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摘　要：为探究超高压处理对单增李斯特菌被膜形成能力的影响。以 ２株 ４ｂ血清型的单增李斯特菌
（ＷａＸ１２、ＡＴＣＣ１３９３２）为研究对象进行超高压处理（１００～５００ＭＰａ，１５ｍｉｎ，２０℃），通过２４孔板结晶紫染色方
法对２株菌生物被膜形成能力进行检测，结合荧光显微镜和扫描电镜来观察生物被膜形成情况。ＷａＸ１２比
ＡＴＣＣ１３９３２形成被膜的能力强。１００ＭＰａ压力处理显著增强ＷａＸ１２的被膜形成能力（Ｐ＜０．０５），２００ＭＰａ压
力处理使ＡＴＣＣ１３９３２被膜形成量显著增多（Ｐ＜０．０５），而大于３００ＭＰａ的超高压处理使２株菌的被膜形成量
均显著减少（Ｐ＜０．０５）。荧光显微镜和扫描电镜观察结果与结晶紫染色结果相符，超高压处理对２株单增李
斯特菌被膜形成能力均有影响。小于２００ＭＰａ压力处理后单增李斯特菌被膜形成能力增强，并在４８ｈ后被
膜形成量达到最大值。
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　　单核细胞增生李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）
是一种典型的兼性胞内寄生的革兰氏阳性致病

菌［１］，临床上该病的病死率高达２０％ ～３０％［２］。

单增李斯特菌通常以生物被膜的形式存在，成熟

的生物被膜更是对理化因子、杀菌剂、抗生素等

具有较强抵抗力［３］。ＫＡＤＡＭ等［４］发现营养较低

的培养基能促进单增李斯特菌生物被膜的形成；

ＬＥＥ等［５］发现０．５％的过氧乙酸并未对生物被膜
态的单增李斯特菌产生影响。单增李斯特菌由

于生物被膜的存在，使其抵御外界不良环境的能

力增强，以致细菌难以去除。

超高压（Ｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅ，ＵＨＰ）杀菌技术
是在常温或指定温度下，将食品置于压力系统

中，以水或其他液体作为传压介质，经过１００ＭＰａ
以上压力处理而达到杀菌、灭酶并改善食品功能

特性等效果的食品加工技术［６］。虽然超高压处理

能较好保留食品原有品质，但却无法彻底灭活食

品中所有的微生物，而残留的微生物，尤其是细

菌孢子和亚致死后恢复活性的营养体对食品的

安全性构成隐患［７］。ＬＩＮＴＯＮ等［８］在对含单增李

斯特菌的乳制品进行超高压处理研究中发现，

５００ＭＰａ、１０ｍｉｎ、２０℃处理虽能够降低单增李斯
特菌的活菌量，但仍有细菌存活并繁殖；

ＰＡＴＴＥＲＳＯＮ等［９］将有单增李斯特菌的鸡肉进行

６００ＭＰａ、２ｍｉｎ、２０℃处理后也发现了活菌的存
在。在适宜条件下，存活的单增李斯特菌能继续

繁殖，并形成生物被膜增加了食品的食用危害。

已有研究报道超高压处理不能将单增李斯

特菌全部灭活，但超高压处理对单增李斯特菌生

物被膜形成能力的影响尚未有研究，因此本研究

选取了两株４ｂ血清型单增李斯特菌进行超高压
处理并比较超高压处理对单增李斯特菌生物被

膜形成能力的影响。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种与试剂

单增李斯特菌 ＡＴＣＣ１３９３２（血清型４ｂ）购自
上海疾控中心、单增李斯特菌ＷａＸ１２为本实验室
从牛奶中分离的菌株（血清型４ｂ）；ＰＡＬＣＡＭ培养
基、脑心浸出液（ＢＨＩ）、胰蛋白胨大豆琼脂 ＴＳＡ
培养基均购自陆桥生物有限公司；乙醇、甲醇、磷

