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摘要:【目的】探讨水产品中副溶血性弧菌基于细胞膜损伤和修复的耐超高压胁迫机制。【方法】以 80 － 250
MPa 超高压多次处理原始敏感菌株，从中筛选分离副溶血弧菌的耐压菌株，通过紫外分光光度法测定超高压
处理前后细胞膜通透性的变化;采用 SDS-PAGE 电泳技术分析原始敏感菌株与耐高压胁迫菌株细胞膜可溶
性蛋白的差异，采用超微量 Na + K + ATP 酶试剂盒分别测定原始菌株与耐压菌株的 Na + K + ATP 酶活性，用
GC-MS 法分析耐压菌株与原始菌株细胞膜脂肪酸组成的差异。【结果】分离获得的副溶血弧菌耐压菌株直
接经 250 MPa 压力胁迫处理，存活量可较原始菌株提高 103数量级。当处理压力大于 400 MPa 时，耐压菌株
上清液中核酸物质泄露与原始菌株差异显著。耐压菌的可溶性膜蛋白在分子量为 36 kDa 处浓度明显增加，
Na + K + ATPase 酶活性比原始菌株提高了 83. 3%，细胞膜不饱和脂肪酸含量由 51. 57 %变为 54. 23%。【结
论】原始的副溶血性弧菌在 250 MPa 压力处理后存活率为 0. 0008%，而耐高压胁迫菌株在 250 MPa 压力处
理后存活率可达到 0. 28%。经超高压处理分离得到的耐压菌株细胞膜上低分子量可溶性膜蛋白含量高于
原始菌株、Na + K + ATPase 酶活性显著高于原始菌株、不饱和脂肪酸比例加大，这些细胞膜上的主要成分含量
的变化均与菌株耐压性有关。
关键词:副溶血性弧菌，细胞膜组成成分，耐高压胁迫机制
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副溶血性弧菌 ( Vibrio parahaemolyticus，简称
VP)是广泛分布于近海区域、盐湖及海产品中的嗜
盐性细菌，是沿海地区引起食物中毒的重要病原菌，

可导致患者出现腹泻、肠痉挛、恶心、呕吐、发烧等典
型胃肠炎反应，严重者可引起败血症［1］。

超高压处理食品保鲜技术具有诸如保持食品原
有的风味、色泽、营养成分、低能耗、对环境无污染以
及少用或不用化学添加剂等很多优点［2 － 4］。超高压
处理不仅能杀灭食品中的微生物，还可以抑制酶的

活性［5 － 6］，有利于食品的保鲜保藏。若将像生鲜海
产品这样的生食先经超高压处理，再经简单加热食
用不但没有改变原生鲜风味，满足了人们对生鲜食
品的需求，而且大大提高了食用安全性［7］。

研究表明细菌细胞膜的损伤是超高压致死副溶
血弧菌的主要原因［8 － 10］。但在研究中发现有些副
溶血性弧菌对超高压有一定的耐受性，在 250 MPa

以下超高压处理之后少量细胞仍保持生命活力。而
250 MPa 以上压力处理会对贝类等鲜活水产的生鲜
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品质造成不利影响。
为何副溶血性弧菌对超高压表现出不同的耐受

性以及耐超高压胁迫的机制迄今为止尚无系统研究
和报道。对于超高压处理后耐压细菌细胞膜损伤修
复方式的研究亦尚未展开。本文通过研究超高压对
水产品中副溶血性弧菌细胞膜蛋白和脂肪酸组成等
的影响，阐明水产品中副溶血性弧菌基于细胞膜损
伤和修复的耐超高压胁迫机制，以便于在超高压杀
菌时采取有效的作用方式以降低其对超高压的耐受
性，为超高压有效杀灭水产品中耐超高压致病菌提
供思路，为超高压技术在水产品保鲜杀菌和改善水
产品品质中的应用奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种:副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus
ZJ GSMC001)由浙江工商大学食品与生物工程学院
提供，购于中国科学院微生物研究所。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:HPB． A2-600 /0. 6 超高压
生物处理机，天津市华泰森淼生物工程技术有限公
司;GS-800 凝胶成像分析系统、Mini-Protein cell Ⅱ
电泳系统，美国 Bio-Rad 公司;TAS-900 型原子吸收
分光光度计;气相色谱-质谱联用仪，安捷伦 7890A-
5975C;MIR-554 低温恒温培养箱，日本 SANYO;3 －
30K 台式高速离心机，Sigma;M200 多功能酶标仪，
TECAN。
1. 2 耐压菌的筛选方法

