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关键环境因子对 ε-聚赖氨酸抑菌活性的影响
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摘要：【目的】探究关键环境因子［水分活度（aw）、pH 及温度］对 ε-聚赖氨酸（ε-PL）抑菌活性的影响，为其应用

提供科学依据。【方法】以金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）为指示菌，采用微量稀释法、琼脂稀释法和

抑菌动力学评价 ε-PL的抑菌活性，通过蛋白质泄漏分析 ε-PL对细胞膜活性的影响，通过 Live/Dead荧光染色分

析 ε-PL对细胞膜通透性的影响。【结果】ε-PL对金黄色葡萄球菌的最小抑菌质量浓度（MIC）为 40.0 μg/mL 。琼

脂稀释法结果显示，ε-PL 抑菌活性随 aw升高而增强；当 pH 为 5.0~7.0时，ε-PL 抑菌活性较强；当 pH 为 4.0 时，

有一定抑菌活性；当 pH 为 8.0 时，有微弱抑菌活性；当 pH 为 9.0 时，丧失抑菌活性；在中性条件下，当温度

为 30 ℃时，ε-PL 有最大抑菌活性。抑菌动力学结果显示，ε-PL 在不同 pH 条件下的抑菌活性与琼脂稀释法

结果相近；在中性条件下，温度为 25 ℃与 30 ℃时，ε-PL的抑制作用强烈。在弱酸性及中性（pH 5.0~7.0）条件

下，ε-PL 对金黄色葡萄球菌细胞膜有很强破坏作用；在较低温度（25~30 ℃）下，ε-PL 对细胞膜的破坏作用较

强；而在较高温度（30~35 ℃）下，ε-PL 对细胞膜的破坏作用变弱。Live/Dead荧光染色结果表明，当 pH 为 4.0

时，ε-PL可提高细胞膜的通透性；当 pH 为 9.0时，失去破坏作用。【结论】aw、pH 及温度对 ε-PL抑菌活性有显著

影响。
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Abstract: [Objective] This study explored the effects of critical environmental factors [water activity (aw), pH, 

and temperature] on the antimicrobial activity of ε-poly-L-lysine (ε-PL), aiming to provide a basis for the 

application of ε-PL. [Method] With Staphylococcus aureus as an indicator strain, the micro-broth dilution and 

agar dilution methods as well as antimicrobial growth kinetics were utilized to determine the antimicrobial 

activity of ε-PL. The protein leakage assay was employed to evaluate the bacterial membrane disruption activity 

of ε-PL. Live/Dead fluorescence staining was performed to observe the bacterial membrane permeability. [Result] 

The minimum inhibitory mass concentration (MIC) of ε-PL against Staphylococcus aureus was 40.0 μg/mL. The 
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agar dilution method results indicated that the antimicrobial activity of ε-PL increased with the increase in aw.  

Additionally, ε-PL demonstrated strong antimicrobial activity at pH 5.0~7.0, moderate antimicrobial activity at 

pH 4.0, weak antimicrobial activity at pH 8.0, and no antimicrobial activity at pH 9.0, while the maximum 

antimicrobial activity of ε-PL occurred at 30 ℃ under neutral conditions. The antimicrobial kinetic results showed 

that the antimicrobial efficacy of ε-PL under different pH conditions was consistent with the agar dilution method 

results, with strong inhibitory effects at 25 ℃ and 30 ℃ under neutral conditions. ε-PL had strong membrane 

disruption activity on Staphylococcus aureus under weakly acidic to neutral conditions (pH 5.0~7.0), and the 

membrane disruption activity of ε-PL was more pronounced at low temperatures (25~30 ℃ ) and weak at high 

temperatures (30~35 ℃ ). The Live/Dead fluorescence staining showed that the bacterial membrane permeability 

was enhanced by ε-PL at pH 4.0, while little effect was observed at pH 9.0. [Conclusion] The environmental 

factors aw, pH, and temperature demonstrate significant influences on the antimicrobial activity of ε-PL.

