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  摘 要:目的 探讨巴西苏木素对甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌(MSSA)的体外抑制作用及其机制。
方法 收集临床分离的金黄色葡萄球菌,经VITEK

 

2
 

Compact全自动微生物分析仪鉴定为 MSSA,采用二倍

稀释法和平板法测定巴西苏木素对其的最小抑菌浓度(MIC)和最小杀菌浓度(MBC);采用绘制生长曲线方法

观察巴西苏木素对其生长的影响作用;采用油镜法观察巴西苏木素对 MSSA形态的影响;采用十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)测定巴西苏木素对 MSSA可溶性蛋白的影响;采用紫外分光光度计测定

其DNA及RNA等大分子物质的外渗水平;通过测量 MSSA产溶血环的大小来反映巴西苏木素对α-溶血素分

泌的影响;通过建立 MSSA生物膜模型、计算生物膜内存活菌的数量反映巴西苏木素对 MSSA生物膜的作用

效果。结果 巴西苏木素对 MSSA的 MIC为65
 

μg/mL,MBC为130
 

μg/mL;生长曲线显示巴西苏木素浓度

增加,对 MSSA的抑制作用增强;镜下形态学的改变表明,药物浓度增加,抑制作用增强,表现为菌体数量减少、
干扰菌体繁殖时的聚集;SDS-PAGE蛋白电泳结果表明药物浓度增加,对 MSSA可溶性蛋白形成的抑制作用

增强;巴西苏木素对 MSSA的DNA、RNA的外渗有显著影响(P<0.05),药物浓度增加,外渗量增大;药物浓

度增加,溶血环直径减小;药物浓度增加,MSSA生物膜内的存活菌量减少。结论 巴西苏木素对 MSSA具有

极好的抑制作用且具有浓度依赖性,可能通过减少其可溶性蛋白的形成、改变细胞膜的通透性、影响 MSSAα-溶

血素的活性,从而起到对 MSSA的杀灭作用;药物也可能通过破坏生物膜,减少生物膜内 MSSA的存活数量来

发挥抑制作用。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

in
 

vitro
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

on
 

Methicillin-Sen-
sitive

 

Staphylococcus
 

Aureus
 

(MSSA)
 

and
 

its
 

mechanism.Methods The
 

clinically
 

isolated
 

Staphylococcus
 

aureus,which
 

were
 

identified
 

as
 

MSSA
 

by
 

the
 

VITEK
 

2
 

Compact
 

automatic
 

microbial
 

analyzer
 

were
 

collected,
and

 

the
 

minimum
 

inhibitory
 

concentration
 

(MIC)
 

and
 

minimum
 

bactericidal
 

concentration
 

(MBC)
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

were
 

determined
 

by
 

the
 

double
 

dilution
 

method
 

and
 

the
 

plate
 

method;the
 

growth
 

curve
 

method
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

on
 

its
 

growth;oil
 

microscope
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

on
 

its
 

morphological;SDS-PAGE
 

protein
 

electrophoresis
 

Technology
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

influence
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

on
 

MSSA
 

soluble
 

protein;UV
 

spectrophotometer
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

extravasation
 

of
 

DNA
 

and
 

RNA
 

and
 

other
 

macromolecular
 

substances;the
 

size
 

of
 

the
 

hemolytic
 

ring
 

produced
 

by
 

MSSA
 

was
 

measured
 

to
 

reflect
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

drug
 

on
 

the
 

secretion
 

of
 

α-hemolysin;the
 

MSSA
 

biofilm
 

model
 

was
 

established
 

and
 

the
 

number
 

of
 

viable
 

bacteria
 

in
 

the
 

biofilm
 

was
 

calculated
 

to
 

reflect
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

drug
 

on
 

the
 

MSSA
 

biofilm.Results The
 

MIC
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

for
 

MSSA
 

is
 

65
 

μg/mL,and
 

the
 

MBC
 

is
 

130
 

μg/mL;the
 

growth
 

curve
 

shows
 

that
 

the
 

greater
 

the
 

concentra-
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tion
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin,the
 

