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摘要：ε-聚赖氨酸是一种高安全性天然食品防腐剂，具有抑菌谱广、抑菌活性强的特点。该研究以大肠杆菌（Escherichia coli）

和枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）为指标菌，利用荧光探针 5-氰基-2,3-二甲苯基氯化四唑检测菌体细胞在 ε-聚赖氨酸处理前后的代

谢活性，计算相对活性，考察 ε-聚赖氨酸的杀菌效果，利用 Linear 和 Weibull 模型拟合杀菌动力学过程。结果表明：液体体系条件下

低质量分数（0.005%）ε-聚赖氨酸与大肠杆菌作用 15 min，活性下降至起始活性的 86.33%，120 min 时为 73.44%；ε-聚赖氨酸作用质

量分数为 0.025%时，处理 15 min 时活性为起始活性的 21.06%，120 min 时仅为 3.61%。ε-聚赖氨酸杀灭枯草芽孢杆菌的效果与大肠

杆菌相近。动力学分析显示 ε-聚赖氨酸杀菌效果的 Linear 模型拟合度低，R2值低于 0.70，Weibull 模型在测试质量分数范围可精确拟

合杀菌动力学过程，R2值大于 0.97。该研究表明基于细胞代谢活性指标，Weibull 模型可准确拟合 ε-聚赖氨酸杀菌动力学过程。 
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Abstract: ε-Poly-L-lysine (ε-PL) is a natural and safe food preservative with a broad-spectrum and strong antimicrobial activity. In the 

present study, Escherichia coli and Bacillus subtilis were used to investigate their metabolic activity before and after treatment with the 

fluorescent probe, 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride. The relative activity was calculated to investigate the bactericidal effect of ε-PL. 

Both the Linear and Weibull models were used to describe the bactericidal dynamics of ε-PL. For E. coli in liquid culture, a low-concentration of 

ε-PL (0.005%) applied for 15 and 120 min decreased metabolic activity of E. coli to 86.33% and 73.44% of its original activity, respectively. 

When a relative higher concentration of 0.025% was used, E. coli metabolic activity was only 21.06% after 15 min treatment and 3.61% at   

120 min treatment. The bactericidal effect of ε-PL on B. subtilis was similar to that on E. coli. The kinetic analysis revealed that the fit of the 

Linear model was low, with an R2 value <0.70. By contrast, the Weibull model showed a better fit in all test concentrations of ε-PL against E. 

coli and  B. subtilis, with an R2 value >0.97. The findings indicate that using metabolic activity as an index, the Weibull model can accurately fit 

the bactericidal kinetics of ε-PL. 
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ε-聚赖氨酸（ε-Poly-L-Lysine）是放线菌合成的一

