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活的非可培养状态细菌的培养和复苏条件的研究 

刘玉杰, 邵文泰, 张  浩, 鞠  宝* 

(烟台大学生命科学学院, 烟台  264003) 

摘  要: 目的  研究食品常用的消杀条件对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌进入活的非可培养状态(viabile but 

nonculturable, VBNC)的诱导, 并探讨高温诱导的 VBNC 菌的复苏条件。方法  将对数生长期的大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌通过温度、盐度以及不同浓度的山梨酸钾处理进行诱导; 对高温条件诱导的 VBNC 菌液添加维生素类

物质, 研究复苏 VBNC 菌的条件。结果  大肠杆菌在‒20℃培养可形成 VBNC 菌, 在温度超过 65℃, 水浴 30 min

时存在 VBNC 菌; NaCl 浓度大于 15%环境下培养 15ｄ可诱导 VBNC 菌的形成; 山梨酸钾浓度高于 0.15%即可诱

导大肠杆菌进入 VBNC; 金黄色葡萄球菌在相同条件下诱导菌落数变化缓慢, 未出现 VBNC 菌。复苏研究中, 添

加 0.10‰~0.18‰范围的维生素 C 或 0.252%的泛酸或 0.06‰生物素可使 VBNC 的大肠杆菌复苏; VBNC 的金黄色

葡萄球菌复苏则需要添加 0.20‰~0.25‰范围的维生素 C 或 0.248%的泛酸或 0.06‰生物素。结论  食品常用的

消杀条件均有形成 VBNC 菌的可能, VBNC 状态下的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌在添加适量维生素类物质后

可恢复培养能力。本研究有望为企业对食品的消杀处理以及检测、储藏运输等条件改善提供科学依据。 
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Study on the culture and recovery conditions of viabile but  
nonculturable bacteria 

LIU Yu-Jie, SHAO Wen-Tai, ZHANG Hao, JU Bao* 

(College of Life Sciences, Yantai University, Yantai 264003, China) 

ABSTRACT: Objective  To study the induction of Escherichia coli and Staphylococcus aureus into viabile but 

nonculturable (VBNC) by commonly used food sterilization conditions, and explore the recovery conditions of high 

temperature-induced VBNC bacteria. Methods  Escherichia coli and Staphylococcus aureus in logarithmic growth phase 

induced by temperature, salinity and different concentrations of potassium sorbate. Vitamins were added to the VBNC 

bacteria solution induced by high temperature to study the conditions for revival of VBNC bacteria. Results  VBNC 

bacteria could be formed when Escherichia coli was cultured at ‒20℃ and when the temperature exceeds 65℃ in a 

water bath for 30 min, the formation of VBNC bacteria could be induced by culturing for 15 days under the 

environment of NaCl concentration higher than 15%. It could be induced into VBNC by potassium sorbate 

concentration higher than 0.15%. Staphylococcus aureus induced a slow change in the number of colonies under the 

same conditions, and no VBNC bacteria appeared. In the resuscitation study, adding vitamin C in the range of 
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0.10‰‒0.18‰ or 0.252% pantothenic acid or 0.06‰ biotin could revive Escherichia coli of VBNC state. The 

recovery of Staphylococcus aureus of VBNC state required the addition of vitamin C in the range of 0.20‰‒0.25‰ 

or 0.248% pantothenic acid or 0.06‰ biotin. Conclusion  Commonly used food sterilization conditions may form 

VBNC bacteria and Escherichia coli and Staphylococcus aureus in VBNC state can recover their cultivation ability 

after adding proper amount of vitamins. This research is expected to provide a scientific basis for the improvement of 

conditions such as food disinfection, detection, storage and transportation in enterprises. 

