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过氧化氢对鲜湿粉条中优势腐败菌阿氏芽孢
杆菌的抑菌活性及机制

金　璐，吴　越，陈志刚*

（南京农业大学食品科技学院，江苏南京 210095）

摘　要：为抑制鲜湿粉条中微生物的腐败变质以及探索绿色高效的保鲜剂，本研究系统探究了过氧化氢（H2O2）作

为一种绿色保鲜剂对鲜湿粉条的优势腐败菌的抑菌机制。首先通过高通量测序确定鲜湿粉条中的优势腐败菌为阿

氏芽孢杆菌（Bacillus aryabhattai），再采用抑菌活性实验对 H2O2 对 B. aryabhattai 的抑菌圈直径（Inhibition zone
diameter，IZD）、最小抑菌浓度（Minimum inhibitory concentration，MIC）、最小杀菌浓度（Minimum bactericidal
concentration，MBC）和生长曲线的影响进行分析；同时进行抑菌机制实验观察 H2O2 对 B. aryabhattai 的细胞膜、

细胞壁的破坏作用及胞内功能成分的外泄。结果表明，当H2O2 浓度由 250 μg/mL提高至 1000 μg/mL，IZD增大了 8 mm，

H2O2 的 MIC和 MBC均为 250 μg/mL。通过生长曲线发现当 H2O2 浓度高于 250 μg/mL时能在 24 h内完全抑制住

细菌的生长。抑菌机制实验表明 H2O2 的浓度增加会显著提高菌液上清液中核酸、蛋白质的含量（P<0.05），同时

破坏了 B. aryabhattai 的细胞壁和细胞膜结构，导致碱性磷酸酶（Alkaline phosphatase，AKP）和 β-半乳糖苷酶（β-
Galactosidase，β-GAL）泄露到细胞外，且与 H2O2 呈浓度依赖性。因此，250 μg/mL H2O2 能够有效抑制鲜湿粉条

中的优势腐败菌 B. aryabhattai。本研究可为鲜湿粉条的货架期延长、市值提升提供一定的理论依据和生产指导。
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本文网刊:  
中图分类号：TS201.3               文献标识码：A               文章编号：1002−0306（2024）21−0111−10
DOI: 10.13386/j.issn1002-0306.2024010127

Antibacterial Activity and Mechanism of Hydrogen Peroxide against
the Dominant Strain Bacillus aryabhattai in Fresh and Wet Vermicelli

JIN Lu，WU Yue，CHEN Zhigang*

（College of Food Science and Technology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China）

Abstract：To inhibit microbial spoilage in fresh and wet vermicelli and explore green and efficient preservatives, this study
systematically  investigated  the  antibacterial  mechanism  of  hydrogen  peroxide  (H2O2),  a  green  preservative,  against  the
predominant  spoilage  bacteria  in  fresh  and  wet  vermicelli.  Firstly,  the  predominant  spoilage  bacteria  in  fresh  and  wet
vermicelli were identified as Bacillus aryabhattai through high-throughput sequencing. Then, the influence of H2O2 on the
inhibition  zone  diameter  (IZD),  the  minimum  inhibitory  concentration  (MIC),  the  minimum  bactericidal  concentration
(MBC)  and  the  growth  curve  of B.  aryabhattai were  analyzed  through  antibacterial  activity  assays.  Simultaneously,  the
mechanism  of  antibacterial  action  experiments  was  conducted  to  observe  the  effects  of  H2O2  on  the  disruption  of  cell
membrane and cell wall of B. aryabhattai, as well as the leakage of intracellular functional components. The results showed
that increasing the concentration of H2O2 from 250 μg/mL to 1000 μg/mL resulted in an 8 mm increased IZD. Additionally,
MIC and MBC of H2O2 were both 250 μg/mL. The growth curve analysis revealed that  bacterial  growth was completely
inhibited  within  24  hours  when  the  concentration  of  H2O2 was  higher  than  250  μg/mL.  The  mechanism  of  antibacterial  
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action experiments indicated that increasing concentrations of H2O2 significantly raised the concentrations of nucleic acids
and proteins in the supernatant of the bacterial liquid (P<0.05), while also disrupting the cell wall and membrane structure
of B. aryabhattai, leading to the leakage of alkaline phosphatase (AKP) and β-galactosidase (β-GAL) outside the cells, and
it  exhibited  a  concentration-dependent  relationship  with  H2O2.  Therefore,  H2O2  at  250  μg/mL  effectively  inhibited  the
activity of B. aryabhattai in fresh and wet vermicelli. This study provides a theoretical basis and production guidance for
extending the shelf life and increasing the market value of fresh and wet vermicelli.

