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丁香酚对水产品中普罗威登斯菌的抑制作用
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摘要$以从自然腐败变质的香辣蟹中分离鉴定的一株普

罗威登斯菌!

E?2C'3-*<'1C-?U'<271

"为对象$研究丁香酚

对其抑菌作用及其机理&结果表明$丁香酚对普罗威登

斯菌的最小抑菌浓度为
")!(E

T

)

E<

$与对照组相比$最

小抑菌浓度剂量的丁香酚处理条件下$普罗威登斯菌菌

体严重变形$出现大量的褶皱$胞内物质流出$胞外可溶

性蛋白含量提高$苹果酸脱氢酶!

0.3

"和琥珀酸脱氢酶

!

:.3

"酶活分别降低了
##)"$*

$

$9)%$*

&表明丁香酚可

以通过破坏普罗威登斯菌细胞壁$改变细胞膜通透性$引

起细菌胞内物质泄露$以及细菌正常新陈代谢失调等作

用$从而抑制普罗威登斯菌正常生长繁殖$发挥抑菌

活性&

关键词$丁香酚'普罗威登斯菌'抑菌活性'水产保鲜
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普罗威登斯菌.

E?2C'3-*<'1C-?U'<271

/是一类能够

导致食品腐败变质的革兰氏阴性腐败菌!属于肠道杆菌

科!为条件致病菌!广泛存在于土壤&水体&食品中!不仅

影响食品质量安全!还会引起人体腹泻&肠道内微感染&

尿道感染等1

$'!

2

$何鹏晖等1

#

2发现普罗威登斯菌在腐败

发酵蔬菜中具有产醭特性$施荷等1

&

2研究表明!冷却鹿

肉贮藏初期会产生普罗威登斯菌!且在贮藏中期活力逐

渐增强!是冷却鹿肉贮藏末期的优势菌属$黄佳奇1

(

2研

究表明!不同包装条件下小黄鱼表面优势腐败菌差异较

大!普罗威登斯菌是空气包装小黄鱼的优势腐败菌之一$

课题组1

+

2从自然腐败的香辣蟹样品中分离鉴定出一株普

罗威登斯菌!且食品工业中常用的化学防腐剂如苯甲酸

钠&山梨酸钾等!以及生物保鲜剂乳酸链球菌素.

5GKGQ

/对

该菌没有抑制作用$

丁香酚.

6M

T

NQ?@

/是一种热稳定性好&毒性较低&不

易残留的天然香料$作为丁香精油的主要成分!丁香酚

对导致食品腐败的多种细菌和真菌具有较强抑制作

用1

A'%

2

!如金黄色葡萄球菌&枯草芽孢杆菌&福氏痢疾杆

菌&鼠伤寒沙门菌&大肠埃希菌&李斯特菌&沙克乳酸杆

(!!

,--./012345678

第
#+

卷第
$$

期 总第
!!9

期
"

!"!"

年
$$

月
"



菌&大肠杆菌&沙门氏菌等细菌以及根霉菌&链格孢菌&灰

霉菌等!因而常被用于食品的防腐保鲜1

9'$$

2

$试验拟以

前期从香辣蟹样品优势腐败菌中分离的普罗威登斯菌作

为指示菌!研究并探讨丁香酚对普罗威登斯菌的抑制效

果及抑菌机理!为后续丁香酚应用于水产保鲜提供依据$

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与试剂

普罗威登斯菌(从自然腐败的香辣蟹样品中分离鉴

定!菌株编号
Z<Z(

!

$+:R.51

序列结果提交至
_NQdFQa

核酸数据库得到
1PPNKKG?QQMEVNR

为
B2&(+(%%

!保藏于

江苏省农业科学院农产品加工研究所食品生物工程研

究室'

丁香精油(丁香酚含量
%(*

!批号
!"$A"#"$"!

!用乙

醇溶解并配成有效浓度为
$E

T

0

E<

母液!江西金源天然

香料有限公司'

乳酸链球菌素.

5GKGQ

/&山梨酸钾&苯甲酸钠&壳聚糖&

苹果酸脱氢酶.

0.3

/酶活测定试剂盒&琥珀酸脱氢酶

.

:.3

/酶活测定试剂盒&考马斯亮蓝蛋白浓度测定试剂

盒(南京建成生物试剂有限公司'

d21

蛋白浓度测定试剂盒(南京天为生物科技有限

公司'

营养肉汤培养基(北京奥博星生物有限责任公司$

$)!

!

仪器与设备

酶标仪(

6

U

?PI

型!美国
dG?LNPa

公司'

扫描电子显微镜(

067<45

型!德国
[64::

公司'

日立透射电镜(

3=AA""

型!日本
3GLFPIG

公司$

$)#

!

