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藏药二十五味鬼臼丸对金黄色葡萄球菌的抑菌作用及机制研究
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摘 要：目的 研究藏药二十五味鬼臼丸对金黄色葡萄球菌的抑菌作用，初步探讨相关抑菌机制。方法 采用琼脂平板打孔

法，测定二十五味鬼臼丸（50、100、200 mg·mL−1）对金黄色葡萄球菌的抑菌圈大小。通过微量肉汤稀释法，测定最小抑菌

浓度（MIC）。调整肉汤培养基中的二十五味鬼臼丸浓度为 0.5MIC、1.0MIC和 2.0MIC，分别加入 1.0×108 CFU·mL−1菌悬

液，以不含药液而含菌量相同的培养基作为对照组，在37 ℃、120 r·min−1恒温培养箱中振荡培养，每小时取样，用紫外可见

分光光度计在 600 nm处测定吸光度（A600）值，绘制细菌的生长曲线；每 2小时取样，离心取上清液，试剂盒法测定碱性磷酸

酶（AKP）活性；每小时取样，离心取上清液，用紫外可见分光光度计在 260 nm处测定A260值，以A260值表示DNA/RNA大分子

相对量；每小时取样，离心取上清液，加入考马斯亮蓝G250溶液，于 595 nm处测定A595值，检测胞外可溶性蛋白含量；培养 8 h

后，离心留沉淀，进行 SDS-PAGE电泳，检测菌体蛋白含量。结果 二十五味鬼臼丸 50、100、200 mg·mL−1对金黄色葡萄球菌的抑

菌圈直径分别为（12.33±0.75）、（16.33±0.41）、（19.17±0.68） mm；对金黄色葡萄球菌的MIC为 100 mg·mL−1；与对照组

相比，二十五味鬼臼丸组的金黄色葡萄球菌生长显著减缓（P＜0.05），胞外的AKP活性显著升高（P＜0.05），胞外DNA/

RNA大分子相对量显著升高（P＜0.01），胞外可溶性蛋白含量显著升高（P＜0.01），菌体总蛋白表达量明显减少。结论 二十

五味鬼臼丸对金黄色葡萄球菌具有抑菌作用，其抗菌作用可能与致细菌细胞壁、细胞膜结构破损，且对菌体蛋白具有一定

抑制作用有关。
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Abstract: Objective To study the antibacterial effects of the Tibetan medicine Ershiwuwei Guijiu Pills (EGP) on Staphylococcus

aureus and preliminarily explore its related bacteriostatic mechanism. Methods The size of the antibacterial zone of EGP (50, 100,

and 200 mg·mL−1) against Staphylococcus aureus was determined by agar plate drilling method. The minimum inhibitory

concentration (MIC) was determined by micro broth dilution method. The concentration of EGP in broth medium was adjusted to

0.5 MIC, 1.0 MIC and 2.0 MIC, and 1.0 × 108 CFU·mL−1 bacterial suspension was added, respectively. The medium containing no

pharmaceutical solution but the same amount of bacteria was used as the control group, which was oscillated and cultured in a
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constant temperature incubator at 37 ℃ and 120 r·min−1, with samples taken every 1 h. Uv-vis spectrophotometer was used to

measure the absorbance (A600) value at 600 nm to draw the growth curve of bacteria. Samples were taken every 2 h, the supernatant

was centrifuged, and the activity of alkaline phosphatase (AKP) was determined by kit method. The supernatant was sampled every

1 h and centrifuged. The A260 value was determined by UV-VIS spectrophotometer at 260 nm. The A260 value was used to represent

the relative quantity of DNA/RNA macromolecules. Samples were taken every 1 h, supernatant was centrifuged and added into

Coomassie bright blue G250 solution. A595 value was determined at 595 nm to detect extracellular soluble protein content. After 8 h

culture, centrifuge precipitation and SDS-PAGE electrophoresis were performed to detect the protein content of thalli. Results The

diameters of the inhibition zone of EGP at concentrations of 50, 100 and 200 mg·mL−1 against Staphylococcus aureus were (12.33 ±

0.75) mm, (16.33 ± 0.41) mm and (19.17 ± 0.68) mm, respectively. The MIC against Staphylococcus aureus was 100 mg·mL−1.

