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　 　 摘要:　 以鸡肉腐败菌荧光假单胞菌和腐生葡萄球菌作为指示菌ꎬ研究绿原酸的抑菌机理ꎬ为绿原酸的开发利

用提供理论依据ꎮ 结果发现ꎬ绿原酸对 ２ 种指示菌的最小抑菌质量浓度、最小杀菌质量浓度为 ５ ｍｇ / ｍｌꎻ根据扫描

电镜观察发现经过绿原酸处理后ꎬ２ 种指示菌表面有明显凹陷ꎬ细胞受损严重ꎻ通过对胞外 ＡＴＰ、蛋白质质量浓度的

检测发现经过绿原酸处理后 ２ 种指示菌 ＡＴＰ、蛋白质发生明显泄漏ꎻ膜电位以及激光扫描共聚焦显微镜的结果也

表明绿原酸使 ２ 种指示菌细胞膜受损ꎬ膜电位被破坏ꎮ 由此看出ꎬ绿原酸是通过作用于细胞膜ꎬ使细胞膜受损严

重ꎬ从而导致膜电位被破坏ꎬ胞内大分子物质泄漏从而达到抑菌作用ꎮ
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　 　 由微生物引起的食品腐败变质一直严重威胁着

食品安全[１]ꎮ 鸡肉作为优质的蛋白质来源[２]ꎬ由于

其具有适宜微生物生长的 ｐＨ、水分活度、营养成分

等条件ꎬ所以在生产运输和销售等过程中很容易受

到腐败菌的污染ꎮ 鸡肉中的腐败菌种类众多ꎬ主要

包括沙门氏菌、假单胞菌、腐生葡萄球菌、变形杆菌

等[３￣５]ꎬ严重影响着鸡肉的品质ꎬ所以控制微生物污

染是保证肉品品质的重点[６]ꎮ
绿原酸作为植物体有氧呼吸的天然产物[７]ꎬ具

有生物活性[８￣９]ꎮ 在不对食物造成任何有害作用的

情况下ꎬ对多种腐败菌均有一定的抑菌效果[１０￣１２]ꎬ
这使得绿原酸作为生物防腐剂越来越受人们关注ꎬ
然而绿原酸的抑菌机理尚不完全明了ꎬ亦无较系统

的关于绿原酸抑菌机理的报道ꎮ 据此ꎬ本研究就从

杜仲中提取出来的绿原酸对鸡肉中主要的腐败菌

(荧光假单胞菌和腐生葡萄球菌)的抑菌机理进行

深入探讨ꎬ为绿原酸的开发利用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

菌种:荧光假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ)、
腐生葡萄球菌( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ)分离自

市场上的冰鲜鸡肉ꎮ
培养基:营养肉汤培养基(ＮＢ) 由北京奥博星

生物技术有限公司生产ꎬ营养琼脂培养基(ＮＡ) 由

北京陆桥技术有限责任公司生产ꎮ
试剂:绿原酸由陕西慧科植物开发有限公司生

产ꎬＡＴＰ 分析试剂盒、Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度测定试剂

盒、ｃＦＤＡ 染料、ＰＩ 染料由碧云天公司生产ꎬｄｉＳＣ３
(５)、ｖａｌｉｎｏｍｙｃｉｎ、ｎｉｇｅｒｉｃｉｎ 由 Ｓｉｇｍａ 公司生产ꎬ戊二

醛由成都市科龙化工试剂厂生产ꎮ
１.２　 仪器与设备

Ｕｌｔｒａ Ｖｉｅｗ ＶＯＸ 激光共聚焦显微镜购自珀金埃

尔默公司ꎬ 扫描电镜 ＥＶＯＭＡ１０ / ＬＳ１０ 购自德国

Ｚｅｉｓｓ Ｏｂｅｒｋｏｃｈｅｎ 公司ꎬ水浴锅购自国华电器有限公

司ꎬ台式高速冷冻离心机购自德国 Ｈｅｒｏｌａｂ 公司ꎬ
Ａｎｋｅ ＴＧＬ￣１６Ｂ 离心机购自上海安亭科学仪器厂ꎬ
ＬＤＺＸ￣５０ＫＢＳ 型灭菌锅购自上海申安医疗器械厂ꎬ
ＪＹ５００２ 型电子天平购自上海良平仪器仪表有限公

