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食品中常见微生物对氧化三甲胺代谢差异的研究
吴 翔，韩伟伟，王世平*

（中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 100083） 

摘  要：分析6种食品中常见微生物（金黄色葡萄球菌、产气肠杆菌、粪肠球菌、大肠杆菌、单增李斯特菌、肠炎

沙门氏菌）对含有氧化三甲胺（trimethylamine N-oxide，TMAO）培养基理化性质的影响，并根据微生物对TMAO

的代谢利用情况，对这6种微生物进行分类；利用非抑制型离子色谱分析TMAO的分解产物，发现微生物可将

TMAO分解为三甲胺（trimethylamine，TMA）；最后通过绘制培养基不同理化指标（pH值、电导率、浊度、TMA

质量浓度）随培养时间的变化曲线，证明TMA的生成会对培养基电导率和pH值产生影响，且不同类型的微生物对

这种影响的作用差异显著。
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Abstract: Based on the metabolic utilization of trimethylamine oxide (TMAO), six common food spoilage microorganisms 

(S. aureus, E. aerogenes, E. faecalis, E. coli, L. monocytogenes and S. enteritidis) were classified by analyzing their effects 

on physicochemical properties of PCA medium containing TMAO. Subsequently, TMAO metabolites were analyzed by 

using non-suppressed ion chromatography and identified mainly as trimethylamine. Finally, different physical and chemical 

indicators (pH, conductivity, turbidity and TMA content) of the culture medium were plotted against culture time. The 

generation of TMA can affect the conductivity and pH of the medium, and this effect has a significant difference depending 

on the bacterial species. 
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微生物污染是所有食品从业人员都需要重视的问题。

平板计数、革兰氏染色等传统微生物检测方法通常过程繁

琐、检测时间长、需要大型实验室的专业人员操作[1]。阻

抗分析法作为一种新兴的微生物快检方法，具有快速、经

济、操作简单、使用广泛等诸多优点[2]，能一定程度上弥

补传统方法的不足，具有良好的商业应用前景[3-4]。阻抗分

析法依靠检测培养基因微生物生长而逐渐改变的电化学

参量，实现对微生物的快速测定[5]。微生物因生活环境不

同，对同一种物质的代谢能力会存在差异[6]，因此如果添

加一种电惰性有机物，经特定种类微生物利用后，转化

为电解质，提高培养基的导电性[7]，就能实现对特定类群

微生物的检测。

氧化三甲胺（ t r i m e t h y l a m i n e  N - o x i d e ，

T M A O ） ， 化 学 结 构 式 为 （ C H 3 ） 3 N O ， 是

一 种 非 电 解 质 渗 透 调 节 物 质 [ 8 ] ， 其 分 解 产 物

三甲胺（ t r i m e t h y l a m i n e ， T M A ） 和 二 甲 胺

（ d i m e t h y l a m i n e，D M A）则是弱电解质 [ 9 ]，当

T M A O被微生物降解代谢后，培养基的电导性将大

幅提高，通过对培养基的电学特性进行检测，即可

间接实现对微生物的检测。目前已有针对T M A O代谢

相关菌的相关研究 [ 6 , 1 0 - 1 1 ]，但将T M A O用于微生物

快速检测的研究尚未见报道。本实验通过对比研究

6种常见食品腐败微生物对T M A O的代谢能力及培

养基电导、 p H值和浊度等指标的影响，揭示不同

微生物代谢T M A O对培养基理化性质的影响，期望

能为TMAO用于微生物阻抗分析法提供依据。
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1 材料与方法

1.1 菌种与试剂

金黄色葡萄球菌（S taphy lococcus  aureus）、

产气肠杆菌（Enterobacter aerogenes）、粪肠球菌

（Enterococcus faecalis）、大肠杆菌（Escherichia 
coli）、单增李斯特菌（Listeria monocytogenes）、肠炎

