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微波杀菌过程中大肠杆菌与金黄色葡萄球菌

细胞膜通透性的改变
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（江南大学 )食品学院 #食品科学与安全教育部重点实验室 无锡 #)!)##）

摘 要：对细胞膜通透性变化的研究是认识微波杀菌机理的途径之一。用荧光探针检测微波处理后细胞内 E6# F 浓

度的变化，可以精确地表征细胞膜通透性的改变。选用二乙酸荧光素（5G*）和 53+H8/4*I 两种荧光染料，对大肠杆

菌（!"#$%&’#$’( #)*’）和金黄色葡萄球菌（+,(-$.*)#)##/" (/&%/"）经微波处理后的酯酶活性及细胞膜通透性进行研究，结

果表明大肠杆菌与金黄色葡萄球菌的胞内非特异性酯酶（JK:）活性及细胞膜通透性的变化情形有所不同。在

9$L、99L、&$L和 &9L微波处理条件下，大肠杆菌细胞膜通透性分别增加了 #$M"N、#%M)N、"!M%N、%’M%N，而金黄

色葡萄球的增加不显著，分别比对照组提高了 !M)N、&M$N、#)M’N和 )’M"N。细胞膜通透性的改变与微生物致死

率有一定的相关性，也可能是微波杀菌非热效应的表现之一。
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近年来，微波技术作为一种新型的加热技术，广

泛用 于 食 品 的 解 冻、干 燥、焙 烤、灭 酶 以 及 杀 菌

等［)，#］，尤其是利用微波对食品进行杀菌具有更大的

优势［/，!］。与基于缓慢热传递的传统杀菌相比，微波

加热可以在更短的时间内达到所需的处理温度，这

一点对固体和半固体食品而言更为显著。因此，微

波加热可以实现高温短时杀菌而对食品中的热敏性

物质破坏降低［9］。

有关微波加热对不同食品中微生物进行减菌化

处理的研究报道已较多，其中包括：植物食品［&，"］，肉

制品［%，’］，乳制品［)$，))］，多组分食品［)#］等。所有这些

研究得到一个相同的结论：微波辐照可以降低食品

中微生物的数量从而延长食品的保质期。目前，已

经报 道 能 够 为 微 波 杀 灭 的 细 菌 包 括 大 肠 杆 菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）、金 黄 色 葡 萄 球 菌（ +,(-$.*)#)##/"
(/&%/"）、沙门氏菌（ +(*0)1%**( 2’",%&’(）、腊状芽孢杆

菌（ 3(#’**/" #%&%/" ）、空 肠 弯 曲 菌（ 4(0-.*)5(#,%&
6%6/1’）、粪链球菌（ +,&%-,)#)##/" 7(%#(*’"）、产气荚膜梭

菌（4*)",&’8’/0 -%&7&’19%1"）、小肠结肠炎耶尔森氏菌

（:%&"’1’( %1,%&)#)*’,’#(）、腐败假单胞菌（ ;"%/8)0)1("
-/,&%7(#’%1"）等。

尽管关于微波杀菌的研究很多，但是微波辐照

杀菌的机理还不是很清楚，关于微波杀菌的热效

应［)/，)!］之外是否存在非热效应［)9，)&］一直存在争议。

本文试图从细胞膜通透性改变的角度来认识微波杀

菌的一些机理，如果微波辐照能引起细胞膜的损伤，

势必引起细胞内的一些物质如蛋白质、核酸等外泄，

同时胞外的物质（如 E6# F ）等也可能进入胞内。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：! C #)*’ *K )M"#，光明乳业股份有限公

