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川乌水提取物及其单体成分川乌水提取物及其单体成分对金黄色葡萄球菌对金黄色葡萄球菌 αα -- 溶血素溶血素
分泌的分泌的抑制作用抑制作用**

李 詹，谈 玲，丁曼琳，黄远帅△

（西南医科大学附属医院，四川 泸州 646000）
摘要摘要：：目的 探讨川乌水提取物及其单体成分对金黄色葡萄球菌 α -溶血素分泌的抑制作用。方法 采用转录组测序技术（RNAseq）
分析川乌水提取物对金黄色葡萄球菌 USA300 hla，psma，isda 基因转录水平的影响。采用反转录 - 实时荧光定量聚合酶链式反应

（RT - qPCR）法测定川乌水提取物及质量浓度分别为 0. 01，0. 1，1 mg / mL的乌头原碱、次乌头碱、新乌头碱单体成分对 hla，psma，isda
基因表达水平的影响，采用溶血定量试验考察溶血活性。采用免疫印迹（Western blot）法考察质量浓度分别为 0. 01，0. 1，1 mg / mL 的

乌头原碱、次乌头碱、新乌头碱单体成分对金黄色葡萄球菌菌液上清液中 α -溶血素分泌的影响。结果 USA300经 250 mg / mL川乌

水提取物处理后，α -溶血素、δ -溶血素、酚溶性调节蛋白等毒力因子相关基因的表达均显著下调（P < 0. 005）。USA300经 250 mg / mL
川乌水提取物及 1 mg / mL乌头原碱、次乌头碱、新乌头碱单体成分处理后，hla，psma，isda 基因转录水平均受到显著抑制（P < 0. 05），

其中对 hla 基因的抑制作用最显著；金黄色葡萄球菌的溶血活性均受到显著抑制（P < 0. 01）。USA300 经 0. 01，0. 1，1 mg / mL 乌头

原碱、次乌头碱、新乌头碱单体成分处理后，金黄色葡萄球菌菌液上清液中 α -溶血素分泌量与乌头原碱呈浓度依赖性降低，但经次

乌头碱、新乌头碱单体成分处理后的趋势不明显。结论 川乌水提取物及其单体成分可抑制金黄色葡萄球菌中 α -溶血素的分泌，尤

其是单体成分乌头原碱有用于抗金黄色葡萄球菌感染的潜能。

关键词关键词：：金黄色葡萄球菌；川乌；α -溶血素；乌头原碱；次乌头碱；新乌头碱

Inhibitory Effect of Aconiti Radix Water Extract and Its Monomeric Components on the
Secretion of α - Hemolysin in Staphylococcus Aureus

LI Zhan，TAN Ling，DING Manlin，HUANG Yuanshuai
（Southwest Medical University Affiliated Hospital，Luzhou，Sichuan，China 646000）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the inhibitory effect of Aconiti Radix water extract and its monomeric components on the
secretion of α - hemolysin in Staphylococcus aureus. Methods RNAseq was used to analyze the effect of Aconiti Radix water
extract on the transcription levels of USA300 hla，psma，and isda genes in Staphylococcus aureus. The reverse transcription real -
time fluorescence quantitative polymerase chain reaction（RT - qPCR） method was used to determine the effect of Aconiti Radix
water extract and its monomeric components of aconitine（0. 01 mg / mL），hypaconitine（0. 1 mg / mL），and mesaconitine（1 mg / mL）
on the expression levels of hla，psma，and isda genes. The quantitative hemolysis test was used to evaluate the hemolytic activity.
Western blot was used to investigate the effect of monomeric components of aconitine（0. 01 mg / mL），hypaconitine（0. 1 mg / mL），
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and mesaconitine（1 mg / mL） on the secretion of α - hemolysin in the supernatant of Staphylococcus aureus bacterial solution.
Results After USA300 was treated with Aconiti Radix water extract（250 mg / mL），genes related to virulence factors such as α -
hemolysin，δ - hemolysin，and phenol - soluble regulatory proteins were significantly down - regulated（P < 0. 005）. After USA300
was treated with the Aconiti Radix water extract （250 mg / mL） and its monomeric components of aconitine （1 mg / mL），

