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摘要：以鱼源莓实假单胞菌为研究对象，利用 ＢＩＯＬＯＧ获得 １５、２５、３３℃下其 ＧＥＮＩＩＩ板中碳源生长数据，采用修正

的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型，结合孔平均颜色变化率及利用面积，分析其碳源利用效果，并对 ３个温度下 ｐＨ值、ＮａＣｌ和乳酸

钠（ＮａＬ）的抑菌效应和生长动力学进行研究。结果表明，２５℃时莓实假单胞菌总体碳源利用能力和活性最强，１５℃

时次之，３３℃时最弱。在 １５～３３℃内，碳源利用以糖类、羧酸类和氨基酸类为主。糖类中利用较好的有 αＤ葡萄

糖、Ｌ岩藻糖等；氨基酸类中利用较好的有 Ｌ焦谷氨酸、Ｌ丙氨酸、Ｌ谷氨酸；羧酸类中利用较好的有奎宁酸、Ｄ葡糖

酸、糖质酸等。１５～２５℃下 ４％ ～８％ ＮａＣｌ及 ３３℃下 １％ ～８％ ＮａＣｌ对莓实假单胞菌皆有抑制作用。３３℃时 ｐＨ值

对莓实假单胞菌生长起抑制作用，１％的 ＮａＬ对其具有促进作用。通过对莓实假单胞菌抑菌效应和碳源利用分析，

可为优化产品配方和保障产品质量提供理论依据。
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　　引言

水产品腐败变质主要是由特定腐败菌（Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｓｐｏｉｌａｇｅｏｒｇａｎｉｓｍ，ＳＳＯ）增殖所造成，研究表明假单
胞菌是水产品低温贮藏时优势腐败菌之一

［１－３］
，可

在２～３５℃范围内生长［４－５］
，能还原硝酸盐为亚硝

酸盐
［６］
，也能引发某些水产品流行性疾病

［７］
。水产

品原料、加工、流通和贮藏条件均会影响其保藏性，

腐败菌对胁迫环境（如温度、ｐＨ值、ＮａＣｌ含量等）的
耐受性及营养元素利用的差异

［８］
是影响货架期的

重要因素，若胁迫效应超出细菌耐受的正常生理学

范围（Ｎｏｒｍａｌｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｒａｎｇｅ，ＮＰＲ），可能导致细
菌生长延缓、失活甚至死亡，同时，微生物进行自我

修复过程中，需要不断消耗营养来维持内部平

衡
［９－１０］

。多孔平板技术是一种基于氧化还原反应

的高通量技术，它使得快速分析胁迫作用下细菌生

长动力学及营养利用情况成为可能。

微生物生长和繁殖受物理、化学及生物因子的

影响，假单胞菌生长动力学研究表明，在不同环境下

其生长动力学参数（最大比生长速率与迟滞期）差

异较大，最大比生长速率表示细菌对数期时的生长

速率，迟滞期表示细菌适应环境的能力，是描述其生

长速率、抑菌效应评价及货架期预测模型的主要指

标
［１１］
。郭全友等

［１２］
研究表明：０～１０℃假单胞菌迟

滞期从５９６３ｈ降至３９５ｈ，最大比生长速率分别从
００２ｈ－１增至 ００８ｈ－１，董庆利等［１３］

研究表明，ｐＨ
值５０时铜绿假单胞菌迟滞期约降低至 ｐＨ值 ７５
时的１／２。此外，其营养底物利用情况与菌种、初始
菌量、底物种类及环境相关，如 ＥＢＲＡＨＩＭＩ等［１４］

研

究发现：在低 ｐＨ值时植物乳杆菌能消耗更多谷氨
酰胺，鼠李糖乳杆菌则相反；ＤＥＮＧ等［１５］

研究表明：

相比纯底物，混合底物更能促进木质素降解菌的代

谢活性。

微生物营养利用情况可从能量代谢的角度进行

分析，包括微生物的代谢能力与方式。如研究多酚

在肠道菌群的能量代谢方式，可为治疗肥胖提供指

导意义
［１６］
，一些乳酸菌在进行己糖发酵时，达到一

定条件便可利用部分额外的 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ产生赤藓糖
醇和甘油，此外果糖、丙酮酸和柠檬酸盐可作为细胞

