
文章编号: 1000-0615(2018)07-1140-14 DOI: 10.11964/jfc.20170310732

植物精油对冷藏大黄鱼优势腐败菌的抑制作用及其机制

孟玉霞1，  崔惠敬1，  赵前程1，  李    萌1，  
边楚涵1，  白如健2，  马永生1*

(1. 大连海洋大学食品科学与工程学院，辽宁 大连    116023；
2. 新兴际华伊犁农牧科技发展有限公司，新疆维吾尔自治区 伊宁    835000)

摘要：为探讨天然植物精油对冷藏大黄鱼贮藏过程中优势腐败菌的抑制作用及其机制，
实验首先对冷藏大黄鱼的优势腐败菌进行分离纯化，并通过16S rDNA序列分析及生理生
化实验进行菌株鉴定；采用纸片扩散法和微量肉汤稀释法检测14种植物精油或其组分对
腐败菌株的抑菌活性；在阐明植物精油抗菌活性的基础上，再对植物精油处理后的大黄
鱼气味进行感官可接受度检验，以筛选出具有高效抗菌活性和良好感官接受性的精油保
鲜剂；实验通过细菌形态扫描电镜观察、胞内乳酸脱氢酶及核酸释放研究山苍子精油对
不同腐败菌株的膜损伤作用，以初步阐明其抗菌机制；最后，通过检测微生物数量、产
硫菌数量、挥发性盐基氮(TVB-N)及组胺含量变化来考察山苍子精油对冷藏大黄鱼潜在
的保鲜效果；从冷藏大黄鱼中分离得到6株优势腐败菌，分别为腐败希瓦氏菌4株，热杀
索丝菌1株，温和气单胞菌1株；14种植物精油对腐败菌株具有不同抑制活性，其中肉桂
醛抑菌活性最强，最低抑菌浓度为0.125 μL/mL，其次为丁香酚、百里香酚、柠檬醛、柠
檬草及山苍子精油，最低抑菌浓度均 ≤ 0.5 μL/mL；丁香酚、百里香酚、柠檬醛、柠檬
草及山苍子精油使用后未导致大黄鱼气味的感官劣化，且可矫正大黄鱼肉的腥味；山苍
子精油可破坏腐败菌株的细胞膜，并导致胞内蛋白酶和核酸外泄。经4 μL/mL山苍子精
油处理后，冷藏过程中大黄鱼片的菌落总数、产硫菌数、TVB-N及组胺含量显著降低。
研究表明，肉桂醛、丁香酚、百里香酚、柠檬醛、柠檬草及山苍子精油对大黄鱼特定腐
败菌具有显著抑制作用，芳香酚和富含柠檬醛的精油使用后不影响大黄鱼的感官接受
性，有望作为天然保鲜剂用于冷藏海产品的保鲜。
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大黄鱼 (Larimichthys crocea)属石首鱼科

(Sciaenidae)，黄鱼属(Larimichthys)，我国主要海

水经济养殖鱼类之一，2015年全国大黄鱼养殖产

量约14.9万t，主要集中在福建、广东和浙江有少

量养殖 [1]。目前大黄鱼产品流通形式以冰鲜和冻

品为主，少量腌干制品(黄鱼鲞)。但冷冻贮藏会

因蛋白变性问题而引起大黄鱼品质下降，冷藏

大黄鱼极易因腐败微生物、内源酶及脂质氧化

等作用而引起腐败变质，大黄鱼在0~4 °C低温下

的货架期一般仅为8~14 d[2]，这极大制约了大黄

鱼的流通加工和产业发展。为此，国内一些学

者尝试在低温保藏过程中辅助使用一些天然保

鲜剂，如茶多酚[3]、原花青素[4]、海藻酸钠[5]和壳

聚糖 [6]等，但这些保鲜剂抑菌效果较弱，或受食

品基质影响较大，如壳聚糖仅在酸性环境中

(pH<6.5)能发挥有效抗菌作用 [7]，这也限制了其
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应用。可见，在人们对化学防腐剂接受性逐渐

降低的趋势下，研发一些安全有效的天然保鲜

剂已成为大黄鱼产业发展的迫切之需。

植物精油(essential oils)是从芳香植物中提取

出具有挥发性、浓郁香味的脂溶性天然混合

物，被美国食品药品监督管理局(FDA)认定为公

认安全类产品 ( g e n e r a l l y  r e g a r d e d  a s  s a f e，
GRAS)。研究证实植物精油大多具有抗菌作用，

部分兼具抗氧化功效 [8-9]，目前已被尝试用于虹

鳟 (Oncorhynchus  myk i s s ) [ 1 0 ]、鲤 (Cypr inus
carpio)[11]、舌齿鲈(Dicentrarchus labrax)[12]和即食

