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中强度脉冲电场对大肠杆菌的灭活效果及机理分析

邝金艳，林颖，王丽，李宗军*

（湖南农业大学食品科学技术学院，湖南长沙 410128）

摘要：脉冲电场作为一种非热灭菌方法，已被广泛用于控制微生物污染。该研究探讨了中强度脉冲电场

（Moderate Intensity Pulsed Electric Fields, MIPEF）在不同介质溶液（氯化钠、PBS 和蛋白胨）、氯化钠质量分数（质

量分数 0.85%、0.10%、0.20% 和 0.30% 氯化钠）、电场强度（0.16、0.20 和 0.24 kV/cm）、处理时间（20、40、60、

80 和 100 min）和菌液密度（103
、105

、107
和 109

）的条件下对大肠杆菌的灭活效果。研究考察了经 MIPEF 处理的

大肠杆菌的形态变化、胞内大分子物质变化和胞内酶活性。在不同条件处理下发现，MIPEF 对大肠杆菌的灭活效果

不同。处理时间与 MIPEF 的灭活效果呈正相关，处理 100 min 时，微生物数减少了 3.08 lg CFU/mL，且温差为 2.10 ℃。

在不同介质溶液中，MIPEF 对大肠杆菌的杀菌效果不同。随着氯化钠溶液质量分数增大，MIPEF 对大肠杆菌的灭活

效果显著降低。菌液密度越小，MIPEF 的杀菌效果越强。场发射扫描电子显微镜（Field Emission Scanning Electron 

Microscope, FESEM）和生物透射电镜（Transmission Electron Microscopy, TEM）表明，MIPEF 处理后细胞的完整性

遭到破坏。经 MIPEF 处理后，包括蛋白质和 DNA 内的大分子物质明显减少。此外，经 MIPEF 处理的 100 min 的

样本相比于对照组样本中，ATP 酶（Adenosine Triphosphatase, ATPase）、琥珀酸脱氢酶（Succinate Dehydrogenase，

SDH）和丙酮酸激酶（Pyruvate Kinase, PK）活性显著降低（P<0.05），钠钾泵（Sodium-Potassium Pump, Na+ K+-

ATPase）、钙泵（Calcium Pump, Ca2+Mg2+-ATPase）和 SDH 活性分别下降了 34.21%、32.26% 和 86.93%，PK 活性降

低了 88.93 U/g prot。该研究可以为非热杀菌技术在食品工业中的应用及 MIPEF 杀菌机理的挖掘提供参考。
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Inactivation Effect of Moderate-intensity Pulsed Electric Field on 

Escherichia coli and the Underlying Mechanism
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Abstract: As a non-thermal sterilization method, pulsed electric field has been widely studied for its ability to control 

microbial contamination. The inactivation effects of moderate-intensity pulsed electric field (MIPEF) on Escherichia coli 

were clarified by using different media solutions (sodium chloride, phosphate-buffered saline, and peptone), mass fractions 

of sodium chloride (0.85%, 0.10%, 0.20%, and 0.30%), electric field intensities (0.16, 0.20, and 0.24 kV/cm), treatment 

times (20, 40, 60, 80, and 100 min), and bacterial densities (103, 105, 107, and 109). The morphological changes, intracellular 
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食源性疾病是影响食品安全和人类健康的最

