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摘要" 本研究通过测定
!"

对副溶血性弧菌的最小抑菌浓度!

#$%$&'& (%)$*$+,-. ",%/0%+-1+$,%

"

2("

#评价其抑菌效果$随后通过测定
!"

对副溶血性弧菌生长曲线%生长动力模型%细胞膜完整

性及细胞形态的影响探究其可能的抑菌机理$最后"构建副溶血型弧菌污染的鲜虾模型"评价

!"

对鲜虾中副溶血性弧菌的控制作用& 结果表明"

!"

对副溶血性弧菌的
2("

为
34564 !78&9

$

!"

可降低副溶血性弧菌最大生长速率% 延长其生长延滞期$

!"

可使副溶血性弧菌细胞膜完整

性显著降低"并使副溶血性弧菌细胞形态干瘪%皱缩$在鲜虾模型中"体积分数
4:;<

的
!"

在
= )

!

; !

'使鲜虾中的副溶血性弧菌降低至检出限以下& 研究结果表明"

!>

有潜力作为天然的抗菌

物质应用于鲜虾及其他海产品中有效控制副溶血性弧菌&
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食品与生物技术学报

郭 都!等" 反式肉桂醛对副溶血性弧菌的抑制作用

!"!"

年第
#$

卷第
%

期

!"#$#"%&'(%#)'*)+*,'"*-)!" #$%$&$'()*+,-./0 (,)$."(/!)*")*'.#")$#&0**12

!"#$%&'(

!

'"&,$3+(,,&/&-1#.41#

"

!-1%-) #$%$&$'()*+,-./0

"

+#--)/#/5"&,#)(,'#6"('4

"

0"#$.7$."(/!

副溶血性弧菌#

!-1%-) #$%$&'()*+,-./0

$是一种

无芽孢%无荚膜%有鞭毛%能运动的短杆或弧杆状的

革兰氏阴性细菌"属于弧菌科弧菌属!"#

& 副溶血性弧

菌是一种嗜盐菌"可在含盐量为
$%&'()'

的环境中

正常生长!*#

"广泛分布于近岸海水%海底沉积物和海

产品中!+#

"其在海产品中的检出率夏季#

,(-

月份'可

高达
&$'

以上!.#

"其中虾类%鱼类和贝类受副溶血性

弧菌污染尤其严重!&#

&

近年来"随着经济的发展和人民生活水平的不

断提高"海鲜食品逐渐进入内陆"产销量逐年增加"

由副溶血性弧菌引起的食物中毒事件也呈逐年上

升趋势!/#

& 副溶血性弧菌引起的食源性疾病一般为

急发病"潜伏期
*(*. 0

& 人体感染副溶血性弧菌后"

轻者会出现以恶心%呕吐或腹痛为主要症状的急性

肠胃炎 !,#

"重者可能会脱水%休克%昏迷甚至死亡 !)#

&

据统计"在东南亚国家"约
&$'

的肠胃炎是由副溶

血性弧菌引起的(在美国%欧洲地区"副溶血性弧菌

也是危害公众健康的主要致病菌之一"其感染发生

率逐年增加!-#

(在中国"由副溶血性弧菌引起的食物

中毒事件在数量上已超过沙门氏菌中毒案例)

*$"*

年报道'" 副溶血性弧菌已成为首要的食源性致病

菌!"$#

&由此可见"副溶血性弧菌引起的食物污染在世

界范围内严重危害着公众的健康安全&

为降低海产品中副溶血性弧菌的污染风险"目

前应用的控制措施主要包括辐照保鲜% 气调保鲜%

化学防腐剂保鲜以及生物保鲜等技术!""1"+#

& 辐照保

鲜和气调保鲜虽然能够很大程度地保留食品的营

养和香味"但其缺点在于对技术及工厂方面安全防

护措施的要求高"实际应用成本也较高!".2"&#

(化学防

腐剂虽然有良好的抑菌效果"但易使菌体产生耐受

性"而且有可能改变食品的自然风味和质构"往往

具有潜在毒性"不被消费者接受!"/#

& 因此寻求安全%

有效的控制海产品中副溶血性弧菌的方法具有重

要意义& 近年来"植物源活性物质因具有天然%安全

和营养等优点而受到广泛关注 !",#

"越来越多的研究

者将目光投向天然植物源活性物质抑制食源性致

病菌!".

"

")#

&

肉桂醛是肉桂精油的主要活性成分"主要存在

于肉桂树皮"它在自然界中的天然存在形式为反式

肉桂醛#

3-4)5

"

6789:2;<998=8>?@0A?@

"

B3

'

!"-#

& 反式

肉桂醛已被美国食品药品监督管理局 #

CDD? 89?

E7FG H?=<9<:6786<D9

"

CEH

' 列为公认安全的食品成

分#

I@9@78>>A J@;DG9<K@? 8: L8M@

"

IJHL

'& 反式肉桂

醛作为一种食品添加剂" 已被应用于多种食品中"

如口香糖%冰淇淋%糖果和饮料等"它还可以与山毛

榉坚果壳粉混合成商品化的肉桂粉" 用于面包%蛋

糕及其他烘焙产品 !*$#

& 据报道"反式肉桂醛具有抗

癌%抗炎和治疗糖尿病等多种生理功能!*"#

"并且其已

被证实对多种致病菌如金黄色葡萄球菌%肠出血性

大肠杆菌
5"&,

!

