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卡泊芬净对粪肠球菌生物膜形成能力影响的初步研究
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［摘　要］　目的　分析卡泊芬净抑制粪肠球菌生物膜形成的情况。方法　选取临床来源生物膜强阳性粪肠球菌

１株及不同生物膜形成能力的粪肠球菌菌株１０株，同时设卡泊芬净干预组和对照组，干预组加卡泊芬净，浓度为

２０μｍｏｌ／Ｌ，对照组加生理盐水。采用结晶紫染色法，通过酶标仪检测两组粪肠球菌浮游菌生长及生物膜形成情况。

结果　卡泊芬净对粪肠球菌临床株的浮游菌生长无抑制作用，可显著抑制菌株生物膜形成。结论　卡泊芬净对粪

肠球菌生物膜形成能力有显著抑制作用。
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　　粪肠球菌（犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊犳犪犲犮犪犾犻狊）是导致泌尿

道、血流、腹腔内、盆腔内，甚至中枢神经系统等感染

的常见医院感染致病菌之一。研究［１３］发现，粪肠球

菌可以在输尿管支架、血管内导管、胆道支架、硅胶

胃造瘘装置等表面形成生物膜。近年来研究［４５］显

示，本地区粪肠球菌生物膜阳性率超过８０％，泌尿

系统粪肠球菌生物膜形成尤其严重。在本单位临床

诊疗过程中亦发现许多治疗困难的粪肠球菌感染病

例，提示生物膜形成是导致粪肠球菌反复慢性感染

的一个重要因素。目前，临床常用于粪肠球菌感染

治疗的药物，如氨苄西林、万古霉素和利奈唑胺，对

粪肠球菌生物膜感 染治 疗作 用均不 理想［６８］。

文献［９］报道，卡泊芬净对金黄色葡萄球生物膜具有

较好的抑制效果。粪肠球菌生物膜形成比例更高，
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治疗难度更大，卡泊芬净在粪肠球菌生物膜形成中

