
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(8): 2265−2272

姜黄提取物的抑菌活性及对细菌胞膜作用的研究

罕 璐, 周 超, 毕秀芳, 黄梅桂, 郝 刚*

(西南民族大学食品科学与技术学院, 四川 成都 610041)

摘要: 本研究通过测定最小抑菌浓度 (minimum inhibitory concentration, MIC) 分析姜黄提取物的抑菌谱, 并通

过检测姜黄提取物对抑制效果最佳的受试菌 (枯草芽孢杆菌) 细胞膜的通透性及完整性、能量代谢及菌体形态的影

响, 阐述姜黄提取物的膜作用抑菌机制。结果表明, 姜黄提取物具有广谱抑菌活性, 对革兰阳性菌、革兰阴性菌及真

菌均有一定抑制作用, 对枯草芽孢杆菌的抑制活性最强, MIC为0.5 mg·mL-1。姜黄提取物可扰乱脂质体膜释放钙黄

绿素, 能增加细菌胞膜通透性引起胞内K+、Ca2+和细胞壁间蛋白的泄漏, 以及破坏细胞膜的完整性, 使胞内蛋白、多

糖外漏。扫描电镜观察证实经姜黄提取物处理的细菌形态严重变形, 在此过程中还影响细胞能量代谢, 使细菌胞内

ATP含量和ATP酶活力显著降低。因此姜黄提取物具有的抑菌活性与其破坏细菌膜结构的作用密切相关。
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Abstract: In the present study, the antibacterial spectrum of turmeric extract was analyzed by measuring the 

minimum inhibitory concentration (MIC), and the antibacterial mechanism of turmeric extract was elaborated by 

determining its effects on the permeability and integrity of the cytoplasmic membrane, energy metabolism, and the 

morphology of the tested bacteria (Bacillus subtilis) with the highest susceptibility to the extract. The results 

showed that turmeric extract possessed broad-spectrum antibacterial activity against Gram-positive, Gram-negative 

bacteria and fungi, especially against Bacillus subtilis, with the MIC of 0.5 mg·mL-1. Turmeric extract disrupted the 

liposome membrane and released calcein encapsulated within it. The permeability of the bacterial cell membrane 

was increased, leading to leakage of intracellular K+ , Ca2+and cell wall proteins, and the integrity of the cell 

membrane was broken down, causing leakage of intracellular proteins and polysaccharides. Scanning electron 

microscope observation confirmed that the bacteria treated with turmeric extract was severely deformed. 

Simultaneously, cellular energy metabolism was affected, resulting in a significant reduction in the intracellular 

ATP content and ATPase activity in bacteria. In summary, the antibacterial mode of turmeric extract is closely 

related to its disruption of bacterial membrane structure.
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姜黄是姜科多年生草本植物, 主要分布在热带及 亚热带地区, 在传统中药中应用范围十分广泛。姜黄

提取物已被证明具有多种药理学特性, 不仅可防止细

胞氧化应激, 对炎症、寄生虫病及糖尿病等病症也有治

疗效果[1-5], 同时姜黄具有广谱抗菌活性, 表现出一定

的抗菌能力, 因此姜黄素具有广阔的应用前景[6,7]。
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食品在生产、储藏过程中若受到微生物的污染, 会

