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摘要：该实验以质量分数 1.5%壳聚糖、0.14% ε-聚赖氨酸、0.15% D-异抗坏血酸钠组成复合保鲜剂，以荧光假单胞菌为实验菌

株，探究壳聚糖复合保鲜剂对水产品中的优势菌的抑菌性能和机理。实验方法：通过测定最小抑菌浓度（MIC）、抑菌圈、细菌生长

曲线考察保鲜剂对荧光假单胞菌的抑菌活性，测定 OD260值、ATP 酶和 AKP 酶活性的变化，细胞超微结构（SEM）和 SDS 凝胶电泳

法研究保鲜剂的抑菌机制。结果表明：壳聚糖复合保鲜剂对荧光假单胞菌的最低抑菌浓度（MIC）为 2.24 mg/mL。壳聚糖复合保鲜

剂有着显著的抑菌活性，壳聚糖复合保鲜剂导致菌体的细胞壁膜通透性增大、完整性被破坏，菌体内 ATP 和 AKP 酶活性被抑制，显

著低于（P<0.05）对照组；SDS 凝胶电泳表明壳聚糖复合保鲜剂使菌蛋白条带颜色变浅且造成部分蛋白条带消失；细菌超微结构（SEM）

显示壳聚糖复合保鲜剂使菌体发生变形破裂，内容物大量流出，导致菌体死亡。结论：该研究证明了壳聚糖复合保鲜剂良好的抑菌性

能，研究了保鲜剂对荧光假单胞菌的抑菌机理，为水产品可食性涂膜保鲜的研发提供理论支持。 
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Abstract: In this experiment, 1.5% chitosan, 0.14% ε-polylysine and 0.15% D-sodium isoascorbate were used to form a composite 

preservative, and Pseudomonas fluorescens was used as the experimental strain for investigating the inhibitory property and inhibition 

mechanism of the chitosan composite preservative against the dominant bacteria in aquatic products. Experimental methods: The inhibitory 

activity of the preservative against Pseudomonas fluorescens was investigated by measuring the minimum inhibitory concentration (MIC), 

inhibition zone and bacterial growth curve. The changes in OD260 value, ATPase and AKP enzymatic activities were determined, and SEM (for 

examining cellular ultrastructure) and SDS gel electrophoresis were used to study the antibacterial mechanism of the preservative. The results 

showed that the MIC of the chitosan composite preservative against Pseudomonas fluorescens was 2.24 mg/mL. The chitosan composite 

preservative exhibited significant antibacterial activity, and increased the permeability of cell wall membranes, destroyed the integrity of cell 

wall membranes, and inhibited the activities of ATP and AKP enzymesin the bacteria, compared with the control group (P<0.05). SDS gel 

electrophoresis showed that the chitosan composite preservative made the color of bacterial protein bands lighter and caused some protein bands 

to disappear; Bacterial ultrastructure analysis (by SEM) revealed that the chitosan composite preservative made the bacterial body deformed and 

ruptured, caused the contents to flow outin large quantities, resulting in the death of the bacteria strain. Conclusion: This study proved that the  
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chitosan composite preservative has good antibacterial properties, and examined its antibacterial mechanism against Pseudomonas fluorescens, 

which provides theoretical support for the research and development of edible coatings for preservation of aquatic products. 

Key words: chitosan complex preservative; ε-polylysine; sodium D-isoascorbate; Pseudomonas fluorescens; bacterial inhibition mechanism 

 
荧光假单胞菌（Pseudomonas fluorescens， 

P. fluorescens），属于 γ-变形杆菌纲，是冷藏水产品中常

见的一类革兰氏阴性菌，可导致水产品的脂肪氧化酸

败，蛋白质表达改变[1]。陶飞燕[2]通过对微冻贮藏南美

白对虾的高通量测序表明，在贮藏 4 周后，假单胞菌

属、希瓦氏菌属成为各组样品的优势菌属，导致对虾

腐败变质。 
壳聚糖（Chitosan，CS），是甲壳素的脱乙酰产物，

其不易溶解于水，多使用酸性溶液溶解，在酸性溶液

中有更强的抑菌性，CS 对微生物通过阻隔蛋白质的形

成，破坏微生物的细胞结构，达到对食品的抑菌保鲜

目的[3]。虽然单一壳聚糖抑菌活性好，但存在抗氧化

能力弱、抑菌谱较窄等不足，通过围栏理论，加入不

同类型保鲜剂，形成复合型保鲜剂起到协同抑菌效果。

ε-聚赖氨酸（ε-Polylysine，ε-PL）对各种细菌、真菌

及部分病原体等有广谱抑菌性，通过改变细胞膜的完

整性和通透性来显示其抗菌活性[4]。D-异抗坏血酸钠

（Sodium D-isoascorbate，D-SE）是食品良好的护色

剂和保鲜剂，能够有效抑制食品发生氧化，李月番等[5]

