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热物理场中复合抗菌肽对枯草芽孢杆菌
芽孢的杀灭作用
朱改丽，刘燚畅，田　鹏，张浩杰，章　中*

（宁夏大学食品科学与工程学院，宁夏银川 750000）

摘　要：细菌芽孢是食品中常见微生物，因其具有极端抗性而难以彻底被杀灭。本文旨在探究热物理场中（80、
90 ℃）尼生素（Nisin）和 ε-聚赖氨酸（ε-polylysine，ε-PL）复配使用对枯草芽孢杆菌芽孢的协同杀灭效果及其机

制，为食品防腐保鲜提供更有效的方法。以 OD600 nm、OD260 nm、OD280 nm 的变化表征芽孢内容物的释放及内膜损

伤情况。利用扫描电镜观察芽孢形态结构的变化，采用傅里叶变换红外光谱法分析芽孢内膜脂质相态、蛋白质二

级结构及核酸骨架的变化，测定 Na+/K+-ATP酶活力以评估代谢状态。结果表明：90 ℃ 热处理下，添加 0.5 g/L
Nisin、0.25 g/L ε-PL处理后，分别可杀灭 1.59 lg CFU/mL和 1.22 lg CFU/mL的芽孢，而 0.5 g/L Nisin复配 0.25 g/L
ε-PL使用后可杀灭 4.28 lg CFU/mL的芽孢。经上述复配处理后，扫描电镜显示芽孢聚集现象显著加剧。2,6-吡啶

二羧酸（2,6-dipicolinic acid，DPA）泄漏率高达 76.03%，表明内膜严重受损。傅里叶变换红外光谱表明：芽孢内

膜脂质相态由凝胶态转变为液晶态，核酸骨架被破坏，蛋白质二级结构含量发生显著改变（P<0.05），α-螺旋和

β-折叠含量减少，而 β-转角及无规卷曲含量分别增加至 43.81%和 35.37%。此外，Na+/K+-ATP酶活力显著下降至

最低值 6.53 μmol/h/mg（P<0.05），芽孢能量代谢受到严重抑制。Nisin和 ε-PL协同杀灭芽孢的机制主要在于：

Nisin破坏芽孢内膜结构，内膜受损会导致芽孢核心水化，DPA等关键物质泄漏，ε-PL则通过受损的内膜进入芽

孢核心，破坏 DNA结构，最终导致芽孢死亡。

关键词：热处理，尼生素，ε-聚赖氨酸，芽孢，杀菌

本文网刊:  
中图分类号：TS201.3               文献标识码：A               文章编号：1002−0306（2026）10−0195−10
DOI: 10.13386/j.issn1002-0306.2025040376

Inactivation of Bacillus subtilis Spores by Compound
Antimicrobial Peptides in Thermal Physical Field
ZHU Gaili，LIU Yichang，TIAN Peng，ZHANG Haojie，ZHANG Zhong*

（College of Food Science and Engineering, Ningxia University, Yinchuan 750000, China）

Abstract：Bacterial  spores  are  common  microbes  in  foods.  They  are  difficult  to  be  inactivated  because  of  their  extreme
resistances. The synergistic inactivation effects and mechanism of Nisin combined with ε-polylysine treatment on Bacillus
subtilis spores in thermal physical field (80, 90 ℃)  were studied, and a more effective method for food preservation was
provided. The changes of OD600 nm, OD260 nm, OD280 nm values were used for characterizing the inner membrane damage and
intracellular  components  release.  Scanning  electron  microscope  (SEM)  was  used  for  observing  the  changes  in  spore
morphology  and  structure.  Fourier  transform  infrared  (FTIR)  spectroscopy  was  used  for  analyzing  the  changes  in  lipids
phase  of  spore  inner  membrane,  the  secondary  structure  of  spore  proteins,  and  nucleic  acid  backbone.  The  activity  of
Na+/K+-ATPase was determined to evaluate spore's metabolic condition. The results are as follows: Under 90 ℃ treatment,
1.59 lg CFU/mL or 1.22 lg CFU/mL Bacillus subtilis spores were inactivated respectively with addition of 0.5 g/L Nisin or  
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0.25 g/L ε-polylysine, while 4.28 lg CFU/mL spores were inactivated with combined usage of 0.5 g/L Nisin and 0.25 g/L ε-
polylysine.  After  the  combined  treatment,  SEM images  indicated  that  the  aggregation  of  spores  significantly  intensified.
The 2,6-dipicolinic acid (DPA) release raised up to 76.03%, indicating serious inner membrane damage. FTIR spectroscopy
indicated that the lipids in the spore inner membrane changed from a gel state to a liquid crystal state, nucleic acid backbone
was  damaged,  and  the  content  of  secondary  structures  in  proteins  changed  (P<0.05),  the  α-helix  and  β-folding  content
decreased, while the β-turn and random coil content increased respectively to 43.81% and 35.37%. In addition, the activity
of Na+/K+-ATPase significantly decreased to lowest value 6.53 μmol/h/mg (P<0.05), and the energy metabolism of spores
was  severely  inhibited.  The  main  mechanism of  synergistic  spore  inactivation  by  Nisin  and ε-polylysine  was  as  follows:
Nisin destroyed the inner membrane structure of  spores,  which resulted in core hydration and release of  key components
such as DPA. ε-Polylysine penetrated the damaged inner membrane, entered the spore core, destroyed DNA structure, and
finally caused spore inactivation.