hypaconitine （1 mg / mL），and mesaconitine （1 mg / mL），the transcript levels of hla，psma，and isda genes were significantly
inhibited（P < 0. 05），with the most significant inhibition level of the hla gene. The hemolytic activity of Staphylococcus aureus was
significantly inhibited （P < 0. 01）. After USA300 was treated with the monomeric components of aconitine （0. 01 mg / mL），

hypaconitine（0. 1 mg / mL），and mesaconitine（1 mg / mL），the secretion of α - hemolysin in the supernatant of Staphylococcus
aureus decreased in a concentration dependent manner with aconitine，but the trend was not significant after treatment with
monomeric components of hypaconitine and mesaconitine. Conclusion The Aconiti Radix water extract and its monomeric
components can inhibit the secretion of α - hemolysin in Staphylococcus aureus，especially the monomeric component aconitine has
the potential to be used for anti - Staphylococcus aureus infection.
Key wordsKey words：：Staphylococcus aureus；Aconiti Radix；α - hemolysin；aconitine；hypaconitine；mesaconitine

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus是人类化脓

感染中的常见病原菌，可直接导致局部化脓感染、肺

炎、伪膜性肠炎、心包炎等，甚至败血症、脓毒症等全身

感染，严重危害人类生命健康［1］。金黄色葡萄球菌在感

染过程中分泌一系列毒力因子，以致病。故以毒力因子

为靶标开发抗感染药物成为非常有前景的控制金黄色

葡萄球菌感染的策略。α -溶血素是金黄色葡萄球菌在

对数生长后期分泌的主要外毒素，是相对分子质量为

33 200的可溶性蛋白，包含 293个氨基酸残基，可导致

多种细胞裂解死亡，包括红细胞、淋巴细胞、上皮细胞、

巨噬细胞、单核细胞等［2］，是关键致病因子。川乌为毛茛

科植物乌头Aconitum carmichaelii Debx. 的干燥母根，性

热，味苦、辛，略有麻舌感，主归心、肝、肾、脾经，具有祛

风除湿、温经止痛功效，常用于治疗风寒湿痹、关节疼

痛、寒疝作痛等［3］。现代药理学研究表明，川乌具有抗肿

瘤、抗炎镇痛、保护心血管等作用［4］。乌头属中药种类繁

多、地域分布广泛，成分复杂，包括双酯型二萜类生物

碱、单酯型二萜类生物碱、黄酮、甾体、多糖等，双酯型

二萜类生物碱包括乌头原碱、新乌头碱、次乌头碱，是

乌头属中药的主要活性成分［5］。目前，有关川乌在抗感

染方面的作用鲜有报道，故本研究中探讨了不同浓度

川乌水提取物及其单体成分对金黄色葡萄球菌α -溶

血素分泌的抑制作用。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与菌株

仪器：LightCycler 96型荧光定量聚合酶链式反应

（PCR）仪（美国Roche公司）；Synergy2型多功能酶标仪

（美国Bio Tek公司）；ChemiScope 6000型化学发光和成

像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）；Mini - PROTEAN
Tetra型电泳槽，PowerPac型基础电泳仪，高温低速离心

机，半干式转膜仪，均购自德国Bio - Rad公司。

试药：川乌水提取物（西南医科大学附属中医医院

药剂科制备，质量浓度为 1 g / mL）；乌头原碱对照品（批

号为MUST - 22042014，纯度为 98. 26%），次乌头碱对

照品（批号为MUST - 22030911，纯度为 99. 68%），新乌

头 碱 对 照 品（批 号 为 MUST - 22030911，纯 度 为

99. 68%），均购自成都曼思特生物科技有限公司；柱式

细菌总RNA抽提纯化试剂盒（生工生物工程 < 上海 >
股份有限公司）；PrimeScript RT Master Mix反转录试剂

盒（批号为RR036Q），实时荧光定量PCR（qPCR）试剂盒

（批号为RR820A），TB Green® Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂，

均购自日本 TAKARA公司；十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS - PAGE）快速配置试剂（碧云天生

