
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

%&

"

#"

#$

#X($!#XX#

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%1'%&'&00

蒲公英水提物对猪链球菌生物被膜体外干预作用

于文会%

!许
!

晶%

!魏庆微%

!姜晓文%

!单安山0

"

"

%'

东北农业大学动物医学学院!哈尔滨
%1&&*&

&

0'

东北农业大学动物科学技术学院!哈尔滨
%1&&*&

#

摘
!

要!旨在观察蒲公英水提物对猪链球菌的抑菌作用及其对生物被膜形成的干预作用(通过水提法提取蒲公英

的活性成分!利用高效液相色谱法检测蒲公英水提物中绿原酸的含量(通过微量肉汤稀释法分别测定蒲公英水提

物和绿原酸对猪链球菌的最小抑菌浓度"

eI]

#和最小杀菌浓度"

e5]

#&利用结晶紫染色"

]b

#和扫描电镜"

2:e

#

检测蒲公英水提物和绿原酸对猪链球菌生物被膜形成的影响(结果表明!蒲公英水提物中绿原酸含量为
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&蒲公英水提物对猪链球菌的
eI]

和
e5]

分别为
.0'1

和
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&绿原酸对猪链球菌
eI]

和

e5]

分别为
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和
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(扫描电镜观察可见阴性对照组细菌镶嵌于生物被膜中!细菌周围有厚厚的黏

液层!而蒲公英水提物和绿原酸均能使细菌生物被膜中的细菌数量和生物被膜的形态发生明显变化!细菌数量明

显减少!未见有黏液成分和胞外基质!二者对猪链球菌生物被膜的形成均有抑制作用!均呈剂量依赖性(结果提

示!蒲公英水提物对体外猪链球菌生物被膜形成具有抑制作用!并呈剂量依赖性&蒲公英水提物对体外猪链球菌生

物被膜形成抑制作用的主要活性成分为绿原酸(
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#是一种革

兰阳性细菌!不仅引起猪的脑膜炎'关节炎'心内膜

炎等一系列疾病!而且感染相关的从业人员!是一种

人兽共患病)

%
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(在感染的起始阶段!细菌能否定植

在宿主组织!取决于细菌被胞外基质"

8?SV<A899>9<V

;<SV$?

#包裹的生物被膜形成与否(形成生物被膜

的胞外基质来源于环境和细菌的代谢产物(细菌形

成生物被膜有利于细菌的持续性定植!抵抗宿主免

疫系统的清除!增强细菌的耐药性!增加细菌和细菌

间遗传物质的交换)

0
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(蒲公英"

:$):&6(+)

#是一种

多年生菊科植物!在我国各地均有分布!来源广泛!

价格低廉(蒲公英作为一种药用植物!具有利胆'利

尿'抗风湿'抗糖尿病及抗炎特性(蒲公英不同部位

的提取物具有不同的药理活性(蒲公英根的水提物

可以缓解酒精诱导的氧化应激反应&蒲公英叶的提

取物可以缓解高脂肪食物诱导的非酒精性脂肪肝&

蒲公英花的提取物具有抗菌活性)

*

*

(然而!蒲公英

的全草类提取物干预细菌生物被膜形成的研究!未

见国内外文献报道(蒲公英主要抗菌活性成分为绿

原酸!且含量较高!具有抗氧化'抗肿瘤'抗菌'抗病

毒'免疫调节'降糖等多种作用)

)

*

(绿原酸对铜绿假

单胞菌生物被膜)

1

*

'葡萄球菌生物被膜)

.

*

'口腔中多

种细菌的生物被膜)

3

*的形成均有抑制作用!但绿原

酸对猪链球菌生物被膜形成影响的研究!国内外文

献未见报道(为开发蒲公英在防治猪链球菌病的应

用!采用蒲公英水提物对体外猪链球菌生物被膜的

形成进行干预!探讨蒲公英抗猪链球菌的机制!为今

后蒲公英防治猪链球菌病的应用提供依据(
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材料与方法

#F#

!

材料

菌株$猪链球菌分离株!中国农业科学院哈尔滨

兽医研究所提供并鉴定&蒲公英饮片!购自中国药材

集团黑龙江省药材公司&卡尔加里生物被膜培养装

置!购自加拿大
I--#X#S8A=

有限公司&

7E5

"

7#""!

