
腌制肉中亚硝酸盐抑菌机理的研究进展

董庆利 屠 康
(南京农业大学食品科技学院 210095)

摘要:亚硝酸盐是肉制品中常用的食品添加剂,具有发色、抑菌、改善风味和质构等作用, 特别是亚硝酸盐能够有效的防止肉

毒梭状杆菌的生长, 但是亚硝酸盐具有毒性,亚硝酸根与肉类中的胺类物质反应生成致癌物亚硝胺, 使亚硝酸盐的使用受到限

制。已有许多亚硝酸盐抑菌机理的研究报道,本文综述了亚硝酸盐作用的微生物、腌制成分和其它因素对亚硝酸盐抑菌作用的

影响、以及亚硝酸盐抑菌分子机理的研究进展 ,并对亚硝酸盐作用机理的研究方向进行了展望。
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ABSTRACT: Sodium nitrite is an essential curing ingredient used to stabilize the curing red color, enhance flavor, act as an antioxi

dant, and prevent the outgrowth of Clostridium botulinum which produces botulism and causes food poisonous. However, nitrites and nitrates may

cause methemoglobinemia and other illness, and may react with certain amines to form carcinogenic nitrosamines. In this paper, it has been re

viewed that nitrites reacted to the microorganism, curing ingredients and other factors which influenced nitrite bacteriostasis, also including advanced

research and future development on nitrite bacteriostasis mechanisms in cured meat.
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1 引言

