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［摘　要］　目的　通过探究三种类型表面活性剂（十二烷基羟丙基磺基甜菜碱、十二烷基苯磺酸钠、溴化十六烷基

吡啶）分别对表皮葡萄球菌（Ｓｅ）生物膜渗透性及成膜关键基因———附属基因调节子（犪犵狉）表达的影响，为临床利用

表面活性剂控制由Ｓｅ生物膜引起的相关感染提供依据。方法　建立Ｓｅ生物膜渗透模型，检测经表面活性剂处理

后对生物膜渗透性的影响；选择在不同时间段，观察三种表面活性剂对悬浮状态下产膜Ｓｅ的犪犵狉转录水平的影

响，从分子水平评估表面活性剂对产膜Ｓｅ黏附及毒力等可能的作用。结果　三种类型表面活性剂在最低抑菌浓

度（ＭＩＣ）分别为２、１、１／２浓度时，均明显影响Ｓｅ生物膜的渗透性（犘＜０．００１），增强药物对生物膜的渗透作用。与

阴性对照组比较，十二烷基羟丙基磺基甜菜碱在０．５、４、１２ｈ时间段，对犪犵狉表达有显著上调作用（犘＜０．００１）；十

二烷基苯磺酸钠在０．５、４、２４ｈ时间段，对犪犵狉表达有显著下调作用（犘＜０．００１），在１２ｈ时间段对犪犵狉表达有显著

上调作用（犘＜０．００１）；溴化十六烷基吡啶在０．５ｈ时间段对犪犵狉表达有显著上调作用（犘＜０．０１），在１２、２４ｈ时间

段，对犪犵狉表达有显著下调作用（犘＜０．００１）。结论　三种不同类型的表面活性剂对Ｓｅ生物膜渗透作用均有较强

的影响，在不同时间段对犪犵狉表达有显著调节作用，因而可能在Ｓｅ生物膜的形成、防止感染的扩散并导致细菌毒

力减弱等方面发挥作用。
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Ｓｅ）是生物材料植入相关医院感染的重要致病菌之

