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摘要: 于 2011 年 9 月至 2013 年 1 月, 在海南陵水热带海藻实验基地, 利用篮子鱼(Siganus fuscessens)

内脏研磨制备消化酶, 开展了酶解制备大型产胶红藻长心卡帕藻(Kappaphycus alvarezii)和细齿麒麟菜

(Eucheuma denticulatum)的原生质体研究, 观察了不同酶解条件对两种产胶海藻原生质体产量和产率

的影响。结果表明, 细齿麒麟菜原生质体得率高于长心卡帕藻; 在藻泥与酶浓度配比中, 长心卡帕藻或

细齿麒麟菜藻泥越多, 所制备出的原生质体产量越高, 而其制备效率却越低; 在温度(20~30℃)梯度中, 

有最高原生质体产量和效率的酶解温度为 25℃; 在 pH 6.0~8.0 的实验酶解梯度中, 酶解 pH 6.0 时的酶

解效果最好; 在 12~48 h实验酶解时间梯度中, 酶解时间为 48 h时原生质体产量和得率最高; 酶解时间

越长, 长心卡帕藻或细齿麒麟菜原生质体制备效率越高。为此建议在 25℃和 pH6.0 条件下, 适当增加

海藻藻泥用量和延长酶解时间, 以更有效获得原生质体。  
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卡帕藻属和麒麟菜属红藻, 其富含红藻多糖卡

拉胶, 一直是生产卡拉胶的主要原料[1-3]。卡拉胶因

其具有良好的凝胶性、保水性、增稠性和助悬性, 在

食品和化工中有着广泛的应用 [4-6], 研究表明, 麒麟

菜类海藻还具有工业生产乙醇的潜质 [7-10], 此类产

卡拉胶红藻资源具有巨大开发价值。目前我国产卡

拉胶红藻的养殖规模相对较小[2-3, 11], 这与麒麟菜在

20~30℃下生长有关[1, 12-14], 导致养殖区域受到限制, 

另外 , 其长期营养繁殖造成种质退化 , 产量和质量

均下降, 敌害、病害频发[2]。因此, 需要筛选和培育

生长速率高、胶含量和质量好、抗病力强、耐低温

的麒麟菜, 应对日益增长的养殖需要。 

尽管麒麟菜理论上具有无性生殖和有性生殖世

代, 但通常难以获得孢子和配子[2, 15-16], 通过有性生

殖方式进行种苗繁育效率低, 难度很大。运用细胞工

程技术, 进行麒麟菜的种苗繁育可以拓展拓宽新的

途径。而原生质体的获得是进行细胞工程繁育, 细胞

融合等的重要前提, 也为定向改良提供技术支撑。20

世纪 80年代, 有关海藻原生质体研究有很多报道[17-22], 

但因诸多条件的限制, 所制备原生质体效率都不高, 

大多未能用于海藻繁育的实际应用。近年来, Reedy[23]

和 Yeong[24]分别制备出紫菜和江蓠的原生质体。

Cheney[25]利用孢子制得原生质体, 并通过细胞融合

的方法获得了麒麟菜细胞融合体, 获得了生长速率

高的融合体植株。这为通过麒麟菜原生质体, 进行遗

传选育, 获得目标株系提供借鉴。制备海藻原生质体, 

采用合适的酶是最关键的一环, Zablakis等[26]利用纤

维素酶和卡拉胶酶混合酶液, 酶解制备长心卡帕藻

原生质体, 但所用卡拉胶酶在很多国家均难以获得。

Salvador 等[27]通过鲍鱼内脏提取液获得长心卡帕藻

原生质体 , 观察到细胞壁再生 , 但该方法在不同长

心卡帕藻株系原生质体制备中的使用效果不一, 差

别很大。 

本文采用热带海域广泛分布的杂食性篮子鱼为

材料 , 从篮子鱼内脏提取制备酶液 , 用于麒麟菜原

生质体的分离, 为后期的麒麟菜组织培养及细胞工
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程育种打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本实验采用 2 种红藻, 棕黑色长心卡帕藻(Kap-

