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五倍子水煎剂抑制鲍曼不动杆菌生物膜形成分子机制的研究*
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  摘 要:目的 证实五倍子水煎剂对鲍曼不动杆菌生长及生物膜形成的抑制作用,并初步探究其分子机

制。方法 选取该院检验科亚胺培南敏感及耐药鲍曼不动杆菌各5株,测定五倍子水煎剂的最小抑菌浓度

(MIC)。每株菌分为Control组,1/4MIC组及 MIC组,Control组为空白对照组。采用绘制生长曲线及结晶紫

染色方法观察五倍子水煎剂对鲍曼不动杆菌生长及生物膜的抑制作用。对生物膜抑制作用最强的鲍曼不动杆

菌-1和鲍曼不动杆菌-8菌株,采用RT-PCR方法检测五倍子水煎剂对其生物膜相关基因mRNA表达水平的影

响。结果 绘制的生长曲线显示无论是亚胺培南敏感还是耐药鲍曼不动杆菌,随着五倍子药物浓度的增大,其

抑制生长作用越明显。结晶紫染色实验显示五倍子对亚胺培南耐药株生物膜的抑制能力强于敏感株,随五倍

子浓度增大,生物膜抑制作用越强。RT-PCR结果显示,鲍曼不动杆菌-1与对照组相比,abaI相对表达量为

(0.57±0.14)(P=0.007,t=5.08),abaR相对表达量为(0.63±0.14)(P=0.010,t=4.13),bfmR相对表达

量为(0.53±0.10)(P=0.003,t=6.19),bfmS相对表达量为(0.66±0.17)(P=0.032,t=3.22),BAP相对表

达量为(0.72±0.09)(P=0.013,t=4.26);鲍曼不动杆菌-8与对照组相比,abaI相对表达量为(0.71±0.03)
(P=0.000,t=11.78),abaR相对表达量为(0.68±0.04)(P=0.000,t=10.19),bfmR相对表达量为(0.64±
0.04)(P=0.000,t=11.13),bfmS相对表达量为(0.64±0.06)(P=0.002,t=7.09),BAP相对表达量为

(0.65±0.03)(P=0.000,t=9.07)。结论 五倍子不仅能够抑制鲍曼不动杆菌的生长,还能抑制其生物膜的

形成,对亚胺培南耐药株生物膜的抑制作用强于敏感株,并随五倍子浓度增大,生物膜抑制作用越强;可能通过

下调生物膜形成相关基因bfmS、bfmR、abaI、abaR、BAP的表达发挥抑制作用。
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Abstract:Objective To

 

confirm
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

galla
 

chinensis
 

decoction
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

bio-
film

 

formation
 

of
 

acinetobacter
 

baumannii
 

and
 

preliminarily
 

explore
 

its
 

molecular
 

mechanism.Methods A
 

to-
tal

 

of
 

5
 

strains
 

of
 

imipenem
 

sensitive
 

and
 

resistant
 

Acinetobacter
 

were
 

selected
 

from
 

the
 

undergraduate
 

room,
and

 

the
 

minimum
 

inhibitory
 

concentration(MIC)of
 

galla
 

chinensis
 

decoction
 

was
 

determined.Each
 

strain
 

was
 

divided
 

into
 

control
 

group,1/4
 

MIC
 

group
 

and
 

MIC
 

group.Control
 

group
 

was
 

the
 

blank
 

control
 

group.The
 

growth
 

curve
 

and
 

crystal
 

violet
 

staining
 

method
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

galla
 

chinensis
 

decoction
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

biofilm
 

of
 

acinetobacter
 

baumannii
 

bauman.STRAINS
 

acinetobacter
 

baumannii-1
 

and
 

acinetobacter
 

baumannii-8,which
 

had
 

the
 

strongest
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

biofilm,were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

galla
 

chinensis
 

decoction
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

biofilm
 

by
 

RT-PCR.Results The
 

growth
 

curve
 

showed
 

that
 

whether
 

the
 

imipenem
 

sensitive
 

or
 

acinetobacter
 

baumannii
 

increased,the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

gallnut
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

gallnut
 

concentration.Crystal
 

violet
 

staining
 

showed
 

that
 

galla
 

chinensis
 

had
 

stronger
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

biofilm
 

of
 

imipenem-resistant
 

strains
 

than
 

that
 

of
 

sensitive
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strains.With
 

the
 

increase
 

of
 

galla
 

chinensis
 

concentration,the
 

inhibition
 

of
 

biofilm
 

was
 

stronger.RT-PCR
 

re-
sults

 