司技术中心提供；+ C (/&%/" *K )M9!/，光明乳业股份

有限公司技术中心提供。

!"!"# 培养基：!营养肉汤培养基：每升水含蛋白

胨 )$,，牛肉膏 /,，氯化钠 9,，PQ"M# ( "M!；"营养琼

脂培养基：每升水含蛋白胨 )$,，牛肉膏 /,，氯化钠

9,，琼脂粉 )9,，PQ"M# ( "M!［)"］。

!"!"$ 主要试剂和仪器：53+H8/4*I 荧光探针（美国

R<H.<+; 公司）；二乙酸荧光素（K<,;6 公司）；5’&E 荧

光分光光度计（上海棱光有限公司）；恒温水浴锅（德

国 S+36TH1U#$）；超速冷冻离心机（德国 Q2..<>? 公

司）；IUK8% 微波工作站（加拿大 5<-H 公司）。

!"# 培养条件

挑取斜面保藏的菌种转接至营养肉汤液体培养

基中，/"L培养 &?，按 )N接种量接种三角瓶中，大



肠杆菌 !"# 培养 $%&，金黄色葡萄球菌 !"# 培养

$’&。

!"# 菌悬液的微波处理

离心收集（())) * +，$),-.）培养好的菌液得到

菌体，重新悬浮于 /0"1)、浓度 21(+34 的生理盐水

中，加热至所需温度。

!"$ 活菌计数

使用营养肉汤固体培养基采用浇注平板法，

!"#培养 52&，计数。

菌体的致死率 6［（空白样品活菌数 7 微波处理

样品活菌数）3空白样品活菌数］* $))8
!"% 胞内非特异性酯酶活性变化的测定

二乙酸荧光素（!，’9二乙酰荧光素）是荧光素与

%个醋酸根共轭形成的一种不带电荷的脂质性分

子，通过简单扩散透过细胞膜胞内［$2］。进入细胞后

可被细胞内的非特异性酯酶水解，释放出能发黄绿

色荧光的荧光素分子（最佳激发波长 5:).,，发射波

长 ($(.,）。

!"& 荧光探针 ’()*+#,-. 的负载和荧光分析

用 %5();0<，:))= 微波处理大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌菌液，使其温度分别达到 ()#、((#、’)#
和 ’(#。取 $,4 微波处理后的菌液（$ * $): >?@3,4）

