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云南木姜子提取物对蜡样芽孢杆菌 

抑菌作用的研究 
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3. 云南农业大学学报编辑部, 昆明  650201) 

摘  要: 目的  研究云南木姜子(Yunnan Litsea cubeba)的抑菌活性及抑菌稳定性。方法  用乙醇对云南木姜子

果实进行提取并分别用石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇进行萃取。比较不同萃取相对蜡样芽孢杆菌的抑制

作用, 并通过热处理、酸碱处理、紫外照射、金属离子处理、糖和盐处理对其稳定性进行考察。结果  云南

木姜子提取物对蜡样芽孢杆菌具有良好的抑菌作用, 其活性成分主要分布于乙酸乙酯相, 其对蜡样芽孢杆菌

的最小抑菌浓度为 0.08 mg/mL; 云南木姜子乙酸乙酯萃取相经紫外线照射、酸碱处理和不同温度处理仍表现

出良好的稳定性, 盐和糖处理条件使其对蜡样芽孢杆菌的抑菌活性增强, 对于金属离子处理, Mg2+使其对蜡

样芽孢杆菌的抑菌活性提高, Fe3+、Fe2+、Al3+和 Ca2+等使其抑菌活性降低。结论  云南木姜子提取物具有良

好的抑菌活性, 温度、紫外和 pH 对其抑菌成分的稳定性有较小的影响, 金属离子、糖和盐浓度对其抑菌活性

影响较大。因此可考虑将云南木姜子作为一种天然植物源防腐剂, 它在保鲜方面具有良好的开发和利用前景。 
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Study on the bacteriostatic effect of the extract of Yunnan  
Litsea cubeba on Bacillus cereus 
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ABSTRACT: Objective  To study the antibacterial activity and stability of Yunnan Litsea cubeba. Methods  The 

fruit of Litsea cubeba was extracted with ethanol and extracted with petroleum ether, chloroform, ethyl acetate and 

n-butanol respectively. The inhibitory effect of different extraction phases on Bacillus cereus was compared, and its 

stability was investigated by heat treatment, acid-base treatment, ultraviolet irradiation, metal ion treatment, sugar 

and salt treatment. Results  The extract of Yunnan Litsea cubeba had a good antibacterial effect on Bacillus cereus. 
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Its active components were mainly distributed in the ethyl acetate phase, and its minimum inhibitory concentration 

against Bacillus cereus was 0.08 mg/mL; the ethyl acetate extract of Litsea cubeba showed good stability after 

ultraviolet irradiation, acid-base treatment and different temperature treatment. The salt and sugar treatment 

conditions enhanced its antibacterial activity against Bacillus cereus. For metal ion treatment, Mg2+ increased its 

antibacterial activity against Bacillus cereus, while Fe3+, Fe2+, Al3+ and Ca2+ decreased its antibacterial activity. 

Conclusion  The extract of Litsea cubeba has good antibacterial activity. Temperature, ultraviolet irradiation and pH 

have a small impact on the stability of antibacterial components, while metal ions, sugar and salt concentrations have 

a greater impact on their antibacterial activity. Therefore, Yunnan Litsea cubeba can be considered as a natural 

plant-derived preservative, which has good prospects for development and utilization in terms of preservation. 

KEY WORDS: Yunnan Litsea cubeba; Bacillus cereus; bacteriostatic activity; stability 
 
 

