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内蓄积，本研究通过对比ＩＣＰ－ＭＳ法与石墨炉原子吸收法对
水样中重金属的测定方法，并筛选出较好的测定方法。

石墨炉原子吸收法测定的结果为０～３．９ｎｇ／ｍＬ，最高值
为３．９ｎｇ／ｍＬ，与样品值相差较大，不能确保测定结果准确；
ＩＣＰ－ＭＳ法的测定结果为 ４．０９～４．７８ｎｇ／ｍＬ，最高值为
４．７８ｎｇ／ｍＬ，与样品值接近，更为精确且操作简便，为水样重
金属测定的最佳方案，可为人民用水安全提供可靠性的检测

依据。
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　　摘要：为了研究沉香提取物的抑菌活性，以金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、绿脓杆菌、青霉菌、黑曲霉为供试菌种，采
用滤纸扩散法、平板稀释法分别对沉香叶、沉香木、沉香皮提取液的抑菌活性进行研究。结果显示，沉香叶、沉香木、沉

香皮提取液对５种供试菌种都有不同程度的抑制作用，沉香叶提取液的抑菌作用强于沉香木、沉香皮提取液。说明沉
香叶提取液对细菌及霉菌都有较强的抗菌能力，尤其对细菌的抗菌能力较强。
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　　沉香［Ａｑｕｉｌａｒｉａａｇａｌｌｏｃｈａ（Ｌｏｕｒ．）Ｒｏｘｂ］，又被称为“土
沉香”，属瑞香科（Ｔｈｙｍｅｌａｅａｃｅａｅ）植物。沉香植株中含有一
些活性物质成分，对人体健康具有特定的保健作用，而且对食

品中的一些常见腐败菌具有一定的抑制作用［１］。细菌、霉

菌、酵母菌等微生物是造成食品腐败变质的重要因素［１］，为

了延长食品的保藏期限，人们在食品的生产、加工和贮藏过程

中经常采用添加防腐剂的方法。但近年来有研究发现，合成

的食品防腐剂有一定的毒副作用，不利于人体的健康，因此人

们通常倾向于选择新的安全高效的天然食品防腐剂［２－３］。本

试验用沉香叶的乙醇提取液进行抑菌活性试验和抑菌防腐效

果的研究，旨在研究开发出集防腐与保健为一体的无毒无副

作用的天然抑菌防腐剂。我国南方野生植物资源丰富，分布

广泛，从植物中提取天然防腐剂有很好的基础条件及广阔的

应用前景。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
野生沉香、栽培引种的沉香试验材料均在惠州市龙发山

采集。金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、绿脓杆菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、枯草杆菌［Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ（Ｅｈｒｅｎ
ｂｅｒｇ）Ｃｏｈｎ］、青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）、黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｎｉｇｅｒ）均由惠州学院微生物实验室提供。

牛肉膏蛋白胨培养基、马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）、乙醇
等均为分析纯。

１．２　主要仪器
ＦＺ１０２微型植物粉碎机，天津市泰斯特仪器有限公司；

ＰＣ－１０００数显式电热恒温水浴锅，上海跃进医疗器械厂；
ＲＥ－５２ＡＡＡ旋转蒸发器，上海申生科技有限公司；ＹＸ２８０Ａ
（Ｓ）手提式高压蒸汽灭菌锅，北京维欣仪奥科技发展有限公
司；ＨＤ－６５０－Ｕ超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；
ＺＦ５型紫外分析仪，上海嘉鹏科技有限公司；ＨＹＧ－转式恒温
调速摇瓶柜，上海欣蕊自动化设备有限公司。

１．３　培养基
牛肉膏蛋白胨培养基（细菌培养基）：牛肉膏３ｇ、蛋白胨

１０ｇ、ＮａＣｌ５ｇ、琼脂１５ｇ，加水至１０００ｍＬ，搅拌煮沸后调ｐＨ
值至（７．３±０．２），于１２１℃、１５ｍｉｎ条件下灭菌。

马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基：取马铃薯葡萄糖琼脂
４０．１ｇ，加水至 １０００ｍＬ，调节 ｐＨ值至（６．０±０．２），于
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１２１℃、２０ｍｉｎ条件下灭菌。用于真菌培养。
１．４　方法
１．４．１　沉香乙醇提取物的制备　称取５０ｇ新采摘的种植的
和野生的新鲜沉香叶，洗净、剪碎研磨后加入适量９５％乙醇，
在４０℃下浸泡提取２４ｈ，再过滤、定容至１００ｍＬ。分别称取
沉香木质部、沉香皮２１．５、２１．１ｇ，分别将无结香的沉香木质
部和树皮剪碎，然后加无水乙醇浸泡，间隔２４ｈ收集初提液，
并在原瓶中加新的无水乙醇浸泡，收集所有初提液并抽滤得

