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摘  要: 目的  探究添加噬菌体在控制发酵啤酒中植物乳杆菌污染的效果, 并优化防控效果。方法  从腐烂

苹果和鸭粪便样品中分离到 1 株靶向植物乳杆菌的噬菌体, 命名为 LBP-LH, 并对其特性进行了表征; 通过模

拟发酵啤酒中的细菌污染, 将植物乳杆菌(Lactiplantibacillus plantarum)与酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)

在酵母浸出粉蛋白胨葡萄糖液体培养基中进行共培养。在共培养体系中添加噬菌体 LBP-LH, 通过测定共培养

体系中酿酒酵母和植物乳杆菌的细胞数量以及乙醇浓度, 以评估噬菌体防止植物乳杆菌污染的效果。结果  

与污染组相比, 噬菌体处理组植物乳杆菌数量自 9 h 起极显著降低(P<0.01), 酿酒酵母数量与乙醇产量均恢复

至对照组水平(P>0.05); 噬菌体单独添加对酿酒酵母生长及乙醇发酵无显著影响(P>0.05)。结论   噬菌体

LBP-LH 可特异性清除植物乳杆菌, 不影响酿酒酵母生长与乙醇发酵, 安全性良好, 可作为绿色生物抗菌剂用

于发酵啤酒过程中植物乳杆菌污染的精准防控, 在食品发酵工业具有实际应用潜力。 
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Control of Lactiplantibacillus plantarum contamination in fermented beer 
through bacteriophage addition 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the effects of adding bacteriophage in controlling the contamination of 
Lactiplantibacillus plantarum during fermented beer, and optimize the prevention and control effect. Methods  A 
bacteriophage targeting Lactiplantibacillus plantarum, named LBP-LH, was isolated from rotten apple and duck feces 
samples, and its characteristics were characterized. By simulating bacterial contamination in fermented beer, 
Lactiplantibacillus plantarum and Saccharomyces cerevisiae were co-cultured in yeast extract peptone dextrose broth. 
Then, bacteriophage LBP-LH was added to the co-culture system, and the effects of bacteriophage on preventing 
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Lactiplantibacillus plantarum contamination was evaluated by measuring the ethanol concentration and cell numbers of 
Saccharomyces cerevisiae and Lactiplantibacillus plantarum in the co-culture system. Results  Compared with the 
polluted group, the number of Lactiplantibacillus plantarum in the bacteriophage treatment group decreased 
significantly from 9 h (P<0.01), while the number of Saccharomyces cerevisiae and ethanol production returned to the 
control group level (P>0.05); the addition of bacteriophages alone had no significant effect on the growth of 
Saccharomyces cerevisiae and ethanol fermentation (P>0.05). Conclusion  The bacteriophage LBP-LH has been 
verified to specifically eliminate Lactiplantibacillus plantarum without affecting the growth of Saccharomyces 
cerevisiae and ethanol fermentation. It is safe and can be used as a green biological antibacterial agent for precise 
prevention and control of lactic acid bacteria contamination during fermented beer. It has practical application potential 
in the food fermentation industry. 
KEY WORDS: bacteriophage; fermented beer; Saccharomyces cerevisiae; Lactiplantibacillus plantarum; bacterial 

contamination 
 
 

