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内生真菌链格孢菌醋酸乙酯提取物对金黄色葡萄球菌抑菌机制的研究 

王永刚 1，杨光瑞 1#，陈  凯 1，王鸣刚 1，冷非凡 1，杨明俊 1*，田艳花 2 

1. 兰州理工大学生命科学与工程学院，甘肃 兰州  730050 

2. 山西药科职业学院 食品工程系，山西 太原  030031 

摘  要：目的  研究分离自药用植物白毛蛇 Humata tyermanni 的内生真菌链格孢菌发酵产物醋酸乙酯提取物（B06e）对金

黄色葡萄球菌细胞膜完整性和通透性的影响。方法  采用二倍稀释法测定 B06e 对金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度（MIC）；

测定 B06e 作用前后金黄色葡萄球菌培养液电导率，206、280 nm 处吸光度（A）值的变化并结合流式细胞术研究 B06e 作

用前后细胞膜通透性的变化。利用扫描电子显微镜（SEM）及傅里叶红外变换光谱（FT-IR）研究 B06e 对细胞膜结构的影

响。结果  B06e 对金黄色葡萄球菌的 MIC 为 50 μg/mL。3×MIC 处理组的电导率是对照组的 1.06 倍；经 B06e 处理后，反应

液的 A260 和 A280 值均显著高于对照组；3×MIC 处理组的 β-半乳糖苷酶活性是对照组的 9.43 倍；流式细胞仪分析表明 3×

MIC 处理组被碘化丙啶（PI）着染的阳性细胞比例是对照组的 47.63 倍；SEM 和 FT-IR 分析结果显示，B06e 处理后，菌体

细胞结构发生了损伤。结论  B06e 能增强金黄色葡萄球菌细胞膜的通透性，破坏细胞膜的完整性，造成外源物质的大量流

入和细胞质的大量外泄，从而使得菌体细胞内渗透压和代谢调控紊乱，最终导致细菌丧失生长繁殖的能力。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of ethyl acetate extract (B06e) from fermentation liquid of an endophytic fungus 

Alternaria spp. on the cell membrane integrity and the permeability of Staphylococcus aureus. Methods  The minimum inhibitory 

concentration (MIC) of B06e against S. aureus was measured by double dilution method; The changes of electric conductivity of 

bacterial culture, A260 and A280 before and after treated by B06e were analyzed, respectively. Besides, the changes of cell membrane 

permeability before and after by B06e was measured by flow cytometry. The effect of B06e on the cell membrane structure was 

investigated by scanning electron microscopy (SEM) and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). Results  The results 

showed that MIC value of B06e against S. aureus was 50 μg/mL. The conductivity of 3 × MIC treatment group was 1.06 times of the 

value of the control group; after treatment of B06e, the values of A260 and A280 were significantly higher than those of the control group: 

The beta-galactosidase activity of 3 × MIC treatment group was 9.43 times more than the value of the control group; Flow cytometry 

analysis showed that 3 × MIC treatment group by propidium iodide (PI) staining of positive cells was 47.63 times more than the control 

group; SEM and FT-IR analysis showed that the structure of bacterial cell changed after B06e treatment. Conclusion  B06e can kill S. 

aureus cell by increasing the permeability of its cell membrane and destroy cell membrane integrity. 
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植物内生真菌是指那些长期定植于健康植物

