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茶槲寄生“螃蟹脚”醇提正丁醇萃取相对金黄色葡萄

球菌抑菌机理的研究 
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摘要：本文研究了茶槲寄生“螃蟹脚”醇提各萃取相的抑菌作用及正丁醇萃取相（NVBEs）对金黄色葡萄球菌的抑菌机理。采用

滤纸片扩散法测定抑菌圈直径（DIZ）的大小，对倍稀释法测定最小抑菌浓度（MIC）和最低杀菌浓度（MBC），来评价“螃蟹脚”醇

提各萃取相对金黄色葡萄球菌（S. aureus）、大肠杆菌（E. coli）、鼠伤寒沙门氏菌（S. typhimurium）、单核细胞增生李斯特菌（L. 

monocytogenes）4 种食源性腐败菌的抑制性；通过光学显微镜和扫描电镜观察、胞膜通透性、胞壁完整性和酶活性等实验，研究了

NVBEs 抑菌机理。结果表明，“螃蟹脚”醇提各萃取相对 S. aureus、E. coli、S. typhimurium 和 L. monocytogenes 均有明显抑制效果，其

中 NVBEs 抑菌活性较好，对 S. aureus 抑制效果最好，DIZ 为 9.84±0.57 mm，MIC 为 3.52 mg/mL，MBC 为 7.04 mg/mL。抑菌机理结

果表明：NVBEs 可增加 S. aureus 细胞壁及细胞膜的通透性，破坏菌体细胞结构，引起细胞内含物如核酸和蛋白质等外泄；引起遗传

物质 DNA 的改变，使菌体细胞形态结构出现异常；影响菌体酶的代谢活动，从而抑制细菌的生长。 
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Abstract: The antibacterial activity of each phase from tea mistletoe Viscum articulatum Burm.F. ethanol extracts and the antibacterial 

mechanism of the n-butanol phase from V. articulatum Burm.F. ethanol extracts (NVBEs) against Staphylococcus aureus were studied. The 

antibacterial activities of each phase from V. articulatum Burm.F. ethanol extracts against food spoilage and pathogenic bacteria, including 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, and Listeria monocytogenes, were determined by measuring the diameter of 

inhibition zone (DIZ) using the disc diffusion method, the minimum inhibitory concentration (MIC), and the minimum bactericidal 

concentration (MBC), as measured using a doubling dilution series. Furthermore, the antibacterial mechanism of NVBEs was explored using 

light microscopy, scanning electron microscopy, cell membrane permeability and integrity analysis, and enzyme activity assays. The results 

showed that each phase from V. articulatum Burm.F. ethanol extracts had significant antagonistic activity against four food-spoilage and 

pathogenic bacteria. Moreover, NVBEs showed relatively strong antibacterial activity, and the strongest antibacterial effect was observed for 

Staphylococcus aureus. The DIZ, MIC, and MBC values were 9.84 ± 0.57 mm, 3.52 mg/mL, and 7.04 mg/mL, respectively. The results showed 

that the NVBEs increased the permeability of the bacterial cell wall and membrane, destroyed the bacterial cell structure, and caused leakage of 

cellular contents, such as nucleic acids and proteins. The genetic material was altered, the cell morphology appeared to be abnormal, and the 

enzyme metabolic activity was affected, thus inhibiting bacterial growth. 
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茶槲寄生（Tea Mistletoe）系桑寄生科、槲寄生属

