
 

三种植物精油对美人鱼发光杆菌美人鱼亚种的

抑菌效果及其毒力基因表达的影响
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摘要：为研究百里香精油、牛至精油和肉桂精油对海水养殖经济鱼类主要致病菌美人鱼发
光杆菌美人鱼亚种 (PDD)的抑菌作用，实验采用二倍稀释法分别测定 3种植物精油对 6株
不同致病力 PDD菌株的最小抑菌质量浓度 (MIC)和最小杀菌质量浓度 (MBC)。采用分光
光度计法检测添加精油后 6株 PDD生长曲线的变化；以 2株高致病性 PDD菌株为研究对
象，分析不同浓度精油对 PDD毒力基因表达量及胞外产物 (ECP)活性的影响；分析了 3
种精油存储不同时间后以及在金属离子影响下的药效稳定性。结果显示，3种精油对 6株
PDD菌株均具有较好的抑菌和杀菌作用，MIC为 32~128 μg/mL，MBC为 64~192 μg/mL；
3种精油对 2株高致病性 PDD菌株的毒力基因表达及 ECP的磷脂酶活性和溶血活性均有
抑制作用，其中低浓度精油对 PDD主要毒力基因的抑制作用最明显。3种精油于室温下避
光存储 35 d，对实验菌株的杀菌率均大于 99%，显示其良好的药物稳定性；水环境中不同
浓度 Na+、Mg2+、Ca2+、K+等对 3种精油的杀菌效果无显著影响。研究表明，3种精油均适
宜开发为防治水产动物细菌性疾病的新型渔药或饲料添加剂。本研究可为拓展芳香类植物
精油在水产疾病防控上的应用提供借鉴与参考。
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随着水产养殖业集约化程度的不断提高，病

害的发生也越来越频繁。2021年，病害导致水产

养殖业的经济损失高达 539亿元[1]，成为制约产业

健康发展的主要因素。其中，细菌感染导致的疾

病最为普遍，而目前产业中多采用抗生素等化学

药物进行防治，但不规范用药，导致药物残留以

及耐药菌产生等一系列问题，直接影响了水产品

的食品质量安全。

芳香类植物是主要的抗菌中草药来源之一，

具有产物天然、成分物质多、药理机制复杂、副

作用少、不易产生耐药性等优势，已经成为一类

非常重要的动物疾病防控药物。其中百里香

(Thymus  mongolicus)、牛至 (Origanum  vulgare)和

肉桂 (Cinnamomum cassia)及其精油等都是应用广

泛的代表性产品，不仅具有显著的抗菌 [2-4]、抗

炎[5]、抗病毒[6-8]、抗癌[9-10] 和抗氧化[11] 等作用，还
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能调节机体免疫功能[12]，可用于防治许多难以使

用化学药物和抗生素治疗的病毒性、细菌性和代

谢性疾病。

本 研 究 以 百 里 香 精 油 (TEO)、 牛 至 精 油

(OEO)和肉桂精油 (CEO)以及海水养殖经济鱼类

主要致病菌美人鱼发光杆菌美人鱼亚种 (Photo-
bacterium damselae  subsp. damselae，PDD)[13] 为实

验对象，进行体外抑菌和杀菌实验。同时以 2株

高致病性 PDD菌株为实验菌株，分析不同浓度

精油对其毒力因子作用的影响，并开展植物精油

的药效稳定性研究。研究结果旨在为拓展芳香类

植物精油在水产疾病防控上的应用提供借鉴与

参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验菌株与试剂耗材

选取 6株 PDD菌株，实验室编号分别为

PDD1605、 PDD1608、 PDD0210、 PDD0906、
PDD1411和 PDD2008，其中 PDD1605和 PDD1608
为高致病性菌株，PDD0210和 PDD0906为弱致病

