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摘要　抗菌剂α炔丙基γ亚甲基γ丁内酯是以天然抗菌物质原白头翁素为基础，利用仿生技术
合成出的新型抗菌剂。通过悬液杀菌法进行最小抑菌浓度测定、悬液定量法及活体菌落计数法

进行最小杀菌浓度测定等生化试验对其抗菌效果进行了检验；通过细胞壁结构的完整性实验及

透射电镜观察等理化实验对其抗菌机理做初步研究，为其应用于实践提供依据。抗菌剂 α炔丙
基γ亚甲基γ丁内酯对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌及马拉色菌均具有良好的抑菌作
用，对马拉色菌的抑菌作用尤为突出，并对其具有良好的杀菌作用。其对马拉色菌的最小抑菌浓

度为０．５ｍｇ／ｍｌ，当其浓度在１０ｍｇ／ｍｌ时，对马拉色菌具有瞬杀作用（作用１ｍｉｎ对球形马拉色菌的
杀灭率可达到９９．９９％）。通过胞壁完整性实验以及电镜观察实验表明该抗菌剂的抑菌机制并不
是完全破坏胞壁结构，但是对细胞壁有一定影响。
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　　迄今为止，人们已经研制出了多种多样的抗菌药

物。然而，据统计截至上世纪末，全球每年仍有约２０００

万人死于病菌性感染［１］，这是４０年前的３倍。造成这

一现象的主要原因是对抗菌药物的长期滥用，导致出

现了很多的耐药性病菌，使得现有的一些抗菌药物作

用能力大大下降，起不到治病救人的作用。另外目前

市面上应用较为广泛的杀菌剂大多数都含有氯等有害

物质（如常用的咪唑类抗真菌药物酮康唑及广泛应用

与日化产品中的三氯生等），导致其副作用也很大。因

此，研制安全环保的全新类型的抗菌药物就成了当今

抗菌研究的热点之一。

　　仿生合成是指模仿天然物结构进行合成的过程，

由于其来源出自于天然产物，具有低毒、低残留、与环

境相容性好等特点，正逐步成为市场的主流。仿生抗

菌剂正是利用仿生合成技术彷制自然界化合物而制成

的。郑昌戈等［２］发现，从毛茛科植物中提取的原白头

翁素对农作物病菌如小麦赤霉病菌有较强的抑菌活

性，伍越环等［３］发现原白头翁素的活性中心位于丁内

酯环上的γ亚甲基；但是原白头翁素在室温下极不稳

定，使其应用受到了很大的限制。本实验室以此为依

据，以原白头翁素生物活性物质为抗菌活性位点，以天

然植物活性分子为基础，通过分子结构与药效间［４］的

关系研究，采用仿生合成技术得到了一种安全且稳定

的新型环保抗菌剂α炔丙基γ亚甲基γ丁内酯，实验

表明其对马拉色菌有较好的抑菌作用。

　　马拉色菌是一种寄生于人和动物正常皮肤表面的

真菌［５］，目前大多数学者认为，马拉色菌可以引起花斑

癣、马拉色菌毛囊炎等多种皮肤性疾病，而球形马拉色

菌则被认为是主要致病菌种［６７］。我们以 α炔丙基γ

亚甲基γ丁内酯为实验对象，以金黄色葡萄球菌、大肠

杆菌、白色念珠菌、球形马拉色菌为代表菌种，对该抗

菌剂的抑菌效果及机制进行了实验室观察。

１　材料与方法

１．１　实验菌株

　　金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ６５３８）、白色念珠菌

（ＡＴＣＣ１０２３１）、大肠杆菌（８０９９）、球形马拉色菌（菌种

由国家菌种保藏中心提供）。
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１．２　培养基

　　营养琼脂培养基：蛋白胨１０ｇ，牛肉膏５ｇ，氯化钠

５ｇ，琼脂１５ｇ，加蒸馏水至１０００ｍｌ，灭菌前调ｐＨ至７．２。

