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摘 要 目的：探讨亚抑菌浓度（sub-MIC）抗菌药物对多重耐药鲍曼不动杆菌（MDR-AB）生物膜形成的影响，为临床相关感染的

防治提供参考。方法：采用琼脂平板倍比稀释法测定临床分离鲍曼不动杆菌（AB）的最低抑菌浓度（MIC），筛选MDR-AB菌株；采

用微孔法分析不同剂量 sub-MIC抗菌药物对MDR-AB菌株生物膜形成的影响，并使用AB标准菌株（ATCC 17978）进行验证；采用

定量逆转录聚合酶链反应法测定其生物膜形成相关调控基因的表达情况。结果：临床检出的MDR-AB菌株对碳青霉烯类、头孢

菌素类、喹诺酮类、氨基糖苷类、四环素类、大环内酯类抗菌药物耐药（MIC≥16 μg/mL），对多黏菌素B和替加环素较敏感（MIC≤

8 μg/mL）。不同剂量 sub-MIC头孢吡肟、环丙沙星、阿奇霉素、阿米卡星均可显著抑制大多数MDR-AB菌株生物膜的形成，且以阿

奇霉素的抑制作用相对最强（其对应菌株的相对生物膜形成值最小）；多西环素可显著诱导大多数菌株生物膜的形成，而美罗培

南、头孢哌酮、替加环素、庆大霉素、多黏菌素B对其生物膜形成的影响并不明显。验证试验结果显示，与未经药物作用的对照菌

株比较，经0.25、0.125 μg/mL阿奇霉素以及0.25 μg/mL阿米卡星作用后，标准菌株的相对生物膜形成值均显著下降（P＜0.05），且

阿奇霉素的抑制作用呈现一定的量效关系（P＜0.05）。基因表达测定结果显示，与未经药物作用的对照菌株比较，经0.25 μg/mL

阿奇霉素作用后，bap、filA、pbp-1a、pbp-1b基因的相对表达量均显著下降（P＜0.05），而ompA、csuE基因的相对表达量均无显著变

化（P＞0.05）。结论：我院MDR-AB菌株的耐药情况严重。sub-MIC头孢吡肟、环丙沙星、阿米卡星、阿奇霉素对其生物膜的形成

具有明显的抑制作用，其中阿奇霉素的作用最强且呈量效关系。阿奇霉素对MDR-AB菌株生物膜形成的抑制作用可能与其下调

bap、filA、pbp-1a、pbp-1b基因的表达有关。
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Effects of Sub-MIC Antibiotics on the Biofilm Formation of Multi-drug Resistant Acinictobacter baumannii
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects of sub-MIC antibiotics on the biofilm formation of multi-drug resistant

Acinetobacter baumannii（MDR-AB），and to provide reference for the prevention and treatment of related infection. METHODS：

Agar plate doubling dilution method was used to detect MIC of clinically isolated A. baumannii （AB） and screen MDR-AB.
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鲍曼不动杆菌（AB）是导致院内感染的主要病原菌
之一，且多重耐药鲍曼不动杆菌（MDR-AB，即对 3类或
3类以上抗菌药物耐药的AB）在临床较为常见，而该类
细菌可形成生物膜（Biofilm），最终可造成难以彻底清除
的感染[1]。有研究指出，在重症监护病房（ICU）中虽有高
达 80％的AB菌株处于抗菌药物的治疗压力下，但却无
法被迅速清除，这种现象与AB耐药性强等因素所导致
的患者体内抗菌药物浓度处于低于最低抑菌浓度
（MIC）且无法杀灭AB的亚抑菌浓度（sub-MIC）有关[2]。

