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常见消毒储存条件的细菌活的非可培养状态 
诱导与复苏研究进展 
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摘  要: 活的非可培养(viable but non cultivable, VBNC)状态是某些细菌在不良环境胁迫下的一种生存策略, 

在一定的条件下, 进入 VBNC 状态的细菌可以复苏, 重新恢复可培养的能力, 致病菌也会恢复其致病性。由于

微生物培养法和常规分子生物学手段都无法检测到 VBNC 状态细菌, 因此容易对食品安全和公共卫生造成潜

在威胁。本文首先简要阐述了 VBNC 状态细菌的最新研究进展, 揭露出 VBNC 状态细菌的风险和威胁; 其次

系统介绍了 VBNC 状态细菌的形成和复苏机制, 重点总结了在水、乳制品和肉制品这 3 种基质中自然存在的

细菌被诱导进入 VBNC 状态细菌的条件, 以及 VBNC 状态细菌复苏的条件和方法。了解细菌在水和食品基质

中进入 VBNC 状态的条件范围能够指导食品加工处理过程中如何避免 VBNC 状态细菌的产生, 对于水和食品

的安全风险防控具有重要意义。 
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Research progress on the induction and resuscitation of viable  
but non cultivable state bacteria in common sterilization and  
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ABSTRACT: Viable but non cultivable (VBNC) state is a survival strategy employed by certain bacteria under 
adverse environmental conditions. Under specific conditions, bacteria that enter the viable but non-culturable 
(VBNC) state can be revived, regaining their ability to grow in culture. Additionally, pathogenic bacteria can also 
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restore their pathogenicity during this process. Because microbial cultivation methods and conventional molecular 
biology techniques cannot detect VBNC bacteria, they can easily pose a potential threat to food safety and public 
health. This paper first briefly summarized the latest research progress of VBNC state bacteria, revealing the risks and 
threats of VBNC state bacteria. Secondly, it systematically introduced the formation and recovery mechanisms of 
VBNC state bacteria, focusing on the conditions under which naturally occurring bacteria in water, dairy products, 
and meat products were induced into VBNC state bacteria, as well as the conditions and methods for VBNC state 
bacteria to recover. Understanding the range of conditions under which bacteria enter VBNC state in water and food 
matrices can guide the food processing industry on how to avoid the formation of VBNC state bacteria, which has 
significant implications for the control of water and food safety risks. 
KEY WORDS: drinking water; dairy products; meat products; viable but non cultivable state; induce; recovery 
 
 

0  引  言 

活的非可培养状态 (viable but non cultivable state, 
VBNC)是某些细菌的一种特殊存活形式, 在不良环境胁迫

的条件下形成的一种休眠状态, 在常规培养条件下无法培

养, 但仍然保持较低的代谢活性。XU 等[1]在 1982 年首先

发现并提出了 VBNC 概念, VBNC 状态已经作为一种普遍

生存策略, 以利于细菌在不良的环境条件下长期生存[2]。

例如, 进入 VBNC 状态后, 细胞的呼吸速率、养分运输和

大分子合成都会随之下降, 同时却仍保持活力和较高的三

磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)含量[3]。更为重要的

是, VBNC 状态细菌仍能保留毒力, 例如研究表明 VBNC
状态的大肠杆菌 O157:H7[4–5]、单增李斯特菌[6]、迟发性爱

德华氏菌[7]、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌[8]的毒力基因仍

然表达, 且保留致病性。目前, 研究报道有 100 多种微生

物可进入 VBNC 状态, 其中有 80 余种细菌, 包括革兰氏阳

性细菌 33 个属和革兰氏阴性细菌 11 个属[9–10]。在饮用水

消毒、运输及食品加工和保藏过程中很多极限环境条件可

诱导病原菌进入 VBNC 状态, 如极端温度、干燥、辐照、

脉冲电场, 以及添加防腐剂和消毒剂。若存在于常见基质

(如饮用水、乳制品、肉制品)中的细菌进入 VBNC 状态, 其
无法在常规培养条件下生长, 但细菌细胞仍完整有活力, 
能进行代谢更新 , 而且在适当条件下能复苏为可培养状

态。因此, VBNC 状态下的病原体可能会引起食源性疾病的

暴发, 对食品安全和公众健康构成严重威胁[11]。本文针对

目前对于在食物中诱导细菌的 VBNC 状态研究较少的现

状, 从饮用水、乳制品和肉制品 3 种基质中自然存在的

VBNC 细菌的诱导、复苏和机制方面进行总结, 对避免细

菌进入 VBNC 状态以逃避常规检测、减少 VBNC 状态细

菌引发的安全风险、保障人类健康有积极的作用。 

1  食源性 VBNC 细菌的检出及风险  

目前, 饮用水和食品领域通常使用基于培养的方法

监测指示细菌, 以确认符合质量标准。然而细菌在遇到环

境胁迫时会进入 VBNC 状态, 通过常规方法检测出无可培

养细菌的情况, 并不代表着不存在健康风险, 而是细菌可

能以 VBNC 状态存在导致无法检出, 因此仅仅依赖于传

统的培养方法会造成对微生物安全风险的低估。现如今, 
随着国内外对 VBNC 状态细菌的研究及检测技术的进步, 
饮用水和食品 VBNC 状态细菌的隐藏风险也逐渐暴露出