导致食品变质, 不仅影响其口感和营养价值, 还可能引

发食品安全问题, 对消费者构成潜在威胁。芽孢杆菌

是一类食品中难以彻底杀灭的细菌, 需要在极高温度

下才能清除, 常作为衡量食品行业灭菌条件的微生物

标准[8], 其中枯草芽孢杆菌为典型代表, 它是一类广泛

分布在土壤和大气中的革兰阳性菌, 属于条件致病菌, 

与人体吻合口瘘、败血症、心内膜炎等多种疾病密切相

关[9,10]。研究显示, 新生儿机会菌败血症中约 20%是由

枯草芽孢杆菌所致, 值得注意的是其中约 40%的患者

被诱发了并发化脓性脑膜炎, 这一严重并发症给患者

的治疗与康复带来了极大的挑战[11]; 在眼球遭受穿透

伤时, 也可能引起严重的外伤性枯草芽孢杆菌眼内炎, 

及时选用有效的抗菌药物是治疗相关感染的关键措

施[12]。本研究以姜黄提取物为研究对象, 研究姜黄提

取物的抑菌活性, 并构建脂质体模拟细胞膜, 以枯草芽

孢杆菌为指示菌, 研究姜黄提取物针对细菌胞膜的作

用机制, 为其在食品、药品领域的应用提供实验室数据

支持。

材料与方法

实 验 菌 株 大 肠 埃 希 菌 (Escherichia coil, 

ATCC51459)、鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 (Salmonella 

typhimurium, ATCC14028)、金黄色葡萄球菌 (Staphylo‐

coccus aureus, ATCC29213)、鼠弗氏柠檬杆菌 (Citro‐

bacter freundii ATCC51459) 购自北京北纳创联生物技

术研究院 ; 铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa, 

CMCC10104)、枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus subtilis, 

CMCC63501)、英 诺 李 斯 特 菌 (Listeria innocua, 

ATCC33090)、黑曲霉 (Aspergillus Niger, CMCC98003)、

白念珠菌 (Candida albicans, ATCC10231) 购自海博生

物技术有限公司。

试剂 姜黄提取物 (XTY-JH-202306, 陕西新天域

生物科技有限公司); 蛋黄卵磷脂 (402T0022)、心磷脂 

(R027386)、钙黄绿素 (R019729) (上海罗恩试剂公司); 

考马斯亮蓝 (S19062, 上海源叶生物科技有限公司); 钾

离子检测试剂盒 (20210705)、钙离子检测试剂盒 

(20210626)、ATP 含量检测试剂盒 (20230721)、ATP 酶

检测试剂盒 (20230723) (南京建成生物工程研究所); 

