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摘   要：质粒介导 tet(X4)基因的出现和流行，严重影响替加环素 (tigecycline)对临床多重耐药细

菌感染的治疗效果，急需寻找有效的佐剂遏制替加环素耐药性。本研究采用微量棋盘稀释法、时间- 
杀菌曲线测定 β-桧木醇(β-thujaplicin)和替加环素的体外联合抗菌表征，通过测定细菌细胞膜通透

性、细菌胞内活性氧(reactive oxygen species, ROS)含量、铁含量以及替加环素含量等指标，来探究

β-桧木醇和替加环素联合使用对 tet(X4)基因阳性大肠杆菌(Escherichia coli)的抗菌作用机制。结果

表明，β-桧木醇联合替加环素对 tet(X4)基因阳性大肠杆菌具有体外协同抗菌效果，且 β-桧木醇在抗

菌作用浓度范围内无显著溶血性和细胞毒性。机制研究发现，β-桧木醇能显著增大细菌细胞膜的通

透性，降低细菌胞内铁含量，干扰铁稳态，诱导细胞内 ROS 显著增加，从而发挥抗菌效果。进一

步研究发现，β-桧木醇可通过干扰细菌铁代谢和增大细菌细胞膜通透性，协同增强替加环素的抗菌

效果。本研究结果为 β-桧木醇联合替加环素治疗 tet(X4)基因阳性大肠杆菌感染提供了理论和实践

基础。 
关键词：β-桧木醇；替加环素；tet(X4)；协同抗菌；铁稳态 
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Synergistic effect of β-thujaplicin and tigecycline against 
tet(X4)-positive Escherichia coli in vitro 

ZHANG Muchen1,2#, SONG Huangwei1,2#, ZOU Zhiyu1, YANG Siyuan1, LI Hui3,  
DAI Chongshan1,2, LIU Dejun1,2, SHAO Bing3, WU Congming1,2, SHEN Jianzhong1,2, 
WANG Yang1,2* 

1 Key Laboratory of Animal Antimicrobial Resistance Surveillance, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, College 
of Veterinary Medicine, China Agricultural University, Beijing 100193, China 

2 Guangdong Laboratory for Lingnan Modern Agriculture, Guangzhou 510642, Guangdong, China 
3 Beijing Center for Disease Prevention and Control, Beijing 100013, China 
 
Abstract: The widespread of tigecycline resistance gene tet(X4) has a serious impact on the 
clinical efficacy of tigecycline. The development of effective antibiotic adjuvants to combat the 
looming tigecycline resistance is needed. The synergistic activity between the natural compound 
β-thujaplicin and tigecycline in vitro was determined by the checkerboard broth microdilution 
assay and time-dependent killing curve. The mechanism underlining the synergistic effect 
between β-thujaplicin and tigecycline against tet(X4)-positive Escherichia coli was investigated 
by determining cell membrane permeability, bacterial intracellular reactive oxygen species 
(ROS) content, iron content, and tigecycline content. β-thujaplicin exhibited potentiation effect 
on tigecycline against tet(X4)-positive E. coli in vitro, and presented no significant hemolysis 
and cytotoxicity within the range of antibacterial concentrations. Mechanistic studies 
demonstrated that β-thujaplicin significantly increased the permeability of bacterial cell 
membranes, chelated bacterial intracellular iron, disrupted the iron homeostasis and 
significantly increased intracellular ROS level. The synergistic effect of β-thujaplicin and 
tigecycline was identified to be related to interfere with bacterial iron metabolism and facilitate 
bacterial cell membrane permeability. Our studies provided theoretical and practical data for the 
application of combined β-thujaplicin with tigecycline in the treatment of tet(X4)-positive E. 
coli infection. 
Keywords: β-thujaplicin; tigecycline; tet(X4); synergistic antibacterial effect; iron homeostasis 

 
多重耐药革兰阴性菌的出现及蔓延严重威

胁人类和动物健康[1]。替加环素作为第 3 代四环

素类(甘氨酰环类)药物，由于其抗菌谱广且耐药

率低，被认为是治疗多重耐药革兰阴性菌感染的

最后一道防线[2]。早期研究发现，非特异性外排

泵过表达、核糖体保护以及药物修饰酶 Tet(X)
均能介导细菌对替加环素产生耐药，但这些耐药

基因大多不能水平传播[3-4]。其中，Tet(X)是黄素

依赖单加氧酶，能对四环素类药物分子的 C11a

位点进行羟基化修饰，从而导致该类药物(包括

替加环素)失活[5]。2019 年，我国两个研究团队

发现了 2 种 tet(X) 基因变异体： tet(X3) 和
tet(X4)[6-7]。令人担忧的是，tet(X3)和 tet(X4)基
因多位于接合型质粒上，可在不同种属细菌间进

