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人工合成抗菌肽对大肠杆菌生物膜作用的初步研究 

徐炎安，张 健，周爱国 

(重庆医科大学附属第一医院骨科，重庆 4【)(】016) 

【摘 要】目的：研究人工合成抗菌肽对大肠杆菌生物膜的影响。方法：采用试管法建立大肠杆菌生物膜，将大肠杆菌生物膜随机 

分成4个组A组：样本中加入4×MIc抗菌肽；B组样本中加入l×MIc庆大霉素；c组样本中联合加入4×MIc抗菌肽和l×MIc庆大 

霉素；D组样本中加入PBs液作为空白对照。处理6 h后对样本进行活菌计数，并利用扫描电镜观察比较处理组与对照组间差异。 

结果：6 h后活菌计数，c组与其他三组相比活菌数明显减少(P≤0．05)；而A组和B组与D组问比较活菌数减少(P≤0．05)。扫描电 

镜观察可见A组与c组中生物膜内大肠杆菌的细胞膜完整性受到破坏。结论抗菌肽与庆大霉素联合运用时的杀菌效果显著增 

强。 
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PreIiminary Study On the effect Of SynthetIC antimiCrObiaI peptideS On 
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【Abstract】O己 ec e： IIn study the eⅡ ct 0f synthetic antimicr0hial peptides 0n点 c er c (z co bio61m． ￡ 0ds： IIhe test tllbe 

meth0d was used to estab1ish the model 0f E ĉer c 。 co如 hi0film． rhe samp1es were Iand0mly divided into f0ur gmups：gmup 

A，by adding 4×MIC antimicmbia1 peptides to the samples，gr0up B，hy adding 1×MIC gentamicin t0 the samples，gr0up C，by 

adding 4×MIC antimicr0hial peptides and 1×MIC gentamicin to the samp1es，and group D，hy adding ph0sphate bu目 red saline 

t0 the samples as a c0ntm1．After 6 h the viahle bacteria in the bi0fi1m wer c0unted fnll0wing the meth0d of c01ony counL The 

dif rent changes in the hi0film were c0mpared bet、veen the treated gmups and the c0ntr0l gr0up with scanning electmn 

microscope． 万 lS Z招：The viable hacteria in gmup C weI signi cantly de reased compared with the 0ther three gmups(P≤0．O5)． 

While c0mpared with gmup D，the viahle bacte rja weI℃decI ased in gr0up A and gmup B(P≤0．05)．Fr0m the graph of scanning 

dectmn micr0sc叩e Ihe inle ty 0f the c胁 廊 c，J ceJI membmne Was djsⅢpted jn grf】up A and C． cb 淞  ：The 

results suggest that the killing ef ct of c0mbination 0f antimicmhial peptides with gentamicin is signifjcantly increased． 

【Key words】Antimicmhial peptides；Gentamicin；Bi061m；J c er c Ⅱco尻 

生物膜是相对于单个分散的浮游状态的细菌生 

存形式而言的一种独特的细菌生存形式。c enon 

等将其定义为：附着于有生命或无生命物体的表面， 

被细菌分泌的胞外黏质物包裹的，具有高度组织化的 

多细胞群体结构『Il。生物膜的形成是目前临床上治疗 

材料相关性感染棘手的重要原因。研究表明杀灭大 

于48 h的生物膜抗生素剂量需高达5 000倍以上【2l，而 

如此大剂量的抗生素是人体早已无法承受。抗菌肽 

作为一种新型抗菌药物因其具有抗菌谱广、杀菌机 

制独特且不易诱导耐药菌株的产生等特点而受到研 
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究者的重视。目前国内外对抗菌肽在抗感染方面的 

研究主要集中在游离细菌，而将人工合成抗菌肽用于 

生物膜感染的治疗这一研究在国内外尚未见报道。 

本实验正是设想将抗菌肽运用于生物膜感染的治 

疗，初步研究其对生物膜的影响。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1_1．1 主要试剂和仪器 人丁合成抗菌肽(上海高科联合生 