Key  words： fresh  and  wet  vermicelli； hydrogen  peroxide； Bacillus  aryabhattai； bacteriostatic  activity； bacteriostatic

mechanism

鲜湿粉条能快速复水，方便食用，且口感爽滑细

腻，适配多种调味料，受到亚洲广大食客的青睐[1−2]，

其生产无需耗能干燥，节省约 70%能源，符合食品绿

色生产[3−5]。同时，新型的铺浆式生产方式无需添加

硫酸铝铵、硫酸铝钾等含铝添加剂[6]，从原料处把控

食品安全，生产绿色食品。

过氧化氢（H2O2）是一种高效、可降解的抑菌

剂[7]，GB 2760-2014《食品添加剂使用标准》规定其可

以作为食品加工助剂添加到食品中，但在使用时需严

格注意添加剂量及残留量，GB 5009.226-2016《食品

中过氧化氢残留量的测定》规定其在食品中的残留

量应小于 3 mg/kg[8−9]。H2O2 具有广谱高效的灭菌

活性，在食品中使用后会降解成 H2O和 O2，对环境

无害，是一种“绿色”的灭菌剂[10−11]。H2O2 无色无

味，目前其在食品中的使用主要集中在果蔬保鲜[11]、

食品表面杀菌[12]、食品冰微生物控制[13] 和食品的改

性上[14]。虽然目前 H2O2 已经使用在很多领域中，如

食品、化妆品、医疗器械中[15]，但是关于 H2O2 对微

生物的具体作用机理仍较为模糊。目前 H2O2 的研

究机理主要在生物体外，如 H2O2 会使核酸的磷酸二

酯键断裂[16]，氧化蛋白质[17]，而关于 H2O2 对细胞的

生物灭活性的影响鲜少报道。

鲜湿粉条因水分含量高，故易发生腐败变质，而

芽孢杆菌属（Bacillus）是鲜湿粉条中的主要微生

物[18]，其易在各类含有大量淀粉基质的谷物上生长，

如红薯、玉米、水稻等。该菌的肆虐生长会造成大量

的粮食损失，不仅降低粮食的营养价值也会导致巨大

的经济损失，同时也会损害人体健康[19]。阿氏芽孢杆

菌（Bacillus aryabhattai）属于芽孢杆菌属，其在全球

均有分布，在我国主要在农田和森林中被发现。B.
aryabhattai 有很强的抗逆性，且部分菌株自己形成

了一系列的活性氧防御系统[20]。目前，关于鲜湿粉条

优势腐败菌鉴定及抑菌鲜有研究，通过高通量测序可

以对鲜湿粉条优势腐败菌群进行分析汇总，帮助科研

人员筛选出样品中的优势菌株，从而为 H2O2 在鲜湿

粉条中的保鲜应用提供理论指导。

本研究以鲜湿粉条为研究对象，对比未添加

H2O2 组和添加 0.25‰、0.5‰、1‰（w/w）H2O2 组的

高通量测序结果，筛选到一株优势菌株 B. aryabhattai，
进一步用该菌株作为指示菌进行 H2O2 的抑菌活性

和抑菌机制的研究。并进一步通过抑菌圈直径

（ Inhibition  zone  diameter， IZD）、最小抑菌浓度

（Minimum inhibitory concentration，MIC）、最小杀菌

浓度（Minimum bactericidal concentration，MBC）、抑

菌生长曲线来判断 H2O2 对目标菌株的抑菌活性；再

对其核酸、蛋白质、碱性磷酸酶（Alkaline phospha-
tase，AKP）和 β-半乳糖苷酶 （ β-Galactosidase， β-
GAL）泄露量进行测定，通过扫描电镜（Scanning
electron microscope，SEM）和透射电镜（Transmission
electron  microscope，TEM）观察不同浓度的 H2O2

