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［摘　要］目的：研究山梨酸钾、苯甲酸钠、壳聚糖及壳聚糖香草醛席夫碱４种药物对猕猴桃果汁污染菌的抑
制作用。方法：分离及培养猕猴桃果汁中的污染菌株，采用形态学方法鉴定污染菌株，ＣＴＡＢ法提取污染菌
ＤＮＡ，采用ＰＣＲ法扩增细菌的１６ＳｒＤＮＡ区和真菌的ＩＴＳ区基因，扩增的目标条带进行测序分析，并用ＭＥＧＡ６软
件构建进化树，明确猕猴桃果汁中污染菌种；采用微量液体稀释法测定山梨酸钾、苯甲酸钠、壳聚糖及壳聚糖香

草醛席夫碱４种药物对猕猴桃果汁污染菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。结果：从猕猴桃果汁中分离到４株污染菌分
别为枝孢菌、歧皱青霉菌、杂色曲霉菌、坚强芽胞杆菌，ＭＩＣ抑菌实验结果显示壳聚糖香草醛席夫碱对４种污染
菌的抑制作用最好，其中对枝孢菌的抑制作用等同于山梨酸钾和苯甲酸钠而强于壳聚糖，对歧皱青霉菌和杂色

曲霉菌的抑制作用强于山梨酸钾、苯甲酸钠、壳聚糖，对坚强芽胞杆菌的抑制作用等同苯甲酸钠、强于山梨酸钾

和壳聚糖。结论：壳聚糖香草醛席夫碱的抑菌效果表现最好，强于山梨酸钾、苯甲酸钠、壳聚糖，具有应用潜力。
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　　猕猴桃果汁饮料营养丰富，在加工过程采用巴
氏杀菌法，但某些耐热菌仍会残留在果汁饮料中并

增殖，影响果汁质量。目前在工业生产中常添加山

梨酸钾或苯甲酸钠作为防腐剂抑制果汁中微生物

的繁殖，延长保质期。壳聚糖被认为是新型安全的

防腐剂，对果蔬具有防腐保鲜作用，但目前还未批

准在果汁中添加使用，壳聚糖香草醛席夫碱是对壳

聚糖进行化学修饰的产物，可提高抑菌效果［１］。

本研究选择贵州省某猕猴桃饮料生产企业，分离鉴

定其不合格产品中的污染菌，在其中加入常用防腐

剂山梨酸钾、苯甲酸钠、新型防腐剂壳聚糖及实验

室自制的壳聚糖香草醛席夫碱４种药物［２－３］，比较

４种药物对污染菌的抑菌效果，为相关猕猴桃饮料
生产企业改进生产工艺，提高产品质量提供参考。

１　材料与方法
１．１　材料与设备

贵州某果汁饮料公司提供的猕猴桃果汁饮料，

壳聚糖（３０００Ｄａ，浙江金壳药业有限公司）、香草
醛（分析纯）、ＭＨ（Ａ）培养基（北京奥博星生物技
术有限责任公司）及马铃薯葡萄糖琼脂培养基（北

京奥博星生物技术有限责任公司）；ＰｒｏＦｌｅｘＴＭ ＰＣＲ
仪（美国应用生物系统公司）。

１．２　方法
１．２．１　污染菌株的分离及培养　用移液枪吸取
１００ｍＬ猕猴桃果汁于 ＰＤＡ培养基和普通培养基
上，涂布均匀，２５℃培养７ｄ，挑取单菌落于另一培
养基内培养，重复３次，得到纯化的污染菌株。
１．２．２　污染菌株形态学鉴定　将菌株在 ＰＤＡ培
养基上划线培养７ｄ，观察其菌落形态。在载玻片
中央滴加一滴乳酸酚棉蓝染色液，挑取少量菌体于

载玻片液滴中，将菌体涂抹均匀，盖上盖玻片，油镜

下观察菌株的形态特征，参照真菌形态学鉴定手

册，鉴定所分离的菌株种类［４］。

１．２．３　污染菌ＤＮＡ提取　用ＣＴＡＢ法提取污染菌的
ＤＮＡ［５］，取１０ｍｍ３菌体于离心管中，加入ＣＴＡＢｂｕｆｆｅｒ
４００μＬ和聚乙烯吡咯烷酮溶液１００μＬ，旋涡震荡
１０ｍｉｎ后放入恒温水浴箱６０℃水浴１ｈ。加入氯
仿－正丁醇混合溶液 ５００μＬ，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液，加入预冷的异丙醇混匀，１４０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，加入预冷的７０％乙醇
溶液１ｍＬ混匀，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清，
加ＴＥｂｕｆｆｅｒ５０μＬ溶解沉淀，获得ＤＮＡ溶液。
１．２．４　ＰＣＲ扩增　对细菌的１６ＳｒＤＮＡ区和真菌
的ＩＴＳ区基因进行扩增［６］，引物序列见表１，由英
潍捷基（上海）贸易有限公司合成。ＰＣＲ反应体系
为５０μＬ，ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳观察是
否有目标条带。回收目标条带，送由英潍捷基贸易

