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!检验技术与方法!

五倍子与阿奇霉素协同对金黄色葡萄球菌生物被膜的体外抗菌作用

穆海霞!陈俊清'

"湖北省孝感市中心医院检验科
!

7&#'''

$

!!

摘
!

要"目的
!

观察五倍子与阿奇霉素协同对金黄色葡萄球菌生物被膜的影响%方法
!

平板培养法制备细菌生物被膜!银染

法初步鉴定生物被膜和测定生物被膜的黏附性!分别在生物被膜形成的不同时间单独或联合加入
"

&

7

最低抑菌浓度的阿奇霉素

和不同浓度的五倍子!菌落计数法计数加药后生物被膜内细菌数!并与不加药物所形成的生物被膜作比较%结果
!

五倍子的浓度

在大于或等于
'$#(I

R

&

IH

时!对浮游的金黄色葡萄球菌有杀菌'抑菌的作用!但对金黄色葡萄球菌生物被膜作用不明显#但与

"

&

7

最低抑菌浓度的阿奇霉素联合作用后可显著减少细菌的黏附性!减少培养液和被膜中存活菌数%结论
!

五倍子对金黄色葡

萄球菌具有很强的杀菌'抑菌作用!但对生物被膜作用不明显#阿奇霉素可减少细菌的黏附!预防或抑制细菌生物被膜的形成#五

倍子与阿奇霉素联合用药可增强对金黄色葡萄球菌生物被膜的杀菌作用%

关键词"葡萄球菌!金黄色#

!

生物膜#

!

五倍子#

!

阿奇霉素

!"#

(

"'$&8:8

&

;
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文献标识码"

+

文章编号"

":%&/7"&'

"

#'""

$

'"/''8&/'#

!!

细菌在不利的环境中会形成细菌生物被膜#细菌通过黏

附%生长%成熟这一动态过程生长繁殖#使菌体间相互粘连#并

将自身包埋其中形成膜状物$生物被膜阻碍或延缓抗生素通

透#常使疾病迁延不愈或出现急性发作#给临床治疗带来很大

困难$金黄色葡萄球菌形成的生物被膜是导致慢性骨髓炎%肌

骨间感染%体内植入材料生物被膜病等疾病的常见原因$在中

药中#五倍子具有明确的抑菌或杀菌作用#但对细菌生物被膜

影响的相关报道却不多见)

"

*

$本实验通过平板法构建金黄色

葡萄球菌生物被膜体外模型#探讨不同浓度五倍子与阿奇霉素

组合的抗菌效果#为临床用药提供参考#现报道如下$

A

!

材料与方法

A$A

!

材料
!

五倍子!黑龙江宝岛制药有限公司"#阿奇霉素

!

+[!

#辽宁天龙制药有限公司"'金黄色葡萄球菌
#(

株#均经

天地人生物科技有限公司提供的
!3O/#'''

细菌鉴定分析仪

检测#阿奇霉素均耐药$其菌株来源为本院临床血液%脓液%呼

吸道标本'

,/Z

肉汤#胰酶大豆肉汤$

A$B

!

仪器及试剂
!

医用硅胶膜!北京医用硅胶研究所"#超声

振荡清洗机!北京医疗仪器厂"%扫描电镜
)0,

!

_EI/"#''Eh

型"%普通光学显微镜#比浊仪'

,!!

试剂#硝酸银#氯化钙#对

苯二酚#硫代硫酸钠#结晶紫$

A$C

!

方法
!

!

"

"五倍子提取液的制备(准确称取五倍子
"''

R

#

加水适量#煎煮
&'I<>

#滤过#再将药渣加水适量煎煮
&'I<>

#

滤过#合并
#

次药液#浓缩成
#''IH

煎液!为
('c

五倍子煎

液"#备用$所得提取液在
""(i

高压蒸汽灭菌后#将提取液

"''IH&%i

温箱中烘干#称重为
":'''I

R

#其实际药物含量

为
":'I

R

&

IH

$!

#

"抗生素最低抑菌浓度测定(以微量稀释法

测定阿奇霉素和五倍子对金黄色葡萄球菌的最低抑菌浓度和

最低杀菌浓度!

,12

"

)

#

*

$药液稀释)

"

*

(排列无菌试管
"'

支#

于
#

!

"'

支管中加无菌蒸馏水
"'IH

#取
('c

!

"j#

"五倍子水

煎液
#'IH

#第
"

管%第
#

管分别加入
"'IH

#于第
#

管混合后

取出
"'IH

#加入第
&

管#再混合后取
"'IH

放入第
7

管#如此

连续稀释至第
8

管#取出
"'IH

弃掉$第
"'

管只有无菌蒸馏

水作对照$这样#第
"

!

