
２０２０年 ７月 农 业 机 械 学 报 第 ５１卷 第 ７期

ｄｏｉ：１０．６０４１／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００１２９８．２０２０．０７．０４２
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摘要：为研究超声协同次氯酸钠的杀菌效果及微生物致死动力学，选取大肠杆菌、考克氏菌和枯草芽孢杆菌 ３种典

型菌为试验菌株，研究超声协同次氯酸钠的杀菌效果。采用一级动力学、Ｗｅｉｂｕｌｌ和 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型，对以上 ３种典型

菌株超声协同次氯酸钠失活曲线进行动力学模型拟合，并对杀菌前后菌体形态结构的破坏程度及细胞内物质损失

情况进行测定。结果表明：当超声功率 １５０Ｗ、ＮａＣｌＯ质量浓度 ２００ｍｇ／Ｌ、处理时间 １８０ｓ时，对 ３种菌的致死率绝

对值分别为 ４５４、４２８、３９７个对数值，较相同时间下单独次氯酸钠的杀菌对数值提高了 １３％ ～６７％。超声协同

次氯酸钠杀菌过程更加符合非线性的动力学曲线，且随超声强度及次氯酸钠浓度的增加，Ｗｅｉｂｕｌｌ模型较 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ

模型更适于描述该杀菌的动力学过程（Ｒ２＞０９５）。由扫描电镜结果及菌体细胞内物质损失情况发现，超声协同次

氯酸钠会破坏菌体细胞外层结构，使细胞质溢出，部分细胞器溶解及细胞皱缩，最终致使细胞死亡。本研究可为超

声协同次氯酸钠广泛用于微生物杀菌提供方法依据。
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０　引言

食品原材料的清洗杀菌是食品加工中必不可少

的环节，采用有效的杀菌方法可杀灭腐败菌和致病

菌，以保证食品质量安全。存在于食品中的微生物

种类繁杂，其中大肠埃希氏菌是食品中重要的腐生

菌，能发酵多种糖产酸、产气，造成食品腐败变质，而

且大肠杆菌产生的肠毒素、外毒素、志贺毒素、黏附

素等致病物质会增加人体患病风险
［１－２］

；芽孢杆菌

属已被证实为多种食品中常见的食品腐败菌，其中

枯草芽孢杆菌可分解食品中蛋白质、糖类等营养物

质，造成食品的风味和口感产生不期望的变化，从而

引起食品的腐败变质
［３］
；考克氏菌广泛存在于海洋

食品、腐乳、肉类等蛋白质含量高的产品中，同样极易

造成食品的变质
［４］
。因此，对食品中典型腐败菌种进

行有效的杀灭是保证产品质量安全的关键所在。

化学杀菌剂杀菌操作简便、成本低，目前国外食

品加工企业一般采用次氯酸钠杀菌剂对蛋源进行杀

菌处理，但是其单独作用于菌体细胞时，渗透性较

差，对菌体仅造成亚致死损伤，杀菌效果差
［５］
。超

声作为一种新型的非热杀菌技术被广泛应用，在食

品加工中一般以液体为介质，作用过程产生空化效

应，破坏菌体细胞结构，使微生物细胞处于亚损伤状

态，但是单独作用时低强度下杀菌效果不明显，需要

大幅度增加超声强度来提高杀菌效果，易造成能源的

浪费。因此，将超声与化学杀菌剂联合作用会大幅度

提高杀菌效果
［６－７］

。国内外研究者对超声协同化学

杀菌剂产生的强化杀菌效应进行了研究，文献［８］研
究发现，超声和臭氧共同作用对单增李斯特菌的杀菌

效果比单一杀菌技术提升约 ３０％；文献［９］研究发
现，万古霉素和超声协同作用会显著提高对葡萄球菌

的杀菌效果；文献［１０］研究发现，超声会显著提高戊
二醛对孢子悬浮液的杀灭效果；文献［１１］研究发现，
超声结合牛至精油对生菜中大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７的杀
菌比单一牛至精油杀菌效果提高了２６％。

微生物杀菌效果的动力学模型是研究杀菌技术

的关键理论之一，对其实际应用具有理论指导意

义
［１２－１３］

。目前，关于超声协同化学杀菌剂的研究多

数集中在证明二者之间的协同效应，对其协同杀菌

动力学过程缺乏详细研究。本文以食品中常见的

３株典型菌种为模型菌，研究超声协同次氯酸钠对
模型菌的杀菌效果，采用一级动力学、Ｗｅｉｂｕｌｌ、
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型拟合杀菌动力学曲线，并对模型拟合度
进行定量评价，利用生物电镜观察菌种微观结构破

坏情况，并测定杀菌处理后 ３种指示菌细胞内物质
的损失，以期为微生物杀菌提供重要的方法依据。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
指示菌：大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、枯草芽孢杆菌（Ｂ．

ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、考克氏菌（Ｋ．ｍａｒｉｎａ），为实验室保存菌种。
培养基及化学试剂：伊红美蓝培养基、平板计数

