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摘要

天然植物精油的抑菌活性及其作用机理研究

摘要

本论文研究了植物单精油以及复配精油对四种食品微生物(大肠杆

菌，金黄色葡萄球菌，枯草芽孢杆菌和酿酒酵母)的抑制活性。使用滤

纸片法和试管梯度稀释法对十种植物精油的抑菌活性进行了初步筛

选。结果显示，牛至精油对四种供试菌种均显示出了最强的抑制活性，

罗勒精油和佛手柑精油对革兰氏阳性菌有很好的抑制效果，而紫苏精

油则对酿酒酵母有很强的抑制专一性。采用棋盘稀释法，研究复配精

油间可能存在的协同增效作用。以FIC指数作为参照依据，选定的复

配精油组合及联合最小抑菌浓度如下：大肠杆菌(牛至精油．罗勒精油，

MIC联合：0．313．0．313“L／mL)；金黄色葡萄球菌(罗勒精油．佛手柑精油，

MIC联合：0．313．0．156 liL／mL)；枯草芽孢杆菌(牛至精油．佛手柑精油，

MIC联合：0．3 13．0．3 13 liL／mL)；酿酒酵母(牛至精油．紫苏精油，MIC联合：

0．313—0．156 1．tL／mL)。

采用气质联用技术(GC／MS)，对所选植物精油的化学组成进行了分

析鉴定：牛至精油和罗勒精油的主要化学成分是酚类和萜烯类物质，

佛手柑精油中主要含有萜烯类、醇类和酯类物质，而酮类物质在紫苏

精油中的含量相对较高。

通过观察菌体的扫描电镜图片，测定菌体细胞培养液的电导率、

细胞溶出物以及菌体细胞膜脂肪酸的变化，研究了复配精油的抑菌机

理。结果表明，所有的复配精油均能够破坏菌体细胞膜的完整性，并

使其通透性增加，最终达到抑制菌体生长的目的。
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最后，为了改善精油的溶解度以提高抑菌活性，本研究比较了九

种增溶剂对精油的增溶效果，并对增溶体系的抑菌活性和抑菌机理进

行了研究。结果发现，HP—p—CD对精油的增溶效果最为明显。随着

HP．13．CD的加入，可以显著降低复配精油的用量，提高了复配精油对

菌体的作用强度。

关键词：植物精油，食品微生物，抑菌活性，协同增效作用，GC／MS，

作用机理，增溶剂
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial efficacy of

selected essential oil(EO)and their combinations against four food—related

microorganisms．Ten EOs were initially screened against Escherichia coli,

Staphylococcus aureus,Bacillus subtilis and Saccharomyces cerevisiae

using agar disc diffusion and broth dilution methods．The highest efficacy

against all the tested strains was shown when testing the oregano EO．EOs

of basil and bergamot were active against the Gram-positive bacteria,while

perilla EO strongly inhibited the growth of S．cerevisiae．The checkerboard

method was then used to investigate the antimicrobial efficacy of EO

combinations by means of the fractional inhibitory concentration index

(FICI)．Based on an overall consideration of antimicrobial activity,

organoleptic impact and cost，four EO combinations were selected and their

MIC values were listed as follows：oregano—basil(0．3 1 3—0．3 13 gL／mL)for

E． coli，basil—bergamot q0．3 13—0．1 56 肛L／mL)for s． aureus，

oregano—bergamot(0．3 1 3-0．3 1 3 pUmL)for最subtilis and oregano．perilla

(0．3 1 3—0．1 56 pUmL)for S．cerevisiae．

ffI
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The chemical components of selected EOs were then analyzed by

GC／MS．Phenols and terpenes were the major antimicrobial compounds in

oregano and basil EOs．The dominant active components of bergamot EO

were alcohols，esters and terpenes．For perilla EO，the major active

constituents were mainly ketones．

Furthermore，the mechanisms of the antimicrobial action of EO

combinations were studied by the measurement of conductivity and the

release of cell constituents，the electronic microscopy observations of the

cells and the changes in the percentage of principal fatty acids of cells．The

results demonstrated that all EO combinations destroyed the integrity of

cell membrane，resulting in the death of microorganisms．

Finally,we test the ability of nine solubilizers to increase EOs

solubility and the effect of selected solubilizer on the antimicrobial activity

ofEO combinations by checkerboard method．The results indicated that the

effect of HP—p-CD on increasing EOs solubility was most obvious．The

addition of HP-p-CD could not only decrease the usage of EO

combinations significantly,but also enhance the effects of EO

combinations on microorganisms．

KEY WORDS：essential oils，food·related microorganisms，antimicrobial

activity,synergism，GC／MS，action mechanisms，solubilizer
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绪论

绪论

植物精油(Essential oils，EOs)，又称挥发油(Volatile oils)，属于植物源次生代谢

产物(Secondary metabolites)i1】，是存在于植物体中的一类可随水蒸汽蒸出且分子量

较小的挥发性油状液体物质，具有强烈的气味和香味【2】。一般情况下，植物中精油

在含量少于l％，但少数也可达到lO％以上(如丁香精油)。植物精油一般从植物原

料的种子、茎、叶、根、嫩枝、皮、花、果实、树胶和全草中获得，其成分受植

物品种，采摘时间，栽种地理位置以及栽培环境的影响【3】。

精油在植物中的分布是不均匀的【4】，有的存在于全株植物中，有的则在特定的

器官中含量较多，例如桂花精油和玫瑰精油主要集中于花朵中，薄荷精油和留兰

香精油在叶子中的含量较高，而柠檬精油和柑橘精油则主要存在于果皮中。另外，

有时同一株植物的精油化学组成随其器官分布部位的不同，也有明显差异：肉桂

根部精油中富含樟脑，叶片中精油主要含丁香酚，而皮中精油则含肉桂醛较多【4】。

表1-1常见的富含精油植物

Table 1-1 Common plants rich in essential oils

科 富含精油植物名称

菊科

芸香科

桃金娘科

唇形科

樟科

木兰科

伞形科

马兜铃科

马鞭草科

败酱科

姜科

禾本科

菊、蒿、艾、苍术、白术、泽兰、佩兰、木香

芸香、降香、花椒、橙、桔、枳、柠檬、佛手、吴茱萸

丁香、桉、白干层

薄荷、霍香、香薷、荆芥、紫苏、罗勒

山鸡椒、乌药、肉桂、阴香、樟

五味子、八角茴香、厚朴、辛荑

小茴香、芫荽、川芎、白芷、前胡、防风、柴胡、当归、羌活、

细辛、杜衡、马兜铃

马鞭草、牡荆、蔓荆

败酱、缬草、甘松

郁金、姜黄、莪术、山奈、姜、高良姜、砂仁、豆蔻

香茅、芸香草
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我国幅员辽阔，地域广博，自然气候条件具有多样性，适合多种类型的精油

植物生长，是世界上精油植物资源最丰富的国家之一。据不完全统计，我国的精

油植物约有八百三十五种‘51。常见的富含精油植物见表1．1．这些品种绝大多数原

产自我国，其中薄荷、八角茴香和肉桂等，已成为我国的传统香料品种。

1．1．2植物精油的理化性质【4l

植物精油多为无色(或淡黄色)的透明状液体，有些精油因溶有少量色素而呈现

特殊的颜色。精油在常温下容易挥发。精油的pH值呈中性或酸性，且具有特殊而

强烈的气味。大多数精油具有高的折光率(1．43．1．61)和一定的旋光度(+970．1170)：

一般比水轻(丁香油和桂皮油除外)，其比重一般在0．85．1．065之间；沸点在70℃

．300℃之间。精油在常温下为液体，有时在低温环境下可析出其主要成分，如樟

脑和薄荷脑等。精油不溶于水，而易溶于如石油醚、乙醚和二硫化碳等极性小的

有机溶剂中；在高浓度的乙醇中全部溶解，在低浓度的乙醇中部分溶解。精油对

空气、日光和温度较为敏感，经常接触空气会使其逐渐氧化变质，使自身的比重

加大，颜色变深，失去原有的气味，而精油的气味是评判其质量优劣的重要标准。

1．1．3植物精油的化学成分

精油的化学组成十分复杂，一种精油往往含有几十种甚至上百种组分【6】。随着

近些年来气相色谱分离技术(GC)和质谱分析技术(MS)的快速发展，各种常见的植

物精油化学成分已经基本被分析清楚。表1．2列出了常见植物精油的主要成分。

精油的化学组成虽然复杂，但从结构上大体上可以分为四大类，分别是：萜

烯类化合物、芳香族化合物、脂肪族化合物以及含氮含硫类化合物忉。

．I．1．3．1萜烯类化合物

萜烯类化合物是绝大部分植物精油的主要成分，按碳原子数可以分为单萜

(CIo)、倍半萜(C15)和二萜(C20)等，前两者占大多数。单萜及其含氧衍生物是植物

精油的特征香气成分，具有镇痛镇静、消毒杀菌、消炎抗病毒等作用，如月桂烯、

薰衣草醇、环柠檬醛、草酚酮、蒎烯、樟脑、香草醛和香叶醇等。倍半萜及其含

氧衍生物具有镇痛、抗炎症、消毒杀菌和降血压等作用，如金合欢烯、吉马酮、小

蛇麻烯、弘桉叶醇、p．杜松烯、丫-没药烯和广藿香酮等。

1．1．3．2芳香族化合物

2
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芳香族化合物在植物精油中广泛存在，含量也比较高，仅次于萜烯类化合物，

结构特点是都带有芳香环基团。其按结构分为两类，一类是萜源衍生物，如孜然

芹烯、百里香酚和对一聚伞花素；还有一类是苯丙烷类衍生物，如茴香脑、肉桂醛

和丁香酚等。

1．1．3．3脂肪族化合物

脂肪族化合物在所有精油中普遍存在，但其含量相对较小，且作用不太明显。

此类化合物在植物精油中一般以醇、醛、酮、酸和酯的形式存在。

1．1．3．4含氮含硫类化合物

该类化合物中氮、硫元素含量较多，因此一般具有强烈的辛辣刺激气味。含

氮元素的化合物，如柠檬精油中的吡咯和茉莉精油中的吲哚等；含硫元素的化合

物，如橙花中的邻氨基苯甲酸酯、大蒜精油中的大蒜素和洋葱精油中的三硫化合

物等。

表l-2常见植物精油的主要成分

Table 1-2 Main composition of the common plant essential oil

植物 精油中主要成分

茴香

丁香

牛至

鼠尾草

桂皮

小豆蔻

月桂

生姜

枯茗

胡椒

芫茜

迷迭香

莳萝

藏茴香

麝香草

茴香脑、小蒎烯等

丁香酚、丁香酚乙酸酯、石竹烯等

百里酚、香芹酚、龙脑等

桉树脑、樟脑、a，fl-蒎烯、龙脑等

肉桂醛、丁香酚、糠醛、a．蒎烯、桉树脑、苯甲醛等

桉树脑、柠烯、沉香醇等

桉树脑、口．蒎烯、沉香醇等

姜烯、水芹烯、龙脑、柠檬醛等

枯茗醛、n-蒎烯、水芹烯等

q p蒎烯、泓水芹烯、柠檬烯等

沉香醇、水芹烯、％p．蒎烯等

桉树脑、龙脑、樟脑、沉香醇等

香芹酮、柠烯、小蒎烯

香芹酮、柠檬烯、香芹酚等

百里酚、沉香醇、a，B．蒎烯、龙脑等

3
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1．2植物精油的提取、分离纯化及分析检测

1．2．1植物精油的提取方法

提取精油的方法很多，对于同一种植物来讲，经不同提取方法提取出的精油，

其提取效率、化学成分和生物活性也会有所差异。目前较为常用的精油提取方法

主要有：蒸馏法(分为共水蒸馏和水蒸汽蒸馏两种)、溶剂浸提法、吸收法、水扩散

法、冷压法、冷冻法、超临晃流体萃取法和超声波萃取法等。下面对常用的蒸馏

法和超临界流体萃取法做一下简介【8l：

1．2．1．1蒸馏法

蒸馏法是最传统也是目前应用最广泛的一种方法，可分为共水蒸馏和水蒸汽

蒸馏两种：共水蒸馏是指将植物原料和水直接加热进行蒸馏，蒸馏液经冷却分层

后，分离得到精油；水蒸汽蒸馏是指将植物原料粗粉置于蒸馏器中，当高温的水

蒸汽通过植物原料时，精油随蒸汽一同馏出，再进行后续的分离操作。蒸馏法操

作简便，设备简单，成本较低，应用广泛，适用于有挥发性且在水中溶解度不高

的溶质的提取。但是在蒸馏过程中，由于高温会使精油中的某些热不稳定成分分

解，因此可能会影响精油的品质。

1．2．1．2超临界流体萃取法

超临界流体萃取(SFE)技术是一种新型的化工分离技术。处于临界温度和临界

压力以上的超临界流体分子兼具气、液两种流体的特点，粘度接近于气体，密度

接近于液体，因此具有良好的流动性、溶解能力和传质性能，特别适用于热稳定

较差的溶质的提取。超临界流体溶剂主要有：C02、NH3、CH30H、C2H50H、CH2C12、

C6H5CH3、C2I-h、C2H6和C3Hs等。其中，C02的临界条件温和，将其应用于提取

植物精油，具有防止热分解并提高精油品质的优点，具有广阔的应用前景。

1．2．2植物精油的分离纯化方法

目前可用于植物精油分离纯化的方法主要有：化学分离法、层析法、冷冻处

理法、分子蒸馏法和分馏法等【9'埘，其中层析法和化学分离法的应用比较普遍。分

子蒸馏法【明是一种新型的液．液分离技术，是在高真空条件下进行的非平衡蒸馏，

特别适用于热敏性或高沸点物质的分离纯化。随着提取分离技术的日趋成熟，天

4
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植物精油的提取将向着多种技术联合使用及高效环保的方向发展【101。

2．3植物精油的分析检测方法

存在于天然植物体内的植物精油含量低且化学成分多样，因此需要高灵敏度

的分析检测手段。目前，常用的分析方法有薄层色谱(TLC)、高效液相色谱(HPLC)、

气相色谱(GC)、气质联用技术(GC／MS)和超临界流体色谱(SFC)等【11】。气相色谱／

质谱联用技术(Gas chromatography-Mass Spectrometry,GC／MS)不仅能确定化合物

的元素组成，还能鉴定其分子结构，是目前定性定量分析植物精油化学组成最适

合的办法。化学成分分析精密性的提高，为进一步深入研究植物精油的生物活性

及作用机理打下了良好的基础。

1．3植物精油的生物活性

1．3．1植物精油的抑菌活性

据报道，许多植物具有抑菌活性，而真正起抑菌作用的是植物精油。目前，

研究主要集中在新型抑菌植物的发现、抑菌活性成分的提取分离与结构分析鉴定、

抑菌成分抑菌效果的评价、抑菌作用机理研究、抑菌成分间的协同作用以及在实

际中的应用范围等。这一部分内容将在1．5节中重点论述。

1．3．2植物精油的抗氧化活性

人们对植物精油的抗氧化活性研究由来已久。研究发现，很多植物具有较强

的抗氧化活性，而酚类化合物及其衍生物是最主要的抗氧化成分。

李荣等【12】研究了月桂精油的抗氧化性能及清除自由基的能力，实验结果证实，

在一定的浓度范围内，月桂精油的抗氧化活性和羟自由基清除能力比BHT(2，6．二

叔丁基-4．甲基苯酚)和PG(没食子酸丙酯)要强，表明了月桂精油具有良好的抗氧化

效果。冯雪等【13】研究发现，众香子精油在一定的浓度范围内，清除羟基自由基和

超氧阴离子自由基的能力均强于PG。顾仁勇等【14】研究了牛至、肉桂、连翘、丁香

和山苍子等五种精油的抗氧化能力，结果发现，五种精油均对猪油的氧化有较好

的抑制效果，其中牛至、连翘、丁香和山苍子精油的抗氧化效果更为明显。王颖

等【151比较了黑胡椒精油和白胡椒精油的抗氧化能力及清除自由基的能力，结果显

示：两种胡椒精油在一定的浓度范围内，清除超氧阴离子自由基的能力比BHT和

PG要强，总体而言，黑胡椒精油的抗氧化效果略优于白胡椒精油。

5
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综上所述，以植物精油为代表的天然抗氧化剂的抗氧化效果明显，并且有自

身独特的优势。因此，植物精油在食品抗氧化领域的应用前景十分广阔。

1．3．3植物精油的医药活性

在我国古代医学的记载中，植物精油就早已当作药物来使用。精油的来源广

泛，化学成分各不相同，所以具有的医药功效也比较广，多有杀菌防腐、平喘、

止咳、健胃、祛痰、驱风、消炎、解热和镇痛作用。另外，精油多有适宜的香味，

故可用作矫味剂或医药中的香料【16】。

在临床上已有多种精油被用来治疗各种疾病，如柴胡精油制备的注射液具有

解热止痛作用【17】；牡丹皮中含有的牡丹酚有镇痛和镇静的功效，临床上可用于治

疗内脏疼痛【18l；大蒜精油具有很强的抗菌消炎和降血压血脂能力，对治疗心血管

疾病有非常好的效果【19】；薄荷精油具有清凉、祛风、消炎和局麻的功效【201；山鸡

椒精油可用来治疗心绞痛和冠心病，疗效良好12lJ。

从各种精油中提取出来的天然产物也有多种已用于临床，如芸香草精油的主

要成份胡椒酮在临床上可用于治疗支气管炎、慢性气管炎和支气管哮喘【22】；莪术

精油中的莪术醇对治疗子宫颈癌有很明显的效果【231。此外，冰片、樟脑、薄荷脑、

丁香酚和百里香酚等在临床上也有应用[22,23】。

．I．3．4植物精油的杀虫作用

植物精油不仅可以驱虫，还对某些害虫具有触杀作用。研究证实，植物精油

对许多仓储害虫具有杀灭作用，并且对成虫和虫卵均有抑制作用。Keita等【24】研究

了罗勒精油和丁香罗勒精油对四纹豆象成虫的驱避作用，结果显示，用纯精油熏

蒸12h后，分别有80％和70％的成虫死亡。烟草甲是烟叶仓库与药材仓库里的重

要害虫，研究表明，肉桂精油、芥菜精油和辣根精油直接接触或熏蒸对烟草甲具

有强烈的毒杀作用，杀虫效果明显【25】。二斑叶螨存在于世界各地，是田问中常见

的经济害虫，并已产生了强烈的抗药性。Asian等【26】发现罗勒精油和麝香草精油对

二斑叶螨的成虫与若虫均有杀虫活性。有些植物精油已经被开发为驱虫剂，如香

茅精油已经成为“避蚊胺”的无毒替代物，其主要成分为香茅醛，可以制成防治蚊蝇

的药膏和洗剂【2¨。

1．4植物精油抑菌活性的研究现状

1．4．1植物精油的抑菌活性

6
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植物精油以其显著的抑菌活性和广泛的抗菌谱范围，以及与化学抑菌剂相比

