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忍冬不同部位提取液抑菌活性及其对酸土脂
环酸芽孢杆菌的抑菌特性
梁新红1，黄俊超1，涂存键1，李勇超2, *，李军瑞1，焦凌霞1，冉军舰1

（1.河南科技学院食品学院，河南新乡 453003；
2.河南科技学院生命科技学院，河南新乡 453003）

摘　要：本研究探究了忍冬（Lonicera japonica Thunb.）不同部位提取液的生物活性物质含量及其对 12株供试菌株

的抑菌活性。首先，分别测定了忍冬叶、金银花和忍冬藤中的总酚、总黄酮和绿原酸含量，并分析了它们的提取

液对 12株菌株的抑菌效果。然后，进一步研究了金银花和忍冬叶提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌（Alicyclobacillus
acidoterrestris）的最小抑菌浓度（MIC）、最小杀菌浓度（MBC）、生长曲线、生物膜形成和细胞形态的影响。

结果显示，忍冬叶和金银花中的总酚、总黄酮和绿原酸含量均显著高于忍冬藤（P<0.05）。此外，忍冬叶的总黄

酮含量显著高于金银花（P<0.05）。三种提取液对 A. acidoterrestris、金黄色葡萄球菌、无乳链球菌、单增李斯特

氏菌、枯草芽孢杆菌、大肠埃希菌和沙门氏杆菌均具有一定的抑菌效果，且忍冬叶和金银花提取液的抑菌效果优

于忍冬藤。忍冬叶和金银花提取液对 A. acidoterrestris 的抑菌效果最显著，MIC值均为 3.91 mg/mL，MBC值均为

31.25 mg/mL。此外，忍冬叶和金银花提取液能有效抑制 A. acidoterrestris 生长和生物膜的形成，破坏其菌体形

态，抑菌效果随提取液浓度的增加而增强。本研究为阐明忍冬抑制 A. acidoterrestris 的机制奠定了坚实基础，同时

也为开发安全高效的新型食品抑菌剂提供了新思路。
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Abstract：This study investigated the bioactive substance contents within extracts derived from different parts of Lonicera
japonica Thunb. and assessed their bacterial inhibitory activities against 12 test strains. Initially, the concentrations of total
phenols, total flavonoids, and chlorogenic acid were determined in Lonicera japonica leaves, Lonicerae japonica Flos, and
Lonicera  japonica  caulis.  Subsequently,  the  bacterial  inhibition  profiles  of  their  extracts  against  12  test  strains  were
analyzed.  Building  upon  this  analysis,  the  effects  of Lonicerae  japonica  Flos  and Lonicera  japonica  leaves  extracts  on
minimum inhibitory  concentration  (MIC),  minimum bactericidal  concentration  (MBC),  growth  curve,  biofilm  formation,
and cell morphology of Alicyclobacillus acidoterrestris were further investigated. Results revealed that the concentrations  
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of total phenols, total flavonoids, and chlorogenic acid in L. japonica leaves and L. japonica Flos were significantly higher
than those from L. japonica caulis (P<0.05). Moreover, the total flavonoids content in L. japonica leaves was notably higher
than  that  in  L.  japonica  Flos  (P<0.05).  Three  extracts  exhibited  varying  degrees  of  bacteriostatic  effects  against  A.
acidoterrestris,  Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  agalactiae, Listeria monocytogenes, Bacillus  subtilis, Escherichia
coli and Salmonella.  Notably, extracts of L.  japonica  leaves and L.  japonica Flos displayed superior bacteriostatic effects
compared  to  L.  japonica  caulis.  Extracts  of  L.  japonica  leaves  and  L.  japonica  Flos  exhibited  the  most  significant
bacteriostatic effects against A. acidoterrestris, with MIC of 3.91 mg/mL and MBC of 31.25 mg/mL. Furthermore, extracts
from L. japonica leaves and L. japonica Flos effectively inhibited the growth and biofilm formation of A. acidoterrestris,
causing  disruptions  to  their  organism  morphology.  Notably,  the  inhibitory  effects  were  augmented  with  the  increase  of
extract concentrations. This study lays a robust foundation for understanding the mechanisms behind L. japonica inhibition
of A. acidoterrestris and offers insights for developing safe and efficient new food bacteriostatic agents.

