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［摘要］　目的　探讨亚抑菌浓度头孢洛林对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌生物膜形成能力的影响，为抗菌
药物的临床使用提供理论依据。方法　金黄色葡萄球菌抑菌浓度（ＭＩＣ）检测采用微量肉汤稀释法，亚ＭＩＣ头
孢洛林对细菌生物膜形成能力的影响采用９６孔板结晶紫染色法，胞外多糖的检测采用苯酚硫酸法，ｉｃａＡ基因
的表达采用荧光定量 ＰＣＲ扩增。结果　１０株 ＭＲＳＡ菌株对大部分抗菌药物具有较高耐药性，而对呋喃妥因、
万古霉素和头孢洛林完全敏感。亚ＭＩＣ头孢洛林对７株 ＭＲＳＡ菌株的生物膜形成具有显著诱导作用。此外，
亚ＭＩＣ头孢洛林能增加ＭＲＳＡ菌株胞外多糖的产生和 ｉｃａＡ基因的表达。结论　亚ＭＩＣ头孢洛林可能通过诱
导ｉｃａＡ基因表达而增加胞外多糖的产生，从而导致细菌生物膜形成能力增强。
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　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）是全球医
院感染的重要革兰阳性菌，可引起皮肤和手术部位

感染、菌血症、心内膜炎和肺炎等，具有较高的致死

率［１］。近年来，随着导管和外科植入物等生物材料

的应用，金黄色葡萄球菌生物膜引起的感染使临床

治疗趋于复杂化［２］。头孢洛林是头孢洛林酯前药

的活性代谢物，它是一种新型的头孢菌素，用于治疗

成人社区获得性细菌性肺炎和急性细菌性皮肤和皮

肤结构感染，对包括 ＭＲＳＡ在内的金黄色葡萄球菌
具有较高的体外抗菌活性［３４］。有研究表明，亚抑菌

浓度抗菌药物能显著诱导包括金黄色葡萄球菌在内

的不同种类细菌的生物膜形成［５７］。此外，亚抑菌浓
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度抗菌药物还能引起细菌基因转录的变化［８］。由

于头孢洛林在体内治疗过程中大部分时间处于亚抑

菌浓度水平，因此本研究以 ＭＲＳＡ临床株为研究对
象，研究亚抑菌浓度头孢洛林对 ＭＲＳＡ生物膜形成
能力的影响，为临床抗菌药物的使用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　菌株来源　１０株 ＭＲＳＡ临床株（Ｓ１５０１
Ｓ１５１０）分离自２０１５年７月至１２月第三军医大学西
南医院临床送检标本，剔除同一患者的重复菌株。

金黄色葡萄球菌质控菌株 ＡＴＣＣ２９２１３由第三军医
大学西南医院药学部保存。

１．２　试剂与仪器　头孢洛林（日本武田制药，批
号：２２９０１６７３３，纯度：９９％），哥伦比亚血琼脂平板
（重庆庞通公司），ＭＨ培养基（北京陆桥生物技术有
限公司），胰蛋白胨大豆肉汤（ＴＳＢ）培养基（英国
Ｏｘｏｉｄ公司），ＲＮＡ提取试剂盒和琼脂糖（北京天根
生物科技有限公司），逆转录试剂盒和 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（东洋纺生物科技有限公
司），引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。酶标仪（美国 ＭＤ
公司），ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ扩增仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．３　实验方法
１．３．１　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的检测　采用微量肉
汤稀释法检测ＭＲＳＡ菌株ＭＩＣ。ＭＲＳＡ菌株划线接
种于血琼脂平板，３７℃恒温培养２４ｈ。挑取单菌落
于１０ｍＬＴＳＢ肉汤中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培
养过夜。细菌过夜培养物用无菌０．９％氯化钠注射
溶液稀释校正至０．５麦氏单位，然后再用 ＴＳＢ肉汤
稀释１００倍备用。头孢洛林用 ＴＳＢ肉汤倍比稀释
至１１个浓度梯度（０．２５～２５６μｇ／ｍＬ）。然后在９６
孔板中每孔加入１００μＬ稀释菌液和１００μＬ系列浓
度头孢洛林，生长对照孔中加入１００μＬ稀释菌液和
１００μＬＴＳＢ肉汤。３７℃孵育 ２４ｈ后观察结果。
ＭＩＣ结果参照美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ）
２０１４年标准进行判读。
１．３．２　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株生物膜形成
能力的影响　采用９６孔板结晶紫染色法检测ＭＲＳＡ
菌株生物膜形成能力［９］。将 ＭＲＳＡ过夜培养物用
ＴＳＢ肉汤稀释１０００倍。空白对照组每孔加入 １００
μＬ菌液和１００μＬＴＳＢ肉汤；头孢洛林组每孔加入
１００μＬ菌液和１００μＬ头孢洛林，使药物终浓度为
１／４ＭＩＣ。９６孔板放入３７℃孵箱培养２４ｈ。培养完
毕，轻轻吸除浮游菌，用 ＰＢＳ缓冲液轻柔冲洗２次，
通风处倒置自然风干。然后在每孔中加入１％结晶

