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天然植物薰衣草精油对多重耐药鲍曼不动杆菌的抗菌作用及机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨天然植物薰衣草精油对多重耐药鲍曼不动杆菌的抗菌作用及初步机制。
方法　用微量稀释法测定薰衣草精油对多重耐药鲍曼不动杆菌的最低抑菌浓度和最低杀菌浓度；用杀
菌动力学研究进一步确定其起效和维持时间；用小鼠感染模型评价薰衣草精油对创口愈合的促进作用；

用结晶紫染色定量测定法对其生物膜的抑制和清除作用进行研究；用激光共聚焦显微镜观察生物膜中

细菌存活情况；用核酸蛋白测定仪器检测３ｍｇ／ｍＬ、６ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油干预后的细菌 ＤＮＡ核酸和蛋
白质泄漏量；用钾离子试剂盒测定钾离子泄漏量，并采用蛋白组学技术结合生物信息学研究方法，初步

探究薰衣草精油抗多重耐药鲍曼不动杆菌的作用机制。结果　薰衣草精油的最低抑菌浓度和最低杀菌
浓度均为６ｍｇ／ｍＬ，在１２０ｍｉｎ时，该浓度可杀死几乎所有多重耐药鲍曼不动杆菌，且呈现明显的剂量
依赖效应和时间依赖效应。整体动物模型评价表明，３ｍｇ／ｍＬ和６ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油均能促进创口愈
合，疗效明显。进一步研究发现，３ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油具有一定的多重耐药鲍曼不动杆菌生物膜抑制作
用，且能显著增加ＤＮＡ核酸和蛋白质的泄漏量，并能促进钾离子外流。同时，６ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油展现
了对多重耐药鲍曼不动杆菌生物膜的清除作用。蛋白组学研究提示，薰衣草精油的抗菌作用可能与影

响多重耐药鲍曼不动杆菌的氧化还原酶活性和细胞代谢过程，干扰细胞壁／膜／包膜等结构的生物合成
有关。结论　薰衣草精油在３ｍｇ／ｍＬ时即可发挥对多重耐药鲍曼不动杆菌的抗菌作用，其作用机制可
能与破坏细菌生物膜和干扰细菌代谢有关。
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ＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０１９ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ０１５９），ａｎｄｔｈｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＲｅｓｅａｒｃｈＧｒｏｕｐＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
（ＣＸＱＴ２１００９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＵＮＨｏｎｇｗｕ，Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｈｏｎｇｗｕ２００１＠１６３．ｃｏｍ；ＺＥＮＧＨａｏ，Ｅｍａｉｌ：ｚｅｎｇ１１０９＠１６３．ｃｏｍ

　　作为重要的天然产物之一，精油在药理学［１］、农

用化学［２］、营养学［３］和日化用品［４］领域中均具有悠久

的应用传统。精油常以芳香疗法或植物疗法［５］的形

式广泛应用，其中大部分可当作抑菌药使用［６］。薰衣

草（ＬａｖａｎｄｕｌａａｎｇｕｓｔｉｆｏｌｉａＭｉｌｌ．）属唇形科薰衣草属的
一种常见芳香灌木，在我国多个地区均有分布，并作为

地方用药，收录于《中华人民共和国卫生部药品标准

（维吾药分册）》中。作为其有效部位提取物的薰衣草

精油也有着治疗精神障碍和焦虑等疾病的悠久历史，

并获得多个国际组织的认可［７－８］。现代研究表明，薰

衣草主要含有乙酸芳樟酯、芳樟醇、石竹烯、反式
β罗勒烯、月桂烯、松油醇等近２０种化合物［９］，其中主

要活性成分为乙酸芳樟酯和芳樟醇，对大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌和白色念珠菌具有显著的抗菌活性［１０］。