KEY WORDS: Escherichia coli; Staphylococcus aureus; viabile but nonculturable; induction; recovery 
 
 

0  引  言 

芽孢类微生物受外界环境胁迫会形成芽孢进入休眠状

态, 而在 20 世纪 80 年代由 XU 等[1]提出了关于非芽孢类微

生 物 的 休 眠 状 态 - 活 的 非 可 培 养 状 态 (viabile but 

nonculturable, VBNC), 即非芽孢类微生物在不适条件下丧

失自身可繁殖的能力, 但仍具有代谢活性的一种存在状态。 

目前, 研究报道有 100 多种微生物可进入 VBNC 状态, 

其中包括革兰氏阳性细菌 33 个属, 革兰氏阴性细菌 11 个

属, 有 3 种酵母也可进入 VBNC 状态[2‒4]。已知低温、寡营

养、渗透压变化、紫外照射等条件均可诱导微生物进入

“VBNC”状态[5‒9], 诱导机制是多因素协同参与, 目前主要

以严紧反应、毒素-抗毒素系统以及蛋白酶对抗毒素水解的

诱导机制研究较多[9‒12]。并且研究发现处于 VBNC 状态的

微生物在环境中胁迫因素解除或添加复苏物质时, 其可培

养能力便会恢复, 目前已知添加复苏因子(Rpf 蛋白)[13]、梯

度升温[13‒15]、丙酮酸[16‒17]、吐温[18]、蛋白酶[19]等方法可

使 VBNC 状态菌复苏。 

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌是食品污染的主要致病菌, 

分别属革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌, 也是食品检测的重

要检测对象[20‒21]。烟台市芝罘区疾病预防控制中心对 2021

年烟台市水产品、水果蔬菜、调味品、鱼类 4 类食品受食

源性病原菌污染情况的调查表明, 除调味品类外其他 3 类

的致病性微生物检出率均较高 , 500 份样本的检出率为

22.4%, 其中沙门菌、金黄色葡萄球菌、致泻性大肠埃希菌

为主要致病因子[22]。 

食品微生物检测手段主要以平板涂布计数法、分子检

测等[23‒26], 对于“VBNC”状态的微生物检测方法有分子生

物学法 , 如氮溴化丙锭-实时定量荧光检测法 (propidium 

monoazide-fluorescence quantitative polymerase chain reaction, 
PMA-qPCR)、免疫学法、光学法(荧光显微镜观察)等[27‒28], 

目前的检测方法对 VBNC 菌无法做到准确检出。现有研究

大都以低温形成 VBNC 菌为研究对象探究其复苏条件, 

PINTO 等[29]研究 4℃诱导大肠杆菌进入 VBNC 状态并可使

其复苏; DEBNATH等[30]在 4℃下诱导霍乱弧菌形成 VBNC

菌可添加蛋白酶 K 复苏。但食品的主要消杀手段是采用高

温灭菌, 易形成 VBNC 菌且难以检出, 以高温诱导实验菌

株形成 VBNC 菌并添加维生素类物质进行复苏的研究鲜

有报道 [31‒33]。因此, 本研究通过低温诱导、高温水浴、

NaCl、山梨酸钾等条件诱导大肠杆菌、金黄色葡萄球菌进

入 VBNC 状态, 并对由高温诱导形成的 VBNC 状态菌添加

维生素类物质进行复苏条件的研究, 以期研究出高温诱导

形成 VBNC 菌的复苏条件以应用于该消杀环境下的微生

物 VBNC 菌检测, 并期望由此可找到适合 VBNC 微生物的

共同复苏因子, 为食品保藏处理的条件选择及通过复苏后

检测致病菌提供有效依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株及其培养基 

该实验所用菌株为烟台大学生命科学学院实验室提

供的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌。 

Luria-Bertani 培养基(LB 培养基): 蛋白胨 10 g、酵母

浸粉 5 g、氯化钠 10 g、去离子水 1 L, 调节 pH 在 7.0~7.2。

固体培养基是在上述培养基基础上添加 1.5%~2.0%的琼脂

粉。LB 培养基为自制。 

1.2  材料与试剂 

NaH2PO4ꞏ2H2O(分析纯, 天津市恒兴化学试剂制造有

限公司); Na2HPO4(分析纯, 天津市北联精细化学品开发有

限公司); NaCl(分析纯, 天津市瑞金特化学品有限公司); 

