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耐药表皮葡萄球菌生物被膜形成前、后差异蛋白表达的分析
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　　摘　要：目的　探讨耐药表皮葡萄球菌生物被膜形成前、后差异蛋白的表达。方法　将耐药表皮葡萄球菌分为药物处理组

（用４００μｇ／ｍＬ鞣酸处理）和对照组（用生理盐水处理），观察菌落生长情况，并采用快速银染法鉴定药物作用前、后生物被膜的形

成；用ＣＲＡ平板法检测药物作用前、后，表皮葡萄球菌产生细胞间多糖黏附因子（ＰＩＡ）的能力。用双向电泳技术对细菌总蛋白进

行分离，并对差异蛋白点进行高效液相色谱芯片／质谱 （ＨＰＬＣＣｈｉｐ／ＭＳ）鉴定。结果　与对照组比较，药物处理组表皮葡萄球菌

菌落数明显减少（犘＜０．０１），ＰＩＡ生成能力减弱，生物被膜的形成被抑制。通过电泳分离，共得到１９个差异表达的蛋白分子，其

中１３个仅在药物处理组表达升高，有６个仅在对照组表达升高。结论　生物被膜形成是表皮葡萄球菌耐药的主要途径，差异蛋

白在生物被膜的形成中可能起到关键作用。
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　　１０年来，在对医院感染常见病原菌的常规检测中，发现临

床微生物室的检出菌中表皮葡萄球菌逐年增多，并于２０１０年

跃居本院院内感染首位。由于其生物被膜的形成，导致该菌具

有抵抗药物干预的能力［１］，其被膜形成的原因及形成前后是否

存在关键蛋白的表达，是目前耐药机制研究的热点。本研究采

用生物被膜高效抑制药鞣酸作用于耐药表皮葡萄球菌，以期为

表皮葡萄球菌耐药机制研究提供理论依据和实验基础。

１　资料与方法

１．１　细菌及主要材料　医院感染耐药表皮葡萄球菌菌株由本

院院内感染办公室提供，并于－８０℃条件保存。鞣酸购于温

州市瓯海精细化工有限公司。细菌培养所需胰蛋白胨、植物蛋

白胨、磷酸氢二钾购自大连宝生物生物技术有限公司。ｐＨ

３～１０固相ｐＨ梯度（ＩＰＧ）非线性胶条、尿素、ＣＨＡＰＳ等双向

电泳试剂购自美国伯乐公司；测序级胰酶购自深圳晶美生物技

术有限公司，串联质谱设备及配套试剂由第三军医大学西南医

院烧伤研究所提供。

１．２　鞣酸作用前、后细菌的生长情况观察　取出长有成熟表

皮葡萄球菌生物被膜的盖玻片，采用消毒后预冷磷酸盐缓冲溶

液（ＰＢＳ）洗涤３次，再取１ｍＬ无菌ＰＢＳ洗脱生物被膜内细菌，

充分混匀后，吸２０μＬ菌液加入２ｍＬ液体培养基，另配含有

４００μｇ／ｍＬ鞣酸的培养平板，将上述１ｍＬ含有表皮葡萄球菌

的液体培养基均匀平铺培养板，３７℃培养２０～２４ｈ，计数平板

上生长的菌落个数。

１．３　生物被膜模型的建立　复融－８０℃冻存的表皮葡萄球

菌，接种在２ｍＬ胰蛋白酶大豆肉汤（ＴＳＢ）培养基中，３７℃

５００ｒ／ｍｉｎ均匀震摇过夜。然后吸取８０μＬ菌液于３ｍＬＴＳＢ

培养基，３７℃５００ｒ／ｍｉｎ震摇培养至细菌对数生长中期。在无

菌培养皿中，吸取２ｍＬ该菌液于１２ｍＬＴＳＢ培养基中，再将
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无菌盖玻片置于菌液中，３７℃培养３６ｈ，隔天换液，观察细菌