E8T$SSUV#S=

#培养基!购自中国青岛高科园海博生

物技术有限公司&绿原酸对照品!购自中国药品生物

制品检定所&乙腈和甲醇为色谱纯(

#F!

!

主要仪器

酶标仪"

2L0*/1/%

!美国
:

D

#A=

#!扫描电镜"

2!

*)&&L

!日本#!日本岛津
%&4bQ

高效液相色谱仪!

紫外检测器!

]H2*&

色谱工作站(

#FG

!

方法

%'*'%

!

蒲公英水提物制备和绿原酸含量检测
!!

称取蒲公英
0&&

C

于烧杯中!粉碎后加蒸馏水
%'.

[

!室温浸泡过夜(煎煮
*&;$-

!

%0

层纱布过滤!取

滤液(再向滤渣内加入蒸馏水
%'0[

煎煮
*&;$-

!

同样用
%0

层纱布过滤!合并滤液(滤液以
*&&&

V

+

;$-

\%

!离心
%&;$-

!取上清液!用旋转蒸发仪浓

缩至
%&& ;[

!再利用真空冷冻干燥机冻干至粉

末)

(

*

(准确称量蒲公英冻干粉末
%

C

!用
0;[

双蒸

水溶解!用
&'00

$

;

滤膜过滤!保存在
\0&Z

备用(

参照中国兽药典蒲公英的鉴定方法)

(

*

!以绿原

酸作为标准品!高效液相色谱法测得蒲公英水提物

中绿原酸含量(
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!

蒲公英水提物和绿原酸对猪链球菌最小抑

菌浓度"

eI]

#及最小杀菌浓度"

e5]

#测定
!!

eI]

的测定参照
I'H$8

C

<-"

等)

/

*微量肉汤稀释法

进行(将猪链球菌菌株接种于
7E5

琼脂平板!

*3

Z

培养过夜(取单个菌落接种于
7E5

培养基中!

*3Z

培养
%0

%

%.=

(比浊法将菌液浓度先调整为

&'1

麦氏菌悬液"

%'&k%&

(

A@>

+

;[

\%

#!然后用

7E5

培养基稀释为约
%'&k%&

.

A@>

+

;[

\%

(依次

向无菌
/.

孔细胞培养板加入
7E5

培养基!除第
%

孔加入
%.&

$

[7E5

培养基外!其余每管加入
%&&

$

[7E5

!在第
%

孔加入蒲公英水提物
)&

$

[

混匀!

然后吸取
%&&

$

[

至第
0

孔!混匀后再吸取
%&&

$

[

至第
*

孔!如此连续倍比稀释至第
%%

孔!并从第
%%

孔中吸取
%&&

$

[

弃去!第
%0

孔为不含药物的生长

对照(然后在每孔内加入上述制备好的菌液
%&&

$

[

!使每孔最终菌液浓度约为
1k%&

1

A@>

+
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!

混匀后盖好!于
*3Z

孵育
0)=

(以肉眼观察!无细

菌生长的药物最低浓度孔!即为各蒲公英水提物对

-.;8(;

的
eI]

(

.3(%
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期 于文会等$蒲公英水提物对猪链球菌生物被膜体外干预作用

从
eI]

终点孔到第
%

孔中分别吸取
1&

$

[

液

体接种于
7E5

平板上!

*3Z

温箱中孵育
0)=

(观

察结果!接种平板中未见菌体生长的最低药物浓度

为
e5]

(

%'*'*

!

猪链球菌生物膜形成能力测定
!!

参照周

永辉等)

%&

*方法!首先将猪链球菌菌株于无菌条件下

在
7E5

琼脂平板上传代
0

代进行分离!从
7E5

琼

脂平板上挑取单个菌落!接种于无菌
7E5

液体试

管中!

*3Z

恒温培养箱中培养
%(=

后!比浊法将菌

液浓度先调整为
&'1

麦氏菌悬液 "

%'&k%&

(

A@>

+

;[

\%

#!再用
7E5

液体培养基稀释!使菌液浓

度约为
%k%&

.

A@>

+

;[

\%

(每孔
0&&

$

[

菌液加到

卡尔加里装置底部板内!只含
7E5

液体培养基的

孔为对照组!

