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　　摘要：研究了冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌的抑菌作用机制。通过测定冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌细胞膜的
通透性、呼吸代谢途径和蛋白质合成能力的影响，探讨冬凌草甲素的抑菌机制。试验结果显示，冬凌草甲素对金黄色

葡萄球菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度（ＭＢＣ）分别为２５μｇ／ｍＬ和５０μｇ／ｍＬ；冬凌草甲素作用金黄色葡萄
球菌后，培养液的电导率升高，β－Ｄ－半乳糖苷酶活性增大，核酸外泄量也增加，２ＭＩＣ药物组处理６ｈ后的电导率比
空白组升高了１８％（Ｐ＜０．０１），处理１２ｈ后的β－Ｄ－半乳糖苷酶活性比空白组增大了１２４％（Ｐ＜０．０１），胞外核酸大
分子含量极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）；冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌９ｈ，菌体可溶性蛋白质总量比对照组减少了
约５０％（Ｐ＜０．０１）；冬凌草甲素能抑制金黄色葡萄球菌三羧酸循环中的关键酶活性，其中对苹果酸脱氢酶活性抑制率
为５３．２２％（Ｐ＜０．０１），对琥珀酸脱氢酶的活性抑制率为３３．９６％（Ｐ＜０．０１）。试验结果表明，冬凌草甲素通过破坏细
菌细胞膜的通透性以及抑制菌体内的蛋白质合成、代谢关键酶的活性发挥杀菌作用。
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　　食品是人类赖以生存和发展的物质基础，而食品安全问
题是关系到人体健康和国计民生的重大问题。当前，由致病

微生物造成的食品安全事件已上升为我国乃至世界面临的首

要问题［１］，其中，引起食源性疾病的主要致病微生物有沙门

氏菌、大肠杆菌和金黄色葡萄球菌［２］。金黄色葡萄球菌广泛

存在于自然界中，且易黏附在食品加工设备、包装材料的表面

并形成生物膜，造成设备腐蚀和食品污染，由其肠毒素引发的

食品中毒事件屡屡发生［３］。

为控制食品中微生物的含量，通过添加防腐剂来抑制或

杀灭微生物已成为食品加工和储藏中使用最为普遍和有效的

方法。但合成防腐剂大量使用带来的安全性问题正不断受到

质疑［４－５］。鉴于此，寻求安全高效的天然食品防腐剂一直是

食品科学、生物领域及中药学中的重要课题。天然植物源防

腐剂以其安全、高效、抗氧化效果好、抗菌谱广等优点，已经成

为近年来人们研究的热点，并逐步被应用于各食品领域［６－７］。

冬凌草是我国的特色中草药，其主要活性成分为冬凌草

甲素［８］。冬凌草甲素为贝壳杉烯骨架的四环二萜类化合物，

无色棱柱状结晶，味道极苦，不溶于水，溶于乙醚、甲醇、乙醇

等有机溶剂，具有抗炎、抗微生物和抗肿瘤等多种药理活

性［９］。冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、表皮

葡萄球菌、禽巴氏杆菌等都有较强的抑制作用。但是，目前有

关冬凌草甲素的作用机制研究鲜有报道。本研究以金黄色葡

萄球菌为供试菌，通过研究冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌细

胞膜通透性、蛋白质合成和呼吸代谢等方面的影响，探讨冬凌

草甲素的抑菌作用机制，以期为冬凌草在食品行业中的应用

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料和仪器
１．１．１　材料 　 金 黄色葡萄球 菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ
ＡＴＣＣ６５３８，中国普通微生物菌种保藏管理中心）；冬凌草甲素
（上海源叶生物科技有限公司）；牛血清白蛋白、戊二醛、考马