鱿鱼(Loligo vulgaris)圈 [13]等水产品的保鲜，且取

得了较显著效果。因此，将植物精油用于低温

冷藏大黄鱼的辅助保鲜不失为一种可行选择。

微生物是导致鱼类腐败的主要因素，新鲜

水产品中栖息的微生物复杂多样，但只有其中

少数微生物能适应后续贮藏环境，并快速生长

繁殖而逐渐成为优势菌群并造成产品腐败，这

些少数微生物即特定腐败菌(specific spoilage or-
ganisms)[14]。不同水产品中的特定腐败菌存在差

异，主要受鱼种、栖息水域和贮藏环境等影响[15]，

而精油作为水产品保鲜剂的前提是必须能有效

抑制这些特定腐败菌。但以往研究中水产品中

的特定腐败菌大多未确定，精油选用类型单

一、缺乏针对性，且研究主要集中在精油保鲜

效果评价方面，精油对特定腐败菌的抑菌活性

缺乏定量数据，具体机制也鲜见探讨。

此外，植物精油绝大多是挥发性小分子化

合物，其中某些具有明显刺激性气味，即便使

用的浓度很低也会影响食品的风味及感官接受

性，因此，从水产品保鲜角度考虑，极有必要

考察精油使用后水产品的感官接受性。

基于上述分析，本实验首先对北方市场上

流通的冷藏大黄鱼优势腐败菌进行分离鉴定，

然后采用纸片扩散法和微量肉汤稀释法对14种植

物精油或其组分的体外抑菌活性进行检测，并

通过喜好检验对精油处理后大黄鱼的感官接受

性进行评价；通过细菌形态扫描电镜观察、胞

内乳酸脱氢酶及核酸释放研究山苍子精油(Lusea
cubeba oil，LCO)对腐败菌株的膜损伤作用，最

后从微生物、挥发性盐基氮和组胺指标来考察

山苍子精油对冷藏大黄鱼的保鲜效果，期望为

植物精油应用于大黄鱼的冷藏保鲜提供一定的

参考依据。

1    材料与方法

1.1    材料与仪器

冷藏大黄鱼购自辽宁省大连市某超市；实

验用柠檬草精油由实验室提取获得，肉桂醛购

于上海生工生物工程有限公司；百里香酚、丁

香酚及柠檬醛购于上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；陈皮、薄荷、柠檬、山苍子、八角、

孜然、香茅、大蒜及甜橙精油购于江西吉安中

香天然植物精油有限公司；  PCR相关试剂购于

上海生工生物工程有限公司；乳酸脱氢酶试剂

盒购于上海碧云天生物技术有限公司；平板计

数琼脂和铁琼脂购于北京陆桥生物技术有限责

任公司；组胺标准品购于国药集团化学试剂有

限公司；扫描电镜Zeiss supra55为德国卡尔•蔡司

股份公司生产；VITEK2 Compact全自动微生物

分析系统为法国生物梅里埃公司生产；酶标仪

Synergy H1/H1M为美国伯腾仪器有限公司生产；

PCR仪为大连宝生物工程有限公司生产；全自动

凯氏定氮仪UDK159为意大利VELP公司生产；紫

外-可见分光光度计Lambda 35为PerkinElmer股份

有限公司生产；高效液相色谱Agilent 1260为安捷

伦科技有限公司生产。

1.2    方法

腐败细菌的分离        冷藏大黄鱼购于大连某

超市，原产于福建，将大黄鱼置4 °C冰箱冷藏，

待腐败后置超净台内，用无菌棉签擦拭鱼体

表、体腔、鱼鳃及肠容物取样，并均匀涂布于

胰大豆琼脂培养基(TSA)上，28 °C恒温培养48 h
后，挑取典型单菌落，溶于200 μL灭菌生理盐

水，接种纯化3次，菌悬液加20%甘油于–80 °C
冰箱中冻藏，备用。

细菌鉴定        ①16S rDNA序列分析扩增、测

序及系统发育进化树构建：用灭菌牙签挑一个

单菌落置入100 μL灭菌水中，轻微振荡，100 °C
水浴锅中水浴10 min，10 000 r/min离心3 min，取

上清液作为DNA模板；PCR扩增采用16S rDNA通

用引物，正向引物27F：5′-AGAGTTTGATCCTG-
GCTCAG-3′；反向引物1 492 R：5′-TACGGC-
TACCTTGTTACGACTT-3′，预期扩增片段大小

约为1 500 bp。PCR反应体系50 μL：DNA模板

2 μL，正、反引物各1 μL，EX Taq 25 μL，无菌

水21 μL。PCR循环参数：94 °C预变性5 min；94 °C
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变性30 s，55 °C退火30 s，72 °C延伸1.5 min，
35个循环；72 °C延伸10 min；最后降温至4 °C。

琼脂糖凝胶电泳检测PCR结果，并将PCR产物送

至上海生工生物工程有限公司测序。

将测得的16S rDNA序列通过BLAST检索和

Clustal X1.8软件进行序列比对分析；根据邻接法

(Neighbor-Joining，NJ)采用Mega 6.0构建系统发

育树，自举分析(Bootstrap)检测置信度，自举数

集为1 000次。

②VITEK2 Compact系统鉴定：部分分离菌

株通过16S rDNA序列分析难以准确鉴定到“种”的
水平，本实验又通过VITEK2 Compact全自动微

生物分析系统进行生化辅助鉴定，具体操作参

照法国生物梅里埃公司提供的鉴定卡说明书进行。

植物精油或其组分抑菌圈测定         参考

Stefanakis等 [16]方法，采用纸片扩散法检测14种植

物精油或其组分对腐败菌株的抑制效果。取过

夜振荡培养的细菌悬液，用胰大豆肉汤培养基

(TSB)稀释至1×108 CFU/mL，用无菌棉签蘸取菌

液，均匀涂布于TSA培养基表面。待平板上的菌

液被琼脂完全吸收，取直径为6 mm的无菌滤纸

片，滴加2 μL精油后，将纸片贴在培养基表面。

在恒温培养箱中28 °C培养48 h后，测量抑菌圈直

径，实验重复3次，计算平均值。

植物精油或其组分对腐败菌株最低抑菌浓度

测定        采用微量肉汤稀释法测定植物精油或其

组分的最低抑菌浓度，具体操作参照Othman 等[17]

