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摘要： 本研究旨在探究黄芩苷、 小檗碱、 杜鹃花、 虎儿草、 唐古特青蓝、 诃子、 沙棘果 ７ 种中药对金黄色葡萄球菌的体外抑菌效果以及其作用

机制。 通过微量肉汤稀释法测定 ７ 种不同中药材水或醇提取物对金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度， 并测定不同药物提取物浓度下金黄色葡萄球菌

的生长曲线， 研究中药对金黄色葡萄球菌的体外抑菌效果； 然后测定中药材对金黄色葡萄球菌生物被膜生成的影响、 生物被膜通透性的影响和胞

内三磷酸腺苷 （ＡＴＰ） 含量的影响来研究其抑菌机制。 结果表明， 所有中草药提取物对金黄色葡萄球菌均有抑制作用， 其中小檗碱和黄芩苷 ２ 种

中药抑菌作用优于其他中药提取物。 中药处理组的金黄色葡萄球菌生长缓慢， 小檗碱对金黄色葡萄球菌的生长抑制作用最强。 小檗碱、 黄芩苷、
唐古特青蓝、 杜鹃花、 沙棘果、 虎儿草水提取物以及唐古特青蓝、 杜鹃花、 诃子、 沙棘果、 虎儿草的醇提取物能明显抑制金黄色葡萄球菌生物膜

的形成。 经过黄芩苷和小檗碱处理后， 金黄色葡萄球菌胞外总蛋白和核酸含量与药物提取物浓度呈正相关增加。 经过小檗碱作用后的金黄色葡萄

球菌胞内的 ＡＴＰ 含量显著下降。 综上， ７ 种中药对金黄色葡萄球菌有体外抑菌效果， 能够抑制细菌的生长， 其机制与影响金黄色葡萄球菌的生物

被膜通透性以及细胞能量代谢相关。
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　 　 金黄色葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ） 是一种