斯亮蓝 Ｇ－２５０、碘乙酸［生工生物工程（上海）股份有限公
司］；琥珀酸脱氢酶试剂盒、苹果酸脱氢酶试剂盒（南京建成

生物工程研究所）；牛肉膏、蛋白胨、氯化钠、氢氧化钠、盐酸、

磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、丙二酸、磷酸钠、葡萄糖（分析纯，

天津市德恩化学试剂有限公司）。

１．１．２　培养基　细菌液体培养基：蛋白胨１０ｇ，氯化钠１０ｇ，
酵母膏５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，用１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液调节
ｐＨ值至７．２～７．４，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ备用。细菌平板培养
基：蛋白胨１０ｇ，氯化钠１０ｇ，酵母膏５ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，用１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调节 ｐＨ值至 ７．２～７．４，
１２１℃灭菌２０ｍｉｎ备用。
１．１．３　主要仪器设备　ＵＶ７５５Ｂ紫外可见分光光度计（上海
精密科学仪器有限公司）；ＳＷ－ＣＪ－１Ｇ超净工作台（江苏苏
净集团有限公司）；ＬＤＺＸ－３０ＫＢＳ立式压力蒸汽灭菌锅（上
海申安医疗器械厂）；ＢＳＡ２２４Ｓ电子天平（德国赛多利斯集
团）；ＤＫＢ－８Ａ电热恒温水浴箱（上海医疗器械厂股份有限
公司）；Ｈ－２０５０Ｒ低温超速离心机（湖南湘仪离心机仪器有
限公司）；ＤＷ－８６Ｌ５７８Ｊ超低温冰箱（海尔集团）；ＤＤＳ－３０７
电导率仪（上海仪电科学仪器股份有限公司）；ＪＹ９２－２Ｄ超
声细胞破碎仪（宁波新芝生物科技股份有限公司）；ＪＹＤ－１Ａ
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溶解氧测定仪（南京科环分析仪器有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　菌种活化和标准菌悬液制备　挑取１～２环金黄色葡
萄球菌接种在试管斜面培养基上，３７℃培养２４ｈ后，用无菌
生理盐水洗下菌苔，制成菌悬液。采用麦氏比浊法，用无菌生

理盐水调节细菌含量为１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。
将复苏好的金黄色葡萄球菌菌悬液按体积比１∶５０接种

于新鲜细菌液体培养基中，在温度为３７℃，转速为２２０ｒ／ｍｉｎ
条件下，培养２０ｈ后，４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，沉淀物
用无菌生理盐水洗涤２次，每次１０ｍＬ，然后用无菌生理盐水
调整菌悬液浓度为５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，得到标准菌悬液。
１．２．２　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌最小抑菌浓度（ＭＩＣ）
及最小杀菌浓度（ＭＢＣ）的测定［１０］

１．２．２．１　最小抑菌浓度测定　二倍稀释法：取８支试管分别
加入５ｍＬ细菌液体培养基（其中第一支试管加９．５ｍＬ），加
入０．５ｍＬ冬凌草甲素溶液于第 １支试管中，混匀后取出
５ｍＬ加入第２支试管中，然后依次取出５ｍＬ移入下一试管，
到第 ８支试管时弃去 ５ｍＬ，再在这 ８支试管中分别加入
０．１ｍＬ培养好的菌液。另取２支试管分别编号为第９和１０，
其中第９号试管作为空白对照１，只加５ｍＬ液体培养基，不
加药液；第１０号试管作为空白对照２，加５ｍＬ液体培养基和
溶剂甲醇。用 ２倍递减稀释法将冬凌草甲素配制成
４０００００、２００．０００、１００．０００、５０．０００、２５．０００、１２．５００、６．２５０、
３．１２５μｇ／ｍＬ的冬凌草甲素溶液，溶剂为甲醇，３７℃恒温培
养２４ｈ，将培养基中完全没有菌生长（透明）的最低浓度作为
冬凌草甲素的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。
１．２．２．２　最小杀菌浓度测定　在最小抑菌浓度的基础上，将
一含金黄色葡萄球菌的含培养基的培养皿均分为６个部分，
用接种环分别取编号为１～６（对应冬凌草甲素的质量浓度分
别为１００．０００、５０．０００、２５．０００、１２．５００、６．２５０、３．１２５μｇ／ｍＬ）
的试验试管中的溶液，接种于平板上对应的编号接种区，接种

