
［收稿日期］　２０２３－１１－０６

［基金项目］　湖南省自然科学基金项目（２０２３ＪＪ３００６０）

［作者简介］　彭程（１９８８－），女（汉族），湖南省新化县人，主管技师，主要从事微生物检验研究。

［通信作者］　侯正利　　Ｅｍａｉｌ：ｈｏｕｚｈｅｎｇｌｉ＠ｆｏｘｍａｉｌ．ｃｏｍ。

犇犗犐：１０．１２１３８／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０２４５１８１

·论著·

胃肠道解痉药匹维溴铵对表皮葡萄球菌的体外和体内抗菌活性研究
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［摘　要］　目的　研究匹维溴铵（ＰＶＢ）对表皮葡萄球菌（表葡）的体外和体内抗菌活性。方法　收集长沙市某医

院２０２２年１—１２月住院患者血液分离的表葡。采用微量肉汤稀释试验和纸片扩散法检测表葡对ＰＶＢ的敏感性，

通过时间—杀菌曲线检测ＰＶＢ抗菌效果的时间和浓度依赖性，透射电镜观察ＰＶＢ处理后细菌的超微结构改变，

结晶紫染色试验检测ＰＶＢ对表葡生物膜的抑制和清除效果，采用棋盘稀释法研究ＰＶＢ与抗菌药物的联合抗菌效

果。构建皮肤脓肿感染模型，检测ＰＶＢ的体内抗菌活性。结果　药敏试验结果显示，ＰＶＢ对表葡标准菌株

ＲＰ６２Ａ、ＡＴＣＣ１２２２８的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）、最低杀菌浓度（ＭＢＣ）均分别为８、１６μｇ／ｍＬ；对表葡临床菌株的

ＭＩＣ、ＭＢＣ分别为４～８μｇ／ｍＬ、８～１６μｇ／ｍＬ。纸片扩散法结果显示，与未加药的对照组（０．６０±０）ｃｍ相比，０．２ｍｇ

ＰＶＢ出现明显抑菌圈［（２．２６±０．０９）ｃｍ；狋＝４５．３４，犘＜０．００１］，且抑菌圈直径随着ＰＶＢ药量增加而增大。时间—

杀菌曲线结果提示，ＰＶＢ具有杀菌活性，且随着药物浓度和作用时间的增加而增强。透射电镜观察发现ＰＶＢ可明

显破坏表葡的正常结构，导致细菌水肿和裂解。此外，１×ＭＩＣ的ＰＶＢ还可显著抑制表葡生物膜的形成，使其生物

膜的形成量（Ａ５７０ｎｍ）从（２．３０±０．１８）减少到（０．４７±０．１１；狋＝１４．８５，犘＜０．００１）。同时，１×ＭＩＣ的ＰＶＢ还可有效

破坏已形成的生物膜，使生物膜的量从（２．６４±０．１０）减少到（１．７７±０．３０；狋＝４．７６，犘＝０．００９）。ＰＶＢ与阿米卡星

和庆大霉素联用具有协同抗菌活性，其协同抑菌指数分别为０．５０、０．３１。动物模型发现１０ｍｇ／ｋｇ体重的ＰＶＢ可

使脓肿面积从（６８．８３±１０．６８）ｍｍ２ 减少到（３５．５０±１０．５８）ｍｍ２（狋＝６．５２，犘＜０．００１），且使脓肿中的活菌量从

（６．１１±０．５５）ｌｇ（ＣＦＵ／脓肿）减少到（３．６０±０．３４）ｌｇ（ＣＦＵ／脓肿）（狋＝３．０８，犘＝０．０１４）。苏木精－伊红染色发现

ＰＶＢ用药组皮肤脓肿中的炎性细胞浸润相比对照组明显减少，趋于正常。结论　ＰＶＢ对表葡具有明显的体外和

体内抗菌活性，有望成为表葡相关感染的替代治疗途径。

［关　键　词］　匹维溴铵；药物重利用；表皮葡萄球菌；生物膜；脓肿感染模型；抗菌活性
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ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｅｎｄｉｎｇｔｏｂｅｎｏｒｍａｌ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＰＶＢｅｘｈｉｂｉｔｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅ犻狀狏犻狋狉狅ａｎｄ犻狀狏犻狏狅ａｎ

ｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｆｆｅｃｔａｇａｉｎｓｔ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｎａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊

ｒｅｌａｔｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｐｉｎａｖｅｒｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ；ｄｒｕｇｒｅｐｕｒｐｏｓｉｎｇ；犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊；ｂｉｏｆｉｌｍ；ａｂｓｃｅｓｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌ；

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙ

　　表皮葡萄球菌（表葡）是一种常见的革兰阳性葡

萄球菌，常定植于皮肤和呼吸道等组织表面。患者

因使用免疫抑制剂、中性粒细胞减少、多重创伤和营

养不良等原因导致免疫力低下或发生菌群移位等均

可引起表葡的条件性致病［１］，常见的感染类型为血

流感染［２］。表葡还能黏附于医疗器械或人工植入物

表面形成生物膜。生物膜是细菌的群体性聚集，具

有三维结构，耐药性极高，传统抗菌药物常难以根除

已形成的生物膜。导尿管相关感染、关节植入物相

关感染和人工起搏器相关感染等均与表葡生物膜的

形成有关［２］。因此，能有效针对表葡生物膜的抗菌

药物具有极大的临床价值。

匹维溴铵（ｐｉｎａｖｅｒｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＰＶＢ）是一种

非典型的、对胃肠道具有选择性的Ｌ型钙通道阻滞

剂。作为治疗肠易激综合征的一线药物，ＰＶＢ可恢

复患者正常胃肠功能，缓解痉挛和疼痛并改善肠道

蠕动障碍［３］。然而，ＰＶＢ是否具有抗菌活性尚未见

报道。氨基糖苷类抗生素是一种广谱杀菌剂，对多

种多重耐药的革兰阳性和阴性病原菌均具有抗菌效

果。然而，氨基糖苷类药物的肾毒性和耳蜗前庭毒性

限制了其在脓毒症和感染性休克中的临床应用［４］。

前期研究［５６］发现，氨基糖苷类抗生素与多种抗菌药

物联用具有协同作用，不仅提高了氨基糖苷类抗生

素的抗菌效果，还能降低其使用剂量，从而降低毒

性。因此，ＰＶＢ有望成为临床难治性表葡相关感染

的替代治疗药物。

本研究旨在通过体外药敏试验、抗生物膜试验

和皮肤脓肿感染模型等方法检测ＰＶＢ对表葡的体

外和体内抗菌效果，并通过棋盘稀释试验对传统抗

菌药物进行筛选，以探究ＰＶＢ与氨基糖苷类抗生素

的联用效果。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试剂与仪器　二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏ

ｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、ＰＶＢ、四环素（ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，ＴＥＴ）、红霉

素（ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ，Ｅｒｙ）、左氧氟沙星（ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ，

ＬＥＶ）、达托霉素（ｄａｐｔｏｍｙｃｉｎ，ＤＡＰ）、磷霉素（ｆｏｓ

ｆｏｍｙｃｉｎ，ＦＯＳ）、利奈唑胺（ｌｉｎｅｚｏｌｉｄ，ＬＺＤ）、万古霉

素（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ，ＶＡＮ）、氨 苄 西 林 （ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，

ＡＭＰ）、阿米卡星（ａｍｉｋａｃｉｎ，ＡＭＫ）、庆大霉素
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（ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ，ＧＥＮ）和结晶紫均购自美国 ＭｅｄＣｈｅ

ｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，所有试剂均溶解于无菌蒸馏水或者

ＤＭＳＯ储存。ＰＶＢ粉末溶解于ＤＭＳＯ至５０ｍｇ／ｍＬ

保存；ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ（ＭＨ）肉汤和 ＴｒｙｐｔｏｎｅＳｏｙ

Ｂｒｏｔｈ（ＴＳＢ）购自北京索莱宝科技有限公司；ＭＨ

平板和羊血琼脂平板购自郑州安图生物有限公司；

空白药敏纸片购自湖南比克曼生物科技有限公司；

５０ｍＬ离心管和９６孔细胞培养板购自美国康宁公

司；电镜固定液购自武汉谷歌生物科技有限公司；

ＩＣＲ小鼠购自湖南斯莱克景达动物实验有限公司；

恒温摇床购自美国赛默飞公司；ＨＴ７７００透射电镜

购自日本日立公司；ＥＸＬ８００全自动酶标仪购自美

国ＢｉｏＴｅｋ公司；全自动组织匀浆仪购自武汉谷歌

生物科技有限公司；全自动麦氏比浊仪购自法国梅

里埃公司。

１．１．２　 试验菌株 　 表葡标准菌株 ＲＰ６２Ａ 和

ＡＴＣＣ１２２２８均购自美国模式菌种收集中心。表葡

临床菌株Ｓ．ｅ１、Ｓ．ｅ２、Ｓ．ｅ３、Ｓ．ｅ４、Ｓ．ｅ５、Ｓ．ｅ６、Ｓ．ｅ７、

Ｓ．ｅ８、Ｓ．ｅ９和Ｓ．ｅ１０均于２０２２年１—１２月收集自

长沙市某医院住院患者的血标本。菌株分离纯化

后，通过ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统

和基质辅助飞行时间质谱仪进行双重鉴定。所有菌

株均接种于甘油磁珠中，－８０℃保存，并在羊血琼脂

平板上连续传代两次后进行试验。

１．２　试验方法

１．２．１　微量肉汤稀释试验　挑取羊血琼脂平板上

的纯菌落于无菌生理盐水中，用全自动麦氏比浊仪

调至０．５麦氏单位（ＭｃＦａｒｌａｎｄ，ＭｃＦ）。用 ＭＨ肉汤

稀释１００倍后备用。将ＰＶＢ用ＭＨ肉汤倍比稀释为

０．５～６４μｇ／ｍＬ，并向９６孔板中加入５０μＬ／每孔，

加入ＤＭＳＯ的孔设置为阴性对照组。再向每孔中

分别加入５０μＬ备用菌悬液。将９６孔板放置于湿

盒中，３７℃恒温静置孵育１６～１８ｈ后判读最低抑菌

浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ），即

通过肉眼判断能抑制细菌生长的最低药物浓度。从

ＭＩＣ至最高测试浓度，每孔分别吸取所有培养液于

羊血琼脂平板上，３７℃过夜孵育后，判读最低杀菌浓

度（ｍｉｎｉｍａｌｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ），即

能杀灭９９．９％的表葡所需的最低药物浓度
［７］。

１．２．２　纸片扩散试验　挑取ＲＰ６２Ａ新鲜菌落于

无菌生理盐水中，并调至０．５ＭｃＦ。用无菌棉签充

分蘸取菌悬液涂布于 ＭＨ 琼脂，再次蘸取菌悬液，

将平板旋转６０°后继续涂布１遍，一共涂布３次。将

平板放置室温１５ｍｉｎ，待菌液充分吸收。用无菌镊