葡聚糖凝胶 G-25 (S14031)、碱性蛋白酶 (AKP)、活性

检测试剂盒 (BC2305) (北京索莱宝科技有限公司); 其

余试剂均为常规分析纯。

培养基

LB 培养基 酵母粉 5 g, 蛋白胨 10 g, NaCl 10 g, 

pH 值 7.0, 定容至 1 000 mL, 配制固体培养基加入 2%

的琼脂粉即可, 121 ℃高压灭菌15～20 min备用。

马铃薯培养基 (PDA) 新鲜去皮马铃薯 200 g, 蔗

糖 20 g, 水 1 000 mL。将马铃薯切成大小均一的小方

块, 置于烧杯中煮沸 30 min后使用双层纱布挤压过滤, 

取其滤液加入蔗糖, 最后补足至 1 000 mL, 自然 pH值。

霉菌用蔗糖, 酵母菌用葡萄糖, 配制固体培养基加入

2%的琼脂粉即可, 121 ℃高压灭菌15～20 min备用。

仪器 超声波细胞粉碎机 (SCIENTA-IID, 宁波新

芝生物科技股份有限公司); 荧光分光光度计 (F-

4700)、扫描电镜 (Regulus 8230) (日本日立公司); 紫外

可见分光光度计 (UV180S, 上海佑科仪器仪表有限公

司); 全自动酶标仪 (318C+, 上海沛欧分析仪器有限公

司); 冷冻离心机 (5804R, 德国 EPPENDORF 公司); 层

析图谱采集分析仪 (HD-A)、紫外检测仪 (HD-3)、恒流

泵 (HL-2S) (上海沪西分析仪器厂有限公司)。

微生物的培养

细菌的培养 所有操作均在符合二级生物安全实

验室标准的无菌操作台上进行。将菌种活化培养后, 

转接 2～3环至LB液体培养基中, 37 ℃恒温振荡培养

8～10 h, 培养至对数生长期后的菌液使用高速冷冻离

心机, 5 500 r·min-1离心 8 min 弃去上清液, 用 0.9% 无

菌生理盐水清洗菌体, 加入适量LB液体培养基稀释菌

液, 旋涡混合仪混匀作为待测菌液。

真菌的培养 PDA固体培养基上活化 48 h后, 用

接种环挑取适量真菌于PDA液体培养基中, 28 ℃恒温

振荡培养 24 h 后 , 5 000 r·min-1离心 5 min 弃去上清。

用 0.9%无菌生理盐水洗涤, 继续离心去上清, 再用新

鲜的PDA培养液重悬菌体作为待测菌液备用。

抗菌活性的测定 参考 Hao 等[13]的方法略作修

改。通过测定最小抑菌浓度 (minimum inhibitory 

concentration, MIC) 研究姜黄提取物的抑菌活性, 培养

至对数生长期的待测菌液离心洗涤, LB培养基重悬, 

吸取 150 μL 菌液加入至 96 孔细胞培养板中 , 再加入