物技术有限公司，批号为 070623230728）；TBST（北京索

莱宝科技有限公司，批号为20210326）；预染蛋白 Marker
（广州硕谱生物科技有限公司，批号为 23183238，相对

分子质量为 15 000～130 000）；抗α -溶血素兔多克隆

抗体，辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔二抗，聚偏

二氟乙烯（PVDF）膜，均购自美国Sigma公司。

菌株：金黄色葡萄球菌菌株USA300（基因包括 hla，
psma，isda，gyrb）由中国人民解放军陆军军医大学饶贤

才教授惠赠，采用BHI培养基培养。

1. 2 方法

最低抑菌浓度（MIC）测定：根据临床实验室标准化

协会（CLSI）规定，采用二倍稀释法测定川乌水提取物

的MIC。
转录组测序技术（RNAseq）分析川乌水提取物对金黄

色葡萄球菌主要毒力因子转录水平的影响：将250 mg / mL
川乌水提取物处理的USA300和未处理的USA300培养

液各 2 mL加入 2倍体积的 RNA保护剂中，振荡 5 s，室
温放置 5 min，离心（3 214 g）10 min，收集细菌沉淀，提

取mRNA，立即置 - 80 ℃冰箱保存，待测，外送进行转

录组测定，分析主要毒力因子的转录水平变化。差异基

因的筛选主要包括多个显著水平的基因表达。一般认

•药学论著•
Pharmacy Articles

52



2024年 7月 5日 第 33卷第 13期

Vol. 33，No. 13，July 5，2024 China Pharmaceuticals

为，│log2（倍数变化）│> 1和P < 0. 005表明样本间基

因表达存在差异。每个试验均独立重复3次。

溶血定量试验：过夜细菌培养物按 1∶100接种于含

250 mg / mL川乌水提取物的 BHI培养基中，37 ℃培养

12 h，离心（转速为10 000 r / min）10 min，取上清液50 μL，
与 1 mL 4%羊红细胞混合后，37 ℃孵育 20 min，以磷酸

盐缓冲液（PBS）处理，设为阴性对照组。不经任何药物

处理，设为空白对照组。分别取乌头原碱、次乌头碱、

新乌头碱各适量，溶于 1 mL二甲基亚砜（DMSO）中，配

制质量浓度为 5 mg / mL的药液。量取 400 μL药液、

20 μL过夜细菌培养液、1 580 μL BHI液体培养基，混

匀，配制成质量浓度为 1 mg / mL的单体成分溶液；量取

40 μL药液、20 μL过夜细菌培养液、1 940 μL BHI液体

培养基，混匀，配制成质量浓度为0. 1 mg / mL的单体成分

溶液；量取 4 μL药液、20 μL过夜细菌培养液、1 976 μL
BHI液体培养基，混匀，配制成质量浓度为 0. 01 mg / mL
的单体成分溶液。离心（10 000 g，温度为 4 ℃）1 min
后，测定上清液在 543 nm波长处的光密度（OD）值，与

阳性对照计算溶血率，设为 100%溶血。每个试验均独

立重复3次。

反转录 - qPCR（RT - qPCR）法测定基因表达水

平：取金黄色葡萄球菌USA300单个菌落，置 3 mL BHI
肉汤中，37 ℃振荡，培养过夜，第2天测定600 nm波长处

的OD（OD600），用新鲜BHI肉汤调整OD值到 1。取无菌

15 mL试管2支，其中1支加入终质量浓度为250 mg / mL
的川乌水提取物（作为观察组），另 1支不加药液（作为

空白对照组），每瓶加入 BHI肉汤至总体积 3 mL，每瓶

接种细菌菌液0. 1 mL，37 ℃振荡培养12 h，取1 mL培养

液，加入 45 μL溶葡球菌酶（质量浓度为 1 mg / mL），

37 ℃培养 0. 5 h，以试剂盒提取细菌RNA，随后进行反

转录反应（引物序列与片段大小见表 1）。反应条件为

37 ℃、15 min，85 ℃、5 s；qPCR反应条件为95 ℃变性30 s，
40个循环（95 ℃变性 5 s，55 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s）。

