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摘   要：【背景】芽孢杆菌是豆制品的重要腐败菌，在气液界面形成生物膜，对产品生产带来持

续污染。【目的】探讨藤椒精油(Zanthoxylum armatum DC. essential oil，ZA-EO)对腐败解淀粉芽孢杆

菌 DY1a 菌体及生物被膜的抑制作用与机制。【方法】采用气相色谱-质谱(gas chromatography-mass 

spectrometer，GC-MS)分析藤椒精油主要成分与相对含量，通过二倍稀释法测定藤椒精油对菌株

的最低抑菌浓度(minimum inhibitory concentration，MIC)和最低杀菌浓度(minimum bactericidal 

concentration，MBC)，并分析精油对腐败菌胞外蛋白酶活性、腐败菌生物被膜形成抑制及成熟生

物被膜的清除作用，采用扫描电镜结合三维光学显微镜分析生物被膜形貌结构变化，测定生物被

膜胞外聚合物(extracellular polymeric substance，EPS)多糖与蛋白质含量变化；并通过细菌运动能

力、细胞黏附及自聚集能力、细胞表面疏水性和 Zeta 电位来初步探讨藤椒精油对生物被膜的抑

制机理。【结果】藤椒精油主要含有芳樟醇、D-柠檬烯和桧烯，它们的相对含量分别为 52.37%、

21.81%和 10.94%。藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 的 MIC 和 MBC 分别为 3.2 µL/mL 和

12.8 µL/mL。MIC 浓度藤椒精油可完全抑制腐败菌胞外蛋白酶的产生及生物被膜的形成，对成熟

生物被膜的清除率为 25.79%。形貌分析表明，藤椒精油可减小生物被膜厚度和粗糙度，显著降

低生物被膜 EPS 多糖和蛋白质含量，抑制细菌泳动、丛集、黏附及自聚集能力，增强细胞表面

疏水性，降低细胞表面电荷。【结论】藤椒精油可抑制腐败解淀粉芽孢杆菌及其生物被膜的形成，
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并具有一定的生物被膜清除活性。藤椒精油可通过干扰细菌运动和自聚集能力，改变细胞表面特

性，降低菌体初始黏附，干扰胞外多糖和蛋白合成而抑制或延缓生物被膜的形成。 

关键词：藤椒精油；解淀粉芽孢杆菌；生物被膜；运动性；细胞表面特性 

Antibiofilm effect of Zanthoxylum armatum DC. essential oil 
against spoilage Bacillus amyloliquefaciens DY1a 

YU Shengling, SHEN Guanghui*, HUANG Ting, YANG Lu, ZHANG Zhiqing,  
HOU Xiaoyan, CHEN Anjun, LI Shanshan 
College of Food Science, Sichuan Agricultural University, Ya’an 625014, Sichuan, China 

Abstract: [Background] Bacillus spp. are major aerobic bacteria associated with the spoilage of soy 

products. They form biofilms at the air-liquid interface to bring about constant microbial contamination 

to soy food processing line. [Objective] To examine the activity of Zanthoxylum armatum DC. essential 

oil (ZA-EO) against the growth and biofilm formation of a spoilage bacterium Bacillus amyloliquefaciens 

DY1a isolated from soy products. [Methods] Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) was 

used for the chemical characterization of ZA-EO. The minimum inhibitory concentration (MIC) and 

minimum bactericidal concentration (MBC) of ZA-EO against DY1a were determined by the 

microdilution method. The inhibitory effect on extracellular protease activity and biofilm formation and 

the eradication of preformed biofilm by ZA-EO were evaluated. Scanning electron microscope coupled 

with 3D optical microscope was used to observe the surface topography and structure changes of the 

biofilm treated with ZA-EO. Besides, the content of exopolysaccharide and protein in the extracellular 

polymeric substance (EPS) were measured. The anti-biofilm mechanism of ZA-EO was explored from 

swimming and swarming motility, cell adhesion and auto-aggregation, cell surface hydrophobicity, and 

Zeta potential. [Results] ZA-EO mainly contained linalool (52.37%), D-limonene (21.81%), and sabinene 

(10.94%). The MIC and MBC of ZA-EO against spoilage B. amyloliquefaciens DY1a were 3.2 µL/mL and 

12.8 µL/mL, respectively. Additionally, 3.2 µL/mL ZA-EO inhibited the secretion of extracellular 

protease and the biofilm formation, and showed the eradication efficiency of 25.79% for the preformed 

biofilm. Moreover, ZA-EO decreased the thickness and surface roughness of the biofilm as well as the 

content of exopolysaccharide and protein in EPS. Furthermore, ZA-EO treatment significantly weakened 

the swimming and swarming motility, inhibited cell adhension and auto-aggregation, enhanced the cell 

surface hydrophobicity, and reduced the surface charge of DY1a. [Conclusion] ZA-EO had activity against 

the growth and biofilm formation of B. amyloliquefaciens DY1a and exhibited promising eradication of 

preformed biofilm. The activity of ZA-EO against the biofilm formation of B. amyloliquefaciens can be 

attributed to the interruption against cell motility, changing of cell surface characteristics, and inhibition 

on cell adhension and auto-aggregation during the early stage, as well as the reduction of 

exopolysaccharide and protein content in EPS. 