山梨酸钾(分析纯, 天津市光复精细化工研究所); 维生素

C(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); D-泛酸钙(分析

纯, 上海蓝季科技发展有限公司); 生物素(分析纯, 北京化

工基地科学与技术研究院); 吖啶橙(分析纯, 北京索莱宝

科技有限公司); 碘化丙啶(纯度≥95%, 上海源叶生物科

技有限公司); 蛋白胨(分析纯, 北京奥博星生物技术有限

责任公司); 酵母浸粉(分析纯, 北京双旋微生物培养基制

品厂); 琼脂粉(分析纯, 北京康倍斯科技有限公司)。 

1.3  仪器与设备 

HN-36S 电热恒温培养箱(上海力辰邦西仪器科技有

限公司); THZ-82 气浴恒温振荡器(常州市亿能实验仪器厂); 

Allegra X-30R 高速冷冻离心机[贝克曼库尔特(美国)股份

有限公司]; DM3000 LED 正置荧光显微镜(莱卡显微系统

德国有限公司)。 
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1.4  实验方法 

1.4.1  大肠杆菌、金黄色葡萄球菌生长曲线的测定 

由斜面保藏的菌种经无菌接种环转接至无菌 LB 液体培

养基中, 放置恒温培养箱 37℃, 170 r/min 培养 12~18 h, 作为

种子液备用。将菌液按照 2%的接种量接种至无菌 LB 液体培

养基并振荡混匀, 通过 10 倍梯度稀释该状态下的菌液后平板

涂布, 记录初始菌落数。然后将菌液放置恒温培养箱 37℃, 

170 r/min 培养, 每间隔 1 h 通过 10 倍梯度稀释该状态下的菌

液后平板涂布以记录菌落的数量变化, 每组做 3 次平行实验。 

1.4.2  诱导实验 

取培养至对数生长阶段的微生物菌液 3 mL 接入至

27 mL 诱导培养基(诱导条件选择见表 1, 高温处理为水浴

30 min), 使诱导菌液菌落数在 107 CFU/mL。室温条件下诱

导培养, 每间隔 5 d 通过平板涂布法获得该时间下的大肠

杆菌可培养菌落数, 若可培养数量变化较小时可 10 d 记录

一次可培养数量。当大肠杆菌可培养数低于检测线时, 通

过荧光显微镜观察活菌、死菌的数量以确定是否存在进入

VBNC 状态菌, 每组做 3 次平行实验。 
 

表 1  大肠杆菌进入 VBNC 状态的诱导因素 
Table 1  Inducing factors of Escherichia coli entering VBNC state 

诱导因素 1 2 3 4 5 6 

温度/℃ ‒20 4 65 75 85 95 

盐浓度/% 0.01 0.05 0.10 5.00 15.00 20.00

山梨酸钾/% 0.0075 0.0500 0.0600 0.1000 0.1500 0.1000
 

1.4.3  荧光显微镜观察 

取适量诱导菌液至无菌离心管 , 8000g 高速离心

5 min 去上清液。加入无菌生理盐水清洗菌体两次后加入

100 μL 生理盐水使菌体混匀, 分别加入吖啶橙和碘化丙啶

各 5 μL, 混匀后冰上暗反应 15 min, 涂片后通过荧光显微

镜观察。观察载玻片上涂片部位的上下左右中五部分, 观

察并计数视野下荧光绿色的菌体。 

1.4.4  复苏实验 

以 20 mL 68℃高温水浴 30 min 丧失可培养能力的菌

液为复苏的实验菌株, 添加维生素类物质(复苏物质的添

加情况见表 2、3)在 37℃, 170 r/min 恒温培养通过观察培

养基浑浊状况判断复苏情况, 并通过平板划线验证复苏菌

是否为实验菌株。以不添加复苏物质的 VBNC 菌液作为空

白对照, 同时均做 3 个平行实验。 
 

表 2  VBNC 状态下大肠杆菌复苏条件探究 
Table 2  Study on resuscitation conditions of Escherichia coli 