paphycus alvarezii), 红褐色细齿麒麟菜 (Eucheuma 

denticulatum), 上述海藻材料取自中国科学院海洋研

究所海南陵水热带产卡拉胶海藻实验基地(18°27′N, 

110°5′E); 篮子鱼(Siganus fuscessens)采于海南省陵

水黎族自治县黎安港湾 , 置于网箱中暂养 , 每天用

长心卡帕藻和细齿麒麟菜喂养, 篮子鱼在饲喂 1 周

后, 用于粗酶液的制备。 

1.2  原生质体制备 

1.2.1  粗酶解液的制备 

取长心卡帕藻和细齿麒麟菜喂养篮子鱼 5~10只, 

饲喂 1 周后取其胃和肝脏放入 4℃预冷的小烧杯中, 

按每克内脏加 50 mmol/L pH为 6.0的磷酸钠盐缓冲

液 20 mL, 利用组织研磨器, 充分研磨成浆。研磨后

的匀浆分别用 20、8和 1 μm孔径的滤纸分级过滤。

向过滤后的滤液中添加 0.6 mol/L甘露醇和 5 mmol/L氯

化钙, 冰浴保存备用。 

1.2.2   材料准备 

取生长状态良好的上述红藻, 先用海水冲洗干

净 , 再用消毒海水反复洗涤多次 , 再用无菌纸巾吸

干并转入消毒液(100 mg氯霉素 + 200 mL无菌海水)

中处理 0.5~1.0 h。称取 10 g经过上述消毒的藻段, 置

于多功能料理机(九阳 JYL-CO20)中并加入 100 mL

无菌海水, 连续搅拌 2次, 每次 1 min, 以打碎藻段, 

静止 5 min后, 弃去上清液(约 100 mL), 剩余底层的

藻泥(约 10 g)作为进一步酶解的材料, 待用。 

1.2.3  酶解与原生质体纯化 

取制取的上述酶液和藻泥按设定的比例(详见

1.2.4)加入 10 mL的离心管中混匀, 然后置于摇床(国

华 ZD-85)上震荡酶解, 震荡速度 100 r/min, 分别开

展了不同酶解条件(详见 1.2.4)下的酶解实验, 以每

只上述离心管为一个单位酶反应体系。 

酶解结束前, 向酶解液中加入 3 mL洗脱液, 然

后放回摇床继续酶解 1 h, 选用 500 μm的筛绢过滤酶

解液, 将滤液转入离心管中, 在相对离心力为 218 g(湘

仪 TGL-16M)的条件下离心 5 min; 吸取离心管中最

上层的清液 5 mL, 并加入 5 mL洗脱液(高压蒸汽灭

菌过的含有 0.6 mol/L甘露醇和 5 mmol/L氯化钙 PES

培养基)混匀, 在 218 g离心力条件下离心 5 min, 弃

上清, 向离心管中加入 1 mL洗脱液, 然后转入 1.5 mL

的离心管中。 

1.2.4  酶解条件梯度实验设计 

实验设置 3个酶解浓度组合。酶浓度Ⅰ, 0.1 g藻

泥加 3 mL酶液; 酶浓度Ⅱ, 0.2 g藻泥加 3 mL酶液; 

酶浓度Ⅲ, 0.4 g藻泥加 3 mL酶液。酶解温度 25℃, 酶

解 pH 6.0, 酶液制备和酶解方法同前文所述, 分别研

究酶解(12, 24, 48 h)时, 不同酶解浓度组合对其原生

质体产量和产率的影响。 

酶解温度实验设置 3 个梯度, 分别为 20, 25 和

30℃, 按照 0.1 g藻泥加 3 mL酶液的比例进行酶解, 

酶液制备和酶解方法如前文所述, 酶解 pH 6.0, 期间

利用摇床连续摇动, 分别记录 12, 24和 48 h时温度

对原生质体产量和产率的作用效果。 

酶解 pH 实验设置 3 个梯度, 分别为 6.0, 7.0 和

8.0, 酶浓度选取 0.1 g藻泥加 3 mL酶液的比例, 酶

解温度 25℃, 分别记录酶解 12, 24和 48 h时, 不同

pH对原生质体产量和产率的作用效果。 

1.2.5  原生质体制备效果鉴定 

1) 原生质体去壁程度: 用蒸馏水处理待检样品, 

在显徽镜下观察细胞大小的变化 , 细胞膨胀均匀 , 

破碎后无细胞壁残余, 表明所制备的原生质体良好; 

