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摘要: 为探讨中草药单体秦皮素对嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)生长和毒力的影响, 实验测定了秦皮素对

嗜水气单胞菌最低抑菌浓度(MIC)、生长曲线、生物膜以及脂肪酶活性、运动性、蛋白酶活性和溶血性等毒力相关

因子的影响。结果表明, 秦皮素对嗜水气单胞菌具有明显的抑制效果, MIC 为 128 μg/mL; 秦皮素浓度大于 16 μg/mL

时, 对嗜水气单胞菌的生物膜形成有显著促进作用(P<0.05); 秦皮素浓度大于 8 μg/mL 时, 对嗜水气单胞菌的脂肪

酶活性有显著降低作用(P<0.05); 秦皮素浓度为 2~8 μg/mL 时, 对嗜水气单胞菌的运动性和溶血性无显著影响(P> 0.05), 

但能降低嗜水气单胞菌蛋白酶活性(P<0.05)。秦皮素对嗜水气单胞菌有一定的抑菌作用, 但期望通过低浓度秦皮素

实现对嗜水气单胞菌的防治仍有待进一步研究。 
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嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)隶属于

气单胞菌科(Aermonadaceae)、气单胞菌属, 是一

种人、畜及水生动物共患的条件致病菌[1]。嗜水

气单胞菌感染对象遍及软体动物[2]、甲壳动物[3]、

鱼类[4-5]、两栖类[6]、爬行类[7]、禽类[8]等。除能

感染各种动物外 , 嗜水气单胞菌也能感染人类 , 

人类可因致病性嗜水气单胞菌感染而发生腹泻、

食物中毒、继发性感染等[9]。嗜水气单胞菌给人

类健康带来威胁的同时, 更对水产养殖业造成了

巨大的经济损失, 已引起了国内外的高度重视。 

近年来, 在抗生素耐药问题日益严重的情况

下, 中草药及其提取物在水产动物病害防治过程

中表现出的不易产生耐药性、毒副作用小、不易

残留、能提高鱼体免疫力等诸多优良特点, 引起

人们的广泛关注[10]。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[11]。 

目前, 中草药及其提取物在水产养殖细菌性

疾病防治领域的相关研究越来越多。许多研究表

明, 黄连[12-14](Coptis chinensis)、五倍子[13-15](Rhus 

chinensis)、大黄[13](Rheum palmatum)、乌梅(Fuctus 

Mume)[13]、诃子 [14](Chebulae fructus)、丁香 [15] 

(Syzygium aromaticum)等中草药对嗜水气单胞菌

均有明显的抑菌作用。 

秦皮素(fraxetin)是一种天然的简单香豆素类

化合物, 别名白蜡树内酯, 化学名为 7, 8-二羟基-6-

甲氧基香豆素, 其分子式为 C10H8O5, 相对分子

质量为 208.16。秦皮素自然状态下为浅黄色片状

结晶 , 熔点为 228℃ , 达到熔点时变为棕色 , 在

150℃时会变为黄色 , 溶于乙醇及盐酸水溶液 , 

微溶于沸水, 难溶于乙酸[16]。秦皮素的结构式如

图 1 所示。 
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图 1  秦皮素结构式[16] 

Fig. 1  The structure formula of fraxetin[16] 

 
秦皮素具有较好的抑菌效果, 对金黄色葡萄

球 菌 (Staphylococcus aureus)[16] 、 大 肠 埃 希 菌

(Escherichia coli)[17]、霍乱弧菌(Vibrio cholerae)[18]

