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研究报告 

黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌生物膜的抑制作用 

景春娥  李萍  杜欣军  伍小密  王硕* 
(天津科技大学食品工程与生物技术学院 食品营养与安全教育部重点实验室  天津  300457) 

 
 

摘  要：【目的】分析黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌生物膜的抑制作用。【方法】采用 XTT 法评价黄

芩苷对阪崎克罗诺杆菌起始粘附性及生物膜内细菌细胞活性的影响，并且采用荧光实时定量 PCR 

(Quantitative real-time PCR，qRT-PCR)检测了阪崎克罗诺杆菌生物膜相关基因 glpQ、nlpD、gsiB、

deoB、luxS、sdiA 的表达水平。【结果】黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌的抑制效果呈剂量依赖型。黄

芩苷对阪崎克罗诺杆菌的 MIC80 值为 1 024 mg/L，该浓度的黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌 BAA-894

和 IQCC10423 菌株生物膜的抑制率分别为 83.7%和 53.2%。浓度为 2 048 mg/L 的黄芩苷能够通

过降低阪崎克罗诺杆菌的粘附性来抑制新生物膜的形成。另外，实时定量 PCR 结果表明黄芩苷

可能通过下调阪崎克罗诺杆菌生物膜相关基因的表达来抑制其生物膜的形成。【结论】黄芩苷有

可能被作为抗菌剂以预防和灭活阪崎克罗诺杆菌生物膜。 

关键词：阪崎克罗诺杆菌，生物膜，黄芩苷 

Inhibition of Cronobacter sakazakii biofilms by baicalin 
JING Chun-E  LI Ping  DU Xin-Jun  WU Xiao-Mi  WANG Shuo* 

(College of Food Engineering & Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Key Laboratory of 
Food Nutrition and Safety, Ministry of Education, Tianjin 300457, China) 

Abstract: [Objective] We studied the inhibition of Cronobacter sakazakii biofilm by baicalin. 
[Methods] XTT reduction assay was used to evaluate the effects of baicalin on the early adhesion of C. 
sakazakii planktonic cells and the activity of sessile cells in biofilms. Quantitative real-time PCR 
(qRT-PCR) was used to determine the expression level of the biofilm-associated genes, including glpQ, 
nlpD, gsiB, deoB, luxS, and sdiA. [Results] The inhibition of C. sakazakii biofilms by baicalin was 
dose dependent. MIC80 of baicalin against C. sakazakii was 1 024 mg/L, with 83.7% inhibition of C. 
sakazakii ATCC BAA-894 and 53.2% of C. sakazakii IQCC10423. In addition, 2 048 mg/L of baicalin 
inhibited the adherence of C. sakazakii at its earlier development of new biofilms. qRT-PCR results 
demonstrated that baicalin could down-regulate the expression of biofilm-associated genes in C. 
sakazakii and further inhibited its biofilm formation. [Conclusion] Baicalin could be potentially used 
as an antimicrobial to inhibit C. sakazakii biofilms. 
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阪崎克罗诺杆菌(Cronobacter sakazakii)属于肠

