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不同亚抑菌浓度头孢他啶抑制大肠埃希菌生物膜形成的量效分析

孙艺璇，史惠卿，孙凤军，戴　青，冯　伟，夏培元　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院药剂科）

　　［摘要］　目的　分析亚抑菌浓度头孢他啶在抑制临床分离大肠埃希菌株生物膜形成过程中的浓
度变化以及其作用机制。方法　根据ＣＬＳＩ倍比稀释法检测大肠埃希菌临床耐药株Ｅ４６对１５种抗生素
的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ），通过 ＰＣＲ检测其超广谱 β内酰胺酶
（ｓｕｐｅｒｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅ，ＥＳＢＬｓ）相关基因的表达，采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）分析头孢他啶在抑
制Ｅ４６生物膜形成过程中药物的浓度变化。结果　Ｅ４６仅对亚胺培南、美罗培南、阿米卡星、呋喃妥因
敏感，对头孢他啶等９种抗菌药物耐药，头孢他啶在１／１６～１／２ＭＩＣ范围内呈剂量依赖性地抑制Ｅ４６生
物膜的形成（Ｐ＜０．０５），Ｅ４６携带ＴＥＭ和ＣＴＸＭ１５型酶，在对 Ｅ４６生物膜的抑制过程中，头孢他啶的
浓度逐渐降低。结论　亚抑菌浓度的头孢他啶可以抑制大肠埃希菌临床耐药株Ｅ４６生物膜的形成，但
其作用浓度随时间延长降低显著。

　　［关键词］　 大肠埃希菌；头孢他啶；生物膜；超广谱β内酰胺酶
　　［中图法分类号］　Ｒ３７８．２１；Ｒ９１５；Ｒ９６３ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１３７３４５１）
［通信作者］　夏培元，Ｅｍａｉｌ：ｐｅｉｙｕａｎ＿ｘｉａ２０１３＠１６３．ｃｏｍ
［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１５１２０２．

１６２３．００４．ｈｔｍｌ（２０１５１２０２）

ＳｕｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅｏｎｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
ＳｕｎＹｉｘｕａｎ，ＳｈｉＨｕｉｑｉｎｇ，ＳｕｎＦｅｎｇｊｕｎ，ＤａｉＱｉｎｇ，ＦｅｎｇＷｅｉ，ＸｉａＰｅｉｙｕａｎ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ
ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅｏｎｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｓｔａｉｎｓｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅ
ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｉｎｔｈｉｓｐｒｏｃｅｓｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ＭＩＣ）ｏｆ１５
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃａｇｅｎｔｓｏｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ４６（Ｅ４６）ｗａｓｔｅｓｔｅｄｂｙｔｈｅａｇａｒｄｏｕｂｌｅｄｉｌｕｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅ
ＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＳｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙＴｅｓｔｉｎｇ（２０１０Ｅｄｉｔｉｏｎ）ｂｙＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙ
ＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ（ＣＬＳＩ）．ＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｓｕｐｅｒｓｐｅｃｔｒｕｍ
βｌａｃｔａｍａｓｅｓ（ＥＳＢＬｓ）．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｈｉｇｈｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＬＣ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅｉｎｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＥ４６ｄｕｒｉｎｇｉｔｓｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｅ４６ｗａｓｏｎｌｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｏｉｍｉｐｅｎｅｍ，ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ，ａｍｉｋａｃｉｎａｎｄｍａｃｒｏｄａｎｔｉｎ，ａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅａｎｄ
ｏｔｈｅｒ８ａｇｅｎｔｓ．Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１／２ＭＩＣｔｏ１／１６ＭＩＣｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＥ４６ｉｎａｄｏｓｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０５）．Ｅ４６ｃａｒｒｉｅｄＴＥＭ ａｎｄＣＴＸＭ１５ｅｎｚｙｍｅｓ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅｗａｓｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅｓｕｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎＥ４６，ｂｕｔｉｔｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｇｒａｄｅｄｏｖｅｒｔｉｍｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ；ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ；ｂｉｏｆｉｌｍ；ｓｕｐｅｒｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１３７３４５１）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＸｉａＰｅｎｇｙｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｐｅｉｙｕａｎ＿
ｘｉａ２０１３＠１６３．ｃｏｍ

