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金银花对金黄色葡萄球菌体外抑菌作用研究

易雪丽,陈晓颖,韦家柱,陈启威,庞艳芳

(右江民族医学院附属医院检验科,广西 百色 533000)

摘 要:目的 比较金银花对甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌(MSSA)和甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌(MRSA)体外抑菌

活性差异。方法 收集30株 MSSA和30株 MRSA菌,使用头孢西丁筛选试验和 mecA 基因检测对菌株进行验证,使
用琼脂打孔法检测金银花对两类金黄色葡萄球菌的抑菌活性并比较差异,使用琼脂稀释法检测金银花对两类金黄色葡

萄球菌的 MIC并计算出 MIC50。结果 金银花对 MSSA和 MRSA均有体外抑菌活性且 MIC50均为3.125mg/mL。结

论 金银花对 MSSA和 MRSA均有较好的体外抑菌活性,在临床治疗金黄色葡萄球菌感染方面有很大的应用前景。
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StudyonantibacterialeffectofLoniceraJaponicaThunbonStaphylococcusaureusinvitro

YiXueli,ChenXiaoying,WeiJiazhu,ChengQiwei,PangYanfang

(DepartmentofClinicalLaboratories,TheAffiliatedHospitalofYoujiang
MedicalUniversityforNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective TocomparethedifferenceofantibacterialactivityofLoniceraJaponicaThunba-
gainstMethicillin-sensitiveStaphylococcusaureus (MSSA)and Methicillin-resistantStaphylococcusaureus
(MRSA)invitro. Methods ThirtystrainsofMSSAandMRSAwerecollectedandidentifiedbyCefoxitin
screeningtestandmecAgenedetection,respectively.Theagarpunchmethodwasusedtodetecttheantibacte-
rialactivityofLoniceraJaponicaThunbagainsttwotypesofStaphylococcusaureusandcomparedtheirdiffer-
ences.AgardilutionmethodwasusedtodetecttheMICofLoniceraJaponicaThunbagainsttwotypesof
Staphylococcusaureus,andtheMIC50wascalculated. Results LoniceraJaponicaThunbhadinvitroantibac-
terialactivityagainstbothMSSAandMRSAwithMIC50of3.125mg/mL. Conclusion LoniceraJaponica
ThunbhasagoodantibacterialactivityagainstbothMSSAandMRSAinvitro,andhasgreatapplicationpros-
pectintheclinicaltreatmentofStaphylococcusaureusinfection.
  Keywords: LoniceraJaponicaThunb;Staphylococcusaureus;Methicillin-sensitiveStaphylococcusau-

reus;Methicillin-resistantStaphylococcusaureus

  金黄色葡萄球菌为革兰阳性球菌,多引起化脓性

感染,严重者可以引起败血症,危及患者生命,是社区

获得性和院内感染常见的一种重要致病菌。根据金黄

色葡萄球菌对甲氧西林耐药性的不同,将其分为甲氧

西林 敏 感 金 黄 色 葡 萄 球 菌(Methicillin-susceptible

Staphylococcusaureus,MSSA)及甲氧西林耐药金黄

色葡萄球菌(Methicillin-resistantStaphylococcusau-
reus,MRSA)。MRSA 最 常 见 的 耐 药 机 制 为 携 带

mecA 基因,该基因编码的青霉素结合蛋白(PBP2a)出
现结构改变[1]。除了具有抗 MRSA活性的头孢菌素
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外,临床常用的其他的β-内酰胺类药物与之亲合力降

