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常见液体食品包装材料表面肠炎沙门氏菌生物膜

形成能力评价与影响因素分析 

夏周蕾#, 魏亚萍#, 黄怡文, 霍  然, 曲春波, 周秀娟* 
(上海健康医学院健康与公共卫生学院, 上海  201318) 

摘  要: 目的  评价肠炎沙门氏菌在常见液体食品包装材料上生物膜的形成能力, 并分析温度与 pH 对生物

膜生成量的影响。方法  分别测定 4 种不同液体包装材料(铝、聚丙烯、聚乙烯、铝箔), 在室温(25 ℃)和低温

(4 ℃)储藏条件下以及 3 种液体食品(可乐、牛奶、矿泉水)模拟 pH 状态下, 肠炎沙门氏菌的生物膜形成量。

进一步采用线性回归分析各因素对生物膜形成的主效应及交互作用。结果  25 ℃条件下, 两种肠炎沙门氏菌

在任何材料上的生物膜形成量均显著高于 4 ℃ (P<0.05)。pH 6.6 条件下生物膜的形成量最高, 其次是 pH 7.1, 

最后是 pH 3.1, 差异具有统计学显著性(P<0.05)。线性回归分析结果显示, 温度、pH 和材料均是生物膜形成

的影响因素 , 温度和 pH 对生物膜形成具有交互作用 (P<0.05), 在聚丙烯材料上生物膜的形成能力最弱

(β=–0.10, P<0.05)。结论  肠炎沙门氏菌能够在常见液体食品包装材料上形成生物膜, 弱酸和室温条件下更易

形成生物膜, 而低温、强酸以及聚丙烯材料上的生物膜形成能力较弱。本研究为优化液体食品包装材料的选

择及储存条件提供了科学依据, 对保障食品安全有指导意义。 

关键词: 肠炎沙门氏菌; 生物膜; 液体包装材料; 接触表面; 温度; pH 

Evaluation of biofilm formation capacity and analysis of influencing  
factors of Salmonella Enteritis on the surface of common liquid  

food packaging materials 

XIA Zhou-Lei#, WEI Ya-Ping#, HUANG Yi-Wen, HUO Ran,  
QU Chun-Bo, ZHOU Xiu-Juan* 

(College of Public Health, Shanghai University of Medicine & Health Sciences, Shanghai 201318, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the biofilm formation ability of Salmonella Enteritidis on common liquid 
food packaging materials and analyze the effects of temperature and pH on biofilm production. Methods  The 
amount of biofilm formed by Salmonella Enteritis was measured on 4 kinds of different liquid packaging materials 
(aluminum, polypropylene, polyethylene, aluminum foil) at room temperature (25 ℃) and low temperature (4 ℃) 
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storage conditions, as well as under simulated pH conditions of 3 types of liquid foods (cola, milk, mineral water). 
Linear regression analysis was further used to analyze the main effects and interactions of various factors on biofilm 
formation. Results  At 25 ℃, the amount of biofilm formed by the 2 strains of Salmonella Enteritis on any material 
was significantly higher than that at 4 ℃ (P<0.05). The highest amount of biofilm formation occurred at pH 6.6, 
followed by pH 7.1 and pH 3.1, with statistically significant differences (P<0.05). Linear regression analysis results 
showed that temperature, pH and material were all influencing factors for biofilm formation, with temperature and pH 
having an interactive effect on biofilm formation (P<0.05), and the weakest biofilm formation ability was on 
polypropylene material (β=–0.10, P<0.05). Conclusion  Salmonella Enteritidis can form biofilms on common liquid 
food packaging materials, with biofilms more likely to form under weakly acidic and room temperature conditions, 
while biofilm formation is weaker under low temperature, strong acid, and on polypropylene material. This study 
provides a scientific basis for optimizing the selection of liquid food packaging materials and storage conditions, and 
is of guiding significance for ensuring food safety. 
KEY WORDS: Salmonella Enteritidis; biofilm; liquid packaging materials; contact surface; temperature; pH 
 
 