沙堡琼脂培养基：葡萄糖４０ｇ，蛋白胨１０ｇ，琼脂２０ｇ，加

蒸馏水至１０００ｍｌ，灭菌前调ｐＨ至５．６。橄榄油琼脂培

养基：葡萄糖２０ｇ，蛋白胨 ２０ｇ，酵母浸膏２．０ｇ，橄榄油

２０ｍｌ，Ｔｗｅｅｎ８０２．０ｍｌ，单硬脂酸甘油酯２．５ｇ，氯霉素

０．０５ｇ，加蒸馏水至１０００ｍｌ，灭菌前调ｐＨ至７．２。

１．３　实验器材

　　透射电子显微镜（日本日立公司 Ｈ７６５０Ｂ）、隔水

式恒温培养箱（ＧＲＰ９０５０）、超净工作台（苏州净化设

备公司）、高压灭菌锅（北京发恩科贸公司）、电子天平、

紫外分光光度计（日本日立公司 ｕ２００１型）、恒温水浴

箱、微型移液器（ｆｉｎｎｐｉｐｅｔｔｅ）。

１．４　菌悬液的制备

　　取菌种活化后培养至第３代 ～第１４代的活化菌，

用胰蛋白胨生理盐水（Ｔｐｓ）洗下适量菌苔，吸取１ｍｌ混

合液转移入新的试管中振荡均匀，用分光光度计粗测

其含菌浓度，然后用稀释液稀释至含菌量约为１０７ＣＦＵ／

ｍｌ后备用。

１．５　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）测定

　　参照２００８年版《消毒技术规范》，采用营养肉汤稀释

法检测合成抗菌剂对金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ６５３８）、白色

念球菌（ＡＴＣＣ１０２３１）、大肠杆菌（８０９９）、球形马拉色菌进

行ＭＩＣ测定。将不同浓度合成抗菌剂溶液２．５ｍｌ加入到

含２．５ｍｌ双倍浓度培养基的试管中，（阳性对照为不加抑

菌剂的５ｍｌ培养基）震荡均匀。取０．１ｍｌ各不同菌种新

鲜培养物制成的菌悬液接种于含不同浓度抗菌剂的试管

中），于恒温培养箱中培养４８ｈ后观察结果。

１．６　中和剂鉴定试验

　　实验共分为６组：１）抗菌剂 ＋菌悬液；２）（抗菌剂

＋菌悬液）＋中和剂；３）中和剂＋菌悬液；４）（抗菌剂＋

中和剂）＋菌悬液；５）ｔｐｓ稀释液 ＋菌悬液；６）ｔｐｓ稀释

液＋中和剂＋培养基。实验结果第一组无菌或仅有少

量菌生长，第二组菌数量比第一组多但比第３，４，５组

菌落数少，第３，４，５组菌落数之间误差率在１５％以内，

且第六组无菌生长，则中和剂浓度符合实验要求。（实

验均重复３次）

１．７　悬液定量杀菌实验

　　取球形马拉色菌新鲜培养物制备成的菌悬液

０．１ｍｌ（含菌量约为１０７ＣＦＵ／ｍｌ）与０．１ｍｌ有机干扰物

（３％牛血清白蛋白）混匀，２０℃水浴５ｍｉｎ后加入０．２ｍｌ

实验用抗菌剂溶液（阳性对照加入０．２ｍｌｔｐｓ稀释液），

作用至预定时间后吸取０．２ｍｌ混合液加入到０．２ｍｌ中

和剂（经中和剂鉴定实验为５ｍｇ／ｍｌ硫代硫酸钠）中，充

分混匀。经过１０ｍｉｎ中和作用后，取０．０２ｍｌ混合液或

其稀释液，做活菌计数培养，计算杀灭率。实验均重复

进行３次。

１．８　壁膜结构的完整性实验

　　如果菌体的壁膜结构完整性遭到了破坏，那么菌

体内部的内容物就会流出，就可通过分光光度计检测

释放出的 ＤＮＡ、ＲＮＡ等。取培养的球形马拉色菌，用

无菌水稀释至所需浓度，将菌悬液分装入试管中，加入

两倍ＭＩＣ浓度的抗菌剂（对照组加入等量 ３００ｕｇ／ｍｌ

ＴｒｉｔｏｎＸ１００，空白对照组加入等量ＰＢＳ溶液），每１０ｍｉｎ

取出１．２ｍｌ用微孔滤膜过滤后于 ２６０ｎｍ处测定吸光

度。取滤液培养，无菌生长表明实验有效。

１．９　电子显微镜观察抗菌剂作用后球形马拉色菌形

态的变化

　　取球形马拉色菌新鲜培养物，１０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，用ＰＢＳ溶解沉淀并加入２倍 ＭＩＣ抗菌剂（对照