以管家基因 gyrb作为内参基因，靶基因的相对表达水

平以 2 - ΔΔCt法计算。另外，配制质量浓度分别为 1，0. 1，
0. 01 mg / mL的乌头原碱、次乌头碱、新乌头碱单体成

分溶液进行 RT - qPCR 试验。每个试验均独立重

复3次。
表1 引物序列与片段大小

Tab. 1 Sequences and fragment sizes

基因

hla

psma

isda

gyrb

引物序列（5' → 3'）
F：GTAGCGAAGTCTGGTGAA；R：CGGTATATGGCAATCAACTT
F：ACCATCGTACCAACTGTTAA；R：CGTGTGACCGTAAGTGTT
F：TGTGGCACGACAATATGTA；R：AGCGGATACTAGAACAATCA
F：TACACGAGAAGGTATGACAG；R：TCTACAACTTGACGCACTT

片段大小（bp）
124
107
81
108

免疫印迹（Western blot）法测定蛋白表达水平：用

苯甲酰制备质量浓度分别为 0. 01，0. 1，1 mg / mL的乌

头原碱、新乌头碱、次乌头碱单体成分溶液，与金黄色

葡萄球菌菌液上清液共同培养。取溶血定量试验项下

金黄色葡萄球菌菌液上清液 20 μL和 Loading Buffer
5 μL混匀，蛋白变性 8 min后进行 SDS - PAGE，采用半

干式转膜仪转膜 30 min，然后将 PVDF膜用 5%脱脂

奶粉封闭缓冲液封闭 2 h，用抗 α - 溶血素多克隆抗体

（1∶6 000）浸泡PVDF膜，4 ℃孵育过夜，TBST洗膜 3次，

每次 5 min，加入HRP标记的二抗（1∶3 000），37 ℃摇床

孵育 2 h，TBST清洗 3次，每次 5 min，采用增强化学发光

（ECL）试剂盒进行显影。每个试验均独立重复3次。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 13. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s
表示，行 t检验。P < 0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 川乌水提取物对金黄色葡萄球菌的抑制作用

采用二倍稀释法，制得质量浓度为 0. 5 g / mL的川

乌水提取物，与金黄色葡萄球菌 USA300共培养 24 h，
细菌生长无异常，表明川乌水提取物对金黄色葡萄球

菌无抑制作用。

2. 2 川乌水提取物可抑制多种金黄色葡萄球菌毒力

因子的转录

与 未 处 理 的 USA300 比 较 ，金 黄 色 葡 萄 球 菌

USA300经250 mg / mL川乌水提物处理后，有63个基因

转录被显著抑制（P < 0. 005），其中包括α -溶血素、δ -
溶血素、酚溶性调节蛋白（PSM）等毒力因子相关基因。

详见表2。
表2 川乌水提取物对金黄色葡萄球菌毒力编码基因的影响

（n = 3）
Tab. 2 Effect of Aconiti Radix water extract on genes encoding

virulence of Staphylococcus aureus（n = 3）

基因编号

SAUSA300_RS15090
SAUSA300_RS15735
SAUSA300_RS05720
SAUSA300_RS10930

基因

psma

psma

hla

isda

log2（倍数变化）

- 5. 915 73
- 5. 317 24
- 3. 550 76
- 3. 386 48

P值

2. 17 × 10 - 12
1. 52 × 10 - 11
5. 87 × 10 - 7
9. 26 × 10 - 7

描述

酚溶性调节蛋白（PSM）- α3
PSM - α2
α -溶血素

δ -溶血素（部分）

2. 3 RT - qPCR 法分析川乌水提取物及其单体成分

对金黄色葡萄球菌 hla，psma，isda基因表达水平的影响

采用RT - qPCR法检测金黄色葡萄球菌经250 mg / mL
川乌水提取物处理后的表达水平，结果与转录组分析

结果一致。经川乌水提取物处理后，hla，psma，isda基因

的转录水平均受到显著抑制，其中对 hla基因的抑制水

平最显著（图 1 A）；川乌单体成分乌头原碱、次乌头碱、

新乌头碱（质量浓度为 1 mg / mL）均表现出对 hla基因
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A. 川乌水提取物 B. 乌头原碱 C. 次乌头碱 D. 新乌头碱