将活化好的副溶血弧菌 5000 × g 离心 10 min，
弃上清液，以无菌生理盐水将菌悬液浓度调整至
108 cfu /mL，分装于 50 mL 的无菌蒸煮袋中，封口。

采用 80 － 250 MPa 由低至高的超高压多次处理
副溶血性弧菌的方式来获得可以耐受超高压胁迫的
副溶血弧菌菌株。压力处理程序为 80，100，120，
150，180，200，200，200，200，250，250，250 MPa 的压
力依次处理 15 min，对处理后的菌液进行分离培养，
从中分离得到最终存活下来的菌株。然后再分别以
250MPa 压力处理原始菌株和分离得到的菌株，若分
离得到的菌株存活率远远高于原始菌株，即视其为
耐高压胁迫菌株。
1. 3 副溶血弧菌对超高压处理的耐受性试验

将活化好的原始菌株和耐压菌株接种到 3%氯

化钠碱性蛋白胨水培养基中 37℃摇床培养 18 h。
取菌液于 5000 × g 离心 10 min，弃上清液，以无

菌生理盐水将菌悬液浓度调整至 108 cfu /mL 分装于
50mL 的无菌蒸煮袋中，封口。将样品置于超高压加
压釜中，分别于 100 － 500 MPa 加压处理 15 min，每
个样品做 3 次平行。
1. 4 微生物数量的测定方法

按《食品微生物检验国家标准》( GB4789. 2 －
2010) 和《食品卫生微生物学检验副溶血性弧菌的
检验》( GB /T4789. 7 － 2008)，采用平板倾注计数法
进行菌落总数的测定。以无菌生理盐水适当稀释超
高压处理后和未处理作为对照的供试菌悬液，于
3%氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂平板 37℃培养 48 h
后，进行菌落记数。
1. 5 超高压对副溶血弧菌细胞膜通透性的影响及
其与耐压性的关系

将处理过的样品 5000 × g 离心 10 min，取上清
液 1 mL，置于石英比色皿中，使用紫外分光光度计
260nm 处测定吸光值［11］。
1. 6 超高压对副溶血弧菌可溶性膜蛋白成分的影
响及其与耐压性的关系［12 － 13］

采用细菌可溶性膜蛋白提取试剂盒分别提取原
始菌株与耐压菌株的可溶性膜蛋白。提取的可溶性
膜蛋白于 － 70℃ 冰箱内储存，备用。采用 Mini-
Protein cellⅡ系统(BioRad) 进行 SDS-PAGE 电泳。
蛋白质采用考马斯亮兰 R-250 染色，电泳参考《蛋
白质技术手册》进行。全自动凝胶成像分析系统拍
照观察电泳结果。
1. 7 超高压对副溶血弧菌细胞膜 Na + K + ATP 酶
活性的影响及其与耐压性的关系