等都有较好的抑制作用, 但目前尚无关于秦皮素

对嗜水气单胞菌抑菌作用的相关报道。该研究以

嗜水气单胞菌为供试菌株, 通过研究秦皮素对嗜

水气单胞菌的抑菌作用, 以及秦皮素在非抑菌浓

度下对嗜水气单胞菌的毒力影响等来探讨秦皮素

的抑菌机制, 为秦皮素应用于防治水产养殖病害

提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验菌株和培养条件 

实验所使用的嗜水气单胞菌株由本实验室分

离。菌株保存在–80℃甘油管中, 使用前在血平板

上划线, 28℃过夜培养, 挑取单克隆。 

1.2  试剂和主要设备 

主要试剂 : 秦皮素(98%)和三氯乙酸购自上

海阿拉丁生化科技股份有限公司。二甲基亚砜

(DMSO)购自碧云天生物技术研究所。营养肉汤

(nutrient broth, NB)购自青岛海博生物技术有限公

司。吐温 80 购自生工生物工程(上海)有限公司。

Azocasein 购自美国 Sigma-Aldrich 公司。 

主 要 仪 器 : 全 波 长 酶 标 仪 (Multiskan G, 

Thermo Scientific), 高速冷冻离心机(赛默飞世尔

科技有限公司)。 

1.3  秦皮素对嗜水气单胞菌的最低抑菌浓度

(MIC)的测定 

最低抑菌浓度的测定参照汪业菊[16]所述的方

法 , 并对试验方法进行调整。将秦皮素溶解于

DMSO 配置成母液, 稀释备用。取嗜水气单胞菌

于 NB 培养基中过夜培养(28℃, 180 r/min), 将其

稀释至浓度为 1×105 cfu/mL 的菌悬液。取 198 μL

菌悬液、2 μL 不同浓度的供试药液, 使药液在培

养液中的终浓度为 256 μg/mL、 128 μg/mL、

64 μg/mL、32 μg/mL、16 μg/mL、8 μg/mL, 对应

加在无菌的 96 孔微量培养板中, 设置不添加秦

皮素的空白对照组和添加等量 DMSO 的溶剂对

照组。培养箱 28℃培养 24 h 后, 全波长酶标仪

测定菌液 OD600 值确定秦皮素的 MIC 值。实验重

复 3 次, 取平均值。 

1.4  秦皮素对嗜水气单胞菌生长曲线的影响试验 

将秦皮素溶解于 DMSO 配置成母液, 稀释备

用。取嗜水气单胞菌于 NB 培养基中过夜培养(28℃、

180 r/min), 将其稀释至浓度为 1×107 cfu/mL 的菌

悬液。菌液按 1%的接种量转接至含秦皮素(浓度

分别为 256 μg/mL、128 μg/mL、64 μg/mL、32 μg/mL、

16 μg/mL、8 μg/mL、4 μg/mL)的 NB 培养基中; 设

置培养基内不添加秦皮素的空白对照组和添加等

量 DMSO 的溶剂对照组; 摇床中(28℃、180 r/min)

培养。 

在 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h、10 h、12 h、22 h、

24 h、26 h, 取菌液于全波长酶标仪测定 OD600。

实验重复 3 次, 取平均值。 

以时间为横坐标, OD600 为纵坐标, 绘制实验

组和对照组的生长曲线。 

1.5  秦皮素对嗜水气单胞菌生物膜形成的影响

试验 

根据 Vasudevan 等[19]的结晶紫染色法检测菌

株生物膜, 并对试验方法进行调整。菌液按 1%

的接种量转接至含有秦皮素浓度分别为 64 μg/mL、

32 μg/mL、16 μg/mL、8 μg/mL、4 μg/mL 的 NB

培养基中, 设置空白对照组和 DMSO 溶剂对照

组。充分混匀后, 转入至无菌的 96 孔微量培养

板中, 28℃静置培养 72 h, 测定 OD600 值, 吸出菌

液, 同时用无菌 PBS 清洗培养孔后, 先后用 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。用全

波长酶标仪测定培养孔中溶液的 OD570 值, 试验

重复 3 次, 各试验组设置 3 个重复。由于不同试

验组细菌生长存在差异 , 每个样品孔测得的

OD570 值需要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)。 
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1.6  秦皮素对嗜水气单胞菌脂肪酶活性的影响

