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山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌的抑菌作用

何梦丽1，程婧祺1，王莉涵1，刘靖勋1，郭鸰1,2，杨鑫焱1,2，姜毓君1,2*
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（2.国家市场监督管理总局重点实验室（婴儿配方食品），黑龙江哈尔滨 150030）

摘要：为了探究山苍籽精油对分离自婴儿配方乳粉的野生株阪崎克罗诺杆菌的抑制作用，采用连续二倍稀释法、平

板计数法和生长曲线评价山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌的抑菌活性，通过检测 β- 半乳糖苷酶活性、碱性磷酸酶活性、胞内

DNA 含量变化及细菌结构变化等指标探究其抑菌机制。结果表明，山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌具有较强的抑菌活性，其

对阪崎克罗诺杆菌的 MIC 为 6.62 μg·mL-1。经 1 MIC 的山苍籽精油处理后阪崎克罗诺杆菌的生长明显受到抑制，胞外碱性

磷酸酶和胞内 β- 半乳糖苷酶活性显著增加为对照组的 2 倍和 13.50 倍（P< 0.05）；与对照组相比，菌体的细胞形态遭到破坏，

细胞内容物泄露，核酸和蛋白质泄露量皆是对照组的 1.03 倍（P<0.05），胞内 DNA 含量降低至 0.17 μg·mL-1，DAPI 荧光

区域降低以及凝胶阻滞电泳条带亮度变暗，DNA 受损。综上所述，山苍籽精油可作为阪崎克罗诺杆菌的高效抑菌剂，通

过破坏细胞膜和 DNA，干扰菌体正常生理活性进而导致菌体死亡。该研究为开发山苍籽精油为新型抑菌剂提供了理论基础。
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Abstract: The antibacterial effect of Litsea cubeba oil on wild strains of Cronobacter sakazakii in infant formula milk powder 

is currently unknown. Thus, the continuous double dilution, plate counting, and growth curve methods were used to investigate 

the antibacterial mechanism by detecting the β-galactosidase activity, alkaline phosphatase activity, intracellular DNA content, and 

bacterial structure changes. The results showed a strong antibacterial effect for L. cubeba oil against C. sakazakii, with a minimum 

inhibitory concentration (MIC) of 6.62 μg·mL-1 and significant inhibition in the growth of C. sakazakii after one treatment. The 

activity of extracellular alkaline phosphatase and intracellular β-galactosidase in C. sakazakii showed significant 2- and 13.50-fold 

increases as compared to the control (P<0.05), and the cell morphology of the bacteria was destroyed. The cell contents were leaked, 

with the leaked nucleic acid and protein reaching 1.03 times that observed in the control (P<0.05). The intracellular DNA content 

was reduced to 0.17 μg·mL-1, the DAPI fluorescence area was decreased, the brightness of the gel block electrophoresis bands 

darkened, and the DNA was damaged. In summary, L. cubeba essential oil could be utilized as a highly effective bacteriostatic agent 
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克罗诺杆菌是一种重要的食源性致病菌，对高渗