性菌株，PDD1411和 PDD2008为无致病性菌株。

所有菌株均由中国水产科学研究院黄海水产研究

所实验室分离并保存。

将超低温保存的实验菌株于 TSB琼脂培养基

活化培养，并挑选单菌落转接３次后，再挑取纯

化后的单菌落接种到灭菌 TSB培养基中，28 °C
培养 8 ｈ，制作菌悬液，分光光度法调节菌体含

量至 1.0×108 CFU/mL。牛至精油、百里香精油、

肉桂精油均购自上海源叶生物科技有限公司。 

1.2    MIC和MBC测定

将百里香精油、牛至精油、肉桂精油用 10%
的二甲基亚砜 (DMSO)配成母液，取 1 mL母液稀

释 10倍即得浓度为 1 024 μg/mL的药液，同法配

制 DMSO对照组溶液。采用微量肉汤稀释法测定

最小抑菌质量浓度 (MIC)：向 96孔板中加入 TSB
和配好的药液，通过二倍稀释使药物最终浓度分

别为 1 024、512、256、128、64、32、16、8、4、
2、1 μg/mL，然后加入浓度为 1.0×107 CFU/mL的

菌悬液 100 μL，在空白孔板中加对应浓度药液

200 μL做阴性对照，加 TSB液体培养基 200 μL
作阳性对照，所有加样孔板加入 10 μL氯化三苯

四氮唑 (triphenyltetrazolium chloride，TTC)，在培

养箱 28 °C下培养 16~18 h，观察 96孔板中培养

结果。结果判定，孔板内液体呈现红色即为有菌

生长，清澈透明则为无菌生长，以无菌生长的最

低稀释度确定为 MIC值，每个浓度 3个平行。在

测定 MIC值的基础上，从无色孔开始向上 2个稀

释度共 3个孔中各吸取 100 μL样液，接种至 TSB
琼脂培养基，均匀涂布后 28 °C培养 16~18 h，平

板菌落不超过 5个的相应孔板中的药物浓度即

为该种药物对供试菌株的最小抑菌质量浓度

(MBC)。 

1.3    对 PDD菌株生长的影响

向灭菌的 TSB培养基中分别加入 3种精油母

液并稀释，使其终浓度分别为 1/4 MIC、1/2 MIC、
1 MIC、2 MIC，DMSO处理作为对照组。将制备

的菌悬母液按 1%比例接种于 100孔板中。每组

3个平行，在空白孔板中加对应浓度药液 300 μL
作阴性对照，加 TSB液体培养基 300 μL作阳性对

照。用全自动生长曲线分析仪 (Bioscreen C Pro)每
隔 1小时测 1次 OD600 数值，绘制生长曲线。 

1.4    对 ECP磷脂酶活性和溶血活性的影响

细菌胞外产物 (extracellular products，ECP)的
提取参考李永杰等[13] 的方法，采用选择培养基对

2 株高致病性 PDD 菌株的 ECP 进行平板法测定磷

脂酶活性和溶血性，以及不同精油浓度处理下磷

脂酶和溶血素的活性。在含有 1.5% (质量体积分

数) NaCl 的 TSB中分别补充 5% (体积分数) 脱纤

维绵羊血和 3% (体积分数)蛋黄乳液制备成测定

溶血能力的绵羊血平板、测定卵磷脂分解能力的

卵黄平板。取菌株 PDD1605和 PDD1608的 ECP
原液为原液组，向绵羊血平板、卵黄平板的牛津

杯孔中加入 100 μL的 ECP原液，进行磷脂酶活性

及溶血性测定，在 24~48 h内进行观察并记录结

果。对照组为等量的无菌磷酸盐缓冲溶液 (PBS)
(pH=7.4)。设置 3种植物精油 1/4 MIC、1/2 MIC
浓度下处理 ECP样品为实验组，同样方法分别测

定磷脂酶活性及溶血性。 

1.5    PDD菌株毒力基因表达量测定

采用 Bacteria RNA Extraction Kit提取各实验

组指数期的细菌总 RNA。用 Nanodrop 1 000 超微

量分光光度计检测  RNA 浓度和纯度，用 1%琼

脂糖凝胶电泳法检测其条带的完整性。适当稀

释 RNA 样品，取 1 ng RNA ，利用 HiScript Ⅲ RT
SuperMix for qPCR (+gDNA wiper )试剂盒进行反
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转录，10倍稀释后作为各实验组实时荧光定量

