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硝酸镓对临床分离金黄色葡萄球菌生物膜的体外清除作用
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［摘　要］　目的　研究新型抗菌剂硝酸镓对金黄色葡萄球菌生物膜的清除作用，探索抑制细菌生物膜的新方法。

方法　采用结晶紫染色法，对临床分离的１４株金黄色葡萄球菌进行生物膜阳性菌株筛选，检测硝酸镓对生物膜阳

性菌株的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）和对生物膜的清除作用。结果　１４株金黄色葡萄球菌中，生物膜阳性菌株９株。硝

酸镓对金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３、生物膜阴性菌株以及９株生物膜阳性菌株的 ＭＩＣ均为１６μｇ／ｍＬ。硝酸镓

对金黄色葡萄球菌早期生物膜的清除率为（８６．５３±０．９６）％，高于对晚期生物膜的清除率［（６２．５４±１．５３）％］

（狋＝３５．６９９，犘＜０．００１）。结论　硝酸镓具有抑制金黄色葡萄球菌增殖，清除其生物膜的作用，有望成为防治金黄

色葡萄球菌感染的新型药物。
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　　金黄色葡萄球菌是医院感染和社区感染的重要

病原菌，其感染类型多样，从浅表的皮肤软组织感染

到致死性的重症脓毒症均可见到。此外，耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）感染治疗难度大，病死

率高，受到临床高度重视［１］。金黄色葡萄球菌感染

的难治性与生物膜形成密切相关，特别是其引起的

心内膜炎、骨髓炎和植入性医疗装置感染［２］。金黄

色葡萄球菌通过释放多糖、ＤＮＡ和蛋白质等形成包
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被物，黏附于组织或生物材料表面形成生物膜。生

物膜难以清除，并对抗菌药物和机体免疫具有较强

抵抗性。因此，抑制生物膜形成成为金黄色葡萄球

菌感染防治的重要研究内容。金属镓离子（Ｇａ３＋）

作为一种新型抗菌剂近年来受到关注，有实验表明

其在体内外对大肠埃希菌、铜绿假单胞菌的增殖以

及生物膜形成具有明显抑制作用，作用机制为镓离

子干扰细菌的铁代谢系统，阻断以铁为底物的氧

化—还原反应［３４］。本研究观察Ｇａ３＋的常用制剂硝

酸镓在清除金黄色葡萄球菌生物膜中的作用，以评

价Ｇａ３＋在金黄色葡萄球菌感染防治中的价值。

１　材料与方法

１．１　试验材料　金黄色葡萄球菌１４株（菌株号

Ｗ１５～Ｗ２８）为武警后勤学院附属医院临床分离菌

株，经法国生物梅里埃ＶＩＴＥＫ２细菌鉴定仪鉴定。

硝酸镓购自Ｓｉｇｍａ公司，胰蛋白胨大豆肉汤（ＴＳＢ）

培养基和结晶紫染色液购自北京陆桥技术股份有限

公司，酶标仪型号为ＢｉｏＲａｄ５５０。

１．２　试验方法

１．２．１　筛选生物膜阳性菌株　生物膜检测采用结

晶紫染色法［５］。该方法依据形成生物膜的菌株黏附

力强，附着于介质表面后不易洗脱，经染色后用有机

溶剂溶解，其颜色深度可以反映生物膜的形成程度。

具体 方 法 如 下：将 待 测 菌 株 培 养 液 稀 释 至

２×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，取１２５μＬＴＳＢ培养基加入９６孔

板，每孔再加入１．２５μＬ待测菌稀释液，３７°Ｃ静置

培养２４ｈ。然后将孔中的菌液按１∶１００转移到另

一块９６孔板中的新鲜培养基中，继续在３７°Ｃ静置

培养２４ｈ，使细菌黏附在孔壁上形成生物膜，每株菌

设４个复孔。培养结束后弃去菌液，用无菌ＰＢＳ缓

冲液洗去游离细菌。取１７５μＬ结晶紫染色液加入

到培养孔中，染色１ｍｉｎ后弃去染液，用ＰＢＳ缓冲

液洗净多余染料，室温放置１ｈ。待培养孔干燥后每

孔加入２００μＬ二甲基亚砜，使黏附在孔壁上的结晶

紫完全溶解。用酶标仪检测犃５５０吸光度值，结果取

４孔的平均值。设只含培养基不含细菌的孔作为空

白孔，实验孔犃５５０值大于空白孔４倍以上为生物膜

阳性菌株。

１．２．２　硝酸镓对金黄色葡萄球菌最低抑菌浓度

（ＭＩＣ）检测　参照美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）微量肉汤稀释法
［６］进行检测。９６孔板中

