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ε聚赖氨酸对脂环酸芽孢杆菌生长与产物代谢的影响
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摘要：研究了 聚赖氨酸对脂环酸芽孢杆菌属生长及产愈创木酚的影响。以 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ、Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓ和

Ａ．ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ为研究对象，采用双倍稀释法测定最小抑菌浓度；通过菌落计数和高相液相色谱法检测愈创木酚的含

量，评价 聚赖氨酸对模拟苹果汁体系中脂环酸芽孢杆菌生长代谢的影响。结果表明：聚赖氨酸能够有效抑制

脂环酸芽孢杆菌营养细胞和芽孢的生长，最小抑菌质量浓度为 １２５～５ｍｇ／Ｌ。当模拟苹果汁中 聚赖氨酸的添加

量为最小抑菌浓度时，脂环酸芽孢杆菌的菌落数呈下降趋势，减少量为 １～２个数量级；愈创木酚的生成量显著降

低，质量浓度范围为 １７～４７４ｍｇ／Ｌ。当 聚赖氨酸添加量增加至最小抑菌浓度的 ４倍时，菌落数由（５～６）×

１０６个／ｍＬ降低至 ４６×１０２个／ｍＬ以下，同时，可以完全抑制愈创木酚的产生。因此，聚赖氨酸可以有效控制果汁

中脂环酸芽孢杆菌属细菌腐败。
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　　引言

脂环酸芽孢杆菌（Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ）是酸性果汁

和饮料中常见的污染菌，其菌体和芽孢可以耐受普

通的巴氏杀菌并在低 ｐＨ值及高温条件下存活甚至
生长，因此这类细菌也称为“嗜酸耐热菌”

［１－２］
。脂



环酸芽孢杆菌引起的果汁腐败问题被相继报道，其

中以苹果汁中污染频率最高
［３］
。同时，脂环酸芽孢

杆菌主要来源于果园环境的土壤中，其易于粘附在

落果表面，在果汁工业化生产中，一旦原料果清洗不

干净，这些微生物会侵入果汁生产线并在后续加工

过程中难以去除和控制。由于脂环酸芽孢杆菌可以

在果汁中生长代谢并产生愈创木酚、２，６二溴苯酚、
２，６二氯苯酚等物质，使果汁的口感、风味变差并形
成白色沉淀或雾状浑浊，且愈创木酚作为最主要的

代谢产物，其感官阈值仅为 ２μｇ／Ｌ，即使痕量也可
以使果汁呈现不愉快的气味，所以脂环酸芽孢杆菌

污染及愈创木酚产生依然是世界范围内果汁生产中

一个重要的质量安全控制指标
［４－５］

。目前研究发现

的愈创木酚产生菌主要集中在 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ、
Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓ和 Ａ．ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ［６－７］，因此，对这些污染
菌株的有效控制及愈创木酚的代谢阻断依然是保证

果汁产品质量安全的重要举措。

目前，对果汁中脂环酸芽孢杆菌的控制和杀灭

方法研究较多，而通过天然防腐剂对其进行控制依

然是最有效和低成本的。聚赖氨酸（ＰＬ）是一类
天然存在的阳离子短肽，通过赖氨酸分子的 α羧基
与 氨基形成酰胺键并连接成多聚体。研究结果
表明，分子量在３６００～４３００之间的 ＰＬ具有较高
的抑菌活性

［８－９］
。作为天然的防腐剂，ＰＬ具有以

下几个优势：安全性高，不会在人体内积累且会被分

解成人体必需的赖氨酸；抑菌谱广，能有效抑制革兰

氏阳性菌、革兰氏阴性菌、酵母菌和霉菌等多种微生

物
［１０－１２］

；溶水性好，无色无味，不会影响食品的品质

和风味；热稳定性高，可以加入后进行热处理，因此

更有利于抑制耐热菌
［１３－１４］

。同时，ＰＬ是允许添
加的食品添加剂，其在果蔬汁中的最大限量为

０２ｇ／Ｌ［１５］。
因此，本文以 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ、Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓ和

Ａ．ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ为供试材料，以 ＰＬ为抑菌剂，探讨
ＰＬ对这些脂环酸芽孢杆菌的生长及代谢产生愈
创木酚的影响，为实现果汁中脂环酸芽孢杆菌的有

效控制提供理论依据和技术支撑。

１　材料与方法

１１　试剂
香草酸（９７％）、愈创木酚（９９％）购于 Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司；聚赖氨酸（９８％）由郑州拜纳佛生物工
程股份有限公司提供；其它化学试剂均为国产分析