培养基，青岛海博生物科技有限公司；次氯酸钠

（ＮａＣｌＯ）溶液，天津市凯通化学试剂有限公司。中
和试剂：５ｇ／Ｌ的硫代硫酸钠溶液，天津市天力化学
试剂有限公司。戊二醛固定液，北京华越洋生物科

技有限公司；其他试剂均为分析纯。

１２　仪器与设备
ＫＱ３２００ＤＥ型数控超声清洗器，昆山市超声仪

器有限公司；ＤＨＰ ９２７２型电热恒温培养箱，上海
齐欣科学仪器有限公司；核酸蛋白分析仪，北京维欣

仪奥科技发展有限公司。Ｓ ３４００Ｎ（ＨＩＴＡＣＨＩ）型
扫描电镜，日本 Ｇｉｋｏ公司。
１３　方法
１３１　菌悬液的制备

将斜面保存的 Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｋ．ｍａｒｉｎａ取
出，并分别加入 ２ｍＬ质量分数为 ０８５％的灭菌生
理盐水，将菌苔充分洗涤并吸取１ｍＬ菌悬液到带有
玻璃珠的三角瓶中，加入质量分数为 ０８５％的无菌
生理盐水进行稀释并振荡３０ｍｉｎ，将菌苔打碎，用核
酸蛋白分析仪测定细胞浓度，调整菌悬液菌体浓度

至１０７ｃｆｕ／ｍＬ。
１３２　悬液定量杀菌试验

参照 ＧＢ１５９８１—１９９５中悬液定量的方法评价化
学消毒剂的杀灭效果，用灭菌蒸馏水将 １０ｇ／Ｌ的
ＮａＣｌＯ溶液稀释成质量浓度为 ５０、１００、２００ｍｇ／Ｌ，吸
取４５ｍＬ的 ＮａＣｌＯ溶液于灭菌试管中，加入０５ｍＬ
菌悬液，混匀，并超声处理，设置超声功率 ６０、１２０、
１５０Ｗ，超声时间６０、９０、１２０、１５０、１８０ｓ。杀菌处理后，同
时取０５ｍＬ菌液加入到４５ｍＬ的中和试剂内终止消
毒剂继续杀菌，中和１０ｍｉｎ，采用平板计数法对不同杀
菌条件下的残留活菌数进行计数。利用杀菌处理前

后样品微生物残存率对数值表示超声协同 ＮａＣｌＯ致
死效果（致死率 Ｃ为负数，其绝对值越大表示致死效
果越强），空白组为不经过超声处理（即单独次氯酸钠

杀菌处理），试验重复３次，致死率计算公式为

Ｃ＝ｌｇＮ
Ｎ０

（１）

式中　Ｎ０———超声辅助次氯酸钠杀菌前细菌菌落
菌体浓度，ｃｆｕ／ｍＬ

Ｎ———超声辅助次氯酸钠杀菌后细菌菌落菌
体浓度，ｃｆｕ／ｍＬ
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１３３　微生物杀菌动力学模型
微生物杀灭效果的动力学模型是研究杀菌技术

的关键理论，对其实际应用具有重要的理论指导意

义。本研究选用一级动力学、Ｗｅｉｂｕｌｌ、Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型
对超声协同次氯酸钠对３种典型菌株的杀菌动力学
过程进行拟合并对３种模型进行比较分析。

（１）一级动力学模型
一级动力学模型的使用是假设微生物具有相同

的抗逆性，随时间的变化微生物下降的对数值呈现

线性变化
［１４］
，模型公式为

ｌｇＮ
Ｎ０
＝－ｔ
Ｄｐ

（２）

式中　ｔ———杀菌处理时间，ｓ
Ｄｐ———指数递减时间，即某处理条件下每杀

死９０％的活菌数所需时间，ｓ
（２）Ｗｅｉｂｕｌｌ模型
Ｗｅｉｂｕｌｌ模型用于描述各种线性和凹凸型曲线

的非线性模型
［１５－１６］

，该模型假设菌体对杀菌强度的

抗性具有差别且符合 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型分布，文献［１７］
研究发现 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型能够较好地拟合微酸性电解
水与苯扎氯铵联合温和热处理对蜡样芽孢杆菌的杀

菌动力学过程，本研究在 Ｈｕｓｓａｉｎ基础上做了简化
处理，公式为

ｌｇＮ
Ｎ０ (＝－ ｔ)ａ

ｂ

（３）

式中　ａ———规模参数，表示一定条件下降低一个对
数级细菌所需时间

ｂ———形状因子，当 ｂ＜１时曲线向上凹；ｂ＞１
时曲线向下凹；ｂ＝１时为一条直线

（３）Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型假设菌体对杀菌强度的抗性具有

差别，文献［１８］发现该模型能够很好地拟合微波对
大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的杀菌动力学过程，本