紫溶液２００μＬ，染色１０ｍｉｎ，自来水冲洗３次，再次
通风阴凉处倒置自然晾干。最后每孔加入３０％冰
醋酸溶液１００μＬ，用酶标仪在５９０ｎｍ处测定其吸
光度值。每组设置３个复孔，实验重复３次。
１．３．３　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株胞外多糖的
影响　采用苯酚 －硫酸法检测 ＭＲＳＡ菌株胞外多
糖的产生［１０］。按１％接种量将 ＭＲＳＡ过夜培养物
转种于１００ｍＬＴＳＢ和含１／４ＭＩＣ头孢洛林的 ＴＳＢ
肉汤中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养８ｈ。培养
完毕将所有菌液在４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，
去除上清。用蒸馏水重悬离心管底部的沉淀，然后

加入３７％甲醛溶液 ３００μＬ，４℃条件下放置 ３ｈ。
然后加入２０ｍＬ１ＭＮａＯＨ，４℃再放置３ｈ。４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，去除上清，留取沉淀待
查。以标准葡萄糖溶液为底物制定标准曲线，上述

待测沉淀稀释后按同样的方法进行显色，然后在

４９０ｎｍ处测定其吸光度值，并根据标准曲线计算出
相应的多糖含量。

１．３．４　亚ＭＩＣ头孢洛林对 ＭＲＳＡ菌株 ｉｃａ基因表
达的影响　采用荧光定量 ＰＣＲ检测亚ＭＩＣ头孢洛
林对ＭＲＳＡ菌株ｉｃａＡ基因表达的影响。采用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ６．０软件针对 ｉｃａＡ基因序列设计引物。
ｉｃａＡＦ：ＣＴＴＧＧＡＴＧＣＡＧＡＴＡＣＴＡＴＣＧ；ｉｃａＡＲ：ＧＣＧＴ
ＴＧＣＴＴＣＣＡＡＡＧＡＣＣＴＣ。ＭＲＳＡ菌株划线接种于血
琼脂平板，３７℃培养２４ｈ。分别挑取单菌落于１０
ｍＬＴＳＢ和含 １／４ＭＩＣ头孢洛林的 ＴＳＢ肉汤中，
３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养２４ｈ。按照 ＲＮＡ抽
提试剂盒说明书提取细菌总 ＲＮＡ，并用紫外分光光
度计测定 ＲＮＡ浓度。ｃＤＮＡ合成按照逆转录试剂
盒说明书进行。逆转录反应条件：４２℃ １０ｍｉｎ，３０
℃２０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，４℃５ｍｉｎ。反应完毕ｃＤＮＡ
放入 －２０℃冰箱保存备用。ＲＴＰＣＲ反应体系（２０
μＬ）：２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１０μＬ，上下游引物各０．３μＬ，
ｃＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．４μＬ。扩增条件：９４℃５ｍｉｎ，
９４℃ ３０ｓ；５７℃ ３０ｓ；７２℃ ３０ｓ；４０个循环。扩增
反应完成后以１６ＳｒＲＮＡ作为内参进行分析。所有
实验均重复３次。
１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件对实验数据进
行统计分析。计量资料以ｘ±ｓ表示，两样本间的差异
性采用成组ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＭＲＳＡ菌株 ＭＩＣ结果　常用抗菌药物对
ＭＲＳＡ菌株的ＭＩＣ结果见表１。１０株ＭＲＳＡ菌株对
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表１　常用抗菌药物对ＭＲＳＡ菌株的ＭＩＣ结果（ｍｇ／Ｌ）