　　大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）是临床常见致病菌，
其分离率在革兰阴性菌中居首位，也是生物膜感染的

常见病原菌。细菌生物膜是细菌黏附于非生物或生物

表面，将其包裹在自身分泌物中所形成的一种具有立

体结构的细胞群落，临床上８０％的感染都和生物膜有
关［１－２］，形成生物膜的细菌具有高度的耐药性并能够

逃避免疫系统的攻击［３］，给临床治疗带来极大困

难［４］。前期研究发现，亚抑菌浓度头孢他啶能够显著

６７２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



抑制临床分离大肠埃希菌生物膜的形成［５］。前期研

究中我们选择抑制作用明显但是不影响细菌生长的

１／４最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＭＩＣ）作为实验浓度，但是由于临床分离细菌的ＭＩＣ差
别较大，１／４ＭＩＣ的药物浓度差别也很大。而了解药
物在抑制细菌生物膜形成过程中的浓度变化可以为研

究其抑制生物膜机制提供有益的数据支持。因此，本

研究以前期研究发现的对头孢他啶耐药的临床分离株

Ｅ４６为研究对象，分析亚抑菌浓度头孢他啶对其生物
膜形成的影响，采用 ＰＣＲ检测 Ｅ４６超广谱内酰胺酶
（ＥＳＢＬｓ）相关基因的表达，并通过高效液相色谱法
（ＨＰＬＣ）分析头孢他啶在抑制细菌生物膜过程中的浓
度变化，从而探究大肠埃希菌的耐药机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验菌株及来源　　Ｅ．ｃｏｌｉ４６（Ｅ４６）来自第
三军医大学西南医院住院患者的临床送检标本，并采

用ＢＢＬＣｒｙｓｔａｌＡｕｔｏＲｅａｄｅｒ快速细菌自动鉴定仪（美
国）进行鉴定，Ｅｃｏｌｉ实验室菌株ＡＴＣＣ２５９２２为西南医
院国家药物临床试验机构保存菌株。

１．１．２　药品与试剂　　头孢他啶、氨苄西林／舒巴坦、
呋喃妥因、亚胺培南、美罗培南购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
头孢曲松、头孢哌酮、庆大霉素、氨曲南、氨苄西林、环

丙沙星、左氧氟沙星、头孢吡肟、妥布霉素、阿米卡星购

自中国食品药品检定研究院。ＭＨ琼脂、胰蛋白胨和
酵母提取物购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司。细菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒和琼脂糖购自北京天根公司；引物由

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自北京康
为世纪生物科技有限公司。结晶紫购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司，三氯乙酸购自 Ａｌａｄｄｉｎ公司；磷酸二氢钾为分析
纯；乙腈、甲醇为色谱纯。

１．１．３　主要设备　　电子天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，
ＢＰ２２１Ｄ型）；多点接种仪（日本Ｓａｋｕｍａ公司）；酶标仪
（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）；１２００系列高效液相色谱系统
（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；１１００系列 ＶＷＤ检测器（美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；色谱柱（迪马公司，ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８，
２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；ＰＣＲ扩增仪、电泳仪和凝胶
成像系统均为ＢｉｏＲａｄ公司产品。
１．２　实验方法
１．２．１　抗菌药物对临床分离株 Ｅ４６ＭＩＣ值测定　　
采用标准琼脂平板倍比稀释法测定抗菌药物对临床分

离株Ｅ４６的ＭＩＣ值。大肠埃希菌Ｅ４６划线接种于ＭＨ
琼脂平板，３７℃培养过夜。挑取单菌落至灭菌生理盐
水稀释校正为０．５ＭｃＦａｒｌａｎｄ单位（约１０８ＣＦＵ／ｍＬ）。

以多点接种仪将１～２μＬ菌液接种至含药物的 ＭＨ
琼脂平板，３７℃孵育１８ｈ观察结果。以能够完全抑制
细菌生长的最低药物浓度为该药物对细菌的 ＭＩＣ。
ＭＩＣ结果根据美国国家临床实验室标准委员会
（ＣＬＳＩ，２０１０）标准判读。Ｅ．ｃｏｌｉ菌株 ＡＴＣＣ２５９２２作
为药敏质控菌株。