腌肉(或称咸肉、腊肉、Bacon 或Meat Curing)在我国由来已

久,腌制操作是用食盐或以食盐为主,并添加亚硝酸钠、蔗糖

等腌制材料处理肉类的过程[ 1] , 目前已成为许多肉制品加工

过程中一个重要的加工环节。亚硝酸盐除有发色作用外, 还

有延长肉制品货架期寿命和防止肉毒梭状杆菌( Clostridium bo

tulinum)生长,并能产生独特的香味, 改善腌肉风味。早在 1951

年Steink 和Foster提出, 亚硝酸盐是一种有效的肉毒杆菌抗菌

剂。随后, Eklund 等把肉制成切片进行真空包装, 并接种肉毒

杆菌的孢子, 证实在特定温度下, 亚硝酸盐的浓度与毒素产

生、食品败坏延迟都有直接关系[ 2]。Silliker 等用贮藏稳定的

罐制咸肉证实:在含盐量一定的情况下, 要保证腌制肉各种正

常的感官特性及其食用品质, 关键在于要有一定的亚硝酸盐

含量,而硝酸盐则起不到这方面有益的作用[ 3]。

20 世纪 70 年代初,对作为肉腌制剂的亚硝酸盐和硝酸盐

影响人体健康的问题引起了人们注意。1971 年, 美国

Stoeivsand教授提出,长期食用含有硝酸盐的食品可引起癌症、

甲状腺肿大等四种病症[ 4]。用 300 多种亚硝基化合物做动物

试验, 其中 90%以上引起癌症。在肠道中硝酸盐还原成亚硝

酸盐,继之被吸收。并由于高铁血红蛋白的生成而导致发绀。

亚硝酸盐的致癌作用主要是亚硝酸根与肉类中的胺类物质反

应生成致癌物亚硝胺。给动物喂以大剂量的亚硝酸盐和胺,

能在体内产生足以致癌的亚硝胺浓度[ 4]。

但是,当强制性地把腌制肉中亚硝酸盐的允许量降到最

小程度时,出现了肉毒中毒的危险。这一情况导致了各国政

府和工业部门共同进行大量的研究。大致结论是: 需要保持

一定浓度的亚硝酸盐;同时,还要考虑其它因素, 如盐浓度、pH

和热处理间的相互作用。对亚硝酸盐的抗微生物机制一直没

有研究清楚。研究亚硝酸盐的作用机制, 特别是抑制肉毒杆

菌毒素产生的机制, 以及对其它腐败菌和致病菌的作用是解

决亚硝酸盐问题的前提。

从上世纪中期开始, 人们对亚硝酸盐在腌肉制品的化学

机理进行了大量的研究, 但对于亚硝酸盐抑菌机理特别是分

子水平上的机理研究较少, 当前已经清楚的是亚硝酸盐和氨

基酸、缩氨酸( peptides)和铁硫聚合物( iron- sulfur clusters)等的

反应[ 5]。从亚硝酸盐分离出的抑菌物包括: 亚硝酸[6]、过氧亚

硝酸盐( Peroxynitrite) [ 7]、Fe- S- NO 复合物[8]、亚硝基硫醇( Ni

trosothiols)和 N- 亚硝基复合物[ 9]。

2 亚硝酸盐作用的微生物

亚硝酸盐抑菌作用考虑最多的是肉毒梭状芽孢杆菌, 受

许多因素影响(如亚硝酸盐浓度、环境因素、产品类型等 ) , 亚

硝酸盐还能抑制其它致病菌蜡状芽孢杆菌( Bacillus cereus)、金

黄色葡萄球菌 ( Staphylococcus aureus)、产气荚膜杆菌( Clostridi

um peringens) , 但不是抑制这些致病菌的关键因素[ 10]。
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20 世纪 40年代后期对亚硝酸钠作为鱼品防腐剂的效果

