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　 　 摘要:　 鉴于植物精油的优良抑菌性能ꎬ为突破单一植物精油在食品保鲜领域抑菌剂应用中的局限性ꎬ本研究

评价了 １０ 种植物精油的抗菌活性ꎬ并探讨了其复配使用的协同效应ꎮ 采用滤纸片法和棋盘稀释法ꎬ筛选出具有协

同抗菌作用的精油组合ꎬ考察了其在不同温度和紫外线照射时间下的抗菌稳定性ꎬ并进一步以大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌为供试菌ꎬ探究了其抗菌机制ꎮ 结果表明ꎬ肉桂精油对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和黑曲霉的最小抑菌含

量(ＭＩＣ)分别为 ４􀆰 ０ μＬ / ｍＬ、８􀆰 ０ μＬ / ｍＬ、４􀆰 ０ μＬ / ｍＬꎬ而山苍子精油的 ＭＩＣ 则分别为 ３２􀆰 ０ μＬ / ｍＬ、１６􀆰 ０ μＬ / ｍＬ、
３２􀆰 ０ μＬ / ｍＬꎮ 肉桂与山苍子精油以４ ∶ ６(体积比)复配时展现出显著的协同抗菌作用ꎬ抑菌圈直径超过 ２６􀆰 ００ ｍｍꎮ
该复合精油在热处理和紫外线照射下能保持良好的抗菌稳定性ꎮ 相较于单一精油ꎬ复合精油对大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌的抑制效果更佳ꎬ其中大肠杆菌中核酸和蛋白质的泄漏量分别较山苍子精油处理增加 ３􀆰 １１ 倍和 ２􀆰 ０３ 倍ꎬ
表明复合精油能破坏供试菌的细胞膜并影响其通透性ꎮ 本研究结果为复合植物精油应用于食品工业提供了理论
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　 　 食品保鲜是确保食品品质、延长食品货架期和

维护消费者健康的关键[１]ꎮ 化学合成防腐剂在食

品工业中广泛用于抑制微生物生长[２]、抑制酶活性

和防止氧化ꎮ 然而ꎬ随着对食品中合成防腐剂可能

对健康产生不良影响的担忧日益增加ꎬ消费者对于

含有这些成分的产品的接受度正在下降[３]ꎮ 天然

防腐剂的来源多种多样ꎬ包括植物、动物、细菌、藻类

和真菌[４－５]ꎮ 作为一种源自天然植物的次生代谢产

物ꎬ植物精油已被证实能有效抑制食源性病原体和

腐败微生物[６－７]ꎬ是化学防腐剂的环保替代品[８]ꎮ
刘晓丽等[９] 在 ４ ℃下用肉桂精油保存冷鲜牛肉ꎬ发
现冷鲜牛肉的贮藏期延长至 １０~２０ ｄ 甚至更长ꎮ 王

清瑶等[１０]将茶树精油应用于冷鲜猪肉的保鲜ꎬ发现

茶树精油可延长冷鲜猪肉的货架期 ３ ｄ 左右ꎮ
单独使用某一种精油在保鲜方面的效果存在一

定的限制ꎬ如精油因其不稳定、具有高挥发性且不溶

于水而使用受限[１１]ꎬＴｕｒｅｋ 等[１２] 发现ꎬ光的影响很

容易导致迷迭香精油化学成分发生变化ꎬ且随着储

存时间的延长及温度升高植物精油中的主要成分含

量会减少ꎮ 将不同种类的精油进行混合搭配ꎬ一方

面可以互相补充不足ꎬ拓宽抑制菌种的覆盖范围ꎬ从
而更全面地抑制食源性腐败菌和致病菌的生长与繁

殖ꎻ另一方面ꎬ现有研究结果表明ꎬ不同精油的组合

可能因为增加了抑制和杀灭微生物的途径ꎬ而达到

协同的抗菌效果[１３－１４]ꎮ 陈泳琪等[１５] 发现当牛至精

油 ∶ 百里香精油 ∶ 肉桂精油＝ １ ∶ ２ ∶ ４(体积比)时
制备的复配植物精油可有效抑制草鱼在贮藏期 １３ ｄ
时微生物的生长ꎬ结合真空包装可将鱼肉的保质期

由 ６ ｄ 延长至 １３ ｄ 以上ꎮ 基于以上背景ꎬ本研究拟

采用滤纸片法对 １０ 种常用植物精油进行筛选ꎬ并对

具有显著抗菌活性的精油进行最小抑菌含量(ＭＩＣ)
和最小杀菌含量(ＭＢＣ)测定ꎬ以期得到抑菌效果良

好的单一植物精油ꎮ 采用棋盘稀释法确定复合精油

的种类及最佳体积比ꎬ对该复合精油在不同温度条

件及不同时长的紫外线照射下的稳定性进行评估ꎬ
并进一步以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为受试菌

种ꎬ探究复合精油的抑菌机理ꎮ 本研究结果可为植

物精油作为天然抑菌剂在阿胶产品及其他领域的应

用提供有益的参考和思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与仪器

桉树精油、薄荷精油、茶树精油、丁香精油、肉桂

精油、牛至精油、生姜精油、百里香精油、山苍子精

油、八角茴香精油等均购自吉安市中香天然植物有

限公司ꎬ购买后于避光室温环境下保存ꎮ 氯化钠

(分析级)、吐温－８０(化学级)均购自国药集团化学

试剂有限公司ꎻ试验用水为超纯水ꎮ
大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬＡＴＣＣ ２５９２２)、金黄