透压和干燥条件具有的抵抗力使它们能够在各种环境

如家庭环境和食品生产设施中生存，从而导致人群偶

发克罗诺杆菌感染 [1,2]   。婴幼儿是克罗诺杆菌感染的高

危人群，婴幼儿感染克罗诺杆菌与食用被其污染的婴

儿配方乳粉（Powdered Infant Formula, PIF）有关 [3]   ，

其中阪崎克罗诺杆菌被认为是与感染发生相关的主要

物种 [4]   。阪崎克罗诺杆菌的感染可引起婴幼儿患细菌

性脑膜炎、坏死性小肠结肠炎和败血症等疾病，死亡

率高达 40%~80% [5]   。PIF 污染阪崎克罗诺杆菌的主要

途径在其加工环境，阪崎克罗诺杆菌是一种环境微生

物 [1]   ，污染 PIF 的主要途径在其加工环境，且其可在

PIF 中存活约 2 年 [6]   。迄今为止，全球已发现多起涉及

PIF 的阪崎克罗诺杆菌感染病例  [1]   。虽然阪崎克罗诺

杆菌感染只是零星爆发，但因感染后所带来的高死亡

率，使其造成的危害不可忽视。目前传统的防控技术

在应对当今阪崎克罗诺杆菌污染问题方面存在安全

性不高、杀菌不彻底或腐蚀设备等弊端。因此，开发

安全高效的新型抑菌剂，对减少加工环境中的阪崎克

罗诺杆菌对食品的污染以及对婴儿造成的危害均具

有重要意义。

植物精油又称为精油，是从各种植物材料中提取

的芳香油，含有萜烯、醛、醇和其他化合物 [7]   。由于

其来源广泛、成分安全、高效抑菌等特性，近年来逐

渐成为研究热点。其中山苍籽精油是以山苍籽的树皮、

果实以及叶片为原料提取得到的精油，广泛应用于食

品、化妆品、化学和制药行业 [8]   。先前的研究发现，

山苍籽精油具有抑菌、抗氧化、抗炎、抗过敏等特

性 [9]   。有研究报道山苍籽精油通过损伤质膜和导致细

胞内 ROS 的过量抑制真菌活性 [8]   。也有报道称，山苍

籽精油对单增李斯特菌 [10]   、大肠杆菌 [11]   和金黄色葡萄

球菌 [12]   具有抑菌活性。然而，目前针对山苍籽精油对

阪崎克罗诺杆菌抑制效果的研究仍然较少。此前，虽

已有研究表明山苍籽精油的主成分柠檬醛具有抑菌作

用 [13]   ，但柠檬醛是一种挥发性较强的化合物，存在一

定的化学不稳定性 [14]   ，容易在储存过程中损失，从而

影响其抑菌效果。相比之下，山苍籽精油作为复合物，

具有更好的稳定性和持久性，在抗菌过程中存在多组

分共同作用，具有良好的抑菌效果，同时还能降低细

菌抗性的产生 [15]   。因此，本试验拟选择通过测定山苍

籽精油对分离自 PIF 的野生株阪崎克罗诺杆菌的最低

抑 菌 浓 度（Minimum Inhibition Concentration, MIC）、
最低杀菌浓度（Minimum Bactericidal Concentration, 
MBC）和生长情况以评价山苍籽精油的抑菌效果，并

通过 β- 半乳糖苷酶活性、碱性磷酸酶活性、胞内 DNA
含量变化及细菌结构变化等相关指标阐明其对阪崎克

罗诺杆菌的抑菌机制，以期为开发山苍籽精油抑制剂

提供理论依据，进而为阪崎克罗诺杆菌的防控提供新

思路。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

胰蛋白胨大豆肉汤培养基（TSB）、胰蛋白胨大豆

琼脂培养基（TSA），购自青岛高科技工业园海博生物

技术有限公司；山苍籽精油，购自上海麦克林生化有

限公司；8- 苯胺基 -1- 萘磺酸，购自上海阿拉丁生化科

技股份有限公司；碱性磷酸酶试剂盒，购自苏州格锐

思生物科技有限公司；邻硝基苯 -β-D- 吡喃半乳糖苷，

购自上海源叶生物科技有限公司；DAPI 溶液，购自北

京索莱宝科技有限公司；细菌 DNA 提取试剂盒，购自

天根生化科技（北京）有限公司。

1.2 试验菌株

阪崎克罗诺杆菌，由课题组前期从 PIF 中分离获

得并经生理生化鉴定和分子生物学鉴定。

1.3 仪器与设备

SpectraMax i3x 多功能酶标仪，美谷分子仪器（上

海）有限公司；DHP-9272 电热恒温培养箱，上海一恒

科技有限公司；ZQPW-70 台式全温振荡培养箱，天津

市莱玻特瑞仪器设备有限公司；Bioscreen C 全自动生

长曲线仪，Oy Growth Curves Ab Ltd ；UV-2600 紫外分

光光度计，岛津仪器（苏州）有限公司；SU8010 场发

射扫描电子显微镜，日本日立公司；Deltavision OMX 
SR 超高分辨显微镜，美国 GE 公司。

1.4 方法

1.4.1 MIC和MBC测定

采用连续二倍稀释法测定山苍籽精油的 MIC，并

稍作修改 [16]   。将山苍籽精油用 TSB 培养基进行二倍梯

for C. sakazakii due to its action in destroying both the cell membrane and the DNA and interfering with the normal physiological 

activity of the bacteria, resulting in death. This study is expected to provide a theoretical basis for the development of the essential oil 

of L. cubeba as a new antibacterial agent.

