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亚硝酸盐对生孢梭菌
细胞产量和超微结构的影响

董庆利1，2，屠康2．刘宝林，．李保国，

(1．上海理工大学食品与生物技术研究所，上海2 0 0 0 9 5；

2．南京农业大学食品科技学院，江苏 南京 2 1 0 0 9 5)

摘要：为研究亚硝酸盐抑茵机理，在生孢梭茵对数生长期添加不同量的亚硝酸盐(0、1 0 0、

2 0 0、500、400和5 00mg·L“)，收集亚硝酸盐作用约20h的生孢梭茵细胞，发现生孢梭茵细

胞产量显著降低，应用透射电镜观察发现，添加亚硝酸盐后生孢梭茵超微结构发生显著变

化，如细胞壁破裂、变薄或消失，胞浆内容物溶解或流失等。推论认为亚硝酸盐对梭茵细

胞的侵害是其抑茵机理之一。
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Effects of Nitrite on Cell Yield and UltrastnJcture of ClosMditun Sporogenes
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Abst ract：In order to study the bacteriostasis mechanisms of nitrite，different nitrite concentrations(0，

1 00，200，500，400 and 500 mg·L。1)were added into culture medium of C．sporogenes at lag phase

of growing．It indicated that the cell yields of C．sporogenes decreased significantly with nitrite concentrations

increased．Moreover．the cell ultrastructures were destroyed seriously from the observations 0f transmission

electron microscope after nitrite addition for about 20h．As a result，cell breakage would be one of reasons

of nitrite inhibition on bacteria．
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亚硝酸盐是肉制品中常用的食品添加剂，具

有发色、抑菌、抗氧化、改善质构等作用，特别是

食品工业中危害最大的有害菌之一肉毒梭状芽孢

杆菌(Clostridium botulinum)最有效的抑菌剂，

研究中常用不产毒素的产芽孢梭状芽孢杆菌

(C．sporogenes，简称生孢梭菌)作为研究替代菌，

其生理生化特性与蛋白水解型肉毒梭菌B、E和F

种相似，本身也能引起食品的腐败【I—I。

亚硝酸盐因其本身具有毒性，同时亚硝酸盐

作为前提物生成的N一亚硝基化合物具有致突变和
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致癌性，其安全性使用问题一直备受关注【3l。除亚

硝酸盐替代物和N一亚硝基化合物抑制剂的研究

外，亚硝酸作用机理，特别是抑菌作用机理，是这

些研究的前提和理论基础，虽然已有不同的假说

提出⋯，但抑菌作用特别是抑制梭菌属生长和毒素

产生的机制有待于明确。

在细胞水平上，亚硝酸盐对梭菌属的作用研

究主要集中在对细胞壁和细胞膜的破坏上，如

J O ann ou发现产生孢梭菌在某些亚硝基复合物如

Roussin黑盐(Roussin’S black salt，RBS)和硝

普盐(Sodium nitroprusside，SNP)存在下，其

细胞发生部分消散I，】；但亚硝酸盐对生孢梭菌细胞

的破坏形态并未清晰。因此，本文研究不同浓度

(0～500mg·L-1)的亚硝酸盐对生孢梭菌细胞产量

的影响，并应用透射电镜(Transmission Electron

Microscope，TEM)观察亚硝酸盐对生孢梭菌细胞

超微结构的影响，探讨亚硝酸盐细胞水平上的抑

菌作用，为最终合理解决“亚硝酸盐问题”提供理

论依据。

1 材料与方法

1．1 生孢梭菌的培养及菌液制备

生孢梭菌真空干燥粉购自中国普通微生物菌

种保藏中心(菌号1．2157)。应用TYGA液体培养

基(胰酪蛋白胨1．5％，氯化钠O．25％，酵母浸出

粉0．5％，葡萄糖0．5％，L一半胱氨酸盐酸盐0．05％，

硫乙醇酸钠0．05％，刃天青0．001％，琼脂0．05～

0．07％)37℃下培养。在生孢梭菌培养至指数生长

期(约4h)时分别添加0～500rag·L叫的亚硝酸钠

(分析纯，AR)，继续培养至24h。

1．2细胞产量的计算

取生孢梭菌24h培养液1mL，应用TDL-40型

低速台式离心机5000rpm离心5min，弃去上清，保

留菌体，用0．5mol·L～PH 6．5磷酸缓冲液(PBS)

