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摘  要：【背景】金黄色葡萄球菌作为一种常见的食源性致病菌，能够对食品安全和人类健康造成

危害。化学防腐剂虽然能有效抑制食源性致病菌的生长，但也对人体健康和环境造成一定的威胁。

【目的】为了进一步开发应用植物源抑菌剂，研究水飞蓟素对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 
aureus) ATCC 25923 的抗菌机制。【方法】通过测定碱性磷酸酶活性、β-半乳糖苷酶活性和 PI 染色

研究水飞蓟素对细菌壁膜结构的影响，通过 DNA 电泳、测定细菌 DNA 和蛋白质浓度探究水飞蓟

素对细菌生物大分子的影响，同时研究水飞蓟素对多糖黏附素(polysaccharide adhesin, PIA)的合成、

细菌生物膜内细菌、成熟生物膜中蛋白质和多糖的影响，使用傅里叶变换红外光谱 (Fourier 
transform infrared spectrometry, FT-IR)分析细菌成分的变化，阐明水飞蓟素对金黄色葡萄球菌 ATCC 
25923 抗菌机制的多样性。【结果】水飞蓟素对金黄色葡萄球菌 ATCC 25923 的最低抑菌浓度(MIC)
为 0.5 mg/mL，可以通过破坏细菌的膜结构降低 DNA 和蛋白质的含量，抑制生物膜中 PIA 的合成，

破坏成熟的生物膜成分，从而达到抑制细菌生长的目的。【结论】水飞蓟素能够从多方面抑制金黄

色葡萄球菌的生长，可为植物源天然产物的进一步应用提供理论基础。 
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Silymarin inhibits the food-borne pathogen Staphylococcus 
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Abstract: [Background] As a common food-borne pathogen, Staphylococcus aureus can do 
harm to food safety and human health. Although chemical preservatives can inhibit the growth 
of food-borne pathogens, they pose a threat to human health and the environment. [Objective] 
To decipher the mechanism of silymarin in inhibiting S. aureus ATCC 25923 for the development 
of plant-derived bacteriostatic agents. [Methods] We investigated the effects of silymarin on the 
membrane structure of bacteria by measuring alkaline phosphatase, β-galactosidase activities, and 
PI staining. The effects of silymarin on the macromolecules of bacteria were explored by DNA 
electrophoresis and determination of DNA and protein concentrations in bacteria cells. 
Furthermore, the effects of silymarin on the synthesis of polysaccharide intercellular adhesion 
(PIA), bacteria in biofilms, and the proteins and polysaccharides in mature biofilms were 
explored. Fourier transform infrared spectrometry was employed to reveal the changes of bacterial 
composition. On the basis of the results, the diversity of the mechanisms of silymarin in inhibiting 
S. aureus ATCC 25923 was expounded. [Results] The minimum inhibitory concentration (MIC) 
of silymarin against S. aureus ATCC 25923 was 0.5 mg/mL. Silymarin can inhibit the growth of 
bacteria by destroying the membrane structure of bacteria cells, reducing the concentrations of 
DNA and protein, Inhibit the synthesis of PIA in biofilm, and degrading the mature biofilm 
components. [Conclusion] Silymarin can inhibit the growth of S. aureus in multiple ways, which 
is expected to provide a theoretical basis for the further application of natural products from plants. 
Keywords: silymarin; Staphylococcus aureus ATCC 25923; bacteriostatic mechanism; biofilm 
 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)作
为一种常见的食源性致病菌，可引起人类和动

物的食物性中毒和感染[1]。随着近年来抗生素

的不断使用，多重耐药性金黄色葡萄球菌的传

播正在以惊人的速度增加[2]。化学防腐剂虽能

够有效抑制食源性致病菌的生长，但它同时也

对人体健康和环境造成一定威胁。因此，植物

源天然防腐剂的开发和应用成为当下研究的热

点之一[3-5]。 
水飞蓟素(silymarin, Sily)是从水飞蓟果实

和种子中提取并与苯丙素类衍生物缩合的一种

黄酮类木脂素，可促进肝细胞再生，因此作为

治疗肝病的有效药用成分而受到广泛关注[6]。

同时有研究表明，水飞蓟素具有良好的抗氧化

活性、抗炎、抗癌、抗心血管疾病及免疫调节

等生物活性[7-9]。 
当前关于水飞蓟素抑菌方面的研究进展主

要是针对其对不同致病菌的抑菌活性探究，如

de Oliveira 等[10]测定了水飞蓟素对一些常见菌

株的最小抑菌浓度(MIC)以及其与抗菌药物联

合使用时表现出的协同作用，结果表明水飞蓟

素对大肠杆菌的 MIC 为 64 μg/mL，并且当水飞
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蓟素与抗生素阿米卡星联合使用时对金黄色葡

