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食品微生物对超高压处理的逆境响应
∗
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(中国农业大学食品科学与营养工程学院国家果蔬加工工程技术研究中心，

农业部果蔬加工开放重点实验室，北京　100083)

　　摘要：超高压(High Hydrostatic Pressure，HHP)作为一种非热杀菌技术，在食品工业中

有着很广泛的应用，与传统的热加工处理相比，在保持食品品质、杀菌、钝酶等方面都有其明显

的优势。通过对国内外相关文献的分析，对 HHP 处理后处于亚致死状态食品微生物的细胞

膜、遗传与结构物质、机体代谢等方面，以及大部分食品微生物在应对外界的多种刺激时而进

行的普遍性调控机制的研究进行了总结，探讨了经过 HHP 处理后处于亚致死状态的食品微

生物在逆境下存活的应激反应。
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1　引　言

　　随着生活水平的提高，人们越来越关注食品的质量与安全。热杀菌技术一直作为控制食品安全方

面的主要手段，但是由于在热杀菌的同时高温也会导致食品品质劣变，包括颜色变化、口味改变、香气损

失、营养破坏和质构变化等[1]。非热加工技术由于在加工过程中食品没有温度的剧烈变化，能有效保持

食品原有的品质。因此，非热加工技术引起了高度的重视，已成为食品科学领域一个重要的研究方向。
其中，超高压(High Hydrostatic Pressure，HHP)技术是目前研究最为广泛、商业化应用程度最高的非

热加工技术，近年来有关 HHP 杀菌的研究越来越多。

HHP 是指在室温或温和热条件下，利用 1 00~1 000 MPa 的压力达到杀菌钝酶的目的，这种技术能

够有效防止食品加工过程中的色、香、味、形和营养方面的变化。食品中的小分子物质，如维生素、多肽、
脂质等几乎不受外界高压的影响，主要是因为共价键不受超高压的影响，并且在小于 2 000 MPa 压力

时，共价键的可压缩性很小[2-5]，所以经过 HHP 处理后食品能够保持原有的品质。HHP 的杀菌效率很

高，能够杀死绝大部分微生物的营养体并使细胞活力消失。目前对于 HHP 诱导食品微生物的死亡机

理研究主要是关于膜和胞内酶两方面：(1)HHP 能够引起膜损伤，造成细胞内溶物外渗，最终导致细胞

死亡[6]，另外，HHP 也可能对膜上 ATP 介导的转运系统造成不可逆的损伤，最终导致细胞死亡[7]；(2)
微生物细胞内与细胞主要功能相关的蛋白可能是 HHP 作用的主要位点，所以在生化反应中重要酶的

钝化/变性造成了细胞的死亡[8]。然而经过 HHP 处理后的处于亚致死状态的食品微生物却拥有恢复

可培养性的潜能[9]，这种情况的存在不仅仅对食品工业经济造成了损失，而且在食品安全上也造成了很

大的隐患。此外，针对微生物自身则说明在经过 HHP 处理后处于亚致死状态的食品微生物机体内存

在着针对这种刺激的保护反应，正因为这些保护反应的存在使食品的完全杀菌存在困难，所以通过研究
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微生物的逆境响应来了解在 HHP 处理条件下其保护反应是很重要的。

2　HHP 对食品微生物的影响及其逆境响应

2.1　细胞膜

　　细胞膜作为保护细胞的第一道屏障，主要由磷脂双分子层和蛋白质组成[10]。其处于细胞内、外环

境的交界处，起着物质运输以及能量交换的作用，在 HHP 作用下细胞膜会受到很大的影响。Braganza
等[1 1]、Hübner 等[12]研究表明，HHP 处理能够使细胞体积减小，使膜上的脂质分子(尤其是蛋白质附近

