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丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌的抑制机理
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摘  要：为探讨丁香酚对海产品冷藏过程中优势腐败菌（腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌）的抑制作用及其机制，本

实验先测定丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌的最小抑菌浓度（minimal inhibitory concentration，MIC），然后

分别研究了0.5 MIC、1 MIC、2 MIC对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌生长曲线的影响，通过对比分析丁香酚处理前

后细胞的破坏情况，发现细胞外OD260 nm和OD280 nm、钾离子和碱性磷酸酶的水平均上升，细胞内三磷酸腺苷酶活力

下降；从丁香酚处理后的扫描电子显微镜图像可看出，完整光滑的菌体出现裂解、粘黏现象，结合傅里叶变换红外

光谱所呈现的代表脂质、蛋白质等分子成分官能团的改变，可以得出丁香酚能够破坏细胞壁，并使细胞膜通透性增

大、细胞内容物流出，最终导致细胞死亡。
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Abstract: In order to investigate the inhibitory effect and underlying mechanism of eugenol on the dominant spoilage 
bacteria of Shewanella putrefaciens and Pseudomonas fluorescens during seafood cold storage, the minimal inhibitory 
concentrations (MICs) of eugenol against S. putrefaciens and P. fluorescens were determined, and then the inhibitory effects 
of eugenol atdoses of 0.5 MIC, 1 MIC and 2 MIC on the growth of S. putrefaciens and P. fluorescens were studied. The 
damage caused by eugenol to the cell membrane was measured. The results showed that the optical density (OD) at 260 and 
280 nm wavelengths of extracellular substances, the content of potassium ions (K+) and the activity of alkaline phosphatase 
(AKP) increased on average, and the activity of intracellular ATPase decreased. Scanning electron microscopic (SEM) 
images and Fourier transform infrared spectra showed that eugenol destroyed the cell wall, and increased the permeability of 
the cell membrane, leading to leakage of cell contents and finally cell death.
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海产品具有丰富的营养价值，深受消费者的喜爱。

但在贮藏和运输过程中，由于内源蛋白水解酶活性的增

大和细菌的生长繁殖，会使产品品质下降，造成其经济

价值和食用价值的下降[1]。腐败希瓦氏菌（Shewanella 
p u t r e f a c i e n s）和荧光假单胞菌（P s e u d o m o n a s 
fluorescens）是低温肉和水产品中主要的革兰氏阴性优势