采用超微量 Na + K + ATP 酶试剂盒分别测定原
始菌株与耐压菌株的 Na + K + ATP 酶活性。
1. 8 超高压对副溶血弧菌细胞膜脂肪酸组成的影
响及其与耐压性的关系
1. 8. 1 脂肪酸提取:脂肪酸的提取参考 MIDI 脂肪
酸提取步骤［14］，分别取原始菌株，耐压菌株对脂肪
酸组成进行分析。收集第三区划线的培养物，经皂
化，甲酯化，萃取，碱洗涤四个步骤后，移出上层有机
相的 2 /3 到干净的 GC 样品瓶中。
1. 8. 2 脂肪酸分析:使用安捷伦气质联用仪对甲酯化
后的样品进行分析，色谱柱采用 HP-5 弹性石英毛细管
柱(60 m ×0. 25 mm × 0. 25 mm)。色谱条件如下:气化
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室温度 250℃;柱温采用程序升温:初温 70℃，保持
2 min;以 5℃ /min升到 230℃，保持 20 min。
1. 9 数据分析

文中数据为 3 次平行测定值的平均值。采用
Origin 8. 0 绘图，显著性分析采用 SPSS 17. 0 的单因
素方差分析(One-Way ANOVA，Turkey) 在显著性水
平 P ＜ 0. 05 下进行数据分析与统计。

2 结果和讨论

2. 1 耐压菌的筛选及副溶血性弧菌对超高压处理
耐受性实验

经 80 － 250 MPa 反复处理最终分离获得的耐压
菌株经 250 MPa 的压力胁迫处理存活率较原始菌株
大 大 提 高。 耐 压 菌 株 和 原 始 菌 株 均 参 照
GBT4789. 7-2008 经生理生化鉴定为副溶血弧菌，结
果如表 1。

由图 1 可以发现，未经高压处理的副溶血性弧
菌原 始 菌 株 的 菌 落 总 数 对 数 为 9. 2，经 100、
200 MPa、250 MPa 高压处理后菌落总数对数分别降
至 8. 8、8. 2、4. 4。经 300 MPa 及以上的压力处理，
副溶血性弧菌原始菌株全部致死。说明副溶血弧菌
原始菌株所能耐受的最高压力约 250 MPa。耐压菌
株的菌落总数对数为 8. 8，经 100、200 MPa、250 MPa
高压处理后菌落总数对数分别降至 8. 6，8. 0，6. 3。
经 250 MPa 的压力处理后，耐压菌的存活数量较原
始菌株高 103级，说明该分离得到的菌株为耐压菌
株，且其比原始菌株对超高压有更强的耐受性。

表 1 原始菌株和耐压菌株生化鉴定结果
Table 1 Biocheimal appraisal result of pressure-sensitive and

pressure-resistant strains

Items
Results

Pressure-sensitive strain Pressure-resistant strains
Gram stain negative，no spores Negative，no spores
Lysine + +
Ornithin + +
Arginine － －
Amino comparision － －
Glucose + +
Lactose － －
Sucrose － －
Mannitol + +
Hydrogen sulfide － －

Note: + positive; － negative．

图 1 副溶血性弧菌对超高压处理的耐受性
Fig． 1 Tolerance of Vibrio parahaemolyticus ( ZJGSMC001 ) to

Ultra high pressure．

2. 2 细胞膜通透性与副溶血弧菌耐压性的关系
由于核酸中的碱基都具有共轭双键，所以具有

紫外吸收性质。核酸在紫外光谱区有一条典型的吸
收曲线，其吸收高峰在 260 nm 处，所以通过测定
260 nm 处的紫外吸收强度来确定细胞内核酸物质
的流出情况。

超高压处理对副溶血弧菌及其耐压菌株细胞膜
通透性的影响如图 2 所示。由图 2 可以发现，经
100 － 500 MPa 处理的原始菌株上清液中核酸物质
逐渐增加，100 MPa 高压处理对细胞膜通透性影响
不显著，随着压力的增加，细胞膜的通透性增大，更
多的细胞内核酸物质流出到细胞外，从而导致细菌
的死亡。同时可以发现，在 200 和 300 MPa 压力下，
原始菌株和耐压菌株的细胞膜通透性进一步加大，
与 100 MPa 处理时差异显著，但此时细胞膜损伤尚
可修复，细胞仍有一定存活率。而当对样品 400、
500 MPa 处理后，细胞膜损伤加大，原始菌株和耐压
菌株均无法修复而死亡，微生物检测已经不能检测
到活菌，但上清液紫外物质的泄露程度与热处理的
阳性对照 ( 90℃，10 min ) 仍存在显著差异 ( P ＜
0. 05)，这说明超高压与热处理的杀菌机理不完全
相同，超高压虽然不能使细胞膜成为全透性，但是仍
然可以使细胞膜未被彻底破坏的细菌因高压而致
死［15 － 16］。

