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摘要：对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌对山梨酸钾防腐剂的耐受性差异进行了探讨。以食品中
常见的革兰氏阳性菌（蜡样芽孢杆菌，金黄色葡萄球菌和单增李斯特菌）与革兰氏阴性菌（沙门氏
菌、副溶血弧菌、荧光假单胞菌）为研究对象，针对纯培养状态和模拟食品体系进行了研究。结果
显示，加入１ｇ／Ｌ山梨酸钾后革兰氏阴性菌的菌数可减少近１０２～１０３．５　ＣＦＵ／ｍＬ，而革兰氏阳性
菌的菌数只能减少近１０ＣＦＵ／ｍＬ，说明山梨酸钾对革兰氏阴性菌的抑菌效果比革兰氏阳性菌
要高２倍以上。最小抑菌浓度实验和即食海带的接种模拟实验结果与生长曲线结果相吻合，显
示革兰氏阳性菌对山梨酸钾的耐受性强于革兰氏阴性菌，此结果对于今后应用山梨酸钾进行革
兰氏阳性菌类的防控具有重要意义。
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　　食源性疾病是发展中国家和发达国家的首要
食品安全问题，对人类健康危害严重，尤其是对儿
童、孕妇和老人。食品在生产和贮藏过程中，易受
细菌性微生物感染而腐败变质，并导致食物中毒和
食源性疾病影响人类健康。采用防腐剂抑制腐败
菌与食源性致病菌是贮藏食品的有效手段之一［１］。
常见的食源性致病菌种类繁多，其中包括革兰氏阳
性菌和革兰氏阴性菌。目前水产品中的主要防腐剂
有山梨酸钾，山梨酸，二氧化氯水溶液等［２］。山梨
酸钾作为一种不饱和脂肪酸，可在体内参与新陈代
谢，最终被分解成二氧化碳和水，而几乎没有毒
性［３］，目前山梨酸钾已成为一种在全球范围使用广
泛的化学防腐剂。
金黄色葡萄球菌和单增李斯特菌是革兰氏阳

性菌，在环境中分布广泛［４－５］，两者在我国水产品中
都曾有报道被检出［４，６－７］。副溶血弧菌是一种革兰
阴性嗜盐杆菌，主要分布于沿岸海水、海河交界处
及海产品中，是沿海地区引起食物中毒的重要病原
菌，在海产品上的带菌率高达４５．７％［８］。有报道
称这３种菌引起的食物中毒事件近年来呈上升趋
势［９］。沙门氏菌是革兰氏阴性无芽抱杆菌，是我国
进口水产品致病菌检测中的必检项目［１０］。作者选
取这４种菌以及食品中常见的蜡样芽孢杆菌和荧
光假单胞菌作为实验对象，对纯培养状态和模拟食
品体系中的革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌对山梨

酸钾防腐剂的耐受性差异进行了探讨，以期为今后
制定更有针对性的食品防控措施提供理论依据。

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料　山梨酸钾（食品添加级）：购自珠海
市悦发食品有限公司；菌株：购于 ＡＴＣＣ；培养基：
胰蛋白胨大豆肉汤和胰蛋白胨大豆琼脂（ＴＳＢ，

ＴＳＡ）：均购于中国检验检疫科学研究院北京陆桥
技术有限责任公司；即食海带（１ｋＧ真空包装）：上
海扬骐工贸有限公司所赠。

１．１．２　主要仪器与设备　隔水式恒温培养箱：上
海一恒科技有限公司产品；分析天平：梅特洛－托利
多公司产品。

１．２　实验方法

１．２．１　菌种活化及菌悬液制备　菌种于－８０℃冰

箱中取出，取一环接种于５ｍＬ　ＴＳＢ中，活化３次。

１．２．２　生长曲线实验　取５００μＬ活化３次后的菌
液接种于１００ｍＬＴＳＢ的三角烧瓶中，３７ ℃、１７０
ｒ／ｍｉｎ转摇床培养至菌数为１０３　ＣＦＵ／ｍＬ时加入山
梨酸钾。于３７℃培养箱中培养。加入的山梨酸钾
质量浓度为０．２，１，２，４ｇ／Ｌ，另取一组未加山梨酸
钾的培养基做为对照组，每个质量浓度做３个平
行。持续培养，每小时取样品进行平板记数。

