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　 　 【摘要】 　 目的 　 研究 《外科正宗》 中回毒银花散对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 （ ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）的抑菌能力以及毒力因子 α－溶血素（α⁃ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，Ｈｌａ）活性和生物被膜形成的抑制作

用，同时探究回毒银花散最佳配比为古方新用提供实验支撑。 方法 　 通过最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）、最低杀菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍ ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ）、纸片扩散法（Ｋ⁃Ｂ 法）分析回毒银花散

及组方中各味药对 ＭＲＳＡ 菌株 ＵＳＡ３００ 的抑制效果，溶血实验、Ｈｌａ 中和实验、Ｈｌａ 寡聚实验、免疫印记（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）实验验证药物以何种形式抑制毒力因子 Ｈｌａ 的活性，生物被膜形成实验评价回毒银花散对生物被膜的抑制效

果，最后正交实验探究回毒银花散的最佳配比。 结果　 回毒银花散抑制 ＭＲＳＡ 菌株，ＭＩＣ９０ 为 ６４ ｍｇ ／ ｍＬ，ＭＢＣ 为

２５６ ｍｇ ／ ｍＬ，抑菌圈直径为（７􀆰 ５０±０􀆰 ５０）ｍｍ。 回毒银花散还通过抑制 Ｈｌａ 的释放抑制 Ｈｌａ 的活性，最小有效浓度

（ｍｉｎｉｍｕｍ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＥＣ）为 １６ ｍｇ ／ ｍＬ，抑制生物被膜形成的 ＭＥＣ 为 ８ ｍｇ ／ ｍＬ。 回毒银花散中金银

花、黄芪只影响 ＭＲＳＡ 溶血活性以及生物被膜形成但不抑制细菌的生长，两药溶血活性 ＭＥＣ 以及生物被膜形成

ＭＥＣ 均为 ３２ ｍｇ ／ ｍＬ；甘草抑菌能力较强，ＭＩＣ９０ 为 ８ ｍｇ ／ ｍＬ，生物被膜 ＭＥＣ 为 １ ｍｇ ／ ｍＬ，在亚抑菌浓度下未表现出

抑制溶血活性。 最后正交实验显示，当回毒银花散中金银花、黄芪、甘草比例为 １ ∶ ２ ∶ ４ 时，ＭＩＣ９０ 为 １６ ｍｇ ／ ｍＬ，溶
血活性 ＭＥＣ 为 ８ ｍｇ ／ ｍＬ，生物膜形成 ＭＥＣ 为 ４ ｍｇ ／ ｍＬ，均为 ９ 组中最低。 结论　 回毒银花散在亚抑菌浓度下可影

响 ＭＲＳＡ 的溶血活性以及生物被膜形成，其中金银花、黄芪、甘草的最佳比例为 １ ∶ ２ ∶ ４。
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ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｉｒｃｌｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ （７􀆰 ５０± ０􀆰 ５０） ｍｍ． Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ ｐｏｗｄｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｈｌａ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｈｌａ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ＭＥＣ） ｗａｓ １６ ｍｇ ／ ｍＬ， ａｎｄ ｔｈｅ ＭＥＣ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍ ｗａｓ ８ ｍｇ ／ ｍＬ． Ｉｎ Ｈｕｉｄｕ
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α⁃ｈｅｍｏｌｙｓｉｎ； ｂｉｏｆｉｌｍ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 金黄色葡萄球菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ， Ｓ．
ａｕｒｅｕｓ）是常见的人体共生菌，同时可引起多种疾

病， 如 皮 肤 软 组 织 感 染 （ ｓｋｉｎ ａｎｄ ｓｏｆｔ ｔｉｓｓｕｅ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ，ＳＳＴＩ）、肺炎、菌血症等，其中 ＳＳＴＩ 是社区

和医院环境中最常见的感染之一［１－３］。 ＳＳＴＩ 多由化

脓性病原体感染所致，Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 是主要病原体，单
纯性的皮肤软组织感染包含痈疖、毛囊炎、脓疱病、
浅表性蜂窝织炎、丹毒等，复杂性 ＳＳＴＩ 可能会出现

危及生命的坏死性筋膜炎以及严重的全身表

现［４－５］。 抗生素的滥用使各种耐药菌株的出现更加

频繁，耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 （ ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）使 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 引
起的感染变得更加凶险，同时管理复杂性 ＳＳＴＩ 患者

的抗菌治疗也成为一项日益严峻的挑战，对医疗保

健系统也造成重大负担［６］。
Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 为了能更好地在宿主细胞内生存及

扩散，会释放各种毒力因子达到目的，Ｈｌａ 就是其中

的主力军［７］。 在 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 感染过程中，角质形成细

胞的细胞膜上去整合素金属蛋白酶 １０（ａ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ
ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １０，ＡＤＡＭ１０）能快速聚集并识

