反映 PFK 活性的变化, 如图 3 所示。

该方法在酶反应终止后 13 min 内即可检测出 PFK 活

性, 可消除因 ATP 和 ADP 不稳定造成的影响, 更加

简便、快速、准确。糖代谢是细菌产生能量的主要

途径, 在外界不利环境下能量的代谢必然加快, 所

以糖代谢途径中的某些酶类在外界环境压力下会发

生变化 [9]。表 1 结果显示 , 冻干前 PFK 活性为

1.409 5 U/mg, NaCl 刺 激 后 酶 活 提 高 37.4% 

(P<0.01); 冻干后活性降低为 0.968 5 U/mg, NaCl 刺

激使 PFK 活性增加 31.4% (P<0.01)。冷冻干燥影响

了保加利亚乳杆菌正常生理代谢所需关键酶 PFK 的

活性, NaCl 刺激能有效地减少冻干过程对 PFK 酶活

的影响, 起到保护细胞的作用。 

2.3  PFK-1 酶基因(pfk1)的表达 
为了确保 PCR 扩增产物的特异性, 实验将 PCR

产物回收后进行了克隆测序 , 其中目的基因 PFK 

1 203 bp, 参比基因 GAPDH 432 bp (图 4)。测序结

果表明 PCR 扩增产物确实为 PFK-1 基因片段。根据

图 4 所示电泳条带的吸光值比较, 绘制柱状图。将

对照组中冻干前与冻干后灰度值做显著性分析发现

P<0.05, 冷冻干燥后 pfk1 表达量显著增加; NaCl 刺

激后胞内 pfk1 在冻干前的表达量增加, 比对照组增

加 25.89%; 但是 NaCl 刺激对 pfk1 在冻干后的表达

量影响不大。 
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图 3  色谱图 
Fig. 3  RP-HPLC chromatograms 

注: A: ATP 和 ADP 样品色谱图; B: 冻干前对照组; C: 冻干前处理组; D: 冻干后对照组; E: 冻干后处理组. 
Note: A: RP-HPLC chromatograms of ATP and ADP mixture; B: Control group before freeze-drying; C: Treatment group before 
freeze-drying; D: Control group after freeze-drying; E: Treatment group after freeze-drying. 
 

表 1  磷酸果糖激酶活性 
Table 1  Phosphofructokinase activity 

PFK 酶活 
PFK activity (U/mg) 

 
冻干前 

Before freeze-drying 
冻干后 

After freeze-drying

对照组 
Control group 

1.409 5±0.015 5 0.968 5±0.012 6 

处理组 
Treatment group 

  1.936 3±0.040 6**   1.272 6±0.025 9**

注: **: 实验数据在 P<0.01 水平上的显著性差异. 
Note: **: The results are significantly different (P<0.01). 

 

3  结论与讨论 

乳酸菌经过亚致死处理可以提高其冻干存活

率, 在变化的环境中能通过改变自身的代谢增强对

外界条件的抵抗力。本研究在预冻前对保加利亚乳

杆菌进行短暂 NaCl 刺激 , 结果发现在对数末期

13.5 h 时添加 NaCl 刺激, 冻干存活率增加; 但随着

NaCl 刺激时间增加存活率降低, 这说明刺激时间不

宜过长, 选择合适的添加时间和刺激持续时间才能

达到良好的效果。 
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图 4  保加利亚乳杆菌 PFK-1 激酶表达(n=3) 
Fig. 4  PFK-1 kinase express in Lactobacillus bulgaricus (n=3) 

注: M: DNA marker; 1、3、5、7: GAPDH; 2、4、6、8: PFK-1; 1、2: 冻干前对照组; 3、4: 冻干前处理组; 5、6: 冻干后对照组; 7、8: 冻

干后处理组. 
Note: M: DNA marker; 1,3,5,7: GAPDH; 2,4,6,8: PFK-1; 1,2: Control group before freeze-drying; 3,4: Treatment group before freeze-drying; 
5,6: Control group after freeze-drying; 7,8: Treatment group after freeze-drying. 
  
乳酸菌在不良环境下的自我保护, 会使细胞产生某

些 生 理 变 化 , 比 如 在 酸 耐 受 反 应 中 乳 酸 乳 球 菌

MG1363 的丙酮酸激酶、磷酸甘油酸激酶和乳酸脱

氢酶等糖代谢相关酶类会发生变化[10]。糖在糖酵解

中, PFK 是调控关键酶[11], 限制糖酵解的速率。冷冻

干燥影响了保加利亚乳杆菌正常生理代谢所需关键

酶 PFK 的活性, 可能是由于冻干过程中细胞膜受到

破坏, 胞内部分酶泄漏到细胞外使细胞内的 PFK 活

性降低[12]。经 NaCl 刺激冻干后 PFK 酶活是对照组

的 1.31 倍, 说明 NaCl 刺激能够有效地减少冻干过程

中对 PFK 酶活的影响, 起到保护细胞的作用。PFK

活性增加, 可能是由于添加 NaCl 改变了细胞内辅因

子水平[13]。 

本研究对 NaCl 刺激下保加利亚乳杆菌 pfk1 表

达的研究显示, 冻干后 pfk1 表达量增加, 这与有无

NaCl 刺激无关 , 说明保加利亚乳杆菌可以通过调

控基因的转录水平抵抗不利环境。NaCl 刺激后 , 

pfk1 的表达量在冻干前增加, 但是在冻干后表达基

本没有变化。可以推测, 在保加利亚乳杆菌中 PFK

酶与其存活是有一定关联的, 这与 Marceau 的结论

一致[3]。 

综上所述, NaCl 刺激能显著提高保加利亚乳杆

菌的冻干存活率, 同时胞内 PFK 的活性增强, PFK

可能与细胞的存活有关。但糖代谢是多酶共同调节

型, 仅仅研究一种酶是片面的, 在今后的实验中结

合研究其它糖代谢关键酶来共同阐述此机理, 为乳

酸菌冷冻干燥后存活率和活力低下的问题提供理论

依据。 
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