的脂质分子)排列更紧密，降低了膜的流动性。此外，膜的流动性与胆固醇含量和膜脂肪酸的饱和度密

切有关，Molina-Garcia[1 3]的研究证明了富含胆固醇的细胞膜比胆固醇含量少的细胞膜对 HHP 处理有

更高的抵抗能力。Sahara 等[14]发现，HHP 能够诱导酵母细胞(Yeast Cells)OLE 1 基因(编码△9-de-
saturase(一种不饱和脂肪酸))的表达。

麦角固醇是真菌细胞膜的重要组成成分，它在确保膜结构的完整性、与膜结合的酶活性、膜的流动

性、细胞 活 力 以 及 物 质 运 输 等 方 面 起 着 重 要 作 用。Fernandes 等[1 5]对 酿 酒 酵 母(Saccharomyces
cerevisiae)研究也发现，经 HHP 处理后，至少一种涉及麦角固醇的生物合成基因(ERG2 5)进行上调表

达。此外，HHP 还可诱导多种与膜有关基因的上调表达，这些基因主要是涉及编码进行蛋白质的跨膜

运输功能的转运蛋白，包括 secEG、yidC、yaj C、ftsY、ffh、signal peptidase Ⅰ、同源蛋白 lmo1 2 6 9-127 1
和鞭毛运输部件基因。在李斯特菌(Listeria monocytogenes)中，Sec 结构是主要的向外分泌蛋白系统

的组件，据估计这种结构能够转运 508 个蛋白质到细胞膜及细胞壁上和细胞外，经 HHP 处理后的细胞

中，Sec 结构的基因上调，说明蛋白质转运频率的增加可以起到维持细胞的生存状态以及进行细胞修复

等作用[1 6]。
蛋白质易受 HHP 的影响，其中与细胞膜结合的 F l-F0-ATPase 在 HHP 作用下，其质子转运活力下

降，导致 pH 值梯度变化，抑制了 ATP 的生物合成和质子的向外运输[1 7]。

2.2　胞内基因表达

　　以蛋白质组学[18-2 1]和转录组学[22-24]为基础方法，研究与 HHP 相关的遗传响应，在大肠杆菌

(Escherichia co li)中已经确定出一些与耐压有关的基因，其中包括编码 RNA 聚合酶、Sigma 因子

(RpoE、RpoS)、与核酸相关的类组蛋白(H-NS，StpA)等基因[24]。Fernandes 等[1 5]通过基因芯片技术

对经 HHP 处理后的 S.cerevisiae 的基因进行总体研究，结果表明，在经过 200 MPa、30 min 处理后，涉
及压力防御和碳水化合物代谢等方面的基因进行上调表达，而大部分下调的基因则是一些关于细胞周

期调控和蛋白质的合成等方面的基因，说明 HHP 从整体上对微生物产生了影响。下面就 HHP 对微

生物细胞基因的影响进行分类介绍。

2.2.1　转录/翻译元件基因

　　DNA 在细胞核内进行转录，在细胞质中进行翻译，最后形成蛋白质，这一过程都将受到 HHP 的影

响。HHP 可以诱导核糖体蛋白基因和翻译相关基因的表达量上升，其中与翻译相关的基因包括编码

与 tRNA 和 rRNA 的功能、组装及稳定性质上起相关作用蛋白质的基因等[25]。此外，RNA 聚合酶亚基

以及 Delta 因子的基因表达量也有所升高，可能是为了弥补在 HHP 处理条件下 RNA 合成受到抑制的

影响，其中 Delta 因子在基因表达方面存在广泛的影响[26-28]，主要通过提高 RNA 聚合酶的特异性及其

循环方面来维持转录的高效性[27，2 9]。另外还有一些编码与转录终止/抗终止作用相关蛋白的基因也表

现出上调趋势[25]。

2.2.2　抗逆蛋白基因

　　当某种微生物接触到高压环境时，这种微生物将会诱导特定“压力”蛋白的合成，这种蛋白即压力诱

导蛋白(Pressure-Induced Proteins，PIPs)。Welch 等人[18]将 E.coli 从正常大气压下转入到 5 3 MPa 的
环境中时，细胞的生长速度减缓，并出现特定蛋白的合成，即形成 PIPs，在这些 PIPs 中已经确定出一些
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属于冷休克蛋白(Cold Shock Proteins，CSPs)，一些属于热休克蛋白(Hot Shock Proteins，HSPs)和核

