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亚抑菌浓度红霉素对表皮葡萄球菌临床菌株的影响

王助良

"北京市顺义区妇幼保健院检验科!北京
)+)8++

#

##

摘
#

要"目的
#

探讨亚抑菌浓度红霉素对表皮葡萄球菌临床菌株的影响$方法
#

收集该院表皮葡萄球菌

临床菌株!按照临床实验室标准化协会推荐的方法进行药敏试验$采用免疫比浊法检测亚抑菌浓度红霉素对

表皮葡萄球菌增殖的影响!并采用结晶紫染色法检测亚抑菌浓度红霉素对其生物膜形成的影响$最后!利用实

时荧光定量
#(G

检测亚抑菌浓度红霉素对表皮葡萄球菌黏附基因表达的影响$结果
#

共收集
*

株临床分离表

皮葡萄球菌!最低抑菌浓度分别为
)9

'

8%

'

)9

'

92

和
8%

&

<

&

56

$亚抑菌浓度的红霉素"

:

&

<

&

56

#对表皮葡萄球

菌浮游菌的增殖无影响"

#

%

+I+*

#!但能显著抑制其生物膜的形成"

#

$

+I+*

#$

:

&

<

&

56

的红霉素还能显著抑

制黏附基因
-Q0!

和
-Q0&

基因的表达"

#

$

+I+*

#$结论
#

亚抑菌浓度红霉素能抑制表皮葡萄球菌临床菌株生

物膜的形成及黏附基因的表达$

关键词"亚抑菌浓度%

#

红霉素%

#

表皮葡萄球菌%

#

生物膜

!"#

!

)+I8494

"

L

I-..MI)9K8$2)8+I%+):I)*I+88

中图法分类号"

G229I9

文章编号"

)9K8$2)8+

"

%+):

#

)*$)4+2$+8

文献标识码"

@

##

表皮葡萄球菌是一种革兰阳性球菌(亦是一种常

定植于人体皮肤表面的正常菌群'当有侵入性操作

或机体免疫力下降时(常可引起机会性感染(已成为

院内获得性感染的常见病原菌之一)

)

*

'其自身分泌

毒力因子的能力弱(但能黏附于医疗器械表面$如中

心静脉导管+人工心脏瓣膜和人工关节等%形成生物

膜(随着侵入性操作的进行进而导致机会性感染)

)

*

(

增加患者的住院率和病死率'生物膜是细菌的群体

存在形式(具有三维结构(与相应的浮游菌相比(可使

细菌的耐药性极大的增加)

%

*

'因生物膜的物理屏障

作用(常使到达生物膜内部的抗菌药物得到稀释(而

亚抑菌浓度的抗菌药物往往难以有效杀灭细菌(甚至

进一步促进其生物膜的形成)

8

*

'红霉素是一种常用

的大环内酯类抗菌药物(临床上常用于治疗敏感菌革

兰阳性菌引起的感染'而亚抑菌浓度红霉素对表皮

葡萄球菌临床菌株的影响尚未完全阐明'

?

#

材料与方法

?I?

#

菌株来源
#

8+

株临床分离表皮葡萄球菌于

%+)K

年
)

月至
%+)K

年
*

月分离自本院住院患者的标

本'同一患者不同时期分离的同种菌株只统计一次'

?I@

#

方法

?I@I?

#

菌株鉴定及药敏试验
#

细菌分纯培养后(通

过
E'>DF

全自动微生物鉴定系统进行鉴定'最低抑

菌浓度$

]'(

%的分析按照临床实验室标准化协会

$

(6;'

%推荐的方法进行)

2

*

'并以铜绿假单胞菌

!>((%K:*8

作为质控菌株'根据
]'(

试验结果(选

取亚抑菌浓度红霉素
:

&

<

"

56

进行后续实验'

?I@I@

#

表皮葡萄球菌浮游菌增殖的检测
#

将菌株进

#

2+4)

#
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行两组不同的处理(

6@

肉汤中加红霉素处理的设置

为实验组(用
6@

肉汤将红霉素母液稀释至
:

&

<

"

56

(

并分别加入
8Kg%++1

"

