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植物多酚对金黄色葡萄球菌耐热
核酸酶抑制作用的研究

（华中农业大学食品科技学院，武汉 !"##$#） 王小红 戚向阳 谢笔钧 史贤明 蔡 杰

摘 要：利用甲苯胺蓝法观察了不同植物多酚提取物对金黄色葡

萄球菌耐热核酸酶活性的抑制作用。结果表明，在一定的

浓度范围内（#%&’( ) ’*），多酚提取物均对金黄色葡萄球
菌耐热核酸酶的活性存在抑制作用，其中苹果多酚和茶

多酚的抑制效果最佳，而温度、+, 变化对多酚提取物抑
制耐热核酸酶的活性无明显影响。
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植物多酚在自然界中广泛存在，具有极强的抗

氧化、酶活性抑制、抑菌、抗致突变、抗炎、防辐射、降

血压等活性，不少制品已被列入天然抗氧化剂（如茶

多 酚 、 葡 萄 籽 提 取 物 ）-(.#/。 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（"012345656678 079:78）是引起食品污染和细菌性食
物中毒的一种重要细菌，在自然界中分布广泛，其致

病力主要取决于产毒素和酶的能力，主要有溶血毒

素、肠毒素、血浆凝固酶和耐热核酸酶等。本文以茶多

酚、葡萄籽提取物、莲房原花青素、苹果多酚为研究对

象，比较它们抑制金黄色葡萄球菌耐热核酸酶活性的

效果-&/，以便为寻找天然抑菌剂提供理论依据。

$ 材料与方法
$%$ 实验材料
金黄色葡萄球菌 华中农业大学食品科技学院

微生物教研室保存；茶多酚（’）、葡萄籽提取物（;）、
莲房原花青素（<）、苹果多酚（=） 均由华中农业大
学食品科技学院食品化学教研室制备，其中苹果多酚

（=）又按制备方法的不同分为几个部分，苹果多酚粗
提物为 =，乙酸乙酯不同条件的萃取物为 =(、=#； 甲

苯胺蓝 生物染色剂；脱氧核糖核酸（=>’） 生化试
剂，购自中国医药?集团@上海化学试剂公司；其他试
剂 均为分析纯；肉汤培养基 -+/ 牛肉膏 AB、氯化钠
AB、蛋白胨 ($B、磷酸氢二钾 #B、蒸馏水 ($$$CD，1E

F%#G$%#，(#(H灭菌 #$CIJ 备用；甲苯胺蓝核酸琼脂-A/

$%$AC54 KD !9I8 缓冲液（1EL%$）($$$CD，=>’ $%&B，琼脂
($B，$%$(C5( K D 氯化钙 (CD，>0<4 4$B，$%(C5( K D 甲
苯胺蓝（或 &%#AM溶液）&CD，以上混合物煮沸，使琼
脂和 =>’ 完全溶解，稍凉后加入甲苯胺蓝，分装于
试管中，用橡皮塞塞紧，置于 +N,H冰箱保存备用。

$%! 实验方法
(%#%( 金黄色葡萄球菌耐热核酸酶酶液的制备
(%#%(%( 菌株的活化 将金黄色葡萄球菌斜面菌种
转至琼脂斜面活化 #N& 代，直至其生长良好为止，于
+H冰箱中储存备用。
(%#%(%# 酶液的制备 将活化后的金黄色葡萄球菌菌
种于无菌工作台上接种于肉汤培养基中，置于 &FG(H
培养箱中培养 &O，取出，隔水煮沸 (ACIJ，&$$$9 KCIJ
离心 #$CIJ。取上清液于另一支无菌试管内（下称酶
液），置于 +H冰箱中保存备用。
(%#%# 耐热核酸酶试验（!>08: 试验）-A.*/ 先将甲苯
胺蓝核酸琼脂熔化，待冷却至 +$NA$H后倾注平板，
用 &CC 打孔器打孔，每孔用微量移液器注入待测样
液 ($!D，置于 &FG(H培养箱培养 (#2，分别于不同时
间观察结果一次，孔周围出现粉红色晕，其外圈被一

蓝色圈围绕者表明 =>’ 被水解为 !>08: 试验阳性，
并记录圈直径（CC），无变色环或白色环，无蓝圈者
为阴性。!>08: 试验一旦反应呈阳性，不会再转为阴
性，且易判断。

(%#%& 植物多酚对 !>08:活性的抑制试验
(%#%&%( 混合液的制备 用分析天平分别准确称取
$%$$,$B 的 ’、;、<、=、=( 和 =# 配制成 ,CB K CD 的样
品原液备用。将上述样品原液用蒸馏水作连续倍比

