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L-甲硫氨酸改性微晶纤维素对革兰氏 
阳性菌的抑制作用
吴思邈1，杨海凡1,2，梁冠男2，孙昕炀1

（1.南京财经大学食品科学与工程学院，江苏 南京 210023；2.北京绿邦环保工程有限公司，北京 100176）

摘  要：为有效预防、处理食品中的微生物污染，本研究以微晶纤维素（microcrystalline cellulose，MCC）为原

材料，通过L-甲硫氨酸（L-methionine，L-Met）负载，制备得到了具有抗菌效果的L-Met改性MCC（M-MCC）。

通过微观形貌、元素组成分析等表征改性后M-MCC的形貌变化、元素变化以及稳定性，证明了L-Met成功接

枝。对M-MCC的体外抗氧化能力进行研究，发现其对2,2’-联氮双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)（2,2’-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)，ABTS）阳离子自由基有良好的去除效果，当M-MCC的质量浓度为20 mg/mL 

时，对ABTS阳离子自由基的清除率达到97.47%。而后通过最小抑菌浓度以及细菌生长曲线对M-MCC抑制单核细

胞增生李斯特菌（Listeria monocytogenes）、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）的效果进行研究。确定了

M-MCC对L. monocytogenes和S. aureus等革兰氏阳性菌有着较好的抑制效果，最小抑菌浓度和最小杀菌浓度分别为

15 mg/mL和30 mg/mL。最后，以L. monocytogenes和S. aureus为指示菌，研究了M-MCC对指示菌细胞膜通透性、

细胞膜完整性、细胞内容物以及DNA含量等多个方面的影响。相关结果表明，M-MCC处理对L. monocytogenes和 

S. aureus的生长有显著的抑制效果，到达对数生长期的时间相较无处理组有所推迟。相应的胞外电导率、核酸和蛋

白质的含量都有着明显的变化，且与处理时间密切相关。本研究表明M-MCC在抗菌应用方面具有巨大潜力。
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Abstract: In order to effectively prevent and treat microbial contamination in foods, L-methionine-modified microcrystalline 

cellulose (M-MCC) with antibacterial effect was prepared by loading L-methionine (L-Met) on microcrystalline cellulose 

(MCC). The morphology, element composition and stability of M-MCC were characterized, indicating the successful 

grafting of L-Met. M-MCC had a good scavenging effect on 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) 

cationic radicals, with a scavenging percentage of 97.47% at 20 mg/mL. M-MCC had a marked antibacterial activity against 

the Gram-positive bacteria Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus, with minimal inhibitory concentration and 

minimum bactericidal concentration of 15 and 30 mg/mL, respectively. Finally, the effect of M-MCC on the cell membrane 

permeability, cell membrane integrity, cellular contents and DNA content of the two bacteria was studied. The results showed 

that M-MCC treatment had a significant inhibitory effect on the growth of L. monocytogenes and S. aureus, and delayed the 

time taken to reach the logarithmic phase compared with the untreated group. Furthermore, it resulted in obvious changes in 

extracellular conductivity and the contents of nucleic acid and protein, which was closely related to the treatment time. This 

study shows that M-MCC has great application potential as an antibacterial agent.
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革兰氏阳性菌是能被革兰氏染色为深蓝色或紫色