Key words：Lonicerae japonica Flos；Lonicera japonica leaves；Lonicera japonica caulis；Alicyclobacillus acidoterrestris；

antimicrobial activity

酸土脂环酸芽孢杆菌（Alicyclobacillus  acid-
oterrestris）、单增李斯特菌（Listeria monocytogenes）
和金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）等细菌在

自然环境中广泛存在，是最常见的致病微生物，食用

被这些细菌污染的食品后可能会引起呕吐和中毒等

不良症状，所以在食品加工和储藏过程中常常要用化

学防腐剂抑制有害微生物的生长[1−2]。目前，工业生

产中常用苯甲酸、柠檬酸和山梨酸等防腐剂，然而化

学防腐剂乱用或滥用可能会对人体造成不同程度的

危害[3]。因此，迫切需要开发安全且有效的新型天然

防腐剂。据文献报道，植物中存在促进人体健康且具

有抑菌和杀菌作用的天然活性成分，如多酚、黄酮类

和有机酸等[4−6]。因此，寻找和利用有效抑菌成分含

量丰富的植物具有重要意义。

忍冬（Lonicera japonica Thunb.）为忍冬科忍冬

属半常绿藤木，其干燥花蕾或带初开的花为金银花[7]。

国内外研究证实，金银花、忍冬叶和忍冬藤均含有黄

酮类、有机酸类、挥发油类和环烯醚萜类等多种天然

活性成分[8−9]，具有抗菌消炎[10]、清热解毒[11]、抗氧

化[12]、保肝利胆[13] 和降血糖[14] 等作用。Li等[15] 研

究发现，金银花中的酚酸和黄酮类化合物等活性成分

可在不同程度上抑制金黄色葡萄球菌、大肠杆菌

（Escherichia  coli）和铜绿假单胞菌（Pseudomonas

aeruginosa）。Rahman等[16] 研究了忍冬叶提取物和

金银花精油对体外食源性细菌的抑菌作用，结果表明

忍冬叶对金黄色葡萄球菌的抑菌活性更强。马艳妮

等[17] 研究了忍冬叶总黄酮对金黄色葡萄球菌、大肠

杆菌和鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium）等

9种常见病原菌的体外抑菌活性，结果表明忍冬叶总

黄酮具有较好的抗菌活性。但忍冬在抑制酸土脂环

酸芽孢杆菌作用等抑菌活性方面鲜有报道。

忍冬叶和忍冬藤的产量远高于金银花[18]。然

而，目前对忍冬叶和忍冬藤的开发利用较少。因此，

研究忍冬不同部位生物活性成分及功能特性，对提高

忍冬的综合利用价值具有重要意义。本文以金银

花、忍冬叶和忍冬藤为原料，研究忍冬不同部位生物

活性成分及对 12株供试菌的体外抑菌活性，并测定

对抑制酸土脂环酸芽孢杆菌效果较强的金银花和忍

冬叶提取液的最小抑菌浓度（MIC）和最小杀菌浓度

（MBC）以及对金银花和忍冬叶提取液对酸土脂环酸

芽孢杆菌生长曲线、细胞形态和生物膜形成能力的

影响进行研究。本研究为进一步开发利用忍冬，开发

新型食品抑菌剂提供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

金银花、忍冬叶和忍冬藤　来自河南省新乡市

河南科技学院金银花试验基地；嗜酸乳杆菌（L.
acidophilus zrx02 GenBank No.MF804413）、植物乳

杆菌（L. plantarum zrx03 GenBank No.MN784485）、

鼠李糖乳杆菌（L. rhamnosus zrx01 GenBank No.KY-
348290、酸土脂环酸芽孢杆菌（A.  acidoterrestris
DSM  3922T） 、无乳链球菌 （ S.  agalactiae  CICC
10465）、单增李斯特氏菌（L. monocytogenes CICC
21633）、金黄色葡萄球菌（S. aureus ATCC 25923）、
枯草芽孢杆菌（B. subtilis CICC 10002）、大肠杆菌