对 B. aryabhattai 的细胞壁和细胞膜结构的影响。本

研究对 H2O2 对湿态粉条中优势菌株的抑菌机理进

行了较为全面的研究，有望为 H2O2 延长湿态淀粉类

制品货架期和市值提供一定理论依据和生产指导。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

阿氏芽孢杆菌　由本课题组在河南省盛田农业

有限公司生产的湿态粉条中分离筛选获得，经鉴定为

阿氏芽孢杆菌，与甘油 1:1（v/v）混合保存于−80 ℃
超低温冰箱中；甘薯淀粉（水分 13.51%，灰分 0.15%，

蛋白质 0.10%，直链淀粉 25.2%）　秦皇岛十八里食

品有限公司；食盐（NaCl）　中国盐业集团有限公司；

过氧化氢（35%）　食品级，河南亿丰化工有限公司；

过氧化氢标准溶液（1000 μg/mL）　北京迈瑞达科技

有限公司；氨苄青霉素溶液（100 mg/mL）　上海玻尔

化学试剂有限公司；碱性磷酸酶试剂盒、总蛋白定量

测定试剂盒　南京建成生物工程研究所；β-半乳糖苷

酶活性测定试剂盒　上海百生跃生物科技有限公司；

营养琼脂（Nutrient  agar，NA）、营养肉汤（Nutrient
broth，NB）、平板计数琼脂（Plate count agar，PCA）　

海博生物。

SU8010扫描电子显微镜　日本日立公司；DW-
HL678超低温冰箱　美菱生物医疗；LCSH-150C恒

温培养箱　南京联泽科学仪器有限公司；H1650-
W台式微量高速离心机　长沙湘仪离心机仪器有限

公司；BioscreenC全自动细菌生长仪　上海谓载商

贸发展有限公司；H7650透射电子显微镜　日本日

立公司；SHZ-82A气浴恒温振荡器　金坛市科析仪

器有限公司；NanoDrop2000紫外可见分光光度计　

美国赛默飞世尔科技公司；SW-CJ-ID单人净化工作

台　苏州净化公司；SHX-250B生化培养箱　常州冠

军仪器制造有限公司。 
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1.2　实验方法 

1.2.1   鲜湿粉条的制备　本文所用的粉条通过铺浆

式生产，由河南省盛田农业有限公司协助生产，每次

生产原料红薯淀粉 75 kg。工厂生产工艺[18]：原料热

水制芡→打粉团→调成匀浆→抽真空→蒸熟→冷

却、脱离→室温老化→低温老化→定长切丝→包

装。具体步骤见图 1。
对照组样品（CK）在制作过程中仅加 5‰（w/w，

下同）食盐，H2O2 组加 5‰食盐和 0.25‰、0.5‰、1‰
H2O2。处理后，将样品在 28±1 °C的培养箱中贮藏

90 d。 

1.2.2   总菌落数分析　在样品贮藏前一周内及之后

90 d内每隔一周对总菌落计数，按微生物检验标准

（GB 4789.2-2022）测定 [21]。将鲜湿红薯淀粉样品

（25 g）加入 0.85%（w/w）无菌生理盐水（225 mL）中，

混合均匀。在无菌生理盐水中连续稀释（10−1~10−5）
后，每 1 mL稀释液接种到 PCA培养基中。平板在

37 ℃ 孵育 48±2 h以测定总有氧活菌计数（Total aero-
bic viable count，TAVC）。 

1.2.3   高通量测序　当对照组样品细菌超过 5 lg
CFU/g（根据粉条的微生物标准 GB 2713-2015）[22]，

经液氮冷冻磨后将样品委托给上海美吉生物医药科

技有限公司进行其 DNA的提取及高通量测序工

作。采用 16S rRNA 基因 V3-V4高变区合成引物，

338F（5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3’）和 806R
（5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’）进行 PCR
扩增；20 μL反应体系：Mix 10 μL、引物各 0.8 μL、
模板 0.8  μL，dd H2O补足 20 μL。PCR反应条件：

95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，54 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，30个

