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·临床研究·

黄芩素对肺炎克雷伯菌生长及生物膜形成能力影响的研究

温绍霞１，２，武军驻１△（１．武汉大学基础医学院，湖北武汉　４３００７１；２．湖北省十堰市西苑医院　４４２０００）

　　【摘要】　目的　研究黄芩素对肺炎克雷伯菌体外生长及生物膜形成能力的影响。方法　以临床分离的多重耐

药肺炎克雷伯菌为试验菌株，肉汤二倍稀释法检测黄芩素对肺炎克雷伯菌的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。同时检测黄芩

素对肺炎克雷伯菌体外生长、生物膜形成能力的影响。结果　肉汤二倍稀释法检测黄芩素对肺炎克雷伯菌的最低

抑菌浓度为６０μｇ／ｍＬ，在３０μｇ／ｍＬ浓度下肺炎克雷伯菌的生长速度明显降低，生物膜形成能力减弱。结论　黄

芩素可通过抑制肺炎克雷伯菌体外生长、生物膜形成而抑制其生长。

【关键词】　黄芩素；　多重耐药肺炎克雷伯菌；　生长；　生物膜
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　　近年来由于抗菌药物的不合理使用，肺炎克雷伯菌已对多

种抗菌药物产生不同程度的耐药性，且呈多药耐药趋势［１］。生

物被膜是肺炎克雷伯菌产生耐药的重要机制［２］。初步试验证

明，黄芩对多重耐药肺炎克雷伯菌具有良好的抗菌效果。黄芩

素是黄芩提取物中的一种主要成分，因而作者以黄芩素为研究

对象，了解黄芩素对多重耐药肺炎克雷伯菌生物膜及荚膜形成

的影响，为临床上联合黄芩素进行耐药肺炎克雷伯菌的治疗提

供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　分离于湖北医药学院附属医院患者痰液，为一

株耐亚胺培南肺炎克雷伯菌。

１．１．２　主要试剂　黄芩素购自上海源叶生物有限公司，以二

甲基亚砜溶液（ＤＭＳＯ）溶解为１ｍｇ／ｍＬ储备液。

１．１．３　仪器　菌株鉴定及药敏试验均由ＶＩＴＥＫ３２全自动微

生物鉴定系统进行鉴定。

１．２　方法

１．２．１　ＭＩＣ测定　采用肉汤二倍稀释法检测黄芩素对耐亚

胺培南肺炎克雷伯菌的 ＭＩＣ。

１．２．２　黄芩素对耐药肺炎克雷伯菌生长曲线的影响　首先将

耐亚胺培南肺炎克雷伯菌接种于ＬＢ培养液，３７℃过夜培养

后，转接至加入终浓度为３０μｇ／ｍＬ黄芩素或加入ＤＭＳＯ（作

为空白对照，避免ＤＭＳＯ对细菌生长的影响）的新鲜ＬＢ培养

液，使菌液初浓度在Ａ６２０＝０．０５，３７℃下２００ｒ／ｍｉｎ进行培养，

每１小时取１００μＬ检测Ａ６２０值，直至细菌进入平台期。

１．２．３　黄芩素对肺炎克雷伯菌生物膜形成的影响　将过夜培

养肺炎克雷伯菌菌液５０倍稀释转接于１５ｍＬ的ＬＢ肉汤（５０

ｍＬ三角瓶）中，３７℃下２００ｒ／ｍｉｎ培养至Ａ６００＝１．０～１．２。用

ＬＢ肉汤稀释至 Ａ６００＝１．０而分装至小试管（细胞培养专用）

中，每管２ｍＬ。分别加入终浓度为３０μｇ／ｍＬ黄芩素或加入

ＤＭＳＯ，３７℃静止培养４８ｈ后吸去菌液，将带有生物膜的试管

用去离子水润洗３次，洗去游离菌体。放置１５ｍｉｎ后加入３

ｍＬ的０．１％结晶紫溶液染色３０ｍｉｎ。弃去染色液后用３ｍＬ

的去离子水润洗５次，充分洗去游离的结晶紫。将管壁内的残

余水珠擦干，拍照后每孔加入２ｍＬ的９５％乙醇，放置１～２ｈ，

间隔摇晃，溶解结晶紫。取溶解的结晶紫溶液测定Ａ５７０的值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０进行分析，计量资料用狓±

狊表示，采用狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＩＣ的检测结果　黄芩素对耐亚胺培南肺炎克雷伯菌

的 ＭＩＣ结果为６０μｇ／ｍＬ。

２．２　黄芩素对耐药肺炎克雷伯菌生长曲线的影响　在终浓度

为３０μｇ／ｍＬ时，黄芩素明显降低肺炎克雷伯菌体外生长速

度，加入黄芩素４ｈ后细菌生长量较对照组减少１倍（图１）。

图１　黄芩素对肺炎克雷伯菌生长曲线的影响

２．３　黄芩素对肺炎克雷伯菌生物膜形成的影响　黄芩素减弱

肺炎克雷伯菌生物膜形成能力，在加入黄芩素静止培养４８ｈ

后，细菌在试管壁形成生物膜的厚度明显较对照组薄，见图２。

定量检测对照组溶解结晶紫 Ａ５７０为１．０９±０．０５，而加入黄芩

素组为０．６７±０．０３，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

　　注：Ａ未加入黄芩素；Ｂ加入终浓度为３０μｇ／ｍＬ的黄芩素。

图２　黄芩素对肺炎克雷伯菌生物膜形成能力的

影响（定性检测）

３　讨　　论

肺炎克雷伯菌是临床常见的一类生物膜致病菌。细菌生

物膜是细菌在生长过程中为适应生存环境而吸附于惰性或活

性材料表面后，分泌多糖基质、纤维蛋白、脂蛋白等复合物，使

不同细菌相互粘连，缠绕并聚集在上述多糖复合物内而形成的
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膜样物，是细菌适应自然环境而持有的生存方式。据施德仕