大因素之一  [1] 。许多致病菌已被确定导致食物传

播疾病或食物腐败，如大肠杆菌、单核细胞增生

李斯特菌、金黄色葡萄球菌等。其中大肠杆菌

（Escherichia coli, E. coli）是一种常见的食源性

致病菌，属于革兰氏阴性菌，可通过消化道、呼

吸道等途径感染，引发呕吐、腹泻、腹痛和快速

脱水，对消费者和食品行业都构成严重威胁  [2] 。

微生物因素潜在的食品安全问题不容忽视，因此，

杀菌过程是食品工业中不可或缺的工序。杀菌技

术不仅能延长食品储存时间，还可以降低致病菌

污染的风险 [3,4] 。

脉冲电场是研究最广泛、最具有发展前景的非

热加工技术之一，为传统的热杀菌提供了新颖的替

代方案 [5,6] 。脉冲电场一般由脉冲发生系统和脉冲电

场处理室组成。脉冲电场利用高压脉冲来灭活物料

中的微生物，其处理时间短，温度幅度变化小 [7] 。

许多研究表明，脉冲电场能够灭活食品中的细

菌 [8,9] 、细菌内生孢子 [10] 、真菌 [11] 、寄生虫 [12,13] 等，

同时能保留食品原有的营养成分和感官属性 [6,14–16] 。

脉冲电场技术灭活微生物的国内外研究较为广泛，

但是当前脉冲电场杀菌技术工业化难度大。脉冲电

场设备体积大，造价高，需要较高的电压，电极在

高电压下易电解及操作过程中风险较高 [17,18] ；脉冲

电场被认为是灭活液体和半固体食品中致病菌和腐

败菌最有前途的非热杀菌技术之一 [16] 。脉冲电场技

术单独作用于杀菌有一定的局限性，因此，将电场

技术与其他杀菌技术协同增强杀菌效果，优化杀菌

工艺 [10,19,20] 。现今，大多数研究的电压产生的电场

强度高至上万，高压电源的成本较高及改进难度大，

设备体积大。针对上述问题，在避免传统杀菌方式

缺点的同时，中强度脉冲电场（Moderate Intensity 
Pulsed Electric Fields, MIPEF），电场强度＜ 5 kV/cm，引

起了大多数研究者的关注 [17,21-24] ，能降低能耗、成

本也更实惠、操作简单、避免热效应且风险低。

目前，人们普遍认为技术的灭活机理主要集中

在电崩解理论 [25–27] 。有部分研究者认为细胞膜类似

于电容器。当施加外部电场时，细胞膜两边的不同

电荷和电解质会在膜的内外集中，对膜造成挤压，

从而减少膜的厚度。如果跨膜电压超过了一个特定

的阈值，细胞膜会开始出现孔洞，形成崩解孔，当

崩解孔面积占微生物细胞膜总面积的比例较小，是

可以逆转的。然而，如果崩解孔面积占比过大，并

且持续受到电场的影响，它们会变得不可逆，导致

细胞膜内的物质与外部物质发生大量自由交换，最

终导致细胞死亡。

本文旨在探索 MIPEF 灭活大肠杆菌的可行性以

及探究 MIPEF 灭活大肠杆菌的机理。因此，本文研

究了 MIPEF 在不同条件下对大肠杆菌的灭活效果，

测定了电场前后温度变化，表明了 MIPEF 是非热杀

菌技术，并采用生物学手段研究了 MIPEF 对大肠杆

菌的细胞结构和酶活性等方面的影响。本研究对非

热杀菌技术在食品工业中的应用具有重要意义，并

将完善 MIPEF 的杀菌机理。

macromolecules, and intracellular enzyme activities of E. coli treated with MIPEF were examined. The inactivation effect of 

MIPEF on E. coli differed under different conditions. The treatment time was positively correlated with the inactivation effect 

of MIPEF, and the microbial count was reduced by 3.08 lg CFU/mL after 100 min of treatment, with a temperature differential 

of 2.10 ℃ . The bactericidal effect of MIPEF on E. coli was different in various media solutions. The inactivation effect of 

MIPEF on E. coli decreased significantly as the mass fraction of sodium chloride increased. MIPEF had a greater bactericidal 

effect when the bacterial density was lower. The results of field emission scanning electron microscopy and transmission 

electron microscopy demonstrated that cell integrity was compromised following MIPEF treatment. Macromolecular 

constituents, including proteins and DNA, were significantly reduced following MIPEF treatment. Furthermore, the activities 

of adenosine triphosphatase (ATPase), succinate dehydrogenase (SDH), and pyruvate kinase (PK) were significantly 

diminished (P<0.05) in the samples treated with MIPEF for 100 min compared with those in control samples. Furthermore, 

the activities of Na+K+-ATPase, Ca2+Mg2+-ATPase, and SDH were reduced by 34.21%, 32.26%, and 86.93%, respectively, 

whereas the activity of PK was reduced by 88.93 U/g prot. This study provides a reference for application of non-thermal 

sterilization technology in the food industry and clarifies the sterilization mechanism of MIPEF.

