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生物被膜（biofilm，BF）是细菌为适应自然环
境在固态表面生长时所采取的一种保护性的群体
生活方式。细菌生物被膜广泛存在于自然界中，其
中金黄色葡萄球菌是较易形成生物被膜的菌种之
一[1]，也是伤口感染的首要病原菌[2]。复方白玉散
是名老中医刘再朋教授治疗难愈性创面的经验方，
前期研究发现其在慢性口腔溃疡和难愈性创面治
疗中疗效显著[3-4]。本研究旨在观察复方白玉散在
体外对金黄色葡萄球菌抑菌作用和对其生物被膜形
成的抑制作用，为临床治疗提供理论依据。
1 实验材料

1.1 菌株 金黄色葡萄球菌标准菌株ATCC29213，
购自卫生部临床检验中心；临床菌株33株S.aureus

（菌株编号SA1~SA33）为2014至2015年本院临床
创面分泌物分离所得，经西门子Walkaway  40细菌鉴
定仪鉴定，并剔除同一患者分离到的重复菌株。
1.2 复方白玉散药液 复方白玉散超细粉剂由本院
中药制剂中心提供。复方白玉散以煅石膏、白芷、白
及等中药分别研成超细粉，混匀，加热灭菌4h备用。
通过“超细”处理，可增加中药的溶出率和生物利用
度，保留中药的挥发活性成分，增强中药的药效。准
确称取20g复方白玉散超细粉剂置于烧杯内，加水
200mL，置于室温下浸泡1～2h后加热煮沸30min，连
续煎煮2次，冷却，过滤，合并煎煮液，浓缩至20mL，

使药液含原药材达1g/mL，置于4℃冰箱内保存备用。
1.3 试 剂 与 仪 器 Walkaway  40细 菌 鉴 定 仪

（Siemens，GER）；96孔细胞培养板（Corning，USA）；
酶联免疫分析仪（Biotek，USA）；胰蛋白胨大豆肉汤

（TSB，青岛日水生物技术有限公司，20150522）；结
晶紫（Sigma，USA）。
2 实验方法

2.1 菌种活化与菌悬液制备 将冻干保存的金黄色
葡萄球菌接种于血琼脂培养基，37℃过夜培养，取直
径>1mm的菌落一环于无菌TSB培养基中，37℃条件下
振荡培养至对数生长期。将复苏24h的菌种接种于
TSB培养基中，37℃条件下培养24h，置于超声仪上重
新使菌团分散均匀，参照麦氏比浊法，用pH值为7.3
的无菌磷酸盐缓冲液（Phosphate  Buffer  Saline，PBS）
调整菌悬液细菌密度约为1×108CFU/mL。
2.2 结晶紫染色法检测生物被膜 置一定量菌悬
液于96孔板中，加入TSB培养基，盖上盖子，在37℃
条件下恒温恒湿培养。培养72h后弃去96孔板中
的培养物，用200μL无菌磷酸盐缓冲液（pH7.3）冲
洗3次，去除培养基和浮游状态的细菌。在孔中加
入甲醇200μL加盖静置15min，吸除甲醇后在30℃
环境下自然风干，固定吸附紧密的细菌。在每个孔
中加入200μL结晶紫（1％结晶紫溶液），静置染色
20min后弃去染色液，无菌磷酸盐缓冲液（pH7.3）冲
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洗直至无色，晾干。在染色的孔中加入200μL、体
积分数为95％的乙醇脱色，用空白孔以200μL  TSB
培养基作为空白调零，测定595nm波长处光密度值
0D595nm，每株菌均3个复孔，取平均值。判断标准为：
以OD595nm<0.11为阴性菌株，0.11≤0D595nm<0.5为弱成
膜菌株，0.5≤0D595nm<1.5为中成膜菌株，0D595nm≥1.5
为强成膜菌株。最终选择生物被膜强阳性菌株SA17
作为实验菌[5-6]。
2.3 药物最小抑菌浓度（MIC）和最小杀菌浓度

（MBC）测定 本实验以标准菌株ATCC29213和强
成膜分离株SA17为实验菌。采用微量肉汤二倍稀释
法测定复方白玉散作用于SA25（阴性对照）及SA17
的MIC[7]。将过夜菌用TSB稀释为0.5MCF，每孔加
入菌悬液180μL，用TSB将96孔板中复方白玉散从
1000mg/mL稀释至15.6mg/mL，7个梯度，每孔20μL
加入菌悬液中，轻轻振荡混匀。设置阴性对照（只含
TSB菌液）、空白对照管（只加TSB），37℃培养24h后观
察结果。判断依据：药物组的溶液与阴性对照一样
清晰透明的为该药的MIC。将与阴性对照一样清晰
透明的药物组溶液再接种血琼脂培养基培养24h，无
细菌生长的含药量最少的即为该药对实验菌的MBC。
2.4 复方白玉散最小抑膜浓度（sMIC）测定 参照
文献[8]取0.5MCF的标准菌株ATCC29213和强成膜
分离株SA17菌株的TSB菌液180μL接种到96孔板
中，每孔加入20μL用TSB为稀释液对倍连续稀释的
复方白玉散。另设空白对照孔（只加培养基）、阴性
对照孔（只加菌液不加药物），37℃恒温培养72h，采
用结晶紫染色法检测。生物被膜抑制率的测定采用
公式：（OD阴性对照组-OD药物组）/（OD阴性对照
组-OD空白组）×100%。
2.5 统计学方法 应用SPSS  19.0统计软件，组间
比较采用t检验，结果用（x-±s）表示，P<0.05为差异
有统计学意义。
3 实验结果