副作用和残留毒性小的独特优势，近年来在抑菌研究方面得到了广泛的关注。国

内外出现了大量的关于精油抑茵活性的报道。

钱骅等【28】研究了九种精油(八角、大蒜、花椒、牛至、生姜、桉叶、山苍子、

薄荷、紫苏)的抑菌活性，结果表明：桉叶精油对枯草芽孢杆菌和大肠杆菌的抑制

作用较好，牛至精油、大蒜精油和山苍子精油对枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌

有较好的抑制作用，而紫苏精油则能显著抑制枯草芽孢杆菌的生长。Valero和

Salmeronl291研究了11种芳香精油对蜡状芽孢杆菌的抑制作用，发现肉桂精油的抑

制效果最为明显，其次为百里香精油、丁香精油、牛至精油、迷迭香精油和鼠尾

草精油等。何纬等【30】利用纸片扩散法和连续稀释法，对薰衣草精油和橙花精油进

行体外抑菌活性测定，发现两种精油对5种供试菌(金黄色葡萄球菌、乙型溶血念

球菌、大肠埃希菌、白色念珠菌和表皮葡萄球菌)均有一定的抑制作用。吴慧清等

人pI】采用纸片扩散法和试管稀释法比较了42种植物精油的抑菌作用，结果显示真

菌和革兰氏阳性菌对植物精油最为敏感，其中13种精油对5种供试菌(金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、白色念珠菌和黑曲霉)的抑制效果最好，其强弱

顺序如下：肉桂精油>百里香精油>柠檬草精油>香茅精油>雪松精油>山

鸡椒精油>天竺葵精油>桂皮精油>芫荽精油>罗勒精油>山苍子精油>

欧薄荷精油>茴香精油。马英姿等人【32】采用水蒸气蒸馏法制各樟树叶精油和天竺

桂叶精油，并测定了这两种精油对4种供试菌种(金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、青

霉和黑曲霉)的抑菌效果，结果表明：樟树叶精油的含量为0．52％，而天竺桂叶精

油的含量为0．53％；天竺桂叶精油对除青霉外的菌种都有较好的抑制效果，而樟

树叶精油则对所有的供试菌种都有明显的抑制作用。Serge Ankri和David

MirellIl雒【33】研究发现大蒜油的抗菌谱非常广，对常见的革兰氏阳性菌和革兰氏阴

性菌都具有强烈的抑制作用。钟瑞敏等人【34】研究了小茴香精油的抑菌活性。结果

显示，小茴香精油对所研究的9种供试菌种表现出了广谱抗菌性，并且对其中的

副溶血性嗜盐菌和黑曲霉表现出了极强的抑制效果。

综上所述，国内外对植物精油的抑菌活性已做了大量研究。植物精油表现出

的优良抑菌活性和广谱性，将有助于人们找到更为理想的天然防腐剂，这也符合

人们追求“绿色健康”理念的需要。与世界上的植物资源总量相比，目前的研究

工作还远远不够，因此在抑菌植物的开发与利用方面还需做进一步的努力。

1．4．2植物精油的抑菌有效成分

植物精油的化学成分组成十分复杂，经GC／MS分析，通常有几十至上百种化

合物。经研究表明，在这些大量的精油成分中，小分子的酚类物质、萜烯类物质
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和醛酮类物质是主要的抑菌有效成分。此外，醇类，醚类和烃类物质也具有一定

的抑菌活性【351。因此，植物精油的抑菌活性是各成分抑菌效果的综合体现。图1．1

列出了已被证明的几种精油抑菌有效成分的化学结构。下面对各种成分单体进行

简要介绍。

carvacrol

香芹酚

OH

芝D—
eugend

丁香酚

cinnamaldehyde

肉桂醛

thymol

百里香酚

OH

图1-1几种植物精油抑菌有效成分的化学结构式

Fig．1-1 Chemical stmctta'al formula of several antimicrobial components of EOs

(1)香芹酚(Carvacr01)

香芹酚是无色或淡黄色的油状液体，是牛至精油的主要成分之一。Mohame《l

Hazzit等人【361研究了生长在非洲南部的牛至精油的化学组成，发现香芹酚的含量

为29．7％，这种精油对除李斯特氏菌外的所有受试菌种都有很好的抑制效果。胡

艳芬等人【37】测定了香芹酚单体对常见的病原菌(大肠埃希氏杆菌、金黄色葡萄球菌

和猪霍乱沙门氏菌)及益生菌(保加利亚乳杆菌和枯草芽孢杆菌)的抑制效果，结果

证实在一定的药物浓度下香芹酚能够杀灭常见的病原菌，并且对肠道益生菌也有

一定的抑制效果。 ，’

(2)丁香酚(Eugen01)

丁香酚为无色或淡黄色液体，有强烈的丁香香气，是丁香精油的主要成分。

楼兴隆等人p踟对丁香精油进行了化学成分分析，发现丁香酚的含量高达97．29％。

随后，他们又研究了丁香酚单体对番茄黑霉、白菜黑斑病菌、玉米大斑病菌、小

麦纹枯病菌和葡萄炭疽病菌的抑菌作用，发现均有较好的抑制效果。吕世明等【39】
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，结果发现丁香酚对12种供试细菌具有广谱抗菌性，

显，其最小抑菌浓度(MIC)为5 pg／mL。

与香芹酚是同分异构体，可以从百里香精油和牛至

精油中提取，具有宜人香气和很强的杀菌作用。郑国华等人【删发现7月是牛至药

材的最佳采摘期，此时牛至精油中的百里香酚含量越为O．117 g／mL。张静等人【41】

研究了百里香酚对植物病原真菌的体外抗菌作用，发现百里香酚能够很好地抑制

10种植物病原菌的生长，尤其对番茄灰霉病菌有明显的抑制效果。

(4)柠檬烯(Limoncne)

柠檬烯是为无色油状液体，有类似柠檬的香味。王雪梅等人【42】采用琼脂扩散

法和MIC法研究了柠檬烯单体的抑菌活性，结果显示柠檬烯单体在较宽的pH范

围内具有广谱抗菌性，对6种供试菌种都有明显的抑制效果，并且对面包酵母、

啤酒酵母和黑曲霉的抑制作用强于化学防腐剂(苯甲酸钠和山梨酸钾)。

(5)肉桂醛(Cinnamaldehyde)

肉桂醛是一种醛类有机化合物，为黄色黏稠状液体，大量存在于肉桂等植物

体内。自然界中天然存在的肉桂醛均为反式结构。李京晶等人t43]通过GC／MS分析

肉桂精油的成分，发现肉桂醛的含量高达86．8％，并且肉桂醛单体对5株食品中

常见污染菌的抗菌作用均强于化学防腐剂苯甲酸钠和山梨酸钾。最近有日本学者

研究发现肉桂醛对真菌有明显的抑制作用Ⅲ】，其作用方式是降解真菌的细胞壁，

使其可以进入真菌菌体细胞内，继而损坏细胞器而起到抑菌效果。

1．4．3植物精油的体外抑菌方法

抑菌实验(antimicrobial test)用于测定抑菌剂在体外抑制微生物生长的效能。虽

然已报道的抑菌方法有很多，但是由于操作中的影响因素很多(如植物的类型、精

油提取方法的多样性、菌体的差异性、培养基的差异性及培养条件的不同，等等)，

因此现在还没有一个统一的实验操作标准。目前，精油体外抑菌的实验方法大体

上分为琼脂扩散法和稀释法两种。

1．4．3．1琼脂扩散法

琼脂扩散法是抑菌实验中最常用的方法【451。根据操作的不同又可分为滤纸片
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扩散法(图1．2)和琼脂杯扩散法(图l一3)。其中滤纸片扩散法更为常用，其操作是将

浸泡过精油的滤纸片放置在涂过菌的琼脂平板表面，随后精油会由纸片中心向边

缘扩散出浓度梯度，经过一段时间的培养后，通过测量抑菌圈直径的大小来评价

抑菌效果。琼脂杯扩散法是把精油滴入到培养基预先打的孔里面，经培养后再进

行抑菌圈直径的测量。

图l-2滤纸片扩散法

Fig．1-2 Filter paper disk diffusion method

^乒翻哺啪蛔

图l-3琼脂杯扩散法

Fig．1-3 Agar cup method

影响琼脂扩散法实验结果的因素有很多，比如滤纸片上精油的吸附体积、精

油的挥发性以及是否使用乳化剂作为溶剂等。因此，琼脂扩散法只是初步筛选抑

菌剂抑菌效果的过程，重复性不高，更为精确的定量分析还需要稀释法来测定。

1．4．3．2稀释法

稀释法可分为琼脂稀释法和肉汤稀释法两种，都能用于定量分析抑菌剂的抑

菌效果。最小抑菌浓度(Minimal Inhibitory Concentration,MIC)是指能抑制细菌生长

的抑菌剂的最低浓度，是定量分析植物精油抑菌效果的重要指标之一M。

琼脂稀释法的特点是可以在同一平板上，同时测定多种菌株。肉汤稀释法又

分为常量稀释法(试管稀释法)和微量稀释法(96孔板法)，其判断结果的方法有肉眼

观测法、分光光度计法及菌落计数法等。各种判断方法各有利弊：肉眼观测法非

常简便，但不够精确；分光光度计法操作简单，但是测定的是总菌液浓度，而不

lO
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活菌浓度；菌落计数法测定结果精确，但是工作量大。

4．4抑菌活性的协同作用

研究发现，抑菌物质之间的相互作用可以分为四种：协同作用、相加作用、

无关作用和拮抗作用【47】。有报道称，植物精油的总体抑菌活性比其各主要成分按

比例混合时的抑菌活性要强，这说明在精油中的微量物质对抑菌活性也有很大的

影响，它们的存在可能会和主要成分之间形成协同作用，从而增强抑菌活性。研

究发现，精油的抑菌作用是其所含的各种抑菌活性成分协同增效作用总和的体现

[48】。抑菌活性的协同作用又可以体现在三个方面：植物精油内各活性成分之间的

协同作用；不同植物精油之间的协同作用；植物精油与其他抑菌剂之间的协同作

用。对于抑菌物质的协同作用，国内外已有大量的文献报道。

王帆等人【49J研究了抑菌活性成分丁香酚、肉桂醛、单宁酸和百里香酚对5种

供试菌种(铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、肠炎沙门氏菌、大肠杆菌和李斯特氏

菌)的抑制效果，发现各成分对受试菌种均表现出不同程度的抑制活性(MIC在

19．53—2500 I_tg／mL之间)，且各成分两两复配后的MIC均有所降低，即存在协同作

用。顾仁勇等人【50】测定了丁香精油和肉桂精油独自使用以及复配使用时的最小抑

菌浓度(MIC)，并用FIC指数评价协同增效作用。结果显示：丁香精油和肉桂精油

复配使用时对3株供试菌种均表现出协同增效作用，其中对枯草芽孢杆菌的增效

作用最为明显(增效8倍)。单独使用时，丁香精油和肉桂精油的MIC都是0．125％：

两者复配使用时，丁香精油和肉桂精油的MIC均减小为0．0025％。

植物精油也可与其他类型的天然抑菌剂联合使用。研究发现，肉桂精油在单

独使用时，对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、蜡状芽孢杆菌、鼠伤寒沙门氏菌

和大肠杆菌的MIC值分别是O．2，0．1，O．1，0．4和O．4“UmL，而当肉桂精油与天

然微生物源抑菌剂Nisin(-孚L酸链球菌素)联合使用时，能够达到协同或相加作用，

使肉桂精油的用量大大减少【51】。Yamazaki等人【52l研究发现，向香芹酚、百里香酚

和丁香酚中加入0．625 mg／mL NisiIl后，在达到相同抑制李斯特菌生长效果的时候，

其使用量分别减少了30％，20％和20％。

在实际的食品防腐应用中，协同作用的存在可以使植物精油的使用量大大降

低。在不影响抑菌效果的前提下，既可以降低成本，保证安全性，又可以减少精

油气味对食品品质的影响，还可以赋予食品特殊香味。因此，研究植物精油的协

同作用有着重要的科学意义和实用价值。但是，植物精油不同成分之间或者与其

他抑菌剂混用时，协同作用、相加作用、无关作用和拮抗作用都是可能出现的，

其作用机理目前也未十分明确，所以还需要大量的实验基础来证实。
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1．4．5植物精油的抑菌机理

目前，关于植物精油抑菌机理的报道有很多，通常是认为精油的疏水性成分

能够直接作用于微生物细胞膜，导致细胞膜的流动性增加，随之细胞膜结构被破

坏，细胞内部的重要离子和内溶物会渗出，最终导致细胞死亡。

Turgis等人【53】研究了芥子精油(mustard EO)对大肠杆菌0157：H7和沙门氏菌

的作用机理。经扫描电镜(SEM)观察，这两种菌的细胞膜完整性都被破坏，细胞内

部的pH值下降，胞内ATP大量流失，并且伴有明显的细胞内溶物流出，最终导

致细胞死亡。Oussalah等人【54】研究牛至精油、肉桂精油和香薄荷精油对大肠杆菌

和李斯特氏菌的作用方式，得到了和Turgis等人相同的结论。孙峋等人【55】对迷迭

香酸的抑菌机理作了研究，发现迷迭香酸可改变金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的细

胞膜通透性，导致胞内还原糖和蛋白质的渗漏，引起细胞死亡。Pasqua等人【56】在

研究天然抑菌物质(丁香酚、百里香酚、香芹酚、柠檬烯和肉桂醛)对细胞膜的作用

机理时发现，这些物质能显著降低细胞膜中的不饱和脂肪酸(OFA)含量，并且能够

损坏细胞膜的结构。郑罡等人【57l在研究茶树精油对白假丝酵母的抑制作用时，发

现茶树精油能够扰乱菌体胆固醇、甘油三脂以及蛋白质的合成，从而产生抑菌与

杀菌作用。

总体来说，目前对植物精油抑菌机理的研究还不成熟，活性抑菌物质的具体

作用方式和作用靶点还有待进一步探讨。

1．4．6植物精油在食品体系中的应用

最初关于植物精油抑菌活性的报道都集中于体外抑菌实验。直到近十多年来，

才陆续出现了大量关于将精油应用于食品体系中的报道，这些食品体系涉及果蔬、

肉制品、鱼、奶制品和粮食等方面。

顾仁勇【58】研究了五种香辛料精油(牛至、山苍子、丁香、连翘和肉桂精油)对冷

却猪肉的保鲜效果，通过将精油按不同比例进行复配，发现当牛至精油、丁香精

油、山苍子精油、肉桂精油和连翘精油的浓度均为0．9％时，对冷却猪肉的保鲜效

果最好，结合真空包装可以使储藏期可以达到18天。李鹏霞等人【59】比较了36种

植物精油对番茄的防腐保鲜效果，发现番茄经丁香罗勒等lO种浓度均为20¨【／L

的精油处理后，好果率达70％以上，防腐保鲜效果明显。在冬枣的防腐保鲜实验

中，加入峨眉含笑精油(浓度4．g／g)可以有效地防止冬枣果实腐烂，并且可以抑制

Vc和还原性糖含量的下降速率[60l。张春红等人【6l】测定了丁香、肉桂、小茴香精油

对存在于大米中的两种主要霉菌的抑制效果，发现肉桂精油抑菌效果最佳：将3

种精油应用于大米储藏中，可以有效的防止大米霉变。
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很多研究发现，在食品体系中常常需要更高的精油浓度，才能达到与体外抑

菌实验相同的抑菌效果[621。例如，在猪肉肠中需要lO倍于体外抑菌实验的精油量，

而在汤中则需要50倍。造成这种现象的原因，可能是因为食品体系中的营养丰富

(富含脂肪和蛋白质)，可以对造成伤害的菌体进行修复，从而降低了精油的抑菌效

果。其次，如果食品中水分含量很低，或者食品中存在大量的胶体结构，就会影

响精油的扩散效果，造成抑菌效果下降。另外，一些外部的因素，比如环境温度

和包装类型，也可以影响微生物对精油的敏感度。

1．4．7植物精油的安全性与应用前景

植物精油属于天然香料组分，在一般情况下被认为是对人体健康无害的，可

以安全食用。2003年，已有2068种天然香料被美国食品香料与萃取物制造者协会

(FEMA)认定为是“对人体无害成分”(generally recognized as safe，GRAS)。但在不

同的国家或地区，对于有些香料组分的规定是不一样的。如存在于茴香精油中的

草蒿脑，已被美国食品和药物管理局(Food and Drug Administration，FDA)列入可

安全食用名单，在中国(GB 2760-1996)也被批准为允许使用的食品香料，但是其在

欧盟是特别禁止使用的【631。

尽管大量的植物精油成分被认为是安全的，但是也有研究指出，个别成分具

有微量的毒性或刺激性。例如长时间使用某些植物精油或其成分，可能会引发过

敏性皮炎。一些常见的精油成分，如香芹酚和百里香酚，在动物实验中没有表现

出副作用，但在细胞实验中却存在弱度的毒性畔】。因此，新发现的天然植物精油，

必需要通过体内代谢评价和毒理学实验后，才能获准使用。

1．5本论文的研究意义和研究内容

1．5．1研究意义

食品腐败问题一直存在于食品工业中。据报道，全世界每年由于腐败造成的

食物损失约占总损失的20％左右，造成了巨大的经济损失。腐败的食品不仅品质

被破坏，而且误食的话还会引起人体疾病，危害人类健康【65矧。食品腐败由物理、

化学及微生物等多方面的作用而致，其中微生物方面的影响最为明显。

为防治食品腐败问题，长期以来的做法是在食品中添加化学防腐剂。化学防

腐剂以其使用方法简便、成本低廉、效果显著等诸多优点而被广泛应用，常用的

有苯甲酸钠、山梨酸钾、丙酸和尼泊金甲酯等。但经研究发现，长期食用化学防

腐剂会危害人体健康【6刀，并且其防腐效果很大程度上受食品微生物种类、溶解度
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以及pH值环境等影响因素的限制。近些年来，天然防腐剂的关注度在不断提高。

这类防腐剂一般具有天然、高效、无毒或低毒等特点。天然绿色、回归自然是现

代人生活的追求，随着人们对自身健康问题的愈发重视，健康、绿色的天然防腐

剂将会日益受到人们的青睐嘲J。

植物源防腐剂是天然防腐剂的重要组成部分，而抑菌植物中真正起抑菌防腐

作用的是其精油。研究发现，许多植物精油具有良好的抑菌活性，有作为天然防

腐剂的潜在价值。同时也有研究表明，精油在食品中的扩散程度受食品内部空间

结构位阻以及精油本身水溶性较差的限制，因此当向食品体系中添加植物精油作

为防腐剂时，往往需要更高的精油浓度，才能达到与体外抑菌实验相同的效果。

而高浓度的精油会改变食品本身的风味，影响食品的感官品质[69,70]。此外，目前

关于植物精油的抑菌机理尚不明确，精油对菌体的作用方式还有待进一步讨论。

针对上述问题，本论文的研究目的和意义是：

(1)筛选出几种抑菌活性强的植物精油，并对它们进行复配组合，研究复配精

油的抑菌活性，希望可以利用协同增效作用，达到降低精油使用量的目的；另一

方面，希望可以筛选出增溶效果较好的增溶剂，改善精油的水溶性，提高其抑菌

效果，以降低精油的使用量。

(2)从植物精油对菌体的细胞膜毒性入手，对精油的抑菌机理进行探讨，为精

油在食品中的应用提供理论基础。

1．5．2研究内容

本课题的研究内容主要有以下几方面：

(1)利用滤纸片法对10种植物精油的体外抑菌活性进行筛选，并对筛选出的

精油进行稳定性分析(pH值、温度和紫外线照射的影响)。

(2)用梯度稀释法测定所选植物精油的最小抑菌浓度(MIC)，并用棋盘稀释法

比较几种复配精油组合的联合抑菌活性，寻求最低的复配精油使用量。

(3)利用气质联用技术(GC／MS)，分析所选植物精油的化学组成。

(4)从复配精油对四种供试菌种生长曲线的影响、对菌体细胞膜通透性的影响

(扫描电镜观察菌体结构、细胞溶出物的测定和电导率的测定)以及对菌体细胞膜脂

肪酸变化的影响这几方面，研究复配精油对菌体的作用机理。

(5)比较3大类(吐温系列乳化剂、环糊精及其衍生物和聚7,--醇系列溶剂)共

9种增溶剂对所选植物精油在水相中溶解度的影响，并对增溶体系(增溶剂+复配精

油)的抑菌活性和抑菌机理进行研究，以期可以得到一种性质优良的精油增溶剂。
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第二章十种天然植物精油的体外抑菌活性研究

