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胎菊水提物对大肠杆菌的抑制作用及应用
D4&)/)%-(9)303%&)=)&

5

($78#

)

/"-*812.29.0/3

<

.#(.'

#6&-3%&(4:/+81#&+8&"+$'&341)&'3

,,

0)%3&)(4

费
!

鹏$

;#KE-*

4

$

!

邢
!

敏$

WK$%L'*

$

!

焦超芹!

TK/,9612(

Z

'*

!

!

杨宝鑫!

&/$%012()'*

!

!

胡新颖$

"+W'*(

B

'*

4

$

邵安冉$

5"/,/*(?1*

$

!

芦
!

淋!

G+G'*

!

!

康怀彬$

F/$%"=1'(.'*

$

!

郭
!

!

%+,G'*

4

!

.

$8

河南科技大学食品与生物工程学院!河南 洛阳
!

&A$"!#

'

!8

东北农业大学食品学院乳品科学教育部重点实验室!黑龙江 哈尔滨
!

$(""#"

/

.

$89277-

4

-2

:

;2231*30'272

4

'<17#*

4

'*--?'*

4

!

"-*1*+*'C-?A'@

B

2

:

5<'-*<-1*3I-<6*272

4B

!

G=2

B

1*

4

!

"-*1*&A$"!#

!

96'*1

'

!8F-

B

G1.2?1@2?

B

2

:

M1'?

B

5<'-*<-

!

L'*'A@?

B

2

:

#3=<1@'2*;223

5<'-*<-9277-

4

-

!

$2?@6-1A@/

4

?'<=7@=?17+*'C-?A'@

B

!

"1?.'*

!

"-'72*

4>

'1*

4

$(""#"

!

96'*1

/

摘要$研究旨在评估胎菊水提物对大肠杆菌的抑制作用

并探讨其在肉制品中的应用&通过测量抑菌圈直径

!

.4[

"%最小抑菌浓度!

042

"和最小杀菌浓度!

0d2

"评价

胎菊水提物对大肠杆菌的抑菌活性&通过对受试细菌生

长曲线%胞内
1=;

浓度%细胞膜电位及细胞形态的研究

揭示其作用机制&最后将胎菊水提物应用于熟猪肉的保

鲜中&结果表明$胎菊水提物对大肠杆菌的
.4[

%

042

和

0d2

分别为!

$!)&"c")#!

"

!
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"

EE

%

$"

!

!"E

T

)

E<

和
!"

!

&"E

T

)

E<

&胎菊水提物能够延长大

肠杆菌的迟缓期$缩短对数期%降低胞内
1=;

浓度$引起

细胞膜去极化$破坏细胞形态$导致细胞液泄漏&此外$

胎菊水提物可以降低熟猪肉贮藏期内大肠杆菌的数量

!

;

$

")"(

"$且当质量浓度为
$042

时$胎菊水提物对熟

猪肉色度的影响不显著!

;

#

")"(

"&

关键词$胎菊'水提物'大肠杆菌'抑制作用'肉制品'应用
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大肠杆菌.

#A<6-?'<6'1<27'

/又称大肠埃希氏菌!是一

种革兰氏阴性&无芽孢&兼性厌氧的食源性条件致病菌!

广泛存在于蔬菜&水果&外界环境以及牛肉&鸡肉&牛奶等

动物源食品中1

$'!

2

$该微生物为条件致病菌!一般条件

下不致病!但某些特殊血清型的大肠杆菌可引起人或动

物呕吐&腹泻&败血症等!严重者可导致患者死亡1

#

2

$目

前!关于大肠杆菌污染食品及加工环境的报道已被大量

报道1

&'A

2

!因此!如何有效预防和控制大肠杆菌对食品的

污染是亟待解决的问题$

("!
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$$

月
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人们常在食品的运输&加工等过程中添加化学合成

防腐剂以抑制或杀灭病原微生物来延长食品的货架期!

保证食品质量1

%

2

$但随着食源性致病菌耐药性的增强及

化学防腐剂对人体健康造成的不良影响!使得越来越多

的研究者开始倾向于利用植物源活性物质作为天然的抑

菌剂发挥杀菌功效1

9'$"

2

$胎菊是杭白菊上品的一种!富

含挥发油类&酚类&黄酮类化合物等活性成分!具有抗肿

瘤&抗菌&抗氧化&降血压等生物活性1

$$

2

$黄涵年1

$!

