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复合保鲜剂对腐生葡萄球菌的抑菌活性

及其作用机理
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摘要!以山梨酸钾%双乙酸钠和异抗坏血酸钠作为复合保鲜

剂的基本成分"研究其对虾皮中腐生葡萄球菌的抑菌作用$

通过酶标法来确定复合保鲜剂对腐生葡萄球菌的最小抑菌

浓度!

XRG

#"测定抑菌活力%细菌生长曲线%细胞膜完整性%

碱性磷酸酶!

<]Z

#含量等指标"并结合细菌超微结构观察"

综合评价复合保鲜剂对腐生葡萄球菌的作用效果$结果表

明&复合保鲜剂能明显降低腐生葡萄球菌的生长速率"其最

低抑菌浓度!

XRG

#为
"&'

#

1

(

+@

"最低杀菌浓度!

X?G

#为

$"'

#

1

(

+@

"抑菌活力均在使用初期的作用最强!约
!E

#'随

着作用时间的延长"菌液中的碱性磷酸酶量显著增多"在

$(&0+

处的吸收值显著增加"表明菌体内部核酸与蛋白质

外泄"菌体细胞壁与细胞膜受到破坏$此外"电镜扫描结果

显示"试验组的菌体发生干瘪破裂现象"细胞质从细胞内大

量渗出$故一定浓度的复合保鲜剂对虾皮中的腐生葡萄球

菌有抑制!杀灭#作用"对细胞体有一定破坏作用$

关键词!复合保鲜剂'腐生葡萄球菌'抑菌机理
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中国毛虾虾皮是一种营养丰富的传统水产制品$因其味

道鲜美$蛋白质含量高$且富含人体所需多种维生素与矿物

质而深受消费者喜爱%然而在生产流通过程中虾皮易受微

生物+氧化等的影响$容易出现变色+异味甚至腐败变质的情

况)

"

*

%采用合适的保鲜处理方式$以抑制虾皮在贮藏期间微

生物的生长$延缓其品质的劣变$已成为当前急需解决的问

题%保鲜剂是添加到食品中实现抑制微生物生长+抗氧化等

目的的食品添加剂%

前期研究)

$

*表明$腐生葡萄球菌是虾皮贮藏过程中的主

要优势腐败菌之一$为葡萄球菌属非致病性革兰氏阳性菌%

腐生葡萄球菌能分泌蛋白酶和脂酶$在肉制品贮藏过程中可

导致脂质分解和蛋白质降解$从而产生小分子醛+酮+醇+胺

和有机酸等腐败代谢产物影响产品品质)

!

*

%王芳等)

#

*研究

了肉桂精油对腐生葡萄球菌的抑菌作用$得到了较好的效

8%"



果%汪玲玲等)

%VD

*比较了几种食用防腐剂对金黄色葡萄球

菌的抑菌作用$结果表明抑菌!杀菌#效果较好的均为一些生

物防腐剂如乳酸链球菌素+茶多酚+壳聚糖和溶菌酶等%山

梨酸钾能有效防止葡萄球菌的生长和繁殖)

8

*

$选择山梨酸

钾+苯甲酸钠+蔗糖酯等复合食品添加剂$检测其对金黄色葡

萄球菌生物被膜的影响$发现在一定质量浓度范围内$对金

黄色葡萄球菌生物被膜的形成均具有一定的抑制作用)

'

*

%

施建兵等)

"&

*

!#V#!采用复合保鲜剂!茶多酚+溶菌酶和壳聚糖#

对鲳鱼块中腐生葡萄球菌的抑菌效果进行研究$结果表明该

复合保鲜剂能够显著抑制腐生葡萄球菌的生长$并显著延缓

鱼块品质的变化%生物防腐剂由于价格高+用量大等因素限

制了实际应用%而山梨酸钾+双乙酸钠和异抗坏血酸钠是安

全性较高且价格相对低的防腐剂$在食品保鲜中已广泛应

用%目前$复合保鲜剂主要应用在果蔬和水产品中$水产品

中的应用主要集中在对新鲜的鱼类和对虾的保鲜)

""

