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丁香酚对多重耐药大肠杆菌的抑菌活性及其 
作用机制研究 
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摘要：为研究丁香酚对多重耐药大肠杆菌（Multidrug-resistant Escherichia coli，MDR E.coli）的抑菌活性，利用微量二倍稀释法

和琼脂扩散法确定丁香酚对多重耐药大肠杆菌的最低抑菌浓度（Minimum inhibitory concentration，MIC）和最低杀菌浓度（Minimum 

bactericidal concentration，MBC），并利用紫外分光光度法、考马斯亮蓝法等方法初步分析其作用机制。结果表明，丁香酚对 MDR E.coli

的 MIC 和 MBC 分别为 2.50 mg/mL 和 5.00 mg/mL；丁香酚可延长 MDR E.coli 迟缓期进入对数生长期的进程，改变菌体结构，增加

菌株可溶性蛋白的含量和胞外核酸的量，增大菌体培养液中的电导率，对 MDR E.coli 具有较强的抑菌作用，这些作用可能归因于丁

香酚对其细胞结构的破坏。本研究为临床有效缓解或解决多重耐药大肠杆菌的耐药、感染和致死率等问题提供新的思路、新途径，并

为其在医药和食品开发领域的应用奠定理论基础。 
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Abstract: In order to study the antibacterial activity of eugenol on multidrug-resistant Escherichia coli (MDR E.coli), the minimum 

inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of eugenol against MDR E.coli were determined by 

micro-diluted dilution method and agar diffusion method. UV spectrophotometry and the Coomassie blue method were used to analyze the 

antibacterial activity. The results showed that the MIC and MBC of eugenol for MDR E.coli were 2.50 mg/mL and 5.00 mg/mL, respectively. 

Eugenol can prolong the progression of MDR E.coli into the logarithmic growth phase, change the structure of the bacteria and increase the 

soluble protein content and the amount of extracellular nucleic acids of the strain. Eugenol also increased the conductivity in the culture medium. 

These may be attributed to the destruction effect of eugenol on cellular structure of the bacteria. The study provides a new way to overcome drug 

resistance, infection and mortality of MDR E.coli, and lay a theoretical foundation for the application of eugenol in medicine and food 

development. 
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自 1928 年 Alexander Fleming 发现青霉素后，许 
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多抗菌药物不断被发现并广泛应用于细菌感染的临床

治疗，但近年来因抗生素的大量使用，促使大肠杆菌

对常用抗生素的耐药性增强，导致多重耐药大肠杆菌

快速增加，给人类健康及畜产养殖造成严重威胁[1]。

因此，寻求新的抗多重耐药大肠杆菌的药物迫在眉睫。 
目前，化学合成药物的开发及临床应用存在一定

难度和弊端。一些化学制剂虽有抑制细菌多重耐药性

的功效，但因其毒副作用而使其临床应用受限。在面

对细菌耐药性增强的问题上，中药显示出得天独厚的

优势，具有品种多、来源广、价格便宜、耐药性小、
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成分多、作用靶点多等独特优势[2]。兰仕梅等[3]利用牛