4,

和沙门氏菌具有良好的抑制作

用 !**2*.#

"但目前反式肉桂醛对海产品中副溶血性弧

菌的抑制作用及抑菌机理却尚未研究&

因此"作者以副溶血性弧菌为检测对象"首先

通过测定反式肉桂醛对副溶血性弧菌的最小抑菌

浓度"评价其抑菌效果(其次通过测定反式肉桂醛

对副溶血性弧菌生长曲线%生长动力学参数%细胞

膜完整性和细胞形态的影响" 探究其抑菌机理(最

后通过构建副溶血性弧菌污染的鲜虾模型"评价反

式肉桂醛对鲜虾中副溶血性弧菌的控制作用"旨在

为反式肉桂醛作为一种植物源抑菌剂用于控制海

产品中副溶血性弧菌的污染提供理论依据&

)*)

菌种!培养基!试剂与鲜虾

副溶血性弧菌#

!-1%-) #$%$&'()*+,-./0

'标准菌

株
HB33 ",)$*

%

HB33 ++).,

!购于美国模式培养物

集存库#

H=@7<;89 6AN@ ;F>6F7@ ;D>>@;6<D9

"

HB33

'(副

溶血性弧菌分离菌株
*."

%

*.&

%

*.,

%

*.-

! 由香港理

工大学食物安全及科技研究中心分离自鲜虾&

O83>

胰蛋白胨大豆琼脂培养基! 胰蛋白胨
"&

G

%植物蛋白胨
& G

%氯化钠
+$ G

%琼脂
"& G

"加蒸馏

水定容至
" P

" 加热煮沸至完全溶解后"

"*" !

高压

灭菌
"& =<9

备用(

+ GQ?P O83>

胰酪胨大豆肉汤培

养基 #

+ GQ?P O83> B7AN6D9@ LDA8 R7D60

"

+ GQ?P O83>

BLR

'!胰蛋白胨
", G

%植物蛋白胨
+ G

%氯化钠
+$ G

%

磷酸氢二钾
*%& G

%葡萄糖
*%& G

"加蒸馏水定容至
" P

"

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
%%%%

%

%&
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加热煮沸至完全溶解后 !

!"! !

高压灭菌
!# $%&

备用"

反式肉桂醛 #

'()&* +,%&&)$)-./01./

!

2345!

667

$% 购于美国
8%9$)

试剂公司 &

4:;<=><?>"

@),4%90'

AB细菌活性检测试剂盒% 购于赛默飞世尔

科技公司&二甲基亚砜'

>B8C

!

2345!66D#7

$%购

于天津市科密欧化学试剂有限公司&试验所用其他

试剂%均为国产分析纯"

鲜虾%购于陕西省咸阳市杨凌示范区盛世阳光超

市!鲜活低温条件运回实验室!平均体长'

EDF"FD#

$

,$

!

平均体重'

GDGG"FD"#

$

9

"

!"#

仪器与设备

微生物全自动生长曲线分析仪%芬兰
@%H*,(//&

公司产品&低温冷冻离心机
#IFGJ

%德国
<KK/&.H(L

公司产品&多功能微孔板检测仪
B%,(HK-)'/ J/)./(*

8K/,'() B)M B "

%美国
BH-/,N-)( >/O%,/*

公司产品&

激光共聚焦显微镜
P%QH& ?!

%日本
P%QH&

公司产品&

场发射扫描电镜
8+GIFF

%日本
2%'),0%

公司产品"

!"$

方法

!"$"!

菌株活化与菌悬液制备 将
+IF !

保存的副

溶血性弧菌菌株'

?A55 !EIF"

(

?A55 RRIGE

(分离

菌
"G!

(

"G#

(

"GE

(

"G6

$ 划线于
R 9=.4 P)5- A8?

培养

基!经
RE!

恒温培养
!" 0

后!分别挑取单菌落接种于

R 9=.4 P)5- A8@

肉汤!置于
RE!

恒温摇床#

!"F (=$%&

$

培养
!" 0

) 随后!将菌悬液离心'

G ! I FFF !

!离心

!F $%&

$! 使用无菌磷酸盐缓冲溶液 '

30H*K0)'/

@NLL/( 8H-N'%H&

!

3@8

!

K2 ED"

$清洗菌体两次!离心参数

设置同前* 随后使用
3@8

溶液调整菌悬液
SFF &$

处

吸光度值'

C>

SFF&$

$为
FD#

'菌悬液浓度约
!F

I

5TU=$4

$

备用*

!"$"#

反式肉桂醛对副溶血型弧菌最小抑菌浓度

的测定 试验参照
VHN*/L

等'

"F!R

$

W"#X的方法!略有

修改* 在
"G

孔板的第一个孔中加入
! $4

+

G#Y## !

经高温高压灭菌的
R 9=.4 P)5- A8?

培养基!将反式

肉桂醛加入至第一个孔!充分吹打混匀!使其质量

浓度为
"FF !9=$4

" 随后使用
R 9=.4 P)5-

的
A8?

