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　　摘要：研究穿心莲水提取物与抗菌药联合诱导细菌传代的体外抑菌活性。对临床分离的细菌进行鉴定，确定细菌
所含耐药基因种类，用牛津杯法测定穿心莲水提取物的抑菌活性和平板涂布法测定穿心莲水提取物的杀菌活性，采用

二倍微量稀释法体外检测穿心莲水提取物与抗菌药的最小抑菌浓度（ＭＩＣ），穿心莲水提取物与抗菌药联合诱导含
ｆｏｓＡ３型大肠杆菌细菌传代。研究结果，分离到ｆｏｓＡ３型耐药基因大肠杆菌；穿心莲水提取物的ＭＩＣ为１ｇ／ｍＬ，穿心莲
水提取物与抗菌药联用后，可明显地增强头孢菌素类、青霉素类、氟喹诺酮类、喹 啉类、磺胺类、氨基糖苷类、酰胺醇

类和磷霉素对耐药菌的抑制作用。结果表明，穿心莲水提取物对含 ｆｏｓＡ３大肠杆菌有一定的抑菌活性和杀菌活性，与
部分抗菌药联合应用后，抗菌药体外抗菌活性显著增强。

　　关键词：穿心莲水提取物；含ｆｏｓＡ３大肠杆菌；联合诱导；最小抑菌浓度（ＭＩＣ）
　　中图分类号：Ｓ８５３．７４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０６－０３４８－０３

收稿日期：２０１５－０５－０５
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１４６０６７５）；国家科技支撑计划
（编号：２０１２ＢＡＤ２５Ｂ０４）；广西科技攻关（编号：０９９２０１４－２）；广西自
然科学基金（编号：２０１２ＧＸＮＳＦＢＡ０５３０５２、２０１３ＧＸＮＳＦＡＡ０１９０７０）；广
西南宁市科技攻关（编号：２０１４１２９５）；广西大学兽医一级学科博士
启动基金（编号：２０１２ＧＸＮＳＦＢＡ０５３０５２）；广西高校优势特色专业
建设项目。

作者简介：吴永继（１９９１—），女，河南驻马店人，硕士，主要从事中兽
药研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｙｊａｌｉｓａ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：司红彬，博士，副教授，主要从事细菌耐药性研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｕｌｉ＿２００９＠１６３．ｃｏｍ。

　　穿心莲（Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａ）是中国民间常用中药，
是一种具有广泛应用开发前景的植物资源，具有解热［１］、抗

炎［２］、抗病毒感染［３］、免疫调节作用［４］、治疗心血管疾病［５］、

抗癌［６－８］、治疗消化系统疾病［９］及抗生育［１０］等作用，临床应

用于肠道感染、呼吸道感染、皮肤疾病等［１１］以及急性菌痢、胃

肠炎、感冒发热、高血压等心血管疾病的治疗。研究结果表

明，穿心莲具有很好的体外抗菌活性，对大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌、绿脓杆菌、甲型链球菌、乙型链球菌均有明显的抑菌

作用［１２］。磷霉素是一种广谱抗菌药，对常见革兰氏阳性菌和

阴性菌均具有抗菌活性，与其他抗菌药无交叉耐药性，并与多

种抗菌药联合应用时呈协同作用。近年研究发现，应用磷霉

素治疗各类尿路感染仍然高度有效，且细菌耐药率低。近年

来，随着产ＥＳＢＬｓ（ＥｘｔｅｎｄｅｄＳｐｅｃｔｒｕｍβ－Ｌａｃｔａｍａｓｅｓ）细菌的
流行，质粒介导的耐磷霉素基因 ｆｏｓＡ３（ｆｏｓｆｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｇｅｎｅ）［１３］的发现，且ｆｏｓＡ３为产ＥＳＢＬｓ肠杆菌科细菌中常见的
Ｆｏｓ基因类型，ｆｏｓＡ３基因常与ＥＳＢＬｓ基因共同转移，这可能会
造成不同耐药的共同传播。这将对畜牧养殖业和公共卫生安

全产生巨大的威胁。目前，抗菌药的研发速度缓慢，远远赶不

上细菌耐药性产生的速度，这些耐药基因可以在菌株间以质

粒介导的形式传播，甚至能够通过直接与人体接触传播或者

间接地通过食物链向人体进行传递，这将给人类安全及养殖

业带来很大的危害。因此，找到一种可以延缓耐药性产生或

逆转病原菌耐药性的药物显得尤为重要。目前，对含 ｆｏｓＡ３
型耐药基因细菌方面的联合用药，尤其是中药成分与抗菌药

联合作用鲜见研究报道。本试验旨在探究穿心莲水提取物联

合抗菌药对含耐ｆｏｓＡ３型大肠杆菌的体外抑菌作用。为减少
细菌对临床常用抗菌药的耐药性和对穿心莲的进一步开发利

用提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
穿心莲购自广西万丰药业有限公司，批号２０１１１２０６；牛

