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山豆根对金黄色葡萄球菌毒力表达的影响*
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  摘 要:目的 探究山豆根对金黄色葡萄球菌(以下简称为金葡菌)毒力表达的影响,为临床用药进一步提

供实验数据,丰富山豆根抗菌药用价值参考资料。方法 分别采用紫外吸光度法、扫描电镜、溶血试验法和

Western
 

Blot检测了山豆根作用后金葡菌细胞膜通透性、菌体形态变化,溶血活性和外毒素的表达。结果 亚

抑菌浓度的山豆根能破坏细胞膜完整性并引起菌体变化,降低溶血能力和α-溶血素、金葡菌A型肠毒素(SEA)
和金葡菌B型肠毒素(SEB)分泌。结论 山豆根对金葡菌毒力有抑制作用。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

Sophora
 

tonkinensis
 

Gagnep
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

virulence
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus,and
 

to
 

provide
 

further
 

experimental
 

data
 

for
 

clinical
 

drug
 

use,so
 

as
 

to
 

enrich
 

the
 

ref-
erence

 

materials
 

of
 

medicinal
 

antimicrobial
 

value
 

of
 

Sophora
 

tonkinensis
 

Gagnep.Methods Ultraviolet
 

absor-
bance,scanning

 

electron
 

microscopy,hemolysis
 

assay
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

membrane
 

per-
meability,morphological

 

changes,hemolytic
 

activity
 

and
 

exotoxin
 

expression
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus.
Results The

 

integrity
 

of
 

cell
 

membrane,hemolytic
 

ability
 

and
 

secretion
 

of
 

α-hemolysin,SEA
 

and
 

SEB
 

were
 

damaged
 

at
 

subinhibitory
 

concentration.Conclusion Sophora
 

tonkinensis
 

Gagnep
 

can
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

virulence.
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  对自然界中的细菌而言,金黄色葡萄球菌(以下

简称为金葡菌)是最普通最广泛的存在,其对生长环

境要求较低,耐受性强[1],并能产生多种毒素,其中血

浆凝固酶、溶血素、肠毒素、毒性休克综合征毒素等对

感染人群威胁巨大[2-3]。化脓、呕吐、腹泻、肠炎及休

克是感染金葡菌的患者常出现的临床症状,更严重的

是,当感染进一步发展成全身性败血症时,患者死亡

的概率极高[4-5]。然而由于抗菌药物的滥用,金葡菌

耐药性增加的趋势变得越发难以控制,近些年甚至出

现对万古霉素敏感性下降的耐甲氧西林金葡菌(MR-
SA)菌株[6-7]。采用传统抗菌药物治疗已经面临严峻

挑战,这迫使研究人员必须积极寻求新型抗菌药物。
毒力因子就像金葡菌的武器,决定着其杀伤力的大

小[8],因此如何夺取和削弱“武器”是 当 前 研 究 的

热点。
山豆根,在中国有着悠久的运用历史,来自越南

槐的干燥根及根茎[9],据记载这味中药材性寒、味苦,
可用于清热、消肿、抗菌等[10]。作为一味中药材却含

有多种生物碱,多糖及有机酸,药用价值较高,但与此

同时也有一定的毒性效应,这吸引着人们不断对其进

行探索和研究[11]。近代研究更证实了山豆根醇提取

物,在实 验 条 件 下 具 有 抗 病 毒、抑 菌、抗 氧 化 的 作

用[12-13]。但是,山豆根是否对金葡菌毒力表达有影

响,迄今为止,尚未见关报道。本实验拟测定山豆根

对金葡菌的最低抑菌浓度(MIC),细胞膜通透性、菌
体形态变化、溶血活性和外毒素的影响,旨在为山豆

根削弱毒力的机制研究及临床上山豆根在抗菌治疗

中的应用提供参考。
1 资料与方法

1.1 菌株来源 金葡菌菌株ATCC29213来自广东

省临床检验中心。MRSA分离于临床患者标本。
1.2 仪器与试剂 主要试剂包括β-半乳糖苷酶、脱
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纤维兔血(Solarbio公司),α-溶血素多克隆抗体和溶