在

"G

孔板中逐步稀释!使反式肉桂醛终质量浓度分别

为
!GF

(

!FF

(

EF

(

#F

(

R#

和
"# !9=$4

'每孔终体积为

FD# $4

!

>B8C

质量分数为
FD#7

$" 以不添加反式肉

桂醛的
R 9=.4 P)5- A8?

培养基 '含质量分数
FD#7

>B8C

$为阴性对照组!以添加卡那霉素'

FD! $9=$4

$

的
R 9=.4 P)5- A8?

培养基为阳性对照组"待琼脂冷

却凝固后!分别取
!DRD!

中制备的菌悬液
" !4

接种

至
"G

孔板各孔中央!将样品置于
RE !

培养箱!

"G 0

后观察"试验将经过
"G 0

培养后肉眼观察无明显菌

落生长的最低反式肉桂醛质量浓度作为最小抑菌

浓度'

B%&%$N$ :&0%Z%'H(1 5H&,/&'()'%H&

!

B:5

$"

!"$"$

反式肉桂醛对副溶血型弧菌生长曲线的影

响 试验选取副溶血型弧菌
?A55 !EIF"

进行后续

研究" 参照
8%-O))&9N-H

等'

"F!G

$

W"SX的方法!将
!DRD!

中制备的副溶血性弧菌
?A55 !EIF"

菌悬液离心 '

G!

I FFF !

! 离心
!F $%&

$! 使用无菌
R 9=.4 P)5- A8@

肉汤将菌体清洗两次" 随后使用
R 9=.4 P)5- A8@

调整菌液
C>

SFF &$

[FD#

!并使用
R 9=.4 P)5- A8@

肉汤

将菌液稀释
!FF

倍'约
!F

S

5TU=$4

$"在蜂窝板每孔

中加入
!"# !4

菌悬液" 随后! 向蜂窝板每孔加入

!"# !4

使用
R 9=.4 P)5- A8@

肉汤溶解的反式肉桂

醛溶液! 使反式肉桂醛终质量浓度分别为
B:5

(

!="B:5

(

!=GB:5

(

!=IB:5

(

!=!SB:5

(

!=R"B:5

" 试验设

置不含反式肉桂醛的菌悬液'含
FD#7 >B8C

$作为

对照组! 同时设置
R 9=.4 P)5- A8@

肉汤 '含
FD#7

>B8C

$作为背景空白对照组!每组设置
S

个平行"

将样品置于
@%H*,(//&

全自动生长曲线分析仪!于

RE !

下每隔
!

小时测定
"G 0

内各孔吸光度值!绘

制生长曲线"

选取修正
\H$K/(']

模型拟合菌株生长状况!并

表征其生长参数" 修正
\H$K/(']

模型的表达式为%

"

#

["^_$%"`/MKa+/MKW+!b#%&`Xc

'

!

$

"'&+

!

!

!

!

$)M

[b(%)*!

!

+

'

"

$

其中!

"

#

表示在
#

时的菌液浓度&

#

表示培养时间

'

0

$&

"

表示初始菌液浓度&

(

表示最大的菌液浓度&

!

为指数期的相对生长速率&

"

为迟滞期 '

0

$&

&

为

菌株达到指数期所用的时间'

0

$&

!

$)M

为最大生长速

率" 采用
8388 "FDF

软件中的非线性回归方法拟合

"

(

(

(

!

(

"

(

&

和
!

$)M

参数值"

!"$"%

反式肉桂醛对副溶血型弧菌细胞膜完整性

影响的测定 反式肉桂醛对副溶血型弧菌细胞膜

完整性影响的测定参照
?-)QH$%

等'

"FF#

$

W"EX所采用

的
4:;<=><?>"

细菌活性检测试剂盒方法"试剂盒

中含有
8VAC 6

和碘化丙啶 '

3:

$ 两种核酸染料!

8VAC 6

是小分子染料! 能够进入细胞膜完整或细

胞膜损伤菌并与其
>P?

或
JP?

结合从而发出绿

色荧光W"IX

"

3:

是大分子染料!它只能够进入细胞膜损

LO
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#$

卷第
%

期

伤的细胞中并与其核酸结合从而使菌体染色为红

色并覆盖
!"#$ %

的绿色荧光&'%(

!因此红色荧光强度

比例代表细胞膜损伤菌所占比例"试验使用
)*+, -./0

1234

将
5*6*5

中离心收集的菌体洗涤
'

次! 随后加

入
' 70 )*+, -./0 1234

使菌体重悬浮" 为获得细胞膜

完整菌和细胞膜损伤菌!分别取
5 70

上述重悬菌液

于
') 70 )*+, -./0 1234

溶液#活菌组$和
') 70

体

积分数
8)9

异丙醇溶液#死菌组$中!于
', !

培养箱

培养
5 :

#每
5,

分钟摇匀一次$%随后使用
)*+, -./0

1234

溶液洗涤菌体并重新悬浮!调整菌悬液
$;

<))=7

>

)*,

&两组误差不超过
)*)5

$% 将死菌组细胞与活菌组

细胞混合!使死细胞比例分别为
)9

'

5)9

'

,)9

'

%)9

和
5))9

作为标曲组"

在活菌组菌悬液中添加反式肉桂醛!使其终质

量浓度分别为
)

'

?@3

和
'?@3

" 将样品在
68 !