植物，多年生草本，兼性半寄生、茎寄生，形状像小

珊瑚，寄生枝杆节状带毫，故民间常称之为“螃蟹

脚”(Viscum articulatum Burm.f.)[1,2]。在云南主要分布在

丽江、迪庆、怒江、普洱、西双版纳和禄劝等地[3]。《中

华人民共和国药典》记载，槲寄生 Viscum coloratum 
(Kom.) Nakai 作为我国传统中药，以干燥的带叶茎枝

入药，有祛风除湿、补肾安胎和强筋壮骨等功效。现

代医学研究还表明，槲寄生具有降压、护心及抗肿瘤

等作用。“螃蟹脚”作为槲寄生属植物，与槲寄生具有

同等功效[4]。曹朵[5]对槲寄生属植物的化学成分及药理

活性功能进行了研究，其成分主要为黄酮类、三萜类

和苯丙类等化合物，并具有抗氧化、抗衰老和提高免

疫力等功效。Yusuf[6]等以寄生在咖啡树上的槲寄生植

物为材料，研究表明 60%甲醇提取物对曲霉菌、尖孢

镰刀菌和小孢子菌有抑菌性，Geetha[7]等发现槲寄生

属植物具有抗氧化活性，可清除自由基，延缓脂质氧

化的功效。Kang[8]等研究发现槲寄生乙醇提取物可有

效延长冷冻储存猪肉的货架期，抑制腐败菌的生长。

张兴梅[9]等研究了扁枝槲寄生 95%乙醇粗提物的抑菌

性，结果表明“螃蟹脚”中存在抑制食源性腐败菌的活

性成分。因此，本文以云南普洱地区寄生在古茶树上

的植物-“螃蟹脚”为材料，95%乙醇为提取剂，并用石

油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇极性由小到大有机溶

剂依次进行萃取，使抑菌活性成分得到进一步纯化，

并将“螃蟹脚”醇提各萃取相作用于 S. aureus、E. coli、
S. typhimurium 和 L. monocytogenes 4 种常见的食源性

腐败菌，以抑菌圈直径（DIZ）、最小抑菌浓度（MIC）
和最低杀菌浓度（MBC）为活性指标，探明“螃蟹脚”
醇提抑菌最优萃取相，并以 S. aureus 为指示菌，初步

探究茶槲寄生“螃蟹脚”活性成分的抑菌机制，为进一

步分离、纯化“螃蟹脚”抑菌主体功效成分及其作用机

理的研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

1.1.1  材料与试剂 
茶槲寄生“螃蟹脚”样品：采自云南普洱古茶树上。 
供试细菌：金黄色葡萄球菌（Staphylococcus 

aureus CMCC(B)26003)、大肠杆菌（Escherichia coli 
ATCC25922）、单核细胞增生李斯特氏菌（Listeria 
monocytogenes ATCC19114 ）、鼠伤寒沙门氏菌

（Salmonella typhimurium CMCC(B)50115）均由云南

农业大学微生物实验室提供。 

培养基：营养琼脂（NA）、营养肉汤（NB）、PCA
平板计数琼脂培养基、Baird-Parker 琼脂基础培养基、

结晶紫中性红胆盐琼脂（VRBA）、HE 琼脂培养基、

PALCAM 琼脂培养基，均购于广州环凯微生物科技有

限公司。 
试剂：无水乙醇、乙酸乙酯、正丁醇等均属于分

析纯，购自天津市风船化学试剂科技有限公司；碱性

磷酸酶试剂盒，南京建成生物研究所。 
1.1.2  仪器 

SHP 型生化培养箱，北京中兴伟业有限公司；

HX121-0054 立式压力蒸汽灭菌锅，上海华线医疗设

备厂；SW-CJ-2D 型无菌操作工作台，苏州净化；

RE-52AA 旋转蒸发仪，上海亚荣生化有限公司；分光

光度计，上海精密仪器有限公司；Nikon eclipse 50i 光
学显微镜，上海衡浩仪器有限公司；S-3000N 扫描电

镜，日本，日立公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  “螃蟹脚”醇提不同溶剂萃取相物质的制

备[10] 
“螃蟹脚”样品经烘箱 40 ℃干燥 72 h 至恒重，植

物粉碎机粉碎成粉，过 80 目筛备用。 
精确称取 500 g 粉末，按料液比 1:10 的比例，加

入 95%乙醇于室温下浸泡 12 h，室温冷浸提 3 次，过

滤收集合并 3 次冷浸提液，经布氏漏斗抽滤 4 次除去

滤渣；抽滤后的滤液用旋转蒸发仪 40 ℃旋转蒸发浓缩

成浸膏，冷冻干燥后保藏于 4 ℃冰箱备用。 
精确称取醇提物 200 g，按固液比 1:2 的比例加入

UP 水混合；再按 1:2 的比例，极性由小到大的顺序加

入石油醚、氯仿、乙酸乙酯和正丁醇有机溶剂萃取分

层，每种极性溶剂萃取 2 次，合并相同极性萃取液，

经旋转蒸发仪浓缩、冷冻干燥后保藏于 4 ℃冰箱备用。 
1.2.2  受试细菌的活化、纯化及菌悬液的制备
[10] 

细菌的活化、纯化：从保藏的试管斜面上挑取 S. 
aureus、E. coli、S. typhimurium、L. monocytogenes，
分别转接到 100 mL NB 培养基中，37 ℃、120 r/min
在恒温摇床中扩增培养 24 h 后，以无菌生理盐水分别

进行 10 倍梯度的菌液稀释，吸取适当稀释梯度（10-5

或 10-6）的菌液 200 μL 均匀涂布于选择性培养基

（Baird-Parker 琼脂基础培养基、VRBA 培养基、HE
琼脂培养基、PALCAM 琼脂培养基）平板上，倒扣平

板于 37 ℃培养 24 h，用接种环挑取相应细菌的单菌

落，分别划线于选择性试管斜面培养基上，37 ℃培养

24 h，取出后置于 4 ℃冰箱保存备用。 
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菌悬液的制备：用接种环从上述纯化好的试管斜

