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蓝光与柠檬酸对大肠杆菌的协同抗菌作用
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摘要!为了开发新型食品抗菌方法!研究了
V*W

蓝光辐照强

度"柠檬酸质量浓度和温度
#

个因素对营养肉汤中大肠杆菌

&̀P(

'

[(

抗菌性能的影响#结果表明'

V*W

蓝光在低温

%

&$^

&下对大肠杆菌
&̀P(

'

[(

的抗菌效果优于室温

%

$P^

&!且抗菌效果随着光照剂量的增加而增强$柠檬酸在

低温下对大肠杆菌
&̀P(

'

[(

的影响较弱!但在室温下可明

显减 缓 其 生 长 速 率$与 空 白 对 照 组 相 比!在 使 用

:%($6#>

(

9,

$ 光照剂量的
V*W

蓝光照射后!大肠杆菌

&̀P(

'

[(

的数量在低温下可减少%

$6"%c%6&)

&

/

3

\SZ

(

,V

!

而在室温下仅减少%

%6"(c%6&$

&

/

3

\SZ

(

,V

$加入柠檬酸

后!显著增强了
V*W

蓝光的抗菌效果!在使用
$:(&6%>

(
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$

光照剂量的
V*W

蓝光照射后!大肠杆菌
&̀P(

'

[(

的数量在

低温下可减少%
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!在室温下可减少
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关键词!

V*W

蓝光$柠檬酸$大肠杆菌
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$协同作用
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随着消费者食品安全意识的不断提高%以及食品相关法

律法规执行力的逐步增强%食品安全和食品质量正受到越来

越多的关注&而在食品安全领域最让消费者关注的就是细

菌*寄生虫和病毒这类能够引起食源性疾病的病原体(

&d$

)

&

灭菌是最有效的食品保鲜方法之一%已被广泛地应用于食品

加工领域&如今%传统的热灭菌技术在食品工业中依然占主

导地位%但也存在缺陷&为了克服热灭菌的局限性%目前的

研究重点在于开发新的灭菌技术(

#

)

&不同的非热灭菌技术

!如超高压(

:

)

*超声波(

P

)

*高压脉冲电场(

"

)

*电子束辐照(

(

)等$

都已被证实具有良好的灭菌效果&

近来%发光二极管!

V*W

$技术成为微生物灭活方面的研

究热点&

V*W

是一种可以在非常窄的波长光谱内发光的半

导体组件&与传统的可见光源相比%其具备能耗低*耐用性

高等优点&此外%由于体积较小%

V*W

可灵活应用于现有系

统(

!d)

)

&如今%

V*W

已广泛应用于光电*电子和医疗等领域&

多项研究(

&%d&&

)表明%使用
V*W

蓝光处理悬浮状态下食源性

病原体%可使其降低多个数量级&

柠檬酸是一种动植物体内重要且常见的有机酸%安全无

$"



毒*无害%常在食品领域被作为食品添加剂和防腐剂使

用(

&$

)

&柠檬酸能够降低环境的
L

[

%使氢离子在细胞内不断

累积%从而改变细胞内的渗透压%破坏内稳态%故具备抑制细

菌细胞生长和繁殖的功能(

&#d&:

)

&

大肠杆菌
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"
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!

8<7A19'7A'$7/0' &̀P(

"

[(

$是一种

常见的食源性致病菌%可产生志贺毒素%引起出血性肠炎*溶

血性尿毒症综合征等(

&P

)

&疾病控制和预防中心!

\W\

$的报

告称%每年由大肠杆菌
&̀P(

"

[(

引起的食源性感染约有

(#%%%

例%其中有
$]

"

(]

为严重的溶血性尿毒症综合

征(

&"

)

&大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的食源性致病爆发主要与受污

染的食物!如新鲜蔬菜*酸性饮料和肉类等$有关(

&(

)

&目前%

关于
V*W

可见光抗菌的研究方向主要有可见光波长*不同

的食物基质和不同的食源性致病菌等%而针对
V*W

蓝光辐

照强度与柠檬酸质量浓度对大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的协同抗菌

的研究尚未见报道&本试验主要研究不同辐照强度的
V*W

蓝光以及不同质量浓度的柠檬酸与
V*W

蓝光协同作用对大

肠杆菌
&̀P(

"

[(

抗菌效果的影响%以期为食品加工生产和

食品保鲜中大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的灭活提供新的思路&

&

!

材料与方法
&6&

!