*

$但在

虾皮中的应用鲜有报道$而采用山梨酸钾+双乙酸钠和异抗

坏血酸钠组成的复合保鲜剂对腐生葡萄球菌的抑制作用未

见报道%因此$研究复合保鲜剂对虾皮中腐生葡萄球菌的抑

菌机制具有重要意义%本课题组前期有关虾皮保鲜剂筛选

及保鲜效果研究表明)

"$

*

$山梨酸钾和双乙酸钠具有较好的

抑菌效果$而异抗坏血酸钠具有较好的护色和抗氧化作用$

通过不同特性的抗菌保鲜剂复合使用$对虾皮的贮藏与流通

过程可起到较好的保鲜效果%

本试验在前期研究基础上$以腐生葡萄球菌为对象$将

山梨酸钾+双乙酸钠与异抗坏血酸钠复配成复合保鲜剂$由

酶标法确定复合保鲜剂对腐生葡萄球菌的最低抑菌浓度

!

XRG

#和最低杀菌浓度!

X?G

#$并结合抑菌活力+细菌生长

曲线+细胞膜完整性+碱性磷酸酶!

<]Z

#含量与细菌超微结

构观察$进一步探讨复合保鲜剂的抑菌机制$综合评价复合

保鲜剂在不同处理时间对腐生葡萄球菌的影响$阐明复合保

鲜剂对腐生葡萄球菌的抑菌机理%

"

!

材料与方法

"4"

!

材料与仪器

"4"4"

!

试验材料

试验菌株分离自中国毛虾虾皮$经
"([>A;<

鉴定为腐

生葡萄球菌!

<OGG"%!&%

#%

"4"4$

!

试剂与培养基

山梨酸钾+双乙酸钠"食品级$宁波王龙集团有限公司(

异抗坏血酸钠"食品级$江西省德兴市百勤异
9

G

钠有限

公司(

碱性磷酸酶!

<]Z

#测试盒"南京建成生物工程研究所(

平板计数培养基!

ZG<

培养基#"国药集团化学试剂有

限公司(

营养肉汤培养基"杭州微生物试剂有限公司(

戊二醛+乙醇+叔丁醇+磷酸盐"分析纯$国药集团化学试

剂有限公司%

"4"4!

!

仪器与设备
!

立式压力蒸汽灭菌器"

@Â a*D%]?[

型$上海申安医疗

器械厂(

超净工作台"

B̂WB*G"""8?

型$上海智成分析仪器制造

有限公司(

扫描电子显微镜"

[*!#&&;

型$日立有限公司(

扫描型紫外可见分光光度计"

F9*!$&&

型$上海美谱达

仪器有限公司(

落地高速冷冻离心机"

A*!D%$&

型$美国
OE5>+:T-IE5>

[7-50H-K-7

公司(

电导率仪"

AA[*""G

型$上海仪电科学仪器股份有限

公司(

酶标仪"

Z.,H5S5,65>X$&&

型$瑞士
O57,0

集团有限

公司%

"4$

!

试验方法

"4$4"

!

复合保鲜液制备
!

复合保鲜剂由山梨酸钾+双乙酸钠

和异抗坏血酸钠按一定比例和方法配制$配制比例参考前期

使用的方法)

"$

*

$配比浓度为山梨酸钾
"4&

1

'

@

+双乙酸钠

&4%

1

'

@

与异抗坏血酸钠
$4&

1

'

@

%

"4$4$

!

菌株活化
!

将试验菌腐生葡萄球菌菌株在营养肉汤

中活化后$接种于
"&& +@

营养肉汤培养基中$于摇床

!

!DC

+

"(&>

'

+-0

#培养
$#E

后离心!

#&&&>

'

+-0

$

"%+-0

#$

用无菌去离子水洗涤
!

次$并将其稀释成
"&

(

GTF

'

+@

的菌

悬液备用%

"4$4!

!

最低抑菌浓度!

XRG

#与最低杀菌浓度!

X?G

#的测定

根据韦何雯)

"!

*的
'(

孔板酶标比浊法$修改如下"用无

菌蒸馏水配制好复合保鲜剂!

