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  [摘 要] 目的 探讨黄连提取液对多重耐药鲍曼不动杆菌(MDR-Ab)抑菌作用及对其细胞膜的影响,
为黄连提取液治疗 MDR-Ab提供理论依据。方法 2023年5月采用牛津杯法测定黄连提取液对 MDR-Ab的

最低抑菌浓度(MIC),扫描电镜观察黄连提取液对 MDR-Ab菌体结构的破坏,碘化丙啶染色法观察黄连提取液

对 MDR-Ab
 

生物膜的作用,检测黄连提取液对 MDR-Ab作用后细胞内外三磷酸腺苷(ATP)含量。结果 黄

连提取液对 MDR-Ab的 MIC为64
 

mg/mL。黄连提取液处理的 MDR-Ab菌体形态发生凹陷、扭曲等改变,大

部分染成红色,且其形态改变程度、染成红色比例均与黄连提取液浓度呈正比。MDR-Ab细胞内ATP含量随

黄连提取液浓度增高逐渐减少,细胞外 ATP含量随黄连提取液浓度增高逐渐增多。结论 黄连提取液对

MDR-Ab具有抑菌作用,且通过破坏 MDR-Ab细胞膜发挥抑菌作用。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

antibacterial
 

effect
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

extract
 

on
 

multidrug-re-
sistant

 

Acinetobacter
 

baumannii
 

(MDR-Ab)
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

cell
 

membrane,and
 

to
 

provide
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

MDR-Ab
 

by
 

Coptis
 

chinensis
 

extract.Methods In
 

May,2023,the
 

minimum
 

inhibitory
 

concentration
 

(MIC)
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

extract
 

on
 

MDR-Ab
 

was
 

determined
 

by
 

Oxford
 

cup
 

method.The
 

structural
 

damage
 

of
 

MDR-Ab
 

was
 

observed
 

by
 

scanning
 

electron
 

microscope.The
 

effect
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

extract
 

on
 

MDR-Ab
 

biofilm
 

was
 

observed
 

by
 

propidium
 

iodide
 

staining.The
 

extracellular
 

and
 

extracellular
 

a-
denosine

 

triphosphate
 

(ATP)
 

contents
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

extracts
 

were
 

detected
 

after
 

MDR-Ab
 

treatment.
Results The

 

MIC
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

extract
 

on
 

MDR-Ab
 

was
 

64
 

mg/mL.The
 

morphology
 

of
 

MDR-Ab
 

trea-
ted

 

with
 

Coptis
 

chinensis
 

extract
 

changed,such
 

as
 

depression
 

and
 

distortion,and
 

most
 

of
 

them
 

were
 

dyed
 

red,
and

 

the
 

degree
 

of
 

morphological
 

change
 

and
 

the
 

proportion
 

of
 

dyed
 

red
 

were
 

in
 

direct
 

proportion
 

to
 

the
 

concen-
tration

 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

extract.The
 

ATP
 

content
 

in
 

MDR-Ab
 

cells
 

decreased
 

gradually
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

concentration
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

extract,and
 

the
 

ATP
 

content
 

outside
 

the
 

cells
 

increased
 

gradually
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

concentration
 

of
 

Coptis
 

chinensis
 

extract.Conclusion Coptis
 

chinensis
 

extract
 

has
 

antibac-
terial

 

effect
 

on
 

MDR-Ab,and
 

it
 

can
 

exert
 

antibacterial
 

effect
 

by
 

destroying
 

MDR-Ab
 

cell
 

membrane.
[Key

 

words] Coptis
 

chinensis; Multidrug-resistant
 

Acinetobacter
 

baumannii; Biofilm

  鲍曼不动杆菌(Ab)是医院内6种(粪肠球菌、金 黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌、Ab、铜绿假单胞菌和肠
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杆菌等)主要的具有严重耐药病原体ESKAPE之一,
可引起多种医院获得性感染和严重的治疗并发症,包
括严重急性呼吸综合征冠状病毒2相关肺炎[1]。Ab
还会引起社区获得性感染,死亡率高达64%[2]。Ab
具有较强的生命力,可在干燥的环境中存活较长时

