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摘要:对豆蔻、肉桂、百里香、意大利蜡菊、贯叶连翘、甘草和

迷迭香7种香辛料用无水乙醇进行提取,并测定各种提取液

对大肠杆菌(Escherichiacoli)、金黄色葡萄球菌(Staphyloc-
cocusaureus)、副溶血性弧菌(Vibrioparahaemolyticus)和鼠

伤寒沙门氏菌(Salmonellatyphimurium)的最小抑菌浓度

(minimuminhibitoryconcentration,MIC)。结 果 表 明,豆 蔻

提取液的 MIC大于0.5%(V/V),肉桂提取液对大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌的 MIC为0.2%(V/V),其余香辛料提取液

的 MIC均为0.5%(V/V)。根据各种香辛料提取液的 MIC,
选择除豆蔻以外的6种香辛料作为原材料配制一种天然植

物型抑菌剂,其抗菌性能评价试验表明,所配制的天然植物

型抑菌剂对6种参试菌均具有显著的抑菌效果,其抑菌率达

到99.99%。在对草莓的保鲜试验中,天然植物型抑菌剂显

示了较好的保鲜效果,它能有效地将草莓的保鲜期从7d之

内延长至10d。
关键词:香辛料;植物型抑菌剂;抗菌

Abstract:Theactivesubstancewasextractedfromsevenkindsof
spices:nutmeg,cinnamon,thyme,Helichrysumitalicum,Hype-
ricumperforatum,licoriceandrosemary,byuseofethanol.Then
determinedtheminimalinhibitoryconcentration(MIC)ofdifferent
extractsagainst4pathogenicbacteria:Escherichiacoli,Staphyloc-
cocusaureus,VibrioparahaemolyticuandSalmonellatyphimuri-
um.Theresultsuggeststhat,theMICofnutmegextractionwasa-
bove0.5% (V/V).TheMICofcinnamonextractionagainstEsche-
richiacoli,Staphyloccocusaureuswereboth0.2% (V/V),andthe
otherMICofdifferentextractionwereall0.5% (V/V).According

totheMICresults,thisexperimentchosentheothersixkindsof
spicesexceptnutmegastherawmaterialtoprepareakindofnatural
herbalbacteriostaticagent,andtheantibacterialperformancewase-
valuated.Theexperimentalresultsindicatedthat,thisnaturalherbal
bacteriostaticagenthadsignificantbactericidaleffectagainstsixex-
perimentalbacteriaandthesterilizationratereached99.99%.In
strawberriespreservation,thisnaturalherbalbacteriostaticagent
showedabettereffect,andextendingshelflifefrom7daysto10
days.
Keywords:spices;naturalherbalbacteriostaticagent;antibacterial

近年来,人们对于绿色安全越来越关注,对新型植物源

或动物源性质的杀菌抗菌物质的研究也愈加重视[1]。植物

型抗菌剂因其毒副作用小而越来越受到喜爱。利用植物提

取抗菌材料,并添加到食品或化妆品中,可以在抗菌的同时

确保它们的安全性[2]。植物源的天然香辛料,具有香、辛、

麻、辣、苦、甜等滋味,它不仅能赋予食品独特的风味,还能够

提高和改善食品的风味,抑制和矫正食品中不良的气味,突

出食品典型风味特征,使食品风味协调[3]。天然香辛料的杀

菌防腐功能很早就已经被人发现并加以利用,因此香辛料越

来越受到人们更加广泛的喜爱。国内外对香辛料的研究由

来已久,日本[4]曾研究将芥子精油加入塑料制成食品包装材

料,用于替代化学防腐剂保存食品。江旺等[5]研究了香辛料

精油对油料花生气相防霉的作用。丛健民等[6]研究了香辛

料提取物对草莓的保鲜研究。张璟晶[7]研究了天然香辛料

的抑菌作用以及对冰鲜银鲳的保鲜效果。目前对香辛料提

取物抗菌性的研究多集中在单个提取物抑菌性的研究,对多

种提取物复配的抑菌性的研究还不多见[8]。本试验拟利用

多种具有抗菌性能的天然香辛料植物提取液来配制天然植

物型抑菌剂,并对其在草莓上的保鲜作用进行研究。此类抑

菌剂是由纯天然的香辛料植物提取液配制而成,可直接作用

于物品、食品甚至人体,可为人们的日常生活中提供自然、健
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康、无害、有效的抑菌与保鲜制剂[9]。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　植物原料