2通过

牛津杯法测定了杭白菊总黄酮提取物对大肠杆菌&金黄

色葡萄球菌&沙门氏菌及单核细胞增生李斯特菌的抑菌

效果!结果表明杭白菊总黄酮提取物对
&

种供试菌均有

一定的抑制作用$吕都1

$#

2发现杭白菊挥发油对大肠杆

菌&铜绿假单胞菌&金黄色葡萄球菌&沙门氏菌&枯草芽孢

杆菌均有一定的抑菌活性!其最小抑菌浓度为
")#!(*

!

$)#""*

$上述研究表明胎菊提取物对食源性致病菌具有

一定的抑菌效果!然而!其可能的抑菌机理和应用并未被

深入挖掘$

研究拟以大肠杆菌为供试菌株!以水为溶剂对胎菊

进行提取!并评估胎菊水提物对大肠杆菌的抑菌效果'通

过检测胎菊水提物对大肠杆菌生长曲线&胞内
1=;

浓

度&膜电位&细胞形态的影响揭示其可能的抑菌途径'将

胎菊水提物应用于熟猪肉的保藏中!以期为开发一种新

的天然防腐剂提供理论依据$

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与试剂

胎菊(艺福堂菊博士胎菊!产自浙江省桐乡市胎菊生

产基地!

%"

T

!洛阳大张超市'

猪肉(试验所用猪肉为当天屠宰的猪的冷鲜里脊肉!

洛阳大张超市'

大肠杆菌.

#A<6-?'<6'1<27'

/

-$(A

(东北农业大学食

品学院菌种库'

大肠杆菌分离菌株
!"!"D$

&

!"!"D!

&

!"$%D&

&

!"$%D(

&

!"!"D#

&

!"$9D%

(分别从牛肉&鸡肉&黑芝麻糊及设备表面

分离得到'

胰蛋白胨大豆琼脂.

LR

XU

L?QNK?

X

FF

T

FR

!

=:1

/&溶菌

肉汤培养基.

<MRGFDdNRLFQG

!

<d

/(青岛海博生物有限公司'

乙醇&戊二醛&饿酸&氢氧化钠等(分析纯!国药集团

化学试剂有限公司'

1=;

试剂盒(碧云天生物科技有限公司'

十二烷基琥珀酸酐&

.Gd12&

.

#

/荧光探针(索莱宝生

物科技有限公司$

$)!

!

主要仪器设备

精密电子天平(

;@!"#

型!梅特勒+托利多仪器有限

公司'

生物超净工作台(

dPQD$#+"

型!上海佳胜仪器制造有

限公司'

离心机(

_<D!$0

型!上海市离心机械研究所'

电热恒温培养箱(

.3;D9!A!

型!上海一恒科技有限

公司'

高压蒸汽灭菌锅(

<.[8D("adD

(

型!上海申安医疗

器械厂'

多功能酶标仪(

=NPFQ4QJGQGLN!"";7-

型!北京普天

新桥技术有限公司'

紫外分光光度计(

.\D%""

型!美国
dNPaEFQ

公司'

透射电镜(

3DA+("

型!日本日立公司'

色差计(

2?@?RENLNR[6+"""

型!上海过望化工有限

公司$

$)#

!

方法

$)#)$

!

胎菊水提物的制备
!

参照张
&

等1

$&

2的方法$将

胎菊粉碎成粉!过
%!

目筛!以水为溶剂!在
A"]

&料液比

.

X

水
lX

胎菊/为
$l#"

.

T

0

E<

/的条件下浸提
%"EGQ

!收集

滤渣!并在相同条件下重复浸提
!

次!合并所有滤液!

&"]

旋转蒸发进行浓缩以得到胎菊水提物浓缩液!最后

使用真空冷冻干燥装置将其干燥成粉末!冰箱冷藏备用$

$)#)!

!

受试菌株
!