硝酸镓药物浓度由５１２μｇ／ｍＬ对倍稀释至１μｇ／ｍＬ，

每孔加入待测菌（终浓度为５×１０５ＣＦＵ／ｍＬ）。

以金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３作为标准菌株，

以生物膜筛选试验中犃５５０值最低的金黄色葡萄

球菌 Ｗ２１作为生物膜阴性对照菌株，每株菌重

复测４次，结果取重复出现次数最多的ＭＩＣ值。

１．２．３　硝酸镓对金黄色葡萄球菌生物膜的抑制　

按１．２．１的方法用两块９６孔板培养金黄色葡萄球

菌，其中一块培养板用于形成早期生物膜（１２ｈ），另

一块形成成熟生物膜（２４ｈ）。生物膜形成后弃去菌

液，两块培养板每孔加入１８μｇ／ｍＬ的硝酸镓溶液

１５０μＬ，３７°Ｃ孵育２４ｈ，用１．２．１中的方法染色、检

测。每株菌设３个复孔，结果取平均值，以不经药物

处理的孔为对照组。生物膜抑制率计算：（１实验组

犃５５０／对照组犃５５０）×１００％。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行配对

狋检验，以犘≤０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　生物膜阳性菌株筛选结果　１４株临床分离的

金黄色葡萄球菌经结晶紫染色法检测，９株犃５５０值

介于０．６７～１．０２，大于对照孔（０．１３）４倍以上，为生

物膜阳性菌株，阳性率为６４．２９％。见表１。

表１　金黄色葡萄球菌生物膜检测结果（犃５５０平均值）

犜犪犫犾犲１　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｏｆｉｌｍｏｆ犛．犪狌狉犲狌狊（ｍｅａｎ

ｖａｌｕｅｓｏｆＡ５５０）

菌株 Ａ５５０ 菌株 Ａ５５０

Ｗ１５ ０．７２ Ｗ２３ ０．５０

Ｗ１６ ０．６７ Ｗ２４ ０．９４

Ｗ１７ ０．７０ Ｗ２５ ０．４０

Ｗ１８ ０．８６ Ｗ２６ ０．９５

Ｗ１９ ０．４８ Ｗ２７ ０．８２

Ｗ２０ ０．７８ Ｗ２８ ０．４４

Ｗ２１ ０．３９ 对照孔 ０．１３

Ｗ２２ １．０２

２．２　硝酸镓对金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ　硝酸镓对

金黄色葡萄球菌标准菌株ＡＴＣＣ２５９２３、生物膜阴性

株 Ｗ２１ 以 及 ９ 株 生 物 膜 阳 性 菌 株 ＭＩＣ 均 为

１６μｇ／ｍＬ，表明硝酸镓对试验菌株与对照菌株抑制

作用的一致性。见表２。

２．３　硝酸镓对金黄色葡萄球菌生物膜的清除作

用　１８μｇ／ｍＬ硝酸镓溶液对９株金黄色葡萄球菌

早期生物膜清除率为（８６．５３±０．９６）％，表现出较强

的清除作用；对成熟生物膜清除率为（６２．５４±
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１．５３）％，作用程度有所下降。经统计学分析，硝酸

镓对试验菌株早期生物膜的清除率高于成熟生物

膜（狋＝３５．６９９，犘＜０．００１）。

表２　硝酸镓对金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲２　ＧａｌｌｉｕｍｎｉｔｒａｔｅＭＩＣｆｏｒ犛．犪狌狉犲狌狊ｓｔｒａｉｎｓ（μｇ／ｍＬ）

