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酸性氧化电位水对铜绿假单胞菌的杀菌机制研究
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［摘　要］　目的　探讨酸性氧化电位水（ＥＯＷ）对铜绿假单胞菌的杀菌机制。方法　以铜绿假单胞菌作为研究对

象，从蛋白质渗漏，核酸和细胞膜钙离子通透性等方面对ＥＯＷ 的杀菌机制进行研究，同时以２％戊二醛作为阳性

对照组，以生理盐水（ＮＳ）作为阴性对照组。结果　以 ＥＯＷ、２％戊二醛对铜绿假单胞菌作用３０ｓ杀灭率＞

９９．９９％，作用６０ｓ杀灭率可达１００．００％。ＥＯＷ、ＮＳ、２％戊二醛作用铜绿假单胞菌６０ｓ后，经ＢＣＡ法检测蛋白渗

漏，分别为（９６．００±７．４２）、（９４．１５±７．４９）、（２１６．９７±１０．３５）μｇ／ｍＬ，总体比较，差异有统计学意义（犉＝６１３．２０，犘

＜０．０１），２％戊二醛组高于ＥＯＷ组、ＮＳ组；蛋白渗漏量不随作用时间增加而改变（均犘＞０．０５）。随机多态性扩增

ＤＮＡ电泳图谱显示，ＥＯＷ组与ＮＳ组均在５００～１０００ｋｂ间显示亮度较高的密集条带，２％戊二醛组无扩增条带。

ＥＯＷ及２％戊二醛作用后钙离子荧光强度均低于ＮＳ组。结论　ＥＯＷ可能的杀菌机制是使铜绿假单胞菌细胞膜

通透性受到一定程度的损伤，致使Ｃａ２＋泄漏，但未能造成蛋白质泄漏，对其核酸损伤作用不明显，ＤＮＡ可能并非

ＥＯＷ杀菌靶点。
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１７，１６（１）：４１－４５］

　　酸性氧化电位水（ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｏｘｉｄｉｚｉｎｇｗａｔｅｒ，

ＥＯＷ）自１９８７年由日本研发问世后，其以安全、高

效、环保等优点，在抗感染方面，包括国内外医疗，食

品等领域均发挥了显著效果。以往对于ＥＯＷ 杀菌

机制的研究主要侧重于某一理化性质，认为ＥＯＷ

中起主导作用的杀菌因素包括低酸性，高氧化还原

电位ＯＲＰ，活性氧以及有效氯
［１］，其中有效氯起主

导作用。ＥＯＷ 使细菌胞壁皱缩降解，进而胞质内

蛋白质变性酶失活［２］；抑制了细胞呼吸作用，降低了

细胞膜上的Ｎａ＋／Ｋ＋－ＡＴＰ酶活性，导致细胞内大

分子物质泄漏［３］。关于ＥＯＷ 杀菌机制尚无统一定

论，存在争议，还需进一步深入研究。本实验以铜绿

假单胞菌作为研究对象，从蛋白质渗漏，核酸和细胞

膜钙离子通透性等方面对ＥＯＷ的杀菌机制进行研

究，同时以２％戊二醛作为阳性对照组，以生理盐水

（ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ，ＮＳ）作为阴性对照组进行研究。

１　材料与方法

１．１　实验材料与仪器　铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ

１５４４２由第四军医大学附属西京医院检验科提供。

ＥＯＷ 由酸性氧化电位水生成器日本圣太科（规格

