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摘  要：【背景】牛乳房炎金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)具有多重耐药和广泛耐药性。目

前已有的抗菌药大多数疗效降低，并且容易残留。天然药物对耐药菌有良好的抑制作用。【目的】

探究槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌抗菌作用及机制。【方法】采用 K-B 法测定牛乳房炎金黄色

葡萄球菌对 15 种抗菌药的敏感性。采用微量肉汤稀释法测定槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌的

最小抑菌浓度 (minimum inhibitory concentration, MIC)和最小杀菌浓度 (minimum bactericidal 
concentration, MBC)。通过生长曲线和杀菌曲线分析槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌抑菌和杀菌

特征。采用棋盘法测定槲皮素联合氨苄西林、恩诺沙星和多西环素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌的

抗菌作用。通过生物膜抑制测定、核酸和蛋白质外泄测定、细菌生存活力观察、菌体内槲皮素蓄

积测定、膜蛋白构象变化测定及分子对接等揭示槲皮素抗金黄色葡萄球菌的作用机制。【结果】槲

皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌的 MIC 和 MBC 分别为 256 µg/mL 和 512 µg/mL；槲皮素能够抑

制牛乳房炎金黄色葡萄球菌生长，12 h 内完全杀灭细菌。槲皮素分别与氨苄西林、恩诺沙星和多

西环素联合应用，抗牛乳房炎金黄色葡萄球菌的分级抑制浓度指数 (fractional inhibitory 
concentration index, FICI)分别为 0.50、0.75、0.50，呈现协同或相加作用。槲皮素能够显著抑制生

物膜的形成(P<0.05)。核酸和蛋白质外泄以及细菌生存活力分析结果表明槲皮素增加了细胞膜通透

性。槲皮素在菌液中的荧光强度显著降低(P<0.05)，说明其在菌体内的浓度随作用时间逐渐增加。

槲皮素能够导致菌体膜蛋白二级和三级构象变化。槲皮素与酪氨酰-tRNA 合成酶通过范德华力和

氢键结合，结合稳定，从而抑制酶活性。【结论】槲皮素能够抑制生物膜活性、增强细胞膜通透性、

影响膜蛋白构象和抑制酪氨酰-tRNA 合成酶活性，从而对牛乳房炎金黄色葡萄球菌产生抗菌作用。 
关键词：槲皮素；金黄色葡萄球菌；抗菌；机制；分子对接 
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Abstract: [Background] Staphylococcus aureus, the pathogen of bovine mastitis, has multidrug 
resistance and extensive drug resistance. Currently, most existing antibacterial drugs 
demonstrate limited efficacy and are prone to residue. Natural medicines have good inhibitory 
effects against drug-resistant bacteria. [Objective] To study the inhibitory activity and 
mechanism of quercetin against S. aureus causing bovine mastitis. [Methods] The K-B method 
was used to determine the sensitivity of S. aureus causing bovine mastitis to 15 antibiotics. The 
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of 
quercetin against S. aureus causing bovine mastitis were determined by the broth microdilution 
method. The growth curve and bactericidal curve were established to analyze the inhibitory and 
killing effects of quercetin against S. aureus causing bovine mastitis. The chessboard method 
was adopted to determine the effects of quercetin combined with ampicillin, enrofloxacin, and 
doxycycline against S. aureus causing bovine mastitis. The mechanism of quercetin against    
S. aureus causing bovine mastitis was revealed through biofilm inhibition assay, nucleic and 
protein leakage assay, bacterial viability observation, quercetin accumulation analysis in 
bacteria, membrane protein conformation change assay, and molecular docking. [Results] The 
MIC and MBC of quercetin against S. aureus were 256 µg/mL and 512 µg/mL, respectively. 
Quercetin inhibited the growth of S. aureus and completely killed the bacteria within 12 h. The 
fractional inhibitory concentration indexes (FICIs) of quercetin with ampicillin, enrofloxacin, 
and doxycycline against S. aureus were 0.50, 0.75, and 0.50, respectively, which indicated 
synergistic or additive effects. Quercetin inhibited the biofilm formation of S. aureus (P<0.05). 
Nucleic acid and protein leakage and bacterial viability analyses indicated that quercetin 
increased cell membrane permeability. The fluorescence intensity of quercetin in the bacterial 
suspension reduced (P<0.05), which suggested that the concentration in bacterial cells gradually 
increased over time. Quercetin caused secondary and tertiary conformational changes of 
bacterial membrane proteins. Quercetin bound to tyrosyl-tRNA synthetase through van der 
Waals force and hydrogen bonding, which resulted in stable binding, thereby inhibiting enzyme 
activity. [Conclusion] Quercetin has inhibitory effect against S. aureus causing bovine mastitis 
by inhibiting the biofilm formation, enhancing the permeability of cell membrane, affecting the 
conformation of membrane proteins, and suppressing the activity of tyrosyl-tRNA synthetase. 
Keywords: quercetin; Staphylococcus aureus; antibacterial; mechanism; molecular docking 
 