Key words：thermal treatment；Nisin；ε-polylysine；spore；sterilization

芽孢是细菌的休眠态，普遍存在于水、土壤、空

气和变质食物中，对多种物理（热处理、超高压、辐照

等）和化学杀菌技术具有极强的抗逆性，成为食品工

业中较难杀灭的微生物之一[1]。芽孢的萌发生长会

引起食品腐败变质或食源性疾病，例如嗜热杆菌及其

芽孢可使乳制品和罐头食品变质，肉毒芽孢杆菌可在

食物中生长并产生致命毒素[2−3]。芽孢的抗逆性与其

独特的结构密切相关，芽孢一般有七层结构，从内到

外依次为核心、内膜、细胞壁、皮层、外膜、芽孢衣、

芽孢外壁。芽孢核心含有 DNA、RNA、酶及以螯合

形式存在的 DPA。内膜是一道强大的渗透屏障，在

芽孢抵御多种化学物质时发挥着重要作用，特别是抵

御能够破坏芽孢 DNA的化学物质[4]；细胞壁与皮层

主要由肽聚糖构成，芽孢衣则是阻碍大分子杀菌物质

进入芽孢内部的第一道防线，而芽孢外壁主要由蛋白

质构成，同时还含有少量的脂质和碳水化合物[5]。

近年来，食品工业中芽孢灭活技术的研究取得

了显著进展。目前使用最广泛的芽孢灭活方法仍是

热处理，但长时间高温加热会对食品的营养和感官品

质产生严重负面影响。因此，联合其他杀菌措施以降

低杀菌温度、减少对食品品质的损伤成为研究热点。

尼生素（Nisin）是一种由乳酸乳球菌产生的对热稳定

的天然抗菌肽，属于 I类成孔细菌素。Nisin具有独

特的抗细菌成孔活性，其活性在脂质 II存在时会增

强[6]。研究表明，Nisin可抑制多种革兰氏阳性菌（G+

菌）的生长，包括其芽孢的生长，同时抑制某些毒素

的形成[7−8]。PAN等[9] 研究发现，仅 HPCD（8 MPa，
65 ℃）处理 120 min后，枯草芽孢杆菌芽孢的灭活率

为 79.04%，而添加 0.35 g/kg Nisin处理 90 min后，

芽孢灭活率为 97.82%。ε-聚赖氨酸（ε-PL）也是一种

天然抗菌剂，由白色链霉菌产生，进入人体后可被

分解为赖氨酸，而赖氨酸是人体必需的八种氨基酸

之一[10]。据报道，ε-PL对蜡样芽孢杆菌、铜绿假单

胞菌、金黄色葡萄球菌和大肠杆菌等食源性细菌有

良好的抑制作用[11−13]。BI等[14] 研究发现，90 ℃ 结

合 1 g/L ε-PL处理 60 min后，枯草芽孢杆菌芽孢存

活浓度下降了 2.18 lg CFU/mL；陈乐[15] 研究发现，

200 MPa-75 ℃ 可杀灭 1.52 lg CFU/mL枯草芽孢杆

菌芽孢，而进一步添加 0.3% ε-PL处理后可将枯草芽

孢杆菌芽孢的杀灭量提高至 2.11 lg CFU/mL。

然而，尽管 Nisin或 ε-PL均能增强热处理对芽

孢的杀灭效果，但其增效幅度有限，因此本研究提出

以下假设：热物理场中 Nisin和 ε-PL复合使用将对

枯草芽孢杆菌芽孢产生协同杀灭作用。为验证该假

设，本研究采用平板计数法评估杀菌效果，并通过检

测芽孢紫外吸收物质泄漏量、DPA泄漏率、Na+/K+-

ATPase活力以及芽孢内膜脂质、蛋白质、核酸等生

物大分子结构变化，深入探讨其灭活机理。本研究旨

在为食品工业中芽孢的高效灭活提供新的技术思路，

降低杀菌温度，减少对食品品质的损伤，同时为天然

抗菌剂在食品杀菌中的应用提供理论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

枯草芽孢杆菌（Bacillus  subtilis  spore）　编号

As 1.433，中国普通微生物菌种保藏管理中心；营养

琼脂　河南九邦生物科技有限公司；硫酸锰（分析纯）

　山东诚泰化工有限公司；胰酪胨大豆酵母浸膏琼脂

培养基（Trypticase  soy  yeast  extract  agar，TSA-YE）

　深圳逗点生物技术有限公司；尼生素（Nisin）（纯度

900 IU/mg）　河北创之源生物科技有限公司；ε-聚赖

氨酸（ε-PL）（纯度 95%）　山东西亚化学有限公司；

溴化钾（KBr）　光谱纯，西安天茂宝鼎生物科技有限

公司；2,6-吡啶二羧酸（DPA）　上海源叶生物科技有

限公司；实验所用水均为无菌蒸馏水。

LS-100HD型立式高压蒸汽灭菌锅　山东德莱

赛工业科技有限公司；DRK-150型生化培养箱　山

东德瑞克分析仪器有限公司；LHH-6型电热恒温水

浴锅　常州金坛良友仪器有限公司；SH-6600型紫外

可见分光光度计　江苏盛奥华环保有限公司；TY-

16M型台式高速冷冻离心机　山东天妍仪器有限公

司；HD-LG10型真空冷冻干燥机　山东环美分析仪

器有限公司；SU8700型扫描电子显微镜　深圳市谱

塞斯科技有限公司；RMR-2208L型酶标仪　南京炯

创科技有限公司；LJ-FTIR920型傅里叶变换红外光

谱仪　山东蓝景电子科技有限公司；CX-40 型相差
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显微镜　宁波舜宇光学科技有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   枯草芽孢杆菌芽孢悬浮液的制备　枯草芽孢

