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食品中的亚致死致病菌修复及检测技术研究进展 

宋金丽, 索  标*, 王  娜, 艾志录 
(河南农业大学食品科学技术学院, 郑州  450002) 

摘  要: 食品中亚致死损伤细菌的存在不容忽视, 因为受损的细胞能够在适宜的条件下修复, 并且对选择性培

养基敏感, 容易造成假阴性检测结果, 在食源性致病菌检测过程中需要将其考虑在内。然而, 目前关于该领域

的研究综述尚少。本文对食品中亚致死损伤细菌的形成、修复及检测方法等进行了综述。开展该领域的研究, 对

于食品安全控制技术和快速简便检测方法的开发具有重要的意义。 
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Progress in recovery and detection technology for sublethal-injury 
pathogens in food 

SONG Jin-Li, SUO Biao*, WANG Na, AI Zhi-Lu 
(College of Food Science and Technology, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China) 

ABSTRACT: The presence of injured pathogens in food should not be ignored during safety detection, be-
cause of their capability of repair under suitable conditions and their sensitivity to selective medium which can 
cause false negative detection results. However, there are little studies on such researches. This paper reviewed 
the formation, characteristics, detection methods, and factors influencing on sublethal-injury pathogens. The 
research are meaningful for the development of food safety control technology, as well as the development of 
rapid and convenient detection methods. 
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1  前  言 

不管是食品厂家、监管机构还是消费者, 都十
分关注食品微生物污染。食品中的微生物在长期进

化过程中, 为了抵御各种不利环境的胁迫, 已逐渐
演化出各自独特的抵抗胁迫能力 [1], 食品中微生物

经过加工、流通、贮藏等一系列过程处理后状态会

发生改变。 
目前研究认为, 微生物会呈现死亡、受损和未受

损三种状态[2], 在经物理和化学等保藏方法处理后, 
存在的微生物细胞, 会包括死亡细胞, 受损细胞和未
受损细胞。死亡细胞是由于食品保藏方式对微生物造
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成了致死或不可逆损伤, 无论是在选择性培养基还
是非选择性培养基上均不能正常生长的细胞; 受损
的细胞即为一定条件下的亚致死细胞, 处理方法所
造成的损伤是可逆性损伤, 这些细胞能够在非选择
性培养基中得到修复并增殖, 但在选择性培养基上
则会死亡; 未损伤细胞能正常等量的生长在选择性
和非选择性培养基上而不受任何影响[3]。 

通常情况下, 如检测技术选择不当, 得到的只
是未受损细胞的数目。受损的细胞不能用选择性培养

基进行检测, 因此在选择性培养之前需要用非选择
性培养基进行一个修复或恢复的过程[4]。这也是目前

食源性致病菌检测之前, 大都需要经过非选择性修
复培养后再经过选择性增菌这两步的主要原因[5]。对

受损细胞进行检测在一些领域非常重要, 如食品的
防腐保鲜, 消费者的权益保护和安全食品的生产。随
着快速检测方法的发展, 能够同时检测受损和非受
损细胞, 以及区分活细胞和死细胞来避免假阴性和
假阳性的结果非常重要。 

2  食品中的处理方式可以引起对致病菌的

亚致死损伤 

在食品工业中, 食品的保藏需要先将食品中的
微生物和酶类杀死或失活, 以增强产品的安全性和
稳定性。为了确保食品的安全性, 热杀菌一直是食品
工业中极为重要的杀菌钝酶方式。此外, 随着生活水
平的提高, 消费者逐渐趋向于新鲜且保持原有天然
风味的食品, 对食品的新鲜、营养、安全要求越来越
高, 希望食品在加工过程中能保持其原有的品质, 这
就推动了速冻食品的发展和非热加工技术的研究开