Keywords: ε-poly-L-lysine; water activity; pH; temperature; antimicrobial activity; membrane permeability

ε-PL 是一种微生物源的多阳离子型抗菌肽，

由 25~30 个 L-赖氨酸通过 α-羧基与 ε-氨基形成的

肽键连接而成［1］。作为一种化学组成简单但具有

独特结构的抗菌肽，ε-PL抑菌谱广，对细菌、酵母菌

及霉菌均具有很强的抑菌活性［2-4］。ε-PL还具有亲

水性好、耐热、可生物降解、安全无毒等特性［5-6］。

因此，ε-PL 是一种理想的天然食品防腐剂。在日

本，ε-PL 可用于米饭、软饮料、肉制品、果蔬等食品

的防腐，美国和韩国等国家也已批准其作为食品

防腐剂使用［7］。2014 年，中国批准 ε-PL 及其盐酸

盐为食品添加剂新品种，允许其用于果蔬汁、焙烤

食品和熟肉制品等食品。

近年来，由于抗生素的不当使用，抗生素耐药

菌的检出已相当常见，带来的风险与危害逐步加

剧［8］。抗菌肽是一类新型抑菌物质，不易产生耐药

性，可用于代替抗生素，其中细胞膜是其重要的作

用靶点。抗菌肽分子一般含有多个碱性氨基酸，使

其在生理条件下带正电荷，可非特异性地与带负电

荷的微生物经静电作用吸附至微生物表面［9］。抗

菌肽与微生物细胞膜的作用模型通常认为有 3种：

桶 板 模 型（barrel-stave model）、环 形 孔 模 型

（toroidal pore model）及 地 毯 模 型（carpet 

model）［10］。富含正电荷的 ε-PL，通过地毯模型与微

生物细胞膜发生反应，破坏细胞膜，导致胞内物质

泄漏［11］。最新研究认为，ε-PL 会造成细胞膜损伤，

并进入细胞内作用于 DNA，使毒理基因的表达下

调［12-13］。但 ε-PL 在食品工业中的应用仍面临较大

制约。与化学合成防腐剂相比，ε-PL的使用成本过

高，且防腐效果仍相对较差。为更好地将 ε-PL用于

食品防腐，研究人员考察了其在干酪［14］、苹果［15］等

食品中的应用效果。为提高 ε-PL的抑菌效果，将其

与其他抑菌物质或防腐方法联合应用也受到重

视。冰藏条件下，ε-PL 与迷迭香联合应用可将大

黄鱼（Pseudosciaena crocea）货架期延长 9 d［16］；超

声波与 ε-PL 结合可改善鲜切莴苣的保鲜效果［17］；

ε-PL与 Nisin 联 合 应 用 可 防 控 蜡 样 芽 孢 杆 菌

（Bacillus cereus），协同抑菌效果显著［18］。

ε-PL 是一种生物聚合物，聚合度大小对其抑

菌活性有重要影响，10 个以上聚合度是保持其抑

菌活性必需的条件［19］。此外，由于 ε-PL 主链含有

多个—NH2基团，等电点为 9.0［5］，使其在组成成分

复杂的食品体系中可与其他成分（如负电荷多糖

及蛋白质）发生反应，直接或间接影响其抑菌活

性［20-21］。需指出的是，环境因子如 pH 和温度等不

仅影响抗菌成分的稳定性，还对抑菌活性有较大

影响，长久以来受到研究者的广泛关注［22-23］。作

者拟系统研究 aw、pH 及温度对 ε-PL 抑菌活性的影

响，以期为 ε-PL 在食品防腐中的应用提供一定的

理论和实践依据。

1　材料和方法

1.1　试剂与仪器

ε-PL（相对分子质量 3 500~4 000，纯度≥95%）：

上海麦克林生化科技有限公司；Live/Dead BacLight 

Bacterial Viability Kit：美国赛默飞世尔科技公司。

智能水分活度测定仪：HD-3A 型，无锡市华科仪器

仪表有限公司；紫外可见分光光度计：Ultrospec 

6300pro 型，美国 Amershan Biosciences 公司；荧光

显微镜：DM RA2型，德国 Leica公司。
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1.2　菌株