0  引  言 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是一种与人类关

系密切的酵母, 主要应用于面包和馒头等食品及酿酒行

业。啤酒是一种低酒精度饮品, 因富含二氧化碳常被比喻

为“液体面包”, 发酵啤酒是一个高度依赖酿酒酵母完成糖

化产物转化为乙醇和芳香化合物的关键工业过程[1]。尽管

啤酒发酵罐通常设计为密闭系统, 但在生产实践中, 细菌

污染仍是不可忽视的难题, 这些细菌不仅消耗酿造原料中

的糖分, 还会产生酸性代谢产物, 破坏啤酒的风味轮廓[2]。 
在工业级啤酒发酵半连续/连续生产过程中, 无法实

现完全无菌环境, 细菌污染频发, 严重降低了发酵效率与

产 品 品 质 [3] 。 在 众 多 细 菌 污 染 源 中 , 植 物 乳 杆 菌

(Lactiplantibacillus plantarum)是最具威胁性的污染菌种类

之一。它通过糖酵解途径将糖分转化为乳酸, 导致发酵液

pH 下降[4]。这种 pH 的下降不仅抑制了酿酒酵母的生长, 还
会导致酵母细胞壁通透性的改变, 从而进一步加剧细胞死

亡和发酵停止。更为严重的是, 植物乳杆菌的存在会导致

啤酒出现“酸败”味, 严重影响产品质量[5]。 
工业发酵中针对杂菌污染的常用控制策略主要包括

抗生素添加、有机酸抑菌、物理灭菌及应用生物抑菌剂等。

为了控制或消除植物乳杆菌等细菌导致的污染, 人们已经

采用了各种方法。例如, 工业生产中常在发酵启动初期或

污染早期, 添加低剂量青霉素 G 等抗生素, 因此法操作简

便、抑菌快速、成本低廉, 得以在大规模生产中得到普遍

应用。然而, 长期滥用抗生素可导致耐药菌株不断增加, 
反而导致细菌防治效果适得其反[6], 同时, 过度使用抗生

素而导致发酵残渣中残留的药物, 可能会随饲料被喂养到

牲畜中, 进一步通过食物链威胁食品供应的安全[7]; 添加

外源乳酸也可防治细菌污染, 有效抑制植物乳杆菌生长[8], 但
采用该发酵策略, 需使用耐乳酸型酵母菌株完成发酵生产[9], 
否则乳酸会极大地降低酿酒酵母生长和发酵能力[10]。此外, 

采用高温发酵等物理法也可有助于降低杂菌污染风险, 但
常规工业酿酒酵母无法耐受超过 37 ℃以上温度; 超过

37 ℃即属于高温发酵, 可显著抑制酵母细胞活性, 这使得

高温发酵需依赖耐热酿酒酵母菌株, 同时高温发酵可能也

会破坏目标产品风味[11]。另外, 尼生素也被用于发酵中的

杂菌污染防控, 但尼生素成本高且目前常规市售尼生素活

性成分含量较低, 这限制了其在实际工业中的应用[12]。从

产业实际需求来看, 当前发酵行业对杂菌防控的要求不断

提高, 既要保证产品安全性, 又要兼顾生产效率和成本控

制, 传统防控手段已难以适配规模化、高品质的生产需求, 
因此寻找新的替代抗菌干预方法, 用以防治发酵啤酒中的

细菌污染是十分必要的。 
噬菌体是一类可感染细菌的病毒, 具有易分离、成本

低、对人体无害等特点。研究表明, 尽管噬菌体具有潜力

用于治疗细菌感染或消除污染, 但受限于当时对其生物学

特性的了解不足, 以及随后广泛的抗生素使用的冲击, 噬
菌体的实际应用曾一度受到限制[13]。近年来, 噬菌体在微

生物领域的应用研究显著增加, 在消灭目标宿主细胞上具有

宿主特异性, 可能是控制细菌污染的理想替代方法[14–16]。人

们预期噬菌体可用于治疗细菌感染[17], 并已广泛应用于多

种致病菌所致的疾病[18–20]。相较于传统的化学抗生素, 噬
菌体作为一种高度特异性的生物抗菌剂展现出许多优势, 
能精准靶向特定细菌而不伤害酵母菌、本身无抗生素残留、