Compared with the control group, the growth of S. aureus was significantly slowed down (P < 0.05), the extracellular AKP activity

was significantly increased (P < 0.05), the relative amount of extracellular DNA/RNA macromolecules was significantly increased

(P < 0.01), and the extracellular soluble protein content was significantly increased (P < 0.01). The total protein expression of thallus

decreased significantly. Conclusion The antibacterial effects of the EGP on S. aureus may be related to the damage of cell wall and

cell membrane structure and the inhibition of bacterial protein.

Key words:Ershiwuwei Guijiu Pills; Staphylococcus aureus; minimum inhibitory concentration; alkaline phosphatase; soluble proteins

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus是临床

感染中最常见的致病菌之一，会引起皮肤脓肿、肺

炎、心内膜炎、化脓性感染、败血症及菌血症等炎症

疾病［1］。金黄色葡萄球菌感染的首选疗法是抗生素

治疗，临床常用广谱杀菌性抗生素头孢菌素类、青

霉素类［2］。头孢菌素类和青霉素类抗生素通过结合

并抑制青霉素结合蛋白，导致细菌细胞壁内的交联

停止，从而引起细菌死亡［3］。但长期大量使用抗生

素容易引起菌群失调，导致正常菌群的抑制，同时

容易增加细菌的耐药性。因此，从中药中筛选抗菌

药物进行细菌的非抗生素治疗，可以减少对抗生素

的依赖和其使用量。

二十五味鬼臼丸始载于藏医药学家乌金丹增

编著的《纪要美饰甘露药库》，是传统藏药方剂，由

鬼臼、藏茜草、石榴子、藏紫草、肉桂、矮紫堇、巴夏

嘎、榜嘎、藏木香、诃子、熊胆、喜马拉雅紫茉莉、余

甘子、降香等 25味药材组成，具有清热解毒、祛风镇

痛、调经血的功效，临床用于治疗宫颈炎、盆腔炎、

阴道炎、月经不调等［4-6］。宫颈炎的常见致病菌主要

为金黄色葡萄球菌、链球菌、大肠埃希菌等。已有

研究表明［7］，二十五味鬼臼丸对金黄色葡萄球菌、耐

药表皮葡萄球菌等革兰阳性菌有一定的抑制作用，

但其抗菌机制尚未阐明。本研究测定二十五味鬼

臼丸对金黄色葡萄球菌的抑菌作用，并初步探讨其

抗菌机制，为本品的临床应用和二次开发提供实验

依据。

1 材料

1.1 主要仪器

DL-ZD3 数字式浊度仪（珠海迪尔生物工程股

份 有 限 公 司 ）；BBS-DDC 超 净 工 作 台（ 山 东

BIOBASE）；MSL.N立式压力蒸汽灭菌器（威海威高

海盛）；GHP-9080 隔水式电热恒温培养箱（上海一

恒科学仪器有限公司）；HF151二氧化碳培养箱（上

海力申科学仪器有限公司）；5418R低温离心机（德

国 Eppendorf）；FilterMax F3 多功能酶标仪（美国

MD 公司）；UV-1200 型紫外可见分光光度计（上海

美谱达仪器有限公司）；ZWYR-2102C 型恒温培养

振荡器（上海智城分析仪器制造有限公司）；T18组

织匀浆机（德国 IKA公司）；HWS-28金属恒温水浴

锅（上海齐欣科学仪器有限公司）；Bio-Rad 电泳

仪（美国PowerPac Basic公司）。

1.2 主要试剂

标准菌株金黄色葡萄球菌（ATCC25923，广西

医大睿谷医学检验实验室提供）；二十五味鬼臼

丸（西藏神猴药业有限责任公司 ，国药准字

Z540020035，批号 20210101）；标准药敏纸片：青霉

素（每片 10 U，杭州滨和微生物试剂有限公司，货号

C001）；MH 肉汤和彩虹 180广谱蛋白 Marker（北京

索莱宝科技有限公司，货号 M8556、PR1910）；MH

琼脂（广东环凯微生物科技有限公司 ，货号

028050）；血琼脂平板（郑州安图生物工程股份有限

公司，批号 20220723A）；碱性磷酸酶（AKP）测定试

剂盒（碧云天生物技术，货号 P0321S）；考马斯亮蓝

G-250和考马斯亮蓝染液试剂盒（武汉赛维尔生物

科技有限公司，货号G2001-250、G2012-250）。

2 方法

2.1 样品的制备

2.1.1 药液制备 取二十五味鬼臼丸 7丸，用研钵
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磨碎成粉末状。称取粉末 6.0 g，置于烧杯中，加入

