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摘　要：单增李斯特菌是能在低温下生长的一种微生物。冷藏即食食品和冷冻食品加工设备中单增李斯特
菌的生长是主要的食品安全问题。酸性电解水 （ＡＥＷ）是一种新型高效、安全且无残留的非热灭菌技术。
ＡＥＷ用于灭活４℃条件下的浮游态、生物膜态及冷藏金针菇样品上单增李斯特菌。通过检测ＡＥＷ处理前后
菌落总数变化、生物被膜、生物被膜结构参数以及毒力基因表达，进一步分析样品实验等。结果表明，当电解

质ＮａＣｌ浓度为０．１０％，处理时间为１ｍｉｎ、３０ｍｉｎ时，４℃和３７℃下的单增李斯特菌菌落总数、生物被膜清除
率存在极显著差异，相同处理时间，ＡＥＷ较难杀灭４℃条件下的单增李斯特菌及难清除其生物被膜，本研究
为评估冷链中食品和冷藏食品及食品加工设备的安全性提供了新的理论基础，对冷藏食品使用抗菌剂提出

更高要求。
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　　单增李斯特菌是革兰氏阳性食源性病原菌，
与人类疾病有关。孕妇、胎儿、老年人和免疫力

低下的人最易受感染，这些人在感染后可能会遭

受很高的死亡率（１０％～４０％）［１］。重要的是，单
增李斯特菌对与食品生产、加工和储存相关的各

种压力条件具有抵抗力。例如，它可以在高盐度

（１０％）、低温（４℃）、低水分活度（＜０．９）和广泛
的ｐＨ范围（４．１～９．６）［２］下生长，食品的生产和
储存环境为单增李斯特菌提供了广泛的栖息地，

其也可以在食品的不同阶段进行加工，并在加工

现场形成生物被膜。李斯特菌病的发生主要是

由于食用了被单增李斯特菌污染的食物，其可能

会污染各种食品［３］，包括即食产品、蘑菇、水产

品、肉和肉类产品以及冷冻食品［４］。随着经济的

改善和生活节奏的加快，冷冻和冷藏食品因其便

利性和明显的高营养价值而受到消费者的青

睐［５］，不仅可以最大程度地保持食物的质地、风

味和营养价值、成本低廉，而且可以抑制微生物

的生长和繁殖［６］。尽管它是目前最好的保存方

法之一，但它没有有效的杀菌作用，因此对人类

健康构成更大的风险［７８］。这些发现强调了冷冻

冷藏并不会对食品进行灭菌的事实。例如，２０１９
年的新型冠状病毒ＣＯＶＩＤ１９可以在冷藏和冷冻
食品中检测到，当冷藏温度为４℃时，它具有很
高的稳定性，并且有望在 ２℃以下保持传染
性［９］。因此，冷冻食品并非绝对安全，且不能直

接食用［１０］。

已有研究评估了酸性电解水（ＡＥＷ）的作用，
该抑菌剂具有低 ｐＨ、高氧化还原电位（ＯＲＰ）和
高有效氯（ＡＣＣ）［１１］，是一种新型、高效、安全且无
残留的杀菌剂，具有广谱活性。另外，它生产方

便，使用简单，可作为一种实用的消毒方法。

ＡＥＷ在食品加工、医学和临床科学以及农业生产
领域可能具有非常重要的潜在应用价值［１２］。然
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而该技术在冷藏食品中有害嗜冷微生物方面的

应用却鲜有报道。

目前冷冻食品卫生管理的研究主要集中在

控制２５℃以及３７℃下微生物的生长情况。此
外，大多数研究人员在短时间内使用冷模拟来检

查微生物的生长［１３］，却忽略了冷冻食品被长期运

输和储存的事实，这为有害细菌的生长提供了足

够的时间，增加了食品污染的风险［１４］，并且在食

品工业中引起极大关注。已有研究表明，酸性电

解水对３７℃培养条件下副溶血性弧菌［１５］、大肠

杆菌、单增李斯特菌等［１６］有较强的杀菌效果，而

酸性电解水对４℃条件下的单增李斯特菌灭活
作用及其机制尚不清楚，对其生物被膜的清除效

果少有报道。因此，本研究将系统探究酸性电解

水对低温条件下单增李斯特菌、生物被膜及其冷

藏金针菇上单增李斯特菌的抗菌效果，从而为酸

性电解水杀菌技术在冷藏食品中应用提供新的

理论依据。

１　材料与方法

１．１　酸性电解水的制备
酸性电解水的制备方法参照文献［１１］，酸性

电解水由不同浓度的电解质电解得到，将

０．０５％、０．１０％的ＮａＣｌ盐溶液倒入酸性电解水电
解槽中。本实验使用电解水制备仪（ＦＷ２００，日
本）制备不同理化特性电解水，所需要的 ＮａＣｌ溶
液浓度参照本实验室实验数据。电解水制备仪