子夹取空白药敏纸片轻放于琼脂表面，再分别在空

白纸片上滴加０．２～０．４ｍｇＰＶＢ，并将０．２ｍｇ

ＶＡＮ和ＤＭＳＯ分别设置为阳性对照组和阴性对照

组。将平板放置于湿盒中，３７℃恒温静置孵育１６～

１８ｈ后，拍照记录，并用游标卡尺量取抑菌圈直径
［８］。

１．２．３　时间—杀菌曲线　挑取ＲＰ６２Ａ新鲜菌落

于无菌生理盐水中，调至０．５ＭｃＦ，并用ＴＳＢ稀释

１００倍后加入１０～５０ｍＬ离心管中，再向离心管中

分别加入ＰＶＢ储存液至０．５×ＭＩＣ～２×ＭＩＣ。将

ＤＭＳＯ设置为阴性对照。将离心管放置于３７℃恒

温摇床上１８０ｒ／ｍｉｎ摇菌培养，并分别于０、２、４、８、

１２和２４ｈ从各组吸取１００μＬ菌悬液进行平板稀释

菌落计数，绘制时间—杀菌曲线［９］。

１．２．４　透射电镜观察细菌超微结构　挑取ＲＰ６２Ａ

新鲜菌落，摇菌培养２～４ｈ至对数生长期，５１２０ｒ／ｍｉｎ

１５ｍｉｎ离心后取沉淀，用无菌生理盐水漂洗两次，

重悬于含有５×ＭＩＣ的ＴＳＢ中，ＤＭＳＯ设置为阴性

对照组。３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养１ｈ后，收集菌

沉淀，并漂洗３次。各组加入１．５ｍＬ２．５％戊二

醛，４°Ｃ固定２４ｈ后，用０．１ｍｏｌ／Ｌ碳酸钠缓冲液洗

涤菌沉淀，并用１％四氧化锇进行二次固定。继续

用水和马来酸盐缓冲液洗涤，并加入１％乙酸铀酰

孵育１ｈ。随后，将细菌在梯度浓度（３０％、５０％、

７０％和９０％）乙醇中脱水，并包埋在Ｓｐｕｒｒ低黏度树

脂中。切割超薄切片后，用２％乙酸铀酰和柠檬酸铅

进行染色，并用透射电镜观察细菌超微结构［１０］。

１．２．５　生物膜抑制和清除试验　生物膜抑制试

验：挑取 ＲＰ６２Ａ 新鲜菌落于适量 ＴＳＢ中，３７℃

１８０ｒ／ｍｉｎ摇床过夜培养至平台期。将菌悬液用新

鲜ＴＳＢ１∶２００稀释后，于９６孔板中每孔加入

１００μＬ。用ＴＳＢ将ＰＶＢ储存液稀释至２×ＭＩＣ～

８×ＭＩＣ，每孔分别加入１００μＬ，并将ＤＭＳＯ设置为

阴性对照组。将９６孔板放置于湿盒中，３７℃恒温静

置孵育２４ｈ后，弃上清，生理盐水漂洗３次，每孔加

入２００μＬ０．２５％（ｗ／ｖ）结晶紫染液。室温静置孵

育１５ｍｉｎ，弃上清，继续用生理盐水漂洗３次去除

未与生物膜结合的结晶紫染液，并检测５７０ｎｍ处

的吸光度（Ａ）即为生物膜的相对量。生物膜清除试

验：将ＲＰ６２Ａ摇床过夜培养后，用ＴＳＢ１∶２００稀释

并加入２００μＬ至９６孔板中，３７℃静置孵育２４ｈ，弃

上清，并用生理盐水漂洗２次去除浮游菌。每孔再分

别加入ＴＳＢ倍比稀释的ＰＶＢ至１×ＭＩＣ～４×ＭＩＣ。

３７℃恒温静置孵育２４ｈ，弃上清，生理盐水漂洗后

进行结晶紫染色。其余步骤同上［８］。
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１．２．６　棋盘稀释试验　挑取ＲＰ６２Ａ新鲜菌落，摇