来 , 研究人员在饮用水、乳制品和肉制品中均已发现

VBNC 致病菌的存在, 且 VBNC 状态的病原菌占总菌数

量的比例很高。 
GUO 等[12]在饮用水处理厂的水质中检测到 VBNC 状

态大肠杆菌、粪肠杆菌、铜绿假单胞菌、沙门氏菌和志贺

氏菌的水平为 0~103 个细菌细胞/100 mL, 氯化水中检测到

0~102 个细胞 /100 mL, 生物活性炭 (biological activated 
carbon, BAC)生物膜中检测到 0~103 个细胞/g; 在之后的实

验中, 他们又在公共场所中采集样本, 发现可培养菌仅占

16S rRNA 活菌总数的 0%~17.51%, 表明大部分活菌处于未

培养或 VBNC 状态。一些条件致病菌如大肠埃希菌、粪肠

球菌、铜绿假单胞菌、沙门氏菌、志贺氏菌等主要以 VBNC
细胞形式检出[13]。FU 等[14]也在饮用水分配系统生物膜上检

测出处在 VBNC 状态大肠杆菌的浓度范围为 4.28~4.55 log10

细胞当量/cm2, 沙门氏菌的浓度范围为 3.43~3.49 log10 细胞

当量 /cm2, 铜绿假单胞菌和霍乱弧菌的浓度范围为

2.26~2.66 log10细胞当量/cm2和3.06~3.42 log10细胞当量/cm2; 
BAUDART 等[15]采集北美饮用水处理厂及饮用水分配系统 
(drinking water distribution system, DWDS)的水样, 发现随

着温度的升高, DWDS 中 VBNC 状态的肠杆菌科细胞可能

越来越多, 从而增加DWDS污染的潜在风险; HWANG等[16]

模拟饮用水条件(50 mL, pH 7.0 和 25 ℃)对嗜肺乳杆菌进

行研究, 发现孵育 30 d 内处于可培养状态的嗜肺乳杆菌

数量迅速减少至检出限以下(减少了 5.0 个数量级), 且代

谢活性也大大降低, 证明完全进入了 VBNC 状态。 
HU 等[17]对河北省个体奶农的 60 个原料奶样品进行

检测, 平板计数法未检出活菌, 但单叠氮化丙啶结合环介
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导 的 等 温 扩 增 (propidium monoazide-quantitative loop- 
mediated isothermal amplification, PMA-qLAMP)对 VBNC
状态阪崎克罗诺杆菌阳性样品的检出率达到 13%。

WULSTEN等[18]对原料奶中的空肠弯曲杆菌进行标准平板

计数和实时荧光定量聚合酶链反应(quantitative real-time 
polymerase chain reaction, qPCR)两种方法检测时 , 通过

qPCR 检测到的总基因组拷贝数约为(6.02±0.08) log10/mL, 
相比 CFU 计数增加了约 10 倍, 说明原料奶中的大部分空

肠弯曲杆菌处入 VBNC 状态。CALDERA 等[19]对乳品厂的

马苏里拉奶酪样品的假单胞菌进行可培养细胞、死亡细胞和

VBNC 细胞的定量, 对同一批次生产的马苏里拉奶酪样品

进行了 7 组采样, 其中有 3 组的数据可培养细胞与 VBNC
细胞总和为(1.94±0.1)、(2.32±0.1)和(2.94±0.3) log CFU/g, 而
可培养细胞数分别为<1、1.81 和 2.79 log CFU/g, 证实该 3
组样品中假单胞菌已进入 VBNC 状态。说明在马苏里拉奶

酪生产过程中, 环境条件有可能诱导其中的假单胞菌进入

VBNC 状态。 
REICHELT 等[20]对肉鸡场的样品进行了检测, 前 3 次

在培养或通过活力 PCR (viability qPCR, v-qPCR)在肉鸡养

殖场环境中未检测到弯曲杆菌, 然而在第 4 次检测中检测

到了 VBNC 状态的弯曲杆菌。VBNC 状态弯曲杆菌在环境

样本中的总体患病率为 15.9%, 弯曲杆菌 DNA 患病率为

62.2%。El-AZIZ 等 [21]对当地超市中的生肉样品进行

PMA-qPCR和平板计数, 并且能在 90.48%的平板计数阴性

样本中检测到 VBNC 状态细胞。SAAD 等[22]对各地不同超

市收集的 500 个样本(包含 300 个生肉和 200 个生牛奶样本)
采用常规培养和 PMA-qPCR 方法检测, 通过生化和血清学

鉴定确认阳性培养样品, 再对经鉴定的阴性培养样品进行

常规 PCR 和 PMA 结合 SYBR(R) GREEN I NUCLEIC ACID 
GEL STAIN (SYBR green)实时荧光定量 PCR 进行 VBNC 大

