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酚酸对水产品腐败希瓦氏菌的抑菌作用
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摘要!比较了没食子酸!原儿茶酸和绿原酸
,

种酚酸对腐

败希瓦氏菌的抑制活性"并通过扫描电镜!流式细胞仪!

细胞膜完整性和通透性测定等探讨了没食子酸对腐败希

瓦氏菌的抑菌作用#结果表明%

,

种酚酸中没食子酸对腐

败希瓦氏菌的抑制活性最强"其最小抑菌浓度和最小杀

菌浓度分别为
#=!+

"

!=+"0

9

&

0W

#经最小抑菌浓度没食

子酸处理后"腐败希瓦氏菌细胞形态改变"表面有明显凹

陷$细胞凋亡率明显增高$核酸和蛋白泄漏增加"细胞膜

完整性遭到破坏$细胞膜通透性增加"胞内电解质大量泄

漏至培养液中#

关键词!没食子酸$原儿茶酸$绿原酸$腐败希瓦氏菌$抑

菌作用$水产品
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腐败希瓦氏菌#
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%是一种革兰

氏阴性运动杆菌'具有较强的致腐败能力'是水产品的特

定腐败菌之一'其生长代谢活动中能够分解肌肉蛋白'将

氨基酸脱羧生成腐胺+尸胺等生物胺,

#

-

'产生
O

!

[

等臭味

物质,

!

-

'其形成的生物被膜可导致水产品表面发黏)微

生物的生长和繁殖是引起水产品腐败的主要因素)

酚酸是高等植物中分布广泛的一类含有酚羟基和羧

基的重要次生代谢产物,

,

-

'有调查,

A

-显示'人体内每日摄

入的酚酸是所摄入总酚含量的
#

*

,

'摄入含量为
!+

$

#"""0

9

'目前许多保健品中均含有绿原酸及咖啡酸等

成分'可以有效地促进血液循环+淡化黄褐斑+缓解腰酸

腿痛等症状)将酚酸作为功能性食品添加剂'添加到各

类啤酒和葡萄酒当中'能起到保肝护脾的作用,

+

-

)常见

酚酸如没食子酸+原儿茶酸+绿原酸等'已被应用于食品

加工和保鲜等领域,

)

-

)没食子酸作为一种较为常见的酚

酸'对各种食源性致病菌如金黄色葡萄球菌+大肠杆菌+

铜绿假单胞菌和弗氏志贺菌均具有较强的抗菌作用,

-

-

)

没食子酸在体外具有抗假单胞菌的效果,

$

-

)然而'目前

尚未见没食子酸+原儿茶酸和绿原酸对水产品腐败希瓦

氏菌的抑制作用的研究报道)研究拟比较没食子酸+原

儿茶酸+绿原酸
,

种酚酸对腐败希瓦氏菌的抑制活性'并

通过扫描电镜+流式细胞仪+细胞膜完整性和通透性测定
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研究没食子酸对腐败希瓦氏菌的抑菌作用及机制'以期

为酚酸在水产品保鲜中的应用提供参考)

#

!

材料与方法

#=#

!

材料与仪器

#=#=#

!

材料与试剂

腐败希瓦氏菌
[V!!

#

%&<W',<;;'

9

+EA<

=

'?/<,D[V!!

%$

渤海大学食品科学与工程学院实验室从腐败大菱鲆中分

离获得并在
I$"m

下保藏&

W\

营养琼脂培养基+

W\

营养肉汤$青岛高科园海博

生物技术有限公司&

没食子酸+绿原酸+原儿茶酸$上海源叶生物科技有

限公司&

蛋白浓度测定试剂盒$南京建成生物工程研究所&

碘化丙啶#

VP

%+戊二醛+

V\[

溶液$北京索莱宝科技

有限公司)

#=#=!

!

仪器设备

立式高压蒸汽灭菌锅$

0W[/,","NO

型'日本三洋有

限公司&

生化培养箱$

WRO/#+"

型'上海恒科技有限公司&

超速离心机$

@4#+"

9

S,

型'日本日立公司&

酶标仪$

X2@EGCe,

型'新加坡珀金埃尔默仪器有限

公司&

紫外可见分光光度计$

*X!++"

型'尤尼柯仪器有限

公司&

电子分析天平$

L[#"+*'

型'瑞士
L>EE3>CBG3>?G

公司&

扫描电镜$

[/A$""

型'美国
\PJ/RM'

公司&

电导 率 仪$

&.,$/L>E>C

型'瑞 士
L>EE3>C BG3>?G

公司&

流式细胞仪$

M@@<C2N)V3<4

型'美国
\'

公司)

#=!

