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果汁中脂环酸芽孢杆菌识别与控制研究进展
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摘要：脂环酸芽孢杆菌具有嗜酸耐热的特性，是果汁工业中关键的质量安全因子。论述了脂环酸芽孢杆菌的发现

历史及分类，不同来源脂环酸芽孢杆菌属主要特征及分布，阐述了脂环酸芽孢杆菌对果汁工业的危害及愈创木酚

等产物代谢路径，系统分析了脂环酸芽孢杆菌识别与检测研究进展，同时也讨论了果汁加工业中脂环酸芽孢杆菌

控制技术方法，为果汁生产加工中脂环酸芽孢杆菌的快速识别与控制提供了理论方法和技术支持，为保障果汁工

业的健康、快速发展提供了参考。
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　　引言

中国是世界上水果种植面积和产量最大的国

家。近年来，我国苹果、猕猴桃、柑橘、葡萄等大宗水

果及具有地方品牌效应的特色小品种水果在种植面

积和产量方面均取得了重大突破。以这些原料为核



心的水果深加工产业及其出口贸易是水果种植产业

健康发展的关键，也是区域性经济快速发展、实现农

民增收致富的支柱型产业。同时，随着国际市场激

烈的竞争及中国水果加工产品中质量安全问题的突

显，中国的水果及其加工产业面临着严峻的挑

战［１］。食源性致病菌、脂环酸芽孢杆菌、展青霉素、

高渗酵母、农药残留、重金属、富马酸等质量安全问

题依然是制约中国水果生产加工及出口贸易的瓶

颈，脂环酸芽孢杆菌污染引起的质量问题是水果产

业健康发展急需解决的重要问题之一［１－３］。

本文对脂环酸芽孢杆菌的发现历史及分类等信

息进行系统总结，阐述脂环酸芽孢杆菌属细菌的主

要特征及在水果种植与加工过程的分布状况，讨论

脂环酸芽孢杆菌对果汁工业的危害及愈创木酚等代

谢产物生成路径，并论述脂环酸芽孢杆菌识别与控

制方法的研究进展，以期为保障果汁工业的健康、快

速发展提供参考。

１　脂环酸芽孢杆菌简介

脂环酸芽孢杆菌是一类耐酸、耐热、严格需氧、

产芽孢、无致病性的杆状细菌［４］。一般可以生长的

ｐＨ值范围为２０～６０，其最适 ｐＨ值为３５～４５；
可以生长的温度范围为２０～７０℃，最适生长温度为
４０～６０℃。由于这类细菌可以在低 ｐＨ值及高温条
件下存活甚至生长，因此也俗称为“嗜酸耐热

菌”［５］。

１１　发现历史及分类
在１９６７年，ＵＣＨＩＮＯ等［６］于日本东北地区的温

泉中分离获得了３株产芽孢的细菌，它们的耐酸耐
热性比Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｏａｇｕｌａｎｓ和 Ｂ．ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ更
强，最后根据形态和培养特性将它们暂时归类于

Ｂ．ｃｏａｇｕｌａｎｓ。１９７１年，ＤＡＲＬＡＮＤ等［７］分别在美国

黄石国家公园和夏威夷火山国家公园分离出了相似

细菌，且其细胞膜中的主要脂类成分为 ω环己烷脂
肪酸，根据其分类属性，这些细菌被划定为 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
属的一个新种，并命名为 Ｂ．ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ。１９８１
年，ＨＩＰＰＣＨＥＮ等［８］在土壤中分离了一株嗜酸耐热

菌，经ＤＥＩＮＨＡＲＤ等［９］详细研究后，确定为另一个新

种———Ｂ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ。１９８３年，ＰＯＲＡＬＬＡ等［１０］分离

了一株细胞膜中主要成分为 ω环庚烷脂肪酸的细
菌，该细菌被命名为 Ｂ．ｃｙｃｌｏｈｅｐｔａｎｉｃｕｓ。通过 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列的比对，上述３株分离鉴定的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ菌
与该属的其他菌株有明显的差异，且其明显的特征

是它们都含有 ω环状脂肪酸，因此，在１９９２年，这
３株嗜酸耐热菌被归类为一个新属———脂环酸芽孢
杆菌属（Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ）［１１］。

在此后的２０多年里，学者陆续从土壤、温泉、火
山口等自然环境和果蔬食品中分离获得了脂环酸芽

孢杆菌属细菌。最初被分类至 Ｓｕｌｆｏｂａｃｉｌｌｕｓ属的
Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｓｕｌｆｉｄｏｏｘｉｄａｎｓ ｓｕｂｓｐ． ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ 和
Ｓ．ｄｉｓｕｌｆｉｄｏｏｘｉｄａｎｓ等 细 菌 分 别 被 重 新 归 类 为
Ａ．ｔｏｌｅｒａｎｓ和Ａ．ｄｉｓｕｌｆｉｄｏｏｘｉｄａｎｓ［１２］。截止目前，该属共
含有２３个种、２个亚种和 ２个基因组种，具体为：
Ａ．ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ、Ａ． ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ、Ａ． ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ
ｓｕｂｓｐ． ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ、 Ａ． ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ ｓｕｂｓｐ．
ｒｉｔｔｍａｎｎｉｉ、Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ、Ａ．ａｅｒｉｓ、Ａ．ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｌｙｔｉｃｕｓ、
Ａ． ｃｏｎｓｏｃｉａｔｕｓ、Ａ． ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ、Ａ．ｃｙｃｌｏｈｅｐｔａｎｉｃｕｓ、
Ａ．ｄａｕｃｉ、 Ａ． ｄｉｓｕｌｆｉｄｏｏｘｉｄａｎｓ、 Ａ．ｆａｓｔｉｄｉｏｓｕｓ、
Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｙｄａｎｓ、 Ａ． ｈｅｒｂａｒｉｕｓ、 Ａ．ｈｅｓｐｅｒｉｄｕｍ、
Ａ．ｋａｋｅｇａｗｅｎｓｉｓ、Ａ．ｍａｃｒｏｓｐｏｒａｎｇｉｉｄｕｓ、Ａ． ｐｏｈｌｉａｅ、
Ａ．ｐｏｍｏｒｕｍ、Ａ．ｓａｃｃｈａｒｉ、Ａ．ｓｅｎｄａｉｅｎｓｉｓ、Ａ．ｓｈｉｚｕｏｋｅｎｓｉｓ、
Ａ．ｔｏｌｅｒａｎｓ、Ａ．ｖｕｌｃａｎａｌｉｓ、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｇｅｎｏｍｉｃｓｐｅｃｉｅｓ
１和Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｇｅｎｏｍｉｃｓｐｅｃｉｅｓ２［１３－１４］。基于１６Ｓ
ｒＲＮＡ序列的脂环酸芽孢杆菌属系统发育树如图１所
示。

１２　主要特征
脂环酸芽孢杆菌的特性主要包括３方面：基本

的细胞形态特征、细胞膜主要脂类成分（ω环状脂
肪酸）以及芽孢的耐热性。

脂环酸芽孢杆菌的营养体细胞宽度为 ０７～
１μｍ，长度为３～５μｍ，并伴有端生、次端生或中生
芽孢。菌落呈乳白色至褐色，且随着菌龄变化其颜

色会逐渐加深，表面光滑不透明，菌落形态为扁平或

凸起，菌落大小一般为 ２～５ｍｍ［１５－１７］。除了
Ａ．ｓｅｎｄａｉｅｎｓｉｓ为革兰氏阴性菌外，其他种均为革兰
氏阳性［１８］，但在培养后期这些革兰氏阳性菌又具有

了革兰氏阴性菌的特性［１９］。

脂环酸芽孢杆菌属细菌细胞膜中的主要脂类成

分是ω环状脂肪酸，这是其区别于 Ｂａｃｉｌｌｕｓ属的主
要特征。Ａ．ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ、Ａ．ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓｓｕｂｓｐ．
ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ、Ａ． ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ、Ａ． ｈｅｓｐｅｒｉｄｕｍ、
Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｇｅｎｏｍｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ１、Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｇｅｎｏｍｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ２、 Ａ． ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ ｓｕｂｓｐ．
ｒｉｔｔｍａｎｎｉｉ、 Ａ． ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ、 Ａ． ｓｅｎｄａｉｅｎｓｉｓ、
Ａ．ｖｕｌｃａｎａｌｉｓ、 Ａ． ｔｏｌｅｒａｎｓ、 Ａ．ｄｉｓｕｌｆｄｏｏｘｉｄａｎｓ、
Ａ．ｆａｓｔｉｄｉｏｓｕｓ、Ａ．ｓａｃｃｈａｒｉ、Ａ．ｃｏｎｓｏｃｉａｔｕｓ和 Ａ．ｄａｕｃｉ
等细菌的细胞膜中主要含有 ω环己烷脂肪酸；而
Ａ．ｃｙｃｌｏｈｅｐｔａｎｉｃｕｓ、Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓ、Ａ．ｋａｋｅｇａｗｅｎｓｉｓ和
Ａ．ｓｈｉｚｕｏｋｅｎｓｉｓ等细菌的细胞膜中主要含有 ω环庚
烷 脂 肪 酸［１４，１６，１８，２０］。 另 外， Ａ． ｐｏｍｏｒｕｍ、
Ａ．ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ、Ａ．ｍａｃｒｏｓｐｏｒａｎｇｉｉｄｕｓ、Ａ．ｐｏｈｌｉａｅ、
Ａ．ｆｅｒｒｏｏｘｙｄａｎｓ、Ａ．ａｅｒｉｓ和 Ａ．ｃｏｎｓｏｃｉａｔｕｓ等细菌的
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细胞膜中不含有ω环状脂肪酸，但是根据１６ＳｒＲＮＡ
和ＤＮＡ旋转酶Ｂ亚基的基因序列分析及以此建立
的系统发育树表明这些细菌属于脂环酸芽孢杆菌

属，它们的加入表明脂环酸芽孢杆菌属也包括一些

细胞膜中不含有ω环状脂肪酸的菌株［２１－２３］。

图１　脂环酸芽孢杆菌属不同菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育树
Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｔｒｅｅｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｅｃｉｅｓ

　
　　脂环酸芽孢杆菌的另一个重要特点是所产芽孢
具有较强的抗热性［２４－２５］。在衡量微生物的抗热性

强弱时，最主要的参数是 Ｄ９０℃和 Ｄ９５℃值（Ｄ表示在
规定的温度下，杀死９０％细菌数所需的时间，下标
表示杀菌温度）。影响脂环酸芽孢杆菌芽孢抗热性

的主要因素如表１所示（以Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ为例）。
其中温度的影响最大，随着温度的升高，Ｄ值显著降
低［２６－２７］。当热处理介质为缓冲液时，ｐＨ值的变化
对芽孢的热抗性无显著影响；在果汁或培养基介质

中处理时，随着 ｐＨ值的升高其 Ｄ值也明显升

高［２８－２９］。可溶性固形物含量与芽孢的 Ｄ值呈正相
关，通常表现为其在浓缩果汁中的抗热性比在普通

果汁中更强［２９］。相对于以上几种外界因素，脂环酸

芽孢杆菌属内种的差异也是影响其抗热性的一个重

要因素，甚至在相同条件下同种内不同菌株的抗热

性也存在一定的差异。一般来说，在同等条件下

Ａ．ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ抗热性强于 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ［３０］。
相对于缓冲液体系，在果汁和饮料介质中脂环酸芽

孢杆菌芽孢的抗热性更强。ＭＡＬＤＯＮＡＤＯ等［２７］发

现在未澄清的浓缩柠檬汁中Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢

表１　影响Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢抗热性的主要因素
Ｔａｂ．１　ＭａｉｎｆａｃｔｏｒｓｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｈｅａｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＡ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓｓｐｏｒｅｓ

因素 处理条件 结果 文献序号

温度
浓缩柠檬清汁（５０°Ｂｒｉｘ，ｐＨ值２２８）

处理温度：８２、８６、９２、９５℃

Ｄ８２℃ ＝１７４ｍｉｎ，Ｄ８６℃ ＝１８１ｍｉｎ，

Ｄ９２℃ ＝７６ｍｉｎ，Ｄ９５℃ ＝６２ｍｉｎ
［２７］

ｐＨ值
麦芽浸膏汤培养基（５°Ｂｒｉｘ，ｐＨ值２５～６０）

处理温度：９１℃

Ｄ９１℃→０（ｐＨ值２５）

Ｄ９１℃≈１０ｍｉｎ（ｐＨ值６０）
［２９］

可溶性固

形物含量

麦芽浸膏汤培养基（５～６０°Ｂｒｉｘ，ｐＨ值 ２５）

处理温度：９１℃

Ｄ９１℃→０（５°Ｂｒｉｘ）

Ｄ９１℃≈２０ｍｉｎ（６０°Ｂｒｉｘ）
［２９］

菌株

ＤＳＭ２４９８和３株分离菌

橘子汁（９°Ｂｒｉｘ，ｐＨ值３１５）

处理温度：９５℃

Ｄ９５℃ ＝２５ｍｉｎ（菌株４６）

Ｄ９５℃ ＝８７ｍｉｎ（菌株７０）

Ｄ９５℃ ＝３８ｍｉｎ（菌株１４５）

Ｄ９５℃ ＝２７ｍｉｎ（菌株ＤＳＭ２４９８）

［３２］

介质

苹果汁、橘子汁和麦芽浸膏汤培养基（１０°Ｂｒｉｘ，ｐＨ值

４０）

处理温度：９５℃

Ｄ９５℃ ＝（２７８±１７０）ｍｉｎ（苹果汁）

Ｄ９５℃ ＝（２０８±１２７）ｍｉｎ（橘子汁），Ｄ９５℃ ＝１１１±

２２６（麦芽浸膏汤培养基）

［３３］

二价阳离

子

酵母膏蛋白胨葡萄糖培养基（ｐＨ值４０）

处理温度：８９℃

二价阳离子（５ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＣａＣｌ２、ＭｇＣｌ２、ＢａＣｌ２、ＭｎＣｌ２和

ＳｒＣｌ２

Ｄ８９℃≈１３ｍｉｎ（ＣａＣｌ２）

Ｄ８９℃≈１０ｍｉｎ（其他）
［３１］
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的抗 热 性 比 在 澄 清 的 果 汁 中 高。１９９７年，
ＹＡＭＡＺＡＫＩ等［３１］研究发现二价金属离子的添加对

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的抗热性无显著影响，但当同
时加入吡啶二羧酸和Ｃａ２＋时，其芽孢的Ｄ值则显著
升高。

１３　分布
脂环酸芽孢杆菌主要来源于土壤，根据其具有

嗜酸耐热的性质，最初该菌类从火山、温泉等高温环

境的酸性土壤中分离得到，比如陈志伟等［３４］从云

南、广东的热泉中分离到了 Ａ．ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ。同
时，脂环酸芽孢杆菌也广泛存在于中性和碱性土壤

中。ＨＩＰＰＣＨＥＮ等［８］利用嗜酸耐热菌的分离方法从

中性土壤中分离出了５０株菌，其中２３株均为脂环
酸芽孢杆菌。本实验室研究团队也分别从陕西黄土

高原地区苹果及猕猴桃种植果园的碱性土壤中分离

到了Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ、Ａ．ｈｅｒｂａｒｉｕｓ和Ａ．ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｓ
等脂环酸芽孢杆菌［３５－３７］。

自１９８４年在德国发生脂环酸芽孢杆菌污染事
件导致大规模苹果汁腐败以来，大量的研究开始致

力于果蔬及其制品中脂环酸芽孢杆菌的分离鉴定，

并重点阐明各类果汁从果园到餐桌全产业链加工中

脂环酸芽孢杆菌的分布和污染情况。巴西出口商协

会分别从圣保罗州的３个大型橘子加工厂以及工厂
附近的橘子农场中取样分析了脂环酸芽孢杆菌的分

布。该研究工作开展了２年，每年取样量为１００个，
取样点主要包括：正常收获的原料果、落果、橘子叶、

果园的土壤、喷洒水、进入仓库前后的果实、氯洗前

后的果实、氯洗后的洗涤水、浓缩前和巴氏杀菌后的

橘子汁以及终产品浓缩橘子汁等。研究结果表明：

在所有土壤样品中都检测到了脂环酸芽孢杆菌，其

菌体浓度为１０４～１０６ＣＦＵ／ｇ，在原料果及树叶表面
也有少量的目标菌，且干旱季节的污染水平要高于

雨季［３８］。陈世琼等［３９］从浓缩苹果汁生产过程中使

用的洗果水、冷凝水、苹果清汁、苹果浓缩汁中共分

离到４５株嗜酸耐热菌。本实验室研究团队也从苹
果及猕猴桃全产业链中分离获得了大量脂环酸芽孢

杆菌，其中：从陕西苹果果园、果库环境中采集了土

壤、叶片、空气、苹果，并以浓缩苹果汁生产车间及生

产线的设备用水、冷凝水、原汁、苹果清汁、酶解果

汁、预浓缩汁、苹果浓缩汁及其各个工段的空气为样

品进行了分析，在果园、果库以及生产车间的空气、冷

凝水和酶解果汁中均分离到了 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ［３７］；
ＺＨＡＮＧ等［３６］以陕西周至、眉县等猕猴桃主产区及

猕猴桃加工企业为核心，对该地区从果园到成品的

猕猴桃全产业链进行了采样分析，其中嗜酸耐热菌

的检出率为１９０％，具体为猕猴桃产品中得到１株

脂环酸芽孢杆菌，加工厂中分离获得了１６株，另外
６８株分离菌株全部来自果园。这些研究及调查结
果表明脂环酸芽孢杆菌广泛分布于果蔬产品生产加

工全产业链中。

２　脂环酸芽孢杆菌的危害

２１　对果汁工业的影响
果汁工业中常用的巴氏杀菌条件为９０～９５℃

持续１５ｓ，在产品灌装前冷却至８２～８４℃，最后在
８８～９６℃下持续约２ｍｉｎ。该工序可以实现对酸性
果汁（ｐＨ值小于４）中常见的嗜酸或耐酸的细菌，抗
热性低的酵母菌、霉菌和乳酸杆菌的有效控制。然

而由于脂环酸芽孢杆菌既嗜酸又耐热的特性，常规

的巴氏杀菌往往不能将其杀灭，并且低 ｐＨ值的果
汁环境会为其提供很好的生长繁殖条件［３８，４０］。在

脂环酸芽孢杆菌污染初期，由于产品的胀包或酸败

不明显，检测中很难发现该菌的污染，因此果汁生产

厂家往往是接到消费者的投诉后才知道腐败的发

生，随之而来的是大量产品的召回以及果汁生产厂

家蒙受的严重经济损失［４１］。

众多学者从苹果汁、猕猴桃汁、橘子汁、葡萄汁、

柠檬汁、菠萝汁、番茄汁［１５，４２－４４］、混合果汁、碳酸果

汁饮料［４５－４６］、果泥、柠檬水、冰红茶，甚至块状的番

茄罐头［４７］等大量食品中发现了脂环酸芽孢杆菌的

污染。１９９８年，美国食品公司生产协会的一项调查
表明：在当时最近的５年内，被调查的公司中大部分
发生过脂环酸芽孢杆菌污染事件，其中苹果汁的污

染最为严重。２００５年，欧洲果汁协会调查了包括果
汁生产、包装和销售在内的６８个企业，其中有４５％
的调查企业表示在当时最近的３年内出现过脂环酸
芽孢杆菌污染及相关问题，３３％的企业表明在这期
间发生的脂环酸芽孢杆菌污染事件超过３起，同时
３５％的腐败事件使企业蒙受了很大的经济损失［４８］。

１９９６—２００９年，阿根廷开展了一项规模巨大的调查
活动，结果发现：在来自７个省份，涉及２０多个品种
的８５５６个不同果汁和蔬菜汁样品中，除橘子和猕
猴桃外其余样品中都有脂环酸芽孢杆菌检出，且在

不同类型的样品中检出率为 ２４％ ～１００％［４９］。在

２０１１年，有研究者检测了美国佛罗里达州果汁生产
商的１８０种热带和亚热带的水果浓缩汁样品，发现
６１％的样品存在脂环酸芽孢杆菌污染现象［５０］。当

然，截至目前为止，还没有相关的组织或者机构对国

内整个果汁或者饮料工业的脂环酸芽孢杆菌污染状

况进行调查，相关数据未见公开。尽管如此，现有的

大量报道和调查结果表明脂环酸芽孢杆菌已经成为

果汁和饮料生产中广泛存在的微生物污染问题。
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２２　恶臭物质的产生
脂环酸芽孢杆菌的代谢产物主要包括愈创木酚

和卤酚两类，其中卤酚又主要包括２，６二溴苯酚和
２，６二氯苯酚，它们的化学结构式如图２所示，在这
３种不良风味物质中，愈创木酚是最主要也是关注
最多的代谢产物；同时，在一些污染果汁中，还检测

到了２，４二溴苯酚、２，４二氯苯酚和２，４，６三氯苯
酚等化学物质［１５－１６，５１－５２］。

图２　恶臭物质的化学结构式
Ｆｉｇ．２　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｏｄｏｒｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

　
愈创木酚是一种公认的风味化合物，广泛存在

于咖啡、大麦芽等烘焙类食品中，可以产生独特的烧

焦、烟熏和烧烤风味，但这种物质在果汁中出现时，

带来的却是不愉快的“药味”、“防腐剂味”和“火腿

味”［５］。愈创木酚的感官阈值很低，其在水中的阈

值是１μｇ／Ｌ，在１２％的稀酒精溶液中为００３ｍｇ／Ｌ，
在 干 白 葡 萄 酒 中 为 ００２ ｍｇ／Ｌ。１９９７ 年，
ＰＥＴＴＩＰＨＥＲ等［５３］报道了橘子汁、苹果汁和非碳酸

果汁中愈创木酚的嗅觉阈值大约为 ２μｇ／Ｌ；相似
地，２０００年，ＯＲＲ等［５４］使用最优估计阈值法得出苹

果汁中愈创木酚的感官阈值为 ２３２μｇ／Ｌ；同时，
２００６年，ＳＩＥＧＭＵＮＤ等［５５］也报道了在苹果汁中愈创

木酚感官检测阈值和识别阈值分别为０５７μｇ／Ｌ和
２μｇ／Ｌ。污染脂环酸芽孢杆菌的果汁中愈创木酚的
质量浓度范围一般在１０～２００μｇ／Ｌ之间，这主要与
果汁种类、环境条件及菌株类型有关［１５］。显然，在

果汁中愈创木酚的污染浓度要远高于其感知阈值，

说明果汁中一旦发生脂环酸芽孢杆菌污染，其后果

是相当严重的。

卤代酚则产生一种类似苯酚类化合物消毒剂的

气味，被描述为“药味”和“消毒水味”。在水介质中

２，６二溴苯酚和 ２，６二氯苯酚的感官阈值分别是
０５ｎｇ／Ｌ［５６］和６２ｎｇ／Ｌ［５７］，而在果汁中它们的阈值
分别为０５ｎｇ／Ｌ和３０ｎｇ／Ｌ［５８］。对于脂环酸芽孢杆
菌污染的果汁，每升果汁中这２种物质的污染浓度
可以达到几十纳克（ｎｇ／Ｌ），该浓度范围虽然不及愈
创木酚的污染浓度高，但是仍然比其感官阈值高出

很多。

大量学者也对脂环酸芽孢杆菌及其代谢产物的

致病性进行了深入研究。２０００年，ＷＡＬＬＳ等［１７］将

培养的Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ和 Ａ．ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ细胞直
接注入老鼠的胃中，同时将 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ污染的

苹果汁直接注入豚鼠的口中，发现脂环酸芽孢杆菌

并无致病性。该类微生物所产生的恶臭物质的毒

性，笔者通过 ＳＩＲＩ（ＳａｆｅｔｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＲｅｓｏｕｃｅｓ，
Ｉｎｃ．）ＭＳＤＳＩｎｄｅｘ数据库（ｈｔｔｐ：∥ｈａｚａｒｄ．ｃｏｍ／ｍｓｄｓ／
ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）进行了查阅［５］，对脂环酸芽孢杆菌所产

