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摘要!采用牛津杯法与二倍梯度稀释法对高良姜提取液抑菌

广谱性%最小抑菌浓度!

\db

#%最小杀菌浓度!

\ab

#进行研

究"同时与食品常用的防腐剂山梨酸钾%苯甲酸钠的最小抑

菌浓度进行比较"并考查高良姜提取液的稳定性$结果表

明"提取物对
Y

种菌的抑菌活性依次为'金黄色葡萄球菌
(

蜡样芽孢杆菌
(

副溶血性弧菌
(

苏云金芽孢杆菌
(

枯草芽

孢杆菌
(

沙门氏菌
(

希瓦氏菌
(

大肠杆菌$对蜡样芽孢杆

菌的
\db

为
)8)';&0

L

(

0̀

"对金黄色葡萄球菌的
\db

为

)8),Y0

L

(

0̀

"对大肠杆菌的
\db

为
'8&*0

L

(

0̀

"山梨酸

钾
\db

为
;8&0

L

(

0̀

"苯甲酸钠
\db

为
;&8)0

L

(

0̀

$在

一定范围内高良姜提取液对
B

T

%盐浓度%糖浓度稳定"对温

度%紫外光照不稳定$高良姜提取物具有广泛的抑菌谱"抑

菌效果强于山梨酸钾%苯甲酸钠"有望成为新一代绿色防

腐剂$

关键词!高良姜&抑菌物质&最小抑菌浓度&稳定性
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高良姜!
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A&A/7
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A=A&/8)O +/&=%

#为姜科!

QA&

B

A6%8'

/=%/%

#植物%属于药食同源的多年生草本作物&干燥的高良

姜根茎%具有温胃止呕*散寒止痛之功效%适用于脘腹冷痛*

胃寒呕吐*嗳气吞酸等症(

'

)

&现代药理学表明"高良姜具有

抗菌*抗病毒*抗肿瘤*抗氧化*抗胃肠道出血*抗胃溃疡和保

护胃粘膜(

;

)

*抗肝癌(

7

)

*抗
Td=

(

(

)等作用&现在细菌的耐药

性%食品化学添加剂的滥用等日趋严重%而高良姜作为一味

药食同源的天然植物%具有多种生理活性且不引起抗药性%

是研究开发新抗菌药物*新的绿色添加剂的理想资源%有望

成为新一代的抗生素与食品添加剂(

&

)

&王兰等(

*

)研究高良

姜的防霉效果%发现其对拟青霉*黑曲霉抑菌率在
&)j

以上&

谢小梅等(

-

)测定了高良姜挥发油对
*

种霉菌!黄曲霉*黑曲

霉*桔青霉*黑根霉*产黄青霉*黄绿青霉#的最低抑菌浓度

!

\db

#和最低杀菌浓度!

\ab

#%发现高良姜是一种高效*安

全*价廉的天然防霉药剂&

!2G151JM:J0@FF1/1G@@

等(

Y

)研究

了高良姜提取物对金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度&

W2G1J/

01

4

@@$1:aKCO1J@D51G2bK

等(

,

)研究了高良姜提取物对金黄

色葡萄球菌最小抑菌浓度范围与最小杀菌浓度范围&但尚未

见有关高良姜提取物抑菌广谱性与稳定性的相关研究&

&&



本研究拟对高良姜提取物的抑菌谱*抑菌稳定性进行研

究%并与常见的防腐剂山梨酸钾*苯甲酸钠进行比较%同时考

查
B

T

*盐浓度*糖浓度*温度*紫外光照等条件对提取物抑菌

稳定性的影响%旨在为进一步扩大其应用范围提供理论依据

及技术指导&
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材料与方法
'8'

!

试验材料与仪器

'8'8'

!

