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摘要:目的:探究水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物

膜及其毒力因子的影响.方法:采用结晶紫染色法检测

水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物膜形成的抑制及

清除作用,MTT染色法探究水飞蓟素对其生物膜代谢的

影响,冻干血浆和无菌脱纤维羊血探究水飞蓟素对其凝

固酶表达和溶血活性的影响,同时用光学显微镜观察不

同浓度水飞蓟素对其生物膜影响及傅里叶红外分析细菌

成分变化.结果:水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３的

最小抑菌质量浓度(MIC)为０．５mg/mL,MIC 浓度下的

水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物膜的抑制率达到

９０％,清除率达到８９．２％,且低剂量的水飞蓟素能够显著

抑制其溶血活性和凝固酶的表达.结论:水飞蓟素对金

黄色葡萄球菌的生物膜形成具有很好的抑制以及清除作

用,同时能够显著抑制其毒力因子的表达.
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Abstract:Objective:Inthisstudy,theeffectsofsilymarinonthe

biofilmS．aureus ATCC２５９２３anditsvirulencefactors were

investigated．Methods:Theinhibitionandclearanceofsilymarin

onS．aureus ATCC２５９２３biofilmformation weredetectedby

crystalvioletstaining,theeffectsofsilymarinonitsbiofilm

metabolismwereinvestigatedbyMTTstaining,andtheeffects

ofsilymarinonitscoagulaseexpressionandhemolyticactivity

wereinvestigatedbyfreezeＧdriedplasmaandasepticdefibrinated

sheepblood．Inparallel,theeffectsofdifferentconcentrationsof

silymarinonitsbiofilm andFouriertransform wereobserved

underanopticalmicroscope．Results:Theresultsshowedthatthe

minimuminhibitoryconcentration(MIC)ofsilymarinagainstS．

aureus ATCC２５９２３ was０．５ mg/mL,theinhibitionrateof

silymarintoS．aureusATCC２５９２３biofilmatMICconcentration

reached９０％,andtheclearanceratereached８９．２％,andthelow

doseofsilymarincouldsignificantlyinhibititshemolyticactivity

andcoagulase expression．Conclusion:The outcomes ofthe

experiment demonstrate the great potential applications of

silymarinintheareasofnaturalpreservativesandfoodsafety．

Keywords:silymarin;Staphylococcusaureus;biofilm;virulence

factor

金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)作为一种常

见的食源性致病菌,可引起人类和动物的感染和食物性中

毒[１].随着抗生素的使用,多重耐药性金黄色葡萄球菌的

传播正在以惊人的速度增加[２].金葡菌生物膜能够帮助

细菌抵御宿主免疫系统,更容易产生耐药菌株,甚至多重

耐药菌株,这些耐药菌株是导致慢性感染的主要病源,给
人类和家畜的生命健康和食品安全造成极大的危害[３].

生物 膜 由 细 菌 群 落 和 细 胞 外 基 质 (extracellular
matrix,ECM)构成,是细菌黏附于物体的表面,通过分泌

多糖、蛋白质、糖蛋白、糖脂和细胞外 DNA(eDNA)等形

成的高度组织化的膜样聚合物[４－５],具有极强的黏附性

和抗逆性,能够帮助细菌很好地适应周围的环境[６].自

然环境中大多数细菌都能以生物膜的形式存在,生物膜

能够黏附在宿主的组织表面,一旦组织细胞受损,致病菌

能够不断释放毒素引发感染,并且可能进入机体内随血

液流动播散,导致全身性感染[７].

苯甲酸、苯甲酸钠、山梨酸、山梨酸钾、丙酸钙等化学

防腐剂虽能够有效抑制食源性致病菌的生长,但它同时

也对人体健康和环境造成一定威胁.因此,植物源天然
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防腐剂的开发和应用成为当下研究的热点之一[８－１０].水

飞蓟素是从水飞蓟果实及种子中提取的一类二氢黄酮醇

与苯丙素衍生物缩合而成的黄酮木脂素类成分,因其安

全无毒、无刺激性且具有抗炎保肝、抗氧化等优点[１１－１２],

在食品保健[１３－１５]、医药[１６]、化妆品[１７]等行业得到广泛关

注和应用.研究拟探究水飞蓟素对金黄色葡萄球菌生物

膜的影响,以期为植物源活性物质的进一步利用提供理

论依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

水飞蓟素:纯度８０％,西安云悦生物科技有限公司;

二甲基亚砜(DMSO)、结晶紫:分析纯,天津市科密

欧化学试剂有限公司;

胰酪大豆胨琼脂培养基、胰蛋白胨大豆肉汤培养基:

北京奥博星生物技术有限责任公司;

脑心浸 出 液 肉 汤 (BHI):青 岛 海 博 生 物 技 术 有 限

公司;

噻唑蓝(MTT):纯度≥９８％,北京索莱宝科技有限

公司;

金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphy lococcus aureus
ATCC２５９２３,ATCC２９２１３,ATCC６５３８):中国普通微生物

菌种保藏管理中心;

紫外—可见分光光度计:UV２４００型,上海舜宇恒平

科学仪器有限公司;

离心机:TDZ５ＧWS型,湖南湘仪实验室仪器开发有

限公司;

真空 冷 冻 干 燥 机:ALPHA １Ｇ２ LD plus 型,德 国

Christ公司;

傅立 叶 变 换 中 远 红 外 光 谱 仪:IFS１２５HR,德 国

Bruker公司;

多功能酶标仪:InfiniteEPlex型,上海 Tecan实验器

材有限公司.

１．２　最小抑菌质量浓度(MIC)的测定

采用Fei等[１８]的方法,MIC为肉眼看不见细菌菌落

生长的最低浓度,所有试验平行３次.

１．３　S．aureusATCC２５９２３产膜能力鉴定

采用 Tremblay等[１９]的方法,结晶紫染色生物膜后,

使用酶标仪于 OD４９０nm测 OD值;判断标准:以 OD４９０nm＜
０．１１为 阴 性 株,０．１１＜OD４９０nm ＜０．５０ 为 弱 产 膜 菌 株,

OD４９０nm＞１．５０为强产膜菌株.

１．４　结晶紫染色研究水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３
生物膜的抑制及清除作用

１．４．１　对S．aureusATCC２５９２３生物膜的抑制作用　将

制备好的含有不同浓度水飞蓟素的菌悬液分别加入到９６
孔板中,每孔２００μL,以对应浓度的含有水飞蓟素的无菌

培养液作为阴性对照.将９６孔板置于３７℃培养箱中培

养２４h后用酶标仪测定６３０nm 处的吸光度.移除菌悬

液,PBS轻柔漂洗３次,在６０ ℃烘箱中干燥２０min.在

每个孔中加入 ２５０μL 质量分数为 １％ 的结晶紫溶液,

３７℃下染色５min,用蒸馏水轻柔漂洗３次,在６０℃烘箱

中干燥２０min.加入２５０μL体积分数为３３％的醋酸溶

液溶解生物膜上结合的结晶紫染料,５min后在酶标仪上

测定５７０nm 处的吸光度,所有试验平行３次.相对生物

膜形成能力以生物膜形成指数表示[２０],生物膜形成指数

按式(１)计算.

B＝(S－C１)/(G－C２), (１)

式中:

B———生物膜形成指数;

S———染色后 OD５７０nm值;

C１———染色后空白对照 OD５７０nm值;

G———培养后 OD６３０nm值;

C２———培养后空白对照 OD６３０nm值.

１．４．２　对S．aureusATCC２５９２３成熟生物膜的清除作用

于９６孔板上每孔加入１×１０８ CFU/mL 的菌悬液

２００μL,静置培养２４h形成成熟生物膜后弃去培养液,注
入新的培养液与不同浓度的水飞蓟素药液.阴性对照组

依旧使用培养液进行处理.３７℃静置培养２４h后,PBS
洗去浮菌,使用结晶紫定量染色法观察生物膜的剩余量,

所有试验平行３次.按式(２)计算生物膜清除率[２１].

B＝ １－
C１

C２
( ) ×１００％, (２)

试中:

B———生物膜清除率,％;

c１———各处理组 OD５７０nm值;

c２———对照组 OD５７０nm值.

１．５　MTT染色法检测水飞蓟素对生物膜代谢的影响

参照Jadhav等[２２]的方法,使用 MTT 染色法检测水

飞蓟素对生物膜代谢的影响.所有试验平行３次.

１．６　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３毒力因子的影响

１．６．１　对S．aureusATCC２５９２３溶血活性的影响　参照

徐云凤[２３]３７－４１的方法测定水飞蓟素对金黄色葡萄球菌溶

血活性的影响.溶剂组为阳性对照,无菌液组为阴性对

照,所有试验平行３次.

１．６．２　对S．aureusATCC２５９２３凝固酶效价的影响　参

照徐云凤[２３]３７－４１的方法测定水飞蓟素对金黄色葡萄球菌

凝固酶效价的影响.使用冻干血浆测定细菌凝固酶效

价,６h内间隔０．５h观察一次结果,若出现凝固现象,即
为阳性,否则为阴性.所有试验平行３次.