纯。

１２　主要仪器设备
ＬＣ ２０Ａ型高效液相色谱仪，包括 ＬＣ ２０ＡＤ

型高压泵，ＳＰＤ Ｍ２０Ａ型二极管阵列检测器，
ＳＩＬ ２０Ａ型自动进样器、ＣＢＭ ２０Ａ型系统控制器，
ＣＴＯ １０ＡＳ型柱温箱，ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ工作站（岛津（中
国）有限公司）；ＹＸＱ ＬＳ ５０Ａ型立式压力蒸汽灭
菌锅（上海博讯实业有限公司）；ＳＣＢ １３６０型超净
工作台（北京东联哈尔有限公司）；ＰＨＳ ３Ｃ型 ｐＨ
计（上海雷磁仪器厂）；ＱＹＣ ２１０２Ｃ型恒温培养摇
床（上海福玛实验设备有限公司）；ＨＣ ３０１８Ｒ型高
速冷冻离心机（安徽中科中佳科学仪器有限公司）；

ＺＣＳＤ １１６０型生化培养箱（上海智城分析仪器制
造有限公司）。

１３　菌株及培养基
标 准 菌：Ａ． ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（ＤＳＭ ３９２２）、

Ａ．ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ（ＤＳＭ １４５５８）和 Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓ（ＤＳＭ
１３６０９）购于德国微生物菌种保藏中心。

分离菌：Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＣ ＺＪＢ １２ １０、
Ｃ ＺＪＢ １２ ２８和 Ｃ ＺＪＢ １２ ４２分离自采后成
熟贮藏和待加工的猕猴桃中

［１６］
，Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．

ＡＡＴ１０和 ＡＡＴ９２菌株取自日本三井公司食品研究
实验室；Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓＣ ＺＪＢ １２ ３８、Ｃ ＺＪＢ １２
４７和 Ｃ ＺＪＢ １２ ６１分离自陕西果园的猕猴桃或
土壤中

［１６］
。

ＡＡＭ培养基：酵母膏 ０２％、葡萄糖 ０２％，
（ＮＨ４）２ＳＯ４００４％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０１％、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
００５％、ＫＨ２ＰＯ４ ０１２％、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ００５％，用
１ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４调节 ｐＨ值至 ４０。固体 ＡＡＭ培养
基则加入２％的琼脂。
１４　菌悬液的制备

将活化后的各菌株在 ４５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下
扩大培养 １８ｈ得营养细胞；继续培养 ５～７ｄ，直至
显微观察 ９０％以上细菌形成芽孢为相应菌株芽
孢。培养结束后，４０００ｇ条件下离心洗涤菌体和
芽孢，每次１０ｍｉｎ，获得营养细胞和芽孢，并悬浮于
ＡＡＭ培养基中使其菌体最终浓度均为（５～６）×
１０８个／ｍＬ。
１５　模拟苹果汁的配制

模拟苹果汁的组分：果糖６０ｇ／Ｌ、葡萄糖３０ｇ／Ｌ、
蔗糖 ２０ｇ／Ｌ、Ｌ苹果酸 ２ｇ／Ｌ、柠檬酸钠 ０１ｇ／Ｌ、
ＫＨ２ＰＯ４１５ｇ／Ｌ、（ＮＨ４）２ＳＯ４０４ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
１０ｇ／Ｌ和 ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０５ｇ／Ｌ，并通过 １ｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２ＳＯ４和１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调整其 ｐＨ值为４０
［１７］
。

１６　εＰＬ最小抑菌质量浓度的测定
采用双倍稀释法进行测定：用无菌水将 ＰＬ稀

释成一系列双倍浓度梯度的 ＰＬ溶液，取各溶液
０１ｍＬ加入至含 ９８ｍＬＡＡＭ培养基的试管中，使
其质量浓度为 ４０、２０、１０、５、２５、１２５、０６２５ｍｇ／Ｌ。
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然后在每支试管中分别接入０１ｍＬ菌悬液（营养细
胞和芽孢），使菌体浓度达到（５～６）×１０６个／ｍＬ。
将接种好的试管在 ４５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养
２４ｈ，培养液未出现混浊的最低质量浓度即为 ＰＬ
对该菌株的最小抑菌浓度。

１７　εＰＬ对模拟苹果汁中脂环酸芽孢杆菌的影响
采用模拟苹果汁体系进行进 ＰＬ的抑菌实

验
［１７］
。在１００ｍＬ三角瓶中分别加入 ４９ｍＬ无菌模

拟苹果汁（含有１０μｇ／ｍＬ香草酸）、０５ｍＬＰＬ溶
液和０５ｍＬ营养细胞悬液。在 ４５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条
件下培养７ｄ，并在第１、２、３、５、７天取样进行菌落计
数，在第７天取样检测模拟苹果汁中愈创木酚的含
量。