金黄色葡萄球菌 ATCC6538：广东省科学院微

生物研究所保藏。

1.3　培养基

1）营养肉汤培养基：蛋白胨 1.0 g/dL，牛肉浸粉

0.3 g/dL，NaCl 0.5 g/dL。

2）营养琼脂培养基：蛋白胨 1.0 g/dL，牛肉浸

粉 0.3 g/dL，NaCl 0.5 g/dL，琼 脂 1.8~2.0 g/dL。

121 ℃灭菌 20 min。

1.4　方法

1.4.1　金黄色葡萄球菌种子液及菌悬液制备　

金黄色葡萄球菌划线至营养琼脂斜面，37 ℃

培养 24 h。取一环活化的菌种接入 30 mL 营养肉

汤培养基中（150 mL 三角瓶），于 37 ℃、200 r/min

条件下培养 18 h，即为金黄色葡萄球菌种子液。

吸取 25 mL 金黄色葡萄球菌种子液，于 8 000 r/min

离心 10 min，弃上清液，用质量浓度 0.85 g/dL 的生

理盐水重悬菌体，相同条件下再离心 1 次，弃上清

液，用生理盐水将菌浓度稀释至 1×109 CFU/mL，

作为金黄色葡萄球菌菌悬液备用。

1.4.2　ε-PL溶液制备　

称取 500 mg ε-PL 至烧杯，用去离子水溶解，

转移至 100 mL 容量瓶并定容，即 ε-PL 溶液的质量

浓度为 0.5 g/dL，用 0.22 μm 无菌过滤器过滤除菌，

得到 ε-PL溶液备用。

1.4.3　MIC 测定

采用微量稀释法测定 MIC［24］。向无菌 96孔板

加入营养肉汤培养基、金黄色葡萄球菌菌悬液及

ε-PL 溶 液 ，每 孔 总 体 积 为 200 μL，菌 浓 度 为

1×106 CFU/mL，ε-PL质量浓度为 5.0~50.0 μg/mL（梯

度 5.0 μg/mL）。37 ℃培养 24 h，观察有无微生物生

长，无微生物生长对应的 ε-PL质量浓度即为MIC。

1.4.4　aw对 ε-PL抑菌活性的影响　

在营养肉汤培养基中添加不同质量浓度（1.50、

1.75、2.00、2.25、2.50 g/dL）的琼脂调节 aw，利用智能

水分活度测定仪测定 aw。吸取适当稀释的金黄色

葡萄球菌菌悬液 1 mL（菌浓度 200~300 CFU/mL）

于直径 9 cm 的培养皿中，加入 ε-PL溶液，以及融化

的、约 45 ℃的含不同质量浓度琼脂的营养肉汤培

养基，每皿总体积为 20 mL，ε-PL 质量浓度为 5.0~

30.0 μg/mL（梯度 5.0 μg/mL），混匀，待凝固后于

37 ℃倒置培养 24 h，然后进行菌落计数。用无菌水

替代 ε-PL溶液作为对照。按式（1）计算抑菌率。

IR =
N 0 - N

N 0

× 100% （1）

式中：

IR——抑菌率，%；

N0——对照平板上的菌落数，个；