外部电子受体从而增大细菌的生长速率
［１７］
。目前，

能量代谢分析方法主要从能量转换和动力学参数及

代谢途径进行分析，吴雪楠等
［１８］
采用微量量热法研

究了草甘膦对土壤微生物能量代谢的影响，在研究

微生物群落分析时，可用动力学参数进行 ＰＣＡ分
析，且每个参数包含着不同的生物信息

［１９］
，门多萨

假单胞菌利用葡萄糖产生中等链长的聚羟基烷酸酯

过程中，ＵＤＰＤ葡萄糖和 ＤＴＤＰＬ鼠李糖的生物合
成途径可能竞争性抑制其合成，而通过阻断支代谢

途径及过量表达 ｐｈａＧ基因可增强其合成［２０］
。

本文以源自有氧冷藏大黄鱼的重要腐败菌（莓

实假单胞菌）为研究对象，测定 １５、２５、３３℃条件下，
以７１种碳源为底物的莓实假单胞菌生长数据，分析
其碳源利用能力，以及不同ｐＨ值、ＮａＣｌ和ＮａＬ溶液
浓度对其生长的影响，以期为优化产品配方、有效抑

菌及保障产品质量提供一定依据，为深入探究在真

实水产品中的营养利用和抑菌效应提供基础。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
从冷藏大黄鱼货架期终点，分离出腐败菌并采

用１６ＳｒＲＮＡ鉴定，菌株冻干保藏备用；ＨＣｌ标准溶
液（００１ｍｏｌ／Ｌ），深圳市博材达科技有限公司；营养
琼脂（ＡＲ）、营养肉汤（ＢＲ），上海市国药集团化学试
剂有限公司；胰酪胨大豆肉汤（ＴＳＢ），上海中科昆虫
生物技术开发有限公司。

１２　试验方法
１２１　Ｂｉｏｌｏｇ试验

取冻干莓实假单胞菌于 ＢＲ中活化，经两代划
线复壮后，划线得到单菌落，取适量接种到 Ｂｉｏｌｏｇ专
业接种液中，混匀后静置 ５ｓ后调节透光率至
９５％ ～９８％之间，制备成吸光度约为 ００１的菌悬
液。然后使用 Ｂｉｏｌｏｇ专用移液器，分别吸取 ２００μＬ
菌悬液到若干 ＧｅｎＩＩＩ９６孔板中，分别置于 １５、２５、
３３℃的培养箱中培养 ９７ｈ，间隔适当时间经 Ｂｉｏｌｏｇ
仪（美国 ＢＩＯＬＯＧ公司）中的 Ｍｉｃｒｏｓｔａｔｉｏｎ读数仪测
定 ＯＤ值。
１２２　总体碳源利用能力分析及模型评价

总体碳源利用能力用孔平均颜色变 化率

（Ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｕｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ＡＷＣＤ）表示，即用
ＡＷＣＤ描述微生物代谢强度及平均活性，ＡＷＣＤ随
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时间变化的曲线与微生物生长曲线相似，包括变化

前期、指数期和稳定期，但观察不到死亡阶段
［２１］
，公

式为

ＡＷＣＤ＝∑（Ｃ－Ｒ）／ｎ （１）

式中　Ｒ———对照孔 ＯＤ值
Ｃ———含有碳源孔的 ＯＤ值
ｎ———碳源孔数

此外，传统微生物学预测模型常用 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ、
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ和 Ｂａｒａｎｙｉ方程对因变量（菌落数对数值）和
自变量 （时 间 ｔ）关 系 进 行 拟 合［２２］

，用 修 正 的

Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程也可对培养时间与细菌 ＯＤ值间关系
进行拟合

［２３］
，其动力学参数反映碳源利用速率及迟

滞期，方程为

Ｖｔ＝Ａｅｘｐ（－ｅｘｐ（２７１８μｍａｘ（λ－ｔ）／Ａ＋１）） （２）
式中　ｔ———时间，ｈ　　λ———迟滞期，ｈ

Ｖｔ———ｔ时 ＯＤ值，即 Ｃ－Ｒ值

μｍａｘ———颜色变化最大速率，ｈ
－１

Ａ———颜色变化最大吸光度
采用决定系数 Ｒ２、准确度 Ａｆ、精确度 Ｂｆ对模型

进行评价
［２４］
，其中 Ｒ２接近 １表明拟合较好，Ａｆ接近

１，准确性较好，Ｂｆ接近１，精确性较好。
１２３　不同种类碳源利用能力及环境因子敏感性

分析

ＧｅｎＩＩＩ板中有 ７１种碳源，参照郑华等［２５］
分类

方法将其分为６类，分别为糖类（２５种）、羧酸类（１７
种）、氨基酸类（１０种）、胺／酰胺类（６种）、脂肪酸／
脂类（６种）和其他类（７种）。当莓实假单胞菌 ＯＤ
值稳定时，即 Ｖ０＞０２５时

