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活的非可培养状态金黄色葡萄球菌的诱导和

复苏后菌株的生理特征变化

陈颖翘，王　丽，钟青萍
（华南农业大学 食品学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：将金黄色葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ接种在含有一定浓度的山梨酸钾的溶液中，在不同温度下诱导其进
入活的非可培养状态（ｖｉａｂｌｅｂｕｔｎｏｎｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ，ＶＢＮＣ），采用脑心浸液培养基（ＢＨＩ）升温的方法复苏 ＶＢＮＣ状态的
菌株，并考察了复苏菌株的生理特性及对环境的应激抵抗力．结果表明，诱导后金黄色葡萄球菌进入 ＶＢＮＣ状态，
经ＢＨＩ升温方法复苏后的菌体和正常状态的菌体形态上并无区别．在血平板上，复苏后的金黄色葡萄球菌菌落呈
乳白色，且无溶血圈．生化试验表明，复苏的菌株除尿素酶阴性外，其他代谢特征均与标准菌株相同．复苏后的菌株
对环境的应激抵抗力减弱，可能与其产类胡萝卜素的能力有关．
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　　１９８２年Ｘｕ等［１］首次在河口和海洋环境中发现

生存但不可培养的霍乱弧菌和大肠杆菌．Ｃｏｌｗｅｌｌ
等［２３］提出微生物的“活的非可培养状态”（ｖｉａｂｌｅｂｕｔ
ｎｏｎｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ，ＶＢＮＣ）的概念，并于２０００年首次撰写
了有关ＶＢＮＣ状态微生物的研究综述与专著．最新

的研究认为处于 ＶＢＮＣ状态的细菌并非趋向于死
亡，只是为了适应不良环境所做出的一种程序式反

应，是一种生存策略［４］．不同细菌及同一细菌的不同
菌株其进入 ＶＢＮＣ状态的条件及机理各不相同．常
见的诱导微生物进入ＶＢＮＣ状态的因素可分为物理



因素（如温度、湿度、氧气浓度、光照度等）、化学因素

（营养成分、有害化学物质等）及生物因素．
金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓａｕｒｅｕｓ是一种重

要的病原菌，可引起许多严重感染．美国疾病预防控
制中心报告显示，由金黄色葡萄球菌引起的感染居

第２位，仅次于大肠埃希菌．金黄色葡萄球菌的流行
病学一般有如下特点：季节分布多见于春夏季；中毒

食品种类多，如奶、肉、蛋、鱼及其制品．鲁梅芳等［５］

在４和－２０℃条件下，用添加００１～００５ｍｍｏｌ／Ｌ
的铜离子的方法诱导金黄色葡萄球菌进入 ＶＢＮＣ状
态，并发现进入ＶＢＮＣ状态的细菌呈现不规则球形，
但细胞形态完整，没有细胞壁的破裂．有研究表明金
黄色葡萄球菌进入ＶＢＮＣ状态的机制与突变失活的
抗氧化基因有关［６］．

ＶＢＮＣ的细菌在一定条件下可以复苏，细菌
ＶＢＮＣ状态的发现和研究对于流行病学、食品安全、
水质监测、食品卫生检验等许多方面都具有重要的

意义．本研究采用食品防腐剂山梨酸钾等条件诱导
金黄色葡萄球菌进入ＶＢＮＣ状态，对其进行复苏，并
考察复苏菌株的生理生化代谢特征及应激抵抗力．
本研究为了解食品防腐剂等条件下金黄色葡萄球菌

是否进入ＶＢＮＣ状态，以及复苏菌株的生理特性提
供了理论依据，对更新传统的致病菌检测观念和加

强食品安全控制亦具有积极的意义．

１　材料与方法
１．１　试验菌株

金黄色葡萄球菌标准菌株（编号 ２６００３），购自
中国医学细菌保藏管理中心，菌株在４℃条件下保
存于含７５ｇ／ＬＮａＣｌ的营养琼脂斜面上．
１．２　主要试剂与仪器

营养琼脂、肉汤（含７５ｇ／ＬＮａＣｌ）、脑心浸液培
养基（ＢＨＩ）、血琼脂平板均购于广州环凯微生物科技
有限公司，纯度均大于９７％．ＡＰＩＳＴＡＰＨ试剂条（法
国生物梅里埃公司）；正立显微镜及显微数码相机系

