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植物乳植杆菌 DPA1C 冻干保护剂筛选及其配方 
优化 
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(1. 四川农业大学食品学院, 雅安  625000; 2. 西昌新希望三牧乳业有限公司, 西昌  615000) 

摘  要: 目的  筛选植物乳植杆菌(Lactiplantibacillus plantarum) DPA1C冻干保护剂并开发一种高效的复合保

护剂配方。方法  确立基础冻干保护剂, 确保冻干菌粉的一定存活率, 在此基础上进行单因素试验, 筛选出对

菌株冻干存活率影响显著的保护剂成分, 最后采用正交试验设计对单因素保护剂配比进行优化。结果  最优

复合冻干保护剂配方为: 12%脱脂乳、9%海藻糖、3%植物乳植杆菌 DPA1C 胞外多糖和 2%谷氨酸钠。在此条

件下, 植物乳植杆菌 DPA1C 的冻干存活率高达 95.26%±2.01%, 显著高于单一保护剂及对照组, 证明了该复合

保护剂在缓解冻干损伤方面显著的协同增效作用。结论  将植物乳植杆菌 DPA1C 自产的胞外多糖作为其冻

干保护剂成分之一, 经优化获得一种能显著提高该菌株抗冻干胁迫能力的复合保护剂, 为其高活性菌剂的工

业化生产提供了数据参考, 也为其他乳酸菌所产胞外多糖的应用提供参考依据。 
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Screening and formula optimization of lyophilization protectants for 
Lactiplantibacillus plantarum DPA1C 

XU Yun-Can1, WANG Xiang1, YAO Shan-Shan1, LI Ming-Liang1, CHEN Jia-Yu1, ZHOU Jing2,  
ZHAO Ning1*, LIU Shu-Liang1* 

(1. College of Food Science, Sichuan Agricultural University, Ya’an 625000, China; 2. Xichang New Hope Sanmu Dairy 
Co., Ltd., Xichang 615000, China) 

ABSTRACT: Objective  To screen lyophilization protectants for Lactiplantibacillus plantarum DPA1C and develop 

an efficient composite lyoprotectant formulation. Methods  A basal lyoprotectant was first established to ensure a 

certain survival rate of the freeze-dried bacterial powder. On this basis, single-factor experiments were conducted to 

identify lyoprotectant components with significant effects on the freeze-drying survival rate of the strain. Subsequently, 
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orthogonal experimental design was employed to optimize the ratio of the selected single-factor protectants. Results  

The final formulation contained 12% skim milk, 9% trehalose, 3% exopolysaccharide produced by Lactiplantibacillus 

plantarum DPA1C and 2% sodium glutamate. Under these conditions, the survival rate of Lactiplantibacillus plantarum 

DPA1C reached 95.26%±2.01%, markedly higher than those with single protectants or control groups. This 

demonstrated a notable synergistic protective effect against lyophilization damage. Conclusion  The exopolysaccharide 

produced by Lactiplantibacillus plantarum DPA1C is incorporated as one of the components of its own lyoprotectant, 

and an optimized composite protectant that significantly enhances the strain’s resistance to freeze-drying stress is 

obtained. This work provides a data reference for the industrial production of highly active bacterial preparations, and 

also offers a reference for the application of exopolysaccharides produced by other lactic acid bacteria. 
KEY WORDS: Lactiplantibacillus plantarum; vacuum freeze-drying; lyophilization protectants; orthogonal 

experiment; freeze-drying survival rate 
 
 

