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乳酸菌细菌素
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对冷鲜鸡肉中

单增李斯特菌抑制效果研究
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摘要!以乳酸菌细菌素
*=K17>27\[

处理冷鲜鸡肉!进行

储藏试验&从感官评定%品质分析以及有害微生物抑制

情况考察该细菌素对冷鲜鸡肉的防腐保鲜效果&试验结

果显示$

&''F̂

)

0[

的细菌素保鲜液处理冷鲜鸡肉!可

抑制单增李斯特菌的生长!减缓挥发性盐基氮"

P_Q/Z

#

含量增加以及
N

V

上升!减缓肉质劣变'在
+C

储藏条件

下!一级冷鲜肉存储期由
+<

延长至
%<

&表明该乳酸菌

细菌素对冷鲜鸡肉延长储藏期具有积极效果&

关键词!乳酸菌细菌素'单增李斯特菌'鸡肉'保鲜
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中国是肉品生产大国也是消费大国'国家统计局发

布数据+

"U,

,显示'
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年中国肉类总产量分别为
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'其中禽肉产量分别占
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'禽肉在中国肉品消费中占比逐年上升(

目前'中国消费的生肉主要以热鲜肉-冷鲜肉和冷冻肉
!

种形式供应市场+

#

,

(其中'冷鲜肉因具有质地柔软-营养

价值高-汁液损失少等独特优势'在消费市场上越来越受

消费者青睐+

$

,

(一般情况下'健康禽畜的肉质是无菌肉'

然而在经历禽畜屠宰-胴体清洗分割-肉品加工等肉类工

业生产流通环节'肉的表层极易受到有害微生物的污染'

造成营养物质流失与腐败'破坏肉的感官品质'传播食源

性疾病'危害人们的营养和健康+

%U-

,

(因有害微生物污

染肉及其制品引起的公众食品安全事件层出不穷'一直

是社会舆论的焦点+

"'

,

(

微生物污染是中国乃至全球食品安全的首要问题(

冷鲜肉在生产加工流通中不可避免受到环境和动物肠

道-表皮等微生物的侵染'常见的有大肠杆菌-沙门氏菌-

李斯特菌等病原微生物+
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(其中'李斯特菌在自然环
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境中分布极为广泛'特别是可食用的肉类-禽类-蛋类-乳

制品-蔬菜等都是其良好的宿主+

",U"#

,

(李斯特菌具有很

强的适应能力'即使在
+ C

的冷藏环境下仍可生长繁

殖+

"$

,

'而且通常的热加工处理不能完全杀灭该病原微生

物+

"%

,

(该菌属中的单增李斯特菌是一种危害性非常严重

的病原菌'可以导致严重的人畜共患传染病'如脑膜炎-

败血症-流产和单核细胞增多等'由它引起的李斯特菌病

致死率超过
&,b

+

"#

,

(近年来'世界各地爆发多起单核细

胞增生李斯特氏菌引起的中毒事件'使得李斯特菌成为

了研究食品安全防控的热点+

"-U&'

,

(为此'抑制李斯特菌

的生长'控制其对食品的污染'对保障食品质量安全具有

至关重要的现实意义+

&"

,

(

由于李斯特菌在冷藏温度下仍可以生长繁殖'这是

目前冷鲜肉加工储藏中的难点问题'因此'亟需寻求控制

冷鲜肉中李斯特菌生长的有效方法(细菌素是一类由细

菌产生的具有抑菌活性的蛋白质或者多肽'其对目标细

菌的生长抑制作用具有浓度低-效率高的特点+

&&U&,

,

'且

在人体内可被降解'具有无毒-无残留-高效-耐酸-耐高

温-无抗药性等特点+

&#U&$

,

(在对化学防腐剂的安全隐患

越来越重视的今天'食品级微生物来源的细菌素作为生

物防腐剂的应用符合消费者对于安全-健康和天然的要

求+

&%

,

(乳酸菌细菌素具有安全-高效且无毒副作用和无

抗药性等诸多优点+

&-

,

'受到从事食品防腐剂+

!'