萄球菌的 MIC 为 1.22 μg/mL，与庆大霉素联合

使用时其 MIC 为 9.76 μg/mL。Evren 等[11]的研

究中评估了水飞蓟素对几种革兰氏阳性标准菌

株和革兰氏阴性标准菌株的抗菌作用，其 MIC
均为 60–241 μg/mL，且水飞蓟素对革兰氏阴性

菌的抑制作用要小于革兰氏阳性菌，而关于水

飞蓟素抑菌机制的研究却鲜有报道，这极大地

限制了水飞蓟素的应用，针对这种不足，本研

究旨在从金黄色葡萄球菌 ATCC 25923 膜结构

的完整性和通透性、细菌 DNA 和蛋白质的含

量、对生物膜的影响等方面评价水飞蓟素对金

黄色葡萄球菌的抗菌活性和作用方式，为进一

步利用植物源活性物质对抗食源性致病菌提

供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 
ATCC 25923 购自中国普通微生物菌种保藏管

理中心。 

1.2  主要试剂和仪器 
水飞蓟素，西安云悦生物科技有限公司；

二甲基亚砜(DMSO 分析纯)，天津市科密欧化

学试剂有限公司；碱性磷酸酶检测试剂盒，南

京城建生物工程研究所；细菌基因组 DNA 快速

抽提试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公

司；BCA 蛋白质定量检测试剂盒和 PI 染料，北

京索莱宝科技有限公司；脑心浸液琼脂，青岛海

博生物技术有限公司；刚果红，阿拉丁试剂有限

公司；异硫氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate, 
FITC)，飞净生物科技有限公司；荧光增白剂，

西格玛奥德里奇贸易有限公司。 
紫外-可见分光光度计，上海舜宇恒平科学

仪器有限公司；超声细胞破碎仪，宁波新芝生

物科技股份有限公司；真空冷冻干燥机，Christ
公司；荧光显微镜，ZEISS 公司；傅里叶变换

中远红外光谱仪，Bruker 公司；多功能酶标仪，

上海 Tecan 实验器材有限公司；超微量分光光

度计，赛默飞世尔科技公司。  

1.3  培养基 
胰酪大豆胨琼脂培养基(TSA)和胰酪大豆

胨肉汤培养基(TSB)，北京奥博星生物技术有限

责任公司；刚果红培养基(g/L)：脑心浸液琼脂

53.0，刚果红 4.0，蔗糖 36.0；M9 乳糖诱导培

养基(g/L)：磷酸氢二钠 12.80，磷酸二氢钾 3.00，
氯化钠 0.50，氯化铵 1.00，硫酸镁 0.50，氯化

钙 0.01，乳糖 5.00。 

1.4  MIC 的测定 
MIC 的测定采用 Fei 等[12]的方法并稍作修

改。准备足够的经灭菌后冷却至 50 ℃的 TSA
培养基，加入不同质量浓度水飞蓟素 (1% 
DMSO 溶解)并调整终浓度分别为 0.1、0.2、0.3、
0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9 和 1.0 mg/mL，每

个平板终体积为 30 mL，对照组只加入等量

DMSO 而未经水飞蓟素处理。培养基凝固后，

在各平板对应区域接种浓度为 1×108 CFU/mL
的金黄色葡萄球菌 ATCC25923 菌悬液(使用

TSB 培养基在 37 ℃、100 r/min 条件下过夜培

养，通过麦氏比浊法确定菌悬液浓度)，在 37 ℃
下培养 24 h 后观察细菌生长情况，MIC 值为肉

眼看不见细菌菌落生长的最低浓度，所有实验

重复 3 次。 

1.5  傅里叶变换红外光谱(Fourier transform 
infrared spectrometry, FT-IR)分析菌株 ATCC 
25923 成分变化 