肉膏蛋白胨、牛津杯、ＭＨ肉汤、ＬＢ肉汤、ＭＨ琼脂、普通琼脂、
麦康凯琼脂、牛肉膏蛋白胨、伊红美蓝琼脂、营养肉汤、生化试

剂均购自杭州天和微生物试剂有限公司；Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、１０×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、引物、琼脂糖均购自上海生工生物工程有限公司；
抗菌药：头孢曲松钠、阿莫西林、诺氟沙星、黏杆菌素、痢菌净、

磺胺间甲氧嘧啶、阿米卡星、头孢他啶、头孢噻呋钠、氟苯尼

考、磷霉素，均在有效期范围内。

１．２　菌株分离鉴定
病原菌的分离培养从猪场采集患病猪的肠道病料，将其浸

入灭菌生理盐水，充分洗脱，将其悬浮液接种于普通平板，３７℃
培养１８～２４ｈ，挑取可疑菌落接种到麦康凯琼脂和伊红美蓝琼
脂平板进行培养。依据标准［１４－１５］对所分离菌株进行糖发酵管

试验、吲哚试验、ＭＲ试验、Ｖ－Ｐ试验、枸橼酸钠利用试验。
１．３　ｆｏｓＡ３基因的检测
１．３．１　引物设计与合成　参照 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的 ｆｏｓＡ３基
因序列ＪＸ４４２７５４．１，设计ｆｏｓＡ３引物，引物序列为：ＦｏｓＡ３－Ｆ：
５′－ＧＣＧＴＣＡＡＧＣＣＴＧＧＣＡＴＴＴ－３′；ＦｏｓＡ３－Ｒ：３′－ＧＣＣＧＴ
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ＣＡＧＧＧＴＣＧＡＧＡＡＡ－５′。引物由上海生物工程有限公司合
成，ｆｏｓＡ３型产物扩增长度为２５０ｂｐ左右。
１．３．２　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系５０μＬ［１６］：Ｔａｑ酶０．５μＬ，
ｄＮＴＰ４μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ，模板２μＬ，上、下游引物各
２μＬ，去离子水３４．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３０个循环；
７２℃终延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳，溴
化乙锭染色，紫外投射仪下观察结果并用凝胶成像系统摄像。

１．４　穿心莲水提取物制备
称取中药２００ｇ，用蒸馏水清洗、浸泡１２ｈ后煎煮，第１

次加蒸馏水２０００ｍＬ，加热至沸腾改为文火，保持沸腾状态煎
煮６０ｍｉｎ，过滤后得到第１次滤液。用相同方法继续煎煮，第
２次加水量为１６００ｍＬ，第３次加水量为８００ｍＬ，分别得到第
２、第３次滤液。合并３次滤液，加热蒸发浓缩到２００ｍＬ，此
时中药浓度为１ｇ／ｍＬ。药液经高压灭菌后－２０℃保存备用。
１．５　制备菌悬液

将纯化好的含ｆｏｓＡ３大肠杆菌接种到ＭＨ肉汤培养基中，
３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ，取出已培养好的大肠杆菌菌
液，调节菌液浓度为１０７ＣＦＵ／ｍＬ。
１．６　穿心莲水提取物对含 ｆｏｓＡ３细菌抑菌活性和杀菌活性
试验　
１．６．１　穿心莲水提取物对含ｆｏｓＡ３基因细菌抑菌活性试验　
采用牛津杯法［１７］检测穿心莲水提取物对含ｆｏｓＡ３细菌抑菌活
性。首先在培养皿内倒入１５ｍＬ牛肉膏蛋白胨琼脂培养基，
凝固后，将含有０．２ｍＬ配好的含 ｆｏｓＡ３细菌菌悬液的牛肉膏
蛋白胨半固体培养基５ｍＬ均匀倒入平板中。待彻底凝固后，
在培养基上平均布置无菌牛津杯，１ｍｉｎ后，向其中加入
１ｇ／ｍＬ的穿心莲水提取物５０μＬ。置于３７℃恒温箱中培养
２４ｈ后，用直尺测定抑菌圈直径。
１．６．２　穿心莲水提取物对含ｆｏｓＡ３基因细菌杀菌活性试验　
采用平板涂布法［１８］测定穿心莲水提取物对含ｆｏｓＡ３细菌的杀
菌活性。细菌经活化培养后接种到ＭＨ肉汤，３７℃恒温箱中
培养１８ｈ。然后将菌液稀释至浓度为 １０７ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬
液，取此菌液 ６ｍＬ，加入穿心莲水提取物使其终浓度为
０．５ｇ／ｍＬ，３７℃恒温箱中培养，分别在２、６、８、１０、１２、１６、２４ｈ
取菌液，经适当稀释后涂布在 ＭＨ琼脂培养基平板上，３７℃
恒温箱中倒置培养２４ｈ后计平板上菌落个数。以菌液不加
药为对照组，试验重复 ３次，取平均值。杀菌率计算：杀菌
率＝（对照组－穿心莲水提物组）／对照组×１００％。
１．７　穿心莲水提取物和抗菌药最小抑菌浓度（ＭＩＣ）检测

