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研究报告 

原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌的抑制作用 

贾振宇  孙怡  陈怡飞  夏效东*  石超* 
(西北农林科技大学食品科学与工程学院  陕西 杨凌  712100) 

 
 

摘  要：【背景】阪崎克罗诺肠杆菌是一种食源性条件致病菌，它能够引起新生儿、婴幼儿及免

疫能力低下的成年人罹患多种疾病，致死率高达 50%−80%。【目的】探究天然植物源物质原儿茶

酸对阪崎克罗诺肠杆菌的抑制作用及可能的抑制机理。【方法】采用琼脂稀释法确定原儿茶酸对

阪崎克罗诺肠杆菌的最小抑菌浓度，并检测其对阪崎克罗诺肠杆菌生长曲线的影响。为探究原儿

茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜的损伤，实验测定了细菌胞内 pH、膜电位、胞内 ATP 浓度、细

胞膜完整性，并利用扫描电镜观测原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌细胞形态的改变。【结果】原儿

茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌的最小抑菌浓度为 2.5−5.0 mg/mL，原儿茶酸降低了阪崎克罗诺肠杆菌

的生长速率。原儿茶酸作用后阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH 降低，细胞膜电位发生超级化/去极化，

胞内 ATP 浓度降低，细胞膜完整性降低，细胞形态发生变化，这说明原儿茶酸改变了细胞膜通

透性。【结论】原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌具有良好的抑制效果，其可能的抑菌机理是影响细

胞膜的通透性及细胞形态。综合考虑原儿茶酸的多种生物活性，它有潜力作为天然抑菌物质在婴

幼儿乳粉等其他食品中开发使用。 

关键词：阪崎克罗诺肠杆菌，原儿茶酸，细胞膜，细胞形态 

Antimicrobial activity of protocatechuic acid against  
Cronobacter sakazakii 

JIA Zhen-Yu  SUN Yi  CHEN Yi-Fei  XIA Xiao-Dong*  SHI Chao* 

(College of Food Science and Engineering, Northwest A&F University, Yangling, Shaanxi 712100, China) 

Abstract: [Background] Cronobacter sakazakii is an opportunistic pathogen transmitted by food, 
which affects mainly newborns, infants and immune compromised adults, with reported case fatality 
rates of 50%−80%. [Objective] The aim of this work was to investigate the antimicrobial effect of a 
natural plant-derived compound protocatechuic acid (PCA), and its effects on cell membrane 
permeability of C. sakazakii strains. [Methods] We determined the Minimum Inhibitory Concentrations 
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(MICs) using agar dilution method, and growth curves were also measured. Changes in intracellular 
pH, membrane potential, intracellular ATP concentration, membrane integrity and cell morphology 
were measured to elucidate the cell membrane damage induced by PCA. [Results] The experimental 
results indicated that the MICs of PCA against C. sakazakii strains were 2.5−5.0 mg/mL. PCA 
decreased growth rate of C. sakazakii and increased the cell membrane permeability of cells, as 
evidenced by reduction of pHin, occurrence of cell membrane hyperpolarization/depolarization, 
intracellular ATP concentration decrease, reduction of membrane integrity and changes of cellular 
morphology in C. sakazakii cells after exposure to PCA. [Conclusion] These findings demonstrated 
that PCA had antimicrobial activity against C. sakazakii. It exerted antimicrobial action partly through 
causing cell membrane dysfunction and changes in cellular morphology. Considering its antimicrobial 
properties, together with its well-known nutritional functions, PCA has potential to be developed as a 
supplement in infant formula or other foods. 