耐压菌株和原始菌株核酸泄露情况并没有显著
差异，超高压仍然会引起耐压菌株膜通透性的变化，
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说明细胞膜通透性的变化不是耐压菌株耐受超高压
胁迫的主要原因。

图 2 副溶血性弧菌细胞紫外吸收物质的泄露
Fig． 2 Relative amount of UV-absorbing substances leaking of

Vibrio parahaemolyticus． a，b，c，d represent significant difference of

different treatment．

2. 3 可溶性膜蛋白的组成与副溶血弧菌耐压性的
关系

环境中的胁迫因子，对生物的生长发育和生存
产生严重影响，这些胁迫能引起大量蛋白质在种类
和表达量上的变化。

图 3 原始菌株和耐压菌株细菌可溶性膜蛋白 SDS-

PAGE 电泳图
Fig． 3 Soluble membrane protein of pressure-sensitive and

pressure-resistant Vibrio parahaemolyticus analysed by SDS-

PAGE． M- Mark; 0 － pressure-sensitive cells; 1 － pressure-

resistant cells．

图 3 为耐压菌和原始菌株的可溶性膜蛋白
SDS-PAGE 电泳图。从图中可以看出，耐压菌的膜
蛋白在分子量大约为 36 kDa 附近浓度明显增大，耐
压菌的高分子量可溶性膜蛋白条带强度较原始菌株
明显减弱，而在分子量约为 28 kDa、15 kDa 处的条

带浓度强于原始菌株，此结果与 Kiran Nandal 等人
的研究结果一致［17］。Ritz［12］在研究超高压对沙门
氏菌的影响中也发现，不管在中性还是酸性介质中，
超高压处理后高分子量的蛋白质几乎消失，电泳结
果只显示分子量为 35 KDa 和 43 KDa 的膜蛋白。总
体上看，原始菌株与耐压菌株可溶性膜蛋白表达有
差别。高压处理后，低分子量的可溶性膜蛋白浓度
显著增加。
2. 4 细胞膜 Na + K + ATP 酶活性与副溶血弧菌耐
压性的关系

ATP 酶存在于组织细胞及细胞器的膜上，是生
物膜上的一种蛋白酶，它在物质运送、能量转换以及
信息传递方面具有重要的作用，机体在缺氧及一些
疾病状态下，此酶活力发生一系列改变［18］，另外有
些遗传疾病也与此酶活力有关。

Na + K + ATPase 是在 Mg2 +、K +和 Na +存在下水
解 ATP 的一种酶，相关研究表明［19］，Na + K + ATPase
的主要作用是分解 ATP，逆浓度梯度把胞外的 K +移
入胞内，同时把胞内的 Na +转运到胞外，从而维持胞
内高 K +和胞外高 Na +的跨膜离子浓度梯度。一旦
膜上的离子通道开放，Na +和 K +会迅速顺浓度梯度
跨膜扩散，这种跨膜的电化学梯度是信号转导和细
胞兴奋的基础。由 Na + K + ATPase 维持的离子浓度
梯度不仅可维持细胞膜的膜电位，而且可调节细胞
的体积并驱动某些细胞中的糖和氨基酸的运输［20］。

