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香蕉低聚糖对双歧杆菌增殖条件的优化
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摘 要：探寻香蕉低聚糖对双歧杆菌的最佳增殖条件。以香蕉低聚糖为碳源，以双歧杆菌的数量为指标，在单因素试
验的基础上，采用响应曲面法研究低聚糖添加量、初始菌液浓度、培养时间对双歧杆菌增殖数量的影响，建立各种因
素与双歧杆菌增殖数量关系的数学回归模型。结果表明：当以香蕉低聚糖为碳源时，对双歧杆菌增殖的最佳条件为：
培养时间为 41 h，低聚糖添加量为 4.5 g/L，菌液浓度为 1.8×106 CFU/mL，pH 值为 7.30。在此条件下，进行 3 次重复试
验， 实际测得的双歧杆菌数量为 8.6×108 CFU/mL， 取对数后得 8.965， 与预测值的相对标准偏差（relative standard
deviation，RSD）值为 0.166 %。本试验所得模型合适，回归方程对试验拟合度好，其最佳优化条件适合于双歧杆菌的
增殖。
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Optimal Conditions of Banana Oligosaccharide on the Proliferation of Bifidobacterium Adolescentis
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（1. The Comprehensive Technology Service Center of Shunde Entry-exit Inspection and Quarantine Bureau，
Foshan 528303， Guangdong， China； 2. College of Food Science， South China University of Technology，

Guangzhou 510641， Guangdong， China）
Ａｂｓｔｒａｃｔ： To study the optimal conditions of banana oligosaccharide on the proliferation of bifidobacterium
adolescentis. Using banana oligosaccharide as carbon source， the quantity of bifidobacterium adolescentis as the
measure， based on the single -factor experiment， the effect of culture time， additive amount of banana
oligosaccharides， initial bacterial concentration and pH of basic medium was studied by the response surface
methodology（RSM）. Regression model between the quantity of bifidobacterium adolescentis and the four factors
was built. Results showed that banana oligosaccharides as carbon source， the optimal conditions of
bifidobacterium adolescentis proliferation was achieved as follows： culture time of 41 h， additive amount of
banana oligosaccharides of 4.5 g/L， bacterial concentration of 1.8×106 CFU/mL， pH of basic medium of 7.30.
under this condition， three times repeated experiments were carried out， the actual measured number of
bifidobacterium adolescentis was 8.6 ×108 CFU/mL， and the logarithm was 8.965， the predicted relative
standard deviation（RSD）value was 0.166 %. This experimental model was suitable， the regression equation had
good fitting fitness， and the optimal optimization condition was suitable for the proliferation of bifidobacterium
adolescentis.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： banana； oligosaccharide； bifidobacterium adolescentis； proliferation； optimal
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低聚糖是指由 3 个～10 个单糖分子通过糖苷键聚
合而成的糖类化合物， 是一类重要的生物信息分子，
有多方面的生物功能，如增强免疫力、促进益生菌增
殖、改善肠道微生态环境、抗氧化、增加某些必需矿物
质元素的吸收等等。 在健康人体消化道中的 500多种
细菌中，其数量达 100兆以上，其中双歧杆菌是人体肠
道内正常的菌群，是人类研究最广泛的益生菌，可以
调节肠道菌群、预防和治疗腹泻及便秘、排除毒素、提
高机体免疫力、抗癌等生理保健功能。 双歧杆菌数量
的减少或消失是“不健康”状态的标志，双歧杆菌是人
体健康的晴雨表。 双歧杆菌是有益菌，是人类研究最
广泛的益生菌之一。 经研究发现，低聚糖与益生菌协
同作用，可以更好的发挥二者的在改善肠道微生态环
境、预防和治疗腹泻及便秘等方面的生理功能[1-5]。