Keywords: Cronobacter sakazakii, Protocatechuic acid, Cell membrane, Membrane morphology 

阪崎克罗诺肠杆菌是一种革兰氏阴性、能运

动、兼性厌氧的无芽孢杆菌[1]。它最初被认为是肠

杆菌科肠杆菌属中阴沟肠杆菌的生物变形菌，被命

名为黄色阴沟肠杆菌(Yellow pigmented Enterobactor 

cloacae)。直至 2008 年，克罗诺菌属被定义为一个

新属，包含 7 个种，而阪崎克罗诺肠杆菌则是其中

的一个种[2]。阪崎克罗诺肠杆菌污染范围广，婴幼

儿配方奶粉是其疫情暴发的重要来源。它能够引起

新生儿脑膜炎、菌血症、坏死性小肠结肠炎等多种

疾病，致死率为 50%−80%；而且，20%的被感染新

生儿在治愈后存在神经后遗症，包括脑积水、四肢

麻痹和智力发展缓慢等[3]。 

目前控制食品中的致病菌主要采用添加化学

防腐剂的方式，但由于合成的物质往往具有潜在的

毒性，近年来部分研究者将目光聚焦于探究植物来

源的活性物质上[4]。植物源活性物质具有天然、营

养、多功能的优点，并且来源广泛，消费者接受程

度高[5]。 

原儿茶酸(3,4-二羟基苯甲醛，CAS：99-50-3)

是天然存在于许多蔬菜、水果、坚果中的一种酚酸

类物质，也是丹参、杜仲、芙蓉等多种中药的有效

活性成分[6-8]。与此同时，原儿茶酸还是水果中广

泛存在的花青素-糖苷类物质及黄酮类物质在人体

中的主要代谢产物[9-10]。前期研究表明，原儿茶酸

具有多种生物活性，如较强的抗氧化[11]及广泛的

抗癌[12]、抗炎症[13]等作用。原儿茶酸还表现出较

强的抑菌作用，对金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌

和大肠杆菌的最小抑菌浓度分别为 0.9、1.0 和   

3.0 mg/mL[14]。近年来，原儿茶酸被广泛关注并已

作为膳食补充剂添加于一些保健食品中[15]。 

本研究旨在探讨原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌

的抑菌作用及可能的抑制机理，探究原儿茶酸对阪

崎克罗诺肠杆菌的抑菌效果，并通过检测最小抑菌

浓度的原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌生长曲线、胞

内 pH、细胞膜电位、胞内 ATP、细胞膜完整性、细

胞形态的影响，从而探究其可能的抑制机理。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、试剂和培养基 

阪 崎 克 罗 诺 肠 杆 菌 (Cronobacter sakazakii) 

ATCC 29544、ATCC 29004、ATCC 12868 以及

ATCCBAA-894 均购自美国模式菌株收集中心。

阪崎克罗诺肠杆菌分离菌株 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

程学院食品微生物研究团队分离自市售婴幼儿奶

粉及米粉。 

原儿茶酸(HPLC≥98%)购于成都曼斯特生物科

技有限公司；LIVE/DEAD® BacLightTM 细菌活性检

测试剂盒购于赛默飞世尔科技公司；DIBAC4(3)荧

光探针和 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；磷酸盐

缓冲溶液(Phosohate buffered saline，PBS) (g/L)：氯

化钠 8.0，氯化钾 0.2，十二水合磷酸氢钠 3.62，磷
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酸二氢钾 0.24；其他所用有机溶剂均为国产分析纯。 

胰蛋白胨大豆琼脂(Tryptone soya agar，TSA) 

(g/L)：胰蛋白胨 15.0，植物蛋白胨 5.0，氯化钠 5.0，

琼脂 15.0；胰蛋白胨大豆肉汤(Tryptone soya broth，

TSB) (g/L)：胰蛋白胨 17.0，植物蛋白胨 3.0，氯化

钠 2.5，磷酸氢钾 2.5。 

1.2  主要仪器 

细菌培养箱，上海福玛实验设备有限公司；低

温冷冻离心机，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；多功能酶

标仪 InfiniteTM M200 PRO，瑞士帝肯集团公司；超

声波裂解仪，宁波新芝生物科技股份有限公司；场

发射扫描电镜 S-4800，日本 Hitachi 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  菌种活化 