showed
 

that
 

acinetobacter
 

baumannii-1
 

compared
 

with
 

control
 

group,abaI
 

relative
 

expression
 

was
(0.57±0.14)(P=0.007,t=5.08),abaR

 

relative
 

expression
 

was(0.63±0.14)(P=0.010,t=4.13),bfmR
 

relative
 

expression
 

was(0.53±0.10)(P=0.003,t=6.19),bfm
 

S
 

relative
 

expression
 

was
 

(0.66±0.17)(P=
0.032,t=3.22),BAP(0.72±0.09)(P=0.013,t=4.26).Acinetobacter

 

baumannii-8
 

compared
 

with
 

the
 

con-
trol

 

group,abaⅠ
 

relative
 

expression
 

was(0.71±0.03)(P=0.000,t=11.78),abaR
 

relative
 

expression
 

was
 

(0.68±0.04)(P=0.000,t=10.19),bfmR
 

relative
 

expression
 

was(0.64±0.04)(P=0.000,t=11.13),
bfmmS

 

relative
 

expression
 

was(0.64±0.06)(P=0.002,t=7.09),BAP
 

relative
 

expression
 

was(0.65±0.03)
(P=0.000,t=9.07)Conclusion Gallnut

 

can
 

not
 

only
 

inhibit
 

the
 

growth
 

of
 

acinetobacter,but
 

also
 

inhibit
 

the
 

formation
 

of
 

biofilm,and
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

imipenem
 

resistant
 

biofilm
 

is
 

stronger
 

than
 

that
 

of
 

the
 

sensitive
 

strain.With
 

the
 

increase
 

of
 

gallnut
 

concentration,the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

biofilm
 

is
 

stronger.It
 

may
 

inhibit
 

the
 

expression
 

of
 

bfmS,bfmR,abaⅠ,abaR
 

and
 

BAP
 

genes
 

related
 

to
 

biofilm
 

formation.
Key
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  鲍曼不动杆菌是一种需氧非发酵革兰阴性条件

致病菌,广泛存在于自然环境,以及人体呼吸道、泌尿

道等部位,在世界范围内引起院内感染爆发并导致呼

吸机相关性肺炎、菌血症、血流感染等[1]。能够在短

时间内形成成熟的生物膜,长期黏附于致病部位,造
成机体慢性和反复感染,给临床治疗和预防带来极大

的挑战[2]。生物膜的形成对抗菌药具有较强的耐受

性,传统的治疗方法对大多数生物膜感染无效[3]。目

前,碳青霉烯类抗生素是治疗鲍曼不动杆菌的首选药

物,但已出现大量多重耐药及泛耐药菌株[4]。所以,
寻找不受细菌种群中已有耐药机制影响的新的抗菌

途径非常必要。
中药植物的抗菌活性已引起人们的广泛关注,如

茯苓、白芷等能够抑制PAO1的群集运动和绿脓菌素

的产生,黄连提取物可防止脂质过氧化和炎性反应,
具有抗炎、镇痛的作用[5-6]。五倍子水煎剂可以降低

或抑制生物膜生长和乳酸形成[7]。本实验研究人员

也报道五倍子水煎剂对表皮葡萄球菌的生长有明显

的抑制作用,但五倍子对鲍曼不动杆菌的影响尚未可

知[8]。本研究通过五倍子水煎剂对鲍曼不动杆菌生

长及其生物膜抑制分子机制的研究,揭示五倍子对鲍

曼不动杆菌生物膜相关基因如bfmS、
 

bfmR、abaI、
abaR等表达的影响,以期为鲍曼不动杆菌感染的治

疗与预防和控制奠定基础。
1 材料与方法

1.1 材料 五倍子由本院药房鉴定并提供;鲍曼不

动杆菌菌株从本院临床患者的痰液或血液中获得,均
使用VITEK

 

微生物自动鉴定系统鉴定;结晶紫染料

(C0121)购于碧云天公司;逆转录试剂盒(A3500)购
自Promega公司;细菌RNA提取试剂盒(LS1040)购
自上海Promega公司;iTaq

 

