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反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌抑制作用的研究 
 

石超，郭都，张文婷，郭凯伦，温啓吾，郭晓，刘志远，尹术华，杨保伟，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：为寻求安全有效的阪崎克罗诺肠杆菌（Cronobacter sakazakii，C. sakazakii）的控制方法，该文探究了植物源化合物反式

肉桂醛（Trans-cinnamaldehyde，TC）对C. sakazakii的抑制作用及可能的作用机制。试验检测了TC对C. sakazakii的最小抑菌浓度（MIC）

及其对 C. sakazakii 生长曲线的影响；利用 LIVE/DEAD 细菌活性检测试剂盒、激光共聚焦显微镜和场发射扫描电镜，重点分析了 TC

对 C. sakazakii 细胞膜完整性及细胞形态的影响；通过构建复原婴幼儿配方乳模型检测 TC 在 4 ℃、25 ℃和 37 ℃对 C. sakazakii 的抑

制作用，充分考虑了 TC 的实际应用效果。结果表明：TC 对 C. sakazakii 最小抑菌浓度为 0.4~1.0 mg/mL 并可有效延长 C. sakazakii 的

生长延滞期；浓度为 MIC 和 2MIC 的 TC 使 C. sakazakii 细胞膜完整性降低至 60%和 46%并可使其细胞膜皱缩、菌体干瘪；浓度为 0.4%

（V/V）的 TC 可在 90 min（25 ℃）和 60 min（37 ℃）使复原婴幼儿配方乳中 C. sakazakii 的数量降低至检出限以下。本研究结果表

明 TC 有潜力作为天然的抗菌物质应用于奶粉等食品中，从而有效地预防和减少阪崎克罗诺肠杆菌引起的相关食源性疾病。 
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Abstract: In order to find a safe and effective control method for Cronobacter sakazakii (C. sakazakii), the antimicrobial activity of 

trans-cinnamaldehyde (TC) against C. sakazakii and its possible mechanism of action were investigated in this study. The minimum inhibitory 

concentrations (MICs) of TC against C. sakazakii and its effect on growth curve of C. sakazakii were determined. The effects of TC on cell 

membrane integrity and cell morphology of C. sakazakii were assessed by using LIVE/DEAD BacLight bacterial activity assay kit, laser 

scanning confocal microscope and field emission scanning electron microscope. The inhibitory effect of TC on C. sakazakii at 4 ℃, 25 ℃ and 

37 ℃ was studied by constructing a  reconstituted infant formula model (containing 0%, 0.1%, 0.2% or 0.4% TC), and the practical effect of 

TC was fully considered. The results showed that the MICs of TC against C. sakazakii ranged from 0.4 to 1.0 mg/mL and TC could effectively 

prolong the growth lag phase of C. sakazakii. Compared with control group, the membrane integrity of the C. sakazakii strain treated with TC at 

MIC and 2 MIC wasdramatically declined to 60% and 46%, respectively. The field emission scanning electron microscope confirmed that the 

samples treated with TC had more wrinkled surface compared with the smooth surface of the untreated cells TC at 0.4% (V/V) reduced the 

number of C. sakazakii in the reconstituted infant formula below the detection limit at 25 ℃ for 90 min or at 37 ℃ for 60 min. In conclusion, TC 

had the potential to be used as a natural antimicrobial substance in foods such as milk powder and could be further used in the food to effectively 

prevent and reduce related foodborne diseases caused by C. sakazakii. 

Key words: trans-cinnamaldehyde; reconstituted infant formula; Cronobacter sakazakii; minimum inhibitory concentration; membrane 
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阪崎克罗诺肠杆菌（Cronobacter sakazakii）是一