参照吕都1

$#

2的方法对大肠杆菌
-$(A

和其他
(

株大肠杆菌进行活化!上述
+

种菌均用于胎菊

水提物抑菌活性的评估中!而大肠杆菌
-$(A

用于抑菌机

理的探索和熟猪肉保藏的应用$

$)#)#

!

抑菌圈直径.

.4[

/的测定
!

采用牛津杯法1

$(

2

$无

菌条件下吸取
$""

#

<

浓度为
$"

A

2,\

0

E<

的菌悬液并涂

布在
=:1

平板上!将
#

个无菌牛津杯均匀地插入培养

基!并向每个牛津杯中加入
!""

#

<

浓度为
$"E

T

0

E<

的

胎菊水提物溶液!在
#A]

下培养
!&I

后测量抑菌圈直

径$抑菌圈直径大小所代表的含义为(直径
#

!"EE

!表

示菌种对抑菌剂极敏感'

$(

!

!"EE

为高度敏感'

$"

!

$&EE

为中度敏感'

A

!

9 EE

为低敏'

$

+ EE

为不

敏感1

$+

2

$

$)#)&

!

最小抑菌浓度.

042

/&最小杀菌浓度.

0d2

/的测

定
!

042

与
0d2

分别指抑制细菌生长及杀灭细菌的最

低浓度$根据
,NG

等1

$A

2的方法$将灭菌后冷却至
("]

的
=:1

培养基加入到
!&

孔板中!加入胎菊水提物并调

整质量浓度为
!)(

!

()"

!

$")"

!

!")"

!

&")"

!

%")"E

T

0

E<

!每

孔终体积为
(""

#

<

!对照组使用
")$E

T

0

E<

的氨苄青霉

素处理$培养基凝固后!在各孔中央接种
!

#

<

浓度为

$"

%

2,\

0

E<

的菌悬液!在
#A]

下培养
!&I

后观察大肠

杆菌生长情况!

042

值为肉眼看不见细菌生长的最低浓

度$制备
$""

#

<

菌悬液.

$"

%

2,\

0

E<

/!经过
&

$)"042

的胎菊水提物处理
$I

后再进行培养!使菌落无法长出的

最低浓度即为
0d2

值$

$)#)(

!

生长曲线测定
!

根据
:IG

等1

$%

2的方法$用
<d

培

养基稀释菌悬液!使其
,M

+""QE

为
")!

$向
!(

#

<

菌悬液

)"!

"

>?@)#+

"

5?)$$

费
!

鹏等$胎菊水提物对大肠杆菌的抑制作用及应用



中加入胎菊水提物!使其质量浓度分别为
")( 042

&

$)"042

&

$)(042

和
!)"042

!并调整终体积为
!("

#

<

!

未添加胎菊水提物的菌液作为对照$在
#A ]

下培养

!&I

!每隔
!I

取出菌液!使用酶标仪检测其吸光值$以

时间为横坐标!吸光值为纵坐标绘制生长曲线$

$)#)+

!

胞内
1=;

含量的测定
!

根据
:oQPINH

等1

$9

2的方

法$取
!E<

菌悬液.

,M

+""QE

`")(

/!并加入胎菊水提

物!使胎菊水提物终质量浓度分别为
" 042

.对照组/&

$042

和
!042

$在
#A]

下处理
#"EGQ

后!利用试剂盒

法对其胞内的
1=;

进行提取!并测定其相对发光值$

$)#)A

!

膜电位的测定
!

根据
_M?

等1

!"

2的报道$将

$!(

#

<

的菌悬液.

,M

+""QE

"̀)(

/与
")(

#

<

的
.Gd12&

.

#

/

荧光探针加入到黑色不透明的
9+

孔板中!然后加入胎菊

水提物!使其终质量浓度分别为
$042

和
!042

!对照组

为未经胎菊水提物处理的菌悬液!

#A]

培养
#"EGQ

后!

使用多功能酶标仪测定样品在激发波长和发射波长分别

为
&9!QE

和
($(QE

下的荧光强度$

$)#)%

!

透射电镜观察
!

参照
<G

等1

!$

2的报道$如
$)#)+

所

述!菌悬液.