统（德国Ｌｅｉｃａ公司）；扫描电镜（德国 ＴＶＩＰＳ公司）；
５４１７Ｒ高速冷冻离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ股份有限公
司）；生物安全柜（Ｔｈｅｒｍｏ公司）．
１．３　试验方法
１．３．１　金黄色葡萄球菌 ＶＢＮＣ状态的诱导　将金
黄色葡萄球菌接种于 ＢＨＩ培养基中，３７℃摇床培养
至对数生长期．在充分考虑温度、山梨酸钾以及富营
养（含７５ｇ／ＬＮａＣｌ的肉汤）和寡营养（质量浓度为
７５ｇ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液）的影响的基础上，结合金黄色
葡萄球菌的生理特性，最终确定诱导方案为６种：１）１０

ｍｍｏｌ／Ｌ山梨酸钾、富营养、３７℃；２）１０ｍｍｏｌ／Ｌ山梨
酸钾、寡营养、４℃；３）５ｍｍｏｌ／Ｌ山梨酸钾、富营养、
－２０℃；４）５ｍｍｏｌ／Ｌ山梨酸钾、寡营养、３７℃；５）０５
ｍｍｏｌ／Ｌ山梨酸钾、富营养、４℃；６）０５ｍｍｏｌ／Ｌ山梨
酸钾、寡营养、－２０℃．分别吸取１ｍＬ对数生长期的
菌液至１５ｍＬ的离心管中，４℃条件下，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ．收集沉淀后，用１ｍＬ灭菌蒸馏水混悬
菌液，分别接种到上述诱导培养基中，摇匀，在不同

条件下进行诱导．
１．３．２　细菌计数方法　每隔４ｄ取样测定活菌数，
１０ｄ后每隔８ｄ取样．采用涂布平板法检测活细菌数
的变化，选择合适稀释度的菌悬液１００μＬ涂布营养
琼脂平板，３７℃培养，次日观察计数．当无菌落生长
时，加大接种量，连续培养３ｄ后，均无菌落生长，即
可认为试验样品中的金黄色葡萄球菌进入活的非可

培养状态．
１．３．３　ＶＢＮＣ状态金黄色葡萄球菌的复苏　分别采
用肉汤（含７５ｇ／ＬＮａＣｌ）、ＢＨＩ液体培养基升温的方
法对ＶＢＮＣ状态的金黄色葡萄球菌进行复苏，具体
操作如下：取０５ｍＬＶＢＮＣ状态的金黄色葡萄球菌菌
液，分别加入至５ｍＬ无菌的肉汤、ＢＨＩ液体培养基中，
置于３７℃恒温培养箱中培育，每隔２４ｈ取合适稀释
度的ＶＢＮＣ菌液１００μＬ涂布营养琼脂平板，于３７℃
培养，观察是否有金黄色葡萄球菌菌落长出．并绘制
ＶＢＮＣ状态金黄色葡萄球菌复苏生长曲线．
１．３．４　复苏后金黄色葡萄球菌的形态观察　将复
苏后的金黄色葡萄球菌划线于血平板上，进行菌落

形态观察，并将复苏后的菌体进行革兰氏染色和扫

描电镜观察，描述细菌个体形态特征．
１．３．５　复苏后金黄色葡萄球菌的生理生化检测　
对复苏的金黄色葡萄球菌进行生理生化检测，采用

法国生物梅里埃公司的 ＡＰＩ系统（ＡＰＩＳＴＡＰＨ试剂
条）进行．根据说明书判断反应，参照分析图索引和
鉴定软件可以得出鉴定的结果．
１．３．６　复苏后的金黄色葡萄球菌对环境应激的敏
感性　将复苏的金黄色葡萄球菌和正常状态的菌体
分别在ＢＨＩ

!

菌液中培养至对数生长期，将菌悬液

５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，收集细胞，用适量体积的
ＰＢＳ（ｐＨ７２）洗涤，稀释到适当浓度用于环境应激试
验，每项试验设计 ２个重复，每个稀释度做 ２个平
行．

紫外线辐射：分别吸取０１ｍＬ适当浓度的正常
和复苏的菌悬液，涂布血平板，无菌条件下紫外线照

射０、３０、６０、９０ｓ．紫外灯功率１５Ｗ，照射距离５０ｃｍ，
照射结束后置于暗处避光修复１０ｍｉｎ，于３７℃条件
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下培养２４ｈ，进行菌落计数并计算存活率［７］．
高渗透压处理：正常和复苏的菌体细胞置于

ＰＢＳ中（含２．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ），分别在室温下放置０、
３０、６０、９０ｍｉｎ后取样，涂布血平板，３７℃培养２４ｈ，
进行菌落计数并计算存活率［８］．

