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富硒枸杞子对临床常见分离耐药菌体外抑菌活性的研究
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　　【摘要】　目的　探讨宁夏富硒枸杞子对６种临床常见分离耐药菌（金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠埃希

菌、铜绿假单胞菌、克柔假丝酵母菌、白色假丝酵母菌）体外抑菌活性的影响。方法　采用微量稀释法及滤纸片扩散

法，测定不同浓度的宁夏枸杞子对几种常见细菌和真菌的抑制效果，设置１．００、０．７５、０．５０、０．２５ｇ／ｍＬ４种枸杞子

浓度和空白对照组共５组，测定最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度（ＭＢＣ）。结果　不同浓度宁夏枸杞子提取物

对耐药菌均有一定的抑菌效果，空白对照组，０．２５、０．５０、０．７５、１．００ｇ／ｍＬ枸杞子浸出液对大肠埃希菌的抑菌环分

别为０．００、（２２．７８±０．３１）、（２３．８０±０．２９）、（２７．５７±０．４７）、（３０．８９±０．５１）ｍｍ；对铜绿假单胞菌的抑菌环分别为

０．００、（２３．０７±０．４５）、（２４．１６±０．４９）、（２９．３４±０．３９）、（３５．１６±０．３４）ｍｍ，并对铜绿假单胞菌绘制了生长曲线。不

同浓度枸杞子提取物对大肠埃希菌和铜绿假单胞菌的抑菌作用强于其他４种细菌。结论　枸杞子不同浓度提取物

对临床分离耐药菌有明显的体外抑菌效果，为进一步全面开发宁夏富硒枸杞子的药物价值提供了依据。
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　　目前，国内外科研机构竞相开展了关于枸杞化学成分分

析、药理学、免疫学、抗疲劳、抗肿瘤等基础方面的研究［１６］，为

枸杞的开发利用提供了理论支持。尽管我国对宁夏枸杞进行

了大量的研究，但对枸杞的临床耐药菌抗菌机制研究尚鲜见报

道。本文以枸杞子为原料，制备不同浓度浸出液，研究其对６

种常见临床分离耐药菌（金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠

埃希菌、铜绿假单胞菌、克柔假丝酵母菌、白色念珠菌）的体外

抑菌作用，并测定其最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度

（ＭＢＣ），分析抑菌圈直径；并根据结果绘制出铜绿假单胞菌在

提取液中的生长曲线，旨在更好地体现枸杞子的药用价值，同

时也为枸杞子的全面开发、利用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料来源

１．１．１　枸杞子　富硒枸杞子是宁夏南梁农场科技人员采用生

物转化技术培养的富含有机硒与超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性

的全天然营养性枸杞果实。

１．１．２　实验菌株　金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠埃希

菌、铜绿假单胞菌、白假丝酵母菌和克柔假丝酵母菌均由宁夏
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医科大学附属医院医学实验中心提供。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　实验仪器　电热恒温培养箱（ＤＮＰ９１６２），杭州汇尔实

