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摘要：【目的】探讨中药单体黄芩苷对嗜水气单胞菌在体内外生长及生物膜形成的影响。【方法】体外实

验中，利用牛津杯法检测抑菌圈直径，结晶紫法检测生物膜的形成，通过泳动实验检测黄芩苷对嗜水气

单胞菌运动性的影响，紫外吸收法检测细胞膜完整性，用透射电镜技术观察黄芩苷对细菌形态的影响。

体内实验利用草鱼为对象检测黄芩苷对嗜水气单胞菌增殖的影响。【结果】黄芩苷在体外对嗜水气单胞

菌有明显的抑菌效果，通过对生物膜的研究发现黄芩苷对生物膜形成具有抑制作用，并同时抑制其运动

性。同时黄芩苷可以破坏细胞结构，并增加了细胞膜通透性。体内实验结果显示黄芩苷对嗜水气单胞菌

具有清除作用，且具有一定的浓度依赖性。【结论】黄芩苷在体内外均具有抑制嗜水气单胞菌增殖的作

用，有望在水产养殖病害防治工作中得到应用。 
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嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)是一种

常见的原发性条件致病菌，广泛分布于自然界的

各种水体，是典型的人-兽-鱼共患病病原菌。在

水产上，是鱼类最常见的致病菌[1]，目前我国防

治嗜水气单胞菌病害主要采用抗生素的方法，但

是，长期使用抗生素造成耐药性增强，不仅让鱼

类治疗更加困难，药物残留对人体也造成巨大的

危害[2–3]。中药是我国自古以来用于治疗人类和动

物疾病的传统药物。中药因其疗效确切、毒副作

用小、成本低、资源丰富、不易形成抗药性和在

动物体内残留少等优点而日渐受到人们的关注。

从中草药中研制开发新型渔药已成为水产养殖过

程中防治疾病的新方向，具有重要的经济价值、

社会价值及生态价值[4]。 

黄 芩 苷 (Baicalin) 来 自 唇 形 科 植 物 黄 芩

(Scutellaria baicalensis Georgi) ， 化 学 式 为
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C21H18O11，分子量为 446.35，黄芩苷的结构式如

图 1 所示。黄芩苷除了通过破坏细胞膜提高膜通

透性和抑制 DNA 合成、抑制生物膜等方式对细菌

进行直接作用外[5–6]，还可以通过激活免疫反应来

促进细菌的清除[7]，之前研究对象都是针对高等哺

乳动物病原菌和模型，目前还没有黄芩苷针对嗜

水气单胞菌的抑菌报道。 

本研究的目标是观察黄芩苷在体外对水产动

物主要病原菌嗜水气单胞菌的抑菌活性及机制，

还利用草鱼模型，检测了黄芩苷对嗜水气单胞菌

在体内生长的作用。 

1  材料和方法 

1.1  实验菌株和培养条件   

实 验 所 用 的 嗜 水 气 单 胞 菌 (Aeromonas 

hydrophila)，由本实验室分离。菌株保存于–80 °C

甘油管中，使用前在 LB 平板上划线，挑取单克隆

菌株，28 °C 过夜培养。 

1.2  试剂和主要设备 

1.2.1  主要试剂：黄芩苷购自上海阿拉丁生化科

技股份有限公司；二甲基亚砜(DMSO)购自天津市

科密欧化学试剂有限公司；草酸铵结晶紫溶液、

琼脂、无菌磷酸盐缓冲液(PBS)购自北京索莱宝科

技有限公司；酵母、胰蛋白胨购自北京拜尔迪生 

 

 
 

图 1.  黄芩苷化学结构式 

Figure 1.  The chemical structure of baicalin. 