若细胞单方向外涨至破碎, 且胀碎后存在一定的细

胞壁残余, 表明所制备的原生质体尚有细胞壁存在, 

原生质体制备不完全 ; 若细胞不发生膨胀 , 细胞体

积没有变化 , 表明细胞壁依然完整 , 原生质体制备

不成功。 

2) 原生质体完整性检测: 向制备的原生质体中

加入 0.5%伊文思蓝染液染色, 在显微镜下观察原生

质体色泽 , 并利用细胞计数板计数 , 统计获得原生

质体数目 , 其中细胞深色的为原生质体已经破损 , 

颜色较浅的为完好的原生质体。 

1.2.6  原生质体产量产率统计 

原生质体产量监测用显微镜计数法, 先以血球

计数板计算出每毫升酶解液中原生质体数量, 然后

折算单位酶反应体系所获得的原生质体的总数目 ; 

原生质体产率为每克藻泥获得原生质体的数目, 即

原生质体产量除以实验所用藻泥质量。 

2 结果 

2.1  两种海藻原生质体产量和产率对比 

对比 2 种藻原生质体的制备效果(图 1), 得出 : 
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1)细齿麒麟菜比长心卡帕藻的原生质体制备效果更

好, 前者制备的原生质体产量和产率都明显高于后

者, 统计分析效果显著(P<0.01)。2)酶解时间延长有

利于原生质体制备。其中, 在 0.1 g藻泥加 3 mL酶

液处理组, 48 h酶解时间内, 长心卡帕藻原生质体产

量从 1.2 103 cell上升到 1.45 103 cell(图 1. A), 原生

质体产率从 1.20 104 cell/g增加到 1.45104 cell/g(图

1. C); 而细齿麒麟菜原生质体产量从 1.35103 cell 到

1.75×103 cell(图 1. A), 其产率从 1.35104 cell/g增

加到 1.75 104 cell/g(图 1)。3)实验中海藻用量对酶

解效果也产生明显影响 , 在等量酶浓度下 , 藻量越

多, 原生质体产量越高(图 1. A、B), 而其产率却越低

(图 1. C、D)。其中, 0.1 g的长心卡帕藻和细齿麒麟

菜原生质体产量分别只有 1.45 103 cell 和 1.75103 

cell(图1.A)内, 而0.4 g的长心卡帕藻和细齿麒麟菜原生

质体产量分别达到3.83 103 cell和4.15 103 cell(图1.B); 

相反, 0.1 g的长心卡帕藻和细齿麒麟菜原生质体产率分

别在 1.45 104 cell/g和 1.75104 cell/g (图 1.C)范围内, 

而 0.4 g的长心卡帕藻和细齿麒麟菜原生质体产率只有

0.96 104 cell/g和 1.04104 cell/g(图 1.D)。 

就获得最大原生质体产量而言, 可选择的酶解

条件: 25℃和 pH 6.0, 以及 0.4 g藻泥加 3 mL酶液, 

其酶解时间为 48 h(图 1.B)。在此酶解条件下, 细齿

麒麟菜原生质体最大产量为 4.15103 cell, 而长心卡

帕藻的原生质体最大产量可达到 3.8103 cell(图

1.B)。为得到最高原生质体产率, 可选择的酶解条件: 

25℃和 pH 6.0, 以及 0.1 g藻泥加 3 mL酶液, 其酶解

时间为 48 h(图 1.C)。在此酶解条件下, 细齿麒麟菜

原生质体最高产率达到 1.75×104 cell/g, 而长心卡帕

藻的原生质体产率最高 1.45×104 cell/g(图 1.C)。 

 

 长心卡帕藻;  细齿麒麟菜 

A、C. 0.1 g藻泥加 3 mL酶液; B、D. 0.4 g藻泥加 3 mL酶液 

A and C. 0.1 g homogenate pellets with 3 mL enzymic extracts; B and D. 0.4 g homogenate pellets with 3 mL 

图 1  长心卡帕藻与细齿麒麟菜原生质体产量和产率对比 

Fig. 1  The comparation between total protoplast yields and the relative protoplast yields of E.denticulatum and K.alvarezii 
 

