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蛋清溶菌酶与茶多酚联合抑菌作用研究

豆丽丽

( 天津科技大学 包装与印刷工程学院，天津 300222 )

摘 要：采用滤纸片扩散法分别测定了蛋清溶菌酶和茶多酚对供试菌的抑菌圈直径，并对其抑菌作用的

持久性进行了观察与记录。采用对倍稀释的方法，分别测定了单独使用和联合使用蛋清溶菌酶和茶多酚时

的最低抑菌浓度（MIC），利用 FIC值对两者联合使用后的抑菌效果进行了评价，并确定其最佳复配比例。研
究结果表明：蛋清溶菌酶和茶多酚联合使用时，对金黄色葡萄球菌的抑菌效果表现出相加作用，对大肠杆

菌及沙门氏菌表现出强烈的相加作用。
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Research of Joint Bacteriostasis of Egg White Lysozyme and Tea Polyphenols
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Abstract：The bacteriostatic circles of the egg-white lysozyme and tea polyphenols were measured by filter paper
dispersion, and the bacteriostasis effect of durability was observed. Using the double dilution method, the individual and
combined minimum inhibitory concentration (MIC) of the egg-white lysozyme and tea polyphenols were determined
respectively. The joint bacteriostasis effects of them were evaluated by FIC value. Then, the best mixed proportions were
ensured. The results show that: the combined application of the egg-white lysozyme and tea polyphenols displayed that
they had addition effect for staphylococcus aureus and a strong addition effect for escherichia coli with salmonella.
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0 引言

溶菌酶（lysozyme）又称胞壁质酶，主要作用于
肽聚糖分子中N-乙酰胞壁酸（N-acetylmuramic acid，

NAM）与乙酰葡萄糖氨（acetyl glucosamine，NAG）
之间的β-1,4糖苷键，使细菌细胞壁松弛，从而失去
对细胞的保护作用，最后导致细胞溶解死亡[1-2]。溶

菌酶在鸡蛋清中约含 3.5％，分子量为 14 000，其等
电点在 pH值为 10.8左右，最适效应温度为 50 ℃。其
化学性质较稳定，pH值在1.2~11.3之间改变时，对其

结构影响很小；pH值在 4.0~7.0范围内，于 100 ℃条
件下处理 1 min，仍有近100％的活力，且在210 ℃条
件下加热 1.5 h仍具有活性；但其在碱性环境条件下
的稳定性较差[3-6]。由于目前的抗生素滥用及化学防