材料与试剂

高良姜"购于湛江徐闻+

无水乙醇*苯甲酸钠*氢氧化钠"

+$

级%广东光华科技股

份有限公司+

山梨酸钾"

b$

级%国药集团化学试剂有限公司+

氯化钠"

+$

级%成都市新都区木兰镇工业开发区+

盐酸"

+$

级%衡阳市凯信化工试剂有限公司+

琼脂粉"

a$

级%北京奥博星生物技术有限责任公司+

蔗糖"食品级%郑州康源化工产品有限公司+

à

肉汤培养基*

-8&j

的
>1b3

肉汤培养基*

>+

培养基

!

a$

#"北京陆桥技术有限责任公司+

金黄色葡萄球菌!
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#*乙型副

伤寒沙门氏菌!
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#*枯草芽
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#*蜡样芽孢杆菌!
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U

#*苏云金芽孢杆菌!
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A%&0A0
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Z

U

#*大肠

杆菌!

E0=.%8A=.A/=7@A
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Z

<

#*副溶血性弧菌!
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/8/./%'
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<

#*腐败希瓦氏菌!
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#

Y

种供试菌"广东海洋大学食品科技学院食品加工与安

全重点微生物实验室提供&

'8'8;

!

主要仪器

生化培养箱"

#%g/;&)/i

型%上海博讯实业有限公司+

高速冷冻离心机"

#2Z\+7/'YW

型%北京博利仪器有限

公司+

净化工作台"

#X/b!/;]

型%上海博讯实业有限公司+

立式压力蒸汽灭菌锅"

#̀/a&)̀

型%上海华线医用核子

仪器有限公司+

可见光分光光度计"

-;;D

型%上海仪电分析仪器有限公司+

冷冻干燥机"

?]Y&)Y

型%韩国
23#T2Ja2:a1D@b:8̀FE

公司+

家用微波炉"

.Z-;).+"/##,

!

g

#型%广东美的微波电器

制造有限公司&

'8;

!

试验方法

'8;8'

!

材料预处理

高良姜
-

清洗
-

烘干!

&& [

"

(YK

#

-

粉碎
-

过筛!

&)

目#

-

冰箱!

([

保存#

'8;8;

!

提取方法
!

称取高良姜粉
&

L

%料液比
'

,

;)

!

O

,

H

#%乙醇浓度
-&j

%在水浴温度
()[

下%先浸提
(K

后%采用

微波辅助提取!提取功率
7))X

%提取时间
;&D

%提取次数
;

次(

')

)

#制备高良姜的提取物&

'8;87

!

广谱性试验

!

'

#抑菌的广谱性"根据文献(

''

)修改如下"将提取物

用
,)j

的乙醇溶解成浓度为
)8'

L

'

0̀

的抑菌液%采用牛津

杯法%进行抑菌活性测定%抑菌圈用游标卡尺%十字交叉的方

法来量取&测定提取物对大肠杆菌*金黄色葡萄球菌*枯草

芽抱杆菌*肠炎沙门氏菌*蜡样芽孢杆菌*副溶血性弧菌*苏

云金芽孢杆菌*腐败希瓦氏菌
Y

种微生物的抑菌活性%评价

高良姜提取物对不同菌种的抑制效果&

!

;

#最小抑菌浓度!

\db

#的测定"将提取物冷冻干燥%准

确称量
'

L

%用
,)j

的乙醇溶液
') 0̀

%将提取物配成

'))0

L

'

0̀

的原液%用试管二倍递减稀释法(

';

)将各提取物

原液稀释成
&)

%

;&

%

';8&

%

*8;&

%

78';

%

'8&*

%

)8-Y

%

)87,

%

)8',&

%

)8),Y

%

)8)(,

%

)8);&

%

)8)';&0

L

'

0̀

的样品液%以金

黄色葡萄球菌*蜡样芽孢杆菌为指试菌%进行
\db

测定&

在各无菌培养皿内分别加入
'0̀

上述配制好的
'(

个

浓度的高良姜抑菌液%然后在每个平板中倒入
,0̀

的
>+

培养基%混匀%如此高良姜的抑菌液的浓度就依次缩小至
'

'

')

&

待 培 养 基 凝 固 后%取
)83 0̀

菌 液 浓 度 达 到
')

*

"

')

-

b?"