5-M

过夜孵育的表皮葡萄球

菌(调节其浊度(即酶标仪检测
9++M5

处的吸光度

$

'

9++

%至
+I+8

(并于摇床$

8Kg%++1

"

5-

%连续培养

)97

后(分别取
%++

&

6

菌悬液于酶标仪检测
'9++

'

6@

肉汤中不加红霉素的设置为对照组(其余处理与

实验组相同'

?I@IA

#

表皮葡萄球菌生物膜的检测
#

用
6@

肉汤将

红霉素母液稀释至
:

&

<

"

56

(分别向
49

孔板中加入

)4*

&

6

"孔'再分别向每孔中加入
*

&

68Kg%++1

"

5-M

过夜摇菌孵育的表皮葡萄球菌'于湿盒中
8Kg

恒温孵育
%27

(弃去浮游菌(用生理盐水漂洗
8

遍(再

向每孔中再分别加入
%++

&

6)b

的结晶紫溶液(静置

染色
)*5-M

'再用生理盐水洗去未与细菌结合的结

晶紫溶液(晾干后(分别加入
%++

&

64*b

乙醇溶液(

并于酶标仪检测
*K+M5

处的
'

*K+

)

*

*

'

?I@IB

#

表皮葡萄球菌黏附基因表达量的检测
#

表皮

葡萄球菌用含$

:

&

<

"

56

%或不含红霉素的
6@

肉汤于

摇床
8Kg%++1

"

5-M

摇菌孵育
)97

后(按照试剂说

明书提取细菌总
GB!

(并用逆转录试剂盒将其转化

为
Q&B!

后(按照试剂盒说明书进行
T

#(G

检测'所

用引物序列见表
)

)

9

*

'

?IA

#

统计学处理
#

采用
;#;;)4I+

软件进行统计分

析(方差齐的两独立样本以
IdD

表示(采用
<

检验(

#

$

+I+*

为差异有统计学意义'

@

#

结
##

果

@I?

#

]'(

#

8+

株临床分离表皮葡萄球菌的
]'(

范

围在
)9

%

92

&

<

"

56

'

@I@

#

亚抑菌浓度红霉素对浮游菌增殖无抑制作用
#

表皮葡萄球菌浮游菌的增殖通过检测其生长浊度(即

'

9++

来反映'由表
%

可知(亚抑菌浓度的红霉素$

:

&

<

"

56

%对
8+

株临床分离表皮葡萄球菌浮游菌的增

殖无影响(实验组和对照组比较差异无统计学意义

$均
#

%

+I+*

%'

表
)

##

表皮葡萄球菌黏附素相关基因引物

检测目标 引物 序列$

*h

至
8h

%

产物大小

$

W

V

%

-Q0!

正向
!(!(>>a(>aa(a(!a>(!! )::

反向
>(>aa!!((!!(!>((!!(!

-Q0&

正向
!>aa>(!!a(((!a!(!a!a )4:

反向
!a>!>>>>(!!>a>>>!!!a(!!

)9;1GB!

正向
aaa(>!(!(!(a>a(>!(!! )K9

反向
a>!(!!a!(((aaa!!(a>!

@IA

#

亚抑菌浓度红霉素抑制表皮葡萄球菌生物膜的

形成
#

表皮葡萄球菌生物膜的形成通过结晶紫染色

进行半定量分析(通过检测
'

*K+

来反映'亚抑菌浓度

的红霉素$

:

&

<

"

56

%能显著抑制
8+

株临床分离表皮

葡萄球菌生物膜的形成$均
#

$

+I+*

%(见表
8

'

表
%

##

分组处理的
8+

种表皮葡萄球菌
'

9++

的

###

检测情况#

IdD

&

!38+

$

分组
'

9++

对照组
)I)+*d+I+K2

实验组
)I+:Kd+I+98

< +I8%8

#

%

+I+*

表
8

##

分组处理的
8+

种表皮葡萄球菌
'

*K+

的

###

检测情况#

IdD

&

!38+

$

分组
'

*K+

对照组
)I28%d+I)+2

实验组
+IK2:d+I+49

< *I%4K

#

$

+I+)

@IB

#

亚抑菌浓度红霉素抑制表皮葡萄球菌黏附基因

的表达
#

亚抑菌浓度的红霉素$

:

&

<

"

56

%能显著抑制

表皮葡萄球菌黏附基因
-Q0!