!%&&

#

1

'

+@

#$备用%在
'(

孔

酶标板上$用无菌营养肉汤将复合保鲜剂依次稀释成浓度为

!%&&

$

"D%&

$

8D%

$

#!8

$

$"'

$

"&'

$

%%

$

&

#

1

'

+@

的抗菌液

"&&

#

@

%在
8

个孔中分别加入事先稀释好的腐生葡萄球菌

菌悬液!

"&

#

GTF

'

+@

#

"&&

#

@

$此时$各孔中的有效保鲜剂浓

度依次为
"D%&

$

8D%

$

#!8

$

$"'

$

"&'

$

%%

$

$D

$

&

#

1

'

+@

%平行操

作
!

次%用酶标仪测定各孔的初始
IJ

(&&

值$再将酶标板置

于
!DC

恒温培养
$#E

$取出后再次测定各孔的
IJ

(&&

值$并

计算前后
)

IJ

(&&

的绝对值$取
!

次操作的平均值%

!

"

#最低抑制浓度!

XRG

#的确定"

)

IJ

(&&

(

&4&%

的保鲜

剂最低浓度$并结合肉眼观察澄清者%

!

$

#最低杀菌浓度!

X?G

#的确定"从细胞板中$将含有

大于
XRG

复合保鲜剂的菌悬液各吸取
&4"+@

涂布于营养

琼脂培养基平板上$置于
!DC

恒温箱中继续培养
$#E

$活菌

数与初始值相比减少
''4'_

的最低抑菌剂浓度即为保鲜剂

的最低杀菌浓度$每个浓度梯度做
$

个平行$试验重复
!

次%

"4$4#

!

抑菌活力的测定
!

根据蓝蔚青等)

(

*的方法$修改如

下"按
"4$4!

中的方法配制复合保鲜剂浓度为
XRG

和
X?G

的菌悬液$并用无菌去离子水代替保鲜剂作对照组$于

!DC

+

"(&>

'

+-0

摇床培养$分别于培养
&

$

"

$

$

$

!

$

#

$

%

$

(

$

DE

时用酶标仪测定
(!&0+

处的吸光度值$并绘制曲线%抑菌

活力按式!

"

#计算)

"#

*

"

"`

N

&

VN

N

&槡 $ !

"

#

'%"

贮运与保鲜
!

$&"8

年第
#

期



式中"

"

&&&抑菌活力(

N

&

&&&对照组的吸光度(

N

&&&处理组的吸光度%

"4$4%

!

复合保鲜剂对腐生葡萄球菌生长的影响
!

参考翁佩

芳等)

"%

*的方法$按
"4$4!

中的方法配制复合保鲜剂浓度为

XRG

和
X?G

的菌悬液$并用无菌去离子水代替保鲜剂作对

照组%用酶标仪测定各孔的初始
IJ

(&&

值(然后将酶标板置

于
!DC

恒温培养箱中培养
$#E

$每隔
$E

测定并记录菌悬液

的
IJ

(&&

值%相同过程重复
!

次$求平均值%以培养时间为

横坐标$

IJ

(&&

值为纵坐标$绘制腐生葡萄球菌的生长曲线%

"4$4(

!

复合保鲜剂对菌体细胞壁+细胞膜通透性的影响

!

"

#对细胞壁通透性影响"配制复合保鲜剂浓度分别为

XRG

和
X?G

的菌悬液$并用无菌去离子水代替保鲜剂作对

照组%于
!DC

+

"(&>

'

+-0

摇床培养$分别于培养
&

$

"

$

$

$

!

$

#

$

%

$

(

$

DE

时取样$离心!

#&&&>

'

+-0

$

"&+-0

#后取上清液$

用碱性磷酸酶!

<]Z

#测试盒测定其含量%

!

$

#对细胞膜通透性影响"取
"4$4(

!

"

#离心后的上清液$

测定其在
$(&0+

处的吸光度值%

!

!

#对细胞质渗漏影响"取
"4$4(

!

"

#离心后的上清液$用

电导仪测定其电导率%每个样品重复
!

次$取平均值%

"4$4D

!