型号ＳＯＮＴＥＣＨ１０００）生成，２％戊二醛购于山东利

尔康有限公司，ＳＸ６１０型笔式ｐＨ 计和ＯＲＰ检测

笔，有效氯检测仪ＳＪ／ＳＣＬ５０１Ｃ，天根细菌ＤＮＡ提

取试剂盒，天根ＢＣＡ蛋白质定量试剂盒，随机引物

序列设计参照文献［４］，为５’ＡＧＣＧＧＧＣＣＡＡ３’，

由上海生工生物工程有限公司合成引物，普通ＰＣＲ

仪 ＭｙＣｙｃｌｅｒ，ｃｗｂｉｏ２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于北京康

为世纪，碧云天生物技术Ｆｌｕｏ３ＡＭ（钙离子荧光探

针），酶标仪 Ｍｏｄｅｌ６８０，紫外分光度计ＤＵ５３０。图

像处理采用ｉｍａｇｅＪ软件。

１．２　中和剂鉴定试验　试验菌铜绿假单胞菌为

ＡＴＣＣ１５４４２，ＥＯＷ中和剂为１％硫代硫酸钠，２％戊

二醛中和剂为甘氨酸＋吐温１００＋卵磷脂，中和剂均

用ＰＢＳ配制后经高压蒸汽灭菌，进行中和剂鉴定。

根据２００２版《消毒技术规范》试验平行设置６组。

１．３　杀菌效果测定　取２４ｈ细菌新鲜培养液，配

制试验用菌悬液，取１ｍＬ菌悬液加入至９ｍＬ消毒

剂中，混匀，分别作用６０、１２０ｓ后，立即取１ｍＬ混

合液加入到９ｍＬ中和剂中作用１０ｍｉｎ，对照组用

ＮＳ进行同样操作。吸取０．２ｍＬ采用平板倾注计

数法进行菌落总数测定，ＴＳＡ 培养基３７ ℃培养

２４ｈ后，进行菌落计数，试验重复３次。

１．４　蛋白渗漏量测定

１．４．１　样本制备　配制实验用菌悬液，取４支无菌

试管中分别加入０．５ｍＬ菌悬液，试验组分别加入

４．５ｍＬＥＯＷ（ｐＨ＝２．７）、２％戊二醛及ＮＳ，作用至

预定时间后，分别经φ＝０．２２μｍ微孔滤过膜滤过，

取滤液备用。

１．４．２　二喹啉甲酸法（ＢＣＡ法）标准蛋白配制及测

定　参照天根ＢＣＡ蛋白定量试剂盒说明书：（１）用

ＮＳ稀释标准品；（２）根据样本数量按５０∶１配制

ＢＣＡ工作液，充分混匀；（３）吸取２５μＬＢＳＡ标准液

和待测细菌滤液加入到９６孔板；（４）每孔加入

２２０μＬＢＣＡ工作液，混匀，加盖３７℃孵育３０ｍｉｎ

后冷却至室温，酶标仪检测５６２ｎｍ处吸光度。（５）

以ＯＤ值为横坐标，标准蛋白浓度为纵坐标绘制标

准曲线，根据标准曲线计算３组蛋白渗漏量。

１．５　对铜绿假单胞菌ＤＮＡ的作用

１．５．１　对铜绿假单胞菌提纯ＤＮＡ的作用　ＤＮＡ

样本制备：取２４ｈ新鲜细菌培养液，参照天根细菌

ＤＮＡ基因组提取试剂盒说明书进行 ＤＮＡ 提取。

取１μＬ提纯ＤＮＡ，分别加入至９μＬＥＯＷ、２％戊

二醛、ＮＳ中作用６０ｓ，迅速加入至９０μＬ中和剂混

匀，作用１０ｍｉｎ备用。

１．５．２　铜绿假单胞菌随机多态性扩增　 随机引物

５’ＡＧＣＧＧＧＣＣＡＡ３’，１０μＬ 反 应 体 系：引 物

２μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１μＬ，ＴａｑＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ６μＬ；扩增条件：９４℃２．５ｍｉｎ，变性９４℃４５ｓ，