Keywords: Zanthoxylum armatum DC. essential oil; Bacillus amyloliquefaciens; biofilm; motility; cell 
surface properties 
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生物被膜是细菌在生物或者非生物表面生

长并附着一定时间后，被自身分泌的细胞基质

紧密包裹所形成的高度组织化的膜状聚合物[1]。

不同环境和培养条件会形成不同类型的生物被

膜，包括固体培养基平板表面形成的菌落型生

物被膜(colony biofilm)、液体静置培养过程中固

液 界 面 形 成 的 潜 底 型 生 物 被 膜 (submerged 

biofilm)及气液界面形成的表皮型生物被膜

(pellicle biofilm)[2-3]。在食品工业中，大部分食

源性致病菌或腐败菌均可黏附于加工设备、器

具、管道 [4]及果蔬 [5]、肉类 [6]等食品的表面，

形成较难彻底清除的生物被膜。作为细菌的天

然庇护场所，生物被膜可增强细菌对外界物

理、化学和生物等胁迫因子的抵抗能力，大大

降低了物理热杀菌和添加化学防腐剂等杀菌手

段的实际效果，给食品工业有害细菌的控制带

来了严峻的挑战。 

芽孢杆菌(Bacillus)属于兼性厌氧革兰氏阳

性细菌，可形成耐热性强的内生孢子(芽孢)，

有氧条件下在气液界面具有很强的生物被膜形

成能力，导致持续性污染，对食品安全生产构

成严重威胁[7]。已有研究发现，芽孢杆菌是导

致老陈醋 [8]、蔬菜 [9]、面包 [10]、豆制品 [11]、肉

制品[12]等食品腐败变质的主要细菌。本研究前

期对腐败真空包装豆杆产品中优势腐败菌进行

分离鉴定，发现一株腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a

具有很强的致腐能力[13]，而且该菌株可在含豆

浆的胰蛋白胨大豆肉汤(tryptone soy broth with 

soybean milk，TSBS)培养基气液界面快速形成

生物被膜，易残留于加工设备死角及豆杆产品

中，带来严重的食品腐败和安全风险。 

植物精油作为细菌生物被膜控制的潜在

活性物质，具有使用方便、绿色无残留、不

易产生耐药性等优势，受到国内外研究者的

广泛关注[14]。花椒是芸香科花椒属植物果实，

花椒果皮提取的花椒精油具有良好的抑菌、

杀菌活性 [15]。藤椒即竹叶花椒 (Zanthoxylum 

armatum DC.)，是我国川渝地区近年来推广栽

培的特色花椒品种，富含挥发性精油 [16]。目

前，藤椒精油对腐败芽孢杆菌生物被膜抑制

作用的研究鲜见报道。本文主要考察藤椒精

油 (Zanthoxylum armatum DC. essential oil，

ZA-EO)对一株来源于豆制品中的优势腐败菌

解淀粉芽孢杆菌 DY1a 菌体生长和气液界面生

物被膜的抑制和清除效果，并从细菌运动能

力、细胞表面特性和胞外基质组分变化等方

面探讨藤椒精油对腐败菌生物被膜的抑制作

用机制，以期为食品工业中芽孢杆菌污染的

控制提供新的天然抗菌剂。 

1  材料与方法  

1.1  材料 
腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 菌株保存于四

川农业大学食品学院。藤椒由四川省圣菲伦食

品有限公司提供。 

LB 培养基(g/L)：酵母浸出粉 5.0，胰蛋白

胨 10.0，NaCl 10.0。 

脱脂乳琼脂培养基：A液：脱脂奶粉 50.0 g/L，

溶于水中；B 液：琼脂 20.0 g/L，溶于水中。灭

菌 A 液和灭菌 B 液等体积混合。 

泳动、丛集培养基购自青岛海博生物技术

有限公司。 

磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffered saline，

PBS) (g/L)：NaCl 8.0，KCl 0.2，KH2PO4 0.24，

K2HPO4 1.8； pH 7.4。 PUM 缓冲液 (g/L)：

K2HPO4·3H2O 22.2，KH2PO4 7.26，MgSO4 0.2，

尿素 1.8；pH 7.1。 

恒温培养振荡器，上海智城分析仪器制造

有限公司；三维光学显微镜，Bruker 公司；扫

描电镜，卡尔蔡司公司；激光粒度电位仪，马
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尔文帕纳科公司。 