酸缓冲液（ＰＢＳ）均购自北京国药集团化学试剂有
限公司；结晶紫购自生工生物技术有限公司；

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ购自索莱宝生物技术有限公司。
１．１．２　主要仪器

ＨＰＰ．Ｌ２６００／２超高压设备购自华泰森淼有
限公司；２４孔板（ｃｏｒｎｉｎｇ）购自生工生物技术有限
公司；ＢｉｏＴｅｋ酶标仪ＳｙｎｅｒｇｙＴＭＭｘ购自基因有限
公司；荧光显微镜ＡｘｉｏｖｅｒｔＡ１购自卡尔·蔡司股
份公司；Ｓ３４００ＮＳＥＭ扫描电镜购自日立公司。
１．２　菌悬液的制备

无菌挑取冻存于－８０℃的单增李斯特菌，用
三线法划线接种于ＰＡＬＣＡＭ培养基上３７℃培养
活化２４ｈ获得单菌落，挑取一个菌落于５ｍＬ脑
心浸出液 ＢＨＩ培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ过夜
培养，以１％的接种量接入５ｍＬＢＨＩ培养基中，
３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养再次活化，离心（６０００
ｒ／ｍｉｎ、４℃、１５ｍｉｎ），弃上清液后用０．８５％生理
盐水悬浮沉淀，调整菌液浓度，活菌数达到约１０９

ｃｆｕ／ｍＬ。
１．３　超高压处理

将制备好的单增李斯特菌菌悬液分装于无

菌的冻存管，每管约３ｍＬ。将冻存管置于超高压
加压釜中，分别采用 １００、２００、３００、４００和 ５００
ＭＰａ处理１５ｍｉｎ，升压时间不超过５ｍｉｎ，泄压时
间不超过１ｍｉｎ，处理温度为２０℃。以未经高压
处理的菌悬液为对照组，每个处理做３次平行。
１．４　微生物计数

采用平板涂布法进行菌落总数的测定。用

０．８５％无菌生理盐水梯度稀释经超高压处理组
和对照组，取１００μＬ菌悬液涂布于胰蛋白胨大豆
琼脂ＴＳＡ培养基上。３７℃恒温倒置培养 ２４ｈ
后，进行菌落计数，计算单增李斯特菌存活量。

１．５　生物被膜的制备
对照组和经超高压处理后的菌液以１∶５０转

接到新鲜 ＢＨＩ培养基中，取１ｍＬ该培养液转入
２４孔板中，为便于荧光显微镜及扫描电镜的观
察，事先将无菌圆形盖玻片（２０ｍｍ×２０ｍｍ）置
于２４孔板中。每个样品设置１２个平行。将２４
孔板置于３７℃中静置培养，分别培养２４ｈ、４８ｈ
和７２ｈ。吸走各孔中的培养液，用１×ＰＢＳ缓冲
液清洗３次，室温干燥后待用。

为了排除初始接菌量对生物被膜形成量造

成的影响，本实验中为每个压力处理组设置了对

照组。对照组的初始接菌量与相对应的超高压

处理组的活菌数相同。

１．６　结晶紫法测定生物被膜的形成
在经干燥处理的２４孔板中加入１ｍＬ浓度为

０．１％的结晶紫溶液进行染色。室温染色３０ｍｉｎ
后，弃去染色液，用１×ＰＢＳ缓冲液洗涤３次，干
燥后，向每个孔中加入１ｍＬ浓度为９５％的乙醇
溶液，脱色 ３０ｍｉｎ，使结晶紫染色液脱色充分。
酶标仪测定其 ＯＤ５９５的光吸收值，结果采用
ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５和ＳＰＳＳ２０进行统计分析。
１．７　荧光显微镜观察生物被膜内细菌分布

在室温干燥后的圆形盖玻片中加入 ２ｍＬ
２．５％戊二醛固定２ｈ，再用１×ＰＢＳ缓冲液清洗３
次。室温干燥后，用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ对粘附在盖
玻片上的菌体进行染色３０ｍｉｎ，用１×ＰＢＳ清洗３
次后将圆形盖玻片取出放于载玻片上，并在荧光

显微镜下进行观察被膜情况。

１．８　扫描电镜观察被膜形态的细菌
在干燥后的圆形盖玻片中加入４℃预冷的

１．５ｍＬ２．５％戊二醛进行固定，置于４℃固定１０
ｈ以上。用１×ＰＢＳ缓冲液清洗 ３次，室温干燥
后，用梯度浓度（依次加入３０％、５０％、７０％、９０％
４个浓度）的乙醇溶液对样品进行脱水，各脱水１
次，时间为１５ｍｉｎ。加入１００％乙醇溶液，脱水２
次，时间１５ｍｉｎ。室温干燥后，将圆形盖玻片取
出，喷金处理，用扫描电镜观察。