将冻存于−80 °C 的阪崎克罗诺肠杆菌通过划线

法在 TSA 平板上活化，随后挑取单菌落接种于    

30 mL TSB 中，将培养液于 37 °C、120 r/min 培养

18 h，培养后的菌悬液经 4 °C、5 000×g 离心 15 min

去除上清液，用 PBS 洗涤菌体沉淀，反复洗涤 2 次

后，用一定量的 PBS 悬浮菌体沉淀，测定并调整菌

悬液的OD600为0.5，使菌悬液浓度约为108 CFU/mL。 

1.3.2  最小抑菌浓度的测定 

最小抑菌浓度(Minimal Inhibitory Concentrations，

MIC)的测定采用琼脂稀释法[16]，首先按照前述 1.3.1

中的方法制备菌悬液(OD600 为 0.5)，备用。高压灭菌

TSA 培养基并冷却至 45 °C 左右，加至 24 孔细胞培

养板中，再向其中加入原儿茶酸并进行等倍稀释，使

原儿茶酸浓度为 10.0、5.0、2.5、1.25 和 0.625 mg/mL，

充分吹打混匀，等待培养基在室温下凝固。吸取

2 μL 菌悬液接种至 24 孔板各孔中央。将细胞培养

板置于 37 °C 培养箱中培养 24 h 后观测结果，其中

1 MIC 为抑制阪崎克罗诺肠杆菌出现增长的原儿茶

酸的最低浓度。实验以不含有原儿茶酸的 TSA 培养

基作为阴性对照，含有 1 mg/mL 氨苄西林的 TSA

培养基作为阳性对照。 

1.3.3  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌生长曲线影

响的测定 

原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌在 TSB 中生长

曲线的影响参照 Silva-Angulo 等的方法[17]。首先按

照前述 1.3.1 中的方法制备菌悬液，使用 TSB 调整

菌悬液 OD600 为 0.5 并稀释 100 倍，使菌悬液浓度

约为 106 CFU/mL。向 96 孔细胞培养板每孔加入相

同体积(125 µL)的菌悬液和原儿茶酸溶液(TSB 配

置)，使原儿茶酸的浓度为 1 MIC、1/2 MIC、1/4 MIC、

1/8 MIC、1/16 MIC 和 1/32 MIC。样品对照组添加

125 µL 菌悬液及 125 µL TSB，背景空白对照组添加

250 µL TSB。设置微生物全自动生长曲线分析仪培

养温度为 37 °C 并每隔 1 h 检测波长为 600 nm 的吸

光度，连续检测 24 h。以时间(h)为横坐标，菌悬液

OD600 的值为纵坐标，绘制生长曲线。 

1.3.4  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌胞内pH的影响 

胞内 pH 的测定参照 Li 等[18]的方法，菌液制备

同 1.3.1，将培养后的菌液于 4 °C、5 000×g 离心    

5 min，弃去上清，用磷酸钾缓冲溶液洗涤 1 次，并

调整菌悬液的 OD600 为 0.5。使用 50 mmol/L HEPES

缓冲溶液(含有 5 mmol/L EDTA，pH 8.0)洗涤菌

体 2 次并重悬于 20 mL HEPES 缓冲溶液。加入   

3 μmol/L cFDA-SE 荧光探针，菌悬液在 37 °C 培养

箱中孵育 20 min，用 50 mmol/L 磷酸钾缓冲溶液(含

有 10 mmol/L MgCl2，pH 7.0)洗涤 1 次。为消除非

共轭的 cFSE 荧光探针，加入葡萄糖溶液(10 mmol/L)

并将菌液在 37 °C 培养 30 min。最后，使用 PBS 缓

冲溶液(pH 7.0)洗涤菌体 2 次，将菌体在冰上保存。

实验使用磷酸钾缓冲溶液配制原儿茶酸溶液，将

原儿茶酸溶液添加至菌悬液中，使原儿茶酸浓度

为 0 (对照组)、1/2 MIC 和 1 MIC，将样品置于 37 °C

培养箱中培养 20 min。将样品加入黑色细胞酶标板

中，使用多功能酶标仪测定激发波长为 490 nm 和

440 nm 及发射波长为 520 nm 的荧光强度，激发和

发射缝隙宽度分别为 9 nm 和 20 nm，检测温度为

25 °C。检测不含菌悬液的 PBS 缓冲溶液(原儿茶酸

浓度分别为 0、1/2 MIC 和 1 MIC)的背景空白荧光值，
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测得的各组荧光值均减去对应背景空白荧光值。 