0  引  言 

益生菌是一类对宿主健康有益的活性微生物, 能维

持肠道微生态平衡, 在促进消化、增强免疫防御和抑制致

病菌方面发挥重要作用[1]。凭借其多样的健康调节功效, 
益生菌在全球功能性食品和保健品市场中占据着日益重要

的地位。植物乳植杆菌作为乳酸菌类的核心菌种之一, 因
其良好的胃肠液耐受性、多样化的益生特性及出色的发酵

能力而备受关注[2–4]。然而, 益生菌高活性菌粉制剂的商业

化, 关键在于保证其在生产、储存和运输过程中的稳定性

与最终产品中的益生活性[5]。真空冷冻干燥是制备益生菌

菌粉常用的技术之一, 但该过程会在一定程度上导致菌体

细胞膜损伤、蛋白质变性和 DNA 损伤, 造成冻干存活率下

降, 为了缓解冻干损伤, 添加保护剂至关重要[6–7]。脱脂乳、

海藻糖、麦芽糊精等已被作为保护剂广泛应用[8–9], 它们能

够保护细胞蛋白质、稳定膜结构并加强对细胞的渗透保护。 
前文所提及的海藻糖等植物提取来源的糖类, 作为

冻干保护剂在食品、药品(如早期疫苗)中的应用已经非常

成熟, 但过去由植物提取的糖类往往面临来源受限、效率

低下的问题。随着微生物发酵与酶合成工艺等的成功突破

与应用, 大多数海藻糖的生产已由传统的植物提取转向微

生物发酵提取, 突破产能与成本限制的同时, 保障了极高

的产品纯度和质量均一性[10]。基于此, 微生物发酵来源糖

类在冻干保护剂中的运用逐渐流行, 并且研究前沿已从传统

的、结构相对简单的糖类, 逐步转向通过微生物次级代谢产

生的、具有更复杂空间结构和功能活性的高级糖类[11–12]。其

中, 微生物源糖类如胞外多糖因其独特的流变学特性、卓

越的成膜性与良好的生物相容性, 且能对细胞发挥潜在的

保护作用, 成为了当前研究的热点[13–14]。 
实验室前期筛选获得了一株可产胞外多糖的植物乳

植杆菌 DPA1C, 其具备良好的胃肠道耐受性, 其发酵上清

液对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)具有明显抑制

作用, 显示出潜在的抑菌能力, 并具有潜在的降血糖能力

与益生元效应[15]。但该菌冷冻干燥时所需的保护剂及其所

产胞外多糖[16]是否具备冻干保护作用, 与其他保护剂能否

产生协同效应尚不明确。 
本研究以 12%脱脂乳溶液作为基础配方, 通过单因素

试验从糖(包括菌株 DPA1C 胞外多糖)、多元醇以及氨基酸

3 类不同保护剂中, 筛选出关键保护剂成分, 在此基础上

采用正交试验对保护剂进行复配优化, 以期显著提高植物

乳植杆菌 DPA1C 的冻干存活率, 为高活性植物乳植杆菌

菌粉的工业化制备工艺提供数据参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

植物乳植杆菌 DPA1C(菌株专利保藏编号: CGMCC 
No.24437), 由四川农业大学微生物发酵实验室提供; 脱脂

乳粉(天津伊利乳业有限公司)。 
甘油(分析纯, 成都金山化学试剂有限公司); 谷氨酸

钠(食品级, 莲花健康产业集团股份有限公司); 海藻糖(食
品级, 上海源叶生物科技有限公司); 山梨醇(分析纯, 天津

市科密欧化学试剂开发中心); 低聚木糖(食品级, 山东龙

力生物科技股份有限公司); DPA1C 胞外多糖(实验室提取); 
氯化钠、三氯乙酸、无水乙醇(分析纯, 成都市科隆化学品有

限公司); MRS 肉汤培养基(分析纯, 海博生物技术有限公司); 
琼脂粉、麦芽糊精(分析纯, 北京索莱宝科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

FA-LQC30002 电子天平(精度 0.01 g, 昆山安特计量

设备有限公司); LDZX-75L 高压蒸汽灭菌锅(上海申安医疗

器械厂); Thermo Scientific 1300 系列 1386 型二级 A2 型生

物安全柜、Thermo BR4i 型冷冻离心机(美国赛默飞世尔科

技有限公司); SCIENTZ-12N 真空冷冻干燥机(宁波新芝生

物科技股份有限公司); Mixer 4K 漩涡仪(上海生工生物工

程股份有限公司); DHP-9162 型电热恒温培养箱(上海一恒
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科技有限公司); DW-86L828J 低温保存箱(青岛海尔生物医

