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  [摘要] 目的 探讨苏木及其活性成分对耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌(CRABA)的杀菌作用及巴西苏木

素与美罗培南联合抑菌作用。方法 收集2020年该院检验科微生物室分离的10株CRABA,采用微量肉汤稀

释法测定苏木萃取液和巴西苏木素的最小抑菌浓度(MIC)和最小杀菌浓度(MBC),采用高效液相色谱技术测

定苏木萃取液的主要抑菌组分,采用绘制生长曲线方法观察巴西苏木素对CRABA生长的抑制作用,采用十二

烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳测定巴西苏木素对CRABA分泌蛋白的影响,棋盘法观察巴西苏木素与美罗

培南联合应用的抑菌效果。结果 苏木萃取液对10株CRABA的MIC、MBC均为15.63
 

mg/mL,巴西苏木素

的 MIC、MBC均为0.500
 

0
 

mg/mL;高效液相色谱法和 MIC测定得到巴西苏木素为苏木萃取液中主要抑菌组

分。巴西苏木素与美罗培南联用时,巴西苏木素的 MIC值由0.500
 

0
 

mg/mL降至0.125
 

0
 

mg/mL,美罗培南

的MIC值由0.128
 

mg/mL降至0.064
 

mg/mL,FIC指数为0.75。结论 苏木中有效抑菌组分为巴西苏木素,
其机制可能是通过影响细菌蛋白的分泌发挥杀菌作用。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

bactericidal
 

effect
 

of
 

hematoxylon
 

and
 

its
 

active
 

components
 

on
 

carbapenem-resistant
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

(CRABA)
 

and
 

the
 

combined
 

antibacterial
 

effect
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

and
 

meropenem.Methods A
 

total
 

of
 

10
  

CRABA
 

strains
 

were
 

collected.Minimal
 

inhibitory
 

con-
centration

 

(MIC)
 

and
 

minimal
 

bactericidal
 

concentration
 

(MBC)
 

of
 

hematoxylin
 

extract
 

and
 

Brazilian
 

hema-
toxylin

 

were
 

determined
 

by
 

the
 

micro
 

broth
 

dilution
 

method.High-performance
 

liquid
 

chromatography
 

(HPLC)
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

main
 

antibacterial
 

components
 

of
 

hematoxylin
 

extract.Growth
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

CRABA.Sodium
 

dodecyl
 

sul-
fonate-polyacrylamide

 

gel
 

electrophoresis
 

(SDS-PAGE)
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

effect
 

of
 

Brazilian
 

hematox-
ylin

 

on
 

the
 

secreted
 

protein
 

of
 

CRABA.The
 

checkerboard
 

method
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

antibacterial
 

effect
 

of
 

the
 

combined
 

application
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

and
 

meropenem.Results The
 

MIC
 

value
 

and
 

MBC
 

value
 

of
 

hematoxylin
 

extract
 

to
 

10
 

CRABA
 

strains
 

were
 

15.63
 

mg/mL;the
 

MIC
 

value
 

and
 

MBC
 

value
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

to
 

10
 

CRABA
 

strains
 

were
 

0.500
 

0
 

mg/mL.Brazilian
 

hematoxylin
 

is
 

obtained
 

as
 

the
 

main
 

anti-
bacterial

 

component
 

in
 

hematoxylin
 

extract
 

by
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography.When
 

Brazilian
 

hematoxylin
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was
 

combined
 

with
 

meropenem,the
 

MIC
 

value
 

of
 

Brazilian
 

hematoxylin
 

decreased
 

from
 

0.500
 

0
 

mg/mL
 

to
 

0.125
 

0
 

mg/mL,and
 

the
 

MIC
 

value
 

of
 

meropenem
 

decreased
 

from
 

0.128
 

mg/mL
 

to
 

0.064
 

mg/mL,and
 

the
 

FIC
 

index
 

was
 

0.75.Conclusion The
 

effective
 

antibacterial
 

component
 

in
 

hematoxylon
 

is
 

Brazilian
 

hematoxy-
lin,which

 

may
 

exert
 

a
 

bactericidal
 

effect
 

by
 

affecting
 

the
 

secretion
 

of
 

bacterial
 

proteins.
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B;carbapenem-resistant
 

Acineto-
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baumannii;meropenem