试验方法

$)#)$

!

普罗威登斯菌悬浮液的制备
!

将
E8C-?U'<271

接

种于无菌营养肉汤培养基中!

#A]

!

$("R

0

EGQ

下活化培

养
!&I

!用新鲜无菌营养肉汤培养基调整菌悬液细菌浓

度为
$̂ $"

A

2,\

0

E<

!备用$

$)#)!

!

体外抑菌试验
!

采用平板孔阱扩散法初步测定抗

菌活性$按
$*

接种量将活化好的
E8C-?U'<271

菌悬液

接种至无菌营养肉汤固体培养基中!倒平板$待培养基

冷凝后!用直径为
AEE

的打孔器于平板上均匀打出
#

个

孔!分别吸取
("

#

<$E

T

0

E<

丁香酚&

5GKGQ

&山梨酸钾&

苯甲酸钠&壳聚糖注入孔中!

#A]

培养
!&I

后测量抑菌

圈大小!重复
#

次取平均值1

$!

2

$

$)#)#

!

丁香酚最低抑菌浓度.

042

/和最低杀菌浓度

.

0d2

/测定
!

根据文献1

$#

2确定丁香酚最小抑菌浓度

.

042

/$将丁香酚用无菌营养肉汤液体培养基稀释至终浓

度分别为
$)"""

!

")(""

!

")!("

!

")$!(

!

")"+#

!

")"#$E

T

0

E<

!

备用$向
9+

孔板中分别加入
$""

#

<

不同浓度的丁香酚

稀释液!再加入
$""

#

<

菌浓度为
$̂ $"

A

2,\

0

E<

的
E8

C-?U'<271

菌悬液$分别设置阴性对照.

$""

#

<

菌悬浮

液
k$""

#

<

营养肉汤/和空白对照.

!""

#

<

营养肉汤/!

#A]

培养
!&I

$以阴性对照中
E8C-?U'<271

生长呈浑

浊和空白对照透明为前提!其他孔内培养物浑浊情况判

断最小抑菌浓度$从
9+

孔板中取样液浑浊度明显减少

的丁香酚溶液!涂布接种至无菌的固体营养肉汤平板中!

#A]

培养
!&I

!未见菌落生长的为最低杀菌浓度

.

0d2

/!重复
#

次$

$)#)&

!

丁香酚对菌体的处理
!

取
9+

微孔板!每孔加入

$""

#

<

菌浓度为
$̂ $"

A

2,\

0

E<

的菌悬液及
$""

#

<

丁

香酚溶液!丁香酚溶液终浓度分别为
$042

&

!042

$分

别设置阴性对照.

$""

#

<

菌悬浮液
k$""

#

<

营养肉汤/

和空白对照.

!""

#

<

营养肉汤/!于
#A]

&

$("R

0

EGQ

摇床

培养
!&I

$

$)#)(

!

丁香酚对菌体生长曲线的影响
!

取
9+

微孔板!每

孔加入
$""

#

<

菌浓度为
$^$"

A

2,\

0

E<

的菌悬液及

$""

#

<

丁香酚!丁香酚终浓度分别为
$042

&

!042

$分

别设置阴性对照.

$""

#

<

菌悬液
k$""

#

<

营养肉汤/和

空白对照.

!""

#

<

营养肉汤/!置于
#A ]

培养箱静止培

养$每
!I

用酶标仪测定
+!"QE

处
,M

值!重复
#

次取

平均值$

$)#)+

!

丁香酚对普罗威登斯菌形态的影响

.

$

/样品前处理(将
$)#)&

中培养物于
&]

&

$""""R

0

EGQ

离心
$"EGQ

!收集菌体$以磷酸盐缓冲溶液.

")"$E?@

0

<

!

U

3A)"

/洗涤菌体
#

次$所得菌体置于
&]

&

!)(*

戊二醛

中过夜固定$固定好的细菌用
U

3A)"

磷酸缓冲液漂洗

#

次!每次静置
$"EGQ

!除去戊二醛$

.

!

/扫描电镜观察(将
$)#)+

.

$

/样品依次置于
#"*

!

("*

!

A"*

!

%"*

!

9"*

!

$""*

的乙醇中脱水置换!每次

$(EGQ

$脱水后临界点干燥!将干燥的菌体固定至金属

台上!用离子溅射仪对喷金&镀膜!采用扫描电子显微镜

进行观察$

.

#

/透射电镜观察(将
$)#)+

.