方法。简述如下，将溶解于无水乙醇的精油用

TSB培养基梯度稀释至16、8、4、2、1、0.5、
0.25和0.125 μL/mL，再依次加入96孔细胞培养板

中，每孔100 μL，每个浓度梯度设置3个平行，

另设8 μL/mL乙醇为溶剂对照组，并设不含精油

的培养基为空白对照组。再取经过夜振荡培养的

待测菌液，用TSB培养基稀释至2×106 CFU/mL，

转入前述含精油培养基的 96孔板中，每孔加

100 μL；将96孔板置入酶标仪，在28 °C条件下振

荡培养，每隔30 min自动检测一次600 nm处吸光

值(OD600)，连续测定20 h，绘制细菌生长曲线，

最低抑菌浓度定义为完全抑制细菌生长时的最

低精油浓度。

精油处理后大黄鱼肉气味可接受度检验        根
据抑菌实验结果，选择具有较强抗菌活性的精

油或其组分进行感官接受度检验，分别为肉桂

醛、丁香酚、百里香酚、柠檬醛、柠檬草和山

苍子精油，其中肉桂醛对3种受试腐败菌的最小

抑菌浓度(MIC) 为0.125 μL/mL，另外5种精油的

MIC ≤ 0.5 μL/mL。简述如下，将大黄鱼肉片浸

入浓度为 0、 0 . 5 × M I C、 1 × M I C、 2 × M I C及

4×MIC的待测精油悬浊液中(肉桂醛的MIC值为

0.125 μL/mL，其他精油MIC值选择0.5 μL/mL)，
浸泡15 min后取出，将每个浓度处理的鱼肉样品

平均分成2份，一份作为生鱼肉直接进行感官检

验，另一份鱼肉在沸水中煮3 min，冷却至室温

后品评。参照Lawless等 [18]方法进行可接受度检

验，将生熟2份鱼肉分别盛入一次性杯子，用3位
随机码编码后呈送给46名经筛选的感官评价员。

感官评价员根据9点喜好标度进行检验，具体分

数描述：9=极端喜欢，8=非常喜欢，7=一般喜

欢，6=稍微喜欢，5=既不喜欢也不厌恶，4=稍
微厌恶，3=一般厌恶，2=非常厌恶，1=极端厌恶。

细菌形态扫描电镜观察        参照Barman等 [19]

方法，将山苍子精油加入待测菌株过夜培养物

中，终浓度均为1×MIC，并设不加山苍子精油的

菌液对照组，28 °C、180 r/min振荡孵育1 h。取

对照组和山苍子精油处理组菌液各1 mL，PBS清
洗2次；4 °C 2.5%戊二醛固定24 h，PBS清洗2次
后，将菌液滴于干净载玻片上静置2 h；分别用

50%、70%、80%、90%、100%乙醇梯度脱水，

再用叔丁醇置换乙醇3次；通风橱中晾干后真空

喷金，扫描电镜观察。

胞外乳酸脱氢酶和紫外吸收物质的测定

将山苍子精油加入分离腐败菌株过夜培养物中

至终浓度为1×MIC，28 °C 180 r/min振荡孵育，分

别于不同时间点取1 mL菌液，4 °C 10 000 r/min离心

10 min，取上清液，再分别测定上清液中乳酸脱

氢酶(LDH)活力和260 nm处吸光值，实验以未经

精油处理的菌体细胞作为对照。LDH酶活测定按

试剂盒提供方法进行，为获得细菌胞内乳酸脱

氢酶的全部释放量，将菌液在功率50 W、工作

时间5 s、间隔时间5 s、连续90次超声。乳酸脱

氢酶相对释放量计算公式如下：

LDH =

LDH ¡
LDH ¡ £ 100

植物精油对大黄鱼贮藏过程中腐败微生物的

抑制作用        将冷藏大黄鱼去皮、内脏后，洗净
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并于无菌条件下剖片，分为3组，分别用已灭

菌的蒸馏水、1 μL/mL山苍子精油溶液和4 μL/mL
山苍子精油溶液浸泡15 min，沥干水分、分装后

置于4 °C条件下贮存，并于0、3、6、9、12 d取
样，检测微生物、挥发性盐基氮及组胺指标。

鱼肉中菌落总数和产硫化氢菌数量测定

采用平板计数法，培养基分别选用平板计数琼

脂和铁琼脂，具体操作分别参考GB 4789.2-
2016和Koutsoumanis等 [20]法进行；挥发性盐基氮

测定参考GB 5009.228-2016方法进行，结果用

mg/100 g表示；鱼肉中组胺含量采用高效液相色

谱法测定，具体操作参照GB 5009.208-2016，其

中流动相A为超纯水，B为纯乙腈，梯度洗脱条件为

0 min，55%B；15 min，65%B；20 min，80%B；

30 min，90%B；35 min，55%B；流速为1 mL/min，
进样量10 μL，柱温30 °C，检测波长为254 nm。

1.3    数据处理和统计分析

采用SPSS 22软件进行数据统计分析，实验

数据以平均值±标准差(mean±SD)表示，多组间数

据比较采用单因素方差分析，Student-Neuman-
Keuls (SNK)法均值多重比较；二组之间的比较采

用Student’s-t-test进行分析，P<0.05表示统计学

显著差异。

2    结果

2.1    腐败菌的分离鉴定结果

以细菌基因组DNA为模板，PCR扩增大黄

鱼腐败分离菌株的16S rDNA序列，电泳检测结果

显示在约1 500 bp处有目的条带。将16S rDNA序

列通过BLAST检索系统进行序列同源性比对，

结果表明菌株LC-Q2、LC-Q3、LC-Q6和LC-B3菌
株与波罗的海希瓦氏菌(Shewanella baltica AJ000214)
及腐败希瓦氏菌(S. putrefaciens X81623)聚为一

支，但难以归属具体种别，需结合生理生化指

标进一步确定。通过VITEK2 Compact系统对这

4株希瓦氏菌进行鉴定，结果表明这4株腐败菌均

能产生H2S，可在4 °C和37 °C条件下生长，不能

利用龙胆二糖、纤维二糖、D-葡萄糖、柠檬酸

盐，参照《伯杰氏细菌鉴定手册》及Ziemke等 [21]