组加入同体积ＰＢＳ）稀释至１０７ＣＦＵ／ｍｌ，置于恒温摇床

１５０ｒ／ｍｉｎ过夜，离心收集沉淀，经３％戊二醛固定２ｈ后

树脂包埋，经超薄切片后置于铜网中，透射电镜观察

结果。

２　结　果

２．１　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）测定结果

　　如表１所示，结果表明，α炔丙基γ亚甲基γ丁内

酯这种抗菌剂的抑菌效果良好，对大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌及白色念珠菌都有很好的抑菌效果。其中，对

于马拉色菌的抑菌效果达到了０．５ｍｇ／ｍｌ（表１）。

　　与市售酮康唑相比，二者对真菌的最小抑菌浓度

值相同（表２），然而酮康唑药物具有肝毒性、胃肠道反

应如呕吐等不良反应，相较而言，本抑菌剂显示出了良

好的抑菌效果。

２．２　中和剂鉴定实验

　　实验结果显示用５ｍｇ／ｍｌ硫代硫酸钠作为中和剂，

其３，４，５组组间平均误差为４．８４％，（表３）符合规范

要求，表明５ｍｇ／ｍｌ硫代硫酸钠可以有效中和实验药物

对马拉色菌的抑菌作用，且中和剂自身对球形马拉色

菌的生长及培养基无明显影响。

２３
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表１　抑菌药物对不同菌种的最小抑菌浓度

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

菌种名称
抑菌药物浓度（ｍｇ／ｍｌ）

２ １ ０．５ ０．２５ ０．０６２ ０．０３１ ０．０１５
阳性对照

大肠杆菌 － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
金黄色葡萄球菌 － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
白色念珠菌 － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
球形马拉色菌 － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

－Ｓｔａｎｄｓｆｏｒｎｏｖｉｓｉｂｌｅｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｇｒｏｗｔｈ；＋Ｓｔａｎｄｓｆｏｒｖｉｓｉｂｌｅｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｇｒｏｗｔｈ

表２　酮康唑对不同菌种的最小抑菌浓度

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

菌种名称
抑菌药物浓度（ｍｇ／ｍｌ）

２ １ ０．５ ０．２５ ０．０６２ ０．０３１ ０．０１５
阳性对照

大肠杆菌 － － － － ＋ ＋ ＋ ＋
金黄色葡萄球菌 － － － － － － － ＋
白色念珠菌 － － － － ＋ ＋ ＋ ＋
球形马拉色菌 － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

－Ｓｔａｎｄｓｆｏｒｎｏｖｉｓｉｂｌｅｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｇｒｏｗｔｈ；＋Ｓｔａｎｄｓｆｏｒｖｉｓｉｂｌｅｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｇｒｏｗｔｈ

表３　中和剂鉴定实验结果

Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＮｅｕｔｒａｌｉｚｅｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

中和剂
各组平均回收菌数（ＣＦＵ／ｍｌ）

１ ２ ３ ４ ５ ６

５ｍｇ／ｍｌ硫代硫酸钠 ０ ４７８ ３７×１０５ ３４×１０５ ３９×１０５ ０

２．３　悬液定量杀菌试验结果

　　结果表明，当α炔丙基γ亚甲基γ丁内酯的浓度

为６ｍｇ／ｍｌ时，与球形马拉色菌作用５ｍｉｎ其杀灭率即

可达到９８．５５％，而当抗菌剂浓度达到１０ｍｇ／ｍｌ时，仅

作用１ｍｉｎ对球形马拉色菌的杀灭率即可达到９９．９９％。

（表４）
表４　球形马拉色菌悬液定量杀菌试验结果

Ｔａｂｌｅ４　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＳｕｓｐｅｎｓｉｏｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｇｅｒｍｉｃｉｄａｌｔｅｓｔｔｏＭａｌａｓｓｅｚｉａｇｌｏｂｏｓａ

