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　 　 摘要:　 研究超声波(ＵＳꎬ４００ Ｗꎬ５０ ｋＨｚ)、乳酸(ＬＡꎬ质量分数为 ０􀆰 ５％ꎬ １􀆰 ０％)和超声波联合乳酸处理(ＵＳ＋
０􀆰 ５％ ＬＡꎬＵＳ＋１.０％ ＬＡ)对游离和生物膜状态下的金黄色葡萄球菌的抗菌和抗生物膜机制ꎬ并且选用 ＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ
对羊肉上的金黄色葡萄球菌进行杀菌处理ꎮ 结果显示ꎬ超声波联合乳酸处理对金黄色葡萄球菌的杀菌作用明显ꎬ
显著降低了生物膜胞外多糖的含量ꎬ破坏了生物膜的胞外基质(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ通过扫描电子显微镜观察发现ꎬ超声波

联合乳酸处理使得菌体细胞产生了严重的凹陷ꎻ激光共聚焦电镜和核酸泄露试验结果表明ꎬ超声波联合乳酸处理

对菌体的细胞膜造成了严重破坏ꎬ使其通透性显著增加ꎬ进而造成内部核酸大量泄露ꎻＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ 处理可以显著

地控制羊肉上金黄色葡萄球菌的生长ꎮ 因此ꎬ超声波联合乳酸处理通过影响菌体细胞膜的完整性、改变细胞膜的

通透性ꎬ使生物膜胞外多糖含量降低及内部核酸泄露ꎬ进而发挥杀菌作用ꎮ
关键词:　 超声波ꎻ 乳酸ꎻ 金黄色葡萄球菌ꎻ 羊肉
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　 　 羊肉营养物质丰富ꎬ与猪肉相比脂肪含量和胆

