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摘 要:目的 探讨雏菊叶龙胆酮的抑菌作用及机制。方法 雏菊叶龙胆酮作用大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠

菌后,通过微量稀释法测定最低抑菌浓度(MIC)、最低杀菌浓度(MBC),进行耐药性诱导,以荧光染料4’,6-二脒基-2-苯
基吲哚(DAPI)、碘化丙啶(PI)检测菌的死活情况,扫描电镜观察细胞形态,利用RT-PCR分析大肠杆菌外输泵基因Ac-
rA、AcrB 的表达。结果 雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌MIC分别为50μg/mL、100μg/mL、

100μg/mL;MBC分别为200μg/mL、250μg/mL、250μg/mL。作用于金黄色葡萄球菌和白色念珠菌时随着诱导代数

的增加,未出现耐药性。Live/Dead染色结果显示雏菊叶龙胆酮能够透过细胞膜,且随着药物浓度的增加,死亡的菌细胞

数逐渐增加。扫描电镜显示雏菊叶龙胆酮对3种菌的形态具有不同程度的影响,其中大肠杆菌细胞菌体的表面形态出

现明显的溶解和坍塌,随着浓度的增加,大部分菌体严重皱缩、干瘪、扭曲变形、菌体表面凹凸不平,且可降低大肠杆菌其

外排泵基因AcrA、AcrB 的相对表达量(P<0.01)。结论 雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌均

具有一定抑菌作用,细菌对其不易产生耐药性,其中对大肠杆菌的抑菌活性最佳,主要通过损伤大肠杆菌细胞形态,改变

细菌细胞膜的通透性。且对大肠杆菌耐药菌的外排泵基因表达量具有抑制作用。
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StudyontheantibacterialactivityofBellidifolin
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheantibacterialactivityandmechanismofBellidifolin. Methods 
AftertreatingEscherichiacoli(E.coli),Staphylococcusaureus(S.aureus),andCandidaalbicans(C.albi-
cans)withBellidifolin,theminimuminhibitoryconcentration(MIC)andminimumbactericidalconcentration
(MBC)weredeterminedbythemicrodilutionmethod.Drugresistanceinductionwasconducted,andtheviabil-
ityofbacteriawasdetectedusingfluorescentdyes4’,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI)andpropidiumiodide
(PI).Thecellmorphologywasobservedbyscanningelectronmicroscopy(SEM),andtheexpressionoftheef-
fluxpumpgenesAcrAandAcrBinE.coliwasanalyzedbyRT-PCR. Results TheMICofBellidifolinagainst
E.coli,S.aureusandC.albicanswas50μg/mL,100μg/mLand100μg/mL,respectively.TheMBCswere
200μg/mL,250μg/mLand250μg/mL,respectively.NodrugresistancewasobservedinS.aureusandC.
albicanswithincreasinginductiongenerations.Theresultsoflive/deadstainingshowedthatBellidifolincould
penetratethecellmembrane,andthenumberofdeadbacterialcellsincreasedwiththeconcentrationofthe
drug.SEMshowedthatithaddifferentdegreesofinfluenceonthemorphologyofthethreekindsofbacteria,
amongwhichthesurfacemorphologyofE.colicellsshowedobviousdissolutionandcollapse.Withthein-
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creaseofconcentration,mostofthebacteriawereseriouslyshrunken,shriveled,distortedandunevenonthe
surface.Furthermore,BellidifolinreducedtherelativeexpressionoftheeffluxpumpgenesAcrAandAcrBin
E.coli(P<0.01) Conclusion BellidifolinhasacertainantibacterialeffectagainstE.coli,S.aureus,and
C.albicans.Bacteriaarenotpronetodevelopresistancetoit.Amongthem,ithasthebestantibacterialactivi-
tyagainstE.coli,mainlybydamagingthecellmorphologyofE.coliandchangingthepermeabilityofthebac-
terialcellmembrane,andhasacertaininhibitoryeffectontheexpressionoftheeffluxpumpgenesofdrug-re-
sistantE.coli.
  Keywords: Bellidifolin;antibacterialactivity;Escherichiacoli;Staphylococcusaureus;Candidaalbi-