循环；72 ℃ 延伸 10 min。PCR产物于 2%琼脂糖凝

胶电泳检测，PCR产物目的条带大小正确，浓度合适

后使用 NEXTFLEX Rapid DNA-Seq Kit进行建库，

利用 Illumina公司Miseq PE300平台测序[23]。 

1.2.4   H2O2 残留量的测定　根据《食品安全国家标

准 食品中过氧化氢残留量的测定》（GB 5009.226-

2016）中的钛盐比色法测定鲜湿粉条中 H2O2 的残留

量[9]。 

1.2.5   活化菌株及菌悬液的制备　根据 1.2.3确定后

续抑菌实验中使用的目标菌株为 B. aryabhattai，将
分离纯化筛选出的菌株 28 ℃ 培养 24 h后接种到营

养肉汤中扩大培养，取菌悬液与甘油 1:1（v/v）保存

在−80 ℃ 冰箱中。为了后续实验的使用，将菌种保

藏液按 1‰（v/v）加入 NB培养基中以 28 ℃，180 r/min
振荡培养 18~24 h获得对数生长期的菌悬液。 

1.2.6   H2O2 对 B. aryabhattai 的抑菌效果　 

1.2.6.1   MIC和 MBC的测定　根据 Cui等[24] 的方

法进行 MIC的测定。取 1.2.5的菌悬液，采用倍比

微量稀释法在 96孔板中进行 MIC的测定，封盖后

于 28 ℃ 静置培养 1 d，取出后观察每孔中液体的澄

清度，浓度最大的澄清液体孔所对应的抑菌液浓度

为 MIC。阳性对照只加菌液，阴性对照只加 NB培

养基。

将浓度大于等于 MIC的孔洞吸出 100 μL吹打

均匀的液体涂布在 NA平板上，在 28 ℃ 孵育 24 h
后，没有细菌生长的浓度定义为MBC[25]。 

1.2.6.2   抑菌圈测定　采用双层琼脂打孔法评估

H2O2 对 B. aryabhattai 的抑菌圈大小的影响[26]。将

1.2.5的菌悬液稀释到吸光度在 600 nm处为 0.5左

右时按 1‰加进 NB固体培养基中（加入 2%琼脂的

NB液体培养基）。在平板上铺一层琼脂培养基，凝

固后放置牛津杯，然后将加入菌液的 NB固体培养基

避开牛津杯倾注在平板上。凝固后取出牛津杯，向形

成的孔洞中添加 200 µL抑菌液，之后置于 4 ℃ 冰

箱 4  h扩散抑菌液，然后再放置于 28 ℃ 培养箱

18~24 h后用游标卡尺量取抑菌圈大小（重复 3次均

有抑菌作用，视为对该病原菌有抑制作用）。阴性对

照组为无菌生理盐水，阳性对照组为氨苄青霉素。抑

菌圈大小代表的抗菌效果参考表 1[27]。 

1.2.6.3   生长曲线测定　本实验使用全自动生长曲

线仪测定浓度为 4×MIC、2×MIC、1×MIC、1/2×MIC、
 

制芡

调粉团 调浆 抽真空 铺浆

投料口

装箱 定长切丝 低温老化 自然老化 蒸熟

图 1    工业规模化鲜湿粉条的生产工艺

Fig.1    Production process of fresh and wet vermicelli on industrial scale
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1/4×MIC的 H2O2 抑菌液对筛选出菌株的生长曲线

的影响，仪器设定每次测定间隔 30 min，培养时间

24 h，温度 28 ℃，振荡速度为一般，振荡完成后静置

10 s并测定 600 nm处的吸光度值。每个样品设置

三个平行，阴性对照组仅加 NB。根据吸光度值随时

间变化作图判断菌株生长情况[28]。 

1.2.7   H2O2 对 B. aryabhattai 的抑菌机制　 

1.2.7.1   碱性磷酸酶的测定　使用 AKP试剂盒测

定 B.  aryabhattai 在经 2×MIC、 1×MIC、 1/2×MIC

的 H2O2 处理 8 h后破损释放在菌液上清液中的

AKP的活性。单位定义：每克酶蛋白在 37 ℃ 与基

质作用 15  min产生 1  mg酚为 1个金氏单位，即

7.14 U/L。 

1.2.7.2   β-半乳糖苷酶的测定　β-GAL作为细胞膜

完整性的一个检测指标，使用 β-GAL活性测定试剂

盒对 B. aryabhattai 在经 2×MIC、1×MIC、1/2×MIC

的 H2O2 处理 8 h后细胞破损释放到上清液中的 β-
GAL浓度变化进行检测。1个酶活性单位（U）定义

为 37 ℃、pH7.0的条件下，每分钟生成 1 μmol对硝

基苯酚所需要的酶量。 

1.2.7.3   胞内核酸外泄测定　每隔 2 h取样离心

（3000 r/min，10 min），取出上清液后，用 0.22 µm的

针头式过滤器过滤后用紫外分光光度计测定其在

260 nm处的吸光度值，重复三次取平均值。 

1.2.7.4   胞内蛋白质外泄测定　每隔 2 h取样离心后

获得上清液，用总蛋白定量测定试剂盒测定其蛋白质

含量，取 10 μL样品液和标准液，加入 250 μL的工

作液，混匀后于 37 ℃ 水浴加热 30 min，在 562 nm

处测定其吸光度值，之后按照试剂盒说明书计算得到

上清液中的总蛋白浓度（μg/mL）。 

1.2.7.5   B. aryabhattai 的微观结构测定　将 1.2.5的

菌悬液离心得到菌体，加入终浓度为 0×MIC和

1×MIC的 H2O2，在 28 ℃，180 r/min条件下处理 4 h
后，4 ℃、5000 r/min条件下离心 10 min，之后再用磷

酸盐缓冲液清洗三次，一部分用 2.5%的戊二醛固

定，经乙醇梯度洗脱后，离心取沉淀的菌体加入一定

的醋酸异戊酯，液体混匀后沾取少许菌液滴在特定金

属上，晾干喷金后用扫描电镜观察其表面结构。另一

部分样品收集完菌体沉淀后加入 2.5%戊二醛固定

过夜后，经过脱水、渗透、包埋、切片及染色处理，通

过透射电镜观测其内部结构[29]。 

1.3　数据处理

所有实验均设置 3个重复，数据用 SPSS 18.0
进行显著性分析（One-way ANOVA），以 P<0.05作

为差异显著性的判断标准，数据结果以均值±标准差

（Standard deviation，SD）表示。使用 Origin 2021进

行作图。 

2　结果与分析 

2.1　不同浓度 H2O2 对鲜湿粉条的影响

未添加和添加 H2O2 的鲜湿粉条分别进行贮藏

期实验，细菌生长情况及 H2O2 残留量结果见表 2。
对照组在 3 d内发生腐败变质，而 H2O2 组在 90 d的

贮藏期内未检测出腐败微生物的生长。同时对照

组和 H2O2 组的粉条形态进行对比（图 2A~2D），可

以看到 1‰ H2O2 组孔洞较多（图 2D），而 0.25‰和

0.5‰ H2O2 组表面光滑无明显孔洞。在后续贮藏

 

