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芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取物的 

抗菌抗氧化性能评价及应用 

高亚惠，吴夏泠，杨丹敏，刘  群*，翁武银，张玉苍* 
（集美大学 海洋食品与生物工程学院，福建 厦门  363100） 

摘要：芽孢杆菌及其细胞外代谢物具有抗氧化、抗菌等性能，已被用于护肤品中。通过盐酸沉淀法从芽孢杆菌

ZYCHH-01 发酵产物中提取出活性物质，以自由基清除率为指标评价提取物的体外抗氧化活性，通过牛津杯扩

散实验评估提取物的抗菌能力，通过急性皮肤刺激和人体涂抹实验检测了添加提取物面霜的生物安全性。结果

表明，该提取物对 2,2-联苯基-1-苦基肼基自由基和 2,2'-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐自由基具有一定

的清除活性，其半抑制浓度（IC50）分别为 0.732 和 0.267 g/L；对革兰氏阳性菌和阴性菌均有抑制作用，可使细

菌形貌严重受损。在中国化妆品行业，单一的尼泊金酯最高质量分数为 0.4%，混合酯的最高质量分数为 0.8%，

当提取物质量浓度为 8 g/L（质量分数约为 0.8%）时，能有效抑制 6 种常见的致病菌生长，具有替代市售防腐

剂的可行性；且所制备的面霜具有安全性、无皮肤刺激性。 
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Evaluation of antibacterial and antioxidant properties of Bacillus  
ZYCHH-01 fermentation extract and its application on facial cream 

GAO Yahui, WU Xialing, YANG Danmin, LIU Qun*, WENG Wuyin, ZHANG Yucang* 
（College of Ocean Food and Biological Engineering, Jimei University, Xiamen 363100, Fujian, China） 

Abstract: Bacillus and its extracellular metabolites have been used in skin care products due to their 

antioxidant and antibacterial properties. Herein, active substances from the fermentation product of Bacillus 

ZYCHH-01 were extracted by hydrochloric acid precipitation method, with their in vitro antioxidant 

activity evaluated using free radical scavenging rate as index, antibacterial performance assessed by Oxford 

cup diffusion test, and the biosafety of the extract-added cream examined by acute skin irritation and human 

application tests. The results showed that the extract exhibited certain scavenging activity against 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) free radicals with 

half maximal inhibitory concentration (IC50) of 0.732 and 0.267 g/L, respectively. Meanwhile, the extract 

inhibited the growth of both gram-positive and negative bacteria and severely destroyed the bacterial 

morphology. In the Chinese cosmetic industry, the maximum amount (mass fraction) of single nipagin ester 

and mixed ester used was 0.4% and 0.8%, respectively. The extract obtained with a mass concentration of  

8 g/L (mass fraction about 0.8%) could effectively inhibit the growth of six common pathogenic bacteria, 

indicating their strong potential to replace commercially available preservatives. The facial cream added 

with the extract displayed biosafety and no skin irritation. 
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在化妆品中添加防腐剂是为了在生产、包装、