沙门氏菌（Salmonella enteritidis），中国农业大学食品科

学与营养工程学院常规微生物检测实验室提供。

TMAO•2H2O（分析纯） 天科生物科技有限公

司；TMAO•2H2O标品、TMA-HCl标品、DMA-HCl标品 

美国Sigma公司；苦味酸、甲苯、氢氧化钾、甲醛、三氯

醋酸、葡萄糖、无水硫酸钠 北京化工厂；胰蛋白胨、

酵母浸粉、牛肉膏、琼脂粉 北京奥博星生物技术责任

有限公司。

1.2 培养基

PCA液体培养基：胰蛋白胨5 g/L、酵母浸粉2.5 g/L、

葡萄糖1 g/L，pH 7.0，121 ℃灭菌15 min。PCA固体培养

基：在PCA液体培养基中添加琼脂15 g/L，灭菌。检测

培养基：向已灭菌的PCA液体培养基中添加过滤除菌的

TMAO溶液，使其最终质量浓度达到2 g/L。

1.3 仪器与设备

FE20 pH计 梅特勒-托利多仪器（上海）有限公

司；ICS-2000离子色谱仪 美国戴安公司；Synergy HT

酶标仪 美国柏腾仪器有限公司；MP522型精密pH/电

导率测量仪（2401-M电导电极） 上海三信仪表厂；

UV-5200紫外分光光度计 北京恺欣世纪科技发展有限

公司；TGL18M台式高速冷冻离心机 盐城市凯特实验

仪器有限公司。

1.4 方法

1.4.1 菌种活化

取斜面上保存的菌种，于PCA固体培养基平板上划线

活化分离2次，从平板上挑取单菌落，接种在装有10 mL 

PCA液体培养基的试管中，37 ℃培养24 h，制成菌悬液。

1.4.2 分解TMAO菌种的筛选

分别吸取已活化的6种菌悬液各200 μL，按无菌操作

分别接种到40 mL检测培养基和PCA培养基中，每个处理

3个重复，分别另取3瓶40 mL无菌培养基为空白。置于

37 ℃培养箱中培养，分别在培养24 h后取样，进行培养

基pH值、电导率检测。通过比较微生物生长引起的2种培

养基理化性质变化情况和变化幅度差异，筛选获得阳性

菌株进行后续实验。

变化幅度/%=（         －1）×100
A
B

式中：A为微生物培养后培养基电导率或pH值平均

值；B为空白培养基电导率或pH值平均值。

1.4.3 样品前处理

取PCA液体培养基培养的菌悬液6 mL测量电导率和

pH值后，在4 ℃、9 000 r/min离心10 min。移取4 mL上清

液于另一离心管中，加入等体积7.5%三氯乙酸溶液后，

再次在4℃、9 000 r/min离心10 min，取上清经0.45 μm纤

维素膜过滤，取25 μL进样于ICS-2000离子色谱仪。

1.4.4 非抑制型离子色谱定性分析水解产物[12]