广泛存在于人体和环境中的致病菌， 对人类健康和医

疗领域造成了严重威胁， 可引起多种感染包括皮肤感

染、 呼吸道感染、 软组织感染和血液感染等［１］。 金

黄色葡萄球菌还是一种耐药性菌株， 对多种抗生素表

现出抗药性［２］。 传统中药被广泛应用于抗菌治疗，
但目前对中药在抑制金黄色葡萄球菌方面的研究还较

为有限［３］。
黄芩苷是一类黄酮类化合物， 大量存在于黄芩

中［４］。 研究发现， 黄芩苷具有抗氧化、 抗炎、 抗菌、
抗肿瘤和免疫调节等多种药理作用［５］。 小檗碱是一

种生物碱， 主要存在于黄连和小檗等中草药中， 它具

有抗菌、 抗炎、 抗肿瘤、 降血糖和抗氧化等多种药理

活性［６］。 杜鹃花是一种常见的观赏植物， 也被用作

中药， 它具有抗氧化、 抗炎、 抗菌、 抗肿瘤和神经保

护等多种药理作用［７］。 虎儿草含有多种活性成分，
具有抗菌、 抗炎、 抗肿瘤、 抗氧化和抗病毒等作

用［８］。 唐古特青蓝作为一种高山植物， 主要分布在

高寒地区， 它富含多种活性成分， 具有抗氧化和保护

神经系统等多种药理作用［９］。 诃子含有多种活性成

分， 具有抗氧化、 抗炎、 抗菌、 抗肿瘤和降血糖等多

种药理作用［１０］。
很多中药在抗氧化、 抗炎、 抗菌、 抗肿瘤和多种

疾病治疗方面显示出潜力， 但关于中药抗多重耐药的

奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌的研究较少。 本研究旨在

通过调查中药抑制金黄色葡萄球菌生长， 干扰生物膜

形成以及改变细胞膜通透性和细菌能量代谢来探究其

对金黄色葡萄球菌的抑菌作用及作用机制。 对于应对

金黄色葡萄球菌抗菌耐药问题具有重要意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株及主要试剂

金黄色葡萄球菌菌株 ＯＮ１３８９２， 从乳房炎奶牛的

乳汁中分离， 由河北农业大学中兽医实验室冻存［１１］。
杜鹃花、 虎儿草、 唐古特青蓝、 诃子、 沙棘果购自南

京同仁堂， 黄芩苷 （纯度≥９８％） 和小檗碱购自上

海柏卡化学技术有限公司。
１􀆰 ２　 金黄色葡萄球菌生长曲线测定

将 ５×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的金黄色葡萄球菌菌液接种到

ＬＢ 培养基中， 从 ０、 ２、 ４、 ５、 ６、 ７、 ８、 ９、 １０ ｈ，
每隔一段时间取出 １ ｍＬ 菌液用紫外分光光度计检测

其在 ６００ ｎｍ 处的吸光度值。
１􀆰 ３　 中药提取物对金黄色葡萄球菌最小抑菌浓度

（ＭＩＣ） 的测定

　 　 参照吴小诗等［１２］ 的方法， 杜鹃花、 虎儿草、 唐

古特青蓝、 诃子、 沙棘果分别用蒸馏水和乙醇进行煎

煮， 获得水提物和醇提物。 采用微量肉汤稀释法测定

药物黄芩苷、 小檗碱、 杜鹃花、 虎儿草、 唐古特青

蓝、 诃子、 沙棘对金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ。
１􀆰 ４　 中药对金黄色葡萄球菌生长曲线的影响

通过 ９６ 孔法测定中药对金黄色葡萄球菌生长曲

线的 影 响， 在 各 孔 中 加 入 培 养 至 对 数 期 （ １０６

ＣＦＵ ／ ｍＬ） 的金黄色葡萄球菌悬液 １００ μＬ， 中药提取

物和 １００ μＬ ＬＢ 培养液， 总体积为 ２００ μＬ。 为进一

步评估不同浓度的中药对细菌生长的影响， 在 １ ／ ３２～
８ 倍所测得的中药提取物 ＭＩＣ 学及其范围内选择了 ３
个合适浓度梯度作为中药处理组， 并设立仅含菌液的

对照组。
１􀆰 ５　 中药提取物对金黄色葡萄球菌生物膜的测定

参考元炼等［１３］ 方法， 取 ＯＤ６００ ｎｍ 值为 ０􀆰 ０５ 的金

黄色葡萄球菌进行生物膜试验， 利用结晶紫染色法测

定提取物对金黄色葡萄球菌生物膜的影响。 试验组

（１００ μＬ 药液 ＋ １００ μＬ 菌液）、 阳性对照组 （１００ μＬ
提取物对应溶剂 ＋ １００ μＬ 菌液）、 空白对照组

（２００ μＬ ＬＢ） 置于 ３７ ℃恒温培养箱中， 分别培养６ ｈ
和 １２ ｈ， 测定 ＯＤ６２０ ｎｍ值。 利用结晶紫染色法进行染

色， 加入 ２００ μＬ ９５％乙醇溶解 ５ ｍｉｎ 后测 ＯＤ５４０ ｎｍ，
以 ＯＤ５４０ ｎｍ ／ ＯＤ６２０ ｎｍ为纵坐标， 时间为横坐标构建柱

形图。
１􀆰 ６　 中药提取物对金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的

影响

　 　 金黄色葡萄球菌在 ３７ ℃、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下振荡

培养 ６ ｈ， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 无菌 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢＳ （ ｐＨ 值 ７􀆰 ４ ） 洗涤 ３ 次， 在 ＰＢＳ 中重悬至

ＯＤ６００ ｎｍ值为 ０􀆰 ５。 在菌液中添加不同中药水和醇提取

物， 提取物不同浓度的选择依据为测得的 ＭＩＣ 范围

附近的 ３ 个以相同倍数增加的浓度 ３７ ℃孵育， 对照

组添加无菌水。 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ ｈ 收集菌悬液，
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４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液测定 ＯＤ２６０ ｎｍ值和