具有二槽隔膜式电解槽，电解过程在电解槽中完

成，最终在阳极生成具有氧化能力的酸性电解水

（ａｃｉｄｉｃｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｗａｔｅｒ，ＡＥＷ），及在阴极生成
具有还原能力的碱性电解水（ｂａｓｉｃｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄ
ｗａｔｅｒ，ＢＥＷ）。本试验中电解条件设置为电解时
间 １５ｍｉｎ、电流强度 １０Ａ［１１，１７］，制备获得的电解
水 ｐＨ和 ＯＲＰ值使用 ｐＨ／ＯＲＰ测量仪表进行测
量。电解水中的有效氯浓度（ＡＣＣ）运用数字化
有效氯测定仪（ＭＨＹ１４５４４６型手持式有效氯测
定仪，北京美华仪科技有限公司）进行测定。

１．２　菌株的制备
本实验采用的单增李斯特菌株４ｂＬＭ（从生

猪肉中分离得到）和标株 ＡＴＣＣ１９１１５。菌株（保
存在 ２５％甘油，温度为 －８０℃）在 ３７℃的
ＰＡＬＣＡＭ培养板上传代培养３６～４８ｈ。取形态
大小单菌落在试管（１８ｍｍ×１８ｍｍ）中以 ２００ｒ／

ｍｉｎ（４℃、３７℃）的速度进行摇动培养。所有培
养好后得到的悬浮液分别收集在５０ｍＬ试管中，
然后离心。将获得细菌细胞用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗涤并重新悬浮，得到细菌细胞 ～８ｌｏｇ
ＣＦＵ／ｍＬ，作为母液进行试验。
１．３　悬液定量抑菌试验

应用电解水制备仪将一定的 ＮａＣｌ溶液电解
制备出所需要的电解水，电解水的电解时间为１５
ｍｉｎ，电流强度为１０Ａ。细菌悬液按照上述方式
培养后得到 ～８ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。将制备好的 ＡＥＷ
和菌液（４℃、３７℃）以体积比１∶１进行混合处理
一定时间后，再加入与电解水同容量终止液

（０．８％Ｎａ２Ｓ２Ｏ３溶液）终止ＡＥＷ的处理。
１．４　生物被膜的形成

研究其生物被膜的形成，将１０μＬ单增李斯
特菌液（ＯＤ６００＝０．４）接种到９９０μＬ新鲜的 ＢＨＩ
培养基中，然后吸附到２４聚苯乙烯微量滴定孔
板中，孔板中也含有未接种菌液的 ＢＨＩ作为空白
对照。然后将２４孔板放在３７℃下静态孵育４８ｈ
以形成被膜，并使用保鲜膜将孔板密封以最大程

度减少蒸发损失。然后使用 １×磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ，ｐＨ７．４）轻轻冲洗孔板３次，并在室温（２５
℃）下用１０００μＬ的０．１％结晶紫（生工，上海，
中国）染色３０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ洗涤除去过量的结晶
紫，并将其重悬浮于９５％乙醇中。通过测量相应
的ＯＤ６００ｎｍ对生物被膜进行定量。
１．５　酸性电解水处理对胞外聚合物的影响

被膜培养后，用超声破壁法提取胞外聚合物

（ＥＰＳ）。被膜培养后，吸取孔板中悬浮液 ２００
μＬ，其ＯＤ５９５ｎｍ检测浓度，去除多余悬浮液，用ＰＢＳ
清洗３次。ＡＥＷ处理以后，每孔加入１ｍＬ０．０１
ｍｏｌ／Ｌ的ＫＣｌ溶液，再进行多次吹打，使孔板底部
被膜加速溶解，收集到１．５ｍＬ离心管中，然后进
行超声破壁处理 （超声处理参数：每次超声５ｓ，
超声处理６个循环，每个循环之间间隔５ｓ），处理
结束后，４℃条件下离心２０ｍｉｎ，转速４０００ｇ，再
使用０．２２μｍ的滤膜将离心后的液体进行过滤，
转移到新的１．５ｍＬ的离心管中。生理盐水处理
为对照组。

苯酚硫酸法测定胞外多糖：上述过滤好的液
体取出１００μＬ至 １．５ｍＬ离心管，加入 ２００μＬ
９９．９％的浓硫酸 （ＡＲ），在室温下静置３０ｍｉｎ后
加入 ２５μＬ６％的苯酚，放于 ９０℃金属浴中 ５

１７５１
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ｍｉｎ，然后测定其 ＯＤ４９０ｎｍ，ＯＤ４９０ｎｍ／ＯＤ５９５ｎｍ即为所
测样品中的胞外多糖含量。Ｌｏｗｒｙ法测定胞外蛋
白：上述过滤好的液体取出４０μＬ至１．５ｍＬ离心
管，加入２００μＬＬｏｗｒｙｒｅａｇｅｎｔ试剂，室温静置１０
ｍｉｎ，然后加入２０μＬ福林酚试剂，室温放置３０
ｍｉｎ，测定 ＯＤ７５０ｎｍ，计算出蛋白泄露量。
１．６　共聚焦显微镜（ＣＬＳＭ）