津杯法和微量肉汤稀释法确定连翘、四环素和磺胺间

甲氧嘧啶钠对多重耐药大肠杆菌 B3的抑菌活性，结果

显示，MIC 分别为连翘 125.0 mg/mL、四环素 12.8 
mg/mL、磺胺间甲氧嘧啶钠 50.0 mg/mL，由于用药浓

度偏大，并不适合临床用药。郭永刚等[4]利用牛津杯

法抑菌试验和试管二倍稀释法测定大蒜提取液对大肠

杆菌的抑菌效果和 MIC，结果显示，大肠杆菌对大蒜

提取物高度敏感且 MIC 值为 50 mg/mL，用药浓度也

同样偏高，不太适合于临床用药。吕世明等[5]采用紫

外分光光度法筛选出芦荟大黄素、槲皮素、香紫苏醇、

木犀草素、苦参碱、大蒜素和五味子甲素 7 种中药单

体，发现 7 种中药单体均可不同程度地对 β-内酰胺酶

大肠杆菌产生抑制作用，增加抗生素对大肠杆菌的敏

感性，降低头孢他啶或头孢噻肟对大肠杆菌的最小抑

菌浓度。因此，寻找一种对多重耐药大肠杆菌有抑菌

活性的中药单体成为本研究的目标。 
据记载，丁香（Eugenia caryophyllata Thunb.）属

于桃金娘科植物的干燥花蕾[6]。它入药历史悠久，是

我国传统进口“南药”之一。丁香不仅为主要药用植物，

也是世界名贵的香料植物，其挥发油的主要成分[7]-丁
香酚（4-烯丙基-2-甲氧基苯酚，Eugenol）具有解热镇

痛、抗炎、麻醉、抗细菌、抗真菌、抗氧化、抗癌、

驱蚊避虫等功效[8~10]。据报道，丁香酚和大蒜素分别

联用后对多重耐药鲍曼不动杆菌（Acinetobacter 
baumanniiin，AB）与亚胺培南-西司他丁钠联用后对

多重耐药 AB 的抗菌活性大多表现为具有协同和相加

作用，且丁香酚和大蒜素对多重耐药 AB 的 MIC 平均

值分别为 162.9 µg/mL 和 651.6 µg/mL[11]。Prasanth R
等[12]研究了丁香提取物对两种多重耐药导尿管分离

株的毒性和生物被膜，结果表明，富含丁香酚的 Clove 
Bioactive Fraction-2 (CBF-2)对导尿管分离株具有有效

的抗毒力和抗生物膜活性。Das B 等[13]研究了香酚对

临床脓样品中分离的耐万古霉素的金黄色葡萄球菌的

抗菌活性，结果表明，丁香酚通过活性氧生成和膜损

伤成功地破坏了耐万古霉素菌株，可用于治疗耐万古

霉素的金黄色葡萄球菌引起的疾病。但目前关于丁香

酚对大肠杆菌抑菌作用研究报道较少，尤其对人源性

多重耐药大肠杆菌抑菌作用的研究，迄今未见报道。 
本研究以人源性多重耐药大肠杆菌为研究对象，

分析丁香酚对多重耐药大肠杆菌的抑菌效果，其中本

实验所分析的多重耐药大肠杆菌对头孢类、喹诺酮类、

氟喹诺酮类、氨基糖苷类、糖肽类、唑烷酮类、新型

β-内酰胺类、四环素类、青霉素类及大环内脂类抗生

素不敏感。本研究结果以期为临床治疗多重耐药细菌

提供新材料并奠定一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

丁香酚（99.95%，MUST-18011210），成都曼思

特生物科技有限公司&中国科学院成都生物研究所研

制并鉴定；ATCC-25922 大肠杆菌（A E.coli）购自中

国工业微生物菌种保藏管理中心；人源性多重耐药大

肠杆菌（MDR E.coli），来自宁波某医院分离鉴定的菌

株，由陕西科技大学微生物研究室确定其敏感性；

CMO337 培养基（简称 CM）：500 g/13.1 L 蒸馏水，

煮沸，121 ℃，0.1 MPa 灭菌 20 min；LB 培养基：酵

母浸粉 5 g/L、蛋白胨 10 g/L、氯化钠 5 g/L、pH 7.0~7.5、
121 ℃，0.1 MPa 灭菌 20 min；Bradford 法蛋白浓度测

定试剂盒，生工生物工程（上海）股份有限公司；无

水乙醇、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠等均为分析纯，西

安科洛化学试剂有限公司。 
台式扫描电镜，荷兰飞纳公司；全波长扫描式多

功能读数仪，赛默飞世尔科技有限公司；DDS-11AT
电导率仪，上海雷磁仪器厂；制冰机，XUEKE 公司；

超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司；

TG16-WS 台式高速离心机，湖南湘仪。 

1.2  丁香酚的抑菌活性 

1.2.1  菌株活化 
将大肠杆菌接种在 LB 液体培养基中，于 37 ℃、

200 r/min 条件下活化培养 24 h；利用平板划线法蘸取

活化菌液于 CM 固体平板，37 ℃静置培养 12 h，获得

单菌落；挑取单菌落于 5 mL 的 LB 液体培养基中，

37 ℃、200 r/min 条件下培养 12 h，制得大肠杆菌悬液，

用 LB 培养液将菌悬液浓度稀释至 1×105 CFU/mL 备

用。 
1.2.2  最低抑菌浓度（MIC）和最低杀菌浓度

（MBC）的测定 

采用微量二倍稀释法[14]和琼脂扩散法[15]确定丁

香酚的MIC和MBC。分别向96孔板中加入100 µL LB
培养基，在第 1 孔内加入 100 µL 浓度为 20 mg/mL 的

丁香酚，随后进行倍比稀释，使终浓度分别达到 10.00、
5.00、2.50、1.25、0.63、0.31、0.16、0.08 mg/mL，然

后向每孔中加入浓度为 1×105 CFU/mL 的 5 µL 大肠杆

菌悬液，并分别设置阳性和阴性对照，每组设 3 个平

行，其中，阳性对照为美罗培能（浓度为：20 µg/mL），
阴性对照为无水乙醇。然后置于 37 ℃培养 12 h，利用

酶标仪测定 OD600 nm值，分析丁香酚对多重耐药大肠
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杆菌的 MIC 和 MBC。 
为避免假阳性结果的出现，采用琼脂扩散法将上