注：与空白对照组比较，*P < 0. 05，**P < 0. 01。图2同。

图1 川乌水提取物及不同浓度单体成分培养金黄色葡萄球菌后 isda，psma，hla基因的表达水平

A. Aconiti Radix water extract B. Aconitine C. Hypaconitine D. Mesaconitine
Note：Compared with those in the blank control group，*P < 0. 05，**P < 0. 01（for Fig. 1 - 2）.

Fig. 1 The expression levels of isda，psma，and hla genes in Staphylococcus aureus cultured with Aconiti Radix water extract and different
concentrations of monomeric components

A B C D
基因

相对表达
1. 5

1. 0

0. 5

0

空白对照组

观察组

** **
**

isda psma hla
基因

相对表达
1. 5

1. 0

0. 5

0
isda psma hla

空白对照组
1 mg / mL
0. 1 mg / mL
0. 01 mg / mL

******
** ****

****

**

基因

相对表达
1. 5

1. 0

0. 5

0
isda psma hla

空白对照组
1 mg / mL
0. 1 mg / mL
0. 01 mg / mL

** **
**

****

基因

相对表达
1. 5

1. 0

0. 5

0
isda psma hla

空白对照组
1 mg / mL
0. 1 mg / mL
0. 01 mg / mL

*

**

的显著抑制作用（图1 B至图1 D）。

2. 4 川乌水提取物及其单体成分对金黄色葡萄球菌

溶血活性的抑制作用

用溶血素测定法检测川乌水提取物及其单体成分

对金黄色葡萄球菌溶血作用的影响，并与空白对照组

和阴性对照组比较。结果显示，250 mg / mL川乌水提取

物可抑制金黄色葡萄球菌毒力因子产生的溶血效果；

空白对照组的溶血活性显著高于 0. 01，0. 1，1 mg / mL
川乌单体成分溶液（P < 0. 01），且次乌头碱对金黄色葡

萄球菌的溶血活性呈浓度依赖性抑制。详见图2。

组别

溶血活性 / %100
75
50
25
0

**

阴
性
对
照
组

空
白
对
照
组

观
察
组

A
溶血活性 / %100

50

0
次乌头碱 乌头原碱 新乌头碱

单体成分

空白对照组
阴性对照组
1 mg / mL
0. 1 mg / mL
0. 01 mg / mL**

** ** **
**

B
A. 川乌水提取物 B. 单体成分

图2 川乌水提取物及不同浓度单体成分对金葡菌溶血活性的

影响（n = 3）
A. Aconiti Radix water extract B. Monomeric components

Fig. 2 Effects of Aconiti Radix water extract and different con⁃
centrations of monomeric components on the hemolytic activity of