肠杆菌 O157:H7 检测。结果表明, 对于 10 个测试样本和 475
个阴性培养样本, 常规方法检测到的大肠杆菌 O157:H7 的

发病率为 3%, 而 PMA 和 SYBR Green 实时 PCR 检测到的

VBNC 大肠杆菌 O157:H7 的发病率分别为 10%和 0.21%。 

2  VBNC 状态细菌的形成和复苏机制 

2.1  VBNC 状态细菌的形成机制 

温度[23]、营养物质[24–25]、盐度[26]、抗菌剂[27]、抗生

素[28]、紫外线[29]、氧气浓度[30]、酸度[31]等环境因素会诱

导细菌进入 VBNC 状态, 使细菌细胞在形状、细胞壁及

膜组成、生理生化、基因表达等方面都会发生一系列的

变化[9,32–33]。迄今为止, 国内外已有不少关于 VBNC 状态

细菌的形成机制的研究, 最开始关于细菌细胞的 VBNC
状态形成机制的问题分为两个假说, 第一个假说是“细胞

衰退理论”, 即当细菌细胞处于恶劣环境中时, 如营养物

质匮乏、温度过高/过低或渗透压过高等, 细菌细胞会氧

化损伤, 出现细胞质降解、细胞活力下降等情况, 若细菌

细胞被损伤过度 , 则无法恢复正常状态 , 最终细胞会走

向凋亡[34–35]。然而这一假说却与 VBNC“可存活但不可培

养”这一概念相悖。另一个假说是“基因调控理论”, 即
VBNC 状态是经由细菌细胞内的基因调控而形成的, 当
非孢子菌处于不利环境中时, 会进入 VBNC 状态以应对

恶劣条件, VBNC 状态下的细胞仍会进行正常代谢活动, 
这是细菌细胞适应环境的一种策略[34,36]。从理论上来说, 
后一种假设更贴切, 因此“基因调控理论”也成为了细菌细

胞进入 VBNC 状态广为接受的理论。其中, 两种基本的应

激调节因子 RpoS 和 OxyR 在调控过程中起着重要作用[2]。

RpoS 是 RNA 聚合酶的替代 sigma 因子, 主要存在于 β和 γ-
细菌中。替代 sigma 因子对毒力的贡献可以通过调节毒力

基因的表达直接产生, 也可以通过提高对宿主防御和其他

应激条件的存活率间接贡献[37]。OxyR 是 LysR 型转录调节

因子的一种, 大多数细菌通过 H2O2 反应性反式激活因子

OxyR 控制氧化应激, 可激活防御性基因的表达[38]。“基因

调控理论”作为主流的假说, 为研究 VBNC 状态细菌的形

成机制奠定了基础。 
据目前研究来看, VBNC 状态细菌的形成机制主要分

为 6 种, 分别为: 严紧反应、毒素-抗毒素(toxin-antitoxin, 
TA)系统、氧化应激、基因调控、蛋白质聚集调控、ATP
调控[39]。严紧反应是细菌在氨基酸饥饿条件下通过减缓生

长速度来增加氨基酸合成的一种反应机制[40]。其在细菌或

植物接收到由警报酮、鸟苷五磷酸或鸟苷四磷酸[(p)ppGpp]
介导的氨基酸饥饿信号后产生应答[41]。严紧反应调控过程

为: 当细菌经历氨基酸饥饿时, RelA 或 SpoT 会发挥作用, 
增加(p)ppGpp 的合成或减少(p)ppGpp 的降解。(p)ppGpp
抑制外切聚磷酸酶降解多磷酸盐, 从而导致多磷酸盐的积

累, 这些多磷酸盐能够激活 Lon 蛋白酶, 从而影响与 TA系

统相关的基因的表达, 通过增加细菌细胞中游离毒素的量

来抑制翻译过程和细菌生长和分裂, 从而调节 VBNC 状态

的形成[40]。有研究证明了抗生素抑菌和杀菌活性之间的差

异可以归因于严紧反应 , 且发现抗生素会在不能产生

(p)ppGpp 的枯草芽孢杆菌突变体中具有杀菌作用[42]。TA
系统由编码毒素和编码抗毒素两个共同表达的基因组成, 
毒素可能抑制细菌生长, 而抗毒素可以中和毒素抑制其发

挥毒性作用[43]。TA 系统参与 VBNC 状态的形成可以部分

解释 VBNC 细胞和持久细胞之间的密切关系[3]。KIM 等[44]

研究表明氧化应激的增加会诱导空肠杆菌和创伤弧菌进

入 VBNC 状态, 此外补充 H2O2 降解酶和活性氧清除化合

物, 可增强大肠杆菌 O157 和创伤弧菌从 VBNC 状态的复

苏, 说明减少氧化应激能促进 VBNC 状态细菌复苏。此

外 , 基因调控在 VBNC 状态形成过程中也至关重要 , 
ZHANG 等[39]鉴定出 97 个基因和 56 个蛋白质在进入
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VBNC 状态时发生显著改变, 主要涉及与膜转运、代谢、