腐剂的毒副作用，迫切需要安全的抑菌试剂。溶菌

酶作为小分子蛋白质，具有天然无毒、易分解、不

残留等优点，因此可被作为天然抑菌剂用于食品等

体系的抑菌、防腐和保鲜。

茶多酚（tea polyphenol，TP）是从茶叶中提取的



第 4期 27

一种活性物质，最初主要被作为食品天然抗氧化剂，

用于油脂和含油食品生产中。随着研究的不断深入，

人们发现，茶多酚具有特殊的结构，易溶于水及各

种有机溶剂（如甲醇、乙醇、丙酮等），微溶于油脂，

不溶于氯仿。茶多酚的安全性较好，对热和酸较稳

定，对近百种细菌有抑制作用，且其抑菌能力与浓

度呈正相关[7-8]，因而，其在很多领域均得到了广泛

应用。

以上 2种物质对食品保鲜均有较好的作用，相关
研究较多，但对于茶多酚的抑菌研究较少，且尚未

见将其联合应用的相关报导，故本文拟对蛋清溶菌

酶与茶多酚的联合抑菌作用进行初步研究，以期为

食品保鲜和抑菌包装技术等行业的发展提供一定的

理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

溶菌酶，活性为 20 000 U/mg，商通协和生物科
技有限公司生产；茶多酚，郑州市鑫意化工产品有

限公司生产；金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、沙门氏

菌，均由天津科技大学食品与生物工程学院提供。

电子分析天平，HY34，奥豪斯仪器有限公司生
产；真空干燥箱，DZF-6050，上海博迅实业有限公
司医疗设备厂生产；移液枪，大龙医疗设备有限公

司生产；比色管、玻璃涂布棒，天津市江天化工技

术有限公司生产；立式压力蒸汽灭菌锅，上海博迅

事业有限公司生产；电热恒温培养箱，上海一恒科

学仪器有限公司生产。

1.2 实验方法

1.2.1 培养基的制备

本实验采用细菌培养用牛肉膏蛋白胨琼脂培养

基，它的具体配方为：牛肉膏 3.0 g，蛋白胨 10 g，氯
化钠 5.0 g，琼脂 15~20 g，水 1 000 mL。制备培养基
时，先将所有的配方物质加热融化，然后调节其 pH
值至 7.4~7.6。将调节好 pH值的培养基物质分装后，
于高压湿热（120 ℃）条件下灭菌 20 min，备用。

1.2.2 供试菌株的制备

本实验选取的供试菌株为大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌和沙门氏菌。将所有供试菌种移接入相对应

的试管斜面培养基上，且每种菌种接多支进行重复

实验。将接种细菌后的试管置于 37 ℃的电热恒温培
养箱中，培养 24 h。每种菌种取 2支供实验用，其余
冷藏备用。

1.2.3 菌悬液的制备

挑取各菌落接种平皿，接种前首先将培养24 h后

的细菌用无菌生理盐水洗脱，再分别制成含菌约

107 CFU/mL的菌悬液。具体的制备方法如下：分别
挑取少量细菌至无菌生理盐水中洗出，再用玻璃珠

打散，制成菌悬液，然后将菌悬液的浓度调节为

107~108 CFU/mL，备用[9]。

1.2.4 抑菌活性研究

采用滤纸片扩散法，对蛋清溶菌酶和茶多酚的

抑菌活性进行研究，具体操作如下：

1）试验前，对试验所需物品进行高压灭菌消毒
或者紫外杀菌处理，培养皿在 164 ℃下高温灭菌 2 h。
试验在无菌操作台上进行。

2）用移液枪分别吸取各菌悬液 200μL，用玻璃
涂布器均匀涂布于营养培养基上，然后用镊子取一

片滤纸片平贴于平板中央。

3）用移液枪吸取20μL质量浓度分别为40.0, 20.0,
10.0, 5.0, 2.5 mg/mL的蛋清溶菌酶，滴加在滤纸片上，
并设 2个平行组，同时设置 1个菌液空白对照，做好
区分标记。待抑菌剂被滤纸片充分吸收后，倒放入

生化培养箱中，于 37 ℃恒温条件下培养 24 h。最后，
采用十字交叉法量取抑菌圈的直径，取平均值，并

观察其持久性。

4）用移液枪吸取 20μL质量分数分别为 2%和

1%的茶多酚溶液，滴加在滤纸片上，并设 2个平行
组，同时设置 1个菌液空白对照组，做好区分标记。
待液体被滤纸片充分吸收后，放入生化培养箱中，在

37 ℃恒温条件下培养 24 h。最后，以十字交叉法量
取抑菌圈直径，取平均值，并观察其持久性。

1.2.5 最低抑菌浓度的测定

采用液体培养基对倍稀释的方法，对每个浓度

重复 2 次，同时做空白对照。
量取 1 mL浓度为107 CFU/mL的菌悬液及 1 mL的

抑菌剂，加入8 mL固体用培养基中，并置于电热恒温
培养箱中培养。

将细菌置于 37 ℃下培养 48 h，观察测试菌种的
生长情况，以完全没有菌生长的最低浓度作为该精

油 /抑菌剂的最低抑菌浓度（minimum inhibi tory
concentration，MIC）。

1.2.6 联合抑菌效果的评价

将2种抑菌剂分别以各自最低浓度的1/4, 1/2, 1倍
复配后，采用三因子二次正交方法复配，以得出其

最优复配比例。

2 种抑菌剂的联合抑菌效果可用分级抑制浓度
（fractional inhibitory concentration，FIC）指数加以评
价。FIC指数按下式计算[10] ：

