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　　摘要：以肉桂醛为对照，比较了肉桂醛脂质体（ＬＥＣ）对副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、哈氏弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ
ｈａｒｖｅｙｉ）和迟缓爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ）的抑菌效果。结果表明，ＬＥＣ和肉桂醛对３种菌均有明显的抑制作用，
随着用药浓度的增大，抑菌能力增强。ＬＥＣ对副溶血弧菌、哈氏弧菌和迟缓爱德华氏菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）折合成
肉桂醛浓度分别为２．５０、１．２５、２．５０ｍｇ／ｍＬ，最小杀菌浓度（ＭＢＣ）均为５．００ｍｇ／ｍＬ。对照组肉桂醛的 ＭＩＣ分别为
７．８１、７．８１、１．９５ｍｇ／ｍＬ，ＭＢＣ分别为７．８１、１５．６２、１．９５ｍｇ／ｍＬ。由于肉桂醛有难溶于水的缺点，因此易溶于水的ＬＥＣ
在水产养殖方面具有很好的应用前景。
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　　副溶血弧菌、哈氏弧菌和迟缓爱德华氏菌在海水环境中
广泛存在，是海水养殖鱼类常见的致病菌［１－３］，其中迟缓爱德

华氏菌和副溶血弧菌还是人畜共患菌。目前，对这几种致病

菌引起的水产动物相关疾病的防治还主要依赖传统的化学消

毒剂、抗生素等［４－５］。这些药物虽然在动物病害防控方面见

效快、效果好，但由于会使致病菌产生耐药性以及污染水环境

等明显缺陷，开发安全高效的新产品或新方法已成为水产疾

病防控的热点。中草药因其毒副作用小、易降解等特点已成

为水产抗病防病的重要研究方向［６］。

肉桂醛（ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ）别称桂皮醛、桂醛，是樟科植物
肉桂的干皮及树皮经水蒸气蒸馏得到的挥发油（肉桂油）中

的主要成分，分子式为 Ｃ６Ｈ５ ＣＨ ＣＨＣＨＯ，在室温下为淡黄
色油状物，难溶于水、甘油，易溶于乙醇、乙醚中［７］。肉桂醛

具有在动物体内代谢快、无残留、对养殖环境无污染、病原菌

对其不易产生耐药性等优点，被认为是一种新型的绿色、环境

友好型饲料添加剂［８－９］。美国食品和药物管理局（ＦＤＡ）认
为，肉桂醛是一种安全的食品添加剂［１０］。研究发现，肉桂醛

对许多细菌、真菌都具有抑杀作用［１１－１２］，不仅能胁迫杀伤动

物体内的致病性大肠杆菌［１３］，还能作为防腐剂抑杀食源性致

病菌［１４］。肉桂醛难溶于水的特性使其无法直接在水体中应

用。将肉桂醛制成脂质体后，可极大提高其在水体中的分散

性。目 前，肉 桂 醛 脂 质 体 （ｌｉｐｏｓｏｍｅ－ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ
ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＬＥＣ）在水产养殖中的研究很少，仅有的１篇
研究发现用 ＬＥＣ药浴攻毒无乳链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

ａｇａｌａｃｔｉａｅ）、嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）和创伤弧菌
（Ｖｉｂｒｉｏｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ）后的斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）能显著提高斑马鱼
的存活率，并能显著降低攻毒鱼体内的菌落数［１５］。本试验比

较ＬＥＣ对副溶血弧菌、哈氏弧菌和迟缓爱德华氏菌的体外抑
菌效果，为肉桂醛在水产动物疾病防控中的应用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
菌株：试验所用副溶血弧菌、哈氏弧菌和迟缓爱德华氏菌

由本试验室提供。

主要试剂：蛋白胨、牛肉膏、氯化钠、肉桂醛（９５％）、无水
乙醇，均购自日本岛津公司。

１．２　试验方法
１．２．１　营养肉汤　蛋白胨１０ｇ，牛肉膏３ｇ，氯化钠５ｇ，蒸馏
水１０００ｍＬ，１２１℃下高压灭菌１５ｍｉｎ，冷却后用于培养迟缓
爱德华氏菌；培养哈氏弧菌和副溶血弧菌的液体培养基在此