一，在假体植入、骨关节置换、中心静脉导管置入、手

术部位缝合等医源性感染灶中检出率较高。细菌生

物膜（ｂｉｏｆｉｌｍ）是指细菌黏附于惰性或活性的实体表

面，通过自身分泌的胞外黏质物（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙ

ｍｅｒｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅ，ＥＰＳ）将其包裹，形成具有高度组

织化的多细胞细菌群体结构［１］。Ｓｅ作为凝固酶阴

性的葡萄球菌，能否形成细菌生物膜是目前评判其

是否具有致病性的最重要指标［２３］。

Ｓｅ感染问题难以处理的主要原因是由于有生

物膜的保护。Ｓｅ生物膜形成机制已基本明确，大

致分为下面两个动态过程：（１）Ｓｅ表面的疏水性蛋

白或多糖胞间黏附素（ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ

ａｄｈｅｓｉｏｎ，ＰＩＡ）在生物材料表面进行初始附着，形

成细菌群落；（２）Ｓｅ间通过ＰＩＡ介导相互聚集，形

成生物膜［４］。在细菌初始的附着阶段，自溶素（ａｕ

ｔｏｌｙｓｉｎ）、膜多糖黏附素（ｃＰＳＰＡ）、表面蛋白（Ｓｓｐ）和

纤维蛋白原结合蛋白（Ｆｂｅ）等很多相关因子都参与

其中。其中 ＡｔｌＥ不仅参与生物膜初始阶段的形

成，并可能是导致生物膜相关感染的重要原因。附

属基因调节子（ａｃｃｅｓｓｏｒｙｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ，犪犵狉）通过

调节犪狋犾Ｅ基因编码的自溶素ＡｔｌＥ，进而影响Ｓｅ生

物膜的形成。细菌从生物膜上分离，是导致生物膜

相关性疾病扩散的机制之一，而Ｓｅ的分散机制是由

犪犵狉系统调控。目前已知影响细菌分散的主要因素

涉及群体感应（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）系统、基质降

解酶等。

表面活性剂可以抑制杀灭微生物的作用已被学

界和业界广泛接受，由于其具有亲水和疏水双重功

效、带有电荷并可改变两相性质，如果其在生物材料

表面发生定向吸附，则能大幅提高其抑菌效果，进而

可能阻止细菌的附着和成膜。细菌生物膜呈负电

性，表面活性剂通过破坏形成生物膜的ＥＰＳ结构和

功能，最终导致生物膜的瓦解。前期研究［５９］也证

实，阳离子型表面活性剂（溴化十六烷基吡啶）、阴离

子型表面活性剂（十二烷基苯磺酸钠）、两性离子型

表面活性剂（十二烷基羟丙基磺基甜菜碱）等对产膜

的Ｓｅ黏附、代谢等均有抑制作用；对已形成的生物

膜亦有一定的清除效果。本研究通过观察三种表面

活性剂在作用的不同时间段，对悬浮状态下的产膜

Ｓｅ的犪犵狉基因（与黏附、毒力、群体感应相关的关键

基因）转录水平的影响，旨在从分子水平探究表面活

性剂对Ｓｅ生物膜形成过程的影响；建立Ｓｅ生物膜

渗透模型，探究表面活性剂处理生物膜后对其渗透

性的影响，为表面活性剂在抗Ｓｅ生物膜方面的应用

提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　菌株与培养基　Ｓｅ产膜标准菌株：ＡＴＣＣ

３５９８４（复旦大学基础医学院瞿涤教授馈赠）；Ｓｅ不

产膜标准菌株：ＡＴＣＣ１２２２８（中国食品药品检定研

究院）。ＭＨ培养基、ＴＳＡ培养基、ＴＳＢ培养基（杭

州微生物试剂有限公司）。

１．２　药品与试剂　溴化十六烷基吡啶、十二烷基苯

磺酸钠（国药集团化学试剂有限公司），十二烷基羟

丙基磺基甜菜碱（上海银聪新材料科技有限公司），

万古霉素标准品、红霉素标准品（中国食品药品检定

研究院），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＲＴＰＣＲ 试剂盒、ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）来源于宝生

物工程有限公司，其余所用试剂均为国产分析纯。

１．３　仪器　定量反转录ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）仪（美国

赛默飞世尔），凝胶成像系统（Ｔａｎｏｎ），Ｋ３型酶标仪

（ＬａｂＳｅｒｖ），核酸电泳系统（ＢｉｏＲａｄ），高速冷冻离心

机（日立公司），ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＨＣｌａｓｓ超

高效液相色谱仪［沃特世科技（上海）有限公司）］，恒

温摇床（上海智城分析仪器制造有限公司）。
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１．４　研究方法　

