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简  报 

冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜的抑制机制 

纠敏 1  闫鹏 1  李晶晶 1  汪伦记*1,2 
1 河南科技大学食品与生物工程学院  河南 洛阳  471023 

2 河南省食品微生物工程技术研究中心  河南 洛阳  471023 

摘  要：【背景】金黄色葡萄球菌是一种常见的食源性致病菌，易在食品及加工器具表面形成生物膜，

引起食品腐败和疾病的传播，威胁食品安全。【目的】研究冬凌草甲素抑制金黄色葡萄球菌生物膜形

成的作用机制。【方法】使用结晶紫染色法和扫描电镜观察冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜形成

的抑制作用，刚果红平板法定性检测冬凌草甲素对细胞间多糖黏附素(polysaccharide intercellular 

adhesion，PIA)合成的影响，分光光度法测定冬凌草甲素对供试菌株胞外 DNA (eDNA)释放量的影响，

RT-PCR 技术检测冬凌草甲素对供试菌株 icaA、cidA、agrA 和 sarA 基因表达量的影响。【结果】冬

凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜形成有较强的抑制作用；冬凌草甲素能显著抑制 PIA 的合成，且呈

浓度剂量依赖；冬凌草甲素能抑制供试菌株 eDNA的释放量，其中1/4最小抑菌浓度(minimum inhibitory 

concentration，MIC)的冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌 16 h 后，与对照组相比，eDNA 的释放量降低

了 48.62%；冬凌草甲素可显著抑制金黄色葡萄球菌生物膜形成相关基因的表达，其中 1/2MIC 的冬凌

草甲素作用金黄色葡萄球菌 16 h 后，icaA、cidA、agrA 和 sarA 基因的表达量分别比对照降低了 91.6%、

94.7%、77.6%和 70.4%。【结论】冬凌草甲素通过抑制 icaA 和 cidA 基因的表达，影响 PIA 的合成和

eDNA 的释放，进而干预生物膜的形成。 
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Abstract: [Background] Staphylococcus aureus is a type of common food-borne pathogenic bacteria that 
can easily form biofilm on the surface of food and processing equipment, leading to food corruption and 
disease spread, and threatening food safety. [Objective] To study the inhibition of S. aureas biofilm 
formation by oridonin. [Methods] The inhibition of biofilm formation by oridonin was studied using 
crystal violet staining assay and scanning electron microscopy. The influence of oridonin on the formation 
of polysaccharide intercellular adhesion and the release of extracellular DNA (eDNA) was detected by 
Congo red agar and spectrophotometer. RT-PCR analysis was used to determine the effect of oridonin on 
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the expression of genes, including icaA, cidA, agrA and sarA. [Results] Oridonin showed strong 
antimicrobial activity on S. aureas biofilm formation. Polysaccharide intercellular adhesion formation and 
eDNA release were greatly inhibited by oridonin. eDNA release decreased by 48.62% after incubated with 
oridonin at 1/4MIC for 16 h. Oridonin could significantly inhibit the expression of biofilm forming related 
genes in S. aureas. After incubated with of oridonin at 1/2MIC for 16 h, the relative expression of icaA, 
cidA, agrA and sarA of S. aureas were reduced by 91.6%, 94.7%, 77.6% and 70.4%, respectively. 
[Conclusion] Oridonin can significantly inhibit the biofilm formation of S. aureas via the reduction of 
icaA and cidA expression, so as to influence the synthesis of polysaccharide intercellular adhesion and the 
eDNA release. 

Keywords: Biofilm, Staphylococcus aureus, Oridonin, Biofilm-related genes 

生物膜(biofilm)是由微生物在一些载体表面

通 过 黏 附 生 长 并 用 自 身 分 泌 的 细 胞 外 基 质

(extracellular polymeric substances，EPS)包裹所形

成的高度组织化的多细胞群落[1]。食品含有丰富的

营养物质，为细菌提供了适宜的生存环境，在一些

食品加工设备的表面极易附着微生物形成生物膜。

研 究 表 明 Salmonella 、 Listeria monocytogenes 、

Pseudomonas aeruginosa 和 Staphylococcus aureus[2-7]