甘草:迷迭香购于奥淼中药材有限公司;

豆蔻、肉桂、百里香、意大利蜡菊、贯叶连翘:市售。

1.1.2　参试菌种及培养基

大肠杆菌(EscherichiacoliIFO3301)、金黄色葡萄球菌

(Staphyloccocusaureus30179)、鼠伤寒沙门氏菌(Salmonel-

laEnteritidisB11)、副溶血性弧菌(VibrioParahaemolytic-

us)、铜绿假单胞菌(PseudomonasaeruginosaATCC27853)、

肺炎克雷伯氏菌(KlebsiellapneumoniaATCC13883)、枯草

芽孢杆菌(BacilluscereusIFO3457):江苏大学医学院;

普通营养琼脂培养基:蛋白胨10g/L,牛肉浸膏5g/L,

氯化钠5g/L,琼脂粉20g/L;

普通营养肉汤培养基:蛋白胨10g/L,牛肉浸膏5g/L,

氯化钠5g/L。

1.1.3　主要仪器设备

高压蒸汽灭菌锅:MLS-3020型,鸟取三洋电机(广州)有

限公司;

生化培养箱:LRH-250型,上海恒一科技有限公司;

水浴恒温振荡器:SHA-B型,江苏金坛市中大仪器厂;

全温空气摇床:QYC-200型,上海福玛试验设备有限

公司;

高分辨透射电子显微镜:JEM-2100(HR)型,日本电子

株式会社;

热场发射扫描电子显微镜:JSM-7001F型,日本电子株

式会社。

1.2　植物提取液的配制

称取百里香、甘草、肉桂等7种参试香辛料各10g分别

置于容积相同的不同广口瓶中,分别加入90mL无水乙醇。

将广口瓶密封后置于水浴恒温振荡器中 35 ℃ 水浴振荡

48h,过滤、离心、蒸发得到纯植物提取液[10]。贴上标签备用。

1.3　植物提取液最小抑菌浓度的测定

吸取不同浓度的植物提取液于各个无菌平板中,分别与

热的培养基(46~48℃)混合均匀,得到7种含有体积浓度分

别为0.1%,0.2%,0.5%的植物提取液的无菌平板。待凝固

后在各个平板上用划线法均匀地在4个不同区域分别接4
种参试菌:大肠杆菌,金黄色葡萄球菌,鼠伤寒沙门氏菌和副

溶血性弧菌。在37℃的恒温培养箱中倒置培养48h后,根

据培养基上划线处是否有明显的细菌生长的痕迹来判断各

种植物提取液的 MIC值。含最低浓度香辛料提取液并且无

菌生长者,便为该香辛料对该参试菌的 MIC[11]。

1.4　天然植物型抑菌剂的配制

本试验根据各个香辛料所测得的 MIC选择了除了豆蔻

的其余6种具有较好抑菌效果的香辛料提取液进行了抑菌

剂的配制。配料及配料比参考专利:一种天然植物提取物的

混合物及其制备方法和应用[12]。分别将体积浓度为0.01%

的6种香辛料乙醇提取液,0.1%的柠檬酸,0.05%的柠檬酸

钠,0.005%的EDTA,以及15%的乙醇加入无菌水中,摇匀,

贴上标签备用。

1.5　天然植物型抑菌剂对6种致病菌的抗菌性能评价

在6支空试管里各加入10mL天然植物型抑菌剂,再分

别加入经前培养的6种参试菌,使菌液浓度为106 CUF/mL

和107CFU/mL。另取6支分别加入10mL磷酸盐缓冲液

[Phosphate-BufferedSaline,PBS,0.03mol/L,pH(7.2~

7.4)]的试管,同样加入经前培养的上述6种参试菌,作为对

照[13]。在恒温培养摇床中,35 ℃振荡培养,同时分别在0,

0.5,1,2,4,8,12,24h时对各试管中活菌数进行测定。

1.6　天然植物型抑菌剂的机理分析

分别取经天然植物型抑菌剂作用前后的大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌样品进行透射电镜(transmissionelectronmi-

