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茶多酚联合万古霉素对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌生物膜的影响"

胡艳军$
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&

!陈雨欣#
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摘
!

要"目的
!

探究茶多酚单用及其与万古霉素联合作用对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌"

X[N6

#生物膜的作用$方法
!

采

用
1+

孔聚丙烯细胞培养皿检测不同来源
X[N6

的生物膜形成能力!通过琼脂稀释法检测茶多酚对
X[N6

的抗菌活性!并观察

测量茶多酚单用及其与万古霉素联合作用对
X[N6

生物膜的作用$结果
!

不同标本来源的
X[N6

均可在一定程度形成生物膜

"各组生物膜
6

/1/

为
%*+,

!

$*$/

#!其中伤口分泌物来源的菌株生物膜形成能力最强"

6

/1/

为
$*$/

#*茶多酚对
X[N6

有一定的抗

菌活性!最低抑菌水平为
%*%&

!

%*+,3

4

)

35

*万古霉素可以一定程度降低
X[N6

的生物膜形成!茶多酚单用对生物膜消除影响

较弱!但是二者联合使用可以增加生物膜形成$结论
!

茶多酚联合万古霉素可增加
X[N6

菌株生物膜的形成!提示临床治疗

X[N6

生物膜相关感染时!需注意茶多酚物质的影响$

关键词"茶多酚*

!

万古霉素*

!

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌*

!

生物膜
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金黄色葡萄球菌是医院和社区获得性感染最常见的病原

菌之一#耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$

X[N6

%的出现给临床治

疗带来极大挑战#

X[N6

可引起皮肤软组织感染'化脓性关节

炎'肺炎'骨关节炎'心内膜炎等一系列疾病(

$)#

)

*细菌生物膜

是指细菌在生长过程中附着于非生物或生物表面#由自身产生

的胞外聚合物及其基质网包裹形成的三维结构的立体细胞群

体#它可以降低抗菌药物对内部细菌的作用#导致耐药水平增

加数百倍甚至数千倍#且能降低机体免疫细胞的吞噬作用(

.

)

*

一旦发生金黄色葡萄球菌生物膜感染#将难以彻底治愈*近期

研究发现茶多酚是茶叶中有药理和保健功能的主要成分之一#

其抗微生物作用逐渐受到了重视(

,

)

*万古霉素是治疗
X[N6

相关感染的首选药物*本次研究主要探究茶多酚及万古霉素

单用及联合治疗对不同来源的
X[N6

生物膜形成的影响*现

报道如下*

$

!

材料与方法

$*$

!

菌株来源
!

本次试验的菌株均来自
#%$,P#%$/

年南京

明基医院住院患者分离的金黄色葡萄球菌#标本来源为血液'

尿液'痰'导管'伤口分泌物'脓液#各
.%

株*所有菌株经

YO7L]!83

H

A9=

全自动型微生物鉴定仪鉴定确认#并根据药

敏结果参照美国临床实验室标准协会
#%$+

标准选取
X[N6

菌株#质控菌株金黄色葡萄球菌
67!!#/1#.

购自于原卫生部

临检中心*

$*/

!

仪器及试剂
!

本次试验使用的仪器主要有
YO7L]!83)

H

A9=

全自动微生物鉴定及药敏仪$法国生物梅里埃公司生产%&

全功能微孔板检测酶标仪$美国
QE8=?F

公司生产%#电子天平

$上海恒平科学仪器有限公司生产%&麦氏比浊仪$法国
BE8)

X?CE?<\

公司生产%*主要试剂有!液体胰蛋白酶大豆肉汤培

养基$

7NQ

%#水解酪蛋白$

X^

%培养基$英国
S\E;

公司生产%#

茶多酚#购自陕西藤迈生物科技有限责任公司$茶多酚水平约

为
1&*%+-

%&万古霉素#购自美国辉瑞公司*肉汤培养基$

5Q

%

琼脂平板'磷酸盐缓冲液$

MQN

%等均为本实验室配制*

$*'

!

生物膜形成试验
!

采用
1+

孔聚丙烯细胞培养皿结晶紫

-

""1#

-

检验医学与临床
#%$"

年
$%

月第
$,

卷第
#%

期
!

5ABX?;!@E:

!

S9=8B?C#%$"

!

Y8@*$,

!

Z8*#%

"

基金项目"国家自然科学基金资助项目$

&$+%%#%$

%*

!!

作者简介!胡艳军#女#主管技师#主要从事微生物检验方面的研究*

!

&

!

通信作者#
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染色法测定菌株体外生物膜形成能力*简要过程如下!首先用

接种环挑取分纯滴单个菌落于
/357NQ

培养基中#

./ _

$#%C

"

3E:

振荡培养
$&>

*吸取
$%

"

5

菌液至新鲜的
/357NQ

培养基中进行亚培养*接下来将亚培养后获得的菌液用
7NQ

培养基调至
%*/

麦氏浊度#然后吸
$%

"

5

菌液加入到含有
$1%

"

57NQ

培养基的
1+

孔细胞培养板内#作为隐性对照&

./_

恒

温静置培养
#,>

后进行生物膜的测定*去除上层浮游菌#在

风干后加入
#%%

"

5

结晶紫染液#染色冲洗后#室温下风干#每

孔各加
#%%

"

5

无水乙醇#用酶标仪测定其在
/1/:3

波长下的

吸光度$

6

%值*

$*1

!

