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　　摘要：为探索杠板归对猪源耐氟苯尼考大肠杆菌耐药基因 ｆｌｏＲ表达量的变化，采用二倍稀释法测定杠板归
５９９２％乙醇提取物对大肠杆菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ），同时测定提取物处理后氟苯尼考的 ＭＩＣ，利用荧光定量 ＰＣＲ
法建立标准曲线检测耐药基因ｆｌｏＲ的表达量。结果发现，杠板归提取物对５株大肠杆菌的ＭＩＣ介于２．４８～９．６４ｇ／Ｌ
之间，氟苯尼考对亚抑菌浓度药物处理后的大肠杆菌ＭＩＣ值可下降至７６．７６％，ｆｌｏＲ基因荧光定量ＰＣＲ反应的线性回

归方程为 ＣＴ＝－３．０２×ｌｇ拷贝数 ＋２８．７７，ｒ
２＝０．９９９２，杠板归提取物对 ５株耐药菌 ｆｌｏＲ基因表达量分别下降

１３０２％、１０００％、１５．２１％、１０．２５％和８．８４％。试验结果表明提取物具有较好的耐药消除作用，对ｆｌｏＲ基因表达量有
明显抑制作用，提示在中药提取物中寻找耐药性大肠杆菌ｆｌｏＲ基因抑制剂有一定前景。
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　　杠板归为蓼科蓼属植物杠板归（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ
ｐｅｒｆｏｌｉａｔｕｍＬ．）全草，具有清热解毒、止咳作用，用于
肺热咳嗽、水肿尿少、湿热泻痢等［１］。杠板归的主

要化合物是黄酮类、有机酸类、萜类等［２－４］，但《中

国药典（２０２０版）》规定该药材的主要检测物质为槲
皮素［５］。杠板归的煎煮剂、乙酸乙酯、正丁醇提取

物对多种细菌具有较强的抑制作用，７５％乙醇提取
物具有广谱抑菌活性［６－８］，其中对耐药性大肠杆菌

的抑制作用明显。

氟苯尼考抑菌能力强、吸收快，常作为仔猪腹

泻的预防保健药，但长期滥用使得耐药性日益严

重，导致其药效不佳，对养殖业造成严重影响，对人

类健康也有严重危害［９－１０］。严重的耐药现状及物

理、化学方法消除细菌耐药性时对人类及动物的危

害与日俱增，但中药能有效消除细菌的耐药

性［１１－１２］，同时这方面的研究能有效减少抗生素残

留，利于生产绿色动物产品。

贵州杠板归药材资源丰富，前期研究表明杠板

归５９．９２％乙醇提取物对耐药性大肠杆菌具有较强
抑菌作用［１３］，因此，本研究对杠板归提取物耐药基

因ｆｌｏＲ表达量的影响进行探讨，不仅可了解该基因
畜牧养殖业中的耐药现状，还可为杠板归在中兽药

的开发利用方面提供数据参考。

１　材料与方法

１．１　试验菌株
大肠杆菌耐氟苯尼考菌株 ＤＦ２、ＢＹ２２、ＧＬ２６、

ＨＳ４０、ＧＰ４６分别从大方、白云、关岭、惠水、高坡等
猪场分离，大肠杆菌耐头孢类、大环内酯类和四环

素类菌株，均由笔者所在实验室保存。

１．２　试剂和药品
ＬＢ培养基，批号 １００２２４；ＤＮＡＭａｋｅｒ；细菌总

ＤＮＡ、ＲＮＡ提取试剂盒；槲皮素标准品，批号１１０９５７－
２０１８０；氟苯尼考，批号７３２３１－３４－２；反转录试剂
盒和荧光定量 ＰＣＲ试剂盒，均购自生工生物工程
（上海）股份有限公司。杠板归 ５９．９２％乙醇提取
物，由笔者所在项目组前期试验研制。

１．３　主要仪器
ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ荧光定量 ＰＣＲ仪，Ｖｅｒｉｔｉ快速梯
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度ＰＣＲ仪，广州仪涛科技有限公司。
１．４　试验方法
１．４．１　药品对大肠杆菌最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的测
定　本试验于２０２０年１１月至２０２１年６月在贵州
省畜牧兽医研究所实验室完成。试验时利用 ＬＢ培
养基将培养２４ｈ菌液稀释５００～１０００倍，将菌液浊
度调节至０．５麦氏单位，药品倍比稀释成９个梯度，
接种稀释后的菌液１ｍＬ至药液（阴性对照）、菌液
（阳性对照）、肉汤（空白对照）和试验组，摇匀后在