糖体蛋白，而其它 PIPs 的功能尚不能确定，而后其又研究 E.coli 经超过 1 00 MPa 的压力处理后，体内

能够诱导特异性的蛋白，大部分的诱导蛋白是 CSPs、HSPs，还包括许多伴侣蛋白(Chaperones)[18]。对

S.cerevisiae 的研究表明，HSP 1 2、HSP 30(编码热休克蛋白)显著上调表达[1 5]，然而在其他学者的实验

中，鉴定出 S.cerevisiae 的 6 个热休克蛋白基因中只有 HSP 3 1 在 1 2 5 MPa 的超高压下显著上调表

达[30]。在 Bowman 等人[25]的研究中，热休克蛋白基因在高于 1 00 MPa 的条件下没有上调表达或只是

轻微上调表达。这些实验结果的差异可能是由菌株的种属差异和实验条件造成的。HHP 还可以诱导

CSPs 的基因 c s pB 和 c s pL 显著上调表达，这些基因编码 CspA 样 RNA 结合蛋白(CspA-like RNA-
Binding Proteins)，这种蛋白可以作为 RNA 伴侣蛋白起作用，阻止 RNA 转录过程中 RNA 次级结构

(Secondary Structure)的形成[3 1]。此外，50S 核糖体蛋白也可以作为 RNA 伴侣分子，其中核糖体蛋白

基因 L1 3 和 L1 9 在 HHP 的环境条件下都进行显著上调表达[32]。

2.2.3　信息加工及存储基因

　　细胞核内的基因在聚合酶以及相关蛋白的作用下进行转录以及进行一些 DNA 修复功能。HHP
能够抑制 DNA 的复制过程，原因在于 DNA 复制体的解离[33]和复制叉的解聚[34]影响了 DNA 的复制。
因此，微生物通过增加 DNA 聚合酶基因的表达来弥补由于外界超高压对 DNA 复制的抑制作用，进而

使复制过程维持正常水平。Barciszewski 等人的研究表明，经 HHP 处理后涉及 DNA 聚合以及 DNA
修复相关的酶类基因表达量升高，微生物的这种保护反应是针对由 HHP 引起的 DNA 形成更加紧凑稳

固的结构[35]或者被破坏的 DNA 超螺旋结构，从而导致 DNA 聚合酶-DNA 复合物起始复制的有效性降

低。对 L.monocytogenes 的研究发现了一些修复基因，包括一些 holB 的同源基因、dnaA、recDFNU、

dinG、ruvA、mutS、s sb、sbcC 基因的上调[25]，表明 HHP 直接损伤了 L.monocytogenes 的 DNA 结构。

HHP 可以使 E.coli 的 DNA 双螺旋结构打开并诱导 SOS 反应[34，3 6]。此外，在 HHP 条件下，hup
(lmo1 9 34)和 flaR(lmo141 2)基因的表达量上升，这两个基因都是编码可能影响 DNA 拓扑结构的类组

蛋白。

HHP 除了影响上述方面的基因，也能引起涉及核苷酸代谢基因的表达上调，这些基因编码一些参

与核苷酸相互转化(drm、pdp、pnp、guaAB)和参与核苷酸重新利用的蛋白(upp、udk、smbA、lmo 1 9 3 9、

lmo 1 46 3)[37]。

2.3　蛋白质

　　各种生物化学研究表明，在 100~200 MPa 压力范围、室温条件下，经常会引起蛋白质的以下变化：
(1)低聚结构解离成亚基，(2)单体结构变性、部分打开，(3)蛋白质的聚合(可能是由于蛋白质的打开所

