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摘要 研究抗菌肽 LFcin渊17-30冤对耐甲氧西林金葡菌渊MRSA冤生物膜的抑制作用遥方法院采用 PCR及头孢西丁药敏纸片扩
散法筛选 24株乳源金黄色葡萄球菌中的 MRSA曰采用刚果红平板法和结晶紫染色法鉴定生物被膜阳性菌株袁并评估其产
膜能力及生物膜生长曲线曰 采用纸片扩散法药敏试验验证 MRSA生物膜与耐药性间的关系曰 采用微量稀释法测定 LFcin
渊17-30冤对 MRSA的最小抑菌浓度渊MIC冤曰采用结晶紫染色和扫描电子显微镜渊SEM冤测定 LFcin渊17-30冤对 MRSA生物膜的
抑制作用曰测定 LFcin渊17-30冤对 MRSA生物膜成分的影响遥结果显示院在 24株乳源金黄色葡萄球菌中袁筛选出 4株 MRSA袁
分别为 DQ05尧DQ07尧DQ09尧DQ23袁生物膜定性均为阳性菌株遥 结晶紫染色结果显示 4株 MRSA中 DQ05的产膜能力最强袁
DQ09的产膜能力最弱袁且 DQ05的耐药性强于 DQ09遥生物膜生长曲线测定结果表明袁在 24 h时生物膜量最高遥LFcin渊17-
30冤对 MRSA的 MIC为 150 滋mol/L遥LFcin渊17-30冤浓度为 75 滋mol/L时袁即可明显抑制生物形成袁破坏形成的生物膜遥LFcin
渊17-30冤抑制胞外聚合物中胞外多糖和胞外蛋白质的合成和分泌袁对胞外 DNA的影响随 LFcin渊17-30冤浓度的升高而增
强遥 结论院LFcin渊17-30冤可广谱抑制食源 MRSA流行株及其生物膜形成袁有望用于食源 MRSA的辅助治疗遥
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近年来袁 耐甲氧西林金葡菌 渊Methicillin-re鄄
sistant Staphylococcus aureus袁MRSA冤污染动物源
性食品情况愈发严重袁 给食品安全带来巨大危
害 [1]遥 可在生鲜肉尧生牛乳尧冷冻食品等中检出袁其
中生牛乳中的检出率高达 38.5豫[2]遥 金黄色葡萄球
菌渊Staphylococcus aureus冤是厚壁菌门的革兰氏阳
性尧无芽孢尧凝固酶阳性的球形细菌遥 虽然葡萄球
菌属包括 52个种和 28个亚种袁 但是金黄色葡萄
球菌是迄今为止最具临床相关性的[3]遥 MRSA分离
株对所有可用的青霉素类和其它 茁-内酰胺类抗
菌药物均耐药[4]遥与甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌
相比袁MRSA感染的死亡率更高[5]遥

生物膜渊Biofilm冤是附着在生物或非生物表面
的基质包裹的微生物附着物袁是一种重要尧有待研
究的细菌生长模式[6]遥食品和食品加工环境是微生

物附着和生物膜形成的最佳场所遥 病原微生物可
以附着在食品表面袁在其上生长并形成生物膜袁导
致食品安全风险增加[7]遥细菌通常在营养丰富时以
浮游方式生长袁而在营养缺乏的环境条件下袁它们
则几乎只以生物膜的多细胞聚集体形式存在[8]遥生
物被膜的形成包括以下几个阶段院 浮游细胞在基
质表面黏附定植尧 生物被膜成熟和生物被膜扩
散 [9]遥在生物被膜中细菌细胞被包裹在胞外聚合物
渊Extracellular polymeric substances袁 EPS冤 中袁而
胞外聚合物是由蛋白质尧多糖尧核酸和脂质等生物
分子组成的复杂且高度极性的混合物[10]遥 金黄色
葡萄球菌形成生物膜以减缓或阻止抗菌药物的扩

