
ε-聚赖氨酸盐酸盐对腐败希瓦氏菌的作用机制初探
蓝蔚青,陈雪宁,冯豪杰,谢晶

Preliminary research on the antibacterial mechanism of ε-polylysine
hydrochloride against Shewanella putrefaciens
LAN Weiqing,CHEN Xuening,FENG Haojie,XIE Jing

在线阅读 View online: https://doi.org/10.12024/jsou.20211003579

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

酸性电解水通过抑制总菌及特定腐败菌保鲜南美白对虾的研究

Acidic electrolyzed water improving the quality of Litopenaeus vannamei by inhibiting the total bacteria and specific spoilage

microorganisms

上海海洋大学学报. 2018, 27(4): 616   https://doi.org/10.12024/jsou.20180502319

鲍鱼希瓦氏菌发酵条件的优化

Optimization of fermentation process of Shewanella haliotis

上海海洋大学学报. 2017, 26(2): 301   https://doi.org/10.12024/jsou.20160501762

饲料喷涂光合细菌对凡纳滨对虾肠道微生物多样性的影响

Effect of different photosynthetic bacteria coating diets on intestinal microbial diversity of white shrimp, Litopenaeus vannamei

上海海洋大学学报. 2019, 28(4): 577   https://doi.org/10.12024/jsou.20180802380

乳酸链球菌素与乳酸对维氏气单胞菌的协同抑制和损伤作用

Synergistic inhibition and damage effects of nisin and lactic acid against pathogen Aeromonas veronii

上海海洋大学学报. 2020, 35(6): 830   https://doi.org/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2019-301

噬菌体在水产品安全控制中的应用研究进展

Research progress on the bacteriophage in safety control of aquatic products

上海海洋大学学报. 2021, 30(1): 197   https://doi.org/10.12024/jsou.20200703110

http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20211003579
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20180502319
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20160501762
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20180802380
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.16535/j.cnki.dlhyxb.2019-301
http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.12024/jsou.20200703110


文章编号：１６７４５５６６（２０２２）０６１５６２０８ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０２１１００３５７９

ε聚赖氨酸盐酸盐对腐败希瓦氏菌的作用机制初探

收稿日期：２０２１１０１１　　　修回日期：２０２１１１１４

基金项目：“十三五”国家重点研发计划重点专项 （２０１９ＹＦＤ０９０１６０２）；现代农业产业技术体系建设专项（ＣＡＲＳ４７Ｇ２６）；上海水产

品加工及贮藏工程技术研究中心能力提升项目（１９ＤＺ２２８４０００）

作者简介：蓝蔚青（１９７７—），男，博士，高级工程师，研究方向为食品保鲜技术。Ｅｍａｉｌ：ｗｑｌａｎ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

通信作者：谢　晶，Ｅｍａｉｌ：ｊｘｉｅ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

蓝蔚青
１，２，３
，陈雪宁

１
，冯豪杰

１
，谢　晶１，２，３

（１．上海海洋大学 食品学院，上海　２０１３０６；２．上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心，上海　２０１３０６；３．食品科
学与工程国家级实验教学示范中心，上海　２０１３０６）

摘　要：从细胞层面初步研究了 ε聚赖氨酸盐酸盐（εｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，εＰＬＨ）对腐败希瓦氏菌
（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ）的作用机制。通过最小抑菌浓度（ＭＩＣ）、最小杀菌浓度（ＭＢＣ）和微生物生长曲线来
判定εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌的抑菌效果。通过电导率、碘化丙啶（ＰＩ）摄入量、碱性磷酸酶（ＡＫＰａｓｅ）、乳酸脱
氢酶（ＬＤＨａｓｅ）和腺苷三磷酸酶（ＡＴＰａｓｅ）活性分析，结合扫描电镜（ＳＥＭ）来判定菌体细胞结构的通透性和完
整性，以此来综合评价εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌的作用效果。结果得出，εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌的ＭＩＣ与ＭＢＣ
分别为１．０ｍｇ／ｍＬ与２．０ｍｇ／ｍＬ。菌体经εＰＬＨ处理后，其正常生长受到抑制，胞外ＡＫＰａｓｅ与ＬＤＨａｓｅ活性
明显提高，细胞膜中的ＡＴＰａｓｅ活性下降，ＰＩ摄入量和电导率与εＰＬＨ浓度呈显著正相关。由ＳＥＭ得出，腐败
希瓦氏菌经εＰＬＨ处理后，菌体出现凹陷、孔洞等现象，外观已发生改变。得出腐败希瓦氏菌经 εＰＬＨ处理
后，菌体细胞结构受损严重，内容物渗漏，菌体严重变形，最终导致细胞凋亡。研究εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌的
作用机制，可为εＰＬＨ在水产品保鲜中的应用提供理论参考。
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　　我国是水产品生产大国，产量呈逐年递增的
发展态势。水产品味道鲜美，营养丰富，深受消