副溶血弧菌在超高压胁迫下 Na + K + ATP 酶的
活性远远高于原始菌株，原始菌株 Na + K + ATP 酶活
性仅为 2. 39 ± 0. 04 U /mgprot，而耐高压胁迫菌株
Na + K + ATP 酶活性高达 4. 37 ± 0. 09 U /mgprot，提高
了 83. 3%，差异显著(P ＜ 0. 05)。这可能是由于在
逆境环境下，细胞为了维持正常的生命活动而产生
的一种应激反应，姚瑞玲等［21］也在研究中发现盐胁
迫下柳叶苗叶片中 ATP 酶活性提高。
2. 5 细胞膜脂肪酸组成与副溶血弧菌耐压性的关
系

从表 2 中可以看出来，耐压菌株细胞膜不饱和
脂肪酸为 54. 23%，饱和脂肪酸含量为 45. 77%，不
饱和脂肪酸与饱和脂肪酸的比由 1. 06 增加到 1. 18
(P ＜ 0. 05)。脂肪酸是细胞膜中含量丰富的物质，
脂肪酸组成的变化是细胞适应外部环境的内在调节
机制［22］。细胞膜中脂肪酸成分的不同，直接影响着
细胞膜的结构、流动性和通透性，影响着膜上功能蛋
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白的构象和功能发挥。细胞可以通过脂肪酸组成的
变化来改变膜的一些特性以适应外界环境的变化，

如不饱和脂肪酸和饱和脂肪酸的比率可以间接反映
细胞膜的流动性。

这与高瑀珑等人的研究结果相符合［23］，高瑀珑
等人经研究发现，超高压使大肠杆菌细胞膜流动性
下降，流动性的降低给大肠杆菌正常的生理活动带
来严重影响，引起细胞膜功能的丧失、从而导致细胞
死亡。

Casadei 等人［24］经研究发现细胞对压力的耐受
性与膜的流动性和脂肪酸的组成有关，细胞膜的流
动性越强，对压力的耐受性就越强。Wang 等［25］在

对 Shewanella piezotolerans WP3 菌株的研究中发现，

当细胞处于低温或者高压环境中时，不饱和脂肪酸
的含量就会增加。

而耐压菌株不饱和脂肪酸与饱和脂肪酸的比由
1. 06 增加到 1. 18(P ＜ 0. 05)，不饱和脂肪酸的含量
由 51. 57 % 变为 54. 23%。不饱和脂肪酸含量增
加，细胞膜流动性增加。不饱和脂肪酸的流动性强，

利于细胞处于高压环境中细胞的形变，维持细胞的
结构完整，当细胞所处的高压环境消除时，细胞又可
恢复原来的形状，从而降低压力对细胞的损伤。

表 2 原始菌株和耐压菌株细胞膜脂肪酸组成

Table 2 Membrane fatty acid composition in

pressure-sensitive and pressure-resistant strains

R． T． Composition
Each fatty acid proportion /%
Pressure-sensitive

strain

Pressure-

resistant strains
19. 875 C12:0 6. 89 ± 0. 26 7. 24 ± 0. 3
21. 386 C13:0 1. 87 ± 0. 17 * －
24. 481 C14:0 9. 64 ± 0. 2 9. 74 ± 0. 25
26. 616 C15:0 4. 62 ± 0. 11 4. 62 ± 0. 13
28. 229 C16:1 － n9 31. 84 ± 0. 2 33. 11 ± 0. 28 *

28. 321 C16:1 － n7 8. 99 ± 0. 15 9. 79 ± 0. 17 *

28. 664 C16:0 22. 88 ± 0. 37 21. 61 ± 0. 31 *

30. 604 C17:0 2. 53 ± 0. 07 2. 56 ± 0. 04
32. 086 C18:1 － n9 10. 74 ± 0. 2 11. 33 ± 0. 21 *

USFA 51. 57 ± 0. 8 54. 23 ± 0. 9 *

SFA 48. 43 ± 1. 16 * 45. 77 ± 0. 75
U /S 1. 06 ± 0. 02 1. 18 ± 0. 03 *

R． T，reserve time;Each fatty acid proportion，Ci = Ci /( C1 + ……Cn)