洗涤三次，再加ImL前述PBS缓冲液，离心，生

孢梭菌的细胞产量(Cell yield)计算方法参照Payne

等¨1的定义：每单位体积培养基收集得到的细菌细

胞湿重(mg·L 1)。

1．3透射电镜观察

参照周立勤等f7j的方法，略有修改。将分别添

加0、100、300和500mg·L叫亚硝酸钠的生孢梭菌

2 4 h培养液，按上述方法离心制得细胞，迅速置于

4℃预冷的4％的戊二醛(C。H。O，)中固定2h，确

保细菌浓度高于10 8CFU·mL～。然后用配制固定

液的0．2tool·L-1 PBS缓冲液每隔20min清洗三次，

再用0．1～0．2％的锇酸(O。O。)固定液再次固定，

用PBS缓冲液再清洗三次。然后分别用30％、50％、

70％、80％、90％和100％的乙醇梯度脱水，以避免

防止脱水引起的细胞收缩，每个浓度脱水时间为

1 5min，为了保证充分脱水，1 00％乙醇脱水要连续

操作3次。用环氧丙烷浸渍lOh以上，用Epon812

树脂对样品进行包埋，置于恒温箱，EPOn树脂聚

合条件为：在35℃、45℃和60C分别加温12h、12h

和24h。然后超薄切片保证切片厚度为40～90nm，

继而分别用50％乙醇配置的1～3％醋酸铀染色20～

90min、柠檬酸铅染色30rain。透射电镜样品观察

应用日立E—1010型离子发射器和日立Hitachi H一

7650型透射电镜。

2结果与分析

2．1 亚硝酸盐对生孢梭菌细胞产量的影响

l

l
：薹
詈
主

亚硝酸盐添加Il／mg。L’Nitrite addition

图1 不同亚硝酸盐添加量的生孢梭菌细胞产量比例

Fig．1 Puates of cell yields for C．sporogenes affected by

different nitrite additions．

如图l，在生孢梭菌指数生长期添加不同量的

亚硝酸盐(0，100、200、300，400和500mg·L1)，

培养结束计算生孢梭菌的细胞产量显示，添加量

越大，细胞产量越低(与对照的1 0 0％的细胞产量

的比例相比)，特别是400和500mg·L～1的两组生

孢梭菌的细胞产量分别降至不添加的对照组的5％

和4％，表明生孢梭菌的生长已经受到了显著抑制。

这与PaYne等№i的研究结果类似，后者将亚硝酸盐

添加量从lmmol·L1升至4mmol·L。时，生孢梭

菌的细胞产量降至64％(以l mmol·L-1的细胞产

量为l 00％计)。

试验中还发现，亚硝酸盐添加量从2 O 0至

500mg·L—l的四组，生孢梭菌培养结束后收集细

胞时，离心后的沉淀物均不同程度的形成较深颜

色的凝聚物，难以继续用PBS冲洗再离心，推测可

能是亚硝酸盐与生孢梭菌反应生成的不溶物，同
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时阻碍了细菌的进一步生长和最后的细胞产量。

O’Leary和Solbergi81研究亚硝酸盐对产气梭菌(C．

perfringens)的抑制作用时也曾发现，亚硝酸盐添

加量为1 4mm01．L_1时，细菌沉淀物呈现深灰或深

棕色，难以在缓冲液中分散，他们认为这种颜色主

要体现在细胞壁和细胞膜上，是细胞凋亡的开始。

2．2 亚硝酸盐对生孢梭菌细胞超微结构的影响

图2 不同亚硝酸盐添加量的生孢梭茵细胞透射

电镜图(1～4中分别为0、1 00、500和500mg·L_1

亚硝酸盐，D=200nm)

