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摘要：为了探究超声联合绿原酸处理对杀鲑气单胞菌生物膜的杀菌效果及可能的作用机制，分析了超声（ultrasound，US）、绿

原酸（chlorogenic acid，CA，0.5%、1%、2%）以及超声联合绿原酸（US+0.5% CA、US+1% CA、US+2% CA）处理后的杀鲑气单

胞菌生物膜。结果表明 US+1% CA 可在 60 min 内使得杀鲑气单胞菌生物膜细胞降低 8 logCFU/mL，这与 2% CA 单独处理的杀菌效

果一致。胞外多糖含量分析发现 US+1% CA 能使得生物膜内可溶性多糖与不可溶性多糖含量分别降低到 13.01 和 16.52 μg/mL，扫描

电镜、激光共聚焦电镜和胞外物质含量分析发现联合处理明显导致生物膜空间结构的瓦解，造成了生物膜内菌体细胞的细胞膜通透性

急剧增加，导致胞外核酸和 ATP 的浓度显著高于对照组（p<0.05）。此外，联合处理显著降低了菌体细胞内呼吸链脱氢酶活性（p<0.05）。

综上可知，US+CA 处理能通过协同降低生物膜胞外多糖的含量，破坏菌体细胞的完整性及胞内酶的活性来达到对杀鲑气单胞菌生物

膜的控制效果。 
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Abstract: The bactericidal effect of ultrasound (US) combined with chlorogenic acid (CA) on Aeromonas salmonicida biofilms was 

investigated, and the mechanism underlying the combined bactericidal effect was explored. A. salmonicida biofilms were treated with US, 

chlorogenic acid (0.5%, 1%, 2% CA), or US combined with chlorogenic acid (US plus 0.5% CA, US plus 1% CA, US plus 2% CA). Results 

showed that treatment with US combined with 1% CA for 60 min reduced the formation of A. salmonicida biofilms by approximately 8 

logCFU/mL, similar to that in treatment using 2% CA alone. Analysis of the extracellular polysaccharide content revealed that the concentrations 

of soluble and insoluble polysaccharides in A. salmonicida biofilms were reduced to 13.01 and 16.52 μg/mL, respectively, after treatment with 

US combed with 1% CA. Analysis of extracellular contents using scanning electron microscopy (SEM) and confocal laser scanning microscopy 

(CLSM) revealed that the combined treatment resulted to a significant disintegration of the spatial structures of biofilms. Subsequently, 

membrane permeability of the bacterial cells in the biofilms sharply increased, resulting in significantly higher extracellular nucleic acid and ATP 

concentrations than the control group (p<0.05). Moreover, combined treatment significantly lowered the activity of respiratory chain 

dehydrogenase (RCD) within the bacterial cells (p<0.05). These results suggest that the combined use of US and CA exerted synergistic  
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bactericidal effects on biofilms by reducing extracellular polysaccharide content and intracellular enzymatic activity of biofilms and disrupting 

the bacterial cell integrity.  

Key words: ultrasound; chlorogenic acid; Aeromonas salmonicida; biofilm; synergistic effect 