（E.  coli  JM109  ATCC  67387）、沙门氏杆菌（Sal-
monella CMCC 541）、空肠弯曲杆菌（C. jejuni CICC
22936）、马克斯克鲁维酵母（K. marxianus）　均为河

南科技学院食品研究所保藏菌株；MRS肉汤培养

基、AAM培养基、BHI培养基、牛肉膏蛋白胨培养

基、LB培养基、布氏肉汤培养基、YPD培养基　青

岛高科技工业园区海博生物技术有限公司；没食子酸

　成都曼斯特有限公司；芦丁、福林酚、结晶紫　北

京索莱宝有限公司；绿原酸　美国 Sigma-Aldrich公

司；戊二醛　天津市科密欧化学试剂有限公司；甲

酸、甲醇　色谱纯，西陇科学股份有限公司；其他试

剂均为分析纯。

Varioskan  Flash全波长酶标仪　美国 Ther-
mofisher公司；e2695-2489高效液相色谱仪　美国

Waters公司；WFJ 7200可见分光光度计　尤尼柯

（上海）仪器有限公司；H2050R冷冻离心机　湖南湘

仪离心机仪器有限公司。 
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1.2　实验方法 

1.2.1　忍冬不同部位总酚、总黄酮和绿原酸含量测定 

1.2.1.1   忍冬不同部位总酚、总黄酮和绿原酸的提取

　将金银花、忍冬叶和忍冬藤 60 ℃ 热风干燥至恒

重，粉碎后过 50目筛，备用。称取 1 g样品，加入 15 mL
60%乙醇，60 ℃、200 W超声水浴提取 30 min。在

4 ℃ 下 10000  r/min离心 10  min，收集上清液，过

0.22 μm滤膜，于 4 ℃ 冰箱保存。 

1.2.1.2   总酚含量的测定　采用 Folin-Ciocalteu法[19]，

将 1 mL样品与 5 mL Folin-Ciocalteu混合，反应 5 min，
加入 4 mL 7.5% Na2CO3 溶液，避光反应 60 min，在
765 nm下测定。根据没食子酸标准曲线的线性回归

方程（y=0.0067x−0.0781，R2=0.9979）计算总酚含量，

结果以每 g样品的没食子酸当量 mg表示 （mg
GAE/g）。 

1.2.1.3   总黄酮含量的测定　采用 AlCl3 比色法[20]，

将 1 mL样品与 0.5 mL 5% NaNO2 溶液混合，反应

5 min，加入 1 mL 5% AlCl3 溶液反应 5 min，加入 2 mL
8% NaOH溶液反应 10 min，在 510 nm下测定。根

据芦丁标准曲线的线性回归方程 （ y=0.0026x−
0.0399，R2=0.9991）计算总黄酮含量，结果以每 g样

品的芦丁当量 mg表示（mg RE/g）。 

1.2.1.4   绿原酸含量的测定　采用高效液相色谱

法 [21]，色谱柱 ：Agilent  TC-C18（ 250  mm×4.6  mm，

5 μm）；色谱条件：温度 30 ℃；检测波长 320 nm；进

样体积 20 μL；体积流量 0.6 mL/min；流动相为甲醇

（A）-0.1%甲酸水（B）；梯度洗脱条件为 0~10 min，
5%~30%  A； 10~25  min， 30%~50%  A； 25~35  min，
50%~70% A；35~40 min，70%~5% A。以绿原酸浓

度（mg/mL）为横坐标（x），色谱峰面积为纵坐标（y），
绘制标准曲线。根据绿原酸标准曲线的线性回归方

程（y=30726x−688902，R2=0.9996）计算绿原酸含量，

结果以每 g样品的绿原酸当量mg表示（mg CGA/g）。 

1.2.2   忍冬不同部位提取液抑菌谱的测定　 

1.2.2.1   菌株的活化与培养　菌株培养基的选择与

制备：L. acidophilus、L. plantarum、L. rhamnosus 选

用 MRS肉汤培养基；A.  acidoterrestris 选用 AAM
培养基；S. agalactiae、L. monocytogenes 选用 BHI
培养基；S. aureus、B. subtilis 选用牛肉膏蛋白胨培养