DNA 复制和细胞分裂相关的基因和蛋白质, 导致细胞进

入低代谢活性的 VBNC 状态。在回顾 VBNC 状态的形成

机制过程中, PAN 等[45]发现内源性蛋白质聚集是细菌进入

VBNC 状态的普遍策略。在压力条件下, 蛋白质可能形成

不溶性聚集体以关闭不必要的生理途径, 以维持低能量状

态以维持生存。蛋白质的聚集会驱动细胞休眠发育这一假

说已得到证实, 且聚集强度与休眠深度之间的相关性意味

着可能存在一般休眠程序, 渐进式蛋白质聚集可以诱导从

细胞易感状态转变为持久状态以及从持久状态转变为

VBNC 状态[46]。ATP 含量的变化取决于各种应激因素和细

菌种类, 细胞内 ATP 水平越低, 细菌进入休眠状态的程度

就越深 , 且当 ATP 耗尽时能观察到蛋白质聚集 , 因此

VBNC 状态也受到 ATP 的调控[39,47]。 

2.2  VBNC 状态细菌的复苏机制 

当环境条件变得适宜时, 如升高温度[47]、添加复苏

因子(resuscitation promoting factor, Rpf)[48]、添加营养物

质[49]、丙酮酸[50]等可让 VBNC 状态的细胞复苏。目前有

关 VBNC 细菌复苏机制的研究主要涉及自诱导因子和

Rpf 的调控[51]。在此过程中, 来源于黄色微球菌上清液中

的 Rpf 作为一种分泌蛋白, 成为了调控复苏的应用最广

泛、最关键的因素[52]。其作用机制是复苏促进因子作用于

细菌细胞壁, 降解 VBNC 细胞的细胞壁肽聚糖, 从而触发

复苏。研究表明, Rpf 和其他 Rpf 同源物均能使革兰氏阳性

和革兰氏阴性细菌的 VBNC 状态细胞复苏[53]。 

3  消毒、储存条件下食源性细菌 VBNC 状态

的诱导  

3.1  饮用水中细菌 VBNC 状态的诱导 

饮用水中的细菌进入 VBNC 状态往往是由于其消毒

工艺所导致。饮用水的消毒分为化学方法和物理方法, 化
学方法包括氯、二氧化氯、臭氧和过氧乙酸消毒等, 物理

方法主要是紫外线消毒[54]。自提出饮用水中 VBNC 状态细

菌的发生以来, 已有大量的文献报道研究 VBNC 状态细菌

在饮用水系统中的存在, 包括常见的致病菌嗜肺军团菌、

铜绿假单胞菌、沙门氏菌属等, 而作为水质微生物指标的

大肠杆菌也被多次报道在饮用水中进入 VBNC 状态[55]。

有研究证明, 在经过一定量的氯处理后, 水中大部分细菌

细胞受损, 以往绝大部分研究默认细胞膜一旦受损, 就意

味着细胞死亡。然而进一步研究细胞活性时发现, 受损细

菌维持着低代谢活性, 而这一特点与其转变为 VBNC 状态

有密切的联系[56]。TURETGEN[57]研究发现用 1 ppm 和 1.5 
ppm 的单氯胺给饮用水消毒 24 h 后, 其中的嗜肺乳杆菌可

培养性降低。经研究实验证明, 用于消毒的氯和氯胺应该

分别维持在高于 0.91 mg/L 和 0.35 mg/L, 才能有效杀灭大

肠杆菌, 避免更多细菌进入 VBNC 状态[58]。在饮用水的过

氧乙酸消毒过程中, 有文献报道 30 mg/L 的过氧乙酸能降

低漂洗水中大肠杆菌 O157:H7 和单核增生乳杆菌的数量, 
在后续的研究中加大剂量至 80 mg/L, 也无法完全灭活细

菌[59]。微生物在饮用水处理过程中可能逃避氯消毒进入饮

用水分配系统中, 由于它们具有很强的抵抗力, 因此需要

有余氯的存在以确保能够持续消毒, 而 DWDS中的氯会诱

导水中和生物膜上的细菌进入 VBNC 状态[60]。有研究对

DWDS 进行水采样, 再将无色杆菌加入进采样处理的水中, 
分别用 0.4、0.8、1.2、1.6、2.0、3.0、4.0 和 5.0 mg/L 质量

浓度梯度的氯处理 1 h, 发现从 1.2 mg/L 开始完整细胞数

下降了 2 个数量级, 表明氯处理对细菌造成膜损伤。但完

整细胞数与活菌计数之间存在明显差异, 其表明在中间状

态下存在活的受伤无色杆菌; 当质量浓度提升到 5 mg/L时, 
活菌数下降 97.7%, 在流式细胞图上, 细胞群从中间区域

转向受损细胞区, 表明此时细菌细胞才真正失活[56]。 
相较于化学消毒方式来说, 物理的紫外线消毒方式

不会产生消毒副产物, 且短波长紫外线对耐氯微生物具

有出色的灭活功效 [61], 但有时也不能完全渗透和杀灭微

生物, 反而成为部分细菌进入 VBNC 状态的原因。如使

用 0~300 mJ/cm2 剂量的紫外线辐射处理能诱导大肠杆菌

和铜绿假单胞菌进入 VBNC 状态。因缺乏持续消毒能力, 
细菌在紫外线处理后易被诱导进入 VBNC 状态[55], 再者经

紫外线消毒处理的细胞几乎完好, 因此消毒后的受损细胞

可能进行暗修复, 即在黑暗中表现出选择性复活优势[62]。

例如在用剂量为 3.3 mJ/cm2 的低压紫外线灯处理后, 在
黑暗中 8 h 的再激活时间内发生 3%~5%的大肠杆菌复活。

同时, 在用剂量为 0.14 mJ/cm2 的紫外线发光二极管处理

后, 在黑暗中 24 h 的再激活时间内没有复活的肺炎克雷

伯菌[62]。因此紫外线发光二极管处理能更彻底破坏细菌

DNA 片段、抑制细菌暗活化过程。将紫外线消毒和氯消