１．４．１　三种表面活性剂、万古霉素对产膜Ｓｅ的最

低抑菌浓度（ＭＩＣ）测定　采用连续稀释法将每支

试管 ＭＨ液体培养基中的表面活性剂及万古霉素

终浓度分别达到１２８、６４、３２、１６、８、４、２、１、０．５、

０．２５μｇ／ｍＬ，总体积为２ｍＬ；向各试管中分别加入

０．５麦氏单位的ＡＴＣＣ３５９８４菌液各２００μＬ。设置

空白对照（ＭＨ 液体培养基），阴性对照（含有菌液

但不添加表面活性剂或万古霉素的 ＭＨ 培养基）；

每组设置２个平行。３７℃恒温培养２４ｈ，与空白对

照比较获得各表面活性剂及万古霉素的 ＭＩＣ值。

１．４．２　三种表面活性剂对Ｓｅ的犪犵狉表达影响的测定

１．４．２．１　引物　结合美国国家生物技术信息中心

（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，

ＮＣＢＩ）参考基因中ＡＴＣＣ３５９８４犪犵狉和犵狉狔Ｂ的基

因序列，委托上海生工生物有限公司设计、合成基因

引物序列，见表１。

表１　荧光定量ＰＣＲ相关基因引物序列

犜犪犫犾犲１　Ｇｅｎｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ＰＣＲ

引物名称 序列（５’→３’）
扩增片段

大小（ｂｐ）

犪犵狉Ｆ ＴＧＡＧＴＴＧＴＴＧＡＧＣＣＡＴＣＣＣＡ １０７

犪犵狉Ｒ ＡＣＧＴＡＡＣＡＣＴＧＡＧＴＣＣＡＡＧＧＡＡＡＣＴＡ

犵狉狔ＢＦ ＡＧＣＧＧＴＴＣＧＴＡＡＡＡＧＡＣＣＧＧＧＴＡＴＧ １０８

犵狉狔ＢＲ ＣＣＴＧＣＴＡＡＴＧＣＣＴＣＧＴＣＡＡＴＡＣ

１．４．２．２　菌细胞制备　在３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件

下，将２ｍＬ的０．５麦氏单位ＡＴＣＣ３５９８４菌液接

种到２００ｍＬ的ＴＳＢ液体培养基中培养，当含菌培

养基ＯＤ６００达到１．６时即终止培养。将上述含菌培

养基于４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，弃上清。以

２００ｍＬ无菌新鲜的ＴＳＢ培养基重悬菌细胞。

１．４．２．３　分组　Ａ组：阴性对照（不添加表面活性

剂或万古霉素）；Ｂ组：１ＭＩＣ溴化十六烷基吡啶；Ｃ

组：１ＭＩＣ十二烷基苯磺酸钠；Ｄ组：１ＭＩＣ十二烷基

羟丙基磺基甜菜碱；Ｅ组：阳性对照（１ＭＩＣ万古霉素）。

１．４．２．４　药物处理后菌细胞的保存　在３７℃、

１５０ｒ／ｍｉｎ条件下，将阴性对照及加入表面活性剂或

万古霉素的各组菌液继续摇床培养；分别在０．５、４、

１２、２４、４８ｈ等时段各取样１０ｍＬ并置于经ＤＥＰＣ

水处理并灭菌Ｅｐ管中，设置４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条

件下离心８ｍｉｎ。弃上清后置于－７０℃保存。

１．４．２．５　转录水平［实时定量逆转录聚合酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）］　按 Ｏｍｅｇａ细菌ＲＮＡ提取试剂盒的

