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摘 要：目的  考察地榆皂苷Ⅱ对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methicillin-resistant Staphylococcus aureus，MRSA）的体外抑

菌活性以及抑菌机制。方法  肉汤稀释法检测地榆皂苷Ⅱ对 16株MRSA的体外抑菌活性；比浊法和菌落计数绘制地榆皂苷Ⅱ

对MRSA的生长曲线、杀菌曲线；通过DNA外泄实验，分析地榆皂苷Ⅱ对MRSA细胞壁膜通透性的影响；通过DAPI染色

后的荧光强度分析，考察地榆皂苷Ⅱ对MRSA DNA和RNA的影响。结果  地榆皂苷Ⅱ对 16株MRSA的最小抑菌浓度（MIC）

范围为 128～256 μg·mL−1，最小杀菌浓度（MBC）范围为 2～8 mg·mL−1。生长曲线结果显示，地榆皂苷Ⅱ质量浓度

为 1×MIC（256 μg·mL−1）及以上时，生长抑制作用明显；杀菌曲线结果显示，地榆皂苷Ⅱ 2×MIC、4×MIC 作用 1 h 后对

MRSA的抑制作用明显，8×MIC、16×MIC分别作用 1、2 h后对MRSA起到了完全抑制的作用。2×MIC的地榆皂苷Ⅱ作用于

MRSA后，胞外核酸大分子含量显著高于对照组，6 h后核酸外泄量较对照组高 26.23%（P＜0.05）。地榆皂苷Ⅱ作用于MRSA

菌体后，MRSA DNA和RNA水平明显低于对照组（P＜0.01、0.001）。结论  地榆皂苷Ⅱ对MRSA有良好的抑菌活性，可以通过

抑制细菌核酸合成进而抑制MRSA的生长。
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Abstract: Objective To investigate the in vitro antibacterial activity and mechanism of traditional Chinese medicine monomer 

ziyuglycoside Ⅱ against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Method The broth dilution method was used to detect 

the in vitro antibacterial activity of ziyuglycoside Ⅱ against 16 MRSA strains. Draw the growth curve and bactericidal curve of 

ziyuglycoside Ⅱ on MRSA using turbidimetry and colony counting. Analyze the effect of ziyuglycoside Ⅱ on the permeability of 

MRSA cell wall membrane through DNA leakage experiments. By analyzing the fluorescence intensity after DAPI staining, the 

effect of ziyuglycoside Ⅱ on MRSA DNA and RNA was investigated. Result The minimum inhibitory concentration range of 

ziyuglycoside Ⅱ on 16 MRSA strains was 128—256 μg·mL−1, with a minimum bactericidal concentration range of 2—8 mg·mL−1. 

The growth curve results showed that when the mass concentration of ziyuglycoside Ⅱ was 1 × MIC (256 μg·mL−1) and above, the 

growth inhibition effect was significant. The sterilization curve results show that after one hour of 2 × MIC and  4 × MIC action, the 

inhibitory effect on MRSA was significant. Ziyuglycoside Ⅱ of 8 × MIC, 16 × MIC completely inhibited MRSA after 1 and 2 hours 

of action, respectively. After MIC induced action on MRSA, the content of extracellular nucleic acid macromolecules was 
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significantly higher than that of the control group. After six hours, the amount of nucleic acid leakage was 26.23% higher than that 

of the control group (P < 0.05). After the action of ziyuglycoside Ⅱ on MRSA cells, the levels of MRSA DNA and RNA were 

significantly lower than those of the control group (P < 0.01, 0.001). Conclusion Ziyuglycoside Ⅱ is an antibacterial drug with good 

antibacterial activity against MRSA, which can inhibit the growth of MRSA by inhibiting bacterial nucleic acid synthesis.