１．２．３　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）实验　参考 Ｍｉｌｌｅｔｔｅ
等人的试验方法［１２］，首先将山梨酸钾溶于ＴＳＢ中，
二倍梯度稀释，取各梯度稀释液０．１ｍＬ注入无菌
的９６孔培养板中。然后每个孔中加入５×１０５

ＣＦＵ／ｍＬ指示菌，实际实验中山梨酸钾的最终质量
浓度为６００，３００，１５０，７５，３７．５，１５．７５ｇ／Ｌ。另外取一
组未接指示菌的山梨酸钾梯度液作为阴性对照。将

９６孔板盖上无菌膜放于３７℃培养２４ｈ。然后于９６
孔酶标仪６００ｎｍ下测定吸光值。样品孔指示菌的

Ａ６００值与阴性对照组有明显差异时的浓度视为最小
抑菌浓度。

１．２．４　接种海带实验　取新鲜出厂的真空包装即
食海带样品，用体积分数９５％乙醇浸泡３０ｍｉｎ，无菌
水洗３次备用，此时海带的带菌量小于５ＣＦＵ／ｍＬ，
吸取１０３　ＣＦＵ／ｍＬ活化３次后的各菌液分别滴加到
盛有２５ｇ酒精处理后海带的无菌培养皿中，置于３７
℃恒温培养箱中培养。参考食品添加标准ＧＢ２７６０－
１９９６系列中针对即食海带的规定［１１］，加入１ｇ／Ｌ山
梨酸钾溶液；另取一组未加山梨酸钾的酒精处理后海
带做为对照组，每个质量浓度做３个平行。持续培养

２４ｈ，每４ｈ取样品进行平板记数。

２．１　生长曲线结果
由图１可见，蜡样芽孢杆菌组中加入山梨酸钾

后，在进入生长平衡期时（８ｈ），加入１ｇ／Ｌ山梨酸
钾时菌数比对照组减少了近１０ＣＦＵ／ｍＬ，加入２，４
ｇ／Ｌ山梨酸钾时比对照组减少了近１００ＣＦＵ／ｍＬ。
对于金黄色葡萄球菌组，在培养４ｈ后可观察到较
明显变化：加入１，２ｇ／Ｌ山梨酸钾组其菌数比对照
组减少了近１００．５　ＣＦＵ／ｍＬ，加入４ｇ／Ｌ山梨酸钾时
菌数比对照组减少了约１０ＣＦＵ／ｍＬ。对于单增李
斯特菌组，培养２０ｈ后，加入了１、２ｇ／Ｌ山梨酸钾
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组的菌数比对照组减少了近１０ＣＦＵ／ｍＬ，而加入
了４ｇ／Ｌ山梨酸钾组的菌数则比对照组减少了近

１００ＣＦＵ／ｍＬ。国标中规定的山梨酸钾最大加入量
为１ｇ／Ｌ，上述３种菌在此浓度时的菌数与对照组
相比，都减少了约１０ＣＦＵ／ｍＬ。上述结果显示，山
梨酸钾对蜡样芽孢杆菌，金黄色葡萄球菌和单增李
斯特菌有一定的抑制作用。

图１　致病菌在不同山梨酸钾质量浓度下的生长曲线图
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐｏｔａｓｓｉｕｍ　ｓｏｒｂａｔｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ

ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｇｒａｍ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ

　　由图２可知，沙门氏菌组中加入了１ｇ／Ｌ山梨
酸钾后生长平衡期（１０ｈ）的菌数比对照组减少了

１００ＣＦＵ／ｍＬ，加入４ｇ／Ｌ山梨酸钾组则减少了将
近１０３．５　ＣＦＵ／ｍＬ。副溶血弧菌组在培养６ｈ后，加
入０．２ｇ／Ｌ山梨酸钾后即比对照组减少了近１０１．５