行水平传播。后期研究陆续发现，tet(X4)基因已

经在人、环境、畜禽等多种来源的细菌中广泛存

在，且大肠杆菌是携带 tet(X4)基因的主要病原

菌[8-10]。tet(X4)基因的广泛流行加剧了替加环素
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耐药性的蔓延，给人医临床上替加环素治疗多重

耐药菌感染的疗效造成了巨大挑战。因此，急需

开展针对替加环素耐药性的控制措施。 
抗菌药物是治疗细菌感染的重要手段。然

而，目前新型抗生素开发面临研发难度大、成本

高、周期长等困境[11]。由于抗生素佐剂能恢复甚

至增强抗生素的抗菌效果，从而延长现有抗菌药

物使用寿命[12]。因此，开发安全有效的替加环

素佐剂已成为遏制其耐药性发展的重要策略之

一。例如，Liu 等[13]发现抗人类免疫缺陷病毒药

物齐多夫定(azidothymidine)可与 Tet(X)活性位

点特异性结合并抑制其催化活性，从而恢复

tet(X)基因阳性菌对替加环素的敏感性。此外，

Xu 等[14]发现从白花丹中分离的萘醌类天然化合

物兰雪醌不仅可破坏细菌细胞膜的完整性，还能

与 Tet(X3)和 Tet(X4)活性中心结合，抑制 Tet(X3)
和 Tet(X4)的催化活性，从而恢复 tet(X4)基因阳

性菌对四环素类药物的敏感性。以上研究表明，

开发替加环素佐剂具备理论和实践上的可行性。

但目前尚未有替加环素佐剂成功进入临床应用，

因此急需进一步开发。 
由于结构和功能具有丰富的多样性，来源于

植物的天然化合物在药物开发中发挥着巨大作

用，已备受各国科学家的关注[15]。本研究通过

对天然化合物库进行高通量筛选，发现 β-桧木

醇(β-thujaplicin)联合替加环素对携带 tet(X4)基
因的大肠杆菌具有较好的协同抗菌效果。β-桧
木醇是从中国台湾扁柏的树干中提取的一种具

有卓酚酮骨架的单萜类天然化合物，具有抗病

毒、抗菌和抗炎作用。由于生物安全性较好，β-
桧木醇被广泛应用于医药、农业等行业中[16-17]。

本研究初步探究了 β-桧木醇的抗菌机理及与替

加环素协同抗菌机制，为 β-桧木醇联合替加环

素治疗 tet(X4)基因阳性大肠杆菌引起的感染提

供了理论和实践基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  试验药物 

β-桧木醇(β-thujaplicin)，纯度 99.78%，购自

上海陶术生物科技有限公司(货号：T3717)；替

加环素(tigecycline)，纯度≥96%，购自上海阿拉

丁生化科技股份有限公司(货号：E129449)。 
1.1.2  试验菌株 

tet(X4)基因阳性大肠杆菌 J53-47R，标准菌

株 ATCC 25922 均由本实验室保存。 
1.1.3  主要试验试剂 

Mueller-Hinton 肉汤培养基(Mueller-Hinton 
broth, MHB, 货号：CM901)，Mueller-Hinton 琼

脂培养基 (Mueller-Hinton agar, MHA, 货号：

CM902)，购自北京陆桥技术股份有限公司；活性

氧检测试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公

司(货号：S0033M)；铁测定试剂盒购于西格玛奥

德里奇(上海)贸易有限公司(货号：MAK025)。 

1.2  方法 
1.2.1  微量棋盘稀释法药敏试验 

采用微量棋盘稀释法[18]测定 β-桧木醇和替

加环素联合使用对 tet(X4)基因阳性大肠杆菌

J53-47R 的抗菌效果。在 96 孔板中加入 100 μL 
MHB 培养基，将 a 药加入 H1–H10 孔中，依次

向上倍比稀释至 B 行。在第 1 列 A1 到 H1 孔中

加入 b 药，从左向右倍比稀释至第 9 列。1–10 列

均加入 100 μL 的菌液(1×106 CFUs/mL)。第 11 和

12 列分别为只含 MHB 培养基的阴性对照和含有

100 μL MHB 肉汤和 100 μL 菌液的阳性对照，于

37 ℃培养箱中静置培养 18 h 后读取结果。结果

判读标准为：以肉眼能分辨的抑制细菌生长的最

低药物浓度为该药物的最小抑菌浓度(minimal 
inhibitory concentration, MIC)。利用公式(1)计算

联合抑菌指数(fractional inhibitory concentration 
index, FICI)。每个试验孔设置 2 个重复。 
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FICI
MIC(a ) MIC(b )
MIC(a ) MIC(b )