别 Ｈｌａ，破坏上皮细胞之间的细胞骨架，使组织变得

松散，帮助 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 向更深层组织进行扩散［８］。 同

时 Ｈｌａ 快速组装为七聚体的桶状结构，在细胞膜上

完成穿孔，为 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 进入细胞提供条件［９］。 进入

细胞内的 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 产生的 Ｈｌａ 在线粒体表面穿孔，

线粒体应激导致活性氧大量释放，通过坏死、凋亡

或焦亡等多种途径引起细胞死亡［１０－１１］。 除此之外，
生物膜在感染过程中也起到非常重要的作用，相当

于在细菌表面覆盖一层厚防护层，增加了细菌对抗

生素药物的耐药性，并且致密的生物膜可以有效阻

挡抗生素向深层渗透，增加感染后复发概率［１２－１３］。
回毒银花散源自《外科正宗·卷二》，由金银

花、黄芪、甘草三味药以 ２ ∶ ４ ∶ １ 的比例组合而成，
主治为“治脑疽及诸发阴疮不起” ［１４］。 脑疽是发于

脑后项部的有头疽，阴疮为阴性溃疡，主要表现为

患处漫肿无头，皮色不变，皮温不高。 根据临床表

现，脑疽和阴疮都属于化脓性病原体引起的感染。
研究回毒银花散的最佳药物配比，及其对 ＭＲＳＡ 毒

力因子 Ｈｌａ 和生物膜的抑制作用，为新药开发提供

实验依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 菌株

　 　 ＭＲＳＡ 菌株 ＵＳＡ３００（ＡＴＣＣ ＢＡＡ １７１７）购自美

国模式培养物集存库。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 中药免煎颗粒金银花 （ ２２０１４１６１０１）、 黄芪

（２３１０８７１０１）、甘草（２２０８１３５１０１）购自江阴天江药

业有 限 公 司， 将 中 药 免 煎 颗 粒 用 二 甲 基 亚 砜

（ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）溶解为 １ ｇ ／ ｍＬ 溶液，随

４６ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ２ 月第 ３４ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ２



后按原方比例将金银花、黄芪、甘草以 ２ ∶ ４ ∶ １ 混合

配制回毒银花散溶液，置于 ４ ℃保存。 除正交实验，
其余回毒银花散中金银花、黄芪、甘草的比例均为

２ ∶ ４ ∶ １。 万古霉素（Ｖ８７１９８３，２５０ ｍｇ）购自上海麦

克林科技有限公司；胰蛋白胨大豆肉汤（ ｔｒｙｐｔｉｃ ｓｏｙ
ｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ，ＨＢ４１１４）、阳离子调节肉汤（ａｔｉｏｎａｄｊｕｓｔｅｄ
ｍｕｅｌｌｅｒ⁃ｈｉｎｔｏｎ ｂｒｏｔｈ，ＣＡＭＨＢ，ＨＢ６２３１⁃１） 及胰蛋白

胨大豆琼脂（ ｔｒｙｐｔｏｓｅ ｓｏｙａ ａｇａｒ，ＴＳＡ，ＨＢ０１７７）购自

青岛 海 博 生 物 技 术 有 限 公 司； 无 菌 抗 凝 兔 血

（２０２３０６１０）购自北京平睿生物科技有限公司；山羊

抗兔 （ Ａ０２０８ ）、 结 晶 紫 染 色 剂 （ Ｃ０１２１ ）、 ＤＭＳＯ
（ＳＴ０３８）、脱氧胆酸钠（ＳＴ２０４９）购自上海碧云天生

物技术有限公司。
紫外可见分光光度计（Ｔ６，北京普析通用仪器

有限 责 任 公 司 ）； 酶 标 仪 （ Ａ５１１１９７００Ｃ， Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；振荡培养箱（ＫＴ⁃２，常州市中贝仪器有限

公司）；低温离心机（７５００２５５４，Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；
生化培养箱（ＬＣ⁃ＳＰＸ⁃７０ＢＥ，上海力辰仪器科技有限

公司）； ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８． ０ 统计软件 （ ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，美国）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １ 　 最 低 抑 菌 浓 度 （ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＭＩＣ ）、 最 低 杀 菌 浓 度 （ ｍｉｎｉｍｕｍ
ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ）

过夜培养的 ＵＳＡ３００ 以 １ ∶ １００ 的比例传代至

ＣＡＭＨＢ 肉汤中培养，当 Ａ６００ 为 ０􀆰 ８ 时，稀释菌液至

最终浓度为 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 在 ９６ 孔板中加入 １００ μＬ
菌液以及 １～５１２ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度梯度中药颗粒溶液，置
于恒温培养箱中 （３７ ℃，２４ ｈ），然后酶标仪测量