散袁从而阻碍药物进入生物膜内的细菌细胞[11]遥 据
报道袁 覆盖在生物膜中的细菌细胞对抗生素的抵
抗力比浮游生长的细菌细胞高 10~1 000倍[12]遥

抗菌肽渊Antimicrobial peptide袁AMPs冤是一类
小分子多肽袁通常由 12~50个氨基酸残基组成袁是
几乎所有生物先天免疫的重要组成部分袁 在抵抗
外来微生物入侵中发挥重要作用 [13]遥 乳铁蛋白
渊Lactoferrin袁LF冤是一种多功能糖蛋白袁主要存在
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于哺乳动物的初乳与乳汁中袁 具有抗细菌尧 抗真
菌尧抗病毒尧抗氧化等多种功能[14]遥 Lfcin渊17-30冤是
乳铁蛋白的 14个氨基酸残基袁属于乳铁蛋白肽的
一种袁主要通过膜透性表现出广谱的抗菌活性[15]遥
有研究表明 Lfcin渊17-30冤对细菌和细菌生物膜有
抑制作用袁包括肺炎克雷伯菌尧铜绿假单胞菌尧鲍
曼不动杆菌以及多重耐药菌肠聚集性大肠杆菌[16-18]遥
有研究表明 Lfcin渊17-30冤对 MRSA有良好的抑菌
效果袁当 Lfcin渊17-30冤达到 20 滋mol/L时袁对细菌
生长抑制率在 85%以上 [19]遥 之前有关 Lfcin渊17-
30冤 对 MRSA的研究中袁 尚未对临床样本分离的
MRSA抑菌浓度及生物膜作用进行深入研究遥 本
试验旨在研究 Lfcin渊17-30冤对野生型 MRSA抑菌
和生物膜作用袁 为其作为新型抗生物膜制剂提供
理论依据遥

1 材料与方法
1.1 材料

1.1.1 乳铁蛋白肽 LFcin渊17-30冤 参考乳铁蛋白

的氨基酸序列合成 袁 氨基酸序列为 院FKCRR
WQWRMKKLG袁由上海楚肽生物科技有限公司合
成袁纯度渊HPLC冤逸95豫遥 ddH2O作为抗菌肽的溶
剂遥
1.1.2 菌种 金黄色葡萄球菌标准菌株 院
BNCC186355袁 购自北京北纳创联生物技术研究
院曰乳源金葡菌流行株袁由某规模化奶牛场患乳房
炎牛乳汁中分离鉴定获得遥
1.1.3 主要试剂和仪器 细菌基因组 DNA 提取
试剂盒袁 北京索莱宝科技有限公司曰 头孢西丁纸
片袁英国 OXOID公司曰MH培养基尧TSB培养基袁青
岛海博生物科技有限公司曰结晶紫尧刚果红袁上海
源叶生物科技有限公司遥

酶标仪渊SpectraMax R ABS冤袁美谷分子仪器有
限公司曰恒温摇床渊NRY-1102C冤袁上海南荣实验室
设备有限公司曰扫描电子显微镜渊SU8010冤袁日立遥
1.2 方法

1.2.1 鉴定乳源金黄色葡萄球菌中的 MRSA 采

用 野金标准冶mecA 基因聚合酶链反应扩增法及头
孢西丁纸片扩散法进行 MRSA鉴定袁 具体方法如
下曰 按 DNA 提取试剂盒说明书方法提取 DNA遥
PCR 引物序列 F 渊5'-GTGAAGATATACCAAGTG

ATT-3'冤袁R渊5'-ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT-
3'冤遥 扩增条件为 94 益 3 min 1 个循环袁94 益 1
min袁58 益 45 s袁72 益 1 min袁30 个循环袁72 益 5
min 1个循环遥 用生理盐水调整菌液浊度袁使之达
到 0.5个麦氏浊度标准袁接种到平板上袁接种后 15
min内将药敏纸片置于平板上遥 结果判定标准院抑
菌圈直径臆21 mm为耐药袁逸22 mm为敏感遥 最终
两种方法均检测为阳性的菌株判定为 MRSA遥
1.2.2 刚果红平板法定性 MRSA生物膜形成能力
挑取单个菌落接种于 TSB培养基中袁37 益袁180

r/min培养过夜袁将活化后的菌悬液点种于刚果红
琼脂平板上袁 于恒温培养箱内 37 益培养 24 h袁然
后置于室温 72 h观察菌落变化特点遥 判断标准院
若菌落变为致敏尧黑色且干燥袁并出现透明圈则为
阳性袁光滑尧红色且湿润则为阴性遥
1.2.3 结晶紫半定量 MRSA生物膜形成能力 取

