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安石榴苷对金黄色葡萄球菌毒力因子

表达的抑制作用
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摘要!分别采用溶血试验法#凝固酶效价法和酶联免疫反

应法检测了安石榴苷处理后金黄色葡萄球菌溶血素#血

浆凝固酶和总肠毒素的表达变化!并通过反转录实时荧

光定量
ZQS

技术检测毒力相关基因的表达情况%结果

表明!安石榴苷能显著减少
!

)

溶血素的产生!但对溶血素

的抑制作用未呈现浓度依赖性'在高于
#

(

(PMQ

浓度下

安石榴苷能降低血浆凝固酶的表达'在高于
#

(

!PMQ

浓

度下!安石榴苷显著降低总肠毒素的产生'安石榴苷对肠

毒素基因
?7&

#溶血素基因
/6&

和调节基因
&

*

B"

的转录

产生显著抑制作用!在
#

(

TPMQ

浓度下
2

个基因的相对

表达量分别为对照组的
2̀

!

?̀

!

?̀

%

关键词!安石榴苷'金黄色葡萄球菌'毒力因子'抑制作用
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金黄色葡萄球菌是一类革兰氏阳性兼性厌氧菌%在

自然界中广泛存在%对生长环境要求低)环境耐受性

强*

#

+

%可污染从农田到餐桌的任何一个环节%给人类健康

带来严重的安全隐患&据报道*

!

+

%

!"##

%

!"#$

年%在中国

由金黄色葡萄球菌导致的食源性疾病爆发案例
2#(

起%

患病人数
?#3$

人%死亡
#

人%仅次于副溶血性弧菌和沙

门氏菌%位居第
2

位&在美国%金黄色葡萄球菌和大肠杆

菌
N#?-

"

H-

)沙门氏菌)单核细胞增生李斯特菌)弯曲杆

菌被认为是污染新鲜农产品的最重要的食源性致病

菌*

2

+

&金黄色葡萄球菌能够产生多种毒力因子%例如溶

血素)肠毒素)血浆凝固酶)毒性休克综合征毒素等*

(U?

+

&

这些毒力因子主要为外毒素和侵袭性酶%或作为胞外蛋

白分泌到环境中!包括食品基质#%或作为菌体表面蛋白

在细菌侵染宿主的过程中发挥作用*

$

+

&金黄色葡萄球菌

致病性的强弱在很大程度上取决于其产生的毒力因

子*

-

+

%因此研究如何抑制和降低其毒力因子的表达是一

个重要的课题&

近年来%由于抗生素的滥用%导致金黄色葡萄球菌出

现了不同程度的耐药性%此外%消费者对合成防腐剂的安

*!

&NN'OP0QHMR4S%

第
2?

卷第
T

期 总第
!#(

期
"

!"#3

年
T

月
"



全性也存在质疑%很多研究者*

T

+把目光转移到天然产物%

尤其是植物源天然活性物质上&许多植物化合物%如多

酚类)萜类以及生物碱等%在体外研究中均被发现具有一

定的抑制微生物生长或毒力因子表达的作用*

3U#"

+

&因而

从植物中探索安全有效的天然产物用于预防和控制食源

性致病菌!如金黄色葡萄球菌#具有十分重要的意义&

安石榴苷是石榴皮中重要的生物活性物质&据报

道%安石榴苷具有抑菌*

##

+

)抗病毒*

#!

+

)抗氧化*

#2

+

)抗炎

症*

#(

+

)抗癌*

#?

+等多种生物活性作用&前期研究*

#$

+表明%

安石榴苷对金黄色葡萄球菌表现出良好的抑菌效果%最

小抑菌浓度!

PMQ

#为
">!?5

<

(

5X

%然而安石榴苷对金黄

色葡萄球菌毒力因子的表达影响尚不清楚&试验拟对安

石榴苷处理后的金黄色葡萄球菌的溶血活性)凝固酶活

性和产肠毒素情况进行测定%并采用反转录实时荧光定

量
ZQS

技术检测相关毒力基因的表达情况%以期为金黄

色葡萄球菌的控制和安石榴苷的开发利用提供试验

依据&

#

!