杆菌科克罗诺杆菌属，是一种无芽孢、有周生鞭毛、

能运动、兼性厌氧的革兰氏阴性杆菌[1]。阪崎克罗

诺杆菌不是动物和人类肠道内正常菌群，而是一种

食源性条件致病菌，它可以引起人类不同年龄组，

尤其是新生儿和免疫功能不全的婴幼儿的疾病，包

括坏死性小肠结肠炎、菌血症和脑膜炎等[2]。阪崎

克罗诺杆菌具有生存温度范围广、抗渗透压能力强

以及高效的生物膜形成能力[3]，这些特征是其在食

品加工行业传播并且成为潜在污染源的重要原因。

由于杀菌剂在食品加工环节和家庭环境中被过度

使用，导致了耐药菌株的耐药性不断增加，以致于

这些耐药菌株对临床使用的重要抗生素出现了交

叉抗药性[4]。多重耐药已成为治疗感染性疾病的世

界性难题，因此为了解决细菌的抗药性与食品添加

物安全性的问题，研究和开发抗菌中药是当务之

急。黄芩苷是从黄芩根中提取分离出来的一种黄酮

类化合物[5]，具有抑菌[6-7]的药理作用。此外，有研

究发现，黄芩苷可以抑制铜绿假单胞菌生物膜的形

成[8]。目前，使用黄芩苷抑制阪崎克罗诺杆菌及其

生物膜的研究很少。本研究通过微孔板法体外建立

阪崎克罗诺杆菌生物膜模型，观察黄芩苷对阪崎克

罗诺杆菌生物膜的作用，并且使用实时定量荧光

PCR 检测了与阪崎克罗诺杆菌生物膜形成有关基

因的表达量变化，从而推测黄芩苷抑菌机制，为中

药预防和控制阪崎克罗诺杆菌及其生物膜相关感

染提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌种、试剂与仪器 

1.1.1  材料：C. sakazakii ATCCBAA-894 购自美国

菌种保藏中心，是已经测序菌株；C. sakazakii 

IQCC10423 购自工业微生物菌种保藏中心，是本实

验室从不同阪崎克罗诺杆菌中筛选到的生物膜形

成能力较强的菌株。 

1.1.2  试剂与仪器：LB 培养基(Luria-Bertani)[3]购自

北京陆桥技术有限公司；PBS 培养基(g/L)：NaCl 

8.00，KCl 0.20，Na2HPO4 1.44，KH2PO4 0.24，pH 7.4；

黄芩苷(Baicalin)，购自中国食品药品检定研究院，

110715-201318；二甲基亚砜、XTT、乳酸钠(L-Lactic 

acidsodium salt)、甲萘醌(Menadione)、多利培南

(Doripenem)购自 Sigma 公司。酶标仪购自 Thermo

公司；紫外分光光度仪、Mgstercycler ep realplex 实

时荧光定量 PCR 仪，Eppendorf 公司；96 孔微量培

养板购自 Corning 公司。药物母液配制：黄芩苷用

二甲基亚砜溶解为 6.4 g/L 的药物母液，多利培南用

0.85%生理盐水溶解为 6.4 g/L 的药物母液，−20 °C

保存备用。 

1.2  实验方法 

1.2.1  细菌悬液的制备：为保证每次接种菌的生物

活性尽量保持一致，平板划线挑取单菌落接种到盛

有 5 mL 液体 LB 培养基的试管中，37 °C、150 r/min

恒温振荡培养 12 h 得到种子液；4 °C、3 000×g 离

心 5 min，弃上清，收集菌体沉淀；然后用无菌的

PBS 缓冲液重悬菌体，4 °C、3 000×g 离心 5 min，

重复 3 次，收集菌体沉淀，用新鲜的液体 LB 培养

基重悬菌液；按照比例，菌液:甘油(4:1，体积比)

加入到 1.5 mL Eppendorf 管中混 ，用封口膜封口，

−20 °C 保存备用。由于菌传代越多，细菌生物膜的

生长情况越不好，每次实验均采用第二代菌株[9]。

培养均采用以下条件：接种 100 μL 休止细菌悬液于

10 mL 液体 LB 培养基中，于 37 °C、150 r/min 恒温

振荡培养过夜；按 1%的接种量转接后同样条件培

养 2 h，菌液在 600 nm 处测 OD 值，并将其调至 0.1，

取 1.0 mL 菌液 3 000g 离心 5 min，弃上清，加入

1 mL 液体 LB 培养基用于后续实验。 

1.2.2  阪崎克罗诺杆菌生物膜形成能力测定方法：

参考文献[10]，在 96 孔细胞培养板上测定阪崎克

罗诺杆菌菌膜形成能力，具体方法步骤如下：在

96 孔细胞培养板中分别加入 40 μL 菌液和 160 μL

的 LB 培养基，在恒温培养箱中 37 °C 培养 24 h，

以未接种菌体的 LB 培养基为对照；用酶标仪在

600 nm 读数，测菌体吸光度；用 PBS 洗 3 次，剧

烈摇动去除未粘附细菌，在室温下干燥固定生物膜
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15 min；加入 200 μL 0.1%的结晶紫染料进行染色