Key words: moderate-intensity pulsed electric field; Escherichia coli; inactivation; non-thermal sterilization
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1  材料与方法

1.1 试剂和菌株

大肠杆菌 ATCC 25922，中国微生物菌种保藏

中心；胰蛋白胨大豆肉汤（TSB），青岛高科技工

业园海博生物技术有限公司；胰蛋白胨大豆琼脂

（TSA），青岛高科技工业园海博生物技术有限公

司；细菌学蛋白胨，广东环凯微生物科技有限公司；

氯化钠、氯化钾、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾，国药

集团化学试剂有限公司；三磷酸腺苷酶（Adenosine 
Triphosphate, ATPase）、琥珀酸脱氢酶（Succinate 
Dehydrogenase, SDH）、 丙 酮 酸 激 酶（Pyruvate 
Kinase, PK），南京建成生物工程研究所；所有有机

试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器和设备

高压脉冲电场设备，华南理工大学自制；LMQ.
C 全自动高压蒸汽灭菌锅，山东新华医疗器械有限

公司；SPX-25085H- Ⅱ生化培养箱，上海新苗医疗

器械制造有限公司；FE38-standard 台式电导率仪，

梅特勒托利多；FEI TECNAI G2 12 生物透射电镜，

赛默飞世尔科技公司；SU8020 场发射扫描电子显微

镜，日本日立公司；SpectraMax® ABS Plus 酶标仪，

美谷分子仪器有限公司。

1.3 实验方法

1.3.1 处理条件与计算过程

从 4 ℃冰箱保存的斜面菌种玻璃试管中挑取少

量菌体，无菌条件下，接种于 50 mL TSB 液体培养

基中，在 37 ℃，120 r/min 下，培养 22 h 得到微生

物培养液。将培养好的微生物菌液，以 1 mL 的量

接种于 50 mL TSB 液体培养基的锥形瓶中，37 ℃、

120 r/min 培养 6 h 至对数生长期，取培养好的菌液

5 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，用质量分数

为 0.85% 的氯化钠溶液使菌体重悬至适当浓度，

备用。

向半径为 4 cm 的圆柱形的反应室中加入 50 mL
菌悬液（两电极间隔 1 cm）。考察室温条件下

（26~28 ℃），不同介质（0.85% 氯化钠、0.01 mol/L 
PBS 和 0.10% 蛋白胨）、氯化钠质量分数（0.85%、

1.00%、2.00% 和 3.00%）、 电 场 强 度（0.16、0.20
和 0.24 kV/cm）、处理时间（20、40、60、80 和

100 min）和菌液密度（103、105、107 和 109）对微

生物灭活的影响。MIPEF 处理的波形为指数型衰

减波，基准时间为 25.0 μs，指数衰减波波形占

15.0 μs，触发源为 4.00 V，触发频率为 10 Hz。
未电场处理和经过电场处理的液体菌悬液各吸

取 1 mL，用质量分数为 0.85% 无菌生理盐水进行

梯度稀释，吸取 1 mL 稀释后的菌液于灭菌干燥的

玻璃培养皿中后，将 50 ℃ TSA 培养基倒入无菌玻

璃培养皿中与菌液混匀，37 ℃培养 48 h，进行菌落

计数，试验结果表示为 lgN0-lgN，其中，N0 和 N 分

别表示 PEF 处理前后的微生物数量（CFU/mL）。同

时用电子温度计记录电场处理前后菌液的温度。

根据 MIPEF 在不同条件下对大肠杆菌的灭活

效果，选择不同的处理时间（20、40、60、80 和

100 min）作为研究 PEF 灭活大肠杆菌机理的条件。

1.3.2 细胞形态的观察

场发射扫描电子显微镜（Field Emission Scanning 
Electron Microscopy, FESEM）：将电场处理前后离

心收集的（5 000 r/min，5 min，4 ℃）大肠杆菌细

胞置于 2.5%（V/V）的戊二醛溶液中，在 4 ℃条件

下固定过夜。固定后的细胞进行离心收集，并用

0.01 mol/L PBS 缓冲溶液洗涤 3 次，然后用 50%、

70%、100%（V/V）的乙醇溶液进行脱水（4 500 r/min、
5 min）。将脱水后的样品置于 -20 ℃真空冷冻干燥

1 h，样品喷金用于形态学观察。

生物透射电镜（Transmission Electron Microscope, 
TEM）：将电场处理前后离心收集的（5 000 r/min，
5 min，4 ℃）大肠杆菌细胞置于 2.5%（V/V）的戊