Universal
 

SYBR
 

Green
 

Supermix酶(1725121)购自BIO-RAD公司;溶菌酶

(RT401)购自天根公司;EDTA缓冲液(BS0025)购自

赛米克公司。
1.2 方法

1.2.1 五倍子水煎剂溶液的制备 称取200
 

g五倍

子置于砂锅中,加入10倍水浸泡过夜,随后加热至沸

腾,改文火煎30
 

min,纱布过滤,水浴浓缩定容至400
 

mL,倒入玻璃瓶中,高压灭菌,取出放置室温后4
 

℃
冰箱保存,得到浓度为500

 

mg/mL的五倍子水煎剂。
1.2.2 最小抑菌浓度(MIC)的测定 选取本科室五

珠亚胺培南敏感鲍曼不动杆菌编号为鲍曼不动杆菌
 

1
~5,五珠亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌编号为鲍曼不动

杆菌
 

6~10。采用微量肉汤稀释法检测五倍子的MIC。
1.2.3 鲍曼不动杆菌生长曲线测定 挑取平板上单

克隆鲍曼不动杆菌,调至0.5
 

McF,稀释100倍备用。
每株菌同时设置对照组和实验组,各设3个复孔。96
孔板中每孔加入稀释后菌悬液100

 

μL,然后对照组加

入 MH培养基100
 

μL,实验组加入1/4
 

MIC及 MIC
五倍子水煎剂100

 

μL,37
 

℃孵箱孵育。分别于6、12、
18、24

 

h取出,酶联仪测570
 

nm处的吸光度值,观察

五倍子是否影响鲍曼不动杆菌的生长。
1.2.4 鲍曼不动杆菌生物膜定量试验 菌株于96
孔板中37

 

℃孵育24
 

h后,弃菌液,PBS清洗3次,小
心地去掉浮游菌,各孔加入100

 

μL甲醇固定15
 

min,
弃甲醇室温干燥。加入100

 

μL结晶紫溶液染色5
 

min,PBS清洗3次。温箱干燥后分别加入100
 

μL
 

95%乙醇溶解与细菌结合的结晶紫,酶联仪测570
 

nm处的吸光度值,观察五倍子是否具有抑制鲍曼不

动杆菌生物膜形成的能力。
1.2.5 细菌RNA提取 12孔板中每孔加入稀释后

菌悬液1
 

mL,对照组加入 MH培养基1
 

mL,实验组

加入 MIC五倍子水煎剂1
 

mL,37
 

℃孵育24
 

h后转

移至1.5
 

mL
 

EP管中,14
 

000
 

g离心2
 

min,留下细菌

沉淀。100
 

μL新鲜配置含溶菌酶的TE缓冲液(0.4
 

mg/mL)重悬沉淀,室温孵育5
 

min。加入200
 

μL
 

RNA裂解液、300
 

μL
 

RNA稀释液及300
 

μL无水乙

醇吹打混匀。混合物转移至离心柱内,14
 

000
 

g离心

1
 

min,然后600
 

μL
 

RNA洗液洗1次,14
 

000
 

g离心

45
 

s。离心柱中央加入50
 

μL新鲜配置的DNA酶I
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孵育液,室温静置15
 

min。RNA洗液洗两次,离心柱

转移至洗脱管,加入100
 

μL无核酶水,室温放置2
 

min后离心,RNA保存于-80
 

℃。
1.2.6 Real-time

 

PCR检测鲍曼不动杆菌生物膜相

关靶基因mRNA的表达变化 分别选取亚胺培南敏

感及耐药鲍曼不动杆菌中生物膜抑制作用最强的鲍

曼不 动 杆 菌-1和 鲍 曼 不 动 杆 菌-8,采 用 Real-time
 

PCR的方法检测相关靶基因mRNA的表达变化。

1.2.6.1 cDNA的制备 用Promega逆转录试剂盒

将细菌RNA逆转录为cDNA,然后用iTaq
 

Universal
 

SYBR
 

Green
 

Supermix酶进行Real-time
 

PCR。
1.2.6.2 鲍曼不动杆菌生物膜形成相关基因检测 
选取与生物膜形成相关的靶基因bfmS、bfmR、abaI、
abaR、BAP,设计引物序列见表1。反应条件为:

 

95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环;72
 

℃
 

5
 

min。
本实验重复3次。

表1  引物序列

基因 序列 片段大小(bp)

abaI 正义链 5'-GTA
 

CAG
 

TCG
 

ACG
 

TAT
 

TTG
 

AAT
 

ATT
 

TGG
 

G-3' 379
反义链 5'-CGT

 

ACG
 

TCT
 

AGA
 

GTA
 

ATG
 

AGT
 

TGT
 

TTT
 

GCG
 

CC-3'
abaR 正义链 5'-ACC

 

TCT
 

TGT
 

TTG
 

GTC
 

GAG
 

TCA-3' 107
反义链 5'-CGT

 

GCT
 

TCC
 

TCC
 

CAA
 

AAA
 

T-3'
bfmR 正义链 5'-GTT

 