过滤液。用旋转蒸发仪减压浓缩上述过滤液，得膏状提取物，

于４℃冰箱中保存备用。
１．４．２　菌种活化及菌悬液制备　在无菌室中，将供试菌种接
种入相对应的试管斜面培养基上，细菌置于３５～３７℃恒温培
养箱内培养 ２４ｈ；霉菌置于 ２８～３０℃恒温培养箱内培养
４８ｈ。之后用接种环挑取少许已活化的菌种菌体于装有
９ｍＬ无菌生理盐水的试管中，振荡均匀，制成菌悬液［４］备用。

根据菌落大小、形状、高度、干湿等特征观察不同的菌落类型。

但要注意，如果细菌数量太多，会使很多菌落生长在一起，或

者限制了菌落生长而使其变得很小，因而外观不典型，所以在

观察菌落特点时，要选择分离得很开的单个菌落［５］。

１．４．３　提取液抑菌效果的测定　采用滤纸片扩散法［６］进行

提取液抑菌效果的测定。圆滤纸片用打孔器在白色滤纸上打

出直径为６．０ｍｍ的小圆片，高压蒸汽灭菌后备用。选用直
径为７ｃｍ的培养皿，每皿加１０ｍＬ培养基，凝固后移取各菌
种悬液５０μＬ并分别加入各平板表面，干燥后取直径６．０ｍｍ
的无菌圆滤纸片贴在含菌平板上，用６０％乙醇为溶剂配制成
１ｇ／ｍＬ提取物溶液，吸取０．１ｍＬ并缓慢点于滤纸片中心，每
皿３片，每种菌做３次重复。以６０％乙醇作为对照，将细菌
置于３７℃条件下，分别培养２４、４８ｈ；霉菌置于２８℃条件下
培养４８ｈ，取出后测量其抑菌圈大小并比较其抑菌效果。抑
菌圈直径的测定：抑菌圈直径大于８ｍｍ为有明显抑菌效果，
小于６ｍｍ为没有抑菌效果，抑菌圈在６～８ｍｍ为有一定的
抑菌作用。试验数据均为３次重复的平均值。
１．４．４　提取液抑菌效力的测定　采用平板稀释法［６］进行提

取液抑菌效力的测定。用平板稀释法测定提取液的最低抑菌

体积分数，以６０％乙醇为溶剂，将沉香乙醇提取物配制成一
系列浓度梯度的溶液，加入已融化的培养基中并混合均匀，使

培养基中提取物的质量浓度分别达到１０００、０５００、０２５０、
０１２５ｇ／ｍＬ。静置凝固后支撑含样品平板并做好记号。以乙
醇和空白作为对照，空白组即没有加入任何提取液或乙醇，只

加入了菌悬液。每个系列接种１种菌种，细菌置于３７℃条件
下培养２４ｈ，霉菌置于２８℃条件下培养４８ｈ，观察各菌的生
长情况，以完全没有菌生长的最低浓度为最低抑制浓度

（ＭＩＣ）。提取液的ＭＩＣ越低，其抑菌效力就强。试验数据为
３次重复的平均值。
１．４．５　提取液热稳定性测定　采用滤纸片扩散法［６］进行提

取液热稳定性的测定。选用直径为７ｃｍ的培养皿，每皿加
１０ｍＬ培养基，凝固后分别移取５０μＬ金黄色葡萄球菌悬液
加入各平板中，表面干燥后取直径６ｍｍ的无菌圆滤纸片贴
在含菌平板上。将各提取液（以６０％乙醇为溶剂，配制浓度
为１ｇ／ｍＬ）分别在４０、６０、８０℃中水浴处理１５ｍｉｎ后，用微量
可调移液器分别吸取各提取液１５μＬ，缓慢点于滤纸片中心，

每皿３片。将细菌置于３７℃条件培养２４ｈ，霉菌置于２８℃
条件培养４８ｈ，取出后测量抑菌圈大小并比较其抑菌效果。
试验数据为３次重复的平均值。
１．５　数据处理和分析

试验所得数据和图表均用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＷｏｒｄ２００３和
ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２００３进行计算分析。