表 1    抑菌作用判断标准

Table 1    Antibacterial judgment criteria

抑菌圈直径 IZD（mm） 判定结果

≤7 无抑菌作用

>7 有抑菌作用

7<IZD<10 钝敏

10<IZD<20 中敏

>20 高敏

 

表 2    不同浓度 H2O2 对鲜湿粉条储藏期内细菌生长的影响
（lg CFU/g）及其残留量

Table 2    Effects of different concentrations of H2O2 on bacterial
growth during the storage period of fresh and wet vermicelli

( lg CFU/g) and its residual levels

处理
贮藏时间（d）

H2O2残留量（mg/kg）
3 90

CK 5.56±0.05 − <3
0.25‰ H2O2 <1 <1 <3
0.50‰ H2O2 <1 <1 <3
1.00‰ H2O2 <1 <1 <3

注：“<1”表明该次测定所统计样品中未检测到菌落；“−”表明超出测定范
围，多不可计；“<3”依据GB 5009.226-2016的钛盐比色法的定量限为
3 mg/kg。

 

A B C D

图 2    鲜湿粉条样品图片对比

Fig.2    Comparison of the fresh and wet vermicelli samples
注：A~D分别为 CK、0.25‰、0.5‰、1‰过氧化氢组及其局部放大的样品图片。
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中发现 1‰ H2O2 组鲜湿粉条出现裂纹，组织结构逐

渐被破坏，故建议在使用 H2O2 对鲜湿粉条进行保鲜

时选择 0.25‰和 0.5‰的浓度，但出于对大生产这种

较复杂环境的保证[30]，建议采取 0.5‰的 H2O2。同时

基于 GB 5009.226-2016[9] 对 H2O2 组的 H2O2 残留量

进行测定，发现残留量均未检出，符合 GB 2760-2014
对其残留量的尽量去除的要求[8]。说明 H2O2 对鲜湿

粉条有很好的延长货架期的效果，且无添加残留。 

2.2　鲜湿粉条中细菌群落的分布

对鲜湿粉条的对照组进行细菌的高通量测序，

结果如图 3A、3B所示。对照组细菌在属水平上的

样本群落组成结构结果如图 3A所示，芽孢杆菌属

（Bacillus）是对照组的主要优势菌，其次为类芽胞杆

菌属（Paenibacillus）、芽孢乳杆菌属（Sporolacto-
bacillus）、鞘脂杆菌属（Pedobacter）、无色杆菌属

（Achromobacter）。Bacillus 会在含有大量淀粉的经

济作物上生长[19]，而阿氏芽孢杆菌（Bacillus aryab-
hattai）则是芽孢杆菌属中优势菌株中丰度最高的菌

株（图 3B），故考虑选择 B. aryabhattai 作为抑菌机理

的研究菌株。B. aryabhattai 分布较广，在我国主要

存在于农田和森林中[31]，其来源可能是红薯淀粉原料

的污染。基于以上因素，本研究筛选出 B. aryabhattai
为指示菌进行 H2O2 的抑菌机理的研究。 

2.3　H2O2 对 B. aryabhattai 的抑菌效果

最小抑菌浓度是反映抗菌药物抑菌活性的重要

指标[32]。不同浓度的 H2O2 作用于 B. aryabhattai 培
养物的浑浊度如表 3所示，当 H2O2 的浓度在 250 μg/
mL及以上时能完全抑制 B. aryabhattai 的生长，孔

洞非常澄清，而浓度在 125 μg/mL时，孔洞开始浑

浊，并在之后更低的浓度保持着浑浊的孔洞。由于

MIC测定是根据孔洞在 18~24 h后的浑浊度决定

的，所以根据表 3结果可以判定 250 μg/mL为 H2O2

的 MIC。而在之后将 1×MIC浓度及以上浓度的孔

洞中的液体进行涂布计数，发现均没有菌落生长，故

MIC浓度即为 MBC浓度，即 250  μg/mL是 H2O2

对 B. aryabhattai 的MIC的同时也是MBC，高于 Cui
等[33] 关于 H2O2 对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的

MIC分别是 50  μg/mL和 100  μg/mL的结论。B.
aryabhattai 本身可能具有较高的抗氧化应激的能

力[20]，故这可能是导致 H2O2 对 B. aryabhattai 的MIC
高于金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的原因。