的细菌，其细胞壁中含有大量的肽聚糖。由革兰氏阳性

菌引起的感染可能导致许多严重的疾病，包括败血症、

菌血症、肺炎和心内膜炎等 [1-2]。其中单核细胞增生李

斯特菌（Listeria monocytogenes）[3]和金黄色葡萄球菌

（Staphylococcus aureus）[4]是食品中常见的革兰氏阳性

菌。L. monocytogenes在环境中无处不在，在绝大多数

食品中都能找到。肉类、蛋类、禽类、海产品、乳制

品、蔬菜等都已被证实是L. monocytogenes的感染源。 

S. aureus感染引起中毒的食品种类较多，如奶、肉、蛋、

鱼及其制品。L. monocytogenes每年导致全球约23 000 例

严重感染，易感人群的死亡率超过30%[5]。2018年，欧盟

共有2 549 例侵入性L. monocytogenes确诊病例，每10万居

民中有0.47 例，1 469 例确诊病例中死亡率为15.6%，是

所有食源性疾病中死亡率最高的[6]。金黄色葡萄球菌是一

种共生细菌，可在人类的皮肤、鼻子和肠黏膜上繁殖[7]。 

无病征的工人可透过人手接触或呼吸道分泌物污染食

物，因而成为葡萄球菌导致食物中毒的源头。这种肠道

中毒是因进食受产生肠毒素的金黄色葡萄球菌污染的食

物而导致。细菌血症、感染性心内膜炎、骨关节、皮肤

和软组织感染以及器械相关感染是金黄色葡萄球菌引起

的主要疾病 [8-9]。食源性疾病带来的负面影响不仅局限

于某个人或某一处地方，其会深入到生活的各个方面，

食品的微生物污染问题也逐渐成为所有人共同关注的焦

点。因此，如何快速有效地杀灭食品中的致病微生物，

确保食品安全，对消费者及社会各方都具有十分重要的

意义。食品中微生物的抑制和去除方法也成为许多研究

者不断研究的课题。

为提高食品包装的抑菌能力，通常在包装中添加

抑菌材料[10-13]。常用的抑菌材料可分为无机抑菌材料和

有机抑菌材料。一些无机化合物具有一定的抗菌活性，

如银（Ag）、铜（Cu）、锌（Zn）等以及相应金属氧

化物[14-16]。此外，纳米颗粒和纳米技术也多用于无机抗

菌材料。无机抗菌材料最重要的特点是在热等的条件下

具有很好的稳定性[17]。同时，无机抑菌材料也存在抗霉

菌活性弱的缺点，因此在工业应用时通常会加大使用剂

量。有机抗菌剂对某些生物分子具有特异性。这一特性

使其在医疗、保健、食品包装薄膜等领域的应用更加广

泛[18-20]。有机抗菌剂又分为天然抗菌剂和合成抗菌剂两

大类。天然抗菌剂主要包括精油类、溶菌酶类、壳聚糖

类、细菌素类和酚类。合成抑菌剂包括季铵盐和其他活

性物质负载聚合物复合材料。目前，抗菌剂的发展方向

除了探索开发天然抗菌剂外，更多的是将天然抗菌剂负

载在聚合物材料上，从而在保留抑菌剂活性的条件下达

到增强其机械性能的效果。近年来，由于纤维素独特的

结构和性质，例如无毒环保、生物相融性好、可再生性

强等特点，又具备比表面积大、纳米结构精细、力学强

度良好和热膨胀系数较低等特点，纤维素可作为一种理

想的新型食品载体材料，被广泛应用于包括食品、造

纸、生物材料和制药行业的许多领域[21-22]。

纤维素来源广泛，年产量约为500亿 t。纤维素是由

β-D-吡喃葡萄糖通过β-1,4-糖苷键连接而成的线性高分子

化合物，具有良好的亲水性和化学修饰性，是自然界中

最丰富的生物大分子材料，是最适合合成绿色产品的原

料之一[23-25]。近年来，纤维素基抗菌剂的研究逐渐成为

抗菌研究的热门。纤维素可以作为性能优良的载体，运

用不同的改性方法能够使纤维素在具备较好抗菌效果的

同时满足差异化的需求。氨基酸是生物大分子蛋白质的

基本组成单位，是一类同时含有碱性氨基和酸性羧基的

两性化合物，目前一共有22 种氨基酸。按照人体能否自

行合成，可将氨基酸分为必需氨基酸和非必需氨基酸。

氨基酸的结构基本类似，性质的不同主要体现在R基的

不同。甘氨酸的R基为—H，不具备立体异构体，除甘

氨酸外的所有氨基酸都具备立体异构体，即存在D-型和 

L-型两种构型。氨基酸被广泛应用于食品和医药产业。

氨基酸具有丰富的官能团，且大部分氨基酸具有良好的

水溶性，是纤维素改性的一个良好选择对象[26-27]。

一些研究如含有五倍子草提取物的高吸水性交

联羧甲基纤维素 -聚乙二醇水凝胶 [28]（最小抑菌浓度

（minimum inhibitory concentration，MIC）为0.24 mg/mL） 

和由聚己内酯及醋酸纤维素制成、添加精油的同轴湿纺

纤维[29]（对S. aureus的MIC为2.06 mg/mL）虽然具备较低

的MIC，但一般都用于医学领域作为体外伤口敷料，难

以运用在食品中。此外，这些材料的制备还存在着提取

困难、合成复杂等问题。相较于其他材料，纤维素和氨

基酸均为绿色无害的天然化合物，可以广泛应用于食品

中，且合成原料便于获取、成本较低，通过高碘酸钠氧

化接枝的合成途径和条件也较为简单。
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本研究以食品中常见的L .  m o n o c y t o g e n e s和S . 
aureus两种革兰氏阳性菌为研究对象，以微晶纤维素