表明 D-异抗坏血酸钠对冷却牛肉在储藏期内有效抑

制微生物及脂质的氧化，延长货架期。有研究证明聚

赖氨酸-壳聚糖结合物组合能形成更强的抗菌活性，增

加细胞膜通透性[6]。本文以前期从 4 ℃中国对虾中分

离得到的优势腐败菌 P. fluorescens 为实验菌[7]，研究

壳聚糖复合保鲜剂对 P. fluorescens 抑菌机理，先测定

最小抑菌浓度，生长曲线和抑菌圈，壳聚糖复合保鲜

剂的抑菌能力，然后测定保鲜剂作用于 P. fluorescens
的 AKP、ATP 酶活力、SEM、蛋白质含量实验，深入

探讨壳聚糖复合保鲜剂对 P. fluorescens 细胞膜破坏

性，分析壳聚糖复合保鲜剂对 P. fluorescens 的抑菌机

理，为水产品保鲜的研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、材料与试剂 

荧光假单胞菌由实验前期分离纯化得到；壳聚糖

（脱乙酰度≥95%），上海阿拉丁科技有限公司；D-
异抗坏血酸钠，江西省德兴市百勤异抗坏血酸钠有限

公司；ε-聚赖氨酸（食品级，含量≥99.8%），陕西晨

明生物科技有限公司；超微量 Na+ K+-ATP 酶测试盒、

碱性磷酸酶（AKP）测试盒，南京建成生物工程研究

所；考马斯亮蓝 R-250，天津市科密欧化学试剂有限

公司；SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒、PBS 缓冲液、戊

二醛溶液，购于北京索莱宝科技有限公司。 

1.2  主要仪器 

SHA-B 水浴恒温振荡器，金坛市科系仪器有限公

司；VarioskanFlashT 多功能酶标仪，山东普朗

（DNM-9602G）；GL-25MS 高速冷冻离心机，上海卢

湘仪器有限公司；DCodeTM System 蛋白电泳仪，美

国 BIO-Rad 公司；ZQPW-70 全温振荡培养箱，天津

莱玻特瑞；UV1810 紫外可见分光光度计，鑫贝西科

学仪器有限公司；蔡司 SIGMA HD 场发射扫描电子显

微镜，德国卡尔蔡司公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  复合保鲜剂制备 
壳聚糖复合保鲜剂：壳聚糖溶于 1.0%（体积分数）

的冰乙酸与 ε-聚赖氨酸、D-异抗坏血酸钠按一定比例

复配，配比质量浓度为 CS 15 g/L、ε-PL 1.4 g/L、D-SE 
1.5 g/L。 
1.3.2  最小抑菌浓度测定（MIC） 

根据刘海晴等[8]方法对浓度较高的初始保鲜剂以

二倍稀释法分为 5 个梯度，各取 100 μL 加入 96 孔酶

标板中再取 100 μL 实验菌株的菌悬液加入不同梯度

保鲜液的酶标孔里，30 ℃培养箱中培养 24 h，阳性对

照组有菌生长，阴性对照组无菌生长，三次平行实验。 
1.3.3  抑菌圈测定 

参考 Zhang 等[9]的方法，采用滤纸片法测定保鲜

剂对 P. fluorescens 的抑制效果。 
1.3.4  细菌生长曲线测定 

参考宁亚维等[10]的方法适当修改，调整菌液浓度

为 105 CFU/mL，加入保鲜剂以 30 ℃，160 r/min 振荡

培养，12 h 内每间隔 2 h 测定 600 nm 处吸光值，绘制

生长曲线，另以不添加保鲜剂为对照组。 
1.3.5  细胞膜完整性测定 

参考于晓慧等[11]的方法略作改动，调整菌液浓度

为 105 CFU/mL，处理后菌悬液中加入等量保鲜剂，置

于 30 ℃，160 r/min 摇床中震荡培养，12 h 内每间隔   
2 h 培养液离心，取上清液，用紫外分光光度计于   
260 nm 处测定吸光值，以无菌生理盐水代替保鲜剂作