发。现如今的主要非热处理方式有高压脉冲电场、超

高压、强磁脉冲、脉冲强光、超声波、高能射线、膜

分离和活性包装等技术[6], 或者是将这些技术与一些
化学试剂相结合[7], 国际学者对这些技术损伤微生物
的研究产生浓厚的兴趣。不同的加工处理方法和贮藏

环境对微生物的影响不同, 国内外很多学者就处理
方法和环境胁迫对微生物的影响进行了研究[8, 9]。 

加工处理方法和贮藏环境可引起致病菌的亚致

死损伤, 目前研究比较多的为亚致死沙门氏菌、大肠
杆菌、副溶血性弧菌等。致病菌遭受亚致死损伤时, 
细胞将发生一些变化, 如: 热可导致细胞膜受损, 细
胞内的蛋白质变性, 调节细胞新陈代谢的生物酶失
活[10], 亦可导致核酸分解, DNA受损。超高压处理可

使细胞膜形态结构造成明显的损伤, 导致细胞膜通
透性发生变化, 细胞壁局部破坏、出现缺口, 使得细
胞质内含物泄露[11]。电场杀菌技术可对致病菌细胞蛋

白质造成损伤, 从而引起细胞穿孔[12]。革兰氏阴性

菌细胞膜外的脂多糖分子经冷冻后受损[13]。超声辐

照会使酵母细胞原生质体与细胞壁脱离, 细胞内部
结构紊乱、细胞器受到破坏、细胞质变性, 也会使
细胞壁破损、膜穿孔, 细胞内容物流出[14]。现有的

研究结果表明, 细胞膜是冷冻、高温、辐射、高压
脉冲电场等处理后细菌亚致死损伤的关键部位, 亚
致死细菌也常因细胞膜完整性的破坏而对另外一种

胁迫因子更为敏感[3]。大部分的受损细胞渗透调节能

力受挫(表面结构和细胞质膜)使其对一些选择性成
分或抗菌剂敏感。值得注意的是, 细胞的损伤程度是
不同的, 并非所有的处理形式都能够得到可辨认的
损伤。细胞的损伤程度与胁迫处理方式, 细菌种类, 
食品的成分和粘稠度以及储藏条件有关[15]。因此, 为
了开发受损细菌有效的修复方法, 有必要将这些因
素考虑在内。 

3  食品中亚致死致病菌的修复与检测 

多年以来, 从加工的食品到环境的物品中, 致
病菌受损细胞的修复一直被微生物学家所关注。研究

表明, 无论微生物遭受什么样的处理, 受损的细胞有
以下特点: (1)修复的过程要先于增殖的过程; (2)在适
宜的培养条件下, 受损细胞得到修复; (3)处理方式不
同, 所需的最优温度和修复时间不同, (4)亚致死损伤
的细胞对选择性成分敏感, 完全修复的细胞对选择
性成分有抵抗性[4]。有些学者证实高压亚致死细菌的

最佳修复温度比正常细菌的最佳适宜温度要低: 亚
致死副溶血性弧菌、单增李斯特菌、大肠杆菌的最佳

修复温度分别为是 30 ℃、15 ℃、25 ℃, 而不是
37 ℃[16-18]。亚致死鼠伤寒沙门氏菌能够在胰蛋白胨

大豆肉汤琼脂中生长, 但是在紫罗兰色胆盐葡萄糖
琼脂中检测不出来[3]。因此, 在分离和传统的计数前
通常对受损细胞进行修复。 

3.1  食品中的亚致死致病菌对检测结果的影响 

亚致死致病菌的存在对检测结果有重要影响 , 
一方面可能高估活性细胞存在的数目[19], 也有可能
低估活性细胞存在的数目[20]。传统的致病菌检测主

要依赖于选择性平板培养和免疫与生化鉴定相结合
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的方法。亚致死致病菌对选择性琼脂培养基中的选择

性成分敏感, 可能会导致检测结果偏低或是出现假
阴性结果。而亚致死细菌表面抗原结合位点的丧失, 
将限制免疫学等方法在亚致死损伤细菌检测中的应

用, 而分子生物学检测方法以核酸为检测靶点, 无法
有效区别活细胞、死细胞以及亚致死细胞[21], 这些在
检测未损伤食源性致病菌中有效的方法, 在亚致死
损伤细菌的检测中存在很大局限性。只有重视食品中