杆菌芽孢的培养及菌悬液的制备参考 BI等[16] 的方

法并略作修改。在无菌条件下将至少活化三代以上

的枯草芽孢杆菌划线接种至含锰盐的营养琼脂培养

基斜面（硫酸锰：0.1538 g/L），于 37 ℃ 下恒温培养

7 d，使用相差显微镜镜检观察到芽孢形成率≥99%
后，用无菌蒸馏水浸透培养基表面并进行洗涤，收

集悬浮液至离心管，在 4 ℃、9000 r/min离心 15 min
后弃上清液和含有细胞碎片的沉淀物顶层，收集底部

芽孢，重复 3次。将纯化的芽孢重悬于无菌蒸馏水

中并调节菌悬液浓度约为 1.5×109 CFU/mL，于 4 ℃
下保存，一个月内使用。使用前用无菌水调节菌悬液

浓度约至 1.5×108 CFU/mL。

 1.2.2   热协同 ε-PL和 Nisin处理枯草芽孢杆菌芽孢

　样品制备参考毕可 [17] 的方法并加以修改。将

50  mL芽孢悬浮液加入无菌离心管中，在 4 ℃、

9000 r/min离心 15 min后弃去上清液。加入配制好

的等体积 Nisin溶液（0.5 g/L）、ε-PL溶液（0.25 g/L）
或 Nisin-ε-PL复合物（0.25 g/L Nisin-0.125 g/L ε-PL
或 0.5 g/L Nisin-0.25 g/L ε-PL）重悬，使芽孢悬浮液

终体积为 50 mL。充分振荡使其混合均匀后，将制备

好的样品转移至无菌聚乙烯塑封袋中，密封后分别于

置于 80、90 ℃ 水浴锅中热处理 30 min。处理完毕

后立即将样品放入冰水中冷却，并进行各项指标的测

定。未经处理的芽孢悬浮液记为 CK组，样品组分别

为：80 ℃-0.25g/L Nisin-0.125g/L ε-PL、80 ℃-0.5g/L
Nisin-0.25g/L ε-PL、90 ℃、90 ℃-0.25g/L ε-PL、90 ℃-
0.5g/L  Nisin、 90  ℃-0.25g/L  Nisin-0.125g/L  ε-PL、
90 ℃-0.5g/L Nisin-0.25g/L ε-PL。

 1.2.3   枯草芽孢杆菌芽孢菌落平板计数　将处理

前后的枯草芽孢杆菌芽孢悬浮液进行梯度稀释，取

1 mL稀释后的样品注入培养皿中，并加入 15~20 mL
的 TSA-YE培养基，待平板冷却凝固后，倒置于

37 ℃ 恒温培养箱培养 36~48 h后计数，每组设置三

个平行。菌落计数参照 GB 4789.2-2022菌落总数测

定法进行，结果以对数值表示，并按照以下公式计算

芽孢的存活率：

存活率(%) =
N
N0

×100 式（1）

式中：N0 为芽孢的初始存活浓度，lg CFU/mL，
N为处理后芽孢的存活浓度，lg CFU/mL。

 1.2.4   芽孢悬浮液 OD600  nm 的测定　取 5  mL处

理前后的样品，充分摇匀，于紫外可见分光光度计

600 nm处测定吸光值。

 1.2.5   相差显微镜观察芽孢核心水化情况　将不同

处理前后的芽孢悬浮液用无菌磷酸盐缓冲液梯度稀

释至适宜浓度（106~107CFU/mL），以保证单个芽孢在

视野中分布均匀且不重叠。取 10 μL稀释后的样品

滴加于洁净载玻片中央，覆盖 20 mm×20 mm、厚

0.15 mm的盖玻片轻压排除气泡并避免液体溢出。

将制备好的样品置于相差显微镜载物台，遵循由低倍

（10×）至高倍（40×）再至油镜（100×）的顺序逐级聚

焦，以定位芽孢富集且形态清晰的视野。最后在总放

大倍数为 1000×的油镜视野下选择合适视野并使用

HAYEAR成像软件采集图像[18]。

 1.2.6   芽孢紫外吸收物质泄露量的测定　取 5 mL

处理前后的样品，在 4 ℃、9000 r/min离心 15 min

后收集上清液，用紫外可见分光光度计分别测定

260、280 nm处的吸光值。

 1.2.7   DPA泄漏率的测定　芽孢内 DPA泄漏量的

测定参考李青桓等[19] 的方法并加以修改。DPA标

准曲线的绘制：分别配制 10、20、40、60、80、120、

160、180、200 μg/mL的 DPA标准溶液，并加入 1 mL

DPA显色剂（100 mL 1 mol/mL乙酸钠溶液，1 g硫

酸亚铁铵，1 g抗坏血酸，pH5.5），混合均匀后避光孵

育 90 min，于 440 nm下测定混合液吸光度并绘制标

准曲线。标曲回归方程为 y=0.0013x+0.0437，相关

系数 R2=0.997。

对芽孢悬浮液进行 121 ℃、30 min热处理后，

以其 DPA的泄漏量为阳性对照。将各处理前后的

芽孢悬浮液于 4 ℃、9000 r/min离心 15 min后取上

清液。将 4 mL上清液与 1 mL DPA显色剂振荡混

匀后，暗处孵育 90 min，于 440 nm下测定吸光度，按

照标准曲线计算 DPA泄漏量。DPA的泄漏率计算

公式如下：

DPA泄漏率(%) =
Fb −Fa

F0 −Fa
×100 式（2）

式中，Fa：未处理芽孢样品上清液中 DPA含

量，Fb：处理后芽孢 DPA的泄漏量，F0：121 ℃ 处理

30 min后芽孢 DPA的泄漏量。

 1.2.8   扫描电镜观察处理前后芽孢的形态变化　扫

描电镜制样方法参考 LIU等[20] 的方法并加以修改。

将不同处理前后的芽孢悬浮液于 4 ℃、9000 r/min

离心 15 min后弃上清液。用生理盐水洗涤 2次，在

2.5%戊二醛中固定 4 h后用 0.1 mol/L磷酸盐缓冲

液（pH7.0）洗涤 3次。随后用乙醇 30%、50%、70%、

90%、100%连续脱水 20 min，收集菌泥真空冷冻干

燥 8 h后使用扫描电子显微镜观察芽孢形态。取少

量冻干菌粉，用牙签将其均匀分散于导电胶表面[21]。

将黏附菌体的导电胶固定于扫描电子显微镜载物台，

置于离子溅射仪中进行喷金处理（电流 5 mA，时间

60 s）。镀金完成后，立即将样品转移至扫描电镜腔

室，在加速电压 10 kV、工作距离约 8.5 mm的条件

下，利用二次电子探测器（SE2）于 10000×放大倍数

下逐步聚焦，并调节亮度与对比度。通过多次调整视

野选取代表性区域，最终采集并保存高分辨率图像。
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 1.2.9   芽孢傅里叶变换红外光谱分析　傅里叶变换