(qRT-PCR)模板。

2−∆∆Ct

针 对 高 致 病 性 PDD菌 株 的 dly、 PhlyP、
PhlyC 和 PlpV 4个毒力基因[14]，利用 NCBI设计引

物。各引物序列如表 1所示，均由生工生物工程

(上海 )股份有限公司合成。采用 SYBR Green™
进行荧光定量 PCR扩增，gyrB 作为内参基因。

qRT-PCR程序：95 °C 30 s，40个循环，95 °C 5 s，
60 °C 30 s；95 °C 15 s，60 °C 15 s，95 °C 15 s。然

后在 4 °C冷却和保存，每个样品 3次重复，用

1%琼脂糖凝胶电泳法检测 qRT-PCR产物的条带。

采用 法计算基因相对表达量。 

1.6    储存时间对精油杀菌效果的影响

以 PDD1605、PDD1608为对象，菌液浓度调

节至 1.0×108 CFU/mL。以 3种植物精油对菌株的

MBC浓度为参考值，用无菌纯水配制相同浓度的

精油溶液，分别置于室温下避光、密封存储 1、7、
14、28和 35 d后，在 24孔板中分别按精油溶液

1 000 μL + TSB培养基 1 000 μL + 菌液 100 μL配

置体系 (体系中精油最终浓度为 MBC)，对照组体

系为 TSB培养基 1 000 μL + 生理盐水 1 000 μL +
菌液 100 μL，混匀后放置培养箱，于 28 °C、180

r/min培养。培养 3 h (经预实验确定)后吸取 100
μL涂布 TSB琼脂平板，计算残留的细菌数量，

并按以下公式计算不同储存时间处理下精油的杀

菌率。实验设 3次重复，用平均值±标准差表示。

杀菌率(%) =
对照组细菌数−实验组细菌数

对照组细菌数
×100%

(1)
 

1.7    金属离子对精油杀菌效果的影响

根据海水应用环境，选取 Na+、Ca2+、K+和

Mg2+ 4种金属离子，研究其对精油杀菌效果的影

响。参照海水的盐度配比，分别设置 NaCl的浓度

梯度为 0、 5、 10、 15、 20、 25  mg/L，  CaCl2、
KCl、MgCl2 的浓度梯度为 0、 1、 2、 3、 4、 5
mg/L。以对应盐溶液配置浓度为 2 MBC的精油溶

液 (体系中精油最终浓度为 MBC)，对照组不加精

油溶液，按“储存时间对精油杀菌效果的影响”中
的方法计算杀菌率，分析不同金属离子浓度对精

油杀菌效果的影响。 

1.8    数据分析

用 Excel 2016和 SPSS 19.0软件对实验数据

进行处理，数据均用平均值±标准差表示，使用

Origin 2021软件进行绘图。组间数据均以平均值

表示，并采用单因素方差 (One-Way ANOVE)分析，

当差异显著时用 Duncan氏法作多重比较。以

P<0.05表示差异显著。 

2    结果
 

2.1    3种精油对不同 PDD菌株的MIC和MBC
的影响

3种精油对 6株 PDD菌株 MIC和 MBC的测

定 结 果 显 示 ，MIC为 32~128  μg/mL，MBC为

64~192 μg/mL (表 2)。香茅 (Cymbopogon)精油的

浓度为 80 μL/L时，金黄色葡萄球菌 (Staphylococ-
cus aureus)的活性完全被抑制 [5]。与本实验相比，

牛至精油的MIC值较低。 

2.2    3种精油对高致病性 PDD菌株生长的影响

为了探究精油对高致病性 PDD菌株生长的影

响，在 1/4 MIC、1/2 MIC、1 MIC和 2 MIC精油

浓度处理后，记录细菌的生长情况 (图 1)。结果表

明 3种精油均能显著影响高致病性 PDD菌株的生

长，且呈现浓度依赖性的趋势。 

 