物技术有限公司；氯化钠购自天津市风船化学试

剂科技有限公司。 

1.2.2  主要仪器：全波长扫描式多功能微孔板读

数仪购自郑州赛诺仪器设备有限公司；数显游标

卡尺购自宁波得力工具有限公司；Millipore 超纯

水仪购自美国 Millipore (0.22 μm)公司；–80 °C 超

低温冰箱购自中国中科美菱公司；ZSD-1160 生化

培养箱购自上海智城分析仪器制造有限公司；高

压 灭 菌 锅 (MC-40 型 ) 购 自 日 本 ALP 集 团 ；

SW-CJ-IB 型单人单面净化工作台购自苏州净化设

备有限公司；紫外可见分光光度计购自北京普析

通用仪器有限责任公司；5471C 离心机购自德国

Eppendorf 公司；GFL3031 空气浴培养摇床购自德

国艾利特国际贸易有限公司。 

1.3  黄芩苷对嗜水气单胞菌的抑菌作用 

利用牛津杯打孔法[8]分析黄芩苷对嗜水气单

胞菌的抑菌作用。分别配置溶解于 DMSO，浓度为

10 mg/mL 和 5 mg/mL 的黄芩苷备用。取活化后的

嗜水气单胞菌，用 PBS 调整浓度至 1×107 CFU/mL，

取 100 μL 均匀涂布于 LB 固体培养基上。用镊子

将无菌的牛津杯放置于培养基表面打孔，然后用

移液枪分别加 100 μL 10 mg/mL、5 mg/mL 的黄芩

苷溶液、PBS 和 DMSO，作为实验组和对照组。

在 28 °C 培养 12–16 h 后用游标卡尺测定抑菌圈直

径大小，以抑菌圈直径评价黄芩苷的抑菌作用。  

1.4  黄芩苷对嗜水气单胞菌体外生长曲线的影响 

将培养至对数期的嗜水气单胞菌用 PBS 稀释

至 1×108 CFU/mL，按 1% (V/V)的接种量将嗜水气

单胞菌菌悬液接种至 LB 培养基中，并加入黄芩苷

使其终浓度为 2.00、1.00、0.50、0.25 mg/mL，以

PBS 和 DMSO 为空白和阴性对照，放置于 28 °C、

150 r/min 的恒温摇床中培养，每隔 2 h 取菌液，
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检测 600 nm 波长下的吸光值(OD600)，并绘制生长