等［３］报道越来越多的生物膜感染被发现，许多难以治疗的感染

都可以追溯到生物膜之上。细菌生物膜是多种感染的重要特

点，细菌生物膜形成后耐药性明显增加［４５］。据王方英等［６］报

道细菌生物膜能影响ＴＬＲ２表达水平，继而影响机体免疫系统

来达到保护自身的目的。生物膜的存在引起的巨大挑战是其

显著地抑制宿主自身防御系统和抗生素的清除［７］。

黄芩素化学名为５，６，７羟基黄酮，是唇形科植物黄芩干燥

根重要有效成分之一。黄芩具有广泛的药理作用，在临床主要

用于抗菌消炎和抗感染［８］。本课题组前期研究已初步证明黄

芩素在体外能抑制多重耐药肺炎克雷伯菌的生长。在此基础

上深入研究黄芩素对肺炎克雷伯菌的抗菌作用，确定黄芩素对

多重耐药肺炎克雷伯菌的抑菌浓度，探讨黄芩素对肺炎克雷伯

菌生物膜的干预作用。研究结果表明在加入终浓度为３０μｇ／

ｍＬ黄芩素后，细菌生长速度明显减慢；并且加入黄芩素后培

养肺炎克雷伯菌形成能力下降，考虑可能是当加入黄芩素后，

黄芩素可以通过减少肺炎克雷伯菌对载体的吸附，抑制和清除

肺炎克雷伯菌生物膜。

综上所述，黄芩素可影响多重耐药肺炎克雷伯菌的生长及

生物膜的形成。在此基础上本课题组将对黄芩素影响生物膜

形成的作用机制做进一步的研究。这将为我国利用丰富中草

药，解决日趋严重的细菌耐药性问题奠定基础。
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·临床研究·

幽门螺杆菌的家庭聚集性

高春艳（山西大医院／山西医学科学院检验科，太原０３００４０）

　　【摘要】　目的　调查幽门螺杆菌的家庭聚集现象。方法　以１５２例幽门螺杆菌感染确诊者为索引，对其家庭

成员进行粪便幽门螺杆菌抗原检测，共５０７例受检者（不包括１５２例确诊者），作为实验组。同时随机抽取５１０例来

该院体检者作为对照组，进行粪便幽门螺杆菌检测，然后对数据进行统计分析。结果　５０７例受检者共检出４５１例

阳性，总的阳性率为８８．９５％。对照组共检出２４９例阳性，总阳性率为４８．８２％。结论　幽门螺杆菌感染有家庭聚

集现象，当家庭成员之一存在幽门螺杆菌感染时，其他成员应及时检测，以免延误治疗。

【关键词】　幽门螺杆菌；　家庭成员；　聚集性
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　　幽门螺杆菌（Ｈｐ）感染是较常见的慢性细菌感染，全世界

约５０％的人胃黏膜上有Ｈｐ存在并繁殖。据调查，３０％～８０％

的中国人存在 Ｈｐ感染，母亲咀嚼食物喂养婴幼儿、全家共碗

是我国幽门螺杆菌感染的主要原因［１］。相关研究表明，Ｈｐ感

染存在明显的家庭聚集现象，但大多数已开展的研究主要是针

对有症状儿童的父母和兄弟姐妹，而不是普通人群［２］。为了避

免这种可能出现的选择偏差，作者以１５２例幽门螺杆菌感染确

诊者为索引，对其家庭成员进行粪便幽门螺杆菌抗原检测，共

５０７例受检者（不包括１５２例确诊者）作为实验组。同时随机

抽取５１０例来本院体检者作为对照组，对其进行粪便幽门螺杆

菌检测，探讨 Ｈｐ的家庭聚集现象。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年１１月至２０１２年１１月在本院通

过１３Ｃ尿素呼气试验以及取胃窦小弯黏膜做快速尿酶试验确

诊的 Ｈｐ感染者，以其为索引，以其家庭成员为研究对象作为

实验组，共５０７例受检者，年龄１～８４岁，其中男２５５例，女２５２

例。另随机抽取５１０例来本院体检者作为对照组，身体均健

康，无各种急慢性胃炎、胃溃疡、十二指肠溃疡、胃癌或相关病

史，年龄２～８３岁，其中男２５７例，女２５３例。分别对其进行粪

便 Ｈｐ抗原检测。

１．２　方法　嘱受检者于清晨取适量粪便标本储存于干净且不

吸水并带盖的容器中，取样后立即用塞提斯 Ｈｐ抗原检测条

（免疫层析法）进行检测，以只在质控区显示一条绿色线（质控

线）判断为阴性，以质控区显示一条绿色线，结果区显示一条红

色线（结果线）判断为阳性。若未显示质控线（绿线）而无论有

无明显结果线（红线）均视为无效结果，需重新检测。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．５软件，计数资料比较采用

χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。
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