作了评价, 发现在低 pH 范围内有一定的效果。高浓度时, 亚

硝酸盐对金黄色葡萄球菌有抑制效果,并且随着 pH 的下降其

抑制效果也增强[11]。

亚硝酸盐对包括沙门氏菌( Salmonella)的一些肠道细菌及

乳酸菌无抗菌效果,虽然在真空包装的腊肉中有抗菌效果, 但

这可能是由于亚硝酸盐和其它环境因素共同作用的结果, 而

不是亚硝酸盐本身作用所致[ 11]。

在某些国家,亚硝酸盐应用于奶酪生产中, 以控制酪丁酸

梭状芽孢杆菌和丁酸梭状芽孢杆菌引起的产气。它对包括产

芽孢杆菌 ( Clostridium sporogenes)和产气荚膜杆菌等其它梭状

芽孢杆菌也有抑制效果,而这两种菌常用于实验室研究, 作为

评估亚硝酸及那些可能作为辅助或活化剂的抗菌物质的潜在

抗菌效果的对象菌[ 11]。

3 腌制成分和其它因素对亚硝酸盐抑

菌作用的影响

3. 1 腌制成分与处理操作

早在 20世纪 70 年代, Riemann 就已注意到热力杀菌腊肉

的成分和加工中的各种因素在抗肉毒毒素方面有相互作用的

效果[12]。一些研究者也提出: 在半保藏的肉 (指杀菌不足, 需

低温保藏的)中, 腌制盐对热损( heat- injured)孢子的抑制效果

比对非热损孢子的抑制效果要好得多[ 13, 14]。单独考虑盐水和

pH 的作用: 随着 pH 增加, 抑制作用所需的盐浓度要提高。

Chang等人[15]认为: 在货架寿命长的罐头肉制品中, 盐对热损

孢子的抑制作用也许比 Perigo因子(指亚硝酸盐与介质生成有

抑菌作用的反应物)更为重要。在烟熏大麻哈鱼制品中接人

100 个/ g的 A 型和 E 型肉毒梭状芽孢杆菌, 并贮存于不透氧

的薄膜袋中, 浓度为 3. 8%和 6. 1%的 NaCl溶液在 7d 贮存期

内可分别抑制 E 型和 A 型肉毒梭菌产生毒素[ 16]。如同时使

用100mg/ kg 或更高浓度的 NO2, 2. 5%浓度的 NaCl溶液就可

抑制 E型肉毒梭菌毒素的产生, 3. 5% NaCl加 150mg/ kg NaNO2

对A 型肉毒梭菌也同样具抑制作用。对更长的培养时间或更

高的孢子接种量,其所需的 NaCl或 NaNO2 的用量也要相应提

高。

Roberts 等人系统地研究了肉酱中 NaCl、NaNO2、NaNO3、异

抗坏血酸、热处理温度、贮存的温度及时间对芽孢生长繁殖的

相互作用[ 17] , 他们发现:通过增强上述各种因素可明显降低毒

素的产生。不管酸性的提高是来自于外加的酸, 还是来自于

乳酸细菌,低 pH 对肉毒梭状芽孢杆菌的生长及毒素的产生有

拮抗作用已是不争的事实。在添加 0. 9% 蔗糖的腊肉中如接

种有胚芽乳杆菌, 经 4 周贮存, 49 个样品中只有 1 个产生毒

素。然而加蔗糖而不接种乳酸菌的样品中, 经 2 周贮存后, 52

个样品中就有 50个产生毒素。只添加 40mg / kg亚硝酸盐的样

品, 2周后 50 个样品有 47 个产生毒素, 但 30 个配方中加有

40mg/ kg亚硝酸盐及 0. 9%蔗糖, 并接种胚芽乳杆菌的样品, 无

一产生毒素。虽然这似乎是 pH 直接作用的结果, 但其它因素

也许也起作用。在以后的研究中, 在腊肉的制备过程中加入

了40 或 80mg / kg NaNO2、0. 7% 蔗糖, 并接人乳酸片球菌,将 A

型和 B型肉毒梭状芽孢菌孢子接种制成的腊肉中, 并经真空

包装,产品在 27 下, 经过 56d 培养后发现: 其抗肉毒毒素产

生特性方面要比对照组好得多。对照组腊肉中加入了 120mg/

kg 的NaNO2, 但不含蔗糖及乳酸菌
[18]。按上述配方制作的腊

肉(称为Wisconsin工艺)经感观评定师评定, 其品味优于传统

方法制得的腊肉
[19]
。与传统工艺相似的方面是Wisconsin 工

艺中也加入 550mg/ kg抗坏血酸钠或异抗坏血酸钠。

3. 2 亚硝酸盐- 山梨酸盐和其它亚硝酸盐混合物

为了降低腌肉中形成 N- 亚硝胺带来的潜在危害性, 1978

年美国农业部( USDA )首先将腊肉中 NO2 浓度降低至 120mg/

kg, 并规定其最大亚硝胺含量为 10 g / kg。虽然, 120mg/ kg 亚

硝酸盐加上 550mg/ kg抗坏血酸钠或异抗坏血酸钠足以降低肉

毒中毒危害性, 但在达到防止肉毒毒素产生这一目的的前提

下,尽可能降低硝酸盐含量是非常必要的。为此, 1978 年 US

DA 提出了允许在腌熏猪肉中添加 40mg/ kg 亚硝酸盐和0. 26%

山梨酸盐的建议。但一年以后, 由于按该配方生产的腊肉在

品味上存在一些问题, 这一建议被废止。然而, 许多研究小组

试验后认为: 0. 26% 的山梨酸盐结合使用 40 或 80mg/ kg 的亚

硝酸盐可有效地防止肉毒毒素的产生。

早期有关 40mg/ kg 亚硝酸盐加山梨酸盐对腊肉肉毒毒素

产生的抑制和延迟作用的研究中, Ivey 等人[ 20]在产品中接人

1100个/ g A型和 B 型孢子肉毒梭状芽孢孢子, 并将产品在

27 下保温, 进行为期 110d 的试验。在既无亚硝酸盐, 也无山

梨酸盐的情况下, 出现有毒样品的时间是 19d; 在 40mg/ kg 亚

硝酸盐、无山梨酸盐的情况下,出现有毒样品的时间是 27d; 对

含 40mg/ kg 亚硝酸盐、0. 26% 山梨酸盐或 0. 26%山梨酸盐、不

含亚硝酸盐的样品, 其产生有毒样品的时间平均超过 110d。

亚硝酸盐含量的降低可使熟腊肉中亚硝基吡咯烷含量降低。

Sofos 等人(见表 1)发表了一些不同的结果,认为 80mg/ kg 亚硝

酸盐才能使样品经 60d 贮存后不产生毒素。除了抑制肉毒梭

状芽孢杆菌外, 山梨酸盐还可减缓贮存过程中亚硝酸盐的分

解、消耗[ 21]。

异抗坏血酸的作用是通过螯合金属离子从而提高亚硝酸

盐的抑制作用, 尽管在某些情况下, 它可能因提高了残留亚硝

酸盐的消耗速度而降低了亚硝酸盐的功效
[ 22, 23]

