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超高压对植物乳杆菌能量代谢影响的研究
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摘 要：以植物乳杆菌 B5CC&%#! 为试材，研究超高压对其能量代谢的影响。建立了用氯化碘硝基四唑紫测定
B5CC&%#!的 DE5代谢还原活性的比色法。用比色法测定了超高压对 B5CC&%#! 的 DE5代谢还原活性与葡萄糖利用
的影响。试验结果表明，#3% ’ $3%FG/作用 #39:<在 FHI琼脂培养基上随着压力的增大菌落数显著降低，DE5代谢
还原活性降低显著，葡萄糖的利用变化不明显；超过 )%%FG/后，葡萄糖的利用才显著降低；!%%FG/处理 #39:<，尽管
在 FHI琼脂培养基上菌落数低于检测限，DE5代谢还原活性为 %J，而葡萄糖的利用能力仍为对照组的 3"K#J，超
高压作用下 B5CC&%#!的灭活与 DE5代谢还原活性的降低的相关性较好。说明 B5CC&%#!的细胞膜上参与葡萄糖
的吸收和运输的酶、糖酵解的酶与调节系统比三羧酸循环的酶与调节系统较耐压。三羧酸循环比糖酵解对超高压

敏感，三羧酸循环的抑制是超高压灭活其的重要原因，这为了探讨超高压杀灭植物乳杆菌的机制提供了一定的理

论依据。
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超高压杀菌技术是一种有效的低温灭菌物理手

段，同时作为研究生物大分子的有效工具在生物技

术方面有很多应用，已成功的应用于生物工程的多

个领域，如研究大分子结构与功能的关系、修饰酶活

性、改变微生物代谢及基因表达［#，$］，疫苗的研制，

血制品的制备［)］。

与湿热杀菌相比，超高压杀菌技术对食品作用

均一、迅速，且无体积和形状的限制，对风味物质、色

素等小分子物质的天然结构无影响［!，3］，能较好地

保持食品的原汁、原味及营养成分等［"，(］；使酶失

活［&］。$%世纪 2%年代，日本明治屋食品公司将超高
压技术应用于食品杀菌研究。#22#年 !月，高压食
品果酱在日本问世，引起世界轰动。超高压杀菌技

术是食品加工业的一次重大技术进步［"］。

H:MN［2］认为细胞膜损伤及其蛋白质变性是超高
压失活沙门氏菌的主要原因；超高压引起微生物一

系列变化，如，细胞形态、细胞壁、细胞膜、基因的表

达蛋白质的合成及其应激反应［#%，##］。然而至今为

止，超高压杀菌机理尚未研究清楚［#% ’ #!］，探讨超高

压杀菌机理为超高压技术在食品工业、医学、生物化

学等领域的应用奠定理论基础［#3，#"］。

糖酵解和三羧酸循环为乳酸菌细胞的一切生命

活动提供所需能量，能量代谢的破坏必然导致细胞

的死亡。本研究以发酵工业生产中常见的污染菌植

物乳杆菌为试材，因此探讨超高压对植物乳杆菌产

能代谢的影响，研究超高压作用下植物乳杆菌产能

代谢中葡萄糖利用及 DE5代谢还原活性的变化，旨
在从能量代谢角度来分析超高压对植物乳杆菌的灭

活机制。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：植物乳杆菌（ !"#$%&"#’(()* +(",$"-).）
B5CC&%#!购自中国科学院微生物研究所。
!"!"# 培养基：采用 FHI培养基［#(］。
!"!"$主要试剂和仪器：O6.A;P+试剂盒购自 I:=9/公
司；氯化碘硝基四唑紫（ DE5；$1（!1:;Q;R?+06）1)1（1!1
<:M-;R?+<06）131R?+<061M+M-/N;M:.9 A?6;-:Q+）购自 I:=9/
公司。超高压设备（内蒙古包头市五十二所研制，

压力范围 % ’ &%%FG/），B66+=-/"!H型高速低温离心
机（S+AT9/<公司，美国），UO3%)$ 型全自动酶联免
疫检测仪（南京华东电子集团），($$可见分光光度
计（上海精密科学仪器有限公司），2"孔微量酶标板
（C;PM/-，美国）。