此外，不同薰衣草精油的成分和含量会直接影响精油

的抗菌药理作用。林鹏飞等人［１１］采用微量稀释法探

究了３种薰衣草精油的抑制多种真菌、细菌的活性，其
中以醒目薰衣草的精油活性最优，其对须藓毛藓菌、红

色毛癣菌、犬小孢子菌等真菌；表面葡萄球菌、大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞杆菌等细菌均有较

好作用，且相关活性与精油样品中的乙酸芳樟酯、芳樟

醇、１，８桉油醇含量呈正比趋势。虽然薰衣草精油对
白色念珠菌［１２］、棉花枯萎病菌［１３］、金黄色葡萄球

菌［１１］、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌菌株和耐万古霉素

肠球菌属细菌［１４］等的抑制活性也表现不俗，但对多重

耐药鲍曼不动杆菌抗菌作用少有报道。

　　鲍曼不动杆菌属革兰氏阴性菌，广泛存在于自然
环境及人体呼吸道、皮肤中，尽管其致病能力较弱，但

对免疫功能下降的人群仍有较大危害。由其演变的多

重耐药甚至全耐药的菌种，是２１世纪临床医学重点关
注的病原菌［１５，１６］。本研究选用多重耐药鲍曼不动杆

菌为研究对象，探究薰衣草精油的抗菌活性，以及其对

细菌生物膜完整性、通透性的影响，并采用蛋白组学技

术结合生物信息学技术探究其初步作用机制，为薰衣

草精油抑菌制剂的深度开发打下基础。
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１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　　多重耐药鲍曼不动杆菌菌种
ＡＴＣＣ１７９７８购自北京百欧博伟生物技术有限公司，在
实验室进行该菌的复苏、培养和保种。

１．１．２　试剂　　薰衣草精油购自麦克林公司（中
国）；胰蛋白胨大豆琼脂和肉汤购自奥博星生物（中

国）；钾离子测定试剂盒购自建成生物公司（中国）；蛋

白酶抑制剂Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ、辣根过氧化物酶、磷酸化酶
抑制剂购自ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司（美国）；ＤＮＡ提取酚
试剂、ＰＡＧＥ银染试剂盒购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司（中国）；甲
醇、乙腈、ＴＭＴ标记试剂、蛋白标志物、ＳＹＴＯ９绿色荧
光核酸染料和碘化丙啶（ＰＩ）红色荧光核酸染料购自
Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司（美国）；奶粉、丽春红、甘氨酸、
ＳＤＳ购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司（美国）；胰蛋白酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ
公司（美国）；ＢＣＡ试剂盒、考马斯亮蓝购自于碧云天
公司（中国）；２ＤＱｕａｎｔ试剂盒购自 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公
司（美国）；去泛素化酶抑制剂购自 ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉｃａｌｓ
公司（美国）；去乙酰化酶抑制剂购自ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
公司（美国）；聚偏氟乙烯、硝酸纤维过滤膜购自 Ｂｉｏ
ＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司（美国）；苏木素、碘溶液、酒精性
伊红均购自贝索生物（中国）；磷酸氢二钠购自Ａｌａｄｄｉｎ
公司（中国）；无水乙醇购自重庆川东化工（中国）；甲

酸购自Ｆｌｕｋａ公司（美国）；乙酸铵、４％甲醛溶液、９５％
乙醇、蔗糖、无菌０．９％ＮａＣｌ溶液、０．１％结晶紫溶液均
自制。

１．１．３　动物　　ＳＰＦ级 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雌性，６～８周
龄，体质量１８～２２ｇ，购自北京华阜康生物科技股份有
限公司提供，饲养于陆军军医大学动物房，自由饮食且

１２ｈ／１２ｈ光暗循环。动物实验经陆军军医大学实验
动物福利伦理审查委员会审查，符合动物伦理和动物

福利要求。实验动物生产许可证号为 ＳＣＸＫＰＬＡ
２０１２００１１，动物使用许可证为ＳＹＸＫＰＬＡ２０１２００３１。
１．２　方法
１．２．１　最低抑菌浓度和最低杀菌浓度的测定　　用
去离子水配置胰蛋白胨大豆琼脂和胰蛋白胨大豆肉汤，

