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青钱柳多糖抑菌活性及作用机制研究 
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摘  要: 目的  研究青钱柳多糖(Cyclocarya paliurus polysaccharides, CPP)抑菌活性及作用机制。方法  用不

同质量浓度 CPP 处理细菌后, 通过最小抑菌浓度(minimum inhibitory concentration, MIC)、抑菌生长曲线分析

CPP 对细菌的抑菌效果, 并从抑制效果最佳的受试菌菌体电导率、细胞蛋白和核酸含量、还原糖的释放、呼

吸链脱氢酶活性、脂质过氧化程度、细胞内三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)含量、细胞外碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase, AKP)活力的角度来揭示其抑菌机制。结果  CPP 对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 

aureus)、大肠杆菌(Escherichia coil)、单增李斯特氏菌(Listeria monocytogenes)和鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella 

typhimurium)有明显的抑制作用, MICs 分别为 2、4、6、6 mg/mL, 对枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的抑菌性不

明显; 对指示菌的电导率、蛋白质和核酸渗漏、还原糖释放、呼吸链脱氢酶活性、细菌脂质过氧化程度、菌体

胞内 ATP 和胞外碱性磷酸酶含量均有影响。结论  CPP 具有抑菌活性, 其抑菌性主要是破坏菌体细胞壁和细胞

膜完整性, 改变其通透性, 使得胞内大小分子物质外泄, 抑制细胞的呼吸代谢和引起氧化损失, 进而影响细胞的

生长代谢或造成细胞死亡, 达到抑菌效果。本研究结果为 CPP 的抑菌机制探究提供一定的基础数据。 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the antibacterial activity and mechanism of Cyclocarya paliurus 

polysaccharides (CPP) against common bacteria. Methods  After treating the bacteria with different mass 
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concentrations of CPP, the inhibitory effect of CPP on bacteria was analyzed by minimum inhibitory concentration 

(MIC) and growth curve. The best inhibitory effect of the tested bacteria was from the aspects of conductivity, cellular 

protein and nucleic acid content, reducing sugar release, respiratory chain dehydrogenase activity, lipid peroxidation 

degree, intracellular adenosine triphosphate (ATP) content, extracellular alkaline phosphatase (AKP) activity to reveal 

the antibacterial mechanism. Results  CPP showed significant inhibitory effects on Staphylococcus aureus, Escherichia 

coil, Listeria monocytogenes and Salmonella typhimurium, with MICs of 2, 4, 6 and 6 mg/mL, respectively. CPP showed 

no significant inhibitory effects on Bacillus subtilis. It also affected the conductivity, protein and nucleic acid leakage, 

reducing sugar release, respiratory chain dehydrogenase activity, bacterial lipid peroxidation, intracellular adenosine 

triphosphate and extracellular alkaline phosphatase content of the indicator bacteria. Conclusion  CPP has bacteriostatic 

activity. The antibacterial effect of CPP may mainly by destroying the integrity of the cell wall and cell membrane, changing 

its permeability, resulting in the release of intracellular large and small molecular substances, inhibiting the respiration and 

metabolism of cells and causing oxidative loss, thereby affecting the growth and metabolism of cells or causing cell death 

and achieving the antibacterial effect. The results of this study provide some basic data for the exploration of the 

antibacterial mechanism of CPP. 

KEY WORDS: Cyclocarya paliurus polysaccharides; bacteria; antibacterial activity; antibacterial mechanism 
 
 

