
ＩＳＳＮ　 １００７⁃７６２６
ＣＮ　 １１⁃３８７０ ／ Ｑ

中国生物化学与分子生物学报　 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｊｂｍｂ． ｂｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ

２０１８ 年 ３ 月
３４（３）：３３４ ～ ３４０

ＤＯＩ： １０􀆰 １３８６５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｃｊｂｍｂ． ２０１８􀆰 ０３􀆰 １４

收稿日期： ２０１７⁃１２⁃２７； 修回日期： ２０１８⁃０１⁃２４； 接受日期： ２０１８⁃０１⁃３０
辽宁省大学生创新创业训练计划项目（Ｎｏ． ２０１７１０１６５０００２２３）和辽宁省自然科学基金项目（Ｎｏ． ２０１６０２４６２）资助
∗通讯作者　 Ｔｅｌ： １３４７８９５８８２５； Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｍｊ１２２２＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ： Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２７， ２０１７； Ｒｅｖｉｓｅｄ： Ｊａｎｕａｒｙ ２４， ２０１８； Ａｃｃｅｐｔｅｄ： Ｊａｎｕａｒｙ ３０， ２０１８
Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｓｔｕｄｅｎｔｓ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ （ Ｎｏ． ２０１７１０１６５０００２２３ ）； Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ２０１６０２４６２）
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｔｅｌ： １３４７８９５８８２５； Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｘｍｊ１２２２＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ

黄芩素抑制金黄色葡萄球菌生物被膜的形成
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（辽宁师范大学生命科学学院，辽宁省生物技术与分子药物研发重点实验室，辽宁 大连　 １１６０８１）

摘要　 细菌生物被膜的形成是导致细菌耐药和引起持续性感染的主要原因之一。 本文通过检测黄

芩素对金黄色葡萄球菌 ２６１１２ 菌株 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ２６１１２，ＳＡ２６１１２） 多糖细胞间黏附素

（ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ， ＰＩＡ）的合成和胞外 ＤＮＡ（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＤＮＡ，ｅＤＮＡ）释放量的

影响，及其对 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因表达量的影响，探讨黄芩素对金黄色葡萄菌生物被膜形成的抑制作

用及其机制。 结果显示，黄芩素能抑制 ＳＡ２６１１２ 生物被膜的形成，其抑杀 ＳＡ２６１１２ 的最低抑菌浓

度和最低杀菌浓度均为 ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ。 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 黄芩素和 ２５６ μｇ ／ ｍＬ 环丙沙星单独作用时，均
不能杀死其成熟生物被膜内的 ＳＡ２６１１２ 细菌，而当二者联用时则可杀死成熟生物被膜内的细菌。
黄芩素能显著抑制 ＳＡ２６１１２ 菌株 ＰＩＡ 的合成、ｅＤＮＡ 的释放量及 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因的相对表达量。
其中，０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ 黄芩素作用 ＳＡ２６１１２ 菌株 ２４ ｈ，与对照组相比，ｅＤＮＡ 的释放量减少 ９７％ ，ｉｃａＡ
和 ｃｉｄＡ 基因的相对表达量分别减少 ６２％ 和 ４１％ 。 上述结果表明，黄芩素能抑制 ＳＡ２６１１２ 菌株生

物被膜的形成，其作用机制可通过降低 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 的基因表达量，进而影响 ＰＩＡ 的合成和 ｅＤＮＡ
的释放，来抑制金黄色葡萄球菌生物被膜的形成。
关键词　 生物被膜； 金黄色葡萄球菌； 黄芩素
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　 　 细菌的耐药性问题是目前医学界面临的严峻问

题。 其中，细菌生物被膜（ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｉｏｆｉｌｍ，ＢＦ）的形

成是导致细菌耐药和引起持续性感染的主要原因之

一。 据报道，大约 ８０％的细菌性感染疾病的发生和

发展都与被膜的形成密切相关［１］。 生物被膜是细

菌自身分泌的胞外基质相互黏连形成的有特定结构

和功能的细胞群体［２， ３］。 生物被膜的主要成分包括

胞外多糖、蛋白质和胞外 ＤＮＡ（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＤＮＡ，
ｅＤＮＡ ） 等［４］。 其 中， 多 糖 细 胞 间 黏 附 素

（ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ，ＰＩＡ）是葡萄球

菌被膜形成中的重要因子，在 ＢＦ 形成的黏附和聚

集阶段发挥重要作用。 ＰＩＡ 缺乏，其菌株间的相互

黏附能力大大下降，无法形成正常的被膜。 ＰＩＡ 的

合成与 ｉｃａ 操纵子的调控有关［５］。 ｅＤＮＡ 在葡萄球

菌的生物被膜形成过程中也发挥重要作用，它主要

在被膜形成的初始黏附阶段起连接作用，在成熟被

膜形成中发挥维持和稳定生物被膜结构的作用。 细

菌细胞的死亡和溶解是 ｅＤＮＡ 释放的基础。 其中，
ｃｉｄ 操纵子参与调控葡萄球菌的死亡、溶解以及

ｅＤＮＡ 的释放［６］。 由于细菌形成被膜后其耐药性极

强，难以彻底清除，因此是临床治疗上的一大难题。
中药由于具有来源广泛、价格低、毒副作用小、

不易产生耐药性和作用靶位多等优点，在慢性感染

的治疗中充分显示了其独特的优势。 研究发现，一
些中药单体化合物，如穿心莲内酯、桃柁酚、黄芩素

和厚朴酚等对生物被膜的形成有显著的抑制作

用［７， ８］。 本文以传统中药黄芩素为实验材料，通过

研究其对供试金黄色葡萄球菌生物被膜的主要成分

ＰＩＡ 的合成和 ｅＤＮＡ 释放量的影响，来探讨其抑制

金黄色葡萄球菌生物被膜形成的作用机制，旨在为

临床药物的开发提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

金黄色葡萄球菌 （ ＳＡ２６１１２、ＳＡ１０６６、 ＳＡ１８２８、
ＳＡ４１５７３、ＳＡ３００２、ＳＡ２５９２３、ＳＡ１９９７）由大连市中心

医院检验科提供。 阴性对照菌株表皮葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ ＡＴＣＣ１２２２８）购于中国医

学菌种保藏中心。 培养基为含 ５％ 的葡萄糖 ＬＢ 液

体培养基，刚果红固体培养基。 黄芩素标准品（纯
度≥９８％ ），购于成都曼斯特生物科技有限公司；环
丙沙星购于上海生工生物工程有限公司；ＰＣＲ 反应

液，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ 等购于大连宝生物公司。
ＩＥＣＣＬ３１Ｒ Ｍｕｌｔｉｓｐｅｅｄ 型 超 速 冷 冻 离 心 机 购 于

Ｔｈｅｒｍｏ 公司；ＴＣ５１２ 型 ＰＣＲ 仪购于英国 ＴＥＣＨＮＥ
公 司； 实 时 定 量 ＰＣＲ 仪 ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭｘ３００５Ｐ 为

ＴａＫａＲａＴＰ８００。
１􀆰 ２　 刚果红平板实验和结晶紫半定量实验检测供

试菌株被膜的形成

刚果红平板实验：将供试菌株和阴性对照菌株

分别接种于刚果红平板上，３７℃培养 ２４ ｈ 后观察结

果。 结果判断：菌落黑色、光亮的初步认定为能形成

被膜的菌株；菌落为白色或红色的为不能形成被膜

的菌株。 结晶紫半定量实验［９⁃１１］：将培养至对数期

的供试菌株悬液用含 ５％ 葡萄糖 ＬＢ 液体培养基进

行稀释（１０６ＣＦＵ ／ ｍＬ），取 ２００ μＬ 加入到 ９６ 孔板中，
３７℃培养 ２４ ｈ，于酶标仪 ５９５ ｎｍ 下测定菌体的吸光

值。 再将上清除去，用 ＰＢＳ 清洗，加入甲醇固定 １５
ｍｉｎ 后除去甲醇，于每孔中再加入 ２％ 结晶紫，染色

８ ｍｉｎ 后水洗，再用乙醇∶ 丙酮（体积比 ＝ ８０∶ ２０）悬
浮菌体。 于酶标仪 ５７０ ｎｍ 下测定菌体吸光值。 以

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ ＡＴＣＣ１２２２８ 为阴性对照，
以不加菌液的培养基为空白对照，实验重复 ３ 次。

