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抗寄生虫药物双氯酚对金黄色葡萄球菌的体外和体内抗菌活性研究

陈　体，佘鹏飞

（中南大学湘雅三医院检验科，湖南 长沙　４１００１３）

［摘　要］　目的　研究抗寄生虫药物双氯酚（ＤＩＣ）对金黄色葡萄球菌的抗菌活性。方法　通过微量肉汤稀释试验

和纸片扩散试验检测金黄色葡萄球菌对ＤＩＣ的敏感性和耐药诱导能力，时间－杀菌曲线检测ＤＩＣ的杀菌效率，结

晶紫和ＸＴＴ染色检测ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌生物膜形成的抑制作用和对已形成生物膜的清除作用，ＣｅｌｌＣｏｕｎ

ｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒检测ＤＩＣ的细胞毒性，构建皮肤脓肿感染的小鼠模型检测ＤＩＣ的体内抗菌活性和体内毒

性。结果　ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌标准株的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）和最低杀菌浓度（ＭＢＣ）分别为２～４μｇ／ｍＬ、２～

８μｇ／ｍＬ；对金黄色葡萄球菌临床菌株的 ＭＩＣ和 ＭＢＣ分别为２～８μｇ／ｍＬ、８～３２μｇ／ｍＬ。纸片扩散试验中，ＤＩＣ

对金黄色葡萄球菌标准株具有明显的浓度依赖抑菌活性。时间－杀菌曲线显示，ＤＩＣ浓度为４×ＭＩＣ时，处理２ｈ

金黄色葡萄球菌标准株ＡＴＣＣ２９２１３和处理４ｈ金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ４３３００可分别将活菌浓度从（５．５１±０．２７）

Ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ、（５．４４±０．０８）Ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ降低至最低检测限。亚抑菌浓度的ＤＩＣ连续作用于细菌传代１５次

后，未见金黄色葡萄球菌耐药突变株形成。２μｇ／ｍＬ的ＤＩＣ可显著抑制金黄色葡萄球菌生物膜的形成，使其生物

膜的总量从（１００±７．４９）％减少至（１１．１２±２．８６）％（犘＜０．００１）；２μｇ／ｍＬ的ＤＩＣ可显著清除已形成的金黄色葡萄

球菌生物膜，使生物膜的总量从（１００±１０．３４）％减少至（４２．５３±１６．８７）％（犘＜０．００１）。ＤＩＣ能显著降低小鼠脓肿

组织中的金黄色葡萄球菌活菌载量，使活菌数从（９．５４±０．４６）Ｌｏｇ１０ＣＦＵ／脓肿降低至（７．７８±０．６２）Ｌｏｇ１０ＣＦＵ／脓肿

（犘＜０．０５）。苏木精－伊红染色结果显示，ＤＩＣ能明显缩小小鼠脓肿面积并降低组织中的炎性细胞浸润，具有良好

的体内耐受性。结论　ＤＩＣ的细胞毒性小且体外和体内抗菌活性显著，有望成为耐药金黄色葡萄球菌感染的替代

治疗方案。
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　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）是一种对