50 mL蒸馏水，浸泡 30 min，加热煮沸30 min，冷却后

3 000 r·min−1离心 10 min，取上清液；并用少量蒸馏水

冲洗沉渣 2次，冲洗液 3 000 r·min−1离心 5 min，取上

清液。将 3次上清液混合并浓缩至 200 mg·mL−1，用

0.22 μm过滤器滤过药液，再用蒸馏水分别将药液稀

释成200、100、50 mg·mL−1，4 ℃保存备用。

2.1.2 菌株活化及菌液制备 用无菌接种环将冻

存的金黄色葡萄球菌标准菌株接种于血琼脂平板

上，37 ℃恒温CO2培养箱中培养 18～24 h。从活化

的血琼脂平板上挑取单菌落接种于标准比浊稀释

液中，用比浊仪反复校正到 0.5麦氏单位，调节其含

菌量为1.0×108 CFU·mL−1，用于后续实验。

2.2 抑菌活性研究

2.2.1 抑菌圈直径测定 在 MH 琼脂平板上打

孔（直径 6.5 mm），取 0.1 mL新鲜菌落配制的菌液均

匀涂布于整个 MH 平板表面，分别取配制好的 50、

100、200 mg·mL−1的药液 100 μL加到孔内。以青霉

素药敏纸片作为阳性对照。37 ℃隔水式恒温培养

箱培养 18 h后，十字交叉法测量抑菌圈直径。重复

3次，取平均值。

2.2.2 最小抑菌浓度（MIC）的测定 采用微量肉汤

稀释法，取无菌 96孔板，在A～C行的 1号孔中加入

质量浓度为 200 mg·mL−1的药液 100 μL，分别在每

行的 2～7 孔中依次加入 MH 肉汤 100 μL，2 号孔

再加入 200 mg·mL−1 的药液 100 μL，混匀后吸取

100 μL 转移至 3 号孔中，并以此逐次二倍稀释至 7

号孔，使各孔含药质量浓度依次为 200.00、100.00、

50.00、25.00、12.50、6.25、3.12 mg·mL−1 ，每个质量

浓度做 3 个平行孔。 1～7 孔均加入 10 μL 的

1.0×108 CFU·mL−1菌悬液。同时设置药物浓度为 0

的对照孔和不加药不加菌的空白对照孔。37 ℃隔

水式恒温培养箱中培养 18 h后，肉眼观察培养基澄

清度判断抑菌效果：与对照孔相比，小孔内培养基

清亮表示细菌生长受到了抑制，培养基浑浊表示有

细菌生长［8］。澄清小孔所对应的最低药物浓度为对

该菌的MIC。

2.3 抑菌机制研究

2.3.1 抑菌曲线的测定 调整肉汤培养基中的药

液浓度为 0.5MIC、1.0MIC 和 2.0MIC，分别加入

1.0×108 CFU·mL−1菌悬液，以不含药液而含菌量相

同的培养基作为对照组。在 37 ℃、120 r·min−1恒温

培养箱中振荡培养 12 h，每小时取样，用紫外可见分

光光度计在 600 nm处测定吸光度（A600）值，以时间

为横坐标，A600值为纵坐标，绘制细菌的生长曲线。

2.3.2 AKP 活性的测定 调整肉汤培养基中的药

液浓度为1MIC、2MIC，分别加入 1.0×108 CFU·mL−1

菌悬液，以不加药而含菌量相同的培养基作为对照

组。37 ℃、120 r·min−1恒温培养箱中振荡培养8 h，

每 2小时取样，4 500 r·min−1离心 10 min，取上清液，

按试剂盒说明用酶标仪测定AKP活性。

2.3.3 DNA/RNA大分子含量测定 分组给药及细

菌培养方式同“2.3.2”项，37 ℃、120 r·min−1恒温培养

箱中振荡培养 8 h，每小时取样，4 500 r·min−1 离

心 10 min，取上清液，用紫外可见分光光度计在

260 nm处测定A260值，以A260值表示DNA/RNA大分

子相对量。

2.3.4 胞外可溶性蛋白的测定 分组给药及细菌

培养方式同“2.3.2”项，37 ℃、120 r·min−1恒温培养箱

中振荡培养 8 h，每小时取样，4 500 r·min−1 离心

10 min，取上清液加入考马斯亮蓝 G250 溶液，室

温静置 5 min，于 595 nm处测定A595值，根据建立的

标准曲线计算样品中的蛋白浓度。

2.3.5 SDS-PAGE蛋白电泳图谱 分组给药及细菌

培养方式同“2.3.2”项，37 ℃、120 r·min−1 恒温培养