。500mg/ kg的

EDTA 在提高亚硝酸盐功效方面似乎比异抗坏血酸更为有效,

但有关这方面的研究报道很有限。另一种螯合剂, 8- 羟基喹

啉作为亚硝酸盐增效剂的功效也得到了肯定。在猪肉糜中,

200mg/ kg 的 8- 羟基喹啉加上 40mg/ kg亚硝酸盐,在 27 下抑

制A型和 B 型肉毒梭状芽孢杆菌孢子混合液的时间可达

60d[ 24]。

表 1 亚硝酸盐和山梨酸盐对腊肉产生毒素的影响

(肉毒梭状芽孢杆菌 A 型和 B 型孢子接种子腊肉中, 于 27 下贮存

60d)

处理 产生的毒素量( % )

对照(无NO2、无山梨酸盐) 90. 0

0. 26%山梨酸盐,无NaNO2 58. 8

0. 26%山梨酸盐, 40mg/kg NaNO2 22. 0

0. 26%山梨酸盐, 80mg/ kgNaNO2 0. 0

无山梨酸盐, 120mg/ kgNaNO2 0. 4

在一份有关亚硝酸盐和山梨酸盐相互作用(影响)的评述

中证实,混合后的相对有效性取决于腌制盐成分和生产工艺

参数。在 pH5. 8~ 6. 0 的牛肝培养琼脂中,如加入 1. 0%、1. 55

或 2. 0%山梨酸盐, E 型肉毒梭状芽孢杆菌孢子的萌发率几乎

降至零。但在同样浓度下, 如 pH 调至 7. 0~ 7. 2,则发生异形

细胞的萌发和生长[ 25]。当 500mg/ kg 亚硝酸盐加入至含有山

梨酸盐的高 pH 介质中时,溶菌作用可以得到加强。这些研究
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者同时发现 ,在较高的 pH 下, 单独加人 500mg / kg 的亚油酸可