经１２１℃、２０ｍｉｎ高压灭菌冷却，制得固体、液体培养
基。在灭菌环境下用接种环蘸取一环菌液在固体琼脂

培养基上分区划线，恒温３７℃过夜。挑取复苏后的单
个菌落置于含１０ｍＬ液体培养基的摇瓶中，在摇床上恒
温３７℃ ２２０转／ｍｉｎ培养４～６ｈ。活化后的菌落备用。
　　将ＯＤ６００ｎｍ＝１．０的活化后菌落稀释１０００倍。在
９６孔板中，薰衣草精油组（１．５０、２．２５、３．００、４．５０、
６．００、９．００、１２．００ｍｇ／ｍＬ）及空白组各加入１８０μＬ稀

释后菌液及２０μＬ上述不同浓度的药物。阴性培养基
对照组仅加入２００μＬ培养基。加样后３７℃恒温培养
２４ｈ，检测 ＯＤ６００ｎｍ。肉眼目测菌液无混浊，且其吸光
度数值与阴性培养基对照组背景值的差＜０．０５，即得
到其对应的最低浓度，该浓度为最低抑菌浓度。吸取

上述各组样品２μＬ，滴加在固体培养基平板中，３７℃
恒温培养２４ｈ，若无细菌生长则对应终浓度即为最低
杀菌浓度。

１．２．２　杀菌动力学实验　　将 ＯＤ６００ｎｍ＝１．０的活化
后菌落稀释１０００倍，精密吸取菌液１．８ｍＬ置于离心
管内，分别加入１．５、３．０、６．０ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油及空
白ＰＢＳ溶液 ０．２ｍＬ，置于 ３７℃培养箱，分别培养
１ｍｉｎ、５ｍｉｎ、１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ、９０ｍｉｎ、１２０ｍｉｎ、
２４０ｍｉｎ、３６０ｍｉｎ、１０８０ｍｉｎ。每组各样品精密吸取
１０μＬ，用液体培养基连续稀释１０倍，并在分６区的固
体培养基上依次点样２μＬ，恒温３７℃培养２４ｈ。对
培养后的玻璃皿进行菌落计数，测算对数生长曲线。

１．２．３　激光共聚焦显微镜观察药物作用后细菌的存
活情况　　取“１．２．２”项下３ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油组和
阳性细菌对照组培养１２０ｍｉｎ后的样品，用６μｍｏｌ／Ｌ
绿色ＳＹＴＯ９（５６１ｎｍ）探针标记活细胞，３０μｍｏｌ／Ｌ红
色ＰＩ（４８８ｎｍ）探针标记死细胞，２５℃，１５ｍｉｎ。通过
共焦激光扫描显微镜成像，在４８８ｎｍ和５６１ｎｍ波长
下测定细菌活性。使用 ＩｍａｇｅＪ软件计算细菌死亡和
存活比值。

１．２．４　小鼠感染模型的药效学试验　　随机将小鼠
分为３组，分别为创伤感染对照组、３ｍｇ／ｍＬ和６ｍｇ／ｍＬ
薰衣草精油组，腹腔麻醉后背部脱毛处理，形成１５ｍｍ×
１５ｍｍ的面积伤口暴露皮肤，立即感染 ＯＤ６００ｎｍ＝１．５
的菌液１００μＬ，固定小鼠３０ｓ后放回鼠笼；在首次感
染８ｈ后进行二次感染；感染完成后每日给药２次，每
次５０μＬ，连续１４ｄ。在感染后的１、３、５、７和１４ｄ测
量所有小鼠创伤面积，计算所有小鼠相对于第１天的
相对创伤面积，并拍照记录，观察烧伤部位的结痂、脱