司ꎬＳＰＸ￣２５０Ｂ￣Ｚ 型生化培养箱购自上海博讯实业有

限公司医疗设备厂ꎬＳＷ￣ＣＪ￣１ＦＤ 型无菌操作台购自

苏州净化设备有限公司ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 菌株的活化与培养　 将指示菌接种于 ＮＢ 培

养基中ꎬ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ摇床培养至对数期后重新

转接到新的 ＮＢ 培养基中ꎬ重复此操作 ２ 到 ３ 次后ꎬ
将菌种与灭过菌的体积浓度 ３０％甘油以 １ ∶ １ 的比

例均匀混合ꎬ保存于－４０ ℃的冰箱中ꎮ 使用前ꎬ将冻

存菌种解冻后ꎬ体积浓度 ２％接种于 ＮＢ 培养基中ꎬ
３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ摇床培养 １２ ｈ 备用ꎮ
１.３.２　 最小抑菌质量浓度(ＭＩＣ)和最小杀菌质量浓

度(ＭＢＣ)的测定　 配制菌悬液:将体积浓度 ２％指

示菌接种于 ＮＢ 培养基中ꎬ培养到对数期后收集菌

株ꎬ重悬到生理盐水中ꎬ按 １０ 倍稀释后将菌悬液稀

释到 １０６ ＣＦＵ / ｍｌꎮ 吸收 ０􀆰 ５ ｍｌ 加入到 ４􀆰 ５ ｍｌ ＮＢ
培养基中ꎬ用枪头吹匀待用ꎮ

ＭＩＣ、ＭＢＣ 的测定:从配好的含 １０ ｍｇ / ｍｌ绿原

酸的 ＮＢ 培养液中吸 ２００ μｌ 至 ９６ 孔板中ꎬ采用二倍

稀释法将绿原酸稀释到系列质量浓度 (０.１５６２ ５~
１０.０００ ０ ｍｇ / ｍｌ)ꎮ 在 ９６ 孔板上每孔加 １００ μｌ 不同

质量浓度的绿原酸溶液和 １００ μｌ 配制好的菌悬液ꎬ
最终菌液为 ５?１０５ ＣＦＵ / ｍｌ[１３]ꎮ 以 ＮＢ 培养液加菌

悬液作为对照ꎬ每个试验重复 ３ 次ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈ
后测 ＯＤ６００ꎬ以抑制菌株生长的最低绿原酸质量浓度

为 ＭＩＣꎮ 在 ＭＩＣ 的基础上ꎬ处理 ２ ｈ 时ꎬ从每孔中取

１０ μｌ 混合菌液加到 ＮＡ 培养基上ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈ
后观察菌落生长情况ꎮ 以杀灭 ９９􀆰 ９％细菌(未见菌