Key words: Litsea cubeba oil; Cronobacter sakazakii; antibacterial; cell membrane; DNA 
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度稀释，添加 φ=1% 的吐温 80 促进乳化，并采用 TSB 培

养基调整阪崎克罗诺杆菌的菌液终浓度至 106 CFU/mL，
在 96 孔板上加入不同浓度的山苍籽精油和菌液各

100 μL，混匀后置于 37 ℃静置培养 24 h。利用酶标仪

测定 OD600 来评估细菌的生长，未显示 OD 增加的最

低浓度为 MIC。
在 MIC 实验后，将 100 μL 细菌悬液（经不同浓

度山苍籽精油处理）接种在平板上，均匀涂布，37 ℃
培养 24 h，没有细菌生长的最低浓度为 MBC [16]   。

1.4.2 时间生长曲线测定

按照 Guo 等 [17]   报道的方法测定时间生长曲线，并

稍作修改。利用 TSB 培养基稀释山苍籽精油至其终浓

度为 2、1、1/2、0 MIC 即质量浓度分别为 13.24、6.62、
3.31、0 μg·mL-1，同时调整阪崎克罗诺杆菌菌液终浓

度至 106 CFU/mL，将调整后的菌液与浓度分别为 2、
1、1/2、0 MIC 即质量浓度分别为 13.24、6.62、3.31、
0 μg·mL-1 的山苍籽精油等体积混合，并取 200 μL 加

至蜂窝板中，利用全自动生长曲线仪测定 OD600，每隔

2 h 测一次，连续测定 24 h，绘制菌的生长曲线。

1.4.3 山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌的抑菌机制

1.4.3.1 β-半乳糖苷酶活性测定

依据 Li 等 [18]   报道的方法测定山苍籽精油对阪崎克

罗诺杆菌杆菌细胞膜通透性的影响，并稍作修改。过

夜培养的阪崎克罗诺杆菌菌液经等体积浓度分别为 2、
1、1/2、0 MIC 即质量浓度分别为 13.24、6.62、3.31、
0 μg·mL-1 的山苍籽精油处理 5 h 后，8 000 r·min-1 离心

