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香芹酚抑制高毒力肺炎克雷伯菌生物被膜形成机制的研究
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［摘　要］　目的　探究香芹酚抑制高毒力肺炎克雷伯菌生物被膜形成的潜在作用机制。方法　通过检测香芹酚

对高毒力肺炎克雷伯菌生物被膜形成和形态学的影响、胞外多糖及荚膜多糖含量的改变，以及生物被膜相关基因

狉犿狆Ａ２、犿犪犵Ａ、犿狉犽Ａ、犿狉犽Ｂ、狋狉犲Ｃ表达量的变化，分析其作用的可能机制。结果　香芹酚对高毒力肺炎克雷伯菌

的最低抑菌浓度为５１２μｇ／ｍＬ，且对该菌生物被膜形成有明显的抑制作用，其效应呈浓度依赖性；扫描电镜观察显

示，香芹酚干预状态下，生物被膜结构松散，细胞之间连接不致密；刚果红吸附试验与间羟基联苯比色法测定表明，

香芹酚可降低高毒力肺炎克雷伯菌荚膜多糖含量而不影响胞外多糖总含量；荧光定量ＰＣＲ显示，在亚抑菌浓度香

芹酚作用下，有关荚膜多糖合成、糖转运系统及菌毛黏附相关基因表达量降低均超过５０％。结论　香芹酚对高毒

力肺炎克雷伯菌生物被膜形成具有明显的抑制作用，其机制可能与降低细菌荚膜多糖合成、糖转运系统及菌毛黏

附等生物被膜相关基因的表达有关。

［关　键　词］　香芹酚；高毒力肺炎克雷伯菌；生物被膜；荧光定量
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　　高毒力肺炎克雷伯菌（ｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪

狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ｈｖＫＰ）能够在健康群体中引起侵袭性

社区获得性感染，同时可导致肺炎、脓毒血症、肝脓

肿、眼内炎、泌尿系统感染，以及血流感染等多种感

染性疾病［１］，具有较高的流行率及病死率，对公共卫

生系统造成了巨大负担。同时，多重耐药ｈｖＫＰ的

出现与传播已成为亟待解决的难题，其耐药机制复

杂，包括抗菌药物渗透障碍、灭活酶产生、外排泵系

统过表达、生物被膜形成等［２］。细菌在恶劣的生存

环境下形成的一种高度结构化的、以微菌落为基本

单位的膜状结构即生物被膜，其不仅可帮助细菌定

植，提高对抗菌药物的耐药性，还能够为细菌提供养

分并搭建信息交流桥梁［３］。ｈｖＫＰ生物被膜形成能

力极强，而生物被膜形成能力被证实与ｈｖＫＰ的耐

药性、致病性及侵袭力高度相关［４］。因此，深入了解

ｈｖＫＰ生物被膜形成相关因素并找到有效控制和清

除ｈｖＫＰ生物被膜的药物尤为重要。

近年研究［５］发现，在抗细菌生物被膜方面天然

药物较化学合成药物有一定的优势，但具体的作用

机制仍缺乏系统性研究。某些植物中的精油成分在

细菌菌毛初始黏附、胞外基质合成及建立群体感应

系统等方面发挥重要作用，并通过上述作用抑制生

物被膜的形成［６７］。香芹酚是牛至和百里香等植物

精油的主要成分［８］，可以减少粪肠球菌、金黄色葡萄

球菌、大肠埃希菌、沙门氏菌、口腔致病菌等众多细

菌生物被膜的形成［９１３］。目前有关香芹酚对ｈｖＫＰ

及其生物被膜抑制方面的研究较少，本研究以

ｈｖＫＰ模式菌株ＮＴＵＨＫ２０４４为研究对象，了解香

芹酚抑制ｈｖＫＰ生物被膜形成的可能机制，为ｈｖＫＰ

感染治疗的新途径提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株和试剂　ｈｖＫＰＮＴＵＨＫ２０４４为课题组

保存的复旦大学附属华山医院蒋晓飞教授惠赠菌株，

香芹酚（ＭＣＥ，纯度＞９８％，批号＃１０４９０８），磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）、结晶紫染液、刚果红、２．５％戊二醛固定液

（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，货号分别为Ｐ１０２０、＃Ｇ１０６２、Ｃ８４５０、

＃Ｐ１１２６），无水乙醇（西陇科学，批号２３０３２８９），Ｄ

葡萄糖醛酸溶液（北京索莱宝公司，１０ｍｇ／ｍＬ，批

号Ｆ６１９ＢＡ００２１）；ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅＣｅｌｌ／ＢａｃｔｅｒｉａＫｉｔ

