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　　摘　要：目的　探讨葡萄皮渣中的原花青素对临床常见分离菌大肠杆菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌、肠球菌及耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）的抗菌作用。方法　应用琼脂平板法测定原花青素对临床分离出的３０株大肠杆菌、２８株铜绿假单胞

菌、１５株鲍曼不动杆菌、３２株屎肠球菌、２５株粪肠球菌、７０株 ＭＲＳＡ的最低抑菌浓度（ＭＩＣ），并计算半数抑菌浓度（ＭＩＣ５０）和

９０％抑菌浓度（ＭＩＣ９０），用统计软件ＳＰＳＳ１６．０对结果进行统计分析。结果　３～８ｍｇ／ｍＬ的原花青素对大肠杆菌、铜绿假单胞

菌、鲍曼不动杆菌等革兰阴性杆菌均无抑菌作用；３～８ｍｇ／ｍＬ的原花青素对粪肠球菌无抑菌作用，对屎肠球菌的抑菌率仅为

６．３％；用原花青素对７０株 ＭＲＳＡ进行抑菌检测：４ｍｇ／ｍＬ原花青素的抑菌率为６５．７％，８ｍｇ／ｍＬ抑菌率为９５．７％，ＭＩＣ５０为

４．２２１ｍｇ／ｍＬ、ＭＩＣ９０为６．２６０ｍｇ／ｍＬ。结论　葡萄皮渣中的原花青素对常见革兰阴性杆菌如大肠杆菌、铜绿假单胞菌及鲍曼

不动杆菌无抑菌作用，对革兰阳性球菌如 ＭＲＳＡ、肠球菌有一定的抑菌效果，特别是对 ＭＲＳＡ抑菌作用非常明显（犘＜０．０５）。
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　　原花青素（ｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ，ＰＣ）是植物中广泛存在的一类多

酚化合物的总称，由不同数量的儿茶素或表儿茶素结合而

成［１］。原花青素在葡萄籽和松树皮中含量较高，能够有效清除

体内自由基，具有抗氧化活性、抗辐射、抗癌、减轻过敏反应、改

善视力、预防心脑血管疾病等多种生理活性。单静敏等［２］研究

还显示原花青素对细菌有抑菌和杀菌作用。开发和研制天然

植物药，是目前医药和食品研究中的一个重点。我国是葡萄生

产大国，作为 ＰＣ的来源，ＰＣ提取物得到了深入和广泛的

关注［３］。

大肠杆菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌是临床常见的致

病革兰阴性杆菌，金黄色葡萄球菌是临床上最常分离的致病革

兰阳性球菌，由于抗菌药物的滥用，耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）的检出率不断上升，

ＭＲＳＡ除对β内酰胺类抗菌药物在内的多种抗菌药物耐药

外，甚至发现有对万古霉素耐药的菌株。近年来，ＭＲＳＡ以其

高致病性和越发严重的多重耐药性成为人类健康的巨大威胁，

已引起广泛重视［４］。当今细菌耐药的步伐已远远超过了新药

的研制的速度，及时准确地掌握病原菌耐药性的动态对指导临

床合理使用抗菌药物、控制和延缓病原菌耐药性传播具有重要

的意义，本实验拟了解葡萄皮渣中的ＰＣ对临床常见分离菌的

抑菌效果，旨在从医药治疗感染方面提供新的切入点。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　选择川北医学院附属医院检验科住院患者临床

送检标本中分离的菌株，并经梅里埃全自动细菌鉴定分析仪鉴

定的大肠杆菌３０株、铜绿假单胞菌２８株、鲍曼不动杆菌１５

株、屎肠球菌３２株、粪肠球菌２５株、ＭＲＳＡ７０株；质控菌株为

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３。

１．１．２　仪器、试剂及培养基

１．１．２．１　仪器　实时荧光定量 ＰＣＲ仪（ＲＯＣＨＥＬｉｇｈｔｃｙ
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ｃｌｅｒ４８０Ⅱ）、法国梅里埃全自动细菌鉴定及药敏分析仪、生物安