［２６］
，判为可利用。

温度对莓实假单胞菌碳源利用模式的影响用碳

源利用率表示（Ｓｍ／Ｓｚ，Ｓｍ表示每类碳源的利用面积，
Ｓｚ表示全部碳源的利用面积）。不同种类碳源及单
个碳源利用能力，采用利用面积 Ｓ及动力学参数
（μｍａｘ和 λ）分析，碳源利用面积公式为

Ｓ＝∑
（Ｖｔｉ＋Ｖｔｉ－１）（ｔｉ－ｔｉ－１）

２
（３）

式中　Ｖｔｉ———ｔｉ时 ＯＤ值
环境因子（如化学物质）对莓实假单胞菌敏感

性的影响以阳性对照孔（Ａ１０）作参考，当试剂孔
（ＯＤ值）与 Ａ１０孔接近，显紫色或接近紫色时，判为
阳性（＋），反之，判为阴性（－），即试剂孔易被该化
学物质抑制。当呈现阳性时，生长曲线常呈现“Ｓ”
型，显示为生长（如 μｍａｘ＞０），即起促进作用。如果
不能准确判断，将其判定为“边界值”（＼）。

１３　数据处理与统计分析

试验数据采用软件 ＳＰＳＳ１９０（美国 ＩＢＭ公司）
利用最小二乘算法进行非线性回归求出参数，采用

软件 Ｏｒｉｇｉｎ８０（美国 ＯｒｉｇｉｎＬａｂ公司）制图，采用独
立样本 ｔ检验进行差异显著性分析。菌株序列采用
ＮＣＢＩ中 ＢＬＡＳＴ与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已知 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列进行对比，并用 Ｍｅｇａ５０软件通过最大
似然值法构建发育树

［２７］
。

２　结果与讨论

２１　莓实假单胞菌来源与总体碳源利用

在有氧冷藏（０～１０℃）大黄鱼货架期终点时，
分离出腐败希瓦氏菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ）、假单
胞 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐｐ）、缺 陷 短 波 单 胞 菌
（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓｄｉｍｉｎｕｔａ）、不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐｐ）等腐败菌群［１］

，经 １６ＳｒＲＮＡ测序确定希瓦氏
菌（样品１）和莓实假单胞菌（样品 ２）为优势菌群，
同源性最高分别为 ９８％和 １００％，如图 １所示。同
时，假单胞菌也是冷藏淡水鱼（如罗非鱼等）的特定

腐败菌，受食品营养组成、质地结构和胁迫条件的影

响，其营养代谢和生长速率存在较大差异。本文以

源自冷藏大黄鱼的莓实假单胞菌为模式菌株，对不

同温度下其碳源利用情况进行探究（图２）。

图 １　样品 １和样品 ２菌株 １６ＳｒＲＮＡ的系统发育树

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｓａｍｐｌｅ１ａｎｄｓａｍｐｌｅ２ｓｔｒａｉｎｓ’１６ＳｒＲＮＡ
　

　　图２为不同温度下莓实假单胞菌总体碳源利用
状况。贾夏等

［２８］
对微生物群落特征分析得出，

２４０ｈ培养周期内 ＡＷＣＤ曲线“拐点”前后差异显著
（ｐ＜００５），而 ＣＬＡＳＳＥＮ等［２９］

认为培养时间超过

７２ｈ时，细菌板逐渐表现出真菌性增长。本研究得
到１００ｈ培养时间内总体碳源利用如图 ２所示，总
体碳源利用曲线呈 Ｓ型，２５℃时 μｍａｘ最大，ＡＷＣＤ最
大值为０６１４，表明总体碳源利用能力和活性最强，
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图 ２　不同温度下莓实假单胞菌总体碳源利用状况

Ｆｉｇ．２　ＣａｒｂｏｎｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
　
１５℃时次之，ＡＷＣＤ最大值为 ０４０２，３３℃时最弱，
ＡＷＣＤ最大值为 ０１９８；图 ２中 １５℃和 ２５℃时的 λ
相差不大，３３℃时较大，而 λ越小意味着适应环境
能力越强，进入对数期时间越短，观察到其与活性之