150 μL经倍比稀释的不同质量浓度姜黄提取物溶液, 

使细胞培养板内受试菌终浓度为 5×105 CFU·mL-1, 姜

黄提取物的终质量浓度分别为 16、8、4、2、1、0.5、0.25、

0.125 mg·mL-1。空白对照组为等量无菌水与姜黄提取

物溶液。细菌在恒温 37 ℃下培养 6 h, 真菌在恒温

28 ℃下培养 8 h 后, 使用全自动酶标仪在 630 nm测各

孔吸光值。每隔 0.5 h测定吸光值直至 6 h, 与初始吸

光值相比, 未有显著变化的姜黄提取物最低浓度为对

该菌的MIC, 取多次测量后3次保持一致的值。

姜黄提取物对脂质体的作用

脂质体的制备 参考 Hao等[14]的方法略作修改。

按照 4∶1 的比例称取心磷脂、卵磷脂共计 0.4 g, 加入
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30 mL无水乙醚溶解。称取钙黄绿素用 10 mL PBS缓

冲液溶解 (5 mmol·L-1) 后与磷脂溶液混合, 空白脂质

体只需加入 10 mL PBS溶液。避光处理后, 冰浴置于

超声波细胞粉碎机中, 功率 300 W间歇超声, 直到产生

均一相且不分层停止。随后采用旋转蒸发仪 35 ℃下

减压蒸发去除乙醚且呈胶状, 滴加 2～3 mL PBS溶液

洗溶, 收集后置于 37 ℃烘箱 15 min去除残留乙醚, 再

使用直径为 0.22 μm 的聚碳酸酯滤器过滤, 即得到单

层的脂质体。将脂质体通过葡聚糖凝胶G-25色谱层

析柱 (1.5 cm × 5 cm), 洗脱液为 pH 7.4 的 PBS 缓冲溶

液 , 分离后得到包裹钙黄绿素的脂质体 , 4 ℃保存备

用。空白脂质体不添加钙黄绿素也无需上柱分离, 二

者使用前需进行适当稀释。

脂质体中荧光素的泄漏 参考Sun等[15]的方法略

作修改。在 5 mL离心管中放入 1 mL经稀释的包埋钙

黄绿素的脂质体, 并添加 1 mL不同质量浓度 (4、8、12、

16、20 mg·mL-1) 的姜黄提取物溶液混匀, 在室温下温

育5～10 min。使用荧光光谱法测定其荧光强度 (激发

波长 485 nm, 发射波长 535 nm), 测定脂质体加入 1 mL 

PBS缓冲液和脂质体加入 30 μL TritonX-100 (10%) 后

的荧光强度。为了消除姜黄对荧光强度的影响, 用1 mL

不同质量浓度的姜黄提取物加 1 mL PBS缓冲液作为

参比。按照公式 (1)计算钙黄绿素泄漏率。

泄漏率 (% ) =
F − F1 − F0

F t − F0

× 100% (1)