1.2  方法 
1.2.1  藤椒精油的提取和成分分析  

精油提取采用水蒸气蒸馏法[17]并做适当的

修改：称取过 40 目筛的干燥藤椒粉 10.00 g，

放入 500 mL 的烧瓶中，加水 250 mL 后浸提  

4 h，收集挥发油并用无水硫酸钠进行干燥处

理，−20 °C 下保存备用。本实验提取的藤椒精

油提取得率为 0.124 mL/g。 

采用气相色谱-质谱(gas chromatography-mass 

spectrometer，GC-MS)分析精油成分 [17]：色谱

柱：HP-5MS 柱(30 m×0.25 mm×0.25 µm)；升温

程序：60 °C 保持 4 min，以 10 °C/min 升至

300 °C，保持 30 min；N2载气流速 1.2 mL/min，压

力 2.4 kPa，进样量 0.5 µL；分流比 20:1。质谱

条件：EI 离子源温度 300 °C，四极杆温度

270 °C，扫描范围：20−800 amu。 

化合物定性采用 NIST 标准谱库 11.1 检索

比对，匹配度>700的化合物予以确认，并通过

峰面积归一化法计算各组分的相对含量。 

1.2.2  最 小 抑 菌 浓 度 (minimum inhibitory 

concentration，MIC)与最小杀菌浓度(minimum 

bactericidal concentration，MBC)测定 

采用二倍稀释法测定 MIC：将腐败菌接种

于 LB 液体培养基，37 °C、160 r/min 振荡培养

24 h，4 °C、4 000 r/min 离心 10 min，菌体沉

淀使用无菌生理盐水洗涤 3 次，并调节菌悬液

浓度至 106 CFU/mL。取 1.0 mL 藤椒精油溶解

于 20 µL 的 10% DMSO，加入到 1 mL 灭菌的 LB

液体培养基中，依次二倍稀释分别获得浓度为

12.8、6.4、3.2、1.6、0.8、0.4、0.2 µL/mL 的含

精油 LB液体培养基，再接入 1 mL 106 CFU/mL

菌悬液，混匀，37 °C、160 r/min 振荡培养  

24 h，通过培养前后 600 nm吸光度差值ΔOD600，

以 ΔOD600<0.01 的最低精油添加浓度确定为     

1 MIC。从 1 MIC 的浓度起分别取 3.2、6.4、

12.8 µL/mL 精油添加浓度的培养液 10 µL，涂

布于 PCA 平板，37 °C 培养 24 h，无菌落生长

的最低精油添加浓度确定为 MBC。 

1.2.3  腐败菌胞外蛋白酶活力测定 

分别取 2 MIC、1 MIC、1/2 MIC 精油，按

1.2.2方法用 10% DMSO溶解，与 5 mL灭菌 LB

培养基混匀，再接种 5 mL 浓度为 106 CFU/mL

的菌悬液，37 °C、160 r/min 振荡培养 24 h。

取 1 mL 培养液 10 000 r/min 离心 10 min，取上

清液用 0.22 µm 滤膜过滤除菌，得到胞外蛋白

酶粗提液。将灭菌牛津杯(直径 7 mm)均匀放置

于灭菌培养皿中，倒入 20 mL 灭菌牛奶琼脂培

养基，冷却凝固后取出牛津杯，向每个孔加入

150 µL 胞外蛋白酶粗提液，37 °C 培养箱静置

24 h，观察并采用十字交叉法测定牛奶琼脂平

板上水解圈直径[18]。 

1.2.4  生物被膜抑制作用分析 

按照 1.2.2 方法向 20 mL 灭菌 TSBS 液体加

入不同体积藤椒精油，混匀后获得精油添加浓

度分别为 1 MIC、1/2 MIC、1/4 MIC、0 MIC 的

含精油 TSBS 液体，并将其转移至 50 mL 灭菌烧

杯中，再接入 20 mL 菌体浓度为 106 CFU/mL 的

菌悬液，向烧杯中垂直放置 7.57 cm×2.58 cm

的无菌载玻片，用灭菌封口膜密封烧杯口，

37 °C 静置培养 48 h，每 24 h 观察记录气液界

面生物被膜生长情况。 

生物被膜内细菌数量的测定[19]：用无菌生

理 盐 水 将 浸 没 在 气 液 界 面 下 区 域 大 小 为    

1.91 cm×2.56 cm 的载玻片上附着的培养 24 h 后

形成的生物被膜轻轻冲去表面浮游菌体，并将

生物被膜黏附于无菌棉签头，转移至 2.5 mL 无

菌水试管中，300 W 超声分散处理 30 min，涡

旋振荡 20 s，再用无菌水进行梯度稀释，取 

20 µL 不同梯度稀释液于 PCA 计数平板，涂布
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均匀，37 °C 培养 24 h 后计数。 

1.2.5  成熟生物被膜的清除率、代谢活性及活

菌数测定 

(1) 成熟生物被膜的培养与藤椒精油处理 

向 24 孔细胞培养板加入 1.5 mL TSBS 培养

基，接入 1.5 mL 浓度为 106 CFU/mL 的菌悬

液，37 °C 培养 24 h，弃去液体培养基，添加

2.0 mL 不同浓度的藤椒精油，37 °C 静置处理

24 h，收集处理后的生物被膜并转移至 2 mL 

EP 管中，4 °C、10 000 r/min 离心 10 min，沉淀

被膜用 PBS (pH 7.4)清洗 3 次除去游离菌体。 

(2) 生物被膜清除率测定 

采用结晶紫染色法 [20]测定生物被膜清除

率，向经过不同处理的生物被膜加入 1 mL 甲醇

固定 15 min，弃去甲醇后加入 1 mL 0.01 mol/L

结晶紫溶液染色 20 min，弃去结晶紫溶液，再

加入 1 mL 浓度为 33%的冰乙酸，1 h 后测定样

品 OD600 值，每个样品重复 3 次。以未添加精

油的生物被膜为对照组，参照公式(1)计算生物

被膜清除率。 

生物被膜清除率(%)= 0 EO

0

100
A A

A


         (1) 