5 min，无菌 PBS 洗涤 3 次并重悬，向 5 mL 的悬液中

加入摩尔浓度为 0.75 mol·L-1 的邻硝基苯 β-D- 半乳吡

喃糖苷（O-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranoside, ONPG）

250 μL 并置于暗处反应 5 min，用紫外分光光度仪在

420 nm 波长处检测不同样品加 ONPG 前后的紫外分光

光度值。

1.4.3.2 碱性磷酸酶活性测定

使用碱性磷酸酶试剂盒测定碱性磷酸酶（Alkaline 
Phosphatase, AKP）活性。向过夜培养的阪崎克罗诺杆

菌菌悬液中等体积加入浓度分别为 2、1、1/2、0 MIC
即质量浓度分别为 13.24、6.62、3.31、0 μg·mL-1 的山

苍籽精油，37 ℃摇床培养 5 h 后，8 000 r·min-1 离心

5 min，取上清液，利用 AKP 试剂盒测定 AKP 活性。

1.4.3.3 扫描电子显微镜观察

依据 Guo 等 [17]   报道的方法测定山苍籽精油对阪崎

克罗诺杆菌细胞膜结构的影响，并稍作修改。向过夜

培养的阪崎克罗诺杆菌菌悬液中等体积加入浓度分别

为 2、1、1/2、0 MIC 即质量浓度分别为 13.24、6.62、

3.31、0 μg·mL-1 的山苍籽精油，37 ℃摇床培养 5 h 后，

6 000 r·min-1 离心 3 min，弃上清，菌体用无菌 PBS 洗

涤 3 次后，加入适量的戊二醛，4 ℃冰箱中固定过夜。

用 PBS 冲洗三次除去戊二醛，样品用 φ=50%、70%、

90% 和 100% 的乙醇梯度脱水后，冷冻干燥 4 h，并固

定喷金，粘样，使用扫描电子显微镜观察细胞的形态

结构。

1.4.3.4 大分子内容物泄露测定

大分子物质泄露的测定依据 Guo 等 [17]   报道的方法

开展，并稍作修改。向过夜培养的阪崎克罗诺杆菌菌

悬液中等体积加入浓度分别为 2、1、1/2、0 MIC 即质

量浓度分别为 13.24、6.62、3.31、0 μg·mL-1 的山苍籽

精油，37 ℃摇床培养 5 h 后，8 000 r·min-1 离心 5 min，
取上清液，通过 0.22 μm 微孔过滤器过滤，使用紫外

分光光度计测量 OD260 和 OD280 用于确定细胞中核酸

和蛋白质的泄露。

1.4.3.5 胞内DNA含量测定

依据 Lin 等 [19]   报道的方法测定山苍籽精油对阪崎

克罗诺杆菌胞内 DNA 含量的影响，并稍作修改。向

过夜培养的阪崎克罗诺杆菌菌液等体积加入浓度分别

为 2、1、1/2、0 MIC 即质量浓度分别为 13.24、6.62、
3.31、0 μg·mL-1 的山苍籽精油，37 ℃摇床培养 5 h 后，

利用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌体 DNA。取

2 μL 样品滴加到超微量分光光度计测量不同样品中

DNA 含量变化。

1.4.3.6 DAPI荧光染色

依据 Lin 等 [19]   报道的方法测定山苍籽精油对阪崎

克罗诺杆菌基因组 DNA 变化的影响，并稍作修改。

过夜培养的阪崎克罗诺杆菌菌液经等体积浓度分别为

2、1、1/2、0 MIC 即质量浓度分别为 13.24、6.62、3.31、
0 μg·mL-1 的山苍籽精油处理 5 h 后，8 000 r·min-1 离

心 5 min，无菌 PBS 洗涤 3 次，将菌体重悬在等体积

的 DAPI（质量浓度为 10 μg·mL-1）溶液中，暗处反应

30 min，8 000 r·min-1 离心 5 min 弃上清，菌体用无菌

PBS 洗涤 3 次并重悬。分别取 7 μL 不同的样品滴加到

载玻片上，盖上盖玻片，并利用指甲油封片过夜，置

于超高分辨显微镜中进行观察。

1.4.3.7 凝胶阻滞分析

按照 1.4.3.5 提取 DNA 的方法，利用细菌基因组

DNA 提取试剂盒提取阪崎克罗诺杆菌菌体 DNA。向

基因组 DNA 中等体积加入浓度分别为 2、1、1/2、0 
MIC 即质量浓度分别为 13.24、6.62、3.31、0 μg·mL-1

的山苍籽精油，37 ℃水浴 30 min，取 5 μL 的 DNA 加

入 2 μL 的 6×Loading Buffer 混匀，上样，进行 1 wt.%
的琼脂糖凝胶电泳，利用凝胶成像系统观察拍照。
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1.4.4 统计分析

所有的实验至少重复三次，使用 SPSS 27 软件对

实验数据进行分析（方差分析），并使用 Origin 2018
进行图形绘制。

2  结果与分析

2.1 山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌的MIC和
MBC

MIC 和 MBC 是评价抑菌剂抑菌性能的重要指标。

不同浓度山苍籽精油下阪崎克罗诺杆菌的 OD 值变化

如图 1 所示，随着山苍籽精油稀释液浓度的增大，

OD 值逐渐减少，当质量浓度超过 6.62 μg·mL-1，

OD 值为 0，即山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌的 MIC
为 6.62 μg·mL-1。不同质量浓度山苍籽精油作用下阪