研究在文献［１８］基础上做了简化处理，公式为

ｌｇＮ
Ｎ０
＝ ｐ
１＋ｑｅ－ｍｔ

（４）

式中　ｐ———最低的残存细菌菌落菌体浓度对数值
ｑ、ｍ———曲线方程的参数

（４）模型评价
Ａｆ、Ｂｆ、Ｒ

２
和均方根误差 ４个参数通常作为一种

定量的方法来评价模型
［１９］
，Ａｆ是精确因子，表示预

测值与实测值偏离程度。Ｂｆ是偏差因子，Ｂｆ＞１表
示模型预测值比实测值高；Ｂｆ＜１表示模型预测值
比实测值低；当 Ｂｆ越接近 １，模型拟合度越高；均方

根误差和 Ｒ２均表示模型的精确度、可靠度，当 Ｒ２越
接近于１，均方根误差越小，模型拟合度越好。

１３４　扫描电镜观察
将 ３株菌种的单菌落分别接入液体培养基中，

培养４８ｈ，取出。将含有菌株的液体培养基加到已
灭菌的１０ｍＬ离心管中，８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，弃
掉上清液，加入质量浓度为２００ｍｇ／Ｌ的次氯酸钠溶
液５ｍＬ，同时置于超声体系，超声强度 １５０Ｗ，时间
１２０ｓ。加入等量中和剂终止杀菌，离心１０ｍｉｎ，弃掉
上清液，加入无菌生理盐水进行洗脱 ２次，转移到
１５ｍＬ的离心管内，得到灭菌处理过后的菌泥，加
入戊二醛固定液于 ４℃条件下固定 ２ｈ。用磷酸盐
缓冲液冲洗３次，每次１０ｍｉｎ；然后采用５０％、７０％、
９０％、１００％的乙醇进行逐级脱水各 １次，每次
１０ｍｉｎ；采用 １∶１的 １００％乙醇／叔丁醇进行置换
１０ｍｉｎ；临界点干燥、喷金，电镜下观察、拍照，获得
电镜结果图，未经杀菌处理的对照样本作同样处理。

１３５　细菌细胞内物质损失的测定
参照文献［２０］的方法对杀菌前后 ３种菌株菌

悬液中可溶性蛋白及还原糖含量进行测定，取经过

超声处理、超声联合次氯酸钠、单独次氯酸钠杀菌处

理后的３种菌株的菌悬液，各吸取２ｍＬ菌液至乳糖
胆盐培养基中，３７℃恒温培养，每隔 １ｈ取出，在
７０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上层清液采用直接滴
定法测定杀菌前后菌悬液中的还原糖含量。采用牛

血清蛋白浓度 吸光度标准曲线法测定可溶性蛋白

含量，同样取杀菌后的菌悬液样品 ２ｍＬ，在 －２０℃
冰箱中冷冻１２ｈ，加入００１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ ＨＣｌ（ｐＨ值
８０）缓冲液，准确吸取０１ｍＬ各处理样品于 １０ｍＬ
具塞试管中，加入 ５ｍＬ考马斯亮蓝 Ｇ２５０染色剂，
混合后放置２ｍｉｎ，并于波长５９５ｎｍ处测定吸光度，
从标准曲线查得相应样品的蛋白含量。

１４　试验数据处理及分析
应用 ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９０软件对试验数据进行

方差分析，采用 Ｏｒｉｇｉｎ软件作图，使用 ＣｕｒｖｅＥｘｐｅｒｔ
进行模型拟合。

２　结果与分析

２１　超声协同次氯酸钠溶液的杀菌效果
次氯酸钠具有强氧化性，属于一种安全高效消

毒液，被广泛应用于食品原料的清洗杀菌过程中。

研究发现次氯酸钠溶于水后水解形成次氯酸，次氯

酸能够穿透菌体细胞壁并进一步破坏蛋白质及酶系

统，影响细胞生命活动从而杀死微生物
［２１］
。本研究

选用６０、１２０、１５０Ｗ超声与 ５０、１００、２００ｍｇ／Ｌ的次
氯酸钠联合作用，研究超声协同次氯酸钠溶液对

Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｋ．ｍａｒｉｎａ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ杀灭效果，杀菌动态曲线
如图１所示。
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图 １　超声协同次氯酸钠对 ３种指示菌的杀菌效果

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｓｓｉｓｔｅｄｓｏｄｉｕｍｈｙｐｏｃｈｌｏｒｉｔｅｏｎｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｉｎｄｉｃａｔｏｒｂａｃｔｅｒｉａ
　