基；E. coli、Salmonella 选用 LB培养基；C. jejuni 选
用布氏肉汤培养基；K. marxianus 选用 YPD培养

基。固体培养基均在液体培养基的基础上加入

2%的琼脂粉，在 121 ℃ 下高压灭菌 15 min。菌株

的活化：将冻藏菌株分别接种于相应液体培养基中，

然后在 37 ℃、250 r/min条件下振荡培养 24 h（A.
acidoterrestris 培养温度为 45 ℃），然后将菌液稀释

涂布，静置培养 18 h。菌株的培养：从各菌株平板上

挑取一个单菌落，接种至 10 mL培养基，过夜培养，

然后以 1.0%体积比转接至 50 mL培养基中培养至

对数期，最后稀释成 1×106 CFU/mL的菌悬液，备用。 

1.2.2.2   忍冬不同部位提取液的制备　称取 10 g样

品，加入 100 mL 60%乙醇，60 ℃、200 W超声水浴

提取 30 min，10000 r/min离心 10 min，收集上清液，

向沉淀中再次加入 100 mL乙醇，超声水浴 30 min
后离心，重复 3次。合并上清液，旋转蒸发浓缩至

10 mL，即得浓度为 1 g/mL的提取液。 

1.2.2.3   抑菌谱的测定　采用牛津杯法[22]，将 100 μL
菌悬液均匀涂布于固体培养基平板上，用牛津杯在平

板上打孔，然后加入提取液 100 μL，于恒温箱中培养

至肉眼观察到透明圈为止，无菌水作空白对照，用十

字交叉法测定抑菌圈直径。 

1.2.3   忍冬不同部位提取液 MIC和 MBC的测定　

采用二倍稀释法[23]，用液体培养基对提取液进行二倍

稀释，得到浓度为 1000、500、250、125、62.5、31.25、
15.63、7.81、3.91、1.95 mg/mL的忍冬提取液。分别

将 100 μL各浓度忍冬提取液加入 100 μL菌悬液，

混匀后培养 24 h，以澄清无浑浊的最低浓度为最小

抑菌浓度（MIC）。培养基作对照，用于验证细菌正常

生长，记为 CK1；加入提取液而不加菌液，用于验证

提取液是否受污染，记为 CK2。在 MIC的基础上，

取培养液 100 μL均匀涂布于固体平板上培养 48 h，
以无活菌存在的最低浓度为最小杀菌浓度（MBC）[24]。 

1.2.4   忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌

生长曲线的影响　参考 Cui等[25] 的方法，向菌悬液

中加入金银花和忍冬叶提取液，至终浓度为 1 MIC、
2 MIC和 MBC，不加提取液的作为对照组，45 ℃、

250 r/min恒温振荡培养，每隔 2 h取样测定 OD600 nm

值，绘制生长曲线。 

1.2.5   忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌

细胞形态的影响　采用扫描电子显微镜（SEM）法[26]，

向菌悬液加入金银花和忍冬叶提取液，至终浓度为

1 MIC、2 MIC和 4 MIC，不加提取液的作为对照组，

45 ℃、250 r/min培养 8 h。4000 r/min，离心 10 min，
弃上清液，用无菌 PBS清洗 2次，用 1 mL 2.5%戊

二醇固定细胞形态。用 PBS（0.1 mol/L，pH7.0）洗涤

3次，然后使用一系列梯度浓度的乙醇（30%、50%、

80%、90%和 95%）进行脱水，每种浓度进行 2次，每

次 15 min。脱水后在−20 ℃ 下预冻 2 h，然后真空冷

冻干燥。干燥完全后溅射镀金，在扫描电镜下观察。 

1.2.6   忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌

生物膜形成能力的影响　采用结晶紫染色法[27]，将

200 μL菌悬液置于 96孔板中，加入金银花和忍冬叶

提取液，至终浓度为 1 MIC、2 MIC、4 MIC，不加提

取液的作为对照组，45 ℃ 静置培养 24 h。吸出培养

液，用 200  μL无菌 PBS（0.03  mol/L，pH7.2）洗涤

3次，加入 100 μL甲醇，固定 15 min后吸出。加入

100 μL 1%结晶紫溶液，染色 15 min，将结晶紫溶液

吸出，用 PBS将颜色冲洗干净。加入 100 μL 33%
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CH3COOH溶液，用酶标仪测定 OD590 nm 值。 