这类 sub-MIC抗菌药物虽无法杀灭病原菌，却可显著影
响菌株的病原学行为，且其对菌株生物膜形成的影响也
可因抗菌药物种类和菌株的差异而有所不同[3]。因此，

探讨 sub-MIC抗菌药物对耐药菌株生物膜形成的影响，

并从中筛选具生物膜抑制活性的抗菌药物对于AB（尤
其是MDR-AB）感染的防治具有重要的临床意义[4]。为
此，本研究以陆军军医大学第二附属医院（以下简称“我
院”）临床分离的MDR-AB为对象，探讨 sub-MIC抗菌药
物对其生物膜形成的影响，以期为临床相关感染防治策
略的完善提供参考。

1 材料
1.1 仪器

THZ-92B型恒温振荡培养箱、SPX-150-Z型恒温培
养箱（上海跃进医疗器械厂）；Power 300型电泳仪、Gel

Doc 2000型凝胶成像系统（美国Bio-Rad公司）；7500型
荧光定量聚合酶链反应（PCR）仪（美国 Applied Biosys-

tems 公司）；Sunrise 型酶标仪（奥地利 Tecan 公司）；

MIT-P型多点接种仪（日本Sakuma公司）；MR23i型低温
离心机（法国 Jouan公司）；SW-CJ-2FD型超净工作台（苏
净集团苏州安泰空气技术有限公司）；BP221S型电子天
平（德国 Sartorius公司）；DW-86L338型超低温冰箱（青
岛海尔股份有限公司）。

1.2 药品与试剂

美罗培南对照品[批号：130506-201403，纯度：供高
效液相色谱法（HPLC）含量测定用]、头孢哌酮对照品
（批号：130420-201105，纯度：供含量测定用）、头孢吡肟对
照品（批号：130524-201404，纯度：供含量测定用）、环丙沙
星对照品（批号：130451-201203，纯度：供HPLC法含量测
定用）、阿米卡星对照品（批号：130335-200204，纯度：供含
量测定用）、庆大霉素对照品（批号：130326-201015，纯
度：供抗生素生物效价测定用）、多西环素对照品（批号：

130485-201202，纯度：供含量/限量测定用）、阿奇霉素对
照品（批号：130593-201303，纯度：供含量测定用）均由
中国食品药品检定研究院提供；多黏菌素B对照品（美
国Sigma公司，批号：1222536，纯度：供含量测定用）；注射
用 替 加 环 素（意 大 利 Pfizer Limited，注 册 证 号 ：

H20130483，批号：AIXD/12，规格：50 mg）；结晶紫溶液
（成都科龙化工试剂厂，批号：2013121101）；RPMI 1640培
养基、胎牛血清（美国Gibco公司，批号分别为NAB1335、

1221119）；LB培养基、MH培养基（北京陆桥技术股份有
限公司，批号分别为150813、151012）；血琼脂平板（重庆
庞通医疗器械有限公司，批号：15K2701）；磷酸盐缓冲液
（PBS，pH 7.4，美国 HyClone 公司，批号：NAG1423）；

DP430-RNAprep Pure培养细胞/细菌总RNA提取试剂盒
[天根生化科技（北京）有限公司，批号：121221]；Prime-

Script RT Reagent Kit逆转录试剂盒、RR820A-SYBR Pre-

mix Ex TaqⅡ荧光定量试剂盒（日本Takara公司，批号分
别为 AK3301、AK3101）；引物由美国 Invitrogen 公司设
计、合成；其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3 菌株

AB临床分离菌株均来自于我院临床送检的标本，

剔除同一患者同一部位检出的重复菌株。质控菌株大
肠埃希菌（ATCC 25922）、铜绿假单胞菌（ATCC 27853）

以及 AB 标准菌株（ATCC 17978）均由美国模式培养物
集存库提供。上述菌株均常规保存于陆军军医大学第

Microporous method was used to analyze the effects of different doses of sub-MIC antibiotics on the biofilm formation of

MDR-AB，which was validated by using AB standard strain（ATCC 17978）. The expression of biofilm-related gene was detected

by RT-PCR. RESULTS：The detected MDR-AB was resistant to carbapenems，cephalosporins，quinolones，aminoglycosides，

tetracyclines and macrolides（MIC≥16 μg/mL）. It was sensitive to polymyxin B and tegocycline（MIC≤8 μg/mL）. Different doses

of sub-MIC cefepime，ciprofloxacin，azithromycin and amikacin could significantly inhibit the biofilm formation of MDR-AB，and

azithromycin had the strongest inhibitory effect（the relative biofilm formation values of the corresponding strains was minimal）.