甲氧西林和其他β内酰胺类抗生素具有耐药性的

细菌［１］。流行病学数据显示，ＭＲＳＡ感染在医院和

社区中均有发生，尤其在医院中，ＭＲＳＡ可导致皮肤

和软组织感染、肺部感染和血流感染等多种感染［２］。

ＭＲＳＡ是皮肤和软组织感染的主要病原菌，可表现

为轻微的皮肤损伤到严重的脓肿。皮下脓肿是

ＭＲＳＡ感染的典型表现，通常需要手术引流和抗菌

药物治疗［３］。此外，ＭＲＳＡ还能形成生物膜，极大

地增加了细菌对抗菌药物的耐药性，使 ＭＲＳＡ临床

感染性疾病的治疗变得十分棘手［４］。

近年来，重新利用美国食品药品监督局批准认

证上市的非抗菌药物治疗金黄色葡萄球菌相关感染

已成为一种有效的新兴策略（即“老药新用”）。如治

疗糖尿病药物二甲双胍［５］、非甾体类抗炎药［６］、降压

药肼苯哒嗪［７］和抗抑郁药帕罗西汀［８］等，已被重新

评估对 ＭＲＳＡ的体外和体内抗菌活性。此类药物

重新利用为 ＭＲＳＡ感染的治疗提供了新选择。前

期通过高通量筛选试验发现双氯酚（ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎ，

ＤＩＣ）对金黄色葡萄球菌具有潜在的抗菌活性。ＤＩＣ

也称２，２’亚甲基双（４氯苯酚），其化学结构式由两

个４氯苯酚桥接而成（见图１）。ＤＩＣ是一种含氯的

酚类化合物，被广泛用于治疗绦虫感染［９］。ＤＩＣ对

金黄色葡萄球菌的抗菌作用尚未见报道。

本研究采用微量肉汤稀释试验、纸片扩散试验、

时间－杀菌曲线、生物膜抑制和清除试验，以及皮肤

脓肿感染模型等方法，研究ＤＩＣ体外、体内的抗菌

活性和耐药诱导能力，及其对生物膜的抗菌活性和

体内毒性。现将研究结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试剂与仪器　ＥＬＸ８００全自动酶标仪购自

美国ＢｉｏＴｅｋ公司，９６孔细胞培养板和５０ｍＬ离心

管均购自美国康宁公司，ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ（ＭＨ）平

板和羊血琼脂平板购自郑州安图生物公司，全自动

血球仪购自深圳迈瑞公司，全自动生化分析仪购自

日本日立公司，胰大豆蛋白胨肉汤（ｔｒｙｐｔｏｎｅｓｏｙａ

ｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ）和 ＭＨ 肉汤购自上海索莱宝生物公

司，ＤＩＣ、二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、

结晶紫染料和ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒

均购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。吩嗪二甲酯

硫酸盐和２，３双（２甲氧基４硝基５磺苯基）２Ｈ

四唑５甲酰胺内盐（ＸＴＴ）试剂均购自上海源叶生

物公司，恒温摇床和恒温孵育箱购自美国赛默飞公

司。本研究中ＤＩＣ存储液溶解于 ＤＭＳＯ中，制备

浓度为５０ｍｇ／ｍＬ备用，所有试验的阴性对照组均

使用含有最高测试药物浓度相同比例的ＤＭＳＯ。

１．１．２　试验菌株与动物　金黄色葡萄球菌标准菌株

ＡＴＣＣ４３３００、ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２９２１３、ＵＳＡ３００

和 ＭＷ２均购自上海百纳生物菌种保存中心。金黄

色葡萄球菌临床菌株均分离自中南大学湘雅三医院

住院患者的痰标本，并由ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动

微生物分析系统和基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱双重鉴定。菌种接种于甘油磁珠中，置于

－８０℃冰箱保存，于血琼脂平板上传代２次后用于

试验。金黄色葡萄球菌使用ＴＳＢ进行培养。雌性

无特殊病原菌级ＩＣＲ小鼠购自湖南斯莱克景达实
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验动物有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　微量肉汤稀释试验　将对数生长期的菌液