供试菌株形成生物被膜能力的判断：Ａ５７０ ／ Ａ５９５ ＜
ＯＤＣ，为生物被膜阴性菌株，用 “⁃” 表示；ＯＤＣ ＜
Ａ５７０ ／ Ａ５９５　 ＜ ２ＯＤＣ，为形成生物被膜较弱的菌株，用
“ ＋ ”表示； ２ＯＤＣ ＜ Ａ５７０ ／ Ａ５９５ ＜ ４ＯＤＣ，为形成生物

被膜较强的菌株，用“ ＋ ＋ ”表示；Ａ５７０ ／ Ａ５９５ ＞ ４ＯＤＣ，
为形成生物被膜强菌株，用“ ＋ ＋ ＋ ”表示；ＯＤＣ ＝
阴性对照组 Ａ５７０ ＋ ３ＳＤ（ＳＤ 为标准偏差）；Ａ５７０ ＝ ５７０
ｎｍ 下测得的 Ａ 值 － 空白对照的 Ａ 值；Ａ５９５ ＝ ５９５ ｎｍ
下测得的 Ａ 值 －空白对照的 Ａ 值。
１􀆰 ３　 ＳＡ２６１１２ 生物被膜形成的测定

取 ２００ μＬ 培养至对数期的 ＳＡ２６１１２ 菌悬液

（１０６ＣＦＵ ／ ｍＬ）加到 ９６ 孔板中，分别培养 １、２、３、４、
５、６ 和 ７ ｄ，弃去上清，ＰＢＳ 洗 ３ 次。 甲醇固定 １５
ｍｉｎ，每孔加入 ２％结晶紫染色 ８ ｍｉｎ。 水洗 ９６ 孔板

至流水无色，每孔加入 ２００ μＬ 乙醇∶ 丙酮（体积比 ＝

５３３
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８０∶ ２０）悬浮菌体，于酶标仪 ５７０ ｎｍ 下测吸光值，每
组设置 ３ 个复孔，取其平均值。
１􀆰 ４　 黄芩素抑杀 ＳＡ２６１１２ 的 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 的测定

于 ９６ 孔板中，分别加入 １００ μＬ（１０６ＣＦＵ ／ ｍＬ）
培养至对数期的 ＳＡ２６１１２ 菌悬液，再分别加入 １００
μＬ 黄芩素，使其终浓度分别为 ０􀆰 ００５、０􀆰 ０１、０􀆰 ０２、
０􀆰 ０４ 和 ０􀆰 ０８ ｍｇ ／ ｍＬ， 以不加药组为空白对照。
３７℃培养 ２４ ｈ，每孔分别加入 ２０ μＬ ０􀆰 ２％氯代三苯

基四氮唑（ＴＴＣ），继续避光培养 ４ ｈ。 以无红色还原

物甲臢产生的最低浓度作为最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。
然后，从各孔中吸取 １０ μＬ 菌悬液涂布于 ＬＢ 固体

培养基（含 ５％葡萄糖），３７℃培养 ２４ ｈ，以无菌落生

长的最低浓度作为黄芩素杀死 ＳＡ２６１１２ 的最低杀

菌浓度（ＭＢＣ）。 每组设置 ３ 个复孔，取其平均值。
１􀆰 ５　 黄芩素与环丙沙星联用对 ＳＡ２６１１２ 成熟生物

膜抑制作用的检测

将培养 ３ ｄ 的成熟生物膜用 ＰＢＳ 清洗后，在每

孔中同时加入等量的黄芩素和环丙沙星，其中黄芩

素的终浓度分别为 ０、０􀆰 ０２、０􀆰 ０４、０􀆰 ０８、０􀆰 １２ 和 ０􀆰 ２４
ｍｇ ／ ｍＬ，环丙沙星的终浓度分别为 ０、１６、３２、６４、１２８
和 ２５６ μｇ ／ ｍＬ。 ３７℃静置培养 ２４ ｈ，用 ＴＴＣ 法检测