生物被膜的预处理用于显微镜分析参照

ＦＯＬＳＯＭ等［１８］。使用ＣＬＭＳ机器（ＬＳＭ７１０，德国）
捕获并采集所有显微图像。４０×物镜用于监测在
４８８ｎｍ激发并在 ５００～５５０ｎｍ发射的 ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ荧光。通过 ＩＳＡ２软件从三维 ＣＬＳＭ图
像中提取生物膜结构的定量参数（生物体积，均

质性，质地熵，表面粗糙度）。对于每个样品，随机

获取载玻片上９个不同位置的代表性图像。
１．７　ｑＰＣＲ

ｑＰＣＲ的循环次数：９５℃ 变性５ｍｉｎ，９５℃
变性３０ｓ，６０℃ 变性３０ｓ，引物延伸，７２℃ 变性
３０秒，共３５个循环，每个循环延伸步骤后检测荧
光产物。根据ＲＴｑＰＣＲ数据，分析相应基因的表
达（表１）。

表１　寡核苷酸引物序列
Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓ

基因Ｇｅｎｅ 引物名Ｐｒｉｍｅｒ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 扩增子 Ａｍｐｌｉｃｏｎ／ｂｐ

ｇａｐ ｇａｐＦ
ｇａｐＲ

ＧＡＡＣＴＧＧＡＡＣＡＣＧＴＴＧＡＧＣＡ
ＴＣＣＡＡＡＡＧＧＴＧＡＣＴＴＣＣＧＴＣ １４０

ｉｎｌＡ ｉｎｌＡＦ
ｉｎｌＡＲ

ＡＴＡＧＧＣＡＣＡＴＴＧＧＣＧＡＧＴＴＴ
ＧＴＧＣＧＧＴＴＡＡＡＣＣＴＧＣＴＡＧＧ １６０

ａｇｒＡ ａｇｒＡＦ
ａｇｒＡＲ

ＣＧＧＧＴＡＣＴＴＧＣＣＴＧＴＡＴＧＡＡ
ＴＧＡＡＴＡＧＴＴＧＧＣＧＣＴＧＴＣＴＣ １４９

ｄｅｇＵ ｄｅｇＵＦ
ｄｅｇＵＲ

ＧＧＣＧＣＧＴＡＴＡＴＴＣＡＴＣＣＡＣ
ＴＡＣＣＴＣＧＣＡＣＴＣＴＣＴＡＴＧＣＧ １５０

ａｃｔＡ ａｃｔＡＦ
ａｃｔＡＲ

ＡＧＡＡＡＴＣＡＴＣＣＧＧＧＡＡＡＣＡＧ
ＣＣＴＣＴＣＣＣＧＴＴＣＡＡＣＴＣＴＴＣ １４７

ｓｕｆＵ ｓｕｆＵＦ
ｓｕｆＵＲ

ＴＴＣＡＧＡＡＡＴＧＧＴＧＣＡＡＧＧＴＣ
ＡＴＣＧＣＴＣＴＣＴＣＣＡＴＴＧＣＴＴＴ １３５

ｓｉｇＢ ｓｉｇＢＦ
ｓｉｇＢＲ

ＴＧＧＴＧＴＣＡＣＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧ
ＴＣＣＧＴＡＣＣＡＣＣＡＡＣＡＡＣＡＴＣ １３５

ｓｕｆＳ ｓｕｆＳＦ
ｓｕｆＳＲ

ＧＡＡＴＴＴＧＧＣＧＧＡＧＡＡＡＴＧＡＴ
ＴＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＡＴＣＡＡＴＣＧＣ １３７

ｉｔｒＣ ｉｔｒＣＦ
ｉｔｒＣＲ

ＴＡＣＧＧＣＧＴＣＧＡＴＧＡＧＡＴＡＣＴ
ＧＡＡＴＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＣＧＡＴＡＣ １４４

ｐｒｆＡ ｐｒｆＡＦ
ｐｒｆＡＲ

ＣＡＡＡＡＴＴＴＡＣＣＡＴＧＧＧＣＣＡＡ
ＡＡＣＧＴＡＴＧＣＧＧＴＡＧＣＣＴＧＴＴ ２８７

ｆｌａＡ ｆｌａＡＦ
ｆｌａＡＲ

ＧＴＡＡＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＧＴＣＴＧＡ
ＡＡＧＡＡＴＣＡＧＣＡＴＣＡＧＣＡＡＣＧ １４８

１．８　酸性电解水杀灭冷藏金针菇上单增李斯特
菌研究

将样品随机分成３个等份，并在４℃下储存。
样品的感官、生物化学和微生物评估在第０、１、２、
３、４、５、６、７和 ９天进行。每个实验进行 ３次重
复。金针菇接种约６．５ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ单增李斯特
菌。使用色差仪对每份样品选取 ３个不同地方
进行测量，取其平均值。