试验 

脂肪酶活性的测定基本参照 Yang 等[20]的方

法, 并略作调整。NB 培养基添加体积分数为 1%

的吐温 80 和 1.5%琼脂, 121℃高压灭菌 20 min, 

待冷却至 55℃时, 实验组加入秦皮素母液, 使药

液的终浓度为 8 μg/mL、4 μg/mL、2 μg/mL, 对照

组加入等量 DMSO, 轻轻摇匀, 尽量避免气泡的

产生, 倾注平板, 凝固后, 将细菌重悬液浓度调

为 1×107 cfu/mL, 取 4 μL 细菌重悬液点种在平板

上, 在恒温培养箱(28℃)培养 48 h 后分别测量菌

落和白色沉淀环的直径, 沉淀环与菌落直径之比

即为细菌脂肪酶活性。 

1.7  秦皮素对嗜水气单胞菌运动性的影响 

按照 Yang 等[20]所述的方法并略微调整。NB

培养基添加 0.5%琼脂粉, 121℃高压灭菌 20 min, 

待冷却至 55℃时, 实验组加入秦皮素, 使药液的

终浓度为 8 μg/mL、4 μg/mL、2 μg/mL, 对照组加

入等量 DMSO, 轻轻摇匀, 倾注平板, 凝固以后, 

取 4 μL 细菌重悬液 , 细菌重悬液浓度调为 1× 

107 cfu/mL, 点种在平板上, 在恒温培养箱(28℃)培

养 48 h 后测定菌落的直径, 细菌的运动能力与菌

落的直径呈正相关关系。 

1.8  秦皮素对嗜水气单胞菌蛋白酶活性的影响 

参见 Chu 等[21]的检测方法, 并稍加调整。将

秦皮素溶解于 DMSO 配置成母液, 稀释备用。取

嗜水气单胞菌于 NB 培养基中过夜培养(28℃、

180 r/min), 将其稀释至浓度为 1×107 cfu/mL 的菌

悬液。菌液按 1%的接种量转接至含秦皮素(秦皮

素质量浓度分别为 8 μg/mL、4 μg/mL、2 μg/mL)

的 NB 培养基中; 设置培养基内不添加秦皮素的

空白对照组和添加等量 DMSO 的溶剂对照组; 摇

床中(28℃, 180 r/min)培养 24 h。将培养液离心, 

过滤除菌, 取得上清液。 

取 150 μL 上述上清液转入 2 mL 无菌离心管

中, 加入 1 mL 0.3% 偶氮酪蛋白(azocasein) (Tris- 

HCl 配制, pH 7.5), 振荡混匀, 在 37℃恒温水浴锅

中温育 30 min 后, 加入 500 μL 预冷的三氯乙酸

(体积分数为 10%), 终止反应, 室温放置 10 min 后, 

12000 g, 4℃离心 10 min, 取 100 μL 上清液, 移至

96 孔酶标板中 , 每孔加入 100 μL 1 mol/L 

NaOH(中和三氯乙酸), 在全波长酶标仪中低速振

荡 10 s 后测定 OD400。 

1.9  秦皮素对嗜水气单胞菌溶血性的影响 

按照 Luo 等[22]的方法, 并稍加改进。将鱼红

细胞用无菌 PBS 洗涤 3 次(4℃, 2000 r/min), 参照

5%绵羊血细胞溶液制备方法, 制备成 4%鱼红细

胞溶液。取 100 μL 上述 1.8 中上清液于 2 mL 离

心管中, 加入 100 μL 4%红细胞和 800 μL 无菌生

理盐水, 37℃孵育 30 min, 5000 r/min 离心 10 min, 

取 200 μL 上清液至酶标板中, 在全波长酶标仪中

测定 OD540 值。阴性对照为无菌生理盐水, 阳性

对照为蒸馏水(溶血性为 100%), 所得到 OD540 值

按照以下公式进行计算 , 计算公式为 : (样品

OD540–阴性对照 OD540)/(阳性对照 OD540–阴性对

照 OD540)。 

1.10  数据处理 

所有实验数据均用 Excel 2010 进行统计, 计

算平均值与标准差, 所有结果均以平均值±标准

差( x ±SD)表示。并使用 SPSS 24.0 统计软件包中

的单因素方差分析(one-way ANOVA)和Duncan氏

多重比较, 检验各组间的差异, 不同的大小写字

母表示各组之间差异显著(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  秦皮素对嗜水气单胞菌的最低抑菌浓度 