腐败菌，革兰氏阴性菌的细胞壁结构复杂，包括外膜和

肽聚糖[2]。腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌可以在缺氧条

件下快速繁殖，并将三甲胺-N-氧化物还原为三甲胺，水

解蛋白质和脂肪，产生令人不愉快的鱼腥味，导致感官

上的不可接受性。Lyu等[2]发现肉桂油与γ射线结合对腐败

希瓦氏菌有很强的抑菌效果。Zhang Nannan等[3]研究发现

银杏叶提取物会破坏腐败希瓦氏菌的细胞壁和细胞膜；

Wright等[4]发现法地榄仁果提取物可以抑制腐败希瓦氏菌

的生长，防止鱼肉腐败。Yao Xiaolin等[5]探究了川陈皮

素和橘皮素可破坏荧光假单胞菌细胞膜的通透性，抑制

蛋白质合成，延缓代谢；Tyagi等[6]发现空气负离子与挥

发油蒸气的联合作用对荧光假单胞菌的抑制作用更加明

显。Ferreira等[7]发现季铵化合物苄基十二烷基氯化铵可

通过离子和疏水相互作用与荧光假单胞菌细胞膜结合，

导致膜特性和功能发生变化。

为了保持食品的安全性并降低食品中容易导致高血

压的盐含量，植物精油及其提取物在食品工业中的应用

逐渐增多[8]。丁香酚是丁香油的主要成分，对细菌和真

菌有很强的抑制作用，是一种良好的天然抑菌剂，它可

以破坏微生物细胞膜，使膜内蛋白质和脂质泄露。其兼

具抗菌、消炎、抗氧化特性，因此在食品、医疗、化妆

品和个人保健产品中的应用备受关注[9]。钱卫东等[10]研

究了丁香酚对耐药性大肠杆菌的抑菌作用；Zhang Yi[9]和

Jafri[11]等分别研究了丁香酚对牙龈卟啉单胞菌、白色念珠

菌和变形链球菌的单生物膜和混合生物膜的抑菌机理。虽

然已有很多学者研究了丁香酚对致病菌的抑菌机理，但是

目前对其作用于海产品腐败菌的抑菌效果和抑菌机理知之

甚少。因此，本研究尝试用多种方法揭示丁香酚对腐败希

瓦氏菌和荧光假单胞菌的抑菌机理，为海产品保鲜中天然

安全的植物源保鲜剂开发提供了理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

腐败希瓦氏菌WS13从4 ℃贮藏下的凡纳滨对虾中分

离得到；荧光假单胞菌ATCC27853购于北京北纳创联生

物技术研究院；丁香酚（纯度大于98%）购于上海阿拉

丁试剂有限公司；碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，
AKP）、三磷酸腺苷（adenosine triphophate，ATP）酶试

剂盒购于南京建成生物工程研究所。

1.2 仪器与设备

全自动微生物生长曲线分析仪 芬兰Bioscreen公司； 

MIRA3场发射扫描电子显微镜 泰思肯贸易（上海）有

限公司；Nicolet iS5 FT-IR傅里叶变换红外光谱（Fourier 
transform infrared spectroscopy，FTIR）仪 美国赛默飞

世尔有限公司。

1.3 方法

1.3.1 最小抑菌浓度测定

采用二倍梯度稀释法 [12]配制不同质量浓度的丁香

酚。在选择性液体培养基中培养腐败希瓦氏菌和荧光假

单胞菌，用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，
PBS）稀释，使其菌体浓度约为106 CFU/mL。在96 孔板

中，每孔加入10 µL细菌悬液、100 µL丁香酚、100 µL培
养基，使丁香酚的最终质量浓度分别为93.75、187.5、
375、750、1 500 mg/L。对照组1加入100 µL质量分数

2.5%的二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）和

10 µL细菌悬液，对照组2加入100 µL无菌水和10 µL细菌

悬液，在30 ℃下培养24 h，在培养时间内没有观察到细

菌明显生长时丁香酚的浓度为最小抑菌浓度（minimal 
inhibitory concentration，MIC），实验重复3 次。

1.3.2 生长曲线绘制

参考侯温甫等[13]的方法并稍作修改。在选择性液体

培养基中培养腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌，用PBS稀
释，获得约106 CFU/mL的菌液。将不同质量浓度的丁香

酚（终质量浓度分别为0（对照）、0.5 MIC、1 MIC、

2 MIC）加入悬液管中培养48 h，用全自动微生物生长曲

线分析仪测定OD600 nm，每2 h测一次，并以时间为横坐

标，光密度值为纵坐标绘制生长曲线。

1.3.3 AKP活力的测定

AKP活力测定采用AKP试剂盒。在液体培养基中加

入108 CFU/mL细菌悬液和终质量浓度分别为0（对照）、

0.5 MIC、1 MIC、2 MIC丁香酚溶液，然后在摇床中以

150 r/min和30 ℃的条件培养3 h。最后分别于0 h和3 h各
取1 mL培养液8 000 r/min离心10 min，然后用AKP试剂

盒测定上清液中AKP的活力。对照组以DMSO代替丁香

酚，实验重复3 次。

1.3.4 蛋白质和核酸的测定

参考Xiang Qisen等 [14]方法，并稍作修改。在选择

性液体培养基中培养腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌，用

PBS稀释，获得约106 CFU/mL的菌液，将终质量浓度为

0（对照）、0.5 MIC、1 MIC、2 MIC丁香酚溶液分别加

入至1 mL 106 CFU/mL菌悬液中，在摇床中以150 r/min、
30 ℃条件培养3 h后，取其上清液的10 倍稀释液测得

OD280 nm和OD260 nm。重复实验3 次，每次设置3 个平行。

1.3.5 K＋含量的测定

通过1.3.3节中的方法获得上清液，用K＋试剂盒分别

检测0 h和3 h上清液中K＋的含量，实验重复3 次。
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1.3.6 ATP酶活力的测定