低,从而导致 MRSA对该类药物均产生耐药性,因此

临床需要根据 MSSA和 MRSA耐药性的不同选择不

同的抗生素进行治疗。
金银花是忍冬科忍冬属植物忍冬的花蕾,在中国、

韩国、日本和印度等国家都有分布,我国主要以河南、
河北和山东为主产地[2]。我国从古代以来一直都将其

应用于食用及药用领域,为药食同源植物。古人在三

千多年前就已经开始用它防治疾病,东晋时期葛洪最

先将其收录于《肘后备急放》。该味药性寒味甘,有清

热解毒、抑菌、抗病毒、抗肿瘤及增强免疫力等功能。
目前已经制备成银翘解毒片、银黄片、银黄注射液和金

银花藤粉等药品应用于临床治疗。然而目前其药用功

效尚未得到完全开发,众多研究者仍然不断的探索其

在临床领域的新应用。
虽然目前有很多金银花抗金黄色葡萄球菌活性的

相关研究,但是少有研究报道探讨金银花对 MSSA及

MRSA抑菌活性是否有差异。因此本研究主要目的

为探讨金银花对两种金黄色葡萄球菌的抑菌活性是否

存在差异,以明确使用金银花治疗由金黄色葡萄球菌

引起的感染时是否需要区分 MSSA及 MRSA,并为后

续进一步明确金银花抑菌机制提供研究基础。

1 材料和方法

1.1 主要仪器及试剂 金银花醇提取物购买自广西

卓一生物技术有限公司;药敏纸片、Mueller-Hinton
(MH)琼脂购自英国 OXOID公司;血琼脂平板购自

郑州安图生物工程股份有限公司;TE缓冲液购自索

莱宝生物科技有限公司;溶葡萄菌素购自生工生物工

程有限公司;DNA MarkerDL1000、PremixTaqTM

(ExTaqTM Version2.0plusdye)购自宝生物工程

(大连)有限公司;VITEK MS质谱仪购自法国生物

梅里埃公司;PCR仪及电泳及凝胶成像设备购自美国

伯乐公司。

1.2 菌株来源 从右江民族医学院附属医院2020年

1月至2020年6月临床分离的金黄色葡萄球菌中分

别筛选出30株 MSSA和30株 MRSA进行试验。所

有菌株均使用VITEKMS质谱仪对其进行鉴定,分离

菌株于-80℃冰箱中保存。

1.3 方法

1.3.1 头孢西丁纸片法筛选 MRSA菌株 将分离的

金黄色葡萄球菌菌株从-80℃冰箱中复苏,在血琼脂

上培养16~18h后,挑取1~2个菌落制备成0.5麦

氏单位浓度菌悬液,均匀涂布于 MH琼脂,静置5min
后贴一片30μg头孢西丁纸片,35℃ 空气环境孵育

16~18h后使用游标卡尺测量抑菌圈直径大小。结

果判读参照CLSIM100,≤21mm为 MRSA菌株,≥

22mm为 MSSA菌株。

1.3.2 mecA 基因检测 将分离的金黄色葡萄球菌

菌株在血琼脂上培养16~18h后,挑取1~2个菌落

于TE缓冲液中制备成0.5麦氏单位浓度菌悬液,加
入4μL溶葡萄菌素,37℃孵育30min,100℃煮沸20
min;-30℃放置10min;12000r/min离心5min,吸
取上清液为DNA模板备用。参照文献[3]合成 mecA
基因特异性引物对提取的菌株DNA进行扩增。引物

序列如下:上游引物:5′-AAAATCGATGGTAAAG-
GTTGGC-3′;下 游 引 物:5′-AGTTCTGCAGTAC-
CGGATTTGC-3′。采用50μL的反应体系进行PCR
扩增,扩增条件:98℃变性10s,53℃退火30s,72℃
延伸30s。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳,凝胶成

像仪成像后在约533bp位置处出现条带者为阳性结

果。阳性扩增产物送至广州艾基生物有限公司测序,
测序结果通过美国国立生物技术信息中心网站(ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/)进行blastn在线比