葡萄球菌素、金黄色葡萄球菌A型肠毒素(SEA)和金

黄色葡萄球菌B型肠毒素(SEB)多克隆抗体、氮酪蛋

白(Sigma公司),HRP标记的羊抗兔(Solarbio公

司)。主要仪器包括Phenom
 

G6
 

pure型扫描电镜、菲
勒D-7型分光光度计、EPS

 

600型电泳仪(Tanon公

司)、Microfuge5804R型台式冷冻离心机(Eppendorf
公司)、iQ5型实时荧光定量PCR仪(Bio-Rad公司)、

HM-96A型酶标仪(恒美科创公司)、Nano-600型超

微量核酸分析仪(上海嘉鹏公司)、Tanon
 

5200型全自

动化学发光图像分析系统(Tanon公司)。

1.3 方法

1.3.1 山豆根 用40目筛将粗粉过筛后取1.5
 

g于

索氏提取器进行提取,为其湿润滴加2
 

mL无水乙醇-
浓氨试液(3∶2)。放置0.5

 

h,再加80
 

mL三氯甲烷

后进行4
 

h加热回流提取。提取液浓缩剩药渣后用甲

醇溶解,移至容量瓶,混匀过滤,得到1.5
 

g提纯药粉,
用于后续实验。

1.3.2 山豆根对金葡菌的 MIC及金葡菌生长曲线

测定[14] 实验根据美国临床与实验室标准化协会

(CLSI)推荐的标准方法来测定山豆根对金葡菌的

MIC。使用紫外分光光度计调定菌液浓度为A600=0.
4。用 MH培养基将该菌液再次稀释100倍,使得待

测菌液的浓度达到5×106
 

CFU/mL。量取上述提取

1.5
 

g的山豆根药粉装入1.5
 

mL离心管中,将1.5
 

g/

mL溶液稀释至0.96
 

g/mL,后续再二倍稀释依次为

0.960
 

0、0.480
 

0、0.240
 

0、0.120
 

0、0.060
 

0、0.030
 

0、

0.015
 

0、0.007
 

5
 

g/mL。配制完毕,每实验孔不同梯

度浓度的100
 

μL山豆根加上100
 

μL菌悬液溶液,肉
眼观察结果。生长曲线测定,调定菌液浓度A600=0.
4,加入不同山豆根的量使得30

 

mL的溶液最终浓度

调整为0、0.015、0.030、0.060
 

g/mL。12
 

h内每过1
 

h检测A600 并记录。整个实验过程锥形瓶均在摇床

中继续培养。

1.3.3 金葡菌内膜滲性实验[14] 调整菌液使A600=
0.4,加入不同山豆根的量使得30

 

mL的溶液最终浓

度调整为0、0.015、0.030、0.060
 

g/mL。0~8
 

h内每

隔2
 

h从摇床上的不同培养液中各取出20
 

mL,离心,
去沉淀,往 上 清 液 中 加 入 邻 硝 基 苯-β-D-半 乳 糖 苷

(ONPG)进行反应,其浓度为0.05
 

mol/L。底物反应

于水浴箱中进行,反应环境为37
 

℃,40
 

min。加入8
 

mL浓度为0.5
 

mol/L
 

Na2CO3 终止反应,充分溶解,
检测A420(反映β-半乳糖苷酶的活性,β-半乳糖苷酶的

活性越高,金葡菌内膜滲性就越高,表明细胞膜完整

性受到破坏)。

1.3.4 扫描电镜实验实验[14] 按照要求制备玻片。
调整菌液使A600=0.4,将菌液加入24孔板中37

 

℃

培养过夜。次日,将0.03
 

g/mL山豆根加入到菌悬液

中作用0、1.5、3.0
 

h。磷酸盐缓冲液(PBS)缓慢地冲

洗24孔板底部3次,每次15
 

min,戊二醛进行固定2
 

h。冲洗后再用锇酸固定30
 

min,使用50%,70%,

80%、90%、100%的乙醇冲洗。最后使用叔丁醇置换

乙醇,真空干燥,离子喷金,进行扫描电镜观察。

1.3.5 山豆根对金葡菌的溶血能力的影响 按上述

方法配制山豆根浓度为0
 

g/mL(作对照)及0.015、

0.030、0.060
 

g/mL,并与阴性对照(未加入金葡菌)进
行比对。金葡菌菌液离心弃沉淀,取100

 