Staphylococcus aureus（n = 3）

2. 5 川乌单体成分对金黄色葡萄球菌菌液上清液 α -
溶血素表达的影响

金黄色葡萄球菌在对数生长后期至平台期分泌的

hla基因是导致培养物上清液对羊红细胞溶血最主要的

毒素，根据溶血试验结果，应用Western blot法进一步检测

USA300培养物上清液中hla（相对分子质量为33 000）的
含量。结果显示，在乌头原碱作用下，金黄色葡萄球菌

上清液中α -溶血素分泌量呈浓度依赖性降低；在新乌

头碱和次乌头碱作用下，趋势不明显，可能这 2种单体

成分不是实际的抗毒力有效成分。详见图3。

0 1 mg / mL 0. 1 mg / mL 0. 01 mg / mL

0 1 mg / mL 0. 1 mg / mL 0. 01 mg / mL

0 1 mg / mL 0. 1 mg / mL 0. 01 mg / mL

A

B

C
A. 乌头原碱 B. 新乌头碱 C. 次乌头碱

图3 与不同浓度川乌单体成分共培养的金黄色葡萄球菌菌液

上清液中α - 溶血素分泌量电泳图

A. Aconitine B. Hypaconitine C. Mesaconitine
Fig. 3 Electropherogram of α - hemolysin expression in the superna⁃
tant of Staphylococcus aureus bacterial solution co - cultured with
different concentrations of Aconiti Radix monomeric components

3 讨论

金黄色葡萄球菌能引起局部皮肤软组织感染及致

死性的系统感染，所致败血症的死亡率达 50%以上。耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）是目前公认的超级

细菌之一，感染率和病死率均高［6 - 8］。目前，多用万古霉

素治疗MRSA，能有效控制革兰阳性菌感染，但随着万

古霉素的耐药，MRSA感染的控制变得越发困难［6］。因
此，对疾病的治疗由传统抗菌转向抗感染，抗感染药物

的研发也从传统以抑菌或杀菌能力为主要考察指标转

变为干预感染过程［2］。针对性遏制致病菌的毒力表现，

如生产毒素、传送毒素、微生物附着、规避免疫系统等

•药学论著•
Pharmacy Articles

54



2024年 7月 5日 第 33卷第 13期

Vol. 33，No. 13，July 5，2024 China Pharmaceuticals

的药物能有效削弱细菌引发疾病的潜力，进而提升防

治效能［9 - 11］，较传统抗菌药物的耐药性更小，也不会对

人体的正常菌群造成太大影响［12 - 17］。
既往研究发现，消除某一特定金黄色葡萄球菌产

生的外来毒素，对其引起疾病的潜力不会造成明显改

变。但存在例外情形，α - 溶血素是一种小孔道形成毒

素，敲除α -溶血素编码基因 hla后，在多种疾病模型中

的致病性显著削弱。研究发现，失去 hla基因表达的金

黄色葡萄球菌菌株不会导致肺炎模型小鼠的肺部受

损，且死亡率显著降低［18］。
中草药所含天然化合物具有结构和生物活性多样

性的特点，是新药和先导结构发现的宝贵资源［19］。乌头

属中药种类繁多，地域分布广泛，成分复杂。但其成分

含有双酯型二萜类生物碱，具有一定毒性，尚不能直接

用于新药研发，故有必要阐明其作用机制，并对其化学

结构进行必要修饰以去除毒性，保留抗细菌毒力的活

性。为此，本研究中从抗细菌毒力角度探讨清热解毒类

中药抗感染的机制。结果显示，川乌水提取物对金黄色

葡萄球菌无直接抑制作用。采用RT - qPCR法分析川乌

水提取物对金黄色葡萄球菌毒力因子表达的抑制作

用，发现能下调α -溶血素、δ -溶血素、PSM等毒力因

子相关基因的表达。同时，通过溶血定量分析及Western
blot法考察了溶血活性和抑菌作用，发现金黄色葡萄球

菌经 250 mg / mL川乌水提取物及 1 mg / mL乌头原碱、

次乌头碱、新乌头碱单体成分处理后，溶血活性和 hla，
psma，isda基因转录水平均受到抑制，其中对 hla基因的

抑制作用最显著。经 0. 01，0. 1，1 mg / mL乌头原碱、次

乌头碱、新乌头碱单体成分处理后，金黄色葡萄球菌菌

液上清液中α -溶血素分泌量与乌头原碱呈浓度依赖

性降低，与次乌头碱、新乌头碱单体成分处理后的趋势

不明显。

综上所述，川乌水提取物及其单体成分可抑制金

黄色葡萄球菌中α -溶血素的分泌，尤其是单体成分乌

头原碱具有抗金黄色葡萄球菌感染的潜能。但该假设

尚需更大范围的分析结果支持。
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