单个菌落接种于 TSB 培养基中袁37 益袁120 r/min
培养 12 h袁 取 1%菌液传代培养袁37 益袁120 r/min
培养 12 h袁 取 1%菌液传代培养袁37 益袁120 r/min
培养 4~6 h袁将菌液浓度调至 1伊106 CFU/mL遥 取稀
释好的菌液 200 滋L接种到 96孔培养板上袁 每个
菌株重复 3个复孔袁以培养基为空白对照袁37 益培
养 24 h遥 培养结束后袁弃去培养基袁用 PBS轻轻漂
洗 2~3次袁然后在各孔中加甲醇 200 滋L固定生物
膜袁15 min后弃去甲醇袁 室温自然晾干后袁 加入
100 滋L 0.1%结晶紫染液染色 15 min袁 洗去多余
染液袁晾干袁每孔加入 100 滋L 33%冰醋酸袁37 益孵
育 30 min后袁 酶标仪测定波长 570 nm处的光密
度值遥 OD值反映生物被膜与接触表面的黏附程
度袁依据临界 ODC值渊ODC等于空白孔的平均值冤
可对生物被膜分类院OD臆ODC为不黏附渊-冤袁ODC<
OD臆2ODC为弱黏附渊垣冤袁2ODC<OD臆4ODC 为中
等黏附渊垣垣冤袁OD>4ODC为强黏附渊垣垣垣冤遥
1.2.4 MRSA抗生素药物敏感性试验 采用 K-B
纸片扩散法检测野生型 MRSA 对 34种抗生素的
耐药性遥具体操作如下院挑取单菌落接种于 TSB液
体培养基袁置于 37 益恒温摇床袁用无菌生理盐水
稀释至 OD600nm = 0.5袁 浓度约 1伊108~2伊108 CFU/
mL遥 取 50 滋L菌液均匀涂布于直径为 70 mm 的
TSB琼脂平板袁 置于超净工作台袁 室温干燥 3~5
min袁粘贴药敏纸片袁置于 35 益恒温培养箱培养 24
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h遥 测量抑菌环直径袁参照杭州微生物试剂有限公
司药敏试验标准判定细菌对抗生素的敏感尧中敏尧

耐药袁具体判定标准见表 1遥

抗生素
判定标准抑菌圈直径/mm

抗生素
判定标准抑菌圈直径/mm

耐药渊R冤 中敏渊MS冤 敏感渊S冤 耐药渊R冤 中敏渊MS冤 敏感渊S冤
卡那霉素 臆13 13~14 逸15 诺氟沙星 臆12 13~16 逸17
新霉素 臆12 13~16 逸17 克林霉素 臆14 15~20 逸21
复方新诺酮 <10 10~14 逸15 多西环素 臆12 13~15 逸16
呋喃唑酮 臆14 15~16 逸17 庆大霉素 臆13 13~14 逸15
氯霉素 臆12 13~17 逸18 麦迪霉素 臆13 14~17 逸18
多粘菌素 B 臆8 8~11 逸12 丁胺卡那 臆14 15~16 逸17
米诺环素 <10 10~14 逸15 四环素 臆14 15~18 逸19
氧氟沙星 臆12 13~15 逸16 头孢曲松 臆13 14~20 逸21
万古霉素 <15 逸15 青霉素 臆28 逸29
羧苄西林 臆13 14~16 逸17 头孢拉丁 臆14 15~17 逸18
头孢唑林 臆14 15~17 逸18 红霉素 臆13 14~22 逸23
哌拉西林 臆17 逸18 林可霉素 <10 10~14 逸15
苯唑西林 臆10 11~12 逸13 恩诺沙星 <10 10~14 逸15
头孢他啶 臆14 15~17 逸18 复方新诺明 约10 10~16 跃16
头孢氨苄 臆14 15~17 逸18 替考拉宁 臆10 11~13 逸14
头孢哌酮 臆15 16~20 逸21 环丙沙星 臆15 16~20 逸21
氨苄西林 臆28 逸29 头孢呋辛 臆14 15~22 逸23

表 1 药敏试验纸片法的抑菌范围标准

Table 1 Standard of bacteriostatic range of drug sensitivity test paper method

1.2.5 抗菌肽 LFcin渊17-30冤对 MRSA 最小抑菌
浓度测定 参照 CLSI 渊Clinical laboratory stan鄄
dards institute冤指南[20]袁采用微量肉汤稀释法测定
LFcin渊17-30冤对 MRSA的 MIC遥 取单个菌落接种
于 MH 培养基中袁37 益袁120 r/min 培养 12 h袁取
1%菌液传代培养袁37 益袁120 r/min 培养 12 h袁取
1%菌液传代培养袁37 益袁120 r/min培养 4~6 h袁将
菌液浓度调至 1伊105 CFU/mL遥向 96孔培养板各加
入 100 滋L经倍比稀释的 LFcin渊17-30冤袁使最终药
物浓度分别为 600袁300袁150袁75袁37.5袁18.75 滋mol/
L袁再加入 100 滋L菌液袁终体积为 200 滋L遥 以 MH
培养基为阴性对照袁 以未加药的菌液作为阳性对
照袁 于 37 益培养 16~20 h袁 酶标仪于波长 600 nm
处测定其吸光度遥 以 OD值不再有显著变化的最
小浓度定义为最小抑菌浓度 MIC遥
1.2.6 MRSA生物膜生长曲线 取稀释好的菌液