!

方法

#=!=#

!

菌悬液制备
!

将贮藏于
I$"m

的腐败希瓦氏菌取

出'接种于
W\

肉汤培养基中在
!$m

'

##"C

*

028

摇床震荡

培养活化
!

代'并稀释菌液浓度为
#"

+

N&*

*

0W

'备用)

#=!=!

!

不同酚酸的抑菌直径测定
!

分别配制浓度为
-=+

'

+="

'

!=+0

9

*

0W

没食子酸#

UM

%+绿原酸#

NM

%和原儿茶酸

#

VM

%水溶液)将
!0W

菌悬液#

#"

+

N&*

*

0W

%加入到

!""0W

无菌
W\

营养琼脂培养基中混匀'向垂直放置

,

个牛津杯的培养皿中倾注约
!"0W

'放置至
W\

营养琼

脂彻底凝固)取出牛津杯'分别向孔中加入不同酚酸溶

液
!""

(

W

'每个浓度做
,

个平行组)将平板倒置于
!$m

培养箱培养
!A5

'用游标卡尺测定抑菌圈直径大小)

#=!=,

!

最小抑菌浓度#

LPN

%及最小杀菌浓度#

L\N

%测定

!!

采用微量肉汤二倍稀释法,

(

-进行抑菌剂
LPN

和

L\N

测定)采用
W\

液体培养基在
()

孔板中进行酚酸

溶液的二倍梯度稀释'分别获得最终浓度为
+=""""

'

!=+"""

'

#=!+""

'

"=)!+"

'

"=,-!+"

'

"=#+)!+0

9

*

0W

的
,

种

酚酸系列溶液)每孔接种
#""

(

W

腐败希瓦氏菌菌悬液

#

#"

+

N&*

*

0W

%'混匀后放入
!$m

培养箱中培养
!A5

)以

肉眼观察'没有变浑浊的最低浓度为酚酸对该菌的
LPN

'

每组重复
,

次)将无菌生长的孔中的液体吸出涂布于
W\

营养琼脂培养基上'培养
!A5

'无菌生长的浓度为酚酸

的
L\N

)

#=!=A

!

生长曲线和时间杀菌曲线的测定
!

将没食子酸添

加到腐败希瓦氏菌菌悬液#

#"

+

N&*

*

0W

%中'使其最终浓

度为
LPN

'于
!$m

+

##"C

*

028

条件下培养)以未添加没

食子酸的菌液为对照组)每隔
!5

用酶标仪测定
NH

+(+80

值'每组重复
,

次'取平均值'绘制腐败希瓦氏菌生长曲

线)每隔
!5

吸取各组培养液
!""

(

W

'进行平板活菌菌

落计数并绘制时间杀菌曲线,

#"

-

)

#=!=+

!

扫描电镜
!

取一定量已培养的腐败希瓦氏菌菌悬

液'于
,"""C

*

028

离心
#"028

'弃去上清液)将菌体用

"=#0G3

*

WV\[

#

F

Or-=A

%清洗
!

次'于
,"""C

*

028

离心

#"028

'再用
V\[

稀释'使菌悬液
NH

+(+80

,

"=+

)将没食

子酸添加到菌悬液中'使其终浓度为
LPN

'置于
!$m

震

荡培养#

#)#C

*

028

%

#!5

)以未添加没食子酸的菌液为对

照组)将各组培养液于
,"""C

*

028

离心
#"028

'弃去上

清液'用无菌水清洗
!

次)将菌体与
!"0W!=+b

的戊二

醛溶液混匀'固定处理
!5

)无菌水清洗
!

次后'分别在

+"b

'

-"b

'

$"b

'

("b

的乙醇中浸泡
,"028

'在
#""b

的

无水乙醇中浸泡
#5

进行逐级脱水)取适量菌悬液于盖

玻片上'

,-m

下干燥
-!5

)将菌体进行喷金处理'采用扫

描电镜对菌体微观形貌进行表征分析,

##

-

)

#=!=)

!

