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大肠埃希氏菌在模拟胃肠道环境下耐受性的研究

马文思，刘发山

（昆明市食品药品检验所 食品检验中心，云南 昆明 ６５００３２）

摘要：以大肠埃希氏菌为试验菌株，采用活菌计数法，分别探究大肠埃希氏菌在不同酸性、不同胆盐质

量浓度环境下的存活情况，并通过模拟胃酸、肠胆盐环境对大肠埃希氏菌的耐受性进行研究．结果表明，
酸性、胆盐环境对大肠埃希氏菌的生长具有抑制作用，但胆盐质量浓度的变化对大肠埃希氏菌生长的抑

制效果无明显差异．此外，大肠埃希氏菌对模拟胃酸、肠胆盐环境具有良好的耐受性，能在人工肠液以
及ｐＨ≥４５的人工胃液中保持较高的存活率．
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　　 近年来，随着社会和工业化发展的影响，食
品安全事件的发生率在不断提高［１］，国内外食源

性疾病事件层出不穷，尤其是由食源性致病菌污染

食物引发的中毒或死亡事件在全球频发，并且呈逐

年上升趋势，食源性致病菌引起的疾病已成为当今

危害人类健康的头号杀手．常见的食源性致病菌包
括大肠埃希氏菌、沙门氏菌、弯曲杆菌等［２］．这
些食源性致病菌引起的食品安全事件，不仅严重损

害消费者的健康，而且给公众带来巨大心理恐惧，

严重影响了社会稳定．
食源性致病菌分布广泛，种类繁多，其中大肠

埃希氏菌是目前存在较为广泛，也是引发食品安全

事件较多的食源性病原微生物，其污染食物引发的

食品安全事件在全球屡屡发生．因此，大肠埃希氏
菌引起的食源性疾病越来越受到人们的关注，其检

验方法及感染途径已成为国内外众多学者研究的热

点［３－４］，但有关其在胃肠道环境耐受性的研究鲜有

报道．
大肠埃希氏菌通常被称为大肠杆菌，为革兰氏

阴性短杆菌，大小０５～１５μｍ，周生鞭毛，能运
动，无芽孢［５］．其在相当长的一段时间内，一直
被认为是非致病菌，直到２０世纪中叶，才发现一
些血清型的大肠杆菌对人和动物有病原性［６］，经

常会引起严重腹泻和败血症等，因此将其归为食源

性病原微生物．大肠埃希氏菌作为食源性病原微生
物之一，其引发食物中毒的前提是能以活菌状态抵



达胃肠道．基于此，拟通过模拟胃酸、肠胆盐环境
对大肠埃希氏菌的耐受性进行研究，以期为进一步

探讨大肠埃希氏菌的致病机理、疫苗开发以及对大

肠埃希氏菌的控制和治疗提供参考依据．

１　材料与方法

１１　材料
１１１　菌种

大肠埃希氏菌Ｅｃｏｌｉ（ＡＴＣＣ２５９２２）购于美国
典型菌种保藏中心，批号：２０１７２０２３．
１１２　培养基

脑心浸出液肉汤 ＢＨＩ（批号：１８０２０５４），结
晶紫中性红胆盐琼脂 ＶＲＢＡ（批号：１７０７３０８２），
均购于北京陆桥技术股份有限公司．
１１３　试剂和仪器

牛胆盐 （批号：３２０７０７６，广东环凯微生物科
技有限公司）；胃蛋白酶 （酶活力≥１２０００Ｕ／ｇ，
批号：２０１６０６１３，国药集团化学试剂有限公司）；
胰蛋白酶 （酶活力１∶２５０，批号：２０１７０１２６，北京
索莱宝科技有限公司）；其余试剂均为国产分

析纯．
高压蒸汽灭菌锅 （ＭＬＳ３７８２ＬＰＣ，日本松下

集团）；恒温恒湿培养箱 （ＨＰＰ２６０，美墨尔特上海
有限公司）；台式电子天平 （ＪＢ５３７４９１，美国奥豪
斯仪器 （常州）有限公司）；ｐＨ计 （Ｓ２２０Ｋ，梅
特勒－托利多国际贸易 （上海）有限公司）．
１２　方法
１２１　菌种活化