组织和器官中，而不使宿主表现出明显感染症状的

一类真菌[1-2]。已有研究结果表明，内生真菌具有产

生与宿主植物相同或相似化学组分的能力[3]，国内

外许多科学家已经从多种药用植物内生真菌发酵

产物中发现了具有抗菌、抗氧化、抗癌和抗肿瘤的

活性物质[1-5]。 

近年来，由于人们对抗生素的滥用，许多传统

抗生素已逐渐失去或减弱了对病原菌的抑制作用，

越来越多的抗药性病菌的出现使得医疗难度增大，

医疗费用也越来越高昂。因此，开发新型的抗生素

已经迫在眉睫[6]。多年来，本课题组一直致力于甘

肃省道地药材的研究，先后从黄芪、甘草、白毛蛇

等多种药用植物中分离获得一大批内生真菌，并筛

选获得了多株具有较好抗氧化、抑菌、抗肿瘤活性

的菌株[7]。其中，从白毛蛇 Humata tyermanni Moore

根部组织中分离到的内生真菌链格孢菌 Alternaria 

alternate (Fr.) Keissl，其发酵液醋酸乙酯提取物

（B06e）对多种测试菌均具有较强的抑制作用[8]，对

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑制作用尤为显著。

本研究从细胞水平探究了 B06e 对金黄色葡萄球菌

细胞膜通透性和完整性的影响，以期为新型抗生素

的开发及利用提供基础理论依据。 

1  材料 

1.1  菌株   

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus CMCC

（E）26013、链格孢菌 Alternaria alternata (Fr.) Keissl

菌株为本实验室分离、保藏菌种[9]。 

1.2  主要试剂   

二甲基亚砜（DMSO），上海中泰化学试剂有限

公司；邻硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷（ONPG），生

工生物工程（上海）股份有限公司；碘化丙啶（PI），

Sigma-Aldrich Co. Ltd.。 

1.3  主要仪器   

UV-5200 紫外可见分光光度计，上海元析仪器

有限公司；FE30 Plus 电导率仪，梅特勒-托利多仪器

（上海）有限公司；BD LSRFORtessa TM Cell 流式细

胞仪，BD Biosciences 公司；JSM-6701F 型号冷场发

射型扫描电子显微镜，日本电子光学公司；Nexus 670 

FT-IR 傅里叶变换红外光谱仪，美国 Nicolet 公司。 

2  方法 

2.1  B06e 的提取   

用接种针挑取 1 环已活化的链格孢菌菌株菌丝

体，接种于 250 mL PDB 液体发酵培养基中，于

28 ℃、160 r/min 振荡培养 14 d。发酵结束后，抽

滤分离发酵液和菌丝体，将滤液用等体积的醋酸乙

酯进行萃取，萃取 3 次，合并萃取液。减压浓缩后

自然风干成浸膏，得到 B06e。用 DMSO 将 B06e 配

制成 5 mg/mL 母液，于 4 ℃保存，备用[10]。 

2.2  B06e 最小抑菌浓度（MIC）和最小杀菌浓度

（MBC）的测定   

参照 Andrews 的方法[11]，稍作改进。取 9.6 mL

已灭菌的 LB 培养基，加入 400 μL 5 mg/mL B06e，

混匀后用二倍稀释法稀释成系列质量浓度，各取 2 

mL，均接种入 200 μL 37 ℃下培养 3～4 h 至对数

生长期（A600＝0.50±0.02）的金黄色葡萄球菌，充

分混匀后继续于 180 r/min 下振荡培养。12 h 后观

察，以培养液变浑浊的前 1 个 B06e稀释质量浓度认

定为 MIC。吸取 100 μL 未变浑浊的培养液，均匀

涂布于 LB 固体培养基表面，置于 37 ℃继续培养

24 h，以无菌生长的 B06e最小稀释质量浓度认定为

MBC，以已灭菌的 LB 液体培养基和 DMSO 代替

B06e 溶液分别作为空白和溶剂对照组，每个质量浓

度设 3 个平行。 

2.3  菌液电导率的测定   

参照钱丽红等[12]的方法，将对数生长期的金黄

色葡萄球菌悬液用 0.85% NaCl 溶液洗涤 2 次，重

悬至菌体浓度约为 1×108 CFU/mL（A600＝0.50±

0.02），吸取 4.9 mL，分别与 100 μL 不同质量浓度