抗菌药物 Ｓ１５０１菌株Ｓ１５０２菌株Ｓ１５０３菌株Ｓ１５０４菌株Ｓ１５０５菌株Ｓ１５０６菌株Ｓ１５０７菌株Ｓ１５０８菌株Ｓ１５０９菌株Ｓ１５１０菌株
苯唑西林 ３２ ６４ １６ ３２ １２８ ８ ６４ １６ ６４ １６
红霉素 １２８ ２５６ ６４ ３２ １２８ ３２ ６４ １６ ３２ ８
克林霉素 ６４ ３２ ０．５ ８ ３２ １ １６ ８ １６ ０．５
庆大霉素 ３２ １６ １ １６ ６４ ３２ ６４ ３２ ２ ３２
环丙沙星 １６ １６ １ ８ ３２ ８ １６ ８ ０．５ ４
四环素 １ ３２ ４ １６ ３２ ６４ １２８ ６４ １６ ３２
利福平 ６４ ２ １ ０．５ １６ ３２ ６４ ３２ ０．５ １
呋喃妥因 ３２ ８ １６ ３２ ６４ ３２ ３２ １６ １６ ８
万古霉素 ０．５ １ ２ １ ４ １ １ １ ２ ４
头孢洛林 ０．５ ０．２５ １ ０．５ １ ０．２５ ０．５ ０．２５ ０．１２５ ０．２５

苯唑西林和红霉素完全耐药，对克林霉素、庆大霉

素、环丙沙星和四环素具有较高耐药性。而所有菌

株均对呋喃妥因、万古霉素和头孢洛林敏感。

２．２　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株生物膜形成能力
的影响　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株生物膜形成
能力的影响如图１所示。１／４ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ
菌株生物膜形成具有不同程度的诱导作用，其中对７
株菌的生物膜形成具有显著诱导作用（Ｐ＜０．０５）。

与空白对照组比较，ａＰ＜０．０５

图１　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株生物膜形成能力的影响

２．３　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株胞外多糖产生
的影响　亚ＭＩＣ头孢洛林对 ＭＲＳＡ菌株胞外多糖
产生的影响见表２。除Ｓ１５１０菌株外，１／４ＭＩＣ头孢
洛林可以显著诱导其他 ＭＲＳＡ菌株胞外多糖的产
生（Ｐ＜０．０５）。
２．４　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株ｉｃａ基因表达的
影响　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株ｉｃａＡ基因表达