!"# 植物乳杆菌样品的制备
植物乳杆菌经牛奶活化后，接入 !"#液体培养

基，$%&，静置培养 ’()，*+++,-./0 离心 ’*./0，弃上
清液，沉淀下的菌体以缓冲液 ’（123 ’4’+5，!5#67·

%8(6 +4%’5，9:(8;67·’(8(6 $4%%5，2:#67·(8(6
’4++5，2:23( +4<=5，柠檬酸 (4’<5，乳糖 *(4+5，重蒸
水 ’+++.>，?8 =4<，过滤法除菌）洗涤一次，再以缓
冲液 ’制成菌悬液，调整细胞浓度，使起始菌数 9+

为 ’+@ ABC-.>，将其分装于 *.>的医用无菌塑料瓶，
热封口（不留顶隙），冷藏备用。按照试验设计控制

高压介质温度（(+&），待样品温度与高压介质温度
达到平衡后，进行超高压处理，升压速度及卸压速度

分别为 ’*+!;:-./0、$++ !;:-D，每 ’处理重复 $次，
以未经超高压处理的菌悬液作为对照。

!"$ 植物乳杆菌存活的测定
本试验所用的压力为 *+、’++、’*+、(++、(*+、

$++、$*+、7++ !;:，处理时间 ’*./0，温度 (+&。植物
乳杆菌的样品菌悬液经高压处理后立即进行菌落总

数的测定，以无菌缓冲液 (（=4<5 18(;67，+4’5
!5#67·%8(6，+4+*5 !0#67·8(6，74+5葡萄糖，重蒸
水 ’+++.>，?8=4<，过滤法除菌）适当稀释对照及超
高压处理后的供试菌悬液，于 !"#琼脂培养基平板
$%&培养 %()后，按文献［’<］进行菌落记数，检测限
为 ’ABC-.>。
!"% 植物乳杆菌 &’(()*!%对葡萄糖利用的测定
!"%"! 原理：植物乳杆菌 EF22<+’7 对葡萄糖利用
的测定原理参见文献［’@］。
!"%"# 植物乳杆菌 EF22<+’7 对葡萄糖利用的测
定：参照文献［(+］的方法，并进行适当修改。具体方
法如下：取适量的 $%& 静置培养 ’()的植物乳杆菌
培养液，离心（*+++,-./0，7&，’*./0）收集菌体，在
同样的条件下，用缓冲液 $（(+..G3-> 18(;67H9:68
缓冲液，?8%4+，含 ’4+..G3-> 的 !523(）洗涤一次。
将其悬浮在细胞密度为 ’+@ ABC-.>缓冲液 $中，$%&
保温 $+./0后，离心（*+++,-./0，’+./0）收集菌体，并
悬浮于等体积缓冲液 7中（’++..G3-> 18(;67H9:68
缓冲液，?8%4+，含 ’4+..G3-> 的 !523(，’=4%..G3->
葡萄糖）。

将其分装于 *.> 的无菌医用塑料瓶，热封口
（不留顶隙），控制高压介质温度，待样品温度与高压

介质温度（(+&）达到平衡后，以 *+、’++、’*+、(++、
(*+、$++、$*+、7++!;:进行超高压处理 ’*./0。样品
经高压处理后再 $%& 保温 ’(+./0，立即离心

（*+++,-./0，’*./0），取上清液，于 %((可见分光光度
计下测定其中葡萄糖的含量。每一种处理重复 $
次，未经超高压处理的菌悬液作为对照组 21。
!"+ 植物乳杆菌 &’(()*!%对 ,-’代谢还原活性
的测定

!"+"! 测定方法：氧化还原比色法，参照文献
［(’ I ($］的方法。
!"+"# 用氯化碘硝基四唑紫（ J9F）法测定
EF22<+’7对 J9F 代谢还原活性的原理：参见文献
［(( I (%］。
!"+"$ 标准样品的制备及其对 J9F代谢还原活性
标准曲线的制作：以 ’4(节中所制备的未经超高压
处理的对照组菌悬液细胞的代谢还原活性为 ’++K
及对照组菌悬液经 <+&加热处理 $+./0后细胞代谢
还原活性为 +K作为标准样品，配制成代谢还原活
性为 +、’+、(*、*+、@+、’++K EF22<+’7 一系列菌悬
液，离心（*+++,-./0，’*./0，+&），去上清液，再分别
以等体积的缓冲液 (制成一系列菌悬液，加入平底
@=孔微量酶标板，每一样品加 =孔，每孔 ’++!>，各
孔再加入 ’++!>的 7..G3-> J9F溶液，每隔 *./0 用
酶标仪检测波长 *7+0.处酶标板各孔的 !" 值。以
!" 值作为纵坐标，反应时间作横坐标，绘制出甲"
的生成量随时间变化曲线，所以曲线的斜率就表示