（ＤＰ４３０；北京天根生化科技有限公司，批号Ｙ１３１７），

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、荧光定量ＰＣＲ试剂

盒ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ（ＴａＲａＫａ公司，批号

分别为＃ＡＭＧ１４２０Ａ、＃ＡＭ８１８３６Ａ）。所用引物

均由上海生工生物技术有限公司合成。

１．１．２　仪器设备　紫外分光光度计（美国宝特

ＥＬＸ８０８），高速冷冻离心机（湖南湘鑫仪器仪表有限

公司，ＴＧＬ１６Ｍ），高速离心机（力辰邦西仪器有限

公司，ＬＣＬＸＨＬ２１００），ＰＣＲ仪（西安天隆生物科

技有限公司Ｇｅｎｔｉｅｒ９６Ｒ），扫描电子显微镜（ＪＥＯＬ，

ＪＳＭ６７０１Ｆ）。

１．２　方法

１．２．１　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）测定及细菌生长曲线的

绘制　将过夜活化的菌液与香芹酚按比例混合，依照

二倍稀释法使香芹酚最终浓度为０～２０４８μｇ／ｍＬ，

每梯度浓度样本量均为５ｍＬ，摇床培养２４ｈ后观

察菌液的浑浊度，澄清试管中香芹酚浓度为 ＭＩＣ，

取２００μＬ菌液测定Ａ５４０值，无菌生长的香芹酚浓度

为 ＭＩＣ；按上述方法制备各梯度香芹酚的菌液后，于

３７℃２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养２４ｈ，每隔２ｈ取２００μＬ

菌液，测定Ａ５４０值，绘制细菌生长曲线。

１．２．２　生物被膜的测定　采用结晶紫染色测定法。

制备上述含梯度浓度香芹酚的菌液５ｍＬ，分别加入

９６微孔板内，每孔加入２００μＬ，设置三组平行试验，

温箱培养２４ｈ后吸出菌液，使用ＰＢＳ冲洗３次，晾

干后以１％的结晶紫染液染色１５ｍｉｎ，蒸馏水洗板

至无色，晾干。为充分溶解残留结晶紫，每孔加入

２００μＬ无水乙醇并将其移至新的微孔板中，测定阴

性对照Ａ５４０值。以阴性对照值狓±３狊为对照区间，

＞该值则定为生物被膜阳性。

１．２．３　生物被膜胞外基质多糖含量的测定　采用

刚果红吸附试验测定法。制备含０、３２、６４、１２８、

２５６μｇ／ｍＬ香芹酚的菌液各５ｍＬ，培养２４ｈ后按

照马倩倩等［１４］的方法离心将菌体及其吸附的刚果红
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沉淀到底部，取上清液部分测量吸光值Ａ４９０，用于评