（microcrystalline cellulose，MCC）为载体，L-甲硫氨

酸（L-methionine，L-Met）为改性材料，设计开发一种

纤维素基抑菌材料L-Met改性MCC（M-MCC）。通过 

L. monocytogenes和S. aureus生长曲线等指标评价M-MCC

的抑菌效果，通过测定M-MCC处理后细胞膜通透性等指

标以评价M-MCC对L. monocytogenes和S. aureus细胞膜的

影响。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

L. monocytogenes购自美国农业部食品安全检验局；

S. aureus购自美国模式培养物集存库。

M C C  上海沪试实验室器材股份有限公司；

高碘酸钠、2 ,2 ’ -联氮双 (3 -乙基苯并噻唑啉 -6 -磺酸 )

（2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)，

ABTS）、L-Met、过硫酸钾、4’,6-二脒基-2-苯基吲哚

（4’,6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）（均为分析纯）  

上海麦克林生化科技有限公司；甲醇（色谱纯）、二甲

基亚砜（分析纯）、乙二醇（分析纯） 广东光华科技

股份有限公司；硼氢化钠（分析纯） 江苏强盛功能化

学股份有限公司；无水乙醇（分析纯） 无锡市亚盛化

工有限公司；盐酸（分析纯） 南京化学试剂股份有限

公司。

1.2 仪器与设备

JJ2000B电子天平 常熟双杰测试仪器厂；524G恒

温磁力搅拌器 上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司；

DHG-9240A电热鼓风干燥箱 上海一恒科学仪器有限 

公司；SCIENTZ-10N冷冻干燥机 宁波新芝冻干设备股

份有限公司；FE28 pH计、电导率仪 瑞士Mettler Toledo

公司；恒温培养箱 宁波江南仪器设备有限公司；BKQ-

B75L高压蒸汽灭菌锅 山东博科生物产业有限公司；

M2E全波长酶标仪 美国BioTek公司；紫外分光光度计 

上海精密科学仪器有限公司；LL 600300傅里叶变换红外

光谱（Fourier transform infrared spectroscopy，FTIR）仪  

美国PerkinElmer公司；Sigma 300扫描电子显微镜

（scanning electron microscopy，SEM）、LSM900激光共聚

焦显微镜 德国Zeiss公司。

1.3 方法

1.3.1 M-MCC的合成总流程

M-MCC的制备总流程如图1所示。
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图 1 NaIO4氧化法制备M-MCC总流程

