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摘要!以德尔卑沙门氏菌!

A/0F%&900/D;@E

C

"

(D

#为研究

对象"通过高温培养驯化获得高温耐受性
(D

"研究其在

环境胁迫条件下的耐受性$经高温驯化后"

%% j

处理

'&-/3

"高温耐受菌株的存活率是对照菌株存活率的

"7%

倍$在
B

T$7&

"

'79

环境下"高温耐受菌株存活率高于

对照组"但处于碱胁迫过程中"高温耐受菌株变得更加敏

感"

B

T"'

处理
$&-/3

"对照组存活率为
$$7!$Q

"高温耐

受菌株完全被杀灭$在乙醇&

=.F0R

环境下"高温耐受菌

株相较于对照组更加敏感)但在
"'%--80

*

\T

'

R

'

条件

下"高温耐受菌株存活率高于对照组!

$&7&%Q

#存活率)对

W'&j

冷冻处理前期"其耐受性明显高于对照组$

(D

经

高温胁迫后提高对酸&

T

'

R

'

&低温的交叉抗性"同时也增

加对碱&乙醇&

=.F0R

等胁迫的敏感性"联合使用有助于

提高灭菌效果$

关键词!德尔卑沙门氏菌)高温耐受性)胁迫抗性
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在世界范围内&每年由沙门氏菌引起的食物中毒事

件达到
!&$&

万件&造成
"%7%

万人死亡)

"

*

$在中国&细菌

性食物中毒事件中&

#&Q

"

!&Q

是由沙门氏菌引起

的)

"W$

*

'沙门氏菌感染人体后潜伏期短&发病突然&能引

起感染者的腹泻+发热等症状&严重者会引起菌血症)

9

*

'

沙门氏菌致病主要是通过食源性感染引起的&全球沙门

氏菌病病例中有
!%76Q

是食源性感染)

%

*

'沙门氏菌包括

'6&&

多个血清型&但污染食品的血清型主要集中在肠炎

沙门氏菌亚种中的部分血清型)

6

*

'德尔卑沙门氏菌

!

A/0F%&900/D;@E

C

#在中国的猪肉+鸡肉类食品中检出率

较高)

#W!

*

'食品在加工过程中&不同胁迫条件的复合作

用&有助于提高食源性致病菌的抵抗能力&降低杀菌效

果&将引起重要的食品安全问题)

*

*

'

P83

5

等)

"&

*发现&当

沙门氏菌经过亚致死!

9%j

+

$-/3

#处理后&其耐热性明

显提高'有研究)

"&W"'

*表明&热适应性沙门氏菌对
G[

辐

射的抗性增加$当沙门氏菌处于干燥环境下&其高温的耐

受性也会相应增强'经过亚致死高温胁迫能改变沙门氏

菌毒性基因的表达&提高宿主细胞的被感染率)

"$

*

'

在食品加工及贮藏过程中&沙门氏菌会受到多种胁

迫因子的交叉协同作用&造成其对环境耐受性的改变'

研究)

"9

*发现&酸适应性沙门氏菌当遇到低温+高温+高渗

等环境下&其存活率显著高于非适应性菌&但对
=.F0R

等

)&
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消毒剂却更为敏感'在食品加工过程中&加热处理是最

常用的一种灭菌手段&可有效消除食品及加工器具上的

食源性致病菌&防止致病菌的传播'当加工过程中加热

温度及时间未达到灭菌要求时&会造成污染的沙门氏菌

处于亚致死状态&促使其开启热胁迫应答机制维持其正

常的生命活动&从而提高其对高温胁迫的耐受性)

"%

*

'然

而&在食品加工过程中沙门氏菌常处于多种胁迫因子的

共同作用'因此&针对高温耐受沙门氏菌对其他胁迫因

子交叉抗性的研究将变得非常重要'本试验拟以德尔卑

沙门氏菌!

(D

#为对象&主要研究沙门氏菌经高温胁迫后&

对其他环境胁迫因子的耐受性影响&为食品加工业针对

高温耐受沙门氏菌选择合适灭菌+保藏技术提供理论

指导'

"

!

材料与方法
"7"

!

材料与试剂

德尔卑沙门氏菌!

A7D;@E

C

#"中国医学微生物菌种保

藏中心!

F:FF%&#"*

#'

柠檬酸+

=.F0R

"分析纯&上海麦克林生化科技有限

公司$

乙酸+

=.F0

+

$&Q

过氧化氢+乙醇!