采用ATP酶试剂盒检测ATP酶活力。通过1.3.3节中的

方法获得上清液及沉淀，离心后除去上清液，用液氮破碎

细菌。分别于0 h和3 h测定ATP酶活力，实验重复3 次。

1.3.7 FTIR分析分子结构

采用FTIR法[15]对细菌分子结构的变化进行分析，在

细菌培养液中加入终质量浓度为1 MIC的丁香酚，对照组

加入等体积的DMSO。在摇床中以30 ℃、150 r/min培养

6 h，然后取培养悬液以8 000 r/min离心10 min，去上清

液，用PBS清洗细胞两次，冷冻干燥后，用FTIR仪对干

燥的细菌细胞进行分析。

1.3.8 扫描电子显微镜观察

采用扫描电子显微镜观察丁香酚对细菌的损伤情

况。沉淀细胞由1.3.7节中的方法获得，接着用体积分数

2.5%戊二醛溶液固定细胞4 h，然后在PBS中漂洗两次，

每次10 min，再置于30%～100%的乙醇中脱水，真空冷

冻干燥后喷金，扫描电镜观察细菌的细胞形态。

1.4 数据统计与分析

采用SPSS 19.0软件（单因素方差分析）和Origin 8.5
软件对数据分别进行显著性分析和图表的制作。

2 结果与分析

2.1 丁香酚的MIC
不同质量浓度丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞

菌的抑菌作用见表1。丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单

胞菌的MIC均为750 mg/L，DMSO无抑菌作用[16]。

表 1 丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌的MIC

Table 1 MICs of eugenol against Shewanella putrefaciens and 

Pseudomonas fluorescens

菌株
丁香酚质量浓度/（mg/L）

1 500 750 375 187.5 93.75
腐败希瓦氏菌 － － ＋ ＋ ＋
荧光假单胞菌 － － ＋ ＋ ＋

注：＋.能观察到细菌明显的生长；－.细菌无明显生长。

2.2 丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌生长曲线的

影响

从图1A可以看出，对照组的细菌生长活性较高，在

开始的20 h内迅速增加，之后几乎不再生长。随着丁香酚

质量浓度的增加，丁香酚的抑制作用越明显。0.5 MIC丁
香酚处理的腐败希瓦氏菌在培养的前16 h受到抑制，随后

进入对数生长期，后期OD600 nm下降可能是培养基的消耗

所致。1 MIC和2 MIC处理组无细菌生长。

如图1B所示，丁香酚对荧光假单胞菌的抑制作用主

要表现为延迟其对数生长期，0.5 MIC时的丁香酚对荧光

假单胞菌的抑制作用在前14 h受到抑制，随后迅速增加，

24 h后高于对照组。可能是丁香酚延迟了荧光假单胞菌的

对数生长期[17-18]。1 MIC和2 MIC处理组无细菌生长。这

一结果与之前测定MIC的结果相似。
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图 1 丁香酚对腐败希瓦氏菌（A）和荧光假单胞菌（B）生长曲线的影响

Fig. 1 Effect of eugenol on the growth of Shewanella putrefaciens (A) and 
Pseudomonas fluorescens (B)

2.3 丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌AKP活力的

影响
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小写字母不同表示0、3 h组间存在显著性差异（P＜0.05）。图3、4同。

图 2 丁香酚对腐败希瓦氏菌（A）和荧光假单胞菌（B） 

AKP活力的影响

Fig. 2 Effect of eugenol on the activity of AKP in Shewanella 
putrefaciens (A) and Pseudomonas fluorescens (B)

A K P是一种位于细胞壁和细胞膜之间的磷酸单

酯酶，菌悬液中A K P活力可以反映细菌细胞壁的完 

整性[19]。如图2所示，两种细菌在不加丁香酚的情况下，

两菌株酶活力稳定在0.13左右，经1 MIC丁香酚处理3 h
后，腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌实验组的OD值分别从