的 B06e 溶液混合，使其终质量浓度分别为 1×MIC、

2×MIC 和 3×MIC，以无菌水代替 B06e溶液作为

对照组，于 37 ℃、150 r/min 振荡培养，分别于 0、

1、2、4、6、8 h 时，取其上清液测定电导率，每

个处理重复 3 次。 

2.4  细胞内核酸、蛋白质泄漏的测定   

菌液细胞处理方法与“2.3”项相同。取各时间

段的培养液，分别测定上清液在 260 nm 和 280 nm

处的吸光度值（A260 和 A280），以无菌水代替 B06e

溶液作为对照组，每个处理重复 3 次[13]。 

2.5  β-半乳糖苷酶活性的测定   

将已活化的金黄色葡萄球菌按 1∶100 比例接

种于 50 mL 含有 5%乳糖的 LB 液体培养基中，于

37 ℃、180 r/min 振荡培养至对数生长期。用 0.05 

mol/L PBS（pH 7.4）洗涤并重悬菌体，参照“2.3”

项中所述方法，分别取 200 μL 各时间段的上清液与

800 μL 0.05 mol/L ONPG 混合，于 37 ℃水浴反应
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40 min 后，加入 1 mL 0.5 mol/L Na2CO3 终止反应。

在 420 nm 处测定 A 值（A420），设置无菌水对照组，

实验重复 3 次。计算 β-半乳糖苷酶活力单位（β-半

乳糖苷酶活力单位＝A420×2.778）。 

2.6  流式细胞仪分析[14]   

菌体细胞处理方法与“2.3”项所述相同。培养

后的菌体用 0.85% NaCl 溶液洗涤 2 次，调整菌体

浓度约为 1×108 CFU/mL。在处理后的菌液中均加

入终质量浓度为 50 μg/mL PI，于 37 ℃避光孵育 30 

min 后，用流式细胞仪检测。 

2.7  扫描电子显微镜（SEM）分析   

取对数生长期的金黄色葡萄球菌菌液，用 0.05 

mol/L PBS（pH 7.4）洗涤 2 次，重悬至菌体浓度约

为 1×108 CFU/mL。取 50 mL 菌悬液，向其中加入

终质量浓度为 1×MIC 的 B06e 溶液，以无菌水代替

B06e 溶液作为对照组，于 37 ℃、150 r/min 振荡培

养 4 h。菌体用 PBS 冲洗 2 次后用 40 倍体积的 2.5%

戊二醛溶液于 4 ℃过夜固定。依次用梯度体积分数

（30%、50%、70%、80%、90%）的乙醇溶液脱水，

最后用叔丁醇置换乙醇 3 次，室温干燥。镀膜后通

过 SEM 观察[15]。 

2.8  傅里叶变换红外光谱（FT-IR）分析 B06e 对细

菌细胞膜结构的影响   

菌体细胞处理过程与“2.7”项所述相同，取少

量样品粉末与 150 mg 干燥的 KBr 混合，于玛瑙研

钵研磨至粒径在 2.5 μm 以下，将研磨后的样品在压

片机上压片。使用 FT-IR 进行检测，检测方法为衰

减全反射法。检测波数范围为 4 000～500 cm−1，分

辨率为 4 cm−1，扫描次数为 32 次。光谱结果采用

OMNIC 软件进行分析[15]。 

2.9  数据统计分析 

以上测定均为 3 组平行，结果以 ±x s 表示，数

据图均利用 Origin Pro 8.0 处理完成。 

3  结果与分析 

3.1  B06e 对金黄色葡萄球菌的 MIC 和 MBC 

B06e对金黄色葡萄球菌的MIC和MBC测定结

果表明，其对金黄色葡萄球菌的 MIC 和 MBC 均为

50 μg/mL。DMSO 组并没有抑制金黄色葡萄球菌的

生长，表明 DMSO 作为溶剂并不干扰 B06e 对金黄

色葡萄球菌 MIC 和 MBC 的测定。 

3.2  B06e 对菌体细胞膜通透性的影响 

3.2.1  菌液的电导率测定结果  如图 1 所示，在

B06e 与金黄色葡萄球菌作用 0～8 h，反应液的电导 
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图 1  B06e对金黄色葡萄球菌电导率的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 1  Effect of B06e on electric conductivity of S. aureus 