退火４１℃１ｍｉｎ，延伸７２℃１．５ｍｉｎ，共３０个循环，

７２℃５ｍｉｎ，扩增完成后进行琼脂糖凝胶电泳检测。

１．６　对铜绿假单胞菌细胞膜通透性的作用　制备

菌悬液，取１００μＬ分别加入至９００μＬＥＯＷ、２％戊

二醛及ＮＳ中混匀，作用６０ｓ后取混合液１００μＬ分

别加入到９００μＬ中和剂中作用１０ｍｉｎ，每管避光

加 １ μＬ 荧 光 探 针 Ｆｌｕｏ３ＡＭ，使 其 终 浓 度

５μｍｏｌ／Ｌ，震荡混匀后置于３７℃恒温箱孵育４５ｍｉｎ

进 行 探 针 装 载，装 载 完 成 后 将 各 管 离 心

８０００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ，弃上清后加入１０００μＬ 无菌
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ＰＢＳ缓冲液漂洗２次，进行激光共聚焦观察。

１．７　统计处理　应用ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进行

统计分析，多组间比较用方差分析法进行差异分析，

数据采用均数±标准差（狓±狊）表示，两组间比较采

用ＳＮＫ检验法，犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　中和剂鉴定结果　中和剂鉴定结果显示，第１

组无菌生长，第２组菌落生长较第１组多，第３、４、５组

菌落生长数比较，差异无统计学意义，第６组无菌生

长。ＥＯＷ组间菌落数误差率为９．１１２％，２％戊二醛组

间菌落误差率为９．０８６％，中和剂鉴定合格。见表１。

２．２　杀菌试验结果　以ＥＯＷ（ｐＨ＝２．７，有效氯含

量４０ｍｇ／Ｌ）及２％戊二醛对铜绿假单胞菌标准菌

株ＡＴＣＣ１５４４２作用３０ｓ杀灭率＞９９．９９％，作用

６０ｓ杀灭率可达１００．００％，两种消毒剂对铜绿假单

胞菌杀菌效果比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

ＮＳ对照组平均菌落数为２０．２０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。

表１　不同组别中和剂鉴定结果（平均回收菌落数，×

１０６ＣＦＵ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｒｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓ（Ａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｃｏｖｅｒｅｄｂａｃｔｅｒｉａ，

×１０６ＣＦＵ／ｍＬ）

实验分组 ＥＯＷ组 ２％戊二醛组

第１组：消毒剂＋菌悬液 ０ ０

第２组：（消毒剂＋菌悬液）＋中和剂 ７．９ ９．２

第３组：中和剂＋菌悬液 ２１．９ ２０．１

第４组：（消毒剂＋中和剂）＋菌悬液 １８．６ ２１．７

第５组：稀释液＋菌悬液 １７．３ １６．９

第６组：稀释液＋中和剂＋培养基 ０ ０

２．３　蛋白质渗漏测定结果　ＥＯＷ、ＮＳ、２％戊二醛

作用铜绿假单胞菌６０ｓ后，经ＢＣＡ法检测蛋白渗

漏，分别为（９６．００±７．４２）、（９４．１５±７．４９）、（２１６．９７

±１０．３５）μｇ／ｍＬ，总体比较，差异有统计学意义（犉

＝６１３．２０，犘＜０．０１），２％戊二醛组高于ＥＯＷ 组、

ＮＳ组。蛋白渗漏量不随作用时间增加而改变（均犘

＞０．０５）。见表２、图１～２。

表２　铜绿假单胞菌ＥＯＷ、２％戊二醛及ＮＳ作用不同时间后蛋白渗漏情况（狓±狊，μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲２　Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅａｋａｇｅｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｔａｃｔｔｉｍｅｗｉｔｈＥＯＷ，２％ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ，ａｎｄＮＳ（狓±狊，μｇ／ｍＬ）

组别 １ｍｉｎ ３ｍｉｎ ５ｍｉｎ ７ｍｉｎ ９ｍｉｎ 犉 犘

ＥＯＷ组 ９３．０８±２．１２ ９１．８２±１．５９ ９１．６７±２．６７ ９１．７４±１．６７ ９３．８０±０．４３ ０．１８７ ０．８３３

ＮＳ组 ９０．８８±２．３４ ９１．０３±０．２３ ８９．９９±１．１０ ９１．９１±２．２４ ８９．０４±２．２１ ２．６０３ ０．１１５

２％戊二醛组 ２０２．０２±１．８８ １９８．７９±２．０６ １９７．８０±２．３６ ２０１．７６±２．６７ ２０２．５１±２．３７ ０．０６３ ０．９４０
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　　：表示差异有统计学意义；ｎｓ：表示差异无统计学意义