亚致死损伤细胞的存在, 在检测之前采用合适的方
法对有害微生物损伤关键部位进行修复, 才能真正
实现食品的安全检测。 

3.2  食品中亚致死致病菌的修复 

通常情况下, 致病菌的亚致死损伤转变是可逆
的, 受损细胞的修复在生长繁殖之前, 在修复过程中, 
磷脂和核酸可再合成, 细胞内物质恢复到正常状态。
研究表明受损细胞的延滞期要比正常细胞的延滞期

长[22], 这是因为受损的细胞在生长时需要对损伤部
位进行修复, 合成蛋白质和核酸[23]。对于热、冷冻、

干燥和辐射损伤的亚致死菌而言, 细胞内核糖体和
质膜的修复对细胞的恢复至关重要[15]。通常情况下, 
在适当的培养温度下, 受损的细胞在营养丰富的非
选择性培养基中培养 2∼4 h 就能得到修复[24]。另外, 
受损过程中损失的 RNA的再合成对修复的第一阶段
至关重要[25]。致病菌的损伤使其致病能力消失, 然而, 
细胞一旦得到修复仍会具有致病能力。 

在修复过程中, 一些抑制物质将会影响受损细
胞的修复机制, 如呼吸过程能够形成过氧化氢, 或者
是培养介质中有过氧化物, 将会降低过氧化氢酶和
超氧化物歧化酶的活性, 从而对受损细胞产生毒害
作用。Martin等[26]报道选择性培养基中过氧化氢酶的

出现克服了过氧化氢对微生物活细胞和受损细胞计

数的不利影响。Rayman等[27]研究指出非选择性琼脂

中添加丙酮酸盐能明显提高加热受损沙门氏菌的修

复能力。在选择性培养基中添加吐温 80 和氯化镁以
及铁元素可以推进受损微生物的修复。Murthy 等[28]

研究表明添加 Tween 80和氯化镁的VRB琼脂明显比
传统的 VRB琼脂对冷冻受损的大肠杆菌的修复效果
好。在细胞受损程中, 细胞膜和核糖体因镁离子的流
失而受损。Tween 80作为液体表面活性剂, 将修复细
胞质膜的损伤, 而氯化镁的添加补充了流失的镁离
子。段学辉等[29]对食品微生物检验中损伤大肠杆菌

的修复就行了研究, 结果显示: 氯化镁、丙酮酸钠及
吐温 80 可以使亚致死损伤菌体在选择性培养基上不
同程度的得以修复。因此, 开发增进损伤修复的快速
方法可以将这些添加物质考虑在内。 

3.3  食品中亚致死致病菌的测定方法  

修复受损致病菌的一个理想方法包括正常菌的

生长和受损菌的修复。非选择性的培养基允许受损和

未受损的细菌共同生长, 但是在有多种菌存在的情
况下, 不能区分目标致病菌。亚致死致病菌一般的检
测方法分为固体培养基修复后检测法和液体培养基

修复后检测法, 固体修复后检测法可以直接计数, 通
常是选择性计数, 液体培养基修复检测法为亚致死
损伤在液体培养基中修复后, 再用选择性培养基或
是现在分子生物学方法进行检测。 
3.3.1  基于固体培养基修复后的检测方法 

传统的致病菌检测方法, 主要是利用选择性培
养基对目标致病菌进行测定。但由于亚致死致病菌对

选择性成分敏感, 需要将其修复后才可进行选择性
检测。传统的固体培养基修复方法是将样品混合液在

非选择性培养基中进行倾注或涂布培养, 培养条件
为 25∼37℃, 1∼4 h。修复之后, 平板上覆盖 7∼12 mL
的选择性琼脂, 可以对特定的微生物进行加强, 然后
增殖。在培养过程中, 选择性成分渗透进非选择性培
养基中, 给培养介质营造选择性环境。因为细胞已经
被修复, 它们将对选择性成分产生抗性, 生长增殖形
成菌落[4]。固体培养基修复后检测亚致死致病菌的方

法可以看作是传统的固体选择性培养基检测法的改

进。这种方法与液体培养基修复后检测亚致死致病菌

的方法相比更加经济、直接。但是, 有些细菌可以形
成非常小而且孤立的菌落, 这些菌落在覆盖的选择
性培养基上生长较难。另外, 选择性培养基的温度能
够对在非选择性培养基中修复过的目标菌产生影响, 
食品中的抑制剂和成分可能影响其修复。目前的亚致