0  引  言 

青钱柳[Cyclocarya paliurus (Batal.) Iljinskaja]是我国

极具开发潜力的药食同源植物, 2013 年被批准为食品原料[1]。

青钱柳叶作为甜茶饮用在民间历史悠久, 据《中国中药资

源大典》记载, 青钱柳叶可清热解毒、生津止渴[2]。大量

研究表明, 青钱柳富含多糖、三萜、黄酮和酚酸等多种活

性物质, 具有改善胰岛素抵抗、抑制消化酶活性、降血糖、

降血脂、消除自由基和抗氧化应激等作用[3‒5]。 

多糖(polysaccharides)是由单糖之间脱水形成糖苷键, 

并以糖苷键线性或分支连接而成的链状聚合物[6]。作为一

大类天然产物, 多糖广泛存在于动物、植物、微生物等有

机体中。研究发现, 从植物中提取的天然多糖具备抗氧化、

调节免疫、降血糖、抗菌、降低胆固醇和血清葡萄糖水平等

活性[7‒9]。到目前为止, 桑叶多糖[10]、牛蒡叶多糖[11]、花椒

叶多糖[12]、荷叶多糖[13]、银杏落叶多糖[14]、沙棘叶多糖[15]、

鱼腥草叶多糖[16]等天然多糖已被证明具有抑菌作用。青钱

柳多糖(Cyclocarya paliurus polysaccharides, CPP)是青钱柳

主要的活性成分之一, 目前研究主要集中在提取[17‒19]和抗

氧化[20‒21]、降血糖[22‒23]、降血脂[24‒25]、免疫调节[26‒27]等

生物活性方面, 而抑菌活性研究[28]鲜有报道, CPP 和抗菌

活性之间的关系尚未被深入研究, 抑菌机制未见报道。因

此, 本研究以青钱柳为原料制备 CPP, 并探讨其对细菌的

抑菌效果并筛选出指示菌进行抑菌机制研究, 以期为 CPP

作为功能性因子和抑菌药物的开发与应用提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌种、材料与试剂 

金黄色葡萄球菌 CMCC 26003 (Staphylococcus aureus)、

单增李斯特氏菌 ATCC 19115 (Listeria monocytogenes)、枯草

芽孢杆菌 CMCC 63501 (Bacillus subtilis)、大肠杆菌 CMCC 

44102 (Escherichia coil)、鼠伤寒沙门氏菌 ATCC 14028 

(Salmonella typhimurium)(广东省微生物菌种保藏中心)。 

青钱柳叶(宣城百草药业有限公司); LB 肉汤培养基、

LB 琼脂培养基、脑心浸出液肉汤培养基(广东环凯微生物

科技有限公司); 0.22 μm CA 醋酸纤维滤器(上海睿齐实业

有限公司); DNS 显色剂(广州和为医药科技有限公司); 三

氯乙酸(trichloroacetic acid, TCA)(分析纯)、2-硫代巴比妥

酸、碘硝基四唑紫(iodonitrotetrazolium chloride, INT)(纯度

98%)(上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 无水乙醇(分析

纯 , 成 都 市 科 隆 化 学 品 有 限 公 司 ); 磷 酸 盐 缓 冲 液

(phosphate buffer saline, PBS)(北京索莱宝科技有限公司); 

碱性磷酸酶测试盒、三磷酸腺苷含量测试盒(南京建成生物

工程研究所); BCA 蛋白浓度测定试剂盒(上海碧云天生物

技术有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

SPX-250A 生化培养箱 (上海煜南仪器有限公司 ); 

INFINITE 200 PRO 全波长酶标仪(瑞士帝肯奥地利有限公

司); BSC-1500ⅡA2-X 生物安全柜(济南鑫贝西生物技术有限

公司); UV1800PC 紫外可见分光光度计(上海菁华科技仪

器有限公司); LDZX-50KBS 立式高压蒸汽灭菌器(上海申

安医疗器械厂); SKY-211B 摇床 (上海苏坤实业有限公

司 ); TG16WS 台式高速离心机(湖南迈达仪器有限公司); 

LC-JY92-11N 超声波细胞破碎仪(上海力辰仪器科技有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  CPP 的制备与含量测定 

将药材青钱柳叶烘干, 按料液比 1:120 (g:mL)加水浸



第 2 期 卢玉翠, 等: 青钱柳多糖抑菌活性及作用机制研究 277 
 
 
 
 
 

 