 

奶牛乳房炎发病率高、病因复杂，是一种

多因素炎症性疾病[1]。奶牛乳房炎容易引起奶

牛产奶量下降和奶牛发情期延长，从而影响奶

牛生产效益[2]。金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 
aureus)是引起奶牛乳房炎的主要致病菌，容易

导致亚临床乳房炎[3]。由于存在外毒素、黏附
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素、凝固酶、耐热核酸等 30 种毒力因子，严重

损伤奶牛乳腺组织[4]。近年来，牛乳房炎金黄

色葡萄球菌广泛耐药性和多重耐药性现象趋于

严重，表现为耐药基因组合和耐药表型多样[5]。

这种现象导致牛乳房炎难治愈，致使奶牛被淘

汰[6]。植物源活性物质具有良好的抗菌活性，

并且毒性低、副作用小[7]。开发与应用植物源

活性物质成为控制病原微生物的主要策略。 
槲皮素是天然黄酮类化合物，在洋葱、莲

子和绿茶等食物，以及五味子、鱼腥草和槐花

等中草药中均有较高含量[8]。槲皮素作用于生

物体的各种靶点和信号通路[9]，呈现抗菌、抗

病毒、抗癌和抗氧化等生物活性，具有低细胞

毒性的优点[10-11]。已有的研究表明，槲皮素对

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、链球菌

(Streptococcus)、金黄色葡萄球菌和大肠杆菌

(Escherichia coli)等病原菌呈现良好的抗菌作

用[12-13]，能够抑制 α-毒素分泌和凝血酶活性，

从而降低金黄色葡萄球菌的毒力，抑制该菌诱

导的牛乳腺上皮细胞炎症[14-16]。槲皮素已成为

替代或辅助抗金黄色葡萄球菌的天然药物。 
本研究探究了槲皮素对牛乳房炎金黄色葡

萄球菌的抑菌作用，以及与氨苄西林等抗菌素

联合应用的抑菌作用，分析了槲皮素对牛乳房

炎金黄色葡萄球抗菌作用机制，以期为利用植

物源活性物质防控金黄色葡萄球菌引起的牛乳

房炎提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

牛乳房炎金黄色葡萄球菌，信阳农林学院

病原微生物实验室。 
1.2  培养基、主要试剂和仪器 

MH 肉汤(MHB)、MH 琼脂(MHA)培养基、

TSB 培养基，青岛海博生物技术有限公司。 
槲皮素(纯度 99%)和结晶紫，北京索莱宝

科技有限公司；DMSO，天津市科密欧化学试

剂有限公司；碘化丙啶(propidium iodide, PI)和

吖啶橙，上海麦克林生化科技股份有限公司；

多黏菌素、青霉素、头孢曲松、氨苄西林、头

孢噻呋、阿莫西林、庆大霉素、新霉素、多西

环素、四环素、氟苯尼考、恩诺沙星、阿米卡

星、卡那霉素、链霉素等药敏纸片，常德比克

曼生物科技有限公司。 
连续波长多功能酶标仪，帝肯科技(北京)

有限公司；稳态瞬态荧光光谱仪，爱丁堡仪器

公司；激光共聚焦显微镜，徕卡测量系统贸易

(北京)有限公司；冷冻干燥机，上海力辰仪器科

技有限公司；傅里叶变换红外光谱仪，赛默飞

世尔科技(中国)有限公司；超微量紫外分光光度

计，上海叶拓科技有限公司。 
1.3  牛乳房炎金黄色葡萄球菌的药物

敏感性测定 
将牛乳房炎金黄色葡萄球菌接种于 TSB

培养基，37 ℃、170 r/min 培养 12 h 至对数期

(1×109 CFU/mL)，菌液稀释至 1×106 CFU/mL
备用。采用 K-B 法测定牛乳房炎金黄色葡萄球

菌对 15 种抗菌药的敏感性。取 100 μL 菌液均

匀地涂布在 MHA 培养基，静置 10 min。将药

敏纸片均匀贴在 MHA 培养基上，设置 3 次重

复，37 ℃培养 24 h，测量抑菌圈直径。 
1.4  槲皮素抗牛乳房炎金黄色葡萄球

菌的作用 
1.4.1  槲皮素及抗菌药对牛乳房炎金黄色葡

萄球菌的最小抑菌浓度(minimum inhibitory 
concentration, MIC) 和 最 小 杀 菌 浓 度
(minimum bactericidal concentration, MBC) 

