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摘　要：将酸性电解水与超声波技术相结合，探究其对副溶血性弧菌的杀灭情况，并与其他杀菌措施进行对
比。采用平板计数法进行菌落计数，扫描电镜观察细菌的形态变化，蛋白质泄漏揭示细胞膜通透性差异，并结

合流式细胞仪分析生物学特征的改变，分别比较了酸性电解水、超声波以及联合处理对副溶血性弧菌的杀菌

效果。结果显示：酸性电解水联合超声波处理可使副溶血性弧菌的数量减少２．０９ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，亚致死菌数量
为１．８０ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，而仅用超声波处理，细菌只减少了０．６３ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，亚致死菌数量为０．０５ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ
（Ｐ＜０．０５）。扫描电镜结果表明，电解水联合超声波处理对副溶血性弧菌的细胞结构有明显的破坏作用，结
合二喹啉甲酸法（ＢＣＡ）显示其细胞内蛋白质泄漏２２６．５９６μｇ／ｍＬ（Ｐ＜０．０５）。进一步的流式细胞仪分析结
果显示，经联合处理后细菌细胞明显缩小，颗粒度变化增大。综上所述，相较于酸性电解水或超声波单一处

理，通过菌落计数，细菌的形态变化，蛋白质泄漏与细胞生物学特征的改变可知，酸性电解水联合超声波的处

理方式具有更强的杀菌效果，可作为一种新型的技术应用于水产品中副溶血性弧菌的杀灭。
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　　副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，ＶＰ）
是一种重要的食源性致病菌，广泛存在于海洋环

境中，常从鱼、虾、蟹等海产品中分离出来［１３］。

在夏秋季节中，因误食致病性副溶血性弧菌污染

的水产品，可引发严重的急性肠胃炎、败血症等

疾病，对人类健康造成了巨大威胁［４６］。因此，寻

找合适环保的杀菌方法，以控制副溶血性弧菌的

生长和生存，具有十分重要的科研价值和实际意

义。

酸性电解水（ａｃｉｄｉｃｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｗａｔｅｒ，ＡＥＷ）
是一种新型杀菌剂［７］，具有低 ｐＨ、高氧化还原电
位和含有效氯等特性［８］，能迅速并广泛地杀死细

菌。相较于其他化学杀菌剂，对食品的品质影响

较小［３，９１０］。研究［１１１２］发现，在液体环境中，由于

超声波产生的压力波动，整个液体中将产生空化

气泡。这些空化气泡爆裂将产生可破坏微生物

的机械效应（冲击波、剪切力和微喷射）［１３］，导致

细胞膜变薄，局部加热和自由基产生，可用于超

声波灭活食源性病原体［１４１６］。研究表明，更换超

声波的液体介质，将酸性电解水作为一种新的介

质，与超声波相结合，可提升超声波的杀菌和保

鲜作用［１７１８］，但目前较少有研究应用酸性电解水

结合超声波杀菌技术来提升致病性副溶血性弧

菌的杀菌效率。

因此，本研究以副溶血性弧菌临床菌株作为

研究对象，分别比较了酸性电解水、超声波、酸性

电解水结合超声波技术对副溶血性弧菌的杀灭

作用，以期探究一种更为有效的新型杀菌技术，
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用于水产品中常见食源性致病菌的清除。

１　材料与方法

１．１　实验材料
供试菌株：副溶血性弧菌临床菌株 ＶＰＣ１（

Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｃｌｉｎｉｃａｌ１［１９］）由课题组从上
海市人民医院临床样本中分离得到。主要试剂：

胰酶大豆肉汤培养基（ＴｒｙｐｔｏｎｅＳｏｙＢｒｏｔｈ，ＴＳＢ）、
胰蛋白胨大豆琼脂培养基 （ＴｔｙｔｉｃＳｏｙＡｇａｒ，
ＴＳＡ）、硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基
（Ｔｈｉｏｓｕｌｆａｔｅｃｉｔｒａｔｅｂｉｌｅｓａｌｔｓｓｕｃｒｏｓｅａｇａｒｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍ，ＴＣＢＳ）、ＮａＣｌ等均购自北京陆桥技术有
限责任公司；实验所用试剂均为分析纯。实验用

水为去离子水。

１．２　主要仪器与设备
发射扫描电子显微镜（Ｓｉｒｉｏｎ２００），美国 ＦＥＩ

公司；ＯｐｔｉＭａｉｒ垂直流超净工作台、Ａｉｒｓｔｒｅａｍ

Ａ２型二级生物安全柜，ＥｓｃｏＣｈｉｎａ公司；ｐＨ／ＯＲＰ
测量仪表（ｍｏｄｅｌｐＨ４３０），美国 ＣｏｒｎｉｎｇＬｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；高浓度有效氯测定仪（ＲＣ２Ｚ），日
本ＫａｓａｈａｒａＣｈｅｍｉｃａｌＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司；超声波细
胞粉碎机（ＳｃｉｅｎｔｚＩＩＤ），宁波新芝生物科技公司；
电解水制备仪（ＦＷ２００），日本 ＡＭＡＮＯ公司；流
式细胞仪（ＢＤＦＡＣＳＶｅｒｓｅ），美国 ＢＤ公司；高速
台式离心机（５８０４Ｒ），德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　酸性电解水的制备