cans

  大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌均为常

见致病菌。大肠杆菌(E.coli)是一种革兰阴性条件致

病菌,为临床常见多重耐药细菌[1];金黄色葡萄球菌

(S.aureus)是一种常见的革兰阳性致病菌,可感染人

体多个部位,引发皮肤感染和心内膜炎等疾病[2];白色

念珠菌(Candidaalbicans)是最常见的人类真菌病原

体,是一种存在于人类口腔、胃肠道和生殖器黏膜表面

和皮肤的共生酵母菌,可以从黏膜到全身感染[3-4],随
着抗生素的广泛长期使用导致各种菌的耐药性不断增

强,迫切需要新的抗菌药物来解决抗生素耐药问题[5]。
雏菊叶龙胆酮为天然四氧代口山酮类化合物,主要分布

于龙胆科獐牙菜属、假龙胆属及龙胆属植物中,具有多

种药理学活性。HUTY等[6]研究表明雏菊叶龙胆酮

能够抑制LPS诱导的RAW264.7巨噬细胞中P38、

ERK和JNK蛋白激酶的磷酸化,降低P38、ERK和

JNK蛋白激酶的磷酸化水平而发挥抗炎作用;RENK
等[7]报道雏菊叶龙胆酮对 H2O2 诱导的 H9c2细胞损

伤具有保护作用,可能机制和激活 H9c2细胞 Nrf2/

ARE通路有关。LISQ等[8]验证了Bellidifolin可降

低细胞凋亡率,降低乳酸脱氢酶、肌酸激酶和丙氨酸氨

基转移酶水平,具有保护心肌细胞损伤作用;该化合物

还具有抗心肌纤维化作用,抑制心肌成纤维细胞的增

殖[9-10]。目前对于该单体化合物的研究大多集中于心

血管系统保护方面,对于抗菌作用的相关报道较少,因
此本文初步研究了雏菊叶龙胆酮对不同致病菌的抑菌

活性,旨在为开发抗菌感染药物提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种 大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠

菌,购自湖南亚大丰晖材料有限公司。

1.1.2 试剂 琼脂粉(北京索莱宝科技有限公司);PI
染料(北京索莱宝科技有限公司);DAPI染料(北京索

莱宝科技有限公司);TSB培养基(青岛海博生物技术

有限公司);LB培养基(青岛海博生物技术有限公司);

PBS(Angle’Gene);无水乙醇(国药集团化学试剂有限

公司);雏菊叶龙胆酮来自前期研究结果[11]。

1.1.3 主要实验仪器 恒温培养摇床(上海一恒

THZ100);酶标仪(ThermoFisher);倒置荧光显微镜

(Nikon);多重实时荧光定量PCR仪(美国lifetech-
nologies公司);扫描电子显微镜(HITACHI);临界点

干燥仪(Quorum);激光共聚焦显微镜(ZeizzLSM
710,German);高速冷冻离心机(Sigma);紫外分光光

度计(Beckman)。

1.2 最低抑菌浓度(MIC)与最低杀菌浓度(MBC)测
定 将细菌活化后接种于液体培养基中,并在37℃,

160r/min的摇床中过夜培养。将培养后的细菌用培

养基稀释至1×104CFU/mL。将雏菊叶龙胆酮用灭

菌后的超纯水进行配制,再进行梯度稀释。取100μL
雏菊叶龙胆酮溶液于96孔板中,然后加入100μL的

测试菌液,放置于37℃,160r/min的摇床中培养(白
色念珠菌24h,大肠杆菌培养18h,金黄色葡萄球菌

24h)。阴性对照是除去雏菊叶龙胆酮溶液,只含有测

试菌液的孔。用酶标仪进行吸光度的测定,在λ为

570nm、600nm时进行光密度测定。实验重复3次进

行。以杀灭99%(菌落数低于5)的最低杀菌浓度为

MBC。

1.3 耐药性研究 实验中将第1次经过药物处理的

金黄色葡萄球菌/白色念珠菌视为第1代,然后每次从

第N次处理的能长出菌的最小浓度下取出细菌液涂

布于YM培养基中过夜生长并配制为第 N+1代菌

液。每次实验的96孔板通过酶标仪测定菌在570nm
处的吸光度值。取第N代生长的细菌配制为菌液(浓
度为2.5104CFU/mL),并配制不同浓度梯度的雏菊

叶龙胆酮溶液,并均匀加入到无菌96孔板中,每孔

100μL,每个浓度设置6平行。以不加药物的菌液作

为阴性对照,37℃培养24h后,用酶标仪读取吸光度

值(570nm)。对于初次参与实验的菌株标记为第0
代菌株,完成第1次 MIC实验后,吸取适量1/2MIC
浓度下的浑浊液接种于新鲜的LB固体培养基中,37
℃过夜培养。第2天选取单菌落接种于LB培养基中

进行培养,至对数生长期时进行第2次 MIC实验,并
将菌株标记为第1代。以此类推进行诱导,实验诱导
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至第30代。

1.4 Live/Dead染色测定 培养好细菌,用PBS洗

涤,低速离心收集得到细菌沉淀,1500r/min离心5
min,收集细菌,用PBS重悬,再次离心,去除上清液,
加入250μLPBS重悬细菌加入50μLPI染液,避光