２　结果

２．１　超高压处理对单增李斯特菌存活量的影响
单增李斯特菌经 １００～５００ＭＰａ、２０℃、１５

ｍｉｎ处理后，测定其菌落总数，计算经超高压处理
后单增李斯特菌的存活率，以未经高压处理的单

增李斯特菌为对照（图１）。由图１可见，ＷａＸ１２
和ＡＴＣＣ１３９３２两个株菌经小于２００ＭＰａ超高压处

５９２
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图１　超高压处理对单增李斯特菌ＷａＸ１２和
ＡＴＣＣ１３９３２存活率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｏｎｔｈｅ
ｓｕｒｖｉｖａｌｎｕｍｂｅｒｏｆＬｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ

ＷａＸ１２ａｎｄＡＴＣＣ１３９３２

理后菌落总数无明显减少。而大于 ２００ＭＰａ超
高压处理后菌落总数均有明显下降，并且 ＷａＸ１２
菌株的存活率明显高于 ＡＴＣＣ１３９３２菌株。由此
推断超高压处理较难完全杀灭单增李斯特菌株，

并且 ＷａＸ１２菌株对压力的耐受能力强于
ＡＴＣＣ１３９３２菌株。
２．２　结晶紫染色法比较单增李斯特菌生物被膜
形成量

结晶紫能与单增李斯特菌的生物被膜结合，

因此其吸光值的高低即可反映生物被膜量的多

少。将经１００～５００ＭＰａ压力处理组和对照组的
菌液以１∶５０转接到新鲜 ＢＨＩ培养基中于３７℃
静置培养２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ，对其形成的生物被
膜进行检测。

２．２．１　不同压力处理对单增李斯特菌生物被膜
形成量的影响

ＷａＸ１２经大于２００ＭＰａ的压力处理后，在３
个时间点的生物被膜量均低于对照组和１００ＭＰａ
压力处理组，并随处理压力增大ＷａＸ１２的被膜量
减少。３７℃下 ＷａＸ１２经过４８ｈ培养，被膜形成
量最多（图２ａ）。为排除初始接菌量不同对被膜
量造成的影响，实验中对每个压力处理组均设置

了相同接菌量的对照组，１００ＭＰａ实验组的被膜
量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），与对照组相比其
被膜形成量提升了２８．８％；而其他各压力处理组
与对照组均无显著差异。结果说明，１００ＭＰａ的
超高压处理增强了ＷａＸ１２的生物被膜形成能力；
较高的压力未改变ＷａＸ１２的被膜形成能力，只是
由于菌量的减少使生物被膜量也降低（图２ｂ）。

图２　超高压处理后单增李斯特菌ＷａＸ１２生物被膜形成能力的比较
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＬｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓＷａＸ１２ａｆｔｅｒｔｈｅｕｌｔｒａ

ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｂｙｃｒｙｓｔａｌｓｔａｉｎｉｎｇａｓｓａｙ
ａ，ｂ，ｃ，ｄ说明各组有显著差异（Ｐ＜０．０５）

ａ，ｂ，ｃ，ｄｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ

　　３７℃下 ＡＴＣＣ１３９３２经过７２ｈ培养，被膜形
成量最多（图 ３ａ）；２００ＭＰａ处理后，ＡＴＣＣ１３９３２
的被膜形成量比对照组显著提升了２０．９％（Ｐ＜
０．０５），而其他各压力处理组与对照组均无显著