目前功能性低聚糖已成为生物技术方面研究亮
点，而国内研究主要集中在壳低聚糖、果低聚糖、魔芋
低聚糖及一些中药提取物中的低聚糖，针对香蕉中低
聚糖的研究却相对匮乏，而香蕉低聚糖属于功能性低
聚糖，不仅是双歧杆菌、乳酸菌等一些益生菌的增殖
因子，而且它是替代蔗糖的新型功能性糖源 [6-11]。 除
Wang 等报道了香蕉低聚糖、香蕉抗性淀粉、膳食纤维
的润肠通便功能，并设计动物实验证实大蕉低聚糖具
有促进肠道蠕动的效果外，有关香蕉低聚糖对乳杆菌
增殖效果的研究却未见报道[12-18]。

文中以香蕉低聚糖为碳源，以纯度大于 75 %的低
聚果糖为阳性对照，探寻香蕉低聚糖是否对双歧杆菌
有增殖作用， 以及双歧杆菌的最佳增殖条件及规律，
为微生态制剂的研制、微胶囊保健品的开发、以及集
营养、保健、食疗于一体的功效食品的生产提供基础
数据和理论依据。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂
1.1.1 材料

香蕉低聚糖（低聚糖含量：79.28 %）：华南理工大
学食品科学与工程学院实验室自制； 青春双歧杆菌
（ATCC 15703）：广东环凯微生物科技有限公司；低聚
果糖（纯度＞75 %）：广州菲博生物科技有限公司；基础
培养基（不含葡萄糖）、双歧杆菌琼脂培养基：广东环
凯微生物科技有限公司。
1.1.2 试剂与培养基的配制

试验组：10 mL 基础培养基 +（2 g/L～10 g/L） 的香
蕉低聚糖 + 1 mL一定浓度的双歧杆菌菌悬液。

阴性对照组：10 mL 基础培养基 + 0 g/L 的香蕉低
聚糖 + 1 mL一定浓度的双歧杆菌菌悬液。

阳性对照组：10 mL 基础培养基 + 4 g/L 的低聚果
糖 + 1 mL一定浓度的双歧杆菌菌悬液。
1.2 仪器与设备

SANYO MIR-153 多功能培养箱：日本三洋公司；
ESCO CLASSⅡ Type A2生物安全柜：新加坡艺思高科
技有限公司；Synbiosis Acolyte 菌落计数仪： 英国 Syn－
biosis 公司；BUGBOX 厌氧工作站：UK SUSKINN TEC-
HNOLOGY LTD。
1.3 方法
1.3.1 香蕉低聚糖的提取、纯化及含量测定

用超声波法辅助提取香蕉低聚糖，粗提液经过凝胶
柱层析纯化后，采用蒽酮-硫酸法测定低聚糖含量[19-21]。
1.3.2 基础培养基的配制

大豆蛋白胨 5.0 g、酵母粉 10.0 g、胰胨 5.0 g、无机
盐液 40 mL（每 1 L 含 K2HPO4 1.0 g、KH2PO4 1.0 g、CaCl2
0.2 g、MgSO4·7H2O 0.48 g、NaHCO3 10.0 g、NaCl 2.0 g、
L-半胱氨酸 0.5 g）、蒸馏水 1L[22]。 121℃高压灭菌 30min，
pH值调至 7.0～8.0。
1.3.3 制备菌悬液

无菌条件下，将标准菌株活化，即将青春双歧杆
菌（ATCC 15703）标准菌株接种于无菌平皿内，及时将
15 mL～20 mL 冷却至 46 ℃双歧杆菌琼脂培养基倾注
于平皿，混合均匀后，于 36℃厌氧培养箱中培养 48 h，
从培养后的平板中挑取适量的菌落，接种于无菌生理
盐水，搅拌均匀后，进行梯度稀释，再用无菌吸头吸取
1 mL 菌悬液接种于无菌平皿内， 同上操作后进行培
养、计数[23-25]。 根据计数结果，选取浓度在 104 CFU/mL～
108 CFU/mL的菌悬液备用。
1.3.4 培养时间对双歧杆菌增殖数量的影响