2．1引言

长期以来，植物精油(Eo)以其独特的气味和增香作用，被广泛地应用于香精

香料行业和化妆品行业。随着人们对植物精油化学成分和生物特性研究的深入，

其表现出的强抑菌活性越来越得到学者的关注，成为寻找新型安全高效的天然防

腐剂的重要来源之一。大量研究发现，许多植物精油具有抑菌活性强，无刺激作

用，毒副作用小，安全性高的优点。因此，将植物精油开发为天然防腐剂，符合

现代人们追求绿色安全生活的需求，，具有巨大的潜在市场价值。

目前关于植物精油抑菌活性的报道有很多，主要集中于抑菌植物的筛选以及

精油成分的分析中，并且已经筛选得到了一些抑菌活性很强的植物精油或组分。

但是，已有的报道大多仅限于对单精油抑菌活性的研究，对复配精油的研究还很

少【7¨。当植物精油作为天然防腐剂用于食品中时，会产生一些难以遮盖的气味，

影响食品品质。因此，研究复配精油的协同作用，可以在保证抑菌效果的前提下，

减少精油使用量，从而解决气味的可接受性问题。

本章主要的研究内容是比较筛选十种天然植物精油(牛至精油，佛手柑精油，

绿薄荷精油，紫苏叶精油，薰衣草精油，鼠尾草精油，广藿香精油，迷迭香精油，

罗勒精油和艾叶精油)对四种供试菌种(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌

和酿酒酵母)的体外抑菌能力，并且对筛选出的精油进行稳定性分析，包括pH值、

温度和紫外线照射的影响。随后，对所选精油的最小抑菌浓度(MIC)进行测定，并

且研究几种复配精油的联合抑菌活性，旨在为植物精油在抑菌领域应用技术的开

发提供科学依据。

2．2实验材料与方法

2．2．1实验材料

2．2．1．1供试菌种

，细菌：大肠杆菌(Escherichia coti)ATCC 8739、金黄色葡萄糖球菌

(Staphylococcus aureus)ATCC 6538、枯草芽孢杆i蠡(Bacillus subtilis)ATCC 6633

真菌：酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)ATCC 9763

以上菌种购自中国科学院微生物研究所(The Institute of Microbiology,Chinese

Academy of Sciences，IMCAS)。
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2．2．1．2植物精油(E0)

本实验所选十种植物精油如下：牛至精油，·佛手柑精油，绿薄荷精油，紫苏

精油，薰衣草精油，鼠尾草精油，广藿香精油，迷迭香精油，罗勒精油和艾叶精

油。

以上精油全部购自中国湖南长沙冠香日化贸易公司。所有精油都是通过水蒸

汽蒸馏法制得，实验前置于低温(4℃)、避光环境下保存。关于精油的细节描述列

于表2．1中。

表2-1十种植物精油的细节描述

一型坐坚旦塑坐兰竺坐坐三==型翌坐L——————一I_●_l _●-___-_____________l_l————————————一
精油种类 ．一．茎茎兰． 型垫二兰 ．茎竺塑竺．．一__--●-_●_l-___l_l_l_I-l_l————————————一
广藿香Patchouli Pogostemon cablin 叶子

鼠尾草 Clary sage Salvia sclarea 叶子、花朵

迷迭香 Rosemary Rosmarinus oflicinalis 嫩枝

罗勒 Basil Ocimum basilicum 叶子、花朵

绿薄荷 Spearmint
Mentha spicata 茎、叶子

牛至 Oregano Origanum vulgate
全草

紫苏Pcrilla Perilla arguta 叶子

艾叶 Absinthe Artemisia口bsinthium 叶子、嫩枝

佛手柑 Bergamot Citrus bergamia 果皮

薰衣兰 ．．．．兰：=兰 ．．墨：竺：尘：2兰竺=丝竺．———●至三一__I l lI__-l-_ll_l●l_I__--_--—-———————————一一一

2．2．1．3培养基

牛肉膏蛋白胨培养基(细菌)：牛肉膏3 g，蛋白胨1 g，NaCl
0．5 g，琼脂1．5·2·0

g(液体培养基不含琼脂)，水1000 mL，pH为7．0-7．2 2．faJ(使用l·0
mol／L的NaoH

溶液调节pH)。

YPD培养基(真菌)：酵母浸粉1 g，蛋白胨2 g，葡萄糖2 g，琼脂l·5-2·O g(液

体培养基不含琼脂)，水1000mL，自然pH值。

2．2．2实验仪器及试剂

仪器：无菌超净操作台，紫外可见分光光度计，电子天平，全自动立式电热
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压力蒸汽灭菌锅，恒温振荡箱，生化培养箱，玻璃仪器气流烘干器，移液枪(各种

量程)，pH计，打孔器，直尺。另外，还有无菌操作工具，如接种环，培养皿，试

管，酒精灯，一次性枪头和涂布棒等。

试剂：柠檬酸，氢氧化钠，硫酸卡那霉素，苯甲酸钠，山梨酸钾，尼泊金甲

酯。

2．2．3实验方法

2．2．3．1培养基的配制

按2．2．1．3中的配方分别配制牛肉膏蛋白胨培养基(固体和液体)和YPD培养基

(固体和液体)，115℃、30 rain灭菌后待用。

2．2．3．2菌悬液的配制

从经过活化的菌体斜面上挑取一环菌体接种于相应的液体培养基中，放入恒

温振荡培养箱培养至对数生长期(对数生长期的细胞代谢最旺盛，对外界环境因素

十分敏感，故用作抑菌实验)。根据生长曲线来看，细菌培养至对数生长期的时间

约为8．10 h左右，酵母培养至对数生长期的时间约为12．16 h左右。分别吸取以上

培养时间的供试菌液O．5 mL，加入无菌水倍比稀释到105．106 CFU／mLl721，备用。

2．2．3．3精油的抑菌活性——抑菌圈的测定(滤纸片法)【73】

使用打孔器，将定性滤纸制成小圆纸片(D=6 mm)，高压灭菌后备用。无菌条

件下，在已灭菌的培养皿中倾入相应菌种的培养基20-25 mL，冷却凝固后制成固

体平板。吸取已制备好的菌悬液200此加入到相应的固体平板培养基中，涂布均

匀。取滤纸片贴在含菌平板上，在每片滤纸片上滴加5皿植物精油，每皿贴3片，

贴时注意滤纸片之间要保持一定的距离。精油在含菌平板上自纸片中心向外围扩

散，逐渐形成由大到小的浓度梯度，从而可以抑制供试菌种的生长，形成透明的

抑菌圈。根据抑菌圈直径的大小可初步判断精油的抑菌效果。此外，选取一种抗

生素(硫酸卡那霉素)和三种化学合成防腐剂(苯甲酸钠、山梨酸钾和尼泊金甲酯)作

为阳性对照，用以比较精油的抑菌效果。将各菌种放入生化培养箱，细菌在37℃

下培养24 h，酵母在28℃下培养48 h。选取抑菌圈明显的平板测量直径大小，结

果取重复试验的平均值。
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2．2．3．4 p8值对精油抑菌活性的影响

用2％的NaOH和50％的柠檬酸将培养基的pH分别调为4．0、5．0、6．0、7．0

和8．0五个梯度，并按2．2．3．3的方法进行抑菌圈的测定。研究pH值对精油抑菌活

性的影响

2．2．3．4热处理对精油抑菌活性的影响

将各精油分别置于80℃、100℃和121℃下受热15 min，用未经热处理的精

油作为对照，然后按2．2．3．3的方法进行抑菌圈的测定。研究热处理对精油抑菌活

性的影响。

2．2．3．5紫外线照射对精油抑菌活性的影响

将各精油分别在紫外灯下照射20 min、40 min和60 min，用未处理的精油作

为对照，然后按2．2．3．3的方法进行抑菌圈的测定。研究紫外线照射对精油抑菌活

性的影响。

2．2．3．6植物精油最小抑菌浓度(u ric)的测定【74】

对于经过滤纸片法初筛得到的具有较好抑菌活性的植物精油，采用试管梯度

稀释法测定其最小抑菌浓度(Minimal inhibitory concentration，MIC)。取8支10 mL

的试管(编号1．8)，每管加入相应的液体培养基3 mE(其中l号管中加入6 mL液体

培养基)。在1号管中加入20此植物精油，然后进行梯度稀释，使得1—8号试管

中的最终精油浓度范围为0．039-5 pL／mL。最后，向每个试管中加入50”L菌悬液。

同时设立对照组：阴性对照组只含培养基和菌液，不含精油；阳性对照组除含培

养基和菌液外，每管再加入标准抗生素——硫酸卡那霉素(50 I工g／mL)。细菌(金黄

色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和大肠杆菌)置于37℃下培养24 h，酿酒酵母置于28

℃下培养48 h。培养结束后，如培养基出现浑浊，则说明有菌生长l对于I临界的

透明试管，需要用营养平板进行检验。将完全抑制茵落生长的最低精油浓度定义

为最小抑菌浓度(MIC)。

2．2．3．7复配植物精油的抑菌活性

根据滤纸片法的初筛结果以及最小抑菌浓度(MIC)I獭IJ定结果，选取对供试菌
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种抑菌效果明显的精油进行复配抑菌实验。复配设计实验采用棋盘稀释法

(checkerboard method)(图2．1)。具体操作：对于每一种供试菌，选取9支试管按照

横排3管×纵列3管的顺序排布。每支试管中加入3 mL培养基。将A精油和B精

油按照一定浓度进行稀释，A精油按横排从上至下加入到各试管中，B精油按纵列

从右至左加入到各试管中，使得A、B精油在方阵中的最终浓度分布如图2．1所示。

细菌(金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和大肠杆菌)置于37℃下培养24 h，酿酒酵

母置于28℃下培养48 h。培养结束后，采用测定最小抑菌浓度(MIC)的方法对

各试管内的菌体生长情况进行检验。实验重复3次。

A dilution

AIB3 AlB2 AiBl

A2岛 A282 A2Bl

A383 A382 A3Bl

At：I／2 MIC

Bx：I／2MIC

A2：I／4MIC

Bz：I／4MIC

A3：1／8 MIC

B3：1t8 MIC

图2-1棋盘稀释法示意图

Fig．2=1 Sketch map ofcheckerboard method

棋盘稀释法的结果采用组分抑菌浓度指数FICI(Fractional inhibitory

concentration indic髓)进行评价【75】。FICI可按下列公式进行计算：

A联合时的MIC B联合时的HIC

嗍叫lcA"嗡2磊萄菊画÷矗萄前面
FICI的判定标准为：FICI<0．5为协同作用，0．5 S FICI S l为相加作用，l<

FICIS2为无关作用，FICI>2为拮抗作用。

2．3实验结果与讨论

2．3．1十种植物精油的抑菌活性

十种植物精油(牛至精油，佛手柑精油，绿薄荷精油，紫苏叶精油，薰衣草精

油，鼠尾草精油，广藿香精油，迷迭香精油，罗勒精油、艾叶精油)对四株供试菌

种(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母)的抑菌活性(抑菌圈大

小)测定结果在表2．2中列出。
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滤纸片法实验结果的判定标准是‘76】：抑菌圈直径大于20 lllnl为非常敏感，介

于12．20 mm时为中度敏感，介于7．12 mm时为弱度敏感，无抑菌圈为不敏感。

表2-2十种植物精油的抑菌活性

Table 2-2 Antimicrobial activity of ten EOs against the tested microorganisms

抑菌圈直径‘(mm)

抑菌剂 革兰氏阳性菌 革兰氏阴性菌 真菌

金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 大肠杆菌 酿酒酵母

J-。‘藿香 10．1士o．4 10．4：t-O．3 0 8．1：t-O．3

精油

鼠尾草

迷迭香

罗勒

绿薄荷

牛至

紫苏

艾叶

佛手柑

薰农草

1 5．4：t-O．4

10．2士0．2

23．3：t-O．4

0

27．4：t-O．5

0

0

26．2圭O．6

O

15．肚0．6

0

20．2士O．3

O

8．6a：O．2

l 5．2士O．5

10．o士0．4

12．3：t-O．5

l 8．3士0．6

16．I：L-O．6 0 12．60：0．8

27．4：L-O．7 1 8．2-+0．8 27．2-q：O．6

15．Od：1．7

15．2士0．6

24．3i-0．6

13．5±1．0

O

O

O

0

25．蚰：0．2

11．5i-0．6

1 5．2士0．4

11．Q±O．4

抗生素b 硫酸卡那霉素 19．5：L-O．4 18．4=1=0．6 24．3士o．6 21．0±O．3

苯甲酸钠

化学防腐荆‘ 山梨酸钾

10．3士0．4

10．6士O．3

7．8士O．2

8．7士O．2

10．7士O．4

11．蚰=0．4

9．8士0．3

8．5i0．3

尼泊金甲酯 12．6：t=0．3 11．4+0．4 11．8：t-O．3 8．8士0．4
■■■■—●_■■●_______●-●______●-■●__■■●-_●-■■●●■■■■-■__—--_____■●_●-●■■●●■■●■______●_●—■●■■■■●●_■■_________●●●■■●■__■■■___■—■●●

1实验结果表示为：抑菌圈直径平均值4-标准偏差(3次实验)

滤纸片直径(6 mm)包含在测量结果中

-硫酸卡那霉素的浓度为30 I_tg／disc

‘化学防腐剂(苯甲酸钠、山梨酸钾和尼泊金甲酯)的浓度均为200 I．tg／dise

参照以上标准，牛至精油对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母的抑

菌活性最强，抑菌圈直径分别达到了27．4 4-0．5 RIRI、27．4 4r 0．7 real和27．2 4-0．6

lllnl。罗勒精油对革兰氏阳性菌的抑菌活性强烈，对金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆
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菌的抑菌圈直径分别达到了23．3 4-0．4 inlll和20．2 4-0．3 mm。类似地，佛手柑精油

也对革兰氏阳性菌表现出了强抑菌性，对金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的抑菌

圈直径分别达到了26．2 4-0．6 mln和24．3 4-0．6 111111。紫苏精油对细菌的抑制效果一

般，只对枯草芽孢杆菌有一定的作用(15．0士1．7 mm)，但是其对酿酒酵母有很强的

抑制专一性，抑菌圈直径达到了25．9 4-0．2 1TIII'I，仅次于牛至精油的抑菌效果。值

得注意的是，大肠杆菌(革兰氏阴性菌)在精油抑菌实验中表现出了低敏感度，只有

牛至精油和罗勒精油对其表现出了一定的抑制效果，抑菌圈直径分别为18．2-4-0．8

nHn和15．2士0．5 mnl。植物精油对四种供试菌种的抑制效果见图2．2。

图2-2植物精油对供试菌种的抑菌效果

Fig．2-2 The inhibiting effects of selecte艇l EOs against the tested microorganisms

通常来讲，革兰氏阳性菌对植物精油的敏感性要大于革兰氏阴性菌【771。这是

因为革兰氏阴性菌的细胞壁外侧含有一层脂多糖，它能够阻止疏水性的化合物进

入到菌体细胞体内，从而降低了抑菌效果【7引。本实验中，革兰氏阴性菌大肠杆菌

就符合这一规律，只有牛至精油和罗勒精油对其有中度敏感的抑制作用(抑菌圈直

径15—19mm)。

总体来看，和对照组(硫酸卡那霉素、苯甲酸钠、山梨酸钾和尼泊金甲酯)相比

较，某些植物精油表现出了很强的抑菌效果。具体来看，牛至精油对所有菌种都

具有较强的抑制活性，罗勒精油和佛手柑精油对革兰氏阳性菌有很好的抑制效果，

而紫苏精油则对酿酒酵母有很强的抑制专～性。因此，我们选定牛至精油、罗勒

精油、佛手柑精油和紫苏精油作为研究对象进行后续的实验。

21
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2．3．2 pH值对精油抑菌活性的影响

在不同的pH条件下，牛至精油、罗勒精油、佛手柑精油和紫苏精油对四株供

试菌种(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母)的抑菌活性(抑菌

圈大小)测定结果见表2-3所示。

表2-3不同pH值下精油对供试菌种的抑菌圈直径(mm)

Table 2-3 Antimicrobial activities of selected EOs against the tested microorganisms under different

pHvalue

pH值
菌种 精油～

4．0 5．0 6．0 7．0 8．0

对照 正常生长 正常生长 正常生长 正常生长 正常生长

大肠杆菌 牛至精油 >30 >30 20．8士0．6 18．91士o．6 16．1士0．3

罗勒精油 >30 >30 17．8+0．3 15．7=L-0．7 13．0d：0．2

对照

金黄色葡萄球菌 ；翥薹鎏
佛手柑精油

对照

枯草芽孢杆菌 罗勒磊油
牛至精油

佛手柑精油

酿酒酵母

正常生长 正常生长 正常生长 正常生长 正常生长

>30 >30 29．7：L-0．9 28．5i-0．5 26．54-0．5

>30 >30 25．8d：1．1 24．1士0．8 22．34-0．6

>30 >30 29．8-4-0．9 27．2士O．5 24．6七0．4

正常生长 正常生长 正常生长 正常生长 正常生长

>30 >30 28．钍0．5 27．3：L-0．8 24．8-4-0．9

>30 >30 23．7i-0．4 22．9士1．0 20．6=L-O．8

>30 >30 25．9i-0．5 24．5：L-O．4 2 1．4：L-O．7

对照 正常生长 正常生长 正常生跃 正常生长 正常生长

牛至精油 >30 >30 29．O士o．6 27．5-*：1．2 25．7d：1．2

紫苏精油 >30 >30 28．7：L-O．3 25．4：L-O．9 23．7士1．1

实验结果表示为：抑菌圈直径平均值士标准偏差(3次实验)

滤纸片直径(6 mm)包含在测量结果中

表2—3的结果显示，各对照组菌种(不含精油)在pH 4．0-8．0范围内可以正常生

长。加入相应的精油后，当pH值为4．0和5．0时，各供试菌种的生长被完全抑制，

培养基上无任何菌落生长；随着pH值的增大(pH=6．0、7．0、8．o)，精油的抑菌作

用逐渐减弱，表现为抑菌圈逐渐减小。
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综上所述，各种植物精油的抑菌效果与培养基的pH值有关。在pH<5．0时，