=

+药联用 药联用

药单用 药单用

         (1) 

若 FICI≤0.5，则判定两种药物具有协同作用；

0.5<FICI≤4，则判定两种药物具有相加或无关作

用；若 FICI>4，则判定两种药物具有拮抗作用。 
1.2.2  时间-杀菌曲线 

挑取 E. coli J53-47R 单克隆于 1 mL MHB 肉

汤培养基中，37 ℃、200 r/min 培养至对数期。

调整菌液浓度至麦氏比浊度为 0.5，再 1:100 稀

释至 5 mL 的无菌 MHB 肉汤中，使菌液终浓度

约为 1×106 CFUs/mL，并分装至不同试管中。然

后 在 不 同 试 管 中 分 别 加 入 磷 酸 盐 缓 冲 液

(phosphate buffered saline, PBS) (阴性对照)、β-
桧木醇(16 μg/mL)、替加环素(8 μg/mL)或 β-桧木

醇(16 μg/mL)+替加环素(8 μg/mL)，并于 37 ℃、

200 r/min 振荡培养。分别于药物处理后的第 0、
1、2、4、8、12、24 h 取样，并进行梯度稀释涂

板计数。每根试管设置 2 个重复。 
1.2.3  溶血性试验 

将无菌脱纤维绵羊血 800×g 离心 5 min，用

PBS 洗涤 3 次，配制成 8%的红细胞悬液。使用

PBS 将 β-桧木醇进行梯度稀释，并加入 8%的红

细胞悬液，使 β-桧木醇的终浓度为 2、4、8、16、
32、64、128 和 256 μg/mL。同时，分别以 PBS
和 0.2%的 triton X-100 作为阴性和阳性对照。将

体系于 37 ℃孵育 1 h 后，100×g 离心 5 min 后吸

取上清液，使用多功能酶标仪(TECAN 公司：

Infinite M plex)测定上清液在 576 nm 处的吸光

值。设置 3 个重复。 
(%)

100%
OD OD

OD OD

=
−

×
−

样品 阴性对照

阳性对照 阴性对照

溶血性

           (2) 

1.2.4  细胞毒性试验 
采用 CCK-8 (cell counting kit)法[19]测定 β-桧 

木醇对人胚胎肾细胞 HEK293 的细胞毒性。用含

1%胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)的最低必

需培养基 (minimum essential medium, MEM)倍
比稀释药物，使 β-桧木醇终浓度为 2、4、8、16、
32、64、128 和 256 μg/mL。以 10 000 个/孔的数

目吸取 100 μL HEK293 细胞接种于 96 孔平底细

胞板中，于含 5% CO2 的培养箱中 37 ℃培养   
24 h。弃去培养液，在 96 孔板中加入 100 μL 不

同浓度的 β-桧木醇，并分别以细胞培养液和 1% 
FBS 的 MEM 培养基作为阴性对照和空白对照。

在含 5% CO2的培养箱中 37 ℃孵育 24 h 后，每孔

加入 10 μL 的 CCK-8，37 ℃继续孵育 1 h。最后

使用多功能酶标仪测定培养体系在 OD450 处的

数值。设置 3 个重复。半数抑制浓度(half-inhibitory 
concentration, IC50)为细胞存活率降为 50%时的药

物浓度(采用 Logit 法计算)。 
(%)

100%
OD OD

OD OD

=
−

×
−

药物 空白对照

空白对照阴性对照

存活率

          (3) 