under VBNC state 

      序号 
 
营养物质 

1 2 3 4 5 6 

维生素 C/‰ 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20 

泛酸/% 0.246 0.248 0.250 0.252 0.254 0.256

生物素/‰ 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 

表 3  VBNC 状态下金黄色葡萄球菌复苏条件探究 
Table 3   Study on resuscitation condition of Staphylococcus 

aureus under VBNC state 

    序号 
 

营养物质 
1 2 3 4 5 6 

维生素 C/‰ 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

泛酸/% 0.246 0.248 0.250 0.252 0.254 0.256

生物素/‰ 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

 

1.5  数据处理 

本研究测定数据进行 3 次重复, 实验数据经 Microsoft 

Excel 2021 软件进行汇总和分析, 由 SPSS 25 进行单因素

方差分析和多重比较, Origin 2022 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  大肠杆菌、金黄色葡萄球菌的生长曲线 

如图 1 所示, 在 1~4 h 进入对数生长期, 该阶段微生

物繁殖能力强、自身酶系活跃、代谢旺盛。因此取对数期

的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌进行 VBNC 状态菌的诱导, 

并使初始菌落数在 107 CFU/mL 左右。 

 

 
 

图 1  大肠杆菌、金黄色葡萄球菌的生长曲线 

Fig.1  Growth curves of Escherichia coli and Staphylococcus aureus 
 

2.2  不同条件诱导大肠杆菌、金黄色葡萄球菌形成

VBNC 状态菌 

2.2.1  温度诱导大肠杆菌、金黄色葡萄球菌 VBNC 状态

菌的形成 

在低温条件下诱导大肠杆菌其可培养菌落数呈

现下降趋势 (图 2a), 在 4℃条件下诱导可培养数降低

缓慢 ; 当温度条件低至‒20℃时 , 可培养菌落数由初始

5.87×107 CFU/mL 下降至 1.13×104 CFU/mL。大肠杆菌在

高温条件下诱导可培养菌落数变化显著(图 2b), 当大肠杆

菌在高于 75℃高温条件下水浴 30 min后, 其可培养菌落数
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低于检出限; 在 65℃水浴 30 min后大肠杆菌的可培养数下