Key words: methicillin-resistant Staphylococcus aureus; ziyuglycoside Ⅱ ; antibacterial; cell wall membrane permeability; nucleic 

acid synthesis

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus是常见

的革兰阳性球菌，属于兼性厌氧菌［1］，可引起多种严

重的感染性疾病，如菌血症、败血症、骨髓炎和肺部

感染，严重者可演变为致命感染［2-3］。耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌（MRSA）最重要的属性是其获得编码

青霉素结合蛋白-2a的mecA基因，该基因可阻断对

肽聚糖交联的抑制作用，导致对青霉素耐药［1］。呼

吸道中的 MRSA 存在高水平的无症状定植，此外，

社区内可能存在分离株的克隆库，这使得控制

MRSA感染变得困难［4］。目前治疗MRSA感染的一

线抗生素是万古霉素，但随着万古霉素药物的使

用，临床出现了万古霉素敏感性降低、甚至完全耐

药的金黄色葡萄球菌，导致万古霉素治疗失败的病

例逐渐增加［5-6］。MRSA 被认为是医院内感染最具

代表性的病原菌［7］，因而寻找有效和安全的药物来

治疗MRSA感染迫在眉睫。

地榆皂苷Ⅱ是一种三萜皂苷类化合物，提取于

地榆 Sanguisorbae Radix，其在地榆属植物中质量分

数为 0.16%～0.87%［8］。作为常用传统中药，地榆最

早记载于《神农本草经》，被列为中品，《名医别录》

中记载其主治为止脓血，诸瘘恶疮热创，补绝伤，产

后内塞，可作金创膏，消酒，除渴明目，地榆皂苷具

有止血、抗菌、抗炎、抗肿瘤等作用［9］。

目前关于地榆皂苷Ⅱ抗菌的研究和报道较少，

但其具有资源丰富、药源广泛、不良反应小、不易产

生耐药性等优点［10-11］，在治疗细菌感染方面显示出

独特的作用，本研究考察中药单体地榆皂苷Ⅱ对

MRSA 体外抗菌活性，并初步研究其抑制机制，为

临床上治疗MRSA引发的感染提供新的用药方案，

为改善临床治疗策略提供参考，也有利于地榆皂苷

的应用拓展。

1　材料

1.1　药物与试剂

地榆皂苷Ⅱ粉末（批号 20220717005，质量分

数＞98%，佛山市仁汇医药科技有限公司）；10×

PBS 缓冲液（货号 BL316A，Biosharp）；DAPI 染色

液（规格 5 mg·mL−1×0.2 mL，货号C1002，碧云天生

物技术）；LB肉汤培养基（广东环凯微生物科技有限

公司）；ACS 级二甲基亚砜（DMSO，货号 D8370，

北京索莱宝科技有限公司），实验所用水均为

超纯水。

1.2　菌株

MRSA 均由佛山市中医院检验科主任技师杨

烨健分离检验并提供 ，分别编号为 MRSA-1、

MRSA-2、MRSA-3、MRSA-4、MRSA-5、MRSA-6、

MRSA-7、MRSA-8、MRSA-9、MRSA-10、MRSA-11、

MRSA-12、 MRSA-13、 MRSA-14、 MRSA-15、

MRSA-16。

1.3　主要仪器

SW-QJ-2FD超净工作台（苏州安泰空气技术有

限公司）；IS-RDD3恒温振荡培养箱（苏州捷美电子

有限公司）；DW-25L262医用低温保存冰箱（青岛海

尔生物医疗股份有限公司）；FC型酶标仪（赛默飞世

尔上海仪器有限公司）；多功能酶标仪（美国BioTek

公司）；GI36DP 立式自动压力蒸汽灭菌锅（美商独

资致微厦门仪器有限公司）；SPX-150B-Z生化培养

箱（上海博迅实业有限公司）；722可见光分光光度

计（上海佑科仪器仪表有限公司）；q5000微量核酸

蛋白测定仪（美国Quawell）。

1.4　菌液的制备

将 16 株菌进行复苏，传代 2 次，挑取最佳生长

状态的单菌落打入培养液中进行扩增培养，取对数

生长期的细菌进行实验。

1.5　药液的制备

用电子天平称取一定质量的地榆皂苷Ⅱ，加入

DMSO 彻底溶解，再加入一定量的培养液，得到不

同浓度梯度的药液，且药液DMSO体积分数为 5%，

实验前滤过。

2　方法

2.1　最小抑菌浓度（MIC）、最小杀菌浓度（MBC）

测定

测 定 16 株 MRSA 的 MIC、MBC。 取 96 孔

板，分别在每排的第 1 个孔加入 200 μL 质量浓

度为 1 024 μg·mL−1的地榆皂苷Ⅱ药液，第 2至 11列
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每孔依次加入 100 μL液体培养基，再用排枪从第 1