等食源致病菌能黏附到食品及加工器具表面形成

生物膜。食源性病原菌在食品加工设备表面形成生

物膜不仅会对食品加工设备、输送管道造成表面损

伤，更是一种潜在的污染源，引起食品腐败和疾病

传播，威胁食品安全。 

金黄色葡萄球菌(S. aureus)是一种常见的食源

性致病菌，易污染禽类、肉类和奶制品等蛋白含量

丰富的食品。金黄色葡萄球菌在食品中大量繁殖会

产生金黄色葡萄球菌肠毒素，误食后可造成严重的

胃肠炎，引发恶心、呕吐、腹部痉挛等症状，已成

为仅次于沙门氏菌和副溶血弧菌引起细菌食物中

毒的第三大重要病原菌[8]。 

冬凌草甲素为对映-贝壳杉烷类二萜化合物，

是冬凌草(Rabdosia rubescens)的主要活性成分。冬

凌草甲素具有抗肿瘤、抗菌、抗炎和抗氧化等多种

药理活性[9]。我们前期的研究结果显示，冬凌草醇

提物对金黄色葡萄球菌生物膜有显著的抑制作  

用[10]，但目前关于冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌

生物膜的抑制作用机制尚缺乏系统的研究。因此，

本文对冬凌草甲素抑制黄色葡萄球菌生物膜的作

用机制进行研究，以期为其在医药、食品和畜牧等

行业的应用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

金黄色葡萄球菌(S. aureus ATCC6538)购自中

国普通微生物菌种保藏管理中心；冬凌草甲素，上

海源叶生物科技有限公司；胰蛋白胨大豆肉汤

(TSB)，青岛海博生物技术有限公司；96 孔细胞培

养板、24 孔细胞培养板、细菌基因组 DNA 快速抽

提试剂盒、细菌总 RNA 快速抽提试剂盒，生工生

物工程(上海)股份有限公司。刚果红培养基(g/L)：

营养琼脂粉 53.0，刚果红 4.0，蔗糖 36.0，1×105 Pa

灭菌 20 min 备用。 

低温超速离心机，湖南湘仪离心机仪器有限公

司；全自动酶标仪、荧光定量 PCR 仪，Bio-Rad

公司；扫描电镜，Hitachi High-Technologies 公司；

NanoDrop 2000 超微量分光光度计，ThermoFisher

公司。  

1.2  试验方法 

1.2.1  菌种活化和菌悬液制备 

将−80 °C 贮藏的甘油菌种接种于 TSB 培养基

中，37 °C、150 r/min 活化过夜后，于 TSB 培养基

中二次活化，4 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，

沉淀物用适量无菌生理盐水洗涤 2 次，然后用无菌

生理盐水调整菌悬液浓度为 OD600=0.1 (约 0.5 麦氏

单位，5×108 CFU/mL)备用。 



纠敏等: 冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜的抑制机制 1567 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1.2.2  最小抑菌浓度测定 