面上，分别挑取适量的受试细菌，转接到 100 mL NB
培养基中，37 ℃、120 r/min 在恒温摇床中扩增培养至

对数期，用无菌生理盐水分别进行菌液稀释，吸取适

当稀释梯度（10-3或 10-4）的菌液 200 μL 均匀涂布于

PCA 培养基上，37 ℃培养 24 h 后观察平板，要求在

此稀释梯度（约为 106 CFU/mL）下，200 μL 的稀释

菌液可以均匀铺满直径为 90 mm 的培养皿，选择各自

适宜的稀释菌液进行下一步实验。 
1.2.3  抑菌圈直径（DIZ，diameter of inhibition 
zone）的测定 

采用滤纸片扩散法测定 DIZ 大小[11,12]。向培养皿

（90 mm）中倒入 20 mL 已灭菌的 NA 培养基，待其

凝固后，加入 200 µL 菌液（浓度为 105 CFU/mL 左右），

均匀涂布，静置 15 min。将灭菌、加药后直径为 6 mm
的滤纸片，置于培养基表面并静置 5 min，37 ℃培养

24 h 后，用游标卡尺十字交叉法，测量抑菌圈直径大

小，以无菌水作为对照。 
1.2.4  最小抑菌浓度（ Minimal inhibition 
concentration，MIC）和最低杀菌浓度（Minimal 
bactericidal concentration，MBC）的测定 

采用对倍稀释法[13,14]将 NVBEs 稀释为不同浓度

的药液，吸取各浓度药液 1 mL，分别加入到无菌平板

中，再加入 19 mL 经高压灭菌、冷却到 50 ℃左右的

PCA 培养基，两者充分混合均匀，待培养基冷凝后，

吸取 200 μL 适宜浓度的受试菌液均匀涂布，以无菌水

作为对照。37 ℃培养 24 h，无细菌生长的培养皿即为

最小抑菌浓度的培养基，此皿的药物浓度即为 MIC
值。将无细菌生长的平皿，37 ℃、24 h 进行二次培养，

仍无细菌生长的平皿，其加药浓度为最低杀菌浓度，

即为 MBC 值。 
1.2.5  NVBEs 对 S. aureus 生长动力学的影响
[15] 

按1%接种量（每mL稀释菌液中含菌体107 CFU）

将培养至对数期的 S. aureus，分别接种到加入 0 MIC
（加入无菌水）、1/2 MIC NVBEs、1 MIC NVBEs 的
NB 培养基中，37 ℃、120 r/min 恒温摇床培养 48 h，
在 0 h~48 h 中每 2 h 取样一次，用紫外可见分光光度

计于 λ=580 nm 下测定其 OD 值，以取样时间为 X 轴，

OD580nm为 Y 轴绘制生长曲线。 
1.2.6  NVBEs 对 S. aureus 培养液中蛋白质含

量的影响 
按1%接种量（每mL稀释菌液中含菌体107 CFU）

将培养至对数期的 S. aureus，分别接种到加入 0 MIC 
 

（加入无菌水）、1/2 MIC NVBEs、1 MIC NVBEs 的
NB 培养基中，37 ℃、120 r/min 恒温摇床培养 24 h，
每 2 h 取样一次，3500 r/min 离心 10 min，取上清液用

考马斯亮蓝法[16,17]，测定培养液中蛋白质的含量，以

取样时间为 X 轴，蛋白质含量为 Y 轴绘图。 
1.2.7  NVBEs 对 S. aureus 细胞壁完整性的影

响 
按 1%接种量（每 mL 稀释菌液中含菌体 107 CFU

个）将培养至对数期的 S. aureus，分别接种到加入 0 
MIC（加入无菌水）、1/2 MIC NVBEs、1 MIC NVBEs
的 NB 培养基中，37 ℃、120 r/min 恒温摇床培养，定