全柜、电热恒温培养箱、高压灭菌锅。

１．１．２．２　试剂　ＭＲＳＡ耐药基因检测试剂盒、梅里埃 ＧＰ、

ＧＮ细菌鉴定卡、ＧＰＳ药敏卡；ＰＣ（用来源于河北昌黎县凤凰酒

庄的酿酒葡萄皮渣提取，采用６０％乙醇溶剂浸提法提取，紫外

分光光度计测定、ｐＨ值示差法计算提取率，ＤＡ２０１型大孔吸

附树脂纯化）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）；ＭＨ 琼脂（杭州天和生物

制剂有限公司）；血平板（重庆庞通公司）。

１．２　方法

１．２．１　菌株最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值的测定

１．２．１．１　菌液制备　将待测细菌接种于血平板上，置电热恒

温培养箱中（３５±１）℃培养１８～２４ｈ，次日挑取单菌落用生理

盐水将各株细菌浓度调整为 ０．５ 麦氏单位 （约 １×１０８

ＣＦＵ／ｍＬ）。

１．２．１．２　ＰＣ的稀释　将ＰＣ用 ＤＭＳＯ配制成浓度为１６０、

１４０、１２０、１００、８０、６０ｍｇ／ｍＬ梯度，实验时各终浓度分别为８、

７、６、５、４、３ｍｇ／ｍＬ。

１．２．１．３　培养基制备　将已稀释的不同浓度的ＰＣ按１∶２０

分别加入经高压灭菌并在４５～５０℃水浴中平衡的 ＭＨ 琼脂

中，充分混匀倾倒灭菌平皿，琼脂厚度约４ｍｍ，ＰＣ的最终浓度

分别为３、４、５、６、７、８ｍｇ／ｍＬ。再制备不含ＰＣ与ＤＭＳＯ，以及

仅含ＤＭＳＯ的 ＭＨ琼脂平板接种细菌作阳性对照，不含药也

不接种细菌的 ＭＨ琼脂平板作阴性对照。

１．２．１．４　接种方法　将浓度为０．５麦氏单位的菌悬液，按

１∶１０稀释，吸取稀释后的菌悬液约２μＬ接种于含药和不含药

的 ＭＨ琼脂平板表面，直径为５～８ｍｍ的菌斑。

１．２．１．５　培养细菌及观察　 将接种好的平板置于（３５±１）℃

培养２４ｈ，ＭＩＣ即为肉眼观察在平板表面的细菌生长完全被

抑制时的最低抗菌药物浓度。

１．２．２　ＰＣＲ法检测 ＭＲＳＡ的犿犲犮犃 基因及狀狌犮基因　对经

梅里埃全自动细菌鉴定分析仪鉴定的７０株 ＭＲＳＡ，按照上海

之江生物科技提供的 ＭＲＳＡ耐药基因检测试剂盒说明书进行

操作。ＰＣＲ反应条件：３７℃２ｍｉｎ；９４℃２ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，６０

℃６０ｓ，４０个循环；单点检测荧光在６０℃。荧光通道检测选

择ＦＡＭ通道和ＨＥＸ通道。结果判断：犿犲犮犃基因、狀狌犮基因检

测同时为阳性，判断为 ＭＲＳＡ；犿犲犮犃基因阴性、狀狌犮基因阳性，

判断为甲氧西林敏感型金黄色葡萄球菌（ＭＳＳＡ）；犿犲犮犃 基因

阳性、狀狌犮基因阴性，判断为耐甲氧西林菌株（非金黄色葡萄球

菌）。

１．２．３　ＭＲＳＡ对１６种抗菌药物的药敏试验　对经鉴定的７０

株 ＭＲＳＡ配制成０．５麦氏单位的浓度，按法国梅里埃药敏鉴

定方法利用ＧＰＳ药敏卡在梅里埃全自动细菌鉴定及药敏分析

仪作葡萄球菌的药敏分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件分析试验结果，计数

资料以率表示，组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＣ对革兰阴性菌的抑菌作用　用浓度分别为３、４、５、６、