培养

6) 7A=

后离心&

B !

'

55 ))) !

!离心
5 7A=

$!随后使

用
)*+, -./0 1234

溶液重悬浮菌体"各取样品组'标

曲组
5)) !0

加入到黑色
%<

孔酶标板中!每组
6

个

平行" 将红色荧光染料
C@

&

'"

$' 绿色荧光染料

!"D$ %

&

'"

$和无菌水以体积比
6#6$5 )))

混合!在

黑色
%<

孔酶标板各孔中加入
5)) !0

混合染料!充

分吹打混匀" 将
%<

孔酶标板置于
', !

培养箱避光

孵育
5, 7A=

!随后使用多功能微孔板检测仪检测各

孔荧光强度值"

E"#$ %

染料的激发波长
.

发射波长

为
B+,.,B'

!

C@

染料的激发波长
.

发射波长为
B+,.<5)

"

通过测定红色荧光强度!构建细胞膜不完整细菌与

其对应的红色荧光强度的线性关系作为标准曲线"

最后测定样品组红色荧光强度!根据标准曲线计算

各组细胞膜不完整细菌百分比"

!"#"$

反式肉桂醛对副溶血型弧菌细胞膜完整性

影响的观察 参照
FG

等&

')5'

$

&6)(的方法!将
5*6*B

中不同浓度反式肉桂醛&

)

'

?@3

和
'?@3

$与活菌组

菌悬液作用
6) 7A=

后的菌体离心 &

B !

'

5) ))) -

!

离心
' 7A=

$! 随后使用
)*+, -./0 1234

溶液将菌体

重悬浮" 将红色荧光染料
C@

&

'%

$与绿色荧光染料

E"#$ %

&

'"

$等体积混合!在上述菌悬液中分别加入

6 !0

混合染料并轻柔混匀!避光孵育
5, 7A=

"随后!

将样品滴加于载玻片!盖上盖玻片!使用激光共聚

焦扫描显微镜观察菌体荧光染色情况"

!"#"%

反式肉桂醛对副溶血型弧菌细胞形态的影

响 为测定反式肉桂醛对副溶血型弧菌细胞形态

的影响!按照
5*6*5

中的方法制备菌悬液" 将添加不

同质量浓度反式肉桂醛&

)

'

?@3

和
'?@3

$的菌悬液

置于
68 !

培养箱培养! 分别在
' :

和
B :

取出!使

用
CHE

溶液洗涤菌体两次" 参照
0I

等&

')55

$

&65(的

方法!将上述洗涤后的菌体经体积分数
'*,9

戊二醛

溶液
B !

固定过夜后!使用
CHE

溶液和无菌水依次

漂洗!在质量分数
59

锇酸溶液中固定
, :

&

B !

$后!

分别使用体积分数
6)9

'

,)9

'

8)9

'

+)9

和
%)9

乙

醇脱水
5)7A=

!最后使用
5))9

乙醇脱水" 将样品滴加至

专用玻片后干燥!将玻片有序贴附于载物台抽真空

干燥后喷金!使用场发射扫描电镜观察细胞形态"

!"#"&

反式肉桂醛对鲜虾中副溶血型弧菌的抑制

作用 使用
CHE

溶液将
5*6*5

中制备的副溶血型弧

菌
J#33 58+)'

' 分离菌
'B5

和分离菌
'B,

菌悬液

分别稀释至约
5)

<

3KL.70

!随后将
6

种菌悬液等体

积混合备用" 参照孙亚军等&

')5B

$

&6'(的方法处理鲜

虾" 在无菌条件下!将鲜虾在无菌水中清洗
5

次!随

后在质量分数
)*'9 1234$

消毒液中浸泡
, 7A=

!将

鲜虾在无菌水中再清洗
'

次以除去残留的
1234$

"

将反式肉桂醛添加至
6

种菌悬液的混合菌液!使反

式肉桂醛终浓度质量分数为
)9

'

)*59

'

)*'9

和

)*B9

!同时将鲜虾样品放入其中均匀混合" 随后将鲜

虾取出置于无菌培养皿沥干
6 7A=

后! 转移至
B &3

冰箱"分别在
)

'

5

'

'

'

B

'

<

'

+ :

取出鲜虾样品!置于含

有
6) 70 CHE

溶液的离心管中涡旋!使鲜虾上的菌

体充分脱落" 吸取涡旋后的上清液!使用
CHE

不稀

释或进行
5)

倍稀释后涂布于
6 -./0 1234 #EJ

培

养基"

68 !

恒温培养
'B :

后!记录细菌总数!每组

设置
6

个平行"

!"'

数据处理

数据以平均值
'

标准差表示! 使用
ECEE

软件

&

IMNOAP= ')*)

!

@=Q*

!

3:AQ2-P

!

@0

$ 对数据进行统计分

析! 显著性检验采用单因子方差分析!

"R)*),

为差

异显著&

S

$!

"R)*)5

为差异极显著&

SS

$"

("!