菌体细胞超微结构观察
!

根据蓝蔚青等)

(

*的方法$修

改如下"取适量菌悬液!对数期#离心!

#&&&>

'

+-0

$

"%+-0

#$

用无菌去离子水洗涤菌体沉淀
!

次$并稀释成菌落总数为

"&

%

GTF

'

+@

的菌悬液%试验组加入复合保鲜剂使其终浓

度为
X?G

$对照组加入等量的无菌生理盐水$

$

组菌液于

!DC

+

"(&>

'

+-0

摇床培养
"&E

%分别取
"&+@

菌液$离心

!

#&&&>

'

+-0

$

"%+-0

#$菌体沉淀用
Z?[

缓冲液洗涤
!

次后$

用
$4%_

的戊二醛固定
"$E

$再分别用
!&_

$

%&_

$

D&_

$

'&_

的乙醇梯度脱水$随后叔丁醇干燥$冷冻干燥后固定+喷金$

最后在扫描电镜下观察菌体的形态结构%

$

!

结果与分析
$4"

!

复合保鲜剂最低抑菌浓度'

XRG

(与最低杀菌浓度

'

X?G

(的确定

!!

XRG

与
X?G

的测定结果见表
"

%由表
"

可知$复合保

鲜剂浓度
&

"&'

#

1

'

+@

时$其
)

IJ

(&&

值均
#

&4&%

$且在
"&'

$

%%

#

1

'

+@

浓度下的
)

IJ

(&&

值差距明显$且随着浓度的增

加$

)

IJ

(&&

值 下 降 较 为 显 著%这 表 明 复 合 保 鲜 剂 浓

度
&

"&'

#

1

'

+@

时$对腐生葡萄球菌有较好的抑制效果$且

其抑菌作用随着保鲜剂浓度的下降而逐渐减弱%故复合保

鲜剂对菌体的最低抑菌浓度为
"&'

#

1

'

+@

%选择复合保鲜

剂浓度
$

"&'

#

1

'

+@

的几个梯度处理菌体进行琼脂平板培

养$结果显示最低杀菌浓度!

X?G

#为
$"'

#

1

'

+@

%资料显

示$较多保鲜剂和复合保鲜剂对葡萄球菌的最低抑菌浓度和

最低杀菌浓度为千分比浓度$如蓝莓提取物对金黄色葡萄球

菌的
XR?

和
X?G

分别为
!&&

$

#%&+

1

'

+@

)

"(

*

(壳聚糖+溶菌

酶与茶多酚配制而成的复合保鲜剂对金黄色葡萄球菌的

XR?

和
X?G

分别为
&48

$

"4(+

1

'

+@

)

(

*

%本研究中采用的复

表
"

!

复合保鲜剂浓度对腐生葡萄球菌的抑菌效果

O,P.5"

!

R0E-P-H:>

L

5KK57HI:K7:+

=

.5N

=

>5I5>M,H-M5I,

1

,-0IH

!1/

F

;

4

<(9(99?>>/

F

'(

F

;

4

1%9?>

浓度'

!

#

1

,

+@

*"

#

)

IJ

(&&

浓度'

!

#

1

,

+@

*"

#

)

IJ

(&&

"D%& &4&&&'&f&4&&&&% "&' &4&#"(f&4&&&$

8D% &4&&#8&f&4&&&! %% &4$&D(f&4&&$'

#!8 &4&&(#&f&4&&&$ $D &4!%D'f&4&""&

$"' &4&$$%&f&4&""D & &4%8"$f&4&&'#

合保鲜剂对腐生葡萄球菌的
XR?

和
X?G

则为百万分比浓

度$抑菌效果较为突出%

$4$

!

复合保鲜剂的抑菌活力

为进一步表征在
XRG

和
X?G

浓度下复合保鲜剂的抑

菌活力$研究了复合保鲜剂的抑菌活性与时间的关系$结果

见图
"

%分别用
XRG

与
X?G

浓度的复合保鲜剂处理腐生葡

萄球菌后$都分别在
"

$

!E

时出现活性最高峰$随后抑菌活

力逐渐减弱%此外$

X?G

处理后的抑菌活性明显高于
XRG

处理组$故复合保鲜剂质量浓度与抑菌效果呈正相关%

图
"

!