有限公司测序。获得的序列进行 ＢＬＡＳＴ比对，并
用ＭＥＧＡ６软件构建进化树［７］。

表１　１６ＳｒＤＮＡ区和真菌的ＩＴＳ区ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ１６Ｓ

ＤＮＡａｎｄｆｕｎｇａｌＩＴＳａｒｅａ
引物名称 引物序列

ＩＴＳ１ ５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′
ＩＴＳ４ ５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′
２７Ｆ ５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ３′
１４９２Ｒ ５′ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′

１．２．５　壳聚糖香草醛希夫碱的合成　参考文献
［８］，取壳聚糖３２２ｇ放入圆底烧瓶中，加入甲醇
５０ｍＬ和乙酸１ｍＬ溶胀２ｈ，再取香草醛３０４ｇ溶
于甲醇５０ｍＬ后滴入圆底烧瓶。１２０℃反应１０ｈ，
产物旋蒸去除甲醇，用乙醇淋洗３遍，得到壳聚糖
香草醛希夫碱。

１２６　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）　参考文献［９］，取新
鲜培养的菌体用 ＲＰＭＩ１６４０液稀释成终浓度菌
液，药物用双蒸水配制成６４ｇ／Ｌ的储存液，阳性对
照药物（两性霉素Ｂ）溶于二甲亚砜制成３２ｍｇ／Ｌ储
存液，在９６孔板１～１１孔中每孔加入菌液１００μＬ，
然后在１～１０孔内加入对半稀释的药物１００μＬ，
第１２孔加入不含药的 ＲＰＭＩ１６４０液２００μＬ作阴
性对照，２５℃暗箱培养４８ｈ，当阳性对照（第１１
孔）生长良好时，肉眼观察判读，液体澄清无菌生

长孔为该药的ＭＩＣ。

２　结果
２１　污染菌的分离及形态特征

１００ｍＬ猕猴桃果汁通过在 ＰＤＡ培养基上涂
布共得到６个菌落，菌落数为６０（ｃｆｕ／ｍＬ），通过观
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察菌落形态初步得到３株不同的菌株，命名为ＦＡ、
ＦＢ、ＦＣ；１００ｍＬ猕猴桃果汁在 ＭＨ培养基上涂布

得到若干个菌落，通过观察菌落形态认为得到一株

菌命名为ＢＡ。其形态特征见图１、表２。

图１　ＦＡ、ＦＢ、ＦＣ、ＢＡ正反面菌落形态和油镜下菌体形态（１００×）
Ｆｉｇ．１　Ｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｏｒｇａｎｉｓｍｃｏｌｏｎｉｅｓ（ｂｏｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅ），ａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

表２　菌株形态学观察
Ｔａｂ．２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｔｒａｉｎｓ

菌株 ＰＤＡ培养基菌落特征 油镜 （１００×）
ＦＡ 灰绿色，表面粗糙，边缘整齐 菌丝有横隔，分生孢子呈球形、杆状、卵形

ＦＢ 青绿色，表明粗糙，边缘不整 菌丝有横隔，顶囊分枝成帚状的分生孢子

ＦＣ 黄绿色，菌落反面无色，中间部分黄棕色，丝绒状 菌丝无横隔，分生孢子头初为球形，后呈辐射形

ＢＡ 淡黄色，表面湿润，边缘整齐 菌体呈杆状

２４
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２２　分子生物学鉴定
把测序得到的 ＦＡ、ＦＢ、ＦＣ菌的 ＩＴＳｒＲＮＡ和

ＢＡ菌的 １６ＳｒＲＮＡ基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行
ＢＬＡＳＴ比对，结果显示ＦＡ与枝孢菌，ＦＢ与歧皱青
霉菌，ＦＣ与杂色曲霉菌，ＢＡ与坚强芽胞杆菌的同
源性都达到９９％。利用ＭＥＧＡ６软件的Ｎ－Ｊ方法
构建系统发育树 （图２），从图上可知ＦＡ菌与Ｃｌａ

ｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐＫＣ７９０５３６１遗传距离最近，ＦＢ菌与
ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｔｅｃｋｉｉＨＭ４６９４１５１遗传距离最近，ＦＣ
菌与 ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒＨＭ７７６４１４１遗传距离
最近，ＢＡ菌与 ＢａｃｉｌｌｕｓｆｉｒｍｕｓＬＣ０１９７９２１遗传距
离最近。结合菌落形态和显微镜观察，参照《真菌

鉴定手册》初步确定ＦＡ为枝孢菌，ＦＢ为歧皱青霉
菌，ＦＣ为杂色曲霉菌，ＢＡ为坚强芽胞杆菌。

图２　Ｎ－Ｊ方法构建ＦＡ、ＦＢ、ＦＣ、ＢＡ菌的系统发育树
Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｓｔｒａｉｎｓｏｆＦＡ，ＦＢ，ＦＣ，ＢＡ，ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｔｈＮ－Ｊｍｅｔｈｏｄ

２３　ＭＩＣ值
根据抑菌试验结果（表 ３）山梨酸钾、苯甲酸

钠、壳聚糖和壳聚糖香草醛席夫碱对几种污染菌均

有一定的抑制作用。食品添加剂使用标准［１０］规定

在浓缩果蔬汁中山梨酸钾的最大使用量为２ｇ／ｋｇ，
该添加量大于其对枝孢菌和杂色曲霉菌的 ＭＩＣ为
１ｇ／ｋｇ，而小于其对歧皱青霉菌和坚强芽胞杆菌的
ＭＩＣ１６ｇ／ｋｇ和８ｇ／ｋｇ，因此山梨酸钾在添加最大
使用量２ｇ／ｋｇ时仍不能有效的抑制果汁中歧皱青
霉菌和坚强芽胞杆菌。自制药物壳聚糖香草醛席

夫碱对４种污染菌的抑制作用较好，其中对枝孢菌

的抑制作用等同于山梨酸钾和苯甲酸钠而强于壳

聚糖，对歧皱青霉菌和杂色曲霉菌的抑制作用强于

山梨酸钾、苯甲酸钠、壳聚糖，对坚强芽胞杆菌的抑

制作用同苯甲酸钠、强于山梨酸钾和壳聚糖。质控

药物两性霉素Ｂ的ＭＩＣ值为０１２５～４ｍｇ／Ｌ，庆大
霉素的ＭＩＣ在１ｍｇ／Ｌ均符合质控要求。

３　讨论

本实验从贵州某公司生产的不合格猕猴桃果

汁饮料中共分离得到４株污染菌，分别为枝孢菌、
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表３　最小抑菌浓度ＭＩＣ（ｍｇ／Ｌ）
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｅｓｔｅｄ

药物（ｍｇ／Ｌ） 枝孢菌
歧皱青

霉菌

杂色曲

霉菌

坚强芽

胞杆菌

山梨酸钾 １０００１６０００ １０００ ８０００
苯甲酸钠 １０００ ４０００ ４０００ ４０００
壳聚糖 ２０００ ４０００ １０００ ３２０００
壳聚糖香草醛席夫碱 １０００ １０００ ５００ ４０００
两性霉素Ｂ ２ ０１２５ ０１２５
庆大霉素 １

歧皱青霉菌、杂色曲霉菌、坚强芽胞杆菌。分析认

为这些污染菌可能来源于果实、加工容器和加工环

境，因巴氏消毒不能完全将其杀灭而残留在果汁饮

料中，在环境适宜的条件下大量繁殖。杂色曲霉菌

会代谢产生杂色曲霉毒素，在生产过程中需要重点

防治。防治果汁污染措施包括：采用新鲜无腐烂的

猕猴桃果实，防止污染菌从原料带入果汁；回收的

饮料空瓶要严格清洗杀菌，加强加工车间、容器、管

道的消毒。

从抑菌实验结果看壳聚糖香草醛席夫碱的抑

菌效果表现最好，比壳聚糖本身好，说明壳聚糖经

过化学修饰后抑菌效果得到增强，壳聚糖香草醛席

夫碱的抑菌活性可能与其生产的亚胺键有关［３］。

山梨酸钾抑菌作用较弱，在达到最大使用量２ｇ／ｋｇ
时仍不能有效的抑制果汁中歧皱青霉菌和坚强芽

胞杆菌，这与其他报道青霉菌和芽胞杆菌是果汁饮

料中主要的污染菌相一致［１１］。苯甲酸钠的抑菌活

性比山梨酸钾好，但其具有一定的副作用。

因此，保证猕猴桃果汁质量需要提高原材料质

量，改善生产环境和生产工艺，要针对污染菌寻找

合适的防腐剂，自制药物壳聚糖香草醛席夫碱对污

染菌的抑制作用较好，具有应用潜力，需要进一步

研究其毒理效果。
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