固醇含量都偏低ꎬ肉质软嫩可口ꎬ深受消费者的青

睐[１￣２]ꎮ 但在羊肉加工、储藏、运输过程中ꎬ由于羊肉

中维生素、矿物质以及蛋白质含量比较高ꎬ因此很容

易受到一些食源性致病菌的污染[３￣４]ꎮ 金黄色葡萄

球菌可以引起人类和动物的下呼吸道和手术部位感

染ꎬ引发败血症和肺炎[５￣６]ꎮ 此外ꎬ金黄色葡萄球菌

还具有较强的生物膜形成能力[７￣８]ꎮ 一旦生物膜形

成ꎬ由于蛋白质、多糖和磷脂等大分子的存在ꎬ增加

了不同抑菌手段对其进行有效抑制的难度[９]ꎮ 因

此ꎬ研究对金黄色葡萄球菌生物膜的高效抑菌方法

以控制羊肉中金黄色葡萄球菌的生长就显得尤其重

要ꎮ
有机酸被认定为一类安全、有效的抗菌剂[１０]ꎮ

乳酸作为三大有机酸中的一种ꎬ在抑制食品中微生物

生长方面具有明显的作用ꎮ Ａｎａｎｇ 等[１１] 报道了乳酸

在延长鸡胸肉货架期方面具有明显的作用ꎬ它可以有

效控制鸡胸肉中假单胞菌的菌群数量ꎮ Ｙｏｕｓｓｅｆ
等[１２]报道了 ５％的乳酸可以使牛肉中大肠杆菌菌落

数量减少 ４ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)以上ꎮ Ｌｉ 等[１３]报道了 ２％的乳

酸可以有效地减少鸡蛋壳上面肠炎沙门氏菌的数量ꎮ
作为一种环保的非热杀菌方法ꎬ超声波得到了广泛的

应用ꎮ 但有研究结果表明ꎬ虽然超声波可很大限度地

保留食品性质ꎬ但单独使用时抑菌效果不是特别明

显[１４]ꎮ 因此ꎬ通常需要跟其他抑菌方法一起协同作

用ꎮ 毕秀芳等[１５]报道了超声波联合乳酸链球菌素处

理可以有效控制胡萝卜汁中菌群数量ꎮ 盖作启[１６]报

道了超声波联合热处理可以有效控制牛奶中的微生

物数量ꎬ且不会对牛奶品质产生任何不利的影响ꎮ
Ｃｉｃｈｏｓｋｉ 等[１７]的研究结果表明ꎬ超声波联合酸性电解

水处理鸡胸肉ꎬ可有效地减少鸡胸肉中嗜冷细菌、乳
杆菌和中温菌的数量ꎬ且不会损坏鸡胸肉的感官品

质ꎮ Ｙｕ 等[１８]报道了超声波联合二氧化氯处理可以

协同有效地控制金黄色葡萄球菌生物膜的生长ꎮ 然

而ꎬ关于超声波联合乳酸处理的协同抗菌和抗生物膜

机制以及超声波联合乳酸处理对羊肉中金黄色葡萄

球菌菌落数控制的研究还未见报道ꎮ
因此ꎬ本研究以金黄色葡萄球菌为指示菌ꎬ分别

研究超声波、乳酸以及超声波＋乳酸对金黄色葡萄

球菌游离和生物膜细胞菌落数的杀菌效果ꎬ并且对

超声波＋乳酸联合处理的协同抗菌和抗生物膜机制

进行研究ꎬ以期降低乳酸的使用浓度ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与仪器

指示菌金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)ꎬ
为本实验室保存的菌种ꎮ 脑心浸液肉汤(ＢＨＩ)液体、
ＢＨＩ 固体培养基ꎬ产自青岛海博生物科技有限公司ꎮ
氯化钠ꎬ产自国药集团化学试剂有限公司ꎮ 乳酸ꎬ产
自南京寿德实验器材有限公司ꎮ ＮｕｎｃＴＭＬａｂ￣ＴｅｋＴＭ ８
孔腔室盖玻片系统ꎬ产自赛默飞世尔科技公司ꎮ ２４
孔聚氯乙烯培养板ꎬ产自美国康宁公司ꎮ 羊肉ꎬ购自

南京盒马网络科技有限公司ꎮ
ＢＨＣ￣１３００ＩＩＡ / Ｂ３ 型生物洁净安全柜ꎬ产自苏州

净化设备有限公司ꎮ ＰＥ(Ｕｌｔｒａ Ｖｉｅｗ ＶＯＸ)转盘式激

光共聚焦显微镜ꎬ产自美国珀金埃尔默股份有限公

司ꎮ ＥＶＯ￣ＬＳ１０ 扫描电子显微镜ꎬ产自德国卡尔蔡司

股份公司ꎮ ＫＱ￣８００ＫＤ 超声波清洗机ꎬ产自中国昆山

超声波仪器有限公司ꎮ 酶标仪ꎬ产自美国 ＢｉｏＴｅｋ Ｉｎ￣
ｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 有限公司ꎮ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０ Ｒ 离心机ꎬ产自

德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司ꎮ ＴＨＺ￣Ｃ 台式恒温振荡器ꎬ产自

太仓市华美生化仪器厂ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１ 　 菌株的培养 　 将金黄色葡萄球菌菌液从

－８０ ℃保存条件中取出ꎬ在 ＢＨＩ 培养基中 ３７ ℃ 培

养至对数期ꎬ然后重复此步骤ꎬ继续按照 １％的接种

量接种于 ＢＨＩ 培养基中培养 １２ ｈꎬ所得菌液用于后

续操作[１９]ꎮ
１.２.２　 超声波、乳酸、超声波联合乳酸处理对金黄

色葡萄球菌游离和生物膜细胞的杀菌作用　 将对数

期的金黄色葡萄球菌菌液离心(５ ０００ ｇꎬ１０ ｍｉｎꎬ４
℃)后ꎬ去除上层培养基ꎬ将沉淀用 ０.８５％生理盐水

洗涤 ３ 次[２０]ꎮ 超声波(４００ Ｗꎬ５０ ｋＨｚ) 单独处理

(ＵＳ)时ꎬ向沉淀中加入等体积的 ０.８５％生理盐水并

充分混匀ꎬ置于超声波清洗机中ꎮ 乳酸(ＬＡ)单独处

理(质量分数为 ０􀆰 ５％、１􀆰 ０％)时ꎬ向沉淀中分别加

入等体积的浓度为 ０􀆰 ５％或 １􀆰 ０％的乳酸并充分混

匀ꎬ在室温条件下进行杀菌处理ꎮ 二者联合处理
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(ＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ、ＵＳ＋１％ ＬＡ)时ꎬ向菌泥中加入等体