１．９　数据处理
实验结果为３次重复的平均值，实验数据表

示为平均值 ±标准差。使用 ＳＰＳＳ１７．０（ＳＰＳＳ

Ｉｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ），使用单向方差分析比较值差
异，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　酸性电解水对低温条件下的浮游单增李斯
特菌的杀菌效果

单增李斯特菌 ２组温度阴性对照组的菌落
总数大约为８．２ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，２种温度培养的单
增李斯特菌，仅处理１ｍｉｎ或增加电解质ＮａＣｌ浓
度（０．１０％），菌落总数产生显著变化。电解质
ＮａＣｌ浓度为０．０５％时，用浓度为０．１０％的 ＮａＣｌ
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灭活处理３７℃条件下的单增李斯特菌１ｍｉｎ时，
在平板上检测不到任何菌落。然而同样处理条

件，４℃条件下的单增李斯特菌的菌落总数仅下
降至３．０６ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。见图１ａ。

与阴性对照组相比，当用０．０５％ ＮａＣｌ的酸
性电解水，杀灭４℃条件下的单增李斯特菌，处
理时间从１ｍｉｎ增加到１５ｍｉｎ后，单增李斯特菌
的菌落总数分别减少至４．６５ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ、４．１８
ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ、３．７６ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，当处理时间增加
到３０ｍｉｎ，菌落总数减少至 ３．３６ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。
当用０．１０％ ＮａＣｌ的酸性电解水，处理时间从１
ｍｉｎ增加至５ｍｉｎ，单增李斯特菌的菌落总数分别

减少３．０６、２．４１ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，当处理时间为 １５
ｍｉｎ时，在平板上已经检测不到菌落（图１ｂ）。低
浓度０．０５％ＮａＣｌ的酸性电解水在处理３７℃条件
下的单增李斯特菌，出现类似的趋势，处理时间

从１ｍｉｎ延长至３０ｍｉｎ，菌落总数分别为３．７７、
３．０１、２．７２、２．４７ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。但是当浓度为
０．１０％ ＮａＣｌ时，处理时间仅１ｍｉｎ，在平板上则
无法检测到菌落。因此酸性电解水对３７℃条件
下的单增李斯特菌灭活表现较好的抑菌效果，但

相同处理条件时，对４℃条件下的单增李斯特菌
抑菌效果不显著。见图１ｂ。

柱状图上方含“”代表差异显著。．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１。
Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１．

图１　不同浓度电解质ＮａＣｌ对不同温度的单增李斯特菌的杀菌效果
Ｆｉｇ．１　ＳｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＥＷ ｏｎＬ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．２　酸性电解水对单增李斯特菌生物被膜清除
效果

利用结晶紫染色法检测了不同温度条件的

单增李斯特菌生物被膜量。当 ＮａＣｌ浓度为
０．０５％ （图２ａ）时，阴性对照组已经出现显著性
差异，处理时间为１ｍｉｎ时，４℃、３７℃条件下单
增李斯特菌生物被膜总生物量分别降低

３１．４４％、３０．８３％，有显著性差异，时间从５ｍｉｎ
增加至３０ｍｉｎ，其生物被膜总生物量分别降低
４５．８４％、６５．２２％、８５．６６％ （５８．００％、７８．３６％、
９４．０６％）。此外当 ＮａＣｌ浓度为０．１０％（图２ｂ）
时，酸性电解水清除单增李斯特菌生物被膜的试

验中也得到了类似的结果，时间为３０ｍｉｎ时，３７
℃条件下的生物被膜总生物量下降了９７．４６％，
几乎被清除，而４℃条件下的单增李斯特菌生物

被膜总生物量下降了８５．６６％。
　　在 ４℃条件下的单增李斯特菌菌株抵抗
ＡＣＣ的能力与生物被膜产生的胞外多糖的数量
可能比生物被膜所含细胞的数量更紧密相关［１９］。

在低温环境中，低温细菌会合成几种低温保护性

化合物，例如细胞外多糖，它们可以改变分子的

微观结构，促进表面黏附、细胞聚集和生物膜形

成。细菌胞外聚合物在生物被膜结构的稳定性

中起着重要作用，并且对生物被膜细菌具有很强

的保护作用，导致食品交叉污染和其他危害［２０］。

为了进一步研究 ＡＥＷ对生物被膜的破坏，我们
探讨了ＡＥＷ对细胞外聚合物中细胞外多糖和细
胞外蛋白质含量的影响，采用苯酚硫酸法测定生
物被膜胞外多糖的相对表达量，Ｌｏｗｒｙ法测定胞
外蛋白。图３显示了单增李斯特菌的生物被膜
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经ＡＥＷ处理后细胞外多糖和细胞外蛋白质含量
的变化，与３７℃相比，在４℃条件下培养的单增
李斯特菌的胞外多糖和细胞外蛋白质明显增多。