孵育20min。将PI染液用PBS稀释10倍,配制成至

终浓度为5μg/mL的PI染色液。向孔板内加入适量

PI染色工作液覆盖细菌,室温避光孵育5~10min,弃
去染色工作液,用PBS覆盖细菌,用荧光显微镜观察,
死细菌或凋亡晚期细菌的核呈红色荧光。

1.5 扫描电镜观察菌形态变化 将菌溶液分别与雏

菊叶龙胆酮作用,将等体积的菌液与一定浓度的雏菊

叶龙胆酮共同孵育,在37℃,160r/min下,孵育2h。
以8000r/min的速度离心3min,用PBS缓冲液进行

离心洗涤,洗涤3遍。固定好的样品经0.1M 磷酸缓

冲液(PB)(pH7.4)漂洗3次,每次15min。0.1M
PB(pH7.4)配制1%锇酸室温避光固定1~2h。0.1
MPB(pH7.4)漂洗3次,每次15min。用乙醇溶液

(30%、50%、70%、80%、90%、95%和100%)进行梯

度脱水,4℃保存。

1.6 细胞膜相关基因表达量测定 AcrAB-ToleC系

统是大肠杆菌最主要的外输泵,由周质膜融合蛋白

(AcrA)、内 膜 转 运 蛋 白 (AcrB)和 外 膜 通 道 蛋 白

(To1C)组成,是大肠杆菌产生多重耐药性的生理基

础,AcrA和AcrB在该系统中发挥重要作用[12-13]。采

用PrimerPremier6.0和Beacondesigner7.8软件进

行定量PCR引物设计,然后进行合成,引物序列见表

1,由南京奥青生物技术有限公司合成。以16SrRNA
为内参基因,以不加药物组为空白对照。总RNA提

取:将菌株培养基中过夜培养后,配制为菌液(浓度为

2.5×105CFU/mL)。将雏菊叶龙胆酮配制为一定浓

度的溶液,取1000μL菌液与等量雏菊叶龙胆酮溶液

混合,37℃摇床培养2h后取出,经8000r/min离心

5min,PBS洗涤3次以去除残留的雏菊叶龙胆酮溶

液,对于所收集的菌沉淀,按照试剂盒提取总 RNA。
提取后的总 RNA利用紫外分光光度计检测其纯度

(OD260/OD280为1.8~2.0时符合要求)并计算其

浓度,新制备的总RNA溶液置于-80℃冰箱保存。
每个样品重复3次,各个基因的相对表 达 水 平 以

2-△△Ct进行统计分析。

表1 RT-PCR引物

基因 引物名称 引物序列 大小

16srRNA 16srRNA-F 5′-AGTACGGCCGCAAGGTTAAA-3′ 100bp
16srRNA-R 5′-CCAGGTAAGGTTCTTCGCGT-3′ 100bp

AcrA AcrA-F 5′-GAGTACGATCAGGCTCTGGC-3′ 125bp
AcrA-R 5′-CCGCTAATCGGAGAGGTGAC-3′ 125bp

AcrB AcrA-F 5′-GCGGTTCTACTGGTGCTATCT-3′ 122bp
AcrA-R 5′-GGCAATCGGTTTCAGCATGG-3′ 122bp

1.7 统计学方法 采用GaphPadPrism8.0统计软

件进行分析,数值用(췍x±s)表示,采用t检验。以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MIC和 MBC测定结果 实验结果表明,雏菊叶

龙胆酮对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌均

有抑制作用,对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠

菌MIC分别为50μg/mL、100μg/mL、100μg/mL(见
图1);MBC分别为200μg/mL、250μg/mL、250μg/

mL(见图2)。结果表明雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌的

抑菌效果最佳。

图1 雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌的抑菌情况
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图2 雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌和白色念珠菌的杀菌情况

2.2 雏菊叶龙胆酮的耐药性 结果如图3所示,雏菊

叶龙胆酮诱导至第30代时没有显示出耐药性,表明雏

菊叶龙胆酮作用于革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌和真

菌白色念珠菌时,其耐药性不会随代数递增,表明雏菊

叶龙胆酮具有较好的耐药性。

2.3 Live/Dead染色分析 通过染色观察细菌细胞

的存活情况。PI可对DNA染色,但是PI不能穿过未

破裂的膜,但能穿透凋亡晚期细菌及死细菌的破损细

菌膜,因此PI常用于死细胞的核染色,发射的荧光为

红光。DAPI能够透过完整的细胞膜,与DNA结合在

荧光显微镜下呈现蓝色荧光,常用于活细胞染色。采

用荧光显微镜观察大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色

念珠菌经雏菊叶龙胆酮作用后细胞的存活情况,结果

如图4所示,3种菌在雏菊叶龙胆酮作用下,死亡细胞

数量呈现随浓度升高而增加的梯度变化趋势,表明该

化合物对3种菌均具有抑制作用。

图3 雏菊叶龙胆酮对细菌和真菌的耐药性

图4 3种菌在雏菊叶龙胆酮孵育后的Live/Dead染色情况

2.4 雏菊叶龙胆酮对菌形态的影响 为了进一步探

究雏菊叶龙胆酮的抗菌机制,将雏菊叶龙胆酮(50μg/

mL和100μg/mL)分别作用于大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌和白色念珠菌后,使用扫描电镜进行分析,观察菌