崎克罗诺杆菌生长情况如表 1 所示，当山苍籽精油质

量浓度最低达到 13.24 μg·mL-1 时，没有细菌生长。因

此，13.24 μg·mL-1 为山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌的

MBC。综上结果表明，山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌

具有良好的抑菌效果。

图 1 山苍籽精油作用下阪崎克罗诺杆菌菌液的 OD 值变化图

Fig.1 OD value change of Cronobacter sakazakii bacterial 

solution under the action of Litsea cubeba oil

表 1  山苍籽精油作用下阪崎克罗诺杆菌生长情况

Table 1 Growth of Cronobacter sakazakii under the influence 

of Litsea cubeba oil

菌种 质量浓度 /(μg·mL-1)

阪崎克
罗诺杆菌

52.96 26.48 13.24 6.62 3.31 0

- - - + + +

注：“+”代表有菌生长，“-”代表无菌生长。

2.2 时间生长曲线分析

图 2 显示了山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌生长的影

响。当山苍籽精油质量浓度为 0 MIC 时，对照组中的阪

崎克罗诺杆菌在 2.5 h 后进入对数生长期，培养至 15 h 后

即进入稳定期，生长趋缓。当山苍籽精油质量浓度 1/2 

MIC 时，阪崎克罗诺杆菌延缓进入对数期，且在整个

生长周期内菌体的生长相对对照组受到一定的抑制。

当山苍籽精油质量浓度增加至 1、2 MIC 时，OD 值

几乎无变化，在整个周期内未见阪崎克罗诺杆菌生长

增殖，说明山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌具有很好的

抑制效果。

图 2 山苍籽精油作用下阪崎克罗诺杆菌的时间生长曲线图

Fig.2 Time growth curve of Cronobacter sakazakii under the 

action of Litsea cubeba oil

2.3 β-半乳糖苷酶活性测定

图 3 山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌的 β- 半乳糖苷酶活性的影响

Fig.3 Effects of Litsea cubeba oil on β-galactosidase activity 

of Cronobacter sakazakii

注：不同小写字母表示差异显著（P  ＜  0.05）。图 4、6、7 同。

ONPG 是一种乳糖类似物，能够被 β- 半乳糖苷酶

水解成半乳糖和 O- 硝基酚（O-nitrophenol, ONPE），
后者在 420 nm 紫外波长处有吸收峰。一般情况下，

ONPG 以很慢的速度透过细胞膜，但当细胞膜的通透

性提高时，ONPG 会大量的穿透细胞膜，增大了其在

420 nm 处紫外强度 [20]   。不同浓度山苍籽精油处理后的

菌液 β- 半乳糖苷酶活性随浓度的变化趋势如图 3 所示。

与对照组（0 MIC）相比，浓度为 1/2、1、2 MIC 的山

苍籽精油处理后，OD420 显著增加（P  ＜  0.05），分别为

对照组的 11.77、13.50、14.13 倍，表明阪崎克罗诺杆

菌细胞膜的通透性受到了山苍籽精油的影响，且随着
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山苍籽精油浓度的增加，细胞膜通透性逐渐增大，对