TAA
 

CCG
 

TTT
 

GTC
 

GTG-3' 138
反义链 5'-GTG

 

GTT
 

GAA
 

CTG
 

GTT
 

TCG-3'
bfmS 正义链 5'-ACC

 

GCC
 

CGT
 

AAT
 

CCG
 

AAC-3' 126
反义链 5'-TGA

 

ACT
 

TAT
 

TCC
 

ACC
 

GCC
 

TTT
 

A-3'
BAP 正义链 5'-TGC

 

TGA
 

CAG
 

TGA
 

CGT
 

AGA
 

ACC
 

ACA-3' 183
反义链 5'-TGC

 

AAC
 

TAG
 

TGG
 

AAT
 

AGC
 

AGC
 

CCA-3'

  

1.3 统计学处理 采用SPSS20.0
 

统计软件,计量数

据用mean±s表示,两组数据之间比较采用独立样本

t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 MIC测定结果 五倍子水煎剂对10株鲍曼不

动杆菌的 MIC测定结果:除鲍曼不动杆菌-10为1.56
 

mg/mL外,其余菌株均为0.78
 

mg/mL。
2.2 五倍子对鲍曼不动杆菌生长的影响 10株鲍曼

不动杆菌生长曲线见图1。无论亚胺培南敏感还是耐

药鲍曼不动杆菌,随着五倍子药物浓度的增大,其抑

制生长作用增强。
2.3 五倍子对鲍曼不动杆菌生物膜形成的影响 10
株鲍曼不动杆菌在 MIC、1/4MIC时生物膜形成结果

见图2。五倍子对亚胺培南敏感鲍曼不动杆菌的生物

膜抑制能力较弱,而对耐药菌株,随着五倍子药物浓

度的增大,生物膜抑制作用增强。
2.4 Real-time

 

PCR检测鲍曼不动杆菌生物膜相关

靶基因mRNA的表达变化 鲍曼不动杆菌-1、鲍曼

不动杆菌-8生物膜相关靶基因 mRNA的表达变化见

图3。鲍曼不动杆菌-1与对照组相比,abaI相对表达

量为(0.57±0.14)(P=0.007,t=5.08),abaR相对

表达量为(0.63±
 

0.14)(P=0.010,t=4.13),bfmR
相对表达量为(0.53±0.10)(P=0.003,t=6.19),
bfmS相对表达量为(0.66±0.17)(P=0.032,t=
3.22),BAP相对表达量为(0.72±0.09)(P=0.013,
t=4.26);鲍曼不动杆菌-8较对照组相比,abaI相对

表达量为(0.71±0.03)(P=0.000,t=11.78),abaR
相对表达量为(0.68±

 

0.04)(P=0.000,t=10.19),
bfmR相对表达量为(0.64±0.04)(P=0.000,t=
11.13),bfmS相 对 表 达 量 为(0.64±0.06)(P=
0.002,t=7.09),BAP相对表达量为(0.65±0.03)
(P=0.000,t=9.074)。说明加入五倍子后,相关靶

基因均表达明显降低。该实验重复3次。

图1  五倍子对鲍曼不动杆菌生长的影响
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图2  五倍子对鲍曼不动杆菌生物膜的影响