积的 ０􀆰 ８５％生理盐水并充分混匀ꎬ然后置于超声波

清洗机(４００ Ｗꎬ５０ ｋＨｚ)中ꎮ 此外ꎬ在室温条件下分

别放置菌悬液作为对照组ꎮ 所有处理均在 ５ ｍｉｎ、１０
ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ 时取样、计数ꎮ 迅速吸取

１ ｍｌ 的菌液与 ９ ｍｌ ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ的磷酸缓冲盐溶液

(ＰＢＳ)调节 ｐＨꎮ 将菌液稀释进行平板计数ꎬ培养条

件为 ３７ ℃静置 ２４ ｈ[２１]ꎮ
根据 Ｌｉｕ 等[２１] 的方法ꎬ将菌液进行培养并活

化ꎬ之后定量加到 ＮｕｎｃＴＭ２４ 孔聚氯乙烯培养板中ꎬ
随后将孔板在 ３７ ℃静置培养 ３ ｄꎮ 培养过程中每隔

完整的 １ ｄ 更换 ＢＨＩ 肉汤培养基ꎬ操作时先沿每个

孔壁慢慢提取培养基ꎬ然后缓慢加入新鲜的培养基

以保持细菌活性ꎮ 培养 ３ ｄ 后ꎬ缓慢吸除上清液ꎬ用
１ ｍｌ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 冲洗生物膜 ３ 次以备用ꎮ 金黄

色葡萄球菌生物膜的杀菌方法和菌落计数的方法参

考金黄色葡萄球菌游离细胞的杀菌方法[２１]ꎮ
１.２.３ 　 生物膜胞外多糖含量的测定 　 参照文献

[２１]、[２３]的方法测定生物膜胞外多糖含量ꎮ 不同

处理后ꎬ收集各孔中的生物膜细胞以测定其多糖含

量ꎮ 将对应于一个样品的 ３ 个孔的生物膜内容物混

合并离心ꎬ取沉淀用于下一步操作ꎬ上清液用于测定

可溶性多糖含量ꎮ 将所得沉淀加入到含有 ０􀆰 ８５％
ＮａＣｌ 及 ０.２２％甲醛的溶液中ꎬ水浴 ３０ ｍｉｎꎬ温度为

８０ ℃ꎬ在 ４ ℃ 条件下离心 ３０ ｍｉｎꎬ 转速 １２ ０００
ｒ / ｍｉｎꎮ
１.２.４　 扫描电子显微镜和激光共聚焦显微镜分析

　 参考方法 １.２.３ꎬ将经过 ＵＳ、１％ ＣＡ 和 ＵＳ＋１％ ＣＡ
处理 ３０ ｍｉｎ 后的金黄色葡萄球菌菌悬液迅速与 ０􀆰 １
ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 混合ꎬ离心(６ ０００ ｇꎬ５ ｍｉｎꎬ４ ℃)ꎬ在 ４
℃用 ２.５％戊二醛固定至少 １２ ｈꎬ用于扫描电子显微

镜分析ꎮ 此外ꎬ将离心后所获得的沉淀用 ＬＩＶＥ /
ＤＥＡＤ ＢａｃＬｉｇｈｔＴＭ试剂在室内黑暗条件下进行染色

处理 ３０ ｍｉｎꎬ然后再次离心(６ ０００ ｇꎬ５ ｍｉｎꎬ４ ℃)ꎬ
用 ０.８５％生理盐水反复洗涤 ３ 次ꎬ用于激光共聚焦

显微镜分析[２２]ꎮ
生物膜的培养方法参考方法 １.２.３ꎬ将活化后的

菌液定量添加到 ８ 孔腔室盖玻片中ꎮ 培养结束后ꎬ
将生物膜分别用 ＵＳ、１％ ＬＡ 和 ＵＳ＋１％ ＬＡ 处理 ３０
ｍｉｎꎬ然后移除上层溶液ꎬ将生物膜在超净工作台中