,

-饲料添

加剂以及医药开发等相关科研人员的极大关注'是目前

国内外的重要研究热点之一+

!"U!,

,

(

Z2B27

是首个商业应

用的乳酸菌细菌素'具有广谱抑菌性'但在食品工业应用

中专一性抑菌细菌素的研究开 发 鲜 有 报 道(课 题

组+

!#U!$

,前期从西班牙干酪中分离出一株耐久肠球菌'研

究发现其可产生一种新型细菌素
*=K17>27\[

'具有靶向

抑制李斯特菌生长的特性(将该细菌素应用于食品保鲜

时有望避免广谱杀菌细菌素
Z2B27

对食品中有益菌的抑

制'在不影响食品正常菌群的前提下达到对病源李斯特

菌的专一性抑制(

本研究以乳酸菌细菌素
*=K17>27\[

处理冷鲜鸡肉

进行储藏试验'从感官评定-品质分析以及有害微生物抑

制情况考察该细菌素作为冷鲜鸡肉防腐保鲜效果'为开

发新型天然安全高效食品防腐保鲜剂提供新思路(
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材料与方法
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材料与仪器

":":"
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材料与试剂
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#!表达菌株#"内含本实验室构建

的
N
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质粒'用于表达细菌素
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单增李斯特菌!

FS:9,9;

5

C9

2

0,0BW>JHHF

#"江苏省

疾病预防控制中心提供'本实验室保藏$

冷鲜鸡肉"购自南京市苏果超市$

QVA

培养基-

[Q

肉汤培养基"北京路桥技术股份有

限公司$

氨苄青霉素"美国
F0;K;B>J

公司$

ADP\

!异丙基硫代半乳糖苷#"

QQA

生命科学公司$

宽范围彩色预染蛋白质
?1KS;K

"天根生化科技有限

公司$

V2BPK1

N

VD

-

\WPK1

N

+Q

亲 和 色 谱 柱"美 国
\.

公司$

肠激酶"

'

,:'^

*

#

[

'上海生物工程科技有限公司$

其他试剂"分析纯'国药集团化学试剂有限公司(

":":&

!

主要仪器设备

电泳仪"

*((/#E

型'北京六一仪器厂$

全自动凝胶成像分析仪"

\;3*J>a@j

型'美国
Q2J/

@1<[1RJK1HJK2;B

公司$

纯水机"

?2332/̀

型'美国密理博公司$

落地式高速冷冻离心机"

f/&#aD

型'美国
Q;>S017

EJ=3H;K

公司$

紫外 可 见 分 光 光 度 计"

/̂!-''

型'日 本
V2H1>62

公司$

恒温振荡器"

PVg/*

型'江苏太仓市强乐实验设备

有限公司$

生物安全柜"

"!''/F&

型'美国赛默飞世尔科技有限

公司$

N

V

计"

DVW/!E

型'上海精密科学仪器有限公司$

酶标仪"

W

N

;>HK1?14?&;

型'美国
?J3;>=31K*;L2>;B

公司$

蛋白纯化系统"

F]PF

型'美国
\.

公司(
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方法
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!
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的制备
!

参照文献+

!%

,制备细菌素(

按照文献+

!-

,的方法测定制备的细菌素效价'并配置
'

!不含细菌素'用作对照#'

,'

'

"''

'

&''

'

+''F̂

*

0[

的保

鲜液备用(

":&:&

!

单增李斯特菌菌悬液制备
!

参考文献+

+'

,方法'

培养并制备
":'&c "'

!

E)̂

*

0[

单增李斯特菌菌悬液

备用(

":&:!

!

冷鲜鸡肉处理及储藏试验
!

将冷鲜鸡肉分割为块

状'每块
+'

8

左右(置于超净工作台紫外灯下灭菌处理

"6

后浸润于
":&:&

中配置的单增李斯特菌菌悬液中保持

"027

'取出晾干
&6

后'再浸润于
":&:"

中制备的

*=K17>27\[

保鲜液中保持
"027

'取出沥干后装入无菌

密封袋中(以上操作均在生物安全柜中进行(试验设置

两组对照"

(

未侵染单增李斯特菌组$

)

侵染单增李斯

%"!

"

_J3:!,

$

ZJ:!

