
大蒜中硫代亚磺酸酯类化合物对金黄色葡萄球菌的抑制作用研究

杜　 娟１， 　 史荣梅２， 　 李世颖１， 　 李兰兰１， 　 杜潇霖１， 　 李新霞１∗

（１． 新疆医科大学药学院， 新疆 乌鲁木齐 ８３００１７； ２． 新疆大蒜药用研究重点实验室， 新疆 乌鲁木齐

８３００１０）

收稿日期： ２０２６⁃０１⁃２０
基金项目： 新疆维吾尔自治区科技厅 “两区” 建设资金项目 （２０２４ＬＱ０３００６）
作者简介： 杜　 娟 （１９８８—）， 女， 硕士在读， 研究方向为药物分析与新药开发。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： １８０６４９６３６１１＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 李新霞 （１９６８—）， 女， 博士， 教授， 研究方向为现代分析测试技术与新药开发。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｘｘ６６６８＠ ｘｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ

摘要： 目的　 探究大蒜中二烯丙基硫代亚磺酸酯 （ＤＡＴＳ）、 二甲基硫代亚磺酸酯 （ＤＭＴＳ） 及甲基烯丙基硫代亚磺酸

酯 （ＭＡＴＳ） 对耐药金黄色葡萄球菌 （简称金葡菌） 的抑制作用。 方法　 采用微量肉汤稀释法测定 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ 及万

古霉素对 １２ 株临床分离所得金葡菌的最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 和最小杀菌浓度 （ＭＢＣ）， 棋盘稀释法评估 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ
与万古霉素的联合效应， 时间生长曲线研究 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ、 ＤＡＴＳ＋ＤＭＴＳ、 ＤＡＴＳ＋ＤＭＴＳ＋ＭＡＴＳ 对耐药金葡菌的抑菌动

力学， 并根据该类化合物对菌株细胞膜通透性及内容物泄漏的影响探究抑菌机制。 结果　 ＤＡＴＳ 对 １２ 株金葡菌的 ＭＩＣ
为 １６～６４ μｇ ／ ｍＬ， 抑菌效果优于 ＤＭＴＳ 的 ３２～１２８ μｇ ／ ｍＬ， 两者与万古霉素联用均显示相加作用 （ＦＩＣＩ＝ ０􀆰 ７５～１􀆰 ００），
ＤＡＴＳ＋ＤＭＴＳ＋ＭＡＴＳ 对实验菌株的抑菌率达到 ９９􀆰 ９％ 。 该类化合物通过破坏细胞膜完整性， 导致核酸蛋白质泄漏， 从

而增强杀菌效果。 结论　 硫代亚磺酸酯类化合物对耐药金葡菌具有显著抑制作用， 为植物源抗菌药开发提供了理论

依据。
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　 　 金黄色葡萄球菌 （简称金葡菌） 作为一种

广泛存在于自然界、 人体的病原菌， 是引起医院、
社区感染的常见原因［１］， 可引发肺炎、 致命皮肤感

染等多种疾病［２⁃５］。 ２０２４ 年世界卫生组织细菌重点病

原体清单将耐甲氧西林金葡菌列为高优先级耐药病

原［６］； ２０２３ 年中国细菌耐药监测数据显示， 金葡菌对

红霉 素、 克 林 霉 素 的 耐 药 率 分 别 高 达 ５２􀆰 １％ 、
２８􀆰 ２％ ［７］。 随着一线抗生素临床失效日益显著， 亟需

开发新型抗菌药物或协同治疗方案来应对这一挑战。
硫代亚磺酸酯是葱属植物大蒜经酶催化后的一

类活性产物［８］， 代表性化合物有二烯丙基硫代亚

磺酸酯 （大蒜辣素， ＤＡＴＳ）、 二甲基硫代亚磺酸

酯 （ＤＭＴＳ）、 甲基烯丙基硫代亚磺酸酯 （ＭＡＴＳ）
等［９］。 完整的葱属植物中不存在硫代亚磺酸酯类，
但植物组织破碎后其含有的蒜酶与前体化合物蒜氨

酸、 甲基蒜氨酸生成 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ 及 ＭＡＴＳ［１０］。
研究表明， ＤＡＴＳ 对多种致病菌有抗菌活性［１１⁃１３］；
Ｃａｎｉｚａｒｅｓ 等［１４］ 报道， ＭＡＴＳ 可抑制幽门螺杆菌；
ＤＭＴＳ 对肠膜明串珠菌有抑制作用［１５］。 目前普遍