参考柴瑞娟等[13]的方法并稍作修改，将金

黄色葡萄球菌 ATCC 25923 接种至含有质量浓

度为 1/2 MIC 和 MIC 的水飞蓟素溶液的 TSB 培

养基，37 ℃、160 r/min 培养过夜(6–8 h)，未用
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水飞蓟素处理的细菌为对照组。之后在 4 ℃、  
8 000 r/min 条件下离心 5 min，用 PBS 重悬    
3 次，再次离心后放入−80 ℃冰箱冷冻 2–4 h，
放入真空冷冻干燥机冷冻成粉末。最后，将冻

干粉末样品和在马弗炉中高温干燥的溴化钾粉

末在干燥条件下按照 100:1 的质量比充分混合

均匀，然后用压片机将混合物制成圆形薄膜。

采用 FT-IR 对水飞蓟素处理后的金黄色葡萄球

菌成分变化进行测定。 

1.6  Sily 处理对菌株 ATCC 25923 壁膜结构

的影响 
1.6.1  Sily 处 理 对 碱 性 磷 酸 酶 (alkaline 
phosphatase, AKP)活性的影响  

参照肖怀秋等[14]的方法并稍作修改。取培

养过夜的菌液，10 000 r/min 离心 5 min。用 PBS
缓冲液清洗 3 次，重新悬浮后将菌悬液调整至

OD600 为 0.5，分别取等体积的菌悬液并加入含

有不同浓度的水飞蓟素溶液的 TSB 中。使其终

浓度为 1/4 MIC、1/2 MIC 和 MIC。以不含水飞

蓟素含有等体积 DMSO 的菌悬液作为对照(下
同)。在 37 ℃、100 r/min 分别培养 4 h 和 8 h 后

取样并调整至相同吸光度(OD600=1.0)，按照碱

性磷酸酶试剂盒步骤进行操作。 
1.6.2  Sily 处理对 β-半乳糖苷酶活性的影响 

参照蒋思雨等[15]的方法并稍作修改。将浓度

为 1×108 CFU/mL 的菌悬液接种到含有不同浓度水

飞蓟素的 M9 乳糖诱导培养基中，37 ℃、100 r/min
分别诱导培养 4 h 和 8 h 后取样并调整至相同吸

光度(OD600=1.0)，4 ℃、10 000 r/min 离心 5 min
后取上清，加入 1 mg/mL 邻硝基苯-β-D-吡喃半

乳糖苷 (2-nitrophenyl beta-D-galactopyranoside, 
ONPG)溶液并于 37 ℃水浴 40 min 后加入 5 mL 
0.5 mol/L Na2CO3 溶液终止反应，测定 OD405 值。 
1.6.3  荧光显微镜观察细胞膜完整性 