稀 释 ， 使 其 终 浓 度 分 别 为 #、(、$%A、$%#A、$%(#A、
$%$*#ACB KCD。将已稀释成不同浓度的样液按每个稀
释度取 (%$CD 于灭菌试管内，再于每支试管内加入
(%$CD酶液。另取酶液 (%$CD，加蒸馏水 (%$CD作为对
照用。加毕，置于 &FG(H保温箱保温 (#2，取出试验。
(%#%&%# 植物多酚对 !>08: 活性的抑制作用 取备
妥的甲苯胺蓝琼脂玻片，用微量移液器于每个小孔
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内注入 !"!# 不同稀释浓度的样液$酶液混合液，每
个浓度做两个平行。同法于孔内注入不加样液的酶

液作空白对照。置于 %&’!(保温箱保温 !)*，取出测
定粉红色酶环直径（++），并按下式计算植物多酚样
品对金黄色葡萄球菌耐热核酸酶活性的抑制率：

抑制率（,）-空白圈直径$样品圈直径
空白圈直径

.!"",

!/)/0 不同 12 对植物多酚抑制 34567 活性的影
响 选用茶多酚（8）与苹果多酚（9!）作试验样品，样

液浓度为 "/0+: ; +#。选用柠檬酸盐$磷酸盐、磷酸氢
二钠$磷酸二氢钠的缓冲体系分别配成 12%/"、0/"、
</"、=/"、&/"、>/" 的缓冲溶液。用分析天平准确称取
"/""!"+: 的 8、9!，用不同 12的缓冲溶液配成浓度
为 !+: ; +#的样液原液备用。用不同 12的缓冲溶液
代替蒸馏水，按前述混合液制备方法配制样液浓度

为 "/<+: ; +#的样液$酶液混合物，以及空白对照液，
以下步骤同 !/)/%/)，测不同 12 条件下，植物多酚样
品对金黄色葡萄球菌 34567活性的抑制作用。
!/)/< 不同温度对植物多酚抑制 34567 活性的影
响 选用茶多酚（8）与苹果多酚（9!）作试验样品，样

液浓度为 "/0+: ; +#。按前述混合液制备方法配制样
液浓度为 "/<+: ; +#的样液$酶液混合物，将其分别
置 于 )"、0"、="、>"、!"" 和 !)"( 的 条 件 下 处 理
%"+?@，得到六个不同温度梯度处理的样液$酶液混
合物以及空白对照液，以下步骤同 !/)/%/)，测不同温
度条件下，植物多酚样品对金黄色葡萄球菌 34567
活性的抑制作用。

! 结果与讨论
!$% 茶多酚（&）、葡萄籽提取物（’）、莲房原花青素
（(）对 )*+,-活性抑制作用的比较
图 !A图 % 为不同浓度的茶多酚（8）、葡萄籽提

取物（B）、莲房原花青素（C）对 34567 活性抑制效果

的影响。

由图可知，在 "A)+: ; +# 的浓度范围内，茶多
酚、葡萄籽提取物、莲房原花青素对 34567 活性有较
强的抑制作用，并在 "A!+: ; +# 浓度范围内，多酚样
品对 34567 活性的抑制率与浓度剂量呈正相关。当
茶多酚、葡萄籽提取物、莲房原花青素的浓度分别为

"/<、"/>、!+: ; +# 时，已无酶环出现，可完全抑制
34567活性。经单因素方差分析可知，茶多酚、葡萄籽
提取物、莲房原花青素浓度变化对 34567 活性的抑
制效果存在显著性的影响D1E"/"!F。

!$! 不同苹果多酚（.、.%、.!）对 )*+,- 活性抑制
作用的比较

图 0A图 = 分别为在 "A)+: ; +# 的浓度范围内，
采用不同方法制备得到的苹果多酚提取物对 34567
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活性抑制效果的比较。

由图可知，在 !"#$% & $’ 的浓度范围内，苹果多
酚提取物对 ()*+, 活性有较强的抑制作用，并随提
取物浓度的增加，所形成的酶环直径逐渐缩小，其抑

制率升高，且抑制率与浓度剂量呈正相关。其中，-、
-.在浓度为 .$% & $’ 时，即可完全抑制 ()*+, 活性；
-#在浓度为 #$% & $’ 时，也可完全抑制 ()*+, 活性。
经单因素方差分析可知，不同苹果多酚提取物浓度