储存，尤其是使用过程中，抑制微生物繁殖，防止

产品变质或产生毒素[1]。市场上大多数化妆品中使

用的防腐剂主要是苯氧乙醇、羟基苯甲酸酯类、苯甲

酸及其盐类和酯类等[2-3]。尽管在化妆品中防腐剂添

加的浓度很低，但研究表明，化妆品中的这些防腐

剂可能会对人类健康造成风险，如皮肤刺激、炎症

反应和过敏性反应等[4-5]。因此，很多合成防腐剂已

被禁止在化妆品中大量使用。人们对具有抗菌活性但

不含合成防腐剂的天然化合物的需求日益增多[6-7]。 

微生物发酵的化学副产物因其有益的生理作用

受到人们的广泛关注[8-9]。研究表明，使用发酵产物

对多种皮肤状况显示出积极作用[10]，如特应性皮炎、

痤疮、烧伤和疤痕[11]。帖航等[12]发现，表皮葡萄球

菌发酵提取物对皮肤的屏障具有修复作用，能有效

地提高受损屏障中丝聚蛋白和兜甲蛋白含量。KIM

等[13]将卷曲乳酸杆菌 MGB0015 提取物配制成水包

油型乳液，在储存期间可抑制致病菌生长。据

MAJEED 等[14]报道，微生物产生的乳酸菌素具有抗

菌作用，在临床研究中已对其抗痤疮的功效进行评

估，并成功注册化妆品条例。芽孢杆菌是一类好氧

或兼性厌氧菌，能产生多种抗菌物质和抗氧化物质，

包括细菌素[15]、超氧化物、羟基自由基、多肽类以

及抗菌蛋白类等，具有广泛的应用价值[16]。 

虽然已有研究表明，微生物发酵提取物对人体

皮肤有积极作用，但芽孢杆菌属发酵液提取物在化

妆品中的应用研究较少，特别是人体皮肤的实际应

用仍处于起步阶段。本研究从芽孢杆菌 ZYCHH-01

发酵液中提取出活性物质，探究该提取物对多种致

病菌的抗菌作用及抗氧化能力，以探索芽孢杆菌发

酵提取物在化妆品领域的应用。测试了添加提取物

面霜抑制微生物繁殖能力及与人体皮肤的相容性和

安全性，为芽孢杆菌发酵产物在化妆品中应用提供

理论依据，为开发与制备芽孢杆菌发酵成分相关的

化妆品原料提供理论支撑。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

芽孢杆菌 ZYCHH-01 为本实验室发现的菌种

（经 16S rRNA 基因序列测定为芽孢杆菌，已保存

在中国微生物保藏中心，保藏号为 CGMCC No. 

26758）；大肠埃希氏菌（E. coli）ATCC25922、金

黄色葡萄球菌（S. aureus）CMCC(B)26003、单核增

生李斯特菌（L. monocytogenes）ATCC14028、福氏

志贺氏菌（Shigella）CMCC(B)51572、铜绿假单胞

菌（P. aeruginosa）ATCC9027 和鼠伤寒沙门氏菌（S. 
typhimurium）ATCC19430 为指示菌株，上海鲁维科

技有限公司，其中 Shigella、S. typhimurium 用牛肉

膏蛋白胨培养基培养， E. coli 、 S. aureus 、 L. 
monocytogenes、P. aeruginosa 用 Luria-Bertani 肉汤

（LB）培养基培养；牛肉浸膏、蛋白胨、氯化钠、

琼脂、酵母提取物、胰蛋白胨，生化试剂，上海生

工生物科技有限公司；牛肉膏蛋白胨培养基成分（均

为质量分数）：牛肉浸膏 0.3%，蛋白胨 1%，氯化钠

0.5%，琼脂 1.5%（仅固体培养基添加），pH 7.0~7.2；

LB 培养基成分（均为质量分数）：酵母提取物 0.5%，

胰蛋白胨 1%，氯化钠 1%，琼脂 1.5%（仅固体培养

基添加），pH 7.0~7.2。 

2,2-联苯基-1-苦基肼基（DPPH，质量分数为

96%）、2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐

（ABTS，质量分数为 98%）、3-氧代-2-苯基-4,4,5,5-

四甲基咪唑啉-1-氧（PTIO，质量分数为 98%）、角

鲨烷（质量分数为 98%）、异十六烷（质量分数为

98%）、1,2-戊二醇（质量分数为 98%）、PEG-26 甘

油醚（质量分数为 98%）、甘油（质量分数为 99%）、

1,3-丁二醇（质量分数为 99%）、聚乙二醇-32（质量

分数为 99%），上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

PEG-10/15 交联聚合物/聚二甲基硅氧烷（质量分数

为 99%），上海轻工业研究所有限公司；聚二甲基硅

氧烷、聚二甲基硅油、聚甲基硅倍半氧烷（质量分

数为 99%），黄山市强力化工有限公司；二硬脂基二

甲基胺锂蒙脱石（Bentone 38CG，密度 1.7 g/cm3，

常温活化，水分含量＜3%），德谦（上海）化学有

限公司；双-PEG-18 甲基醚二甲基硅烷（DC2501，

质量分数 99%），道康宁（美国）有机硅有限公司；

玫瑰精油（货号 TC2018），江西泰诚天然香料有限

公司；PEG-10 聚二甲基硅氧烷，黏度 900~2300 mPa·s

（25 ℃），武汉欣欣佳丽生物科技有限公司；过氧

化氢（质量分数为 50%）、无水乙醇（质量分数为

95%），西陇化工股份有限公司；氨苄青霉素（质量

分数为 98%），武汉科斯坦生物科技有限公司；苯氧

乙醇（质量分数为 99%），山东优索化工科技有限公

司；戊二醛（质量分数为 50%），上海麦克林生化科

技有限公司；硫酸亚铁（质量分数为 95%）、维生素

C（Vc，质量分数为 99%），上海生工生物科技股份

有限公司；去离子水，杭州哇哈哈集团有限公司；

甲醇（质量分数为 99.8%），赛默飞世尔科技公司；

氦气（质量分数为 99.999%），法国液化空气集团。 

SPL-80 型生化培养箱，天津市莱玻特瑞仪器设

备有限公司；FE28-Standard 型 pH 计，梅特勒-托利

多仪器（上海）有限公司；UPR-11-10TN 型优普系

列超纯水机，四川优普超纯科技有限公司；FDU- 

1200 型冷冻干燥机，上海爱朗仪器有限公司；

Phenom ProX G6 型扫描电子显微镜，美国 Thermo
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公司；UH5300 型紫外-可见分光光度计，日本日立