*3Z

!

1&V

+

;$-

\%摇床上培养
30=

(

设置空白对照组"

7E5

培养基#和阳性对照组"

%

%

0

环丙沙星#(参照
2'2S8

D

<-#X$A

等的方法)

%%

*分别用

空白对照组"

7E5

培养基#'阳性对照组"

%

%

0eI]

环丙沙星#'阴性对照组"猪链球菌菌液#共同培养

30=

后染色!酶标仪
1/1-;

处测定
c6

值(判断

猪链球菌生物被膜的形成能力(

%'*')

!

不同浓度蒲公英水提物及不同浓度绿原酸

对链球菌生物被膜干预作用
!!

将浊度为
&'1

麦氏

菌悬液稀释到
%'&k%&

.

A@>

+

;[

\%

!向卡尔加里生

物被膜装置每孔中加菌液和蒲公英水提物共
0&&

$

[

"浓 度 分 别 为
%

%

0eI]

'

%

%

)eI]

'

%

%

(eI]

'

%

%

%.eI]

'

%

%

*0eI]

#!另设空白对照孔"只加培养

基#和阴性对照孔"只加菌液#!每个样品
1

个重复(

*3Z

!

1&V

+

;$-

\%摇床上孵育
30=

!

Q52

清洗
0

次!固定!染色!酶标仪
1/1-;

处测定
c6

值(

%'*'1

!

蒲公英水提物及绿原酸对链球菌生物被膜

干预作用形态学观察
!!

从卡尔加里被膜装置中取

出所需观察的桩钉!并使用灭菌
Q52

"

D

E3'0

#轻轻

洗涤
*

次以去除游离菌(用
D

E3'0

戊二醛在
)Z

冰箱中固定
%=

(依次用
D

E3'0Q52

冲洗
0

次!每

次均为
%&;$-

(用
1&Y

'

3&Y

'

/&Y

乙醇各脱水一

次!每次
%&;$-

&再用
%&&Y

乙醇脱水
0

次!每次
%&

;$-

!最后用
%&&Y

乙醇与叔丁醇"

%n%

#混合液和纯

叔丁醇各脱水一次后!每次
%1;$-

(然后将样品送

电镜中心进行扫描电子显微镜下观察(

%'*'.

!

统计学处理
!!

采用
2Q22%('&

软件对相

关数据进行统计分析!结果用
B

\

m;

表示!统计资料

的比较采用单因素方差分析"

4Lcb4

#!

A

#

&'&1

有统计学意义(

!

!

结
!

果

!F#

!

蒲公英水提物中绿原酸含量

测定绿原酸标准品和蒲公英水提物最大吸收峰

的波长为
*03-;

!蒲公英水提物出现最大吸收峰的

波长与标准品的波长和时间均一致(经
EQ[]

分

离检测!蒲公英水提物在
1;$-

左右检测到的物质

为绿原酸"图
%

'图
0

#(以绿原酸标准品的系列质量

浓度
B

"

$

C

+

;[

\%

#为横坐标!峰面积
1

为纵坐标!

绘制标准曲线!得回归方程$

1

a3&00*Bj)'3k

%&

1

!

@

0

a&'////

!结果表明绿原酸进样量在
&'&0

%

&'%0

$

C

范围内线性关系良好(按中华人民共和国

兽药典第二部)

(

*方法制备供试品溶液!进样
0&

$

[

!

在
1;$-

时测得其峰面积为
0&//011

!供试品溶液

测得蒲公英水提物中绿原酸的含量为
1'(**

;

C

+

;[

\%

"图
*

#(

图
#

!

绿原酸

H2

:

F#

!

,*B-6-

:
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蒲公英水提物

H2

:

F!

!

!39E1>8693

C

A+-A7+V163/1

图
G

!

绿原酸标准曲线

H2

:

FG

!

,*B-6-

:

+.2/3/24713.4364/A6=+

!F!

!

蒲公英水提物对猪链球菌的
L?,

和
LJ,

通过微量稀释法测定了蒲公英水提物对猪链球

菌的
eI]

和
e5]

分别为和
.0'1

和
01&;

C

+

;[

\%

(

绿原酸对猪链球菌的
eI]

和
e5]

分别为和
0'1

和

%&;

C

+

;[

\%

(

!FG

!