1.3　数据处理

每组均进行 3次平行实验，结果均以平均值±标
准差表示。采用 SPSS 23.0进行数据分析，Origin
9.0进行绘图。 

2　结果与分析 

2.1　忍冬不同部位总酚、总黄酮和绿原酸含量

对金银花、忍冬叶和忍冬藤的总酚、总黄酮和绿

原酸含量进行测定，结果表明忍冬叶和金银花生物活

性成分含量相接近，但忍冬藤中活性成分显著低于金

银花和忍冬叶（P<0.05，图 1）。忍冬不同部位总酚含

量依次为金银花>忍冬叶>忍冬藤，金银花总酚含量

为 20.29 mg/g，是忍冬叶和忍冬藤含量的 109.68%、

272.72%；忍冬不同部位总黄酮含量依次为忍冬叶>
金银花>忍冬藤，忍冬叶总黄酮含量为 43.32 mg/g，
是金银花和忍冬藤的 108.81%、291.13%；金银花绿

原酸含量与忍冬叶无显著差异（P>0.05），分别为

12.86、11.29 mg/g，但均显著高于忍冬藤绿原酸含量

（P<0.05）。章艳玲[28] 比较了忍冬不同部位中黄酮类

化合物含量，表明忍冬叶的黄酮类化合物最多，其次

是金银花，忍冬藤含量最少；路俊仙等[29] 在测定忍冬

不同部位化学成分含量时也发现金银花和忍冬叶中

绿原酸含量高于忍冬藤；这些研究与本研究结果相一

致。另外，有文献报道，忍冬藤提取物对脂多糖诱导

的 RAW 264.7细胞分泌的炎症因子具有显著的

抑制作用，促进骨折愈合，并具有较好的抗炎效

果[30−31]。因此，进一步对忍冬藤生物活性成分挖掘对

开发忍冬资源具有重要意义。由此可见，研究金银

花、忍冬叶和忍冬藤中活性成分对提高忍冬附加值

具有重要意义。
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图 1    忍冬不同部位生物活性物质含量
Fig.1    Contents of bioactive compounds from different parts of

L. japonica
注：不同小写字母表示在不同部位同一物质间差异显著
（P<0.05）。
  

2.2　忍冬不同部位提取液抑菌谱

金银花、忍冬叶和忍冬藤提取液具有广谱的抗

菌性，对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均有一定的

抑菌效果（表 1）。金银花和忍冬叶提取液对 A.
acidoterrestris、S. agalactiae、L. monocytogenes、S.

aureu、B. subtilis、E. coli 和 Salmonella 均有一定的

抑制作用。其中对 A. acidoterrestris 的抑制效果最

强；对 S. agalactiae、L. monocytogenes 和 S. aureus
亦为敏感；对 B. subtilis、E. coli 和 Salmonella 也显

示出一定的抑制作用，且忍冬叶对 A.  acidoterr-
estris 的抑制作用与金银花无显著性差异（P>0.05）。
忍冬藤提取液对 A. acidoterrestris 的抑菌效果略差

于金银花和忍冬叶，对 S. agalactiae、L. monocyto-
genes、S. aureus 和 E. coli 显示出一定的抑菌特性，

但抑菌效果低于金银花和忍冬叶。Xiong等[10] 研究

表明，忍冬叶对 S. aureus 和 E. coli 有显著的抗菌活

性，且对 S. aureus 的抑菌效果更强，与本研究结果一

致。本研究结果表明忍冬不同部位提取液对 A.
acidoterrestris 抑菌效果较强，尤其是金银花和忍冬

叶提取液。但忍冬提取物对 A. acidoterrestris 的抑

菌特性鲜有报道。因此，本文接下来进一步研究金银

花和忍冬叶提取液对 A. acidoterrestris 的抑菌特性。
 
 