制备成浓度０．５麦氏单位（ＭｃＦａｒｌａｎｄ，ＭｃＦ），相当

于１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，用ＭＨ肉汤稀释２００倍后备

用。用 ＭＨ 肉汤将ＤＩＣ倍比稀释至１、２、４、８、１６、

３２、６４μｇ／ｍＬ，每孔分别加５０μＬ至９６孔细胞培养

板中，再加入５０μＬ稀释好的菌液，使菌液终浓度约

为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。将９６孔细胞培养板放置湿

盒，３７℃培养１６～１８ｈ后读取最低抑菌浓度（ｍｉｎｉ

ｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ），即孔内完全抑

制细菌生长的最低药物浓度。从１×ＭＩＣ至最高浓

度孔中分别吸取５μＬ培养液至羊血琼脂平板上，

３７℃过夜孵育，以杀灭培养基内所有细菌的最低抗

菌药物浓度为最低杀菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ）
［１０］。

１．２．２　纸片扩散试验　挑取金黄色葡萄球菌新鲜

菌落于含有生理盐水的玻璃试管中，用麦氏比浊仪

调至０．５ＭｃＦ。用无菌棉签蘸取菌悬液于 ＭＨ 平

板上均匀涂布３次。将平板室温静置１０ｍｉｎ后，每

块平板分别贴上５块空白药敏纸片，再将ＤＩＣ储存

液点样到空白纸片上，使纸片的最终载药量分别为

０．０５、０．１、０．２、０．４ｍｇ。同时，将ＤＭＳＯ设置为阴

性对照组。将平板室温静置５ｍｉｎ后，倒置放入恒

温培养箱中，３７℃静置孵育１６～１８ｈ后，观察纸片

周围抑菌圈的大小［１０］。

１．２．３　时间－杀菌曲线　挑取金黄色葡萄球菌新鲜

菌落于ＴＳＢ中，并用麦氏比浊仪调至０．５ＭｃＦ，稀释

１００倍至１．５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ备用。向５０ｍＬ离心管

中，每管加入２０ｍＬ备用菌悬液，再分别加入ＤＩＣ储

存液至终浓度为１／４×ＭＩＣ、１／２×ＭＩＣ、１×ＭＩＣ、２×

ＭＩＣ和４×ＭＩＣ。同时，将ＤＭＳＯ设置为阴性对照

组。将离心管放置恒温摇床中，３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ摇

菌培养，并分别于０、２、４、８、１２、２４ｈ转移菌悬液进

行平板稀释菌落计数，绘制时间－杀菌曲线
［１１］。

１．２．４　结晶紫（ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔ，ＣＶ）和ＸＴＴ染色检

测生物膜　生物膜抑制试验：挑取金黄色葡萄球菌

菌落于ＴＳＢ中，３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ摇菌培养２４ｈ，用

新鲜ＴＳＢ１∶２００稀释菌悬液备用；使用ＴＳＢ将ＤＩＣ

储存液倍比稀释至４、８、１６、３２、６４μｇ／ｍＬ，向９６孔

细胞培养板中每孔加入１００μＬ。将ＤＭＳＯ设置为

阴性对照组，再向每孔分别加入１００μＬ备用菌悬

液。将９６孔细胞培养板放置湿盒中，３７℃恒温孵育

２４ｈ后，用ＰＢＳ漂洗９６孔细胞培养板３次后进行如

下试验。①ＣＶ染色：每孔分别加入２００μＬ０．２５％

（ｗｔ／ｖｏｌ）的ＣＶ染液。室温静置孵育１５ｍｉｎ后，弃

ＣＶ，用ＰＢＳ漂洗３次，每孔加入２００μＬ９５％乙醇。

室温静置孵育２０ｍｉｎ后，用酶标仪检测５７０ｎｍ处

的吸光度（Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ），即为生物膜的相对总

量（Ａ５７０ｎｍ）。②ＸＴＴ染色：每孔分别加入１００μＬ的

吩嗪二甲酯硫酸盐（０．０２ｍｇ／ｍＬ）、１００μＬ的ＸＴＴ

（０．２ｍｇ／ｍＬ），放置恒温孵育箱中３７℃孵育３ｈ后

检测４９０ｎｍ处的吸光度，即为生物膜的相对活性

（Ａ４９０ｎｍ）。

生物膜清除试验：将金黄色葡萄球菌摇菌培养

２４ｈ后，使用新鲜ＴＳＢ培养基１∶２００稀释，向９６孔