( x ±s, n = 3) 

率呈逐渐增大趋势。在 0～1 h 时，终质量浓度为

2×MIC B06e组的菌液电导率始终大于其他组。在

1～2 h 时，反应液的电导率迅速增大，终质量浓度

为 3×MIC B06e 组的菌液电导率最大，1×MIC 组

菌液电导率最小，但远远大于对照组。在 2～6 h 时，

B06e 组的菌液电导率增大趋势有所变缓，在 6 h 时，

3×MIC B06e组的菌液电导率达到最大值［（10.690±

0.043）mS/cm］，是对照组的 1.06 倍。此后基本不

再变化。在 6～8 h 时，1×MIC 和 2×MIC B06e 组

的菌液电导率持续缓慢增大，在 8 h 时达到最大值，

其值分别为（10.520±0.053）、（10.560±0.043）

mS/cm。对照组菌液电导率随着时间的增大逐渐增

大，从 2 h 开始增大趋势显著加剧，直至 8 h 达到

最大值［（10.170±0.053）mS/cm］，可能是由于菌

体自溶所导致的。 

3.2.2  B06e对金黄色葡萄球菌核酸、蛋白质类物质

泄漏量的影响  如图 2 所示，B06e与金黄色葡萄球

菌作用 0～6 h，培养液上清液的 A260一直持续增大，

此后 A260 增大幅度明显放缓，在 8 h 时达到最大值，

并且溶液的 A260随着 B06e质量浓度的增大而增大。

8 h 时，A260增大的总趋势为 3×MIC 组最大，其值

为 0.059±0.003；2×MIC 组次之，其值为 0.056±

0.002；1×MIC 组最小，其值为 0.052±0.005；但

在 1 h 时，2×MIC 组的 A260大于 3×MIC 和 1×MIC

组。而在 2 h 时，1×MIC 和 3×MIC 组的 A260基本

相同，且大于 2×MIC 组；B06e 处理组溶液的 A260

显著高于对照组（0.011±0.002）。培养液上清液 A280

的变化趋势与 A260 基本一致，1×MIC、2×MIC 和

3×MIC 组的 A280均在 8 h 时达到最大值，其值分别

为 0.090±0.010、0.110±0.010、0.115±0.007，均大
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图 2  B06e对金黄色葡萄球菌核酸 (A) 和蛋白质 (B) 泄漏的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 2  Effect of B06e on leakage of nucleic acid (A) and protein (B) out of S. aureus ( x ±s, n = 3)