参照 Han 等[16]的方法，将水飞蓟素以 0 MIC 

(对照组)、1/4 MIC、1/2 MIC 和 MIC 的终浓度

分别加入金黄色葡萄球菌菌悬液(1×108 CFU/mL)
中，37 ℃、100 r/min 培养 4 h 后 8 000 r/min 离

心 10 min，将所得的菌体用 PBS 缓冲液洗涤 3 次

并重悬，随后向其中加入 2 μL PI 染液，室温下

避光孵育 30 min。最后，取 10 μL 处理后的样

品进行制片，置于荧光显微镜下观察。 

1.7  Sily处理对菌株ATCC 25923 DNA和蛋

白质的影响 
1.7.1  细菌 DNA 含量的测定 

参照 Guo 等[17]的方法并稍作修改，在含有

0 MIC (对照组)、1/4 MIC、1/2 MIC 和 MIC 水

飞蓟素的 TSB 培养基中接种 25 μL 菌悬液

(1×108 CFU/mL)，在 37 ℃、100 r/min 分别培养

6 h 和 12 h 后取样，8 000 r/min 离心 10 min，
将所得的菌体用 PBS 缓冲液洗涤 3 次，重悬后

调整至相同的吸光度(OD600=1.5)。根据细菌基

因组 DNA 快速抽提试剂盒步骤进行操作，得到

的样品采用超微量分光光度计测定 DNA 含量

并进行琼脂糖凝胶电泳。 
1.7.2  细菌蛋白质含量的测定 

参照 Deng 等[18]的方法并稍作修改，菌液的

制备同 1.6.1，经超声细胞破碎仪在 300 W、工作

3 s 暂停 10 s、4 ℃条件下处理 20 min，得到的样

品采用多功能酶标仪测定 OD562，蛋白质浓度的

测定根据 BCA 蛋白质定量检测试剂盒步骤进行

操作，并根据试剂盒中公式计算蛋白质浓度。 

1.8  水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 生物膜的

影响 
1.8.1  Sily 处 理 对 生 物 膜 多 糖 黏 附 素

(polysaccharide adhesin, PIA)的影响 
参照纠敏等[19]的方法，将浓度为 1×108 CFU/mL

的菌悬液接种到刚果红培养基上。刚果红平板

中水飞蓟素的含量分别为 1/8 MIC、1/4 MIC 和

1/2 MIC 和 MIC。同时以不含水飞蓟素平板作
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为阳性对照，37 ℃静置培养 16 h，观察菌落颜

色，其中菌落颜色呈黑色的为 PIA 阳性菌株，

菌落呈红色的为 PIA 阴性菌株。 
1.8.2  Sily 处理对生物膜内活菌数的影响 

将含有不同浓度水飞蓟素的菌悬液接种于

24 孔板中，每孔 2 mL，37 ℃培养 24 h 后去掉

上清液，加入 PBS 缓冲液小心清洗 3 次，最后加

入 2 mL PBS，混匀后进行 102–108 系列 10 倍梯度

稀释。取不同稀释倍数的液体 100 μL 涂布于 TSA
培养基上，37 ℃培养 24 h 后进行菌落计数。 
1.8.3  Sily 处理对成熟生物膜内细菌的影响 

将无菌盖玻片放入装有 TSB 培养基的 6 孔

板，接种浓度为 1×108 CFU/mL 的菌悬液，

37 ℃、100 r/min 培养 24 h，待盖玻片上生物膜

成熟后移除菌悬液，用 PBS 轻柔漂洗 3 次，加

入含有不同浓度水飞蓟素的 PBS 溶液，37 ℃
孵育 4 h 后用 PI 染液染色，放入荧光显微镜下

观察。 
1.8.4  Sily 处理对成熟生物膜内蛋白质组分的

影响 
采用 Li 等[20]的方法，用 FITC 染色成熟生

物膜(成熟生物膜的制备同 1.6.3)后放入荧光显

微镜下观察。 
1.8.5  Sily 处理对成熟生物膜内多糖组分的影响 

成熟生物膜的制备同 1.6.3，用荧光增白剂

染色成熟生物膜后，放入荧光显微镜下观察。 

1.9  数据处理 
所有试验重复 3 次，试验结果使用 SPSS 

19.0 统计软件分析和处理数据，采用 Tukey 法

进行差异显著性检验。采用 image J 对荧光图进

行定量分析。 

2  结果与分析 
2.1  最小抑菌浓度(MIC)的测定结果 

实验结果中对照组均有菌落生长，且在含

水飞蓟素浓度为 0.1–0.4 mg/mL 的培养基上有

菌落生长，但在水飞蓟素浓度为 0.5–1.0 mg/mL
的培养基上，均无菌落生长，证明水飞蓟素

对 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ATCC 25923 的 MIC      
为 0.5 mg/mL。 

2.2  FT-IR 分析结果 
实验结果如图 1 所示。与对照组相比，水

飞蓟素各浓度处理组红外吸收峰强度均明显下

降，1 650 cm–1 附近的谱峰由 C=O 的伸缩振动

产生，1 550 cm–1 附近的谱峰由 N-H 弯曲振动

和 C-H 的伸缩振动产生，这两处吸收峰分别代

表细菌细胞中的蛋白质和多肽的酰胺带，     
1 500–1 200 cm–1 是复合区域，包括细菌中蛋白

质和脂肪酸中化学键的振动，在 1 080 cm–1 处

的谱峰则由核酸分子内的磷酸二酯基团的对称

和反对称伸缩振动产生[25]。 
对照组与水飞蓟素处理组相比，在上述几

处区域内的吸收峰强度明显减弱，说明细菌的

脂肪酸、蛋白质、多糖以及 DNA 的合成受到严

重影响，膜蛋白与细菌壁膜结构的完整性和通 
 

 
 