痂、完全恢复的时间。同时在感染后１、３、５和７ｄ，用
干净无菌棉签分别在所有小鼠背部搔刮２０下，迅速浸
于装有１ｍＬ无菌生理盐水的离心管中，随后将菌液用
无菌生理盐水分别稀释 ０、１０、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６

倍，每个稀释倍数取２μＬ滴于 ＴＳＡ平板，在 ３７℃恒
温培养箱中培养２４ｈ，进行菌落计数。上述模型感染
后１４ｄ，取样进行ＨＥ染色切片观察，即处死后剪取创
伤部结痂及周围部分皮肤，４％多聚甲醛固定 １ｄ，脱
水、包埋、切片、染色并封片观察。

１．２．５　生物膜形成的抑制能力和清除能力测定　　
将ＯＤ６００ｎｍ＝１．０的活化后菌落稀释１００倍，稀释的培
养基添加０．３％蔗糖的液体培养基。在２４孔板中加入

８４０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．８ｍＬ菌液，并各加入 ３ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油、空白
ＰＢＳ溶液０．２ｍＬ，３７℃恒温培养 ４８ｈ。弃去上清液
后，用无菌０．９％ＮａＣｌ溶液漂洗３次。室温风干后每
孔加入 ２００μＬ４％甲醛溶液固定 ３０ｍｉｎ。弃去溶液
后，经室温风干、反复漂洗、再进行风干。每孔加入

２００μＬ０．１％结晶紫溶液，静置１０ｍｉｎ后用无菌０．９％
ＮａＣｌ溶液漂洗至无色。晾干后每孔加２００μＬ９５％乙
醇充分溶解，取 １００μＬ转移至 ９６孔板中，检测
ＯＤ６００ｎｍ，量化生物膜形成的抑制能力。同时，经预实
验确定选用 ６ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油、空白 ＰＢＳ溶液
０．２ｍＬ按上述方法干预 ４ｈ，检测 ＯＤ６００ｎｍ，量化生物
膜形成的清除能力。

　　另取干预后的生物膜样品，弃上层培养液，用无菌
生理盐水清洗三次。用 ３０μｍｏｌ／ＬＰＩ和 ６μｍｏｌ／Ｌ
ＳＹＴＯ９染色，２５℃，１５ｍｉｎ。通过共焦激光扫描显微
镜成像，在 ４８８ｎｍ和 ５６１ｎｍ波长下测定细菌活性。
使用ＩｍａｇｅＪ软件计算细菌死亡和存活比值。
１．２．６　ＤＮＡ、蛋白质和钾离子泄漏量检测　　将
ＯＤ６００ｎｍ＝１．０的活化后菌落稀释１０００倍，在２４孔板
中加入１．８ｍＬ菌液，并各加入３ｍｇ／ｍＬ、６ｍｇ／ｍＬ的
薰衣草精油和空白ＰＢＳ溶液０．２ｍＬ，３７℃恒温培养，
并在１ｈ、２ｈ、４ｈ分别取各组菌液２００μＬ，６０００×ｇ离
心５ｍｉｎ，取５μＬ上清液，加入２００μＬ生理盐水。用
ＮａｎｏＤｒｏｐ核酸蛋白仪器测定 ＯＤ２６０ｎｍ及 ＯＤ２８０ｎｍ。依
据仪器内定程序测算ＤＮＡ、蛋白质泄漏量。另取细菌
上清液稀释３倍，按南京建成生物科技有限公司的钾
离子试剂盒的说明书操作进行测定。

１．２．７　ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ串联质谱分析　　取“１．２．６”
项下用于钾离子泄漏量检测的两组样品，分别加入样