反式肉桂醛对副溶血性弧菌的最小抑菌浓度

反式肉桂醛对副溶血性弧菌的
?@3

测定结果

见表
5

"结果表明(反式肉桂醛对副溶血性弧菌标准

菌株
JD33 58+)'

和
JD33 66+B8

的
?@3

分别为

,) !-.70

和
8) !-.70

% 可见! 反式肉桂醛对
JD33

58+)'

的抑制效果强于
JD33 66+B8

%反式肉桂醛对

分离自鲜虾的副溶血性弧菌菌株
'B5

'

'B,

'

'B8

和

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

%&



!"#"$!%& $!'(%)"

*+, -.

!

/0 12

"

$304546789412 $604:40; 8< '713=>%4331512?/@;?/

$A143=0 !"#$"% &'$'(')*%+,-"./0

B,+!C$) ,D D,,- #%("C%" $C- E(,'"%&C,),*F G82HIJ C8KL MNMN

!"#

的
$%&

一致!均为
'( !)*+,

" 部分学者也探究

了其他植物源活性物质对副溶血性弧菌的抑制作

用#

-./012345/516+

等$

7##8

%

9::;研究发现番石榴与

苦瓜素对副溶血性弧菌的
$%&

分别为
(<=!> +)*+,

和

7<!>( +)*+,

&

?5@1.5A5BCD

等'

!(7:

%

9:";测定了姜黄素

对副溶血性弧菌
EF&& 7'8(!

的
$%&

为
(<7> +)*+,

&

贺怡琼等'

!(7=

%

9:>;的研究表明!酸浆根茎叶提取物

对副溶血性弧菌的
$%&

为
>( +)*+,

" 通过比较已

研究的植物源活性物质对副溶血性弧菌的最小抑

菌浓度!可以得出!反式肉桂醛对副溶血性弧菌具

有良好的抑制作用"

表
!

反式肉桂醛对副溶血性弧菌的最小抑菌浓度

"#$%& ! '()(*+* (),($(-./0 1.)1&)-/#-(.)2 .3 -/#)2 4

1())#*#%5&,05& #6#()2- 5(33&/&)- 2-/#()2 .3

!"#$"% &'$'(')*%+,-"./0

789

反式肉桂醛对副溶血性弧菌
:";; <=>?7

生

长曲线的影响

反式肉桂醛对副溶血性弧菌
EF&& 7'8(!

生长

曲线的影响见图
7

"由图
7

可知!未经反式肉桂醛处

理的副溶血性弧菌 '对照组%

> C

后生长趋于稳定!

开始进入稳定期" 当反式肉桂醛质量浓度为
$%&

时!副溶血性弧菌的生长完全受到了抑制" 质量浓

度为
7*!$%&

的反式肉桂醛虽没有完全抑制副溶血

性弧菌的生长!但与对照组相比!副溶血性弧菌生

长延滞期增长! 培养约
' C

后才开始进入指数期"

7*8$%&

(

7*7=$%&

和
7*:!$%&

反式肉桂醛组副溶血

性弧菌的生长曲线与对照组相比无明显差异)

本研究结果表明#经琼脂稀释法测定得到的最

小抑菌质量浓度的反式肉桂醛'

>( !)*+,

%!在肉汤

中也能够抑制副溶血性弧菌
EF&& 7'8(!

的生长*

生长曲线试验反映了微生物生长各个阶段的菌体

数量!本研究使用液体稀释法通过测定菌悬液光密

度值'

G-

=(( H+

%间接反映菌体数量!也有研究采用平

板计数法测定细菌在不同时间的菌落数绘制生长

曲线!如
I0/+5H4

等'

!(77

%

9:=;采用平板计数法发现

反式肉桂醛对空肠弯曲菌具有呈现浓度依赖性的

抑制效果* 两种方法均能反应微生物的生长规律!

但与本试验采用的比浊法相比!平板计数法虽能直

接反映细菌数量!但实验误差较大且费时不方便*

图
<

不同反式肉桂醛浓度作用下副溶血性弧菌
:";;

<=>?7

在含
@ 6A5B C#;% "DE

肉汤中的生长曲线

F(68 < G/.H-, 1+/I&2 3./ !"1$"% &'$'(')*%+,-"./0 :";;

<=>?9 () @ 6A5B C#;% "DE H(-, I#/(.+2

1.)1&)-/#-(.)2 .3 -/#)241())#*#%5&,05&

试验通过拟合
J6+K0/BL

模型表征不同质量浓

度反式肉桂醛作用后的副溶血性弧菌生长动力学

参数! 各拟合方程的
!

! 均大于
(<#8

! 表明修正

J6+K0/BL

模型能够较好地拟合菌株的生长状况* 如

表
!

所示!与对照组相比!经各质量浓度反式肉桂

醛处理后!副溶血性弧菌的生长延滞期'

!

%均增加!

质量浓度为
7*!$%&

的反式肉桂醛使
!

由对照组的

7<'>= C

增加至
'<"!( C

* 此外!不同质量浓度的反式

肉桂醛使副溶血性弧菌最大生长速率'

!

+5M

%显著减

小!最大光密度值'

G-

+5M

%显著降低!并呈现质量浓

度依赖性*

98@

反式肉桂醛对副溶血性弧菌
:";; <=>?9

细

胞膜完整性的影响

首先构建了不同比例的副溶血性弧菌细胞膜

损伤菌与其对应的红色荧光强度值之间的线性关

系作为标准曲线'

"N7":<88#O!#8<(:

%!结果显示线

性良好'

!

!