自然风干ꎮ 将风干后的生物膜按照网格线裁开ꎬ然
后将样品在 ４ ℃下放置 １２ ｈꎬ使其自然干燥ꎬ之后用

１％四氧化锇固定 ２ ｈꎬ再用 ２􀆰 ５％戊二醛固定至少

１２ ｈꎬ用扫描电子显微镜拍摄金黄色葡萄球菌生物

膜细胞ꎮ 将风干后的生物膜用 ＬＩＶＥ / ＤＥＡＤ Ｂａ￣
ｃＬｉｇｈｔＴＭ试剂在室温以及黑暗条件下进行染色处理

３０ ｍｉｎꎬ然后用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ将生物膜

再次风干ꎬ并去除隔板[２１￣２２]ꎬ用激光共聚焦显微镜

拍摄金黄色葡萄球菌生物膜细胞ꎮ
１.２.５　 核酸物质泄露的测定　 参考方法 １.２.３ 培养

金黄色葡萄球菌游离和生物膜细胞ꎮ 将经 ＵＳ、
０􀆰 ５％ ＬＡ、１􀆰 ０％ ＬＡ、ＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ 和 ＵＳ＋１􀆰 ０％ ＬＡ
不同处理 ３０ ｍｉｎ 后的菌体离心(４ ℃ꎬ３ ０００ ｇꎬ１０
ｍｉｎ)ꎬ取上清液测定其 ＯＤ２６０值

[２４]ꎮ
１.２.６　 超声波联合乳酸处理对羊肉中金黄色葡萄

球菌的灭活作用及对羊肉 ｐＨ 的影响

１.２.６.１　 羊肉的处理　 将从超市买来的羊肉用无菌

刀切成正方体形状ꎬ每份 １０ ｇꎮ 首先测定羊肉中原

有的菌群数量ꎬ约为 ４ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎮ 然后将羊肉浸泡

在含量为 ７ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)的金黄色葡萄球菌菌液中 ２
ｈꎬ 最终测得羊肉上的金黄色葡萄球菌菌群数量约

为 ６􀆰 １１ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎮ 将羊肉用 ＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ 分别处

理 ５ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、２０ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎꎮ
１.２.６.２　 微生物计数 　 按照国家标准进行菌落总

数[２５]以及金黄色葡萄球菌菌数[２６] 的测定ꎮ 将 １０ ｇ
肉放入均质袋中ꎬ在无菌条件下加入 ９０ ｍｌ ０􀆰 ０１
ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ并放入 ４ ℃摇床振荡 １ ｈꎮ 用 ０􀆰 ８５％生

理盐水进行 １０ 倍连续稀释[２７￣２８]ꎬ然后参照方法 １.２.
３ 进行微生物计数ꎮ
１.２.７　 数据统计与分析 　 所有试验数据均为 ３ 次

独立试验的平均值ꎬ表示为“平均值±标准差”ꎮ 使

用 ＳＰＳＳ 软件通过方差分析(ＡＮＯＶＡ)进行统计分

析ꎮ 使用 Ｏｒｉｇｉｎ ９.５ 软件进行图形绘制ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 超声波、乳酸以及二者联合处理对金黄色葡萄

球菌游离和生物膜细胞的杀菌效果

　 　 图 １ 显示了超声波、乳酸以及二者联合处理对

金黄色葡萄球菌不同菌体状态的杀菌效果ꎮ 对照组

中菌落数约为 ９ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎬＵＳ 单独处理 ３０ ｍｉｎ 时ꎬ
分别仅使金黄色葡萄球菌游离和生物膜细胞菌落数

降低了 ０􀆰 ３１ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)和 ０􀆰 ２２ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎬ这与 Ｌｉ
等[２９]的研究结果一致ꎮ ４００ Ｗ 的 ＵＳ 处理 １５ ｍｉｎꎬ
仅仅使得金黄色葡萄球菌游离细胞的菌落数降低了
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０􀆰 ３１ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎮ ０􀆰 ５％ ＬＡ 和 １􀆰 ０％ ＬＡ 的乳酸处

理 ３０ ｍｉｎꎬ 金黄色葡萄球菌游离细胞的菌落数分别

降低了 １􀆰 ８２ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)和 ２􀆰 ６４ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎬ金黄色