参考文献［１０］的方法，将０．１０％的 ＮａＣｌ溶
液，在电解水仪器中电离５ｍｉｎ获得酸性电解水，
分别用ｐＨ／ＯＲＰ测定仪和有效氯测定仪，测定酸
性电解水 ｐＨ、氧化还原电位（ｏｘｉｄａｔｉｏｎｒｅｄｕｃｔｉｏｎ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＯＲＰ）和有效氯成分（ａｖａｉｌａｂｌｅｃｈｌｏｒｉｎｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＡＣＣ）。见表１。

表１　酸性电解水物理化学性质
Ｔａｂ．１　ＰｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＡＥＷ

物化特性

Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
ＡＥＷ

酸碱度ｐＨ ３．２６±０．０４
氧化还原电位ＯＲＰ／ｍＶ １１２２．００±１．５７
有效氯ＡＣＣ／（μｇ／ｍＬ） ２７．８９±１．８９

１．３．２　菌株准备
从－８０℃冰箱内取出副溶血性弧菌临床菌

株ＶＰＣ１，用平板划线法将副溶血性弧菌接种至

ＴＣＢＳ琼脂培养基中，３７℃过夜培养，挑取单菌落
于９ｍＬ胰酶大豆肉汤培养基（ＴＳＢ，３％ ＮａＣｌ）试
管中，在３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养１０ｈ，连
续活化２次后备用。
１．３．３　悬液定量杀菌实验

将活化后的副溶血性弧菌悬液置于离心管

中离心１０ｍｉｎ（２５℃，３０００ｇ），收集菌体细胞用
生理盐水调整菌体浓度为９ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。

悬液定量杀菌实验一共分为４组，分别为空
白对照组、酸性电解水组、超声波组和电解水结

合超声组。空白对照组即生理盐水组，将菌悬液

与０．８５％ＮａＣｌ溶液各２ｍＬ混合均匀。ＡＥＷ组
中，将菌悬液与 ＡＥＷ各２ｍＬ混合均匀，处理 ２
ｍｉｎ。超声波组中，在２５℃、参考王顺民等［２０］的

方法进行超声波杀菌，取菌悬液与０．８５％ＮａＣｌ溶
液各２ｍＬ混合均匀，５０Ｗ超声功率超声２ｍｉｎ。
电解水结合超声组（Ａ／Ｕ）中，菌悬液与ＡＥＷ各２
ｍＬ混匀，５０Ｗ超声处理２ｍｉｎ。

将以上处理过的样品［７，２１］，分别取１ｍＬ混合
液加入到９ｍＬ终止液（０．５％Ｎａ２Ｓ２Ｏ３和０．８５％
ＮａＣｌ）中终止酸性电解水杀菌过程［７］。利用 ０．
８５％ＮａＣｌ溶液进行１０倍梯度稀释，取１００μＬ样
品稀释液进行菌落涂布。副溶血性弧菌经过杀

菌处理后，有３种不同的生理状态，分别是活菌、
死菌以及亚致死损伤状态［２２］。当原料充足、条件

适宜时亚致死细菌具备自我修复能力［２２２３］。

ＴＯＭＬＩＮＳ等［２４］指出选择性培养中无法生长的亚

致死细菌，在非选择性培养基中可形成菌落。其

中ＴＳＡ固体培养基（非选择性培养基）进行活菌
数量计数，ＴＣＢＳ固体培养基（具选择性培养基）
进行亚致死副溶血性弧菌计数。

１．３．４　扫描电镜观察细菌形态变化
用扫描电子显微镜观察空白对照组、酸性电

解水组、超声波组和电解水结合超声组的副溶血

性弧菌微观结构。

将以上实验组用４％戊二醛固定，８ｈ后，ＰＢＳ
缓冲液清洗。分别用 ３０％、５０％、７０％、９０％和
１００％的梯度乙醇进行脱水处理（每个梯度洗脱
两次，每次洗脱１０ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ），
梯度洗脱完全后，８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上
清，用无水乙醇悬浮菌液，悬浮均匀后取１滴菌
液滴于盖玻片上，放置数分钟，待稍微干燥后，置