FIC指数 =MIC复合 /MIC单一A+MIC复合 /MIC单一 B
。
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FIC指数的判断标准如下：
若 FIC指数≤ 0.5，则其抑菌效果为协同作用；
若0.5＜FIC指数≤ 1.0，则其抑菌效果为相加作用；
若 1.0 ＜ FIC指数＜ 4.0，则其抑菌效果无相关作用；
若 FIC指数≥ 4.0，则其抑菌效果为拮抗作用。

2 结果与分析

2.1 蛋清溶菌酶与茶多酚对供试菌的抑菌圈直径

及其持久性测定

2.1.1 蛋清溶菌酶

实验所得蛋清溶菌酶对金黄色葡萄球菌、大肠

杆菌和沙门氏菌的抑菌圈直径随时间的变化结果如

图 1~3所示。

由图 1可知，40 mg/mL蛋清溶菌酶对金黄色葡
萄球菌的抑菌效果最强，抑菌圈直径为21.5 mm，且
随着时间的增加，抑菌趋势趋于稳定。这表明蛋清

溶菌酶对金黄色葡萄球菌的抑菌作用具有较好的持

久性，即抑菌持久性较好，且基本稳定。

由图 2可知，蛋清溶菌酶对大肠杆菌的抑菌持久
性较差，各质量浓度下，在第 6天就已经有部分菌落
侵入抑菌圈内；质量浓度为 40, 20, 10 mg/mL的蛋清
溶菌酶的抑菌作用从第 7天开始出现下降，且幅度较
大，出现了曲线突变。

由图 3可知，蛋清溶菌酶对沙门氏菌的抑菌效果
比较稳定，但在后期也出现了部分的降低。

由图 1~ 3所示蛋清溶菌酶对不同细菌的抑菌圈
直径随时间的变化关系可知，随着蛋清溶菌酶浓度

的增加，抑菌圈直径成正比增大，这表明其抑菌效

果成正比增加[11]。

2.1.2 茶多酚

表 1 所示为实验所得不同质量分数的茶多酚对
供试菌的抑菌圈直径。

由表 1可知，茶多酚的抑菌作用也是随其浓度的
增大而增加的，但对各供试菌的抑菌作用表现为金

黄色葡萄球菌>大肠杆菌>沙门氏菌，并且在第 10天
观察抑菌圈时几乎未发生变化，这表明茶多酚的抑

菌作用的持久性也较稳定[12]。

2.2 蛋清溶菌酶及茶多酚的MIC测定结果
表 2 所示为溶菌酶及茶多酚对各供试菌的最低

抑菌浓度测定结果。由表 2可知，溶菌酶对 3种供试
菌的最低抑菌浓度均为 0.5 mg/mL，但抑菌圈测试的
实验结果表明，其对大肠杆菌的抑菌持久性是最差

表 1 茶多酚抑菌圈测定

Table 1 bacteria circle of tea polyphenol

茶多酚

质量分数 / %
2
1

抑菌圈直径 / m m
金黄色葡萄球菌

17.00
13.25

大肠杆菌

13.75
12.75

沙门氏菌

11.00
09.25

图 3 蛋清溶菌酶对沙门氏菌的抑菌圈直径
随时间的变化关系

Fig. 3 Relationship between change of time and egg white
lysozyme in salmonella inhibition zone diameters

图 1 蛋清溶菌酶对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径
随时间的变化关系

Fig. 1 Relationship between change of time and
egg white lysozyme in staphylococcus aureus

inhibition zone diameters

图 2 蛋清溶菌酶对大肠杆菌的抑菌圈直径
随时间的变化关系

Fig. 2 Relationship between change of time and egg white
lysozyme in escherichia coli inhibition zone diameters
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的；茶多酚的最低抑菌浓度值与抑菌圈的变化趋势