于对照组（0.037±0.010）。核酸、蛋白质类物质分

别在 260 nm 和 280 nm 处有强吸收峰，在 0～8 h，A

值的增加表明在此时间段内培养液中核酸、蛋白质

含量增加；而在正常情况下核酸、蛋白质类大分子

物质被细胞膜阻隔在细胞内，不会泄漏至细胞外，

这进一步表明，在B06e的作用下细胞膜通透性增大。 

3.2.3  β-半乳糖苷酶活性的测定结果  β-半乳糖苷

酶是一种胞内酶，正常情况下不会在细胞外检测

到，但当细胞膜通透性增大或细胞膜遭到破坏时，

β-半乳糖苷酶外漏至胞外[13]。如图 3 所示，在 0～1 

h，B06e 作用的菌液中 β-半乳糖苷酶的含量快速增

加，在 1 h 时，1×MIC、2×MIC 和 3×MIC 组菌

液中的 β-半乳糖苷酶的含量并无显著性差异。在

2～6 h 时，B06e 作用的菌液中的 β-半乳糖苷酶的活

性继续增加，在此时间段内 3×MIC 组的 β-半乳糖

苷酶的含量高于 1×MIC 和 2×MIC 组，且 3×MIC

组的 β-半乳糖苷酶的含量在 6 h 时达到了最大值，

其值为（0.066±0.003）U/mL，分别是 1×MIC 和

2×MIC 组的 1.38 倍和 1.12 倍，是对照组的 9.43

倍，然而在 6～8 h，β-半乳糖苷酶的含量有所下降。

在 6～8 h 时，1×MIC 和 2×MIC 组的 β-半乳糖苷

酶的含量继续增加，但增加趋势明显减小，在 8 h

时达到最大，其值分别为（ 0.049±0.004 ）、

（0.061±0.004）U/mL，但均小于 3×MIC 组。对照

组的 β-半乳糖苷酶的含量在后期虽有所增加，但远

远小于 B06e 作用组。以上结果表明，B06e 与金黄

色葡萄球菌作用后，极大地增大了细胞膜的通透

性，破坏了膜的完整性。 

3.3  流式细胞仪分析细菌细胞膜的通透性 

PI 是核酸染料，但它并不能直接穿透细胞膜进

入细胞，但当细胞膜通透性增大或膜不完整时，PI

就能非特异性地与DNA结合，当其与DNA结合后，  
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图 3  B06e对 β-半乳糖苷酶泄漏的影响 ( x ±s, n = 3) 

Fig. 3  Effect of B06e on leakage of β-galactosidase out of S. 

aureus ( x ±s, n = 3) 

PI 的荧光强度会成倍增加[16]。因此，可以通过流式

细胞计数法计算被 PI 着染的细胞数来间接反映细

胞膜通透性的变化。 

如图 4 所示，在对照组中，被 PI 着染的阳性细

胞比例仅为 1.1%，但经 B06e处理后，阳性细胞比例

明显上升，当 B06e终质量浓度增大到 3×MIC 时，被

PI 着色的阳性细胞比例达到了 52.4%，分别是 1×

MIC 组（10%）和 2×MIC 组（38.1%）的 5.24 倍

和 1.38 倍，是对照组的 47.63 倍。以上结果表明，

B06e 作用后，有超过 50%的金黄色葡萄球菌细胞膜

的通透性发生了明显变化，并且随着 B06e 质量浓度

的增大，对细胞膜的通透性影响越大。 

3.4  FT-IR 分析细胞膜结构的改变 

FT-IR 技术被广泛运用于细菌细胞膜表面有机

官能基团的检测[17]。图 5 为 B06e 处理前后，金黄

色葡萄球菌的 FT-IR 光谱图，但从原始的 FT-IR 光

谱图中无法分辨出峰位的变化。为了进一步解析出

原始图谱中包含的信息，需要对原始图谱进行二阶

导数和去卷积[18]。图 6为金黄色葡萄球菌在 1 800～ 
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图 4  流式细胞仪分析 

Fig. 4  Flow cytometry analysis 

 

图 5  B06e处理前后金黄色葡萄球菌的 FT-IR 光谱图 

Fig. 5  FT-IR spectra of control group and B06e-treated 

samples of S. aureus 

 

图 6  B06e处理前后金黄色葡萄球菌的 FT-IR 二阶导数图 

Fig. 6  Second-derivative FT-IR spectra of control group  

and B06e-treated samples of S. aureus 

1 550 cm−1下的二阶导数图谱。在红外光谱中，1 700～

1 600 cm−1 代表蛋白类物质酰胺 I带C = O伸缩振动。

其中，1 682 cm−1 和1 674 cm−1的峰代表β转角，1 660 

cm−1处的峰代表无规卷曲，1 644 cm−1的峰代表 α 螺

旋，1 638 cm−1 和 1 630 cm−1 的峰代表 β 折叠[18]。

由图 6 可见，处理后，金黄色葡萄球菌细胞蛋白

质结构发生了明显变化，其中全细胞蛋白的 β 转

角（1 682 cm−1 和 1 674 cm−1）和无规卷曲（1 660 

cm−1）的变化最为明显。这些结果进一步说明了经

B06e 处理后，金黄色葡萄球菌细胞膜的结构发生了

改变。 

3.5  SEM 对金黄色葡萄球菌菌体显微形态的观察 

如图 7 所示，在对照组中，金黄色葡萄球菌菌

体饱满，形态完整、细胞表面光滑、圆润。而 50 

μg/mL（1×MIC）B06e作用 4 h 后的金黄色葡萄球

菌菌体表面变得粗糙，细胞壁塌陷，部分菌体细胞

完全裂解。由此说明，B06e 对金黄色葡萄球菌细胞

形态具有较强的破坏作用。 

 