有限公司；SDC-100 型接触角测定仪，东莞市晟鼎

精密仪器有限公司；IMJ-78A 型高压灭菌锅，施都

凯仪器设备（上海）有限公司；J-2.5FS 型均质机，

广州聚能纳米生物科技股份有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取物的制备 

参照韩旭东等[17]的提取方法，以最大抑菌圈为

最佳提取工艺。首先，将芽孢杆菌 ZYCHH-01 按接

种量（体积分数）0.1%接种至 10 mL 牛肉膏蛋白胨

液体培养基中，在 37 ℃、150 r/min 条件下培养 24 h；

其次，将菌液按接种量（体积分数）3%接种至 200 mL

新鲜牛肉膏蛋白胨液体培养基中，在 36 ℃、190 r/min

条件下培养 27.5 h；最后，将发酵液在 4 ℃、10000 r/min

下离心 30 min。取上清液，经 0.22 μm 微孔滤膜过

滤后，用 6 mol/L 盐酸调节 pH 至 2.0，放入 4 ℃冰

箱，沉淀 12 h，在 8000 r/min、4 ℃下离心处理 10 min。

收集沉淀，在–40 ℃下冷冻干燥 3 d，得到约 0.24 g

冻干的芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取物（简称冻

干提取物）。 

使用时，将冻干提取物用 10 mL 生理盐水复溶[18]，

超声（300 W，超声 15 min）分散均匀后，经 0.22 μm

水系混合纤维素（MCE）微孔滤膜过滤得到提取液，

通过干燥法[19]计算其固含量为 0.58%。 

1.2.2  提取物的 GC-MS 分析 

为初步探究冻干提取物中的组分，将得到的冻

干提取物用 10 mL 甲醇溶解后进行 GC-MS 分析。

GC-MS 检测条件如下：色谱柱为 DB-5MS（30 m× 

0.25 mm×0.25 μm）；升温程序为柱温40 ℃保持2 min，

以 10 ℃/min 升至 300 ℃；载气为氦气，柱流速为

1 mL/min，进样温度为 250 ℃，进样方式为不分流

进样；MS测试时，离子源为EI源，接口温度为 280 ℃，

离子源温度为 220 ℃，扫描范围为 45~500 m/Z。 

1.2.3  提取物的抑菌活性测试 

采用牛津杯扩散法[20]进行提取物的抑菌活性测

定。将指示菌株（E. coli、S. aureus、L. monocytogenes、
Shigella、P. aeruginosa、S. typhimurium）在 150 r/min、