N——相同条件下添加 ε-PL 平板上的菌落

数，个。

1.4.5　pH 和温度对 ε-PL抑菌活性的影响　

采用琼脂稀释法检测 pH 和温度对 ε-PL 抑菌

活性的影响［25］。按照每培养皿营养琼脂、金黄色

葡萄球菌菌悬液和 ε-PL 溶液总体积为 20 mL，以

及 ε -PL 质量浓度为 12.5 μg/mL、菌浓度为 200~

300 CFU/皿的条件进行试验。

1）pH 对 ε-PL 抑菌活性的影响：将融化的灭菌

营养琼脂培养基用 1 mol/L的 HCl溶液或 NaOH 溶

液分别调 pH 至 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0。制备好

的培养皿于 37 ℃培养 24 h 后进行菌落计数。将

相同 pH 下用无菌水替代 ε-PL 溶液的平板作为对

照。按式（1）计算抑菌率。

2）温度对 ε-PL 抑菌活性的影响：在营养琼脂

培养基的自然 pH（7.0）条件下，将制备好的平板分

别于 25、30、35、40 ℃下培养 24 h 后进行菌落计

数。将相同温度下用无菌水替代 ε-PL 溶液的平板

作为对照。按式（1）计算抑菌率。

1.4.6　抑菌动力学曲线的绘制　

每 150 mL 三角瓶装 30 mL 营养肉汤培养基，

设置 ε -PL 质量浓度为 1/2MIC。为考察 pH 的影

响，用 1 mol/L 的 HCl 溶液或 NaOH 溶液将营养肉

汤培养基 pH 分别调至 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0。

按体积分数 1% 接种金黄色葡萄球菌种子液。于

37 ℃、200 r/min条件下培养 18 h，每 2 h取样，测定

OD600 值。将相同 pH、未添加 ε-PL 的处理作为对

照。为考察温度的影响，在营养肉汤培养基的自

然 pH 条件下，设置培养温度分别为 25、30、35、

40 ℃。将相同培养温度、未添加 ε-PL 的处理作为

对照。以培养时间为横坐标、OD600值为纵坐标绘

制抑菌动力学曲线。

1.4.7　蛋白质泄漏测定　

为考察 pH 的影响，吸取金黄色葡萄球菌菌

悬液（1×109 CFU/mL）5 mL，分别调 pH 至 4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0，加入 ε -PL 溶液使 ε -PL 质量浓度

为 100 μg/mL，混匀，室温静置 1 h，8 000 r/min 离
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心 10 min，吸取上清液，用考马斯亮蓝法测定蛋