使用 cFSE 荧光探针检测不同 pH 缓冲溶液的

荧光强度，构建标准曲线。pH 缓冲溶液的组分包

括 甘 氨 酸 (50 mmol/L) 、 柠 檬 酸 (50 mmol/L) 、

Na2HPO4·2H2O (50 mmol/L)和 KCl (50 mmol/L)，用

NaOH 和 HCl 调整 pH 值分别为 3.0、4.0、50、6.0、

7.0、8.0、9.0 和 10.0。使用缬氨霉素(10 µmol/L)和

尼日利亚菌素(10 µmol/L)调整细菌细胞 pH，使胞内

pH 及胞外 pH 相等。 

1.3.5  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌膜电位的影响 

细菌膜电位的测定参照 Sánchez 等[19]的方法，

具体如下：菌液制备同 1.3.1，以 PBS 缓冲溶液洗涤

菌体 2 次并调整菌悬液 OD600 为 0.5。将 125 µL 菌悬

液加入黑色细胞酶标板中，置于 37 °C 培养 30 min。

随后向菌悬液中添加原儿茶酸溶液(PBS 缓冲溶液

配制)，使原儿茶酸的浓度为 0、1/2 MIC 和 1 MIC，

将细胞培养板置于 37 °C 培养 30 min。向每孔中加入

1 µmol/L 荧光染料 DIBAC4(3)，5 min 后使用多功能

酶标仪检测荧光强度，激发/发射波长为 492/515 nm，

激发和发射缝隙宽度分别为 3 nm 和 5 nm。检测实

验背景空白荧光值，测得的各组荧光值均减去对应

背景空白荧光值。 

1.3.6  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌胞内 ATP 的

影响 

胞内 ATP 浓度的测定方法[19]具体如下：按照前

述 1.3.1 中的方法制备菌悬液，使用 PBS 缓冲溶液

洗涤菌体 2 次并调整菌悬液的 OD600 为 0.5。向离心

管中加入 2 mL 菌悬液，并添加不同浓度的原儿茶

酸溶液(PBS 缓冲溶液配制)，使原儿茶酸浓度为 0、

1/2 MIC 和 1 MIC，将样品置于 37 °C 培养 30 min。

随后对样品进行超声处理，裂解菌体。每个样品超

声结束后立即将离心管于 100 °C 处理 2−3 min 使样

品中 ATP 酶灭活。将样品用离心机分离(5 000×g，  

5 min)，取上清液加入白色细胞酶标板中，根据 ATP

检测试剂盒说明书进行检测，使用多功能酶标仪

测定样品上清液的荧光强度。同时，使用 ATP 检

测裂解液将 ATP 标准溶液稀释成 0.01、0.1、1 和

10 µmol/L 的 4 个浓度梯度，绘制荧光强度与 ATP

浓度间的标准曲线，并根据标准曲线计算样品中

ATP 的浓度。 

1.3.7  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜完整性

的影响 

参照 Shi 等 [20]的方法，使用 LIVE/DEAD® 

BacLight 细菌活性检测试剂盒检测原儿茶酸对阪

崎克罗诺肠杆菌细胞膜完整性的影响。具体方法

如下：菌液制备同 1.3.1，将菌液于 4 °C、10 000 ×g

离心 15 min，使用 0.85% NaCl 溶液洗涤菌体     

2 次，随后加入 2 mL 的 0.85% NaCl 溶液。将重

悬浮的菌悬液分别取 1 mL 加入到 20 mL 的 0.85% 

NaCl 溶液(活菌组)和 70%的异丙醇溶液(死菌组)