死致病菌固体培养基修复后的检测方法包括平板倾

注 -覆盖法 [30]、平板表层 -覆盖法 [31]、薄层琼脂法
[32](thin agar layer, TAL), 琼脂衬层法[28](agar underlay 
method, Lutri plate recovery method), 四组薄层琼脂
法[33](four-compartment thin agar layer method, 4-TAL )
和 膜 或 者 固 体 支 撑 法 [34,35](membrane or sol-
id-support-based method)、膜过滤和疏水性网格膜过
滤法[36,37]。 
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3.3.2 基于液体培养基修复后的检测方法 
这种培养法, 通常将处理过的食品接种于非选

择性培养基中进行修复, 然后通过选择性琼脂培养
基进行计数或者是通过聚合酶链式反应进行检测。修

复后的选择性平板计数不仅仅包括修复过的受损菌, 
还包括未受损菌的增殖, 尤其是在培养时间延长的
情况下。因为在修复前, 未受损细胞和非目标菌会增
殖, 这个过程不能满足有效的监管, 尤其是通过平板
计数时。 

Kang等[38]用 2倍稀释法(twofold dilution method, 
2FD)对总活菌数和大肠杆菌(包括亚致死损伤菌)进
行计数, 与琼脂培养方法相比, 2FD 法得到热损伤大
肠杆菌的数目显著增多, 并节约时间和空间, 然而却
不能对微生物进行进一步的分离测定。 

许多学者认为胰蛋白胨大豆肉汤可对亚致死细

胞进行修复[39], 因为里面所含有的多肽类有益于细
胞膜的修复。液体培养可以对多种亚致死致病菌同时

进行修复, 获得的菌液可以进行快速多重检测, 如多
重聚合酶链式反应, 节约了时间, 是现如今亚致死致
病菌检测方法的发展趋势。近年来, 其他的检测亚致
死损伤致病菌的方法也已有报道, 例如活性染色法
(采用 BacLightk bacterialviability 试剂盒, 二醋酸羧
基荧光素等)[40], 流式细胞计量术[41], 以及通过找到
亚致死细胞的临界渗透压进行选择性培养以确定其

产生数量[42]等, 这些技术在食品安全检测中也具有
一定的应用前景。 

4  结  论 

食品中细胞膜受损的亚致死致病菌给食品安全

保障带来严重隐患, 必须引起人们的足够重视, 这是
因为与处于正常状态的微生物一样, 亚致死损伤致
病菌在食品中广泛存在, 且仍具有代谢活性和致病
能力, 在适宜条件下能够得到修复并增殖, 而且由于
其对选择性培养基敏感, 因此容易给食品安全检测
造成假阴性结果。只有重视食品中亚致死损伤细胞的

存在, 在检测之前采用合适的方法对有害微生物损
伤关键部位进行修复, 才能更有效地实现食品的安
全检测。 
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“食品接触材料有害物质检测技术”专题约稿函 

 

随着国家对食品安全问题重视程度的提高，食品包装接触材料的安全性已成为食品安全的重要组成部

分。食品包装材料中各类有害物质种类繁多，包装材料与有害物质的检测技术显得越来越重要。如何根据我

国食品消费特点判断及评估国内包装材料的安全性，建立我国包装材料中污染物的安全限值，成为食品安全

检测领域急需讨论和解决的重要问题。 

鉴于此，本刊特别策划了“食品接触材料有害物质检测技术”专题，由湖南出入境检验检疫局王利兵研

究员担任专题主编，围绕“食品接触材料不稳定性有害物、食品以及模拟物中重要污染物、如何快速检测、

迁移预测模型的建立及食品包装材料的安全性评价”等多方面展开讨论，计划在 2013年 8月出版。 

编辑部特向各位专家诚征惠稿，综述、研究论文均可，以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。请

在 2013年 7月 15日前通过网站或 Email投稿。我们将快速处理并优先发表。 
 
投稿方式： 

网站：www.chinafoodj.com 
Email：jfoodsq@126.com 
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