抑菌剂在琼脂平板上会均匀扩散，从而抑制细

菌的生长产生透明的圆圈，通过此来直观地体现

H2O2 的抑菌活性[34]。从表 4中可以看出阴性对照

组抑菌圈直径为 0 mm，而经 MIC浓度的 H2O2 处理

的 B. aryabhattai 的抑菌圈直径为 13.73±0.47 mm，

呈中度敏感，且当 H2O2 浓度不断上升时，抑菌圈直

径也随之增长（图 4），说明 H2O2 的抑菌活性是随着

浓度的上升而不断提高的，呈浓度依赖性，直到浓度

为 1000 μg/mL时 B. aryabhattai 高度敏感。而阳性

对照氨苄青霉素组的浓度在 0.25~1 mg/mL之间的

抑菌圈直径均大于 20 mm，呈高度敏感，透明圈的直

径越大，则该抑菌剂对该菌株的抑制作用就越强[26]，

说明 B. aryabhattai 对氨苄青霉素更为敏感。产生这

个结果有两个原因，一是因为研究表明革兰氏阳性菌

对青霉素的敏感程度高于革兰氏阴性菌[35]，二是因为

 

表 3    不同浓度 H2O2 对 B. aryabhattai 的MIC

Table 3    MIC of different concentrations of H2O2
against B. aryabhattai

H2O2浓度（μg/mL） B. aryabhattai H2O2浓度（μg/mL） B. aryabhattai
1000.00 − 31.25 +
500.00 − 15.63 +
250.00 − 7.81 +

125.00 + 阳性对照 +

62.50 + 阴性对照 −

注：“−”培养基清澈，B. aryabhattai未生长；“+”B. aryabhattai生长正常，培
养基浑浊；阳性对照组为含菌NB培养基，阴性对照组为无菌培养基。
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图 3    对照组的菌群分布

Fig.3    Distribution of the control group bacteria
注：A. CK中细菌在属水平上的相对丰度分布；B. CK中芽孢杆菌属在种水平上的相对丰度分布。
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芽孢杆菌属于过氧化氢酶阳性菌，过氧化氢酶阳性细

菌释放的胞内过氧化氢酶催化了 H2O2 的水解[36]，细

菌产生的过氧化氢酶被认为是影响 H2O2 功效的最

主要因素之一[7]。综上所述，H2O2 对 B. aryabhattai
的抑菌效果是有效的。 

2.4　不同浓度 H2O2 对 B. aryabhattai 的生长曲线影响

生长曲线可用于展示微生物生长情况和新陈代

谢规律，因此不同 H2O2 添加量下 B. aryabhattai 的
生长曲线可反映其抑菌动力学[37]。为了初步了解

H2O2 对 B. aryabhattai 生长情况的影响，测定了该菌

株 24  h内的生长情况，结果如图 5所示。未加

H2O2 的对照组在 24 h内的生长遵循 S型生长曲线，

说明未被 H2O2 处理的 B. aryabhattai 的生长情况正

常，其在大约 4 h后进入对数生长期，14 h后开始进

入细菌生长平稳期。从图 5中可以看出在生长 14 h
时 ，对照组 OD600  nm 值分别是 H2O2 终浓度为

1/4×MIC（62.5  μg/mL）和 1/2×MIC（125  μg/mL）的
OD600 nm 值的 2.75倍和 8.68倍，说明细菌早期生长

阶段被不同程度抑制，对数生长期延后，当生长达到

稳定期时与对照组没有显著区别（P>0.05），说明低浓

度 H2O2 的抑制作用主要作用于细菌的前期生长，从

而推迟细菌快速生长的时间。然而，观察 H2O2 终浓

度为 1×MIC（250  μg/mL），2×MIC（500  μg/mL）和
4×MIC（1000 μg/mL）的生长曲线可知，在当前 H2O2

浓度下的 B. aryabhattai 在 24 h内没有生长，表明细

菌的生长完全被抑制。
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图 5    不同浓度 H2O2 对 B. aryabhattai 生长曲线的影响
Fig.5    Effects of different concentrations of H2O2 on the growth

curve of B. aryabhattai
  

2.5　不同浓度 H2O2 对 B. aryabhattai 细胞壁及细胞

膜的影响

AKP是一种存在于细胞壁、细胞膜之间的酶，

细菌的细胞壁因物理或化学因素被破坏时，其就会通

过破损的细胞壁泄露到外面 [38]，本研究通过检测

AKP泄漏量来探索 H2O2 对 B. aryabhattai 细胞壁

的破坏程度，AKP含量越高表明细胞壁被破坏的越

严重。由图 6A可知，对照组的 AKP含量很低，泄漏

量是可以忽略不计。与对照组相比，当实验组浓度

为 1×MIC、2×MIC时，B.  aryabhattai 胞外 AKP活

性显著增加（P<0.05），分别增加到 1.75、3.56金氏单

 

