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［摘　要］　目的　研究金果榄、矮脚苦蒿和姜黄等十种清热解毒中药抗泛耐药鲍曼不动杆菌（ＸＤＲＡＢ）感染的活

性，筛选出具有体内抗感染活性的中药提取物，为发现新型抗ＸＤＲＡＢ感染的抗菌药物提供研究基础。方法　分

别采用水、５０％乙醇、９５％乙醇提取十种清热解毒中药并制成不同浓度的药物浸膏，与课题组前期优化的ＸＤＲＡＢ

感染秀丽隐杆线虫模型共孵育，通过线虫的存活率判断中药提取物的体内抗ＸＤＲＡＢ活性。结果　随着姜黄和土

荆皮提取物浓度的增大，ＸＤＲＡＢ感染的线虫存活率不断提高。姜黄的水提取物、５０％乙醇提取物和９５％乙醇提

取物在浓度１０００μｇ／ｍＬ时，可使ＸＤＲＡＢ感染的秀丽隐杆线虫存活率分别提高至５４．２％（与阴性对照组比较，犘

＜０．００１）、１８．８％、１３．３％；土荆皮的水提取物、５０％乙醇提取物和９５％乙醇提取物在浓度１０００μｇ／ｍＬ时，可使

ＸＤＲＡＢ感染的秀丽隐杆线虫存活率分别提高至４７．４％（与阴性对照组比较，犘＜０．００１）、２３．８％、１５．８％。结论　

姜黄和土荆皮水提取物具有较好的抗ＸＤＲＡＢ感染活性，可对其主要化学成分进行体外抗菌药效验证，以期发现

新型抗ＸＤＲＡＢ感染的抗菌药物。
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　　鲍曼不动杆菌是一类非发酵革兰阴性杆菌，对

环境的适应性强，在自然界和我国医院中广泛分布，

已经成为医院感染的主要病原菌之一。临床抗菌

药物不合理使用导致鲍曼不动杆菌耐药问题日趋

严重［１２］，特别是泛耐药鲍曼不动杆菌（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＸＤＲＡＢ），

其耐药机制复杂多样，临床治疗异常困难，研发针对

ＸＤＲＡＢ感染的新型抗菌药物迫在眉睫
［３］。清热

解毒中药在感染性疾病的治疗方面积累了丰富的经

验。《伤寒论》和《温病条辨》中总结了许多行之有效

的方剂，如泻心汤、葛根芩连汤、白头翁汤等。清热

解毒中药成功治疗温病的临床实践为解决细菌耐药

问题提供了可行的创新路径。秀丽隐杆线虫是一种

经典的试验动物模型，体积小，结构简单，全身透明

易于观察，具有可操控性强、遗传背景清晰和生命周

期短等特点，是药物筛选的理想试验模型［４］。相比

体外抗菌活性，清热解毒中药在被感染的秀丽隐杆

线虫体内的抗菌活性更接近人体内的真实抗菌活

性。本课题组前期建立了ＸＤＲＡＢ秀丽隐杆线虫

感染模型，具有良好的量效关系和稳定性，并对板蓝

根、金银花、黄芩和连翘等７５种《中国药典》记载的

经典清热解毒中药的体内抗ＸＤＲＡＢ活性进行了

筛选，发现牡丹皮、冬凌草和何首乌的提取物具有较

好的抗ＸＤＲＡＢ感染活性
［５６］。为进一步探讨非经

典清热解毒中药提取物的体内抗ＸＤＲＡＢ感染活

性，并为发现新型抗ＸＤＲＡＢ感染先导化合物奠定

前期研究基础，本研究从《中药大辞典》中选取了十

种活性成分有体外抗菌作用的非经典清热解毒中

药，在不同条件下制成提取物后，利用秀丽隐杆线虫

ＸＤＲＡＢ感染模型进行体内活性测定。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　药品和试剂　十味清热解毒中药金果榄、矮

脚苦蒿、姜黄、白桦皮、败酱草、藏报春、冷水花、山慈

菇、驳骨草和土荆皮购自广州康圣药业有限公司，并

经南部战区总医院中药房执业中药师刘艳艳鉴定。

多黏菌素Ｂ（ＰＭＢ，美国Ｓｉｇｍａ化学试剂公司），二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ，天津大茂化学试剂厂），琼脂粉、