成膜情况［２］。

１．４　生物被膜的快速银染法鉴定　取出药物处理后表皮葡萄

球菌和长有成熟表皮葡萄球菌生物被膜的盖玻片，用无菌预冷

ＰＢＳ漂洗３次，以洗去未黏附的浮游表皮葡萄球菌。将冲洗后

盖玻片放入２．５％戊二醛ＰＢＳ溶液中固定２ｈ，于去离子水中

漂洗５ｍｉｎ，然后将盖玻片放入饱和ＣａＣｌ２ 溶液结合２５ｍｉｎ，再

次用去离子水洗涤。用６％ ＡｇＮＯ３ 染色７ｍｉｎ，然后１．５％对

苯二酚溶液显色１ｍｉｎ，漂洗后用７％ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ 液固定，重复洗

涤步骤，待玻片干后，置于光学显微镜下观察。

１．５　表皮葡萄球菌产生细胞间多糖黏附因子（ＰＩＡ）能力的检

测　取出生长有成熟表皮葡萄球菌生物被膜的盖玻片，用无菌

ＰＢＳ漂洗５次后，用无菌接种环刮取生物被膜内细菌接种于

ＣＲＡ平板，３７℃培养２６ｈ，再于室温放置２０ｈ，观察平板上菌

落颜色。若菌落呈黑色，提示该菌ＰＩＡ阳性；菌落呈红色，提

示该菌ＰＩＡ阴性
［３］。

１．６　分析药物作用前、后蛋白差异的双向电泳比较　按照以

上方法培养生物膜阳性的表皮葡萄球菌于盖玻片上，无菌ＰＢＳ

洗涤数次后，加入４００μｇ／ｍＬ鞣酸，作用３６ｈ后收集，将其作

为药物处理组。加入生理盐水处理的表皮葡萄球菌作为对照

组，其他培养条件相同。收集细菌用去离子水洗涤，２０００ｒ／

ｍ，离心１０ｍｉｎ，吸干管内剩余液体，加入细菌蛋白裂解液

０．６ｍＬ，和少量溶菌酶、ＤＮＡ酶、ＲＮＡ酶和蛋白酶抑制剂混

悬。冰浴超声４０ｍｉｎ，室温放置２ｈ，革兰染色。镜下仅见少许

革兰阳性菌时，４℃离心６０ｍｉｎ（１２０００ｒ／ｍ），吸上清液，采用

考马斯亮蓝染色法定量分装。以２００μｇ上样量平铺于ＩＰＧ胶

条上方，经过等电聚焦电泳（ＩＥＦ）和十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离。蛋白分离凝胶采用银染法进

行染色。采用ＰＤＱＵＥＳＴ软件分析蛋白点的表达差异情况。

１．７　差异表达蛋白点的高效液相色谱芯片／质谱（ＨＰＬＣ

Ｃｈｉｐ／ＭＳ）分析　酶解肽混合物采用 ＨＰＬＣＣｈｉｐ（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００

ＳｅｒｉｅｓＨＰＬＣｓｙｓｔｅｍｓ）富集、分级，Ｃｈｉｐ包括 Ｚｏｒｂａｘ３００ＳＢ

Ｃ１８分离柱（４３ｍｍ×７５μｍ，３．５μｍ）。０．００４ｍＬ样品进柱等

度洗脱，然后在线进行 ＭＳ和 ＭＳ／ＭＳ分析。富集柱等度洗脱

条件：流动相为０．１％ （狏／狏）甲酸超纯水溶液，流速４μＬ／

ｍｉｎ。分离柱梯度洗脱条件：流动相 Ａ为０．１％（狏／狏）甲酸超

纯水溶液，流动相Ｂ为０．１％ （狏／狏）甲酸乙腈溶液，起始流动

相为３％ （狏／狏 ）Ｂ，保持２ｍｉｎ；１７ｍｉｎ时流动相 Ｂ为５５％

（狏／狏）；２０ｍｉｎ时Ｂ为７５％（狏／狏），保持５ｍｉｎ，流速０．３μＬ／

ｍｉｎ。ＵｌｔｒａＸＣＴｉｏｎｔｒａｐＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ分析的毛细管电

压为２０００Ｖ，干燥气流速和温度分别为０．３５Ｌ／ｍｉｎ、３３３℃，

质量扫描范围ｍ／ｚ：３００～１８００Ｄａ。以ＳｐｅｃｔｒｕｍＭｉｌｌＭＳＰｒｏ

ｔｅｏｍｉｃｓＷｏｒｋｂｅｎｃｈ（ＲｅｖＡ．０３．０３．０７８）自动分析 ＭＳ和 ＭＳ／

ＭＳ数据，搜索 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ／ＳＷＩＳＳＰＯＲＴ数据库。搜索后对

蛋白评分大于１０．０，肽评分大于７．０的蛋白点自动进行有效

性验证。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以α＝０．０５为检验

水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　鞣酸可抑制表皮葡萄球菌的生长　４００μｇ／ｍＬ鞣酸能够