甲"的生成速率。再以曲线的斜率为纵坐标，
EF22<+’7细胞对 J9F代谢还原活性为横坐标，数据
经回归处理后，作为 EF22<+’7对 J9F代谢还原活性
的标准曲线。

!"+"% 样品的制备及其对 J9F代谢还原活性测定：
将 ’4( 节中的经超高压处理过的样品立即离心
（*+++,-./0，’*./0，+&），去上清液，以等体积缓冲液
(制成菌悬液，加入平底 @= 孔微量酶标板，每份样
品加 =孔，每孔 ’++!>，各孔再加入 ’++!>的 7..G3->
J9F溶液，每隔 *./0 用酶标仪检测 *7+0.波长处酶
标板各孔的 !" 值。以 !" 值为纵坐标，测定时间
作横坐标，数据经回归处理后，求得直线的斜率，按

照 ’4*4$ 节中所制的 EF22<+’7 对 J9F代谢还原活
性标准曲线将所求得直线的斜率换算出代谢还原活

性。

!". 统计学方法
采用 #;##软件（LM,D/G0 ’+4+，#;## J0AN）来进行

数据分析、回归模型的建立；结果以!# O $ 表示，数
据用 % 检验进行差异显著性分析，& P +4+* 为差异
显著。
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! 结果和讨论

!"# 超高压作用下植物乳杆菌细胞的灭活曲线
对大多数不耐压的微生物而言，在超高压作用

下，微生物的死亡曲线遵循一级反应动力学［!"，!#］。

芽孢菌及大肠杆菌的超高压失活曲线呈倒 $ 型曲
线［%&，%’］。本研究发现植物乳杆菌的失活曲线也呈

倒 $型，从图 ’的超高压作用 ’()*+后植物乳杆菌
的失活曲线可以看出，小于 ’(&,-. 的压力下
/011"&’2在 ,3$ 琼脂培养基上失活不明显（! 4
&5&(），当压力超过 ’(&,-.以后，细胞急剧死亡，由
于 /011"&’2细胞内部物种的多样性，即使在同一
种压力下其耐压能力也不同，所以死亡曲线呈倒 $
型。只有在 2&& ,-.作用 ’()*+后，在 ,3$培养基
上植物乳杆菌菌落数低于检测限。

图 # !$%时超高压作用 #&’()植物乳杆菌的失活曲线
6*78’ 9*+:;*< => ??- *+.<;*@.;*=+ => " 8 !#$%&$’() /011"&’2 .; !&A

>=B ’()*+

!"! 超高压对植物乳杆菌 *+,,-$#. 对葡萄糖利
用的影响

由单因子预备试验的研究结果表明缓冲液 2中
’C5D))=EFG的葡萄糖正好用以被对照组中的 ’&#

<>HF) /011"&’2 细胞所利用的最适浓度（试验数据
未列出）。从图 ! 可以看出，(& I !(&,-. 作用
’()*+ /011"&’2 几乎彻底的分解了缓冲液 2 中
’C5D))=EFG的葡萄糖，与对照组相比差异不显著
（! 4 &5&(），这表明 /011"&’2经 !(&,-.作用 ’()*+
后葡萄糖的利用能力仍然正常。而图 ’失活曲线显
示，!&&、!(&,-.作用 ’()*+分别约为 ’、! 个数量级
的 /011"&’2失活，说明这些失活的细胞仍然可以
进行正常的利用葡萄糖。2&& ,-. 作用 ’()*+
/011"&’2基本全部失活，却有 (C5’J葡萄糖被降
解，这也说明对于超高压杀菌，细胞的死亡与失去利

用葡萄糖能力相关性不好，部分细胞在 ,3$琼脂培
养基上不能生长，但是还可以利用葡萄糖。同时通

过 "&K1处理 /011"&’2细胞 %&)*+，发现其失去利用
葡萄糖能力与细胞的死亡高度相关（ ’! L &5###&，试
验数据未列出），表明超高压作用下失去利用葡萄糖

能力不是其死亡的主要原因。

图 ! 超高压对植物乳杆菌 *+,,-$#.的葡萄糖利用的
影响（!$%，#&’()）
6*78! 0M: :>>:<; => ??- =+ 7EH<=N: H;*E*O.;*=+ => /011"&’2 .; !&A