离心（$),-.），获得菌体；用 $,4 无菌生理盐水洗涤

一次，加 $,,AB34 CB@A9!3D; 储 备 液 至 终 浓 度 为

!!,AB34， !"# 避 光 下 孵 育 !),-.［$:］， 离 心

（$)))) * +，(,-.）去上清，用生理盐水清洗 $ 次后重

悬于 !,4 生 理 盐 水。5)(., 为 激 发 波 长，!2) E
5!)., 进行扫描，5)2., 有一吸收高峰，用此波长作

为观测波长监测细胞内钙的变化。

!"/ 细胞膜通透性变化率的计算

按照下面公式计算。细胞膜通透性变化率 6
［（样品的荧光强度 7 空白的荧光强度）3空白的荧光

强度］* $))8

0 结果

0"! 菌悬液的微波处理

为了确定 $(),4 菌悬液在 :))= 微波加热条件

下，菌液温度随时间的变化关系，分别测定了其经

:))= 微波加热 %)F、5)F、’)、2)F、$))F 后的温度，通

过回归分析，结果显示（图 $）。微波加热的升温曲

线呈线性。以时间为横坐标，温度为纵坐标，通过线

形 拟 合 得 到 回 归 方 程 为 ! 6 )1:%%!’"，#% 6
)1::’5!。由此可以在后续实验中方便地计算出菌

液由初始温度上升至目的温度所需要的时间。

图 ! !%123 菌悬液在 4115 连续微波场中温度变化曲线

C-+G $ H&I FJK.LKML >@MNI A? JI,/IMKJ@MI9J-,I A? $(),4 OK>JIM-KB

F@F/I.F-A. -. J&I >A.J-.@A@F ,->MAPKNI ?-IBL @.LIM :))= /APIM G

0"0 微波处理后胞内非特异性酯酶活性变化

图 0 4115 微波处理后 ! 6 "#$%（-）与 & 6 ’()*(+（7）胞

内非特异性酯酶活性变化

C-+G% H&I K>J-N-JQ >&K.+IF A? -.JMK>IBB@KM .A.9F/I>-?-> IKFJIMKFI -. $ G

%&’(（D）K.L ) G *+,-+.（R）K?JIM :)) = ,->MAPKNI JMIKJ,I.J G H&I

/MA/IM LIJI>J-.+ >A.L-J-A. A? J&I ?B@AMIF>I.>I F/I>JM@, PIMI D：

FI.F-J-N-JQ * !，,K+.-?->KJ-A. * %；R：FI.F-J-N-JQ * %，,K+.-?->KJ-A. * %1

CB@A9!3D; 为一新型的高度特异性钙离子荧光

指示剂。首先，需要进入细胞后经非特异性酯酶脱

去 D; 酯，成为脂溶 CB@A9! 留在细胞内；CB@A9! 与细

胞内游离钙结合后，其荧光强度是本身的 5) 倍以

上，当用 5)(., 波长激发时，荧光强度与游离钙离子

浓度成正比。为了确定胞内非特异性酯酶活性变

2:’ S0TU =I- -/ *’ G 30%/* 1(%,&2(&’&3(%* )(4(%*（%))"）5"（5）



化，利用二乙酸荧光素（!"#）测定其活性的变化。

由图 $ 可知，金黄色葡萄球菌胞内非特异性酯

酶的活性显著高于大肠杆菌胞内非特异性酯酶的活

性。经微波处理后大肠杆菌胞内非特异性酯酶的活

性均高于对照组，在 %&’、%%’、(&’、(%’条件下分

别比对照组高出 $)*+,、-.*-,、/+%*$,、/$%*(,，

非特异性酯酶的活性与温度的升高呈正相关，且在

(&’时达到最大值；而金黄色葡萄球菌胞内非特异

性酯酶的特性与大肠杆菌胞内非特异性酯酶的特性

截然相反，其随着微波处理温度的升高活性逐渐下

降且均低于对照组，在 %&’、%%’、(&’、(%’条件下

分 别 比 对 照 组 下 降 了 +-*),、()*),、0.*&,、

0.*0,。

图 ! "#$%&!’() 测定 ! * "#$%（(）和 +* ,$-.$/（0）微波

处理后胞内荧光强度

!123+ 456 789:;6<=6>? 1>?6><1?@ :7 ! 3 "#$%（#）A>B & 3 ’()*(+（C）

B6?6;D1>6B E@ !89:F+G#H A7?6; D1=;:IAJ6 ?;6A?D6>? 3 456 K;:K6;

B6?6=?1>2 =:>B1?1:> :7 ?56 789:;6<=6>=6 <K6=?;9D I6;6 #：<6><1?1J1?@ L /，

DA2>171=A?1:> L /；C：<6><1?1J1?@ L /，DA2>171=A?1:> L /*

12! 细胞膜通透性的变化

将微波处理后的大肠杆菌与金黄色葡萄球菌经

!89:F+G#H 负载、孵育后，分别测定其荧光强度。由

图 + 可见，大肠杆菌胞内 !89:F+ 荧光强度随温度的

增加而明显升高，%&’时增加了 $&*-,，%%’增加

$)*/,，(&’增加 -.*),，(%’增加 )0*),，说明细

胞内钙离子浓度增加，细胞膜通透性发生明显变化；

而金黄色葡萄球菌胞内 !89:F+ 荧光强度随温度增加

变化 不 显 著，但 均 比 对 照 组 略 高，分 别 为 .*/,、

(*&,、$/*0,和 /0*-,，说明非特异性酯酶的酶活

水平能将 !89:F+G#H 水解并与内流的 MA$ N 结合，细

胞膜也存在一定的通透性变化。

123 细胞膜通透性与细胞致死率的关系

为了研究细胞膜通透性与致死率的关系，分别

对不同微波处理条件下的残存菌数进行计数。由图

. 可见，随着温度的升高，大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌的细胞膜通透性与致死率有一定的相关性，细胞

膜通透性的改变也是微波致死的因素之一。

图 3 ! * "#$%（(）与 & * ’()*(+（0）细胞膜通透性与细胞

致死率关系

!123 . 456 ;68A?1:><51K E6?I66> ?56 =688 D6DE;A>6 K6;D6AE181?@ A>B

7A?A81?@ ;A?6 :7 ! 3 "#$%（#）A>B & 3 ’()*(+（C）

! 讨论

微波对微生物细胞膜通透性影响的研究，目前

尚处于利用电镜和紫外分光光度法测定胞内蛋白质

及核酸泄漏含量的水平。O:: 等［/+］用扫描电子显

微镜和蛋白质、核酸测定研究微波处理对细胞膜通

透性的变化，通过观察经微波处理后 ! 3 "#$% 和 , 3
+(-.%$%+ 发现，未用微波处理的 ! 3 "#$% 细胞表面光

滑，经过微波处理的 ! 3 "#$% 细胞表面粗糙并且肿

00(陈 卫等：微波杀菌过程中大肠杆菌与金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的改变 3 G微生物学报（$&&-）.-（.）



