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原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌的抑制作用及机理 
 

石超，郭都，张文婷，刘志远，郭晓，郝旭昇，杨逸菲，孙怡，夏效东 
（西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西杨凌 712100） 

摘要：本文通过检测原儿茶醛（PC）对阪崎克罗诺肠杆菌的最小抑菌浓度及对生长曲线的影响，分析其抑菌效果；利用场发射

扫描电镜，观测 PC 对阪崎克罗诺肠杆菌细胞形态的影响；利用多种荧光探针检测 PC 对细菌细胞膜完整性、胞内 pH、胞内 ATP 浓

度、膜电位的作用，探明其可能的抑菌机理。结果表明：PC 对阪崎肠杆菌的最小抑菌浓度为 0.625~1.25 mg/mL，PC 使细菌生长速率

和最大菌体浓度显著减小。扫描电镜结果表明 PC 使菌体干瘪皱缩，丧失原本的棒状杆菌形态。同时，浓度为 2MIC 和 4MIC 的 PC

使细胞膜完整性分别降低 49.0%和 50.7%，使胞内 pH 由 6.87 降低为 5.67 和 4.47，使胞内 ATP 浓度由 1.824 μmol/L 降低为 0.01 μmol/L

以下，并且使细菌细胞膜出现去极化。综上所述，PC 对阪崎克罗诺肠杆菌有良好的抑制效果，其可能的抑菌机理是影响细胞膜的通

透性，原儿茶醛有潜力作为天然抑菌剂在婴幼儿食品或其他食品中使用。 
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Abstract: To investigate the antibacterial activity of protocatechualdehyde (PC), the minimum inhibitory concentrations (MICs) of PC 

against C. sakazakii strains and the effect of PC on C. sakazakii growth curves were determined. The effect of PC on the cell morphology of C. 

sakazakii was observed under field emission scanning electron microscope. In addition, the impacts of PC on cell membrane integrity, 

intracellular pH (pHin), intracellular adenosine triphosphate (ATP) concentration and membrane potential were measured using multiple 

fluorescent probes to elucidate its possible antibacterial mechanism. The results showed that the MICs of PC against C. sakazakii strains ranged 

from 0.625 to 1.25 mg/mL, and the addition of PC significantly reduced the specific growth rate and the maximum optical density of C. 

sakazakii. Electronic microscopy observations indicated that C. sakazakii cells exposed to PC had a wrinkled surface and lost the typical 

structure of Corynebacterium spp. In addition, PC treatments at concentrations of 2MIC and 4MIC reduced cell integrity by 49.0% and 50.7%, 

respectively, and caused a decrease in pHin of C. sakazakii from 6.87 to 5.67 and 4.47, respectively; the PC treatments reduced the intracellular 

ATP concentration from 1.824 μmol/L to less than 0.01 μmol/L. In addition, cells treated with PC showed depolarized cell membranes. In 

conclusion, PC had good antibiotic activity against C. sakazakii, and its possible mechanism of action was to affect the permeability of the cell 

membrane. PC has the potential to be used as a natural antibacterial agent in infant formula or other foods. 
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阪崎克罗诺肠杆菌（Cronobacter sakazakii）是一

种食源性条件致病菌，它能够引起新生儿、婴幼儿、 
免疫能力低下的成年人患有脑膜炎、菌血症和坏死性

小肠结肠炎等多种疾病，致死率高达 50~80%[1]，并且，

幸存者常引发长期且严重的神经并发症[2]。2008 年，

Iversen等将阪崎肠杆菌（Enterobacter sakazakii）重新

定义为一个新的属-克罗诺菌属，目前，克罗诺菌属包

括 7 个种：阪崎克罗诺杆菌、丙二酸盐克罗诺杆菌、

都柏林克罗诺杆菌、莫金斯克罗诺杆菌、尤尼沃斯克

罗诺杆菌、康帝蒙提克克罗诺杆菌和苏黎世克罗诺杆

菌。其中，阪崎克罗诺肠杆菌是婴幼儿乳粉中最常见
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的菌种[3]。阪崎克罗诺肠杆菌也在其他自然环境中广