红外光谱可用于分析处理前后芽孢内膜蛋白质结构

及脂质相态的变化。将不同处理前后的芽孢样品真

空冷冻干燥 8 h，并将溴化钾（光谱级）烘干后密封保

存。取 1 mg的冻干菌粉和 200 mg的 KBr于玛瑙研

钵中研磨成粉末，使用压片机压制成薄片[22]。选择纯

KBr作为背景，在 4000~500 cm−1 的范围内进行扫

描，以 4 cm−1 的分辨率扫描 64次，并使用 OMNIC、
Peak fit、Origin 2025软件对光谱数据进行采集和

分析。

 1.2.10   芽孢内膜 Na+/K+-ATPase活力的测定　Na+/
K+-ATPase活性的测定参考 PEI等 [23] 的方法并加

以修改，取处理前后芽孢悬浮液 10 mL，在 4 ℃、

9000 r/min离心 15 min后弃上清液，按照 Na+/K+-
ATP酶活力检测试剂盒中的说明书依次添加不同试

剂，反应结束后使用酶标仪采集 660 nm下吸光值，

以µmol/h/mL表示 ATP酶活力。

 1.3　数据处理

所有实验至少重复 3次，使用 IBM SPSS 20.0
软件对数据进行方差分析 （ANOVA） ，并运用

Duncan法进行多重比较和显著性检验（P<0.05），用
Origin 2025软件进行作图，图中不同小写字母表示

差异显著。

 2　结果与分析

 2.1　热结合 Nisin、ε-PL处理对枯草芽孢杆菌芽孢的

灭活效果

图 1为热处理结合 Nisin、ε-PL及其复合物对

枯草芽孢杆菌芽孢的灭活效果，芽孢的初始存活浓度

约为 8.26 lg CFU/mL。单独使用 Nisin或 ε-PL处理

均不能杀灭芽孢；经 90 ℃ 处理 30 min后，芽孢存活

浓度仅下降了 0.42 lg CFU/mL，存活率为 38.02%；

相同温度条件下添加0.5  g/L  Nisin或 0.25  g/L  ε-
PL处理后，则分别可以杀灭1.59 lg CFU/mL、1.22 lg
CFU/mL芽孢，对应存活率分别为 2.57%、6.03%。

然而，当二者以复合物形式共同作用时，杀灭效果随

温度及浓度升高而显著增强（P<0.05）：添加 0.25 g/L
Nisin-0.125 g/L ε-PL复合物处理后，80、90 ℃ 条件

下分别可杀灭 2.03 lg CFU/mL、3.65 lg CFU/mL，存
活率分别下降至 0.93%、0.022%；增大浓度至 0.5 g/L
Nisin-0.25 g/L ε-PL后，80 ℃、90 ℃ 分别杀灭 3.27 lg
CFU/mL、 4.28  lg  CFU/mL，存活率进一步降至

0.054%、0.005%。与热结合单一抗菌肽处理相比，

添加 Nisin-ε-PL复合物处理后可显著（P<0.05）降低

芽孢的存活浓度，且杀灭效果与温度及复合物浓度呈

正相关，并有利于降低芽孢的杀灭温度。上述研

究结果验证了前言中所提出的假设：热物理场中

Nisin和 ε-PL复合使用将对枯草芽孢杆菌芽孢产生

协同杀灭作用。该结论与陈乐等[24] 报道一致，其

研究表明仅 80 ℃ 或 Nisin单独处理均不能有效杀

灭芽孢，而 80 ℃ 结合 500 mg/L Nisin处理 20 min
可使芽孢存活浓度下降约 1.4 lg CFU/mL。为深入

探究 Nisin-ε-PL复合物对枯草芽孢杆菌芽孢的协同

杀菌机制，本研究进一步测定了芽孢悬浮液 OD600 nm

及紫外吸收物质泄漏量，并结合扫描电子显微镜观察

分析芽孢形态结构变化，从而揭示芽孢的杀灭机制。

 2.2　热结合 Nisin、ε-PL处理对枯草芽孢杆菌芽孢

OD600 nm 的影响

Nisin、ε-PL均可作用于芽孢内膜，使内膜通

透性发生改变，导致芽孢核心水化。芽孢悬浮液在

600 nm处的吸光度（OD600 nm）反映了芽孢核心水化

程度，可表征内膜对水分子的通透性变化，芽孢核心

水化程度与其杀菌抗性呈负相关[25]。图 2为不同温

度结合 Nisin、ε-PL及其复合物处理前后枯草芽孢杆

菌芽孢悬浮液 OD600 nm 的变化情况。
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图 2    热结合复合抗菌肽对枯草芽孢杆菌芽孢
OD600 nm 的影响

Fig.2    Effects of heat combined with compound antimicrobial
peptides treatment on the OD600 value of Bacillus subtilis spores
 

90 ℃ 分别结合 Nisin、ε-PL处理后，芽孢悬浮

液 OD600  nm 分别下降至 0.40和 0.43；80 ℃ 结合

0.25 g/L Nisin-0.125 g/L ε-PL、0.5 g/L Nisin-0.25 g/L
ε-PL复合物处理 30  min后，OD600  nm 分别下降至

0.358和 0.274；90 ℃ 结合 0.5 g/L Nisin-0.25 g/L ε-
PL复合物处理后 OD600 nm 降到最低值 0.222。Nisin
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图 1    热结合复合抗菌肽对枯草芽孢杆菌芽孢的灭活效果

Fig.1    Inactivation effects of heat combined with compound
antimicrobial peptides treatment on Bacillus subtilis spores