将不同质量浓度的香蕉低聚糖（2、4、6、8、10 g/L）
和 1 mL 的 5.2×106 CFU/mL 的菌悬液，分别加入 10 mL
的 pH 7.5 的基础培养基中；同时做阴性、阳性对照组。
混匀，于（36±1）℃厌氧培养 48 h，双歧杆菌在 24 h 内
增殖缓慢，培养期间，选取不同的时间点计数（12、24、
28、32、36、40、44、48 h），每个时间点做 3 个平行，取平
均值。
1.3.5 香蕉低聚糖的添加量对双歧杆菌增殖数量的
影响

在 pH7.5、接种量为 1 mL 的 5.2×106 CFU/mL 的双
歧杆菌菌悬液的基础培养基中，添加浓度为 2、4、6、8、
10 g/L 的香蕉低聚糖，（36±1）℃厌氧培养 40 h，分别测
定双歧杆菌的菌落数，取对数后与添加量作图，比较
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由图 1可知，不同质量浓度的香蕉低聚糖（2、4、6、
8、10 g/L），对双歧杆菌的增殖作用都是在培养 40 h 左
右达到高峰，然后双歧杆菌的生长进入稳定期。 阴性
对照组在 48 h 的培养期间内，菌落数变化无显著性差
异（P＞0.05），阳性对照组在 36 h 起，双歧杆菌数量可
达到 108 数量级，在 40 h达到高峰。 此外，阳性对照组
的菌数大于香蕉低聚糖添加量为 4 g/L 的培养液中的
菌数。 说明香蕉低聚糖作为碳源对双歧杆菌的增殖作
用没有低聚果糖强。

2.2 低聚糖添加量对双歧杆菌增殖数量的影响
以双歧杆菌菌落数的对数与低聚糖的添加量作

图见图 2。
由图 2可知， 不同浓度的香蕉低聚糖对双歧杆菌

的体外生长有不同程度的影响。 当低聚糖的添加量为
4 g/L时， 双歧杆菌的增殖数量最多， 可达到 108 数量
级；当低聚糖的添加量为 10 g/L 时，双歧杆菌的增殖
数量明显最低，说明高浓度的低聚糖对双歧杆菌的生
长有抑制作用。 这可能是由于高浓度的低聚糖造成培

不同香蕉低聚糖添加量对双歧杆菌增殖数量的差异，
得出最佳低聚糖的添加量。
1.3.6 初始菌液浓度对双歧杆菌增殖数量的影响

将 1 mL 不同浓度的双歧杆菌菌悬液（104、105、
106、107、108 CFU/mL） 和 4 g/L的香蕉低聚糖加入 10 mL
的 pH 7.5 的基础培养基中， 混匀，（36±1）℃厌氧培养
40 h， 分别测定不同浓度的菌悬液中双歧杆菌的菌落
数。 每个浓度做 3个平行，取平均值。 可知双歧杆菌菌
落数最高时的初始菌液浓度。
1.3.7 基础培养基的初始 pH 值对双歧杆菌增殖数量
的影响

将 4 g/L 的香蕉低聚糖和 1 mL 的 5.2×106 CFU/mL
的菌悬液， 分别加入 10 mL 的 pH 值为 5.0、5.5、6.0、
6.5、7.0、7.5、8.0 的基础培养基中，混匀，于（36±1）℃厌
氧培养 40 h， 分别测定不同 pH 值的菌悬液中双歧杆
菌的数量。 每个 pH值做 3个平行，取平均值。 可知此
双歧杆菌菌落数最高时的基础培养基初始 pH值。
1.3.8 Box-Behnken中心组合试验设计

按照 Box-Behnken 的中心组合试验设计原理，选
择对双歧杆菌增殖有显著影响的 4个因素： 培养时间
（A）、低聚糖添加量（B）、初始菌液浓度对数值（C）和基
础培养基初始 pH值（D），进行四因素三水平的响应面

分析试验，每个处理测定 3次，取平均值。 试验设计因
素水平见表 1。

1.4 数据统计分析
利用统计分析软件 Design Expert 建立回归模型，

确定双歧杆菌最佳增殖数量的条件及各因素与响应
值之间的真实关系，并对双歧杆菌增殖规律的数学模
型进行方差分析，以验证真实值与预测值之间及检验
方程的有效性。 建立各因素间的回归优化响应曲面
图， 并对各因素间的交互作用进行方差分析与优化，
通过回归模型得出双歧杆菌的最佳增殖条件。