将冬凌草甲素溶解于甲醇中，经 0.22 μm 膜过

滤后稀释到合适浓度。参考 Silván 等[11]方法，取   

1 mL 制备的菌悬液接种于 99 mL TSB 培养基中，

加入冬凌草甲素使其终浓度分别为 200、100、50、

25、12.5、6.25、3.125 μg/mL，37 °C、150 r/min

摇床培养 24 h 后测定 600 nm 处吸光值，每个浓度

梯度组设 3 个平行，取平均值。以添加等量溶剂甲

醇为对照组。 

1.2.3  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜形成

的影响 

采用 96 孔细胞培养板进行生物膜制备。将金

黄色葡萄球菌接入 TSB 培养基中，37 °C、150 r/min

摇床培养过夜，稀释 100 倍后每孔加入 100 μL 含

菌培养基，然后再分别添加 100 μL 含药物的新鲜

TSB 培养基，使冬凌草甲素终浓度分别为 1/8MIC、

1/4MIC 和 1/2MIC，同时以不含冬凌草甲素的 TSB

培养基作为空白对照，37 °C 培养 24 h，取出     

96 孔细胞培养板，参照 O’Toole 等[12]方法进行结

晶紫染色，酶标仪检测 OD595 对生物膜进行定量。

实验重复 3 次，取平均值。 

同时取上述稀释后的含菌培养基加入 24 孔

板，每孔 1.5 mL，然后加入无菌玻璃片(1×1 cm)，

再分别添加 500 μL 含药物的新鲜 TSB 培养基，使

冬凌草甲素终浓度分别为 1/8MIC、1/4MIC 和

1/2MIC，同时以不含冬凌草甲素的 TSB 培养基作

为空白对照，37 °C 静置培养 24 h，取出玻璃片，

参照 Kim 等[13]方法进行样品制备，扫描电镜观察。 

1.2.4  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌 PIA 合成的

影响 

将上述制备的菌悬液接种到刚果红平板上。刚

果红平板中冬凌草甲素的含量分别为 1/8MIC、

1/4MIC 和 1/2MIC，同时以不含药物平板作为阳性

对照，37 °C 静置培养 16 h，观察冬凌草甲素对 PIA

合成的影响。其中菌落颜色呈黑色的为 PIA 阳性

菌株，菌落呈红色的为 PIA 阴性菌株[14]。 

1.2.5  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌 eDNA分泌的

影响 

将金黄色葡萄球菌接入 TSB 培养基中，37 °C、

160 r/min 培养 16 h 后，稀释 100 倍，加入冬凌草

甲素使其终浓度分别为 0、1/8MIC、1/4MIC 和

1/2MIC。将含有冬凌草甲素的菌液加入 96 孔板中，

每孔 200 μL，37 °C 静置培养 16 h，按 Rice 等[15]

的方法提取 eDNA，用分光光度计检测 eDNA 的浓

度，eDNA 的表达水平用 eDNA 含量 μg/OD595 表

示。试验重复 5 次，取平均值。 

1.2.6  RNA 提取及实时定量 RT-PCR 

取培养至对数期(16 h)的金黄色葡萄球菌菌液

0.5 mL 接种至 49.5 mL 新鲜 TSB 培养基中，加入

冬凌草甲素，使其终浓度分别为 0、1/8MIC、1/4MIC

和 1/2MIC，37 °C、160 r/min 培养 16 h，取 10 mL

菌悬液，根据细菌总 RNA 快速抽提试剂盒说明书

提取细菌 RNA，用 NanoDrop 2000 超微量分光光

度计进行 RNA 的定量，然后采用两步反转合成

cDNA，根据 SYBR Premix Ex TaqTM II 试剂盒说明

书进行 RT-PCR，引物如表 1 所示，以 16S rRNA

基因为内参。RT-PCR 反应体系(20 µL)：2×SYBR 

Premix Ex TaqTM II 10 µL，上、下游引物(10 µmol/L)

各 0.8 µL，cDNA 模板 2 µL，无 RNA 酶的 ddH2O 

6.4 µL。RT-PCR 反应条件：95 °C 30 s；95 °C 5 s，

60 °C 34 s，共 39 个循环。每个样品重复 3 次，利

用 2−ΔΔCT 对数据进行分析。 
 

表 1  实时定量 PCR 引物 
Table 1  Primers used in RT-PCR 
引物 

Primers 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

片段大小

Size (bp)
icaA-F AGTGCAGTTGTCGATGTTGGCTAC 822 

icaA-R CAACACATGGCAAGCGGTTCATAC

cidA-F ATCTTCCCTTAGCCGGCAGT 396 

cidA-R TGCACCGTCTTCTACCCAAG 

agrA-F TGCCCTCGCAACTGATAATCC 343 

agrA-R ACCAACTGGGTCATGCTTACG 

sarA-F CGCTGTATTGACATACATCAGCGA 294 

sarA-R TGCTTTAACAACTTGTGGTTGTTTG

16S rRNA-F TACACACCGCCCGTCACA 79 

16S rRNA-R CTTCGACGGCTAGCTCCTAAA 
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2  结果与分析 

2.1  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌的抑菌活性 

采用试管倍比稀释法测定了冬凌草甲素对金

黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度，试验结果见图 1。

由图 1 可知，质量浓度为 25 µg/mL 冬凌草甲素显

著抑制了金黄色葡萄球菌的生长(P<0.01)，浓度越

高抑制活性越强，当冬凌草甲素的质量浓度大于 

50 µg/mL 时完全抑制了金黄色葡萄球菌的生长。

MIC 是指经 24 h 培养后实验组无明显生长的最低

浓度，由此可知冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌的

MIC 为 25 µg/mL。 

2.2  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜形成

的影响 

采用结晶紫染色法研究了 1/8MIC、1/4MIC 和

1/2MIC 三种不同质量浓度的冬凌草甲素对金黄色

葡萄球菌生物膜形成的影响，试验结果见图 2。由

图 2 可知，冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜形

成的抑制活性随着冬凌草甲素质量浓度的升高而

提高。与对照组相比，在 1/2MIC 和 1/4MIC 冬凌草

甲素作用下，金黄色葡萄球菌生物膜形成量分别

下降了 61%和 50%，差异极显著 (P<0.01)；在

1/8MIC 冬凌草甲素作用下，金黄色葡萄球菌生物

膜形成量也下降了 19%，差异显著(P<0.05)。 

扫描电镜观察结果也显示(图 3)，冬凌草甲素 

 