于－８０℃冰箱中冷冻４ｈ，冷冻干燥后，离子喷

９７５
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金，电镜观察细菌微观结构［７］。

１．３．５　ＢＣＡ法进行细菌蛋白泄漏测定
配制一系列浓度梯度为０、２５、５０、１００、２５０、

５００、７５０和１０００μｇ／ｍＬ的牛血清蛋白（ＢＳＡ）标
准工作液，在酶标仪５６２ｎｍ波长下测吸光度，绘
制蛋白定量标准曲线。根据所得线性回归方程

Ｙ＝９．９９９７Ｘ＋０．０８２５（Ｒ２＝０．９９９），对ＡＥＷ组、
超声波组及联合组处理的细菌蛋白泄漏量进行

定量测定。

１．３．６　流式细胞仪数据分析
将制备好的空白对照组、酸性电解水组、超

声波组和电解水结合超声组菌悬液稀释至 １×
１０５个／ｍＬ，混匀，取５００μＬ至流式管中，排除杂
质，圈出细胞群，调节电压参数，使副溶血性弧菌

细胞群位于坐标系中央，通过使用前向光散射

（ＦＳＣ）表示细胞的相对大小，使用侧光散射
（ＳＳＣ）表示细胞的粒度，测量该参数间接测定杀
菌作用。采用ＢＤＦＡＣＳＶｅｒｓｅ流式细胞仪进行分
析，以前向角散射 （ＦＳＣ）为横坐标，侧向角散射
（ＳＳＣ）为纵坐标，作图进行分析［２５］。

１．４　数据处理与统计分析
实验结果为 ３次重复的平均值，用 ＳＰＳＳ

１９．０进行数据统计和分析检验水准为０．０５，运用
ＬＳＤ法比较，以Ｐ＜０．０５为差异显著。

２　结果与分析

２．１　酸性电解水结合超声波联合处理副溶血性
弧菌的杀菌效果

通过ＴＳＡ和ＴＣＢＳ培养基进行菌落计数，得
出亚致死状态细菌的数量。如表２所示，在酸性
电解水处理组中，副溶血性弧菌的活菌数量减少

了１．３７ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，亚致死损伤菌落数为０．６１
ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。超声功率处理组中（５０Ｗ），活菌数
量减少了 ０．６３ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，亚致死损伤量为
０．０５ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ。使用超声波和低浓度酸性电
解水（ＡＥＷ）进行处理时，活菌数量减少了 ２．９
ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ，亚致死损伤的菌落数量为１．８０ｌｏｇ
ＣＦＵ／ｍＬ（Ｐ＜０．０５）。结果显示，相较于酸性电解
水或超声波单独处理，酸性电解水结合超声波联

合处理具有更好的杀菌效果。

表２　不同条件处理２ｍｉｎ后副溶血性弧菌
的死亡和亚致死数量

Ｔａｂ．２　Ｓｕｒｖｉｖｉｎｇａｎｄｓｕｂｌｅｔｈａｌｌｙｉｎｊｕｒｅｄ
Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓａｆｔｅｒ
ｖａｒｉｏｕｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｆｏｒ２ｍｉｎｕｔｅｓ

处理方式

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｙｐｅ
ＴＳＡ／

（ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ）
ＴＣＢＳ／

（ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ）

亚致死损伤菌

Ｉｎｊｕｒｅｄｃｅｌｌｓ／
（ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ）

Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ８．８０±０．０１ａ ８．６４±０．０２ａ ０．１６±０．０２ａ

ＡＥＷ ７．４３±０．０１ｂ ６．８２±０．０４ｂ ０．６１±０．０４ｂ

注：表中同行数据中不同字母表示数据间差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｏｆｄａｔａｄｏｅｓｎｏｔｃｏｎｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅｅｎｇｌｉｓｈｌｅｔｔｅｒｓ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｅａｃｈｏｔｈｅｒ（Ｐ＜０．０５）