胰蛋白胨、ＬＢ肉汤培养基、ＣＡＭＨＢ肉汤培养基（青

岛高科工业园海博生物技术有限公司），脑心浸出液

肉汤（ＢＨＩ）培养基（广东环凯微生物科技有限公司）。

１．１．２　仪器　ＷＳＩ３０００型倒置生物显微镜（广州

微域光学仪器有限公司），ＳＷＣＪ１Ｆ型净化工作

台、ＤＹ０４－１３－４４－００型立式压力蒸汽灭菌器（上

海博迅实业有限公司），ＴＤＺ５ＷＳ型多管架自动平

衡离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公司），ＤＨＰ

９０１２ 型 恒 温 培 养 箱、ＬＲＨ７０ 型 生 化 培 养 箱、

ＨＷＳ２８型电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有

限公司），ＶＩＴＥＫ２型微生物全自动鉴定药敏仪（法

国生物梅里埃公司），ＢＰ２１０Ｓ型电子分析天平（德

国赛多利斯）。

１．１．３　菌株、秀丽隐杆线虫　临床分离的 ＸＤＲ

ＡＢＧＺＪＺＨ１由南部战区总医院检验科提供，药敏

试验检测结果见表１，其仅对多黏菌素和替加环素

敏感，对其他常用抗菌药物均耐药；质控菌株为大肠

埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２，采用法国生物梅里埃公司

ＶＩＴＥＫ２微生物全自动鉴定药敏仪进行鉴定及药

物敏感性试验。秀丽隐杆线虫由第二军医大学新药

研究中心药学院惠赠。

１．２　方法

１．２．１　中药材提取　分别称取金果榄、矮脚苦蒿、

姜黄、白桦皮、败酱草、藏报春、冷水花、山慈菇、驳骨

草和土荆皮６ｇ，并分成三等分置于３个２５０ｍＬ圆

底烧瓶中，按１∶１２物料比分别加入蒸馏水、５０％乙

醇和９５％乙醇３０ｍＬ。将３个不同溶剂的烧瓶分

别于１００、９０、８５℃加热回流１．５ｈ后，对药液进行

减压过滤。再次按１∶８的物料比加入溶剂，重复提

取１．５ｈ，合并滤液，６０℃下减压干燥获得药物浸膏，
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表１　ＸＤＲＡＢＧＺＪＺＨ１药敏检测结果