间并无直接关系。如铜绿假单胞菌在 ３５℃时活性
最大，但其 λ在２１～４２℃范围内随着温度升高而降
低

［１３］
。

２２　不同类型碳源利用能力分析
表 １为 ６类碳源及不同温度下可利用的碳源

种类，可看出 １５℃和 ２５℃可利用碳源总数均为
３９种，３３℃时迅速降至 ２０种。图 ３ａ为莓实假单
胞菌每类碳源利用面积占总利用面积的百分比，

可知：在１５～３３℃范围内，莓实假单胞菌利用碳
源以糖类、羧酸类和氨基酸类为主，利用率均值

分别为（２９±００１０）％、（２９±００１４）％和（２０±
００３２）％；温度对莓实假单胞菌各类碳源利用率
变化不明显。图 ３ｂ为莓实假单胞菌每类碳源利用
面积，可知：２５℃时 ６类碳源利用能力均最高，
１５℃次之，３３℃最低，三者之间差异显著（ｐ＜
００５），与总体碳源利用曲线规律类似；温度对莓
实假单胞菌各类碳源的利用面积变化明显，这是

由于微生物群落中不同微生物种类的环境耐受性

差异所致。

图４为不同温度条件下６类可利用碳源的动力
学参数。由图 ４ａ可看出，每类碳源（除其他类外）
２５℃时 μｍａｘ大于或接近于 １５℃时，３３℃时 μｍａｘ最小，
如羧酸类在 １５、２５、３３℃ 时 μｍａｘ分别为 ００１５、

００２２、００１０ｈ－１，氨基酸类在 １５、２５℃时 μｍａｘ为

００２１ｈ－１和 ００２２ｈ－１，３３℃时降为 ０００７ｈ－１；由
图４ｂ看出，每类碳源的迟滞期随着温度升高而降
低，如糖类 λ在１５～３３℃时由２１７ｈ降至８７ｈ，羧
酸类由 ２１３ｈ降至 １０５ｈ。Ｂａｒａｎｙｉ模型、Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
模型和 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ模型是常见的食品微生物生长模
型，修正 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程和修正 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程可克服
传统模型函数渐进值相同进而导致拐点处函数值相

同的缺陷，更适用于研究“Ｓ”形微生物的生长曲
线

［２２］
，虽然相同模型针对不同研究对象会出现不同

预测结果，但修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程的预测效果仍被
证明较好，并得以广泛应用