研究结果，鉴定本实验所分的4株希瓦氏菌为腐

败希瓦氏菌。

菌株LC-R1、LC-S2分别与热杀索丝菌(Bro-

chothrix thermosphacta AODI01000055，也被译作

热死环丝菌)和温和气单胞菌(Aeromonas sobria
X74683)序列同源性为99%，并分别选择模式菌

株16S rDNA序列构建系统发育树。可见菌株LC-
R1和LC-S2分别与热杀索丝菌(AODI01000055)和
温和气单胞菌(X74683)聚为同一分支。

2.2    体外抑菌圈测定结果

选择腐败希瓦氏菌LC-Q6、热杀索丝菌LC-
R1和温和气单胞菌LC-S2 3株腐败菌为研究对

象，通过纸片扩散法初步检测14种植物精油或其

组分的抗菌活性。14种植物精油对3株腐败菌的

抑制效果不同，其中肉桂醛的抑菌效果最强，

抑菌圈直径为18.0~31.3 cm；丁香酚、百里香

酚、柠檬醛、柠檬草及山苍子精油次之，抑菌

圈直径为9.0~22.8 cm；孜然、薄荷及八角茴香精

油的抑菌效果一般，抑菌圈直径为2.6~12.3 cm；

陈皮、大蒜、甜橙等精油抑菌效果较弱或无(表1)。

2.3    植物精油或其组分对腐败菌株的MIC测定

在纸片扩散法定性检测精油抗菌活性的基

础上，采用微量肉汤稀释法进一步对14种精油或

其组分的MIC进行检测。在本实验中，MIC定义

为在细菌培养20 h时，可以完全抑制其生长的最

低精油浓度。14种植物精油或其组分对3株腐败

菌具有不同程度的抑制作用，其中肉桂醛抗菌

活性最高，对受试3株菌的MIC均为0.125 μL/mL；

其次为丁香酚、百里香酚、柠檬醛、柠檬草和

山苍子精油，MIC≤0.5 μL/mL；薄荷、孜然、柠

檬香茅及大蒜精油对3株腐败菌抑菌效果相对较

弱；陈皮、甜橙、八角茴香和柠檬精油抑菌效

果较差(表2)。此外，溶剂乙醇在最大浓度8 μL/mL
时对腐败菌株生长无抑制作用。

2.4    精油处理后对鱼肉气味可接受度的影响

基于前述抗菌实验结果，实验选择肉桂

醛、丁香酚、百里香酚、柠檬醛、柠檬草和山

苍子6种抗菌活性较强的精油或其组分处理大黄

鱼肉，并对精油处理后鱼肉气味的感官接受性

进行评价。未经精油处理的大黄鱼由于腥味

重，气味接受性较低，经精油浸泡处理后，除

肉桂醛外，鱼肉气味感官接受度均显著增加

(P<0.05)，可见精油处理对大黄鱼腥味有矫正作

用(图2)。
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精油浓度对处理后鱼肉感官接受性影响明

显，具体影响结果可分为3类：①随着精油处理

浓度增加，鱼肉感官接受性提高，如山苍子精

油和百里香酚，其中山苍子精油剂量效应显著

(P<0.05)，且在最大处理浓度时也未带来鱼肉感

官劣化；②随着精油处理浓度增加，鱼肉感官

接受性先提高后降低，如丁香酚，不过统计分

析差异不显著(P>0.05)；③随着精油处理浓度增

加，鱼肉感官接受性显著下降(P<0.05)，如肉桂

醛。值得提出的是，大黄鱼在食用前一般需要

加热处理，如蒸、煮等，热处理过程中精油挥

发消散，可一定程度消除精油带来的鱼肉感官

劣化问题，如本实验中经肉桂醛处理后的鱼肉

煮熟后，感官接受性显著提高(P<0.05)。

本实验中的山苍子精油提取自樟科、木姜

子属植物山苍子的果实，为我国特有且生产规

模最大的天然香料[22]。山苍子精油对腐败菌株显

示了高效抗菌活性，且其主要组分为柠檬醛，

赋予了精油特有的柠檬香气，不会带来产品感

官劣化问题，因此被选用于后续鱼肉基质中精

油抗菌效果研究，以期开发出一种理想的天然

保鲜剂。

2.5    山苍子精油的抑菌机理研究

在明确山苍子精油抗菌活性的基础上，实

验又通过扫描电镜观察、胞内乳酸脱氢酶和核

酸释放测定来研究其对腐败菌株的膜损伤作

用，期望初步阐明其抗菌机制。扫描电镜观察

 ▼|LC-Q2|
 ▼|LC-Q6|

 ▼|LC-B3|
 ▼|LC-Q3|

波罗的海希瓦氏菌  S. baltica (AJ000214)
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阿比西希瓦氏菌  S. abyssi (AB201475)

真实希瓦氏菌  S. fidelis (AF420312) (AB201475)

武氏希瓦氏菌  S. woodyi (CP000961)

独岛希瓦氏菌  S. dokdonensis (GQ245918)
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花蜜不动杆菌  A. nectaris (JQ771132)

明亮发光杆菌  P. phoshphoreum (X74687)

氢碳酸假单胞菌  P. carboxydohydrogena (AB021393)

 ▼|LC-R1|
热杀索丝菌  B. thermosphacta (AODI01000055)

野生环丝菌  B. campestris (AY543038.1)
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98
44
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相异气单胞菌  A. diversa (GQ 365710)

维罗纳气单胞菌  A. veronii (CDDK 01000015)

澳洲野生株气单胞菌  A. australiensis (CDDH 01000065)

异常嗜糖气单胞菌  A. allosaccharophila (CDBR 01000068)

温和气单胞菌  A. sobria (X 74683)

 ▼|LC-S2|

嗜水气单胞菌  A. hydrophila (CP 000462)