恶臭物质的毒理学数据进行了整理，如表２（表中测
试类型ＬＤＬｏ、ＬＤ５０、ＬＣ５０分别表示最低致死剂量、半
数致死量、半数致死浓度）所示。我国急性毒性

（ＬＤ５０）剂量分级为大鼠口服０～１ｍｇ／ｋｇ极毒、１～
５０ｍｇ／ｋｇ剧毒、５１～５００ｍｇ／ｋｇ中等毒、５０１～
５０００ｍｇ／ｋｇ低毒和大于 ５０００ｍｇ／ｋｇ实际无毒
（ＧＢ１５１９３３—２０１４）。根据此毒性物质划分等级，
除了２，４二溴苯酚为中等毒性外，其他代谢物质均
为低等毒性。同时，考虑到对饮料及果汁的日常摄

入量，即使喝了污染有脂环酸芽孢杆菌的饮料，对人

体的健康也不会产生威胁。

表２　脂环酸芽孢杆菌所产恶臭物质的急性毒性数据
Ｔａｂ．２　Ａｃｕｔｅｔｏｘｉｃｉｔｙｄａｔａｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｒｅｌａｔｅｄ

ｔｏｏｆｆｆｌａｖｏｒｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＡｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．

化学物质 动物种类 接触途径 测试类型 剂量

大鼠 皮下注射 ＬＤＬｏ ９００ｍｇ／ｋｇ

小鼠 静脉注射 ＬＤ５０ １７０ｍｇ／ｋｇ

小鼠 吸入 ＬＣ５０ ７５７０ｍｇ／ｍ３

愈创木酚
兔子 皮下注射 ＬＤＬｏ １２５０ｍｇ／ｋｇ

兔子 皮肤 ＬＤ５０ ４６００ｍｇ／ｋｇ

豚鼠 皮下注射 ＬＤＬｏ ９００ｍｇ／ｋｇ

猫 口服 ＬＤＬｏ １５００ｍｇ／ｋｇ

大鼠 口服 ＬＤ５０ ７２５ｍｇ／ｋｇ

２，６二溴苯酚 大鼠 口服 ＬＤ５０ ≥２０００ｍｇ／ｋｇ

２，６二氯苯酚
大鼠 腹腔注射 ＬＤ５０ ３９０ｍｇ／ｋｇ

小鼠 口服 ＬＤ５０ ２１２０ｍｇ／ｋｇ

大鼠 皮下注射 ＬＤ５０ １７３０ｍｇ／ｋｇ

２，４二氯苯酚
大鼠 腹腔注射 ＬＤ５０ ４３０ｍｇ／ｋｇ

小鼠 口服 ＬＤ５０ １２７６ｍｇ／ｋｇ

小鼠 腹腔注射 ＬＤ５０ １５３ｍｇ／ｋｇ

２，４，６三氯苯酚
大鼠 腹腔注射 ＬＤ５０ ２７６ｍｇ／ｋｇ

大鼠 口服 ＬＤ５０ ８２０ｍｇ／ｋｇ

２，４二溴苯酚
小鼠 口服 ＬＤ５０ ２８２ｍｇ／ｋｇ

大鼠 口服 ＬＤ５０ ５０ｍｇ／ｋｇ

　　目前，已知菌株中能产生愈创木酚的菌株有
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ、Ａ． ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ、Ａ． ｈｅｒｂａｒｉｕｓ和
Ａ．ｈｅｓｐｅｒｉｄｕｍ ｓｕｂｓｐ． ａｉｇｌｅ，在 这 些 菌 株 中，
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ是 最 主 要 的 愈 创 木 酚 产 生 菌
株［３６，４２，５９－６０］，许多学者对其产生途径进行了系统的

研究。文献中报道可以产生卤代酚的脂环酸芽孢杆

菌 有 Ａ． ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｉｓ、Ａ． ｃｙｃｌｏｈｅｐｔａｎｉｃｕｓ 和
Ａ．ｈｅｓｐｅｒｉｄｕｍ［６１］。目前关于脂环酸芽孢杆菌代谢
产生卤代酚的机理研究较少、途径不明晰。最开始
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普遍认为果汁中卤代酚的生成可能是由于接触到了

含有氯的消毒剂和含有苯酚的水。１９９９年，
ＦＬＯＤＩＮ等［６２］报道了酚类化合物或者酚酸是 Ｕｌｖａ
ｌａｃｔｕｃａ中溴苯酚生成的一个前体物；２００３年，
ＪＥＮＳＥＮ等［５８］从混合果汁中分离到了能产生２，６二
溴苯酚和２，６二氯苯酚的Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｉｓ，此时人们
才对卤代酚的来源有了新的认识。另外，经过氯处

理的水会残留一定的含氯化合物，如氯气和次氯酸

钠等，而愈创木酚是一类酚类化合物，当次氯酸钠和

酚类化合物在低酸环境下同时存在时，９９７％的愈
创木酚会转化成氯的衍生物［６３］，因此，愈创木酚的

生成也可能促进氯代酚物质的产生。

３　脂环酸芽孢杆菌产物代谢生成途径

３１　微生物代谢
在果汁、饮料、葡萄酒和奶制品中，微生物的代

谢作用是产生愈创木酚的重要途径之一。除了

Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ属菌株，目前报道的能够产生愈创木
酚的微生物还包括 Ｂ．ｍａｇａｔｅｒｉｕｍ、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ、
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｅｔｏｎｉｉ及其他未鉴定的 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、
Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｖａｒｉｏｔｉｉ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｒｕｂｒａ、Ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｅ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｃｉｄｏｖｏｒａｎｓ和 Ｒａｈｎｅｌｌａ
ａｑｕａｔｉｌｉｓ等。这些菌株代谢生成愈创木酚的前体物
主要包括香草酸、香草醛和阿魏酸３种酚类物质，具
体的代谢途径如下：

早在１９７８年，ＣＲＡＷＦＯＲＤ等［６４］发现来源于土

壤的几株Ｂａｃｉｌｌｕｓ和１株Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ菌可以通过非
氧化脱羧反应将香草酸转化为愈创木酚和二氧化碳

（图３），这也是该反应的首次报道。接着，１９９９年，
ＣＨＯＷ等［６５］研究发现１株分离于土壤样品中的链
球菌Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ｄ７也可以通过非氧化脱羧反
应将香草酸转化为愈创木酚，并利用双向电泳对其

蛋白特性进行了研究，其中香草酸脱羧酶的编码基

因包括３个开放阅读框（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），
分别为 ｖｄｃＢ（６０２ｂｐ）、ｖｄｃＣ（１４２４ｂｐ）和 ｖｄｃＤ
（２３９ｂｐ）。２０００年，ＪＥＮＳＥＮ等［１５］从有烟熏／苯酚气
味的腐败巧克力牛奶中分离到了嗜冷菌 Ｒａｈｎｅｌｌａ
ａｑｕａｔｉｌｉｓ，该菌在超高温瞬时灭菌的巧克力牛奶中低
温（４～９℃）培养６ｄ后可以产生５０～１９０ｎｇ／ｍＬ的
愈创木酚，但在添加香草醛前后其纯白牛奶中都没

有检测到愈创木酚的产生，因此，推断在巧克力牛奶

中香草酸是愈创木酚产生的前体物而香草醛对其产

物代谢影响不大。２００３年，ＡＬＶＡＲＥＺＲＯＤＲＩＧＵＥＺ
等［６６］认为软木塞中产生的愈创木酚是导致一些葡

萄酒产生不愉快气味的主要原因，因此对软木橡树

皮中的微生物菌群进行了分析，共分离得到５５株不

同的微生物，其中包括８株酵母、１４株丝状真菌或
霉菌、１３株放线菌和２０株非丝状菌，并对这些菌株
的产愈创木酚能力进行了考察，研究发现：１株
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ和 ３株放线菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ａ３、
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ａ５和 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．Ａ１３）可以利
用香草酸产生愈创木酚，因此细菌对香草酸的降解

作用是软木塞中愈创木酚产生的主要原因。２００７
年，ＤＨＡＲ等［６７］研究发现菌株 Ｎｏｃａｒｄｉａｓｐ．ＮＲＲＬ
５６４６也可以通过对香草酸的降解转化产生愈创木
酚，同时对其中的香草酸脱羧酶进行了分离纯化，系

统评价了该酶的基本酶学性质。在所述研究的多种

微生物中，愈创木酚是香草酸代谢的终端产物，不再

被继续利用。另外，１９８１年，ＰＯＭＥＴＴＯ等［６８］研究

发现在Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｅｔｏｎｉｉ７５Ｖｉ２菌的作用下香草酸
可以脱羧生成愈创木酚，并通过进一步的脱甲基作

用愈创木酚可以转化生成儿茶酚，最后儿茶酚进一

步氧化生成顺 顺式己二烯二酸（图４），在该代谢途
径中，愈创木酚只是其中的一个中间代谢产物。

图３　菌株Ｂ．ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍＤ２ｄ和Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ１７９中香草
酸的代谢途径

Ｆｉｇ．３　ＣａｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄｂｙＢ．ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍＤ２ｄ
ａｎｄＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｔｒａｉｎ１７９

　

图４　Ｓ．ｓｅｔｏｔｌｉｉ７５Ｖｉ２中香草酸的代谢途径
Ｆｉｇ．４　ＰａｔｈｗａｙｏｆｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄｃａｔａｂｏｌｉｓｍｉｎＳ．ｓｅｔｏｔｌｉｉ７５Ｖｉ２
　
１９８３年，ＬＥＦＥＢＶＲＥ等［６９］对橡木至软木塞整个生

产过程中存在的微生物进行了分离，发现这些菌株主

要 归 类 于 ３个 属 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ和
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ），其中Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．可以将香草醛转化为
愈创木酚，而香草酸是中间代谢产物［６５］（图５）。

图５　Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．代谢香草醛生成愈创木酚的途径
Ｆｉｇ．５　Ｐａｔｈｗａｙｓｏｆｖａｎｉｌｌｉｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｔｏｇｕａｉａｃｏｌｂｙ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．
　

阿魏酸是木质素主要的降解产物之一，该化合

物能被多种细菌和真菌代谢产生香草酸、香草醛和

原儿茶酸等，这些物质继而被转化成愈创木酚、儿茶
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酚和甲氧基对苯二酚等。在有氧条件下Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ
ｒｕｂｒａ静息细胞能将阿魏酸转化为香草酸，然后再代
谢生成愈创木酚和原儿茶酸；而在氩气存在的环境

下，Ｒ．ｒｕｂｒａ可以将阿魏酸转化为３甲氧基４羟基
苯乙烯（图 ６）；阿魏酸至香草酸的转化需要 ＣｏＡ、
ＡＴＰ和 ＮＡＤ＋的辅助，质谱和１３Ｃ核磁共振显示
Ｈ１８２Ｏ中的氧参与了阿魏酸至香草酸的转化，同时
１Ｈ１３Ｃ核磁共振谱证明香草酸转化为愈创木酚的过
程中Ｄ２Ｏ中的氘原子转移至愈创木酚，该结果也说
明醌式香草酸互变异构体是该脱羧反应中的一个中

间体［７０］。另外，研究发现 Ｓｐｏｒｏｔｒｉｃｈｕｍｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｅ
也可以将阿魏酸转化为愈创木酚，但不同之处是阿

魏酸首先进行脱羧反应生成４乙烯愈创木酚，再经
过氧化和脱羧反应生成香草酸和愈创木酚［７１］

（图７）。在柑橘类产品尤其是橘子汁中，４乙烯愈创
木酚会产生一种“老水果”或“腐烂”的不良风味，大

部分微生物将其代谢生成香草醛或香草酸［１６，７２－７３］。

图６　Ｒ．ｒｕｂｒａ代谢阿魏酸至愈创木酚、３甲氧基４羟基
苯乙烯和原儿茶酸的途径

Ｆｉｇ．６　Ｐａｔｈｗａｙｓｏｆｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｔｏｇｕａｉａｃｏｌ，
３ｍｅｔｈｏｘｙ４ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｙｒｅｎｅａｎｄｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ

ａｃｉｄｂｙＲ．ｒｕｂｒａ
　

图７　Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｅ中阿魏酸的代谢途径
Ｆｉｇ．７　Ｐｒｏｐｏｓｅｄｐａｔｈｗａｙｏｆｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｂｙ

Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｅ
　
对以上各代谢途径进行总结，可以得出微生物

代谢生成愈创木酚的一般过程，其主要包括３条途
径：阿魏酸→香草酸→愈创木酚，阿魏酸→４乙烯愈
创木酚→香草酸→愈创木酚，阿魏酸→４乙烯愈创
木酚→香草醛→香草酸→愈创木酚（图８）。在这３
条代谢路径中，香草酸都作为中间产物参与反应，说

明香草酸是生成愈创木酚的直接前体物。解析一个

生物代谢途径，除了对代谢产物进行分析外，最关键

的是对代谢过程中涉及的酶进行详细系统的研究。

通过对酶学性质的研究，可以得出在哪些条件下能

够促进或抑制酶促反应的发生以达到代谢调控的目

的，而通过分子生物学手段获得酶的相关基因，可以

更好地了解酶的作用机理，并可以利用基因工程技

术对微生物进行改造，以更有利于或完全阻断某一

产物的生成。但截至目前，有关愈创木酚产生过程

中相关酶的研究很少，这对有效地利用或控制这些

代谢反应是非常不利的。

图８　微生物代谢产生愈创木酚的途径
Ｆｉｇ．８　Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓｏｆｇｕａｉａｃｏｌ

　
作为果蔬产品中重要的非致病性微生物，脂环

酸芽孢杆菌产生愈创木酚的途径和机理尚不明确，

有关报道多是通过对其他微生物中愈创木酚产生途

径进行分析和推测获得的。２０１２年，ＷＩＴＴＨＵＨＮ
等［７４］将添加有香草酸、香草醛和阿魏酸的脂环酸芽

孢杆菌液体培养基置于密闭容器中，并接种菌株

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＦＢ２至终浓度１０６ＣＦＵ／ｍＬ，在４５℃
条件下培养７ｄ，每隔２４ｈ取样，利用反相高效液相
色谱检测样品中愈创木酚的生成及香草醛、香草酸

和阿魏酸的消耗。最后发现Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＦＢ２只
能消耗香草酸和香草醛生成愈创木酚，且香草酸比

香草醛生产愈创木酚的速度要快，Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ
ＦＢ２不能利用阿魏酸产生愈创木酚，其途径如图９
所示。当然，生长旺盛的细菌，其底物消耗及产物代

谢生成速率过快，不适合代谢过程的研究。

本实验室研究团队以 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（ＤＳＭ
３９２３）为供试菌种，对脂环酸芽孢杆菌产愈创木酚
的前体物进行了筛查，通过生长细胞、静息细胞及细

胞破碎等手段并结合ＨＰＬＣ和ＬＣ ＭＳ检测技术对
中间代谢产物及相关酶进行了解析。研究结果表

明：Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ可以利用香草酸和香草醛产生
愈创木酚，但不能代谢儿茶酚、阿魏酸、酪氨酸和苯

丙氨酸生成。在ＮＡＤ（Ｐ）＋依赖的香草醛脱氢酶的
作用下，Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（ＤＳＭ３９２３）先将香草醛氧

７２２第１０期　　　　　　　　　　　　王周利 等：果汁中脂环酸芽孢杆菌识别与控制研究进展



图９　Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＦＢ２中愈创木酚的产生途径
Ｆｉｇ．９　Ｐａｔｈｗａｙｏｆｇｕａｉａｃｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙ

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＦＢ２
　
　　

化成香草酸，再通过香草酸脱羧酶的非氧化脱羧反

应生成愈创木酚，同时还有小部分的香草醛被

ＮＡＤＰＨ依赖的香草醛还原酶转化为香草醇。
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（ＤＳＭ３９２３）中的香草酸脱羧酶是非
氧气敏感性的，催化反应不需要辅助因子吡啶核苷

酸，并且是可逆的，但脱羧效率要远大于羧化效率，

ＡＴＰ的添加对羧化作用无显著影响［７５］。其代谢途

径如图１０所示。
３２　热裂解作用

在烘焙类食品中，木质素在高温条件下可以降

解生成阿魏酸和香草醛等酚类物质，这些前体物通

过热裂解反应进而生成愈创木酚。１９６７年，
ＦＩＤＤＬＥＲ等［７６］通过热失重分析法对阿魏酸的热分

　　　　　

图１０　Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＤＳＭ３９２３转化香草酸和香草醛生成愈创木酚的代谢途径
Ｆｉｇ．１０　ＰｒｏｐｏｓｅｄｆｏｒｍａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｇｕａｉａｃｏｌｆｒｏｍｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄａｎｄｖａｎｉｌｌｉｎｉｎＡ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＤＳＭ３９２３

　
解进行了系统的研究，并在降解产物中检测到了愈

创木酚。１９９０年，ＦＡＩＸ等［７７］研究发现经高温处理

后的木头产生的挥发性物质中含有愈创木酚；２０１０
年，ＢＲＥＢＵ等［７８］在木质素的热降解产物中也检测

到了愈创木酚。１９９９年，ＭＡＹＥＲ等［７９］对烘培咖啡

豆中的风味物质进行了分析，共检测到 ２８种化合
物，其中愈创木酚的含量在１６７～１６９０ｍｇ／ｋｇ之
间，且随着烘焙温度的升高，愈创木酚的产生量显著

提高。同时，在橡木桶的制作过程中需要经过烘烤

（分为轻度、中度和重度烘烤）等加工过程，会产生

由愈创木酚等物质引起的焙烤类气味，当采用橡木

桶酿酒时在热分解的作用下酒会产生愈创木酚，最

终在橡木桶陈酿过程中，这些芳香物质会缓慢地释

放并融入葡萄酒。

图１１　以儿茶酚为底物愈创木酚的合成途径
Ｆｉｇ．１１　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐａｔｈｗａｙｆｏｒｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｇｕａｉａｃｏｌｆｒｏｍｃａｔｅｃｈｏｌ

３３　儿茶酚甲基化作用
在新鲜水果和蔬菜中愈创木酚存在量很少，但

它却是西红柿中重要的风味组成成分。２０１２年，
ＭＡＧＥＲＯＹ等［８０］研究发现西红柿中愈创木酚的产

生是由于儿茶酚的甲基化反应，该过程作用的酶为

儿 茶 酚 邻 位 甲 基 转 移 酶 （ＣａｔｅｃｈｏｌＯ

ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣＴＯＭＴ），且需要 Ｓ腺苷Ｌ甲硫氨
酸提供甲基，如图１１所示。儿茶酚邻位甲基转移酶
广泛存在于植物中，同时在微生物中也有报道。

１９８１年，ＶＥＳＥＲ等［８１］利用免疫细胞化学法在真核

生物 Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ中发现了该酶。２０００年，
ＤＨＡＲ等［８２］对Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｇｒｉｓｅｕｓ中的ＣＴＯＭＴ进行
了纯化，并对其最适作用 ｐＨ值和温度、等电点、分
子量、动力学参数及催化底物进行了详细的研究，这

也是该酶在细菌中的首次报道。

截至目前，脂环酸芽孢杆菌代谢产生愈创木酚

的路径基本明确，但是否还有其他的代谢路径，哪些

基因参与产物生成调控及具体形成机理还有待进一

步探索。

４　脂环酸芽孢杆菌及其代谢产物检测方法

４１　脂环酸芽孢杆菌常规检测
国际贸易和果汁加工企业中对脂环酸芽孢杆菌

的检测，大多是采用国际果汁生产商联合会（ＩＦＵ）
和日本果汁协会（ＪＦＪＡ）颁布的平板计数法［５２，８３］，但

不同国家或果汁生产商在检测的培养基种类、培养
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温度等细节方面又存在一定的差异，图１２（图中，Ａ
类：可过滤的样品，如生产用水、清汁、浓缩果汁等；

Ｂ类：怀疑可能轻度污染（菌落数在１００ＣＦＵ／ｍＬ以
内）嗜酸耐热菌的，且不能被０４５μｍ滤膜过滤的样
品；Ｃ类：怀疑可能重度污染（菌落数１００ＣＦＵ／ｍＬ以
上）嗜酸耐热菌的，且不能被０４５μｍ滤膜过滤的
样品）是我国陕西海升果业发展股份有限公司对嗜

酸耐热菌的检验流程及方法。虽然平板计数法广泛

应用于浓缩果汁的生产及出口贸易中，但这种检测

方法存在工作量大、耗时长的缺点，一般需要３～５ｄ
才能获得结果，不能满足现代化企业实际生产中对

脂环酸芽孢杆菌进行实时监测的需求。

图１２　嗜酸耐热菌检测流程
Ｆｉｇ．１２　Ｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｍｏａｃｉｄｏｐｈｉｌｉｃ

ｂａｃｔｅｒｉａ
　
４２　脂环酸芽孢杆菌快速检测

脂环酸芽孢杆菌的快速检测一直是果汁生产企

业和科研工作者关注和研究的热点。通过多年的不

懈努力，众多的科研人员已经建立了多种脂环酸芽

孢杆菌快速检测方法，如以酶联免疫吸附检测、聚合

酶链式反应为核心的分子生物学检测技术，以红外

光谱、近红外光谱和拉曼光谱为核心的振动光谱检

测及电子鼻检测等，这些方法的开发为国际贸易和

工业化生产中脂环酸芽孢杆菌的检测与控制提供了

坚实的理论基础。

（１）酶联免疫法
酶联免疫检测方法通过抗原与抗体之间的特异

性结合反应实现目标物的识别，具有简单、快速、灵

敏度高、特异性强等优点，已被广泛地用于食品中有

害微生物的检测。本实验室研究团队以灭活的

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ为抗原，通过对新西兰大白兔的多次
免疫，制备获得了特异性的 Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ多克隆抗
体，并优化建立苹果汁中Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ的ＥＬＩＳＡ检
测方法，其检测限为１０５ＣＦＵ／ｍＬ，用时６～７ｈ［８４］。此
后，研究团队又将磁性免疫分离与 ＥＬＩＳＡ、ＰＣＲ和
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ相结合，有效缩短了检测时间，并将

检测限降低至１０～１０３ＣＦＵ／ｍＬ。ＬＩ等［８５－８６］建立了

一种基于葡萄球菌Ａ蛋白的ＥＬＩＳＡ方法，用于检测
浓缩苹果汁中的 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ；同时还分别对
ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠和日本大耳白兔进行免疫，以
此获得的抗体为核心，构建了针对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ
的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ体系，２种抗体建立的方法其
检测限均为 １０５ＣＦＵ／ｍＬ。２０１６年，ＭＡＳＴ等［８７］以

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢为抗原对兔子进行免疫，建立
了Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的ＥＬＩＳＡ检测方法，其检测
灵敏度为２１×１０３～３８×１０４芽孢／ｍＬ，这种方法
具有菌株依赖性。

整体来说，酶联免疫法可用于苹果汁中脂环酸

芽孢杆菌的检测，其检测速度快、成本低且结果可

靠。但是，针对不同的检测介质和污染菌株，抗原的

种类和纯度还有待于进一步研究与提高。此方法与

类似于磁性微球等新的分离富集技术的结合，能进

一步提高检测效率和精确度。

（２）基因检测法
细菌的１６ＳｒＲＮＡ存在于染色体基因中，它可

以在属和种的水平上区分脂环酸芽孢杆菌。在分子

类检测方法中，基于１６ＳｒＲＮＡ序列的脂环酸芽孢
杆菌 ＰＣＲ快速检测方法研究最多。１９９６年，
ＹＡＭＡＺＡＫＩ等［８８］以１６ＳｒＲＮＡ的Ｖ２～Ｖ４区间序列
为基础，构建了 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的反转录 ＰＣＲ
（ＲｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）检测体系，其检
测限为１０４ＣＦＵ／ｍＬ果汁样品，经过１５ｈ培养富集，
建立的 ＲＴＰＣＲ方法检测灵敏度达到 ２ＣＦＵ／ｍＬ。
２００５年，ＣＯＮＮＯＲ等［８９］建立了基于１６ＳｒＲＮＡ序列
分析 的 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 快 速 检 测 方 法，其 对
Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．的检测灵敏度为１００ＣＦＵ／ｍＬ，检
测时间５ｈ。环介导等温扩增技术是一种简便、快
速、精确和低价的基因扩增方法，已广泛地用于病原