细胞的破坏效果越明显。此前也有研究结果表明，植

物精油处理可破坏菌体细胞膜，改变细胞膜通透性 [21]   ，

如 Li 等 [18]   在研究罗勒精油（Basil Essential Oil, BEO）

对单增李斯特菌细胞膜屏障和呼吸代谢的干扰机制时，

发现 1/2 MIC 浓度的 BEO 处理即可改变单增李斯特菌

细胞膜通透性，且菌体细胞膜通透性随着 BEO 浓度的

增加而增大。周瑾等 [22]   研究发现 2 MIC 的黄连提取物

处理后严重损伤了金黄色葡萄球菌细胞膜，导致其通

透性显著增大（P  ＜  0.01）。

2.4 碱性磷酸酶活性测定

广泛存在于生物体内的 AKP 与多种物质的代谢有

密切的关系，它是一种与膜结合的蛋白质，在完整的

细胞外是检测不到 AKP 活性的，但当菌体结构遭到破

坏后，就可以检测到其活性，因此测定 AKP 活性是判

断细胞膜完整性的重要指标之一。不同浓度的山苍籽

精油处理后对阪崎克罗诺杆菌的 AKP 活性影响由图 4
结果可知，山苍籽精油浓度为 1/2、1、2 MIC 的处理

组 AKP 活力分别为 0.06、0.10、0.19 U·mL-1，均大

于对照组（0 MIC）的 0.05 U·mL-1，即随着山苍籽

精油浓度的增大，处理组的 AKP 酶活分别增大至对

照组的 1.20、2、3.80 倍。由此推测山苍籽精油破坏

了细胞膜完整性，导致 AKP 发生泄漏，从而引起细

胞外 AKP 酶活性增加。Li 等  [23]   研究发现浓度 1 MIC
的山苍籽精油的处理对副溶血性弧菌的细胞壁、细胞

膜造成了严重破坏，导致 AKP 泄漏到细胞外环境中，

引起了胞外 AKP 活性增加，且 AKP 活性随着山苍籽

精油的浓度和处理时间的增加而增加。Lan 等  [24]   研

究发现浓度为 1 MIC 和 2 MIC 的牛至精油处理后破

坏了腐败希瓦氏菌细胞膜的完整性，引起 AKP 的释

放，导致腐败希瓦氏菌细胞外环境的 AKP 活性显著

增加（P  ＜  0.05）。

图 4 山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌的 AKP 活性的影响

Fig.4 Effects of Litsea cubeba oil on AKP activity of 

Cronobacter sakazakii

2.5 菌体微观形态分析

通过扫描电镜观察阪崎克罗诺杆菌经山苍籽精油

处理后细胞膜结构变化，结果如 5 所示。未经山苍籽

精油处理的空白对照组（图 5a）中，正常生长的阪崎

克罗诺杆菌呈杆状，菌体较饱满、形状规则，具有完

整的细胞膜结构。经山苍籽精油处理 5 h 后，阪崎克

罗诺杆菌的细胞形态发生了明显改变。1/2 MIC 山苍

籽精油处理后大部分菌体表面不再光滑，出现沟痕和

萎缩。当 1、2 MIC 的山苍籽精油处理后菌体细胞膜

损伤数量增加，几乎所有的细胞膜都出现破裂。这会

导致细胞内容物发生泄露，对细胞造成不可逆损伤，

也将造成阪崎克罗诺杆菌的非正常生长甚至死亡 [25]   。

Chang 等 [26]   发现菊花芽粗提液处理后可导致阪崎克罗

诺杆菌细胞发生变形、塌陷，对细胞造成严重损伤。

Yuan 等 [27]   通过扫描电镜观察发现 1 MIC 和 2 MIC 的

当归精油处理后荧光假单胞菌细胞膜出现收缩、破裂

和形态改变，细胞膜严重损伤，导致细菌死亡。Chen
等 [28]   发现 1/2 MIC 山苍籽精油处理后导致痤疮丙酸杆

菌细胞膜出现略微凹陷和起皱，1 MIC 和 2 MIC 山苍

籽精油处理后，细胞膜凹陷和褶皱明显，细胞膜损伤

严重。

图 5 不同浓度的山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌

细胞膜结构的影响

Fig.5 Effects of different concentrations of Litsea cubeba oil on 

cell membrane structure of Cronobacter sakazakii

注：图 a、b、c、d 依次为浓度为 0、1/2、1、2 MIC 的山

苍籽精油处理组。

2.6 大分子内容物泄露测定

完整的细胞膜能够提供细菌正常生长所需的相对

稳定的内环境，当细菌细胞膜遭到破坏时，会使菌体

胞内物质泄露，造成菌体死亡 [29]   。图 6 显示了山苍籽

精油对阪崎克罗诺杆菌细胞内核酸和蛋白质泄露的影

响。当山苍籽精油处理后，随着山苍籽精油浓度的增加，
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处理组的 OD260 和 OD280 处的吸光度值显著高于对照

组（0 MIC）（P  ＜  0.05），其中 1/2、1、2 MIC 处理组

的核酸泄漏量分别为对照组（0 MIC）的 1.02、1.03、
1.05 倍，蛋白质泄露量分别为对照组（0 MIC）的 1.01、
1.03、1.05 倍，表明山苍籽精油导致细菌细胞内核酸

