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·论著·

隐丹参酮对表皮葡萄球菌生物膜的抑制作用

易　辉，祖瑞铃，易玉玲，李　燕

（成都中医药大学医学技术学院，成都　６１１１３７）

［摘　要］　目的　探索隐丹参酮对表皮葡萄球菌（ＳＥ）生物膜不同成熟阶段的抑制效果。方法　体外构建ＳＥ生

物膜模型，确定其黏附、聚集、成熟阶段时间点；通过半定量黏附实验、ＸＴＴ法和扫描电镜检测不同浓度隐丹参酮

作用下ＳＥ不同成熟阶段中生物膜基质量、膜内菌代谢活性和微观形态结构的变化。结果　ＳＥ生物膜黏附、聚集

和成熟时间点分别为６、２４、４８ｈ；对于黏附阶段生物膜，１２８μｇ／ｍＬ和３２μｇ／ｍＬ的隐丹参酮均能明显减少其生物

膜基质量和杀灭膜内菌，差异有统计学意义（犘＜０．０５），且隐丹参酮抑制作用１２８μｇ／ｍＬ优于３２μｇ／ｍＬ，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），同时均能破坏其微观形态结构；对于聚集与成熟阶段生物膜，仅１２８μｇ／ｍＬ的隐丹参酮能

明显减少其生物膜基质量和杀灭膜内菌，差异有统计学意义（犘＜０．０５），同时能破坏其微观形态结构，而３２μｇ／ｍＬ

的隐丹参酮则无明显抑制效果（犘＞０．０５）。结论　隐丹参酮对ＳＥ生物膜不同成熟阶段均具有一定抑制效果，且

存在一定的剂量效应。

［关　键　词］　表皮葡萄球菌；生物膜；隐丹参酮
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　　近年，高分子材料制成的医疗植入物的广泛应

用，如导管、人工心瓣膜、人工关节等，表皮葡萄球菌

（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊，ＳＥ）所致感染日趋严

重，已位于医院感染病原体的第四位。研究［１］表明，

细菌黏附于医疗植入物表面形成生物膜是该菌致

病、难以治愈、容易复发的主要原因。目前，临床多

采用大剂量的抗菌药物治疗此类感染，造成该菌耐

药性加剧，相对而言，中药不易造成细菌耐药，在新

药研发中具有一定的优势。丹参作为川产道地药

材，临床常用功效为祛瘀止痛、活血通经、清心除烦，

其有效成分分为脂溶性的丹参酮和水溶性的丹酚酸

两大类，其中丹参酮类化合物（即总丹参酮）还具有

抗菌、抗炎作用，但研究和临床应用较少。已有研

究［２］发现，丹参根甲醇提取物对ＳＥ、金黄色葡萄球

菌、巨大芽孢杆菌、肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌等浮

游菌表现出较强的抑菌活性，且价格低廉，具有进一

步开发应用潜力。目前，国内外尚未见丹参酮抑制

细菌生物膜形成的相关报道，本课题组的前期研究

中，通过测定总丹参酮及其主要单体成分丹参酮Ｉ、

丹参酮ⅡＡ、隐丹参酮、二氢丹参酮Ⅰ对ＳＥ的最小

抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）

和最小生物膜抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｂｉｏｆｉｌｍｉｎｈｉｂｉｔｏ

ｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＩＣ），发现隐丹参酮为丹参酮类

化合物中对ＳＥ抑菌活性最强的单体成分，故本研

究选用隐丹参酮作为靶药，以万古霉素为阳性对照

药物，观察不同浓度药物作用下ＳＥ生物膜形成过

程不同阶段基质量、膜内菌代谢活性和微观形态结

构的变化，探索不同浓度隐丹参酮对ＳＥ生物膜不

同成熟阶段的抑制效果。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验菌株　表皮葡萄球菌１４５７（生物膜阳