stronger
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

MSSA;the
 

morphological
 

changes
 

under
 

the
 

microscope
 

showed
 

that
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

drug
 

concentration,the
 

inhibitory
 

effect
 

was
 

enhanced,which
 

showed
 

that
 

the
 

number
 

of
 

bacteria
 

decreased
 

and
 

interfered
 

with
 

the
 

aggregation
 

of
 

bacteria
 

during
 

reproduc-
tion;SDS-PAGE

 

protein
 

electrophoresis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

higher
 

the
 

drug
 

concentration,the
 

stronger
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

formation
 

of
 

MSSA
 

soluble
 

protein;Brazilian
 

hematoxylin
 

had
 

a
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

extravasation
 

of
 

MSSA
 

DNA
 

and
 

RNA
 

(P<0.05),the
 

higher
 

the
 

drug
 

concentration,the
 

greater
 

the
 

extravasation;the
 

diameter
 

of
 

the
 

hemolytic
 

ring
 

also
 

decreasea
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

drug
 

concentration;
the

 

number
 

of
 

viable
 

bacteria
 

in
 

the
 

MSSA
 

biofilm
 

also
 

decreased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

drug
 

concentration.
Conclusion Brazilian

 

hematoxylin
 

has
 

an
 

excellent
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

MSSA
 

and
 

is
 

concentration-dependent.
It

 

may
 

kill
 

MSSA
 

by
 

reducing
 

the
 

formation
 

of
 

its
 

soluble
 

protein,changing
 

the
 

permeability
 

of
 

cell
 

membrane
 

and
 

affecting
 

the
 

activity
 

of
 

MSSA
 

α-Hemolysin
 

activity.The
 

drug
 

may
 

exert
 

an
 

inhibitory
 

effect
 

by
 

destro-
ying

 

the
 

biofilm
 

and
 

reducing
 

the
 

survival
 

number
 

of
 

MSSA
 

in
 

the
 

biofilm.
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words:methicillin-sensitive
 

Staphylococcus
 

Aureus; Brazilian
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nism

 

research

  金黄色葡萄球菌是一种人畜共患病原菌,广泛存

在于自然环境中,可引起食物中毒甚至造成败血症、
骨髓炎等疾病[1-2],且其为临床感染中最为常见的致

病菌之一,可致化脓性关节炎、皮肤脓肿、肺炎、心膜

炎及菌血症等[3]。大量抗菌药物在临床上的使用虽

在一定程度上治愈了金黄色葡萄球菌所致的疾病,但
同时也使其耐药情况越来越严重。超级细菌———耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)的出现,使得治疗

难度和医疗成本日益增加,给临床抗感染治疗带来了

新的挑战[3]。
巴西苏木素又称巴西红木素、苏方木素,为中药

苏木的提取物,是中药苏木的主要活性成分之一[4-5]。
现代研究表明巴西苏木素有较强的药理活性,如抗肿

瘤、抗炎、抗关节炎、降血糖、免疫抑制等[6-7]。相关报

道显示,巴西苏木素在抗菌方面也具有很好的效用,
其主要成分即为巴西苏木素与原苏木素B[8]。也有报

道直接指出,巴西苏木素对
 

金黄色葡萄球菌
 

有较强

的抑菌作用,不仅能逆转 MRSA对阿米卡星和庆大

霉素的耐药性,而且能抑制金黄色葡萄球菌生物膜的

形成并破坏成熟的生物膜从而治疗病菌感染所致的

疾病;同时,金黄色葡萄球菌对其不易产生耐受性,使
其在临床上具有很大的应用价值[9-10]。由此可见,巴
西苏木素应用于金黄色葡萄球菌感染所致疾病的治

疗具有极大的研究开发潜力,但巴西苏木素作用于金

黄色葡萄球菌的具体机制却缺乏研究。本文探究二

者之间相互作用机制,在发掘中药的抗菌疗效的同时

以期为指导临床用药提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株来源 本院2020年检验科微生物室分