2.2  藻泥与酶浓度配比对原生质体制备的

影响 
不同藻泥与酶浓度配比对长心卡帕藻和细齿麒

麟菜原生质体制备效果如图 2。结果表明: 2 种海藻

的原生质体制备效果与藻泥和酶浓度配比存在直接

关系。在实验酶浓度恒定和藻泥 0.1~0.4 g范围内, 藻 

泥越多, 所制备出的长心卡帕藻和细齿麒麟菜原生

质体产量越多(图 2. A、B), 即 0.4 g > 0.2 g > 0.1 g藻

泥酶解处理组; 但原生质体产率与藻泥用量呈负相

关性 , 所用的藻泥越高 , 所制备的长心卡帕藻或细

齿麒麟菜原生质体产率越低(图 2. C、D), 即 0.4 g < 

0.2 g < 0.1 g藻泥酶解处理组。上述结果与图 1结果
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一致, 也进一步证实在等量酶浓度下, 藻量越多, 原

生质体产量越高。 

在实验酶解时间范围内, 2种海藻原生质体与酶

解时间存在一定相关性, 随着酶解时间延长, 2 种海

藻原生质体呈增加趋势, 但其产量和产率增加幅度

略有不同(图 2)。 

2.3  pH 对原生质体制备的影响 

2 种红藻原生质体制备与酶解酸碱度变化关系

如图 3 所示。从中可以看出, pH 对 2 种海藻原生质 

体制备存在一定程度的影响; 总体而言 , 在弱碱性

(pH8.0)条件下, 无论长心卡帕藻还是细齿麒麟菜原

生质体产量(图 3.A、B), 还是其产率(图 3.C、D)均低

于中性(pH7.0)和弱酸性(pH6.0)的效果(P<0.01); 在

中性(pH7.0)和弱酸性(pH6.0)条件下, 2 种海藻原生

质体产量和产率基本一致, 其中相对而言以弱酸性

条件下酶解制备效果略高一点; 随着酶解时间延长, 

在 3个实验 pH范围内, 原生质体产量和产率均呈明

显上升趋势。 

 
◆ 0.1 g藻泥加 3 mL酶提取液; ● 0.2 g藻泥加 3 mL酶提取液; ▲ 0.4 g藻泥加 3 mL酶提取液 

图 2  藻泥和酶浓度配比对长心卡帕藻(A、C)和细齿麒麟菜(B、D)原生质体制备的影响 

Fig. 2  Effect of dosage of enzyme extract and algal pellets on protoplast isolation of K.alvarezii and E.denticulatum 

 
◆ pH6.0; ● pH7.0; ▲ pH8.0 

图 3  pH对长心卡帕藻(A、C)和细齿麒麟菜(B、D)原生质体制备的影响 

Fig. 3  Effect of pH on protoplast isolation of K.alvarezii and E.denticulatum 
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2.4  温度对原生质体制备的影响 