种 L-赖氨酸聚合物，最先由日本科学家于 1977 年发

现[1]。ε-聚赖氨酸的单体分子间通过 α-羧基与 ε-氨基 
连接，与蛋白质分子的肽键不同。ε-聚赖氨酸抑菌谱

广，对细菌、酵母菌、霉菌有抑菌作用[2]，对病毒也有

抑制作用[3]。ε-聚赖氨酸易溶于水，耐热性能好[4]。动物

试验证实 ε-聚赖氨酸安全无毒、无体内残留、易生物降

解以及无致畸变性[5]。因此，ε-聚赖氨酸是一种理想的

天然食品防腐剂。2013 年美国 FDA 批准 ε-聚赖氨酸

GRAS（Generally Recognized as Safe）地位，已用于米

饭、软饮料、蛋类制品、沙拉、鱼、奶酪、调味品等食

品的防腐保鲜[4,6]。我国于 2014 年批准 ε-聚赖氨酸可用

于果蔬汁类、焙烤食品和熟肉制品等食品的防腐。 
目前，化学合成类防腐剂大量应用于食品防腐，

以延长保质期，但另一方面，随着人们对其潜在危害

的进一步认识，以及人们食品安全意识的提高，天然

来源的防腐剂因其高安全性而受到人们的青睐，其替

代化学防腐剂已成为必然趋势。ε-聚赖氨酸作为一种

微生物来源的天然食品防腐剂，市场需求大，商业开

发价值高，因此，ε-聚赖氨酸研究一直受到研究人员

的关注，包括生物合成机制[7]、高效发酵工艺开发[8,9]、

及其在奶制品[10]、水产品[11]、水果[12]等食品中的应用

效果评价。 
ε-聚赖氨酸主链含有多个-NH2基团，pKa 值约为

9.0[4]，使得其在生理条件下呈多正电荷特性。已有研

究报道均显示 ε-聚赖氨酸抑菌机制的研究较系统且深

入[13-16]。目前，研究人员认为 ε-聚赖氨酸可经静电相

互作用吸附至带负电荷的微生物细胞膜，并破坏细胞

膜，导致胞内细胞物质泄露，同时还可进入胞内与

DNA 结合，最终影响基因表达[15,17]。抑菌机制的阐明

为 ε-聚赖氨酸在食品工业中的实际应用提供了一定的

科学依据，有利于设计与制定应用方案。 
杀菌动力学的数学模型是研究杀菌技术的关键理

论之一，对杀菌技术的实际应用具有理论指导意义。

动力学模型在热杀菌技术如微波加热[18]、射频加热[19]、

脉冲强光[20]，以及非热杀菌技术如超高压[21]、高压均

质[22]、紫外线[23]等的杀菌效果评价中得到应用，并在

强杀菌剂如焦炭酸二甲酯[24]、高浓度臭氧水[25]等杀菌

效果的拟合中得到成功应用。目前，尽管人们对 ε-聚赖

氨酸抑菌机制的研究较深入，但作为一种强杀菌剂，其

杀菌动力学研究迄今未见报道，因此，亟需对 ε-聚赖氨

酸的杀菌动力学进行研究，将为其在食品防腐中的应

用以及为天然消毒剂开发提供极有价值的理论依据。 
荧光探针 5- 氰基 -2,3- 二甲苯基氯化四唑

（5-Cyano-2,3-Ditolyl Tetrazolium Chloride, CTC）是一

种无色水溶性唑盐，可被活性微生物细胞膜上的电子

呼吸传递链中的脱氢酶还原为一种非水溶性的荧光物

质，沉积于细胞，在一定波长激光激发下发射红色荧

光，活性细胞呈红色，而死细胞无红色荧光，荧光强

度与呼吸活性有密切关系[26,27]。本研究以常见的食源

性腐败微生物大肠杆菌（Escherichia coli）和枯草芽孢

杆菌（Bacillus subtilis）作为指示菌，利用细胞代谢活

性检测的荧光探针 CTC 检测细胞代谢活性，基于残活

性率的对数值，利用 Linear 和 Weibull 模型拟合 ε-聚
赖氨酸杀菌的动力学曲线。 

1  材料和方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  试剂与仪器 
BS02 CTC 快速染色试剂盒，日本同仁化学研究

所；ε-聚赖氨酸，浙江银象生物工程有限公司，分子

量约 3 500~4 000；二甲基亚砜为化学纯，国药集团产

品；Ultrospec 6300 pro 紫外可见分光光度计，美国

Amershan Biosciences；5417 台式高速冷冻离心机，德

国 Eppendorf 公司。 
1.1.2  菌株 

大肠杆菌（E. coli）ATCC 8099 和枯草芽孢杆菌

（B. subtilis）ATCC 9372，本实验室保藏。 
1.1.3  培养基和试剂 

营养肉汤：蛋白胨 10 g，牛肉膏 3 g，NaCl 5 g，
1 000 mL 去离子水；营养琼脂：营养肉汤按每升添加

18~20 g 琼脂，即为营养琼脂。 

1.2  菌液制备 

活化后的大肠杆菌和枯草芽孢杆菌接种至装有

30 mL 营养肉汤的 150 mL 三角瓶，37 ℃、200 r/min
培养 18 h，生长至对数生长期后期。基于营养琼脂培

养基，倾注平板计数法测试菌体浓度。 
吸取 20 mL 菌液，8 000 r/min 离心 10 min，收集

菌体，弃上清，用 0.85%（m/m）无菌生理盐水洗涤 2
次，最后重悬至无菌生理盐水，并调节菌体浓度约

1×109 CFU/mL。 

1.3  杀菌处理 

吸取 5 mL 菌液至 10 mL 离心管，加入质量分数

0.5% ε-聚赖氨酸溶液（去离子水配制），使其质量分

数为 0.005%~0.025%，立即混匀，并开始计时 120 min，
每隔 15 min 或 30 min 取样 0.1 mL，取样后即用无菌

去离子水 10 倍稀释至 1 mL，立即测试细胞活性。每
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个质量分数 3 个重复，未 ε-聚赖氨酸处理的为对照。 