金黄色葡萄球菌 试验１ 试验２ 试验３ 试验４ ＭＩＣ

生物膜阳性株 Ｗ１５ １６ １６ ３２ １６ １６

生物膜阳性株 Ｗ１６ １６ １６ １６ １６ １６

生物膜阳性株 Ｗ１７ ３２ １６ １６ １６ １６

生物膜阳性株 Ｗ１８ １６ １６ １６ ３２ １６

生物膜阳性株 Ｗ２０ １６ １６ １６ １６ １６

生物膜阳性株 Ｗ２２ １６ １６ １６ １６ １６

生物膜阳性株 Ｗ２４ １６ ３２ １６ １６ １６

生物膜阳性株 Ｗ２６ １６ １６ １６ ３２ １６

生物膜阳性株 Ｗ２７ １６ １６ １６ １６ １６

标准菌株ＡＴＣＣ２５９２３ １６ ３２ １６ １６ １６

生物膜阴性株 Ｗ２１ ３２ １６ １６ １６ １６

３　讨论

细菌生物膜是由细菌依靠胞外分泌物而黏附于

人体组织或生物材料表面形成的微生物集落，是细

菌群体生长的一种普遍现象。据统计６５％的慢性

细菌性感染与生物膜形成有关［７］，细菌生物膜在感

染性疾病中的重要性越来越受到重视。细菌形成生

物膜后难以清除，并可不断释放出游离细菌，成为慢

性感染的感染源。抗菌药物可杀灭游离细菌，但不

能有效清除细菌生物膜及杀灭生物膜中的细菌。主

要原因为生物膜表面存在细菌分泌的多糖基质等物

质，对抗菌药物有物理屏障作用，且生物膜内细菌代

谢水平降低，对抗菌药物敏感性降低［８］。这导致单

纯依靠抗菌药物很难完全治愈有生物膜形成的感

染，因此，探索新型细菌生物膜抑制药物成为抗感染

领域的重要研究内容。

近年来，无机物的抗菌作用在国外逐渐受到重

视。研究人员发现硅酸铜（ｃｏｐｐｅｒｓｉｌｉｃａｔｅ）和焦亚

硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｍｅｔａｂｉｓｕｌｆｉｔｅ）对游离的葡萄球菌及

其生物膜具有抑制作用［９－１０］。硝酸镓的抗菌作用

最早发现于铜绿假单胞菌，此后镓离子（Ｇａ３＋）对其

他细菌的抑制性也受到关注。镓对铁的竞争性抑制

是其抗菌的主要机制。铁是微生物生长以及维持关

键酶功能不可缺少的元素，三价铁离子（Ｆｅ３＋）在细

菌体内参与氧化—还原过程转变为二价铁离子

（Ｆｅ２＋）。镓作为一种过渡金属元素，有与铁元素相

似的离子半径，能够竞争性地阻断Ｆｅ３＋与蛋白质和

螯合剂结合，但Ｇａ３＋在细菌体内不能被还原，抑制

了依赖于铁电子捕获的氧化—还原反应，干扰细菌

的ＤＮＡ与蛋白质合成
［３］。

本研究采用的１８μｇ／ｍＬ硝酸镓（相当于对游

离金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ）对金黄色葡萄球菌生物

膜有明显的清除作用，特别是对早期生物膜的作用

更为显著，这很可能是硝酸镓干扰细菌的代谢系统，

从而阻断生物膜初期黏附。而当生物膜成熟后，由

于细菌外基质的屏蔽，硝酸镓对生物膜清除活性有

所降低。对于成熟生物膜的清除，在进一步研究中

可以考虑将硝酸镓与其他类型抗菌剂联合使用，以

期发挥协同抗菌作用。由于硝酸镓对游离细菌和早

期生物膜的较高抗菌活性，除了全身给药外，还可以

将其合成在生物材料中（如在人工植入物表面覆盖

硝酸镓涂层），从源头上阻止生物膜的形成。硝酸镓

毒性较低，已通过了美国食品药品监督管理局

（ＦＤＡ）的批准用于治疗肿瘤性高钙血症
［３］。本研

结果究显示，硝酸镓具有抑制金黄色葡萄球增殖和

清除其生物膜的作用，有望成为控制金黄色葡萄球

菌感染的新型药物。
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