>=B ’()*+

!"/ 氯化碘硝基四唑紫（01+）进行检测 *+,,-$#.
对 01+代谢还原活性比色法的建立
以四唑盐测定活细胞对 PQ0代谢还原活性的原

理是活细胞在三羧酸循环的电子传递系统中脱氢酶

的作用下生成一种活化氢离子，该离子可将 PQ0还
原成稳定的红色甲"［%!，%%］。0M=)［%2］在研究酵母菌
与铜绿假单胞菌以及 R=):O［!C］研究分支杆菌的三羧
酸循环时发现，于显微镜下观察到细胞内有红色甲

"晶体沉淀。迄今，以 PQ0法测定植物乳杆菌三羧
酸循环的代谢活性国内外报道不多见。/011"&’2
的 PQ0代谢还原活性的高低反应了其细胞的能量代
谢水平的高低。在研究超高压杀灭 /011"&’2机理
的过程中，需大量的测定其代谢活性，因而有必要探

讨能否将 PQ0 的还原产物甲"的生成速率来推测
/011"&’2细胞对 PQ0代谢还原活性。
以 ’5!节中所制备的未经超高压处理的对照组

菌悬液的细胞对 PQ0代谢还原活性为 ’&&J及对照
组菌悬液经 "&A加热处理 %& )*+后细胞为 &J作为
标准样品，配制代谢还原活性为 &、’&、!(、(&、#&、
’&&J/011"&’2系列菌悬液，每隔 ()*+ 用酶标仪检
测 (2&+)波长下酶标板各孔的 *+ 值。以 *+ 值作
为纵坐标，反应时间作横坐标，作出甲"的生成量随
反应时间变化曲线，利用 $-$$软件对该试验数据进
行线性回归拟合，所得对 PQ0代谢还原活性为 & I
’&&J的 /011"&’2细胞的还原产物甲"对反应时间
线性回归方程见表 ’。表 ’可以看出，(个回归方程
皆极显著，相关性好，在 & I %()*+的范围内，反应时

&D R/S THUE=+7 ,& $# 8 F -.&$ /0.’1201#130.$ 40%0.$（!&&C）2C（’）



间与甲"的生成量呈直线正相关。
以表 ! 中的 " 个回归方程的斜率为纵坐标，

#$%%&’!(细胞对 )*$代谢还原活性为横坐标，作为
#$%% &’!(对 )*$代谢还原活性的标准曲线（图 +），
数据经回归处理后，获得甲"的生成速率对对 )*$
代谢还原活性线性回归方程为：! , ’-’!." /
’-’’’0，该方程极显著（# 1 ’-’’’!），相关系数 $ ,
’-22&+。因此，可以用 )*$的还原产物甲"的生成
速率来推测 #$%%&’!(细胞对 )*$代谢还原活性。

表 ! 植物乳杆菌 "#$$%&!’还原产物甲 对
反应时间的线性回归方程

$3456 ! 78963: :6;:6<<8=9 6>?3@8=9 =A :6B?C@8=9 A=:D3E39 4F

% G &’()*($+, #$%%&’!( H83456 C655< H6:<?< :63C@8=9 @8D6
#C@8H8@F =A

B6=I8B8E3@8=9JK
78963: :6;:6<<8=9

6>?3@8=9 # H35?6 -L
#BM $

!’’ ! , ’-’!0." N ’-’’0+ 1 ’-’’’! ’-22&! ’-222L
2’ ! , ’-’!(." / ’-’’L0 1 ’-’’’! ’-22.0 ’-222’
"’ ! , ’-’’.0" N ’-’!LL 1 ’-’’’! ’-22+! ’-22.’
L" ! , ’-’’+!" N ’-’’&’ 1 ’-’’’! ’-2&+. ’-22+’
!’ ! , ’-’’!!" N ’-’’0+ ’-’’’! ’-2!"& ’-20+L

图 ( 细胞的 )*#的代谢还原活力对甲 的生成速率的
影响
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+,’ 超高压对植物乳杆菌 "#$$%&!’的 )*#代谢
还原活性的影响

乳酸菌主要是依靠葡萄糖降解途径中底物水平

磷酸化及其三羧酸循环获得的能量来维持其生长及

生理活动［+"］。因此，研究超高压作用下植物乳杆菌

的糖酵解与三羧酸循环对了解超高压灭活植物乳杆

菌具有重要的意义。

三羧酸循环为 #$%%&’!(细胞的一切生命活动
提供所需能量，其中间产物是合成细胞内重要有机

物质的原料。乳酸菌是通过三羧酸循环的一系列

*#QR脱氢酶、琥珀酸脱氢酶等脱氢酶把 )*$还原

成甲"，)*$ 的还原需要三羧酸循环代谢产生的
*#QR，#$%%&’!(还原 )*$的过程还被用来指示整
个细胞代谢活性［+0 S +&］。为了探讨超高压灭活植物