１．２．２　Ｅ４６ＥＳＢＬｓ相关基因的检测　　针对国内常
见的ＥＳＢＬｓ基因类型，采用 ＧｅｎｎｅＴｏｏｌ软件及参考文
献［６］设计引物（表１）。基因组ＤＮＡ的提取按照细菌
基因组ＤＮＡ提取试剂盒操作说明进行。ＰＣＲ反应体系
（２０μＬ）：２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，引物各０．３μＬ，
ＤＮＡ０．４μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃，
５ｍｉｎ→９４℃，３０ｓ→退火（表１），３０ｓ→ ７２℃，３０ｓ×
３５个循环→７２℃，１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应产物以１％琼脂
糖凝胶（含 ＥＢ０．５μｇ／ｍＬ）电泳，上样 １０μＬ，电压
５Ｖ／ｃｍ×３０ｍｉｎ，以凝胶成像系统成像并观察结果。

表１　ＥＳＢＬｓ相关基因引物序列

基因 序列（５′→３′） 引物长度 退火条件

ＴＥＭ
Ｆ：ＣＡＴＴＴＣＣＧＴＧＴＣＧＣＣＣＴＴＡＴＴＣ
Ｒ：ＣＧＴＴＣＡＴＣＣＡＴＡＧＴＴＧＣＣＴＧＡＣ

８００ｂｐ ５２℃３０ｓ

ＳＨＶ
Ｆ：ＡＧＣＣＧＣＴＴＧＡＧＣＡＡＡＴＴＡＡＡＣ
Ｒ：ＡＴＣＣＣＧＣＡＧＡＴＡＡＡＴＣＡＣＣＡＣ

７１３ｂｐ ５２℃３０ｓ

ＧＥＳ
Ｆ：ＡＧＴＣＧＧＣＴＡＧＡＣＣＧＧＡＡＡＧ
Ｒ：ＴＴＴＧＴＣＣＧＴＧＣＴＣＡＧＧＡＴ

３９９ｂｐ ５２℃３０ｓ

ＰＥＲ
Ｆ：ＧＣＴＣＣＧＡＴＡＡＴＧＡＡＡＧＣＧＴ
Ｒ：ＴＴＣＧＧＣＴＴＧＡＣＴＣＧＧＣＴＧＡ

５２０ｂｐ ５２℃３０ｓ

ＶＥＢ
Ｆ：ＣＡＴＴＴＣＣＣＧＡＴＧＣＡＡＡＧＣＧＴ
Ｒ：ＣＧＡＡＧＴＴＴＣＴＴＴＧＧＡＣＴＣＴＧ

６４８ｂｐ ５２℃３０ｓ

ＯＸＡ１
Ｆ：ＧＧＣＡＣＣＡＧＡＴＴＣＡＡＣＴＴＴＣＡＡＧ
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Ｒ：ＡＧＣＣＧＣＣＧＡＣＧＣＴＡＡＴＡＣＡ

４９９ｂｐ ５５℃３０ｓ

ＣＴＸＭｇｒｏｕｐⅣｂ
Ｆ：ＧＣＴＧＧＡＧＡＡＡＡＧＣＡＧＣＧＧＡＧ
Ｒ：ＧＴＡＡＧＣＴＧＡＣＧＣＡＡＣＧＴＣＴＧ
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Ｆ：ＴＡＡＡＣＡＣＣＡＣＡＴＡＴＧＴＴＣＣＧ
Ｒ：ＡＣＴＴＡＣＴＴＣＡＡＣＴＣＧＣＧＡＣＧ

６６３ｂｐ ５０℃１ｍｉｎ

ａ：ＣＴＸＭｇｒｏｕｐⅠ包括ＣＴＸＭ１，３，１０ｔｏ１２，１５（ＵＯＥ１），
２２，２３，２８，２９和３０；ｂ：ＣＴＸＭｇｒｏｕｐⅣ包括 ＣＴＸＭ９，１３，
１４，１６ｔｏ１９，２１，２７和Ｔｏｈｏ２；Ｆ：正义链；Ｒ：反义链