ＯＤ２８０ ｎｍ值。
１􀆰 ７ 　 小檗碱对金黄色葡萄球菌胞内三磷酸腺苷

（ＡＴＰ） 含量的影响

　 　 已有研究表明小檗碱对铜绿假单胞菌生物被膜有

抑制作用， 生物被膜形成的过程中细菌会通过代谢产

生 ＡＴＰ， 测定 ＡＴＰ 含量可间接反映细菌的代谢活性

和生物被膜形成能力， 因此本试验进一步探究小檗碱

对金黄色葡萄球菌胞内 ＡＴＰ 含量的影响［１４］。 试验组

取对数期的金黄色葡萄球菌接种到小檗碱浓度为 ＭＩＣ
（０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ） 的 ＬＢ 液体培养基中， 对照组加入无

菌水， 混匀， 置于恒温摇床中培养 （ ３７ ℃、 １７０
ｒ ／ ｍｉｎ）， 于第 ０、 １、 ２、 ４ ｈ 时各取 ０􀆰 ５ ｍＬ 菌液，
４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清液。 按照采用 ＡＴＰ
含量测定试剂盒进行金葡菌菌体内 ＡＴＰ 含量的测定。
整个过程严格控制在冰浴条件下进行。
１􀆰 ８　 数据处理与分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件， 分析细菌生长

曲线以及中药提取物处理后胞外蛋白质含量、 胞外核

酸含量随提取物浓度变化。 用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
２６􀆰 ０ 对中药提取物对金黄色葡萄球菌生物膜的测定