中，于 25 °C 培养 1 h。使用 0.85% NaCl 洗脱      

2−3 次后将 2 组样品调整至 OD600 为 0.5 (2 组误差

不超过 0.01)。添加原儿茶酸于 0.85% NaCl 溶液处

理的菌液中，使原儿茶酸浓度分别为 0、1/2 MIC

和 1 MIC，并在 37 °C 下放置 30 min 后，4 °C、

10 000×g 离心 1 min 后弃去上清，加入相同体积

的 0.85% NaCl 溶液。 

以不同体积活菌组菌悬液和死菌组菌悬液配

制不同活菌比例的菌悬液(0、10%、50%、90%和

100%)，向 96 孔黑色酶标板中设置样品空白对照孔

(0.85% NaCl 溶液)、样品孔和标准曲线孔，并向所

有孔内加入相同体积 SYTO/PI 的 2×染料，充分吹

打混匀。将 96 孔酶标板置于 25 °C 培养 5−10 min。

使用多功能酶标仪检测荧光强度，SYTO 染料的激

发/发射波长为 485/542 nm，PI 染料的激发/发射波

长为 485/610 nm。 

1.3.8  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌细胞形态的

影响 

场发射扫描电镜对阪崎克罗诺肠杆菌细胞形

态的观测参照 Li 等[21]的方法，具体如下：按照前

述 1.3.1 中的方法制备菌悬液，将添加不同浓度原

儿茶酸(0、1/2 MIC 和 1 MIC)的菌液(OD600 为 0.5)置

于 37 °C 培养，在 2 h 取出样品。随后，使用 PBS 洗

涤菌体 2 次，并将菌体重新悬浮于 2.5%戊二醛-PBS
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溶液中固定(4 °C)。12 h 后依次使用 PBS、无菌水洗

涤菌体，并将菌体置于 1% (体积比)锇酸中固定 5 h，

随后使用不同浓度(30%、50%、70%、80%、90%

和 100%)的乙醇梯度脱水，每步脱水时间为 10 min。

将样品滴加至专用玻片并贴附于场发射扫描电镜

载物台，样品抽真空脱水 2 h 后镀金，使用场发射

扫描电镜观测细菌细胞形态。 

1.3.9  数据处理 

数据以平均值±标准差的形式表示(n=3)，使用

SPSS 软件(Version 19.0)对数据进行统计分析，采用

Ducan’s ANOVA 对结果间的显著性进行比较，

P≤0.05 则认为是显著，P≤0.01 则认为是极显著。 

2  结果与分析 

2.1  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌的最小抑菌

浓度 

结果如表 1 所示，原儿茶酸对 9 株阪崎克罗诺

肠杆菌有良好的抑制作用。原儿茶酸对实验中的 6 株

阪崎克罗诺肠杆菌的 MIC 为 5.0 mg/mL，原儿茶酸

对食品来源的分离菌株 12-2、18-7 和 18-13 的 MIC

是 2.5 mg/mL。实验选择 ATCC 29544 进行后续的  

研究。 

2.2  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌生长曲线的

影响 

由图 1 可知，浓度为 1/16 MIC 至 1 MIC 的原儿

茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌的生长有明显的抑制作 

 
表 1  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌的最小抑菌浓度 
Table 1  Minimum inhibitory concentrations of protocatechuic
acid against Cronobacter sakazzakii 

Strain Origin MIC (mg/mL) 

ATCC 29544 儿童咽喉 5.0 

ATCC 29004 婴幼儿配方奶粉 5.0 

ATCC 12868 婴幼儿配方奶粉 5.0 

ATCC BAA-894 人体临床标本 5.0 

12-2 婴幼儿米粉 2.5 

14-15 婴幼儿配方奶粉 5.0 

18-7 婴幼儿米粉 2.5 

18-8 婴幼儿配方奶粉 5.0 

18-13 婴幼儿配方奶粉 2.5 

 
 

图 1  阪崎克罗诺肠杆菌在含有不同浓度原儿茶酸的

TSB 中的生长曲线 
Figure 1  Growth curves of C. sakazakii ATCC 29544 
cultured in TSB with various concentrations of 
protocatechuic acid 

