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　 　 摘要:　 目前乳酸常被用来控制食品中腐败菌的生长ꎬ但是有关其对食品优势腐败菌抑菌机制方面的研究较

少ꎮ 本试验以一株从肉制品中分离得到的腐败菌粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 为目标菌株ꎬ研究乳酸对其的杀菌效果及作用

机制ꎮ 结果表明ꎬ各浓度(０.２５％、０.５０％、１.００％)的乳酸均有杀菌效果而且作用明显ꎬ通过激光共聚焦显微镜及流

式细胞仪检测发现ꎬ处理后细胞膜通透性增强ꎮ 扫描电镜及腺嘌呤核苷三磷酸(ＡＴＰ)浓度的测定结果说明ꎬ胞内

物质流出聚集在细胞外侧ꎬ胞外 ＡＴＰ 浓度和核酸类物质浓度明显上升ꎬ膜电势快速升高ꎮ 因此ꎬ乳酸通过破坏粪肠

球菌的细胞壁ꎬ增加细胞膜通透性ꎬ改变细胞内外电势ꎬ导致内容物流出ꎬ从而达到杀菌效果ꎮ
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　 　 食品的安全、质量及营养价值是人们密切关注

的问题[１]ꎮ 食品在收获、加工、运输、储藏过程中容

易变质[２]ꎬ产生有害物质或滋生新的致病菌[３] 危害

人体健康ꎮ 肠球菌存在于人或动物消化道内ꎬ特定

条件下会成为病原体引发感染性疾病[４]ꎬ人感染会

引起泌尿系统感染、心内膜炎、伤口感染等ꎬ动物感

００２



染会引发脑炎、关节炎等[５]ꎮ 粪肠球菌(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ)为肠球菌属革兰氏阳性菌ꎬ属于消化道

内正常菌群ꎬ但污染食品后会引发疾病发生ꎬ作为食

源性致病菌已在生的猪肉、鸡肉、牛肉及其他动物源

食品中检出[６￣７]ꎮ 由于抗生素的大量使用ꎬ粪肠球菌

已经对其产生耐药性ꎬ因此在临床治疗中有一定难

度[８]ꎮ 吴悠[９]等使用齐墩果酸和二甲基亚砜有效

抑制了粪肠球菌的生长ꎬＴｏｎｇ 等[１０] 研究了多西环

素、枸橼酸和去污剂组成的混合物(ＭＴＡＤ)与乳酸

链球菌素(Ｎｉｓｉｎ)复配对粪肠球菌的抑菌机理ꎮ
在肉类和家禽加工厂中使用最普遍的消毒剂即

为有机酸[１１]ꎬ乳酸作为三大有机酸之一[１２]ꎬ能够参

与人体正常的代谢[１３]ꎬ在达到杀菌目的的同时不对

人体产生危害ꎮ 乳酸具有很强的防腐保鲜功能ꎬ可
作为食品添加剂用于果酒、饮料、肉类、食品等的加

工中ꎬ具有调节 ｐＨ、抑菌、调味、保持色泽等作

用[１４]ꎮ 乳酸并非食物[１５]ꎬ广泛存在于发酵类食品

中[１６]ꎬ如酸奶、干酪、泡菜等ꎮ 国内外有很多关于乳

酸菌及其细菌类产物抑菌特性及机理的报道[１７￣１８]ꎬ
但关于乳酸抑菌效果及机理的研究较少ꎮ 本研究拟

以一株从肉制品中分离得到的粪肠球菌为试验菌

株ꎬ研究乳酸对其的杀菌作用及机理ꎬ以期为今后以

乳酸为基础杀菌剂和保鲜剂的研究提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

所用 菌 株 为 粪 肠 球 菌 ( Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ
Ｒ６１２￣Ｚ１)ꎬ由江苏省农业科学院农产品加工研究所

保存ꎮ 试验用的脑心浸液肉汤(ＢＨＩ)培养基购自北

京陆桥生物公司ꎮ 乳酸购自天津科密欧生物技术公

司ꎬ荧光探针羧基荧光素双乙酸酯[５(６)￣ｃＦＤＡ]和
３ꎬ３￣Ｄｉｐｒｏｐｙｌｔｈｉａｄｉｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ ｉｏｄｉｄｅ[ＤｉＳＣ３(５)]均