Fig．2 Graphs of TEM of C．sporogenes cells affected

by different nitrite additions．

由图2透射电镜图可知，随着亚硝酸盐添加量

的增加，生孢梭菌细胞的超微结构发生了显著变

化，未添加亚硝酸盐的生孢梭菌细胞(图2一1)饱

满，细胞壁、细胞膜完整，细胞器丰富，细胞核较

大，基本上呈圆形，核膜薄，且结构完整；当添加

100 mg·L一的亚硝酸盐后，生孢梭菌细胞(图2—

2)的细胞壁部分缺失，细胞膜肿胀，内部的细胞器

变得松散，细胞内的电子密度降低，细胞核基本消失；

这科拦携麟加30∞唱·L-1(图2_3)和500 mg·L．1(图
2—4)亚硝酸盐后更加明显，特别是后者，在垭硝酸

盐作用约20h后，生孢梭菌细胞的细胞壁完全缺失，

胞浆萎缩，细胞器几乎全部漏失。

试验结果与Yamauchi等I 9】的研究相似，前

者推论认为亚硝基化合物作用在细菌的细胞壁

上，如一些阳离子的肽，从而导致细胞出现水泡

现象，破坏细胞的结构完整性，直至出现迅速的

细胞消散。同时也证明了亚硝酸盐与JOannou⋯研

究中的亚硝基复合物的作用结果相近，生孢梭菌

在低浓度时出现水泡，高浓度时发生消散，推论

认为亚硝酸盐对细菌细胞的侵害也是其抑菌机制

之一。

3讨论

3．1 亚硝酸盐抑菌研究的添加剂量

本实验中抑菌研究使用的亚硝酸盐添加量应高于

实际食品工业中的添加量(如国标中的1 5 0rag·kg_1

和美国农业部的1 5 6mg·kg_1)，主要原因是实际

食品环境中梭菌属的生长比实验室培养基条件下

相对更斟难，而实验室培养基的条件更宽松，更有

利于梭菌的生长；参照前人研究，亚硝酸盐对梭菌

属在液体培养基中抑制的含量通常在440rag·kg-1

(pH7．0)到700mg·kg。1(pH7．5)之间【6'8J。因此，

本试验设计了0～500mg·L叫的亚硝酸盐添加量，

对生孢梭菌指数生长期抑制作用的结果表明，’亚

硝酸盐在液体培养基环境下300～500rag·L-1已经

显著的抑制了其生长(细胞含量的降低)，这与实

际食品环境下100～1 50rag·kg。1浓度相类似。

3．2 亚硝酸盐对梭菌属细胞的抑制作用 ，

本文研究发现对数生长期的生孢梭菌添加亚

硝酸盐后，其细胞产量和超微结构发生了显著变

化。Joannou[’1和Yamauchi等一I的研究也得到了相似

结果。芽孢杆菌的细胞壁上有DL一二氨基庚二酸

盐和半乳糖，在电镜下观察，它属于典犁的革兰氏

阳性菌，有一个无定形的电子密集的内层，和一个

排列规则的具有圆柱形亚组(通常指的是SlflYer)

的外层。S1ayer蛋白分子量是40到200kDa，从艰

难梭菌(c difficile)中已分离出32kDa和45kDa两

种蛋白110l。

亚硝酸盐对梭菌细胞壁和细胞膜的侵害，是

亚硝酸盐产生抑制作用的原因之一，一般通过抑

制细胞壁的单体或它们的多聚合物以抑制细胞壁

的合成，改变细胞的渗透性，削弱营养成分通过细

胞的运输，或者使细胞成分流失。但是，对细胞壁

的破坏通常不能杀死细菌的细胞，反而增加渗透

性会增加有毒种群的进入。O’Leary和Solberg[引、

PaYne等Iol的研究结果都支持这种观点。

另外，亚硝酸盐对需氧菌细胞壁和细胞膜的

作用不如梭荫显著，如Buchman和Harisen[111将硝

普盐(s N P)分别添加到生孢梭茼和单核增生李斯

特菌的培养基中，只有生孢梭菌的细胞被严重破

坏，推论认为亚硝酸盐只对生孢梭菌的侵害作用

是与细菌的细胞膜巯基基团的钝化有关。相关理

论的证实需要进一步深入研究。
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4 结论

添加亚硝酸盐后，对数生长期的生孢梭菌细

胞产量显著降低，超微结构发生显著变化，如细胞

壁破裂、变薄或消失，胞浆内容物溶解或流失等。

亚硝酸盐对生孢梭菌细胞的强烈侵害是其抑菌机

理之一。
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