曲线。 

1.5  黄芩苷对嗜水气单胞菌生物膜的影响 

采用结晶紫染色法测定生物膜，收集对数生

长期嗜水气单胞菌，PBS 洗涤 3 次，以 2105 CFU/孔

的接种量转接至含 2.00、1.00、0.50、0.25 mg/mL

黄芩苷的 LB 培养基中，以 DMSO 溶剂为对照组。

28 °C 静置培养 72 h，检测 OD600吸光值, 吸出菌液，

PBS 清洗培养孔后，以结晶紫染色法测定生物被膜

形成量，具体为 200 μL 99%甲醇固定 15 min，1%

结晶紫溶液染色 20 min，干燥后加入 200 μL 30%

冰醋酸溶解结晶紫。测定培养孔中溶液在 570 nm

波长下的吸光值(OD570)。由于不同试验组细菌生

长存在差异，每个样品孔测得的 OD570 值需消除细

菌 浓 度 造 成 的 差 异 ， 生 物 膜 OD570 ( 相 对

值)=OD570(测量值)/OD600 (细菌浓度值)[9]。 

1.6  黄芩苷对嗜水气单胞菌运动性的影响 

配置含 0.3%琼脂粉的固体 LB 培养基，121 °C

灭菌 30 min，待培养基冷却至 55 °C 左右，加黄芩

甘溶液调整 LB 浓度为 2.00、1.00、0.50、0.25 mg/mL，

倒平板，以等量 DMSO 为空白对照。取活化   

至对数期嗜水气单胞菌，PBS 洗涤调整浓度为

107 CUF/mL，点种 2 μL 菌悬液至平板上，24 h

后用游标卡尺测菌落直径取平均值并记录[10]。 

1.7  细菌渗透性检测 

取活化后的嗜水气单胞菌，PBS 洗涤 3 次，

用 PBS 稀释至 106 CFU/mL，加入终浓度分别为

0.5、1.0、2.0 mg/mL 的黄芩苷到菌悬液中，28 °C、

150 r/min 培养 3 h，8000 r/min 离心 5 min 取上清

液测定 OD260 值。重复实验 3 次，每次设置 3 个平

行。以 OD260 值为纵坐标，进行柱状图分析。  

1.8  透射电镜分析黄芩苷对嗜水气单胞菌的影响 

嗜水气单胞菌接种至 LB 培养基中，调整菌液

浓度为 107 CFU/mL，加黄芩苷溶液，使黄芩苷终

浓度为 1 mg/mL，空白对照组加同体积的 DMSO，

置 28 °C、150 r/min 摇床中培养 8 h。取菌液离心，

去上清，无菌 PBS 洗涤至上清无色透明为止，弃

上清。以 2.5%的戊二醛溶液固定 2 h，然后再用

1%的磷钨酸钠缓冲液混合，用无菌毛细吸管吸取

混合菌悬液滴在铜网膜上，样品干燥后，通过透

射电子显微镜观察黄芩苷对细菌形态的影响。 

1.9  黄芩苷对嗜水气单胞菌在草鱼体内增殖的抑

制作用 

取对数生长期的嗜水气单胞菌菌悬液离心，

弃上清，用 PBS 洗涤 3 遍，然后用 PBS 调菌悬液

终浓度为 1×106 CFU/mL。取草鱼幼苗 25 条，腹

腔注射菌液 100 μL/条，2 h 后针对草鱼进行黄芩

苷给药，给药浓度分别为 10.0、5.0、2.5 mg/kg，

分别以 PBS、DMSO 为对照，每个浓度 5 条。4 h

后取草鱼肝、脾组织研磨涂板，28 °C 过夜培养，

统计菌落数。 

1.10  数据分析 

实验数据采用 SPSS 16.0 和 Origin 8 进行统计

分析和图标制作。计量资料采用 x±s 表示。多组

间比较用单因素方差分析，P<0.05 表示差异具有

统计学意义。 

2  结果和分析 

2.1  黄芩苷对嗜水气单胞菌的抑制作用 

由图 2 可以看出，DMSO、PBS 孔周围无抑

菌圈，实验组浓度为 10 mg/mL 和 5 mg/mL 的黄

芩苷的抑菌圈直径分别为 14.32 mm 和 13.21 mm，
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表明黄芩苷对嗜水气单胞菌有明显的抑菌作用。

进而研究黄芩苷对嗜水气单胞菌体外生长曲线的

影响，结果发现(图 3)，和 DMSO 对照组相比，作

用浓度分别为 2.00、1.00、0.50 mg/mL 的黄芩苷

的菌液生长速度显著降低，并且对数生长期未达

到正常生长高峰。0.25 mg/mL 的浓度则对嗜水气

单胞菌的抑制作用不明显，这些结果表明黄芩苷

对嗜水气单胞菌有抑制作用且具有浓度依赖性。 

2.2  黄芩苷对嗜水气单胞菌生物膜的影响 

为探讨黄芩苷对嗜水气单胞菌生物膜形成的 

 

 
 
图 2.  黄芩苷对嗜水气单胞菌的抑菌效果 

Figure 2.  Inhibitory effect of baicalin on A. hydrophila. 
A: DMSO; B: PBS; C: 5 mg/mL baicalin; D: 10 mg/mL 
baicalin.  

 

 
 

图 3.  不同浓度黄芩苷(mg/mL)作用下嗜水气单胞菌

的生长曲线 

Figure 3.  The growth curves of A. hydrophila at 
different concentrations of baicalin (mg/mL). 

影响，将菌株置于 96 孔板于浓度分别为 2.00、

1.00、0.50、0.25 mg/mL 的黄芩苷中进行培养。采

用结晶紫染色对生物被膜生物量进行定量，结果

可见，黄芩苷处理组的生物膜 OD570 (相对值)明显

低于 DMSO 处理组(图 4)，这些数据表明黄芩苷可

以抑制生物膜的形成。 

2.3  黄芩苷对嗜水气单胞菌泳动的影响 

图 5 为不同浓度黄芩苷对嗜水气单胞菌泳动

能力的影响，结果表明，对照组的运动性明显高

于黄芩苷处理组，黄芩苷浓度为 2 mg/mL 时，菌

落运动直径仅为 2.96 mm，浓度为 1 mg/mL 时菌

落运动直径为 5.04 mm，浓度为 0.5 mg/mL 时菌落

运动直径为 5.94 mm，尤其是浓度为 0.25 mg/mL

时，该浓度对细菌的生长没有抑制作用，但其运

动直径为 7.25 mm，这些结果同 DMSO 处理的对

照(菌落运动直径为 17.52 mm)相比有着显著差异 

 

 
 
图 4.  黄芩苷对嗜水气单胞菌生物膜形成的影响 

Figure 4.  Effect of baicalin on the formation of A. 
hydrophila biofilm. 0.25, 0.50, 1.00, 2.00 mg/mL of 
baicalin were incubated with A. hydrophila for 72 h, 
the biofilm formation was tested through a crystal 
violet straining method. The data are shown as the 
mean values and standard deviation of three 
independent experiments. Values are the 
mean±standard deviation. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 5.  黄芩苷对嗜水气单胞菌泳动能力的影响 

Figure 5.  Effect of baicalin on the swimming ability 
of A. hydrophila. The swimming assays were 
conducted on plates containing 0.3% of agar in the 
absence of different concentrations of baicalin (0.25, 
0.50, 1.00, 2.00 mg/mL) or DMSO as control. The A. 
hydrophila was incubated for 24 h. Swimming 
diameters were measured using a caliper. The data 
represent the average values from three independent 
experiments performed in duplicate. Values are the 
mean±standard deviation. **: P<0.01, ***: P<0.001 
compared with the DMSO treated group.   