1.2.5  β-桧木醇耐药突变株的诱导和筛选 
参考Song等[18]的试验方法诱导筛选对β-桧木

醇耐药的突变菌株。将生长至对数期的大肠杆菌

ATCC 25922 菌液浓度调整至麦氏比浊度为 0.5，
再 1:100 稀释并加入到含有不同浓度 β-桧木醇

(0.25×MIC, 0.5×MIC, 1×MIC, 2×MIC, 4×MIC)的
MHB 肉汤培养基中。37 ℃、200 r/min 振荡培养

24 h 后，观察细菌生长情况并测定细菌对 β-桧木

醇的敏感性。根据细菌对 β-桧木醇的 MIC 值，调

整培养基中的药物浓度，每 24 h 传代一次。 
选取对 β-桧木醇 MIC 值升高的菌株，在无

药的 MHB 培养基中继续连续传代 7 d。7 d 后再

次测定细菌对 β-桧木醇的敏感性。选取传代 7 d
后对 β-桧木醇 MIC 值升高的菌株，提取 DNA
并进行全基因组测序和单核苷酸多态性(single 
nucleotide polymorphisms, SNP)分析。 
1.2.6  细胞膜通透性测定 

采 用 荧 光 探 针 1-N- 苯 基 萘 胺 (1-N- 
phenylnaphthylamine, NPN)测定细菌外膜通透 
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性[20]。离心收集对数期 E. coli J53-47R 菌体，并

用 5 mmol/L HEPES 缓冲液(含 5 mmol/L 葡萄糖)
洗涤并重悬，调整菌液浓度至 OD600= 0.5。加入

终浓度为 10 µmol/L 的荧光探针 NPN，37 ℃振荡

孵育 30 min。吸取 190 µL 装载荧光探针的菌液至

96 孔酶标板中，然后分别加入 10 µL 不同浓度的

β-桧木醇(8、16、32、64、128、256 µg/mL)和多

黏菌素(4 µg/mL, 阳性对照)，37 ℃孵育 1 h 后采

用多功能酶标仪测定各个体系荧光强度(激发波

长=350 nm, 发射波长=420 nm)。 
利用荧光探针碘化丙啶(propidium iodide, PI)

测定细菌细胞膜通透性[21]。离心收集对数期 E. coli 
J53-47R 菌体，并用 PBS 缓冲液洗涤并重悬，调

整菌液浓度至OD600=0.5。加入终浓度为 10 µmol/L
的 PI，37 ℃振荡孵育 30 min。吸取 190 µL 装载

荧光探针的菌液至 96 孔酶标板中，然后分别加入

10 µL 不同浓度的 β-桧木醇(8、16、32、64、128、
256 µg/mL)和多黏菌素(4 µg/mL, 阳性对照)，
37 ℃孵育 1 h 后采用多功能酶标仪测定各个体系

荧光强度(激发波长=535 nm, 发射波长=615 nm)。 
1.2.7  细菌胞内活性氧含量测定 

将过夜培养的 E. coli J53-47R 扩大培养

(1:100)至 100 mL LB 肉汤中，37 ℃、200 r/min
振荡培养至对数生长期。4 000×g 离心收集菌体，

用 PBS 洗涤 3 遍并重悬，调整菌液浓度至

OD600=0.5。加入荧光探针 2′,7′-二氯二氢荧光素

二乙酸酯(2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate, 
DCFH-DA)，使终浓度为 10 µmol/L。37 ℃振荡

孵育 30 min 后，4 ℃、4 000×g 离心 8 min 收集

菌体，并用 PBS 洗涤 3 次，去除未装载的探针。

向 96孔酶标板中加入 190 µL装载荧光探针的菌

液，以及 10 µL 不同浓度的 β-桧木醇(8、16、32、
64、128、256 µg/mL)，37 ℃孵育 1 h。最后，

利用多功能酶标仪测定各个体系荧光强度(激发

波长=488 nm，发射波长=525 nm)。 

1.2.8  细菌胞内铁含量测定 
E. coli J53-47R 培养至对数期后，用 PBS 洗

涤并调整菌液浓度为 OD600=0.5，并吸取 1 mL
分装至 1.5 mL 离心管中。加入不同浓度的 β-桧木

醇、替加环素或 β-桧木醇+替加环素，37 ℃孵育   
1 h。然后，4 ℃、4 000×g 离心 5 min，弃上清液，

菌体用 PBS 洗涤 2 次并重悬。将体系置于液氮和

65 ℃水浴中，反复冻融 3 次，充分裂解细菌。最

后，利用铁测定试剂盒(Sigma-Aldrich: MAK025)，
按照操作规范测定细菌胞内铁含量[22]。 
1.2.9  补充铁离子后 β-桧木醇的时间-杀菌曲线 

E. coli J53-47R 过夜培养后，调整菌液浓度约

为1×106 CFUs/mL的菌液，并加入PBS (阴性对照)、
不同浓度的药物、药物组合及 Fe3+  (1.25 mmol/L)，
于 37 ℃、200 r/min 振荡培养。分别于药物处理的