降至 6.87×105 CFU/mL。 

金黄色葡萄球菌对于温度的耐受力高于大肠杆菌 , 

在低温条件下培养 40 d 其可培养菌落数仍维持初始菌落

数在 107 CFU/mL 左右(图 3a); 通过高温水浴条件下诱导

金黄色葡萄球菌(图 3b), 在 75℃水浴 30 min 后可培养菌

落数由初始 1.4×107 CFU/mL 下降至 26 CFU/mL; 在 65℃

水浴 30 min 后可培养菌落数下降至 1.73×104 CFU/mL; 当

水浴条件为 85 和 95℃金黄色葡萄球菌的可培养菌落数低

于检出限。 

食品在生产及运输保藏过程中常用的处理温度有 4℃

冷藏、‒20℃冷冻、高温条件下的巴氏杀菌处理。本研究

中低温条件下大肠杆菌和金黄色葡萄球菌在短期内微生物

的可培养数变化较小, 高温短时间处理可有效诱导其进入

VBNC 状态, 但当高温条件解除并添加复苏物质即可恢复

可培养状态, 通过大肠杆菌、金黄色葡萄球菌诱导结果比

较可知不同菌株在诱导条件相同的情况下, 微生物进入

VBNC 状态所需的时间也会有所不同。食品的高温杀菌容

易导致微生物进入“活的非可培养”状态, 并且通过常规微

生物检测方式难以检测出, 食品安全及人的生命健康安全

都存在潜在风险。长时间处于低温环境的微生物可进入

VBNC 状态, WEI 等[34]通过‒20 和 4℃低温诱导大肠杆菌发

现微生物在富营养条件下对低温耐受性差于贫乏条件, 大

肠杆菌在‒20℃的 LB 液体培养基环境中培养 80 d 丧失可

培养能力。因此食品的高温杀菌处理过程应保证食品受热

均匀, 当中心温度在 75℃左右便有可能会出现 VBNC状态

菌; 在食品储藏过程应保证无菌或者少菌状态, 当食品脱

离低温状态就应尽快通过高温等方式进行杀菌处理, 从而

保证食品安全。 

2.2.2  NaCl 诱导大肠杆菌、金黄色葡萄球菌进入 VBNC

状态 

不同盐浓度下诱导大肠杆菌进入 VBNC 状态的实验

结果显示(图 4a), 将大肠杆菌在 NaCl 浓度高于 15%环境下

培养 15 d 左右, 可看出大肠杆菌的可培养数低于检测范围; 

在低浓度盐溶液中并未对大肠杆菌的可培养数产生显著性

影响。金黄色葡萄球菌在低盐浓度和高盐浓度环境中可培

养能力不受影响(图 4b), 金黄色葡萄球菌抵抗盐胁迫能力

要强于大肠杆菌。 
 

 
 

图 2  温度胁迫下大肠杆菌可培养菌落数变化 

Fig.2  Changes in the number of culturable colonies of Escherichia coli under temperature stress 
 

 
 

图 3  温度胁迫下金黄色葡萄球菌可培养菌落数变化 

Fig.3  Changes in the number of culturable colonies of Staphylococcus aureus under temperature stress 
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图 4  NaCl 诱导条件下大肠杆菌(a)和金黄色葡萄球菌(b)可培养菌落数变化 

Fig.4  Changes in the number of culturable colonies of Escherichia coli (a) and Staphylococcus aureus (b) under NaCl induction conditions 
 