图１　铜绿假单胞菌ＥＯＷ、２％戊二醛及ＮＳ作用６０ｓ后蛋

白渗漏情况（μｇ／ｍＬ）

犉犻犵狌狉犲１　Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅａｋａｇｅｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ａｆｔｅｒ６０ｓｅｃｏｎｄ

ｃｏｎｔａｃｔｗｉｔｈＥＯＷ，２％ ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ，ａｎｄＮＳ

（μｇ／ｍＬ）
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图２　铜绿假单胞菌ＥＯＷ、２％戊二醛及 ＮＳ作用不同时间

后蛋白渗漏情况

犉犻犵狌狉犲２　Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅａｋａｇｅｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｔａｃｔｔｉｍｅｗｉｔｈＥＯＷ，２％ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ，ａｎｄ

ＮＳ（μｇ／ｍＬ）
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２．４　对铜绿假单胞菌ＤＮＡ的作用结果　ＥＯＷ 作

用于铜绿假单胞菌ＤＮＡ６０ｓ后，经扩增后于电泳

检测两组ＤＮＡ指纹图谱，均在５００～１０００ｋｂ间显

示亮度较高的密集条带。２％戊二醛作用后的铜绿

假单胞菌ＤＮＡ经ＰＣＲ扩增电泳检测无ＤＮＡ条带

显示。见图３。

２．５　对铜绿假单胞菌作用后细胞膜钙离子通透性

测定结果　激光共聚焦结果显示，ＥＯＷ、２％戊二

醛、ＮＳ处理后铜绿假单胞菌钙离子荧光强度分别

为４０．５０±４．４２、４７．６３±３．７７、１９０３．７５±１６．１２，总

体比较，差异有统计学意义（犉＝８２５８０，犘＜０．０１），

ＥＯＷ 组、２％戊二醛组均低于ＮＳ组，仅散在分布于

各视野。见图４。
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　　ＥＯＷ：为酸性氧化电位水；ＧＬＵ：为２％戊二醛；ＮＳ：为生理盐

水；编号１、２、３为三组样本：Ｍ为分子量为２０００ｋｂ的ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图３　ＥＯＷ、２％戊二醛及ＮＳ对铜绿假单胞菌ＤＮＡ作用后

ＰＣＲ扩增电泳图谱

犉犻犵狌狉犲３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄ犘．犪犲狉狌犵犻

狀狅狊犪ＤＮＡａｆｔｅｒｃｏｎｔａｃｔｗｉｔｈＥＯＷ，２％ｇｌｕｔａｒａｌ

ｄｅｈｙｄｅ，ａｎｄＮＳ

! " #

　　ａ：ＥＯＷ；ｂ：２％戊二醛；ｃ：ＮＳ

图４　ＥＯＷ、２％戊二醛及ＮＳ处理后对铜绿假单胞菌钙离子荧光强度的影响

犉犻犵狌狉犲４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＯＷ，２％ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ，ａｎｄＮＳｏｎＣａ
２＋ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