抑菌效果非常显著，培养基上无菌落生长；在pH>5．0时，抑菌效果随pH值的增

大而有所降低。精油在低pH条件下抑菌活性增强，可能与供试菌种在酸性环境中

自身活性降低有关；另一方面，也可能与精油活性成分在酸性环境下的结构形式

有关。具体来讲，pH的降低能够减小精油中酚类化合物上所带羟基的电离度，使

其疏水性增加，因此更易与菌体的细胞膜及其脂蛋白相结合，从而提高抑菌活性。

2．3．3热处理对精油抑菌活性的影响

牛至精油、罗勒精油、佛手柑精油和紫苏精油分别经80"12、115℃和121℃

处理20 min后，对四株供试菌种(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和酿

酒酵母)的抑菌活性(抑菌圈大小)测定结果见表2-4所示。

表2．4不同温度处理后精油对供试菌种的抑菌圈直径(mm)

Table 2-4 Antimicrobial activities ofselected EOs after heat treatment against the tested

microorganisms

实验结果表示为：抑菌圈直径平均值4-标准偏差(3次实验)

滤纸片直径(6 mm)／包含在测量结果中 ．
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由表2．4所示的结果可以看出，与对照组(室温)的抑菌效果相比，各精油经不

同温度的热处理后，其抑菌活性没有明显变化。这表明各植物精油具有良好的热

稳定性。由于许多食品在加工过程中需要高温灭菌，因此良好的热稳定性是天然

防腐剂应具备的重要特性之一。

2．3．4紫外线照射对精油抑菌活性的影响

牛至精油、罗勒精油、佛手柑精油和紫苏精油分别经紫外线照射20min、40rain

和60 min后，对四株供试菌种(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和酿酒

酵母)的抑菌活性(抑菌圈大小)测定结果见表2—5所示。

表2-5紫外线照射后精油对供试菌种的抑菌圈直径(珈lm)

Table 2-5 Antimicrobial activities of selected EOs after ultraviolet radiation against the tested

microorganisms

实验结果表示为：抑菌圈直径平均值4-标准偏差(3次实验)

滤纸片直径(6 mm)包含在测量结果中

由表2．5所示的结果可以看出，四种精油经过不同时间的紫外线照射后，其抑

茵活性与未经紫外线照射时相比没有明显变化。这说明精油对紫外线具有较强的
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稳定性。紫外线灭菌应用于许多食品的加工过程中，因此良好的紫外线照射稳定

性也是天然防腐剂需具备的重要特性之一。

2．3．5植物精油最小抑菌浓度(_I C)的测定

采用试管梯度稀释法测定了植物精油的最小抑菌浓度(MIc)，表2-6列出了供

试菌种在不同浓度的精油作用下的生长情况以及MIC值。精油的MIC值越小，说

明抑菌效果越强。

表2-6植物精油对供试菌种的最小抑菌浓度MIC(I．tL／mL)

Table 2-6 Minimal inhibitory concentration(MIC)OtL／mL)ofselocted essential oils against the

tested microorganisms-__l_--___-●__-—-l_-_-I___-l_________-●___l-●●_l-_●_●--●___●_-__l●ll_ ●●

抑菌剂浓度(“L／mLl
菌种 抑菌剂——————————————————————————一MIC(pL／mL)

5．0 2．5 1．25 0．625 0．313 0．156 0．078 0．039
--l-_●_l_●__---●--●-_-●I___--_-_-_●-_-_●__-_-_-_-●●___●l_●I_-___I___ ●-_l -I

牛至精油 - - · · ++ ++ ++ ++0．625

大肠桶基 罗勒精油 ． ． ． ++ ++ ++ ++ ++ 1．25

抗生素(KS) - 一 - · ． ． + ++ O．156

牛至精油 ．

罗勒精油 ．

金黄色葡萄球菌
佛手柑精油 ．

抗生素(KS) -

牛至精油 ．

枯草芽孢杆菌
．

罗勒精油 ．

佛手柑精油 ．

抗生素(KS) ·

一++++++++

-++++++++

+++++++++

- - +++++

0．625

1．25

1．25

0．313

0．625

0．625

1．25

0．313

牛至精油 - - - ． + ++ ++ ++0．625

酿酒酵母 紫苏精油 - · 一 ． + ++ ++ ++0．625

抗生素(KS) 一
-

一 ． ． + * ++ 0．313

注：·表示无菌生长，+表示少量菌生长，++表示大量菌生长

KS：硫酸卡那霉素(腭／mI，)
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从表2-6中可以看出，供试菌种在不同浓度的精油作用下，生长情况差异明显，

实验所得到的MIC值也与滤纸片法初筛精油抑菌活性时的结果基本一致。牛至精

油对所有供试菌种都有较强的抑制效果，MIC值均为0．625肛阶nL，表现出了广谱

抑菌性。紫苏精油对酿酒酵母的MIC值也达到了0．625江向L，表现出了很强的

抗真菌活性。佛手柑精油对革兰氏阳性菌(金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌)的抑制

效果明显，MIC值均为1．25 pUmL。而罗勒精油对革兰氏阳性菌和阴性菌都有很

好的抑制作用，对大肠杆菌的MIC值为1．25“L／mL，对金黄色葡萄球菌和枯草芽

孢杆菌的MIC值分别为1．25肛MmL和0．625 pUmL。

在先前的报道中，牛至精油(0．vulgare)已经被证实有很强的抑制细菌和真菌的

活性‘79,80,81】。本实验中，牛至精油在利用滤纸片法初筛抑菌效果时体现出了很强的

抑制活性(抑菌圈直径最大)，并且在MIC值的测定实验中对所有供试菌种表现出

了最低的MIC值(O．625 pL／mL)。Hammer等人【82】也报道了类似的结果，他们测定

的牛至精油对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的MIC值均在0．5．1．2 pL／IIlL之间。罗勒

精油(D basilicum)对革兰氏阳性菌体现出了很强的抑制活性(MIC值：0．625．1．25

I．tL／mL)，这一数值是Runyoro等人【83】报道结果的数倍(MIC值：3．14-12．5 I．tL／mL)。

由于D．basilicum存在许多不同的基因型种类，因此它们的精油成分含量也会不同，

这可能是不同报道中抑菌活性差异的主要原因【st]。据我们所知，目前对佛手柑精

油(c bergamia)和紫苏精油衅口曙“细)抑菌活性的报道很岁85，嘲，因此本实验所发现

的佛手柑精油对革兰氏阳性菌的强抑制活性和紫苏精油对酿酒酵母的专一抑制

性，还有待进一步研究。

2．3．6复配植物精油的抑菌活性

采用棋盘稀释法(checkerboard method)对所选精油的联合抑菌活性进行了研

究，并以FICI值进行效果评价。对各供试菌种所研究的复配精油组合如下：大肠

杆菌(牛至精油．罗勒精油)；金黄色葡萄球菌(牛至精油．罗勒精油，牛至精油．佛手

柑精油，罗勒精油．佛手柑精油)；枯草芽孢杆菌(牛至精油．罗勒精油，牛至精油．

佛手柑精油，罗勒精油．佛手柑精油)；酿酒酵母(牛至精油．紫苏精油)。复配精油的

抑菌效果见表2．7所示。

我们使用FIC指数(FICI)来评价复配精油的联合抑菌活性。从表2．7中可以看

出，对于金黄色葡萄球菌来讲，所有的复配精油组合(牛至精油．罗勒精油，牛至精

油．佛手柑精油，罗勒精油．佛手柑精油)都显示出了协同作用，FICI值均为0．375。

对于大肠杆菌，牛至精油和罗勒精油的组合可以实现相加作用(FICI值为0．75)。类

似地，对于酿酒酵母，牛至精油和紫苏精油的组合也显示出了相加作用(FICI值为

0．75)。对于枯草芽孢杆菌来讲，3种复配精油组合都可以显示出相加作用，其中牛
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至精油一罗勒精油和牛至精油-佛手柑精油组合的FICI值均为0．75，而罗勒精油．佛

手柑精油组合的FICI值为l。实验中没有发现无关作用和拮抗作用。

表2-7复配精油对供试菌种的FIC指数(FICI)

菌种
牛至·罗勒 牛至·佛手柑 罗勒．佛手柑 牛至．紫苏

牛至 罗勒 牛至 佛手柑 罗勒 佛手柑 牛至 紫苏-l●_●___I●_____-__●●●-_●●II-_________I______l-●l____●_-___-___I__●______ l_ _-l●

MIC单独0．625 1．25

大肠 MIC联合0．313 O．313

杆菌 FIC

FICl

0．5 O．25

0．75(A)

金黄 MIC单独0．625 1．25 0．625 1．25 1．25 1．25

色葡 MIC联合0．078 0．313 0．156 0．156 0．313 0．156

萄球

菌

枯草

芽孢

杆菌

FIC

FICl

0．125 0．25

0．375(S)

0．25 0．125

0．375(S)

0．25 0．125

0．375(S)

MIC单独0．625 0．625 0．625 1．25 0．625 1．25

MIC联合0．313 0．156 0．313 0．313 0．313 0．625

FIC

FICI

MIC单独

酿酒 MIC联台

酵母 FIC

O．5 O．25

0．75(A)

0．5 0．25 O．5

O．75(A) 1(A)

O．5

0．625

0．313

0．5

0．625

0．156

O．25

FICl 0．75(A)-__I-●I__●--___-l--II●-●l_l_●-●-●_l-●l_l-●●l___●_-_●--____l_●●____●__ l_ ●__

注：S代表协同作用(S，FICI<0．5)，A代表相加作用(A，0．5<FICI<1)，I代表无关作用(I，l

<FICIS2)，AN代表拈抗作用(AN，FICI>2)

植物精油的气味是影响其在食品行业中应用的重要因素之一，因此需要对精

油气味的可接受性进行评价。本实验所选用的四种精油的气味可接受性顺序如下：

佛手柑精油>牛至精油>罗勒精油>紫苏精油。综合考虑复配精油的联合抑菌
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活性，气味可接受性和价格成本因素(精油的价格成本顺序：紫苏精油>牛至精油

>罗勒精油>佛手柑精油)，最终选定的复配精油组合如下：大肠杆菌(牛至精油．

罗勒精油，MIC联合：0．313．0．313 I．tL／mL)：金黄色葡萄球菌(罗勒精油．佛手柑精油，

MIC联合l 0．3134)．156 pUmL)；枯草芽孢杆菌(牛至精油一佛手柑精油，MIC联合：

0．313．0．313“L／IIlL)；酿酒酵母(牛至精油．紫苏精油，MIC联合：0．313．0．156 1．tL／mL)。

植物精油的抑菌活性主要取决于其所含化学成分的结构特点(官能团)，以及各

成分之间可能存在的协同作用【8171。有研究表明，植物精油的整体抑菌活性要比其

所含的几种主要化学成分之间的混合物的抑菌活性更高【88J。类似地，Butt[s9]和Ultee

等人【蚓也证实，在对精油抑菌活性的贡献方面，精油中微量成分的存在比主要成

分的简单混合更加重要，并且精油中主要成分与微量成分的组合更有可能形成协

同作用。比如，墨角兰(一种牛至属植物)中的醋酸盐化合物对其精油抑菌活性有很

大的影响【87】。在精油中普遍存在的樟脑和桉树脑，在它们的结构中都有含氧基团，

这些含氧基团已经被证实能够提高精油中萜烯类物质的抑菌活性【9¨。考虑到上述

精油成分间的相互作用以及各种精油所含的化学成分差异，精油之间的组合则更

可能会实现协同效应，从而提高抑菌活性。

一般情况下，比起体外抑菌实验，精油在实际食品模型中的抑菌效率会下降。

比如，Uhart等人【叼将精油应用于牛肉进行防腐实验时发现，其对牛肉中的沙门氏

菌只有很微弱的抑制效果。因此，当精油应用于食品中时，需要添加更高的浓度

才能达到和体外实验相同的抑制效果。但是，如果这样做的话，则会对食品的气

味产生较大影响，并且可能改变食品内部的组织结构【93】。本实验中，我们研究不

同精油(牛至精油、罗勒精油、佛手柑精油和紫苏精油)组合之间的抑菌活性，以期

能够提高抑菌效率。结果表明，所选的植物精油组合在较低浓度下能够有效地抑

制供试菌种的生长，因此将这些复配精油用于食品中以减少气味影响并且延长货

架期，是很有应用前景的。

2．4本章小结

本章主要研究了十种天然植物精油(牛至精油，佛手柑精油，绿薄荷精油，紫

苏叶精油，薰衣草精油，鼠尾草精油，广藿香精油，迷迭香精油，罗勒精油和艾

叶精油)对四种供试菌种(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母)

的体外抑菌活性，主要得到了以下结论：

(1)通过滤纸片法初筛十种植物精油的抑菌活性，发现牛至精油对所有菌种都

具有较强的抑制活性，罗勒精油和佛手柑精油对革兰氏阳性菌有很好的抑制效果，

而紫苏精油则对酿酒酵母有很强的抑制专一性。初步选定这四种精油进行后续的

研究。
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(2)四种精油的抑菌效果与培养基pH值有关。在低pH时(pH<5．0)，抑菌效

果非常显著，随着pH值的增大，抑菌效果有所减弱。

(3)经不同温度(80℃、115℃和121℃)的热处理后，四种精油表现出了良

好的热稳定性。

(q经过不同时间(20 min、40 mill和60 min)的紫外线照射后，四种精油表现

出了对紫外线较强的稳定性。

(5)采用试管梯度稀释法测定了四种精油的最小抑菌浓度(MIC)。结果发现，

牛至精油对供试菌种都有较强的抑制效果，MIC值均为0．625 ttL／mL。紫苏精油表

现出了很强的抗真菌活性，对酿酒酵母的MIC值为0．625岖血lL。佛手柑精油对

革兰氏阳性菌(金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌)的抑制效果明显，MIC值均为1．25

pUmL。而罗勒精油对革兰氏阳性菌和阴性菌都有很好的抑制作用，对大肠杆菌的

MIC值为1．25 p龇lL，对金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌的MIC值分别为1．25
III／mI，和0．625 pL／mL。

(6)采用棋盘稀释法研究了复配精油的抑菌活性。最终选定的复配精油组合如

下：大肠杆菌(牛至精油-罗勒精油，MIC联合：0．313．0．313 ttL／mL)；金黄色葡萄球

菌(罗勒精油一佛手柑精油，MIC联合：0．313．0．156肛L／mL)；枯草芽孢杆菌(牛至精油

一佛手柑精油，MIC联合：0．313—0．313 ttL／mL)：酿酒酵母(牛至精油．紫苏精油，MIC

联合：0．313—0．156 gL／mL)。
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3．1引言

第三章四种植物精油化学组成的6C／MS分析

在第二章中，我们通过比较十种植物精油的抑菌效果，筛选得到了牛至精油、

罗勒精油、佛手柑精油和紫苏精油这四种抑菌活性较强的精油作为下一步研究的

对象。植物精油(EO)所含的成分复杂，种类很多，通常一种精油的组分就有几十

甚至上百种。目前，虽然关于精油成分分析的报道有很多，但是由于测定方法和

条件的不同，以及精油成分受植物选材影响的原因(植物种植的地理条件，植物生

长阶段，提取部位等)，得到的结果往往有很大差异。因此，有必要对本实验所选

用的四种植物精油的组分和含量进行分析测定。

气相色谱／质谱联用技术(GC／MS)是对精油成分进行定性定量分析最常用的方

法，具有分离效率高、快速简便、应用范围广等优点。本章采用C汇／MS技术，对

牛至精油、罗勒精油、佛手柑精油和紫苏精油的组分和含量进行定性定量分析，

测定其抑菌活性成分，并对成分结构类型进行归纳总结，为进一步研究提供科学

依据。

3．2实验材料与方法

3．2．1实验材料

3．2．1．1植物精油

牛至精油(D．vulgare)，罗勒精油(D basilicum)，佛手柑精油(C bergamia)和紫

苏精油僻arguta)购自中国湖南长沙冠香日化贸易公司，置于低温(4℃)、避光环

境下保存。

3．2．1．2实验仪器与设备

气相色谱／质谱联用仪(GC／IVlS)．Agilent 7890A／5975C气相色谱／质谱联用仪(安

捷伦科技有限公司，美国)

色谱柱：DB一624毛细管柱(30 rex0．25 mm；膜厚，0．25呻)

3．2．2实验方法
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气相色谱条件：采用安捷伦7890A气相色谱仪，DB一624极性毛细管色谱柱(30

mx0．25 mm；膜厚，0．25岬)；升温程序：初始温度60℃，保持3 min，以5"C／min

升温至220℃，保持l min；进样口温度为250℃；载气为高纯氦气，流速1 mL／min：

进样量O．2肛L，分流比4：1。

质谱条件：电离方式为电子轰击(EI)，电子能量70 eV：离子源温度：230℃；

四级杆温度：150℃；扫描范围40．350 amu(atomic mass units)。

数据处理：

(1)定性分析：通过计算机检索，与NIST 08质谱库(National Institute of

Standards and Technology，NIST 08)提供的标准质谱图对照，并结合相关文献资料

【蚓，对精油成分进行定性分析。，

(2)定量分析：采用色谱工作软件，用自动积分法算出各峰的峰面积，用面积

归一化法计算精油中各化学成分的相对百分含量。

3．3实验结果与讨论

利用气相色谱／质谱联用仪(GC／MS)按上述条件分别对牛至精油、罗勒精油、

佛手柑精油和紫苏精油的化学成分进行分析和鉴定。四种精油的总离子流图分别

如图3．1、3．2、3．3和3-4所示，谱图中所对应的主要化学成分名称及相对含量见

表3．1。

图3-l牛至精油的G-C／MS总离子流图

Fig．3-1 The GC／MS chromatogram of oregano EO(D．vulgar)
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j山v 0厶一
图3．2罗勒精油的G-C／MS总离子流图

1强93-2 The G-C／MS chromatogram ofbasil EO(D basilicum)

川j 艮 L山 蛐“一 J

图3．3佛手柑精油的G-C／MS总离子流图

Fi93-3 The GC／MS chromatogram ofbergamot EO(C bergamia)

图¨紫苏精油的GC／MS总离子流图

Fig．3-4 The GC／MS chromatogram ofparilla Eo僻arguta)
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表3．1牛至精油，罗勒精油，佛手柑精油和紫苏精油的主要化学成分组成(>1％)

Table 3．1 The main chemical compositions(>1％)of EOs of oregano，basil，bergamot and perilla

峰号 保留时f司(min) 化合物名称 相对百分含量(％)4 RSD(％)b
_ l l____l_lI__●-_I__I●●I●●●-l__-__●_●---__--l__l__-I_-l_l_I_Il-●_●●_
牛至精油(D vutg删
1 13．774

14．101

14．783

15．801

16．013

17．199

17．675

18．487

20．701

27．721

28．145

28．351

29．963

a．侧柏烯(a-Thujene)

m蒎烯(a．Pinene)

莰烯(Camphene)

p蒎烯(pPinene)

