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摘要  [ 目的] 为开发新型天然防腐剂提供依据。[ 方法] 以山楂为材料 , 枯草芽孢杆菌、酿酒酵母和大肠杆菌为供试菌种 , 采用传统水煎
法提取山楂中的有效成分 ,并向10、20、30、40、50、60、70、80、90、100 μl 提取物中分别加入10 mg Nisin 制成复配物 , 测定复配物对3 种供试
菌的抑菌效果。[ 结果] Nisin 的效价为994 .5 IU/ mg , 当山楂提取物加入量为50 μl 时 , 效价达到1 531 IU/ mg , 为Nisin 的1 .53 倍 , 但提取物
加入量超过50 μl 时 , 效价下降。复配物对3 种供试菌的抑菌效果好于单独使用山楂提取物和Nisin 。[ 结论] 山楂提取物与Nisin 的复配
物对3 种供试菌均有较好的抑制效果 , 且Nisin 与山楂提取物的最佳复配比例为1∶5( mg :μl ) 。
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Abstract  [ Objective] The ai m was to provide the basis for developing newtypes of natural preservative . [ Method] With hawkthorn as the material and
Bacillus Subtilis , Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli as the tested strains , the effective components in hawkthorn were extracted withtraditional
decoction method . And then adding 10 mg Nisininto 10 , 20 , 30 , 40 , 50 , 60 , 70 , 80 , 90 , 100 μl extracts resp . to prepare the compound of nisin and
hawkthorn extracts . The anti microbial activities of different compounds on 3 ki nds of tested strains were measured . [ Result] The titer of Nisin was 994 .5
IU/ mg . When 50 μl hawkthorn extracts was added , the titer reached 1 531 IU/ mg , bei ng 1 .53 ti mes of that of Nisin. But when addition amount of the
extracts was more than50 μl , the titer decreased . The anti microbial activities of compounds on 3 kinds of tested strains were better thanthose of single use
of hawkthorn extracts and Nisin . [ Conclusion] The compounds of hawkthorn extracts and Nisin had good anti microbial activity on3 kinds of tested strains
and the opti mal compound proportion of Nisin and hawkthorn extracts was 1∶5( mg∶μl) .
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  乳酸链球菌素( nisin) 是由某些乳酸链球菌( Lactococcus

lactis ssp .l actis) 产生的具有较强杀菌作用的小肽[ 1] , 是目前

国际上唯一允许商业化生产的天然防腐剂。但其不抑制革

兰氏阴性菌和真菌, 在食品加工等行业中的应用受到限制。

针对这一缺点, 许多研究者使用苯甲酸及其盐等化学合成食

品防腐剂与nisin 复配以扩大其抑菌谱[ 2] , 但该措施不符合

消费者对绿色产品的追求。

山楂提取物成分复杂, 是我国批准的药食兼用型中药 ,

具有多种作用, 集营养、保健、抗菌、防病于一体[ 3] 。笔者用

山楂提取液与nisin 复配。以期为开发新型天然防腐剂提供

依据。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1.1 药品。山楂购于天津市当地药房,nisin 由天津康益