种革兰氏阴性、周生鞭毛具有运动性、无芽孢兼性厌

氧的食源性条件致病菌，属于肠杆菌科细菌的一种[1]。

它与婴幼儿及免疫功能不全的成年人患侵入性感染疾

病具有密切关系，主要的临床感染症状包括坏死性小

肠结肠炎、菌血症、败血症和脑膜炎等，致死率达

50%~80%[2]。阪崎克罗诺肠杆菌可从广泛的食品来源

中分离得到，包括超高温灭菌奶、奶酪、肉、蔬菜、

谷物、药草、香料、面包、饮料和豆腐等[3]。流行病

学表明，污染的婴幼儿配方奶粉与婴幼儿感染阪崎克

罗诺肠杆菌有密切关联[1]。 
世界卫生组织（World Health Organization，WHO）

曾在 2007 年提出：为减少婴幼儿乳粉中的微生物风

险，奶粉应当在 70 ℃的热水下进行冲调并尽快冷却到

适宜的温度。然而，家庭中通常难以保证这种较为严

格的条件，操作时难免会造成加热过度导致营养损失

或者加热不足导致无法完全杀灭奶粉中的微生物[4]。

对于目前已有的多种用于控制婴幼儿配方奶粉或者其

他相关食品中阪崎克罗诺肠杆菌的干预技术，如近红

外辐射加热、紫外线辐射、微波处理等，这些物理方

法都会对婴儿食品中的敏感营养成分造成一定的损失

并且受到高成本设备的制约而难以实施[5]。一些食品

企业在食品生产加工过程中通常以添加合成的防腐剂

来保证食品安全、延长食品货架期。然而由于合成的

物质往往具有潜在的毒性，近年来，部分学者将目光

投向天然的植物源活性物质，将其作为食品添加剂从

而使其起到抑菌作用[6]。研究表明，植物精油具有潜

在的抗菌活性，其主要的抑菌成分是酚酸，其中丁香

子酚，肉桂醛和柠檬醛都具有较强的抑菌效果[7,8]。

Moreira等[9]通过琼脂扩散法测定，从丁香、茶树中提

取的精油对大肠杆菌O157:H7 有显著的抑制效果。 
反式肉桂醛（Trans-cinnamaldehyde，TC）是肉桂

树皮提取物的主要成分，已被美国食品药品监督管理

局（Food and Drug Administration，FDA）认证是安全

的食品成分并且被批准可用作食品添加剂（21 CFR 
182.60）。反式肉桂醛具有多种生物活性如：抗癌、抗

炎、治疗糖尿病和降低细菌耐药性等[10]。已有研究表

明，反式肉桂醛对食源性致病菌具有抗菌功效[11]。

Sanla-Ead等[12]报道反式肉桂醛对单核细胞增生李斯

特氏菌、大肠杆菌O157:H7、肠炎沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌、蜡样芽胞杆菌、粪肠球菌等 10 种食源性致

病菌和腐败菌均有不同程度的抑制作用。Baskaran等
[13]证明反式肉桂醛可抑杀苹果汁及苹果酒中的大肠

杆菌O157:H7。反式肉桂醛虽对多种致病菌具有良好

的抗菌活性，但是其对阪崎克罗诺肠杆菌的抑制作用

及机理鲜有研究。 
为寻求安全有效的控制阪崎克罗诺肠杆菌的技术

方法，本研究通过检测反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆

菌的最小抑菌浓度以及其对阪崎克罗诺肠杆菌生长曲

线、细胞膜完整性和细胞形态的影响，并探究其在食

品模型-复原婴幼儿配方乳模型中对阪崎克罗诺肠杆

菌的抑杀作用，共同探讨反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠

杆菌的抑制作用及可能的抑菌机理。旨在为反式肉桂

醛作为天然抑菌剂在婴幼儿乳粉及其他食品中的应用

提供依据，也为研究开发复原婴幼儿配方乳中阪崎克

罗诺肠杆菌的控制技术提供新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与试剂 

阪崎克罗诺肠杆菌（Cronobacter sakazakii）ATCC 
29544、ATCC 12868、ATCC BAA-894 及 ATCC 29004
购于美国模式培养物集存库（American Type Culture 
Collection，ATCC）。阪崎克罗诺肠杆菌实验室分离菌

株 12-2、14-15、18-7、18-8 和 18-13 由西北农林科技

大学食品科学与工程学院食品微生物团队从市售婴儿

米粉及婴儿奶粉中分离获得。 
反式肉桂醛（ Trans-cinnamaldehyde ， TC ，

HPLC≥99%）购于美国 Sigma 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；胰蛋白胨大豆肉汤（Tryptone soya broth，TSB）、
胰蛋白胨大豆琼脂（Tryptone soya agar，TSA）购于

北京陆桥技术股份有限公司；试验所用其他试剂均为

国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

低温冷冻离心机 5804 德国 Eppendorf 公司；分光

光度计 Smart SpecTM plus 美国 BIO-RAD 公司；激光

共聚焦显微镜 A1 日本 Nikon 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；微生物全自动生长曲

线分析仪芬兰 Bioscreen 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌种活化及菌液制备 
将冻存于-80 ℃冰箱的阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 

29544等标准菌株及12-2等分离菌株活化于TSA平板

上，置于 37 ℃培养 12 h，随后挑取单菌落于 TSB 肉

汤中置于 37 ℃摇床培养 12 h（130 r/min）。将得到的

菌液离心并用磷酸盐缓冲盐溶液（phosphate-buffered 
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saline、PBS、pH 7.2）清洗一次（5000 r/min、4 ℃、

