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戊糖片球菌的抑菌与共凝聚能力及其对水体中 

副溶血性弧菌的净化效应 
 

杨振泉 1，2，高璐 1，靳彩娟 1，王晓霖 1，方维明 1，顾瑞霞 1，2 

（1.扬州大学食品科学与工程学院，江苏扬州 225127） 
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摘要：研究了 7 株戊糖片球菌对副溶血性弧菌的抑菌特性和共凝聚能力，探讨了不同抑菌和凝聚特性的戊糖片球菌的细胞形态

特征及其对水体中副溶血性弧菌的影响。结果表明 7 株戊糖片球菌对副溶血性弧菌的抑制作用是同 pH 值乳酸的 1.1~1.3 倍，抑菌活

性对过氧化氢酶、蛋白酶以及加热处理不敏感。戊糖片球菌对副溶血性弧菌的 2 h共凝聚率在 14.8~37.6%之间，具有显著菌株差异性，

其中菌株 F28-8 达到 37.6%，显著高于其它菌株（P<0.01）。扫描电镜结果显示菌株 F28-8 具有独特的细胞表面结构和粘连模式。戊糖

片球菌对水体中副溶血性弧菌具有促凝聚和减菌作用，副溶血性弧菌悬液经过 F28-8 处理 60 h，上层悬液中的可培养细胞浓度比未经

处理的对照组降低了 3.1 Log10 CFU/mL，显著高于低凝聚性菌株 H13（P<0.01），而凝聚物中可培养细胞比对照组降低了 1.6 Log10CFU 

/mL，与 H13处理无显著差异（P>0.05）。 
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Abstract: Coaggregation and antibacterial activity of seven P. pentosaceus strains against Vibrio parahaemolyticus ATCC33847 were 

evaluated. And their cellular morphological characteristics as well as impact on o Vibrio parahaemolyticus ATCC33847 in contaminated water, 

were explored. The results showed that the inhibitory effect of the seven P. pentosaceus strains tested was 1.1 to 1.3 times that of lactic acid at 

the same pH, while the antibacterial activity was resistant to catalase, proteinase, and heat treatments. The 2-h coaggregation rate of the seven 

isolates against V. parahaemolyticus varied between 14.8% and 37.6%, showing a significant inter-strain difference. Among the seven isolates, 

the coaggregation activity of F28-8 reached 37.6%, which was significantly higher than those of other strains (p < 0.01). The results from 

scanning electron microscopy (SEM) showed that strain F28-8 had a unique cell surface structure and cell adhesion pattern. P. pentosaceus also 

played a role in promoting aggregation and reducing numbers of viable V. parahaemolyticus in water. After a suspension of V. parahaemolyticus 

was treated with strain F28-8 for 60 h, the concentration of culturable cells in the upper suspension layer was lowered by 3.1 Log10 CFU/mL 

compared to that of the untreated group, which was significantly higher than that of strain H13, which showed low coaggregation activity (2.5 

log10 CFU/mL). On the other hand, the concentration of culturable cells in the coaggregates was 1.6 log10 CFU/mL, which was lower than that of 

the control group and showed no significant change with H13 treatment (p > 0.05).  
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源开发与利用研究 

副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus，Vp）广

泛分布于近岸海洋及江河入海口环境，是海产品引发

食物中毒重要病原菌[1]，也是水产动物细菌性疾病的重

要致病因子[2]。抗生素及化学制剂的应用是目前防治水

生动物弧菌病、降低水体中副溶血性弧菌载量的重要

手段，但随之导致耐药性细菌产生及抗生素残留等问
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题，对食品安全造成重大影响。乳酸菌能够产生有机

酸、过氧化氢、双乙酰、细菌素等[3]，是海洋弧菌的天

然抑菌物质
[4~5]

