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　　［摘要］　目的　探究大黄素抗耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）生物膜作用及其机制。方法　微量肉汤稀释法测定大黄素对 ＭＲＳＡ标准株及５种不同
地区临床分离株的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）和最低杀菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍ
ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ），绘制抑菌曲线评估其动态抑菌效果；结晶紫染色测定大黄素抑制
ＭＲＳＡ生物膜的作用，扫描电镜和激光共聚焦显微镜观察其对ＭＲＳＡ生物膜形态的影响；荧光定量ＰＣＲ
检测ｉｃａ操纵子基因的表达。结果　大黄素对不同 ＭＲＳＡ菌株的 ＭＩＣ为 ２～８μｇ／ｍＬ，ＭＢＣ为 ４～
１６μｇ／ｍＬ；大黄素可显著抑制ＭＲＳＡ生物膜的形成，并呈剂量依赖关系；大黄素对生物膜结构具有破坏
作用，且显著增加了生物膜内死细菌的比例；荧光定量ＰＣＲ结果提示大黄素显著下调了ｉｃａ操纵子基因
的表达。结论　大黄素具有抑制ＭＲＳＡ生物膜的作用，并可能通过下调 ｉｃａ操纵子基因的表达抑制细
菌生物膜的形成。
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　　金黄色葡萄球菌是一种可以导致皮肤或软组织感
染、心内膜炎、肺炎、慢性骨髓炎和菌血症的革兰阳性球

菌［１］。耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）是最为常见的耐药株系，
于１９６１年在英国首次报告［２］，并不断发展出对氨基糖

苷类、大环内酯类、氯霉素、磺胺类、链霉素和四环素等

经典抗生素以及万古霉素、利奈唑胺等常用一、二线抗

生素的多重耐药性（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）［３－７］，导
致ＭＲＳＡ感染的药物治疗受到严峻挑战。除了抗生
素耐药之外，细菌生物膜作为一种具有复杂 ３Ｄ结构
的胞外聚合物，进一步阻碍了抗生素的治疗［８］。生物

膜是指细菌黏附于接触表面后，为适应生存环境，自身

分泌多糖基质、脂质蛋白、纤维蛋白等并将其自身包裹

而产生的细菌聚集膜样物［９］。形成完整细菌生物膜

的细菌能抵抗宿主免疫系统的清除，对抗生素的敏感

性也远远低于同种的浮游菌，使其耐药性相对于浮游

菌提高１０～１０００倍［１０］。目前研究发现：８０％以上的
人类细菌感染疾病都与细菌生物膜的形成有关［１１］。

　　大黄素 （ｅｍｏｄｉｎ），化学名为１，３，８三羟基６甲
基蒽醌 （１，３，８ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ６ｍｅｔｈｙｌａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ），属
于羟基蒽醌类化合物，主要提取自中药大黄的根茎，也

存在于芦荟、虎杖等蓼科药用植物中［１２］。大黄素具有

抗菌、抗病毒、抗肿瘤、抗炎、保肝、心血管保护、免疫调

节、皮肤调理及泻下等多种药理作用［１３］。临床上可用

于改善人体胃肠功能、辅助治疗急性胰腺炎、治疗肝胆

湿热等［１４］。大黄素具有广谱抑菌作用，对厌氧菌有很

强的抑制作用，能显著抑制金黄色葡萄球菌的生长，且

不易产生耐药［１５］。虽然已有少量研究表明大黄素可

以抑制金黄色葡萄球菌生物膜的形成［１６］，但大黄素对

ＭＲＳＡ生物膜的抑制作用目前还未被系统考察过，其
作用机制也不明确。我们在前期研究中初步观察到大

黄素对ＭＲＳＡ生物膜也具有抑制作用，本研究系统评
价大黄素对ＭＲＳＡ生物膜形态的影响，并初步探究其
抑制生物膜形成的机制，为新型抗生物膜化合物研发

提供思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＭＨＢ培养基（索莱宝），氯化钠（索莱宝），琼脂粉

（ＢＢＩ），ＤＭＳＯ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ），大黄素（纯度≥９８％）
购于上海诗丹德生物技术有限公司，细菌死活检测试

剂盒（Ｌ７０１２ｌｉｖｅ／ｄｅａｄＢａｃｌｉｇｈｔＢａｃｔｅｒｉａｌＶｉａｂｉｌｉｔｙＫｉｔ，
ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），无核酶 ＴＥｂｕｆｆｅｒ（天恩泽），细菌总 ＲＮＡ
提取试剂盒（天根），ＤＥＰＣ水（碧云天），溶菌酶（索莱
宝），溶葡球菌素（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ），β巯基乙醇（罗恩试
剂），无水乙醇（川东化工），冰醋酸（川东化工），