列中取 100 μL药液至第 2列孔，混匀，依此类推至第

10列，从第 10列每个孔抽取 100 μL弃去，从第 1列

至第 11列每孔依次加入稀释 1 000倍的对数生长期

的菌液 100 μL，第 11列为溶剂对照，往第 12列加入

200 mL 培养液，作阳性对照。将 96 孔板放入培养

箱 37 ℃培养 18 h，在体外培养细菌 18～24 h后以肉

眼见到无细菌生长的最小浓度为MIC。

将对 数 生 长 期 的 MRSA-3 菌 株（MIC 为

256 μg·mL−1）菌液调节成 0.5个麦氏单位浓度（约为

1.5×108 CFU·mL−1）的菌悬液，稀释 1 000 倍，分别

加入等量的不同质量浓度的地榆皂苷Ⅱ并使其

最终质量浓度分别为 10 000、8 000、4 000、2 000、

1 000 μg·mL−1，培养 18～24 h后，吸取澄清孔内的菌

液 100 μL 接种于琼脂平板上，继续培养 18 h，观察

菌落生长情况，菌落总数＜5 个为药物对该菌的

MBC值。每组测定3次，取平均值。

2.2　绘制生长曲线与时间-杀菌曲线

将 对 数 生 长 期 的 MRSA-3 菌 株（MIC 为

256 μ g · mL−1 ）菌液调节成 0.5个麦氏单位浓度（约

为 1.5×108 CFU·mL−1）的菌悬液，稀释 1 000 倍，分

别加入等量的不同质量浓度的地榆皂苷Ⅱ并使其最

终质量浓度分别为 1/4×MIC、1/2×MIC、3/4×

MIC、1×MIC、2×MIC，同时设置阴性对照组（培养

基不加药物）、含有 5% DMSO 的溶剂对照组，于

37 ℃、120 r·min−1条件下震荡培养，于不同时间（0、

2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24 h）取样，测定

600 nm 波长下的吸光度（A600）值，绘制生长曲线。

每组测定3次，取平均值。

采用相同方法制备加入地榆皂苷Ⅱ的菌悬液，

使其最终质量浓度分别为 1×MIC、2×MIC、4×

MIC、8×MIC、16×MIC。设置培养基不加药物的

阳性对照组，于 37 ℃、120 r·min−1条件下震荡培养，

于不同时间（0、1、2、4、8、12、24 h）各取 100 μL菌液，

适当稀释后涂布于LB固体培养基，继续培养 18 h，

对单菌落进行计数，每组均设3个重复。

2.3　测定菌株胞外DNA含量

将对数生长期的MRSA-3菌株菌液调整为A600值

为0.8的菌悬液，用无菌磷酸缓冲盐溶液（PBS）洗涤2

次并重悬于PBS中。向菌悬液中加入地榆皂苷Ⅱ，使

药的质量浓度为2×MIC，对照组加入等体积DMSO，

37 ℃不摇动培养。在0、1、2、4、6 h后5 000 r·min−1离

心 10 min收集上清液，使用微量核酸蛋白测定仪测

定胞外DNA含量。

2.4　测定菌株胞内DNA、RNA含量