第 0、1、2、4、8、12、24 h 处取样，进行梯度稀

释和涂板计数。每个处理设置 3 个重复。 
1.2.10  细菌胞内替加环素含量的测定 

参考 Tong 等研究方法[23]测定细菌胞内替加

环素的含量。将 E. coli J53-47R 在 LB 肉汤中培

养至对数期后离心收集菌体。利用 PBS 将菌体

洗涤 3 次后调整菌液浓度至 1×1010 CFUs/mL，

分装至 1.5 mL 离心管中。分别加入替加环素  
(32 µg/mL)、不同浓度的 β-桧木醇(32、64、    
128 µg/mL)或 β-桧木醇+替加环素，37 ℃、   
200 r/min 振荡孵育 30 min。4 ℃、12 000×g 离

心 3 min 收集菌体，加入 500 µL 无菌水重悬，

并将其置于液氮和 65 ℃水浴中，反复冻融 3 次

裂解细菌。12 000×g 离心 3 min 收集上清液，并

将细菌沉淀用 200 µL 甲醇重悬，12 000×g 离心

3 min 收集上清液。将两次上清液合并后，12 000×g
离心 3 min 收集上清液。最后，利用氮吹挥发上

清液，并用 0.1%甲酸水对药物进行复溶。 
通过 Waters ACQUITY UPLC-I-Class/Xevo 

TQ-S 三重四极杆质谱仪(Waters Corporation)定量

分析替加环素的含量。以 0.1%甲酸水为流动相 A，
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甲醇为流动相 B，使用 ACQUITY UPLC HSS T3 
column 色谱柱，流速为 0.3 mL/min。梯度洗脱程序

如下：0.0–0.5 min，95% A；0.5–2.5 min，95%–50% 
A；2.5–4.0 min，50%–5% A；4.0–4.1 min，5%–95%；

4.1–6.0 min，95% A。进样体积为 5 μL。采用电

喷雾离子源，以多离子反应监测的方式进行正离

子模式扫描来测定细菌胞内替加环素的含量。 
1.2.11  数据分析 

试验数据均采用平均值±标准差( x ±s)表示，

并 利 用 GraphPad Prism version 8.4.3 软 件

(GraphPad software Inc.)进行统计学分析并作图。 

2  结果与分析 
2.1  β-桧木醇和替加环素具有协同抗菌作用 

通过筛选 2 592 种天然化合物，发现 β-桧木

醇和替加环素联用对替加环素耐药菌 E. coli 
J53-47R 的 FICI 为 0.5，具有协同抗菌作用(图
1A)。时间 -杀菌曲线结果显示，当单独使用 

 

 
 

图 1  β-桧木醇联合替加环素的体外协同效果及 β-桧木醇的安全性评价   A：β-桧木醇和替加环素联合

使用对大肠杆菌 J53-47R 的微量棋盘稀释法药敏结果. B：单独或联合使用 β-桧木醇和替加环素对大肠杆

菌 J53-47R 的时间-杀菌曲线. C：β-桧木醇对绵羊红细胞的溶血性. D：β-桧木醇对 HEK293 细胞的毒性. E：

β-桧木醇和四环素连续诱导大肠杆菌 30 d 产生耐药突变菌株的动态曲线 
Figure 1  Synergistic effect of β-thujaplicin combined with tigecycline in vitro and selectivity of β-thujaplicin. 
A: Checkerboard broth microdilution assays between β-thujaplicin and tigecycline against E. coli J53-47R. B: 
Time-dependent killing curve of β-thujaplicin, tigecycline or β-thujaplicin combined with tigecycline against E. 
coli J53-47R. C: Hemolysis of β-thujaplicin against sheep red blood cell. D: Cytotoxicity of β-thujaplicin 
against HEK293 cell. E: Dynamic curve of drug-resistant E. coli mutants induced by β-thujaplicin or 
tetracycline for 30 days. 
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16 µg/mL (0.5×MIC)的 β-桧木醇或 8 µg/mL 