验设备有限公司生产；生物安全柜ＢＨＣ１３００ⅡＡ／Ｂ３，武汉爱

斯佩科学仪器有限公司生产；全自动高压蒸汽灭菌器（ＹＱＸ

ＬＳ５０Ａ），青岛海亿特机电科技发展有限公司生产；电子天平

（ＡＬ２０３），上海精科天美仪器有限公司生产。

１．２．２　实验试剂　１０００μＬ加样器、１０～５０μＬ加样器、加样

器枪头、无菌试管、直径７５ｍｍ无菌培养皿。９５％乙醇、无菌

生理盐水均购自上海艾测电子专业销售有限公司。

１．３　研究方法

１．３．１　枸杞子浸出液的制备方法　称取全天然营养性枸杞果

实１００ｇ，加水５００ｍＬ，温度１８～２０℃，浸泡２４ｈ，文火煮沸

０．５ｈ后过滤。再将其沉渣加水４００ｍＬ浸泡４ｈ，煮沸０．５ｈ

后用细菌过滤器过滤。然后将两次的过滤液，混合加热浓缩至

１００ｍＬ，即为１００％原液，其浓度相当于生药量１ｇ／ｍＬ，－８０

℃保存。实验中再分别用蒸馏水稀释成０．７５、０．５０、０．２５ｇ／

ｍＬ，同时，以蒸馏水作为空白对照组。

１．３．２　培养基的配制　水解酪蛋白液体培养基（批号ＯＷＤ

Ｍ０２０２）、水解酪蛋白琼脂培养基（批号２０１２０７２６）、沙保罗氏

固体培养基（批号２０１２０９２１），上海江莱生物制品有限公司生

产，使用时按使用说明配制。

１．３．３　菌悬液的配制　挑取冷冻菌种适量，接种于普通肉汤

培养基试管中，２８℃培养２４ｈ，用接种环挑取菌液在琼脂平板

上划线，培养２４ｈ，挑取单个菌落接种于普通肉汤培养基培养

１６～１８ｈ。取出后用比浊仪测定菌液浓度，用无菌水制成含菌

量混浊度为０．５ＭｃＦａｒｌａｎｄ（比浊标准为１０８ＣＦＵ／ｍＬ），再将

其稀释至１０７ＣＦＵ／ｍＬ备用。

１．３．４　微量稀释法进行 ＭＩＣ的测定　将全天然营养性枸杞

果实原液用无菌蒸馏水溶解，配制为１ｇ／ｍＬ药液，用水解酪

蛋白双料液体培养基从第１管进行倍比稀释至第７管，稀释倍

数分别为１∶２、１∶４、１∶８、１∶１６、１∶３２、１∶６４、１∶１２８，各管

对应的药物浓度分别是０．５００、０．２５０、０．１２５ｇ／ｍＬ。每管加相

应受试标准菌液各５０μＬ，充分混匀，放置于３７℃培养箱培养

１８～２４ｈ。再从每一管中取培养物１０μＬ，转种到水解酪蛋白

琼脂培养基、沙保罗氏固体培养基上，用Ｌ棒涂布，置３７℃培

养箱培养１８～２４ｈ，以不生长菌落的最高药物稀释度为该药物

对该种细菌的 ＭＩＣ。做３次，取其平均值并记录实验结果。

１．３．５　ＭＢＣ的测定　吸取全天然营养性枸杞不同浓度浸出

液的 ＭＩＣ和高于 ＭＩＣ浓度的各个梯度的试管中的培养物０．１

ｍＬ，转接于营养琼脂培养基平板，３７℃下培养１８～２４ｄ后观

察有无菌落形成，无菌落形成的相应试管中的最低药物浓度即

为该浓度浸出液对供试菌的 ＭＢＣ。

１．３．６　琼脂扩散法　用无菌棉签蘸取菌液在普通琼脂平板上

作均匀密集划线，待菌液干燥后，用外径５ｍｍ的打孔器打孔，

每孔加药液２００μＬ，平放在３７℃温箱中培养２４ｈ观察结果，

测量抑菌圈直径。抑菌圈直径取３次实验结果的平均值。

１．３．７　设立对照　阴性对照：培养基不加菌；阳性对照：培养

基加相应的菌。

１．３．８　铜绿假单胞菌生长曲线的绘制　将铜绿假单胞菌培养

至对数生长期，按２％的接种量加入到含０．２５ｇ／ｍＬ全天然营

养性枸杞子的牛肉膏蛋白胨液体培养基中，放入３７℃、１２０ｒ／

ｍｉｎ摇床培养，在０～５２ｈ中每４ｈ取样一次，用可见分光光度

计在波长为５８０ｎｍ下测定其吸光度值（Ａ值），加入等量无水

乙醇为对照组，实验重复３次，取平均值。绘制枸杞子作用于

铜绿假单胞菌的生长曲线。

２　结　　果

２．１　枸杞子浸出液对６种临床常见细菌的 ＭＩＣ和 ＭＢＣ　不

同浓度的枸杞子浸出液对耐药菌均有一定程度抑菌效果，但对

铜绿假单胞菌、大肠埃希菌的抑菌作用强；对金黄色葡萄球菌

和表皮葡萄球菌抑菌作用一般；而对克柔假丝酵母菌和白色念

珠菌的相对较弱。结果见表１。

表１　枸杞子浸出液对６种临床常见细菌的 ＭＩＣ和 ＭＢＣ

菌株
金黄色

葡萄球菌

表皮

葡萄球菌

大肠

埃希菌

铜绿

假单胞菌

白假丝

酵母菌

克柔假丝

酵母菌

ＭＩＣ ０．５０ ０．５０ ＞０．５０ ０．１２５ ＞０．５０ ０．５０

ＭＢＣ ＞０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．２５０ ＞０．５０ ＞０．５０