Doxycycline could significantly induce the formation of biofilm in most strains，but meropenem，cefoperazone，tigacycline，

gentamicin and polymyxin B had no significant effect on the formation of biofilm. Results of validation test showed that compared

with untreated control strains，the relative biofilm formation values of standard strains were decreased significantly after treated

with 0.25 and 0.125 μg/mL azithromycin and 0.25 μg/mL amikacin（P＜0.05），and inhibitory effect of azithromycin showed a

dose-dependent relationship（P＜0.05）. Results of gene expression detection showed that compared with untreated control strains，

relative expression of bap，filA，pbp-1a and pbp-1b gene were decreased significantly（P＜0.05），while relative expression of

ompA and csuE gene had no significant change （P＞0.05）. CONCLUSIONS：The drug resistance of MDR-AB strains in our

hospital is serious. Sub-MIC cefepime， ciprofloxacin， amikacin and azithromycin shows significant inhibitory effect on biofilm

formation，and the inhibitory effect of azithromycin is the strongest，with dose-dependent manner. Azithromycin can inhibit the biofilm

formation of MDR-AB which may be associated with the expression down-regulation of bap，filA，pbp-1a and pbp-1b gene.

KEYWORDS Acinetobacter baumannii；Multi-drug resistance；Biofilm；Sub-MIC；Antibiotics；Azithromycin；Gene expression
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一附属医院国家药物临床试验机构。

2 方法
2.1 临床分离菌株MIC的测定

以大肠埃希菌（ATCC 25922）和铜绿假单胞菌
（ATCC 27853）为质控菌株，采用琼脂平板倍比稀释法测
定临床分离AB菌株的MIC（MIC反映抗菌药物对受试
菌株的抑制活性，其值越大表明药物对菌株的抑制活性
越弱[5]）。取临床分离的AB菌株适量，用划线法接种于
血琼脂平板上，置于 37 ℃恒温培养箱中培养过夜。用
接种环挑取单个菌落，用生理盐水稀释，制得浓度约为
1×108 CFU/mL 的菌悬液。取“1.2”项下各抗菌药物适
量，用生理盐水倍比稀释后，取 1 mL 分置于各培养皿
中，加入MH培养基适量，混匀；用多点接种仪将上述菌
悬液接种至含不同质量浓度抗菌药物的MH培养基中，

于 37 ℃恒温培养箱中培养 18 h后，参照美国临床实验
室标准化协会（CLSI）2015年标准[5]读取结果，并选取其
中耐药种类最多的 10 株（即 MDR-AB，编号分别为
WA0719、WB1387、WB1483、WB1486、WB1531、WB1549、

WA0611、WB1055、WB1197、WB1032）进行后续试验。

2.2 sub-MIC抗菌药物对菌株生物膜形成影响的半定

量分析

选取临床常用的代表性抗菌药物（如美罗培南、头
孢哌酮、阿奇霉素等）以及既往对AB具有良好抑制作用
的其他抗菌药物（如多黏菌素 B、替加环素、多西环素
等），在对应MIC的基础上兼顾临床实际可及的组织浓
度，设置各抗菌药物的剂量，以未经药物作用的菌株作
为对照，采用微孔法对各菌株生物膜的形成进行半定量
分析[5]。取“2.1”项下临床分离的MDR-AB菌株适量，用
划线法接种于血琼脂平板上，置于 37 ℃恒温培养箱中
培养过夜；用接种环挑取单个菌落至 LB 培养基中，于
37 ℃恒温振荡培养箱中振摇（约 130 r/min）培养过夜。