30 min；用无菌水冲洗至对照孔为无色；用 200 μL 

95%乙醇溶解生物膜中的染料，室温静置 10 min；

将溶解的液体转入新的 96 孔细胞培养板用酶标仪

在波长 595 nm 处测定吸光值。 

1.2.3  药敏试验菌悬液的配制：根据药敏反应液终

浓度，菌液稀释调整为 1×105−5×105 CFU/mL，直

接加入药敏板。 

1.2.4  药敏反应板的制备：参考文献[11]，采用倍比

稀释法，取无菌 96 孔细胞培养板，于每排 1 号孔加

LB 液体培养基 100 μL 作空白对照；3−11 号孔各加

新鲜配制的菌液 100 μL；2 号孔加一定浓度的菌液

和受试化合物溶液混合液 200 μL；12 号孔阴性对照

孔不含药物，只加菌液 100 μL 作阳性生长对照。

2−11 号孔进行倍比稀释，使各孔的最终药物浓度分

别为 2 048、1 024、512、256、128、64、32、16、

8、4 mg/L 为一组或 64、32、16、8、4、2、1、0.5、

0.25、0.125 mg/L 为一组，各孔中二甲基亚砜含量

均低于 1%，各药敏板于 37 °C 恒温培养。 

1.2.5  阪崎克罗诺杆菌最低抑菌浓度(Minimum 

inhibitory concentration，MIC)的判定：将配制好

的药敏反应板于 37 °C 恒温箱中培养 24 h，用酶标

分析仪于 600 nm处测OD值。与阴性对照孔相比(不

含药液只有菌生长)，以 OD 值下降 80%以上的最低

浓度孔中的药物浓度为 MIC80 (细菌生长 80%被抑

制时的药物浓度)。当药物的 MIC80 值超过测定浓度

范围时，按以下方法进行统计，MIC80 值为最低浓

度或在最低浓度以下时，不作区别，均计为

“≤0.125 mg/L”。上述实验均平行操作 3 次，当 MIC80

值能准确重复或只差一个浓度时才被接受，并以较

高浓度作为 MIC80 值；当 MIC80 值相差两个浓度以

上时，则需重新实验，直到符合要求为止[12]。 

1.2.6  XTT 法(XTT-reduction assay)：根据文献

[11-13]将 XTT 以饱和溶液的形式 0.5 g/L 保存在乳

酸盐林格液中，用 0.22 μm 的滤膜过滤除菌、分装，

−70 °C 保存；甲萘醌以 100 mmol/L 溶解于二甲基

亚砜中，−20 °C 保存。在每次使用之前，从冰柜中

取出分装的 XTT 与甲萘醌，常温溶解。XTT-甲萘

醌混合溶液中 XTT 终浓度为 0.5 g/L，甲萘醌终浓

度为 1 mmol/L。将 100 μL 配制好的 XTT-甲萘醌溶

液加入用 PBS 洗过的生物膜生长孔和对照孔中。将

培养板 37 °C 避光培养 90 min。用酶标仪波长

490 nm 处测定吸光度值。 

1.2.7  不同浓度黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌生物膜

的抑制作用：将调整好浓度的菌悬液，接种至 96 孔

细胞培养板，37 °C 培养 1 h，弃去上清，用 PBS

清洗 2 次，洗去未粘附的菌体，这一阶段为预粘附

阶段；然后加入用新鲜培养基配制的不同浓度的黄

芩苷 0、256、512、1 024 和 2 048 mg/L，另设空白

对照孔(只加培养基)与阴性对照孔(未加药的生物

膜生长对照)以及阳性对照孔(多利培南)，37 °C 培

养，24 h 形成生物膜，取出培养板，PBS 洗去未粘

附细菌，加入 XTT-甲萘醌溶液，将培养板 37 °C 避

光培养 90 min。用酶标仪波长 490 nm 处测定吸光

度值。 

1.2.8  加入黄芩苷不同时间对阪崎克罗诺杆菌生

物膜形成的影响：(1) 预粘附阶段不加黄芩苷：将

调整好浓度的菌悬液，接种至 96 孔细胞培养板，

37 °C 培养 1 h，弃上清，用 PBS 清洗 2 次，洗去未

粘附的菌体，这一阶段为预粘附阶段；然后加入新

鲜液体 LB 培养基，37 °C 培养 0、1、3、5、7、12、

24 h，弃上清，在生物膜形成的不同阶段，加入新

鲜液体 LB 培养基稀释的浓度为 2 048 mg/L 的黄芩

苷，另设空白对照孔(只加培养基)与阴性对照孔(未

加药的生物膜生长对照)，24 h 后 XTT 法测定对生

物膜的抑制率。(2) 预粘附阶段加入黄芩苷：浓度

为2 048 mg/L的黄芩苷和调整好浓度的菌悬液同时

接种至 96 孔细胞培养板，37 °C 培养 1 h，弃上清，

用 PBS 清洗 2 次，洗去未粘附的菌体，这一阶段为

预粘附阶段；加入新鲜液体 LB 培养基，37 °C 培

养 0、1、3、5、7、12、24 h，弃上清，在生物膜

形成的不同阶段，加入新鲜液体 LB 培养基稀释的

浓度为 2 048 mg/L 的黄芩苷，设空白对照孔(只加

培养基)与阴性对照孔(未加药的生物膜生长对照)，
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24 h 后 XTT 法测定对生物膜的抑制率。 

