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超高压处理对微生物生理特性的影响
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摘 要：单核增生李斯特菌（!"#$%&"’ ()*)+,$)-%*%#）/G7G 1133!和大肠杆菌（.#+/%&"+/"’ +)0"）*7GG %$523经高压处理，
其生理特性发生了深刻的变化，主要表现是：!$$HI;以上的压力处理 1$>?A，微生物数量下降 5个对数单位，压力处
理还会导致细胞内 JK值的变化，使膜电位下降，细胞内钾流失，*7I浓度降低。
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超高压处理被认为是一种新的冷杀菌方式，可

以应用于食品的保鲜［1 M 2］。不同的微生物对压力具

有不同的抗性，微生物细胞的存活率与所采用的压

力大小有直接关系，"$$ M 5$$HI;能杀死细菌、酵母
和霉菌的营养细胞，但微生物的孢子具有更强的抗

性［! M 4］。高压处理可能会引起微生物形态、细胞膜、

细胞壁、生物化学反应和遗传物质的改变［5，%］。细胞

膜的变化可能是压力引起微生物死亡最主要的原因

之一［3，1$］。了解微生物的压力致死机理可以帮助我

们有效地将这一技术应用于食品保鲜与加工过程

中［11］。本文选择食品加工中常见的单核增生李斯

特菌和大肠杆菌作为革兰氏阳性和阴性的代表，对

它们的压力反应进行比较，旨在明晰压力处理对数

期细胞悬液，活细胞总数、细胞体积、细胞内 JK值、
细胞内钾离子浓度等生理特性的变化，从而为微生

物的压力致死机制寻找理论依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌 种：单 核 增 生 李 斯 特 菌（ !"#$%&"’
()*)+,$)-%*%#）/G7G 1133! 由英国巴斯大学友情提
供，大肠杆菌（.#+/%&"+/"’ +)0" ）*7GG %$523购自中国
科学院微生物研究所。

!"!"# 主要试剂和仪器：苯甲酸（羧基1! G）、右旋糖
苷（羧基1! G）、（2 K）菊粉、!92 K9溴化苯磷酸、*7I、尼
日利亚菌素等购自 N?,>;公司；蛋白质和 *7I分析

试剂盒购自南京建成生物工程公司。:;F-F;A 流式
细胞仪（美国 O8FP>;A 公司）；4#"型荧光测定仪（上
海精密仪器一厂）；H" 型原子吸收光谱仪（美国
7E8Q>’ 公司）；=IRGN ST液体闪烁仪（美国 O8FP>;A
G’+(.8Q 公司）；高速离心机（美国 O8FP>;A 公司）。
!"# 压力处理
压力处理前两个菌株经相同的活化处理，于

25U、营养肉汤中培养 1%E，直至培养物浓度大约为
" V 1$%FW+X>T，保存在同一条件下备用。单核增生李
斯特菌或大肠杆菌对数后期的培养物用 1$$>>’(XT
磷酸盐（JK5Y$）或柠檬酸盐缓冲溶液按 1 Z "进行稀
释，每一个稀释度的细胞悬液，取 5"$>T 封入灭菌
的聚乙烯薄膜袋中备压。每一个稀释度的细胞悬液

在 1$T的压力斧中，1"$ M 4$$HI;、#$U处理 1$>?A。
压力处理对细胞存活性的影响按国家标准测定菌落

总数。

!"$ 细胞大小的测定
用 :;F-F;A流式细胞仪测定细胞大小的变化，将

1$$!T的细菌悬液用缓冲溶液稀释到 1>T，在 !%%A>
下进行分析。

!"% 生理分析用细菌悬液的制备
经压力处理的单核增生李斯特菌或大肠杆菌细

胞悬液，12$$$ V ,，2$>?A离心，沉淀重新悬浮在 4>T
上清夜中，目的是使细胞悬液的平均蛋白质浓度维

持在 1$>,X>T左右，蛋白质用 :’T?A9酚法［1#］进行测
定（以牛血清蛋白做标准）。两种细菌的细胞悬液分



别被用于细胞体积、!"值、膜电位、钾离子浓度、腺
嘌呤核苷酸的测定。

!"# 细胞体积的测定
在 #$%蛋白质浓度为 &’$()$% 的细胞悬液中

加入 &’’!%，*+,-. 的右旋糖苷（羧基
&/ 0）和 #’!%，

+/-. 的*"#1，试样混合后，#23，4’5)$67，培养
&’$67。分别取 *’’!%加入含有 &’’!%，&$89)% 高氯
酸和覆盖有 *’’!% 2’4 :+’型硅树胶（密度为 &;’*）
的 <!!=7>8??管中。经 &*’’’ @ (，&2$67离心后，用液
体闪烁仪分别测定上清夜和沉淀中放射标记探针的