对环境友好[15]。并且相比传统的化学抗生素, 噬菌体治疗

相较于抗生素能在感染部位进行自我繁殖, 效果更好[21]。

因此, 噬菌体疗法被认为是控制啤酒酿造发酵过程中植物乳

杆菌等细菌污染的极具前景的绿色替代方案。 
本研究以腐烂苹果和鸭粪为材料, 以植物乳杆菌为靶标

菌进行噬菌体的分离。测定了该噬菌体的特性及其在生物乙

醇生产中对植物乳杆菌污染的影响, 并评估了分离的噬菌体

对发酵的副作用。旨在探讨在啤酒发酵过程中, 利用噬菌体

添加来控制植物乳杆菌污染的可行性及其机制。通过验证该
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方法的有效性, 不仅为啤酒工业提供一种新型的生物防控手

段, 也为生物乙醇产业在面对类似细菌胁迫时提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

本研究所用酿酒酵母菌株为实验室自行分离, 经鉴定为

CEC B9S-15; 该菌株的Gen Bank登录号为GU585883.1 (http: 
//www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU585883.1)。使用的植物乳

杆菌菌株购自中国科学院微生物研究所, 其 ATCC 编号为

8014 (http: //www.atcc.org/Products/ All/8014.aspx) 
蛋白胨、牛肉膏、酵母膏(北京奥博星生物技术有限

责任公司); 柠檬酸氢二铵(纯度≥98.0%)、吐温 80、明胶、

盐酸(HCl)(化学纯)、磷酸氢二钾、七水合硫酸镁、氯化钠、

氢氧化钠(NaOH)(分析纯)(国药集团化学试剂有限公司); 
葡萄糖(纯度≥98.0%)、乙酸钠(纯度≥99.5%)、硫酸锰(纯
度 ≥ 99.99%)( 上 海 阿 拉 丁 生 化 科 技 股 份 有 限 公 司 ); 
Tris-HCl(无核糖核酸酶, 上海源叶生物科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

SPX-150B-Z 生化培养箱、YXQ-LS-50SII 立式压力蒸

汽灭菌器 ( 上海博迅医疗生物仪器股份有限公司 ); 
TDL-5-A 低速台式离心机(上海安亭科学仪器厂); XSP-3C
生物显微镜(上海精密仪器仪表有限公司); HZQ-QX 卧式

空气恒温振荡器(北京东联哈尔仪器制造有限公司); 752S
紫外可见分光光度计 (上海棱光技术有限公司); QP-2010
气 相 色 谱 - 质 谱 联 用 仪 ( 日 本 岛 津 公 司 ); 
METTLER-TOLEDO FE20-FiveEasy™ pH 仪(瑞士梅特勒-
托利多仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

(1)菌种、培养基和培养条件 
本研究采用本实验室自行分离的酿酒酵母菌株, 培养于

酵母浸出粉蛋白胨葡萄糖液体培养基(yeast extract peptone 
dextrose broth, YPD broth) (2%葡萄糖、1%酵母提取物、2%
蛋白胨)中, 并以 170 r/min 转速于 30 ℃恒温振荡培养。植物

乳杆菌培养于 MRS 培养基[1%蛋白胨、1%牛肉膏、1%酵母

提取物、2%葡萄糖、0.5%乙酸钠、0.2%柠檬酸氢二铵、0.2%
磷酸氢二钾、0.058%七水合硫酸镁、0.025%硫酸锰、0.1% 
(V:V)]于吐温 80, pH 为 6.8 中, 30 ℃培养。 