结果以及接种到小檗碱中金黄色葡萄球菌胞内 ＡＴＰ
含量进行统计学分析， Ｐ＜０􀆰 ０５ 视为有显著性差异，
进而分析提取物对金黄色葡萄球菌生物膜的影响和小

檗碱对金黄色葡萄球菌胞内 ＡＴＰ 含量的影响。

２　 结果

２􀆰 １　 金黄色葡萄球菌生长曲线的测定

如图 １ 所示， 金黄色葡萄球菌接种后经过一定时

间的迟缓期， 于 ５ ｈ 后进入对数生长期迅速生长。

图 １　 金黄色葡萄球菌生长曲线

２􀆰 ２　 中药提取物对金黄色葡萄球菌 ＭＩＣ 的影响

表 １ 可知， 所有中草药提取物对金黄色葡萄球菌

均有抑制作用。 其中唐古特青蓝、 沙棘果、 虎儿草的

水提物效果明显优于其醇提取物； 杜鹃花的醇提物效

果则优于其水提物； 小檗碱和黄芩苷 ２ 种中药提取物

对金黄色葡萄球菌的抑菌作用明显优于其他中药提

取物。

表 １　 中药材水提物或醇提物对金黄色葡萄球菌的抑制效果

药物种类 提取方式 抑菌效果 ＭＩＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

小檗碱 水提法 ＋＋＋ ０􀆰 ２５

黄芩苷 水提法 ＋＋＋ １􀆰 ００

唐古特青蓝
水提法

醇提法

＋
＋

５０􀆰 ００
６４􀆰 ００

杜鹃花
水提法

醇提法

＋
＋

５０􀆰 ００
２５􀆰 ００

诃子
水提法

醇提法

＋＋
＋＋

３􀆰 ００
３􀆰 ００

沙棘果
水提法

醇提法

＋＋
＋＋

５􀆰 ００
１２􀆰 ００

虎儿草
水提法

醇提法

＋＋
＋

１５􀆰 ６３
１２５􀆰 ００

　 　 注： “＋” 表示 ＭＩＣ＞２０， “＋＋” 表示 １＜ＭＩＣ≤２０， “＋＋＋” 表示

０＜ＭＩＣ≤１。

２􀆰 ３　 中药对金黄色葡萄球菌生长曲线的影响

为了进一步探究中药提取物对金黄色葡萄球菌生

长的影响， 测定了不同药物浓度作用下金黄色葡萄球

菌的生长曲线 （图 ２）。 未加中药的金黄色葡萄球菌

经过一定时间的迟缓期， 在 ５ ｈ 进入对数期， 开始迅

速增长， 在 １０ ｈ 进入平缓期。 加入中药提取物后，
菌液对照组和中药处理组金黄色葡萄球菌生长出现明

显不同， 中药处理组的金黄色葡萄球菌生长缓慢， 说

明中药提取物能有效抑制金黄色葡萄球菌的生长， 且

小檗碱组的 ＯＤ 值始终明显低于菌液对照组， 说明小

檗碱能明显抑制金黄色葡萄球菌的生长， 对金黄色葡

萄球菌生长的抑制效果最强。
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Ａ． 虎耳草水； Ｂ． 虎耳草醇； Ｃ． 杜鹃花水； Ｄ． 杜鹃花醇； Ｅ． 沙棘果水组； Ｆ． 沙棘果醇； Ｇ． 黄芩苷水； Ｈ． 小檗碱水； Ｉ． 唐古特青蓝水； Ｊ． 唐
古特青蓝醇； Ｋ． 诃子水； Ｌ． 诃子醇。

图 ２　 ７ 种中药水提物或醇提物对金黄色葡萄球菌生长曲线的影响
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２􀆰 ４　 中药提取物对金黄色葡萄球菌生物被膜的影响

在不影响金黄色葡萄球菌生长的前提下， 测试中

药提取物对生物被膜的影响。 中药水提取物对金黄色

葡萄球菌的生物被膜测定结果显示见图 ３， 小檗碱、
黄芩苷、 唐古特青蓝、 杜鹃花、 沙棘果、 虎儿草水提

取物都能明显抑制金黄色葡萄球菌生物被膜的形成，
而且随着时间推移， 与 ６ ｈ 相比， 对 １２ ｈ 的金黄色葡

萄球菌生物被膜形成展现出更强的抑制效果， 但诃子

的水提取物对金黄色葡萄球菌生物被膜的影响很弱。
中药醇提取物对金黄色葡萄球菌的生物被膜测定

结果显示见图 ４， 唐古特青蓝、 杜鹃花、 诃子、 沙棘

果、 虎儿草的醇提取物都能明显抑制金黄色葡萄球菌

生物被膜的形成， 对 ６ ｈ 金黄色葡萄球菌生物被膜的

抑制效果最强的是唐古特青蓝醇提物， 随着时间推

移， 对 １２ ｈ 的金黄色葡萄球菌生物膜的抑制效果最

强的是杜鹃花醇提物。

∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１， ∗∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０００ １。 下同。

图 ３　 小檗碱、 黄芩苷、 唐古特青蓝、 杜鹃花、 沙棘果、 虎儿草水提取物对金黄色葡萄球菌生物被膜的影响

图 ４　 唐古特青蓝、 杜鹃花、 诃子、 沙棘果、 虎儿草的醇提取物对金黄色葡萄球菌生物被膜的影响

２􀆰 ５　 中药提取物对金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的

影响

　 　 细胞膜是细胞进行物质交换、 分泌、 排泄等生理

功能的重要结构， 若通透性改变， 会直接抑制菌体的

各项功能， 同时细胞膜具有选择渗透性， 能够保护细

菌免受有害物质的侵害。 当细胞膜受损时， 胞内大分

子如蛋白质和核酸会释放到细胞外， 分别采用

ＯＤ２８０ ｎｍ和 ＯＤ２６０ ｎｍ检测中药提取物处理后胞外蛋白质

和核酸的含量， 结果如图 ５ 和 ６ 显示。 经过黄芩苷和

小檗碱处理后， 金黄色葡萄球菌胞外总蛋白和核酸含

量相比对照组有明显增加， 且与浓度存在正相关。
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Ａ． 黄芩苷水； Ｂ． 小檗碱水； Ｃ． 唐古特青蓝水； Ｄ． 唐古特青蓝醇； Ｅ． 诃子水； Ｆ． 诃子醇； Ｇ． 杜鹃花水； Ｈ． 杜鹃花醇； Ｉ． 沙棘果水； Ｊ． 沙棘

果醇； Ｋ． 虎耳草水； Ｌ． 虎耳草醇。

图 ５　 中药提取物浓度对金黄色葡萄球菌胞外蛋白质含量的影响
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Ａ． 黄芩苷水； Ｂ． 小檗碱水； Ｃ． 唐古特青蓝水； Ｄ． 唐古特青蓝醇； Ｅ． 诃子水； Ｆ． 诃子醇； Ｇ． 杜鹃花水； Ｈ． 杜鹃花醇； Ｉ． 沙棘果水； Ｊ． 沙棘