购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ碘化丙啶(ＰＩ)购自生工生物工程

公司ꎬ腺嘌呤核苷三磷酸(ＡＴＰ)检测试剂盒购自碧

云天公司ꎮ
１.２　 仪器与设备

所用仪器和设备主要有 Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ 流式细胞仪

(ＢＤ 公司产品)ꎬＰＥ(Ｕｌｔｒａ Ｖｉｅｗ ＶＯＸ)转盘式激光

共聚焦显微镜(铂金埃尔默公司产品)ꎬＥＶＯ￣ＬＳ１０
扫描电子显微镜(蔡司公司产品)和 ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
ｐｌｕｓ 核酸蛋白测定仪(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司产品)ꎮ

１.３　 方法

１.３.１　 菌株培养　 将冻存管中的粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１
接种于新鲜的 ＢＨＩ 培养基中ꎬ３７ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ培养ꎬ
待生长至对数期时再次转接于新鲜培养基中ꎬ重复

３ 次ꎬ备用ꎮ
１.３.２　 细菌活性试验 　 按培养基体积 １􀆰 ００％接种

活化后的粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 菌液于 ＢＨＩ 液体培养

基中ꎬ３７ ℃摇床培养到 ＯＤ６００值为 １􀆰 ０ 时ꎬ取 ２０ ｍｌ
菌液分别置于不同的离心管中ꎬ４ ℃下６ ０００ ｇ 离心

１０ ｍｉｎꎬ收集菌体沉淀ꎬ然后在各管中分别加入相同

体积的乳酸溶液ꎬ其浓度分别为 ０􀆰 ２５％、０􀆰 ５０％、
１􀆰 ００％ꎮ 将菌悬液放入摇床中ꎬ分别在 ０ ｍｉｎ、１０
ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ、１８０ ｍｉｎ 取样ꎬ使用 ０􀆰 １
ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 缓冲液按照 １０ 倍递增稀释法[１９] 稀释样

品至相应浓度ꎬ取 １００ μｌ 均匀涂布于 ＢＨＩ 固体平板

上ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈꎬ记录菌数ꎮ
１.３.３　 扫描电镜　 按培养基体积 １.０％接种活化后

的粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 菌液于 ＢＨＩ 液体培养基中ꎬ在
３７ ℃摇床中培养至对数期ꎬ４ ℃下６ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎꎬ收集菌体沉淀ꎬ用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 缓冲液(ｐＨ
７􀆰 ４)洗涤ꎬ去掉上清ꎬ加入同体积且质量浓度为

１􀆰 ０％的乳酸ꎬ以只加入相同体积 ＰＢＳ 缓冲液为对

照ꎮ ３７ ℃处理 ２ ｈꎬ４ ℃下６ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集

菌体沉淀ꎬ再用 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ３ 次ꎬ除净上清ꎬ４
℃下用 ２􀆰 ５％的戊二醛固定 １２ ｈ[２０]ꎮ 在扫描电子显

微镜下观察菌体表面形态的变化ꎮ
１.３.４　 细胞膜渗透性试验

１.３.４.１　 激光共聚焦显微镜检测　 使用羧基荧光素

双乙酸酯[５(６)￣ｃＦＤＡ]和碘化丙啶(ＰＩ)来区分活

细胞与死细胞[２１]ꎮ 取对数期的菌液在 ４ ℃下６ ０００
ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集菌体沉淀ꎬ用 ０􀆰 ８５％ＮａＣｌ 溶液洗

涤菌泥后ꎬ其中一份加入同体积质量浓度为 １.００％
的乳酸ꎬ另一份加入同体积生理盐水的菌悬液作为

对照ꎬ室温下处理 ２ ｈꎬ每 １５ ｍｉｎ 振荡 １ 次ꎮ 收集菌

泥重新悬浮在 ５００ μｌ 的生理盐水中ꎬ加入荧光探针

ｃＦＤＡ(终浓度为 １００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ避光保存 １０ ｍｉｎꎬ然
后加入 ＰＩ(终浓度为 ３０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ避光反应 １０ ｍｉｎꎮ
混合液离心后用 ５００ μｌ 生理盐水悬浮菌泥ꎬ取 ３ μｌ
菌液到载玻片上ꎬ加上盖玻片ꎬ置于激光扫描共聚焦

显微镜下观察并拍照ꎮ
１.３.４.２　 胞外 ＡＴＰ 及紫外吸收物质的检测 　 取对

数期的菌液在 ４ ℃下６ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集菌
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泥ꎬ使用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 缓冲液( ｐＨ ７􀆰 ４)洗涤 ３
次ꎬ将菌泥悬浮在质量浓度为 １％的乳酸溶液中ꎬ２５
℃下处理ꎬ分别在 ０ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、１２０
ｍｉｎ、１８０ ｍｉｎ 取样ꎮ 将样品于 ４ ℃、１０ ０００ ｇ 下离心