说明书，提取各组表面活性剂或药物作用前后Ｓｅ总

ＲＮＡ；经琼脂糖电泳鉴定后，置于－７０℃保存，完成

实时定量ＲＴＰＣＲ测量犪犵狉基因的表达情况。将

犵狉狔Ｂ作为内参基因，每样本做三复孔。

１．４．２．６　ｑＲＴＰＣＲ结果计算　自动调节基线于适

宜处，各扩增曲线与阈值线的交叉点所对应的横坐

标，即为犆狋值。根据标准曲线浓度与犆狋值的对应

关系，可得出各待测标本的初始浓度。犪犵狉／犵狉狔Ｂ的

结果作为评价犪犵狉基因转录水平的指标。

将未经表面活性剂或万古霉素处理的 ＡＴＣＣ

３５９８４犪犵狉基因在每个作用时间段的表达量视为

“１”，并计算出各组的相对量。

１．４．３　三种表面活性剂影响Ｓｅ生物膜渗透性的测定

１．４．３．１　构建生物膜渗透模型　先用孔径为

０．４５μｍ的微孔滤膜将牛津杯一端封闭，灭菌处理；

滤膜端向下放置在ＴＳＡ培养基表面，牛津杯内加入

用 ＴＳＢ 培养基稀释为０．５ 麦氏单位的 ＡＴＣＣ

３５９８４菌液１００μＬ，在３７℃温箱培养４８ｈ，建立Ｓｅ

生物膜渗透模型。取出渗透模型，于牛津杯内加入

以ＴＳＢ培养基稀释的分别为２、１、１／２ＭＩＣ浓度的

表面活性剂及万古霉素各１００μＬ，牛津杯外加适量

ＴＳＢ培养基，３７℃温箱培养２４ｈ后取出，ＰＢＳ缓冲

液漂洗。

１．４．３．２　渗透率测定　于处理后渗透模型的牛津

杯中加入１００μＬ以生理盐水稀释为１５０μｇ／ｍＬ的

红霉素溶液，牛津杯外加入１０００μＬ生理盐水，

３７℃温箱静置６、１２ｈ后分别测定牛津杯外红霉素

浓度。（１）抑菌圈法。根据前期研究方法
［１０］，将无

菌滤纸片（大小、厚度与微生物药敏纸片一致，实验

室自制）浸没于上述处理获得的渗透液中５ｍｉｎ，取

出晾干备用。将ＡＴＣＣ１２２２８菌液调至０．５麦氏单

位，均匀涂布在 ＭＨ（Ａ）培养基上，再将已经处理过

的滤纸片放在培养基上，倒置于３７℃温箱，培养１８

～２０ｈ后测量抑菌圈直径。渗透率＝处理组抑菌

圈直径／完全渗透组抑菌圈直径×１００％。（２）高效

液相色谱法。采用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＢＥＨ 色谱

柱，设置检测波长为２０５ｎｍ，进样量为２０μＬ。流动

相采用０．１ｍｏＬ／Ｌ磷酸二氢铵溶液（三乙胺调节

ｐＨ６．５）－乙腈（７０∶３０）；流速０．２ｍＬ／ｍｉｎ；柱温

３５℃。基于上述条件测得红霉素标准品溶液的色谱

图，红霉素的保留时间为２．８４９ｍｉｎ。以上述条件

及方法测得各组处理后牛津杯外红霉素渗透后浓
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度。渗透率＝处理组牛津杯外红霉素渗透后浓度／

完全渗透组牛津杯外红霉素渗透后浓度×１００％。

１．５　数据分析　应用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行数

据分析。计量资料采用均数±标准差（狓±狊）表示，

采用单因素方差分析和狋检验进行比较。犘≤０．０５

为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　三种表面活性剂、万古霉素对产膜Ｓｅ的 ＭＩＣ

测定　溴化十六烷基吡啶、十二烷基苯磺酸钠、十二

烷基羟丙基磺基甜菜碱、万古霉素对 ＡＴＣＣ３５９８４

ＭＩＣ分别为２、６４、１６、８μｇ／ｍＬ。

２．２　三种表面活性剂对Ｓｅ的犪犵狉表达影响的测定

　与阴性对照组比较，十二烷基羟丙基磺基甜菜碱

在０．５、４、１２ｈ时间段，对犪犵狉表达有显著上调作用

（犘＜０．００１），在２４ｈ时间段对犪犵狉表达有显著下调

作用（犘＜０．００１）。与阴性对照组比较，十二烷基苯

磺酸钠在０．５、４、２４ｈ时间段，对犪犵狉表达有显著下

调作用（犘＜０．００１），在１２ｈ时间段对犪犵狉表达有显

著上调作用（犘＜０．００１）。与阴性对照组比较，溴化

十六烷基吡啶在０．５ｈ时间段对犪犵狉表达有显著上

调作用（犘＜０．０１），在１２、２４ｈ时间段对犪犵狉表达有

显著下调作用（犘＜０．００１）。见图１、表２。
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　　注：表示与阴性对照组比较，犘＜０．０５；表示与阴性对照组比较，犘＜０．０１；表示与阴性对照组比较，犘＜０．００１。

图１　三种表面活性剂对ＡＴＣＣ３５９８４犪犵狉表达的影响统计分析图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｒｅｅｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＴＣＣ３５９８４犪犵狉

表２　三种表面活性剂与阴性对照、阳性对照组对ＡＴＣＣ３５９８４犪犵狉基因转录水平的相对量比较（狓±狊）

犜犪犫犾犲２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｒｅｅｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ，ｎｅｇａｔｉｖｅａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｏｎｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｏｆ

ＡＴＣＣ３５９８４犪犵狉（狓±狊）

干预时间

（ｈ）
溴化十六烷基吡啶 十二烷基苯磺酸钠 十二烷基羟丙基磺基甜菜碱 万古霉素 阴性对照

０．５ １．２７１７±０．１８６４ ０．６８８３±０．１４３０ ２．１８５０±０．３８４３ ０．６３６７±０．０８０７ １．００３３±０．０１９７

４ １．０２５０±０．１０３５ ０．６７６７±０．０８１４ ２１．４５６７±４．０６１９ ０．２５１７±０．０３１９ １．００５０±０．１００５

１２ ０．７２１７±０．０７５２ ３．５０６７±０．４８６９ ２．９２６７±０．５９４５ ３．８５６７±０．７０４４ １．００１７±０．０９１３

２４ ０．７６８３±０．１２３８ ０．６９８３±０．１０２１ ０．３７８３±０．０５４２ ０．８８３３±０．１３４０ １．００５０±０．１２２１

４８ １．１８３３±０．２８６９ １．０２３３±０．３００３ １．５３００±０．４６３９ １．３７１７±０．３５６５ １．００３３±０．０９０７

　　注：表示与阴性对照组比较，犘＜０．０５；表示与阴性对照组比较，犘＜０．０１；表示与阴性对照组比较，犘＜０．００１。
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２．３　三种表面活性剂影响Ｓｅ生物膜渗透性的测定

２．３．１　抑菌圈法　三种表面活性剂、万古霉素处理

渗透模型后，红霉素经６、１２ｈ的渗透，形成的抑菌

圈直径（图以１ＭＩＣ处理组为例）及数据见图２、表

３～４；可知随着渗透时间的增加，药物的渗透率都

不断增加；同样条件下，表面活性剂对于生物膜渗透

性的影响作用要强于阳性对照万古霉素。

红霉素渗透时间较短时（６ｈ），表面活性剂处理

组与未处理组、阳性对照组相比，差异更加显著，不

同浓度之间梯度差更加明显。见图２、表３～６。

２．３．２　高效液相色谱法　以高效液相色谱法测各

组处理后牛津杯外红霉素渗透后浓度及渗透率，与

抑菌圈法测得的渗透结果比较，趋势基本一致，见表

７～１０。
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图２　红霉素渗透６、１２ｈ后的药敏纸片对ＡＴＣＣ１２２２８产生的抑菌圈图

犉犻犵狌狉犲２　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｓｏｆＡＴＣＣ１２２２８ｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎｄｉｓｃｓａｆｔｅｒ６ａｎｄ１２ｈｏｕｒｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ

表３　红霉素渗透６ｈ后对ＡＴＣＣ１２２２８产生抑菌圈直径比较（狓±狊，ｃｍ）

犜犪犫犾犲３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｄｉａｍｅｔｅｒｓｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎｏｎＡＴＣＣ１２２２８ａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ（狓±狊，ｃｍ）

组别 ２ＭＩＣ １ＭＩＣ １／２ＭＩＣ

十二烷基苯磺酸钠 ２．３６０７±０．０３６０ ２．０１５０±０．０２０８ １．７８１３±０．０２２２

十二烷基羟丙基磺基甜菜碱 ２．２９３０±０．０１１０ １．９６１７±０．０１６０ １．７１２７±０．０１７５

溴化十六烷基吡啶 ２．４１１３±０．０１３９ ２．０３２０±０．０２９１ １．７７０３±０．０３６５

万古霉素 ２．０５６３±０．０１９６ １．６７９０±０．０２２６ １．５６８０±０．０１７１

阴性对照 ０．７１１３±０．０２１５

完全渗透 ３．９９４０±０．００７５

　　注：表示与阴性对照组比较，犘＜０．００１；表示与阴性对照组比较，犘＜０．０１。

表４　红霉素渗透１２ｈ后对ＡＴＣＣ１２２２８产生抑菌圈直径比较（狓±狊，ｃｍ）

犜犪犫犾犲４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｄｉａｍｅｔｅｒｓｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎｏｎＡＴＣＣ１２２２８ａｆｔｅｒ１２ｈｏｕｒｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ（狓±狊，ｃｍ）

组别 ２ＭＩＣ １ＭＩＣ １／２ＭＩＣ

十二烷基苯磺酸钠 ３．２０６０±０．０５０９ ２．７０６０±０．０６２７ ２．３５１３±０．０１８８

十二烷基羟丙基磺基甜菜碱 ３．１６０７±０．０５１６ ２．６０９３±０．０１６６ ２．２９５３±０．００８０

溴化十六烷基吡啶 ３．１４３７±０．０５７８ ２．５５８０±０．０１７３ ２．２６０７±０．０１９３

万古霉素 ２．８３９３±０．０３３５ ２．３３７７±０．０３１０ ２．０８７３±０．０２２０

阴性对照 １．３７４７±０．０５０９

完全渗透 ３．９９４０±０．００７５

　　注：表示与阴性对照组比较，犘＜０．００１。
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表５　红霉素渗透６ｈ后渗透率（％）