基础上多加１０ｇ海水晶。营养琼脂：在营养肉汤的基础上添
加２０ｇ的琼脂粉。经活化培养后的菌液用相应的肉汤稀释
至１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ备用。
１．２．２　肉桂醛脂质体（ＬＥＣ）　参照 Ｆａｉｋｏｈ的方法［１５］，配比

稍有改动，将４０ｍｇ／ｍＬ肉桂醛（９５％）、体积分数为７％的液
体大豆卵磷脂、体积分数０．５％的维生素 Ｅ溶解于５％乙醇
中，在磁力加热搅拌器（Ｈｇ－４Ａ）搅拌混匀，混合物用超高压
均质机（ＪＮ－１０Ｃ）处理（压力为４００ｂａｒ，流速为１０Ｌ／ｈ）３次，
获得肉桂醛脂质化包埋产物ＬＥＣ。制备空白脂质体（ＬＥ）时，
用等量的５％乙醇替代肉桂醛。
１．２．３　滤纸片制备　选取吸水性好的优质滤纸（由杭州富
阳北木浆纸有限公司提供，型号１０２）若干，用打孔器打成直
径为６ｍｍ的圆形滤纸片，高温高压灭菌后备用。
１．２．４　抑菌圈测定　在洁净工作台（ＳＷ－ＣＪ－ＺＦＤ）里进行
操作，将肉桂醛与５０％乙醇１∶３稀释后作为第１个浓度，然
后用５０％乙醇不断２倍稀释构成共计５个浓度，每个滤纸片
上完全吸收５μＬ相应浓度的药液。吸取０．１ｍＬ的菌悬液，
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用涂抹棒均匀涂布在相应的琼脂培养基表面，用无菌镊子夹

取含有不同浓度肉桂醛溶液的滤纸片，贴在含菌平板上，每个

梯度作３个滤纸片。于２８℃恒温培养箱中培养２４ｈ，用游标
卡尺测量抑菌圈直径，每个抑菌圈在２个垂直方向上测量２
次，取平均值。抑菌效果等级划分参照文献［１６］：抑菌直
径＜８ｍｍ为无抑菌作用；８～１０ｍｍ为弱抑菌作用；１１～
１５ｍｍ为中等抑菌作用；≥１６ｍｍ为强抑菌作用。
１．２．５　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）试验［１７］　采用２倍稀释法，先
将肉桂醛与５０％乙醇１∶３稀释，构成工作液。将工作液不
断２倍稀释形成共 １０个梯度用于抑菌研究。取稀释液
０．１ｍＬ加入到装有 ０．８ｍＬ液体培养基的试管中，再接入
０．１ｍＬ含菌量为１０８ＣＦＵ／ｍＬ试验菌的菌悬液，于２８℃培养
２４ｈ后，从各管取出０．１ｍＬ，分别涂布平板，继续培养２４ｈ
后，观察有无细菌生长，若有菌落生长，记为阳性（＋），若无
菌落生长，记为阴性（－）；以无细菌生长的肉桂醛最低浓度
为ＭＩＣ。以添加０．１ｍＬ５０％乙醇不添加肉桂醛成分为阴性
对照，以不添加 ５０％乙醇和肉桂醛成分的培养基为空白对
照，每种处理作３个平行。

ＬＥＣ的ＭＩＣ研究则将ＬＥＣ作为工作液，用灭菌生理盐水
２倍稀释共７个浓度作用于３种致病菌。以添加空白脂质体
（ＬＥ）作为阴性对照，以添加灭菌生理盐水作为空白对照。其
他处理同肉桂醛的抑菌操作。

１．２．６　最小杀菌浓度（ＭＢＣ）试验［１８］　在 ＭＩＣ的基础上，从
无菌生长的试管中取０．１ｍＬ培养液加入到１０ｍＬ液体培养
基中，混匀，２８℃继续培养２４ｈ，再用平板涂布法观察有无细