采用肉汤微量稀释法测定槲皮素、氨苄西

林、恩诺沙星和多西环素等对牛乳房炎金黄色葡

萄球菌的 MIC 和 MBC。在 96 孔板中加入 100 μL 
MHB，在第 1 孔中加入 100 μL 药液，连续倍比

稀释。随后每孔加入 100 μL 的细菌悬浮液。

第 11 孔为阴性对照，只加入 200 μL MHB。

第 12 孔为阳性对照，加入 200 μL 菌液。设置 3 次

重复，37 ℃孵育 24 h，以澄清孔的最小药物浓

度为 MIC。从澄清孔取 5 µL 菌液涂布于 MHA
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平板上，设置 3 次重复，于 37 ℃静置培养 24 h，
以无菌落生长的最低稀释浓度为 MBC。 
1.4.2  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌

生长曲线的影响 
在 96 孔板中加入 100 μL 菌液，然后加入槲

皮素溶液，槲皮素最终浓度分别为2 MIC、1 MIC、

1/2 MIC，以不添加槲皮素的菌液为对照，设置

3 次重复。将 96 孔板置于 37 ℃、170 r/min 培

养 24 h，在第 0−24 h 每隔 2 h 检测 OD600 值，

绘制生长曲线。 
1.4.3  杀菌曲线 

取 2 mL 菌液加入试管中，处理组添加槲皮

素，终浓度为 2 MIC 和 1 MIC。对照组为不添

加槲皮素的菌液。分别在 0、4、8、12、18、
24 h 时取 0.1 mL 菌液，在无菌生理盐水中 10 倍

系列稀释，取 0.1 mL 涂布于 MHA 培养基上。

设置 3 次重复，在 37 ℃培养 24 h 后进行菌落

计数，绘制时间杀菌曲线。 
1.4.4  联合药敏试验 

采用棋盘法测定槲皮素与氨苄西林、恩诺

沙星和多西环素的联合抑菌作用。在 A−F 行

1−6 孔沿 X 轴的方向加入 100 μL 倍比稀释的槲

皮素溶液，1−6 列沿 Y 轴的方向每孔加入倍比

稀释的氨苄西林、恩诺沙星和多西环素溶液，

然后每孔加 100 µL 浓度为 1×106 CFU/mL 的菌

液。槲皮素、氨苄西林、恩诺沙星和多西环素

终浓度分别为 2 MIC、1 MIC、1/2 MIC、1/4 MIC、

1/8 MIC、1/16 MIC。其中 A−F 行的第 7 个孔为

阳性对照，仅加菌液。A−F 行的第 8 个孔为空

白对照，仅加 MHB 培养液，设置 3 次重复。

37 ℃恒温培养 24 h，以澄清孔的最小药物浓度为

MIC，观察单独抗菌和联合抗菌的 MIC。分级抑

菌浓度指数 (fractional inhibitory concentration 
index, FICI)的计算如公式(1)所示。 

A B

A B

MIC MICFICI +
MIC MIC

= 联合 联合

单独 单独
          (1) 

式(1)中：A 表示槲皮素；B 表示抗菌药。结果判

定：FICI≤0.5，协同作用；0.5<FICI≤1.0，相加作

用；1<FICI≤2，无关作用；FICI>2，拮抗作用。 

1.5  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球

菌生物膜的影响 
取 100 μL 菌液加入无菌 96 孔板中，处理

组添加槲皮素溶液，最终浓度分别为 1/2 MIC
和 1/4 MIC；以不添加槲皮素的菌液为对照组，

设置 3 次重复。置于 37 ℃培养 48 h，弃去培养

基，用 PBS 缓冲液洗涤 3 次；37 ℃固定 1 h 后，

每孔加入 200 μL 0.1%的结晶紫溶液；37 ℃孵育

15 min 后，去除多余的结晶紫，用 PBS 缓冲液

洗涤 3 次；37 ℃干燥 30 min 后加入 100 μL 无

水乙醇，孵育 5 min。用连续波长多功能酶标仪

测量 OD595。按照公式(2)计算生物膜抑制率。 

生物膜抑制率= 1 2

1

100%A A
A
− ×          (2) 

式(2)中：A1为对照组 OD595；A2为处理组 OD595。 

1.6  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球

菌细胞膜的影响 
1.6.1  对核酸和蛋白质外泄的影响 

在锥形瓶中加入 20 mL 菌液，处理组添加槲

皮素溶液，最终浓度分别为 1/2 MIC 和 1/4 MIC，

以不添加槲皮素的菌液为对照。37 ℃、170 r/min
振荡培养 6 h。分别取 3 mL 于 5 000 r/min 离心

5 min，取上清液，测定 OD280 和 OD260。 
1.6.2  对生存活力的影响 

在锥形瓶中加入 20 mL 菌液，处理组添加

槲皮素溶液，最终浓度分为 1 MIC、1/2 MIC、

1/4 MIC，以不添加槲皮素的菌液为对照。

37 ℃、170 r/min 振荡培养 6 h。取 3 mL 菌液于

5 000 r/min 离心 5 min，收集细菌，用 PBS 缓

冲液洗涤 3 次，重悬于生理盐水。取 100 µL 重

悬液，加入 100 µL 吖啶橙和 PI 的混合染液，

充分混匀，在室温条件下避光孵育 15 min。取

10 µL 滴在载玻片上，固定后覆盖 18 mm 盖玻

片。通过激光共聚焦显微镜成像，在激发波长

为 488 nm 和 561 nm 波长下观察染色效果。 
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1.7  槲皮素在牛乳房炎金黄色葡萄球