(0.25×MIC)的替加环素时，均无杀菌作用。但当

2 种药物联合使用则具有显著的杀菌效果，且在

24 h 时，联用组与替加环素单独使用组相比菌量

降低了 6 lg (CFU/mL) (图 1B)。以上结果表明 β-

桧木醇和替加环素联合使用对替加环素耐药的

E. coli J53-47R 具有协同抗菌效果。 

2.2  β-桧木醇细胞毒性较低 
为了探究 β-桧木醇的生物安全性，首先检 

测了 β-桧木醇对绵羊红细胞的溶血性。结果显

示，当 β-桧木醇浓度为 1 024 µg/mL 和 512 µg/mL

时，溶血率分别为 5.19%和 2.86%；而当 β-桧木

醇浓度低于 512 µg/mL 时，溶血率均小于 1% (图

1C)。此外，采用人胚胎肾细胞 HEK293 模型测

定 β-桧木醇的细胞毒性，发现 β-桧木醇对

HEK293 的 IC50 为 60.22 µg/mL (图 1D)。以上结

果显示，β-桧木醇在其发挥抗菌作用浓度范围内

无明显的溶血性和细胞毒性。 

2.3  β-桧木醇不易诱导细菌产生耐药性 
抗菌药物失效大多是由于药物在使用过程

中导致细菌产生了耐药性。为了验证 β-桧木醇

是否容易诱导细菌产生耐药性，本研究分别利用

不同浓度的 β-桧木醇和四环素(对照)对 E. coli 

ATCC 25922 进行诱导。在连续诱导 30 d 后，    

E. coli ATCC 25922 对四环素的 MIC 值提高了   

64 倍，而对 β-桧木醇的 MIC 值仅升高了 2 倍(图

1E)。该结果表明相较于四环素，β-桧木醇更不

易使细菌产生耐药突变。 

2.4  β-桧木醇能增大细菌细胞膜通透性 
NPN 是具有疏水性特征的荧光染料。当细菌

外膜通透性增大时，NPN 可与磷脂的疏水尾部结

合并发出强烈荧光，因此可作为检测革兰阴性菌

细胞外膜通透性的指示剂。结果显示，在 β-桧木

醇处理细菌 1 h 后，与空白对照相比，药物处理组

的荧光强度显著增大(图 2A)，证明 β-桧木醇能增

大细菌外膜的通透性。荧光染料 PI 无法通过正常

的细菌细胞质膜，只有当细菌细胞质膜通透性增

大时，其才能进入细菌胞内与 DNA 结合，并发出

强烈的荧光。试验结果发现，β-桧木醇能呈浓度

依赖性地增大体系中 PI 的荧光强度(图 2B)，证明

β-桧木醇能增大细菌细胞质膜的通透性。以上结

果表明，β-桧木醇可增大细菌细胞膜的通透性。 
 

 
 

图 2  β-桧木醇对细菌细胞膜通透性的影响   β-桧木醇对大肠杆菌 J53-47R 外膜通透性(A)和质膜通透性

(B)的影响；差异显著性采用单因素方差分析(one-way ANOVA) 
Figure 2  Effects of β-thujaplicin on the bacterial cell membrane permeability. Effect of β-thujaplicin on the 
permeability of E. coli J53-47R outer membrane (A) and plasma membrane (B). The significances were 
determined by one-way ANOVA (ns: No significant differences; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: 
P<0.000 1). 
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2.5  β-桧木醇扰乱细菌铁稳态 
铁离子参与细菌氧运输、能量代谢、DNA

合成和转录调控等关键生命活动过程，对细菌

的生长繁殖至关重要[24-25]。前期研究发现，β-
桧木醇中的羟基酮结构可螯合铁，从而恢复铁转

运蛋白缺陷的动物对肠道中铁吸收的能力[26]。

因此，本研究利用铁测定试剂盒探究 β-桧木醇

对细菌铁稳态的影响。结果如图 3A 所示，β-
桧木醇可呈浓度依赖式降低细菌胞内铁含量。

进一步通过测定添加三价铁离子(Fe3+)对 β-桧
木醇杀菌效果的影响，结果发现补充 Fe3+组的

菌量比单独使用 β-桧木醇处理组的菌量提高了

3 lg (CFU/mL) (图 3B)。以上结果表明，β-桧木

醇可通过降低细菌胞内铁含量，干扰铁稳态，

从而实现杀菌效果。 
2.6  β-桧木醇导致细菌胞内活性氧积累 

已有研究表明当细菌胞内铁含量降低时，电

子传递链活性会被抑制，并导致胞内活性氧

(reactive oxygen species, ROS)的积累[27]。本研究

利用荧光探针 DCFH-DA 检测 β-桧木醇处理后

细菌胞内 ROS 含量的变化。与未经药物处理的

对照组相比，β-桧木醇处理细菌 1 h 后，细菌胞

内 ROS 含量显著升高(图 4A)。添加 6 mmol/L
的活性氧抑制剂 N-乙酰半胱氨酸(N-acetyl-L- 
cysteine, NAC)后可显著抑制 β-桧木醇的杀菌效