床培养２～４ｈ至对数生长期，调至０．５ＭｃＦ。采用

新鲜 ＭＨ肉汤１∶１００稀释备用。将ＰＶＢ用 ＭＨ倍

比稀释至１／３２×ＭＩＣ～２×ＭＩＣ后，于９６孔板中每

横排每孔加入５０μＬ，ＤＭＳＯ设置为阴性对照组。

再采用含菌的 ＭＨ肉汤将联用待测的抗菌药物倍比

稀释至１／３２×ＭＩＣ～２×ＭＩＣ，于每竖排每孔分别加

入５０μＬ。混匀后将９６孔板放入湿盒中，３７℃恒温孵

育１６～１８ｈ，酶标仪检测Ａ６３０ｎｍ，并计算协同抑菌指

数（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＦＩＣＩ）

＝ＭＩＣＡ联用／ＭＩＣＡ单用＋ＭＩＣＢ联用／ＭＩＣＢ单用。其中，Ａ

和Ｂ分别为两种联用的抗菌药物。ＦＩＣＩ≤０．５为协

同作用，０．５＜ＦＩＣＩ≤４为无关作用，ＦＩＣＩ＞４为拮抗

作用［１１］。

１．２．７　皮肤脓肿感染模型　选取６～８周龄的雌性

ＩＣＲ小鼠进行试验。挑取ＲＰ６２Ａ新鲜单个菌落，摇

床培养２～４ｈ至对数生长期，收集细菌沉淀并重悬

于生理盐水中。用电动剃须刀刮去ＩＣＲ小鼠背部

毛发，并将含有１０７ＣＦＵ的细菌悬浮液皮下注射到

小鼠背部。接种后２ｈ，将受感染的小鼠随机分为

３组，每组６只小鼠，进行单剂量皮下注射治疗（第

１组：含有ＤＭＳＯ的生理盐水。第２组：１０ｍｇ／ｋｇ

ＰＶＢ。第３组：１５ｍｇ／ｋｇＰＶＢ）。感染２４ｈ后测量

脓肿面积，并将感染组织剥离后固定在４％多聚甲

醛中进行苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，Ｈ＆Ｅ）染

色。同时，切除脓肿组织并在生理盐水中充分匀浆。

将匀浆液倍比稀释后进行平板稀释菌落计数［１２］。

本项目已通过中南大学实验动物伦理委员会伦

理批准（伦理审查编号：ＸＭＳＢ－２０２２－０１９９）。

１．３　统计学分析　所有试验均独立重复３次。应

用ＧｒａｐｈＰａｄ８．０统计学软件进行分析。正态分布

的连续变量以均数±标准差（狓±狊）表示。两组间比

较采用狋检验，多组间比较采用单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ）。犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＶＢ对表葡的体外抗菌活性　药敏试验结果

显示，ＰＶＢ对表葡标准菌株 ＲＰ６２Ａ、ＡＴＣＣ１２２２８

的 ＭＩＣ、ＭＢＣ均分别为８、１６μｇ／ｍＬ；对表葡临床

菌株也具有相似的抗菌活性，其 ＭＩＣ、ＭＢＣ分别为

４～８μｇ／ｍＬ、８～１６μｇ／ｍＬ，见表１。纸片扩散试

验结果显示，与ＤＭＳＯ对照组（０．６０±０）ｃｍ相比，

０．２ｍｇ的ＰＶＢ具有明显的抑菌圈（２．２６±０．０９）ｃｍ

（狋＝４５．３４，犘＜０．００１），且ＰＶＢ的抑菌圈直径＞相

同剂量ＶＡＮ的抑菌圈直径；随着ＰＶＢ浓度升高，

其抑菌圈直径增大，见图１。时间—杀菌曲线也显

示ＰＶＢ具有杀菌活性，且随着药物浓度增加而增

强，并具有一定的时间依赖性，２×ＭＩＣ的ＰＶＢ与

表葡作用２４ｈ可使活菌数量降低至最低检测限值，

见图２Ａ。此外，透射电镜显示ＰＶＢ可显著破坏表

葡的正常结构，导致细菌细胞坏死，早期可见细菌水

肿，晚期可见细菌裂解，细胞内容物蓬松且有溢出，

见图２Ｂ。

表１　ＰＶＢ对表葡标准菌株和临床菌株的 ＭＩＣ和 ＭＢＣ结

果 （μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲１　ＭＩＣａｎｄＭＢＣｏｆＰＶＢａｇａｉｎｓｔｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌ

ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊（μｇ／ｍＬ）

菌株 ＭＩＣ ＭＢＣ

ＲＰ６２Ａ ８ １６

ＡＴＣＣ１２２２８ ８ １６

Ｓ．ｅ１ ８ １６

Ｓ．ｅ２ ８ ８

Ｓ．ｅ３ ４ １６

Ｓ．ｅ４ ８ １６

Ｓ．ｅ５ ８ １６

Ｓ．ｅ６ ８ １６

Ｓ．ｅ７ ４ ８

Ｓ．ｅ８ ４ ８

Ｓ．ｅ９ ８ １６

Ｓ．ｅ１０ ８ １６
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　　注：代表犘＜０．０５。

图１　纸片扩散法检测表葡对ＰＶＢ的敏感性

犉犻犵狌狉犲１　ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆＰＶＢａｇａｉｎｓｔ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊ｄｅ

ｔｅｃｔｅｄｂｙｄｉｓｃｄｉｆｆｕｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
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　　注：红色箭头指示病理改变处。

图２　ＰＶＢ的时间—杀菌曲线（Ａ）和透射电镜结果（Ｂ）

犉犻犵狌狉犲２　Ｔｉｍｅｋｉｌｌｉｎｇｃｕｒｖｅ（Ａ）ａｎｄｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ（Ｂ）ｏｆＰＶＢ

２．２　ＰＶＢ对表葡生物膜的抗菌作用　与对照组相

比，１×ＭＩＣＰＶＢ处理２４ｈ可显著抑制表葡生物膜

的形成，其生物膜的形成量（Ａ５７０ｎｍ）从（２．３０±０．１８）

减少到（０．４７±０．１１；狋＝１４．８５，犘＜０．００１）；随着

ＰＶＢ的浓度升高，其对生物膜形成的抑制活性增

强，具有一定的剂量依赖性，见图３Ａ。此外，ＰＶＢ

还能清除表葡已经形成的生物膜。１×ＭＩＣＰＶＢ处

理已形成的生物膜２４ｈ后，表葡生物膜量从（２．６４±

０．１０）减少到（１．７７±０．３０；狋＝４．７６，犘＝０．００９），且

随着ＰＶＢ浓度升高，其对表葡生物膜的清除能力显

著增强，见图３Ｂ。
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　　注：Ａ为ＰＶＢ对表葡生物膜形成的抑制作用；Ｂ为ＰＶＢ对表葡

已形成生物膜的清除作用。代表与对照组比较犘＜０．０５，代

表与对照组比较犘＜０．００１。

图３　ＰＶＢ抗表葡生物膜检测结果

犉犻犵狌狉犲３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＰＶＢａｇａｉｎｓｔ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊

ｂｉｏｆｉｌｍ

２．３　ＰＶＢ与抗菌药物联用的协同抗菌作用　通过

棋盘稀释试验初步筛选ＰＶＢ与常用抗菌药物（包括

ＴＥＴ、Ｅ、ＬＥＶ、ＤＡＰ、ＦＯＳ、ＬＺＤ、ＶＡＮ、ＡＭＰ、ＡＭＫ和

ＧＥＮ）的联合作用。结果显示，ＰＶＢ与ＡＭＫ、ＧＥＮ联

用的ＦＩＣＩ值最低，分别为０．５０、０．３１，提示联用具有

协同抗菌作用；ＰＶＢ与其他抗菌药物联用均表现为

无关作用，其中，与ＴＥＴ联用的ＦＩＣＩ值最高（为３），

与Ｅ、ＬＥＶ、ＦＯＳ、ＬＺＤ、ＶＡＮ 和ＡＭＰ的ＦＩＣＩ值均为

２，与ＤＡＰ联用的ＦＩＣＩ值为１，见图４Ａ。亚抑菌浓度

的ＰＶＢ和亚抑菌浓度的ＡＭＫ或ＧＥＮ联用可显著

抑制表葡的增殖，并降低其生长浊度，见图４Ｂ。
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　　注：Ａ为ＰＶＢ与不同抗菌药物联用的ＦＩＣＩ值；Ｂ为ＰＶＢ与ＡＭＫ或ＧＥＮ联用的棋盘稀释试验。