间。其具有较强的附着力,容易黏附在物体表面,形
成生物膜抵抗抗菌药物,从而产生耐药性[3-4]。临床

存在多重耐药 Ab(MDR-Ab)和完全耐药 Ab。MA-
RAKI等[5]研究表明,临床分离的Ab中92.89%存在

3种或3种以上的抗菌药物耐药,MDR-Ab诱导或加

重了医院内患者,尤其是重症监护病房的重症患者的

感染,使病情进一步恶化,给临床治疗及预防工作带

来的影响越来越引起广泛重视[6]。为防止临床致病

菌的耐药性加重、给临床工作提供更加有效的治疗方

案,如何预防和控制 MDR-Ab的感染已是全球医院

需解决的难题,2017年Ab已在世界卫生组织优先开

发新药的病原体清单中占据首位。
中药具有独特的优势,如作用靶点多、药理活性

强、不良反应少、具有突出的抗耐药性等作用。黄连

为毛茛科植物黄连(Coptis
 

chinensis
 

Franch.)、三角

叶黄连或云南黄连的干燥根茎。始载于《神农本草

经》,为我国常用中药之一,能泻火、解毒、清热、燥湿

等。现代药理研究表明,黄连具有抗菌、抗内毒素、抗
病毒、增强免疫、解 热、抗 溃 疡、降 血 糖、解 毒 等 作

用[7-8]。黄连对 MDR-Ab的作用少见相关文献报道。
本研究探讨了黄连提取物新的药理作用,进一步开发

成新药,为其用于治疗临床Ab感染性疾病提供理论

依据,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 中药 黄连购于广西壮族自治区百色市大参

林药店,经右江民族医学院药学院梁威教授鉴定为

黄连。
1.1.2 实验菌株 MDR-Ab

 

8D2临床分离菌株经梅

里埃细菌鉴定药敏仪鉴定为Ab,主要耐哌拉西林/他

唑巴坦、替卡西林/克拉维酸、头孢他啶、头孢哌酮/舒

巴坦、头孢吡肟、氨曲南、亚胺培南、美罗培南、庆大霉

素等抗菌药物。
1.1.3 主要试剂和仪器 碘化丙啶(PI)染色试剂盒

(碧云天生物技术有限公司)、SOO27三磷酸腺苷

(ATP)检测试剂盒(碧云天生物技术有限公司)、
D3024R高速冷冻型微量离心机(南北仪器有限公

司)、Synergy
 

H1多功能酶标仪(上海新领生物科技

发展有限公司)、SBC-12小型离子溅射仪(北京中科

科仪股份有限公司)、KYKY-EM8100扫描电子显微

镜(北京中科科仪股份有限公司)、PA53FS6正置荧光

显微镜(厦门麦克奥迪实业集团有限公司)等。
1.2 方法

1.2.1 提取黄连提取液 2023年5月
 

采用煎煮法

提取黄连提取液[9]。将90
 

g黄连加入900
 

mL蒸馏

水(1∶10)加热煮沸后文火煎煮,提取时间大概1
 

h。
纱布过滤,收集滤液,药渣继续加900

 

mL蒸馏水煎

煮,步骤与上一步骤相同。合并2次滤液蒸发浓缩体

积为25
 

mL左右,等待冷却后用保鲜膜封口,冰箱冷

冻,再进行真空冷冻干燥。
1.2.2 测定黄连提取液最低抑菌浓度(MIC) 肉汤

培养基(LB)培养液稀释光密度(OD)600到0.3,此时

菌液浓度为1×108
 

CFU/mL,取无菌1.5
 

微量离心管

(EP)管5支,用二倍稀释法将黄连提取液在1.5
 

EP
管中以无菌水稀释为512、256、128、64、32

 

mg/mL备

用,编号1~5。取5个空白培养基,编号1~5。采用

牛津杯法向编号1~5的空白培养皿中加入2%素琼

脂,冷却后将牛津杯放置在素琼脂上轻轻按压至不留间

隙,将100
 

μL配制好的菌液与0.7%
 

LB琼脂混匀后倒

在素琼脂上,凝固后轻轻旋转拿出牛津杯,分别加入配

制好的药液100
 

μL,置37
 

℃培养箱中培养24
 

h后观察

有无抑菌圈,测量抑菌圈直径,平行实验3次。
1.2.3 测定黄连提取液对 MDR-Ab生长曲线的影

响 将1.5×108CFU/mL菌液100
 

μL接种于无菌

96孔板第一排的1~6孔中,将256、128、64、32、16
 

mg/mL黄连提取液各100
 

μL加入1~5孔中,第6
孔空白对照组加入LB培养液100

 

μL,第7孔加入LB
培养液200

 

μL,每组3个复孔。用多功能酶标仪

A570
 

nm 处每2小时测量A 值,以培养时间为横坐标,
测出的A 值为纵坐标绘制24

 

h生长曲线。
1.2.4 扫描电子显微镜观察黄连提取液对 MDR-Ab

 

8D2的破坏作用 取1.5
 

EP管12支分为空白对照

组和 黄 连 组(包 括1/4MIC 组、1/2MIC 组 和 MIC
组),每组3支。黄连组配制浓度为1×108

 

CFU/mL
的菌液750

 