2 结果与分析
2.1 培养时间对双歧杆菌增殖数量的影响

以双歧杆菌菌落数的对数与培养时间作图见图1。

表 1 因素水平编码表

Table 1 Factors and levels of Box-Behnken design

水平
因素

A 培养
时间/h

B低聚糖
添加量/（g/L）

C初始菌液
浓度/（CFU/mL）

D基础培养基
初始 pH值

-1 36 2 105 7.0

0 40 4 106 7.5

1 44 6 107 8.0

9.0

8.5

8.0

7.5

7.0

6.5

菌
数（

lg）

12 16 48
培养时间/h

20 24 28 32 36 40 44
4 g/L（阳性对照）

10 g/L

8 g/L

6 g/L

4 g/L

2 g/L

0 g/L（阴性对照）

图 1 培养时间对青春双歧杆菌增殖数量的影响

Fig.1 Effect of culture time on the proliferation of bifidobacterium adolescentis
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养基的碳源量过高， 双歧杆菌在代谢发酵后产酸，使
培养基偏酸，造成了高渗透压的环境，双歧杆菌细胞
脱水，从而抑制了生长。 由此说明，低聚糖作为双歧杆
菌的生长增殖因子有一定的浓度作用范围，过高或过
低都不适宜双歧杆菌的生长[26-28]。
2.3 初始菌液浓度对双歧杆菌增殖数量的影响

以双歧杆菌菌落数的对数与初始菌液浓度作图
见图 3。

由图 3可知， 不同浓度的初始菌液浓度对双歧杆
菌的体外生长有不同程度的影响。 在香蕉低聚糖的浓
度为 4 g/L、基础培养基的 pH 值为 7.5 时，初始菌液的
浓度为 106 时，双歧杆菌的数量达到 108 数量级；当初
始菌液浓度为 105 时， 双歧杆菌的数量基本达到最大
值。 当初始菌液浓度小于 105 时，适应期较长；当初始
菌液浓度大于 106 时，双歧杆菌的增殖速度较慢，基本
维持在 108 数量级。 这可能是由于培养基的营养物质
和能量有限，菌液浓度过高时，菌体间会产生竞争性
抑制，导致菌体数量的平衡或降低，从而使增殖速度
减缓甚至停止。
2.4 基础培养基的初始 pH 值对益生菌增殖数量的
影响

以双歧杆菌菌落数的对数与初始 pH 值作图见
图 4。

由图 4 可知，香蕉低聚糖的浓度为 4 g/L、菌悬液
的浓度为 106 CFU/mL 时，对双歧杆菌的增殖效果最好

的基础培养基的 pH值为 7.5。 当 pH值小于 7.0时，双
歧杆菌的增殖速度慢、数量少，可能是由于培养基的
酸度过高，不利于双歧杆菌的生长繁殖，所以延滞期
长，而双歧杆菌生长又会产生乳酸等酸性物质，导致
增殖数量一直比较低； 当 pH 值为 8 时， 培养基呈碱
性，不利于其生长繁殖[26-28]。
2.5 响应面试验结果与分析
2.5.1 响应面回归模型的建立与分析

响应面试验结果见表 2， 对表 2 数据进行回归分
析，得二次多项式回归方程：

Y=-147.098 58+1.390 75A+0.294 41B+2.551 71C+
32.412 79D+0.004 062 5AB-0.011 450AC-0.033 978AD+
0.012 500BC+2.067 79×10-15BD-0.114 09CD-0.0131 21A2-
0.060 395B2-0.103 68C2-2.070 41D2