,M

+""QE

`")(

/经过质量浓度
"042

&

$042

和
!042

的胎菊水提物
#A]

处理
&I

后!于
%"""

T

0

EGQ

下离心
(EGQ

制备菌泥$

&]

下向菌泥中加入
!)(*

的戊

二醛固定
!I

!离心并用磷酸缓冲液洗涤
#

次!再用
$*

饿

酸固定
!I

!重复洗涤
#

次$用体积分数
("*

!

A"*

!

9"*

!

$""*

的乙醇对上述样品进行脱水处理.

$"EGQ

/!利

用十二烷基琥珀酸酐对其进行包埋!最后对样品进行醋

酸铀酰和柠檬酸铅双重染色!并置于透射电镜下选取

$""""̂

放大倍数观察细胞形态$

$)#)9

!

胎菊水提物在熟猪肉中的应用
!

根据
_M?

等1

!!

2

的报道$将新鲜猪肉切成
$)(

T

左右的小块!于
$!$]

下

灭菌
$(EGQ

得到无菌熟猪肉!用质量浓度为
$042

和

!042

的胎菊水提物浸泡
$"K

后在无菌培养皿中放置

#"EGQ

!未浸泡的熟肉样品作为对照组$将浓 度 为

$"

#

2,\

0

E<

的大肠杆菌
-$(A

接种到熟猪肉样品中!无

菌袋密闭保存在
&]

环境下
+O

!分别在第
"

!

#

!

+

天取出

样品!对大肠杆菌进行平板计数!同时测定熟肉样品的色

度.

1

'

&

.

'

&

G

'

/重复
#

次读数取平均值$

$)#)$"

!

数据分析
!

除透射电镜试验外!其他试验重复

#

次!试验结果以平均数
c

标准偏差表示!使用
:;::

软

件对数据进行统计分析!显著性检验采用单因素方差分

析.

;

$

")"(

/$

!

!

结果与讨论
!)$

!

.4[

#

042

和
0d2

值的测定

以抑菌圈直径.

.4[

/&

042

及
0d2

值作为评定指标

来检测胎菊水提物对大肠杆菌的抑菌效果!结果如表
$

所示$结果表明!胎菊水提物对
A

株大肠杆菌
.4[

&

042

和
0d2

的 范 围 分 别 为 .

$!)&"c")#!

/

!

.

$#)%"c

")&$

/

EE

!

$"

!

!"E

T

0

E<

和
!"

!

&"E

T

0

E<

$现有的研

究也报道了一些植物源天然产物对大肠杆菌的抑制效

果!例如乌梅有机酸和胡桃醌对大肠杆菌的
042

分别为

#$)!(E

T

0

E<

和
+")""

#

T

0

E<

1

!#'!&

2

!石榴皮多酚对大肠

杆菌的
0d2

值为
#$)!(E

T

0

E<

1

!(

2

!与上述天然产物相

比!胎菊水提物对大肠杆菌抑制作用处于中等偏上水平$

为进一步探究胎菊水提物对大肠杆菌的抑菌机制!选取

大肠杆菌
-$(A

进行后续研究$

!)!

!

胎菊水提物对细胞生长曲线的影响

胎菊水提物对大肠杆菌
-$(A

生长曲线的影响如

图
$

所示$与空白组相比!经过不同质量浓度胎菊水提

物处理后的大肠杆菌的生长被明显的抑制!且抑菌效果

随着胎菊水提物质量浓度的增加而增强$当胎菊水提物

质量浓度大于
!042

时!大肠杆菌被完全抑制$此外!从

图
$

中可知!胎菊水提物对大肠杆菌的抑制主要是延长

了迟缓期!缩短了对数期$

!)#

!

胎菊水提物对胞内
1=;

浓度的影响

1=;

能够为所有活细胞生物体提供能量!与物质的

代谢!能量的释放&储存和利用有关!是反映细胞存活状

况的重要参数1

!"

2

$由图
!

可知!与对照组相比!胎菊水提

物显著降低了菌体细胞中的
1=;

含量.

;

$

")"(

/!可能

表
$

!

胎菊水提物对
A

株大肠杆菌菌株的

.4[

#

042

和
0d2

=FV@N$

!

.4[

"

042KFQO0d2K?J2d16F

T

FGQKLKNSNQ

#8<27'KLRFGQK

大肠

杆菌
来源

.4[

0

EE

042

0

.