*%Q

#"分析纯&上

海麦克林生化科技有限公司$

\_

培养基"青岛海博生物技术有限公司$

胰蛋白酶大豆蛋白胨培养基!

A(_

#"青岛海博生物技

术有限公司'

"7'

!

仪器与设备

二级生物安全柜"

_(F,""&&

)

N',i

型&济南鑫贝西

生物技术有限公司$

台式恒温培养箱"

ATa,*'N

型&上海跃进医疗器械

有限公司$

智能恒温恒湿培养箱"

\TX,"6&

型&上海三发科学仪

器有限公司'

"7$

!

方法

"7$7"

!

德尔卑沙门氏菌高温耐受株驯化
!

德尔卑沙门氏

菌!

F:FF%&#"*

#经
\_

液体培养基活化后&划线培养&挑

取单菌落&转接到
\_

液体培养基&

9$j

+

"!&@

(

-/3

培养

$62

&再接到
\_

固体培养基&

9$j

培养&如此反复进行多

轮驯化'将驯化获得的高温耐受菌株和对照菌株分别接

入
\_

液体培养基&

$#j

+

"!&@

(

-/3

培养
"&2

&平板菌落

计数法获得以上菌株的初始浓度'同时&各取
"-\

培养

液&

"&&&&@

(

-/3

离心
"-/3

&弃上清&分别加入
"-\

无

菌生理盐水&重悬'将两管菌液置于
%%j

&处理
'&

&

'%

&

$&-/3

&用无菌生理盐水
"&

倍梯度稀释&取适宜稀释度平

板菌落计数'按式!

"

#计算存活率&评价德尔卑沙门氏菌

高温耐受株的耐受性)

"9

*

'

存活率
m

!处理后菌落数对数值(处理前菌落数对数

值#

k"&&Q

' !

"

#

"7$7'

!

高温耐受稳定性分析
!

将德尔卑沙门氏菌高温耐

受菌株连续培养
"&

代&经
%%j

水浴&处理
$&-/3

&测定

高温耐受菌株和对照菌株的存活率'

"7$7$

!

高温耐受
(D

菌株环境胁迫抗性分析
!

高温耐受

菌株和对照菌株&分别经
\_

液体培养基&过夜培养&取

"-\

菌液离心&弃上清&根据以下方法处理&测定高温耐

受
(D

的环境胁迫性分析'酸胁迫"用柠檬酸或乙酸分别

将生理盐水的
B

T

调整到
'79

&

$7&

&各取
"-\

加入&重悬

菌体!处理
$&-/3

#$碱胁迫"用
=.RT

将生理盐水的
B

T

调整至
"&

&

""

&

"'

&各取
" -\

加入&重悬菌体!处理

$&-/3

#$乙醇胁迫"配置
6&Q

&

6%Q

&

#&Q

的乙醇溶液&各

取
"-\

加入&重悬菌体!处理
$-/3

#$过氧化氢胁迫"将

$&Q T

'

R

'

与无菌水配置成
'%

&

#%

&

"'%--80

(

\

的溶液&

各取
"-\

&重悬菌体!处理
$&-/3

#$次氯酸胁迫"用无菌

水分别配置
&7"Q

&

&7%Q

&

"7&Q=.F0R

溶液&各取
"-\

&

重悬菌体!处理
"%-/3

#$低温胁迫"用
"-\

生理盐水重

悬菌体后&置于
W'&j

冰箱冷冻处理
''<

'以上菌体经

过环境胁迫处理后&

"&&&&@

(

-/3

离心
"-/3

&弃上清液&

加入
"-\

生理盐水重悬&利用平板菌落计算法对胁迫前

后菌落计数&计算胁迫后菌体存活率'

"7$79

!

数据统计分析
!

每组试验设
$

次重复&利用
(X((

"*7&

和
R@/

5

/3#7&

软件对数据进行分析和绘图'

'

!

结果与分析
'7"

!

高温耐受
(D

菌株驯化及高温耐受稳定性

(D

经长时间
9$j

驯化培养&获得的菌株&在
%%j

胁迫条件下的存活率如图
"

所示'当胁迫时间仅为

'&-/3

时&高温耐受菌株的存活率达到
6"7*Q

&而对照菌

株的存活率仅达到
9"7"*Q

&差异显著$当胁迫时间增加

到
'%-/3

后&高温耐受菌株的存活率也显著高于对照菌

"

表示差异显著!

