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摘 要:目的 探讨苦丁茶对大肠杆菌的抑菌作用和作用机制。方法 苦丁茶作用大肠杆菌后,采用牛津杯法测定其最

小抑菌浓度(MIC)、肉汤稀释法检测其最小杀菌浓度(MBC)、扫描电子显微镜观察细胞形态、结晶紫染色法检测生物被

膜、胞内ATP的变化情况。结果 苦丁茶对大肠杆菌的 MIC和 MBC为16mg/mL;与对照组相比,1/4MIC作用后,大
肠杆菌表面出现褶皱、粗糙、凹陷和扭曲等形态改变,随着药物浓度的升高其损伤更为明显;1/2MIC(8mg/mL)苦丁茶

能显著抑制大肠杆菌生物膜的形成,同时8mg/mL药物作用前后的大肠杆菌胞内 ATP的差异有统计学意义(P <
0.05)。结论 本研究初步揭示了苦丁茶作用大肠杆菌后,主要通过损伤大肠杆菌细胞形态、抑制生物膜的形成而发挥

抗菌作用,为进一步开发其抗菌剂奠定基础。

关键词:苦丁茶;大肠杆菌;抑菌作用

中图分类号:R378.21   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2023)05-0741-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2023.05.008

Studyfortheantibacterialactionofbroadleafholly
leafonEscherichiacolianditsmechanism

LanYi1,DaiYuanyuan2,YuYanni1,CuiWenqing2,GeZhenzhen2,

HeYiheng2,YangShan3,LiXiao1,QinYanchun3

(1.ShoolofPharmacy,YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,

Guangxi,China;2.TheAffiliatedHospitalofYoujiangMedicalUniversityfor
Nationalities,Baise533000,Guangxi,China;3.SchoolofBasicMedicine,

YoujiangMedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective ToinvestigatetheantibacterialactionofbroadleafhollyleafonEscherichiacoli(E.
coli)anditsmechanism. Methods AfterthetreatmentofE.colibybroadleafhollyleaf,theminimuminhib-
itoryconcentration(MIC)wasdeterminedwithOxfordcupmethod,theminimumbactericidalconcentration
(MBC)wasdeterminedwithbrothdilutionmethod,thecellmorphologywasobservedwithscanningelectron
microscope(SEM),andthechangesofATPinbiofilmandintracellularweredetectedwithcrystalvioletstai-
ningmethod. Results TheMICandMBCofbroadleafhollyleafagainstE.coliwere16mg/mL;Compared
withthecontrolgroup,thesurfaceofE.colihadthemorphologicalchangessuchasfolds,roughness,depres-
sionanddistortionafter1/4MICtreatment,thedamagewasmoreobviouswiththeincreasingdrugconcentra-
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tion;Broadleafhollyleafat1/2MIC(8mg/mL)couldsignificantlyinhibittheformationofE.colibiofilm,

andtherewasastatisticallydifferenceinintracellularATPofE.colibeforeandafter8mg/mLtreatment(P
<0.05). Conclusion Thisstudypreliminarilyrevealsthatbroadleafhollyleafhasamainantibacterialaction
bydamagingthecellmorphologyofE.coliandinhibitingtheformationofbiofilm,whichbuildsafoundation
forfurtherdevelopmentofitsantibacterialagents.
  Keywords: broadleafhollyleaf;Escherichiacoli;antibacterialaction