'

0̀

的菌悬液于培养基上%用无菌涂布棒涂布均匀%

每个浓度做
7

个平行%以
,)j

乙醇与不加高良姜抑菌液做空

白试验%苯甲酸钠*山梨酸钾做对照试验&将各平板于
7-[

下培养一段时间后观察结果%以完全不长菌的最低稀释浓度

为高良姜提取物
\db

&

!

7

#最小杀菌浓度!

\ab

#的测定"参照文献(

'7

)的方

法&在
\db

测定的基础上继续培养
;(K

%观察试验结果%以

杀死细菌的最小提取物浓度为
\ab

&

'8;8(

!

稳定性试验

!

'

#紫外光照对高良姜提取物抑菌活性的影响"将提取

物用
,)j

的无水乙醇溶解成浓度约
'))0

L

'

0̀

的溶液%将

其置于的紫外灯下%波长设置为
;Y)J0

%分别照射
)

%

')

%

;)

%

7)

%

()

%

*)02J

%以金黄色葡萄球菌*蜡样芽孢杆菌为指示菌%

不经过紫外光照射的作为空白对照&

,)j

的乙醇为阴性对

照&采用牛津杯法测定处理前后提取物的抑菌活性%试验重

复
7

次&

!

;

#温度对高良姜提取物抑菌活性的影响"将提取物用

,)j

的无水乙醇溶解成浓度约
'))0

L

'

0̀

的溶液%将其置

于
;)

!常温#%

()

%

*)

%

Y)

%

'))

%

';'[

的条件下各处理
7)02J

%

以常温下放置的作为空白对照%

,)j

的无水乙醇作为阴性对

照%采用牛津杯法测定处理前后提取物的抑菌活性%试验重

复
7

次&

!

7

#

B

T

对高良姜提取物抑菌的影响"将提取物用
,)j

的 无 水 乙 醇 溶 解 成 浓 度 约
')) 0

L

'

0̀

的 溶 液%用

)8'0:3

'

0̀ Tb3

*

)8'0:3

'

0̀ >1MT

分别将其调成
B

T

为

;

%

(

%

*

%

Y

%

')

%

';

溶液%常温放置
';K

%以不调
B

T

的溶液为空

白对照%采用牛津杯法测定处理前后提取物的抑菌活性试验

重复
7

次&

!

(

#盐浓度对高良姜提取物抑菌的影响"分别配制浓度

为
'j

%

7j

%

&j

%

-j

%

,j

%

''j

的
>1b3

溶液%分别取盐溶液

若干溶 解 高 良 姜 冷 冻 提 取 物 干 样%使 其 成 为 浓 度 为

'))0

L

'

0̀

的溶液&以不加
>1b3

溶液为空白对照&采用牛

津杯法测定处理前后提取物的抑菌活性%试验重复
7

次&

*&
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!

&

#糖浓度对高良姜提取物抑菌的影响"分别配制浓度

为
')j

%

;)j

%

7)j

%

()j

%

&)j

%

*)j

的蔗糖溶液%取蔗糖溶

液若干溶解高良姜冷冻提取物干样%使其成为浓度为

'))0

L

'

0̀

的溶液&以不加蔗糖溶液为空白对照&采用牛

津杯法测定处理前后提取物的抑菌活性%试验重复
7

次&

'8;8&

!

数据分析
!

采用软件
!\%-8)

对数据进行分析%作

图采用软件
:G2

L

2JY8&

&

;

!

结果与分析
;8'

!

抑菌广谱性

由表
'

可知"高良姜提取物具有一定的抑菌活性%具有

相对广泛的抑菌谱&试验浓度在
)8-Y

"

'8&*0

L

'

0̀

时%对

蜡样芽孢杆菌*金黄色葡萄球菌*沙门氏菌*希瓦氏菌有一定

的抑制活性+低于
'8&*0

L

'

0̀

时%对大肠杆菌没有抑制活

性+低于
)8-Y0

L

'

0̀

时%对枯草芽孢杆菌*副溶血性弧菌*

苏云金芽孢杆菌*大肠杆菌没有观察到明显的抑菌圈+空白

对照组皆无抑菌圈&从任何一株单一的菌株来看%抑菌活性

和浓度之间存在一定的正相关性%提取物浓度越高%抑菌圈

直径越大&这说明高良姜提取物的抑菌活性与浓度间存在

剂量关系%在一定的浓度范围内%浓度越高%抑菌活性越强&

表
'

!

