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复合抑菌剂对凉茶中腐败菌抑制的研究 
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摘要：对凉茶中的腐败菌进行分离鉴定得出其中腐败菌主要为革兰氏阳性芽孢杆菌（多粘芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、巨大芽孢

杆菌），通过对腐败菌的抑菌剂进行筛选和优化得出乳酸链球菌素（Nisin）、尼泊金复合酯、壳聚糖 3 种对腐败菌有明显的抑制作用

的抑菌剂。利用响应面方法对三种抑菌剂复合后的抑菌效果进行优化，应用 Box-Behnken 试验设计，建立 3 种抑菌剂的二次多项式

回归方程模型进行分析得出最佳复合抑菌剂配方，并对获得配方的抑菌效果进行验证，以检验响应面法的可靠性。 
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Abstract: Separation and identification of spoilage bacteria from herbal tea showed that the main  spoilage organisms in the herbal tea 

were Gram-positive Bacillus bacteria (Paenibacillus polymyxa,Bacillus pumilus and Bacillus megaterium). The better preservative for inhibition 

of the spoilage bacteria in herbal tea were found as Nisin, Nipagin ester and Chitosan. The formulation of a compound preservative with the 

three preservatives for enhanced efficacy was optimized by  response surface methodology. A quadratic polynomial regression model was built 

using Box-Behnken design, The best composite bacteriostatic agent formula  and the antibacterial effects of preservatives combination were 

validated. 
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目前，我国凉茶行业呈现几家规模化生产的龙头

品牌企业和几十家连锁经营的凉茶铺，不同企业在原

料及工艺方面还存在较大差别[1]，凉茶的原料来源很

难控制，数量上占绝大多数的作坊式的个体小摊档也

存在着规模小、设备落后及加工工艺粗放等特点，受

条件所限，凉茶易因微生物活动作用而发生腐败变质，

为了延长凉茶的保质期有必要对凉茶的腐败原因作深

入研究，并寻找一些有效的抑菌剂。 

Nisin 作为一种新型的生物抑菌剂具有安全、无毒

的特性，但是抑菌谱较窄，其能抑制大部分 G+菌及其

芽孢的生长和繁殖，但对 G-菌抑制效果不明显[2]。尼

泊金复合酯是高效、广谱、安全的抑菌剂，其对真菌、

细菌都有一定的抑制效果[3~4]。壳聚糖是一种天然高分

子聚合物，具有高效抑菌能力，良好的成膜性，并且

天然、无毒、无害，在食品的防腐保鲜方面有着较高

的应用价值[5]。响应面法是降低成本、优化加工条件 
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的一种有效方法，广泛地应用于农业、生物、食品、

化学等领域[6~7]。本实验采用响应面的方法对 3 种抑菌

剂的复配[8~9]进行研究，旨在为选择延长凉茶保质期的

复合抑菌剂提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

实验菌株（多粘芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、巨大

芽孢杆菌）是本实验室从凉茶中分离出来的腐败菌
[10]。 

营养琼脂培养基、营养肉汤培养基，广东环凯微

生物科技公司；乳酸链球菌素（Nisin），兰州伟日生

物工程有限公司；尼泊金复合酯，无锡江大百泰科技

有限公司；壳聚糖，上海崇明生化制品厂 

1.2  仪器与设备 

JA2003 型电子天平，上海精科天平；数显不锈钢

电热培养箱，HPX-9272 MBE型，上海博讯实业有限

公司医疗设备厂；手提式不锈钢压力蒸汽灭菌器，
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SYQ-DSX-280B型，上海申安医疗器械厂；牛津杯，