，另一方面，研究表明乳酸菌与致病菌

的共凝聚作用能够使病原菌更容易从肠道环境中排

出，有利于宿主抵抗感染
[6]
。戊糖片球菌（Pediococcus 

pentosaceus，Pp）是乳酸菌中的一个种，广泛分布于蔬

菜、干酪、香肠等传统发酵食品中，对提高发酵食品

的风味及安全性具有重要作用。该菌代谢糖类产生乳

酸，并产生IIa类片球菌素，对病原菌及腐败微生物产

生强烈的抑制效应[7]，其中一些菌株具有提高动物天然

免疫能力、促进健康以及抵抗病原菌的侵袭等益生特

性
[8]
，以戊糖片球菌及其代谢产物研发新型抑菌剂和微

生态制剂对食品和环境中弧菌净化控制以及弧菌病的

生物防治具有潜在价值和广阔前景。但是，目前戊糖

片球菌对副溶血性弧菌的作用还鲜有报道，另一方面，

戊糖片球菌抗菌作用机制主要集中在抑菌性[9~10]和免

疫调节性[11]等方面，对菌株凝聚特性及其应用研究尚

不多见。本研究从代谢产物抑菌性、共凝聚性、表面

微观结构探讨了不同戊糖片球菌菌株差异性及其对水

体中副溶血性弧菌净化效应，为戊糖片球菌筛选应用

及环境和食品中致病性副溶血性弧菌控制提供新方法

和思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

本实验中使用的 7 株戊糖片球菌菌株 F28-8、

Y45-30、F3、Y27-4、H13、H6 和 H10 由扬州大学江

苏省乳品生物技术与安全控制重点实验室分离鉴定和

保存；致病性副溶血性弧菌菌株 ATCC33847（tdh 基

因阳性）由扬州大学食品微生物实验室保藏。 

1.1.2  培养基与试剂 

MRS 培养基，广州环凯生物试剂有限公司产品；

TCBS 培养基，杭州微生物试剂有限公司产品；LBS

培养基为细菌肉汤培养基(LB)，杭州微生物试剂有限

公司产品，添加 2.5% NaCl配制；胰蛋白酶、过氧化

氢酶为上海生工生物工程有限公司产品；蛋白酶 K为

德国 Merck公司产品；其它化学试剂均为国产分析纯。 

1.1.3  主要仪器 

UV-7504C 分光光度计，上海欣茂仪器有限公司；

S-4800 场发射扫描电镜，日本日立公司；TG16-WS

型台式高速离心机，湘仪离心仪器有限公司；SX-500

型 高压 蒸汽 灭菌 锅， 日本 TOMMY 公 司 ；

DGX-9053B-2 型生化培养箱，上海福玛实验设备有限

公司；厌氧培养罐，德国 Merck公司；XW-80C 型漩

涡混合器，上海医科大学仪器厂；ZHJH-C1209B型超

净工作台，上海智诚分析仪器制造有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株复苏培养 

将戊糖片球菌保种液 0 ℃解冻，无菌吸取200 μL

接种 10 mL MRS 液体培养基中，37 ℃厌氧培养 24 h，

取培养物划线接种 MRS 固体平板，37 ℃厌氧培养 24 

h，挑取单菌落接种 5 mL MRS 液体培养基，37 ℃厌

氧培养 24 h，备用。副溶血性弧菌接种 LBS 液体培养

基，37 ℃振荡培养 16 h；取培养物划线于TCBS 平板，

37 ℃培养 20 h，挑取单菌落接种 5 mL LBS 液体培养

基，37 ℃恒温振荡培养 12 h，备用。 

1.2.2  抑菌能力测定 

将戊糖片球菌培养物 12000×g 离心 15 min，取上

清，通过 0.22 µm 的微孔滤膜除菌获得无细胞提取液。

使用琼脂孔扩散法对菌株无细胞提取液的抑菌能力进

行测定。用无菌生理盐水将副溶血性弧菌菌悬液稀释

到 10
8
 CFU/mL，移取 1 mL于 LBS 固体平板中，涂布

均匀，于超净工作台中晾干 15 min，用打孔器在平板

中均匀打直径为 10 mm 的小孔，每孔加入 200 µL无

细胞提取液和用过氧化氢酶（9 mg/mL）、蛋白酶 K（1 

mg/mL）和胰蛋白酶（1 mg/mL）处理，以及不同温

度（70 ℃、100 ℃、121 ℃）处理的无细胞提取液，

每个菌株做 3 孔平行，室温扩散5 h，然后放置于 37 ℃

下培养过夜，抑菌圈直径用游标卡尺进行测量并记录

（mm）。将 MRS 液体培养基 pH用乳酸调节到与受试

菌株无细胞提取液相等作为对照，并比较不同处理组

的抑菌效果。 

1.2.3  共凝聚能力测定 

戊糖片球菌菌株培养物 5000×g 离心10 min 收集

菌体，生理盐水洗涤两次，用生理盐水调整受试菌株

悬液浓度，使其在 600 nm 波长下吸光值约为 0.4

（A600=0.4）。调好浓度的戊糖片球菌悬液与相应的副

溶血性弧菌悬液各取 2 mL混合于15 mL带刻度的试

管中，涡旋 120 s，37 ℃静置2 h，吸取 1 mL上层溶

液于 600 nm下测定吸光值，记作 Amix，每个混合液

平行做 3 管重复，以未混合的菌悬液作为对照，细菌

共凝聚率按公式{[(Ap+Av)/2]-Amix}/(Ap+Av)/2*100

计算，其中 Ap 和 Av 分别为戊糖片球菌和副溶血性弧

菌悬液在 600 nm处测所测的 A值。 

1.2.4  凝聚细胞的电镜观察 

选择自凝聚和共凝聚 2 h的样品进行扫描电镜观

察。吸取自凝聚及共凝聚的下层溶液 1 mL，加入等体
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积 5%的戊二醛溶液固定过夜；双蒸水洗涤 3 次，每