的作用尚未见报道。为了解卡泊芬净对粪肠球菌生

物膜形成的作用，筛选来源于临床具有不同生物膜

形成能力的菌株，初步探讨卡泊芬净对粪肠球菌生

物膜形成的影响。

１　对象与方法

１．１　菌株来源　在本院前期工作基础上筛选生物

膜强阳性粪肠球菌菌株（１６Ｃ１）及不同生物膜形成

能力的粪肠球菌菌株１０株（１６Ｃ２８９、１６Ｃ６７、１６Ｃ８３、

１６Ｃ１０６、１６Ｃ１７３、１６Ｃ２５、１６Ｃ５６、１６Ｃ２０５、１６Ｃ８、

１６Ｃ５１）
［４５］，菌株均保存于深圳市南山区人民医院

微生物室。

１．２　仪器与试剂　Ｐｈｏｅｎｉｘ１００ＴＭ自动细菌鉴定／

药敏系统（美国ＢＤ公司），酶标仪购自法国生物梅

里埃公司，ＣＴＣＡ培养基购自青岛高科园海博生物

技术有限公司，卡泊芬净购自 ＭＣＥ中国，结晶紫购

自上海斯信科技有限公司，草酸铵购自海拓实验仪

器有限公司。

１．３　细菌培养及鉴定　菌株均参照第３版《全国临

床检验操作规程》，运用ＣＡＴＣ肠球菌选择培养基

进行 细 菌 的分离培养，并采用 美 国 ＢＤ Ｐｈｏｅ

ｎｉｘ１００ＴＭ自动细菌鉴定／药敏系统再次鉴定。

１．４　检测卡泊芬净对粪肠球菌浮游菌生长作用的

影响　通过酶标仪测定６００ｎｍ 波长吸光度（ＯＤ

６００ｎｍ）吸光值，以检测培养上清液中浮游菌含量。

１．５　粪肠球菌生物膜量的检测　按照参考文献方

法［１０］，通过体外９６孔板法构建粪肠球菌生物膜感

染模型，采用结晶紫染色法检测生物膜量的变化，重

复３次，每次设３个复孔，取平均值为最终检测结

果。操作步骤简述如下：将粪肠球菌株接种于ＴＳＢ

培养基，振摇过夜，用ＴＳＢＧ培养基（ＴＳＢ含０．２５％

葡萄糖）１∶２００稀释后加入９６孔培养板（Ｃｏｓｔ

ａｒ３５９９板，２００μＬ／孔），加入含不同药物的新鲜ＴＳ

ＢＧ培养基（同时设卡泊芬净干预组和对照组，干预

组加卡泊芬净，浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ，对照组加生理盐

水），３７℃静置分别培养２４、４８和７２ｈ后，分离培养

上清，ＰＢＳ洗培养板３次，１％的结晶紫染色２０ｍｉｎ，

ｄｄＨ２Ｏ缓慢冲洗去掉未结合结晶紫，通过酶标仪

ＯＤ５７０吸光值检测生物膜的量，比较生物膜变化情

况，同时通过酶标仪 ＯＤ６００吸光值检测浮游菌含

量，对培养上清液中的浮游菌生长进行比较。

１．６　统计分析　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分

析，计量资料以均数±标准差表示，两组计量资料的

差别比较采用狋检验，计数资料差别比较采用χ
２ 检

验，犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　粪肠球菌菌株信息　纳入粪肠球菌１１株，均

为临床分离菌株，其中５株分离自尿（１６Ｃ２８９、

１６Ｃ２５、１６Ｃ５６、１６Ｃ８、１６Ｃ５１），２株分离自伤口分泌

物（１６Ｃ６７、１６Ｃ２０５），其 余 ４ 株 分 别 分 离 自 血

（１６Ｃ１０６）、胸腔积液（１６Ｃ１）、胆汁（１６Ｃ１７３）和痰

（１６Ｃ８３）。

２．２　卡泊芬净对生物膜强阳性粪肠球菌（１６Ｃ１）

生物膜形成的影响　选择１株生物膜强阳性临床菌

株（１６Ｃ１）作为实验标准株，同时设卡泊芬净干预组

和对照组，干预组加卡泊芬净，浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ，

对照组加生理盐水。浮游菌抑制实验结果提示，卡

泊芬净对１６Ｃ１菌株的浮游菌生长无明显影响（图

１Ａ），对１６Ｃ１菌株的生物膜形成有抑制作用（图

１Ｂ、Ｃ）。

２．３　卡泊芬净对１０株生物膜阳性的粪肠球菌生物

膜形成的影响　为进一步证实卡泊芬净对粪肠生物

膜形成能力的作用，收集来源于临床生物膜形成能

力不同的１０株粪肠球菌，研究卡泊芬净对粪肠球菌

生物膜形成和浮游菌生长的影响，结果显示，卡泊芬

净对１０株粪肠球菌临床株的浮游菌生长无明显影

响（见图２Ａ），但可明显抑制菌株形成生物膜（见图

２Ｂ和图３）。
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　　Ａ：通过酶标仪ＯＤ６００吸光值检测培养上清液中的浮游菌生长情况，卡泊芬净对菌株生长无影响；Ｂ：采用结晶紫染色法，通过酶标仪

ＯＤ５７０吸光值，比较生物膜变化情况，结果显示，卡泊芬净对菌株形成的强阳性生物膜有显著的抑制作用；：卡泊芬净干预组ｖｓ对照组，

犘＜０．０５（ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验）；Ｃ：生物膜结晶紫染色的原始结果，结晶紫染色越深表示生物膜越强

图１　卡泊芬净对粪肠球菌１６Ｃ１株浮游菌生长及生物膜形成的影响
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　　Ａ：通过酶标仪测ＯＤ６００吸光值，检测培养上清液中的浮游菌生长情况，卡泊芬净对菌株生长无影响；Ｂ：采用结晶紫染色法，通过酶标仪

测ＯＤ５７０吸光值比较生物膜的量，结果显示卡泊芬净对菌株形成生物膜有明显的抑制作用；：干预组ｖｓ对照组，犘＜０．０５（ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验）

图２　卡泊芬净对１０株粪肠球菌临床株浮游菌生长及生物膜形成的影响
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　　每株菌设３个复孔，ａ、ｃ、ｅ、ｇ为对照组，ｂ、ｄ、ｆ、ｈ为卡泊芬净干预组；ａ１～ａ３、ｂ１～ｂ３为１６Ｃ２８９株，ａ４～ａ６、ｂ４～ｂ６为１６Ｃ１７３株，ａ７～ａ９、ｂ７～ｂ９

为１６Ｃ８株，ｃ１～ｃ３、ｄ１～ｄ３为１６Ｃ６７株，ｃ４～ｃ６、ｄ４～ｄ６为１６Ｃ２５株，ｃ７～ｃ９、ｄ７～ｄ９为１６Ｃ５１株，ｅ１～ｅ３、ｆ１～ｆ３为１６Ｃ８３株，ｅ４～ｅ６、ｆ４～ｆ６为