注：图中不同小写字母表示差异显著（P<0.05），图 2、图 4~
图 6、图 11同。
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能够与芽孢的内膜相互作用，嵌入内膜并形成跨膜孔

道，从而破坏内膜的完整性，ε-PL则进一步加剧这种

破坏，使得水分子更易于进入芽孢的核心区域，导致

核心水化[26−27]。随着核心水化程度的增加，芽孢对杀

菌处理的抗性逐渐降低，最终引发芽孢的死亡。实验

表明芽孢核心水化的变化情况与杀菌效果是一致

的。为了更直观地检测芽孢核心水化的情况，采用了

相差显微镜对各处理前后的芽孢样品进行了观察，结

果如图 3所示。
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图 3    热结合复合抗菌肽处理后枯草芽孢杆菌芽孢的相差
显微镜图像

Fig.3    Phase contrast microscopy images of Bacillus subtilis
spores after heat combined with compound antimicrobial

peptides treatment
注 ： a.  CK； b.  90 ℃； c.  90 ℃-0.25g/L  ε-PL； d.  90 ℃-0.5g/L
Nisin； e.  90 ℃-0.25g/L  Nisin-0.125g/L  ε-PL； f.  90 ℃-0.5g/L
Nisin-0.25g/L ε-PL。
 

图 3为热结合复合抗菌肽处理后枯草芽孢杆菌

芽孢的相差显微镜图像。在相差显微镜下，核心未水

化的芽孢对光的折射性能较强而呈现为亮点，核心水

化的芽孢折射性能降低而呈现为暗点[22]。如图 3a所
示，未处理组芽孢均呈现为亮点，90 ℃ 热处理后，少

部分芽孢转变为暗点（图 3b）。90 ℃ 分别结合 ε-PL、
Nisin处理后，更多的芽孢转变为暗点（图 3c、图 3d）。
随着 Nisin-ε-PL复合物的添加，几乎所有的芽孢都

转变为暗点（图 3e、图 3f），这表明抗菌肽复合物的

添加有利于破坏芽孢内膜结构，使芽孢核心水化程度

增加，提高芽孢杀灭效果。为了更深入地探究芽孢内

膜的受损情况，本研究进一步针对芽孢紫外吸收物质

的泄漏量进行检测分析。

 2.3　热结合 Nisin、ε-PL处理对枯草芽孢杆菌芽孢紫

外吸收物质泄漏量的影响

紫外吸收物质泄漏量可反映芽孢内膜对生物大

分子的通透性变化情况，核酸和蛋白质的紫外吸收峰

分别位于 260 nm和 280 nm[28]。图 4和图 5分别为

热结合 Nisin、ε-PL及其复合物处理前后芽孢样品

OD260 nm 和 OD280 nm 的变化情况。
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图 4    热结合复合抗菌肽处理对枯草芽孢杆菌芽孢
OD260 nm 的影响

Fig.4    Effects of heat combined with compound antimicrobial
peptides treatment on the OD260 value of Bacillus subtilis spores
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图 5    热结合复合抗菌肽处理对枯草芽孢杆菌芽孢
OD280 nm 的影响

Fig.5    Effects of heat combined with compound antimicrobial
peptides treatment on the OD280 nm of Bacillus subtilis spores

 

未处理的枯草芽孢杆菌芽孢样品的 OD260 nm
为 0.055。经 90 ℃ 加热 30 min后，OD260 nm 增加

了 0.085；80 ℃ 结合 0.25g/L Nisin-0.125 g/L ε-PL或

0.5 g/L Nisin-0.25 g/L ε-PL复合物处理后，OD260 nm

分别增加了 0.25、0.29；90 ℃ 结合 0.25 g/L Nisin-
0.125 g/L ε-PL复合物处理后，OD260 nm 增加了 0.425，
而结合 0.5 g/L Nisin-0.25 g/L ε-PL复合物处理后，

OD260 nm 达到最大值 0.53。表明 Nisin-ε-PL复合物

可显著增加芽孢内核酸的泄漏量（P<0.05），且与

Nisin-ε-PL复合物浓度及温度相关。

图 5为热结合 Nisin、ε-PL及其复合物处理后对

枯草芽孢杆菌芽孢样品蛋白质泄漏量的影响，未处理

的枯草芽孢杆菌芽孢 OD280 nm 为 0.051。与 90 ℃ 结

合 ε-PL处理相比，90 ℃ 结合 Nisin处理后 OD280 nm
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更大，表明 Nisin对枯草芽孢杆菌芽孢蛋白泄漏作用