表 1    忍冬不同部位提取液抑菌圈直径
Table 1    Diameter of bacteriostatic circle of extracts from

different parts of L. japonica

菌种性质 菌株
不同部位抑菌圈直径（mm）

金银花 忍冬叶 忍冬藤

G+

L. acidophilus 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ea

L. plantarum 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ea

L. rhamnosus 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ea

A. acidoterrestris 17.17±0.29Aa 17.17±0.58Aa 12.67±0.29Ab

S. agalactiae 14.83±0.29Ba 14.43±0.12Ba 10.73±0.25Bb

L. monocytogenes 14.00±0.20Ca 13.40±0.36Cb 9.60±0.17Cc

S. aureus 12.17±0.06Da 11.90±0.10Da 7.33±0.29Db

B. subtilis 10.40±0.17Fa 10.00±0.20Fb 6.00±0.00Ec

G−

E. coli 11.23±0.15Ea 10.77±0.25Eb 7.03±0.15Dc

Salmonella 10.13±0.31Fa 9.47±0.31Fb 6.00±0.00Ec

C. jejuni 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ea

其他 K. marxianus 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ga 6.00±0.00Ea

注：L. acidophilus、L. plantarum、L. rhamnosus、A. acidoterrestris、S.
agalactiae、L. monocytogenes、S. aureus、B. subtilis为革兰氏阳性菌（G+）；
E. coli、Salmonella、C. jejuni为革兰氏阴性菌（G−）。抑菌圈打孔直径为
6 mm，在抑菌圈直径=6 mm时，表示抑菌作用实际为0；抑菌圈直径>12 mm
为菌种对药物高敏感；9~12 mm为中敏感；6~9 mm为低敏感；=6 mm为不
敏感。不同大写字母表示同一部位不同菌株间差异显著（P<0.05），不同
小写字母表示不同部位同一菌株间差异显著（P<0.05）。
 