白质质量浓度。将相同 pH、未添加 ε -PL 的处理

作为对照。

为考察温度的影响，吸取金黄色葡萄球菌菌悬

液 5 mL，加入 ε -PL 溶液使 ε -PL 质量浓度为 100 

μg/mL ，分别置于 25、30、35、40 ℃水浴锅中水浴 1 

h，8 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液，用考马斯

亮蓝法测定蛋白质质量浓度。将相同温度、未添

加 ε-PL的处理作为对照。

1.4.8　Live/Dead荧光染色分析　

适当稀释金黄色葡萄球菌菌悬液，将 pH 分别

调至 4.0 和 9.0，添加 ε-PL 溶液使 ε-PL 质量浓度为

100 μg/mL，作用 1 h 后调 pH 至 7.0，立即染色。将

相同 pH 下用无菌水替代 ε-PL 溶液的处理作为对

照。按照试剂盒说明书进行染色，用荧光显微镜观

察 ，激发波长为 488 nm，绿色荧光检测波长为

550 nm，红色荧光检测波长为 610 nm。

1.5　数据处理

所有试验均设 3 个重复，结果以平均值±标准

差表示。用 Origin 8.0 软件绘图。利用 SPSS 16.0

软件检验不同处理组之间的差异显著性，P<0.05

代表差异显著。

2　结果和讨论

2.1　ε-PL对金黄色葡萄球菌的 MIC

ε-PL 质量浓度≤35.0 μg/mL 时，不能完全抑制

金黄色葡萄球菌生长；当 ε-PL 质量浓度提高至

40.0 μg/mL 及以上时，菌体生长完全停滞。因此，

ε-PL 对金黄色葡萄球菌的 MIC 为 40.0 μg/mL。多

项研究显示，ε-PL 对金黄色葡萄球菌的 MIC 为

12.5 μg/mL［11，25］，与本研究有一定差异。

2.2　aw对 ε-PL抑菌活性的影响结果

由图 1 可知，不同 aw 下的抑菌率均随 ε-PL 质

量浓度升高而增大。aw 为 0.994~0.999、ε-PL 质量

浓度为 25.0 μg/mL 时，金黄色葡萄球菌停止生长；

aw 降至 0.982 和 0.986 时，有效抑制金黄色葡萄球

菌生长的 ε-PL 质量浓度需超过 30.0 μg/mL。综

上，高 aw 时的 ε-PL 抑菌活性更强，可能与高 aw 有

利于 ε-PL 与菌体接触及吸附有关。这与 Sun 等［26］

针对沙门氏菌的研究结果类似。

2.3　pH 和温度对 ε-PL抑菌活性的影响结果

2.3.1　pH 的影响　

由图 2 可知，对照组抑菌率在 pH<7.0 时随 pH

升高而下降，当 pH 升至碱性区时抑菌率又开始上

升，说明在酸性及碱性条件下金黄色葡萄球菌受

到抑制。处理组抑菌率随 pH 升高呈下降、上升、

下降再上升的复杂变化趋势，表明不同 pH 条件下

ε-PL的抑菌活性会发生变化。

当 pH 为 4.0 时，对照组对金黄色葡萄球菌有

抑制作用，抑菌率为（43.27±3.56）%，而处理组抑

菌率为（60.07±2.87）% ，两者之间差异显著（P<

0.05），说明 ε-PL 显示出抑菌活性。当 pH 为 5.0

及 6.0 时，ε-PL 的抑菌作用明显，抑菌率分别为

（43.81±3.05）%和（52.36±3.46）% ，显然弱酸性条

件下 ε-PL 的抑菌活性更强。当 pH 为 8.0 时，对照

组和处理组的抑菌率分别为（17.42±2.33）% 和

（22.54±1.23）%，说明 ε-PL 显示出一定的抑菌活性

（P<0.05）。当 pH 为 9.0时，对照组和处理组的抑菌

率分别为（32.76±1.63）%和（31.07±2.53）%，两者间

无统计学差异，说明碱性条件下 ε-PL 无抑菌活性。

碱性条件下 ε-PL的抑菌活性下降甚至丧失，可能是

图 1　不同 aw下 ε-PL对金黄色葡萄球菌的抑菌率

Fig. 1　Inhibition rates of ε-PL against Staphylococcus aureus 

under different aw

不同小写字母表示相同 pH 下对照组与处理组差异显著（P<0.05）。

图 2　不同 pH 下 ε-PL对金黄色葡萄球菌的抑菌率

Fig. 2　Inhibition rates of ε-PL against Staphylococcus aureus 

under different pH
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由于 OH-使 ε-PL主链上离子化的氨基去质子化，净