体表面是否发生变化。扫描电镜结果显示(见图5),
雏菊叶龙胆酮作用后大肠杆菌细胞菌体表面形态发生

了明显改变,对照组(Control组)中细菌形态规则、外
观饱满、表面光滑致密(见图5A~图5C),而加药(50

μg/mL组)处理后菌体出现了溶解和坍塌的现象(见
图5D~图5F),且随着浓度(100μg/mL组)的增加,
其大部分菌体严重皱缩、干瘪、扭曲变形,菌体表面凹

凸不平(见图5G~图5I);对比金黄色葡萄球菌和白色

念珠菌,金黄色葡萄球菌菌体也有个别出现溶解的现

象(见图5G),白色念珠菌出现界限不清,均随着浓度

的增加而增多(见图5H),但是雏菊叶龙胆酮作用在大

肠杆菌时的破坏效果更显著(见图5I)。因此,相比较

而言,雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌的作用效果更强一些。

2.5 雏菊叶龙胆酮对基因相对表达量的影响 从基

因的层面探讨雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌细胞膜的影

响,由图6可知,与空白对照组相比较,雏菊叶龙胆酮

作用后大肠杆菌其外排泵基因AcrA、AcrB 的相对表

达量均降低(P<0.01),且呈浓度剂量依赖。表明雏

菊叶龙胆酮可以降低大肠杆菌外排系统基因 AcrA、

AcrB 的表达。
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图5 雏菊叶龙胆酮处理前后菌形态变化的扫描电镜结果

注:与Control组比较,**P<0.01。

图6 雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌相关基因表达的影响

3 讨论

抗菌药物普遍面临着局限,包括抗菌谱窄、显著的

副作用、低生物利用度以及容易发生耐药性等问题,因
此,寻找具有更广泛的抗菌覆盖、副作用小且耐药性更

强的新型抗菌药物已变得至关重要[14-15]。中药在我国

已有几千年的应用历史且具有价格低廉、毒副作用小、
不易产生耐药性等优势,随着现代化提取分离技术的

飞速发展,中药抗菌活性成分的单体已应用于临床的

研究中。天然口山酮是莽草酸途径的下游次级代谢产

物,具有 抗 菌、抗 肿 瘤、抗 病 毒 等 多 方 面 的 药 理 活

性[16],雏菊叶龙胆酮是天然口山酮类化合物,广泛分布

于龙胆科药用植物中,具有口山酮类化合物的“特权结

构”[17],对该化合物急性毒性实验结果显示无毒、无致

突变性作用,安全可靠[18]。吕丽娟等[19]初步研究了雏

菊叶龙胆酮对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、肠炎沙门氏

菌和铜绿假单胞菌的抑菌活性,发现雏菊叶龙胆酮具

备显著的抗菌效果,且随着浓度的增加该化合物的抑

制效果增强,有望成为一种有效的抗菌剂;LIMAB
等[20]对Bellidifolin等口山酮类单体化合物的抗菌活性

实验研究结果表明Bellidifolin对石膏样小孢子菌、红
色毛癣菌、毛癣菌具有抑制作用。

本实验初步探究了雏菊叶龙胆酮对几种常见致病

菌大肠杆菌、金黄色葡萄球菌及白色念珠菌的抗菌活

性。结果表明,雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌和白色念珠菌均具有抑制作用且耐药性较好,其
中对大肠杆菌的作用效果最好,它能够透过细菌细胞

膜,明显改变大肠杆菌细胞菌体表面形态,随着浓度的

增加,其大部分菌体出现严重皱缩、干瘪、扭曲变形等

损伤,与未经处理的平整光滑的菌体形成鲜明的相比,
能够降低大肠杆菌其外排泵基因AcrA、AcrB 的相对

表达,表明雏菊叶龙胆酮对大肠杆菌耐药菌的外排泵

基因表达有抑制作用。
综上,雏菊叶龙胆酮对细菌和真菌均具有一定抑

制作用,同时具有较好的耐药性,未来期望深入探明雏

菊叶龙胆酮抗菌作用特点和机制,加快中药单体抗菌

的开发和利用。
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