1.4  代谢活性测定 

染色步骤参照 BacStain 快速染色试剂盒（BS02）
操作说明。1 mL 样品中依次加入 20 μL 50 mmol/L 
CTC 溶液和 5 μL 增强剂，混匀，30 ℃染色 30 min。
CTC 还原产物的提取参照文献[25]。染色后的样品    
8 000 r/min 离心 10 min，弃上清，加入 1 mL 二甲基

亚砜，枪头吸打将细胞打散，以充分抽提还原产物， 
抽提时间 10 min，期间吸打 1~2 次。8 000 r/min 离心

10 min，上清 470 nm 处测吸光度值，二甲基亚砜为空

白调零。处理前的样品，假设菌体细胞的活性为100%，

其余样品依据吸光度值计算相对活性，以百分率表示。 

1.5  数学模型 

1.5.1  一级动力学模型  
该模型假设同一种群细菌具有相同的抗逆性，致

死动力学可用 Linear 模型来描述[20]，即细菌下降的对

数值随时间的变化呈线性变化，用式（1）表示。 

D
t

N
N

−=
0

lg                             （1） 

式中： 

N0——杀菌处理前样品含有的菌落总数； 

N——处理后样品含有的菌落总数； 

t——处理时间，min； 

D——指数递减时间，即杀灭 90%的微生物所用的时间，

min。 

本实验对式（1）略作修改。 

D
t

A
A

−=
0

lg                              （2） 

式中： 

A0——起始样品的 CTC 还原产物的吸光度值； 

A——杀菌处理后的吸光度值， 

t 和 D——同式（1）。 

1.5.2  Weibull 模型  
该模型广泛应用于非热加工过程的微生物失活动

力学分析，假设同一种群中的细菌具有不同的抗逆  
性[22]，其模型方程用式（3）表示。 

nbt
N
N

−=
0

lg                             （3） 

式中： 

N0、N、t——同式（1）； 

b——比例因子，即动力学模型中时间 t 对杀菌动力反应

所占比例大小； 

n——形状因子，n 的大小决定了曲线形状，n>1 时曲线向

上凸，n=1 时曲线为一直线，n<1 时曲线向下凹。 

本实验采用改进的方程式。 
nbt

A
A

−=
0

lg                             （4） 

式中： 

A0、A——同式（2）； 

b、n——同式（3）。 

1.6  模型的验证和评价 

采用均方根误差 RMSE、决定系数 R2、精确因子

Af和偏差因子 Bf 4 个参数评判 Weibull 模型拟合度的

优劣[25,28,29]。计算公式如下： 
2( )p aC

n
∑ −

=                          （5） 

lg( / )

f 10
p a

nA
∑

=                          （6） 

lg( / )

f 10
p a

nB
∑

=                          （7） 

式中： 

C——均方根误差（RMSE）； 

p——预测值； 

a——实际值； 

n——实验次数； 

Af——精确因子； 

Bf——偏差因子。 

Af反映了预测值与实际值偏离的程度，其值越接

近 1，表明模型的预测值与实际值相差越小，模型越

精确。Bf 为偏差因子，Bf＞1 时表示模型预测值高于

实测值，Bf＜1 时表示模型预测值低于实测值，Bf 越

接近 1，模型拟合度越高。决定系数 R2和 RMSE 表示

模型的精确度、可靠度，R2越接近 1，RMSE 越小，

模型拟合度越高。 

1.7  数据统计与分析 

本文所有实验均平行 3 次，结果以平均值±标准

差表示。Excel 2003 和 Origin 8.0 软件用于数据绘图和

模型拟合。 

2  结果和讨论 

2.1  不同 ε-聚赖氨酸质量分数对大肠杆菌和

枯草芽孢杆菌活性的影响 

CTC 是一种常规的细菌活性检测探针，广泛应用

于土壤、水体等样品的微生物检测[30-32]。ε-聚赖氨酸
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（质量分数 0.01%）与大肠杆菌作用 30 min，CTC 染

色结果如图 1 所示。ε-聚赖氨酸处理后的大肠杆菌

CTC 染色呈微弱红色，表明其代谢活性低，而未处理

的对照，细胞发射出强烈红色荧光，由此可见，ε-聚
赖氨酸对微生物细胞的破坏作用极为迅速，原因在于

其经静电相互作用迅速吸附至大肠杆菌细胞表面并破

坏细胞膜。进一步提高 ε-聚赖氨酸的作用质量分数，

菌体细胞红色则变得更为微弱。ε-聚赖氨酸对枯草芽

孢杆菌的作用与大肠杆菌相近。 

 
图1 大肠杆菌在质量分数0.01% ε-聚赖氨酸处理前后的CTC

染色结果 

Fig.1 CTC staining results of E. coli samples after ε-PL 

treatment at a mass concentration of 0.01% 

 