色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎬＡＴＣＣ ６５３８)购于

广东省微生物菌种保藏中心ꎻ黑曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉ￣
ｇｅｒꎬＡＴＣＣ １６４０４)购于上海鲁微科技有限公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 菌悬液的制备　 参照胡虹等[１６] 的方法制备

活化菌悬液ꎬ并稍作修改ꎮ 分别将大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌于伊红美蓝琼脂培养基(ＥＭＢ)和甘露

醇氯化钠琼脂培养基中进行活化(３７ ℃、２４~２８ ｈ)ꎬ
黑曲霉则置于马铃薯葡萄糖琼脂培养基中进行活化

(２８ ℃、３~ ５ ｄ)ꎮ 挑取大肠杆菌、金黄色葡萄球菌

的典型菌落接种于无菌的脑心浸出液肉汤(ＭＨ 肉

汤)培养基、脑心浸出液(ＢＨＩ)培养基中ꎬ置于 ３７ ℃
摇床中培养１８~２４ ｈꎬ离心后重悬 ３ 次ꎮ 通过紫外分

光光度计测定菌液于 ６００ ｎｍ 处的吸光值(ＯＤ６００)ꎬ
ＯＤ６００ ＝ １.００±０􀆰 ０５ 时含菌数约为１×１０８ ＣＦＵ / ｍＬꎬ将
菌液用液体培养基倍比稀释至 １ × １０６ ＣＦＵ / ｍＬ备

用ꎮ 向培养基内添加 ５ ｍＬ 无菌水ꎬ轻柔吹打并振荡

混匀ꎬ重复 ３ 次ꎮ 利用无菌离心管收集无菌纱布过
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滤后的黑曲霉孢子悬浮液ꎬ调整孢子悬浮液含量为

１ ｍＬ １×１０６ ~２×１０６个 ꎬ置于 ４ ℃条件下备用ꎮ
１.２.２　 植物精油抑菌活性的测定 　 通过纸片扩散

法对供试精油进行抑菌活性评价ꎬ选出抑菌效果较

好的精油ꎮ 向平板内倾注约 ２５ ｍＬ 的固体培养基ꎬ
待其凝固后使用涂布棒将制备所得菌悬液均匀涂布

在固体培养基表面ꎬ将载有 ５ μＬ 待测精油的滤纸片

置于固体培养基表面ꎬ以装载有无菌生理盐水的滤

纸片为空白对照ꎮ 大肠杆菌和金黄色葡萄球菌于

３７ ℃下培养 ２４ ｈꎬ黑曲霉于 ２８ ℃下培养 ４８ ｈꎮ 培

养结束后ꎬ对带菌平板的抑菌圈直径进行测量ꎬ重复

３ 次并计算平均值ꎮ
１.２.３　 植物精油最小抑菌含量及最小杀菌含量的

测定　 采用二倍稀释法对 １.２.２ 中筛选出的几种具

有良好抑菌活性的精油(ＥＯｓ)进一步测试ꎬ旨在精

确测定这些精油的 ＭＩＣ 及 ＭＢＣꎮ 以吐温－８０ 作为

稀释剂ꎬ将几种精油分别稀释至 １ ２８０ μＬ / ｍＬ、６４０
μＬ / ｍＬ、 ３２０ μＬ / ｍＬ、 １６０ μＬ / ｍＬ、 ８０ μＬ / ｍＬ、 ４０
μＬ / ｍＬ、２０ μＬ / ｍＬ、１０ μＬ / ｍＬꎮ 在无菌条件下ꎬ取
０􀆰 ５ ｍＬ 稀释后的精油样品加入含有 ４.５ ｍＬ 液体培

养基的试管中ꎬ振荡混匀ꎬ使试管中最终精油含量分

别为 １２８ μＬ / ｍＬ、６４ μＬ / ｍＬ、３２ μＬ / ｍＬ、１６ μＬ / ｍＬ、
８ μＬ / ｍＬ、４ μＬ / ｍＬ、２ μＬ / ｍＬ、１ μＬ / ｍＬꎬ空白对照组

加入 ０.５ ｍＬ 吐温－８０ꎮ 将分别加入 １００ μＬ 待测菌

种菌悬液的上述试管于摇床中振荡混匀后恒温培

养ꎬ其中大肠杆菌和金黄色葡萄球菌于 ３７ ℃下培养

２４ ｈꎬ黑曲霉于 ２８ ℃下培养 ４８ ｈꎮ 培养结束后若试

管中的液体培养基呈现完全清澈透明状态ꎬ则视为

无菌生长ꎬ并将此含量记录为最低抑菌含量ꎮ 随后ꎬ
对外观澄清透明的试管液体再次进行培养ꎬ大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌于 ３７ ℃下培养 ２４ ｈꎬ黑曲霉于