完成后，把培养皿置于恒温培养箱中，３７℃恒温培养２４ｈ，平
板中未见细菌生长的最低药液浓度即为其对细菌的最小杀菌

浓度（ＭＢＣ）。
１．２．３　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的影响
　电导率的测定［１１］：向生长到对数期的金黄色葡萄球菌中加

入冬凌草甲素溶液，使培养基中冬凌草甲素的终浓度为１／４、
１／２、１、２ＭＩＣ，３７℃下１２０ｒ／ｍｉｎ恒温培养。在培养０、２、４、６、
８ｈ时取１０ｍＬ培养液，４５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，用移液枪吸
取３ｍＬ上清液到小试管中，再加２ｍＬ无菌水混匀测定其电
导率，以冬凌草甲素溶剂甲醇为对照组，平行试验３次，取平
均值。

β－Ｄ－半乳糖苷酶活性测定［１２］：取制备的菌悬液与冬凌

草甲素混合，使冬凌草甲素质量浓度达到１／４、１／２、１、２ＭＩＣ，
置于３７℃摇床中培养１２ｈ后取１ｍＬ菌悬液，采用邻硝基苯
β－Ｄ－半乳吡喃糖苷（ＯＮＰＧ）比色法测定其吸光度，具体做
法；首先用２５ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值为７．２的三（羟甲基）氨基甲烷
（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）（含０．５％ ＮａＣｌ）溶液将菌悬液稀释至浓度为５×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ，取１０μＬ３０ｍｍｏｌ／ＬＯＮＰＧ溶液加入１００μＬ菌
液中，于３７℃下反应２ｈ，以不加冬凌草甲素的菌液为对照，
４０５ｎｍ下测定吸光度。

胞外ＤＮＡ、ＲＮＡ含量的测定［１３］：将培养至对数期的金黄

色葡萄球菌，用磷酸缓冲盐溶液洗涤 ２次，制成 １×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液。加入冬凌草甲素，使其终浓度为
１ＭＩＣ和２ＭＩＣ。在药物作用０、２、４、６、８ｈ时，将菌悬液于
５０００ｒ／ｍｉｎ下离心 １０ｍｉｎ，取上清，用紫外分光光度计在
２６０ｎｍ处测定上清液中 ＤＮＡ、ＲＮＡ大分子物质的吸光值。
以不加药液为对照组，试验重复３次，取平均值。
１．２．４　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌胞内总蛋白质合成能
力的影响　将生长到对数期的金黄色葡萄球菌用 ｐＨ值为
７．４的 ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液洗涤，并稀释成浓度为 ５×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ的菌液，取５ｍＬ与等体积的１／４、１／２、１、２ＭＩＣ
冬凌草甲素混合后，于３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养，分别在
３、６、９ｈ时取样５ｍＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集细胞。以
无菌水替代冬凌草甲素作为空白对照。

取冬凌草甲素处理组和空白对照组菌体沉淀，用磷酸缓

冲盐溶液将其重悬，采用麦氏比浊法调节不同处理组细菌含

量为 １×１０８ ＣＦＵ／ｍＬ。取 ５ｍＬ样品，１００００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清。沉淀物分别加入 ５０μＬ无菌水和 １００μＬ
ＳＤＳ－ＰＡＧＥｌｏａｄｉｎｇｆｕｆｆｅｒ，混匀后于沸水浴中加热 ５ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取４０μＬ上清液进行聚丙烯酰胺凝
胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），采用蛋白质定量分析试剂盒测定微生
物胞内蛋白质含量。浓缩胶和分离胶的浓度分别为 ４％和
１０％；电泳结束后用０．１％的考马斯亮蓝Ｒ－２５０进行凝胶染
色，用２５％的甲醇和７％的醋酸混合液脱色［１４］。