疗股份有限公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  基础保护剂选择 
参照文献[17–18]的研究, 以 12%脱脂乳为保护剂, 对

菌体细胞冻干存活率的提升有较好的效果。经试验发现, 
该条件下植物乳植杆菌 DPA1C 冻干后的存活率为

55.05%±1.12%, 存活率较好。因此以 12%脱脂乳为基础保

护剂, 与其他辅助保护剂逐一混合进行单因素试验。 
1.3.2  DPA1C 胞外多糖制作方法 

DPA1C 胞外多糖的制取方法, 参考赖鲸慧[15]中的制备

方法, 省略固体培养基阶段, 直接将活化好的菌种在 ESM 培

养基[19]中发酵 24 h, 进行离心(8000 r/min, 4 ℃, 20 min)。将上

清液沸水浴 10 min, 冷却后加入三氯乙酸至其终浓度为

4%, 4 ℃保持 16 h 左右, 离心(8000 r/min, 4 ℃, 20 min)去
除蛋白沉淀。再向上清液加入 3~4 倍体积预冷无水乙醇, 
放于 4 ℃冰箱过夜储存, 离心(8000 r/min, 4 ℃, 20 min)得
到多糖沉淀, 使用 80%乙醇清洗沉淀, 将沉淀用超纯水溶

解后转移至透析袋(8000~14000 Da)于 4 ℃冰箱用超纯水

透析 3 d, 间隔 4 h 换一次水。透析完成后进行真空冷冻干

燥得到乳酸菌胞外多糖(exopolysaccharide, EPS)样品。 
1.3.3  乳酸菌冻干菌粉制作方法 

(1)菌种活化 
将冻存的植物乳植杆菌DPA1C菌种接种于MRS液体

培养基后, 于 37 ℃下厌氧培养 18 h。连续传代培养 2 次, 
获得活化的菌种。 

(2)菌种扩培 
将活化后的菌种按 2%接种量接种至 MRS 液体培养

基, 于 37 ℃下进行扩大培养 24 h, 获得 DPA1C 发酵菌液。 
(3)冻干菌粉制备 
参考范洪臣等[20]的菌悬液制备方法, 将 DPA1C 发酵

菌液在 4 ℃, 8000 r/min 条件下离心 5 min, 收集菌体细胞, 
加入原菌液体积 1/10 的保护剂重悬菌体细胞, 制成菌悬

液。获得的样品用涡旋仪充分混匀后, 采用平板计数法取

样测定活菌数 , 记录冻干前活菌数 N0。然后将样品于

–80 ℃下预冻 10 h, 再置于真空冷冻干燥机内冻干 24 h, 
最终制得菌粉。 
1.3.4  冻干存活率计算 

冻干后, 将样品复溶至冻干前的体积, 采用平板计数

法测定活菌数 N1。冻干存活率计算公式如(1)所示。 

冻干存活率/%= 1

2

N
N ×100%         (1) 

式中: N1 为冻干后活菌数, CFU/mL; N0 为冻干前活菌

数, CFU/mL。 
1.3.5  辅助保护剂单因素选择 

针对糖类、多元醇类以及氨基酸类 3 种不同类型保护

剂, 本研究选择麦芽糊精、甘油、谷氨酸钠、海藻糖、山

梨醇、低聚木糖与 DPA1C 胞外多糖, 通过单因素试验优化

其添加浓度。在基础保护剂配方下(12%脱脂乳), 加入不同

浓度辅助保护剂, 各辅助保护剂添加浓度如下: 海藻糖浓

度为 3%、6%、9%、12%、15%; DPA1C 胞外多糖浓度为

1%、3%、5%、7%、10%; 谷氨酸钠浓度为 1%、2%、3%、

4%、5%; 低聚木糖浓度为 1%、2%、4%、6%、8%; 山梨

醇浓度为 1%、2%、4%、6%、8%; 麦芽糊精浓度为 1%、

2%、4%、6%、8%; 甘油浓度为 1%、2%、3%、4%、5%。 
1.3.6  正交试验 

根据单因素的试验结果, 选择对菌株保护效果最好

的 3 种成分, 以海藻糖(A)、DPA1C 胞外多糖(B)、谷氨酸

钠(C)为正交设计的自变量, 以植物乳植杆菌 DPA1C 冻干

菌粉存活率为因变量, 各因素设置 3 个水平且分别以 1、2、
3 编码, 进行 3 因素 3 水平正交试验, 按 1.3.3 中的冻干流

程进行冻干, 比较不同试验组的冻干存活率。正交试验因

素与水平设计如表 1 所示。 
 

表 1  正交试验因素与水平设计表 
Table 1  Table of orthogonal test factors and horizontal design  