胀；对于 ! ! "#$%&’&"，不管微波处理与否均未发现细

胞表面结构损伤；用 "#$%&’#% 法测定上清液蛋白质

含量以及在 ()*+, 和 (-*+, 处分别测定菌体上清液

的紫外吸收，发现微波处理后的菌体悬浮液的 ()()*

和 ()(-*均增加。由此推断微波辐射可引起细胞膜

通透性的改变。

电镜观察可以直观地反映细胞的形态但不能精

确地显示细胞膜通透性的变化，而紫外分光光度法

由于胞内蛋白及核酸泄漏量很低，影响测定结果的

准确性，并且微波处理可能导致蛋白质、核酸的部分

变性引起紫外生色团的暴露，从而引起紫外吸收增

强，因此此方法的精确性和灵敏度都不理想。荧光

光谱法具有灵敏度高、选择性强、用样量少、方法简

便等优点，通过荧光探针检测微波处理后细胞内

.$( / 浓度的变化，可以精确地表征细胞膜通透性的

变化。对于活细胞而言，.$( / 作为第二信使，其运动

受到了严格的调控，细胞膜内的 .$( / 浓度小于膜外

的浓度（两者的分布比例大约为 010****）［(*］。细胞

膜受损表现为通透性增加、.$( / 内流等。234’56178
作为 .$( / 检测探针，不带电荷，易浸入细胞，一旦进

入细胞后经非特异性酯酶脱去 78 酯，成为脂溶性

234’56 留在细胞内，与细胞内游离钙结合后其荧光

强度显著增强。

大肠杆菌细胞内荧光强度随处理温度升高呈增

加趋势，由于水解 234’56178 的非特异性酯酶活性

没有因微波处理而降低（图 (57），因此可以推测大

肠杆菌经微波处理可促进钙离子通道的打开［(0］，从

而导致 .$( / 内流；而金黄色葡萄球菌尽管酯酶活性

随微波处理温度升高而降低，但综合比较图 ( 和图

6 可以发现，此时胞内酯酶仍可以将 234’56178 水解

并与内流的 .$( / 结合，使得胞内荧光强度增加。特

别是 99:、)*:和 )9: 6 个实验点，酯酶活性明显

降低，而荧光强度均比对照组高，可以推测细胞膜通

透性也有所提高。

比较大肠杆菌与金黄色葡萄球菌发现，在相同

温度条件下，微波处理对大肠杆菌（;< ）损伤程度显

著高于金黄色葡萄球菌（;/ ），说明微波对两者具有

不同的效果。这可能与其细胞壁结构成分有关，大

肠杆菌为革兰氏阴性菌，细胞壁上蛋白质组成较多，

在微波场中高温易使其变性脱落，促进钙离子通道

的打开，使通透性增加。

通过本实验发现微波处理可使微生物细胞膜通

透性发生变化，且不同微生物通透性的改变有差异，

革兰氏阴性的大肠杆菌要高于革兰氏阳性的金黄色

葡萄球菌。细胞膜通透性的改变也可能是微波杀菌

对微生物致死的非热效应因素之一。
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答 作 者 问

问：投稿时都需要哪些材料，是否还需要纸稿？

答：从 MNNL 年起，本刊开始采用“稿件远程处理系统”。投稿时需要提供：（!）论文研究内容所属单位的介绍信（通常是第一单

位），介绍信模板可从我刊主页“下载专区”或“远程投稿时”下载。（M）在接到本刊 XWC+1? 发出的“收稿通知”后，需要及时补

充纸样的 ! 份稿件和介绍信，并缴纳 !NN 元稿件受理费。

问：贵刊的审稿程序是怎样的？一般多长时间可以知道稿件是否被录用？

答：收到来稿后，首先将请 M 位专家进行初审，再送主编进行最后的总审，这个过程一般不会超过 M 个月。如果初审的 M 位专

家的意见分歧较大，编辑部将再请第 Q 位专家进行初审，之后再送主编总审，那么此稿得到最终审稿结果的时间可能会超

过 M 个月。

!N"陈 卫等：微波杀菌过程中大肠杆菌与金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的改变 # J微生物学报（MNN"）F"（F）