croscopy,TEM)和扫描电镜(scanningelectronmicroscopy,

SEM)样品制备,分别进行电镜观察[14,15]。

1.7　天然植物型抑菌剂对草莓的保鲜效果分析

分别将表观较一致的草莓放入4只保鲜盒中,其中两盒

喷洒配制的天然植物型抑菌剂,另两盒喷洒无菌水蒸馏水作

对照。将1盒对照组草莓和1盒试验组草莓放入25℃恒温

培养箱中。另外1盒对照组草莓和1盒试验组草莓放入

4℃的冰箱中冷藏。每天观察试验组和对照组的区别[16,17]。

2　结果分析

2.1　植物提取液 MIC的测定

7种植物提取液对4种参试菌的 MIC结果如表1所示。

百里香、迷迭香、甘草、意大利蜡菊、贯叶连翘5种提取液对4

种致病菌有明显的抑菌效果,MIC均为0.5%。肉桂提取液

对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的 MIC为0.2%,有较好的抑

菌效果。而豆蔻的植物提取液的 MIC均大于0.5%,抑菌作

用并不明显。

表1　7种植物提取液的 MIC

Table1　TheMICofthesevenspices %

植物名 大肠杆菌 副溶血弧菌 金黄色葡萄球菌 沙门氏菌

百里香　　 0.5 0.5 0.5 0.5

肉桂　　　 0.2 0.5 0.2 0.5

迷迭香　　 0.5 0.5 0.5 0.5

甘草　　　 0.5 0.5 0.5 0.5

意大利蜡菊 0.5 0.5 0.5 0.5

贯叶连翘　 0.5 0.5 0.5 0.5

豆蔻　　　 >0.5 >0.5 >0.5 >0.5
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2.2　天然植物型抑菌剂对6种致病菌的抗菌性能评价

由图1可知,所配制的天然植物型抑菌剂对6种致病菌

均有明显的杀菌作用。但相对而言,对金黄色葡萄球菌、肺

炎克雷伯氏菌和铜绿假单胞菌的抑菌效果更明显。根据试

验结果可知,天然植物型抑菌剂对6种致病菌都具有显著的

抑菌效果,其杀菌率达到99.99%。
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图1　天然植物抑菌剂对6种致病菌的抑菌效果