葡萄球菌生物膜细胞的菌落数分别降低了 １􀆰 ０２
ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)和 ２􀆰 ０１ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎮ Ｗａｎｇ 等[３０] 报道了

０􀆰 ５％ ＬＡ 可以完全有效地抑制肠沙门氏菌、大肠杆

菌和单核增生性李斯特菌的生长ꎮ Ｏｍｏｒｉ 等[３１]报道

了 ０􀆰 ５％ ＬＡ 和 １􀆰 ０％ ＬＡ 可以有效地降低单核增生

性李斯特菌的菌落数量ꎮ
超声波与乳酸联合处理(ＵＳ＋ ＬＡ)对菌体的抑菌

作用明显增强ꎮ ＵＳ＋ ０􀆰 ５％ ＬＡ 和 ＵＳ＋１􀆰 ０％ ＬＡ 处理

３０ ｍｉｎ 时ꎬ 金黄色葡萄球菌游离细胞的菌落数分别

降低了 ２􀆰 ７３ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)和 ３􀆰 ５１ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎬ金黄色葡

萄球菌生物膜细胞的菌落数分别降低了 １􀆰 ９６
ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)和 ３􀆰 ３９ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎮ 当用 ＵＳ＋ＬＡ 处理时ꎬ
ＵＳ 通过自身的空化作用使菌体的细胞膜通透性增

加ꎬＬＡ 可以通过破损的细胞膜进入菌体细胞发挥抑

菌作用ꎬ造成菌体细胞内的物质泄露ꎬ从而导致菌体

细胞死亡ꎮ 因此ꎬ二者联合处理具有明显的协同杀菌

效果[１４ꎬ１８]ꎮ 综上ꎬＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ 的杀菌效果和 １􀆰 ０％
ＬＡ 单独处理的杀菌效果相似ꎮ 许愈等[３２] 的研究结

果表明ꎬ超声波与酸性电解水联合处理可以有效地减

少副溶血性弧菌的菌落数量ꎮ Ｈｅ 等[３３] 报道了超声

波与百里香精油纳米乳液联合处理可以提高对金黄

色葡萄球菌的杀菌效果ꎮ

图 １　 超声波(ＵＳ)、乳酸(ＬＡ)和 ＵＳ＋ＬＡ 处理对金黄色葡萄球菌游离(Ａ)和生物膜(Ｂ)细胞的杀菌效果

Ｆｉｇ.１　 Ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ (ＵＳ)ꎬｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ (ＬＡ) ａｎｄ ＵＳ ＋ＬＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｐｌａｎｋｔｏｎｉｃ ｃｅｌｌｓ (Ａ) ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ ｃｅｌｌｓ (Ｂ) ｏｆ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

２.２　 生物膜胞外多糖含量的测定结果

由图 ２ 可见ꎬ与对照组相比ꎬＵＳ、０􀆰 ５％ ＬＡ、
ＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ 处理使金黄色葡萄球菌生物膜中

可溶性多糖含量分别降低 １６􀆰 ２０％、２５􀆰 ９９％ 和

３４􀆰 ４３％ꎬ 使 不 可 溶 性 多 糖 含 量 分 别 降 低

１６􀆰 ３０％、２５􀆰 ９１％和 ４０􀆰 ３３％ꎬ这表明与单独处理

相比ꎬ超声波与乳酸联合处理可以使生物膜中所

含的可溶性多糖与不可溶性多糖含量呈现显著

下降的变化趋势ꎮ 胞外多糖含量在生物膜胞外

基质中占比最高ꎬ可使生物膜中的细胞黏附在一

起ꎬ从而增强生物膜细胞对外界不良因素的干

扰 [３４] ꎮ 由于 ＵＳ 破坏了生物膜的结构ꎬ导致黏附

在一起的生物膜细胞出现孔隙ꎬ因此 ＬＡ 可以更

好地通过生物膜的外层基质ꎬ进而提高对致病菌

的杀灭作用 [２２] ꎮ ＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ 处理后金黄色葡

萄球菌生物膜中多糖含量与 １􀆰 ０％ ＬＡ 处理后的

多糖含量无显著性差异ꎬ这进一步表明联合处理

可以降低 ＬＡ 的使用浓度ꎮ
２.３ 　 扫描电子显微镜和激光共聚焦显微镜分析

结果

　 　 空白对照组的金黄色葡萄球菌游离细胞呈饱满

的球状且表面光滑ꎬ激光聚焦电镜图片中未见有被

染成红色的细胞ꎬ这表明所有细菌的细胞膜保持完

整的状态ꎬ且通透性未发生改变(图 ３Ａ１、图 ３Ｂ１)ꎮ
ＵＳ 处理 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ菌体表面出现褶皱ꎬ少部分细胞