经过不同浓度ＡＥＷ处理后，３７℃条件的胞外多
糖和胞外蛋白质减少量更多。

柱状图上方含“”代表差异显著。．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１。
Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１．

图２　酸性电解水对单增李斯特菌生物被膜的清除影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＥＷ ｏｎｔｈｅｒｅｍｏｖａｌｏｆＬ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓｂｉｏｆｉｌｍｓ

柱状图上方含“”代表差异显著。．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１。
Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１．

图３　酸性电解水处理对生物被膜胞外聚合物ＥＰＳ的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｃｉｄｉｃｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎＥＰＳｏｆｂｉｏｆｉｌｍｓ
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　　在此基础上，进一步通过 ＣＬＳＭ表征酸性电
解水对低温条件下的单增李斯特菌被膜的清除

效果，结果如图４所示。未处理组２组温度条件
的单增李斯特菌都呈现出紧凑且密集分布，且４
℃条件下单增李斯特菌呈现更密集。当 ＮａＣｌ浓
度分别为 ０．０５％和 ０．１０％，处理时间为 １ｍｉｎ
时，两组温度条件之间呈现明显差异。随着处理

时间从１ｍｉｎ增加到３０ｍｉｎ，生物被膜的数量和
稀疏度大大降低（图４）。

表２定量分析表明，ＡＥＷ处理１ｍｉｎ、５ｍｉｎ、
１５ｍｉｎ及３０ｍｉｎ后，生物膜体积分别为１．６×１０６

μｍ３和５．３×１０５μｍ３、５．５×１０５μｍ３和４．６×１０５

μｍ３、５．０×１０５μｍ３和 １．０×１０５μｍ３、４．５×１０５

μｍ３和６．６×１０４μｍ３。同质性通常用于衡量细
胞簇的相似性。同质性越高，表明簇结构越均

匀［２１］。如表２所示，经 ＡＥＷ处理的生物被膜的

同质性得到了显著改善。通常，同质性的数量随

着细胞簇数量的减少而增加［２２］。基于此，我们得

出结论，ＡＥＷ处理可以消除３７℃条件下培养的
大量单增李斯特菌。４℃条件下单增李斯特菌展
现较强的活性，在 ＡＥＷ处理之后，ＴＥ值分别从
７．３５、６．２９显著降低至５．５３、５．３９。通常认为，结
构熵值越高，生物膜的异质性越强。因此，我们

推测表２中的ＴＥ值降低可能是由于生物膜异质
性降低。粗糙度是生物膜厚度变化的量度。随

着ＡＥＷ处理时间的增加，生物膜的粗糙度显着
增加（Ｐ＜０．０５），这与生物膜同质性的变化一
致［２３］。但是，观察到两组膜的粗糙度存在显著差

异。在４℃形成的生物膜上培养的单增李斯特
菌比３７℃下培养的单增李斯特菌更光滑。这表
明相比于３７℃条件，在４℃下生物被膜结构没
有受到严重破坏，表３定量分析结果亦是如此。

Ａ０Ａ４、Ｂ０Ｂ４．３７℃；ａ０ａ４、ｂ０ｂ４．４℃。
图４　酸性电解水处理不同温度条件下的单增李斯特菌的ＣＬＳＭ图像

Ｆｉｇ．４　ＣＬＳＭ ｉｍａｇｅｓｏｆＬ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡＥＷ ａｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ０．０５％ ＮａＣｌ（ａ）ａｎｄ０．１０％ ＮａＣｌ（ｂ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
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表２　０．０５％ＮａＣｌ酸性电解水处理单增李斯特菌生物被膜结构参数变化
Ｔａｂ．２　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＬ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓｂｉｏｆｉｌｍｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｃｉｄｉｃｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｗａｔｅｒｏｆ０．０５％ ＮａＣｌ

时间

Ｔｉｍｅ／
ｍｉｎ

生物体积

Ｂｉｏｖｏｌｕｍｅ／μｍ３

４℃ ３７℃

结构熵

ＴｅｘｔｕｒａｌＥｎｔｒｏｐｙ
４℃ ３７℃

同质性

Ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ
４℃ ３７℃

粗糙度

ＢｉｏｆｉｌｍＲｏｕｇｈｎｅｓｓ
４℃ ３７℃

１ （１．６±０．２）×１０６ａ （５．３±０．５）×１０５ａ ７．３５±０．１８ａ ６．２９±０．３６ａ ０．１５±０．０３ａ ０．２２±０．０２ａ ０．４２±０．０４ａ ０．９１±０．１０ａ

５ （５．５±０．６）×１０５ｂ （４．６±０．２）×１０５ｂ ６．２８±０．９１ｂ ５．７４±０．０２ｂ ０．２２±０．０９ｂ ０．２３±０．０４ａ ０．９４±０．０６ｂ １．１５±０．２３ｂ