二醛溶液中，在 4 ℃条件下固定过夜。倒出固定液，

用 0.1 mol/L，pH 值 7.0 的 PBS 漂洗样品三次，每

次 15 min。用 1%（V/V）锇酸溶液固定样品 1~2 h，小

心取出锇酸废液，用 0.1 mol/L，pH 值 7.0 的磷酸缓

冲液漂洗样品三次，每次 15 min，用梯度浓度（包

括 30%、50%、70%、80%、90% 和 95% 五 种 浓

度）的乙醇溶液对样品进行脱水处理，每种浓度处

理 15 min，再用 100% 的乙醇处理 20 min 最后过

度到纯丙酮处理 20 min，用包埋剂与丙酮的混合液

（V:V=1:1）处理样品 1 h，用包埋剂与丙酮的混合

液（V:V=3:1）处理样品 3 h，纯包埋剂处理样品过

夜；将经过渗透处理的样品包埋起来，70 ℃加热过

夜，即得到包埋好的样品。样品在 LEICA EM UC7
型超薄切片机中切片，获得 70~90 nm 的切片，切

片经柠檬酸铅染液和醋酸双氧轴染液各染色 5 min
后晾干即可上镜观察，加速电压 100 kV。
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1.3.3 细胞内大分子物质渗出的测定

核酸和蛋白质的含量是借鉴以前的方法并进行

修改 [28] 。在波长分别为 260 nm 和 280 nm 的吸光度

（Abs）用来测量液体中核酸和蛋白质浓度。取

50 mL 电场处理后的菌悬液，在 4 ℃下 5 000 r/min
离心 10 min 后收集上清液，上清液置于石英比色皿

中，酶标仪下分别测定 260 nm 和 280 nm 处的吸光

值（Abs），试验平行三次。

1.3.4 细胞内酶活的测定 
将电场处理前后的菌液在冰浴条件下进行超声

处理（功率 300 W，超 2 s，间 9.9 s，共 7 min）。
采用试剂盒测定不同处理后大肠杆菌的 ATPase、
SDH 和 PK 活性，检测方法按照试剂盒说明书进行。

1.3.5 数据处理办法 
每项实验均做 3 次平行，并将结果以平均值 ±

标准差（SD）表示，多组间的差异使用单因素方差

分析（ANOVA），运用 SPSS 25 软件进行统计分析，

采用 Origin 2021 软件作图。

2  结果与分析

表 1  不同溶液的电导率

Table 1 Conductivity of different solutions

序号 不同溶液 电导率 /(mS/cm)