细胞培养板中每孔加入２００μＬ菌悬液。３７℃恒温

静置孵育２４ｈ后，使用ＰＢＳ漂洗９６孔细胞培养板

３次去除未与孔板黏附的细菌。每孔加入２００μＬ倍

比稀释的ＤＩＣ（浓度分别为２、４、８、１６、３２μｇ／ｍＬ），

３７℃恒温孵育２４ｈ后，使用ＰＢＳ漂洗９６孔细胞培

养板３次后分别进行ＣＶ、ＸＴＴ染色，其余同上
［１２］。

１．２．５　ＣＣＫ８试剂盒检测细胞毒性　使用达尔伯

克改良伊格尔高糖培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄ

Ｅａｇｌｅ’ｓＭｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）＋１０％胎牛血清＋１％

青霉素和链霉素，在５％ＣＯ２、３７℃条件下体外培养

Ｔｈ２２细胞。待细胞汇合度达到８０％后，使用胰蛋

白酶消化贴壁细胞，待细胞消化完成后用ＤＥＭＥ培

养基终止消化，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集细胞，

再使用ＤＭＥＭ 培养基重悬细胞沉淀，并进行细胞

计数。以每孔１００００个细胞的密度接种于９６孔细

胞培养板中，每孔５０μＬ。再分别加入倍比稀释的

ＤＩＣ，使其终浓度分别为１、２、４、８、１６、３２μｇ／ｍＬ，将

ＤＭＳＯ设置为阴性对照组。将９６孔细胞培养板置

于ＣＯ２ 温箱孵育２４ｈ。每孔再分别加入ＣＣＫ８溶液

１０μＬ，３７℃继续孵育１．５ｈ，使用酶标仪在４５０ｎｍ

波长下检测各孔的吸光度（Ａ４５０ｎｍ）
［１３］。

１．２．６　皮肤脓肿感染模型及急性体内毒理评估　

动物试验由中南大学实验动物福利伦理委员会批

准。将清洁级６～８周龄ＩＣＲ雌性小鼠（体重约２５ｇ）

随机分成ＤＩＣ组和对照组，每组６只小鼠。观察小

鼠的精神状态、生理状态、饮水和饮食情况，适应７ｄ

后背部皮肤去毛备用。离心收集对数生长期金黄

色葡萄球菌ＡＴＣＣ４３３００，使用生理盐水调成浓度

为３ＭｃＦ，每只小鼠背部皮下注射２００μＬ３ＭｃＦ的

菌液。感染３０ｍｉｎ后，试验组按照３０ｍｇ／ｋｇ的治

疗剂量皮下注射ＤＩＣ，对照组仅注射ＤＭＳＯ溶剂，

观察小鼠的精神状态、生理状态、饮水和饮食情况有
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无变化。感染２４ｈ后采集小鼠血液，检测丙氨酸转

氨酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸转氨酶（ＡＳＴ）、尿素氮（ｕｒｅａ）、

肌酐（ＣＲＥ）、尿酸（ＵＡ）、肌酸激酶（ＣＫ）、乳酸脱氢

酶（ＬＤＨ）、白细胞计数（ＷＢＣ）、红细胞计数（ＲＢＣ）、

血红蛋白（ＨＧＢ）、血小板计数（ＰＬＴ）等生物学指

标。同时，每组留取一只小鼠的脓肿、心脏、肝脏和

肾脏组织进行苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，

ＨＥ）染色。每组剩下５只小鼠的脓肿组织剪碎，添加

１ｍＬ生理盐水，超声破碎处理后进行细菌计数
［１４］。

１．２．７　统计学分析　所有数据通过 ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ８．０软件处理。计量资料符合正态分布，采

用均值±标准差表示，独立样本的两组间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验，多组样本间比较采用单因素方差

分析（ＡＮＯＶＡ）。以犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌抗菌的活性　ＤＩＣ对５

株金黄色葡萄球菌标准株的ＭＩＣ和ＭＢＣ分别为２～

４μｇ／ｍＬ、２～８μｇ／ｍＬ，见表１。ＤＩＣ对６株甲氧西

林敏 感 金 黄 色 葡 萄 球 菌 （ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＳＳＡ）和６株 ＭＲＳＡ 临