物技术研发有限公司设计 ，上海生物工程技术服务公司采用 

固相合成多肽的方法人丁合成)；大肠杆菌ATcc25922(重庆 

医科大学微生物实验室提供 )；硫酸庆大霉素(sIGMA公司， 
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美 国 ) ；L u r i a
— B e r t a n i 培 养基 ( A M R E S C O 公 司 ， 美 国 ) ；M H 肉汤

( 中国检验 检疫 科 学研 究 院北 京 陆桥技 术有 限 责任公 司 ) ；超

声 波 清洗 器 ( 必 能 信超 声 有 限公 司 ) ；扫 描 电镜 ( 日本 日立 公

司 ) ；S U N R I S E 酶 标 仪 ( T e c a n 集 团 公 司 ) ；9 6 孑L微 量 板 ( c o m i n g

公 司 ， 美 国 )

1 ． 2 方 法

1 ． 2 ． 1 人 工 合成 抗 菌肽 抗 菌 活 性 的 检 测 利 用 K i r b y
— B a u e r

琼脂扩散 法 检测 人 T 合成抗 菌肽 对 于 大肠 杆 菌抗 菌 活 性 。

1 ． 2 ． 2 合成抗 菌肽 与庆大霉 素 M I C ( M i n i m u m I n h i b i t o r y C o n
—

e e n t r a t i o n ) 和 M B C ( M i n i m u m B a c t e r i c i d a l C o n c e n t r a t i o n s ) 的 测