１５ （５．０±０．４）×１０５ｂ （１．０±０．３）×１０５ｃ ５．６８±０．１３ｃ ５．４７±０．１９ｂ ０．２６±０．０２ｃ ０．２６±０．０３ｂ １．０９±０．０６ｂ １．６８±０．４２ｃ

３０ （４．５±０．４）×１０５ｂ （６．６±０．３）×１０４ ５．５３±０．２９ｃ ５．３９±１．２６ｂ ０．２７±０．０１ｃ ０．２８±０．０４ｃ １．１９±０．１６ｃ １．７６±０．４３ｄ

注：同列不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）。

表３　０．１０％ＮａＣｌ酸性电解水处理单增李斯特菌生物被膜结构参数变化
Ｔａｂ．３　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＬ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓｂｉｏｆｉｌｍｓ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｃｉｄｉｃｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｗａｔｅｒｏｆ０．１０％ ＮａＣｌ

时间

Ｔｉｍｅ／
ｍｉｎ

生物体积

Ｂｉｏｖｏｌｕｍｅ／μｍ３

４℃ ３７℃

结构熵

ＴｅｘｔｕｒａｌＥｎｔｒｏｐｙ
４℃ ３７℃

同质性

Ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ
４℃ ３７℃

粗糙度

ＢｉｏｆｉｌｍＲｏｕｇｈｎｅｓｓ
４℃ ３７℃

１ （４．３±０．２）×１０５ａ （３．３±０．４）×１０５ａ ６．８４±０．７２ａ ６．０６±０．２４ａ ０．１９±０．０３ａ ０．２４±０．０２ａ １．０７±０．０２ａ １．５４±０．２９ａ

５ （１．６±０．５）×１０５ｂ （１．４±０．３）×１０５ｂ ６．２６±１．１９ｂ ５．６４±０．６９ｂ ０．２４±０．０３ｂ ０．２５±０．０３ａ １．４３±０．０３ｂ １．７４±０．２５ｂ

１５ （１．５±０．４）×１０５ｂ （５．６±０．３）×１０４ｃ ５．６７±１．０３ｃ ５．３９±０．４７ｂ ０．２５±０．０１ｂ ０．２９±０．０２ｂ １．６９±０．０３ｃ １．９０±０．２８ｃ

３０ （５．２±０．４）×１０４ｃ （４．８±０．２）×１０４ｄ ５．５３±０．４９ｃ ４．６４±１．１３ｃ ０．２８±０．０１ｂ ０．３４±０．０３ｃ １．７７±０．１６ｃ １．９１±０．６１ｃ

注：同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）。

　　进一步从微观层面来证明酸性电解水灭活４
℃、３７℃条件下的单增李斯特菌的差异性。单增
李斯特菌在很长一段时间的进化中，获得了１组
不同的基因和相应的蛋白，每个基因和相应的蛋

白在这种微生物的生存和致病过程中都有自己

独特的属性和功能。转录调节因子 ｐｒｆＡ是一种
重要的转录因子，控制细菌从细胞外到细胞内的

转化，并上调几个毒力基因的转录。先前的研究

表明，该因子是这种有机体生物膜形成的重要调

节因子。除了毒力基因，还有一些应激反应基

因，在单增李斯特菌的情况下，由转录因子 ＳｉｇＢ
控制，研究已经证明它参与了这种微生物对低温

的适应。

　　单增李斯特菌在４℃下生长，ｓｉｇＢ和 ｐｒｆＡ基
因转录水平均显著提高 （Ｐ＜０．０５）。低温对食
品加工环境中的单增李斯特菌来说是额外的压

力，ｐｒｆＡ可以在低温下转录，转录因子ｐｒｆＡ可以根
据生长温度在活性和非活性之间切换，在目前的

研究中，上调的ｐｒｆＡ，表明低温增加了单核细胞增
生李斯特菌的应激反应，以抵抗外界恶劣的环

境。ｓｉｇＢ和ｐｒｆＡ的观察结果一致，这两个基因都
参与了胁迫反应和毒力的调节，支持 ｄｅｇＵ参与
了单增李斯特菌的致病性、抗性和持久性的基本

机制。ｄｅｇＵ也被鉴定为生物合成的积极激活剂，
在３７℃ 较少甚至没有表达［２４］。

柱状图上方含“”代表差异显著。．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜
０．０１；．Ｐ＜０．００１。
Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．．
Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１．
图５　温度对单增李斯特菌相关被膜基因表达的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＬｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

　　综上，与在３７℃条件下观察到的转录水平
相比，这些数据表明，大多数基因在４℃ 时的转
录水平都有所增加。结果证明了单增李斯特菌

在应激条件下激活几种遗传机制的能力，以便在

暴露于具有挑战性的情况下保持生存能力和致

病性。此外，这些结果强化了控制冷链中存在的
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单增李斯特菌的重要性，这些冷链是广泛使用