落生长)的最低绿原酸质量浓度为 ＭＢＣ[１４]ꎮ
１.３.３　 扫描电镜 　 将已活化的指示菌按体积浓度

２％接种于 ＮＢ 培养基中培养到对数期后ꎬ将 １×ＭＩＣ
质量浓度的绿原酸加入菌液中作为处理组ꎬ同体积

ＰＢＳ 缓冲液加菌液为对照组ꎮ ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ摇床

培养 ３ ｈ 后６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液

洗涤 ２ 次ꎮ 将菌液固定于体积浓度 ２.５％的戊二醛

缓冲液中ꎬ４ ℃ ２４ ｈꎬ２ ５００ ｒ / ｍｉｎ ４ ℃离心 １０ ｍｉｎꎬ
去上清液ꎬ加蒸馏水放置 １０ ｍｉｎ 再次离心ꎬ重复操

作 ３ 次ꎬ以 ５０％、７０％、８０％、９０％的乙醇按顺序依次

洗涤ꎬ每次洗涤后放置 １０ ｍｉｎꎬ离心ꎬ加入 １００％的乙

醇后放置 ３０ ｍｉｎꎬ将菌泥固定于镜片上ꎬ在通风橱中

风干ꎬ喷金后在扫描电镜下观察、拍照[１５￣１６]ꎮ
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１.３.４　 胞外 ＡＴＰ 的检测　 将已活化的指示菌按体

积浓度 ２％接种于 ＮＢ 培养基中培养到对数期后ꎬ离
心、用 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ３ 次后ꎬ重悬到 ＰＢＳ 缓冲液

中ꎮ 加入１×ＭＩＣ 质量浓度的绿原酸培养 ０􀆰 ５ ｈ、１􀆰 ０
ｈ、１􀆰 ５ ｈ、２􀆰 ０ ｈ、２􀆰 ５ ｈ 后离心ꎬ取上清液待用ꎮ 以未

加入绿原酸处理的悬浮液作为对照ꎮ 采用荧光标记

法ꎬ具体操作步骤参照碧云天 ＡＴＰ 试剂盒说明书ꎮ
试验重复操作 ３ 次ꎮ
１.３.５　 胞外蛋白质的检测 　 将已活化的指示菌按

体积浓度 ２％接种于 ＮＢ 培养基中培养到对数期后ꎬ
离心、重悬到 ＰＢＳ 缓冲液中ꎮ 加入１×ＭＩＣ 质量浓度

的绿原酸培养 ０􀆰 ５ ｈ、１􀆰 ０ ｈ、１􀆰 ５ ｈ、２􀆰 ０ ｈ、２􀆰 ５ ｈ 后离

心ꎬ取上清液待用ꎮ 采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法ꎬ利用考马斯亮

蓝 Ｇ￣２５０ 与蛋白质结合的特点使溶液被染为蓝

色[１７]ꎬ测定 ５９５ ｎｍ 处的吸光值ꎬ根据蛋白质标准曲

线和样品的体积计算蛋白质浓度ꎮ 以指示菌加 ＰＢＳ
缓冲液作为对照组ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ 具体操作步骤

参照碧云天 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白质质量浓度测定试剂盒说

明书ꎮ
１.３.６　 膜电位的检测　 采用荧光探针 ｄｉＳＣ３(５)测
定指示菌细胞膜电位[１８]ꎮ 将已活化的指示菌按体

积浓度 ２％接种培养到对数期后ꎬ离心、重悬到 ＰＢＳ
缓冲液中ꎮ 将 ０􀆰 ５ ｍｍｏＬ / Ｌ的 ｄｉＳＣ３(５)加入到菌悬

液中ꎬ放置 １５ ｍｉｎꎬ向菌悬液中加入 １００ ｍｍｏＬ / Ｌ
ＫＣｌ 用以平衡胞内外 Ｋ＋ 浓度ꎮ 用移液枪各吸取 １
ｍｌ 上述菌悬液ꎬ加入 １ μｍｏＬ / Ｌ ｖａｌｉｎｏｍｙｃｉｎ、ｎｉｇｅｒｉ￣
ｃｉｎ 和１×ＭＩＣ 质量浓度的绿原酸ꎬ取 １ ｍｌ 菌悬液作