离收集的编号为5804的金黄色葡萄球菌,所选菌株

经VITEK
 

2
 

Compact全自动微生物分析仪
 

(法国生

物梅里埃公司)鉴定,为甲氧西林敏感金黄色葡萄球

菌(MSSA),鉴定证实后以脱脂牛奶于-80
 

℃保存备

用。质控菌株为ATCC
 

25923金黄色葡萄球菌。

1.1.2 试剂与仪器 巴西苏木素(成都曼斯特生物

科技有限公司);血平板(江门市凯林贸易有限公司);
肉汤培养基与 MH琼脂平板(广州市迪景生物科技有

限公司);二甲基亚砜(DMSO)(天津市富宇精细化工

有限公司);96孔板(北京欣兴强森生物科技有限公

司);革兰染液IFA-110T-8型微生物培养箱(艺思高

科技有限公司);DHP-9145A电热鼓风干燥箱
 

(上海

一恒科学仪器有限公司);DensiCHEK
 

Plus电子比浊

仪(生物梅里埃美国股份有限公司);uLtiMate
 

3000
型高效液相色谱仪(赛默飞世尔科技有限公司);美国

essenscien
 

ELF6迷你离心机(广州柯桥实验技术设

备有限公司);KDC-40
 

低速离心机(安徽中科中佳);
TY-80A脱色摇床(常州华冠仪器制造有限公司);台
式高速冷冻离心机(德国SIGMA

 

1-16K);恒温混匀

仪(德国eppendorf
 

ThermoMixer);凝胶成像系统(美
国伯乐);基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪

(MALDI-TOF
 

MS,德国布鲁克公司);酶标仪(德国

BMGSpectrostarNamo全波长);BIOMATE
 

160
 

紫外

分光光度计(赛默飞世尔科技有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 准备单菌种 取编号5804牛奶保存基中金

黄色葡萄球菌临床分离菌种的10
 

μL菌液,移至血平

板,于微生物培养箱中37
 

℃恒温培养24
 

h。使用时

间飞行质谱进行鉴定。
1.2.2 菌液制备 挑取血平板培养24

 

h后的单个

MSSA菌落,置于装有生理盐水的试管中,用比浊仪

将菌液浓度校正为0.5麦氏浊度。每管取出30
 

μL
稀释菌液,再用蒸馏水分别稀释100、1

 

000、10
 

000倍

备用。
1.2.3 准备药液 将巴西苏木素溶解于DMSO,调整

药液质量浓度为66.7
 

mg/mL。用试管将66.7
 

mg/mL
巴西苏木素的DMSO溶液用肉汤按1∶128稀释成质

量浓度为0.521
 

mg/mL的药液备用。
1.2.4 采用 K-B纸片法对巴西苏木素抑制 MSSA
作用进行初筛 用无菌棉拭子把0.5麦氏浊度菌液

·161·国际检验医学杂志2023年1月第44卷第2期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,January
 

2023,Vol.44,No.2



均匀涂布于 MH 培养基上,均匀地贴上两张直径为

6
 

mm的无菌纸片,取5
 

μL
 

66.7
 

mg/mL药液滴加在

纸片上,另一纸片加5
 

μL
 

DMSO作为对照。将培养

皿于37
 

℃条件下培养24
 

h,取出观察,用卡尺测量抑

菌圈直径。
1.2.5 测定最小抑菌浓度(MIC)及最小杀菌浓度

(MBC) 采用二倍稀释法测定MIC:取制备好的三种

不同浓度的菌液,各设计三个组,每组取8个灭菌试

管,编号1~8号。先于每个试管中加入0.5
 

mL的肉

汤(第1号管再另外加入0.5
 

mL的1∶128药液),1
~6号试管倍比稀释,第7号试管加入0.5

 

mL
 

1∶
128

 

的药液和0.5
 

mL肉汤作为阳性对照组。1~6号

管每管再加入0.5
 

mL待用菌液,混匀(药液终浓度为

0.130、0.065、0.033、0.016、0.008、0.004
 

mg/mL,每
管内混液共1

 

mL)。在第8号试管中加入0.5
 

mL的

肉汤培养基和0.5
 

mL的菌液作为阴性对照。于微生

物培养箱中37
 

℃恒温培养24
 

h。取出培养后的菌液

20
 

μL平板划线接种至血平板,培养24
 

h,观察菌落生

长情况。
1.2.6 巴西苏木素对 MSSA生长曲线的测定 调整

菌液浓度(同上述步骤配成
 

0.5麦氏浊度后,将菌液

浓度稀释成1×106
 

CFU/mL)。取盛有等量(3
 

mL)
药液的试管3个,药液浓度为1/2

 