1 0.01 mol/L PBS 16.29±0.00

2 0.85 wt.% NaCl 15.06±0.01

3 1.00 wt.% NaCl 17.29±0.00

4 2.00 wt.% NaCl 32.82±0.02

5 3.00 wt.% NaCl 47.2±0.02

6 0.10 wt.% 蛋白胨 0.12±0.00

由表 1 可知，不同溶液的电导率各不相同，离

子浓度越大，溶液电导率越大。

2.1 不同MIPEF条件下对大肠杆菌的灭活效果

2.1.1 MIPEF对不同电场强度中大肠杆菌的

灭活效果

由图 1 可见，随着电场强度的增加（0.16~
0.24 kV/cm），大肠杆菌的致死对数差值显著增大

（P ＜ 0.05），表明电场强度显著影响氯化钠溶液中

的大肠杆菌致死率。当 MIPEF 处理时间为 60 min，
电场强度为 0.16、0.20、0.24 kV/cm 时，大肠杆菌

的灭活对数差值分别为 0.14、0.95、1.13 lg CFU/mL，
且电场处理后与前温差分别为 0.90、1.20、3.50 ℃。

原因是，当微生物细胞持续暴露于电场时，细胞膜

两侧积聚大量电荷，细胞膜两侧电势差发生变化，

细胞膜通透性增加，进而导致细胞死亡。Caminiti
等 [29] 使用实验室规模的 PEF 系统设备处理苹果汁，

脉冲宽度为 1 μs。当使用 PEF 时，观察到的微生

物数量分别减少为 1.80 lg CFU/mL（24 kV/cm）、

3.45 lg CFU/mL（34 kV/cm）。Huang 等 [30]  报 道 了

PEF 在葡萄汁中对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的微

生物灭活作用随电场强度的增加而增加，微生物数

量分别减少 3.36 和 2.27 lg CFU/mL（输入能量为

199.6 kJ/kg，275 μs）。因此，从上文可以看出，电场

强度是影响 PEF 对大肠杆菌杀灭效果的重要因素。

图 1 不同电场强度对 E. coli 的灭活效果

Fig.1 Inactivation of E. coli by different electric field 

intensities

注：图中不同字母表示差异显著（P ＜ 0.05）。图 2~5同。

2.1.2 MIPEF对不同处理时间中大肠杆菌的

灭活效果

图 2 不同处理时间对 E. coli 的灭活效果

Fig.2 Inactivation of E. coli by different treatment times

如图 2，MIPEF 对大肠杆菌的杀菌效果随电场

处理时间的延长（20~100 min）而增加。处理时间

为每次放电所放脉冲时间之和，大肠杆菌灭活数随

电场处理时间增加而提高，MIPEF 灭活大肠杆菌效

果明显增强。处理时间越长、脉冲数越增加、介质
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温度随之升高。在电场强度（0.20 kV/cm）一定的情

况下，MIPEF 处理 20 min 时，大肠杆菌的数量只

减少 0.16 个对数且温度差为 0.40 ℃。当处理时间

增加到 100 min 时，MIPEF 对大肠杆菌的灭活效

果增强，大肠杆菌的数量减少了 3.09 lg CFU/mL，
温差为 2.10 ℃。此条件下，MIPEF 反应前与反应后

的温差不大于 5 ℃，排除了热效应对大肠杆菌的致

死作用，这说明 MIPEF 属于非热加工技术。以上

结果表明，随着时间推移，微生物细胞不断暴露

在电场作用下，细胞膜两端电势差也会相应发生

变化，细胞膜通透性也会发生变化，继而引起细

胞的死亡。因此，结果表明，电场强度和脉冲处

理时间是影响 MIPEF 对大肠杆菌灭活效果的两个

重要因素 [31]。 

2.1.3 MIPEF对不同介质中大肠杆菌的灭活

效果

图 3 不同介质对 E. coli 的灭活效果

Fig.3 Inactivation of E. coli by different media

本研究以质量分数 0.85% NaCl、PBS 和质量分

数 0.10% 蛋白胨溶液为处理介质，研究不同处理介

质中 MIPEF 对大肠杆菌的杀菌效率影响。结果如

图 3 所示，在不同介质条件下，MIPEF 对大肠杆菌

的杀菌效果不同。在相同的电场强度和处理时间下

（0.20 kV/cm，60 min），大肠杆菌在质量分数 0.85% 
NaCl 中呈现出更高的失活状态，微生物数量减少了

0.96 lg CFU/mL。这表明较低的电导率有利于提高

MIPEF 的杀菌效率。其中，PBS 具有盐平衡、可调

整的适宜 pH 值缓冲作用和盐离子浓度的作用，能

够维持生物体细胞膜的稳定状态。蛋白胨溶液中离

子强度小，溶液导电性能差，从以上结果可以发现

并不是电导率越低对 E. coli 杀菌效果越好。电导率

是影响电场灭菌效果的重要因素之一，它影响了反

应室的电阻，进而对电场强度和温度产生影响
 [32] 。

电导率不同，频率和脉冲能量不同，微生物的灭活

率不同。已有研究表明，电场强度、脉冲频率和电

导率等不同参数是相互依赖关系 [33] 。处理介质的理

化特性可以显著影 MIPEF 的杀菌效果，特别是处理

介质的电导率对 MIPEF 杀菌效率影响很大，是因为

电导率影响电场强度和细胞膜的渗透性 [34,35] 。

2.1.4 MIPEF对不同氯化钠质量分数中大肠

杆菌的灭活效果

图 4 不同 NaCl 质量分数对 E. coli 的灭活效果

Fig.4 Inactivation of E. coli by different NaCl mass fractions

上图 4 结果表明，氯化钠质量分数高的溶液中

大肠杆菌的杀菌效果略差。与质量分数 0.85% NaCl
相比，3.00% NaCl 溶液的电导率更高，电导率分别

为 15.06 和 47.21 mS/cm。随着溶液质量分数增大，

介质内离子强度增加，介质渗透压升高影响微生物

生理活动，但 MIPEF 对大肠杆菌的灭活效果显著降低，

灭活数量分别为 0.97、0.76、0.24 和 0.17 lg CFU/mL，
且 MIPEF 处理后温度逐渐上升，温度差分别为 1.20、
1.40、1.80 和 2.00 ℃。电导率决定了放电端的负载