２８ ℃下培养 ４８ ｈꎮ 再次观察时ꎬ将试管中的液体培

养基保持完全清澈透明时的最低精油含量确定为最

低杀菌含量ꎮ 重复 ３ 次ꎬ计算平均含量ꎮ
１.２.４　 复合精油抑菌活性的研究 　 根据 １.２.２ 和

１.２.３中的试验结果ꎬ初筛后选择抑菌效果较好的精

油进行两两复配ꎬ测试精油在抑制病原微生物生长

繁殖方面是否存在协同效果ꎮ 通过棋盘稀释法选取

９ 支空试管进行试验ꎬ按照３× ３ 方阵排布ꎬ以吐温

－８０为稀释剂ꎬ按照预定的含量梯度对精油 Ａ 和精

油 Ｂ 进行适当稀释ꎮ 向每个试管中加入 ４􀆰 ５０ ｍＬ
培养基后分别添加 ０􀆰 ２５ ｍＬ 的精油 Ａ 和 ０􀆰 ２５ ｍＬ

的精油 Ｂꎬ以确保方阵各试管中精油 Ａ、精油 Ｂ 的最

终含量符合表 １ 所示的配置ꎮ 将大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌在 ３７ ℃条件下培养 ２４ ｈꎬ黑曲霉在 ２８ ℃
下培养 ４８ ｈꎮ 培养结束后ꎬ按照 １.２.３ 中的方法对每

支试管中的菌种生长状况进行 ３ 次重复检验ꎮ 采用

分级抑菌浓度指数(ＦＩＣ)来评估复配精油的协同增

效性ꎮ 若ＦＩＣ≤０􀆰 ５００ꎬ表明存在协同效应ꎻ若０.５００<
ＦＩＣ<１􀆰 ０００ꎬ则表现为相加效应ꎻ若 １.０００≤ ＦＩＣ<
２􀆰 ０００ꎬ则意味着其作用效果为无关[１７]ꎮ

根据公式(１)计算不同精油联用的 ＦＩＣ[１８]ꎮ

ＦＩＣ＝
ＭＩＣＡ联

ＭＩＣＡ单

＋
ＭＩＣＢ联

ＭＩＣＢ单
(１)

式中ꎬＭＩＣＡ单为精油 Ａ 单用时的 ＭＩＣꎬＭＩＣＢ单为

精油 Ｂ 单用时的 ＭＩＣꎬＭＩＣＡ联 为精油 Ａ 联用时的

ＭＩＣꎬＭＩＣＢ联为精油 Ｂ 联用时的 ＭＩＣꎮ

表 １　 棋盘稀释法方阵

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｑｕａｒｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｅｃｋｅｒｂｏａｒｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

方阵 １ 方阵 ２ 方阵 ３

Ａ１Ｂ１ Ａ１Ｂ２ Ａ１Ｂ３

Ａ２Ｂ１ Ａ２Ｂ２ Ａ２Ｂ３

Ａ３Ｂ１ Ａ３Ｂ２ Ａ３Ｂ３

Ａ１ ＝
１
２

ＭＩＣＡꎻＡ２ ＝ １
４

ＭＩＣＡꎻＡ３ ＝ １
８

ＭＩＣＡꎻＢ１ ＝ １
２

ＭＩＣＢꎻＢ２ ＝ １
４

ＭＩＣＢꎻＢ３ ＝
１
８
ＭＩＣＢꎮ 式中ꎬＭＩＣ 为最小抑菌含量ꎬＭＩＣＡ为精油 Ａ 单

用时的 ＭＩＣꎬＭＩＣＢ为精油 Ｂ 单用时的 ＭＩＣꎮ

１.２.５　 复合精油最佳复配体积比的测定 　 以筛选

后的精油 Ａ、精油 Ｂ 为主要原料ꎬ经初步试验后ꎬ以
大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和黑曲霉为测试菌ꎬ按照

１.２.２ 中的方法ꎬ测定精油 Ａ、精油 Ｂ 体积比为１ ∶ ９、
２ ∶ ８、３ ∶ ７、４ ∶ ６、５ ∶ ５、６ ∶ ４、７ ∶ ３、８ ∶ ２、９ ∶ １ 时的

抑菌圈大小ꎬ获得最佳复合精油配比ꎮ
１.２.６　 复合精油抑菌稳定性测定

１.２.６.１　 温度对复合精油抑菌稳定性的影响　 为考

察不同温度条件下复合精油抗菌效果的变化ꎬ将复

合精油分别暴露于 ４０ ℃、６０ ℃、８０ ℃、１００ ℃、１２０
℃的环境中 ３０ ｍｉｎꎬ同时以室温(２５ ℃)下的复合精

油为对照ꎮ 按照 １.２.２ 中方法ꎬ测定各样品的抑菌

圈直径变化ꎬ以此评估温度对复合精油抑菌效果的

影响ꎮ
１.２.６.２　 紫外线照射对复合精油抑菌稳定性的影响

　 为探究紫外线照射时间对精油抑菌活性的影响ꎬ
将复合精油于超净台紫外环境中分别照射 ４０ ｍｉｎ、
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８０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ、１６０ ｍｉｎ、２００ ｍｉｎꎬ以未经紫外线照

射处理的复合精油为对照ꎬ按照 １.２.２ 中的方法ꎬ通
过测量不同样品的抑菌圈直径ꎬ评估紫外线照射时

间对精油抗菌效果的影响ꎮ
１.２.７　 复合精油对供试菌抑菌机理的分析

１.２.７.１　 供试菌生长曲线的测定　 以大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌作为供试菌种测定细菌生长曲线ꎬ参
考胡璇等[１９] 的方法ꎬ稍作修改ꎮ 取 ２００ ｍＬ 方法

１.２.１中制备所得的菌悬液ꎬ向其中加入肉桂精油、
山苍子精油及复合精油(肉桂精油 ∶ 山苍子精油＝
４ ∶ ６ꎬ体积比)ꎬ使其终含量为 １６.０ μＬ / ｍＬꎬ以不加