Fig. 1 Reaction route for M-MCC preparation by NaIO4 oxidation method

1.3.2 MCC的氧化活化

原始的MCC样品性质较为稳定，难以直接进行接

枝。需采用高碘酸钠氧化法对MCC进行开环氧化，生成

双醛基纤维素（dialdehyde cellulose，DAC），再进行下

一步的接枝。

MCC氧化成DAC的步骤如下：准确称取24.063 g高

碘酸钠（NaIO4），用去离子水溶解，转移到250 mL容

量瓶中，超声30 min使其完全溶解。称取10 g MCC样品

粉末，置于烧杯中并加入所配的0.37 mol/L NaIO4溶液

250 mL，用0.1 mol/L的盐酸调节pH值到4左右。用锡纸

将烧杯完全包裹以营造黑暗条件，以40 ℃、600 r/min搅

拌180 min，随即加入6 mL乙二醇结束反应，调节pH值

到8左右再继续搅拌30 min，静置30 min。将所得到的悬

浮液倒入3 500 Da的透析袋中透析48 h，期间每8 h将析出

溶液更换为去离子水。经冷冻干燥后得到氧化的MCC， 

即DAC。

1.3.3 L-Met的功能化接枝

称取10 g上述所得DAC，根据DAC与所用L-Met物质

的量比为1∶1称取L-Met，并将二者混合在250 mL去离子

水中，在40 ℃、400 r/min的条件下搅拌混匀5 min后加入

5 mL二甲基亚砜，并继续搅拌反应6 h。然后加入5 g硼氢

化钠（NaBH4），静置至无气泡产生后，加入6 mL无水

乙醇终止反应。使用去离子水洗涤所得产物2～3 次后，

将所得产物转移至透析袋用去离子水透析48 h，期间每

8 h更换去离子水，以除去产物中掺杂的过量离子。最后

冷冻干燥得到最终产物M-MCC。

1.3.4 M-MCC表征分析

1.3.4.1 微观形貌及结构

采用SEM对改性后的M-MCC表面微观结构进行观

察，样品通过喷金提高电导率后进行测试，在不同放大

倍数下进行拍照。
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1.3.4.2 表面官能团和元素分析

通过 F T I R 对 M - M C C 进行表征，扫描范围为 

4 000～400 cm－1，以确定材料的成功合成。通过能量色

散X射线谱（energy dispersive spectrometer，EDS）以及

X射线光电子能谱（X-ray photoelectron spectroscopy，

XPS）测试M-MCC中各元素的分布和存在情况。

1.3.4.3 X射线衍射（X-ray diffraction，XRD）和热重

分析

通过X R D表征了M - M C C的晶体结构，射线为

CuKα，加速电压为40 kV，加速电流为15 mA，扫描速率

2°/min，扫描范围2θ为5°～90°。
通过热重分析仪（thermogravimetric analysis，

TGA）表征M-MCC的热稳定性和受热分解过程。

1.3.5 抑菌性能测定

1.3.5.1 M-MCC的体外抗氧化活性测定

将M-MCC加入去离子水中配制成不同质量浓度梯度

的悬浮液，质量浓度梯度设置为0.1、0.5、1、5、10、

20 mg/mL。

使用7 mmol/L的ABTS阳离子自由基溶液与过硫

酸钾溶液在25 ℃黑暗条件下反应12 h，以生成稳定的

氧化ABTS阳离子自由基。用0.2 mol/L磷酸盐缓冲液

（phosphate buffered saline，PBS）稀释ABTS阳离子自由

基溶液至用紫外分光光度计检测在734 nm波长处的吸光

度为0.65～0.75，保存溶液备用。稀释后的ABTS阳离子

自由基溶液取200 μL与20 μL不同浓度梯度的样品溶液混

匀，并在黑暗条件下静置反应10 min后在734 nm波长处

测定溶液的吸光度。同时以抗坏血酸作为反应的阳性对

照。ABTS阳离子自由基清除率按下式计算：

1ABTS /%
A1 A2

A0

100

式中：A0为空白实验组的吸光度（以超纯水代替样

品）；A1为样品吸光度；A2为标准组吸光度（以PBS替代

稀释后的ABTS阳离子自由基溶液）。

1.3.5.2 M-MCC的MIC和最小杀菌浓度（minimum 

bactericidal concentration，MBC）的确定