μL上清液,

800
 

μL缓冲液,25
 

μL脱纤维兔血混匀。放置37
 

℃
温箱30

 

min后离心,检测A543。

1.3.6 测定山豆根作用后金葡菌外毒素的表达 调

整菌液使 A600=0.3,加入不同山豆根的量使得30
 

mL的溶液最终浓度为0、0.015、0.030、0.060
 

g/mL。
当加有药液的菌液A600=2.5时,每个梯度取2

 

mL
菌悬液进行离心,分离上清液,沉淀蛋白。次日重复

一次,保留沉淀,用冰乙醇进行反复洗涤3次风干。
最后加入1

 

μL苯甲基磺酰氟(PMSF)和10
 

μL
 

0.1
 

mol/L的 Tris缓冲液将沉淀溶解后进行 Western
 

blot检测。

1.4 统计学处理 应用SPSS18.0统计软件进行数

据分析,符合正态分布的计量资料以x±s表示,P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 山豆根的 MIC及其对金葡菌生长的影响 对

于金葡菌标准株ATCC29213,山豆根的 MIC为0.06
 

g/mL。对于 MRSA 菌株观察得到抑菌作用略差,

MIC为0.12
 

g/mL。不同浓度山豆根作用下金葡菌

的生长曲线见表1、图1,在同一时间点上山豆根浓度

越高,对生长的抑制越明显。
表1  不同浓度山豆根作用下金葡菌菌液

   A600 的检测值(x±s)

时间

(h)

不同浓度山豆根作用下的 MRSA菌株菌液A600

0
 

g/mL 0.015
 

g/mL 0.030
 

g/mL 0.060
 

g/mL

0 0.49±0.03 0.51±0.05 0.54±0.02 0.56±0.01

1 0.82±0.04 0.80±0.02 0.73±0.02 0.71±0.05

2 1.45±0.02 1.36±0.04 1.19±0.07 0.76±0.02

3 1.49±0.02 1.39±0.05 1.23±0.01 0.81±0.04

4 1.66±0.03 1.61±0.05 1.34±0.05 0.83±0.02

5 1.78±0.03 1.71±0.04 1.39±0.04 0.94±0.02

6 1.86±0.02 1.75±0.25 1.43±0.02 1.01±0.01

7 2.09±0.06 1.92±0.02 1.48±0.03 1.06±0.05

8 2.31±0.08 2.05±0.05 1.53±0.02 1.10±0.01

9 2.41±0.07 2.07±0.06 1.63±0.06 1.02±0.03
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续表1  不同浓度山豆根作用下金葡菌菌液

   A600 的检测值(x±s)

时间

(h)

不同浓度山豆根作用下的金葡菌菌液A600

0
 

g/mL 0.015
 

g/mL 0.030
 

g/mL 0.060
 

g/mL

10 2.42±0.07 2.16±0.02 1.75±0.03 0.98±0.01

11 2.54±0.02 2.26±0.06 1.85±0.04 0.85±0.03

12 2.56±0.01 2.29±0.15 1.93±0.06 0.84±0.02

图1  不同浓度山豆根作用下金葡菌的生长曲线

2.2 山豆根作用不同时间点的金葡菌内膜通透性的

变化 随着山豆根浓度的升高,β-半乳糖苷酶的活性

也逐渐增加,见表2、图2。
2.3 扫描电镜下细菌的形态分析 在0.03

 

g/mL山

豆根刺激作用下,0、1.5、3.0
 

h不同时间点,细胞形态

发生着显著的改变。对照组中,菌体形态正常呈现圆

形均匀,细胞膜完整,表面平滑没有粘连。山豆根作

用1.5或3.0
 

h时细胞均有不同程度的变化,菌体形

态不再是完整的球状,1.5
 

h时的细菌已破裂,发生扭

曲,凹陷,但有少数菌体仍处于完整的状态。3.0
 

h
时,菌体破裂程度进一步加深,周围出现碎片,菌体数

量减。见图3。

图2  山豆根作用后金葡菌β-半乳糖苷酶的活力变化

2.4 山豆根对金葡菌溶血活力的影响 在0、0.015、
0.030、0.060

 

g/mL浓度的山豆根作用下,金葡菌溶

血能力呈逐渐下降趋势,溶液颜色逐渐由红色变成无

色,溶血活力分别为100.00%、67.80%、37.13%、
9.11%、9.01%,见图4。

  注:A为对照组;B为山豆根作用1.5
 

h时;C为山豆根作用3.0
 

h时。

图3  山豆根作用金葡菌菌体扫描电镜图

  注:A为溶液颜色观察;B为菌株溶血活力随山豆根作用浓度的变化情况;**表示与未标记组比较P<0.05。

图4  山豆根作用下金葡菌溶血活力分析
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表2  不同浓度山豆根作用下 MRSA菌株菌液