微生物的快速检测，２０１１年，ＣＨＥＮ等［９０］以 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列为核心，设计了６条引物，包括外引物 Ｆ３
和Ｂ３、下游内部引物 ＢＩＰ、上游内部引物 ＦＩＰ、环引
物ＬｏｏｐＦ和 ＬｏｏｐＢ，实现了 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的快速
检测，其检测限为 ２２５×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，检测需时
２ｈ。另外，藿烷类物质是脂环酸芽孢杆菌细胞膜的
重要组成成分，主要用于维持膜流动性和稳定性，而

角鲨烯 藿烯环化酶是该类物质生物合成的关键酶。

２００４年，ＬＵＯ等［９１］基于ＳＨＣ的编码基因（ｓｈｃ）建立
了苹果汁中Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．的 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检
测体系，该方法在３～５ｈ内即可实现对样品中浓度
小于１０ＣＦＵ／ｍＬ的目标菌的检测。

此外，随机扩增多态性 ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）分析法也
是ＰＣＡ分析法的延伸应用，这种方法可在６ｈ内将
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Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ与其他脂环酸芽孢杆菌区分开，且
结果与传统生物化学及形态学检测方法一致［３１］。

依据基因探针可进入脂环酸芽孢杆菌细胞内并与其

ｒＲＮＡ结合这一原理，２００３年，ＴＨＥＬＥＮ等［９２］使用

ＶＩＴＡｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ检测水果浓缩汁中的脂环酸芽孢杆
菌，检测限为１ＣＦＵ／ｍＬ。Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ及其他的脂
环酸芽孢杆菌可显现不同的颜色，通过荧光显微镜

可清晰区分开。

（３）光谱学分析法
振动光谱技术可以提供微生物细胞中蛋白质、

多糖、脂质、核酸及其它生物大分子等多种成分的分

子振动信息，所得光谱具有高度的特异性，有“指纹

图谱”之称，将该技术与多元统计分析方法相结合，

可以对微生物进行快速检测［９３－９５］。脂环酸芽孢杆

菌有别于其它属细菌的一个重要特征是细胞膜中含

有ω环状脂肪酸，这为使用振动光谱技术检测该菌
提供了可能和依据。２００５年，ＬＩＮ等［９６］采集了８株
Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．的红外光谱，发现它们的指纹区
在８００～１５００ｃｍ－１之间，并通过主成分分析实现了
脂环酸芽孢杆菌的鉴别。２００９年，ＧＲＡＳＳＯ等［９７］使

用疏水网格滤膜技术对细菌进行过滤，５０℃条件下
在橙血清琼脂培养基中培养３６～４８ｈ，收集测试菌
株的衰减全反射红外光谱，并采用多变量分析法优

化建立了适用于 Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．鉴别分析的光
谱模型，验证试验结果表明构建的红外光谱模型对

目标菌的识别准确率为 １００％。相似地，２０１５年，
ＡＬＨＯＬＹ等［９８］将红外光谱与主成分分析、簇类独

立软模式法等多元统计分析方法相结合实现了

Ｂａｃｉｌｌｕｓ与 Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ属间和属内不同种的区
分。同时，本研究团队还考察了近红外光谱及拉曼

光谱对脂环酸芽孢杆菌进行检测的可行性，ＦＴ
ＮＩＲ与线性判别分析相结合建立的 ＬＤＡ判别模型
可以有效地进行Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ的种间分类鉴定，准
确率为８６７％；而根据 Ｒａｍａｎ光谱建立的 ＬＤＡ判
别模型对不同株 Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ的鉴别准确率为
８５％［９５，９９－１０１］。

尽管近红外光谱分析法检测快速准确，但是这

项检测技术仍处于发展阶段，需要建立一个更完善

的比对数据库以区分那些还未被分类的脂环酸芽孢

杆菌。

（４）气味指纹图谱检测法
气味指纹图谱检测主要是通过电子鼻模拟人类

嗅觉系统实现样品中气体或挥发性成分的定性或定

量检测。与一般的化学仪器分析不同，电子鼻给出

的不是被测样品中某种或某几种成分的响应值，而

是样品的整体嗅觉信息，因此，在食品品质在线监

控、食品溯源、农药检测及有害微生物检测等方面有

很好的应用前景［１０２－１０３］。

２０１０年，ＧＯＢＢＩ等［１０４］采用配备有金属氧化物

半导体传感器阵列的电子鼻系统对人工污染有

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ和 Ａ．ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ的桃汁、橘子汁
和苹果汁进行检测，结果发现培养２４ｈ后，电子鼻
可以检测到Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．的存在，该试验结果
也表明将电子鼻技术用于脂环酸芽孢杆菌的检测是

可行的。ＣＡＧＮＡＳＳＯ等［１０５］对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的电
子鼻检测能力做了进一步的评估和确认，得出电子

鼻技术对橘子汁和桃汁中目标菌的检测限为

１０３ＣＦＵ／ｍＬ，而对苹果汁中的目标菌检测限为
１０５ＣＦＵ／ｍＬ，通过偏最小二乘回归建立的方程可以
准确 预 测 样 品 中 Ａ． ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的 浓 度。
ＣＯＮＣＩＮＡ等［１０６］报道了电子鼻可以对污染有

Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．的商业调味饮料进行早期诊断，
可识别的最低细菌浓度为１０ＣＦＵ／ｍＬ，且判定准确
率接近１００％。２０１３年，文献［１０７］报道，ＮＳＴ３３２０
型电子鼻可以检测被脂环酸芽孢杆菌污染了不同培

养时间、不同温度的果汁样品。２０１５年，许灿等［１０８］

利用 Ｆｏｘ ４０００型电子鼻检测结合主成分分析可
识别被脂环酸芽孢杆菌污染的玉米蜜桃复合果汁

饮料，正常样品与被污染样品间的模式判别指数

大于７９％，且在以正常饮料样品为基础建立的统
计质量控制模型中，异常饮料样品位于置信区间

之外，表明该电子鼻可准确区分正常和被脂环酸

芽孢杆菌污染的复合果汁样品。本实验室团队研

究发现通过电子鼻检测与线性判别分析的结合，

可以对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ污染的苹果汁进行有效识
别，此时菌体的最小浓度为２００ＣＦＵ／ｍＬ［１０９］。
４３　代谢产物检测

脂环酸芽孢杆菌的代谢产物有愈创木酚、２，６
二氯苯酚和２，６二溴苯酚等３种，而愈创木酚是其
主要的代谢产物，痕量的愈创木酚（２μｇ／Ｌ）即可给
果汁带来不愉快的气味，因此对检测方法的灵敏度

要求极高。目前，愈创木酚的检测分析方法主要有

过氧化物酶法、高效液相色谱法和气质联用法。

（１）过氧化物酶法
愈创木酚在Ｈ２Ｏ２和过氧化物酶的参与下可以

转化成褐色的四聚愈创木酚，通过检测反应混合液

在４７０ｎｍ下的吸光度变化实现对愈创木酚的快速
定性及定量检测［２６］。基于此原理，日本 Ｋｙｏｋｕｔｏ制
药有限公司已经研制出了商业化的愈创木酚检测试

剂盒。这种试剂盒由一些培养基、溶液和一些酶催

化反应所需的试剂组成。该试剂盒能识别样品中的

愈创木酚及产愈创木酚的脂环酸芽孢杆菌菌体，将
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样品的吸光度与愈创木酚的标准吸光度曲线作比

较，可实现对愈创木酚的定量检测［１１０］。过氧化物

酶法适用于愈创木酚含量较高样品（ｍｇ／Ｌ级别）的
检测，因此，在培养基中加入前体物香草酸，脂环酸

芽孢杆菌则可在较短的时间内将香草酸转化生成高

浓度的愈创木酚，该方法常用于脂环酸芽孢杆菌产

愈创木酚的能力评价和定性检测。

（２）色谱分析法
高效液相色谱法和ＧＣ ＭＳ法是愈创木酚检测

中比较常用的方法。２０００年，ＯＲＲ等［５４］利用ＳＰＭＥ
ＧＣ ＭＳ检测被Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ污染的苹果汁中的
愈创木酚。在样品中加入适量 ＮａＣｌ以增加挥发性
成分的扩散析出，在６０℃萃取６０ｍｉｎ，最终测得愈
创木酚识别阈值为 ２２３μｇ／Ｌ。此外，还发现这种
条件下的 ＳＰＭＥ ＧＣ ＭＳ检测比 ＢＥＴ法更灵敏。
２００４年，ＺＩＥＲＬＥＲ等［１１１］利用顶空固相微萃取法提

取果汁中的愈创木酚，并对萃取头（ＤＶＢ／ＣＡＲ／
ＰＤＭＳ２ｃｍ和ＣＡＲ／ＰＤＭＳ１ｃｍ）、加盐种类、萃取时
间和温度进行了优化，研究结果表明：取０５ｍＬ苹
果汁加水４５ｍＬ进行稀释，并加入２５ｇＮａ２ＳＯ４，
在６０℃条件下恒温预热 １０ｍｉｎ，采用 ＤＶＢ／ＣＡＲ／
ＰＤＭＳ萃取头（５０／３０μｍ）６０℃下萃取３０ｍｉｎ，最后
进行ＧＣ ＭＳ检测，其升温程序为８℃／ｍｉｎ，在此条
件下愈创木酚的 ＬＯＤ和 ＬＯＱ分别为０２９μｇ／Ｌ和
１０６μｇ／Ｌ。２００５年，ＧＯＣＭＥＮ等［６１］检测被脂环酸芽

孢杆菌污染产生药水味的橙汁，将样品在４０℃静置
１５ｍｉｎ使顶空挥发达到平衡，用 ５０／３０μｍＤＶＢ／
Ｃａｒｂｏｘｅｎ／ＰＤＭＳ固相微萃取头在４０℃萃取３０ｍｉｎ；
此外，还比较了ＧＣ Ｏ和ＧＣ ＭＳ检测被脂环酸芽
孢杆菌污染的橙汁中的愈创木酚、２，６ＤＢＰ及２，６
ＤＣＰ的效果，发现上述２种检测方法所获得的被测
物的峰面积均大于 ＦＩＤ检测法所获得的对应峰面
积，因此，认为 ＧＣ Ｏ检测法可实现对复杂基质中
被测组分的定性识别。本研究团队建立了ＨＰＬＣ对
愈创木酚的的检测方法，其最低检出限（ＬＯＤ）和定
量限（ＬＯＱ）分别为０１０ｍｇ／Ｌ和０３５ｍｇ／Ｌ［７５］。与
过氧化物酶法相比，ＨＰＬＣ和 ＧＣ ＭＳ法的检测灵
敏度更高，因此更适用于低浓度愈创木酚的检测。

５　脂环酸芽孢杆菌控制方法

在浓缩果汁的出口贸易中，要求脂环酸芽孢杆

菌不得检出，那么脂环酸芽孢杆菌污染控制显然已

成为全世界各果汁生产厂家最迫切的需求。针对果

汁生产中脂环酸芽孢杆菌污染环节不同，所使用的

控制方法也应不同，每一种控制方法的使用都应与

果汁的实际生产过程相结合。浓缩果汁及即饮果汁

生产的一般流程为：果园中的果实收获→运输→储
藏→果汁生产厂接收→清洗→选择→压榨果汁→澄
清／过滤→脱色／脱涩→巴氏杀菌→浓缩→批次罐暂
存→后巴杀／灌装→浓缩果汁→原料的接收→储存→
调配→巴氏杀菌／灌装→（即饮果汁）保藏和销
售［２，４２］。脂环酸芽孢杆菌进入浓缩果汁的第一个途