式中：A0 为对照组吸光度值；AEO 为精油处理

组吸光度值。 

(3) 生物被膜代谢活性测定 

采用 TTC 还原法[21]测定不同浓度藤椒精

油对成熟生物被膜代谢活性的影响。向经过不

同处理的生物被膜加入 2 mL 1.0 mg/mL TTC 溶

液，置于 37 °C 环境中避光反应 3 h，测定  

490 nm 吸光度值。 

(4) 生物被膜内活菌数测定 

按照 1.2.4 方法测定经过不同处理生物被

膜内的活菌数。 

1.2.6  生物被膜三维形貌观察和表面粗糙度测定 

配制不同浓度(1 MIC、1/2 MIC)的含藤椒

精油 TSBS 培养基，以未添加精油培养基作为

对照，各自分装 20 mL 于 50 mL 烧杯中，接入 

20 mL 菌悬液(106 CFU/mL)，将无菌载玻片斜

放入烧杯中，37 °C 静置培养 24 h，轻轻取出

载玻片，用无菌 PBS 轻轻冲洗去除表面浮游菌

体，室温自然晾干后，将附着有生物被膜的载

玻片裁成 1 cm×1 cm 小片，干燥喷金，扫描电

镜观察并拍照[22]。用三维光学显微镜采集载玻

片表面附着的生物膜表面三维形貌数据，使用

Mountains Maps® 7 分析处理得到的表面形貌照

片，自动计算表面粗糙度 Ra (轮廓算术平均偏

差)，样品扫描区域大小为 459 μm×626 μm，连

续选取 3 个不同区域，取平均值。 

1.2.7  生物被膜基质中胞外聚合物(extracellular 

polymeric substance，EPS)组成分析 

按 1.2.4方法培养生物被膜，24 h后将培养

基气液界面形成的生物被膜转移至 50 mL 离心

管中，加入 40 mL 含 2% NaCl 的 2% EDTA 溶

液[23]，37 °C、160 r/min 振荡提取 40 h，4 °C、

4 000 r/min 离心 10 min 后取上清液，即为 EPS

提取液。分别采用苯酚-硫酸法和 Bradford 法[24]

测定 EPS 提取液中的多糖和蛋白质浓度，分别

按照公式(2)计算单位面积生物被膜 EPS 基质中

多糖和蛋白质含量。 

多糖/蛋白含量(μg/cm2)=
C V

S


            (2) 

式中：C 为提取液多糖或蛋白浓度，μg/mL；V 为

EPS 提取液体积，mL；S 为生物被膜面积，cm2。 

1.2.8  细菌泳动与丛集能力测定 

(1) 泳动能力测定  

参照泳动培养基平板制备方法，分别制备

藤椒精油添加浓度为 1 MIC、1/2 MIC、1/4 MIC

的泳动培养基[18]，并以未添加精油的平板作为

对照。吸取 5 µL 细胞浓度为 106 CFU/mL 菌液

滴加于培养皿中央，待渗透入培养基内后，置

于 37 °C 培养 24 h，并用十字交叉法测量细菌
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泳动圈直径，并计算泳动圈面积。 

泳动能力抑制率(%)= 1 2

1

100
A A

A


          (3) 

式中：A1 为对照平板泳动圈面积；A2 为添加精

油平板泳动圈面积。 

(2) 丛集能力测定 

向冷却至约 50 °C 的 20 mL 灭菌丛集培养基

中加入不同体积藤椒精油(溶解于 10% DMSO)，

混匀凝固，分别制备藤椒精油添加浓度为    

1 MIC、1/2 MIC、1/4 MIC 的含精油丛集平  

板[25]，以未添加精油的培养基平板作为对照。

用无菌牙签挑取单菌落，刺入丛集培养基中

部，37 °C 培养 24 h，采用十字交叉法测量细

菌丛集圈直径，并计算丛集圈面积。 

丛集能力抑制率(%)= 1 2

1

100
A A

A


          (4) 

式中：A1 为对照平板丛集圈面积；A2 为添加精

油平板丛集圈面积。 

1.2.9  细菌初期黏附能力分析 

参照 Hu 等[26]的方法并稍做修改，向精油

浓度为 1 MIC、1/2 MIC、1/4 MIC、0 MIC 含 

1 mL TSBS 培养基的 24 孔板中，加入 1 mL 细

胞浓度为 106 CFU/mL 的菌悬液，密封后 37 °C

静置孵育 8 h 使其发生初始黏附。除去孔中的

培养基，用无菌 PBS 清洗除去表面浮游菌，向

各孔中加入 25%的甲醛 2 mL 固定 20 min，除去

甲醛后，用无菌 PBS 清洗并置于 60 °C 干燥  

30 min。后加入 2 mL 的 1%结晶紫室温染色  

20 min，无菌 PBS 清洗除去多余染料，60 °C

干燥 30 min 后加入 100%的乙醇，37 °C 孵育

30 min 以溶解结晶紫，测定各孔 OD600，并采

用公式(5)计算初期黏附抑制率。 

初期黏附抑制率(%)= 100
OD

OD
处

对

理

照

         (5) 

1.2.10  细菌自聚集能力测定 

参照 Wang 等[27]的方法并做一定修改，向 

15 mL 试管中分别加入 3 mL 菌细胞浓度为    

106 CFU/mL 的菌悬液，再依次加入浓度为

1/4 MIC、1/2 MIC、1 MIC 的藤椒精油，涡旋

混匀后测定 OD600 值(A0)，37 °C 静置培养 4 h

后测定上层 1 cm 左右菌悬液 OD600 值(At)，参

照公式(6)计算自聚集率。 

自聚集率(%)= 0 t

0

( )
100

A A

A


               (6) 