　　由图１可知，Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｋ．ｍａｒｉｎａ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ的致
死量随 ＮａＣｌＯ质量浓度的增加而不断增加，且不同
质量浓度的 ＮａＣｌＯ对３种指示菌的致死量具有显著
差异（Ｐ＜００５）。当 ＮａＣｌＯ质量浓度达２００ｍｇ／Ｌ，单
独杀菌 １８０ｓ后，菌悬液中 Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｋ．ｍａｒｉｎａ、Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓ致死率为 （－３８３±０１３４）、（－３７９±
０１２２）、（－２３８±０１３６）个对数值，由此可见 Ｅ．
ｃｏｌｉ对 ＮａＣｌＯ的抗性较低，Ｋ．ｍａｒｉｎａ次之，而 Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓ对 ＮａＣｌＯ具有较强的抗性，文献［２２］也研究
了 ＮａＣｌＯ对Ｅ．ｃｏｌｉ和Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ的杀菌效果，研究结
果得出当 ＮａＣｌＯ质量浓度为 １００ｍｇ／Ｌ时对 Ｅ．ｃｏｌｉ
的损坏程度较大，而对 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ的杀菌较弱，与本
研究结果相一致，这可能是由于具有芽孢结构的菌

株对 ＮａＣｌＯ消毒液具有较强的抗性，加之菌体外层
具有一层生物膜，ＮａＣｌＯ难以渗透进入菌体内部，导
致 ＮａＣｌＯ对芽孢杆菌的杀灭能力较弱［２３－２４］

。同

样，文献［２５］研究了氯、二氧化氯和过氧乙酸对 Ｂ．
ｃｅｒｅｕｓ孢子结构的杀菌效果，发现该菌株对３种化学
杀菌剂具较强的抗性，需要湿热条件对其进行联合

杀菌，才能达到良好的杀菌效果。

在 ＮａＣｌＯ质量浓度相同的情况下，不同功率的
超声协同 ＮａＣｌＯ杀菌，随处理时间的增加，对 Ｅ．
ｃｏｌｉ、Ｋ．ｍａｒｉｎａ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ的致死量逐渐增大。当
ＮａＣｌＯ质量浓度为２００ｍｇ／Ｌ，超声１５０Ｗ处理１８０ｓ
时，对 Ｅ．ｃｏｌｉ的致死率绝对值为（４５４±０１６４）个
对数值，对 Ｋ．ｍａｒｉｎａ和 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ的致死率绝对值
分别为（４２８±０１２３）、（３９７±０１３４）个对数值，
较相同 ＮａＣｌＯ浓度单独处理相同时间相比致死量
显著提高，提高了 １３％ ～６７％。此外，处理时间相
同、ＮａＣｌＯ质量浓度相同的情况下，对 ３种菌的致死
量随超声强度的增强而增加，且高强度的超声对低

强度的超声的协同杀菌效果显著增加（Ｐ＜００５）。
当 ＮａＣｌＯ质量浓度为 ５０、１００、２００ｍｇ／Ｌ，超声功率
６０Ｗ，处理时间 ６０～１８０ｓ，对比未经过超声处理的
杀菌量不存在显著差异（Ｐ＞００５）；当超声功率为
１５０Ｗ时，对比超声功率６０Ｗ，相同时间对３种指示
菌的致死效果显著增加。相似地，文献［２６］研究了
超声波辅助二氧化氯对鸡蛋表面大肠杆菌、金黄色
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葡萄球菌、枯草芽孢杆菌的杀灭效果，研究得

出５９ｋＨｚ超声协同５０ｍｇ／Ｌ二氧化氯，处理 ５ｍｉｎ，
对３个菌种的杀菌量达 ４个对数值，与本研究得出
相同的规律，即超声波会显著提高杀菌剂的杀菌效

果，可能是协同作用时超声波优先作用于菌体生物

被膜结构，通过强烈的空化效应破坏生物被膜三维

结构使内部菌体暴露，导致细菌通透性增加，菌体蛋

白质及 ＤＮＡ渗漏，代谢酶活性降低，杀菌剂便可直
接作用于裸露的菌体，强化杀菌效应

［２７－２９］
。文

献［３０］做了前期工作，采用 １６０Ｗ的超声波和５～
６２℃的热处理联合使用，发现比二者单独使用具有
更好的杀菌效果，且处理时间短，耗能少。文

献［３１］研究同样得出超声在微生物杀菌过程中与
其他灭菌技术联合效果更好，如热处理，氯化作用，

加压条件下等。

２２　超声协同次氯酸钠溶液杀菌效果动力学分析
运用一级动力学、Ｗｅｉｂｕｌｌ、Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型对超声

协同 ＮａＣｌＯ对 Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｋ．ｍａｒｉｎａ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ的灭活
动力学曲线进行拟合，其拟合模型参数如表１～３所
示。

决定系数一般用来对模型拟合程度做一个总体

评价
［３２］
，由表１～３可知，采用一级动力学模型拟合

获得不同杀菌处理条件下的直线，其部分决定系数

Ｒ２小于０９５，尤其当 ＮａＣｌＯ质量浓度及超声强度增
大后线性拟合效果较差。而利用 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合
的动力学曲线，其 Ｒ２均大于 ０９５。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型对
高强度的超声体系协同 ＮａＣｌＯ的杀菌动力学曲线
进行拟合，Ｒ２在０９０～０９５之间。一级动力学模型