其中, F是脂质体添加姜黄提取物的荧光强度; F0

是脂质体添加 PBS缓冲液的荧光强度; Ft是脂质体添

加TritonX-100的荧光强度; F1是姜黄提取物加PBS缓

冲液的荧光强度。

空白脂质体膜破裂 参考Hao等[16]的方法略作修

改。于 96孔细胞培养板中加入 100 μL等量空白脂质

体与不同浓度 (1/2、1、2 MIC) 的姜黄提取物, 室温下

孵育 5～10 min, 使用全自动酶标仪在波长 595 nm 下

测定吸光值。阴性对照为 PBS溶液 100 μL, 阳性对照

为TritonX-100 (10%) 10 μL。

胞内K+、Ca2+的泄漏 取适量培养至对数生长期

的枯草芽孢杆菌菌液, 离心弃去上清, 沉淀用无菌水洗

涤 3 次 , 将细菌重悬于 2 mL 不同浓度 (1/2、1、2 MIC) 

的姜黄提取物溶液, 37 ℃恒温振荡培养 3 h, 取样, 以

K+、Ca2+检测试剂盒进行测定, 对照组以超纯水代替样

品。按照公式 (2) 计算离子泄漏率。

离子泄漏率 (% ) = (
C对照 − C样品

C对照

) × 100% (2)

其中, C为离子含量。

K+测定原理 在碱性介质中, 经蛋白沉淀剂处理

后的样本中的K+与NA-TPB反应产生混浊并有稳定悬

浮液。混浊度与样本中K+浓度成正比。

Ca2+测定原理 Ca2+在碱性溶液中与甲基百里香

酚蓝结合, 生成蓝色络合物。通过比色与同样处理的

钙标准进行比较可计算出Ca2+的含量。

胞壁蛋白AKP的活力 取适量培养至对数生长期

的枯草芽孢杆菌菌液于 4 ℃, 4 000 r·min-1离心 10 min, 

将细菌重悬于 5 mL无菌盐溶液。向 20 mL LB液中添

加上述菌液, 调节菌液的浓度到 1×108 CFU·mL-1, 并加

入最终浓度为 1 MIC的姜黄提取物, 37 ℃恒温振荡培

养 8 h, 分别在 0、1.5、3、4.5、6 h 时取样 , 12 000 r·min-1

离心 5 min 收集上清液 , 使用碱性磷酸酶 (alkaline 

phosphatase, AKP) 活性检测试剂盒进行测定, 对照组

以超纯水代替菌液, 参比组为空白培养基加入等量等

浓度姜黄提取物 , 其他操作与上述相同。按照公式 

(3) 计算胞外AKP活力[17]。

AKP活力 (金氏单位/100 mL ) =
A样品

A标准

× 0.05 ×
100
0.01

(3)

其中 , A 为溶液的吸光值; 0.05 为标准管含酚量 , 

mg; 0.01为取样量, mL; 100为 100 mL样本在 37 ℃与

基质作用15 min产生1 mg酚即1个金氏单位。

胞内大分子内容物泄漏 参照Zhang[18]的方法略

作修改。取适量培养至对数生长期的枯草芽孢杆菌菌液

加入姜黄提取物, 使提取物最终浓度为 1/2 和 1 MIC, 

阴性对照为无菌 PBS溶液, 37 ℃恒温振荡培养, 每隔

1 h取样, 4 000 r·min-1离心 10 min, 取上清液测蛋白和

多糖含量。蛋白含量采用考马斯亮蓝法[13]; 多糖含量

的测定则采用苯酚硫酸法[14]。

枯草芽孢杆菌形态变化 参照 Shan 等[19]的方法

略作修改。培养至对数生长期的待测菌液离心洗涤, 

LB培养基重悬至 1×108 CFU·mL-1, 加入黄姜提取物至

最终浓度为 1和 2 MIC, 对照组不添加提取物, 37 ℃恒

温振荡培养 4 h, 各取 1 μL, 4 000 r·min-1离心 10 min, 

弃上清液, 用 1 mL 2.5% 戊二醛进行固定, 使之悬浮, 

常温下放置 12 h, 4 000 r·min-1离心 10 min, 弃上清液。

用不同浓度的乙醇进行梯度脱水, 每次脱水 15 min后

4 000 r·min-1离心10 min, 弃去上清液, 继续加入第二个

浓度的乙醇溶液, 使之重新悬浮。添加 1 μL的叔丁醇, 

使其悬浮, 置于 4 ℃下 30 min, 使叔丁醇完全凝固, 冷

冻干燥备用。将细菌挑出使其附着在导电带上, 在离

子溅射装置上喷镀铂, 利用场发射扫描电镜 (scanning 

electron microscope, SEM) 观察细菌的形貌。

细胞能量代谢变化

细菌胞内三磷酸腺苷 (Adenosine triphosphate, 
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ATP) 含量变化 培养至对数生长期的待测菌液离心