性株）和表皮葡萄球菌 ＡＴＣＣ１２２２８（生物膜阴性

株），均由复旦大学瞿涤教授惠赠；临床菌株：本实验

室从成都地区两所医院收集、鉴定、保存的５株临床

生物膜阳性菌株［３４］。

１．１．２　主要试剂与仪器　包括隐丹参酮对照品（成

都普菲德生物公司）、万古霉素标准品（中国食品药

品检定研究院）、ＸＴＴ试剂（南京凯基生物科技公

司）、无菌９６孔板和６孔板（美国Ｃｏｓｔａｒ公司）、酶

标仪（Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００）、扫描电镜（日立１０００Ｂ）。

１．２　方法

１．２．１　ＳＥ黏附、聚集、成熟阶段生物膜的建立　参

照文献［５６］方法略做改动：ＳＥ接种至 ＴＳＢ培养基

３７℃过夜培养，调节菌液浓度至１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，

２００μＬ／孔加至９６孔板中，分别于３７℃０、３、６、１２、

２４、３６、４８、７２、９６ｈ结束培养，无菌ＰＢＳ漂洗３次；

２．５％戊二醛固定３０ｍｉｎ，弃去孔内液体；０．１％结

晶紫染液染色５～１５ｍｉｎ，自来水冲洗未黏附染料，

室温晾干；加入９５％乙醇微振荡，酶标仪检测 Ａ５７０

值，绘制生物膜基质生长曲线。

１．２．２　药物处理　ＳＥ接种至ＴＳＢ中３７℃过夜培

养，调节菌液浓度至１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，２００μＬ／孔加

至９６孔板中３７℃培养，分别于１．２．１确立的时间

点结束培养，无菌ＰＢＳ漂洗３次，２００μＬ／孔加入以

下实验分组（见表１）的药液，３７℃培养２４ｈ。

表１　生物膜形成阶段和实验分组情况

犜犪犫犾犲１　Ｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄｓａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ

生物膜形成阶段及实验分组 干预药物　　
药物终浓度

（μｇ／ｍＬ）

６ｈ（黏附）

　Ａ１ 不加药对照 ０

　Ａ２ 万古霉素 ３２

　Ａ３ 高浓度隐丹参酮 １２８

　Ａ４ 低浓度隐丹参酮 ３２

２４ｈ（聚集）

　Ｂ１ 不加药对照 ０

　Ｂ２ 万古霉素 ３２

　Ｂ３ 高浓度隐丹参酮 １２８

　Ｂ４ 低浓度隐丹参酮 ３２

４８ｈ（成熟）

　Ｃ１ 不加药对照 ０

　Ｃ２ 万古霉素 ３２

　Ｃ３ 高浓度隐丹参酮 １２８

　Ｃ４ 低浓度隐丹参酮 ３２

１．２．３　半定量黏附实验检测ＳＥ生物膜基质的变

化　参照文献
［７］方法略做改动：按照１．２．２中方法

处理后，无菌ＰＢＳ漂洗３次，戊二醛固定３０ｍｉｎ，结

晶紫染液染色５～１５ｍｉｎ，自来水冲洗，室温晾干，

加入９５％乙醇微振荡，检测Ａ５７０值。

１．２．４　ＸＴＴ法检测ＳＥ生物膜内细菌代谢活性变

化　参照文献
［８９］方法略做改动：按照１．２．２中方法

处理后，无菌ＰＢＳ漂洗３次，加入１００μＬＭＨ培养

基和５０μＬＸＴＴ工作液，３７℃避光培养１～４ｈ，酶

标仪检测Ａ４５０值。

１．２．５　扫描电镜观察ＳＥ生物膜微观形态变化　

按文献［１０］方法略做改动：调节ＳＥ菌液浓度至１×

１０６ＣＦＵ／ｍＬ，３ｍＬ／孔加入到无菌６孔板中，每孔
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加入一片无菌玻片，分别于３７℃６、２４、４８ｈ结束培