 
 

性，说明黄芩苷可以显著抑制嗜水气单胞菌的泳

动性，阻碍细菌的迁移能力。 

2.4  黄芩苷对嗜水气单胞菌结构的影响 

为了检测黄芩苷对细菌渗透性的影响，采用

紫外可见分光光度计检测黄芩苷处理后嗜水气单

胞菌上清液的 260 nm (OD260)吸光值。结果表明，

处理 3 h 后，黄芩苷可以显著提高嗜水气单胞菌上

清液 DNA 总浓度(图 6)，提示黄芩苷可能破坏细

菌细胞结构，导致 DNA 泄漏。为了进一步证实黄

芩苷对细胞结构的影响，利用透射电镜分析了黄

芩苷对嗜水气单胞菌形态的影响。1 mg/mL 黄芩

苷处理 8 h 后，细菌的正常形态结构消失了，明显 

 

 

 
图 6.  黄芩苷处理嗜水气单胞菌后 260 nm 紫外吸收 

Figure 6.  OD260 values of supernatant from A. 
hydrophila after treatment with baicalin for 3 h. The 
data represent the average values from three 
independent experiments performed in duplicate. 
Values are the mean±standard deviation. **: P<0.01; 
***: P<0.001. 

 

看到结构被破坏，菌体表面无光泽而且表面有明

显凹陷，细胞壁明显褶皱(图 7)，对照组嗜水气单

胞菌菌体细胞壁和细胞膜连续完整，表面光滑，

细胞结构完整，没有损伤。这些数据表明黄芩苷

通过破坏细胞完整性抑制嗜水气单胞菌的生长。 

2.5  黄芩苷对草鱼清除嗜水气单胞菌的影响 

为了检测黄芩苷在体内对细菌增殖的影响，

草鱼在感染嗜水气单胞菌 2 h 后，进行黄芩苷治疗

实验，4 h 后对草鱼各个组织的细菌菌量进行计

算，结果显示对照组处理的嗜水气单胞菌在肝、

脾的细菌数量明显高于黄芩苷处理组，肝脏中，

DMSO 对照组的细菌数量分别是 10.0、5.0、2.5 mg/kg

处理组的 7.29、3.25 和 2.53 倍(图 8-A)，脾脏中， 

DMSO 对照组的细菌数量分别是 10.0、5.0、2.5 mg/kg

处理组的 19.26、3.31 和 1.83 倍(图 8-B)。 
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图 7.  黄芩苷处理前后嗜水气单胞菌透射电镜图 

Figure 7.  TEM results of A. hydrophila after treatment with baicalin. A: DMSO treatment control; B: baicalin 
treatment group. 

 

 
 

图 8.  嗜水气单胞菌攻毒后草鱼肝脾的菌落数 

Figure 8.  The number of colonies in the liver (A) and spleen (B) of grass carp after the challenge of A. hydrophila. 

 

3  讨论 

近年来，由于抗生素的滥用等因素，尤其是

生物膜为细菌提供了很好的保护作用，造成细菌

耐药问题越来越严重。生物膜也称为生物被膜，

是细菌粘附在一些组织表面的聚集体，防止细菌

生物膜的形成，可以在一定程度上解决细菌耐药

性愈演愈烈的问题。黄芩苷作为中医传统药用植

物黄芩的主要有效成分，具有保肝、利胆、抗肿

瘤、抗菌、抗病毒、抗氧化和调节免疫系统等多

种药理作用[11–12]，尤其是抗菌活性方面，对大肠

杆菌[13]、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌[5]、幽门螺 

杆菌[14]、单核细胞增生李斯特氏菌[15]和牙周炎病 

菌[16]等都有较好的抑菌作用，本研究也发现黄芩

苷对嗜水气单胞菌具有良好的抗菌活性。并可以

抑制嗜水气单胞菌生物膜的形成和泳动能力，且

浓度越大，抑制作用越明显。之前研究发现黄芩

苷可以抑制多种细菌生物膜的形成[17–20]。生物膜

在形成和发展过程中需要附着和定殖，这些主要

是由鞭毛运动介导的，也就是说细菌的运动性是

形成生物膜必需的[10]，泳动是细菌运动的一种重

要方式，在铜绿假单胞菌中，黄芩苷可以抑制细

菌的泳动性并抑制生物膜的形成[20]。这些结果说 
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明黄芩苷通过抑制嗜水气单胞菌的泳动性来抑制