1.2.9  细菌 RNA 提取与反转录 cDNA：菌体收集：

黄芩苷(2 048 mg/L)与菌液混合液 200 μL 接种至

96 孔板，37 °C 培养 1 h，弃上清，PBS 清洗 2 次，

洗去未粘附的菌体；加入新鲜 LB 培养基 37 °C 培

养 24 h，弃上清，加入 2 048 mg/L 的黄芩苷，其中

阳性对照不加药液，37 °C 培养 24 h 后收集菌体，

用于总 RNA 的提取。RNA 提取与反转录 cDNA：

利用 EZNA™ Bacterial RNA Kit (Omega Bio-Tek，

Norcross，GA，USA)按照操作步骤提取总 RNA，

−80 °C 保藏。紫外分光光度仪检测 RNA 的纯度和

浓度，OD260/OD280 值应大于 1.8。根据反转录试剂

盒 PrimeScript™ RT Reagent Kit (TaKaRa Bio-Inc，

Otsu，Shiga Japan)，按 10 μL 体系配制反转录混和

反应液，反应液配制在冰上操作。逆转录的 cDNA

保存于−20 °C。 

1.2.10  荧光实时定量PCR (qRT-PCR)：选择与鞭

毛组成相关的基因motA、motB、 flhD、 flhC及

fliM[14-16] ，与生物膜形成相关的基因 luxS[17] 、

sdiA[18]、glpQ[19]、nlpD、deoB及gsiB[10]。参照已经

测序的阪崎克罗诺杆菌BAA-894基因序列，通过

Primer 5.0软件设计实时定量引物(表1)。 T2 C 方法

用于比较不同样本之间基因的表达量变化[20]。16S 

rRNA基因作为内参基因 [1]。利用SYBR® Premix 

ExTaq II (TaKaRa Bio Inc.，Otsu，Japan)方法进行荧

光实时定量PCR，按20 μL体系在冰上操作配制反应

液：SYBR® Premix ExTaq II (Tli RNaseH Plus) 10 μL，

PCR forward/reverse primer (10 μmol/L) 0.8 μL；

50 mg/L cDNA模板2.0 μL；dH2O (无RNase) 6.4 μL。

应用Mastercycler ep realplex实时荧光定量PCR仪

操作，反应程序如下：95 °C 30 s；95 °C 5 s，60 °C 

30 s，40个循环；添加熔解曲线：95 °C 15 s，60 °C 

15 s后，经过20 min逐渐升至95 °C并且维持15 s。不

含cDNA模板的体系作为阴性对照。做3次独立的实

验，每个样品做3个平行。 

1.3  数据处理 

采用 SPSS 16.0 软件处理，对相关数据进行统 

表 1  荧光实时定量 PCR 基因引物序列 
Table 1  List of primer sequences used in qRT-PCR 

Primer Sequence (5′→3′) Size (bp)

motA-F GGATGATGTCGTGCTGATTT 172 

motA-R GATGGCTTTCCCGTTGTT  

motB-F CGCCGCATAAGTTTGCTGGTA 141 

motB-R TTGGGACGGTGTTGGGTTTG  

flhD-F TCAGGATAAAGCGTCTGCGA 97 

flhD-R AGCCAGTTTCACCATTTGCG  

flhC-F CGCCAAAAGGTATGTTGCCC 165 

flhC-R GGCATTGCTCCAGGTACAGA  

fliM-F GCCGCTTCCCGACTAAA 145 

fliM-R TCTGAACGCACATACTCCAC  

luxS-F TTGCGTGCCGAACAAAGAAG 104 

luxS-R TCTCTACACCGTTGCCGTTC  

sdiA-F GCTCCTGAAAACCGAAACGC 139 

sdiA-R TTCCGCCTGGTAATGCTCAA  

glpQ-F CTGGCGATTGGCGTAATGTC 146 

glpQ-R TCCTGCTCAAGGTAATCCGC  

nlpD-F GCAGCAAAGGACAGGCAATC 133 

nlpD-R TCGTTATGGGCGTAGGCACT  

gsiB-F AAAGAGATTGTCGTGGCCGT 171 

gsiB-R GTCATCCGACACGCTGTAGT  

deoB-F ACTGGGGCTATTTCACCGAC 106 

deoB-R GAGGAGTGGCAGTTACCGAG  

ampC-F GCAGCAAGACGGCAAAC 137 

ampC-R CATCGGGCACAAAGAGC  

ESA_00047-Fa ACCCGCAGAAGAAGCAC 148 

ESA_00047-R GCAGTTCCCAGGTTGAG  

注：a 内参：16S rRNA 基因. 