0.125和0.128增加到0.42和0.36。且OD值随着丁香酚质量

浓度增加而增加。这些结果表明丁香酚显著增加了细胞
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壁的通透性，使得AKP流出，这意味着细菌细胞壁的完

整性已经被破坏。细胞壁具有固定细胞形状，使细胞具

有一定机械强度以避免渗透压等其他外力对细胞损害的

作用，失去细胞壁的保护，细菌极易死亡[20-21]。

2.4 丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌蛋白质和核

酸的影响

表 2 丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌蛋白质和核酸的影响

Table 2 Effect of eugenol on protein and nucleic acid in Shewanella 
putrefaciens and Pseudomonas fluorescens 

菌株 光密度值 对照 0.5 MIC 1 MIC 2 MIC

腐败希
瓦氏菌

OD280 nm 0.151 0.170 0.210 0.217
OD260 nm 0.104 0.190 0.251 0.447

荧光假
单胞菌

OD280 nm 0.103 0.116 0.147 0.186
OD260 nm 0.112 0.214 0.294 0.429

从表2可以看出，丁香酚处理后的腐败希瓦氏菌和

荧光假单胞菌的蛋白质和核酸释放量明显增加，OD260 nm

的增加比OD280 nm更为明显，且与丁香酚的质量浓度成正

比，这与陈梦玲等[22]研究牛至精油使腐生葡萄球菌紫外

吸收物质泄漏的结论相似。可能是因为与丁香酚接触后

细胞膜通透性增加，导致核酸和蛋白质从细胞内释放到

细胞外，使其吸光度增大[23]。加入1 MIC丁香酚的实验组

与对照组比较有显著性差异。这与Zhang Yi等[9]所研究的

丁香酚杀菌作用的结果相似。

2.5 丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌K＋泄漏量

的影响
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图 3 丁香酚对腐败希瓦氏菌（A）和荧光假单胞菌（B）K＋渗漏的影响

Fig. 3 Effect of eugenol on potassium ion leakage from Shewanella 
putrefaciens (A) and Pseudomonas fluorescens (B)

由图3可以看出，丁香酚引起两种细菌K＋泄漏量显

著增加（P＜0.05）。经0.5 MIC丁香酚处理后，腐败希

瓦氏菌和荧光假单胞菌培养液的上清液中K＋含量分别由

1.08、1.09 mmol/g增加到6.08、5.57 mmol/g，且随着丁

香酚质量浓度的增加，K＋含量越多，说明丁香酚越能增

大细胞膜的通透性，使细胞膜损伤，导致细菌中K＋的泄

漏，这与Liu Guorui等[24]对双歧杆菌导致李斯特菌细胞泄

漏的研究结果相似。

2.6 丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌ATP酶活力

的影响

ATP酶是糖酵解过程中促进细胞代谢和生产ATP的
胞内酶[25]。如图4所示，在两种细菌中加入1 MIC丁香酚

后，腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌的ATP酶活力分别下

降了70.8%和73.2%（P＜0.05），且下降的程度与丁香酚

的质量浓度呈正相关，丁香酚能显著抑制ATP酶的活性。

ATP酶的低水平也间接导致细胞因缺乏能量而死亡[26]。
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图 4 丁香酚对腐败希瓦氏菌（A）和荧光假单胞菌（B） 

ATP酶活力的影响

Fig. 4 Effect of eugenol on the activity of ATPase in Shewanella 
putrefaciens (A) and Pseudomonas fluorescens (B) 

2.7 FTIR分析结果
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图 5 加入丁香酚4 h后的腐败希瓦氏菌的FTIR图

Fig. 5 Infrared spectra of Shewanella putrefaciens after exposure to 

eugenol for 4 h
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图 6 加入丁香酚4 h后的荧光假单胞菌的FTIR图