时取样，3500 r/min 离心 10 min，取上清液用碱性磷

酸酶试剂盒方法，测定碱性磷酸酶（AKP）含量的变

化情况，以取样时间为 X 轴，AKP 含量为 Y 轴绘图。 
1.2.8  NVBEs 对 S. aureus 培养液中 DNA 和

RNA 等大分子含量的影响 
参考卢晓[15]等方法，略有改动；按 1%接种量（每

mL 稀释菌液中含菌体 107 CFU）将培养至对数期的

S. aureus，分别接种到加入 0 MIC（加入无菌水）、1/2 
MIC NVBEs、1 MIC NVBEs 的 NB 培养基中，37 ℃、

120 r/min 恒温摇床培养，每 2 h 取样一次，3500 r/min
离心 10 min，用紫外分光光度计于 λ=260 nm 下测定

上清液中 DNA、RNA 等大分子物质的吸光值，以取

样时间为 X 轴，吸光值（OD260nm）为 Y 轴绘图。 
1.2.9  NVBEs 对 S. aureus 抑制作用的形态学

观察 
1.2.9.1  光学显微镜（LM）观察 

S. aureus 经 NB 培养基，37 ℃、120 r/min 培养 18 
h 至对数期，以无菌生理盐水稀释菌液，吸取适当稀

释梯度（10-5或 10-6）的菌液 200 μL 均匀涂布于 PCA
培养基平板上，37 ℃培养 24 h 后，往培养皿内注入 1 
MIC NVBEs药液2 mL，以正常未处理作为对照，37 ℃
下继续培养 8 h 后，分别挑取加药组、空白组的单菌

落，进行革兰氏染色、镜检。用 LM 镜观察细胞形态，

并拍照。 
1.2.9.2  扫描电镜（STM）观察[18,19] 

S. aureus 经 NB 培养基，37 ℃、120 r/min 培养 18 
h 至对数期。取 10 mL 菌液加入 NVBEs，使其终浓度

为 1 MIC NVBEs，37 ℃处理 4 h 后，4500 r/min 离心

10 min 收集菌体沉淀，0.01 mol/L 磷酸盐缓冲溶液洗

涤三次，再使用 3.5%（V/V）戊二醛（电镜级）于室

温下固定 12 h，1%（V/V）锇酸 4 ℃浸泡过夜进行二

次固定，冲洗并用乙醇梯度脱水，涂到金属箔片上，

真空干燥固定、喷金，扫描电镜下观察并拍摄菌体细 
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胞形态，以未处理的菌体细胞作为对照。 

1.3  数据统计与分析 

数据以平均值(mean)±标准差(SD)表示。用 Origin 
8.0 软件作图和 SPSS 19.0 软件进行显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  “螃蟹脚”不同溶剂萃取相对细菌的抑制

作用 

 “螃蟹脚”95%乙醇粗提物与各溶剂萃取相对

S. aureus、E. coli、S. typhimurium 和 L. monocytogenes
的抑制作用，其 DIZ 如表 1 所示。各萃取相作用于 S. 
aureus、E. coli、S. typhimurium 和 L. monocytogenes 的
MIC、MBC 结果如表 2 所示。正丁醇萃取相作用于

S. aureus、E. coli、S. typhimurium 和 L. monocytogenes，
其 DIZ 如图 1 所示。 

从表 1 中可以看出，“螃蟹脚”95%乙醇粗提取物，

经不同极性有机溶剂萃取分层后，抑菌活性成分得到

分离，主要存在于乙酸乙酯、正丁醇两萃取相中，且

对 S. aureus 抑制作用最好，DIZ 分别为 9.48±0.72 mm
和 9.84±0.57 mm，而石油醚相、氯仿相、剩余水相几

乎不含抑菌活性成分，其中 4 种腐败菌的 DIZ 均小于

6.5 mm。DIZ（抑菌圈直径）可以较为直观的区别物

质抗菌能力的大小，DIZ 直径越大，则抗菌效果越强。 
从图 1 中可以看出，NVBEs 相对 4 种受试菌均有

一定的抑制作用，其中 S. aureus>S. typhimurium>E. 
coli>L. monocytogenes。表 2 研究各有机溶剂萃取相对

4 种常见食源性腐败菌的 MIC、MBC，试验结果表明

“螃蟹脚”抑菌活性成分主要存在于乙酸乙酯萃取相、

正丁醇萃取相中，且 NVBEs 的抑菌性略好于乙酸乙

酯相，这与表 1 中试验结果一致。其中 S. aureus 的

MIC、MBC 为 3.52 mg/mL 和 7.04 mg/mL，均小于其

余 3 种菌。据上述试验结果，将 S. aureus 作为后续分

离、纯化茶槲寄生“螃蟹脚”抑菌主体功效成分的受试

菌，并以醇提正丁醇萃取相（NVBEs）为材料，初步

探究其抑菌机理。 
表1 “螃蟹脚”各萃取相对4种受试菌的抑制效果 

Table 1. Antibacterial effects of each phase from Viscum articulatum Burm.F. ethanol extracts against four bacteria 

受试菌 
DIZ/mm 

粗提物 石油醚相 氯仿相 乙酸乙酯相 正丁醇相 水相 
S. aureus 8.32±0.74Ba 6.37±0.32Ca 6.31±0.23Ca 9.48±0.72Aa 9.84±0.57Aa 6.36±0.21Ca