定 根 据 临 床 实 验 室 标 准 化 协 会 ( C l i n i c a l a n d L a b o r a t o ry

S t a n d a r d s I n s t i t u t e ， N C C L S )所 制定方 法 测 定 M I C 和 M B C

1 ． 2 -3 大肠 杆 菌 生 物 膜模 型 的建立 以 及 检测

1 ． 2 ． 3 ． 1 大 肠 杆 菌 生 物 膜 模 型 的 建 立 将 处 理 并 灭 菌 好 的

盖 玻 片加 入 装有 2 m 1 L B 培养 基 的无 菌试 管 中 ， 并 在 每 支 试 管

中加 入 1 0 0 LL l 浓 度 为 10 e
c ~ ／m l 的大肠 杆 菌菌液 ， 置 于 3 7 cC 培

养箱 培 养 ；8 h 后 取 出盖 玻 片 并 用 无 菌P B S 液 反 复 冲洗 ， 洗 去

游离 细 菌 ， 更换 试 管 和 L B 培 养基 ， 继 续 培养 。 8 h 后 重 复上 述

操 作 。 共 培养2 4 h 大肠 杆 菌生 物膜模型 基 本建立 。

1 ． 2 ． 3 ． 2 生 物 膜 的 检 测 将 建 成 的 生 物 膜 样 本 送 扫 描 电 镜

( S c a n n i n g e l e c t r o n m i c r o s c o p e )观 察

1 ． 2 ． 4 合成抗 菌肽 与庆大霉 素对 大肠 杆 菌生 物膜作用 的检测

1 ． 2 ． 4 ． 1 活 菌计 数 取 2 4 支试 管 ， 分 成4 个 组 其 中A 组 中加 入

4 X M I C 的抗 菌肽 ， B 组 中加 入 1 X M I C 的庆 大霉 素 ， C 组 中加 入

4 X M I C 的抗 菌肽 和 1 X M I C 的 庆 大 霉 素 ， D 组 中加 入 无 菌 P B S

液 作 为空 白对 照 。 取 出 已 经 建 立 完 成 的 大 肠 杆 菌 生 物 膜模

型 ， 用 无 菌P B S 液反 复 冲洗 ， 洗 去 游离 细 菌 ， 加 入 上 述 试 管 中 。

放 入 3 7 ℃ 培 养 箱 作 用 6 h A ， 取 出玻 片 用 无 菌 P B S 液 反 复 冲

洗 ， 洗 去 残 留 的抗 菌 肽 和 庆大 霉 素 ， 再 放人 装 有 2 m l 无 菌 P B S

液 的试 管 中并置 于 超 声 波清洗 器 中进 行 超 声 清洗 ， 将 盖 玻 片

上 生 物膜 彻 底 清洗 下 来 而 不 损 伤细 菌 。 混 匀 菌 液 ， 按 照 平板

菌落计 数法 进 行 活 菌计 数 。

1 -2 ．4 ． 2 扫 描 电镜 观 察 将 未 进 行 超 声 振 荡 的 样 本 用 无 菌

生 理 盐 水 反 复 冲洗 后 送 扫描 电镜 观 察 ， 比较 处 理 组 与未 处 理

组 间 的差 异 。

1 _3 统 计 学 方 法

用 S P S S l 1 ． 5 f o r W i n d o w 统 计 软 件 对 实 验 数 据 进 行 统 计

分 析 ， 以P ≤ 0 ． 0 5 表示 存 在显 著性 差 异 。

2 结 果

2 ． 1 对E ． c o i l 抑 菌环 直 径 的 测 定

纸 片含药量均 为 9 ． 2 ¨ g ， 抗 菌肽与庆大霉 素对

E ． c o i l 抑 菌环 的直径 分 别 为 1 7 I B m 和 2 4 m m ， 而 对 照

P B S 纸 片无 抑菌 环 。

2 ． 2 抗 菌 肽 与 庆 大 霉 素 对 大 肠 杆 菌M I C 和 M B C 的

测 定

抗 菌 肽 对 于 大 肠 杆 菌 的 M I C 为 1 6 ¨ g ／m l ， M B C

为 1 2 8 ¨ g ／m l ；庆大霉素对大肠 杆菌的M I C 为 1 ¨ g ／m l
，

M B C 为 8 ¨ g ／m l 。

2 ． 3 生 物 膜 的 检 测

肉眼 观 培养 2 4 h 的盖 玻 片 ( 经 革兰 染 色 ) 已 经 覆

盖 有 一 层 物质 ， 经 扫描 电镜发 现 该 层 物 质 为贴 盖 玻

片上 生 长 的大肠 杆菌 ， 基 本将盖玻 片全 部覆盖 ， 说 明

2 4 h 即可 以形 成成熟 的大肠 杆菌生 物膜 ， 这 与W ． G ． P i t t

等同报 道 的 一 致 。 从 图 1 扫描 电镜 图片 可 见 ， 玻 片 上

大肠 杆 菌生 长并 不 一 致 ， 部 分 生 长 过 快 已 有 数层 细

菌覆 盖 ， 部 分生 长较慢 ， 仅为单层 细菌 。

图 1 大 肠 杆 菌 2 4 h
' -

- l= 物 膜 ( S E M 。 × 1 0 0 0 )