细胞凋亡测定
!

细菌前处理参照
#=!=+

'置于
!$m

震荡培养#

#)#C

*

028

%

#!5

后'将培养液于
#"""C

*

028

离心
+028

'弃上清液'

"=#0G3

*

WV\[

#

F

Or-=A

%清洗

!

次'于
#"""C

*

028

离心
+028

'弃上清液)菌体用
#0W

VP

染液染色'于
Am

避光放置
,"028

)

#5

内用流式细胞

仪检测各组细胞凋亡情况,

#!

-

)

#=!=-

!

细菌核酸泄漏测定
!

细菌前处理参照
#=!=+

'置于

!$m

震荡培养#

#)#C

*

028

%

#!5

后'用
"=!!

(

0

滤膜过滤

菌悬液'用酶标仪测定滤液在
!)"80

波长下
NH

值'每

组重复测定
,

次,

#,

-

)

#=!=$

!

细菌蛋白泄露测定
!

细菌前处理参照
#=!=+

'置于

!$m

震荡培养#

#)#C

*

028

%

#!5

后'用
\NM

蛋白检测试

剂盒对菌悬液蛋白浓度进行测定)

#=!=(

!

电导率测定
!

细菌前处理参照
#=!=+

'置于
!$m

震

荡培养#

#)#C

*

028

%'每间隔
#"028

用电导率仪测定电导

率'直至电导率值达到平衡值)

#=!=#"

!

统计分析
!

采用
.S@>3!"#"

及
JC2

9

28$=+

软件处

理数据和生成图表'数据为重复
,

次所得的平均值'用

$#!

贮运与保鲜
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[V[[#(="

#统计分析系统%进行统计学分析'检验数据的

差异显著性'显著性水平为
V

%

"="+

)

!

!

结果与分析
!=#

!

酚酸对腐败希瓦氏菌的抑制活性

没食子酸+原儿茶酸和绿原酸对腐败希瓦氏菌的抑

菌直径见表
#

)抑菌直径最大的为
-=+0

9

*

0W

的没食子

酸'最小的为
+0

9

*

0W

的绿原酸'而
!=+0

9

*

0W

绿原酸

几乎没有抑菌圈出现)

,

种酚酸的抑菌直径均随抑菌剂

浓度的增加而增大'表明酚酸抑菌活性与其浓度呈正比)

同等浓度的没食子酸+原儿茶酸和绿原酸中'没食子酸的

抑菌直径均为最大'其次是原儿茶酸)表明
,

种酚酸对

水产品腐败希瓦氏菌抑菌活性从大到小依次为没食子

酸
#

原儿茶酸
#

绿原酸)

采用肉汤二倍稀释法测定不同酚酸的
LPN

和
L\N

的数值'进一步比较各个酚酸对腐败希瓦氏菌的抑菌能

力)没食子酸对腐败希瓦氏菌的
LPN

为
#=!+0

9

*

0W

'

L\N

值为
!=+ 0

9

*

0W

'与其他两种酚酸相比'

LPN

和

L\N

值均最低#表
!

%'表明其具有较强的抗菌活性)李

建科等,

#A

-研究了不同细菌对没食子酸的抑制效果'研究

表明没食子酸对金黄色葡萄球菌+蜡状芽孢杆菌+巨大芽

孢杆菌和枯草芽孢杆菌的
LPN

分别为
!

'

A

'

A

'

A0

9

*

0W

)

表明没食子酸对腐败希瓦氏菌的抑菌效果比对金黄色葡

萄球菌+枯草芽孢杆菌等细菌的好)

!=!

!

没食子酸对腐败希瓦氏菌生长曲线和杀菌曲线的

影响

!!

腐败希瓦氏菌的生长曲线见图
#

#

1

%'整个培养期'对

照组的腐败希瓦氏菌菌数呈逐渐增长趋势'经历了延滞

期+指数生长期和稳定期,

#+

-

)而
#=!+0

9

*

0W

#

LPN

%没

食子酸处理组没有明显增长的趋势'不能进入对数生长

期)表明在此浓度下'腐败希瓦氏菌的生长被完全抑

制,

#)

-

)时间杀菌曲线如图
#

#

H

%所示'腐败希瓦氏菌培养

表
$

!

