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原白头翁素对铜绿假单胞菌群体感应系统调控的毒力因子表达量的影响 
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摘  要：目的  研究原白头翁素对铜绿假单胞菌（PA）的生长及群体感应系统（QS 系统）调控的毒力因子表达的影响。方

法  测定原白头翁素对 PA 的最低抑菌浓度和生长曲线，以 40 μmol/L 的呋喃酮 C-30 作为阳性对照，测定原白头翁素（40、
80 μmol/L）对铜绿假单胞菌标准株 PAO1 生长曲线的影响以及 QS 系统调控的毒力因子中胞外 3 种毒力因子（绿脓菌素、蛋

白水解酶和弹性蛋白酶）表达量的影响。结果  在实验所采用的浓度下，原白头翁素对铜绿假单胞菌的生长未表现出明显的

抑制作用，但对 PAO1 的 3 种毒力因子均有抑制作用，并呈现出剂量相关性。结论  原白头翁素抗感染的机制可能是作用于

铜绿假单胞菌的 QS 系统，抑制毒力因子表达，从而降低该菌的毒力。 
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Abstract: Objective  To study the effect of protoanemonin on the expression of virulence factors regulated by quorum sensing (QS) 
system of Pseudomonas aeruginosa (PA). Methods  The minimum inhibitory concentration and growth curve of protoanemonin on 
PA were determined. With furanone C-30 (40 μmol/L) as positive control, the effect of protoanemonin (40 and 80 μmol/L) on the 
growth of PAO1 was assessed, and the effects on the expression levels of the extracellular virulence factors (pyocyanin, protease, and 
elastase) regulated by QS system were also evaluated. Results  Protoanemonin in concentration used in this study had no significant 
effect on the growth of PAO1, but it had the inhibitory effect on the three virulence factors of PAO1 with a dosage-dependent manner. 
Conclusion  It is possible that protoanemonin acts on QS system of PA to inhibit the expression of virulence factors, in order to 
reduce the virulence of the bacteria. 
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在细菌耐药性问题日益严峻的形势下，寻求治

疗细菌感染的新思路、新方法具有重要的意义。通

过干扰细菌群体感应（quorum sensing，QS）系统

来减弱细菌的致病性和降低耐药率已成为研究的一

个热点。群体感应效应是指细菌通过自体诱导分子

（autoinducer，AI）感知群体密度，实现细菌间的沟

通和协调，调节某些特定的基因，表现出一些单个

细菌不能实现的群体行为，如生物膜形成、毒力因 
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子的表达等。因此，通过 QS 抑制剂（QSI）干扰