Ａ６００ 值。 最后将加药培养的菌液均匀铺在 ＴＳＡ 琼

脂板中，恒温培养 （３７ ℃，２４ ｈ） 观察是否有菌落

生成。
１􀆰 ３􀆰 ２　 时间－生长曲线

　 　 ＵＳＡ３００ 菌液以 １ ∶ １００ 传代至 ＴＳＢ 培养基，当
Ａ６００ 为 ０􀆰 ３ 时，转移至新试管后加入中药颗粒溶液，
取出 １００ μＬ 点入 ９６ 孔板中，用酶标仪测量 ６００ ｎｍ
吸光度值，记录 ０ ｈ 的数据。 此后每 １ ｈ 取 １００ μＬ
测量 １ 次，直至 ６ ｈ 后，改为每 ２ ｈ １ 次。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｋ⁃Ｂ 法

　 　 用棉签将 ＵＳＡ３００ 菌液均匀平铺在 ＴＳＡ 琼脂板

中，取中药颗粒溶液（１ ｇ ／ ｍＬ）和万古霉素（２ ｍｇ ／
ｍＬ）２０ μＬ 完全浸润 ６ ｍｍ 直径的纸片后，贴入含菌

的 ＴＳＡ 培养板中，置于 ３７ ℃恒温培养箱中培养 １６

ｈ，用直尺测量抑菌圈直径。
１􀆰 ３􀆰 ４　 溶血实验

　 　 将含有中药颗粒溶液的 ＵＳＡ３００ 菌液，培养至

Ａ６００ 为 ２􀆰 ５ 时，离心（５０００ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ）取 １００ μＬ
上 清 液， 加 入 装 有 ８５０ μＬ 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）的 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中，
取 ９４０ μＬ ＰＢＳ 缓冲液和 １０ μＬ 的 Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ １００ 为阳

性对照组，最后取 ５０ μＬ 无菌新鲜兔血混匀后，放置

于 ３７ ℃恒温培养箱中培养 ３０ ｍｉｎ，低温离心（４ ℃，
５０００ ｒ ／ ｍｉｎ，３ ｍｉｎ），用酶标仪测量 Ａ５４３ 值。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｈｌａ 中和实验

　 　 将 Ａ６００ 为 ２􀆰 ５ 的 ＵＳＡ３００ 菌液离心（５０００ ｒ ／
ｍｉｎ，５ ｍｉｎ），取 １００ μＬ 上清，加至含有 ＰＢＳ 缓冲液

与中药颗粒溶液的混合液中，保持体积为 ９５０ μＬ。
最后加入 ５０ μＬ 无菌新鲜兔血，剩余步骤与溶血试

验一致。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｍ ｂｌｏｔ 实验

　 　 将蛋白电转至聚偏二氟乙烯膜后，用 ２􀆰 ５％脱

脂奶粉封闭 ２ ｈ，转移至 Ｈｌａ 一抗（１ ∶ ５０００）中 ４ ℃
过夜孵育，ＴＢＳ ／ Ｔ 清洗 ５ 次（１３０ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ），加入

含有辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记山羊抗兔 ＩｇＧ 的

二抗 （１ ∶ １０００）孵育 ２ ｈ，显影结果用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

分析。
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｈｌａ 蛋白寡聚实验

　 　 在 ５００ μＬ 的 Ｅｐ 管中加入 ５ ｍｍｏｌ 脱氧胆酸盐

溶液 １００ μＬ，加入 Ｈｌａ 蛋白至最终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／
ｍＬ，最后加入中药颗粒溶液混匀，２２ ℃孵育 ２５ ｍｉｎ。
与 ５×非还原性蛋白上样缓冲液以 ４ ∶ １ 的比例混合

后金属浴（５５ ℃，１０ ｍｉｎ）。 电泳结束后，倒入考马

斯亮蓝染色剂中，最后结果用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析 Ｈｌａ 七聚

体与单体的比值。
１􀆰 ３􀆰 ８　 生物被膜形成实验

　 　 向酶标板中点入 Ａ６００ 为 ０􀆰 ３ 的 ＵＳＡ３００ 菌液

１００ μＬ，再加中药颗粒溶液，放入 ３７ ℃恒温箱中培

养 ２４ ｈ。 用 ＰＢＳ 缓冲液清洗浮游细菌，结晶紫染色

２０ ｍｉｎ，再次使用 ＰＢＳ 缓冲液洗脱未结合结晶紫，最
后无水乙醇溶解结晶紫，酶标仪测量 ５９５ ｎｍ 处吸光

度值。
１􀆰 ３􀆰 ９　 正交实验

　 　 将回毒银花散中金银花、黄芪、甘草作为影响

回毒银花散效果的 ３ 个因素，以原方比例 ２ ∶ ４ ∶ １
为基础，每个因素安排 １、２、４ 三个比例水平。 用

ＳＰＳＳ １３􀆰 ０（ＳＰＳＳ Ｃｈｉｃａｇｏ，ＩＬ，美国）进行随机分组，
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产生 ９ 组数据进行分析。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 统计软件和

ＳＰＳＳ 进行统计学分析。 每组实验均重复 ３ 次，用平

均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）展示实验数据，呈现正态分布的

独立样本采用 ｔ 检验，多组均数采用单因素方差分

析，当 Ｐ＜０􀆰 ０５ 时认为有显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 回毒银花散对 ＭＲＳＡ 的抑菌检测