MIC是指无法以肉眼观察到细菌生长的抑菌剂最低

抑制浓度。MIC和MBC的测定：将得到的M-MCC以1、

5、10、15、20 mg/mL的质量浓度梯度溶解于10 mL的

无菌液体培养基中。液体培养基为3 g/100 mL的胰蛋白

大豆肉汤。向其中加入100 μL浓度为106 CFU/mL的菌悬

液，置于37 ℃恒温培养箱中培养24 h。观察菌体生长情

况和培养液浑浊情况，24 h后培养液依然澄清的M-MCC

最小浓度即为M-MCC的MIC。取100 μL培养液均匀涂布

在固体培养基表面，置于37 ℃恒温培养箱培养24 h，观

察菌落生长情况。没有菌落生长的最小M-MCC浓度即为

M-MCC的MBC。

1.3.5.3 M-MCC处理下细菌生长曲线测定

分别以1  MIC和2  MIC的M-MCC为处理组，空

白组不加入抗菌剂，向其中分别加入200  μL浓度为 

106 CFU/mL的菌悬液，置于恒温培养箱中37 ℃，每2 h在

600 nm波长处用酶标仪测定OD600 nm，并记录数据，绘制

细菌生长曲线。

1.3.5.4 M-MCC对细胞膜通透性的影响测定

将培养24  h的L.  monocy togenes和S .  aureus在 

8 000 r/min离心15 min，收集细胞沉淀，用无菌生理盐水

洗涤两次，重悬至OD600 nm＝0.6～0.8，作为初始菌溶液备

用。以2 mL L. monocytogenes菌悬液＋2 mL无菌葡萄糖

水为空白对照组，以2 mL菌悬液＋2 mL无菌葡萄糖水＋

2 MIC的M-MCC为1 MIC组，以2 mL菌悬液＋2 mL无菌

葡萄糖水＋4 MIC的M-MCC为2 MIC组。于37 ℃恒温培

养6 h。在8 000 r/min将不同培养时间的混合液分别离心

15 min，保留上清液，过0.22 μm的滤膜，并用电导率仪

测定过滤后上清液的电导率。

1.3.5.5 M-MCC对细胞内容物的影响测定

通过测定细菌细胞核酸及蛋白质的泄漏情况确定

M-MCC对细菌细胞内容物的影响，其中利用紫外分光光

度计在260 nm波长处测定核酸吸收峰，在280 nm波长处

测定蛋白质吸收峰。

将培养24 h的L. monocytogenes和S. aureus在8 000 r/min

离心15 min，并收集细胞沉淀，用无菌PBS洗涤两次，重

悬至OD600 nm＝0.6～0.8，作为初始菌溶液备用。以4 mL

菌悬液为空白对照组，以4 mL菌悬液＋MIC的M-MCC为

1 MIC组，以4 mL菌悬液＋2 MIC的M-MCC为2 MIC组。

于37 ℃恒温培养0、30、60、90、120、150、180 min。

在8 000 r/min将不同培养时间的混合液分别离心15 min，

保留上清液，过0.22 μm滤膜，使用紫外分光光度计分别

测定260 nm和280 nm波长处的吸光度。

1.3.5.6 M-MCC对细胞DNA含量的影响测定

将培养24 h的L. monocytogenes和S. aureus在8 000 r/min 

离心15 min，并收集细胞沉淀，用无菌PBS洗涤两次，重

悬至OD600 nm＝0.6～0.8，作为初始菌溶液备用。以2 mL

菌悬液为空白对照组，以2 mL菌悬液＋MIC的M-MCC为

1 MIC组，以2 mL菌悬液＋2 MIC的M-MCC为2 MIC组。

于37 ℃恒温培养4 h。向各组中加入20 μL 1 mg/mL的

DAPI，充分混匀并在遮光条件下反应10 min。取20 μL溶
液滴加至载玻片上，加盖玻片，通过激光共聚焦显微镜

（64×）进行观察，激光共聚焦显微镜的激发波长设置

为405 nm，发射波长设置为461 nm。

1.4 数据处理

实验数据及图由Excel 2021软件和Origin 2021 Pro软

件处理。
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2 结果与分析

2.1 表征分析结果

2.1.1 微观形貌及结构分析

为了了解L-Met修饰对MCC形貌结构的影响，观

察MCC和M-MCC的微观形貌和结构变化，采用SEM对

MCC和M-MCC成像，结果如图2所示。与具有多孔结

构、呈现短棒状的MCC相比，L-Met修饰的M-MCC表现

出更粗糙的表面，呈片状分布，且表面覆盖有颗粒状纤

维。这种表面结构改变可能有助于增加M-MCC对细菌的