犜犪犫犾犲５　Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｓｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ（％）

组别 ２ＭＩＣ １ＭＩＣ １／２ＭＩＣ

十二烷基苯磺酸钠 ５９．１１±０．９０ ５０．４５±０．５２ ４４．６０±０．５６

十二烷基羟丙基磺基甜菜碱 ５７．４１±０．２８ ４９．１２±０．４１ ４２．８８±０．４４

溴化十六烷基吡啶 ６０．３７±０．３４ ５０．８８±０．７２ ４４．３２±０．９１

万古霉素 ５１．４８±０．４９ ４２．０３±０．５７ ３９．２６±０．４３

阴性对照 １７．８１±０．５４

表６　红霉素渗透１２ｈ后渗透率（％）

犜犪犫犾犲６　Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎａｆｔｅｒ１２ｈｏｕｒｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ（％）

组别 ２ＭＩＣ １ＭＩＣ １／２ＭＩＣ

十二烷基苯磺酸钠 ８０．２７±１．２７ ６７．７５±１．５６ ５８．８７±０．４７

十二烷基羟丙基磺基甜菜碱 ７９．１４±１．２９ ６５．３３±０．４２ ５７．４７±０．２０

溴化十六烷基吡啶 ７８．７１±１．４５ ６０．５０±０．４３ ５６．６０±０．４８

万古霉素 ７１．０９±０．８４ ５８．５３±０．７８ ５２．２６±０．５６

阴性对照 ３４．４２±１．２７

表７　高效液相色谱法测得不同处理组红霉素渗透６ｈ后的

浓度（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲７　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ（μｇ／ｍＬ）

组别 ２ＭＩＣ １ＭＩＣ １／２ＭＩＣ

十二烷基苯磺酸钠 ７．２８３ ６．４７２ ６．１７５

十二烷基羟丙基磺基甜菜碱 ７．３４９ ６．７９２ ５．８５８

溴化十六烷基吡啶 ７．７７２ ７．１４５ ６．５９４

万古霉素 ６．８２０ ５．９９０ ５．３１３

阴性对照 ２．３４０

完全渗透 １３．６３６

表８　红霉素渗透６ｈ后渗透率（％）

犜犪犫犾犲８　Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎａｆｔｅｒ６ｈｏｕｒｐｅｒ

ｍｅａｔｉｏｎ（％）

组别 ２ＭＩＣ １ＭＩＣ １／２ＭＩＣ

十二烷基苯磺酸钠 ５３．４１ ４７．４６ ４５．２８

十二烷基羟丙基磺基甜菜碱 ５３．８９ ４９．８０ ４２．９６

溴化十六烷基吡啶 ５７．００ ５２．４０ ４８．３５

万古霉素 ５０．０１ ４２．９３ ３８．９６

阴性对照 １７．１６

表９　高效液相色谱法测得不同处理组红霉素渗透１２ｈ后

的浓度（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲９　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙａｆｔｅｒ１２ｈｏｕｒｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ （μｇ／