空白组和溶剂对照组嗜水气单胞菌的菌液浓

度无显著性差异(P＞0.05), 说明 1%的 DMSO 添

加量不影响嗜水气单胞菌生长。秦皮素浓度为

128 μg/mL 和 256 μg/mL 时, 培养 24 h 后, 培养液

澄清透明, 嗜水气单胞菌不生长, 因此, 秦皮素

对嗜水气单胞菌的最低抑菌浓度为 128 μg/mL。

秦皮素对嗜水气单胞菌的抑制效果呈浓度依赖性

抑制, 在秦皮素浓度为 16 μg/mL、32 μg/mL、

64 μg/mL 时 , 均能显著抑制嗜水气单胞菌生长

(P<0.05)。秦皮素浓度为 8 μg/mL 时, 对嗜水气单

胞菌的生长没有显著抑制效果(图 2)。 

2.2  不同浓度秦皮素对嗜水气单胞菌生长曲线

的影响 

空白对照组和溶剂对照组的生长曲线基本重 
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图 2  秦皮素对嗜水气单胞菌的最低抑菌浓度 

柱形图上方字母不同表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Minimum inhibitory concentration of fraxetin on 
Aeromonas hydrophila 

Different letters on the column indicate significant  
difference (P<0.05). 

 

合, 曲线呈“S”形, 有明显的迟缓期、对数生长期

和稳定期, 说明在 NB 培养基里添加 1%的 DMSO

不影响嗜水气单胞菌的生长。秦皮素浓度小于

8 μg/mL 时对嗜水气单胞菌的生长没有显著影响

(P>0.05)。在秦皮素浓度大于 32 μg/mL 时, 明显

抑制了嗜水气单胞菌的生长(P<0.05), 菌株进入

对数生长期的时间出现了明显的延迟, 且生长平

台期菌液浓度明显低于对照组。秦皮素浓度大于

64 μg/mL 时, 嗜水气单胞菌不生长(图 3)。 

 

 
 

图 3  不同秦皮素浓度(µg/mL)下嗜水气单胞菌的生长曲线 

Fig. 3  Growth curve of Aeromonas hydrophila under  
different concentrations of fraxetin (µg/mL) 

 

2.3  秦皮素对嗜水气单胞菌生物膜的影响 

空白对照组和溶剂对照组的生物膜形成无显

著性差异(P>0.05), 说明 1%的 DMSO 添加量对嗜

水气单胞菌生物膜的形成无影响。秦皮素大于

16 μg/mL 时, 对嗜水气单胞菌的生物膜形成有显

著促进作用(P<0.05)。且随着秦皮素浓度增加, 对

生物膜形成的促进作用越明显(图 4)。 

 
 

图 4  秦皮素对嗜水气单胞菌生物膜形成的影响 

柱形图上方字母不同表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Effects of fraxetin on biofilm formation against  
Aeromonas hydrophila 

Different letters on the column indicate significant  
difference (P<0.05). 

 

2.4  秦皮素在非抑菌浓度下对嗜水气单胞菌毒

力的影响 

空白对照组和溶剂对照组对嗜水气单胞菌脂

肪酶活性的影响无显著性差异(P>0.05), 说明以 1%

添加量的 DMSO 作为溶剂对嗜水气单胞菌脂肪酶

活性无影响。在非抑菌浓度下, 8 μg/mL 秦皮素对嗜

水气单胞菌的脂肪酶活性有显著性降低作用(P< 

0.05), 而浓度为2 μg/mL和4 μg/mL的秦皮素对嗜水

气单胞菌脂肪酶活性无显著影响(P>0.05) (图 5)。 
 

 
 

图 5  秦皮素对嗜水气单胞菌脂肪酶活性的影响 

柱形图上方字母不同表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Effect of fraxetin on lipase activity of  
Aeromonas hydrophila 

Different letters on the column indicate significant  
difference (P<0.05). 