　 　 为了探究回毒银花散对 ＭＲＳＡ 菌株的影响，用
微孔板法测量 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ，结果显示回毒银花散的

ＭＩＣ９０ 为 ６４ ｍｇ ／ ｍＬ，ＭＢＣ 为 ２５６ ｍｇ ／ ｍＬ。 Ｋ⁃Ｂ 法测

试回毒银花散抑菌能力，用万古霉素作为对照组，
显示回毒银花散的抑菌圈为（７􀆰 ５０±０􀆰 ５０）ｍｍ。
２􀆰 ２　 回毒银花散对 ＭＲＳＡ 溶血活性的影响

　 　 用无菌新鲜兔血以 ＭＩＣ９０ 为最大浓度进行梯度

溶血实验，共设置 ５ 个梯度，测试回毒银花散抑制溶

血的能力，结果显示回毒银花散在亚抑菌浓度 １６
ｍｇ ／ ｍＬ 的情况下依旧抑制 ＭＲＳＡ 的溶血活性。 见

表 １。
２􀆰 ３　 回毒银花散对 ＭＲＳＡ 生物被膜形成的影响

　 　 通过结晶紫染色剂对生物被膜进行染色，能明

显观察到回毒银花散以剂量依赖性的方式抑制

ＭＲＳＡ 生物被膜的形成，６４ ｍｇ ／ ｍＬ 时几乎没有生物

被膜的覆盖，随药物浓度降低，吸光度值逐渐增高

呈剂量依赖性，８ ｍｇ ／ ｍＬ 时仍能抑制生物被膜的形

成，４ ｍｇ ／ ｍＬ 吸光度值与空白组相差不大。 见表 ２。
２􀆰 ４　 亚抑菌浓度的回毒银花散的时间－生长曲线

　 　 从 ＭＩＣ 结果可知，在 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度下回毒银

花散并不抑制细菌的生长，但其仍然可以抑制

ＭＲＳＡ 的溶血活性以及生物被膜的形成。 为了进一

步确定在 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度下回毒银花散是否有抑菌

效果，测定了回毒银花散的时间－生长曲线，结果显

示加入 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度的回毒银花散对 ＭＲＳＡ 菌株

的生长没有明显影响。 见图 １。
２􀆰 ５　 回毒银花散对 Ｈｌａ 蛋白的影响

　 　 Ｈｌａ 中和实验显示回毒银花散在 ６４ ｍｇ ／ ｍＬ 以

及 ３２ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度对 Ｈｌａ 的溶血活性有影响，提示

在一定浓度下回毒银花散直接中和 Ｈｌａ 的溶血活

性。 随后 Ｈｌａ 蛋白寡聚实验，利用脱氧胆酸盐促使

纯化的 Ｈｌａ 蛋白低聚成具有活性的七聚体形态，分
析结果显示 ６４ ｍｇ ／ ｍＬ 以下浓度不影响 Ｈｌａ 七聚体

的形成。 最后测试回毒银花散是否抑制 Ｈｌａ 的分

泌，取含有不同浓度药物的 ＭＲＳＡ 菌液上清，制作

成蛋白样品进行 Ｗｅｓｔｅｍ ｂｌｏｔ 实验，结果显示回毒银

花散在 ４ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度下显著减少 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 中 Ｈｌａ
释放量。 见表 ３。

表 １　 不同浓度回毒银花散对 ＭＲＳＡ 溶血活性影响（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ

ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＲＳＡ
药物浓度 ／ （ｍｇ ／ ｍＬ）
Ｈｅｒｂ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

溶血活性 ／ ％
Ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ

回毒银花散
Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ

ｐｏｗｄｅｒ

０ １００􀆰 ００±１１􀆰 ４１
４ １０５􀆰 ７５±１１􀆰 ３３
８ ９１􀆰 ８８±１３􀆰 ０８
１６ ４􀆰 ０４±０􀆰 ８１∗∗∗

３２ ３􀆰 １１±０􀆰 ５３∗∗∗

６４ ３􀆰 ４３±０􀆰 ８０∗∗∗

注：与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 组比较， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ０ ｍｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

表 ２　 不同浓度回毒银花散对 ＭＲＳＡ 生物被膜
形成影响（ｎ＝ ３）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ ｐｏｗｄｅｒ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ＭＲＳＡ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

药物浓度 ／ （ｍｇ ／ ｍＬ）
Ｈｅｒｂ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

生物被膜形成（Ａ５９５）
Ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ（Ａ５９５）

回毒银花散
Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ

ｐｏｗｄｅｒ

０ ２􀆰 ０３±０􀆰 １７
４ １􀆰 ７８±０􀆰 １２
８ １􀆰 ４９±０􀆰 ２３∗

１６ １􀆰 ４５±０􀆰 １４∗∗

３２ １􀆰 ０７±０􀆰 １２∗∗∗

６４ ０􀆰 ６７±０􀆰 １３∗∗∗

注：与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ０ ｍｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ
＜０􀆰 ００１．