更显著。90 ℃ 结合 0.5 g/L Nisin-0.25 g/L ε-PL或

0.25 g/L Nisin-0.125 g/L ε-PL复合物处理后，芽孢悬

浮液 OD280 nm 分别增加了 0.442和 0.384，这表明热

结合 Nisin-ε-PL复合物处理对枯草芽孢杆菌芽孢的

蛋白泄漏具有协同作用。随着温度和 Nisin-ε-PL复

合物浓度的提高，蛋白质泄漏量不断增大，并且蛋白

质泄漏量的变化趋势与杀菌效果及核心水化的变化

趋势是一致的。Nisin和 ε-PL均可作用于芽孢内

膜。其中，Nisin能够渗透膜结构，破坏膜的完整性，

诱导胞内物质泄漏；ε-PL则通过与带负电的细胞壁

及细胞膜组分发生静电相互作用，诱导膜去极化，导

致细胞膜损伤及胞内物质泄露[29−30]。两者复合作用

时，对芽孢内膜的破坏更为严重，进一步加剧芽孢内

核酸与蛋白质的泄漏，从而加速芽孢死亡。上述结果

表明，Nisin与 ε-PL均能损伤芽孢结构的完整性，其

复合处理具有协同作用。

 2.4　热结合 Nisin、ε-PL处理对枯草芽孢杆菌芽孢

DPA释放的影响

DPA是芽孢内特有的物质，可与金属离子螯合

形成稳定的 Ca2+-DPA络合物，维持芽孢核心的低水

分含量，而芽孢内膜损伤会导致 DPA泄漏，进而引

起芽孢核心水化，降低芽孢的杀灭抗性[21]。

未经处理的枯草芽孢杆菌芽孢结构完整，无

DPA泄漏。单独 90 ℃ 热处理 30 min后芽孢 DPA
泄漏量较少，然而，当添加 Nisin、ε-PL处理后可导致

大量 DPA泄漏，且随着抗菌肽浓度的增加 DPA泄

漏量显著增加（P<0.05）。如图 6所示，90 ℃ 处理后

DPA泄漏率仅为 10.6%，添加 0.5 g/L Nisin或 0.25 g/
L  ε-PL处理后，DPA泄漏率分别增加至 54.88%、

43.17%；90 ℃ 结合 0.25 g/L Nisin-0.125 g/L ε-PL或

0.5 g/L Nisin-0.25 g/L ε-PL处理 30 min后，枯草芽

孢杆菌芽孢的 DPA泄漏率分别增加至 71.5%和

76.03%，这一结果与紫外吸收物质泄漏趋势相吻合，

表明内膜屏障的完整性已遭受不可逆破坏。DPA位

于芽孢的核心区域，其泄漏进一步证实了热物理场

下 Nisin和 ε-PL能够破坏芽孢内膜的结构，导致芽

孢内部关键物质被释放，核心水化程度加剧最终促使

芽孢死亡[31]。为进一步检测芽孢结构的损伤情况，使

用扫描电镜对芽孢形态进行了观察和分析。

 2.5　热结合 Nisin、ε-PL处理对枯草芽孢杆菌芽孢形

态的影响

芽孢的形态结构变化可反映热结合抗菌肽处理

下芽孢的受损情况，扫描电镜能够直观地呈现处理前

后芽孢形态结构的变化。图 7为不同处理条件下枯

草芽孢杆菌芽孢的扫描电镜结果。
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图 7    热结合复合抗菌肽处理后枯草芽孢杆菌
芽孢形态变化（1 μm）

Fig.7    Morphological changes of Bacillus subtilis spores after
heat combined with compound antimicrobial

peptides treatment (1 μm)
注： a.  CK；b.  90 ℃； c.  90 ℃-0.25  g/L  ε-PL；d.  90 ℃-0.5  g/L
Nisin； e.  90 ℃-0.25  g/L  Nisin-0.125  g/L  ε-PL； f.  90 ℃-0.5  g/
L Nisin-0.25 g/L ε-PL。
 

从上述图扫描电镜结果可见，未处理的枯草芽

孢杆菌芽孢表面光滑，形态结构完整，整体呈椭圆状。

经 90 ℃ 热处理后，芽孢表面开始出现褶皱、凹陷等

形态变化。经 90 ℃ 结合 0.5 g/L Nisin或 0.25 g/L

ε-PL处理后，芽孢表面凹陷更严重，少量芽孢出现破

损，而 90 ℃ 结合 0.5 g/L Nisin-0.25 g/L ε-PL复合物

处理后，芽孢凹陷数量最多，破损程度最深，芽孢衣、

细胞壁等结构遭到破坏，并伴有明显的聚集和粘连现

象，这表明添加 Nisin-ε-PL复合物能有效提高热处

理对芽孢形态结构的破坏。据报道，Nisin通过其

N端的两个硫氨酸环与脂质 II结合，从而中断肽聚
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糖的合成过程，抑制细胞壁形成，同时破坏细胞膜的

结构[32]。而 ε-PL的作用靶点亦为内膜，进一步加剧

了内膜的通透性变化[33]。此外，已有研究表明，热处

理可以改变芽孢衣蛋白质网络的结构，破坏其屏障功

能，从而使 Nisin和 ε-PL能够穿透受损芽孢衣，作用

于芽孢的内部结构和物质，最终使芽孢失活[34]。刘蔚

等[35] 的研究也报道了 ε-PL可使枯草芽孢杆菌芽孢

细胞壁受损，进而破坏芽孢结构的完整性。综上所

述，热处理联合 Nisin和 ε-PL复合物能有效破坏枯

草芽孢杆菌芽孢的完整结构，且破损程度与抗菌肽复

合物浓度相关。

 2.6　热结合 Nisin、ε-PL处理前后枯草芽孢杆菌芽孢

的 FTIR分析

芽孢内膜损伤机制可能与内膜脂质分子的结构

改变有关。为进一步从分子水平研究热结合复合抗

菌肽处理对芽孢内膜的破坏作用，并分析其对芽孢关

键生物大分子的影响，采用了傅里叶变换红外光谱仪

对芽孢样品进行了检测分析。FTIR光谱技术能够有

效检测处理前后芽孢内生物大分子的结构变化，特别

是内膜脂质、核酸及蛋白质等关键物质的结构改

变[36]。通过分析特征化学基团对应的特征吸收峰位

置及峰强度的变化，可揭示热结合复合抗菌肽处理对

芽孢关键物质的影响。

 2.6.1   处理前后枯草芽孢杆菌芽孢样品的 FTIR　
图 8显示了经热联合抗菌肽（Nisin-ε-PL复合物）处

理后枯草芽孢杆菌芽孢的傅里叶变换红外光谱

（FTIR）原谱图。由图 8可见，经过不同处理后芽孢

样品的 FTIR光谱图峰形、峰强度及峰位置发生变

化，以下选取了 3000~2800 cm−1、1700~1600 cm−1、

1300~900 cm−1 三个特征波段进行分析，分别用于研

究热结合抗菌肽处理后枯草芽孢杆菌芽孢内膜脂

质、蛋白质及核酸的变化情况。
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treatment (4000~500 cm−1)
 