引起的)，(4)蛋白质凝胶的形成(在压力和蛋白质浓度很高的时候才会发生)。

HHP 对蛋白质会造成严重的影响。Molina-Garcia 研究在低温、约 200 MPa 压力的条件下，HHP
可能导致酶反应、引起蛋白质相互作用和功能改变的蛋白质重要构象的改变[1 3]。在微生物体内的一些

酶也会受到抑制或者钝化，例如在 400 MPa 条件下，E.coli 中的脱氢酶、酵母中的羧肽酶和在磷脂双分

子层上涉及主动运输方面的 Na/K 依赖的 ATP 酶等[38]。其中，诱导蛋白是在受到高压刺激后产生的

应激蛋白。
核糖体对外界压力比较敏感，核糖体功能下降对微生物针对 HHP 的逆境响应有很大程度的影响，

所以可以作为一个压力感应元件，核糖体感应模型(Ribosomal Sensor Model)的建立，说明核糖体的物

理状态是一个与外界刺激有联系的信号，并且增加了特定压力基因(Stress Gene)的表达增加[39]。
在外界压力小于 1 00 MPa 的高压条件下，微生物会诱导 PIPs 的生成。Aertsen 等[20]研究 E.coli

经过热预处理后进行 HHP 处理，菌株的抗高压逆性增加，说明热刺激产生的 HSPs 对 HHP 钝化菌株

起到保护作用。他们也对 HHP 抗性突变株进行了高压处理，发现热休克蛋白的基础表达量上升，增强

了 E.coli 的抗性作用[25]，证明 HSPs 对 HHP 钝化菌株起到保护作用的观点。HSPs 基因转录的增加
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是细胞针对外界 HHP 引起蛋白质变性诱发的反应，并且相关基因产物的积累可能会帮助修复外界压

力造成的损伤，HHP 诱导生成的 HSPs 对微生物适应外界的 HHP 环境是很重要的[20]。这些 HSPs 中
有许多是作为分子伴侣(Nolecular Chaperones)在起作用，通过结合在新生的、错误折叠的或者是损坏

的多肽上协助它们形成本应具有的构象[40]。在 E.coli 中，作为分子伴侣的 HSPs 包括 Hsp60(Gro-
EL)、Hsp70(DnaK)、Hsp100 和小热休克蛋白 IbpA 和 IbpB，其中 IbpB 能够协助其它伴侣蛋白对变性

蛋白进行再折叠[41]。
在 HHP 作用下，L.monocytogenes 会诱导 CSPs 的形成，CSPs 蛋白家族几乎存在于所有细菌

中[1 7，42-44]，CSPs 主要是一种 7-kDa 的蛋白质，可以作为 RNA 的伴侣蛋白起作用，也可以用于抑制蛋白

质的次级折叠[43，45]。此外，CSPs 还可作为转录激活子或抗终止子，进而激活非 7-kDa 的 CSPs 产

生[46-48]。在 E.coli 中，经 HHP 处理后，CspA(一种 CSPs)被诱导产生[18]，该过程与 HSPs 的产生相类

似，说明 CSPs 对经压力处理后的微生物对外界的适应起到了积极的作用。综上所述，在蛋白质方面，
在低温、高温和高压的刺激条件下，微生物存在着联合保护机制。

Welch 等[18]研究表明，与其它常压下合成的蛋白相比，在外界压力存在的情况下，许多微生物中的

多种 PIPs 的合成保持不变或者呈上升趋势，说明 E.coli 和其它的微生物都能够产生抵抗外界的高压

逆境反应，而这种反应并不表现菌种特异性。

2.4　细胞代谢

　　HHP 可以抑制许多代谢基因的表达，特别是与氧化磷酸化、中间代谢(如丙酮酸盐代谢旁路等)、
与碳水化合物相关的磷酸转移酶系统(Phosphotransferase System，PTS)载体(除甘露糖特异磷酸转移