争侧柏烯(13-Thujene)

(+)-4蒈烯((+)-4·Carene)

对伞花烃(p-Cymene)

Y．萜品烯(y-Terpinene)

里哪醇(Linal001)

百里香酚(Thym00

香芹酚(Carvaer01)

3．甲基．4．异丙基酚(p-Thym01)

石竹烯(Caryophyllene)

罗勒精油(D．basijfcurn)

l 29．165 丁香酚(Eugen01)

2 30．083 石竹烯(Caryophyllene)

3 30．900 a．石竹烯(a-Caryophyllene)

4 33．374 丁香酚乙酸酯(Eugenol acetate)

5 35．1 04 石竹烯氧化物(Caryophyllene oxide)

1．26i0．00

4．05i-0．Ol

l-52士O．00

1．37=L-0．Ol

3．27i-0．Ol

3．84：L-0．02

15．10士O．05

12．52士O．06

5．19i-0．Ol

8．794---0．03

29．85=L-0。24

3．59士O．08

4．58=L-0．02

62．97i-0．12

21．57：L-0．12

4．70i-0．06

2．29'，工-0．01

2．25士0．01

佛手柑精油(C bergamia)

l 15．801 p蒎烯(13-Pinene) 1．70士0．00

2 16．013 2．侧柏烯(2-Thujene) 1．08圭o．00

3 17．124 (+)-4蒈烯((+)-4-Carene) 1．77=L-0．00

4 17．556 D．柠檬烯(D．Limonene) 13．35zq)．01

5 18．455 十萜品烯(．、／-Terpinene)4．29士o．01

6 19．422 异松油烯(Terpinolene) 3．1 5：t-0．00

7 20．782 里哪醇(Linal001) 13．97：L-0．02

8 23．956 a．萜品醇(a-Tcrpine01)4．87士O．01

9 猢52 揣3．潞鬈篆墨嘉慧篙5～．ot

0．32

0．31

0．17

O．70

O．26

0．45

0．36

0．5l

0．24

O．35

0．79

2．33

039

O．19

O．56

1．28

O．24

O．25

0．03

0．14

O．1l

O．10

0．19

0．04

0．15

0．30

0．22

lO 24．123 T．萜品醇(7-Terpine01) 1．27：圭-0．01 0．49

11 25．075 醋酸沉香醇酯(Bergam01) 16．00蝴．03 O．22-_l_ll_●_-___●_●IIII——I III_I__-
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续表
-_●____-●●____ll●●__lI●●-l___Il-I---__●_-●--__l●_●l-__--________l__-Il●_l-I●I-Il__-_●_______l-●___I_l-_●__●lI●l-●_111_●I

峰号 保留时间(俩n) 化合物名称 相对卣分含龉(％)3 RSD(％)6

12 25．154 顺式一肛罗勒烯(cis·p-Ocimene) 3．50圭-0．06 1．64

l 3 25．675 p一柠檬醛(p-Citral) 1．45=I--0．00 0．28

14 26．292 五甲基环戊二烯(Pentamethylcyclopentadiene)2．02--k-0．00 0．08

l 5 26．459 a．柠檬醛(a-Citral) 2．66i-0．00 O．1 8

16 27．984 香叶醇醋酸盐(Geraniol acetate) 2．8 1i-0．01 O．2 1

l 7 32．242 对甲酚0．Cres01) 2．28：k-0．00 0．04

紫苏精油僻amuta)

l 17．479

2 20．161

3 20．697

4 24．745

5 25．918

6 26．066

7 26．509

8 26．893

9 27．188

10 27．689

1l 29．67l

12 30．003

13 30．877

14 30．968

15 31．562

16 33．015

17 33．635

柠檬烯(Limonene) 2．97i-0．05

紫苏烯(Pen'llene) 2．78i-0．04

里哪醇(Linal001) 3．78-士o．06

2，2．二甲基．3．庚酮(2，2一Dimethyl-3-heptanone)1．31士-0．02

2．戊酰呋喃(2-Pentanoylfuran) 23．03：L-O．04

4-乙酰基吡唑(4-Acetylpyrazole) 3．87i-0．03

薄荷酮(Piperitone) 2．27：b0．04

紫苏醛(Perillaldehyde) 3．38．-+0．01

2．乙基一5-甲基呋喃(2-Ethyl一5-methylfuran) 2．14=1--0．04

瑟氧黧<1。甲蔫苯慧苯⋯ 13．04：t-0．24(Benzenel-methoxy-4 1-methylpropyl)-)。 ．(
。

丁香酚甲基醚(Eugenol methyl ether) 1．08--k-O．01

石竹烯(Caryophyllene) l 1．81i-0．25

a一石竹烯(a-Caryophyllene) 1．85：t-0．04

小香柠檬烯(a-Bergamotene)4．66：L-0．03

大香叶烯D(Germaerene D) 2．26i0．03

肉豆蔻醚。(Myristicin) 2A8+0．04

4二予警菪苯基乙酸乙酯 、 3．06士o．01
(EtlIyl 4．ethoxyphenylacetate)

。

1．76

1．58

1．67

1．83

0．19

O．78

1．8l

0．26

1．77

1．82

0．54

2．08

1．98

O．62

1．17

1．71

0．2l

18 34．958 石竹烯氧化物(Caryophyllene oxide) 1．93士0．02 0．85

19 37．320 顺式细辛醚(cis-Asarone) 2．22士o．04 1．96
-_●———______—___l____-——_——_l_—-———●—-————●——-—●__—________——●_●—__——______-—______——_I I--●-———--________—-———●_●—-—__●__—_—-_

。实验结果表示为：相对白．分含量平均值4-标准偏差(3次实验)

bRSD：相对标准偏差
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3．3．1牛至精油的化学组成

牛至精油的GC／MS总离子流图(图3．1)共有28个色谱峰，用面积归一化法计

算出牛至精油中各化学成分的相对百分含量，采用NIST 08标准质谱库对各色谱

峰进行检索和比较，并经查阅相关文献资料，最终鉴定了28种化合物的结构。表

3．1列出了相对百分含量大于l％的13种化合物的鉴定结果。

由表3．1所知，牛至精油的主要化学成分是香芹酚(29．85％)，对伞花烃(15．1

％)，t萜品烯(12．52％)，百里香酚(8．79％)，里哪醇(5．19％)，石竹烯(4．58％)和a．

蒎烯(4．05％)。另外，3．甲基．4．异丙基酚、(+)．4蒈烯和p．侧柏烯的含量也在3％以

上。可以看出，酚类和萜烯类物质是牛至精油的主要成分，另外还有少量的醇类

和烃类物质。牛至精油几种主要化学成分的结构式如图3．5所示。

香芹酚 对伞花烃 1r一萜品烯

百里香酚 里哪醇

图3．5牛至精油主要化学成分的结构示意图

Fig．3-5 Chemical stru咖ral formula of several main c心mponents of oregano EOs

3．3．2罗勒精油的化学组成

罗勒精油的GC／MS总离子流图(图3．2)共有18个色谱峰，用面积归一化法计

算出罗勒精油中各化学成分的相对百分含量，采用NIST 08标准质谱库对各色谱

峰进行检索和比较，并经查阅相关文献资料，最终鉴定了18种化合物的结构。表

3．1列出了相对百分含量大于1％的5种化合物的鉴定结果。

由表3．1所知，罗勒精油的主要化学成分是丁香酚(62．97％)，石竹烯(21．57％)

和伽石竹烯(4．70％)。丁香酚乙酸酯和石竹烯氧化物的含量也在2％以上。可以看

出，罗勒精油的主要化学成分是丁香酚和石竹烯及其衍生物类物质。罗勒精油几

种主要化学成分的结构式如图3．6所示。
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丁香酚 石竹烯 口一石竹烯

图3_6罗勒精油主要化学成分的结构示意图

Fig．3-6 Chemical structural formula ofseveral main components ofbasil EOs

3．3．3佛手柑精油的化学组成

佛手柑精油的GC／MS总离子流图(图3．3)共有58个色谱峰，用面积归一化法

计算出佛手柑精油中各化学成分的相对百分含量，采用NIST 08标准质谱库对各

色谱峰进行检索和比较，并经查阅相关文献资料，最终鉴定了58种化合物的结构。

表3．1列出了相对百分含量大于1％的17种化合物的鉴定结果。

由表3．1所知，佛手柑精油的主要化学成分是醋酸沉香醇酯(16．00％)，里哪醇

(13．97％)和D．柠檬烯(13．35％)。另外，1-(1，3．二甲基．3．环己烯．1．基)．乙酮、仅．

萜品醇、p萜品烯、顺式．争罗勒烯和异松油烯的含量也超过了3％。结构中含羰基

和羟基的物质以及萜烯类物质是佛手柑精油的主要成分。佛手柑精油几种主要化

学成分的结构式如图3．7所示。

醋酸沉香醇醣 里哪醇 D一柠檬烯

卜(1．3一二甲基一3一环己烯一1一基)一乙酮 n一萜品醇

图3-7佛手柑精油主要化学成分的结构示意图

№3．7 Chemical structural formula ofseveral main components ofbergamot EOs
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3．3．4紫苏精油的化学组成

紫苏精油的GC／MS总离子流图(图3．4)共有54个色谱峰，用面积归一化法计

算出佛手柑精油中各化学成分的相对百分含量，采用NIST 08标准质谱库对各色

谱峰进行检索和比较，并经查阅相关文献资料，最终鉴定了54种化合物的结构。

表3．1列出了相对百分含量大于1％的19种化合物的鉴定结果。

由表3-l所知，紫苏精油的主要化学成分是2．戊酰呋喃(23．03％)、1．甲氧基

4(1-甲基苯基)-苯(13．04％)、石竹烯(11．8l％)和a．香柠檬烯(4．66％)。另外，里哪

醇、4-乙酰基吡唑、紫苏醛和4-乙氧基苯基乙酸乙酯的含量也超过了3％。酮类物

质和萜烯类物质是紫苏精油的主要化学成分。紫苏精油几种主要化学成分的结构

式如图3—8所示。

2一戊酰呋畴 卜甲氧基-4-(卜甲基苯基)一苯

q一石竹烯 n一番柠檬烯

图3{紫苏精油主要化学成分的结构示意图

Fig．3-8 Chemical slructural formula of several main components ofperilla EOs

综上所述，我们可以看出各植物精油的成分十分复杂，主要是由酚类、萜烯

类和醛酮类物质组成。已有的研究表明【95阄，植物精油的抑菌活性主要是由于一

些低分子量物质的存在，比如酚类、萜烯类和醛酮类物质，这些物质的单体已经

被证实具有很好的抑菌效果。另外，许多在精油中含量较低的成分，比如a．蒎烯，B．

蒎烯，丫-萜品烯，异松油烯，薄荷酮和紫苏烯，也被证实对精油的抑菌活性有很重

要的作用【捌。

以前报道中的牛至精油成分种类和含量和本实验中的实验结果有较大差异。

Bozen等人【97】对牛至精油的成分进行了测定，发现香芹酚和百里香酚的含量分别为

61．3％和13．9％，而本实验的结果是两者含量分别为29．85％和8．79％，可能是
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由于选用萃取牛至精油的植物部位不同而造成的。本实验所用的精油是从新鲜的

牛至全草中通过水蒸汽蒸馏制得，而Bozen等人使用的牛至精油是以牛至的花枝

为原料经蒸馏制成。据报道，罗勒植物的基因型可分为甲基肉桂酸型，甲基菱叶

酚型，里哪醇型和甲基丁香酚型【98】。Rtmyoro等人【83悛现1，8．桉树脑(54．3％)，p．

蒎烯(8．15％)和a．萜品醇(6．6％)是罗勒精油的主要成分，而这些物质在本实验中

的含量相对较低，这可能就是由于所使用的罗勒植物属于不同的基因型所致。目

前关于佛手柑精油和紫苏精油化学成分组成的报道还不多见。本实验中，佛手柑

精油和紫苏精油的主要成分分别是醋酸沉香醇酯(16．00％)和2．戊酰呋喃(23．03

％1，这与以前的报道也有较大差别【99，100，1011。总结起来，造成以上不同报道中精油

化学成分差异的原因主要有：植物的基因型，植物种植的地理条件和气候，采摘

的节气和植物的生长阶段等【1021。

3．4本章小结

本章采用气相色谱／质谱联用技术(GC／MS)，对牛至精油、罗勒精油、佛手柑

精油和紫苏精油的化学成分进行了分析鉴定，结果如下：

(1)牛至精油中含有28种化学组分，主要物质是香芹酚(29．85％)，对伞花烃

(15．1％)，丫一萜品烯(12．52％)，百里香酚(8．79％)，里哪醇(5．19呦，石竹烯(4．58％)

和a．蒎烯(4．05％)。

(2)罗勒精油中含有18种化学组分，主要物质是丁香酚(62．97％)，石竹烯

(21．57％)和a．石竹烯(4．70％)。

(3)佛手柑精油中含有58种化学组分，主要物质是醋酸沉香醇酯(16．00％)，

里哪醇(13．97％)和D．柠檬烯(13．35％)。

(4)紫苏精油中含有54种化学组分，主要物质是2．戊酰呋喃(23．03％)、1．甲

氧基4-(1一甲基苯基)．苯(13．04％)、石竹烯(11．81％)和a．香柠檬烯(4．66％)。

四种植物精油主要是由小分子的酚类、萜烯类和醛酮类物质组成，并含有少

量的烃类和醇类物质。植物精油的抑菌活性大小与它们的化学组分有密切的联系，

而且精油的抑菌活性是其所含单组分抑菌活性的整体表现。值得注意的是，本实

验中佛手柑精油所含的醋酸沉香醇酯和紫苏精油所含的2．戊酰呋喃是以前文献中

没有提及的，其单体抑菌活性还需进一步研究。
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第四章复配精油的抑菌机理研究

4．1引言

第四章复配精油的抑菌机理研究

目前关于植物精油抑菌机理的研究尚不深入，普遍认为是精油的疏水性成分

与细胞膜结合，从而导致其结构被破坏所致。aurtt8明对精油的抑菌机理做了综述，

并且列出了植物精油成分对细胞结构中的多个作用靶点(图4．1)。这些作用方式主

要包括：降解细胞壁；破坏细胞质膜；破坏膜蛋白；细胞内溶物的渗出；细胞质

凝结；质子主动运输力损耗。

图4-l精油成分对菌体细胞抑制作用的靶点

Fig．4-l Locations in the microbial cell thought to be sites ofaction for EO components

本章通过比较复配精油对四种供试菌种生长曲线的影响、对菌体细胞膜通透

性的影响(扫描电镜观察菌体结构、细胞溶出物的测定和电导率的测定)以及对菌体

细胞膜脂肪酸变化的影响，对复配精油的抑菌机理进行了初步探讨。

4．2实验材料与方法

4．2．1实验材料

4．2．1．1供试菌种

细菌：大肠杆菌(Escherichia cotO ATCC 8739、金黄色葡萄糖球菌

(Staphylococcus aureus)ATCC 6538、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)ATCC 6633

真菌：酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)ATCC 9763

以上菌种均购于中国科学院微生物研究所。
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4．2．1．2植物精油(E0)

根据第二章的复配精油抑菌实验结果，在本章中选用牛至精油(D．vulgare)，罗

勒精油(D．basilicum)，佛手柑精油(C bergamia)和紫苏精油僻arguta)作为研究对

象，具体复配精油组合如下：大肠杆菌(牛至精油．罗勒精油)；金黄色葡萄球菌(罗

勒精油．佛手柑精油)；枯草芽孢杆菌(牛至精油．佛手柑精油)；酿酒酵母(牛至精油．

紫苏精油)。

四种精油均购于中国湖南长沙冠香日化贸易公司。精油在进行分析前置于低

温(4℃)、避光环境下保存。

4．2．1．3培养基

牛肉膏蛋白胨培养基(细菌)：牛肉膏3 g，蛋白胨1 g，NaCl 0．5 g，琼脂1．5．2．0

g(液体培养基不含琼脂)，水1000 mL，pH为7．0-7．2之间(使用1．0 mol／L的’NaOH

溶液调节pH)。

YPD培养基(真菌)：酵母浸粉1 g，蛋白胨2 g，葡萄糖2 g，琼脂1．5—2．0 g(液

体培养基不含琼脂)，水1000 mL，自然pH值。

4．2．2实验仪器及试剂

仪器：无菌超净操作台，紫外可见分光光度计，电导率仪，扫描电子显微镜

(SEM)，气相色谱／质谱联用仪(GC／MS)，电子天平，全自动立式电热压力蒸汽灭菌

锅，生化培养箱，恒温振荡箱，高速离心机，台式离心机，恒温水浴锅，玻璃仪

器气流烘干器，移液枪(各种量程)，一次性枪头，接种环，培养皿，离心管(10 mL、

50mL)，10mL试管，酒精灯。
·

试剂：盐酸，氢氧化钠，甲醇，乙醇，正己烷，戊二醛，磷酸二氢钠，磷酸

氢二钠，氯化钠，冰水浴。上述试剂均为色谱纯或分析纯。

4．2．3实验方法

4．2．3．1培养基的配制

按4．2．1．3中的配方分别配制牛肉膏蛋白胨培养基(液体)和YPD培养基(液体)，

115℃、30min灭菌后待用。



北京化工大学硕士学位论文

4．2．3．2菌悬液的配制

“

从经过活化的菌体斜面上挑取一环菌体接种于相应的液体培养基中，放入恒

温振荡培养箱中培养至对数生长期。分别吸取各供试菌液0．5 mL，加入无菌水倍

比稀释到105．106 CFU／mL，备用。

4．2．3．3复配精油对四种供试菌种生长曲线的影响【103】

将四种供试菌种培养至对数生长期，取出部分菌液，并分为对照组和复配精

油组：对照组是将菌液直接用相应的液体培养基稀释到菌体个数为105—106

CFII／mL；复配精油组是将菌液加到含复配精油浓度为MIC联合的液体培养基中，

并使得菌体个数为105．106 CFU／mL。将对照组和复配精油组继续培养，每隔1 h

取样2mL，离心收集菌体，重悬于2 mL生理盐水中测OD值(细菌为oD鲫啪，真

菌为OD560姗)，制作出对照组生长曲线和复配精油组生长曲线，分析复配精油的抑

菌活性及作用特点。

4．2．3．4复配精油对菌体细胞膜通透性的影响

(1)扫描电镜(SEM)观察菌体结构【104]

将四种供试菌种培养至对数生长期，取出部分菌液，并分为对照组和复配精

油组：对照组是将菌液直接用相应的液体培养基稀释到菌体个数为105．106

CFu／mL；复配精油组是将菌液加到含复配精油浓度为MIC联合的液体培养基中，

并使得菌体个数为105．106 CFU／mL。将对照组和复配精油组继续培养3h后，5000

rpm离心15 min收集菌体，用0．1 M的磷酸盐缓冲液(PBS，pH 7．O)清洗3次。按以

下步骤进行电镜样品的制备：

①固定：在菌体中加入2．5％戊二醛溶液，使细胞于0．4℃下固定4 h—◆磷

酸盐缓冲液清洗3次—◆1％锇酸固定4 h—◆磷酸盐缓冲液清洗3次；

②乙醇梯度脱水：使用30％，50％，70％，90％的乙醇溶液脱水各1次，

100％乙醇脱水2次，15．20疵Il／次—◆再用乙酸异戊酯置换乙醇2次，20 miIl／

次(注意：①、②中每步均需5000 rpm离心10—15 min收集菌体，弃上清后再倒入

下一种试剂，并用胶头滴管来回吸几次以冲散菌块)；

③临界点干燥：将菌体放入临界点干燥器样品室，进行C02临界点干燥；

④喷金：将制好的干燥样品用导电性好的粘合剂粘在样品台上，采用离子溅

射镀膜机喷金后，进行扫描电镜观察。
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(2)细胞溶出物的测定【5副