5 min），用 PBS 调节阪崎肠克罗诺杆菌菌悬液浓度使

得菌悬液在 600 nm 处的吸光值 OD600 nm为 0.5（约 108 
CFU/mL），此时所得菌悬液备用。 
1.3.2  复原婴幼儿配方乳液配制 

婴幼儿配方奶粉购于陕西省杨凌示范区好又多超

市。复原婴幼儿配方乳配制按照商品标识冲调：将 25.5 
g 乳粉溶解于 180 mL 无菌水中，摇匀后置于 63 ℃水

浴锅中进行杀菌（30 min），冷却至室温后备用。 
1.3.3  反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌最小抑

菌浓度（MIC）的测定 
最小抑菌浓度（Minimal Inhibitory Concentrations，

MICs）的测定参照Frankova等[14]采用的琼脂稀释法。

具体方法如下：首先将反式肉桂醛用经高温灭菌冷却

至 45 ℃左右的TSA培养基配制成浓度为 1.6 mg/mL
和 1 mg/mL的溶液，利用等倍稀释法使反式肉桂醛在

24 孔板中的浓度为分别为 1.6 mg/mL、0.8 mg/mL、0.4 
mg/mL、0.2 mg/mL、0.1 mg/mL以及 1 mg/mL、0.5 
mg/mL、0.25 mg/mL、0.125 mg/mL和 0.0625 mg/mL。
用移液器吸取 2 μL按前述方法（1.3.1）制备的菌悬液

至 24 孔板各孔中央。同时以不含有反式肉桂醛的培养

基作为阴性对照，含有 0.1 mg/mL氨苄西林的培养基

为阳性对照。将 24 孔板放置于 37 ℃培养箱中培养 24 
h后观测孔板中菌的生长状况，未长出菌的最小浓度即

为最小抑菌浓度（MIC）。 
1.3.4  反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 
29544 生长曲线的影响 

反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌生长曲线的影响

的测定方法参照Qiu等[15]的方法并进行一定的修改，

具体如下：按照前述方法（1.3.1）制备菌悬液，将得

到的菌液肉汤离心并用TSB肉汤清洗两次（5000 
r/min、4 ℃、5 min）。用TSB肉汤将离心所得的细菌

团块重悬浮并调节菌液的吸光值OD600 nm=0.5，在此浓

度基础上将菌液稀释 200 倍（约 106 CFU/mL）。向蜂

窝培养板中每孔加入 125 μL菌悬液，并加入 125 μL不
同浓度的反式肉桂醛溶液（使用TSB配制），使得混合

溶液中反式肉桂醛的终浓度分别为MIC、1/2MIC、

1/4MIC和 1/8MIC。设置不添加反式肉桂醛的菌液孔

以及TSB肉汤孔分别作为对照组和背景空白对照组。

将蜂窝培养板至于微生物全自动生长曲线分析仪培养

24 h，设置生长仪培养温度为 37 ℃并每间隔 1 h测定

一次各孔在 600 nm波长下的吸光值。 
1.3.5  反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 
29544 细胞膜完整性的影响 

细胞膜完整性的检测参照Sanchez等[16]的方法。利

用LIVE/DEAD®BacLight™细菌活性试剂盒对该指标

进行检测。该试剂盒提供两种不同的核酸染料：

SYTO®9 染料和碘化丙啶（PI）。SYTO 9 染料为小分

子染料，可穿透活细胞及细胞膜不完整的细菌并与其

核酸结合发出绿色荧光。相反，PI染料仅能穿透受损

细胞膜，将细胞膜受损的细胞染色为红色，并可覆盖

SYTO 9 的绿色荧光。因此，当在细菌悬液中添加

SYTO 9 与PI两种染料时，细胞膜完整的菌体呈现绿

色，细胞膜不完整的菌体呈现红色。 
具体试验方法如下：将所得阪崎克罗诺肠杆菌

ATCC 29544 菌株按 1.3.1 方法活化。随后将菌液肉汤

离心（5000 r/min、4 ℃、5 min）并用 0.85% NaCl 溶
液清洗两次后弃去上清液。将细菌团块溶解于 0.85% 
NaCl 溶液当中。将所得上述菌液分别取 1 mL 溶解于

20 mL 0.85% NaCl溶液和 70%的异丙醇中孵育 1 h（每

15 min 震摇一次）分别制备活菌及死菌细胞悬液。随

后将菌悬液离心（10000 r/min、10 min），用 0.85% NaCl
溶液重悬浮并将活菌死菌溶液按适当比例混合制备为

标准样品，使活菌比例为：0%、10%、50%、90%和

100%。 
将 100%活菌溶液分别用 0、MIC 和 2 MIC 浓度

的反式肉桂醛在 37 ℃培养箱中避光进行处理 15 
min。随后将菌液迅速离心（10000 r/min、4 ℃、2 min）
并将上清液彻底去除后加入等量的 0.85% NaCl 将细