 
杀鲑气单胞菌（A. salmonicida）是革兰氏阴性条

件致病菌，它会感染虾类、鱼类以及家禽类等生物，

引发败血症、肺炎、胃肠炎等疾病[1-4]。已有研究报道

杀鲑气单胞菌广泛存在于肉类产品中，它可引起肉制

品的腐败变质[2]。杀鲑气单胞菌会附着于食品加工机

械的表面、裂缝、拐角以及一些遮蔽处，形成一层肉

眼可见的生物膜，有研究报道了杀鲑气单胞菌具有很

强的生物膜形成能力[5,6]。生物膜的存在会给食品的加

工、储藏以及运输过程造成二次污染，缩短食品的货

架期，给企业带来巨大的经济损失，甚至引发食品安

全问题。因此，鉴于杀鲑气单胞菌生物膜对食品工业

的危害，采用合理的方法抑制杀鲑气单胞菌生物膜的

生长成为目前食品行业的亟待解决的问题。 
绿原酸是一种多酚物质，广泛存在于果树的绿叶、

水果以及蔬菜中，具有很强的抑菌和抗病毒能力[7,8]。

苏萌萌等[9]研究发现绿原酸对荧光假单胞菌和腐生型

葡萄球菌的最小抑菌质量浓度、最小杀菌质量浓度为

5 mg/mL。刘冬梅等[10]报道了杀菌肽 LL-37 联合绿原

酸可以有效的抑制铜绿假单胞菌生物膜的形成。慈颖

等[11]研究了一种由槐果碱、绿原酸、金银花提取物等

配制而成的植物消毒剂，研究发现该种消毒剂可显著

控制大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌的生长

（p<0.05）。因此，绿原酸对于食品工业具有较高的

应用潜力。 
近年来，关于超声杀菌在食品工业中的应用受到

了广泛的关注。但当单独使用超声灭菌时灭菌效果并

不明显，即使使用较高频率的超声也难以达到理想的

灭菌效果[12]。因此，许多研究人员研究了超声协同杀

菌技术在食品工业中的应用，既能保证有效的杀菌效

果，又能保证食品的感官品质不遭受破坏。Cichoski
等[13]研究发现超声联合酸性电解水可有效控制鸡肉

中致肠杆菌、中温菌、乳酸菌和嗜冷细菌的活菌数。

Seo 等[14]研究发现超声联合乙醇处理，可有效控制鸡

皮肤上的鼠伤寒沙门氏菌的数量。Yoon 等[15]研究发

现超声联合有机酸和乳酸链球菌肽处理 20~30 min，
可使得牡蛎菇上的单核细胞增生李斯特氏菌的数量降

低到检测水平以下。然而，关于超声联合绿原酸联合

处理对生物膜的影响机理以及该技术在食品工业中的

应用还未见报道。因此，本实验主要研究超声联合绿

原酸处理对杀鲑气单胞菌生物膜的杀菌作用，并进一

步研究这种联合杀菌方式的抗生物膜机制，为其在鸡

肉保鲜中的应用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

杀鲑气单胞菌（A. salmonicida）由本实验室从鲜

肉中分离并保存。 
BHI脑心浸液肉汤（brain heart influsion broth，

BHI），BHI脑心浸液固体培养基（brain heart influsion 
agar，BHI），青岛海博生物科技有限公司；绿原酸，

陕西慧科植物开发有限公司；增强型ATP检测试剂盒，

上海碧云天生物技术有限公司。 

1.2  仪器与设备 

Ultra View VOX转盘式激光共聚焦显微镜

（confocal laser scanning microscope，CLSM），美国珀

金埃尔默股份有限公司；EVO-LS10 扫描电子显微镜

（scanning electron microscope，SEM），德国卡尔蔡司

股份公司；KQ-800KD超声清洗机，昆山市超声仪器

有限公司；UV-6100 紫外分光光度计，上海美谱达仪

器有限公司；酶标仪，美国BioTek Instruments有限公

司。 

1.3  方法 

1.3.1  菌株及培养 
每次实验前，将保存在-80 ℃冰箱中的杀鲑气单

胞菌菌液取出，解冻后按照 1:100 的比例接种于 BHI
脑心浸液肉汤中，并在 28 ℃条件下振荡培养至对数

期（12 h）。然后将对数期的菌液按照 1:100 的比例再

次接种于 BHI 脑心浸液肉汤中，28 ℃条件下振荡培养

至对数期（12 h），4 ℃条件下保存备用[16,17]。 
1.3.2  绿原酸的制备及超声设备 

将绿原酸粉末溶解于无菌去离子水中，制备成浓

度为 0.5%、1%和 2%（m/V）绿原酸溶液。此外，超

声功率设置为 400 W（频率 50 kHz）。所有的实验分

为四组：对照组，超声单独处理组（US），绿原酸单

独处理组（0.5% CA、1% CA和 2% CA），超声联合绿

原酸处理组（US+0.5% CA、US+1% CA和US+2% 
CA）。 
1.3.3  杀鲑气单胞菌生物膜的培养及灭菌处理 

将对数期的杀鲑气单胞菌液按照 1%的接种量接
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种于BHI脑心浸液肉汤中，然后按照每孔 1 mL规格加

