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绿原酸抑制金黄色葡萄球菌机理研究①
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摘要:为探索绿原酸(CGA)抑制金黄色葡萄 球 菌 增 殖 的 机 制,通 过 检 测β 半 乳 糖 苷 酶 的 变 化 反 映 细 菌 细 胞

膜通透性的变化,凝固酶的活性反映细菌致病力;用 Bradford法、DNS法和 DNP法分别检测可溶性蛋白质量

浓 度、还原糖利用能力和丙酮酸质量浓度的变化反映细菌代谢的改变．结果显示 CGA 处理金黄色葡萄球菌后

菌液中β 半乳糖苷酶出现泄漏,且漏出量与 CGA 质量 浓 度 呈 量 效 关 系,无 血 浆 凝 固 现 象,菌 液 中 还 原 糖 质

量浓度急剧升高,可溶性蛋白质量浓度降低量超过５０％,丙酮酸质量浓度升高５３４％,与对照组相比差异极

具 统计学意义(p＜００１),表明 CGA 可能通过改变金黄色葡萄球菌细胞膜的通透性,阻碍物质和能量的代谢

及细菌蛋白合成而达到抑菌作用．
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绿原酸(Chlorogenicacid,CGA),又名咖啡鞣酸,存在于多种药用植物中,其中金银花、杜仲含量较

高,且具有多种药理作用而被人们广泛运用于防治由细菌、病毒引起的疾病,同样也具有降血压、降血脂、

抗白血病、预防心血管疾病、糖尿病、增强免疫力等功效[１－４]．金黄色葡萄球菌Staphyloccocusaureus是一

种常见的人畜共患致病菌,可导致化脓性疾病,尤其是奶牛乳房炎,严重危害养殖业的发展,也可能会引

起人畜食物中毒,常表现出呕吐、发热、腹泻等症状,危害动物及人类健康[５－６]．随着大量西药的使用,细

菌耐药性产生,对动物机体毒害作用的增强给临床上选择抗金黄色葡萄球菌的药物加大了难度．而抗菌药

物要达到抗菌效果,可能是通过损伤细胞壁、改变细胞通透性、改变核酸分子结构、抑制酶的作用、抑制代

谢过程、抑制核酸合成[７]等方面来完成．本试验选取金黄色葡萄球菌探索CGA体外抑菌作用,依据细菌的

结构及代谢需要,探索CGA对金黄色葡萄球菌细胞膜通透性、胞内外代谢和酶活力的影响,从不同角度对

CGA抑制金黄色葡萄球菌的机理进行探讨,以指导临床用药．

１　试验材料和方法

１１　试验材料

１１１　菌　种

金黄色葡萄球菌(中国兽药监察所菌种室提供,菌株编号:ATCC２５９２３);
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１１２　主要试剂

绿原酸(中国兽医药品检察所,Z０２６０６１１);邻 硝基酚 β D 半乳糖苷(南京都来生物技术有限公司

产品,２０６７１６１);肝素(上海信裕生物科技有限公司产品,１１４０４３０);牛血清蛋白(南京奥多福尼生物科技

有限公司产品,DB００２１);考马斯亮兰 GＧ２５０(上海生工生物工程有限公司产品,YY０５０４B２０８Y),其余试

剂均为分析纯．
１１３　主要仪器

数显振荡培养箱 BSＧ１E(江苏金坛市金城国胜实验仪器厂);７２１N可见分光光度计(上海仪电分析仪器

有限公司);恒温水浴箱PHB(天津艾维欧科技发展有限公司)．
１２　试验方法

１２１　金黄色葡萄球菌活化及培养

将金黄色葡萄球菌菌株接种于营养肉汤进行活化,３７℃培养６~８h,参照麦氏比浊管用灭菌肉汤稀释

至５×１０５CFU/mL,分别加入GGA最终质量浓度为０,０５,１０,２０,４０,８０,１６０mg/mL的培养基进行

培养,并测定绿原酸对金黄色葡萄球菌最小抑菌质量浓度．
１２２　β 半乳糖苷酶的测定

参照文献[８],采用试管法,试验设计CGA组和对照组,每组做７个样,其中 CGA组加 CGA至最

终质量浓度为０,０５,１０,２０,４０,８０mg/mL,对照组加等量培养基,３７ ℃培养箱中培养１h后,每

隔１min用可见分光光度计测其在４２０nm处的OD 值,连测６次．
１２３　凝固酶活性检测

在正常生长的细菌中加入含有CGA的培养基和家兔血浆,３７℃恒温水箱中水浴４h后每隔１h观察

血浆蛋白凝固情况,同时设计不含细菌的空白对照组、不含CGA的菌液对照组,重复试验３次[９]．
１２４　金黄色葡萄球菌对还原糖利用能力

参照 DNS(３,５ 二硝基水杨酸)法[１０－１１],接种一定量的金黄色葡萄球菌至含 CGA终质量浓度为

８mg/mL的培养基中,培养８h后,分别于１h,２h,４h,８h,１６h,２４h测其在５５０nm 处的OD 值,
以葡萄糖绘制标准作为参考,测定菌液中还原糖的降低质量浓度．
１２５　考马斯亮兰法测定可溶性蛋白质量浓度