长心卡帕藻和细齿麒麟菜原生质体制备与酶解

温度变化关系如图 4 所示。结果表明: 酶解温度对

原生质体制备存在明显影响, 其中在 25℃酶解条件

下, 两种海藻的原生质体产量一般都显著高于 20℃

和 30℃时的产量(图 4.A、B, P<0.01); 两种海藻原

生质体产率也随酶解温度变化, 呈现与其原生质体

产量相类似的结果(图 4.C、D); 同时, 在三个酶解

温度梯度下 , 随着酶解时间的延长 , 原生质体产量

和产率均呈线性上升趋势 , 并且以细齿麒麟菜在

25℃酶解条件下原生质体产量和产率增幅最快(图

4. B、D)。 

2.5  原生质体制备效果观察 

长心卡帕藻和细齿麒麟菜匀浆后的藻渣, 经过篮

子鱼内脏研磨提取液酶解, 2 种海藻细胞壁都可被有

效酶解, 依据酶解程度不同, 制备出的原生质体有完 

全游离的, 也有部分原生质体尚残存细胞壁(图 5. B、

D), 游离原生质体经依文思蓝染色, 可检查其细胞完

整性, 其中结构完整的原生质体不能吸收依文思蓝, 

不被染色(图 5. E), 而染色后原生质体深色的表明其

结构已经受损, 为不完整的破损原生质体(图 5.F)。 

在不同酶解条件下, 所获得原生质体数目占藻

细胞总数目比例依然较低 , 尚不足细胞总数的

1%(图 6)。在实验酶浓度恒定和 0.1~0.4 g 藻泥范围

内 , 藻泥越多 , 长心卡帕藻和细齿麒麟菜原生质体

比例越低(图 6.A); 在本实验 pH梯度范围内, pH 8.0

时长心卡帕藻和细齿麒麟菜原生质体比例都显著低

于 pH 6.0~7.0的酶解效果(P<0.01), pH 6.0~7.0的酶解条

件下, 2种藻的原生质体比例无显著差异(图 6.B); 25℃

时 2种藻的原生质体比例显著高于 20℃和 30℃时(图

6. C); 在 48 h酶解时间内, 长心卡帕藻原生质体随时

间延长逐渐升高(P<0.01), 而细齿麒麟菜在 48 h时的

原生质体制备效率较比 24 h略有下降(P>0.05)。 

 

◆ 20℃; ● 25℃; ▲ 30℃ 

图 4  温度对长心卡帕藻(A、C)和细齿麒麟菜(B、D)原生质体制备的影响 

Fig. 4  Effect of temperature on protoplast isolation of K.alvarezii(A and C)and E.denticulatum(B and D) 

 

图 5  长心卡帕藻 (A、B)和细齿麒麟菜 (C、D)酶解制备原生质体效果 

Fig. 5  Protoplast of K.alvarezii (A and B) and E.denticulatum (C and D) 

A、C. 游离原生质体; B、D. 依然残存细胞壁的细胞; E. 完整的原生质体; F. 有破损的原生质体 

A、C. protoplast; B and D,. cell with cell wall; E, complete protoplast; F, broken protoplast 
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▲ 长心卡帕藻; ● 细齿麒麟菜 

图 6  不同酶解条件下原生质体占总细胞数的比例 

Fig. 6  The proportion of protoplast number to total free cell 

Ⅰ.0.1 g藻泥加 3 mL酶提取液; Ⅱ.0.2 g藻泥加 3 mL酶提取液; Ⅲ.0.4 g藻泥加 3 mL酶提取液 

I.0.1 g homogenate pellets with 3 mL enzymic extracts; II.0.2 g homogenate pellets with 3 mL enzymic extracts; III.0.2 g homogenate pellets 
with 3 mL 

 