 
图2 不同 ε-聚赖氨酸质量分数处理大肠杆菌和枯草芽孢杆菌

的活性变化 

Fig.2 Change curves of metabolic activity of E. coli and 

 B. subtilis exposed to various concentrations of ε-PL 

报道显示，ε-聚赖氨酸对细菌的抑菌活性强，对

大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌的最小抑

菌质量浓度分别为 1~12.5、1 和 4~12.5 μg/mL[2,14]。不

同 ε-聚赖氨酸质量分数和处理时间对大肠杆菌和枯草

芽孢杆菌活性的影响见图 2。未处理的对照，菌体细

胞在测试时间内的活性基本保持不变，而 ε-聚赖氨酸

处理大肠杆菌和枯草芽孢杆菌 15 min，活性发生显著

下降，提高处理质量分数活性下降也更明显，作用时

间超过 15 min 后代谢活性呈缓慢下降，由此可知，液

体体系下 ε-聚赖氨酸对微生物细胞的破坏作用迅速。 
大肠杆菌与质量分数 0.005% ε-聚赖氨酸作用  

15 min，活性下降较少，为起始活性的 86.33%，作用

120 min 时下降至 73.44%；高质量分数 ε-聚赖氨酸

（0.025%）作用 15 min，活性仅为起始的 21.06%，作

用时间 120 min 时活性下降至仅 3.61%。ε-聚赖氨酸处

理枯草芽孢杆菌，0.005% ε-聚赖氨酸作用 15 min 时，

菌体细胞活性仍较高，为起始活性的 88.54%，作用  
120 min时为70.84%；提高ε-聚赖氨酸质量分数至0.025%，

处理15 min时活性仅为起始活性的16.45%，作用120 min
仅为2.58%。基于 ε-聚赖氨酸作用质量分数和时间对代谢

活性的影响程度，可知 ε-聚赖氨酸对革兰氏阴性菌和革兰

氏阳性菌的杀菌效果相近，与文献报道相近[16]。 

2.2  ε-聚赖氨酸对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌杀

菌效果的 Linear模型拟合 

 

 
图3 不同 ε-聚赖氨酸质量分数（0.005%~0.025%）处理下大肠

杆菌及枯草芽孢杆菌线型模型拟合曲线 

Fig.3 Fitting curves of linear model for E. coli and B. subtilis 

under different ε-PL concentrations (0.005%~0.025%) 
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杀菌动力学的研究是通过数学模型来描述杀菌技