图 1  不同浓度的水飞蓟素处理的金黄色葡萄球菌

的傅里叶变换红外光谱分析 
Figure 1  Fourier transform infrared spectrometry 
analysis of Staphylococcus aureus treated with 
different concentrations of silymarin. 
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透性密切相关，胞外蛋白与胞外多糖共同构成细

菌生物膜骨架，胞内蛋白与 DNA 对细菌的生长

繁殖必不可少，以这些抑菌靶点为基础进一步探

究水飞蓟素对金黄色葡萄球菌具体的抑菌机制。 

2.3  Sily 处理对细菌壁膜结构的影响结果 
细菌的碱性磷酸酶(AKP)位于其细胞壁与

细胞膜之间，只有细胞壁受到破坏或通透性发

生改变时，AKP 才会从细胞内流出，其胞外活

性可以间接反映出水飞蓟素对金黄色葡萄球菌

细胞壁的影响 [21]。AKP 胞外活性测定结果如 
图 2A 所示，经水飞蓟素处理 4 h 后，对照组

AKP 活性为 0.18 金氏单位，1/4 MIC 组的 AKP
活性为 0.757 金氏单位，1/2 MIC 和 MIC 组的

AKP 活性分别为 1.793 和 2.453，相比于对照组

均显著提高(P<0.01)。水飞蓟素处理 8 h 后 MIC
组的 AKP 活性达到 3.697，对照组仅为 0.333，
为 MIC 组的 9% (P<0.01)。由此推断水飞蓟素

可以破坏金黄色葡萄球菌的细胞壁结构，增加

细胞壁的通透性，且呈现一定的剂量依赖性。 
β-半乳糖苷酶普遍存在于细菌的细胞质

内，乳糖可诱导 β-半乳糖苷酶的产生，邻硝基

苯-β-D-吡喃半乳糖苷(ONPG)可被 β-半乳糖苷

酶水解为黄色的邻-硝基苯酚，如果细胞膜遭到

破坏，ONPG 可进入细胞与 β-半乳糖苷酶反应，通

过测定其 OD405 值能够反映细胞膜的完整性[22]。

结果如图 2B 所示。水飞蓟素处理 4 h 后，各处

理组吸光值显著增加(P<0.01)，对照组无明显变

化，水飞蓟素的处理 8 h 后，与对照组相比，MIC
组的吸光值上升明显(P<0.01)，β-半乳糖苷酶活

性最高，结果说明水飞蓟素可以破坏细菌细胞

膜的完整性。 
PI 是一种常见 DNA 荧光染料，但其无法

进入活细胞，只有细胞膜受损使细胞死亡时，

PI 才能进入细胞与 DNA 结合，在荧光显微镜下

显示红色。为进一步探究水飞蓟素对菌株 ATCC 
25923 细胞壁膜结构的影响，使用 PI 对其进行

染色，荧光显微镜观察结果如图 3 所示，对照

组几乎无红色荧光，细菌死亡量较少，随着水

飞蓟素浓度增大，红色荧光逐渐增多，细菌因

细胞膜破损造成死亡量增加。 

 

 
 
图 2  水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 细胞壁膜结构的影响(n=3)   A：AKP 活性. B：β-半乳糖苷酶活性 
Figure 2  Effect of silymarin on cell wall membrane structure of strain ATCC 25923 (n=3). A: AKP activity. 
B: β-galactosidase activity. **: P<0.01. 
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图 3  荧光显微镜观察水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 细胞膜的影响(n=3) 
Figure 3  Effect of silymarin on cell membrane of strain ATCC 25923 was observed by fluorescence 
microscope (n=3). A: The control group. B, C and D are 1/4 MIC, 1/2 MIC and MIC groups, respectively. 
 