泛存在着，如土壤、水、食品加工环境、乳制品、肉

干、蔬菜和大米，其污染途径非常广泛[4]。 
食品保藏常使用化学防腐剂来防治污染或腐败的

发生，延长保鲜期，但由于化学防腐剂易导致病原菌

产生抗药性、造成环境污染、存在毒副作用和残留问

题，影响到食品的安全性，直接威胁到消费者的人身

安全和健康[5]。在实际生产中，控制阪崎克罗诺肠杆

菌也常用热杀菌的方式[6]，然而，热处理方式通常会

影响产品的感官品质和营养，不被消费者广泛接受。

除了物理及化学的灭活方法，近年来使用植物源抑菌

剂控制食源性致病菌的污染备受关注。植物源抑菌物

质是指可以直接利用或提取植物的根、茎、叶、花、

果、种子或其次生代谢物质具有杀菌作用的活性物质
[7]。植物源抑菌物质在自然界分布广泛，并且存在多

种生理活性，符合国内外一贯提倡的“天然、营养、多

功能”的食品添加剂的发展方针。 
原儿茶醛（3,4-二羟基苯甲醛，C7H6O3）是葡萄

藤叶和大麦中的一种多元酚，也是中草药丹参的水溶

性成分之一[8]。研究表明，原儿茶醛具有抑制动脉粥

样硬化，抗氧化和抗炎等多种生物活性[9]。已有研究

表明原儿茶醛对土传性病原细菌青枯雷尔氏菌有着良

好的抑制效果，原儿茶醛改变了青枯雷尔氏菌的细胞

结构和形态，并且能够降低其生物膜的形成能力[10]。

Prachayasittikul等[11]研究表明原儿茶醛对邻单胞痢疾

杆菌的最小抑菌浓度≤60 µg/mL，然而抑菌机制并未

报道。原儿茶醛对食源性致病菌阪崎克罗诺肠杆菌的

抑菌效果并未研究，并且其对细菌生长及对细胞膜通

透性的影响鲜有报道。 

本试验首先评价原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌的

抑制作用，随后通过检测其对阪崎克罗诺肠杆菌生长

曲线和生长动力模型、细胞形态、细胞膜完整性、胞

内 pH、胞内 ATP 及膜电位的影响，以探讨其对阪崎

克罗诺肠杆菌的抑菌机制，旨在为研究植物源抑菌剂

对阪崎克罗诺肠杆菌的抑制作用及机理提供新的思

路，也为原儿茶醛的开发、使用提供可靠的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

原儿茶醛（HPLC≥98%）购于成都曼斯特生物科

技有限公司；胰蛋白胨大豆琼脂（Tryptone soya agar，
TSA），胰蛋白胨大豆肉汤（Tryptone soya broth，TSB）
购 于 北 京 陆 桥 技 术 有 限 公 司 ； LIVE/DEAD® 

BacLightTM 细菌活性检测试剂盒购于赛默飞世尔科技

公司；cFDA-SE 荧光探针购于美国 Sigma 公司；ATP
检测试剂盒购于碧云天生物技术公司；DIBAC4(3)荧
光探针购于美国 Sigma 公司；其他所用有机溶剂均为

国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

细菌培养箱 GHX-9050B-2 上海福玛试验设备有

限公司；低温冷冻离心机 5804R 德国 Eppendorf 公司；

分光光度计 Smart SpecTM plus 美国 BIO-RAD 公司；

微生物全自动生长曲线分析仪芬兰 Bioscreen 公司；场

发射扫描电镜 S-4800 日本 Hitachi 公司；多功能酶标

仪 InfiniteTM M200 PRO 瑞士帝肯集团公司；超声波裂

解仪 SCIENTZ-IID 宁波新芝生物科技股份有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  菌种活化 
将冻存于-80 ℃的阪崎克罗诺肠杆菌采用划线法