参照文献[１２],取７支试管,采用标准蛋白绘制标准曲线．另选７支试管,接种细菌至含CGA的肉汤

培养基中培养８h后,离心取上清液,加入考马斯亮兰 GＧ２５０染液,在５９５nm 波长下测定其OD 值,计算

出菌液中还原糖的质量浓度,同时设菌液对照组．
１２６　DNP法测定培养液中丙酮酸质量浓度

选择丙酮酸原液稀释成不同质量浓度,绘制标准曲线．再选７支试管,同１２５方法制备菌液上清液,
加２,４ 二硝基苯肼液,摇匀后加入１５mol/LNaOH 溶液５mL,５２０nm 波长下测OD 值,计算出菌液

各组丙酮酸的质量浓度[１３]．
１２７　数据统计分析

试验数据用Excel进行收集,结果用SPSS１９０软件进行方差分析和显著性检验,试验结果用x±SD
表示．

２　试验结果

２１　CGA对金黄色葡萄球菌最小抑菌质量浓度的测定

细菌接种至含有不同质量浓度的CGA培养液中培养后,药液质量浓度小于等于４０mg/mL,培养液

浑浊;质量浓度大于或等于８０mg/mL时,培养液未浑浊,判定其最小抑菌质量浓度为８０mg/mL．
２２　CGA作用后菌液中β 半乳糖苷酶测定结果

从图１可知,CGA质量浓度在１mg/mL以下,细菌胞内β 半乳糖苷酶基本未出现外漏,与无 CGA
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组和对照组相比较,差异不具有统计学意义(p＞００５);当CGA质量浓度高于２mg/mL时,菌液中β 半

乳糖苷酶急剧升高,与对照组相比,差异极具有统计学意义(p＜００１),表明大量的β 半乳糖苷酶从胞内

泄漏到菌液中．
２３　CGA对凝固酶活性的影响

从表１可知,细菌对照组水浴４h后发生凝固现象,出现纤维蛋白凝胶块,空白对照组和CGA组分别

在水浴后４h,５h,６h均未发生凝固,未出现纤维蛋白凝胶块．
表１　凝固酶活性检测结果

组别 空白对照组 菌液对照组 CGA组

４h － ＋ －

５h － ＋ －

６h － ＋ －

７h － ＋ －

　　注:＋表示血浆蛋白凝固,－表示血浆蛋白未凝固．

２４　CGA对金黄色葡萄球菌还原糖利用能力的影响

从图２可知,在CGA作用后的金黄色葡萄球菌菌液中,还原糖的质量浓度明显升高,与对照组相比差

异极具统计学意义(p＜００１),说明金黄色葡萄球菌对还原糖的利用降低．

与对照组相比,∗表示差异极具有统计学意义p＜００１;

与不含CGA组相比,＃ 表示差异极具有统计学意义p＜００１．

图１　菌液中β 半乳糖苷酶的测定

与对照组相比,∗表示差异极具有统计学意义p＜００１．

图２　金黄色葡萄球菌对还原糖的利用

２５　可溶性蛋白质量浓度测定

经测定,可溶性蛋白标准曲线公式:Y＝２２６４２X＋００８８６,R２＝０９９８７(Y 表示吸光度OD 值,

X 表示标准蛋白溶液质量浓度,R 表示回归系数)．加入CGA作用２４h后菌液中可溶性蛋白质量浓度显

著降低,降低量超过５０％,与对照组相比,差异极具统计学意义(p＜００１)(表２)．
表２　可溶性蛋白质量浓度测定结果

组别 OD５９５ 蛋白质量浓度/(μgmL－１)

对照组 ０３１４±０００２ ９９５９

CGA组 ０１８４±０００２∗∗ ４２３６

２６　丙酮酸质量浓度的测定

经测定,丙酮酸标准曲线公式:Y＝０００７５X＋０１０３８,R２＝０９９８５(Y 表示吸光度OD 值,X 表示

标准蛋白溶液质量浓度,R 表示回归系数)．加入CGA作用２４h后菌液中丙酮酸质量浓度升高５３４％,与
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对照组比较,差异极具有统计学意义(p＜００１)(表３)．
表３　丙酮酸质量浓度测定结果

组别 OD５２０ 丙酮酸质量浓度/(μgmL－１)