箱中振荡培养 8 h，12 000 r·min−1离心 10 min，弃

上清，留沉淀，用PBS缓冲液洗涤 1次，加入裂解液，

匀浆机匀浆充分后于冰上裂解，12 000 r·min−1离心

10 min，吸取上清 ，加入 5×蛋白上样缓冲液混

匀，沸水浴加热 10 min，用 10% 分离胶、5% 浓缩

胶进行 SDS-PAGE电泳。经考马斯亮蓝染色 30 min，

脱色液脱色2 h，脱色后拍照。

2.4 统计学方法

采用 SPSS 25.0 软件进行统计学处理，计量资

料以 x̄ ± s表示，统计方法采用单因素方差分析。

3 结果

3.1 二十五味鬼臼丸抑菌作用

二十五味鬼臼丸在 3个质量浓度水平对金黄色

葡萄球菌均有一定的抑菌作用，且抑菌圈直径与药

物质量浓度呈正相关。结果见图1和表1。

3.2 MIC测定结果

培养 18 h 后在黑色背景下肉眼观察细菌生长

情况（图 2），药物浓度为 0的对照孔显示浑浊，空白

对照孔显示清亮。与对照孔相比，当药物质量浓

度≥100 mg·mL−1时，孔内溶液澄清，表明当质量浓

度≥100 mg·mL−1时细菌生长受到了抑制，所对应的

最低质量浓度 100 mg·mL−1为二十五味鬼臼丸对金

黄色葡萄球菌的MIC值。
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3.3 抗菌作用机制

3.3.1 对金黄色葡萄球菌生长曲线的影响 与对

照组相比，作用 3 h后，二十五味鬼臼丸组的金黄色

葡萄球菌生长显著减缓（P＜0.05），且随药液质量浓

度的升高，对细菌生长曲线的影响越大。在 12 h

内，对照组的菌体数量一直处于增加的趋势，当药

液质量浓度为 100、200 mg·mL−1时，菌体对数生长

期明显缩短。说明二十五味鬼臼丸对金黄色葡萄

球菌的正常生长具有一定的抑制作用，且与药物质

量浓度和作用时间呈正相关（图3）。

3.3.2 AKP 活性测定 AKP 存在于细菌细胞壁和

细胞膜之间，正常情况下不会通过细胞壁外流，只

有在细菌的细胞壁破损时，胞壁的通透性增大，才

会流出到培养液中。作用 2 h后，二十五味鬼臼丸

组胞外的 AKP 活性显著高于对照组（P＜0.05），

200 mg·mL−1组胞外的 AKP 活性高于 100 mg·mL−1

组（图 4）。结果说明二十五味鬼臼丸可以改变细菌

细胞壁的通透性，且和药物的用量呈正相关。

3.3.3 DNA/RNA 大分子含量测定 正常状态下

DNA、RNA等大分子物质不能透过细胞膜，当细胞

膜完整性受到破坏时，细胞膜的通透性发生改变，

才能穿过细胞膜泄漏到培养液中，导致 A260显著增

加。如图 5所示，二十五味鬼臼丸组胞外核酸相对

量均显著高于对照组（P＜0.01），A260在 0～2 h内呈

快速增长趋势，在 2 h后总体呈平稳状态。说明二

1、2、3-二十五味鬼臼丸50、100、200 mg·mL−1；4-青霉素药敏纸片

1, 2, 3-EGP 50, 100, 200 mg·mL−1; 4-penicillin drug sensitive paper

图1 二十五味鬼臼丸对金黄色葡萄球菌的抑菌圈测定

Fig. 1 Antibacterial zone results of EGP against Staphylo‐

coccus aureus

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group

图4 二十五味鬼臼丸对金黄色葡萄球菌 AKP 活性的

影响（x
—

±s，n=3）
Fig. 4 Effect of EGP on AKP activity of Staphylococcus

aureus (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group

图3 二十五味鬼臼丸对金黄色葡萄球菌生长曲线的

影响（x
—

±s，n=3）
Fig. 3 Effects of EGP on growth curves of Staphylococcus

aureus (x
—

±s, n=3)