床菌株具有相似的抗菌活性，其 ＭＩＣ和 ＭＢＣ分别

为２～８μｇ／ｍＬ、８～３２μｇ／ｍＬ，见表２。

表１　ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌标准菌株的药敏结果

犜犪犫犾犲１　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆＤＩＣａｇａｉｎｓｔ犛．犪狌

狉犲狌狊ｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎｓ

标准株 菌株类型 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ） ＭＢＣ（μｇ／ｍＬ）

ＡＴＣＣ４３３００ ＭＲＳＡ ４ ４

ＵＳＡ３００ ＭＲＳＡ ２ ２

ＭＷ２ ＭＳＳＡ ４ ８

ＡＴＣＣ２５９２３ ＭＳＳＡ ４ ４

ＡＴＣＣ２９２１３ ＭＳＳＡ ４ ４

　　纸片扩散试验中，ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌标准

株ＡＴＣＣ２９２１３和ＡＴＣＣ４３３００具有明显的抑菌活

性，其抑菌圈随着ＤＩＣ浓度的增加而扩大，见图１。

时间－杀菌曲线显示，ＤＩＣ的抗菌活性具有浓度依

赖性，且当ＤＩＣ浓度≥１×ＭＩＣ时，可表现出明显

的杀菌作用；当ＤＩＣ浓度为４×ＭＩＣ时，处理２ｈ

可 将金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２９２１３活菌浓度从

表２　ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌临床菌株的药敏结果

犜犪犫犾犲２　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆＤＩＣａｇａｉｎｓｔ犛．犪狌

狉犲狌狊ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓ

临床菌株 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ） ＭＢＣ（μｇ／ｍＬ）

ＭＳＳＡ１ ４ ８

ＭＳＳＡ２ ４ １６

ＭＳＳＡ３ ４ １６

ＭＳＳＡ４ ８ ３２

ＭＳＳＡ５ ４ ３２

ＭＳＳＡ６ ８ ３２

ＭＲＳＡ１ ４ ８

ＭＲＳＡ２ ４ １６

ＭＲＳＡ３ ２ １６

ＭＲＳＡ４ ２ １６

ＭＲＳＡ５ ８ ８

ＭＲＳＡ６ ２ ３２

（５．５１±０．２７）Ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ降至最低检测限，处

理４ｈ可将金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ４３３００的活菌浓

度从（５．４４±０．０８）Ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ降至最低检测

限，见图１。

２．２　ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌的耐药诱导作用　环

丙沙星（ＣＩＰ）能有效诱导金黄色葡萄球菌耐药突变

的形成，１／２×ＭＩＣ亚抑菌浓度的 ＣＩＰ（ＭＩＣ均为

０．５μｇ／ｍＬ）连续作用于细菌传代１５次后，可使金

黄色葡萄球菌标准株ＡＴＣＣ２９２１３和ＡＴＣＣ４３３００

的 ＭＩＣ分别上升１６、８倍；而１／２×ＭＩＣ浓度的

ＤＩＣ作用于细菌传代１５次后未见耐药突变的形成，

其 ＭＩＣ值均同原代。见图２。

２．３　ＤＩＣ抗生物膜作用　２μｇ／ｍＬ的ＤＩＣ使金黄

色葡萄球菌生物膜的总量从（１００±７．４９）％减少至

（１１．１２±２．８６）％（狇＝２８．７８，犘＜０．００１），且使金黄

色葡萄球菌生物膜内活菌量从（１００±３．４４）％降低

至（３．１８±０．４２）％（狇＝７９．９０，犘＜０．００１），可显

著抑制金黄色葡萄球菌生物膜的形成，见图３Ａ。

２μｇ／ｍＬ的ＤＩＣ使金黄色葡萄球菌生物膜的总量

从（１００±１０．３４）％减少至（４２．５３±１６．８７）％（狇＝

６．１２，犘＜０．００１），且使金黄色葡萄球菌生物膜内

活菌量从（１００±３４．９４）％降低至（４５．５９±２５．１３）％

（狇＝３．７７，犘＜０．０５），能显著清除已形成的生物膜，

且随着ＤＩＣ浓度升高，其对生物膜的清除能力越

强，见图３Ｂ。
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图１　 不同浓度的ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌标准菌株的抗菌活性及时间－杀菌曲线
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图２　 ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌标准株ＡＴＣＣ２９２１３和ＡＴＣＣ４３３００的耐药诱导结果
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０．００１；表示与对照组比较犘＜０．０００１。

图３　 ＤＩＣ抗金黄色葡萄球菌生物膜的作用
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２．４　ＤＩＣ的细胞毒性　ＣＣＫ８细胞毒性试验中，