被染成红色(图 ３Ａ２、图 ３Ｂ２)ꎮ １􀆰 ０％ ＬＡ 处理 ３０
ｍｉｎ 后ꎬ 菌体表面开始出现凹陷ꎬ但大部分菌体依

然保持完整的形态ꎬ被染成红色的细胞数量与 ＵＳ
单独处理相比显著增加ꎬ这与微生物计数的结果相

一致ꎬＬＡ 单独处理的杀菌效果要比 ＵＳ 单独处理好

(图 ３Ａ３、图 ３Ｂ３)ꎮ 图 ３Ａ４、图 ３Ｂ４ 结果表明ꎬＵＳ＋
１􀆰 ０％ ＬＡ 可以对金黄色葡萄球菌游离细胞产生严

重的损伤ꎬ大量细胞变得干瘪ꎬ被染成红色的细胞的

比例与单独处理相比显著增加ꎮ
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　 　 对照组的金黄色葡萄球菌生物膜细胞排列较紧

密ꎬ生物膜厚度较大ꎬ且菌体结构完整ꎬ未受到破坏

(图 ４Ａ１、图 ４Ｂ１)ꎮ ＵＳ 处理 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ有少数细胞

呈现红色荧光ꎬ表明此时有少数细胞受到伤害(图
４Ａ２、图 ４Ｂ２)ꎮ 与 ＵＳ 单独处理相比ꎬＬＡ 处理下呈

现红色荧光的细胞数量明显增加ꎬ密集的生物膜逐

渐被瓦解ꎬ菌体状态明显变化ꎬ褶皱增加(图 ４Ａ３、图

４Ｂ３)ꎮ 图 ４Ａ４、图 ４Ｂ４ 结果表明 ＵＳ＋１􀆰 ０％ ＬＡ 处理

的生物膜细胞外部基质损害严重ꎬ生物膜开始变得

疏散ꎬ大量菌体细胞表面变得凹陷ꎮ 这与迟媛等[１４]

的研究结果一致ꎬ超声波协同次氯酸钠处理会加速

菌体的死亡速度ꎮ 许愈等[３２]报道ꎬ超声波可损伤菌

体的细胞壁ꎬ因此酸性电解水会更好地渗入细胞ꎬ从
而使得菌体细胞遭到严重的破坏ꎮ

不同处理对应柱上标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 超声波(ＵＳ)、乳酸(ＬＡ)和 ＵＳ＋ＬＡ 处理后金黄色葡萄球菌生物膜的可溶性多糖(Ａ)与不可溶性多糖(Ｂ)含量

Ｆｉｇ.２　 Ｓｏｌｕｂｌｅ (Ａ) ａｎｄ ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ (Ｂ) ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｂｉｏｆｉｌｍ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ (ＵＳ)ꎬｌａｃ￣
ｔｉｃ ａｃｉｄ (ＬＡ) ａｎｄ ＵＳ ＋ＬＡ

图 ３　 超声波(ＵＳ)、乳酸(ＬＡ)和 ＵＳ＋ＬＡ 处理后金黄色葡萄球菌游离细胞的扫描电子显微镜与激光共聚焦电镜结果

Ｆｉｇ.３　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｌａｓｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｐｌａｎｋｔｏｎｉｃ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ
ｂｙ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ (ＵＳ)ꎬｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ (ＬＡ) ａｎｄ ＵＳ ＋ＬＡ