Note: aInternal control: 16S rRNA gene. 
 

计分析。 

2  结果与分析 

2.1  阪崎克罗诺杆菌生物膜形成能力比较 

阪崎克罗诺杆菌 BAA-894 和 IQCC10423 的生

物膜形成能力具有极显著差异(P<0.01)， OD595 值

分别为 0.169 和 0.740 (图 1)。 
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图 1  阪崎克罗诺杆菌生物膜形成能力比较 

Figure 1  Comparison of biofilm formation levels by 
different C. sakazakii strains 
Note: **: P<0.01. 
 

2.2  黄芩苷与多利培南对阪崎克罗诺杆菌的

MIC80 

黄 芩 苷 对 阪 崎 克 罗 诺 杆 菌 BAA-894 和

IQCC10423 的 MIC80 值为 1 024 mg/L (图 2)，多利

培南对阪崎克罗诺杆菌 MIC80 值<0.125 mg/L。 

2.3  不同浓度黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌生物膜

形成的影响  

采用不同浓度的黄芩苷处理阪崎克罗诺杆菌 
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图 2  不同浓度黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌的抑制 
Figure 2  Inhibitory effect of baicalin at different 
concentrations against C. sakazakii cells 

BAA-894 和 IQCC10423，培养 24 h 后 XTT 法测

定对生物膜的抑制率。结果表明，与对照组相比

较，1 024 mg/L 和 2 048 mg/L 的黄芩苷对阪崎克罗

诺杆菌 BAA-894 生物膜的抑制率分别为 83.7% 

(P<0.01)和 85.0% (P<0.01)，同时对阪崎克罗诺杆菌

IQCC10423 的抑制率分别为 53.2% (P<0.01)和

66.9% (P<0.01) (图 3)。 

采用不同浓度的多利培南处理阪崎克罗诺杆

菌 BAA-894 和 IQCC10423，培养 24 h 后 XTT 法测

定对生物膜的抑制率，结果表明，与对照组相比较，

64 mg/L 的多利培南对阪崎克罗诺杆菌 BAA-894 和

IQCC10423 生物膜的抑制率分别为 93.6% (P<0.01)

和 85.8% (P<0.01) (图 4)。 

2.4  黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌粘附功能及其生

物膜发展的影响 

阪崎克罗诺杆菌 BAA-894 和 IQCC10423 分别

在预粘附 1 h 阶段不加黄芩苷(预粘附未加药组)或

加入 2 048 mg/L 黄芩苷(预粘附加药组)后，在生物

膜形成的不同阶段(0、1、3、5、7、12、24 h)加入

2 048 mg/L 黄芩苷，24 h 后 XTT 法测定对生物膜的

抑制率。结果表明，对菌株 BAA-894 预粘附未加

药组与预粘附加药组相比较，在生物膜形成的 0、5、 
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图 3  不同浓度黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌生物膜的影响 
Figure 3  Effects of different concentrations of baicalin on 
C. sakazakii biofilm formation 
Note: **: P<0.01. 
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图 4  不同浓度多利培南对阪崎克罗诺杆菌生物膜的影响 
Figure 4  Effects of different concentrations of doripenem 
on C. sakazakii biofilm formation 
Note: **: P<0.01; *: P<0.05. 

 
24 h阶段对菌株BAA-894的抑制率分别为 91.7%和

92.2%、70.6%和 79.6% (P<0.05)、30.0%和 40.1% 

(P<0.05) (图 5)；对菌株 IQCC10423 预粘附未加药

组与预粘附加药组相比较，在生物膜形成的 0、5、

24 h 阶段对菌株 IQCC10423 的抑制率分别为 86.4%

和 93.3% (P<0.05)、69.0%和 85.4% (P<0.05)、25.2%

和 35.8% (P<0.05) (图 5)。与预粘附未加药组相比

较，预粘附阶段加入黄芩苷能够降低菌株的粘附能

力，从而增强了对生物膜的抑制作用。 

2.5  黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌生物膜相关基因

表达量的影响 

采用荧光实时定量 PCR 法测定了阪崎克罗诺

杆菌与生物膜相关基因的 mRNA 表达水平(图 6)。

与对照组相比较，被 2 048 mg/L 黄芩苷处理过的阪

崎克罗诺杆菌 BAA-894 和 IQCC10423 生物膜中，

一些与生物膜相关的基因表达量下调，分别为鞭毛

合成基因 motA、motB、flhC、flhD、fliM；与生物

膜形成有关的基因 glpQ、nlpD、gsiB、deoB；生物

膜群体感应因子转录调节子 luxS 与 sdiA；基因

ampC 与细菌抗生素抗性有关。 
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图 5  黄芩苷加入的不同时间对阪崎克罗诺杆菌生物膜