酶系统(PTS)，一些对葡萄糖、海藻糖吸收相关的 PTS 基因和将海藻糖转换成葡萄糖的海藻糖-6-磷酸

脱氢酶)以及糖酵解和脂类代谢相关的基因，一些细胞色素 bo 终端氧化酶(cyoABCD)、各种 ATP 合成

酶基因(lmo0088-0092、lmo25 28-25 30)以及 NADH 氧化酶/脱氢酶基因(lmo2389，lm0247 1)等表达下

调，说明微生物经过 HHP 的处理可以引起氧化磷酸化能量转化能力的下降。在中间代谢过程中有许

多基因都表现出抑制状态，包括 pdhABCD、pflAC、乙酰辅酶 A 基因(lmo2720)、ldh、alsDS 和丙酮酸

盐氧化酶基因(lmo0722)，此外糖酵解基因(lmo245 5-245 7)、甘油代谢基因(lmo348、lmo1 2 9 3、lmo1 5 38、

lmo1 5 3 9、lmo26 9 5、lmo26 9 6)和推测的纤维醇磷酸代谢基因(lmo0383-0388)也都表现出抑制状态[25]。
通过观察到上述代谢基因的表达下调，可推测在 L.monocytogene 中某种代谢抑制元件的表达上调，例
如代谢控制基因 ccpA(lmo1 5 9 9 )[49]和基因 lmo2460(与 B.subti li s 糖酵解 gap 操纵子抑制子基因cggR
相类似)[50]。但是 HHP 对一些编码涉及氨基酸转运和代谢的蛋白质基因影响要小得多。

已有的以分子为基础的研究并没有证明 HHP 可以降低代谢基因的表达量。但是，对微生物的生

理学研究表明，机体内的代谢活力明显下降[5 1-5 3]，但细胞对能量的需求却表现出上升的趋势。此外，涉
及到碳代谢的酶，例如压力诱导的高亲和力己糖转运蛋白基因 HXK 4、HXK 7、HXK 6 和 HXK 1，糖分

解旁路基因(HXK 1)都与糖的合成相关的基因 GPM2 和 TDH 1 共同表达上调。这种涉及到糖酵解、
糖异生和碳代谢的基因同时诱导，可以认为是受刺激的细胞对利用碳循环代谢来促使微生物快速的适

应和控制细胞内的能量稳定起到重要作用[1 5]。

2.5　细胞的普遍性调控

　　当 L.monocytogenes 受到 HHP 处理后，存活菌株的抗逆机制可能与抗逆反应调节子(Regulator)
的前诱导有关，例如σB，它可以在机体受到外界刺激的情况下，激活多种保护基因的表达，进而引起抗

逆反应[54]。
全酶是由核心酶和辅因子构成的，通常这个辅因子是σ因子起作用，σ因子主要是用于识别并结合

到聚合酶上，进而与基因上游的启动子序列结合引起转录的起始。在 L.monocytogene 全基因组中，共
有 5 个σ因子[55]，编码这些因子的基因包括 rpoD、sigh、rpoN 、sigV、sigB，其中 sigB 编码σB 因子，它
控制涉及适应外界刺激的基因转录。在多种革兰氏阳性细菌中，例如枯草芽孢杆菌(Bacil lus subti li s)、
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葡萄球菌(Staphy lococcus aureus)、L.monocytogenes 等，σB 因子都受到广泛关注。其中关于σB 因子研