毒二者结合的紫外线/氯消毒工艺引起国内外越来越多研

究者的关注, 虽然仍会有部分细菌被诱导进入 VBNC 状

态, 但活性氯可以选择性地与含氮官能团发生反应, 从而

使 VBNC 状态细胞失活并消除基因组 DNA 和质粒等遗传

物质[63]。CHEN 等[64]的研究证明紫外/氯消毒工艺显著提高

了对金黄色葡萄球菌的灭活功效, 抑制了金黄色葡萄球菌

的光活化, 这归因于反应性物质的产生。氯和氯胺对饮用

水消毒将细菌诱导进入 VBNC 状态的时长普遍较短, 且诱

导条件不超过 4 mg/L, 高浓度的氯和氯胺更容易彻底灭活

细菌, 却对人体有危害。根据饮用水厂消毒剂常规指标及

要求规定, 游离氯在出水中检出限值为 4 mg/L, 总氯则为

3 mg/L。若想在规定限值内尽可能彻底消毒, 需要对消毒

时间进行严格的把控。而紫外线消毒因无法持续消毒而有

受损细胞在消毒后修复导致复活的情况, 将紫外线和氯/
氯胺消毒相结合, 尽管会有部分细菌进入 VBNC 状态, 但
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也会致使其失活, 提升消毒效率。 
除了对饮用水进行传统的化学消毒和物理消毒能诱导细

菌的 VBNC 状态以外, 其寡营养条件也能诱导细菌进入

VBNC 状态。例如灭菌处理后的瓶装水, 人工污染大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌后, 在 4 ℃冷藏条件下, 部分细菌在 150 d 内

进入 VBNC 状态, 而在–20 ℃冷冻条件下, 两种菌分别在 15 d
和 20 d 完全进入 VBNC 状态[65]。DIETERSDORFER 等[66]研

究将嗜肺军团菌加入高压灭菌过的超纯水中, 并置于 45 ℃
条件下, 创造饥饿条件, 从统计结果来看, 在 14 d 内丧失了

可培养性。饮用水中不同细菌进入 VBNC 状态的条件见表

1。可见灭菌后的水能为细菌提供寡营养环境, 应该尽量避

免灭菌后的瓶装饮用水被污染。 

3.2  乳制品中细菌 VBNC 状态的诱导条件 

乳制品的制作加工和运输储存过程中都存在着被微

生物污染的风险, 其可能受到不同来源的污染, 包括, 奶
牛群、挤奶工以及牧场饲料、粪便、空气和水等环境来源, 
而且原料奶本身的致病菌和腐败菌群也是复杂多样的[69]。

同时在这些环节中, 微生物很有可能受到不利环境胁迫, 
如巴氏消毒、酸奶发酵过程而进入 VBNC 状态。 

微生物对乳制品的污染可能存在于原料奶中, 也可

以通过加工和包装系统表面的生物膜进入乳制品。假单胞

菌、葡萄球菌、链球菌、微球菌和乳酸菌等生物最常见于

从奶牛乳房无菌提取的牛奶中[70]。经过消毒杀菌过程[主要

分 为 巴 氏 灭 菌 和 超 高 温 技 术 (ultra-high temperature 
instantaneous sterilization, UHT)灭菌], 乳制品中的细菌被

诱导进入 VBNC 状态。巴氏灭菌作为一种普遍应用于乳制

品的热处理技术, 将牛奶加热到 72 ℃ (161℉) 持续 15 s, 
以达到将乳制品中微生物降低到不会对人构成健康风险的

水平。有研究证明巴氏灭菌法是诱导乳制品中细菌进入

VBNC 状态的原因, 且经过其处理后的乳制品中仍存在

blaZ, mecC 和 tetK 这 3 种耐抗菌药物 (anti-microbial 

resistance, AMR)基因的高流行率, 即巴氏灭菌对减少这 3
种 AMR 基因的拷贝数效果不显著, 并且为了适应巴氏灭

菌的高温环境, 乳制品中的金黄色葡萄球菌更可能会进入

VBNC 状态[71–72]。UHT 则是将牛奶加热到>135 ℃持续 2~5 s, 
2020 年有研究提及 UHT 处理可将细菌灭活, 因此不太可

能诱导细菌进入 VBNC 状态, 由此 UHT 处理被认为是更

为安全有效的乳制品消毒方式[71]。但 2023 年有研究结果

证明 , 若原料乳制品中原本含有弯曲杆菌 , 即使经过

UHT 处理也不能完全将其杀灭 , 且会将其诱导进入

VBNC 状态[73]。由此可见, 无论是传统上被认为安全的巴

氏灭菌或是 UHT 灭菌都存在将细菌诱导进 VBNC 状态的

安全隐患, 并不是毫无风险。且在经过 UHT 和巴氏灭菌处

理的牛奶中加入空肠弯曲杆菌样品, 4 ℃保存以探究低温

牛奶对细菌 VBNC 状态的诱导, 在第 42 d 时冷藏 UHT 牛

奶中无法检测到可培养菌, 而巴氏灭菌的牛奶中的细菌保

持可培养性, 且第21 d可培养细胞数量在1.5~5 log CFU/mL
之间, 但在此过程中活细胞数量几乎保持稳定, 说明空肠弯

曲杆菌在低温牛奶中进入了 VBNC 状态[74]。这也提醒了灭

菌牛奶在储存过程中需注意避免被细菌二次污染。 
除了灭菌过程会诱导细菌的 VBNC 状态, 食品的包

装方式对其也会产生影响。将单增李斯特菌接种到切碎的

长硬奶酪中, 再分别采用活性包装(active packaging, AP)、
改性气氛包装(modified atmosphere packaging, MAP)、真空

