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　　摘要：研究了植物源化合物肉桂醛对单核细胞增生李斯特氏菌（Ｌｍ）的抑制作用。肉桂醛对 Ｌｍ的最小抑制浓度
和最小杀菌浓度分别为１５０、３００μｇ／ｍＬ。经过肉桂醛处理的Ｌｍ细胞出现菌体细胞变形、膨大的现象，胞外的葡萄糖
和核酸含量明显高于对照，胞内蛋白含量降低，说明肉桂醛处理使得 Ｌｍ细胞通透性增大，并且抑制了 Ｌｍ的蛋白合
成。流式细胞仪分析结果显示，最小杀菌浓度的肉桂醛处理６ｈ后，细胞死亡率可达到９５．６％。
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　 　 单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 氏 菌 （Ｌｉｓｔｅｒｉａ
ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，Ｌｍ）是一种人畜共患的食源性致病
菌，主要存在于水产品、乳品、肉品等动物性食品

中，对特定人群（孕妇、新生儿、老人以及免疫缺陷

者）的潜在威胁很大，致死率高达２０％ ～３０％［１－２］。

与大多数病原菌不同的是，Ｌｍ在低温条件下仍可生
长繁殖，在食品加工与贮藏过程中容易造成污染引

起食物中毒，随着生活节奏的加快，人们对冷藏以

及即食食品的需求比重日益加大，Ｌｍ潜在的危险性
也逐渐凸显。现有的防控措施中，化学方法可以快

速杀菌但也存在安全隐患，因此开发安全高效的新

型抑菌剂具有巨大的应用潜力。

肉桂醛（ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ）在自然界主要存在于
樟属植物中，工业上通常以化学合成的方法进行制

备。它的应用极其广泛，在医药领域被用于抗肿

瘤、抗病毒等，在食品领域被用作食用香料以及防腐

保鲜剂［３］。近年研究表明，肉桂醛对Ｌｍ表现出较好
的抑制效果［４－６］，但肉桂醛对Ｌｍ的作用机制却很少
有报道。本研究探索肉桂醛抑制Ｌｍ的作用机制，为
将肉桂醛开发成为新型高效抑菌剂提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株和试剂
ＬｍＣＩＣＣ２１５３２采购自中国工业微生物菌种保

藏中心，脑心浸液（ＢＨＩ）培养基采购自北京陆桥公
司，肉桂醛采购自国药集团，羧基荧光素二乙酸酯

（ｃＦＤＡ）、碘化丙啶（ＰＩ）采购自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　菌液和药液制备

将Ｌｍ接种于无菌 ＢＨＩ培养基中，３７℃培养
１６ｈ至对数期，以ＢＨＩ培养基调整菌液浓度至１×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ备用。以乙醇作溶剂将肉桂醛配置成
浓度为１×１０５μｇ／ｍＬ的母液。
１．３　Ｌｍ对肉桂醛的敏感性测定

在９６孔板上将肉桂醛母液用 ＢＨＩ培养基进行
梯度稀释，使其作用浓度分别为０、２５、５０、７５、１００、
１５０、２００、３００μｇ／ｍＬ，菌液浓度为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，
３７℃培养２４ｈ。采用超微量微孔板分光光度计于
６００ｎｍ测定９６孔板的吸光度，测定肉桂醛对Ｌｍ的
最小抑制浓度（ＭＩＣ）。在没有浑浊的微孔中接种
５０μＬ培养液涂布于ＢＨＩ琼脂培养基上，３７℃培养
２４ｈ，测定肉桂醛对Ｌｍ的最小杀菌浓度（ＭＢＣ）。
１．４　肉桂醛对Ｌｍ细胞形态的影响

Ｌｍ培养至对数期，加入肉桂醛使其作用浓度分
别为 ＭＩＣ和 ＭＢＣ，用无菌水作空白对照，３７℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ处理６ｈ后离心收集菌体，用０．１ｍｏｌ／ｍＬ
ｐＨ值７．４的磷酸缓冲液洗涤３次，加入２．５％戊二
醛于４℃过夜固定。菌体采用体积分数为 ３０％、
５０％、７０％、９０％、１００％的乙醇溶液脱水置换，每次
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１５ｍｉｎ，脱水后临界点干燥，将干燥的菌体固定到金
属台上，用离子溅射仪对金属台喷金、镀膜，扫描电