MIC、2
 

MIC、4
 

MIC,各加入3
 

mL上述菌液,使药液终浓度为1/4
 

MIC、1
 

MIC、2
 

MIC;再取一支试管加入3
 

mL肉汤和

3
 

mL菌液作为阴性对照组。37
 

℃、200
 

r/min条件

下摇床培养,每隔4
 

h取出200
 

μL加进96孔板,用酶

标仪测吸光度(A600)值,记录数据,绘制曲线。
1.2.7 MSSA形态学改变的观察(同抑菌生长曲线

同时) 取1.2.6步骤中各时段培养的菌液20
 

μL直

接涂片,并进行革兰染色,在镜下观察细胞形态,拍照

记录。
1.2.8 巴西苏木素对 MSSA可溶性蛋白的影响 参

照李妍等[11]的方法。采用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS-PAGE)图谱观察巴西苏木素对
 

MSSA
 

可溶性蛋白的影响。药液与菌液混合培养同

1.2.6。将上述四组菌液置于37
 

℃、200
 

r/min
 

摇床

培养16
 

h,随后于3
 

155×g
 

离心
 

10
 

min,除去上清

液,收集菌体;加入4
 

mL
 

PBS缓冲溶液并混匀并洗

涤,离心完去上清,再加入2
 

mL
 

PBS混匀,各样本取

1
 

mL加入EP管,5
 

560×g离心
 

5
 

min,去上清,收集

菌体,调整菌液浓度一致并重悬于160
 

μL
 

PBS,加入

40
 

μL蛋白上样缓冲液混匀;在转速300
 

r/min的金

属浴中处理10
 

min,待冷却下来继续13
 

350×g
 

离心
 

10
 

min,取上清液备用。选用
 

12%
 

分离胶,5%
 

浓缩

胶,上样20
 

μL进行SDS-PAGE电泳。经考马斯亮蓝

染色
 

1
 

h,去离子水脱色,显示蛋白谱带,用凝胶成像

系统观察蛋白谱带。
1.2.9 DNA及RNA等大分子物质外渗水平检测 
各取0.5麦氏浊度的菌液1

 

mL分别加入2支装有1
 

mL不同浓度药液的试剂管中,使药物终浓度为1/2
 

MIC、1
 

MIC,同时以不加药为对照;混匀后37℃培养

24
 

h。取样500
 

μL,进行4
 

500
 

r/min离心10
 

min
后,吸取上清液200

 

μL于紫外分光光度计中,检测

260
 

nm处上清液的A 值。
1.2.10 巴西苏木素对 MSSA产溶血环的影响 各

取0.5麦氏浊度 MSSA菌悬液0.5
 

mL,加入0.5
 

mL
不同浓度的巴西苏木素,不加药为对照组,使药液终

浓度为1/4
 

MIC、1/2
 

MIC、2
 

MIC;放置37
 

℃培养箱

培养12
 

h。取2
 

μL培养好的菌悬液,等距离地点样

在血平板上;随后将平板倒置,继续放于37
 

℃培养箱

中培养12
 

h。取出平板,对金葡菌产生的溶血环进行

拍照测量并记录。
1.2.11 巴西苏木素对 MSSA生物膜内存活菌量研

究 参照覃静等[12]的方法。取0.5麦氏浊度 MSSA
菌悬液,以每孔200

 

μL加入到96孔细胞培养板中,
37

 

℃培养48
 

h,用无菌PBS溶液洗涤,得到MSSA生

物膜模型。
建立生物膜的每孔中以加入200

 

μL浓度分别为

1/4
 

MIC、1/2
 

MIC、1
 

MIC、2
 

MIC巴西苏木素的肉汤

培养基为实验组,不加药为对照组,37
 

℃培养12
 

h。
倒掉孔内培养物,每孔用无菌

 

PBS洗涤,再用200
 

μL
无菌PBS重悬,于振荡器振荡超声

 

10
 

min,结束后将

混合液用生理盐水进行稀释(稀释倍数为106)。随后

取10
 

μL分3次滴加在
 

MH
 

琼脂培养基上并涂板,37
 

℃
 

培养
 

24
 

h,记录3个培养基菌落数的平均值并换算

成
 

CFU/mL,实验重复3次。(以培养时巴西苏木素

浓度为横坐标,以细菌数量的对数值为纵坐标,绘制

生物膜内细菌存活数量图。)计算公式
 

CFU/mL=同

一稀释度
 

3
 

个平板菌落的平均数×稀释倍数×100。
1.3 统计学处理 采用SPSS18.0

 