犜犪犫犾犲１　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆＸＤＲ

ＡＢＧＺＪＺＨ１

抗菌药物 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ） 药敏结果

替卡西林／克拉维酸 １２８ Ｒ

哌拉西林／他唑巴坦 １２８ Ｒ

头孢他啶 ６４ Ｒ

头孢吡肟 ３２ Ｒ

头孢哌酮／舒巴坦 ６４ Ｒ

亚胺培南 １６ Ｒ

美罗培南 １６ Ｒ

妥布霉素 １６ Ｒ

多西环素 １６ Ｒ

替加环素 　１ Ｓ

左氧氟沙星 　８ Ｒ

环丙沙星 　４ Ｒ

复方磺胺甲口恶唑 ３２０ Ｒ

ＰＭＢ ０．５ Ｓ

　　注：ＭＩＣ为最低抑菌浓度；Ｒ为耐药；Ｓ为敏感。

置于－２０℃保存备用。

１．２．２　秀丽隐杆线虫感染模型的构建与验证　使

用含有１０μｍｏｌＦｅ
３＋的２０％ＢＨＩ培养基将同步化

的秀丽隐杆线虫（每块板约１０００条）从线虫标准培

养基（ｎｅｍａｔｈｏｄｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉａ，ＮＧＭ）平板上冲洗

至１５ｍＬ离心管中，８００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃上清

液，加培养基至２ｍＬ左右。挑取单个ＸＤＲＡＢ菌

落于含有３ｍＬ２０％ＢＨＩ培养基的比浊管内，调整至

０．５麦氏单位（约为１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）。取３００μＬ

菌液至２．７ｍＬ２０％ＢＨＩ培养基中进行１０倍稀释，

使得菌液浓度约为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。吸取２ｍＬ稀

释后的菌液加到秀丽隐杆线虫管中，使ＸＤＲＡＢ以

终浓度５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ感染秀丽隐杆线虫，置于

２５℃、８５％湿度下培养。

将秀丽隐杆线虫与５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ的ＸＤＲ

ＡＢ在２０％ＢＨＩ中共培养６ｈ后，显微镜下观察秀

丽隐杆线虫的生存状态，判断是否存活。为进一步明

确秀丽隐杆线虫的死亡是ＸＤＲＡＢ所致，本试验使

用细胞膜红色荧光探针Ｄｉｌ（１，１－双十八烷基－３，

３，３’，３’－四甲基吲哚二碳菁）示踪ＸＤＲＡＢ的感

染路径：称取２ｍｇ的Ｄｉｌ溶于１ｍＬ的二甲基甲酰

胺（ＤＭＦ）中制备成Ｄｉｌ储备液，将细菌悬浮在２ｍＬ

的Ｍ９溶液中，添加１μＬＤｉｌ储备液，用锡纸避光，

在２５℃孵育３ｈ。使用 Ｍ９溶液清洗细菌至少３次

后，调整菌液终浓度为５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，在２５℃温

箱中感染秀丽隐杆线虫６ｈ。最终感染后的秀丽隐

杆线虫用 Ｍ９溶液清洗直至上清液完全无色为止，

并使用荧光显微镜观察细菌的荧光强度。

１．３　配制待测中药系列浓度　称取１０ｍｇ中药浸

膏于１．５ｍＬＥｐ管中，加入１００μＬＤＭＳＯ，再加入

９００μＬ的２０％ＢＨＩ培养基将药物溶解，２０％ＢＨＩ

１０倍梯度稀释４次，获得浓度分别为１００００、１０００、

１００、１０、１μｇ／ｍＬ的药液。阳性对照为２０μｇ／ｍＬ

的ＰＭＢ，阴性对照为ＤＭＳＯ。

１．４　筛选具有体内抗ＸＤＲＡＢ活性的中药　秀丽

隐杆线虫感染６ｈ后，用２０％ＢＨＩ液体培养基清洗

至少３次，将秀丽隐杆线虫分配至９６孔板中，１５～

２０条／孔，每孔加培养基１８０μＬ，药液２０μＬ，使各

提取物以１０００、１００、１０、１、０．１μｇ／ｍＬ梯度终浓度

进行干预，同时设置阳性对照孔（含２μｇ／ｍＬＰＭＢ

和感染后的秀丽隐杆线虫）和阴性对照孔（含１％

ＤＭＳＯ和感染后的秀丽隐杆线虫），于２５℃、８５％湿

度培养３６ｈ。计算秀丽隐杆线虫存活率，判断不同

浓度的中药提取物对感染秀丽隐杆线虫的作用。每

组设３组平行对照，求平均值。当阳性对照孔秀丽

隐杆线虫生存良好，阴性对照孔秀丽隐杆线虫全部

感染致死时计算试验组存活率。秀丽隐杆线虫存活

率＝试验组秀丽隐杆线虫存活数／试验组秀丽隐杆

线虫总数×１００％。

１．５　统计学分析　应用ＳＰＳＳ２５．０软件进行分

析。多组率的比较采用卡方检验和Ｆｉｓｈｅｒ确切概

率法。多重比较采用α分割法，检验水准α＝０．０５／

比较次数（比较３次时，α＝０．０５／３＝０．０１７）。

２　结果

２．１　秀丽隐杆线虫显微镜观察结果　感染模型构

建完成后，显微镜下观察秀丽隐杆线虫形态，以判断

是否存活。存活秀丽隐杆线虫呈现正弦状态（见图

１Ａ），咽部肌肉不停泵动，在光线和机械刺激时可以

自由活动，而ＸＤＲＡＢ感染死亡的秀丽隐杆线虫呈

直线僵直不动状态，秀丽隐杆线虫的整个肠道充满

细菌（见图１Ｂ），死亡秀丽隐杆线虫和存活秀丽隐杆

线虫具有明显的外观差异。为进一步证实秀丽隐杆

线虫肠道的膨胀是由于ＸＤＲＡＢ的定植，用细胞膜

红色荧光探针Ｄｉｌ标记ＸＤＲＡＢ，示踪其感染路径。
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将秀丽隐杆线虫置于含荧光标记细菌中共培养６ｈ

后，可观察到秀丽隐杆线虫整个肠道明显膨大，其中

充满大量的细菌，红色荧光强度很高，见图２。

! "