  大肠杆菌是临床上常见的多重耐药细菌,耐药率

呈逐年上升的趋势[1]。临床上治疗大肠杆菌的药物主

要是第三代头孢菌素,2021年中国耐药细菌监测显

示[2],大肠杆菌的分离率最高,占临床总分离细菌的

18.96%,大肠埃希菌对头孢曲松、头孢噻肟、哌拉西

林、甲氧苄啶-磺胺甲唑、环丙沙星和左氧氟沙星的耐

药率均超过50%,为此需要研究新的药物来抗耐药大

肠杆菌。
中药由于具有品种多,价格便宜,耐药性小等特

点,在细菌耐药性的问题上显示出了得天独厚的优势,
在临床上有良好的应用前景。目前已有学者提出,从
天然药物中寻找高效、低毒性的抗菌成分,研发新型抗

菌药物,有望成为解决细菌多重耐药性的新方法[3]。
苦丁茶为冬青科冬青属植物,是一种中国南部地区广

泛应用的药、茶两用植物,主产于广西、海南、广东等

地。现代药理研究显示,苦丁茶具有降脂减肥、降血

糖、抗动脉粥样硬化、抗氧化、抗病毒、抗菌等多种疗

效,其治疗疾病的作用机理越来越受到 人 们 的 重

视[4-5]。苦丁茶含有丰富的多糖、多酚、黄酮等成分,因
此广泛的抗炎作用而被人熟知[6]。但苦丁茶对大肠杆

菌的抗菌机制尚少见到报道。本试验通过研究苦丁茶

水提液对大肠杆菌的抗菌作用,并从生物膜、细胞形态

和胞内ATP的释放等探讨苦丁茶对大肠杆菌的抗菌

作用机制,旨在挖掘苦丁茶对抗大肠杆菌潜在的临床

价值,并为研发治疗大肠杆菌中西医合剂提供重要的

实验依据,同时也增加苦丁茶的经济价值。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验菌株 大肠杆菌 ATCC25922购于广东