究最为清晰的是，在 B.subti li s 系统中，σB 因子操纵子是由 rsbR、rsbS、rsbT、rsbU、rsbV、rsbW、sigB 和

rsbX 组成的。Rsb 蛋白都参与σB 因子活力的调节[5 6]，在正常的生长条件下，RsbW与σB 因子结合形成

一种非活性复合物。RsbW对σB 因子和 RsbV 的亲和力的大小是通过两个独立的过程来实现的，这两

个独立的过程可以促使 RsbW与 RsbV 的结合，并释放出σB 因子，被释放出的σB 因子可以与核心酶形

成全酶，进而可以引起特定基因转录的起始。在 Robey 的试验中证明了这点，即 E.coli 中 rpoS(编码

静止阶段的 RNA 聚合酶的σ因子)的缺失降低了 E.coli O1 5 7：H7 对 HHP 的抗性[57]。
除了以上所述的研究外，细胞内含碳化合物浓度的降低、当细胞进入到停滞状态时与之相关的

ATP 浓 度 的 降 低(ATP 合 成 酶 基 因(lmo0088-0092、lmo25 28-25 30)以 及 NADH 氧 化 酶/脱 氢 酶

(lmo2389、lm0247 1)等表达量的下调)都会促使 RsbW与 RsbV 结合[5 6]，引起微生物的抗逆反应。

3　结 束 语

　　以上所述几个方面能够基本揭示 HHP 诱导细胞的逆境响应，扩大了应用 HHP 作为一种新途径

来研究微生物在逆境下的应激反应。然而，不同微生物对 HHP 的逆境响应机理有所差异，但如果能够

确定 HHP 对微生物体内作用的靶标，可能对基于 HHP 为基础的保藏技术发展大有益处。

100~800 MPa 的压力范围足以钝化大部分的微生物和酶，压力对微生物破坏的作用主要依赖于

压力处理时的一些参数，比如压力水平、持续时间以及卸压速率等；其它的环境因素，比如加酸、加入杀

菌剂以及其它食品添加剂(如 Nisin 等)、升高温度等与 HHP 的相互作用都会提高对细胞的破坏作用，
进而降低细胞的耐压性(抵抗外界高压的能力)。一些研究结果表明，某些细菌经过 HPP 处理后都具

有复原的能力，虽然这些发现并没有进行机制方面的讨论，但是可以说明，经过 HHP 处理后的损伤细

胞并没有导致永久死亡。
通过对国内外有关文献的分析，发现微生物经过 HHP 处理后，其细胞外部形态结构、胞内蛋白(如

酶等)及基因表达方面有相应的改变，这些变化对处于亚致死状态的微生物能起到维持生命的作用，具
体表现在改变膜结构、增加某种保护蛋白的表达量，以及诱导细胞 SOS 反应等。但是这些研究只针对

HHP 处理后微生物的单个或部分原因的分析，然而从食品微生物的机体自身来说，HHP 对微生物的

刺激所引起的信号传递，以及在信号传递过程中起关键作用的物质和食品微生物的保护应激反应中起

到关键作用的蛋白(或蛋白质组)或者遗传基因等还没有明确的研究结果，需要进一步通过研究加强对

处于亚致死状态微生物的了解，以解析在 HHP 条件下微生物逆境响应机制。
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Stress Response of Food Microorganisms under High Hydrostatic Pressure

ZHANG Jing，ZHAO Feng，HU Xiao-Song，LIAO Xiao-Jun

(National Engineering Research Center For Fruit and Vegetable s Proce s sing，

Key Laboratory of Fruit and Vegetable Proce s sing，Ministry of Agriculture，

College of Food Science and Nutritional Engineering，

China Agricultural University，Beij ing 1 00083，China)

Abstract：As a novel non-thermal food processing technology，high hydrostatic pressure (HHP)is
showing broad application in food industry.Compared to traditional technologies，this technology
exhibits significant advantages in the retention of food quality，inactivation of microorganisms and
enzymes.In this review，based on the comprehensive analysis，regulation of sub-lethal cells'membrane，genetic
and structural components，metabolism under HHP treatment and a maj ority of sub-lethal food micro-
organisms general responses when exposed to some stresses are reviewed，and the stress response of
sub-lethal food microorganisms exposed to HHP is discussed in this paper.
Key words：high hydrostatic pressure；stress response；food microorganism；genetic and structural materials
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