对分析。

1.3.3 金银花对金黄色葡萄球菌抑菌作用初筛试验

 参照文献[5]使用琼脂打孔法进行初筛试验,将60株

金黄色葡萄球菌在血琼脂上培养16~18h后,挑取1
~2个菌落制备成0.5麦氏单位浓度菌悬液,均匀涂

布于 MH琼脂上。使用打孔器在琼脂上打一个6mm
的孔,每孔加入100μL金银花药液(200mg/mL)。5
℃ 空气环境孵育16~18h后使用游标卡尺测量抑菌

圈直径大小并比较两组间的差异。

1.3.4 测定金银花对金黄色葡萄球菌的 MIC 使用

琼脂稀释法检测金黄色葡萄球菌对金银花的 MIC,将
不同浓度的金银花药液加入融化并冷却至50℃左右

的 MH琼脂,制备成终浓度为200mg/mL、100mg/

mL、50mg/mL、25mg/mL、12.5mg/mL、6.25mg/

mL、3.125mg/mL、1.563mg/mL的药敏 MH琼脂,
将金黄色葡萄球菌配置成0.5麦氏单位浓度的菌悬

液,再将该菌悬液1∶10稀释后接种于不同浓度的药

敏琼脂平板表面,每点接种菌量约为104CFU/mL。

35℃空气环境孵育16~20h后观察结果,读取抑制

细菌 生 长 的 最 低 药 物 浓 度 为 MIC 并 计 算 两 组 的

MIC50。

1.4 统计学方法 结果采用SPSS20.0软件进行统

计学分析,组间比较采用t检验,P <0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 头孢西丁纸片法筛选 MRSA菌株 使用头孢西

丁纸片法从保存的金黄色葡萄球菌中筛选出30株

MSSA和30株 MRSA,头孢西丁纸片贴在涂布了菌

液的 MH琼脂上孵育18h后,所有 MSSA菌株在头
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孢西丁纸片周围均形成≥22mm的抑菌圈,所有 MR-
SA菌株在头孢西丁纸片周围均形成≤21mm的抑菌

圈。

2.2 mecA 基因检测 30株头孢西丁纸片法初筛为

MRSA的菌株提取DNA后使用合成的 mecA 基因引

物进行扩增,均在约533bp位置处出现条带,见图1。
扩增产物测序结果blastn比对分析显示与目的基因

100%同源。30株 MSSA菌株均无扩增条带,未检出

mecA 基因。

注:M为DL10,00DNAMarker;1~30号为

菌株基因组片段扩增产物。

图1 MRSA的 mecA 基因扩增产物1%琼脂糖凝胶电泳

2.3 金银花对金黄色葡萄球菌抑菌作用初筛试验的

结果 金银花对 MSSA和 MRSA均有较好的抑菌活

性,两 组 间 的 抑 菌 活 性 差 异 无 统 计 学 意 义(P >
0.05),见表1。

表1 金银花对 MSSA和 MRSA抑菌活性比较的结果

组别 n 抑菌圈直径/mm t P

MSSA组 30 12.05±1.88 0.252 0.802
MRSA组 30 11.95±1.10

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

2.4 测定金银花对金黄色葡萄球菌的 MIC 金银花

对 MRSA和 MSSA的 MIC50均为3.125mg/mL,见
表2。

表2 金银花对 MSSA和 MRSA的 MIC

MSSA组(n=30)

菌株

编号

MIC/

(mg·mL-1)

MRSA组(n=30)

菌株

编号

MIC/

(mg·mL-1)
0421033 3.125 0420026 3.125
0424013 3.125 0420022 3.125
0426006 3.125 0418073 3.125
0426003 3.125 0418071 3.125
0427007 ≤1.563 1227075 3.125
0427057 ≤1.563 0201047 ≤1.563
0501073 ≤1.563 1231062 3.125
0502071 3.125 1225055 ≤1.563
0503074 3.125 0105068 ≤1.563

表2(续) 金银花对 MSSA和 MRSA的 MIC

MSSA组(n=30)

菌株

编号

MIC/

(mg·mL-1)

MRSA组(n=30)

菌株

编号

MIC/

(mg·mL-1)
0518076 3.125 1222051 ≤1.563
0519001 3.125 1225029 ≤1.563
0519109 ≤1.563 0128047 3.125
0521042 ≤1.563 0111085 3.125
0522032 ≤1.563 0129073 3.125
0522071 ≤1.563 1217116 3.125
0523095 3.125 0129079 3.125
0524031 3.125 1218061 3.125
0525099 3.125 1217098 3.125
0607007 ≤1.563 0107122 ≤1.563
0607071 ≤1.563 1231009 3.125
0608008 3.125 1218053 3.125
0609006 3.125 1227040 3.125
0610032 3.125 0115048 3.125
0610050 3.125 1214023 3.125
0610118 3.125 0116016 ≤1.563
0611060 ≤1.563 1222020 3.125
0611105 3.125 1222048 3.125
0617072 ≤1.563 0114043 3.125
0617094 3.125 0131050 3.125
0620065 3.125 0129081 3.125