X

$

&7&%

#

图
"

!

高温耐受
(D

菌株和对照菌株在
%%j

不同

处理时间的存活率
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株$但随着胁迫时间的延长&驯化菌株的存活率略高于对

照菌株'表明经高温驯化后&对高温胁迫的耐受性具有

胁迫时间的相关性&随着胁迫时间延长&耐受性降低'

!!

高温耐受菌株和对照菌株分别经
"&

次传代后&在

%%j

胁迫条件下&高温耐受菌株的存活率为
9#7$Q

仍高

于非耐受菌株的
$!7#$Q

&该结果表明&驯化后的菌株仍

保持较好的高温耐受性'

'7'

!

高温耐受
(D

菌株酸胁迫抗性

利用柠檬酸或乙酸配置
B

T$7&

&

'79

的无菌生理盐水

溶液&重悬高温耐受菌株和非高温耐受菌株&室温放置

$&-/3

&存活率结果见图
'

'当菌体处于柠檬酸配置的

B

T$7&

胁迫条件下&高温耐受菌株和非高温耐受菌株的

存活率均最高&但驯化后菌株的存活率!

*#7#*Q

#仍高于

未被驯化的菌株!

!%7*"Q

#'当处于
B

T$7&

环境下&柠檬

酸处理后的高温耐受菌株和对照菌株的存活率要高于乙

酸处理后的高温耐受菌株和对照菌株&表明在此条件下

乙酸对
(D

的杀菌效果更好'当菌株处于
B

T'79

胁迫条

件下&柠檬酸处理的高温耐受菌株的存活率略高于非高

温耐受菌株的存活率$乙酸处理后&非高温耐受菌株完全

灭活&高温耐受菌株的存活率达到
967#Q

&具有显著性'

以上结果表明&

(D

的高温耐受性增强&同时也提高了对

酸环境胁迫的抗性'但有研究)

"6

*结果显示&当沙门氏菌

长期处于低酸环境&反而降低沙门氏菌对高温的耐受性'

'7$

!

高温耐受
(D

菌株碱胁迫抗性

如图
$

所示&当沙门氏菌处于低碱环境下&高温耐受

菌株和对照菌株的存活率均较高$在
B

T"&

胁迫条件下&

对照菌株!

*"7&'Q

#的存活率仅高于高温耐受菌株

!

!67'"Q

#存活率
97!"Q

&差异不显著$在
B

T""

胁迫条件

下&高温耐受菌株和对照菌株存活率相差
#7"6Q

&与

B

T"&

胁迫条件的结果相似'当
(D

处于
B

T"'

时&对照

"

表示差异显著!

X

$

&7&%

#$

**

表示差异极显著

图
'

!

高温耐受
(D

菌株和非高温耐受菌株

在酸胁迫的存活率
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图
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高温耐受
(D

菌株和非高温耐受菌株在

碱胁迫的存活率
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菌株的存活率下降明显达到
$$7!$Q

&而高温耐受菌株甚

至全部死亡'该结果表明&高温耐受
(D

对碱环境较为敏

感&其抗性较差&可以采取碱处理方式提高对高温耐受

(D

的灭菌效果'

'79

!

高温耐受
(D

菌株乙醇胁迫抗性

在相同胁迫时间下&乙醇浓度从
6&Q

增加到
6%Q

时&对照菌株和高温耐受菌株的存活率均大幅下降&对照

菌株和高温耐受菌株的存活率分别下降了
9#7&$Q

&

$*766Q

'当
6&Q

乙 醇 胁 迫 时&对 照 菌 株 的 存 活 率

!

!'7*$Q

#是高温菌株存活率!

667&9Q

#的
"7'6

倍&差异显

著$当
6%Q

的乙醇溶液短时处理后&对照菌株的存活率

!

$%7*&Q

#是高温耐受菌株存活率!

'67$!Q

#的
"7$6

倍&差

异显著'但当处于
6%Q

&

#&Q

乙醇浓度时&高温耐受菌株

存活率变化较小'本研究发现&高温耐受
(D

对乙醇的敏

感度更大&且随着乙醇浓度的升高&其消毒效果也更加明

显'但有研究)

"#

*表明&沙门氏菌经低浓度的酒精!

%Q

#胁

"

表示差异显著!

X

$

&7&%

#

图
9

!