次 15 min；用 50%、70%、80%、90%、100%乙醇梯

度脱水；乙酸乙酯和无水乙醇等比例混合作用 30 min，

离心弃上清；乙酸乙酯作用 30 min，离心弃上清；沉

淀重悬于乙酸乙酯溶液中，样品加入点样盘中，烘干；

镀膜，上镜观察。 

1.2.5  凝聚过程中副溶血性弧菌存活细胞测定 

按照乳酸菌与致病菌共凝聚测定方法制备戊糖

片球菌悬液及起始浓度为 9.1 和 5.5 Log10CFU/mL 副

溶血性弧菌菌悬液，不加戊糖片球菌作为对照，混合

菌悬液在 37 ℃静置 2 h、12 h、24 h、60 h、96 h后分

别吸取样品中上层和下层溶液各 1 mL，无菌生理盐水

10 倍稀释后涂布 TCBS 平板，每个稀释度取 200 μL

涂布 3 个平板，TCBS 平板于 37 ℃培养 24 h。培养结

束后选择菌落数在 30~300 之间的稀释度，用 3 个平

板上菌落数的平均值计算体系中细菌浓度（Log10 

CFU/mL）。 

1.2.6  数据分析 

所有试验重复进行三次，结果用平均值±标准差

（mean±SD）表示，菌株间以及不同处理间的差异采

用 SPSS 16.0 中 One-Way（ANOVA）进行统计和显著

性分析。 

2  结果与讨论 

2.1  戊糖片球菌对副溶血性弧菌抑制作用 

戊糖片球菌具有广泛的抑菌谱，其代谢产物对革

兰氏阳性和阴性菌都显示了良好的抑菌效应[9~10, 12]。

本研究中的 7 株戊糖片球菌的代谢产物对致病性副溶

血性弧菌 ATCC33847 都显示了强烈的抑制效应，抑

菌圈直径在 21.0 mm 至 25.5 mm之间（如表 1 所示），

是同 pH乳酸对照的 1.1 至 1.3 倍，不同菌株大小顺序

为：F3>H13，H6>F28-8，Y27-4，Y45-30，H10。培

养上清经过氧化氢酶、胰蛋白酶、蛋白酶 K以及加热

处理后抑菌效果有不同程度的降低，但残留抑菌效果

仍在 75~96%之间，结果表明戊糖片球菌代谢产生的

有机酸是对副溶血性弧菌生长抑制作用的主要因素，

过氧化氢产生以及细菌素等蛋白质类抑菌成分作用相

对较小，结果同前期报道[13]中乳酸菌与其它革兰氏阴

性细菌作用结果一致。 

表 1 7株戊糖片球菌对副溶血性弧菌 ATCC33847的抑菌作用 

Table 1 Inhibition effect of Pediococcus pentosaceus strains on the Vibrio parahemolyticus ATCC33847 

Strain Supernatant 
Lactic 

acid 

Treatment group 

Catalase Trypsase Proteinase 70℃ 100℃ 121℃ 

F28-8 21.0±1.0 18.5±0.0 18.7±1.9 17.7±1.0 18.5±0.5 17.7±0.3 20.2±0.3 18.3±0.3 

Y27-4 21.5±0.0 18.3±0.3 19.0±0.9 19.2±0.6 19.8±0.6 19.8±2.1 20.3±1.7 19.8±0.8 

Y45-30 21.7±0.6 18.3±0.3 20.8±1.0 19.7±0.6 20.2±0.8 19.7±0.6 19.5±0.5 19.7±0.3 

H13 23.3±0.5 18.5±0.0 22.3±0.6 18.3±0.6 19.3±0.6 19.2±0.6 20.3±0.6 17.7±0.6 

H6 22.3±1.0 18.3±0.3 20.5±1.3 21.8±0.5 20.0±1.5 20.8±0.3 20.7±0.3 20.5±0.5 

H10 21.3±0.3 20.2±0.3 19.3±1.6 20.2±0.3 19.5±0.5 20.2±1.2 19.3±0.3 17.5±1.3 

F3 25.5±0.5 20.2±0.3 19.7±0.6 19.5±0.5 19.3±0.6 19.2±0.3 19.5±0.5 19.7±0.8 

注：图中数据表示为平均值±标准差（n=3），单位 mm。 

 