图 １　 回毒银花散时间－生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｉｍｅ⁃ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ ｐｏｗｄｅｒ

２􀆰 ６　 回毒银花散中各药对 ＭＲＳＡ 的抑菌检测

　 　 为了探究回毒银花散中各味药物对 ＭＲＳＡ 菌

株的抑制效果，首先分别对金银花、黄芪、甘草三味

药进行了 ＭＩＣ、ＭＢＣ 测定，结果可知金银花的 ＭＩＣ９０

为 ２５６ ｍｇ ／ ｍＬ，ＭＢＣ＞５１２ ｍｇ ／ ｍＬ；黄芪的 ＭＩＣ９０ 为

６６ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ２ 月第 ３４ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ２



５１２ ｍｇ ／ ｍＬ，ＭＢＣ＞５１２ ｍｇ ／ ｍＬ；两者抑菌能力较弱。
甘草的 ＭＩＣ９０ 为 ８ ｍｇ ／ ｍＬ，ＭＢＣ 为 ６４ ｍｇ ／ ｍＬ，显示

强抑菌作用。 随后用 Ｋ⁃Ｂ 法进一步测量各味药物

对 ＭＲＳＡ 的敏感程度，结果显示金银花和黄芪对

ＵＳＡ３００ 均不敏感，甘草抑菌圈大小为 （ １１􀆰 ８３ ±
０􀆰 ２９）ｍｍ，属于中度敏感。 根据上述 ＭＩＣ 结果，我
们选用不影响细菌生长的适宜药物浓度为最高梯

度进行溶血及生物被膜实验。 为进一步验证药物

在设定的最高梯度不影响细菌的生长，又测定了 ３
味药物的时间－生长曲线，结果显示金银花、黄芪在

６４ ｍｇ ／ ｍＬ，甘草在 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度下均不影响 ＭＲＳＡ

的生长。 见图 ２，表 ４。
２􀆰 ７　 回毒银花散中各药对 ＭＲＳＡ 溶血活性及 Ｈｌａ
蛋白的影响

溶血结果显示金银花和黄芪均在 ３２ ｍｇ ／ ｍＬ 以

上浓度显著抑制 ＵＳＡ３００ 的溶血活性，甘草在亚抑

菌浓度下未表现出明显对溶血活性的抑制效果。
与 ２􀆰 ５ 思路一致，首先针对金银花和黄芪进行 Ｈｌａ
中和实验，观察两味药是否中和 Ｈｌａ 毒性的形式抑

制 Ｈｌａ 的穿孔活性，结果显示金银花在 ８ ｍｇ ／ ｍＬ 即

表现出对 Ｈｌａ 蛋白的抑制作用，同时黄芪在 ６４ ｍｇ ／
ｍＬ 及３ ２ｍｇ ／ ｍＬ也有相应作用 。随后又进行Ｈｌａ

表 ３　 不同浓度的回毒银花散对 Ｈｌａ 蛋白影响（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ Ｈｌａ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

药物浓度 ／ （ｍｇ ／ ｍＬ）
Ｈｅｒｂ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｈｌａ 中和实验 ／ ％
Ｈｌａ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ

Ｈｌａ 寡聚实验
（七聚体 ／ Ｈｌａ）

Ｈｌａ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ
（Ｈｅｐｔａｍｅｒ ／ Ｈｌａ）

Ｈｌａ 蛋白免疫印记实验 ／ ％
Ｈｌａ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

回毒银花散
Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ

ｐｏｗｄｅｒ

０ １００􀆰 ０２±１０􀆰 ５３ １􀆰 ２１±０􀆰 １２ １００􀆰 ００±６􀆰 １３
４ ９６􀆰 ７８±１０􀆰 ０３ １􀆰 １０±０􀆰 ２７ ６５􀆰 ４７±１３􀆰 ７５∗∗

８ ９１􀆰 ９１±９􀆰 ５４ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ ２５􀆰 ６８±７􀆰 ０４∗∗∗

１６ ８１􀆰 ３６±８􀆰 １５ ０􀆰 ８９±０􀆰 ０５ １０􀆰 ６０±３􀆰 １１∗∗∗

３２ ６０􀆰 ６５±６􀆰 ７３∗∗ １􀆰 ０１±０􀆰 １３ ６􀆰 ０２±０􀆰 ８３∗∗∗

６４ ４９􀆰 ９６±４􀆰 ６８∗∗∗ １􀆰 １８±０􀆰 ２１ ６􀆰 ００±０􀆰 ７７∗∗∗

注：与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ０ ｍｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

表 ４　 回毒银花散中各味药 ＭＩＣ、ＭＢＣ 和抑菌能力
Ｔａｂｌｅ ４　 ＭＩＣ， ＭＢＣ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｆｌａｖｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅｒｂｓ ｉｎ Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ ｐｏｗｄｅｒ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＭＩＣ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ） ＭＢＣ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ） 抑菌圈 ／ ｍｍ