菌生长，无菌生长的最小浓度即为 ＭＢＣ。对照组同 ＭＩＣ试
验，每种处理作３个平行。

２　结果与分析

２．１　肉桂醛和ＬＥＣ的抑菌直径
由图１可知，肉桂醛和ＬＥＣ对所选的３种菌均有明显的

抑制效果，随着肉桂醛浓度增大，抑菌圈直径逐渐增大，抑菌

效果更加明显。迟缓爱德华氏菌的抑菌直径比另２种菌的抑
菌直径在相同肉桂醛浓度下表现更为明显，副溶血弧菌的抑

菌直径范围在３种菌中跨幅最小。进一步分析可知，在肉桂
醛组中，浓度为１５．６２ｍｇ／ｍＬ的肉桂醛对副溶血弧菌无抑菌
作用，而对哈氏弧菌为弱抑菌作用，对迟缓爱德华氏菌则为中

等抑菌作用。肉桂醛浓度为３１．２５ｍｇ／ｍＬ时对副溶血弧菌
为弱抑菌作用，而对哈氏为中等抑菌作用，对迟缓爱德华氏菌

则为强抑菌作用。浓度为６２．５０ｍｇ／ｍＬ的肉桂醛对副溶血
弧菌表现为中等抑菌作用，而对另２种菌则表现为强抑菌作
用。肉桂醛浓度在１２５．００、２５０．００ｍｇ／ｍＬ时对３种菌都表现
出强抑菌作用。

在ＬＥＣ组中，肉桂醛浓度为２．５０、５．００ｍｇ／ｍＬ时对迟缓
爱德华氏菌为弱抑菌作用，对副溶血弧菌和哈氏弧菌均无抑

菌作用。浓度为１０．００ｍｇ／ｍＬ的肉桂醛对副溶血弧菌和哈
氏弧菌为弱抑菌作用，浓度为２０．００ｍｇ／ｍＬ时对这２种菌均
为中等抑菌作用；而迟缓爱德华氏菌在这２个肉桂醛浓度下
均表现为中等抑菌作用。当肉桂醛浓度在４０．００ｍｇ／ｍＬ时，
肉桂醛对３种菌都表现为强抑菌作用。

２．２　ＭＩＣ
由表 １可知，肉桂醛组 ＭＩＣ结果中，肉桂醛浓度为

７．８１ｍｇ／ｍＬ时，副溶血弧菌和哈氏弧菌不生长；肉桂醛浓度
为１．９５ｍｇ／ｍＬ时，迟缓爱德华氏菌不生长。说明肉桂醛对
副溶血弧菌和哈氏弧菌的最小抑菌浓度为７．８１ｍｇ／ｍＬ，对迟
缓爱德华氏菌的最小抑菌浓度为１．９５ｍｇ／ｍＬ。
　　ＬＥＣ组的 ＭＩＣ结果（表 ２）显示，肉桂醛浓度为
２．５０ｍｇ／ｍＬ时，副溶血弧菌和迟缓爱德华氏菌不生长；肉桂
醛浓度为 １．２５ｍｇ／ｍＬ时，哈氏弧菌不生长。说明 ＬＥＣ中肉
桂醛对副溶血弧菌和迟缓爱德华氏菌的最小抑菌浓度为

２．５０ｍｇ／ｍＬ，对哈氏弧菌的最小抑菌浓度为１．２５ｍｇ／ｍＬ。
２．３　ＭＢＣ

肉桂醛和ＬＥＣ均能杀灭副溶血弧菌、哈氏弧菌和迟缓爱
德华氏菌。由图２可知，肉桂醛组中，３种菌对肉桂醛的耐受
性不同，哈氏弧菌耐受性最强，最小杀菌浓度为１５．６２ｍｇ／ｍＬ；