水平 
因素 

A (海藻糖)/% 
B (DPA1C 胞外

多糖)/% 
C(谷氨酸

钠)/% 
1 9 3 2 
2 12 5 3 
3 15 7 4 

 

1.4  数据处理 

以上试验均独立重复 3 次, 结果采用平均值±标准偏

差表示。数据使用 Microsoft Excel 2019 进行计算, 软件

IBM SPSS Statistics 20 进行显著性分析, P<0.05 为差异显

著, 部分数据采用 Origin lab 8.6 进行绘图拟合。 

2  结果与分析 

2.1  植物乳植杆菌 DPA1C 冻干保护剂筛选单因素

试验结果 
2.1.1  麦芽糊精浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率

的影响 
麦芽糊精浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的

影响结果见图 1。冻干存活率随麦芽糊精浓度的增加呈先

上升后下降的趋势。当其浓度为 4%时, 冻干存活率达到峰

值 80.32%, 显 著 高 于 其 他 浓 度 时 的 存 活 率

(33.08%~62.86%) (P<0.05)。麦芽糊精是一种小分子多糖, 
其保护作用主要依赖于在冻干过程中形成无定形玻璃态基

质, 将细胞包裹于其中, 从而提供物理隔离保护[21]。该机

制虽能提供物理屏障, 但由于麦芽糊精的分子结构特性, 
其与细胞膜的直接相互作用较弱, 因此保护效果通常不如

一些能与膜直接作用的低分子量保护剂[22]。即便在最高存
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活率的添加条件下, 麦芽糊精的冻干保护效果仍不及其余

多数单因素保护剂, 故不将其纳入后续正交优化试验。 

 
 

注: 不同小写字母表示样品间存在显著性差异(P<0.05), 图 2~7 同。 
图 1  麦芽糊精浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影响 
Fig.1  Effects of maltodextrin concentration on the freeze-drying 

survival rate of Lactiplantibacillus plantarum DPA1C 
 

2.1.2  甘油浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影响 
甘油是一种强渗透性保护剂, 能自由进出细胞膜, 其

在冷冻阶段可通过降低细胞内冰点、抑制过大冰晶的形成, 
从而减轻冰晶对细胞结构的机械损伤[23]; 在干燥阶段, 甘
油能部分替代水分子, 与蛋白质等生物大分子形成氢键, 
维持其天然构象, 防止因脱水造成的变性失活[24]。然而, 
甘油浓度过高可能导致细胞过度渗透膨胀或干扰正常代谢, 
因此其保护效果存在一个最佳浓度范围。由图 2 可知, 随
甘油浓度的增加, DPA1C 细胞冻干存活率呈现先增后减的

趋势。当甘油浓度为 4%时, 冻干存活率达到最高值 79.26%; 
而当浓度超过此最优值后, 存活率出现下降, 这可能是由

于高浓度甘油导致与细胞表面羟基联结度降低, 菌体暴露

在介质中, 引起冻干后的细胞代谢紊乱所致。4%为该试验

条件下甘油的最适添加水平, 但其对应的菌株冻干存活率

在全部单因素保护剂中处于最低水平, 整体保护能力有限, 
因此甘油不纳入后续正交优化试验。 

 

 
 