将四种供试菌种接种于相应的100 mL液体培养基中，培养至对数生长期，5000

rpm离心15 min收集菌体，清洗3次后，重悬于100 mL 0．1 M的磷酸盐缓冲液(PBS．

pH 7．0)中，调整菌体个数为105．106 CFU／mL。对每一种菌种，在菌悬液中分别加

入不同浓度的复配精油(O，MIC联合，2MIC联台)，放入摇床恒温振荡3h。随后，取

2 mL样品于小离心管中，12000 rpm离心5 min，取1 mL上清液在260 nlil波长下

测定吸收值，计算菌体细胞溶出物的含量。用含有相同复配精油浓度的磷酸盐缓

冲液接触菌体2 rain后样品上清液的ODE60m来校正复配精油组；用磷酸盐缓冲液

接触菌体2 min后样品上清液的OD260m来校正对照组。

(3)电导率的测定【105】

将四种供试菌种接种于相应的100 mL液体培养基中，培养至对数生长期，5000

rpm离心15 mill收集菌体，清洗3次后，重悬于100 mL 0．1 M的磷酸盐缓冲液(PBS．

pH 7．O)中，调整菌体个数为105．106 CFU／mL。对每一种菌种，在菌悬液中加入浓

度为MIC联合的复配精油，混匀后立即取出5 mL，离心取上清液，稀释lO倍，用

电导率仪测定电导率；剩余的菌悬液继续振荡培养，分别于1 h，2 h，3 h，4 h，5

h和6 h取样5 mL，按上述方法测定上清液的电导率，从而研究菌体内部金属离子

的渗出变化趋势。同时，设立不加复配精油的实验组为对照组。

4．2．3．5复配精油对菌体细胞膜脂肪酸变化的影响【106]

(1)配制试剂：

溶液1(皂化试剂)：取100 mL色谱纯甲醇和100 mL去离子水混合均匀，再

加入22．5 gNaOH，搅拌至完全溶解。

溶液2(甲基化试剂)：取6 mol／L的盐酸溶液260 mL和220 mL色谱纯甲醇混

合均匀。

溶液3(抽提萃取试剂)：取100 mL正己烷与50 mL乙醚混合均匀。

溶液4(碱洗试剂)：将1．08 g NaOH加入90 mL去离子水中。

溶液5：NaCl饱和溶液。

上述试剂均为色谱纯或分析纯。

(2)操作方法：

①菌体样品的制备
‘

将四种供试菌种接种于相应的100 mL液体培养基中，培养至对数生长期，5000

rpm离心15 rain收集菌体，清洗3次后，重悬于100 mL 0．1 M的磷酸盐缓冲液(PBS，
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pH 7．O)中，调整菌体个数为105．106 CFU／mL。对于每一种菌种，加入相应的复配

精油，使其终浓度为MIC联合，继续培养，分别于2 h，4 h和6 h取样，离心取菌

体，备用。同时，设立未经精油处理的菌体为对照组。

②全细胞脂肪酸甲酯的提取

a皂化：取制备好的湿菌体20．30 mg，置于5 mL离心管中，加入l mL溶液

l，盖紧离心管帽，振荡lO．15 s，将离心管置于沸水浴中5 min，取出振荡lO．15 s，

再度盖紧离心管帽，继续沸水浴25 min。

b甲酯化：沸水浴后将离心管置于冰浴中冷却，打开离心管帽，加入2．0 mL

溶液2，盖紧离心管帽，振荡10-15 s，然后放入80℃水浴中反应10 min，反应结

束后置于冰浴中冷却。

c萃取抽提：在冷却的离心中加入1．25 mL溶液3，盖紧离心管帽，上下缓慢

颠倒约15 min，弃去下层水相。

d碱洗：在剩余的有机相中加入3．0 mL溶液4及几滴溶液5，盖紧离心管帽，

上下缓慢颠倒10 min，吸取1 mL有机相至色谱样品瓶中，备用。

③GC／MS测定条件

a仪器：安捷伦7890A／5975C气质联用仪器。

b GC条件：PC．W叙极性毛细管色谱柱(填充物：聚乙二醇)。程序升温：初始

温度50℃，保持l mill；以25℃／min的速率升温到200℃，保持l min；再以3

。C／min的速率升温到230℃，保持18 min。进样口温度250"12：载气为高纯氦气，

流速为1 mL／mim进样量为1“L，分流比20：l。

c质谱条件：电离方式为电子轰击(EI)，电子能量70 ev；离子源温度：230℃；

四级杆温度：150℃；扫描范围10—800 amu(atomic mass units)。

d数据处理：通过计算机检索，与NIST 08质谱库(National Instituteof Standards

and Technology，NIST 08)提供的标准质谱图对照，并结合相关文献资料，对脂肪

酸成分进行鉴定；用自动积分法算出各峰的峰面积，用面积归一化法计算各脂肪

酸成分的相对百分含量。实验重复3次，取平均值。

4．3实验结果与讨论

4．3．1复配精油对四种供试菌种生长曲线的影响

复配精油对四种供试菌种(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和酿酒

酵母)生长曲线的影响结果见图化所示。

由图4-2可以看出，与对照生长曲线相比，经复配精油处理过的菌种生长曲线

发生了明显变化。复配精油主要抑制了各供试菌体对数生长期的分裂和繁殖，使
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得活菌数明显下降，无法达到正常的生长高峰，并且很快地进入衰亡期，最终的

菌体量仅达到(大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母)或尚未达到(金黄色葡萄球菌)

正常生长菌的一半。

E

墨
。

薹
蠢
。

培养时闷《h) 培养时闻(h>

图睨复配精油对四种供试菌种生长曲线的影响，

(A)大肠杆菌，(B)金黄色葡萄球菌，(C)枯草芽孢杆菌，(D)酿酒酵母

Fig．4-2 Growth cUrV鹳offour tested microorganisms both normal and affected by EO combinations，

(A)E．coli，(B)S．aureus，(C)最subtilis，(D)S．cereviMae．

先前也有一些关于抑菌剂对菌体生长曲线影响的报道。王关林等人【107】研究了

天南星醇提物对大肠埃希氏菌生长曲线的影响，发现向生长到对数期的菌体加入

天南星醇提物3 h后，活菌数目显著下降，菌体分裂受到强烈的抑制，无法正常生

长。于庆华等人【105】对鹿蹄草素作用下的绿脓杆菌的生长曲线进行了研究，结果表

明鹿蹄草素能有效地抑制绿脓杆菌的生长，并且抑制强度随着药物浓度的增加而

提高：根据生长曲线显示，当药物浓度为0．2 mg／mL时，最终菌体量为正常生长

时的2／3；当药物浓度增加为0．4 mg／mL时，最终菌体量为正常生长时的3／5：而

当药物浓度达到0．8 mg／mL时，菌体生长几乎被完全抑制，菌体量始终维持在很

低的水平。



北京化工大学硕士学位论文

4．3．2复配精油对菌体细胞膜通透性的影响

4．3．2．1扫描电镜(SEM)观察菌体结构

，

通过扫描电镜(SEM)观察，正常生长以及经复配精油处理3 h后的各菌种形态

特征分别如图4-30)、4-3(b)、4-3(c)和4．3(d)所示。

图钓(叠)大肠杆菌的扫描电镜图，

(A)正常生长；(B)经复配精油(牛至精油．罗勒精油)在MIC联合下作用3h

Fig．4-3(a)Scanning electron mic∞graphs ofE．coil cells，(A)untreated；(13)treated with the

combinations oforegano EO and basil EO at MIC for 3h．

图4-30,)金黄色葡萄球菌的扫描电镜图，

(A)正常生长；(B)经复配精油(罗勒精油．佛手柑精油)在MIC联台下作用3h

Fig．4-3(b)Scanning electron micrographs of&aurelta cells，(A)untreated；(B)treated with the

combinations ofbasil oil and bergamot oil at MIC for 3h．
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图4-3(c)枯草芽孢杆菌的扫描电镜图，

(A)iE常生长；(B)经复配精油(牛至精油-佛手柑精油)在MIC联合下作用3h

Fig．4-3(c)Scanning electron micrographs of丑subtilis cells，(A)untreated；(B)treated谢th the

combinations oforegano oil and bergamot oil at MIC for 3h．

图4-3(@枯草芽孢杆菌的扫描电镜图，

(A)iE常生长；(B)经复配精油(牛至精油-紫苏精油)在MIC联合下作用3h

F喀4-3(d)Scanning electron micrographs ofS．cerevisiae cells，(A)untreated；(B)treated谢m the

combinations oforegano oil and perilla oil at MIC for 3h．

由图4-2可以看出，正常生长的各菌体细胞均保持了各自的典型结构特征：大

肠杆菌(图4-2(a)．A)和枯草芽孢杆菌(图4-2(c)．A)都是呈典型的杆状结构，且细胞表

面有规律性的条纹痕迹；而金黄色葡萄球菌(图4．2(b)．A)和酿酒酵母(图4．2(d)．A)

都是呈典型的球状结构，菌体十分饱满，且细胞表面较为光滑。相反地，当各受

试菌种经过复配精油在MIC联厶下处理3h后，其细胞形态发生了明显的变化。电

镜图片显示，复配精油明显增加了菌体细胞膜结构的通透性，并且破坏了细胞膜

结构的完整性。对于大肠杆菌(图4-2(a)-B)，经复配精油(牛至精油一罗勒精油)在
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MIC联“0．313．0．313 pL／mL)下处理3h后，部分菌体出现溢裂，表面形成沟痕，并

且伴有一定的萎缩迹象；对于金黄色葡萄球菌(图4．2(b)．B)，经复配精油(罗勒精油

．佛手柑精油)在MIC联合(0．313．0．156 lxL／mL)下处理3h后，菌体表面不再光滑，而

是出现严重的变形和扭曲，菌体外表也不再呈现球状；对于枯草芽孢杆菌f图

4-2(0一B)，经复配精油(牛至精油．佛手柑精油)在MIC联合(O．313．0．313 I-tL／mL)下作

用3h后，细胞表面变得粗糙，菌体发生严重的断裂和溶解，并且伴有菌体碎片的

产生；对于酿酒酵母(图4-2(d)一B)，经复配精油(牛至精油一紫苏精油)在MIC联合

(o．3 1 3—0．1 56 1．tL／mL)下作用3h后，球状形态不再饱满，表面也不再光滑，菌体出

现明显的凹陷和空洞，结构特征变化显著。

4．3．2．2细胞溶出物的测定

根据文献报道的方法，我们通过测定菌体精油处理液的上清液在260姗处的

吸光度值(OD260nm)来评价细胞溶出物的变化趋势。实验结果在表4-1中列出。

表4-1复配精油对供试菌种细胞溶出物释放量的影响

Table 4-1The effect ofEO combinations on cell constituentS’release ofthe tested microorganisms

1实验结果表示为：OD26嘶测定平均值士标准偏差(3次实验)

由表4．1中可以看出，与对照组(不经复配精油处理)相比，随着复配精油浓度

的增加，各供试菌种细胞溶出物的释放量明显提高。值得注意的是，当枯草芽孢

杆菌经浓度为2xMIC联合的复配精油处理后，其细胞溶出物的释放量(OD260nm)达到
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了0．438，是实验中出现的最大值。细胞溶出物释放量的增大，再一次说明了复配

精油可以增大茵体细胞膜的通透性，使得膜结构受到不可修复的破坏，这也与扫

描电镜的观察结果相一致。

4．3．2．3电导率的测定

采用电导率仪测定菌体精油处理液的上清液的电导率，评价复配精油对各供

试菌种细胞膜透性的影响。实验结果见图4．4所示。
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外渗透压的调节，使细胞吸涨甚至破裂【．70】。

由图4．4可以发现，经复配精油处理过的各供试菌种处理液电导率要明显高于

对照组，且随着处理时间的延长而增大，这说明各菌种的胞内离子的泄漏程度随

着复配精油作用时间的推移而不断加大。胞内离子的外流会破坏细胞内环境的稳

定性，当离子外流达到一定程度时，细胞就会由于代谢紊乱或溶胀破裂而死亡，

从而实现抑菌作用。
‘

4．3．3复配精油对菌体细胞膜脂肪酸变化的影响

不同菌种细胞膜中脂肪酸的含量和结构具有种属差异，并与其分类密切相关。

根据前面实验得到的结论，当复配精油作用于菌体时，会破坏菌体细胞膜结构，

因此推测脂肪酸的种类和含量也会发生变化。本实验采用脂肪酸分析法，对空白

对照组菌体细胞和复配精油处理过的菌体细胞进行脂肪酸分析，进而阐述复配精

油的抑菌机理。各菌体细胞主要脂肪酸变化的分析结果在表4-2中列出。

表4．2复配精油对菌体细胞主要脂肪酸的百分含量变化的影响

Fig．4．2 Changes in the percentage ofprincipal fatty acids of cells treated with EO combinations

菌种 脂肪酸种类．一． ．!曼望璧塑翌鱼苎!丝L一 变化趋势
对照 处理2h 处理4h 处理6h

C12：0 3．09 3．29 3A7 3．7l t

大肠杆菌

金黄色葡萄球菌

C13：0 2．88 2．02 1．80 1．47

C14：0 4．35 4．62 4．89 4．95

C14：1 4．28 3．52 2．39 1．82

C15：0 3．24 3．3l 3．70 3．83

C16：0 14．53 14．69 14．41 12．65

C16：l 15．49 16．85 17．20 18．53

C17：0 2．69 2．62 2．60 1．88

C17：lc 17．68 18．13 18．22 18．35

C18：lc&t 9．90 11．00 11．04 11．77

C18：2c&t 6．02 7．7l 7．86 8．44

C18：3n3 1．oo 3．76 4．47 4．55

C20：5 2．18 O．75 O．15 O．08

C14：0

C14：l

2．49

6．15

2．20

5．99

2．07

5．84

1．99

5．39

上

l

C15：0 57．46 55．04 52．19 49．66 l

l下_÷t●，+-_÷t

t

t

t

I
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续表

菌种 脂肪酸种类．． 塑堕墼塑翌鱼苎!丝： ．变化趋势
对照 处理2h 处理4h 处理6h

C16：1 2．65 3．11 3．21 3．42 t

C17：0

金黄色葡萄球菌 C18：0

C18：2c&t

C18：3n6

枯草芽孢杆菌

酿酒酵母

C12：0

C13：0

C14：0

C14：1

C15：0

C15：l

C16：0

C16：l

C17：O

C18：0

C24：0

15．55 20．43 20．27 21．7l t

1．27 1．86 1．96 2．43 t

1．27 1．9l 2．03 2．6l t

5．34 0．85 0．98 O．00 I

1．64

4．32

1．96

40．55

8．04

13．26

5．60

7．40

0．84

1．15

3．9l

1．32

2．86

2．59

48．28

9．8l

4．48

7．10

8．69

1．17

2．00

O．24

O．73

2．86

2．80

49．22

9．93

2．97

7．59

9．02

1．3l

2．13

O．23

O．7l

2．38

2．90

50．58

10．08

2．04

7．52

9．57

1．40

2．46

O．24

C10：0 0．27 3．27 5．74 6．84 t

C12：0 2．72 2．32 2．18 1．48 l

C13：0 0．68 1．27 2．86 3．14 t

C14：0 2．98 3．86 4．07 4．43 t

C14：l 3．23 3．72 13．25 27．59 t

C15：0 0．59 2．5l 3．29 5．49 t

C15：l O．57 0．93 1．62 1．74 t

C16：0 4．86 4．33 3．84 2．71 l

C16：l 69．9l 56．Ol 45．77 34．10 ’l

C17：0 3．44 2．9l 2．26 O．58 ’I

C18：lc&t 4．52 4．19 3A5 2．61 l

C18：3n6 2．51 2．02 1．30 1．53 l

C22：6 0．07 0．22 O．39 1．71 t

注：表中所列数据是三次实验结果的平均值

经过脂肪酸分析测定，四种受试菌种所含的脂肪酸种类均为34种，表4．2中

列出的是百分含量大于l％的脂肪酸种类及含量变化：

一+-+t

t

t

l

t

t

t

t

l
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(1)对于大肠杆菌，所含的脂肪酸种类主要有4种，分别是C16：0、C16：1、

C17：1c和C18：Ic&t。经复配精油(牛至精油．罗勒精油)处理不同时间后，C16：0含

量有所降低，而C16：1、C17：1c和C18：Ic,&t的含量有所增加。

(2)对于金黄色葡萄球菌，所含的脂肪酸种类主要有4种，分别是C14：1、C15：0、

C17：0和C18：3n6。经复配精油(罗勒精油．佛手柑精油)处理不同时间后，C15：0和

C18：3n6的含量明显降低，C14：1的含量略有下降，而C17：0的含量则明显增加。

(3)对于枯草芽孢杆菌，所含的脂肪酸种类主要有4种，分别是C14：1、C15：0、

C15：1和C16：1。经复配精油(牛至精油．佛手柑精油)处理不同时间后，C15：0和C16：1

的含量略有增加，C14：1的含量明显增加，而C15：1的含量明显下降。

(4)对于酿酒酵母，所含的脂肪酸种类主要有5种，分别是C14：1、C16：0、

C16：l、C17：0和C18：lc&t。经过复配精油(牛至精油．紫苏精油)处理不同时间后，

C16：l的含量明显下降，C16：0、C17：0和C18：lc&t的含量有所下降，而C14：1的

含量明显增加。

Pasqua等人【56】研究了大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、肠道沙门氏菌、荧光假单

胞菌和热杀索丝菌分别经百里香酚、香芹酚、丁香酚、柠檬烯及肉桂醛作用后，

各菌体细胞脂肪酸含量的变化规律。结果表明，各菌体细胞中不饱和脂肪酸(UFAs)