在 TSA 平板上活化，随后挑取单菌落接种于 30 mL 
TSB 中，将培养液置于 37 ℃培养 18 h，培养后的菌

悬液经离心（5000 r/min，15 min，4 ℃）去除上清液，

用磷酸盐缓冲溶液（Phosphate buffered saline，PBS）
洗涤菌体沉淀，反复两次洗涤后，用一定量 PBS 的悬

浮菌体沉淀，测定并调整菌悬液的 OD600nm=0.5，使菌

液浓度约为 108 CFU/mL。 
1.3.2  最小抑菌浓度（Minimum Inhibitory 
Concentration，MIC）的测定 

菌液制备同 1.3.1，使用 PBS 缓冲溶液洗涤菌体

两次，并重悬浮于 PBS 缓冲溶液中，测定并调整菌悬

液的 OD600nm=0.5。将 24 孔酶标板中添加 1 mL 无菌

TSA 培养基，冷却至 45 ℃。添加原儿茶醛于 TSA 中，

使原儿茶醛的浓度为 5 mg/mL、2.5 mg/mL、1.25 
mg/mL、0.625 mg/mL、0.3125 mg/mL 和 0 mg/mL（对

照组）。待培养基冷却凝固后，将 2 μL 菌悬液滴加至

培养基中央，将样品置于 37 ℃培养箱中培养 24 h 后

观察结果。将肉眼观察不到阪崎克罗诺肠杆菌生长的

原儿茶醛的最低浓度作为原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆

菌的最小抑菌浓度。同时，试验设置阴性对照（不含

有原儿茶醛的TSA培养基）和阳性对照（含有1 mg/mL
氨苄西林的 TSA 培养基）。 
1.3.3  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌生长曲线

及生长动力模型影响的测定 
菌液制备同 1.3.1，使用 TSB 肉汤洗涤菌体两次，

并重悬浮于 TSB 肉汤中，测定并调整菌悬液的

OD600nm=0.5，并将菌悬液稀释 100 倍，使菌液浓度为

106 CFU/mL，将菌悬液加入 96 孔酶标板中，每孔 125 
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μL。使用 TSB 肉汤配制原儿茶醛溶液，在加样孔中分

别添加 125 μL 原儿茶醛溶液，使原儿茶醛的浓度为

MIC、1/2MIC、1/4MIC、1/8MIC、1/16MIC 和 0。将

原儿茶醛溶液与菌悬液吹打混匀，将样品置于微生物

全自动生长曲线分析仪中，设置培养温度 37 ℃，培

养时间 24 h，每 1 h 检测 1 次吸光度，波长为 600 nm。

以时间(h)为横坐标，菌悬液 OD600nm的值为纵坐标，

绘制生长曲线。 
选取修正 Gompertz 模型拟合阪崎克罗诺肠杆菌

的生长状况，并表征其生长参数。修正 Gompertz 的模

型表达式为： 
ODt=A+(B-A)exp{-exp[-μ(t-M)]}           （1） 
μmax=(B-A)μ/e                           （2） 
其中，ODt表示在 t 时的菌液浓度；t 表示培养时间(h)；B