述培养混悬液各取 2 µL 置于 CM 固体平板，于 37 ℃
静置培养 12 h，观察是否有菌落产生。如果没有菌落

产生，则说明大肠杆菌已被丁香酚杀灭；若有菌落产

生，则说明丁香酚仅仅抑制了大肠杆菌生长。 

1.3  丁香酚的对多重耐药大肠杆菌的抑制作用 

本研究中实验分组如表 1 所示： 
表1 不同实验分组 

Table 1 Different groups  

组别 加药组 阴性对照 

A E.coli 实验组 1 对照组 1 

MDR E.coli 实验组 2 对照组 2 

1.3.1  丁香酚对多重耐药大肠杆菌生长曲线的

影响 
向 1 mL 菌悬液中加入终浓度为 MIC 的丁香酚，

并以不含丁香酚的液体培养基为对照，于 37 ℃、200 
r/min 条件下连续振荡培养 24 h，期间每隔 2 h 测定吸

光度（OD600），绘制 OD600 nm-时间生长曲线。每组 3
次平行，每个时间点取 3 个重复，结果取平均值。 
1.3.2  丁香酚对多重耐药大肠杆菌可溶性蛋白

含量的影响 

向 1 mL 菌悬液中加入终浓度为 MIC 的丁香酚

后，于 37 ℃、200 r/min 条件下培养 15 h。4000 r/min
离心 5 min，分别收集菌体沉淀和上清液。用 0.2 mol/L
的磷酸盐缓冲液（pH=7.2）洗涤菌体沉淀 2 次，再加