价培养基中剩余的刚果红量。另外用含４０μｇ／ｍＬ

刚果红的ＬＢ培养基的 Ａ４９０作正对照，正对照值减

去培养基中剩余刚果红的值为菌体吸附的刚果红

量，即胞外基质中多糖含量。

１．２．４　荚膜多糖含量的测定　采用间羟基联苯比色

测定法。按上述方法制备梯度香芹酚菌液各５ｍＬ，

培养至对数中期；参照Ｑｉｕ等
［１５］的方法测得荚膜多

糖含量。

１．２．５　生物被膜内菌体聚集状态的观测　采用扫

描电子显微镜（ＳＥＭ）观测法。选取含０、６４μｇ／ｍＬ

香芹酚的菌液各５ｍＬ，加入已放置无菌细胞爬片的

６孔板中，培养２４ｈ后吸出菌液，ＰＢＳ去除游离菌，

戊二醛固定后使用 ＰＢＳ洗板３次，晾干后采用

５０％、７０％、８０％、９０％、９５％、１００％梯度浓度的乙醇

脱水，每次脱水１０ｍｉｎ。将制作的标本干燥后离子

喷金镀膜，置于ＳＵ８０１０冷场ＳＥＭ 下观察，并拍

照、存图。

１．２．６　生物被膜相关基因表达的测定　采用逆转

录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法测定。以上述方法制

备０、６４μｇ／ｍＬ香芹酚的菌液各３ｍＬ，３７℃培养至

对数中期，参照提取ＲＮＡ试剂盒说明书提取细菌

ＲＮＡ，将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ后，以ｃＤＮＡ为模

板，１６ｓＲＮＡ为内参基因，利用荧光定量ＰＣＲ试剂

盒定量测定在香芹酚作用下ＮＴＵＨＫ２０４４菌生物

被膜相关基因（狉犿狆Ａ２、犿犪犵Ａ、犿狉犽Ａ、犿狉犽Ｂ、狋狉犲Ｃ）

的表达量，采用２－△△Ｃｔ法分析试验数据。ＮＴＵＨ

Ｋ２０４４生物被膜相关基因ＲＴＰＣＲ的引物序列见

表１。

１．３　数据统计分析　本研究中涉及的试验平行重

复３次。应用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０及 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ

２０２２对数据进行分析，多组间比较采用单因素方差

分析，两两比较采用非配对狋检验，结果采用均值±

标准差表示，犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＩＣ测定结果　肉眼观察梯度浓度香芹酚作

用 ＮＴＵＨＫ２０４４后菌株的生长情况，并测定其

Ａ５４０值，最终确定香芹酚对 ＮＴＵＨＫ２０４４的 ＭＩＣ

值为５１２μｇ／ｍＬ。

２．２　香芹酚对ｈｖＫＰＮＴＵＨＫ２０４４生长的影响　

当香芹酚浓度为５１２μｇ／ｍＬ时，明显抑制细菌生

长；而当香芹酚浓度为２５６μｇ／ｍＬ，细菌前６ｈ生长

表１　ＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜相关基因ＲＴＰＣＲ的引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＲＴＰＣＲｏｆＮＴＵＨＫ２０４４

ｂｉｏｆｉｌｍｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

引物 序列（５’—３’）

１６ｓＲＮＡＦ ＡＴＣＧＡＧＧＡＡＣＧＧＡＡＣＣＡＡＣＣ

１６ｓＲＮＡＲ ＧＴＧＧＡＴＴＣＡＴＣＧＣＡＧＴＴＧＣＣ

狉犿狆Ａ２Ｆ ＡＣＧＴＡＴＧＡＡＧＧＣＴＣＧＡＴＧＧＡ

狉犿狆Ａ２Ｒ ＣＣＣＣＧＡＡＡＴＧＴＣＡＡＧＣＣＡＣＡ

犿犪犵ＡＦ ＧＡＧＣＡＡＴＡＴＧＧＣＣＡＧＴＣＣＧＡ

犿犪犵ＡＲ ＴＣＣＣＧＴＴＴＣＴＧＣＴＧＣＡＧＡＴＴ

犿狉犽ＡＦ ＧＣＡＧＣＡＧＣＧＧＡＴＡＣＴＴＡＣＣＴ

犿狉犽ＡＲ ＧＧＡＴＧＴＴＣＴＧＡＧＣＡＣＣＧＧＡＡ

犿狉犽ＢＦ ＣＣＣＴＧＡＡＣＡＧＣＡＡＡＡＣＣＧＴＧ

犿狉犽ＢＲ ＧＣＣＡＣＴＴＴＣＡＣＴＧＣＧＡＣＡＴＣ

狋狉犲ＣＦ ＴＧＣＡＴＧＡＧＴＴＣＣＴＧＣＡＧＧＡＧ

狋狉犲ＣＲ ＣＧＡＧＧＧＴＣＣＡＴＴＴＣＴＣＴＣＣＧ

过程被抑制，之后逐渐生长，但其最终生长情况与阳

性对照相比仍受抑制；当香芹酚浓度为１２８μｇ／ｍＬ

时，细菌前期生长过程不受抑制，但其最大生长量与

阳性对照相比略受抑制；当香芹酚浓度为６４μｇ／ｍＬ

时，细菌的生长情况与未加香芹酚的阳性对照基本

一致。因此，后续试验过程拟以１２８、６４μｇ／ｍＬ的

香芹酚进行干预处理，探究其对生物被膜的抑制作

用。ＮＴＵＨＫ２０４４在不同浓度香芹酚作用下的生

长曲线见图１。
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图１　ＮＴＵＨＫ２０４４在不同浓度香芹酚作用下的生长曲线

犉犻犵狌狉犲１　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＮＴＵＨＫ２０４４ｕｎｄｅｒｔｈｅｅｆｆｅｃｔ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃａｒｖａｃｒｏｌ

２．３　香芹酚对ｈｖＫＰＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜形成

的影响　采用结晶紫染色定量检测法比较在不同亚

抑菌浓度香芹酚作用下，ＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜的

形成能力，结果显示在亚抑菌浓度６４、１２８、２５６μｇ／ｍＬ
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香芹酚作用２４ｈ后，ＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜形成

能力分别为０．６８１±０．１６９、０．３８０±０．０４２、０．１２０±

０．００３，较对照组（２．７８２±０．３７２）降低（均 犘＜

０．００１），并呈现浓度依赖性。见图２。

吸
光
度

!