ｍＬ）

处理组 ２ＭＩＣ １ＭＩＣ １／２ＭＩＣ

十二烷基苯磺酸钠 １０．２６０ ９．１８０ ７．７００

十二烷基羟丙基磺基甜菜碱 １０．７１０ ８．７９６ ８．２１３

溴化十六烷基吡啶 ９．８７０ ８．７１０ ７．９８１

万古霉素 ８．１１５ ７．４９２ ６．７８６

阴性对照 ３．５２０

完全渗透 １３．６４

表１０　红霉素渗透１２ｈ后渗透率（％）

犜犪犫犾犲１０　Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎａｆｔｅｒ１２ｈｏｕｒｐｅｒｍｅａ

ｔｉｏｎ（％）

组别 ２ＭＩＣ １ＭＩＣ １／２ＭＩＣ

十二烷基苯磺酸钠 ７５．２４ ６７．３２ ５６．４７

十二烷基羟丙基磺基甜菜碱 ７８．５４ ６４．５１ ６０．２３

溴化十六烷基吡啶 ７２．３８ ６３．８７ ５８．５３

万古霉素 ５９．５１ ５４．９４ ４９．７７

阴性对照 ２５．８１
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３　讨论

群体感应系统作为细菌产生的自诱导因子，去

感知周围同类细菌的分布密度，进而调控基因表达

的系统［１１］。１９９８年 Ｄａｖｉｅｓ等
［１２］发现，细菌的 ＱＳ

及特异基因表达调控在细菌生物膜形成过程中起到

至关重要的作用。葡萄球菌具有独特和完善的ＱＳ

系统，犪犵狉是ＳｅＱＳ调控中的关键基因
［１３］。目前

犪犵狉在生物膜形成、分离中已经明确的作用，主要表

现为：（１）下调生物膜初始黏附作用。由于犪犵狉基因

能够下调与细菌初步黏附有关的一些黏附分子［１４１５］，

从而下调生物膜的形成。（２）上调菌细胞与生物膜

之间的分离作用。犪犵狉基因能上调酚溶解性调理素

（ＰｈｅｎｏｌｓｏｌｕｂｌｅＭｏｄｕｌｉｎｓ，ＰＳＭｓ）和蛋白酶的表达，

故可促进后期菌细胞与生物膜的分离［１６］。研究［１７］表

明，犪犵狉的缺失可导致细菌毒力减弱。目前鉴于对

犪犵狉的认识还比较有限，犪犵狉所介导的ＱＳ系统在细

菌生物膜感染过程中的作用仍存在争议。

本研究参考Ｓｅ生物膜形成的一般规律设置不

同作用时间段［１８］，即０～４ｈ完成初始黏附，６ｈ黏

附的细菌开始相互聚集，１２～１８ｈ细菌黏附达到高

峰，２４ｈ生物膜基本成熟，３０～４８ｈ部分生物膜开

始崩解，进而观察三种表面活性剂对悬浮状态下产

膜Ｓｅ的犪犵狉转录水平的影响。结果发现，十二烷基

羟丙基磺基甜菜碱在作用０．５、４、１２ｈ时间段，对

犪犵狉表达有显著上调作用（犘＜０．００１）。十二烷基苯

磺酸钠在作用０．５、４、２４ｈ时间段，对犪犵狉表达有显

著下调作用（犘＜０．００１），在１２ｈ时间段对犪犵狉表达

有显著上调作用（犘＜０．００１）。溴化十六烷基吡啶

在作用０．５ｈ时间段对犪犵狉表达有显著上调作用（犘

＜０．０１），而在１２、２４ｈ时间段，则对犪犵狉表达有显

著下调作用（犘＜０．００１）。表明十二烷基羟丙基磺

基甜菜碱、溴化十六烷基吡啶等部分表面活性剂能

够在感染初期上调犪犵狉基因的表达，进而影响Ｓｅ对

生物材料的初始黏附作用，其中以十二烷基羟丙基

磺基甜菜碱的作用尤为显著持久；而十二烷基苯磺

酸钠则是在细菌黏附高峰期影响细菌的黏附。三种

表面活性剂在作用２４ｈ时对犪犵狉表达均有显著下

调作用，推测可因此阻止生物膜内细菌与生物膜的

分离，防止感染的扩散并导致细菌毒力的减弱。

本研究亦发现，三种类型表面活性剂在２ＭＩＣ、

１ＭＩＣ、１／２ＭＩＣ浓度时，均明显影响生物膜的渗透

性（犘＜０．００１），增强药物对生物膜的渗透作用，且

影响渗透的作用效果优于目前临床对抗Ｓｅ感染有

效的药物万古霉素。

本研究表明，利用表面活性剂抑制和清除Ｓｅ生

物膜，从而控制由Ｓｅ引起的慢性难治性感染具有良

好广阔的应用前景。但表面活性剂虽然能有效影响

Ｓｅ生物膜，甚至作用要强于万古霉素，却仍然不能

彻底解决Ｓｅ生物膜引起的相关感染，仍需要探究新

的治疗思路或以目前对表面活性剂的研究作为基础

进行更深入探索。
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