认为， 大蒜中含硫化合物的抗菌活性源于其含硫键

与细菌蛋白中的巯基 （⁃ＳＨ） 反应［１６］； 课题组前

期研究显示， 游离巯基仅与二硫氧键 ［⁃Ｓ （Ｏ） ⁃
Ｓ⁃］ 发生特异性反应。 因此， 本研究选取具有上述

结构的 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ 及 ＭＡＴＳ， 探究三者对临床耐

药金葡菌的抑制活性与机制， 以期为相关抗菌药物

的仿生设计提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂 　 金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３ （编号

ＳＡ０， 青岛海博生物技术有限公司）； １２ 株临床耐

药金葡菌来自新疆生产建设兵团医院， 编号 ＳＡ１ ～
ＳＡ１２， 研究经新疆建设兵团医院伦理委员会审批

通过 （伦理审批号 ２０２４０４３０１）。 甲基蒜氨酸 （批
号 ３２６２３８， 纯度≥９９％ ） （美国 ＬＫＴ Ｌａｂｓ 公司）；
蒜氨酸 （批号 ＡＬ２１０７２０， 纯度≥９９％ ）、 蒜酶 （新
疆埃 乐 欣 药 业 有 限 公 司 ）； 羟 苯 丁 酯 （ 批 号

１１０７９２⁃２０２２０４， 纯度≥９９％ ）、 万古霉素 （批号

１３０３６０⁃２０２３０２） （中国食品药品检定研究院）； 抗

生素药敏纸片 （湖南比克曼生物科技有限公司）；
庆大霉素注射液 （批号 ２４０２３１９， 国药集团容生制

药有 限 公 司 ）； ＭＨ 肉 汤 （ ＭＨＢ ）、 ＭＨ 琼 脂

（ＭＨＡ）、 胰酪大豆胨琼脂 （ＴＳＡ） 培养基 （青岛

海博生物技术有限公司）。
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１􀆰 ２　 仪 器 　 ＡＢ１３５⁃Ｓ 电子天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃
Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＹＸＱ⁃ＬＳ⁃５０Ａ 压力灭菌锅、 ＢＰＸ⁃２７２
恒温培养箱 （上海博迅医疗生物仪器股份有限公

司）； ＪＣ⁃ＸＪＺＤ１Ａ 细菌浊度仪 （青岛精诚仪器仪表

有限公司）； ＢＨＣ⁃１３００ⅡＡ２ 生物安全柜 （吴江市

华都净化设备有限公司）； Ｋ６６００Ａ 酶标仪 （北京

凯奥科技发展有限公司）； ＤＤＳ⁃３７Ａ 电导仪 （上海

仪电科学仪器股份有限公司）； ３⁃１６Ｒ 离心机 （湖
南恒诺仪器设备有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 硫代亚磺酸酯溶液制备　 按表 １ 方法完成溶

液配制后， 参照文献 ［１７］ 报道测定硫代亚磺酸

酯类化合物质量浓度。

表 １　 硫代亚磺酸酯类化合物溶液配制方法
名称 质量浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 配制方法

蒜酶 — 称取蒜酶 ２５０􀆰 １０ ｍｇ，用无菌水定容至 ５０ ｍＬ 量瓶中

ＤＡＴＳ １ ０２４ 称取蒜氨酸 ４４􀆰 ７２ ｍｇ，用无菌水定容至 １０ ｍＬ 量瓶中，与蒜酶溶液按 １ ∶ １ 比例混合，室温反
应 ３０ ｍｉｎ，根据 ＨＰＬＣ 测定值制成所需质量浓度

ＤＭＴＳ １ ０２４ 称取甲基蒜氨酸 ５６􀆰 ８３ ｍｇ，加水定容至 １０ ｍＬ 量瓶中，与蒜酶溶液按 １ ∶ １ 比例混合，室温反
应 ３０ ｍｉｎ，根据 ＨＰＬＣ 测定值制成所需质量浓度