  鲍曼不动杆菌是一种需氧非发酵的革兰阴性杆

菌,广泛存在于自然界及人体皮肤,为临床常见的条

件致病菌[1]。由于其生存能力强,并且存在多种耐药

机制,常常有多重耐药的特性,而这种多重耐药鲍曼

不动杆菌已成为医院感染的重要病原菌[2-3]。碳青霉

烯类抗菌药物曾被认为是抗菌活性最强的内酰胺类

抗菌药物,但随着此类药物的广泛使用,鲍曼不动杆

菌的耐药性日益增强,故临床对此类细菌面临无药可

用的窘境。苏木作为传统天然中药,具有广泛的生物

活性。有研究表明,苏木中成分巴西苏木素对各类微

生物都有抑制作用[4-6],但对耐碳青霉烯类鲍曼不动

杆菌(carbapenem-resistant
 

Acinetobacter
 

bauman-
nii,CRABA)的抑菌作用国内外鲜有报道,本研究通

过体外试验探究巴西苏木素对CRABA的抑制作用

及其机制,并将巴西苏木素与美罗培南进行联合药敏

试验观察其抑菌作用,为中药治疗CRABA感染提供

参考,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

1.1.1 菌株来源

  收集2020年本院检验科微生物室分离的10株

CRABA,其中5株来源于重症监护室,2株来源于急

诊科,3株来源于其他科室。鲍曼不动杆菌对任何一

种碳青霉烯类药物耐药判定为CRABA株。质控菌

株为:美国模式培养物集存库(American
 

type
 

culture
 

collection,ATCC)25922大肠埃希菌(Escherichia
 

co-
li,ECO);ATCC

 

25923金黄色葡萄球菌(Staphylo-
coccus

 

aureus,SAU)。

1.1.2 试剂与仪器

  苏木(康美药业股份有限公司);苏木单体:巴西

苏木素,原苏木素B(成都曼斯特生物科技有限公司);
美罗培南(北京索莱宝科技有限公司);血平板(江门

市凯林贸易有限公司);肉汤培养基与 MH琼脂平板

(广州市迪景生物科技有限公司);二甲基亚砜(dime-
thyl

 

sulfoxide,DMSO,天津市富宇精细化工有限公

司);DHP-9145A电热鼓风干燥箱(上海一恒科学仪

器有限公司);VITEK2
 

Compact全自动微生物分析

仪(法国生物梅里埃公司);uLtiMate
 

3000型高效液

相色谱仪(美国赛默飞世尔科技有限公司);SPEC-

TROstar
 

Nano全波长酶标仪(德国BMG公司)。

1.2 方法

1.2.1 
 

药物敏感试验

  细菌分离培养鉴定及药物敏感性试验所有标本

均按《全国临床检验操作规程(第4版)》及本实验室

的作业指导书要求进行接种和培养,菌株分离纯化后

使用VITEK-2
 

Compact全自动微生物分析系统进行

菌种鉴定和常规药物敏感性试验,按2020年美国临

床实验室标准化协会(clinical
 

and
 

laboratory
 

stand-
ards

 

institute,CLSI)标准[7]进行敏感性判断。

1.2.2 苏木抑菌试验

1.2.2.1 苏木萃取液、巴西苏木素和原苏木素B溶

液制备

  称量苏木100
 

g放于离心管中与无水乙醇200
 

mL以1∶2的比例混匀,于恒温培养振荡器中震荡

48
 

h然后离心,4
 

500
 

r/min离心5
 

min,取离心管称

量并标记序号,取上清液于离心管中,开盖放入恒温

培养振荡器中50
 

℃震荡24~96
 

h以挥发尽无水乙

醇,称取萃取后苏木质量,加适量DMSO配成1
 

000
 

mg/mL的萃取液原液,再取原液倍比稀释成500.00、

250.00、125.00、62.50、31.25、15.63、7.81、3.90
 

mg/mL共8个质量浓度。将巴西苏木素单体和原苏

木素 B 单 体 分 别 用 DMSO 配 制 成 64.000
 

0、

32.000
 

0、16.000
 

0、8.000
 

0、4.000
 

0、2.000
 

0、

1.000
 

0、0.500
 

0、0.250
 

0、0.012
 

5、0.063
 

0
 

mg/mL
 

共11个质量浓度。

1.2.2.2 菌液制备

  将所有CRABA接种于血平板,37
 

℃培养18
 

h,
挑取数个分离纯化后的菌落置于生理盐水试管中,比
浊仪校正浓度至0.5麦氏单位(1.5×108

 

cfu/mL)。

1.2.2.3 苏木萃取液对10株CRABA的最小抑菌

浓度(minimal
 

inhibitory
 

concentration,MIC)和最小

杀 菌 浓 度 (minimum
 

bactericidal
 

concentration,

MBC)测定

  于无菌96孔板中每孔加入肉汤菌液100
 

μL,第1
个孔加入1

 