 

空白对照组和溶剂对照组的嗜水气单胞菌菌

落直径无显著性差异(P>0.05), 说明以 1% DMSO

作为溶剂不影响嗜水气单胞菌的运动性。当秦皮

素浓度为 2 μg/mL、4 μg/mL 和 8 μg/mL 时，和溶

剂 DMSO 组均无显著性差异(P>0.05), 即在非抑
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菌浓度下, 秦皮素对嗜水气单胞菌的运动性无显

著影响(图 6)。 
 

 
 

图 6  秦皮素对嗜水气单胞菌运动性的影响 

柱形图上方字母不同表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  Effect of fraxetin on the motility of  
Aeromonas hydrophila 

Different letters on the column indicate significant  
difference (P<0.05). 

 

空白对照组和溶剂对照组嗜水气单胞菌的蛋

白 酶 活 性 无 显 著 性 差 异 (P>0.05), 说 明 添 加

DMSO 对嗜水气单胞菌蛋白酶活性无影响。秦皮

素浓度为 8 μg/mL 时, 对嗜水气单胞菌的蛋白酶

活性有降低作用但差异不显著(P>0.05)。秦皮素浓

度为 2 μg/mL 和 4 μg/mL 时, 能显著降低嗜水气

单胞菌蛋白酶活性(P<0.05, 图 7)。 
 

 
 

图 7  秦皮素对嗜水气单胞菌蛋白酶活性的影响 

柱形图上方字母不同表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  Effect of fraxetin on the proteinase activity of  
Aeromonas hydrophila 

Different letters on the column indicate significant  
difference (P<0.05). 

 

空白对照组和溶剂对照组的嗜水气单胞菌溶

血性无显著性差异 (P>0.05) 。秦皮素浓度为

2 μg/mL、4 μg/mL 和 8 μg/mL 时和溶剂 DMSO 组

均无显著性差异 (P>0.05), 即在非抑菌浓度下 , 

秦皮素对嗜水气单胞菌的溶血性无影响(图 8)。 

 
 

图 8  秦皮素对嗜水气单胞菌溶血性的影响 

Fig. 8  Effect of fraxetin on the hemolytic activity of Aero-
monas hydrophila 

3  讨论 

目前, 主要是通过药物控制嗜水气单胞菌引

起的病害, 其中抗生素因其效果好、见效快、使

用方便、价格低廉等优点, 在水产养殖病害的防

治中被广泛使用。但随着养殖环境的不断恶化 , 

动物机体的免疫功能下降, 细菌引起的病害越发

严重, 不合理使用抗生素不仅导致嗜水气单胞菌

耐药率大大增强[23-24], 而且已有研究证实某些养

殖水体中的嗜水气单胞菌对多种药物产生了交叉

耐药[25-26]。因此, 迫切需要研究和开发低毒且不

容易产生耐药性的抗菌药物。 

近年来, 许多结构简单的、天然的、合成或

半合成的香豆素类化合物对动物致病菌的抑菌

(杀菌)活性得到了广泛研究[20]。Céspedes 等[27]研

究结果表明, C-7 和 C-8 可能是香豆素类化合物拥

有抗细菌活性的重要位点, 且 7, 8-二羟基-6-甲氧

基香豆素的抑菌活性优于 7, 8-二羟基香豆素。因

此, 本研究选取 7, 8-二羟基-6-甲氧基香豆素—秦

皮素, 研究其对嗜水气单胞菌的抑菌作用。 

现有研究证明秦皮素对金黄色葡萄球菌[16]、

大肠埃希菌[17]、霍乱弧菌[18]等不同细菌都有明显

的抑菌效果, 秦皮素对金黄色葡萄球菌[16]、大肠

埃希菌[17]和霍乱弧菌[18]的 MIC 分别为 10 μg/mL、

40 μg/mL 和 25 μg/mL。本研究结果表明, 秦皮素对

嗜水气单胞菌的 MIC 为 128 μg/mL, 说明秦皮素对

嗜水气单胞菌抑菌作用相对较弱, 这可能是物种

差异所致。而另一些研究中发现, 没食子酸[28]和绿

原酸[29]对嗜水气单胞菌的 MIC 均为 250 μg/mL, 相
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比较而言, 秦皮素抑菌效果较好, 可能是由于不