表示最大的菌液浓度；A 表示初始菌液浓度；M 为菌株达到指

数期所用的时间(h)；µ 为指数期的相对生长速率(ΔOD600/h)；

µmax为最大生长速率(OD600/h)；利用 SPSS 软件中的非线性回归

方法拟合 A，B，µ，M 和 µmax等参数值，以相关系数 R2作为

评估因子模型的拟合度。 

1.3.4  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌细胞形态

的影响 
菌液制备同 1.3.1，使用 PBS 洗涤菌体，并调整

菌悬液 OD600nm=0.5。向菌悬液中添加不同浓度的原儿

茶醛，使原儿茶醛的浓度为 0、2MIC 和 4MIC，将样

品置于37 ℃培养箱中培养4 h。随后离心（5000 r/min，
15 min，4 ℃）去除上清液，使用 PBS 清洗菌体并离

心。使用 2.5%的戊二醛-PBS 溶液悬浮细菌并置于

4 ℃中静置12 h。随后以PBS和无菌水分别清洗菌体，

并加入 1%的锇酸浸泡细菌进行固定。5 h后去除锇酸，

使用 30%、50%、70%、80%和 90%的酒精梯度洗脱

菌体。最后使用 100%酒精悬浮菌体。吸取菌悬液滴

加至洁净的玻片上干燥，将玻片贴附在载物台上，表

面喷金处理，放入场发射电子显微镜中进行观察拍照。 
1.3.5  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜完

整性的影响 
菌液制备同 1.3.1，使用 0.85%的生理盐水洗涤菌

体两次，并重悬浮于 0.85%的生理盐水中。将相同体

积菌悬液分别加入20 mL的生理盐水和70%的异丙醇

溶液中，于 25 ℃培养箱中培养 1 h。将生理盐水处理

组定义为活菌组，异丙醇溶液处理组定义为死菌组。

随后使用 0.85%生理盐水洗脱菌体 3 次，并对两种处

理后的菌悬液进行吸光度的调节，使两种菌液的

OD600nm=0.5，且二者的 OD600nm 吸光度值相差不超过

0.01。 

取活菌组菌悬液并添加原儿茶醛，使原儿茶醛的

浓度为 0、2MIC 和 4MIC，置于 37 ℃孵育 30 min。
随后菌液离心（10000 r/min，1 min，4 ℃）并用生理

盐水洗涤菌体一次，并重新悬浮于生理盐水中。将样

品添加于黑色酶标板中，同时以不同体积活菌组菌悬

液和死菌组菌悬液设置标准曲线组（活菌比例：0%、

10%、50%、90%和 100%）。将 SYTO/PI 的 2X 染料

加入加样孔中，充分吹打混匀。将样品置于 25 ℃孵

育 10 min，使用多功能酶标仪检测荧光强度。其中绿

色荧光染料 SYTO 的激发波长为 485 nm，发射波长为

542 nm。红色荧光染料 PI 的激发波长为 485 nm，发

射波长为 610 nm。含有原儿茶醛（0、2MIC 和 4MIC）
但不含有菌悬液的 0.85%生理盐水为背景空白组，各

试验组的荧光强度均减去对应背景荧光强度。 
1.3.6  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌肠杆菌胞

内 pH 的影响 
菌液制备同 1.3.1，使用磷酸钾缓冲溶液洗涤菌

体，并调整菌悬液 OD600nm=0.5。使用 HEPES 缓冲溶

液洗涤菌体两次，并将菌体重新悬浮于磷酸钾缓冲溶

液中。菌悬液中加入 cFDA-SE 荧光探针使其终浓度为

3 μmol/L，置于 37 ℃培养箱中孵育 20 min，随后使用

磷酸钾缓冲溶液洗涤一次，重新悬浮，加入葡萄糖使

其终浓度为 10 μmol/L，置于 37 ℃培养箱中孵育 30 
min，最后用磷酸钾缓冲溶液洗涤菌体两次，加入磷

酸钾缓冲液重浮菌体。在菌悬液中添加原儿茶醛，使

原儿茶醛的浓度为 0、2MIC 和 4MIC，将样品置于

37 ℃培养箱中培养 20 min。 
试验设置标准曲线组：使用甘氨酸（50 mmol/L）、

氯化钾（50 mmol/L）、柠檬酸（50 mmol/L）、磷酸二

氢钠（50 mmol/L）配制 pH 缓冲液，并用氢氧化钠，

盐酸调节 pH 为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 和

10.0。使菌体悬浮于不同 pH 缓冲液中，并添加尼日利

亚菌素溶液和缬氨霉素溶液，使阪崎克罗诺肠杆菌胞

内外 pH 相等。将样品及标准曲线组添加于黑色酶标

板中，使用多功能酶标仪检测样品的荧光强度，分别

设定激发波长为 490 nm 和 440 nm，发射波长为 520 
nm，绘制试验标准曲线并计算样品的胞内 pH。 
1.3.7  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌胞内 ATP
的影响 