形成的影响 
Figure 5  Effects of different addition times of baicalin on 
C. sakazakii biofilm formation 
注：A：1 h 预粘附阶段不加黄芩苷；B：1 h 预粘附阶段加

黄芩苷；*：P<0.05. 

Note: A: No baicalin was present during the initial 1 h 
adhesion period; B: Baicalin was present during the initial 1 h 
adhesion period; *: P<0.05. 
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图 6  黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌的生物膜相关基因表达

量的影响 
Figure 6  Effects of baicalin on expression of 
biofilm-associated genes in C. sakazakii 
Note: A: 0 mg/L baicalin; B: 2 048 mg/L baicalin (BAA-894); C: 
2 048 mg/L baicalin (IQCC10423). 
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3  讨论 

黄芩苷是中药黄芩根部的有效活性成分，临床 

上该药物具有抗炎免疫、抑菌、解痉及利尿等药理

作用，对于多种疾病具有很好的疗效，但其对阪崎

克罗诺杆菌生物膜的作用此前未见报道。 

生物膜内部细菌具有广泛的异质性，并且对各

种外界的环境刺激敏感性均很低，尤其对抗菌剂的

敏感性很低[21-22]。由于多利培南对肠杆菌科细菌具

有较好的杀灭作用[23]，因此本实验采用多利培南作

为对照，证实实验方法正确有效，多利培南对阪崎

克罗诺杆菌 MIC80 值<0.125 mg/L。Kaniga 等[23]发

现多利培南对肠杆菌科的环丙沙星抗性菌株和

超广谱 β-内酰胺酶产生菌株的 MIC90s 值分别为

0.50 mg/L 和 0.25 mg/L。因此，多利培南对肠杆菌

科抗药性细菌引起的感染疾病的治疗是有临床应

用价值的。本研究中黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌

BAA-894 和 IQCC10423 的 MIC80 值为 1 024 mg/L。

杨明等[6]的研究发现从黄芩中提取的黄芩苷对大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的体外 MIC 值分别为

500 mg/L 和 200 mg/L。付爽等[24]的研究发现黄

芩苷对粪肠球菌的 MIC 值为 2 000 mg/L，浓度为

8 000 mg/L 时，对粪肠球菌生物膜有显著的抑制作

用。Wang 等[25]的研究发现黄芩苷对游离白色念珠

菌的 MIC 值为 500 mg/L，对生物膜内部菌体的 50%

抑菌浓度为 2 000 mg/L。 

在阪崎克罗诺杆菌生物膜抑制实验中使用的

XTT 法，在不破坏生物膜结构的条件下能检测出生

物膜中菌细胞的活性[26-28]。由于阪崎克罗诺杆菌

IQCC10423 比 BAA-894 的生物膜形成能力强，从而

增强了对菌的保护作用。黄芩苷浓度为 1 024 mg/L

时，对阪崎克罗诺杆菌 BAA-894 和 IQCC10423 生

物膜的抑制率分别为 83.7%和 53.2%。多利培南浓

度为 64 mg/L 时，对阪崎克罗诺杆菌 BAA-894 和

IQCC10423生物膜的抑制率分别为93.6%和85.8%。

在两株菌中生物膜形成的不同时间阶段，加入

2 048 mg/L 黄芩苷，对阪崎克罗诺杆菌生物膜的抑 

制率不同。5 h 前为粘附期，加入黄芩苷可明显抑

制生物膜的形成，在 24 h 时，黄芩苷对成熟生物

膜的抑制率明显下降。两株菌的预粘附阶段与

2 048 mg/L 黄芩苷共孵育可增强对生物膜的抑制作

用。由于菌体的粘附能力可能决定着生物膜持续形

成和发展的命运，细菌的不可逆粘附发生在细菌表

面附属结构的锚定和细胞外多聚物质的产生[29]，

不可逆粘附在 4−20 °C 时通常发生在 20 min 到 4 h

内[30-31]，此阶段的菌体不容易被清除。汪长中等[32]