正电荷趋于零，导致其失去与细胞膜发生静电相互

作用的能力，不能吸附至菌体。Ye等［12］的研究也发

现，在碱性条件下 ε-PL的抑菌活性会减弱。

2.3.2　温度的影响　

由图 3可知，温度对 ε-PL的抑菌活性有较大影

响，30 ℃时 ε-PL 的抑菌率最高。由于 ε-PL 耐热性

能好，其在较高温度下的抑菌活性下降与降解无

关，推测与以下 2个因素有关：1）与 25、30 ℃相比，

35、40 ℃更适合金黄色葡萄球菌生长，这在一定程

度上抵消了 ε-PL 对金黄色葡萄球菌的抑制或杀灭

作用；2）较高温度下 ε-PL 与菌体的结合力变弱，降

低了其对细胞膜的破坏活性。Ye 等［12］研究发现，

ε-PL在 37 ℃下的抑菌活性高于 4 ℃，与本研究结果

不同，这可能与培养基物理状态及测试温度不同

有关。

2.4　不同 pH 和温度下 ε-PL的抑菌动力学曲线

2.4.1　pH 对 ε-PL抑菌动力学曲线的影响　

由图 4 可知，当 pH 为 4.0 时，对照组和处理

组的 OD600 值缓慢增加，且处理组的增加幅度比

对照组更小；在弱酸性及中性（pH 5.0~7.0）条件

下，2 组菌体生长速度加快，但处理组的菌体生

长速度较对照组明显放缓；当 pH 为 8.0 时，2 组

菌体之间的差异明显变小；当 pH 为 9.0 时，2 组

菌体之间的差异不再明显。结果表明，在弱酸

性及中性条件下，ε -PL 对金黄色葡萄球菌的抑

相同温度下不同小写字母表示对照组与处理组间差异显著（P<0.05）。

图 3　不同温度下 ε-PL对金黄色葡萄球菌的抑菌率

Fig. 3　Inhibition rates of ε-PL against Staphylococcus aureus 

at different temperatures

图 4　不同 pH 下 ε-PL抑制金黄色葡萄球菌的动力学曲线

Fig. 4　Kinetic curves of Staphylococcus aureus inhibition by ε-PL under different pH
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菌活性较强 ，而碱性条件下 ε-PL 无明显抑菌

活性。

2.4.2　温度对 ε-PL抑菌动力学曲线的影响　

由图 5 可知，当温度为 25~35 ℃时，对照组与

处理组的菌体生长速度的差异较为显著；当温度

为 40 ℃时，2组之间的差异不再明显，说明 ε-PL 在

较低温度下具有较强的抑菌活性，但在较高温度

下的抑菌活性较弱，这可能与较高温度有利于金

黄色葡萄球菌生长，以及较高温度会降低 ε-PL 与

菌体的结合力有关。

2.5　不同 pH 和温度下 ε-PL 对金黄色葡萄球菌细胞

膜破坏活性的影响

2.5.1　pH 的影响　

生物大分子（核酸及蛋白质）泄漏是评估细胞

膜通透性变化的重要指标［25，27］。由图 6 可知，弱酸

性及中性（pH 5.0~7.0）条件下，对照组蛋白质泄漏量

极低 ，上清液中蛋白质质量浓度仅为 1.47~2.48 

μg/mL，而处理组蛋白质泄漏量较大，上清液中蛋白

质质量浓度达到 10.52~11.44 μg/mL，说明弱酸性及

中性条件下 ε-PL 对金黄色葡萄球菌细胞膜的破坏

作用较强。

当 pH 为 4.0 时，对照组胞内蛋白质有明显泄

漏，上清液中蛋白质质量浓度达到 9.88 μg/mL，而处

理组上清液中蛋白质质量浓度仅为 2.23 μg/mL，说

明添加 ε-PL 抑制了胞内蛋白质的泄漏。由于 ε-PL

在酸性环境下呈 β折叠构型，而不是无规卷曲［28］，因

此推测酸性条件下 ε-PL 可迅速透过细胞膜进入细

图 5　不同温度下 ε-PL抑制金黄色葡萄球菌的动力学曲线

Fig. 5　Kinetic curves of Staphylococcus aureus inhibition by ε-PL at different temperatures

不同小写字母表示相同 pH 下对照组与处理组差异显著（P<0.05）。

图 6　不同 pH 下 ε-PL对金黄色葡萄球菌胞内蛋白质泄漏量

的影响

Fig. 6　Effect of ε-PL on the intracellular protein leakage of 

Staphylococcus aureus under different pH
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胞内，并与胞内物质发生反应，从而抑制蛋白质泄