防止孢子的产生和生长。在 NaCl浓度增加或 pH 及贮存温度

下降时,山梨酸钾可明显降低猪肉酱中 A型和 B 型孢子形成

毒素的可能性
[26]
。法兰克福鸡香肠中, 在抑制产气荚膜梭状

芽孢杆菌生长方面, 山梨酸盐- betlaint 混合物与普通亚硝酸

盐体系有同样的效果[ 27]。

4 亚硝酸盐抑菌分子机理的研究进展

亚硝酸盐是一种富有活性的化学物质, 当被导入到复杂

的肉系统后 ,经历了复杂的化学互变和代谢机制( chemical in

terconversions and metabolism)。形成的一些复合物是稳定的但

是具有反应活性。只有很少的亚硝酸盐代谢产物比如氮气

( N2)可被认为是惰性的
[ 5]。当以亚硝酸盐形式添加肉组织

中,亚硝酸盐在细菌及组织还原物质作用下,形成 NO2 和 NO,

NO2 具有挥发性, 仅残留 NO, 所以进入组织中的物质仅为一

半,另一部分与肉组织反应而消失, 而 NO特别重要 ,有人认为

它是一种有毒气体,很难清除。NO 再与水结合形成硝酸或亚

硝酸,使肉色变淡。

Banwart定义了防腐剂抑菌作用的四个基本位点: 酶和其

它蛋白质;遗传系统; 细胞壁和细胞膜;必需营养素的连接[28]。

已经有很多方法用来检测肉中亚硝酸盐形成的复合物, 但是

这些方法局限性很大。或者它们只能检测某一些化学种类,

或者它们不能区分不同的种类。Griess 反应可以产生有色的

偶氮化合物,可以检测亚硝酸盐和相关的 N( III) 种 ,但是在有

氧条件下, NO能够转化成 NO。色谱层析法分析速度慢, 而且

可以导致种属的化学互变。电极法中 NO 易受存在的一些氧

化和还原复合物的作用, 当然最近的一些改进方法已经克服

了一些干扰。电磁自转共振 ( electron paramagnetic resonance,

EPR)光谱能够检测到一些亚硝酰类的物质如亚硝酰铁的复合

物( nitrosyl iron complexes) , 只要这些物质是顺磁性的, 即具有

奇数个电子。15N- 核磁共振可选择性的检测不同种类但是

不是很灵敏,不能检测含有 15N 的大分子物质,因此不能从数

量上检测添加到食品系统中的亚硝酸盐(以 N 计) [ 5]。

亚硝酸盐对肉毒杆菌的抑制作用在以上几个方面都取得

了一些进展。

4. 1 抑制 Fe- S蛋白和能量代谢

抑制呼吸作用特别是好氧微生物的呼吸作用一直被认为

是亚硝酸盐的可能的抑菌机理。这可以解释由巨噬细胞产生

的NO的细胞毒素活动, 能够抑制线粒体、细胞色素氧化酶和

细菌的末端氧化酶。

早在 1976年 O Leary和 Solberg 发现: 被亚硝酸盐抑制的

产气芽孢梭状杆菌的可溶性细胞化合物中自由- SH 基的浓

度由原来的 91%下降了[29]。Tompkin 等认为由亚硝酸盐产生

的亚硝酸,进而产生的 NO可与细菌的 Fe- S 蛋白反应[ 30]。Fe

- S 蛋白在好氧和厌氧细菌的能量代谢中都有重要作用, 因此

可能是亚硝酸盐、NO 和相应复合物的抑菌作用的靶目标。由

自然状态下铁硫蛋白的 [ 2F- 2S]和[ 4Fe- 4S]簇, 研究显示能

够经受温和状态下的亚硝酰基物的作用, 产生 EPR 可识别的

铁硫亚硝酰基的种群。一些学者认为: 亚硝酸盐主动传递和

电子传递的抑制作用, 是与亚硝酸盐对非血红素酶(例如: 铁

氧还原蛋白和脱氢酶)的抑制作用相一致的[ 31,32]。螯合剂的

存在可以提高抑制作用, 其机理可能源自于螯合剂与底物铁

的作用: 使更多的亚硝酸盐产生 NO, 并与微生物反应而变得

具有抗菌效果。

Woods 等研究了亚硝酸盐对肉毒梭状芽胞杆菌细胞作用

机制,尤其是葡萄糖的作用机制[ 33]。他们发现当将亚硝酸盐

添加到接种到含葡萄糖的介质中产气芽孢梭状杆菌的细胞悬

浮液中时,细胞间的 ATP浓度和从细胞排出丙酮酸迅速急剧

下降。丙酮酸增加说明亚硝酸盐是作用在 phosphoroclastic 系

统上的,而此系统是肉毒杆菌的 ATP重要来源。Phosphoroclas

tic系统将丙酮酸转化为二氧化碳、氢和乙酰磷酸,进一步由醋

酸激酶和 ADP作用转化为醋酸。此系统由三种铁硫蛋白组

成:丙酮酸: 铁氧化还原蛋白酶、铁氧化还原蛋白酶和氢化酶。

Wood 等推论认为亚硝酸盐抑制产气芽孢梭状杆菌的一个重

要机制即是 NO 与丙酮酸- 铁氧化还原蛋白酶( PFR)的非血红

素铁形成了复合物。

在Woods等的研究的基础上, Reddy 等研究将经过亚硝酸

盐- 抗坏血酸钠处理的肉毒梭状芽孢杆菌的抽提物在 EPR上

进行分析,发现 NO与铁硫化合物反应形成铁- 亚硝酰化物。

后者的存在导致了诸如铁氧化还原蛋白等 Fe- S- NO 复合物

的破坏
[ 34]
。

Carpenter等研究了亚硝酸盐和亚硝酰基复合物对丙酮酸:

铁氧化还原蛋白酶的作用机制,他们报道认为亚硝酸盐引起

肉毒梭状芽孢杆菌中的 EPR可识别的 Fe- S- NO复合物产量

变化[ 35]。

McMindes 和 Siedler认为亚硝酸盐中丙酮酸: 铁氧化还原

蛋白酶的抑制作用与巯基集团活动有关。

Payne等研究了不同抑菌作用的亚硝酰基复合物对肉毒

杆菌的 Fe- S 蛋白的作用机制, 他们研究发现复合物的细菌

活动和分离蛋白的抑制作用之间没有相关性[36] , 例如, RBS 对

铁氧化还原蛋白的 Fe- S 的聚簇作用很小, 而且 RBS 上的 Fe

- S 蛋白生长水平很低。他们推论认为 Fe- S- NO复合物可

能抑制了 Fe- S 的聚簇合成, 但其过程机理不明。

有研究认为 NO 钝化了其它 Fe- S 蛋白的活性。Fe- S 蛋

白中的 Fe- S 的聚簇, 其Fe 原子与 S 完全结合 ( fully coordinat

ed) ,因此在铁氧化还原蛋白对 NO 不是很敏感。但是柠檬酸

循环中的顺乌头酸酶参与柠檬酸盐和异柠檬酸盐的互变时,

因其含有[ 4Fe- 4S]簇所以极易受 NO的攻击。这是因为聚簇

中的一个铁原子不与半胱氨酸结合, 而与结合水或柠檬酸盐

结合。另一个对 NO敏感的Fe- S 蛋白是亚铁螯合酶, 它将铁

转化为血红素[ 37]。

乳酸菌对亚硝酸盐的抵抗作用是众所周知的, 但机理直

到现在才清楚: 这些菌中缺少铁氧还原蛋白。梭状芽孢杆菌

中含铁氧还原蛋白和氢化酶, 它们在丙酮酸厌氧降解过程中

具有电子传递作用产生 ATP、H2 和 CO2。梭状芽孢杆菌中的

铁氧还原蛋白其相对分子质量为 6000, 每摩尔含有 8 个铁原

子和 8个活泼态硫原子。

4. 2 抑制其它蛋白

Riha和 Solberg 认为亚硝酸盐对产气荚膜杆菌的抑菌作用

是作为亚硝酸提供的亚硝酸盐与含巯基的细菌细胞之间的反

应[ 38]。亚硝酸与硫醇反应产生亚硝基硫醇,对酶有抑制作用,

如 3- 磷酸甘油醛脱氢酶。与蛋白作用有关的硫醇和其复合

物如亚硝基半胱氨酸可以储备 NO, 并重新释放用于后续反

应,或将 NO转化为高亲核性的受体基团。

蛋白中的其它氨基酸也有上述种类 , 如亚硝基酪氨酸已

被用作哺乳动物的过氧亚硝酸盐是否存在的一个标记。亚硝

酸盐对赖氨酸的去氨基作用已被用作食品中蛋白是否与亚硝

50 现代生物医学进展 Progress in Modern Biomedicine 2006 Vol. 6 No. 3



酸盐反应得一个标记[ 39]。

4. 3 抑制 DNA和基因表达

亚硝酸盐在中性条件下不与 DNA 的碱基反应, 但是 NO

和亚硝基硫醇在过氧化物和氢过氧化物存在下分别发生

strand breakage[ 40]。这些反应在需氧条件下对李斯特菌和大肠

杆菌组织的抑制作用有所减弱。RNA 还原酶在 DNA 形成中

有重要作用,它是另一个 NO 和相关种群的作用位点。Kroncke

等研究发现 NO 能够攻击锌指类型 ( zinc finger- type)的 DNA

连接蛋白,影响到基因的调节作用[ 41]。

分子生物学技术的发展使许多研究者从抑制细菌的毒素

基因表达上开展了许多研究。Szabo等最先建立了检测肉毒梭

菌A~ E 型毒素基因的 PCR 技术[ 42] , 毒素产生需要毒素基因

的转录表达,通过测定转录时产生的短期的 RNA, 可以替代实

际毒素的检测。应用实时 PCR( Real- time PCR)和竞争性反转

录 PCR( competitive reverse transcription PCR, cRT- PCR)方法已

成功用于肉毒梭状芽胞杆菌 E 种毒素基因表达的检测[ 43,44]。

Sharkey等应用 cRT- PCR分别对亚硝酸盐和山梨酸盐对肉毒

梭状芽胞杆菌 E种的 mRNA抑制作用进行了研究,发现 pH 7.