时间
抑菌剂浓度

６ｍｇ／ｍｌ ８ｍｇ／ｍｌ １０ｍｇ／ｍｌ １２ｍｇ／ｍｌ
阳性对照 阴性对照

１ｍｉｎ
５７３３±１５２
（×１０２个／ｍｌ）

９１３±１５
（×１０２个／ｍｌ）

０．７±０．６
（×１０２个ｍｌ）

０
４７．５±０．７
（×１０５个／ｍｌ）

０

５ｍｉｎ
７１７±１５．２
（×１０２个／ｍｌ）

６５±２
（×１０２个／ｍｌ）

０ ０
４６．５±０．７
（×１０５个／ｍｌ）

０

１０ｍｉｎ
１７７±７．５

（×１０２个／ｍｌ）
４８±０．５

（×１０２个／ｍｌ）
０ ０

４５±０．７
（×１０５个／ｍｌ）

０

３０ｍｉｎ
１２２±２．８

（×１０２个／ｍｌ）
３６±２

（×１０２个／ｍｌ）
０ ０

４４．５±０．７
（×１０５个／ｍｌ）

０

６０ｍｉｎ
８２±２．６

（×１０２个／ｍｌ）
２９±２

（×１０２个／ｍｌ）
０ ０

４５．５±０．７
（×１０５个／ｍｌ）

０

２．４　壁膜结构的完整性实验结果

　　由于ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００能够破坏胞壁结构系统，使球形

马拉色菌内容物如ＤＮＡ、ＲＮＡ等流出，而 ＤＮＡ和 ＲＮＡ

在２６０ｎｍ处有较强的吸收［８］，所以经 ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理

的对照组其马拉色菌滤液２６０ｎｍ吸光度数值较高；而

经过抗菌剂处理的实验组，与空白对照组相比（ＣＫ）其

数值基本没有变化，表明菌体的内容物并没有析出，也

即该抗菌剂并没有完全破坏菌体的壁膜结构。（图１）
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图１　抗菌剂处理对球形马拉色菌的紫外吸收物影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｏｎＡ（２６０ｎｍ）

ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｔｏＭａｌａｓｓｅｚｉａｇｌｏｂｏｓａ

２．５　透射电镜观察抑菌剂作用的马拉色菌形态变化

　　如图２所示，图２ａ是正常生长的球形马拉色菌，可

以看出其结构完整，胞壁结构清晰可见。图２ｂ是本实

验室合成的另一种对球形马拉色菌具有抑菌作用的抑

菌剂ＩＩ处理电镜照片，处理后的马拉色菌形态皱缩、变

形，显示出对马拉色菌具有致畸作用。而图２ｃ是 α炔

丙基γ亚甲基γ丁内酯处理后的球形马拉色菌，与图

２ｂ相比其菌体切面仍呈现出一个完整的椭圆结构，其

壁膜结构完整，并没有发生变形，而从图２ｃ中看出菌体

细胞壁结构上出现了一些颗粒状物质。因此我们推测

抗菌剂对球形马拉色菌的细胞壁系统有一定影响，但

并没有完全破坏其壁膜结构。

图２　抗菌剂作用于球形马拉色菌的透射电镜图

Ｆｉｇ．２　ＴｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｇｈｓｏｆＭａｌａｓｓｅｚｉａｇｌｏｂｏｓａｕｎｔｒｅａｔｅｄ（ａ）ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔＩＩ（ｂ）ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｎｇｅｔ（ｃ）

３　讨　论

　　通过实验结果可看出本实验室合成的抗菌剂α炔

丙基γ亚甲基γ丁内酯对大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌、白色念珠菌及球形马拉色菌均具有良好的抑菌作

用，对球形马拉色菌的抑菌作用尤为突出，并对其具有

良好的杀菌作用。该结果为其开发应用奠定了良好的

实验基础，并使我们看到了其在具有抗菌作用的日化

产品中的广阔应用前景，尤其是在缓解及治疗由球形

马拉色菌引起的皮肤问题的应用上。

　　不过，对该抑菌剂的具体的抑菌机制目前还不是

十分清楚。一般认为抑菌剂的抑菌机理主要可以归纳

为如下几个方面：作用于细胞壁和细胞膜结构；作用于

生化反应酶或者其他活性物质；作用于遗传物质或者

遗传微粒结构［９１１，１４］。Ｍａｒｅｓ［１２］认为，具有 －ＯＣ
｜｜
Ｏ

－Ｃ
｜
Ｈ

＝

Ｃ
｜
Ｈ

的结构基团可以与分子中的ＳＨ进行 Ｍｉｃｈａｅｌ加成反
应，从而使白头翁素具有了抑菌的作用，而本实验室得

到的抑菌剂也具有类似结构，故推测该抑菌剂可能与

具有外露的ＳＨ基团的部分关键功能蛋白结合导致它
们丧失了正常的生理功能，已有实验表明抑菌剂可以

与具有巯基的半胱氨酸进行结合；而壁膜结构完整性

实验以及电镜观察结果表明该抗菌剂并未完全破坏菌

体的壁膜结构，但是对菌体的细胞壁有一定影响，更为

具体的抑菌机制还需要进一步的实验证实。
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