菌细胞内蓄积测定 
参考 Vergalli 等[17]方法并作修改。分别取

对数期的牛乳房炎金黄色葡萄球菌菌液 20 mL
置于不同锥形瓶中，分别添加槲皮素溶液使终

浓度分别为 1/2 MIC 和 1/4 MIC，于 37 ℃、

170 r/min 培养。在第 2、4、6 h 分别取出 3 mL
菌液于 8 000 r/min 离心 5 min，取上清液经

0.22 μm 微孔滤膜过滤，扫描荧光光谱。荧光光

谱参数设置：激发波长为 370 nm，发射波长为

475 nm，荧光光谱仪扫描范围为 450−550 nm，

狭缝宽为 2 nm。 
1.8  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球

菌膜蛋白的影响 
1.8.1  对膜蛋白二级结构的影响 

分别取对数生长期牛乳房炎金黄色葡萄球

菌菌液 20 mL，置于不同锥形瓶中。处理组添

加槲皮素溶液，终浓度为 1/4 MIC，以不添加槲

皮素的菌液为对照。于 37 ℃、170 r/min 培养

6 h 后于 5 000 r/min 离心 5 min，用 PBS 缓冲液

洗涤 3 次，收集菌体，真空冷冻干燥，扫描红

外光谱。傅里叶变换红外光谱参数设置：仪器

分辨率为 4 cm−1，扫描次数为 32 次，傅里叶变

换红外光谱仪扫描范围为 500−4 000 cm−1。 
1.8.2  对膜蛋白三级结构的影响 

分别取对数生长期的牛乳房炎金黄色葡萄

球菌菌液 20 mL 置于不同的锥形瓶中。处理

组添加槲皮素溶液，终浓度分别为 1/2 MIC、

1/4 MIC、1/8 MIC，以不添加槲皮素的菌液为

对照。37 ℃、170 r/min 培养 6 h。取 3 mL 菌液

于 3 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液。用 PBS
缓冲液洗涤 3 次，重悬于生理盐水，扫描荧光

光谱。荧光光谱参数设置：激发波长为 285 nm，

发射波长为 340 nm，狭缝宽为 5 nm，荧光光谱

仪扫描范围为 290−400 nm。 

1.9  分子对接 
在 PubChem 数据库下载槲皮素(CAS: 117-39-5)

的3D分子结构。在PDB数据库下载酪氨酰-tRNA
合成酶(ID: 7ap3)的 3D 分子结构。采用 PyMoL 
2.4.0 软件去除酪氨酰-tRNA 合成酶表面多余的

水分子和原有的配体。运用 AutoDock 4.26 可视

化软件进行分子对接模拟。用 Discovery Studio 
2019 软件绘制二维图。 

1.10  数据处理 
数据的整理与归一化处理采用 Excel 2021

软件；作图使用 Origin 2021 软件；分子对接和

可视化采用 PyMoL 2.4.0 软件和 Discovery 
Studio 2019 软件。采用 t 检验进行两组之间显

著性比较，P<0.05 表示差异显著，P>0.05 表示

差异不显著。 

2  结果与分析 
2.1  牛乳房炎金黄色葡萄球菌的药物

敏感性 
牛乳房炎金黄色葡萄球菌对 15 种抗菌药

敏感性的检测结果见表 1。结果显示，该菌对

阿莫西林、青霉素、头孢曲松、头孢噻呋、阿

米卡星等抗菌药表现为敏感，对氨苄西林、四

环素、氟苯尼考、卡那霉素、链霉素等抗菌药

表现为耐药。 

2.2  槲皮素抗牛乳房炎金黄色葡萄球

菌抑菌作用特征 
2.2.1  槲皮素及抗菌药对牛乳房炎金黄色

葡萄球菌的 MIC 和 MBC 
槲皮素、氨苄西林、恩诺沙星和多西环素

对牛乳房炎金黄色葡萄球菌的 MIC 和 MBC 见

表 2。结果显示，槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄

球菌的 MIC 和 MBC 分别为 256 µg/mL 和   
512 µg/mL，抗菌能力与氨苄西林相当，低于恩

诺沙星和多西环素。 
2.2.2  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌

生长曲线的抑制作用 
槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌的生长

曲线影响见图 1。由图 1 可知，相较于对照，浓 
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表 1  牛乳房炎金黄色葡萄球菌对抗菌药的敏感性 
Table 1  Susceptibility of Staphylococcus aureus 
causing bovine mastitis to antibiotics 
Antibiotic Sensitivity 