台湾气单胞菌  A. taiwanensis (FJ 230077)

洞穴气单胞菌  A. cavernicola (HQ 436040)

86
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45

73
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图 1    基于大黄鱼腐败菌分离株16S rDNA序列构建的系统发育树

Fig. 1    Phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequence analysis of the spoilage bacteria isolates
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表 1    植物精油或其组分对腐败菌株的抑菌活性

Tab. 1    Antimicrobial activity of essential oils or their components against the spoilage bacteria isolates

植物精油或其组分

　essential oils or their components

抑菌圈直径/mm　inhibitory zone

热杀索丝菌

　B. thermosphacta LC-R1
温和气单胞菌

　A. sobria LC-S2
腐败希瓦氏菌

　S. putrefaciens LC-Q6

肉桂醛　cinnamaldehyde 19.6±6.1 18.0 ±2.3 31.3 ±4.0

丁香酚　eugenol 10.6±2.5 12.4 ±1.9 12.8 ±4.1

百里香酚　thymol 14.3±5.5 22.8 ±2.9 10.7 ±7.2

柠檬醛　citral 14.2±7.9 12.6±2.8 18.8±1.2

山苍子　Litsea cubeba 9.0±0.4 17.5±0.9 17.5±2.5

柠檬草　Cymbopogon citratus 11.6±1.6 14.0±0.1 19.2±4.5

孜然　Cuminum cyminum 5.0 ±2.1 12.3 ±4.0 2.7 ±2.2

陈皮　Citri pericarpium reticulatae 0.0 ±0.0 0.2 ±0.3 0.0 ±0.0

薄荷　Mentha haplocalyx 3.9 ±0.7 6.1 ±0.9 2.7 ±1.3

甜橙　Citrus sinensis 0.0±0.0 0.4±0.6 5.4±0.7

柠檬香茅　Cymbopogon nardus 0.7±0.6 1.1±1.1 7.6±4.9

大蒜　Allium sativum 3.9±0.2 0.0 ±0.0 2.3±2.3

八角茴香　Illicium verum 6.5±1.5 2.6±0.9 4.5±2.4

柠檬　Citrus limon 0.0±0.0 0.3±0.5 2.0±0.4

注：表中抑菌圈数据减去了纸片直径

Notes: The diameter of the paper disc was subtracted from the inbibition zone

表 2    精油或其组分对腐败菌株的最低抑菌浓度

Tab. 2    Minimal inhibitory concentration of selected essential oils or their components against the spoilage bacteria isolates

植物精油或其组分

　essential oils or their components

最低抑菌浓度/(μL/mL)　minimal inhibitory concentration (MIC)

热杀索丝菌

　B. thermosphacta LC-R1
温和气单胞菌

　A. sobria LC-S2
腐败希瓦氏菌

　S. putrefaciens LC-Q6

肉桂醛　cinnamaldehyde 0.125 0.125 0.125

丁香酚　eugenol 0.5 0.25 0.5

百里香酚　thymol 0.25 0.125 0.5

柠檬醛　citral 0.25 0.5 0.5

山苍子　Litsea cubeba 0.5 0.5 0.5

柠檬草　Cymbopogon citratus 0.25 0.5 0.25

孜然　Cuminum cyminum 2.0 0.5 1

陈皮　Citri pericarpium reticulatae >4 >4 >4

薄荷　Mentha haplocalyx 2.0 2.0 2.0

甜橙　Citrus sinensis >4 2.0 >4

柠檬香茅　Cymbopogon nardus >4 2.0 0.5

大蒜　Allium sativum 2.0 >4 0.5

八角茴香　Illicium verum >4 >4 4.0

柠檬　Citrus limon >4 >4 >4
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显示，精油处理前，3株腐败菌均呈短杆状，细

菌表面结构完整，经浓度为1×MIC的山苍子精油

处理后，细胞壁破裂，菌体明显凹陷且出现内

容物溢出现象(图3)
乳酸脱氢酶存在于细胞质中，参与糖酵解

途径，在膜损伤时会外泄至胞外，腐败希瓦氏

菌经1×MIC浓度的山苍子精油处理后，胞外乳酸

脱氢酶和紫外吸收物质含量呈上升趋势，处理

时间1 h时其胞内LDH释放量达60.55%，且随着

处理时间延长，释放量持续增加；而热杀索丝

菌和温和气单胞菌经过山苍子精油处理后胞外

LDH含量并未见明显释放(图4)。
经山苍子精油处理后，腐败希瓦氏菌和温

和气单胞菌胞内紫外吸收物质迅速释放，热杀

索丝菌缓慢释放，30 min后趋于平稳。胞内乳酸

脱氢酶和核酸释放均说明了山苍子精油对分离

腐败菌的膜损伤作用。

2.6    山苍子精油对大黄鱼贮藏过程中腐败微

生物的抑制作用

鉴于植物精油在液体培养基和食品基质中

的抗菌效果可能存在较大差异，因此有必要考

察山苍子精油在鱼肉基质中抗菌活性，以大黄

鱼片为实验对象，检测精油处理后鱼片贮藏过

程中微生物数量变化，以探究其潜在的保鲜效

果。贮藏期间对照组大黄鱼片中细菌总数和产

硫菌数迅速增加，6 d 后趋于平缓。经4 μL/mL山

苍子精油浸泡处理后，贮藏过程中微生物的生

长被有效抑制(图5)。4 °C贮藏3~12 d，每个时间

点的菌落总数均显著低于对照组，减菌量为2.2~
2.8 lg(CFU/g)；产硫菌的减菌量为1.3~3.9 lg(CFU/g)，
均显著低于对照(P<0.05)。
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图 2    大黄鱼片经不同精油处理后的感官接受度