忍冬不同部位提取液对菌株抑菌作用具有差异

性的研究亦有报道。Yan等[32] 研究表明忍冬藤提取

液对 S. aureus 的抑菌效果比金银花和忍冬叶提取液

弱；任敏等[33] 发现忍冬藤提取物对 S. aureus 的抑菌

作用最弱，这与本研究结果一致。金银花、忍冬叶和

忍冬藤的抑菌效果存在差异，可能是因为忍冬不同部

位主要生物活性物质不同，虽然金银花和忍冬叶均含

一定量的多酚、黄酮和绿原酸类活性物质，但其单体

化合物存在差异，导致其对菌株的敏感性不同。有文

献报道，金银花中的化学成分种类更多，其中芦丁和

异绿原酸 B只在金银花中检测到，而金银花和忍冬

叶中均含有绿原酸、异绿原酸 A和异绿原酸 C，但忍

冬藤中异绿原酸 A和异绿原酸 C含量较低[29]。异

 · 142 · 食品工业科技 2024年  9 月



绿原酸 A具有比绿原酸更强的杀菌活性，原因是疏

水相互作用和氢键都有助于异绿原酸 A插入 POPG
脂双层，并且奎宁酸部分是异绿原酸 A中与 POPG
脂双分子层形成氢键的关键结构[34]。因此，金银花和

忍冬叶提取液中较高含量的多酚、黄酮和绿原酸等

生物活性成分，使得其抑菌能力高于忍冬藤。

另外，忍冬提取液虽然对革兰氏阳性菌敏感，但

对 L. acidophilus、L. plantarum 和 L.  rhamnosus 这

三株益生菌均无抑制特性，这对忍冬精深加工及药物

开发具有重要意义，其机理特性有待于进一步研究。 

2.3　忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌的

MIC和MBC
金银花和忍冬叶提取液对 A. acidoterrestris 均

有较强的抑制作用，但抑制效果随浓度的降低而减弱

（表 2）。当提取液浓度为 3.91 mg/mL时，仍表现出

抑制作用，培养液仍澄清透明。因此，金银花和忍冬

叶提取液对 A. acidoterrestris 的 MIC均为 3.91 mg/
mL。在 MIC值的基础上，测定了金银花和忍冬叶提

取液对 A. acidoterrestris 的 MBC值。结果表明，金

银花与忍冬叶提取液对 A. acidoterrestris 的杀菌效

果相同，当提取液浓度为 31.25 mg/mL时，仍无活菌

存在，金银花和忍冬叶提取液对 A. acidoterrestris
的MBC值均为 31.25 mg/mL。 

2.4　忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌生长

曲线的影响

微生物生长过程中，菌液浓度往往与 OD600 nm

下的吸光度呈正相关，因此可通过测定 A. acidoter-
restris 相应培养时间与 A. acidoterrestris 菌液吸光

度之间的变化来判定 A.  acidoterrestris 的生长状

况。测定不同浓度的金银花和忍冬叶提取液对 A. aci-
doterrestris 生长曲线的影响以进一步探究其抑菌作

用（图 2）。对照组的 A. acidoterrestris 正常生长，迟

缓期为 2  h，随后进入对数期，在 12  h时 A.  aci-
doterrestris 菌液密度最高，其吸光度达到（1.301±
0.032），随后进入生长稳定期。当花和叶抑菌浓度

为 1 MIC时，菌体生长被抑制，直至 24 h时，菌体开

始生长，吸光度分别为 0.159±0.032和 0.144±0.021，
两者抑菌效果无显著性差异（P>0.05）。当浓度达到

2 MIC时，A. acidoterrestris 的生长明显被抑制，24 h
内菌液的吸光度均无明显变化。随着提取液浓度继

续增大到 MBC时，A. acidoterrestris 无生长迹象。

结果表明，金银花和忍冬叶提取液对 A. acidoterre-
stris 的抑菌效果相同，并随着浓度的增大，抑菌效果

更明显。
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图 2    忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌生长曲线
的影响

Fig.2    Effects of extracts from different parts of L. japonica on
the growth curve of A. acidoterrestris

  

2.5　忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌细胞

形态的影响

对照组 A. acidoterrestris 呈现杆状，菌体形态完

好，表面光滑，未观察到细胞破损或内容物溢出等现

象（图 3）。随着金银花和忍冬叶提取液浓度的增大，

A. acidoterrestris 的菌体形态发生不同程度的变化。

当浓度为 1 MIC时，A. acidoterrestris 的菌体表面变

得粗糙，出现褶皱和凹陷现象。浓度为 2 MIC时，A.
acidoterrestris 的菌体损伤更明显，呈凹凸不平的无

规则形态，细胞界限变得模糊，表面出现孔洞，细胞基

质出现外泄现象。在 4  MIC浓度下，A.  acidoter-
restris 的菌体被严重破坏，内容物溶出，细胞膜几乎

完全破裂，难以维持正常形态。Cai等[35] 使用绿原酸

和肉桂酸处理 A. acidoterrestris，研究发现绿原酸和

肉桂酸对 A. acidoterrestris 的抑菌作用机制归因于

对菌体细胞膜的破坏，导致细胞膜发生破裂，进而导

致蛋白质和核酸的泄漏。Li等[36] 研究发现，对香豆

酸对 A. acidoterrestris 的作用机制是由于对香豆酸

的作用导致细胞内 ATP减少，对香豆酸可以与 DNA
相互作用，干扰正常的细胞功能，A. acidoterrestris 细

胞膜完整性受损，细胞形态出现畸变。综上所述，忍

冬提取液对 A. acidoterrestris 的抑制作用可能是忍

冬中丰富的绿原酸、多酚和黄酮等活性成分严重破

 

表 2    忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌的MIC和MBC
Table 2    MIC and MBC of extracts from different parts of L. japonica on A. acidoterrestris

