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一、中文摘要

本研究乃就 E. coli O157:H7 在低溫貯
存過程之存活與受傷，及菌體受低溫壓力
後不同培養基中之檢出，在一些環境壓力
(結晶紫、膽鹽、食鹽及酒精)下之敏感性，
及營養需求之影響進行探討。

E. coli O157:H7 在-5℃, -18℃, -28℃
之低溫下貯存，其死亡菌數之百分率均隨
著貯存時間之延長而增加，菌體死亡之百
分率以在-18℃貯存者最大，其次依序為在
-28℃及-5℃貯存者；在-28℃及-18℃下貯
存時，菌數之減少以在最初凍藏一天後之
情形最為顯著；受傷菌體及未受傷菌體之
百分率，則隨著貯存時間之延長而呈減少
之現象。

經低溫處理之 E. coli O157:H7 菌體對
於所試結晶紫、膽鹽、食鹽及酒精之敏感
性均呈增加之情形，但以於-28℃及-18℃下
貯存者對所試之藥劑敏感性之增加最明
顯，於-5℃下貯存者，對所試之藥劑敏感
性的增加很少，E. coli O157:H7 對所試藥
劑之敏感性大致隨著低溫(無論於所試何
種低溫下)貯存時間之延長而增加。

不同碳、氮源會影響凍傷 E. coli
O157:H7 菌體之復甦情形，在所試之氮源
中以 tryptone 及 soytone 最佳，而碳源則以
葡萄糖及麥芽糖最佳。而在含相同氮源或
碳源之minimal medium中，E. coli O157:H7
生長之遲滯期大致均隨冷凍時間之延長而
增加。

關鍵詞：出血性大腸桿菌，低溫，存活，
敏感性

Abstract

The percentage of death cells increased
progressively during the low temperature
storage at -5℃ , -18℃  and -28℃ . The
percentage of death cells in different storage
temperature followed the order -18℃>-28℃
>-5℃ . The most pronounced injury and
death of E. coli O157:H7 was noted after 1
day storage at -18℃or -28℃. The percentage
of injured and unharmed cells decreased as
low-temperature storage extended.

The low temperature treatments
increased the susceptibility of E. coli
O157:H7 to crystal violet, bile salt, sodium
chloride, and ethanol. The susceptibility of
low temperature-stressed cells to the tested
agents increased most significantly when E.
coli O157:H7 was subjected to -28℃or -18
℃  storage. On the other hand, less
susceptibility increase to the tested agents
was found for E. coli O157:H7 which had
been exposed to -5℃ storage. Generally, the
susceptibility of E. coli O157:H7 to the tested
agents increased as the low temperature-
storage extended, regardless of storage
temperature.

Different nitrogen or carbon sources
affected the recovery of freeze-stressed E.
coli O157:H7 cells. Among the various
nitrogen and carbon sources tested, trypton
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and soytone were the most effective nitrogen
sources, while glucose and maltose were the
most effective carbon sources for the
recovery of the freeze-stressed cells. It was
noted that when growing the freeze-stressed
E. coli O157:H7 in minimal medium
containing the same nitrogen source or
carbon source, their lag time increased as the
time of frozen storage increased.

Keywords: Escherichia coli O157:H7, low
temperature, survival, susceptibility

二、緣由與目的

E. coli O157:H7 係屬於出血型大腸桿
菌(Levine,1987)，具有 O157 及 H7 之血清
凝集陽性反應，能引起感染者痙攣性腹痛
與大量血便，且經常併發嚴重的尿道感染
及溶血性尿毒綜合症(Riley et al., 1983)，對
嬰幼兒、老人有高致死率。近年來世界各
地包括加拿大、英國、美國 ( Doyle, 1991;
Anonymous, 1995 ) 、墨西哥 (Cravioto et
al., 1990) 、中國 (Xu et al., 1990) 、阿根
廷 (Lopez et al., 1989) 均有此病原菌引起
中毒之報告。而日本於 1996 年發生由 E.
coli O157:H7 感染的食物中毒事件，造成一
萬人多中毒 (陳, 1996) 。故如何避免此出
血型大腸桿菌在食品中之污染與生長，乃
目前食品衛生單位與食品業者所迫切注意
者。