200 滋L接种到 96孔培养板上袁 每个菌株重复 3
个复孔袁分别培养 4袁8袁12袁16袁24袁48袁72 h袁隔 24

h换液 1次遥 培养结束后袁弃去培养基袁用 PBS轻
轻漂洗 2~3次袁以洗去杂质和浮游菌袁然后在各孔
中加甲醇 200 滋L 固定生物膜袁15 min 后弃去甲
醇袁室温自然晾干后袁加入 100 滋L 0.1%结晶紫染
液染色 15 min袁 洗去多余染液袁 晾干袁 每孔加入
100 滋L 33%冰醋酸袁37 益孵育 30 min后袁 酶标仪
测定波长 570 nm处的光密度值遥
1.2.7 LFcin渊17-30冤对 MRSA生物膜的抑制作用
取稀释好的菌液 100 滋L 接种到 96 孔培养板

上袁再加入 LFcin渊17-30冤使其终浓度为 1伊MIC尧1/
2伊MIC尧1/4伊MIC尧0伊MIC袁重复 3 个复孔袁培养 24
h遥培养结束后袁弃去培养基袁用 PBS轻轻漂洗 2~3
次袁 以洗去杂质和浮游菌袁 然后在各孔中加甲醇
200 滋L固定生物膜袁15 min后弃去甲醇袁 室温自
然晾干后袁 加入 100 滋L 0.1%结晶紫染液染色 15
min袁洗去多余染液袁晾干袁每孔加入 100 滋L 33%
冰醋酸袁37 益孵育 30 min后袁酶标仪测定波长 595
nm处的光密度值遥
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注院M院600 bp DNA Maker曰图 a中袁1~12为 DQ1~DQ12袁13为 BNCC186335曰图 b中袁1~12为 DQ13~DQ24袁13为 BNCC186335遥

渊a冤

渊b冤

图 1 mecA基因 PCR扩增
Fig.1 The amplification of mecA genes

同 1.2.3节的方法纯化培养 MRSA菌液袁将菌
液浓度调至 1伊106 CFU/mL遥取稀释好的菌液 1 mL
接种到 6孔培养板上袁再加入 LFcin渊17-30冤1 mL
使其终浓度为 1伊MIC尧1/2伊MIC尧1/4伊MIC尧0伊MIC袁
每孔加入细胞爬片重复 3个复孔袁培养 24 h遥培养
结束后袁 弃去培养基袁 用 PBS轻轻漂洗细胞爬片
2~3次袁以洗去杂质和浮游菌袁处理后加入 2.5%戊
二醛袁在 4 益下固定 12 h袁乙醇脱水袁干燥后镀金袁
扫描电镜下观察遥
1.2.8 LFcin渊17-30冤对 MRSA生物膜胞外聚合物
的影响 首先提取 MRSA胞外聚合物渊Extracellu鄄
lar polymeric substances袁EPS冤袁同 1.2.7 节的方法
培养生物膜袁培养结束后袁弃去培养基袁用 PBS轻
轻漂洗 2~3次袁以洗去杂质和浮游菌袁加入 1 mL
PBS袁用细胞刮刀刮下生物膜袁转移至离心管袁
10 000 r/min袁4 益离心 10 min袁取上清袁于 0.22 滋m
滤膜过滤备用遥 取 1 mL样品加入 15 mL离心管
后袁加入 1 mL 苯酚溶液渊50 g/L冤袁混合振荡 15 s
后袁加入 5 mL 95%硫酸溶液袁避光反应 10 min袁混
合振荡 10 s后袁置于 25 益水浴孵育 10 min袁孵育
完袁用分光光度计测定 OD490nm袁根据标准曲线计算
胞外多糖的含量遥用 BCA蛋白浓度测定试剂盒测
定胞外蛋白质含量遥 按 Rice等[21]的方法提取 eD鄄
NA袁用分光光度计检测 OD260nm/OD280nm比值袁eDNA
的表达量用 OD260nm/OD280nm表示遥
1.2.9 数据分析 使用 Graphpad prism 9.0软件