入到 24 孔聚氯乙烯培养板中，共培养 3 d，每天需要

更换一次培养基。培养 3 d后，将培养基吸出，并用

0.01 mol/L无菌PBS缓冲液洗涤杀鲑气单胞菌生物膜

三次。对照组和超声单独处理组的生物膜中加入 1 mL 
0.01 mol/L无菌PBS缓冲液的生理盐水，绿原酸单独处

理组和超声联合绿原酸处理组的生物膜中加入 1 mL
浓度为 0.5%、1%和 2%的绿原酸溶液。所有处理组均

设置三个平行样本，杀菌时间设置为 5、10、20、30、
60 min[18,19]。 
1.3.4  菌落计数 

将处理组与未处理组的杀鲑气单胞菌生物膜 1 
mL 加入到 9.0 mL 0.1 mol/L 无菌 PBS 缓冲液中，终止

反应。然后将溶液混匀，采用 0.85%的生理盐水进行

十倍梯度稀释，最后选取合适的稀释浓度 1 mL 加入

到平板中，然后加入温度约为 47 ℃的 BHI 固体培养

基 15~18 mL。待培养基凝固后，将平板放入 28 ℃培

养箱，培养 24 h，然后选取菌落数在 30~300 之间的

平板进行菌落计数[19,20]。 

1.3.5  生物膜胞外多糖含量 
杀鲑气单胞菌生物膜可溶性多糖与不可溶性多糖

含量的测定根据Liu等[21]和Dubois等[22]描述的方法进

行，并稍作修改。生物膜的培养和处理方法参考 1.3.3，
将经 US、0.5% CA、1% CA、2% CA、US+0.5% CA、

US+1% CA 和 US+2% CA 处理 30 min 后杀鲑气单胞

菌生物膜收集至离心管中，离心（4 ℃，6000 r/min，
30 min）后收集上清液用于测定可溶性多糖的含量，

沉淀用于测定不可溶性多糖的含量。将离心后的上清

液 1 mL 与 0.5 mL 0.9%苯酚，以及 5 mL 的浓硫酸混

合，然后置于 100 ℃水浴中反应 15 min，冷却后测量

490 nm 处吸光值，然后对比标准曲线测定出可溶性多

糖的浓度。此外，离心后的菌泥重悬于 0.85%的生理

盐水（含 0.22%的甲醛）中，并置于 80 ℃水浴中反应

30 min，然后离心（4 ℃，12000 r/min，30 min）取上

清用于测定不可溶性多糖，操作步骤参考可溶性多糖

的操作步骤。 

1.3.6  细胞膜通透性与完整性分析 
1.3.6.1  扫描电子显微镜（SEM） 

扫描电子显微镜（SEM）用于观察超声，绿原酸，

超声联合绿原酸处理对杀鲑气单胞菌生物膜细胞的菌

体形态结构的影响。生物膜的培养方法同 1.3.3。将杀

鲑气单胞菌生物膜用 US、2% CA 和 US+2% CA 处理

30 min 后，吸出抑菌剂，并用 0.1 mol/L 无菌 PBS 缓

冲液洗涤三次后在室温下晾干，然后将生物膜细胞用

2.5%（V/V）戊二醛在 4 ℃条件下固定 12 h。最后，

经连续脱水和喷金处理后用EVO-LS10扫描电子显微

镜观察生物膜细胞形态结构[21]。 
1.3.6.2  激光共聚焦电镜（CLSM） 

激光共聚焦电镜（CLSM）用于分析不同处理对

杀鲑气单胞菌生物膜细胞的细胞膜的通透性和完整性

的影响。将约为 7 logCFU/mL的杀鲑气单胞菌 400 μL
添加到 8 孔Nunc™ Lab-Tek™ 8 孔腔室载玻片中培养

3 d，每天需要更换一次培养基，然后，将培养基吸出，

并用 0.01 mol/L无菌PBS缓冲液洗涤三次。将杀鲑气单

胞菌生物膜用US、2% CA和US+2% CA处理 30 min，
晾干后用LIVE/DEAD Bac Light™试剂盒染色30 min。
染色结束后，将染色剂吸出并用 2.5%（V/V）戊二醛