菌团块重悬浮备用。将 100 µL 标准样品及试验样品加

入黑色 96 孔酶标板中，将 SYTO 9 和 PI 混合染料加

入每孔并轻柔混合。将样品置于 25 ℃避光孵育 10 
min，随后使用多功能酶标仪检测荧光强度。绿色荧

光染料 SYTO 9 的激发/发射波长为 485/542 nm，红色

荧光染料 PI 的激发/发射波长为 485/610 nm。通过检

测不同活菌比例标准样品绿色荧光强度，建立绿色荧

光强度与细胞膜完整细菌性（活菌百分比）之间的线

性关系，计算出样品细胞膜完整细菌百分比。 
1.3.6  激光共聚焦显微镜观察反式肉桂醛对阪

崎克罗诺肠杆菌 ATCC 29544 细胞膜完整性的

影响 
细菌培养参照 1.3.1，将所得的菌液肉汤离心

（5000 r/min、4 ℃、5 min），并用 0.85% NaCl 清洗

两次，离心参数同上。首先，将所得菌液分别用 0、
MIC 和 2 MIC 浓度的反式肉桂醛进行处理：将菌液药

液混合物至于 37 ℃培养箱中避光培养 15 min。随后，

将所得混合液迅速离心（10000 r/min、4 ℃、2 min）
并将上清液彻底去除后加入等量的 0.85% NaCl 将细

菌团块重悬浮。最后加入 SYTO/PI 的混合染料，充分

吹打混匀，于暗处孵育 10 min 后，在激光共聚焦显微



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.10 

镜下观察荧光并拍照分析。 
1.3.7  反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 
29544 细胞形态的影响 

场发射扫描电镜观察反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠

杆菌细胞形态的影响参照Li[17]的方法。按照 1.3.1 所述

方法制备菌悬液，使用浓度为MIC和 2 MIC的反式肉

桂醛在 37 ℃下处理菌悬液，试验对照组为在菌悬液

中加入与反式肉桂醛等体积的TSB肉汤。在处理 2 h
和 4 h时分别取出样品，将菌液离心并用PBS清洗菌体

两次（5000 r/min、4 ℃、5 min）。去除上清液，向每

个样品中加入 2.5%戊二醛-PBS溶液将菌体重悬浮并

于 4 ℃固定过夜。随后将菌体依次用PBS、无菌水进

行清洗，置于 1%锇酸溶液中重悬浮并固定 5 h。随后

使用不同浓度（30%、50%、70%、80%、90%和 100%）

的乙醇逐步洗脱，每次 10 min。最后将滴有乙醇菌液

的玻片置于扫描电镜载物台上并真空干燥，使用场发

射扫描电镜观察细菌细胞形态并拍照。 
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1.3.8  反式肉桂醛对复原婴幼儿配方乳中阪崎

克罗诺肠杆菌的抑制作用 

阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 29544、ATCC 12868 及

ATCC BAA-894 菌株活化及菌液制备如方法 1.3.1 所

述。将三种菌液各取 1 mL 等体积混合制成混合菌液

备用。将如上述 1.3.2 方法配制的复原婴幼儿配方乳分

装于试管中，每管乳液接种 100 μL 混合菌液，使复原

婴幼儿配方乳中阪崎克罗诺肠杆菌的浓度约为 7 log 
CFU/mL。向复原婴幼儿乳液中添加反式肉桂醛溶液

使反式肉桂醛的终浓度为 0.1%、0.2%和 0.4%（V/V）。
同时以不含反式肉桂醛的样品作为对照组。随后将样

品分别置于 4 ℃、25 ℃和 37 ℃进行孵育。在 0、20、
40、60、90、120、180 和 240 min 时将样品直接或用

PBS 溶液进行等倍稀释后涂布于 TSA 平板培养基上，

于 37 ℃恒温培养 24 h 后记录细菌总数。每组设置三

个平行。 
1.3.9  实验数据处理 

所有试验重复三次，数据结果以平均值±标准差

表示。使用 SPSS 19.0 软件对试验数据进行统计分析。

不同处理间 p<0.05 认为差异显著，p<0.01 则认为差异

极显著。 

2  结果 

2.1  反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌最小抑

菌浓度（MIC）的测定 

 

表 1 反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌的最小抑菌浓度 

Table 1 Minimum inhibitory concentrations of trans- 

cinnamaldehyde against different strains of Cronobacter 

sakazakii 

菌株 
来源 最小抑菌浓度

/(mg/mL) 