0  引  言 

肠炎沙门氏菌(Salmonella Enteritidis)是引发食源性疾

病的主要风险因子 [1], 广泛存在于各类食品及其环境中, 
具有较强的环境适应性和生物膜形成能力[2]。肠炎沙门氏

菌能够在食品接触表面形成生物膜[3], 这种生物膜结构既

提高了细菌的生存能力[4], 还增加了其对消毒剂和抗生素

的抵抗力[5], 与生物膜相关的感染约占所有微生物感染的

80%, 对公共卫生安全构成严重威胁。研究显示, 与游离状

态相比, 生物膜状态下的肠炎沙门氏菌存活的更持久 [6], 
使得食品加工设施中或者接触材料上病原菌的消除更困

难。由于食品包装材料与食品直接接触, 一旦包装材料表

面上形成了不易发现的生物膜, 它将成为细菌交叉污染的

重要途径[7], 进而导致食品安全问题和产品召回等。例如: 
在比利时某工厂生产的乳酪罐中检测到以生物膜状态存在

的沙门氏菌, 这一污染导致一系列产品被紧急召回[8]。市

场上常见的液体食品(如可乐、牛奶、果汁等), 含有较高的

水分和丰富的营养, 是沙门氏菌生长和繁殖的理想环境[9], 
有形成生物膜的安全风险, 亟需针对性的评估。基于此, 
本研究针对 4 种具有代表性的液体食品(可乐、果汁、纯牛

奶以及果冻), 以它们独特的包装材料(铝、聚丙烯、聚乙烯

和铝箔)为实验载体, 开展肠炎沙门氏菌在其表面生物膜

形成能力和影响因素的测定与分析。 
前期已有研究来探讨不锈钢、玻璃等材料上生物膜形

成的影响因素, 温度、pH 和表面粗糙度等都显著影响了沙

门氏菌生物膜的形成[10]。鉴于液体食品储存条件的普遍性, 
本研究特别聚焦于两个典型温度: 室温(25 ℃)与冷藏(4 ℃)
条件, 以精确考察温度对生物膜形成的影响效果。由于不

同液体食品自身的 pH 不同, 本研究分别模拟低酸环境(pH 
3.1, 类比可乐)、中性偏弱酸环境(pH 6.6, 类比牛奶)以及

接近中性环境(pH 7.1, 类比矿泉水)全面探索处于不同 pH
条件的液体食品是否影响生物膜的形成, 并对温度、pH 以

及材料对生物膜形成的影响进行权重分析, 旨在为液体食

品包装材料的合理选择, 以及合理储藏提供数据支持, 进
而保障公众健康。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

细胞培养板(6 孔、24 孔与 96 孔)(NEST 耐思生命科

技股份有限公司); 白猫经典配方洗洁精(易买购生活超市); 
可口可乐铝制易拉罐(330 mL)、味全每日 C (300 mL)、袋

装新希望纯牛奶(180 mL)和喜之郎 cici 果冻(150 g)均购自

易买购生活超市(上海, 浦东), 以上液体食品的包装材料

分别作为铝、聚丙烯、聚乙烯和铝箔的原材料。肠炎沙门

氏菌标准菌株 ATCC 13076, 购自美国菌种保藏中心, 由本

实验室保存; 肠炎沙门氏菌 SUMHS 240147 分离于天美新

遵义菜市场鸡爪, 由本实验室分离并保存。 
胰酪大豆胨培养基培养基[液体 TSB (trypticase soy 

broth)、琼脂固体 TSA (trypticase soy agar)](北京陆桥生物技

术有限公司); 盐酸、氢氧化钠、95%乙醇、无水乙醇(分析纯, 
上海国药化学试剂集团); 1%结晶紫染色液(湖南比克曼生物

科技有限公司); 使用盐酸和氢氧化钠将 TSB 培养基的 pH 分

别调至 3.1(模拟可乐)、6.6(模拟牛奶)、7.1(模拟矿泉水), 在
调配后用高精度的 pH 仪进行检测, 确保实验的准确性。 

1.2  仪器与设备 

G154DWS 立式高温高压灭菌锅(厦门致微仪器有限公

司); METTLER TOLEDO pH仪(瑞士 METILER TOLEDO公

司); ReadMax1200 酶标仪(上海闪谱生物科技有限公司); 
SHP-80 恒温培养箱(上海森信实验仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株的活化 
两株沙门氏菌均在 20%甘油、–80 ℃冰箱中保存, 直
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至用于本研究。将菌株划线于 TSA 培养基上, 37 ℃培养