进行统计学分析袁 结果表示为 野平均值依标准
差冶遥 采用 One-way ANOVA 进行单因素方差分
析袁P<0.05为差异显著袁P<0.01为差异极显著遥

2 结果与分析
2.1 鉴定乳源金黄色葡萄球菌中的 MRSA

如图 1a尧1b所示袁分离的 24株乳源金黄色葡
萄球菌中共检出 5株 mecA 基因阳性菌株分别为
DQ05尧DQ07尧DQ09尧DQ15尧DQ23遥 如表 2所示袁检
出 5 株耐药菌分别为 DQ05尧DQ07尧DQ09尧DQ21尧
DQ23遥 结合两种方法袁 判定 DQ05尧DQ07尧DQ09尧
DQ23为 MRSA遥
2.2 MRSA生物膜形成能力的定量与定性观察

如图 2 所示袁 临床分离 MRSADQ05尧DQ07尧
DQ09尧DQ23在刚果红平板上形成黑色尧干燥菌落
且菌落周围有透明圈袁 表明 4株 MRSA均具有形
成生物膜的能力遥 如表 3 所示袁 临床分离 MR鄄
SADQ05尧DQ07尧DQ09尧DQ23 经结晶紫染色后测
得 OD>4ODC袁均为强黏附渊垣垣垣冤遥 DQ05形成生物
膜能力最强袁DQ09形成生物膜能力最弱袁DQ05作
为后续试验菌株遥
2.3 MRSA抗生素药物敏感性试验

如表 4所示袁对 DQ05和 DQ09进行药物敏感
性分析袁 结果显示 DQ09对卡那霉素尧 复方新诺
酮尧氨苄西林尧克林霉素尧多西环素尧四环素尧青霉
素尧林可霉素 8种抗生素耐药遥DQ05对卡那霉素尧
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渊a冤DQ05 渊b冤DQ07 渊c冤DQ09 渊d冤DQ23
图 2 刚果红平板定性筛选 MRSA形成生物膜能力

Fig.2 Congo red plate identify the ability of MRSA biofilm formation

菌株 OD570nm 结果判定

DQ05 1.352 依 0.037 +++
DQ07 0.889 依 0.022 +++
DQ09 0.802 依 0.023 +++
DQ23 1.189 依 0.063 +++
阴性对照 0.095 依 0.014

表 3 结晶紫半定量检测 MRSA形成生物膜能力
Table 3 Crystal violet semi-quantitative detection of MRSA biofilm formation ability

注院+++. 强黏附遥

菌株 抑菌环直径/mm 结果判定 菌株 抑菌环直径/mm 结果判定

DQ01 28 S DQ14 27 S
DQ02 30 S DQ15 32 S
DQ03 30 S DQ16 32 S
DQ04 26 S DQ17 30 S
DQ05 17 R DQ18 29 S
DQ06 24 S DQ19 32 S
DQ07 19 R DQ20 29 S
DQ08 22 S DQ21 15 R
DQ09 20 R DQ22 32 S
DQ10 27 S DQ23 16 R
DQ11 26 S DQ24 28 S
DQ12 28 S BNCC186335 25 S
DQ13 32 S

表 2 头孢西丁药敏试验结果

Table 2 Results of cefoxitin susceptibility test

注院R. 耐药曰S. 敏感遥

新霉素尧复方新诺酮尧多粘菌素 B尧氨苄西林尧克林
霉素尧庆大霉素尧麦迪霉素尧四环素尧青霉素尧红霉
素尧林可霉素尧复方新诺明 13种抗生素耐药遥
2.4 抗菌肽 LFcin渊17-30冤对 MRSA MIC测定

采用肉汤微量稀释法测定 MIC 结果如图 3
所示袁在 LFcin渊17-30冤达到 150 滋mol/L后吸光度
无显著变化袁LFcin 渊17-30冤 对 MRSA 的 MIC 为
150 滋mol/L遥

2.5 MRSA生物膜生长曲线
如图 4所示袁在 0耀12 h内袁随着培养时间的

延长袁 吸光度不断上升袁 是生物膜黏附阶段遥 在
12耀48 h内袁随培养时间延长袁吸光度变化相对稳
定袁是生物膜成熟阶段遥 在 24 h时袁吸光度达到最
高袁 后续试验选择 24 h为培养时间节点遥 在 48耀
96 h内袁吸光度随培养时间延长不断下降袁是生物
膜扩散阶段遥
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浓度
Concentration/渊滋mol/L冤

注院与对照组相比袁*. 差异显著渊P<0.05冤袁**. 差异极显著
渊P<0.01冤袁ns. 无统计学差异渊P>0.05冤袁下同遥
图 5 LFcin渊17-30冤对 MRSA生物膜的抑制作用