用接种环挑取单个菌落，用生理盐水稀释，制得浓度约
为1×107 CFU/mL的菌悬液，以每孔 200 μL加至 96孔板
中，于 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h 后，吸弃上层培养
液，残渣用 PBS清洗 2次，吹干并固定后，每孔加入 1％
结晶紫溶液150 μL，染色3 min，用超纯水洗净，吹干，每
孔加入 30％冰醋酸溶液溶解染色液，使用酶标仪在590

nm波长处测定各孔的吸光度（OD）值。OD值的高低可
间接反映生物膜形成能力的强弱，且当OD590 nm＞0.5时，

表明该菌株生物膜形成的能力较强[6]。其中，与未经药
物作用的对照菌株比较，OD590 nm值显著增加（组间比较
P＜0.05）的为“显著诱导”，OD590 nm值无显著差异（组间
比较 P＞0.05）的为“无显著影响”，OD590 nm值显著降低
（组间比较P＜0.05）的为“显著抑制”。“相对生物膜形
成”指与对照菌株比较，10株MDR-AB菌株OD值变化
的平均水平（其值等于给药菌株的平均OD值与对照菌
株的平均OD值的比值）。为确保试验的可重复性，本研
究以AB标准菌株（ATCC 17978）为对象，选取对临床分
离菌株生物膜形成具有明显抑制作用的抗菌药物进行
验证，并设置更低的剂量以探讨其量效关系。上述试验

重复3次。

2.3 MDR-AB菌株生物膜形成相关调控基因表达的测定

以未经药物作用的菌株作为对照，采用定量逆转录

聚合酶链反应法（RT-PCR）测定MDR-AB菌株生物膜形

成相关调控基因的表达情况。按照培养细胞/细菌总

RNA提取试剂盒说明书方法提取细菌总RNA，按照逆转

录和荧光定量试剂盒说明书方法将RNA逆转录为互补脱

氧核糖核酸（cDNA），随后使用荧光定量PCR仪进行扩增

（引物序列见表1）。PCR反应体系：2×SYBR Green（荧光

定量试剂盒内所含试剂）10 µL，上、下游引物各 0.3 µL，

cDNA 2 µL，ddH2O 7.4 µL。扩增条件：94 ℃预变性 5

min，94 ℃变性30 s，52～57 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，

共40个循环；72 ℃再延伸10 min。SYBR Green 试剂的

激发波长和发射波长分别为497 nm和520 nm。以表达

稳定的16SrRNA为内参，通过检测扩增过程中荧光强度

的变化，采用ABI-7500 2.0软件以2－ΔΔCt分析各基因的表

达量，并计算相对表达量（相对表达量＝给药菌株的基因

表达量/对照菌株的基因表达量）。上述试验重复3次。

表1 引物序列及退火温度

Tab 1 Primer sequence and annealing temperature

基因/内参
bap

ompA

csuE

filA

pbp-1a

pbp-1b

16SrRNA

引物序列
上游：5′-GTCTCTCCATCAGCATCAA-3′
下游：5′-ATCCAACAACAGGTCAAGTC-3′
上游：5′-CAATGGCGGTAAAGATGGTAA-3′
下游：5′-TACGGCTTGATTTTGCTGTCG-3′
上游：5′-CAAAGTGTATCGCCGGGTGT-3′
下游：5′-AAGAAGGCACCGATTCCCAC-3′
上游：5′-TGCTACAGGTCAAGATGGT-3′
下游：5′-TTGCTAAGTTCAAAAGTGGA-3′
上游：5′-TTAGGTCGTGCTTTGAGTG-3′
下游：5′-GATTTCTGTTAGTTTGCGTTTT-3′
上游：5′-TTATTTAGTCGGTTTGGTTCA-3′
下游：5′-TAGGCTTGGTTTGCTTAGA-3′
上游：5′-GCCTTCCTCCAGTTTGTC-3′
下游：5′-TGTCGTGAGATGTTGGGT-3′