泡 1 h, 热水提 3 次, 提取时间分别为 2、2、1 h, 合并滤液

进行浓缩, 随后浓缩液喷雾干燥, 粉碎, 过 80 目筛, 得到

青钱柳叶粉末。蒸馏水调 pH 为 8, 按取料液比 1:20 (g:mL)

加入青钱柳叶粉末, 沸水浴 3 h, 4000 r/min 离心 5 min 得到

上清液, 按 1:1 (V:V)比例加入 5%三氯乙酸, 振荡 30 min, 离

心去掉蛋白层, 取上清液, 加入无水乙醇静置 24 h, 以上操

作重复 2 次, 最后冷冻干燥得到粗多糖。根据公式(1)可计算

出 CPP 得率[29], 测得 CPP 纯度为 58.54%。多糖质量浓度采

用硫酸-苯酚法测定[30]。以葡萄糖质量浓度(X, mg/mL)为

横坐标 , 吸光度(Y, OD490 nm)为纵坐标 , 制作标准曲线 , 

回归方程为 : Y=0.1207X+0.0535, r2=0.9993, 线性范围为

0~0.105 mg/mL:  

CPP 得率/%= 100%
 


c V n

m
    (1) 

式中, c为待测样品的质量浓度(mg/mL); V为待测样品体积

(mL); n 为稀释倍数; m 为多糖样品质量(g)。 

1.3.2   抑菌活性实验 

(1)最小抑菌浓度测定 

分别取生长量为 106 CFU/mL 的 5 种供试菌 1 mL 和不

同浓度的 CPP, 加入到无菌液体培养基中, CPP 质量浓度分

别为 0、1、2、4、6、8、10、12 mg/mL, 以不含 CPP 的无

菌液体培养基和菌液分别为阴性和阳性对照, 每组设 3个重

复, 放入 4~8℃渗透 2 h, 在 37℃、150 r/min 条件下连续振

荡培养 24 h 后, 取 100 µL 适度稀释的菌悬液涂布于固体培

养基上 37℃培养 24~48 h后计数, 确定不同供试菌的最小抑

菌浓度(minimum inhibitory concentration, MIC)[31]。 

(2) CPP 对细菌生长曲线的影响 

参照贾睿等[32]的方法稍加修改, CPP 质量浓度分别为

0(对照)、1MIC、2MIC, 同 1.3.2 (1)条件培养, 于 2、4、6、

8、10、24 h 用酶标仪测定 OD600, 以培养时间与 OD600 的

关系绘制生长曲线。OD600 值与细菌浓度呈正相关, OD600

值越高, 表示培养物中细菌越多, 因此可根据 OD600 值评

估细菌培养物的生长情况、细菌细胞的增殖速度[33]。 

1.3.3  抑菌机制的探究 

(1) CPP 对受试菌电导率的影响 

参照周琦[34]的方法稍加修改, 将受试菌的菌液浓度调

至 106 CFU/mL, 加入 CPP 使质量浓度为 0(对照)、1MIC、

2MIC, 在 0、2、4、6、8、10 h 测定菌液电导率, 以液体培养

基为对照, 每组设 3 个重复, 并绘制相对电导率-时间曲线。 

(2) CPP 对受试菌蛋白质与核酸泄漏的影响 

处理同上, 每隔 2 h 取样 1 mL, 3000 r/min 离心 5 min 后

得到上清液, 经 0.22 μm CA 醋酸纤维滤器过滤, 用紫外可见

分光光度计测定上清液在260 nm和280 nm波长下的吸光度。 

(3) CPP 对受试菌还原糖释放的影响 

参考马俊东[35]的方法并适当修改, 处理同上, 测菌悬液

中还原糖的释放情况。每次测试前, 将菌悬液通过 3000 r/min

离心 5 min 后收集 0.5 mL 上清液于一根试管中, 加入 0.5 mL 

DNS 后沸水浴 90℃处理 5 min。沸水浴后待其冷却, 向试

管中加入 5 mL 蒸馏水, 混匀, 通过酶标仪测定其在 540 nm

波长下的 OD 值。 