入 5 mL 蒸馏水，超声波细胞粉碎机于冰浴下超声 15 
min，4000 r/min 离心 15 min，取上清液用于测定胞内

蛋白含量，以牛血清白蛋白为对照品，用考马斯亮蓝

试剂盒测定 2 种上清液中蛋白质含量，每组 3 次平行。 
1.3.3  丁香酚对多重耐药大肠杆菌核酸相对量

的影响 

向 1 mL 菌悬液中加入终浓度为 MIC 的丁香酚

后，于 37 ℃、200 r/min 条件下培养 15 h。4000 r/min
离心 5 min，收集上清液，测定吸光度（OD260 nm）。参

考 Chen [16]等的方法，以 OD260 nm表示胞外核酸相对

量，每组 3 次平行。 
1.3.4  丁香酚对多重耐药大肠杆菌培养液电导

率的影响 

向 1 mL 菌悬液中加入终浓度为 MIC 的丁香酚

后，于 37 ℃、200 r/min 条件下连续培养 6 h，期间每

隔 1 h 测定培养液电导率，绘制电导率-时间曲线，每

组 3 次平行[17]。 
1.3.5  丁香酚对多重耐药大肠杆菌形态的影响 

向 1 mL 菌悬液中加入丁香酚，使其终浓度分别

达到 MIC 和 1/2 MIC，于 37 ℃、200 r/min 条件下连

续培养 15 h后，4000 r/min 离心 10 min 收集菌体沉淀。

用 0.2 mol/L 的磷酸盐缓冲液（pH=7.2）洗涤菌体沉淀

2 次，将菌体涂在盖玻片上，自然晾干，喷金，进行

电镜观察。 

1.4  数据统计分析 

实验数据利用 GraphPad Prism 6、SPSS19 等软件

进行统计分析，并以平均数±标准差(Mean±SD)表示，

差异显著性检验用方差分析。 

2  结果与讨论  

2.1  丁香酚的抑菌活性 

表2 不同组别的OD600 nm值 
Table 2 OD600 nm of different groups 

编号 添加物 药液浓度/（mg/mL） A E.coli MDR E.coli 
第 1 孔 

丁香酚 

10.00 0.05±0.0011 0.05±0.0011 

第 2 孔 5.00 0.04±0.0006 0.05±0.0006 

第 3 孔 2.50 0.05±0.0006 0.13±0.0009 

第 4 孔 1.25 0.14±0.0012 0.24±0.0012 

第 5 孔 0.63 0.26±0.0002 0.34±0.0010 

第 6 孔 0.31 0.39±0.0011 0.47±0.0005 

第 7 孔 0.16 0.53±0.0007 0.59±0.0004 

第 8 孔 0.08 0.69±0.0006 0.65±0.0005 

第 9 孔 美罗培能 0.01 0.05±0.0003 0.05±0.0006 

第 10 孔 无水乙醇 - 0.75±0.0011 0.69±0.0008 

第 11 孔 菌液 - 0.72±0.0015 0.67±0.0011 

第 12 孔 LB - 0.06±0.0006 0.06±0.0006 
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图1 丁香酚对大肠杆菌MIC和 MBC以及对照组的结果图 

Fig.1 Results of eugenol against E.coli MIC and MBC and 

control group 
注：a：丁香酚对 A E.coli 的 MBC 和 MIC 图；b：丁香酚

对 MDR E.coli 的 MBC 和 MIC 图；c：美罗培能对 A E.coli 和

MDR E.coli 的抑菌图；d：无水乙醇对 A E.coli 和 MDR E.coli

的抑菌图。 

由表 2 可知，经不同丁香酚浓度作用后，培养基

中大肠杆菌的含量随药液浓度的增加而减少。结果表

明，丁香酚能抑制大肠杆菌的生长，且其抑制作用与

药物浓度的增加呈正相关。 
当丁香酚的浓度≥5.00 mg/mL 时，MDR E.coli 完

全被杀灭，此时丁香酚的 MBC 为 5.00 mg/mL，而当

丁香酚的浓度≤2.50 mg/mL 时，MDR E.coli 的生长被

抑制，此时丁香酚的 MIC 为 2.50 mg/mL；丁香酚对 A 
E.coli 的 MIC 为 1.25 mg/mL，MBC 为 2.50 mg/mL。
由图 1 进一步可知，丁香酚对多重耐药大肠杆菌有杀

灭和抑菌作用。 

2.2  丁香酚对多重耐药大肠杆菌的抑制作用 

2.2.1  丁香酚对多重耐药大肠杆菌生长曲线的

影响 

由图 2 可知，丁香酚对 MDR E.coli 的生长有较强

的抑菌活性，当培养基中未添加丁香酚时，MDR E.coli
的生长具有正常的迟缓期、对数生长期和稳定期；当

加入丁香酚时，MDR E.coli 的生长显著减缓，迟缓期

的持续时间延长，丁香酚明显抑制了大肠杆菌从生长

期到对数期的进程。可知，丁香酚对多重耐药大肠杆

菌的生长具有明显的抑制作用。 

 
图2 丁香酚对多重耐药大肠杆菌的生长曲线影响 

Fig.2 Effect of eugenol on the growth curve of MDR E.coli 

2.2.2  丁香酚对多重耐药大肠杆菌可溶性蛋白

的影响 

由图 3 可知，给药后 A E.coli 和 MDR E.coli 胞外

和胞内可溶性蛋白量均高度显著于对照组（p<0.001），
且MDR E.coli 和A E.coli 之间的胞外和胞内蛋白量均

无显著性差异。 

 
图3 丁香酚对多重耐药大肠杆菌胞外和胞内可溶性蛋白的影

响 

Fig.3 Effects of eugenol on extracellular and intracellular 

soluble proteins of MDR E.coli 

注：实验组 1 胞外及胞内蛋白量与相应对照组 1 相比，实

验组 2 胞外及胞内蛋白量与相应对照组 2 相比，*p<0.05 差异

显著，** p<0.01 差异极显著，*** p<0.001 差异高度显著。 
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对于胞内蛋白量，在 MDR E.coli 中，实验组 2
胞内蛋白量是对照组 2 的 6.93 倍，而 A E.coli 中实验