高良姜抑菌活性定性试验结果l

P1A3@'

!

Z131J

L

131JF2A19F@G21319F2O2F

4Q

C132F1F2O@G@DC3FD

00

菌种
抑菌圈直径

78';0

L

'

0̀ '8&*0

L

'

0̀ )8-Y0

L

'

0̀

蜡样芽孢杆菌
'*87(k)8*)

9

'78Y;k)8)7

E@

')8&Yk)8'(

N

金黄色葡萄球菌
;&87)k)87Y

1

;)8-(k)8&Y

A

';8Y(k)8*)

H

L

枯草芽孢杆菌
'(8&;k)8'(

E

';8')k)8*;

K2

f

! !

<

副溶血性弧菌
'&8-*k)87(

9

'78&(k)8;(

@H

! !

<

沙门氏菌
'78*(k)8;Y

@

';8(*k)8'*

L

K

''8*&k)8&Y

K2

f

苏云金芽孢杆菌
'&8-)k)8)'(

9

'787)k)8('

@H

! !

<

希瓦氏菌
'78((k)8'(

@H

';87Yk)8;(

L

K2

''8(Yk)8)Y

L

K2

大肠杆菌
';8((k)8)'(

f

! !

<

! !

<

l

!

1

<

2表示没有观察到抑菌圈+不同字母表示存在显著性差异!

/V

)8)&

#&

;8;

!

高良姜提取物与常用防腐剂最小抑菌浓度(

\db

)的

比较

!!

分别测定了高良姜提取物*苯甲酸钠*山梨酸钾对不同

菌的最小抑菌浓度见表
;

*

7

&

表
;

!

高良姜提取物抑菌试验结果l

P1A3@;

!

Z131J

L

13@6FG19F

Q

C132F1F2O@G@DC3FD1JF2A19F@G21319F2O2F

4

菌种
高良姜提取物'!

0

L

,

0̀

<'

#

'8&*) )8-Y) )87,) )8',) )8),Y) )8)(,) )8);&) )8)';&

蜡样芽孢杆菌
< < < < < < < U

金黄色葡萄球菌
< < < < < U UU UU

枯草芽孢杆菌
< < < < U UU UU UU

副溶血性弧菌
< < < < U U UU UU

沙门氏菌
< < < < < U UU UU

苏云金芽孢杆菌
< < < < < U UU UU

希瓦氏菌
< < < < < U UU UU

大肠杆菌
< < < U UU UU UU UU

!!! !!!!!

l

!

1

<

2代表不长菌%1

U

2代表菌量生长较少%1

UU

2代表菌量生长很多&

表
7

!

高良姜提取物#苯甲酸钠#山梨酸钾的最小抑菌浓度(

\db

)与最小杀菌浓度(

\ab

)结果

P1A3@7

!

PK@\db1JE\ab:HG@DC3FD:HZ131J

L

13@6FG19F

$

#:E2C0A@JI:1F@

$

%:F1DD2C0D:GA1F@

0

L

"

0̀

菌种
高良姜提取物

\db \ab

苯甲酸钠

\db \ab

山梨酸钾

\db \ab

蜡样芽孢杆菌
)8)';& )8);& ;& ')) ;8& ;8&

金黄色葡萄球菌
)8),Y) )87, ;& &) ;8& ;8&

枯草芽孢杆菌
)8),Y) )8', ;& &) ;8& ')8)

副溶血性弧菌
)8),Y) )8', &) ')) &8) ')8)

沙门氏菌
)87,) '8&* &) ')) ;8& ;8&

苏云金芽孢杆菌
)8),Y) )87, ;& &) ;8& &8)

希瓦氏菌
)87,) '8&* ;& ;& ;8& &8)

大肠杆菌
'8&*) 78;& &) ')) ')8) ')8)