#$$ !%

#$$ !%

注：Ａ为存活状态；Ｂ为ＸＤＲＡＢ感染后死亡状态。

图１　不同状态秀丽隐杆线虫显微镜观察结果（４×）

犉犻犵狌狉犲１　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊

犲犾犲犵犪狀狊ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（４×）

２．２　不同浓度的中药提取液体内抗ＸＤＲＡＢ的活

性　使用该秀丽隐杆线虫感染模型从十种清热解毒

中药中筛选对临床 ＸＤＲＡＢＧＺＪＺＨ１具有体内

抗菌活性的中药。结果显示，姜黄和土荆皮表现

出较好的体内抗 ＸＤＲＡＢ活性。其中，姜黄的水

提取物、５０％乙醇提取物和９５％乙醇提取物在浓度

１０００μｇ／ｍＬ时，可使ＸＤＲＡＢ感染的秀丽隐杆线

!" !#

图２　细胞膜红色荧光探针Ｄｉｌ标记的ＸＤＲＡＢ感染秀丽隐

杆线虫荧光显微镜下观察结果（４０×）

犉犻犵狌狉犲２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ＤｉＩｌａｂｅｌｌｅｄ ＸＤＲＡＢｉｎｆｅｃｔｅｄ

犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊（４０×）

虫存活率分别提高至５４．２％（与阴性对照组比较，犘

＜０．００１）、１８．８％、１３．３％；土荆皮的水提取物、５０％

乙醇提取物和９５％乙醇提取物在浓度１０００μｇ／ｍＬ

时，可使ＸＤＲＡＢ感染的秀丽隐杆线虫存活率分

别提高至４７．４％（与阴性对照组比较，犘＜０．００１）、

２３．８％（与阴性对照组比较，犘＝０．０１３）、１５．８％。

见表２。

表２　不同清热解毒中药提取物体内抗ＸＤＲＡＢ活性［秀丽隐杆线虫存活率（％）］

犜犪犫犾犲２　犐狀狏犻狏狅ａｎｔｉＸＤＲＡＢａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｐｙｒｅｔｉｃａｎｔｉｄｏｔａｌＴＣＭ （ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆ犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊

犲犾犲犵犪狀狊［％］）

中药
水提取液（μｇ／ｍＬ）

０．１ １ １０ １００ １０００

５０％乙醇提取液（μｇ／ｍＬ）

０．１ １ １０ １００ １０００

９５％乙醇提取液（μｇ／ｍＬ）

０．１ １ １０ １００ １０００

金果榄 ０ ４．９ ６．１ ９．８ １１．４ ０ ０ ２．２ ０ ３．４ ０ ０ ０ ３．３ ５．９

矮脚苦蒿 ２．９ ０ ０ ０ ３．１ ３．１ ０ ４．７ ２．５ ２．７ ２．３ ２．６ ０ ２．６ ０

姜黄 ６．１ １５．２ １８．８ ２９．４ ５４．２ ２．８ ６．３ １１．１ １５．８ １８．８ ０ ３．１ ５．６ １２．５ １３．３

白桦皮 ０ ２．８ ０ ２．９ ０ ０ ０ ２．７ ２．９ ０ ２．４ ３．１ ６．３ ６．５ ２．６

败酱草 ０ ２．１ ５．４ ４．８ ６．４ ０ ３．３ ０ ５．０ ２．８ ３．７ ０ ６．３ ６．７ １０．３

藏报春 ０ ０ ０ ２．６ ０ ０ ０ ２．４ ３．２ ４．２ ０ ０ ３．３ ０ ０

冷水花 ０ ４．９ ３．２ ５．４ ０ ３．３ ２．８ ４．４ ０ ５．７ ０ ０ ５．１ ２．４ ３．３

山慈菇 １０．３ ６．３ １５．８ １９．５ ２２．２ ０ ０ ６．４ １２．２ １２．８ ５．１ ３．８ ６．７ １３．６ １８．８

驳骨草 ０ ０ ２．２ ２．９ ５．６ ４．９ ０ ３．２ ０ ６．４ ０ ２．９ ０ ２．６ ３．４

土荆皮 ３．４ １２．２ ２３．８ ３０．０ ４７．４ ０ ６．１ １２．２ １５．６ ２３．８ ０ ３．７ ９．１ １８．２ １５．８

　　注：秀丽隐杆线虫的存活率越高，对应浓度的提取物抗ＸＤＲＡＢ活性越强；１０００μｇ／ｍＬ浓度时，姜黄水提取物秀丽隐杆线虫生存率与姜

黄５０％乙醇提取物比较，犘＝０．００２，与姜黄９５％乙醇提取物比较，犘＜０．００１；土荆皮水提取物秀丽隐杆线虫生存率与土荆皮９５％乙醇提取物

比较，犘＝０．００３；阳性对照为ＰＭＢ；阴性对照为ＤＭＳＯ。

２．３　不同中药提取物体内抗ＸＤＲＡＢ的活性　姜黄

与土荆皮的不同提取物抗ＸＤＲＡＢ感染活性不同。姜

黄的水提物较５０％乙醇提取物、９５％乙醇提取物抗

ＸＤＲＡＢ感染的活性更高（χ
２值分别为１０．０４、１７．１６，
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犘值分别为０．００２、＜０．００１）；５０％乙醇提取物抗