(4) CPP 对受试菌呼吸链脱氢酶活性的影响 

参考黄梓浩[36]的方法并适当修改, 取 1 mL 受试菌菌

液于 3000 r/min 离心 5 min, 去掉上清液后用无菌生理盐水

反复清洗之后重悬, 加入 CPP 在 1.3.3 (1)条件下培养 1 h。

然后每一根试管取 1 mL 菌悬液加入 0.9 mL PBS 和 0.1 mL 

INT, 混合后在室温中进行 1 h 的避光暗处理, 暗处理结束

后用紫外分光光度计测定其 490 nm 波长下的 OD 值。 

(5) CPP 对受试菌脂质过氧化的影响 

细胞中的不饱和脂肪酸被活性氧自由基氧化后会产生

丙二醛(malondialdehyde, MDA), 本研究通过检测 MDA 的产

量来反映细菌的脂质过氧化程度。将 5 mL 受试菌菌液离心处

理同 1.3.3 (4)后加入 CPP, 1.3.3 (1)条件下培养 10 h, 加入等体

积的冰的 10%三氯乙酸继续培养 20 min。混合物 4000 r/min

离心 10 min 后, 取 2 mL 上清液加 2 mL 0.6% 2-硫代巴比妥酸

沸水浴30 min。待溶液冷却至室温后于4000 r/min离心10 min, 

用紫外可见分光光度计检测上清液在 532 nm 处的吸光度[36]。 

(6) CPP 对受试菌菌体胞内三磷酸腺苷的影响 

CPP 同 1.3.3 (1)条件培养 24 h 后, 取样 5 mL, 4000 r/min

离心 10 min, 弃尽上清液后加入 5 mL 无菌生理盐水进行

反复清洗, 悬浮。使用超声波细胞破碎仪, 低温破碎重悬

后的菌体细胞(超声功率 200 W, 超声时间 3 s, 间隔时间 3 s, 

40 个循环)[37], 4000 r/min 离心 10 min, 收集上清液, 使用

三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)含量试剂盒测定

受试菌胞内 ATP 含量。 

(7) CPP 对受试菌菌体细胞外碱性磷酸酶活力的影响 

将受试菌菌液 4000 r/min 离心 10 min, 并用 2 mL 灭

菌生理盐水悬浮收集的菌体细胞, 上述菌液同 CPP 放入

LB液体培养基中, 同 1.3.3 (1)培养 4 h, 于 4 h时取样 1 mL, 

于 12000 r/min 条件下离心 5 min, 收集上清液, 采用碱性

磷酸酶测试盒测定胞外碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, 

AKP)活力[38]。 

1.4  数据处理 

实验重复 3 次, 结果用平均值±标准偏差表示, 采用

Origin 2024 软件绘图, SPSS 26.0 软件方差分析法对数据进

行显著性分析, 统计学差异: 样品组与对照组相比, *表示

P<0.05; **表示 P<0.01。 

2  结果与分析 

2.1  抑菌活性实验结果 

2.1.1  CPP 对细菌的 MIC 和抑菌效果 

在培养微生物过程中, MIC 可作为评价体外抑菌物

质抑菌活性强弱的指标。如表 1 所示, 金黄色葡萄球菌

CMCC 26003、大肠杆菌 CMCC 44102、鼠伤寒沙门氏菌

ATCC 14028 以及单增李斯特氏菌 ATCC 19115 的 MIC 分 
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表 1  CPP 对 5 种细菌的抑菌效果筛选 
Table 1  Screening of bacteriostatic effects of CPP on 5 kinds of bacteria 

CPP 质量浓度
/(mg/mL) 