表 1    PDD主要毒力基因及内参基因引物序列

Tab. 1    The primers for PDD virulence genes and
internal reference genes

基因
gene

引物序列(5′-3′)
primer sequence

退火温度/°C
annealing
temperature

扩增长度/bp
amplicon
length

dly-F GCATACTGTTCGATTACC
AG

50.3 170

dly-R TGCCATCCTGTATCAGAT
TT

50.3

PhlyP-F CCCATGTTTCGTTTTACC
TT

50.3 220

PhlyP-R GCACCAGTAGTGTTATCA
TC

50.0

PhlyC-F AGCAGATGCTAATGATCG
TA

50.1 220

PhlyC-R CGACTTCCTCTATCCCAA
AT

51.0

PlpV-F AACGCTGCTGATATTACC
TA

50.0 195

PlpV-R GCCTAAGAACCAAGAGTT
TG

50.7

gyrB-F GTGATACTGATCGTACAG
GT

50.6 246

gyrB-R CTTTCTGGTGAATTGGTG
TT

50.0
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2.3    3种精油对高致病性 PDD菌株 ECP磷脂

酶和溶血活性的影响

不同浓度的 3种精油对 PDD1605和 PDD1608

菌株 ECP的影响如图 2所示。原液组中高致病性

菌株 PDD1605、PDD1608的 ECP具有强磷脂酶活

性和溶血性；加入不同浓度的精油处理后 ECP溶

血性消失，但仍有弱磷脂酶活性；高致病性菌株

PDD1605和 PDD1608在 1/2 MIC精油浓度作用后，

ECP的磷脂酶活性略强于 1/4 MIC精油处理组。
 

2.4    3种精油对高致病性 PDD菌株主要毒力基

因表达量的影响

对 2株高致病性 PDD菌株的 dly、 PhlyP、
PhlyC 和 PlpV 共 4种毒力基因在精油作用下的表

达量变化检测结果显示，与未经精油处理的对照

 

表 2    3种精油对不同 PDD菌株的MIC和MBC

Tab. 2       MIC and MBC of three essential oils against different PDD strains μg/mL

菌株
strain

百里香精油
T. mongolicus essential oil

牛至精油
O. vulgare essential oil

肉桂精油
C. cassia essential oil

MIC MBC MIC MBC MIC MBC

PDD1605 128 192 32 64 128 128

PDD1608 128 192 32 64 128 128

PDD0210 128 192 32 64 128 128

PDD0906 128 192 32 64 128 128

PDD1411 128 192 32 64 128 128

PDD2008 128 192 32 64 128 128
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图 1    3种精油对高致病性 PDD1605和 PDD1608菌株生长曲线的影响

(a) PDD1605，(b) PDD1608；TEO. 百里香精油，OEO. 牛至精油，CEO. 肉桂精油，下同。

Fig. 1　Effects of three essential oils on the growth curve of highly pathogenic PDD strains 1605 and 1608
(a) PDD1605 , (b) PDD1608 ; TEO. T. mongolicus essential oil , OEO. O. vulgare essential oil , CEO. C. cassia essential oil, the same below.
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组相比，菌株 PDD1605中 (图 3-a~d)，除百里香

精油组的 MIC浓度 PhlyC 表达量相比对照组没有

显著下降外 (P>0.05)，百里香精油、牛至精油、

肉桂精油组各浓度 dly、PhlyP、PhlyC 和 PlpV 表

达量相比对照组均显著下降 (P<0.05)，且下降量

呈浓度梯度依赖。与对照组相比，菌株 PDD1608
中 (图 3-e~h)，百里香精油、牛至精油、肉桂精油

组 1/4 MIC浓度 dly、PhlyP、PhlyC 和 PlpV 表达

量均显著下降 (P<0.05)；百里香精油组 1/2 MIC浓

度中 dly 表达量显著上升 (P<0.05)，PlpV 表达量无

显著下降 (P>0.05)，牛至精油和肉桂精油组 1/2
MIC 浓度 PhlyP 和 PhlyC 表达量显著下降 (P<
0.05)，百里香精油组 MIC浓度 PhlyP 表达量无显

