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铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa,PA）属于

非发酵菌类假单胞菌属。广泛分布于自然界并在人

体皮肤上定值，是引起肺囊性纤维化（Cystic fibrosis，
CF）和弥漫性泛细支气管炎（Diffuse panbroncbiolitis，
DPB）的最重要的病原菌，也是近年来医院内感染的

重要条件致病菌和耐药菌之一。研究表明铜绿假单

胞菌在感染灶中多表现为高度耐药性以及生物膜

（Biofilm，BF）形成，从而使疾病难于治愈[1]。

国内外研究表明大环内脂类药物（克拉霉素、阿

奇霉素）对生物膜有抑制作用，在治疗黏液型铜绿假

单胞感染的CF和DPB患者中有很大帮助，但长期使

用会导致肝功能损伤[2]。银翘散源于清代名医吴鞠通

所著《温病条辨》，是中医学清热解毒法的代表方剂，

金银花作为银翘散的主要成分，其水煎液对铜绿假单

胞菌生物膜有很好的抑制作用[3]。银翘散作为复方制

剂，有资料显示[4]其对多种细菌、病毒具有抑制作用，

但能不能抑制铜绿假单胞菌生物膜的形成还未见报

道。因此，本研究拟通过体外实验，探讨银翘散对铜

绿假单胞菌生物膜的影响及与阿奇霉素的协同作用。

1 材料与方法

1.1 药物 银翘散含连翘 9g、金银花 9g、苦桔梗 6g、
薄荷 6g、淡竹叶 4g、生甘草 5g、荆芥穗 5g、淡豆豉 5g、
牛蒡子9g，以上九味，粉碎成细粉，过筛，混匀，即得。

由广东省中医院大学城医院中药房提供。根据生药

量浓度表示法水煎制备 1 000g/L的 100%银翘散煎

剂。用无菌滤纸过滤，装瓶备用。阿奇霉素（上海生

工BBI）。
1.2 主要试剂与试剂 血琼脂平板、营养琼脂（江门

凯林），LB肉汤（自配），硅胶片、96孔板、24孔板（广州

科祥），戊二醛、氯化钙、硝酸银、对苯二酚、硫代硫酸
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钠（上海生工），DPH-9162型电热恒温培养箱（上海一

恒），CX21型光学显微镜（日本Olympus公司）。

1.3 菌株 铜绿假单胞菌野生株POA1（本实验室保

存），质控菌株铜绿假单胞菌ATCC27853。
1.4 体外生物膜模型的建立及鉴定 挑选新鲜培养

的铜绿假单胞菌POA1单个菌落，置于 20mL LB肉汤

中，170r/min，摇菌 4~5h，比浊仪调置 0.5McFarland浓

度，备用，在 24孔板中每孔加入已高压灭菌的硅胶

片，加入 2mL LB肉汤，再在每孔中加入 50μL 0.5Mc⁃
Farland的菌悬液，37℃连续培养 7d，隔天换液，在倒

置显微镜下观察细菌生物膜的生成情况。采用上述

方法培养7d后，取出硅胶片，经灭菌生理盐水多次充

分漂洗，去掉浮游菌；2.5%戊二醛 PBS溶液中固定

1h；蒸馏水清洗 1min；饱和 CaCl2溶液结合 15min；蒸
馏水清洗 1min；5%AgNO3溶液反应 15min；1%对苯二

酚溶液显色 2min；蒸馏水漂洗 1min；5%Na2S2O3固定

2min；蒸馏水清洗1min.光镜下观察。

1.5 测定银翘散、阿奇霉素抑制铜绿假单胞菌生物

膜形成的MIC 根据生物膜形成时间，用LB肉汤将

备用银翘散煎剂稀释成 5个浓度梯度 500、250、125、
62.5、31.25g/L,阿奇霉素用LB肉汤稀释成 5个浓度梯

度 500、250、125、62.5、31.25g/L。上述各浓度的药物

分别加入已置入无菌硅胶片的 24孔板中每孔 2mL。
同时设阴性对照孔（未加中药只含培养基），每药物孔

中加入上述菌液，除阴性对照孔外，每孔 100μL。
37℃培养 7d，隔天换液，以无生物膜形成的最小药物

稀释度为MIC。
1.6 测定银翘散和阿奇霉素的协同抑制生物膜形成

作用 银翘散煎剂和阿奇霉素分别用LB肉汤稀释成

5个浓度梯度。用棋盘稀释法向已置入无菌硅胶片

的96孔板中的行和列上分别加入1mL各浓度梯度的

药物，形成5×5共25个不同浓度比例的联合药敏孔，

再每孔加入 100μL菌液。37℃培养 7d，隔天换液，观

察结果，并计算抑菌浓度指数（FIC）。
2 结果

2.1 生物膜模型的建立与鉴定 光学显微镜4×10倍
下观察，整个视野可见散落的黑点或黑斑，无黑染絮

状膜样物，则判为阴性结果；若见浓厚的黑染絮状膜

样物质覆盖，层次多，致密，为阳性结果，黑染絮状膜

样物为BF。空白硅胶片银染后，整个视野可见散落

的黑点或黑斑，无黑染的絮状膜样物。细菌接种培养

1d后硅胶片可见散落的黑点或黑斑；培养 3d后可见

片状黑斑；培养 5d后可见浓厚的黑染絮状膜样物质

覆盖，见图1。

图图11 ①①～～④④分别是空白对照分别是空白对照、、培养培养11dd、、33dd和和55dd的生物膜形态的生物膜形态

（（××400400））
Fig.Fig.11 ①①～～④④ numbers are the blank controlnumbers are the blank control，，biofilmbiofilm
morphology cultured formorphology cultured for 11 dayday，，33 days anddays and 55 daysdays（（××400400））