１ ｍｉｎꎬ取上清测定其胞外小分子 ＡＴＰ 浓度和紫外

吸收物质(主要为核酸和蛋白质等)浓度的变化ꎮ
按照 ＡＴＰ 测定试剂盒说明书测定样品中 ＡＴＰ 的含

量ꎬ先测出 ＡＴＰ 浓度与荧光值的标准曲线ꎬ然后在

样品中加入 ＡＴＰ 检测试剂ꎬ混合均匀后通过测定其

化学发光值来确定 ＡＴＰ 的浓度[２２]ꎮ 紫外吸收物质

的浓度以紫外分光光度计测定的 ＯＤ２６０值来表示ꎮ
１.３.５　 流式细胞仪　 使用方法 １.３.４.１ 中处理好的

菌液ꎬ依次用 ｃＦＤＡ 和 ＰＩ 染色[２３]ꎬ于 ４ ℃下６ ０００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎬ除去多余的荧光探针后ꎬ重
悬于 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 缓冲液中ꎮ 在检测过程中以

低速率(１ ｓ ４００~６００ 个)收集５０ ０００个细胞ꎬ分别在

５２５ ｎｍ 和 ６２０ ｎｍ 处检测样品绿色荧光和红色荧

光ꎬ然后转化为数字信号ꎮ 通过分析每个区域细胞

的百分比来确定粪肠球菌的损伤程度ꎮ
１.３. ６ 　 细胞电势能的测定 　 使用荧光探针 ３ꎬ３￣
Ｄｉｐｒｏｐｙｌｔｈｉａｄｉｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ ｉｏｄｉｄｅ[ＤｉＳＣ３(５)]来测定

粪肠球菌膜电位的变化ꎮ 将活化好的菌液按培养基

体积的 １％接种于脑心浸液肉汤(ＢＨＩ)液体培养基

中ꎬ在 ３７ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ摇床中培养至对数期ꎬ于 ４
℃ 下 ６ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集菌泥ꎮ 使用 ５. ０
ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ４￣羟乙基哌嗪乙磺酸 (ＨＥＰＥＳ) 与 ５􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄糖配置的缓冲液(缓冲液 Ａ)洗涤菌泥 ２
次[２４]ꎬ然后将菌泥重悬于缓冲液 Ａ 中ꎬ加入终浓度

为 ０􀆰 ５ μｍｏｌ / Ｌ的荧光探针 ＤｉＳＣ３(５)ꎬ室温放置 １５
ｍｉｎꎬ加入终浓度为 １００􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＫＣｌ 溶液ꎬ平衡

Ｋ＋浓度后ꎬ在样品中加入乳酸ꎬ每个样品取 ２００ μｌ
加入黑色的 ＮＢＳ 板中ꎬ使用酶标仪检测其荧光强度

变化(激发波长为 ６２２ ｎｍꎬ发射波长为 ６７０ ｎｍ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同浓度的乳酸对粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 的杀菌

效果

　 　 不同浓度的乳酸对粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 的杀菌效

果如图 １ 显示ꎬ样品的初始菌数约为 １×１０８ꎬ质量分

数为 １􀆰 ００％的乳酸在 １０ ｍｉｎ 内全部杀死细菌ꎬ０􀆰 ２５％
和 ０􀆰 ５０％的乳酸全部杀死细菌分别需要 ６０ ｍｉｎ 和 ３０
ｍｉｎꎮ 在最初检测点(０ ｍｉｎ)ꎬ与对照相比ꎬ加入乳酸

的样品的菌数均有减少ꎬ这是由于样品中添加乳酸后

从混匀到取样需要一定时间ꎬ同时也说明乳酸对粪肠

球菌的杀菌作用明显ꎬ并且杀菌迅速ꎮ

粪肠球菌菌数的对数值小于等于 １.４ 时ꎬ菌数不可检测ꎻ未加入

乳酸的样品为对照ꎮ
图 １　 不同浓度的乳酸对粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 的杀菌效果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ(ＬＡ) ｏｎ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ Ｒ６１２￣Ｚ１ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２.２ 　 乳酸对粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 细胞形态结构的