的阻值，是电阻率的倒数从而影响场强和温度，低

电导率杀菌效果强。当暴露于具有多种离子的介质

中时，细胞膜的稳定性可以解释在较高的离子强度

下失活水平降低的原因 [36] 。表明，MIPEF 对质量分

数为 0.85% 氯化钠溶液中的大肠杆菌有较好的灭活

效果（0.20 kV/cm，60 min）。一般来说，MIPEF 处

理在低电导率条件下更有效，电导率差的增加会削

弱微生物的膜结构，因为在 MIPEF 处理过程中，降

低溶液电导率会增加微生物细胞质和介质之间的电

导率差异，由于渗透力会在膜上造成额外压力，进

而使得细胞膜对 MIPEF 处理更加敏感。同时，离子

强度增大，溶液电导率增大，会导致明显的焦耳热

并增加 MIPEF 处理期间的能耗损失，伴随着介质温

度升高，降低了对微生物细胞外部扰动，最终微生

物呈现较低的灭活效果 [37] ，可以发现，电导率高的

氯化钠溶液中 MIPEF 处理前后温度差值越大。
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2.1.5 MIPEF对不同菌液密度中大肠杆菌的

灭活效果

图 5 不同菌液密度对 E. coli 的灭活效果

Fig.5 Inactivation of E. coli by different bacterial densities

在相同 MIPEF 强度和处理时间条件（0.20 kV/cm，

60 min）下，细菌密度对大肠杆菌的影响如图 5 所

示，菌液密度越小，MIPEF 的杀菌效果越强。当细

菌密度为 109 CFU/mL 时，MIPEF 处理后大肠杆菌

数量仅减少 0.18 lg CFU/mL。随着菌液密度的减少，

MIPEF 对大肠杆菌的杀灭作用增强。菌液密度为

107、105和103 CFU/mL时，微生物数量分别减少0.94、
1.53 和 1.64 个对数。以上结果说明，在 MIPEF 处

理相同时间内，细菌密度越低杀菌效果越好，细菌

密度对杀菌效果有显著影响（P ＜ 0.05），且电场处

理前后的温差为 1.00 ℃左右。结果表明，在固定一

定条件下，随着菌液密度的降低，杀菌效果不断增

强。在低细胞密度下，单个细胞分散，细菌呈单层

排列，在较高细胞密度下，细菌以多层结构存在。

在 MIPEF 处理下，细菌的顶层即使失活，也可以

成为物理屏障，保护下面的细菌免受电场作用，从

而降低微生物存活率 [38] 。Femandez 等 [39] 研究了初

始细菌浓度对冷大气等离子体（Cold Atmospheric 
Plasma, CAP）射流灭活鼠伤寒沙门氏菌的功效的影

响。结果发现，鼠伤寒沙门氏菌的灭活速率与初始

细菌浓度成反比。在较高的细菌密度下会分布不均

匀，形成相当大的团块和多层结构，这可能为 CAP
处理提供物理保护。

2.2 MIPEF对大肠杆菌的灭菌机理初探

2.2.1 MIPEF对大肠杆菌形态变化的影响

对大肠杆菌的微观结构进行观察，结果如图 6、
7 所示。FESEM 结果表示，对照组（图 6a1、6a2）
的大肠杆菌细胞未见明显变化，整体上呈完整的杆

状边界，而 MIPEF 处理下的细胞则出现了形态变形

和聚集。经过 MIPEF（0.20 kV/cm、20 min）处理

后（图 6b1、6b2），细菌表面出现了明显的破坏效应，

具体表现为表面空洞化和更严重的开裂。这些结果

证明，PEF 可以通过破坏菌株的形态结构来发挥抑菌

作用。TEM 照片显示了与 FESEM 结果类似的趋势。

图 6 不同处理时间对 E. coli 形态的影响

（场发射扫描电子显微镜）

Fig.6 Effect of different treatment times on the morphology 

of E. coli (FESEM) 