为空白对照ꎮ 酶标仪测其荧光强度( ｅｘ ＝ ６２２ ｎｍꎬ
ｅｍ＝ ６７０ ｎｍ)ꎬ每 ２ ｍｉｎ 测定 １ 次ꎬ测定 １０ ｍｉｎꎮ 试

验重复操作 ３ 次ꎮ
１.３.７　 激光扫描共聚焦显微镜检测 　 将已活化的

指示菌按体积浓度 ２％接种于 ＮＢ 培养基中培养到

对数期后加入 １×ＭＩＣ 质量浓度的绿原酸ꎬ３７ ℃ ２００
ｒ / ｍｉｎ摇床培养 １ ｈꎬ以同体积 ＰＢＳ 缓冲液加菌液为

对照组ꎮ ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎꎬ去上清液后加入

ＰＢＳ 缓冲液洗涤 １ 次ꎬ离心ꎮ 将菌体重悬在 １ ｍｌ
ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ加入 ５０ μｌ 荧光探针 ｃＦＤＡꎬ３７ ℃孵

育 １５ ｍｉｎꎬ加入 １５ μｌ 荧光染液 ＰＩꎬ３７ ℃ 孵育 １５
ｍｉｎꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎ 后将菌泥重悬在 １ ｍｌ
ＰＢＳ 缓冲液ꎬ重复操作 ３ 次ꎬ用移液枪吸取 ２ μｌ 混
合菌液于载玻片上ꎬ盖上盖玻片后在激光扫描共聚

焦显微镜下观察、拍照ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 最小抑菌质量浓度和最小杀菌质量浓度

试验结果如表 １ꎬ绿原酸对于荧光假单胞菌、腐
生葡萄球菌具有抑菌、杀菌作用ꎮ ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 均为

５ ｍｇ / ｍｌꎮ

表 １　 绿原酸对荧光假单胞菌、腐生葡萄球菌的 ＭＩＣ、ＭＢＣ
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ＭＩＣ) ａｎｄ ｍｉｎｉｍａｌ

ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ＭＢＣ) ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｓ ａｎｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｃｈｌｏｒｏ￣
ｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ

菌种 ＭＩＣ(ｍｇ / ｍｌ) ＭＢＣ(ｍｇ / ｍｌ)