大肠杆菌属革兰氏阴性菌, 与金黄色葡萄球菌革兰氏阳

性菌相比细胞膜成分简单易受渗透压影响, 本研究中当培养

环境中的 NaCl 浓度达到 15.00%以上便可以诱导大肠杆菌进

入 VBNC 状态。KHEZRI 等[35]通过高盐胁迫诱导咸鱼中大肠

杆菌, 发现在无盐胁迫下大肠杆菌在水溶液和鱼肉中均保持

可培养的能力, 但在高盐胁迫下(10%、30%)大肠杆菌在水溶

液中 4 d 便可丧失培养能力, 在咸鱼肉中分别 9 和 5 d 丧失可

培养能力。当长期处于高渗环境中, 处于 VBNC 状态的大肠

杆菌便会丧失复苏能力最终死亡。高渗处理食品进行食品保

藏可有效起到杀菌抑菌效果, 但不符合现代人低盐、低糖的

饮食习惯, 而且微生物在低渗透压环境中由于细胞壁的保护

对自身影响较小, 因此在选择适当盐浓度杀菌处理方式时, 

可结合其他杀菌处理(如高温处理)以保证食品安全性。 

2.2.3  山梨酸钾诱导大肠杆菌、金黄色葡萄球菌进入

VBNC 状态 

不同浓度的山梨酸钾诱导大肠杆菌可培养菌落数变

化如图 5a所示, 低浓度的山梨酸钾可抑制菌体浓度的增长, 

随着山梨酸钾浓度的升高其抑菌效果显著, 并且在高浓度

山梨酸钾环境中培养大肠杆菌可使其丧失培养能力。GB 

2760—2014《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》中

采用食品中山梨酸钾最大残留量诱导大肠杆菌, 在该条件

下培养 20 d 大肠杆菌的可培养菌落数低于检出限; 在含有

山梨酸钾 0.1500%环境中培养大肠杆菌 30 d 即可丧失可培

养能力。与大肠杆菌相比, 金黄色葡萄球菌对山梨酸钾的

耐受力要强, 如图 5b 所示, 山梨酸钾对金黄色葡萄球菌短

期内仅发挥抑菌作用, 并未使其丧失可培养能力。 

山梨酸钾是食品中常用的一种作防腐剂, 能够与微

生物酶系统中的巯基结合从而破坏微生物。本研究中山梨

酸钾使用量浓度按照国家食品添加剂添加标准, 其中山梨

酸钾的添加量超过 0.1500%会诱导大肠杆菌进入非可培养状

态。日本研究者 OGANE 等[36]在研究食品添加剂对大肠杆菌

诱导情况时发现山梨酸的质量浓度为 10 μg/L 培养 15 d 左右, 

大肠杆菌的可培养数低于检出限(小于 100 CFU/mL), 其

他诱导因素苯甲酸和次氯酸钠在相同浓度下相同研究时间

范围内均未出现同山梨酸相同效果。山梨酸杀菌效果会受

到环境 pH 的影响, 山梨酸 pKa 为 4.76, 低 pH 条件下易透

过细胞膜从而影响生物活性[37]。与 OGANE 等[36]研究条件

不同, 前者山梨酸溶解于生理盐水并且 pH 为 5.6, 本研究

山梨酸溶于 LB 液体培养基并调至中性环境, 因此本研究

实验结果与日本研究者相比山梨酸钾浓度高, 且诱导时间

较长。将以该实验结果为基础, 进一步研究酸性环境与山

梨酸钾共同作用诱导微生物进入 VBNC 的情况。 
 

 
 

图 5  山梨酸钾诱导条件下大肠杆菌(a)和金黄色葡萄球菌(b)可培养菌落数变化 

Fig.5  Changes in the number of culturable colonies of Escherichia coli (a) and Staphylococcus aureus (b) under the induction  
condition of potassium sorbate 
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2.3  荧光显微镜观察结果 

经荧光染料染色后通过荧光显微镜观察, 以大肠杆

菌 75℃水浴 30 min 的荧光显微镜结果为例, 如图 6 所示(a

是 b 与 c 的叠加图, b 图显示的是该视野下存在的总菌数量

情况, c 图是该视野下的死菌数量, d 是明场下菌体分布状

况)。大肠杆菌在 75℃水浴 30 min 后平板涂布计数低于检

测值, 无法检出有活菌存在, 在荧光显微镜下可观察到活

菌存在, 即在该诱导条件下大肠杆菌可进入 VBNC 状态。

其他低于检出限的荧光显微镜观察同理。 
 

 
 

图 6  大肠杆菌的荧光显微镜照片 

Fig.6  Fluorescence microscope photo of Escherichia coli 
 

2.4  VBNC 状态菌的复苏 

由高温诱导形成 VBNC 状态的大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌通过维生素类物质复苏结果如表 4、5 所示, 实验所选取