8

管只含有不同浓度药液各
"'IH

$

在
9''

#

H

的
,/Z

肉汤中加入
"''

#

H

的五倍子水煎液和
"''

#

H

的菌液!浓度
"'(2V̂

&

IH

"#测定
"'

支试管中五倍子的杀

菌情况#并设空白和阳性对照管$

&%i

条件下培养
#7D

#观察

结果$从无菌生长的各管中找出最低稀释液浓度的实验管#确

定最低抑菌浓度$将在最低抑菌浓度测定中#未见细菌生长的

各管培养物中吸取
'$"IH

#涂布于牛肉膏蛋白胨固体培养基

上#

&%i

条件下培养
#7D

#观察结果$以仍无细菌生长的管内

药物浓度记为该药的
,12

$!

&

"细菌生物被膜培养(取隔夜培

养的含有金黄色葡萄球菌的肉汤#菌浓度调至
"'

9

2V̂

&

IH

#

均分为
&

份#吸取
('

#

H

加入含有
#IH

胰酶大豆肉汤培养基

及硅胶膜!

"-Ib"-I

"的
#7

孔板中#

&%i

培养
:B

#隔天换培

养液$!

7

"银染色法鉴定生物被膜)

&

*

(银染色法(从
#7

孔培养

板取出硅胶膜#无菌生理盐水多次充分漂洗#除去浮游菌'

#$(c

戊二醛
*1)

溶液中固定
"D

'蒸溜水清洗
"I<>

'饱和氯

化钙溶液结合
"(I<>

'蒸溜水清洗
"I<>

'

(c

硝酸银溶液反应

"(I<>

'

"c

对苯二酚溶液显色
#I<>

'蒸溜水漂洗
"I<>

'

(c

硫代硫酸钠溶液固定
#I<>

'蒸溜水漂洗
"I<>

#若呈灰黑色则

初步可鉴定细菌生物被膜$银染后#用普通光学显微镜观察#

空白硅胶膜银染后普通光学显微镜观察结果作阴性对照$!

(

"

药物对生物被膜金黄色葡萄球菌的作用(测定溶液中细菌生长

密度!

\3

"和对硅胶膜上细菌进行计数的方法#判断药物对生

物被膜的作用$用棋盘法对阿奇霉素和不同浓度的五倍子单

用或联合用药$用
,/Z

将药物稀释成
'$(

%

'$#(

%

'$"#(

%

'$':&

%

'$'&&I

R

&

IH

的五倍子溶液#单独或同时与含有
"

&

7

最低抑菌浓度阿奇霉素培养液合并#以
#

毫升&孔加入
#7

孔培

养板中$把已形成
1V

的硅胶膜用无菌生理盐水冲洗后放入

上述各孔中#

&%i

分别孵育
#7D

#取出滤膜并用生理盐水冲

洗#除去未黏附菌#经超声振荡
"'I<>

脱膜#涡旋振荡
&I<>

#

混匀$不加药作为阳性对照#不加细菌作为阴性对照#每种浓

度为
7

孔$测定每平板厘米滤膜上活菌数!

2V̂

&

-I

#

"#以对

数值表示$并与阳性对照组比较$!

:

"金黄色葡萄球菌的黏附

性(将分离的金黄色葡萄球菌在胰酶大豆肉汤培养基中隔夜培

养'次日用胰酶大豆肉汤调制
"$(b"'

9

2V̂

&

IH

菌悬液'将医

用硅胶膜放入加有
"''

#

H"$(b"'

9

2V̂

&

IH

菌悬液和
&''

#

H

胰酶大豆肉汤的
#7

孔板中#在生物被膜形成
79D

#单独或

联合加
"

&

7

最低抑菌浓度阿奇霉素和
'$7':

%

'$#(

%

'$"#(

%

'$'("

%

'$'#:I

R

&

IH

浓度的五倍子'

&%i

培养
%B

#

#7D

换液

,

&8

,

国际检验医学杂志
#'""

年
"

月第
&#

卷第
"

期
!

K>@_HL.,EB

!

_L>ALP

C

#'""

!

?̀G$&#

!

W?$"



"

次#

79D

后用银染法快速鉴定细菌生物被膜的形成$

B

!

结
!!

果

B$A

!

菌膜的形成
!

培养
&B

的金黄色葡萄球菌生物被膜细菌

呈球状#隐约可见细菌之间的黏液丝相互连接#而大部分细菌

仍呈分散状为不成熟生物被膜$培养
%B

的硅胶膜经银染后#

肉眼可见膜表面呈灰黑色#色泽均匀%致密$光学显微镜下可

见细菌粘连#形成团块状的群体#细菌间存在絮状及纤维状的

间质$

B$B

!

五倍子和阿奇霉素的最低抑菌浓度与
,12

测定结果
!

结果表明#五倍子的最低抑菌浓度
8'

为
'$#(I

R

&

IH

#最低抑

菌浓度
('

为
'$"#(I

R

&

IH

#

,12

为
'$(I

R

&

IH

'采用液体稀

释法所测得的阿奇霉素的最低抑菌浓度为
'$"#9I

R

&

IH

$

B$C

!

药物对生物被膜的作用
!