术对微生物的杀灭过程，是评价灭菌技术杀菌效果的

重要方法，对杀菌技术的实际应用提供理论指导。目

前，常见的杀菌动力学模型有 Log-logistic 模型、

Weibull 模型、Dose-response 模型及一级动力学模型

Linear 模型[25,29,33]。 
不同质量分数 ε-聚赖氨酸杀菌效果的 Linear 模型

拟合结果见图 3。不同质量分数 ε-聚赖氨酸处理大肠

杆菌和枯草芽孢杆菌时，部分实际值与拟合曲线有较

大偏离，尤其是 ε-聚赖氨酸作用质量分数较高时，即

0.02%和 0.025%，作用 15 min 与 30 min 时的实测值

与拟合曲线的偏离程度较大，由此可见在 ε-聚赖氨酸

作用质量分数较高的条件下，Linear 模型拟合效果差。 
表1 不同 ε-聚赖氨酸质量分数处理下大肠杆菌及枯草芽孢杆

菌的线性模型的拟合参数 

Table 1 Fitting parameters of linear model for E. coli and  

B. subtilis under different ε-PL concentrations 

ε-聚赖氨酸 
质量分数/% 

大肠杆菌  枯草芽孢杆菌

D R2  D R2 

0.005 714.29 0.46  625.00 0.68

0.010 416.67 0.27  303.03 0.20

0.015 263.16 0.35  212.77 0.22

0.02 137.00 0.44  109.89 0.46

0.025 71.43 0.67  64.52 0.59

Linear 模型的拟合参数见表 1。不论是大肠杆菌

还是枯草芽孢杆菌，D 值 ε-聚赖氨酸质量分数的增加

而降低，显示 ε-聚赖氨酸的杀菌效果随质量分数增加

而增强。ε-聚赖氨酸作用质量分数 0.005%时，决定系

数 R2 值略高，即大肠杆菌 R2=0.46 和枯草芽孢杆菌

R2=0.68，作用质量分数提高至 0.01%和 0.015%时变

小，后又呈变大趋势。由此可见在 ε-聚赖氨酸测试质

量分数范围内，Linear 模型拟合度低。实验中发现    
ε-聚赖氨酸质量分数较高时，短时间内就可导致菌体

细胞的活性显著下降；在较低作用质量分数下，活性

变化则较为缓慢。推测 ε-聚赖氨酸质量分数较低时（＜

0.005%），Linear 模型或可取得较高拟合程度的曲线，

作用质量分数较高时，为获得理想的拟合效果，应增

加检测点和缩短作用时间。 

2.3  ε-聚赖氨酸对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌杀

菌效果的Weibull模型拟合 

Weibull 是一种广泛应用于杀菌动力学模拟的数

学模型[28,29,33]。图 4 为不同质量分数 ε-聚赖氨酸杀灭

大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的 Weibull 模型拟合曲线。

不同质量分数 ε-聚赖氨酸处理对大肠杆菌和枯草芽孢

杆菌的杀菌效果，Weibull 模型的拟合程度高，只有少

数实测点与拟合曲线发生一定偏离，因此，Weibull
模型可准确拟合 ε-聚赖氨酸的杀菌动力学过程。 

不同质量分数 ε-聚赖氨酸杀灭大肠杆菌和枯草

芽孢杆菌的 Weibull 模型参数见表 2。测试质量分数

范围内，无论作用于大肠杆菌还是枯草芽孢杆菌，模

型的决定系数 R2均大于 0.97，Af和 Bf因子均接近 1，
RMSE 值极低，因此，Weibull 模型可以精确拟合    
ε-聚赖氨酸杀菌动力学过程，可用于 ε-聚赖氨酸的杀

菌效果拟合。 
杀菌动力学研究中，研究人员大都基于培养法的

平板计数法分析杀菌处理前后的活菌数，基于残活率

的对数值 lg(N/N0)进行拟合[18,19,22]。因此，本研究基于

代谢活性进行杀菌动力学曲线的拟合，有一定创新性。 
表2 不同 ε-聚赖氨酸质量分数处理大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的Weibull模型参数 

Table 2 Fitting parameters of Weibull model for E. coli and B. subtilis under different ε-PL concentrations 

菌种 ε-聚赖氨酸质量分数/% b n Af Bf RMSE R2 

大肠杆菌 

0.005 0.03 0.31 1.01 1.00 0.03 0.99 

0.01 0.07 0.23 1.00 1.00 0.02 0.99 

0.015 0.10 0.26 1.00 1.00 0.02 0.99 

0.02 0.17 0.29 1.00 1.00 0.02 0.99 

0.025 0.21 0.40 1.01 1.00 0.03 0.98 

枯草芽孢杆菌 

0.005 0.02 0.44 1.01 1.00 0.03 0.98 

0.01 0.11 0.22 1.01 1.00 0.02 0.99 

0.015 0.16 0.22 1.04 1.00 0.07 0.97 

0.02 0.21 0.30 1.00 1.00 0.02 0.99 

0.025 0.28 0.36 1.00 1.00 0.02 0.99 
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图4 不同 ε-聚赖氨酸质量分数（0.005%~0.025%）杀灭大肠杆

菌和枯草芽孢杆菌的Weibull模型拟合曲线 

Fig.4 Fitting curves of Weibull model for E. coli and B. sublitis 

under different ε-PL concentrations (0.005%~0.025%) 

3  结论 

杀菌动力学研究是科学评价灭菌技术的一种重要

手段。本文采用细胞代谢活性作为杀菌效果评价指标，

残代谢活性百分率的对数值代替基于菌落数残活率的

对数值用于 ε-聚赖氨酸杀菌效果的拟合。ε-聚赖氨酸

作用质量分数 0.005%时，对大肠杆菌及枯草杆菌代谢

活性有一定影响，随质量分数增大，活性显著下降，

0.025% ε-聚赖氨酸作用 15 min 后，菌体细胞仅显示微

弱活性。动力学分析显示 Linear 模型拟合度较低，R2

值小于 0.7，Weibull 模型拟合度高，R2值大于 0.97。
基于代谢活性的指标，Weibull 数学模型可用于 ε-聚赖

氨酸杀菌效果的准确拟合。 
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