乳杆菌 #$%%&’!(的机制，以 )*$比色法测定超高压
作用后植物乳杆菌 #$%%&’!(的 )*$代谢还原活性
的变化情况（图 (）。图 ( 显示，#$%%&’!( 细胞经
!’’TU3、!"’TU3作用 !"D89，其 )*$代谢还原活性与
对照组相比差异不显著（# V ’-’"），分别为对照组
活性的 2&-"K、2&-LK，而图 !的失活曲线表明，在
TWX琼脂培养基上失活不显著（ # V ’-’"）。而
L’’TU3作用 !"D89#$%%&’!( 的 )*$ 代谢还原活性
显著降低，为对照组活性的 !’-+K，由图 !的失活曲
线显示约有 !个数量级的细胞失活。这就说明在超
高压作用下 #$%%&’!(的 )*$代谢还原活性的降低
与细胞的死亡相关性好。 +"’TU3 作用 !"D89
#$%%&’!(的 )*$代谢还原活性几乎为零，失活曲线
显示约有两个数量级的细胞存活，其原因可能是这

些细胞处于亚致死受伤状态，其中起还原 )*$关键
作用的酶的可逆性失活，而在 TWX培养基上经过一
段时间的伤修复而恢复活性。同时通过 &’Y
（+’D89）处理 #$%%&’!(，发现其 )*$代谢还原活性
的降低与死亡高度相关（ $L , ’-222"，试验数据未列
出），说明 #$%%&’!(的 )*$代谢还原活性的降低是
超高压灭活其的重要原因，从而可以推测超高压的

作用使得 #$%%&’!(三羧酸循环受到损伤是超高压
灭活其的重要原因。

图 ’ 超高压对 "#$$%&!’的 )*#代谢还原活性的影响
（+&-，!./01）
O8;G ( PAA6C@ =A RRU =9 $%# D6@34=58C 3C@8H8@F =A #$%%&’!(

B6=I8B8E3@8=9 3@ L’Y A=: !"D89

#$%%&’!(对葡萄糖利用包括两个过程，首先葡
萄糖作为营养物质通过细胞壁和细胞膜进入细胞

内；其次是进入细胞内的葡萄糖作为能源物质进行

分解代谢———糖酵解。

结合超高压对 #$%%&’!(的失活曲线与葡萄糖
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利用影响的研究，我们发现，!" # $!" %&’ 作用
$!()*，+,--."$/在 %01琼脂培养基上随压力的增
大失活不明显，而 +,--."$/的 23,代谢还原活性基
本不变，葡萄糖利用正常，说明在此条件下

+,--."$/三羧酸循环途径的一系列脱氢酶、糖酵解
的酶、细胞膜上参与葡萄糖吸收运输的酶未受影响；

$!" # 4!" %&’作用 $!()* +,--."$/在 %01琼脂培
养基上随压力的增大菌落数显著降低，23,代谢还
原活性显著降低，葡萄糖利用保持不变；当压力达到

5""%&’时，+,--."$/ 的葡萄糖利用水平才明显降
低，说明此时细胞膜上参与葡萄糖吸收运输的一系

列酶以及调节系统才受到影响；/""%&’作用 $!()*，
在 %01 琼脂培养基上 +,--."$/ 菌落数低于检测
限，23,代谢还原活性为 "，而葡萄糖利用能力还很
高。这就说明细胞膜上参与 +,--."$/葡萄糖的吸
收、运输的酶以及糖酵解的酶与调节系统较三羧酸

循环的酶与调节系统耐压。可以推测超高压杀灭

+,--."$/的过程中，能量代谢首先受到破坏的是三
羧酸循环，然后糖酵解才受到影响，糖酵解的抑制不

是超高压灭活其的主要原因，此结论在其他微生物

中是否也存在，相关工作正在研究。通过本研究看

出超高压为研究生物代谢途径提供了一个新思路。

另外，对于超高压的作用下糖酵解与三羧酸循

环的一系列酶的失活情况及其先后顺序；+,--."$/
的超高压失活中那些酶是起关键作用的酶，相关工

作我们将作进一步的报道。
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