$

/样品置于
$*

四氧化

锇中固定
#I

'除去固定剂的样品分别经体积分数为

("*

!

A"*

!

%"*

!

9"*

!

$""*

的乙醇脱水!每次
$(EGQ

!继

续用
$""*

丙酮溶液脱水
#

次!用
6

U

?Q%$!

固定剂进行包

埋!超薄切片!经醋酸铀和柠檬酸铅双染色后!采用透射

电子显微镜进行观察和图像采集$

$)#)A

!

丁香酚对普罗威登斯菌内容物泄露的影响
!

取
9+

微孔板!每孔加入
$""

#

<

菌浓度为
$^$"

A

2,\

0

E<

的

菌悬液及
$""

#

<

丁香酚溶液!丁香酚溶液终浓度分别为

")(042

&

$)"042

&

!)"042

$分别设置阴性对照.

$""

#

<

菌悬浮液
k$""

#

<

营养肉汤/和空白对照.

!""

#

<

营养

肉汤/!于
#A]

&

$("R

0

EGQ

摇床培养
!&I

$将丁香酚处

理组和空白对照组培养物于
& ]

&

&"""R

0

EGQ

离心

$"EGQ

$取上清分别测定
!+"

!

!%"QE

处
,M

值$采用

d21

蛋白浓度测定试剂盒测定上清液中可溶性蛋白含量$

)!!

"

>?@)#+

"

5?)$$

图尔荪阿依-图尔贡等$丁香酚对水产品中普罗威登斯菌的抑制作用



$)#)%

!

菌体内苹果酸脱氢酶.

0.3

/酶活和琥珀酸脱氢

酶.

:.3

/酶活变化
!

将收集的对数期
E8C-?U'<271

用

")A(*

生理盐水洗涤重悬为
$^$"

A

2,\

0

E<

的菌悬浮

液!添加丁香酚使其终浓度为
$042

!未添加丁香酚作为

空白对照!于
#A]

&

$("R

0

EGQ

振荡培养
!&I

$取菌悬液

$""""R

0

EGQ

低温离心
$"EGQ

!收集菌体!并用
")$E?@

0

<

=RGKD32@

.

U

3A)&

/缓冲液洗涤
#

次!每组试验平行
#

次$

加入与菌体等体积的
!E

T

0

E<

的溶菌酶溶液!搅拌均

匀!

#A ]

水浴
$( EGQ

后!迅速冰浴!加入等体积的

")$E?@

0

<:.:=RGKD32@

.

U

39)"

/缓冲液!

$""""R

0

EGQ

低温离心
$(EGQ

!取上清液备用$按试剂盒说明书方法

进行
0.3

&

:.3

酶活检测$

$)&

!

数据分析

采用
:;::

软件整理数据并进行方差分析和差异显

著性检验.

;

$

")"(

/!采用
-RG

T

GQ;R?%)(

软件绘图$

!

!

结果与分析
!)$

!

体外抑菌试验

抑菌试验结果显示!丁香酚处理组透明抑菌圈可达

.

!$)+c")#

/

EE

!抑菌作用显著$壳聚糖处理组可延缓

E8C-?U'<271

生长!但不能完全抑制!表现为平板上出现

模糊的抑菌圈'

5GKGQ

&山梨酸钾&苯甲酸钠处理组均没有

出现透明抑菌圈!说明三者对
E8C-?U'<271

没有抑菌活

性$当丁香酚浓度
#

")!(E

T

0

E<

时!

E8C-?U'<271

处理

组孔内培养物比阴性对照组清澈!由此确定最低抑菌浓

度为
")!(E

T

0

E<

'当丁香酚浓度为
")(E

T

0

E<

时!平板

上没有菌落生长!故最低杀菌浓度为
")(E

T

0

E<

$

!)!

!

生长曲线

由图
$

可知!对照组的
,M

值在
%I

内显著升高!进

入对数生长期.

;

$

")"(

/$与对照组.

2B

/相比!

")(

!

$)"042

丁香酚处理组分别于
!"

!

$%I

后进入对数生长

期且菌体生长速度明显延迟于对照组!而
!)"042

组的

,M

值几乎没有增加$这表明丁香酚可以抑制
E8C-?U'(

<271

的生长并延迟细菌对数期的生长时间$

图
$

!

丁香酚对普罗威登斯菌生长曲线影响
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!)#

!

丁香酚对普罗威登斯菌形态的影响

!)#)$

!

扫描电镜
!

由图
!

可知!与对照组相比!丁香酚处

理
E8C-?U'<271

菌体表面发现皱纹&菌体不饱满&缺乏充

盈感!少量细胞出现损坏!菌体表面粗糙&不光滑!菌体周

边呈现明显的内容物泄漏$

!)#)!