1.2.11  细菌表面疏水性测定 

采用微生物黏着碳氢化合物法[28]测定细菌

表面疏水性。将腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 接

种于 LB 培养基，37 °C、160 r/min 活化 24 h 

(下同)，菌液于 4 °C、4 000 r/min 离心 10 min

收集菌体后，用 PUM缓冲液洗涤 3次并重悬菌

体，使其 OD600 值为 0.5。向藤椒精油浓度为      

1 MIC、1/2 MIC、1/4 MIC 的 3 mL PUM 缓冲

液中加入 3 mL 的菌悬液，未添加精油作为对

照组，37 °C 静置 4 h 后取样。首先测定菌液的

OD600 值(Ai)，再取 3 mL 上述菌液与 400 μL 正

十六烷混合，涡旋振荡 1 min，37 °C静置 15 min

后取下层水相，测定 OD600 值(Af)。按公式(7)

计算表面疏水率。 

疏水率(%)= i f

i

( )
100

A A

A


                 (7) 

1.2.12  细菌表面 Zeta 电位的测定 

参照 Sudagidan 等[29]的方法并稍做修改测定

电位值，将活化好的菌液于 4 °C、4 000 r/min 离

心 10 min 收集菌体后，用无菌水洗涤并重悬，

使得最终菌液 OD600 为 0.5，向精油添加量为   

1 MIC、1/2 MIC、1/4 MIC 的 2 mL 无菌水中加

入 2 mL 上述菌悬液，以未添加精油为对照，

37 °C、160 r/min 振荡培养 4 h 后取样，使用激

光粒度电位仪测定 Zeta 电位值。 
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1.3  数据处理与统计分析 
所有试验均重复 3 次，结果用平均值±标

准差表示，并使用 SPSS 19.0 软件、邓肯检验法

进行差异显著性检验(P<0.05)，Origin 9.0 绘图。 

2  结果与分析 

2.1  藤椒精油主要挥发性物质成分分析 

图 1为藤椒精油 GC-MS分析结果的总离子

流图，由图 1 可知精油的主要化学成分。再通

过计算主要成分在精油中的相对含量，由表 1

可知，藤椒精油的挥发性化合物中相对含量

10%以上的有 3 种，主要为芳樟醇、D-柠檬烯和

桧烯，其中芳樟醇相对含量最高，为 52.37%，

这与不少研究者对藤椒挥发物质的定性定量研

究结果[30-31]基本一致。本实验提取的藤椒精油

挥发性物质种类较其他研究偏少，可能与原料

产地、采收方法、储存和精油提取时间等因素

有关。 

2.2  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a

的最小抑菌浓度(MIC)与最小杀菌浓度(MBC) 

MIC 与 MBC 分别是评价抑菌物质抗菌和

杀菌能力大小的重要指标[32]。由图 2 可知，藤椒

精油添加浓度为 3.2 µL/mL 时，ΔOD600<0.01，

所以藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 的

最小抑菌浓度 MIC 为 3.2 µL/mL。 

MIC 浓度及以上精油添加培养液涂布 PCA 

 
 

图 1  藤椒精油总离子流图 
Figure 1  Total ionic chromatograms of Z. armatum 
essential oil.  

 
平板，37 °C 培养 24 h 后，添加 12.8 µL/mL 藤

椒精油无菌落生长，因此藤椒精油对腐败解淀

粉芽孢杆菌 DY1a 的 MBC 为 12.8 µL/mL。 

2.3  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a

胞外蛋白酶活力的抑制作用 
添加不同浓度藤椒精油对腐败菌胞外分泌

蛋白酶能力的影响见图 3。由图 3A 可见，腐败

菌胞外蛋白酶的水解圈直径随着藤椒精油添加

浓度的增加呈减小趋势，添加 1 MIC 和 2 MIC

藤椒精油的发酵上清液均未产生蛋白水解圈。

由图 3B 可知，添加 1/2 MIC 浓度的藤椒精油对

腐败菌胞外蛋白酶的分泌无显著影响(P>0.05)，

而添加 1 MIC 浓度藤椒精油可抑制腐败菌胞外

蛋白酶的分泌，其抑制率可达 92.25%。 

 

表 1  GC-MS 鉴定的藤椒精油主要成分及含量 
Table 1  Chemical constituents of Z. armatum essential oil identified by GC-MS 

序号 

No. 

保留时间 

Retention time (min) 

分子式 

Molecular formula 

化合物名称 

Compounds 

CAS 号 

CAS No. 

相对含量 

Relative content (%)

1 9.10 C10H16 Sabinene 3387-41-5 10.94 

2 9.36 C10H16 β-myrcene 123-35-3 4.57 

3 9.92 C10H16 D-limonene 5989-27-5 21.81 

4 10.84 C10H180 Linalool 78-70-6 52.37 

5 13.86 C15H24 (-)-β-elemene 515-13-9 1.55 

6 14.16 C15H24 β-caryophyllene 87-44-5 1.76 
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图 2  不同浓度藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌

DY1a 生长的抑菌作用 
Figure 2  Inhibitory effect of ZA-EO against 
spoilage B. amyloliquefaciens DY1a. 