材料与方法

#>#

!

材料与仪器

#>#>#

!

材料与试剂

安石榴苷"纯度
'

3T̀

%成都曼思特生物科技有限

公司$

金黄色葡萄球菌"

0JQQ!3!#2

%美国模式培养物集

存库%保存于
UT"_

冰箱$

胰蛋白胨大豆琼脂培养基)脑心浸液培养基)新鲜无

菌脱纤维羊血)冻干兔血浆"北京陆桥技术股份有限

公司$

无菌滤膜"

">!!

(

5

孔径%美国
P7887

C

;DA

公司$

总肠毒素检测试剂盒"德国
S)[7;

C

:6D5

公司$

引物"上海捷瑞生物工程有限公司$

石英砂!二氧化硅#"分析纯%成都市科龙化工试

剂厂$

溶菌酶"

!""""W

(

5

<

%美国
05DA+*;

公司$

溶葡萄球菌素)琼脂糖"美国
Y7

<

56

公司$

46+

/

J6

q

)

'R0

聚合酶"北京全式金生物技术有限

公司$

细菌总
SR0

提取试剂盒"天根生化科技!北京#有限

公司$

反转录试剂盒)

Y%[S

试剂盒"宝生物工程!大连#有

限公司&

#>#>!

!

仪器与设备

恒温培养箱"

'Z1)3"T![)!

型%上海福玛实验设备有

限公司$

超净工作台"

%J)Qi)MR'

型%北京亚泰科隆仪器技术

有限公司$

冷冻离心机"

?T"(S

型%德国
4

CC

A@E;DB

公司$

ZQS

仪"

3$""

型%珠海黑马医学仪器有限公司$

电泳仪"

#$(?"?"

型%美国
[7;)S6E

公司$

实时荧光定量
ZQS

仪"

7r?

型%美国
[7;)S6E

公司$

台式恒温振荡器"

JH!)2#!

型%上海精宏实验设备有

限公司$

酶标仪"

$T"

型%美国
[7;)S6E

公司$

超微量核酸分析仪"

R6@;)!""

型%杭州奥盛仪器有限

公司&

#>!

!

方法

#>!>#

!

菌种活化及菌悬液制备
!

从冰箱取出金黄色葡萄

球菌%于胰蛋白胨大豆琼脂平板上活化培养&挑取单菌

落于装有脑心浸液培养基的试管中%

2-_

振荡培养
#!:

&

然后用新鲜无菌的脑心浸液培养基将菌悬液的吸光度调

至
#W

$""@5

\">?

!含菌量约为
#"

T

Q&W

(

5X

#&

#>!>!

!

菌落计数
!

采用梯度稀释法将安石榴苷母液在无

菌的
#" 5X

离心管中进行稀释%使其浓度分别为
"

%

#

(

TPMQ

%

#

(

(PMQ

%

#

(

!PMQ

%

#PMQ

%

!PMQ

&加入等体积

!

倍浓度的脑心浸液培养基%使安石榴苷最终浓度为
"

%

#

(

#$PMQ

%

#

(

TPMQ

%

#

(

(PMQ

%

#

(

!PMQ

%

#PMQ

%此时培养

基的浓度变为
#

倍正常浓度&将上述菌悬液按照
#̀

!体

积分数#的接菌量接入到培养液中%混合均匀%

2- _

%

#2"D

(

57@

条件下震荡培养
!(:

后%进行系列
#"

倍稀释%

涂板计数&

#>!>2

!

溶血活性的测定
!