2.4  Sily 处理对细菌 DNA 的影响 

DNA 作为生物的主要遗传物质，对细菌的

生长繁殖必不可少。本研究通过琼脂糖凝胶电泳

和超微量分光光度计探究水飞蓟素对菌株 ATCC 
25923 DNA 的影响，实验结果如图 4、图 5 所示，

电泳结果显示不同浓度水飞蓟素分别培养细菌

6 h 和 12 h 后，其 DNA 荧光亮度均有不同程度

的减弱，其中 MIC 组的荧光条带几乎不可见，

超微量分光光度计的测定结果同样显示 MIC 组

的 DNA 含量最低(P<0.01)。 

2.5  Sily 处理对细菌蛋白质的影响 
蛋白质是细胞的重要组成部分，生命活动

离不开蛋白质的参与。本研究通过 BCA 蛋白定

量试剂盒来测定水飞蓟素对细菌蛋白质的影

响，实验结果如图 6 所示。细菌在含有不同浓 

 
 

图 4  不同浓度水飞蓟素处理的菌株 ATCC 25923
的 DNA 电泳分析(n=3) 
Figure 4  DNA electrophoresis analysis of strain 
ATCC 25923 treated with silymarin at different 
concentrations. Electrophoretic bands 2, 3, 4 and 5 
were 6 h treatment groups of 0 MIC, 1/4 MIC, 1/2 
MIC and MIC. Electrophoretic bands 6, 7, 8 and 9 
were treated with 0 MIC, 1/4 MIC, 1/2 MIC and 
MIC for 12 hours. 
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图 5  水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 DNA 的影响

(n=3) 
Figure 5  Effect of silymarin on DNA of strain 
ATCC 25923 (n=3). **: P<0.01.  
 
度水飞蓟素培养基中培养 6 h 后，低浓度的水

飞蓟素对其蛋白质含量影响较弱，MIC 组与对

照组相比蛋白质含量下降显著(P<0.01)，12 h 后

各浓度处理组蛋白质含量均有不同程度的下降

(P<0.01)，且 MIC 组含量最低。结果证明水飞蓟

素可以影响S. aureus ATCC 25923蛋白质的合成。 

2.6  Sily 处理对细菌生物膜的影响 
2.6.1  Sily 处理对生物膜内 PIA 的影响 

生物膜主要由细菌胞外基质(extracellular 
matrix, ECM)以及聚集在其中的细菌组成，ECM
主要成分为 PIA，它可以直接介导细菌对物体 

 
 
图 6  水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 蛋白质的影

响(n=3) 
Figure 6  Effect of silymarin on protein of strain 
ATCC 25923 (n=3). **: P<0.01. 
 
表面以及宿主细胞的黏附作用[23]。刚果红染料

可以与 PIA 结合，利用这一特性可以探究水飞

蓟素对细菌 PIA 合成的影响。实验结果如图 7
所示。对照组菌落呈现深黑色，而含有水飞蓟

素的刚果红培养基中黑色菌落逐渐变小变浅，

MIC 组黑色完全消失，说明水飞蓟素可以抑制

PIA 的合成，并呈现一定的剂量依赖性。 
2.6.2  Sily 处理对生物膜内活细菌数的影响结果 

采用平板菌落计数法来探究水飞蓟素对菌

株 ATCC 25923 生物膜内活菌数的影响，以此

来进一步探究水飞蓟素对生物膜的抑制作用，实 

 

 
 
图 7  水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 PIA 的影响(n=3) 
Figure 7  Effect of silymarin on PIA of strain ATCC 25923 (n=3). 
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验结果如图 8 所示。未加入水飞蓟素的对照组

生物膜内活菌数大于 108 CFU/mL，1/8 MIC
和 1/4 MIC 处理组活菌数为 106–107 CFU/mL，

抑制率达到 95.7%–98.8% (P<0.01)，1/2 MIC
处理组内活菌数为 105–106 CFU/mL，MIC 组

内活菌数仅有 104–105 CFU/mL，抑制率超过

99% (P<0.01)。 
2.6.3  Sily 处理对成熟生物膜内细菌的影响结果 

生物膜成熟后，用不同浓度的水飞蓟素处

理成熟生物膜，之后用 PI 染料浸染，在荧光显

微镜下观察水飞蓟素对成熟生物膜内细菌的影

响。实验结果如图 9 所示。对照组仅有少量红

色荧光，随着水飞蓟素浓度的增加，红色荧光

逐渐增多，说明死菌数量逐渐增加。结果证明

水飞蓟素能够以破坏或渗透生物膜的方式杀灭

细菌。 

 
 
图 8  水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 生物膜内活

菌数的影响(n=3) 
Figure 8  Effect of silymarin on the number of 
viable bacteria in strain ATCC 25923 biofilm (n=3). 
**: P<0.01. 