000
 

mg/mL苏木萃取液100
 

μL,采用微

量倍比稀释法,使苏木萃取液质量终浓 度 分 别 为

500.00、250.00、125.00、62.50、31.25、15.63、7.81和

3.90
 

mg/mL共8个浓度,每孔加入菌液20
 

μL。将
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96孔板放于37
 

℃培养箱培养18
 

h。

1.2.2.4 巴西苏木素对10株CRABA的 MIC、MBC
测定

  于无菌96孔板中每孔加入肉汤100
 

μL,而后加

入11个浓度分别为64.000
 

0、32.000
 

0、16.000
 

0、

8.000
 

0、4.000
 

0、2.000
 

0、1.000
 

0、0.500
 

0、0.250
 

0、

0.012
 

5、0.063
 

0
 

mg/mL的巴西苏木素溶液100
 

μL,每孔加入菌液20
 

μL,取菌液200
 

μL作为阳性对

照,肉汤培养基200
 

μL作为阴性对照。将96孔板放

于37
 

℃培养箱培养18
 

h。

1.2.2.5 原苏木素B对10株CRABA的 MIC测定

  于无菌96孔板中每孔加入肉汤100
 

μL,而后加

入11个浓度分别为64.000
 

0、32.000
 

0、16.000
 

0、

8.000
 

0、4.000
 

0、2.000
 

0、1.000
 

0、0.500
 

0、0.250
 

0、

0.012
 

5、0.063
 

0
 

mg/mL的原苏木素B溶液100
 

μL,
每孔加入菌液20

 

μL,取菌液200
 

μL作为阳性对照,
肉汤培养基200

 

μL作为阴性对照。将96孔板放37
 

℃培养箱培养18
 

h。

1.2.3 高效液相检测苏木组分

1.2.3.1 样品提取

  称取苏木各5
 

g置于锥形瓶中,加入乙醇100
 

mL,用封口膜把瓶口封好。超声提取30
 

min,用0.22
 

μm有机膜滤膜过滤到样品瓶中。

1.2.3.2 标准品溶液的制备

  分别精密称取苏木提取液、巴西苏木素、DMSO,
置于3个灭菌EP管中。

1.2.3.3 高效液相色谱法检测

  采用C18(5
 

μm,4.6
 

mm×250.0
 

mm)色谱柱,
流速为1.0

 

mL/min,检测波长210
 

nm,柱温35
 

℃,
进样量5

 

μL。流动相为乙腈∶水,梯度洗脱条件见

表1。
表1  梯度洗脱条件

时间(min) 流速(mL/min) 水(%) 乙腈(%)

0 1.0 95.0 5.0

50 1.0 5.0 95.0

70 1.0 5.0 95.0

1.2.4 CRABA的生长曲线测定

  取培养至对数生长期的CRABA,用无菌生理盐

水配制成0.5麦氏浊度,取100
 

μL菌液分别加至巴

西苏木素浓度不同的100
 

μL肉汤培养基中,使肉汤

中巴西苏木素的浓度为1/8
 

MIC(0.063
 

0
 

mg/mL)、

1/2
 

MIC (0.250
 

0
 

mg/mL)、1
 

MIC (0.500
 

0
 

mg/mL)。每隔4
 

h进行取样,用酶标仪检测600
 

nm
处的吸光度值,绘制生长曲线。

1.2.5 十二烷基磺酸钠(sodium
 

1-dodecanesulfon-

ate,SDS)-聚丙烯酰胺凝胶电泳(polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis,PAGE)