果(图 4B)。上述结果表明细菌胞内 ROS 的积累

对 β-桧木醇发挥抗菌作用具有一定程度的贡献。 

2.7  β-桧木醇和替加环素的协同抗菌机制 
2.7.1  β-桧木醇能显著增加细菌胞内替加环素

的累积量 
抗生素在细菌胞内的累积量是其发挥抗菌

作用的关键[28]。通过液相色谱-串联质谱法(liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/ 
MS)测定 β-桧木醇和替加环素联合使用及替加

环素单独使用时细菌胞内替加环素的累积量。结

果显示，单独使用替加环素时，细菌胞内替加环 
 

 
 

图 3  β-桧木醇对细菌铁稳态的影响   A：β-桧木醇对大肠杆菌 J53-47R 胞内铁含量的影响. B：补充 Fe3+

对 β-桧木醇杀菌效果的影响. 差异显著性采用单因素方差分析(one-way ANOVA) (*: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001; ****: P<0.000 1) 
Figure 3  Effects of β-thujaplicin on bacterial iron homeostasis. A: Effect of β-thujaplicin on the intracellular 
iron concentration of E. coli J53-47R. B: Effect of supplementing ferric ion on rescuing β-thujaplicin mediated 
killing of E. coli J53-47R. The significances were determined by one-way ANOVA (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001; ****: P<0.000 1). 
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.

素的累积量为(22.74±1.22) nmol/1010 CFUs；而 β-

桧木醇能呈浓度依赖性地增加细菌胞内替加环

素的累积量。当 β-桧木醇浓度为 128 µg/mL 时，

细菌胞内替加环素累积量是单独使用替加环素

组的 20 倍以上(图 5A)。结果表明 β-桧木醇能显

著增加替加环素在细菌胞内的累积量。 
 

 
 

图 4  β-桧木醇对细菌 ROS 积累量的影响   A：β-桧木醇处理 1 h 后，大肠杆菌 J53-47R 胞内 ROS 含量

的变化. B：NAC 对 β-桧木醇杀菌效果的影响. 差异显著性采用单因素方差分析(one-way ANOVA) (*: 
P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1) 
Figure 4  Effects of β-thujaplicin on bacterial ROS generation. A: Intracellular ROS level of E. coli J53-47R 
after 1 h treatment with β-thujaplicin. B: Effect of NAC on rescuing β-thujaplicin mediated killing of E. coli 
J53-47R. The significances were determined by one-way ANOVA (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: 
P<0.000 1). 

 

 
 

图 5  β-桧木醇联合替加环素对细菌胞内替加环素累积量和铁含量的影响   A：β-桧木醇处理 30 min 后，

大肠杆菌 J53-47R 胞内替加环素累积量. B：β-桧木醇和替加环素单独或联合使用对大肠杆菌 J53-47R 胞

内铁含量的影响. C：补充 Fe3+对 β-桧木醇和替加环素联合杀菌效果的影响差异显著性采用单因素方差分

析(one-way ANOVA) (*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1) 
Figure 5  Effects of β-thujaplicin combined with tigecycline on bacterial intracellular tigecycline accumulation 
and iron content. A: Intracellular tigecycline accumulation of E. coli J53-47R after β-thujaplicin treatment for 
30 min. B: Effect of β-thujaplicin and tigecycline monotherapy or combination on the intracellular iron content 
of E. coli J53-47R. C: Effect of supplementing ferric ion on rescuing β-thujaplicin combined with tigecycline 
mediated killing of E. coli J53-47R. The significances were determined by one-way ANOVA (*: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1). 
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2.7.2  β-桧木醇和替加环素联合使用可降低细