接触面积，进而提高抗菌活性，这有待进一步的确定。

5 µm 1 µm

A B

10 µm 1 µm

C D

A、B. MCC在5 μm和1 μm水平下的微观形貌；

C、D. M-MCC在10 μm和1 μm水平下的微观形貌。

图 2 MCC与M-MCC的微观形貌

Fig. 2 Microstructures of MCC and M-MCC

2.1.2 表面官能团及元素分析

使用FTIR对改性前的MCC和改性后的M-MCC表面官

能团进行表征，结果如图3所示。在3 337、1 634、1 430、

1 320、1 166 cm－1和1 031 cm－1处MCC和M-MCC具有相

同的峰，分别对应—OH拉伸振动峰、—OH弯曲振动

吸收峰、—H—C—H—面内弯曲振动峰、—O—C—H 

面内弯曲振动峰、—C—O—C—不对称拉伸振动峰 

和—C—O—拉伸振动峰，这证明改性后MCC骨架结构

不变，说明L-Met的接枝并没有破坏纤维素的基本骨架结

构[30]。—C—S—C—的红外吸收峰出现在1 024 cm－1处，

1 630～1 680 cm－1碳氧伸缩振动和1 460～1 550 cm－1氮氢

弯曲振动证明了酰胺键的存在[31]，间接证明了L-Met成功

接枝到MCC表面。

4 000 3 500 3 000 2 500 2 000 1 500 1 000 500
/cm 1

3 337 1 430
1 634

MCC
1 166

1 031

M-MCC

图 3 MCC和M-MCC的FTIR

Fig. 3 FTIR of MCC and M-MCC

为了进一步了解M-MCC的元素分布情况，采用

SEM-EDS和XPS分别对C、O、N、S进行元素分析。

M-MCC中的元素分布情况如图4A所示，包含C、O、

N、S的EDS总谱图如图4B所示，可以看出，在M-MCC

上可以检测到N、S元素，而这两种元素MCC本身不具

备，由于L-Met接枝负载在MCC上而出现，这证明L-Met

成功接枝到了MCC上。在能谱总谱图中能够观察到N、S

的特征峰，也证明了这一结论。
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A. EDS能谱图；B. EDS能谱总谱图；C. XPS能谱图。

图 4 M-MCC的表面官能团分析

Fig. 4 Surface functional group analysis of M-MCC

如图4C所示，M-MCC由于分子中N、S元素含量较

少，全谱分析中并未能直接看到N元素（N1s）和S元素

（S2p）的结合峰。M-MCC的C1s结合能为286.11 eV，
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O1s结合能为532.5 eV。进一步对N1s和S2p的特征谱峰进

行精细扫描分析，由峰形可以判断出N、S元素的存在，

但其较小的峰面积和峰强度也证实了N、S元素在M-MCC

中含量较低[32]。M-MCC的原子百分比如表1所示。由XPS

所得到的N、S元素在M-MCC上的原子百分比仅为0.94%和

0.55%，而C、O元素原子百分比则高达57.61%和40.91%。

表 1 M-MCC的元素分析

Table 1 Elemental analysis of M-MCC

元素 C O N S 总计

原子百分比/% 57.61 40.90 0.94 0.55 100

2.1.3 XRD和TGA

如图5A所示，15.6°、22.6°和34.8°处的衍射峰分别

为纤维素的（1～10）（110）、（200）和（004）晶

面[33]。没有观察到纤维素晶体形态的明显变化。改性后

的M-MCC在22.6°处的特征峰略有增强，这可能是因为

L-Met的负载使得MCC中非晶态区域有效降解，结晶强度

增加，有利于M-MCC的稳定性。
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图 5 MCC和M-MCC的XRD谱图（A）以及M-MCC的热重曲线和 

微分热重曲线（B）

Fig. 5 XRD patterns of MCC and M-MCC (A) and thermogravimetric 

curves and differential thermogravimetric curves of M-MCC (B)