１．２．５　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌呼吸代谢的影响　在
反应杯中加入１．８ｍＬｐＨ值为７．０的０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲盐
溶液，０．２ｍＬ１％葡萄糖溶液和 ０．５ｍＬ浓度为 １×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ的金黄色葡萄球菌悬液，在空气中搅拌５ｍｉｎ，开
始测定菌悬液中的溶氧量。测定时保证整个体系处于封闭状

态。用注射器分别加入典型抑制剂碘乙酸、丙二酸和磷酸钠，

使其终浓度为５００μｇ／ｍＬ，再加入冬凌草甲素，使其质量浓度
达到１ＭＩＣ，以不加药液为对照组。根据菌悬浮液中溶氧量
的变化，求出菌体呼吸速率。按照下列公式求出３种典型抑
制剂与冬凌草甲素的呼吸抑制率和叠加率［１５－１６］。

ＩＲ＝
Ｒ０－Ｒ１
Ｒ０

×１００％；

ＲＲ＝
Ｒ１－Ｒ１′
Ｒ１

×１００％。

式中：ＩＲ为抑制剂对菌体呼吸的抑制率，％；Ｒ０、Ｒ１分别为对
照组和抑制剂组的菌体呼吸速率，μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）；ＲＲ为典
型抑制剂对冬凌草甲素的叠加率，％；Ｒ１为加入冬凌草甲素
后菌体的呼吸速率，μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）；Ｒ１′为加入典型抑制剂
后菌体的呼吸速率，μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）。
１．２．６　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌胞内琥珀酸脱氢酶和
苹果酸脱氢酶活性的影响　向培养至对数期的金黄色葡萄球
菌中加入冬凌草甲素，使其质量浓度达到１ＭＩＣ，３７℃培养分
别培养４ｈ和８ｈ，取培养的菌液５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收
集菌体，用ｐＨ值为７．４的０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液洗涤
２～３次后，用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液将其重悬，采用麦氏比浊法将
不同处理组细菌含量调至相同。取样品５ｍＬ，进行冰浴超声
破碎，时间 １ｍｉｎ，间歇 ２ｓ，功率为 ２００Ｗ。细胞破碎后，
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１００００ｒ／ｍｉｎ低温离心１５ｍｉｎ，取出上清液，测定酶活性。琥
珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）和苹果酸脱氢酶（ＭＤＨ）活性的测定按试
剂盒的说明书操作。采用蛋白质定量分析试剂盒测定上清液

蛋白质含量。以不加药液为对照组，试验重复 ３次，取平
均值［１７］。

ＳＤＨ活性定义为１ｍｇ蛋白质 １ｍｉｎ使反应体系的吸光
度值降低０．０１为１个酶活性单位；ＭＤＨ活性定义为１ｍｇ蛋
白质在反应体系中１ｍｉｎ内催化１μｍｏｌ的底物变成产物定义
为１个酶活性单位［１８］。

１．２．７　数据处理　试验数据以平均值±标准差的形式表示。

统计分析采用 ＳＰＳＳ软件，组间分析采用 Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ
两两比较得到相应的Ｐ值，Ｐ＜０．０５和 Ｐ＜０．０１为显著和极
显著差异。

２　结果与分析

２．１　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌ＭＩＣ及ＭＢＣ的测定
最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度（ＭＢＣ）是测量抑

菌物质抑菌活性大小的重要指标，试验结果见图１。冬凌草
甲素对金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ为 ２５μｇ／ｍＬ，ＭＢＣ为
５０μｇ／ｍＬ。　

２．２　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的影响
药物可通过破坏细胞膜的通透性抑制细菌的生长，因此