24 h 进行活化, 挑取单菌落接种到 10 mL TSB 培养基中, 
在摇床上 37 ℃、180 r/min 过夜培养后[11], 进行二次活化, 
保存于 4 ℃冰箱中备用。在进行生物膜培养前, 取 4 ℃冰

箱中备用的活化菌液, 按 1:10 (V:V, 下同)比例接种于新鲜

的 TSB 培养基中, 在摇床上 37 ℃、180 r/min 过夜培养。 
1.3.2  液体包装材料的处理 

参考 DABREW 等[12]的方法处理 4 种原材料, 具体步

骤为: 在白猫经典配方洗洁精中浸泡 1 h, 无菌水彻底清洗

后, 用重型单孔打孔钳裁剪成相同大小(直径为 10 mm)的
圆片, 在无水乙醇中浸泡 15 min, 无菌水冲洗以消除乙醇

残留, 使用前在生物安全柜内进行表面干燥。 
1.3.3  生物膜的培养与测定 

参考 OBE 等[11]的方法并优化, 进行包装材料上生物

膜的培养, 具体步骤包括: 将裁剪完的 4 种材料放入 6 孔

板的同一个孔中且互相不交叠, 按每孔 3 mL 的规格加入

pH 3.1 的 TSB 培养基; 1:10 的比例接入过夜培养的菌液(见
1.3.1), 每组处理重复 3 次, 以未接种菌液的 TSB 肉汤培养

基作为阴性对照; 在 25 ℃条件下恒温培养 3 d, 4 ℃条件下

恒温培养 5 d。pH 6.6 与 pH 7.7 按前述方法进行培养。 
参考郑丽平等[13]的结晶紫染色法测定生物膜生成量, 

具体步骤包括: 弃去 6 孔板中多余的培养基, 用无菌蒸馏

水冲洗孔 3 次以去除所有松散附着的细胞; 将孔风干至完

全干燥后(生物安全柜内), 加入 3 mL 1%的结晶紫染色液; 
室温染色 20~30 min, 染色完毕后弃去全部结晶紫染色液, 
用无菌蒸馏水冲洗孔 3 次以洗去浮色; 用无菌的镊子 , 
将 6 孔板中的材料转移至 24 孔板中(一孔一片), 防止后

续脱色处理时互相影响; 在室温下完全风干后 , 向每孔

中加入 3 mL 95%的乙醇, 室温下放置 15~30 min; 每孔中

吸取 200 μL 的液体至 96 孔板中, 用多功能酶标仪测定每

孔在 OD595 nm 处的吸光值, 即为生物膜生成量。 

1.4  统计学分析 

为了减少实验误差并保证统计学意义, 在不同条件

下均进行 3 次重复实验, 以确保数据的稳定性和可靠性。

使用 SPSS 29.0 软件进行统计分析, 符合正态分布的计量

资料组间比较采用方差分析, 组间两两比较采用最小显著

性差异法(least significant difference, LSD)-t 检验法, 非正

态分布的计量资料采用 Kruskal-Wallis H 检验, 组间两两

比较采用秩和检验。使用多因素线性回归分析检测生物膜

形成量的影响因素, 将主效应和交互变量放入线性回归模

型分析交互作用。P<0.05 为差异具有统计学意义; 使用

Graphpad Prism 进行统计作图。 

2  结果与分析 

2.1  不同温度对包装材料上生物膜形成量的影响 

温度是影响肠炎沙门氏菌在食品包装材料上生物膜

形成能力的重要因素 , 对所有材料而言 , 本研究的两个

测试温度(25 ℃和 4 ℃)间存在显著差异(P<0.05)。由图 1
可知, 在 25 ℃(即室温条件)时, 两种肠炎沙门氏菌在所

有测试的液体食品包装材料上的生物膜形成量均显著高

于 4 ℃(即冷藏条件)(P<0.05), 但在 4 ℃条件下仍能测定

出一定量的生物膜(OD595 nm>0.5)。这一结果说明, 随着温

度的降低 , 生物膜的形成量虽明显下降 , 但仍保持一定

的形成能力。在同一温度条件下, 不同材料之间的生物膜

形成量呈显著差异(P<0.05), 具体来看, ATCC 13076 在铝

箔材料上的生物膜形成量最高; SUMHS 240147 在聚乙烯

材料上的生物膜形成量最高; 在聚丙烯材料上 , 两个测

试菌株(ATCC 13076 和 SUMHS 240147)的生物膜形成能

力均最弱, 均显著低于其他 3 种测试材料(P<0.05)。这一

结果说明 , 无论是在常温还是低温条件下 , 聚丙烯材料

上均不易形成生物膜, 而其他材料中生物膜的形成能力

存在菌株差异性。 
 

 
 