软件进行统计学

分析,实验数据以x±s的形式表示。采用单因素方

差分析(ANOVA)进行组间两两比较,以P<0.05,
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 采用K-B纸片法对巴西苏木素抑制 MSSA作用

初筛 浓度为66.7
 

mg/mL的巴西苏木素对MSSA抑

菌圈直径皆为26
 

mm。根据《M100抗微生物药物灵

敏度试验执行标准》[13],结果显示此株 MSSA对巴西

苏木素灵敏度为极敏,呈现出极佳的抑菌效果。见

图1。
2.2 巴西苏木素对 MSSA的 MIC及 MBC 巴西苏

木素对MSSA的MIC为65
 

μg/mL,MBC为130
 

μg/
mL,且二者皆与菌液浓度无关。见表1。
2.3 巴西苏木素对 MSSA生长曲线的影响 MSSA
经过一定时间的迟缓生长后,在

 

8
 

h
 

进入生长的对数

期开始迅速生长。从图2可见,经过不同质量浓度的

巴西苏木素处理后 MSSA的生长曲线总体低于阴性

对照组,且巴西苏木素质量浓度越高,对生长曲线的

影响越大。在培养8~24
 

h时,阴性对照组A 值迅速
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增大,菌体数量明显增加,1/4
 

MIC、1
 

MIC、2
 

MIC组

吸光度也有增大趋势,但增大趋势远小于阴性对照

组,且巴西苏木素质量浓度越高,增长趋势越缓慢,提
示巴西苏木素对 MSSA的生长繁殖具有抑制作用。

  注:A1为DMSO对照组;A2为加入巴西苏木素的实验组。

图1  巴西苏木素对 MSSA抑制作用(抑菌圈大小)

2.4 巴西苏木素对 MSSA形态学改变的影响 经革

兰染色后,呈蓝紫色的为 MSSA。结果可见不加药液

组 MSSA的繁殖速度极快,16
 

h可见大量菌体;药液

浓度为1/4
 

MIC组 MSSA生长速度较不加药液组有

所减缓,16
 

h出现大量菌体;药液浓度为 MIC 组

MSSA生长速度缓慢,培养至28
 

h才可见明显菌体;
药液浓度为2

 

MIC组几乎不生长,见图3。从结果可

以看出巴西苏木素对 MSSA有很好的抑制作用,且成

浓度依赖性。
表1  巴西苏木素对 MSSA的 MIC及 MBC

抑制情况
稀释倍数

100 1
 

000 10
 

000

MIC 65 65 65

MBC 130 130 130

图2  不同浓度的巴西苏木素对
 

MSSA
 

生长曲线的影响

  注:A1~A4为阴性对照组培养8、16、24、40
 

h的镜检结果;B1~B2为1/4
 

MIC培养8、16
 

h的镜检结果;C1~C2为 MIC培养28、32h的镜检

结果;D1~D4为2
 

MIC培养24、28、40、48
 

h的镜检结果。

图3  MSSA在不同浓度药液及不同培养时间的形态学观察

2.5 巴西苏木素对 MSSA可溶性蛋白的影响 蛋白

凝胶成像系统显示(见图4),经过不同质量浓度的巴

西苏木素处理后,MSSA所含蛋白量也随着药液浓度

的升高而明显减少。与阴性对照组相比,从1/2
 

MIC
开始,MSSA的蛋白谱带明显减少,直至2

 

MIC的不

明显显示,结果表明巴西苏木素可能因为能够明显抑

制 MSSA可溶性蛋白的合成而影响 MSSA的繁殖生

长,且药物浓度越刘,对菌体可溶性蛋白生成的抑制

作用就越强。

2.6 巴西苏木素对 MSSA的DNA及RNA等大分

子物质外渗水平的影响 巴西苏木素对 MSSA 的

DNA及RNA等大分子物质外渗水平的影响见图5。
与对照组相比,浓度为1/2

 

MIC与1
 

MIC的巴西苏木

素与 MSSA混合培养了24
 

h后,外渗水平均显著提
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高,差异有统计学意义(P<0.001)。DNA与 RNA
等大分子外渗水平检测结果表明巴西苏木素能够通