猪链球菌生物被膜形成能力

空白对照组
c6

1/1-;

值"

&'%//&m&'&%33

#明

显低于阴性对照组
c6

1/1-;

值"

&'1(0&m&'&01/

#!

且差异极显著"

A

#

&'&%

#(阳性对照组
c6

1/1-;

值

"

&'%/)&m&'&0&3

#明显低于阴性对照组
c6

1/1-;

值!差异极显著"

A

#

&'&%

#(猪链球菌形成生物被

膜能力较强(试验结果见图
)

(

!F%

!

亚
L?,

对猪链球菌生物被膜的干预作用

0')'%

!

蒲公英水提物亚
eI]

对猪链球菌生物被膜

的干预作用
!!

%

%

0eI]

蒲公英水提物组
c6

1/1-;

值"

&'00.(m&'&*%.

#'

%

%

)eI]

蒲公英水提物组

c6

1/1-;

值"

&'0.0)m&'&*))

#'

%

%

(eI]

蒲公英水

提物组
c6

1/1-;

值"

&'*).&m&'&)&)

#'

%

%

%.eI]

蒲

公英水提物组
c6

1/1-;

值"

&').&&m&'&*3)

#'阳性

对照组
c6

1/1-;

值"

&'%/)&m&'&0&3

#均显著低于

阴性对照组
c6

1/1-;

值"

&'1(0&m&'&01/

#!差异极

显著 "

A

#

&'&%

#(

%

%

*0eI]

蒲 公 英 水 提 物 组

"

'A

#

&'&%

!差异极显著!下图同

"

'A

#

&'&%

!
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R

,$

C
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图
%

!

猪链球菌生物被膜形成能力"
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1/1-;

值"
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#!差异显著"

A

#

&_&1

#(蒲公英水提物对猪链球菌有干预作用!呈剂

量依赖性(试验结果见图
1

(

图
$

!

蒲公英水提物对猪链球菌生物被膜干预作用"
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绿原酸亚
eI]

对猪链球菌生物被膜的干预

作用
!!

%

%

0eI]

绿原酸组
c6

1/1-;

值"

&'00.(m

&_&%%.

#!

%

%

)eI]

绿原酸组
c6

1/1-;

值"

&'0.0)m

&'&1))

#!

%

%

(eI]

绿原酸组
c6

1/1-;

值"

&'*).&m

&'&01)

#!

%

%

%.eI]

绿原酸组
c6

1/1-;

值"

&').&1m

&'&*/0

#!阳性对照组
c6

1/1-;

值 "

&'%/*3m

&'&0%3

#!均 明 显 低 于 阴 性 对 照 组
c6

1/1-;

值

"

&'1//0m&'&0)%

#!差异极显著"

A

#

&'&%

#(

%

%

*0eI]

绿原酸组
c6

1/1-;

值"

&'13(0m&'&0//

#低

于阴性对照组
c6

1/1-;

值"

&'1(0(m&'&0*3

#!差异

显著"

A

#

&'&1

#(绿原酸对猪链球菌有干预作用!

呈剂量依赖性(试验结果见图
.

(

!F$

!

蒲公英水提物及绿原酸对猪链球菌干预作用

的形态学观察

扫描电镜观察!阴性对照组细菌镶嵌于生物被

膜中!细菌周围有厚厚的黏液层!而蒲公英水提物和

绿原酸均能够使细菌生物被膜发生明显变化!细菌

图
&

!

绿原酸对猪链球菌生物被膜干预作用"

9 $̂

%

D

d

e-

#

H2

:

F&

!

,*B-6-

:

+.2/3/24-8%2:1

<

26=6==@--@8->2-82B@2.M

1+6=+.12-.6-B+

"

9 $̂

%

D

d

e-

#

数减少!未见有黏液成分和胞外基质!蒲公英水提物

和绿原酸的抑制生物被膜形成与剂量相关!呈剂量

的依赖性!见图
3

'

(

(

图
(

!

扫描电镜"

X"""Y

#下不同浓度蒲公英水提物对猪链球菌生物被膜的形态学影响

H2

:

F(

!