径为粘附有土壤的原料果，对于即饮果汁则是原始

浓缩果汁或配料（如糖浆），除了可能的源头污染，

近２０年各国学者对果汁生产线上脂环酸芽孢杆菌
的分离鉴定研究也表明该菌广泛分布在果汁加工环

境中。根据这类菌在每个环节的污染存在情况，欧

盟果蔬汁协会（ＡＩＪＮ）确定了果汁生产过程中的关
键控制点［１１２］，如表３所示。虽然在果实运输、储藏
及果汁生产的每个阶段都有可能污染脂环酸芽孢杆

菌，但目前报道的控制方法主要针对原料果清洗、巴

氏杀菌（新型杀菌技术的开发）以及果汁终产品防

腐３个环节。

表３　果汁加工过程中脂环酸芽孢杆菌的关键控制点

Ｔａｂ．３　Ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄｃｒｉｔｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｐｏｉｎｔｓｆｏｒ
Ａｌｉｃｙｃｌｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．ａｔｖａｒｉｏｕｓｓｔａｇｅｓｏｆｊｕｉｃｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

产品 加工阶段 控制点

浓缩果汁

果实收获及运输
落果；盛放果实的容器、中间的储藏

和运输

接收和处理
表面很脏或粘有很多外来物（如树

叶或草）的果实

储藏 储存所用的房屋、温度及技巧

清洗和分类 水槽；清洗和喷淋用水

果汁压榨 榨汁用水；清洗设备用水

澄清／过滤 清洗效率和膜的完整度

脱色或脱涩 所用树脂的清洗效果

巴氏杀菌 温度、保持时间及程序设置

浓缩 温度条件

灌装和储藏
顶部空间的控制；灌装完快速降温；

储存温度低于２０℃

即饮果汁

浓缩苹果汁原料 储藏温度

调配
所用配料的质量；愈创木酚前体物

的监控

储藏 温度条件；顶空及氧气控制

巴氏杀菌 温度条件

灌装 温度条件

物流储运 温度低于２０℃

５１　原料果中脂环酸芽孢杆菌的控制
由于脂环酸芽孢杆菌来源于土壤，果园中的果

实很容易粘附携带有脂环酸芽孢杆菌的土壤，而一

旦这些原料果进入车间，在果汁后续加工过程中很

难去除，因此，对原料果彻底有效的清洗是防止脂环

酸芽孢杆菌污染尤为重要的一步。目前有研究者将

一些化学消毒剂用于清洗原料果，主要包括次氯酸、
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二氧化氯、过氧化氢、过氧乙酸等。

（１）次氯酸
次氯酸是一种强氧化剂，常用作自来水厂的消

毒，同时也是食品工业中使用最广泛的化学消毒剂，

可以有效地杀灭果蔬中的食源性致病菌和芽孢杆菌

等［１１３－１１４］。２０００年，ＯＲＲ等［５４］研究发现当次氯酸

钠质量浓度低于２００ｍｇ／Ｌ时，对Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽
孢无明显的杀菌作用；当质量浓度增至１０００ｍｇ／Ｌ
时，可以使悬液中的芽孢数量降低６个数量级，但该
质量浓度作用于苹果表面时，芽孢数仅下降了２４
个数量级 （处理时间均为 １０ｍｉｎ）。２００９年，
ＰＯＤＯＬＡＫ等［１１５］将接种有 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的
苹果汁涂于不锈钢片上，晾干后在不同温度下用不

同质量浓度的次氯酸钠进行杀菌处理，结果表明：随

着次氯酸钠质量浓度增加（２００～２０００ｍｇ／Ｌ）、接触
时间增长（１～２ｍｉｎ），杀菌作用也逐渐增强；当次氯
酸钠质量浓度为２０００ｍｇ／Ｌ、温度为９０℃条件、处理
时间为２ｍｉｎ时对菌体芽孢的去除效果最好，芽孢
数降低了 ２３２个数量级。２０１３年，ＤＯＳＡＮＪＯＳ
等［１１６］首先评价了Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ在生产橘子汁所
用设备上的吸附及菌膜的形成，并考察了次氯酸钠

对菌膜的杀菌效果，结果表明不锈钢和尼龙表面对

细胞的吸附能力要强于聚氯乙烯表面，次氯酸钠对

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的最小抑制质量浓度（ＭＩＣ）为
３６００ｍｇ／Ｌ，当浓度为最小抑制质量浓度的２倍时，
处理１０ｍｉｎ后不锈钢、尼龙和聚氯乙烯表面的芽孢
分别降低了１７４、１３１和１５７个数量级。而２００９
年，ＦＲＩＥＤＲＩＣＨ等［１１７］报道了在所测试的所有浓度

与时间的组合中，次氯酸钠对不锈钢、橡胶和木制品

表面的脂环酸芽孢杆菌芽孢都没有明显的去除效

果。

（２）二氧化氯
二氧化氯是一种强氧化剂，是国际上公认为安

全、无毒的绿色消毒剂，美国食品和药品管理局

（ＦＤＡ）于１９９８年已经允许液态二氧化氯用于水果
和蔬菜表面清洗。２００４年，ＬＥＥ等［１１８］考察了液态

二氧化氯对水溶液中及苹果表面 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ
芽孢的杀灭效果，结果表明：８０ｍｇ／Ｌ和１２０ｍｇ／Ｌ二
氧化氯处理５ｍｉｎ时，水溶液中的芽孢已降至检测
限以下（小于０７ｌｇＣＦＵ／ｍＬ）；当将二氧化氯应用
于苹果表面时，１２０ｍｇ／Ｌ质量浓度下处理１ｍｉｎ后，
已检测不到芽孢的存在（检测限为 ２ｌｇＣＦＵ／ｍｌ）。
但此部分研究存在的问题是：记录的是用于洗涤苹

果的杀菌液中的芽孢数量，而实际残留在苹果表面

的芽孢并未考虑。２００９年，ＦＲＩＥＤＲＩＣＨ等［１１７］使用

液态二氧化氯对食品接触表面的脂环酸芽孢杆菌芽

孢进行处理，发现质量浓度１００ｍｇ／Ｌ、处理１０ｍｉｎ
后，不锈钢和橡胶表面的芽孢分别下降４５和３３
个数量级，而二氧化氯对木制品表面的芽孢去除

效果不显著。本研究团队考察了二氧化氯单独处

理或与超声波及振荡联合处理对苹果表面

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢去除作用，结果表明：二氧化氯
耦合振荡法去除效果最好，当二氧化氯添加质量浓

度为 ２００ｍｇ／Ｌ、振荡频率为 ２００ｒ／ｍｉｎ时，处理
２０ｍｉｎ后可以全部杀灭苹果表面的芽孢［１１９］。

（３）过氧化氢
过氧化氢消毒液无毒无味无残留的特性及高效

的杀菌效果，使其在食品行业中尤其是乳品、饮料、

果汁、啤酒、饮用水、水产品及果蔬等食品的生产加

工过程中有着广泛的应用。１９９５年，张文福等［１２０］

考察了不同条件下过氧化氢对细菌芽孢的杀菌效

果，以枯草芽孢杆菌黑色变种的芽孢为试验材料，研

究了处理时间、浓度、温度、ｐＨ值和有机物对过氧化
氢杀灭作用的影响，结果表明：１０％过氧化氢溶液对
该芽孢的Ｄ值（Ｄ表示在规定的温度下，杀死９０％
细菌数所需的时间）为１２０４ｍｉｎ，ｎ值（浓度系数）
为１１３，Ｑ１０值（每降低 １０℃作用时间需增加的倍
数）为２４３，且ｐＨ值越低杀菌效果越好，而有机物
对其杀灭作用无显著影响。２０００年，ＯＲＲ等［５４］分

别用不同浓度的过氧化氢处理芽孢悬液和苹果表面

的Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢，当过氧化氢质量分数为
２％时，可以有效杀灭游离的芽孢，菌落数降低了５
个数量级，但２％过氧化氢不能显著地去除苹果表
面的芽孢。

（４）电解水
电解水是含氯化钠等盐类的水经电解后所生成

的产物，可分为碱性、中性和酸性电解水，后两者具

有消毒和杀菌作用。酸性电解水的 ｐＨ值一般小于
２７，腐蚀性大，不耐久存，且在制备过程中会有少量
氯气污染，因此，在一定程度上限制了其推广应用。

中性电解水对皮肤无刺激性，与有机物反应后被还

原成为普通水，且其杀菌成分主要为次氯酸，具有安

全、无残留、高效、快速和广谱杀菌的特点［１２１－１２２］。

２０１４年，ＴＯＲＬＡＫ［１２３］研究发现中性电解液对水溶液
中Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢处理１ｍｉｎ后，芽孢数量显
著降低，而当作用时间延长至５ｍｉｎ时，芽孢的减少
量超过了５个数量级；当作用于苹果表面时，在振荡
条件下（５０ｒ／ｍｉｎ）处理３ｍｉｎ后，芽孢数下降了４个
数量级。

除了以上几种食品中常用的表面消毒剂，亚氯

酸、磷酸三钠、季铵盐和过氧乙酸等对脂环酸芽孢杆

菌的杀灭研究也有报道。当亚氯酸钠的质量浓度为
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１２００ｍｇ／Ｌ时，处理 １０ｍｉｎ后，水溶液中游离
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的数量降低了１５３个数量级，
而作用于苹果时，残留于表面的芽孢未明显减少。

磷酸三钠对Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢无显著杀灭效果，
即使质量分数升高至１２％时，水溶液中芽孢数也未
明显下降［５４］。２０１３年，ＤＯＳＡＮＪＯＳ等［１１６］报道了季

铵盐和过氧乙酸对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的最小抑
制质量浓度分别为５００ｍｇ／Ｌ和２０００ｍｇ／Ｌ，当浓度
为最小抑制质量浓度的２倍时，处理１０ｍｉｎ后季铵
盐使不锈钢、尼龙和聚氯乙烯表面的芽孢数量分别

降低了１８３、１７１和１７９个数量级，而过氧乙酸的
杀灭效果分别为２０３、２９７和２６３个数量级。

截至目前，在消毒剂对脂环酸芽孢杆菌芽孢杀

灭的研究中，主要集中在各个消毒剂的杀灭效果，但

对其杀灭机理还未见有明确的报道。另外，普遍存

在的一个问题是消毒剂对水溶液中游离芽孢的杀灭

效果很好，而一旦作用于食品或食品接触表面时，杀

灭效率大大降低。这是由于水果表面常吸附有一些

带电荷的离子和大分子，而细菌细胞和芽孢表面也

有一定的电荷，甚至还有一些毛状结构，当细胞与水

果表面接触时，则会由于疏水作用、范德华力、静电

引力等使细胞吸附于表面，本来杀菌液可以从各个

方向对细胞进行破坏，而现在只能从局部方向进行

作用，从而降低了杀菌效果。为了解决这一问题，还

需要在处理过程中辅以超声波或振荡作用，使吸附

于表面的细胞在外力的作用下更好地进入杀菌液

中，以提高杀菌效果。

５２　非传统杀菌技术对脂环酸芽孢杆菌的控制
长期以来，巴氏杀菌是果汁行业最主要的灭菌

消毒方法，在该杀菌条件下果汁中常见的酵母菌、霉

菌和乳酸杆菌都可以得以控制，而由于脂环酸芽孢

杆菌芽孢的抗热性，这类菌则可以存活下来。因此，

大量研究开始致力于开发新型的杀菌技术，即可有

效地杀灭脂环酸芽孢杆菌，同时又要最大程度地保

留果汁的品质和营养，以替代传统的巴氏杀菌。目前，

用于脂环酸芽孢杆菌的物理杀灭技术主要分为：超声

波、微波、射频、欧姆加热等为代表的非传统加热方法

和以辐照灭菌、超高压灭菌等为代表的非热方法。

５２１　非传统加热法
（１）超声波方法
超声波的杀菌机制主要是由其产生的空化作用

以及由此引起的局部高温、高压及自由基的产生等

一系列后续效应使液体中的微生物细胞受到破坏甚

至死亡。２００９年，ＹＵＡＮ等［１２４］考察了超声波对苹

果汁中Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ营养细胞的杀灭作用，结果
发现随着功率的升高和处理时间的延长，杀灭效果

也逐渐增强；在功率３００Ｗ条件下，处理３０ｍｉｎ可
杀死６０％的细胞，而处理６０ｍｉｎ后，致死率超过了
８０％；同时作者还报道了超声波处理对苹果汁的品
质无不利影响。２０１０年，ＷＡＮＧ等［１２５］研究了超声