ＤＡＴＳ＋ＤＭＴＳ １２８＋２５６ 分别取 ０􀆰 ６２５ ｍＬ ＤＡＴＳ 和 １􀆰 ２５ ｍＬ ＤＭＴＳ，混合后加水至 ５ ｍＬ
ＤＡＴＳ＋ＭＡＴＳ＋ＤＭＴＳ １２８＋１５２＋２５６ 取上述蒜氨酸、甲基蒜氨酸溶液各 ２ ｍＬ，混合均匀，加 ２ ｍＬ 蒜酶溶液，反应 ３０ ｍｉｎ，根据 ＨＰＬＣ

测定值制成组合溶液

２􀆰 ２　 纸片扩散法测定 １２ 株金葡菌的抗生素敏感

性　 参照 ２０２４ 年版美国临床和实验室标准协会

（ＣＬＳＩ） 标准［１８］， 将解冻后的菌株接种于 ＴＳＡ 琼

脂平板， ３７ ℃培养 ２４ ｈ， 取分离良好的菌落， 用

ＭＨＢ 制成 ０􀆰 ５ 麦氏比浊度的菌悬液 （约 １􀆰 ５×１０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 接种上述浓度的 ＳＡ０ ～ ＳＡ１２ 菌株至

ＭＨＡ 平板， 无菌镊子将药敏纸片紧密贴于平板，
置于 ３７ ℃培养箱中培养 １８ ｈ， 游标卡尺测定无明

显细菌生长区域的直径 （含纸片）。
２􀆰 ３　 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ 及万古霉素对 １２ 株金葡菌的最小抑

菌浓度（ＭＩＣ）、 最小杀菌浓度（ＭＢＣ） 测定　 参照 ＣＬＳＩ
标准， 以万古霉素为阳性对照， 金葡菌 ＡＴＣＣ６５３８
为质控株， 采用 ＭＨ 肉汤将样品溶液依次稀释至

１、 ２、 ４、 ８、 １６、 ３２、 ６４、 １２８、 ２５６、 ５１２、 １ ０２４
μｇ ／ ｍＬ， 将菌悬液 （１×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ） 接种于 ９６ 孔

板中， 每孔 １００ μＬ， 再加入 １００ μＬ 样品溶液，
３７ ℃培养 ２４ ｈ， 肉眼观察澄清透明孔的最低质量

浓度， 即为 ＭＩＣ。 再采用接种环取澄清组中的培养

液， 均匀涂布于 ＴＳＡ 琼脂平板上， ３７ ℃培养 １８ ｈ，
观察平板， 未长菌的最低浓度即为 ＭＢＣ。
２􀆰 ４　 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ 联合万古霉素对多重耐药菌株

ＳＡ１２ 的抑菌效果考察 　 选择多重耐药金葡菌

ＳＡ１２， 采用微量肉汤棋盘稀释法分别将二倍梯度

稀释的 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ 与万古霉素混合， 加到 ９６ 孔

板 （６×６ 范围） 中， 再接种 １００ μＬ ＳＡ１２ （１×１０６

ＣＦＵ ／ ｍＬ） 菌悬液， 置于 ３７ ℃恒温箱中培养 １８ ｈ，
观察菌落生长情况， 培养液澄清透明的最低浓度即

为 ＭＩＣ。 按照公式 （１） 计算联合抑菌指数 ＦＩＣＩ。
ＦＩＣＩ ＝ ＭＩＣａｂ ／ ＭＩＣａ ＋ ＭＩＣｂａ ／ ＭＩＣｂ （１）

其中， ＭＩＣａ 为单用时万古霉素的 ＭＩＣ， ＭＩＣａｂ

为联用时万古霉素的 ＭＩＣ， ＭＩＣｂ 为单用时 ＤＡＴＳ ／
ＤＭＴＳ 的 ＭＩＣ， ＭＩＣｂａ 为 联 用 时 的 ＤＡＴＳ ／ ＤＭＴＳ
的 ＭＩＣ。
２􀆰 ５　 硫代亚磺酸酯对不同耐药金葡菌的抑制效果