养，取出玻片用无菌ＰＢＳ漂洗３次，然后放入新的

无菌６孔板中，３ｍＬ／孔加入表１中实验分组的药

液，３７℃培养２４ｈ，取出玻片用无菌ＰＢＳ漂洗３次，

戊二醛４℃固定２ｈ，无菌ＰＢＳ漂洗，依次用浓度为

３０％、５０％、７０％、７０％、８０％、９０％、１００％的乙醇，

４℃梯度脱水１０ｍｉｎ，叔丁醇置换及真空干燥后喷

金进行扫描电镜观察拍照（１００００×，１０μｍ视野）。

１．３　数据分析　应用ＳＰＳＳ２１．０软件进行数据分

析，计量资料以均数±标准差（狓±狊）表示，各组组间

比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），以

犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＥ生物膜生长曲线及黏附、聚集和成熟时间

点确立　ＳＥ生物膜生长有３个增长期，分别是０～

１２ｈ、１２～３６ｈ和３６～７２ｈ，其中０～１２ｈ增长最

快，对应生物膜黏附期，此时浮游ＳＥ正不断黏附到

聚丙乙烯微孔板上；１２～３６ｈ增长第二快，对应生

物膜聚集期，此时已经黏附于聚丙乙烯微孔板上的

ＳＥ相互聚集并合成分泌大量胞外基质逐渐形成微

菌落，同时生物膜也逐渐走向成熟；３６～７２ｈ生物

膜基质量增长缓慢，对应生物膜成熟期，此时主要是

已形成的微菌落之间相互融合生长，发育成具有蘑

菇状结构的成熟生物膜。因此，本实验分别选择各

阶段中间时间点６、２４、４８ｈ作为ＳＥ生物膜的黏附、

聚集和成熟点进行药物干预。见图１。表皮葡萄球

菌 ＡＴＣＣ１２２２８为生物膜形成阴性株，不能在聚丙

乙烯微孔板上形成生物膜，故其黏附于微孔板上的

细菌量基本保持不变。
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图１　ＳＥ生物膜生长曲线
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２．２　药物作用下ＳＥ生物膜基质的变化　ＳＥ不同

阶段生物膜基质量的变化见图２。
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　　注：Ａ１、Ｂ１、Ｃ１分别为黏附、聚集、成熟阶段不加药对照组；Ａ２、Ｂ２、Ｃ２分别为黏附、聚集、成熟阶段３２μｇ／ｍＬ万古霉素作

用组；Ａ３、Ｂ３、Ｃ３分别为黏附、聚集、成熟阶段１２８μｇ／ｍＬ隐丹参酮作用组；Ａ４、Ｂ４、Ｃ４分别为黏附、聚集、成熟阶段３２μｇ／ｍＬ

隐丹参酮作用组。数据均以狓±狊表示

图２　ＳＥ生物膜基质量的变化
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　　黏附阶段：与不加药对照组相比，３２μｇ／ｍＬ万

古霉素组、１２８μｇ／ｍＬ隐丹参酮组和３２μｇ／ｍＬ隐

丹参酮组生物膜基质量均明显降低，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）；但１２８μｇ／ｍＬ和３２μｇ／ｍＬ隐丹

参酮组的抑制作用均不及３２μｇ／ｍＬ万古霉素组，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；３２μｇ／ｍＬ隐丹参酮

组又不及１２８μｇ／ｍＬ隐丹参酮组，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。

聚集阶段：与不加药对照组相比，３２μｇ／ｍＬ万

古霉素组和１２８μｇ／ｍＬ隐丹参酮组生物膜基质量

均明显降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），而３２

μｇ／ｍＬ隐丹参酮组则无降低。

成熟阶段：与不加药对照组相比，仅１２８μｇ／ｍＬ

隐丹参酮组明显降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），３２μｇ／ｍＬ万古霉素组和３２μｇ／ｍＬ隐丹参

酮组的降低无统计学意义（均犘＞０．０５）。

２．３　药物作用下ＳＥ生物膜内细菌代谢活性变化

　ＳＥ不同阶段生物膜膜内菌代谢活性变化见图３。

黏附和聚集阶段呈现结果一致：与不加药对照组相

比，３２μｇ／ｍＬ万古霉素组、１２８μｇ／ｍＬ隐丹参酮组

和３２μｇ／ｍＬ隐丹参酮组生物膜膜内菌代谢活性均

明显降低，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）；但

１２８μｇ／ｍＬ和３２μｇ／ｍＬ隐丹参酮组的抑制作用均

不及３２μｇ／ｍＬ万古霉素组，差异有统计学意义（犘

＜０．０５）；３２μｇ／ｍＬ隐丹参酮组又不及１２８μｇ／ｍＬ

隐丹参酮组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。成熟

阶段：与不加药对照组相比，仅３２μｇ／ｍＬ万古霉素

组和１２８μｇ／ｍＬ隐丹参酮组明显降低，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），而３２μｇ／ｍＬ隐丹参酮组则无明

显降低。

!"!#!$ !%

&"&#&$ &%

'"'#'$ '%

(

!"#$%&'()*+,-./0

)

12#$%&'()*+,-./0

*

34#$%&'()*+,-./0

$+,

$+-

$+%

$+#

$+.