(2)噬菌体的分离、繁殖和储存 
将腐烂的苹果或鸭的粪便样品加入 MRS 肉汤中, 与

1%体积的植物乳杆菌指数生长期在 30 ℃下培养。过夜振

荡后, 以 10000×g 离心 10 min, 去除剩余的细菌细胞或细

胞碎片, 取上清, 采用经典的双层琼脂平板法[22]进行反复分

离与纯化, 直至筛选得到斑形一致且尺寸稳定的噬菌斑, 其
中每一个噬菌斑都代表一个单独的克隆。用移液枪吸取 30 个

单噬菌斑, 用小体积标准镁(standard magnesium, SM)缓冲液

(50 mmol/L Tris-HCl、0.1 mol/L 氯化钠、8 mmol/L 七水合硫

酸镁、0.01%明胶、pH 为 7.5)洗脱。在植物乳杆菌上增殖单

个噬菌体悬液, 并通过双层琼脂分层法测定噬菌体滴度[22]。

将噬菌体裂解液悬浮在 SM 缓冲液中, 于 4 ℃保存。 
(3)噬菌体的 pH 稳定性 
为了评估噬菌体在不同酸碱度环境中的稳定性, 本

研究采用 1%胰蛋白胨的培养基进行实验。首先, 取 4.5 mL
经 0.1 mol/L HCl 或 NaOH 调节至不同 pH 的胰蛋白胨溶液

分装于各试管中, 置于 25 ℃水浴箱中平衡至温度稳定。随

后向每个试管中加入 0.5 mL 噬菌体裂解液, 在 25 ℃孵育 1 h
后测定其滴度。为量化 pH 对噬菌体活性的影响, 将各 pH
条件下的噬菌体滴度与 pH 为 8.0 时的滴度进行比较, 计算

相对滴度。该实验重复进行 3 次以确保结果的可靠性。 
鉴于乙醇发酵过程通常在 pH 为 4.0~6.0 范围内进行, 

进一步研究了噬菌体 LBP-LH 在该 pH 范围内的残留活性

变化, 进行了相应实验。具体操作为: 将 0.5 mL 噬菌体裂

解液分别加入含有不同 pH 为 4.0、5.0、6.0 的管中, 置于

25 ℃孵育 1 h, 期间每隔 10 min 取样一次, 并立即将样本

置于冰浴中冷却, 以防止进一步的活性变化。随后测定其

滴度, 并计算相对于 0 min 时滴度的相对滴度值。实验同

样进行 3 次重复。 
(4)噬菌体的热稳定性 
本研究首先在 MRS 肉汤培养基中活化噬菌体, 并接

种 1%体积的植物乳杆菌指数生长期培养物于 30 ℃孵育。

活化后的菌液以 10000×g 离心 10 min, 以除去残余的细菌

细胞或细胞碎片。随后, 将上清液(即噬菌体裂解液)分别置

于 30、40、50、60、70 和 80 ℃的水浴箱中孵育 1 h。在

此期间, 每隔 10 min 取样一次, 并立即置于冰浴中冷却, 
以防止进一步的活性变化。随后测定其滴度, 并计算相对

于 0 min 时滴度的相对滴度值。该实验同样进行 3 次重复

以确保结果的可靠性。 
(5)抑制植物乳杆菌污染的噬菌体处理方法 
为验证噬菌体对植物乳杆菌污染的抑制效果, 本研

究在 YPD 肉汤培养基中模拟了发酵啤酒过程中的细菌污

染。实验设置了 3 个独立的组别: 对照组(仅接种酿酒酵

母)、污染组(酿酒酵母与植物乳杆菌共培养)以及噬菌体处

理组(酿酒酵母、植物乳杆菌及噬菌体 LBP-LH 共培养)。
接种比例分别为酿酒酵母 4×105 细胞 /mL, 植物乳杆菌

1.6~2.3×106细胞/mL; 噬菌体加入量为 3.6×103噬菌斑形成

单位 PFU/mL。所有组别均在 30 ℃、170 r/min 条件下培养。

为监测发酵过程和微生物动态变化, 使用血球计数板计数

酵母细胞, 通过梯度稀释平板计数法统计植物乳杆菌数量, 
并采用气相色谱法(gas chromatography, GC)测定发酵液中

的乙醇含量。色谱条件: 色谱柱, DB-8 毛细管柱; 柱温, 
120 ℃; 检测器温度: 250 ℃; 进样口温度: 250 ℃; 载气: 
N2; 尾吹气流量: 5.9 mL/min; 氢气流量: 40 mL/min; 空气

流量: 400 mL/min; 分流比为 0。在下面的实验中都采用同
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样的色谱条件测定乙醇。乙醇产量的相对含量通过与对照