本粉末４倍体积裂解缓冲液（１％ＳＤＳ，１％蛋白酶抑制
剂），超声裂解送至杭州景杰生物科技股份有限公司，

进行 ＴＭＴ定量蛋白组学测定。４℃，１２０００×ｇ离心
１０ｍｉｎ，上清液转移至新的离心管，利用 ＢＣＡ试剂盒
进行蛋白浓度测定。取各样品等量蛋白进行酶解。胰

酶酶解的肽段用 ＳｔｒａｔａＸＣ１８（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）除盐后真
空冷冻干燥。用 ０．５ｍｏｌＴＥＡＢ溶解肽段，根据 ＴＭＴ
试剂盒操作说明标记肽段。简单的操作如下：标记试

剂解冻后用乙腈溶解，与肽段混合后室温孵育２ｈ，标
记后的肽段混合后除盐，真空冷冻干燥。

　　肽段用高 ｐＨ反相 ＨＰＬＣ分级，色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ
３００ＥｘｔｅｎｄＣ１８（５μｍ粒径，４．６ｍｍ内径，２５０ｍｍ
长），肽段分级梯度为８％～３２％乙腈、ｐＨ＝９，６０ｍｉｎ时
间分离６０个组分，随后肽段合并为９个组分，合并后
的组分经真空冷冻干燥后，经含０．１％甲酸和２％乙腈
的水溶液溶解后使用 ＥＡＳＹｎＬＣ１２００超高效液相系
统进行分离。肽段分离后被注入ＮＳＩ离子源中进行电

离，开展ＱＥｘａｃｔｉｖｅＨＦＸ质谱分析，相关二级质谱数
据使用Ｍａｘｑｕａｎｔ（ｖ１．６．１５．０）数据库进行检索，识别
蛋白信息，为后续生物信息学研究做铺垫。

１．２．８　生物信息学分析　　基于两组样本中的蛋白
相对定量值，进行统计分析，明确差异蛋白分布。针对

筛选出的差异蛋白进行ＧＯ二级分类、ＣＯＧ／ＫＯＧ分类
和ＫＥＧＧ通路分类分析，其中 ＧＯ二级分类主要分为
生物过程、细胞组分、分子功能三大类，ＣＯＧ／ＫＯＧ分
类主要包括胞内过程与信号、信息储存和处理、代谢特

征、特征不明四大类，ＫＥＧＧ通路分类主要包括胞内过
程、环境信息处理、代谢特征、有机系统四大类。同时

将差异上调和差异下调蛋白的分类结果进行对比展

示，并开展差异蛋白功能的 ＧＯ、ＫＥＧＧ、蛋白结构域富
集分析。

１．２．９　统计分析　　实验数据采用ＣｒａｐＰａｄＰｒｉｓｍ８．０
软件处理，其结果采用 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用独立
ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析。在筛选差
异蛋白时，采用两组间独立ｔ检验，具有统计学意义后
以差异表达量变化超过 １．３作为显著上调的变化阈
值，小于１／１．３作为显著下调的变化阈值。ａ表示 Ｐ＜
０．０５；ｂ表示Ｐ＜０．０１；ｃ表示Ｐ＜０．００１。

２　结果

２．１　薰衣草精油对鲍曼不动杆菌的抗菌作用
　　最低抑菌浓度和最低杀菌浓度测定可确定薰衣草
精油对鲍曼不动杆菌的抗菌能力，结果见图１Ａ。在最
低抑菌浓度的测定中，６００ｎｍ下ＯＤ值结果显示，阴性
孔ＯＤ６００ｎｍ＜０．１，阳性孔ＯＤ６００ｎｍ＞０．１，表明实验未被污
染且细菌活性较好。２．２５ｍｇ／ｍＬ剂量下的薰衣草精
油时即可产生抑菌效应（Ｐ＜０．０１），６．００ｍｇ／ｍＬ薰衣
草精油则为最低抑菌浓度（Ｐ＜０．００１）。在最低杀菌
浓度测定结果见图 １Ｂ，可以看到薰衣草精油浓度
≥６．００ｍｇ／ｍＬ时未见菌斑，细菌几乎全部杀死，而阳
性细菌对照组出现明显的细菌菌斑。最低抑菌和最低