是一致的。

2.3 蛋清溶菌酶与茶多酚联合抑菌MIC测定结果
通过测定的蛋清溶菌酶与茶多酚联合抑菌时的

最低抑菌浓度，计算相应的 FIC值，并对两者联合作
用效果进行评价[13]，所得结果见表 3。其中，复配比
例1-1为最低抑菌浓度（0.5 mg/mL）溶菌酶和最低抑
菌浓度（0.8 mg/mL）茶多酚复配；1-2为MIC溶菌酶
和 1/2MIC茶多酚复配；1-3为MIC溶菌酶和 1/4MIC
茶多酚复配；2-1为 1/2MIC溶菌酶和MIC茶多酚复
配；2-2为 1/2MIC溶菌酶和 1/2MIC茶多酚复配；2-3
为1/2MIC溶菌酶和1/4MIC茶多酚复配；3-1为1/4MIC
溶菌酶和MIC茶多酚复配；3-2为 1/4MIC溶菌酶和

1/2MIC茶多酚复配；3-3为 1/4MIC溶菌酶和 1/4MIC
茶多酚复配。

由表 3可以看出，蛋清溶菌酶与茶多酚的最佳复
配比例为 3-2组，即 1/4MIC蛋清溶菌酶和 1/2MIC的
茶多酚复配，复配比例为0.125 mg/mL∶0.4 mg/mL，即

5∶16。在此复配比例条件下，蛋清溶菌酶与茶多酚
的联合抑菌效果最好。

表 4 所示为蛋清溶菌酶与茶多酚联合复配后的
抑菌效果指标 FIC值与抑菌评价。
由表 4 所示联合复配后抑菌效果指标 FIC值可

知，蛋清溶菌酶和茶多酚对 3种供试菌的抑菌效果指
数 0.5<FIC<1，表现为强烈的相加作用。联合抑菌效
果的明显性表现为：对沙门氏菌>大肠杆菌>金黄色
葡萄球菌，且相对于蛋清溶菌酶或茶多酚单独抑菌

效果来说效果尤为明显。

3 结语

随着人民生活水平及安全意识的不断提高，天

然抑菌剂的研究与发展已成为必然趋势，尤其是在

食品工业的研究中，将发挥举足轻重的作用。

本文所研究的蛋清溶菌酶属于动物源抑菌剂类

型[14 ]，而茶多酚属于植物源抑菌剂类型，两者的有

效结合，表现出了强烈的相加抑菌效果，且这 2种抑
菌剂溶于水后无色无味，不会影响食品本身的风味

等特点[15 ]。因而，对于高效、光谱、无毒、天然食

品抑菌剂的寻找和筛选有着重要的科学意义和应用

价值，为食品保鲜和抑菌包装技术等领域的发展与

应用提供了一定的参考价值。
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表 3 蛋清溶菌酶与茶多酚联合抑菌复配结果

Table 3 The combined anti-bacteria proportion of
lysozyme and TP

表 2 溶菌酶及茶多酚对各供试菌的最低抑菌浓度

Table 2 MIC of lysozyme or TP on several bacteria

MIC/（mg·mL- 1）
供试菌种类

金黄色葡萄球菌

大肠杆菌

沙门氏菌

溶菌酶

0.5
0.5
0.5

茶多酚

0.6
0.8
1.0

表 4 蛋清溶菌酶与茶多酚联合抑菌效果评价

Table 4 The joint antibacterial effect assessment of
egg white lysozyme and TP

细 菌

金黄色

葡萄球菌

大肠杆菌

沙门氏菌

MIC/(mg·mL-1)

溶菌酶

0.5

0.5
0.5

茶多酚

0.6

0.8
1.0

溶菌酶复合

0.125

0.125
0.125

茶多酚复合

0.4

0.4
0.4

FIC

0.92

0.75
0.65

抑菌评价

相加作用

相加作用

相加作用
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供试菌种类

金黄色葡萄球菌

大肠杆菌

沙门氏菌

复 配 比 例

1-1
_
_
_

1-2
_
_
_

1-3

+
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注：- 表示未长菌，+ 有极少量的菌，++ 有部分菌，++ + 有
大量的菌。
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