组比较得出。此外 , 使用 METTLER-TOLEDO FE20- 
FiveEasy™ pH 仪实时监测发酵过程中的 pH 变化。为确保

结果的可靠性, 该实验均进行 3 次重复。 
(6)噬菌体对发酵的副作用评价 
评估噬菌体对发酵过程可能产生的副作用, 本研究

将酿酒酵母接种于 YPD 培养基中 , 设置有无噬菌体

LBP-LH 的两种培养条件。具体设计包括: 对照组(仅接种

酿酒酵母于 YPD 培养基中)和副作用评估组(酿酒酵母与噬

菌体 LBP-LH 共培养于 YPD 培养基中)。所有培养均在

30 ℃、170 r/min 条件下进行。期间使用血球计数板统计酿

酒酵母细胞数量, 并通过 GC 测定发酵液中的乙醇含量, 
该实验同样设置 3 次重复。 

1.4  数据处理 

采用 SPSS 13.0 统计软件进行独立样本 t 检验数据分

析。P<0.05 表示具有显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  噬菌体分离及形态特征 
在课题组前期研究中[23], 植物乳杆菌在测试的 3 种乳酸

菌(干酪乳杆菌、植物乳杆菌和乳酸乳球菌)中对酿酒酵母生

长以及最终乙醇产量的抑制效果最为显著。因此, 本研究选

择了植物乳杆菌作为污染菌株, 以评估噬菌体处理的效率。 
从腐烂苹果和鸭粪便样品中分离出的噬菌体经双层琼脂

平板法反复分离纯化获得的噬菌体命名为 LBP-LH。噬菌体

LBP-LH 形成的噬斑清晰, 但较小, 直径约为 1 mm(图 1A)。对
噬菌体 LBP-LH 进行电镜观察, LBP-LH 具有复杂的对称性, 
具有一个长的尾部和一个等长的头部(图 1B~D)。LBP-LH 头

部直径约为 30~40 nm, 尾部直径约为 50~70 nm(图 1B)。根据

前期工作的一步生长曲线计算出增殖噬菌体 LBP-LH 的参

数[24], 其裂解量为 32 PFU。 
 

 
 

注: A. 噬菌斑图像; B~D. 透射电镜图像。 
图 1  噬菌体 LBP-LH 形态特征 

Fig.1  Morphological characteristics of bacteriophage LBP-LH 

2.2  不同 pH 下噬菌体 LBP-LH 的存活情况 

在酿酒酵母进行生物乙醇发酵的过程中, pH 会随发

酵时间的推移而发生变化。若噬菌体处理能够有效控制植

物乳杆菌的污染, 纯化的噬菌体裂解液可以制备成液体制

剂、粉末制剂或其他形式用于实际应用。在噬菌体制剂的

工业化生产过程中, 可能会涉及酸、碱或高温处理, 这些

工艺条件将直接影响噬菌体的活性。因此, 必须评估噬菌

体在不同 pH 和温度下的存活能力。 
实验结果显示(图 2A), 噬菌体 LBP-LH 对中性及碱性

环境表现出较高的耐受性, 而在酸性环境下活性显著降

低。具体而言, pH 1~4 条件下噬菌体活性受到极显著抑制

(P<0.01), pH 为 5 以及 pH 为 12 时噬菌体活性亦存在显著

抑制作用(P<0.05)。相反, 在 pH 为 6~11 的范围内, 尤其是

pH 为 8~9 之间, 噬菌体仍能保持相对较高的活性。 
此外, 研究还进一步测定了噬菌体 LBP-LH 在 pH 为

4~6 范围内的残余活性变化(图 2B)。结果表明, 当噬菌体

在 1%胰蛋白胨(pH 6)中浸泡 60 min 后, 仍能保持较高的活

性, 其剩余滴度约为 57%。然而, 噬菌体对 pH 为 4 和 5 更

为敏感, 在 pH 4 和 5 条件下经过 60 min 孵育后, 其剩余滴

度分别约为 15%和 27%(与 0 min 时的滴度相比差异显著, 
P<0.01)。 

2.3  噬菌体 LBP-LH 的热稳定性 

噬菌体 LBP-LH 表现出对中低温(即 30、40 和 50 ℃)
的耐受性(图 3)。在 30、40 和 50 ℃下孵育 60 min 后, 噬
菌体 LBP-LH 仍保持较高活性 , 其剩余效价分别约为