表 4    不同浓度的 H2O2 及氨苄青霉素对 B. aryabhattai 的
抑菌圈大小

Table 4    IZD of different concentrations of H2O2 and ampicillin
against B. aryabhattai

菌株
H2O2浓度
（μg/mL）

IZD（mm）
氨苄青霉素浓
度（μg/mL）

IZD（mm）

B. aryabhattai

0 0a 0 0A

250 13.73±0.47b 250 21.72±0.68B

500 18.53±0.44c 500 28.66±0.39C

1000 21.73±0.70d 1000 31.70±0.63D

注：IZD 表示抑菌圈直径；小写字母表示过氧化氢组各浓度之间的显著性
差异（P<0.05），大写字母表示氨苄青霉素组各浓度之间的显著性差异
（P<0.05）。
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图 4    H2O2 和氨苄青霉素对 B. aryabhattai 的抑菌圈的影响

Fig.4    Effects of H2O2 and ampicillin on the inhibition zone
diameter of B. aryabhattai

注：A.  1000  μg/mL H2O2；B.  500  μg/mL H2O2；C.  250  μg/mL
H2O2；D. 1000 μg/mL氨苄青霉素；E. 500 μg/mL氨苄青霉素；
F. 250 μg/mL氨苄青霉素（D、E、F是阳性对照）。
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aryabhattai treated with different concentrations of H2O2

注：不同字母标注表示显著性差异，P<0.05。
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位/100 mL。实验组浓度为 2×MIC时，B. aryabhattai
胞外 AKP活性显著大于 1/2×MIC处理组 1.27 金氏

单位/100 mL（P<0.05），几乎是其的三倍。说明 H2O2

浓度越高，B. aryabhattai 胞外 AKP活性越大，这表

明 B. aryabhattai 细胞壁的破坏程度与 H2O2 浓度呈

正相关，且呈现浓度依赖性。已经有研究证明 H2O2

能够穿透细胞壁，导致细胞死亡[39]。基于以上结果可

以得出结论，H2O2 会增加细菌细胞壁的通透性，

H2O2 的抑菌机制有一部分是通过破坏 B. aryabhattai
的细胞壁实现的。

β-GAL在细胞内膜遭受损伤时，会外溢到细胞

外，故可以用该酶的含量上的变化来推算细菌细胞膜

的受损状况[40]。由图 6B可知，经过 8 h的作用后，β-
GAL在对照组中的泄漏量依然很微小，而实验组

（1/2×MIC、1×MIC、2×MIC组）上清液中 β-GAL的

含量均显著高于对照组（P<0.05），说明 H2O2 会影响

B. aryabhattai 内膜的完整性，可能是由于 H2O2 产生

的羟基自由基会攻击膜中的多不饱和脂肪酸，并引发

脂质过氧化 [41]。同时，随着 H2O2 浓度的提升，β-
GAL的泄漏量也在逐渐增大，说明 B. aryabhattai
的 β-GAL的泄露对 H2O2 呈浓度依赖性。 

2.6　胞内核酸、蛋白质外泄的测定

核酸和蛋白质是细菌细胞膜和细胞质中的基础

物质，是重要的单元结构物质，菌体内核酸、蛋白质

等内容物的泄露可反映细胞膜的完整性[42]。为了阐

述 H2O2 对 B. aryabhattai 的抑制作用，研究了 H2O2

对 B. aryabhattai 的细胞膜通透性和完整性的影响。

图 7A为细胞内核酸泄漏到胞外的浓度变化情况，

2 h时各处理组与对照组差异较小，说明细胞膜损伤

不严重，核酸泄漏不明显。各处理组菌体在 8 h内核

酸泄漏量均随着时间的增长而不断增加，说明

H2O2 对细胞膜有持续的破坏作用（图 7A）。核酸泄

漏量也随着 H2O2 浓度的提升而显著增加（P<0.05），
说明 H2O2 使细胞膜结构发生改变，增强其通透性，

导致功能成分外泄，从而抑制菌体生长。

从图 7B中可以看出，未添加 H2O2 的菌悬液中

可溶性蛋白含量极低，且在 8 h内维持在一个较低的

水平，这些微量蛋白很可能是 B. aryabhattai 正常生

理活动产生的外分泌蛋白[43]，说明 B. aryabhattai 细
胞膜在较长时间内具有良好的完整性，胞内蛋白没有

发生明显的泄露。所有加入 H2O2 的实验组 2 h后

的胞外蛋白质含量均显著增加，与对照组相比差异显

著（P<0.05），并且增加量与 H2O2 浓度呈浓度依赖

性，随着浓度的增大而增加（图 7B）。同时，由图 7B
可知，随着 H2O2 作用时间延长，细胞蛋白质泄露量

增加，说明添加 H2O2 对 B. aryabhattai 的蛋白质泄

漏量也呈时间依赖性。研究表明 H2O2 可能对细胞

膜上的蛋白质发生选择性氧化，H2O2 作用会导致产

生羟基自由基的芬顿反应，从而使体内的 DNA、蛋

白质和膜脂氧化[44]。综上所述，H2O2 可导致细胞内

蛋白质和核酸的明显渗漏，破坏细胞结构，引起细胞

功能紊乱。 

2.7　不同浓度 H2O2 对 B.  aryabhattai 的微观结构

影响

图 8A~D是用扫描电镜拍摄的 B. aryabhattai
的细菌形态，从图 8A、8B可以看出，对照组 B.
aryabhattai 的菌体形态饱满正常，杆状结构清晰，边