材料与仪器
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"
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$菌株"

江南大学生物工程学院微生物实验室+

柠檬酸"分析纯%国药集团化学试剂有限公司+

平板计数琼脂培养基"

&

3

葡萄糖%

&P

3

琼脂%

P

3

胰蛋白

胨%

$6P

3

酵母浸出粉%

L

[(6$

%溶于
&%%%,V

去离子水中%加

热煮沸溶解%锥形瓶分装%

&$&^

高压蒸汽灭菌
&P,.2

+

营养肉汤培养基"

&%

3

蛋白胨%

#

3

牛肉浸出粉%

P

3

氯化

钠%

L

[(6$

%溶于
&%%%,V

去离子水中%加热煮沸溶解%锥形

瓶分装%

&$&^

高压蒸汽灭菌
&P,.2

+

精密电子分析天平"

'O&&:%

型%奥豪斯国际贸易!上海$

有限公司+

恒温鼓风烘干干燥箱"

W[U+)%("'

型%上海精宏实验设

备有限公司+

超净工作台"

Y>+\>+$SW

型%苏州苏洁净化设备有限

公司+

手提式压力蒸汽灭菌锅"

XSY+$!%

型%浙江新丰医疗器

械有限公司+

恒温生化培养箱"

Y_X+$%%

型%上海跃进医疗器械有限

公司+

蓝光
V*W

灯"

KWT+)

型%深圳市我的照明灯饰有限

公司&

&6$

!

试验方法

&6$6&

!

菌种的活化及悬菌液制备
!

将甘油管保藏的菌种从

d$%^

的冰箱中取出%放在超净工作台上%室温融化%用灭

菌后的接种环取
&

环菌液在固体琼脂培养基上进行平板划

线%于
#(^

培养箱中倒置培养
$:

"

:!1

&挑取培养基上生

长旺盛的单菌落%接种于液体培养基%

#(^

振荡摇床培养%

连续传代培养
$

"

#

次&将初始菌液
&%

倍系列稀释%并用平

板计数琼脂培养基计数%然后计算其浓度&活化好的菌液贮

存于
:^

的冰箱中%且时间不超过
&%8

&

&6$6$

!

V*W

光照系统
!

蓝光
V*W

灯具功率为
)f

%光照直

径为
)%,,

&在光照试验中%光源与培养皿的间距分别为

:6P

%

P6P

%

"6P 9,

%其 对 应 辐 照 强 度 为
&:&6:

%

!P6!

%

$"6(,f

#

9,

$

&将安装好的
V*W

灯具固定于灯架上%且整

个
V*W

光源放置于含有内接电源的恒温控制培养箱中%

V*W

光照系统截面示意图见图
&

&

&6

悬菌液
!

$6

灯架
!

#6

散热板
!

:6

恒温生化培养箱
!

P6

蓝光
V*W

"6

蓝光
!

(6

培养皿
!

!6

聚四氟乙烯板

图
&

!

V*W

光照系统截面示意图
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V*W

蓝光对大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的抗菌试验
!

为模

拟超市货架低温及室温%将试验温度设计为
&$

%

$P^

&在超

净工作台上%使用无菌去离子水%将初始大肠杆菌
&̀P(

"

[(

菌液
&%

倍系列稀释至
&%

(

\SZ

#

,V

&而后用移液管将
&,V

大肠杆菌
&̀P(

"

[(

菌液移至
),V

的营养肉汤中%以模拟食

物基质中的营养物质&将菌悬液置于
V*W

光照系统下的无

菌培养皿!

#a"%,,

$中&分别在
&$

%

$P^

条件下%调节培

养皿与
V*W

光源间距分别为
:6P

%

P6P

%

"6P9,

%采用
V*W

蓝

光照射
!1

%同时在没有
V*W

光照的情况下使用相同的装置

进行对照试验%每间隔
&1

取样一次&参照
R.2+>7<2

3

Q.,

等(

&!

)的方法%按式!

&

$计算每个细菌受到的光照剂量&

8aI=

% !

&

$

式中"

8

'''光照剂量%

>

#

9,

$

+

I

'''辐照强度%

,f

#

9,

$

+

=

'''光照时间%

D

&

&6$6:
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柠檬酸对大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的抗菌试验
!