１．７　光学显微镜观察水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３
生物膜的影响

取不同浓度水飞蓟素处理的菌悬液１mL加入６孔

７２
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板中,同时放入已灭菌的盖玻片,置于３７ ℃培养箱中培

养２４h.采用结晶紫染色法在光学显微镜下观察水飞蓟

素对生物膜的影响.所有试验平行３次.

１．８　傅里叶红外光谱分析

参照Padmavathi等[２４]的方法并稍作修改,采用傅里

叶红外光谱法(fouriertransforminfraredspectrometry,

FTＧIR)对水飞蓟素处理的金黄色葡萄球菌成分变化进行

测定.

１．９　数据处理

所有试验重复３次,试验结果使用SPSS１９．０统计软

件分析和处理数据,采用 Tukey法进行差异显著性检验,

P＜０．０５表示差异显著,P＜０．０１表示差异极显著.

２　结果与分析

２．１　产膜能力的鉴定

结晶 紫 染 色 后,S．aureus ATCC２５９２３ 生 物 膜 在

４９０nm 处的 OD 值 为 １．７０４±０．１３３,大 于 １．５,根 据

Tremblay等[１９]的判断标准,试验采用的菌株为高产膜

菌株.

２．２　MIC的测定

如表１所示,对照组均有菌落生长,但在水飞蓟素质

量浓 度 为 ０．５~１．０ mg/mL 的 培 养 基 上,S．aureus
ATCC２５９２３均无菌落生长,证明水飞蓟素对 ATCC２５９２３
的 MIC 为 ０．５ mg/mL. 与 二 氢 杨 梅 素 (MIC 为

１．２５mg/mL)和藤茶提取物(MIC为６．３mg/mL)以及大

蒜水提物(MIC为２４．０mg/mL)对金黄色葡萄球菌的抑

菌活性相比[２５－２６],水飞蓟素的抑菌能力具有明显优势.

２．３　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物膜的抑制

及清除作用

２．３．１　对S．aureusATCC２５９２３生物膜的抑制作用　采用

结晶紫染色法,使用多功能酶标仪检测水飞蓟素对S．
aureusATCC２５９２３生物膜的抑制作用,结果如图１所示.

表１　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３的最小

抑菌浓度†

Table１　Minimuminhibitoryconcentrationofsilymarin
toS．aureusATCC２５９２３

质量浓度/

(mgmL－１)
抑菌效果

质量浓度/

(mgmL－１)
抑菌效果

０．０ ＋ ０．６ －

０．１ ＋ ０．７ －

０．２ ＋ ０．８ －

０．３ ＋ ０．９ －

０．４ ＋ １．０ －

０．５ －

　†　“＋”表示在相应区域有菌落生长;“－”表示未见菌落生长.

∗表示与对照组相比具有显著差异,P＜０．０５;∗∗表示与对照组

相比具有极显著差异,P＜０．０１

图１　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物膜的

抑制作用

Figure１　Theinhibitoryeffectofsilymarinon
S．aureusATCC２５９２３biofilm

　　由图１可以看出,水飞蓟素可以显著抑制金黄色葡

萄球菌 ATCC２５９２３生物膜的形成,且呈现一定的剂量依

赖性,其中对照组的生物膜形成指数为２．６７９,１/２MIC和

MIC浓度的生物膜形成指数为０．５６６和０．２７１,相比于对

照组分别下降了７８．９％和９０．０％,具有极显著差异.而

低浓度的水飞蓟素对生物膜形成的抑制作用较小.霍佳

楠等[２７]研究发现,１/１６MIC浓度下的蒲公英水提物可诱

导金黄色葡萄球菌生物膜的形成,使生物膜生成量增加,

但高浓度的蒲公英水提物可显著抑制金黄色葡萄球菌生

物膜的形成.崔海英等[２８]研究发现,０．１％丁香精油对金

黄色葡萄球菌生物膜的抑制率达到９９．７３％.与其他天

然产物相比,水飞蓟素对金黄色葡萄球菌生物膜形成的

抑制作用较为显著.

２．３．２　对S．aureusATCC２５９２３成熟生物膜的清除作用

在细菌生物膜成熟之后,加入不同浓度的水飞蓟素

处理,结晶紫染色后,使用酶标仪测定其对生物膜的清除

能力,结果如图２所示.