Figure1　Theviablecellcountsafterthe

disinfectanttreatment

2.3　天然植物型抑菌剂的机理分析

由图2、3可知,健康的金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的细

菌形态完整,细菌群落结构清晰,单个的细菌长势饱满。但

是经过天然植物型抑菌剂处理的细菌其细胞膜被攻破,细菌

结构散乱,细胞质流出,组织变质。从透射电镜图和扫描电

镜图可以看出:天然植物型抑菌剂中的抑菌物质可以破坏细

菌细胞的细胞膜,破坏细胞形态,使细胞内物质流出,最终导

致细胞完全破裂。

2.4　天然植物型抑菌剂对草莓的保鲜效果

草莓在常温下保存7d时,对照组草莓有明显的菌落出

现,并且有汁液流出,草莓有明显的褐变腐烂现象。而喷洒

了天然植物型抑菌剂的试验组草莓的颜色、气味未发生大的

A.作用前,放大 30 000倍 B.作用后,放大 30 000倍

D.作用后,放大 18 500倍C.作用前,放大 18 500倍

金黄色葡萄球菌

大肠杆菌

图2　金黄色葡萄球菌和大肠杆菌在天然植物型

抑菌剂作用前后的 TEM 图

Figure2　TEMimagesofS.aureusandE.colibefore

orafterdisinfectanttreatment

 A.作用前,放大 20 000倍 B.作用后,放大 20 000倍

D.作用后,放大 35 000倍C.作用前,放大 35 000倍
金黄色葡萄球菌

大肠杆菌

图3　金黄色葡萄球菌和大肠杆菌在天然植物型

抑菌剂作用前后的SEM 图

Figure3　SEMimagesofS.aureusandE.colibeforeor

afterdisinfectanttreatment

改变。草莓在常温下保存10d时,对照组草莓已经严重腐

烂,看不出原型,并且有难闻的气味。而喷洒了天然植物型

抑菌剂的试验组草莓并无明显的菌落产生,也没有腐烂的迹

象,仅有稍微的褐变现象。草莓在4 ℃冷藏的条件下时,喷

洒了抑菌剂的试验组草莓在第10天时才有了一点褐变的现

象,但无菌落产生,也没有发生腐烂。而对照组草莓第5天

就有了菌落的出现和气味的改变。第10天时,对照组草莓

出现明显的褐变,有难闻的气味,并且有汁液流出。通过对

照可知,所配制的天然植物型抑菌剂能抑制细菌的生长,起

到了防腐保鲜的作用,延长了草莓的保鲜时间。

3　结论

本试验对豆蔻、肉桂、百里香、意大利蜡菊、贯叶连翘、甘

草和迷迭香等7种香辛料进行了无水乙醇提取,并对各种香

辛料的提取液进行了 MIC的测定。根据测定的 MIC挑选出

了除豆蔻外的6种抗菌性能相对较好的香辛料,以这6种香

辛料提取液为原材料根据配方配制了天然植物型抑菌剂,并

对所配制的抑菌剂进行了抗菌性能评价,同时还对天然植物

型抑菌剂的机理进行了分析。从试验结果可知,豆蔻的 MIC
大于0.5%,肉桂提取液对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的

MIC为0.2%,对鼠伤寒沙门氏菌和副溶血性弧菌的 MIC为

0.5%。其余5种香辛料提取液对4种致病菌的 MIC均为

0.5%。由此可以明显看到,除了豆蔻外,其余6种香辛料均

具有较好的抑菌效果。配制的天然植物型抑菌剂,对6种致

病菌均有明显的抑菌效果,抑菌率可达到99.99%。从透射

电镜和扫描电镜图中可以看出,配制的抑菌剂可以破坏病原

菌的细胞膜,使细胞内物质流出,从而导致细胞死亡。最后,

在天然植物型抑菌剂对草莓的保鲜试验中,天然植物型抑菌

剂能有效地延长草莓的保鲜时间,在第10天,喷洒了天然植

物型抑菌剂的草莓才出现了质地的变化。本试验证明了以

香辛料提取液为原料所配制的抑菌剂有较好抗菌性能,与此

(下转第242页)
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4h,酶解温度50.93 ℃,预期达到的水解度为23.76%。考

虑实际生产情况,最佳酶解条件修正为酶与底物比7.8%,酶

解时间4h,酶解温度50℃。按照确定的最佳酶解条件进行

酶解验证 实 验 (n=3),所 得 的 实 际 水 解 度 为 (24.81±

1.72)%,说明所建立的试验模型能够真实反映三因素对于复

合蛋白酶酶解方格星虫蛋白的影响,该酶解工艺可靠稳定。

3　结论

本研究通过单因素试验和响应面分析法,考察了酶与底

物比、酶解时间和酶解温度3个因素对方格星虫蛋白水解的

影响,经过优化得到最佳酶解条件,采用复合蛋白酶酶解,酶

与底物比为7.8%,酶解时间为4h,酶解温度为50℃。在此

条件下,水解度达到24.81%,说明该工艺稳定可靠,对实际

生产具有指导意义。大量研究[10-12]表明,生物活性肽是以非

活性状态存在于蛋白质中,通过适当的酶解作用,可以将潜

在形式存在于蛋白质的活性肽释放出来,从而得到具有特殊

生物学功能的活性肽。因此本研究可为后续方格星虫蛋白

的开发和利用提供理论依据,同时方格星虫蛋白酶解产物的

生物活性有待于今后进一步的研究。
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同时还能发挥纯天然,安全又绿色的优势,在食品保鲜领域

拥有着广阔的前景。
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