精油的菌悬液为空白对照ꎬ在 ３７ ℃的摇床内对菌液

进行连续 ２４ ｈ 的培养ꎬ每隔 ２ ｈ 取样 １ 次ꎬ并测定其

ＯＤ６００ꎮ 以抑菌时间作为横轴ꎬ以 ＯＤ６００作为纵轴ꎬ绘
制出试验菌株的生长曲线ꎮ 每组样品进行 ３ 次平行

测定ꎮ
１.２.７.２　 供试菌相对电导率的测定　 相对电导率的

测定参考 Ｄｉａｏ 等[２０] 的方法ꎬ并加以修改ꎮ 取部分

１.２.１ 中菌悬液进行离心(５ ０００ ｒ / ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ)ꎬ收
集沉淀物后ꎬ使用质量分数为 ５％的葡萄糖溶液清

洗 ３ 次ꎬ随后将其重新悬浮ꎬ直至上清液的电导率与

５％葡萄糖溶液的电导率相近ꎬ此时上清液的电导率

记录为 Ｌ０ꎮ 在 ５％葡萄糖溶液中分别加入肉桂精

油、山苍子精油及复合精油(肉桂精油 ∶ 山苍子精

油＝ ４ ∶ ６ꎬ体积比)ꎬ使其终含量为 １６.０ μＬ / ｍＬꎬ均
匀混合后ꎬ各自进行电导率测定ꎬ记为 Ｌ１ꎮ 采用同

样的方法向等渗处理后的菌液中分别加入肉桂精

油、山苍子精油及复合精油(肉桂精油 ∶ 山苍子精

油＝ ４ ∶ ６ꎬ体积比)ꎬ使其终含量为 １６.０ μＬ / ｍＬꎬ混
匀后于 ３７ ℃摇床中培养 １２ ｈꎬ每 ２ ｈ 取样 １ 次并测

量其相对电导率ꎬ记为 Ｌ２ꎮ 最后ꎬ将悬浮在 ５％葡萄

糖溶液中的菌液加热至沸腾状态ꎬ持续 ５ ｍｉｎ 后迅

速冷却ꎬ测定其电导率ꎬ记为 Ｌ０′ꎮ 按照公式(２)计算

供试菌膜通透性的相对电导率ꎮ 试验重复 ３ 次ꎮ

相对电导率＝
Ｌ２－Ｌ１

Ｌ０′－Ｌ０
×１００％ (２)

１.２.７.３　 供试菌菌体内核酸和蛋白质泄漏情况的测

定　 取 １.２.１ 中的菌悬液进行离心(５ ０００ ｒ / ｍｉｎ、１０
ｍｉｎ)后收集菌体ꎬ用磷酸盐缓冲液(ｐＨ＝ ７􀆰 ２)冲洗 ３
次后重悬于磷酸盐缓冲液ꎮ 取 １００ ｍＬ 重悬液分别

加入肉桂精油、山苍子精油及复合精油 (肉桂精

油 ∶ 山苍子精油＝ ４ ∶ ６ꎬ体积比)ꎬ使其终含量为

１６􀆰 ０ μＬ / ｍＬꎬ 将未添加精油的菌悬液作为空白对

照ꎬ所有样品于 ３７ ℃摇床中培养 ４ ｈꎮ 随后ꎬ将菌悬

液于 ４ ℃下５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液用紫

外－可见分光光度计测定并记录 ＯＤ２６０和 ＯＤ２８０ꎬ以确

定细胞内核酸和蛋白质的泄漏情况ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 植物精油的抑菌活性

１０ 种植物精油对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、
黑曲霉的抑菌活性(抑菌圈直径)如表 ２ 所示ꎮ 在

测试试验中ꎬ１０ 种精油展现了不同的敏感性反应ꎮ
其中ꎬ牛至精油、肉桂精油、百里香精油和山苍子精

油均对 ３ 种供试菌种表现出了较好的抗菌能力ꎬ肉
桂精油对大肠杆菌形成的抑菌圈直径可达 ３０􀆰 ５０
ｍｍꎬ牛至精油对金黄色葡萄球菌、黑曲霉形成的抑

菌圈直径分别可达 ３１􀆰 ８３ ｍｍ、４８􀆰 １７ ｍｍꎮ 相较于

对金黄色葡萄球菌的抑菌性而言ꎬ肉桂精油、丁香精

油对大肠杆菌(革兰氏阴性菌)的抑菌活性更强ꎬ抑
菌圈直径分别可达 ３０􀆰 ５０ ｍｍ、１６􀆰 １７ ｍｍꎻ牛至精

油、百里香精油、山苍子精油和茶树精油对金黄色葡

萄球菌展现出较高的抗菌效力ꎬ抑菌圈直径分别为

３１􀆰 ８３ ｍｍ、３１􀆰 ８３ ｍｍ、３０􀆰 ６７ ｍｍ 和 ３０􀆰 ６７ ｍｍꎬ而茶

树精油对黑曲霉的抑菌活性较弱ꎬ抑菌圈直径为

７􀆰 ００ ｍｍꎬ这可能与不同精油发挥抑菌效果时的作

用靶向位点不同有关[２１]ꎮ 因此ꎬ本研究选取肉桂精

油、牛至精油、百里香精油、茶树精油、山苍子精油和

丁香精油作为后续研究对象ꎮ

表 ２　 植物精油的抑菌圈直径

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｉｒｃｌｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ

植物精油　 　
抑菌圈直径(ｍｍ)

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 黑曲霉

牛至精油 ２９.００±２.７６ａｂ ３１.８３±１.１７ａ ４８.１７±２.２３ａ

肉桂精油 ３０.５０±２.８８ａ ２４.１７±４.４９ｂ ４５.１７±４.５８ｂ

丁香精油 １６.１７±２.０４ｃ １２.８３±０.９８ｃ ３４.６７±１.２１ｃ

百里香精油 ２８.００±１.６７ｂ ３１.８３±３.５４ａ ４４.３３±１.８６ｂ

茶树精油 １４.８３±３.９７ｃ ３０.６７±０.８２ａ ７.００±１.２６ｄ

山苍子精油 １５.１７±１.４７ｃ ３０.６７±３.２０ａ ４４.８３±２.８６ｂ

生姜精油 ６.００±０ｆ ８.１７±０.９８ｅ ６.５０±０.８４ｄ

桉叶精油 ９.６７±０.５２ｄ ９.３３±０.５２ｄｅ ６.５０±０.８４ｄ

薄荷精油 ９.００±０.８９ｄｅ １１.１７±１.８３ｃｄ ６.６７±０.８２ｄ

八角茴香精油 ７.５０±０.５５ｅｆ ８.００±１.５５ｅ ７.１７±１.１７ｄ
同一列数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
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２.２　 植物精油的最小抑菌含量和最小杀菌含量

采用二倍稀释法测定肉桂精油、牛至精油、百里

香精油、茶树精油、山苍子精油及丁香精油对 ３ 种供

试菌的 ＭＩＣ 值ꎬ试验结果见表 ３ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ肉桂

精油、牛至精油和山苍子精油都具有较强的广谱抑

菌活性ꎬ在４.０~６４􀆰 ０ μＬ / ｍＬ的较低含量下对 ３ 种供

试菌(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、黑曲霉)都表现

出了良好的抑菌效果ꎮ 相较而言ꎬ肉桂精油对大肠

杆菌和黑曲霉的抑菌能力更强ꎬ其 ＭＩＣ 值为 ４􀆰 ０
μＬ / ｍＬꎻ山苍子精油对金黄色葡萄球菌表现出较强

的抗菌作用ꎬ在 １６􀆰 ０ μＬ / ｍＬ的含量下即可抑制金黄

色葡萄球菌的生长繁殖ꎬ但其对大肠杆菌和黑曲霉

的抑制能力较弱ꎬＭＩＣ 值均为 ３２􀆰 ０ μＬ / ｍＬꎮ 精油的

抗菌性能取决于其内含的活性组分ꎮ 肉桂醛作为肉

桂精油的主要成分ꎬ主要针对细胞膜发挥作用ꎬ破坏

细胞膜的完整性ꎬ进而影响细菌的代谢活性ꎬ最终达

到抑制细菌生长的效果[２２]ꎮ 牛至精油的关键活性

物质香芹酚可以通过改变胞外多糖合成和 ｐＨ 值来

阻碍生物膜的发育ꎬ破坏微生物细胞的正常生理代

谢机能[２３]ꎮ 山苍子精油含有大量的柠檬醛ꎬ这种成

分能与微生物 ＤＮＡ 结合ꎬ产生嵌合结构ꎬ进而有效

抑制细菌活性ꎬ表现出较强的抗菌能力[２４]ꎮ
表 ３　 植物精油对测试菌种的最小抑菌含量(ＭＩＣ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＩＣ) ｏｆ ｐｌａｎｔ ｅｓｓｅｎ￣

ｔｉａｌ ｏｉｌｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｅｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ

精油种类　 　
ＭＩＣ(μＬ / ｍＬ)

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 黑曲霉

肉桂精油 ４.０ ８.０ ４.０

山苍子精油 ３２.０ １６.０ ３２.０

牛至精油 ６４.０ ６４.０ ６４.０

茶树精油 １２８.０ １２８.０ １２８.０

丁香精油 １２８.０ １２８.０ １２８.０

百里香精油 １２８.０ １２８.０ １２８.０

　 　 肉桂精油、牛至精油、百里香精油、茶树精油、山
苍子精油及丁香精油对 ３ 种供试菌的 ＭＢＣ 值如表

４ 所示ꎮ 几种精油对供试菌的 ＭＢＣ 值与 ＭＩＣ 值相

近或略有差异ꎬ这反映出供试菌对这些精油的耐受

性较低ꎬ说明这些精油在抑制微生物生长及繁殖方

面展现出了较为稳定的效果ꎮ
２.３　 复合精油的抑菌活性

为了进一步研究植物精油的协同抑菌作用ꎬ选

表 ４　 植物精油对测试菌种的最小杀菌含量(ＭＢＣ)
Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＢＣ ) ｏｆ ｐｌａｎｔ

ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｅｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ

精油种类　
ＭＢＣ(μＬ / ｍＬ)