２　结果与分析

２．１　滤纸片法测定抑菌效果
由表１可以看出，用种植沉香叶、野生沉香叶、野生沉香

木、野生沉香皮提取液处理金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、绿脓

杆菌２４ｈ后的抑菌圈大于或略低于１３９０ｍｍ，抑菌效果较
好；而６０％乙醇对金黄葡萄球菌、枯草杆菌无抑制作用，培养
皿上的菌落生长良好，但对绿脓杆菌的抑菌圈直径９２５ｍｍ。
处理４８ｈ后，２种沉香叶提取液对金黄色葡萄球菌、枯草杆
菌、绿脓杆菌的抑制作用有所减弱，但种植沉香叶、野生沉香

叶提取液对金黄色葡萄球菌的抑菌圈仍然分别达 １３．００、
１４．００ｍｍ；种植沉香叶、野生沉香叶、野生沉香皮提取液对枯
草杆菌的抑制圈仍然分别达９．６０、９．００、９．３５ｍｍ；种植沉香
叶、野生沉香叶、野生沉香皮提取液对绿脓杆菌的抑制圈仍然

分别达９．６５、１２．３０、１２．３５ｍｍ。可以看出野生沉香叶提取液
的抑制效果较好。处理４８ｈ后，沉香木提取液对３种菌都没
有抑制作用，原因可能是沉香木提取液的有效成分浓度比沉

香叶提取液低，这有待于进一步研究。由以上分析和表１可
以看出，２种沉香叶提取液对金黄色葡萄球菌的抑制能力比
沉香木和沉香皮提取液强，其中野生沉香叶提取液对金黄色

葡萄球菌的抑制效果较好。

表１　沉香粗提物对细菌的抑菌效果

提取液

来源

抑菌圈直径（ｍｍ）
金黄色葡萄球菌 枯草杆菌 绿脓杆菌

培养２４ｈ培养４８ｈ培养２４ｈ培养４８ｈ培养２４ｈ培养４８ｈ
种植沉香叶 １５．６０ １３．００ １２．９５ ９．６０ １４．９０ ９．６５
野生沉香叶 ２７．２５ １４．００ １４．９０ ９．００ １５．５０ １２．３０
野生沉香木 １１．９０ ６．００ １０．８０ ６．００ １４．３０ ６．００
野生沉香皮 １３．１０ ６．００ １１．４０ ９．３５ １３．９０ １２．３５
对照（６０％ ６．００ ６．００ ６．００ ６．００ ９．２５ ６．００
乙醇）

　　注：圆滤纸片直径为６．０ｍｍ；表中数据为３次重复的平均值。
表２、表３同。

　　由表２可以看出，培养 ４８ｈ后的种植沉香叶、野生沉香
叶、野生沉香木、野生沉香皮提取液对青霉的抑制圈分别

１３５０、１１８０、１２７０、１３．６５ｍｍ，而６０％乙醇对青霉的抑制圈
为８．６ｍｍ；种植沉香叶、野生沉香叶、野生沉香木、野生沉香

表２　沉香粗提物的对霉菌的抑菌效果（培养４８ｈ）

提取液来源
抑菌圈直径（ｍｍ）

青霉 黑曲霉

种植沉香叶 １３．５０ １４．１０
野生沉香叶 １１．８０ １４．７５
野生沉香木 １２．７０ １３．５０
野生沉香皮 １３．６５ １３．００

对照（６０％乙醇） ８．６０ ９．１０
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皮提取液对黑曲霉的抑制圈分别为 １４．１０、１４．７５、１３．５０、
１３．００ｍｍ，而６０％乙醇对黑曲霉的抑制圈是９．１ｍｍ。由这
些数据和表２可以看出，４种提取液对霉菌的抑制能力相差
不大。

　　由表１可以看出，沉香叶、沉香木、沉香皮提取液都有很
强的抑菌作用，且种植沉香叶提取液、野生沉香叶提取液、野

生沉香木提取液、野生沉香皮提取液的抑菌效力远远大于乙

醇，而沉香叶提取液的抑菌效力又大于沉香其他部位，其中又

以野生沉香叶提取液对细菌的抑菌效力最强。由表１、表２
可以看出，沉香各部分的提取液不仅能抑制细菌，同时对霉菌

也有抑制作用，是一种具有广谱抑菌作用的天然材料。

２．２　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定结果
由表３可以看出，种植沉香叶提取液对金黄色葡萄球菌、