图２　致病菌在不同山梨酸钾质量浓度下的生长曲线图
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐｏｔａｓｓｉｕｍ　ｓｏｒｂａｔｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ

ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｇｒａｍ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ
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ＣＦＵ／ｍＬ，加入１ｇ／Ｌ山梨酸钾后减少了近１０３．５

ＣＦＵ／ｍＬ，加入４ｇ／Ｌ山梨酸钾后的菌数比对照组
减少了近１０４　ＣＦＵ／ｍＬ。对于荧光假单胞菌，加入

０．２ｇ／Ｌ山梨酸钾后在生长平衡期（１０ｈ）的菌数比
对照组减少了近１０ＣＦＵ／ｍＬ，加入１ｇ／Ｌ山梨酸
钾后减少了近１００ＣＦＵ／ｍＬ，加入了４ｇ／Ｌ山梨酸
钾后的平台期菌数比对照组减少了近１０３　ＣＦＵ／

ｍＬ。综上所述，上述３种菌在加入了国标所规定的
最大质量浓度１ｇ／Ｌ山梨酸钾时，与对照组相比，平
台期的菌数减少了１０２～１０３．５　ＣＦＵ／ｍＬ。由此可
见，山梨酸钾对沙门氏菌、副溶血弧菌、荧光假单胞

菌３种菌的抑制作用较强。

２．２　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）实验结果

　　由表１可见，山梨酸钾对金黄色葡萄球菌和蜡
样芽孢杆菌的最小抑菌浓度最高，达到６００ｇ／Ｌ，对
单增李斯特次之，为３００ｇ／Ｌ，对荧光假单胞最低，
仅为３７．５ｇ／Ｌ，对副溶血弧菌次之，为７５ｇ／Ｌ。虽
然山梨酸钾对沙门氏菌的最小抑菌浓度与单增李

斯特菌相同，但山梨酸钾对革兰氏阳性菌的最小抑
菌浓度（３００ｇ／Ｌ）整体高于革兰氏阴性菌 （１５０ｇ／

Ｌ）。这与前面的生长曲线结果相吻合。

表１　山梨酸钾对革兰氏阳性菌和阴性菌的抑菌效果

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｐｏｔａｓｓｉｕｍ　ｓｏｒｂａｔｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｇｒａｍ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ

山梨酸钾
质量浓度／
（ｇ／Ｌ）

革兰氏阳性菌 革兰氏阴性菌

金黄色
葡萄球菌

蜡样
芽孢杆菌

单增
李斯特氏菌

副溶血
弧菌

沙门
氏菌

荧光
假单胞菌

６００ － － － － － －

３００ ＋ ＋ － － － －

１５０ ＋ ＋ ＋ － ＋ －

７５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

３７．５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

１８．７５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　注：其中＋代表生长，－代表不生长

２．３　即食海带接种实验结果
由图３可知，金黄色葡萄球菌和单增李斯特菌

接种到即食海带中后，山梨酸钾组的生长曲线与对
照组基本重合，并同时达到生长平衡期。上述结果
说明１ｇ／Ｌ山梨酸钾对这两种革兰氏阳性菌的生长
基本上没有抑制作用。

图３　即食海带中革兰氏阳性菌的生长曲线图
Ｆｉｇ．３　Ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｇｒａｍ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

ｔｏ　ｉｎｓｔａｎｔ　ｋｅｌｐ

　　由图４可知，沙门氏菌和副溶血性弧菌接种到
即食海带中后，在生长平衡期（１６～２０ｈ），这两种菌
的山梨酸钾加入组的菌数比对照组减少了近１０
ＣＦＵ／ｍＬ，结果显示１ｇ／Ｌ山梨酸钾对沙门氏菌和
副溶血性弧菌有一定的抑制作用。
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图４　即食海带中革兰氏阴性菌的生长曲线图
Ｆｉｇ．４　Ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｇｒａｍ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