同中草药成分抑菌效果不同。彭金菊等[30]采用水

提法制备秦皮药液 , 发现其对嗜水气单胞菌的

MIC 为 100 mg/mL; 而李春涛等[31]发现秦皮水提

液的 MIC 为 7.81 mg/mL, 之间的差异可能与后者

将中草药原液的 pH 调至中性有关。秦皮水提液

对嗜水气单胞菌的抑菌效果没有秦皮素好, 这可

能是因为秦皮提取物中抑菌成分是由多种成分组

成, 且刘丽梅等[32]证实秦皮提取物中抑菌效果由

高到低依次为秦皮素、秦皮乙素、秦皮甲素、秦

皮苷。 

生长曲线指定量描述液体培养基中微生物群

体生长规律的曲线, 能够显示出细菌从开始生长

到死亡的动态全过程。在细菌生长的各个时期中, 

对数生长期的菌体繁殖速度最快, 生理代谢的各

方面表现都非常活跃, 但此时细菌对外界环境因

素也最为敏感[33]。作者通过测定菌液 OD600 来绘

制不同秦皮素浓度作用下, 嗜水气单胞菌的生长

曲线, 并分析比较其生长曲线特点。生长曲线分

析结果显示秦皮素浓度大于 16 μg/mL 时, 嗜水气

单胞菌生长缓慢, 其进入对数生长期的时间也明

显延长, 说明秦皮素对嗜水气单胞菌的生长有明

显的抑制作用。李洋等[34]发现熊果酸在亚抑菌浓

度时, 金黄色葡萄球菌的生长曲线也有进入对数

期时间延迟的现象; 但也有研究表明, 穿心莲内

酯对铜绿假单胞菌 [35](Pseudomonas aeruginosa)

