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研究证实，肺成纤维细胞是肺纤维化发生发展的重

要效应细胞，分泌炎症介质、释放大量ECM[6]，因此

研究药物对肺成纤维细胞的作用也尤其重要。

本实验应用消化法成功培养了来源于肺脏和心

脏的成纤维细胞，并用中药干预。倒置显微镜下观

察，肺成纤维细胞呈梭形或三角形，心肌成纤维细胞

多呈梭形，当归、川芎、黄芪作用24 h后成纤维细胞

数目明显减少，丹参作用24 h后成纤维细胞数目明

显增多，而且由于增殖旺盛，有些细胞死亡漂浮于液

面。通过MTT比色法对两种来源的成纤维细胞进

行测定，观察细胞的增殖，结果显示不同质量浓度的

川芎、当归、丹参、黄芪对成纤维细胞的作用有差异。

其中中、小剂量的当归、川芎及大、中、小剂量的黄芪

对肺成纤维细胞的增殖有抑制作用，而大剂量当归、

JII芎及各剂量丹参对肺成纤维细胞有促进增殖的作

用；而对心肌成纤维细胞而言：中、小剂量的当归、黄

芪及大、中、小剂量的川芎有抑制作用，大剂量当归、

黄芪及各剂量丹参有促进作用。中药川芎、黄芪对

肺、心肌成纤维细胞的不同特点，可能与药物对不同

靶器官的作用不同而异。总之，中、小剂量的当归、川I

芎、黄芪提取液对成纤维细胞均有抑制作用，而丹参

却无此作用。可以看出，不同药物对不同成纤维细胞

的作用有差异；同一种药物的不同剂量对成纤维细

胞具有不同的作用结果；这些药物是通过怎样的途

径发挥其作用的，其作用机制如何，有待进一步

研究。
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葡萄提取物消除0157大肠埃希氏菌耐药性的作用

王秀英，刘世贵，高 荣，蒋舜媛，朱冰，陈 恬

(四川I大学生命科学学院生物资源与生态环境教育部重点实验室，四川成都610064)

0157肠出血性大肠埃希氏菌(EHEC)，是出

血性肠炎的主要致病菌，不仅致病性、传染性强，还

可并发溶血性尿毒综合征(himolytic uremic syn—

drome，Hus)等严重疾病。自1982年以来，已在美

国、日本等地多次引起疾病的暴发流行。1990年5～

8月日本爆发了到目前为止世界上最大的一次

0157：H7大肠埃希氏菌(简称大肠杆菌)感染，

9 000多人患病，10余人死亡。欧洲一些国家也先后

发生了0157大肠杆菌感染，在我国0157大肠杆

菌感染也散在发生。因此，0157大肠杆菌已成为威

胁人类生命的重要病菌之一。随着0157大肠杆菌

疾病的暴发以及伴随着抗菌药物的广泛应用，0157

大肠杆菌对抗菌药物的耐药性也随之增加，给疾病

的控制带来了影响。为了克服日趋严重的细菌耐药

性，从天然产物中寻找能够致敏细菌的生物活性物

质，是增强抗菌药物疗效的有效途径。本实验室从中

国西部食源性植物中筛选具有消除细菌耐药性的植

物种类，自葡萄科(Vitaceae Lindley或Ampeli—

daceae Kunth)葡萄属(Vitis L．)植物提取物中，发

现具有消除0157大肠杆菌耐药性的作用。

1材料与方法

1．1 3株受试大肠埃希氏菌株来源：大肠埃希氏菌

标准菌株Escherichia coli ATCC一25922，由中国科

学院微生物研究所提供；E．coli 0157：H7出血性大

肠埃希氏菌，由中国疾病预防控制中心微生物流行

病研究所提供；E．coli 0157：88ac：19出血性大
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肠埃希氏菌，由丹麦国家血清研究所提供。

1．2 药敏纸片(60种药物)购自中国药品生物制

品检定所，实验方法和判断标准按说明书执行。

1．3培养基：MHA培养基、营养肉汤培养基、麦康

凯培养基、半固体培养基、LB培养基，购自中国药

品生物制品检定所。
’