37 ℃条件下培养 24 h，用生理盐水稀释至菌浓度约

为 1×108 CFU/mL。取 100 μL 稀释后的指示菌液均

匀涂布于固体培养基中，然后将灭菌的牛津杯（内

径 6 mm，外径 8 mm）置于固体培养基中，并在牛

津杯中加入 100 μL 提取液，4 ℃静置 4 h 后，于 37 ℃

恒温培养箱中培养 12 h，测量并记录抑菌圈直径的

大小[21]。以质量浓度为 1 g/L 的氨苄青霉素（A+）

为阳性对照品，生理盐水为阴性对照品。 

1.2.4  提取物最低抑菌浓度（MIC）的测定 

参照张勇等[22]的方法，具体步骤为：首先，将

指示细菌培养液在 3000 r/min 下离心 10 min 后，倒

出上清液，用无菌水反复洗涤、涡旋并离心 3 次，

用无菌水稀释制成菌浓度为 1×108 CFU/mL 的细菌

分散液，待用；其次，用生理盐水配制质量浓度分

别为 0.25、0.50、1、2、4、8、16 g/L 的冻干提取

物溶液和苯氧乙醇溶液，并用 0.22 μm 微孔滤膜过

滤。最后，取 100 μL 样品溶液至 96 孔板中，再分

别加入 100 μL 细菌分散液至每个孔中，在 600 nm

下测定溶液的吸光值（OD600）；将微孔板在 37 ℃

下培养 24 h，再次进行 OD600 测试，以细菌分散液

为阳性对照品，生理盐水为阴性对照品；以完全抑

制细菌生长的最低提取物质量浓度记为 MIC，实验

重复测定 3 次取平均值。 

1.2.5  提取物对致病菌菌体形态的测定 

将 10 μL 指示菌株移至 10 mL 液体培养基中培

养 12 h 后，在指示菌液中加入 1 mL 提取液，继续

培养 15 h 后，于 4 ℃、8000 r/min 离心 10 min，取

沉淀，加入 20 mL 质量分数为 2.5%的戊二醛溶液，

在 4 ℃下固定 12 h，然后在 4 ℃、5000 r/min 条件

下离心 10 min，除去戊二醛溶液，用 10 mL 去离子

水洗涤沉淀物 3 次，依次加入 8 mL 不同体积分数的

乙醇水溶液（分别为 30%、50%、80%、95%、100%）

将细菌脱水后，在–40 ℃下冷冻干燥 2 d，喷涂金层

100 s，用扫描电子显微镜（SEM）进行形貌观察[23]。 

1.2.6  提取物的体外抗氧化活性测定 

（1）DPPH 自由基清除能力测定  

采用吴颖等[24]的方法稍作修改。首先配制待测

溶液，将冻干提取物加入生理盐水中超声（300 W

超声 15 min）分散均匀后过 0.22 μm 微孔滤膜，得

到质量浓度分别为 0.1、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 g/L

的溶液；然后，配制浓度为 0.2 mmol/L 的 DPPH-

乙醇溶液。在测定管中加入 2 mL 待测溶液和 2 mL 

DPPH-乙醇溶液，在对照管中加入 2 mL 待测溶液和

2 mL 无水乙醇，在空白管中加入 2 mL DPPH-乙醇

溶液和 2 mL 无水乙醇，摇匀后在室温下避光静置

30 min，于 517 nm 处测定溶液的吸光度，测定时用

无水乙醇进行调零。以 Vc 为对照测定 DPPH 自由

基清除率。DPPH 自由基清除率按式（1）计算： 

1 2 0/ % [1 ( ) / ] 100A A A   自由基清除率   （1） 

式中：A1 为测定管中溶液的吸光度；A2 为对照管中

溶液的吸光度；A0 为空白管中溶液的吸光度。 

（2）ABTS 自由基清除能力的测定 
首先，按上述方法配制质量浓度分别为 0.1、

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 g/L 的待测溶液；然后，配

制 7 mmol/L 的 ABTS 和 4.9 mmol/L 过硫酸钾溶液，

将两者按体积比 1∶1 进行混合，避光反应 16 h，作

为自由基供体，使用前用体积分数为 50%乙醇稀释，
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使其在 734 nm 波长处的吸光度为 0.75±0.02，得到