Ｓｐｈｅｒｅ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
敏感程度

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｌｅｖｅｌ
金银花

Ｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅ ２５６ ＞５１２ ／ 不敏感
Ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

黄芪
Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ５１２ ＞５１２ ／ 不敏感

Ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
甘草

Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ８ ６４ １１􀆰 ８３±０􀆰 ２９ 中度敏感
Ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

注：敏感度标准：抑菌圈直径＞２０ ｍｍ 为极度敏感，１５􀆰 １～２０ ｍｍ 为高度敏感，１０～１５ ｍｍ 为中度敏感，＜１０ ｍｍ 为不敏感。
Ｎｏｔｅ． Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃｒｉｔｅｒｉａ， Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｉｒｃｌｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ＞２０ ｍｍ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， １５􀆰 １～２０ ｍｍ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， １０～１５ ｍｍ ｉｓ ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，
＜１０ ｍｍ ｉｓ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ．

图 ２　 回毒银花散中各味药的时间－生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｉｍｅ⁃ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｈｅｒｂｓ ｉｎ
Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ ｐｏｗｄｅｒ

寡聚实验，结果显示黄芪和金银花则未表现对 Ｈｌａ
七聚体形成的抑制作用。 最后 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验再

一次验证金银花和黄芪也主要通过抑制 Ｈｌａ 的分泌

来降低 ＭＲＳＡ 的溶血活性，据统计结果可观察到 ４
ｍｇ ／ ｍＬ 浓度的金银花和黄芪均能使培养基中由

ＵＳＡ３００ 释放的 Ｈｌａ 蛋白大幅度减少。 见表 ５，图 ３。
２􀆰 ８　 回毒银花散中各药对生物被膜形成的影响

　 　 生物被膜实验观察回毒银花散中单味药物对

生物被膜形成的抑制作用，结果显示金银花对生物

膜的最小抑制浓度为 ３２ ｍｇ ／ ｍＬ，黄芪为 １６ ｍｇ ／ ｍＬ，
甘草则能在更小的浓度 １ ｍｇ ／ ｍＬ 显示出对生物膜

形成的抑制作用。 见图 ４。
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２􀆰 ９　 回毒银花散中各药的最佳配比

　 　 由上述的所有实验，我们可以明显观察到甘草

在回毒银花散中显示出强抑菌能力，三味药合用使

在亚抑菌浓度下回毒银花散对 ＭＲＳＡ 菌株还表现

出较强的抑制溶血以及生物膜形成的能力。 如表 ６
所示，原方中金银花、黄芪、甘草为２ ∶ ４ ∶ １，为了测

表 ５　 金银花、黄芪对 Ｈｌａ 蛋白的影响（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅ ａｎｄ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｏｎ Ｈｌａ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

药物浓度 ／ （ｍｇ ／ ｍＬ）
Ｈｅｒｂ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｈｌａ 中和实验 ／ ％
Ｈｌａ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ

Ｈｌａ 寡聚实验（七聚体 ／ Ｈｌａ 单体）
Ｈｌａ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ
（Ｈｅｐｔａｍｅｒ ／ Ｈｌａ ｍｏｎｏｍｅｒ）

Ｈｌａ 蛋白免疫印记实验 ／ ％
Ｈｌａ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

金银花
Ｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅ

黄芪
Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ

金银花
Ｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅ

黄芪
Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ

金银花
Ｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅ

黄芪
Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ

０ １００􀆰 ００±９􀆰 ６４ １００􀆰 ００±１􀆰 ４４ ０􀆰 ９９±０􀆰 ２８ １􀆰 ４３±０􀆰 ８５ １００􀆰 ００±３􀆰 ５９ １００􀆰 ００±１􀆰 ３１
４ ８８􀆰 ０９±３􀆰 ６２ ９８􀆰 ８０±１􀆰 ４４ ０􀆰 ９４±０􀆰 ２１ １􀆰 ４４±０􀆰 ４９ ４３􀆰 ４６±８􀆰 ５０∗∗∗ ２０􀆰 ５５±０􀆰 ７３∗∗∗

８ ８１􀆰 ３３±９􀆰 ３８∗ ９８􀆰 １３±４􀆰 ６６ ０􀆰 ８３±０􀆰 ０７ １􀆰 ０５±０􀆰 １３ ２７􀆰 ００±９􀆰 ６２∗∗∗ １５􀆰 ７４±０􀆰 １８∗∗∗

１６ ６５􀆰 ６８±２􀆰 ３７∗∗∗ ９８􀆰 ２８±１􀆰 ４３ ０􀆰 ７９±０􀆰 １１ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０５ １０􀆰 ５９±３􀆰 ０１∗∗∗ ９􀆰 ３８±０􀆰 ９５∗∗∗

３２ ６１􀆰 ３０±３􀆰 １０∗∗∗ ７６􀆰 ８０±３􀆰 ７４∗∗∗ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０９ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０６ ５􀆰 ８２±０􀆰 ９３∗∗∗ ８􀆰 １０±１􀆰 ２７∗∗∗