-&
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由表
7

可知%高良姜提取物对
Y

种常见的细菌都有很好

的抑菌活性且
Z

U的抑菌活性大于
Z

<

&高良姜提取物对蜡

样芽孢杆菌最敏感%最小抑菌浓度为
)8)';&0

L

'

0̀

+最弱

的是大肠杆菌%最小抑菌浓度为
'8&*)0

L

'

0̀

&苯甲酸钠对希

瓦氏菌最为敏感%最小抑菌浓度与杀菌浓度均为
;&0

L

'

0̀

+山

梨酸钾对金黄色葡萄球菌*蜡样芽孢杆菌*沙门氏菌最为敏感%

最小抑菌浓度与杀菌浓度均为
;8&0

L

'

0̀

+高良姜的提取物的

抑菌活性
(

山梨酸钾
(

苯甲酸钠&由此可知"高良姜提取物的

抑菌活性约是苯甲酸钠的
;)))

倍%山梨酸钾的
;))

倍&高良姜

提取物具有成为绿色新型天然活性防腐剂的潜力&

;87

!

紫外光照对高良姜提取物抑菌的影响

紫外光照对高良姜提取物抑菌活性的影响见图
'

&由

图
'

可知%对于金黄色葡萄球菌来说%在
)

"

;)02J

时抑菌圈

直径先增大而后减少%

;)

"

&)02J

时抑菌圈直径逐渐增大%

&)

"

*)02J

时抑菌圈直径又减少%但都大于未经紫外光照的

抑菌活性!

'Y8;(00

#&对于蜡样芽孢杆菌来说%在
)

"

;)02J

时抑菌圈直径先增大而后减少%

;)

"

7)02J

时抑菌圈

直径急剧增大%

7)

"

*)02J

时抑菌圈直径又减少+

*)02J

时%

其抑菌圈直径为
'Y87;00

%与未经紫外光照射时间的提取

物活性几乎相同&综上所述"在一定的紫外光照时间范围

内%高良姜提取物的活性增加%说明其中可能含有某些物质

!如酚类#见光易分解&

图
'

!

紫外光照对高良姜提取物抑菌活性的影响

?2

L

CG@'

!

PK@@HH@@F:HC3FG1O2:3@FG1E21F2:J:J

@6FG19F2:J

,

D1JF20:A21319F2O2F

4

;8(

!

温度对高良姜提取物抑菌的影响

温度对高良姜提取物抑菌活性的影响见图
;

&由图
;

可

知"金黄色葡萄球菌在
;)

"

()[

时抑菌活性骤升%但
()

"

图
;

!

温度对高良姜提取物抑菌活性的影响

?2

L

CG@;

!

PK@@HH@@F:HF@0

B

@G1FCG@:J@6FG19F2:J

,

D

1JF20:A21319F2O2F

4

';'[

时几乎保持不变%说明在
;)

"

()[

%活性物质被激活+

对于蜡样芽孢杆菌%在
;)

"

*)[

时抑菌活性几乎保持不变%

*)

"

'))[

时抑菌活性逐渐下降%但当温度到
';'[

时%抑菌

活性与最初
;)[

空白对照的活性几乎一致%说明温度对提

取物确实有影响%但在一定范围内可以促进其抑菌活性%也

可以考虑其作为热加工过程中的防腐剂&

;8&

!B

T

对高良姜提取物抑菌的影响

B

T

对高良姜提取物抑菌活性的影响见图
7

&由图
7

可

知%

B

T

为
'

"

Y

时%不论是金黄色葡萄球菌还是蜡样芽孢杆

菌%抑菌圈直径几乎不变%抑菌活性保持不变&

B

T

为
Y

"

';

时%抑菌活性先增大后减小&尤其是当
B

TV')

时%抑菌活

性达到了最大%金黄色葡萄球菌抑菌圈直径为
;78YY00

*蜡

样芽孢杆菌为
;-8((00

&原因可能是提取物为酸性物质%

在碱性环境中%其结构可能已被破坏%从而导致抑菌活性的

减弱&因此%在做防腐剂时%酸性的环境有助于促进其抑菌

活性&

图
7

!B

T

对高良姜提取物抑菌活性的影响

?2

L

CG@7

!