0 的介质中添加 1mg/ mL山梨酸钠或 0. 1mg/ mL分别使总 RNA

中毒素mRNA 的量减少了 10%和 25% [ 45]。

4. 4 抑制细胞壁和细胞膜

芽孢杆菌的细胞壁上有 DL- 二氨基庚二酸盐和半乳糖,

在电镜下观察,它属于典型的革兰氏阳性菌, 有一个无定形的

电子密集的内层,和一个排列规则的具有圆柱形亚组(通常指

的是 Slayer) 的外层。Slayer 蛋白分子量是 40 到 200kDa, 从

Clostridium difficile中已分离出 32 kDa 和45 kDa 两种蛋白[5]。

一些抑菌剂通过抑制细胞壁的单体或它们的多聚合物以

抑制细胞壁的合成,其它作用没有进入细胞中,一种与细胞壁

或细胞膜的反应可能是改变细胞的渗透性, 削弱营养成分通

过细胞的运输,或者使细胞成分的流失。只有对细胞壁的破

坏通常不能杀死细菌的细胞, 反而增加渗透性会增加有毒种

群的进入。

O Leary和 Solberg 发现14mM 的亚硝酸盐抑制产气荚膜杆

菌后呈现深灰色或棕色, 其均匀性也发生了改变并且很难在

缓冲液中分散。他们推论认为这种着色与细胞壁或细胞膜的

破坏有关[ 46]。Payne等也发现芽孢杆菌的细胞在硫化铁、半胱

氨酸和亚硝酸盐的混合液存在下颜色更深, 且发生聚集。

Buchman 和Hansen 在研究亚硝酸盐和 S- 亚硝基硫醇对 Bacil

lus cereus T 的芽孢生长的抑制作用机制时发现, 亚硝酸盐对需

氧菌的抑制作用与膜巯基基团( membrane sulfhydryl groups)的钝

化有关,而这些巯基基团对细胞的发育有重要作用, 更为重要

的是,研究结果联系了巯基修正作用和实际抑制作用, 可能的

靶蛋白是参与营养运输的重要蛋白[ 47]。当将SNP添加到产芽

孢杆菌和 L. monocytogenes 的培养基中后,发现顺磁性的种群

减少,并在几十分钟内腐烂( decay)。这说明硝普盐与硫醇发

生了反应,放出了 NO。快速的内在反应与细胞膜的硫醇基团

消失有关。但是,研究发现通过这种处理芽孢杆菌被破坏, L.

monocytogenes 不发生反应。通过对比发现, L . monocytogenes 在

厌氧和需氧条件下对 Roussin 黑盐( Roussin s black salt, RBS)非

常敏感,这就说明两种复合物的抑制机制是不相同的。

也有研究发现在一些亚硝基复合物存在下细胞发生了消

散( lysis) , 产芽孢杆菌在 RBS 和 SNP 存在下的细胞生长用电镜

观察, 低浓度时出现水泡 , 高浓度时发生消散。通过对比发

现,在亚硝酸盐、NO 或 SIN- 1 的杀菌浓度下没有发现细胞的

消散,因此可能细胞消散是下疳的次生效应或者存在其它的

抑菌机制[ 48]。

5 腌制肉中亚硝酸盐抑菌分子机理的

研究展望

亚硝胺能成为食品组成分, 是通过使用亚硝酸盐作为添

加剂,然后通过加工制备过程而形成。腌制肉已引起人们的

极大注意,是因为加进亚硝酸盐形成亚硝胺的潜力最大, 并且

因为摄取的亚硝酸盐可能导致胃中亚硝胺的形成。解决 亚

硝酸盐问题 有两个关键方法,其一是利用可以全部或部分代

替亚硝酸盐的试剂; 其二是在含有正常亚硝酸盐含量的食品

中利用可以阻止亚硝胺类化合物形成的试剂。研究腌制肉中

亚硝酸盐抑菌机理特别是分子机理可为解决 亚硝酸盐问题

提供理论依据。

研究亚硝酸盐抑菌的分子机理, 包括亚硝酸盐如何对细

菌靶细胞进行定位、攻击和反应从而产生抑制作用, 然后选择

和设计可以模拟亚硝酸盐抑菌机理的复合物, 作为替代亚硝

酸盐的新的食品防腐剂、抗氧化剂或广义的抑菌剂[ 5]。这是

将来的研究方向和前景。
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