考察　 选择质控菌株 （ＳＡ０）、 最耐药菌株 （ＳＡ２）
和最敏感菌株 （ＳＡ１０）， 以 ＰＢＳ 为阴性对照， 评价

硫代亚磺酸脂单用或联用对菌株的抑菌效果。
将 ＤＡＴＳ 稀释至 １６ μｇ ／ ｍＬ， ＤＭＴＳ 稀释至 ３２

μｇ ／ ｍＬ， ＤＡＴＳ ＋ ＤＭＴＳ 稀释至 （ ８ ＋ １６） μｇ ／ ｍＬ，
ＤＡＴＳ＋ＭＡＴＳ ＋ＤＭＴＳ 稀释至 （８ ＋ ９ ＋ １６） μｇ ／ ｍＬ。
再将菌液 （１×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ） 接种于 ９６ 孔板中， 每

孔 １００ μＬ， 加入 １００ μＬ 样品溶液， ３７ ℃ 培养

１８ ｈ。 吸取 １００ μＬ 培养液， 无菌盐水按 １０ 倍稀释

法连续稀释 ７ 次， 选取适宜的 ３ 个稀释度接种在

ＴＳＡ 琼脂上， ３７ ℃培养 １８ ｈ， 计数 ＣＦＵ， 按公式

（２） 计算抑菌率。
抑菌率＝ ［ （阴性对照菌落数－样品抑制后菌

落数） ／阴性对照菌落数］ ×１００％ （２）
２􀆰 ６　 硫代亚磺酸酯对 ＳＡ１２ 时间生长曲线的影响

考察　 以 ＰＢＳ 为阴性对照组， １６ μｇ ／ ｍＬ 庆大霉素

为阳性对照组， 多重耐药菌 ＳＡ１２ 为实验对象， 将

ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ、 ＤＡＴＳ＋ＤＭＴＳ、 ＤＡＴＳ＋ＭＡＴＳ＋ＤＭＴＳ
制成质量浓度分别为 １６、 ３２、 （８＋１６）、 （８＋９＋１６）
μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 作为 １ ／ ２ ＭＩＣ 组； 再分别制成 ３２、
６４、 （１６＋３２）、 （１６＋１９＋３２） μｇ ／ ｍＬ 溶液， 作为

ＭＩＣ 组。 取上述溶液各 １００ μＬ， 加入 １００ μＬ ＳＡ１２
菌液 （１×１０６ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 置于 ３７ ℃培养箱中培养，
每 ２ ｈ 采用酶标仪测定 ６００ ｎｍ 波长处 ＯＤ 值， 以样
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品本底 ＯＤ 值为空白对照， 记录数据， 绘制细菌生

长曲线。
２􀆰 ７　 硫代亚磺酸酯对 ＳＡ１２ 细菌细胞膜通透性及

细胞内容物的影响考察 　 ＳＡ１２ 菌液培养 ２４ ｈ 后，
８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 收集细胞沉淀， ＰＢＳ 洗涤

３ 次， 重悬至 ＯＤ 值≈０􀆰 ６， 作为初始菌液。 将

ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ、 ＤＡＴＳ＋ＤＭＴＳ、 ＤＡＴＳ＋ＭＡＴＳ＋ＤＭＴＳ
制成质量浓度分别为 ３２、 ６４、 （１６＋３２）、 （１６＋１９＋
３２） μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 各吸取 ５ ｍＬ， 加入 ５ ｍＬ
ＳＡ１２ 菌液， 作为实验组， 以 ５ ｍＬ ＳＡ１２ 菌液＋５ ｍＬ
ＰＢＳ 为阴性对照组， ３７ ℃ 恒温培养 ６ ｈ， ８ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液， 测定电导率， 采用酶