用一次性接种环挑取一环大肠埃希氏菌

（ＡＴＣＣ２５９２２）储备菌种接种于 ＢＨＩ液体培养基
中，置于３６℃恒温恒湿培养箱中培养 ２４ｈ增菌，
制成工作菌液置于４℃菌种冰箱备用．
１２２　耐酸性试验

试验在生物安全柜内无菌操作．用 ３６５％的
浓盐酸、１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液及０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液
调节 ｐＨ值，制成 ６份 ｐＨ值分别为 １５，２５，
３５，４５，５５，６５的 ＢＨＩ耐酸工作培养基．同
时制作１份对照组，经测定对照组 ＢＨＩ液体培养
基的ｐＨ值为７３．

将不同ｐＨ值的 ＢＨＩ液体培养基，各取１０ｍＬ
装入７支已灭菌试管内，同时接种０１ｍＬ充分混
匀的大肠埃希氏菌工作菌液，在３６℃恒温恒湿培

养箱中培养２４ｈ．后续试验按ＧＢ４７８９２—２０１０［７］

操作并计数［７］．
１２３　胆盐耐受性试验

分别称取 ８份牛胆盐 ００６，０２，０４，０６，
０８，１０，１２，１４ｇ于锥形瓶中，１２１℃高压灭
菌１５ｍｉｎ．

试验在生物安全柜内无菌操作．各加入４００ｍＬ
ＢＨＩ液体培养液，制成的胆盐质量浓度分别为０３，
１０，２０，３０，４０，５０，６０，７０ｍｇ／ｍＬ的胆盐
工作培养液．

分别量取１０００ｍＬ胆盐工作培养液于８支已
灭菌试管中，同时接种０１ｍＬ充分混匀的大肠埃
希氏菌工作菌液，然后在３６℃恒温恒湿培养箱中
培养２４ｈ．后续试验按ＧＢ４７８９２—２０１０［７］操作并
计数．
１２４　人工胃液耐受性试验

分别量取 ５份 ２００ｍＬ已灭菌的纯化水，用
３６５％的浓盐酸、１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液及 ０１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液调节ｐＨ值分别为１５，２５，３５，４５，
５５，分别加入２０ｇ胃蛋白酶［８］，摇匀，用微生

物限度仪０２２μｍ滤膜过滤除菌，制成不同ｐＨ值
的人工胃液工作液．

试验在生物安全柜内无菌操作．将５个不同
ｐＨ值的人工胃液工作液每个４支分别装入２０支无
菌试管，同时接种０１ｍＬ充分混匀的大肠埃希氏
菌工作菌液，在３６℃恒温恒湿培养箱中培养２４ｈ．

后续试验按 ＧＢ４７８９２—２０１０［７］操作并计数．
以０１ｍＬ大肠埃希氏菌工作菌液的活菌含量作为
０ｈ时的菌落计数．检测０１ｍＬ大肠埃希氏菌工作
菌液在人工胃液工作液中培养１，２，３，４ｈ后的
活菌计数，统计试验结果，并计算大肠埃希氏菌的

存活率，公式如下：

存活率 ＝［（人工胃液处理４ｈ后的活菌数／人
工胃液处理０ｈ时的活菌数）］×１００％．
１２５　人工肠液耐受性试验

称取１７ｇ磷酸二氢钾固体加入１２５ｍＬ灭菌
纯化水，用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液及 ０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
溶液调节其ｐＨ值至６８后定容到２５０ｍＬ，然后加
入２５ｇ胰蛋白酶［８］，摇匀，用微生物限度仪

０２２μｍ滤膜过滤除菌，制得人工肠液工作液．
在生物安全柜内，分别取１０００ｍＬ人工肠液

工作液于５支无菌试管，同时接种０１ｍＬ充分混
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匀的大肠埃希氏菌工作菌液，在３６℃恒温恒湿培
养箱中培养．

后续试验按 ＧＢ４７８９２—２０１０［７］操作并计数．
以０１ｍＬ大肠埃希氏菌工作菌液的活菌含量作为
０ｈ时的菌落计数．检测０１ｍＬ大肠埃希氏菌工作
菌液在人工肠液工作液中培养１，２，３，４ｈ后的
活菌计数，统计试验结果，并计算大肠埃希氏菌的

存活率 （计算公式同上）．

２　结果与分析

２１　耐酸性试验分析
大肠埃希氏菌在 ＢＨＩ耐酸性工作液培养 １ｄ

后，ｐＨ值为１５和２５时均无菌落生长．当ｐＨ值
为３５时有菌落生长，但仅为 ６ＣＦＵ／ｍＬ．当 ｐＨ
值从３５到７３时，菌落总数随 ｐＨ值的升高逐渐
增多，且呈正相关关系，见表１．说明大肠埃希氏
菌可耐受一定酸性环境，但过酸性环境对其生长和