的研究发现，100、50、10 mg/L 黄芩苷均能有效抑

制白念珠菌芽管形成及对口腔上皮细胞的粘附。杜

仲业等[33]的研究发现，当黄芩苷浓度≥256 mg/L 时，

能清除金黄色葡萄球菌成熟的生物膜，并且能够通

过降低金黄色葡萄球菌的粘附性以抑制新生物膜

的形成。Zeng 等[34]的研究发现 200 μmol/L 黄芩苷

能够抑制铜绿假单胞菌生物膜形成。陈艳等[35]的研

究发现浓度为 256 mg/L 的黄芩苷联合万古霉素可

协同破坏建模 3 d 的金黄色葡萄球菌生物膜。黄莹

莹等[36]的研究发现黄芩苷对金黄色葡萄球菌 17546

的 MIC 值为 2 048 mg/L，用 256 mg/L 的黄芩苷与

左氧氟沙星联合应用，可显著增强左氧氟沙星对金

黄色葡萄球菌生物膜的清除作用。 

在研究黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌生物膜相关

基因表达量影响的实验过程中，在 1 h 预粘附阶段

加入了 2 048 mg/L 黄芩苷，可能会影响到在生物膜

形成的起始阶段以及生物膜发展阶段行使粘附功

能的基因的表达量。经过黄芩苷处理后，与鞭毛合

成以及运动有关的基因表达量都出现了下调。细菌

的运动性在细菌致病过程中发挥着重要的作用[37]。

基因 flhC 与 flhD 是鞭毛基因的转录调控因子，能

根据环境因素的变化控制鞭毛相关基因的表达[14]。

基因 motA、motB、fliM 与鞭毛运动有关，有助于

细菌生物膜的形成。Barken 等[15]发现鞭毛在铜绿假

单胞菌生物膜形成的起始阶段起很重要的作用。

Wood 等[16]的研究发现，在大肠杆菌中，与野生株

相比较，基因 motA 缺陷菌株的生物膜形成能力下
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降，并且无法形成成熟的生物膜结构。阪崎克罗诺