酚酸对腐败希瓦氏菌的抑菌圈直径

B1H3>#

!

P852H2EGC

6

;G8>?210>E>CG:

F

5>8G32@1@2?4

1

9

1284E%P

9

+EA<

=

'?/<,D

酚酸 浓度*#

0

9

/

0W

I#

%

抑菌圈直径*
00

没食子酸

-=+ #!=(#q"="!

+=" #!=,,q"=",

!=+ ##=,+q"="$

原儿茶酸

-=+ #!="-q"="#

+=" #"=A)q"="!

!=+ (=A!q"="-

绿原酸
!

-=+ ##=,$q"="!

+=" #"=")q"="A

!=+ $=""q"="!

表
*

!

酚酸对腐败希瓦氏菌的最小抑菌浓度及最

小杀菌浓度

B1H3>!

!

L2820<02852H2EGC

6

@G8@>8EC1E2G818?

02820<0H1@E>C2@2?13@G8@>8EC1E2G8G:E5>

F

5>8G32@1@2?EG%P

9

+EA<

=

'?/<,D

0

9

*

0W

酚酸 最小抑菌浓度 最小杀菌浓度

没食子酸
#=!+ !=+

原儿茶酸
#=!+ +="

绿原酸
!

!=+" +="

图
#

!

食子酸对腐败希瓦氏菌的生长曲线和时间杀菌曲线

&2

9

<C>#

!

UCG7E5@<CD>18?B20>/̂233>?@<CD>G:%P

9

+)

EA<

=

'?/<,D<8?>CE5>1@E2G8G:

9

1332@1@2?

过程中'对照组活菌数呈明显的上升趋势'经历了延滞

期+指数生长期和稳定期'与生长曲线一致)没食子酸处

理组的活菌数呈现下降趋势'表明此浓度下的没食子酸

具有一定杀菌活性)结合生长曲线与杀菌曲线可说明'

没食子酸在
#=!+0

9

*

0W

#

LPN

%浓度下'活菌数量逐渐减

少'能完全抑制腐败希瓦氏菌的生长)

!=,

!

没食子酸对腐败希瓦氏菌细胞形态的影响

通过
[.L

观察
#=!+0

9

*

0W

#

LPN

%没食子酸处理前

后腐败希瓦氏菌细胞的形态变化)如图
!

#

1

%所示'对照

组的腐败希瓦氏菌菌体完整饱满'菌体表面没有破损)

而经没食子酸,图
!

#

H

%-处理细菌形貌发生变化'细胞破

%#!

"

XG3=,)

"

QG=)

朱金帅等!酚酸对水产品腐败希瓦氏菌的抑菌作用



图
!

!

没食子酸对腐败希瓦氏菌细胞形态的影响

&2

9

<C>!

!

.::>@EG:

9

1332@1@2?G8@>33<31C0GC

F

5G3G

96

G:

%P

9

+EA<

=

'?/<,D

裂'扭曲变形'一些部位开始凹陷)可能是细胞膜破损造

成细胞内容物的大量泄露'从而使细胞明显变形'粘连在

一起)结果表明'没食子酸可引起腐败希瓦氏菌细胞的

破损和变形'严重影响细胞正常生长'甚至造成细胞死

亡)没食子酸分子结构中的酚羟基可能是其产生抑菌作

用的活性基团'与细菌细胞膜上的蛋白质+脂类等发生反

应'改变细菌细胞膜通透性'从而破坏细胞膜的完整性'

导致细菌细胞形变,

#-

-

)

!=A

!

没食子酸对腐败希瓦氏菌细胞凋亡的影响

流式细胞图分为
A

个区域'

WW

区为细胞存活'

WR

区

为早期凋亡'

*R

区为晚期凋亡'

*W

区为细胞坏死)图
,

#

1

%为对照组流式细胞分析结果'

WW

区细胞存活率高达

()=#b

'细胞坏死率为
!=+b

'早期凋亡率和晚期凋亡率分

别为
"=)b

和
"=$b

)由此可见'未经处理的细菌存活率

非常高)经
LPN

没食子酸,图
,

#

H

%-处理的腐败希瓦氏

菌'存活率达到
-$=)b

'细胞坏死率为
!"=$b

'早期凋亡

率和晚期凋亡率分别为
"="b

'

"=)b

'坏死率显著高于对

照组)较对照组相比'经没食子酸作用后的腐败希瓦氏

菌的凋亡率明显增大'可能是没食子酸能够破坏细胞壁

膜结构'使细胞膜通透性增大)

!=+

!