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 黑曲霉

肉桂精油 ４.０ ８.０ ４.０

山苍子精油 ３２.０ １６.０ ３２.０

牛至精油 ６４.０ ６４.０ ６４.０

茶树精油 >１２８.０ >１２８.０ >１２８.０

丁香精油 >１２８.０ >１２８.０ >１２８.０

百里香精油 >１２８.０ >１２８.０ >１２８.０

取抑菌性能突出的肉桂精油、牛至精油和山苍子

精油进行后续试验ꎮ 通过棋盘稀释法对这些精油

的协同抗菌作用进行评价ꎬ具体试验结果参见表

５、表 ６、表 ７ꎮ 肉桂精油与山苍子精油的复配使用

对抑 制 黑 曲 霉 有 协 同 增 效 作 用ꎬ 其 ＦＩＣ 低 至

０􀆰 ５００ꎬ同时对大肠杆菌及金黄色葡萄球菌均展现

出协 同 抑 制 作 用ꎬ 二 者 的 ＦＩＣ 均 达 到 １􀆰 ０００ꎮ
Ｘｉａｎｇ 等[２５]发现肉桂精油、牛至精油和柠檬草精油

协同使用时对黄曲霉菌有协同抑制作用ꎮ 这可能

是因为植物精油中化合物组成种类不同ꎬ最终表

现出的抑菌效果并非由单一特定抑菌机制导致

的ꎬ而是由多种抑菌机制共同作用引起的[２６] ꎮ 因

此本研究选择肉桂精油和山苍子精油制备复合精

油ꎬ并进行最佳复配体积比的筛选ꎮ
２.４　 复合精油的最佳复配体积比

表 ８ 详细展示了在不同体积比例下ꎬ肉桂精油

与山苍子精油对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌以及黑

曲霉 ３ 种受试菌株的抗菌效果ꎮ 试验结果显示ꎬ在
大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的培养基上ꎬ当肉桂精

油与山苍子精油的体积比为４ ∶ ６ 时ꎬ观察到的抑菌

圈直径达到最大值ꎬ分别为 ２７􀆰 ７５ ｍｍ 与 ２６􀆰 ５０ ｍｍꎮ
已有研究结果表明ꎬ精油中的一些微量成分也具有

辅助抑菌的作用ꎬ可在一些体积比下完全抑制黑曲

霉的生长ꎮ Ｍｉｌａｄｉｎｏｖｉｃ 等[２７] 研究发现ꎬ精油中的微

量成分或者它们的组合可能是精油抗菌的主要成

分ꎬ这表明了精油中少量成分的关键作用ꎮ 通过对

精油进行复配ꎬ不仅增加了有效成分的多样性ꎬ还可

能加强了这些微量成分之间的相互作用ꎬ从而提升

了整体的抗菌效果[２８]ꎮ 因此ꎬ复合精油中肉桂精油

与山苍子精油最佳体积比确定为４ ∶ ６ꎮ

３３４１陶鸿伟等:复配植物精油的协同抗菌活性及作用机制



表 ５　 肉桂精油和牛至精油协同抑菌的最小抑菌含量(ＭＩＣ)及协同效果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＩＣ) ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｉｎｎａｍｏｎ ａｎｄ ｏｒｅｇａｎｏ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ

精油　 　 　 　 　
ＭＩＣ肉桂(μＬ / ｍＬ)

单用 联用

ＭＩＣ牛至(μＬ / ｍＬ)

单用 联用
ＦＩＣ 协同效果

大肠杆菌 ４.０ ０.５ ６４.０ ３２.０ ０.６２５ 相加

金黄色葡萄球菌 ８.０ ２.０ ６４.０ ３２.０ ０.７５０ 相加

黑曲霉 ４.０ ２.０ ６４.０ ８.０ ０.６２５ 相加

ＦＩＣ:分级抑菌浓度指数ꎮ

表 ６　 肉桂精油和山苍子精油协同抑菌的最小抑菌含量(ＭＩＣ)及协同效果

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＩＣ) ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｉｎｎａｍｏｎ ａｎｄ Ｌｉｔｓｅａ ｃｕｂｅｂａ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ

精油　 　 　 　 　
ＭＩＣ肉桂(μＬ / ｍＬ)

单用 联用

ＭＩＣ山苍子(μＬ / ｍＬ)

单用 联用
ＦＩＣ 协同效果

大肠杆菌 ４.０ ２.０ ３２.０ １６.０ １.０００ 相加

金黄色葡萄球菌 ８.０ ４.０ １６.０ ８.０ １.０００ 相加

黑曲霉 ４.０ １.０ ３２.０ ８.０ ０.５００ 协同

ＦＩＣ:分级抑菌浓度指数ꎮ

表 ７　 牛至精油和山苍子精油协同抑菌的最小抑菌含量(ＭＩＣ)及协同效果

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＩＣ) ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｅｇａｎｏ ａｎｄ Ｌｉｔｓｅａ ｃｕｂｅｂａ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ

精油　 　 　 　 　
ＭＩＣ牛至(μＬ / ｍＬ)

单用 联用

ＭＩＣ山苍子(μＬ / ｍＬ)

单用 联用
ＦＩＣ 协同效果

大肠杆菌 ６４.０ ３２.０ ３２.０ ８.０ ０.７５０ 相加

金黄色葡萄球菌 ６４.０ ３２.０ １６.０ ２.０ ０.６２５ 相加

黑曲霉 ６４.０ ３２.０ ３２.０ ８.０ ０.７５０ 相加

ＦＩＣ:分级抑菌浓度指数ꎮ

表 ８　 不同体积比复合精油抑菌效果

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏｓ

肉桂精油与
山苍子精油
的体积比

抑菌圈直径(ｍｍ)