0  引  言 

随着生活条件的改善, 人们对食品各方面的要求变

高, 食品安全问题和食品防腐剂的应用也引起了关注[1]。

在食品工业中, 常用的防腐剂主要是化学合成防腐剂 [2], 

它对人体健康存在隐患[3]。当化学防腐剂的安全性不能得

到保证时, 天然防腐剂引起了大家的关注[4]。天然防腐剂

是一类从植物、动物、微生物等中提取出来的具有抑制微

生物生长、延缓食品防腐变质作用的物质[5‒6]。 

山苍子[Litsea cubeba (Lour) Pers.], 别名木姜子、山姜

子、山胡椒等[7], 属于樟科木姜子属落叶小乔木。在我国

约有 72 种, 另外还有 18 个变种和 3 个变型[8]。木姜子广

泛分布于华南和西南各省份, 其中, 云南省木姜子品种最

多, 长期以来它一直被作为当地特色食品、调味品和民间

药材[9‒10]。目前对木姜子的研究大多集中在其挥发油的提

取和生物活性方面[11‒14], 而对其果实中的非挥发油成分的

研究较少。有研究显示木姜子非挥发油醇提物对部分植物

病原菌有抑制效果[15], 但对于食源性致病细菌的抑菌研究

较少。前期实验发现, 木姜子果实醇提物对部分革兰氏阳

性细菌及阴性细菌具有一定的抑菌作用[16], 有开展进一步

研究的价值。 

蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)是一种常见的食源性

致病菌 [17‒19], 广泛分布于土壤与食物中 , 它通过产生催

吐毒素和肠毒素引起食物中毒, 其症状从轻微呕吐和腹

泻到严重死亡不等。近年来, 蜡样芽孢菌污染引起的食品

安全事件逐年上升 [20], 它已是导致食源性感染病例的十

大病原体之一, 对蜡样芽孢杆菌的控制已经成为了一项

食品行业的挑战, 因此本研究选用蜡样芽孢杆菌作为指

示菌。 

本研究以云南木姜子为原材料, 采用不同溶剂提取

其果实成分, 以蜡样芽孢杆菌为目标致病菌开展抑菌活性

及稳定性研究, 以期为云南木姜子新型抑菌物质发掘及应

用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

云南木姜子: 购于云南省临沧市。 

蜡样芽孢杆菌: 由云南农业大学食品科学技术学院提

供。LB 肉汤培养基、LB 琼脂培养基(广东环凯生物科技有

限公司); 乙醇、乙酸乙酯、石油醚、氯仿、正丁醇、AlCl3、

FeCl3、CuSO4、ZnSO4、MgSO4、FeCl2(分析纯, 天津市风

船化学试剂科技有限公司); 葡萄糖(分析纯, 上海源叶生物

科技有限公司 ); HCl(分析纯 , 重庆川东化工有限公司); 

NaOH(分析纯, 成都金山化学试剂有限公司); KCl(分析纯, 

西陇科学股份有限公司); CaCl2(分析纯, 广东光华科技股份

有限公司) 

1.2  仪器与设备 

IIX3002Z 电子天平(精度 0.01 g, 慈溪市天东衡器厂); 

GZX-GH01-3-BS 电热恒温鼓风干燥箱(上海跃进医疗器械

有限公司); DC-3010 恒温水浴锅(宁波新芝生物科技有限

公司 ); SHZ-D 真空泵 (上海力辰邦西仪器有限公司 ); 

RE-5205 旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器厂 ); UV-6100 

SW-CJ-1F 超净工作台(苏净集团苏州安泰空气技术有限公

司); UV-6100 紫外-可见分光光度计(上海美谱达仪器有限

公司); ST3100 pH 计(奥豪斯国际贸易上海有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  木姜子不同醇浓度提取物的制备 

参考杨艾华等[21]的方法略作改动, 云南木姜子阴干, 

粉碎过 40 目筛。精确称取 100 g 粉末, 按料液比 1:10 加入

纯水、55%、75%、95%、无水乙醇, 分别于 30℃恒温水

浴 2 h, 真空抽滤 3 次, 合并滤液, 于 40℃旋转蒸发仪浓缩

至膏状[22], 保存备用。 

1.3.2  木姜子不同溶剂萃取物的制备 

参考田强等[23]的方法并做改进, 称取无水乙醇制备

的提取物 10 g, 加去离子水溶解, 分别用石油醚、氯仿、

乙酸乙酯、正丁醇萃取, 各萃取液减压浓缩至膏状, 得到
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木姜子提取物石油醚相、氯仿相、乙酸乙酯相、正丁醇相, 