参照美国临床和实验室标准协会 ＣＬＳＩ推荐的方法和结
果判定标准［１９］，采用微量稀释法测定各受试药对细菌的最小

抑菌浓度值，具体操作参照ＮＣＣＬＳ抗菌药敏感性试验操作标
准［２０］。细菌经活化后，培养至生长对数期，将其稀释至浓度

为１０７ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液。取１００μＬ于微量药敏反应板的第１
孔内，之后每孔加入１００μＬ至第１２孔，在第１孔加入１００μＬ
药液，混匀后吸取１００μＬ至第 ２孔，依次稀释混匀至第 １１
孔，第１１孔混匀后弃去１００μＬ，第１２孔不加药作为空白对
照，加盖于３７℃恒温箱内培养１８～２４ｈ。
１．８　穿心莲水提取物联合抗菌药诱导细菌传代

用亚抑菌浓度１／２ＭＩＣ值穿心莲水提取物联合抗菌药诱

导耐药菌传代培养，并观察穿心莲水提取物作用前后的 ＭＩＣ
变化，以便判断穿心莲水提取物对各抗菌药作用细菌的效果，

同时设１／２ＭＩＣ浓度的穿心莲水提取物对照。

２　结果与分析

２．１　细菌鉴定结果
病原菌培养２４ｈ后，在麦康凯琼脂培养基上为粉红色

（图１）、边缘整齐的菌落；伊红美蓝琼脂平板上生长为光滑边
缘整齐、黑色并有金属光泽的小菌落。从麦康凯琼脂培养基

上挑取典型菌落，接种于普通琼脂培养基上，培养２４ｈ后可
见灰白色隆起、湿润、光滑、直径１～３ｍｍ的菌落。

　　将纯化后的细菌分别接种到系列生化培养基，结果发现，
该分离菌能分解葡萄糖、乳酸、甘露醇、麦芽糖，产酸产气；不

分解肌醇和尿素；不产生Ｈ２Ｓ；ＭＲ试验阳性；Ｖ．Ｐ．试验阴性；
枸橼酸钠利用试验阴性；不液化明胶：初步鉴定为大肠杆菌。

２．２　ＰＣＲ检测结果
经１％琼脂糖凝胶电泳结果显示，ｆｏｓＡ３型产物扩增长度

约２５０ｂｐ（图２），由上海生工生物有限公司测序，结果表明，
该序列长度为２５８ｂｐ，该菌为含ｆｏｓＡ３基因的大肠杆菌。

２．３　穿心莲水提取物对含 ｆｏｓＡ３基因细菌抑菌活性和杀菌
活性　

研究结果显示，穿心莲水提取物对含 ｆｏｓＡ３基因大肠杆
菌有较强的抑菌活性，当穿心莲水提取物浓度为１ｇ／ｍＬ时，
其抑菌圈直径为１３ｍｍ，说明穿心莲水提取物对含ｆｏｓＡ３大肠
杆菌有较强抑菌活性。从表１可以看出，穿心莲水提取物对
含ｆｏｓＡ３大肠杆菌有较强杀菌作用，０．５ｇ／ｍＬ穿心莲水提取
物在 １２、１６ｈ可以使含 ｆｏｓＡ３大肠杆菌的存活菌数由
１０９ＣＦＵ／ｍＬ降低至１０８ＣＦＵ／ｍＬ，２４ｈ时，存活菌数下降到
１０７ＣＦＵ／ｍＬ，其杀菌率随着穿心莲水提取物的作用时间的增
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表１　穿心莲水提取物对细菌的杀菌活性