根据
UT

$("%

'

$%&:

/食品安全国家标准 食品添加剂使用标准0%本

试验中拟定的柠檬酸质量浓度为
%6$

%

%6P

%

&6%

3

#

H

3

&制备柠

檬酸溶液"分别取
%6$

%

%6P

%

&6%

3

柠檬酸%溶解于
&%%%

3

去离

子水中%

&$& ^

高压蒸汽灭菌
&P,.2

+柠檬酸对大肠杆菌

&̀P(

"

[(

生长影响试验"在超净工作台上%使用无菌去离子

水%将初始大肠杆菌
&̀P(

"

[(

菌液
&%

倍系列稀释至

&%

(

\SZ

#

,V

%然后用移液管将
&,V

大肠杆菌
&̀P(

"

[(

菌

液移至
),V

的营养肉汤中%再分别加入质量浓度为
%6$

%

%6P

%

&6%

3

#

H

3

的柠檬酸%空白对照组加入等量的无菌去离子

水&试验悬菌液放置于无菌培养皿中%分别在温度为
&$

%

$P^

%且无光照条件下自然生长
!1

%每间隔
&1

取样一次&

#"

安全与检测
!

$%&!

年第
&

期



&6$6P

!

V*W

蓝光与柠檬酸溶液的协同抗菌试验
!

在超净工

作台上%使用无菌去离子水%将初始大肠杆菌
&̀P(

"

[(

菌液

&%

倍系列稀释至
&%

(

\SZ

#

,V

%然后用移液管将
&,V

大肠

杆菌
&̀P(

"

[(

菌液移至
),V

的营养肉汤中%再分别加入质

量浓度为
%6$

%

%6P

%

&6%

3

#

H

3

的柠檬酸%空白对照组加入等量

的无菌去离子水&将试验菌悬液置于
V*W

光照系统下的无

菌培养皿中%固定培养皿与
V*W

光源的间距为
P6P9,

!辐照

强度为
!P6!,f

#

9,

$

$&分别在
&$

%

$P^

的条件下光照
!1

%

每间隔
&1

取样一次&

&6$6"

!

菌落计数及抗菌效果的确定
!

在每个取样间隔%用移

液管取试验菌液和对照菌液
&%%

#

V

%然后用无菌去离子水

&%

倍系列稀释所取样品%最后取
$%%

#

V

稀释液于无菌培养

皿中%倒入平板计数琼脂培养基&在
#(^

的恒温生化培养

箱中倒置培养
$:

"

:!1

%然后进行人工菌落计数&1抗菌效

果2为对照组!

\Q

$与试验组!

\R

$的试验结果差异&

&6$6(

!

统计学分析
!

根据
#

次独立试验的试验数据%计算平

均值&采用
Y'Y!6%

进行数据统计与分析%计算平均值
c

标

准偏差及显著性分析&以试验时间为横坐标%菌落总数为纵

坐标%利用
B̀.

3

.2!6P

软件制图&

$

!

结果与分析
$6&

!

V*W

辐照强度对大肠杆菌
&̀P(

!

[(

抗菌效果的影响

细菌细胞中含有光敏物质'''卟啉%它们能够吸收电磁

光谱中特定波长的可见光&卟啉吸收光子后转变为激发态%

在从激发态转变为基态的过程中将能量释放给不能吸收光

子的氧化物%促使其发生化学反应产生活性氧!

Ò Y

$&产生

的活性氧包括超氧阴离子*过氧化氢*羟基自由基等%这些活

性氧物质通过细胞毒性方式与各种细胞成分如脂质*蛋白质

和
W='

等进行反应并最终导致细胞死亡(

&)

)

&

V*W

光照破

坏细胞的机理见图
$

&

T

3

6

基态卟啉
!

T76

激发态卟啉
!

`6

氧化物
!

Ò Y6

活性氧

图
$

!

细胞光敏化破坏的机理

S.

3

4B7$

!

R791-2.D,<F87DCB49C.G7-9C.<2<F

L

1<C<D72D.C.0-C.<2.2C1797//

!!

由图
#

可知%

&$ ^

时对照组中的大肠杆菌
&̀P(

"

[(

数量变化并不明显!

_

$

%6%P

$&说明在
&$^

下%大肠杆菌

&̀P(

"

[(

的细胞活性较低%生长速率缓慢&在使用
#

种不

同辐照强度的
V*W

蓝光照射
!1

后%大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的

数量 均 呈 现 下 降 趋 势 !

_

#

%6%P

$&辐 照 强 度 为

&:&6:,f

#

9,

$ 的光照抗菌效果最好%曲线下降趋势最快

!

_

#

%6%P

$%在试验
!1

后%大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的数量相对

于对照组减少了!

$6"%c%6&)

$

/

3

\SZ

#

,V

&而在
$"6(

%

!P6!,f

#

9,

$ 的辐照强度下光照
!1

后大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的数量相对于对照组仅减少了!

&6&(c%6&#

$%!

&6!(c

%6%!

$

/

3

\SZ

#

,V

&同时可观察到%抗菌效果随着辐照强度

的增加而增强&

图
#

!