没食子酸对腐败希瓦氏菌细胞膜完整性的影响

经没食子酸处理的腐败希瓦氏菌细胞中蛋白及核酸

泄漏情况用于反映细菌细胞膜完整性的变化)图
A

#

1

%是

#=!+0

9

*

0W

#

LPN

%没食子酸处理的腐败希瓦氏菌菌悬

液在
!)"80

下的吸光值)对照组的
NH

!)"80

为
"=+!)

'经

没食子酸处理后的腐败希瓦氏菌菌悬液的
NH

!)"80

达到

#="!A

'显著高于对照组'表明没食子酸处理引起腐败希瓦

氏菌核酸的外泄)对照组腐败希瓦氏菌菌悬液中总蛋白

浓度为
,=)$(0

9

*

0W

'没食子酸处理后的蛋白浓度明显

增加至
#+=$A#0

9

*

0W

'表明没食子酸处理引起腐败希瓦

氏菌蛋白的外泄)以上结果说明腐败希瓦氏菌的膜结构

被破坏'导致细胞的内容物渗漏'进一步影响了菌体的代

谢与生长)这可能是因为没食子酸具有较强的抗氧化性

图
,

!

没食子酸对腐败希瓦氏菌细胞凋亡的影响
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图
A

!

没食子酸对腐败希瓦氏菌细胞完整性的影响

&2

9
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1332@1@2?G8@>330>0HC18>28E>

9

C2E

6

G:%P

9

+EA<
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'?/<,D

能'酚羟基能够提供质子'直接吸附于细胞'打破菌体原

有的保护屏障'从而导致胞内物质的泄漏增加,

#$

-

)

&#!

贮运与保鲜
[BJRMU.BRMQ[VJRBMBPJQ KVR.[.RXMBPJQ

总第
!!A

期
"

!"!"

年
)

月
"



图
+

!

没食子酸对腐败希瓦氏菌细胞膜通透性的影响

&2

9

<C>+
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.::>@EG:

9

1332@1@2?G80>0HC18>

F

>C0>1H232E

6
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9

+EA<
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!=)

!

没食子酸对腐败希瓦氏菌细胞膜通透性的影响

测定
#=!+0

9

*

0W

#

LPN

%没食子酸处理对腐败希瓦

氏菌菌悬液电导率的变化'进而分析对细胞膜通透性的

影响#图
+

%)前
)"028

'各组电导率均有所增加'对照组

电导率从
#,=A)0[

*

@0

升至
#+=,!0[

*

@0

'没食子酸处

理组腐败希瓦氏菌菌悬液电导率从
#,=A)0[

*

@0

迅速增

加至
#)=(#0[

*

@0

'其电导率显著高于对照组)

)"028

后'随着时间的延长'各组电导率趋于稳定)这一趋势与

W2

等,

#(

-的研究结果相似'其研究发现
'

/

聚赖氨酸处理的

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的电导率在培养前
A+028

下

显著增加)结果表明'没食子酸处理使菌体的细胞膜通

透性增加'导致胞内大量的电解质泄露至培养液中'电导

率增加'这会影响其正常代谢'最终导致死亡,

#$

-

)

,

!

结论
没食子酸+原儿茶酸和绿原酸对腐败希瓦氏菌均具

有较好的抑制作用'其中没食子酸对腐败希瓦氏菌的抑

制 作 用 更 强'其 最 小 抑 菌 浓 度 为
#=!+ 0

9

*

0W

)

#=!+0

9

*

0W

#

LPN

%没食子酸处理引起腐败希瓦氏菌细

胞形态的改变'细胞膜完整性破坏'细胞膜通透性增大'

核酸+蛋白质等大分子大量泄漏'致使细菌细胞凋亡率增

加)没食子酸是一种具有潜在应用前景的水产品保鲜

剂'后续研究可考虑探究没食子酸在水产品保鲜中的

应用)
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