组别
存活菌数（１０７ＣＦＵ／ｍＬ） 杀菌率（％）

２ｈ ６ｈ ８ｈ １０ｈ １２ｈ １６ｈ ２４ｈ ２ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ １０ｈ １２ｈ ２４ｈ
穿心莲水提取物 １６５ １５２ １３６ １０８ ７４ ５２ ８ １３．１６ ２７．２７ ４４．７２ ４６．２７ ６０．００ ６２．８６ ９２．６６
对照　　　　　 １９０ ２０９ ２４６ ２０１ １８５ １４０ １０９

　　注：杀菌率＝（对照组－穿心莲水提物组）／对照组×１００％。

加而提高，当穿心莲水提取物作用２４ｈ时，穿心莲水提取物
对含ｆｏｓＡ３大肠杆菌的杀菌率为９２．６６％。
２．４　单药及联合传代结果

从表２可以看出，单独使用多种抗菌药 ＭＩＣ值均较大，
说明含ｆｏｓＡ３型大肠杆菌对多种抗菌药不敏感，已经产生很
强的耐药性；而中西联合传代作用后的 ＭＩＣ值普遍减小，头
孢曲松钠、阿莫西林、诺氟沙星、黏杆菌素、痢菌净、磺胺间甲

氧嘧啶、阿米卡星、头孢他啶、头孢噻呋钠、氟苯尼考、磷霉素

均从第１代就开始变小。亚抑菌浓度（１／２ＭＩＣ＝０．５ｇ／ｍＬ）
穿心莲水提取物培养基传代引起含 ｆｏｓＡ３大肠杆菌抗菌药
ＭＩＣ的变化。结果表明，穿心莲水提取物与头孢菌素类、青霉
素类、氟喹诺酮类、喹 啉类、磺胺类、氨基糖苷类、酰胺醇类

和磷霉素等抗菌药联合诱导传代后ＭＩＣ显著降低，可判断穿
心莲水提取物与这些抗菌药联合应用对含 ｆｏｓＡ３耐药基因大
肠杆菌具有明显抑菌作用。

表２　单药ＭＩＣ与中西联合诱导大肠杆菌传代结果

抗菌药
单独使用抗菌药

ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

与穿心莲水提取物联合诱导

传代ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

第１代 第２代 第３代
头孢曲松钠 １６００ １００ ＜１．５６ ＜１．５６
阿莫西林 ＞３２００ １６００ ８００ ２００
诺氟沙星 ２００ １００ ５０ ２５
黏杆菌素 ３２００ １６００ ４００ ２００
痢菌净 ４００ ２００ ６．２５ ＜１．５６
磺胺间甲氧嘧啶 ＞３２００ １６００ ４００ １００
阿米卡星 ３２００ １６００ ８００ ４００
头孢他啶 ３２００ ４００ ４００ ６．２５
头孢噻呋钠 ３２００ ５０ ２５ ＜１．５６
氟苯尼考 ２５６０ ４０ １０ １０
磷霉素 ＞３２００ １６００ ８００ ２００
穿心莲水提取物 １．０ ０．５ ０．５ ０．２５

　　注：抗菌药单位μｇ／ｍＬ；穿心莲水提取物单位ｇ／ｍＬ。

３　讨论

本试验采用微生物学常用的牛津杯法检测了穿心莲水提

取物对含ｆｏｓＡ３大肠杆菌的抑菌活性，试验结果，穿心莲水提
取物对含ｆｏｓＡ３大肠杆菌有较显著的抑菌活性。本试验就穿
心莲水提取物对含 ｆｏｓＡ３大肠杆菌的杀菌作用进行了研究，
结果显示，０．５ｇ／ｍＬ穿心莲水提取物在１２、１６ｈ可以使大肠
杆菌存活菌数由１０８ＣＦＵ／ｍＬ降低到１０７ＣＦＵ／ｍＬ，２４ｈ时，存
活菌数下降到１０６ＣＦＵ／ｍＬ，其杀菌率随着穿心莲水提取物作
用时间的增加而提高，当穿心莲水提取物作用２４ｈ时，穿心
莲水提取物对含ｆｏｓＡ３大肠杆菌的杀菌率为９２．６６％，表明穿
心莲水提取物对大肠杆菌的生长有着明显的抑制作用。