变化对 ()*+,活性的抑制效果存在显著性的影响/01
!2!.3。
不同苹果多酚提取物对 ()*+, 活性的抑制作用

同其组成有关，其中 - 是苹果原料经乙醇提取，再经
柱层析分离纯化及真空干燥得到的粗提取物；-. 和

-#是 -用乙酸乙酯萃取后，得到的乙酸乙酯相浓缩
干燥物（-.）和水相浓缩干燥物（-#）。由于提取条件不

同，三种苹果提取物的组成不同 456，- 中原花青素含
量最高为 5!2578；乙酸乙酯相（-.）中酚类物质较复

杂，有儿茶素、酚酸、黄酮及原花青素二聚体；水相

（-#）中酚类物质则主要为三聚体以上的原花青素

!$% 不同 &’ 条件对植物多酚抑制 ()*+, 活性的
影响

图 5，图 9 是以茶多酚（:）与苹果多酚（-.）为试

验样品，样液浓度为 !2;$% & $’时，不同 0<条件对植
物多酚抑制 ()*+, 活性效果的影响，空白对照样品
的酶环直径为 .=2.$$。由图可知，当 0<分别为 >2!、
;2!、=2!、72!、52!、92! 时，多酚样品对 ()*+, 活性的抑
制效果不受影响。经不同 0<缓冲液处理的茶多酚样
液?酶液混合物所产生的粉红圈直径均为 52.$$ 左
右，苹果多酚（-.）样液?酶液混合物所产生的粉红圈
直径均为 92>$$左右。由此可知，不同 0<对两者抑
制酶活性的影响不大，所得的图形基本上是一斜率

为零的直线。

!$# 不同温度条件对植物多酚抑制 ()*+, 活性的
影响

图 @"图 .!是以茶多酚（:）与苹果多酚（-.）为试

验样品，样液浓度为 !2;$% & $’ 时，不同温度条件对
植物多酚抑制 ()*+, 活性效果的影响，空白对照样
品的酶环直径为 .=2.$$。由图可知，经 #!、;!、7!、
9!、.!! 和 .#!A的条件下处理 >!$BC，多酚样品对
()*+,活性的抑制效果不受影响。经不同温度条件处
理的茶多酚样液?酶液混合物所产生的粉红圈直径
均为 52.$$左右，苹果多酚（-.）样液?酶液混合物所
产生的粉红圈直径均为 92=$$左右。由此可知，不同
温度条件对两者抑制酶活活性的影响不大，所得的

图形基本上是一斜率为零的直线。

% 结论
%$- 不同植物多酚提取物对金黄色葡萄球菌 ()*+,
活性均有一定的抑制作用，且提取物不同其酶活抑

制效果不同，这主要是由不同植物来源的多酚提取

物中多酚类物质的组成及含量不同引起的。本实验

选用的茶多酚样品中总酚含量在 @=8以上，且其酯
型儿茶素含量达 7!8；苹果多酚（-.）以含黄酮、儿茶

素单体及原花青素低聚体为主；葡萄籽提取物和莲

房原花青素中主要酚类物质是原花青素，尤其以二

聚体的含量最为丰富 4.D9D@6。故在本实验中，茶多酚、葡

萄籽提取物、苹果多酚均对金黄色葡萄球菌 ()*+,
活性显示抑制作用。

%$! 植物多酚提取物对金黄色葡萄球菌 ()*+, 活性
的抑制作用基本不受环境 0<、温度条件变化的影
响，具有较强的耐酸、耐热稳定性。

%$% 植物多酚提取物对金黄色葡萄球菌 ()*+, 活性
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抑制作用的实验表明，植物多酚提取物具有较好的抑

菌、防腐作用，是可利用和开发的天然食品添加剂!"#$。
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腐乳后发酵过程大豆异黄酮含量
与存在形式的研究
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摘 要：研究了腐乳恒温后发酵不同时期大豆异黄酮的存在形式

与含量的变化，找出其变化规律，以指导生产实践。

关键词：腐乳，后发酵，大豆异黄酮

中图分类号：ZU)"*&) 文献标识码：>
文 章 编 号 ："##)Q#1#2（)##*）#*Q##2(Q#1

收稿日期：)##1Q#(Q#*

大豆异黄酮是大豆生长过程中形成的具有生理

活性的物质，随着对其生理活性的了解，近年大豆异

黄酮的研究倍受关注。腐乳是中国传统的发酵豆制

品，其制作过程分为三个阶段：豆腐坯的制作、前发

酵与后发酵阶段。后发酵又称后熟，主要是酶系与微

生物协同参与反应的过程。腐乳色、香、味的形成关

键在于后发酵。据报道，发酵可使丹贝（一种发酵豆

制品）中异黄酮的存在形式发生转变，增强其生理活

性，但对于腐乳这种高营养价值的植物奶酪型食品

中的异黄酮目前却没有研究。本实验针对腐乳后发

酵过程中异黄酮的变化进行较为系统的研究，以期

为腐乳营养价值的确定提供理论基础。

$ 材料与方法
$%$ 材料与设备
石油醚 分析纯，沸点 1#02#[；乙醇、甲醇 均

为分析纯；乙酸 色谱纯；前发酵结束装罐腐乳 广

州金源食品厂，以腐乳毛霉为菌种；双蒸水。

6>)"#* 电子天平 上海天平仪器厂；电热恒温
培养箱 黄石医疗器械厂；电热恒温水浴锅 跃新

科学仪器厂；飞利浦二合一搅拌机 飞利浦公司；高

效液相色谱仪 美国；RU"#") 型电热彭风干燥
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