E

T

3

E<

'$

/

0d2

0

.

E

T

3

E<

'$

/

-$(A

实验室标株
$!)&c")#! !" &"

!"!"D$

牛肉
$#)+c")++ $" !"

!"!"D!

牛肉
$#)%c")&$ $" !"

!"$%D(

鸡肉
$#)(c")!! $" &"

!"$%D&

鸡肉
$#)+c")$% $" !"

!"!"D#

黑芝麻糊
$!)(c")#! !" &"

!"$9D%

设备表面
$#)!c")$+ $" !"

图
$

!

不同浓度的胎菊水提物对大肠杆菌生长的影响

,G

T

MRN$

!

6JJNPLK?JOGJJNRNQLP?QPNQLRFLG?QK?J2d16

?QLIN

T

R?WLI?J#8<27'

*#!

贮运与保鲜
:=-71_6=715:;-7=1=4-5 /;76:67>1=4-5

总第
!!9

期
"

!"!"

年
$$

月
"



是由于胎菊水提物作用下受试细菌细胞膜被破坏!导致

胞内
1=;

的泄漏!进而影响细胞能量代谢!抑制大肠杆

菌生长$类似地!

,NG

等1

$A

2发现橄榄多酚能够降低阪崎克

罗诺杆菌胞内
1=;

浓度!并将其归因于细胞膜损伤!与

试验研究结果一致$此外!研究1

$9

!

!+'!A

2表明!由于天然

产物作用下
1=;

合成酶活性降低&

B

k的损失&细胞水解

速率增加等均可以显著降低细菌胞内的
1=;

含量$

!)&

!

胎菊水提物对细胞膜电位的影响

.Gd12&

.

#

/是一种膜电位敏感的亲脂性阴离子荧光

染料!进入细胞后可与细胞中的蛋白质结合发出荧光!因

此可以通过测定细胞中的荧光强度来判断细胞膜电位的

变化1

$%

2

$如图
#

所示!与空白对照组相比!经质量浓度为

$042

和
!042

的胎菊水提物处理后!菌体细胞膜的相

对荧光值显著增加.

;

$

")"(

/!表明在胎菊水提物的作用

下大肠杆菌细胞膜发生了去极化!且胎菊水提物质量浓

度越高!去极化现象越明显$细胞膜去极化是细胞膜透

性发生改变的重要表现!与胞内
U

3

的改变及细胞膜上

B

k

&

5F

k等浓度的改变有关1

!%

2

!因此上述结果表明胎菊

水提物破坏了大肠杆菌细胞膜!进而改变了细胞膜电位!

从而影响细菌生长$

字母不同表示存在显著性差异.

;

$

")"(

/

图
!

!

胎菊水提物对大肠杆菌胞内
1=;

浓度的影响

,G

T

MRN!

!

6JJNPL?J2d16?QGQLRFPN@@M@FR1=;

P?QPNQLRFLG?Q?J#8<27'

字母不同表示存在显著性差异.

;

$

")"(

/

图
#

!

胎菊水提物对大肠杆菌细胞膜

电位的影响

,G

T

MRN#

!

6JJNPL?J2d16?QENEVRFQN

U

?LNQLGF@

?J#8<27'

!)(

!

透射电子显微镜结果分析

通过透射电子显微镜观察不同质量浓度胎菊水提物

对大肠杆菌细胞形态的影响!结果见图
&

$与未受胎菊水

提物处理的对照组相比!经质量浓度为
$042

和
!042

胎菊水提物处理.

&I

/后的大肠杆菌细胞壁与细胞膜分

离!内溶物发生泄漏!菌体内部出现空腔!细胞变瘪变皱!

发生严重的变形和塌陷'且随着胎菊水提物质量浓度的

增加破坏程度也随之加剧$由此可知!胎菊水提物能够

明显破坏大肠杆菌的细胞形态!从而导致不可逆的损伤$

!)+

!

胎菊水提物在熟猪肉保藏中的应用

!)+)$

!

大肠杆菌菌落总数的变化
!

不同浓度胎菊水提物

对接种到熟猪肉储存期间大肠杆菌的抑制作用如图
(

所

示$结果显示!与未经胎菊水提物处理的对照组相比!在

第
#

天和第
+

天!经质量浓度
$042

和
!042

胎菊水提

物处理后的熟猪肉中大肠杆菌数显著性下降.