著上升 (P>0.05)，牛至精油和肉桂精油组MIC浓度

dly、PhlyC 和 PlpV 表达量均显著上升 (P<0.05)。 

2.5    储存时间对精油杀菌效果的影响

以 PDD1605和 PDD1608为实验菌株，测定

不同存储时间后百里香精油、牛至精油和肉桂精

油在 MBC浓度时的杀菌对数值。结果显示，3种

精油分别于室温密封存放 1、7、14、28、35 d后，

对 2株高致病 PDD菌株的杀菌率依然超过 99%，

且无显著差异 (P>0.05) (图 4)，表明存放时间对 3
种植物精油的杀菌效果无明显影响。 

2.6    金属离子对精油杀菌效果的影响

分别用质量浓度为 0、5、10、15、20、25

μg/mL的 NaCl盐溶液配置 MBC浓度的精油溶液，

作用 3 h后，杀菌率均超过 99% (图 5)。质量浓度

为 0、 1、 2、 3、 4、 5  μg/mL的 CaCl2、 KCl、
MgCl2 盐溶液配置 MBC浓度的精油溶液，作用

3 h后杀菌率也均超过 99% (图 5)。结果显示，Na+、
Ca2+、K+、Mg2+等对上述 3种精油的杀菌效果无显

著影响 (P>0.05)。 

3    讨论

养殖过程中频繁使用抗生素等化学药物导致

微生物的耐药性不断增强，促使科学家们开始寻

找具有广谱抑菌活性的新型、绿色药物。植物精

油是一种来源于植物的次生物质，含有不同萜烯、

倍半萜烯和芳香化合物 (如酚类和苯丙烷)等多类

物质，具有较好的抑菌效果，适宜开发成为天然

来源的抑菌剂。本研究选用了百里香、牛至和肉

桂三种芳香类植物精油，开展了它们针对海洋病

原菌 PDD的抑菌效果研究。百里香精油主要成分

为香芹酚和百里香酚，通过破坏细菌细胞质膜、

改变细胞膜的通透性和相关酶活性，干扰三羧酸

循环等多种途径，达到抑杀效果[15]。此外，百里

香精油还能影响细菌的正常生长周期，减弱菌体

的自身保护防御机能、显著降低菌体胞内蛋白质

含量，抑制生物膜形成，抑制细菌菌株间的黏附

活性[16-18]。牛至精油含有 γ-松油烯、α-松油烯、对

伞花烃和百里香酚等成分，有研究证明牛至油能

 

PDD1605

PDD1608

PDD1605

PDD1608

对照组

control

原液组

raw group
1/4  TEO 1/2 TEO 1/4 OEO 1/2 OEO 1/2 CEO1/4 CEO

 
图 2    不同精油作用对高致病性 PDD菌株 1605和 1608 ECP磷脂酶和溶血性的影响

Fig. 2　Effects of different essential oils on ECP phospholipase activity and hemolysis of
highly pathogenic PDD strains 1605 and 1608
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够显著降低烧伤创口铜绿假单胞菌 (Pseudomonas

aeruginosa)或金黄色葡萄球菌感染的病原载量，

且对皮肤没有明显的副作用，并对 11株多重耐药

临床分离株均有显著的抗菌活性，MIC范围为

0.08~0.64  mg/mL[19]。据报道 [20-21]，肉桂提取物、

精油及其化合物通过破坏细胞膜，抑制 ATP酶、

细胞分裂、膜孔蛋白、运动和生物膜形成以及群

体感应效应来发挥抗菌作用。肉桂精油起抑菌作

用的主要成分是肉桂醛、丁香醛等。有研究证明，

肉桂精油对革兰氏阴性菌和阳性菌表现出广谱活

性，对包括铜绿假单胞菌 PAO1株等多重耐药菌

显示出抑杀作用[22]。

随着水产养殖业的快速发展和集约化养殖规

模的不断扩大，细菌性疾病的发病率越来越高，

对于绿色、安全的新抗菌药物的需求日益增强，

植物精油成为开发新型抗菌渔药的优选药源之一。
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植物精油针对水产养殖重要病原菌的抑菌作用也