E. coli 7.74±0.97 Ca 6.32±0.27 Da 6.25±0.16 Da 8.68±0.62Bb 8.98±0.67Ab 6.28±0.22 Da 

S. typhimurium 8.02±0.55 Ba 6.29±0.23 Ca 6.32±0.22 Ca 8.98±0.49Aab 9.35±0.62 Aab 6.38±0.23 Ca 

L. monocytogenes 6.78±0.47 Bb 6.14±0.12 Ca 6.19±0.11 Ca 7.35±0.62ABc 7.52±0.32 Ac 6.21±0.15 Ca 

注：表 1 中，测定抑菌圈直径的加药浓度均为 0.45 g/mL。用不同的大写字母(A~D)表示同一行中的显著差异(p<0.05)；用不同的

小写字母(a~c)表示同一列中的显著差异(p<0.05)。 

表2 各萃取相对4种细菌的MIC和 MBC测定结果 

Table 2. MICs and MBCs of each phase from Viscum articulatum Burm.F. ethanol extracts against four bacteria  

各萃取相 浓度/(mg/mL) 
受试细菌 

S. aureus E. coli S. typhimurium L. monocytogenes 

石油醚相 
MIC >25 >25 >25 >25 
MBC >50 >50 >50 >50 

氯仿相 
MIC >25 >25 >25 >25 

MBC >50 >50 >50 >50 

乙酸乙酯相 
MIC 3.93 6.75 5.68 13.7 

MBC 7.86 13.5 11.36 27.3 

正丁醇相 
MIC 3.52 6.25 4.29 12.5 

MBC 7.04 12.5 8.58 25 

水相 
MIC >50 >50 >50 >50 

MBC >100 >100 >100 >100 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.9 

  

  
图1 NVBEs对 4种受试菌的抑菌效果 

Fig. 1. Antibacterial activity of NVBEs against four bacteria 

注：图 1 中图片放大倍数为 1.4 倍。a，S. aureus；b，S. 

typhimurium；c，E. coli；d，L. monocytogenes。 

2.2  NVBEs 对 S. aureus 生长动力学的影响 

菌悬液的光密度（OD 值）可用来衡量菌液中细

菌数目的多少，因此，OD 值的变化间接反应“螃蟹脚”
醇提正丁醇萃取相（NVBEs）对 S. aureus 生长情况的

影响。以正常未加药（0 MIC NVBEs、加入无菌水）

S. aureus 生长曲线为空白对照，测定加入不同浓度

NVBEs 后，S. aureus 生长曲线变化情况，通过加入培

养液中药物量（1/2 MIC NVBEs、1 MIC NVBEs）的

不同，研究 NVBEs 对 S. aureus 菌体细胞生长的抑制

作用能力大小，试验结果如图 2 所示。 

 
图2 NVBEs对金黄色葡萄球菌生长曲线的影响 

Fig. 2. Effects of NVBEs on the growth of S. aureus 

从图 2 中可以看出，空白组（0 MIC NVBEs、加

入无菌水）呈现细菌典型的生长曲线，4 h 起菌体进入

生长对数期，18~24 h 达到生长高峰期，26 h~40 h 进

入生长稳定期，40 h 后进入菌体凋亡期；而加药组（1/2 
MIC NVBEs、1 MIC NVBEs）中，S. aureus 的整个生

长阶段明显受到抑制；与 0 MIC 组相比，当药物处理

24 h，1/2 MIC 加药组 OD580nm降低了 23.43%，1 MIC
加药组 OD580nm降低了 38.03%；且相同时间点，加药

组 OD580nm均低于 0 MIC 组（p<0.05），加药组中菌体

没有达到0 MIC组中正常的生长高峰值，便趋于稳定，

进入生长衰亡期。因此，NVBEs 可抑制 S. aureus 的
正常生长，1 倍 MIC（3.52 mg/mL）加药组抑制作用 
强于 1/2 MIC 倍的加药组，由上述可得，NVBEs 对金