包装(vacuum packing, VP)和密封包装(sealed packaging, 
SP), 在 6 ℃条件下保存 3 个月, 结果表明各个包装中的单

增李斯特菌都不同程度地进入 VBNC 状态, VP 最多, MAP
中最少[75]。此外, 也有文献报道称在酸奶发酵过程形成了

酸性环境, 从而诱导细菌进入 VBNC 状态。如保加利亚乳

杆菌常用于酸奶发酵, 将其与阪崎克罗诺杆菌共同加入牛

奶中, 成功将阪崎克罗诺杆菌诱导进入 VBNC 状态, 因此

证明了牛奶发酵过程能诱导阪崎克罗诺杆菌进入 VBNC
状态[76]。同样有研究表明, 在发酵乳基质中, 乳酸菌群的 

 

表 1  饮用水中不同细菌进入 VBNC 状态的诱导条件 
Table 1  Conditions for different bacteria in drinking water substrate to enter the VBNC state 

细菌种类 其他条件 时间 文献 

无色杆菌 氯质量浓度 1.2 mg/L 1 h [56] 

大肠杆菌 

氯质量浓度 1 mg/L 60 min [58] 

氯质量浓度 4 mg/L 5 min [58] 

氯胺质量浓度 0.5 mg/L 6 h [58] 

氯胺质量浓度 4 mg/L 15 min [58] 

氯质量浓度 0.1、0.5、1.0 mg/L 10d [60] 

紫外线(360 mJ/cm2)/氯化(1 mg/L) 30 min [63] 
铜绿假单胞菌 经过高压灭菌的瓶装矿泉水; –20 ℃ 15 d [56] 

嗜肺军团菌 

单氯胺 1.0、1.5 ppm 24 h [57] 
高压灭菌的超纯水; 45 ℃ 14 d [67] 

热预处理 (30±2) min [68] 
酸预处理 (5±0.5) min [68] 
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存在会对乳制品中的弯曲杆菌产生拮抗作用, 也会诱导其

进入 VBNC 状态[73]。但乳制品发酵过程中产生的有机酸对

抑制微生物进入 VBNC 状态有一定效果。乳制品基质中不

同细菌进入 VBNC状态的条件见表 2。对于不同微生物, 同
样的酸浓度对其抑制程度也不相同, 因此需要更进一步针

对不同种的细菌探究出适合的抑制进入 VBNC 状态的有

机酸浓度 , 以此避免在酸奶发酵过程中诱导细菌进入

VBNC 状态。 

3.3  肉制品中细菌 VBNC 状态的诱导 

因运输储存方式需要冷藏或冷冻, 肉制品中携带的

致病菌也可能会在此过程中进入 VBNC 状态, 从而避开常

规检测, 给消费者带来巨大的健康风险。有研究在新鲜羊

肉中接种大肠弯曲杆菌, 放置于 4 ℃冰箱中, 监测在 0~8 d
内的可培养数和活菌数, 在监测期间可培养数不断下降, 
在第 8 d 用 PMA-qPCR 计算的活菌数比改良 CCD 琼脂平