N(<##

%*在此基础上研究了反式肉桂醛对

副溶血性弧菌细胞膜完整性的影响!结果见图
!

*未

经反式肉桂醛处理的'对照组%副溶血性弧菌红色

荧光强度值为
:((<(>!7<(>

!细胞膜不完整细菌比例

为
7<"P

* 与对照组相比!当反式肉桂醛质量浓度为

$%&

时! 副溶血性弧菌红色荧光强度值显著增加!

细胞膜损伤菌比例增加至
8<:P

'

$%(<(>

%*质量浓度

菌株 来源
最小抑菌质量浓度

$%&*Q!)*+,R

EF&& 7'8(!

食物中毒分离
>(

EF&& ::8"'

肠胃炎分离
'(

!"7

鲜虾
'(

!">

鲜虾
'(

!"'

鲜虾
'(

!"#

鲜虾
'(

LO
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图
!

激光共聚焦显微镜观察未经反式肉桂醛处理!

"

"#经质

量浓度为
#$%

反式肉桂醛处理!

&

"及
'($%

反式肉桂醛

处理!

)

"的副溶血性弧菌
*+%% ,-./'

细胞膜完整性

0123 4 56786)"9 9":;< :)"77172 =1)<6:)6>; "7"9?:1: 68

!"#$"% &'$'()*%+,-"./0 *+%% ,@./A B7C<;"C;D

E1CF C<"7: G)177"="9D;F?D;

$

C<;"C;D E1CF C<"7: G

)177"="9D;F?D; "C ($5 "7D A($5

为
!"#$

的反式肉桂醛使副溶血性弧菌细胞膜损伤

菌比例增加至
%&'&(

!

!)*'*+

"#由此得出$反式肉桂

醛对副溶血性弧菌细胞膜完整性有显著性降低作

用$且呈现质量浓度依赖性#

表
A

不同反式肉桂醛质量浓度作用下副溶血性弧菌
H+55

,-./A

的生长动力学参数

+"&9; A I<6ECF J17;C1) >"<"=;C;<: 68 !"1$"% &'$'()*%2

+,-"./0 H+55 ,-K/A E1CF D188;<;7C )67);7C<" G

C167: 68 C<"7:G)177"="9D;F?D;

注%相同指标中标志的不同小写字母表示差异显著!

!,*'*-

"

细胞膜的完整性是菌体正常生长代谢的重要

条件# 细胞膜完整性被破坏后$可能会导致一些重

要细胞组分如蛋白质&核酸和糖类物质流出$从而

影响菌体的正常生长代谢 ./01

# 作者通过测定
2#345

6476!

试剂盒中所含的两种染料 !

89:; <

和
=#

"

与细胞膜完整及不完整菌体核酸结合后所产生的

特异性荧光来分析反式肉桂醛对副溶血型弧菌细

胞膜完整性的影响# 还有一些方法也可用于测定细

胞膜完整性%

6>?@

等!

%*+A

"

.+B1通过测定菌悬液
%C*

DE

处吸光度值 !胞内流出的核酸及蛋白质在
%C*F

%G* DE

有较大吸收峰"评价不同浓度的茴香精油对

志贺氏菌细胞膜完整性的破坏作用$得出质量浓度

为
%"H$

的茴香精油使志贺氏菌
;I

%C* DE

值增加了

+C'CA

倍#

JK@L

等!

%**-

"

./G1测定了含有质量分数
*'+%-(

壳寡聚糖的变形链球菌培养上清液中乳酸脱氢酶

及
!

谷丙转氨酶的含量$结果菌液上清液中的这两

种胞内酶含量显著高于空白对照组!

!,*'*-

"$表明

壳寡聚糖使细菌明显出现了胞内酶溢出的现象$以

此评价壳寡聚糖对变形链球菌细胞膜完整性的破

坏作用#

8K>

等!

%*+C

"

./<1也采用
2H3M5IM7I!

试剂盒

方法测定了柠檬醛对阪崎肠杆菌细胞膜完整性的

影响$通过构建细胞膜完整菌比例与其对应的绿色

荧光强度之间的线性关系$测定了经柠檬醛处理后

的阪崎肠杆菌细胞膜完整菌所占比例# 结果表明$

质量浓度为
%"H$

的柠檬醛使阪崎肠杆菌细胞膜完

整菌的比例显著降低了
G-(

!

!"*'*-

"#

图
A

反式肉桂醛对副溶血性弧菌
L+55 ,-K/A

细胞膜完

整性的影响

0123 A M88;)C 68 C<"7:G)177"="9D;F?D; 67 CF; =;=&<"7;

17C;2<"91C? 68 3"1$"% &'$'()*%+,-"./0 L+55 ,-K/A

A3N

反式肉桂醛对副溶血性弧菌
L+55 ,@K/A

细

胞膜完整性影响的观察

试验利用激光共聚焦成像结合荧光染色技术

进行反式肉桂醛对副溶血性弧菌细胞膜完整性影

响的观察和分析$结果见图
/

#

由于
=H

只能透过细胞膜损伤菌$所以$当在共

聚焦显微镜下观察到细胞呈红色时$则意味着菌体

细胞膜的完整性遭到了破坏# 由图
/

可知$未经反

式肉桂醛处理的!对照组"副溶血性弧菌几乎全部

被
89:; <

染为绿色!图
/

!