２.４　 核酸物质泄露的测定结果

核酸物质的泄露量可以进一步反映菌体细胞膜

的完整性和流动性变化ꎮ 由图 ５ 可见ꎬＵＳ 单独处理

后核酸的泄漏并不明显ꎬ而 ＬＡ 单独处理使得核酸

的泄漏量明显增加ꎬ这与扫描电子显微镜(ＳＥＭ)与
激光共聚焦电子显微镜(ＣＬＳＭ)的结果相一致ꎬＬＡ

可以对菌体的细胞膜造成严重损伤ꎬ进而增加细胞

的损害程度ꎮ 此外ꎬＵＳ＋ＬＡ 处理后ꎬ核酸泄漏量急

剧增加ꎬ原因为 ＵＳ＋ＬＡ 处理破坏了菌体细胞膜的完

整性和通透性ꎬ造成内部物质大量泄露ꎮ 许愈等[３２]

研究发现ꎬ超声波联合酸性电解水处理对细胞结构

产生显著影响ꎬ与本研究结果一致ꎮ
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图 ４　 超声波(ＵＳ)、乳酸(ＬＡ)和 ＵＳ＋ＬＡ 处理后金黄色葡萄球菌生物膜扫描电子显微镜与激光共聚焦电镜图

Ｆｉｇ.４　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｌａｓｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｂｉｏｆｉｌｍ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ (ＵＳ)ꎬ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ (ＬＡ) ａｎｄ ＵＳ ＋ＬＡ

不同处理对应柱上标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 超声波(ＵＳ)、乳酸(ＬＡ)和 ＵＳ＋ＬＡ 处理后金黄色葡萄球菌游离和生物膜细胞的核酸泄露

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｉｎ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｐｌａｎｋｔｏｎｉｃ ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ (ＵＳ)ꎬｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ (ＬＡ) ａｎｄ
ＵＳ ＋ＬＡ

２.５　 超声波联合乳酸处理对羊肉中金黄色葡萄球

菌的杀菌效果

　 　 由图 ６ 可见ꎬＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ 处理可以显著降低

羊肉上金黄色葡萄球菌的菌落数量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 随

着处理时间的增加ꎬ羊肉上金黄色葡萄球菌的菌落

数量逐渐降低ꎮ ＵＳ＋０􀆰 ５％ ＬＡ 处理 ６０ ｍｉｎꎬ可使羊

肉上金黄色葡萄球菌的菌落数量较处理前降低

１􀆰 ９７ｌｇ(ＣＦＵ / ｇ)ꎮ 因此 ＵＳ＋ＬＡ 处理是一种良好的

杀菌方式ꎬ它可以显著控制羊肉上金黄色葡萄球菌

的菌落数量ꎮ 毕秀芳等[１５] 报道了超声波联合乳酸

链球菌素可有效控制胡萝卜汁中的微生物数量ꎬ且
不影响胡萝卜汁的品质ꎮ Ｒａｍｅｚａｎｉ 等[３５] 报道了乳

酸联合壳聚糖以及气调包装可以显著延长鹌鹑肉的

货架期ꎮ Ｇｏｎｚáｌｅｚ￣Ｆａｎｄｏｓ 等[３６] 报道了乳酸和山梨

酸钾可以有效地减少鸡肉上单细胞增生性李斯特菌

的数量ꎮ

不同处理对应柱上标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 ＵＳ＋０.５％ ＬＡ 处理对羊肉上金黄色葡萄球菌的杀菌效果

Ｆｉｇ.６　 Ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＵＳ＋０.５％ ＬＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ Ｓｔａｐｈｙ￣
ｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｏｆ ｍｕｔｔｏｎ

３　 结 论

ＵＳ＋ＬＡ 协同处理的杀菌作用显著ꎬ二者联合处

理时对致病菌的杀菌效果显著强于单独处理时的杀
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菌效果ꎮ 经 ＵＳ＋ＬＡ 处理后ꎬ金黄色葡萄球菌生物膜

细胞多糖含量显著降低ꎬ菌体细胞产生严重凹陷ꎬ细
胞膜通透性增加ꎬ核酸泄露量显著增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
此外ꎬＵＳ＋０.５％ＬＡ 能显著降低羊肉上金黄色葡萄球

菌的菌群数量ꎮ 因此ꎬＵＳ＋ＬＡ 是一种良好的杀菌方

式ꎬ它可以降低 ＬＡ 的使用浓度ꎮ
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