QS 系统功能，能够降低细菌的毒力，减弱细菌的

致病性；同时由于 QSI 对细菌本身不产生选择压力，

所以不会诱导耐药性的产生。 
国内外研究者们发现很多天然 QSI 存在于自然

界，特别是植物和真菌中[1]。植物和真菌缺乏主动

免疫系统，因此它们只能靠分泌化学物质来对抗环

境中的细菌。许多中药（如金银花、黄连、苦参、

连翘等）可以有效抵抗病原体感染，无不良反应，

长期使用未见耐药性出现[2]，这类药物的抗菌机制

有可能与抑制 QS 有关。 
铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa（PA），

是一种需氧革兰阴性菌，对多种抗生素均具有耐药

性[3]。研究表明，其毒力因子包括胞外蛋白酶、外

毒素和一些次生代谢产物的表达均受到 QS 系统调

控，同时 QS 系统参与生物被膜的形成，而生物被

膜是导致耐药性的一个重要原因[4]。 
白头翁素是毛茛科植物白头翁 Plusatilla 

chinesis (Bunge) Regel 中的一种天然活性成分，具

有抗菌、杀虫和抗肿瘤等作用[5]，作用机制尚未阐

明。本课题通过研究原白头翁素对 PA 生长繁殖和

QS 系统调控的 3 种毒力因子表达量的影响，探讨

其对 QS 系统的抑制活性及其抗感染机制。 
1  材料 
1.1  菌株及试剂 

铜绿假单胞菌 PAO1 为本实验室留存菌种；原

白头翁素与 4-溴-5-溴代亚甲基-2(5H)-呋喃酮（简称

C-30）均由本实验室合成，偶氮酪蛋白和弹性刚果

红购自 Sigma 公司。 
LB 液体培养基配方：胰蛋白胨（tryptone，Oxoid

公司）10 g/L、酵母提取物（yeast extract，Oxoid
公司）5 g/L、氯化钠 10 g/L；PB 液体培养基配方：

细菌蛋白胨（bacto-peptone，Difco 公司）20 g/L、
氯化镁 1.4 g/L、硫酸钾 10 g/L；PTSB 液体培养基

配方：5%的蛋白胨（peptone，北京双旋微生物培养

基试剂厂）、0.25%的胰蛋白大豆肉汤：胰蛋白胨

（Oxoid 公司）17 g/L、大豆蛋白胨（soy peptone，
北京双旋微生物培养基试剂厂）3.0 g/L、氯化钠 5.0 
g/L、磷酸氢二钾 2.5 g/L、葡萄糖 2.5 g/L）；以上培

养基均经 121.3 ℃高压蒸汽灭菌 20 min 后使用。 
1.2  实验仪器 

微量进样器（德国 Eppendorf 公司）；超净工作

台（上海博讯实业有限公司医疗设备厂）；电热恒温

培养箱（上海跃进医疗器械一厂）；电热手提蒸汽消

毒器（上海医用核子仪器厂）；紫外–可见分光光度

计（上海仪器有限公司）；离心机（上海精密仪器仪

表公司）。 
2  方法与结果 
2.1  最低抑菌浓度的测定 

采用二倍稀释法，用 LB 液体培养基分别将

C-30 和原白头翁素稀释成一系列不同浓度，分装于

小试管中，每管 2 mL，同一浓度重复 3 管，加入

PAO1 菌液，使起始菌浓度为 1×104～1×105 
CFU/mL。阳性对照组加 LB 培养基和菌液不加药

物，阴性对照组加入 LB 培养基不加菌液不加药物。

37 ℃恒温培养 24 h 后，观察结果。阳性对照组试

管出现明显浑浊，阴性对照组试管未出现浑浊，以

不出现浑浊的最低药物浓度为最低抑菌浓度

（MIC）。结果原白头翁素对 PAO1 的最低抑菌浓度

为 16 μg/mL（约相当于 160 μmol/L），而 C-30 的最

低抑菌浓度为 132 μg/mL（约相当于 524 μmol/L），
说明原白头翁素对铜绿假单胞菌的抑菌活性强于

C-30，见表 1。 

表 1  最低抑菌浓度（MIC）测定结果 
Table 1  Determination of MIC 

质量浓度/(μg·mL−1) 原白头翁素 C-30 

132 － － 

 64 － ＋ 

 32 － ＋ 

 16 － ＋ 

  8 ＋ ＋ 

  4 ＋ ＋ 

  2 ＋ ＋ 

  1 ＋ ＋ 

＋：浑浊，细菌生长；－：澄清，细菌生长受到抑制 
＋: turbidity, bacteria growth; －: clarify, inhibited bacteria growth 

2.2  对 PAO1 生长曲线的影响 
将 PAO1 在 LB 液体培养基中培养过夜，用 LB

液体培养基稀释。分为 3 组，生理盐水对照组，原

白头翁素低、高剂量组，浓度分别为 4、8 μg/mL（相

当于 40、80 μmol/L）。原白头翁素低、高剂量组加

入与 LB 液体培养基等体积用灭菌生理盐水稀释配

成的原白头翁素水溶液，使培养基中的药物浓度分

别为 4、8 μg/mL，生理盐水对照组加入等体积的灭

菌生理盐水。3 组菌液的起始 A600 为 0.05，37 ℃培

养，分别在一定的时间点取菌液摇匀后测 A600。 
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考察原白头翁素对 QS 系统调控的毒力因子表

达量的影响，应在低于抑制细菌生长的浓度下进行

实验。从生长曲线可以看出，在初期，原白头翁素

对 PAO1 的生长有一定的抑制作用，但是一段时间

之后，细菌的生长不再受抑制，4、8 μg/mL 原白头

翁素对细菌生长无明显影响，可作为实验选用的低、

高剂量白头翁素组浓度，见图 1。 

 
图 1  原白头翁素对 PAO1 生长曲线的影响 

Fig.1  Effect of protoanemonin on growth curve of PAO1 

2.3  对 QS 系统调控的毒力因子表达量的影响 
实验分为 5 组，空白对照组（只含有培养基和 

菌液），原白头翁素低、高剂量组，浓度分别为 40、
80 μmol/L（培养基中原白头翁素浓度为 40、80 
μmol/L，其他同空白对照组），乙醇对照组（培养基