黄色葡萄球菌（S. aureus）正常生长有抑制作用，且

抑制效果与其加药浓度呈正相关关系。 

2.3  NVBEs 对 S. aureus 培养液中蛋白质含量

的影响 

菌体正常生长情况下，培养液中蛋白含量保持稳

定，当菌体细胞结构受到破坏后，细胞壁膜透性增加，

胞内含物如蛋白质会外泄漏到培养液中，使培养液中

蛋白含量增加[9]。以正常未加药（0 MIC NVBEs、加

入无菌水）S. aureus 培养液中蛋白含量变化为空白对

照，测定加入不同浓度 NVBEs 后，S. aureus 培养液

中蛋白含量的变化情况，同时利用加入培养液中药物

量（1/2 MIC NVBEs、1 MIC NVBEs）的不同，研究

NVBEs 对 S. aureus 菌体细胞壁膜损坏程度的大小，

试验结果如图 3 所示。 

 
图3 NVBEs对胞外蛋白质量浓度的影响 

Fig. 3. Effects of NVBEs on extracellular protein content 

从图3可以看出，随培养时间延长，空白组（0 MIC 
NVBEs、加入无菌水）蛋白含量变化较为平缓，而加

药组（1/2 MIC NVBEs、1 MIC NVBEs）培养液中蛋

白质含量逐渐增加且一直高于 0 MIC 组（p<0.05）。
当药物处理 10 h，1 MIC 加药组的胞外蛋白含量为

106.18 μg/mL，比1/2 MIC加药组高出1.6倍（p<0.05），
比 0 MIC 组高出 3.7 倍（p<0.05）。原因可能是经

NVBEs 加药处理后，S. aureus 在生长过程中不仅对蛋

白质的利用能力降低，而且菌体细胞壁膜结构受到损

坏，细胞壁膜通透性增加、细胞内含物蛋白质大分子

外泄到培养液中，使培养液中蛋白含量增加。 
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从图 3 中也可以看出，随菌体培养时间的延长，1 
MIC 处理组胞外蛋白浓度的增加速度明显高于 1/2 
MIC 处理组（p<0.05），由上述可得，NVBEs 对金黄

色葡萄球菌（S. aureus）细胞壁膜结构有损坏作用，

且损害程度与加药浓度呈正相关关系。 

2.4  NVBEs 对 S. aureus 细胞壁完整性的影响 

碱性磷酸酶（AKP）是存在于细胞壁与细胞膜之

间的一种酶，正常情况下在细胞外不能检测到其活性。

但当细胞壁遭到破坏后，胞壁透性增加，将 AKP 泄

漏到细胞外，通过检测胞外 AKP 含量的变化可反映

出细胞壁的破坏情况[20,21]。以正常未加药（0 MIC 
NVBEs、加入无菌水）S. aureus 胞外菌悬液中 AKP
含量变化为空白对照，测定加入不同浓度 NVBEs 后，

S. aureus 胞外菌悬液中 AKP 含量的变化情况，同时利

用加入培养液中药物量（1/2 MIC NVBEs、1 MIC 
NVBEs）的不同，研究 NVBEs 对 S. aureus 菌体胞壁

的损坏程度大小，试验结果如图 4 所示。 
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图4 NVBEs对胞外碱性磷酸酶含量的影响 