影响

　 　 图 ２ 显示ꎬ未经乳酸处理的对照组细胞完整ꎬ表
面光滑ꎬ呈规则的球形ꎬ细胞间隙明显ꎮ 经过质量浓

度为 １􀆰 ００％的乳酸处理 １ ｈ 后ꎬ细胞外膜溶解ꎬ部分

细胞壁缺失ꎬ菌体连成片ꎬ细胞严重变形ꎬ呈不规则

球形ꎬ胞外能明显看到有内容物漏出ꎮ 乳酸处理对

粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 的细胞壁和细胞质膜造成破

坏[２５]ꎬ导致内容物漏出ꎮ
２.３ 　 乳酸对粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 细胞膜渗透性的

影响

２.３.１　 转盘式激光共聚焦结果 　 细菌细胞通过核

酸荧光探针 ５(６)￣ｃＦＤＡ 和核酸荧光探针 ＰＩ 进行染

色ꎬ根据染色结果(图 ３)可以直观地看出细胞膜通

透性的变化情况ꎮ ５(６)￣ｃＦＤＡ 是一种疏水性复合

物[２１]ꎬ能进入具有完整细胞膜结构的细胞ꎬ在非特

异性脂酶水解作用下生成羧基荧光素(ｃＦ)ꎬ呈绿色

荧光ꎮ ＰＩ 仅能进入受损细胞ꎬ与 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 结合

后呈现红色荧光ꎬＰＩ 进入胞内后ꎬｃＦＤＡ 发出的荧光

变弱[２６]ꎮ 因此ꎬ未受损的细胞呈绿色ꎬ破损的细胞

呈红色ꎮ 未经乳酸处理的样品(图 ３Ａ)主要为绿色

荧光ꎬ经过质量浓度为 １􀆰 ００％的乳酸处理后几乎所

有细胞表现为红色荧光(图 ３Ｂ)ꎬ有少量的细胞损伤

较轻ꎬ呈黄色ꎬ说明乳酸处理后粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 细

胞膜的通透性增加了ꎮ
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Ａ:未经乳酸处理的对照组细胞ꎻＢ:经过质量浓度为 １.００％的乳酸处理 １ ｈ 后的细胞ꎮ
图 ２　 乳酸处理粪肠球菌的扫描电镜观察

Ｆｉｇ.２　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＬＡ￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｅ. ｆａｅｃａｌｉｓ ｃｅｌｌｓ

Ａ:未经乳酸处理的对照组细胞ꎻＢ:经过质量浓度为 １.００％乳酸

处理 １ ｈ 后的细胞ꎮ
图 ３　 乳酸处理粪肠球菌后的激光共聚焦结果

Ｆｉｇ.３　 ＣＬＳＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＬＡ￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｅ. ｆａｅｃａｌｉｓ ｃｅｌｌｓ

２.３.２　 胞外 ＡＴＰ 及紫外吸收物质　 使用试剂盒中

提供的 ＡＴＰ 标准品确定 ＡＴＰ 浓度与荧光值的定量

关系(Ｙ＝ ２２２ ８５６.００ｘ＋７８４􀆰 ０１ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９)ꎬ然后通

过测定样品荧光值来确定样品中 ＡＴＰ 的浓度ꎮ 图 ４
显示ꎬ０ ｍｉｎ 时ꎬ对照组样品的 ＡＴＰ 浓度为 ７􀆰 ２８
ｎｍｏｌ / ｍｌꎬ检测期间浓度变化不大ꎬ 质量浓度为

１􀆰 ００％ 乳 酸 处 理 样 品 的 ＡＴＰ 浓 度 为 １２６􀆰 ７２
ｎｍｏｌ / ｍｌꎬ在随后测定的 ３ ｈ 内ꎬＡＴＰ 浓度基本维持

稳定ꎮ 通过测定紫外吸收物质的浓度来确定乳酸对

细胞膜通透性的影响ꎬ２６０ ｎｍ 处主要为 ＤＮＡ、ＲＮＡ、
代谢产物、离子等物质的吸收峰[２７]ꎮ 图 ５ 显示ꎬ０
ｍｉｎ 时ꎬ对照组样品吸光度为 ０􀆰 ２５ꎬ３ ｈ 内保持稳定ꎬ
乳酸处理组吸光度为 １􀆰 ０３ꎬ其后吸光度保持在