退火温度，℃
52

55

57

52

52

52

55

2.4 统计学方法

采用SPSS 17.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组

间比较采用LSD检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 临床分离MDR-AB菌株的MIC值

10株 MDR-AB 菌株对 10种临床常用抗菌药物的

MIC值见表2。由表2可见，10株菌株对碳青霉烯类、头

孢菌素类、喹诺酮类、氨基糖苷类、四环素类、大环内酯

类抗菌药物耐药，而对多黏菌素B和替加环素较敏感。

3.2 sub-MIC抗菌药物对临床分离MDR-AB菌株生物

膜形成的影响

10株 MDR-AB 菌株分别来自于痰液、脑脊液、血

液、伤口分泌物和尿液标本，涉及最常被该类菌株感染
的人体部位，具有一定的代表性 [7]。以不同剂量的
sub-MIC 抗菌药物对 MDR-AB 菌株生物膜的形成进行
干预，结果见表3。由表3可见，头孢吡肟、环丙沙星、阿
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奇霉素、阿米卡星等4种抗菌药物对MDR-AB菌株生物
膜的形成具有较强的抑制作用，且阿奇霉素的抑制作用
相对最强（其相对生物膜形成值最小，2 μg/mL即可显示
出较强的抑制作用）；多西环素对MDR-AB菌株生物膜
的形成具有较明显的诱导作用；而美罗培南、头孢哌酮、

替加环素、庆大霉素、多黏菌素B对其生物膜形成的影
响不明显。

表3 不同剂量sub-MIC抗菌药物对临床分离MDR-AB

菌株生物膜形成的影响
Tab 3 Effects of different doses of sub-MIC antibio-

tics on the biofilm formation of clinical isolated

MDR-AB strains

抗菌药物
美罗培南

头孢哌酮

头孢吡肟

环丙沙星

阿米卡星

庆大霉素

多西环素

多黏菌素B

替加环素

阿奇霉素

剂量，μg/mL

4.

2.

1.

4.

2.

1.

8.

4.

2.

8.

4.

2.

4.

2.

1.

8.

4.

2.

8.

4.

2.

0.25

0.125

0.06

0.25

0.125

0.06

8.

4.

2.

显著抑制，株
3

2

1

2

2

0

5

2

1

3

2

3

6

4

4

1

1

1

0

0

0

2

2

2

1

0

0

6

5

4

显著诱导，株
3

2

1

1

1

1

1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

5

5

5

2

1

1

1

1

1

0

0

0

无显著影响，株
4

6

8

7

7

9

4

7

8

7

8

7

4

6

6

9

9

9

5

5

5

6

7

7

8

9

9

4

5

6

相对生物膜形成值
1.045

1.082

1.064

1.105

1.061

1.086

0.904

0.913

0.940

0.884

0.882

0.876

0.815

0.847

0.883

0.940

0.913

0.988

1.319

1.263

1.253

1.001

0.999

1.074

0.961

1.057

1.058

0.759

0.814

0.831

以标准菌株为对象，选取阿奇霉素和阿米卡星进行
验证试验，结果见表4。由表4可见，与未经药物作用的
对照菌株比较，经 0.25、0.125 μg/mL阿奇霉素以及 0.25

μg/mL阿米卡星作用后，标准菌株的相对生物膜形成值
均显著下降，差异均有统计学意义（P＜0.05），提示其生
物膜形成受到明显抑制。此外，0.25、0.125、0.06 μg/mL阿
奇霉素组间比较，差异均有统计学意义（P＜0.05），提示这
种体外抑制作用呈明显的量效关系；而阿米卡星对其生
物膜形成的抑制作用则未见类似量效关系（P＞0.05）。