Fig. 4. Effects of NVBEs on extracellular AKP content 

从图 4 中可以看出，0~2 h，加药组（1/2 MIC 
NVBEs、1 MIC NVBEs）培养液中 AKP 含量的变化

情况与空白组（0 MIC NVBEs、加入无菌水）相近；

2 h 后，加药组中 AKP 含量逐渐增加，12 h 到达最高

点，此时 1 MIC 加药组胞外菌悬液中AKP 含量为 2.44
金氏单位/100 mL，比 1/2 MIC 加药组高出 1.35 倍

（p<0.05），比 0 MIC 组高出 3.27 倍（p<0.05）；12 h
后 AKP 含量趋于稳定，或许是加药浓度已不能对菌

体起到大的破坏性，但加药组培养液中 AKP 的含量

一直高于 0 MIC 组（p<0.05），由上述可得，NVBEs
可破坏金黄色葡萄球菌（S. aureus）细胞壁的完整性，

造成菌体细胞壁通透性增加，从而在 S. aureus 培养液

中检测到 AKP 酶活性，且随着药物浓度的增加对细

胞壁的破坏性增大。 

2.5  NVBEs 对 S. aureus 培养液中 DNA 和

RNA 等大分子含量的影响 

菌体细胞正常生长情况下，培养液中 DNA 和

RNA 等大分子含量保持稳定，当细胞膜结构受到破坏

后，细胞内 DNA 和 RNA 等大分子物质会外泄漏到菌

悬液中，因 DNA 和 RNA 等大分子物质在 λ=260 nm
处有较强的吸收值，所以通过测定 OD260 nm的变化可

推测 VBNEs 对菌体细胞膜完整性的影响情况。以正

常未加药（0 MIC NVBEs、加入无菌水）S. aureus 培
养液中 OD260 nm 为空白对照，测定加入不同浓度

VBNEs 后，S. aureus 培养液中 OD260 nm的变化情况，

同时利用加入培养液中药物量（1/2 MIC NVBEs、1 
MIC NVBEs）的不同，研究 NVBEs 对 S. aureus 菌体

细胞膜完整性的影响情况大小，试验结果如图 5 所示。 

 
图5 NVBEs对金黄色葡萄球菌的大分子物质吸光值的变化 

Fig. 5. Changes in the ODs of large molecules in S. aureus in 

response to NVBE treatment 

从图 5 中可以看出，随菌体培养时间的延长，培

养液中DNA和RNA等大分子物质的吸光值均呈增加

趋势，且加药（1/2 MIC NVBEs、1 MIC NVBEs）组

的 OD260 nm均高于空白（0 MIC NVBEs、加入无菌水）

组（p<0.05）。当药物作用 14 h，1 MIC 的加药组培养

液中吸光值达到最大，比 1/2 MIC 加药组高出 1.4 倍，

比 0 MIC 组高出 6.7 倍（p<0.05）。由上述可得，NVBEs
可破坏金黄色葡萄球菌（S. aureus）细胞壁膜结构的

完整性，导致 S. aureus 菌体细胞内 DNA 和 RNA 等大

分子物质发生泄漏。但从图 5 中 OD260 nm的增加程度

来看，DNA 和 RNA 等大分子物质外渗量的增加趋势

较平缓；或许NVBEs 影响菌体细胞的遗传物质DNA，

导致细胞形态发生异常，故下述试验从形态学方面观

察菌体细胞，探究 NVBEs 对 S. aureus 细胞形态结构

的影响情况。 

2.6  NVBEs 对 S. aureus 光学显微镜(LM)的观

察结果 
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革兰氏染色过程中，脱色剂（95%乙醇）作为脂

溶剂，破坏 G－
（革兰氏阴性菌）的外膜、肽聚糖层和

细胞质膜，使得易溶于乙醇的结晶紫和碘的复合物从

细胞壁中渗漏出来，当再用番红复染时，菌体显现红

色；对于 G＋
（革兰氏阳性菌），95%乙醇使厚的肽聚

糖层脱水，致孔隙变小，由于结晶紫和碘的复合物分

子较大，不能透过细胞壁，即使番红复染，仍显紫色

现象。S. aureus 属于 G＋
，菌体经革兰氏染色正常情况

下呈现紫色，但如果菌体细胞受到损坏，染色镜检会

观察到，细胞呈现不规则的形状或浅紫色、红色现象
[22]。为观察 NVBEs 对 S. aureus 形态学结构的影响，

将正常的菌体细胞（图 6a，未加入 NVBEs）与加药

处理的菌体细胞（图 6b、c 和 d，加入 1 MIC NVBEs）
分别进行革兰式染色，用 LM 进行观察，试验结果如

图 6 所示。 

  

  

图6 不同处理下金黄色葡萄球菌的革兰氏染色 

Fig. 6. Gram staining of S. aureus cells treated with or without 

NVBEs  
注：图中照片均放大 1000 倍，黑色箭头为形态异常的 S. 

aureus 菌体细胞。 
从图 6 中可以看出，空白组的 S. aureus 经革兰氏

染色后，菌体细胞呈现完整、正常的球状，且排列紧

密，呈均匀的紫色（图 6a）；而加药组中菌体细胞排

列疏松、呈现出浅紫色、红色两种颜色，有的菌体细

胞出现变形、破损，没有呈现正常的球状（图 6b、c
和 d)。原因可能是经 NVBEs 加药处理后，菌体细胞

外膜、肽聚糖层及细胞质膜发生损坏，导致细胞壁膜

通透性发生变化，使结晶紫和碘的复合物从细胞壁中

渗漏出来，再用番红复染时而显现红色，使 S. aureus
经革兰氏染色后呈现假阴性。由上述可得，NVBEs
可破坏金黄色葡萄球菌（S. aureus）细胞壁膜结构的

完整性。 

2.7  NVBEs 对 S. aureus 扫描电镜(SEM)的观

察结果 

扫描电镜（SEM）可使菌体细胞放大上万倍，故

通过 SEM 可更清晰的观察菌体细胞的结构变化，正

常的 S. aureus 菌体细胞（图 7a，未加入 NVBEs）与

加药处理的菌体细胞（图 7b、c 和 d，加入 1 MIC 
NVBEs），SEM 观察结果如图 7 所示。 

  

   
图7 金黄色葡萄球菌扫描电镜观察 

Fig. 7. Scanning electron microscopy images of S. aureus 

注：白色箭头为形态异常的 S. aureus 菌体细胞；图中左下

角为图片放大倍数。 

从图 7 中可以看出，在扫描电镜下，空白组的 S. 
aureus 细胞排列紧密且大小一致，呈现典型的葡萄球

状（图 7a)，经 NVBEs 处理过的菌体细胞形态发生改

变，细胞结构发生不同程度的破坏（图 7b、c 和 d)。
空白组菌体细胞紧簇状排列（图 7a)，而处理组中 S. 
aureus 细胞形态不均一，有较小的细胞出现；进一步