２．２　扫描电镜分析细菌细胞结构的变化
由图１可知，与对照组比，酸性电解水处理

可使副溶血性弧菌的细胞开始回缩，细胞间间隙

减小，并产生粘连［２６２８］。超声处理仅能使副溶血

性弧菌回缩变小，但是形态变化不明显。而在电

解水联合超声波处理组中，副溶血性弧菌细胞结

构破坏最为明显，细胞严重皱缩，并从中间发生

断裂。通过扫描电镜观察到细胞的细胞壁和细

胞膜受到严重破坏，推测是超声波的损伤作

用［２９３０］。超声波杀菌机理主要是超声产生的空

穴气泡瞬间爆裂产生冲击波和高速剪切力，分散

细菌，使细菌更易受到外界压力，同时，细胞结构

受到不同程度的损伤，释放胞内物质［２９］。细胞壁

损伤表明酸性电解水可以最终渗透细菌细胞壁，

很可能在超声处理中，酸性电解水更容易透过细

胞壁［２１，２８］。

２．３　细胞膜完整性的影响
由表３可知，酸性电解水处理后，蛋白质泄

漏量随之增加（Ｐ＜０．０５），超声处理后蛋白质泄
漏量几乎无变化（Ｐ＞０．０５），该结果与 ＳＥＭ形态
变化和细胞结果一致。相较于未处理组，联合处

理后的蛋白质泄漏量虽有所增加，但与酸性电解

水处理后的蛋白泄漏量大致相同（Ｐ＞０．０５）。这
一结果表明，酸性电解水结合超声处理可使细菌

细胞内蛋白质大量流出，而酸性电解水处理是导

致这一现象的主要原因。
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图１　不同条件处理后副溶血性弧菌的扫描电镜图片
Ｆｉｇ．１　ＳＥＭ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｓｔｒａｉｎｓａｆｔｅｒｖａｒｉｏｕｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表３　不同处理组副溶血性弧菌蛋白泄漏情况
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｌｅａｋａｇｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍ

Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓａｆｔｅｒｖａｒｉｏｕｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理方式

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｙｐｅ
ＯＤ５６２

蛋白质浓度

Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（μｇ／ｍＬ）

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．１４２±０．００３ａ １２６．５９６±６．３８２ａ

ＡＥＷ ０．１９７±０．００３ｂ ２４３．６１７±６．３８２ｂ

５０Ｗ ０．１４５±０．００２ａ １３２．９７９±４．２５５ａ

Ａ／Ｕ ０．１８９±０．００８ｂ ２２６．５９６±１７．０２２ｂ

注：表中同行数据中不同字母表示数据间差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｏｆｄａｔａｄｏｅｓｎｏｔｃｏｎｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅｅｎｇｌｉｓｈｌｅｔｔｅｒｓ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｅａｃｈｏｔｈｅｒ（Ｐ＜０．０５）

２．４　细菌生物学特征的影响
采用流式细胞仪观察细菌生物学特性的变

化。根据流式细胞仪的特点，无需免疫荧光染

色，通过物理参数 ＦＳＣ和 ＳＳＣ，可以测出处理组
前后细菌的形态、大小变化。由图 ２可见，副溶
血性弧菌主要分布在坐标系中央，细菌超声杀菌

前后的物理参数变化可全面地体现出来。副溶

血性弧菌细胞大小没有明显改变。与未处理组

相比，电解水组细胞内的颗粒度变化较大。联合

处理组中，细胞变小，颗粒度变化增大，这表明了

联合处理对副溶血性弧菌细胞的损伤更为严重，

各个副溶血性弧菌的物理参数 ＦＳＣ与 ＳＳＣ差异
增大。
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图２　流式细胞仪检测副溶血性弧菌散点图（ＦＳＣ／ＳＳＣ）
Ｆｉｇ．２　ＳｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ（ＶＰＣ１）ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ（ＦＳＣ／ＳＳＣ）

３　讨论与结论

本研究主要通过菌落计数进行杀菌效果定

量比较、结合扫描电镜对细胞结构可视化观察、

蛋白质泄漏比较细胞膜通透性，流式细胞仪观测

副溶血性弧菌物理参数 ＦＳＣ与 ＳＳＣ的变化，探究
了酸性电解水联合超声波技术对副溶血性弧菌

的杀灭作用。不同于未处理组菌落数量８．８０ｌｏｇ
ＣＦＵ／ｍＬ，酸性电解水联合超声波杀菌处理后，菌
落数量为６．７１ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ（Ｐ＜０．０５），观察发现
细菌细胞壁表面粗糙，细菌从中间发生断裂（图

２），测量蛋白质泄漏量为２２６．５９６μｇ／ｍＬ，存在显
著性差异（Ｐ＜０．０５），另外流式图显示坐标系中
央的菌落物理参数 ＦＳＣ与 ＳＳＣ发生改变，细胞变
小，颗粒度变化增大。联合杀菌处理不仅可以影

响副溶血性弧菌的菌落数量及质量，而且可使该

菌连续暴露于超声波和电解水两种压力之中，从

而提升了杀菌效率。

ＧＡＲＣ?Ａ等［３１］研究表明，用脉冲电场处理苹

果汁中亚致死受损的大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７，低温储
存下受损细胞群也更加敏感易死亡。本研究中，

不同于单一酸性电解水或超声波单独处理，酸性

电解水结合超声波杀菌过程中菌落数量减少

２．０９ｌｏｇＣＦＵ／ｍＬ（Ｐ＜０．０５），造成这一现象的原
因可能是超声波通过破坏副溶血性弧菌细菌细

胞壁的结构，使其通透性增加，使得酸性电解水

在超声过程中更容易渗透并杀死副溶血性弧菌。

因此，本研究将酸性电解水与超声波技术相结

合，提供了一种新型的杀菌方式，可应用于水产

品中副溶血性弧菌的清除，以降低该菌的风险，

从而有效提升水产品的质量安全。
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