2 ． 4 抗 菌肽 和 庆 大 霉 素运 用 对 于 大 肠 杆 菌 生 物 膜

作 用 的 测 定

对 表 1 的数 据 进 行 统 计 分 析 ， A 组 和 B 组 与 D 组

问 比较 活 菌数减 少 (P < 0 ． 0 5 ) ；而 C 组 与A 组 、 B 组 和 D

组 相 比活菌 数 明显 减 少 (P < 0 ． 0 5 ) 。 比较扫描 电镜 图

2 可 以 明显 看 出抗 菌肽 组 和 联 合组 中部分 细菌 的细

胞 膜 完整 性 被破 坏 ， 而 对 照 组 中无 此 改 变 。

3 讨 论

随着 近 年 来 生 物 材 料 的广 泛 运 用 ， 材 料 相 关 性

感染 问题 日益 突 出 ， 生 物 膜 的形 成 由于 其 阻 止 抗 生

素 的 传 人 与 渗 透 H
、 细 菌 代 谢 缓 慢 吲

、 特 殊 的 生 物 膜

表 型 ls l 等原 因 导 致 细菌 耐药性 增 强 ， 难 以 清除 。 生 物

膜 所 致 耐药性 因此 也 越来越 受 到 人 们 的 重 视 。 针 对

生 物膜 的治疗 问题 ， 国 内外 实验研 究 发现 利 用 低 频

超 声 _7 _
， 电磁 场 闻 以 及 直 流 电I，1等物 理 方 法 ， 发 挥 其生

物 波效 应 以 及 生 物 电效 应 ， 能够 通 过 增 强 抗 生 素 的

杀 菌效能 。 但是上 述 实验 由于 缺乏 应 用 于 人 体 的相

关设 备 、 部分处 理 因素对 人 体有 害等原 因难 以 运 用

到 临床 。 因 此 ， 寻 找 一 种有 效可 行 的抗 生 物膜 感 染

治疗方 法 具 有极 为重 要 的意义 。 抗 菌肽作为 一 种新

型 的 杀 菌 药 物 因 为 其 独 特 的杀 菌 机 理 而 成 为 研 究

细 菌耐药的热点 。 研 究 显 示 抗 菌肽不 仅能杀 灭 革 兰
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注 ：

‘

表示 A 组 和 B 组 与D 组 比较P ≤ 0 ． 0 5 ；
”

表示 C 组 与A 、 B 、 D 3 组 比较P ≤ 0 ． 0 5

A ． 抗 菌肽组 中E ． c o i l 生 物 膜 内细菌改 变S E M x 5 0 0 0 ；B ． 联 合组 中中E ． c o i l 生 物膜 内

细菌改变S E M x 5 0 0 0 ；C ． 对 照组 中E ． c o i l 生 物膜 内细 菌改变 S E M × 4 0 0 0

图2 6 h 后 利 用 扫描 电镜 观 察各 组 大肠 杆 菌 生 物膜 内细 菌形 态 改 变

氏 阳性 菌 、 革 兰 氏 阴性 菌 、 真 菌 ， 并 且 对 病 毒 、 原 虫

及癌细胞也 有作用 。

本 实 验 利用 试 管 法 在 体 外 成 功 建 立 大肠 杆 菌

生 物膜模 型 ， 并 首次将人 工 合成抗 菌肽运 用 到生 物

膜感染 的研究 ， 实验 中发 现 在处 理 时 间相 同 的情 况

下抗 菌肽作用 后 的活 菌数为8 ． 1 3 ± 0 ． 6 7 ， 庆大霉 素作

用 后 的活 菌 数 为 7 ． 7 9 ± 0 ． 8 1 ， 与对 照 组 8 ． 7 7 ± 0 ． 1 1 N

比具有 显 著性差 异 (P ≤ O． 0 5 ) 。 结果 显 示 抗 菌肽和 庆

大霉 素单 独 使 用 时 对 生 物 膜 有 一 定 的 杀 菌 作 用 。

W i e p r e c h t T 等[�0 1报道抗 菌肽对 游离细菌 的杀 灭 作用

是 通 过膜裂解 机 制 实现 的 。 从扫描 电镜 图片可 以 看

出抗 菌 肽 组 和 联 合 组 中部 分 细 菌 的 细 胞 膜 完 整 性

被 破 坏 ， 而 在 对 照 组 中细 菌 细 胞膜 无 此 改 变 。 这 提

示 抗 菌 肽 对 生 物 膜 的 杀 菌 机 制 也 可 能 通 过 膜 裂 解

实现 的 ， 但还 需要 进 一 步验证 。

而 联 合用 药组 活 菌数 为 3 ． 6 7 - 4 - 0 ． 16 与其他 三 组

比较均具有显 著性差 异 (P ≤ 0 ． 0 5 ) ， 这 表 明抗 菌肽 与

小 剂量 庆 大霉素联 合运 用 时杀 菌效 能 明显 增 强 ， 与

二 者单独 运 用 时相 比杀 菌效 能增 强 r 0 0 0 0 — 3 0 0 0 0

倍 ， 说 明抗菌肽与庆大霉素合用 对 生 物膜具 有协 同

作用 。 抗 菌肽 与庆大霉素单独 运 用 杀菌能力较差 ，

而 联合运 用作用 却 明显 增强 。 这 可能与抗 菌肽破 坏

生 物膜 和 大肠 杆菌 细胞膜 结 构 的完整 性 ， 增 强 了庆

大霉素对 生 物膜 和 细 胞 膜 的穿 透 能力 ， 提 高庆 大霉

素对 生 物膜 中细 菌 的杀 灭 能力 有关 ， 但具 体机 制还

有待进 一 步研 究 。
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