黄芩素和环丙沙星联用后对成熟生物被膜的破坏

作用。
１􀆰 ６　 黄芩素对 ＳＡ２６１１２ 合成多糖细胞间黏附素

（ＰＩＡ）作用的分析

将 ２ ｍＬ 培养至对数期的 ＳＡ２６１１２ 菌悬液（１０７

ＣＦＵ ／ ｍＬ）加入到 ６ 孔板中，再加入一定量的黄芩素

使其终浓度分别为 ０、０􀆰 ００５、０􀆰 ０１、０􀆰 ０２ 和 ０􀆰 ０４ ｍｇ ／
ｍＬ，３７℃静置培养 ２４ ｈ，分别得到游离细菌上清液

和用 ＥＤＴＡ 溶解的生物被膜菌悬液，然后按照 Ｄｏｔ⁃
Ｂｌｏｔ 法分别检测其中所含 ＰＩＡ 的量［１２，１３］。
１􀆰 ７　 黄芩素对 ＳＡ２６１１２ 胞外 ＤＮＡ（ｅＤＮＡ）分泌量

的分析

将 ２ ｍＬ 培养至对数期的 ＳＡ２６１１２ 菌悬液（１０７

ＣＦＵ ／ ｍＬ）加入到 ６ 孔板中，再加入一定量的黄芩素

使其终浓度分别为 ０、０􀆰 ００５、０􀆰 ０１、０􀆰 ０２、０􀆰 ０４ ｍｇ ／
ｍＬ，３７℃静置培养 ２４ ｈ，按 Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ 等［１４］ 方法提

取 ｅＤＮＡ，用分光光度计检测 ｅＤＮＡ 的浓度，ｅＤＮＡ
表达水平用 ｅＤＮＡμｇ ／ Ａ５９５表示。 实验重复 ３ 次。
１􀆰 ８　 黄芩素对 ＳＡ２６１１２ ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因表达量

的分析

首先采用 Ｏｌｉｇｏ ６􀆰 ０ 和 Ｐｒｉｍｅｒｓ ５􀆰 ０ 软件设计与

生物被膜形成的相关基因 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 的上下游引

物（Ｔａｂｌｅ１），琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增产物。

将培养至对数期的 ＳＡ２６１１２ 接种到黄芩素的终浓

度分别为 ０、０􀆰 ００５、０􀆰 ０１、０􀆰 ０２ 和 ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ 的培

养基中，３７℃培养 ２４ ｈ，取菌悬液 ６ ｍＬ，采用 Ｔｒｉｚｏｌ
法提取总 ＲＮＡ，定量后采用两步法反转合成 ｃＤＮＡ，
然后用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥｘＴａｑＴＭ染料和 Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ
Ｄｉｃｅ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ 扩增仪进行扩增， 以 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 为内参基因。 待反应结束，分析 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的扩

增曲线和融解曲线，并计算 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 的相对表

达量。
Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→ ３′） Ｐｒｏｄｕｃｔ ／ ｂｐ
ｉｃａＡ⁃Ｆ ＧＡＡＡＣＡＴＴＧＧＧＡＧＧＴＣＴＴ
ｉｃａＡ⁃Ｒ ＧＧＴＡＴＴＣＣＣＴＣＴＧＴＣＴＧＧ

４６８

ｃｉｄＡ⁃Ｆ ＧＡＴＴＴＴＴＣＡＴＣＴＴＣＣＣＴＴＡＧＣＣＧ
ｃｉｄＡ⁃Ｒ ＧＣＧＴＣＴＡＣＡＣＣＴＴＴＡＣＧＡＴＧＴＴＴＡＴ

３００

１􀆰 ９　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 及 Ｃｕｒｖｅ Ｅｘｐｅｒｔ１􀆰 ３ 统计软件进

行分析，组内比较采用单因素方差分析，组间采用 ｔ
检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 供试菌株形成被膜的测定