生长情况 

金黄色葡萄球菌
CMCC 26003 

大肠杆菌 
CMCC 44102 

鼠伤寒沙门氏菌
ATCC 14028 

单增李斯特氏菌
ATCC 19115 

枯草芽孢杆菌 CMCC 
63501 

12 － a － a － a － a ＋ b 

10 － a － a － a － a ＋ b 

8 － a － a － a － a ＋ b 

6 － a － a － a － a ＋ b 

4 － a － a ＋ b ＋ b ＋ b 

2 － a ＋ b ＋ b ＋ b ＋ b 

1 ＋ b ＋ b ＋ b ＋ b ＋ b 

0 ＋ b ＋ b ＋ b ＋ b ＋ b 

注: ＋即视为细菌生长; －则视为抑制或破坏细菌生长; 平板计数为 a 表示少于 30 个菌落生长, b 表示有 30~300 个菌落生长。 

 
别为 2、4、6、6 mg/mL, 在传统直观的平板计数实验中, 高

于 MIC 的菌落生长均少于 30 个, 低于 MIC的菌落生长却难

以计数, 说明在 MIC 下, 青钱柳多糖对金黄色葡萄球菌、大

肠杆菌、单增李斯特氏菌、鼠伤寒沙门氏菌具有一定的抑制

作用; 青钱柳多糖对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌所需的抑菌

质量浓度最低, 说明对其抑菌效果最明显。有研究表明分子

量 21 kDa 的南瓜多糖对大肠杆菌 MIC 为 15.6 mg/mL, 本研

究通过三氯乙酸法处理的 CPP 分子量大约在 100~130 kDa, 

CPP比南瓜多糖分子量大, 但CPP抗菌活性较高, 说明多糖

的抗菌活性与其结构性质有关[39]。推测可能是分子量大的

多糖直接覆盖在细菌上, 阻断细菌必需营养素, 使细菌难

以吸收营养而凋亡[40]。除此之外, 青钱柳多糖对枯草芽孢

杆菌 CMCC 63501 抑制作用不明显, 可能是因为其效果因

微生物结构和青钱柳多糖的质量浓度而异。枯草芽孢杆菌

的细胞壁较厚, 并且可以分泌胞外聚合物形成生物膜[41]。

因此 0~12 mg/mL 质量浓度范围的 CPP 难以对枯草芽孢杆

菌 CMCC 63501 产生抑制作用。但有研究发现小米多糖对

金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌均具有抑制作用, 说明不

同的多糖具有不同的抑菌特性, 对不同的供试菌的抑菌强

度、抑制的菌种也均有所不同[42‒43]。综上所述, 选取金黄色

葡萄球菌和大肠杆菌为研究CPP对细菌抑制机制的指示菌。 

2.1.2  CPP 对细菌生长曲线的影响 

细菌正常生命进程中, 它的生长繁殖具有一定规律

性, 可分为延迟期、对数期、稳定期和衰亡期 4 个阶段。

CPP 对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、单增李斯特氏菌和鼠

伤寒沙门氏菌生长曲线的影响如图 1 所示, A、B、C、D

菌未添加样品组菌落正常生长, 不同时期菌落特征明显, 与

加样组(1MIC、2MIC)形成明显对比; 加样组在 0~10 h 期间, 

菌体未出现明显的对数生长期, 说明 CPP 使细菌的生长周

期延长, 抑制了细菌在对数期的生长速度, 该结果与付佳[44]