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ（ＲＲ０３７Ａ，Ｔａｋａｒａ），ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴＯＹＯＢＯ）。ＭＲＳＡ
２５２ 标 准 株 购 于 美 国 ＡＴＣＣ （编 号 Ｔａｘｏｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ２８２４５８），ＭＲＳＡ临床分离株（北京 ＢＪ００５、广
州 ＧＺ０２４、济南 ＪＮ０７５、昆明 ＫＭ０３３、重庆 ＳＡ０７７）由陆
军军医大学药学与检验医学系微生物与生化药学教研

室提供。所有引物由武汉金开瑞生物工程有限公司合

成。所用仪器由陆军军医大学药学与检验医学系微生

物与生化药学教研室及中心实验室提供。

１．２　方法
１．２．１　培养基配制　　取 ２４ｇＭＨＢ培养基粉末和
２０ｇＮａＣｌ粉末加入１Ｌ超纯水中，混合均匀后１２１℃、
２０ｍｉｎ高压灭菌制得液体培养基，密封４℃保存备用。
取２４ｇＭＨＢ培养基粉末、２０ｇＮａＣｌ粉末和１５ｇ琼脂
粉末加入１Ｌ超纯水中，混合均匀后１２１℃、２０ｍｉｎ高
压灭菌，趁热在超净台倒入细菌培养皿中制得固体培

养基，冷却凝固后密封４℃保存备用。
１．２．２　细菌培养　　取保种菌液，三线法画于 ２％
ＮａＣｌＭＨＢ固体培养基上，置于３７℃培养箱中培养２４ｈ，
放入４℃冰箱保存备用。使用时取出平板挑取单菌落，
接种于２％ＮａＣｌＭＨＢ培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振摇
培养，过夜，吸取过夜菌液１∶１００接种于２％ＮａＣｌＭＨＢ
培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振摇培养６ｈ进行二次活化。
１．２．３　最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＭＩＣ）及最低杀菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ）　　测定Ｄ（６００）［Ｄ（６００）＝１时，浓度为
２．３×１０９ＣＦＵ／ｍＬ］，调节菌液浓度为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，
采用微量肉汤稀释法测定 ＭＩＣ，静置培养 ２４ｈ，读取
ＭＩＣ，以最后 １个澄清孔药物浓度作为 ＭＩＣ。取所有
澄清孔菌液涂板，再置于３７℃培育箱培育２４ｈ后，以
细菌未生长的药物浓度作为ＭＢＣ。
１．２．４　抑菌曲线　　取二次活化后菌液，１∶１００接入
空白培养基及两组含药培养基中（０．２５×ＭＩＣ和０．５０×
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ＭＩＣ），２４ｈ内每隔２ｈ测定１次Ｄ（６００），以时间为横
坐标，Ｄ（６００）值为纵坐标作图。
１．２．５　结晶紫染色法　　取二次活化后菌液，调节其
浓度为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，加入不同体积大黄素ＤＭＳＯ溶
液得到处理后菌液（药物浓度为 ０．１２５×ＭＩＣ、０．２５×
ＭＩＣ、０．５０×ＭＩＣ），放入３７℃培养箱静置培养２０ｈ，吸
出菌液，用超纯水清洗 ９６孔板各孔 ２次，自然风干
４ｈ；各孔分别加入１５０μＬ０．１％结晶紫染色３０ｍｉｎ；
吸出结晶紫，用生理盐水彻底清洗至溶液无色（２～
３次），吸出残水，过夜风干；各孔分别加入 ２００μＬ
３３％醋酸，静置溶解，于酶标仪上振荡混匀，５９０ｎｍ波
长测定Ｄ（５９０）值。
１．２．６　激光共聚焦染色　　 取二次活化后的菌液，
调节其浓度为 １０７ＣＦＵ／ｍＬ，设置 ３组 ２副孔，分别移
取２ｍＬ、１９９９．３７６μＬ、１９９８．７５μＬ稀释菌液（１．０×
１０７　ＣＦＵ／ｍＬ）于第１、２、３组玻底皿中；第１组作为空
白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ），第２、３组分别加入３．２ｍｇ／ｍＬ大
黄素溶液 ０．６２５、１．２５μＬ，得到 １、２μｇ／ｍＬ大黄素
（０．２５×ＭＩＣ、０．５０×ＭＩＣ）处理液。将玻底皿置于３７℃
恒温箱孵育４８ｈ。而后吸出菌液，缓慢加入２ｍＬ生理
盐水清洗玻底皿，重复清洗２遍，吸干水分，按说明书
使用 Ｌ７０１２Ｌｉｖｅ／ＤｅａｄＢａｃＬｉｇｈｔＢａｃｔｅｒｉａｌＶｉａｂｉｌｉｔｙＫｉｔ
试剂盒中ＰＩ和ＳＹＴＯ９两种荧光染液避光染色１０ｍｉｎ；
吸出荧光染液，缓慢加入１ｍＬ生理盐水清洗玻底皿，
重复清洗２遍，吸干水分；用锡箔纸包裹玻底皿以避光
转移。激光共聚焦扫描显微镜观察：将上述标本分别