为了获得形成被膜能力较强的实验菌株，对供

试的菌株进行了定性和半定量的检测。 结果

（Ｆｉｇ． １）显示，供试的 ７ 株金黄色葡萄球菌中，有 ５
株菌能形成黑色、光亮的干燥菌落，表明其可形成

被膜。

Ｆｉｇ． １ 　 Ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ． ａｕｒｅｕｓ 　 　
Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｍｅｎｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｒｏｕｐ （ ＳＡ１０６６， ＳＡ１８２８，
ＳＡ４１５７３， ＳＡ３００２， ＳＡ２５９２３， ＳＡ２６１１２， ＳＡ１９９７ ） ａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（ＡＴＣＣ１２２２８） ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｇｏ ｒｅｄ ｐｌａｔｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ３７℃ ｆｏｒ ２４
ｈｏｕｒｓ． Ｔｈｅ ｂｌａｃｋｎｅｓｓ ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＦ， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅｎｅｓｓ ｏｒ
ｒｅｄｎｅｓｓ ｓｈｏｗｅｄ ｆａｉｌｕｒｅ ｏｆ ＢＦ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ． （１） ＡＴＣＣ１２２２８，
（２）ＳＡ１０６６， （３）ＳＡ１８２８， （４）ＳＡ４１５７３， （５）ＳＡ３００２， （６）
ＳＡ２５９２３， （７）ＳＡ２６１１２， （８）ＳＡ１９９７

结晶紫半定量结果（Ｔａｂｌｅ ２）显示，在能形成被

６３３
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膜的 ５ 株菌中，有 ３ 株菌为形成被膜较弱的菌株，２
株菌为形成被膜较强的菌株。 其中，ＳＡ２６１１２ 菌株

形成被膜的能力强于 ＳＡ２５９２３，提示 ＳＡ２６１１２ 菌株

可作为后续的实验菌株。
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ａｓｓａｙ
Ｔｅｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ ＳＡ２６１１２ ＳＡ２５９２３ ＳＡ１９９７ ＳＡ４１５７３ ＳＡ１８２８
Ａ５７０ ／ Ａ５９０ １􀆰 ９４ １􀆰 ３３ １􀆰 ５ ０􀆰 ８５ ０􀆰 ７８
Ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

“ ＋ ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｅａｋｅｒ ＢＦ ｓｔｒａｉｎｓ； “ ＋ ＋ ” ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｏｎｇｅｒ ＢＦ ｓｔｒａｉｎｓ