为对照组。 
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1.3.6  菌体 AKP、ATP 酶活性测定 
按照 AKP、ATP 测定试剂盒说明分别测量细菌胞

内碱性磷酸酶含量（AKP）、三磷酸腺苷（ATP）含量。 
1.3.7  复合保鲜剂对细菌微观形态的影响 

参考 Wei 等[12]的方法，进行适当修改：调整菌

液浓度为 105 CFU/mL，处理组加入保鲜剂，对照组

加入灭菌的生理盐水，在 30 ℃，170 r/min 培养 12 h
后，各组菌液 6 000 r/min 离心 10 min，弃上清液，

PBS 冲洗菌体沉淀三次，随后用 2.5%（V/V）戊二醛

于 4 ℃固定 12 h，用无菌水洗涤和离心两次后，梯度

乙醇脱水，离心，37 ℃下干燥 72 h。喷洒金后，通

过 SEM 对细菌的微观形态进行表征，未经处理的细

菌作为对照组。 
1.3.8  SDS-PAGE 

参考 Li 等[13]的方法，处理各组菌液与保鲜剂进行

培养后，按照 SDS-PAGE 凝胶试剂盒说明制胶、脱色，

拍照记录。 

1.4  数据分析 

应用SPSS统计软件对实验数据进行统计学分析，

Graphpad Prism 8 和 Excel 2010 对试验数据分析及绘

图，不同试验均进行 3 次，取平均值。 

2  结果与分析 

2.1  最低抑菌浓度（MIC）的测定 

以从冷藏中国对虾中分离出来的荧光假单胞菌为

测试菌，对一定浓度的复合保鲜剂，进行二倍稀释后

测定 OD600吸光值，得到复合保鲜剂的最小抑菌浓度，

结果如表 1 所示。 
表1 壳聚糖复合保鲜剂的最小抑菌浓度 

Table 1 Minimum inhibitory concentration of chitosan composite preservatives 

保鲜剂/(mg/mL) 17.9 8.95 4.48 2.24 1.12 阳性对照组 阴性对照组 
OD600 - - - - + + - 

注：“-”号代表未出现浑浊，“+”号代表出现浑浊。 

从表 1 可以看出，当壳聚糖复合保鲜剂质量浓度

为 1.12 mg/mL 时测得的吸光值与阳性对照管相同，说

明在此质量浓度下有菌生长，从而得出复合保鲜剂对

荧光假单胞菌的最小抑菌质量浓度为 2.24 mg/mL。 

2.2  抑菌圈的测定 

 

  

图 1 壳聚糖复保鲜剂对荧光假单胞菌的抑菌圈 

Fig.1 The inhibitory zone of chitosan composite preservative 

against P. fluorescens 

注：A 为 0.56 mg/mL 组；B 为 2.24 mg/mL 组；C 为      

1.12 mg/mL 组；D 为 4.48 mg/mL 组。三幅图为 3 次平行实验。 

壳聚糖复合保鲜剂对 P. fluorescens 的抗菌性能如

图 1 所示。四组实验组对菌都有抑制作用，0.56 mg/mL

组作用于菌的抑菌圈直径为 7.8 mm，而 1.12 mg/mL
组与 2.24 mg/mL 组都有较好的抑菌能力抑菌圈直径

分别为 8.83、10.83 mm，4.48 mg/mL 组的抑菌能力非

常明显，抑菌圈直径 13.2 mm，抑菌圈直径显著     
（P＜0.05）高于其它处理组，说明壳聚糖复合保鲜剂

对 P. fluorescens 有很好的抑菌性。 

2.3  壳聚糖复合保鲜剂对细菌生长曲线的影响 

 
图2 壳聚糖复合保鲜剂对荧光假单胞菌的生长曲线影响 

Fig.2 Effect of chitosan compound preservative on growth 

curve of P. fluorescens 

注：图中所标的小写字母表示同一贮藏时间不同处理组的

比较，不同字母表示差异显著（P<0.05）。图 3、4 同。 

细菌生长曲线在一定条件下，表现出微生物的生

长规律，通过测定生长曲线的变化，表征复合保鲜剂

对细菌生长曲线的影响，如图 2，通过 OD600 nm下紫
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外吸收值的测定发现，随着复合保鲜剂浓度的增加，