图 1 戊糖片球菌与副溶血性弧菌共凝聚率结果 

Fig.1 Result of co-aggregation between Pediococcus pentosaceus 

and Vibrio parahaemolyticus 

注：图中数据为 3次重复的结果，表示为平均值±标准差，

不同斜体字母表示具有显著差异（P<0.05）。 

2.2  戊糖片球菌对副溶血性弧菌共凝聚作用 

乳酸菌与致病菌的共凝聚效应有利于致病菌清

除
[6]
，同时由于凝集物的形成使得乳酸菌产生的抑菌

物质近距离发挥作用，有利于杀菌作用产生[14]。本实

验应用分光光度法测定了 7 株戊糖片球菌与副溶血性

弧菌 ATCC33847 的共凝聚能力，结果如图 1 所示。

结果表明戊糖片球菌具有明显促进致病性副溶血性弧

菌聚集的能力，但共凝聚能力具有显著的菌株差异性。

不同戊糖片球菌与副溶血性弧菌 ATCC33847 的共凝

聚率在 14.8~37.6%之间，大小顺序为：F28-8、

Y27-4>Y45-30>H13、H6、H10>F3，所有菌株均显著

a 
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高于不加戊糖片球菌的对照组（P<0.01），其中 F28-8

和 Y27-4 共凝聚率最高，分别为 37.5%和 36.9%显著

高于其它菌株（P<0.01），结果为水体中副溶血性弧菌

的净化和减菌化处理提供了候选菌株。 

2.3  不同凝聚能力的戊糖片球菌细胞的扫描

电镜结果 

  

a                      b 

  

c                      d 

  

e                      f 

图 2 不同凝聚性的戊糖片球菌细胞的扫描电镜结果 

Fig.2 Cell morphology of Pediococcus pentosaceus strains with 

different coaggregation activities observed by SEM 

注：a：F28-8(×10000)，b：H13(×10000)，c：F28-8(×40000)，

d：H13(×40000)，e：F28-8 与 VpATCC33847 凝聚物(×5000)，

f：(F)H13与 VpATCC33847凝聚物(×5000)。 

应用扫描电镜对高凝聚性菌株 F28-8 和低凝聚性

菌株 H13 的细胞形态进行观察和比较，结果如图 2

（a~f）所示。结果显示高凝聚性菌株 F28-8的菌体细

胞牢牢地黏结在一起，易于形成大的菌团（图 2a），

而低凝聚性菌株 H13 细胞比较分散，只有少量细胞黏

着在一块（图 2b），视野中大的菌团较为少见。在细

胞聚集方式上，H13 细胞表面比较光滑，无突起结构，

细胞间主要通过四连体或者二联体四端连接，容易形 

 

 

成链状或片状，而 F28-8 细胞表面更为粗糙，附着有

突起结构，细胞聚集不仅通过四端黏结，而且通过侧

面叠加连结，形成大的立体团簇（图 2c 和 d）。菌株

F28-8和H13对副溶血性弧菌ATCC33847的共凝聚物

扫描结果如图 2（e 和 f）。在共凝聚物中，F28-8 使

ATCC33847 紧密地堆积在一起，形成的凝集物紧密结

实（图2e），而 H13 凝聚 ATCC33847 细胞则比较松散

（图 2f），易于重新悬浮。结果表明戊糖片球菌对副

溶血性弧菌的共凝聚能力与菌株的表面结构及细胞凝

聚的紧密程度有关。前期报道认为不同种属乳酸菌对

致病菌促凝聚作用可能与细胞表面的多糖[15]和蛋白[16]