荧光假单胞菌 ５.０ ５.０

腐生葡萄球菌 ５.０ ５.０

２.２　 绿原酸对菌种形态的影响

利用扫描电镜对微生物进行观察可以更直观地

掌握微生物的形态[１６]ꎮ 如图 １ 所示ꎬ未加入绿原酸

的对照组中ꎬ荧光假单胞菌在电镜下呈饱满、圆润杆

状ꎬ菌体完整ꎬ表面细滑有光泽ꎬ充满活力ꎮ 经过绿

原酸处理 ３ ｈ 后ꎬ荧光假单胞菌表面粗糙ꎬ大多数菌

体扁平ꎬ色泽也变得暗淡ꎬ菌体变形严重ꎬ出现明显

孔洞ꎻ未加入绿原酸的对照组中ꎬ腐生葡萄球菌在电

镜下呈饱满的球状ꎬ菌体完整ꎬ色泽明亮ꎬ体态圆润ꎮ
经过绿原酸处理 ３ ｈ 后ꎬ部分菌体色泽变暗ꎬ菌体表

面有絮绒状结构出现ꎬ大多数菌体有凹陷和孔洞出

现ꎮ 说明绿原酸能够破坏荧光假单胞菌和腐生葡萄

球菌的表面结构ꎬ使细胞受损严重ꎮ 并且绿原酸对

荧光假单胞菌的作用效果更强ꎮ
２.３　 绿原酸对菌种细胞膜的影响

２.３.１　 绿原酸处理对 ＡＴＰ 流失的影响　 胞外 ＡＴＰ
来源于细胞的释放ꎬ其含量的测定直接可以说明细

胞膜的受损情况[１９]ꎮ ＡＴＰ 含量如图 ２ 所示ꎬ在未加

入绿原酸的对照组中ꎬ荧光假单胞菌和腐生葡萄球

菌的胞外 ＡＴＰ 含量随着时间的增加均保持在 ５０
ｎｍｏｌ / ｍｌ以内ꎬ而在加入 ５ ｍｇ / ｍｌ绿原酸的处理组

中ꎬ荧光假单胞菌的胞外 ＡＴＰ 含量在处理 １ ｈ 后明

显呈上升趋势ꎬ在 ２􀆰 ５ ｈ 内增加到 ２６３ ｎｍｏｌ / ｍｌꎻ腐
生葡萄球菌的胞外 ＡＴＰ 含量在处理 １ ｈ 后呈明显上

升趋势ꎬ在 ２􀆰 ５ ｈ 内增加到 ２３０ ｎｍｏｌ / ｍｌꎮ 结果说明

绿原酸导致了荧光假单胞菌和腐生葡萄球菌细胞膜

的受损ꎬ从而使胞内 ＡＴＰ 流失ꎮ 随着绿原酸处理的

８８３１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 ６ 期



Ａ:荧光假单胞菌ꎻＢ:腐生葡萄球菌ꎮ
图 １　 绿原酸处理后的荧光假单胞菌、腐生葡萄球菌扫描电镜结

果

Ｆｉｇ.１　 ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｐ. ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ ａｎｄ Ｓ. ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ ｔｒｅａ￣
ｔｅｄ ｂｙ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ

时间越长ꎬ细胞膜的受损情况越严重ꎻ相对于荧光假

单胞菌ꎬ腐生葡萄球菌的耐抗性可能更强ꎮ

图 ２　 绿原酸处理后荧光假单胞菌、腐生葡萄球菌的胞外 ＡＴＰ
浓度

Ｆｉｇ.２　 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＡＴＰ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ ａｎｄ Ｓ.
ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ

２.３.２　 绿原酸对胞外蛋白的影响　 如图 ３ 所示ꎬ在
未加入绿原酸的对照组中ꎬ２.５ ｈ 荧光假单胞菌和腐

生葡萄球菌的胞外蛋白质量浓度分别为 １２􀆰 ３５
μｇ / ｍｌ和 １３􀆰 ８７ μｇ / ｍｌꎮ 而在加入 ５ ｍｇ / ｍｌ绿原酸的

处理组中ꎬ２􀆰 ５ ｈ 荧光假单胞菌和腐生葡萄球菌的

胞外蛋白质量浓度上升为 ３２１􀆰 ２５ μｇ / ｍｌ和 ３３０􀆰 ７９
μｇ / ｍｌꎮ 由此可见ꎬ加入 ５ ｍｇ / ｍｌ绿原酸的处理组胞

外蛋白质量浓度远远高于未加入绿原酸处理的对照

组ꎬ说明绿原酸对荧光假单胞菌和腐生葡萄球菌的

细胞膜有明显影响ꎬ通过改变细胞膜通透性导致细

胞内蛋白质渗透到胞外ꎬ绿原酸处理的时间越长蛋

白质渗透越明显ꎮ

图 ３　 绿原酸处理后荧光假单胞菌、腐生葡萄球菌的胞外蛋白质

量浓度

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ. ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ ａｎｄ
Ｓ. ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ

２.３.３　 绿原酸对膜电位(△ϕ)的影响　 利用荧光探

针 ｄｉＳＣ３(５)测定指示菌的膜电位ꎬ当指示菌细胞膜

破损时ꎬｄｉＳＣ３(５)会渗透到胞外使测定的荧光量增

强ꎬ膜电位发生变化ꎮ 利用尼日利亚菌素( ｎｉｇｅｒｉ￣
ｃｉｎ)能够保持细胞最大电位ꎬ缬氨霉素( ｖａｌｉｎｏｍｙ￣
ｃｉｎ)能够完全破坏细胞电位的原理ꎬ将二者设置为