对菌体生长曲线的影响越明显，对照组的菌体（CK）

生长状况良好，随着复合保鲜剂浓度的增加，OD600

的吸收值受到抑制，2.24 mg/mL 质量浓度下，吸收值

变化与 0 h 时变化不明显，表明此浓度使细菌生长得

到抑制，与前期实验结果是相一致的，低于       
2.24 mg/mL 质量浓度的实验组，OD600值有所增加，

但低于对照组。结果表明 2.24 mg/mL 是最适抑菌浓

度，为后续展开抑菌机理研究提供实验依据。 

2.4  壳聚糖复合保鲜剂对菌液紫外吸收的影响 

细胞膜保护细胞，控制细胞内外物质的进出，核

酸等大分子物质无法通过细菌细胞壁膜的微孔道进

出，但在细胞膜破坏后，细胞内容物极易外渗，其中

大分子物质中的 DNA、RNA 在 260 nm 处具有强吸收

值，因此，通过测定细菌在 260 nm 的吸收物质量，

确定保鲜剂对细菌细胞膜完整性的破坏强度[14]。由图 3
可知，对照组 OD260随着时间增加与 0 h 吸收值相对

变化不显著（P＞0.05）；实验组中 OD260值随着各组

作用时间的增加而增大，4 h 前各质量浓度组初期

OD260值并没有明显区别，但随着时间的延长，在 4 h
之后，各质量浓度之间有明显差异，该结果与张楠   
楠[15]研究 ε-赖氨酸对腐败希瓦氏菌的紫外吸收结果相

似。0.56 mg/mL 组菌悬液的 OD260值与 CK 组 OD260

值整体无显著差异（P＞0.05），说明 0.56 mg/mL 质量

浓度对于菌体细胞膜的破坏作用较小，OD260值变化不

明显。加入 2.24 mg/mL 和 4.48 mg/mL 质量浓度的菌

液 OD260 值随着时间的增加迅速上升，显著高于其它

组（P＜0.05）。结果初步表明壳聚糖复合保鲜剂能够

破坏荧光假单胞菌体细胞膜的完整性，使菌体内核酸

等内容物外渗。 

 
图3 壳聚糖复合保鲜剂对荧光假单胞菌的紫外吸收的影响 

Fig.3 Effects of chitosan compound preservatives on UV 

absorption of P. fluorescens 

 

 

2.5  壳聚糖复合保鲜剂对假单胞菌 AKP 和

ATP酶活性的影响 

 

 

图 4 壳聚糖复合保鲜剂对假单胞菌Na+/K+-ATP酶(a)和 AKP酶

活性的变化(b) 

Fig.4 Changes of chitosan complexes on Na+/K+-ATPase (a) and 

AKP enzyme activities (b) of P. fluorescens 

由图 4a 可见，各处理组处理后的 Na+、K+-ATP
酶活力显著低于 CK 组（P＜0.05），说明壳聚糖复合

保鲜剂能够对细菌的细胞膜进行破坏，并显著抑制

ATP 酶活力。处理组之间 ATP 酶的活力也存在显著性

差异（P＜0.05），而经 4.48 mg/mL 组处理后的 ATP
酶的活力远低于各组的 Na+、K+-ATP 酶活力值，抑制

能力突出。说明壳聚糖复合保鲜剂处理后，抑制了酶

活力，造成 ATP 能量不能正常供给，从而导致细菌的

生长代谢被阻碍，进而菌体死亡。此项研究表明壳聚

糖复合保鲜剂能够破坏菌体细胞膜的完整性，造成

ATP 酶活力降低，有效抑制假单胞菌的生长繁殖。徐

宇辰[16]研究表明阿魏酸甲酯作用于腐败希瓦氏菌会

降低 ATP 酶活力，破坏细胞膜完整性。由图 4b 可见，

经各处理组处理后的细菌AKP酶活力显著低于CK组

（P＜0.05），各处理组之间 AKP 酶活力值也存在显著

性差异（P＜0.05），说明壳聚糖复合保鲜剂抑制菌体

AKP 酶活力的能力显著有效，这与王明等[17]研究结果 
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相似。分析认为，壳聚糖与 ε-聚赖氨酸在进入菌体的细