洗涤, LB 培养基重悬至 1×108 CFU·mL-1, 加入姜黄提

取物使其终浓度为 1/2、1、2 MIC, 37 ℃恒温振荡培养

2 h, 取 10 mL在 4 ℃, 4 000 r·min-1离心 10 min, 弃去上

清液, 沉淀洗涤后在 10 mL无菌 PBS溶液重悬。使用

超声波细胞破碎仪低温冰浴破碎菌体细胞, 离心收集

上清液, 使用ATP含量检测试剂盒进行测定受试菌胞

内ATP含量, 对照组为无菌PBS溶液[20]。

细菌ATPase酶活力变化 培养至对数生长期的待

测菌液离心洗涤 , LB 培养基重悬至 1×108 CFU·mL-1, 

加入姜黄提取物, 使其终浓度为 1/2、1、2 MIC, 37 ℃恒

温振荡培养 2 h, 取样, 使用ATP酶活性检测试剂盒进

行测定, 对照组为无菌 PBS溶液。按照公式 (4) 计算

ATPase活力[21]。

ATPase ( U/mgprot ) =
A样品 − A对照

A标准

× 标准品浓度 ×

测定前稀释倍数 × 6

蛋白浓度 ( mgprot/mL )
(4)

其中, A为溶液的吸光值; 标准品浓度为1 µmol·mL-1。

数据分析及处理 每组数据均进行 3次及以上独

立重复试验, 使用Microsoft excel 2016进行数据统计, 

IBM SPSS Statistics 20 软件进行分析 , 不同组间数据

比较采用单因素方差分析 (ANOVA), Duncan 法多重

比较, P < 0.05表示差异显著。

结果

1 抗菌活性检测

姜黄提取物对微生物的MIC如表 1所示, 除鼠弗

氏柠檬杆菌外, 姜黄提取物对大多数革兰阳性菌、革

兰阴性菌、真菌都具备一定的抑菌活性。姜黄提取物

对枯草芽孢杆菌的抑菌活性最为突出 , 其 MIC 值为

0.5 mg·mL-1; 对大肠埃希菌的抑菌效果也相对较强, 其

MIC 值为 1.0 mg·mL-1; 在真菌中, 姜黄提取物对黑曲

霉的抑菌活性强于白念珠菌。革兰阴性菌鼠弗氏柠檬

杆菌能抵抗姜黄素的原因可能是由于其细胞壁的脂多

糖覆盖层阻止了姜黄素的扩散[22]。因此选择抑制效果

最好的枯草芽孢杆菌作为指示菌, 进行后续的膜作用

机制研究。由于姜黄提取物中起抑菌的主要作用成分

未知, 未来可针对抗菌活性成分进行深入研究, 并筛选

富集提高其含量, 使姜黄提取物的抑菌效果得到改善; 

还可使用微胶囊技术、纳米技术对姜黄提取物进行处

理, 有研究表明姜黄素纳米粒子相较于其原始状态展

现出更强的抑菌能力[23]。

2 姜黄提取物对脂质体的作用

2.1 空白脂质体膜破裂 姜黄提取物对脂质体膜的

破坏作用结果如图 1所示, 与阴性对照PBS组相比, 添

加姜黄提取物使吸光值均显著下降, 且在一定浓度范

围内, 随着姜黄提取物浓度的升高, 其对脂质体膜的破

裂效果增加。阳性对照组TritonX-10为一种表面活性

剂, 能够快速破坏脂质双分子层, 相比之下, 即便在姜

黄提取物浓度为 2 MIC时, 其破坏脂质体膜程度仍未

达到阳性对照完全破坏的水平, 说明其对膜的破坏能

力相对较温和。

2.2 钙黄绿素的泄漏 通过引起脂质体包裹的钙黄

绿素的泄漏试验来探究姜黄提取物与磷脂双分子层的

作用方式。由图2可知, 在低质量浓度0～4 mg·mL-1时

钙黄绿素泄漏率增长迅速, 之后速率变缓但仍呈增长

趋势, 质量浓度为 4 mg·mL-1 (枯草芽孢杆菌的 8 MIC) 