和猪链球菌 [36](Streptococcus suis)生长无明显影

响。说明不同中草药对细菌生长的影响机制并不

一致, 中草药防治细菌性疾病的效果并非一定通

过抑制细菌生长来实现, 而关于秦皮素抑制嗜水

气单胞菌生长的机制需要进一步研究。生物膜是

细菌生长过程中为适应生存环境而在生物或非生

物表面生成的一种与游离菌相对应的存在形式[37]。

其形成能力受温度, 酸碱度, 起始菌液浓度, 钙、

镁离子浓度等因素的影响[38]。穿心莲内酯能够有

效抑制猪链球菌生物膜的形成, 且这种抑制作用

随药物剂量的增加而增强[36]。而秦皮素对嗜水气

单胞菌有抑菌作用时, 对嗜水气单胞菌生物膜的

形成反而有一定的促进作用。喻华英等[39]也发现

夏枯草在抑制大肠埃希菌生长的同时, 对其生物

膜的生长具有促进作用, 两者结果相似。这可能

是因为秦皮素抑制嗜水气单胞菌生长时, 对其生

物膜有一定的刺激作用 , 具体机制还需进一步

探讨。 

病原菌的致病与其产生的毒力因子密切相关, 

从发病水生动物病灶分离得到的嗜水气单胞菌均

有气溶素和胞外蛋白酶等毒力因子的检出, 目前

学者们认为嗜水气单胞菌致病是由多种毒力因子

共同作用的结果[40]。鉴于直接杀灭或抑制细菌生

长的抗生素类药物对细菌耐药的选择压力较大[26], 

本研究开展了非抑菌浓度下, 秦皮素对嗜水气单

胞菌抑菌作用的研究, 拟通过秦皮素干预嗜水气

单胞菌致病力, 进而达到防治嗜水气单胞菌感染

的目的。研究结果表明秦皮素对嗜水气单胞菌的

脂肪酶活性、运动性和溶血性基本没有抑制作用, 

仅对嗜水气单胞菌的蛋白酶活性具有一定的抑制

作用。 

综上所述, 秦皮素对嗜水气单胞菌的 MIC 为

128 μg/mL, 具有一定的抑菌功效。而在非抑菌浓

度下, 秦皮素对嗜水气单胞菌毒力的抑制作用有

限, 单从药物与细菌之间的作用效果而言, 以低

浓度秦皮素用于嗜水气单胞菌的防治意义不大 , 

但是由于药物在体内的作用不单单只是影响病原

微生物, 其对宿主也存在影响, 而鉴于中草药在

机体调节方面的复杂性, 因此判定低浓度秦皮素

是否能用于鱼体嗜水气单胞菌的防治, 仍有待进

一步补充体内试验数据。 
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Abstract: Currently, the strategies for prevention and treatment of bacterial diseases in fish are dominated by the 
use of drugs such as antibiotics. However, the overuse of antibiotics will continue to cause the development of 
resistant strains. This leads to ineffective treatment with antibiotics during disease breakouts in aquatic animals. 
Therefore, research into the development of antibiotics that are low in toxicity and not susceptible to resistance has 
become an urgent task. Increasing studies on Chinese herbal medicines and their extracts have been performed for 
the prevention and treatment of bacterial diseases in aquaculture. Fraxetin is a natural simple coumarin compound 
with good antibacterial effects and inhibitory effects against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Vibrio 
cholerae. To provide evidence for the prevention and control of aquaculture diseases, we studied the antibacterial 
effect of fraxetin on Aeromonas hydrophila in vitro and on the virulence of pathogenic bacteria. Additionally, the 
minimum inhibitory concentration (MIC), growth curve, biofilm, lipase activity, motility, protease activity, and 
hemolysis were evaluated. We determined the MIC using the micro-broth method. The growth curve was deter-
mined by OD600; biofilm formation was detected by crystal violet staining; bacterial liquid was spotted onto solid 
medium to determine lipase activity and motility; and the co-culture supernatant was collected to determine pro-
tease activity and hemolytic activity. The results showed that fraxetin had significantly inhibited A. hydrophila. 
The culture solution infected by A. hydrophila was clear and transparent after 24 h, when the concentration of 
fraxetin was 128 µg/mL and 256 μg/mL. Therefore, the MIC was 128 μg/mL. The inhibitory effect of fraxetin on A. 
hydrophila was concentration-dependent. Fraxetin significantly inhibited the growth of A. hydrophila, when its 
concentration was more than 16 μg/mL (P<0.05). At 8 μg/mL, fraxetin did not significantly inhibit the growth of A. 
hydrophila (P>0.05). The logarithmic growth phase was apparently delayed (P<0.05), and the concentration of 
bacterial solution in the plateau was significantly lower than that in the control group, when the concentration of 
fraxetin was more than 32 μg/mL. When the fraxetin concentration exceeded 16 μg/mL, A. hydrophila biofilm 
formation increased significantly (P<0.05). At 8 μg/mL, fraxetin reduced the lipase activity of A. hydrophila 
(P<0.05). It had a non-significant effect on the motility and hemolytic activity of A. hydrophila when the concen-
tration of fraxetin was 2–8 μg/mL (P>0.05); however, fraxetin at these concentrations could decrease the protease 
activity of A. hydrophila (P<0.05). Fraxetin presented antibacterial activity against A. hydrophila; however, the 
inhibitory effect of fraxetin on A. hydrophila virulence was limited at non-bacterial concentrations. The prevention 
and control of A. hydrophila by low concentrations of fraxetin requires further study; as the drug affects the 
pathogenic microorganisms as well as the host, considering the complexity of the effects of Chinese herbal medi-
cines in the body. 
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