ATCC 29544 儿童喉咙 0.40 

ATCC 12868 婴幼儿奶粉 0.50 

ATCC BAA-894 人体临床标本 0.50 

ATCC 29004 婴幼儿奶粉 0.50 

18-13 婴幼儿奶粉 0.60 

12-2 婴幼儿米粉 1.00 

14-15 婴幼儿奶粉 1.00 

18-7 婴幼儿奶粉 1.00 
18-8 婴幼儿米粉 1.00 

反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌不同菌株的

MIC 结果如表 1 所示。通过测定反式肉桂醛对 4 株标

准菌株以及 5 株实验室分离菌株的 MIC，试验表明肉

桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌有一定的抑菌作用。研究发

现反式肉桂醛对标准菌株的抑制作用明显强于分离菌

株。反式肉桂醛对从儿童喉咙中分离出的标准菌株

ATCC 29544 的 MIC 为 0.4 mg/mL。对其他标准菌株，

反式肉桂醛的 MIC 为 0.5 mg/mL，而对分离菌株，其

MIC 为 0.6 mg/mL~1.0 mg/mL。为进一步探究反式肉

桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌的抑制作用，我们选择阪崎

克罗诺肠杆菌标准菌株 ATCC 29544 进行后续研究。 

2.2  反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 

29544生长曲线的影响 

 
图1 反式肉桂醛对阪崎克罗诺肠杆菌ATCC 29544生长曲线的

影响 

Fig.1 Effects of trans-cinnamaldehyde on the growth 

curves of C. sakazakii ATCC 29544 
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反式肉桂醛对阪崎 Fig.罗诺肠杆菌 ATCC 29544
生长曲线的影响如图 1 所示。当反式肉桂醛浓度为

MIC 时，阪崎 Fig.罗诺的生长几乎完全被抑制。当反

式肉桂醛浓度为 1/2 MIC 时，阪崎 Fig.罗诺肠杆菌在

前 12 h 内几乎没有生长。由图 1 可知，阪崎 Fig.罗诺

肠杆菌最大菌体密度随反式肉桂醛的浓度的增加而逐

渐降低，且呈浓度依赖效应。由此进一步得出，反式

肉桂醛对阪崎 Fig.罗诺肠杆菌具有一定的抑制作用。 

2.3  反式肉桂醛对阪崎 Fig.罗诺肠杆菌细胞膜

完整性的影响 

 
图2 反式肉桂醛对阪崎Fig.罗诺肠杆菌 ATCC 29544细胞膜完

整性的影响 

Fig.2 Effects of trans-cinnamaldehyde on the membrane 
integrality of C. sakazakii ATCC 29544 

注：误差线表示标准差（n=3），**表示 p<0.01。 

试验首先通过检测不同活细菌浓度标准样品的绿

色荧光强度，建立了绿色荧光强度与细胞膜完整细菌

性（活菌百分比）之间的线性关系，得到绿色荧光强

度与活菌百分比的标准曲线的拟合方程为：

y=602.14x+333.8；R²=0.9985。由图 2 可得，未经过反

式肉桂醛处理的对照组中的阪崎 Fig.罗诺肠杆菌中细

胞膜完整性约为 99%，经过浓度为 MIC 的反式肉桂醛

处理后，阪崎 Fig.罗诺肠杆菌的细胞膜完整性下降至

60%左右，当反式肉桂醛浓度为 2 MIC 时，阪崎 Fig.
罗诺肠杆菌细胞膜完整性比例为 46%，两个试验组与

对照组均有极显著差异（p<0.01）。由此可以说明，反

式肉桂醛可通过破坏阪崎 Fig.罗诺肠杆菌细胞膜的完

整性从而实现抑菌作用。 

2.4  激光共聚焦显微镜观察反式肉桂醛对阪

崎 Fig.罗诺肠杆菌细胞膜完整性的影响 

图 3 为激光共聚焦显微镜观察反式肉桂醛对阪崎

Fig.罗诺肠杆菌 ATCC 29544 细胞膜完整性的结果。结

果表明：对照组（图 3a）的菌体在观察视野下几乎全

部表现为绿色荧光，即对照组样品细胞膜保持完整。

经浓度为MIC的反式肉桂醛处理后的阪崎Fig.罗诺肠

杆菌（图 3b）在观察视野下可观察到较多黄色及红色

荧光，说明阪崎 Fig.罗诺肠杆菌在此浓度的反式肉桂

醛处理下，细胞膜完整性遭到一定的破坏。经浓度为

2 MIC 的反式肉桂醛处理的样品（图 3c）在视野中几

乎没有绿色荧光，且有较多的红色荧光，说明在该浓

度的反式肉桂醛作用下，阪崎 Fig.罗诺肠杆菌细胞膜

完整性的破坏程度更高。由此，结合 LIVE/DEAD®细

菌活性检测试剂盒试验进一步说明反式肉桂醛可通过

改变阪崎 Fig.罗诺肠杆菌细胞膜完整性抑制其生长。 

   