参照
f;D87,9+*:

等*

#-

+的方法测

定溶血活性%修改如下"将上述菌悬液按
#̀

的接菌量接

入到含有安石榴苷的脑心浸液培养基中%使安石榴苷的

终浓度分别为
"

%

#

(

#$PMQ

%

#

(

TPMQ

%

#

(

(PMQ

%

#

(

!PMQ

%

# PMQ

%

2- _

%

#2"D

(

57@

条 件 下 震 荡 培 养
!( :

%

#!"""D

(

57@

离心
?57@

%将上清液用
">!!

(

5

孔径的无

菌滤膜过滤&取
(-?

(

X

过滤后的样品上清液于
#>?5X

离心管中%加入
!?

(

X

无菌脱纤维羊血%轻摇混匀%

2-_

孵育
!:

&

2"""D

(

57@

离心
#57@

%吸取
!""

(

X

上清液%

转移到
3$

孔板中%

(?"@5

下测定其吸光值&以不含安石

榴苷的菌悬液上清作为阳性对照%以无菌脑心浸液培养

基经过同样处理后作为空白对照&

#>!>(

!

凝固酶效价的测定
!

吸取
">?5X

无菌生理盐水

加入到冻干血浆西林瓶中%摇匀使之充分溶解%再加入上

述不同浓度安石榴苷处理的金黄色葡萄球菌培养液

">25X

%混合均匀后于
2-_

培养箱内静置&在
$:

以内%

每间隔
#:

观察
#

次结果%若出现凝固现象%即认为待测

菌液的血浆凝固酶为阳性%否则为阴性*

#T

+

&

#>!>?

!

总肠毒素的检测
!

采用三明治!夹心#酶联免疫反

应法*

#3

+检测安石榴苷对金黄色葡萄球菌总肠毒素表达量

的影响&样品处理方式同
#>!>2

%取无菌滤液稀释
?

倍后

进行检测&将酶联免疫试剂盒中所有试剂温度恢复至室

!!

"

g;8>2?

"

R;>T

徐云凤等!安石榴苷对金黄色葡萄球菌毒力因子表达的抑制作用



温%然后于室温下按照试剂盒说明书进行操作&

将所需数量的微孔条插入到框架中%向每个微量滴

定孔中加
#""

(

X

样品或阳性对照%轻摇混匀%包上封口

膜%

2-_

孵育
#:

$将液体全部倒掉%在吸水纸上轻轻拍打

至倾倒完全%加入
2""

(

X

洗涤缓冲液%重复操作
?

次$加

入
#""

(

X

酶连接物
#

溶液%用手轻轻摇动使其混匀%封

口%

2-_

再孵育
#:

$重复洗涤步骤$加入
#""

(

X

酶连接

物
!

溶液%轻摇混匀%封口%

2-_

孵育
2"57@

$再次重复洗

涤步骤$加入
#""

(

X

底物(发色剂%轻摇混匀%封口%在

2-_

下避光孵育
#?57@

$加入
#""

(

X

反应终止液%在

2"57@

内用酶标仪在
(?"@5

处测量每个孔的吸光值&

#>!>$

!q

SJ)ZQS

法检测毒力基因的表达

!

#

#引物序列及特异性检测"引物序列参照
r7=

等*

!"

+所使用的序列&取
#5X

在脑心浸液培养基中过夜

培养的 金 黄 色 葡 萄 球 菌 菌 液%离 心 !

#!"""D

(

57@

%

!57@

#%弃上清液%加入
# 5X

无菌水后于干浴器中

#""_

加热煮沸
!"57@

$

(_

%

#!"""D

(

57@

条件下离心

?57@

%并取上清液作为
ZQS

反应的模板&反应体系如表

#

所示%反应条件"

3(_

)

?57@

$

3(_

)

2"+

%

?!_

)

2"+

%

-!_

)

#57@

%

2?

个循环$

-!_

)

#"57@

$

(_

)

#"57@

&取

?

(

XZQS

产物在
#

<

(

#""5X

的琼脂糖凝胶中进行电泳%

缓冲溶液为
">?VJ[4

&

4[

染色后在凝胶成像系统下观

察在目标位置有无条带出现%且有无杂带&

表
#

!