发现桔梗多糖能够抑制大肠杆菌和金黄色葡萄球菌、沙门

氏菌、枯草芽孢杆菌对数生长期的菌体分裂结果相似; 在

培养 10~24 h 时, 4 种菌的未添加样品组仍持续生长, 但加

样组细菌已进入稳定期甚至衰亡期; 在 24 h 时, CPP 添加

量 2MIC 较 1MIC 的生长速度迟缓, 说明随着 CPP 的 MIC

浓度增加, 抑制效果也随之增强; MIC 值越小, 说明样品

对细菌的抑制效果越好, CPP 的抑菌作用强弱依次为金黄

色葡萄球菌>大肠杆菌>单增李斯特氏菌>鼠伤寒沙门氏菌, 

孙伟等[45]发现桑叶多糖对大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡

萄球菌的活性均存在不同程度的抑制作用, 与本研究结果

相似。此外, HAN 等[46]通过增加纸莎草果多糖中糖醛酸和

鼠李糖的含量, 发现其处理的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

的生长速度减缓和菌体对数生长期不明显, 抗菌活性得到

显著提升。CPP 由鼠李糖、半乳糖醛酸和葡萄糖醛酸等组成, 

由此推测其抑菌活性与单糖组成和糖醛酸含量有关[47]。综

上, 选取抑制效果较好的金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为研

究 CPP 对细菌抑制机制的受试菌。 

2.2  CPP 对受试菌的抑菌机制 

2.2.1  CPP 对受试菌电导率的影响  

研究发现, 菌体的细胞壁和细胞膜受损后, 体内离子

等电解质小分子流出, 因此测定电导率的变化可以反映菌

体细胞壁和细胞膜的损伤及通透性的改变[48]。由图 2 可以

看出, 将 CPP 加入受试菌菌悬液中进行培养 2~10 h 时, 

CPP 处理的培养液电导率随培养时间的延长而上升, 其电

导率均高于对照组, 受试菌 2MIC 较 1MIC 泄露程度强烈, 

说明 CPP 对菌体细胞壁和细胞膜的通透性有一定的改变, 

致使细胞内的无机盐等导电离子外泄, 与王筱瑜[49]研究结

果一致; CPP 质量浓度越高, 受试菌细胞壁膜的破坏作用

越大。ZHANG 等 [50]通过电导率结果表明多糖低分子量

(3.105×104 Da) GCP-2 和高分子量(5.340×104 Da) GCP-1 对

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的细胞膜有损伤作用。研究发

现, 球形梭菌 CGMCC 6882 产生的多糖增加了大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌的电导率[51]。冬虫夏草中提取的多糖增加

了大肠杆菌菌体离子的释放[52]。 
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注: A: 金黄色葡萄球菌 CMCC 26003; B: 大肠杆菌 CMCC 44102; C: 单增李斯特氏菌 ATCC 19115; D: 鼠伤寒沙门氏菌 ATCC 14028。 

图 1  CPP 对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌和单增李斯特氏菌生长曲线的影响 

Fig.1  Effects of CPP on the growth curves of Staphylococcus aureus, Escherichia coil, Listeria monocytogenes and Salmonella typhimurium 
 

 
 

注: A: 金黄色葡萄球菌 CMCC 26003; B: 大肠杆菌 CMCC 44102, 图 4~8 同。 

图 2  CPP 对受试菌电导率的影响 

Fig.2  Effects of CPP on electrical conductivity of test bacteria 
 

2.2.2  CPP 对受试菌蛋白质与核酸泄漏的影响 

核酸和蛋白质作为一种胞内大分子物质可作为评价

细胞膜完整性的指标[36]。由图 3 所示, 对照组指示菌 OD260

与 OD280 值随着时间的推移, 没有明显变化, 说明对照组

没有细胞内容物质溢出, 而受试菌经 CPP (1MIC 和 2MIC)

处理后, 吸光值均显著高于对照组, 说明 CPP 有效破坏了

受试细胞壁膜的完整性, 使其通透性增强, 导致培养液中

核酸和蛋白质含量增加, 有可能是因为 CPP 影响细菌细胞

磷脂和蛋白质合成或糖蛋白受体与细胞膜相互作用, 从而

破坏其正常生理功能导致细菌生长抑制[52‒53]。 
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注: 样品组与对照组相比, *表示 P<0.05; **表示 P<0.01, 下同。 