分离柱：DionexIonpac CS17（4 mm×250 mm），

柱温： 3 0 ℃；保护柱： D i o n e x I o n p a c  G S 1 7

（4 mm×50 mm）；电导检测器，电导池温：35 ℃；流

动相及流速：3 mmol/L的甲磺酸溶液，0.8 mL/min；程序

时间及数据采集速率：20 min，5.0 Hz；柱压设置：最低

200 psi，最高3 000 psi；分析时间为20 min。

1.4.5 分解TMAO菌种生长曲线的检测

按照1.4.1节活化具有分解TMAO能力的菌种，分别

吸取已活化的菌悬液各1 mL，接种到500 mL检测培养基

中，取无菌检测培养基为空白，静置于37 ℃，从接菌后

0.5 h开始，每隔1 h在无菌条件下移取菌悬液6 mL，进行

电导率、pH值、浊度（OD600 nm）的检测，并按1.4.3节中

所述方法离心取上清，保存于4 ℃冰箱中，检测培养基中

TMA的质量浓度。

1.4.6 TMA的定量测定

参照苦味酸比色法并略作修改[13]，移取一定量上清液

于10 mL比色管中，空白为无菌检测培养基，去离子水定

容至2 mL，依次加入0.5 mL 10%甲醛溶液、2.5 mL无水甲

苯、1.5 mL 25 g/100 mL KOH溶液，盖上塞子，漩涡混合器混

合3次。静置分层后，将甲苯层移至干燥小试管，每管加入

约0.2 g无水硫酸钠。准确移取100 μL苦味酸工作液于96孔酶

标板，依次加入上述用无水硫酸钠脱水后的甲苯层100 μL，

每个质量浓度3个重复，15 min后在酶标仪上用410 nm波长处

检测吸光度。根据标准曲线计算TMA质量浓度。

1.4.7 数据处理

除定性的离子色谱实验外，每个处理均做3次重复，

每次实验平行测定3次，结果以 ±s表示。利用SPSS V12

软件进行统计分析，采用多重比较和配对t检验的方法。

2 结果与分析

2.1 微生物生长24 h对培养基导电性和pH值的影响

由表1可知，检测培养基在经过微生物24 h的生长

后，与空白培养基相比电导率和pH值，均发生显著变化

（P＜0.05），培养基的电导率在6种菌生长后均增加，

而pH值则表现出多样性变化，除大肠杆菌和单增李斯特

菌外，其余4种菌均使检测培养基pH值降低。PCA培养基

的电导率和pH值则较空白组差异不大，但均表现出电导

率升高和pH值的降低。以上结果说明，微生物可以将培
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养基中的非电解质转化为具有导电能力的物质，改变培

养基溶液的导电性，且这种变化与培养基溶液pH值的变

化之间没有相关性。

表 1 两种培养基在微生物生长24h后的电导率和pH值变化

Table 1 Conductivity and pH after microorganisms were grown for 24 h 

in the assay medium and PCA medium

菌种
电导率/（μS/cm） pH

检测培养基 PCA培养基 检测培养基 PCA培养基

大肠杆菌 3 037.75±50.96a 1 707.54±6.59a 8.29±0.04a 5.63±0.06a

单增李斯特菌 3 012.58±84.59a 1 714.02±14.75a 8.28±0.04a 5.46±0.06a

肠炎沙门氏菌 2 147.11±14.36b 1 656.30±30.08ab 4.69±0.10e 5.61±0.23a

金黄色葡萄球菌 1 829.62±23.21c 1 681.71±12.01a 5.18±0.12d 4.58±0.01ab

粪肠球菌 1 599.86±11.19e 1 641.85±5.76ab 5.75±0.12c 6.00±0.34a

产气肠杆菌 1 601.61±9.71d 1 575.16±9.21b 5.89±0.10c 5.88±0.02a

空白 1 324.06±46.63f 1 511.25±148.17b 6.56±0.03b 6.64±0.18a

注：同列字母不同表示组间差异显著（P＜0.05）。
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* .  同一菌种在两种培养基上的电导率或者p H

值变化幅度存在显著性差异（ P ＜ 0 . 0 5 ）。

图 1 6种微生物生长24h后培养基的电导率和pH值变化

Fig.1 Changes in conductivity and pH after microorganisms were 

grown for 24 h

如图1a所示，微生物在含有TMAO的检测培养基中

生长引起电导率的变化幅度均高于PCA培养基。其中，

大肠杆菌和单增李斯特菌引起的增加幅度达120%，肠炎

沙门氏菌的电导率也有较大增长，增加率为60%，除产

气肠杆菌外，其余几种菌在两种培养基中引起的电导率

变化均存在显著性差异。除产气肠杆菌和粪肠球菌外，

其他微生物在两种培养基中生长引起的pH值变化均存在

显著性差异，如图1b所示，大肠杆菌和单增李斯特菌使

检测培养基pH值升高，而肠炎沙门氏菌在检测培养基中

引起的pH值降低幅度高于PCA培养基。

根据以上结果，可将上述6种微生物分为3类：1）

大肠杆菌和单增李斯特菌，这两种菌可能具有迅速分解

TMAO产生导电性强小分子的能力，造成检测培养基电

导率和pH值的显著升高；2）肠炎沙门氏菌，推测TMAO

或其分解产物能促进其生长，导致培养基pH值下降幅度

增加；3）金黄色葡萄球菌、粪肠球菌和产气肠杆菌，

该类菌生长引起的检测培养基的电导率变化幅度小于

50%，且其生长和代谢不受TMAO的影响。选择大肠杆

菌、单增李斯特菌和肠炎沙门氏菌进行后续实验。

2.2 非抑制型离子色谱对TMAO分解产物的定性结果
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a. TMA（50μg/mL）和DMA（50μg/mL）标品；b、c、d分别为大

肠杆菌、单增李斯特菌、肠炎沙门氏菌生长24h后的检测培养基。

图 2 TMAO分解产物离子色谱图

Fig.2 Ion chromatogram of degraded products from TMAO

图2为2.1节中可能利用TMAO的3种微生物（大肠

杆菌、单增李斯特菌和肠炎沙门氏菌）在检测培养基培

养后的离子色谱检测结果，根据文献[14]，TMAO的可
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能分解产物包括TMA、DMA、甲醛、甲烷等小分子，