标仪分别测定 ２６０、 ２８０ ｎｍ 波长处吸光度。
３　 结果

３􀆰 １　 抗生素敏感实验 　 如表 ２ 所示， 质控菌株

ＳＡ０ 对抗生素均敏感； 临床分离的 １２ 株金葡菌中，
９ 株对苯唑西林耐药， ７ 株对四环素耐药， ７ 株对

红霉素耐药， ６ 株对克林霉素耐药， ２ 株对复方新

诺明耐药， 对阿莫西林、 亚胺培南、 左氧氟沙星耐

药各 １ 株； １０ 株对万古霉素均显示中介， １２ 株均

对利福平敏感。 根据≥３ 类抗生素耐药属于多重耐

药菌的判定标准， ＳＡ１ ～ ＳＡ２、 ＳＡ７ ～ ＳＡ９、 ＳＡ１２ 属

于多重耐药菌。

表 ２　 抗生素敏感实验结果

菌株 苯唑西林 阿莫西林 头孢曲松 四环素 克林霉素 红霉素 庆大霉素 亚胺培南 左氧氟沙星 复方新诺明 利福平 万古霉素
ＳＡ０ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
ＳＡ１ Ｒ Ｉ Ｉ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
ＳＡ２ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
ＳＡ３ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
ＳＡ４ Ｓ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
ＳＡ５ Ｒ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
ＳＡ６ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ
ＳＡ７ Ｒ Ｉ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ
ＳＡ８ Ｒ Ｉ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
ＳＡ９ Ｒ Ｉ Ｉ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ
ＳＡ１０ Ｓ Ｉ Ｉ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
ＳＡ１１ Ｒ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ
ＳＡ１２ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ

耐药率 ／ ％ ７５􀆰 ０ ８􀆰 ３ ０ ５８􀆰 ３ ５０􀆰 ０ ５８􀆰 ３ ０ ８􀆰 ３ ８􀆰 ３ １６􀆰 ７ ０ ０

　 　 注： 抑菌圈直径≥２０ ｍｍ 为敏感 （Ｓ）， １５～１９ ｍｍ 为中介 （Ｉ）， ≤１４ ｍｍ 为耐药 （Ｒ）。

３􀆰 ２　 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ 及万古霉素对 １２ 株金葡菌的

ＭＩＣ 和 ＭＢＣ　 如表 ３ 所示， ＤＡＴＳ 对金葡菌的 ＭＩＣ
为 １６ ～ ６４ μｇ ／ ｍＬ， ＤＭＴＳ 的 ＭＩＣ 集中在 ３２ ～ １２８
μｇ ／ ｍＬ， 两者对耐药金葡菌均具有显著抑制能力，
而且 ＤＡＴＳ 更强； 万古霉素对质控菌株 ＳＡ０ 及临床

分离菌 ＳＡ３、 ＳＡ７ 的 ＭＩＣ 为 ２ μｇ ／ ｍＬ， 即属于万古

霉素敏感菌株， 而其余菌株均为中度敏感。
如表 ４ 所示， ＤＡＴＳ 对金葡菌的 ＭＢＣ 为１２８～

５１２ μｇ ／ ｍＬ， ＤＭＴＳ 的 ＭＢＣ 为 ２５６ ～ １ ０２４ μｇ ／ ｍＬ，
万古霉素的 ＭＢＣ 为 ８～３２ μｇ ／ ｍＬ。 以 ＭＢＣ ／ ＭＩＣ≤４
为杀菌剂标准， 可知万古霉素属于杀菌剂， ＤＡＴＳ
与 ＤＭＴＳ 以抑菌为主。

表 ３　 硫代亚磺酸酯及万古霉素对耐药金葡菌的 ＭＩＣ （μｇ ／ ｍＬ）
成分 ＳＡ０ ＳＡ１ ＳＡ２ ＳＡ３ ＳＡ４ ＳＡ５ ＳＡ６ ＳＡ７ ＳＡ８ ＳＡ９ ＳＡ１０ ＳＡ１１ ＳＡ１２
ＤＡＴＳ １６ ３２ ６４ ３２ ３２ ３２ １６ ３２ ３２ １６ １６ ３２ ３２
ＤＭＴＳ ３２ ６４ １２８ ６４ ３２ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４

万古霉素 ２ ４ ４ ２ ４ ４ ４ ２ ４ ４ ４ ４ ８

　 　 注： 万古霉素 ＭＩＣ 值≤２ μｇ ／ ｍＬ 为敏感 （Ｓ）， ４～８ μｇ ／ ｍＬ 为中介 （Ｉ）， ≥１６ μｇ ／ ｍＬ 为耐药 （Ｒ）。 天然产物中纯化合物及提取物 ＭＩＣ≤
１００ μｇ ／ ｍＬ， 判定为显著抗菌。