图 3  CPP 对受试菌蛋白质与核酸泄漏的影响 

Fig.3  Effects of CPP on protein and nucleic acid leakage of tested bacteria 

 
2.2.3  CPP 对受试菌还原糖释放的影响  

研究表明, 通过指示菌菌悬液中还原性总糖含量的

变化, 可间接反映细胞膜结构的完整性[46]。由图 4 可知, 在

培养初期 0~2 h, 对照组糖类随时间的延长被持续消耗, 还

原糖含量逐渐下降, 是因为糖类物质供对照组菌悬液菌体

生长繁殖, 是细菌生长主要的碳源和能量来源, 说明细菌

处于正常的生理状态, 细胞膜没有被破坏; 与对照组相比, 

CPP 组(1MIC 和 2MIC)处理的培养液对还原糖进行了释放, 

且随着 CPP 质量浓度的增加, 检测到的胞外还原糖含量越

大, 成正相关, 表明 CPP 能不同程度地破坏受试菌细胞

膜。有研究通过还原糖结果表明, 抑菌物质可以破坏细菌

的细胞膜, 使胞内物质穿过受损细胞膜泄露, 从而使细胞

死亡, 与本结果一致[36,54]。 

2.2.4  CPP 对受试菌呼吸链脱氢酶活性的影响  

在正常的生理条件下, 细菌呼吸链脱氢酶将 INT还原

为暗红色水不溶性碘硝基四唑鎓甲磺酸, 因此, 脱氢酶活

性可以根据 INF 的分光光度值的变化来测定。CPP 对受试

菌呼吸链脱氢酶活性的影响如图 5 所示, CPP 处理组呼吸

链脱氢酶较对照组明显下降, 说明 CPP 对受试菌的呼吸链

脱氢酶活性有明显的抑制作用。BOUHDID 等[55]报道肉桂

精油可通过抑制金黄色葡萄球菌的呼吸作用, 使菌体代谢

活动和复制能力大幅下降, 进入存活但无法培养的状态。

此外, 也有研究认为呼吸链脱氢酶活性的降低会影响细菌

葡萄糖的转化, 无法完成呼吸代谢, 造成细胞死亡[36]。 

 
 

图 4  CPP 对受试菌还原糖释放的影响 

Fig.4  Effects of CPP on reducing sugar release from test bacteria 
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图 5  CPP 对受试菌呼吸链脱氢酶活性的影响 

Fig.5  Effects of CPP on the activity of respiratory chain 
dehydrogenase in test bacteria 

 
2.2.5  CPP 对受试菌脂质过氧化的影响 

MDA 是细胞脂质过氧化的终产物之一 , 该产物在

532 nm 处有光吸收。CPP 对指示菌脂质过氧化的影响如图

6 所示, 加入 CPP 培养液中的 MDA 产量与对照组相比明

显增加, 说明一定浓度范围内的 CPP 可引起细胞的氧化损

伤, 验证了活性氧的产生。AZIZKHANI 等[56]在牛肉香肠

中加入迷迭香提取物, 发现能够显著抑制微生物生长, 同

时还能够降低脂质氧化速率。研究表明黑胡椒氯仿提取物

可以抑制细菌的电子传递系统, 导致 ATP 合成减少, 活性

氧物质含量增加[57]。 

2.2.6  CPP 对受试菌胞内 ATP 含量的影响 

当细胞受损或死亡时, 菌体细胞中的 ATP 含量会迅

速下降, 故 ATP 含量可以反映细胞的存活状态。如图 7

所示, CPP 质量浓度 1MIC 和 2MIC 组与对照组相比, 其

细胞内 ATP 含量均显著下降, 说明 CPP 会显著影响细胞

内 ATP 水平, 使细菌细胞膜结构遭到破坏, 从而抑制细

胞的生长和代谢, 该结果与脂质过氧化的结果相同。胞内

ATP 的减少可能是由于 ATP 合成速率的降低和在恶劣环

境下 ATP 水解速率的增加。QIAN 等[58]发现香草酸可以

降低阴沟肠杆菌细胞内 ATP 浓度, 从而抑制细菌的生理

活性。研究表明牛至精油可以降低细菌 ATP 的含量, 改

变细胞膜的通透性 , 导致代谢功能紊乱 , 使细胞无法转

换和利用能量而凋亡[59]。 

 
 

图 6  CPP 对受试菌脂质过氧化的影响 

Fig.6  Effects of CPP on lipid peroxidation of test bacteria 
 

 
 