表 １　３种模型拟合超声协同次氯酸钠对 Ｅ．ｃｏｌｉ致死效果的动力学模型参数

Ｔａｂ．１　Ｋｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｒｅｅｍｏｄｅｌｓｆｉｔｔｉｎｇｌｅｔｈａｌｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｓｏｄｉｕｍｈｙｐｏｃｈｌｏｒｉｔｅｏｎＥ．ｃｏｌｉ

质量浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）

超声

功率／Ｗ

一级动力学模型 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型

Ｄｐ／ｓ Ｒ２ ａ ｂ Ｒ２ ｐ ｑ ｍ Ｒ２

０ １１２３６０ ０９７１ １１７７５５ １２２２ ０９７９ －２８３９ １６２８５ ００１８ ０９７３

５０
６０ １０５２６０ ０９６５ １１１９１７ １２５１ ０９７４ －３５８７ １８３４５ ００１７ ０９７１

１２０ ９３４６０ ０９５５ ８５９６９ ０８３５ ０９５５ －２５１２ ８４１２ ００１８ ０９２１

１５０ ８３３３０ ０９５６ ７５２５８ ０８３２ ０９５７ －２７５１ ８３２３ ００１８ ０９２２

０ ８１３００ ０９６０ ９０４７５ １２３０ ０９６５ －４８０ １８３１８ ００１６ ０９６５

１００
６０ ７７５２０ ０９７９ ８３３１０ １１２９ ０９７９ －２４５８ ９３４ ００１９ ０９４４

１２０ ５９１７２ ０９４３ ４４１８０ ０７４９ ０９５８ －３７５５ ７８６２ ００１９ ０９２１

１５０ ４６３９３ ０９４４ ２８５３６ ０６８０ ０９８１ －２７８４ ７５８５ ００３３ ０９３６

０ ４２３７３ ０９２６ ２０９０４ ０６２８ ０９８３ －３８７５ ７９０３ ００２９ ０９４３

２００
６０ ４００００ ０９２３ １８２６４ ０６１４ ０９８９ －４００６ ８８３２ ００３２ ０９５８

１２０ ３５７１４ ０８２１ ５６７６ ０４２３ ０９９６ －３９９４ １０９３０ ００４８ ０９５３

１５０ ３４１３０ ０８１８ ４９３９ ０４１９ ０９９５ －４１７４ １０１４０ ００４７ ０９４７

表 ２　３种模型拟合超声协同次氯酸钠对 Ｋ．ｍａｒｉｎａ致死效果的动力学模型参数

Ｔａｂ．２　Ｋｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｒｅｅｍｏｄｅｌｓｆｉｔｔｉｎｇｌｅｔｈａｌｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍｈｙｐｏｃｈｌｏｒｉｔｅｏｎＫ．ｍａｒｉｎａ

质量浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）

超声

功率／Ｗ

一级动力学模型 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型

Ｄｐ／ｓ Ｒ２ ａ ｂ Ｒ２ ｐ ｑ ｍ Ｒ２

０ １６１２９０ ０９６７ １５７６１７０ １２７３０ ０９７９ －１７９５ １７２５８ ００２０ ０９７５

５０
６０ １３３３３０ ０９７３ １３４３７３０ １２２１０ ０９８２ －１８１５ １６８５９ ００２３ ０９７８

１２０ ９９０１０ ０９５０ ８７２８９０ ０７２５８ ０９７４ －１８７７ ７３１７ ００２３ ０９２６

１５０ ９０９１０ ０９６７ ７８３１２５ ０７６２２ ０９８６ －２０３９ ８３５８ ００２５ ０９５０

０ ９４３４０ ０９７６ ９０１２３０ ０９０２０ ０９７３ －２４５８ ９３４４ ００１９ ０９４４

１００
６０ ８８５００ ０９５７ ７７０２５０ ０７６１０ ０９７２ －２１６７ ７６２３ ００２２ ０９２９

１２０ ６９９３０ ０８５４ ３２６６００ ０４７３０ ０９９１ －２０７７ ９５２９ ００４３ ０９３９

１５０ ５５８６６ ０８９５ ２６６９５０ ０５５１０ ０９８６ －２７８４ ７５８５ ００３３ ０９３６

０ ４１８４１ ０８５７ １１１３４１ ０４７４９ ０９９５ －３５２３ ８７４３ ００４０ ０９４６

２００
６０ ３９５２６ ０８４５ ８８７９０ ０４５６２ ０９９６ －３６８３ ９４８４ ００４３ ０９５０

１２０ ３７０３７ ０８３４ ７１５３３ ０４４３７ ０９９０ －３９０８ ８６６０ ０４２３ ０９３６

１５０ ３５９７０ ０８０５ ４９３９０ ０４０３６ ０９９３ －３９４２ １０６６６ ００４９ ０９４６
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表 ３　３种模型拟合超声协同次氯酸钠对 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ致死效果的动力学模型参数