存活具有显著抑制作用．
表１　Ｅｃｏｌｉ在不同ｐＨ培养液中培养１ｄ后的生长情况

ｐＨ值
菌落总数／

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

菌落总数

对数值

１５ ０ －

２５ ０ －

３５ ６ ０７８

４５ ３６×１０６ ６５６

５５ ６８×１０７ ７８３

６５ ７１×１０８ ８８５

７３（自然ｐＨ值） １１×１０９ ９０４

２２　胆盐耐受性试验分析
大肠埃希氏菌在不同质量浓度胆盐工作液中培

养１ｄ后．未添加胆盐的对照组中检出菌落总数对
数值为９０４，而在质量分数为００３％～０７％的胆
盐工作液中检出菌落总数对数值在８１左右，见
图１．说明大肠埃希氏菌对胆盐具有一定的敏感
性，但在００３％～０７％胆盐质量分数范围内，质
量分数变化对其无明显的抑制作用，表明大肠埃希

氏菌在这一范围对胆盐环境具有很好的耐受能力．
２３　人工胃液耐受性试验分析

随胃液处理时间的增长，大肠埃希氏菌在不同

ｐＨ＜４５的人工胃液作用后检出菌落数均有所降
低，且ｐＨ值越低，其变化越明显．但当 ｐＨ≥４５
时，胃液对其无明显抑制作用，见图２．说明酸度

的人工胃液可以抑制或杀死大肠埃希氏菌，而

ｐＨ≥４５后，大肠埃希氏菌对人工胃液的耐受能力
则趋于稳定．
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在 ｐＨ≤３５时，大肠埃希氏菌在人工胃液中
作用４ｈ后已无菌落检出，但 ｐＨ值为４５时，人
工胃液作用４ｈ后其存活率却达到１９５０％，见下
表２．说明该菌株在一定酸度的人工胃液中能够保
持较好的存活率，其对人工胃液具有一定的耐受

能力．
表２　Ｅｃｏｌｉ在各ｐＨ值人工胃液中不同时间的生长情况

ｐＨ值

人工胃液作用不同时间后

菌落总数对数值

０ｈ １ｈ ２ｈ ３ｈ ４ｈ

４ｈ后的

存活率／％

１５ ７９２ ４２３ ０４８ － － ０００

２５ ７９２ ４７５ １０４ － － ０００

３５ ７９２ ５４８ ３７９ １９０ － ０００

４５ ７９２ ７７７ ７６８ ７４６ ７２１ １９５０

５５ ７９２ ７８１ ７７６ ７６２ ７４８ ３６３１
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２４　人工肠液耐受性试验分析
随着人工肠液处理时间的增长，大肠埃希氏

菌的菌落总数检出有所减少．但在人工肠液工作
液作用４ｈ后，大肠埃希氏菌依然保持较高的活
菌含量，见图３．说明大肠埃希氏菌能在人工肠
液中较好的存活，对人工肠液具有较好的耐受

能力．
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３　讨论与结论

食源性致病菌在胃肠道引发致病性，必须要具

备一定的耐酸和耐胃蛋白酶的能力．在人体中，食
物在胃中的停留时间一般为１～２ｈ，胃液的ｐＨ值
会因饮食结构的不同而具有一定的波动，通常 ｐＨ
值为３０左右，空腹或食用酸性食品ｐＨ值为１５，
食用碱性食物时ｐＨ值可达４～５［９］．此外，食源性
致病菌要在肠道内生存，还必须具备一定的对胆盐

质量浓度的耐受能力．在人体中，食物在小肠中停
留时间一般为１～４ｈ，肠道内的胆盐质量浓度在
０３～３０ｍｇ／ｍＬ［９］．

本试验结果表明，大肠埃希氏菌对胆盐具有一

定的敏感性，但在００３％ ～０７％胆盐质量分数范
围内具有很好的耐受能力．此外，当 ｐＨ≥４５时
对人工胃液具有稳定的耐受能力，而人工肠液对大

肠埃希氏菌则无明显抑制作用．
因此，大肠埃希氏菌会通过胃酸环境在肠道内

生存，从而发挥致病作用．另外，为了进一步探索
大肠埃希氏菌的致病性，今后还将考虑对大肠埃希

氏菌的毒力因子及其病发特征等进行研究，以全面

评估大肠埃希氏菌的致病特性．
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