 
 

图 1  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌最小抑菌浓度的

测定 
Figure 1  Determination of the MIC of oridonin on     
S. aureus 

能抑制金黄色葡萄球菌生物膜的形成，未添加冬

凌草甲素的对照组菌体聚集成团，连成一片；药

物处理组金黄色葡萄球菌生物膜的形成量则随着

冬凌草甲素浓度的增大而降低，当冬凌草甲素含

量达到 1/2MIC 时，细菌多呈分散状态，部分聚集

在一起，但没有出现堆叠成团的现象。 

2.3  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌 PIA 合成的

影响 

采用刚果红平板研究了冬凌草甲素对金黄色

葡萄球菌生物膜中 PIA 合成的影响，试验结果见  

图 4。由图 4 可知，未添加冬凌草甲素的对照组，

金黄色葡萄球菌的菌落呈现黑色，而药物处理组

随着冬凌草甲素浓度的增加，金黄色葡萄球菌的

菌落逐渐变小，黑色逐渐变浅，当冬凌草甲素浓

度达到 1/2MIC 时黑色区域几乎消失。实验结果

表明，冬凌草甲素能够抑制金黄色葡萄球菌生物

膜中 PIA 的合成，且随着冬凌草甲素含量的增加，

对金黄色葡萄球菌生物膜中 PIA 的合成抑制作用

越强。 

2.4  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌 eDNA 分泌

的影响 

采用分光光度计法研究了冬凌草甲素对金黄

色葡萄球菌 eDNA 分泌的影响，试验结果见图 5。 
 

 
 

图 2  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜形成的影响 
Figure 2  Effect of oridonin on the biofilm formation of   
S. aureus  
注：*：与对照组相比，差异显著(P<0.05)；**：与对照组相

比，差异极显著(P<0.01). 下同. 

Note: *: Significant difference as compared with the control 
group (P<0.05); **: Extremely significant as compared with the 
control group (P<0.01). The same in following figures. 
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图 3  冬凌草甲素抑制金黄色葡萄球菌生物膜形成的扫

描电镜图 
Figure 3  SEM of the S. aureus biofilm treated by 
oridonin at different concentrations  
Note: A: 1/2MIC; B: 1/4MIC; C: 1/8MIC; D: CK. 

由图 5 可知，金黄色葡萄球菌 eDNA 释放量随着冬

凌草甲素含量的增加而逐渐降低，与对照组相

比，1/4MIC 冬凌草甲素作用 16 h 后，金黄色葡萄

球菌 eDNA 的释放量降低了 48.62%，差异极显著

(P<0.01)，表明冬凌草甲素能抑制金黄色葡萄球菌

eDNA 的分泌，并且随冬凌草甲素含量的增加抑制

程度逐渐增强。 

2.5  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌 icaA、cidA、

agrA 和 sarA 基因表达的影响 

采用 RT-PCR 技术检测了冬凌草甲素对金黄

色葡萄球菌 icaA、cidA、agrA 和 sarA 基因表达的

影响，试验结果见图 6。由图 6 可知，亚抑制浓度

的 冬 凌 草 甲 素 可 显 著 降低 供 试 菌 株的 i caA、

cidA、agrA 和 sarA 基因的相对表达量(P<0.01)。

其中 1/2MIC 的冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌 

 

 
 

图 4  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜中 PIA 的

影响 
Figure 4  Effect of oridonin on the PIA production in the 
S. aureus biofilm  

 

 
 

图 5  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物膜 eDNA 分泌

的影响 
Figure 5  Effect of oridonin on the eDNA release in the  
S. aureus biofilm 
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图 6  冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生物被膜形成相关

基因表达的影响 
Figure 6  Effect of oridonin on expression of biofilm 
forming related genes in S. aureus 
 