７、８ｍｇ／ｍＬ的ＰＣ处理后，３０株大肠杆菌、２８株铜绿假单胞

菌、１５株鲍曼不动杆菌的生长均未受到抑制，３～８ｍｇ／ｍＬ的

ＰＣ对大肠杆菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌无抑菌作用。

２．２　ＰＣ对革兰阳性菌的抑菌作用

２．２．１　ＰＣ对肠球菌的抗菌效应　３２株屎肠球菌在ＰＣ３ｍｇ／

ｍＬ浓度中全部生长，无抑菌效果；在浓度为４～８ｍｇ／ｍＬＰＣ

的培养基中有２株屎肠球菌的生长被完全抑制，此浓度下对屎

肠球菌的抑菌率为６．３％。２５株粪肠球菌在３～８ｍｇ／ｍＬ的

ＰＣ中全部生长，ＰＣ对粪肠球菌无抑菌作用。

２．２．２　ＰＣ对 ＭＲＳＡ的抗菌效应

２．２．２．１　实时荧光ＰＣＲ检测临床分离的 ＭＲＳＡ菌株　ＰＣＲ

检测临床分离的７０株 ＭＲＳＡ菌株，检测结果显示犿犲犮犃基因、

狀狌犮基因均为阳性。说明梅里埃细菌鉴定分析仪与实时荧光

ＰＣＲ法检测 ＭＲＳＡ菌株的结果符合率为１００％，见表１。

表１　　实时荧光ＰＣＲ法检测７０株 ＭＲＳＡ菌株中犿犲犮犃

　　　基因、狀狌犮基因的检测结果

基因 犿犲犮犃基因阳性 犿犲犮犃基因阴性

狀狌犮基因阳性 ７０（１００％） ０

狀狌犮基因阴性 ０ ０

２．２．２．２　ＭＲＳＡ对１６种抗菌药物的耐药情况　７０株 ＭＲＳＡ

对β内酰胺类抗菌药物苯唑西林、苄青霉素的耐药率为

１００％；对喹诺酮类环丙沙星、左氧氟沙星、莫西沙星，林可酰胺

类克林霉素，大环内酯类红霉素，氨基糖苷类庆大霉素、四环

素、利福平耐药率均大于６０％；而对甘氨酰环素类替加环素、

人工合成的唑烷酮类利奈唑胺，链阳菌素类喹奴普汀／达福普

汀和万古霉素全部敏感，见表２。

表２　　７０株 ＭＲＳＡ对１６种抗菌药物的耐药情况

抗菌药物 耐药菌株数（狀） 耐药率（％）

环丙沙星 ６０ ８５．７

左氧氟沙星 ５７ ８１．４

莫西沙星 ４８ ６８．６

克林霉素 ６４ ９１．４

红霉素 ６５ ９２．８

呋喃妥因 ０ ０

复方新诺明 １０ １４．３

利福平 ５６ ８０

苯唑西林 ７０ １００

氨苄青霉素 ７０ １００

庆大霉素 ５８ ８２．８

四环素 ６１ ８７．１

替加环素 ０ ０

万古霉素 ０ ０

利奈唑胺 ０ ０

喹奴普汀／达福普汀 ０ ０

表３　　ＰＣ对 ＭＲＳＡ的抑菌率

ＰＣ浓度（ｍｇ／ｍＬ） 菌株总数（狀） 抑菌数（狀） 抑菌率（％）

３ ７０ ０ ０

４ ７０ ４６ ６５．７

５ ７０ ５３ ７５．７

６ ７０ ６１ ８７．１

７ ７０ ６３ ９０．０

８ ７０ ６７ ９５．７
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２．２．２．３　ＰＣ对 ＭＲＳＡ的抗菌效应　浓度为３～８ｍｇ／ｍＬ的