表 4 不同剂量 sub-MIC阿奇霉素和阿米卡星对标准

菌株生物膜形成的影响（x±±s）

Tab 4 Effects of different doses of sub-MIC azithro-

mycin and amikacin on the biofilm formation

of AB standard strains（x±±s）

组别
无药物
阿奇霉素0.25 μg/mL

阿奇霉素0.125 μg/mL

阿奇霉素0.06 μg/mL

阿奇霉素0.03 μg/mL

相对生物膜形成值
1.000±0.231

0.358±0.073＊#Δ

0.720±0.118＊#

0.802±0.097

0.945±0.129

组别
无药物
阿米卡星0.25 μg/mL

阿米卡星0.125 μg/mL

阿米卡星0.06 μg/mL

阿米卡星0.03 μg/mL

相对生物膜形成值
1.000±0.085

0.598±0.096＊

0.827±0.090

1.116±0.031

1.085±0.108

注：与无药物作用的对照菌株比较，＊P＜0.05；与阿奇霉素 0.06

μg/mL作用的受试菌株比较，#P＜0.05；与阿奇霉素 0.125 μg/mL作用

的受试菌株比较，ΔP＜0.05

Note：vs. untreated control strains，＊ P＜0.05；vs. strains treated

with azithromycin 0.06 μg/mL，#P＜0.05；vs. strains treated with azithro-

mycin 0.125 μg/mL，ΔP＜0.05

在研究过程中笔者还发现，WB1549菌株生物膜形
成受到阿奇霉素和阿米卡星的抑制较显著（相对生物膜
形成值均低于0.8），且该菌株来自于呼吸道感染者的痰
液标本，而阿奇霉素常用于呼吸道感染的治疗，故将其
作为后续机制研究的代表菌株。

3.3 sub-MIC阿奇霉素对WB1549菌株生物膜形成相

关调控基因表达的影响

以 0.25 μg/mL（验证试验显示，该剂量的抑制作用
最强）阿奇霉素作用于 WB1549菌株后，对其生物膜形
成相关调控基因表达的变化情况进行分析，结果见图
1。由图 1可见，6个生物膜形成相关调控基因中有 4个
基因的表达受到显著抑制（P＜0.05），包括生物膜相关
蛋白（BAP）编码基因bap、Ⅲ型菌毛合成的调控基因 filA

以及与膜结构相关的青霉素结合蛋白（PBPs）编码基因
pbp-1a、pbp-1b；而外膜蛋白（OMPA）编码基因 ompA 和
调控菌毛合成的csu家族基因csuE的表达则未见显著变
化（P＞0.05）。这提示阿奇霉素影响了MDR-AB菌株生
物膜形成的多个调控途径，包括影响Ⅲ型菌毛的合成、

生物膜的完整性以及生物膜蛋白的合成。

4 讨论
随着抗菌药物的广泛应用及滥用，MDR-AB菌株的

临床检出率日益增高[8]。本研究MIC测定结果显示，我
院临床检出的MDR-AB菌株对多类常用抗菌药物耐药，

包括碳青霉烯类、头孢菌素类、喹诺酮类、氨基糖苷类、

四环素类、大环内酯类等。这提示当患者受到MDR-AB

表 2 10株MDR-AB菌株对 10种临床常用抗菌药物的

MIC值（μg/mL）

Tab 2 MICs of 10 strains of MDR-AB to 10 kinds of

commonly used antibiotics in clinic（μg/mL）

抗菌药物
美罗培南
头孢哌酮
头孢吡肟
环丙沙星
阿米卡星
庆大霉素
多西环素
多黏菌素B
替加环素
阿奇霉素

WA0719
32
32
64
16

＞256
＞256

32
1
2

＞256

WB1387
16
32
64
32

＞256
＞256

32
2
2

＞256

WB1483
32
32
64
32

＞256
＞256

32
4
2

＞256

WB1486
32.
32.
64.
32.
16.

256.
16.
0.5
2.

32.