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 黑曲霉

１ ∶ ９ ２０.７５±３.７７ｂ ２３.００±５.４８ａｂｃ ９０.００±０.００ａ

２ ∶ ８ ２１.７５±３.５９ａｂ １９.００±２.４５ｃ ９０.００±０.００ａ

３ ∶ ７ ２３.５０±１.９１ａｂ ２４.５０±２.６４ａｂ ９０.００±０.００ａ

４ ∶ ６ ２７.７５±２.２２ａ ２６.５０±２.３８ａ ９０.００±０.００ａ

５ ∶ ５ ２５.３８±５.１９ａｂ ２５.５０±３.３２ａｂ ７８.５０±１３.５０ａ

６ ∶ ４ ２４.５０±０.５８ａｂ ２３.２５±１.７１ａｂｃ ４８.００±３.６５ｂｃ

７ ∶ ３ ２３.００±４.７６ａｂ ２２.５０±１.２９ａｂｃ ５１.２５±１９.６２ｂ

８ ∶ ２ ２１.７５±３.５０ａｂ ２１.２５±２.７５ｂｃ ４４.７５±１３.６０ｂｃ

９ ∶ １ ２１.７５±４.３５ａｂ ２１.００±２.５８ｂｃ ３６.７５±４.９９ｃ
同一列数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

２.５　 复合精油的稳定性

以大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和黑曲霉作为测

试菌种ꎬ探讨了复合精油在多种温度和不同时间紫

外线照射下的抑菌圈直径变化ꎬ评价该复合精油在

不同环境下的稳定性能ꎮ 由图 １Ａ 可知ꎬ复合精油

对大肠杆菌的抑菌活性在低于 １００ ℃时较为稳定ꎬ
在加热至 ８０ ℃后开始下降ꎬ１００ ℃时抑菌圈直径最

小ꎬ但仍对菌种表现出强抑制能力ꎮ 与室温(２５ ℃)
条件下对照样品的抑菌效果相比ꎬ经过 ４０ ℃、６０
℃、８０ ℃、１００ ℃直至 １２０ ℃的热处理后ꎬ复合精油

对金黄色葡萄球菌和黑曲霉的抑菌活性并未发生显

著变化(Ｐ>０.０５)ꎬ说明复合精油对 ３ 种供试菌的抑

菌效果具有较强的热稳定性ꎮ 图 １Ｂ 显示ꎬ与未经

紫外线照射处理的空白对照组的抑菌效果相比ꎬ经
过 ４０ ｍｉｎ、８０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ、１６０ ｍｉｎ 及 ２００ ｍｉｎ 的紫

外线照射处理后ꎬ复合精油对大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌和黑曲霉的抑菌活性并未发生显著变化(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 综上所述ꎬ复合精油的抑菌效果具备一定

的环境稳定性ꎬ其在极端贮藏和使用过程中仍能保
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持良好的抑菌性能ꎬ可以作为食品保鲜领域中有效 的天然防腐剂使用ꎮ

图 １　 复合精油在不同温度(Ａ)和不同紫外照射时间(Ｂ)下抑菌活性的变化

Ｆｉｇ.１　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ (Ｂ)

２.６　 复合精油对供试菌的抑菌机理

２.６.１　 复合精油对供试菌生长曲线的影响　 由图 ２
可知ꎬ对照的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌在指数增

长阶段快速增殖ꎬ并维持了稳定的生长趋势ꎮ 添加

了肉桂精油、山苍子精油及其复合精油后ꎬ这 ２ 种细

菌的生长明显受到抑制ꎮ 在处理的前 ８ ｈ 内ꎬ 大肠

杆菌与金黄色葡萄球菌的生长曲线未表现出明显差

异ꎬ细菌生长停滞在迟缓期ꎬ未能进入对数生长期ꎬ

表明精油对细菌增殖具有显著抑制作用ꎮ 经过 １６ ｈ
培养ꎬ复合精油处理组的细菌生长曲线增长上限较

单一精油处理组更低ꎮ 因此可以得出精油的使用主

要阻断了细菌在对数生长期的分裂和增殖ꎬ显著减

少了活菌数量ꎬ并阻止了细菌达到正常的生长峰值ꎮ
此外ꎬ复合精油在抑制细菌生长方面表现出了更佳

的效果ꎮ

ＯＤ６００:菌液在 ６００ ｎｍ 处的吸光值ꎮ

图 ２　 肉桂精油、山苍子精油及复合精油对大肠杆菌(Ａ)和金黄色葡萄球菌(Ｂ)生长曲线的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｃｉｎｎａｍｏｎ ｏｉｌꎬ Ｌｉｔｓｅａ ｃｕｂｅｂａ ｏｉｌ ａｎｄ ｂｌｅｎｄｅｄ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ (Ａ) ａｎｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ (Ｂ)