中含乙醇 0.18%和菌液），C-30 组（培养基中 C-30
浓度为 40 μmol/L，其他同乙醇对照组）。PAO1 在

相应液体培养基（测绿脓菌素用 PB 培养基；测蛋

白水解酶用 LB 培养基；测弹性蛋白水解酶用 PTSB
培养基）中生长到对数期后，加入新鲜的液体培养

基稀释至起始 A600 为 0.05，分入各组，37 ℃培养

24 h，测 A600。 
2.3.1  绿脓菌素的测定[6-7]  取菌液 6 mL 置 15 mL
离心管中，加入氯仿 3 mL 轻轻摇动，萃取 20 min，
将氯仿层转入干净的试管中，加入 0.2 mol/L HCl 1 
mL 轻轻摇动提取 20 min，取水层，10 000 r/min 离

心 5 min，取上清液测 A520。绿脓菌素的产量用 A520

与相应的菌液 A600 的比值（A520/A600）表示。 
与空白对照组相比，低、高剂量原白头翁素组

绿脓菌素产量分别减少了 21.24%（P＜0.01）、
46.63%（P＜0.001）。与乙醇对照组相比，呋喃酮

C-30 组的绿脓菌素产量减少了 28.77%（P＜

0.001），见表 2。 
 

表 2  原白头翁素和呋喃酮 C-30 对 PAO1 绿脓菌素、蛋白水解酶、弹性蛋白水解酶的影响 
Table 2  Effects of protoanemonin and furanone C-30 on pyocyanin, protease, and elastase in PAO1 

组别 浓度/(μmol·L−1) A520/A600 A440/A600 A495/A600 

空白对照 — 0.193±0.019 0.254±0.026 0.177±0.038 

原白头翁素 40  0.152±0.032** 0.230±0.029 0.158±0.030 

 80  0.103±0.021***  0.188±0.009***   0.098±0.029***  

乙醇对照 — 0.146±0.004 0.233±0.009 0.181±0.041 

C-30 40   0.104±0.004▲▲▲  0.210±0.018▲▲ 0.148±0.037   

与空白对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001  与乙醇对照组比较：
▲▲P＜0.01  ▲▲▲P＜0.001 

**P＜0.01  ***P＜0.001 vs blank control group; ▲▲P＜0.01  ▲▲▲P＜0.001 vs EtOH control group 

2.3.2  蛋白水解酶的测定[7-9]  各组均取菌液 1 mL
于 EP 管中，12 000 r/min 离心 10 min 后，取上清液

用孔径 0.22 μm 的一次性滤器滤过除菌。取续滤液

150 μL，加入 250 μL 含 1%偶氮酪蛋白的 50 mmol/L 
Tris-HCl 溶液（pH 7.2）中，37 ℃反应 5 h，加入

10%三氯乙酸（TCA）1.2 mL 静置 30 min，终止反

应，12 000 r/min 离心 10 min。取上清液用孔径 0.45 
μm 的一次性滤器滤过，取续滤液 1.2 mL 至干净的

小试管中，加入 1 mol/L NaOH 1.4 mL 溶液显色，

测 A440。蛋白水解酶活性用 A440 与相应的菌液 A600

的比值（A440/A600）表示。 

与空白对照组相比，原白头翁低剂量组的蛋白

水解酶产量减少了 9.45%，但差异不具有统计学意

义（P＞0.05）；而原白头翁素高剂量组蛋白水解酶

减少了 25.98%（P＜0.001）。与乙醇对照组相比，

C-30 组蛋白水解酶产量减少了 9.87%（P＜0.01），
见表 2。 
2.3.3  弹性蛋白水解酶的测定[9]  各组菌液 1 mL
于 EP 管中，12 000 r/min 离心 10 min，上清液用孔

径 0.22 μm 的一次性滤器滤过除菌。取续滤液 100 
μL至EP管中，加入弹性刚果红20 mg和缓冲液（100 
mmol/L Tris-HCl，1 mmol/L CaCl2，pH 8.8）900 μL，

      

control

40μmol/L

80μmol/L

  
0     5      10      15     20    25 

                     t/h 

1.8 
1.6 
1.4 
1.2 
1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0 

 