省微生物菌种保藏中心,实验所用大肠杆菌从临床分

离,并经过法国梅里埃全自动微生物鉴定及药敏分析

系统(VITEK2Compact)和肠杆菌科细菌生化鉴定

编码管鉴定。

1.1.2 中药 苦丁茶,购于广西百色市大参林药店,
经药学院黄元河副教授确认为冬青科冬青属苦丁茶。

1.1.3 主要试剂 酵母提取物、琼脂、氯化钠(天津市

鑫铂特化工有限公司);胰蛋白胨(北京奥博星生物技

术有限责任公司);95%无水乙醇(天津市福晨化学试

剂有限公司);磷酸缓冲盐粉剂(PBS)(北京雷根生物

技术有限公司);草酸铵结晶紫染色液(北京索莱宝科

技有限公司);2’7’-二氯荧光素二乙酸酯(上海源叶生

物科技有限公司);SOO27ATP检测试剂盒(上海碧云

天生物技术有限公司);2,2-偶氮二(2-甲基丙基咪)二
盐酸盐(APPH)(上海阿拉丁生化科技股份有限公

司)。

1.2 仪器 AC2-6S8-CN生物安全柜(太仓艺斯高医

疗器械科技有限公司);DHG-9140A电热恒温鼓风干

燥箱(上海慧泰仪器制造有限公司);D3024R高速冷

冻型微量离心机(南北仪器有限公司);SBC-12小型离

子溅射仪(北 京 中 科 科 仪 股 份 有 限 公 司);KYKY-
EM8100扫描电子显微镜(北京中科科仪股份有限公

司);SynergyH1多功能酶标仪(上海新领生物科技发

展有限公司);MQD-621R立式双层大容量恒温振荡

器(上海旻泉仪器有限公司);电子天平(奥豪斯仪器有

限公司);CU-420恒温水浴箱(浙江明德仪器有限公

司);IFA-110-8恒温培养箱(北京慧龙环科环境仪器

有限公司)。

1.3 实验方法

1.3.1 苦丁茶提取液和菌液的制备

1.3.1.1 苦丁茶粗提物的制备 采用煮沸法[7-8]提取

药液,称取苦丁茶500g加入5000mL蒸馏水,煮沸

后,用文火煎煮,第1次为1h,第2次为40min。将

两次药液合并后,浓缩到50mL,文火将其浓缩至25
mL,冷冻干燥后备用。

1.3.1.2 菌液的制备 将大肠杆菌接种于LB培养

基,37℃培养18~24h,选择菌落接种于 MH营养肉

汤培养基中,37℃培养24h后,将菌液稀释至浊度为

1.5×108cfu/mL备用。

1.3.2 抑菌圈测定最小抑菌浓度 采用二倍稀释法

将苦丁茶以无菌水稀释,分别稀释为256mg/mL、128
mg/mL、64mg/mL、32mg/mL、16mg/mL、8mg/

mL6个浓度备用。采用牛津杯法[9],向空白无菌培养

皿中倒入2%的普通琼脂,冷却后,将牛津杯放置在普

通琼脂上,轻轻按压至不留间隙,将100μL的菌液与

0.7%LB琼脂混匀,然后倒入普通琼脂,当0.7% LB
琼脂凝固后,缓缓转动牛津杯将其拿出,分别加入配制

好的药液100μL,置37℃培养箱中培养24h后,观察

牛津杯周围是否有抑菌圈,以牛津杯周围无菌落生长
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的最小药物浓度作为其最小抑菌浓度(MIC)。实验用