WB1531
32
64
64
16

＞256
＞256

32
2
2

＞256

WB1549
16
32

128
32

＞256
＞256

16
2
1

＞256

WA0611
16
32

＞256
16

＞256
＞256

32
2
8

＞256

WB1055
32
64

＞256
64

＞256
＞256

32
2
2

＞256

WB1197
16
32
64
16

＞256
＞256

32
2
2

＞256

WB1032
8

32
＞256

64
＞256
＞256

64
1
4

＞256
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菌株感染时，临床可供选择的抗菌药物有限；此外这也

提示，许多抗菌药物的常规治疗浓度难以达到抑制

MDR-AB菌株的MIC而处于 sub-MIC。在此背景下，探

讨 sub-MIC抗菌药物对MDR-AB菌株生物膜形成的影

响具有极大的临床价值。

本研究结果显示，不同剂量 sub-MIC 抗菌药物对

MDR-AB菌株生物膜的形成会产生不同影响。其中，有

明显诱导作用的为多西环素，影响不明显的包括美罗培

南、头孢哌酮、替加环素、庆大霉素、多黏菌素B等，而头

孢吡肟、环丙沙星、阿奇霉素和阿米卡星则表现出了明显

的抑制作用，且阿奇霉素的抑制作用相对最强（2 μg/mL

即可显示出较强的抑制作用），其量效关系在基因背景

清楚的 AB 标准菌株（ATCC 17978）中得到了验证。已

有研究表明，阿奇霉素对铜绿假单胞菌和流感嗜血杆菌

的生物膜形成具有抑制作用[9]，但其对MDR-AB菌株生

物膜形成的影响尚未见相关报道，故本课题组在上述研

究的基础上，进一步分析了 sub-MIC 阿奇霉素影响

MDR-AB菌株生物膜形成的可能机制。

MDR-AB菌株生物膜形成的调控机制复杂，目前尚

未完全阐明。已有研究显示，其生物膜形成可能与BAP

蛋白、OMPA蛋白、膜结构蛋白编码基因以及细菌运动

相关基因的表达有关[10]，因此笔者推测 sub-MIC抗菌药

物对MDR-AB菌株生物膜形成的影响亦有可能涉及以

上靶点。相关研究证实，BAP蛋白可通过促进菌株的黏

附来诱导其生物膜的形成 [10]。本研究结果显示，经

sub-MIC 阿奇霉素作用后，bap 基因的表达受到显著抑

制，但具体机制仍有待进一步研究。OMPA蛋白可诱导

菌株黏附或侵袭上皮细胞，促进其生物膜形成，增强其

活性[11]，但本研究并未发现阿奇霉素对其编码基因ompA

表达的影响，提示该基因可能并非阿奇霉素的作用靶

点。值得注意的是，AB菌株没有鞭毛，菌毛是其主要的

运动器官，且生物膜的形成与之密切相关[12]。尽管 csu

基因家族（csuA/BABCDE）编码蛋白可影响细菌菌毛的
合成，但本研究并未发现关键调控基因 csuE表达的显著

改变，提示 csu基因家族介导的菌毛合成可能并未参与阿
奇霉素的作用过程[12]。Ⅲ型菌毛相关基因 filA调控Ⅲ型
菌毛的合成[12]。本研究结果显示，经 sub-MIC阿奇霉素
作用后，其表达受到了显著抑制，表明该基因可能是阿
奇霉素的作用靶点。PBPs蛋白可与青霉素G共价结合，

是一类广泛存在于细菌表面的膜蛋白。该蛋白参与了
细菌细胞壁的合成和糖肽结构的形成，对维持细菌的正
常形态具有重要的作用[13]。已有研究表明，大肠埃希菌
中 PBPs蛋白表达的下调会影响其细胞壁的结构，从而
影响鞭毛的活力，导致细菌运动力受损[13]。后续研究显
示，PBP1a、PBP2a、PBPB2等蛋白及其编码基因的缺失
对变形链球菌[14]、金黄色葡萄球菌[15]等多种细菌的分裂、