吴学友等!乳酸菌细菌素
*=K17>27\[

对冷鲜鸡肉中单增李斯特菌抑制效果研究



特菌
j'F̂

*

0[

保鲜液处理组(将上述装入无菌密封

袋中样品全部转移至
+C

培养箱进行储藏试验'每隔一

段时间取样检测'直至样品判定为变质肉'终止试验(

":&:+

!

感官评定
!

参照文献+

+"

,(

":&:,

!N

V

测定
!

称取
&

8

样品置于准备好的研钵中'加

入
"%0[

去离子水'进行充分研磨后'用
N

V

计测量浆液

的
N

V

值(

":&:#

!

挥发性盐基氮测定
!

按
\Q

*

P,''-:++

)

&'"#

中

半微量定氮法执行(

":&:$

!

单增李斯特菌生长曲线
!

取
":&:!

中储藏试验的

样品'加入
,0[

灭菌生理盐水洗涤样品'制备单增李斯

特菌菌悬液'按照通用平板计数法对冷鲜鸡肉储藏期单

增李斯特菌进行计数'绘制单增李斯特菌生长曲线(

":&:%

!

数据处理
!

本研究试验均设置
!

平行'试验数据

结果用平均值
d

标准差表示(采用
AQ?WDWWL"-:'

数据

统计分析软件对试验数据进行处理(

&

!

结果与讨论

&:"

!
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的制备

本实验室基于大肠杆菌表达载体
N

\.a/#

N

/"

'成功

构建出融合
\WP

和
V2B

的双标签融合
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表达

载体
N

\.a

*

62B/<=KFQ

'将构建好的表达载体转化进大肠

杆菌表达菌株
@JB;HH1

!

*.!

#进行
ADP\

诱导表达(对表

达菌体进行超声破碎处理后'利用
V2BPK1

N

VD

-

\WPK1

N

+Q

亲和色谱柱对表达蛋白进行分离纯化'用肠激酶酶切

处理后得到游离的
*=K17>27\[

(利用双标签纯化确保

获得高纯度细菌素(试验结果如图
"

所示'制备的细菌

素
VD[E

-

?W

以及
W*W/DF\.

检测结果均表明获得了高

纯度细菌素
*=K17>27\[

(图
"

!

<

#显示'制备的细菌素
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对指示菌单增李斯特菌和无害李斯特菌均

有显著的抑菌效果'形成的抑菌圈清晰可见(制备的细

菌素
*=K17>27\[

检测结果与
f=

等+

!%

,报道一致(

图
"

!

细菌素
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分离纯化以及抑菌活性
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8
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!

冷鲜鸡肉储藏试验

&:&:"

!

感官评定
!

鸡肉属于典型的白肉'与红肉!如猪

肉-牛肉等#相比'其蛋白质含量更高'而且鸡肉的肌纤维

相对更加纤细'有利于微生物生长繁殖+

+&U++

,

(如图
&

所

示'随着储藏时间的增加'冷鲜鸡肉各感官指标均呈下降

趋势(储藏至
"#<

+图
&

!

<

#,时'细菌素含量
&''F̂

*

0[

和
+''F̂

*

0[

保鲜液处理组'冷鲜鸡肉仍具有较高评

分'可见细菌素含量
&''F̂

*

0[

和
+''F̂

*

0[

保鲜液

处理组可以显著地延缓冷鲜鸡肉的品质劣变'而储藏
%<

+见图
&

!

>

#,时'细菌素含量低于
"''F̂

*

0[

保鲜液处理

组'冷鲜鸡肉已经劣变严重'说明低浓度细菌素保鲜液对

冷鲜鸡肉的品质劣变延缓作用有限(

&:&:&

!N

V

!

图
!

为冷鲜鸡肉储藏期内
N

V

变化规律'冷

鲜鸡肉初始
N

V

值为
#:"&

'样品较为新鲜(在
"#<

的储

藏期内'各处理组样品
N

V

均呈现先下降然后持续上升的

规律性'原因是生鸡屠宰后'其体内肌糖原会经无氧酵解

形成酸性物质)))乳酸'引起鸡肉
N

V

下降'随后'在微生

物以及内源酶的分解作用下'蛋白质分解出碱性物质'如

胺类等'为此'鸡肉
N

V

呈现出上升趋势(高浓度细菌素

保鲜液处理组'

N

V

上升较慢'单增李斯特菌生长繁殖受

细菌素抑制对肉中蛋白质-脂肪等分解作用相对减弱(

&:&:!