注: 同一接触面间的不同大写字母和同一温度下的不同小写字母均表示差异显著(P<0.05)。 
图 1  不同温度对 ATCC 13076 (A)和 SUMHS 240147 (B)生物膜形成量的影响 

Fig.1  Effects of different temperature on biofilm formation in ATCC 13076 (A) and SUMHS 240147 (B) 



第 22 期 夏周蕾, 等: 常见液体食品包装材料表面肠炎沙门氏菌生物膜形成能力评价与影响因素分析 267 
 
 
 
 
 

2.2  不同 pH 对包装材料上生物膜形成量的影响 

液体食品的 pH 不同也显著影响了肠炎沙门氏菌在

不同包装材料上生物膜的形成能力 (P<0.05), 且不同材

料之间的生物膜形成量存在显著差异(P<0.05)。由图 2
和图 3 可知, 对所有的测试材料而言, pH 6.6 条件下生物

膜的形成量最高, 其次是 pH 7.1, 最后是 pH 3.1, 并且 3
种 pH 条件下的生物膜形成量差异显著(P<0.05)。同一温

度条件下, 在 3 种 pH (6.6、7.1 和 3.1)时, 同一菌株在不

同的材料上生物膜的形成量的趋势是一致的, 以 25 ℃为

例(图 2), 具体表现在: ATCC 13076 菌株在铝箔材料上生

物膜形成量最多, 其次是聚乙烯材料、铝材料, 聚丙烯材

料上的最弱; SUMHS 240147 菌株在聚乙烯材料上生物

膜形成能力最强 , 其次是铝箔材料和铝材料 , 聚丙烯材

料上最弱。在 4 ℃时(图 3), 3 种 pH 件下, 两种肠炎沙门

氏菌(ATCC 13076 和 SUMHS 240147)在 4 种液体食品包

装材料上生长趋势与 25 ℃条件下的一致。这些结果表明, 

pH 影响了肠炎沙门氏菌在包装材料上的生物膜形成量, 
其中在 pH 6.6 的液体食品中生物膜形成能力最强。然而, 
生物膜形成量的变化趋势随着菌株类型和材料类型而发

生变化。 

2.3  生物膜形成量的多因素线性回归分析 

如表 1 所示, 将材料、温度和 pH 纳入线性回归分析, 
结果显示, 对于 ATCC 13076 菌株, 不同包装材料对生物

膜形成的影响显著: 与铝材料相比, 在聚丙烯材料上生物

膜的形成能力较弱(β=–0.10, P<0.001), 而在聚乙烯和铝箔

材料上的形成能力较强(分别为 β=0.05, P=0.046 和 β=0.06, 
P=0.007)。温度是另一个关键因素, 低温环境(4 ℃)明显抑

制了生物膜的形成(β=–0.01, P<0.001), 表明温度升高有利

于生物膜的形成。pH 方面, pH 6.6 条件下生物膜形成量最

大(β=0.27, P<0.001), pH 7.1 次之(β=0.19, P<0.001), 这表明

弱酸性环境更有利于生物膜的形成。对于 SUMHS 240147
菌株具有相似的结果。 

 

 
 

注: 同一接触面间的不同大写字母和同一 pH 下的不同小写字母均表示差异显著(P<0.05), 图 3 同。 
图 2  25 ℃条件下不同 pH 对 ATCC 13076 (A)和 SUMHS 240147 (B)生物膜形成量的影响 

Fig.2  Effects of different pH on biofilm formation in ATCC 13076 (A) and SUMHS 240147 (B) at 25 ℃ 
 

 
 