１８　菌落计数
按１∶１０、１∶１００、１∶１０００和 １∶１００００的比例对

模拟苹果汁样品进行稀释，取稀释后的样品 １００μＬ
涂布于 ＡＡＭ固体培养基上，在 ４５℃下培养 ４８ｈ后
计数。

１９　愈创木酚的测定
采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定愈创木酚的

含量。色谱柱：ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＸＢ Ｃ１８柱（５μｍ，
４６ｍｍ×２５０ｍｍ）；流动相：Ａ为乙腈，Ｂ为含有
０１％甲酸的水；等度洗脱程序：３０％ Ａ洗脱２０ｍｉｎ；

进样体积２０μＬ，柱温 ４０℃，流速 １０ｍＬ／ｍｉｎ，二极
管阵列检测器波长２７５ｎｍ。
１１０　数据分析

每组实验进行 ３次重复，所有数据以平均值 ±
标准差的形式表示。采用 ＳＰＳＳ１８０统计分析软
件，先对数据进行单因素方差分析，然后利用

Ｄｕｎｃａｎ新复极差法进行多重比较分析。

２　结果与分析

２１　ＨＰＬＣ法测定愈创木酚
不同样品体系中愈创木酚液相色谱图如图 １

所示。其中图 １ａ是愈创木酚标准样品检测图，其
保留时间为 ７６３ｍｉｎ（５ｍｇ／Ｌ）；图 １ｂ为模拟苹果
汁体系中加愈创木酚液相色谱图（５ｍｇ／Ｌ）；图 １ｃ
为模拟苹果汁体系中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＤＳＭ３９２２
培养 ７ｄ后 代 谢 产 生 愈 创 木 酚 的 检 测 图 谱
（４７ｍｇ／Ｌ），可以看出在愈创木酚的出峰时间处
无杂质峰，检测信号良好。以信噪比 ３∶１确定方法
检出限（ＬＯＤ）为０１０ｍｇ／Ｌ，信噪比 １０∶１确定方法
定量限（ＬＯＱ）为０３５ｍｇ／Ｌ。图 １ｄ是愈创木酚的
标准曲线图，其相关系数 Ｒ２为 ０９９８，表明愈创木
酚在０３５～１０ｍｇ／Ｌ之间峰面积线性关系良好，可
以用于定量分析。

图 １　愈创木酚的液相色谱图及标准曲线

Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓａｎｄｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｇｕａｉｃａｏｌ
　
２２　εＰＬ最小抑菌质量浓度测定结果

ＰＬ对１１株脂环酸芽孢杆菌的最小抑菌质量
浓度测定结果如表 １所示。ＰＬ对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ
营养细胞的最小抑菌质量浓度为５ｍｇ／Ｌ，对标准菌株

芽孢的最小抑菌质量浓度为５ｍｇ／Ｌ，而对分离菌株芽
孢的最小抑菌质量浓度为 ２５ｍｇ／Ｌ。ＰＬ对４株
Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓ营养细胞和芽孢的最小抑菌质量浓度相
同，分别为 １２５ｍｇ／Ｌ和 ２５ｍｇ／Ｌ。而Ａ．ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ
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营养细胞和芽孢的最小抑菌质量浓度均为２５ｍｇ／Ｌ。
可以看出，在模拟苹果汁中 ＰＬ对脂环酸芽孢杆菌
有较好的抑制作用，质量浓度在５ｍｇ／Ｌ时即可有效
抑制这些愈创木酚产生菌的生长。

表 １　εＰＬ对 １１株脂环酸芽孢杆菌的最小抑菌浓度

Ｔａｂ．１　Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆεｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ

ａｇａｉｎｓｔｅｌｅｖｅｎＡｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｔｒａｉｎｓ ｍｇ／Ｌ

菌株 营养细胞 芽孢

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ

ＤＳＭ３９２２ ５ ５

Ｃ ＺＪＢ １２ １０ ５ ２５

Ｃ ＺＪＢ １２ ２８ ５ ２５

Ｃ ＺＪＢ １２ ４２ ５ ２５

ＡＡＴ１０ ５ ２５

ＡＡＴ９２ ５ ２５

Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓ

ＤＳＭ１３６０９ １２５ ２５

Ｃ ＺＪＢ １２ ３８ １２５ ２５

Ｃ ＺＪＢ １２ ４７ １２５ ２５

Ｃ ＺＪＢ １２ ６１ １２５ ２５

Ａ．ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ ＤＳＭ１４５５８ ２５ ２５

２３　εＰＬ对脂环酸芽孢杆菌生长的影响

根据前期研究和文献报道，愈创木酚的产生需

要１０４～１０５个／ｍＬ的脂环酸芽孢杆菌细胞［１８］
，因

此，研究中接入模拟苹果汁中菌体浓度为（５～６）×
１０６个／ｍＬ。当添加最小抑菌质量浓度的 ０５倍 ＰＬ
时，在开始阶段５株脂环酸芽孢杆菌的生长受到一
定的抑制作用，但培养３ｄ后，与空白对照样品相比
无显著性差异。当添加 ＰＬ的浓度为最小抑菌质
量浓度时，５株测试菌的菌落数呈下降趋势，但减少
量并不大，约 １～２个数量级，其中降低最小的是
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＤＳＭ ３９２２，数量级仅有 ０８３。当
ＰＬ的添加量增加至最小抑菌质量浓度的 ４倍时，
各菌株的菌落数明显降低，其中 Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓＣ
ＺＪＢ １２ ３８在第 ７天已经降至检测限（１０个／ｍＬ）
以下，另外４株菌的菌体浓度也只有 １０～１０２个／ｍＬ
（图２）。同时，以上实验结果也说明：ＰＬ对脂环酸
芽孢杆菌有较好的杀灭作用。