将对数生长期的 MRSA-3 菌株菌悬液，按 1∶1

接种量接种到终浓度为 2×MIC、4×MIC的地榆皂

苷 Ⅱ 的 LB 液体培养基中 ，对照组含有等体积

DMSO，37 ℃、120 r·min−1条件下摇床培养。培养至

12、16、20、24 h，分别取2 mL菌体样液于2 700 r·min−1

下离心 10 min，将沉淀悬于 1 mL无菌水中制成菌

悬液。然后向 96 孔板中加入 50 μL 菌悬液，再加

150 μL的DAPI染色液（DAPI与无菌水的体积比为

1∶3），振荡混匀后立即在多功能酶标仪下测定菌体

的 DNA 和 RNA 的荧光强度（DNA 的激发波长为

364 nm，发射波长为 454 nm；RNA 的激发波长为

400 nm，发射波长为 488 nm），以不加药物的同等体

积培养液为对照组，每组实验重复3次，取平均值。

3　结果

3.1　地榆皂苷Ⅱ对MRSA抗菌活性的影响

通过稀释法测定了地榆皂苷Ⅱ对 16 株 MRSA

的抗菌活性，结果表明地榆皂苷Ⅱ对MRSA的抗菌

活性良好，MIC 在 128～256 μg·mL−1，MIC 众数为

128 μg·mL−1，MIC50为128 μg·mL−1，MIC90为256 μg·mL−1，

进一步的 MBC 检测结果表明，MRSA 的 MBC 为

2～8 mg·mL−1。

3.2　地榆皂苷Ⅱ对 MRSA生长能力的影响与杀菌

能力

药物作用后，MRSA菌株进入对数期的时间明

显延长，且药物浓度越高，停留在迟缓期的时间越

长。生长曲线分析显示（图 1），地榆皂苷Ⅱ质量浓度

为 1/4×MIC（64 μg·mL−1）时，无生长抑制作用；

质 量 浓 度 为 1/2×MIC（128 μg·mL−1）、3/4×

MIC（192 μg·mL−1）的实验组菌株在 14 h后恢复生

长，质量浓度到达 1×MIC（256 μg·mL−1）及以上时，

生长抑制作用明显。

时间-杀菌曲线显示（图 2），随着地榆皂苷Ⅱ浓

度增加，给药组的活菌数量与对照组的活菌数量差

异明显加大。在地榆皂苷 Ⅱ 质量浓度为 2×

MIC（512 μg·mL−1）时，1 h 后对 MRSA 的抑制程

度 大 于 2 lg CFU·mL−1 ；质 量 浓 度 为 4×

MIC（1.24 mg·mL−1）时，1 h后对MRSA的抑制程度

大于 4 lg CFU·mL−1；当 8×MIC（2.048 mg·mL−1）、

16×MIC（4.096 mg·mL−1）药物分别作用 1、2 h后对

MRSA起到了完全抑制的作用。

3.3　地榆皂苷Ⅱ对MRSA细胞膜通透性的影响

为研究地榆皂苷Ⅱ对MRSA的细胞膜通透性的

影响，测定胞外 DNA 含量。2×MIC 的地榆皂苷Ⅱ
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作用于MRSA后，胞外核酸大分子含量显著高于对