高温耐受
(D

菌株和非高温耐受菌株在

乙醇胁迫的存活率
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迫&有助于提高肠炎沙门氏菌的酒精耐受性&但对
%%j

高温胁迫影响较小'当微生物的胁迫顺序发生改变&将

直接影响沙门氏菌的耐受性'

'7%

!

高温耐受
(D

菌株过氧化氢胁迫抗性

过氧化氢利用活性氧的氧化能力&破坏原生质体&实

现对微生物消毒灭菌的目的&多用作食品及加工器械的

消毒剂)

"!

*

'如图
%

所示&随着环境中
T

'

R

'

浓度的提高&

高温耐受菌株的存活率影响不大&基本稳定在
*&Q

左右$

但对对照菌株的存活率影响较大&当
T

'

R

'

浓度从

#%--80

(

\

提升到
"'%--80

(

\

时&对照菌株的存活率

下降了
'#7#6Q

'以上结果表明&高温胁迫有助于提高

(D

对
T

'

R

'

氧化胁迫的耐受性&降低
T

'

R

'

对
(D

的消毒

灭菌效果'刘佳玫等)

"9

*发现酸适应性海德尔堡沙门氏菌

对
T

'

R

'

的耐受性增强'

""

表示差异极显著!

X

$

&7&"

#

图
%
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高温耐受
(D

菌株和非高温耐受菌株在过氧化氢

胁迫的存活率
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高温耐受
(D

菌株次氯酸钠胁迫抗性

选用
&7"Q

&

&7%Q

&

"7&Q

的次氯酸钠溶液对高温耐受

菌株胁迫处理&结果见图
6

'在不同浓度
=.F0R

溶液处

理
$&-/3

&高温耐受菌株的存活率低于对照菌株'该结

果表明&经高温耐受性处理后
(D

对
=.F0R

的敏感性增

加&增加了高温耐受菌株的死亡速率'有研究)

"*

*发现&酸

适应性鼠伤寒沙门氏对
=.F0R

胁迫条件的敏感性也有显

著提高'通过高温和酸处理&有助于提高
=.F0R

对
(D

的灭菌效果'

'7#

!

高温耐受
(D

菌株冷冻胁迫抗性

W'&j

冷冻保藏是食品冷藏&延长货架期常用的一

种食品保藏手段'将
(D

高温耐受菌株和对照菌株放置

W'&j

冰箱冷冻保藏
'

"

''<

&测定两种菌株的存活率&

结果见图
#

'当冷冻
'<

时&对照菌株存活率!

6%7!6Q

#下

降 明显&相比于高温耐受菌株的存活率!

!*7#Q

#下降了

图
6

!

高温耐受
(D

菌株和非高温耐受菌株在

=.F0R

胁迫的存活率
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表示差异显著!
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图
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高温耐受
(D

菌株和非高温耐受菌株在冷冻

胁迫的存活率
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'$7!$Q

&差异极显著$随着冷冻时间延长到
"$<

&对照菌

株存活率基本保持稳定&但延长到
''<

时&对照菌株的存

活率下降到
967''Q

'在相同时间的冷冻胁迫下&高温耐

受菌株的存活率均高于对照菌株的存活率'该结果表

明&未经过高温处理的
(D

对冷冻胁迫较为敏感&高温胁

迫能够增加
(D

对低温冷冻环境的抗性'

$

!

结论
沙门氏菌的最适生长温度在

$#j

&本研究在
9$j

条件下进行传代培养&经过多轮驯化后发现该菌株在

%%j

处理下的存活率明显高于对照菌株'因此&在实际

生产过程中&为达到消毒灭菌的效果&应采取足够的温度

和时间进行处理'

当沙门氏菌暴露在压力环境下能产生对其他胁迫条

件的联合耐受性)

'&W'"

*

'本试验揭示了高温耐受菌株对

其他食品加工+贮藏等胁迫环境下的存活状态&当沙门氏

"'

安全与检测
(NP+AV SO=(X+FAOR=

总第
'"'

期
"

'&"*

年
6

月
"



菌经过高温驯化后&对低酸+低温和
T

'

R

'

等胁迫条件具

有较好的耐受性&但对乙醇+碱和
=.F0R

等环境的耐受性

降低'沙门氏菌经高温胁迫后&启动自身的热胁迫抗性

调节网络&能够维持细胞正常的生命活动&但对其他环境

胁迫的耐受性表现存在较大差异'因此&对热抗性的调

控机制仍有待进一步的深入研究'
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