 
图3 激光共聚焦显微镜观察反式肉桂醛对阪崎Fig.罗诺肠杆

菌ATCC 29544细胞膜完整性的影响 

Fig.3 Effects of trans-cinnamaldehyde on the membrane 
integrality of C. sakazakii ATCC 29544 by confocal laser 

scanning microscope 

注：放大倍数：800×；a 表示未经反式肉桂醛处理；b 表

示经浓度为 MIC 的反式肉桂醛处理；c 表示经浓度为 2 MIC 的

反式肉桂醛处理。 

2.5  场发射扫描电子显微镜观察反式肉桂醛

对阪崎 Fig.罗诺肠杆菌细胞形态的影响 

图 4 为场发射扫描电子显微镜观察反式肉桂醛对

阪崎 Fig.罗诺肠杆菌细胞形态的影响。结果显示，反

式肉桂醛明显改变了阪崎 Fig.罗诺肠杆菌的细菌形

态。未经反式肉桂醛处理的对照组中阪崎 Fig.罗诺肠

杆菌呈现典型的杆菌形态，其表面光滑且菌体饱满（图

4a 和图 4d）。而经浓度为 MIC 的反式肉桂醛处理后，

菌体出现了较为明显的凹陷、干扁及皱缩的现象（图
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4b 和图 4e）。经浓度为 2 MIC 的反式肉桂醛处理后的

阪崎 Fig.罗诺肠杆菌出现了更加明显的细胞膜皱缩、

菌体中心干瘪的现象（图 4c 和图 4f）。阪崎 Fig.罗诺

肠杆菌细胞形态受损的程度随反式肉桂醛浓度增加而

增大。试验结果表明，反式肉桂醛可改变阪崎 Fig.罗
诺肠杆菌的菌体形态。 

  

  

  
图4 扫描电镜观测反式肉桂醛对阪崎Fig.罗诺肠杆菌ATCC 

29544形态改变的影响 

Fig.4 Effects of trans-cinnamaldehyde on the morphology 

changes of C. sakazakii ATCC 29544 by scanning electron 

micrographs 

注：放大倍数：20000×；图 a 和 d 表示未经反式肉桂醛处

理；图 b 和 e 表示经浓度为 MIC 反式肉桂醛处理 2 h 和 4 h；

图 c 和 f 表示经浓度为 2 MIC 反式肉桂醛处理 2 h 和 4 h。 

2.6  反式肉桂醛对复原婴幼儿配方乳中阪崎

Fig.罗诺肠杆菌的抑制作用 

4 ℃下，反式肉桂醛对阪崎 Fig.罗诺肠杆菌的抑

制效果见图 5a。复原婴幼儿配方乳样品中阪崎 Fig.罗
诺肠杆菌的起始浓度为 6.7 log CFU/mL。结果显示未

经肉桂醛处理的和经浓度为 0.1%的反式肉桂醛处理

的样品中，阪崎 Fig.罗诺肠杆菌在 240 min 内细菌总

数与起始值无显著差异（p>0.05）。经浓度为 0.2%和

0.4%的反式肉桂醛处理的复原配方乳样品中阪崎 Fig.
罗诺肠杆菌细菌总数较起始值分别下降了约 1.9 log 
CFU/mL 和 3.9 log CFU/mL。 

 
图5 反式肉桂醛对复原婴幼儿配方乳中阪崎Fig.罗诺肠杆菌

的抑制作用 

Fig.5 The inhibitory effect of trans-cinnamaldehyde on C. 