在室温下固定 30 min，然后去除隔板，并将适量的

BacLight™ Mounting Oil滴加到生物膜的表面[19]。 
1.3.6.3  胞外 ATP 与核酸浓度 

生物膜的培养和处理方法参考 1.3.3。将经 US、
0.5% CA、1% CA、2% CA、US+0.5% CA、US+1% CA
和 US+2% CA 处理 30 min 后的杀鲑气单胞菌生物膜

收集至离心管中，离心（4 ℃，3000 r/min，10 min）
后取上清液用 UV-VIS 紫外分光光度计测量其在 260 
nm 处的吸光值来表示核酸的释放浓度。胞外 ATP 的

浓度，测定方法根据碧云天增强型 ATP 试剂盒上的操

作步骤来进行操作[19,20]。 

1.3.7  呼吸链脱氢酶活性 
参考林祎等[23]的方法，采用三苯基四氯唑（TTC）

试验来测定超声，绿原酸，以及超声联合绿原酸处理

对杀鲑气单胞菌生物膜细胞呼吸链脱氢酶的活性的影

响。将经US、0.5% CA、1% CA、2% CA、US+0.5% CA、

US+1% CA和US+2% CA处理 30 min后杀鲑气单胞菌

生物膜 1 mL与 2 mL浓度为 0.05 mol/L HCl缓冲液

（pH=8.6），2 mL浓度为 0.1 mol/L葡萄糖溶液，2 mL
浓度为 1 mg/mL TTC溶液混匀，然后在 37 ℃条件下

反应 5 h。最后，将溶液与 5 mL的油醚混匀后萃取 1 h，
然后测定有机相在 490 nm处的吸光值。 

1.4  数据统计与分析  

采用SPSS 26.0 对所有数据进行显著性分析，

p<0.05为差异显著，并采用Origin 2019软件进行作图。 

2  结果与讨论 

2.1  超声联合绿原酸处理对杀鲑气单胞菌生

物膜细胞的杀菌结果 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2022, Vol.38, No.3 

100 

表1 不同处理对杀鲑气单胞菌生物膜的杀菌效果 

Table 1 Inactivation of A. salmonicida biofilm cells by different treatments 

处理方式 
杀鲑气单胞菌生物膜内活菌残留数/(log CFU/mL) 