!

透射电镜图
!

由图
#

可知!未经丁香酚处理的
E8

C-?U'<271

细胞饱满!有完整的细胞结构!细胞大小均一

且形状规则!细胞壁&细胞膜和核区层次分明且清晰可

见!细胞质&内容物分布均匀且充实致密!细胞核紧实并

且均匀分布于细胞中间$而经丁香酚处理后!菌体细胞

开始出现皱褶!细胞质出现不集中!细胞壁分解不明显!

细胞壁和细胞膜变薄!边界不清晰!质壁之间出现小的间

断!有小的空白区!细胞质含量减少并且分布不均!核区

分布逐渐分散!聚拢并且边聚!出现小的空洞$

!)&

!

内容物泄漏

细胞壁和细胞膜具有保护细菌的作用!是细菌正常

生长的基本保障$细菌壁膜系统一旦遭到破坏!会造成

分布于细菌内部的许多重要生物大分子如(核酸&蛋白

质&糖类等的外流!影响细菌合成代谢功能$通过测定渗

漏至细胞外相关生物大分子含量变化!可以反映细菌壁

膜系统的完整性1

$&

2

$嘌呤环和嘧啶环中均含有共轭双

键!核酸在
!+"QE

处对紫外线有最大吸收值'氨基酸中

含有共轭双键的色氨酸&酪氨酸的最大吸收峰在紫外线

!%"QE

处!因此
,M

!+"QE

&

,M

!%"QE

值可反映菌体内核酸

和蛋白质物质泄漏情况$

!!

由图
&

可知!与对照组相比!经不同浓度丁香酚处理

$%I

后!普罗威登斯菌培养物上清液
,M

!+"QE

&

,M

!%"QE

值

图
!

!

普罗威登斯菌扫描电镜图
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图
#

!

普罗威登斯菌透射电镜图
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*"!

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

总第
!!9

期
"

!"!"

年
$$

月
"



小写字母不同表示差异显著.

;
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图
&

!

丁香酚引起普罗威登斯菌内容物泄漏
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以及可溶性蛋白含量均不同程度增加!

!)"042

丁香酚处

理后
,M

值以及蛋白含量显著增加.

;

$

")"(

/!说明丁香

酚能够作用于
E8C-?U'<271

的壁膜系统!导致细菌壁膜

系统遭到损伤!造成细胞内大分子物质外流$

!)(

!

苹果酸脱氢酶'

0.3

(和琥珀酸脱氢酶'

:.3

(酶活

变化

!!

由表
$

可知!与对照组相比!

E8C-?U'<271

丁香酚处

理组
0.3

和
:.3

酶活均显著下降!其作用机理可能是

丁香酚影响
0.3

和
:.3

的分子结构!使其发生变化!

改变构像!降低酶活性1

$(

2

$由此可推断!丁香酚通过降低

0.3

和
:.3

酶活力!破坏细胞的能量代谢途径!抑制

E8C-?U'<271

生长$

表
$

!

丁香酚对普罗威登斯菌
0.3

和

:.3

酶活的影响m

=FV@N$

!

6JJNPL?JNM

T

NQ?@?Q0.3FPLGSGL

X

FQO:.3

FPLGSGL

X

?JE8C-?U'<271 \

%

E<

组别
:.3

酶活力
0.3

酶活力

对照组
#)&!"+c")"!&

F

9)9"!!c")&#"

F

处理组
$)$!9#c")%#A

V

$)9+$+c$)$+(

V

!

m

!

小写字母不同表示差异显著.
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$
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#

!

结论
以一株分离自水产品中的普罗威登斯菌为研究对

象!研究丁香酚对其的抑菌效果$结果表明!丁香酚对普

罗威登斯菌有一定的抑制作用!且抑制效果具有剂量依

赖性!最低抑制浓度为
")!(E

T

0

E<

$丁香酚促使普罗威

登斯菌菌体严重变形!破坏菌体的完整性!使胞内物质泄

漏!胞外可溶性蛋白含量提高!引起细胞内部渗透压不稳

定!进而影响细菌胞内生理生化反应!以及胞内维持细胞

正常生长代谢相关的酶类!如苹果酸脱氢酶和琥珀酸脱

氢酶酶活的降低!从而表现出抑菌特性$丁香酚对水产

品中普罗威登斯菌抑菌效果显著!其抑菌机理与影响细

菌细胞壁&细胞膜的通透性和完整性!干扰细菌生理代谢

活动有关$后期可开展丁香酚在香辣蟹产品中应用相关

研究$
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