&$^

下辐照强度对大肠杆菌
&̀P(

'

[(

抗菌效果的影响

S.

3

4B7#

!

*FF79CD<F.BB-8.-C.<2.2C72D.C

E

<2-2C.,.9B<M.-/-9+

C.G.C

E

<F8<7A19'7A'$7/0' &̀P(

'

[(-C&$^

!!

由图
:

可知%

$P^

时对照组中的大肠杆菌
&̀P(

"

[(

数

量呈不断上升趋势!

_

#

%6%P

$%在
!1

后增长至!

!6&"c

%6&"

$

/

3

\SZ

#

,V

&这表示在
$P^

下大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的

细胞活性较强%生长速率较快&不难发现%在
$"6(,f

#

9,

$

的辐照强度下光照
!1

后%大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的数量仍然

呈现上升趋势!

_

#

%6%P

$%与对照组相比其数量减少了

!

&6&&c%6&%

$

/

3

\SZ

#

,V

%说明在该辐照强度下%

V*W

光照

仅表现为减缓其生长速率的作用&而使用辐照强度为

&:&6:,f

#

9,

$

V*W

蓝光照射%其抑菌效果最好%在光照剂

量达到
:%($6#>

#

9,

$后%大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的数量相对于

对照组减少了!

$6!$c%6&%

$

/

3

\SZ

#

,V

&结合图
#

和图
:

可得出%无论温度如何%

V*W

辐照强度对于营养肉汤中的大

肠杆菌
&̀P(

"

[(

抗菌效果均有较大的影响&但在室温下

V*W

光照对大肠杆菌
&̀P(

"

[(

细胞数量的控制不如低温

下的明显%其原因可能是在低温环境下%细胞内抑制氧化应

激反应的酶活性降低%导致活性氧无法被及时清除&另一种

图
:

!

$P^

下辐照强度对大肠杆菌
&̀P(

'

[(

抗菌效果的影响

S.

3

4B7:

!

*FF79CD<F.BB-8.-C.<2.2C72D.C

E

<2-2C.,.9B<M.-/-9+

C.G.C

E

<F8<7A19'7A'$7/0' &̀P(

'

[(-C$P^

:"

第
#:

卷第
&

期 俞建峰等"

V*W

蓝光与柠檬酸对大肠杆菌的协同抗菌作用
!



可能的解释是在低温条件下%细胞的细胞膜流动性减弱%从

而抑制细胞的能量代谢%导致细胞对
V*W

光照更加敏感(

$%

)

&

$6$

!

柠檬酸质量浓度对大肠杆菌
&̀P(

!

[(

抗菌效果的

影响

!!

由图
P

可知%对照组中大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的数量变化

趋势较平缓!

_

$

%6%P

$%培养
!1

后仅增加了!

%6%:c

%6%$

$

/

3

\SZ

#

,V

&在试验组中添加质量浓度为
%6$

%

%6P

%

&6%

3

#

H

3

的柠檬酸培养
!1

后%大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的数量与

对照组相比分别减少了!

%6%(c%6%$

$%!

%6&Pc%6%&

$%!

%6$:c

%6%#

$

/

3

\SZ

#

,V

&结果表明%在低温下%质量浓度为
%6$

%

%6P

%

&6%

3

#

H

3

的柠檬酸对于大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的生长影响

较小&

图
P

!

&$^

下柠檬酸质量浓度对大肠杆菌
&̀P(

'

[(

抗菌效果的影响

S.

3

4B7P

!
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E
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'

[(-C&$^

!!

由图
"

可知%在室温下对照组中大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的

数量显著增多!

_

#

%6%P

$%试验
!1

后迅速增长至!

!6&"c

%6%P

$

/

3

\SZ

#

,V

&同一时期在添加质量浓度为
%6$

%

%6P

%

&6%

3

#

H

3

柠檬酸的试验组中%大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的数量分

别为!

(6$!c%6&P

$%!

"6)&c%6%)

$%!

"6#(c%6%)

$

/

3

\SZ

#

,V

%

说明在室温下营养肉汤中的柠檬 酸 可 延 缓 大 肠 杆 菌

&̀P(

"

[(

的细胞生长速率&且随着柠檬酸质量浓度的提

高%其对大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的生长抑制越明显&结合图
P

图
"

!

$P^

下柠檬酸质量浓度对大肠杆菌
&̀P(

'

[(

抗菌效果的影响

S.

3

4B7"

!