16 h 后，与对照组相比，icaA 基因的表达量降低

了 91.6%，cidA 基因的表达量降低了 94.7%，agrA

基因的表达量降低了 77.6%，sarA 基因的表达量

降低了 70.4%。 

3  讨论与结论 

本文研究了冬凌草甲素对金黄色葡萄球菌生

物膜形成的抑制作用。实验结果表明，冬凌草甲素

能 够 抑 制 金 黄 色 葡 萄 球 菌 生 物 膜 的 形 成 ， 在

1/2MIC 和 1/4MIC 冬凌草甲素作用下，金黄色葡

萄球菌生物膜形成量分别显著下降了 61%和 50% 

(P<0.01)。金黄色葡萄球菌生物膜的形成分为黏

附、聚集、成熟和脱落 4 个阶段[16]。研究表明，

PIA 在细菌聚集阶段发挥重要作用，其不仅能介导

细菌间黏附形成生物膜，而且参与细菌感染宿主的

过程。本研究结果显示，冬凌草甲素能够抑制金黄

色葡萄球菌生物膜中 PIA 的合成，且冬凌草甲素

的含量越高，对金黄色葡萄球菌生物膜中 PIA 的

合成抑制作用越强，呈剂量依赖性。eDNA 也参与

细菌生物膜的形成且与细菌的初始黏附密切相关。

细菌黏附至基质表面后，通过聚集因子进行聚集，

增殖形成微菌落。本研究结果显示，冬凌草甲素能

够抑制金黄色葡萄球菌生物膜中 eDNA 释放，与

对照组相比，1/4MIC 冬凌草甲素作用 16 h 后，金

黄色葡萄球菌 eDNA 的释放量降低了 48.62%，并

且随药物浓度增高其抑制程度逐渐增强。 

细菌从游离状态到聚集形成成熟的生物膜是

一个非常复杂的过程，涉及多种基因的表达与调

控。目前发现多个与生物膜形成相关的基因，如

ica 操纵子。icaA 基因编码乙酰葡糖胺转移酶，其

负责细胞间多糖黏附素 PIA 的合成[17]。本文采用

RT-PCR 技术对金黄色葡萄球菌 icaA 基因相对表

达量的检测结果显示，当 1/2MIC 冬凌草甲素作用

金黄色葡萄球菌 16 h 后，与对照组相比，icaA 基

因的表达量降低了 91.6% (P<0.01)，表明冬凌草甲

素可通过降低 icaA 基因的表达抑制金黄色葡萄球

菌生物膜中 PIA 的合成。 

研究表明，金黄色葡萄球菌生物膜中的 eDNA

主要来源于由 cidA 基因介导的细菌细胞程序化死

亡和细胞裂解[16]。本研究利用 RT-PCR 技术检测了

促进菌体自溶的 cidA 基因的表达量。结果显示，

冬凌草甲素显著抑制了 cidA 基因的表达，在

1/8MIC 冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌 16 h 后，

与对照组相比，cidA 基因的表达量降低了 52.6% 

(P<0.01)，并且随药物浓度增高其抑制程度显著增

强，1/2MIC 的冬凌草甲素作用金黄色葡萄球菌  

16 h 后，与对照组相比，cidA 基因的表达量降低

了 94.7%，呈剂量依赖性。但相比于 cidA 基因表

达量的下降趋势显著，金黄色葡萄球菌 eDNA 释

放量的下降趋势平缓，这表明还有其他途径参与金

黄色葡萄球菌 eDNA 释放的调控。 

ica 操纵子和 cid 操纵子的表达受群感效应附

属基因调节子(accessory gene regulator，agr)二元调

控系统中 agrA 基因和葡萄球菌附属蛋白调节系统

中 sarA (staphylococcal accessory regulator A)基因

的调控[18]。采用 RT-PCR 技术对金黄色葡萄球菌

agrA 和 sarA 基因相对表达量的研究结果显示，

agrA 和 sarA 基因的表达趋势与 icaA 和 cidA 基因

的表达趋势相同，都随冬凌草甲素浓度的增加逐渐

受到抑制，这表明冬凌草甲素可能通过抑制 agrA
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和 sarA 基因的表达来调控 ica 操纵子和 cid 操纵

子，影响金黄色葡萄球菌 PIA 的合成和 eDNA 释

放，干预生物膜的形成。 

综上所述，冬凌草甲素能显著抑制金黄色葡萄

球菌生物膜的形成，其作用机制是通过抑制 agrA

和 sarA 基因的表达来调控 icaA 和 cidA 的基因表

达，进而影响金黄色葡萄球菌 PIA 合成和 eDNA

的释放，干预生物膜的形成。本研究为冬凌草在食

品防腐和保鲜及无抗饲料的广泛应用方面提供理

论基础，也为进一步研究冬凌草甲素的作用机制奠

定了基础。 
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