(a)肉桂醛； (b)丁香酚； (c)百里香酚； (d)柠檬醛； (e)柠檬草； (f)山苍子。*代表同一组生、熟鱼肉之间的可接受度存在显著差异

(P<0.05)；不同大写字母表示生鱼肉多重比较检验结果，不同小写字母表示熟鱼肉多重比较检验结果，不同字母表示差异显著(P<0.05)

Fig. 2    Sensory acceptability of large yellow croaker fillets treated by essential oils
(a)cinnamylaldehyde; (b)eugenol; (c)thymol; (d)citral; (e)Cymbopogon citratus oil; (f)Litsea cubeba oil. *Represents significant differences between raw
fillets and cooked fillets at the same group (P<0.05).Columns with different capital letter superscripts mean significant differences of raw fillets
(P<0.05), and with different lower-case letter superscripts mean significant differences of cooked fillets (P<0.05)
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实验发现山苍子精油在浓度为1 μL/mL时，

处理组菌落总数无显著变化(P>0.05)；虽然精油

使用浓度已达到希瓦氏菌的2×MIC，但产硫菌仅

在第3天和12天时，减少了1.3~1.4 lg(CFU/g)，其

他时间点也无显著差异，可见鱼肉基质影响了

精油的抗菌活性。

鱼肉中蛋白质或游离氨基酸在微生物和酶

的作用下，分解或转化产生氨及胺类等碱性含

氮物质，2个常见的表征指标为挥发性盐基氮

(total volatile basic nitrogen, TVB-N)和生物胺含

量，进一步通过检测这两种微生物生长的伴生

指标来考察精油在鱼肉基质中的抗菌活性。鱼

肉TVB-N值随贮藏时间延长而升高，3 d后迅速

增加，在贮藏12 d时，对照组TVB-N值达到264 mg/
100 g(图6)，而4 μL/mL山苍子精油处理组TVB-
N值仅为88 mg/100 g，表明山苍子精油可显著抑

制鱼肉中TVB-N的产生(P<0.05)；不过1 μL/mL山

苍子精油对TVB-N产生仅在第3天时具有显著性

(P<0.05)，其他时间点均无显著抑制效果(P>0.05)，
这与前述微生物指标结果吻合。

400 nm 400 nm 400 nm1 2 3

400 nm 400 nm 400 nm4 5 6

 
图 3    植物精油处理前后分离腐败菌株电镜图片

1. 腐败希瓦氏菌LC-Q6：未处理组；2. 腐败希瓦氏菌LC-Q6：山苍子精油处理组；3. 热杀索丝菌LC-R1：未处理组；4. 热杀索丝菌LC-
R1：山苍子精油处理组；5. 温和气单胞菌LC-S2：未处理组；6. 温和气单胞菌LC-S2：山苍子精油处理组

Fig. 3    Scanning electron micrograph of spoilage bacteria untreated cells and after
treatment with L. cubeba oil (LCO)

1. S. putrefaciens LC-Q6: control；2. S. putrefaciens LC-Q6:treated by L. cubeba oil；3. B. thermosphacta LC-R1：control；4. B. thermosphacta LC-
R1:treated by L. cubeba oil；5. A. sobria LC-S2: control；6. A. sobria LC-S2: treated by L. cubeba oil
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图 4    山苍子精油处理后分离腐败菌胞外乳酸脱氢酶和紫外吸收物质含量变化

Fig. 4    The LDH and UV-absorbing materials efflux from the L. cubeba oil treated bacteria cells
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组胺是海产品中的一种代表性生物胺，为

评价海产品鲜度和质量安全的重要指标。对照

组大黄鱼冷藏6 d后，组胺含量开始显著上升，

12 d时达到2 933 mg/kg；经1或4 μL/mL 山苍子精

油处理后，实验终点时组胺含量分别为1 090 mg/kg

和 287 mg/kg(图6)，表明山苍子精油能显著抑制

组胺的产生(P<0.05)，并呈现剂量依赖效应。需

要指出的是，由于本实验在大连市场上购买的

大黄鱼均原产自福建，已经历长途物流运输和

较长时间贮藏，故起始鲜度不佳，表现为TVB-

N和组胺起始值较高，故未来保鲜实验中有必要

以鲜活大黄鱼为原料进行。

3    讨论

希瓦氏菌是冷藏海水鱼类常见腐败菌之一[14]，

第9版《伯杰氏细菌鉴定手册》中收录的希瓦氏

菌有22种，其中腐败希瓦氏菌和波罗的海希瓦氏

菌为常见水产品腐败菌。Owen等 [ 2 3 ]早期通过

DNA杂交同源性分析将腐败希瓦氏菌分为4种不

同的基因型，后来德国学者Ziemke等 [21]将其中的

基因II型腐败希瓦氏菌单列为一新种，即波罗的

海希瓦氏菌。二者16S rDNA相似度高达99%，理

化指标上也很接近，只腐败希瓦氏菌能在37 °C
条件下生长，不能利用龙胆二糖、纤维二糖、

蔗糖、D-葡萄糖及柠檬酸盐，而波罗的海希瓦
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图 5    大黄鱼片在4 °C冷藏条件下菌落总数及产硫菌数量变化

#，*表示山苍子精油处理组与对照组相比差异显著(P<0.05)

Fig. 5    Changes in the total bacterial counts and H2S-producing bacteria of
large yellow croaker fillets during chilled storage at 4 °C

# and *represents significant differences compared to control at the same time point (P<0.05)
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图 6    大黄鱼片在4 °C冷藏条件下挥发性盐基氮和组胺含量变化

#，*表示山苍子精油处理组与对照组相比差异显著(P<0.05)

Fig. 6    Changes in the TVB-N value and histamine content of large yellow croaker fillets during chilled storage at 4 °C
# and *represents significant differences compared to control at the same time point (P<0.05)
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氏菌的上述理化指标刚好与之相反[21]。本实验通