置于４０倍激光共聚焦扫描显微镜下观察。其中活菌
为绿色，死菌为红色。

１．２．７　扫描电镜　　将爬片放入２４孔板，细菌培养
及给药处理同激光共聚焦，培养 ４８ｈ吸出菌液，缓慢
加入１ｍＬ生理盐水清洗２４孔板，重复清洗２遍，吸干
水分；每孔加入１ｍＬ２．５％戊二醛固定样本，４℃过夜
保存。随后吸尽戊二醛，０．９％生理盐水清洗 ２次，
５ｍｉｎ／次；乙醇低浓度至高浓度（５０％、７０％、８０％、

９０％）脱水各１次，１００％乙醇脱水２次，７ｍｉｎ／次；叔丁
醇低浓度至高浓度（５０％、７０％、９０％、９５％）置换各
１次，１００％叔丁醇置换２次，７ｍｉｎ／次。将上述处理后
的聚苯乙烯塑料片粘至样品托上，ＣＯ２冷冻干燥５ｈ，
载体表面在真空条件下喷金后扫描电镜观察。

１．２．８　实时荧光定量ＰＣＲ检测　　取二次活化后菌
液稀释至为１．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，分别移取１０ｍＬ稀释菌
液于 １５ｍＬＥＰ管中，第 １管作为空白对照组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ），第２、３管分别为０．２５×ＭＩＣ、０．５０×ＭＩＣ大黄
素处理液，２２０ｒ／ｍｉｎ，３７℃振荡培养６ｈ。根据天根细
菌总 ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取 ＲＮＡ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ（ＴａＫａＲａ）说明书反转录为 ｃＤＮＡ，最后
根据ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒说
明书加入相引物对其基因相对表达水平进行测定，引

物类型及序列如表１所示。
１．３　统计学分析
　　计量资料数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０
作图，ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行数据分析，两组比较采
用独立样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大黄素对ＭＲＳＡ的体外抑菌作用
　　采用微量肉汤稀释法，检测得大黄素对 ＭＲＳＡ２５２
标准株的 ＭＩＣ为４μｇ／ｍＬ，ＭＢＣ为 ８μｇ／ｍＬ；来源于
北京、广州、济南、昆明及重庆等地区的５个 ＭＲＳＡ临
床株的 ＭＩＣ范围为 ２～８μｇ／ｍＬ，ＭＢＣ范围为 ４～
１６μｇ／ｍＬ（表２）。结果表明：大黄素对包括青霉素高
耐药临床株在内的ＭＲＳＡ菌株具有显著抑制作用。
　　动态抑菌曲线显示（图１）：６～２４ｈ增长速度趋于
平缓；１μｇ／ｍＬ（０．２５×ＭＩＣ）大黄素处理组 ＭＲＳＡ生长
曲线各时间点 Ｄ（６００）值均低于对照组，提示细菌生
长被抑制，２μｇ／ｍＬ（０．５０×ＭＩＣ）大黄素处理组 ＭＲＳＡ
生长速度被进一步抑制。结果表明：大黄素可持续抑