!

挥发性盐基氮!

P_Q/Z

#含量
!

图
+

为冷鲜鸡肉储

&"!

贮运与保鲜
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图
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!

冷鲜鸡肉储藏期内
P_Q/Z

含量
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8
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EJ7H;7HJMP_Q/Z27>6233;<>62>S;7

<=K27

8

WHJK1

8

;

藏期内
P_Q/Z

含量变化规律'在储藏
#<

时'

'F̂

*

0[

和
,'F̂

*

0[

细菌素保鲜液处理组样品
P_Q/Z

含量已

超过
\Q"#%#-

)

&'',

规定!低于
",0

8

*

"''

8

#(1中华

人民共和国卫生部食品检查方法理化部分2的划分标准

将肉分 为
!

个 等 级'即"一 级 鲜 肉 !

P_Q/Z

含 量
3

",0

8

*

"''

8

#'二级鲜肉!

",0

8

*

"''

8#

P_Q/Z

含量
3

&'0

8

*

"''

8

#和变质肉!

P_Q/Z

含量
&

&'0

8

*

"''

8

#(储

藏至
"&<

时'细菌素浓度超过
"''F̂

*

0[

的处理组样品

仍属于二级鲜肉'可见细菌素
*=K17>27\[

对单增李斯特

菌抑制'一方面减少了该食源性病原菌的增长'另一方面

也间接减缓冷鲜鸡肉的变质进程(细菌素
&''F̂

*

0[

和

+''F̂

*

0[

保鲜液处理组的冷鲜鸡肉储藏
&

周时'仍可

保持二级鲜肉的品质(

'F̂

*

0[

保鲜液处理组样品在

储藏至第
"'

天时'

P_Q/Z

含量已经超过
&,0

8

*

"''

8

'

属于变质肉'失去继续储藏价值(

&:&:+

!

单增李斯特菌生长曲线
!

按照菌落总数对肉品新

鲜度进行分类的标准'可分为一级鲜肉!菌落总数不超过

"'

#

E)̂

*

8

#'二级鲜肉!菌落总数介于
"'

#

"

"'

%

E)̂

*

8

#

和腐败肉!菌落总数超过
"'

%

E)̂

*

8

#

+

#

,

(一般来说'将菌

落总数
"'

#

E)̂

*

8

作为区分肉品新鲜与否的分界线+

+,

,

(

图
,

为根据单增李斯特菌计数绘制的冷鲜鸡肉储藏期内

单增李斯特菌的生长曲线'试验结果显示"冷鲜鸡肉样品

储藏
"'<

时'

'F̂

*

0[

和
,'F̂

*

0[

保鲜液处理组中

单增李斯特菌计数已经到达
"'

#

E)̂

*

0[

'可见'即使低

温条件下'单增李斯特菌的生长繁殖依然发生'少量的细

'"!

"

_J3:!,

$

ZJ:!

吴学友等!乳酸菌细菌素
*=K17>27\[

对冷鲜鸡肉中单增李斯特菌抑制效果研究



图
,

!

冷鲜鸡肉储藏期单增李斯特菌生长曲线
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2

0,0B27>6233;<

>62>S;7<=K27

8

WHJK1

8

;

菌素不足以抑制其对肉品的破坏(

!

!

结论
本研究采用对李斯特菌具有专一抑制作用的乳酸菌

细菌素
*=K17>27\[

处理冷鲜鸡肉进行储藏试验'评估该

乳酸菌细菌素对冷鲜鸡肉中单增李斯特菌的抑制效果(

研究发现'

*=K17>27\[

可有效控制冷鲜鸡肉中单增李斯

特菌菌落总数和
P_Q/Z

含量'有效延长冷鲜鸡肉储藏

期(综合试验结果和成本控制'

&''F̂

*

0[

的细菌素保

鲜液可应用于冷鲜肉加工储藏'有望解决目前冷鲜肉加

工储藏中李斯特菌难以控制的问题'但是乳酸菌细菌素

*=K17>27\[

在肉品保藏中的抑菌机理以及在食品工业

中的应用仍需深入研究与探索(
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