差异（图３ｂ）。结果说明，２００ＭＰａ超高压处理增
强了ＡＴＣＣ１３９３２的生物被膜形成能力。
２．２．２　不同菌株形成被膜的能力不同

为便于比较ＷａＸ１２和ＡＴＣＣ１３９３２两株菌生

６９２
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物被膜形成能力的差异，均选取了这两株菌的最

大被膜形成量，即 ＷａＸ１２在４８ｈ，ＡＴＣＣ１３９３２在
７２ｈ的被膜形成量进行比较（图４）。

ＷａＸ１２的最大被膜量与 ＡＴＣＣ１３９３２相比增
加了４４．７％。两株菌被膜形成量最少的组均为

５００ＭＰａ压力处理组，ＷａＸ１２的最小被膜量比
ＡＴＣＣ１３９３２高３６．４％。ＷａＸ１２达到最高被膜形
成量所需的时间比 ＡＴＣＣ１３９３２短，且 ＷａＸ１２的
被膜形成量高于 ＡＴＣＣ１３９３２。由此推断，ＷａＸ１２
形成生物被膜的能力大于ＡＴＣＣ１３９３２。

图３　超高压处理后单增李斯特菌ＡＴＣＣ１３９３２生物被膜形成能力的比较
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＬｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓＡＴＣＣ１３９３２ａｆｔｅｒｔｈｅｕｌｔｒａ

ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｂｙｃｒｙｓｔａｌｓｔａｉｎｉｎｇａｓｓａｙ
ａ，ｂ，ｃ，ｄ说明各组有显著差异（Ｐ＜０．０５）
ａ，ｂ，ｃ，ｄｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｕｐｓ

图４　单增李斯特菌ＷａＸ１２和ＡＴＣＣ１３９３２
最大被膜形成量

Ｆｉｇ．４　Ｍａｘｉｍｕｍａｍｏｕｎｔｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ
ＬｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓＷａＸ１２ａｎｄＡＴＣＣ１３９３２

ａ，ｂ说明两组有显著差异（Ｐ＜０．０５）

ａ，ｂｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ

２．３　荧光显微镜观察结果
为直接观察单增李斯特菌经不同压力处理

后生物被膜形成情况，本实验选择成膜量最多和

最少的组，即 ＷａＸ１２在 １００、５００ＭＰａ处理后，
ＡＴＣＣ１３９３２在２００、５００ＭＰａ处理后，及各自的对
照组，采用荧光显微镜观察被膜形成情况（图版

Ⅰ）。
由图版Ⅰａ可以观察到ＷａＸ１２经过１００ＭＰａ

处理后４８ｈ形成的生物被膜最致密，菌体之间交
联度高，染色部分最稀疏的是５００ＭＰａ处理后２４
ｈ形成的生物被膜，荧光部分最少，且几乎不交
联。由图版Ⅰｂ观察到 ＡＴＣＣ１３９３２经 ２００ＭＰａ
处理后７２ｈ形成的生物被膜荧光染色部分最多
且交联度较高，染色部分最少最稀疏的是经５００
ＭＰａ处理后２４ｈ形成的生物被膜。

两株菌相比，ＷａＸ１２菌体之间交联更明显更
致密，ＡＴＣＣ１３９３２的交联度均较低，分布稀疏，结
合结晶紫染色的结果可知 ＷａＸ１２较 ＡＴＣＣ１３９３２
形成生物被膜的能力高。

２．４　扫描电镜观察结果
进一步采用扫描电镜观察单增李斯特菌被

膜形成情况，并选取 ＷａＸ１２和 ＡＴＣＣ１３９３２最大
和最小被膜形成量时的生物被膜形态（图版Ⅱ）。
结果显示，ＷａＸ１２经１００ＭＰａ处理后４８ｈ形成的
生物被膜较其他组别生物被膜更加稠密，且在单