 

对照                         B06e作用 8 h  

图 7   B 0 6 e 对金黄色葡萄球菌菌体显微形态的影响 

(×10 000) 

Fig.7   Effect  of  B06e  on morphology  of  S .  aureus 

( × 10 000) 

结合前面关于细胞膜通透性以及细胞表面

FT-IR 等研究结果，进一步表明，B06e 对金黄色葡

萄球菌的抑菌作用，不仅仅是使得细胞形态发生变

化或者裂解，有可能从核酸复制、转录水平上影响

该菌株的繁殖，从而达到抑制效果。 

4  讨论 

内生真菌广泛存在于多种植物组织中，其种类

和丰度与宿主植物的种类和生长环境密切相关，并

且其在同一宿主植物不同组织部位中的分布差异

较大，分布广泛，种类繁多，并且能产生与宿主植

物相同或相似的活性物质，是人们发现和寻找新骨

架化合物和新功能化合物的丰富资源。药用植物内
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生真菌次级代谢产物具有抗菌、抗癌、抗肿瘤等活

性的发现，为人们治疗繁杂疾病开辟了一条新的途

径。但由于其作用机制尚不明确，因此，其在临床

上的应用仍是一个巨大的挑战。本研究中，B06e与

金黄色葡萄球菌作用后，反应液的电导率、核酸和

蛋白含量随着作用时间的延长而显著增大，这表明

B06e 可增大细胞膜的通透性，使胞内物质释放至外

环境中。刘松鑫等[19]研究了紫茎泽兰挥发油对金黄

色葡萄球菌抑制作用，在不同反应时间点测量了反

应液的电导率和其在 260 nm 和 280 nm 处的 A 值，

发现电导率和 A 值均显著增大，这与本研究结果一

致。而 Chen 等[20]利用 SDS-PAGE 方法研究了甜菜

多酚对金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的影响，结果

表明，在实验组反应菌液中检测到了蛋白质。本研

究利用流式细胞仪技术发现经 B06e作用后被 PI 着

染细胞数显著增加，这进一步表明 B06e能增大细胞

膜的通透性。再结合 SEM 及 FT-IR 的结果，充分

证明了 B06e能对细胞膜造成破坏，导致细胞膜结构

改变，膜功能丧失，非胞质物质大量进入细胞质，

最终导致细胞膜裂解，细胞死亡。而本研究的结果

显示，B06e 主要作用于细胞膜，但是否对细胞壁有

直接作用或在细胞内有无结合位点尚不明确，而对

其作用于细胞膜的准确位点也有待进一步研究。为

进一步研究 B06e的有效成分及其详细的作用机制，

本研究组正在对 B06e进行单体化合物的分离、鉴定

工作，对其有效单体进行细胞毒性实验，评价其对

细胞的毒害作用，为其在临床实践中的应用奠定理

论依据。 

综上所述，B06e 能显著地抑制金黄色葡萄球菌

的生长，其 MIC 为 50 μg/mL。研究结果表明 B06e

能增大细胞膜通透性，使得细胞内容物，如 Na+、

K+等小分子物质及核酸及 β-半乳糖苷酶等大分子

物质泄漏至细胞外。正是由于其对细胞膜通透性的

改变，造成外源物质的大量流入和细胞质物质的大

量外泄，从而使得菌体细胞内渗透压和酶代谢系统

紊乱，最终导致细菌丧失了生长繁殖的能力。而且，

B06e 对金黄色葡萄球菌的抑制作用呈现质量浓度

依赖性。 
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