置于‒20℃冰箱中密闭冷藏, 用于后续抑菌实验。 

1.3.3  菌悬液的制备 

无菌条件下, 将活化好的蜡样芽孢杆菌接种于已灭

菌的 LB 肉汤培养基, 于 36℃恒温培养 18 h 左右, 使用 LB

液体培养基调整菌液浓度至 1×108~5×108 CFU/mL, 4℃保

存备用[24]。 

1.3.4  抑菌圈的测定 

采用滤纸片法测定云南木姜子的抑菌活性。采用无

菌纯水将云南木姜子提取物和各萃取相配制为质量浓度

50 mg/mL 的药液, 以未处理的各有机溶剂作为对照, 加入

直径 6 mm 的无菌滤纸片, 浸泡 4 h 后取出, 烘干备用。将

菌悬液按 1:10 (V:V)的比例加入 LB 琼脂培养基中, 充分混

匀后制备带菌平板, 备用。将滤纸片置于带菌平板表面, 

于 37℃恒温培养箱中倒置培养。使用游标卡尺, 通过十字

交 叉 法 测 量 抑 菌 圈 直 径 (diameter of inhibitory zone, 

DIZ)[24]。实验重复 3 次, 取平均值。 

1.3.5  最小抑菌浓度的测定 

采用二倍稀释法, 将云南木姜子各萃取相用 LB 肉汤

培养基稀释为 10 个浓度, 分别为 10.00、5.00、2.50、1.20、

0.60、0.30、0.15、0.08、0.04、0.02 mg/mL), 吸取 50 μL

不同稀释度的提取液至 96 孔板中, 再加 50 μL 浓度为

108 CFU/mL 的菌液于 96 孔板中, 对照组不加样, 将其置

于 37℃恒温培养箱中培养 24 h 后, 每孔再添加 50 μL 2,3,5

氯化三苯基四氮唑(triphenyl tetrazolium chloride, TTC)染

色剂, 静置 2 h, 观察颜色。若有活菌, 则被染成红色[25]。 

1.3.6  云南木姜子乙酸乙酯萃取相的稳定性研究 

(1)温度对抑菌稳定性的影响 

参考张声源等[26]方法, 将质量浓度为 0.05 g/mL 样品

水溶液, 放置于 4、25、60、80、100、125℃处理 30 min, 以

蜡样芽孢杆菌为指示菌, 采用滤纸片法测定 DIZ 大小。实

验重复 3 次, 取平均值。 

(2)紫外线照射对抑菌稳定性的影响 

将质量浓度为 0.05 g/mL 样品水溶液, 置于紫外灯下

(254 nm, 20 W, 样距 5~10 cm), 分别照射 5、10、20、40、

60 min, 采用滤纸片法测定其抑菌活性。实验重复 3 次, 取

平均值。 

(3) pH 对抑菌稳定性的影响 

采用 0.1 mol/L NaOH 和 0.1 mol/L HCl 溶液调节样液

pH 为 3、4、5、6、7、8、9、10, 采用滤纸片法测定其抑

菌活性。实验重复 3 次, 取平均值。 

(4)金属离子对抑菌稳定性的影响 

采用 0.1 mol/L AlCl3 溶液、KCl 溶液、FeCl3 溶液、

CaCl2 溶液、ZnSO4 溶液、MgSO4 溶液、CuSO4 溶液、FeCl2

溶液分别溶解样品, 并使其溶液质量浓度为 0.05 g/mL, 以

未经处理的样液作为对照(CK), 静置 5 h。采用滤纸片法测

定其抑菌活性。实验重复 3 次, 取平均值[27]。 

(5)糖浓度对抑菌稳定性的影响 

将浓度为 2%、4%、6%、8%、10%、20%、30%的葡

萄糖(C6H12O6)水溶液分别加入样品使其溶液质量浓度为

0.05 g/mL, 以未经处理的样液作为对照(CK), 采用滤纸片

法测定其抑菌活性。实验重复 3 次, 取平均值。 

(6)盐浓度对抑菌稳定性的影响 

将盐(NaCl)浓度为 0.2%、0.4%、0.6%、0.8%、1.0%、