２􀆰 ２　 ＳＡ２６１１２ 生物被膜的形成

为了观察 ＳＡ２６１１２ 菌株生物被膜的形成过

程，通过显微镜观察和结晶紫半定量法进行了测

定。 实 验 结 果 显 示， 当 培 养 时 间 为 １ ｄ 时，
ＳＡ２６１１２ 菌株生物被膜存在大块未被结晶紫染色

的白色空隙即未形成生物被膜的区域，说明此时

生物被膜的结构较为疏松；培养 ３ ｄ 时，ＳＡ２６１１２
菌株生物被膜可被结晶紫均匀染色，说明此时生

物被膜的结构较为致密（ Ｆｉｇ． ２）。 且当培养时间

达到 ３ ｄ 后，ＳＡ２６１１２ 菌株生物被膜内的菌量基本

恒定（Ｆｉｇ． ３），提示 ＳＡ２６１１２ 菌株在培养至第 ３ ｄ
时即可形成成熟的生物被膜。

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｔｈｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ＳＡ２６１１２ ｕｎｄｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　 　 Ｔｈｅ ｓｌｉｄｅ ｗａｓ ｐｌａｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｔｒｉ ｄｉｓｈ ａｎｄ ２０
ｍＬ １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｗａｓ ａｄｄｅｄ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ
ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ １ｔｏ ３ ｄａｙｓ． Ｓｌｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｒｙｓｔａｌ
ｖｉｏｌｅｔ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａｎ ｏｐｔｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｔｈｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ＳＡ２６１１２ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ａｓｓａｙ 　 　 Ｔｈｅ ＳＡ２６１１２
ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｏｎ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｐｈａｓｅ （１０６ＣＦＵ ／ ｍＬ） ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｉｎ ９６⁃ｗｅｌｌ ｐｌａｔｅｓ ｆｏｒ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ２％ ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ ｗａｓ
ａｄｄｅｄ ｔｏ ｓｔａｉｎ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ． Ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ Ｅｔｈａｎｏｌ⁃
ｐｒｏｐａｎｏｌ ｍｉｘｔｕｒｅ （ ｒａｔｉｏ ｏｆ ８０∶ ２０ ） ａｆｔｅｒ ｒｉｎｓｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ａｔ ５７０ ｎｍ ｕｓｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ ｒｅａｄｅｒ． Ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｓｅｔ ｆｏｒ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ ａｎｄ
ａｖｅｒａｇｅ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ． Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｍｅａｎ ± ＳＤ ｏｆ
ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ａｎｄ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ １ ｄａｙ

２􀆰 ３　 黄芩素抑制和杀死 ＳＡ２６１１２ 的 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ
为探讨黄芩素对 ＳＡ２６１１２ 菌株的抑杀作用，采

用 ＴＴＣ 法进行测定。 结果（Ｔａｂｌｅ ３）显示，黄芩素抑

杀 ＳＡ２６１１２ 的 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 均为 ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ。 提

示黄芩素能抑制 ＳＡ２６１１２ 菌株生物被膜的形成。

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭＩＣ ａｎｄ ＭＢＣ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ａｇａｉｎｓｔ ＳＡ２６１１２
Ｂａｉｃａｌｅｉｎ（ｍｇ ／ ｍＬ） Ｃｏｎｔｒｏｌ ０􀆰 ００５ ０􀆰 ０１ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０４ ０􀆰 ０８
ＭＩＣ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＭＢＣ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

“ ＋ ” ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｒｏｗｔｈ； “ － ” ｆｏｒ ａｓｅｐｔｉｃ ｇｒｏｗｔｈ

２􀆰 ４　 黄芩素与环丙沙星联用杀死 ＳＡ２６１１２ 成熟生

物被膜内的细菌

为探讨黄芩素对成熟生物被膜内细菌的抑杀作

用及作用机制，采用 ＴＴＣ 法进行检测。 结果（Ｔａｂｌｅ
４）显示，当 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 黄芩素和 ２５６ μｇ ／ ｍＬ 环丙

沙星单独作用 ＳＡ２６１１２ 时，均不能杀死其成熟生物

被膜内的细菌，但二者联用，如黄芩素的浓度为

０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ，环丙沙星的浓度为 ６４ μｇ ／ ｍＬ 时，即可

完全杀死被膜内的细菌。 提示黄芩素能通过破坏被

膜的结构，使环丙沙星渗透到被膜内来发挥其杀菌

作用。
２􀆰 ５　 黄芩素抑制 ＳＡ２６１１２多糖细胞间黏附素的合成

基于 ＰＩＡ 在细菌被膜形成的黏附和聚集阶段发

挥重要的作用，测定了黄芩素对 ＳＡ２６１１２ ＰＩＡ 合成

量的影响。 结果（Ｆｉｇ． ４）显示，随着黄芩素浓度的增

大，生物被膜内细菌和游离细菌合成 ＰＩＡ 量都随之

减少，提示黄芩素能够通过抑制 ＳＡ２６１１２ 菌株 ＰＩＡ
的合成来抑制其生物被膜的形成。
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Ｔａｂｌｅ ４　 Ｂａｉｃａｌｅｉｎｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ａｇａｉｎｓｔ ＳＡ２６１１２ ｍａｔｕｒｅ ｂｉｏｆｉｌｍ
Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ （μｇ ／ ｍＬ）

Ｂａｉｃａｌｅｉｎ（ｍｇ ／ ｍＬ） ０ １６ ３２ ６４ １２８ ２５６

０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
０􀆰 ０２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
０􀆰 ０４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －
０􀆰 ０８ ＋ ＋ － － － －
０􀆰 １６ ＋ － － － － －