75%、55%和 50%。然而, 噬菌体 LBP-LH 对高温(即 60、
70 和 80 ℃)更敏感, 其在 60 ℃和 70 ℃孵育 60 min 后的剩

余滴度分别仅为(与 0 min 噬菌体 LBP-LH 滴度比较 , 
P<0.05)的 35%和 20%左右。此外, 噬菌体 LBP-LH 在 80 ℃
孵育后立即失去活性, 并且在 80 ℃孵育时没有检测到噬

菌体颗粒。 

2.4  噬菌体 LBP-LH 处理对酿酒酵母发酵过程中植

物乳杆菌污染的影响 

为了在实验室规模上模拟细菌污染, 将植物乳杆菌

与酿酒酵母在 YPD 培养基中共同培养 , 并添加噬菌体

LBP-LH 以评估噬菌体处理的效果。由图 4A 可知, 在污染

组(酿酒酵母和植物乳杆菌混合共培养)中, 从共培养 6 h 开

始, 植物乳杆菌的存在抑制了酵母细胞的生长(P<0.05)。然
而, 噬菌体 LBP-LH 的加入逆转了植物乳杆菌对酿酒酵母

生长的抑制作用。与污染组相比, 噬菌体处理组(酿酒酵

母、植物乳杆菌和噬菌体 LBP-LH 共培养)的酵母细胞数量

从共培养后 8 h 开始显著增加(P<0.05)。此外, 与仅用 YPD
培养酿酒酵母的对照组相比, 噬菌体处理组的酵母细胞数

量并未减少(P>0.05)。 
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注: A. 不同 pH 孵育 1 h。*表示与 pH=8 相比具有显著性差异, P<0.05; **表示具有极显著性差异, P<0.01; B. 不同 pH 随时间变化。*表
示不同 pH 不同时间与 0 min 相比具有显著性差异, P<0.05; **表示具有极显著性差异, P<0.01。 

图 2  噬菌体 LBP-LH 在不同 pH 和时间下的残余活性变化图 
Fig.2  Changes diagram in residual activity of bacteriophage LBP-LH at different pH and time 

 

 
 
 

图 3  噬菌体 LBP-LH 在 MRS 肉汤培养基中的耐热性 
Fig.3  Heat resistance of bacteriophage LBP-LH in MRS broth 

medium 
 

由图 4B 可知, 植物乳杆菌的存在也显著降低了乙醇

的产量(P<0.05)。然而, 噬菌体 LBP-LH 的加入逆转了植物

乳杆菌对乙醇产量的抑制作用(P<0.05)。此外, 与仅用 YPD
培养基培养酿酒酵母的对照组相比, 噬菌体处理组的最终

乙醇产量并没有降低。 
此外, 还测定了污染组和噬菌体处理组中植物乳杆

菌的细胞数量, 以评估噬菌体 LBP-LH 对植物乳杆菌污染

的抑制作用。由图 4C 可知, 与污染组相比, 噬菌体处理组

的植物乳杆菌细胞数量从共培养后 9 h 开始极显著下降

(P<0.01)。这些关于细胞数量和乙醇产量的结果表明, 噬菌

体 LBP-LH 可以有效地抑制酿酒酵母发酵过程中的植物乳

杆菌污染。 
由图 4D 可知, 与对照组相比, 污染组的 pH 降低。污

染组 pH 的降低可能主要是由植物乳杆菌释放的乳酸积累

造成的。噬菌体 LBP‑LH 处理与污染组相比并未有明显升

高; 可能由于噬菌体可高效裂解宿主菌, 但无法快速降解

体系中已存在的有机酸。与此同时, 酵母在糖代谢过程中

也会持续产生少量弱酸类物质, 共同导致发酵体系 pH 维

持在较低水平。 
 

 
 