Fig. 6 Infrared spectra of Pseudomonas fluorescens after exposure to 

eugenol for 4 h

FTIR可以间接表征腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌暴

露于丁香酚的死亡诱导机制，反映丁香酚加入前后两种

菌的分子组成变化。3 300 cm－1与2 800 cm－1之间的吸收

峰代表脂质的官能团，1 237 cm－1左右的吸收峰代表与

磷脂双层相关的磷酸二酯；1 657、1 546、1 455 cm－1和

1 399 cm－1的吸收峰代表蛋白的官能团：1 650 cm－1的吸

收峰代表α-螺旋结构中的酰胺I，1 546 cm－1的吸收峰代

表蛋白质酰胺的N—H键，1 455 cm－1和1 399 cm－1的吸收

峰代表小区结构蛋白；1 078 cm－1的吸收峰代表核酸的官

能团；在1 235 cm－1的吸收峰代表磷酸二酯键的不对称拉

伸，与磷脂双层有关[27]。

由图5、6可知，经1 MIC丁香酚处理后的腐败希瓦氏

菌和荧光假单胞菌大分子发生了明显变化，与对照组相

比，经丁香酚处理的腐败希瓦氏菌在3 272 cm－1（脂质）

和1 237 cm－1（磷酸二酯）处的吸收峰强度分别明显减

弱和增强，这表明丁香酚可以破坏细胞膜的磷脂双分子

层。对照组1 078 cm－1处吸收峰与处理后1 050 cm－1处吸

收峰位置偏移，可以看出丁香酚使核酸部分流出并破坏

了其结构。在1 644、1 530、1 456 cm－1和1 399 cm－1处吸

收峰强度明显增加，表明丁香酚改变了膜蛋白的二级结

构。经过丁香酚处理后的荧光假单胞菌与腐败希瓦氏菌

不同之处在于2 390～2 851 cm－1的峰强度几乎不变，但

峰面积减少，这也表明丁香酚破坏了细胞膜的磷脂双分

子层；在1 649、1 546、1 456 cm－1和1 396 cm－1处吸收峰

强度明显减弱，表明丁香酚改变了膜蛋白的二级结构。

因此，丁香酚通过破坏细胞膜来抑制细菌的生长繁殖，

这与Liu Ming等[28]研究海带中分离的解聚褐藻糖胶对金黄

色葡萄球菌和大肠杆菌影响的结论相似。

2.8 扫描电子显微镜观察结果
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图 7 经丁香酚处理后的腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌 

扫描电子显微镜图像

Fig. 7 SEM images of Shewanella putrefaciens and Pseudomonas 
fluorescens treated with eugenol

由图7可以看出，未加入丁香酚的腐败希瓦氏菌呈现

出完整的杆状，并且彼此间无粘黏，经过1 MIC丁香酚处

理4 h后，许多腐败希瓦氏菌开始聚集成堆，可能是细胞

膜破损，细胞内容物泄露使它们粘连在一起，杆状出现

断裂，细胞发生了明显的变形。经丁香酚处理前后的荧

光假单胞菌之间的对比也同样明显，正常的荧光假单胞

菌分散均匀，呈完整短杆状，而经丁香酚处理后的荧光假

单胞菌细胞也遭到了明显的破坏，细胞和细胞之间发生粘

黏现象。因此，从扫描电子显微镜图像中可以明显看出丁

香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌细胞膜的破坏，失去

了细胞膜的保护，细胞因不能正常生长而死亡[29]。

3 结 论

数据显示丁香酚对腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌的

MIC均为750 mg/L。1 MIC丁香酚能明显抑制腐败希瓦氏

菌和荧光假单胞菌生长，丁香酚破坏了细胞膜使其细胞

内的核酸、蛋白质泄漏到细胞外，K＋含量、AKP活力升

高和胞内ATP酶活力下降，可以看出细胞壁遭到破坏、

细胞膜的通透性增加、细胞内溶物发生泄露，导致细胞

无法正常进行生命活动而死亡。从丁香酚处理前后的扫

描电子显微镜图像可看出完整光滑的菌体出现裂解、粘

黏现象，结合傅里叶变换红外光谱呈现的代表脂质、蛋

白质等分子成分官能团的改变，进一步说明了丁香酚对

腐败希瓦氏菌和荧光假单胞菌的抑制机理。本实验为海

产品保鲜中天然安全的植物源保鲜剂的开发提供了理论

依据。
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