茶多酚体外抑菌试验

$*1*$

!

检测最低抑菌水平$

XO!

%

!

采用试琼脂稀释法测量茶

多酚 对
X[N6

的
XO!

#同 时 测 定 其 对 金 黄 色 葡 萄 球 菌

67!!#/1#.

的
XO!

作为空白对照组*简要操作过程如下!配

置一系列倍比稀释的茶多酚溶液
#35

*分别将其加入到高压

灭菌后冷却至
/%_

的
X^

溶液中#倒入直径为
1%33

平板

内#待凝固后备用*调整菌液水平为
%*/

麦氏水平#稀释
$%

倍

后#用多头接种仪吸取
$

!

#

"

5

菌液接种在上述平板上#置
./

_

恒温环境中孵育
$+

!

#%>

*观察菌落生长情况#无菌落生长

的平板所含的茶多酚水平即为茶多酚对该菌的
XO!

值*

$*1*/

!

生物膜抑制试验
!

选取上述试验中生物膜形成能力较

强的菌株及
67!!#1#$.

菌株作为对照*在上述生物膜培养

基中加入不同水平$

%*%&

!

$*#&3

4

"

35

%茶多酚溶液#不同水

平$

%*$#/

!

#*%%%3

4

"

5

%的万古霉素溶液及茶多酚与万古霉

素混合溶液#作为试验组&每株菌同时做
.

个复孔#在最后
.

个

孔中仅加入
#%%

"

55Q

作为空白对照组*

$*2

!

统计学处理
!

采用
NMNN$1*%

进行统计学处理*对不同

组的生物膜吸光度
6

/1/

值以
G È

表示#采用独立样本
9

检验

比较*以
O

#

%*%/

为差异有统计学意义*

/

!

结
!!

果

/*$

!

不同来源生物膜形成能力
!

各种临床标本分离的
X[)

N6

菌株均可以形成一定程度的生物膜#其中从伤口分泌物分

离的菌株生物膜形成能力相对较强#

6

/1/

为
$*$/

&其次为来源

于尿液'导管和血液的菌株#

6

/1/

分别为
%*1,

'

%*1$

'

%*&+

*相

比来说来源于痰液及脓液的菌株生物膜形成能力相对较弱#

6

/1/

值分别为
%*&$

'

%*+/

#其中脓液标本来源菌株生物膜形成

量与伤口来源菌株生物膜形成量比较差异有统计学意义$

O

#

%*%/

%*

/*/

!

茶多酚提取物对
X[N6

菌株
XO!

测定
!

$&%

株金黄色葡

萄球菌的
XO!

值为
%*%&

!

%*+,3

4

"

35

#均值为
%*##3

4

"

35

*

表明茶多酚对
X[N6

菌株有一定的抗菌活性*

/*'

!

不同水平茶多酚溶液及万古霉素溶液对生物膜的影响比

较
!

见表
$

#不同水平的茶多酚对细菌的生物膜均有一定的影

响#总体趋势为随着水平的增加#生物膜形成量逐渐减少*但

当茶多酚水平大于其
XO!

水平$

%*.#3

4

"

35

%后#对生物膜的

消除作用并不明显#尤其需要注意的是当水平为
$

"

#XO!

时#

茶多酚对生物膜并没有消除作用#甚至会增加生物膜的形成*

万古霉素对该菌的生物膜有一定的消除作用#药物水平为

XO!

水平
%*/3

4

"

5

时#生物膜形成量与空白对照组相比#有

一定的下降*而当药物水平达到
,

倍的
XO!

时#生物膜消除

作用明显增强*

/*1

!

茶多酚与万古霉素药物联合作用对金黄色葡萄球菌生物

膜的影响比较
!

茶多酚对不同水平万古霉素消除生物膜的影

响#见表
#

*茶多酚与
XO!

万古霉素水平共同作用时#生物膜

形成量比单独使用万古霉素对照组增加了
#.*&$-

#在
#XO!

万古霉素水平时#生物膜形成量比单独使用万古霉素对照组增

加了
$*%.

倍#在
,XO!

万古霉素水平时#生物膜形成量比单独

使用万古霉素对照组增加了
$*&"

倍*随着茶多酚水平的增

加#生物膜形成量逐渐增加*当水平
'

$

"

#XO!

茶多酚溶液

时#其与万古霉素共同作用生物膜#生物膜形成量比单独万古

霉素作用后生物膜形成量开始增加*当水平达到
,XO!