本试验采用二倍微量稀释法来测定穿心莲水提取物与抗

菌药联合作用于含 ｆｏｓＡ３型耐药基因大肠杆菌体外杀菌效

果，结果穿心莲水提取物与头孢菌素类、青霉素类、氟喹诺酮

类、喹 啉类、磺胺类、氨基糖苷类、酰胺醇类和磷霉素等抗

菌药联合诱导传代后 ＭＩＣ显著降低。该方法与传统的影印
药理学方法相比具有以下优势：（１）能够一次性筛选拟筛选
中药影响的大量抗菌药物，１个９６孔板至少能够筛选８个抗
菌药物，效率高；（２）能够判断中药和抗菌药物之间的关系，
如拮抗、协同、相加与是否随着作用时间的延长而增加抗菌药

物的最小抑菌浓度值；（３）不受细菌被中药作用后是否仍能
存活和继续培养的限制，能够避免中药杀菌作用和耐药逆转

作用的冲突，扩大了中药的筛选种类和范围；（４）操作简便。
本研究仅限于体外抑菌试验，穿心莲水提取物在体内作

用机制比体外还要复杂，且临床多采用复方治疗，因此，穿心

莲水提取物在体内能否达到与体外相同效果尚无定论，下一

步应深入研究穿心莲水提取物体内外抗菌作用。

目前，抗感染治疗方面的联合用药多为抗生素之间的联

合，中药成分与抗生素的协同作用在临床治疗方案中很少有报

道［２１］。中药成分和药效的特殊性，细菌很少对其产生耐药性。

但是，中药成分的抗菌活性一般较弱，限制了其临床应用。因

此，通过将活性微弱的中药成分联合抗生素使用，探索其对常

用抗生素的增效作用，有望成为耐药菌感染新的治疗措施。
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３种不同类型饵料在蟹笼诱捕中的效果比较
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　　摘要：研究了蟹笼诱捕海洋生物的性能，为提高深渊生物采集能力提供合理指导。为研究蟹笼作业中不同饵料及
不同入鱼口末端形状的诱捕性能，在室内水槽中选用入鱼口末端为扁形和圆形的２种蟹笼进行诱捕试验，比较两者对
克氏原螯虾的诱捕效果。对入鱼口末端为扁形和圆形的２种蟹笼的诱捕效果进行比较，发现入鱼口末端为圆形的蟹
笼诱捕效果更佳。以入鱼口末端为圆形的蟹笼进行不同饵料的野外诱捕试验，结果表明，生物型诱饵对水生生物的诱

捕效果最好，广谱性鱼虾配合饲料次之。本研究结果为后续深渊诱捕采样器诱捕饵料的选择提供依据。
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　　诱捕技术是深渊生物通用的技术之一，目前的捕获技术
主要包括拖网技术、取样器或抓斗获取生物样本技术。其中，

深海底拖网技术对栖息地和生态系统的破坏巨大，在国际上

受到严格限制［１］。取样器主要针对底栖微生物，在深渊生态

研究中的应用具有很大局限性［２－３］。抓斗获取的生物样本有

限，且对操作具有很高要求，是一种可视化条件下的采样模

式［４］。蟹笼渔具渔法因其具有低能耗、少劳动力、渔获价位

高、不破坏生态环境等优点［５］而被广泛应用。蟹笼的诱捕饵

料在渔业中的应用日益凸出，学者对其进行了初步研究［６－７］，

为提高蟹笼的诱捕性能提供了基础的科学背景。蟹笼诱捕性

能的相关评价尚未见报道，研究蟹笼诱捕海洋生物的性能可

为提高深渊生物采样能力提供科学指导。

为验证蟹笼诱捕性能的有效性，拟在实验室和野外条件

下对蟹笼不同诱捕饵料、入鱼口形状的相关诱捕性能进行初

步对比，为有效利用蟹笼进行深渊采样时对诱捕饵料、入鱼口

形状的选择提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
室内水槽试验采用３个市售普通入鱼口，直径为３５ｃｍ，

入鱼口末端分为扁形和圆形２种蟹笼。野外试验采用定做的
不锈钢骨网笼，直径８０ｃｍ、高２６ｃｍ，不锈钢框架直径４ｍｍ、
无根边支架２ｍｍ。外罩网由网目为１ｃｍ的聚氯乙烯组成，
入鱼口为漏斗形，末端为圆形，直径为１２ｃｍ，共５个入鱼口
（图１）。实验室诱捕试验采用市场随机购买的克氏原螯虾。
１．２　试验方法

室内试验于大型水槽中进行，采用市售普通蟹笼，直径为

３５ｃｍ，共３个入鱼口，入鱼口末端分为扁形和圆形２种，主要
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