菌株在培养
%#D

后#在硅胶膜

上形成较为成熟的细菌生物被膜#超声振荡
/

活菌计数结果达

到
"'

(

2V̂

&

-I

# 左右'同时#空白对照无任何细菌生长'使用

'$#(

%

'$"#(I

R

&

IH

五倍子与
"

&

7

最低抑菌浓度阿奇霉素联

合用药作用于生物被膜后#超声振荡
/

活菌计数结果与对照组

相比有明显下降#菌落数降低至
"'

#

2V̂

&

-I

& 左右'但单独使

用不同浓度的五倍子对细菌生物被膜作用不明显$

B$D

!

金黄色葡萄球菌的黏附性
!

培养
#7

%

79D

金黄色葡萄球

菌生物被膜黏附性#见表
"

$结果显示#单独使用
"

&

7

最低抑

菌浓度阿奇霉素对金黄色葡萄球菌生物被膜黏附性没多大影

响#生物被膜上细菌数随时间延长而增加'单独使用五倍子不

能达到抑制生物被膜菌生长或杀菌目的'但是不同浓度的五倍

子与
"

&

7

最低抑菌浓度阿奇霉素联合用药#对生物被膜菌作用

明显#特别是最低抑菌浓度浓度以上的五倍子和
"

&

7

最低抑菌

浓度阿奇霉素联合#可达到抑菌%杀菌的目的$

表
"

!!

生物被膜形成不同时间加药
#7D

后菌落计数结果比较#个%平方厘米#

'

Cd5

$

组别
'D #7D 79D

对照
"$'&d'$7( "$9:d'$(" #$"%d'$#%

"

&

7

最低抑菌浓度阿奇霉素
"$#"d'$&" "$:9d'$&9 "$8&d'$(7

'$#(I

R

&

IH

五倍子
6 "$#(d'$#% "$(7d'$#"

'$"#(I

R

&

IH

五倍子
6 "$(7d'$#7 "$:7d'$:7

'$':&I

R

&

IH

五倍子
6 "$:%d'$"( "$8'd'$"(

'$'&&I

R

&

IH

五倍子
6 "$%9d'$(" #$#7d'$:9

'$#(I

R

&

IH

五倍子%

"

&

7

最低抑菌浓度阿奇霉素
6 '$"(d'$#: '$"(d'$:8

'$"#(I

R

&

IH

五倍子%

"

&

7

最低抑菌浓度阿奇霉素
6 '$&9d'$(" '$&7d'$&#

'$':&I

R

&

IH

五倍子%

"

&

7

最低抑菌浓度阿奇霉素
6 '$7:d'$#' '$("d'$7"

'$'&&I

R

&

IH

五倍子%

"

&

7

最低抑菌浓度阿奇霉素
6 '$:%d'$&: '$9(d'$(&

!!

注(/

6

0表示无数据$

C

!

讨
!!

论

生物被膜可形成于各种生物置入材料表面及体内黏膜表

面#由于结构的特殊性#能阻碍或延缓抗生素的通透#具有极强

的耐药性及免疫逃避性#传统抗生素治疗对细菌生物被膜引起

的感染效果欠佳$迄今为止#如何根治细菌被膜引起的难治性

感染是临床上相当棘手的问题$

金黄色葡萄球菌是化脓性感染中最常见的致病菌#由于多

重耐药的甲氧西林金黄色葡萄球菌所引起的感染不断上升#故

其治疗只有万古霉素或万古霉素加利福平$中成药五倍子具

有收敛止血%消除单一细菌菌斑生物被膜等多种生物学效

应)

7

*

'十五元环大环内酯类药物阿奇霉素能够抑制生物被膜的

形成#提高药物透过菌膜的能力)

(

*

$因此#本实验选用五倍子

和阿奇霉素对生物被膜金黄色葡萄球菌的作用药物#结果表

明#浓度大于或等于
'$#(I

R

&

IH

五倍子对浮游金黄色葡萄球

菌有杀菌%抑菌的作用#但不能清除生物被膜金黄色葡萄球菌$

在测定细菌的黏附性实验中#

'$"#(

!

'$#(I

R

&

IH

五倍子药

液!即大于或等于最低抑菌浓度"作用于金黄色葡萄球菌生物

被膜#

#7

%

79D

检测硅胶膜上细菌数量#结果显示细菌数变化

很小#这可能与五倍子有效抑菌成分难以透过生物被膜有关'

但与
"

&

7

最低抑菌浓度的阿奇霉素联合用药#可明显清除生物

被膜上细菌#说明这两种药物对金黄色葡萄球菌生物被膜有协

同作用$

中草药抗菌效果远不及抗生素#所以其抗菌作用一直不被

重视$单用五倍子对浮游的金黄色葡萄球菌有很好的抑菌和

杀菌作用#但对生物被膜菌作用不大#但是阿奇霉素可有效促

进五倍子透过生物被膜#达到对生物被膜菌的清除作用$因

此#选择五倍子与阿奇霉素联合用药#为临床对生物被膜菌引

起的相关疾病治疗提供一定的参考依据$
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