０.９０~１􀆰 ００ꎬ说明乳酸处理后ꎬ细胞膜通透性增强ꎬ
胞内 ＡＴＰ 及核酸物质泄漏ꎮ 由于加入乳酸后从混

匀到取样需要一定时间ꎬ因此在 ０ ｍｉｎ 测得吸光度

值较高ꎬ由此也可以说明ꎬ质量分数为 １.００％的乳酸

作用迅速ꎬ瞬间对细胞膜造成破坏ꎮ

未经乳酸处理的样品为对照ꎮ
图 ４　 胞外 ＡＴＰ 浓度的变化

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＡＴＰ

２.３.３　 流式细胞仪检测结果　 通过荧光探针 ｃＦＤＡ
和 ＰＩ 双染[２８]对细胞的完整性进行验证ꎬｃＦＤＡ 可以

进入所有细胞ꎬ而 ＰＩ 仅能进入膜损伤的细胞且与核

酸亲和力更强ꎬ可代替已进入细胞内的 ｃＦＤＡ 分子ꎮ
流式细胞仪分析后ꎬ可按细菌细胞的损伤状态将其

分为完整细胞、受损细胞、死亡细胞和未染色细胞ꎮ
细菌样品处理后ꎬ利用流式细胞仪获得粪肠球菌流

式点状图ꎬ首先以对照组样品为基准划分象限ꎬ象限

Ｑ１￣ＬＲ 为 ｃＦＤＡ 染色的完整活细胞ꎬ象限 Ｑ１￣ＵＲ 为

双重染色的受损活细胞ꎬ象限 Ｑ１￣ＵＬ 为 ＰＩ 染色的

死亡细胞ꎬ象限 Ｑ１￣ＬＬ 为未染色细胞ꎮ 图 ６ 显示ꎬ粪
肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 经过 １􀆰 ００％乳酸处理后细胞的分

布与对照样品有明显差异ꎬ未经乳酸处理的细菌样

品中 ９９.７％为活细胞ꎬ经过乳酸处理后的细菌样品

中 ９３􀆰 ８％为死细胞ꎬ５.２％为受损细胞ꎮ Ｂｏｏｙｅｎｓ[２３]

根据流式细胞仪的结果ꎬ分析大蒜精油处理 ３ 种双

歧杆菌前后其细胞膜的损伤程度ꎮ 对照组样品和处

理组样品中分别存在 ０􀆰 ２％和 １􀆰 ０％未染色细胞ꎬＳｉｌ￣
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ｖａ[２９]也指出流式数据中存在未能染色的细胞ꎬ对这

种细胞存在的原因有 ２ 种猜测[２３]ꎮ 第一ꎬ有一部分

细胞膜在处理过程中经历严重的破坏ꎬ导致其核酸

流出ꎬ 而 ２ 种荧光探针均是对核酸进行染色ꎬ
Ｗａｎｇ[２５]也指出乳酸能够破坏细胞质膜及胞内物质

结构ꎮ 第二ꎬ细胞聚集成团或成链ꎬ降低了染色率ꎮ
综上所述ꎬ粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 经过 １.００％乳酸处理

后大部分细菌死亡ꎬ少部分受损ꎬ与激光共聚焦的结

果相呼应ꎬ说明乳酸对粪肠球菌具有严重的破坏作

用ꎬ可对其细胞膜造成损伤ꎮ
未经乳酸处理的样品为对照ꎮ
图 ５　 紫外吸收物质吸光度变化

Ｆｉｇ.５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｏｆ ＵＶ￣ａｂｓｏｒｂｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ａ:未经乳酸处理的细菌样品ꎻＢ:经过乳酸处理后的细菌样品ꎮ Ｑ１￣ＬＲ:ｃＦＤＡ 染色的完整活细胞ꎻＱ１￣ＵＲ:双重染色的受损活细胞ꎻＱ１￣ＵＬ:ＰＩ
染色的死亡细胞ꎻＱ１￣ＬＬ:未染色细胞ꎮ

图 ６　 乳酸处理后的粪肠球菌流式点状图

Ｆｉｇ.６　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｏｔ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ＬＡ￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｅ. ｆａｅｃａｌｉｓ ｃｅｌｌｓ