对冬凌草甲素处理后的金黄色葡萄球菌培养基溶液的电导

率、胞外β－Ｄ－半乳糖苷酶活性和核酸含量进行测定，试验
结果见图２、图３、表１。由图２可知，随着作用时间延长，对照
组的电导率基本没有变化，药物处理组电导率在０～６ｈ有明
显增大，６ｈ后降低。同时，在相同作用时间内，随着药物浓
度升高电导率增大，２ＭＩＣ浓度下作用６ｈ时电导率达到最大
值为７．９５，与对照组相比增加了１７％（Ｐ＜０．０１）。

　　通常宿主菌β－Ｄ－半乳糖苷酶存在于胞内，当细胞内膜
渗透性达到一定水平时，其胞内的β－Ｄ－半乳糖苷酶就会渗
透到细胞外。而ＯＮＰＧ是β－Ｄ－半乳糖苷酶的底物，水解后
生成半乳糖和黄色的邻 －硝基苯酚（ＯＮＰ）。ＯＮＰ在４０５～
４２０ｎｍ处有紫外吸收，因此培养物吸光值的变化可以反映细
胞内膜通透性的改变［１２］。由图３可知，随着冬凌草甲素质量
浓度升高，吸光度不断增大，这表明细胞内的 β－Ｄ－半乳糖
苷酶外泄量增多。２ＭＩＣ处理下吸光度达到０．７４６，与对照组
相比增大了１２４％（Ｐ＜０．０１）。

　　对冬凌草甲素作用后的金黄色葡萄球菌菌体核酸大分子
物质的外泄情况进行研究，试验结果见表 １。２５μｇ／ｍＬ与
５０μｇ／ｍＬ的冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌后，胞外核酸大
分子含量极显著高于对照组（Ｐ＜０．０１），且随着冬凌草甲素
质量浓度的增加，核酸外泄量增加。对药物处理的金黄色葡

萄球菌培养基溶液的电导率、胞外β－Ｄ－半乳糖苷酶活性和
核酸含量分析结果说明，冬凌草甲素能破坏金黄色葡萄球菌

细胞膜的通透性，导致其胞内物质大量外流，进而抑制其生长

繁殖。

２．３　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌呼吸代谢作用的影响
磷酸钠、碘乙酸和丙二酸分别是生物体内磷酸戊糖途径、

糖酵解途径和三羧酸循环的典型抑制剂［１６］。冬凌草甲素对

金黄色葡萄球菌呼吸代谢影响见表２。１ＭＩＣ冬凌草甲素对
金黄色葡萄球菌呼吸抑制率为１４．７４％，当冬凌草甲素分别
与３种抑制剂联合使用时，结果显示，与丙二酸作用时叠加率
最小，仅有３．７０％。叠加率的大小可反映冬凌草甲素与典型
抑制剂间的增效作用。叠加率越小，表明药物与典型抑制剂

抑制相同代谢途径的可能性越大［１９］。因此，冬凌草甲素主要

是通过抑制三羧酸循环途径而起作用的。
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表１　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌胞外核酸大分子的影响

冬凌草甲素质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
核酸在２６０ｎｍ处的吸光度

０ｈ ２ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ
０ ０．１２６±０．００７ ０．１４３±０．００６ ０．２３７±０．０１５ ０．２９６±０．００５ ０．４５７±０．０４８
２５ ０．２１５±０．００１ ０．３２４±０．０１４ ０．５５３±０．００２ ０．６６６±０．００４ ０．８１３±０．００８

５０ ０．２３２±０．００１ ０．３６９±０．００５ ０．７６３±０．００２ ０．８６４±０．００３ ０．９５２±０．０１５

　　注：、分别表示与空白组在０．０５、０．０１水平上差异显著。表３、表４同。

表２　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌呼吸代谢的影响

抑制剂
质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
抑制率

（％）
叠加率

（％）

冬凌草甲素 ２５ １４．７４
丙二酸 ５００ ２９．４７ ３．７０
磷酸钠 ５００ １７．８９ １７．２８
碘乙酸 ５００ ４１．０５ ３０．８６

２．４　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌 ＳＤＨ和 ＭＤＨ活性的
影响

琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）和苹果酸脱氢酶（ＭＤＨ）在微生物
能量代谢中起着关键作用，其活性降低是细胞能量代谢损伤