３７℃下培养１６～１８ｈ。每个药物作双样品测定，每
组试验中没有细菌生长的药物浓度为ＭＩＣ［１４］。
１．４．２　氟苯尼考对亚抑菌浓度药物处理后大肠杆
菌ＭＩＣ值的测定　将耐药大肠杆菌培养过夜，将
１％菌液接种于ＬＢ液体培养基中，试验分为对照组
和试验组（培养基中加入提取物和槲皮素，使终浓

度为亚抑菌浓度）［１５］，放置于３７℃下培养５ｈ，测定
方法同“１．４．１”节。
１．４．３　引物合成　参考文献［１６］的上游引物：５′－
ＧＣＴＣＡＡＣＧＴＧＡＧＴＴＧＧＡＴＣＡＴＡ－３′，下游引物：５′－
ＣＡＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＴＧＧＣＴＣＣＴＴＴＣ－３′，由生工生物工
程（上海）股份有限公司合成引物。

１．４．４　ＤＮＡ提取及质粒构建　将培养过夜的大肠
杆菌菌液提取ＤＮＡ并进行ＰＣＲ扩增，反应条件为：
９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０
个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物由生工生物工程
（上海）股份有限公司测序并合成质粒。

１．４．５　标准曲线构建　根据重组质粒的浓度和纯
度计算 ＤＮＡ拷贝数，倍比稀释成１．０×１０６、１００×
１０５、１．０×１０４、１．０×１０３和１．０×１０２拷贝数质粒，
分别不同质粒为模板进行荧光定量ＲＣＲ扩增反应，
每个拷贝数质粒重复扩增３次，以拷贝数为横坐标，
以ＣＴ值为纵坐标建立标准曲线，ＰＣＲ反应体系见
表１，反应程序为：９５℃ ３０ｓ，９５℃ ５ｓ，５５℃ ３４ｓ，
９５℃１５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ。

表１　ＱＰＣＲ反应体系

试剂
用量

（μＬ）
浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（２×） １０．０ １．０

ＰＣＲＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．４ ０．４

ＰＣＲＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．４ ０．４

ｃＤＮＡｔｅｍｐ ２．０

ｄｄＨ２Ｏ ７．２

总体系 ２０．０

１．４．６　熔解曲线分析　在反应完成后对扩增产物
进行熔解曲线分析，检验是否存在引物二聚体或非

特异性扩增。

１．４．７　敏感性试验　将已知拷贝数的质粒ＤＮＡ进
行１０倍倍比稀释，反应完成后检验检测方法的敏感
性，每个稀释倍数作３个重复。
１．４．８　重复性和特异性试验　分别以大肠杆菌氟
苯尼考、头孢类、大环内酯类和四环素类耐药菌株

的ＤＮＡ为模板进行检测，每个菌株重复检测 ３
次［１６］，检验反应方法的特异性。

１．４．９　样品ｆｌｏＲ基因的表达量变化检测　将大肠
杆菌分别用１／２（高）、１／４（中）、１／８（低）ＭＩＣ的杠
板归提取物和槲皮素处理，按照试剂盒说明步骤提

取供试大肠杆菌总 ＲＮＡ，反转录合成 ＣＤＮＡ。扩增
试验设计为组内３次试验，考察样品 ｆｌｏＲ基因的含
量变化。

２　结果

２．１　杠板归提取物对大肠杆菌的ＭＩＣ值
由表２可知，杠板归提取物和槲皮素对５株大

肠杆菌均有抑制作用，但提取物对 ＤＦ２、ＢＹ２２不如
槲皮素，对 ＧＬ２６、ＧＰ４６的抑菌活性强于槲皮素，２
种药品对ＨＳ４０的抑菌活性相差不大。

表２　杠板归提取物和槲皮素对大肠杆菌的ＭＩＣ值

药品
ＭＩＣ值（ｇ／Ｌ）

ＤＦ２ ＢＹ２２ ＧＬ２６ ＨＳ４０ ＧＰ４６

提取物 ９．１２ ９．６４ ２．５６ ４．６０ ２．４８

槲皮素 ３．１４ １．５６ ６．４６ ３．０２ ６．６２

２．２　氟苯尼考对亚抑菌浓度药物处理后大肠杆菌
ＭＩＣ值的影响
　　由表３可知菌株经杠板归提取物和槲皮素处理
后氟苯尼考对菌液ＭＩＣ值的变化。与对照组相比，
ＤＦ２、ＨＳ４０的 ＭＩＣ值分别下降 ５１．３８％、５２８２％，
ＢＹ２２分别下降４７．８６％、７３．５７％，ＧＬ２６的 ＭＩＣ值
没有变化，ＨＳ４０的 ＭＩＣ值分别下降 ４８６５％、
５２７０％，ＧＰ４６分别下降７６．７６％、５０７０％，试验结
果说明氟苯尼考对提取物处和槲皮素理后大肠杆