PK@@HH@9F:H

B

T:J@6FG19F2:J

,

D1JF20:A213

19F2O2F

4

;8*

!

糖浓度对高良姜提取物抑菌的影响

糖浓度对高良姜提取物抑菌活性的影响见图
(

&由图
(

可知%对于蜡样芽孢杆菌来说%糖浓度在
)

"

')j

时高良姜提

取物的抑菌活性几乎不变%

')j

"

;)j

时抑菌活性骤升%

;)j

"

*)j

时变化不大&说明抑菌活性的增加不是由糖浓

度的增加而引起的%但都较未加糖的抑菌活性高&对于金黄

色葡萄球菌来说%

)

"

')j

时抑菌活性略微增大%

')j

"

(&j

时几乎不变%

(&j

"

*)j

时略微下降&由此可以得出%高良

姜提取物作为防腐剂时%

')j

的糖浓度是最佳的&

图
(

!

糖浓度对高良姜提取物抑菌活性的影响

?2

L

CG@(

!

PK@@HH@9F:HDC

L

1GD:3CF2:J:J@6FG19F2:J

,

D

1JF20:A21319F2O2F

4
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盐浓度对高良姜提取物抑菌的影响

盐浓度对高良姜中抑菌活性的影响见图
&

&由图
&

可

知"对于金黄色葡萄球菌来说%盐浓度为
)

"

'j

时抑菌活性

下降%

'j

"

&j

时抑菌活性上升%

&j

"

''j

时抑菌活性又下

降+

&j

盐浓度的抑菌活性最大&对于蜡样芽孢杆菌来说%盐

浓度为
)

"

7j

时抑菌活性几乎不变%

7j

"

&j

时抑菌活性突

然上升%

&j

"

''j

时抑菌活性下降&在试验范围内%对照组

没有观察到明显的抑菌圈&盐浓度为
&j

"

''j

时抑菌活性

减弱%说明抑菌活性不是由渗透压引起的%可能与提取物里

物质的结构有关系&由此可知%当高良姜的提取物作为防腐

剂时%

&j

的盐浓度是最好的&

图
&

!

盐浓度对高良姜提取物抑菌活性的影响

?2

L

CG@&

!

PK@@HH@9FD:HD13F9:J9@JFG1F2:J:JFK@19F2O2F

4

:H1JF2A19F@G213DCADF1J9@D

7

!

结论
文章重点研究了高良姜提取物对常见的病原菌*水产腐

败菌的抑菌活性&本研究试验结果"高良姜提取液对金黄色

葡萄球菌的最小抑菌浓度为
)8),Y0

L

'

0̀

%最小杀菌浓度为

)8',)0

L

'

0̀

%与
W2G1J01

4

@@$1:aKCO1J@D51G2bK

等(

,

)得

出的金黄色葡萄球菌最小抑菌浓度为
)8)(

"

'8;Y0

L

'

0̀

%

最小杀菌浓度为
)8)Y

"

;8&*0

L

'

0̀

相一致%优于
!2G151J

M:J0@FF1/1G@@

等(

Y

)用高良姜的提取液对金黄色葡萄球菌测

定的最小抑菌浓度为
)87;& 0

L

'

0̀

%最小杀菌浓度为

'87))0

L

'

0̀

&主要原因在于提取方法的不同!文献(

Y

)采

用索氏抽提与直接抽提法#&可以推测微波辅助提取对抑菌

物质的提取有明显的优势%也将成为提取中草药活性成分的

一种有效手段&高良姜提取液是一种较好的天然广谱抑菌

物质%可以作为一种绿色天然防腐剂&紫外光照射时间*温

度*

B

T

*糖浓度*盐浓度
&

种因素对高良姜提取物的稳定性有

一定的影响%紫外光照射时间*温度在一定的范围内%都有助

于促进其抑菌活性&但本试验只是考察了
&

种常见物理因素

对其稳定性的影响%不够全面%下一步将对提取因素*化学因

素*提取物物质主要成分及结构等的影响作全面的分析&
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