2.0%、4.0%、6.0%、8.0%、10.0%的水溶液分别加入样品

使其溶液质量浓度为 0.05 g/mL, 以未经处理的样品液(质

量浓度 0.05 g/mL)作为对照(CK), 以蜡样为指示菌, 采用

滤纸片法测定其抑菌活性。实验重复 3 次, 取平均值。 

1.4  数据处理 

采用 SPSS Statistics 22 对实验数据进行显著性差异分

析, 应用 Microsoft Excel 2010和 Origin 2018软件对数据进

行整理和作图。 

2  结果与分析 

2.1  木姜子不同醇浓度提取物的抑菌效果 

通过测定抑菌圈直径的大小, 可以直接判定其抑菌

能力的强弱, 直径越大, 抑菌效果越强[28]。采用抑菌圈法

测试木姜子醇提物的抑菌活性, 滤纸片的大小为 6 mm。其

结果显示纯水和 55%、75%、95%、100%醇提物对应抑菌

圈分别为 6 mm、 (9.57±0.07) mm、 (10.36±0.06) mm、

(11.82±0.04) mm、(13.13±0.07) mm。表明云南木姜子纯水

提取物对蜡样芽孢杆菌无抑菌作用, 不同醇浓度提取物对

蜡样芽孢杆菌都有抑制作用, 且存在显著性差异, 其中无

水乙醇提取物抑菌圈的直径最大, 它的抑菌效果最明显。

该抑菌实验证明了它含有抑菌成分[29], 且抑菌成分可能难

溶于水, 易溶于乙醇。因此, 选用无水乙醇提取物作为下

一步研究的对象。 

2.2  木姜子不同溶剂萃取物的抑菌效果 

由图 1 可以看出, 不同溶剂萃取物对蜡样芽孢杆菌的

抑制效果不同, 石油醚相、乙酸乙酯相、正丁醇相、氯仿相

对应的抑菌圈分别为(13.50±0.03) mm、(14.65±0.02) mm、

(12.37±0.05) mm、(12.07±0.03) mm。其中乙酸乙酯萃取相

对蜡样芽孢杆菌抑菌圈的直径最大, 它的抑菌效果最明

显。木姜子各萃取相对蜡样芽孢杆菌抑菌圈直径大小排序

为: 乙酸乙酯相>石油醚相>正丁醇相>氯仿相, 且各萃取

相抑菌活性存在显著性差异。此外, 各有机溶剂对照组都

未产生抑菌圈, 推测它们无抑菌作用。也可能是在滤纸片

处理过程中溶剂挥发, 未发挥其抑菌作用。云南木姜子乙

酸乙酯萃取相对蜡样芽孢杆菌有更好的抑菌效果, 溶剂为

乙酸乙酯表明云南木姜子抑菌活性成分主要集中在极性较

大的部分。由于木姜子的研究目前主要集中于精油方面, 
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有大量研究表明精油中含有较高含量的柠檬醛, 且具有广

谱抑菌性, 初步分析云南木姜子乙酸乙酯相中的抑菌主体

成分为柠檬醛[30]。 

最小抑菌浓度(minimum inhibitory concentration, MIC)

可以用来评价抑菌物质抑菌活性强弱。MIC 值越小, 则表

明该样品的抑菌作用越强。MIC 值结果如表 1 所示, 该结

果与抑菌圈直径结果一致, 云南木姜子抑菌成分在不同极

性溶剂中的溶解程度不同, 乙酸乙酯相中含有主要的抑菌

活性物质, 该萃取相的 MIC 值为 0.08 mg/mL。在后续实验

中, 选用云南木姜子乙酸乙酯相作为研究对象。 
 

 
 

注: A. 石油醚相; B. 乙酸乙酯相; C. 正丁醇相;  

D. 氯仿相; E. 纯水。 

图 1  各萃取相的抑菌活性 

Fig.1  Antibacterial activities of each extracted phase 
 

表 1  各萃取相的 MIC 
Table 1  MIC of each extracted phase 

质量浓度 
/(mg/mL) 