菌的ＭＩＣ值有不同影响，ＭＩＣ值最高下降７６．７６％。
表３　氟苯尼考对大肠杆菌的ＭＩＣ值变化

试验组
ＭＩＣ值（ｇ／Ｌ）

ＤＦ２ ＢＹ２２ ＧＬ２６ ＨＳ４０ ＧＰ４６

对照组 ０．０７２ ０．１４０ ０．０７８ ０．０７４ ０．１４２

提取物组 ０．０３５ ０．０７３ ０．０７１ ０．０３８ ０．０３３

槲皮素组 ０．０３４ ０．０３７ ０．０７２ ０．０３５ ０．０７０
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２．３　ｆｌｏＲ基因检测及质粒构建
由图１可知，通过ｆｌｏＲ基因检测得出１４５ｂｐ目

的片段，无非特异性扩增。产物测序后结果与

ＧｅｎＢａｎｋ中的ｆｌｏＲ基因序列比对，相似度为９８．７％～
１００．０％。ＰＣＲ产物测序并合成质粒，质粒浓度为
５０．０５ｎｇ／μＬ。

２．４　标准曲线
由图２可知，ｆｌｏＲ荧光定量的线性回归方程为

ＣＴ＝－３．０２×ｌｇ拷贝数＋２８．７７，ｒ
２＝０．９９９２。

２．５　熔解曲线分析
由图３可知，熔解曲线分析结果的熔解温度为

８５．１～８８．６℃，无引物二聚体和非特异性扩增。

２．６　敏感性试验结果
分别对１．０×１０６～１．０×１００拷贝数含量的 ７

种质粒进行基因荧光定量 ＰＣＲ反应，由图４可知，
其灵敏度为１．０×１０１。

２．７　重复性和特异性试验结果
根据建立的荧光定量方法检测不同的大肠杆

菌耐药菌株，由图５可知，大肠杆菌耐氟苯尼考菌株

为阳性，且重复性较好，大肠杆菌耐头孢类、大环内

酯类和四环素类菌株均为阴性，提示该检测方法的

特异性强、重复性好。
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２．８　ｆｌｏＲ基因表达量变化分析
由表４可知，不同剂量药物处理大肠杆菌耐药

菌株后，与对照组相比，低剂量处理组中５株菌的
ＣＴ值无变化，中、高剂量组ＣＴ值下降，其中，高剂量
组变化明显。选取对照组和高剂量（１／２ＭＩＣ）处理
组的ＣＴ值，采用２

－ΔΔＣＴ法［１７］计算药物处理前后ｆｌｏＲ
基因表达量变化，利用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件作图，
相对表达量数值高表示 ｆｌｏＲ基因表达量变化小，数
值低表示ｆｌｏＲ基因表达量变化大。由图５可知，通
过提取物和槲皮素处理后，５株耐药菌株的 ｆｌｏＲ基
因表达量均下降，其中对于菌株 ＤＦ２、ＧＬ２６，提取物

的ｆｌｏＲ基因表达量分别是对照组的０．８６９８、０．８４７９
倍，低于槲皮素试验组的０．９２３１、０．９６５３倍，菌株
ＢＹ２２和 ＧＰ４６中提取物试验组表达量为对照组的
０．９０００、０．９１１６倍，高于槲皮素试验组的０．８３１５、
０．８５９４倍，菌株ＨＳ４０中２个试验组的基因表达量
变化不大，分别为０．８９７５、０．８９７９倍，提取物对５
株耐药菌的 ｆｌｏＲ基因表达量分别下降 １３．０２％、
１０００％、１５．２１％、１０．２５％和８．８４％。试验结果提
示杠板归提取物和槲皮素可使猪源大肠杆菌氟苯

尼考耐药基因ｆｌｏＲ表达量下降，其表达量变化大小
因菌株而异。

表４　药物处理前后ｆｌｏＲ基因ＣＴ值

菌株 对照组ＣＴ
提取物组ＣＴ 槲皮素组ＣＴ

低 中 高 低 中 高

ＤＦ２ ２２．１２±０．０２ｂ ２２．１３±０．０２ｂ ２１．５４±０．０５ｃ １９．２４±０．０６ｆ ２２．３１±０．０２ａ ２１．５４±０．０２ｄ ２０．４２±０．０２ｅ