过影响菌体细胞膜的稳定性、增大其通透性,导致
 

DNA、RNA
 

等大分子物质外渗。

  注:M为 Marker;lane
 

1为阴性对照;lane
 

2为1/4
 

MIC;lane
 

3为

1/2
 

MIC;lane
 

4为1
 

MIC;lane
 

5为2
 

MIC。

图4  SDS-PAGE
 

检测巴西苏木素对 MSSA可溶性

蛋白合成的影响

  注:***P<0.001。

图5  巴西苏木素对 MSSA的DNA及RNA等大分子

物质外渗水平的影响

2.7 巴西苏木素对
 

MSSA
 

产溶血环的影响 巴西

苏木素作用后的 MSSA在血平板上产生的β型透明

溶血环见图
 

7。由图可见,随着巴西苏木素质量浓度

的增加,溶血环的直径也逐渐变小,当浓度为2
 

MIC
 

时,溶血环的直径从阴性对照组的10.5
 

mm
 

减小到

了7.5
 

mm,变化最明显。分析可知,溶血环直径的减

小是由于巴西苏木素抑制了 MSSA 的
 

α-溶血素分

泌,从而导致红细胞的溶解数量随之减少,溶血环也

随之减小。

2.8 巴西苏木素对 MSSA生物膜内存活菌量研究 
巴西苏木素作用12

 

h后的 MSSA存活量如图7所

示,阴 性 对 照 组 的 生 物 膜 内 MSSA 存 活 菌 数 为

(8.93±0.40)Lg10
 

CFU/mL,实验组随着巴西苏木

素浓度的增加,生物膜内 MSSA存活菌数逐渐下降,
且在浓度为2

 

MIC时,生物膜内 MSSA存活菌数降

低至(8.00±0.69)Lg10
 

CFU/mL。结果表明,巴西

苏木素在一定程度上能够对生物膜产生破坏作用,且
在生物膜的屏障保护下,仍能较为有效地减少生物膜

内 MSSA的存活数量。

  注:1为阴性对照;2为1/4
 

MIC;3为1/2
 

MIC;4为2
 

MIC。

图6  巴西苏木素对 MSSA的溶血环大小的影响

图7  巴西苏木素对 MSSA生物膜内存活菌量的影响

3 讨  论

  中药具有多种用途,如广谱抗菌、免疫调节等作

用,且一般不良反应较小。苏木据我国历版《中国药

典》记载为豆科苏木属植物,木材入药,有多种功效。
在KIM等[14]对苏木的研究中发现,苏木的水提取

液———苏木素对 MRSA、耐万古霉素肠球菌、具有多

药耐药性的洋葱伯克霍尔德菌及其他菌种具有很强

的抑制作用,展现了苏木显著的抗菌效用。而苏木素

的主要成分正是巴西苏木素与原苏木素B[8]。经本课

题组前期高效液相图谱分析发现,苏木素中原苏木素

B无活性,产生抗菌作用的主要组分为巴西苏木素。
目前巴西苏木素对菌体具体作用机制研究不多,因此

本文分析巴西苏木素与金黄色葡萄球菌的相互作用

机制,为巴西苏木素抗菌研究提供理论支持。
本研究结果显示,巴西苏木素对 MSSA的抑制作

用,且指出抑制作用呈现药物浓度依赖性;对巴西苏

木素具体作用机制进行研究发现,其能 通 过 减 少

MSSA可溶性蛋白的形成、改变 MSSA细胞膜的稳定

性和通透性导致 DNA 和 RNA 等大分子物质的外

渗、影响 MSSA
 

α-溶血素的活性等途径来发挥抑菌作

用。同时,在 MSSA形成成熟的生物膜时,巴西苏木

素也能在一定程度上打破生物膜的屏障保护作用而

较有效地减少生物膜内MSSA
 

的存活菌量,从而发挥

抑菌作用。本研究在影响可溶性蛋白的形成方面分

析发现,1
 

MIC巴西苏木素下的蛋白质含量已较阴性

对照组有了明显减少,而2
 

MIC浓度下培养后减少得

更为显著,说明随着巴西苏木素浓度的递增,干扰

MSSA的蛋白形成的作用也逐渐增强,这与李梦淼
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等[15]的玫瑰茄醇提取物可减少金黄色葡萄球菌的蛋