图 3  4 ℃条件下不同 pH 对 ATCC 13076 (A)和 SUMHS 240147 (B)生物膜形成量的影响 
Fig.3  Effects of different pH on biofilm formation in ATCC 13076 (A) and SUMHS 240147 (B) at 4 ℃ 
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2.4  pH 与温度对液体食品包装材料上生物膜形成

的交互影响 

交互作用(表 2)结果显示, 温度和 pH 对生物膜的形成

具有显著的交互作用, 不管是 ATCC 13076 还是 SUMHS 
240147 菌株, 在所测试的 4 种包装材料(铝、聚丙烯、聚乙

烯、铝箔)上, 温度和 pH 的主效应显著(P<0.001), 并且偏 η² 

(partial eta squared, 衡量变量之间交互效应大小的统计指

标)值接近或等于 0.99, 表明这两个因素对生物膜形成的影

响均强。同样的, 温度和 pH 的交互效应在所有情况下(2

个菌株和 4 个材料)均具有统计学显著性(P<0.001), 但偏 η²
值略低于单一因素的主效应, 说明虽然交互效应存在, 但

其对生物膜形成的影响略小于温度和 pH 的单独作用。 

 
表 1  线性回归分析 

Table 1  Linear regression analysis 

 
ATCC 13076 SUMHS 240147 

β (95% CI) P β (95% CI) P 

常数项 0.81 (0.77, 0.86) <0.001 0.88 (0.81,0.95) <0. 001 

材料     

铝 参照组  参照组  

聚丙烯 –0.10 (–0.14, 0.05) <0.001 –0.10 (–0.17, –0.02) 0.014 

聚乙烯 0.05 (0.01, 0.09) 0.046 0.12 (0.05, 0.20) 0.002 

铝箔 0.06 (0.02, 0.11) 0.007 0.10 (0.03, 0.18) 0.009 

温度     

  25 ℃ 参照组  参照组  

4 ℃ –0.01 (–0.01, –0.01) <0.001 –0.15 (–0.02, –0.01) <0.001 

pH     

3.1 参照组  参照组  

6.6 0.27 (0.23, 0.31) <0.001 0.34 (0.27, 0.40) <0.001 

7.1 0.19 (0.15, 0.22) <0.001 0.21 (0.14, 0.28) <0.001 

 
表 2  pH 与温度对液体食品包装材料的生物膜形成的交互影响 

Table 2  Interactive effects of pH and temperature on biofilm formation in liquid food packaging materials 