注：a 为对照组，b、c、d、e、f 分别为 MIPEF 处理

20、40、60、80、100 min。1 为放大 10 000 倍，2 为放大

40 000 倍。箭头代表破损细胞。
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图 7 不同处理时间对 E. coli 形态的影响（生物透射电镜）

Fig.7 Effect of different treatment times on the morphology

 of E. coli (TEM)

注：a 为对照组，b、c、d、e、f 分别为 MIPEF 处理

20、40、60、80、100 min。箭头代表细胞的细胞膜、细胞

壁及细胞质变化。

如图 7 所示，未处理（图 7a1、7a2）的细菌呈

典型的棒状、无破损、光滑，细胞膜完整，细胞质

在菌体中分布均匀。相比之下，经 MIPEF 处理

的细菌则不完整、破碎。在 MIPEF 处理 60 min
后（图 7d1、7d2），大肠杆菌的细胞结构发生了很

大变化，部分细胞的细胞壁在某些区域断裂，细胞

内的细胞质不均匀，呈空洞状，细胞壁结构模糊，

细胞壁呈不连续状态，有些细胞甚至完全破碎和

解体。经 MIPEF 处理后，细菌的磷脂双分子层变

形，破坏严重，导致细胞中的内细胞渗漏，加速

了大肠杆菌的凋亡。TEM 和 FESEM 结果表明，

MIPEF 处理对大肠杆菌的细胞膜起到了破坏作用，

改变了大肠杆菌的细胞结构，这可视为 MIPEF 对

大肠杆菌的抗菌机制  [40] 。Niu 等  [9] 也发现 MIPEF
处理醋酸杆菌可以观察到细胞结构明显变化，细

胞表面皱缩，有塌陷。

2.2.2 MIPEF对大肠杆菌细胞内大分子物质

的影响

图 8 显示了处理液上清液的 OD260 和 OD280 值。

随着 MIPEF 处理时间的延长，细菌上清液中的核酸

和蛋白质含量明显增加（P ＜ 0.05）。结果表明，随

着电场处理时间的增加，处理过的细菌上清液中的

核酸和蛋白质浓度呈线性增加。与此同时，细胞内

核酸和蛋白质的浓度逐渐下降。这说明 MIPEF 对大

肠杆菌的细胞壁和细胞膜有破坏作用，且破坏程度

与处理时间有关，在 100 min 内，随着处理时间的

增加，细胞膜破坏程度越高。

细胞质内容物的渗漏是细菌细胞质膜受损的典

型表现。当细胞膜受到破坏时，钾和磷酸盐等小

离子往往首先渗出，其次是 DNA、RNA、蛋白

质等大分子物质。核酸因含有嘌呤环和嘧啶环，

在 260 nm 的紫外区有特征峰；蛋白质因含有色氨酸

和酪氨酸残基，在 280 nm 的紫外区有特征吸收峰，

浓度与吸光值成正比
 [28] 。也就是说，除了细胞内离

子的渗漏外，核酸、蛋白质等大分子物质也会发生

渗漏，细胞通透性明显增强。这些离子和生物大分

子都是维持细胞正常生命周期所必需的，它们在细

胞内受到细胞膜的保护，形成屏障，发挥正常的功

能作用。然而，当对细胞施加电场时，细胞膜的屏

障功能受损，各种重要物质泄漏，细胞代谢异常，

最终导致细胞死亡。这些结果表明，微生物细胞膜

发生了不可逆损伤，导致蛋白质和一些重要分子等

细胞成分的损失，进而导致细胞死亡。
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图 8 不同处理时间对 E. coli 细胞完整性的影响