的 3 种维生素在一定浓度下均可使 VBNC 状态下的大肠杆菌

和金黄色葡萄球菌复苏, 其中维生素 C 的复苏效果最佳。维

生素 C 是一种抗氧化剂, 可有效保护机体免受氧化剂的威胁, 

也可作为微生物生长因子, 因此可用于 VBNC 状态菌的复

苏。维生素Ｃ添加量在 0.10‰~ 0.18‰均可使 VBNC 状态的

大肠杆菌恢复可培养能力, 0.20‰~0.25‰可使 VBNC 状态的

金黄色葡萄球菌复苏。VBNC 状态菌的复苏效果与维生素 C

浓度非正相关关系, 维生素 C 浓度过高会抑制 VBNC 状态菌

的复苏, 并有实验表明维生素 C 对微生物有杀灭作用[38]。 

泛酸在机体内以辅酶 A 的形式参与脂肪酸的代谢, 并

且在细菌体内可用于构建细胞壁。泛酸的使用量在 0.252%可

使 VBNC 状态的大肠杆菌复苏, 0.248%可使可使 VBNC 状态

的金黄色葡萄球菌复苏。泛酸在食品中含量丰富, 在食品工

业中可用作发色剂以保持肉色良好的状态, 也可作为食品强

化剂应用于面包、糕点、乳制品等, 因此该类食品中进入

VBNC 状态的微生物极易通过泛酸复苏, 导致食品污染。 

表 4  添加维生素类物质对 VBNC 状态大肠杆菌复苏的影响 
Table 4  Effects of vitamin supplementation on the recovery of 

Escherichia coli in VBNC state 

      序号 

营养物质 
1 2 3 4 5 6 

维生素 C/‰ + + + + + ‒ 

泛酸/% ‒ ‒ ‒ + ‒ ‒ 

生物素/‰ ‒ + ‒ ‒ + ‒ 

注: +表示有菌落生长, ‒表示无菌落生长, 下同。 

 
表 5  添加维生素类物质对 VBNC 状态金黄色葡萄球菌 

复苏的影响 
Table 5  Effects of vitamin supplementation on recovery of 

Staphylococcus aureus in VBNC state 

     序号 

营养物质 
1 2 3 4 5 6 

维生素 C/‰ ‒ ‒ ‒ + + ‒ 

泛酸/% ‒ + ‒ ‒ ‒ ‒ 

生物素/‰ ‒ ‒ ‒ ‒ + ‒ 

 
生物素也称为辅酶 R, 广泛存在于自然界的各种生物

中, 并且在食品中也广泛存在, 在机体内参与脂肪合成、

糖异生等反应途径。实验结果表明生物素含量在 0.03‰、

0.06‰可使 VBNC 状态的大肠杆菌复苏, 其中生物素含量

为 0.06‰可在 18~24 h 恢复 VBNC 状态大肠杆菌的可培养

能力, 添加 0.03‰生物素 VBNC 状态的大肠杆菌超过 48 h

后可培养能力才会恢复; 0.06‰可使 VBNC 状态下的金黄

色葡萄球菌可培养能力恢复。 

由以上可知相同诱导条件下进入 VBNC 状态的不同

属菌株, 通过相同条件复苏其复苏效果不同。食品中含有

丰富的维生素类物质, 作为微生物生长因子可成为 VBNC

状态菌复苏的有效因素。因此为避免 VBNC 状态菌的复苏

可降低或提高食品中维生素类物质的含量, 从而避免存在

非可培养状态菌的复苏浓度, 以确保食品安全。 

3  结  论 

本研究以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为实验菌株通

过低温处理(冷藏、冷冻)、高温水浴、盐浓度、添加食品

防腐剂山梨酸钾诱导其进入 VBNC 状态, 以维生素类物质

作为复苏因素探究 VBNC 菌的复苏条件。研究发现所述条

件下均可出现 VBNC 菌, 一定含量的维生素可使 VBNC 菌

复苏。 

食品的消杀处理通常会采取研究中所用条件, 因此

在消杀处理上可通过二次消杀或采取多种消杀方式处理以

保证食品安全。活的非可培养状态菌在食品检测中难以检

出, 可将复苏因素引入食品检测方法中, 改良检测技术以

提高检测的准确性, 同时为确保食品安全性也可在贮存运
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输过程中避免复苏条件的存在。期望本研究可以为食品消

杀和食品微生物检测提供一定的参考依据, 同时以本研究

为基础, 将进一步探索微生物进入 VBNC 状态的诱导机制

和复苏过程的调控机制, 从而为之后 VBNC 菌检测方法研

究提供有效依据。 
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