 
用。浓度为 1 MIC 的原儿茶酸基本可以完全抑制阪

崎克罗诺肠杆菌 24 h 内的生长，浓度为 1/16 MIC

至 1/2 MIC 的原儿茶酸使阪崎克罗诺肠杆菌的生长

速率减小(对数生长期菌悬液吸光度值增长速度减

小)，菌悬液最大吸光度值减小。 

2.3  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH 的

影响 

实验结果表明 490 nm 与 440 nm 的荧光比值与

阪崎克罗诺肠杆菌的胞内 pH 有良好的线性关系，线

性拟合方程为：y=−0.733 2x+4.826 8 (R2=0.985 9)，

因此可通过荧光比值推算细菌胞内 pH。由图 2 可

知，经原儿茶酸处理后，阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH

的降低极显著(P≤0.01)。未经原儿茶酸处理的阪崎克

罗诺肠杆菌胞内pH为6.87±0.06，经浓度为2.5 mg/mL

的原儿茶酸处理后，阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH 降

至 4.72±0.06，经浓度为 5.0 mg/mL 的原儿茶酸处理

后，阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH 降低到 3.83±0.11。

而且，2 个浓度的原儿茶酸处理组其胞内 pH 也存

在极显著的差异(P≤0.01)。 

2.4  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜电位

的影响 

实验所使用的阴离子荧光染料 DIBAC4(3)本身

无荧光，当进入细胞后与胞浆内的蛋白质结合可发

出荧光。DIBAC4(3)进入细胞，细胞内荧光强度增

加，说明细胞膜电位增加，表示细胞去极化；反之， 
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图 2  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 29544 胞内

pH 的影响 
Figure 2  Effects of protocatechuic acid on the intracellular 
pH of C. sakazakii ATCC 29544 
注：**：与对照组相比，差异极显著(P≤0.01). 
Note: **: Difference is extremely significant compared with the 
control group. 

 
细胞内荧光强度降低，即膜电位降低，表示细胞

超极化[22]。从图 3 可知，原儿茶酸处理后阪崎克

罗诺肠杆菌膜电位有极显著的改变(P≤0.01)。经

2.5 mg/mL 原儿茶酸处理后，细菌细胞膜电位出现

超级化(相对荧光强度负值)。经 5.0 mg/mL 原儿茶

酸处理后，细菌细胞膜电位出现去极化(相对荧光强

度正值)。 

2.5  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌胞内 ATP 的

影响 

经测定，细菌 ATP 浓度与相对荧光强度有良好

的线性关系(y=1 896x+98.69，R2=0.999)，可通过相

对荧光强度的变化确定细菌 ATP 浓度的增减。实验

结果显示，原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌胞内 ATP

浓度有极显著的降低作用(P≤0.01) (图 4)。未经原

儿茶酸处理的阪崎克罗诺肠杆菌胞内 ATP 浓度

为 1.824 µmol/L。经浓度为 2.5 mg/mL 原儿茶酸

处理后，阪崎克罗诺肠杆菌胞内 ATP 浓度降至

0.053 µmol/L，而经 5.0 mg/mL 原儿茶酸处理后，

胞内 ATP 浓度降至 0.011 µmol/L。而且，2.5 mg/mL

与 5.0 mg/mL 原儿茶酸处理组之间的胞内 ATP 浓度

差异也极显著(P≤0.01)。 

 
 

图 3  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 29544 细胞

膜电位的影响 

Figure 3  Effects of protocatechuic acid on the 
membrane potentials of C. sakazakii ATCC 29544 
注：**：与对照组相比，差异极显著(P≤0.01). 
Note: **: Difference is extremely significant compared with the 
control group (P≤0.01). 

 

2.6  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜完整

性的影响 

实验结果表明，绿色荧光强度与细胞膜完整的

细菌百分比有着良好的线性关系，线性拟合方程

为：y=28 580x+11 704 (R2=0.992 9)，从荧光强度能

够反映出含有完整细胞膜的细菌比例。由表 2 可知，

与对照组相比，原儿茶酸处理对阪崎克罗诺肠杆菌

细胞膜的完整性有明显破坏作用。经 2.5 mg/mL 原

儿茶酸处理后，阪崎克罗诺肠杆菌细胞膜完整性降 
 

 
 

图 4  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 29544 胞内

ATP 的影响 
Figure 4  Effects of protocatechuic acid on intracellular 
ATP production by C. sakazakii ATCC 29544 
注：**：与对照组相比，差异极显著(P≤0.01). 
Note: **: Difference is extremely significant compared with the 
control group (P≤0.01). 
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表 2  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 29544 细胞

膜完整性的影响 
Table 2  Effects of protocatechuic acid on the membrane
integrity of C. sakazakii ATCC 29544 