ABTS 溶液。在测定管中加入 2 mL 待测溶液和 2 mL 

ABTS 溶液，在对照管中加入 2 mL 待测溶液和 2 mL

的体积分数为 50%乙醇，在空白管中加入 2 mL 

ABTS 溶液和 2 mL 的体积分数为 50%乙醇。混匀后

室温放置 30 min，在 734 nm 波长处测定溶液的吸光

度。以 Vc 为对照测定 ABTS 自由基清除率。ABTS

自由基清除率按式（1）进行计算。 

（3）羟自由基清除能力测定 

根据文献[25]的方法稍作修改。首先按上述方

法配制质量浓度分别为 5、10、20、30、40、50 g/L

的待测溶液。在测定管中加入 1 mL FeSO4（9 mmol/L）

溶液、1 mL 水杨酸-乙醇溶液（9 mmol/L）、1 mL 待测

溶液，最后加入 1 mL H2O2；在对照管中用蒸馏水

代替 H2O2，其他条件相同；在空白管中用蒸馏水代

替待测溶液，其他条件相同。混匀后，于 37 ℃水

浴 30 min，在 510 nm 处测定溶液的吸光度。以 Vc

为对照测定羟自由基清除率。羟自由基清除率按式

（1）进行计算。 

（4）PTIO 自由基清除能力测定 
首先按上述方法配制质量浓度分别为 5、10、

20、30、40、50 g/L 的待测溶液。在测定管中加入

0.2 mL 待测溶液、1.8 mL PTIO（1 mmol/L）溶液，

充分摇匀后，置于黑暗条件下反应 2 h，于 555 nm

处测定溶液吸光度，PTIO 溶液作为空白对照。与

Vc 的 PTIO 自由基清除能力进行比较。PTIO 自由基

清除率按式（2）计算： 

 0 0PTIO / % [1 ( ) / ] 100D D D   清除率  （2） 

式中：D0 为 PTIO 溶液的吸光度；D 为待测溶液吸

光度。 

1.2.7  提取物在面霜中的应用 

面霜的基础配方如表 1 所示。首先，将 A 相组

分混合后加热至 75 ℃，搅拌成均相，恒温维持 25 min；

然后，将 B 相组分中冻干提取物超声（300 W 超声

15 min）分散于水中后，经 0.22 μm 微孔滤膜过滤后，

再将其他组分溶于水中加热至 75 ℃，搅拌成均相，

恒温维持 25 min；最后，将 B 相缓慢地加入到 A 相

中，利用均质机于 800 r/min 乳化 30 min，制成 30 g 

W/O 乳膏[26]。停止乳化后，加入 1 滴玫瑰精油，于

300 r/min 搅拌 10 min。以不加提取物作为空白对照

组，将所制成的面霜进行相关性能检测。 

1.2.8  面霜性能测定 

面霜的性状评价参考行业标准 QB/T 1857—

2013[27]：观察面霜膏体是否细腻，香气是否正常，

有无刺激性气味，测定面霜 pH 是否符合规定范围

4.0~8.5。面霜离心稳定性测定：通过对面霜进行离

心实验验证面霜的稳定性[28]，取 1.3 g 面霜于离心管

中，在 25 ℃、5000 r/min 下离心 10 min，若离心后

油水不分离则说明面霜的稳定性好。面霜热稳定性

测定：将 5 mL 面霜放入玻璃瓶中，将玻璃瓶依次置

于 4、25、40、25 ℃下各 6 h，观察面霜性状。面

霜皮肤相容性测定：通过皮肤斑贴实验进行评估[28]，

评测人员由 5 名志愿者（3 女和 2 男）组成，先将

手臂内侧清洗、擦干，将少量的面霜涂抹在手臂清

洗部位，贴上纱布，外盖一层保鲜膜，用绷带固定，

如果在 24 h 内不出现刺激、发红和发痒的迹象，则

认为该面霜皮肤相容性好。面霜润湿性测定：用接

触角测定仪测量面霜的润湿性，将面霜均匀涂抹在

玻璃板表面，用微量注射器在涂抹表面滴落 15 μL

纯水，用接触角测定仪测定纯水在样品板的接触角，

每个样品在不同的点测定 3 次，取平均值[29]。 
 

表 1  面霜的基础配方 
Table 1  Base formulation of creams 

相别 组分 质量分数/%

角鲨烷 6 

PEG-10/15 交联聚合物/聚二甲基硅氧烷 6 

聚二甲基硅油 6 

聚甲基硅倍半氧烷 6 

双-PEG-18 甲基醚二甲基硅烷 6 

异十六烷 6 

A 相

PEG-10 聚二甲基硅氧烷 8 

冻干提取物或苯氧乙醇 0.5 

二硬脂基二甲基胺锂蒙脱石 1 

PEG-26 甘油醚 5 

1,3-丁二醇 5 

甘油 10 

1,2-戊二醇 2 

聚乙二醇-32 5 

B 相

超纯水 27.5 

注：不添加提取物或苯氧乙醇时，水质量分数为 28%。 
 

1.2.9  面霜的抑菌能力测定 

以 E. coli 为指示菌，评估分别添加提取物和市

售防腐剂苯氧乙醇面霜的抑菌效果。首先，按照表

1 制备 3 份面霜，其中 1 份不含提取物和防腐剂，1

份含质量分数 0.5%提取物，1 份含质量分数 0.5%苯

氧乙醇。将 E. coli 均匀涂布于 LB 固体培养基中，

用无菌注射器吸取 0.5 mL面霜，轻轻放入培养基上，

于 37 ℃下培养 12 h，观察并测量抑菌圈直径。以

不加提取物和防腐剂的面霜为对照组，评估面霜的

抑菌效果[30]。 

1.2.10  急性皮肤刺激实验 

根据 AMER 等[31]的方法并稍作修改进行急性

皮肤刺激实验。具体步骤为： 
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（1）动物脱毛 

实验动物应在饲养条件下检疫和适应环境至少

5 d。实验过程中严格遵守《实验动物管理条例》和

《实验动物  福利伦理审查指南》（GB/T 35892—

2018）[32]中的要求，符合动物实验伦理要求。实验

开始前 24 h，对小鼠背部脊柱两侧进行脱毛，注意

不得损伤皮肤，脱毛范围每块约为 3 cm×3 cm，选

择健康无损的皮区进行实验。 

（2）染毒方法 

取 0.5 mL 添加提取物的面霜到 2.5 cm×2.5 cm

纱布贴片作为处理贴片，而另一贴片用 0.5 mL 蒸馏

水作为对照贴片，将两个贴片轻轻贴到每只小鼠选

定的脱毛皮肤部位，用无刺激性胶布和绷带进行固

定，用弹力布包裹小鼠的整个躯干 4 h 以防贴片脱

位。在去除贴片后 72 h 观察皮肤情况，并记录反应

过程中损伤和其他毒性作用[33]。 

2  结果与讨论 

2.1  提取物的成分分析 

用 GC-MS 对提取物的成分进行分析，共检测

出 60 余种生物活性化合物，用峰面积归一化法计算

主要化合物的相对含量，结果见表 2。提取物主要

成分为亚油酸、N-棕榈酸、亚麻酰氯、环丙辛酸、

硬脂酸、芥酸酰胺、环二肽、油酸酰胺。其中，亚

油酸含量最高，占提取物总质量的 29.07%；其次为

N-棕榈酸、亚麻酰氯、环丙辛酸和环二肽，分别占

提取物总质量的 6.31%、4.21%、3.78%和 3.71%。

这些主要化合物中含有不饱和键、酸类、肽类等，