镜观察拍照。

１．５　肉桂醛对Ｌｍ细胞通透性的影响
Ｌｍ 培 养 至 对 数 期，用 无 菌 磷 酸 缓 冲 液

（０．１ｍｏｌ／ｍＬ，ｐＨ值７．４）洗涤重悬，加入肉桂醛使
其作用浓度分别为ＭＩＣ和ＭＢＣ，用无菌水作空白对
照，置于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ条件下培养，分别于０、１、
２、３、４、５、６ｈ取样，离心收集上清液，采用Ｆ００６试剂
盒（南京建成生物工程研究所）测定葡萄糖含量，

２６０ｎｍ紫外吸光度反映核酸含量的变化。
１．６　肉桂醛对Ｌｍ细胞蛋白的影响

Ｌｍ 培 养 至 对 数 期，用 无 菌 磷 酸 缓 冲 液
（０．１ｍｏｌ／ｍＬ，ｐＨ值７．４）洗涤重悬，加入肉桂醛使
其作用浓度分别为ＭＩＣ和ＭＢＣ，用无菌水作空白对
照，３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ处理６ｈ，经细胞破碎仪破碎后
离心，取沉淀加入等体积上样缓冲液混合，于１００℃
沸水浴中保温５ｍｉｎ，取出冷却至室温后进行ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ凝胶电泳（分离胶 １２％，浓缩胶 ４％，电压
１２０Ｖ）。用染色液染色２～３ｈ，再用脱色液进行处
理后观察拍照。

１．７　Ｌｍ细胞死亡的测定
Ｌｍ 培 养 至 对 数 期，用 无 菌 磷 酸 缓 冲 液

（０．１ｍｏｌ／ｍＬ，ｐＨ值７．４）洗涤重悬，加入肉桂醛使
其作用浓度分别为ＭＩＣ和ＭＢＣ，用无菌水作空白对
照，３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ处理 ６ｈ。菌悬液样品加入
ｃＦＤＡ荧光探针（终浓度５０μｇ／ｍＬ），３７℃避光装载
１０ｍｉｎ，无菌磷酸缓冲液洗涤后加入 ＰＩ荧光探针
（终浓度３０μｇ／ｍＬ），室温避光装载１０ｍｉｎ，无菌磷
酸缓冲液洗涤重悬后进行流式细胞仪分析检测。

流式细胞仪激发波长４８８ｎｍ，检测器ＦＬ１检测波长
５２５ｎｍ，检测器 ＦＬ３检测波长 ６２０ｎｍ，ｃＦＤＡ进入
ＦＬ１荧光通道，ＰＩ进入 ＦＬ３荧光通道，获取 ＦＬ１－
ＦＬ３散点图。
１．８　数据处理与分析

所有试验均进行３次重复，应用 ＳＰＳＳ１７．０软
件对试验数据进行显著性分析（Ｐ＜０．０５），Ｏｒｉｇｉｎ
８．５软件绘图。

２　结果与分析

２．１　Ｌｍ对肉桂醛的敏感性测定
Ｌｍ对肉桂醛的敏感性结果见图１。Ｌｍ经肉桂

醛处理后生长受到明显的抑制作用，随着处理浓度

的增大，Ｄ６００ｎｍ逐渐降低，当浓度达到 １５０μｇ／ｍＬ
时，微孔中观察不到浑浊，因此肉桂醛对 Ｌｍ的 ＭＩＣ
为１５０μｇ／ｍＬ。在无浑浊的微孔中接种５０μＬ培养
液涂布于ＢＨＩ琼脂培养基上，３７℃培养２４ｈ，完全
无细菌生长的最小浓度为３００μｇ／ｍＬ，即为肉桂醛
对Ｌｍ的ＭＢＣ。

２．２　肉桂醛对Ｌｍ细胞形态的影响
肉桂醛对Ｌｍ细胞形态的影响见图２。正常Ｌｍ

呈短杆状，菌体形态饱满，细胞表面光滑。ＭＩＣ浓度
的肉桂醛处理后，Ｌｍ菌体细胞变长，细胞之间的界
限变得模糊。ＭＢＣ浓度的肉桂醛处理后，部分细胞
出现变形、膨大的现象。肉桂醛作用后 Ｌｍ细胞表
面并未观察到明显的凹陷和穿孔。

２．３　肉桂醛对Ｌｍ细胞通透性的影响
核酸中的嘌呤和嘧啶碱基在２６０ｎｍ附近有最

大吸收峰，通过测定２６０ｎｍ处的紫外吸光度可以反
映细胞中核酸的泄漏情况［７］。从图３、图４可以看
出，肉桂醛处理１ｈ后，Ｌｍ细胞外的葡萄糖含量明
显（Ｐ＜０．０５）高于空白对照，处理２ｈ后，核酸含量
也明显（Ｐ＜０．０５）升高，且含量随着时间和浓度的
增加逐渐升高。说明肉桂醛处理导致 Ｌｍ细胞的通
透性增大，细胞内的物质向细胞外流失。