3.1 结晶紫染色法检测标准菌株ATCC29213和33
株临床菌株生物被膜 结果标准菌株ATCC29213
为生物被膜阳性菌株，并且33株临床分离S.aureus
中有25株为生物被膜阳性菌株，即生物被膜的形
成率为75.6％，其中编号SA17的为强成膜菌株。
3.2 复方白玉散对标准菌株ATCC29213和强成膜

株SA17的MIC和MBC测定结果 见表1。

表1 复方白玉散对标准菌株ATCC29213和强成膜株SA17的MIC和MBC结果 mg/mL

指标 标准菌株 ATCC29213 强成膜株 SA17

MIC 25 50

MBC 50 100

3.3 复方白玉散对SA17生物被膜的sMIC测定结

果 复方白玉散对标准菌株ATCC29213和强成膜株
SA17的sMIC50（与阴性对照相比，抑制生物被膜菌活
性50％的药物浓度）分别约为1.6mg/mL和3.2mg/mL，
sMIC80（与阴性对照相比，抑制生物被膜菌活性80％的
药物浓度）均约为6.3mg/mL，与阴性对照组比较差异有
统计学意义，见表2。结果显示，复方白玉散能够抑制
生物被膜的形成，且抑制率随药物浓度的升高而升高。

表 2 复方白玉散对金黄色葡萄球菌生物被膜形成的抑制作用

药物浓度
（mg/mL）

标准菌株 ATCC29213 强成膜株 SA17

OD 值 抑制率 OD 值 抑制率

100 0.196±0.046** 98.6 0.198±0.018** 98.6

50 0.212±0.048** 95.5 0.228±0.023** 96.6

25 0.223±0.016** 93.5 0.239±0.034** 95.9

12.5 0.259±0.043** 86.8 0.390±0.065** 86.0

6.3 0.298±0.148** 79.5 0.484±0.098** 79.8

3.2 0.333±0.097** 72.9 0.818±0.100** 58.0

1.6 0.489±0.146* 43.8 1.388±0.160 20.8

阴性对照组 0.723±0.188 - 1.706±0.152 -

空白组 0.188±0.016 - 0.176±0.007 -

    注： 与阴性对照组比较，*P<0.05，**P<0.01。

4 讨论

研究表明，难愈性创面中金黄色葡萄球菌
检出率最高，其中耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（Methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus，MRSA）
占金黄色葡萄球菌的比例高达76.09%。MRSA具有多重
耐药性，给临床治疗和医院感染控制带来了困难[9]。近
年来各种新型敷料也用于治疗本病但成本较高且患者
易出现局部过敏等不适反应[10]，而中药治疗具有药效
长、来源广、价格低廉、毒副作用小、较少出现耐药等
优点。本实验通过结晶紫染色法半定量检测细菌生
物被膜，证实标准菌株ATCC29213为生物被膜阳性菌
株，且33株临床分离S.aureus中，有25株为生物被膜阳
性菌株，即生物被膜的形成率为75.6％（这与文献报
道80％的临床感染与细菌生物被膜的形成有关基本
一致），并在实验中筛选出强成膜菌株SA17为实验菌株。

复方白玉散由白芷、白及、煅石膏、冰片等药物组
成。方中白芷为君，性温，味辛、微苦，具有活血生肌
之功；白及、煅石膏为臣，白及苦涩微寒，收敛止血、
消肿生肌，煅石膏甘辛涩寒，能收湿生肌、敛疮止血，
二者辅白芷以生肌敛疮；取冰片为佐，以清热散毒敛
疮。前期研究发现，复方白玉散可有效上调口腔黏膜
EGFR、VEGF的表达，增加微血管密度，具有抑制体
表脓肿及口腔黏膜炎症反应的作用[3，11]。本研究观
察了复方白玉散对S.aureus生长及生物被膜的抑制作
用，结果表明，复方白玉散对S.aureus具有一定的抑菌
和杀菌作用，更是在较低药物浓度水平即对S.aureus
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疗效间成正相关[8]，本实验结果显示并非如此。我
们分析认为，捏脊调节具有自限性，捏脊疗效并非随
着刺激强度的增强一直升高，达到一定刺激量时捏
脊疗效可能会随强度升高而下降或不变，本次实验
显示捏脊20遍可能是对卫气虚SD大鼠的最佳刺激
强度。

中医理论认为，脊背部为诸阳经交会之地，捏
脊时主要涉及了督脉和两侧膀胱经，内连脏腑，外达
四肢，具有疏经通络、调整气血分布、调节阴阳平衡
的作用，使气血通畅、脏器和谐，提高机体免疫能力。
另外，源于脾胃的卫气和组织液、淋巴液等血管外体
液循环系统在物质基础、循行分布和功能作用等方
面十分类似，我们推测捏脊疗法-健脾益卫-淋巴循
环三者之间有着密切的联系[9]。多年来的临床和实
验研究主要集中在捏脊疗法对消化系统的调节作用
上，其机理研究往往集中在神经和内分泌等方面，从
免疫系统入手的研究较少[10]。本实验从免疫方面证
实捏脊疗法的健脾益卫功能，并确定最佳捏脊次数，
为下一步探讨基于淋巴系统的捏脊疗法健脾益胃机
制研究建立稳定的效应平台。
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生物被膜的形成有抑制作用，且随着药物浓度的增
加，对生物被膜的抑制作用有增强的趋势。

复方白玉散临床以粉剂形式喷洒于创面，本实
验为了研究便利，采用的是其水煎煮浓缩溶液，可能
存在一定的差异，但实验的结果仍然为复方白玉散
的临床应用提供了一定的参考依据，具体作用机制还
有待进一步研究。
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