.+,

.+-

.+%

.+#

.

!

%
/
.

#

$+,

$+-

$+%

$+#

$+.

.+,

.+-

.+%

.+#

.

!

%
/
.

$+-

$+%

$+#

$+.

.+,

.+-

.+%

.+#

.

!

%
/
.

　　注：Ａ１、Ｂ１、Ｃ１分别为黏附、聚集、成熟阶段不加药对照组；Ａ２、Ｂ２、Ｃ２分别为黏附、聚集、成熟阶段３２μｇ／ｍＬ万古霉素作

用组；Ａ３、Ｂ３、Ｃ３分别为黏附、聚集、成熟阶段１２８μｇ／ｍＬ隐丹参酮作用组；Ａ４、Ｂ４、Ｃ４分别为黏附、聚集、成熟阶段３２μｇ／ｍＬ

隐丹参酮作用组。数据均以均值狓±狊表示

图３　ＳＥ生物膜内细菌代谢活性变化
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２．４　药物作用下ＳＥ生物膜微观形态变化　扫描

电镜下ＳＥ不同阶段生物膜微观形态见图４。黏附

阶段：不加药对照组生物膜形态结构完整，而万古霉

素组、高浓度和低浓度隐丹参酮组生物膜结构均被

破坏瓦解。聚集和成熟阶段：呈现相似的抑制效果，

不加药对照组生物膜结构复杂完整，膜内细菌形态

正常，ＳＥ分泌了大量胞外基质将细菌包裹于生物膜

之中，而低浓度隐丹参酮组生物膜结构无明显变化，

万古霉素组和高浓度隐丹参酮组生物膜结构虽然

存在，但是膜结构远远不如不加药对照组完整紧

密，且膜厚度明显减低，膜内细胞可见变形、皱缩、

或死亡。
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　　注：Ａ１、Ｂ１、Ｃ１分别为黏附、聚集、成熟阶段不加药对照组；Ａ２、Ｂ２、Ｃ２分别为黏附、聚集、成熟阶段３２μｇ／ｍＬ万古霉素作

用组；Ａ３、Ｂ３、Ｃ３分别为黏附、聚集、成熟阶段１２８μｇ／ｍＬ隐丹参酮作用组；Ａ４、Ｂ４、Ｃ４分别为黏附、聚集、成熟阶段３２μｇ／ｍＬ

隐丹参酮作用组

图４　扫描电镜下ＳＥ生物膜微观形态（１００００×，１０μｍ）

犉犻犵狌狉犲４　Ｃｈａｎｇｅｉｎｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊ｂｉｏｆｉｌｍｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＳＥＭ（１００００×，１０μｍ）