菌胞内铁含量 
已有研究表明四环素类药物也具有铁螯合

作用[29]。为进一步探究桧木醇和替加环素的联合

抗菌机制，本研究采用铁测定试剂盒，分别在单

独使用替加环素(8 µg/mL)、β-桧木醇(16 µg/mL)
或两者联合使用处理细菌 1 h 后，进行细菌胞内

铁含量测定。结果显示，与替加环素单独使用相

比，替加环素与 β-桧木醇联合使用显著降低了

细菌胞内铁含量(图 5B)。此外，进一步探究补

充 Fe3+对 β-桧木醇与替加环素协同抗菌作用的

影响。结果显示替加环素(8 µg/mL)和 β-桧木醇

(16 µg/mL)联合使用时具有显著的杀菌作用；而

补充 Fe3+显著抑制了该联用组合的杀菌效果(图
5C)。结果表明 β-桧木醇联合替加环素能协同降

低细菌胞内铁含量，从而实现协同抗菌效果。 

3  讨论 
近年来，可转移 tet(X)基因及其变异体的广

泛流行对替加环素的临床疗效造成了潜在威胁。

在新药研发速度不断放缓的现状下，合理充分地

利用现有抗菌药物是极为重要的研究课题。鉴于

抗生素佐剂能逆转细菌对现有药物耐药性，开发

抗生素佐剂是目前遏制耐药性进一步发展的重

要手段之一[30]。天然化合物因具有结构多样、

生物活性丰富等特点，是抗生素佐剂开发的重要

储库[31-32]。于是，本研究通过对天然化合物库进

行高通量筛选，发现 β-桧木醇联合替加环素对

tet(X4)基因阳性大肠杆菌在体外具有协同抗菌

效果。同时，β-桧木醇对多种正常人类细胞系均

具有较低的细胞毒性[33]。因此，β-桧木醇与替加

环素联合使用治疗 tet(X4)基因阳性大肠杆菌造

成的体内感染具有进一步探索的潜力。 
β-桧木醇通过干扰铁稳态、增大细菌细胞膜

通透性从而发挥抗菌作用。本研究发现，β-桧木

醇能呈浓度依赖性地降低大肠杆菌胞内铁含量，

并造成 ROS 的积累，从而发挥抗菌作用。同时，

补充 Fe3+可抑制 β-桧木醇的抗菌作用，进一步证

实了引起铁代谢紊乱是 β-桧木醇发挥抗菌作用

的关键因素。该结果与前期研究发现的 β-桧木

醇抗真菌机制类似。β-桧木醇可通过降低念珠菌

胞内的铁含量，抑制念珠菌线粒体的呼吸作用，

最终导致胞内 ATP 的下降和 ROS 的积累[34]。铁

对细菌的生长和繁殖都至关重要，其参与了电子

传递、DNA 合成和三羧酸循环等诸多重要的生

物学过程[35]。因此，基于扰乱细菌铁稳态的理

念开发新型抗菌药物具有良好的前景。此外，本

研究发现 β-桧木醇能增大细菌细胞膜的通透性，

这可能与该天然化合物和细菌细胞膜成分相互

作用有关，但具体机制仍需进一步探究。 
目前，替加环素和其他抗生素联用已广泛应

用于细菌感染的治疗，但多重耐药菌的出现和蔓

延严重影响该联用组合的疗效[36]。与传统的抗

生素联用策略不同，抗生素佐剂不仅能够增强 
抗生素的抗菌效果，还能延缓细菌耐药性的发 
展[30]。已有研究表明一些替加环素佐剂可通过

改变细菌细胞膜通透性、抑制 Tet(X)酶活性等机

制实现对替加环素的增效作用。例如，WRK-12[37]、

WW307[38]等抗菌肽通过改变细胞膜的通透性，

扰乱细菌质子动势，引起胞内 ROS 的积累，最

终导致细菌死亡。齐多夫定 [13]、兰雪醌 [14]、

Bi(NO3)3
[39]等通过与 Tet(X)的催化口袋结合，抑

制 Tet(X)酶活性，从而恢复耐药菌对替加环素的

敏感性。而本研究发现，β-桧木醇不仅能增大大

肠杆菌细胞膜的通透性，进而促进细菌胞内替加

环素的蓄积；同时，β-桧木醇还能联合替加环素

进一步降低细菌胞内的铁含量，干扰细菌铁稳

态，从而增强替加环素对 tet(X4)阳性大肠杆菌

的抗菌效果。此外，β-桧木醇通过扰乱细菌铁稳

态对替加环素的增效机制可为后续替加环素佐
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剂的开发提供新思路。 
综上所述，β-桧木醇通过增大细菌细胞膜通

透性，干扰铁稳态，导致胞内 ROS 的积累，从

而发挥抗菌作用。同时，β-桧木醇联合替加环素

不仅能共同干扰细菌铁稳态，还能增加细菌胞内

替加环素的累积量，从而增强替加环素对 tet(X4)
基因阳性大肠杆菌的抗菌效果。此外，β-桧木醇

表现较低的溶血性和细胞毒性，且不易产生耐药

性。因此，β-桧木醇协同替加环素对治疗替加环

素耐药菌感染具备良好的开发和应用前景。 
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