ｔｏ　ｉｎｓｔａｎｔ　ｋｅｌｐ

　　选用了３种革兰氏阳性菌（分别为蜡样芽孢杆
菌，金黄色葡萄球菌和单增李斯特菌）和３种革兰
氏阴性菌（分别为沙门氏菌，副溶血弧菌和荧光假

单胞菌），探讨了食品工业中常用的防腐剂山梨酸
钾对这些菌的抑菌效果。不同山梨酸钾质量浓度
下的生长曲线结果显示，加入１ｇ／Ｌ山梨酸钾后，革
兰氏阴性菌的菌数可减少近１０２～１０３．５　ＣＦＵ／ｍＬ，
而革兰氏阳性菌的菌数只能减少近１０ＣＦＵ／ｍＬ，
即山梨酸钾对革兰氏阴性菌的抑菌效果比革兰氏

阳性菌要高２倍以上。最小抑菌浓度结果和即食
海带的接种模拟实验结果也显示出革兰氏阳性菌

对山梨酸钾的耐受性要高于革兰氏阴性菌，与生长
曲线结果相吻合。研究显示，山梨酸钾需要通过微
生物细胞膜进入细胞内，造成胞内ｐＨ值降低而抑
制细胞的基本代谢反应。山梨酸钾具有亲脂性［１４］，
革兰氏阴性菌的细胞壁脂类物质含量较高，因此山
梨酸钾分子易通过；革兰氏阳性菌的细胞壁则含有
大量肽聚糖，不易通过。因此，作者认为革兰氏阳
性菌和革兰氏阴性菌细胞壁的结构差异可能是造

成两者对山梨酸钾耐受性差异的主要原因。
山梨酸钾在食品工业中作为防腐剂应用范围

十分广泛，在很多食品中的使用质量浓度不得超过

１ｇ／Ｌ，研究显示，蜡样芽孢杆菌，金黄色葡萄球菌
和单增李斯特菌这些革兰氏阳性菌在３７℃时对高
于此规定质量浓度的山梨酸钾仍有一定的耐受性，
具有较好的生长趋势。这说明即便是添加了山梨
酸钾防腐剂，一旦在食品供应销售过程中其贮藏或
保存条件不当时，这些菌还是具备大量繁殖能力，
即还存在着食品安全的隐患。因此，在应用山梨酸
钾防腐剂时，对于革兰氏阳性菌类应予以特殊重视
并多管齐下进行控制为宜。
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科　技　信　息

　　欧盟通过“禁止果汁中添加糖类成分”新规定
３月８日，“果汁中添加糖类成分属于非法行为”成为欧盟理事会通过的新规定之一。该规定将适用于所有
欧盟国家、所有产品，并将与欧盟现有果汁相关法规及法典委员会（ＣＡＣ）现有果汁标准内容进行统一。
新规定主要变化是不允许在果汁中添加糖类成分。之前果汁中允许加入糖成分，只是通过产品标示内容

“不添加糖成分”来对添加外源糖成分或不添加外源糖成分情况进行区分。实施新规定后，标示中将不允许使用
上述表示，市场销售果汁产品将禁止添加糖成分。
番茄汁的管理将从目前的通用食品法律管理首次转为果汁管理。新规定再次确认用于生产果汁产品的每

种水果名称都必须列在果汁产品说明中。对于由３种以上水果生产的果汁产品，标注中可以使用“几种水果”代
替各种水果名称。对于４种水果（黑醋栗、番石榴、芒果、百香果）果汁需要标注可溶性固形物数值同时，还要按
照食品法典标准要求进行标注。
该议案已通过欧盟议会一读程序，意味着欧盟议会已经采纳该指令。预计该法律将于今年６月份实施，届

时指令内容也将在欧盟官方刊物发布。
新规定实施过程中有过渡期，即允许企业在规定期限内继续在其产品标示中继续使用。“产品中不添加糖

成分”新标示过渡期为３６个月，即转换期１８个月、旧标示结束期１８个月。但从法律程序讲，该指令生效后，各
成员国仅有１８个月转化期，即将该法令转化为本国法律，１８个月期限过后所有国家必须实施该法令。［消息来
源］国家食品安全信息中心．欧盟通过“禁止果汁中添加糖类成分”新规定［ＥＢ／ＯＬ］．（２０１２－３－１５）．ｈｔｔｐ：／／
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