Fig.5 Inhibitory effect of LFcin 渊17-30冤 on MRSA biofilm

时间
Time/h

图 4 MRSA生物膜生长曲线
Fig.4 Growth curve of MRSA biofilm

浓度
Concentration/渊滋mol/L冤

图 3 LFcin渊17-30冤对 MRSA的 MIC测定
Fig.3 MIC determination of MRSA by LFcin 渊17-30冤

抗生素

DQ09 DQ05
抑菌环

直径/mm
结果

判定

抑菌环

直径/mm
结果

判定

卡那霉素 12 R 7 R
新霉素 16 MS 7 R
复方新诺酮 6 R 7 R
呋喃唑酮 21 S 28 S
氯霉素 21 S 26 S
多粘菌素 B 17 S 7 R
米诺环素 17 S 32 S
氧氟沙星 21 S 22 S
万古霉素 19 S 21 S
羧苄西林 34 S 29 S
头孢唑林 36 S 38 S
哌拉西林 24 S 21 S
苯唑西林 28 S 30 S
头孢他啶 22 S 26 S
头孢氨苄 28 S 31 S
头孢哌酮 31 S 29 S
氨苄西林 26 R 23 R
诺氟沙星 17 S 14 MS
克林霉素 12 R 7 R
多西环素 11 R 18 S
庆大霉素 17 S 7 R
麦迪霉素 22 MS 7 R
丁胺卡那 25 S 16 MS
四环素 8 R 14 R
头孢拉丁 32 S 34 S
头孢曲松 26 S 34 S
青霉素 24 R 11 R
红霉素 32 S 7 R
林可霉素 6 R 7 R
恩诺沙星 26 S 14 MS
复方新诺明 18 S 7 R
替考拉宁 18 S 20 S
环丙沙星 19 MS 20 MS
头孢呋辛 33 S 39 S

表 4 MRSA药敏试验结果
Table 4 Results of MRSA susceptibility test

注院R. 耐药曰MS. 中敏曰S. 敏感遥

2.6 LFcin渊17-30冤对 MRSA生物膜的抑制作用
如图 5所示袁与对照组渊0 滋mol/L冤相比 LFcin

渊17-30冤 对 MRSA生物膜形成有明显抑制作用遥
LFcin渊17-30冤在 75 滋mol/L时袁对 MRSA生物膜形
成极明显抑制作用遥 且随着 LFcin渊17-30冤浓度的
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浓度
Concentration/渊滋mol/L冤

浓度
Concentration/渊滋mol/L冤

浓度
Concentration/渊滋mol/L冤

图 7 LFcin渊17-30冤对 MRSA生物膜胞外聚合物的影响
Fig.7 Effect of LFcin 渊17-30冤 on extracellular polymeric substances in MRSA biofilm

渊a冤 渊b冤 渊c冤

注院A. 空白组渊5 000伊冤曰B. 37.5 滋mol/L组渊5 000伊冤曰C. 75 滋mol/L组渊5 000伊冤曰D. 150 滋mol/L组渊5 000伊冤曰a. 空白组渊10 000伊冤曰b.
37.5 滋mol/L组渊10 000伊冤曰c. 75 滋mol/L组渊10 000伊冤曰d. 150 滋mol/L组渊10 000伊冤遥

图 6 扫描电子显微镜观察不同浓度 LFcin渊17-30冤对 MRSA生物膜的抑制作用
Fig.6 Scanning electron microscopy was used to observe the inhibitory effect of different concentrations

of LFcin 渊17-30冤 on MRSA biofilm

增加袁 对 MRSA生物膜抑制作用更明显遥 因此袁
LFcin 渊17-30冤 以浓度依赖方式抑制生物膜的形
成遥

通过扫描电子显微镜观察 LFcin 渊17-30冤对
MRSA生物膜的抑制作用遥 如图 6所示袁对照组中
细菌菌体大量黏附在细胞爬片表面袁 细菌菌体之
间被其分泌的胞外聚合物黏连袁使其形成紧密尧较

厚的三维立体结构遥在 37.5 滋mol/L LFcin渊17-30冤
作用下袁细菌分泌的胞外聚合物减少袁少量细菌生
物膜结构出现崩解袁 由立体结构变成游离的单个
菌落遥 在 75 滋mol/L和 150 滋mol/L LFcin渊17-30冤
作用下袁细菌分泌的胞外聚合物明显减少袁生物膜
被大量破坏袁菌落单个或几个黏附在细胞爬片上袁
细菌菌体结构被破坏遥