［３０］
，本文中拟合的模型

Ｒ２为 ０９８６±００３２，Ａｆ为 ０９４６±００５５，Ｂｆ为 １０４７±
００１４，表明模型能较好拟合 １５～３３℃范围内莓实
假单胞菌碳源利用情况。

表 １　碳源分类以及利用情况

Ｔａｂ．１　Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓ

碳源类型 利用

糖

类

糊精 －－－

Ｄ麦芽糖 －－－

Ｄ海藻糖 ＋＋－

Ｄ纤维二糖 －－－

龙胆二糖 －－－

蔗糖 ＋＋＋

Ｄ松二糖 －－－

水苏糖 ＋－－

蜜三糖，棉子糖 ＋－－

αＤ乳糖 －－－

蜜二糖 －－－

β甲酰Ｄ葡糖苷 －－－

Ｄ水杨苷 －－－

αＤ葡萄糖 ＋＋－

Ｄ甘露糖 ＋＋－

Ｄ果糖 ＋＋－

Ｄ半乳糖 ＋＋－

３甲酰葡糖 －－－

Ｄ岩藻糖 －－－

Ｌ岩藻糖 ＋＋＋

Ｌ鼠李糖 －－－

Ｄ山梨醇 －－－

Ｄ甘露醇 ＋＋＋

Ｄ阿拉伯醇 ＋＋＋

果胶 －－－

氨

基

酸

类

Ｄ天冬氨酸 －－－

Ｄ丝氨酸 ＋＋＋

氨基乙酰Ｌ脯氨酸 －＋－

Ｌ丙氨酸 ＋＋－

Ｌ精氨酸 ＋＋＋

Ｌ天冬氨酸 ＋＋＋

Ｌ谷氨酸 ＋＋＋

Ｌ焦谷氨酸 ＋＋＋

Ｌ丝氨酸 ＋＋－

γ氨基 丁酸 ＋＋－

碳源类型 利用

羧

酸

类

Ｄ半乳糖醛酸 ＋＋－

Ｄ葡萄糖酸 ＋＋＋

Ｄ葡萄糖醛酸 ＋＋＋

粘酸 ＋＋－

奎宁酸 ＋＋＋

糖质酸 ＋＋＋

ｐ羟基苯乙酸 －－－

Ｌ乳酸 ＋＋＋

柠檬酸 ＋＋－

α酮戊二酸 ＋＋＋

Ｄ苹果酸 －－－

Ｌ苹果酸 ＋＋＋

α酮丁酸 －－－

乙酰乙酸 －－－

丙酸 ＋＋－

乙酸 ＋＋－

甲酸 －－－

胺／

酰

胺

类

Ｎ乙酰Ｄ葡萄糖胺 ＋＋－

Ｎ乙酰βＤ甘露糖胺 －－－

Ｎ乙酰Ｄ半乳糖胺 －－－

Ｎ乙酰神经氨酸 －－－

Ｌ组胺 ＋＋＋

葡萄糖醛酰胺 －－＋

脂

肪

酸／

脂

类

丙酮酸甲酯 ＋＋－
吐温４０ ＋＋－

α羟基丁酸 －－－

β羟基Ｄ，Ｌ丁酸 ＋＋－
Ｌ半乳糖醛酸内酯 －－－
Ｄ乳酸甲酯 －－－

其

他

类

甘油 ＋＋－
Ｄ葡萄糖６磷酸 －－－
Ｄ果糖６磷酸 －－－
明胶 －－－
溴丁二酸 －＋－
肌苷 ＋＋＋
肌醇 ＋＋＋

注：“＋＋＋”等符号代表１５、２５、３３℃下该碳源被利用情况，“＋”代

表可被利用，“－”代表不可被利用。

２２１　不同温度下糖类利用差异性
图５为莓实假单胞菌每种可利用糖类碳源的动

力学参数，莓实假单胞菌的碳源利用情况可综合最

大比生长速率、迟滞期和利用面积进行评价，如
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图 ３　不同温度下莓实假单胞菌对 ６类碳源的相对利用率及利用面积的影响

Ｆｉｇ．３　Ｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓ’ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｎｄａｒｅａｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
　

图 ４　不同温度对莓实假单胞菌各类碳源利用的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉ
　

图 ５　莓实假单胞菌利用糖类碳源的动力学参数

Ｆｉｇ．５　ＫｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉ
　

１５℃时蜜三糖 μｍａｘ虽然较大（００１４ｈ
－１
），但由于 λ

长（４５６ｈ），利用面积最小（１１），利用较差；１５℃水
苏糖μｍａｘ最大（００２１ｈ

－１
），而λ较长（５３３ｈ），但由

于最大 ＡＷＣＤ大，所以利用面积较大（２４），利用较
好。因此得出结论：１５℃时 αＤ葡萄糖、Ｌ岩藻糖
利用最好；其次为 Ｄ半乳糖、Ｄ甘露醇、蔗糖、水苏
糖；阿拉伯醇、果糖和蜜三糖利用较差。２５℃时利用
较好的有蔗糖、Ｌ岩藻糖、Ｄ甘露醇，其次为 Ｄ半乳
糖、Ｄ甘露糖和 αＤ葡萄糖；阿拉伯糖和果糖利用
较慢。３３℃时 Ｌ岩藻糖和蔗糖利用较好，Ｄ阿拉伯
醇和 Ｄ半乳糖利用较差。此外，Ｄ岩藻糖随温度升

高利用面积增大，而水苏糖、蜜三糖随温度升高利用

面积变小。在实际应用中，孙俊良等
［３１］
发现几种糖

类碳源对黑曲霉产糖化酶活力从大到小依次为：可

溶性淀粉、葡萄糖、蔗糖和麦芽糖、乳糖、β环糊精，
基本只能利用前４种。功能菌１ ２４和 Ｂ ３１分别
在葡萄糖和淀粉条件下生长情况最佳，麦芽糖对功

能菌 ＥＴＳＡ的促进效果最强［３２］
。

２２２　对氨基酸类的利用
莓实假单胞菌对氨基酸类利用能力动力学参数

如图６所示。由图 ６可知，１５℃时 Ｌ焦谷氨酸利用
最好，为００２９ｈ－１，其次为 γ氨基丁酸、Ｌ谷氨酸
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和 Ｄ丝氨酸、Ｌ丙氨酸，μｍａｘ均值为 ００２４ｈ
－１
，Ｌ丝