费者喜爱，然而由于微生物的作用，使其易发生

腐败变质，利用率相应降低。水产品流通保鲜多

在冷藏条件下进行。现有研究发现，腐败希瓦氏

菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ）是多种冷藏水产品中
的优势腐败菌［１］，其能在低温条件下将三甲胺Ｎ
氧化物还原为三甲胺，参与蛋白质和脂肪分解，

生成腐胺、尸胺等，产生臭味，加速水产品的腐败

进程［２３］。因此，抑制腐败希瓦氏菌等优势菌的

生长，可降低水产品流通期间的腐损率。

ε聚 赖 氨 酸 盐 酸 盐 （εｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，εＰＬＨ）是从淀粉酶产色链霉菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｄｉａｓｔａｔｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ）受控发酵培养
液经离子交换树脂吸附、解吸、提纯而来的一类

物质。原国家卫生计生委于２０１４年发布公告，将

ε聚赖氨酸（εｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ，εＰＬ）及其盐酸盐作为
食品添加剂新品种［４］，可作为防腐剂用于果蔬、

食用菌、粮谷、肉类及制品、调味品与饮料中［５］。

相关研究显示，εＰＬＨ对革兰氏阴性菌和阳性菌
作用效果良好，其能使菌体细胞变形，细胞膜完

整性丧失，核酸、蛋白质等内容物流失，具有安

全、稳定和广谱抑菌性等特点［６］。史文艳等［７］研

究发现，εＰＬＨ主要通过影响ＡＴＰ酶活性、蛋白质
合成与表达及能量代谢过程来影响蜡状芽孢杆

菌菌体的生长代谢；李秋莹等［８］研究得出 εＰＬＨ
的加入，使壳聚糖和普鲁兰多糖复合涂膜对荧光

假单胞菌菌体细胞膜完整性和通透性的破坏增

强，降低碱性磷酸酶活性。但目前 εＰＬＨ对腐败
希瓦氏菌作用机制还未探明。基于此，以腐败希

瓦氏菌为研究对象，通过最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）和最小杀菌浓度
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（ｍｉｎｉｍｕｍｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ）测定腐
败希瓦氏菌对εＰＬＨ的敏感度，根据微生物生长
曲线推测不同时期细菌的生长情况，结合电导

率、碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）摄入量、碱性
磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＫＰａｓｅ）、乳酸脱氢
酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨａｓｅ）和腺苷三磷酸
酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＴＰａｓｅ）活性来衡量
菌体细胞结构破坏程度，并结合扫描电镜

（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）观察 εＰＬＨ
对菌体形态的影响，初步分析 εＰＬＨ对腐败希瓦
氏菌的作用机制，以期为 εＰＬＨ在水产品保鲜中
的应用提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　实验材料
腐败希瓦氏菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ）为本

课题组前期从腐败暗纹东方中分离、筛选并鉴

定后将菌株保存于－８０℃的超低温冰箱，存放于
上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心。

１．２　主要药品试剂
ε聚赖氨酸盐酸盐（εＰＬＨ）购于浙江新银象

生物工程有限公司；ＡＫＰａｓｅ试剂盒、ＬＤＨａｓｅ试剂
盒、超微量总 ＡＴＰａｓｅ试剂盒均购于南京建成生
物工程研究所；胰蛋白胨大豆琼脂培养基（ｔｒｙｐｔｉｃ
ｓｏｙａｇａｒ，ＴＳＡ）、胰蛋白胨大豆肉汤（ｔｒｙｐｔｉｃｓｏｙ
ｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ）、氯化钠、无水乙醇、戊二醛购于国药
集团化学试剂有限公司，均为国产分析纯。