生长或生物膜形成均有显著影响，但尚未见 PBPs 对
MDR-AB菌株生物膜形成影响的相关报道。本研究结
果显示，经 sub-MIC 阿奇霉素作用后，MDR-AB 菌株中
PBPs蛋白编码基因 pbp-1a、pbp-1b的表达均显著下降，

提示 PBPs蛋白可能参与了该菌株生物膜的形成，而阿
奇霉素对其调控的具体机制仍需进一步探讨。

综上所述，我院 MDR-AB 菌株的耐药情况严重。

sub-MIC头孢吡肟、环丙沙星、阿米卡星、阿奇霉素对其
生物膜的形成具有明显的抑制作用，其中阿奇霉素的作
用最强且呈量效关系。阿奇霉素对MDR-AB菌株生物
膜形成的抑制作用可能与其下调 bap、filA、pbp-1a、

pbp-1b基因的表达有关。但目前对该菌的研究多集中
在其流行病学特征上，而对其生物膜形成等病原学行为
机制的探讨甚少，故本研究的结论及其具体机制仍有待
后续研究进一步验证。
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基因

未经药物作用的对照菌株
经阿奇霉素作用的WB1549菌株

注：与无药物作用的对照菌株比较，＊P＜0.05

Note：vs. untreated control strain，＊P＜0.05

图1 0.25 μg/mL阿奇霉素对WB1549菌株生物膜形成

相关调控基因表达的影响

Fig 1 Effects of 0.25 μg/mL azithromycin on the ex-

pression of biofilm-regulated genes in WB1549

strain
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甘地胶囊联合常规治疗用于糖尿病肾病的疗效和安全性及对相
关指标的影响Δ
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摘 要 目的：观察甘地胶囊联合常规治疗用于糖尿病肾病（DN）的疗效和安全性及对相关指标的影响。方法：选择 2016年 10

月－2017年10月上海交通大学医学院附属新华医院收治的205例DN患者，按随机数字表法分为对照组（102例）和观察组（103

例）。对照组患者给予赖脯胰岛素注射液，皮下注射，每日3次+甘精胰岛素注射液，皮下注射，每日1次，均根据血糖情况调节胰岛

素给药剂量；同时给予氯沙坦钾片100 mg，口服，每日1次+硝苯地平控释片30 mg，口服，每日1次；保持蛋白质和能量摄入量恒

定，并结合合理饮食及适当运动等。观察组患者在对照组治疗的基础上给予甘地胶囊0.9 g，口服，每日3次。两组均以2个月为1

个疗程，共治疗3个疗程。观察两组患者的临床疗效，治疗前后的血糖[空腹血糖、餐后2 h血糖、糖化血红蛋白（HbA1c）]水平、肝功

能指标[丙氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）、总胆红素（TBIL）]、肾功能指标（血尿素氮、血肌酐）、炎症因子[肿瘤坏死因

子α（TNF-α）、白细胞介素6（IL-6）、单核细胞趋化蛋白1（MCP-1）、转化生长因子β（TGF-β）]水平及不良反应发生情况。结果：所有

患者均完成治疗，无患者脱落。观察组患者的总有效率（63.11％）显著高于对照组（29.41％）（P＜0.05）。治疗前，两组患者血糖水

平、肝肾功能指标、炎症因子水平比较，差异均无统计学意义（P＞0.05）。治疗后，观察组患者HbA1c水平显著低于同组治疗前及对

照组同期（P＜0.05）；两组患者肝肾功能指标、炎症因子水平均显著低于同组治疗前，且观察组显著低于对照组（P＜0.05）。两组患

者不良反应发生率比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。结论：在常规治疗的基础上加用甘地胶囊治疗DN可显著提高疗效，降低患

者体内血糖及炎症因子水平，改善其肝肾功能，且未增加不良反应的发生。
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