   在A420 的检测值(x±s)

时间

(h)

不同浓度山豆根作用下的 MRSA菌株菌液A420

0
 

g/mL 0.015
 

g/mL 0.030
 

g/mL 0.060
 

g/mL

0 0.09±0.01 0.09±0.01 0.09±0.01 0.09±0.01

1 0.17±0.02 0.23±0.02 0.23±0.02 0.31±0.02

2 0.16±0.01 0.27±0.01 0.31±0.01 0.36±0.01

4 0.17±0.01 0.26±0.03 0.34±0.02 0.39±0.01

6 0.17±0.01 0.24±0.02 0.27±0.01 0.41±0.01

8 0.16±0.01 0.21±0.02 0.29±0.01 0.44±0.02

2.5 Western
 

blot检测山豆根对毒力蛋白的影响 
随着山豆根浓度增加,蛋白条带宽度变窄,说明山豆

根对金葡菌这3种毒素表达量的影响随作用浓度的

增加而增加。山豆根作用浓度为0.060
 

g/mL时,

SEA和SEB的条带颜色几乎看不见,即此浓度下可

以完全抑制SEA和SEB的分泌。因此,MIC的山豆

根对金葡菌所分泌的有着显著的抑制作用,且作用效

果有剂量依赖性。见图5。

图5  亚抑菌浓度的山豆根对 MRSA菌株分泌的α-
溶血素、SEA以及SEB蛋白的western

 

blot分析

3 讨  论

控制细菌感染的治疗中,抗菌药物的使用无疑是

人类手中的杀手锏,然而细菌耐药性的发展正是为躲

避“追杀”而演化出的特殊技能,人类对此无能为力。
研究表明,金葡菌可以通过群体感应系统来感知外部

感染环境及菌群的密度的变化,从而调节菌群的速度

及多种毒力因子包括α-溶血素、SEA以及SEB等的

表达[15],使菌群群体行为更有利于生存。如果控制细

菌毒力的表达同时又不对细菌生存产生选择性的压

力,这可能是阻止细菌耐药发展进程的最佳手段。同

时,当细菌失去了毒力因子后,攻击力大幅度下降,此
时机体的免疫系统则可以发挥更全面更有效的清除

作用[16]。因此,许多研究者把目光转向天然的中草药

抑菌研究中,以期从中分离出此类抗菌抑制物。研究

表明,山豆根中含有黄酮类、生物碱类、酚类、皂苷类、
有机酸、多糖、微量元素等多种化学成分[17],清热解毒

的特性可用于临床上咽喉肿痛、牙龈发炎、肝炎、黄疸

等病症。近年来,其在抗菌及抗病毒方面的作用的研

究也备受关注。苦参碱类为山豆根根状茎中主要的

活性成分之一,研究表明其对 H3N2流感病毒及柯萨

奇B3病毒有着明显的抑制作用[18],而乙型肝炎病毒

则对喹诺里西啶类生物碱敏感[19]。山豆根中含有的

众多种生物碱对多种细菌也具有抑制作用,呈现量效

关系[20]。但山豆根对金葡菌抑制作用研究甚少,基于

此本实验从金葡菌的生长、细胞膜完整性、溶血能力

及外毒素的表达等方面进行研究,现分析如下。
山豆根对金葡菌的生长抑制作用较差,对于金葡

菌标准株 ATCC29213,山豆根的 MIC为0.060
 

g/

mL。同时对比发现,其对于 MRSA菌株抑制作用更

弱,MIC为0.120
 

g/mL,提高了1倍。随着作用时间

增加,每个浓度梯度的金葡菌均有所增殖,但速率却

不尽相同。无山豆根组曲线反映的是在正常不受任

何外界环境的刺激下的生长情况,金葡菌在各个时间

点的菌液吸光度始终呈现上升趋势。在0.015
 

g/mL
山豆根作用后,生长曲线略低于正常生长曲线,在
0.030

 