 
2.4  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a

生物被膜形成的抑制、清除作用及代谢活性

的影响 
2.4.1  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a

生物被膜的抑制及成熟生物被膜的清除作用 

由图 4A 可见，培养 24 h 后，添加 1 MIC

浓度藤椒精油的培养基气液界面无生物被膜形

成，对照及添加其他浓度藤椒精油培养基气液

界面形成了肉眼可见的生物被膜；培养至 48 h

时，添加 1 MIC 浓度精油的培养基气液界面仍

未形成生物被膜，说明添加 1 MIC 浓度的精油

可对腐败菌的生物被膜产生持续的抑制作用；

添加亚抑菌浓度精油(<1 MIC)的培养基界面产生

生物被膜厚度和强度随着培养时间逐渐增加，

表明亚抑菌浓度的精油可延缓生物被膜的形

成，但不能产生显著的抑制效果；同时发现，与

对照培养基界面形成的生物被膜相比，两组亚抑

菌浓度精油的添加明显改变了生物膜表面形貌，

所形成的生物被膜较为疏松、表面褶皱宽大，而

对照组形成的生物被膜相对更加浓厚紧密。 

由图4B可见，未添加精油的培养基气液界面形

成的生物被膜中活菌数量达到 8.93 lg (CFU/cm2)，

添加 1/4 MIC 精油形成的生物被膜内细菌数量

与未添加精油的对照无显著性差异，表明较低

的精油浓度难以抑制生物被膜的产生；当精油 
 

 
 

图 3  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 胞外蛋白酶活力的影响   A：不同浓度藤椒精油对腐败

解淀粉芽孢杆菌 DY1a 分泌蛋白酶的影响；B：不同浓度藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 分泌胞

外蛋白酶的抑制率，不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Figure 3  Effect of extracellular proteases secreted by spoilage B. amyloliquefaciens DY1a in presence of 
different concentration of ZA-EO. A: The effect of different concentrations of ZA-EO on the protease secretion 
of spoilage B. amyloliquefaciens DY1a. B: The inhibition rate of different concentrations of ZA-EO on the 
extracellular protease secreted by spoilage B. amyloliquefaciens DY1a; Different lowercase letters indicate 
significant differences (P<0.05). 
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图 4  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 生物被膜的抑制及成熟生物被膜清除活性   A：24 h、

48 h 生物被膜的生长情况；B：精油对菌体数量的影响；C：精油对成熟生物被膜的清除率；不同小写

字母表示差异显著(P<0.05) 

Figure 4  Inhibitory of ZA-EO on pellicle biofilm and its eradication effect on preformed biofilm of spoilage 
B. amyloliquefaciens DY1a. A: The growth of pellicle biofilm at 24 h and 48 h; B: The effect of EO on the 
number of bacteria; C: The clearance rate of mature pellicle biofilm by EO; Different lowercase letters 
indicate significant differences (P<0.05). 

 
添加浓度增加至 1/2 MIC，所形成的生物被膜

中活菌数量开始显著减少。由于 1 MIC 浓度的

藤椒精油抑制了 DY1a 生长，因此培养基气液

界面未形成生物被膜。 

由图 4C 可知，随着藤椒精油添加量的增加，

对生物被膜的清除能力逐渐增高。添加藤椒精 

油浓度为 1/4 MIC 时，生物被膜清除率为 9.56%，

1 MIC 浓度的精油对腐败菌生物被膜的清除率

提高至 25.79%，表明藤椒精油对成熟生物被膜

具有一定的清除能力。 

2.4.2  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a

成熟生物被膜代谢活性及膜内活菌数的影响 

由图 5A 可知，随着精油添加浓度的提高，

生物被膜代谢活性呈逐渐降低趋势，添加 1 MIC 
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图 5  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 成熟生物被膜代谢活性及活菌数量的影响   A：藤椒精

油对成熟生物被膜代谢活性的影响；B：藤椒精油对成熟生物被膜内活菌数的影响；不同小写字母表

示差异显著(P<0.05) 

Figure 5  Inhibitory of ZA-EO on metabolic activity of preformed biofilm and viable counts of living bacteria 
embedded in preformed biofilm of spoilage B. amyloliquefaciens DY1a. A: The metabolic activity of 
preformed pellicle biofilm added with different ZA-EO; B: Living bacteria counts embedded in preformed 
biofilm; Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 
 