9288+6+.1/-./+.16312-.7-83

C

A+-A7+V163/1-8E39E1>869-.>2-82B@@-6

0

*-B-

:;

-8%2:1

<

26=6==@--@8-E+6+->M

7+6=+4A.4+67/3..2.

:

+B+/16-.@2/6-7/-

0

+

"

X"""Y

#

G

!

讨
!

论

已有报道绿原酸为蒲公英中主要药效活性成

分!含量较高)

%0!%*

*

!但为了确证蒲公英水提物中绿原

酸的含量!作者利用高效液相色谱对其进行分析!结

果表明蒲公英水提物中绿原酸含量为
1'(**

;

C

+

;[

\%

!含量较高!这与报道的相一致(为了明

确蒲公英水提物对猪链球菌抑菌和杀菌作用的主要

药效成分是否为绿原酸!试验分别测定蒲公英水提

物和绿原酸对猪链球菌的最低抑菌浓度"

eI]

#和最

小杀菌浓度"

e5]

#!从测得的结果看!绿原酸的

eI]

和
e5]

均低于蒲公英水提物的浓度!而且二

者相差数十倍!表明绿原酸为蒲公英水提物中抗菌

的主要药效成分(

/3(%
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#下不同浓度绿原酸对猪链球菌生被物膜的形态学影响

H2

:

FX

!

9288+6+.1/-./+.16312-.-8/*B-6-

:

+.2/3/24-.1*+@-6

0

*-B-

:;

-8%2:1

<

26=6==@--@8->2-82B@E+6+->7+6=+4A.4+6

7/3..2.

:

+B+/16-.@2/6-7/-

0

+

"

X"""Y

#

猪链球菌在体内定植常以生物被膜形式生存!

生物被膜可以阻止和抑制巨噬细胞'白细胞'抗体及

抗生素进入生物被膜中清除或杀灭细菌!导致链球

菌反复感染!难以控制)

%)

*

(生物被膜一旦形成!膜

内细菌比浮游细菌耐药性增加
%&&

%

%&&&

倍以上!

是细菌毒力增强的重要因素(因此!筛选一种能够

抑制猪链球菌生物被膜形成药物!是治疗猪链球菌

病的关键(已有研究报道绿原酸对铜绿假单胞菌生

物被膜)

1

*

'葡萄球菌生物被膜)

.

*

'口腔中多种细菌的

生物被膜)

3

*等均有抑制作用!但绿原酸干预猪链球

菌生物被膜形成是否具有抑制作用!国内外文献未

见报 道(作 者 采 用
%

%

0eI]

'

%

%

)eI]

'

%

%

(eI]

'

%

%

%.eI]

蒲 公 英 水 提 物 及
%

%

0eI]

'

%

%

)eI]

'

%

%

(eI]

'

%

%

%.eI]

绿原酸对猪链球菌生物被膜形

成进行干预!结果表明蒲公英水提物及绿原酸对猪

链球菌生物被膜均有明显的抑制作用!并呈剂量依

赖性&电镜观察可见阴性对照组细菌镶嵌于生物被

膜中!细菌周围有厚厚的黏液层!而蒲公英水提物和

绿原酸均能使细菌生物被膜中的细菌数量和生物被

膜的形态发生明显变化!细菌数量明显减少!未见有

黏液成分和胞外基质分泌!二者对生物被膜的抑制

作用均呈剂量依赖性(

蒲公英水提物中含有多种成分!本试验只对蒲

公英水提物中的绿原酸进行考察!通过蒲公英水提

物和绿原酸对猪链球菌生物被膜的形成抑制作用进

行比较!表明蒲公英水提物中抑制猪链球菌生物被

膜形成的主要活性成分为绿原酸!但蒲公英水提物

中的其他成分对猪链球菌生物被膜形成的抑制作用

如何!有待今后进一步研究(

试验结果已经证明蒲公英水提物对体外猪链球

菌生物被膜的形成具有抑制作用!但对猪链球菌病

是否具有治疗与预防作用!还有待于今后对猪链球

菌病进行临床试验研究(

%

!

结
!

论

蒲公英水提物对体外猪链球菌生物被膜形成具

有抑制作用!并呈剂量依赖性&蒲公英水提物对体外

猪链球菌生物被膜形成抑制作用的主要活性成分为

绿原酸(
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