６４ ２０􀆰 ５６±１􀆰 ４２∗∗∗ ５９􀆰 ３９±３􀆰 ８１∗∗∗ ０􀆰 ９４±０􀆰 ２０ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０５ ６􀆰 １９±１􀆰 ２３∗∗∗ ７􀆰 ２５±０􀆰 ４６∗∗∗

注：与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ０ ｍｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

注：与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 组比较， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ３　 回毒银花散中各味药对 ＭＲＳＡ 溶血活性影响（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ０ ｍｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆｌａｖｏｒｓ ｏｆ ｈｅｒｂｓ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＲＳＡ ｉｎ Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ ｐｏｗｄｅｒ

注：与 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ４　 回毒银花散中各药对生物被膜形成的影响（ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ０ ｍｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌａｖｏｒｓ ｉｎ Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ ｐｏｗｄｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＲＳＡ ｂｉｏｆｉｌｍｓ
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表 ６　 回毒银花散正交实验结果（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ａｓｓａｙ ｏｎ Ｈｕｉｄｕ Ｙｉｎｈｕａ ｐｏｗｄｅｒ

序号
Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ

药物比例
（金银花 ∶黄芪 ∶甘草）
Ｈｅｒｂ ｒａｔｉｏ（ｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅ ∶
ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ∶ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ）

抑菌圈 ／ ｍｍ
Ｓｐｈｅｒｅ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ＭＩＣ９０ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ） 溶血 ＭＥＣ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ）
Ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ＭＥＣ

生物被膜 ＭＥＣ ／ （ｍｇ ／ ｍＬ）
Ｂｉｏｆｉｌｍ ＭＥＣ

１ ４ ∶４ ∶１ ６􀆰 ３３±０􀆰 ４７ ２５６ ３２ １６
２ １ ∶２ ∶４ １０􀆰 １７±０􀆰 ２６∗∗∗ １６ ８ ４
３ ４ ∶１ ∶４ ９􀆰 ３３±０􀆰 ２６∗∗∗ ３２ １６ ８
４ ２ ∶４ ∶４ ９􀆰 ３３±０􀆰 ４７∗∗∗ ３２ １６ ４
５ ４ ∶２ ∶２ ８􀆰 ００±０􀆰 ８２ ６４ ３２ ８
６ ２ ∶２ ∶１ ７􀆰 ３３±０􀆰 ４７ ６４ ３２ ４
７ ２ ∶１ ∶２ ９􀆰 ６７±０􀆰 ４７∗∗∗ ３２ １６ ８
８ １ ∶１ ∶１ ８􀆰 ３３±０􀆰 ６２ ３２ １６ ４
９ ２ ∶４ ∶１ ７􀆰 ００±０􀆰 ００ ６４ １６ ８

注：与第 ９ 组比较， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。 敏感度标准：抑菌圈直径＞２０ ｍｍ 为极度敏感，１５􀆰 １～２０ ｍｍ 为高度敏感，１０～ １５ ｍｍ 为中度敏感，＜１０ ｍｍ 为
不敏感。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ９， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１． Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃｒｉｔｅｒｉａ， Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｉｒｃｌｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ＞２０ ｍｍ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， １５􀆰 １ ～ ２０ ｍｍ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， １０～１５ ｍｍ ｉｓ ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ＜１０ ｍｍ ｉｓ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ．

试方中药物最佳比例，设计产生了 ９ 种组合形式的

正交表。 分别对 ９ 组药物组合进行 ＭＩＣ 和抑菌圈

测量，结果显示有 ５ 组数据的 ＭＩＣ９０ 较原方 ６４ ｍｇ ／
ｍＬ 不同程度下降，４ 组抑菌圈大小较原方显著性增

大。 分析 ９ 组数据可知当甘草在方中占比越高则回

毒银花散的抑菌能力越强，其中金银花、黄芪、甘草

的比例为 １ ∶ ２ ∶ ４ 时，ＭＩＣ９０ 值在 ９ 组中最小，为 １６
ｍｇ ／ ｍＬ，并且抑菌圈尺寸达到（１０􀆰 １７±０􀆰 ２６）ｍｍ，较
原方有显著升高，在 ９ 组药物配比中显示出抑菌能

力最强。 在此比例下，药物浓度为 ８ ｍｇ ／ ｍＬ 即显示

出对 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 溶血活性的良好抑制作用，４ ｍｇ ／ ｍＬ
时仍对生物被膜的形成有抑制效果，均能在亚抑菌