１．３　主要仪器设备
Ｓｙｎｅｒｇｙ２型自动酶标仪，美国 ＢｉｏＴｅｋ公司；

ＤＨＧ９０５３Ａ型电热鼓风干燥箱，上海一恒科学仪
器有限公司；ＤＮＰ９００２ＢＳ型电热恒温培养箱，上
海新苗医疗器械制造有限公司；ＬＤＺＭ４０ＫＣＳ型
高压蒸汽灭菌器，上海神安医疗器械厂；ＶＳ
１３００ＬＵ型超净工作台，苏净安泰集团；Ｈ２０５０Ｒ
型高速冷冻离心机，湖南湘仪实验室仪器开放有

限公司；ＴｅｓｃａｎＭｉｒａ３型扫描电子显微镜，日本捷
克Ｔｅｓｃａｎ公司。
１．４　实验方法
１．４．１　菌悬液制备

将贮藏于－８０℃的菌种接种于ＴＳＢ中，活化
２～３代后，吸取少量菌液进行平板涂布，培养后
重复平板划线。挑取活化好的菌种３７℃培养８
ｈ，菌悬液用无菌生理盐水稀释至１０６～１０７ＣＦＵ／

ｍＬ，保存备用。
１．４．２　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度
（ＭＢＣ）

采用二倍梯度稀释法［９］测定 εＰＬＨ对腐败
希瓦氏菌的 ＭＩＣ。通过使用９６孔板进行 εＰＬＨ
溶液的二倍梯度稀释，获得最终浓度为２．０、１．０、
０．５、０．２５ｍｇ／ｍＬ的溶液。各孔分别接种１００μＬ
的菌悬液，混匀后于３７℃振荡培养２４ｈ，最后用
酶标仪测定ＯＤ６００，以肉眼观察，未变浑浊的最低
浓度为 εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌的 ＭＩＣ。将 ＭＩＣ
和高于 ＭＩＣ浓度的菌悬液于 ＴＳＡ培养基中进行
平板涂布，３７℃培养 ２４ｈ后，以无菌生长的 ε
ＰＬＨ最低浓度为ＭＢＣ。
１．４．３　微生物生长曲线

将菌悬液按１％的接种量分别加入１／２ＭＩＣ、
ＭＩＣ和２ＭＩＣ的 εＰＬＨ溶液中，以不添加 εＰＬＨ
的菌液作为对照组（ＣＫ），３７℃振荡培养２４ｈ，用
全自动微生物生长曲线分析仪测定 ＯＤ６００，每隔２
ｈ测定一次。
１．４．４　电导率

参考ＤＩＡＯ等［１０］研究方法，稍作修改。将菌

悬液按 １％的接种量分别加入 １／２ＭＩＣ、ＭＩＣ和
２ＭＩＣ的εＰＬＨ溶液中，于摇床３７℃培养。分别
于离心０、３、６、９、１２ｈ时取上清液稀释２０倍测定
其电导率。

１．４．５　碘化丙啶（ＰＩ）摄入量
参考蓝蔚青等［１］研究方法测定。在１／２ＭＩＣ、

ＭＩＣ和２ＭＩＣ的 εＰＬＨ溶液中接种菌悬液后，加
入１．０ｍｇ／ｍＬ的 ＰＩ染色液。避光孵化１５ｍｉｎ，
离心后弃上清液，沉淀用 ＰＢＳ缓冲液洗涤２次，
用荧光分光光度计测定，波长条件为激发光波长

４９０ｎｍ，发射光波长６３５ｎｍ。
１．４．６　ＬＤＨａｓｅ、ＡＫＰａｓｅ与ＡＴＰａｓｅ活性

通过 １．４．５节获得上清液，按照 ＬＤＨａｓｅ、
ＡＫＰａｓｅ与超微量总ＡＴＰａｓｅ试剂盒测定各组在不
同处理时间的酶活性值。

１．４．７　微观结构观察
参考蓝蔚青等［１１］研究方法，将菌悬液按１％

的接种量分别加入 １／２ＭＩＣ、ＭＩＣ和 ２ＭＩＣ的
εＰＬＨ溶液中，于摇床３７℃培养６ｈ后，取２ｍＬ
菌液８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集沉淀。沉淀用
２．５％戊二醛溶液悬浮后固定１０ｈ，然后用 ＰＢＳ
缓冲液洗涤 ３次后弃上清液，再用 ３０％、５０％、