表 ４　 硫代亚磺酸酯及万古霉素对耐药金葡菌的 ＭＢＣ （μｇ ／ ｍＬ）
成分 ＳＡ０ ＳＡ１ ＳＡ２ ＳＡ３ ＳＡ４ ＳＡ５ ＳＡ６ ＳＡ７ ＳＡ８ ＳＡ９ ＳＡ１０ ＳＡ１１ ＳＡ１２
ＤＡＴＳ １２８ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ５１２ ２５６ ５１２ ５１２ ２５６ １２８ ２５６
ＤＭＴＳ ２５６ ５１２ — — — — １ ０２４ — — — — ２５６ ５１２

万古霉素 ８ １６ １６ ８ １６ １６ １６ ８ １６ １６ １６ １６ ３２

　 　 注：—表示未检测出。

３􀆰 ３　 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ 联合万古霉素对多重耐药金葡

菌 ＳＡ１２ 的抑制效果　 万古霉素对 ＳＡ１２ 的 ＭＩＣ 为

８ μｇ ／ ｍＬ， 药敏结果呈中介， 联用前 ＭＩＣ万古霉素为 ８
μｇ ／ ｍＬ， ＭＩＣＤＡＴＳ为 ３２ μｇ ／ ｍＬ。 如图 １Ａ 所示， 白色
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区域代表药物对细菌具有抑制作用， 灰色区域表示

未抑制细菌生长， 蓝色虚线框中对应 Ｙ 轴是联用

时万古霉素的 ＭＩＣ万古霉素 ／ ＤＡＴＳ为 ４ μｇ ／ ｍＬ， Ｘ 轴是联

用时 ＤＡＴＳ 的 ＭＩＣＤＡＴＳ ／ 万古霉素 为 ８ μｇ ／ ｍＬ。 按公式

（１） 计算得到 ＦＩＣＩ ＝ ０􀆰 ７５， 由于 ＦＩＣＩ≤０􀆰 ５ 为协同

作用， ０􀆰 ５＜ＦＩＣＩ≤１ 为相加作用， 故 ＤＡＴＳ 与万古

霉素联用具有相加作用， 两者用药浓度分别降低

４、 ２ 倍。
同理， 联用前 ＭＩＣ万古霉素为 ８ μｇ ／ ｍＬ， ＭＩＣＤＭＴＳ

为 ６４ μｇ ／ ｍＬ。 如图 １Ｂ 所示， 联用后 ＭＩＣ万古霉素 ／ ＤＭＴＳ

为 ４ μｇ ／ ｍＬ， ＭＩＣＤＭＴＳ ／ 万古霉素 为 ３２ μｇ ／ ｍＬ。 ＦＩＣＩ ＝
１􀆰 ００， 表明 ＤＭＴＳ 与万古霉素联用具有相加作用，
两者用药浓度均降低 ２ 倍。