!

"
#
$

"

%&'(%

浓度!

!)*+,

"

$-.(/

$-0($

$-/%$

1

1

1

#

0

%

/

$

/%(.# %".$

　　注：表示与对照组比较，犘＜０．００１。

图２　不同浓度香芹酚对ＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜形成能力

的影响

犉犻犵狌狉犲２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃａｒｖａｃｒｏｌｏｎ

ｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＮＴＵＨＫ２０４４

２．４　香芹酚对ｈｖＫＰＮＴＵＨＫ２０４４胞外基质多糖

与荚膜多糖的影响　当加入香芹酚的浓度为３２、

６４、１２８、２５６μｇ／ｍＬ时，其刚果红吸附量即胞外基

质中多糖含量分别为 １．３７５±０．０８０、１．４０３±

０．００５、１．３７８±０．００７、０．５４１±０．００２，香芹酚浓度为

２５６μｇ／ｍＬ时胞外基质中多糖含量低于对照组

（１．３８６±０．０８８，犘＜０．００１），其余浓度下，多糖含量

与对照比较无明显变化（均犘＞０．０５），见图３。当

加入６４、１２８μｇ／ｍＬ亚抑菌浓度的香芹酚时，荚膜

多糖含量分别为０．０３５±０．００３、０．０３１±０．００３，低

于对照组（０．０５３±０．００３，均犘＜０．００１），见图４。

说明亚抑菌浓度的香芹酚可降低ｈｖＫＰ荚膜多糖含

量，但对细菌胞外多糖总量无明显影响。

２．５　香芹酚对ｈｖＫＰＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜内菌

体微观形态学的影响　ＮＴＵＨＫ２０４４培养２４ｈ

后，采用ＳＥＭ 观察其生物被膜内菌体的形态学，

可见菌体较大且聚集联结，细胞层数较厚。而经

６４μｇ／ｍＬ香芹酚干预处理后的 ＮＴＵＨＫ２０４４生

物被膜，在同一时间则呈现出菌体间连接松散，细胞

层数薄的特点。见图５。
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　　注：表示与对照组比较，犘＜０．００１。

图３　ＮＴＵＨＫ２０４４在不同浓度香芹酚作用下胞外多糖总

含量变化

犉犻犵狌狉犲３　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｏｔａｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｎ

ｔｅｎｔｏｆＮＴＵＨＫ２０４４ｕｎｄｅｒｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃａｒｖａｃｒｏｌ
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　　注：表示与对照组比较，犘＜０．００１。

图４　ＮＴＵＨＫ２０４４在不同浓度香芹酚作用下菌荚膜多糖

含量变化

犉犻犵狌狉犲４　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｃａｐｓｕｌｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＮＴ

ＵＨＫ２０４４ｕｎｄｅｒｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎｓｏｆｃａｒｖａｃｒｏｌ

２．６　香芹酚对 ＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜相关基因

表达的影响　６４μｇ／ｍＬ香芹酚与 ＮＴＵＨＫ２０４４

混合培养２４ｈ后，ＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜菌体中

的狉犿狆Ａ２、犿犪犵Ａ、犿狉犽Ａ、犿狉犽Ｂ、狋狉犲Ｃ５种目标基因

的表达量分别为０．３２７、０．２９５、０．２１８、０．２１０、０．１５１，

较对照组（１．０００）均明显下降（均犘＜０．００１）。见

图６。
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　　注：ａ、ｂ、ｃ为ＮＴＵＨＫ２０４４野生株；ｄ、ｅ、ｆ为加入６４μｇ／ｍＬ香芹酚作用后。

图５　ＮＴＵＨＫ２０４４培养２４ｈ后ＳＥＭ下的生物被膜形态图

犉犻犵狌狉犲５　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｂｉｏｆｉｌｍｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｆｔｅｒ２４ｈｏｕｒｓｏｆＮＴＵＨＫ２０４４ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ
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　　注：表示与对照组比较，犘＜０．００１。