时泄漏率为 50.26%。这意味着姜黄提取物可以使钙

黄绿素从脂质体中泄漏出来, 且在一定范围内泄漏率

与质量浓度呈正相关。可以推测姜黄提取物能引起质

膜磷脂双分子层的紊乱, 从而导致内容物外泄, 但是并

未引起脂质体完全破裂, 上述结果也与前面空白脂质

体破裂结论相印证。

3 姜黄提取物引起枯草芽孢杆菌胞内K+、Ca2+的泄漏

细胞膜的损伤使细胞膜渗透性增加, 过程伴随着

Table 1　 Antibacterial activity of turmeric extract. MIC: Mini‐

mum inhibitory concentration

Strain
Gram negative bacillus
Escherichia coil
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhimurium
Citrobacter freundii
Gram positive bacteria
Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus
Listeria innocua
Fungi
Aspergillus niger
Candida albicans

MIC/mg·mL-1

1.0
2.0
2.0

/

0.5
2.0
4.0

0.5
2.0

Figure 1　The breakage of the membrane of liposomes induced 

by turmeric extract. n = 5, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs PBS group

·· 2268



罕 璐等: 姜黄提取物的抑菌活性及对细菌胞膜作用的研究

细胞内小分子的外泄, 当损伤加深至膜完整性破坏的

时候, 大分子结构也会随之渗出。通过探究姜黄提取

物处理受试菌后胞内K+、Ca2+的离子泄漏, 来评估细胞

膜通透性的改变, 从而进一步了解姜黄提取物与细菌

膜的作用机制[24]。由图 3可知, 泄漏率随姜黄提取物

浓度升高而增大 , 当浓度为 1 MIC 时 , K+泄漏率为

52.14%, Ca2+泄漏率为 38.56%, 未添加姜黄素提取物的

对照组K+、Ca2+泄漏率都不足 0.5% , 说明姜黄提取物

能够引起胞内离子泄漏, 尤其是 K+。K+与细胞质 pH

和细胞结构密切相关 , 是细胞生长和存活的关键因

素[25], 当胞内离子大量泄漏会引起细胞稳态失衡甚至

死亡, 可推测姜黄提取物使受试菌细胞膜的通透性增

加从而导致胞内离子泄漏。

4 姜黄提取物对枯草芽孢杆菌AKP活力的影响

AKP通常存在于细胞的细胞膜与细胞壁之间, 当

细胞壁结构受损时, AKP便可能泄漏至细胞外, 因此

细菌细胞外 AKP活力的变化可以反映细胞壁结构的

改变[26]。如图 4所示, 对照组AKP活力不随时间变化, 

经姜黄提取物作用后AKP活力在 1.5 h时快速上升后

趋于平稳, 且 2 MIC始终大于 1 MIC。由此可以推测, 

姜黄提取物可以破坏受试菌细胞壁、膜结构, 导致胞

壁、膜间蛋白外泄。这与前面姜黄提取物破坏磷脂双

分子层导致钙黄绿素及离子泄漏的实验结果相呼应。

Huo[27]研究发现, 经艾叶挥发油处理后的金葡菌其菌

悬液AKP活力均高于未处理的对照组, 与本文研究结

果相似。

5 姜黄提取物对受试菌大分子内容物泄漏的影响

当细胞膜被扰乱导致通透性增加, 会引起细胞内

离子或小分子物质外泄, 当细胞膜完整性遭到损坏, 还

可能造成大分子物质的泄漏, 如蛋白质、核酸等[28]。姜

黄提取物对枯草芽孢杆菌胞内蛋白与多糖泄漏测定结

果如图 5所示, 未经姜黄提取物处理的菌悬液中蛋白

和多糖含量较低且相对稳定。经姜黄提取物处理后, 

菌悬液中泄漏的蛋白与多糖含量明显增加, 随时间呈

上升趋势, 且 2 MIC 始终大于 1 MIC。这说明姜黄提

取物对细菌细胞膜造成了比较严重的膜损伤, 细胞膜

完整性被破坏, 从而导致蛋白与多糖外泄, 且在一定浓

度范围内呈浓度依赖性。Xie等[29]发现五脉绿绒蒿提

取物会损伤革兰阳性菌的细胞膜从而导致胞内大分子

内容物泄漏。

6 姜黄提取物作用枯草芽孢杆菌前后的形态变化

SEM 观察姜黄提取物作用受试菌菌株后的细胞

形态结果如图 6所示, 未经姜黄提取物处理的受试菌

株形态结构良好, 表面光滑, 轮廓清晰; 经 1 MIC姜黄

提取物处理后的受试菌菌株表面出现稍微损伤和不规

则的褶皱, 细菌表面变得粗糙, 菌体间明显粘连起来, 

个别菌体形态出现变形且有附着物, 其原因可能是由

于细胞内容物的大量降解或外泄使得枯草芽孢杆菌细

胞壁、膜凹陷而形成褶皱; 经 2 MIC姜黄提取物处理后

的受试菌菌株表面出现大量细小颗粒聚合物附着, 菌

体形态变形严重, 显著粘连。这说明姜黄提取物对枯

草芽孢杆菌细胞壁和细胞膜造成破坏, 影响其细胞形

Figure 3　The leakage rate of intracellular K+ and Ca2+ of Bacillus 

subtilis induced by turmeric extract. n = 5, 
-
x ± s. **P < 0.01 vs 

control group

Figure 2　The leakage rate in liposome encapsulated calcein by 

turmeric extract. n = 6, 
-
x ± s

Figure 4　Effect Bacillus subtilis cell wall proteins AKP activity 

by turmeric extract. AKP: Alkaline phosphatase. n = 5, 
-
x ± s
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态 , 从而对枯草芽孢杆菌的生长起到了抑制作用。