  温度主效应 pH 主效应 温度*pH 

  F P 偏 η2 F P 偏 η2 F P 偏 η2 

ATCC 
13076 

铝 1870.61 <0.001 0.99 1741.31 <0.001 0.99 235.10 <0.001 0.96 

聚丙烯 2283.42 <0.001 0.99 1391.32 <0.001 0.99 21.31 <0.001 0.70 

聚乙烯 1473.04 <0.001 0.98 1582.68 <0.001 0.99 69.49 <0.001 0.89 

铝箔 5907.82 <0.001 0.99 3484.73 <0.001 0.99 686.30 <0.001 0.98 

SUMHS 
240147 

铝 8420.32 <0.001 0.99 4656.18 <0.001 0.99 355.94 <0.001 0.97 

聚丙烯 3974.50 <0.001 0.99 1146.49 <0.001 0.99 234.24 <0.001 0.96 

聚乙烯 18536.36 <0.001 0.99 5059.76 <0.001 0.99 2574.90 <0.001 0.99 

铝箔 10614.02 <0.001 0.99 5607.59 <0.001 0.99 483.94 <0.001 0.98 

 
3  结论与讨论 

本研究系统地评估了肠炎沙门氏菌在 4 种常见液体

食品包装材料(铝、聚丙烯、聚乙烯和铝箔)上的生物膜形

成能力, 并详细分析了温度、pH 及其交互效应对细菌生物

膜形成的影响。研究结果显示, 温度是影响生物膜形成的

重要因素, 25 ℃时生物膜形成量显著高于 4 ℃ (P<0.05), 
表明较高温度更有利于生物膜的形成。pH 也显著影响着生

物膜的形成能力(P<0.05), 弱酸性环境(pH 6.6)更有利于生

物膜的形成, 其生物膜形成量最高, 而强酸性环境(pH 3.1)
则对生物膜形成有较强的抑制作用, 其生物膜形成量最

低。就不同材料而言, 生物膜更易在铝箔和聚乙烯材料上

形成, 而在聚丙烯材料上生物膜的形成能力较弱。另外, 
在环境条件(温度和 pH)一致的情况下, 测试的两个菌株在

相同的包装材料上生物膜的形成能力存在差异, 这可能与

菌株对材料的表面吸附差异有关。温度和 pH 的交互作用

也显著影响着生物膜的形成, 尽管其影响效果略低于单一

因素的主效应(P<0.001), 说明生物膜的形成受到了储藏条
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件和液体本身特性的联合影响。 
生物膜形成机制涉及微生物向材料表面运送、黏附

并分泌黏性物质生长。材料表面特性如电荷、润湿性和

粗糙度显著影响细菌黏附, 从而调控生物膜的形成。前期

的研究表明, 材料的疏水性是影响生物膜形成能力的重

要因素 [14], 疏水性减少了水分在表面的聚集, 增加了微

生物细胞与表面接触的机会, 从而促进微生物的初级黏

附[15]。本研究的实验数据发现, 肠炎沙门氏菌在疏水性强

的材料上(如聚乙烯)更易形成生物膜, 这与先前的研究报

告相吻合[16]。肠炎沙门氏菌在铝箔表面的生物膜形成能力

也较强, 这可能与铝箔的复合结构有关, 其中包含的聚乙

烯[17]等疏水性材料可能促进了生物膜的形成[18]。尽管铝箔

材料有助于生物膜的形成, 但其优异的阻隔性能仍然使其

成为许多液体食品包装的理想选择[19]。为了降低生物膜形

成的风险, 建议在包装过程中引入抗菌涂层或定期进行表

面清洁[20]。基于本研究的结果, 降低储藏温度和避开弱酸

性液体 , 也能减少形成生物膜的风险 , 从而确保食品安

全。对于铝材料而言, 由于其轻质、卓越的阻隔性能、优

异的回收性以及化学惰性, 使微生物难以在其表面生长和

繁殖[21], 常被选为碳酸饮料等液体食品的包装材料[22]。不

仅如此, 铝材料在温度适应性上也表现出色, 无论是室温

还是冷藏条件, 铝材料都能提供稳定的阻隔性能, 有效保

护食品免受外界污染[23]。根据本研究的结果, 铝材料在多

种 pH 条件下均不利于肠炎沙门氏菌生物膜的形成, 进一

步证实了这种材料对液体食品 pH 的包容性较强。对于聚

丙烯, 常用于牛奶、酸奶等乳制品的包装[24]。其出色的化

学稳定性使其能够容纳各种 pH 的食品, 包括酸性和碱性

食品[25]。此外, 聚丙烯材料还能承受广泛的温度范围, 从
冷冻到短期的高温灭菌(超过 100 ℃), 这为其在各种储存

条件下的应用提供便利[26]。本研究表明, 在所测试的 pH
条件和温度条件下, 聚丙烯材料都是最不利于肠炎沙门氏

菌形成生物膜的, 说明了这种材料适应于各种液体食品, 
对储藏温度的适应性较强。 

生物膜的形成显著增强了沙门氏菌在食品加工环境

中的持久性, 进而加剧了食品安全风险[27]。为有效防范液

体食品中肠炎沙门氏菌引发的公共卫生安全隐患, 应着重

从以下几个维度着手: 首先, 需根据液体食品的独特性质

及其储存条件, 多方面考虑包装材料的选择, 可以避免选

择具有疏水性的材料来减少菌体与包装材料表面之间的黏

附, 进而抑制生物膜的形成[28]; 其次, 对液体食品原材料

及其包装材料应严格遵循国家标准进行消毒或清洁处理, 
确保在生物膜成熟之前即予以清除[29], 从而显著降低食品

安全隐患; 最后, 值得注意的是, 即使在较低的温度条件

下, 沙门氏菌仍具备形成生物膜的能力[30], 在液体食品加

工过程中存在交叉污染的可能性[31], 因此在低温环境(特
别是冷链物流过程中)有效控制沙门氏菌及其生物膜的污

染还应综合考虑包装材料和液体 pH 的影响。 
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