sakazakii in reconstituted infant formula 

注：误差线表示标准差（n=6）；图 a 表示 4 ℃；图 b 表示

25 ℃；图 c 表示 37 ℃。 

25 ℃时（图 5b），未经反式肉桂醛处理的配方乳

样品中的阪崎 Fig.罗诺肠杆菌在孵育 240 min 后，细

菌总数较起始值上升 0.9 log CFU/mL ，而经浓度为

0.1%的反式肉桂醛处理的样品中，在 240 min 内细菌

总数与起始值无显著性差异（p>0.05）。经浓度为 0.2%
的反式肉桂醛处理的样品在作用 120 min 内细菌总数

下降 3.4 log CFU/mL，但 120 min 到 240 min 内，细菌

总数无显著变化。经浓度为 0.4%的反式肉桂醛处理的

样品在 90 min 内，样品中阪崎 Fig.罗诺肠杆菌细菌总

数降至检出限以下。 
图5c为37 ℃下反式肉桂醛对复原婴幼儿配方乳 

中阪崎 Fig.罗诺肠杆菌的抑制效果。结果显示，未经

63 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.10 

64 

反式肉桂醛处理的样品中，阪崎 Fig.罗诺肠杆菌在培

养 240 min 后，细菌总数较起始值上升约 1.5 log 
CFU/mL。经浓度为 0.1%的反式肉桂醛处理的样品，

其在 240 min 内细菌总数与起始值无显著性差异

（p>0.05）。浓度为 0.2%的反式肉桂醛在该温度下 90 
min 内使样品中阪崎 Fig.罗诺肠杆菌细菌总数下降约

3.3 log CFU/mL，180 min 后样品中细菌总数降至检出

限以下。经浓度为 0.4%的反式肉桂醛处理的样品在作

用 30 min 后，细菌总数下降约 4.4 log CFU/mL，60 min
后细菌总数降至检出限以下。 

3  讨论 

3.1  阪崎Fig.罗诺肠杆菌与新生儿坏死性小肠结肠

炎、菌血症、脑膜炎以及免疫力低下成年人的多种疾

病有着密切关系[18]，2002 年食品微生物标准委员会

（ International Commission on Microbiological 
Specifications for Foods，ICMSF）将其描述为“对特定

人群造成严重危害，危及生命或引起长期慢性实质性

后遗症的细菌”[19]。因此预防和控制该种食源性致病

菌具有重要的现实意义。传统治疗阪崎Fig.罗诺肠杆

菌感染的方法是使用抗生素，其中，氨苄青霉素-庆大

霉素结合治疗已经被称为金标准[20]，然而，大量实验

证明长期使用广谱抗生素是导致抗多种抗生素微生物

数量增加的主要原因。近年来，植物源天然活性物质

的出现吸引了众多学者的眼球，且植物源活性物质以

其消费者接受度高及来源范围广被认为是合成防腐剂

及抗菌药物的最佳替代品[21]。已有研究表明反式肉桂

醛具有良好的抗菌功效以及多种生物活性[10,11,22]。 
3.2  本实验团队前期研究[23,24]表明，阿魏酸和硫辛酸

对阪崎Fig.罗诺肠杆菌具有一定的抑制功效，其对阪

崎Fig.罗诺肠杆菌的MIC均为 2.5~5 mg/mL。Back等[25]

利用肉汤稀释法测定了在TSB肉汤中苹果酸和柠檬酸

对阪崎Fig.罗诺肠杆菌的MIC分别为 125~500 mM（约

16.8~67 mg/mL）和63~250 mM（约12.1~48.0 mg/mL）。
而本试验得出，反式肉桂醛对阪崎Fig.罗诺肠杆菌 4
株标准菌株和5株实验室分离菌株的MIC仅为0.4~1.0 
mg/mL，且反式肉桂醛目前已被美国FDA评价为公认