有广泛的研究。Govaris等[23] 研究表明，牛至精油

能够有效抑制革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、霉

菌、酵母菌等多种微生物的增殖。有研究证明牛

至精油对海水养殖致病菌创伤弧菌 (Vibrio vulnifi-
cus)具有显著的抑菌效果，MIC和 MBC为 0.06~
0.15 μL/mL[24]，并且能够显著降低细胞内三磷酸

腺苷 (ATP)的浓度，使细胞膜超极化，同时提高

活性氧 (ROS)的水平。Gracia-Valenzuela等 [25] 研

究发现，在对虾基础饲料中添加含不同比例百里

香酚和香芹酚 (48%∶23%、25%∶40%，质量分

数)的牛至精油均能够有效抑制对虾组织中感染的

创伤弧菌、副溶血性弧菌 (V. parahaemolyticus)和
霍乱弧菌 (V. leraecho)。Wei等[26] 发现，香茅草精

油对弧菌属和爱德华氏菌属 (Edwardsiella)的
MIC值分别为 0.244 和 0.488 μg/mL，具有较强的

抑菌作用。肉桂精油能够有效抑制副溶血性弧菌，

其 MIC为 2  μg/mL，并且与草鱼 (Ctenopharyn-
godon idella)鱼鳞抗菌肽联用，能够协同增强对副

溶血性弧菌的抗菌作用，MIC达到 0.5 μg/mL[27]。

植物精油还可以通过促进鱼类肠道绒毛数量

增加并改善肠道菌群结构，抑制病原微生物生长，
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图 3    不同精油作用对高致病性 PDD菌株毒力基因表达的影响

(a)~(d) PDD1605的 dly、HlyP、PhlyC、PlpV 相对表达量，(e)~(h) PDD1608的 dly、HlyP、PhlyC、PlpV 相对表达量；柱形图上方字母不同

表示组内差异显著 (P<0.05)。

Fig. 3　Effect of different essential oil on the virulence genes expression of highly pathogenic strains PDD
(a)-(d)  the  relative  expression  of  dly,  HlyP,  PhlyC,  PlpV  in  PDD1605,  (e)-(h)  the  relative  expression  of  dly,  HlyP,  PhlyC,  PlpV  in  PDD1608;
thletters displayed above the histogram indicate significant differences within the group (P<0.05).
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图 4    存放不同时间后 3种精油对 PDD菌株的杀灭效果

Fig. 4　The bactericidal activity of three essential oils on PDD strains after different storage time
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促进肠道营养物质吸收，从而提高宿主的抗病能