浓度下展现对 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 毒力的抑制作用，并且较原

方所需药物浓度更低，是目前最佳药物配比。

３　 讨论

　 　 随着耐药菌株的不断发展，ＳＳＴＩ 患者的抗菌治

疗也是临床治疗的棘手问题。 针对浅表性的 ＳＳＴＩ
如痈疖、毛囊炎等，直接进行引流，大多治愈后复发

频率较高，在治疗后仍需要口服抗生素防止复发；
较为严重的 ＳＳＴＩ 则不仅需要引流，还需要配合内

服、外用抗生素，防止进一步感染以及并发症的出

现，目前较为推荐万古霉素为首选药物，其他还有

克林霉素、利奈唑胺、达托霉素、替考拉宁等［１５－１７］。
抗生素的大量使用，为细菌的耐药性的发展提供了

良好的温床，同时也破坏了身体的共生菌群［１７－１９］。
共生微生物群的存在，可以与病原菌争夺营养物和

粘附位点，在这种竞争中，共生细菌能干扰潜在病

原体的粘附和发病机制，从而保护宿主［２０－２２］。

本研究结果表明， 高浓度的回毒银花散对

ＭＲＳＡ 有显著抑制作用，亚抑菌浓度的回毒银花散

可以通过抑制毒力因子 Ｈｌａ 以及生物被膜的形成减

弱 ＭＲＳＡ 毒性。 根据 ＭＩＣ、时间－生长曲线数据可

知亚抑菌浓度的回毒银花散对 ＭＲＳＡ 菌株生长产

生的抑制作用微乎其微，在一定程度上减缓 Ｓ．
ａｕｒｅｕｓ 的生存压力，同时溶血与生物被膜形成实验

的结果显示，在不抑制细菌生长情况下，回毒银花

散依旧能抑制 ＭＲＳＡ 的溶血活性以及生物被膜的

生成，达到减毒的目的。 Ｈｌａ 活性被抑制时 Ｓ．
ａｕｒｅｕｓ 难以穿过细胞膜进入到宿主细胞体内进行免

疫逃避；同时减少细胞死亡，炎症因子水平大量减

轻；减少细胞骨架的破坏，使 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 感染停留在

表皮层，减少向下渗透。 此外，阻碍生物被膜的形

成，使药物能向更深层渗透，深层细菌无处可逃，减
少清除不彻底导致的疾病复发。

对回毒银花散进行拆解处理后，发现方中甘草

的抑菌能力最强，在亚抑菌浓度下虽未表现出对溶

血活性的抑制作用，但对生物被膜的形成有抑制作

用。 金银花和黄芪均对 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 不敏感，但是在亚

抑菌浓度下无论是对 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 的溶血活性还是生

物被膜的形成都有明显的抑制效果。 三药配合使

用，金银花和黄芪缓和甘草的抑菌能力，使整方在

亚抑菌浓度下依旧通过抑制 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 毒力因子的

释放以及破坏毒力因子的活性结构等多种形式减

轻 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 侵袭能力。 在治疗有效的前提下，达到

降低 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 的生存压力的目的，减缓其形成耐药

的进程。 最后正交实验对全方比例进行调整后发

现，甘草在方中的占比越高会显著增加整方对 Ｓ．
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ａｕｒｅｕｓ 的敏感性，但单独使用甘草很难在亚抑菌浓

度下有所突破。 因此适当调整金银花、黄芪、甘草

在整方中的比例，扩大甘草用量，将三者比例调整

为 １ ∶ ２ ∶ ４，在大幅度降低整方抑菌浓度的基础上，
还能保留在亚抑菌浓度下对 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 溶血活性以

及生物被膜形成的抑制作用。 并且无论是抑菌浓

度或是对 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 溶血活性以及阻碍生物被膜形

成的 ＭＥＣ 均为 ９ 组中最低，是目前较为理想的药物

比例。
回毒银花散既可治疗火热毒邪所引起的脑疽，

也可治疗正气不足，邪毒内陷所导致的阴疮。 方中

金银花性味甘寒，有清热解毒，消炎退肿之用，《本
草求真》言：“能治恶疮、痈疽，为外科治毒通行要

剂”，近代研究也证明金银花的提取物可以治疗脓

毒症［２３－２４］。 黄芪性甘温，托毒排脓，敛疮生肌，目前

黄芪为主药的方剂也广泛用于糖尿病足的治疗中，
效果甚佳［２５－２７］。 甘草性甘平，可清热解毒，缓急止

痛，现代研究甘草中的有效成分对 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 有很强

的抑制作用［２８－２９］。 三药配合使用，共奏清热解毒，
托毒生肌之功，但三药占比不同则功效偏向不同，
探寻不同比例在体内达到的最佳治疗效果将是进

一步研究重点。
目前 Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 引起 ＳＳＴＩ 的治疗方式仍然是引

流加抗生素的组合，但抗生素引起的细菌耐药是临

床难题。 近年来，抗毒力策略又一次被重视，因其

一方面可以抑制细菌毒力，使杀伤力大大降低；另
一方面药物不直接杀死细菌，缓解细菌的生存压

力，减少耐药菌株的产生。 本实验在体外测试回毒

银花散在亚抑菌浓度下对 ＭＲＳＡ 毒力靶点 Ｈｌａ 和生

物被膜形成的抑制作用，探究方中各药的具体功效

以及药物最佳配比，为回毒银花散投入临床使用提

供进一步实验支撑。
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