照组，6 h 后核酸外泄量较对照组高 26.23%（P＜

0.05）。表明地榆皂苷Ⅱ能破坏细胞膜，导致胞内物

质大量外泄，进而抑制细菌的生长繁殖。结果

见图3。

3.4　地榆皂苷Ⅱ对 MRSA 胞内的 DNA、RNA 含量

的影响

通过测定 DAPI与 DNA和 RNA结合后的荧光

强度检测地榆皂苷Ⅱ作用MRSA后，菌体内核酸含

量的变化。DAPI检测结果表明，地榆皂苷Ⅱ作用于

MRSA 菌体后，荧光强度显著降低，明显低于对照

组（P＜0.01、0.001），提示地榆皂苷Ⅱ抑制了 MRSA

核酸的合成，且随药物浓度升高，抑制效果明显增

强（图4、5）。

4　讨论

本研究在体外考察地榆皂苷Ⅱ对MRSA的抑菌

活性以及其作用机制，从抑菌活性、生长曲线、时间-

杀菌曲线、细胞膜的通透性、胞内核酸含量的测定

等方面进行了研究，结果表明，地榆皂苷Ⅱ对MRSA

的 MIC50为 128 μg·mL−1，MIC 在 128～256 μg·mL−1，

MBC 在 2～8 mg·mL−1。由于 MBC 与 MIC 差值较

大，确定体外杀菌活性主要通过计算 MBC/MIC 值

来确定是否存在耐受性［12］。MBC/MIC值的平均值

图2　不同浓度的地榆皂苷Ⅱ对MRSA-3时间-杀菌能力的

影响（x
—

±s，n=3）
Fig. 2　Effect of different concentrations of ziyuglycoside 

Ⅱ on time sterilization ability of MRSA-3 (x
—

±s, n=3)

与对照组比较：***P＜0.001。
***P < 0.001 vs control group.

图4　地榆皂苷Ⅱ对MRSA-3 DNA含量的影响（x
—

±s，n=3）
Fig. 4　Effect of ziyuglycoside Ⅱ on MRSA-3 DNA content 

(x
—

±s, n=3)

图1　不同浓度的地榆皂苷Ⅱ对MRSA-3生长能力的影

响（x
—

±s，n=3）
Fig. 1　Effects of different concentrations of ziyuglycoside 

Ⅱ on growth ability of MRSA-3 (x
—

±s, n=3)

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

图3　地榆皂苷Ⅱ对MRSA-3细胞膜通透性的影响

Fig. 3　Effect of ziyuglycoside Ⅱ on membrane permeability 

of MRSA-3 cells
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为 22.46，满足 MBC/MIC 值小于 32的条件，结合时

间-杀菌曲线（图 2）表明地榆皂苷Ⅱ具有一定的杀菌

活性，在一定浓度下可以把活菌数降低至 0，地榆皂

苷Ⅱ具有一定的杀菌能力。实验表明，地榆皂苷Ⅱ可

以破坏MRSA细胞膜、抑制MRSA核酸的合成。而

张斌［13］测出地榆皂苷Ⅱ对MRSA的核酸外泄量无影

响，有可能是药物浓度不同、药物纯度不够导致得

出来的实验结果不同，进而实验结论不同。中药具

有毒副作用小、多层面、多组分、多靶点、很少发生

耐药性等的现象［14］。推测地榆皂苷Ⅱ可以通过改变

MRSA 细胞膜通透性和核酸合成能力作用于

MRSA，从而抑制其活性，但地榆皂苷Ⅱ抗菌过程中

是否还存在其他抗菌机制，如影响菌体结构、蛋白

的合成等，也需要进一步深入研究。这种潜在的多

靶点作用机制可以降低MRSA对药物的耐受性，因

此，研究地榆皂苷Ⅱ对MRSA的抗菌作用机制，进而

开发地榆皂苷Ⅱ作为一种天然药物制剂具有重要的

意义。

地榆皂苷Ⅱ对于抗 MRSA具有良好活性，对地

榆皂苷Ⅱ联合抗生素的抗菌效果进行观察，分析地

榆皂苷Ⅱ与抗生素是否具有部分协同或者协同作

用，选出最佳配伍组方，考察其对临床投入使用治

疗MRSA的可行性，可以提高联合用药对MRSA的

敏感性，增强单一用抗生素治疗 MRSA 的抗菌效

果，解决临床上治疗MRSA引起的用药困难。本研

究对地榆皂苷Ⅱ抗菌作用进行深入研究，不仅将拓

宽延伸地榆皂苷Ⅱ的应用方向和价值，且对治疗

MRSA具有一定的参考。
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图5　地榆皂苷Ⅱ对MRSA-3 RNA含量的影响（x
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±s，n=3）
Fig. 5　Effect of ziyuglycoside Ⅱ on MRSA-3 RNA content

(x
—

±s, n=3)
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