波在不同功率和处理时间下对苹果汁中脂环酸芽孢

杆菌的杀菌效果及杀菌动力学模型，以相对均方差

和决定系数为衡量指标考察了 Ｗｅｉｂｕｌｌ分布函数、
Ｌｏｇｌｏｇｉｓｔｉｃ模型、修正的 Ｇｏｍｐｅｒｔｚ方程和双相线性
模型拟合的效果，结果表明：６００Ｗ 超声波作用
３０ｍｉｎ，苹果汁中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的数量降低了
４５６个数量级，而 Ｗｅｉｂｕｌｌ分布函数和双相线性模
型能更好地拟合超声波对 Ａ．ａｃｉｄｉｐｈｉｌｕｓ（ＤＳＭ
１４５５８）和Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ（ＤＳＭ３９２２）这２株菌的杀
灭曲线。

（２）微波方法
微波灭菌是热效应和非热效应（主要是破坏细

胞膜）联合作用的结果。２０１０年，ＧＩＵＬＩＡＮＩ等［１２６］

考察了微波处理对奶油芦笋中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢
的杀灭作用及对产品中脂肪成分的氧化作用，结果

发现当功率为 ９００Ｗ、频率为 ２４５０ＭＨｚ时，处理
５ｍｉｎ可使奶油芦笋中的芽孢浓度下降２个数量级，
并且通过杀菌多项式方程的建立得出杀菌效果与微

波的功率及作用时间有关；同时还检测了样品中脂

类成分的初级和次级氧化指标，得出微波处理对脂

类成分影响很小，尤其在低功率的情况下，这也表明

微波不影响奶油芦笋的口感。

（３）射频技术
射频（ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎｃｙ）是频率范围为 ３ｋＨｚ～

３００ＭＨｚ的电磁波，它能穿透到物料内部，使物料内
部的带电离子在不断颠倒的极化作用下快速振荡迁

移和摩擦，从而将电能转化为热能，达到加热的目

的［１２７－１２８］。射频杀菌主要用于含水率较低的固体食

品的杀菌，但也有应用于果汁产品的报道。虽然射

频杀菌还处于实验室研究阶段，但它作为一种新型

的杀菌技术，有着节能、高效、环保及不与杀菌样品

直接接触等优点，在食品杀菌领域有着很好的应用

前景［１２９］。２０１５年，张江波［１３０］考察了射频处理对猕

猴桃汁中脂环酸芽孢杆菌芽孢的杀灭作用，结果表

明射频处理对芽孢的杀灭效果要显著强于传统加热

（水浴），且与细菌素联合时有明显的复合作用。

（４）欧姆加热法
欧姆加热是一种接触加热方法。与上述３种非

接触的电磁波加热方法不同，欧姆加热通过加热室

两端的电极直接让电流通过物料内部，从而使物料

加热。所以，除具有一般的热效应外，欧姆加热还可

以产生电穿孔效应，从而使微生物细胞膜破裂，细胞
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内容物流出，最终导致细胞死亡［１３１］。耿敬章

等［１３２－１３３］研究了不同温度、ｐＨ值、电压、处理时间、
加热体积和可溶性固形物含量下，欧姆加热对苹果

汁中Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ营养细胞的杀灭效果，结果发
现：随着温度、电压、加热体积的增大菌体杀菌率呈

现增大趋势；随着ｐＨ值的降低菌体杀灭率升高；随
着可溶性固形物含量的增加先增大后减小，但加热

时间长短对杀菌效果无显著影响，最后得出了最优

的杀菌条件为温度７０℃、ｐＨ值３５、电压２５０Ｖ、液
面高度１０ｃｍ和可溶性固形物含量１０°Ｂｒｉｘ，在该条
件下可以１００％杀灭苹果汁中的Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ；同
时，作者还考察了欧姆加热对苹果汁品质的影响，结

果显示苹果汁的各项理化指标（如 ｐＨ值、透光率、
色值和浊度等）均无显著性变化。２００９年，
ＵＥＭＵＲＡ等［１３４］自行研制了一台高场强交变电流加

热 系 统，并 将 其 用 于 杀 灭 橘 子 汁 中 的

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢，研究结果表明该欧姆加热系
统的杀菌效果要强于传统加热，在保温时间段内，其

杀菌速度相当于传统加热的 ３０倍。相似地，２０１０
年，ＢＡＹＳＡＬ等［１３５］应用一台静态欧姆加热系统对橘

子汁中的Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢进行杀灭处理，在电
压梯度５０Ｖ／ｃｍ、温度９０℃条件下，处理１０ｍｉｎ后芽
孢减少量比传统加热条件下高出４个数量级。
５２２　非热杀菌技术

（１）辐照杀菌技术
辐照杀菌是一种高效节能的新型杀菌技术，在

食品工业中最常用的是紫外线和 γ射线，紫外线根
据波长的不同，可分为长波、中波和短波紫外线，而

其中起灭菌消毒作用的是短波紫外线。２０１３年，
ＢＡＹＳＡＬ等［１３６］研究了不同紫外线强度、处理时间下

短波紫外线对白葡萄汁和苹果汁中Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ
芽孢的杀灭效果及杀菌动力学模型，并以相对均方

差和决定系数为衡量指标考察了 Ｗｅｉｂｕｌｌ分布函数
和对数线性模型的拟合效果，结果表明：在紫外强度

为１３１ｍＷ／ｃｍ２时杀菌效果最好，白葡萄汁中芽孢
的下降数量为５５个数量级，苹果汁中的芽孢数降
低了２个数量级，相比于 Ｗｅｉｂｕｌｌ分布函数，对数线
性模型能更好地拟合短波紫外线对Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ
芽孢的杀灭曲线。２０１４年，ＬＥＥ等［１３７］研究了 γ射
线对苹果汁和橘子汁中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的杀
灭作用，结果发现随着剂量的增加杀菌效果呈现增

强趋势，在１０ｋＧｙ剂量下，芽孢的减少量为４个数
量级，且辐照处理后果汁的水活度和 ｐＨ值均无显
著改变；通过测定样品的亨特色度值发现果汁的颜

色受到一定的影响，其中亮度值和黄色度值稍有增

加，而红色度值则都呈减小趋势。

（２）高压控制法
高压控制方法主要包括高压均质和高静水压２

种。高压均质利用超高压对液体食品的挤压，以及

压力释放时产生的强烈剪切和高速撞击等，破坏微

生物细胞的结构从而达到杀菌的目的。２００７年，
ＢＥＶＩＬＡＣＱＵＡ等［１３８］采用高压均质处理对培养基中

的Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ进行杀灭，结果显示杀菌效果具
有一定的菌株依赖性，这可能是由于不同菌株的分

离环境不同，且细胞膜表面的脂肪酸分布不同，导致

其对高压均质的抗性不同。该研究团队在后续的另

一篇报道中得到了类似的试验结果，并且发现营养

细胞较之于芽孢对高压均质处理更敏感；同时，作者

还根据储藏试验推断，高压均质不会造成任何亚致

死性损伤［１３９］。相比于通常的高压均质处理条件（０～
２００ＭＰａ，０～１０ｍｓ）和杀菌效果（０～１ｌｇＣＦＵ／ｍＬ），高
静水压处理压力更高（大于２００ＭＰａ）、时间更长（大于
１０ｍｉｎ），因此杀菌作用也更强（３～５ｌｇＣＦＵ／ｍＬ）。
２００３年，ＡＬＰＡＳ等［１４０］考察了高静水压对培养基、橘

子汁、苹果汁和番茄汁中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的杀灭效
果，结果显示随着压力的升高及处理时间的增长，活

细胞的数量逐渐降低，在压力３５０ＭＰａ、温度５０℃条
件下处理２０ｍｉｎ后，各测试介质中营养细胞的减少
量均超过４个数量级。２００５年，ＢＵＺＲＵＬ等［１４１］研

究表明Ｗｅｉｂｕｌｌ模型可以很好地预测不同压力和温
度下高静水压对培养基中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ营养细
胞的杀菌效果。２０１２年，ＶＥＲＣＡＭＭＥＮ等［１４２］考察

了不同压力、ｐＨ值和温度下高静水压对缓冲液及番
茄汁中Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的萌发和杀灭作用，结
果显示在低压、中温和高 ｐＨ值条件下处理１０ｍｉｎ，
高静水压主要刺激缓冲液中的芽孢萌发，其中发芽

的数量超过２个数量级；而在高压、温度 ６０℃、ｐＨ
值４２条件下处理１０ｍｉｎ后，高静水压对番茄汁中
的芽孢表现出明显的杀菌效果，芽孢数量降低了

３５个数量级。相似地，２０１２年，ＳＩＬＶＡ等［２９］在

６００ＭＰａ、６５℃ 高静水压条件下对橘子汁处理
１０ｍｉｎ，样品中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的数量下降了
２５个数量级。２０１３年，ＳＯＫＯＯＷＳＫＡ等［１４３］在

２００ＭＰａ、５０℃高静水压条件下对苹果汁中的
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢处理３０～４５ｍｉｎ，芽孢数减少了
３～４个数量级。２０１３年，ＨＡＲＴＹ?ＮＩ等［１０７］采用电

子鼻技术评价了高静水压处理对果汁品质的影响，

结果显示在２８ｄ的储藏时间内，果汁的ｐＨ值、颜色
和挥发性物质无显著变化。

（３）超临界二氧化碳
超临界二氧化碳杀菌技术是一种新型的非热杀

菌方法，以廉价无毒的天然抗微生物剂二氧化碳作
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为杀菌介质。２００９年，ＢＡＥ等［１４４］将该技术用于对

苹果汁中Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的杀灭，并考察了温
度、压力和处理时间对致死效果的影响，结果显示在

６５℃、１００ｂａｒ处理 ４０ｍｉｎ及在 ７０℃、８０ｂａｒ处理
３０ｍｉｎ时均可将芽孢数降至检测限以下，并且超临
界二氧化碳处理对苹果汁的品质无任何影响。

非传统杀菌技术研究目前依然处于实验室研究

阶段，要想在现代化食品工业中大规模应用，还需要

在效果评价及杀菌机理上进一步完善，并开发获得

针对不同产品类型的机械设备，所以以非传统杀菌

技术取代巴氏杀菌技术并大规模推广应用还需要很

长时间，其在理论上需要进一步研究拓展，在机械装

备研发方面还需要投入大量的精力。

５３　天然化学物质或防腐剂对脂环酸芽孢杆菌的
控制

５３１　天然化学物质
（１）Ｎｉｓｉｎ
Ｎｉｓｉｎ由 Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｓｕｐｓｐ．ｌａｃｔｉｓ产生，是

一种天然、高效、安全的抗菌肽，可以有效地杀灭或

抑制引起食品腐败的革兰氏阳性菌。将 Ｎｉｓｉｎ用于
控制脂环酸芽孢杆菌的报道很多，研究内容主要集

中在最小抑菌浓度、对细胞抗热性的影响及杀菌动

力学模型建立等方面。１９９９年，ＫＯＭＩＴＯＰＯＵＬＯＵ
等［１４５］发现在 ８０～９５℃的作用条件下 Ｎｉｓｉｎ可使
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的 Ｄ值减小４０％；在２５℃条件下，
其对脂环酸芽孢杆菌芽孢最小抑菌浓度为５ＩＵ／ｍＬ。
２０００年，ＹＡＭＡＺＡＫＩ等［１４６］研究发现当ｐＨ值为３４
时，Ｎｉｓｉｎ对Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ营养体细胞和芽孢的最
小抑菌浓度分别为 １５６～５０ＩＵ／ｍＬ和０７８～
１２５ＩＵ／ｍＬ；当ｐＨ值为４２时，Ｎｉｓｉｎ对其营养体细
胞及芽孢的最小抑菌浓度均为２５～１００ＩＵ／ｍＬ，从该
试验结果可以看出低ｐＨ值条件下，Ｎｉｓｉｎ的杀菌效果
更好，且芽孢比营养细胞对Ｎｉｓｉｎ更敏感；同时，作者
还发现在商品化的苹果澄清汁中，当Ｎｉｓｉｎ添加量大
于６００ＩＵ／ｍＬ时仍无抑菌效果，但在橘子汁和混合果
汁饮 料 中，２５～５０ＩＵ／ｍＬ的 Ｎｉｓｉｎ即 可 抑 制
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的生长，这可能是由于苹果澄清
汁中的某些成分与Ｎｉｓｉｎ结合反应从而降低了抑菌效
果，而未澄清果汁中的多酚类物质与Ｎｉｓｉｎ可能有协
同杀菌作用。文献［１４７］报道了Ｂａｒａｎｙｉ＆Ｒｏｂｅｒｔｓ模
型和Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型分别可以拟合含有Ｎｉｓｉｎ的橘子汁
及苹果汁中的Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ再生长曲线，而二阶多
项式模型可以用于预测添加有Ｎｉｓｉｎ的浓缩橘子汁中
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的抗热性。