2.7 LFcin渊17-30冤对 MRSA胞外聚合物的影响
如图 7a 所示袁在 37.5 滋mol/L LFcin渊17-30冤

作用下袁 可以抑制 MRSA生物膜胞外多糖的合成
与分泌袁随着 LFcin渊17-30冤浓度的升高袁更明显抑

制 MRSA 生物膜胞外多糖的合成与分泌 袁且
LFcin渊17-30冤对 MRSA生物膜胞外多糖的分泌与
合成抑制作用呈浓度依赖性遥 如图 7b 所示袁在
37.5 滋mol/L LFcin 渊17-30冤 和 75 滋mol/L LFcin

渊A冤 渊B冤 渊C冤 渊D冤

渊a冤 渊b冤 渊c冤 渊d冤
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渊17-30冤 作用下袁 生物膜胞外蛋白含量无明显变
化遥 当 LFcin渊17-30冤浓度达到 150 滋mol/L时袁明
显的抑制生物膜胞外蛋白的合成与分泌遥 如图 7c
所示袁在 37.5 滋mol/L LFcin渊17-30冤作用下袁对生
物膜胞外 eDNA 无显著影响 袁 在 37.5 滋mol/L
LFcin渊17-30冤作用下袁对生物膜胞外 eDNA 含量
明显升高袁且 LFcin渊17-30冤对生物膜胞外 eDNA
含量影响呈浓度依赖性遥

3 讨论与结论
自 20世纪 40年代青霉素被引入临床治疗性

不久袁 金黄色葡萄球菌菌株中青霉素耐药的发生
率增加[22]遥 20世纪 60年代开发出一种半合成青霉
素甲氧西林袁 并且在临床上使用袁 随后 1年内袁
MRSA被临床中分离[23]遥 至今袁MRSA感染的日益
流行对人类健康构成重大威胁袁 其中具有生物被
膜形成能力的 MRSA菌株的临床挑战尤为突出遥
据 Yu等[24]报道袁2014年至 2020年间袁从中国 7个
省市收集的非重复性 MRSA临床分离样本袁 发现
53.2%的 MRSA分离株表现出不同程度产生生物
膜的能力袁其中袁广东地区 MRSA高达 78.6%遥 本
试验中 4 株 MRSA 均为生物膜阳性菌与张鹏飞
等[25]研究中的食源性 MRSA高生物膜阳性率相符
合遥 据 Ali等 [26]报道生物膜产生与抗生素克拉霉
素尧左氧氟沙星尧头孢吡肟和磷霉素之间存在显著
相关性遥 本试验中对高生物膜和中生物膜产生
MRSA进行了抗生素耐药性分析袁 二者对卡那霉
素尧复方新诺酮尧氨苄西林尧克林霉素尧四环素尧青
霉素尧林可霉素 7种抗生素均耐药袁与之前的研究
不一致袁 这可能与临床样本来源处抗生素的使用
情况有关遥

近年来袁 研究表明在未来抗生物膜策略中袁
AMPs可能是一种有前途的方法[27]遥 例如袁目前被
广泛研究的 LL-37袁在低浓度下孵育 4 h后袁显著
减少生物膜衍生的细胞数量[28]袁LFcin渊17-30冤具有
良好的稳定性袁且在 24 h和 48 h时袁对多药耐药
大肠杆菌的生物膜产生显著抑制作用[29]遥 本试验
测定 LFcin渊17-30冤对 MRSA的 MIC为 150 滋mol/
L袁 与之前研究结果不同袁MIC 高于 Flores-Vil鄄
lase觡or 等 [19]的研究结果袁这可能由试验所用的菌
株不同导致袁本试验的研究对象为野生型 MRSA袁