萃取相 

石油醚 乙酸乙酯 正丁醇 氯仿 

10.00 － － － － 

 5.00 － － － － 

 2.50 － － － － 

 1.20 － － － ＋ 

 0.60 － － ＋ ＋ 

 0.30 － － ＋ ＋ 

 0.15 － － ＋ ＋ 

 0.08 ＋ － ＋ ＋ 

 0.04 ＋ ＋ ＋ ＋ 

 0.02 ＋ ＋ ＋ ＋ 

注: －为无菌生长, ＋为有菌生长。 
 

2.3  云南木姜子乙酸乙酯萃取相抑菌稳定性研究

结果 

2.3.1  温度对木姜子乙酸乙酯萃取相抑菌稳定性的影响 

温度变化会对云南木姜子乙酸乙酯相抑菌效果产生

影响, 对于蜡样芽孢杆菌而言, 其抑制作用变化总体来看

并不明显。木姜子乙酸乙酯相在处理温度 0~25℃时, 抑菌

效果基本不变, 当处理温度高于 60℃时, 抑菌圈直径降低

较明显。且随着处理温度的升高, 其抑菌圈直径逐渐变小, 

抑菌效果逐渐减弱。整体来看, 云南木姜子乙酸乙酯相具

有较好的热稳定性, 云南木姜子提取物在热加工处理后, 

仍能够保持较好的抑菌效果。 

2.3.2  紫外线照射对木姜子乙酸乙酯萃取相抑菌稳定性

的影响 

不同紫外处理时长会对云南木姜子乙酸乙酯相抑菌

效果产生影响, 随着紫外处理时间的延长, 其抑菌效果会

有所减弱, 当紫外处理时长在 20 min 内时, 抑菌效果产生

轻微变化, 当紫外处理时长在 20 min 以上时, 抑菌效果才

会发生显著降低。表明云南木姜子提取物在紫外照射一定

时间范围内具有较好的稳定性, 若处理时间过长, 可能会

对抑菌主体成分产生破坏, 造成成分含量下降, 抑菌效果

减弱。 

2.3.3  pH 对木姜子乙酸乙酯萃取相抑菌稳定性的影响 

云南木姜子乙酸乙酯相抑菌效果随着 pH 改变发生不

同变化。当 pH 在 3~8 的范围内时, 随着 pH 的增加, 抑菌

圈直径逐渐增大, 在 pH 为 8 时抑菌效果达到最佳; 当 pH

再逐渐变大时, 抑菌圈直径逐渐减小, 抑菌效果减弱。表

明云南木姜子提取物在酸性和碱性环境下也有较好的抑菌

作用, 在弱碱环境下, 它的抑菌效果最好。可能是偏酸和

偏碱条件会对抑菌活性物质产生影响, 造成该物质稳定性

和理化性质的改变。 

2.3.4  金属离子对木姜子乙酸乙酯萃取相抑菌稳定性的

影响 

经过不同金属离子处理后, 木姜子乙酸乙酯相的抑

菌效果各有改变(图 2)。与对照组相比, 只有 Mg2+可增强

萃取相抑菌活性。通过分析, 可能是它与抑菌活性物质产

生了协同作用, 增强了抑菌活性, 还有可能是 Mg2+直接作

用于蜡样芽孢杆菌, 对菌体产生了破坏。Al3+、K+、Fe3+、

Ca2+、Zn2+、Cu2+、Fe2+都减弱了萃取相抑菌活性, 其中 Al3+、

Fe3+、Ca2+、Fe2+对乙酸乙酯相抑菌活性有较大影响。可能

是这些金属离子破坏了抑菌活性成分, 成分含量下降, 导致

其抑菌活性降低。若对云南木姜子进行加工处理、包装或者

将其应用于防腐保鲜时, 可适当避开金属离子环境[31]。 

 

 
 

图 2  金属离子对云南木姜子提取物抑菌活性的影响 

Fig.2  Effects of metal ion on antibacterial activity of  
Yunnan Litsea cubeba extract 
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2.3.5  糖浓度对木姜子乙酸乙酯萃取相抑菌稳定性的影响 

经过糖处理的云南木姜子乙酸乙酯相, 其抑菌效果发生

了变化。随着糖浓度的提高, 抑菌圈直径逐渐增大, 其抑菌效

果也更强。糖浓度在 0%~4%范围内, 其抑菌效果变化不明显。

当糖浓度为 6%时, 抑菌效果显著性提高。可能是糖与木姜子

产生协同作用, 也可能是糖直接作用于蜡样芽孢杆菌, 打破

了渗透压平衡, 破坏了菌体。在云南木姜子进行加工处理时, 

若考虑糖的使用, 可以增强其抑菌效果, 并延长保质期。 

2.3.6  盐浓度对木姜子乙酸乙酯萃取相抑菌稳定性的影响 

盐浓度的提高增强了云南木姜子乙酸乙酯萃取相的

抑菌效果。当盐浓度在 0%~0.8%范围内, 其抑菌效果会随

浓度的升高发生显著性变化。在盐浓度高于 0.8%时, 盐浓

度的提高会对其抑菌效果有较弱的影响。微生物生长需要

适宜的渗透压, 可能是盐浓度升高时[32], 引起了渗透压的

不平衡, 导致菌体细胞失水, 抑制了菌体的生长。因此在

云南木姜子的加工处理过程中, 可以考虑盐的应用。 

3  结  论 

云南木姜子乙酸乙酯萃取相经过不同条件处理后 , 

其抑菌效果均有所变化。整体来说, 在高温、紫外线照射

和酸碱条件下, 抑菌活性物质能够保持稳定[33]。各金属离

子处理对其抑菌作用有不同影响, 大部分的金属离子降低

了其抑菌效果, 只有 Mg2+处理增强了其抑菌效果。此外, 

糖和盐处理都明显增强了云南木姜子提取物的抑菌能力。

实际应用中, 将云南木姜子作为调味品时, 可以适当考虑

其与糖或盐结合使用, 协同发挥抑菌作用, 在一定程度上

能够延长食品防腐保鲜时间。在对其相关食品进行包装时, 

也可尽量避免金属包装材料, 以防其抑菌功能的减退。 

本研究证明云南木姜子提取物对蜡样芽孢杆菌有抑

制作用, 该结果可为蜡样芽孢杆菌引起的食品污染问题提

供借鉴, 也可为云南木姜子在天然防腐剂和抑菌剂方面的

开发和利用提供参考, 促进木姜子产业的发展。 
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