图3  Real-time
 

PCR检测生物膜相关靶基因

mRNA的表达变化

3 讨  论

五倍子为传统天然中药,富含水解单宁,具有广

泛的生物活性,自古以来因其解毒、抗菌,抗癌等特点

而被广泛应用,多项研究报道其能够抑制龋病病原菌

的生长和代谢[9]。而鲍曼不动杆菌因极强的耐药性

及生物膜形成能力成为医院感染的主要原因。2016
年全国细菌耐药网数据报道,鲍曼不动杆菌对亚胺培

南的耐药率已高达66.7%,且生物膜的增强限制了抗

菌药物对特定靶点的获取。
本实验分别选取亚胺培南敏感及耐药鲍曼不动

杆菌相比较,证实五倍子水煎剂能够抑制鲍曼不动杆

菌的生长,与五倍子的传统抗菌作用一致。但与亚胺

培南敏感菌株相比,五倍子对耐药菌株的生物膜抑制

作用更明显。目前,生物膜形成与耐药性之间的关系

仍存在争议。有研究表明,与敏感菌株相比,生物膜

形成与耐药菌株的耐药性呈显著正相关性,还有研究

表明,生物膜形成能力较强的鲍曼菌株对碳青霉烯类

抗菌药的耐药率较低[3,10]。根据本实验结果,推测敏

感菌株的耐药能力不足以维持生存,需要更强的生物

膜来应对生存压力,故生物膜形成机制和影响均较复

杂,单一因素难以调控,所以单独的五倍子水煎剂虽

能抑制其生长,但并不能显著抑制其生物膜形成。而

耐药菌株依靠耐药能力维持生存,生物膜对其抵抗生

存压力的作用并不强大,形成的生物膜较弱,五倍子

水煎剂能够显著抑制其生物膜形成。此外,虽然耐药

菌株形成的生物膜很弱,但它们仍然可以为菌株提供

保护,生物膜基质由细胞外聚合物构成,对抗菌药起

着物理屏障的作用,所以未来的探索应着力提高临床

上对鲍曼生物膜感染过程的研究,并在预防和治疗方

面提供新的见解[11]。
本实验还选取两株均有显著生物膜抑制作用的

菌株,RT-PCR结果表明五倍子通过调控生物膜相关

基因bfmS、bfmR、abaI、abaR、BAP的表达发挥抑制

作用。鲍曼不动杆菌生物膜的形成是一个众多因素

参与的复杂过程:第一,通过激活bfmS导致bfmR磷

酸化,促进细菌菌毛的合成分泌,介导初始的黏附过

程。虽然目前bfmRS双组分系统的直接激活剂尚未

确定,但已有研究表明,添加群体感应分子C6-HSL
(一种酰基高丝氨酸内酯)会导致bfmRS的表达增

加[12]。第二,通过abaI和abaR介导群体感应系统,
引来同类细菌聚集,产生大量的胞外多糖黏结单个菌

落,许多细菌利用群体感应来调节生理功能,如酶的

分泌、生物膜的形成等。据研究,鲍曼不动杆菌中酰

基高丝氨酸内酯分子与abaR蛋白结合并调节基因表

达,但这是直接还是间接的还有待确定,且位于AbaR
结合位点下游的abaI突变可通过影响群体感应系统

而导致生物膜产生减少[13]。第三,通过生物膜相关蛋

白BAP的协同作用形成微菌落,BAP存在于细菌表

面,是维持生物膜厚度和体积的必要物质,直接影响

生物膜的成熟发育[14]。除此之外,还有ompA、bla-
PER-1、PgaABCD等转录因子参与了鲍曼不动杆菌

的调控,它们之间的相互作用组成了错综复杂的调控

网。而群体感应系统是启动这一调控网的关键,现已

成为新的抗菌治疗靶点,其优势在于群体猝灭对细菌

的DNA复制和细胞分裂不构成任何威胁,因此针对

群体感应的化合物产生耐药性的机会可能很少[15]。
已有文献报道,五倍子对由C8-HSL信号分子(一种

酰基高丝氨酸内酯)介导的β-半乳糖苷酶活性有显著

抑制作用,表明五倍子参与了群体感应的调控[6]。故

推测本研究中五倍子有可能是通过影响群体感应系

统发挥对bfmS、bfmR、abaI、abaR、BAP的抑制作用,
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具体机制还需进一步研究。
由此可见,生物膜的形成往往由环境触发,从而

激活复杂的调控成分。它形成过程中的环境触发因

素和调控途径复杂多变,目前尚无确切的机制研究。
转录因子,抗菌药抗性基因、生长条件和细胞密度等

都会影响生物膜形成。所以,了解鲍曼不动杆菌致病

原因,生物膜调控和抗菌机制具有重要的理论意义和

应用价值,开发抗生物膜的特异性药物迫在眉睫。虽

然本研究证明五倍子有抑制鲍曼不动杆菌生长和生

物膜形成的作用,但由于中药本身含有大量的化合

物,且其生物活性是多种化合物协同或拮抗作用的结

果,很难阐明其确切的作用机制,也很难对其安全性

和有效性进行评价,故五倍子对鲍曼不动杆菌的作用

机制还需进行更谨慎的药物配方和临床药理研究。
五倍子作为传统抗菌中药,或许可与抗生素一起使

用,以减少产生耐药性的机会,提高抗菌治疗的有效

性,为鲍曼不动杆菌感染的治疗与控制奠定基础。

4 结  论

本研究初步证实五倍子水煎剂能够抑制鲍曼不

动杆菌的生长及生物膜形成,对亚胺培南耐药株生物

膜的抑制作用强于敏感株,并可能通过下调生物膜形

成相关基因bfmS、bfmR、abaI、abaR、BAP的表达发

挥抑制作用,未来临床工作中或许可与抗菌药物配伍

发挥其抗菌作用。
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