胞壁膜后，抑制生物膜形成，破坏细菌生长代谢[18,19]。

因此ATP 与AKP 酶的活力降低，可能是保鲜剂进入菌

体内部，通过破坏了细菌生长代谢环境，抑制酶的活

性，破坏了菌体细胞膜的完整性。壳聚糖复合保鲜剂

通过三种保鲜剂复配使用具有协同效果，抑菌性更强。 

2.6  壳聚糖复合保鲜剂对菌体微观形貌的影响 

各处理组对 P. fluorescens 的微观形貌见图 5 可

知，未经处理对照组（CK）每一个单菌落形态完整，

均匀分布。但随着抑菌浓度增加，能看到菌体出现明

显的凹陷、内容物外渗、菌体之间粘连聚团等现象。

分析认为，壳聚糖复合保鲜剂的抑菌机理是因为 ε-聚
赖氨酸与 D-异抗坏血酸钠的加入，改善了单一壳聚糖

的性能，使膜的有序性增强，壳聚糖分子中的-NH2

质子化-NH3
+与细菌细胞壁膜上的脂多糖带负电的阴

离子结合增强静电作用能力[20,21]，改变了细菌的通透

性，保鲜剂作用菌体后，可能使内容物中的多糖类物

质外渗，造成菌体成团状聚集出现，通过微观结构验

证了壳聚糖复合保鲜剂对荧光假单胞菌细胞壁，细胞

膜完整性有一定破坏性。 

     

图 5 壳聚糖复合保鲜剂处理后荧光假单胞菌的SEM图 

Fig.5 SEM image of Pseudomonas fluorescens treated with chitosan composite preservative 

注：a 为 CK 组，b~e 的壳聚糖复合保鲜剂质量浓度分别为 0.56、1.12、2.24、4.48 mg/mL。 

2.7  SDS电泳蛋白 

 
图6 壳聚糖复合保鲜剂处理后荧光假单胞菌的电泳图 

Fig.6 Electrophoresis of Pseudomonas fluorescens treated with 

chitosan composite preservative 

注：泳道 1 为CK 组；泳道 2 为 0.56 mg/mL 组；泳道 3 为

1.12 mg/mL组；泳道4为2.24 mg/mL组；泳道5为4.48 mg/mL组。 

蛋白质是生命体完整活动的重要承担者，参与生

命体的代谢及生长，通过测定细菌的蛋白质可以得知

细菌的生长状况，侧面反映保鲜剂的抑菌效果。结果

如图 6 所示，CK 组的蛋白条带完整清晰且颜色较深，

而经 0.56、1.12、2.24 mg/mL 组处理的蛋白条带与对

照组相比数量无明显变化但颜色变浅且条带变窄。

4.48 mg/mL 组的蛋白条带与其它组相比有明显差异，

蛋白条带颜色非常浅，分子质量在 11~25 ku 之间的蛋

白条带消失，说明复合保鲜剂对细菌合成蛋白的抑制

能力强，结合扫描电镜结果，初步判断复合保鲜剂通

过影响菌体细胞的完整性和通透性，导致内容物外泄，

大分子合成机制受阻，蛋白质成分及含量减少，最终

实现抑制菌体生长。 

3  结论 

本实验以配比质量浓度壳聚糖 15 g/L、ε-赖氨酸

1.4 g/L、D-异抗坏血酸钠 1.5 g/L 为壳聚糖复合保鲜

剂，MIC 质量浓度为 2.24 mg/mL，作用于 P. 
fluorescens，研究保鲜剂的抑菌活性及作用机理。研究

表明，壳聚糖复合保鲜剂可以有效抑制细菌的生长繁

殖，破坏细胞膜的完整性以及阻碍蛋白质合成，Na+、

K+-ATP 酶和 AKP 酶活力被显著抑制，保鲜剂通过影

响细菌代谢及表达进一步使细菌死亡达到抑菌目的。

经壳聚糖复合保鲜剂处理后的菌体表面发生凹陷、内

容物流出、菌体聚集成团的现象。通过实验证明了壳

聚糖复合保鲜剂对荧光假单胞菌有着良好的抑菌性

能，为该可食性涂膜保鲜剂的应用提供了实验数据。 
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