安全的食品成分。由此说明，反式肉桂醛相比于其他

天然抗菌物质对阪崎Fig.罗诺肠杆菌有着良好的抑制

作用且更安全更易被人们接受。琼脂稀释法和肉汤稀

释法是常见的两种测定MIC的方法。琼脂稀释法是根

据肉眼观察菌体不生长的浓度作为菌株的MIC，而肉

汤稀释法是通过仪器测定肉汤浊度来判定MIC[26]。由

于判定方法、培养介质和菌体接种量的不同，琼脂稀

释法和肉汤稀释法检测所得的MIC常会出现不同的结

果，但目前的国内外研究中尚未明确规定测定方法。

Qiu等[27]利用肉汤稀释法测定出百里酚对金黄色葡萄

球菌ATCC 29213 的MIC为 128 μg/mL。但是在生长曲

线分析中发现金黄色葡萄球菌ATCC 29213 仍可在含

128 μg/mL的肉汤中生长。本试验中，我们采用琼脂稀

释法测定了反式肉桂醛对阪崎Fig.罗诺肠杆菌的MIC，
并在生长曲线分析中对所测得的MIC进行了验证，结

果表明浓度为MIC的反式肉桂醛在肉汤中也能够完全

抑制阪崎Fig.罗诺肠杆菌的生长。由此表明，在本研

究中得到的反式肉桂醛对阪崎Fig.罗诺肠杆菌的最小

抑菌浓度较为准确。 
3.3  本研究表明，反式肉桂醛可显著地降低阪崎Fig.
罗诺肠杆菌细胞膜的完整性。类似的研究表明，相比

与对照组，最小抑菌浓度的月桂精油使大肠杆菌细胞

膜完整性下降 34%[28]。试验通过细菌活性试剂盒检测

反式肉桂醛对阪崎Fig.罗诺肠杆菌细胞膜完整性的影

响。结果表明，与对照组相比，MIC和 2MIC浓度的

反式肉桂醛使阪崎Fig.罗诺肠杆菌细胞膜完整性降低

40 和 56%，结合激光共聚焦显微镜观察结果，共同说

明反式肉桂醛对阪崎Fig.罗诺肠杆菌的细胞膜完整性

具有较显著的破坏能力。同时，利用场发射扫描电镜

观测到反式肉桂醛使阪崎Fig.罗诺肠杆菌失去原始形

态。同样地，一些天然物质被证明能够改变病原菌的

细胞形态：Di等人[29]的研究指出丁子香酚能够使大肠

杆菌O157:H7 的细胞膜发生破裂，从而致使细胞内容

物流出。Bajpai[30]等人研究表明，拓树果实精油可使

大肠杆菌和蜡样芽胞杆菌细胞膜发生皱缩甚至细胞溶

解。在本试验中，反式肉桂醛可使阪崎Fig.罗诺肠杆

菌细胞膜皱缩，菌体表面凹陷，但并没有造成细胞表

面出现孔洞以及细胞破碎。然而有研究表明反式肉桂

醛通过使金黄色葡萄球菌细胞膜破裂实现抑菌作用
[29]。丁香精油也有类似研究结果[31]：丁香精油可损坏

大肠杆菌的细胞膜，使细胞膜表面出现孔洞，而对于

枯草芽孢杆菌，菌体仅出现变形。因此，同一种天然

物质对不同病原菌的作用方式可能不同。 
3.4  在复原婴幼儿配方乳模型中，浓度为 0.4%的反

式肉桂醛在 25 ℃和 37 ℃时分别在 90 min和 60 min
内将复原婴幼儿配方乳中阪崎Fig.罗诺肠杆菌总数降

低至检出限以下。浓度为 0.2%的反式肉桂醛在 37 ℃
下作用 180 min将细菌总数降至检出限以下。综合 3
个温度分析（图 5），在未添加反式肉桂醛时，4 ℃相

比其他两个温度对阪崎Fig.罗诺肠杆菌的生长有明显

的抑制作用。而在添加反式肉桂醛时，其在 4 ℃的作

用效果却弱于其他两个温度（25 ℃和 37 ℃）。类似

地，Obaidat[32]等人研究表明，香草醛对阪崎Fig.罗诺
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肠杆菌以及沙门氏菌在 23 ℃的抑制作用高于其在

4 ℃的作用。Gill和Holley[33]指出细胞膜是反式肉桂醛

的主要作用位点，一些因素的改变比如脂肪酸不同类

型的比例、不饱和脂肪酸的流动性以及菌体暴露在寒

冷条件下都可能会干扰到反式肉桂醛与细胞膜的作

用，影响抑菌作用[34]。反式肉桂醛在 25 ℃和 37 ℃
的作用效果强于 4 ℃的作用效果，可归因于：在较高

温度下，菌体代谢率较高，反式肉桂醛和菌体细胞膜

结合效率较高。且反式肉桂醛在 25 ℃和 37 ℃的溶解

度高于其在 4 ℃的溶解度。 

4  结论 

4.1  反式肉桂醛对阪崎Fig.罗诺肠杆菌的最小抑菌为

0.4~1.0 mg/mL，并可有效延长阪崎 Fig.罗诺肠杆菌的

生长延滞期、降低菌体最大吸光度。结果表明：反式

肉桂醛对阪崎 Fig.罗诺肠杆菌有着良好的抑制作用。 
4.2  利用LIVE/DEAD细菌活性检测试剂盒和激光共

聚焦显微镜共同探究发现反式肉桂醛使阪崎 Fig.罗诺

肠杆菌细胞膜完整性显著降低。利用场发射扫描电镜

观测发现反式肉桂醛使细胞膜皱缩菌体干瘪、皱缩。

结果表明：反式肉桂醛是通过降低细胞膜完整性以及

改变细胞形态来实现其抑菌作用。 
4.3  通过构建复原婴幼儿配方乳模型，检测反式肉桂

醛在 3 个温度对阪崎 Fig.罗诺肠杆菌的抑制作用。浓

度为 0.4%的反式肉桂醛可在 90 min（25 ℃）和 60 min
（37 ℃）使复原婴幼儿配方乳中阪崎 Fig.罗诺肠杆菌

数量降低至检出限以下。浓度为 0.2%的反式肉桂醛也

有明显的抑制作用。结果表明：反式肉桂醛在复原婴

幼儿配方乳常用冷藏温度（4 ℃）、室温放置温度

（25 ℃）及人体体温（37 ℃）对阪崎 Fig.罗诺肠杆

菌具有较好的抑制效果。 
4.4  反式肉桂醛已被美国 FDA 评价为公认安全的食

品成分，然而，现行的食品安全国家标准食品添加剂

使用标准（GB 2760-2014）对反式肉桂醛在配方乳中

添加的限量未有明确规定。并且，反式肉桂醛对阪崎

Fig.罗诺肠杆菌其他抑菌作用机制尚不明确。因此，

探究反式肉桂醛对阪崎 Fig.罗诺肠杆菌的其他抑菌机

制，明确其作为食品添加剂加入配方乳中的限量以及

对于婴幼儿肠道微生物的影响在其实际应用前需进一

步研究。 
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