杀菌试验结果表明，薰衣草精油对鲍曼不动杆菌具有

显著的抑制和杀死作用。

　　杀菌动力学检测结果，可判断薰衣草精油的起效
和维持时间。杀菌动力学检测结果见图１Ｃ，显示薰衣
草精油具有剂量依赖效应和时间依赖效应。６．００ｍｇ／ｍＬ
薰衣草精油在 １２０ｍｉｎ可杀死几乎所有鲍曼不动杆
菌。同时，低浓度的１．５０ｍｇ／ｍＬ和３．００ｍｇ／ｍＬ薰衣
草精油能抑制细菌生长，维持时间为２ｈ。
　　由图２ＡＣ可知，在激光共聚焦显微镜１０倍视野
下，与未给药干预的情况相比，３ｍｇ／ｍＬ剂量的薰衣草
精油均显示出更强的红色荧光和较弱的绿色荧光，表
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明鲍曼不动杆菌活性较低。其中，在 １０倍视野下
３ｍｇ／ｍＬ剂量薰衣草精油的细菌死亡和存活比均值为
（１．３５６９±０．００７２），阳性细菌对照的细菌死亡和存活
比均值为（０．６０７０±０．０４８０），３ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油抗
菌能力是未给药干预的 ２．２３５４倍（Ｐ＜０．００１），见
图２Ｄ。
２．２　薰衣草精油清除鲍曼不动杆菌并促进感染创口

愈合的研究

　　测定小鼠感染模型的愈合速度和进程，可深入评
价薰衣草精油清除鲍曼不动杆菌并促进感染后创口愈

合的效果。由图 ３Ａ可知，上述两剂量薰衣草精油在

给药后第３天已具有明显加速清除细菌定植量的效果
（Ｐ＜０．００１），提示该精油可能已在给药后第３天开始
发挥治疗效果。由图３Ｂ、３Ｃ可知，３ｍｇ／ｍｌ、６ｍｇ／ｍｌ剂
量下的薰衣草精油可加速创伤面积缩小，在给药后第

五天与阳性细菌对照组相比具有统计学意义（Ｐ＜
０．００１；Ｐ＜０．０１）。由图３Ｄ的ＨＥ染色结果可知，阳性
细菌对照组无正常组织结构，且有大量炎症细胞聚集，

而两剂量薰衣草精油组的皮肤连续性相对较好，伤口

显示出轻微的炎症反应，炎症细胞很少，呈散在分布，

具有较好的促进创口愈合作用。
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图１　薰衣草精油对鲍曼不动杆菌的抗菌作用
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２．３　薰衣草精油对鲍曼不动杆菌的生物膜抑制及清
除作用

　　生物膜抑制和清除能力的测定结果，见图４、图５。
生物膜抑制结果图４Ａ证实，３ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油组的
生物膜量明显低于阳性细菌对照组（Ｐ＜０．０５），同时在
激光共聚焦显微镜１０倍视野下，干预后的细菌显示出
了更强的红色荧光和较弱的绿色荧光，细菌死亡和存活

比有统计学差异（Ｐ＜０．０１），见图４Ｂ、图４Ｃ。上述结果
表明３ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油具有一定的鲍曼不动杆菌生
物膜抑制作用。生物膜清除结果图５Ａ所示，６ｍｇ／ｍＬ
薰衣草精油组展现了对鲍曼不动杆菌生物膜的清除作

用（Ｐ＜０．００１）；激光共聚焦显微镜的三维成像也证实了
这一结果，两组间细菌死亡和存活比差异明显（Ｐ＜
０．０１），见图５Ｂ、图５Ｃ。
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２．４　薰衣草精油促进鲍曼不动杆菌的 ＤＮＡ、蛋白质
和钾离子泄漏