 2.6.2   热结合 Nisin、ε-PL处理对内膜磷脂分子的影

响　图 9为不同处理后枯草芽孢杆菌芽孢在 3000~
2800 cm−1 范围内 FTIR光谱图，表征了芽孢内膜脂

质的变化。2872和 2962 cm−1 处的吸收峰分别对应

酰基链-CH3 的对称和反对称伸缩振动，而 2854和

2927 cm−1 处的吸收峰则分别表示-CH2 的对称和反

对称伸缩振动[37]。-CH3 和-CH2 基团振动的变化通

常与生物膜中脂质分子的堆积变化有关，而-CH2 基

团振动峰向更高波数位移与膜流动性的增加有关[38]。

由图 9可知，与未处理的枯草芽孢杆菌芽孢相比，经

过热处理后，芽孢在 2927、2872 cm−1 处的吸收峰发

生轻微位移，而添加 Nisin、ε-PL处理后，吸收峰增

强，位移更明显。其中，90 ℃ 结合 0.5 g/L Nisin 处
理后，芽孢在 2854 cm−1 处的吸收峰蓝移 4 cm−1。添加

Nisin-ε-PL复合物处理后，随着温度的升高，吸收峰

峰强明显增大。80 ℃ 结合 0.5 g/L Nisin-0.25 g/L ε-
PL复合物处理 30 min后，芽孢在 2927、2872 cm−1

处的吸收峰分别蓝移 5、4 cm−1，而温度升高至 90 ℃
后，2927、2872 cm−1 处的吸收峰分别蓝移 7、5 cm−1，

且所有吸收峰的强度均有所增强，表明抗菌肽复合物

的添加使枯草芽孢杆菌芽孢内膜进一步受到损伤，内

膜磷脂分子结构被破坏，导致次甲基链发生了更密集

的堆积，官能团分子间氢键作用减弱，脂肪酰基链构

象发生紊乱，膜磷脂相态由凝胶态转变为液晶态[39]。

吸收峰强度的变化是由于化学键振动过程中偶极矩

的变化，而偶极矩变化的增大则导致分子结构更加不

稳定[40]。Nisin通过与细胞壁的中间体物质-脂质

Ⅱ结合形成大分子后，破坏内膜结构；ε-PL则通过静

电作用与内膜磷脂基团结合，插入磷脂双层后破坏疏

水尾链的有序排列，进而改变脂质相态，增加内膜流

动性及通透性，最终实现杀菌目的[41]。
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图 9    热结合复合抗菌肽处理后枯草芽孢杆菌芽孢的
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Fig.9    FTIR spectra of Bacillus subtilis spores after heat
combined with compound antimicrobial peptides

treatment (3000~2800 cm−1)
 

 2.6.3   热结合 Nisin、ε-PL处理对核酸和肽聚糖大

分子的影响　图 10为热结合 Nisin、ε-PL及其复合

物处理后在 1300~900 cm−1 波段枯草芽孢杆菌芽孢

的红外光谱图，主要表征了芽孢核酸主链和肽聚糖层

结构的变化。其中，1232 cm−1 处的吸收峰为磷酸二
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酯键中 P=O的伸缩振动，而 1072 cm−1 处的吸收峰