如图5B所示，M-MCC在开始加热后开始缓慢产生

质量损失，M-MCC在温度达到112.05 ℃左右时质量损

失达到4.728%，而后质量随温度上升损失十分缓慢。温

度到达153.08 ℃，M-MCC开始快速分解，产生较大的质

量损失，且质量损失速率在320.46 ℃时达到最大值，在

356.84 ℃时，M-MCC结束快速分解状态，恢复慢速降

解。在温度上升到526.34 ℃时，M-MCC热解基本结束，

质量不再有大的损失，此时M-MCC在升温过程中损失的

质量达到73.87%。M-MCC在热解刚开始的质量损失都是

由于水分的蒸发和小分子化合物的降解而造成。随着温

度的进一步升高，M-MCC出现大规模的质量损失现象，

而后在较高的温度结束快速热解状态。

2.2 M-MCC的体外抗氧化活性分析

如图6所示，在M-MCC质量浓度为0.1、0.5、1、

5、10、20 mg/mL时，M-MCC对ABTS阳离子自由基的

清除率分别为（30.67±3.35）%、（43.51±10.53）%、

（ 5 2 . 3 8 ± 6 . 9 9 ） % 、 （ 8 2 . 0 3 ± 6 . 4 5 ） % 、

（93.55±3.63）%、（97.48±2.30）%。当M-MCC质量

浓度较低时（0～1 mg/mL），M-MCC对ABTS阳离子

自由基的清除能力较弱，清除率小于52.38%，M-MCC

抗氧化能力较差；当M - M C C质量浓度逐渐上升时 

（1～5 mg/mL），M-MCC对ABTS阳离子自由基的

清除能力急剧上升，清除率由52.38%上升到82.03%；

当M-MCC质量浓度由5 mg/mL提高到10 mg/mL时，

M-MCC对ABTS阳离子自由基的清除率高于90%；当

M-MCC的质量浓度提高到20 mg/mL时，M-MCC对ABTS

阳离子自由基的清除率达到97.47%，已接近抗坏血酸的

抗氧化效果。
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图 6 M-MCC对ABTS阳离子自由基的清除效果

Fig. 6 Scavenging effect of M-MCC on ABTS cationic radicals

2.3 M-MCC的MIC和MBC

通过不同浓度的M-MCC抗菌实验发现，M-MCC质量

浓度在15 mg/mL时，培养液在培养24 h后仍然澄清，所测

得的M-MCC的MIC和MBC分别为15 mg/mL和30 mg/mL。

从12 h和24 h的平板菌落可以看出，15 mg/mL以上的

M-MCC对L. monocytogenes和S. aureus都具有较好的抑制

效果（图7）。这可能是由于L. monocytogenes和S. aureus
都是革兰氏阳性菌，细胞壁与细胞膜结合不紧密，细胞

壁结构较为简单。
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图 7 M-MCC对L. monocytogenes（A）和S. aureus（B）的抗菌效果

Fig. 7 Antibacterial effect of M-MCC on L. monocytogenes (A) and  

S. aureus (B)

2.4 M-MCC细菌生长曲线测定

在M-MCC存在下的细菌生长曲线即为M-MCC对细

菌的抑菌动力学曲线，可以用来表示细菌的生长代谢情

况和规律。L. monocytogenes的生长曲线如图8A所示，

未做任何处理的对照组呈现为典型的“S”型曲线，从

8 h开始上升，到12 h左右到达整个生长曲线的对数期中

期，表明L. monocytogenes的生长状态正常。在MIC的处

理下，可以看出M-MCC对L. monocytogenes的生长具有一

定的抑制作用，培养至16 h后曲线才出现上升趋势。而

在2 MIC的作用下，L. monocytogenes几乎没有生长，24 h

的OD600 nm仅为0.25左右，M-MCC对L. monocytogenes的抑

制作用效果极其显著。这表明M-MCC能够在一定程度上

推迟L. monocytogenes的对数生长期，且作用效果与其剂

量有关。M-MCC对S. aureus的抑制效果较差，S. aureus
对照组在开始培养的4～10 h即进行了快速的繁殖，并于

10 h左右达到繁殖的巅峰，而1 MIC条件下的M-MCC将

这一过程推迟了近6 h，同时也降低了S. aureus生长到最

高处的OD600 nm。此外，2 MIC条件下的M-MCC处理仍

然对S. aureus的生长有较好的抑制作用，2 MIC处理的

S. aureus生长曲线仅在18 h后有小幅度的上涨。
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图 8 L. monocytogenes（A）和S. aureus（B）的生长曲线

Fig. 8 Growth curves of L. monocytogenes (A) and S. aureus (B)