个菌之间有明显的细丝相连。这一现象与

ＳＨＩＲＴＬＩＦＦ等［１０］的研究结果一致，说明单增李斯

特 菌 ＷａＸ１２ 被 膜 形 成 能 力 明 显 强 于
ＡＴＣＣ１３９３２。

７９２
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３　讨论

细菌的被膜形成受到较多因素的影响，如粘

附表面的材质、营养物质、ｐＨ及温度等［１１］。本研

究结果显示，超高压对单增李斯特菌生物被膜形

成能力有影响；不同菌株被膜形成能力不同。

３．１　超高压对单增李斯特菌生物被膜形成能力
的影响

ＫＡＤＡＭ等［４］发现在营养贫瘠的培养基中，

单增李斯特菌的被膜形成能力强于营养丰富的

培养基；付娇娇等［１２］发现，不同培养条件下，单增

李斯特菌形成的被膜量不同，其中温度对单增李

斯特菌的被膜形成影响较大。细菌形成被膜的

能力易受到环境的影响。本实验中，经过较小的

压力（１００～２００ＭＰａ）处理后，单增李斯特菌的被
膜形成能力提升；而使用大于２００ＭＰａ压力处理
后，由于高压处理后菌量的减少使得单增李斯特

菌的生物被膜量也减少，但是生物被膜形成能力

没有变化。由此推测，经过较小的压力处理后，

单增李斯特菌通过形成更多生物被膜来抵抗外

界压力刺激；而经过较大的压力处理后，由于单

增李斯特菌的活菌数显著减少，因此其生物被膜

形成量也减少。

３．２　不同菌株被膜形成能力不同
王少辉等［１３］对上海市动物源性食品中单增

李斯特菌的污染状况的报告中表明：相同血清型

不同来源的单增李斯特菌的被膜形成能力不同。

在本实验中，经过超高压处理后，ＡＴＣＣ１３９３２的
活菌率低于ＷａＸ１２，这一结果表明单增李斯特菌
对超高压处理有一定的耐受能力，且这两株菌的

耐受能力不同，ＷａＸ１２比 ＡＴＣＣ１３９３２更耐高压。
同时，两株菌生物被膜形成能力也不同，

ＡＴＣＣ１３９３２的生物被膜量显著少于 ＷａＸ１２。荧
光显微镜观察的结果表明，ＡＴＣＣ１３９３２形成的生
物被膜比ＷａＸ１２更稀疏，被膜内细菌的交联更疏
松，而且孔径也更大；扫描电镜的观察结果表明，

ＷａＸ１２形成的生物被膜中菌体之间互联的细丝
更多，表明它的被膜形成能力较高。这两株菌之

间被膜形成能力的差异表明单增李斯特菌被膜

形成能力受到自身基因的调控，这一结果与

ＮＩＬＳＳＯＮ等［１４］的研究一致，他们发现不同来源

的单增李斯特菌的被膜形成能力有差异；

ＫＡＺＭＩＥＲＣＺＡＫ等［１５］的研究也发现，单增李斯特

菌被膜形成受到ｓｉｇＢ，ｐｒｆＡ等基因的共同调控。
单增李斯特菌生物被膜的形成受到外界环

境以及基因的调控等因素影响，因此避免由于环

境改变造成生物被膜增加而造成的危害对食品

加工很重要，所以阐明影响单增李斯特菌生物被

膜形成的因素和机制是今后研究的重点。
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图版Ⅰ　单增李斯特菌ＷａＸ１２（Ａ）和ＡＴＣＣ１３９３２（Ｂ）在不同压力及未经高压处理后
被膜形成情况的荧光显微镜结果（×４００）。标尺为２０．０μｍ

ＰｌａｔｅⅠ　ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｉｏｆｉｌｍｓｆｏｒｍｅｄｂｙＬｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓＷａＸ１２（Ａ）ａｎｄＡＴＣＣ１３９３２
（Ｂ）ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅｓ（×４００）．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０．０μｍ

图版Ⅱ　单增李斯特菌生物被膜扫描电镜结果（×５０００）（１）ＷａＸ１２最大被膜形成量，（２）ＷａＸ１２最小被膜形成
量，（３）ＡＴＣＣ１３９３２最大被膜形成量，（４）ＡＴＣＣ１３９３２最小被膜形成量。标尺为１０．０μｍ

ＰｌａｔｅⅡ　ＳｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｂｉｏｆｉｌｍｓｆｏｒｍｅｄｂｙＬｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ（×５０００）
（１）ＴｈｅｍａｘｉｍｕｍｏｆｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＷａＸ１２；（２）ＴｈｅｍｉｎｉｍｕｍｏｆｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＷａＸ１２；
（３）ＴｈｅｍａｘｉｍｕｍｏｆｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＡＴＣＣ１３９３２；（４）Ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｏｆｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ

ＡＴＣＣ１３９３２．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１０．０μｍ
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