其中是弱电解质的物质只有TMA（pKb=4.2）和DMA

（pKb=3.23）[9]。参照图2a中TMAO的两种分解产物

TMA（11.843 min）和DMA（9.857 min）的保留时

间，结果表明这3种微生物分解TMAO后的产物均为

TMA，没有DMA，与国外文献[15-17]报道相符。其中

沙门氏杆菌的分解能力最弱（图2d），与2.1节中培养基

电导率结果相符。

2.3 电导率、pH值、浊度、TMA质量浓度随微生物生

长在检测培养基中的变化
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图 3 3种微生物生长引起的培养基物化指标变化

Fig.3 Changes in physiochemical properties of the medium during 

cultivation of three bacterial species 

如图3所示，大肠杆菌和单增李斯特菌的各指标随

培养时间的变化曲线较为相似，大致都可分为4个阶段。

阶段1（0～1.5 h），此阶段为微生物的适应期，各指标均

无明显变化，TMA产量在该阶段表现出滞后性，约延续

到3.5 h，说明这两种微生物代谢TMAO的酶是诱导酶。阶

段2（1.5～5.5 h），表示微生物数量的浊度曲线在该阶段

具有最大斜率，同时培养基的pH值曲线出现下降趋势，

该阶段结束时这两种菌的浊度达到最大值，pH值达到最

低点，最低点处pH值为6.0，在此期间，微生物大量繁殖

代谢培养基中的可溶性碳水化合物，导致培养基pH值下

降。与之相应，培养基中TMA质量浓度在3～5.5 h起快速

增高，由于TMA和培养基中酸性物质的增加，导致该阶

段培养基的电导率亦在整个培养阶段具有最大斜率。第3

阶段（5.5～11.5 h），培养5.5 h以后，这两种微生物进入

稳定期，培养基浊度不再增加，菌体的产酸能力下降，并

且随着培养基中TMA质量浓度的继续缓慢增加，培养基的

pH值逐渐升高，此阶段中培养基的导电能力的增加仅依

靠TMA的生成，因而较第2阶段电导率曲线的斜率减小。

第4阶段（11.5～24.5 h），此时微生物已进入衰亡期，培

养基的浊度逐渐减小，而培养基pH值、电导率和TMA质

量浓度均无显著变化。由于肠炎沙门氏菌对TMAO的代谢

能力不强，但具有较强的产酸能力，因此也能检测到培

养基电导率的较大变化，其培养基浊度、pH值和电导率

的变化曲线可简单分为3个阶段（0～3.5 h，3.5～10.5 h，

10.5～24.5 h），在整个培养过程中，肠炎沙门氏菌培养

基中的TMA质量浓度，持续地缓慢变化，因此，推测肠

炎沙门氏菌的TMAO代谢酶为一种组成酶类，Arguello

等[18]的研究结果表明，肠炎沙门氏菌在厌氧条件下才将

TMAO作为呼吸链上的电子受体加以利用，这可能是本

实验中肠炎沙门氏菌未能大量产生TMA的原因。

3 结 论

本实验发现6种常见食品腐败微生物对TMAO的代谢

具有选择性，TMAO的添加对微生物生长后培养基的电导

率与pH值影响很大，根据电导率和pH值的变化，可将这6

种菌分成3类：1）能分解TMAO的大肠杆菌和单增李斯特

菌；2）TMAO促进产酸的肠炎沙门氏菌；3）添加TMAO

后不受影响的金黄色葡萄球菌、粪肠球菌和产气肠杆菌。

这3类菌对添加TMAO培养基的电导率和pH值影响的差异

显著。通过离子色谱对TMAO降解产物分析后发现，引起

培养基电导率和pH值变化的是TMA。而通过对第1、2类

菌分别以电导率、pH值、浊度和TMA质量浓度为指标绘

制的生长曲线，验证TMA的生成对培养基电导率和pH值

产生影响，并且这种影响对与不同类型的菌种差异显著。

本研究证明TMAO是一种可用于阻抗法微生物检测的指示

物质，为微生物阻抗法快速检测提供理论基础。
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