对照 

原白头翁素低剂量 

原白头翁素高剂量 

A 6
00
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37 ℃反应 18 h。加入 0.12 mol/L EDTA 100 μL，在

冰上终止反应。12 000 r/min 离心 10 min，除去未反

应的底物。取离心后的上清液，用孔径 0.45 μm 的

一次性滤器滤过，取续滤液测 A495，用测得的值减

去相应样品未加弹性刚果红的 A495值得酶–底物反

应后的最终 A495。弹性蛋白水解酶活性用 A495与相

应的菌液 A600 的比值（A495/A600）表示。 
与空白对照组相比，原白头翁素低剂量组蛋白

水解酶产量减少了 10.73%，但差异不具有统计学意

义（P＞0.05）；而原白头翁素高剂量组蛋白水解酶

减少了 44.63%（P＜0.001）。与乙醇对照组相比，

40 μmol/L C-30 组蛋白水解酶减少了 18.23%，但不

具有统计学意义（P＞0.05），见表 2。 
3  讨论 

铜绿假单胞菌的 QS 系统调控着许多毒力因子

的表达，如胞外蛋白水解酶（弹性蛋白酶，Las 蛋

白酶，碱性蛋白酶）、次级代谢产物（绿脓菌素，氢

氰酸，带荧光的水溶性荧光素 pyoverdin）、毒素（外

毒素 A）等[8]，并与耐药生物被膜的形成有密切关

系。寻找或设计以铜绿假单胞菌的 QS 系统为靶点

的化合物，是一种很有前景的抗感染策略。 
人工合成的呋喃酮 56 和呋喃酮 C-30（结构见

图 2）能通过竞争 AHL 受体而抑制 QS 系统[8,10]，

原因可能是它们与 AHL 结构相似[11]。发现存在于

毛茛科植物白头翁中的原白头翁素（结构见图 2）
与呋喃酮类 QSI 结构极为相似。因此，原白头翁素

抗感染的机制可能是作用于细菌的 QS 系统。 

图 2  呋喃酮 56（A），呋喃酮 C-30（B），原白头翁 

素（C）的化学结构 

Fig.2  Chemical structure of furanone 56 (A), furanone 
C-30 (B), and protoanemonin (C) 

本研究选取铜绿假单胞菌标准株 PAO1，以具

有较高 QSI 活性的呋喃酮 C-30[11]为阳性对照，考察

了原白头翁素对铜绿假单胞菌生长繁殖的干扰和对

该菌 QS 系统调控的 3 种胞外毒力因子（绿脓菌素、

蛋白水解酶、弹性蛋白水解酶）表达量的影响。为

了排除细菌生长对毒力因子表达的影响，实验结果

以吸光度与相应的菌液 A600 的比值表示。抑菌实验

表明，原白头翁素对 PAO1 的抑菌活性强于呋喃酮

C-30。进一步研究发现，原白头翁素在浓度为 40、
80 μmol/L 时，对 PAO1 的生长曲线没有明显的影

响，因此，选择这两个浓度给药，考察原白头翁素

对 PAO1 3 种 QS 系统调控的毒力因子表达的影响。 
绿脓菌素是铜绿假单胞菌分泌的一种蓝绿色的

色素，属于三环化合物中的吩嗪类，在细菌生长的

稳定期产生，是其重要毒力因子之一，也是导致肺

部持续感染的原因[12]。在铜绿假单胞菌感染的患者

痰液中，绿脓菌素的浓度高达 100 μmol/L[13]。Rahme
等[14]发现不能产生绿脓菌素的突变株 PA14 对鼠模

型的致病性减弱。蛋白水解酶包括碱性蛋白酶，弹

性蛋白酶和 LasA 蛋白酶。弹性蛋白酶以弹性蛋白、

人类免疫球蛋白 G 和 A、一些胶原、血清 α1－蛋白

酶抑制剂以及补体系统元件为底物，是铜绿假单胞

菌产生的一种毒力因子。实验结果表明，在不影响

生长的浓度下，原白头翁素能够抑制 PAO1 绿脓菌

素、蛋白水解酶及弹性蛋白水解酶的表达，呈现剂

量相关性。原白头翁素能抑制铜绿假单胞菌标准株

PAO1 毒力因子的表达，降低该菌的毒力，可作为

研究 QS 抑制剂的候选药物。要证实原白头翁素是

否能特异性地抑制铜绿假单胞菌的 QS 系统，还有

待进一步研究提供更多的证据。 
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