２．２　不同浓度枸杞子浸出液对６种临床常见细菌的抑菌圈直

径比较　采用稀释法对４种不同浓度枸杞子浸出液测定金黄

色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠埃希菌、克柔假丝酵母菌、白

假丝酵母菌、铜绿假单胞菌的抑菌圈直径，随着浓度的增加，６

种细菌的抑菌圈直径增加，其中铜绿假单胞菌的增加最明显而

且抑菌圈直径最大；而白假丝酵母菌和克柔假丝酵母菌在不同

浓度下，抑菌圈直径增加不明显。结果见表２。

表２　不同浓度枸杞子浸出液对６种临床常见细菌的抑菌圈直径（狓±狊，ｍｍ）

组别 金黄色葡萄球菌 表皮葡萄球菌 大肠埃希菌 铜绿假单胞菌 白假丝酵母菌 克柔假丝酵母菌

空白对照 ０ ０ ０ ０ ０ ０

枸杞子浸出液（ｇ／ｍＬ）

　０．２５ ２０．８２±０．３７ ２０．７６±０．４１ ２２．７８±０．３１ ２３．０７±０．４５ １６．７７±０．４１ １５．９８±０．５４

　０．５０ ２１．９１±０．１９ ２１．８１±０．１４ ２３．８０±０．２９ａ ２４．１６±０．４９ａ １７．５６±０．２９ １６．３６±０．４８

　０．７５ ２３．５７±０．４０ａ ２３．３９±０．４４ａ ２７．５７±０．４７ｂ ２９．３４±０．３９ｂ １８．９７±０．３４ １６．９７±０．３４

　１．００ ２６．４８±０．４５ｂ ２６．３６±０．３９ｂ ３０．８９±０．５１ｂ ３５．１６±０．３４ｂ １９．１６±０．２３ａ １７．８６±０．４４ａ

　　注：与０．２５ｇ／ｍＬ浓度比较，ａ犘＜０．０５；ｂ犘＜０．０１。

２．３　枸杞子对铜绿假单胞菌生长曲线的影响　宁夏全天然营

养性枸杞子浸出液对铜绿假单胞菌生长曲线的影响结果见图

１。由图可知，枸杞子组中的铜绿假单胞菌在对数生长期明显

被抑制，８ｈ的抑制率最高为７７．４１％。２４ｈ时细菌浓度最高，

但Ａ值为２．２４５，比对照组小４％，随即二者均进入衰亡期，从

图中可以看出，在２８ｈ之前，枸杞子提取物严重地抑制了铜绿
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假单胞菌的生长。

图１　枸杞子对铜绿假单胞菌生长曲线的影响

３　讨　　论

伴随分子生物学、生物化学和免疫学新技术的发展，许多

研究者对于祖国传统中医中药的研发力度在逐步加强。宁夏

回族自治区中宁县是全国枸杞的最好产地，宁夏地区食物中的

含硒量极低，而通过生物技术培育的富硒枸杞，其抗氧化清除

自由基的作用得到了强化［７８］。本研究初筛的枸杞抗菌活性物

质是未知成分，其生物学性状未知，只能根据相关研究资料来

设计实验方案。预期经过一步步实验得到比较理想的抗菌肽

活性物质，为枸杞抗菌肽药效、药理学和抑菌机制的研究奠定

了理论基础。

近年来，由于抗菌药物的广泛应用，耐药菌株逐年增多，据

统计对青霉素Ｇ耐药的金黄色葡萄球菌已达９０％以上，尤其

是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）已成为医院内感染最

常见的致病菌［９１１］。本文通过测定不同枸杞子浸出液对耐药

菌的 ＭＩＣ、ＭＢＣ和测量抑菌圈直径发现，不同枸杞子浸出液对

耐药菌均有一定程度抑菌效果，其中对铜绿假单胞菌和大肠埃

希菌的抑菌作用强，而对葡萄球菌的抑菌作用一般，对白色假

丝酵母菌和克柔假丝酵母菌的抑菌作用相对较弱。初步分析，

由于革兰阳性菌和革兰阴性菌细胞壁成分、结构不同，枸杞子

对于革兰阴性菌的抑制作用明显好于革兰阳性菌［１２］，这对临

床治疗选择合适的抗生素带来了便利。

在医源性感染中由铜绿假单胞菌引起者占１０％左右，在

某些特殊病房中，如烧伤和肿瘤病房、各种导管和内镜的治疗

与检查室内，铜绿假单胞菌的感染率可高达３０％。同时，铜绿

假单胞菌对许多抗生素具有天然或获得性耐药性，甚至多重耐

药，给临床治疗带来极大困难。而本研究通过测量 ＭＩＣ、ＭＢＣ

和抑菌圈直径发现枸杞子浸出液对铜绿假单胞菌的抑菌作用

强，故绘制出铜绿假单胞菌在提取液中的生长曲线，希望能为

研究枸杞子作为抗铜绿假单胞菌新药提供了基础理论依据。

同时，充分利用枸杞资源，获得抗菌活性成分，有利于宁夏枸杞

的生产，进而有利于发展本地经济，增加产区人们的经济收入，

同时减少抗生素的大量使用，保护环境。
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