1．4葡萄提取物的制备：以葡萄Vitis vinifera L．

为原料，首先采用传统的水提法、醇提法、甘油提法

制成初提物，然后再用药用吸附树脂进行分类吸附，

所得到的提取物(含酸酚类成分1％～5％)配制成

10：1药液待用。

1．5 消除细菌耐药性实验：分别在含有植物提取物

的培养基和无提取物的培养基中对0157大肠杆菌

进行连续传代，然后在空白LB培养基中再次传代，

采用多种药敏纸片测定细菌药敏变化(抑菌圈直径

大小)。以未加植物提取物的空白对照为标准，观察

经植物提取物作用后的细菌药敏变化。

2结果

2．1 大肠杆菌对青霉素类药物的药敏变化：葡萄提

取物作用细菌24 h后，与无提取物作用的空白对照

组比较，3株大肠杆菌对青霉素类药物的抑菌圈直径

有显著增大，抑菌圈增加幅度6．33～12．00 mm，其

中哌拉西林平均增加幅度最大。3株大肠杆菌之间比

较，抑菌圈平均增加幅度依次为E．coli 0157：H7

为10．22 mm，E．coli 0157：88ac：19为7．77

mm，E．coli ATCC 25922为5．22 mm。见表1。

2．2 大肠杆菌对7类(60种)抗菌药物的药敏变

化：葡萄提取物作用细菌24 h后，与无提取物作用

的空白对照组比较，3株大肠杆菌对青霉素类、头孢

类、喹诺酮类、磺胺类、氨基糖苷类、四环素类和大环

内酯类7类60种抗菌药物药敏平均增加百分率为

34．41％(P<0．01)，见表2。

表1葡萄提取物作用24 h后细菌对青霉素类药物药敏变化(；士s，开一12)

Table 1 Change of bacterial sensitivity to Penicillin derived antibiotics after treatment

with grape extracts for 24 h(i±s。席一12)

与空白对照组比较：。P<O．05 一P<O．01

’P<0．05。。P<0．01 725 control group

表2葡萄提取物作用24 h后与空白对照组}E较细菌对(60种)抗菌药物药敏平均增加百分率(工士s，n一12)

Table 2 Average percentage of increase of bacterial sensitivity to 60 antibiotics after treatment

with grape extracts for 24 h compared with blank control bacteria(；±s，席一12)

2．3提取物作用细菌120 h(传5代)与去掉提取

物后120 h(传5代)，大肠杆菌标准菌株E．coli

ATCC 25922与0157：H7比较，观察细菌对60种

药物的平均药敏动态变化：结果发现，随着提取物作

用细菌时间的延长，与空白对照比较，药敏性也随之

增加，当达到120 h，0157：H7药敏性增加至

38．57％，当去掉提取物24 h，细菌药敏迅速下降，

但去掉提取物120 h，0157：H7药敏仍高于对照组

7．86％，见图1。

3讨论

自1929年Fleming发现青霉素，1940年

Waksman发现链霉素以来，人们不断从微生物次级

代谢产物中找到众多有效的抗生素，并由此开发出

许多半合成抗生素，对防治细菌性感染起到了重要

的作用。但细菌的耐药性也随之而来[1’2]，而且越来

越严重[3~6]，尤其是大肠杆菌对抗生素的耐药性十
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图1葡萄提取物作用120 h(传5代)及无提取物

作用120 h(传5代)细菌对60种药物的平

均药敏动态变化

Fig．1 D曩namic change of bacterial sensitivity to 60

antibiotics after treatment with grape extracts

for 120 h and cultured for another 120 h with—

out grape extracts(cultured for 5 generations)

分严重，已成为最常见的感染病原之一。我国学者曾

研究报道某些中药如大蒜、山楂、紫草、车前子、金银

花等提取物具有一定的消除细菌耐药性质粒的作

用，而石芽茶、大黄、谷精籽、黄苓等中药提取物对细

菌产生的p一内酰胺酶也有不同程度的抑制作用[1]，

这为我国传统中药的深度开发应用探索了一条新的

途径。

近十余年来，本实验室对中国西部食源性植物

进行广泛的筛选，发现葡萄属植物中的某些种类具

有致敏0157大肠杆菌的作用，药敏实验证实被致

敏的大肠杆菌对多种抗菌药物增强了敏感性。本研

究初步探索发现葡萄属植物提取物具有独特的消除

0157大肠杆菌耐药性的作用，经过提取物作用的

细菌，对7类60种抗菌药物均有不同程度的增敏作

用，与对照组比较，实验组60种抗菌药物平均增加

敏感性34．41％。同时，分别对7种抗菌药物进行了

药敏检测，结果显示：青霉素类、头孢类、磺胺类、四

环素类药物更为敏感。本研究还对提取物作用细菌

120 h(传5代)和去掉提取物120 h(传5代)的细

菌进行药敏动态变化分析，发现随着提取物作用细

菌时间的延长，药敏性也随之增加，细菌处于致敏状

态，但去掉提取物后，细菌药敏迅速下降，发现随着

药敏迅速下降，当达到120 h的时候，0157大肠杆

菌仍比对照组高出7．86％，仍然不能恢复到始发药

敏状态，分析其原因可能与细菌受到提取物作用后

某些基因的表达改变有关系。今后，还有待进行植物

有效成分的分析及植物提取物消除0157大肠杆菌

耐药性作用机制的深入研究。
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