 

 
 
图 9  水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 成熟生物膜内细菌的影响 
Figure 9  Effect of silymarin on bacteria in mature biofilm of strain ATCC 25923. A: The control group. B, 
C, D, E and F are 1/16 MIC, 1/8 MIC, 1/4 MIC, 1/2 MIC and MIC groups, respectively. 
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2.6.4  Sily 处理对成熟生物膜组分的影响 
细菌的生物膜由多种组分构成，其中多糖

和蛋白质含量较多，二者能够相互结合，对初

期生物膜的形成、成熟生物膜结构的维持起着

至关重要的作用[24]。异硫氰酸荧光素(FITC)能
够与多种蛋白相结合在荧光显微镜下显绿色，

荧光增白剂能够与胞外多糖相结合，在荧光显

微镜下显蓝色，根据这一特性来探究水飞蓟素

对成熟生物膜组分的影响，实验结果如图 10、
图 11 所示。不同浓度的水飞蓟素处理成熟生物膜

之后，其蛋白质和多糖含量均显著减少(P<0.01)，
对照组生物膜经染色后骨架明显，聚集程度高

且生物膜较厚，经水飞蓟素处理后的生物膜变

薄且稀疏松散。 
 

 
 
图 10  水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 成熟生物膜内组分的影响 
Figure 10  Effect of silymarin on components in mature biofilm of strain ATCC 25923. A, B, C, D, E and F 
are FITC staining groups of control, 1/16 MIC, 1/8 MIC, 1/4 MIC, 1/2 MIC and MIC, respectively. G, H, I, J, 
K and L are fluorescent brightener staining groups of control, 1/16 MIC, 1/8 MIC, 1/4 MIC, 1/2 MIC and 
MIC, respectively. 
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图 11  水飞蓟素对菌株 ATCC 25923 成熟生物膜

内组分的荧光定量图分析(n=3) 
Figure 11  Fluorescence quantitative diagram analysis 
of silymarin on components in mature biofilm of 
ATCC 25923 (n=3). **: P<0.01. 
 