Amoxicillin S 

Penicillin S 

Ampicillin R 

Ceftriaxone S 

Cefotaxime S 

Gentamicin R 

Neomycin S 

Streptomycin R 

Doxycycline I 

Tetracycline R 

Florfenicol R 

Enrofloxacin I 

Polymyxin S 

Amikacin S 

Kanamycin R 

R：耐药；I：中介；S：敏感。 
R: Drug resistance; I: Intermediary; S: Sensitivity. 

 
表 2  槲皮素及抗菌药对牛乳房炎金黄色葡萄球菌

的最小抑菌浓度和最小杀菌浓度 
Table 2  The minimum inhibitory concentration 
(MIC) and minimum bactericidal concentration 
(MBC) of quercetin and antibiotics against 
Staphylococcus aureus causing bovine mastitis 
Antibiotic MIC (µg/mL) MBC (µg/mL) 

Quercetin 256 512 

Ampicillin 512 512 

Enrofloxacin 4 8 

Doxycycline 32 32 

 
度分别为 1 MIC 和 1/2 MIC 时，槲皮素可明显抑

制牛乳房炎金黄色葡萄球菌生长；浓度为 2 MIC
时，槲皮素完全抑制牛乳房炎金黄色葡萄球菌

生长。槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌具有

良好的抑制作用，呈浓度依赖性。 
2.2.3  杀菌曲线特征 

槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌的杀菌

曲线见图 2。相较于对照，浓度为 1 MIC 时，槲 

 
 
图 1  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌生长曲线

的影响 
Figure 1  Effect of quercetin on the growth curve 
of Staphylococcus aureus causing bovine mastitis. 
 

 
 
图 2  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌的杀菌

作用 
Figure 2  Bactericidal effect of quercetin on 
Staphylococcus aureus causing bovine mastitis. 
 
皮素能够杀灭部分细菌。浓度为 2 MIC 时，槲皮

素能够在 12 h 内完全杀灭细菌。槲皮素对牛乳

房炎金黄色葡萄球菌呈现良好的杀菌作用。随

着浓度增加，杀菌作用增强。 
2.2.4  联合抗菌作用 

槲皮素联合抗菌药对牛乳房炎金黄色葡萄

球菌的联合抑菌指数见表 3。结果显示，槲皮

素联合氨苄西林、恩诺沙星和多西环素抗牛乳 
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表 3  槲皮素联合抗菌药对牛乳房炎金黄色葡萄球菌的抑菌指数 
Table 3  Inhibition index of quercetin and antibiotics against Staphylococcus aureus causing bovine mastitis 
Drug combination Drug MICalone MICunite FICI Action 
Quercetin+ampicillin Quercetin 256 64 0.50 Synergistic 

Ampicillin 512 128 
Quercetin+enrofloxacin Quercetin 256 128 0.75 Additive 

Enrofloxacin 4 1 
Quercetin+doxycycline Quercetin 256 64 0.50 Synergistic 

Doxycycline 32 8 
 
房炎金黄色葡萄球菌抑菌指数分别为 0.50、
0.75、0.50，呈现协同或相加作用。 
2.3  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球

菌生物膜的抑制作用 
槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌生物膜

抑制作用见图 3。相较于对照，浓度为 1/4 MIC
时，槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌生物膜

的抑制率为 20.56%；浓度为 1/2 MIC 时，槲皮

素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌生物膜的抑制率

为 63.43%。槲皮素能够抑制牛乳房炎金黄色葡

萄球菌生物膜形成，达到抗菌作用。 
2.4  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球

菌细胞膜的影响特征 
2.4.1  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌的

核酸和蛋白质外泄影响的结果 
槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌核酸和

蛋白质外泄的影响见图 4。相较于对照，经槲

皮素处理后，牛乳房炎金黄色葡萄球菌菌液中核

酸的 OD260 (图 4A)和蛋白质的 OD280 (图 4B)显著

升高(P<0.05)。结果表明，槲皮素对该菌的细胞

膜有破坏作用，使细胞膜通透性增强，导致细

胞内的核酸和蛋白质外泄，从而增加了上清液

中核酸和蛋白质含量。 
2.4.2  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌

生存活力影响的结果 
槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌生存活

力的影响见图 5。对照的细菌均发出绿色荧光

(图 5A)，说明菌体活性好；经浓度为 1/4 MIC
槲皮素处理后，虽然大部分细菌仍发出绿色荧

光，但已有少量细菌显示红色荧光(图 5B)，说 

 
 
图 3  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌生物膜抑

制作用   不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 
Figure 3  Inhibition of Staphylococcus aureus causing 
bovine mastitis biofilm by quercetin. Different lowercase 
letters indicate significant differences (P<0.05). 