和蛋白质泄露到胞外，且随着浓度的增大，核酸和蛋

白质的泄露越多。结合上述扫描电子显微镜的结果，

推测山苍籽精油破坏了阪崎克罗诺杆菌的细胞膜，导

致细胞内大分子物质泄露。Chang 等 [26]   研究发现，1/2 
MIC 浓度的菊花芽粗提液即可造成阪崎克罗诺杆菌细

胞膜破损，导致胞内核酸和蛋白质泄露，且泄露到胞

外的核酸和蛋白质的含量分别随着菊花芽粗提液处理

时间和浓度的增加而增大。Guo 等 [30]   研究发现 1 MIC
和 2 MIC 浓度的连翘精油处理破坏了金黄色葡萄球菌

细胞膜，导致细胞悬液中的核酸和蛋白质浓度增加。

图 6 山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌大分子内容物泄露的影响

Fig.6 Effect of Litsea cubeba oil on macromolecular content 

leakage from Cronobacter sakazakii

注：（a）山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌胞内核酸泄露的影

响；（b）山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌胞内蛋白质泄露的影响。

2.7 胞内DNA含量分析

胞内 DNA 不仅是遗传信息载体，而且对细菌的

增殖和分化具有重要的作用。当DNA受到损伤或破坏，

会严重干扰细菌的正常生理过程，从而对细菌的生长、

繁殖造成影响。经山苍籽精油处理后阪崎克罗诺杆菌

胞内 DNA 含量变化如图 7 所示。山苍籽精油可显著

降低阪崎克罗诺杆菌胞内 DNA 含量（P  ＜  0.05），随

着山苍籽精油作用的质量浓度从 0 MIC 增加到 2 MIC，
阪崎克罗诺杆菌的 DNA 质量浓度从 6.78 μg·mL-1下降

到 0.12 μg·mL-1。这可能是由于细胞膜结构的破坏造

成外泄或者胞内 DNA 本身遭到破坏，使其含量降低，

进而影响了菌体正常生长和繁殖能力。吴澄宇等 [31]   研

究发现韭花精油的主成分处理引起单增李斯特菌 DNA
质量浓度下降，严重阻碍了与 DNA 有关的生理活动，

最终导致菌体死亡。张承慧 [32]   研究发现 1 MIC 的丁香

精油处理使单增李斯特菌的 DNA 含量降低了 51.30%，

并推测可能是由丁香精油会阻碍核酸合成或丁香精油

破坏了细胞膜使得 DNA 泄露所致。

图 7 山苍籽精油对阪崎克罗诺杆菌胞内 DNA 含量的影响

Fig.7 Effects of Litsea cubeba oil on intracellular DNA content 

of Cronobacter sakazakii

2.8 DAPI荧光染色

DAPI 是一种荧光染料，可以穿透活细胞与胞内

DNA 结合发出蓝色荧光，常用于检测胞内 DNA 的变

化。不同浓度的山苍籽精油作用阪崎克罗诺杆菌后的

DAPI 荧光图片如图 8 所示。0 MIC 处理组的 DAPI 荧
光区域最大，经 1/2 MIC 山苍籽精油处理后阪崎克罗

诺杆菌的荧光区域呈现明显下降，且随着精油浓度的

增加至 1、2 MIC 时，荧光区域下降更明显。该结果

可能是与胞内 DNA 含量降低有关，也可能是因为山

苍籽精油与阪崎克罗诺杆菌的 DNA 发生了特异性结

合，导致 DAPI 与 DNA 的结合位点减少，进而降低

了 DNA 的 DAPI 荧光区域。Cui 等 [33]   在利用 DAPI 荧
光染色研究丁香精油对单增李斯特菌 DNA 的影响时，

发现用 1 MIC 的丁香精油处理的单增李斯特菌细胞荧

光强度显著低于对照组，并推测可能是丁香精油会阻

碍单增李斯特菌核酸的合成，使丁香精油处理组的核

酸含量明显低于对照组。Chang 等 [34]   在研究鱼腥草提

取物对阪崎克罗诺杆菌的抗菌机制时，利用 DAPI 荧
光染色检测胞内 DNA 变化，发现鱼腥草提取物处理
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后显著降低了 DNA 的 DAPI 荧光强度，并表明鱼腥