界光滑，细胞间无粘附，而在 B.  aryabhattai 被 1×
MIC（250 μg/mL）的 H2O2 处理后菌体形态发生肉眼

可见的异变，细胞完全变形，表面崎岖不平，边界不清

晰且细胞相互粘附，细胞壁和细胞膜有所缺失

（图 8C）。再放大倍数至 20000倍后（图 8D）观察到

了菌体表面塌陷破碎，部分出现孔洞，说明 B.
aryabhattai 的完整度遭到了严重破坏。这与李

靖[45] 研究发现 H2O2 会导致大肠杆菌细胞壁暂时性

孔隙样病变或塌陷的结论一致。总的来说，1×MIC
（250 μg/mL）的 H2O2 通过破坏 B. aryabhattai 细胞

壁、细胞膜结构，达到抑菌效果。

采用透射电镜分别对 0×MIC（0 μg/mL）和 1×MIC
（250 μg/mL）浓度的 H2O2 处理 4 h的 B. aryabhattai
超薄切片进行观察。如图 8E、8F所示，未经 H2O2

作用的 B. aryabhattai 细胞整体结构相对正常，切面

结构清晰，胞质均匀；细胞壁完整，厚度均一；细胞膜

结构正常，未见明显质壁分离，细胞未出现破损现

象。而在 1×MIC（250 μg/mL）H2O2 处理 4 h后，B.
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Fig.7    Effects of different concentrations of H2O2 on the
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P<0.05。
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aryabhattai 与外界环境的边界变得模糊；细胞壁完

整，局部结构模糊，轻微凹陷厚薄不均匀；细胞膜结构

模糊，局部明显质壁分离，形成较大的空洞；细胞质的

分布不再均匀，部分细胞质与细胞膜出现分离现象

（图 8G、8H），可能是因为 H2O2 导致了物质泄露[46]。

这表明 1×MIC的 H2O2 可对 B. aryabhattai 的细胞

壁、细胞膜造成一定破坏，并且导致细胞质内部形成

较大空洞。
 

3　结论
本研究对铺浆式生产的鲜湿粉条添加 0.25‰、

0.5‰、1‰的 H2O2 并贮藏 90 d，发现所有 H2O2 组未

发生腐败且无 H2O2 残留，其中 0.5‰的 H2O2 鲜湿粉

条没有产生裂纹和孔洞，且能适应工厂大生产的环

境，达到保鲜要求。同时对对照组的腐败细菌进行高

通量测序发现，芽孢杆菌属为优势属，B. aryabhattai

是芽孢杆菌属中物种丰富度最高的菌种，故选用筛选
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图 8    SEM和 TEM观察 B. aryabhattai 形态及内部结构

Fig.8    Morphology and internal structure of B. aryabhattai observed by SEM and TEM
注：A、B：阴性对照下 B. aryabhattai 的外部形态（10000×、20000×）；C、D：1×MIC H2O2 处理 4 h的 B. aryabhattai 外部形态
（10000×、20000×）；E、F：阴性对照下 B. aryabhattai 的内部结构（12000×、20000×）；G、H：B. aryabhattai 被 H2O2 处理 4 h后的内
部结构（15000×）。
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出的 B. aryabhattai 为抑菌机理实验的指示菌进行

H2O2 抑菌实验。结果表明，H2O2 对 B. aryabhattai
的最小抑菌浓度是 250 μg/mL，且该浓度下，B. aryab-
hattai 对 H2O2 呈中度敏感，生长曲线实验表明

1×MIC的 H2O2 在 24 h内能完全抑制住 B. aryabha-
ttai 的生长。此外，H2O2 能通过影响细胞壁、细胞膜

的通透性，破坏膜蛋白，导致细胞结构损伤和蛋白

质、核酸和各种酶（AKP、β-GAL）等功能成分的释

放，这些变化均与 H2O2 呈浓度依赖性，且 SEM和

TEM观察发现在 1×MIC的 H2O2 处理后细胞出现

黏连、孔洞和质壁分离现象。因此，本研究表明

H2O2 可以作为鲜湿粉条中优势腐败菌 B. aryabhattai
的有效抑制剂，为其在鲜湿粉条的工厂大生产中的应

用及绿色保鲜方面提供一定的理论基础。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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