制ＭＲＳＡ生长，并呈剂量依赖关系。

表１　ＲＴＰＣＲ相关引物信息

基因 引物序列　　 编号 退火温度／℃ 扩增长度／ｂｐ

ｉｃａＡ
５′ＧＡＧＧＴＡＡＡＧＣＣＡＡＣＧＣＡＣＴＣ３′
５′ＣＣＴＧＴＡＡＣＣＧＣＡＣＣＡＡＧＴＴＴ３′

ＡＦ０８６７８３ ６０ １５１

ｉｃａＤ
５′ＡＣＣＣＡＡＣＧＣＴＡＡＡＡＴＣＡＴＣＧ３′
５′ＧＣＧＡＡＡＡＴＧＣＣＣＡＴＡＧＴＴＴＣ３′

ＡＦ０８６７８３ ６０ ２１１

ｉｃａＢ
５′ＡＴＡＣＣＧＧＣＧＡＣＴＧＧＧＴＴＴＡＴ３′
５′ＴＴＧＣＡＡＡＴＣＧＴＧＧＧＴＡＴＧＴＧＴ３′

ＡＦ０８６７８３ ６０ １４０

ｉｃａＣ
５′ＣＴＴＧＧＧＴＡＴＴＴＧＣＡＣＧＣＡＴＴ３′
５′ＧＣＡＡＴＡＴＣＡＴＧＣＣＧＡＣＡＣＣＴ３′

ＡＦ０８６７８３ ６０ ２０９

１６ＳｒＲＮＡ
５′ＧＧＧＡＣＣＣＧＣＡＣＡＡＧＣＧＧＴＧＧ３′
５′ＧＧＧＴＴＧＣＧＣＴＣＧＴＴＧＣＧＧＧＡ３′

Ｌ３７５９７．１ ６０ １９１
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表２　大黄素体外抗ＭＲＳＡ活性（μｇ／ｍＬ）

株系 地区 ＭＩＣ青霉素 ＭＩＣ大黄素 ＭＢＣ大黄素
ＭＲＳＡ２５２ ５１２ ４ ８
ＢＪ００５ 北京 １２８ ４ １６
ＧＺ０２４ 广州 ３２ ８ １６
ＪＮ０７５ 济南 ５１２ ２ ４
ＫＭ０３３ 昆明 １０２４ ８ １６
ＳＡ０７７ 重庆 １０２４ ４ ８
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图１　紫外分光光度法测定ＭＲＳＡ２５２生长曲线

２．２　大黄素对ＭＲＳＡ生物膜的体外抑制活性
　　通过结晶紫染色测定不同浓度大黄素对 ＭＲＳＡ
生物膜的体外抑制活性。如图 ２所示：培养 ２４ｈ后，
０．２５×ＭＩＣ大黄素处理组结晶紫处理后 Ｄ（５９０）值明
显低于对照组（Ｐ＜０．０５），０．５０×ＭＩＣ大黄素处理组数
据也明显低于对照组（Ｐ＜０．０５），表明大黄素对ＭＲＳＡ

生物膜具有显著抑制作用且呈现剂量依赖关系。计算

抑制率发现：０．２５×ＭＩＣ和０．５０×ＭＩＣ浓度下大黄素对
生物膜的平均抑制率分别为２７．１２％和４２．５０％。
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图２　结晶紫染色测定不同浓度大黄素对ＭＲＳＡ生物膜的
体外抑制活性（ｎ＝３）

２．３　大黄素对ＭＲＳＡ生物膜结构的影响
　　扫描电镜观察大黄素对 ＭＲＳＡ生物膜结构的影
响，结果如图３所示：对照组有明显的生物膜形成，生
物膜结构致密，大量细菌成聚集状态，且被膜状聚合物

包埋；０．２５×ＭＩＣ大黄素处理组生物膜被破坏，细菌分
散，少数聚集成团块状，无膜状物包裹。随着给药浓度

增加，０．５０×ＭＩＣ组生物膜被进一步破坏，细菌密度极
低，成分散状排布。
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图３　扫描电镜观察大黄素对ＭＲＳＡ生物膜结构的影响
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２．４　大黄素对ＭＲＳＡ生物膜内细菌活力的影响
　　激光共聚焦显微镜进一步观察大黄素对 ＭＲＳＡ
生物膜形态以及膜内细菌存活的影响，结果如图 ４Ａ
所示：与对照组相比，大黄素处理组生物膜结构疏松弥

散且厚度降低，细菌密度明显低于对照组；根据不同颜

色荧光强度推算得知：０．２５×ＭＩＣ和０．５０×ＭＩＣ浓度下
大黄素处理组生物膜内包埋的死细菌平均比例分别为

５２．４１％和８２．９８％，均高于对照组（３１．６７％），０．５０ＭＩＣ
组表现出明显差异（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。
２．５　大黄素可能通过下调 ｉｃａ系列基因表达来抑制