白质生成结果类似,这说明二者也许可通过相似的作

用途径对菌体内蛋白的生成起抑制作用。
经分析可知,本研究 MSSA菌体内可溶性蛋白质

含量的减少,可能途径之一是由于巴西苏木素干扰了

菌体内核酸的稳定,从而导致菌体的转录、翻译过程

受到干扰。本实验进行了对DNA与RNA等大分子

物质外渗实验的探究,发现不同浓度下的巴西苏木素

作用 MSSA后,细菌DNA与RNA等大分子物质外

渗量可随着药物浓度的增加而增加,其在1
 

MIC下的

含量甚至增加到原来的3倍以上。根据蒋斌[16]等的

研 究 中 连 翘 会 影 响 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 细 胞 膜 使

DNA、RNA等大分子物质外渗水平明显增多的结果

与本研究一致提示,巴西苏木素可通过破坏细胞膜的

稳定性及其完整性使得菌体内核酸渗出增加,从而对

菌体内蛋白质的生成及菌体的正常生长造成影响。
既往PENG等[10]的实验结果显示,巴西苏木素

对金黄色葡萄球菌的 MIC为32
 

μg/mL,本研究结果

中,巴西苏木素对 MSSA的 MIC为65
 

μg/mL,证实

了巴西苏木素对甲氧西林敏感的金黄色葡萄球菌仍

具有较好的抑制作用。张晓伟[17]等研究结果表明,肉
叶芸香碱能抑制金黄色葡萄球菌α-溶血素

 

的分泌进

而抑制溶血环的形成,透明溶血环直径随着肉叶芸香

碱浓度的增加而减小,当浓度为128
 

μg/mL时,溶血

环的直径减小了47%。本实验中,巴西苏木素作用

MSSA后血平板同样出现完全透明溶血环,当浓度为

130
 

μg/mL时,溶血环直径较阴性对照的10.5
 

mm
减少到了7.5

 

mm,减小了29%,且溶血环直径的减

少呈浓度依赖性。因此,通过本研究可知,巴西苏木

素同样可抑制菌体α-溶血素的分泌导致溶血环直径

减小。α-溶血素是金黄色葡萄球菌致病的关键毒力因

子,巴西苏木素潜在以α-溶血素为靶向抗菌,因此更

深一步探究α-溶血素的表达基因(hla基因)对指导临

床用药具有重要意义。巴西苏木素对已形成的成熟

生物膜的破坏作用及其生物膜内存活菌的抑制作用

也证实了巴西苏木素作用的广泛性及用于临床的优

越性。
本研究以发掘前人鲜有研究的巴西苏木素对金

黄色葡萄球菌抑制作用入手来阐述中药的作用广泛

性及其优越性,不仅可以为治疗金黄色葡萄球菌感染

所致疾病的治疗提供新思路,且在中药使用时不易使

耐药菌株的产生优点基础上,较为深入地发掘苏木在

抗菌方面的作用机制,可为丰富传统中药的作用库提

供理论依据,同时也给大家带来治疗耐药菌的一种新

思路。本研究主要从菌体可溶性蛋白合成的影响及

DNA、RNA等大分子外渗水平进行机制研究,从α-溶
血素、生物膜等多角度阐述药物对 MSSA活性抑制作

用的机制,为后续更加深入探究巴西苏木素抑制各类

型的金黄色葡萄球菌甚至 MRSA提供实验依据。本

实验提出稀释菌液浓度用以混合培养测量菌株 MIC
及 MBC,不同浓度更佐证了此实验结果的准确性。

由于中药抑菌机制的复杂性,本研究仅从细胞膜

的通透性、可溶性蛋白的合成等方面的机制进行了分

析,而关于其更深层次的抗菌机制还需要从分子水平

进一步揭示。巴西苏木素对金黄色葡萄球菌的抑制

机制研究已取得一定的进展,本团队还将继续深入研

究其分子机制,以明确巴西苏木素更多方面的抗菌作

用,并从分子水平上寻求药物的作用靶点,不仅为临

床治疗金黄色葡萄球菌感染提供新思路,而且为巴西

苏木素的开发和利用提供理论基础,使传统中药的特

色优势得到充分发挥,使广大患者获益。
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