１．２．３　亚抑菌浓度 ＣＡＺ影响 Ｅ４６生物膜形成的剂
量效应分析　　采用９６孔板结晶紫染色法［７－８］。具

体方法为：Ｅ４６在ＬＢ琼脂平板３７℃培养过夜，挑单菌
落至１０ｍＬＬＢ培养液中，３７℃恒温培养过夜，以比浊
法将过夜培养菌液稀释至 ０．５ＭｃＦａｒｌａｎｄ单位（约
１０８ＣＦＵ／ｍＬ），转移入９６孔平底细胞培养板，每孔体积
２００μＬ，实验分为 ６组，分别为空白对照组、ＣＡＺ组
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（１／３２ＭＩＣ、１／１６ＭＩＣ、１／８ＭＩＣ、１／４ＭＩＣ、１／２ＭＩＣ）。
３７℃恒温培养 ２４ｈ后，小心移除培养液，以每孔
２００μＬＰＢＳ缓冲液轻柔冲洗２次，晾干后，以１％结晶
紫溶液（每孔２００μＬ）染色１５ｍｉｎ，移除结晶紫溶液，
水洗３次，再次晾干。２４ｈ后每孔加入１００μＬ３０％醋
酸溶液，小心吹打溶液以完全溶解染色液，于５９０ｎｍ
处进行光密度检测。

１．２．４　ＨＰＬＣ法测定ＬＢ中ＣＡＺ的浓度
１．２．４．１　色谱条件　　色谱柱为 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ反相 Ｃ１８
柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈含
０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾缓冲盐溶液（ｐＨ值调为２．５，
体积比１０．４∶８９．６），流速为１．２ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：
２５４ｎｍ，柱温：３０℃，进样体积：２０μＬ。
１．２．４．２　药物在 ＬＢ培养液中标准曲线的建立　　
精密称取ＣＡＺ２０．００ｍｇ于１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇∶
水（８∶２）定容至刻度，备用；从ＣＡＺ对照液（２ｍｇ／ｍＬ）
中取出４０μＬ加入到９６０μＬＬＢ培养液中，混匀３０ｓ，
即为８０μｇ／ｍＬＣＡＺ的ＬＢ溶液，按此法配制一系列标
准浓度的ＣＡＺ溶液：８０、４０、２０、１０、５、２、１、０．５μｇ／ｍＬ。
上述标准液各取０．４ｍＬ加入０．１６ｍＬ１０％三氯乙酸
溶液，振荡混匀２ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，转上清
液至进样瓶中，取２０μＬ进样。以峰面积对样品浓度
作回归计算，绘制标准曲线。

１．２．４．３药物样品及对照品溶液的制备　　将过夜培
养的Ｅ４６菌液稀释１０００倍，再向其中加入ＣＡＺ（终浓
度为１／４ＭＩＣ），对照组不加菌；将样品、对照品溶液于
３７℃恒温振荡培养，分别于０、２、４、６ｈ取出菌液离心
（１２０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），取０．４ｍＬ上清液与０．１６ｍＬ
１０％三氯乙酸溶液振荡混匀２ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，转上清液至进样瓶，取２０μＬ进样。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对生物膜形成的差异进
行独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　抗生素对临床分离株Ｅ４６ＭＩＣ值测定
　　结果显示，临床分离株 Ｅ４６仅对亚胺培南、美罗
培南、阿米卡星、呋喃妥因敏感，对头孢吡肟、妥布霉素

呈中度敏感性，而对头孢曲松、头孢哌酮、头孢他啶、庆

大霉素、氨曲南、氨苄西林／舒巴坦、氨苄西林、环丙沙
星、左氧氟沙星呈高度耐药性。其中，头孢他啶对Ｅ４６
的ＭＩＣ为２５６μｇ／ｍＬ。
２．２　Ｅ４６ＥＳＢＬｓ相关基因的检测
　　ＰＣＲ检测结果显示，临床分离株Ｅ４６仅有ＴＥＭ和
ＣＴＸＭｇｒｏｕｐⅠ基因扩增阳性，未扩增出其他 ＥＳＢＬｓ
耐药基因。ｂｌａＣＴＸＭｇｒｏｕｐ经测序鉴定为ＣＴＸＭ１５。

２．３　亚抑菌浓度 ＣＡＺ影响 Ｅ４６生物膜形成的剂量
效应分析

　　结果如图１所示，ＣＡＺ在１／１６～１／２ＭＩＣ范围内
呈剂量依赖性抑制 Ｅ４６生物膜的形成，其中１／２ＭＩＣ
ＣＡＺ对生物膜的抑制作用最强，但是１／２ＭＩＣＣＡＺ对
Ｅ４６的生长有抑制作用，因此在后续的实验中均选用
１／４ＭＩＣＣＡＺ进行研究。
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１：空白对照组；２：１／３２ＭＩＣＣＡＺ组；３：１／１６ＭＩＣＣＡＺ组；
４：１／８ＭＩＣＣＡＺ组；５：１／４ＭＩＣＣＡＺ组；６：１／２ＭＩＣＣＡＺ组