菌液制备同 1.3.1，使用 PBS 洗涤菌体两次，并

调整菌悬液 OD600nm=0.5。将原儿茶醛加入菌悬液中，

使原儿茶醛的浓度为 0、2MIC 和 4MIC，置于 37 ℃
培养箱中孵育 30 min。取出培养箱中的样品，进行冰

浴超声（超声机探头插入菌悬液，每超声 3 s，停止 
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7 s；60 个循环）裂解菌体，随后将样品在 100 ℃温

度下处理 2 min 灭活 ATP 酶。将样品离心（5000 r/min，
5 min，4 ℃）并取上清液保存于冰上以防止 ATP 损

失。胞内 ATP 检测使用 ATP 检测试剂盒，在 96 孔白

色酶标板中添加 125 μL 检测工作液及 125 μL 样品上

清液，使用多功能酶标仪检测化学发光强度。含有原

儿茶醛（0、2MIC 和 4MIC）但不含有菌悬液的 PBS
溶液为背景空白组，各试验组的荧光强度均减去对应

背景荧光强度。 
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1.3.8  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌膜电位的

影响 
菌液制备同 1.3.1，使用 PBS 洗涤菌体两次，测

定并调整菌悬液的 OD600nm=0.5。将菌悬液加入黑色酶

标板中，并置于 37 ℃培养箱中孵育 30 min。将 1 
μmol/L 的荧光染料 DiBAC3(3)添加至加样孔中吹打混

匀，置于 37 ℃培养箱中孵育 30 min。随后在加样孔

中添加原儿茶醛，使原儿茶醛的浓度为 0、2MIC 和

4MIC，5 min 后使用多功能酶标仪检测荧光强度，激

发波长为 492 nm，发射波长为 515 nm。检测含有原

儿茶醛（0、2MIC 和 4MIC）的 PBS 溶液的荧光强度

为背景荧光强度，各处理组的荧光强度减去对应背景

荧光强度。 
1.3.9  数据处理 

所有试验均进行三次重复，使用 SPSS 软件

(Version 19.0; SPSS, Inc., Chicago, IL)处理试验数据。

数据以平均值±标准差(n=3)呈现且结果采用 t 检验进

行分析。样本差异若达到 p≤0.05 则认为是显著，差异

若达到 p≤0.01 则认为是极显著。 

2  结果与讨论 

2.1  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌的最小抑

菌浓度 

试验选取 4 株 ATCC 标准菌株及 5 株婴幼儿配方

米粉及奶粉分离菌株用于检测原儿茶醛对阪崎克罗诺

肠杆菌的最小抑菌浓度。试验结果（表 1）表明：原

儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌有着良好的抑制效果，对

标准菌株 ATCC 29544 的 MIC 为 1.25 mg/mL，对其他

3 株标准菌株 ATCC 29004、ATCC 12868、ATCC 
BAA-894 的最小抑菌浓度为 0.625 mg/mL。原儿茶醛

对 5 株分离菌株的最小抑菌浓度均为 1.25 mg/mL。 
已有研究证明部分植物源活性物质，包括：蓝莓

花青素和市售蓝莓果汁[12]，辛酸、柠檬酸和香草醛[13]，

反式肉桂醛[14]，葡萄籽水提物[15]，硫辛酸和阿魏酸[16,17]

对阪崎克罗诺肠杆菌有良好的抑菌效果。这些天然植

物源活性物质对阪崎克罗诺肠杆菌的抑菌作用大多是

在复原婴幼儿食品模型中评价的，然而，天然植物源

抑菌剂对阪崎克罗诺肠杆菌的抑菌机制鲜有报道。为

探究原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌的抑制机理，试验

选取ATCC 29544 进行后续的检测。 
表1 原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌的最小抑菌浓度 