表１　肉桂醛对３种菌的ＭＩＣ

肉桂醛浓度

（ｍｇ／ｍＬ） 副溶血弧菌 哈氏弧菌 迟缓爱德华氏菌

空白对照 ＋ ＋ ＋
阴性对照 ＋ ＋ ＋
０．４９ ＋ ＋ ＋
０．９８ ＋ ＋ ＋
１．９５ ＋ ＋ －
３．９１ ＋ ＋ －
７．８１ － － －
１５．６２ － － －
３１．２５ － － －
６２．５０ － － －
１２５．００ － － －
２５０．００ － － －

　　注：“＋”表示有菌生长；“－”表示无菌生长。下同。
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表２　ＬＥＣ对３种菌的ＭＩＣ

肉桂醛浓度

（ｍｇ／ｍＬ） 副溶血弧菌 哈氏弧菌 迟缓爱德华氏菌

空白对照 ＋ ＋ ＋
阴性对照 ＋ ＋ ＋
０．６２ ＋ ＋ ＋
１．２５ ＋ － ＋
２．５０ － － －
５．００ － － －
１０．００ － － －
２０．００ － － －
４０．００ － － －

其次是副溶血弧菌，最小杀菌浓度为 ７．８１ｍｇ／ｍＬ；敏感性相
对最强的是迟缓爱德华氏菌，最小杀菌浓度为１．９５ｍｇ／ｍＬ。
在ＬＥＣ试验组中，肉桂醛对 ３种菌的最小杀菌浓度均为
５ｍｇ／ｍＬ。　

３　讨论与结论

将肉桂醛经包埋、均质处理制成的脂质体（ＬＥＣ），具有易
溶于水的优良特性。本试验中，ＬＥＣ对３种致病菌都有显著
的抑菌、杀菌作用，这为肉桂醛在水体中的应用提供了有益借

鉴，扩大了肉桂醛的应用前景。

研究表明，天然植物精油对生产中的许多致病菌都有很

好的抑制作用。本试验中肉桂醛对３种革兰氏阴性菌都有抑
制作用，这与王帆等对大肠杆菌和绿脓杆菌这２种阴性菌的
抑菌结果［１９］一致。本试验抑菌直径结果表明，肉桂醛的抑菌

效果与其浓度呈正相关，随着浓度的增大，肉桂醛对副溶血弧

菌、哈氏弧菌和迟缓爱德华氏菌抑菌能力越来越强。研究认

为肉桂醛的抑菌作用是由于其具有一定的疏水性，可穿透细

胞壁，与细胞膜相互作用，使细胞膜的透过性增强［２０］。本研

究发现，不同受试菌对肉桂醛和 ＬＥＣ敏感性不同，副溶血弧
菌在相同肉桂醛浓度下抑菌直径相对较小。与肉桂醛相比，

ＬＥＣ能使肉桂醛在更低浓度下即能表现出显著的抑菌效果。
对比ＬＣＥ和肉桂醛的 ＭＩＣ和 ＭＢＣ结果可知，相较于迟

缓爱德华氏菌而言，副溶血弧菌和哈氏弧菌对ＬＥＣ表现出更
高的敏感性，这可能与弧菌属和爱德华菌属的生物构成差异

有关，其抑菌机理有待进一步研究。

ＬＥＣ和肉桂醛对副溶血弧菌、哈氏弧菌和迟缓爱德华氏

菌均有明显的抑菌、杀菌作用，且随着用药浓度的增大，抑菌

能力增强。ＬＥＣ在水体致病菌的防控中具有良好的开发应用
前景。

参考文献：

［１］白方方，兰建新，王　燕，等．迟缓爱德华氏菌间接ＥＬＩＳＡ快速检
测法［Ｊ］．中国水产科学，２００９，１６（４）：６１９－６２４．

［２］陈吉祥，杨　慧，颜显辉，等．致病性哈维氏弧菌溶血素基因克隆
及其检测［Ｊ］．中国水产科学，２００５，１２（５）：５８１－５８６．

［３］徐　敏．副溶血弧菌细胞膜脂肪酸组成的气相色谱研究［Ｊ］．青
岛：中国海洋大学，２０１３．

［４］宋协法，康萌萌，彭　磊，等．益生菌对半滑舌鳎养殖水质及仔稚
鱼生长的影响研究［Ｊ］．渔业现代化，２０１１，３８（６）：３０－３４．

［５］高权新，施兆鸿，彭士明．益生菌在水产养殖中的研究进展［Ｊ］．
海洋渔业，２０１３，３５（３）：３６４－３７１．

［６］王庆奎，陈成勋，郭永军，等．７种中草药对斑点叉尾
!