杆菌也具有鞭毛并且能够运动。Hartmann 等[38]的研

究发现阪崎克罗诺杆菌鞭毛与生物膜的形成有关，

并且有助于其粘附到上皮细胞 Caco-2。 

此外，与对照组相比较，被 2 048 mg/L 黄芩苷

处理过的阪崎克罗诺杆菌 BAA-894 和 IQCC10423

生物膜中，一些与生物膜相关的基因表达量下调，

例如，与生物膜形成有关的基因 glpQ、nlpD、gsiB、

deoB 以及生物膜群体感应因子转录调节子 luxS 与

sdiA。基因 glpQ 在阪崎克罗诺杆菌 BAA-894 中可

能参与宿主的粘附与侵袭以及生物膜的形成[19]。通

过对阪崎克罗诺杆菌 IQCC10423进行EZ-TN5转座

子基因突变研究发现，基因 nlpD、gsiB、deoB 与

阪崎克罗诺杆菌生物膜的形成有关[10]。细菌在完成

粘附后，细菌群体感应系统在生物膜形成的过程中

发挥着重要作用，群体感应系统残缺的细菌不能形

成完整的生物膜系统，易对抗菌剂敏感[39-40]。Lehner

等[3]的研究发现在阪崎克罗诺杆菌中具有生物膜形

成能力的菌株能够通过表达群体感应信号分子 N-

酰基高丝氨酸内酯(N-acylated homoserine lactones，

AHLs)调控生物膜的形成。阪崎克罗诺杆菌中基因

sdiA 编码群体感应转录激活因子，通与细胞信号分

子结合调控群体感应因子的表达[18]。基因 luxS 与群

体感应因子 AI-2 的合成有关，并且影响生物膜成熟

结构的形成[17]。Brackman 等[41-42]的研究发现黄芩

苷对酰基高丝氨酸内酯群体感应系统缺陷株没有

显著抑制作用(P>0.05)，而对野生株中相应的群体

感应系统相关基因的表达量极显著下调(P<0.01)，

黄芩苷可能作为群体感应抑制剂(Quorum sensing 

inhibitors)提高妥布霉素对铜绿假单胞菌生物膜的

抑制作用。因此，我们推测黄芩苷可能通过下调阪

崎克罗诺杆菌起始粘附相关基因和生物膜群体感

应系统相关基因的表达，从而降低阪崎克罗诺杆菌

的粘附能力以及对外界环境压力的耐受性，在一定

程度上抑制生物膜的形成。虽然生物膜群体感应系

统在生物膜形成与发展及在生物膜耐药性方面的

确切作用机制并不完全清楚，但是，对生物膜群体

感应信号分子抑制剂的使用是一种有潜力的生物膜

防治方法[43-44]，尚需进行深入研究。 

与对照组相比较，被 2 048 mg/L 黄芩苷处理过

的阪崎克罗诺杆菌 BAA-894 和 IQCC10423 生物膜

中，基因 ampC 表达量下调，基因 ampC 编码的 β-

内酰胺酶与碳青霉烯类抗生素抗性有关[45]。Müller

等[46]通过全基因组测序分析发现，阪崎克罗诺杆菌

和丙二酸盐阳性克罗诺杆菌中具有编码 β-内酰胺

酶的基因，从而对氨苄青霉素和头孢菌素表现出了

耐药性。与其浮游态细菌相比较，生物膜细菌的耐

药性较强，多重耐药性是生物膜群落协同作用的表

现[47]。消除 R-质粒成为逆转耐药的一个研究方向。

陈群等[48]在研究中发现黄芩提取物对大肠杆菌耐

药 R-质粒具有消除作用。刘克等[49]的研究发现黄芩

苷对携带 R-质粒的铜绿假单胞菌株 PA16 中 R-质粒

的体内外消除率分别为 12.0%和 5.1%。汪东海等[50]

的研究发现黄芩苷能够消除鲍曼不动杆菌低水平

耐药菌株携带的质粒，恢复菌株对庆大霉素和环丙

沙星的敏感性。梁军等[51]分析了耐药性与质粒之间

的关系，探讨耐药质粒在细菌间的传递方式，结果

表明耐药菌株的质粒可编码 β-内酰胺酶，且耐药质

粒可通过接合转移方式传递至感受态大肠杆菌。张

晓玲等[52]研究发现 8 mg/L 黄芩苷与氨曲南联用后

对多重耐药鲍曼不动杆菌的抗菌活性有协同作用，

氨曲南为 β-内酰胺类抗菌药物，黄芩苷可能通过抑

制 β-内酰胺酶、质粒消除逆转多重耐药鲍曼不动杆

菌对氨曲南的耐药性。菅凌燕等[53]研究发现黄芩苷

可增强左氧氟沙星对体外黏液型铜绿假单胞菌生

物膜内藻酸盐的降解作用，降低细菌的耐药性。

Huang等[54]研究发现黄芩苷能够降低一些多重耐药

性幽门螺杆菌菌株对羟氨苄青霉素和四环素的

MIC 值，可能与黄芩苷处理后敏感性菌株中多重耐

药基因 hefA 的表达量下调有关。Liu 等[55]研究发现

用 16 mg/L 的黄芩苷协同苄基青霉素处理耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌与盘尼西林抗性金黄色葡萄球
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菌后，苄基青霉素对两类菌株的 MICs 值分别从

125 mg/L 和 250 mg/L 降低至 4 mg/L 和 16 mg/L。

鉴于黄芩苷的低毒性，黄芩苷可以作为潜在的控制

β-内酰胺类抗性细菌感染的临床药物[56]。本研究中

黄芩苷能够降低基因 ampC 的表达，因此我们推测

黄芩苷可能降低阪崎克罗诺杆菌对常规抗生素的

耐药性，与抗生素联合使用可能会具有协同增效作

用，能发挥更强大的抗菌效果，中药对细菌耐药具

有逆转作用并且可减轻细菌选择压力，但是这方面

还需要进一步的研究。 

4  结论 

通过上述实验发现，黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌

BAA-894 和 IQCC10423 的 MIC80 值为 1 024 mg/L，

该浓度的黄芩苷对阪崎克罗诺杆菌 BAA-894 和

IQCC10423 菌株生物膜的抑制率分别为 83.7%和

53.2%。浓度为 2 048 mg/L 的黄芩苷，能部分清除

阪崎克罗诺杆菌的生物膜，并且能够通过降低阪崎

克罗诺杆菌的粘附性以抑制新生物膜的形成。黄芩

苷的抑菌机制之一可能是通过下调阪崎克罗诺杆

菌生物膜相关基因的表达量以抑制其生物膜的形

成能力。因此，黄芩苷有可能被作为抗菌剂以控制

阪崎克罗诺杆菌生物膜。 
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