　　由图２可以看出,较高浓度的水飞蓟素对成熟生物

膜具有良好的清除作用,其中１/４MIC、１/２MIC 和 MIC
浓度的生物膜清除率分别为１６．６％,４６．４％,８９．２％,而

１/１６MIC浓度的清除率仅有０．１６％,与对照组相比差异

不显著.在 李 虹[２９]的 研 究 中,最 小 生 物 膜 抑 制 浓 度

(MBIC)下的环二肽处理金黄色葡萄球菌８h,其生物膜

清除率达到５９．１７％.试验结果说明水飞蓟素具有较好

的生物膜清除作用,且呈现一定的剂量依赖性.

２．４　水飞蓟素对生物膜内细菌代谢的抑制作用

MTT可作用于活细胞线粒体中的呼吸链,在琥珀酸

脱氢酶和细胞色素C的作用下,外源性 MTT还原为水不

溶性的蓝紫色结晶并沉积在细胞中,而死细胞无此功能.
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∗表示与对照组相比具有显著差异,P＜０．０５;∗∗表示与对照

组相比具有极显著差异,P＜０．０１

图２　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物膜的

清除作用

Figure２　Thescavengingeffectofsilymarinon
S．aureusATCC２５９２３biofilm

二甲基亚砜(DMSO)能溶解细胞中的蓝紫色结晶,用多

功能酶标仪在５７０nm 处测定其光吸收值,可间接反映活

细 胞 代 谢 情 况.如 图 ３ 所 示,当 水 飞 蓟 素 浓 度 达 到

１/４MIC时就能显著抑制生物膜内细菌的代谢,随着水飞

蓟素浓度的增加,抑制作用逐渐增强,MIC浓度的抑制率

达到８５．５％.此试验结果与结晶紫染色法测定水飞蓟素

对生物膜形成的抑制作用有较高的一致性.

２．５　光学显微镜观察水飞蓟素对生物膜的抑制作用

将盖玻片用结晶紫染色后,放在光学显微镜下观察,

结果如图４、图５所示.

　　低浓度的水飞蓟素对生物膜的抑制作用较弱,高浓

度的水飞蓟素能够显著抑制S．aureusATCC２５９２３生物

∗表示与对照组相比具有显著差异,P＜０．０５;∗∗表示与对照组

相比具有极显著差异,P＜０．０１

图３　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物膜内

细菌代谢的影响

Figure３　Effectsofsilymarinonbacterialmetabolismin
S．aureusATCC２５９２３biofilm

图４　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物膜的影响

Figure４　EffectsofsilymarinonS．aureusATCC２５９２３
biofilm (×１０００)

∗表示与对照组相比具有显著差异,P＜０．０５;∗∗表示与对照组

相比具有极显著差异,P＜０．０１

图５　生物膜覆盖率

Figure５　Biofilmcoverage

膜的生长,在 MIC浓度下仅有极少量的生物膜形成,生物

膜覆盖率仅为９．５％.这与结晶紫法检测结果高度一致.

２．６　对溶血活性的影响

金黄色葡萄球菌溶血因子已被证明可影响多种人类

细胞类型,包括上皮细胞、内皮细胞、T细胞、单核细胞和

巨噬细胞,同时还可裂解哺乳动物的红细胞和中性粒细

胞(PMN)[３０],βＧ溶血素还可以通过内皮细胞抑制白细胞

９２
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介素Ｇ８(ILＧ８)的表达,这些有助于金黄色葡萄球菌的逃逸

和诱导生物膜形成[３１].试验采用无菌脱纤维羊血,使用

多功能酶标仪检测 OD４５０nm 处吸光值来测定水飞蓟素对

S．aureusATCC２５９２３溶血因子表达的影响,结果如图６
所示.

　　由图６可以看出,水飞蓟素处理组的溶血活性与阳

性对照组相比显著降低,当水飞蓟素浓度达到１/８MIC时

可以显著抑制S．aureusATCC２５９２３溶血因子的表达,

且浓度达到１/４MIC 时的溶血活性与无菌空白对照组

相当.

２．７　凝固酶效价的测定

金黄色葡萄球菌凝固酶能够与凝血酶原以及其他几

种血浆蛋白结合,形成血纤蛋白凝块,触发血纤蛋白原向

血纤蛋白转化,进而增加金黄色葡萄球菌细胞表面的血

纤维蛋白凝块,抑制吞噬作用[３２].试验采用冻干兔血浆

来测定金黄色葡萄球菌凝固酶的表达,结果如表２所示.

不同大写字母表示组间具有显著差异(P＜０．０５)

图６　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３溶血

活性的影响

Figure６　Effectsofsilymarinonhemolyticactivityof

S．aureusATCC２５９２３

表２　对凝固酶表达的影响†

Table２　Coagulaseassay

组别
时间/h

０．５ １．０ １．５ ２．０ ２．５ ３．０ ３．５ ４．０ ４．５ ５．０ ５．５ ６．０

对照组 ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１/８MIC － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋

１/４MIC － － － － ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１/２MIC － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

MIC － － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

空白对照 － － － － － － － － － － － －

　†　－表示未凝固;＋表示半凝固状态;＋＋表示完全凝固.