强度。

!"$ 细胞内 %&值的测定
单核增生李斯特菌和大肠杆菌细胞内 !"值用

荧光探针 A0<0B［#，+C-6DC（#CEF5-8GH=IJH9）C2C（F7>CK）
EF5-8GH?9L85=DE=67］，采用 K#2 型荧光测定仪按 A88IJ
的方法［&*］进行分析。

!"’ 膜电位的测
用放射探针* "CMNNO 测定细胞悬液的膜电位。

将 &’’!%，&42,-. 的
* "CMNNO 加入到蛋白质浓度为

&’$()$%的细胞悬液中，同时加入 &’’!%，终浓度为
&’$$89)%没有标记的 MNNO，以阻止放射性探针在

细胞内的非专一性结合。#23，4’5)$67，培养 &’$67
后，&*’’’ @ (，&’$67离心收集上清和沉淀，用液体闪
烁仪测定放射活性。数据按 A88IJ的方法［&*］进行分
析。

!"( 钾浓度的测定
用原子吸收光谱仪测定细胞内钾的浓度。

&’$%细胞悬液加入到含有 #$% 2’4 :+’（密度 &;’*）
硅树胶的离心管中，&*’’’ @ (，离心 *’$67。沉淀被
重新溶解在 #$% &;/$89)%的 "# P1/中，&#’3，离子
化 /J。用含有 K$$89)% 0D09的 ’;&$89)% "# P1/分别

按 & Q#2和 & Q 2’对沉淀和上清液进行稀释，钾浓度
在 +KK;27$处测定。
!") *+,的测定
在最佳条件下，一个光子可以产生一个 RMN分

子。&$%细胞悬液经 &*’’’ @ (，2$67离心后，沉淀用
&$%无菌去离子水重新溶解。取 &’’!%加入到含有
&’’!%核苷酸的 /$%计数瓶中，向生物计数器的计
数瓶中注入 &’’!%纯的荧光素C荧光素酶试剂，反应
立即被启动，用生物计数仪测定反应启动后 &’ S *’D
内的光子数。在此条件下，细胞内的 RMN 在
# S #’’!$89内与测定的光子数成线性关系。
!"!- 微生物膜囊的准备
微生物细胞膜囊按下列方法进行制备，&$%

!"KK’ T &’’ 的细胞悬液用 &$% 含有 #;2$$89)%
U(09#的 2’$$89)%，!"+;’的 NVN<P（哌嗪CW，WXC二乙
基磺酸钠，N6!=5FY67=CW，WXC-6D（#C=IJF7=DL9?87FI=），
NVN<P）缓冲溶液稀释，细胞用超声波进行破碎，振幅
为 #K!$，处理 &’$67（处理 &2D，冷却 /2D）。用 2’$%
含有 #;2$$89)% U(09#的 2’$$89)%，!"+;’ 的 NVN<P
缓冲溶液进行稀释，++’’ @ ( 低速离心去除细胞碎
片。收集上清的顶部 #)*，2/*’’’ @ (进行高速离心。
沉淀重新悬浮在 2’’L% 含有 #;2$$89)% U(09# 的
2’$$89)%，!"+;’的 NVN<P缓冲溶液中，内外膜囊被
快速冷冻，并保存在液氮中备用。膜囊中蛋白质浓

度用 %8Z5H法进行测定。

. 结果和分析

."! 超高压对单核增生李斯特菌和大肠杆菌存活
性的影响

单核增生李斯特菌和大肠杆菌细胞在柠檬酸和

磷酸缓冲溶液中经 &’$67，&2’ S K’’UNF不同压力处
理后，残存菌数见表 &。压力小于 &2’UNF 时，对大
肠杆菌影响不大，而低于 #’’UNF 对单核增生李斯
特菌的生存几乎没有影响。随着压力的增加，微生