的，例如乳制品、即食食品行业和冷藏食品。同

样有趣的是，这两株菌导致了许多人类单增李斯

特菌病病例，在４℃ 和３７℃ 的温度下呈现出不
同的分子机制，这表明继续对其他相关基因进行

类似实验的重要性［２５］。

２．３　酸性电解水对冷藏金针菇中单增李斯特菌
杀菌效果

经过对单增李斯特菌的浮游态、生物被膜态

的灭活试验，为了使酸性电解水的理论基础能够

与实际应用相结合，进行金针菇样品抑菌试验。

ＮａＣｌ浓度选择 ０．０５％、０．１０％，处理时间为 ３０
ｍｉｎ，菌落总数分别减少至 ５．３５ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ和
２．９１ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ（图 ６ａ）。随着储藏时间的增
加，亚致死单增李斯特菌在金针菇上慢慢恢复且

不断增殖。经ＮａＣｌ浓度为０．０５％的酸性电解水
处理后，菌落总数从 ５．３５ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ增加至
６．７３ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。而经ＮａＣｌ浓度为０．１０％的酸
性电解水处理后，菌落总数从２．９１ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ
仅增加至３．５１ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ（图６ｂ）。说明后者
能够有效抑制单增李斯特菌。

柱状图上方含“”代表差异显著。．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１。
Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．．Ｐ＜０．０５；．Ｐ＜０．０１；．Ｐ＜０．００１．

图６　经酸性电解水处理后单增李斯特菌在金针菇上的恢复与增殖
Ｆｉｇ．６　ＲｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＬ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓｏｎＦ．ｖｅｌｕｔｉｐｅｓａｆｔｅｒａｃｉｄｉｃｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　感官质量是对采后金针菇的最直接的评价，
也是决定货架期的一个重要指标［２６］。由图７所
示，金针菇的菌盖在贮藏过程中会随着时间的推

移而变质和腐烂，未处理组在第９天达到货架期
终点，菌毛大部分黏稠、凹陷，菌柄出现大开孔、

变黄、开裂等现象。大多数固体表面都附着在模

具上，蘑菇已经失去了作为商品的价值。处理组

在第９天时，一直保持良好的气味和菌毛形态，
明显优于同期的对照组。由此可见，酸性电解水

能显著抑制金针菇在贮藏过程中的腐烂变质，从

而延长货架期。

　　失重率是评价水果和蔬菜新鲜度的重要指

标［２７］。金针菇收获后储存期间的重量下降主要

是由于细胞呼吸过程中养分的消耗和蒸腾作用

中水分的损失［２８］。新鲜金针菇含水量高，营养丰

富。在贮藏过程中，失重会导致子实体的软化、

枯萎和收缩，降低新鲜度并影响其商业价值。如

表４所示，处理组在储存温度４℃下，１ｄ的失重
率为２．００％，３ｄ的失重率为３．２０％，储藏时间增
加到第９天，失重率为１３．５２％。而未处理组储
藏９ｄ后，失重率达到 ２５．８％，在这一点上，Ｆ．
ｖｅｌｕｔｉｐｅ已经失去了大部分的商业价值。由表 ４
所示，经过酸性电解水处理后的金针菇在４℃条
件下储藏时间相对更久。
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图７　经酸性电解水处理后金针菇在４℃下子实体感官品质的影响试验
Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｉｄｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎ

ｔｈｅｓｅｎｓｏｒｙｑｕａｌｉｔｙｏｆＦ．ｖｅｌｕｔｉｐｅｓａｔ４℃

表４　经酸性电解水杀菌后的金针菇贮藏特性分析
Ｔａｂ．４　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｔｏｒａｇｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＦ．ｖｅｌｕｔｉｐｅｓａｆｔｅｒｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｂｙａｃｉｄｉｃｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｗａｔｅｒ

储藏时间

Ｓｔｏｒａｇｅｔｉｍｅ／ｄ

失重率

Ｗｅｉｇｈｔｌｏｓｓｒａｔｅｓ／％

未处理

Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ
处理

Ｔｒｅａｔｅｄ

白度值

Ｗｈｉｔｅｎｅｓｓ（Ｌ）

未处理

Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ
处理

Ｔｒｅａｔｅｄ

可溶性蛋白含量

Ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ／（ｇ／ｋｇ）

未处理

Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ
处理

Ｔｒｅａｔｅｄ
０ ０±０ ０±０ ９２．２８±０．６０ａ ９１．９９±０．５２ａ ５．７５±０．１１ａ ５．７６±０．０４ａ

１ ２．５０±０．７１ａ ２．００±０．３２ａ ８２．５９±１．５１ｂ ８８．７８±０．６９ａ ５．３９±０．０６ｂ ５．５０±０．０２ａ

３ ３．８５±０．６８ｂ ３．２０±１．４１ａ ７６．５１±１．２８ｃ ８３．２８±１．１２ｂ ５．０６±０．０８ｃ ５．３３±０．０４ａ

５ ５．２２±０．９１ｃ ３．５０±１．５６ａ ６９．１４±１．３４ｄ ８１．０６±１．４０ｂ ４．４３±０．１２ｄ ５．１２±０．０４ａ

７ １５．４０±０．１４ｄ ５．５９±１．１２ｂ ６４．３４±１．３４ｄ ８０．０１±１．２８ｂ ３．４４±０．２２ｅ ４．８１±０．０９ｂ

９ ２５．８０±０．８４ｅ １３．５２±２．００ｃ ５３．２８±２．０６ｅ ７７．８１±１．７６ｂ ３．０１±０．０５ｆ ４．６８±０．０６ｂ

　　白度值是金针菇商业价值的重要指标［２７］。

在贮藏过程中，白度值在４℃条件下持续缓慢下
降，未处理组的金针菇下降最大，白度值在第 ９
天降至５３．２８。处理组，９ｄ后白度值仍为７７．８１，
显著优于未处理组（Ｐ＜０．０５）。结果表明，酸性
电解水有效抑制了金针菇子实体的褐变，延缓了

贮藏过程中的腐烂［２９］。见表４。
贮藏期间，蛋白水解酶保持活性，将这些蛋

白质水解成更小的分子，从而导致金针菇风味的

改变［３０３１］。如表４所示，可溶性蛋白质在储藏期
内含量有所下降。在４℃储藏下，未处理组可溶
性蛋白含量持续下降，最终浓度为３．０１ｇ／ｋｇ，处
理组可溶性蛋白含量在贮藏过程中缓慢下降，９ｄ
时仍维持在４．６８ｇ／ｋｇ，显著高于未处理组的含
量 （Ｐ＜０．０５）。酸性电解水对冷藏金针菇中单
增李斯特菌有明显的杀菌效果［３２］。

３　讨论

本研究主要分析ＡＥＷ对在冷藏温度４℃下
生长的单增李斯特菌的浮游、生物膜的抗菌作

用。结果表明，ＡＥＷ短时间内对在４℃下培养的
单增李斯特菌的影响不显著，相反，ＡＥＷ对同期
在３７℃下培养的单增李斯特菌具有显著的抑菌
作用。ｐＨ、ＯＲＰ、ＡＣＣ是ＡＥＷ破坏细菌细胞活力
的主要因素，而 ＡＣＣ是主要原因。ＡＣＣ首先作
用于细菌细胞壁，引起脂多糖结构的改变和金属

离子通道蛋白的变性，从而导致 Ｋ＋和 Ｃａ２＋从细
胞中迅速漏出，破坏肽聚糖层，使细胞松散，并增

加细胞壁的通透性。ＡＣＣ攻击细菌细胞膜，导致
细胞膜通透性增加，这有助于 ＡＥＷ进入细胞并
最终导致细菌死亡［３３］。单增李斯特菌对氯的抗

性还取决于生长底物、离子浓度和温度。温度是

８７５１



６期 梁　凡 ，等：酸性电解水对低温条件下单增李斯特菌杀灭效果

影响生物存活的限制因素。当温度降低时，膜的

流动性降低，从而影响膜的相结构（固相和液相）

和膜的正常功能，并且细胞膜的选择性、渗透性

基于细胞膜的流动性，即温度可能改变细胞膜流

动性，当ＡＣＣ攻击时，细胞膜通透性增加不明显，
从而对酸性电解水有效氯有一定的抗性。相比

３７℃条件下的单增李斯特菌，酸性电解水短时间
内不能有效清除其成熟的生物被膜。通过结晶

紫法定量生物被膜、生物被膜聚合物的测定，在４
℃环境中，低温细菌会合成几种低温保护性化合
物，例如细胞外多糖，它们可以改变分子的微观

结构，促进表面黏附、细胞聚集和生物被膜形成。

细菌胞外聚合物在生物膜结构的稳定性中起着

重要作用，并且对生物被膜细菌具有很强的保护

作用，这可能是导致相同酸性电解水处理４℃、
３７℃条件下的单增李斯特菌浮游态、生物被膜态
均出现显著性差异的重要因素。毒力基因相对

表达量的测定分析，单增李斯特菌在４℃应激条
件下可能激活几种遗传机制的能力，以便在暴露

于酸性电解水下保持生存能力和致病性。酸性

电解水杀灭４℃条件下的单增李斯特菌，１５ｍｉｎ
内并不能灭活，需要延长处理时间，或增加 ＮａＣｌ
的浓度，造成该现象的主要原因，除去其低温下

单增李斯特菌本身就难以杀灭外，还有样品自身

条件对酸性电解水的影响。因此，酸性电解水在

应用于控制冷冻冷藏环境中的微生物时应提出

更高要求，从而大大降低食品的安全风险。
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