ＤＩＣ对人 Ｔ辅助细胞 Ｔｈ２２的半数抑制浓度为

２９．８μｇ／ｍＬ，见图４。

２．５　ＤＩＣ治疗小鼠金黄色葡萄球菌皮肤脓肿效果　

ＤＩＣ能明显促进小鼠金黄色葡萄球菌皮肤脓肿的愈

合，缩小脓肿面积，见图５Ａ。倍比稀释菌落计数显

示，与对照组相比，ＤＩＣ组能显著降低小鼠脓肿组

织中的活菌载量，见图５Ｂ；且使活菌数从（９．５４±

０．４６）Ｌｏｇ１０ＣＦＵ／脓肿降低至（７．７８±０．６２）Ｌｏｇ１０

ＣＦＵ／脓肿（狋＝２．３５，犘＜０．０５），见图５Ｃ。ＨＥ染

色结果显示ＤＩＣ能明显缩小小鼠脓肿面积并降低

组织中的炎性细胞浸润，见图５Ｄ。
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图４　 抗菌浓度的ＤＩＣ细胞毒性作用
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　　注：Ａ为对照组和ＤＩＣ组皮肤脓肿图片；Ｂ为平板稀释菌落计数对照组和ＤＩＣ组中活菌数量；Ｃ为ＤＩＣ组显著降低小鼠

脓肿组织中活菌计数；Ｄ为ＤＩＣ有效降低小鼠脓肿组织中的炎性细胞浸润。表示与对照组比较，犘＜０．０５。

图５　 ＤＩＣ治疗小鼠金黄色葡萄球菌皮肤脓肿感染的效果

犉犻犵狌狉犲５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＩＣｏｎｔｒｅａｔｉｎｇ犛．犪狌狉犲狌狊ｓｋｉｎａｂｓｃｅｓｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ

２．６　ＤＩＣ体内耐受性　与对照组比较，ＤＩＣ组小鼠

肝功能指标（ＡＬＴ和 ＡＳＴ）、肾脏功能指标（Ｕｒｅａ、

ＣＲＥ和 ＵＡ）、心肌功能指标（ＣＫ和ＬＤＨ）和血常

规相关参数（ＷＢＣ、ＨＧＢ和ＰＬＴ）比较，差异均无统

计学意义（均犘＞０．０５）。ＤＩＣ组的肝脏、肾脏和心

肌组织与对照组ＨＥ染色比较，无明显病理学改变。

见图６。
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脏、肾脏和心肌组织的病理改变。

图６　 治疗剂量的ＤＩＣ体内毒性情况

犉犻犵狌狉犲６　犐狀狏犻狏狅ｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＤＩＣａｔｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｏｓｅｓ

３　讨论

随着抗菌药物不合理使用，金黄色葡萄球菌的

耐药性已成为全球难题，针对金黄色葡萄球菌的新

型抗菌药物研究已成为热点。本研究发现抗寄生虫

药物ＤＩＣ对金黄色葡萄球菌具有良好的体外和体

内抗菌活性，且不易诱导耐药突变的形成。此外，

ＤＩＣ还能有效抑制金黄色葡萄球菌生物膜的形成并

能有效清除已形成的生物膜。ＤＩＣ虽然具有极小的

细胞毒性，但其体内耐受性佳，成药潜力大。

药物重新利用已成为新型抗菌药物研发的高效

手段。ＬａｊａｒｉｎＲｅｉｎａｒｅｓ等
［１５］发现治疗慢性酒精中

毒的小分子药物二硫仑通过螯合金属离子对金黄色

葡萄球菌和产脓链球菌呈现体外和体内抗菌活性；

抗寄生虫药物氯硝柳胺也被报道对金黄色葡萄球菌

在内的多种革兰阳性菌具有良好的体外和体内抗菌

活性，且亚抑菌浓度的氯硝柳胺还能抑制金黄色葡

萄球菌α溶血素的分泌
［１６］。与这些研究不同的是，

ＤＩＣ作为一种抗寄生虫药物，既能发挥有效的抗菌

作用，还能抑制炎症反应的发生和发展，其双重作用

效果将为感染性疾病带来协同治疗效果。
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本研究时间－杀菌曲线显示，ＤＩＣ对细菌具有