图 ２　不同质量浓度 ＰＬ对脂环酸芽孢杆愈创木酚产生菌生长的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＬｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆｇｕａｉａｃｏｌｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＡｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．
（ａ）ＤＳＭ３９２２　（ｂ）Ｃ ＺＪＢ １２ １０　 （ｃ）ＤＳＭ１４５５８　 （ｄ）ＤＳＭ１３６０９　（ｅ）Ｃ ＺＪＢ １２ ３８

　
２４　εＰＬ对脂环酸芽孢杆菌产愈创木酚的影响

大量研究表明，在果汁环境中脂环酸芽孢杆菌

以香草酸和香草醛为中间产物代谢产生愈创木酚，

即香草酸是愈创木酚生成的直接前提物质
［１９］
，因

此，本研究在模拟苹果汁体系中加入了 １０ｍｇ／Ｌ的
香草酸。将含有不同浓度 ＰＬ的模拟苹果汁样品
培养７ｄ后，检测其中愈创木酚的含量，结果如图 ３
所示，图中不同小写字母表示具有显著性差异（ｐ＜
００５）。在阳性对照中（无 ＰＬ），５株测试菌株均
代谢生成了 ７３ｍｇ／Ｌ的愈创木酚。添加最小抑菌
质量浓度的０５倍 ＰＬ对愈创木酚的产生无显著

性影响，而添加量至最小抑菌浓度时，愈创木酚的生

成量明显降低，质量浓度为 １７～４７ｍｇ／Ｌ。当
ＰＬ的添加量为最小抑菌质量浓度的 ２倍时，
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＤＳＭ ３９２２、Ｃ ＺＪＢ １２ １０和
Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓＤＳＭ１３６０９３株菌产生了少量的愈创木
酚（０２～０９ｍｇ／Ｌ），而在 Ａ．ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓＤＳＭ１４５５８
和Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓＣ ＺＪＢ １２ ３８两个测试菌株样品
中未检测到愈创木酚。当模拟苹果汁中 ＰＬ的质
量浓度增大至最小抑菌质量浓度的４倍时即可完全
抑制愈创木酚的产生。
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图 ３　不同浓度 ＰＬ对脂环酸芽孢杆菌产愈创木酚的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＬｏｎｇｕａｉａｃｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＡｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．
（ａ）ＤＳＭ３９２２　（ｂ）Ｃ ＺＪＢ １２ １０　 （ｃ）ＤＳＭ１４５５８　（ｄ）ＤＳＭ１３６０９　（ｅ）Ｃ ＺＪＢ １２ ３８

　

３　结束语

测定了 ＰＬ对１１株脂环酸芽孢杆菌的最小抑
菌质量浓度，在此基础上考察了模拟苹果汁中不同

质量浓度 ＰＬ对 ５株测试菌株生长及产愈创木酚
的影响。结果表明：测试菌株不同，其营养细胞和芽

孢的最小抑菌质量浓度也有所不同，分布在 １２５～
　　

５ｍｇ／Ｌ之间。当模拟苹果汁中 ＰＬ的添加量为最
小抑菌质量浓度的 ４倍时，脂环酸芽孢杆菌菌落数
从（５～６）×１０６个／ｍＬ降低至４６×１０２个／ｍＬ以下，
同时，可以完全抑制愈创木酚的产生。本文为利用

天然防腐剂 ＰＬ有效控制果汁中脂环酸芽孢杆菌
污染问题提供了理论依据。
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１７　ＲｅｉｎｄｅｒｓＲＤ，ＢｉｅｓｔｅｒｖｅｌｄＳ，ＢｉｊｋｅｒＰＧ．ＳｕｒｖｉｖａｌｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７ＡＴＣＣ４３８９５ｉｎａｍｏｄｅｌａｐｐｌｅｊｕｉｃｅｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐｒｏｌｉｎｅａｎｄｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００１，６７（６）：２８６３－２８６６．
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７２３第 １０期　　　　　　　　　　　刘哲 等：基于时序 ＥＶＩ决策树分类与高分纹理的制种玉米识别