之前的试验将标准菌株作为研究对象袁 且有可能
与 LFcin渊17-30冤合成效能差异有关遥 采用结晶紫
染色和扫描电子显微镜探究 LFcin 渊17-30冤对
MRSA 生物膜的作用袁当 LFcin渊17-30冤浓度达到
1/2伊MIC时袁可以有效抑制 MRSA生物膜生成袁并
且呈浓度依赖性抑制生物膜产生袁说明 LFcin渊17-
30冤 可作为理想的生物膜制剂遥 为进一步研究
LFcin渊17-30冤如何抑制 MRSA 生物膜的产生袁分
别测定了 EPS中胞外蛋白尧胞外多糖和胞外 DNA
的作用遥 胞外多糖是各种微生物物种生物膜基质
的主要部分[30]袁发现在 LFcin渊17-30冤作用下袁随着
LFcin渊17-30冤浓度升高袁胞外多糖含量逐渐降低遥
在 LFcin渊17-30冤作用下袁胞外蛋白含量在 LFcin
渊17-30冤浓度为 1/4伊MIC和 1/2伊MIC时袁无明显变
化袁当 LFcin渊17-30冤浓度达到 1伊MIC 时袁胞外蛋
白含量显著降低遥 胞外 DNA 的含量随着 LFcin
渊17-30冤浓度增加也随之增加遥此结果与大多抗生
物膜研究中的结果相反袁然而与 Sivori等[31]研究中
提出的假设符合袁胞外 DNA的积累是由于细胞亚
群的裂解袁 而不是由于依赖抗生素暴露而主动释
放到生物膜基质中袁由于 LFcin渊17-30冤浓度升高袁
细菌菌体破裂导致胞外 DNA外泄遥

综上所述袁LFcin渊17-30冤对 MRSA 具有良好
的抑菌和抗生物膜活性遥 对 LFcin渊17-30冤的抗生
物膜如何调控袁LFcin渊17-30冤在哺乳动物体内的
效用如何袁以及 LFcin渊17-30冤是否可以与抗生素
联用袁在缩减抗生素剂量的同时袁增强抑菌效果都
有待进一步研究遥
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Inhibitory Effect of LFcin 渊17-30冤 on Staphylococcus aureus and Its Biofilm

WANG Jianhui1袁2袁3袁 WEN Luyao1袁2袁3袁 Li Minghang1袁2袁3袁 YU Shuning1袁2袁3袁 WU Rui1袁2袁3袁 GENG Zijian1袁2袁3袁
LIAN Shuai1袁2袁3袁 WANG Jianfa1袁2袁3*

渊1College of Animal Science and Veterinary Medicine袁 Heilongjiang Bayi Agricultural Reclamation University袁
Daqing 163319袁 Heilongjiang

2Key Laboratory of Bovine Disease Control in Cold Regions of Northeast China袁
Department of Agricultureand Rural Affairs袁 Daqing 163319袁 Heilongjiang

3Key Laboratory of Bovine Disease Prevention and Control袁 Daqing 163319袁 Heilongjiang冤

Abstract The inhibitory effect of antimicrobial peptide LFcin 渊17 -30冤 on methicillin -resistant Staphylococcus aureus
渊MRSA冤 biofilm was studied. Methods院 MRSA in 24 strains of Staphylococcus aureus were screened by PCR and cefox鄄
itin disk diffusion method. The biofilm -positive strains were identified by Congo red plate method and crystal violet
staining method袁 and the biofilm-forming ability and biofilm growth curve of biofilm-positive strains were evaluated. The
relationship between MRSA biofilm and drug resistance was verified by disk diffusion method. The minimal inhibitory
concentration 渊MIC冤 of LFcin 渊17-30冤 against MRSA was determined by microdilution method. The inhibitory effect of
LFcin 渊17-30冤 on MRSA biofilm was determined by crystal violet staining and scanning electron microscopy 渊SEM冤. The
effect of LFcin 渊17-30冤 biofilm composition was determined. The results showed that 4 strains of MRSA were screened
out from 24 strains of Staphylococcus aureus袁 which were DQ05袁 DQ07袁 DQ09 and DQ23袁 and the biofilm was identi鄄
fied as biofilm positive strains. The results of crystal violet staining showed that DQ05 had the strongest membrane pro鄄
duction ability among the four MRSA strains袁 DQ09 had the weakest membrane production ability袁 and the drug resis鄄
tance of DQ05 was stronger than that of DQ09. The biofilm growth curve showed that the amount of biofilm was the
highest at 24 h. The MIC of LFcin 渊17-30冤 against MRSA was 150 滋mol/L. LFcin 渊17-30冤 at 75 滋mol/L can signifi鄄
cantly inhibit the formation and destruction of biofilms. LFcin 渊17-30冤 inhibited the synthesis and secretion of extracel鄄
lular polysaccharides and extracellular proteins in extracellular polymers袁 and the effect on extracellular DNA increased
with the increase of LFcin 渊17-30冤 concentration. In summary袁 LFcin 渊17-30冤 can inhibit the prevalence of food-borne
MRSA strains and biofilm formation袁 and is expected to be used as an adjuvant therapy for food-borne MRSA.
Keywords LFcin 渊17-30冤曰 antimicrobial peptides曰 methicillin-resistant Staphylococcus aureus曰 biofilm
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