生物被膜的形成。同时有研究显示黄芩苷可以破

坏菌体细胞膜，抑制细菌 DNA、RNA、蛋白质的

生物合成和降解内毒素等[21]。细菌的细胞膜具有

选择性渗透屏障的作用，控制胞内外物质交换和

运输，同时也是细菌的重要代谢活动中心。本研

究中，黄芩苷处理后菌液上清中 OD260 大量提高，

说明黄芩苷增加了嗜水气单胞菌细胞膜的通透

性，造成菌体 DNA 的逸出。进而通过透射电镜分

析，黄芩苷处理后嗜水气单胞菌结构变形扭曲，

皱缩凹陷。之前研究报道中黄芩苷可以抑制大肠

杆菌活性，也是通过破坏细胞结构和增强其通透

性来实现的[6]。 

在体内研究中，我们以四大家鱼中的草鱼为

模型研究黄芩苷对体内感染实验的影响，结果发

现黄芩苷可以显著提高草鱼对嗜水气单胞菌的清

除作用，本研究结果和之前研究结果具有一致性，

如黄芩苷可以增强小鼠清除铜绿假单胞菌的能   

力[20]，降低伤寒沙门氏菌感染小鼠后鼠盲肠细菌

负荷[22]，抑制幽门螺杆菌在小鼠体内生长[23]，并

对金黄色葡萄球菌肺炎小鼠具有保护作用[24], 降

低耐甲氧西林金黄色葡萄球菌在体内的细菌负

荷，保护小鼠病理组织损伤[5]。在家兔中通过抑制

NF-kB 和 JNK 信号通路来降低大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌引起的炎症反应[25]等。结合黄芩苷对其

他细菌在体内外的作用，说明黄芩苷具有广谱抗

菌性。 

总之，本研究证明了中药单体黄芩苷通过抑

制细胞泳动能力来抑制其生物膜的形成，并破坏

细胞膜提高其渗透性，从而直接在体外杀死细菌，

同时提高宿主对嗜水气单胞菌的清除作用，为黄

芩苷在水产养殖病害防治中的应用提供了依据。 
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Bacteriostatic and antibiofilm effects of baicalin on Aeromonas 
hydrophila: in vitro and in vivo evaluation 

Changjun Jiang1,3, Cuicui Guan1,3, Xiaomin Hu3, Lunguang Yao1,2,3, Yunchao Kan1,2, 
Reng Qiu1,2,3* 
1 Henan Provincal Engineering and Technology Center of Health Products for Livestock and Poultry, Nanyang 473061, Henan 
Province, China 
2 Henan Provincial Engineering Laboratory of Insects Bio-reactor, Henan Key Laboratory of Insect Biology in Funiu Mountain, 
Nanyang 473061, Henan Province, China 
3 College of Life Science and Agricultural Engineering, Nanyang Normal University, Nanyang 473061, Henan Province, China 

Abstract: [Objective] To investigate the effects of baicalin, a monomer of traditional Chinese medicine on growth 

and biofilm formation of Aeromonas hydrophila. [Methods] In vitro, antibacterial activity was determined based on 

the diameter of inhibition zone measured by Oxford cup method, biofilm formation was detected using the crystal 

violet method,  bacteria motility was detected by swimming experiment. The ultraviolet (UV) absorption of the 

culture supernatant were measured to determine membrane integrity. Transmission electron microscopy (TEM) 

were performed to observe bacterial morphology. In vivo, the baicalin’s effect on the proliferation of A. hydrophila 

was determined in grass carps. [Results] Baicalin has obvious bacteriostatic effect on A. hydrophila in vitro. The 

drug inhibited biofilm formation and bacterial motility. Under the action of baicalin, the cell structure was 

destroyed and the membrane permeability was increased. In vivo experiments showed a dose-dependent scavenging 

activity of baicalin on A. hydrophila. [Conclusion] The results showed the inhibitory effects of baicalin on the 

proliferation of A. hydrophila in vitro and in vivo, suggesting the potential use of this drug to control of aquaculture 

diseases. 
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