Concentration of 
protocatechuic 
acid (mg/mL) 

Green 
fluorescence 

units 

Percent 
viable cell 

fluorescence 
(%) 

Percent 
reduction of 
viable cell 

fluorescence (%)

0 (CK) 42451 99 1 

2.5 29699 63 37 

5.0 25316 48 52 

 

低到 63%，经 5.0 mg/mL 原儿茶酸处理后，阪崎克

罗诺肠杆菌细胞膜完整性降低至 48%。 

2.7  原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌细胞形态的

影响 

原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌的细胞形态有

明显的影响，如图 5 所示。未经原儿茶酸处理的阪

崎克罗诺肠杆菌(图 5A)呈杆状，形态饱满，胞体光

滑。经 2.5 mg/mL 原儿茶酸处理后，部分细菌出现

表面塌陷，菌体变形(图 5B)。经 5.0 mg/mL 原儿茶

酸处理后，细菌细胞表面出现严重的皱缩和塌陷，

部分细菌干瘪并丧失了原本的杆状形态(图 5C)。原

儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌细胞形态的影响随浓

度升高而增大。 

3  讨论 

全球范围内，食源性致病菌引起的感染对各国

公共健康卫生均有严重危害，而抗生素的广泛使用

又导致耐药菌株不断出现。因此，随着人们生活水

平的提高，消费者对于食品的安全性提出了更高的

要求。在此条件下，寻求安全、高效而又不易导致

耐药的植物源天然抑菌剂已成为研究热点，使用植

物源天然物质预防和控制食品中致病性及腐败性

微生物已成为流行趋势。原儿茶酸是多种水果、蔬

菜的主要成分，也是多种中草药的活性成分，并且

已被证明对多种细菌有抑制作用，但原儿茶酸对阪

崎克罗诺肠杆菌的抑制作用及机理鲜有报道。本实

验首先发现原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌具有良

好的抑菌作用，并借助多种荧光探针及场发射扫描

电镜探究原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌可能的抑

制机理。在实验中，荧光探针扩散进入细胞，可以

指示细菌存活生长的重要指标——细胞膜的通透性

及完整性是否发生改变。场发射扫描电镜能够观察

不同处理对细胞膜损伤的类型及程度，与实验中的

探针技术结合分析，综合阐释原儿茶酸对阪崎克罗

诺肠杆菌的抑制机理。 

ATP 是细菌最重要的能量分子，在细菌主动运

输、繁殖等多种生理过程中起着重要作用，影响 ATP

浓度是抑菌物质发挥抑菌作用的重要目标途径。本

实验根据萤火虫荧光素酶(Firefly luciferase)催化荧

光素(D-luciferin)产生荧光时需要 ATP 提供能量的

原理，通过检测样品与荧光素酶和荧光素产生的荧

光强度计算 ATP 浓度[23]。在本研究中，相对荧光强 

 

 
 

图 5  扫描电镜观测未经原儿茶酸处理(A)、经浓度为 1/2 MIC 原儿茶酸处理 2 h (B)、经浓度为 1 MIC 原儿茶酸处理 

2 h (C)阪崎克罗诺肠杆菌 ATCC 29544 的形态 
Figure 5  Scanning electron micrographs of C. sakazakii ATCC 29544 untreated (A), treated with protocatechuic acid at 1/2 MIC 
for 2 h (B), treated with protocatechuic acid at 1 MIC for 2 h (C) 
注：标尺为 2 µm，放大倍数为 20 000. 
Note: The scaleplate is 2 µm and magnification times is 20 000. 
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度与阪崎克罗诺肠杆菌胞内 ATP 浓度呈现良好的