３　讨论

一直以来，中药在控制细菌感染及多重耐药性

方面具有独特的优势，已成为继抗生素之后又一抗

感染药物研究的重点。近年来，国内外学者研究发

现中药或中药活性成分在抑制细菌生物膜方面显现

了一定的优势，Ｚｅｎｇ等
［１１］发现穿心莲内酯能够抑

制铜绿假单胞菌生物膜胞外基质的形成，并与多种

抗菌药物联用表现出协同抗菌效果；Ｐａｍｍｉ等
［１２］发

现，金合欢醇能够抑制ＳＥ生物膜形成，并与利福平

和万古霉素显现出协同抗菌作用。丹参作为常用的

天然药物，临床主要用于治疗心脑血管疾病，对其活

血化淤、清心除烦的药理药效研究较多，而对丹参的

抗炎、抗菌作用研究和临床应用较少。丹参的脂溶

性提取物（丹参酮类化合物）作为丹参发挥抗菌作用

的最主要物质基础，对大多数细菌表现出抑制作用，

特别是对葡萄球菌属细菌等革兰阳性菌［１３１４］。Ｌｅｅ

等［１３］测定了隐丹参酮和二氢丹参酮Ⅰ对多种革兰

阳性菌和阴性菌的 ＭＩＣ值，发现二者对ＳＥ抑菌效

果好，ＭＩＣ分别为６．３μｇ／ｍＬ和３．１μｇ／ｍＬ；Ｆｅｎｇ

等［１５］采用隐丹参酮对临床２１株金黄色葡萄球菌进

行抑菌试验，得到隐丹参酮对２１株菌的 ＭＩＣ为４

～６４μｇ／ｍＬ，具有较好的抑菌效果。尽管已有隐丹

参酮抑制细菌浮游菌生长的相关报道，但目前尚未

见其抑制细菌生物膜形成的报道。故本研究选择隐

丹参酮为靶药，观察隐丹参酮对ＳＥ生物膜不同成

熟阶段的抑制效果，为丹参酮用于预防和治疗生物

膜耐药ＳＥ感染的可能性提供实验依据。

生物膜是依附于某载体表面的，由胞外多聚物

和基质包被的高度组织化、系统化的微生物膜性聚

合物，其临床意义为不断释放膜内细菌造成感染迁

延不愈。对于生物膜状态的致病菌，根据临床传统

的抗菌药物敏感性试验所得到的抗菌药物治疗浓度

已经完全不能控制此类感染。已有大量证据表明，

杀死生物膜内细菌所用的抗生素浓度是杀死浮游菌

所用抗生素浓度的１０～１０００倍，因此，目前美国传

染病协会提出了抗生素锁定技术（ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｌｏｃｋ
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ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＡＬＴ）用于治疗生物膜引起的医疗植入

物相关感染［１６］。基于 ＡＬＴ的提出，目前许多研究

者通过在体外建立生物膜模型，然后使用１０～１０００

倍 ＭＩＣ的抗菌药物作用于生物膜，观察药物清除生

物膜所需的浓度及时间，以便更加准确地为临床指

导用药。如Ｌｅｅ等
［１７］依据ＡＬＴ，发现５ｍｇ／ｍＬ的

万古霉素、５ｍｇ／ｍＬ的环丙沙星和５ｍｇ／ｍＬ的

利福平能够在５ｄ内清除ＳＥ生物膜。根据本课题

组前期实验中用二倍稀释法测得隐丹参酮对ＳＥ的

ＭＩＣ为２μｇ／ｍＬ，ＭＢＩＣ为３２μｇ／ｍＬ，故本研究选

择的低浓度隐丹参酮作用浓度为３２μｇ／ｍＬ（１６倍

ＭＩＣ），高浓度隐丹参酮为１２８μｇ／ｍＬ（６４倍 ＭＩＣ），

观察药物作用生物膜的剂量效应。同时，通过建立

ＳＥ生物膜生长曲线，以确定细菌黏附、聚集和成熟

各个阶段时间点，在不同时间点给予药物干预，从而

更加全面、深入地探讨药物对其抑制效果。由于万

古霉素是临床治疗葡萄球菌感染的最后一道防线，

故本研究选择其为阳性对照药物。

本研究首次证明了隐丹参酮一定程度上能够抑

制ＳＥ生物膜各个阶段基质形成、膜内菌代谢活性、

破坏生物膜整体微观形态，且此抑制作用存在一定

的剂量效应。随着生物膜成熟度的增高，高浓度的

隐丹参酮抑制作用强于低浓度的隐丹参酮，甚至对

于成熟生物膜结构，低浓度的隐丹参酮并不能发挥

抑制作用，证实了细菌形成生物膜后耐药性会明显

增强，临床必须使用高剂量的药物浓度才能达到控

制生物膜感染的目的，也说明应进一步设置药物

作用的浓度梯度，寻找抑制生物膜形成的药物浓度

拐点，才能真正为隐丹参酮防治生物膜耐药的ＳＥ

感染提供科学的、有价值的实验依据。
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