有关，但对种内菌株间促凝聚能力的差异机制目前尚

不明确，本研究通过对比戊糖片球菌高凝聚性菌株与

低凝聚性菌株细胞形态，表明菌株表面微观结构及粘

聚方式多样性可能导致促凝聚能力差异性。 

2.4  不同凝聚能力的戊糖片球菌对水体中副

溶血性弧菌的净化效应 

应用选择性平板对戊糖片球菌共凝聚体系中副溶

血性弧菌的可培养细胞数进行计数，结果显示对照组

中的可培养细胞数随放置时间的延长缓慢下降，可能

细胞发生死亡或者进入存活但不可培养（viable but 

nonculturable，VBNC）状态[17]，而经过菌株F28-8 和

H13 共凝聚处理均显著加剧了体系中可培养细胞数的

下降（图 3a~d）。起始浓度为 9.1 Log10 CFU/mL的副

溶血性弧菌悬液经 F28-8 凝聚作用 2 h，上层悬液中的

可培养细胞比对照组低 1.8 Log10 CFU/mL，在 24 h 低

于对照组 2.7 Log10 CFU/mL，在作用60 h 下降最多，

低于对照 3.1 Log10 CFU/mL；而低凝聚菌株 H13 作用

2 h、24 h和60 h后分别低于对照组0.9，2.0和2.5 Log10 

CFU/mL，减菌效果显著低于 F28-8（P<0.05），但在

96 h 后 F28-8 和 H13 的减菌效果没有显著差异

（P>0.05），均低于对照 2.6 Log10 CFU/mL（图3a）。

起始浓度为 5.5 Log10CFU/mL的的副溶血性弧菌悬液

经过戊糖片球菌处理也导致了可培养细胞的显著减

少，下降趋势与高浓度悬液一致，但减菌效果较弱，

在作用 24 h 后 F28-8 处理组比对照组降低了 1.3 

Log10CFU/mL，而 H13 处理降低了 0.8 Log10 CFU/mL

（图 3c）。对下层悬液中（包含凝集物）副溶血性弧

菌的分析结果显示凝集物中的残存细胞数也显著低于

对照组，高浓度悬液在 12 h 后显著低于对照（图3b）；

而低浓度悬液在 60 h后显著低于对照组（图 3d）。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.8 

51 

 

 

 

 

图 3 戊糖片球菌共凝聚对水体中副溶血性弧菌可培养细胞数

的影响 

Fig.3 Influence of Pediococcus pentosaceus coaggregation on the 

viable counts of Vibrio parahaemolyticus in water 

注：图 a 和 b 起始浓度为 9.1 Log10CFU/mL的副溶血性弧

菌共凝聚后上层悬液和下层凝聚物中可培养细胞数的变化；图

c 和 d 分别为起始浓度为 5.5 Log10CFU/mL 的副溶血性弧菌上

层悬液和下层凝聚物可培养细胞数的变化；图中数据点为 3 次

重复的结果，表示为平均值±标准差。 

结果表明在共凝聚体系中戊糖片球菌不仅能够通

过共凝聚作用使悬浮在水体中的副溶血性弧菌细胞粘

结在一起形成大的絮凝体通过沉降而去除，而且在絮

凝体中戊糖片球菌也能够产生抑菌物质导致副溶血性

弧菌失活，达到水体中副溶血性弧菌的减菌效果。尽

管乳酸菌在培养基中形成的代谢产物的抑菌和杀菌作

用在前期研究中已有报道[3~5]，但水环境中由于营养物

的限制，乳酸菌产生的代谢产物种类和数量有限[18]，

凝集物的形成有利于乳酸菌产生的抑菌物质近距离发

挥作用[14]，戊糖片球菌通过共凝聚作用缩小细胞间的

作用距离可能是水体环境中发挥杀菌作用的重要途

径。 

3  结论 

本研究主要研究了 7 株戊糖片球菌对致病性副溶

血性弧菌抑菌性能、共凝聚能力、并探讨了不同凝聚

特性的菌株细胞形态及其对水体中副溶血性弧菌的净

化效应，以期为水体中的副溶血性弧菌的生物减菌剂

筛选提供依据。结果表明：7 株戊糖片球菌对致病性

副溶血性弧菌 ATCC33847 都显示了良好的抑制效应，

抑菌圈直径是同 pH乳酸对照的 1.1~1.3 倍，抑菌活性

对氧化氢酶、蛋白酶以及高温处理均不敏感。戊糖片

球菌具有促进水体中副溶血性弧菌凝聚的特性，但能

力具有显著的菌株差异性，其中菌株 F28-8 的共凝聚

率显著高于其它菌株（P<0.01）。获得的高凝聚性菌株

F28-8 具有独特的细胞表面结构和细胞粘聚方式，易

于自凝聚形成大的团簇，并与副溶血性弧菌形成紧密

的共凝聚物。水体中的副溶血性弧菌经戊糖片球菌

F28-8和H13共凝聚作用后可培养细胞的均显著减少，

但高凝聚性菌株 F28-8 的除菌效应显著高于低凝聚性

菌株 H13。共凝聚是作用早期减菌作用的主要因素，

作用后期共凝聚导致的絮凝体形成能够缩小细胞间的

作用距离，有利于戊糖片球菌代谢物对副溶血性弧菌

产生杀灭作用，表明菌株共凝聚能力是筛选乳酸菌生

物减菌剂的重要指标。 
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