枯草杆菌、青霉、黑曲霉的 ＭＩＣ分别为 ０２５、０５０、０２５、
０２５ｇ／ｍＬ；野生沉香叶提取液对金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、
青霉、黑 曲 霉 的 ＭＩＣ 分 别 为 １０００、０５００、０１２５、
０２５０ｇ／ｍＬ；沉香木提取液对金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、青
霉、黑曲霉的 ＭＩＣ分别为０２５、０５０、０５０、１００ｇ／ｍＬ；野生
沉香皮提取液对金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、青霉、黑曲霉的

ＭＩＣ分别为０２５、０５０、１００、０２５ｇ／ｍＬ。４种提取液的抑菌
效果远远大于乙醇，进一步说明了沉香粗提物有较强的抑菌

能力。种植沉香叶提取液对枯草杆菌的抑制效果较差，对其

他３种菌的抑制效果较好；野生沉香叶提取液对金黄色葡萄
球菌的抑制效果较差，对青霉的抑制效果较好；而沉香木提取

液对黑曲霉的抑制效果较差，对金黄色葡萄球菌的抑制效果

较好；沉香皮提取液对青霉的抑制效果较差，对金黄色葡萄球

菌和黑曲霉的抑制效果较好。对这种差异的原因有待于进一

步研究。试验结果表明，不同浓度的沉香各部分提取液在浓

表３　沉香各部分提取液的抑菌能力

提取液来源
体积分数

（ｇ／ｍＬ）
金黄葡

萄球菌
枯草杆菌 青霉 黑曲霉

种植沉香叶 １．０００ － － － －
０．５００ － － － －
０．２５０ － ＋ － －
０．１２５ ＋ ＋＋ ＋ ＋

野生沉香叶 １．０００ － － － －
０．５００ ＋ － － －
０．２５０ ＋＋ ＋ － －
０．１２５ ＋＋ ＋＋ － ＋＋

野生沉香木 １．０００ － － － －
０．５００ － － － ＋
０．２５０ － ＋＋ ＋ ＋
０．１２５ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋

野生沉香皮 １．０００ － － － －
０．５００ － － ＋ －
０．２５０ － ＋＋ ＋ －
０．１２５ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋

６０％乙醇 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋
空白对照 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

　　注：“－”表示无菌生长，“＋”表示少数菌落生长，“＋＋”表示稍
多菌落生长，“＋＋＋”表示菌落生长良好。对照组为６０％乙醇，空白
组不加任何提取液。

度为０５ｇ／ｍＬ以上时，对５种供试菌种有较强的抑制作用，
说明沉香的粗提物具有较强的抑菌能力，并且在较低浓度下

仍然对细菌和霉菌有很好的抑制作用。

２．３　提取液的热稳定性
由表４可以看出，８０℃处理后，只有种植沉香叶提取液

还有抑菌作用，其他３种提取液都已经没有抑菌活性；６０℃
处理后，沉香各部分提取液的抑菌活性与４０℃处理相比稍微
有所减弱；４０℃处理后的抑菌效果最好。说明各提取液对热
不稳定，其活性温度在８０℃以下。随着处理温度的升高，４
种提取液活性逐步减弱，可能是因为使各提取液的抑菌成分

被破坏或挥发，因此对供试菌种的抑制作用不明显，因此在实

际生产添加此类抑菌剂时，不宜进行高温加热处理。

表４　热处理对提取液抑菌效果的影响

提取液来源
对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径（ｍｍ）
８０℃处理 ６０℃处理 ４０℃处理

种植沉香叶 ９．７３ ９．９０ １５．６０
野生沉香叶 ６．００ １０．００ ２７．２５
野生沉香木 ６．００ １０．１５ １１．９０
野生沉香皮 ６．００ ６．００ １３．１０

３　结论与讨论

试验表明，沉香叶、沉香木、沉香皮提取液中含有对细菌、

霉菌抑制作用较强的物质，且对细菌的抑制能力比对霉菌强，

又以沉香叶的抑菌效果最好。沉香是一种很好的天然防腐

剂，沉香叶中的有效抑菌物具有开发和利用价值。沉香的粗

提物具有较强的抑菌能力，而且在较低浓度下仍然对细菌和

霉菌有很好的抑制作用，因此具有很好的应用前景，可以应用

于现实中的食品生产和食品保存。

沉香各部分提取液对５种供试菌种都有不同程度的抑制
作用，这可能与提取液所含活性成分的含量及种类有关［７－８］，

其具体的作用机制还不清楚，还有待于进一步探讨。本试验

结果是通过体外抑菌试验得到的，而沉香在机体内的杀菌效

果、有关抑菌活性成分及抑菌机理还有待于进一步研究。
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