具有抗菌、抗氧化、抗炎特性，因此，需进一步对

提取物的抗菌抗氧化活性进行研究。 

 
表 2  芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取物 GC-MS 分析 

Table 2  GC-MS analysis of Bacillus ZYCHH-01 fermentation 
broth extract 

序号 保留时间/min 分子式 相对含量/% 检出化合物 

1 22.147 C18H32O2 29.07 亚油酸 

2 20.321 C16H32O2 6.31 N-棕榈酸 

3 25.061 C18H31ClO 4.21 亚麻酰氯 

4 24.103 C22H38O2 3.78 环丙辛酸 

5 22.328 C18H36O2 3.02 硬脂酸 

6 27.509 C22H43NO 2.70 芥酸酰胺 

7 20.179 C12H22N2O2 2.54 环 (亮氨酸 -亮

氨酸)二肽 

8 22.514 C18H35NO 2.27 油酸酰胺 

9 18.111 C15H30O2 1.17 环 (脯氨酸 -甘

氨酸)二肽 

注：通过峰面积归一化法计算各成分的相对含量。 

2.2  提取物的抑菌活性分析 

为了验证该提取物抗菌活性，对 6 种生活中常见

的致病菌（E. coli、S. aureus、L. monocytogenes、Shigella、
P. aeruginosa、S. typhimurium）进行抗菌活性测试，并

测量抑菌圈直径，结果如图 1 和表 3 所示。 

 

 
 

A~F 分别对应 E. coli、S. aureus、Shigella、L. monocytogenes、
P. aeruginosa、S. typhimurium 

图 1  提取物对指示菌的抗菌效果 
Fig. 1  Antibacterial effect of extract on indicator bacteria 

 
表 3  芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取物对指示细菌的

抗菌活性 
Table 3  Antibacterial activity of Bacillus ZYCHH-01 

fermentation broth extract against indicator 
bacteria 

抑菌圈直径/mm 
指示菌 

提取物 A+ 生理盐水

E. coli 20.85±0.23 18.84±0.39 0 

S. aureus 18.64±0.23 9.11±0.07 0 

Shigella 27.34±0.19 19.85±0.37 0 

L. monocytogenes 21.17±0.19 11.44±0.51 0 

P. aeruginosa 17.24±0.35 11.86±0.39 0 

S. typhimurium 22.21±0.58 27.31±1.38 0 

 
提取物对 6 种指示菌均有不同程度的抑制作

用。抑菌圈直径＜10 mm 为具有弱抗菌活性；抑菌

圈直径在 10~16 mm 为具有中等抗菌活性；抑菌圈

直径＞16 mm 为具有强抗菌活性[34]。由图 1 可见，

6 种指示菌的培养基都有抑菌圈出现，且抑菌圈明

显，说明该提取物对 6 种指示菌株都表现出显著的

抑制作用。从表 3 可以看出，该提取物对 Shigella
抑菌效果最好，抑菌圈直径为（27.34±0.19）mm，对

S. typhimurium和 L. monocytogenes的抑菌效果次之，

抑菌圈直径为（22.21±0.58）mm 和（21.17±0.19）mm，

对 P. aeruginosa 抗菌潜力最弱，但仍保持较高的抑

菌活性，抑菌圈直径为（17.24±0.35）mm。其中，

该提取物对 E. coli、S. aureus、L. monocytogenes、
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Shigella、P. aeruginosa 的抗菌效果均比质量浓度 1 g/L

的氨苄青霉素（A+）好。抗菌实验表明，ZYCHH-01

芽孢杆菌发酵液提取物具有广谱抗菌活性，对革兰氏

阳性菌和革兰氏阴性菌都有抗菌作用，且抗菌效果好，

在抗菌原料方面有着潜在的应用价值。 

2.3  提取物对指示菌的最低抑菌浓度 

通过测定该提取物的最低抑菌浓度，明确其对

相关致病细菌的抑菌能力，结果如表 4 所示。该提

取物对 Shigella 和 S. typhimurium 的抑制作用最强，

其次为 E. coli、L. monocytogenes，其对 S. aureus 和

P. aeruginosa 的抑制作用较弱，且该提取物对致病

菌的抑制作用与浓度呈正相关，即浓度越大，抑制

性越强，抑制效果越明显，这与抑菌圈直径结果一

致。提取物的抗菌活性与其活性成分有关，结合提

取物的成分分析，可以初步推断出提取物的主要抑

菌活性成分有环丙辛酸、环二肽等。 
 

表 4  样品的 MIC 
Table 4  MIC of sample 

MIC/(g/L) 
供试菌种 

提取物 苯氧乙醇 

E. coli 4 4 

S. aureus 8 2 

Shigella 2 4 

L. monocytogenes 4 4 

P. aeruginosa 8 1 

S. typhimurium 2 2 

 
苯氧乙醇作为化妆品常用防腐剂之一，添加至

化妆品中，对化妆品稳定性无影响，是一种高效的

抗菌剂。芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取物的最低

抑菌浓度大多比苯氧乙醇高，而对 Shigella 的最低

抑菌浓度则低于苯氧乙醇，说明在实际应用中该提

取物作为防腐剂使用时添加量要略高些，但苯氧乙

醇在化妆品中添加量受限制，其最高质量分数为

1%[35]，因此，芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取物

具有作为天然防腐剂的可行性。目前，化妆品中常

用防腐剂是尼泊金酯，中国化妆品中单一的尼泊金

酯最高质量分数为 0.4%，混合酯的最高质量分数为

0.8%。由表 4 可见，当芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液

提取物质量浓度为 8 g/L（质量分数约为 0.8%）时，

能有效地抑制 6 种指示菌的生长，说明其具有替代

化学防腐剂的潜能。 

2.4  提取物对致病菌菌体形态的影响 

为了更好地了解提取物的抗菌作用，用 SEM 观

察致病菌菌体形貌，进一步研究其对细菌细胞表面

的影响，结果如图 2 所示。 

 
 