注: #表示污染组与对照组相比具有显著性差异, P<0.05; ##表示污染组与对照组相比具有极显著性差异, P<0.01; *表示噬菌体处理组与污染组相

比具有显著性差异, P<0.05; **表示噬菌体处理组与污染组相比具有极显著性差异, P<0.01。 
图 4  噬菌体 LBP-LH 处理对酿酒酵母培养过程中植物乳杆菌污染的影响 

Fig.4  Effects of bacteriophage LBP-LH treatment on Lactiplantibacillus plantarum contamination during the culture of Saccharomyces 
cerevisiae 
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注: #表示污染组与对照组相比具有显著性差异, P<0.05; ##表示污染组与对照组相比具有极显著性差异, P<0.01; *表示噬菌体处理组与污染组相

比具有显著性差异, P<0.05; **表示噬菌体处理组与污染组相比具有极显著性差异, P<0.01。 
图 4(续)  噬菌体 LBP-LH 处理对酿酒酵母培养过程中植物乳杆菌污染的影响 

Fig.4  Effects of bacteriophage LBP-LH treatment on Lactiplantibacillus plantarum contamination during the culture of Saccharomyces 
cerevisiae 

 
2.5  噬菌体 LBP-LH 对发酵的副作用评价 

在不接种植物乳杆菌的情况下, 评价噬菌体 LBP-LH 对

酿酒酵母发酵的副作用。添加噬菌体 LBP-LH 在各时间点均 

未降低酿酒酵母的生长(图 5A)。最终的乙醇产量也不受噬菌

体 LBP-LH 的抑制(图 5B)。这些结果表明, 在含有酿酒酵母

的发酵液中添加噬菌体 LBP-LH 对生物乙醇发酵是无害的。 

 

 
 

图 5  噬菌体 LBP-LH 对酿酒酵母发酵的副作用 
Fig.5  Side effects of bacteriophage LBP-LH on the fermentation of Saccharomyces cerevisiae 

 

3  讨论与结论 

在工业级别发酵过程中, 酿酒酵母细胞经常受到各

种环境因素胁迫; 同时, 植物乳杆菌等细菌的污染几乎不

可避免[25], 从而抑制了酿酒酵母细胞生长[26–27]。因此, 为
提高乙醇发酵产量, 进而降低生产成本, 必须对工业级酿

酒酵母发酵中的污染杂菌进行控制。 
生物防治制剂作为化学合成物的非危险替代品, 可

利用生物过程抑制细菌污染[28]。宿主特异性的噬菌体对非

宿主细胞生物无害, 为治疗细菌污染提供了一种相对无毒

的替代策略。虽然化学试剂和噬菌体都具有显著的抗菌活

性, 但裂解性噬菌体由于具有更高的杀灭效率和特异性而

优于化学试剂。比如, 已有研究表明噬菌体可比抗生素更 

有效地治疗人或动物的病原体感染[29]。本研究中噬菌体

LBP-LH 的添加逆转了植物乳杆菌对酿酒酵母生长和最终

生物乙醇产量的抑制作用。这些结果表明噬菌体对酿酒酵

母发酵过程中植物乳杆菌污染的控制是有效的。作为环境

中的天然居留物, 噬菌体具有生物安全性, 不会造成类似

于发酵废液中抗生素残留而导致的二次污染。之前的研究

也证明了噬菌体在治疗由肠道致病菌大肠杆菌 3 引起的

鸡腹泻中表现出了良好的生物安全性[30]。同时, 噬菌体特

异性良好, 其宿主范围较为有限[31]。噬菌体只裂解其宿主

菌, 只有表面具有可被噬菌体识别的特异性受体分子的

细胞才会被噬菌体识别并杀灭[32]。本课题组前期工作也表

明了噬菌体 LBP-LH 的宿主特异性, 这也提示可利用该噬

菌体防控植物乳杆菌污染, 将不会对基于酿酒酵母的发
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酵过程造成影响[24]。此外, 噬菌体具有自限性, 需要其宿