阴性和阳性对照[２０]ꎮ 如图 ４、图 ５ 所示ꎬＡ 为荧光假

单胞菌未加入绿原酸的对照组在测定的 １０ ｍｉｎ 内

荧光值增加到２ ７８４ꎬ而加入绿原酸的处理组在测定

的 １０ ｍｉｎ 内荧光值增加到１２ ３３５ꎻＢ 为腐生葡萄球

菌未加入绿原酸的对照组在测定的 １０ ｍｉｎ 内荧光

值增加到２ ７２０ꎬ而加入绿原酸的处理组在测定的 １０
ｍｉｎ 内荧光值增加到１４ ２０８ꎮ ２ 种指示菌在加入绿

原酸处理 ２ ｍｉｎ 后ꎬ荧光值迅速增加ꎬ这说明绿原酸

造成荧光假单胞菌和腐生葡萄球菌细胞膜损伤ꎬ膜
电位被严重破坏ꎮ
２.３.４　 激光扫描共聚焦显微镜观察　 通过 ｃＦＤＡ 染

料、ＰＩ 染料对细胞荧光染色ꎬ二者渗入细胞的能力

不同ꎬ在激光扫描共聚焦显微镜下ꎬｃＦＤＡ 能够较容

易穿过细胞膜ꎬ将健康细胞染色呈现绿色荧光ꎻＰＩ
不能穿过完整的细胞膜ꎬ但能使致死细胞染色呈现

红色荧光ꎬ而亚致死细胞在显微镜下将红色、绿色荧

光叠加呈现黄色荧光[２１]ꎮ 如图 ６ 所示ꎬＡ 为荧光假

单胞菌ꎬＢ 为腐生葡萄球菌ꎮ 未加入绿原酸的对照

组在显微镜下可以明显看到绝大多数的菌体呈绿色

荧光ꎬ几乎没有菌体表面呈红色ꎬ这说明未加入绿原
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图 ４　 绿原酸处理后荧光假单胞菌的膜电位

Ｆｉｇ.４ 　 Ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ Ｐ. ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ
ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ

图 ５　 绿原酸处理后腐生葡萄球菌的膜电位

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ Ｓ. ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ
ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ

酸的对照组菌体健康ꎬ生长状况良好ꎻ加入绿原酸的

处理组在显微镜下ꎬ可以看到荧光假单胞菌大多数

菌体都被染成红色荧光ꎬ部分菌体呈现绿色和黄色

荧光ꎬ腐生葡萄球菌也呈现出大量红色荧光ꎮ 这说

明经绿原酸处理后的 ２ 种指示菌细胞膜均有不同程

度的受损ꎬ而绿原酸对荧光假单胞菌细胞膜的作用

比腐生葡萄球菌更强一些ꎮ

３　 结 论

本研究通过测定绿原酸对荧光假单胞菌和腐生

葡萄球菌的最小抑菌质量浓度、最小杀菌质量浓度ꎬ
利用扫描电镜观察细胞形态ꎬ对胞外 ＡＴＰ、蛋白质质

量浓度的测定观察胞内大分子物质的泄漏情况ꎬ以
及根据激光扫描共聚焦显微镜下观察的结果和膜电

位的测定进一步验证膜损伤情况ꎬ深入探究绿原酸

对鸡肉腐败菌(荧光假单胞菌和腐生葡萄球菌)的

抑菌机理ꎮ 得到以下结论:１)绿原酸对荧光假单胞

Ａ:荧光假单胞菌ꎻＢ:腐生葡萄球菌ꎮ
图 ６　 绿原酸处理后荧光假单胞菌、腐生葡萄球菌在共聚焦显微

镜下的状态

Ｆｉｇ.６ 　 ＣＬＳＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｐ. ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ ａｎｄ Ｓ. ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ

菌和腐生葡萄球菌这 ２ 种指示菌具有抑菌、杀菌效

果ꎮ ２)绿原酸对 ２ 种指示菌的最小抑菌质量浓度、
最小杀菌质量浓度为 ５ ｍｇ / ｍｌꎮ ３)绿原酸是通过作

用于 ２ 种指示菌的细胞膜ꎬ使细胞膜发生损伤从而

导致胞内蛋白质、ＡＴＰ 等大分子物质泄漏ꎬ膜电位

被破坏ꎬ最终达到抑菌、杀菌效果ꎮ

参考文献:

[１] 　 ＭＥＡＤ Ｐ Ｓꎬ ＳＬＵＴＳＫＥＲ Ｌꎬ ＤＩＥＴＺ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｏｏｄ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｉｌｌｎｅｓｓ
ａｎｄ ｄｅａｔｈ ｉｎ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ [ Ｊ] . Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓꎬ １９９９ꎬ５
(５):６０７￣６２５.

[２] 　 梁　 慧ꎬ于立梅ꎬ陈秀兰ꎬ等.鸡胸肉冷藏过程中腐败菌分析及

品质变化研究[Ｊ] .食品与发酵工业ꎬ２０１６ꎬ４２(１０):１８４￣１８８.
[３] 　 ＨＡＩＮＥＳ Ｒ.Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆｌｏｒａ ｄｅｖｅｉｏｐｉｎｇ ｏｎ ｓｔｏｒｅｄ ｌｅａｎ ｍｅａｔꎬｅｓ￣

ｐｅｃｉａｌｌｙ ｗｉｔｈ ｒｅｇａｒｄ ｔｏ ｓｌｉｍｙ ｍｅａｔ[Ｊ] .Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｙｇｉｅｎｅꎬ１９３３ꎬ３３
(２):１７５￣１８２.

[４] 　 ＬＩＧＯＷＳＫＡ ＭꎬＣＯＨＮ Ｍ ＴꎬＳＴＡＢＬＥＲ Ｒ Ａꎬｅｔ ａｌ.Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｉｃｋ￣
ｅｎ ｍｅａｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ

ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｔｏ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｆｏｏｄ[ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｆｏｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１１ꎬ１４５(Ｓ１):１１１￣１１５.

[５] 　 ＤＯＵＬＧＥＲＡＫＩ Ａ Ｉꎬ ＮＹＣＨＡＳ Ｇ Ｊ Ｅ. Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｔｈｅ ｂｉｏｔａ ｇｒｏｗｎ ｏｎ ａ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄｓ ｄｕｅｉｎｇ

ｓｔｏｒａｇｅ ｏｆ ｍｉｎｃｅｄ ｂｅｅｆ ｗｉｔｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ[Ｊ] .Ｆｏｏｄ Ｍｉ￣

ｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１３ꎬ３４(１):６２￣６９.

[６] 　 ＬＡＴＨＡ ＣꎬＳＨＥＲＩＫＡＲＡ ＴꎬＷＡＳＫＡＲ Ｖ Ｓꎬｅｔ ａｌ.Ｓａｎｉｔｉｚｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ

ｏｆ ｓａｌｔｓ ｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｏｎ ｐｏｒｋ ｃａｒｃａｓｓｅｓ

[Ｊ] .Ｍｅａｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２００９ꎬ８３:７９６￣７９９.

[７] 　 王　 辉ꎬ田呈瑞ꎬ马守磊ꎬ等.绿原酸的研究进展[ Ｊ] .食品工业

０９３１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 ６ 期



科技ꎬ２００９(５):３４１￣３４５.
[８] 　 王文龙ꎬ文超越ꎬ郭秋平ꎬ等.绿原酸的生物活性及其作用机制

[Ｊ] .动物营养学报ꎬ２０１７ꎬ２９(７):２２２０￣２２２７.
[９] 　 孙　 阳ꎬ黄　 和ꎬ胡　 燚.绿原酸提取纯化方法的研究进展[ Ｊ] .

化学试剂ꎬ２０１７ꎬ３９(３):２５７￣２６２.
[１０] ＣＨＡＯ Ｍ Ｍꎬ ＫＵＬＬＹ Ｍꎬ ＪＥＨＡＮＧＩＲ Ｋ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ

ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｗｉｔｈ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ[ Ｊ] .
Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ ＆ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２００７ꎬ２１(１５):６８３０￣６８３３.