漏。当 pH 为 8.0~9.0时，对照组与处理组的上清液

中蛋白质质量浓度差异不明显，表明 ε-PL在碱性条

件下对金黄色葡萄球菌的细胞膜破坏活性基本丧

失，推测是由于 ε-PL 所带的正电荷被 OH-中和，失

去了多聚阳离子特性，不能吸附和结合菌体，从而

失去了细胞膜破坏活性。

2.5.2　温度的影响　

由图 7可知，对照组的蛋白质泄漏量随温度升

高而略微增加，但不同温度下的胞内蛋白质泄

漏量均极低 ，上 清 液 中 蛋 白 质 质 量 浓 度 仅 为

1.52~2.76 μg/mL；处理组上清液中蛋白质质量浓

度随温度升高先增加后降低，当温度为 30 ℃时，

蛋白质泄漏量最大，而高于该温度后开始下降。

表明较低温度下 ε-PL 对金黄色葡萄球菌的细胞

膜破坏活性较大，这可能与较低温度下 ε-PL 与菌

体细胞结合紧密有关，而较高温度下由于 ε-PL 的

扩散能力较强，使得其吸附的菌体量变少，对细

胞膜的破坏作用变弱。

2.6　酸性及碱性条件下 ε-PL 对金黄色葡萄球菌细

胞膜通透性的影响

不同 pH 下，对照组和处理组对金黄色葡萄球

菌 的 Live/Dead 荧 光 染 色 的 荧 光 显 微 镜 结 果

见图 8。

当 pH 为 4.0 时，对照组的菌体大部分呈黄色，

绿色、红色和黄色菌体占比分别为（0.76±0.23）%、

（0.38±0.06）% 、（98.86±12.03）%。推测黄色荧光

的形成是由于细胞膜通透性增加，但不足以允许

PI 染料自由进入细胞，使得核酸仅结合少量 PI 染

料并同时结合较多的 SYTO9 染料，因此在激光作

用下发射黄色荧光。当 pH 为 4.0 时，处理组中绿

色、红色和黄色菌体占比分别为（2.35±0.62）% 、

（64.51±8.06）%、（33.14±5.22）%。与对照组相比，处

理组中红色菌体占比显著提高，说明酸性条件下

ε -PL 提高了金黄色葡萄球菌细胞膜的通透性。

不同小写字母表示相同温度下对照组与处理组差异显著（P<0.05）。

图 7　不同温度下 ε-PL对金黄色葡萄球菌胞内蛋白质泄漏的

影响

Fig. 7　Effect of ε-PL on the intracellular protein leakage of 

Staphylococcus aureus at different temperatures

图 8　pH 4.0和 9.0下 ε-PL处理的金黄色葡萄球菌的 Live/Dead荧光染色结果

Fig. 8　Live/Dead fluorescence staining results of Staphylococcus aureus treated with ε-PL at pH 4.0 and 9.0
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Live/Dead 荧光染色时，菌体呈非典型黄色荧光较

为常见［29］，由此推测试验中的黄色菌体仍有活性。

当 pH为 9.0时，对照组和处理组的菌体大部分

均呈绿色，绿色菌体占比分别为（84.27±11.21）%和

（92.23±6.72）%，红色菌体占比分别为（15.73±2.44）%

和（7.77±0.83）%，说明碱性条件下 ε-PL 已失去对

金黄色葡萄球菌细胞膜的破坏作用。

3　结论

环境因子 pH 和温度影响抑菌成分的稳定性

和抑菌活性，aw 则与微生物生长有密切关系。作

者研究了 aw、pH 和温度对 ε-PL 抑菌活性的影响。

结果表明，ε-PL 对金黄色葡萄球菌的 MIC 为 40.0 

μg/mL，ε-PL 对金黄色葡萄球菌的抑菌活性随 aw

升高而增强。 ε-PL 在弱酸性及中性（pH 5.0~7.0）

条件下的抑菌活性较强，在酸性（pH 4.0）条件下仍

有抑菌活性，在碱性（pH 8.0~9.0）条件下仅有微弱

活性或者丧失活性；在中性条件下，30 ℃时 ε-PL

的抑菌活性最强。ε-PL 在弱酸性及中性（pH 5.0~

7.0）条件下可导致胞内蛋白质大量泄漏，在酸性

（pH 4.0）条件下会抑制蛋白质泄漏，在碱性（pH 

8.0~9.0）条件下无影响。在中性条件下，30 ℃时

ε-PL 对金黄色葡萄球菌的细胞膜破坏活性最强。

ε-PL 在 pH 4.0 条件下能提高细胞膜通透性，而在

pH 9.0 条件下无细胞膜破坏活性。该研究可为

ε-PL 的抑菌和防腐应用提供参考，同时可为其抑

菌机理研究提供理论基础。
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