ZQS

反应体系

J6F8A#

!

ZQSDA6*,7;@+

/

+,A5

(

X

试剂 体积

模板
(

上游引物
#

下游引物
#

46+

/

J6

q

'R0

聚合酶
#

#"V46+

/

J6

q

缓冲液
?

!>?55;8

(

XERJZ+ (

灭菌蒸馏水
2(

总计
?"

((((((((((((((((((((

!!

!

!

#

SR0

的提取"按天根细菌(细胞
SR0

提取试剂

盒说明进行细菌
SR0

的提取%由于金黄色葡萄球菌细胞

壁比较厚%破碎困难%在操作中加入溶葡萄球菌素处理和

石英砂震荡破碎的步骤&

按上述方法进行给药处理%

!(:

后%取
#5X

菌悬液

于
#>?5X

无
SR0

酶离心管中!离心管预先装有
!"

%

2"5

<

石英砂%并高压灭菌处理#%

#!"""D

(

57@

%

(_

条件

下离心
!57@

%弃上清%用无菌水洗涤
#

次$用含
25

<

(

5X

溶菌酶的
#""

(

XJ4

缓冲液重悬菌体%室温孵育
#?57@

$

加入
#"

(

<

(

5X

溶葡萄球菌素
2

(

X

%继续孵育
?57@

$加

入
2?"

(

X

裂解液%涡旋振荡
#57@

%冰浴
!57@

%重复
?

次%

#!"""D

(

57@

离心
!57@

%将上清液转移至另一离心管中$

加入
!?"

(

X

无水乙醇%混匀%转入吸附柱中%余下操作按试

剂盒说明书进行%最终得到
SR0

溶液&用微量核酸蛋白

测定仪测定
SR0

的浓度和纯度%将
SR0

的浓度调为

一致&

!

2

#反转录反应"按照试剂盒说明书进行操作&

!

(

#

SJ)ZQS

"按照试剂盒说明书进行操作&反应条

件"

3?_

)

2"+

%

#

个循环$

3?_

)

?+

%

??_

)

2"+

%

-!_

)

2"+

%

("

个循环!荧光定量#$

3?_

)

#?+

%

#

个循环$

$"

%

3"_

)

2"+

%

-#

个循环!溶解曲线#&

毒力相关基因相对定量结果以
#$YDSR0

作为内参%

采用
!

U

**

-=法表示&

**

-=

按式!

#

#计算&

**

-=\

!

-=

(

U-=

2

#

U

!

-=

!

U-=

#

#% !

#

#

式中"

**

-=

'''处理组和对照组之间校正过的循环数变化$

-=

(

'''安石榴苷处理组目的基因的平均
-=

值$

-=

2

'''安石榴苷处理组内参基因的平均
-=

值$

-=

!

'''对照组目的基因的平均
-=

值$

-=

#

'''对照组内参基因的平均
-=

值&

#>2

!

数据处理

所有试验重复
2

次%试验结果以!平均数
a

标准偏

差#表示%使用
YZYY#3>"

统计软件分析和处理数据%采用

J=LA

/

法进行差异显著性检验%

Z

%

">"?

表示差异显著%

Z

%

">"#

表示差异极显著&

!

!

结果与分析
!>#

!

安石榴苷对细菌生长的影响

通过菌落计数得知%起始接菌量为!

2>(?a">#-

#

V

#"

$

Q&W

(

5X

&培养
!(:

后%每个管内的菌落数如表
!

所

示%随着安石榴苷浓度的增加%金黄色葡萄球菌的数量减

少%安石榴苷以浓度依赖的方式抑制金黄色葡萄球菌的

生长%在低于
#

(

TPMQ

浓度下%安石榴苷对细菌生长的影

响较小&

!>!

!