低溫處理包括冷藏與凍藏是目前最普
通之食品保存方法。在低溫處理之過程會
傷害細胞膜影響菌體之通透性(Ingram and
Mackey, 1976)，而若有冰晶及濃縮效應之
產生時則更進一步造成菌體之損傷、死亡
(Fennema and Powrie, 1964)。一些文獻也指
出，不同種類之細菌在低溫處理過程中之
存活率不一致(Georgala and Hurst, 1963;
Davies and Obafemi, 1985)。此外在低溫處
理過程中，受到傷害未死亡之菌體特性亦
曾被報告有所改變 (Postgate and Hunter,
1963; Sinskey and Silverman, 1970; Golden
et al., 1988)，甚至無法在一些原先進行分
離時所使用之選擇性或選擇性兼分辨性培
養基中存活 (Abdul-Raouf et al., 1993b;

Clavero and Beuchat, 1995; Conner and Hall,
1994)。因此本研究乃企圖探討 E. coli
O157:H7 在低溫貯存過程中，其存活與受
傷情形，及其受低溫壓力後，在不同培養
基中之檢出，在一些環境壓力(結晶紫、膽
鹽、食鹽及酒精)下之敏感性，及不同氮源
與碳源影響 E. coli O157:H7 凍傷菌體復原
之情形。

三、結果與討論

懸浮於TSB中之E. coli O157:H7在不
同溫度下貯存不同時間後利用 TSA 及
TSA+bile salt 培養基分別測得存活(受傷與
未受傷)及未受傷之菌體數目。在-28℃及-
18℃貯存過程中，無論用何種培養基所測
得之 E. coli O157:H7 之菌數均有明顯下降
之情形。在-28℃經 21 天之貯存後，E. coli
之菌數由最初之約 8.02 log CFU/ml 降低至
分別由 TSA 及 TSA+bile salt 培養基所測得
之 7.19 log CFU/ml 與 6.17 log CFU/ml。至
於在-18℃貯存時則 E. coli O157:H7活菌數
降低之幅度較大，21 天貯存後亦分別減少
至由 TSA 所測得之 6.30 log CFU/ml 及
TSA+bile salt agar 所測得之 5.03 log
CFU/ml，至於在-5℃貯存者則無論在 TSA
及 TSA+bile salt 培養基所測得菌數僅有些
微之減少而已。此外，在-28℃及-18℃下貯
存時，菌數之減少以在最初凍藏一天後之
情形最為顯著，繼續凍藏則菌數減少之現
象趨緩；Moss and Speck (1963) 進行 S.
lactis 之冷凍貯存試驗時，發現菌體在冷凍
貯存初期之受傷與死亡最多，隨著凍藏時
間的延長，其死亡速率則趨緩，本實驗的
結果與之相似。

在-5℃下菌體死亡之百分率比在-28
℃或-18℃者低，可能主要因在-5℃尚未有
凍結之情形發生，而不致有冰晶及溶質濃
度效應加速菌體死亡之結果。此外，在本
試驗所發現在-28℃貯存的 E. coli O157:H7
死亡的程度比在-18℃貯存者低。

結晶紫後存活之情形。未受低溫處理
之 E. coli O157:H7 對所試之結晶紫 (3
mg/L) 並不敏感，但於-28℃及-18℃下凍藏
1 天後，其對於結晶紫的敏感性大幅增加，
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且凍藏 14天之E. coli O157:H7菌體對結晶
紫的敏感性顯著高於凍藏 1 天或 7 天者。

未受低溫處理之 E. coli O157:H7 對於
膽鹽 (0.3%) 並不敏感，經過 60 分鐘之接
觸後，菌數並未呈顯著減少之情形；然而
低溫處理增加 E. coli O157:H7 對膽鹽敏感
性，其程度依次為-18℃, -28℃及-5℃。