内径 6.0±0.1 mm,外径 7.8±0.1 mm，高10.0±0.1 mm 

1.3  方法 

1.3.1  菌悬液的制备 

将菌株活化后，以无菌操作的方法取一环菌至

100 mL营养肉汤液体培养基，于 36±1 ℃培养 24 h，

最终制备成浓度约为 106 cfu/mL的菌悬液，置于 4 ℃

冰箱备用。 

1.3.2  单一抑菌剂的抑菌效果实验 

通过牛津杯法测定每种抑菌剂最小抑菌浓度，确

定复合抑菌剂的浓度[11]。 

1.3.3  响应面试验设计 

采用 Design-ExpertV8 软件中的 Box-Behnken 试

验设计，对抑菌剂的抑菌效果进行响应面优化。考察

Nisin、尼泊金复合酯和壳聚糖的复合防腐效果。 

2  结果与讨论 

2.1  不同抑菌剂对凉茶腐败菌的影响 

利用牛津杯法测定不同抑菌剂对腐败菌抑菌圈的

大小,确定不同抑菌剂的抑菌性能,测定最小抑菌浓

度，试验结果如表 1。各抑菌剂对三种菌的最小抑菌

浓度均没有超过允许的最大使用量。通过这一实验结

果确定复合实验各抑菌剂的浓度选择。 

表 1 各种抑菌剂的最小抑菌浓度 

Table1 The results of the minimum inhibitory concentration 

MIC/% 
多粘芽 

孢杆菌 

短小芽 

孢杆菌 

巨大芽 

孢杆菌 

Nisin 0.005 0.004 0.004 

尼泊金复合酯 0.01 0.01 0.009 

壳聚糖 0.04 0.04 0.04 

2.2  复合抑菌剂对凉茶腐败菌的抑制 

2.2.1  响应面模型的建立与检验 

表 2 Box-Behnken 试验分析因素与水平设计表 

Table 2 Factors and levels of Box-Behnken design 

水平 
因素 

A (Nisin) B (尼泊金复合酯/%) C (壳聚糖/%) 