;

$

")"(

/$

图
&

!

大肠杆菌细胞的透射电镜图

,G

T

MRN&

!

=RFQKEGKKG?QN@NPLR?QEGPR?KP?

UX

GEF

T

NK

?J#8<27'PN@@K

!

$""""̂

"

字母不同表示存在显著性差异.

;

$

")"(

/

图
(

!

&]

下胎菊水提物对接种到熟猪肉中

大肠杆菌的抑制作用

,G

T

MRN(

!

1QLGVFPLNRGF@NJJNPL?J2d16?Q#8<27'GQ?PMD

@FLNOGQL?P??aNO

U

?RaFQOKL?RNOFL&]

!#!

"

>?@)#+

"

5?)$$

费
!

鹏等$胎菊水提物对大肠杆菌的抑制作用及应用



此外!未经胎菊水提物处理的熟猪肉中的大肠杆菌在贮

藏期内一直呈增长状态!而在胎菊水提物的作用下!在整

个贮藏期内大肠杆菌的数目没有增加$这表明!胎菊水

提物可抑制大肠杆菌的生长!从而延长熟猪肉的保质期$

!)+)!

!

色差的变化
!

对不同浓度胎菊水提物处理后熟猪

肉的色度进行测定!结果如表
!

所示$与对照组相比!质

量浓度为
$042

的胎菊水提物虽然均可以降低样品的

G

'

.亮度/值!并提高
.

'

.黄度/值!但差异不显著.

;

#

")"(

/$当质量浓度为
!042

时!胎菊水提物则可以显著

的改变熟猪肉的
G

'和
.

'值.

;

$

")"(

/$此外!胎菊水提

物对熟猪肉的
1

'

.红度/值无显著性差异.

;

#

")"(

/$胎

菊水提物呈微黄色!结合上述结果可知!

$042

的胎菊水

提物对熟猪肉的色差影响不显著!可作为熟猪肉潜在的

防腐剂$

表
!

!

不同质量浓度的胎菊水提物对熟猪肉色泽的影响m

=FV@N!

!

6JJNPLK?JOGJJNRNQLP?QPNQLRFLG?QK?J2d16?QLINP?@?R?JP??aNO

U

?Ra

质量

浓度

"O

G

'值
1

'值
.

'值

#O

G

'值
1

'值
.

'值

+O

G

'值
1

'值
.

'值

"042+")+"c")$+

F

#)&(c")$!

F

$+)%$c")#&

F

+")&(c")"&

F

#)(&c")$9

F

$+)9Ac")!+

F

+")%%c")"+

F

#)("c")!"

F

$A)!Ac")#!

F

$042(9)(+c")!#

F

#)((c")!!

F

$A)$%c")#%

F

(9)%Ac")!%

F

#)+(c")##

F

$A)!"c")!(

F

(9)+Ac")!A

F

#)+"c")!A

F

$A)$!c")!!

F

!042($)%!c")(!

V

#)&Ac")!%

F

$%)$%c")!%

V

(!)$"c")&+

V

#)(!c")#A

F

$%)!Ac")##

V

(!)#$c")+A

V

#)+$c")!&

F

$%)!$c")$9

V

!

m

!

同列字母不同表示差异性显著.

;

$

")"(

/$

#

!

结论
胎菊水提物对大肠杆菌具有良好的抑制作用!而这

种抑菌作用与胎菊水提物能够延长大肠杆菌生长的迟缓

期&缩短对数期&降低胞内
1=;

浓度&引起细胞膜去极化

和破坏细胞形态造成胞内物质的泄漏有关$此外!胎菊

水提物在熟猪肉
+O

的贮藏期内可以降低样品中的大肠

杆菌总数!且
$042

的质量浓度对产品的色泽没有显著

的影响$综上!胎菊水提物有潜力作为一种新型抑菌剂

和防腐剂运用于食品工业中$在今后的研究中!还需对

胎菊水提物对产品感官品质&加入剂量和安全性进行深

入的探讨!从而为更好地将胎菊水提物应用于食品的贮

藏提供理论依据$
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