线性关系，并且结果表明，原儿茶酸对阪崎克罗诺

肠杆菌胞内 ATP 浓度具有极显著的降低作用。胞内

ATP 浓度降低的可能原因是：(1) 质子泵水解 ATP

速率增大，导致 ATP 的快速消耗；(2) 细胞膜通透

性改变使胞内 ATP 通过细胞膜泄露[24]。 

实验通过 cFDA-SE 荧光探针技术检测胞内

pH，其原理是 cFDA-SE 进入细胞后，可被胞浆内

的 酯 酶 催 化 生 成 羧 基 荧 光 素 琥 珀 酰 亚 胺 酯

(Carboxyfluorescein succinimidyl ester，CFSE)，发

出绿色荧光。同时，CFSE 自发性地与细胞内的氨

基结合从而偶联到细胞蛋白质上，过量且未被偶联

的探针可通过加入葡萄糖孵育而被清除[25]。实验结

果表明，原儿茶酸可使阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH

显著降低。类似地，经百里酚和香芹酚等酚类物质处

理的金黄色葡萄球菌，胞内 pH 也呈现明显下降[26]。

胞内 pH 的下降说明细胞膜通透性发生了改变或细

胞膜产生了损伤。 

细胞膜电位是细胞生命活动过程中伴随的电

现象，存在于细胞膜两侧的电位差称为膜电位。

DiBAC4(3)是一种对细胞膜电位敏感的亲脂性阴离

子荧光染料，通常被用作细胞膜电位的指示染料[27]。

本实验发现，原儿茶酸能够改变阪崎克罗诺肠杆菌

的静息膜电位，产生超级化和去极化。膜电位超级

化或去极化的可能原因有：(1) pH 的改变；(2) 细

胞膜通透性改变后，K+为保持细胞内外电位均衡导

致膜电位改变[28]。类似研究报道证明绿原酸使痢疾

志贺氏菌、肺炎链球菌细胞膜发生去极化[29]，使金

黄色葡萄球菌细胞膜出现超级化现象[30]。 

LIVE/DEAD® BacLightTM 细菌活性检测试剂盒

已被广泛用于检测细胞膜完整性的定性和定量研

究。PI 和 SYTO®9 是其中的 2 种核酸染料。SYTO®9

是一种绿色荧光小分子染料，它能够穿透完整的细

胞膜，可用于识别具有完整细胞膜的菌体，PI 为大

分子红色荧光染料，仅能穿过不完整的细胞膜，用

于识别细胞膜受损的菌体[31]。国内外研究者也常用

检测紫外 260−280 nm 波长下吸光度的方法来检测

细胞质中核酸和蛋白分子的释放，从而反映细菌细

胞膜的损伤[31]。这种方法简单、快捷且经济，但   

是 很 多 天 然 抑 菌 物 质 ， 如 酚 酸 类 物 质 本 身 在

260−280 nm 波长下也有较大吸收峰，导致在实验中

难以准确检测核酸及蛋白质的吸收峰，从而干扰实

验的测定，因此该方法具有一定的局限性。在本实

验中，原儿茶酸显著影响了阪崎克罗诺肠杆菌细胞

膜的完整性，这可能是由于酚类物质的疏水性基团

羟基(−OH)能够结合细胞膜的脂质双分子层，破坏

细胞膜磷脂与蛋白质的相互作用，改变细胞膜结

构、功能和通透性，使细胞内容物加速流出，破坏

质子动力，影响电子流入，从而破坏细菌细胞膜的

完整性并使抑菌物质进入细胞[32]。为了进一步探 

究原儿茶酸影响细胞膜通透性的原因，我们使用

ACD/ChemSketch (2012)软件分析了其疏水性及  

亲水性特征。结果表明，原儿茶酸的油水分配系  

数(log Po/w)是 1.16±0.24，说明原儿茶酸亲油性强于

亲水性。因此，我们综合推测原儿茶酸的抑菌能力

是基于其疏水性及其含有羟基的化学结构。 

4  结论 

原儿茶酸对阪崎克罗诺肠杆菌具有良好的抑

制效果，从实验结果推测其主要是通过影响细胞膜

的通透性及细胞功能紊乱来实现抑菌作用。原儿茶

酸能够显著增长阪崎克罗诺肠杆菌的生长延滞期，

使阪崎克罗诺肠杆菌胞内 pH 减小、细胞膜电位出

现去极化、胞内 ATP 浓度降低、细胞膜的完整性降

低以及细胞形态发生改变。因此，原儿茶酸有潜力

作为天然抑菌剂被应用于食品中，发挥其控制阪崎

克罗诺肠杆菌的作用。 
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