Table 1 Minimum inhibitory concentrations of 

protocatechualdehyde against Cronobacter sakazakii 

菌株 来源 最小抑菌浓度/(mg/mL)

ATCC 29544 1.25 儿童咽喉 

ATCC 29004 0.625 婴幼儿配方奶粉 

ATCC 12868 0.625 婴幼儿配方奶粉 

ATCC BAA-894 0.625 人体临床标本 

12-2 1.25 婴幼儿米粉 

14-15 1.25 婴幼儿配方奶粉 

18-7 1.25 婴幼儿米粉 

18-8 1.25 婴幼儿配方奶粉 
18-13 1.25 婴幼儿配方奶粉 

2.2  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌生长动力

模型的影响 

 
图1 阪崎克罗诺肠杆菌在含有不同浓度原儿茶醛的TSB中的生

长曲线 

Fig.1 Growth curves of C. sakazakii ATCC 29544 cultured in 

TSB with various concentrations of protocatechualdehyde 

试验采用肉汤稀释法检测不同浓度原儿茶醛对阪

崎克罗诺肠杆菌生长曲线的影响（图 1），并利用

Gompertz 数学模型拟合阪崎克罗诺肠杆菌生长状况，

并表征其生长动力参数（表 2）。结果表明：浓度为

MIC 的柠檬醛几乎完全抑制阪崎克罗诺肠杆菌的生

长，1/2 MIC~1/16 MIC 浓度的原儿茶醛对阪崎克罗诺

肠杆菌的生长也有明显的抑制作用，在 24 h 时，光密

度值（OD600 nm）分别降低 38.64%、14.38%、8.82%
和 5.43%。由阪崎克罗诺肠杆菌肠杆菌的生长动力参
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数可知（表 2），与对照组相比，原儿茶醛使阪崎克罗

诺肠杆菌最大生长速率减小，最大菌体浓度减小，且

呈现浓度依赖性。因此，原儿茶醛抑制阪崎克罗诺肠

杆菌的生长的方式为减小其最大生长速率。 
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表2 阪崎克罗诺肠杆菌在含有不同浓度原儿茶醛的TSB中生长

动力学参数 

Table 2 Growth kinetic parameters of C. sakazakii cells in 

tryptic soy broth with different concentrations of 

protocatechualdehyde 

原儿茶醛浓度 µmax±SE ODmax 

1/2MIC 0.028±0.001A 0.361±0.004A 

1/4MIC 0.052±0.004B 0.535±0.001B 

1/8MIC 0.073±0.003C 0.583±0.001C 

1/16MIC 0.092±0.002D 0.617±0.002D 
0(CK) 0.121±0.004E 0.622±0.004D 

注：µmax为最大生长速率(OD600/h)；ODmax为最大菌体浓

度；相同指标中标示的不同大写字母表示差异显著（n=6）。 

2.3  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌细胞形态

的影响 

试验利用场发射扫描电镜观测原儿茶醛处理后阪

崎克罗诺肠杆菌细胞形态的变化，结果如图 2 所示。

未经原儿茶醛处理的阪崎克罗诺肠杆菌细胞完整，菌

体呈现棒状，饱满光滑，边缘明显且平滑（图 2a）。
阪崎克罗诺肠杆菌在 2MIC 浓度的原儿茶醛作用后如

图 2b 所示，细菌菌体表面凹凸不平，出现皱缩。经

4MIC 原儿茶醛作用后细菌出现严重受损，已丧失阪

崎克罗诺肠杆菌固有的棒状杆菌形态，出现畸形（图

2c）。阪崎克罗诺肠杆菌细胞的受损程度和数量随原儿

茶醛浓度的增加而增大。 

 

 
图2 扫描电镜观测未经原儿茶醛处理（a），经浓度为2MIC原

儿茶醛处理4 h（b）及经浓度为4MIC原儿茶醛处理4 h（c）

阪崎克罗诺肠杆菌ATCC 29544的形态 

Fig.2 Scanning electron micrographs of C. sakazakii ATCC 

29544: untreated (a), treated with protocatechualdehyde at 2× 

MIC for 4 h (b), treated with protocatechualdehyde at 4× MIC 

for 4 h (c) 