图 １ 　 万古霉素与 ＤＡＴＳ （Ａ）、 ＤＭＴＳ （Ｂ） 联用对

ＳＡ１２ 的抑制作用

３􀆰 ４　 硫代亚磺酸酯对不同耐药金葡菌的协同效

果　 如图 ２ 所示， 对于质控菌株 ＳＡ０， ＤＡＴＳ 抑菌率

为 ９９􀆰 ９％ ， ＤＭＴＳ 为 ８９􀆰 ６％ ， ＤＡＴＳ＋ＤＭＴＳ 为 ９９􀆰 ９％ ，
即硫代亚磺酸酯对其均具有显著抑制效果。 对于最

耐药菌株 ＳＡ２， ＤＡＴＳ 抑菌率为 ３８􀆰 ０％ ， ＤＭＴＳ 为

２８􀆰 ６％ ， ＤＡＴＳ＋ＤＭＴＳ 为 ３３􀆰 ３％ ， 即硫代亚磺酸酯

对其作用不明显； 对于最敏感菌株 ＳＡ１０， ＤＡＴＳ 抑

菌率为 ８６􀆰 １％ ， ＤＭＴＳ 为 ３４􀆰 ８％ ， ＤＡＴＳ＋ＤＭＴＳ 为

６７􀆰 ０％ ， 即硫代亚磺酸酯对三者抑制作用依次为

ＳＡ０＞ＳＡ１０＞ＳＡ２。
ＤＡＴＳ＋ＭＡＴＳ＋ＤＭＴＳ 联用后对 ＳＡ０、 ＳＡ２、 ＳＡ１０

的抑菌率均达到 ９９􀆰 ９％ ， 而且 ｌｏｇ１０ （ＣＦＵ ／ ｍＬ） 显

著低于其他组， 表明三者协同后抗菌作用显著强于

单一成分。
３􀆰 ５　 硫代亚磺酸酯对 ＳＡ１２ 时间生长曲线的影

响　 如图 ３ 所示， 阴性对照组生长曲线正常， 细菌

快速进入对数期并达到高 ＯＤ 值， 阳性对照药完全

抑制 ＳＡ１２ 生长； 在 ＭＩＣ 处理条件下各实验组 ＯＤ
值接近基线， 完全抑制细菌生长 （图 ３Ａ）； 当质

量浓度降至 １ ／ ２ ＭＩＣ 时， 化合物对细菌部分抑制，
对数期斜率降低 （图 ３Ｂ）； ＤＭＴＳ ＋ＤＡＴＳ 在 １ ／ ２
ＭＩＣ 时未完全抑制 ＳＡ１２ 生长， 加入 ＭＡＴＳ 后活性

　 　 　

图 ２　 硫代亚磺酸酯对 ＳＡ０ （Ａ）、 ＳＡ２ （Ｂ）、 ＳＡ１０ （Ｃ） 的抑制作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ３ 　 硫代亚磺酸酯对 ＳＡ１２ 时间杀菌曲线的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

升高， ＤＭＴＳ＋ＭＡＴＳ＋ＤＡＴＳ 浓度增加到 ＭＩＣ 时抑菌

效果优于阳性对照， 表明 ＭＡＴＳ 显著增强抑菌效

果， 硫代亚磺酸酯联用后也可协同抑菌。
３􀆰 ６　 硫代亚磺酸酯对 ＳＡ１２ 细菌细胞膜通透性及

细胞内容物的影响　 如图 ４ 所示， 与未处理的 ＳＡ１２
组比 较， 实 验 组 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ、 ＤＡＴＳ ＋ ＤＭＴＳ、
ＤＡＴＳ＋ＭＡＴＳ ＋ＤＭＴＳ 胞外电导率呈上升趋势， 以

ＤＡＴＳ＋ＭＡＴＳ＋ＤＭＴＳ 更明显， 这是因为活细菌拥有

完整的细胞膜， 能选择性控制膜内外的物质跨膜运

输， 故胞外电导率较稳定； 硫代亚磺酸酯处理过的

金葡菌 ＳＡ１２ 胞外电导率升高， 可能改变了细胞膜
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的通透性或破坏了细菌细胞膜， 从而导致细菌胞内

离子和聚合物转移到悬液中， 造成电导率变化。

注： 不同字母表示差异具有统计学意义 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
相同字母表示差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ４　 硫代亚磺酸酯对 ＳＡ１２ 胞外电导率的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

核酸和蛋白质是细胞的重要组成部分， 一般情

况下不会跨过活细胞的细胞膜运输， 因此， 核酸、
蛋白泄漏情况可反映细胞膜的完整性。 如图 ５～ ６
所示， 经 ＤＡＴＳ、 ＤＭＴＳ、 ＤＡＴＳ ＋ ＤＭＴＳ、 ＤＡＴＳ ＋
ＭＡＴＳ＋ＤＭＴＳ 处理后 ＯＤ２６０ ｎｍ和 ＯＤ２８０ ｎｍ均有一定程