２.４ 　 乳酸对粪肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 细胞膜电势能的

影响

　 　 通过测定细胞膜电势能变化ꎬ进一步研究乳

酸对粪肠球菌的作用ꎮ 荧光探针 ＤｉＳＣ３(５)是一

种对膜电势变化敏感的阳离子荧光染料 [３０] ꎬ能
够在完整的极化细胞膜中累积并且自行淬灭ꎬ乳
酸处理后细胞膜去极化 [３１] ꎬ导致与细菌细胞结

合的荧光探针脱落进入溶液中ꎬ荧光值增加ꎮ 对

样品在 ６７０ ｎｍ 处的荧光进行检测(图 ７) ꎬ尼日

利亚菌素和缬氨霉素分别作为阴性对照和阳性

对照ꎬ加入 ＫＣｌ 平衡细胞内外 Ｋ＋浓度后测定荧光

值为１３ ０００左右ꎬ对照组样品荧光值在测定期间

保持稳定ꎬ加入尼日利亚菌素后略有下降ꎬ加入

Ｋ＋载体缬氨霉素后荧光值迅速上升ꎬ处理 １ ｍｉｎ

时荧光值为２８ １５９ꎬ加入 １.００％乳酸处理后的样

品的荧光值在 １ ｍｉｎ 内变化较快ꎬ之后趋于稳定ꎬ
但荧光值低于阳性对照样品的荧光值ꎮ 荧光值

的迅速上升说明乳酸对粪肠球菌作用迅速ꎬ细胞

膜快速去极化对其功能造成破坏ꎮ

３　 结 论

乳酸杀菌迅速ꎬ加入乳酸后菌数迅速下降ꎬ浓度

为 ０􀆰 ２５％、０􀆰 ５０％、１􀆰 ００％的乳酸分别在 ６０ ｍｉｎ、３０
ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ 内达到完全杀菌的效果ꎬ乳酸作用于粪

肠球菌 Ｒ６１２￣Ｚ１ 后使其胞内 ＡＴＰ 及核酸类物质快

速释放到胞外ꎮ Ｓｕｎ 等[３２] 的研究结果表明ꎬ单独使

用乳酸链球菌素(Ｎｉｓｉｎ)和乳酸杆菌表层分离蛋白

ＳｌｐＢ 或者 ２ 种物质复配使用后也会使胞外 ＡＴＰ 和

４０２ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 １ 期



未经乳酸处理的样品为对照ꎮ
图 ７　 乳酸处理后粪肠球菌膜电势变化

Ｆｉｇ.７　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ＬＡ￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｅ. ｆａｅｃａｌｉｓ
ｃｅｌｌｓ

核酸物质增加ꎬＡＴＰ 浓度在反应 １􀆰 ５ ｈ 时达到最高ꎬ
２６０ ｎｍ 处的吸光值在反应 ６􀆰 ０ ｈ 时达到最大ꎬ说明

复配物对细菌作用缓慢ꎮ 乳酸处理粪肠球菌后ꎬ细
胞形状无明显变化ꎬ但有胞内物质流出ꎮ 乳酸对于

细菌的破坏主要是破坏其膜通透性ꎬ对细胞整体形

态无明显影响[３３￣３４]ꎮ 使用肉桂醛作为抑菌剂处理

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌时ꎬ胞外核酸、蛋白质等

物质含量增多ꎬ电导率增大ꎬ细胞膜电势变化[３５]ꎮ
因此ꎬ细胞膜通透性的变化是多种抑菌物质达到抑

菌或杀菌作用的原因ꎮ 通过研究发现ꎬ乳酸处理迅

速改变了细胞膜内外电势ꎬ增加了细胞膜通透性ꎬ导
致内容物流出ꎬ从而起到了抑菌作用ꎬ但乳酸导致细

胞膜分子结构阶段损伤的作用机制仍需要深入研

究ꎮ
质量浓度为 １􀆰 ００％的乳酸处理细菌 １ ｈ 后ꎬ通

过扫描电镜观察到细胞外部被内容物包裹ꎬ同时胞

外 ＡＴＰ 浓度及紫外吸收物质浓度的增加也说明胞

内有物质渗漏ꎮ 通过 ｃＦＤＡ 和 ＰＩ 染色ꎬ在激光共焦

显微镜与流式细胞仪下观察ꎬ乳酸处理后大部分细

胞死亡ꎬ红色荧光明显增强ꎬ表明细胞膜通透性增

强ꎬ导致荧光探针 ＰＩ 进入胞内ꎮ 因此ꎬ乳酸作用于

粪肠球菌时会快速破坏其细胞壁及细胞膜结构ꎬ使
其细胞膜通透性增强ꎬ胞内的内容物如 ＡＴＰ、核酸等

快速渗出ꎬ达到杀菌效果ꎮ
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