　　ＤＮＡ核酸和蛋白质的泄漏量可初步确定薰衣草
精油对鲍曼不动杆菌的抗菌机理。结果图 ６Ａ、图 ６Ｂ
表明，作用 １ｈ时，３ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油组的细菌
ＤＮＡ、蛋白质泄漏量已明显高于阳性细菌对照组。当
作用４ｈ后，３ｍｇ／ｍＬ与６ｍｇ／ｍＬ薰衣草精油组的细
菌ＤＮＡ、蛋白质泄漏量已显著高于阳性细菌对照组
（Ｐ＜０．０５）。上述结果表明，薰衣草精油可作用细胞
膜，促使膜内ＤＮＡ、蛋白质泄漏。
　　钾离子泄漏量同样也可以评价鲍曼不动杆菌生物
膜的完整性。结果证实，在培养１ｈ时，３ｍｇ／ｍＬ的薰
衣草精油组的钾离子泄漏浓度明显高于阳性细菌对照

组的对应浓度（Ｐ＜０．０１），且随时间延长呈递增状态
（图６Ｃ），表明薰衣草精油具有促进钾离子外流的
作用。

２．５　薰衣草精油干预鲍曼不动杆菌后的差异蛋白鉴
定及其蛋白功能分类

　　经ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ串联质谱分析，结果见图７Ａ，发
现与阳性细菌对照组相比，薰衣草精油组显著上调的

蛋白数量７１个，显著下调的蛋白数量为６７个。组间
差异在ＧＯ、ＣＯＧ／ＫＯＧ、ＫＥＧＧ数据库中蛋白功能分类
由图７Ｂ、图７Ｃ、图７Ｄ可知。从生物过程分析，薰衣草
精油主要通过影响鲍曼不动杆菌的细胞代谢过程和有

机物代谢过程，尤其是破坏脂质运输和代谢、氨基酸代

谢、碳水化合物代谢等来发挥抗菌作用；从胞内结构

看，薰衣草精油可干扰细胞壁／膜／包膜等结构的生物
合成；从分子功能层面看，薰衣草精油的抗菌作用机制

可能与调节氧化还原酶活性、破坏有机环状化合物和

杂化化合物结合有关。

　　组间差异蛋白的功能富集分析进一步明确了薰衣
草精油的作用机制，结果见图８Ａ、８Ｂ、８Ｃ、８Ｄ。结果发
现，薰衣草精油的抗菌作用主要可能与一元羧酸代谢及

分解过程、非核糖体肽生物合成过程、含儿茶酚的生物

合成过程有关，对氧化还原酶、酸性氨基酸连接酶活性、

２，３二羟基苯甲酸丝氨酸连接酶活性有调节作用，并影
响血红素、四吡咯、黄素腺嘌呤二核苷酸的结合。

３　讨论

　　已有研究［１７］表明，薰衣草精油通过 ＧＣＭＳ分析
技术鉴定出 ４０种化合物，占全部挥发油总成分的
９２．０３％，其中含氧单萜类化合物占比３１．５３％、酯类化
合物占比４３．２３％、含氧单萜类化合物占比８．０３％、倍
半萜类化合物占比３．６１％、含氧倍半萜类化合物占比
４．５４％，其他化合物含量较少，约为１．１４％。就单体化
合物含量来说，含氧单萜芳樟醇占比可达１９．７１％，乙
酸芳樟醇占比可达 ２６．６１％，是薰衣草精油的主要
成分。

　　薰衣草精油在对细菌、真菌的抑制作用较为显著，
且对白色念珠菌、棉花枯萎细菌、表面葡萄球菌等均有

作用。但目前主要机制却鲜有报道。ＨＡＮ等［１８］发

现，薰衣草精油可以诱导单核细胞增生李斯特菌（一

种典型的食源性致病菌）进入存活但非培养的状态，

且１．６％含量即可完全抑制细菌生长。进一步研究证
实，薰衣草精油可显著降低单核细胞增生李斯特菌生

物膜的生物量和代谢活性，与本研究中干扰细菌正常

代谢，尤其是影响脂质代谢的发现一致。因此推测薰

衣草精油的主要抗菌机制与生物膜抑制与清除密切相

关，可能是潜在的抗生物膜剂。

!"