力。Ghafarifarsani等[28] 研究表明，饲料中添加 10
g/kg的百里香精油可显著降低鲤血清中的丙二醛

含量，以及血清和肝脏中谷丙转氨酶、碱性磷酸

酶、谷草转氨酶等活性，对血清和肠道替代补体

途径、总免疫球蛋白含量及免疫参数溶菌酶、过

氧化氢酶、超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物

酶活性等均具有显著改善作用。Anthony等 [29] 的

研究证明植物精油中的百里香酚、香芹酚和丁香

酚能够有效清除自由基，是其发挥抗氧化作用的

主要成分。王俊维等[30] 研究表明，饲料中添加牛

至精油能有效提高异育银鲫 (Carassius  auratus
gibelio)的生长性能，促进其肠道消化酶活性和改

善肠道组织形态结构。

有研究表明，天然抑菌物质能够调控毒力基

因的表达。如百里香酚和抗生素联合使用能够

有效下调产毒素大肠杆菌 (enterotoxigenic Escheri-
chia coli)毒力和抗生素抗性基因的表达 [31]。用姜

黄素制备的氧化钐纳米颗粒作用后，铜绿假单胞

菌和金黄色葡萄球菌所有毒力和外排泵基因的表

达水平也明显下调 [32]。Omer等 [33] 研究表明，100
mg/mL水飞蓟宾和姜黄素能够显著降低多重耐药

氧化克雷伯菌 (multidrug  resistant Klebsiella oxy-
toca)毒力基因 fimA 和 mrkA 的表达水平。香芹酚

的亚抑菌浓度能够通过干扰鞭毛功能来有效地阻

断其毒力性状[34]。香豆酸在亚抑菌浓度下能够显

著抑制嗜水气单胞菌毒力基因 ascV 和 aopB 的表

达量[35]。本研究中 2株高致病性 PDD菌株的 4个

主要毒力基因表达量在 3种精油低浓度作用下能

被有效抑制，表明即使药物浓度低于 MIC时对病

原菌的毒力基因转录仍有抑制效果，这也为开

发基于抗毒力策略的新型疾病防治技术提供了

参考。

总之，本研究证实了百里香精油、牛至精油

和肉桂精油对 PDD菌株具有良好的抑杀效果，并

能有效抑制 PDD的 ECP磷脂酶和溶血活性，以

及主要毒力基因的表达。长时间的贮存，以及水

环境存在金属阳离子对其药效稳定性影响有限，

这为开发适用海水养殖环境的新型渔药或饲料添

加剂提供了参考。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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图 5    添加不同金属离子后 3种精油对 PDD菌株的杀菌效果

Fig. 5　The bactericidal activity of three essential oils on PDD strains after adding different metal ion addition
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Bactericidal efficacy of three plant essential oils against Photobacterium
damselae subsp. damselae and their impact on the expression of virulence genes

YANG Xinyue 1,2,     WANG Chunyuan 2,     YU Yongxiang 2,     WANG Yingeng 2,     LI Jingze 2,    
LIU Dingyuan 2,     ZHANG Zheng 2*

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;
2. State Key Laboratory of Mariculture Biobreeding and Sustainable Goods, Yellow Sea Fisheries Research Institute,

Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao　266071, China)

Abstract: To investigate the bactericidal efficacy of Thymus mongolicus essential oil, Origanum vulgare essential
oil  and Cinnamomum  cassia  essential  oil  on  Photobacterium  damselae  subsp.  damselae  (PDD),  an  important
pathogenic bacteria  in  mariculture,  the  minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal  con-
centration  (MBC)  of  these  essential  oils  against  six  PDD  strains  with  different  pathogenicity  were  determined
through  double  dilution  method.  These  strains'  growth  curve  after  adding  plant  essential  oil  was  detected  using
spectrophotometry. The expression of virulence genes and activity of extracellular products (ECP) under different
essential oil concentrations in two highly pathogenic PDD strains were analyzed. Meanwhile, the bactericidal effic-
acy of the plant essential oils after long-time storage and metal ions addition were studied. The results showed that
the three plant oils had good bactericidal effects on the six PDD strains, with MICs of 32-128 μg/mL and MBCs of
64-192 μg/mL. They had good inhibitory effects on the expression of virulence genes, phospholipase activity and
hemolytic activity of ECP in two highly pathogenic PDD strains. Specifically, low concentration of plant essential
oil exhibited significant inhibitory effects on the expression of virulence genes. After 35 days of storage away from
light, the sterilization rates of the three essential oils remained above 99%, demonstrating excellent pharmacody-
namic stability. The presence of different concentrations of Na+,  Mg2+,  Ca2+,  K+ in the water environment did not
exert a significant influence on the bactericidal efficacy of the three essential oils. The results showed the suitabil-
ity  of  the three essential  oils  for  the development  of  novel  drugs or  feed additives  in  aquaculture,  with potential
application in disease prevention and treatment. This study can provide reference for expanding the application of
aromatic plant essential oil in the prevention and control of aquatic diseases.

Key words: mariculture; Photobacterium damselae subsp. damselae; plant essential oil; antibacterial effect; phar-
macodynamic stability
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