物的残存活细胞数急剧下降。经相同压力处理，柠

檬酸缓冲溶液中的活细胞数明显低于磷酸缓冲溶

液。大肠杆菌比单核增生李斯特菌对压力更为敏感。

表 ! 超高压对微生物存活性的影响
MF-9= & <??=EI 8? J6(J JH>58DIFI6E !5=DDL5= 87 [6F-696IH 8? $6E5885(F76D$

U6E5885(F76D$D AL??=5 N5=DDL5=
)UNF

0=99 =7L$=5FI687
)（E?L)$%）

#$%&’($) *+,+-.&+/’,’% P8>6L$ E6I5FI= 087I589 #;4K @ &’4

#’’ *;++ @ &’4

#+2 #;/* @ &’2

*#2 *;K/ @ &’/

/’’ \ &’
NJ8D!JFI= 087I589 #;4K @ &’4

#’’ #;42 @ &’4

*2’ 4;+/ @ &’K

/#2 *;&# @ &’*

K’’ \ &’
0%-1’($-1$) -+2$ P8>6L$ E56I5FI= 087I589 #;+’ @ &’4

&2’ #;K2 @ &’4

#’’ #;** @ &’+

#+2 &;4K @ &’/

*2’ \ &’
NJ8D!JFI= 087I589 #;+’ @ &’4

&2’ #;/# @ &’4

#2’ K;+* @ &’K

*#2 &;&/ @ &’2

/’’ \ &’
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!"! 细胞体积的变化
结果（表 !）显示，对于单核增生李斯特菌，压力

引起细胞体积的变化与缓冲溶液有关，在柠檬酸缓

冲溶液中 "!#$%& 以下的压力处理体积变化不大；
但在磷酸缓冲溶液中 !’’$%&压力处理才不会引起
细胞体积的改变，当压力增加到 (’’$%&时，细胞体
积增大了 #倍，显微镜下可见部分细胞裂解。大肠
杆菌在柠檬酸和磷酸缓冲溶液中，分别用 )’’$%&
和 )!#$%&以下的压力处理，细胞体积都没有显著
变化，未见细胞裂解现象。

表 ! 高压处理引起的微生物细胞体积的变化
*&+,- ! .-,, /0,12- 34&56-7 08 293:00:6&59727 95 :-7;057- <0 4964
4=>:07<&<93 ;:-771:- <:-&<2-5<

$93:00:6&59727 ?188-: %:-771:-
@$%&

.-,, /0,12-
@（!A@26 %:0<-95）

!"#$%&"’ ()*)+,$)-%*%# B0>912 39<:&<- .05<:0, CD!) E ’D’F

!’’ CDCG E ’D’"

!F# CD)( E ’DC!

"!# CD"! E ’D’F

)’’ CD(H E ’DCC

%407;4&<- .05<:0, CDCG E ’D’)

!’’ CD!" E ’D(

"#’ CD(F E ’D’"

)!# CD#F E ’DCC

(’’ (D’G E ’DC"

.#+/%&"+/"’ +)0" B0>912 39<:&<- .05<:0, CD"( E ’D’(

C#’ CD!# E ’D’F

!’’ CD"( E ’DFC

!F# CD#C E ’D’#

"#’ CD)G E ’D’(

%407;4&<- .05<:0, CD!! E ’DC)

C#’ CDCG E ’DC!

!#’ CDC( E ’D!C

"!# CD!" E ’DC)

)’’ CD)) E ’D’#

!"# $%值的变化
未经处理的单核增生李斯特菌悬液在磷酸缓冲

溶液中能保持 ’D)个 ;I值单位的 ;I值梯度，压力
处理会引起 ;I梯度的下降。在柠檬酸缓冲溶液中
即使经 "!#$%&压力处理，也能保持 ’D# 单位的 ;I
梯度，)’’$%& 的压力处理会导致细胞内外";I
（;I内 J;I外）的下降。未经压力处理的大肠杆菌在磷
酸缓冲溶液中可以保持 ’DG 个 ;I单位的 ;I值梯
度，在 "!#$%& 以上的压力处理，会引起";I 的下
降。在柠檬酸缓冲溶液中，随着压力的增加，";I呈
有规律的下降，但 "#’$%& 压力下，细胞内外的 ;I
保持平衡（表 "）。

表 # 高压处理引起的微生物细胞内 $%值的变化
*&+,- " K5<:&3-,,1,&: ;I /&,1- 34&56-7 08 293:00:6&59727 L9<4 4964