注：标尺为 2 µm，放大倍数 20000×。 

2.4  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜完

整性的影响 

 
表3 原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌ATCC 29544细胞膜完整性的影响 

Table 3 Effects of protocatechualdehyde on the membrane integrity of C. sakazakii ATCC 29544 

原儿茶醛浓度 绿色荧光 细胞膜完整的荧光比例/% 细胞膜完整性降低比例/% 

0(CK) 42451±549 99.0±1.6 1.0±1.6 

2MIC 26479±268 51.0±0.8 49.0±0.8 
4MIC 25903±224 49.3±0.7 50.7±0.7 

试验利用 LIVE/DEAD®BacLightTM细菌活性检测

试剂盒检测原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜完整

性的影响。试验结果表明：原儿茶醛使阪崎克罗诺肠

杆菌细胞膜完整性明显下降，经 2MIC 原儿茶醛处理

的阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜完整的荧光比例为

51.0%，经 4MIC 原儿茶醛处理后阪崎克罗诺肠杆菌细

胞膜完整的细菌为全部细菌的 49.3%（见表 3）。 

试验利用能够穿过细胞膜的 cFDA-SE（分子式： 
C29H19NO11）荧光探针与胞内蛋白结合发出绿色荧光

的原理，通过检测荧光染料在敏感激发波长（490 nm）

与不敏感激发波长（440 nm）的比值构建与胞内 pH
的标准曲线从而通过检测荧光反映阪崎克罗诺肠杆菌

胞内 pH 的变化。试验结果表明：原儿茶醛使阪崎克

罗诺肠杆菌胞内 pH 极显著降低（p≤0.01）：未经原儿

茶醛作用的阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH 为 6.87±0.06，
经浓度为 2MIC 的原儿茶醛处理后，胞内 pH 降低为

5.67±0.07，经浓度为 4MIC 原儿茶醛处理后，胞内 pH
降低为 4.47±0.16（图 3）。两种浓度原儿茶醛处理后，

2.5  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH 的

影响 
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阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH 与对照组相比均有极显著