组 1 胞内蛋白量是对照组 1 的 5.44 倍，其原因可能是

丁香酚提高了大肠杆菌抗逆作用，影响了大肠杆菌相

关蛋白质的合成和分泌，使菌体内蛋白表达量上升。 
对胞外蛋白量，在 A E.coli 和 MDR E.coli 中，给

药组胞外蛋白量分别是相应对照组的 3.46 倍和 4.87
倍，可能是细胞膜的通透性增加，细胞内大量蛋白质

外泄。而给药组中 MDR E.coli 胞外蛋白量较 A E.coli
少，可能是多重耐药菌的细胞膜结构更牢固，细胞膜

通透性改变幅度小，导致细胞内蛋白质外泄量较 A 
E.coli 少。结果表明，丁香酚可影响多重耐药大肠杆

菌的可溶性蛋白合成和分泌。 
2.2.3  丁香酚对多重耐药大肠杆菌核酸相对量

的影响 
由图 4 可知，当丁香酚作用 15 h 后，MDR E.coli

和 A E.coli 胞外核酸相对量极显著于对照组

（p<0.001），且 MDR E.coli 和 A E.coli 之间的胞外核

酸相对量无显著性差异。细胞膜是大肠杆菌的保护屏

障之一，当细胞膜受到伤害时，细胞膜的通透性发生

改变，使 DNA、RNA 等大分子物质穿过细胞膜泄漏

到培养液中，导致培养液在 260 nm 处的吸光度增大。

因此，给药后多重耐药大肠杆菌的核酸相对量增加。 

 
图4 多重耐药大肠杆菌胞外核酸相对量 

Fig.4 Relative content of extracellular nucleic acid of MDR 

E.coli 

注：实验组 1 胞外核酸相对量与对照组 1 相比，实验组 2

胞外核酸相对量与对照组 2 相比，*p<0.05 差异显著，**p<0.01

差异极显著，*** p<0.001 差异高度显著。 

2.2.4  丁香酚对多重耐药大肠杆菌培养液电导

率的影响 

大肠杆菌培养液电导率的变化可以反映细胞膜通

透性的改变。由图 5 可知，给药组和对照组的培养液

电导率存在极显著差异（p<0.001），表明丁香酚可能

影响了MDR E.coli 和A E.coli 细胞膜的通透性。其中，

MDR E.coli 电导率相比 A E.coli 较低，可能是 MDR 

E.coli 胞外的蛋白质、核酸较多，与带电粒子发生了

静电结合，导致带电离子减少[18]。 

 
图5 丁香酚对多重耐药大肠杆菌培养液电导率的影响 

Fig.5 Effect of eugenol on electrical conductivity of MDR E.coli 

注：实验组 1 对应时间的培养液电导率与对照组 1 相比，

实验组 2 对应时间的培养液电导率与对照组 2 相比，*p<0.05

差异显著，** p<0.01 差异极显著，*** p<0.001 差异高度显著。 

2.2.5  丁香酚对多重耐药大肠杆菌形态的影响 

  

  

  
图6 丁香酚对多重耐药大肠杆菌超微结构的影响 

Fig.6 Effect of eugenol on the ultrastructure of MDR E.coli 

注：a、b 和 c 是 A E.coli 的对照组、1/2 MIC 组和 MIC 组；

d、e 和 f 是 MDR E.coli 的对照组、1/2 MIC 组和 MIC 组（扫描

电镜参数：10 kV、×5000 和 10.0 µm）。 

由图 6 可知，MDR E.coli 和 A E.coli 大肠杆菌中

对照组的菌体完整，形态规则，表面平滑，没有出现
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细胞破损和内容物溢出现象；MDR E.coli 的形态较 A 
E.coli 粘稠性更大，初步推测与其对多种抗生素不敏

感相关。经 1/2 MIC和MIC给药量处理后，MDR E.coli
和 A E.coli 大肠杆菌的形态均发生了明显改变。经 1/2 
MIC 处理后的大肠杆菌菌体之间相互粘连、聚团，但

表面平滑基本光滑。经 MIC 给药量处理后的大肠杆菌

表面粗糙，出现孔洞、凹陷和粘连物，大小不一，且

菌量减少。由此可见，丁香酚对多重耐药大肠杆菌的

细胞结构有显著影响，对细胞表面造成严重损伤。 

3  结论 

丁香酚对多重耐药大肠杆菌具有一定的杀灭和抑

制作用，MIC 和 MBC 分别为 2.50 mg/mL 和 5.00 
mg/mL。添加丁香酚药液培养，可延长 MDR E.coli
从迟缓期进入对数生长期的进程，也可使胞外和胞内

可溶性蛋白量、胞外核酸量、菌体培养液电导率以及

菌体超微结构均发生改变，可能与丁香酚对其细胞结

构的破坏有关。由于丁香酚对 MDR E.coli 有较好的抑

菌活性，可为临床抑制人源多重耐药大肠杆菌提出新

思路，具有重要的实践意义。 
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