① ②
③ ④

2.2 抑制生物膜形成的MIC测定 连续与不同浓度

的银翘散煎剂和阿奇霉素作用7d后硅胶片银染及光

学显微镜拍照观察，在银翘散煎剂浓度为 500.0g/L、
阿奇霉素浓度为 250.0mg/L时，可观察有抑制铜绿假

单胞菌生物膜形成的作用，黑色絮状物较阳性对照明

显减少。随着浓度的降低，生物膜形成越来越多，黑

色絮状物增加明显，见图2。
2.3 银翘散煎剂和阿奇霉素联合用药的MIC 银翘

散煎剂和阿奇霉素联合用药7d后，银染法鉴定观察，

抑制铜绿假单胞菌生物膜形成的MIC分别为 125.0g/
L和62.5mg/L，见表1 。

药物Drugs
银翘散煎剂（g/L）
Yinqiao powder
阿奇霉素（mg/L）
Azithromycin

协同前MIC
MIC before synergism
500.0

250.0

协同后MIC
MIC aAfter synergism
125.0

62.5

表表11 银翘散煎剂银翘散煎剂、、阿奇霉素抑制阿奇霉素抑制PA生物膜形成的生物膜形成的MICMIC
TableTable 11 MIC of Yinqiao powder and azithromycin inhibitingMIC of Yinqiao powder and azithromycin inhibiting

biofilm formation ofbiofilm formation of Pseudomonas aeruginosaPseudomonas aeruginosa

根据表1中的结果计算分级抑菌浓度指数（FIC）
为 0.5，表明银翘散和阿奇霉素具有协同抗铜绿假单

胞菌生物膜形成的作用（两药联合使用，当 FIC≤0.5
时，表示二者有协同作用）。
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3 讨论

生物膜形成是铜绿假单胞菌耐药的重要机制之

一，也是许多感染性疾病反复发作和难以控制的主要

原因[5]。目前临床多用三代头孢类或碳青霉烯类抗生

素治疗铜绿假单胞菌的感染，但存在价格昂贵和副作

用较大等问题，且对黏液性铜绿假单胞菌感染治疗效

果不明显。阿奇霉素等大环内酯类抗生素对革兰阳

性菌的抗菌作用较强，而铜绿假单胞菌一般对其耐

药。但有研究显示[6]，大环内酯类药物可以抑制细菌

产生糖蛋白复合物，从而抑制生物膜的生长。故针对

CF和DPB患者多会联合使用大环内酯类药物以改善

症状，延长患者的生命[7-8]。

清热解毒类中药具有广谱的抗菌作用，并且具有

副作用小，不易产生耐药性等优点，药源丰富，具有开

发潜能[9]。银翘散主方有连翘、金银花、苦桔梗、薄荷、

淡竹叶、生甘草、荆芥穗、淡豆豉、牛蒡子等，均有较广

的抗菌作用。本实验观察银翘散煎剂在浓度为

500.0g/L时能解除生物膜的屏障作用，显微镜下观察

也提示该煎剂对铜绿假单胞菌生物膜的发育有明显

的干预作用，有利于抗生素的治疗和免疫因素的杀

菌，起到与大环内酯类抗生素类似的抑膜作用，为中

医药治疗相关疾病提供依据。

实验还显示银翘散与阿奇霉素有很好的抑制生

物膜形成的协同作用，由此可以初步判断清热解毒类

的中药汤剂与抗生素配伍使用，可以提高临床疗效，

中药对抗生素可起到一定的增效作用，提高耐药菌对

抗生素的敏感性，使抗生素最大限度的杀灭细菌。因

此，在中医理论指导下进行辨证论治，随证加减，可以

避免细菌耐药性的产生，或是对耐药菌有增敏或逆转

作用。
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a b c
ed f

注：a~f浓度分别为阳性对照，500，250，125，62.5，31.25g/L.Note: a-f are positive control，500，250,，125，62.5，31.25g/L.
图图22 不同浓度银翘散煎剂对不同浓度银翘散煎剂对PA生物膜形成的抑制作用生物膜形成的抑制作用。。

Fig.Fig.22 Inhibition effect of different concentrations of Yinqiao powder onInhibition effect of different concentrations of Yinqiao powder on Pseudomonas aeruginosaPseudomonas aeruginosa biofilms.biofilms.
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