表1 二十五味鬼臼丸对金黄色葡萄球菌的抑菌作用（x
—

±s，
n=3）

Table 1 Antibacterial effect of EGP on S. aureus ( x
—

±s,
n=3)

药物

二十五味鬼臼丸

青霉素

质量浓度/（mg·mL−1）

50

100

200

10 U·片−1

抑菌圈直径/mm

12.33±0.75

16.33±0.41

19.17±0.68

40.33±0.82

图2 二十五味鬼臼丸对金黄色葡萄球菌的MIC

Fig. 2 MIC of EGP against S. aureus
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十五味鬼臼丸可以影响细菌细胞膜的通透性，造成

DNA/RNA大分子物质穿过细胞膜泄漏到胞外。

3.3.4 对金黄色葡萄球菌胞外可溶性蛋白的影响

二十五味鬼臼丸组的胞外可溶性蛋白含量均显著

高于对照组（P＜0.01）。当菌液中药液质量浓度为

200 mg·mL−1时，胞外蛋白含量在 0～3 h内呈快速增

长趋势，在 3 h后总体呈平稳状态（图 6）。结果说明

二十五味鬼臼丸在一定质量浓度下可以破坏细菌

细胞膜，改变细胞膜的通透性，使菌体胞内的蛋白

质通过细胞膜泄漏到胞外。

3.3.5 SDS-PAGE蛋白电泳图谱 与对照组相比，二

十五味鬼臼丸组菌体总蛋白表达量均减少，200 mg·mL−1

组较明显（图 7）。结果说明二十五味鬼臼丸对金黄

色葡萄球菌菌体蛋白具有一定的抑制作用，可能是

破坏了部分蛋白结构或抑制其蛋白合成。

4 讨论

由于中药的成分复杂，尤其是复方制剂，其抗

菌机制也具有多样性。中药抗菌机制方面的研究

主要包括直接破坏细菌细胞壁和细胞膜的完整性，

抑制菌体内酶的活性，抑制菌体核酸和蛋白合成，

降低细菌毒素合成，干扰细菌生物膜形成，逆转细

菌耐药机制等方面［9-13］。二十五味鬼臼丸具有清热

解毒、祛风镇痛的功效，现代中药药理研究结果表

明，清热解毒类药物具有消肿止痛、抗菌、抗炎等作

用［14-16］。已有研究证实，二十五味鬼臼丸中的藏紫

草［17］、肉桂［18］、诃子［19］、降香［20］、巴夏嘎［21］、余甘子［22］、藏

木香［23］、沉香［24］等药材的化学成分对金黄色葡萄球菌、

大肠杆菌、绿脓杆菌等常见致病菌均有抑制作用。

本实验研究藏药二十五味鬼臼丸对金黄色葡

萄球菌的抑菌作用及抗菌机制，从二十五味鬼臼丸

的抑菌活性、细胞壁的完整性、细胞膜的通透性等

方面进行了研究，实验结果表明二十五味鬼臼丸对

金黄色葡萄球菌具有抑菌活性，对金黄色葡萄球菌

的生长具有一定的抑制作用，可能通过破坏细菌的

细胞壁和细胞膜结构，增加细胞膜的通透性，使得

菌体内的 AKP、核酸大分子物质、可溶性蛋白穿过

细胞膜泄露到胞外，影响细胞核酸、蛋白质的合成，

从而影响细菌的生长，达到抑菌的效果。本研究通

过对二十五味鬼臼丸的体外抑菌活性和抗菌机制

进行探究，为进一步应用该药物提供参考。

M-蛋白质marker

M-protein marker

图7 二十五味鬼臼丸作用后金黄色葡萄球菌总蛋白SDS-

PAGE电泳图

Fig. 7 Effect of EGP on SDS-PAGE electrophoresis of total

protein

与对照组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs control group

图5 二十五味鬼臼丸对胞外核酸相对含量的影响（x
—
±s，n=3）

Fig. 5 Effect of EGP on relative contents of extracellular

nucleic acids (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs control group

图6 二十五味鬼臼丸对胞外可溶性蛋白含量的影响 (x
—

±s,
n=3)

Fig. 6 Effect of EGP on content of extracellular soluble

proteins (x
—

±s, n=3)
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