的标志。试验结果（表３）显示，１ＭＩＣ冬凌草甲素作用金黄
色葡萄球菌８ｈ后，与对照组相比，ＳＤＨ和 ＭＤＨ活性都降低
了，其中ＭＤＨ的活性降低５３．２２％（Ｐ＜０．０１），ＳＤＨ的活性
降低３３．９６％（Ｐ＜０．０１）。表明冬凌草甲素能通过抑制呼吸

代谢中三羧酸循环的ＳＤＨ和ＭＤＨ活性来抑制金黄色葡萄球
菌的能量代谢，其中对ＭＤＨ的抑制效果较为明显。

表３　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌ＳＤＨ和ＭＤＨ活性的影响

处理
作用时间

（ｈ）
ＭＤＨ活性
（Ｕ／ｍｇ）

ＳＤＨ活性
（Ｕ／ｍｇ）

阴性对照 ４ ５．５６±０．２３ ８．２５±０．３５
８ ８．０８±０．２６ １０．１０±０．２８

冬凌草甲素 ４ ４．４９±０．３１ ８．０１±０．２４
８ ３．７８±０．４２ ６．６７±０．２７

２．５　冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌胞内可溶性蛋白质含量
的影响

药物可通过抑制蛋白质的合成来抑制细菌的生长繁殖。

因此，对冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌的胞内可溶性蛋白

质含量进行测定，试验结果见表４。

表４　不同质量浓度冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌胞内可溶性蛋白质含量的影响

冬凌草甲素质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
胞内可溶性蛋白质含量（μｇ／ｍＬ）

３ｈ ６ｈ ９ｈ
０ １０６８．６７±１５．０１ １００８．６７±１５．５３ ９０９．３３±１１．７２
６．２５ ８３５．３３±２０．５３ ７１１．３３±１１．３７ ５６３．３３±１０．２６

１２．５０ ８１４．６７±１３．０１ ６０６．００±１５．８７ ５０５．３３±６．４３

２５．００ ７８４．００±７．２１ ５３４．００±１１．１３ ４６２．６７±１１．０２

５０．００ ６４９．３３±１６．６５ ５２１．３３±７．０２ ４５５．３３±１１．３７

　　由表４可知，金黄色葡萄球菌胞内可溶性蛋白质总量随
着冬凌草甲素质量浓度的增加，呈现逐渐降低的趋势，与对照

组相比，５０μｇ／ｍＬ的冬凌草甲素处理３ｈ时金黄色葡萄球菌
胞内可溶性蛋白质总量降低了约４０％（Ｐ＜０．０１）；且随着冬
凌草甲素作用时间的延长，菌胞内可溶性蛋白质总量呈下降

趋势，５０μｇ／ｍＬ的冬凌草甲素处理９ｈ时比对照组降低了约
５０％（Ｐ＜０．０１）。

采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对质量浓度为１２．５０μｇ／ｍＬ的冬凌草
甲素抑制金黄色葡萄球菌胞内蛋白质合成情况进行分析，由