忍冬部位
提取液浓度（mg/mL）

1000 500 250 125 62.5 31.25 15.63 7.81 3.91 1.95 CK1 CK2

MIC
金银花 − − − − − − − − − + + −
忍冬叶 − − − − − − − − − + + −

MBC
金银花 − − − − − − + + + + + −
忍冬叶 − − − − − − + + + + + −

注：“−”表示无菌生长；“+”表示有菌生长；CK1为不加提取液的对照；CK2为不加菌液的对照。

第  45 卷  第  17 期 梁新红 ，等： 忍冬不同部位提取液抑菌活性及其对酸土脂环酸芽孢杆菌的抑菌特性 · 143 · 



坏了 A. acidoterrestris 的细胞膜结构，致使菌体形态

发生变化，细胞基质外泄，难以正常生长。 

2.6　忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌生物

膜形成能力的影响

如图 4（a）所示，经忍冬不同部位提取液处理后，

A. acidoterrestris 的生物膜量显著低于对照组（P<
0.05），且随着金银花和忍冬叶提取液浓度的增大，染

色液 OD590 nm 值整体呈现逐渐降低的趋势，与之对

应的 96孔板颜色逐渐变浅（图 4（b））。当提取液浓

度为 4 MIC时，OD590 nm 值最小，其对应培养孔的颜

色与 AAM培养基颜色相近。金银花提取液对 A.
acidoterrestris 的生物膜的形成有较大的影响，低浓

度条件下可有效减少生物膜生成量，高浓度时可完全

抑制生物膜的生成，且忍冬叶提取液对 A. acidoterr-
estris 的生物膜形成能力的影响与金银花提取液无显

著性差异（P>0.05），这与其对 A. acidoterrestris 生长

曲线的影响结果是相同的（图 2）。细菌的生物膜形

成能力代表着细菌处于适宜条件下通过分泌胞外多

糖从而达到形成细菌菌落的能力，而生物膜形成能力

越强的菌体表面越浑浊，吸光度越大，细胞膜形成能

力明显降低，表明金银花和忍冬叶提取液能抑制生物

膜的形成，对生物被膜具有清除作用[37]。菌体生物被

膜主要包括胞外多糖和蛋白质[38]，忍冬提取液对 A.
acidoterrestris 生物膜的抑制作用，可能是提取液中

的绿原酸等生物活性成分影响了 A. acidoterrestris
分泌胞外多糖，菌体内蛋白质组分出现损失，从而使

得 OD值降低。
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图 4    忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌生物膜
形成能力的影响

Fig.4    Effects of extracts from different parts of L. japonica on
biofilm forming ability of A. acidoterrestris

注：（a）：金银花和忍冬叶提取液处理后酸土脂环酸芽孢杆菌
培养液染色后的吸光度；（b）：金银花和忍冬叶提取液处理后
酸土脂环酸芽孢杆菌培养液染色后的图片。不同大写字母表
示同一部位不同浓度间差异显著（P<0.05），不同小写字母表
示不同部位同一浓度间差异显著（P<0.05）。
  

3　结论
忍冬叶和金银花中的总酚、总黄酮和绿原酸含

量均显著高于忍冬藤（P<0.05）。三个部位提取液对

A.  acidoterrestris、S. agalactiae、L. monocytogenes、
S. aureus、B.  subtilis、E. coli 和 Salmonella 均具有

一定的抑制效果，且忍冬叶和金银花提取液的抑菌效

果优于忍冬藤。此外，忍冬叶和金银花提取液对 A.
acidoterrestris 的抑菌效果最明显 ，MIC值均为

3.91 mg/mL，MBC值均为 31.25 mg/mL，且抑制效

果随提取液浓度的增加而增强。忍冬叶和金银花提

取液能有效抑制 A. acidoterrestris 菌体生物膜的形

成。扫描电镜结果显示，忍冬叶和金银花提取液处理

后的 A. acidoterrestris 菌体形态发生畸变，胞内基质

发生泄露。本研究为阐明忍冬抑制 A. acidoterrestris
的机制奠定了坚实基础，忍冬有望成为果汁生产中抑

制 A. acidoterrestris 污染的新型高效抑菌剂。但细

菌的生物被膜形成能力与营养条件、环境等多种因

素有关，因此忍冬对 A. acidoterrestris 生物膜形成的
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图 3    忍冬不同部位提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌细胞形态
的影响

Fig.3    Effects of extracts from different parts of L. japonica
on cell morphology of A. acidoterrestris

注：（a）：不同浓度金银花提取液对脂环酸芽孢杆菌细胞形态
的影响；（b）：不同浓度忍冬叶提取液对酸土脂环酸芽孢杆菌
细胞形态的影响；A：Control，B：1 MIC，C：2 MIC，D：4 MIC。
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影响机制还需进一步研究。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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