果醇； Ｋ． 虎耳草水； Ｌ． 虎耳草醇。

图 ６　 中药提取物浓度对金黄色葡萄球菌胞外核酸含量的影响

２􀆰 ６　 小檗碱对金黄色葡萄球菌胞内 ＡＴＰ 含量的影响

由图 ７ 可知， 对照组金黄色葡萄球菌胞内的 ＡＴＰ
含量一直维持一个相对稳定的状态， 但是经过小檗碱

作用后的金黄色葡萄球菌胞内的 ＡＴＰ 含量在 １ ｈ 后出
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现显著性下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并随着时间推移， 逐渐下

降， 在 ４ ｈ 的时候出现明显下降， 小檗碱组的 ＡＴＰ 浓

度极显著低于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 ７　 小檗碱对金黄色葡萄球菌胞内 ＡＴＰ 含量的影响

３　 讨论

近年来， 对中药抑菌作用及其机制的研究越来越

深入， 许多研究表明， 中药具有显著的抑菌杀菌作用

且具有耐药性低的优点， 其中一些与抗生素结合使用

时通过协同作用表现出抗菌活性［１５］。
本试验测试了多种中药水提取物和醇提取物对金

黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ， 结果显示唐古特青蓝、 沙棘果

和虎儿草的水提物表现出明显优于其醇提取物的抑菌

效果， 而杜鹃花的醇提物效果则优于其水提物。 小檗

碱和黄芩苷 ２ 种中药提取物对金黄色葡萄球菌的抑菌

作用明显优于其他中药提取物。 同时通过测定中药提

取物对金黄色葡萄球菌生长曲线的影响， 发现中药提

取物处理组的金黄色葡萄球菌生长速度明显降低， 其

中小檗碱对生长的抑制效果最为显著。 包怡红等［１６］

的研究显示小檗碱可通过干扰细菌内蛋白合成、 破坏

菌体细胞使胞内外离子外流导致细菌衰亡。 华国

强［１７］研究显示小檗碱可引起细胞内钙离子的流失，
通过增加细菌细胞膜的通透性抑制细菌的生长。 这些

都证明了小檗碱作为中药在抑制金黄色葡萄球菌中的

重要价值， 为进一步研究其对金黄色葡萄球菌的抑菌

作用机制提供了理论基础。
本试验进一步评估了中药提取物对金黄色葡萄球

菌生物膜形成的影响， 结果发现多种中药水提取物和

醇提取物均能明显抑制金黄色葡萄球菌生物膜的形

成， 且随着时间推移， 抑制效果逐渐增强。 然而， 诃

子的水提取物对生物膜的影响较弱。 另外， 本试验研

究了中药提取物对金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的影

响。 细胞膜是细胞正常功能的关键组成部分， 黄芩苷

和小檗碱处理后的金黄色葡萄球菌细胞膜通透性明显

增加。 有研究报道黄芩苷可抑制生物膜形成， 减弱群

体感应控制的毒力， 并增强小鼠腹膜植入物感染模型

中铜绿假单胞菌清除率［１８］， 这提示影响细胞膜通透

性是黄芩苷和小檗碱对金黄色葡萄球菌产生抑菌作用

的可能机制。 进一步本研究检测了小檗碱对金黄色葡

萄球菌胞内 ＡＴＰ 含量的影响， 发现小檗碱处理后金

黄色葡萄球菌胞内的 ＡＴＰ 含量显著降低， 这表明小

檗碱可能通过干扰细菌的能量代谢过程来抑制其

生长。
综上所述， 本研究表明多种中药提取物对金黄色

葡萄球菌具有明显的抑菌作用， 可能是通过抑制生

长、 干扰生物膜形成以及改变细胞膜通透性和细菌能

量代谢来发挥作用。 这些发现为开发中药作为抗金黄

色葡萄球菌药物提供了重要线索， 对于应对抗菌耐药

问题具有重要意义。
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