的含量显著下降；特别地，当用肉桂醛处理菌体时，各菌体细胞中的C18：2trans

和C18：3cis两种脂肪酸含量明显降低，同时饱和脂肪酸C17：0的含量急剧上升。

在本实验中，经过复配精油处理后，菌体细胞脂肪酸的含量也呈现出规律性的变

化。可以看出，对于某一种脂肪酸来讲，随着复配精油作用时间的增加，其含量

或增高，或降低；有的变化显著，而有的变化微弱。这也进一步证实了复配精油

对微生物菌体细胞膜具有破坏作用。

目前，关于植物精油抑菌作用的报道主要集中在抑菌活性方面，而关于抑菌

机理的研究还不是十分透彻【l傩】。通过对植物精油成分进行分析，发现其主要的活

性成分是小分子的酚类、萜烯类和醛酮类物质，并且认为其发挥抑菌活性的主要

作用部位是细胞质膜【％1。疏水性是植物精油及其成分的重要特性【109]，这能够使它

们聚积于细胞膜，破坏膜结构的完整性，从而能够使细胞膜的通透性大大增加。

随后，细胞内酶系统的正常工作会受到干扰，一些重要的细胞成分(细胞质、酶和

金属离子)也会流出，并最终导致菌体死亡【110,111,112l。

此外，研究者也提出了一些关于复配精油抑菌机理的假说【¨31，比如：共同作

用于一条生物途径的不同位点；同时作用于细胞内不同的酶系统；共同作用于细

胞膜上的不同位点；先利用针对细胞膜的抑菌活性成分破坏膜结构，从而使其他

作用于细胞内部的活性成分容易进入细胞体内，等等。综上所述，目前关于植物

精油抑菌机理的研究还不成熟，有关植物精油具体的抑菌作用方式和作用靶点的

研究还需进一步深入探讨。

5l
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4．4本章小结

本章通过比较复配精油对四种供试菌种生长曲线的影响、对菌体细胞膜通透

性的影响(扫描电镜观察菌体结构、细胞溶出物的测定和电导率的测定)以及对菌体

细胞膜脂肪酸变化的影响，对复配精油的抑菌机理进行了初步探讨，现得到结论

如下：

(1)与对照生长曲线相比，经复配精油处理过的菌种生长曲线发生了明显变

化。复配精油主要抑制了各供试菌种对数生长期的分裂和繁殖，使其无法达到正

常的生长高峰，并且很快地进入衰亡期，导致最终活菌数明显下降。

(2)通过扫描电镜(SEM)观察发现，当各受试菌种经过复配精油在MIC联合下

处理3h后，其细胞形态发生了明显的改变，主要表现在菌体细胞膜结构完整性的

破坏。对于大肠杆菌，菌体出现溢裂，表面形成沟痕，并且伴有一定的萎缩迹象；

对于金黄色葡萄球菌，菌体出现严重的变形和扭曲；对于枯草芽孢杆菌，菌体表

面变得粗糙，并且发生严重的断裂和溶解；对于酿酒酵母，菌体的球状形态不再

饱满，表面出现明显的凹陷和空洞。

(3)通过比较细胞溶出物的释放量可以看出，随着复配精油浓度的增加，各供

试菌种细胞溶出物的释放量明显提高，这说明了复配精油可以增大菌体细胞膜的

通透性，使膜结构受到不可修复的破坏。

(4)通过比较供试菌种精油处理液的电导率可以看出，随着处理时间的延长，

各菌种的胞内离子的泄漏程度不断增大，因此细胞内环境的稳定性会受到破坏。

当离子外流达到一定程度时，细胞就会由于代谢紊乱或溶胀破裂而死亡。

(5)经脂肪酸分析法测定，各供试菌种经复配精油处理后，其菌体细胞脂肪酸

的含量随着作用时间的增加呈现出规律性的变化。这也进一步说明了复配精油对

菌体的细胞膜结构具有破坏作用。
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第五章精油增溶剂的筛选及其对精油抑菌活性影响的研究

5．1引言

许多天然植物精油具有良好的抑菌活性，并以其安全性高，毒副作用小等优

点深受研究者的关注，已经成为天然防腐剂的重要来源之一。但大量研究发现，

当向食品体系中添加植物精油作为防腐剂时，往往需要更高的精油浓度，才能达

到与体外抑菌实验相同的效果【62】。究其原因，除绪论部分(1．5．6节)中提到的几点

因素之外，我们推测精油较差的水溶性也是重要的影响因素之一。具体来讲，由

于植物精油的水溶性不高，所以无法随水分均匀地分布在食品内部，最终导致抑

菌效果的下降。因此，寻找能够有效提高精油水溶性的增溶剂，是今后的研究热

点之一。

本章比较了3类共9种增溶剂(吐温系列乳化剂、环糊精及其衍生物和聚乙二

醇系列溶剂)对4种植物精油(牛至精油、罗勒精油、佛手柑精油和紫苏精油)在水

相中溶解度的影响，并对增溶体系(增溶剂+复配精油)的抑菌活性进行了研究。此

外，我们通过分析菌体细胞膜脂肪酸成分的含量变化以及观察菌体的细胞形态变

化，来研究所选的增溶剂对复配精油抑菌机理的影响。 ，．

5．2实验材料与方法

5．2．1实验材料

5．2．1．1供试菌种

细菌：大肠杆菌(Escherichia coti)ATCC 8739、金黄色葡萄糖球菌

(Staphylococcus aureus)ATCC 6538、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)ATCC 6633

真菌：酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)ATCC 9763

5．2．1．2植物精油(E0)

根据第二章的复配精油抑菌实验结果，在本章中选用牛至精油(DⅧ咖功，罗
勒精油(D．basilicum)，佛手柑精油(C bergamia)和紫苏精油衅arguta)作为研究对

象，具体复配精油组合如下：大肠杆菌(牛至精油一罗勒精油)；金黄色葡萄球菌(罗

勒精油．佛手柑精油)；枯草芽孢杆菌(牛至精油．佛手柑精油)；酿酒酵母(牛至精油．

紫苏精油)。
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四种精油均购于中国湖南长沙冠香日化贸易公司。精油在进行分析前置于低

温(4℃)、避光环境下保存．

5．2．1．3增溶剂

本实验中，选用吐温系列乳化剂(Tween 20、Tween 40、Tween 60、Tween 80)、

环糊精及其衍生物(p．CD、riP-p—CD)和聚乙二醇系列溶剂(PEG 200、PEG 400、PEG

600)共9种增溶剂作为研究对象。

以上增溶剂均购于国药集团化学试剂有限公司。

5．2．1．4培养基

牛肉膏蛋白胨培养基(细菌)：牛肉膏3 g，蛋白胨l g，NaCl 0．5 g，琼脂1．5—2．0

g(液体培养基不含琼脂)，水1000 mL，pH为7．0·7．2之间(使用1．0 mol／L的NaOH

溶液调节pH)。

YPD培养基(真菌)：酵母浸粉1 g，蛋白胨2 g，葡萄糖2 g，琼脂1．5—2．0 g(液

体培养基不含琼脂)，水1000 mL，自然pH值。

5．2．2实验仪器及试剂

仪器：无菌超净操作台，扫描电子显微镜(SEM)，气相色谱／质谱联用仪

(GC／MS)，电子天平，全自动立式电热压力蒸汽灭菌锅，超声清洗机，生化培养箱，

恒温振荡箱，台式离心机，玻璃仪器气流烘干器，移液枪(各种量程)，一次性枪头，

接种环，培养皿，离心管(10 mL和50 mL)，10 mL试管，酒精灯。

试剂：盐酸，氢氧化钠，甲醇，乙醇，正己烷，戊二醛，磷酸二氢钠，磷酸

氢二钠，氯化钠，冰水浴。上述试剂均为色谱纯或分析纯。

5．2．3实验方法

5．2．3．1培养基的配制

按5．2．1．4中的配方分别配制牛肉膏蛋白胨培养基(液体)和YPD培养基(液体)，

115℃、30min灭菌后待用。
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5．2．3．2菌悬液的配制

从经过活化的菌体斜面上挑取一环菌体接种于相应的液体培养基中，放入恒

温振荡培养箱中培养至对数生长期。分别吸取各供试菌液O．5 mL，加入无菌水倍

比稀释到105．106 CFU／mL，备用。

5．2-3．3增溶剂对植物精油在水相中溶解度的影响

考虑到植物精油化学组分的多样性，本实验选用各精油中的主要抑菌活性物

质作为研究对象(牛至精油．香芹酚，罗勒精油．丁香酚，佛手柑精油．里哪醇，紫苏

精油．2．戊酰呋喃1，用以评价增溶剂对精油的增溶作用。

将各种增溶剂经超声溶解后，配制成质量分数为0．5％的水溶液。取0．5 mL

植物精油与1．5 mL上述增溶剂溶液置于2 mL的小离心管中。同时设立对照组，

对照组用去离子水替代增溶剂溶液。将所有的离心管管帽盖严，放入三角烧瓶中，

在30℃、220 rpm下恒温振荡12 h，使精油与增溶剂溶液充分混合。振荡结束后，

使各离心管竖立静置30 min，待分层后取水相，用于溶解度分析。

水相中的各精油主要成分含量用气质联用技术(GC／MS)进行测定，采用的气质

分析条件与第三章中分析精油成分时相一致。将实验组与对照组中精油主要成分

的色谱峰面积之比定义为精油在增溶剂存在时的增溶倍数。重复3次，取平均值。

5．2．3．4增溶体系的抑菌活性研究

在配制好的培养基中加入增溶剂，使其终浓度为0．5％(质量分数)。选用第二

章中提到的棋盘稀释法测定增溶体系(增溶剂+复配精油)的抑菌活性，具体操作方

法不再叙述。增溶体系的抑菌活性通过复配精油的用量来评定：如果增溶体系中

的复配精油用量降低，即FICI增溶(增溶体系的FICI)<FICI宅自(不加增溶剂时的

FICI)，则认为增溶体系的抑菌活性提高。选用增溶体系抑菌活性最好的增溶剂用

作后续的抑菌机理研究。

5．2．3．5增溶体系的抑菌机理研究

(1)菌体细胞的处理

将四种供试菌种(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母)接种

于相应的100mL液体培养基中，培养至对数生长期，5000 rpm离心15 min收集菌

体，清洗3次后，重悬于含有质量分数为O．5％增溶剂的100 mL 0．1 M磷酸盐缓冲
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液(PBS，pH 7．O)中，调整菌体个数为105—106 CFU／mL。随后，向各菌悬液中加入复

配精油，使其终浓度为MIC联合，具体组合如下：大肠杆菌(牛至精油．罗勒精油，

MIC联合：0．3 13．0．3 13 lxL／mL)；金黄色葡萄球菌(罗勒精油．佛手柑精油，MIC联合：

0．313．0．156}tL／mL)；枯草芽孢杆菌(牛至精油一佛手柑精油，MIC联合：0．313．0．313

I．tL／mL)；酿酒酵母(牛至精油．紫苏精油， MIC联合：0．313．0．156 pL／mL)。将装有

上述菌悬液的三角瓶放入摇床，常温下220 rpm振荡6 h，反应时间结束后及时取

出，离心收集菌体，用于菌体细胞膜脂肪酸成分分析以及扫描电镜观察。将未经

任何处理的菌体细胞、只经增溶剂处理的细胞和只经复配精油处理的菌体细胞用

作对照实验。

(2)增溶体系对菌体细胞膜脂肪酸含量变化的影响

按照4．2．3．5中的实验方法，利用气质联用技术(SEM)分析增溶体系对菌体细胞

膜脂肪酸含量的影响。

(3)扫描电镜(SEM)观察菌体形态

按照4．2．3．4中的实验方法，利用扫描电镜(SEM)观察增溶体系对供试菌种细

胞形态的影响。

5．3实验结果与讨论

5．3．1增溶剂对植物精油在水相中溶解度的影响

表孓l增溶剂对植物精油在水相中溶解度的影响

Table 5-1 Effects of different solubilizers on the Solubility ofplant essential oils

注：表中所列数据是三次实验结果的平均值
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我们分别选取包括吐温系列乳化剂(吐温20、吐温40、吐温60、吐温80)、环

糊精及其衍生物(p一环糊精、HP．p．环糊精)和聚7,-醇系列溶剂(PEG 200,PEG 400，

PEG 600)在内的9种增溶剂作为研究对象，考察其对4种植物精油主要活性成分

在水相中溶解度的影响。表5．1列出了所选增溶剂对精油水溶性影响的实验结果。

总体来讲，各种增溶剂对4种精油均有增溶效果，各类增溶剂的增溶效果大小顺

序如下：环糊精及其衍生物>聚乙二醇系列>吐温系列。其中HP．D．CD的增溶

效果最为明显，4种精油的主要活性成分香芹酚、丁香酚、醋酸沉香醇酯和2．戊酰

呋喃在水相中的溶解度比未加增溶剂前分别提高了5．32、4．72、3．65和5．28倍。B．CD

和PEG600的增溶效果也比较好，各活性成分在水相中的溶解度均有一定程度的提

高。

5．3．2增溶体系的抑菌活性研究

我们利用棋盘稀释法，通过比较加入增溶剂前后完全抑制菌体生长所需复配

精油量的最小值，来判断增溶剂对复配精油抑菌活性的影响。实验结果如表5．2

所示。可以看出，各种增溶剂对复配精油抑菌活性的影响不尽相同，其中HP．B．CD

的作用最为明显。与未加增溶剂前相比，HP．B．CD的加入，使得完全抑制大肠杆

菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母生长所需的复配精油量均有所降低，FICI值分别由

O．75、0．75和0．75降低到了0．625、0．625和0．5；对完全抑制金黄色葡萄球菌生长

所需的复配精油用量没有影响，FICI值维持在0．375。PEG 600也是一种对提高复

配精油抑菌活性有明显效果的增溶剂，在其作用下，降低了完全抑制大肠杆菌和

酿酒酵母生长所需的复配精油用量，FICI值分别由O．75和O．75降低到了0．625和

0．5；但是其对完全抑制金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌生长所需的复配精油用量

没有影响，FICI值与之前相比维持不变。HP．B—CD和PEG 600可以降低复配精油

的用量，对提高复配精油的抑菌效果有明显的促进作用，这可以用前述的精油溶

解度实验结果来解释：精油在增溶剂的作用下，在水相中的溶解度显著提高，因

此精油中的抑菌活性成分可以更好的分散在水环境中，从而充分的接触菌体，提

高抑菌效果。以前的报道中(Schneiderman et a1．，1979；Gefier et a1．，1977)曾经提到，

聚乙二醇(PEG)对哺乳动物细胞有微弱的毒性，因此考虑到将增溶剂应用于食品防

腐剂中可能涉及的安全性问题，我们选择HP．D—CD作为精油增溶剂。

值得注意的是，虽然在溶解度实验中吐温系列增溶剂对4种精油的溶解度均

有所提高，但是在抑菌试验中，加入吐温后，各复配精油的抑菌效果反而下降。

其中吐温20抑制精油活性的效果最为明显，在其作用下，完全抑制大肠杆菌、金

黄色葡萄球菌和酿酒酵母生长所需的复配精油量均有所提高，FICI值分别由0．75、

0．375和0．75提高到了1．5、0．75和1．5；对完全抑制枯草芽孢杆菌生长所需的复配
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精油用量没有影响，FICI值维持在0．75。分析其原因，可能是由于吐温分子对菌

体的生长有一定的促进作用，当对精油的增溶作用和对菌体生长的促进作用同时

存在时，后者的作用更为明显，因此宏观的表现为降低了复配精油的抑菌效果。

表5-2增溶剂对复配精油抑菌效果的影响

1hble孓2 Effects of solubilizers on the antimicrobial activity ofcomplex EOs
_l __一一_-_一一___ ● _—__-●_—————__—__——————_I———_●-—_———_—______—_-——____-—l—●___—____-_-—I_———I_●——__—————一

’

添加增溶剂后复配精油的MIC联合、FICI值以及抑菌活性变化趋势

增溶剂—————————————————————————————————————————————一
大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 酿酒酵母

--_l__●_I---_ __-_-l_Il__-__●●__Il-●_●-●__-_l●●_●l-●●---_-●●_I__-___-_______--_--_●l-●●--●

牛至 罗勒 FICI 罗勒 佛手柑 FICI 牛至 佛手柑 FICI 牛至 紫苏 FICI
对照组

0．313 0．313 0．75 0．313 0．156 0．375 0．313 0．313 0．75 0．313 0．156 0．75
l___l l__●-_-l_-_I__--_●_-__l_l__-●_--___--_I___●__lI-●I_-●●-●-__I___●l___●

0．75

Tween20 0．625 0．625 1．5l 0．625 0．313 0．75、} 0．313 0．313 0．625 0．313 1．5’l

Tween40 0．625 0．j13 1．z)l u·jlj u·130 u·o二J V·J-J l‘‘J毒 u‘u‘J u。J工J -·J善

0．375

Tween60 0．625 0．313 1．25J,0．313 O．156 0．625 0．313 1．25、l 0．313 0．313 l上

0．75 0．75

Tween80 0．313 0．313 0．313 0．313 O．51 0．313 0．313 0．313 0．313 lI
●一—+ -_+

0．75 0．75

D·cD 0．313 0．313
。_+

O．313 O·313 0·5|r 0．313 0．313
卜_

0·156 0-156 0·5t

0．375

HP．pCD 0．313 O．156 0．625'f_0．313 O．156 0．313 O．156 0．625t O·156 0·156 0·5t

0．375 0．75 0．75

PEG200 0．625 0．625 1．5l 0．313 O．156 0．313 0．313 0．313 0．156

4------'4．●-—-—}●一‘啼

0．375 0．75 0．75

PEG400 0．625 0．313 1．251 0．313 0．156 0．313 0．313 0．313 0．156

●-—-—’●一—。÷4--------h

0．375 0．75

PEG600 0．313 O．156 0．625T 0．313 O．156 0．313 0．313 O．156 O．156 O．5t
4--------÷●—一—_

注：加入增溶剂后复配精油的抑菌活性变化趋势

t：抑菌活性提高工：抑菌活性下降．-—÷：抑菌活性不变
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5．3．3增溶体系的抑菌机理研究