图６　香芹酚作用下ＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜相关基因表达

水平

犉犻犵狌狉犲６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＴＵＨＫ２０４４ｂｉｏｆｉｌｍｒｅｌａｔｅｄ

ｇｅｎｅｓｕｎｄｅｒｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｖａｃｒｏｌ

３　讨论

近年来，抗菌药物的使用使得细菌耐药问题愈

发突出，而生物被膜作为细菌耐药机制中的重要

一环［１６］，也愈发受到关注。天然药物相对于化学合

成药物具有安全性高、疗效独特、多靶点调控、环保

可持续等优势，其对耐药细菌作用的研究备受重视。

药用植物中提取的天然成分可逆转对抗菌药物的耐

药性，并与抗菌药物协同抗菌，其抑菌机制是多方面

的，其中重要的是抑制和破坏菌体生物被膜形成［１７］。

董士华等［１８］总结了天然药物对金黄色葡萄球菌、铜

绿假单胞菌、大肠埃希菌、表皮葡萄球菌等菌体生物

被膜的作用，但其具体抑制机制依然不明确。

　　ｈｖＫＰ已被证实极易形成生物被膜
［４］，给其感

染的诊治及医院感染防控带来了极大的挑战，其有

关中药方面的研究甚少。香芹酚作为植物精油的主

要成分，在抗菌、抗炎、抗氧化、调节血糖和增强机体

免疫力等方面功效明确，低剂量香芹酚可有效降低

细菌运动性，减少多种微生物生物被膜的形成。本

研究选取香芹酚处理 ｈｖＫＰ 模式菌株 ＮＴＵＨ

Ｋ２０４４，初步探究香芹酚抑制ｈｖＫＰ生物被膜形成

的潜在作用机制，试图为临床治疗及医院感染防控

找到新的靶点。结果显示，香芹酚对ＮＴＵＨＫ２０４４

的 ＭＩＣ为５１２μｇ／ｍＬ，亚抑菌浓度香芹酚可明显抑

制ＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜形成，且其抑制作用存

在浓度依赖。通过ＳＥＭ 也观察到，香芹酚作用后

ＮＴＵＨＫ２０４４生物被膜结构变得松散，细胞之间连

接不致密。

荚膜多糖作为肺炎克雷伯菌的重要毒力因子，

与ｈｖＫＰ致病性相关。荚膜多糖基因簇的突变可影

响生物被膜形成［１９］；而糖转运系统相关调控基因可

编码磷酸转移酶（ＥＩＩＢ／ＥＩＩＣ）参与调控糖转运，进

而影响肺炎克雷伯菌生物被膜的形成，敲除后菌株

不能形成生物被膜［２０］。本研究中荧光定量ＰＣＲ结

果显示，亚抑菌浓度香芹酚明显下调了荚膜多糖与

糖转运系统相关基因狉犿狆Ａ２、犿犪犵Ａ、狋狉犲Ｃ的表达，

且通过测定生物被膜内多糖含量也表明亚抑菌浓度

的香芹酚明显降低了荚膜多糖含量，提示香芹酚对

生物被膜作用机制可能为通过调控荚膜基因，影响

糖转运系统进而降低荚膜多糖含量，最终抑制生物
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被膜形成，但具体调控机制与通路有待进一步研究。

同时，香芹酚对生物被膜的作用机制并不单一，本试

验发现其同样可调控Ⅲ型菌毛黏附基因 犿狉犽Ａ、

犿狉犽Ｂ的表达，而Ⅲ型菌毛有利于肺炎克雷伯菌定

植进而促进生物被膜早期有效生长［２１］，此意味着香

芹酚抑制生物被膜形成过程中，菌毛黏附作用的

减弱也许发挥一定作用，应进一步关注ｃｄｉＧＭＰ

通路［２２］。

本研究选取植物精油中提取的单体成分香芹酚

作为切入点，发现其对ｈｖＫＰ生物被膜具有明显的

抑制作用，再次验证了天然药物在细菌耐药的防治

中拥有巨大的潜力，且本试验初步探究了香芹酚对

ｈｖＫＰ生物被膜的作用机制可能与调控荚膜多糖及

糖转运系统、菌毛黏附的基因表达相关，为下一步深

入研究其作用机制的靶点奠定了理论基础。
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