过VITEK2 Compact全自动微生物分析系统发现

分离得到的4株希瓦氏菌理化指标与腐败希瓦氏

菌相符，结合16S rDNA序列分析结果，可以确定

这4株分离腐败菌为腐败希瓦氏菌。郭全友等 [24]

研究证实养殖大黄鱼0 °C冷藏货架期终点优势腐

败菌为腐败希瓦氏菌，这与本实验结果基本一

致。张雯等 [25]发现0~4 °C冰鲜大黄鱼优势腐败菌

为波罗的海希瓦氏菌，但其仅依照16S rDNA V3
区序列判定细菌种别，鉴定准确性有待商榷。

此外，本实验从腐败大黄鱼肠容物和鱼鳃

中分别分离得到的1株热杀索丝菌和1株温和气单

胞菌，可能部分参与了大黄鱼的腐败进程。热

杀索丝菌为革兰氏阳性嗜冷菌，兼性厌氧且耐盐，

为冷藏环境下无须鳕(Merluccius merluccius)[26]、

大西洋鲑 (Salmo salar)[27]、去壳北极甜虾 (Pan-
dalus borealis)[28]等海产品中常见腐败菌，尤其在

气调包装中。国内张雯等[29]也从贮藏后期的冰鲜

大黄鱼肠道中分离出少量索丝菌。气单胞菌属

气单胞菌科，兼性厌氧，为常见的水生微生

物，广泛存在于尼罗罗非鱼(Oreochromis nilotic-
us)[30]、凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)[31]等水

产品中，部分菌种具有显著致腐特性。郭全友

等[24]曾确定气单胞菌是养殖大黄鱼冷藏初期的优

势菌，但该研究未鉴定气单胞菌的具体种别。

最近葛阳杨等 [32]证实杀鲑气单胞菌 (A. salraon-
ic ida )为冷藏大黄鱼的强致腐菌；与此类似，

Wang等 [33]研究也认为嗜水气单胞菌 (A. hydro-
phila)为冷藏草鱼片的优势腐败菌。

植物精油的抗菌活性已被大量研究证实，但

大多针对大肠杆菌、沙门氏菌及金黄色葡萄球菌

等常见食源性致病菌 [9，34]，而精油对水产品腐败

菌抗菌活性的影响尚鲜见报道。Mahmoud等 [11]研

究发现导致鲤(Cyprinus carpio)腐败的优势微生物

为黄杆菌(Flavobacterium sp.)和弧菌科(Vibrion-
aceae sp.)微生物，抑菌实验发现肉桂醛、百里香

酚和香芹酚的抑菌活性最强。不过这项研究针

对的均是淡水鱼类腐败菌，且选用的精油类型

较为有限。Gómez-Estaca等 [35]研究发现丁香精油

能完全抑制腐败希瓦氏菌的生长，不过该研究

未提供精油对受试菌株的MIC数据。

本实验天然植物精油或其组分对腐败希瓦

氏菌、热杀索丝菌和温和气单胞菌的抗菌活

性，发现肉桂醛、丁香酚、百里香酚、柠檬

醛、柠檬草及山苍子精油对3株腐败菌均具有很

强抑菌活性，MIC ≤ 0.5 μL/mL。这与已报道的

一些研究结果类似，如百里香精油对热杀索丝

菌的MIC为0.5 μL/mL[36]；丁香酚对大肠杆菌和伤

寒沙门氏菌(Salmonella typhi)的MIC分别为1.6 和
0.125 μL/mL [34]。

本实验中山苍子和柠檬草精油主要组分均

为柠檬醛，它为一种开链单萜醛，含顺反2种异

构体，分别为橙花醛(顺式)和香叶醛(反式)，自

然状态下常共存于同一挥发油中，具有较强的

广谱抗菌活性。Kim等 [37]研究发现柠檬醛对单增

李斯特菌、金黄色葡萄球菌及大肠杆菌的MIC也

为0.5 μL/mL；Li等[38]研究证实山苍子精油对大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌活性仅次于肉桂

精油，MIC为0.125%(体积百分比，V/V)，与本实

验结论基本一致。

但上述表征精油抗菌活性的MIC值均是使用

液体培养基实验而获得的数据，若将精油用于

食品基质中，抗菌效果一般会降低。如本实验

发现山苍子精油在体外对水产腐败菌具有显著

抑制作用，MIC为0.5 μL/mL，但将1 μL/mL的山

苍子精油用于大黄鱼片中，抑菌效果并不显著，

这可能因为精油或其抗菌成分大多是脂溶性，

易被食品基质中的脂质或蛋白吸附，难以进入

水相作用于目标微生物。当精油浓度提高至

4 μL/mL(8 ×MIC)时，可以显著抑制鱼肉基质中

微生物生长。与本实验类似，0.018%芫荽叶油在

体外抑菌实验中抑菌效果很显著，但应用于火

腿中时浓度提升至6%仍然没有抗菌效果 [39]；薄

荷油在高脂肪的鱼卵沙拉中对李斯特菌和沙门

氏菌的抑制效果较差，但在黄瓜和低脂酸奶中

的抑菌效果很显著[40]。因此，若将精油应用于脂

质含量较高的食品，有必要提高精油浓度，或

增加其在水相中的分散性，如将其制备成纳米

乳剂[41]。

植物精油绝大多是挥发性小分子化合物，

其中某些具有明显辛辣刺激气味，使用后可能

会影响食品的风味，因此有必要对精油处理后

鱼肉气味的感官接受性进行评价。本实验选择

了6种抗菌效果较强的精油或其组分，通过喜好

检验考察了精油处理后大黄鱼片的气味接受

性，结果发现丁香酚、百里香酚、柠檬醛、柠

檬草和山苍子等5种精油均提高了大黄鱼片感官

接受性，表明精油可矫正大黄鱼肉的腥味。本
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实验中，肉桂醛精油虽然抗菌活性很强，但却