３６５１
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７０％、９０％和１００％乙醇进行梯度脱水，冻干后固
定喷金，在扫描电镜下观察菌体形态结构。

１．５　数据处理
每组样品设３个平行。文中全部数据通过

平均值±标准差来表示。利用ＳＰＳＳ１７．０对数据
进行单因素方差分析，采用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法进行显
著性分析和多重比较，差异显著水平Ｐ＜０．０５；用
Ｏｒｉｇｉｎ８．５软件作图。

２　结果与分析

２．１　ＭＩＣ和ＭＢＣ
由图１可知，与对照组相比，当εＰＬＨ为１．０

ｍｇ／ｍＬ时，其ＯＤ６００约为０．１１，说明该质量浓度对
腐败希瓦氏菌的生长有明显的抑制作用。而当

εＰＬＨ浓度降至０．５ｍｇ／ｍＬ甚至更低时，其 ＯＤ
值显著升高，初步判断其 ＭＩＣ值为１．０ｍｇ／ｍＬ。
随后通过对平板涂布计数结果（图１ｂ）观察得到，

质量浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ处理组培养皿有少量菌
落；当浓度升至２．０ｍｇ／ｍＬ时，无菌落生长，故ε
ＰＬＨ对腐败希瓦氏菌的 ＭＢＣ为２．０ｍｇ／ｍＬ。因
此，在一定浓度范围内，εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌的
抑制作用与浓度呈正相关关系。

２．２　微生物生长曲线
从图２可以看出，ＣＫ组菌体生长旺盛，２ｈ

后进入对数生长期，直至 １６ｈ后进入稳定期。
１／２ＭＩＣ组菌体的生长趋势与ＣＫ组相似，其在整
个生长阶段的 ＯＤ６００均低于 ＣＫ组。而经 ＭＩＣ和
２ＭＩＣ的εＰＬＨ处理后，腐败希瓦氏菌生长受到
明显抑制，ＭＩＣ组菌体对数生长期延迟至１４ｈ，
２ＭＩＣ组在生长期内无细菌生长。表明 εＰＬＨ能
显著抑制希瓦氏菌的生长，且 εＰＬＨ浓度越高，
其作用效果越明显。研究结果与蓝蔚青等［１２１３］

研究复合保鲜剂对金黄色葡萄球菌抑菌作用相

似。

同一小写字母表示组内无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

Ｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈｉｎａｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．

图１　εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌的最小抑菌浓度与最小杀菌浓度的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆεＰＬＨｏｎＭＩＣａｎｄＭＢＣｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ

２．３　电导率
当抑菌剂对菌体细胞造成破坏时，内容物泄

漏导致培养液的导电性增强，因此通过测定电导

率可反映菌体细胞膜通透性的变化［１４］。由图３
可知，各组电导率在前期呈明显的上升趋势，但

各组菌体在前３ｈ时的电导率差异不明显，可能
由于菌体细胞的结构特性在初期对 εＰＬＨ表现
出一定耐受性。３ｈ后，ＭＩＣ组和２ＭＩＣ组电导率
持续升高，ＭＩＣ组和２ＭＩＣ组的电导率在６ｈ时比

对照组增加了３．４５％与５．５８％，而 ＣＫ组和１／２
ＭＩＣ组的电导率维持在相对平稳状态。可能由
于菌体经εＰＬＨ处理后，菌体细胞膜的通透性发
生变化，导致Ｋ＋和Ｃａ２＋等电解质泄漏，电导率随
之升高。ＺＨＡＮＧ等［１５］研究得出菌液的电导率随

保鲜剂浓度的增加而上升，结果与本研究一致。

何静如等［１６］也得到类似结论。可见 εＰＬＨ浓度
越高，菌体细胞膜通透性越大，胞内的无机盐离

子大量流失，破坏胞内稳态，实现其抑菌作用。
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图２　εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌生长曲线变化影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆεＰＬＨｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈ
ｃｕｒｖｅｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ

不同小写字母代表组间差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母
代表组内差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｐｐｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．
图３　εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌电导率值变化影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆεＰＬＨｏｎｔｈｅｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ
ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ

２．４　ＰＩ摄入量
ＰＩ是大分子的荧光染料，当细胞膜结构被破

坏，通透性发生改变，核酸泄漏至胞外，与ＰＩ结合
会发出荧光［１７］，故可用于判断菌体细胞膜的完整

性。

从图４可以看出，ＰＩ摄入量与 εＰＬＨ浓度呈
正相关。处理组的ＰＩ摄入量明显高于 ＣＫ组。

在６ｈ后，１／２ＭＩＣ组、ＭＩＣ组和２ＭＩＣ组的摄入量
是 ＣＫ组的 １．８５倍、２．１３倍和２．４２倍，表明
εＰＬＨ能在一定程度上破坏菌体细胞膜的完整
性，εＰＬＨ的抗菌活性随其浓度升高而增大。可
能由于 εＰＬＨ处理浓度增加，严重损坏菌体结
构，使ＰＩ荧光染料更易进入细胞。朱金帅等［１８］

研究发现，腐败希瓦氏菌经没食子酸处理后，其

凋亡程度增加，可能由于菌体细胞膜被破坏，通

透性增加，使细菌凋亡。

另外，可发现ＰＩ摄入量与电导率变化趋势相
一致。随着εＰＬＨ浓度的增大，其均表现出对菌
体细胞膜破坏程度增加，导致细胞膜通透性增

大，核酸或蛋白质等胞内物质流出，使外来物质

更易进入细胞内环境。

不同小写字母代表组间差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母
代表组内差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｐｐｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．
图４　εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌ＰＩ摄入量变化影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆεＰＬＨｏｎｔｈｅＰＩｉｎｔａｋｅ

ｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ

２．５　ＬＤＨａｓｅ与ＡＫＰａｓｅ活性
ＬＤＨａｓｅ是一种将乳糖催化为丙酮酸的氧化

还原酶，在生物糖酵解途径中起着重要作用［１］，

若细胞膜破损，其就会从细胞质中泄露至胞外。

一般情况下，存在于细胞壁与细胞膜之间的碱性

磷酸酶会因细胞结构遭到破坏而流出［１９］。因此，

可通过检测酶活力来判断菌体结构的破坏程度。

εＰＬＨ对菌体 ＬＤＨａｓｅ与 ＡＫＰａｓｅ活性变化影响
如图５所示。
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不同小写字母代表组间差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母代表组内差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｐｐｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．

图５　εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌ＬＤＨａｓｅ与ＡＫＰａｓｅ活性变化影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆεＰＬＨｏｎｔｈｅＬＤＨａｓｅａｎｄＡＫＰａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ

　　从图 ５ａ可以看出，腐败希瓦氏菌经 εＰＬＨ
处理６ｈ后，ＭＩＣ组和２ＭＩＣ组中的 ＬＤＨａｓｅ活性
分别从０ｈ的（１．２６±０．０３，与（１．３６±０．０２）Ｕ／ｇ
ｐｒｏ升至（４．７２±０．０９）与（５．８６±０．０２）Ｕ／ｇ
ｐｒｏ，明显高于ＣＫ组和１／２ＭＩＣ组，表明菌体经ε
ＰＬＨ处理后，受到一定程度损伤，使其内容物流
出，达到抑菌效果。这与陈梦玲等［２０］研究发现腐

生葡萄球菌经过牛至精油处理 ６ｈ后，胞外
ＬＤＨａｓｅ活性明显升高的结果趋势一致。

ＡＫＰａｓｅ是一种磷酸单酯酶，菌体生长异常
时，可在胞外被检出，存在于细胞壁和细胞膜之

间，因此 ＡＫＰａｓｅ活性可反映细菌细胞壁完整
性［２１］。如图５ｂ所示，ＣＫ组的 ＡＫＰａｓｅ活性值为
（０．０８４±０．０１２）Ｕ／ｍｇｐｒｏ，表明菌体细胞壁未遭
受破坏。经过 ＭＩＣ和 ２ＭＩＣ的 εＰＬＨ处理 ６ｈ
后，其值分别达到（０．３６±０．０１）和（０．４１±０．０１）
Ｕ／ｍｇｐｒｏ，且其值随着 εＰＬＨ浓度增加而增大，
表明菌体的细胞壁破坏明显，通透性增加，从而