FITC 荧光图定量分析结果(图 11)显示，对

照组蛋白质覆盖率为 45.733%，MIC 组蛋白质覆盖

率仅为 8.233%，下降 82%。荧光增白剂荧光图定

量分析结果显示，对照组多糖覆盖率为 43.633%，

MIC 组多糖覆盖率为 7.467%，下降 82.9%。 

3  讨论与结论 
本研究从多方面研究水飞蓟素对 S. aureus 

ATCC 25923 的抑菌机制，首先从 FT-IR 结果筛

选出水飞蓟素可能的抑菌靶点，并以此为基础

进一步探讨水飞蓟素对金黄色葡萄球菌的抑菌

机制，从水飞蓟素对细菌壁膜结构影响的实验

结果来看，经水飞蓟素处理后的细菌碱性磷酸

酶、β-半乳糖苷酶活性均显著高于对照组。PI
染料染色后，水飞蓟素处理组的红色荧光明显

多于对照组，说明水飞蓟素可以破坏细菌的壁

膜结构，使壁膜的通透性发生改变，细菌运输

物质的能力降低，甚至失去选择透过性功能，

导致细菌死亡。Wang 等[26]同样根据碱性磷酸

酶、β-半乳糖苷酶活性两个指标测定了黄原胶

低聚糖对金黄色葡萄球菌壁膜结构的影响，结

果发现黄原胶低聚糖可以改变细菌细胞膜通透

性，但对细胞壁无影响。Zhou 等[27]使用荧光强

度作为指标来检测细胞外膜通透性的改变，以

β-半乳糖苷酶浓度来观察内膜通透性是否受损，

结果表明绿茶多糖 (green tea polysaccharides, 
gTPC)可提高大肠杆菌的外膜通透性，但对大肠

杆菌细胞内膜通透性无显著影响。相较于黄原低

聚糖和 gTPC，水飞蓟素对金黄色葡萄球菌壁膜

结构的破坏程度较强。 
从 DNA 电泳与 DNA 浓度测定结果来看，

低浓度水飞蓟素对细菌 DNA 影响较小，MIC
浓度下的 DNA 含量显著降低，从蛋白质浓度测

定结果来看，随着水飞蓟素浓度的增加、作用

时间的延长，蛋白质含量逐渐降低。该结果说

明水飞蓟素可以影响金黄色葡萄球菌的 DNA
和蛋白质的含量，使细菌正常的生长繁殖受到

限制，从而导致细菌的死亡。这可能是细胞壁

膜通透性增加导致 DNA 和蛋白质泄露至细胞

外，或者是 DNA 和蛋白质的合成途径被抑制导

致其含量下降。连凯琪等[28]探究 4-萜烯醇对沙

门氏菌的抗菌机制，发现不同浓度 4-萜烯醇处

理组 DNA 条带的亮度与对照组相比未发生降

解和拖带，这说明 4-萜烯醇不具有降解沙门氏

菌 DNA 的作用，并且也不与沙门氏菌的 DNA
结合。高蕊等[29]探讨了癸酸锌对金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌的抑菌机制，发现癸酸锌并不能

显著抑制菌体 DNA 和蛋白质的合成。然而本研

究中发现不同浓度的水飞蓟素均可在一定程度

上影响金黄色葡萄球菌 DNA 和蛋白质的合成，

且呈现一定的剂量依赖性。 
生物膜泛指微生物附着于接触表面，通过

分泌多糖、脂质、蛋白质、多肽和胞外 DNA 等

组成细胞外聚合物基质(extracellular polymeric 
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substrates, EPS)，并将自身包裹在其中的一种群

落聚集体，它能够帮助细菌更好地适应外界环

境，增加细菌对传统抑菌剂的抗性[30]，其中 PIA
作为细菌生物膜主要成分之一，对细菌黏附在

食物以及其他物体表面形成生物膜这一过程起

着至关重要的作用。在本研究中发现，水飞蓟

素可以显著抑制细菌 PIA 的合成，从而降低细

菌的黏附能力，并且这种抑制能力呈现一定的

剂量依赖性。袁中伟[31]在关于百里香酚抗金黄

色葡萄球菌生物被膜的研究中发现 128 μg/mL
的百里香酚就可以显著抑制金黄色葡萄球菌

PIA 的合成。本研究在菌落计数与 PI 染色实验

结果中发现，水飞蓟素处理后的细菌生物膜内

活菌数大幅减少且充斥着大量死菌，由此推测

水飞蓟素能够破坏或渗透到成熟生物膜内杀灭

细菌，为证实这一结果，采用 FITC 与荧光增白

剂对生物膜进行染色，结果发现水飞蓟素处理

后的成熟生物膜内蛋白质与多糖含量大量减

少，且生物膜变得稀疏松散，这也证明水飞蓟

素可以清除成熟生物膜内的蛋白质和多糖组

分，破坏成熟生物膜骨架。Kim 等[32]在对丁香

酚对大肠杆菌的抑菌机制研究中发现丁香酚可

以抑制生物膜的形成并对成熟生物膜具有一定

的清除作用。Yuan 等[33]发现百里香酚同样可以

清除金黄色葡萄球菌成熟生物膜，且 512 μg/mL
的 百 里 香 酚 对 成 熟 生 物 膜 的 清 除 率 达 到

82.92%，而本研究中发现 0.5 mg/mL 的水飞蓟

素对成熟生物膜的清除率也达到 82.9%，与其

研究结果一致。   
不同天然产物对不同致病菌的抑菌机制不

尽相同，本研究从 S. aureus ATCC 25923 的壁

膜结构，DNA 和蛋白质以及对生物膜的抑制作

用等方面探讨水飞蓟素对金黄色葡萄球菌的抑

菌机制，如图 12 所示。水飞蓟素可以破坏金黄

色葡萄球菌的壁膜结构，影响其 DNA 和蛋白质

含量，抑制和清除其生物膜的形成。在今后的  
 

 
 

图 12  水飞蓟素抑菌机制 
Figure 12  Bacteriostatic mechanism of silymarin. 
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研究中可以从分子水平，利用蛋白质组学、转

录组学等方法深入探讨水飞蓟素抑菌机制的多

样性，并利用其他天然产物的抑菌特性，如壳聚

糖、茶多酚等与水飞蓟素相结合制成复合保鲜剂

系统评价其对不同种类食物营养与感官的影响，

推动水飞蓟素在食品保鲜领域的实际应用。 
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