为了检验方程的有效性，对双歧杆菌增殖规律的
数学模型进行方差分析，方差分析结果见表 3。

9.0

8.5

8.0

7.5

菌
数（

lg）

2 4 10
低聚糖的添加量/（g/L）

6 8

图 2 香蕉低聚糖的添加量对青春双歧杆菌增殖数量的影响

Fig.2 Effect of additive amount of banana oligosaccharide on the

proliferation of bifidobacterium adolescentis

图 3 初始菌液浓度对青春双歧杆菌增殖数量的影响

Fig.3 Effect of concentration of bacteria suspensions on the

proliferation of bifidobacterium adolescentis

9.5

8.5

7.5

6.5

菌
数（

lg）

104 105 108

菌液浓度/（CFU/mL）
106 107

9.5
9.0
8.5
8.0
7.5
7.0

菌
数（

lg）

5.5 6.0 8.0
培养基初始 pH值

6.5 7.0 7.5

图 4 基础培养基的初始 pH值对青春双歧杆菌增殖数量的影响

Fig.4 Effect of pH of basic medium on the proliferation of

bifidobacterium adolescentis

试验号
双歧杆菌
数量的对
数（lg）

1 36 2 7 7.5 8.56

2 40 4 7 7.5 8.65

3 40 4 7 7 8.62

4 40 4 5 7 8.46

5 40 4 6 7.5 8.81

6 40 4 7 8 7.86

7 40 4 6 7 8.52

8 44 6 6 7.5 8.36

9 44 6 5 7 8.46

10 36 2 6 7.5 8.32

11 40 4 6 8 7.69

12 40 4 6 7.5 8.79

13 44 6 6 7.5 8.59

A培养
时间/h

B低聚糖
添加量/
（g/L）

C初始菌液
浓度/

（CFU/mL）

D基础培
养基初始
pH值

表 2 响应面试验设计与结果

Table 2 Box-Behnken design and test results
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试验号
双歧杆菌
数量的对
数（lg）

14 44 6 6 8 7.84

15 40 4 5 8 7.89

16 40 4 7 7.5 8.35

17 40 4 5 7.5 8.56

18 40 4 6 7.5 8.88

19 44 6 7 7.5 8.69

20 36 2 5 7.5 8.31

21 36 2 6 8 7.61

22 40 4 5 7.5 8.36

23 40 4 6 8 7.86

24 44 6 6 7 8.75

25 40 4 6 7 8.35

26 36 2 6 7 8.21

27 40 4 6 7.5 8.83

28 36 2 6 7.5 8.22

29 40 4 6 7.5 8.86

A培养
时间/h

B低聚糖
添加量/
（g/L）

C初始菌
液浓度/

（CFU/mL）

D基础培
养基初始
pH值

续表 2 响应面试验设计与结果

Continue table 2 Box-Behnken design and test results
方差分析中模型 P 值<0.0001 说明回归方程是极

显著的（P＜0.01），相关系数 R2＝0.986 5 说明响应值的
变化有 98.65 %来源于所选变量，即培养时间、低聚糖
添加量、初始菌液浓度对数值和基础培养基 pH 值。 失
拟项不显著，说明模型合适，回归方程对试验拟合情
况好，可以较好的描述各因素与响应值之间的真实关
系，可以利用该回归方程代替试验真实点对试验结果
进行分析。

一次项中培养时间、低聚糖添加量和基础培养基
pH 值的 P值均小于 0.001， 说明这 3个因素对结果的
影响非常显著，且这 3 个因素的平方项的 P 值也小于
0.001，说明这 3个因素的平方项对结果的影响也非常
显著。 一次项中初始菌液浓度的 P 值为 0.027 2，小于
0.05，说明其对结果的影响显著。 6个交互项中只有培
养时间和基础培养基 pH 值交互作用的 P 值小于
0.05，说明二者交互作用对结果影响显著。
2.5.2 响应面交互作用的分析与优化