5 10 20 30 60 

对照 8.94±0.04A 8.86±0.05A 8.88±0.04A 8.87±0.04A 8.82±0.02A 

US 8.83±0.06B 8.74±0.02A 8.70±0.03B 8.67±0.02B 8.59±0.05B 

0.5% CA 8.51±0.05C 8.27±0.09B 7.67±0.01C 7.21±0.06C 6.43±0.30C 

1% CA 8.43±0.03C 8.16±0.02B 6.96±0.07E 6.10±0.13D 3.00±0.07E 

2% CA 7.75±0.03E 7.25±0.06C 3.12±0.07G 2.89±0.10E ≤1.4 

US+0.5% CA 8.17±0.07D 7.21±0.15C 7.09±0.05D 6.08±0.10D 5.02±0.08D 

US+1% CA 7.58±0.07F 6.93±0.06D 4.75±0.11F 2.92±0.08E ≤1.4 
US+2% CA 7.54±0.13F 6.19±0.08E 2.95±0.14G ≤1.4 - 

注：US：超声单独处理组；CA：绿原酸单独处理组；US+CA：超声联合绿原酸处理组；右肩不同的大写字母表示同列差异显

著；≤1.4 表示无法检测水平。 

从表 1 可知，杀鲑气单胞菌生物膜细胞的初始菌

数约为 9 log CFU/mL，US 单独处理 30 min，仅仅使

得杀鲑气单胞菌生物膜细胞的活菌数降低了 0.2 log 
CFU/mL，而 0.5% CA、1% CA 和 2% CA 单独处理

30 min，可使得杀鲑气单胞菌生物膜的活菌数分别降

低 1.66、2.87 和 5.98 log CFU/mL，这说明与超声单独

处理相比绿原酸可以有效的的灭活杀鲑气单胞菌生物

膜的活菌数，相同处理时间，即使较低浓度的绿原酸

也比超声单独处理的杀菌效果要好的多（p<0.05）。此

外，US+0.5% CA、US+1% CA 和 US+2% CA 处理 30 
min，可使得杀鲑气单胞菌生物膜的活菌数分别降低

2.79、5.95 和 9 log CFU/mL。这说明与单独处理相比，

超声联合绿原酸处理具有明显的协同杀菌作用，联合

处理的杀菌值明显大于二者单独处理的杀菌值之和

（p<0.05）。此外，超声联合较低浓度的绿原酸的杀菌

效果可以达到较高浓度的绿原酸单独处理的杀菌效

果。这种协同效应主要归因于超声可以破坏细菌的细

胞膜，这可以促进抑菌剂更好的进入细胞，从而可以

达到迅速杀死细菌的目的[24]。这与 Guo 等[25]研究结果

一致，超声联合 30 mg/L 的次氯酸钠处理大肠杆菌 30 
min，可以达到 50 mg/L 的次氯酸钠单独处理的杀菌效

果。这表明，低浓度的抑菌剂联合超声处理的杀菌效

果可以达到高浓度的抑菌剂单独处理的杀菌效果。此

外，Li 等[26]研究发现超声和热处理具有明显的协同作

用，超声功率为 600 W 处理 7 min，仅仅使得金黄色葡

萄球菌的活菌数降低了 0.13 log CFU/mL，55 ℃中温热

处理可使得金黄色葡萄球菌的活菌数降低 0.97 log 
CFU/mL，而超声联合热处理可使得金黄色葡萄球菌的

活菌数降低 3.58 log CFU/mL。王振帅等[27]研究发现超

声联合微波处理可显著降低火龙果上的微生物的菌落

总数，且不会对火龙果的感官形态以及营养成分产生

影响。Yu 等[24]研究发现超声联合二氧化氯对金黄色葡

萄球菌生物膜的灭活具有明显的协同作用，当超声（20 
kHz、60 W）联合 4 mg/L 的二氧化氯处理 10 min，可

使得金黄色葡萄球菌生物膜中的活菌数减少 99.03%。 

2.2  生物膜胞外多糖含量分析 

 

 
图1 不同处理后杀鲑气单胞菌生物膜的可溶性多糖(a)与不可

溶性多糖(b)含量 

Fig.1 The soluble (a) and insoluble (b) polysaccharide contents 

in A. salmonicida biofilms after different treatments 

注：US：超声单独处理组；CA：绿原酸单独处理组；

US+CA：超声联合绿原酸处理组；数据组间不同的大写字母表

示同列差异显著（p<0.05）。图 4、5 同。 
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胞外多糖是生物膜结构的主要组成成分，测量生

物膜胞外多糖含量的变化可以反映出生物膜结构的变

化[28]。如图 1 所示，未处理的杀鲑气单胞菌生物膜胞

外可溶性多糖与不可溶性多糖含量分别为 46.14 和

71.7 μg/mL。US、1% CA 和 US+1% CA 处理 30 min
后，杀鲑气单胞菌生物膜胞外可溶性多糖与不可溶性

多糖含量分别为 40.44、22.18、13.01、64.30、48.25
和 16.52 μg/mL。这表明超声、绿原酸、超声联合绿原

酸处理均显著降低了杀鲑气单胞菌生物膜胞外可溶性

多糖与不可溶性多糖含量（p<0.05)。但是，与单一处

理相比，超声与绿原酸联合处理可以显著地降低生物

膜胞外多糖的含量（p<0.05)。这主要归因于超声可以

破坏生物膜外层基质，这可以促进绿原酸进入细胞内

部，从而达到协同杀菌的目的[21]。Liu 等[21]研究发现

酸性电解水联合苯乳酸处理可显著降低生物膜胞外可

溶性多糖与不可溶性多糖的含量，这主要归因于酸性

电解水可以迅速破坏生物膜胞外基质，这可以促进酸

性电解水和苯乳酸可以迅速的进入生物膜，从而导致

生物膜胞外多糖的显著性地降低（p<0.05）。 

2.3  细胞膜通透性与完整性分析 

2.3.1  扫描电子显微镜（SEM）结果 

   