?

""$这说明对照组细菌细

胞膜完整#与对照组相比$经质量浓度为
"H$

的反式

肉桂醛处理后$菌体呈现少量红色荧光!图
/

!

N

""#

随着反式肉桂醛质量浓度增加至
%"HO

$ 约
/*(F

A*(

的绿色荧光被红色荧光覆盖$ 呈现橘红色的弧

杆状形态!图
/

!

P

""#这表明反式肉桂醛能够降低副

反式肉桂醛

质量浓度

生长动力学参数

!!8I "

E?Q

!8I ;I

E?Q

!8I

+5%"HO 0'A%*!*'*0+

?

*'%-*!*'*+*

?

*'A--!*'**/

?

+5A"HO %'-/%!*'*%/

N

*'/-*!*'*+-

N

*'A<-!*'**-

N

+5G"HO +'00G!*'**%

P

*'A*G!*'**/

P

*'-*G!*'**A

P

+5+C"HO +'0-G!*'**%

R

*'-+C!*'*%*

R

*'-*<!*'**A

P

*

!

OS

"

+'0-C!*'**/

R

*'CC-!*'*+%

T

*'-%<!*'**/

R

%$
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图
!

未经反式肉桂醛作用
" #

#

$

$%

! #

#

%

&!经浓度为
&'(

反式肉桂醛作用
" #

'

)

&%

! #

#

*

&!经浓度为
"&'(

反

式肉桂醛作用
" #

#

+

&%

! #

#

,

&后副溶血性弧菌
-.((

/012"

场发射扫描电镜图

3456 ! 34*7% *84994:; <9+$;;4;5 *7*+=>:; 84+>:5>$?#9

:, !"#$"% &'$'()*%+,-"./0 -.(( /012" @;=>*$=*%

A4=# =>$;9<+4;;$8$7%*#B%* ,:> " #

#

$

&

$;% ! #

#

%

&!

=>*$=*% A4=# =>$;9 <+4;;$8$7%*#B%* $= &'(

,:> " #

#

)

&

$;% ! #

#

*

&!

=>*$=*% A4=# =>$;9 <

+4;;$8$7%*#B%* $= "&'( ,:> " #

#

+

&

$;% ! #

#

,

&

溶血性弧菌细胞膜完整菌的比例!并呈质量浓度依

赖性!这与
!"#

的测定结果相吻合"

"6C

反式肉桂醛对副溶血性弧菌
-.(( /012"

细

胞形态的影响

试验利用场发射扫描电镜观察反式肉桂醛对

副溶血性弧菌细胞形态的影响!结果见图
$

"未经反

式肉桂醛处理的副溶血性弧菌细胞形态呈现弧形#

杆状#外观饱满#表面光滑$图
$

$

%

%!图
$

$

&

%%" 与对

照组相比! 质量浓度为
'()

的反式肉桂醛作用
! *

后! 副溶血型弧菌菌体呈现轻度皱缩且中心凹陷

$图
$

$

+

%%" 当反式肉桂醛质量浓度增加至
!'()

且

作用于副溶血性弧菌
$ *

后! 大部分菌体出现干瘪

皱缩$图
$

$

,

%%" 以上结果表明!反式肉桂醛影响了

副溶血型弧菌的细胞形态"

类似的!

-./

等 $

!012

%

3$45 通过扫描电镜观察发

现!

1"6'()

$

'()7482!6 9:;9-

%和
6'()

的二氢杨梅

素$藤茶中的主要活性物质%使副溶血性弧菌菌体

干瘪#表面粗糙!当质量浓度增加为
14'()

时!菌体

出现破裂"蓝蔚青等$

!41$

%

3$15发现经壳聚糖#茶多酚

和溶菌酶复合保鲜剂处理后!金黄色葡萄球菌菌体

发生扭曲变形#干瘪破裂的现象"张
!

彬等$

!416

%

3$!5

观察了质量浓度为
'()

的肉桂醛使金黄色葡萄球

菌失去了圆滑的球状形态#使大肠杆菌菌体细胞凹

陷!胞膜表面褶皱!但未使菌体溶解破裂"

"6D

反式肉桂醛对鲜虾中副溶血性弧菌的抑制作用

为探究反式肉桂醛的实际应用效果!试验构建

了副溶血型弧菌污染的鲜虾模型! 并结合鲜虾运

输#销售及家庭冷藏过程中的常用温度考虑!探究

了反式肉桂醛在
$ !

对鲜虾中副溶血型弧菌的抑

制效果!结果见图
6

" 在
4 *

时!对照组及各质量浓

度反式肉桂醛处理组的鲜虾中副溶血性弧菌细菌

总数均为
6"<

" 在
1 *

时!

4"1 9:;9-

和
4"! 9:;9-

反

式肉桂醛使鲜虾中的副溶血性弧菌细菌总数分别

下降至
$"=

和
#"2

!而质量浓度为
4"$ 9:;9-

的反式

肉桂醛使细菌总数降低至检出限以下"在
= *

时!副

溶血性弧菌细菌总数经
4"1 9:;9-

和
4"! 9:;9-

反

式肉桂醛处理后分别下降了
!"!