各因素的交互作用对双歧杆菌增殖数量的影响
见图 5~图 10。

来源 总和
自由
度

均方 F值 P＞F
显著
性

模型 3.70 14 0.26 72.89 <0.000 1 ***
A培养时间 0.21 1 0.21 57.74 <0.000 1 ***
B低聚糖
添加量

0.11 1 0.11 31.50 <0.000 1 ***

C初始菌液
浓度

0.022 1 0.022 6.08 0.027 2 *

D基础培养基
初始 pH值

1.46 1 1.46 402.36 <0.000 1 ***

AB 0.0042 1 0.0042 1.17 0.298 3
AC 0.0073 1 0.0073 2.01 0.177 7
AD 0.020 1 0.020 5.57 0.033 3 *
BC 0.0025 1 0.0025 0.69 0.420 0
BD 8.8×10-16 1 8.882×10-16 2.453×10-13 1.000 0
CD 0.014 1 0.014 3.93 0.067 5
A2 0.29 1 0.29 78.89 <0.000 1 ***
B2 0.37 1 0.37 102.77 <0.000 1 ***
C2 0.070 1 0.070 19.24 0.000 6 **
D2 1.70 1 1.70 470.70 <0.000 1 ***

残差 0.051 14 0.003 6
失拟项 0.045 10 0.004 5 3.41 0.124 1
纯误差 0.005 3 4 0.001 33
总离差 3.75 28

R2=0.986 5

表 3 回归模型方差分析

Table 3 The variance analysis of regression equation

注：“***”表示非常显著（P<0.001）；“**”表示极显著（P<0.01）；“*”表

示显著（P<0.05）。
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图 5 培养时间与低聚糖添加量的交互作用对双歧杆菌增殖数量的

影响

Fig.5 Effect of culture time and additive amount of banana

oligosaccharide on the proliferation of bifidobacterium adolescentis

图 6 培养时间与初始菌液浓度的交互作用对双歧杆菌增殖数量的

影响

Fig.6 Effect of culture time and concentration of bacteria

suspensions on the proliferation of bifidobacterium adolescentis
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响应曲面坡度越陡峭，说明响应值对于该因素的
改变越敏感，而曲面坡度越平滑，说明该因素的改变
对响应值的影响也就越小[29]。 由各因子间的回归优化
响应曲面图和方差分析可知，培养时间（A）与低聚糖
添加量（B）、培养时间（A）与初始菌液浓度对数值（C）、

低聚糖添加量（B）与初始菌液浓度对数值（C）、低聚糖
添加量（B）与基础培养基初始 pH 值（D）、初始菌液浓
度对数值（C）与基础培养基初始 pH值（D）的交互作用
对双歧杆菌的增殖影响不显著，培养时间（A）与基础
培养基初始 pH 值（D）的交互作用对双歧杆菌的增殖
影响显著。
2.5.3 最佳增殖条件的验证

通过回归模型得出的双歧杆菌最佳体外增殖条
件为：培养时间为 41.49 h，低聚糖添加量为 4.48 g/L，
初始菌液浓度的对数为 6.26， 即菌液浓度为 1.82×
106 CFU/mL，基础培养基初始 pH 7.31。 在此条件下模
型的预测值为 8.944。 考虑到实际操作，将最佳条件调
整为：培养时间为 41 h，低聚糖添加量为 4.5 g/L，菌
液浓度为 1.8×106 CFU/ mL，pH 7.30。 在此条件下，进
行 3 次重复试验，实际测得的双歧杆菌数量为 8.6×
108 CFU/ mL，取对数后得 8.965，与预测值的相对标准
偏差（relative standard deviation，RSD）值为 0.166 %，提
示此模型和方法的可行性和有效性较好。

3 结论
方程与实际操作所确定的双歧杆菌最佳增殖条

件为：培养时间 41 h，低聚糖添加量为 4.5 g/L，菌液浓
度为 1.8×106 CFU/mL，基础培养基初始 pH 值为 7.30。
在此条件下，进行 3次重复试验，实际测得的双歧杆菌
数量为 8.6×108 CFU/mL，取对数后得 8.965，与预测值
的 RSD值为 0.166 %。 提示此模型和方法的可行性和
有效性较好，本试验所得模型合适，回归方程对试验
拟合度好，其最佳优化条件适合于双歧杆菌的增殖。
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