复合保鲜剂对腐生葡萄球菌的抑菌动力学
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1

3>5"
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$4!

!

复合保鲜剂对腐生葡萄球菌生长的影响

细菌培养液一般在
(&&0+

左右具有最大的吸光值$故

可以根据菌悬液的
IJ

(&&

值来判断细菌的菌体数量%由图
$

可知$对照组的腐生葡萄球菌生长正常$

$

"

"$E

阶段为细菌

的生长对数期$该阶段菌体数量增长迅速$

"$E

后增长较缓

图
$

!

复合保鲜剂对腐生葡萄球菌生长的影响
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第
!#

卷第
#

期 朱亚珠等"复合保鲜剂对腐生葡萄球菌的抑菌活性及其作用机理
!



慢$进入稳定期%与对照组相比$

$

"

"$E

时$

XRG

组与
X?G

组的生长速度显著降低$进入稳定期!

"$E

#后$

XRG

组与

X?G

组的菌体量也显著小于对照组%结果表明$经
XRG

和

X?G

浓度的复合保鲜剂处理后$腐生葡萄球菌的生长受到

明显抑制$且
X?G

浓度的抑制作用明显高于
XRG

浓度的%

$4#

!

复合保鲜剂对细菌细胞壁的影响

碱性磷酸酶!

<]Z

#是一种广泛存在于动植物及微生物

体内的磷酸单酯水解酶$在生物体内的物质代谢中具有重要

作用$它参与了磷酸基团的转移和代谢$能调节
G,

$Y 的代

谢$并且与多种大分子位置的代谢有关)

"D

*

%

<]Z

一般存在

于细胞壁和细胞膜间$一般情况下无法在活体细胞外检测到

其活性$当细胞壁或细胞膜!尤其是细胞壁#遭到破坏后$细

胞的通透性增加$

<]Z

则会泄漏至胞外%因此$可通过检测

菌体胞外的
<]Z

含量来了解细胞壁通透性的变化)

"8

*

%

从图
!

可知$在
&

"

(E

时$

!

个试验组的
<]Z

量都缓慢

增长$

(E

后增长迅速%

"E

后
XRG

组和
X?G

组的
<]Z

量

明显高于对照组$其中$

X?G

组的
<]Z

量增加更为明显%

表明复合保鲜剂处理使腐生葡萄球菌细胞壁通透性增加$影

响其生长与代谢%此外$细胞壁通透性增加还可能造成菌体

电解质外泄增多$破坏细胞内环境和细胞膜的稳定性$从而

进一步抑制菌体的生长)

"&

*

#'V%&

%

图
!

!

复合保鲜剂对腐生葡萄球菌菌体细胞壁的影响
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1
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$4%

!

复合保鲜剂对细菌细胞膜稳定性的影响

细胞膜是细菌的第
$

道屏障$当细胞膜遭到破坏后$膜

内小分子物质及核酸等大分子物质随之泄漏出来%故通过

检测菌液
$(&0+

处的吸光值来测定菌液中胞外核酸的含

量$从而了解细胞膜的破坏程度%由图
#

可知$随着作用时

间的延长$

XRG

组与
X?G

组的吸光值明显高于对照组$且在

$

"

8E

时其吸光值快速上升$分别从
&4$&%

$

&4!"!

增加到

&4'!%

$

"4$8%

(处理
8E

后$试验组的吸光值显著高于对照组

!

&4!%

#!

Z

#

&4&%

#(对照组的吸光值随时间的延长其增速较为

缓慢%由此可见$复合保鲜剂对细菌细胞膜有一定的破坏作

用$且破坏强度与保鲜剂浓度呈正相关%

!!

当复合保鲜剂破坏细胞膜后$菌体的保护屏障被打破$

菌体内部电解质外泄至培养液中$从而使培养液的电导率值

上升)

"'

*

%因此$可通过菌液电导率值的变化来了解细菌细

胞膜的通透性变化)

$&

*

%由图
%

可知$在
&

"

8E

时$

XRG

组和

图
#

!