Ｔａｂ．３　Ｋｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｒｅｅｍｏｄｅｌｓｆｉｔｔｉｎｇｌｅｔｈａｌｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍｈｙｐｏｃｈｌｏｒｉｔｅｏｎＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ

质量浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）

超声

功率／Ｗ

一级动力学模型 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型

Ｄｐ／ｓ Ｒ２ ａ ｂ Ｒ２ ｐ ｑ ｍ Ｒ２

０ １８８６７０ ０９５３ １７１０１５ １６２１６ ０９７２ －１５９４ ３１１２５ ００２３ ０９７８

５０
６０ １２８２１０ ０９８５ １２９８２０ １０８７０ ０９８４ －１６４４ １３９２０ ００２４ ０９７１

１２０ １０４１７０ ０９６５ ９５６７４ ０７９００ ０９７６ －１９２６ ７９２７ ００２１ ０９３６

１５０ ９４３３９ ０９７０ ８４５１４ ０７７６０ ０９８６ －１９７７ ８３３７ ００２４ ０９４５

０ ９１７４３ ０９８１ ９４９９４ １０９６０ ０９８０ －２４５０ １３９７４ ００２３ ０９７３

１００
６０ ７８７４０ ０９７９ ６８８００ ０８０９０ ０９９２ －２２２７ １１０７６ ００２９ ０９７６

１２０ ６０９７６ ０８８５ ２８９４０ ０５２６０ ０９９６ －２４７９ ９６２７ ００３８ ０９６４

１５０ ５５５６０ ０８９５ ２５８５８ ０５４３０ ０９９３ －２７５８ ８３６４ ００３５ ０９５０

０ ７３５２９ ０９９２ ６７３８７ ０８８４５ ０９９６ －２５８２ １０６２１ ００２５ ０９７３

２００
６０ ６５３５９ ０９７５ ５４３４０ ０８０６４ ０９８６ －２７７５ ９５５６ ００２６ ０９６０

１２０ ４８０７７ ０９２８ ２７０２８ ０６４９０ ０９７５ －３５０３ ７６３０ ００２８ ０９３４

１５０ ４１８４１ ０９１６ １９４４３ ０６０９５ ０９７７ －３９６６ ６９５５ ００２７ ０９２４

认为微生物残留菌数量与时间呈现线性关系
［３３］
，而

本研究发现超声协同 ＮａＣｌＯ杀菌更符合非线性模
型，在超声功率及 ＮａＣｌＯ质量浓度较低的情况下的
杀菌动力学过程中 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型和 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型均
可以很好地拟合动力学曲线，随超声功率及 ＮａＣｌＯ
质量浓度的增加，Ｗｅｉｂｕｌｌ模型更加符合杀菌过程。
因此，超声协同 ＮａＣｌＯ对 ３种典型菌株的杀菌过程
更加符合 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型。

图 ２　超声协同次氯酸钠溶液杀菌效果预测值和实测值的相关性

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｓｆｏｒｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｄｉｕｍｈｙｐｏｃｈｌｏｒｉｔｅ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２３　模型拟合度评价
为了进一步比较 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型和 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型

对超声协同 ＮａＣｌＯ杀菌过程的拟合度，进一步比较
分析了模型评价参数 Ａｆ、Ｂｆ、均方根误差和 Ｒ

２
。由

表４可知，Ｗｅｉｂｕｌｌ模型的 Ａｆ和均方根误差均低于
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型，说明 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型预测的平均精确度
较高，离散程度较低，同时 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型的 Ｂｆ和 Ｒ

２
较

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型更接近于１。因此，Ｗｅｉｂｕｌｌ模型从整体
上能够很好地拟合超声协同 ＮａＣｌＯ的杀菌动力学
过程。

通过比较 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型和 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型回归方

表 ４　数学模型评价参数的比较
Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｖａｌｕａｔｉｏｎｉｎｄｉｃｅｓｏｆ

ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓｍｏｄｅｌ

模型 　　参数 Ｅ．ｃｏｌｉ Ｋ．ｍａｒｉｎａ Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ

Ａｆ １０８０２ １０６２７ １０５８４

Ｗｅｉｂｕｌｌ
Ｂｆ １０１８９ １０００３ １００４６

均方根误差 ０１４２５ ０１１９１ ００９９８

Ｒ２ ０９８３８ ０９８５８ ０９８５３

Ａｆ １１０１７ １０９７９ １０９２６

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
Ｂｆ １０４３０ ０９７５６ ０９６４１

均方根误差 ０２１５０ ０２１０４ ０１６１３

Ｒ２ ０９６５３ ０９６３６ ０９６４４

程所得预测值和实测值的接近程度，以实测数据为

横坐标，模型预测数据为纵坐标作图，利用线性拟合

得到的相关性方程及决定系数 Ｒ２来判断预测值和
实测 值 的 差 异。由 图 ２可 知，Ｗｅｉｂｕｌｌ模 型 和
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型对超声协同 ＮａＣｌＯ对 ３种典型菌株致
死率的预测值与实测值之间具有较好的相关性。线