A~F 分别为 E. coli、S. aureus、Shigella、L. monocytogenes、P. 
aeruginosa、S. typhimurium；a~f 分别为加入提取物后 E. coli、
S. aureus 、 Shigella 、 L. monocytogenes 、 P. aeruginosa 、 S. 
typhimurium 

图 2  加入提取物前后指示菌株的 SEM 图 
Fig. 2  SEM images of indicator strains before and after 

addition of extract 
 

可以看出，6 种指示菌株在添加提取物处理后

的形态发生了变化。E. coli 未经处理的细菌细胞呈

现完美的棒状，在细胞表面没有观察到损伤，而用

该提取物处理后的细菌细胞有不规则碎片形成，并

且细胞没有保留太多的棒状；未经处理的 S. aureus
细胞呈葡萄状，细胞表面完整，未观察到损伤，而

用芽孢杆菌 ZYCHH-1 提取物处理后，细菌细胞没

有保留葡萄状特征，细胞出现损伤，破碎较多；L. 
monocytogenes 未经处理的细菌细胞呈棒状，细胞表

面平滑，而用提取物处理的样品中，细菌细胞表面

不平整，有不均匀的碎片产生。Shigella、P. aeruginosa、
S. typhimurium 也出现相同的情况。 

SEM 结果表明，所选 6 种指示菌用芽孢杆菌

ZYCHH-01 发酵液提取物处理后，细菌形貌均严重

受损，细菌细胞膜受到了显著影响，该结果与 XU

等[36]从 Bacillus siamensis JFL15 发酵液提取的抑菌

物质对 Gloeosporioides 的作用现象一致。这些损伤

性变化的出现可能是由于，该提取物引起了细胞膜

组分的溶解以及转变，导致细菌细胞出现形态学上

的变化，从而容易导致细胞内容物的泄露、受损，

发生代谢紊乱和死亡[37]。形貌观察结果进一步说明，
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该提取物具有较好的抗菌活性且抗菌谱广，其抗菌

机制可能是通过诱导细菌膜破坏，从而杀死细菌。 

2.5  提取物的抗氧化活性分析 

为研究芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取物的抗

氧化活性，利用 4 种不同的体外模型更系统、更全

面地评价了该提取物的抗氧化能力，结果如图 3 所

示。可以看出，提取物对 DPPH 自由基、ABTS 自

由基具有更好的清除活性。当提取物质量浓度为1.5 g/L

时，ABTS 自由基清除率接近 100%；当提取物质量

浓度为 2.0 g/L 时，DPPH 自由基清除率达到 90%以

上；随着提取物质量浓度从 0.1 g/L 增加到 2.5 g/L，

DPPH 自由基和 ABTS 自由基清除率显著增加，其

半抑制浓度（IC50）分别为 0.732 和 0.267 g/L，但其

抗氧化能力弱于 VC，VC 溶液对 DPPH 自由基和

ABTS 自由基的 IC50 为 0.021 和 0.022 g/L。该提取

物对羟自由基、PTIO 自由基抗氧化效果次之，当提

取物质量浓度为 30 g/L 时，PTIO 自由基清除率约为

94%，羟自由基清除率约为 63%，随着提取物质量

浓度的增加，羟自由基和 PTIO 自由基清除率增加，

其 IC50 值分别为 7.872 和 5.943 g/L，VC 溶液对羟自

由基和 PTIO 自由基的 IC50 为 0.405 和 0.290 g/L。

从抗氧化数据可以看出，虽然芽孢杆菌 ZYCHH-01 发

酵液提取物对自由基的清除效果不如 VC，但均表现出

随着提取液质量浓度的增加，自由基清除活性随之

增强的趋势，因此，芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取

物有一定的抗氧化活性，具有应用于化妆品的潜力[38]。 
 

 

 
 