复合保鲜剂对腐生葡萄球菌膜完整性的影响
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图
%

!

复合保鲜剂对腐生葡萄球菌细胞质渗漏的影响
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X?G

组菌悬液的电导率明显高于对照组$且随着时间的延

长$

XRG

组和
X?G

组的电导率值显著增大$而对照组增速较

为缓慢%

!!

&E

时$

X?G

组+

XRG

组和对照组的电导率分别为

"(4#(%

$

"(4!#$

$

"(4#($

#

I

'

7+

$说明试验组培养液中含有的

复合保鲜剂和对照组中含有的去离子水的电导率基本一致$

故排除了由于培养液成分不同造成的影响%在
&

"

"E

时$

对照组的电导率增加较明显$在其后时间中电导率增加较缓

慢$维持在相对稳定的状态$与蓝蔚青等)

"'

*研究结果一致$

对照组菌悬液的相对电导率在
&

"

$E

时增加较快$可能与

对照试验采用的无菌去离子水有关$菌体在该环境生长$本

身就会发生部分裂解而导致电导率上升(也有可能是细菌在

正常的生长代谢期间$选择性透过
B

Y

+

]

Y

+

;,

Y

+

G,

$Y等离

子)

$&

*

$培养液积累了这些小分子物质使得电导率明显增加%

试验组在
&

"

"E

时$电导率显著增加$

X?G

组和
XRG

组的电

导率增速分别为
"488%

$

"4!&%

#

[

'!

7+

,

E

#(在
"

"

8E

时$电导

率虽增加显著$但增速放缓$分别为
&4"%

$

&4"D

#

[

'!

7+

,

E

#$可

能是复合保鲜剂对细胞膜的破坏作用在培养前期已发挥较

大作用$导致大量菌体细胞膜破裂%

$(&0+

吸光值与电导

率测定结果较一致$根据以上结果推测$复合保鲜剂使菌体

细胞膜受到破坏或渗透性增加$导致胞内电解质大量泄露至

培养液中$影响其正常代谢$最终导致死亡%

$4(

!

复合保鲜剂对细菌细胞形态的影响

对照组和
X?G

组中腐生葡萄球的电镜扫描结果见

"("

贮运与保鲜
!

$&"8

年第
#

期



图
(

%从图
(

中可看出$对照组的菌体细胞较完整+胞体呈立

体球状且饱满$细胞表面完整+光滑(经
X?G

浓度处理
"$E

后$菌体表面出现不平整$部分细胞表面出现凹陷+干瘪$一

部分菌体出现成团的破裂$使内容物逐渐渗出至胞外%由此

可见$复合保鲜剂对菌体有损伤作用$使菌体细胞表面破损%

图
(

!

处理
"$E

的腐生葡萄球菌的扫描电镜图

T-

1

3>5(

!

[7,00-0

1

5.57H>:0+-7>:I7:

=L

:K!1/

F

;

4

<(9(99?>

>/

F

'(

F

;

4

1%9?>H>5,H56K:>"$E

!

!

结论
以配比浓度为山梨酸钾

"4&

1

'

@

+双乙酸钠
&4%

1

'

@

与异

抗坏血酸钠
$4&

1

'

@

的混合液为复合保鲜剂$作用于腐生葡

萄球菌具有较好的抑菌效果%研究表明$复合保鲜剂的
XRG

为
"&'

#

1

'

+@

$

X?G

为
$"'

#

1

'

+@

%复合保鲜剂对腐生葡

萄球菌有较好的抑菌活力$并且能明显抑制菌体繁殖%胞外

碱性磷酸酶含量+核酸含量和电导率的测定结果较一致$表

明复合保鲜剂对腐生葡萄球菌的细胞壁和细胞膜均有影响$

破坏了细胞的完整性%经复合保鲜剂处理的腐生葡萄球菌

菌体细胞发生了表面凹陷+干瘪和破裂现象%腐生葡萄球菌

是虾皮贮藏过程中的主要优势腐败菌$本研究为虾皮贮藏和

流通中的保鲜应用提供了一定参考%
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