!#

$"

$%

"

#

&
'
(

泄
漏
量
)
*
!
+
)
,
-
.

/ ! 0

孵育时间
)1

2

(

3

3

%40

%45

%4!

%4/

%

蛋
白
质
泄
漏
量
)
*
,
+
)
,
-
.

/ ! 0

孵育时间
)1

6

7

6

6

%40

%45

%4!

%4$

%

钾
离
子
泄
漏
量
)
*
,
,
8
9
)
-
.

$ ! 0

孵育时间
)1

2

:

3

3

5 ,+),- ; ,+),-

阳性细菌对照
5 ,+),-

; ,+),-

阳性细菌对照 5 ,+),-阳性细菌对照

2

6

3

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与阳性细菌对照比
Ａ：薰衣草精油对鲍曼不动杆菌ＤＮＡ泄漏量的影响；Ｂ：薰衣草精油对鲍曼不动杆菌蛋白质泄漏量的影响；Ｃ：薰衣草精油对鲍
曼不动杆菌钾离子泄漏情况的影响

图６　薰衣草精油对鲍曼不动杆菌ＤＮＡ、蛋白质和钾离子泄漏量的影响

３５０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）
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Ａ：薰衣草精油组与阳性细菌对照组的组间差异蛋白鉴定；Ｂ：组间差异蛋白在ＧＯ数据库中对应的功能分类；Ｃ：组间差异蛋白
在ＣＯＧ／ＫＯＧ数据库中对应的功能分类；Ｄ：组间差异蛋白在ＫＥＧＧ数据库中对应的功能分类

图７　差异蛋白鉴定及其在ＧＯ、ＣＯＧ／ＫＯＧ、ＫＥＧＧ数据库中蛋白功能分类

　　此外，ＹＡＮＧ等人［１９］研究了薰衣草精油联合美罗

培南抑制细菌生长的可行性，发现薰衣草精油可诱导

肺炎克雷伯菌产生氧化应激，氧化外层生物膜，使薰衣

草精油和美罗培南流入细菌胞体内，从而产生两药协

同作用，造成细胞损伤并最终死亡。上述研究进一步

证实了薰衣草精油中主要活性成分对细菌生物膜的潜

在作用机制。此外，薰衣草精油也可以与樟脑精油、哌

拉西林、氯霉素、环丙沙星、制霉菌素和夫西地酸等产

生协同抗菌作用［２０－２２］。在本文中，３ｍｇ／ｍＬ薰衣草精
油即可有效抑制多重耐药鲍曼不动杆菌的细菌活性，

６ｍｇ／ｍＬ即可产生杀伤作用，且其对细胞生物膜抑制、

清除有显著活性，与ＤＮＡ核酸、蛋白质、钾离子的泄露
量呈正相关趋势。值得注意的是，多重耐药鲍曼不动

杆菌作为革兰阴性条件致病菌的一类，常因在危重病

人中引起院内形成感染而臭名昭著，其在成功附着于

宿主细胞表面后就开始迅速形成生物膜以表达多种毒

力因子［２３］，因此基于生物膜结构破坏的潜在作用机制

可能对该类病菌的抑制和消除更有利，本研究也为深

入探究精油抑菌的作用机制提供依据。

　　综上所述，薰衣草精油具有良好的抗菌疗效，应用
前景广泛，本研究为相关产品开发打下坚实基础。

４５０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：组间差异蛋白在ＧＯ数据库中对应的生物过程富集分析；Ｂ：组间差异蛋白在ＧＯ数据库中对应的分子功能富集分析；
Ｃ：组间差异蛋白的相关蛋白结构域富集分析；Ｄ：组间差异蛋白在ＫＥＧＧ数据库中对应的功能富集分析

图８　差异蛋白功能富集分析
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