g/mL山豆根的作用下,金葡菌的增殖更加缓

慢;在0.60
 

g/mL山豆根作用下,9
 

h后金葡菌的生

长曲线明显受到抑制。
金葡菌正常的生长状态下,β-半乳糖苷酶存在于

细胞膜内,并不会分泌到外界。但如果当细胞膜完整

性受到破坏,β-半乳糖苷酶便会通过膜渗透到悬液中,
使A 值发生改变。所以,可通过检测β-半乳糖苷酶的

活力来研究山豆根对金葡菌细胞内膜的破坏程度。
实验表明,山豆根可破坏金葡菌细胞膜通透性,增加

山豆根的浓度,可升高溶液的A420 值,两者存在正相

关性,这表明山豆根对金葡菌细胞膜通透性破坏能力

呈剂量依赖性。随着山豆根浓度的升高,β-半乳糖苷

酶的活性也逐渐增加。山豆根破坏了细胞膜的完整

性,浓度越高破坏力越强,细胞膜的内膜通透性增大,

β-半乳糖苷酶从胞内流入胞外。在本次研究中,当山

豆根浓度为0.060
 

g/mL时,其能够持续作用于金葡

菌细胞膜,而0.015
 

g/mL和0.030
 

g/mL的时间线

均呈现出抛物线,分别在2
 

h和4
 

h达到高峰。这表

明,山豆根浓度为0.060
 

g/mL时对金葡菌感染治疗

有较理想的药用价值。为了更直观地证明山豆根主

要作用于金葡菌细胞膜结构,本实验利用扫描电镜从

形态上判断菌体细胞是否受到山豆根的损害。从图

中可以看出,在山豆根作用下的金葡菌细胞膜结构均

受到不同程度的破坏,特别是作用3
 

h后可以明显观

察到菌体周围出现碎片,细菌数量减少等现象。根据

以往研究报导,可以推断出在山豆根作用下,它可以

首先作用于蛋白质,脂质等细胞外膜,随着时间的增

加,它可以穿过肽聚糖进入细胞膜,使得细胞膜发生
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显著的弯曲和畸形。
金葡菌的溶血素有着很强大的溶血能力,对人类

细胞破结构坏力巨大,并在细胞膜表面形成多聚体通

道,造成细胞内信号肽、蛋白质、无机盐、酶等生物分

子流失。溶血素还可以引起血管抽搐,造成血流不

畅,导致组织缺血坏死。如果大量的溶血素进入大脑

血管,可以使人脑生物电骤停,使生命体死亡。本实

验主要通过测定不同浓度下的山豆根对金葡菌溶血

活力的抑制作用,分别从定性以及定量两个方面来加

以说明。实验可以直观地反映出有山豆根作用的金

葡菌的溶血能力比无山豆根组弱,当浓度足够大时,
溶液颜色达到最浅接近空白组。从定量的实验分析,
在0.015、0.030、0.060

 

g/mL的山豆根作用下,金葡

萄溶血能力分别为67.80%、37.13%、9.11%,逐渐下

降到与空白组的9.01%相近。由以上可以得出结论,
亚抑菌浓度下的随着山豆根作用浓度增加金葡菌的

溶血能力下降。
Western

 

blot从蛋白质水平分析了在0、0.015、
0.030、0.060

 

g/mL的山豆根对3种金葡菌毒力蛋白

α-溶血素、SEA和SEB的抑制情况。实验发现:相较

于无山豆根组,加了山豆根的实验组随着山豆根浓度

增大,条带宽度也越来越窄,表明这3种毒力蛋白表

达减少。在0.06
 

g/mL的山豆根作用下,抑制的作用

最明显。由此得出,亚抑菌浓度下的山豆根对金葡菌

所分泌的α-溶血素、SEA和SEB有着明显的抑制作

用,且作用效果呈剂量依赖性。
综上所述,提纯后山豆根粉对金葡菌的生长抑制

作用不明显,对于 MRSA菌株更是提高了一倍。但

在在亚抑菌浓度下可使菌体胞膜的完整性被破坏使

菌体形态发生改变,同时溶血活性下降,α-溶血素、
SEA和SEB表达减少。鉴于各种毒素因子在金葡菌

致病过程中的关键作用,山豆根具有成为抗金葡菌感

染药物的潜力。
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