2.5 M-MCC对细胞膜通透性的影响

如图9所示，与未处理的L. monocytogenes组相比，

在1 MIC处理下，胞外电导率呈现上升的趋势，这种情况

在2 MIC处理下表现得更加明显。这是因为活的细菌细

胞拥有完整的细胞膜，能够选择性的控制膜内外的物质

跨膜运输，所以胞外电导率较为稳定。而M-MCC处理过

的L. monocytogenes、S. aureus胞外电导率上升，这说明

M-MCC可能改变了细胞膜的通透性，或是破坏了细菌细

胞膜，从而导致细菌胞内离子和聚合物转移到悬液中，

造成电导率的变化。

MIC 2MIC
0

40

20

60

80

aa

b

b

b
a

/
µS

/c
m

L. monocytogenes
S. aureus

同一菌株不同字母表示差异显著（P＜0.05）。

图 9 M-MCC处理对L. monocytogenes和S. aureus胞外电导率的影响

Fig. 9 Effect of M-MCC treatment on the extracellular conductivity of 

L. monocytogenes and S. aureus

2.6 M-MCC对细胞内容物的影响

核酸和蛋白质是生物细胞的重要组成部分，一般

情况下，核酸和蛋白质等大分子不会跨过活细胞的细

胞膜运输，因此，核酸和蛋白的泄漏情况可以一定程

度上反映出细菌细胞膜的完整性。如图10所示，经过

1 MIC和2 MIC处理后L. monocytogenes和S. aureus的

OD260 nm和OD280 nm均有一定程度的上升，这说明部分 

L. monocytogenes和S. aureus细胞的核酸和蛋白质泄漏到上

清液中，即M-MCC对细菌细胞膜的完整性产生了影响，

使菌体细胞死亡，导致核酸和蛋白质泄漏。各处理组均在

反应3 h左右核酸和蛋白的吸光度达到峰值，之后核酸和

蛋白吸光度无明显变化，即细菌的胞内核酸和蛋白不再泄

漏。所用M-MCC的浓度越高，上清液中核酸和蛋白质检

出量越多，即对细菌细胞的破坏越严重。
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下标1、2.分别为核酸、蛋白泄漏情况。

图 10 M-MCC处理对L. monocytogenes（A）和S. aureus（B） 

细胞内容物泄漏情况的影响

Fig. 10 Effect of M-MCC treatment on leakage of cellular contents of  

L. monocytogenes (A) and S. aureus (B)

2.7 M-MCC对细胞DNA含量的影响

DAPI是一种能够和DNA具有极强结合能力的荧光

染料，能够透过完整的细胞膜，因此一般用于活细胞的

染色。利用DAPI的过膜能力，使之与L. monocytogenes
活细胞的DNA相结合，观察M-MCC对L. monocytogenes
细胞D N A的影响。如图 1 1所示，对照组无处理的 

L. monocytogenes细胞荧光强度较强，而经过1 MIC和 

2  M I C处理的细胞荧光强度明显降低。这说明经过

M-MCC处理的细胞DNA发生了泄漏，细胞内DNA含量降

低，这也与核酸泄漏情况相符合。

10 µm 10 µm

A1 A2

10 µm 10 µm

B1 B2

10 µm 10 µm

C1 C2

A～C.分别为对照、1 MIC、2 MIC；下标1、2.分别为处理0、4 h。

图 11 M-MCC处理后的L. monocytogenes激光共聚焦图像

Fig. 11 Confocal laser microscopic images of L. monocytogenes  

treated by M-MCC

3 结 论

本研究成功制备了具有抑菌效果的M-MCC抑菌

剂，用以应对食品中L. monocytogenes和S. aureus的污

染。通过SEM、EDS、FTIR、XPS、XRD和TGA表征

改性后M-MCC的形貌变化、元素变化以及稳定性，

结果表明L-Met成功接枝。对M-MCC的体外抗氧化能

力进行研究，发现其对ABTS阳离子自由基有着良好

的去除效果。而后通过MIC以及细菌生长曲线进行了

M-MCC对L. monocytogenes和S. aureus抑菌效果的研究。

确定了M-MCC对L. monocytogenes和S. aureus的MIC为

15 mg/mL。细菌生长曲线表明M-MCC能推迟指示菌的

对数生长期。这可能与革兰氏阳性菌独特的细胞壁结

构有关。通过研究细胞膜通透性、细胞膜完整性、细

胞内容物以及DNA含量等多个方面，分析了M-MCC对

L. monocytogenes和S. aureus细胞膜的作用。相关结果表

明，M-MCC处理对L. monocytogenes的生长有显著的抑

制效果，相应的胞外电导率、核酸和蛋白质的含量都发

生明显的变化，且与处理时间的长短密切相关。综上，

M-MCC可能是直接作用于L. monocytogenes的细胞膜表

面，较低浓度的M-MCC可增加细菌细胞膜的通透性，破

坏细菌胞内外电解质平衡，从而抑制细菌的生长；较高

浓度的M-MCC则剧烈作用于细菌细胞膜表面，破坏细菌

的细胞膜结构，使细胞死亡并释放出原本胞内的核酸和

蛋白质等大分子，从而起到抑菌的作用。表明M-MCC抗

菌剂在抗菌应用方面潜力巨大。
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