３　讨论

３．１　ＥＯＷ 对铜绿假单胞菌胞内蛋白质渗漏的作

用情况　ＥＯＷ独特的理化性质（ｐＨ＜３，高ＯＲＰ＞

１１００ｍｖ，低浓度有效氯３０～６０ｍｇ／Ｌ）使其杀菌能

力非单一因素所决定，文献［５］已报道中性ＥＯＷ 灭

菌效果未发生改变，而有效氯浓度改变很大程度影

响了其灭菌效果。氯可氧化细菌ＳＨ基，次氯酸盐

可与胞质成分作用形成氮氯复合物干扰细胞代谢，

而胞内物质的渗漏与细菌致死并无确切联系［６］。铜

绿假单胞菌属革兰阴性细菌，其细胞壁的外膜及细

胞膜上均镶嵌有蛋白质大分子，并且胞膜内包裹的

细胞质由水、蛋白质、脂类、核酸及少量糖和无机盐

组成，若ＥＯＷ使其细胞外膜破裂，则细菌滤液中会

有蛋白质渗漏［１］，通过ＢＣＡ法检测的蛋白质渗漏量

应高于对照组，结果显示，ＥＯＷ 作用６０ｓ后与 ＮＳ

组相比蛋白渗漏差异无统计学意义，而２％戊二醛

组蛋白渗漏高于ＥＯＷ 及 ＮＳ组，为排除作用时间

对结果的影响，于不同作用时间后经ＢＣＡ测定，结

果显示，３组蛋白质渗漏量未呈现出随时间改变趋

势，推测ＥＯＷ的杀菌机制可能不是使细菌细胞壁

细胞膜破裂蛋白大分子渗漏。

３．２　ＥＯＷ 对铜绿假单胞菌核酸的作用情况　随

机扩增多态性ＤＮＡ，无需专门设计特定引物，由于

随机引物在较低的复性温下能与基因组ＤＮＡ非特

异性的结合，当相邻两个引物间ＤＮＡ小于２０００ｂｐ

时，就能得到扩增产物，可检测由于碱基发生缺失、
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插入、突变、重排等所引发的ＤＮＡ多态性
［７］。戊二

醛的杀菌机制是对细菌蛋白质和核酸的烷化作用，

烷化后Ｇ（鸟嘌呤）发生改变导致和Ｔ错配；Ｇ结构

破坏；ＤＮＡ不能复制，且ＤＮＡ断裂，因此经２％戊

二醛作用后的铜绿假单胞菌ＤＮＡ无法进行ＰＣＲ，

而ＥＯＷ 作用后ＤＮＡ指纹图谱与对照组无差异，推

测ＥＯＷ未使铜绿的ＤＮＡ发生断裂损伤。此结论

与以往文献［８］报道，ＥＯＷ 作用后细菌ＤＮＡ 的限制

性片段多态性并未改变相符。ＤＮＡ损伤是一个极

其复杂的过程，损伤类型包括点突变、缺失、插入、倒

位或转位、双链断裂等，更进一步判断ＤＮＡ损伤类

型需进行ＤＮＡ序列检测。

３．３　ＥＯＷ 对铜绿假单胞菌细胞膜通透性的作用

情况　细菌的生命状态与其细胞膜通透性密切相

关，反映膜通透性改变的指标包括细胞内 Ｃａ２＋、

Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｍｇ
２＋、核酸、蛋白质等。已证实ＥＯＷ 将

造成细菌超微结构改变，细胞壁皱缩、酶失活、胞质

内ＤＮＡ及Ｋ＋渗漏
［９］。Ｃａ２＋作为重要的第二信使，

调节着细胞功能，其浓度变化可预示细菌的存亡。

Ｆｌｕｏ３ＡＭ 是一种新型高度特异性Ｃａ２＋荧光指示

剂，只有进入细胞后经非特异性酯酶脱去ＡＭ 酯成

为脂溶性Ｆｌｕｏ３后留在细胞内与游离Ｃａ２＋结合在

激发光激发后被检测到，其荧光强度与Ｃａ２＋浓度成

正比。激光共聚焦结果显示，ＥＯＷ 和２％戊二醛使

得铜绿假单胞菌胞内Ｃａ２＋含量低于ＮＳ，推测ＥＯＷ

作用后铜绿假单胞菌细胞膜Ｃａ２＋通道发生改变，引

起Ｃａ２＋外漏，最终导致或促进细菌死亡。

综上所述，细菌细胞壁及核酸并非ＥＯＷ的主要

作用靶点，细胞膜通透性改变导致重要离子外漏是导

致细菌死亡的原因之一。此外，可能的杀菌机制包括

干扰细菌代谢，使酶失活等还有待进一步研究。
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