热激处理：正常和复苏的菌体细胞用预热的

ＰＢＳ（７２℃）悬浮，再置于７２℃的水浴中分别处理０、
５、１０、１５ｓ后取样，迅速冰浴冷却，涂布血平板，３７℃
培养２４ｈ，进行菌落计数并计算存活率［８］．

冷激处理：正常和复苏的菌体细胞用预冷的

ＰＢＳ（４℃）悬浮，分别在４℃冰箱中处理０、３０、６０、９０
ｍｉｎ后取样涂布血平板，３７℃培养２４ｈ，进行菌落计
数并计算存活率［９］．

２　结果与分析
２．１　不同诱导条件下金黄色葡萄球菌数量变化规律
　　经过一定时间的诱导，随着诱导时间的延长，可
培养菌的总数不断减少，下降最慢的是 １０ｍｍｏｌ／Ｌ
山梨酸钾富营养状态３７℃的诱导方案（诱导方案
１），当至１３２ｄ时，总数下降为０，说明诱导成功．另
外５种诱导方案分别于８４、８４、８５、８５和 ７６ｄ进入
ＶＢＮＣ状态，结果如图１．

图１　金黄色葡萄球菌存活曲线
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ

２．２　ＶＢＮＣ状态金黄色葡萄球菌的复苏
分别采用肉汤（含７５ｇ／ＬＮａＣｌ）、ＢＨＩ液体培养

基升温的方法对ＶＢＮＣ状态的金黄色葡萄球菌进行
复苏，每隔２４ｈ取合适稀释度的菌液１００μＬ涂布营
养琼脂平板，于３７℃培养．发现采用肉汤培养基升温
的方法不能使菌体复苏，培养２０ｄ后仍未见有菌落长
出．而采用ＢＨＩ液体培养基升温复苏法培养２ｄ时，取
样涂布营养琼脂平板可见有大小一致的金黄色葡萄

球菌单一菌落，菌数为１０２ｃｆｕ／ｍＬ．随着复苏时间的延
长，可培养细菌数迅速增加，至１２０ｈ时，可培养菌数
约为１０７ｃｆｕ／ｍＬ（图 ２）．表明ＢＨＩ液体培养基复苏法
可使ＶＢＮＣ状态的金黄色葡萄球菌复苏．

图２　ＶＢＮＣ状态金黄色葡萄球菌在ＢＨＩ液体培养基中的复
苏曲线

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｆｒｏｍ
ＶＢＮＣｓｔａｔｅｉｎＢＨＩｍｅｄｉｕｍ

２．３　复苏后的金黄色葡萄球菌的形态特征
复苏后的金黄色葡萄球菌菌落形态与正常状态

的菌落形态都是表面光滑湿润、凸起、边缘整齐，但

正常状态的菌落呈金黄色，复苏后的菌落呈乳白色，

并且没有溶血圈．
经过革兰染色和扫描电镜观察，发现复苏后与

正常状态的金黄色葡萄球菌均呈球形，成葡萄串状，

无芽孢，无荚膜，革兰染色阳性（图３）．

图３　正常状态和复苏后的金黄色葡萄球菌的扫描电镜观察
Ｆｉｇ．３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｎｏｒｍａｌａｎｄｒｅｓｕｓｃｉｔａｔｉｖｅｃｅｌｌｓｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｂｙｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
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２．４　复苏后的金黄色葡萄球菌的生理生化特性
使用法国生物梅里埃公司的ＡＰＩＳＴＡＰＨ生化鉴

定试剂盒对复苏的金黄色葡萄球菌进行生化鉴定，

按照ＡＰＩＳＴＡＰＨ生化反应表对反应的结果进行判读
和记录：标准菌株与复苏菌株均可分解 Ｄ－葡萄糖、
Ｄ－果糖、Ｄ－甘露糖、麦芽糖、乳糖、Ｄ－海藻糖、Ｄ－
甘露醇、蔗糖和 Ｎ－乙酰 －葡萄糖甙，产酸不产气；
能还原硝酸盐至亚硝酸盐；分解丙酮酸钠为乙酰 －
甲基－甲醇，水解精氨酸；不能分解木醇、Ｄ－蜜二
糖、棉籽糖、木糖和α－甲基 －Ｄ－酸性磷酸盐．但与
标准菌株不同的是复苏菌株不能水解尿素．将上述
鉴定得到的生化谱输入软件，得到鉴定结果，金黄色