 
明部分细菌细胞膜受损；经浓度为 1/2 MIC 槲皮

素处理后，大部分的细菌呈现红色荧光(图 5C)，
说明 PI 染料进入细菌细胞，细菌细胞膜受到损

伤；经浓度为 1 MIC 槲皮素处理后细菌均呈现

红色荧光，细菌细胞膜受损(图 5D)。由此可见，

随着槲皮素浓度增加，细菌细胞膜受损增强，

细胞膜通透性增加，细菌细胞加速死亡。 
2.5  槲皮素在牛乳房炎金黄色葡萄球

菌细胞内蓄积 
槲皮素在牛乳房炎金黄色葡萄球菌菌液中

的荧光强度见图 6。浓度为 1/4 MIC 和 1/2 MIC
时，随着时间变化，槲皮素的荧光强度显著下

降(P<0.05)，表明菌液中槲皮素的浓度降低。说

明槲皮素在牛乳房炎金黄色葡萄球菌菌体内的

浓度逐渐增加，有利于槲皮素产生抗菌作用。 
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图 4  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌核酸(A)和蛋白质(B)外泄的影响   不同小写字母表示差异显

著(P<0.05)。 
Figure 4  Effects of quercetin on nucleic acid (A) and protein (B) leakage of Staphylococcus aureus causing 
bovine mastitis. Different lowercase letters represent significant differences (P<0.05). 

 

 
 
图 5  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌生存活力的影响   A：对照；B：1/4 MIC 槲皮素；C：1/2 MIC
槲皮素；D：1 MIC 槲皮素。 
Figure 5  Effect of quercetin on the survival viability of Staphylococcus aureus causing bovine mastitis. A: 
Control; B: 1/4 MIC quercetin; C: 1/2 MIC quercetin; D: 1 MIC quercetin.
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2.6  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球

菌膜蛋白的影响特征 
2.6.1  对膜蛋白二级结构影响的结果 

牛乳房炎金黄色葡萄球菌膜蛋白傅里叶变

换红外光谱见图 7。酰胺Ⅰ带峰位的变化主要由 
 

 
 
图 6  槲皮素在牛乳房炎金黄色葡萄球菌菌液的荧光

强度    同一浓度不同小写字母表示差异显著

(P<0.05)。 
Figure 6  Fluorescence intensity of quercetin in 
bacterial fluid of Staphylococcus aureus causing 
bovine mastitis. Different lowercase letters at the same 
concentration indicate significant differences (P<0.05). 
 

 
 
图 7  槲皮素处理前后牛乳房炎金黄色葡萄球菌的

傅里叶变换红外光谱图 
Figure 7  Fourier transform infrared spectroscopy 
(FTIR) of Staphylococcus aureus causing bovine 
mastitis without and with quercetin. 

氨基酸残基 C=O 基团的伸缩振动引起。相较于

对照，经槲皮素处理后，牛乳房炎金黄色葡萄球

菌的谱图特征无明显变化，但透射率降低。酰胺

Ⅰ带峰值从 1 638.38 cm−1 偏移到 1 642.96 cm−1，

说明槲皮素与牛乳房炎金黄色葡萄球菌膜蛋白

C=O 基团产生结合作用，并引起菌体膜蛋白构

象变化。 
1 610−1 640 cm−1 和 1 640−1 650 cm−1 内峰

值分别反映菌体蛋白的 β-折叠和无规则卷曲结构

特征。相较于对照，经槲皮素处理后，1 638.38 cm−1

峰位偏移 4.58 cm−1，偏移到 1 642.96 cm−1。说

明菌体蛋白已由 β-折叠转变成无规则卷曲，致

密性降低，强度减弱，空间构象发生变化。 
酰胺Ⅱ带峰主要由氨基酸残基 C-N 基团和

N-H 基团伸缩振动引起。相较于对照，经槲皮素

处理后，1 548.36 cm−1 峰位偏移 24.42 cm−1，表

明菌体蛋白中的 C-N 和 N-H 基团与槲皮素产生

结合作用。 
2.6.2  对膜蛋白三级结构影响的结果 

槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌膜蛋白

荧光强度影响见图 8。与对照相比，经不同浓度

槲皮素处理后，牛乳房炎金黄色葡萄球菌膜蛋 
 

 
 
图 8  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌膜蛋白荧

光强度影响 
Figure 8  The effect of quercetin on fluorescence 
intensity of Staphylococcus aureus causing bovine 
mastitis membrane protein. 
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白最大发射峰的峰位未产生明显位移。随着槲