图 2  甘油浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影响 
Fig.2  Effects of glycerol concentration on the freeze-drying 

survival rate of Lactiplantibacillus plantarum DPA1C 

2.1.3  谷氨酸钠浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率

的影响 
谷氨酸钠作为一种半渗透性保护剂, 其小分子特性

使其能够穿透细胞膜进入胞内。在冻干过程中, 它通过平

衡细胞内外渗透压, 减少细胞因严重脱水而造成的皱缩和

损伤[25]; 此外, 它还可作为代谢前体物, 参与菌体的三羧

酸循环和能量代谢, 帮助菌体在冻干应激条件下维持膜电

位和细胞膜稳定性[26]。由图 3 可知, 当谷氨酸钠浓度为 3%
时, 菌体冻干存活率最高, 达到 89.45%, 而继续增加谷氨

酸钠浓度时, 存活率显著降低(P<0.05), 原因可能是过高

浓度的谷氨酸钠导致菌体细胞内过度失水, 结合水含量减

少、蛋白质稳定性降低[25]。因此, 以 3%谷氨酸钠为中心水

平, 选取 2%和 4%分别作为低水平和高水平浓度, 以进行

后续复配优化。 
 
 

 
 
 

图 3  谷氨酸钠浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影响 
Fig.3  Effects of monosodium glutamate concentration on the 

freeze-drying survival rate of Lactiplantibacillus plantarum DPA1C 
 

2.1.4  海藻糖浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的

影响 
海藻糖浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影

响见图 4, 随着海藻糖浓度的增加, DPA1C 的冻干存活率

达到最大值后开始回落。当海藻糖浓度为 12%时, 冻干存

活率最高, 达到 91.04%。海藻糖作为一种非渗透性保护剂, 
可通过氢键与细胞膜磷脂极性头部结合, 维持膜结构完整

性, 防止膜脂氧化与相变, 其保护作用主要源于其高玻璃

化转变温度和非特异性氢键结合能力[27]。在冻干过程中, 
海藻糖能替代水分子与细胞膜磷脂和蛋白质的极性基团形

成氢键, 稳定膜结构和蛋白质构象, 防止因脱水引起的变

性[28]; 同时, 其形成的玻璃态结构能够有效固定生物大分

子, 抑制冰晶的再结晶和生长[27]。综上所述, 可确定 12%
为海藻糖的最佳单因素保护浓度。为在后续复配试验中进
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一步考察海藻糖与其他保护剂的交互作用, 以其最佳浓度

为中心, 前后各取一个浓度水平, 即设定海藻糖的 3 个水

平为 9%、12%、15%, 用于后续 3 因素 3 水平正交试验。 
 

 

 
 

 
图 4  海藻糖浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影响 

Fig.4  Effects of trehalose concentration on the freeze-drying 
survival rate of Lactiplantibacillus plantarum DPA1C 

 

2.1.5  山梨醇浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的

影响 
山梨醇浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影

响见图 5。菌体的冻干存活率随山梨醇浓度的增加呈先缓

慢上升后下降的趋势。山梨醇属于多元醇类保护剂, 其分

子中含有多个羟基, 能够通过氢键与细胞膜蛋白及磷脂的

极性头部相互作用, 在冻干过程中部分替代水分子, 从而

稳定细胞膜结构, 防止蛋白质变性[29]。当山梨醇浓度为 6%
时, 冻干存活率达到最高值(84.16%); 而当其浓度超过 6%
后, 存活率显著下降(P<0.05), 这可能是由于高浓度山梨

醇导致体系渗透压过高, 引起细胞脱水甚至膜结构损伤所

致。尽管 6%是山梨醇在该试验体系下的最适添加水平, 但
其对应的菌株冻干保护效果明显弱于其他几组试验保护剂

的最优水平, 故不再将山梨醇纳入后续正交优化试验。 
2.1.6  低聚木糖浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率

的影响 
低聚木糖作为一种益生元, 其保护机制主要与其良

好的持水性有关, 能在细胞周围形成水合层, 缓解脱水损

伤; 同时其益生元大分子特性可在细胞外围形成微环境, 
起到一定的物理屏障作用。然而, 与海藻糖等能够通过形

成玻璃态及直接与膜相互作用的小分子糖类相比, 低聚木

糖与细胞膜的亲和力较弱, 保护效率相对有限[30]。由图 6
可知, 冻干存活率随低聚木糖浓度的增加迅速升至峰值, 
即在 2%浓度时达到最高值 84.61%, 然后逐渐下降; 而继