4=>:07<&<93 ;:-771:- <:-&<2-5<

$93:00:6&59727 ?188-: %:-771:-
@$%&

K5<:&3-,,1,&:
;I /&,12-

!"#$%&"’ ()*)+,$)-%*%# B0>912 .9<:&<- .05<:0, (DC E ’DC
!’’ (D! E ’DC
!F# (DC E ’D"
"!# (DC E ’DC
)’’ #DG E ’DC

%407;4&<- .05<:0, FD) E ’DC
"#’ FD! E ’D!
)!# FD! E ’D"
(’’ FD! E ’DC

.#+/%&"+/"’ +)0" B0>912 39<:&<- .05<:0, (D# E ’DC
!’’ (D! E ’D!
!F# #DH E ’DC
"#’ #D( E ’DC

%407;4&<- .05<:0, FDG E ’DC
!#’ FDF E ’D!
"!# FD# E ’D!
)’’ FD) E ’DC

表 & 高压处理引起的微生物细胞内钾浓度的变化
*&+,- ) K5<:&3-,,1,&: ;0<&77912 34&56-7 08 293:0+-7 95>13-> += 4964

4=>:07<&<93 ;:-771:- <:-&<2-5<

$93:00:6&59727 ?188-: %:-771:-
@$%&

K5<:&3-,,1,&: ;0<&77912
3053-5<:&<905@（220,@A）

!"#$%&"’ ()*)+,$)-%*%# B0>912 39<:&<- .05<:0, CGG E H
!F# GG E C)
"!# C’ E C!
)’’ ! E C

%407;4&<- .05<:0, ")# E !C
"#’ !)" E !"
)!# "G E !
(’’ ! E C

.#+/%&"+/"’ +)0" B0>912 39<:&<- .05<:0, ""! E !!
!’’ !"C E "!
!F# HC E C!
"#’ ) E C
)’’ # E !

%407;4&<- .05<:0, !F# E !C
!#’ C)G E CC
"!# CC E "
)’’ # E C

!"& 细胞内钾浓度的变化
在柠檬酸和磷酸盐缓冲溶液中，高压处理会引

起细胞内几乎全部钾的流失（表 )）。两种供试微生
物在 )’’$%&的压力处理下，细胞内的钾全部流失；
在柠檬酸缓冲溶液中，"#’$%& 处理的大肠杆菌和
"!#$%&处理的单核增生李斯特菌细胞内的钾全部
流失；而 !F#$%& 处理的单核增生李斯特菌和大肠
杆菌细胞内的钾分别流失 #’M和 !#M。比较而言，
无论是中压（"!# N "#’$%&），还是高压（)!# N
)#’$%&），压力更易导致柠檬酸缓冲溶液中细菌细
胞内钾的流失，即使更低的压力处理也会引起细胞
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内大量钾的流失。

!"# 膜电位的变化
在柠檬酸和磷酸盐缓冲溶液中，随着压力的增

加，微生物的膜电位呈现出显著下降的趋势，两种实

验微生物经 !""和 #""$%&的压力处理，都表现出极
低的膜电位（表 ’）。

表 # 高压处理引起的微生物细胞膜电位的变化
(&)*+ ’ $+,)-&.+ /01+.12&*3 45&.6+3 07 ,24-00-6&.23,3 )8 & 5265
589-031&124 /-+33:-+ 1-+&1,+.1

$24-00-6&.23,3 ;:77+- %-+33:-+
<$%&

$+,)-&.+
/01+.12&*<,=

!"#$%&"’ ()*)+$),%*%# >092:, 421-&1+ ?0.1-0* @ AA B CC
DE’ @ !! B D
FD’ @ F! B E
!"" @ # B F

%503/5&1+ ?0.1-0* @ ’G B CC
F’" @ ’’ B !
!D’ @ F! B D
#"" @ CC B D

-#+.%&"+."’ +)/" >092:, 421-&1+ ?0.1-0* @ G" B CD
D"" @ E! B DF
DE’ @ FA B CD
F’" @ CD B C
!"" @ ! B C

%503/5&1+ ?0.1-0* @ AC B CD
D’" @ !# B A
FD’ @ !C B CC
!"" @ # B D

!"$ %&’浓度的变化
高压单核增生李斯特菌和大肠杆菌菌悬液，随

着压力的增加，细胞内 H(%浓度下降（表 #）。低压
处理会导致单核增生李斯特菌细胞内 H(% 减少
F’I，高压处理会使细胞 H(%浓度降低 GDI。细胞
内 H(%和钾浓度对压力的变化具有平行对应关系。