性相关方程的斜率及截距越接近于 ０，Ｒ２越接近于
１，表明模型拟合效果越好。Ｗｅｉｂｕｌｌ模型对 Ｅ．ｃｏｌｉ、
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Ｋ．ｍａｔｉｎａ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ杀菌拟合得到的方程分别为ｙ＝
１００２５２ｘ＋０００７３６、ｙ＝０９９４９７ｘ－００２１１３、ｙ＝
０９９００ｘ－０００３６，对应的决定系数分别为０９８３８、
０９８５８、０９８５３；Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型拟合得到的方程分别为
ｙ＝０９９６９９ｘ＋００４６９２、ｙ＝０９８５７８ｘ－０００７１６、ｙ＝
１００３１ｘ＋００１５２，对应的决定系数分别为 ０９６５３、
０９６３６、０９６４４。因此，Ｗｅｉｂｕｌｌ模型较 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模
型能够较好地模拟超声协同 ＮａＣｌＯ杀菌的动力学
过程。

２４　Ｗｅｉｂｕｌｌ模型参数与超声强度的关系分析

通过比较得出Ｗｅｉｂｕｌｌ模型较线性模型和 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
模型能够很好地拟合超声协同次氯酸钠的杀菌动力学

过程。参数ａ可以反映杀菌的效果［３４］
，由图３和表５

分析得出，参数ａ与超声强度具有很好的负相关，Ｒ２均
不小于０９１７。模型公式中形状参数 ｂ与超声强度呈
现较好的负相关，Ｒ２均不小于０８５２，ｂ值随超声强度
的增加逐渐减小，且较高强度的超声协同作用下参数

ｂ均小于１，参数 ｂ反映的是曲线形状，说明曲线拖尾
明显，在同一超声强度作用下，延长杀菌时间并不一

定能够显著提高杀菌效果，而且由相关研究同样证明

超声强度增加到一定程度后，其空化效应会减弱，杀

菌率也会趋于平缓，与其他相关研究结果一致
［３５］
。

图 ３　Ｗｅｉｂｕｌｌ模型参数 ａ和 ｂ与超声强度的关系

Ｆｉｇ．３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＷｅｉｂｕｌｌｍｏｄｅｌｐａｒａｍｅｔｅｒａｏｒｂ

ａｎｄｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
　
２５　超声协同次氯酸钠的杀菌机理分析
２５１　扫描电镜观察结果

为了进一步探究超声协同 ＮａＣｌＯ对３种典型

表 ５　相关性方程

Ｔａｂ．５　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

模型

参数
指示菌 线性方程

决定

系数

Ｅ．ｃｏｌｉ ｙ＝－０１１９７ｘ＋２２３２３ ０９１７
ａ Ｋ．ｍａｒｉｎａ ｙ＝－００３８９ｘ＋１１２３８ ０９７７

Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｙ＝－０３３５７ｘ＋６９７４３ ０９７８
Ｅ．ｃｏｌｉ ｙ＝－０００１６ｘ＋０６５４５ ０８６７

ｂ Ｋ．ｍａｒｉｎａ ｙ＝－００００４ｘ＋０４７９２ ０８５２
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｙ＝－０００１９ｘ＋０８９６７ ０９７９

菌株细胞菌体破坏情况，本研究利用生物扫描电镜

对超声协同 ＮａＣｌＯ及单独 ＮａＣｌＯ处理前后 Ｅ．ｃｏｌｉ、
Ｋ．ｍａｔｉｎａ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ的微观结构进行观察，结果如
图４所示。

由单独 ＮａＣｌＯ溶液及超声协同 ＮａＣｌＯ溶液杀
菌处理前后３种指示菌扫描电镜结果（图 ４，放大倍
数２０００～３５００），可以看出 ３种菌株杀菌前后菌体
形态结构的变化。未经杀菌处理的 Ｅ．ｃｏｌｉ（图 ４ａ）
呈现规则的长杆状，菌体胞壁周围完整，轮廓清晰，

胞质均匀；Ｋ．ｍａｒｉｎａ（图４ｄ）表现为球形，胞壁光滑
完整，轮廓清晰，胞质均匀；Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ为规则的梭
形，胞壁光滑完整，且细胞壁与细胞膜之间无间隙，

胞质均匀饱满。

由图４ｂ、４ｅ、４ｈ可知，经过 ＮａＣｌＯ单独处理后 ３
种指示菌菌体塌陷，原生质溶出，其中 Ｅ．ｃｏｌｉ菌体
中部凹陷严重且存在部分细胞碎片，Ｋ．ｍａｒｉｎａ细胞
壁裂解，细胞皱缩，Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ表现严重的皱缩现象，
细胞质损失严重。而超声协同 ＮａＣｌＯ处理后，３种
指示菌菌体破坏大，其中 Ｅ．ｃｏｌｉ形态变化最为严重
（图４ｃ），多数菌体已呈现碎片状态，Ｋ．ｍａｒｉｎａ细胞
壁破裂崩解，胞质溶出，Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ菌体表面起皱，胞
质溶出并向外渗出，细胞发生严重皱缩且残存少部分