3  讨论 

对不同制备温度(20~30℃)的试验, 25℃酶解所

制备的原生质体产量显著高于 20℃和 30℃酶解效果

(图 3), 这可能与篮子鱼内脏研磨提取液在 25℃时有

更高的酶活性有关。基于此, 我们在后续实验中, 可

在 22~28℃范围内, 优化酶解温度。 

在上述各实验组的 48 h 酶解条件下, 无论长心

卡帕藻还是细齿麒麟菜的原生质体, 其产量均随酶

解时间的延长而增加, 至少在 48 h 酶解条件下, 篮

子鱼内脏粗提液仍具有酶的活性, 延长酶解时间是否

有效, 有待后续深入研究。在 3个酶解 pH梯度实验(图

4)中, pH 6.0时长心卡帕藻和细齿麒麟菜有更多原生质

体的产出, 间接证明其在 pH 6.0时酶活性更好。 

在藻泥与酶浓度配比实验中, 酶解体系中长心

卡帕藻或细齿麒麟菜藻泥含量越高, 所制备的原生

质体产量越高, 而其产率却随藻泥浓度增加而降低

(图 2); 酶液用量较藻泥比率越高, 原生质体产率越

高(图 2)。基于饲喂篮子鱼和从内脏中研磨提取酶没

有制备藻泥方便 , 因此 , 可采用适当增大藻泥质量

并延长酶解时间, 以有效提高原生质体产量。 

在藻泥与酶浓度配比实验中, 酶解体系中长心

卡帕藻或细齿麒麟菜藻泥含量越高, 所制备的原生

质体占总细胞数目的比例越低(图 6)。这与原生质体

产量随藻泥与酶浓度配比变化则相反, 而与产率变

化一致。由此可见, 藻泥含量增大导致获得的游离细

胞总数目增多和原生质体数目增多, 但其并没有提

高原生质体数目占总细胞数目的比例。在原生质体

制备的温度梯度(20~30℃)中, 25℃酶解所制备的原

生质体数目占总细胞数目的比例显著高于 20℃和 30℃

酶解效果(图 6, P<0.01), 其与原生质体产量随温度

变化规律相一致。2 种藻原生质体占总细胞数目的比

例随 pH变化规律与产量变化规律相似, pH为 8.0时原

生质体产量和原生质体所占的比例都低于 pH为 6.0和

7.0时(图 3; 图 6)。其可能是因为篮子鱼内脏研磨提取

液中的酶组分在弱碱性的环境中酶活力较低。2种藻原

生质体产量都随酶解时间延长而增加, 其中长心卡帕

藻原生质体占总细胞数目的比例随时间变化规律与产

量结果一致, 但细齿麒麟菜在酶解 24 h 以后, 原生质

体占总细胞数目的比例不再增加(图 6.D), 而仅仅是总

的游离细胞数目增加导致原生质体产量的提高。 

Salvador 等[27]以鲍鱼内脏提取液获得长心卡帕

藻原生质体, 并在 25℃和 pH 6.1条件下, 同样按 0.1 g

海藻材料加 3 mL酶液的比例酶解 48 h时, 获得最高

酶解效率, 其最大原生质体产率为 8.2×103 cell/g, 这和

我们的结果大致相同, 所得提取液的效率(1.45×104 
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Cell/g)的 56%。Sahu等[28]将不同长心卡帕藻进行嫁接得

到融合体植株, 其生长速率更高, 并且所产卡拉胶的黏

度和强度都有提高。Cheney等[25]曾利用孢子制得红藻原

生质体, 并通过细胞融合的方法获得了江蓠细胞融合体, 

进而获得了生长速率更高的融合体植株。 

本研究篮子鱼内脏粗提液酶解海藻藻泥的方法, 

成功制得了长心卡帕藻和细齿麒麟菜原生质体。同

时, 实验测定的了几种不同酶解条件对酶解反应的

影响, 建议按 0.4 g藻泥中添加 3 mL酶液的浓度配

比, 在 25℃, pH 6.0的酶解条件下酶解 48 h以更有效

地获得海藻原生质体。 
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Isolation of protoplast from Kappaphycus and Eucheuma 
using crude extracts of Siganus fuscessens viscus  

LI Jun-peng1, 2, LIU Jian-guo1, PANG Tong1, LI Hu1, 2 
(1. Institution of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, China; 2. University of  
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Received: Apr., 18, 2013 
Key words: Kappaphycus; Eucheuma; Siganus fuscessens; protoplast 
 

Abstract: Protoplast of Kappaphycus and Eucheuma, two main traditional carrageenan-producing seaweeds, were prepared 

using crude enzyme extracts of Siganus fuscessens viscus from Sep, 2011 to Jan, 2013 at our tropical seaweed experimental 

station in Lingshui, Hainan. Both the stomach and liver of S. fuscessens viscus as well as the young branches of 

Kappaphycus and Eucheuma were pre-homogenized. Filtrate of S. fuscessens was used as the crude enzymatic extracts to 

digest the sendimented pellets of Kappaphycus and Eucheuma. Then, the total protoplast output and protoplast yield per 

gram of the algal homogenate pellets exposed to gradients of pH, temeprature  and enzymic extracts were compared. The 

results showed that the protoplasts from Eucheuma were easily prepared compared to Kappaphycus, and that the amount of 

protoplast obtained depended on the digestion time, dosage of enzyme extract and the algal pellets. The more the algal 

homogenate pellets were added in the tested range (0.1-0.4 g fresh weight), the higher the total protoplast output and the 

lower protoplast yield per gram biomass were obtained. Meanwhile, the more enzyme extract was added, the higher the total 

protoplast output and the protoplast yield per gram biomass were harvested. Prolonging the enzymatic digestion time could 

linearly improve the total protoplast output and the protoplast yield per gram. The pH and temperature also significantly 

affected the protoplast production. The optimal pH and temperature for protoplast preparation were pH 6.0 and 25℃, 

respectively. Based on the above studies, a optmized mode for Kappaphycus and Eucheuma protoplast preparation was 

suggested as below: 0.1 g homogenized algal pellets, 3 ml crude enzyme extract from 0.15 g homogenate of S. fuscessens 

stomach and liver with 50 mM phosphate buffer (pH 6.0), then adjusted the mixture pH to 6.0 and incubated at 25℃ for ≥ 48 h. 
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