μL分别与1/4MIC、1/2MIC、MIC黄连提

取液750
 

μL混合。空白对照组加入750
 

μL的菌液

和LB培养液750
 

μL。所有样品均在恒温培养箱中

37
 

℃培养4
 

h。取出后以12
 

000
 

r/
 

min离心5
 

min
取上清液,加入戊二醛溶液在4

 

℃冰箱固定过夜。第

2天取出后离心,依次加入30%、50%、70%、80%、
90%、100%乙醇溶液各1次,每次30

 

min。放入烘干

箱烘干,真空条件下镀金处理,用扫描电子显微镜观

察每组样品,随机挑选若干视野拍照。
1.2.5 荧光显微镜观察黄连提取液对 MDR-Ab的

破坏作用 配制浓度为1.5×108CFU/mL的菌液。
取2个50

 

mL离心管,编号1~2。编号1的离心管加

入菌液和64
 

mg/mL的黄连提取液各3
 

mL,编号2
的离心管加入菌液3

 

mL和空白LB培养液。恒温培

养箱中37
 

℃培养4
 

h取出后以12
 

000
 

r/min离心

1
 

min,用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤2次,最后一次离

心后弃上清液,分别加入PI试剂20
 

μL。37
 

℃培养
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30
 

min,取出后以12
 

000
 

r/min离心1
 

min,用PBS洗

涤2次,弃上清液,分别加入PBS使其沉淀悬浮起来,
取5

 

μL制片。在正置荧光显微镜下观察细菌的染色

情况,视野下PI染色死细胞呈红色。
1.2.6 测定 MDR-Ab

 

8D2细胞内外ATP含量 取

6支1.5
 

EP管,编号1~6。菌株划线纯化后挑取单

个菌落至5
 

mL
 

LB培养基中,摇菌16
 

h。第二天以

1∶10比例转到50
 

mL新鲜培养基中,继续摇菌4
 

h。
5

 

000
 

r/min离心10
 

min,用PBS(pH=7.4)洗涤和

重悬细胞3次,调配制OD600=0.5,吸取调制好的菌

液500
 

μL分别加入EP管中,加入1/4MIC、1/2MIC、
MIC、2MIC、4MIC的黄连提取液500

 

μL到编号1~5
号EP管中,6号EP管加入LB培养液500

 

μL作为

空白对照组,37
 

℃培养箱培养1
 

h。菌悬液4
 

℃,以
12

 

000
 

r/min离心5
 

min。吸取100
 

μL
 

ATP检测工

作液(ATP检测试剂和ATP检测试剂稀释液为1∶
4),分别加入16196-3SSB96孔板(黑 色)中 等 待3

 

min,再分别加入6支EP管中的上清液20
 

μL,迅速

混匀,间隔5
 

s后用多功能酶标仪测定细胞外ATP含

量。在弃上清液的6支EP管中分别加入400
 

μL裂

解液,37
 

℃水 浴15
 

min,充 分 裂 解 细 菌。裂 解 后

4
 

℃、12
 

000r/min离心5
 

min,取上清液,用于测定细

胞内ATP含量。每孔加入ATP检测工作液100
 

μL
到16196-3SSB96孔板(黑色)中,室温孵育5

 

min,充
分消耗本底ATP,加入上清液20

 

μL迅速用移液枪混

匀,间隔5
 

s后用酶标仪测定细胞内ATP含量。平行

实验3次。
1.3 统计学处理 应用 WPS、GraphPadPrism8软

件作图,应用SPSS20.0统计软件进行数据分析,计量

资料以x±s表示,计数资料以率或构成比表示,采用

单因素方差分析(one-way
 

ANOVA)、χ2 检验等。
P<0.05为差异有统计学意义。

 

2 结  果

2.1 黄连提取液 MIC 黄连提取液 MIC为64
 

mg/
mL。见表1。

表1  黄连提取液 MIC

质量浓度(mg/mL) 细菌生长情况 抑菌圈大小(mm)