安石榴苷对金黄色葡萄球菌溶血活性的影响

如图
#

所示%安石榴苷能够抑制金黄色葡萄球菌溶

血素的产生&安石榴苷处理组的溶血活性与阳性对照组

表
!

!

菌落计数

J6F8A!

!

QA88A@=5AD6,7;@ Q&W

$

5X

组别 菌数

对照
!

T>#-a">"(

#

V#"

T

#

(

#$PMQ

!

->3!a">?T

#

V#"

T

#

(

TPMQ

!

?>"(a">2(

#

V#"

T

#

(

(PMQ

!

#>T2a">?-

#

V#"

T

#

(

!PMQ

!

(>??a">2-

#

V#"

-

#PMQ

!

T>(2a#>??

#

V#"

$

"!

基础研究
&WR'0P4RJ0XS4Y40SQH

总第
!#(

期
"

!"#3

年
T

月
"



&&

表示与对照组相比%具有极显著差异

图
#

!

溶血素活性试验

&7

<

=DA#

!

HA5;8

/

+7@6++6

/

相比显著降低%且具有极显著差异%只有在
#

(

(PMQ

浓度

下与对照组无显著性差异%该浓度下所表现出的特异性

的原因尚不清楚&总之%安石榴苷对金黄色葡萄球菌的

溶血活性有抑制作用%但抑制作用未呈现明显的剂量依

赖性&溶血素作为一种外毒素是造成金黄色葡萄球菌感

染的重要的毒力因子*

!#

+

%安石榴苷能够降低溶血素的表

达%具有潜在的抗感染作用&

!>2

!

安石榴苷对金黄色葡萄球菌凝固酶表达的影响

向血浆中加入金黄色葡萄球菌培养液后%每隔
#:

轻

轻倾斜西林瓶%观察是否有凝固现象&结果发现%

#:

后%

对照组已完全凝固%

#PMQ

的安石榴苷处理组未发生凝

固%

#

(

!PMQ

%

#

(

(PMQ

处理组呈半凝固状态%而
#

(

TPMQ

和
#

(

#$PMQ

处理组则完全凝固&连续观察至
$:

%仍为

上述结果&可见%安石榴苷能够以剂量依赖的形式抑制

金黄色葡萄球菌凝固酶的表达&血浆凝固酶是一种侵袭

性酶%其作用是使血浆中的纤维蛋白在菌体表面沉积和

凝固以阻碍吞噬细胞的吞噬*

!!

+

&安石榴苷能够降低血浆

凝固酶的表达%从而降低金黄色葡萄球菌的侵袭力&

!>(

!

安石榴苷对金黄色葡萄球菌总肠毒素表达的影响

由图
!

可知%在
#

(

(PMQ

%

#

(

TPMQ

%

#

(

#$PMQ

浓度下

&

表示与对照组相比%具有显著差异$

&&

表示与对照组相比%具

有极显著差异

图
!

!

安石榴苷对金黄色葡萄球菌肠毒素表达的影响

&7

<

=DA!

!

4BBA*,;B

C

=@7*686

<

7@;@,:AAK

C

DA++7;@;B

;5&3B73?A@,AD;,;K7@+

总肠毒素表达量与对照组无显著性差异%经
#

(

!PMQ

的

安石榴苷处理后肠毒素的表达量显著降低%

#PMQ

的安

石榴苷处理后肠毒素的表达量极显著降低&肠毒素是引

起金黄色葡萄球菌食物中毒的主要原因*

!2

+

%安石榴苷能

够抑制金黄色葡萄球菌肠毒素的产生%具有预防金黄色

葡萄球菌食物中毒的潜力&

!>?

!

安石榴苷对金黄色葡萄球菌毒力基因表达的影响

经琼脂糖凝胶电泳对
ZQS

扩增产物检测后%可见凝

胶中均为单一条带%未发现非特异性条带!图
2

#%说明每

对引物的特异性良好%可用于后续的
SJ)ZQS

反应&由

图
(

可知%每个基因的溶解曲线均为单个峰%再次说明

(

个基因的引物的特异性较强%扩增产物单一&

自左向右依次为
#""F

C

'R0

分子量标准)

?7&

)

/6&

)

&

*

B"

)

#$YDSR0

图
2

!