有效抑制表皮葡萄球菌的增殖，２４ｈ后菌落计数为１１个，明

显少于对照组菌落数（９４个，犘＜０．０１）。所选药物浓度对表皮

葡萄球菌的增殖没有完全抑制，利于后续菌落蛋白提取和生物

被膜观察。

２．２　表皮葡萄球菌生物被膜模型的构建　细菌培养７２ｈ，培

养皿中盖玻片表面可见明显表皮葡萄球菌的成膜生长，

ＡｇＮＯ３染色后，低倍镜下可见片层状、絮状黑色物质铺满玻

片。而在４００μｇ／ｍＬ鞣酸作用后，镜下表皮葡萄球菌仅呈黑

点状，偶见成片出现。ＣＲＡ平板培养没有经过鞣酸作用的表

皮葡萄球菌，可见平板细菌分布之处呈现黑色，而鞣酸作用后

的细菌之间和平板周边为淡红色。

２．３　鞣酸作用前、后表皮葡萄球菌总蛋白的双向电泳　表皮

葡萄球菌是革兰阳性球菌，针对革兰阳性菌的特性，将双向电

泳的条件进行了优化，采用低压聚焦方式分离，蛋白分离效果

明显优于传统方法，在分离蛋白点总数及分离重复性都大幅

提高。

２．４　差异蛋白点及其功能分类的 ＨＰＬＣＣｈｉｐ／ＭＳ分析　经

过ＰＤＱＵＥＳＴ软件对双向电泳图谱进行分析，并对差异蛋白

点进行计数，药物处理组共分离蛋白点（６５８．００±１０．６０）个，对

照组共分离蛋白点（５７１．００±１０．５１）个。将图谱进行软件比

对，以双倍差异作为筛选标准，共得到１９个蛋白点，其中有１３

个蛋白点仅在药物处理组表达升高，有６个蛋白点仅在对照组

表达升高。

３　讨　　论

表皮葡萄球菌曾被认为是非致病菌或条件致病菌，对其没

有足够的认知，而使其在当今抗菌药滥用的医疗现实中成为医

院感染且普遍耐药的罪魁祸首，严重危害了人类的健康安全。

在细菌耐药机制的研究中，人们发现生物被膜的形成可以抵挡

宿主免疫细胞、免疫相关因子和抗菌药的进入而延长细菌存活

期［４］。因此，如何减少或抑制细菌生物被膜的形成，成为当今

新药开发和耐药感染治疗的关注的焦点。鞣酸是五倍子主要

药物作用单体，可以有效抑制表皮葡萄球菌增殖和生物被膜的

形成。目前认为，鞣酸可通过抑制细菌产生不溶性胞外多糖的

关键酶———葡萄糖基转移酶，使细菌胞外基质减少［５］，从而抑

制细菌之间相互黏附，影响细菌生物被膜的形成。但该过程涉

及的差异表达蛋白仍不清楚，而这些差异表达蛋白可能为关键

蛋白，可能成为今后抗菌药靶向治疗的要点，定量蛋白质组学

技术的应用为该项研究提供了平台。

本研究表明，鞣酸可以有效抑制表皮葡萄球菌生物被膜的

形成，并减少生物被膜形成关键物质ＰＩＡ的产生，有效抑制生

物被膜阳性表皮葡萄球菌的生长，１９个表达差异的蛋白分子

中，有细菌生存代谢相关蛋白，如 ＲＩＡ１、Ｌｉｇ
［６７］；细菌蛋白合

成和降解相关蛋白，如ＲｐｌＥ、ＲｐｓＢ
［８９］等；转录调节相关蛋白，

如ＲＰＯ７
［１０］；免疫增强相关蛋白ＣｙｓＡ２

［１１］；还有一些蛋白参与

了细菌骨架形成和蛋白磷酸化、去磷酸化，以及ＤＮＡ末端修

饰和细菌反应的生化机制［１２１５］。这些蛋白可能参与调节了细

菌的生长繁殖及其生物被膜的形成，尤其与细菌能量代谢和蛋

白合成相关的差异蛋白分子占多数，提示鞣酸可能是通过调控

细菌代谢和关键蛋白的合成来阻止细菌增殖和生物被膜的

形成。

在本研究的前期工作发现，盐酸小檗碱同样可以抑制表皮

葡萄球菌生物被膜的形成，并在研究筛选中有部分蛋白共同表

达差异，因此，这些共同表达差异的蛋白质分子可能在细菌生
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物被膜的形成过程中起到非常重要的作用，后续研究中，将对

这些共同表达差异的蛋白质分子进行功能验证，为细菌耐药机

制研究提供理论依据和实验基础。
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（１２．５０％）；β地中海贫血居于前位的分别是：ＣＤ４１４２ＴＴＣＴ、

ＣＤ１７Ａ→Ｔ、ＩＶＳⅡ６５４Ｃ→Ｔ、－２８Ａ→Ｇ；与中国南方地中海

贫血人群分布特点相符［５］。广东是β地中海贫血高发区，与其

他地区β地中海贫血基因突变类型有所不同，且α复合β地中

海贫血的情况也时常出现［６７］。本研究表明α地中海贫血组、β

地中海贫血组及α复合β地中海贫血组的红细胞Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ

的比值明显高于健康对照组，而α地中海贫血组、β地中海贫

血组及α复合β地中海贫血组的Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ则无明显差异。

表明红细胞Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ升高与α、β地中海贫血基因密切相

关，可以作为地中海贫血诊断的辅助指标。由于Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ

测定操作简单、快速，成本较低，在大规模人群地中海贫血筛查

方面具有一定的应用价值。但推测 Ｇ６ＰＤ／６ＰＧＤ比值高低与

地中海贫血基因类型无关，不能作为诊断地中海贫血类型的特

异性诊断方法。目前分别利用ｇａｐＰＣＲ及ＲＤＢ对缺失型和

非缺失型（点突变）地中海贫血进行分子诊断是国内主流技术，

其他，如基因芯片技术、实时荧光ＰＣＲ以及能同时检测中国人

常见缺失型和非缺失型的地中海贫血突变型的ＲＤＢ技术也具

有较广阔的应用前景［８９］。
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