皮素浓度增加，膜蛋白荧光强度逐渐降低。槲

皮素诱导膜蛋白发生结构性的卷曲或者折叠变

化，导致部分已经外露的生色基团被大分子蛋

白质重包埋起来，引发荧光猝灭。说明槲皮素

能够改变细菌膜蛋白的空间构象，引起细胞损

伤，从而抑制或杀灭细菌。 
2.7  分子对接结果 

槲皮素与酪氨酰-tRNA 合成酶分子对接见

图 9。结果显示，槲皮素与酪氨酰-tRNA 合成酶

通过范德华力与 Thr43、Asp41、Phe40、Gly73、
Tyr175、Asn126、Asp182、Leu71、Tyr37、Gln179、
Gln195、Gln201 氨基酸残基相互作用。槲皮素

与 Gly39、Asn126、Arg89 氨基酸残基以氢键结

合，氢键距离分别为 3.3、2.5、2.6 nm。槲皮素

与酪氨酰-tRNA 合成酶之间通过范德华力和氢

键结合，结合能为−9.0 kcal/mol，结合稳定，从

而抑制酶活性。 

3  讨论 
3.1  牛乳房炎金黄色葡萄球菌耐药性 

金黄色葡萄球菌携带溶血毒素、杀白细胞

素及血浆凝固酶等多种致病因子，通过黏附素

介导的黏附作用和生物膜形成实现宿主定殖，

经奶牛乳头导管或皮肤破损处入侵乳腺组织、

引发化脓性感染(如乳房炎)，其代谢产物及菌体

可通过乳汁分泌污染牛奶，同时多重耐药性不

断增加，导致抗菌药治疗效果降低[18-19]。Shahid
等[20]研究表明，奶源金黄色葡萄球菌对氨苄西

林、四环素、氟苯尼考、卡那霉素和链霉素表现

为耐药，与本研究结果一致。Mphahlele 等[21]检测

了 50 株奶源金黄色葡萄球菌对 12 种抗菌药的

耐药情况，结果发现金黄色葡萄球菌对红霉素、

阿莫西林和氨苄西林耐药率分别达到 62%、62%、

46%。张小玉等[22]研究发现，74 株牛乳房炎金黄

色葡萄球菌对林可霉素、青霉素和恩诺沙星的

耐药率分别为 71.62%、67.57%、67.57%；说明 
 

 
 
图 9  槲皮素与酪氨酰-tRNA 合成酶对接可视化图   A：分子对接 3D 图；B：分子对接 2D 图。 
Figure 9  Visualization of docking between quercetin and tyrosine-tRNA synthase. A: Molecular docking 
3D diagram; B: Molecular docking 2D diagram. 
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奶源金黄色葡萄球菌对恩诺沙星、氨苄西林等

药物呈较高耐药性，这与本研究结果一致。然

而本研究中的牛乳房炎金黄色葡萄球菌对阿莫

西林和青霉素敏感，但对氨苄西林、四环素、

氟苯尼考、卡那霉素、链霉素等抗菌药表现为

耐药。说明虽然来源不同的牛乳源金黄色葡萄

球菌对药物的敏感性有差异，但都表现出多重

耐药。鉴于牛乳房炎金黄色葡萄球菌耐药性增

强，研究新的候选药物特别是从天然产物中发

现新药物是克服病原菌耐药最有效的方法[23]。 
3.2  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球