葡萄球菌鉴定百分比为９８１％．复苏后的菌株除尿
素酶阴性外，其他代谢特征均与标准菌株相同，以此

可以推断ＶＢＮＣ状态的金黄色葡萄球菌经过复苏，

基本恢复了正常的代谢过程．
２．５　复苏后的金黄色葡萄球菌对环境应激的抵抗力

紫外照射时，正常的和复苏的金黄色葡萄球菌

的存活率随着时间的延长而逐渐降低，正常的细胞

存活率比复苏细胞存活率略大，照射９０ｓ后２种状
态的菌体全部失去培养能力（图 ４ａ）．在热激
（７２℃）条件下，正常和复苏的细胞的存活率随着
处理时间的延长迅速降低，处理５ｓ后，正常细胞存
活率仅为１２％，复苏细胞已经降为０％，１５ｓ后两
种状态的细胞全部失去培养能力（图 ４ｂ）．冷激
（４℃）条件下，正常和复苏的细胞存活率均有所下
降，９０ｍｉｎ后正常细胞存活率为４１％，比复苏细胞
存活率高（图４ｃ）．高渗条件下保持９０ｍｉｎ后，正常
状态细胞的存活率为 １０％，复苏细胞的存活率为
９％（图４ｄ）．

图４　环境应激对不同状态金黄色葡萄球菌存活率的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｔｒｅｓｓｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｔｅｓ

３　讨论与结论
活的非可培养状态是细菌抵抗不良环境的一种

生存方式，不同细菌对外界环境压力的耐受性不

同［１０］．本文研究了食品防腐剂条件下金黄色葡萄球
菌的ＶＢＮＣ状态，将金黄色葡萄球菌置于适量山梨
酸钾、富营养或寡营养状态下，分别于常温和低温下

诱导，都能使其进入ＶＢＮＣ状态．其中，１０ｍｍｏｌ／Ｌ山
梨酸钾、富营养状态、３７℃诱导条件下，诱导时间长
达１３２ｄ．而鲁梅芳等［５］采用低温、铜离子溶液诱导

金黄色葡萄球菌４ｄ内就能进入ＶＢＮＣ状态．国内外
的研究显示，ＶＢＮＣ的诱导因素多样，不同种类的细
菌，同种不同株的细菌，诱导因素亦不同，但这些因

素变化均是向着不利于正常细胞存活的方向．
杨政［１１］将进入ＶＢＮＣ状态的金黄色葡萄球菌接

种到肉汤培养基中，３７℃条件下培养，实现了复苏．
但本试验用该方法无法起到复苏的作用，而接入

ＢＨＩ液体培养基中，３７℃培养２ｄ后，细菌数量达到
１０２ｃｆｕ／ｍＬ．分析其原因可能是本试验中进入 ＶＢＮＣ
状态的金黄色葡萄球菌对培养的营养条件要求增

加，而ＢＨＩ培养基比普通肉汤营养更高，能给 ＶＢＮＣ
状态的金黄色葡萄球菌提供充分的营养，从而使其

恢复到可培养状态．复苏后的细胞大小与形态与正
常状态相同，细胞的结构完整．复苏后的细胞除了脲
酶呈阴性外，其他生理生化代谢基本恢复．该结果与
郝小斌等［１２］研究结果相似，脲酶由脲酶基因簇（ｕｒｅ）
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编码，复苏后菌株脲酶阴性，说明 ｕｒｅ在 ＶＢＮＣ状态
或复苏时发生了变化．

有研究报道发现，金黄色葡萄球菌菌落呈金黄

色是因为产类胡萝卜素的缘故［１３］，而类胡萝卜素具

有抗氧化功能［１４１５］，通过长期研究发现，这种类胡萝

卜素能够帮助金黄色葡萄球菌抵御外来杀伤［１６］，当

研究人员将金黄色葡萄球菌中的类胡萝卜素基因敲

除后，它们就容易被杀死，而研究人员进一步将类胡

萝卜素转入一种威胁性很小的链球菌中，结果发现

链球菌不仅变成了金黄色，而且变得更具危险性［１７］．
复苏后的金黄色葡萄球菌对紫外照射、温度应激和

高渗透压的抵抗能力都比正常状态的金黄色葡萄球

菌弱，这可能与复苏后的金黄色葡萄球菌不产类胡

萝卜素有关．
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Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｒａｄｉｃａｌｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ／ｐｒｏｏｘｉｄａｎｔ
ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ，２００４，４３０（１）：３７
４８．

［１６］ＧＥＯＲＧＥＹＬ，ＡＮＴＨＯＮＹＥ，ＪＯＨＮＴＢ，ｅｔａｌ．Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｇｏｌｄｅｎｐｉｇｍｅｎｔｉｍｐａｉｒｓｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｋｉｌｌｉｎｇａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｅｓｖｉｒｕｌｅｎｃｅｔｈｒｏｕｇｈｉｔｓａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．Ｅｘｐ
Ｍｅｄ，２００５，２０２（２）：２０９２１５．

［１７］朱自强．金黄色葡萄球菌更具杀伤力的原因在于其金
黄色“外壳”［Ｊ］．基础医学与临床，２００５，２５（１１）：
１０５３１０５４．

【责任编辑　李晓卉】
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