影响菌体的正常生长代谢。

相关研究发现，多阳离子抗菌物质可与带负

电荷的脂多糖或磷壁酸结合，破坏细胞壁的完整

性，导致细胞壁屏障功能丧失或阻断营养物质流

通，同时细菌消耗营养物质，最终使菌体死亡。

本研究结果与 ＺＨＡＮＧ等［２２］所研究的球藻

ＣＧＭＣＣ６８８２产生的多糖对大肠杆菌细胞壁的作
用机制相似。

２．６　ＡＴＰａｓｅ活性
ＡＴＰａｓｅ是广泛分布在细胞膜上的酶，其主要

是通过利用 ＡＴＰａｓｅ水解产生能量，对 Ｎａ＋、Ｋ＋、
Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋等进行由低至高浓度的运输，维持生
物体正常生长代谢［２３］。

由图６可知，ＣＫ组的ＡＴＰａｓｅ活性保持稳定，
而经１／２ＭＩＣ、ＭＩＣ和２ＭＩＣεＰＬＨ处理６ｈ后，腐

不同小写字母代表组间差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母

代表组内差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｐｐｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．

图６　εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌ＡＴＰａｓｅ
活性变化影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆεＰＬＨｏｎｔｈｅＡＴＰａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ
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败希瓦氏菌的 ＡＴＰａｓｅ活性分别下降 ２２．３９％、
３５．４４％和４８．２４％，且下降程度与处理浓度呈正
相关。通常情况下，ＡＴＰａｓｅ的低水平会直接影响
细胞的能量代谢和功能，导致菌体死亡［２４］。可能

由于 εＰＬＨ通过菌体细胞膜进入胞内，抑制
ＡＴＰａｓｅ活性，导致菌体代谢紊乱，最终导致其死
亡。这与周倩倩等［２５］利用丁香酚探究腐败希瓦

氏菌的结果相似。ＧＵＯ等［２６］利用代谢组学发现

芳樟醇处理腐败希瓦氏菌后，菌体细胞膜损伤严

重，ＡＴＰａｓｅ活性显著降低，阻碍了碳水化合物的
代谢。这也与李兆亭等［２７］的研究结果相似，其分

析 ＡＴＰａｓｅ的活性降低破坏了胞内蛋白的代谢，
从而改变细胞膜的通透性。

　　由此可知，εＰＬＨ影响了 ＡＴＰａｓｅ的活性，且
其变化与电导率和 ＰＩ摄入量呈负相关，表明 ε

ＰＬＨ通过破坏细胞结构，影响菌体内环境的生理
代谢，最终抑制细菌生长，甚至导致菌体死亡。

２．７　ＳＥＭ
由图７可知，ＣＫ组的腐败希瓦氏菌呈短杆

状，菌体细胞形态完整，表面平滑。经 ＭＩＣ的 ε
ＰＬＨ处理后，菌体出现凹陷、孔洞等现象，外观已
发生改变。而经２ＭＩＣεＰＬＨ处理后，菌体细胞
壁与细胞膜受损严重，内容物渗漏，菌体严重变

形。可能由于εＰＬＨ在细胞表面静电吸附，导致
细胞膜和细胞壁剥离，内容物流出，使细胞受到

生理损伤，且菌体受损程度与作用浓度呈正相

关。这与徐宇辰［２８］研究阿魏酸甲酯对腐败希瓦

氏菌的抑菌作用结果相似。这也与 ＺＨＡＮＧ
等［２９］银杏叶提取物处理希瓦氏菌的结果趋势一

致。

图７　εＰＬＨ对腐败希瓦氏菌微观结构变化影响（×１８０００）
Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆεＰＬＨｏｎｔｈｅｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＳｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ（×１８０００）

３　结论

　　由研究结果得出，通过 εＰＬＨ处理后的腐败
希瓦氏菌，其菌体细胞膜通透性发生变化，胞内

电解质泄漏。酶活性分析与ＳＥＭ观察结果表明，
εＰＬＨ可破坏腐败希瓦氏菌细胞壁和细胞膜的完
整性，对细胞内环境产生一定影响，使细胞代谢

紊乱，最终抑制腐败希瓦氏菌的生长代谢，导致

菌体死亡。因此，εＰＬＨ在食品领域具有广泛的
应用前景，研究结果可为 εＰＬＨ在水产品保鲜中
的应用提供理论参考。
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