主细胞不断生长[33]; 一旦其宿主微生物不再存在, 噬菌体

则不能持续足够长的时间。因此, 一旦发酵体系中植物乳

杆菌细胞被清除, 噬菌体 LBP-LH 将无法在发酵体系中继

续存活。 
在噬菌体防控应用中, 噬菌体在添加后可能很快失

活[34]。然而, 只要发酵系统中存在宿主菌, 噬菌体就可不

断繁殖并裂解其宿主细胞, 直至宿主细胞被彻底清除。本

研究中, 噬菌体 LBP-LH 的添加降低了植物乳杆菌的细胞

数量, 这也表明了采用噬菌体控制酿酒酵母发酵过程中植

物乳杆菌污染的有效性。 
此外, 伴随着发酵过程的进行, 乳酸菌、酿酒酵母等

微生物可分泌乳酸、乙酸等分子, 使得发酵体系 pH 发生变

化[35]。本研究中, 对照组、污染组和噬菌体处理组的 pH
在发酵过程中维持在 4~6 范围内。植物乳杆菌污染组与噬

菌体处理组 pH 均未达到对照水平, 以之前的研究中测得

的乳酸和乙酸含量变化来看, 在植物乳杆菌与酿酒酵母共

培养后, 乳酸含量较单独培养酿酒酵母时显著升高, 乙酸

含量在两种培养条件下均处于极低水平相符合[23]。本研究

认为该现象与体系内代谢物积累特征直接相关, 植物乳杆

菌在污染前期已大量增殖并分泌乳酸等酸性代谢物, 导致

pH 快速下降[36]; 噬菌体可高效裂解宿主菌, 但无法快速

降解体系中已存在的有机酸。与此同时, 酵母在糖代谢过

程中也会持续产生少量弱酸类物质, 共同导致发酵体系

pH 维持在较低水平[37]。这一结果提示, 在植物乳杆菌污染

发生后, 噬菌体的核心作用是终止污染进程、保护酵母、

恢复发酵能力, 而非快速逆转 pH变化, 该现象符合实际发

酵体系的代谢规律。表明即使在 pH 未恢复至正常水平的

情况下, 噬菌体仍能高效清除植物乳杆菌, 保障酿酒酵母

的正常发酵功能。噬菌体 LBP-LH 对发酵的副作用研究中, 
通过测定乙醇产量和酵母细胞数量探究了噬菌体对发酵体

系的调控作用, 结果表明其宿主特异性强, 仅针对植物乳杆

菌发挥作用, 不会对酿酒酵母的生长及发酵过程产生干扰。 
本研究结果表明, 噬菌体处理可以有效地抑制植物

乳杆菌在酿酒酵母发酵中的污染, 并且噬菌体 LBP-LH 处

理对酿酒酵母的生长和生物乙醇的产生没有影响。这一发

现突出了噬菌体作为一种新型生物防治剂在工业生物发酵

(包括啤酒酿造)中控制细菌污染的潜在应用价值。展望未

来, 纯化的噬菌体制剂可生产成液体制剂或粉末状制剂或

其他形式应用。然而, 在生物乙醇发酵过程中仍然存在其

他污染微生物, 噬菌体对这些微生物的裂解作用可能会使

噬菌体处理更有效。此外, 尽管植物乳杆菌在本研究中没

有表现出对噬菌体 LBP-LH 的抗性, 但这种抗性可能是在

长时间培养后自发产生的。如何应对噬菌体抗性也将是后

续研究的重点。 
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