“ ＋ ” ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｒｏｗｔｈ； “ － ” ｆｏｒ ａｓｅｐｔｉｃ ｇｒｏｗｔｈ

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｏｎ ＳＡ２６１１２ ＰＩＡ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　 　 Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ
ｏｎ ＳＡ２６１１２ ＰＩＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ＳＡ２６１１２ （１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ）
ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ （０，
０􀆰 ００５，０􀆰 ０１，０􀆰 ０３，０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ） ｉｎ ３７℃ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ．
Ｆｒｅｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ａｎｄ ｂｉｏｆｉｌｍ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｂｙ ＥＤＴＡ） ｗａｓ ａｃｑｕｉｒｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ＰＩＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｄｏｔ⁃Ｂｌｏｔ ｍｅｔｈｏｄ

２􀆰 ６　 黄芩素能抑制 ＳＡ２６１１２ ｅＤＮＡ 的分泌量

基于 ｅＤＮＡ 在被膜的初始黏附阶段和后期在维

持与稳定成熟被膜的结构中也发挥重要的作用，因
此测定黄芩素对 ＳＡ２６１１２ ｅＤＮＡ 释放量的影响。 结

果（Ｆｉｇ． ５）显示，随着黄芩素浓度的增加，ＳＡ２６１１２
菌株释放 ｅＤＮＡ 的量逐渐减少，其中 ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ 的

黄芩素作用 ＳＡ２６１１２ 菌体 ２４ ｈ，与对照组相比，
ｅＤＮＡ 的释放量减少 ９７％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 提示黄芩素

能通过减少 ＳＡ２６１１２ 菌株 ｅＤＮＡ 的分泌量，影响其

生物被膜的形成。
２􀆰 ７　 黄芩素抑制 ＳＡ２６１１２ ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因的相

对表达量

基于 ＰＩＡ 的合成和 ｅＤＮＡ 的释放分别受 ｉｃａＡ 和

ｃｉｄＡ 操纵子的调控，首先证明 ＳＡ２６１１２ 菌株中是否

存在 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因，并采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法测定黄芩

素对 ＳＡ２６１１２ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因表达量的影响。 检测

结果（Ｆｉｇ． ６）显示，在供试菌株中存在与被膜形成相

关的 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因。
ＲＴ⁃ＰＣＲ 结 果 显 示， 黄 芩 素 可 显 著 降 低

ＳＡ２６１１２ 菌株中的 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 的相对表达量。 其

中， ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ 的黄芩素作用 ＳＡ２６１１２ 菌体 ２４ ｈ，
与对照组相比，ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 的表达量分别减少 ６２％
和 ４１％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （Ｆｉｇ． ７）。 提示黄芩素能通过降

Ｆｉｇ． ５ 　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｅＤＮＡ ａｆｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｏｆ ＳＡ２６１１２ 　 　 Ｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｏｎ ＳＡ２６１１２ ｅＤＮＡ
ｒｅｌｅａｓｅ． ＳＡ２６１１２ （１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ） ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｂａｉｃａｌｅｉｎ （０， ０􀆰 ００５， ０􀆰 ０１， ０􀆰 ０３， ０􀆰 ０４ ｍｇ ／
ｍＬ） ｉｎ ３７℃ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ． Ｔｈｅ ｅＤＮＡ ｗａｓ ｅｘｔｒｏｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ’ ｓ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ
ｅＤＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｙ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅＤＮＡ
（μｇ ／ Ａ５９５ ）． Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ ｏｆ ０ ｍｇ ／ ｍＬ ｂａｉｃａｌｅｉｎ

Ｆｉｇ． ６ 　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｃａＡ ａｎｄ ｃｉｄＡ ｇｅｎｅｓ 　 　 Ｏｌｉｇｏ ６􀆰 ０
ａｎｄ Ｐｒｉｍｅｒｓ ５ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎ ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ａｎｄ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｉｃａＡ ａｎｄ ｃｉｄＡ． Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

低 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因的相对表达量来抑制 ＳＡ２６１１２
菌株被膜的形成。