生物膜形成

　　为了探究大黄素抑制 ＭＲＳＡ生物膜形成的机制，
采用 ＲＴｑＰＣＲ检测大黄素对细菌 ｉｃａＡ、ｉｃａＢ、ｉｃａＣ、
ｉｃａＤ４个与生物膜形成相关基因表达的影响，如图 ５

所示：相对于对照组，大黄素处理组４个基因表达量均
明显下降（Ｐ＜０．０５），且表现出剂量依赖性，提示大黄
素对体外生物膜形成的抑制作用可能与下调 ｉｃａ系列
操纵子基因相关。

３　讨论

　　由于 ＭＲＳＡ感染在全球范围内的高发病率和病
死率，２０１７年它已被列为世界卫生组织（ＷＨＯ）发布
的高度优先的多药耐药（ＭＤＲ）病原体［１７］，在我国

２０２１年上半年细菌耐药监测网报告中，ＭＲＳＡ检出率
也高达３０．３％［１８］。在现有抗生素治疗陆续出现耐药
菌株的情况下，生物膜的出现使得细菌能够有效躲避

自体免疫系统和药物，增强了细菌黏附和毒力因子，严

重阻碍了治疗［８］，开发新型抗ＭＲＳＡ药物迫在眉睫。
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图４　激光共聚焦显微镜观察大黄素对ＭＲＳＡ生物膜内细菌活力的影响（ｎ＝３）
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图５　ＲＴｑＰＣＲ检测大黄素对细菌ｉｃａ系列基因表达的影响（ｎ＝３）
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大黄素作为天然药效成分，具有较好的安全性，且已被

证明不易诱导金黄色葡萄球菌产生耐药性［１９］，具有作

为抗ＭＲＳＡ候选药效物质进一步研究的价值。
　　生物膜形态的改变，主要是表现在其结构变得疏
松、膜厚度降低等方面［２０］。本研究通过扫描电镜观测

到：用大黄素处理后 ＭＲＳＡ生物膜结构变得疏松、破
碎，且随着给药浓度增加，结构破碎更为彻底，菌体更

为分散。生物膜的破坏通常会导致膜通透性增加、膜

内细菌死亡和死菌比例增高［２１］。本研究扫描电镜结

果也表明：经过大黄素处理后 ＭＲＳＡ生物膜结构变得
疏松，生物膜厚度降低，且生物膜内的活菌比例显著下

降，证明大黄素在体外对于 ＭＲＳＡ生物膜有较为显著
的抑制作用并呈现浓度依赖性。

　　ＭＲＳＡ的生物膜的产生受一个复杂的信号网络调
控，该网络作用于激活或抑制生物膜相关成分的表达。

Ａｇｒ调控系统、ＳａｒＡ蛋白家族、转录因子 σＢ、信号转导
系统ＬｕｘＳ／Ａｌ２等调控因子参与了生物膜群体感应系
统（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）、毒力因子分泌、生物膜分散解
离等环节［２２－２７］，ａｔｌＥ、ｂａｐ、ｓａｓＧ、ｉｃａ等基因则调控了表
面附着、细胞积累等环节［２０］。在对其可能存在的机制

进行研究时，本研究重点考察了在生物膜调控中比较

重要的调控元件之一———ｉｃａ操纵子。ｉｃａ操纵子基因
包括ｉｃａＡ、ｉｃａＢ、ｉｃａＣ、ｉｃａＤ４个功能基因和１个调节基
因ｉｃａＲ，主要通过下调葡糖胺转氨酶诱导产生的多糖
细胞间黏附素（ＰＩＡ）合成来抑制生物膜的形成，当其
功能基因表达上调时，ＰＩＡ作为生物膜基质中的主要
多糖成分，合成量增加，促进生物膜形成［２８］。实时荧

光定量 ＰＣＲ检测结果显示：ｉｃａ系列相关调控基因相
对表达水平都表现出了下调趋势，随着给药浓度升高，

下调趋势更为明显，也呈现出浓度依赖性，初步推断大

黄素对生物膜的抑制作用可能是通过下调 ｉｃａ系列基
因表达，抑制ＰＩＡ合成来实现的。
　　在今后的研究中，我们计划建立动物实验模型验
证大黄素的体内安全性和有效性，通过急性毒性实验

及血液生化指标测定并评估其安全性，通过建立局部

皮肤感染模型及全身感染致死／亚致死模型评价其体
内有效性；对其调控机制进一步研究，探究其是否可能

存在其他作用靶点，并阐明其具体作用机制。
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