续增加低聚木糖浓度至 4%及以上时, 存活率明显降低, 这
可能是由于高浓度低聚木糖导致体系黏度增大, 影响了冻

干过程中水分的升华效率, 同时也与其羟基部分替代水分

子、与菌体细胞膜磷酸基团(或者与菌体蛋白质极性基团)
形成有效氢键个数的降低有关, 导致菌体中的大分子物质

在缺水状态下无法保持原有的功能结构。低聚木糖最优添

加浓度(2%)条件下获得的菌株冻干存活率低于本研究同期

筛选出的 3 种优势保护剂, 因此低聚木糖不纳入后续正交

试验研究。 
 
 

 
 
 

图 5  山梨醇浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影响 
Fig.5  Effects of sorbitol concentration on the freeze-drying survival 

rate of Lactiplantibacillus plantarum DPA1C 
 
 

 
 

 
图 6  低聚木糖浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影响 

Fig.6  Effects of xylo-oligosaccharides concentration on the 
freeze-drying survival rate of Lactiplantibacillus plantarum DPA1C 

 
 

2.1.7  DPA1C 胞外多糖浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干

存活率的影响 
DPA1C-EPS 具有良好的生物相容性与成膜性, 可在

菌体表面形成物理屏障, 阻隔冰晶直接损伤, 同时调节胞
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外基质微环境, 能有效减轻细胞壁和膜损伤, 稳定膜流动

性[31]。DPA1C-EPS 浓度对冻干存活率的影响如图 7 所示。

当 EPS 浓度为 5%时, 冻干存活率最高(90.01%), 且在邻近

浓度范围内, 存活率均维持在 80%以上, 表明 EPS 的保护

效果在此区间内对浓度变化不敏感。然而, 当 EPS 浓度超

过 7%时, 相同冻干时间下样品冻干程度低于其他组, 可能

由于体系黏度增大阻碍了水分升华。因此, 综合冻干效率

与保护效果, 选择 5%为 EPS 最佳添加浓度。当 EPS 浓度

超过 5%后, 冻干存活率显著下降; 然而, 当浓度增至 10%
时 , 存活率有所回升。这种非单调性变化可能与高浓度

EPS 改变了保护剂体系的玻璃化转变温度有关[32]。故以 5%
为 DPA1C 胞外多糖的中心水平, 并取其前后相邻浓度 3%
和 7%作低、高水平, 从而确定胞外多糖的 3 个试验水平, 
以用于后续正交试验复配优化。 

 
 

 
 
 

图 7  胞外多糖浓度对植物乳植杆菌 DPA1C 冻干存活率的影响 
Fig.7  Effects of exopolysaccharide concentration on the freeze-drying 

survival rate of Lactiplantibacillus plantarum DPA1C 
 

2.2  正交试验结果 

根据单因素试验结果, 冻干存活率较高的 3 项保护

剂分别为: 12%的海藻糖(存活率为 91.04%)、5%的 DPA1C
胞外多糖(存活率为 90.01%)以及 3%的谷氨酸钠(存活率为

89.45%)。选择以上冻干效果较好的 DPA1C 胞外多糖、海

藻糖和谷氨酸钠进行 3 因素 3 水平的正交试验, 正交试验

结果与极差分析结果如表 2 所示。根据试验结果可得, 3
个因素中的影响显著性次序为 B (DPA1C 胞外多糖)>A(海
藻糖)>C(谷氨酸钠), 最优水平组合为 A1B1C1, 即最优复

合保护剂配方为: 12%脱脂乳、9%海藻糖、3%胞外多糖和

2%谷氨酸钠。在此配方下, 其对植物乳植杆菌 DPA1C 冻

干 过 程 的 保 护 效 果 最 佳 , 冻 干 存 活 率 可 达 到

95.26%±2.01%。 

表 2  正交试验结果与极差分析结果 
Table 2  Results of the orthogonal experiment and range analysis 