   
图2 不同处理后杀鲑气单胞菌生物膜的扫描电镜结果 

Fig.2 SEM images of different treatments on A. salmonicida 

biofilm cells 

注：a：对照；b：US，超声单独处理组；c：2% CA，浓

度为 2%的绿原酸单独处理组；d：US+2% CA，超声联合浓度

为 2%的绿原酸处理组。图 3 同。 

图 2 显示了杀鲑气单胞菌生物膜经不同处理后的

菌体形态结构变化。由图 2a 所示，未经任何处理的杀

鲑气单胞菌生物膜的菌体形态呈完整的杆状且细菌表

面比较光滑，无任何孔隙。US 单独处理 30 min 后，

细胞的表面开始出现孔隙和轻微的变形，但细胞依然

具有完整的细胞形态（图2b）。经过2% CA处理30 min
后，由于 ATP 和大分子等物质的泄露导致生物膜细胞

开始粘连在一起，细胞表面出现大量的褶皱，细胞开

始出现破裂[29]（图 2c）。如图 2d，US+2% CA 处理 30 
min 后，生物膜的胞外基质遭到破坏，开始出现瓦解

现象，杀鲑气单胞菌生物膜细胞开始出现变形，（图

2d）。He 等[20]研究发现，超声单独处理可破坏大肠杆

菌的形态结构，处理后的细胞表面开始出现孔隙，从

而导致大分子物质的泄露。宁亚维等[30]研究发现经苯

乳酸与醋酸联合处理后的大肠杆菌，细胞形态结构遭

到严重破坏，内容物大量泄露从而导致细胞粘连在一

起。 
2.3.2  激光共聚焦电镜（CLSM）结果 

  

  
图3 不同处理后杀鲑气单胞菌生物膜在CLSM下的形态变化 

Fig.3 CLSM images of different treatments on A. salmonicida 

biofilm cells 

分别用两种核酸荧光探针cFDA和PI对杀鲑气单

胞菌生物膜进行染色。完整的细胞被 cFDA 探针染成

绿色，破损的细胞则被 PI 探针染成红色[29]。如图 3a，
未经任何处理杀鲑气单胞菌生物膜细胞的全被染成绿

色荧光，这表明所有的细胞具有完整的细胞膜，并且

细胞膜的通透性未发生改变。经 US 单独处理 30 min
后，极少部分的生物膜细胞被染成了红色荧光，这表

明超声单独处理对生物膜细胞的细胞膜的完整性和通

透性影响比较小（图 3b）。经 2% CA 单独处理 30 min
后，生物膜被染成红色荧光的比例比较高，绿色荧光

的比例相对较低，这表明与超声单独处理相比，绿原

酸对杀鲑气单胞菌生物膜细胞的细胞膜的损伤比较明

显（图 3c）。此外，超声联合绿原酸处理后生物膜细

胞几乎全被染成了红色，这表明联合处理组可显著破

坏生物膜细胞的细胞膜的完整性以及引起细胞膜通透

性的急剧增加（图 3d）。宁亚维等[29]研究发现苯乳酸

与醋酸联用可显著破坏单核细胞增生李斯特氏菌细胞

膜的完整性，经二者联合处理后的细胞被染成红色荧

光比例明显高于单一处理组。Guo 等[31]研究发现超声

联合百里香精油纳米乳液可以迅速破坏大肠杆菌细胞

膜的完整性和引起细胞膜的通透性急剧增加。 
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2.3.3  胞外 ATP 与核酸的浓度分析 

 