图４　ＰＶＢ与不同抗菌药物联用的抗菌效果

犉犻犵狌狉犲４　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｆｆｅｃｔｏｆＰＶＢｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

２．４　ＰＶＢ对表葡的体内抗菌活性　为研究ＰＶＢ

对表葡的体内抗菌活性，本研究构建了小鼠皮肤脓

肿感染模型。与未加药的对照组相比，１０ｍｇ／ｋｇ的

ＰＶＢ可使脓肿面积从（６８．８３±１０．６８）ｍｍ２ 减少到

（３５．５０±１０．５８）ｍｍ２，脓肿面积显著缩小（狋＝６．５２，

犘＜０．００１），见图５Ａ。１０ｍｇ／ｋｇ的ＰＶＢ还可显著

降低脓肿模型中的细菌载量，与对照组相比，脓肿

中的活菌量从（６．１１±０．５５）ｌｇ（ＣＦＵ／脓肿）减少到
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（３．６０±０．３４）ｌｇ（ＣＦＵ／脓肿）（狋＝３．０８，犘＝０．０１４），

见图５Ｂ。Ｈ＆Ｅ染色显示对照组脓肿中的炎性细

胞浸润明显，而１０ｍｇ／ｋｇ和１５ｍｇ／ｋｇＰＶＢ用药组

的皮肤脓肿中几乎未见到炎性浸润，皮肤组织呈正

常状态，见图５Ｃ。

!"#

!

$% &'()'

"

!

"

#

!

$

%

&

'

(

)

'

"

!

"

#

!

$

*

&

'

(

)

'

"

对
照
组

!

"

#

!

$

%

&

'

(

)

'

"

!

"

#

!

$

*

&

'

(

)

'

"

对
照
组

!"#

!

$* &'()'

"对照组

+ # ,

$%%

-%

.%

/%

0%

%

平
均
脓
肿
面
积

!

&
&

0

"

1

.

*

/

2

0

脓
肿
载
菌
量
3
4
'

!

,
5
6
(

脓
肿

"

7

88

88

8

8

0%% !&

　　注：Ａ为皮肤脓肿面积；Ｂ为皮肤脓肿细菌载量；Ｃ为 Ｈ＆Ｅ染色观察脓肿组织中的炎症浸润；红色箭头所指为脓肿边界；

代表犘＜０．０５，代表犘＜０．００１。

图５　ＰＶＢ在皮肤脓肿感染模型中的抗菌作用

犉犻犵狌狉犲５　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｆｆｅｃｔｏｆＰＶＢｉｎｓｋｉｎａｂｓｃｅｓｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌ

３　讨论

表葡常黏附于人体组织或医疗器械表面形成生

物膜，随着侵入性操作引起血流感染。生物膜的耐

药性高，常给临床治疗带来极大困难。本研究将肠

道解痉药ＰＶＢ重新利用，发现其对表葡具有显著的

体外和体内抗菌效果，对表葡生物膜也具有良好的

抗菌活性。此外，棋盘稀释试验显示ＰＶＢ与氨基糖

苷类抗生素 ＡＭＫ、ＧＥＮ联用具有协同抗菌活性，

联合ＰＶＢ可提高ＡＭＫ、ＧＥＮ的抗菌效果，降低其

使用剂量，从而降低其毒性。

抗菌药物的不合理使用导致细菌耐药增加，而

新型抗菌药物的研发速度慢、时间长，临床抗感染面

临的压力与日俱增。近年来，“老药新用”因研发成

本低、效率高和易商品化等原因，已成为抗菌药物的

研发热点。Ｓｔｏｋｅｓ等
［１３］通过人工智能深度学习，发

现治疗糖尿病药物ｈａｌｉｃｉｎ可通过破坏细菌细胞膜

内外的质子动力势能发挥抗菌作用。Ｙｕ等
［１４］发现

抗类风湿药物金诺芬和抗原虫药物喷他脒联合使用

对多重耐药革兰阴性杆菌具有协同抗菌作用。本研

究中，ＰＶＢ作为肠易激综合征一线治疗药物，对表

葡及其生物膜具有明显抗菌活性，其对表葡的体内

抗菌效果也得到证实。此外，研究［３］发现ＰＶＢ对黑

色素瘤还具有抗肿瘤作用，其主要机制为：ＰＶＢ可

作用于核苷酸结合结构域和伴侣蛋白的连接子，并

抑制细胞内热休克蛋白 Ｈｓｐ７０伴侣蛋白的活性，从

而诱导肿瘤细胞凋亡。

ＰＶＢ抗菌效果显著，具有杀菌活性，其 ＭＢＣ为

８～１６μｇ／ｍＬ。透射电镜观察显示，ＰＶＢ可引起细

菌水肿，最终导致细菌裂解，推测ＰＶＢ可能通过破

坏细菌内外渗透压平衡介导抑菌。由于细菌的渗透

压主要由细胞内外的质子动力势维持，因此，ＰＶＢ

的作用机制可能涉及质子动力势的破坏。质子动力

势由电势（ΔΨ）和跨膜质子梯度（ΔｐＨ）两部分组

成。在细菌中，质子动力势是质子穿过细胞膜的

电化学梯度，对细菌形态结构和正常生理功能的

维持（如 ＡＴＰ合成和各种溶质的运输等）具有重

要作用［１５］。抗菌药物联用试验发现ＰＶＢ与氨基糖

苷类抗生素 ＡＭＫ、ＧＥＮ联用具有协同抗菌作用。

由于氨基糖苷类抗生素带正电荷，可通过细菌的细

胞内外质子动力势能驱动进入细菌细胞内而产生抗

菌活性［１６］，这进一步证实了ＰＶＢ对表葡质子动力

势的干扰作用。

ＰＶＢ的体内耐受性良好，无明显不良反应，其

作为抗菌药物被重新利用的安全性高，成药潜力强。

ＰＶＢ常见的不良反应主要包括恶心、头晕、血压升高

和腹部不适，占比分别为３．７％、３．２％、２．３％、２．３％。

一项多中心随机对照试验纳入２０１２—２０１３年间的

肠易激综合征患者对ＰＶＢ的安全性进行评估，其中，

２１８例试验患者每日给予ＰＶＢ３次（５０ｍｇ／次），对照

组２０９例患者每日给予３次相同剂量的安慰剂，结

果显示接受ＰＶＢ治疗的患者无严重不良反应
［１７］。

此外，ＰＶＢ还具有显著抗炎作用。Ｃｈｅｎ等
［１８］发现
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ＰＶＢ能有效降低肺部脂多糖诱导的炎症介质白细

胞介素（ＩＬ）１β、ＩＬ６和ＣＸＣＬ１的表达，并抑制中性

粒细胞的活化而起到抗炎作用。与之类似，本研究

表葡感染相关皮肤脓肿模型显示ＰＶＢ处理２４ｈ后

的皮肤组织中炎症细胞浸润显著减少，进一步证实

了ＰＶＢ的抗炎活性。

ＰＶＢ对表葡的体外和体内抗菌效果良好，不良

反应较少，且具有显著清除和抑制生物膜的能力。

因此，其作为抗菌药物重新利用的研发潜力较大，有

望成为难治性表葡相关感染的替代治疗措施。为进

一步提高其临床适用性并降低其与原有靶点的亲合

力，后续可从抗菌药物联用、纳米递药系统和结构优

化等方面着手，对ＰＶＢ进行进一步改造，提高其实

用价值。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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