  取培养至对数生长期的CRABA,配制成0.5麦

氏浊度,取3
 

mL菌液分别加至巴西苏木素浓度不同

的3
 

mL肉汤培养基中,使巴西苏木素的浓度为1/8
 

MIC(0.063
 

0
 

mg/mL)、1/2
 

MIC(0.250
 

0
 

mg/mL)、

1
 

MIC(0.500
 

0
 

mg/mL)。置于37
 

℃、200
 

r/min摇

床培养,于16
 

h取样4
 

mL,3
 

155×g离心10
 

min,去
除上清液,收集菌体;加入4

 

mL磷酸盐缓冲液(phos-
phate

 

buffer
 

solution,PBS)并 萃 取,洗 涤 1 次

(3
 

155×g离心10
 

min),再加入2
 

mL
 

PBS,取等体积

(1
 

mL)的各标本加入EP管,5
 

560×g离心5
 

min(23
 

℃)收集菌体,重悬于160
 

μL
 

PBS并加40
 

μL蛋白上

样缓冲液混匀,沸水浴10
 

min转速300
 

r/min后

13
 

350×g离心10
 

min,取上清液备用。选用12%分

离胶,5%浓缩胶,上样20
 

μL进行SDS-PAGE。经考

马斯亮蓝染色1
 

h后脱色,显示蛋白谱带。

1.2.6 巴西苏木素与美罗培南联合抑菌试验

  配制0.500
 

0、0.250
 

0、0.063
 

0、0.031
 

0
 

mg/mL
的巴西苏木素和0.256

 

0、0.128
 

0、0.064
 

0、0.032
 

0、

0.016
 

0
 

mg/mL的美罗培南,将不同浓度的巴西苏木

素和美罗培南交叉配制为200
 

μL肉汤后加入96孔

板,配制不同浓度的巴西苏木素+美罗培南肉汤各

200
 

μL加入96孔板,加入配制试验菌液20
 

μL,37
 

℃
培养24

 

h,观察结果。记录 MIC甲药单用和 MIC乙

药单用,并观察两药联用的 MIC甲药联用和 MIC乙

药联用,相加值最小数值为最佳组合,计算部分抑菌

浓度(fractional
 

inhibitory
 

concentration,FIC)指数。

FIC指数≤0.5为协同作用,>0.5~1.0为相加作

用,>1.0~2.0为无关作用,>2.0为拮抗作用。

2 结  果

2.1 菌株药敏检测结果

  药敏检测结果显示,10株CRABA对哌拉西林、
头孢他啶、头孢噻肟、头孢吡肟、氨苄西林/舒巴坦、哌
拉西林/他唑巴坦、亚胺培南、庆大霉素、阿米卡星、环
丙沙星、左氧氟沙星、四环素耐药率为100%,对多黏

菌素耐药率为0。

2.2 MIC、MBC测定结果

  苏木萃取液对10株CRABA的 MIC均为15.63
 

mg/mL,MBC均为15.63
 

mg/mL。巴西苏木素对10
株CRABA的 MIC均为0.500

 

0
 

mg/mL,MBC均为

0.500
 

0
 

mg/mL。原苏木素 B对10株 CRABA 的

MIC均无效。

2.3 苏木组分高效液相图谱

  DMSO的高效液相图谱见图1,苏木萃取液的高

效液相图谱见图2,巴西苏木素的高效液相图谱见图

466 重庆医学2023年3月第52卷第5期



3,说明苏木萃取液中产生抑菌作用的组分为巴西苏

木素。

图1  DMSO高效液相色谱图

  A峰:DMSO;B峰:巴西苏木素;C峰:原苏木素B。

图2  苏木萃取液高效液相色谱图

  A峰:DMSO;B峰:巴西苏木素。

图3  巴西苏木素高效液相色谱图

2.4 巴西苏木素对CRABA生长的影响

  巴西苏木素药物浓度越大,其对CRABA的抑制

生长作用越强,见图4。

图4  巴西苏木素对CRABA生长的影响

2.5 SDS-PAGE图谱

  随着巴西苏木素浓度的增大,其对CRABA的分

泌蛋白抑制作用越强,见图5。

  M:蛋白标记物;1:阴性对照;2:1/8
 

MIC;3:1/2
 

MIC;4:1
 

MIC。

图5  SDS-PAGE图谱

2.6 巴西苏木素与美罗培南联合用药细菌生长抑制

结果

  美罗培南对CRABA的 MIC为0.128
 

mg/mL,

FIC指数为0.75,为相加作用,见表2、3。
表2  巴西苏木素与美罗培南联合用药细菌

   生长抑制情况表

巴西苏木素浓度

(mg/mL)

美罗培南浓度(mg/mL)

0.256
 

00.128
 

00.064
 

00.032
 

00.016
 

0

0.500
 

0 — — — — —

0.250
 

0 — — — — —

0.063
 

0 — — + + +

0.031
 

0 — — + + +

  —:无菌生长;+:有菌生长。

表3  巴西苏木素与美罗培南联合抗CRABA的棋盘法

   测定结果(MIC·mg-1·mL-1)