浓度的精油处理使生物被膜代谢活性值降低了

0.43，较对照减小 34.72%。由图 5B 可知，活

菌数也随着处理精油浓度的提高而呈减少趋

势，其中 1 MIC 浓度精油处理生物被膜活菌数

较对照减少了 1.25 lg (CFU/cm2)。 

2.5  解淀粉芽孢杆菌 DY1a 生物被膜三维结

构分析 
由图 6A 可知，未添加精油的培养基气液界

面形成的生物被膜表面可见大量菌体聚集，并

形成了较为致密的褶皱。随着精油浓度的增加，

生物膜表面的褶皱开始逐渐变平(图 6B、6C)，添

加1 MIC浓度精油的载玻片表面(图6C)无明显的

菌体聚集，可见的少许颗粒是培养基中大豆蛋

白聚集体。三维轮廓扫描结果 (图 6D−6F)显

示，添加 1/2 MIC 浓度精油时，生物被膜表面褶

皱变稀疏(图6E)，粗糙度Ra值显著降低(图6G)；

添加 1 MIC 浓度精油时，生物被膜褶皱明显骤

减，表面相对光滑(图 6F)，表面粗糙度达到最低

值，为 0.36 µm (图 6G)。 

2.6  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a

生物被膜基质组成的影响 
胞外聚合物(EPS)是细菌生物被膜基质的大

分子聚合体，可为细菌细胞提供保护以免受外

界不利生存因子的影响[33]。胞外多糖与蛋白质

约占 EPS 干物质的 75%左右，是形成生物被膜

的骨架成分。由图 7 可见，生物被膜中的蛋白

质含量低于多糖含量，但二者的含量均随着藤

椒精油添加浓度的增加而降低；当精油添加浓

度为 1/2 MIC 时，生物被膜基质多糖和蛋白质

含量较对照分别降低了 52.43%和 85.48%。 

2.7  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a

运动能力的抑制作用 
泳动是由鞭毛细菌易位所产生的一种细菌

运动现象，对细菌的初始附着和生物被膜形成

具有重要影响[34]。腐败菌解淀粉芽孢杆菌 DY1a

在不同浓度藤椒精油下的泳动结果见图 8A：添 
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图 6  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 生物被膜表面微观结构、3D 表面形貌及粗糙度的影响   

A−C：SEM 结果图；D−E：三维形貌结果图；G：生物被膜表面粗糙度；其中图 A 和 D、图 B 和 E、

图 C 和 F 的精油添加浓度分别为 0 MIC、1/2 MIC、1 MIC；图中不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Figure 6  Effect of ZA-EO addition on surface topography and roughness of pellicle formed by spoilage B. 
amyloliquefaciens DY1a. A−C: SEM images; D−E: Three-dimensional topography images; G: Surface 
roughness of pellicle biofilm; The concentration of essential oil added in Figure A and D, Figure B and E and 
Figure C and F are 0 MIC, 1/2 MIC, and 1 MIC; Different lowercase letters indicate significant differences 
(P<0.05). 
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图 7  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 生

物被膜胞外聚合物多糖与蛋白质含量的影响   图

中不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Figure 7  Exopolysaccharides and protein content within 
pellicle EPS matrix of spoilage B. amyloliquefaciens 
DY1a in the presence of ZA-EO. Different lowercase 
letters indicate significant differences (P<0.05). 

加不同浓度的藤椒精油可明显抑制细菌的泳动

能力，精油对细菌泳动能力的抑制随着精油浓

度的增加而提高，当藤椒精油添加浓度为 1 MIC

时无泳动圈的产生，腐败菌的泳动现象被完全

抑制，抑制率可达 100% (图 8B)。 

细菌的丛集运动主要依赖于鞭毛细菌的表面

易位，可使得培养介质表面细菌聚集而形成微菌

落[21]。较强的丛集运动能力有助于细菌生物被

膜的形成。腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 在不同浓

度藤椒精油下的丛集试验结果见图 8A 所示：

随着藤椒精油浓度的增加，丛集圈直径逐渐减

小，表明藤椒精油对细菌丛集运动具有强烈的

抑制作用，而且抑制作用呈浓度依赖性。如  

图 8C 所示，当添加 1/2 MIC 浓度的藤椒精油

时，对丛集运动的抑制率达 67.34%±0.44%，当

添加浓度为 1 MIC 时则完全被抑制。 
 

 
 

图 8  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 泳动和丛集能力的抑制作用   A：细菌泳动、丛集结果

图；B、C：精油对泳动能力、丛集能力影响的结果图，不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Figure 8  Inhibitory effects of ZA-EO on the swimming and swarming motilities of spoilage B. amyloliquefaciens 
DY1a. A: Denotes swimming and swarming on plate. B and C: Swimming and swarming zone diameter results; 
Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 
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2.8  藤椒精油对解淀粉芽孢杆菌 DY1a 细

胞黏附、自聚集及表面特性的影响 

菌体细胞黏附在生物和非生物表面是生物

被膜形成的第一步，而细胞表面疏水性及电荷

是影响这一复杂过程的重要因素[35]。菌体细胞

间的疏水相互作用是微生物在固体表面或成膜

界面上黏附聚集并增殖的重要理化因素[36]。由

图 9A 和图 9B 可见，随着精油浓度的提高，细

胞的相对黏附率和自聚集率均逐渐降低；当达

到 1 MIC 浓度时，细胞相对黏附率和自聚集率

分别降低了 28.63%和 54.40%。由图 9C 可 

见，藤椒精油的添加增强了腐败解淀粉芽孢杆

菌 DY1a 细胞表面的疏水性，而且疏水率的提高

呈浓度依赖性，添加 1 MIC 浓度的精油使细胞

表面疏水率提高了 33.58%。由图 9D 可知，腐

败菌 DY1a 细胞表面呈负电位，随着精油浓度的

提高，负电位强度逐渐降低，1 MIC 尤为显著。 

3  讨论 

植物精油是一类具有良好杀菌抑菌及抗生

物被膜活性的天然抑菌剂，近年来备受国内外

研究者的关注[37-39]。本研究考察了藤椒精油对 
 

 
 

图 9  藤椒精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 细胞黏附、自聚集及表面特性的影响   A−D：精油对细