尺测量抑菌圈直径,重复3次,取平均值。

1.3.3 苦丁茶对大肠杆菌生长曲线的影响 取上述

配置好的菌液100μL接种于含有100μL肉汤培养基

的无菌96孔板各孔中,将32mg/mL、16mg/mL、8
mg/mL、4mg/mL各浓度的苦丁茶稀释液100μL加

入各孔中,空白对照组加入100μL的LB肉汤。37℃
恒温培养24h后,OD570nm处每隔2h测量吸光度

值,以培养时间为横坐标,测出的OD值为纵坐标,并
绘制24h生长曲线[10]。

1.3.4 苦丁茶对大肠杆菌生物膜的影响 参考温燕

龙等[11]的方法,在含有200μL肉汤培养基的无菌96
孔板各孔中加入200μL配置好的菌液,放入37℃培

养箱培养48h。培养结束后,弃去培养液,用PBS溶

液轻柔漂洗3次,将64mg/mL、32mg/mL、16mg/

mL、8mg/mL、4mg/mL各浓度的苦丁茶稀释液200

μL加入各孔中,阴性对照组加入200μLLB培养液,
阳性对照组只加入200μL菌悬液,每个浓度设置3个

复孔,在培养箱里24h,培养结束后,弃去药液,用PBS
轻柔漂洗2次,自然晾干,加入2%结晶紫溶液100

μL,染色30min,弃去染液,用PBS轻柔漂洗3次。加

入95%乙醇100μL于96孔板中,于OD570nm处测

量数值。

1.3.5 苦丁茶对大肠杆菌菌体形态的影响 取菌悬

液分别与16mg/mL、8mg/mL、4mg/mL各浓度的

苦丁茶稀释液混合,所有样品均置于37℃培养4h。
取出以12000r/min离心5min,取上清液,加入戊二

醛溶液4℃固定过夜。使用呈梯度的乙醇溶液(30%、

50%、70%、80%、90%、100%)进行脱水,放入烘干箱

烘干,真空条件下镀金处理,用扫描电子显微镜(scan-
ningelectronmicroscope,SEM)观察并拍摄大肠杆菌

菌体和不同浓度苦丁茶稀释液处理后的大肠杆菌菌体

形态变化[12]。

1.3.6 苦丁茶对大肠杆菌胞内 ATP水平的影响 
按ATP检测试剂∶ATP检测试剂稀释液=1∶4比

例配制ATP检测工作液,菌株划线纯化后,挑取单个

菌落至5mLLB培养基中,37℃摇菌16~18h。第2
天,以1∶10比例转到50mL新鲜培养基中,继续摇

菌4h,5000g离心,10min,用PBS(pH=7.4)洗涤

和重悬细胞3次,调配制 OD=0.5,吸取调制好的菌

液500μL于EP管中,加入不同浓度的苦丁茶药液

500μL放入37℃培养箱培养1h。菌悬液在高速冷

冻型离心机(12000r/min)离心5min。去掉上清液,
加入400μL裂解液,37℃水浴15min,充分裂解细

菌。裂解后4℃,12000r/min离心5min,吸取上清,
用于细胞内 ATP水平测定。每孔加入100μLATP

检测工作液到16196-3SSB(透明盖)黑色96孔板中,
室温孵育5min,充分消耗本底ATP,加入20μL不同

浓度的苦丁茶药液和标准品迅速用移液枪混匀,间隔

5s后用酶标仪测定ATP含量。

1.4 统计学方法 采用SPSS20.0和 WPS软件进

行数据统计分析,两组间数据对比采用独立样本t检

验(两尾法),以P<0.05为显著性的检验标准,即认

为两组间有统计学差异。

2 结果与分析

2.1 苦丁茶对大肠杆菌的最小抑菌浓度 由表1可

知:苦丁茶对大肠杆菌的最小抑菌浓度(MIC)为16
mg/mL。

表1 不同浓度苦丁茶提取液对大肠杆菌抑菌作用

菌株
抑菌浓度/(mg·mL-1)

256 128 64 32 16 8 4

ATCC25922 +++ ++ ++ ++ ++ + -
E189 +++ ++ ++ ++ + - -
E190 +++ ++ ++ ++ + - -
E191 +++ ++ ++ ++ + - -

 注:判断标准为抑菌圈直径D>20mm为高度敏感,用“++
++”表示;15<D≤20mm为中度敏感,用“+++”表示;8≤
D≤15mm为低度敏感,用“++”表示;D<8mm为不敏感,用
“-”表示。

2.2 苦丁茶对大肠杆菌生长的影响 由图1可知:与
对照组相比,4mg/mL、8mg/mL浓度的苦丁茶对大

肠杆菌曲线的抑制作用不明显,16mg/mL和32mg/

mL浓度的苦丁茶对大肠杆菌的生长都具有明显的抑

制作用。大肠杆菌的对数生长期起始时间随着苦丁茶

浓度增大而有所推迟,呈现浓度依赖性。

图1 不同浓度苦丁茶药液对大肠杆菌生长影响

2.3 苦丁茶对大肠杆菌生物膜的影响 由图2可知:
与对照组相比,苦丁茶能抑制大肠杆菌生物膜的形成,
其对生物膜的抑制作用呈现浓度依赖性。4mg/mL
苦丁茶药液处理后开始降低大肠杆菌生物膜的形成,8
mg/mL、16mg/mL、32mg/mL苦丁茶药液处理后,
明显降低大肠杆菌的生物膜生成(P <0.01),经64
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mg/mL苦丁茶药液处理后降低大肠杆菌生物膜的形

成(P<0.001)。

注:CK为对照组。**P<0.01,***P<0.001。

图2 不同浓度苦丁茶药液对大肠杆菌生物膜影响

2.4 苦丁茶对大肠杆菌菌体形态的影响 大肠杆菌

的SEM图较直观地反映了苦丁茶对菌体形态的影

响。对照组中大肠杆菌菌体结构完整,外观饱满,菌体

近乎椭圆形,表面光滑,折光性好(见图3A、图3B)。
当加入4mg/mL浓度的苦丁茶处理后(见图3C、图

3D),大量菌体表面粗糙,折光性降低,个别菌体体积

缩小。当加入8mg/mL浓度的苦丁茶处理后(见图

3E、图3F),菌体数量减少,部分菌体塌陷,胞膜表面不

平整。当更高浓度16mg/mL的苦丁茶作用处理后

(见图3G、图3H),菌体数量显著减少,体积明显减小,
表面褶皱、变得极度粗糙,部分菌体形态不规则,有严

重的凹陷和扭曲,形态严重受损,如图3红色箭头所

示。

注:A.大肠杆菌对照(×10000);B.大肠杆菌对照(×20000);C.苦丁茶0.25MIC处理(×10000);