３　 讨论

由于生物被膜的形成能使被膜内的细菌逃避人
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Ｆｉｇ． ７ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｏｎ ｉｃａＡ ａｎｄ ｃｉｄＡ ｏｆ
ＳＡ２６１１２ ｓｔｒａｉｎ 　 　 Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ
ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＡ２６１１２ ｉｃａＡ ａｎｄ
ｃｉｄＡ ｇｅｎｅｓ， ＳＡ２６１１２ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （０， ０􀆰 ００５， ０􀆰 ０１，
０􀆰 ０２， ０􀆰 ０４ ｍｇ ／ ｍＬ） ｉｎ ３７℃ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ． Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｎ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｂｙ Ｔｒｉｚｏｌ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｃＤＮＡ
ｗａｓ ａｃｑｕｉｒｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ． Ｔｈｅ １６ｓ ｒＲＮＡ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｔｈｅ ｉｃａＡ ａｎｄ ｃｉｄＡ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ． Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＤ ｏｆ
ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

机体免疫系统的攻击和抗菌药物的杀伤作用，进而

导致疾病的扩散和持续性感染的发生，因此，获得能

抑制或破坏被膜的药物是解决细菌耐药和治疗临床

慢性感染的有效途径［１５］。 鉴于被膜的形成可使细

菌对抗生素等药物的抵抗能力明显增强，致使目前

用于临床的有效药物明显不足的情况下，对中药单

体化合物抑制 ＳＡ２６１１２ 生物被膜的形成及其作用

机制的研究具有一定的理论意义和实践意义。 近年

来，黄芩素因具有多重的药理作用而受到国内外学

者的广泛关注，但目前关于黄芩素影响细菌生物被

膜形成的作用机制尚缺乏系统的研究。 本研究结果

可为开发新药治疗由 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ 生物被膜

引起的临床感染提供理论依据。 本研究结果表明，
黄芩素对 ＳＡ２６１１２ 生物被膜的形成具有较强的抑

制作用。 黄芩素和环丙沙星单独作用 ＳＡ２６１１２ 时，
均不能杀死其成熟生物被膜内的细菌。 但当二者联

用时，则可杀死成熟被膜内的细菌。 究其原因可能

是黄芩素破坏了被膜的结构，致使环丙沙星渗透到

被膜内而发挥其杀菌作用。
被膜的形成过程十分复杂，包括定殖、黏附、聚

集、成熟和播散 ５ 个阶段。 其中 ＰＩＡ 在被膜形成的

黏附和聚集阶段发挥重要作用，是维持生物被膜稳

定性的主要组成成分［１６］。 本研究结果显示，黄芩素

可通过降低 ＳＡ２６１１２ 菌株中 ｉｃａＡ 的表达量，来抑制

ＰＩＡ 的合成。 这与已报道的 ＰＩＡ 的合成与 ｉｃａ 操纵

子的调控，来阻断细菌间的黏附和聚集进而破坏生

物被膜稳定性的结果一致［１７， １８］。
ｅＤＮＡ 也是被膜的主要成分，它在生物膜形成

早期，作为细胞与载体表面相互作用的介质，是调节

生物膜形成的重要因子，在维持和稳定成熟被膜的

结构中也发挥重要的作用［１９，２０］。 本研究结果显示，
黄芩素可通过降低 ＳＡ２６１１２ 菌株中 ｃｉｄＡ 基因的表

达量，影响生物被膜的形成。 这与已报道的 ｃｉｄ 操

纵子能参与调控葡萄球菌的死亡、溶解以及破坏生

物被膜稳定性的结果一致［２１， ２２］。
综上所述， 黄芩素能抑制金黄色葡萄球菌

２６１１２ 生物被膜的形成，其作用机制是通过降低

ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因的表达，阻断 ＰＩＡ 的合成及 ｅＤＮＡ
的释放来影响 ＳＡ２６１１２ 生物被膜的形成。 黄芩素

究竟通过何种方式降低 ｉｃａＡ 和 ｃｉｄＡ 基因的表达，还
有待深入研究。 此外，被膜的形成是由多种因子和

多基因共同调控的过程，关于黄芩素抑制被膜形成

的其他作用机制也有待于进一步的研究。
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