板涂布的高 1.42~3.99 log10
[77]。也有将大肠杆菌 O157:H7

接种到速冻牛肉丸中, 置于–20 ℃冰箱中 152 d 后可培养

数小于平板计数检出限[78]。低温诱导致病菌进入 VBNC 状

态已成为常见的诱导手段, 有研究证明, 甚至不需要达到

低温条件 , 金黄色葡萄球菌从 37 ℃营养肉汤接种到

21 ℃±10 ℃的鸡肉基质中 5 h 后, 平板计数法检出减少两

个数量级, 而活力和培养能力相对保持不变, 从而证明了

金黄色葡萄球菌因为营养物质和温度发生变化而进入

VBNC 状态[79]。也有研究发现模拟鸡肉运输过程中反复冻

融的状态, 在检测活菌量和可培养量后发现沙门氏菌被诱

导进入 VBNC 状态 [80]。证明污染肉制品的致病菌进入

VBNC 状态的原因主要是不适宜的温度环境, 包括低温和

温度的变化。肉制品的储存往往发生在 4 ℃或–20 ℃, 而
两者都已被证明能诱导细菌进入 VBNC 状态, 在常温运输

过程中若污染了细菌, 其也有可能因为营养物质的变化而

进入 VBNC 状态。冷藏或冷冻诱导周期一般都较长, 因此

需要也注意肉制品的储存时间, 同时也需避免肉制品的反

复冻融。 

除了温度因素以外, 食品包装方式也是诱导某些病

原菌进入 VBNC 状态的原因之一。研究发现若携带弯曲杆

菌的鸡肉MAP包装放置于 4 ℃和 10 ℃中储存, 在放置 13 d
后可培养数都会减少大约 2 log10 CFU/g, 而定量 PCR 的结

果却观察不到弯曲杆菌数量的减少[81], 由此推测弯曲杆菌

进入了 VBNC 状态。肉制品前处理步骤中, 用于微生物去

污的中性电解水(neutral electrolyzed water, NEO)也被证明

能诱导细菌的 VBNC 状态 , 将猪肉样品接种大肠杆菌

O157:H7、沙门氏菌和小肠结肠炎耶尔森菌, 用不同浓度的

NEO 水处理猪肉样品数分钟。3% NEO 水处理时, 大约

68.31%的肠炎沙门氏菌细胞变成了 VBNC。用 6% NEO 水

处理后, 大约 56%的大肠杆菌 O157: H7细胞和 58%的小肠

结肠炎耶尔森菌细胞变成 VBNC。当用 25%的 NEO 水处

理培养物时, 只有不到 10%的细菌细胞保持活力[82]。因此

在前处理和包装的过程都存在着 VBNC 状态细菌风险, 最
好在肉制品处理步骤前对细菌量进行检测, 考虑到现实情

况下污染肉制品的细菌含量本就不高, 若在后续步骤中诱

导进入 VBNC 状态中则更难检出。肉制品基质中不同细菌

进入 VBNC 状态的条件见表 3。 
因此要求在运输和储存肉制品的过程中, 一方面需

要找出较为合适且恒定的温度, 另一方面需要注意食品包

装方式, 尽可能少地诱导病原菌进入 VBNC 状态, 使其利

用常规检测方法就能检出, 减少潜在风险。 

3.4  其他食物基质中细菌 VBNC 状态的诱导 

除了饮用水、牛奶、肉制品以外, 目前也有一些研究

是细菌在其他食物基质中进入 VBNC 状态的。如用大肠杆

菌 O157:H7 和单核增生李斯特菌接种到葡萄柚汁中, 24 h
内单核增生李斯特菌的细胞活力和可培养性降低为 0, 并
且不具有复苏能力, 而大肠杆菌 O157:H7 活力降低 1 个数

量级且丧失可培养性, 进入 VBNC 状态[83]; 将沙门氏菌分

别接种到液态蛋清(liquid egg white, LEW)、液态蛋黄

(liquid egg yolk, LEY)和液态全蛋(liquid whole egg, LWE)
中, 在轻度高温(59.5~63.5 ℃)条件下, 沙门氏菌可培养细 

 
表 2  乳制品基质中不同细菌进入 VBNC 状态的条件 

Table 2  Conditions for different bacteria to enter the VBNC state in dairy substrate  

细菌种类 温度/℃ 其他条件 时间 文献 

大肠杆菌 72  巴氏灭菌 15 s [72] 

金黄色葡萄球菌 72  巴氏灭菌 15 s [72] 

链球菌 72  巴氏灭菌 15 s [72] 

弯曲杆菌 
4  UHT 全脂牛奶(乳酸条件下) 90 h [73] 

12  UHT 全脂牛奶(乳酸条件下) 66 h [73] 

空肠弯曲杆菌 
4  巴氏杀菌牛奶 ＞21 d [74] 

4  UHT 牛奶 42 d [74] 

单增李斯特菌 6  长熟硬奶酪 90 d [75] 

阪崎克罗诺杆菌 37  牛奶 95 ℃热处理 15 min 48 h [76] 
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表 3  肉制品基质中不同细菌进入 VBNC 状态的条件 
Table 3  Conditions for different bacteria to enter the VBNC state in meat product substrate 

细菌种类 温度/℃ 其他条件 时间 文献 

大肠弯曲杆菌 4  接种于新鲜羊肉 8 d [77] 

大肠杆菌 O157:H7 
–20  速冻牛肉丸 152 d [78] 

- 1%、3%、6%、10%、15%的 NEO 浓度处理 2~10 min [82] 

金黄色葡萄球菌 20±1  新鲜鸡肉 5 h [79] 

弯曲杆菌 4/10  鸡胸肉; MAP 或真空包装 13 d [81] 

小肠结肠炎耶尔森菌 - 1%、3%、6%、10%、15%的 NEO 浓度处理 2~10 min [82] 

肠炎沙门氏菌 - 1%、3%、6%、10%、15%的 NEO 浓度处理 2~10 min [82] 

注: -为文献未提及。 

 
胞数量分别减少 4.15、2.66 和 4.03 log10 个细胞/mL; 然而, 
但 PMA-qPCR 检测出在 LEW, LEY 和 LWE 中, 剩余的活