度的升高， 说明部分 ＳＡ１２ 细胞的核酸和蛋白质泄

漏到上清液中， 即硫代亚磺酸酯类化合物对细菌细

胞膜的完整性产生了影响， 使菌体细胞死亡， 而且

ＤＭＴＳ＋ＭＡＴＳ＋ＤＡＴＳ 组上清液中两者检出量最多，
即对细菌细胞膜的破坏最严重。

注： 不同字母表示差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 相同字母表示

差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ５　 硫代亚磺酸酯对 ＳＡ１２ 核酸泄漏的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论与结论

金黄色葡萄球菌具有多重耐药特性， 导致传统

抗生素临床失效， 而万古霉素作为 ＭＲＳＡ 最后防

注： 不同字母表示差异具有统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 相同字母表示

差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ６　 硫代亚磺酸酯对 ＳＡ１２ 蛋白泄漏的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

线， 其敏感性降低迫使高剂量使用， 增加肾毒性，
进一步加剧耐药风险［１９］。 在本研究 １２ 株临床分离

所得菌株中， ７５％ 对甲氧西林耐药， ５０％ 以上对四

环素、 红霉素及克林霉素耐药， ８３􀆰 ３％ 对万古霉素

呈中介敏感； ＤＡＴＳ 与 ＤＭＴＳ 对此类耐药菌株具有

显著抑制效果， 而且 ＤＡＴＳ 更强； 在与万古霉素的

联合用药中， 两者均表现出相加作用， 有望减少万

古霉素剂量， 从而降低其肾毒性风险， 延缓耐药；
蒜氨酸与甲基蒜氨酸混合后， 经蒜酶作用生成硫代

亚磺酸酯混合组分 ＤＡＴＳ＋ＭＡＴＳ＋ＤＭＴＳ， 对目标菌

株的抑菌率达 ９９􀆰 ９％ ， ＳＡ１２ 在 ＭＩＣ 条件下的生长

趋势与阳性对照药庆大霉素接近， 表明它具备快

速、 持续的动力学特征。
大蒜中有机硫化物 （如一硫醚、 二硫醚、 三

硫醚等） 虽然具有一定抗菌能力， 但 ＤＡＴＳ 作用最

显著［２０⁃２１］， 其机制主要包括 ２ 个方面： （１） 有机

硫化合物破坏细菌细胞膜的完整性； （２） 化合物

中的硫具有高度反应性， 与细菌酶的游离巯基形成

二硫键， 使酶失活， 导致细菌死亡［１６］。 与其他硫

化物相比， ＤＡＴＳ 的突出活性源于其独特的二硫氧

键 ［⁃Ｓ （Ｏ） ⁃Ｓ⁃］， 它属于活性硫物质， 类似活性

氧能不可逆地氧化蛋白质中的半胱氨酸或谷胱甘肽

残基， 从而诱导细胞死亡［２２］。 课题组前期发现，
即使用极高质量浓度 （１０ ｍｇ ／ ｍＬ） 的前体物质蒜

氨酸 （其结构含有烯丙基和亚砜基）， 也未观察到

明显的抑菌效果或细胞膜破坏作用， 间接证实

［⁃Ｓ （Ｏ） ⁃Ｓ⁃］是硫代亚磺酸酯类化合物发挥抗菌

作用的关键药效基团。
天然药物提取物富含多种活性化合物， 故确定
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它们之间的作用非常重要［２３］， 其整体活性是多种

化合物协同、 相加或拮抗作用的结果， 如青蒿中青

蒿素与及其衍生物组合可用于抗疟［２４］。 课题组前

期从大蒜中鉴定出 ９ 种硫代亚磺酸酯类成分［８］， 而

本研究明确了 ２ 种对称硫代亚磺酸酯 （ ＤＡＴＳ、
ＤＭＴＳ） 对临床耐药菌的抑菌效果及机制， 并发现

加入不对称的 ＭＡＴＳ 后其作用显著增强， 机制主要

是细胞膜损伤及内容物核酸、 蛋白泄漏， 与万古霉

素的相加作用。 上述结果揭示了大蒜中硫代亚磺酸

酯类化合物有望成为天然来源抗菌药， 用于治疗多

重耐药金葡菌株感染， 具有较好的应用前景。 后续

将进一步探索大蒜中其他硫代亚磺酸酯抗耐药菌的

协同效应及构效关系， 仿生设计多组分化合物， 从

而开发新型相关药物。
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