 
图4 不同处理后杀鲑气单胞菌生物膜的胞外ATP与核酸的浓度 

Fig.4 The release of ATP and nucleic acids in A. salmonicida 

biofilm cells after different treatments 

从图 4 可以看出，对照组的杀鲑气单胞菌生物膜

的胞外 ATP 浓度为 12.75 nmol/OD，经 US、1% CA
和 US+1% CA 处理 30 min 后，杀鲑气单胞菌生物膜

胞外 ATP 的浓度变为 35.88、105.76 和 273.35 
nmol/OD。此外，对照组的杀鲑气单胞菌生物膜 OD260 

nm处的吸光值为 0.43，经 US、1% CA 和 US+1% CA
处理 30 min 后，杀鲑气单胞菌物膜 OD260 nm处的吸光

值分别为 0.49、1.41 和 1.87。这表明，与对照组相比，

超声，绿原酸，超声联合绿原酸处理均可以使得杀鲑

气单胞菌生物膜胞外 ATP 和核酸的浓度显著增加

（p<0.05），且超声联合绿原酸处理后的生物膜胞外

ATP 和核酸浓度明显高于单一处理组。这主要是因为

超声可以破坏细菌的细胞膜，这可以促进绿原酸更好

的进入细胞，从而使得杀鲑气单胞菌生物膜细胞的细

胞膜的完整性受到严重的破坏以及导致细胞膜通透性

急剧增加，从而导致胞内 ATP 和核酸释放到细胞外
[21]。因此超声联合绿原酸处理组的 ATP 和核酸浓度明

显高于单一处理组。这与 Guo 等[31]研究超声联合百里

香精油纳米乳液相似，超声联合百里香精油纳米乳液

可以迅速破坏大肠杆菌的细胞膜，引起细胞膜的通透

性发生改变，从而导致细胞内大分子物质的泄露量增

加。此外，周倩倩等[32]报道了丁香酚处理后的腐败希

瓦氏菌和荧光假单胞菌，核酸和蛋白浓度释放量显著

增加。 

2.4  呼吸链脱氢酶活性分析 

 
图5 不同处理后杀鲑气单胞菌生物膜的呼吸链脱氢酶活性 

Fig.5 The activity of RCD in A. salmonicida biofilms after 

different treatments 

图 5 显示了不同处理后杀鲑气单胞菌生物膜细胞

呼吸链脱氢酶的活性的变化。未经任何处理的杀鲑气

单胞菌生物膜细胞在 490 nm 处的吸光值为 0.449，经

US、1% CA、US+1% CA、2% CA 处理 30 min 后，

杀鲑气单胞菌生物膜细胞在 490 nm 处的吸光值分别

为 0.366、0.256、0.134 和 0.141。这表明，与对照组

相比，三种杀菌方式均能使杀鲑气单胞菌生物膜内呼

吸链脱氢酶活性显著降低（p<0.05）。且相同的处理时

间，超声联合绿原酸处理后的生物膜呼吸链脱氢酶活

性下降的最多。这进一步表明超声联合绿原酸处理具

有明显的协同作用，它可以显著降低杀鲑气单胞菌生

物膜细胞呼吸链脱氢酶的活性。这与林祎等[23]研究的

结果一致，热处理，以及超声联合热处理可使得沙门

氏菌细胞内呼吸链脱氢酶的活性分别降低 36.59%和

70.19%。这表明与单独处理相比，联合处理能明显降

低菌体内呼吸链脱氢酶的活性。 

3  结论 

本文研究了超声联合绿原酸处理对杀鲑气单胞菌

生物膜的联合杀菌作用。结果发现，超声联合绿原酸

处理具有明显的协同杀菌作用。经二者联合处理后，

杀鲑气单胞菌生物膜胞外可溶性多糖与不可溶性多糖

含量显著降低，生物膜细胞的形态结构以及细胞膜完

整性遭到严重的破坏，细胞膜渗透性急剧增加，核酸

和 ATP 等大分子物质的泄露量显著增加，生物膜细胞

内呼吸链脱氢酶活性显著降低（p<0.05）。因此，超声

联合绿原酸处理主要通过降低生物膜胞外多糖的含

量，破坏生物膜细胞的细胞膜完整性，引起生物膜细

胞的细胞膜通透性的增加，从而导致大分子物质泄露

和呼吸链脱氢酶活性降低来发挥协同杀菌作用。 
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