菌抑菌作用 
测定了槲皮素抗牛乳房炎金黄色葡萄球菌

的作用，结果显示，槲皮素具有良好的抑菌和

杀菌作用。槲皮素与氨苄西林和多西环素联合

呈现协同作用，与恩诺沙星联合呈现相加作用。

Goswami 等[24]研究表明，槲皮素对金黄色葡萄

球菌的 MIC 为 256 µg/mL，与庆大霉素和环丙

沙星联合抑菌指数均为 0.75，呈现相加作用。

与本研究结果一致，说明槲皮素具有良好的抗

金黄色葡萄球菌作用，能够与抗菌药联合抗菌，

与喹诺酮类药物联合呈现相加作用。究其原因，

与槲皮素能够提高细菌细胞的膜通透性、抑制

生物膜形成和抑制外排泵活性，从而增强抗菌

药抗菌作用有关[25-26]。 
3.3  槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球

菌抑菌机制 
金黄色葡萄球菌极易黏附在非生物或生物

表面形成生物膜，更容易产生耐药性[27]。刘盼

盼[28]的研究表明，槲皮素能够抑制 sarA 基因转

录和下调 SarA 蛋白的表达量，抑制金黄色葡萄

球菌生物膜形成。Ma 等[29]研究表明，槲皮素显

著降低金黄色葡萄球菌生物膜代谢活性和生物

膜基质成分产生，从而抑制生物膜形成。二者

均从作用机制方面探讨了槲皮素对金黄色葡萄

球菌生物膜的抑制作用。本研究采用结晶紫染

色法，研究了槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌

生物膜的抑制作用，证实了槲皮素对牛乳房炎金

黄色葡萄球菌生物膜的抑制率达到 63.43%。 
增强细胞膜通透性是天然药物的主要抗菌

作用机制。Wang 等[30]采用透射显微镜观察到，

浓度为 10 MIC 时，槲皮素破坏金黄色葡萄球菌

细胞膜的结构完整性，致使细胞膜变薄、染色

质裂解及核空化。观察天然药物对细菌细胞膜

通透性的方法多样。本研究采用紫外分光光度

计测定和细菌生存活力观察等方法，分析槲皮

素对金黄色葡萄球菌细胞膜通透性的影响，揭

示了槲皮素能够增强细胞膜的通透性，达到抗

菌作用。 
蛋白中羰基基团、氨基基团振动的红外

光谱与 α-螺旋、β-折叠、β-转角、无规则卷

曲结构相关 [31] 。蛋白红外光谱的酰胺 Ⅰ带    
(1 600−1 700 cm−1)、酰胺Ⅱ带(1 500−1 600 cm−1)
是蛋白二级结构最重要特征[32]。段雪娟等[33]通

过 傅 里 叶 红 外 变 化 光 谱 (Fourier transform 
infrared spectroscopy, FTIR)试验研究肉桂精油

抗金黄色葡萄球菌作用，结果表明，肉桂精油

导致菌体蛋白二级结构呈现一定程度的松散

性，与本研究结果一致。槲皮素引起菌体蛋白

β-折叠转变为不规则卷曲结构，降低蛋白结构

强度。说明改变细菌菌体蛋白二级结构是天然

药物产生抗菌作用的一种途径。 
当抗菌药与膜蛋白发生结合反应时，膜蛋

白构象会发生改变，内部的氨基酸发色基团会

暴露至细胞膜表面[34]。金黄色葡萄球菌膜蛋白

中色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸具有内源荧光，

其荧光强度的变化可反映膜蛋白空间构象的变

化。靳汝霖[35]的研究表明，经浓度为 1/2 MIC
咖啡酸处理后，金黄色葡萄球菌膜蛋白荧光强

度明显减弱，咖啡酸直接与膜蛋白氨基酸残基

结合，使其荧光强度减弱。咖啡酸通过影响金

黄色葡萄球菌细胞膜蛋白构象产生抗菌作用。

本研究的槲皮素与咖啡酸具有相似的作用机

制。槲皮素能够与牛乳房炎金黄色葡萄球菌

膜蛋白结合，导致其构象发生改变，产生抗

菌作用。 
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酪氨酰-tRNA 合成酶是细菌中蛋白质合成

的关键酶，能够催化氨基酸与其对应的 tRNA
结合，生成氨酰-tRNA[36]。金黄色葡萄球菌的

酪氨酰-tRNA 合成酶是其生存所必需的，可以作

为药物筛选的靶点。药物通过抑制酪氨酰-tRNA
合成酶活性能够抑制金黄色葡萄球菌繁殖，达

到抗菌作用[37-38]。Shukla 等[39]通过分子对接预

测透明质酸对金黄色葡萄球菌的抑制作用，结

果表明，透明质酸通过范德华力和氢键与酪氨

酰-tRNA 合成酶结合，结合能为−6.13 kcal/mol，
导致细胞裂解和细菌细胞死亡，产生杀菌作用。本

研究采用分子对接法分析了槲皮素与酪氨酰-tRNA
合成酶结合特征。与透明质酸作用相似，槲皮

素通过范德华力和氢键与酪氨酰-tRNA 合成酶

结合，产生抑制作用。槲皮素与酪氨酰-tRNA
合成酶结合的结合能为−9.0 kcal/mol，结合能力

强于透明质酸。Liang[40]研究了槲皮素与酪氨酸

酶结合作用，结果显示，槲皮素通过氢键和疏

水作用力与酪氨酸酶结合，产生抑制作用。在

作用力方面，与本研究有一定的差异，说明槲

皮素与不同的酶结合作用力存在差异性。总之，

酪氨酰-tRNA 合成酶是槲皮素抑制金黄色葡萄

球菌的潜在靶蛋白。 

4  结论 
槲皮素对牛乳房炎金黄色葡萄球菌具有良

好的抗菌作用，能够增强细菌的细胞膜通透性、

抑制生物膜形成、影响菌体膜蛋白二级和三级

空间构象，以及抑制酪氨酰-tRNA 合成酶活性

等。研究结果为牛乳房炎病防治的新型天然药

物开发提供了理论支持。 
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