待测基因
ZQS

产物琼脂糖凝胶电泳图

&7

<

=DA2

!

0

<

6D;+A

<

A8A8A*,D;

C

:;DA+7+DA+=8,;BZQS

C

D;E=*,+BD;5

<

A@A+,;FA,A+,AE

图
(

!q

SJ)ZQS

溶解曲线

&7

<

=DA(

!q

SJ)ZQSE7++;*76,7;@*=DIA+

!!

由图
?

可知%当安石榴苷的浓度为
#

(

TPMQ

时%所检

测基因的相对表达量均有不同程度的下降%肠毒素基因

?7&

和溶血素基因
/6&

的相对表达水平分别是对照组的

2̀

%

?̀

%调节基因
&

*

B"

的相对表达量为对照组的
?̀

%

且均与对照组具有极显著性差异!

Z

%

">"#

#$在
#

(

#$PMQ

浓度下%

/6&

的表达量为对照组的
$T̀

%差异极显著%

?7&

与
&

*

B"

的表达量与对照组无显著性差异&安石榴苷对

肠毒素表达的抑制作用在
5SR0

水平与蛋白水平上无

#!

"

g;8>2?

"

R;>T

徐云凤等!安石榴苷对金黄色葡萄球菌毒力因子表达的抑制作用



&&

表示与对照组相比%具有极显著差异

图
?

!

安石榴苷对金黄色葡萄球菌毒力相关

基因表达的影响

&7

<

=DA?

!

4BBA*,;B

C

=@7*686

<

7@;@,:AAK

C

DA++7;@;B

;5&3B73?I7D=8A@*ADA86,AE

<

A@A+

很好的相关性%可能是由于
5SR0

水平代表的是上游转

录因子的激活%而转录后的修饰)翻译等一系列过程对肠

毒素的表达量也有直接影响&金黄色葡萄球菌在对数中

后期合成的细胞膜表面蛋白和胞外蛋白受到由多个元件

组成的复杂调控网络的控制%本研究中%通过
q

SJ)ZQS

技术检测到安石榴苷对
&

*

B"

的转录有抑制作用%故安石

榴苷降低毒力因子的表达部分依赖于
&

*

B

二元调控

系统&

2

!

结论
安石榴苷以浓度依赖的方式抑制金黄色葡萄球菌的

生长%且对溶血素)血浆凝固酶和肠毒素的表达发挥明显

的抑制作用&安石榴苷能够显著减少
!

)

溶血素的产生%

但对溶血素的抑制作用未呈现浓度依赖性$在高于

#

(

(PMQ

浓度下安石榴苷能够降低血浆凝固酶的表达%

使血浆未发生明显凝固$通过酶联免疫反应法检测到在

高于
#

(

!PMQ

浓度下%安石榴苷能显著降低总肠毒素的

产生量$安石榴苷能显著抑制肠毒素基因
?7&

)溶血素基

因
/6&

和调节基因
&

*

B"

的转录&然而%安石榴苷在食品

介质中的抑菌和抗毒力因子表达的效果尚不清楚%有待

进一步研究&
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结论
研究结果表明%黄精多糖可减小样品失水过程的

\

值

和解吸速率%将黄精多糖作为烟丝保润剂时%其保润效果

显著优于丙二醇及其他多糖保润剂$黄精多糖可增加烟

丝的化学结合水含量%进而提高烟丝的长效保润能力&

因此%黄精多糖可替代丙二醇作为烟草保润剂%防止烟丝

在低湿条件下水分的散失&同时%多糖的保润性能也与

其结构和链长有关%通过适当的工艺!如酶解)酸降解#改

变多糖的链长%可进一步提高其保润性能%改善烟丝中的

水分稳定性&
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