(1≤ i≤ n ) ; Cn1: n2，n1 represent carbon atom number，n2 represent

olefinic bond number;SFA，saturated fatty acid; USFA，unsaturated fatty

acid;* represent P ＜ 0. 05．

3 结论

本文通过对副溶血弧菌原始菌株和耐压菌株细
胞膜 Na + K + ATP 酶、脂肪酸、可溶性膜蛋白质等的
差异研究，阐述了副溶血性弧菌基于细胞膜损伤和
修复的耐超高压胁迫机制，得出以下结论:

(1)经 300 MPa 及以上的压力处理，副溶血性
弧菌全部死亡。当压力超过 250 MPa 时，原始菌株
存活率几乎为 0，但仍有部分副溶血弧菌可以修复
细胞膜的损伤而存活，继续升高压力会导致细胞膜
受到不可修复的损伤而死亡。耐压菌株和原始菌株
核酸泄露情况并没有显著差异，说明细胞膜通透性
的变化不是耐压菌株耐受超高压的主要原因。

(2) 耐压菌株与原始菌株细胞膜可溶性蛋白分
子组成不同，最主要的区别是耐压菌细胞膜中高分
子量可溶性蛋白含量减少，而分子量为 36 kDa 的可
溶性蛋白含量显著增加。

(3) 原始菌株 Na + K + ATP 酶活性为 2. 39 ±
0. 04 U /mgprot，而耐高压胁迫菌株 Na + K + ATP 酶活
性高达 4. 37 ± 0. 09 U /mgprot，提高了 83. 3%，差异
显著。这可能是由于在逆境环境下，细胞为了维持
正常的生命活动而产生的一种应激反应。

(4) 耐压菌株不饱和脂肪酸与饱和脂肪酸的比
由原始菌株的 1. 06 增加到 1. 18，不饱和脂肪酸的
含量增加，不饱和脂肪酸的流动性强，利于细胞处于
高压环境中细胞的形变，维持细胞的结构完整，当细
胞所处的高压环境消除时，细胞又可恢复原来的形
状，从而降低压力对细胞的损伤。
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Effects of ultra-high pressure on membrane components in
Vibrio parahaemolyticus
Yu Tong1，Haixia Lu1* ，Jianrong Li1，2*
1 Food science ＆ Biotechnology Engineering of Zhejiang Gongshang University; Key Laboratory of Food Safety of Zhejiang
Province，Hangzhou 310012，China
2 Engineering and Technology Research Center of Food preservation，Processing and Safety Control of Liaoning Province，
Bohai University，Jinzhou 121013，China

Abstract:［Objective］We observed the changes in cell membrane of Vibrio parahaemolyticus which is a prevalent food-
borne pathogen by high pressure treatments． ［Methods］ Pressure-resistant mutant strains of V． parahaemolyticus were
selected with repeated hydrostatic pressures treatment of 80 － 250MPa from a pressure-sensitive V． parahaemolyticus
(ZJGSMC001) ． The changes of soluble cell membrane protein，fatty acid profiles and the Na + K + ATPase activity in the
pressure-resistant strains and its pressure-sensitive parent strain were determined． ［Results］The pressure-resistant strains
had more soluble cell membrane protein of 36 KDa． The Na + K + ATPase of the pressure-resistant strains were 83. 3% more
active than the parent strain． The proportion of unsaturated fatty acids in cell membranes was 54. 23% comparing to 51. 57
% (P ＜ 0. 05) in the pressure-sensitive strain． ［Conclusion］ The pressure-resistant strains may have survived pressure
treatments through expressing more low-molecular soluble cell membrane proteins，enhancing the activity of Na + K +

ATPase，and increasing the content of unsaturated fatty acids in cell membrane．
Keywords: Vibrio parahaemolyticus，cell membrane composition，pressure-resistant mechanism
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