快速的杀菌活性，其 ＭＩＣ和ＭＢＣ均较低，提示ＤＩＣ

可能是一种具有溶菌活性的化合物，此类化合物往

往能通过作用于细菌细胞膜而发挥快速杀菌作用。

因此，推测ＤＩＣ可能特异性靶向金黄色葡萄球菌的

细胞膜，导致细胞膜穿孔细胞裂解死亡。近年来，许

多药物重新利用的相关研究也报道了小分子化合物

对细菌细胞膜的靶向作用，如 Ｋｉｍ等
［１７］发现抗肿

瘤药物ＣＤ４３７可通过破坏金黄色葡萄球菌细胞膜

而发挥快速的杀菌活性；Ｄａｙａｌ等
［１８］发现靶向细菌

细胞膜的小分子ｂｉｔｈｉｏｎｏｌ能起到快速杀菌作用，还

能有效清除 ＭＲＳＡ已形成的生物膜。

生物膜内部的细菌耐药性极高，传统抗菌药物

难以根治已形成的生物膜。本研究结果显示，亚抑

菌浓度的ＤＩＣ也表现出极强的抗金黄色葡萄球菌

生物膜活性。２μｇ／ｍＬ（１／２×ＭＩＣ）的ＤＩＣ几乎能

完全抑制金黄色葡萄球菌标准株 ＡＴＣＣ４３３００生

物膜的形成，还能有效清除金黄色葡萄球菌已形成

的生物膜。Ｊｉａｎｇ等
［１９］２０２３年报道，通过高通量虚

拟筛选发现非甾体类抗炎药物菲诺洛芬能特异性靶

向金黄色葡萄球菌双组份系统ＳａｅＲＳ中的ＳａｅＲ蛋

白，从而抑制其毒力因子的分泌和生物膜的形成；由

于ＤＩＣ与菲诺洛芬的母核结构相似，因此推测ＤＩＣ

可能通过靶向ＳａｅＲＳ双组份系统而发挥对金黄色

葡萄球菌生物膜的抗菌活性。诸多文献报道了吡罗

昔康、双氯芬酸钠、乙酰水杨酸和萘普生钠等类似母

核结构对金黄色葡萄球菌，甚至大肠埃希菌的生物

膜抗菌活性，但上述小分子药物对细菌本身无杀菌

作用或杀菌作用极弱，仅通过调控生物膜形成周期

而发挥抗生物膜作用［２０］。ＤＩＣ既能有效杀灭细菌，

还能有效对抗细菌生物膜，其成药潜力更高。

本研究发现ＤＩＣ对人体细胞株的毒性小。皮

肤软组织感染是金黄色葡萄球菌相关感染的主要类

型，而局部给药方式可以有效避免ＤＩＣ在血液中的

聚集，从而降低其细胞毒性。近年来，随着药物重新

利用的研究热潮，尽管美国食品药品监督管理局认

证的一些小分子药物作为抗菌药物使用时，在其有

效浓度下，细胞毒性稍偏大，但因其具有良好的抗生

物膜作用和持留菌抗菌效果，或对高耐药的金黄色

葡萄球菌具有抗菌活性等特点而仍具临床价值。

Ｌｉｕ等
［２１］发现酪氨酸激酶抑制剂类抗肿瘤药物色瑞

替尼虽然对人体来源细胞株毒性较大，但其能通过

破坏细菌细胞膜而发挥对金黄色葡萄球菌生物膜和

持留菌的杀菌作用，且不易诱导耐药突变。本研究

小鼠体内模型皮下单次注射治疗剂量３０ｍｇ／ｋｇ的

ＤＩＣ，未检测到明显的体内毒性。

ＤＩＣ是一种美国食品药品监督管理局认证的抗

寄生虫药物，本研究发现其对金黄色葡萄球菌及其

生物膜有显著的抗菌效果且不易诱导耐药的形成。

ＤＩＣ合成路线成熟，药物不良反应明确，有望成为临

床中难治性金黄色葡萄球菌及其生物膜相关感染的

替代药物。然而，本研究尚缺乏对ＤＩＣ作用机制方

面的探讨，后续研究还应注重阐明 ＤＩＣ的作用靶

点，采用生物信息学或生物物理学手段对靶点结构

进行优化，以及通过纳米递药和抗菌药物联合使用

等手段，进一步增强ＤＩＣ的抗菌效果，降低其细胞

毒性，改善其药代动力学表现，使其适用于金黄色葡

萄球菌相关感染的治疗，从而增强其临床适用性。
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