ＰＣ对７０株 ＭＲＳＡ菌株的抑菌效果见表３。其中６７株 ＭＲＳＡ

的 ＭＩＣ值为４～８ｍｇ／ｍＬ，ＭＩＣ５０为４．２２１ｍｇ／ｍＬ、ＭＩＣ９０为

６．２６０ｍｇ／ｍＬ。ＭＲＳＡ在阴、阳性对照平板及ＰＣ中生长情况

见图１。

　　Ａ：阳性对照；Ｂ：阴性对照；Ｃ：４ｍｇ／ＬＰＣ。

图１　　各组平板 ＭＲＳＡ的生长情况

３　讨　　论

本研究显示，葡萄皮渣中ＰＣ对常见革兰阴性杆菌如大肠

杆菌、铜绿假单胞菌及鲍曼不动杆菌无抑菌作用，当ＰＣ浓度

达８ｍｇ／ｍＬ时，其生长率均为１００％；对革兰阳性球菌如 ＭＲ

ＳＡ、肠球菌有一定的抑菌效果，特别是对 ＭＲＳＡ抑菌作用明

显，当ＰＣ浓度为４ｍｇ／ｍＬ时，ＭＲＳＡ的抑菌率为６５．７％，５

ｍｇ／ｍＬ抑 菌 率 为 ７５．７％，６ ｍｇ／ｍＬ 抑 菌 率 为 ８７．１％，

７ｍｇ／ｍＬ抑菌率为９０．０％，８ｍｇ／ｍＬ抑菌率为９５．７％。分析

７０株 ＭＲＳＡ对１６种抗菌药物的药物敏感情况显示：ＭＲＳＡ

除了对所有β内酰胺类抗菌药物耐药外，对喹诺酮类、林可酰

胺类、大环内酯类、四环素类抗菌药物耐药率明显高于其他抗

菌药物；对甘氨酰环素类、人工合成的唑烷酮类、链阳菌素类药

物均敏感，对广泛使用的万古霉素也都敏感。但近年来，我国

ＭＲＳＡ感染率日渐增加，ＭＲＳＡ 检出率也逐渐增高。武成

彪［５］研究显示，ＭＲＳＡ分离率占金黄色葡萄球菌的７１．６％。

随着万古霉素的广泛应用，耐万古霉素金黄色葡萄球菌（ＶＲ

ＳＡ）和万古霉素中介金黄色葡萄球菌（ＶＩＳＡ）已出现
［６］。由于

ＭＲＳＡ的多重耐药性，对其用药的原则应根据临床结合药敏

结果进行用药，谨慎使用头孢菌素类抗菌药物，尽量不用或少

用广谱抗菌药物；此外，在积极预防和控制医院感染的同时，还

应从其耐药机制等多方面研制抗菌药物，以对抗万古霉素耐药

的 ＭＲＳＡ。

天然植物提取物ＰＣ资源丰富，毒副作用轻微，不致癌、无

抗原性，具有抗氧化活性，抗辐射、抗癌、预防心脑血管疾病等

多种生理活性，已被临床广泛应用并有一定疗效。ＰＣ的抗菌

机制仍不十分清楚，有研究表明其对细菌的增殖产生抑制作

用，其抑制作用可能通过抑制细菌代谢所需要的酶类，而对细

菌没有直接杀灭作用［７］。ＰＣ中的多酚成分有一定的疏水性，

通过降低细胞膜的稳定性与细菌的细胞壁和脂多糖接口进行

交互，阻止细胞壁的合成从而杀灭细菌［８］。有研究通过扫描电

子显微镜观察到，表面光滑的 ＭＲＳＡ细胞经过ＰＣ处理后，表

面变粗糙，细胞个体变肿大，内容物相对减少，说明其对细胞膜

和细胞壁有破坏作用［９］。本研究证实ＰＣ对肠球菌有一定药

效，对 ＭＲＳＡ抑菌效果明显，而对革兰阴性菌无抑制作用，说

明ＰＣ可作为一种潜在的新药对抗革兰阳性球菌。特别是对

ＭＲＳＡ的明显抑菌效果，可为临床治疗感染 ＭＲＳＡ患者提供

新的方向。本研究仅做了体外药物抗菌研究，还需进一步进行

体内动物实验验证，关于其确切机制有待深入的研究和探讨。
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