图 7  CPP 对受试菌胞内 ATP 含量的影响 

Fig.7  Effects of CPP on intracellular ATP content  
in test bacteria 
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2.2.7  CPP 对菌体细胞外碱性磷酸酶活力的影响 

AKP 是位于受试菌的细胞膜和细胞壁之间的一种酶。

细菌细胞壁完整性受到破坏, AKP 外泄于胞外, 因此, 细

胞壁结构的变化可由细胞外 AKP 活力的变化来指示。CPP

对金黄色葡萄球菌细胞外 AKP 活力的影响如图 8 所示, 受

试菌随着不同质量浓度 CPP 作用后, 在培养液中的 AKP

活力也随之增加, 与对照组相比样品组于较高水平。结果

表明, CPP能破坏受试菌细胞壁的完整性, 造成 AKP泄露。

周宁等[60]发现加入紫花苜蓿多糖后胞内 AKP 活力下降, 

且紫花苜蓿多糖浓度越高, 下降程度越大; 紫花苜蓿多糖

可使大肠杆菌细胞壁遭到破坏, 从而发挥抑制作用, 与本

研究结果一致。而绞股蓝多糖在培养基中检测到 AKP 活性

变化不大, 其对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的细胞壁没有

破坏作用, 结合本研究推测 AKP 活性可能与多糖电荷特

性有关, 大肠杆菌细胞壁中的脂多糖和金黄色葡萄球菌细

胞壁中的磷壁酸均为聚阴离子, 有些多糖由于相同的负电

荷性质, 不能与其反应[60]。 

 

 
 

图 8  CPP 对菌体细胞外 AKP 的影响 

Fig.8  Effects of CPP on extracellular AKP  
viability of the bacteria 

 

3  结  论 

抗生素耐药性是当代医学面临的一个的问题, 己成

为 21 世纪新型全球性公共健康议题之一。全球每年约有

50%的抗生素被滥用、误用, 为避免细菌耐药性进一步威

胁人民的健康生活, 寻找更加安全有效的优质抗生素迫在

眉睫。而现代研究表明, 植物的天然多糖具有良好的抑菌

活性。CPP 是从药食同源植物中提取出来的一种绿色安全

的天然物质, 作为潜在抑菌材料和抑菌药物的开发具有极

广阔的应用前景。 

本研究探究了 CPP 对常见 5 种致病菌的体外抑菌活

性, 并通过生理生化指标对其抑菌机制进行初步探讨, 证

明了青钱柳多糖具有抑菌活性, CPP 对金黄色葡萄球菌、

大肠杆菌、单增李斯特氏菌以及鼠伤寒沙门氏菌的生长产

生巨大影响, MIC 分别为 2、4、6、6 mg/mL, 对枯草芽孢

杆菌抑制作用不明显, 与 CPP 的构效关系及对不同细菌的

结构差异有关。细菌的细胞壁与细胞膜是其能抵御外界恶

劣环境的重要结构。CPP 能够通过破坏细菌细胞壁和细胞

膜、抑制细胞呼吸作用、引起氧化损伤等方式抑制细菌生

长, 甚至造成细菌死亡。细菌细胞壁和细胞膜因与 CPP 相

互作用, 其完整性和通透性受到损害甚至可能促使细胞

壁、细胞膜破裂, 该过程导致膜内物质小离子和蛋白质、

核酸等大分子泄漏, 还原糖释放, ATP 含量增加, AKP 酶泄

露, 膜外 CPP 的渗入也导致细菌菌体氧化损伤和呼吸作用

被抑制, 这些因素使得细胞内物质运输、能量转换和信号

传导等生命活动发生停止, 细胞无法进行正常的生理代谢

过程而死亡。本研究为 CPP 的体外抑菌机制探究提供一定

的基础数据, 但还需结合细胞水平、代谢水平等多层面进

一步探究了 CPP 的抑菌机制, 且 CPP 不同组分的抑菌活性

强弱也需进一步的探明。 
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