Xiong等[30]通过SEM观察 1-辛烯-3-醇作用后的枯草芽

孢杆菌, 发现其表面变得粗糙并出现皱褶, 菌体细胞

壁、膜遭到破坏。Yun等[31]发现抑菌物质会附着在细

菌表面, 改变细菌的外表形貌, 造成其细胞膜损伤后进

入细胞作用部位。

7 姜黄提取物对枯草芽孢杆菌能量代谢的影响

ATP是生物的通用能源, 与细胞能量代谢密切相

关, 其含量代表着细胞呼吸链的氧化磷酸化水平。细

菌的呼吸链分布在细胞膜上, 当细胞膜被扰乱或破坏

时, 氧化磷酸化会被干扰, ATP的含量会快速降低[32]。

如图 7所示, 相较于对照组, 添加浓度为 0.5 MIC姜黄

提取物后受试菌细胞内ATP含量显著下降 (P < 0.05), 

且随着姜黄提取物浓度的升高而降低。这可能是姜黄

提取物在渗透、扰乱枯草芽孢杆菌细胞膜的过程中, 引

起胞内ATP泄漏, 同时影响了细菌正常能量代谢过程, 

导致胞内ATP快速消耗或ATP合成受到抑制, 使细菌

的正常生命活动紊乱, 最终导致细菌的死亡。研究者

们在金葡菌[33]、李斯特菌和沙门氏菌[34]中也得出了类

似结论。

ATP 酶 (ATPase) 对细胞的正常生理功能的维持

发挥着重要作用, 是代谢 ATP的关键酶[35]。由图 7可

知, 经 0.5 MIC姜黄提取物作用后的枯草芽孢杆菌受

试菌的胞内 ATPase活力相较于对照组显著降低 (P < 

0.05), 下降趋势受姜黄提取物浓度影响较大, 姜黄提

取物浓度越高, ATPase活力降低越多。姜黄提取物不

仅可以破坏细胞膜的完整性, 还会抑制细胞内能量代

谢。这可以从一方面解释姜黄提取物的抑菌机制。

讨论

本研究通过测定 MIC 证明姜黄提取物对革兰阳

性菌、革兰阴性菌及真菌均具有抗菌活性, 其中对枯草

芽孢杆菌的MIC最低, 为 0.5 mg·mL-1。采用的姜黄提

取物为粗提取物, 纯度较低, 这是导致 MIC值偏高的

原因之一。本实验在设计中未纳入抗生素或抗真菌药

物作为阳性对照, 这一缺失在后续研究中应当得到补

充。探究其抑菌的膜作用机制的结果表明, 姜黄提取

物可扰乱模拟细胞膜的脂质体磷脂双分子层, 引起脂

质体包裹荧光染料的泄漏, 在浓度为 2 MIC时, 其破坏

脂质体膜程度仍未达到 TritonX-10 完全破坏的水平 , 

说明其对膜的破坏能力相对较温和。姜黄提取物不仅

能诱导细胞膜通透性增加, 引起胞内离子外泄及细胞

壁膜间蛋白的泄漏, 还会对细胞膜造成较大的损伤, 使

得胞内大分子物质的外漏 , 且都呈现浓度依赖性。

SEM 观察也证实经姜黄提取物处理的细菌形态严重

变形, 细胞壁、膜凹陷形成褶皱且有大量细胞外泄物附

着在细胞表面。此外, 姜黄提取物在破坏膜的过程中

还影响了细胞的能量代谢 , 使细菌胞内 ATP 含量和

ATPase活力显著性降低。综上可以判定, 姜黄提取物

对枯草芽孢杆菌的作用靶点之一为细胞膜, 它可以通

过作用细胞膜, 破坏其结构, 从而发挥抑菌作用。细菌

耐药性问题日益严峻, 由于有效药物匮乏, 使得临床治

Figure 5　Effect on changes in the content of bacterial extracellular 

soluble proteins and polysaccharides by turmeric extract. n = 5, 
-
x ± s

Figure 6　Effect of turmeric extract on the morphology of Bacil‐

lus subtilis by scanning electron microscopy. A: Control; B: 1 

MIC; C: 2 MIC

Figure 7　Effect on intracellular ATP content and ATPase activity 

of Bacillus subtilis by turmeric extract. n = 4, 
-
x ± s. *P < 0.05, 

**P < 0.01 vs control group
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疗困难[36]。细菌通过形成生物膜, 能够进一步增强对

抗生素的抵抗能力, 即产生更高的耐药性, 因此, 寻找

有效的生物膜抑制剂尤为重要。有研究表明姜黄氯仿

提取物可使耐药性细菌 (肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、

枯草芽孢杆菌等) 生物膜形成减少 23%～74.5%, 并对

细菌的多种生物活性产生影响, 这与本实验结果相吻

合 , 说明姜黄提取物具有对抗耐药性细菌的潜力[37]。

以姜黄提取物目前的抑菌活性, 若要将其应用于医药

领域, 还需要进行分离纯化工作, 以进一步提高其抑菌

性能。在提升姜黄提取物纯度的基础上, 可研究考察

更多的生物活性, 包括但不限于体外溶血活性、中和内

毒素活性、对生物膜抑制活性等。此外, 还有必要对其

抑菌的膜作用机制进行深入研究: 姜黄提取物对不同

膜脂质成分 (如带负电的膜、不带电荷的膜及有胆固

醇成分的膜等) 所构成的脂质体的破坏程度; 探究姜

黄提取物是否能够诱导脂质体囊泡聚集、融合或崩解; 

研究姜黄提取物在磷脂双分子层上的移位行为, 以及

其在作用过程中引起的脂质翻转现象, 全面阐述姜黄

提取物的膜作用机制。而正因为姜黄提取物中抑菌物

质的种类及数量的不确定性, 所以可能还存在其他作

用机制, 应继续探索其他的作用靶点。
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