观察，空白组 S. aureus 菌体细胞排列紧密形状一致，

细胞结构完整、无内容物溢出，未见任何细胞残体及

碎片（图 7a)，而处理组菌体细胞排列松散，部分细

胞出现收缩、凹陷或破损，细胞壁膜界限不清晰，有

些菌体细胞出现内容物泄漏、呈空洞状，可观察到大

量细胞残体和碎片（图 7b、c 和 d)，从图 7b 中可观

察到，S. aureus 细胞上出现小突起，或许是药物处理

作用，使遗传物质 DNA 发生改变，而使菌体细胞出

现异常形态。SEM 观察结果表明 NVBEs 对金黄色葡

萄球菌（S. aureus）细胞结构有较强的破坏作用。 

3  讨论 

3.1  在测定菌体生长曲线时，我们发现加药组 S. 
aureus 的整个生长阶段均受到抑制，相同时间点

OD580nm均低于空白组（p<0.05），且没达到空白组（0 
MIC NVBEs）正常的生长高峰值，便趋于稳定；利用
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加药量（1/2 MIC NVBEs、1 MIC NVBEs）的不同， 
我们得出 NVBEs 对 S. aureus 菌体细胞生长的抑制作

用与加药浓度呈正相关关系。随加药处理时间的延长，

培养液中蛋白含量增加，AKP 酶活性加大，DNA 和

RNA 等大分子的 OD260nm也增大，由此我们判定茶槲

寄生“螃蟹脚”抑菌活性最优萃取相-NVBEs，通过损坏

菌体细胞壁膜结构，致通透性增加，细胞内含物外渗，

来抑制 S. aureus 的正常生长。钱丽红等[23]研究茶多酚

是通过破坏细胞膜结构、致透性增加、胞内容物外泄，

来抑制金黄色葡萄球菌的生长，与本文对 S. aureus 抑
制机理的研究结果相似，因“螃蟹脚”为茶树寄生植物，

与普洱茶抑菌活性成分及抑制机理是否一致，需进一

步深入探究。 
3.2  进一步利用光学显微镜（LM）、扫描电镜（SEM）

从细胞形态学方面进行研究，经 1 MIC NVBEs 处理

后，镜检观察到 S. aureus 细胞形态异常，革兰氏染色

呈浅紫色、红色两种颜色，出现假阴性反应，这或许

是由于药物处理的原因，破坏了菌体细胞的外膜、肽

聚糖层及细胞质膜结构，使结晶紫和碘的复合物外渗，

番红复染而显红色[22]；从 SEM 中观察到，S. aureus
细胞出现收缩、凹陷及破损，壁膜界限不清晰，内容

物泄漏等现象[24]，菌体细胞上出现小突起，或许

NVBEs 引起遗传物质 DNA 的改变，使细胞形态出现

异常，这是“螃蟹脚”抑菌机制的首次发现，但如何影

响遗传物质 DNA，需深入探究其抑菌机理。 

4  结论 

本文以云南普洱地区古茶树上寄生植物-“螃蟹

脚”为材料，利用不同极性有机溶剂石油醚、氯仿、乙

酸乙酯、正丁醇对 95%乙醇粗提物依次进行萃取分层

后，发现“螃蟹脚”抑菌活性成分主要存在于乙酸乙酯、

正丁醇两萃取相中，且正丁醇相抑菌活性较好，对 S. 
aureus、E. coli、S. typhimurium、L. monocytogenes 均
有抑制作用，其中 S. aureus 敏感性最好，DIZ 为

9.84±0.57 mm，MIC 为 3.52 mg/mL，MBC 为 7.04 
mg/mL。故选取抑菌活性最优萃取相 -正丁醇相

（NVBEs），以敏感菌 S. aureus（金黄色葡萄球菌）

为受试菌，探究茶槲寄生“螃蟹脚”抑菌活性成分作用

机制，结果表明 NVBEs 可影响菌体细胞内酶的代谢

活动，破坏细胞壁膜系统，使 S. aureus 细胞壁膜通透

性增大，致内含物如蛋白质、DNA、RNA 大分子物

质外渗，从而抑制菌体的正常生长[25]。通过 SEM 观

察，首次发现“螃蟹脚”抑菌成分可使 S. aureus 细胞形

态结构出现异常，需进一步探究是否由遗传物质 DNA
发生改变所引起的。本文研究结果为进一步分离、纯

化茶槲寄生“螃蟹脚”抑菌主体功效成分提供理论依

据，也为将其开发成植物源食品防腐剂提供了参考。 
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