１６Ｃ５６株，ｇ１～ｇ３、ｈ１～ｈ３为１６Ｃ１０６株，ｇ４～ｇ６、ｈ４～ｈ６为１６Ｃ２０５株；生物膜结晶紫染色越深，表示生物膜越强

图３　采用结晶紫染色法检测１０株粪肠球菌临床株生物膜量的变化
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３　讨论

细菌生物膜通常由多糖、蛋白质和核酸组成，将

细菌包裹在内。生物膜中细菌常处于休眠状态，抗

菌药物往往难以穿透作用于细菌，导致临床常用抗

菌药物对生物膜治疗效果普遍较差［１１］。临床常用

于抗粪肠球菌感染治疗的药物，如氨苄西林、万古霉

素和利奈唑胺等均对清除粪肠球菌生物膜效果不理

想，探寻生物膜治疗有效药物和策略仍然是临床面

临的难点问题之一［１２］。目前，针对粪肠球菌生物膜

的治疗可供选择的方案主要集中在以下方向：（１）以

磷霉素为基础联合其他药物，特别是联合利福平，治

疗肠球菌生物膜感染可有一定疗效，但仅有部分清

除生物膜效果，而且对强阳性生物膜仍无明显清除

效果［１３１４］。（２）以达托霉素或利奈唑胺为基础，联合

利福平或庆大霉素可对部分菌株形成的生物膜感染

有一定治疗作用，但对较强生物膜感染仍无法取得

满意疗效［１５］。

卡泊芬净是一种新型多肽类抗真菌药，作用靶

点为真菌细胞壁。卡泊芬净通过非竞争性抑制β

（１，３）Ｄ葡聚糖合成酶阻止真菌细胞壁的β（１，３）

Ｄ葡聚糖合成，破坏真菌细胞壁的结构完整性，导

致细胞破裂、溶解，起到抗真菌的作用。卡泊芬净

由于安全性高，不良反应较少，目前，已被广泛用于

侵袭性真菌感染的治疗，对假丝酵母菌和曲霉菌感

染均具有良好的疗效，同时研究证实其对真菌尤其

是假丝酵母菌生物膜形成具有较好的抑制作用［１６］。

在白假丝酵母菌形成生物膜的动态过程中，卡泊芬

净可以抑制生物膜的形成，并显著减少生物膜的弥

散，因此，卡泊芬净在抗真菌感染同时具有明显的抗

白假丝酵母菌生物膜的作用［１７１８］。另有研究发现，

卡泊芬净对光滑假丝酵母菌、克柔假丝酵母菌和近

平滑假丝酵母菌形成的生物膜也有治疗作用。若将

卡泊芬净与其他药物或化合物联合使用还有协同抗

白假丝酵母菌生物膜的作用，卡泊芬净与植物防卫

素ＨｓＡＦＰ１存在明显的协同抗生物膜作用
［１９２０］。

深入研究发现卡泊芬净可以抑制和清除细菌生

物膜。在金黄色葡萄球菌生物膜形成过程中，卡泊

芬净主要通过抑制金黄色葡萄球菌膜定位 Ｎ乙酰

基葡糖胺转移酶活性，抑制生物膜重要组分胞外多

糖的生成，破坏生物膜结构，穿透性升高，进而显著

增强莫西沙星和德拉沙星对生物膜中细菌的杀菌效

果［９］。金黄色葡萄球菌中膜定位 Ｎ乙酰基葡糖胺

转移酶由犻犮犪Ａ 基因编码。分析 ＢＬＡＳＴ、ＤＮＡ

ＭＡＮ等生物信息，对比金黄色葡萄球菌犻犮犪Ａ基因

序列 （Ｇｅｎｅｂａｎｋ：ＮＣ＿００２６６２．１）与 粪 肠 球 菌

ＯＧ１ＲＦ全基因序列 （Ｇｅｎｅｂａｎｋ：ＧＣＡ＿０００１７２５７５．２），

发现粪肠球菌中并不具有犻犮犪Ａ基因，意味着卡泊芬

净对粪肠球菌生物膜的抑制与金黄色葡萄球菌有不

同的机制，因此卡泊芬净通过何种具体机制影响粪

肠球菌生物膜的抑制作用仍有待进一步研究。
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