生物有限公司提供 ,nisin 标准品由Sigma 公司生产。

1 .1.2 仪器。752 型紫外分光光度计, 旋转蒸发仪。

1 .1 .3 供试菌种。藤黄八叠微球菌( Micrococcus luteus) , 枯草

芽孢杆菌( Bacillus subtilis) , 酿酒酵母( Saccharomy cescerevisi-

ae) , 大肠杆菌( Escherichia coli) , 由河北工业大学微生物实验

室提供。

1 .2 方法

1 .2.1 山楂有效成分的提取。采用传统水煎法[ 4] 提取山楂

有效成分。将山楂称重去杂, 用10 倍蒸馏水浸泡30 min , 先

以大火熬至沸腾, 后以文火煎煮20 min ; 用6 层滤布过滤, 滤

渣加水再煎煮10 min , 过滤。混合2 次煎出液, 用旋转蒸发仪

(70 ℃) 将其浓缩至1 g/ ml ,8 磅灭菌20 min , - 20 ℃冷冻

备用。

1 .2.2 复配物抑菌效力的测定。

1 .2 .2.1  复配样品液及检测菌悬液制备。吸取山楂提取液

10 、20、30、40⋯⋯100 μl , 向10 份样品中分别加入10 mg nisin

制成复配物, 再用0 .02 mol/ L HCl 溶液定容至5 ml , 备用。

将检测菌接种于生长培养基斜面, 加入生理盐水6 ml , 制

成菌悬液。取此菌悬液用无菌生理盐水稀释至107 cfu/ ml 。

1 .2 .2.2 琼脂扩散法测定复配物的抑菌效力。利用琼脂扩

散法[ 5] 测定复配物的抑菌效力。将混有上述菌悬液的培养

基倒入平板中, 用打孔器在平板上打孔 , 再将配好的标准液、

产品液、复配样品液加入孔中 , 水平移至37 ℃培养箱中培养

20 ～24 h , 测抑菌圈直径。

1 .2.3 比浊法测定复配物的广谱性。将复配物、nisin 分别

加入含有大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、酵母菌的培养基中。每

隔1 h 用紫外分光光度计测1 次大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的

OD 值, 每隔2 h 测1 次酵母菌的 OD 值。

2  结果与分析

2 .1  复配物增效结果  测得nisin 的效价为994 .5 IU/ mg 。

当山楂提取物加入量为50 μl 时, 效价达1 531 IU/ mg , 为nisin

的1 .53 倍。单独使用10～100 μl 山楂提取物时无抑菌圈出

现, 说明山楂提取物的抑菌效果较差。山楂提取物与nisin

复配后显示了较强的抑菌性能。但山楂提取物加入量超过

50 μl 时, 复配物效价下降, 可能是提取物中过多的复杂成分

与nisin 产生了拮抗作用。

2 .2 复配物广谱效果

2 .2 .1 复配物对枯草芽孢杆菌的抑制效果。由图2 可知 ,

nisin 和山楂提取物对枯草芽孢杆菌均有一定的抑制作用。

而复配物对其抑制作用较明显 , 前10 h 内菌量几乎没有增

长,10 h 后菌体才进入指数生长期,18 h 后进入稳定期, 且菌

量低于对照组。山楂提取物与nisin 复配后, 改变了枯草芽

胞杆菌的生长规律, 复配物的抑菌效果好于单独使用nisin

或山楂提取物。
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图1 复配物效价与山楂提取物加入量的关系

Fig .1 Therelationship betweenthe compound’s titer and the addi-

tion of hawkthorn extracts

图2 复配物和Nisin 对枯草芽孢杆菌的抑制作用

Fig .2 Theinhibitionof compound and Nisinproduct on B . subtilis

图3 复配物和Nisin 对大肠杆菌的抑制作用

Fig .3 The inhibitionof compound and Nisinproduct on E. coli

2.2.2 复配物对大肠杆菌的抑制效果。大肠杆菌G- 菌的细

胞壁结构复杂, 没有与nisin 相结合的磷壁酸[ 6] , 所以nisin 不

抑制大肠杆菌。由图3 可知, 山楂提取物对大肠杆菌有一定

的抑制作用, 但其抑制效果低于复配物。复配物延缓了大肠

杆菌进入稳定期和对数生长期的时间 , 使菌量远低于对

照组。

2 .2.3 复配物对酿酒酵母的抑制效果。酿酒酵母为真菌 ,

具有完整的细胞结构, 且细胞结构较细菌复杂 , 所以该真菌

不受nisin 抑制[ 6] 。由图4 可知, 加入复配物的酵母菌在38 h

后才进入稳定生长期 , 且菌量低于对照组。山楂提取物提高

了nisin 对酵母菌的敏感性, 两者配合使用对酵母菌具有强

烈的抑制作用。

图4 复配物和Nisin 产品对酿酒酵母菌的作用

Fig .4 Theinhibitionof compound and Nisinproduct on S . cerevisiae

3  讨论

天然食品防腐剂nisin 目前主要应用于乳品和肉制品行

业, 其抑菌效率较高, 但抑菌谱较窄, 因此其在淀粉类食品及

果品保鲜行业的应用受到限制。山楂是一种药食兼用型植

物, 具有广谱抑菌性 , 与nisin 复配后具有较高的抑菌效率和

抑菌谱, 可应用于更多食品加工和保鲜行业。且山楂独特的

风味在一些特定食品中具有较大的应用价值。

天然植物提取物与nisin 复配是开发食品防腐剂的新的

发展方向。但复配物的作用机理还需进一步研究。天然植

物提取物与nisin 复配防腐剂具有抗菌性强、安全无毒、作用

范围广等优点, 在食品工业中会受到越来越广泛关注和

重视。
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