氨酸利用较差。２５℃时利用较好的有 Ｄ丝氨酸
（００４８ｈ－１）、Ｌ丙氨酸（００３５ｈ－１），其次为 Ｌ焦谷
氨酸、γ氨基丁酸、Ｌ天冬氨酸和 Ｌ谷氨酸；氨基乙

酰脯氨酸利用最慢；３３℃时利用较好的有 Ｌ谷氨
酸，其次为天冬氨酸和焦谷氨酸，Ｄ丝氨酸利用最
差。此外，１５℃时 Ｌ丝氨酸 λ长达 ３３４ｈ，可看出
其适应能力较弱。

图 ６　莓实假单胞菌利用氨基酸类碳源的动力学参数

Ｆｉｇ．６　ＫｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉ
　

　　生物体内存在以及可利用的绝大多数为 Ｌ氨
基酸，Ｄ氨基酸利用少或被分解氧化，Ｄ氨基酸是肽
聚糖的重要组成部分，其合成被破坏将导致细胞的

死亡
［３３］
，也有人发现在细菌生长速率很高时可以释

放和消耗 Ｄ氨基酸［３４］
。Ｄ氨基酸对海洋中碳源和

能源的循环很重要
［３５］
。

２２３　对羧酸类的利用
莓实假单胞菌对羧酸类利用能力动力学参数如

图７所示，１５℃时奎宁酸、Ｄ葡萄糖酸、Ｄ葡萄糖醛

酸、糖质酸、Ｌ苹果酸利用较好。２５℃时 Ｄ葡萄糖
酸、Ｄ葡萄糖醛酸、糖质酸、奎宁酸、Ｌ苹果酸利用较
好。３３℃时为奎宁酸、糖质酸利用较好。粘酸的利
用速率普遍较高，但 λ长达 ５５ｈ以上，且最大
ＡＷＣＤ较小，利用较差。羧酸常被作为食品、材料
表面等的防腐剂，Ｖ?ＺＱＵＥＺ等［３６］

通过二级方程发

现羧酸对几株菌的毒性作用随着分子量的增大而降

低。本文中看出莓实假单胞菌可利用甲酸、乙酸和

丙酸，其利用速率与分子量成正比。

图 ７　莓实假单胞菌利用羧酸类碳源的动力学参数

Ｆｉｇ．７　ＫｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｓｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉ
　

２２４　对脂肪酸／脂类、胺／酰胺类和其他类的利用
莓实假单胞菌对脂肪酸／脂类、胺／酰胺类和其

他类利用能力动力学参数如图 ８所示，脂肪酸和脂
类在 １５℃和 ２５℃时对丙酮酸甲酯（０００９ｈ－１）、

β羟基Ｄ，Ｌ丁酸（０００８ｈ－１）的利用较好，不同的

是最大 ＡＷＣＤ不同；３３℃利用均较差。吐温 ４０μｍａｘ
虽然与其他差距不大，但其 λ长而导致利用能力

差。１５℃和 ２５℃时对 Ｌ组胺利用较好（Ｓ为 ００３７
和 ００２７），３３℃时，葡糖醛酰胺利用较好（Ｓ为
００１１），１５～２５℃时对肌苷利用最好（Ｓ为 ００１７和
００２９），其次是肌醇（Ｓ为 ００１１和 ００１７），３３℃时
反之。葡糖醛酰胺只在３３℃时被利用，温度越高利
用面积越大。本文中莓实假单胞菌并不利用明胶，

同属菌株 ａ３９０Ｔ可水解明胶［３７］
。
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图 ８　莓实假单胞菌利用脂肪酸／脂类、胺／酰胺类和其他类碳源的动力学参数

Ｆｉｇ．８　Ｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓ／ｌｉｐｉｄｓ，ａｍｉｎｅｓ／ａｍｉｄｅｓａｎｄｏｔｈｅｒｓｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉ
　