1 0.004 0.009 0.040 

0 0.005 0.010 0.050 

1 0.006 0.011 0.06 

根据单因素试验结果选取乳酸链球菌素、尼泊金

复合酯和壳聚糖 3 个因素为自变量，根据每种抑菌剂

最小抑菌浓度选取每个因素的 3 个水平，以（-1,0,1）

编码，以抑菌率为响应值，试验因素水平编码见表 2。 

抑菌率=[(对照菌落总数-加入抑菌剂菌落总数)]/对照

菌落总数×100。 

其中菌落总数的测定按照 GB/T4789.2-2010，采

用平板倾注法[12]。 

表 3 响应面试验设计方案及结果 

Table 3 Box-Behnken design and corresponding results 

试验

号 
A B C 

抑菌率% 

多粘芽 

孢杆菌 

短小芽 

孢杆菌 

巨大芽 

孢杆菌 

1 0.004 0.01 0.05 93.80 94.35 94.95 

2 0.005 0.011 0.05 94.93 95.68 96.18 

3 0.005 0.009 0.05 88.54 89.65 90.83 

4 0.004 0.01 0.03 80.65 81.75 82.48 

5 0.004 0.011 0.04 82.24 84.24 84.86 

6 0.005 0.01 0.04 99.62 99.99 99.88 

7 0.004 0.009 0.04 70.25 71.35 73.93 

8 0.005 0.01 0.04 98.27 98.23 98.98 

9 0.005 0.01 0.04 100.00 98.97 99.00 

10 0.005 0.01 0.04 99.00 100.00 98.76 

11 0.005 0.011 0.03 88.46 89.25 90.12 

12 0.006 0.011 0.04 88.98 89.15 91.23 

13 0.005 0.01 0.04 98.92 98.64 98.94 

14 0.006 0.01 0.05 97.89 98.47 98.69 

15 0.006 0.009 0.04 85.21 86.23 88.02 

16 0.005 0.009 0.03 76.45 78.28 79.18 

17 0.006 0.01 0.03 92.69 93.26 94.17 

表 4 响应面回归模型的方差分析 

Table 4 Variance analysis of the Box-Behnken design results 

方差来源 平方和 自由度 均方 F Prob>F 

模型 977.71 9 108.63 166.09 <0.0001 

A 161.01 1 161.01 246.17 <0.0001 

B 115.75 1 115.75 176.97 <0.0001 

C 150.51 1 150.51 230.11 <0.0001 

AB 14.90 1 14.90 22.78 0.0020 

AC 15.80 1 15.80 24.16 0.0017 

BC 7.81 1 7.81 11.94 0.0106 

A2 129.86 1 129.86 198.54 <0.0001 

B2 344.74 1 344.74 527.06 <0.0001 

C2 4.09 1 4.09 6.26 0.0409 

残差 4.58 7 0.65   

失拟项 3.81 3 1.27 6.56 0.0504 

纯误差 0.77 4 0.19   

注：R2=0.9953；R2
Adj=0.9893；R2

Pred=0.9368 

以表 2 的因素水平制备 17 组复合抑菌剂，其中，

中心点处重复 5 次，实施方案及结果见表 3。分别对

三种菌所得到的响应面模型进行方差分析(ANOVA)，

其中巨大芽孢杆菌结果如表4 所示。 
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方程模型的 F 值为 166.09 说明该模型具有显著

性，失拟项为 6.56，说明此模型可以应用于该实验。

方差分析的结果表明 A、B、C、AB、AC、BC、
A2、B2、C2 为模型的显著因素。R2＝0.9957，即该模

型可用于预测，并且 R2
Pred(0.9295)与 R2

Adj 值(0.9853)

相差不大，亦表明该响应面方程可以直接应用。相应

的响应面方程为： 

抑菌率(Y)＝99.11+4.49A+3.80B+4.34C-1.93AB- 

1.99AC-1.40BC-5.55A2-9.05B2-0.99C2 

2.2.2  响应面分析 

上图中等高线曲率较小，形状近似椭圆，表明三

者间的交互作用较显著。 

根据回归分析结果，选取代表菌巨大芽孢杆菌做

出相应的响应曲面图，考察拟合响应面的形状，从中

分析 Nisin、尼泊金复合酯、壳聚糖对抑菌率的影响，

结果如图 1、图 2、图 3。 

 

图 1 Y=f(A,B)响应面立体图和等高线图 

Fig.1 Response surface plot and contour plot for Y=f (A, B) 

图1中，Nisin含量固定时，抑菌率随尼泊金复合

酯浓度的增加而增加，含量增加到一定程度后，抑菌

率有所下降。同样地，尼泊金复合酯含量固定时，抑

菌率随Nisin浓度的增加而增加，含量达到一定程度

后，抑菌率有所下降。 

 

图 2 Y=f(A, C)响应面立体图和等高线图 

Fig.2 Response surface plot and contour plot for Y=f (A, C) 

 

图 3 Y= f(B,C)响应面立体图和等高线图 

Fig.3 Response surface plot and contour plot for Y= f (B, C) 

图2中，Nisin含量固定时，抑菌率随壳聚糖浓度

的增加而增加；壳聚糖含量固定时，抑菌率随Nisin浓

度的增加而增加，含量达到一定程度后，抑菌率有所

下降。图3中尼泊金复合酯含量固定时，抑菌率随壳聚

糖浓度的增加而增加；壳聚糖含量固定时，抑菌率随

尼泊金复合酯浓度的增加而增加，含量达到一定程度

后，抑菌率有所下降。 

2.2.3  最优抑菌条件的确定与验证 

综合以上分析，可得出由Nisin、尼泊金复合酯、

壳聚糖组成最优的复配配方，复合抑菌剂响应值Y为

最大，表明微生物的生长最受抑制。为检验响应面法

的可靠性，按照最佳复配配方优化的复合抑菌剂进行

实验验证，共进3次验证实验，测得抑菌率的平均值

100.00%，说明采用响应面法优化得到的实验参数真

实可靠，具有实用价值。 

3  结论 

试验对乳酸链球菌素（Nisin），尼泊金复合酯，

壳聚糖三种抑菌剂进行复配，研究了不同复配比的抑

菌剂对引起凉茶腐败变质的3种微生物(多粘芽孢杆

菌、短小芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌)的抑菌效果，结果

表明，乳酸链球菌素（Nisin），尼泊金复合酯，壳聚

糖复配成的溶液对3种微生物的生长有明显的抑制效

果。试验所得出的各种抑菌剂的添加量均未超过国家

标准，而且对能引起凉茶腐败的微生物有较好的抑制

效果，在生产中，一方面能够减少单一抑菌剂的用量，

降低化学抑菌剂对人体的危害，对人体健康有重要意

义；另一方面，还可节约成本，减少生产过程中的资

金投入，对生产实践有一定的指导意义。 
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