的影响如图２所示。与空白对照组相比，１／４ＭＩＣ头孢
洛林能不同程度上调ＭＲＳＡ菌株的ｉｃａＡ基因表达。

与空白对照比较，ａＰ＜０．０５

图２　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株ｉｃａＡ基因表达的影响

３　讨论
头孢洛林对 ＭＲＳＡ菌株的青霉素结合蛋白

ＰＢＰｓ具有较强的亲和力，通过抑制细菌细胞壁的合
成而使细菌死亡，但是头孢洛林对青霉素结合蛋白

ＰＢＰ２ａ有更高的亲合力［１１１２］，且有广谱抗菌活性。

在本研究中，ＭＲＳＡ菌株对大多数抗菌药物均具有
较高的耐药性，而对万古霉素、呋喃妥因和头孢洛林

完全敏感。这与文献报道［１３１４］基本一致。呋喃妥

因虽然在体外具有稳定的抗菌活性，但肠道吸收量

少，在血液和体内达不到有效治疗浓度，大部分药物

以原形从尿中排出，主要用于预防和治疗下尿路感

染疾病。万古霉素具有肾毒性等不良反应，在临床

治疗ＭＲＳＡ感染时应慎重使用。本研究中所用金黄

表２　亚ＭＩＣ头孢洛林对ＭＲＳＡ菌株胞外多糖的影响（ｘ±ｓ，ｍｇ／Ｌ）

组别 株数 Ｓ１５０１菌株 Ｓ１５０２菌株 Ｓ１５０３菌株 Ｓ１５０４菌株 Ｓ１５０５菌株 Ｓ１５０６菌株 Ｓ１５０７菌株 Ｓ１５０８菌株 Ｓ１５０９菌株 Ｓ１５１０菌株
空白对照组 １０ ２８３．８３±２０．４３ ３５５．９４±１３．１７２２８．６１±１１．６１３４１．００±１５．５０３７９．８３±１２．２９２３０．８３±１５．９３３７９．６７±１０．９８４０１．６１±２１．０２２３０．３９±１１．２８３０１．２４±１５．２１
头孢洛林组 １０ ３３３．８９±２１．９４ａ４１８．６１±１７．９６ｂ２６３．５０±１５．６１ａ３９７．８９±１５．７７ａ４１１．７８±１２．２５ａ２９４．４４±１６．３６ｂ４６５．９４±１５．８５ｂ４４８．３９±１６．４３ａ２８４．０６±１３．３３ｂ３２６．２２±１３．６７

　　注：与空白对照组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１
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色葡萄球菌对头孢洛林全部敏感，且具有较低的

ＭＩＣ，说明头孢洛林为金黄色葡萄球菌耐药株的感
染治疗提供了一个新的治疗选择。

金黄色葡萄球菌是生物膜感染的常见病原菌。

形成生物膜的细菌具有高度的耐药性并能逃避免疫

系统的攻击，给临床治疗带来了巨大挑战。由于在给

药方案的开始和结束、剂量之间以及低剂量连续治疗

中，细菌均处于亚ＭＩＣ抗菌药物环境下［１５］，因此研究

亚ＭＩＣ抗菌药物对细菌的影响具有重要的临床研究
意义。本研究显示亚ＭＩＣ头孢洛林对大部分ＭＲＳＡ
菌株的生物膜形成能力具有诱导作用，这与亚ＭＩＣ
β内酰胺类、万古霉素和利奈唑胺等抗菌药物对金黄
色葡萄球菌生物膜形成作用结果一致［６，１６］。提示不

同种类亚ＭＩＣ抗菌药物在体外均可诱导金黄色葡萄
球菌生物膜的形成，影响细菌感染的病程。

葡萄球菌ｉｃａＡ属于糖基转移酶，是生物膜内主
要成分多糖合成的关键酶［１７］。本研究结果显示

亚ＭＩＣ头孢洛林对 ＭＲＳＡ菌株胞外多糖和 ｉｃａＡ基
因的表达均有诱导作用。提示头孢洛林可能通过诱

导ｉｃａＡ基因的高表达导致胞外多糖产生的增多，进
而使细菌生物膜的形成能力增加。然而，头孢洛林

等小分子药物极少可直接调控 ｉｃａＡ基因的表达，其
具体的调控机制尚需进一步研究。头孢洛林虽对

ＭＲＳＡ浮游菌具有较好的抗菌活性，但是在亚ＭＩＣ
条件下可诱导细菌生物膜的形成，因此临床治疗过

程中应根据药物的代谢特点，尽量避免或减少细菌

处于亚ＭＩＣ的时间。该研究为临床抗菌药物的合
理使用提供了理论依据，丰富了抗感染理论。
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