　　由表２可知,对照组在０．５h后出现凝固现象,１h后

完全凝固,１/８MIC组在５．５h后完全凝固,而１/４MIC组

在４h后已完全凝固,１/２MIC以及 MIC组分别在２．５h
和４h开始出现凝固现象,且一直处于半凝固状态.说明

水飞蓟素可以显著抑制S．aureusATCC２５９２３凝固酶的

表达,但未表现出明显的剂量依赖性.

２．８　FTＧIR分析

如图７所示,３７００~３２００cm－１是水的—OH 伸缩振

动产 生 的 吸 收 峰,代 表 细 菌 的 水 合 作 用,３０００~

２８００cm－１的谱峰属于—CH３和—CH２反对称伸缩振动

产生 的 吸 收 峰,对 应 着 细 菌 细 胞 膜 上 的 脂 肪 酸,

１６５０cm－１附 近 的 谱 峰 由 C O 的 伸 缩 振 动 产 生,

１５５０cm－１附近的谱峰由 N—H 弯曲振动和 C—H 的伸

缩振动产生,这两处吸收峰分别代表细菌细胞中的蛋白

质和多肽的酰胺带[３３].由图７可知,对照组与水飞蓟素

处理组相比,在上述几处区域内的吸收峰强度明显减弱,

说明细菌的水合作用、脂肪酸、蛋白质的合成受到严重影

图７　傅里叶红外分析

Figure７　FTＧIRanalysis

响,而水合作用的减弱会影响细菌黏附性、疏水性以及生

物膜的发育[３４].

２．９　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物膜的作用

机制

如图８所示,在金黄色葡萄球菌生物膜形成的４个

０３
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图８　水飞蓟素对S．aureusATCC２５９２３生物膜及毒力因子影响机制

Figure８　EffectmechanismofsilymarinonbiofilmandvirulencefactorsofS．aureusATCC２５９２３

阶段中,水飞蓟素可以作用于细菌增殖聚集阶段抑制初

期生物膜的形成,也可作用于成熟生物膜形成阶段,清除

已形成的生物膜.同时水飞蓟素还可在很大程度上抑制

金黄色 葡 萄 球 菌 溶 血 因 子 以 及 凝 固 酶 等 毒 力 因 子 的

表达.

３　结论

采 用 结 晶 紫 法 探 究 了 水 飞 蓟 素 对 S．aureus
ATCC２５９２３生物膜形成的抑制以及对成熟生物膜的清

除作用,０．５倍和１倍最小抑菌质量浓度下的水飞蓟素处

理对生物膜的抑制率分别达到７８．９％和９０％,清除率分

别达到４６．４％和８９．２％.同时采用 MTT染色法测定水

飞蓟素对生物膜内活菌代谢的影响,结果显示亚抑制浓

度下的水飞蓟素能够显著抑制生物膜内细菌的代谢能

力.在Jadhav等[２２]的研究中,使用 MTT 染色法检测处

蓍草精油可以显著抑制单增李斯特菌生物膜内活菌的代

谢能力.后续试验中,采用结晶紫染色在光学显微镜下

进一步观察水飞蓟素对金黄色葡萄球菌生物膜的影响,

以更直观地呈现水飞蓟素对细菌生物膜的影响.之后针

对S．aureusATCC２５９２３溶血活性以及凝固酶的表达进

行探究,发现低浓度的水飞蓟素可以显著抑制其溶血因

子及凝固酶的表达,在徐云风[２３]３７－４１关于安石榴苷对金

黄色葡萄球菌抑制作用的研究中显示,低剂量的安石榴

苷可以抑制其毒力因子的表达,但未表现出明显的剂量

依赖性.傅里叶红外光谱分析结果显示,在水飞蓟素处

理后,与金黄色葡萄球菌蛋白质、脂肪酸、水合作用等相

关吸收峰强度明显减弱,这也揭示了水飞蓟素可能通过

影响细菌水合,蛋白质合成来影响细菌表面疏水性、黏附

性、毒力 因 子 的 表 达,从 而 抑 制 其 生 物 膜 形 成 的 潜 在

机制.

综上所述,水飞蓟素对金黄色葡萄球菌的生物膜形

成具有很好的抑制以及清除作用,同时能够显著抑制其

毒力因子的表达.
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