图 3  提取物的自由基清除率 
Fig. 3  Free radical scavenging rates of extract 

 
2.6  面霜的制备与性能分析 

根据配方配制的面霜样品性状如图 4A 所示。

该面霜呈现膏霜状态、质地均一，无刺激性气味，

并且面霜在静置 30 d 后仍未出现油水分层或固液分

离现象，表明面霜体系稳定。健康皮肤的 pH 为

4.5~6.5，不添加提取物面霜 pH 为 5.05，添加提取

物的面霜 pH 为 5.23，因此，该面霜符合人体皮肤

适用的 pH 范围。 

如图 4B 和 C 所示，对面霜进行离心、冷热循

环之后，面霜并没有出现油水分层情况，表明该提

取物能较好地分散在面霜体系中，且含有提取物的

面霜体系具有良好的稳定性。如图 4D 所示，涂抹

面霜 24 h 后没有出现任何类型的不良反应，因此，

可以确认所制面霜与皮肤相容较好，具有安全性。 

通过对面霜进行静态水接触角测量，研究了添

加与不添加芽孢杆菌 ZYCHH-01 提取物对面霜润湿

性的影响。如图 4E 所示，不添加提取物所制面霜水

接触角为 103.67°，而添加提取物所制面霜水接触角

为 107.58°，说明添加提取物对面霜的亲水性和疏水

性无明显影响，且面霜的水接触角＞90°，说明面霜

涂层具有一定的疏水性，能够阻止水分挥发，有利

于保持皮肤表面水分。 
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图 4  面霜性能图：添加提取物（左）和不添加提取物（右）

面霜（A）；离心后面霜（B）；冷热循环后面霜（C）；

涂抹面霜前（左）、后（右）照片（D）；添加提取

物（上）和不添加提取物（下）面霜水接触角（E） 
Fig. 4  Cream performance images:Cream with added 

extract (left) and without added extract (right) (A); 
Frost behind centrifugal (B); Frost behind hot and 
cold cycle (C); Photos before (left) and after (right) 
application of cream (D); Contact angle of cream 
water with added extracts (top) and without added 
extracts (bottom) (E) 

 
2.7  面霜抗菌能力分析 

如图 5 所示，不添加防腐剂和提取物的面霜没

有出现抑菌圈，说明该面霜没有抗菌效果；添加提取

物面霜出现抑菌圈，抑菌圈直径为 16.56 mm；添加苯

氧乙醇面霜也出现抑菌圈，抑菌圈直径为 16.84 mm。

结果表明，该提取物有抑菌活性，加入面霜后仍具

有抗微生物的能力，因此，该提取物可作为防腐剂

用于化妆品中，具有代替化妆品中防腐剂的潜能，

保护面霜免受微生物污染。 

 

 
 

图 5  空白组面霜（a）、加入提取物面霜（b）和加入苯

氧乙醇面霜（c）的抗菌效果图 
Fig. 5  Graphs of antibacterial effects of blank group of 

cream (a), cream with extract (b) and cream with 
phenoxyethanol (c) 

 

2.8  急性皮肤刺激效果分析 

为评估面霜的安全性，对其进行 72 h 急性皮肤

刺激测试，结果如图 6 所示。受试的 2 只小鼠在观

察时间内，未在受试区中发现红斑、水肿现象。添

加提取物的面霜未引起小鼠不良反应，说明该面霜

作用温和，具有皮肤安全性。因此，本研究制备的

面霜对皮肤无刺激性。 
 

 
 

图 6  小鼠背侧皮肤涂抹面霜（a）或蒸馏水（b）的照片 
Fig. 6  Photographs of mice with dorsal skin coated with 

cream (a) or distilled water (b) 
 

3  结论 

（1）抑菌实验和 SEM 测试结果表明，芽孢杆菌

ZYCHH-01 发酵液提取物具有较好的抗菌能力，对

Shigella 抑菌直径为（27.34±0.19） mm，对 S. typhimurium
抑菌圈直径为（22.21±0.58） mm，对 L. monocytogenes
抑菌圈直径为（21.17±0.19）mm，可能是该提取物

诱导致病菌细菌膜破坏，从而杀死细菌。此外，最

低抑菌浓度实验表明，当提取物质量浓度为 8 g/L

时，能有效地抑制 6 种指示菌的生长，因此，该提

取物能在较低浓度下起到抗菌作用，作为天然抗菌

剂在化妆品领域有良好的应用前景。 

（2）芽孢杆菌 ZYCHH-01 发酵液提取物对自由

基清除实验结果表明，该提取物具有一定的抗氧化

效果，其对 DPPH 自由基和 ABTS 自由基具有较好

的清除活性，其 IC50 分别为 0.732 和 0.267 g/L；对

羟基自由基、PTIO 自由基清除效果次之，IC50 分别

为 7.872 和 5.943 g/L，且随着提取物质量浓度的增

加，自由基清除率增加。 

（3）添加提取物面霜经过离心、冷热循环后没

有出现水油分离现象，结果表明，该提取物能较好

地融入整个面霜体系，且稳定性好。对人体皮肤和

小鼠表层皮肤进行面霜涂抹实验，结果表明，添加

提取物的面霜未引起皮肤刺激反应，因此，芽孢杆

菌 ZYCHH-01 发酵液提取物在护肤品方面具有潜在

应用价值。 
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