和
#"$

"反式肉桂醛

对鲜虾中副溶血型弧菌的抑制作用随反式肉桂醛

质量浓度的升高而增强"

类似的研究表明!反式肉桂醛能够降低多种食

品中的食源性致病菌的数量"

>9%?%@%&AB/

等$

!44C

%

3!$5

图
C

反式肉桂醛在
! !

对鲜虾中副溶血型弧菌的抑菌作用

3456 C ';#4)4=:>B *,,*+=9 :, =>$;9 <+4;;$8$7%*#B%* :;

!"1$"% &'$'(')*%+,-"./0 4; 9#>48? $= ! !

MN
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郭 都!等" 反式肉桂醛对副溶血性弧菌的抑制作用

!"!"

年第
#$

卷第
%

期

证明了
!"# $%&$'

反式肉桂醛在
( !

对复原婴幼儿

牛乳中阪崎克罗诺肠杆菌具有良好的抑制效果!处

理
)! *

后细菌总数全部降低至检出限以下" 研究表

明!当牛肉馅中大肠杆菌
+)#,

#

-,

初始细菌总数为

,"! .%

$

/01&%

%时!

!")# $%&$'

反式肉桂醛处理牛肉

馅
) 2

后使牛肉饼中大肠杆菌
+)#,

#

-,

细菌总数

显著降低了
3"!

$

!4!"!#

%!且呈现质量浓度依赖性5(36

&

虾类产品作为世界范围内主要的海鲜食品!具

有较高的商业价值& 但包括鲜虾在内的海产品中的

副溶血性弧菌检出率较高!这增大了人体感染的风

险!使得海产品零售产业受到了限制& 研究结果表

明!反式肉桂醛能够有效抑制鲜虾中的副溶血性弧

菌&反式肉桂醛已被美国
078

认证为公认安全的食

品成分!广泛应用于食品领域!它有潜力作为一种

天然抑菌剂应用于虾类及其他海产品!其控制海产

品中的副溶血性弧菌具有广阔的应用前景!这对提

升我国海产品质量安全水平具有较高的实际应用

价值& 然而!反式肉桂醛对鲜虾感官品质的影响需

要在实际应用前进一步探讨&

探究了反式肉桂醛对副溶血型弧菌的抑制作

用机理及其对鲜虾中副溶血性弧菌的控制效果& 结

果表明#反式肉桂醛对
9

株副溶血性弧菌的最小抑

菌质量浓度为
#!:,! !%&$'

! 使菌体最大生长速率

显著减小!最大光密度值显著降低& 并且!反式肉桂

醛使副溶血性弧菌细胞膜完整性显著降低并改变

了菌体的形态!使菌体干瘪塌陷& 反式肉桂醛对鲜

虾中副溶血性弧菌具有良好的抑菌效果!且抑菌效

果随其质量浓度增大而增强!当反式肉桂醛质量浓

度为
!"( $%&$'

时在
( !

作用鲜虾! 鲜虾中副溶血

性弧菌在
) *

全部降低至检出限以下&综上所述!反

式肉桂醛对副溶血型弧菌有着良好的抑菌效果!其

是通过使副溶血性弧菌细胞膜完整性降低!使细胞

形态干瘪'皱缩发挥抑菌作用的" 结合其对鲜虾中

副溶血型弧菌的抑菌效果!我们认为!反式肉桂醛

有潜力作为天然抑菌剂应用于鲜虾及其他海产品

中控制副溶血型弧菌的感染"
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研究论文

食品与生物技术学报

郭 都!等" 反式肉桂醛对副溶血性弧菌的抑制作用
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会 议 消 息

会议名称!第十届国际水合物大会

会议时间$

!"!"

年
#

月
!$

日
%!#

日

会议地点$新加坡
&'()*+

国际会展中心

主 办 方$新加坡国立大学!美国化工学会新加坡分会

会议介绍$由新加坡国立大学主办!美国化工学会新加坡分会协办的第十届国际水合物大会
,-./01"2

!将于
!"!"

年
#

月
!1

日至
!#

日在新加坡
&'()*+

国际会展中心召开' 国际水合物会议每三年举办一次!参会人数从
1334

年

第一届的近百人发展到
!"15

年"第九届&的
67"

余名' 在过去的三十年!举办会议的地点包括美国(法国(日

本(挪威(加拿大(英国和中国'

!"!"

年!位于东南亚中心的新加坡很荣幸将承办第十届国际水合物大会'

-./01"

将会为全球水合物研究人员提供一个优秀的平台! 全面展示过去三年里水合物科学与技术领域!基

础研究和应用研究方面的最新进展!深入探讨水合物领域所面临的机遇!挑战及未来的发展方向!致力于促

进同行专家之间!学术界(工业界以及政府机构之间相互交流和深入讨论!加强基础研究与应用研究之间的

融通与合作!共同促进全球水合物科学与技术的发展'

会议主题$涵盖水合物基础研究(水合物技术(天然气水合物开采及利用(流动安全以及水合物相关的环境气候和地质

灾害影响等'

联 系 人$郑博士"大会工作委员会&

电 话$

#8%641!"193

:%;<=>

$

?*+@*)<@=<)A=+BC17D+E;

会议规模$

877

人以上

官方网址$

C))F?GHHIIID=+BC$7D+E;H

!#