会导致大黄鱼片感官的劣化。Nowak等 [36]研究发

现百里香和迷迭香精油按2×MIC剂量添加至气调

包装的牛肉中，造成了产品气味的明显劣化，不过

该研究没有考察精油不同处理浓度对感官接受

性的影响。为降低精油对食品风味的影响，也

有研究尝试将精油做成可食性抗菌薄膜代替将

精油直接加入食品，如含牛至精油的明胶-壳聚

糖膜可使草鱼冷藏货架期延长4~5 d[42]，研发含

精油的抗菌活性包装是目前正在进行的工作。

植物精油成分复杂，作用靶标多样，具体

作用机制尚未完全阐明。目前植物精油的抑菌

机制研究主要以大肠杆菌、沙门氏菌等为模

型，水产品腐败菌很少涉及。一般认为植物精

油及其成分具有疏水性，易对细胞膜造成非特

异性损伤，使膜通透性增加，胞内无机离子、

蛋白酶和核酸外泄[43]，细胞死亡。本实验通过细

胞形态扫描电镜观察、胞内LDH和核酸物质释放

测定，证实山苍子精油可对腐败希瓦氏菌、温和

气单胞菌和热杀索丝菌细胞膜造成损伤。Li等 [38]

通过透射电镜观察认为山苍子精油可穿透大肠

杆菌细胞外膜层，并破坏其细胞膜。但本实验

中温和气单胞菌和热杀索丝菌胞内LDH释放并不

明显，这可能是因为LDH分子量较大(3 000 u)，
而精油在这2种细菌细胞膜上产生的孔洞相对较

小，故LDH释放较少。不过由于原核生物的呼吸

链位于细胞膜上，膜损伤必然导致电子传递链

的破坏和质子动力势的消除，致使ATP合成受

阻，这也可能是山苍子精油通过膜损伤作用而

产生抑菌效应的机制之一。

冷藏大黄鱼的优势腐败菌包括腐败希瓦氏

菌、热杀索丝菌和温和气单胞菌，丁香酚、百

里香酚及富含柠檬醛的植物精油对这3种优势腐

败菌均具有显著抑制作用，其中山苍子精油对

水产腐败菌的抑制作用可能通过膜损伤作用而

实现，且其使用后不影响大黄鱼的感官接受

性。可见，植物精油有望作为一种天然保鲜剂

用于海产品保鲜。
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Antimicrobial effects and mechanism of action of essential oils against
dominant spoilage bacteria isolated from large yellow croaker

(Larimichthys crocea) during chilled storage

MENG Yuxia 1,     CUI Huijing 1,     ZHAO Qiancheng 1,     LI Meng 1,    
BIAN Chuhan 1,     BAI Rujian 2,     MA Yongsheng 1*

(1. College of Food Science and Engineering, Dalian Ocean University, Dalian    116023, China;
2. Xinxing Cathay International Group Yili Agriculture and Animal Husbandry Science and

Technology Development Co., Ltd., Yining    835000, China)

Abstract: To evaluate the feasibility of essential oils as natural preservatives in extending the shelf life of chilled
large yellow croaker, the antimicrobial efficacy of 14 essential oils against the dominant spoilage bacteria from
large yellow croaker (Larimichthys crocea) during chilled storage at 4 °C was investigated. The dominant spoilage
bacteria were isolated from skin, body cavity, gill and intestine of large yellow croaker, and identified by the se-
quence similarity analysis of the 16S rDNA genes and physiological and biochemical test. The paper disc diffusion
method and microbroth dilution technique were employed for the determination of antimicrobial activity of 14 es-
sential oils. Sensory acceptability of fish treated with different quantities of essential oils were evaluated using a
nine-point hedonic scale ranging from 1 (most disliked) to 9 (most liked). The mode of action of Litsea cubeba oil
against spoilage bacteria was studied by scanning electron micrograph, measurement of release of intracellular
lactate dehydrogenase (LDH), and 260 nm absorbing material. After dipping in a solution containing 4 μL/mL L.
cubeba oil, the total microbial load, H2S- producing bacteria, total volatile bases nitrogen(TVB-N), and histamine
content of refrigerated large yellow croaker fillets as a function storage time were determined. The results showed
that a total of 6 strains of bacteria were identified as four strains of Shewanella spp., one strain of Brochothrix ther-
mosphacta and one strain of Aeromonas sobria. The 14 essential oils showed different antimicrobial activity
against spoilage bacteria isolates, and cinnamaldehyde had thse highest activity with a minimum inhibitory concen-
tration(MIC) of 0.125 μL/mL, followed by eugenol, thymol, citral, Cymbopogon citratus and L. cubeba oil, with
MIC≤0.5 μL/mL. The flavours of large yellow croaker fillets treated with eugenol, thymol, citral, C. citratus and
L. cubeba oil were found to be acceptable. L. cubeba oil can disrupt the cytomembrane of spoilage bacteria isol-
ates and cause the leakage of protease and nucleic acid. Dipping fish fillets in a solution of 4 μL/mL L. cubeba oil
significantly reduced the total microbial load, H2S-producing bacteria, TVB-N, and histamine content. Eugenol,
thymol, citral, C. citratus, and L. cubeba oil showed high antimicrobial activity against the dominant spoilage bac-
teria isolates from chilled large yellow croaker, and had no adverse effects on the organoleptic properties of the
fish fillets. Therefore, it can be concluded that essential oils had the potential to be used as natural preservatives to
enhance the shelf-life of seafood during chilled storage.

Key words: Larimichthys crocea; dominant spoilage bacteria; antimicrobial activities; essential oils; preservatives
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