细胞碎片。关于菌体杀菌机理目前多数研究学者认

为细菌的死亡是通过破坏菌体细胞壁使菌株内部结

构暴露，引起菌体对外界环境的抗性降低，进而在杀

菌条件下致使其死亡
［３６－３８］

。超声协同 ＮａＣｌＯ会加速
菌体裂解死亡，可能原因是在杀菌过程中超声优先作

用于菌体细胞壁，破坏了菌体外层结构，ＮａＣｌＯ便直
接作用于裸露的菌体，加速菌体细胞死亡。文献［３９］
建立了超声波产生的剪切力造成微生物表面附近塌

陷的模型，进一步阐明了超声波能够破坏菌体外层结

构，此外，文献［４０］关于超声波的杀菌机制进行了阐
释，认为超声产生的空化效果，即微泡的形成、生长和

溃灭导致机械效应，进而破坏菌体结构。

２５２　细菌细胞内物质损失
为了进一步研究超声协同 ＮａＣｌＯ对 ３种典型

菌株菌体的破坏情况，测定并比较了超声协同
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图 ４　超声协同次氯酸钠对指示菌处理前后的扫描电镜图

Ｆｉｇ．４　ＳＥＭｐｈｏｔｏｓｏｆｉｎｄｉｃａｔｏｒｂａｃｔｅｒｉａｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍｈｙｐｏｃｈｌｏｒｉｔｅ
　

ＮａＣｌＯ和单独 ＮａＣｌＯ杀菌处理前后细菌细胞内物质

图５　超声协同次氯酸钠杀菌对细菌细胞内物质损失的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｓｓｉｓｔｅｄｓｏｄｉｕｍｈｙｐｏｃｈｌｏｒｉｔｅ

ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｎｌｏｓｓｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｅｒｉａｌｏｆｂａｃｔｅｒｉａ

损失 情 况，其 中 单 独 ＮａＣｌＯ溶 液 处 理 条 件 为
２００ｍｇ／Ｌ、２ｍｉｎ，超声协同 ＮａＣｌＯ处理条 件 为
１５０Ｗ、２００ｍｇ／Ｌ、１８０ｓ，结果如图５所示。

由图 ５可知，经过杀菌处理的 ３种菌株菌悬液
中还原糖及可溶性蛋白质均出现增加的现象，超声

联合 ＮａＣｌＯ杀菌处理较单独 ＮａＣｌＯ杀菌，菌悬液中
还原糖及可溶性蛋白质含量显著增加，还原糖及可

溶性蛋白质含量均增长了近３０％，尤其以 Ｅ．ｃｏｌｉ菌
悬液最为明显，还原糖含量（质量比）及可溶性蛋白

质含量（质量浓度）分别达到 ０７６ｇ／（１００ｇ）、
５７３６ｍｇ／ｍＬ。由此可见，超声协同 ＮａＣｌＯ会极大
地损伤菌体细胞膜，进而改变细胞膜通透性，使菌体

中可溶性蛋白质及还原糖渗出，加速了菌体死亡，与

扫描电镜结果相一致。

３　结束语

超声协同 ＮａＣｌＯ对 ３种典型菌种的致死起到
了一定的协同作用，且表现为高强度的超声功率

（６０Ｗ以上）能够显著提高 ＮａＣｌＯ的杀菌效果，在
超声功率 １５０Ｗ、ＮａＣｌＯ质量浓度 ２００ｍｇ／Ｌ、作用
时间１８０ｓ的条件下对大肠杆菌、考克氏菌、枯草芽
孢杆菌的杀菌量分别为（４５４±０１６４）、（４２８±
０１２３）、（３９７±０１３４）个 对 数 值，对 比 单 独
ＮａＣｌＯ的杀菌量提高了 １３％ ～６７％。对其杀菌效
果动力学过程进行分析得出，与一级动力学模型

和 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型相比，Ｗｅｉｂｕｌｌ模型整体上能更好地
拟合超声协同次氯酸钠对大肠杆菌、考克氏菌、枯
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草芽孢杆菌的失活动力学过程。通过观察超声协

同次氯酸钠对 ３种典型菌株微观结构的变化发
现，超声协同次氯酸钠会破坏菌体细胞壁，导致质

壁分离，细胞膜结构被破坏，从而导致细胞质外

溢，促使胞质内部还原糖及蛋白质等物质渗出，部

分细胞器溶解及细胞皱缩，最终致使细胞死亡。

该研究可为超声协同次氯酸钠广泛用于微生物杀

菌提供方法依据。
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