ＢＹ２２ ２３．８０±０．０６ａ ２３．５６±０．１１ａ ２２．４６±０．０８ｂ ２１．４２±０．０９ｄ ２３．６８±０．０５ａｂ ２２．４９±０．０６ｂｃ １９．７９±０．２０ｅ

ＧＬ２６ ２３．６７±０．０２ｂ ２３．５７±０．０３ｃ ２２．６２±０．０４ｅ ２０．０７±０．０３ｇ ２３．７１±０．０２ａ ２２．５２±０．０９ｆ ２２．８５±０．１０ｄ

ＨＳ４０ ２２．４３±０．０２ａ ２１．８４±０．０３ｃ ２１．４２±０．０４ｅ ２０．１３±０．０３ｆ ２２．３６±０．０６ｂ ２１．６１±０．０３ｄ ２０．１４±０．０２ｅ

ＧＰ４６ ２３．７６±０．０６ａ ２３．６３±０．０５ｂ ２２．５２±０．０７ｄ ２１．６６±０．０４ｅ ２３．８１±０．０６ａ ２３．０９±０．０３ｃ ２０．４２±０．０４ｆ

　　注：同行数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

中药活性提取液与抗生素混合使用后，可明显

改善细菌的耐药性消除作用［１８］。张秀英等将大肠

杆菌耐恩诺沙星菌株接种于十大功劳木醇提取物

的营养肉汤中，传代培养３～５代后，药物对试验菌
株的ＭＩＣ最高可降低３２倍［１９］。采用１／２ＭＩＣ的铁
冬青提取物传代培养大肠杆菌，在第３代时氟苯尼
考、阿莫西林和诺氟沙星等对试验菌株的 ＭＩＣ由
６４０μｇ／ｍＬ降至 ０．６２５μｇ／ｍＬ以下，消除效果明
显［２０］。本研究通过试验得出杠板归提取物和槲皮

素对５株大肠杆菌均有抑制作用，氟苯尼考与提取
物和槲皮素联合作用后对５株大肠杆菌的 ＭＩＣ值
可下降１／２或１／４，由此可见，联合作用多次传代培
养后，提取物和槲皮素对氟苯尼考的耐药消除作用
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明显。

荧光定量ＰＣＲ中绝对和相对定量法差异明显，
王大涛通过梅花鹿Ｐ２１基因的检测比较相对和绝对
荧光定量ＰＣＲ表明，绝对定量结果的准确性明显优
于相对定量［２１］。由于本试验采用不同方法处理不

同样品从而得到目标基因的表达量有差异，因此本

试验采用绝对定量方法检测目的基因的表达量，同

时根据ｆｌｏＲ基因序列建立猪荧光定量 ＰＣＲ检测方
法，检测灵敏度达１．０×１０１拷贝数，确保 ｆｌｏＲ基因
表达变化的精确性。在计算基因表达量变化时，

２－ΔΔＣＴ法必须引入看家基因作为内参，检测过程繁
琐且扩增效率对试验结果存在较大的影响，２－ΔＣＴ联
合标准曲线法计算ＣＴ值方便，最能测得目的基因的
表达量差异，同时也能节省试剂材料［１７］。

ｆｌｏＲ基因在能量驱动下，细菌体内产生外排泵
将药物或毒物排出体外，从而对抗生素产生耐药

性［１６］，在耐药菌株与敏感菌株间传递使得耐药性广

泛传播［２２］。多种中药通过消除细菌耐药质粒而降

低细菌的耐药性［２３］，研究表明艾叶醇提液对耐庆大

霉素大肠杆菌的耐药质粒消除率可达６９．４％，从而
使得庆大霉素对大肠杆菌有明显抑制作用［２４］。本

试验通过荧光定量方法得出药品处理后 ｆｌｏＲ基因
表达量变化，发现杠板归提取物和槲皮素可使耐药

基因ｆｌｏＲ表达量明显下降，其表达量变化大小因菌
株而异，杠板归提取物使５株菌的 ｆｌｏＲ基因表达量
分别下降 １３．０２％、１０．００％、１５．２１％、１０．２５％和
８８４％，表明大肠杆菌 ｆｌｏＲ基因表达量与其耐药程
度具有一定关系，且杠板归提取物对改变大肠杆菌

ｆｌｏＲ基因表达量与耐药性具有一定作用，提示杠板
归提取物可作为大肠杆菌耐药基因 ｆｌｏＲ的抑制剂。
杠板归提取物由于是粗组分，很难阐述清楚该中药

对ｆｌｏＲ基因的消除机制，因此后续研究应集中在药
材处理耐药细菌后的代谢途径、转录组、蛋白组学

进行研究，深刻探讨中药的药用机制，同时也为杠

板归开发运用及消除耐药机制研究提供参考。
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