（２）多肽类抑菌素
目前，除了Ｎｉｓｉｎ以外，其它种类的多肽类抑菌

素对脂环酸芽孢杆菌的控制也有报道。２００２年，
ＯＩＴＡ等［１４８］报道了在５～１０μｇ／ｍＬ质量浓度水平
下，分离于大麦和小麦胚乳的抗菌肽 αｔｈｉｏｎｉｎｓ和
βｔｈｉｏｎｉｎｓ可以抑制培养基中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的生
长；而当添加量为 ２０μｇ／ｍＬ时，小麦来源的
αｔｈｉｏｎｉｎｓ多肽可以抑制橘子汁和水果蔬菜混合汁
中该菌的生长，但介质为含有 ３０％苹果汁的饮料
时，效果较差。细菌素ｅｎｔｅｒｏｃｉｎＡＳ ４８来源于菌株
ＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓＡ ４８ ３２，当添加质量浓度为
２５μｇ／ｍＬ时，可以使含有脂环酸芽孢杆菌的果汁
保存６０～９０ｄ，保藏时间的长短与果汁种类、温度、
接种细胞或芽孢数量有关。２００５年，ＭＩＮＡＭＩＫＡＷＡ
等［１４９］通过琼脂平板小孔扩散法发现分离于

ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｗａｒｎｅｒｉＲＢ４的ｗａｒｎｅｒｉｃｉｎＲＢ４对酸土
和酸热脂环酸芽孢杆菌有抑制作用，并指出其在果

汁及饮料行业有广阔的应用前景。２００８年，ＤＥ
ＣＡＲＶＡＬＨＯ等［１５０］考察了来源于 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｂｏｖｉｓ
ＨＣ５的细菌素ｂｏｖｉｃｉｎＨＣ５对培养基和酸性芒果浆
中Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的影响，结果显示该抑菌素对营
养细胞和芽孢都表现出杀菌作用，且可使菌株在

８０～９５℃的Ｄ值减小７７％ ～９５％。本研究团队从
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｎｉｍａｌｉｓｓｕｂｓｐ．ａｎｉｍａｌｉｓＣＩＣＣ６１６５
中分离了一种细菌素 ｂｉｆｉｃｉｎＣ６１６５，它可以有效杀
灭商业橙汁、葡萄汁和桃汁中的 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ营
养细胞和芽孢，在苹果汁中可以显著增加芽胞的热

敏感性，但却对芽孢无杀灭效果；ｂｉｆｉｃｉｎＣ６１６５的杀
菌机理是作用于细菌细胞膜，形成孔洞结构，致使胞

膜通透性增加，细胞内容物泄露，同时还可与胞壁合

成前体物 ｌｉｐｉｄＩＩ结合，阻止胞壁形成，从而导致细
胞死亡；直接添加 ｂｉｆｉｃｉｎＣ６１６５会导致果汁色值和
透光度的下降，而用海藻酸钠包裹后对果汁品质没

有影响［１５１－１５３］。

（３）溶菌酶和蛋白酶类
溶菌酶是一种天然的抗菌物质，它主要通过破

坏微生物的细胞壁，导致内容物流出，继而起到杀菌

的作用。２００６年，ＣＯＮＴＥ等［１５４］将溶菌酶固定于水

溶性的聚乙烯醇薄膜上，该活性薄膜对果汁中的

Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ营养细胞和芽孢都有明显的抑制作
用。２０１４年，ＢＥＶＩＬＡＣＱＵＡ等［１５５］研究发现溶菌酶

对培养基中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ营养细胞的最小抑菌
质量浓度为０１～６ｍｇ／Ｌ，而对于芽孢其最小抑菌
质量浓度为０１～３ｍｇ／Ｌ；随着溶菌酶添加剂量的
增加，杀菌效果也明显增强，在最小抑菌质量浓度

下，作用 ２４ｈ后芽孢的数量降低了 １ｌｇＣＦＵ／ｍＬ。
同时，木瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶是来源于木瓜和菠

萝的蛋白水解酶，近年来有关这２种蛋白质的抗菌
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活性也有报道。２０１６年，ＤＯＳＡＮＪＯＳ等［１１６］考察了

木瓜蛋白酶和菠萝蛋白酶对脂环酸芽孢杆菌的抑菌

作用，结果显示木瓜蛋白酶对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的最
小抑菌质量浓度为０９８μｇ／ｍＬ，而菠萝蛋白酶的最
小抑菌质量浓度为６２５μｇ／ｍＬ；当添加量为最小抑
制质量浓度的４倍时，培养２４ｈ后脂环酸芽孢杆菌
的细胞数降低了４个数量级；通过使用特定的半胱
氨酸蛋白酶抑制剂，发现这２种酶的抗菌活性与其
蛋白水解活性无关，但它们可能与酰胺酶和酯酶活

性有关。

（４）植物源天然提取物或化合物
精油是提取自植物的油状液体物质，由几十种

甚至几百种芳香有机化合物组成，而其中的有些成

分如百里酚、肉桂醛、丁香酚、香紫苏醇等均具有广

谱的抑菌效果，这些物质的杀菌机制主要包括胞内

离子流失、细胞膜通透性增加、膜蛋白减少、细胞质

凝结、细胞中脂类和蛋白质结构的破坏等［１５６］。目

前，有关精油对脂环酸芽孢杆菌抑制及杀灭的研究

主要是由意大利福贾大学农业、食品和环境科学院

的ＡｎｔｏｎｉｏＢｅｖｉｌａｃｑｕａ学者报道的。当添加质量浓
度为１５０～２００ｍｇ／Ｌ时，肉桂醛可以抑制培养基中
Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的萌发，且 ｐＨ值越低抑制效
果越好［１５７］；在苹果汁中，丁香酚的添加可以减少肉

桂醛的用量，８０ｍｇ／Ｌ丁香酚、４０ｍｇ／Ｌ肉桂醛或
４０ｍｇ／Ｌ丁香酚与２０ｍｇ／Ｌ肉桂醛相结合都可以抑
制芽孢的萌发［１］。

与精油类物质类似，其他一些来源于植物的天

然提取物或化合物对脂环酸芽孢杆菌也有一定的抑

制作用。由于脂环酸芽孢杆菌在红葡萄汁中不生

长，２００２年，ＯＩＴＡ等［１４８］考察了白藜芦醇、阿魏酸、

对羟基苯甲酸、对香豆酸、咖啡酸和儿茶素没食子酸

等多酚类物质对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ生长的抑制，结果
显示它们的最小抑菌质量浓度在 ５０～１０００ｍｇ／Ｌ
之间，而这远高于这些物质在红葡萄汁中的含量，因

此作者推断这些多酚类物质对脂环酸芽孢杆菌的抑

制作用可能是各类多酚物质协同作用的结果，并且

与红葡萄汁中含有的花青素有关。２００４年，
ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ等［１５９］测试了２６种桉树提取物对９种
微生物的抑制效果，发现其对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的最
小抑菌质量浓度为 ７８～２５０ｍｇ／Ｌ。２００８年，
ＢＥＶＩＬＡＣＱＵＡ等［１６０］发现低分子量的壳聚糖能提高

热处理对Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的杀灭效果，且最佳
添加质量浓度为１４ｇ／Ｌ。２００９年，ＤＵＤＡＣＨＯＤＡＫ
等［１６１］考察了 １５种药草提取物对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ
生长的影响，结果显示犬蔷薇的抑制效果最好，当添

加量为１０％时，培养６０ｈ后，细胞数减少了８０％，接

着是荨麻叶、甘草根和当归提取物，它们的减少值范

围为５０％～７０％。２０１３年，ＲＵＩＺ等［１６２］研究了６种
胡椒叶提取物对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的抗菌活性，其中
树胡椒叶的氯仿提取物抑菌效果最强；将该提取物

继续分离，所得二氯甲烷组分的最小抑菌浓度最低。

２０１５年，ＭＯＬＶＡ等［１６３］研究发现当葡萄籽提取物的

添加量为０２３％、０４５％、０９％、１８％和３６％时，
培养３３６ｈ后，苹果汁中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的营养细
胞分别减少了３１４、３５５、３８、４１、４６３ｌｇＣＦＵ／ｍＬ，而
０９％的葡萄籽提取物即可抑制芽孢的生长。２０１６
年，ＰＩＳＫＥＲＮＩＫ等［１６４］使用了２种商品化的迷迭香
提取物对苹果汁中的脂环酸芽孢杆菌进行控制，它

们对 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢的最小抑菌质量浓度分
别为７８μｇ／ｍＬ和３９μｇ／ｍＬ；当添加量为最小抑
制质量浓度的４倍时，两者对培养基中的芽孢有很
好的抑制作用，但应用于苹果汁时，效果明显下降，

这可能是提取物与苹果汁中的某些成分发生了反

应。

５３２　化学合成防腐剂
在化学合成防腐剂中，苯甲酸钠和山梨酸钾是

果汁及饮料工业中最经常使用的 ２种物质。２００８
年，ＷＡＬＫＥＲ等［１６５］考察了不同浓度的苯甲酸钠和

山梨酸钾对苹果汁中 Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ的抑制效果，
结果表明在３０℃温度下，当２种防腐剂的添加量为
０１ｍｇ／ｍＬ时，其对１０１ＣＦＵ／ｍＬ的Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ
有很好的抑制作用；当添加量增加至 ０５ｍｇ／ｍＬ
时，可以抑制的细胞浓度为１０４ＣＦＵ／ｍＬ。２０１３年，
ＫＡＷＡＳＥ等［１６６］采用超临界技术对苯甲酸进行微粉

化，所得微粒子的大小在１０～２００μｍ之间；当果汁
中添加５０ｍｇ／Ｌ处理过的苯甲酸微粒时，在４５℃培
养２８ｄ后，其表现出的Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ芽孢杀灭效
果相当于２倍浓度的未经处理的苯甲酸钠和苯甲酸
颗粒。

６　结论

作为果汁产业中关键的质量安全因子，脂环酸

芽孢杆菌的研究已有３０多年的历史。随着我国果
蔬产品贸易量的增大及世界各国食品安全的广泛关

注，脂环酸芽孢杆菌的研究还需要在以下几个方面

进行突破：

（１）国内对脂环酸芽孢杆菌污染状况主要集中
于区域性苹果、猕猴桃等特色农产品及其制品的全产

业链分离鉴定，全国范围内脂环酸芽孢杆菌的污染状

况不明确，还需要有专门的机构或者组织对此展开深

入的调查和研究，以便掌握我国整个果汁产业中脂环

酸芽孢杆菌污染状况并对其进行风险评估。
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（２）现已发现的脂环酸芽孢杆菌产物代谢以愈
创木酚为主，对其形成路径有了初步的解析和揭示，

但是具体是哪些基因调控愈创木酚的产生，其具体

地形成机理有待进一步探究。同时，复杂的果汁体

系中是否还有其余的代谢路径，或者前体物、成分促

进愈创木酚的产生，需要进一步详细考证。

（３）现阶段针对脂环酸芽孢杆菌的检测方法研
究很多，但现在国际贸易和企业生产中常用的依然

是平板计数法。现有快速检测方法如何在国际贸易

和国内生产中得到认可、实现推广应用并发挥应有

的作用，已成为科研工作者思考的关键问题。

（４）脂环酸芽孢杆菌控制问题依然困扰着果汁
加工企业。基于果汁从源头到终产品复杂的全产业

链过程体系，将以科学研究为基础的控制方法与生

产实际结合，切实保障果汁产品的安全及品质，是现

阶段果汁加工过程中新的研究热点与趋势。
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