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较
图１　亚抑菌浓度ＣＡＺ对Ｅ４６生物膜形成的剂量效应关系

２．４　ＨＰＬＣ法测定ＬＢ中ＣＡＺ的浓度
　　ＬＢ中ＣＡＺ浓度在０．５～８０μｇ／ｍＬ的范围内线性
回归方程为 Ｙ＝１５．１６４９６Ｘ＋１０．０５１４８，相关系数
ｒ＝０．９９９９。将各时间点样品的峰面积代入回归方
程，换算出 ＣＡＺ的浓度（图 ２）。结果显示，１／４ＭＩＣ
（６４μｇ／ｍＬ）ＣＡＺ加入 ＬＢ培养液中发生了部分降解，
在ＬＢ和Ｅ４６培养液中分别降解了１２．３２％和１４３８％。
随着培养时间的延长，在不含 Ｅ４６的培养液中，ＣＡＺ
的浓度几乎保持不变；而在含有Ｅ４６的培养液中，ＣＡＺ
的浓度逐渐降低，６ｈ后降解了６０．６７％。
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图２　不同时间点ＬＢ培养液与Ｅ４６菌液中ＣＡＺ的浓度

３　讨论

　　根据课题组前期实验结果，临床分离的大肠杆菌
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对临床常规使用的抗菌药物具有较高的耐药性，并且

可以形成生物膜，且１／４ＭＩＣ抗菌药物可以抑制生物
膜的形成［５］。为进一步探索其抑制细菌生物膜形成

的机制，我们在分析细菌的耐药背景后采用高效液相

色谱法对菌株的耐药基因和头孢他啶的作用浓度进行

分析。本研究结果显示大肠埃希菌 Ｅ４６携带 ＴＥＭ和
ＣＴＸＭ１５型酶，由于 ＥＳＢＬｓ可以降解３代头孢菌素
等抗菌药物［９－１０］，提示头孢他啶在与Ｅ４６作用过程中
的浓度会有较大的变化。

　　实验过程中以ＣＡＺ的浓度为自变量（Ｘ），峰面积
为因变量（Ｙ），分别建立了 ＣＡＺ在不含 Ｅ４６的 ＬＢ溶
液中的标准曲线及回归方程：Ｙ＝１５．１６４９６Ｘ＋
１００５１４８（ｒ＝０．９９９９），ＣＡＺ在含有 Ｅ４６的 ＬＢ溶液
中的标准曲线及回归方程：Ｙ＝１１．４８２２９Ｘ＋８．３３３８９
（ｒ＝０．９９８５），由于细菌合成ＥＳＢＬｓ使抗菌药物降解，
在含有细菌的溶液中建立的标准曲线，相关系数较低，

因此本实验只采用不含Ｅ４６的ＬＢ溶液中的标准曲线
及回归方程。结果显示 ＬＢ培养液中，头孢他啶比较
稳定，随着时间的延长，头孢他啶的浓度变化不大。而

在含有大肠埃希菌临床分离株 Ｅ４６的培养基中发现，
随着培养时间的延长，头孢他啶的浓度逐渐降低，随着

时间的延长，细菌浓度增加，使得 ＥＳＢＬｓ表达也增加，
细菌浓度的增加使抗菌药物浓度降低更显著。

　　根据实验发现在亚抑菌浓度头孢他啶抑制细菌生
物膜形成过程中，头孢他啶快速降解但却依然可以抑

制生物膜的形成，同时实验中发现其抑制作用存在明

显的量效关系，提示头孢他啶的降解虽不能使抑制作

用消失，但是可以明显抑制其效能，头孢他啶抑制细菌

生物膜形成可能作用于生物膜形成的整个过程。头孢

他啶是临床常用的抗菌药物，研究发现在发挥其抗菌

作用的同时，可以明显抑制生物膜的形成，对于耐药的

菌株也具有相同作用。有研究报道其亚抑菌浓度对铜

绿假单胞菌具有类似的作用［１１－１２］。因此，在深入研究

其抑制生物膜形成机制的同时应该确定这种作用是否

在其他菌种中存在，为其在临床上治疗生物膜的相关

感染提供理论依据。
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