表 $ 高压处理引起的微生物细胞内 %&’浓度的变化
(&)*+ # J.1-&4+**:*&- H(% 45&.6+3 07 ,24-00-6&.23,3 2. -+3/0.3+ 10 & 5265
589-031&124 /-+33:-+ 1-+&1,+.1

$24-00-6&.23,3 ;:77+- %-+33:-+
<$%&

+（H(%）
<（!6<,K）

!"#$%&"’ ()*)+0$),%*+3 >092:, 421-&1+ ?0.1-0* CLDC B "LC#
DE’ CL"A B "LDC
FD’ "LDC B "L"F
!"" "LCC B "L"D

%503/5&1+ ?0.1-0* "LAG B "LC!
F’" "LEE B "LC"
!D’ "L"A B "LDC
#"" "L"# B "L"F

-#+.%&"+."’ +)/" >092:, 421-&1+ ?0.1-0* DLCC B "LF!
D"" CLA# B "LC#
DE’ CL!F B "LCD
F’" CL"C B "L"A
!"" "LEA B "LCC

%503/5&1+ ?0.1-0* FLF’ B "LC’
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( 讨论
微生物对压力抗性的研究表明：革兰氏阳性细

菌比革兰氏阴性细菌有更强的耐压性［C!］，本实验也

得到了相似的结果。缓冲溶液的种类和溶液的 /M
值对微生物压力抗性的影响一直是人们研究的热

点［C’］，本实验还选用 /M’L# 的磷酸盐缓冲溶液和
/M’L#的柠檬酸缓冲溶液制备微生物细胞悬液进行
压力处理，当压力大于 D""$%&时，缓冲溶液的性质
对大肠杆菌和单核增生李斯特菌的压力抗性有重大

影响，磷酸盐可以提高微生物的压力抗性。D!"$%&
处理分别悬浮于 /M’L#和 /MEL"的磷酸盐缓冲溶液
中的大肠杆菌，表现出显著的不同，/MEL"缓冲溶液
中的残存菌数比 /M’L# 缓冲溶液中的高 F 对数单
位。D’"$%&处理 /MEL" 和 /M’L# 磷酸盐缓冲溶液
中的单核增生李斯特菌时，其残存菌数的差异为

DLF个对数单位；随着处理压力的增加，二者残存菌
数的差异增大，压力达到 !""$%& 时，残存菌数有 ’
个对数单位的差异。这也说明低 /M值和压力之间
对微生物失活具有协同作用，即 /M值越低，压力越
大，微生物越易致死，这与 $&4N+8 报道的结果一
致［C#］。

高压处理微生物细胞的显著变化，一是细胞体

积的改变；一是细胞膜结构与特性的变化。细胞膜

的变化不仅会导致一些酶活性的变化，改变微生物

细胞膜上的代谢过程，也可能改变微生物细胞膜上

的脂肪酸构成。随着压力的增加细胞内 H(% 的浓
度呈现下降的态势，这提示我们是不是压力引起了

细胞膜 H(% 酶活性的变化。从实验结果中可以看
出，随着处理压力的上升，大肠杆菌菌悬液细胞内外

的"/M逐步下降。
高压处理的李斯特菌和大肠杆菌细胞内钾严重

流失，"/M和细胞内钾浓度的降低，可能是导致压力
处理微生物细胞膜电位下降的重要因素。细胞内钾

的流失在渗透休克和热敏离子通道中也可以观察

到。在我们的实验中，中等强度的压力处理，微生物

细胞内钾浓度是初始浓度的 C"I，而低温下，相同
压力处理，可以使细胞内的钾浓度保持初始浓度的

E"I左右，同时细胞的形态保持不变。正是由于压
力处理导致细胞内低钾状态，而使微生物不能存活。

另外，中高压处理后，细胞内极低的 H(%水平，不能
驱动细胞内的钾摄入系统，而引起微生物的死亡。

压力食品加工技术的目的除了改善产品的营养

品质特性外，另一个主要目的就是要抑制或杀死食
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品的有害微生物。由于食品中多种因素的相互作用

本研究中压力所表现出来的杀菌特性在实际应用中

可能比我们的期望值要低，此外还要考虑不同菌株

间对压力表现出来的不同抗性。因此，在食品加工

过程中可能要更高的压力和更长的处理时间才能达

到满意的杀菌效果。
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