细胞计数分别约为 7.08, 7.29和 7.16 log10细胞/mL, 可说明

部分沙门氏菌进入了 VBNC 状态[84]。研究证明一般在酸

性、低温或高温、寡营养条件下能诱导细菌进入 VBNC 状

态, 因此需要注意食物的生产和保存条件。 

4  自然条件下细菌 VBNC 状态的复苏 

有研究发现 VBNC 状态的复苏可以通过解除环境中

的胁迫因素达到[10], 但有报道称 VBNC 状态的复苏的过程

并不只是简单去除胁迫条件就能诱发的, 而需要添加化学

物质或营养物质才能实现[82]。VBNC 状态的复苏也并不是

普遍能发生在 VBNC 状态病原菌中的, 仍存在一些病原菌

进入 VBNC 状态后无法被复苏, 也可能是因为这类 VBNC
状态病原菌的复苏条件还未被探索出来。 

目前研究对 VBNC 状态细菌的复苏方法有物理刺激、

化学刺激、活性蛋白或宿主共培养等[85], 有时根据菌种不

同, 复苏方法之间也会存在一些差异。绝大部分研究是将

纯培养液中或基质中的 VBNC 状态细菌在温度适宜条件

下添加到营养条件充足的培养基中, 又或是添加化学物质

(如丙酮酸、自诱导剂)、活性蛋白(如 Rpf、过氧化氢酶、

YeaZ), 以达到复苏 VBNC 状态细菌的目的。 
研究发现在饮用水和食品中自然存在的 VBNC 状态

细菌可以在食物、水中或在宿主体内复苏, 恢复到正常状

态的情况。如将二氧化氯消毒过的洗涤水清洗新鲜蔬菜, 
可观察到单核细胞增生李斯特菌的 VBNC 状态细胞在切

碎的生菜和切成丁的洋葱中发生了自然复苏[59]。也有经过

温度变换后恢复可培养状态的例子: HU 等[56]研究表明经

氯消毒处理的饮用水, 其中的无色杆菌会进入 VBNC 状态, 
在 28 ℃下的无菌饮用水中, 32 h 后 VBNC 无色杆菌出现复

苏。研究的复苏温度与夏季室内温度相差无几, 若在饮用

水消毒过程中存在诱导细菌进入 VBNC 状态的情况, 则后

续将其复苏也是可能发生的。这揭示了饮用水存在的风险

隐患, 饮用水作为与生活日常环环相扣的一部分, 其风险

防控尤为重要。 
KNIPPER 等[86]在 5、8、12 ℃下成功诱导了生乳样品

中的空肠杆菌进入 VBNC 状态, 后续通过制造 37 ℃下极

低氧分压的环境, 发现在 3 个温度下进入 VBNC 状态的空

肠杆菌都有复苏现象的发生。该研究并未对能复苏空肠杆

菌的氧分压区间进行更深的研究和讨论, 生活中密闭储存

空间会提供低氧分压的环境, 可能会将进入 VBNC 状态的

空肠杆菌重新复苏, 因此需要进一步研究明确氧分压复苏

VBNC 状态空肠杆菌的范围。LLEÒ 等[87]对 VBNC 状态肠

球菌的复苏条件进行研究, 模拟粪便肠球菌在低温条件下

被释放到淡水、海水等营养贫乏的环境中, 并可能通过后

续被人类或动物摄入在肠道恢复活力。如果环境、水或食

物中的 VBNC 状态细菌因未被检测出被人体摄入, 可能会

在体内与宿主共培养复苏, 从而造成各种疾病, 引起安全

风险。另外, 在宿主信号的帮助下, 诸如空肠梭菌、致病

性和非致病性大肠杆菌、迟缓爱德华菌、幽门螺杆菌、单

核增生乳杆菌、肠链球菌、福氏链球菌、霍乱弧菌和副溶

血性弧菌等菌种可以从 VBNC 状态恢复到可培养状态。在

宿主细胞中的自然复苏可通过与真核细胞共培养、在受精

卵中孵育或通过宿主来实现[88]。 
因此即使细菌在基质中进入 VBNC 状态后, 没有处

于最适宜生长的环境下, VBNC 状态细菌也有可能复苏到

可培养状态, 这为 VBNC 状态的复苏提供了新思路, 不再

局限于富营养、复苏因子、化学物质的刺激。同时也提出

了一种潜在风险, 即 VBNC 状态随着基质被人体摄入后, 
在肠道环境中复苏。 

5  结束语 

VBNC 状态是部分细菌应对恶劣环境条件的一种生

存策略, 随着对 VBNC 研究的深入, 其带给人类的健康风

险也逐渐揭露出来, 尤其是致病菌在进入 VBNC 状态后, 
它的风险会被大大低估。因此掌握和了解 VBNC 状态的形

成和复苏的方法和基质对控制其带来的威胁有积极影响和

作用。对于有可能进入 VBNC 状态的细菌来说, 需要注意
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在食物储存或加工前是否有细菌污染的情况发生, 食物储

存或加工过程会产生不利于细菌生存的环境胁迫, 容易诱

导细菌进入 VBNC 状态从而逃避常规检测。本文对 VBNC
状态细菌的形成和复苏机制、在食物和水中自然存在的细

菌诱导和和复苏 VBNC 的方法进行了综述。就目前的文献

报道来看, 大部分存在于食物和水中的细菌在经过常规贮

存运输、消毒处理后会进入 VBNC 状态, 对于不同种类的

细菌在食物或水环境基质中进入 VBNC 状态的研究, 需要

进一步设置梯度条件, 得出诱导 VBNC 状态发生的条件区

间。掌握细菌在食物和水中进入 VBNC 状态的条件范围, 
就能避免其在今后的生产加工处理运输等过程中进入

VBNC 状态, 从而保障食品和饮用水的安全卫生。针对在

食物中进入 VBNC 状态后在环境条件改变后仍能自发复

苏的细菌而言, 有必要探索一种灭菌方法消灭食物中潜在

的 VBNC 状态细菌, 以防止在细菌复苏后带来健康风险。 
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