２．４　肉桂醛对Ｌｍ细胞蛋白的影响
肉桂醛对Ｌｍ细胞蛋白的影响见图５，对分子量

在１５～１７０ｋｕ的 Ｌｍ细胞蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳分析，正常Ｌｍ蛋白电泳条带完整清晰，ＭＩＣ肉桂
醛处理后，Ｌｍ的电泳条带明显变浅，ＭＢＣ肉桂醛处
理后，部分条带逐渐缺失，缺失部分为分子量在

３５～１７０ｋｕ之间的蛋白。结果表明，肉桂醛处理使
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得Ｌｍ细胞蛋白含量降低，一方面肉桂醛抑制了 Ｌｍ
的蛋白特别是大分子量蛋白的合成，进而导致菌体

生长受阻死亡；另一方面反映出细胞膜通透性增大

导致细胞内蛋白质流失到细胞外，这与“２．３”节的
结果趋势一致。

２．５　Ｌｍ细胞死亡的测定
ｃＦＤＡ／ＰＩ双染色结果见图６，ｃＦＤＡ是一种渗透

性染料，自身不发荧光，穿过细胞膜后被细胞内的

酯酶水解，释放出发绿色荧光的羧基荧光素 ｃＦ，非
渗透性的ｃＦ只能保留在具有完整细胞膜的活细胞
中，死细胞和细胞膜破损的受伤细胞不能被染

色［８］。ＰＩ不能穿过完整的活细胞膜，只能进入受伤
细胞和死细胞破损的细胞膜并与核酸结合发红色

荧光，因此ＰＩ染色可以反映出细胞膜破损和细胞死
亡的程度［９］。采用 ｃＦＤＡ／ＰＩ双染色结合流式细胞
仪可以检测菌体活细胞、受伤细胞和死细胞。流式

细胞仪ＦＬ１－ＦＬ３散点图显示４类不同的细胞，即
ｃＦＤＡ＋／ＰＩ－的活细胞（Ｑ１－ＬＲ）、ｃＦＤＡ＋／ＰＩ＋的
受伤细胞（Ｑ１－ＵＲ）、ｃＦＤＡ－／ＰＩ＋的死细胞（Ｑ１－
ＵＬ）以及 ｃＦＤＡ－／ＰＩ－的细胞碎片（Ｑ１－ＬＬ）［１０］。
试验结果表明，正常 Ｌｍ大多数细胞处于活细胞状
态，所占比例为９３．１％；ＭＩＣ肉桂醛处理６ｈ后，活
细胞比例降低到２．６％，细胞受伤率和死亡率分别
升高到７３．７％和２１．９％，大多数细胞处于膜损伤状
态，但是细胞内的酯酶仍然具有活性；ＭＢＣ肉桂醛
处理６ｈ后，细胞死亡率升高到９５．６％，大多数细胞
处于死亡状态。

３　结论与讨论

本试验研究了肉桂醛对 Ｌｍ的抑制作用。肉桂
醛对 Ｌｍ的 ＭＩＣ和 ＭＢＣ分别为 １５０、３００μｇ／ｍＬ。
扫描电镜结果显示，肉桂醛处理后 Ｌｍ出现变形、膨
大的现象，细胞表面并未观察到明显的凹陷和穿

孔。肉桂醛处理１ｈ和２ｈ后Ｌｍ细胞外的葡萄糖和
核酸含量明显高于空白对照，说明肉桂醛处理使得
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Ｌｍ细胞通透性增大，细胞内的物质向细胞外流失。
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析结果表明，肉桂醛处理后 Ｌｍ
细胞蛋白含量降低，肉桂醛抑制了分子量在 ３５～
１７０ｋｕ之间蛋白的表达。ｃＦＤＡ／ＰＩ双染色结合流式
细胞仪检测结果显示，肉桂醛处理后的 Ｌｍ活细胞
比例降低，细胞受伤率和死亡率升高，ＭＩＣ浓度的肉
桂醛处理６ｈ后，细胞受伤率升高到７３．７％，ＭＢＣ
浓度的肉桂醛处理 ６ｈ后，细胞死亡率达到到
９５６％。综上所述，肉桂醛可对 Ｌｍ的细胞形态、细
胞膜渗透性造成损伤，并且抑制其大分子量蛋白质

的合成。有关肉桂醛抑制 Ｌｍ的特异性靶标和分子
机制还有待进一步研究。
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