胞相对黏附率、自聚集率、表面疏水性及细胞电荷的影响；不同小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Figure 9  Effects of ZA-EO on cell adhension, auto-aggregation and surface properties of spoilage            
B. amyloliquefaciens DY1a. A−D: The results of cell adhension, auto-aggregation and cell surface, Zeta potential; 
Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 
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导致豆制品腐败的解淀粉芽孢杆菌 DY1a 菌体

生长繁殖及生物被膜的抑制和清除效果，结果

表明藤椒精油对该腐败菌具有较强的抑菌和杀

菌作用，同时对气液界面生物被膜的形成具有

良好的抑制效果，而且对成熟稳定的生物被膜

内活菌具有一定的清除效果，降低了成熟生物

被膜的代谢活性及其活菌数。此外，藤椒精油

对腐败菌致腐因子——胞外蛋白酶具有较强的

抑制作用。上述结果表明，藤椒精油在减少豆

制品中腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 的生长繁

殖，以及抑制或清除生物被膜方面具有一定的

应用潜力。 

芽孢杆菌在气液界面形成生物被膜的过程

与固定界面表面形成潜底型生物被膜不同。芽

孢杆菌在气液界面形成的浮游生物被膜的途径

包括两种不同方式：(1) 细菌通过趋氧趋化运

动至培养器皿、液体培养基和空气的三相界面

环并产生不可逆黏附，进一步通过分泌的胞外

多糖黏接更多的菌体细胞，不断向气液界面中

间部位延伸聚集[40]；(2) 液体培养基中远离器

皿壁的运动细胞群通过鞭毛产生群集旋涡式

向上运动，并在负责专门产生胞外多糖细胞

产生的胞外多糖基质的协同下，在气液界面

中间部位构建生物被膜 [41]。在这两种生物被

膜形成方式中，由鞭毛介导的细菌运动对生

物被膜的形成均具有重要影响[42-43]。本实验通

过细菌运动能力分析发现，藤椒精油可显著抑

制菌体泳动与丛集能力，干扰菌体在两种不同

成膜界面的聚集与黏附，从而抑制气液界面生

物被膜的形成。 

细菌生物被膜的形成是一个十分复杂的过

程，除细菌本身的运动能力外，细菌表面特性

也是影响菌体界面黏附和聚集能力的一类重要

因素。国内外大部分研究认为，较高的细胞表

面疏水性有助于菌体在界面的黏附和聚集，促

进生物被膜的形成[30,44]。然而也有部分研究发

现，精油抑制细菌生物被膜形成的同时，并未

降低细胞表面疏水性，而是增强了表面疏水  

性 [45-46]。本研究表明，藤椒精油抑制细菌黏

附、自聚集能力的同时，增强了腐败菌 DY1a

的细胞表面疏水性，与大部分研究结论并不一

致。精油可能增强了细胞壁和细胞膜的通透

性，使胞内蛋白质、脂质等物质不断泄漏至

胞外，并作为表面活性剂来降低界面与微生

物细胞之间的表面和界面张力，最终改变了

细胞的黏附性 [47]。此外，细胞表面疏水性还

与菌株自身的特性、相关疏水蛋白基因的表

达等有关 [48-49]。Wang 等[27]通过相关性分析研

究认为，细胞表面疏水性与自聚集并无显著相

关性。不少有关细菌表面疏水性、电位与生物

膜形成能力之间的相关性研究获得的结论并不

完全一致 [29,34,50]。因此，不同抗生物被膜活性

物质对细菌表面疏水特性的影响差异可能与菌

株特性、活性物质如 O-抗原及培养基环境等多

种复杂因素有关。 

胞外多糖与蛋白质是细菌生物被膜基质中

主要的骨架大分子，对细胞初始黏附聚集、生

物被膜的成熟及其结构的稳定性具有重要作

用。柏梅[24]研究发现，山苍子精油可抑制金黄

色葡萄球菌生物被膜中胞外多糖的合成。本实

验表明，藤椒精油显著抑制了生物被膜中多糖

与蛋白质的合成，进而抑制或延缓腐败菌生物

被膜的形成和成熟过程。细菌鞭毛组装和运动

调控，以及生物被膜基质胞外多糖和蛋白的合

成分泌表达对生物被膜形成的不同阶段具有重

要影响。研究将通过转录组测序技术，分析藤

椒精油关键活性组分对鞭毛组装、胞外多糖和

被膜蛋白(如 TasA、BslA 等)等基质分子的基因

表达与调控的影响，进一步阐明藤椒精油的抗

芽孢杆菌生物被膜分子机理。此外，藤椒精油
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在豆杆制品防腐保鲜的实际应用效果有待进一

步考察评价。 

4  结论 

藤椒精油主要含有芳樟醇、D-柠檬烯和桧

烯等活性成分，对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a

菌体生长及生物被膜形成均具有良好的抑制效

果，最低抑菌浓度和最小杀菌浓度分别为   

3.2 μL/mL 和 12.8 μL/mL。藤椒精油可抑制腐败

菌胞外蛋白酶的产生和生物被膜的形成，对成

熟生物被膜具有一定的清除能力。藤椒精油的

添加改变了生物被膜形貌，降低了生物被膜表

面粗糙度，减少了基质多糖和蛋白合成。藤椒

精油对腐败解淀粉芽孢杆菌 DY1a 生物被膜形

成的抑制主要是通过减弱细菌运动能力、改变

细胞表面疏水性、降低自聚集能力及干扰细菌

生物被膜中多糖和蛋白质的合成来实现的。 
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