对照组 ０７９６±００１１ ９２３２３
CGA组 ０８３３±０００５∗∗ ９７２５６

３　分析讨论

金黄色葡萄球菌属革兰氏阳性菌,主要见于化脓感染性疾病,在临床上其主要通过产生毒素和侵袭性

酶而致病．当金黄色葡萄球菌进入动物机体之后迅速分泌溶血性毒素,损伤血小板,破坏溶酶体,进而引起

动物机体局部缺血和坏死;也分泌杀白细胞素,破坏动物白细胞和巨噬细胞,破坏动物免疫功能;同时血

浆凝固酶使血液或血浆中的纤维蛋白结合在菌体表面,保护菌体免受吞噬细胞的吞噬[１３]．在凝固酶试验

中,经CGA处理后金黄色葡萄球菌产生结合凝固酶和游离凝固酶的量减少,从而减少血浆中纤维蛋白原

转变为纤维蛋白,最终影响该菌的粘附能力及致病力．
在细菌的正常代谢过程中,糖作为一种主要能源为细菌提供能量,当糖类的吸收、利用受阻将会导致

细菌能量不足,进而影响菌体的生长繁殖．丙酮酸作为生物体代谢的中间产物,参与了许多的酶反映,也是

正常反映动物机体正常代谢的物质,正常情况下丙酮酸在菌体内不会大量积累,积累会抑制葡萄糖的吸

收,导致糖酵解和三羧酸循环不能很好偶联等,最终导致能量代谢受阻,从而引起动物机体能量和物质代

谢障碍[１４]．试验中CGA作用了的金黄色葡萄球菌对还原糖的吸收显著下降了,丙酮酸质量浓度升高,显示

了CGA可能抑制细菌对糖的代谢,其作用可能是影响了相关代谢酶的活性,导致代谢过程受阻从而抑制

细菌的正常生存．

β 半乳糖苷酶为胞内酶,通常不外漏,漏出率上升说明细胞膜通透性发生了改变[１３],主要由特异的

乳糖操作系统中的阻碍物、操纵基因、启动子等协同下合成,在培养基中存在诱导物质时,则激发细胞

内β 半乳糖苷酶的合成,在细胞膜通透性增强时致使大量的β 半乳糖苷酶外漏．CGA作为一种诱导物

质,不断刺激乳糖操作系统,使得大量的β 半乳糖苷酶合成,并在培养基中检测β－半乳糖苷酶的质量

浓度升高,间接反映CGA对菌体细胞内膜有一定的破坏作用,进而说明CGA可能通过破坏菌体细胞膜

而发挥抑菌作用．

４　结　论

CGA可通过改变细胞通透性,降低蛋白质量浓度进而导致细胞物质和能量代谢水平降低,从而共同完

成对金黄色葡萄球菌的抑菌作用,其中影响蛋白合成可能是其主要的抑菌机制．
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StudyontheMechanismofChlorogenicAcid
InhibitingStaphylococcusaureus

LUOYiＧchen,　HUANGLiＧming,　YANG　Ying,　ZHU MaiＧxun,
WENYuＧling,　LIU　Ying,　ZHANGRaoＧxia,　LIU　Juan

ChineseHerbalDrugsInnovationResearchLabofVeterinaryScienceResearchCenter,

SouthwestUniversity(RongchangCampus),RongchangChongqing４０２４６０,China

Abstract:Toexplorethemechanismofchlorogenicacid(CGA)inhibitingtheproliferationofStaphylococＧ
cusaureus,thechangeinβＧgalactosidaseenzymewasmonitoredtoreflectthechangeinmembranepermeＧ
abilityofSaureus,thecoagulaseactivitywasdetectedtoreflectbacterialvirulence,andthechangesin
thecontentofsolubleproteins,reducingsugarutilizationandpyruvatecontentweretestedwithBradford,

DNSandDNPmethods,respectively,toreflectthechangesinbacterialmetabolism．Afterthetreatment
ofSaureuswithCGA,βＧgalactosidaseenzymeleakagewasnoticedinthebacterialliquidwithadoseＧreＧ
sponserelationship．Noplasmacoagulationwasdetected,thecontentofreducingsugarsincreasedsharply,

solubleproteincontentwasreducedbymorethan５０％,andpyruvatecontentincreasedby５３４％inthe
bacterialliquid．Thedifferencescomparedwiththecontrolgroupwerehighlysignificantstatistically．The
studyconcludedthattheCGAcouldinhibittheproliferationofSaureusandthatitsmainantibacterial
mechanism mightbetochangethemembranepermeabilityofthisbacterium,inhibitmaterialandenergy
metabolismandretardproteinsynthesis．
Keywords:chlorogenicacid;Staphylococcusaureus;antibacterialmechanism
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