[１１] 伊文君.杜仲叶提取物中绿原酸的纯化及其体外抑菌效果的研

究[Ｄ].大庆:黑龙江八一农垦大学ꎬ２０１４.
[１２] 周志娥ꎬ罗秋水ꎬ熊建华ꎬ等. 绿原酸、异绿原酸 Ａ 对大肠杆菌

的抑菌机制[Ｊ] .食品科技ꎬ２０１４ꎬ３９(４):２２８￣２３１.
[１３] 李　 楠ꎬ王　 松ꎬ祖元刚ꎬ等.山梨酸与山梨酸钾抑菌、抗炎效果

比较[Ｊ] .黑龙江医药ꎬ２０１２ꎬ２５(１):２５￣２７.
[１４] 关　 飞ꎬ尤永君ꎬ安俊峰.三种酸化剂最小杀菌浓度(ＭＢＣ)的

测定[Ｊ] .中国动物保健ꎬ２０１５ꎬ１７(４):７１￣７３.
[１５] 谢家仪ꎬ董光军ꎬ刘振英.扫描电镜的微生物样品制备方法[ Ｊ] .

电子显微学报ꎬ２００５(４):４４０.
[１６] ＢＥＮＬＩ Ｍꎬ ＹＩＧＩＴ Ｎꎬ ＧＥＶＥＮ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ

ｅｎｄｅｍｉｃ Ｃｒａｔａｅｇｕｓ ｔａｎａｃｅｔｉｆｏｌｉａꎬ (Ｌａｍ.) Ｐｅｒｓ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ

ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ＆
Ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ２００８ꎬ ２６(２６):８４４￣８５１.

[１７] 张志涛ꎬ刘金生ꎬ许　 强ꎬ等.Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定牛奶中蛋白质含

量[Ｊ] .食品与机械ꎬ２０１１ꎬ２７(５):１２８￣１３０.
[１８] ＨＵＡＮＧ ＥꎬＹＯＵＳＥＦ Ａ Ｅ. Ｔｈｅ ｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｐａｅｎｉｂａｃｔｅｒｉｎ

ｂｉｎｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｄ ｅｘｅｒｔｓ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ａｃｔｉｖ￣
ｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄａｍａｇｅ[ Ｊ] .Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉ￣
ｃｒｏｂｉｏｌꎬ２０１４ꎬ８０(９):２７００￣２７０４.

[１９] ＦＡＲＩＤＡ Ｂꎬ ＢＲＩＧＩＴＴＥ Ｇ Ｍꎬ ＭＩＣＨＥＬ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｉｎｅｔｉｃ ｏｆ ｐｒｏ￣
ｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｄｅ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ ｓｕｂｓｐ.
ｐａｒａｃａｓｅｉ ａｎｔｉ￣ｌｉｓｔｅｒｉａｌ ｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎꎬ ａｎ Ａｌｇｅｒｉａｎ ｉｓｏｌａｔｅ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ４１(１０):１７８４￣１７９２.

[２０] 刘国荣ꎬ郜亚昆ꎬ王　 欣ꎬ等.双歧杆菌细菌素 Ｂｉｆｉｄｏｃｉｎ Ａ 对金

黄色葡萄球菌的抑菌作用及其机制[ Ｊ] .食品科学ꎬ２０１７ꎬ３８
(１７):１￣７.

[２１] ＬＩＡＯ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｆꎬ ＬＩＡＯ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ｃｅｌｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＰＣＤ ｕｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｅｓ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｓｔａｉｎｉｎｇ[Ｊ] .Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１０ꎬ １４４
(１):１６９￣１７６.

(责任编辑:陈海霞)

１９３１苏萌萌等:绿原酸对鸡肉腐败菌的抑菌机理