实验

号 
A(海藻

糖)/% 
B (DPA1C 胞外

多糖)/% 
C(谷氨酸

钠)/% 
冻干存活率

/% 

1 9 3 2 95.26±2.01

2 9 5 3 85.55±2.14

3 9 7 4 87.32±3.55

4 12 3 3 92.10±2.72

5 12 5 4 92.67±2.10

6 12 7 2 71.36±2.06

7 15 3 4 84.74±3.34

8 15 5 2 72.24±3.34

9 15 7 3 63.70±3.90

K1 268.13 272.10 238.86  

K2 256.13 250.46 241.35  

K3 220.68 222.38 264.73  

k1 89.38 90.70 79.62  

k2 85.38 83.49 80.45  

k3 73.56 74.13 88.24  

R 15.82 16.57 8.62  

 
 

3  结论与讨论 

真空冷冻干燥是制备高活性益生菌菌粉的关键工艺, 
然而该过程中冰晶形成、渗透压变化及膜脂相变等胁迫因

素常导致菌体冻干存活率显著下降。本研究以 12%脱脂乳

为基础保护剂, 通过单因素试验初步筛选出对植物乳植杆

菌 DPA1C 冻干存活率影响较大的保护剂成分, 包括海藻

糖、DPA1C 胞外多糖和谷氨酸钠。进一步采用正交试验设

计优化其余辅助保护剂的配比, 正交试验极差分析表明, 3
种辅助保护剂对冻干存活率的影响顺序为: 胞外多糖>海
藻糖>谷氨酸钠, 说明胞外多糖在复合体系中起主导作用, 
其独特的空间结构与成膜特性可能是提升菌体冻干耐受性

的关键。从作用机制来看, 3 种保护剂呈现出明显的功能互

补特征: 海藻糖侧重于通过玻璃态基质形成与膜界面稳定

发挥作用, 胞外多糖侧重于在菌体表面构建物理屏障以隔

绝冰晶机械损伤, 谷氨酸钠则侧重于胞内渗透压平衡的维

持。3 者分别从胞外物理屏障(胞外多糖)、膜界面稳定(海
藻糖)及胞内渗透调节(谷氨酸钠)3 个层面形成多层次保护

网络, 这种空间上的分工协同可能是复合保护剂产生显著

协同增效的结构基础。 



第 16 期 徐云灿, 等: 植物乳植杆菌 DPA1C 冻干保护剂筛选及其配方优化 125 
 
 
 
 
 

正交试验中同样以脱脂乳为基础保护剂, 最终确定

最优复合保护剂配方为: 12%脱脂乳、9%海藻糖、3%胞外

多糖和 2%谷氨酸钠。在此条件下, 植物乳植杆菌 DPA1C
的冻干存活率达 95.26%±2.01%, 优于单一保护剂及未优

化组, 且最优组合中胞外多糖、海藻糖和谷氨酸钠的浓度

(3%、9%和 2%)均低于其各自单因素最优水平(5%、12%和

3%)。这一结果表明, 在复合体系中各组分并非简单叠加, 
或许是通过适当降低个别组分浓度, 来优化体系整体的玻

璃化转变温度、渗透压平衡及成膜完整性等因素, 从而达

到协同增效作用。 
综上所述, 本研究通过系统优化成功获得了一种适

用于植物乳植杆菌 DPA1C 的高效复合冻干保护剂体系, 
显著提升了其抗冻干胁迫能力, 为该菌株高活性菌粉的工

业化生产奠定了技术基础; 也可为其他乳酸菌高活性冻干

菌剂的开发及乳酸菌所产胞外多糖的应用提供参考。从实

际应用角度推断, 在冻干阶段存活率越高的菌群, 因其细

胞膜完整性及代谢活性恢复程度通常越好, 该高存活率菌

粉(>95%)在长期储存过程中应具备更优的活性保持能力。

然而, 冻干菌剂在储存过程中的活性衰减速率还受储存温

度、包装阻氧率及水分活度等因素影响, 后续研究可进一

步探讨不同环境条件下的冻干菌剂在长期储存过程中的稳

定性及冻干保护剂在复杂食品基质中对菌体的保护效果。 
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