２３　环境因子下莓实假单胞菌敏感性分析
图９为不同温度下 ｐＨ值、ＮａＣｌ和 ＮａＬ对莓实

假单胞菌生长的影响。由图 ９可看出，１５℃下 ｐＨ
值６０和ｐＨ值５０时的最大比生长速率比较接近，
均值为（００８８±００２３）ｈ－１，２５℃ ｐＨ值６０时最大
　　

比生 长 速 率 （０１２９ｈ－１）远 大 于 ｐＨ 值 ５０
（００９３ｈ－１）时，而在 ３３℃时 ｐＨ值对其起抑制作
用。１５℃和 ２５℃下 １％的 ＮａＣｌ以及 １％的 ＮａＬ能
促进生长，４％ ～８％的 ＮａＣｌ对莓实假单胞菌生长均
有抑制作用，３３℃只有１％的 ＮａＬ具有促进作用。

图 ９　不同温度下 ｐＨ值以及 ＮａＣｌ和 ＮａＬ对莓实假单胞菌生长的影响

Ｆｉｇ．９　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅ，ＮａＣｌａｎｄＮａＬｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
　

　　莓实假单胞菌生长过程中可改变环境的 ｐＨ
值，有研究表明１℃下贮藏 ２０ｄ的牛肉中莓实假单
胞菌菌数由２２ｌｇＣＦＵ／ｃｍ２增加到 ７２ｌｇＣＦＵ／ｃｍ２

时，ｐＨ值由５５增至６６［３８］。而有些物质的产生对
ｐＨ值的变化比较敏感，如木糖酸的产生对 ｐＨ值的
降低十分敏感

［３９］
。相同温度下，ＮａＣｌ浓度越高，利

用速率越小，这是由于 ＮａＣｌ改变了莓实假单胞菌生
长环境的渗透压，高渗条件会引起细胞质质壁分离，

细胞生长变慢而停止。ＮａＬ促进莓实假单胞菌生
长，１５℃时尤为明显。ＮａＬ在水产品中常作为保鲜
剂，常和其他抗菌剂、包装方式

［４０］
、杀菌处理

［４１］
共

同抑菌，如 ＳＣＨＥＬＥＧＵＥＤＡ等［４２］
通过研究无害李

斯特氏菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｉｎｎｏｃｕａ）、腐败希瓦氏菌和嗜冷菌
等混合菌株的抗微生物剂释放、细胞表面疏水性和

损伤部位的确定，确定最小抑菌剂量以及发现 ＮａＬ
和其他抗菌物质组合的抑菌效果更佳。文献［４３］
认为１％ ～２％的 ＮａＬ在肉制品中也有抑菌效果，在
本文中 １％ＮａＬ对其影响不显著，这可能是抑菌对

象不同所造成，如 ＩＬＨＡＫ等［４４］
研究发现与单独 ２％

ＮａＬ处理的样品相比，０１％的百里酚与 ２％ＮａＬ的
组合没有显示出对李斯特氏菌显著抑制作用，而对

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ却表现出协同效应。

３　结论

（１）２５℃时莓实假单胞菌总体碳源利用能力和
活性最强，１５℃时次之，３３℃时最弱。在 １５～３３℃
范围内，莓实假单胞菌利用碳源以糖类、羧酸类和氨

基酸类为主，碳源利用率均值分别为 ２９％、２９％和
２０％。莓实假单胞菌对各类碳源的利用率变化不明
显；温度对莓实假单胞菌每类碳源利用率变化明显。

（２）糖类中利用较好的有 αＤ葡萄糖、Ｌ岩藻
糖、蔗糖和 Ｄ甘露醇。氨基酸类中利用较好的有
Ｌ焦谷氨酸、Ｄ丝氨酸、Ｌ丙氨酸、Ｌ谷氨酸。羧酸
类中利用较好的有奎宁酸、Ｄ葡萄糖酸、Ｄ葡萄糖醛
酸、糖质酸、Ｌ苹果酸。脂肪酸／脂类、胺／酰胺类和
其他类中利用较好的有丙酮酸甲酯（０００９）、β羟
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基Ｄ，Ｌ丁酸、Ｌ组胺、葡萄糖醛酰胺、肌苷、肌醇。
（３）１５℃下，ｐＨ值 ６０和 ｐＨ值 ５０时的最大

比生长速率比较接近，２５℃ ｐＨ值 ６０时最大比生
长速率远大于 ｐＨ值５０时，而在３３℃时２个 ｐＨ值

对其起抑制作用。１５℃和 ２５℃下 １％的 ＮａＣｌ以及
１％ＮａＬ能促进生长，４％ ～８％的 ＮａＣｌ对莓实假单
胞菌生长均有抑制作用，３３℃只有 １％ＮａＬ具有促
进作用。
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