茶多

酚水平时#其比单独使用万古霉素生物膜形成量增加了

#"*#"-

*

表
$

!!

不同水平茶多酚及万古霉素溶液对生物膜影响比较#

G È

$

3

4

%

35

&

种类 空白对照组
$

"

,XO! $

"

#XO! XO! #XO! ,XO!

茶多酚
$*"/̀ %*$& $*+1̀ %*$. $*""̀ %*$# $*+/̀ %*## $*+.̀ %*#$ $*+"̀ %*$#

万古霉素
$*"/̀ %*$& $*,1̀ %*#% $*.%̀ %*$& $*%&̀ %*$&

"

%*/1̀ %*$&

"

%*.%̀ %*#.

"

!!

注!与空白对照组对比#

"

O

#

%*%/

表
#

!!

茶多酚与万古霉素药物联合作用对金黄色葡萄球菌生物膜的影响比较#

G È

$

3

4

%

35

&

种类 空白对照组
$

"

,XO! $

"

#XO! XO! #XO! ,XO!

万古霉素
$*+/̀ %*#$ $*/&̀ %*$1 $*/.̀ %*#% $*#1̀ %*#$

"

$*#,̀ %*$"

"

%*1%̀ %*#$

"

茶多酚
$*$%̀ %*$+ $*%/̀ %*$& $*$#̀ %*#% $*$&̀ %*$& $*#%̀ %*$$ $*,%̀ %*%&

"

!!

注!与空白对照组对比#

"

O

#

%*%/

'

!

讨
!!

论

生物膜是金黄色葡萄球菌重要的毒力因素之一#形成生物

膜后常导致迁延性感染#金黄色葡萄球菌不仅可在静脉导管'

呼吸导管等非生命体表面形成生物膜从而导致严重的感染#还

可以在人体体表'伤口中形成生物膜(

/

)

*细菌生物膜的形成一

般受到双组分调控系统$

A

4

C

系统%的调节#该系统会通过感知

环境的变化而调节生物膜的形成(

+

)

*本次试验中发现导管和

伤口分离的金黄色葡萄球菌生物膜形成能力较强#可能与该菌

所处的环境有关#金黄色葡萄球菌
A

4

C

系统通过调控
E9A

操纵

子表达的细菌表面黏附因子的多少#从而调节生物膜形成能

力*在导管及伤口环境下#该系统会通过上调
E9A

操纵子的表

达从而加强菌株的黏附作用*而在脓液或痰液中#

A

4

C

系统则

会调控细菌毒力相关操纵子发挥作用#通过分泌的毒力蛋白#

进而侵袭宿主*值得注意的是#本次研究采取的菌株由于经

-

&"1#

-

检验医学与临床
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过
P&%_

冰箱的保存#是否对细菌生物膜形成造成影响还不

清楚*

近年来由生物膜导致的感染逐渐增加#据报告#美国大型

医院里有超过
+/-

的感染与生物膜相关#导致的治疗花费每

年超过
$%

亿美元(

"

)

*我国医院
X[N6

生物膜相关感染率也

在逐渐升高#如何有效治疗由生物膜引起的相关感染已成为临

床亟待解决的问题*茶多酚是茶叶中常见的多酚类物质#广泛

存在于自然界#易提取&且在
$11"

年被列为中成药原料#

$1&1

年被中国食品添加剂协会列入
UQ#"+%)&1

食品添加剂(

&

)

*本

次研究发现茶多酚有较强的抗
X[N6

作用#表明可以进一步

研究其作为治疗多重耐药菌的物质#这与钱丽红等(

1

)的研究成

果类似*

本次研究发现单独使用茶多酚作用于生物膜时#其对生物

膜消除作用并不明显#值得注意的是#

$

"

#XO!

水平茶多酚作

用后生物膜甚至增加#多次重复试验发现不同水平茶多酚对生

物膜影响不同#但差异均无统计学意义$

O

'

%*%/

%*单独使用

万古霉素对生物膜有一定的消除作用#但是茶多酚联合万古霉

素作用于生物膜的时候#万古霉素对生物膜的消除作用降低#

随着茶多酚水平的增加#甚至会促进生物膜的形成*这一现象

产生的原因并不清楚#可能是茶多酚与万古霉素相互拮抗所

致#还需要进一步研究*本试验与李新军等(

$%

)研究报道的茶

多酚会降低生物膜形成结果不同#主要原因是上述研究采用的

菌株为肠球菌#其与金黄色葡萄球菌的生物膜主要成分不同*

X[N6

对多种抗菌药物耐药#且生物膜形成能力较强#医

疗工作者及科研人员正在努力寻找各种药物或物质来预防和

治疗该菌株的感染*目前许多科研人员关注从自然界中发现

抗菌物质#本次研究表明虽然物质有较强的抗菌活性#但还应

该关注其对菌株生物膜形成的影响#另外提示临床治疗
X[)

N6

菌株引起的生物膜相关感染时应注意含有茶多酚的物质对

药物治疗的影响*
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