差异（p≤0.01）。 

110 

 
图3 原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌ATCC 29544胞内pH的影响 

Fig.3 Effects of protocatechualdehyde on the intracellular pH of 

C. sakazakii ATCC 29544 

注：**表示与对照组相比，差异极显著（p≤0.01）。 

2.6  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌胞内 ATP

的影响 

 
图4 原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌ATCC 29544胞内ATP的影

响 

Fig.4 Effects of protocatechualdehyde on intracellular ATP 

production by C. sakazakii ATCC 29544 

注：**表示与对照组相比，差异极显著（p≤0.01）。 

试验利用萤火虫荧光素酶催化荧光素需要 ATP
的原理，通过裂解阪崎克罗诺肠杆菌检测其胞内 ATP
的浓度。试验结果表明：原儿茶醛对胞内 ATP 有着极

显著的降低作用（p≤0.01）（图 4）。由相对荧光强度

与 ATP 标准溶液浓度之间的拟合方程： 
y=1896x+98.69；R2=0.999 
得到：未经原儿茶醛作用的阪崎克罗诺肠杆菌胞

内 ATP 浓度为 1.824 μmol/L，而经原儿茶醛作用后，

相对荧光强度已低于标准曲线的检测下限，即阪崎克

罗诺肠杆菌胞内 ATP 浓度低于 0.01 μmol/L。 

2.7  原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜电

位的影响 

 
图5 原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌ATCC 29544细胞膜电位的

影响 

Fig.5 Effects of protocatechualdehyde on the membrane 

potentials of C. sakazakii ATCC 29544 

注：**表示与对照组相比，差异极显著（p≤0.01）。 

试验通过检测负电荷阴离子荧光染料DiBAC4(3)
与胞浆内蛋白结合发出荧光的强度，从而反映细胞膜

电位的状态。未经原儿茶醛处理（对照组）的细胞膜

两侧外负内正的状态称为膜的极化状态，此时Na+与

K+电压门控通道关闭。在原儿茶醛作用后，阪崎克罗

诺肠杆菌的膜电位发生了变化，细胞膜处于不同的电

位状态。当膜电位向膜内负值增大方向变化，此时K+

不断流出细胞，细胞内荧光强度降低表示细胞超极化。

相反，膜电位向膜内负值减小方向变化，此时Na+通

道打开，胞内Na+浓度升高，细胞内荧光强度升高表

示细胞去极化。试验结果表明，原儿茶醛使阪崎克罗

诺肠杆菌细胞膜电位出现去极化（图 5）。 
细胞膜是细菌细胞内外物质交换的主要屏障和介

质[18]。本实验证明，原儿茶醛能够影响阪崎克罗诺肠

杆菌的细胞形态，降低细胞膜的完整性，降低阪崎克

罗诺肠杆菌胞内ATP的含量，引起阪崎克罗诺肠杆菌

细胞膜去极化，并降低菌体胞内pH。这说明原儿茶醛

能够引起阪崎克罗诺肠杆菌自身水解ATP速率的增加

并能够改变细胞膜的通透性，从而达到抑菌效果。类

似的，拓树果实精油被证明能够影响单核细胞增生李

斯特菌ATCC 7644 和鼠伤寒沙门氏菌ATCC 43174 的

细胞膜形态并显著增高胞外ATP的浓度[19]从而引起细

胞功能紊乱。石榴皮单宁被证明能够引起单核细胞增

生李斯特菌的细胞膜电位超级化并显著降低胞内pH
说明影响了细胞膜的通透性[20]。然而，抑菌剂对细菌

的作用机制是多方面的，原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆

菌的其他抑菌机制有待进一步研究。 

3  结论 

http://baike.so.com/doc/2689262-2839510.html
http://baike.so.com/doc/5327711-5562883.html
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3.1  本文以原儿茶醛为研究对象，通过检测其对阪崎

克罗诺肠杆菌的最小抑菌浓度判定其抑菌效果；通过

测定原儿茶醛作用后阪崎克罗诺肠杆菌的生长曲线，

并拟合 Gompertz 数学模型探究原儿茶醛对细菌生长

的影响及影响方式；利用场发射扫描电镜观测原儿茶

醛对阪崎克罗诺肠杆菌细胞形态的影响；利用多种荧

光探针检测原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜完整

性、胞内 pH、胞内 ATP 浓度、膜电位的作用，探究

其可能的抑菌机理。试验结果表明：原儿茶醛对阪崎

克罗诺肠杆菌的最小抑菌浓度为 0.625~1.25 mg/mL，
表明其具有良好的抑菌作用；浓度为 MIC 的原儿茶醛

完全抑制阪崎克罗诺肠杆菌的生长，1/2MIC~1/16MIC
浓度的原儿茶醛使细菌最大生长速率显著减小，最大

菌体浓度显著减小；扫描电镜结果表明原儿茶醛使阪

崎克罗诺肠杆菌干瘪皱缩，出现畸形；同时，两种检

测浓度的原儿茶醛（2MIC 和 4MIC）使细菌细胞膜完

整性分别降低 49.0%和 50.7%，使细菌胞内 pH 由 6.87
降低为 5.67 和 4.47，使细菌胞内 ATP 浓度由 1.824 
μmol/L 降低为 0.01 μmol/L 以下，并且使细菌细胞膜

出现去极化。 
3.2  综上所述，原儿茶醛对阪崎克罗诺肠杆菌有良好

的抑制作用，它是通过影响阪崎克罗诺肠杆菌的细胞

膜通透性来达到其抑菌效果。结合其多种生物活性，

原儿茶醛有潜力作为天然抑菌物质在食品中应用。 
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