D.苦丁茶0.25MIC处理(×20000);E.苦丁茶0.5MIC处理(×10000);F.苦丁茶0.5MIC处理

(×20000);G.苦丁茶1MIC处理(×10000);H.苦丁茶1MIC处理(×20000)。

图3 SEM检测不同浓度苦丁茶水提液对大肠杆菌菌体形态的影响结果

2.5 苦丁茶抑制大肠杆菌胞内 ATP产生 ATP是

一种为大肠杆菌的代谢和活力提供能量和动力的能量

因子,由图4可知:与对照组相比,加入4mg/mL、8
mg/mL、16mg/mL、32mg/mL、64mg/mL的苦丁茶

均使大肠杆菌胞内ATP含量降低,用药前后差异有统

计学意义(P <0.001),表明苦丁茶的加入抑制大肠

杆菌胞内ATP产生。

3 讨论

苦丁茶作为我国本土珍贵的中药资源,备受专家

学者的关注,但是国内外关于苦丁茶的研究主要集中

在其化学组成成分和生物学活性方面,因此,研究苦丁

茶对大肠杆菌的抑菌作用及机制,能为其作为先导药

物应用于大肠杆菌引起的各种疾病提供理论依据。

注:CK为对照组。***P<0.001。

图4 不同浓度苦丁茶提取液对大肠

杆菌胞内ATP水平的影响
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  对数生长期是微生物生长的重要环节,在对数生

长期期间,微生物表现出快速的生长和增殖速度[13]。
苦丁茶作用后对大肠杆菌的生长曲线测定结果表明苦

丁茶对大肠杆菌生长具有明显的抑制效果。大多数致

病细菌和环境细菌都生活在生物膜群落中[14],细菌的

生物膜[15]通过特异性毒性因子附着、胞外多糖保护其

免受特定的环境条件影响提高细菌抵抗外部不良环境

的能力,提高其对抗生素的抵抗力,从而增加了抗药

性,导致细菌逃逸宿主细胞的免疫防御,最终造成机体

的持续性感染。大肠杆菌也有形成生物膜的能力,因
此研究中药抗大肠杆菌生物膜意义非凡。对中药抗大

肠杆菌生物膜机制的研究发现,许多中药具有抑制大

肠杆菌生物膜形成和破坏生物膜的作用[16],如蜂胶中

药提取物可以通过抑制细菌的DNA合成和膜蛋白的

合成,从而破坏生物膜[17]。本研究发现不同浓度苦丁

茶均能抑制大肠杆菌生物膜的形成,该结果与贺常

亮[18]在筛选可以治疗鸡大肠杆菌的中药方剂时,发现

多种组分主要是影响大肠杆菌的细胞膜通透性、破坏

细胞结构的实验结论相符。大肠杆菌生物膜的形成是

一个复杂的过程,需要如群体感应基因(quorumsens-
ing,QS)、luxS、pgaABCD、qseBC 等基因的参与[19]。
相关研究表明,QS达到一定浓度之后,可以参与细菌

生物膜的形成和毒力因子的表达[20]。QS和抗生素不

同,不会对细菌产生选择压力,进而减少抗性突变体的

出现和传播[21]。苦丁茶可能经过抑制DNA合成、膜
蛋白的合成和群体QS破坏大肠杆菌的生物膜。

扫描电子显微镜能够使细菌放大20~130000
倍,并有很高的分辨率[22]。通过SEM 结果显示苦丁

茶作用后大肠杆菌数量减少,表面出现褶皱、粗糙、凹
陷和扭曲,形态受损,而且随着药物浓度增加形态受损

更严重,其机制可能是苦丁茶损伤大肠杆菌的细胞膜,
使大肠杆菌膜通透性增高,导致细胞内容物的大量外

泄,使得大肠杆菌膜凹陷,形成褶皱。

ATP是主要的供能物质,细胞代谢过程中会消耗

大量的能量,ATP作为许多重要反应的能量来源,在
所有活细胞中起着至关重要的作用[23]。经过不同浓

度的苦丁茶处理后均能降低大肠杆菌胞内ATP的含

量,可能是由于细胞膜通透性的改变、膜损伤或细胞水

解速率加快、呼吸受到抑制,为保证细胞的质子动势平

衡ATP的渗漏或快速耗竭[24-25]。有关报道[26],肉桂

和香薰精油可通过诱导细胞渗漏降低对大肠杆菌和单

核增生李斯特细胞内ATP含量并发挥抗菌作用。
综上所述,苦丁茶主要通过抑制大肠杆菌生物膜

的形成和抑制胞内ATP生成,进而抑制大肠杆菌的生

长和繁殖。
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