生理生化

指标的影响［Ｊ］．安徽农业科学，２０１１，３９（１５）：９３０５－９３０８．
［７］冯雅君，李文静，王　鑫，等．中药桂皮醛对粪肠球菌的抑制作用
［Ｊ］．河北医药，２０１１，３３（２１）：３３２４－３３２５．

［８］张文平，王小丽，黄　真，等．肉桂醛体外诱导白色念珠菌耐药的
实验［Ｊ］．中国临床康复，２００６，１０（３５）：１４８－１５０．

［９］孙罗美，邹胜龙．肉桂醛的研究与应用［Ｊ］．广东饲料，２０１２，２１
（１２）：２９－３２．

［１０］ＷｅｉＱＹ，ＸｉｏｎｇＪＪ，ＪｉａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅ
ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅａｄｄｕｃｔｓｗｉｔｈａｍｉｎｏａｃｉｄｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌ
ｏｆＦｏｏｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１５０：１６４－１７０．

［１１］薛京昌，徐晓怡，郑海松．肉桂醛对４种常见细菌的体外抑菌试
验研究［Ｊ］．检验检疫学刊，２０１３，２３（４）：５０－５３．

［１２］谢小梅，龙　凯，方建茹，等．肉桂醛，柠檬醛抑制黄曲霉生长机
制研究［Ｊ］．中国公共卫生，２００７，２３（３）：３０１－３０２．

［１３］王雨琼，勾长龙，付莹莹，等．植物提取物肉桂醛的抗菌作用及
其在动物生产中的应用［Ｊ］．中国兽医杂志，２０１４，５０（３）：５３－
５４．　

［１４］穆宏磊，郜海燕，陈杭君，等．肉桂醛复合保鲜剂对南美白对虾
贮藏品质的影响［Ｊ］．农业机械学报，２０１１，４２（６）：１６１－１６６．

［１５］ＦａｉｋｏｈＥ Ｎ，ＨｏｎｇＹ Ｈ，ＨｕＳＹ．Ｌｉｐｏｓｏｍｅ－ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ
ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅｅｎｈａｎｃｅｓｚｅｂｒａｆｉｓｈ（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）ｉｍｍｕｎｉｔｙａｎｄ
ｓｕｒｖｉｖａｌｗｈｅｎｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｗｉｔｈＶｉｂｒｉｏｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓａｎｄＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ａｇａｌａｃｔｉａｅ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１４，３８（１）：１５－
２４．　

［１６］马玉和，王庆奎，郭永军，等．５种中草药对迟缓爱德华氏菌和嗜
水气单胞菌抑菌效果的比较［Ｊ］．饲料工业，２０１４，３５（１６）：５１－
５４．　

［１７］渔用抗菌药物药效试验技术规范：ＧＢ／Ｔ２７６２３．１—２０１１［Ｓ］．
［１８］中华人民共和国农业部公告第２０１７号附件５［Ｓ］．２０１３：５９－

６２．　
［１９］王　帆，杨静东，王春梅，等．肉桂醛对大肠杆菌和绿脓杆菌的

作用机制［Ｊ］．江苏农业学报，２０１１，２７（４）：８８８－８９２．
［２０］张

"

彬，刘笑宇，姜萍萍，等．肉桂醛对大肠杆菌和金黄色葡萄
球菌的抑菌作用及抑菌机理研究［Ｊ］．现代食品科技，２０１５，３１
（５）：３１－３５．

—８７１— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１８期