32 有 0

64 无 13

128 无 14

256 无 16

2.2 黄连提取液对 MDR-Ab
 

8D2生长曲线的影

响 MDR-Ab
 

8D2生长曲线大致呈“S”型,具有对数

生长期和稳定生长期。MIC、2MIC组细菌生长被明

显抑制。随时间增长,MIC组细菌生长曲线无太大的

浮动,说明黄连提取液对 MDR-Ab
 

8D2的生长具有

明显的抑制作用。见图1。

图1  黄连提取液对 MDR-Ab
 

8D2生长曲线的影响

2.3 黄连提取液对 MDR-Ab
 

8D2的破坏 空白对

照组菌体形态正常饱满,细胞膜结构完整。与空白对

照组比较,1/4MIC组少量菌体形态不正常饱满,菌体

表面开始皱缩;1/2MIC组多数菌体表面皱缩,少许菌

体细胞膜开始破损,MIC组大量细菌的细胞膜表面破

裂,细菌形态严重变化。表明黄连提取液能破坏细菌

形态,且随黄连提取液浓度增高细菌菌体表面开始皱

缩,细胞膜破损逐渐严重,形态逐渐发生改变。见图

2。空白对照组菌体PI染色少,细菌生长良好;黄连

组菌体PI染色增多(占80%),且染成红色比例与黄

连提取液浓度呈正比。见图3。

  注:A1、A2为空白对照 组;B1、B2为1/4MIC组;C1、C2为1/

2MIC组;D1、D2为 MIC组。

图2  黄连提取液对 MDR-Ab
 

8D2形态的影响
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  注:A1、A2为空白对照组;B1、B2为黄连组。

图3  PI染色

2.4 细胞内外ATP含量变化 细胞内ATP含量随

黄连提取液浓度增高逐渐减少,细胞外 ATP含量随

黄连提取液浓度增高逐渐增多。见图4。

  注:A为细胞胞外ATP含量;B为细胞内ATP含量。

图4  细胞内外ATP含量变化

3 讨  论

  细菌生物膜是一种结构复杂、功能多样的“动态

细菌组织”,可帮助细菌抵抗恶劣的外界环境,是大部

分细菌的主要生活方式[10-11]。
 

有研究发现,中药抗菌

作用主要通过抑制细胞壁的合成、提高细胞膜的渗透

性、抑制蛋白质、核酸的代谢、防止外膜蛋白的丢失、
阻断药物的主动外排,从而抑制细菌的生长,发挥抗

菌作用,黄连对Ab具有良好的抗菌活性,黄连通过改

变Ab细胞膜的渗透性,破坏细胞膜完整性而发挥抗

菌作用[12]。
细菌在药物干扰下会出现不同程度的形态改变,

可通过扫描电子显微镜进行观察[13]。在没有被药物

干扰时细菌形态完整、饱满,无缺水皱缩现象,细胞

壁、细胞膜结构完好;细菌受到某些刺激时细胞形态

就改变。由本研究图2可见,MDR-Ab
 

8D2菌体形态

可被黄连提取液影响,形态发生变形,且影响程度与

黄连提取液浓度呈正比。
PI不能穿入完整的活细胞膜中,只能通过受损的

细胞膜[14],随后与DNA结合并发出红色荧光。由本

研究图3可见,黄连组菌体PI染色后红色荧光增多,
提示黄连提取液通过破坏 MDR-Ab

 

8D2细胞膜使菌

体大量死亡。细菌生物膜被包裹在细胞外基质中,在
发病机制中起关键作用,使治疗选择更加困难[15]。
Ab也有形成生物膜的能力,因此,探讨中药抗Ab生

物膜意义重大。
对中药抗Ab生物膜机制的研究发现,许多中药

具有抑制Ab生物膜形成和破坏生物膜的作用[16],如
李晓君等[17]发现,5种中药颗粒剂可能对细菌内叶酸

合成途径及细菌蛋白质形成产生影响,中药提取物可

通过抑制细菌DNA合成和膜蛋白合成从而破坏生物

膜。Ab生物膜的形成是一个复杂的过程,需要群体

感应基因(QS)、bap、blaPER-1、csuE、ompA等生物
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膜相关基因的参与[18]。相关研究表明,QS达到一定

浓度后可参与细菌生物膜的形成和毒力因子的表达,
QS与抗菌药物不同,不会对细菌产生选择压力,进而

减少抗性突变体的出现和传播。黄连可能通过抑制

DNA合成、膜蛋白合成和 QS破坏大肠杆菌的生

物膜。
ATP是生物体细胞内的能量来源[19],在呼吸和

代谢中起着核心作用,是许多酶促反应中最重要的能

量提供者,ATP合成酶在 MDR-Ab菌株中被高度上

调[20-21]。微生物的膜电位是由钠、钾、氯、镁、氢等离

子浓度梯度产生和维持,如细菌膜受损,小离子就会

被滤出,因此,细胞内释放的ATP等成分的测定也可

用于监测黄连提取液引起的膜损伤。微生物中ATP
含量的测量可以与活力、代谢活力或利用细胞内ATP
的平均浓度或量有关[22]。本研究结果显示,细胞内

ATP含量与黄连提取液浓度呈反比,性别外ATP含

量与黄连提取液浓度呈正比,进一步说明黄连提取液

处理 MDR-Ab
 

8D2后使其细胞膜受损,细胞内 ATP
外漏。

综上所述,黄连提取液可有效抑制 MDR-Ab
 

8D2
的生长,其抑菌机制可能与破坏菌体形态、影响细胞

膜的通透性和完整性有关。
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