草提取物处理导致菌体胞内 DNA 含量降低。也有研

究学者推测 DNA 的 DAPI 荧光强度降低可能是由于

抑菌剂的活性物质与菌体的 DNA 发生了某种特异结

合，使得 DAPI 与 DNA 的结合位点减少，从而降低了

DNA 的 DAPI 荧光强度 [35]   。

图 8 山苍籽精油作用阪崎克罗诺杆菌后的 DAPI 荧光变化

Fig.8 Changes of DAPI fluorescence after treatment of 

Cronobacter sakazakii with Litsea cubeba oil

注：图 a、b、c、d 依次为浓度为 0、1/2、1、2 MIC 的山

苍籽精油处理组。

2.9 凝胶阻滞分析

图 9 凝胶阻滞分析山苍籽精油与阪崎克罗诺杆菌

DNA 的相互作用

Fig.9 Gel retarder analysis of interaction between Litsea cubeba 

oil and DNA of Cronobacter sakazakii

注：泳道 1、2、3、4、5 依次为 Marker 以及浓度为 0、1/2、1、

2 MIC 的山苍籽精油处理组。

采用 DNA 凝胶电泳实验探究山苍籽精油与阪崎

克罗诺杆菌 DNA 之间的相互作用，结果如图 9 所示。

对照组（0 MIC）阪崎克罗诺杆菌基因组 DNA 的凝胶

电泳图呈现明亮且清晰的条带，1/2、1、2 MIC 的山

苍籽精油处理组的 DNA 条带亮度相对变暗，表明山

苍籽精油能够与阪崎克罗诺杆菌基因组 DNA 相互作

用。此前，也有研究人员采用凝胶阻滞实验观察抑菌

剂与细菌基因组 DNA 的结合情况，如王瑞明等 [36]   在

研究 10-HDA 对枯草芽孢杆菌的抑菌机理时，通过凝

胶阻滞实验发现 10-HAD 能够与细菌基因组 DNA 结

合，进而阻滞 DNA 的复制，进一步使 DNA 的合成量

减少，进而达到抑菌的效果。黄燕飞 [37]   利用凝胶阻滞

试验发现黄连水提物能够与痢疾杆菌的基因组 DNA
发生紧密结合，并证实了痢疾杆菌 DNA 是抑菌药物

黄连水提物其中的一个作用靶点。

3  结论

本研究对山苍籽精油的抑菌活性并对其抑菌机制

进行了初步探索。结果表明，山苍籽精油对阪崎克罗

诺杆菌具有良好的抑制作用，对其 MIC、MBC 分别

为 6.62、13.24 μg·mL-1，且本研究以随机分离的野生

菌株为研究对象可以更真实的反应山苍籽精油在自然

环境中的抑菌效果。山苍籽精油的抑菌机制可能是破

坏了阪崎克罗诺杆菌细胞膜的完整性、通透性以及细

胞结构，进而影响细胞膜正常的功能和生理活性，导

致菌体死亡。另一方面通过影响菌体胞内 DNA 进而

发挥其抑菌作用，具体可分为以下两点：（1）山苍籽

精油破坏阪崎克罗诺杆菌细胞结构，引起胞内核酸的

外泄，从而降低内部DNA含量；（2）与DNA发生结合，

并可能通过干扰 DNA 的正常代谢，导致代谢合成过

程紊乱，从而达到抑菌目的。目前对山苍籽精油的抑

菌机制研究还不够深入，考虑到山苍籽精油中柠檬醛

的相对含量约占 60%~80%，是其主要的抑菌成分，所

以未来可从其主要抑菌成分柠檬醛入手并结合转录组

学技术进一步深化对其抑菌机制的认识，以便为未来

开发新型抑菌剂提供更精确的理论支持。
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