ＸＤＲＡＢ感染的活性与９５％乙醇提取物比较，差异

无统计学意义（犘＞０．０１７），且姜黄提取物的体内抗

菌活性随着乙醇浓度的提高而降低，水提取物的体

内抗菌活性随着浓度的增大而增强。土荆皮的水提

取物较９５％乙醇提取物抗ＸＤＲＡＢ感染的活性更

高（χ
２＝８．７７，犘＝０．００３），水提取物、９５％乙醇提取

物抗ＸＤＲＡＢ感染的活性分别与５０％乙醇提取物

比较，差异均无统计学意义（均犘＞０．０１７）。见表２。

姜黄与土荆皮水提取物的体内活性也具有较强的浓

度依赖性。见图３。
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图３　姜黄和土荆皮水提取物不同浓度下的秀丽隐杆线虫

存活率
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３　讨论

目前中药的抗菌活性研究多集中在体外活性［７９］，

体内抗菌活性研究仍较少，尤其是中药抗ＸＤＲＡＢ

的体内活性研究罕见报道。本课题组前期建立了

ＸＤＲＡＢ感染的秀丽隐杆线虫模型，能较真实地反

映中药提取物的体内抗ＸＤＲＡＢ的活性。本研究

使用该模型对十种清热解毒中药进行测定，结果显

示姜黄和土荆皮的水提取物具有较好的体内抗

ＸＤＲＡＢ活性，其余８种中药基本没有体内抗

ＸＤＲＡＢ活性，表明清热解毒中药的体内抗菌药效

因中药种属、提取溶剂和细菌种类等因素而存在巨

大的差异，姜黄和土荆皮发挥体内抗菌活性的成分

可能以水溶性成分为主。

姜黄味辛温，归脾、肝经，有破血行气、通经止痛

之功效［１０］。其主要活性成分姜黄素（含３％～６％）

可通过破坏生物膜、下调基因表达、增加细胞膜的通

透性和破坏细胞壁的完整性等机制发挥抗菌作用，

可抑制金黄色葡萄球菌、链球菌、铜绿假单胞菌及幽

门螺杆菌等病原体［１１１２］，但在体外对鲍曼不动杆菌

无抑制活性（ＭＩＣ＞２５６μｇ／ｍＬ）
［１３１４］。本研究首次

发现姜黄具有体内抗ＸＤＲＡＢ感染的活性，且相同

浓度下，水提取物的活性高于乙醇提取物。其原因

可能是姜黄水提物中含有的单一成分或多种成分协

同产生的体内药效，也可能是姜黄素通过增强秀丽

隐杆线虫的免疫系统或是减弱ＸＤＲＡＢ的毒力发

挥体内药效。

土荆皮具有抗菌、抗肿瘤和抗血管生成等活性，

土槿乙酸为土荆皮发挥抗微生物活性的主要成分，

其对白念珠菌、石膏样小孢子菌、球拟酵母菌、金黄

色葡萄球菌和大肠埃希菌均有明显的抗菌作用，且

对革兰阴性菌的抗菌效果强于革兰阳性菌［１５１６］。但

也有文献［１６］报道土槿乙酸对大肠埃希菌无体外抑

制作用。鉴于其矛盾的抗菌药效，很难判断土荆皮

起体内药效的成分是土槿乙酸。因此，有必要对土

槿乙酸以及其他土荆皮主要化学成分进行体内抗

ＸＤＲＡＢ活性研究，以明确其体内药效成分。综上

所述，本研究通过ＸＤＲＡＢ秀丽隐杆线虫感染模型

发现了姜黄和土荆皮具有较好的体内抗 ＸＤＲＡＢ

感染活性，但药效物质尚需进一步研究确证。

本研究通过ＸＤＲＡＢ秀丽隐杆线虫感染模型

筛选出了具有体内抗ＸＤＲＡＢ活性的清热解毒中

药姜黄和土荆皮，为其抗菌活性研究提供了研究基

础。接下来将进一步明确这两种中药提取物发挥体

内抗ＸＤＲＡＢ活性的成分，并对其进行结构改造，

为研发新型高效抗ＸＤＲＡＢ感染的抗菌药物提供

方向。
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