为肽聚糖 C-O-C对称伸缩振动，这些峰的变化反映

了核酸骨架和肽聚糖层的结构改变[42]。为深入分析

核酸和肽聚糖的结构变化，对 1300~900 cm−1 波段

的FTIR光谱数据进行了二阶导数处理。

经过热结合抗菌肽处理后，在 1300~900 cm−1 波

段的 FTIR光谱的吸收峰强度和位置发生明显变化。

与未处理组相比，仅 90 ℃ 处理后，1232和 1072 cm−1

处吸收峰位置和强度均未出现明显变化，添加 Nisin
或 ε-PL处理后，在 1232和 1072 cm−1 处的吸收峰强

度增大，发生轻微位移；80 ℃ 结合 0.5 g/L Nisin-0.25
g/L ε-PL复合抗菌肽处理后，在 1232和 1072 cm−1

处的吸收峰分别蓝移 4、5 cm−1，温度升高至 90 ℃
后，分别蓝移 5、6 cm−1，表明热结合复合抗菌肽处理

加剧了芽孢内核酸的变性，核酸骨架被破坏，肽聚糖

层结构的稳定性也降低。芽孢皮层和细胞壁主要由

肽聚糖构成，肽聚糖结构的稳定性对芽孢的耐热性起

着关键作用[43]，当肽聚糖结构的稳定性受到破坏时，

芽孢对杀菌处理的抗性会显著降低，从而使芽孢更容

易被杀灭。Nisin可导致芽孢内膜损伤，促进 ε-PL进

入芽孢核心，破坏 DNA结构，进一步导致 DNA吸收

峰强度和位置发生改变[44]。BI等[14] 研究发现，热联

合 ε-PL处理下枯草芽孢杆菌芽孢内膜也可被破坏，

ε-PL进入芽孢核心导致 DNA变性，这与本文研究结

果是一致的。

 2.6.4   热结合 Nisin、ε-PL处理对芽孢蛋白质二级结

构的影响　傅里叶红外光谱在 1700~1600 cm−1 波段

的吸收峰主要表征蛋白质酰胺 I带的变化，通过对酰

胺 I带进行曲线拟合分析可以得到蛋白质二级结构

含量的变化[45]。

蛋白质结构的稳定性决定了其生理功能，表 1
为热结合抗菌肽处理后枯草芽孢杆菌芽孢蛋白质二

级结构含量的变化。由表可知，经过不同条件处理

后，枯草芽孢杆菌芽孢蛋白质二级结构发生显著变化

（P<0.05），且二级结构含量的变化与复合物浓度增加

或温度升高的趋势一致，具体表现为 α-螺旋、β-折叠

含量减少，而 β-转角及无规则卷曲含量增多。如与

未处理组相比，经过 90 ℃ 热处理之后，α-螺旋、β-折
叠含量下降至 23.93%、27.12%，β-转角和无规卷曲

含量分别增加至 32.58%、18.61%。分别添加 Nisin
或 ε-PL处理后，β-转角含量分别进一步增加至

38.36%、35.29%，无规卷曲含量分别进一步增加至

22.24%、20.61%。80 ℃ 结合 0.25g/L Nisin-0.125 g/L
ε-PL复合物处理后，β-转角及无规则卷曲的含量分

别增加至 41.44%、28.23%，而升高温度至 90 ℃ 后，

二者含量进一步增加至 43.50%、34.15%，表明热结

合复合抗菌肽处理导致蛋白质二级结构伸展，从有序

态向无序态转变，蛋白质的稳定性降低，进而影响

其功能[46]。芽孢衣的主要成分为蛋白质，当其二级结

构向无序态转变时，芽孢衣蛋白质网络结构会变得松

散，其通透屏障功能受损，导致 Nisin和 ε-PL能穿

过受损芽孢衣而进入核心区域，作用于芽孢内部的

靶标[40]。

 2.7　热结合 Nisin、ε-PL处理对芽孢细胞膜 Na+/K+-
ATP酶活力的影响

前文的实验结果已表明热结合复合抗菌肽会破

坏芽孢内膜，Na+/K+-ATP酶作为一种关键的细胞膜

酶，其活性可能也会受到内膜损伤的影响，该酶主要

负责钠离子和钾离子的跨膜转运，并在维持细胞膜的
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Fig.10    Second-order derivative FTIR spectra of Bacillus
subtilis spores after heat combined with compound
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表 1    热结合抗菌肽处理对枯草芽孢杆菌芽孢蛋白质二级结构的影响

Table 1    Effects of heat combined with compound antimicrobial peptides treatment on the secondary structure
of Bacillus subtilis spore's proteins

处理组
二级结构（%）

α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规卷曲

CK 26.24±0.02a 28.49±0.01a 31.05±0.02h 15.45±0.01h

90 ℃ 23.93±0.02b 27.12±0.04b 32.58±0.04g 18.61±0.06g

90 ℃-0.25g/L ε-PL 20.64±0.05c 25.86±0.06c 35.29±0.05f 20.61±0.06f

90 ℃-0.5g/L Nisin 18.49±0.07d 22.57±0.04d 38.36±0.05e 22.24±0.05e

80 ℃-0.25g/L Nisin-0.125g/L ε-PL 16.27±0.03e 15.12±0.01e 41.44±0.01d 28.23±0.02d

80 ℃-0.5g/L Nisin-0.25g/L ε-PL 14.51±0.02f 12.85±0.04f 41.72±0.01c 33.25±0.02c

90 ℃-0.25g/L Nisin-0.125g/L ε-PL 13.34±0.05g 10.47±0.02g 43.50±0.05b 34.15±0.04b

90 ℃-0.5g/L Nisin-0.25g/L ε-PL 12.48±0.06h 10.12±0.02h 43.81±0.06a 35.37±0.05a

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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生理功能上起着至关重要的作用[47]。

如图 11所示，未经处理芽孢的 Na+/K+-ATP酶

活力为14.18 μmol/h/mg。随着处理温度和抗菌肽浓

度的升高，Na+/K+-ATP酶活力显著（P<0.05）下降，这

可能是与内膜受损有关[17]。90 ℃ 结合 Nisin或 ε-
PL处理 30  min后，Na+/K+-ATP酶活力分别下降

了 2.3、1.75 μmol/h/mg。80 ℃ 结合 0.25 g/L Nisin-

0.125 g/L ε-PL或 0.5 g/LNisin-0.25 g/L ε-PL复合抗

菌肽处理后，Na+/K+-ATP酶活力分别下降了 3.93、

5.58 μmol/h/mg；90 ℃结合 0.5 g/L Nisin-0.25 g/L ε-
PL复合抗菌肽处理后，Na+/K+-ATP酶活力降到最低

值 6.53 μmol/h/mg，表明复合抗菌肽进一步破坏了内

膜上的 Na+/K+-ATP酶活力，ATP无法合成，进而导

致芽孢能量代谢受阻，这与前述实验中复合抗菌肽能

协同破坏芽孢内膜的结果一致。毕可[17] 研究发现：

热结合 ε-PL处理枯草芽孢杆菌芽孢后，芽孢内

膜上 Na+/K+-ATP酶活力显著下降。KATO等[48] 报

道，Na+/K+-ATP酶活力的快速下降会导致细胞膜内

外 H+梯度的差异，进而改变细胞膜的通透性。以上

报道与本实验研究结果一致。由此可见，热结合

Nisin和 ε-PL复合物对芽孢产生的破坏作用是多方

面的，除了对芽孢结构的损伤，也包括对芽孢能量代

谢的破坏。
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图 11    热结合复合抗菌肽处理对枯草芽孢杆菌芽孢
Na+/K+-ATP酶活力的影响

Fig.11    Effects of heat combined with compound antimicrobial
peptides treatment on the activity of Na+/K+-ATPase

in Bacillus subtilis spores
 

 3　结论
在热物理场中，Nisin和 ε-PL能穿过受损芽孢

衣并对芽孢产生显著的协同杀灭效果（P<0.05），且其

对枯草芽孢杆菌芽孢的杀菌作用是多方面的，既破坏

了芽孢的结构，又损伤了芽孢的关键物质。热结合复

合抗菌肽处理后，在结构方面，芽孢发生塌陷和破裂，

芽孢衣蛋白质网络的屏障功能受损，内膜严重破损导

致其通透性大幅度增加，芽孢核心高度水化；而在关

键物质方面，芽孢蛋白质二级结构向无序态转变，膜

磷脂出现相态变化且其酰基链发生紊乱，DNA发生

变性，Na+/K+-ATP酶活力降低。本研究探讨了热结

合复合抗菌肽处理对细菌芽孢的杀菌机理，为食品工

业提供了更为有效的杀菌新技术。未来研究可进一

步验证该技术在各种食品体系中的应用效果。
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