图４可知，随着作用时间的的延长，有的蛋白质条带颜色逐渐
变浅，表明蛋白质的合成量变少；用药组和对照组相比，蛋白

质含量有明显差异，对照组蛋白质谱带多而清晰，而药物作用

后，大多蛋白质条带变浅，有的谱带甚至消失，但有的蛋白质

条带颜色变深（箭头所示），这种变化随着时间的延长，更加

明显。

３　结论与讨论

天然植物中含有生物碱、挥发油、黄酮、有机酸等生物活

性物质，它们具有不同程度的抗菌作用，对这些天然化合物的

抑菌机制的研究结果证实，其主要通过破坏细胞膜的完整性、

抑制三羧酸循环、抑制蛋白质和核酸的合成等抑制细菌正常

生长代谢［２０］。

冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌具有显著的抑菌活性，其

最低抑菌浓度和最小杀菌浓度分别为 ２５μｇ／ｍＬ和
５０μｇ／ｍＬ。对冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌后培养液的
电导率、胞外β－Ｄ－半乳糖苷酶活性和核酸含量研究结果显
示，冬凌草甲素可以使金黄色葡萄球菌培养液的电导率增加，

胞内的β－Ｄ－半乳糖苷酶和核酸大分子物质明显外漏，表明
冬凌草甲素能够破坏金黄色葡萄球菌的细胞膜结构。

新陈代谢是一切生命体生命活动的基础，是同外界不断

进行物质和能量交换的过程。呼吸作用是生物体主要的产能
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代谢之一，呼吸作用的抑制或终止可导致生命活动受阻甚至

停止。本研究测定了冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌呼吸代谢

的抑制率以及与糖酵解途径、磷酸戊糖途径和三羧酸循环途

径典型抑制剂的叠加率。试验结果表明，冬凌草甲素与抑制

剂丙二酸联合使用时叠加率最小，为３．７０％。表明冬凌草甲
素主要通过抑制三羧酸循环途径来抑制金黄色葡萄球菌的呼

吸代谢。

ＳＤＨ和ＭＤＨ是真核细胞和原核细胞三羧酸循环中的关
键酶，在细胞能量代谢中起着重要的作用，其活性变化可反映

细胞的能量代谢状况［２１］。冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌

后的ＭＤＨ、ＳＤＨ活性测定结果表明，冬凌草甲素能够抑制
ＭＤＨ、ＳＤＨ活性，１ＭＩＣ的冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌
８ｈ，与对照组相比，ＭＤＨ活性降低了 ５３．２２％（Ｐ＜０．０１），
ＳＤＨ活性降低了３３．９６％（Ｐ＜０．０１）。试验结果表明冬凌草
甲素通过抑制呼吸代谢中ＭＤＨ、ＳＤＨ活性来抑制金黄色葡萄
球菌的能量代谢，其中对ＭＤＨ的抑制效果较为明显。

能量代谢障碍会进一步导致蛋白质和核酸的合成受到阻

碍，进而影响细胞的生长繁殖。冬凌草甲素作用金黄色葡萄

球菌后的胞内可溶性蛋白质含量测定结果显示，冬凌草甲素

能抑制菌体蛋白质的合成，与对照组相比，５０．００μｇ／ｍＬ的冬
凌草甲素作用金黄色葡萄球菌９ｈ，其胞内的可溶性蛋白质总
量降低了约５０％（Ｐ＜０．０１）。质量浓度为１２．５０μｇ／ｍＬ的冬
凌草甲素处理组的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果证实，用药组和对照组
的蛋白质表达有明显差异，对照组蛋白质谱带多而清晰，而药

物作用后，大多蛋白质条带变浅，有的谱带甚至消失，但有的

蛋白质条带颜色变深，这种变化随着时间的延长，更加明显。

植物杀菌剂的抑菌机制多种多样且有差异，可能是单一

机制，也可能是多种机制的协同作用［２２－２３］。研究表明，冬凌

草甲素可通过破坏细胞膜的通透性、抑制菌体的呼吸代谢和

蛋白质的合成等途径影响金黄色葡萄球菌的生长与繁殖。由

于杀菌剂抑菌机制的复杂性，本研究仅从细胞膜的通透性、蛋

白质合成和呼吸代谢情况等表象进行了初步分析，而关于其

深层次的抑菌机制还需要从分子水平进行进一步的揭示。
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