5．3．3．1增溶体系对茵体细胞膜脂肪酸含量变化的影响

在第四章中我们得出，当复配精油作用于菌体时，会破坏菌体细胞膜结构，

从而会引起细胞膜脂肪酸的含量发生变化。利用气质联用技术，可以定量分析这

种变化。本章中，我们根据精油溶解度试验和增溶体系抑菌活性的实验结果，选

定HP．B．CD作为研究对象考察增溶体系对菌体细胞膜脂肪酸含量变化的影响。对

于每种菌体细胞考察4种情况，分别是细胞正常生长，细胞只经增溶剂HP—B．CD

处理，细胞只经复配精油处理和细胞经HP．p．CD和复配精油共同处理。表5．3中

列出了各菌种所含的主要脂肪酸的百分含量变化。

表5-3菌体细胞膜所含主要脂肪酸的百分含量变化

Table 5-3 Changes in the percentage of principal fatty acids of cells

供试菌种 脂肪酸种类 正常生长
经HP-B-CD

处理

经复配精油

处理

经复配精油

和HP—p-CD 变化趋势
共同处理

C16：0 14．49 14．17 12．58 1 1．49 J，

大肠杆菌

金黄色葡萄球菌

枯草芽孢杆菌

酿酒酵母

C 16：l 15．45 15．02 18．56 19．97 t
C17：1c 17．70 17．11 18．36 20．33 t

C18：lc&t 11．02 11．34 9．87 9．01 1【

C14：0

C15：0

C16：1

C17：0

C14：l

C15：0

C15：l

C16：l

C10：0

C14：1

C15：0

C16：1

2．45

57．24

2．58

15．46

39．88

8．13

13．41

7．22

O．19

3．12

O．66

70．28

2．13

59．28

2．1l

16．6l

41．98

8．40

14．92

6．79

O．1l

2．65

O．53

67．48

1．96

49．99

3．46

21．76

49．78

lO．16

3．04

9．65

6．99

27．37

5．60

34．23

1．77

47．66

4．09

23．78

53．26

11．65

2．24

10．09

8．16

30．29

6．9l

29．76

’L

’L

t

t

t

t

’L

t

t

t

t

I

C17：0 3．60 3．16 0．52 0．40 '【

注：表中所列数据是三次实验结果的平均值

对于大肠杆菌来讲，其含量最高的脂肪酸是C17：1c，经增溶剂HP．13．CD单独



北京化工大学硕上学位论文

处理后，其含量基本稳定；经复配精油单独处理以及复配精油和增溶剂共同处理

后，其含量由17．70％分别上升到了18．36％和20．33％，变化比较明显。对于金黄

色葡萄球菌的主要脂肪酸C15：0和枯草芽孢杆菌的主要脂肪酸C14：1来说，也有着

类似的变化趋势。对于酿酒酵母的主要脂肪酸C16：1来说，细胞未经处理时，其

含量高达70．28％；经增溶剂HP．13．CD单独处理后，其含量为67．48％，变化不大；

但是经复配精油单独处理以及复配精油和增溶剂共同处理后，其含量大幅下降，

分别降低到了34．23％和29．76％，变化十分明显。

综上所述，可以发现这样的规律：对于每种菌体细胞来说，只经增溶剂

HP．f3-CD处理后，其脂肪酸的含量与未经任何处理时基本保持一致，即HP．p．CD

对菌体没有破坏作用；当加入复配精油后，各菌体的脂肪酸含量发生变化，或增

加或减少；随着增溶剂HP．13．CD的加入，这种变化趋势更为明显．这是由于增溶

剂的加入使得精油在水相中的溶解度明显提高，从而能够更强烈的作用于细胞膜

所致。

5．3．3．2扫描电镜(SEll)观察菌体形态

图5．1、图5．2、图5．3和图5-4分别是四种菌体细胞(大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母)iE常生长，细胞只经增溶剂HP．13．CD处理，细胞

只经复配精油处理和细胞经HP．B．CD和复配精油共同处理的电镜图片。对于大肠

杆菌和枯草芽孢杆菌来讲，正常生长的细胞和只经HP．13．CD处理的细胞均呈标准

的杆状(图5．1(a)(b)，图5-3(a)(b))；经复配精油处理以及经复配精油和HP．13．CD

共同处理后，大肠杆菌菌体从中部发生了溢裂，菌体表面出现明显凹陷和变形(图

5．1(c)(d))，而枯草芽孢杆菌表面出现很多裂痕，细胞结构被完全破坏，菌体溢裂

更加明显(图5-3(eXd))。对于金黄色葡萄球菌和酿酒酵母来讲，未经处理的细胞和

只经HP．D．CD处理的细胞均呈标准的球状(图5-2(a)(b)，图54(a)(b))；经复配精油

处理以及经复配精油和HP．13．CD共同处理后，金黄色葡萄球菌的菌体发生了断裂，

菌体形态呈半球状，部分膜表面出现褶皱(图5．2(c)(d))，而酿酒酵母的细胞形态发

生明显变形，原先饱满的椭球体表面向内凹陷，细胞膜的完整性被严重破坏(图

5—4(c)(d))。

从电镜的结果可以看出，对各菌种起抑制作用的是复配精油，其主要作用于

菌体的细胞膜结构，使得膜结构被破坏，导致菌体的凹陷、变形，甚至断裂，最

终导致菌体死亡。增溶剂HP．pCD对菌体几乎没有抑制作用，不能破坏菌体的膜

结构，这和菌体细胞膜脂肪酸的含量变化测定结果相一致。但是HP．I[$-CD的加入，

可以增大精油在水相中的溶解度，因此在一定程度上可以促进复配精油对菌体膜

结构的破坏作用，达到更好的抑菌效果。
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表孓l大肠杆菌扫描电镜图，(a)正常生长，㈣经HP．邸D处理，
(c)经复配精油处理，(d)经HP．pCD和复配精油共同处理

Fig．5．1 Scanning electron microscope images ofE coil cells，(a)Untreated cells，(b)cells after

treatment with HP-13-CD，(C)EO combination，and(d)HP一邸D+EO combination．．

表孓2金黄色葡萄球菌扫描电镜图，(a)正常生长，(b)经HP．陋D处理，
’

(c)经复配精油处理，(d)经HP—p．CD和复配精油共同处理

Fig导2 Scanning electron microscope images ofS．auregs cells，(a)Untreated cells，(b)cells after

treatment with HP·pCD，(c)EO combination，and(d)HI'串CD+EO combination．
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表5-3枯草芽孢杆菌扫描电镜图，(a)正常生长，(b)经HP．争CD处理，

(c)经复配精油处理，(d)经HP-[；-CD和复配精油共同处理

Fig．5-3 scanning electron microscope images ofB．subtilis cells，(a)Untreated cells，(b)cells after

tl℃atment with HP一即D，(c)EO combination，and(d)HP—p-cI)+EO combinatio

表“酿酒酵母扫描电镜图，(a)正常生长，(b)经HP一郾D处理，
(c)经复配精油处理，(d)经HP．p．CD和复配精油共同处理

Fig．5-4 Scanning electron microscope images orS．cerevisiae cells’(a)Unlxeated cells，(b)cells

after tr翰tment with HP-郾D，(c)EO combination，and(d)HP·B-CD 4-EO combination．
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5．4本章小结

本章首先研究了3类共9种增溶剂(Tween 20、Tween 40、Tween 60、Tween 80、

pCD、HP—p．CD、PEG 200、PEG 400和PEG 600)对4种植物精油(牛至精油、罗

勒精油、佛手柑精油和紫苏精油)在水相中溶解度的影响。随后，对增溶体系(增溶

剂+复配精油)的抑菌活性进行了研究。最后，我们通过分析菌体细胞膜脂肪酸成分

的含量变化以及观察菌体的细胞形态变化，研究了所选的增溶体系的抑菌机理。

现得到如下几点结论：

(1)9种增溶剂对4种精油在水相中的溶解度均有提高，各类增溶剂的增溶效

果大小顺序如下：环糊精及其衍生物>聚7,--醇系列>吐温系列。其中HP．13．CD的

增溶效果最为明显。

(2)在增溶体系的抑菌活性研究中，发现HP．p．CD的效果最好，它的加入可

以使得完全抑制大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和酿酒酵母生长所需的复配精油量均有

所降低，对于金黄色葡萄球菌来讲则与对照持平。

(3)在增溶体系的抑菌机理研究中发现，HP．p—CD的加入起到的只是增溶作

用，而真正起抑制菌体生长作用的是植物精油。具体来讲，菌体只经增溶剂

HP．B．CD处理后，其脂肪酸的含量与未经任何处理时基本保持一致；当加入复配

精油后，各菌体的脂肪酸含量发生变化，或增加或减少；在复配精油中再加入增

溶剂HP．p．CD后，这种变化趋势更为明显。从扫描电镜的结果也可以看出，

HP—B．CD对细胞膜结构的完整性几乎没有影响，对菌种起抑制作用的是复配精油。

当加入HP．p．CD后，可以使复配精油对菌体的作用强度增加，其主要的作用方式

是破坏菌体的细胞膜结构，最终导致菌体死亡。

本章对精油增溶剂进行了筛选，HP．p—CD以其优越的增溶性能以及在抑菌活

性研究中展现的较好效果，被认定是将精油用于食品工业中时潜在的增溶剂之一。

HP．B．CD在食品模型中的增溶效果还有待进一步研究。
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6．1本文主要结论

第六章结论与建议

植物精油作为天然防腐剂应用于食品中，符合食品行业的发展需求，具有广

阔的应用前景。本文比较了10种植物精油的抑菌活性，对活性较好的精油进行了

化学成分分析、稳定性研究以及联合抑菌活性研究，并筛选出了最佳的复配精油

组和。此外，对复配精油的抑菌机理和增溶效果等方面也进行了相关讨论。主要

结论如下；

(1)利用滤纸片法和试管梯度稀释法，比较了十种植物精油的抑菌活性，发现

牛至精油对所有菌种都具有较强的抑制作用，罗勒精油和佛手柑精油对革兰氏阳

性菌有很好的抑制效果，而紫苏精油则对酿酒酵母有很强的抑制专一性。因此，

选定牛至精油、罗勒精油、佛手柑精油和紫苏精油作为研究对象。

(2)稳定性分析：四种精油的抑菌效果随着pH值的增大而有所减弱；对高温

和紫外线照射稳定。

(3)采用棋盘稀释法，研究了复配精油的抑菌活性。选定的最佳复配精油组合

如下：大肠杆菌(牛至精油一罗勒精油，MIC联合：0．3 13．0．3 13 I_tL／mL)；金黄色葡萄

球菌(罗勒精油．佛手柑精油，MIC联合：0．313．0．156肛L／mL)；枯草芽孢杆菌(牛至精

油．佛手柑精油，MIC联合：0．313．0．313 IlMnL)；酿酒酵母(牛至精油．紫苏精油，MIC

联合：0．313-0．156 lxL／mL)。

(4)采用气质联用技术(GC／MS)，对所选植物精油的化学组成进行了分析鉴

定：牛至精油和罗勒精油的主要化学成分是酚类和萜烯类物质，佛手柑精油中主

要含有萜烯类、醇类和酯类物质，而酮类物质在紫苏精油中的含量相对较高。

(5)在复配精油抑菌机理的研究中发现：复配精油主要抑制供试菌种对数生长

期的分裂和繁殖；通过扫描电镜(SEM)观察，各菌种在复配精油的作用下，其细胞

形态发生了明显的改变，主要表现在菌体细胞膜结构的完整性受到破坏；复配精

油处理后，细胞溶出物释放量的提高以及电导率的增加，则说明菌体细胞膜通透

性显著增加；脂肪酸分析结果表明，菌体细胞膜脂肪酸的含量随着复配精油作用

时问的增加呈现出规律性的变化，进一步证实了复配精油对菌体的细胞膜结构具

有破坏作用。

(6)比较了9种增溶剂对所选植物精油在水相中溶解度的影响，发现增溶效果

大小顺序如下：环糊精及其衍生物>聚乙二醇系列>吐温系列，其中HP．B．CD

的增溶效果最为明显；在增溶体系的抑菌活性研究中发现，HP．p—CD的效果最好，

它的加入可以显著降低复配精油的用量，提高抑菌活性：在增溶体系的抑菌机理

研究中发现，加入的HP．B．CD只起到增溶作用，而真正起抑菌作用的是植物精油。
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6．2建议

植物精油作为天然防腐剂的潜在价值和广阔市场前景已被普遍认同，对它们

的研究也在不断深入。针对目前的研究现状，现提出以下几点建议：

(1)继续加强对自然界中植物资源的筛选，对抑菌效果好的精油分析鉴定其化

学组成，以期能够得到新的抑菌活性物质；

(2)不应仅局限于植物精油之间的复配研究，植物精油与其他天然防腐剂f如

乳酸链球菌素、鱼精蛋白和壳聚糖等)之间的协同增效作用也应被重视，这对拓宽

抑菌谱和增强抑菌活性有重要意义；

(3)植物精油的抑菌机理尚未了解清楚。如能弄清精油对菌体的作用方式，就

可以根据不同菌种的实际情况，对精油进行有选择的使用，提高抑菌效率。

(4)由于植物精油的水溶性较差，在食品中直接使用有一定的不便，因此可以

考虑将其添加到性能良好的保鲜膜中，做成新型抑菌保鲜膜。
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尼泊金甲酯
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正己烷

戊二醛

磷酸二氢钠

磷酸氢二钠
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吐温60

吐温80

肛环糊精

羟丙基．p环糊精

聚乙二醇200

聚乙二醇400

聚乙二醇600

纯度规格

分析纯

生化试剂

生化试剂

生化试剂

分析纯

生化试剂

分析纯
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注射剂
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色谱纯
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生产厂家

北京化工试剂厂

北京奥博星生物技术有限责任公司

北京奥博星生物技术有限责任公司

北京奥博星生物技术有限责任公司

北京化工试剂厂

北京奥博星生物技术有限责任公司

北京化工试剂厂

北京化工试剂厂

北京化工试剂厂

杭州康恩贝制药有限公司

天津市福晨化学试剂厂

天津市福晨化学试剂厂

天津市福晨化学试剂厂

天津市四友精细化学品有限公司

北京化工试剂厂

北京化工试剂厂

天津市福晨化学试剂厂

北京化工试剂厂

北京化工试剂厂

西陇化工股份有限公司

西陇化工股份有限公司

西陇化工股份有限公司

西陇化工股份有限公司

北京化工试剂厂

北京化工试剂厂

西陇化工股份有限公司

西陇化工股份有限公司

西陇化工股份有限公司



北京化工大学硕士学位论文

附录二主要实验仪器

仪器名称

气相色谱／质谱联用仪(G-C／MS)

气相毛细管色谱柱

气相毛细管色谱柱

pU计

台式离心机

紫外可见分光光度计

全自动立式电热压力蒸汽灭菌锅

电热鼓风干燥箱

超声波清洗器

玻璃仪器气流烘干器

集热式恒温加热磁力搅拌器

超净工作台

恒温水浴锅

移液枪

生化培养箱

电子天平

恒温振荡培养箱

高速离心机

电导率仪

扫描电子显微镜

规格型号

789Q鲥5975C

DB．624

PC．Wax

PB—lO

TDL．5．A

UV二2450

YXQ-LS—SII

101．3AB

KQ-500B

KQ-C

DF．10IS

CJT-12

SYll二Ni

10-1000Itl

SPX．150B．Z

JJ500

TZ-2EH

l-13

DDS．12A

S-4700

生产厂家

美国安捷伦(Agilent)公司

美国安捷伦(Agilent)公司

北京科瑞：i夏(Kromat)公司

德国赛多利斯(Sartorius)公司

上海安亭科学仪器厂

日本岛津公司

上海博迅实业有限公司医疗设备厂

天津市泰斯特仪器有限公司

昆山市超声仪器有限公司

巩义市英峪予华仪器厂

巩义市英峪予华仪器厂制造

北京昌平长城空气净化工程公司

北京市长风仪器仪表公司

Eppendorf公司

上海博迅实业有限公司医疗设备厂

美国双杰集团有限公司

河北霸州长城医用设备厂

美INSigma公司

上海理达仪器厂

日本日立(Hitachi)公司



致谢

致谢

时光飞逝，转眼间三年的硕士研究生学习阶段即将完成。首先要感谢我的导

师梁浩副教授。梁老师在课题的选题、实验方案的设计以及英文文章和毕业论文

的撰写上，给予了我悉心的指点和耐心的教诲。梁老师认真严谨的治学态度、踏

实勤奋的工作作风、真诚亲切的处事原则以及对学科发展方向的高度把握，给我

留下了深刻的印象，也为我今后的学习工作树立了榜样。此外，梁老师在生活方

面也给了我无微不至的关怀。在此，学生表示深深的敬意和衷心的感谢!

此外，我要感谢生命学院的袁其朋老师和张淑蓉老师给予我的启示和指导，

两位老师在实验过程中提出的宝贵意见和建议，使我开阔了思路，受益匪浅。同

时，真诚地感谢北京工业技师学院的李春方师兄以及本实验组所有同学在实验过

程中给予我的极大支持和鼓励。我还要特别感谢李加和曹艺甜两位师妹先后对本

研究工作的付出和贡献，愿你们一切顺利，前程似锦!

三年的研究生生活，离不开我的家人和朋友的默默支持，他们是我科研和生

活的依靠和动力，再此对你们表示深深地感谢!

学业将成，师恩难忘。衷心地祝愿生命科学与技术学院蓬勃发展，院里的每

一位老师身体健康、工作顺利!

最后，谨向所有关心和帮助我的老师、同学、朋友以及家人，再次表示衷心

的感谢1
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研究成果及发表的学术论文

研究成果及发表的学术论文

发表及已接受的论文

1．里亟垃，Hao Liang,Qipeng Yuan，Chunfang Li．In vitro antimicrobial effects and

mechanism of action of selected plant essential oil combinations against four

food-related microorganisms．Food Research International．(SCI)．Under Renew

(Second revision)．

2．￡亟垃，Hao Liang,Qipeng Yuan，Chunfang Li．Combination of essential oils for the

application in antimicrobial food packaging．Proceedings of the 1 7th IAPRI World

Conference on Packaging．(ISTP)．201 0，P77-85．Tianjin,China．ISI：

00028573 l 000020
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作者和导师简介

1．导师简历

作者和导师简介

梁浩，男，1980年出生，博士，副教授，硕士生导师。2007年获北京化工大

学生物化工专业博士学位。2007年至今在北京化工大学生命科学与技术学院工作。

主要研究方向：天然活性物质的生物转化与改性、高效分离科学与技术。先后主

持国家自然科学基金1项、国家重点实验室基金1项，参加国家高技术研究发展

“863"计划1项、国家自然科学基金2项、北京市教委及科委项目2项、参与多

项技术实现工业化生产。在相关领域发表论文15篇，其中SCI收录10篇，申请

获得发明专利2项。

主要学历：

2010．10—2011．4 University ofBallarat，Hi曲Research Fellow

2004．9-2007．7 北京化工大学生命科学与技术学院，生物化工专业博士

2002．9-2004．7 北京化工大学化学工程学院，生物化工专业硕士

1 998．9-2002．7 北京化工大学化学工程学院，生物化工专业学士

联系方式：E-maih lianghao@mail．butt．edu．Oil

2．作者简历

吕飞，男，1986年8月lO日出生于北京，汉族，硕士。

2004年9月考入北京化工大学生命科学与技术学院，专业为制药工程，于2008

年7月本科毕业并获工学学士学位。

2008年9月考入北京化工大学生命科学与技术学院，专业为化学工程与技术，

攻读硕士学位至今。

联系方式：13581781676(手机)

E-maih lvfeiokS00@1 26．COIn
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北京化工大学

硕士研究生学位论文答辩委员会决议书



答辩委员会对论文的评语(选题意义、文献综述、论文所取得的成果及水平、学
风和论文写作水平、论文的不足之处)：

天然植物精油在食品和医药领域有广阔的应用前景。论文通过几

种天然植物精油抑菌活性及化学组成等进行研究，选题有实用价值。

论文筛选出了有明显抑菌活性的4种植物精油(牛至、罗勒、佛

手柑和紫苏)，并经过复配，降低了各精油用量；通过气质联用技术

(GC／MS)确定了4种精油主要化学成分；对抑菌机理初步研究表明复

配精油是通过破坏菌体的细胞膜结构达到抑菌效果。

该论文内容充实，书写规范，反映出论文作者具有扎实的专业基

础知识和较强的独立科研能力。

在论文答辩过程中表述清楚、回答问题正确。

经答辩委员会表决，一致同意通过毕业论文答辩，建议授予工学|

硕士学位。

对学位论文水

平的总体评价

优秀 1 ．良好 I 一般 I 较差

答辩委员会表决结果：

同意授予硕士学位E票，不同意授予硕士学位 门票，

弃权O票。根据投票结果，答辩委员会做出建议授予该同学

硕士学位的决议。

答辩委员会主席签字：

u f降r月吵
辞天^睾