菌株编号
巴西苏木素

单用 合用

美罗培南

单用 合用

FIC
指数

作用

方式

5334 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

5310 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

5345 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

5309 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

5318 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

5364 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

5313 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

5303 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

5304 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

5320 0.500
 

00.125
 

0 0.128
 

00.064
 

0 0.75 相加

3 讨  论

  近年来随着碳青霉烯类药物的广泛使用,耐碳青

霉烯类革兰阴性菌感染日益突出,其中CRABA所致

感染的 发 生 率 和 死 亡 率 均 较 高,治 疗 难 度 较 大。

CRABA对 多 粘 菌 素 B 的 敏 感 性 最 高,耐 药 率 为

1.4%,但因其肾脏和神经毒性作用,临床甚少使用。
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CRABA对头孢哌酮-舒巴坦、米诺环素、左氧氟沙星

和阿米卡星的耐药率分别为33.0%、42.2%、45.5%
和40.2%。对头孢他啶、亚胺培南、美罗培南和环丙

沙星等耐药率均在50%以上[8-9]。目前针对CRABA
感染的治疗手段非常有限,主要是头孢哌酮-舒巴坦、
喹诺酮类和氨基糖苷类药物。因此,针对CRABA探

索新型药物已成为研究的热点。
苏木的主要活性成分为生物碱,研究表明其中的

巴西苏木素在抗菌中起主要作用。LANE等[5]发现

巴西苏木素对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的抑菌圈

直径为14.85
 

mm,MIC为12.5
 

μg/mL。SYAMSU-
NARNO等[10]发现苏木中的巴西苏木素对耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌、耐万古霉素肠球菌及其他菌种具

有很强的抑制作用,MIC为4~32
 

μg
 

/mL。因此,本
研究探讨了苏木活性成分对CRABA的体外抑菌作

用,为中药抑菌研究提供理论支持。
既往研究发现,大部分抑菌的中药对细菌的生长

和蛋白谱的表达均有影响[11],本试验也获得了相似的

结果。在不同浓度巴西苏木素作用下,CRABA的生

长受到明显抑制,细菌可溶性蛋白表达发生了明显变

化,说明巴西苏木素对CRABA的抑菌作用可能与其

影响细菌生长、蛋白质的表达有关,其机制还需要进

一步研究。
目前中药很少系统地被应用于临床,其主要原因

在于中药对细菌的抑制作用弱于常用抗菌药物。然

而有研究表明,某些中药与抗菌药物联用可以产生明

显的增效作用,因此,中药与抗菌药物联用成为新的

研究思路。本研究创新性地将巴西苏木素和美罗培

南进行联合用药试验以观测对CRABA的抑制作用,
发现二者联合用药与单药比较,抑菌效果得到了明显

增强。本研究虽然证实巴西苏木素与美罗培南对

CRABA有相加效应,但从体外抑菌试验结果分析,巴
西苏木素与美罗培南联合用药要达到完全抑菌效果,
巴西苏木素药物浓度较低时,美罗培南仍需较高浓

度,如何使二者联用发挥更好的抑菌作用,尚需进一

步研究。
综上所述,中药抗菌具有较好的前景,贯穿于抗

菌的各个环节。一方面,中药可以直接作用于微生物

本身,破坏细菌细胞壁和细胞膜的完整性改变细胞通

透性、抑制细菌生物被膜的形成[12-13]。另一方面,通
过逆转细菌耐药性,促进其他药物的杀菌作用,如抑

制耐药菌外排泵、消除耐药质粒R[14-15]。本研究不足

之处在于:(1)所采用菌株数量较少,且其药敏检测结

果相同,故10株菌所得到的结果也完全相同,虽然表

明研究的重复性较好,但所得结果不能证明巴西苏木

素对耐药性不同的CRABA都有很好的抗菌作用,其

结果存在一定的偏倚,为临床提供的帮助存在局限

性。(2)未对其他抑菌机制展开研究,且仅处于体外

试验阶段,不能有效评价巴西苏木素在体内的疗效。
因此,未来将进一步展开试验以探讨巴西苏木素抑菌

作用的机制,为体外试验、临床试验及应用提供理论

依据,使巴西苏木素的抑菌活性得到真正发挥。
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