Fig.8 Effect of different treatment times on the cell 

membrane integrity of E. coli

注：图中不同字母表示差异显著（P ＜ 0.05）。图 9 同。

2.2.3 MIPEF对大肠杆菌内酶活的影响

ATPase 是一种高能磷酸化合物，对细菌的能量

代谢非常重要，还对 SDH 和 PK 在内的主要呼吸代

谢酶的活性进行了测定。结果表明，在 MIPEF 处理

条件下，酶活性呈下降趋势（图 9）。

图 9 MIPEF 对 ATPase、SDH、PK 的影响

Fig.9 Effect of MIPEF on ATPase, SDH, PK

大肠杆菌的 ATPase 活性在不同处理下的变化

见图 9a 和 9b。从图中可以看出，MIPEF 处理后，

ATP 相关酶如 Na+ K+-ATPase 和 Ca2+Mg2+-ATPase 的

活性受到抑制。与对照组相比，经 PEF 处理 100 min
的细菌的 Na+ K+-ATPase 和 Ca2+Mg2+-ATPase 活性

分别下降了 34.21% 和 32.27%。与对照组相比，脉

冲电场处理后大肠杆菌的 SDH 酶活性明显降

低（图 9c）。电场处理 20 min 后，SDH 活性值从

45.79 U/mg prot 降至 34.20 U/mg prot。电场处理

60、80 和 100 min 后，观察到 SDH 活性分别降低

了 71.09%、78.88% 和 86.93%。如图 9d 所示，PEF
处理 20 min 组的 PK 活性变化范围较窄。随着处理

时间的延长，PK 活性在 100 min 内呈下降趋势。在

60、80 和 100 min 时，PK 活性分别降低了 33.35、
48.81 和 88.93 U/g prot。经 PEF 处理的细菌的 PK
活性明显降低（P ＜ 0.05）。ATP 与能量代谢、细胞

功能和生命活动密切相关。ATPase 是促进 ATP 生

成和代谢的最重要酶之一。它的主要作用方式是为

细胞提供辅助因子和能量，将 ATP 催化为二磷酸腺

苷（Adenosine Diphosphate, ADP），从而为细胞提

供能量
 [41] 。ATPase 活性的降低会阻碍碳水化合物的

代谢，从而阻碍细胞生长，甚至导致细胞死亡。经

MIPEF 处理的 E. coli 中 ATPase 活性水平的降低表

明 ATPase 的活性被 PEF 破坏。SDH 是参与三羧酸
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循环（Tricarboxylic Acid Cycle, TCA）的关键酶，

是细胞膜上唯一参与氧化磷酸化的多亚基酶。琥珀

酸是由琥珀酰 -CoA 转化形成，然后在 SDH 的催化

下转化为延胡索酸并同时产生 FADH2
 [42] 。由于 SDH

在呼吸代谢中的重要作用，SDH 已成为一些抑菌剂

的作用靶点 [43] 。同时，糖酵解途径与 ATP 的形成有

联系。PK 将磷酸烯醇式丙酮酸和 ADP 分别转化为

丙酮酸和 ATP。在丙酮酸脱氢酶系统的作用下，丙

酮酸发生氧化脱羧形成乙酰辅酶 A。乙酰辅酶 A 与

草酰乙酸反应生成柠檬酸，开启 TCA。目前的数据

支持了呼吸障碍和能量限制可能是 PEF 抑制 E. coli
的重要靶标之一。

根据目前的研究结果，总结 MIPEF 灭活 E. coli
的潜在机制，并在图 10 中绘制示意图。简单地说，

MIPEF 可以有效地破坏 E. coli 细胞壁和细胞膜，影

响细胞完整性，从而引起细胞内成分的泄漏。此外，

MIPEF 的存在导致能量和呼吸代谢紊乱，这可能是

杀菌作用的主要机制。

图 10 MIPEF 抑菌的机理示意图

Fig.10 Schematic illustration of the antibacterial 

mechanism by MIPEF

3  结论

本文研究了 MIPEF 对 E. coli 的灭活效果及

机理研究。结果发现，不同条件下 MIPEF 对大

肠杆菌的灭活效果不同，其中处理时间是影响 E. coli
灭活效果最重要的因素，随着处理时间的延长，

E. coli 致死率增加。最后通过平板计数、细胞

膜完整性、细胞形态和胞内酶活测定分析，发现

MIPEF 对 E. coli 抑菌机理是通过改变细胞膜的

通透性，破坏细胞形态结构，细胞内容物泄露，

抑制酶活性，影响细胞呼吸和能量代谢，从而导

致细胞生长受到抑制或裂解死亡，其综合效应如

图 10 所示。但对于 MIPEF 处理过程中细胞内生

物大分子之间的互作及其对微生物的影响还待进

一步研究。
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