E. coli O157:H7 菌體經冷凍後，對食
鹽(4%)的敏感性呈增加之現象，這可能是
菌體在受冷凍傷害後，其細胞膜受損，使
其細胞通透性增加，使較多的鈉離子與氯
離子擴散到細胞內、使鎂離子流失、干擾
酵素作用等，而使受傷之菌體死亡(Banwart,
1979)；本項試驗所得低溫處理造成 E. coli
O157:H7 菌體對食鹽敏感性增加之結果與
Lee 等(1977)之報告相一致，他們指出，低
溫處理過之菌體會對食鹽敏感乃因細胞色
素 (cytochromes) 與其他的細胞膜構造間
的鍵結在低溫過程中受到破壞，使細胞膜
失去其完整性及功能之結果。

在-28℃及-18℃下凍藏後之 E. coli
O157:H7 菌體，在 8%乙醇之存在下之存活
率大致上均隨暴露時間之延長而呈顯著減
少之情形。如在凍藏 7 天之菌體在 60 分鐘
暴露後，存活率僅約為未受低溫處理者之
10.3 及 6.35%，在-5℃下貯存者，其於乙醇
存在下之存活率亦有些微之降低(75.9%)，
但在此低溫條件下，存活率之降低並不如
在-18℃或-28℃時顯著，顯示在所試之-5℃
條件下對菌體所造成之傷害並不如在凍藏
時嚴重。

低溫是食品保藏時所常使用之方法之
一，此類環境壓力與乾燥、加熱等壓力一
樣，會對菌體細胞壁之成分、ribosomes、
RNA 、 DNA 及細胞膜造成傷害 (Ray,
1986)；綜合本項實驗所得之數據顯示 E.
coli O157:H7 經冷藏、凍藏後，其菌體對所
試之結晶紫、膽鹽、食鹽及酒精之敏感性
均呈增加之情形，主要可能因菌體細胞膜
受傷害所致(Brennam et al., 1986)。

此外一些文獻 (Leyer and Johnson,
1992, 1993; Linton et al., 1992; Lou and
Yousef, 1996; Martin et al., 1989)指出，菌體
受熱或其他壓力後，引發對同類或其他壓

力之更大抵抗力之結果剛好相反。在受
熱、酸度、H2O2 及飢餓壓力下之菌體會產
生所謂之熱擊蛋白(heat-shock protein)，被
認為與提高菌體對後續壓力之抵抗力有關
(Lou and Yousef, 1996)。而Leyer et al. (1993)
也進一步指出，菌體受環境壓力如酸度，
除引起菌體形成特定外膜蛋白質外，造成
菌體表面疏水性之增加，亦為促進這些菌
體對後續壓力之抵抗性提高之原因之一。
低溫之壓力是否不像其他壓力促使菌體內
產生一些特定之蛋白，以致對後續之壓力
反而呈現更敏感之情形，其詳細之機制尚
待了解。

不同碳、氮源會影響凍傷 E. coli
O157:H7 菌體之復甦情形，在所試之氮源
中以 tryptone 及 soytone 最佳，而碳源則以
葡萄糖及麥芽糖最佳，與 Sinskey and
Silverman (1970) ， Moss and Speck
(1996a)，Straka and Stoke (1959) 之報告相
一致，低溫處理會增加 E. coli O157:H7 對
營養之需求。在含相同氮源或碳源之
minimal medium 中，E. coli O157:H7 生長
之遲滯期大致均隨冷凍時間之延長而增
加。

四、計畫成果自評

本計畫執行所獲得有關出血性大腸桿
菌在低溫下存活之性狀，及這些受冷壓
(cold-stress) 菌體對其他後續環境壓力之
敏感性資料，除具學術意義外，將可作為
未來設計、檢測低溫處理食品中，E. coli
O157:H7 之方法及防制此病原菌引發食品
中毒所採取措施之參考依據。
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