２.６.２　 复合精油对供试菌相对电导率的影响 　 相

对电导率的变化是衡量精油对细菌细胞膜通透性作

用的一个重要指标ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ 在 １２ ｈ 内ꎬ对照

组的相对电导率增加不超过 ２０ 个百分点ꎬ然而ꎬ经
过精油处理的细菌ꎬ其相对电导率显著增加ꎬ并且这

种增加趋势随着处理时间的延长更加明显ꎮ 经过

１２ ｈ 复合精油的处理ꎬ大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

的相对电导率分别是单独使用山苍子精油处理后的

１􀆰 ５６ 倍和 １􀆰 ５３ 倍ꎬ以及单独使用肉桂精油处理后

的 １􀆰 １３ 倍和 １􀆰 ２９ 倍ꎬ表明精油能够破坏细菌细胞

膜ꎬ提高其通透性ꎬ进而干扰细胞内部环境ꎬ导致细

胞内物质泄漏ꎬ从而使相对电导率上升[２９]ꎮ
２.６.３　 复合精油对供试菌菌体内核酸和蛋白质泄

漏情况的影响　 精油发挥抑菌作用的机制之一是破

坏细菌的细胞壁或细胞膜ꎬ进而引起细胞内生命物

质及遗传物质的逸出ꎮ 这种泄漏造成了细胞质膜的
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不可逆损伤ꎬ并进一步干扰细菌的代谢活动ꎬ最终引

起细菌死亡ꎮ 由于核酸和蛋白质在 ２６０ ｎｍ 和 ２８０
ｎｍ 处分别具有最大的紫外吸收ꎬ因此ꎬ通常利用

ＯＤ２６０和 ＯＤ２８０来评估细胞膜的破坏程度及细胞内容

物的泄漏程度ꎮ 表 ９ 显示ꎬ与单一精油相比ꎬ复合精

油能够显著增加菌悬液中核酸和蛋白质的含量ꎮ 具

体来说ꎬ与山苍子精油相比ꎬ复合精油处理的大肠杆

菌中核酸和蛋白质的泄漏量分别增加了 ３􀆰 １１ 倍和

２􀆰 ０３ 倍ꎮ 这一泄漏趋势与张赟彬等[２２] 的研究结果

一致ꎬ复合精油能显著破坏细菌细胞膜的完整性ꎬ破
坏细胞膜的通透性ꎬ从而引起细胞内离子、核酸、蛋
白质等物质的外泄ꎮ

图 ３　 肉桂精油、山苍子精油及复合精油对大肠杆菌(Ａ)和金黄色葡萄球菌(Ｂ)相对电导率的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍｏｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌꎬ Ｌｉｔｓｅａ ｃｕｂｅｂａ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
(Ａ) ａｎｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ (Ｂ)

表 ９　 肉桂精油、山苍子精油、复合精油对大肠杆菌及金黄色葡萄球

菌菌体内核酸和蛋白质泄漏情况的影响

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｉｎｎａｍｏｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌꎬ Ｌｉｔｓｅａ ｃｕｂｅｂａ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ

ａｎｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｏｎ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｌｅａｋａｇｅ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

菌种 精油种类　 ＯＤ２６０ ＯＤ２８０

大肠杆菌 肉桂精油 ０.３３±０.０６ｂ ０.４５±０.０３ｂ

山苍子精油 ０.１９±０.０２ｃ ０.２９±０.０５ｃ

复合精油 ０.７８±０.０５ａ ０.８８±０.０２ａ

金黄色葡萄球菌 肉桂精油 ０.３９±０.０７ｃ ０.４７±０.０５ｃ

山苍子精油 ０.５４±０.０８ｂ ０.７８±０.０３ｂ

复合精油 ０.８５±０.０３ａ ０.９３±０.０１ａ
同种供试菌同一列数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
ＯＤ２６０为核酸的吸光度ꎬＯＤ２８０为蛋白质的吸光度ꎮ

３　 结 论

本研究采用滤纸片法对 １０ 种常见的植物精油

的抗菌活性进行了系统分析ꎮ 通过比较植物精油的

抑菌圈直径及 ＭＩＣ 和 ＭＢＣꎬ得到抑菌效果良好的单

一精油ꎬ进一步筛选获得了最佳复配比例ꎮ 本研究

结果表明ꎬ肉桂精油与山苍子精油展现出较优的抗

菌效果ꎬ其中肉桂精油对大肠杆菌和黑曲霉的最小

抑菌含量为 ４􀆰 ０ μＬ / ｍＬꎬ而山苍子精油对金黄色葡

萄球菌的最小抑菌含量为 １６􀆰 ０ μＬ / ｍＬꎮ 基于 ＦＩＣ
的评价标准ꎬ采用棋盘稀释法筛选出了协同抑菌效

果最佳的肉桂精油与山苍子精油组合ꎬ并确定了其

最优复配体积比为４ ∶ ６ꎮ 此外ꎬ本研究还考察了复

合精油在不同环境条件下的稳定性ꎬ发现不良环境

因素(高温和长时间紫外线照射)并未显著影响复

合精油的抑菌效力ꎮ 最后以大肠杆菌和金黄色葡萄

球菌作为试验菌株ꎬ探讨了复合精油的抗菌作用机

制ꎮ 结果显示ꎬ复合精油在处理 ８ ｈ 期间有效抑制

了 ２ 种供试细菌的对数生长期ꎬ并在处理 １６ ｈ 后进

一步降低了生长上限ꎮ 处理 １２ ｈ 后ꎬ复合精油显著

增加了细菌的相对电导率ꎬ揭示了复配精油具有更

强的抗菌活性ꎮ 另外ꎬ复合精油显著提高了细胞内

容物的泄漏量ꎬ这表明其通过破坏细胞膜结构并改

变其透性ꎬ从而实现对细菌生长的抑制ꎮ 综上所述ꎬ
本研究为复合植物精油作为天然抑菌剂的研发提供

了理论依据和数据支持ꎬ为进一步探索天然抑菌剂

的潜在应用领域奠定了基础ꎮ
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