$

#

$

+I+)

%和
-Q0&

$

#

$

+I+)

%基因的表达'见表
2

'

表
2

##

亚抑菌浓度红霉素对表皮葡萄球菌黏附

###

基因表达的影响

分组
-Q0!

$

b

%

-Q0&

$

b

%

对照组
)++d2I:% )++d*I):

实验组
98I%9d%I8K 98I94d9I%:

< )8I)4+ :I2%)

#

$

+I+)

$

+I+)

A

#

讨
##

论

##

本研究通过比浊法检测了亚抑菌浓度红霉素对

表皮葡萄球菌浮游菌增殖的影响'并通过
49

孔板体

外构建了表皮葡萄球菌生物膜模型(进一步探讨了亚

抑菌浓度红霉素对表皮葡萄球菌生物膜形成的影响'

还利用实时荧光定量
#(G

技术检测了亚抑菌浓度红

霉素对表皮葡萄球菌黏附素相关基因的影响'

随着抗菌药物的不合理使用(亚抑菌浓度抗菌药

物诱导的细菌耐药性增加已成为当代研究的热点'

有报道发现(亚抑菌浓度的阿奇霉素和克拉霉素能够

抑制表皮葡萄球菌生物膜的形成)

K

*

&四环素还可通过

抑制生物膜形成相关基因的表达而抑制表皮葡萄球

菌生物膜的形成)

:

*

&此外(亚抑菌浓度的利福平也能

体外抑制表皮葡萄球菌生物膜的形成)

4

*

'本研究发

现亚抑菌浓度的红霉素也能抑制表皮葡萄球菌生物

膜的形成(这与前期研究报道的结果相似'但亚抑菌

浓度的红霉素对浮游菌的增殖并无影响'

除菌体本身外(生物膜的胞外基质主要包括胞外

#

*+4)

#
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多糖+胞外蛋白质和胞外
&B!

)

)+

*

'表皮葡萄球菌的

胞外多糖主要成分是细胞间多糖黏附素$

#'!

%(

#'!

主要由
-Q0

操纵子基因进行调控(其分泌量与
-Q0

基因

的表达量呈正相关)

))

*

'

-Q0

操纵子由基因簇
-Q0!

+

-Q0@

+

-Q0(

和
-Q0&

基因组成(其表达水平受到
-Q0G

基

因的调控)

)%

*

'此外(群体密度感应系统是生物膜内部

细菌的通讯系统(能精确调节细菌生物膜的生理周

期)

)8

*

'群体密度感应系统主要包括自诱导信号分子(

信号受体+相关通路和靶基因等成分组成'细菌自身

分泌信号分子称为自诱导信号分子(当这些信号分子

的浓度在生物膜内部不断累积(超过一定的阈值时(

能与相应的受体结合(通过信号通路(抑制或促进靶

基因的表达(从而调控生物膜的形成和分散)

)2

*

'有研

究发现(表皮葡萄球菌的群体密度感应系统
0

<

1

和

RU[;

在接受到信号分子的刺激后(可通过信号通路的

级联放大效应调节
-Q0

基因的表达(从而通过调控

#'!

的形成而调节其生物膜的形成)

)*

*

'本研究发现

亚抑菌浓度的红霉素能抑制
-Q0

基因的表达(这可能

是亚抑菌浓度的红霉素能干扰表皮葡萄球菌的群体

密度感应系统的正常生理功能而抑制
-Q0

基因的表

达(从而抑制其生物膜的形成'

B

#

结
##

论

##

亚抑菌浓度的红霉素虽然对表皮葡萄球菌浮游

菌的增殖并无显著影响(但能通过抑制
-Q0

基因的表

达而抑制其生物膜的形成'在临床治疗表皮葡萄球

菌引起的感染时(应根据药敏实验结果(合理使用抗

菌药物(避免亚抑菌浓度的抗菌药物形成'
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