*FF79CD<FC17,-DD9<2972CB-C.<2<F9.CB.9-9.8<2

<2-2C.,.9B<M.-/-9C.G.C

E

<F8<7A19'7A'$7/0' &̀P(

'

[(-C$P^

和图
"

发现%试验中添加的
#

种质量浓度的柠檬酸对于大肠

杆菌
&̀P(

"

[(

都有抑制作用%且在常温下的抑制效果均优

于低温环境的&柠檬酸的抑菌作用主要是其能够穿过细菌

的细胞膜%降低细胞内
L

[

%还能够螯合金属离子%并破坏细

胞中蛋白质以及细胞膜的合成系统&而在低温环境下%细菌

的细胞膜流动性减弱%细胞代谢能量减缓%因此%与室温下相

比%在低温条件下柠檬酸的抑菌效果较差&

!!

由图
(

可知%

&$ ^

时对照组光照
!1

后%大肠杆菌

&̀P(

"

[(

的数量减少至!

:6&!c%6%:

$

/

3

\SZ

#

,V

&而添加

质量浓度为
%6$

%

%6P

%

&6%

3

#

H

3

柠檬酸的试验组光照
!1

后%

大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的数量均低于对照组!

_

#

%6%P

$%相对于

对照组其数量分别减少了!

&6($c%6%!

$%!

$6P#c%6%(

$%

!

#6#%c%6&:

$

/

3

\SZ

#

,V

&

图
(

!

&$^

下
V*W

光照与柠檬酸对大肠杆菌
&̀P(

'

[(

的协同抗菌作用

S.

3

4B7(

!

Y

E

27B

3

.DC.9-2C.,.9B<M.-/7FF79CD<FV*W-289.CB.9

-9.8<28<7A19'7A'$7/0' &̀P(

'

[(-C&$^

!!

由图
!

可知%

$P ^

时对照组光照
!1

后%大肠杆菌

&̀P(

"

[(

的数量增加至!

"6P%c%6&:

$

/

3

\SZ

#

,V

&而添加

质量浓度为
%6$

%

%6P

%

&6%

3

#

H

3

柠檬酸的试验组光照
!1

后%

大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的数量明显低于对照组!

_

#

%6%P

$%其数

量相对于对照组分别减少了!

$6:%c%6&)

$%!

$6!(c%6%!

$%

!

#6P(c%6$:

$

/

3

\SZ

#

,V

&结合图
(

可知"无论温度如何%

柠檬酸均可增强
V*W

蓝光对于大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的抗菌

效果%两者具有协同抗菌作用&其原因是柠檬酸可与细菌细

胞壁中的
\-

$g和
R

3

$g相结合%导致磷脂和脂蛋白的释放%

图
!

!

$P^

下
V*W

光照与柠檬酸对大肠杆菌
&̀P(

'

[(

的协同抗菌作用

S.

3

4B7!

!

Y

E

27B

3

.DC.9-2C.,.9B<M.-/7FF79CD<FV*W-289.CB.9

-9.8<28<7A19'7A'$7/0' &̀P(
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[(-C$P^
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安全与检测
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使细胞壁的渗透性增加%进一步恶化细胞的状态&在
V*W

光照期间%活性氧的主要目标是脂质和蛋白质%而柠檬酸可

能通过将这些化合物暴露于活性氧中来促进
V*W

光

灭活(

$&

)

&

#

!

结论
本研究 表 明%

V*W

蓝 光 可 有 效 地 灭 活 大 肠 杆 菌

&̀P(

"

[(

&同时食品中常用的柠檬酸%可显著提高
V*W

蓝

光对大肠杆菌
&̀P(

"

[(

的抗菌效果&使用
V*W

蓝光照射

大肠杆菌
&̀P(

"

[(

%当最大光照剂量为
:%($6#>

#

9,

$时%大

肠杆菌
&̀P(

"

[(

数量能够有效减少!

$

"

:

$

/

3

\SZ

#

,V

&

而添加柠檬酸后%当最大光照剂量为
$:(&>

#

9,

$时%大肠杆

菌
&̀P(

"

[(

的数量能够减少!

#

"

"

$

/

3

\SZ

#

,V

&因此%本

研究在食品保鲜领域开辟了新方法%对于天然酸性食品如水

果*蔬菜*肉类等都具有适用性&由于该方法需要的光照时

间较长%因而在食品加工阶段的应用可能受到一定限制%但

它有可能被用作食品的保鲜与储藏&后续研究将进一步评

估该方法对其他食源性病原体的抗菌效果以及对真实食物

基质的抗菌效果%因为细菌病原体的行为可能因生存环境中

化合物的类型和含量的差异而发生变化&
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