3 讨论

金黄色葡萄球菌可产生血浆凝固酶、肠毒素、杀白

细胞素、表皮剥脱毒素和休克综合征毒素等多种毒力

因子,是社区获得性感染和院内感染常见的一种重要

致病菌,可引起人或动物多系统的化脓性感染[5]。根

据对甲氧西林耐药性的不同,选择的治疗药物也不同。
一般 MSSA可选择克林霉素、第一代或者第二代头孢

菌素进行治疗,而 MRSA常使用万古霉素、利奈唑胺

或达托霉素等更高级别的抗菌药物进行治疗。然而随

着抗生素的广泛应用,临床分离的各类多重耐药菌数

量逐年增加。1961年英国学者首次报道 MRSA的出

现后,世界各地相继报道发现了 MRSA菌株[6]。由于

MRSA菌株对绝大部分β-内酰胺类药物具有耐药性,
因此给临床治疗带来了极大的困难,所以迫切的需要

开发更多能应用于 MRSA临床治疗的新药物。
我国中草药资源丰富,数千年来一直被广泛应用

于治疗各类疾病。中草药治疗感染性疾病的不良反应

较小,不易引起细菌耐药,价格相对于目前常使用的各

类抗生素更便宜,且研究已经证实部分中草药与抗生

素联合应用能更有效快速地治疗各类感染,因此近年

来众多学者致力于从各类中草药中筛选新型抑菌药物

并研究其作用机制[7]。王杰等[8]检测了蒲公英、金银

花、甘草、决明子、胖大海、香橼和川贝母等7种中药水
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提物对金黄色葡萄球菌的抑菌活性,结果显示金银花

对金黄色葡萄球菌的抑菌效果最好。朱晓萍等[9]检测

了黄连、黄芩、五倍子和金银花等17种中草药对金黄

色葡萄球菌的抑菌活性,结果也显示金银花的抑菌活

性最佳。本研究结果显示金银花对检测的两类金黄色

葡萄球菌均有较好的抑菌活性,与梁晓谊和吕归红两

个团队的报道相符合[10-11]。但是大部分研究在检测金

银花对金黄色葡萄球菌抑菌效果的时候没有区分

MSSA及 MRSA,因此尚未明确临床治疗中,金银花

对 MSSA及 MRSA是否具有相同的抑菌活性。本研

究在检测金银花对金黄色葡萄球菌抑菌活性的同时还

比较了其对 MSSA和 MRSA抑菌活性的差异,结果

显示对两类金黄色葡萄球菌的抑菌活性没有差异,在
使用金银花治疗由金黄色葡萄球菌引起的各类感染时

不需要区分 MSSA及 MRSA。同时金银花除了应用

于临床治疗之外,还被制成金银花茶及金银花露等饮

品,属于药食同源的植物[12]。鉴于其对人体的副作用

极小,且不易产生耐药性,因此在治疗由多重耐药的

MRSA引起的感染中有极大的应用前景。
虽然本研究与众多报道均显示金银花对金黄色葡

萄球菌有较好的抑菌活性,但是其抑菌机制尚未完全

明确。金银花主要成分包括有机酸类、黄酮类、挥发油

类、多糖、环烯醚萜类和三萜皂苷类等化合物[13]。这

些化合物可以通过破坏细菌的细胞壁和细胞膜、降低

细菌黏附、抑制生物膜形成、清除细菌内毒素、降低毒

力因子和促进细胞凋亡等多种机制实现其抑菌活

性[14-15]。本研究显示金银花对于携带了mecA 基因的

MRSA与未携带该基因的 MSSA的体外抑菌活性无

差异,由此可推断金银花抑菌活性的作 用 位 点 与

mecA 基因编码的PBP2a蛋白可能无关,后续本组课

题将继续深入探寻金银花的抑菌作用机制。
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