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　　摘　要：目的　探讨蛇毒抗菌肽ＯＨＣＡＴＨ和壳聚糖（几丁糖）作为人工植入物涂层对大肠埃希菌的抑菌效果。方法　预处

理导尿管和涤纶补片（对照组、几丁糖组、头孢组和抗菌肽组）后进行体外抑菌试验，测定各组１ｄ及将其置入血浆中７ｄ后对大肠

埃希菌标准株（Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２）和耐头孢菌素大肠埃希菌临床耐药株的抑菌活性值Ｕ。结果　在Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２中，头

孢组和抗菌肽组在１、７ｄ均有很强的抑菌效果，头孢组的抑菌活性均强于抗菌肽组（犘＜０．０５）；在Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株中，头孢组无抑菌

活性，而抗菌肽组在１、７ｄ有显著抑菌活性（犘＜０．０１）。结论　蛇毒抗菌肽ＯＨＣＡＴＨ对Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２及耐药株均有显著

的抑菌效果，并肯定了它应用于人工植入物涂层的价值。
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　　随着导尿管、人造心脏瓣膜和人工关节等人工植入物的广

泛使用，其并发症中的植入物相关感染成为临床医生亟待解决

的问题［１］。控制植入物感染需长期依赖抗菌药物，甚至更换新

的植入物，感染严重可导致患者死亡［２］。泌尿系人工植入物最

易形成细菌生物膜，目前用环丙沙星、庆大霉素、呋喃西林及诺

氟沙星等抗菌药物预处理导尿管对预防及延缓留置导尿管相

关性尿路感染发生有一定的作用［３］，但耐药菌的不断产生使其

抗感染作用不能持久。蛇毒来源的抗菌肽对许多临床耐药微

生物显示了极强的体外抗菌活性，具有极低的细胞毒性且在血

浆中能保持抗菌活性［４］。同时，人类泌尿道表达分泌抗菌肽

（ｈＬＬ３７），在感染时上皮细胞增加抗菌肽的表达来保护泌尿

道［５］。本实验选取蛇毒抗菌肽ＯＨＣＡＴＨ和壳聚糖（几丁糖）

凝胶作为生物涂层，以导尿管和涤纶补片作为人工植入物代表

来进行体外研究，以探讨降低人工植入物感染的方法。

１　材料与方法

１．１　材料　细菌：将普通大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２）和

耐头孢菌素大肠埃希菌临床耐药株（Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株，由昆明医

科大学第一附属医院检验科分离并鉴定）分别接种于ＬＢ培养

基后３７℃过夜培养，次日将菌液“Ｚ”字形接种于肉汤平板，

３７℃过夜培养获得菌落，取单个菌落加入 ＬＢ培养液后置

３７℃恒温摇床，次日获得Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２和耐药株纯种

菌液。蛇毒抗菌肽的制备：蛇毒抗菌肽 ＯＨＣＡＴＨ 由吉尔生

化（上海）有限公司合成，实验样品由中科院“动物模型与人类

疾病机制”重点实验室“生物毒素与人类疾病”学科组提供。

１．２　方法

１．２．１　导尿管和涤纶补片的预处理　参照文献［６７］利用浸

涂法将导尿管（Ｂａｒｄ公司，Ｆｏｌｅｙ１０号单腔导尿管）和涤纶补片

分别进行处理。对照组：无涂布；几丁糖组：涂几丁糖凝胶；头

孢组：涂头孢哌酮钠、几丁糖凝胶（头孢哌酮终浓度为１０ｍｇ／

ｍＬ）；抗菌肽组：涂抗菌肽、几丁糖凝胶（抗菌肽终浓度为０．２

ｍｇ／ｍＬ），且每组刷涂剂量均相等。将４组中部分导尿管段和

涤纶补片７０℃烤箱固化１ｈ后行体外抑菌实验，此部分标记
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为１ｄ；其余导尿管段和涤纶补片置入血浆中并４℃保存，７ｄ

后再行抑菌实验，此部分标记为７ｄ。

１．２．２　抑菌试验　采用琼脂扩散法
［８］，将Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２

（终浓度为１０５～１０６ｃｆｕ／ｍＬ）加入２０ｍＬ底层培养基［为１％

低熔点琼脂糖（ＳｉｇｍａＡ６０１３）和０．３ｍｇ／ｍＬ胰蛋白胨（Ｏｘｏｉｄ

产品）溶于１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４的 Ｎａ２ＨＰＯ４
－ ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲

液］，并均匀摊布于培养皿中待凝固，将涤纶补片和导尿管植入

底层培养基并于３７℃恒温箱孵育３ｈ，覆盖顶层培养基（将底

层培养基中胰蛋白胨改为０．６ｍｇ／ｍＬ）后３７℃过夜培养，测

量抑菌圈直径。将Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２改为Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株，重

复上述实验测量抑菌圈直径。

１．２．３　测量并计算抗菌活性　抗菌活性单位 Ｕ＝［抑菌环直

径（ｍｍ）－３．３／５．０］×１０（其中导尿管和涤纶补片的直径分别

为３．３、５．０ｍｍ）。此实验重复３次。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行数据处理，

计量资料以狓±狊表示。对样本数先行方差齐性检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　导尿管和涤纶补片的体外抑菌环比较　预处理１ｄ的导

尿管和涤纶补片对Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２抑菌活性代表性结果，

见图１。

　　Ａ：导尿管抑菌圈；Ｂ：涤纶补片抑菌圈；ａ：对照组；ｂ：几丁糖组；ｃ：

头孢组；ｄ：抗菌肽组。

图１　　导尿管和涤纶补片的体外抑菌环图（１ｄ）

表１　　１ｄ后导尿管和涤纶补片抗菌活性比较（狓±狊，Ｕ，狀＝３）

组别
Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２

导尿管 涤纶补片

Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株

导尿管 涤纶补片

对照组 ０ ０ ０ ０

几丁糖组 ６．７±５．８ ０ ５．５±３．９ ０．０±０．０

头孢组 ２２６．７±１５．３ ２２６．７±２０．８ ０ａ ０ａ

抗菌肽组 １２３．３±１５．３ｂ １３３．３±１５．３ｂ １０１．２±９．１ｃ １１４．６±９．５ｃ

　　ａ：犘＜０．０５，不同菌株间同组比较；ｂ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与同种

菌株头孢组比较。

表２　　７ｄ后导尿管和涤纶补片抗菌活性比较（狓±狊，Ｕ，狀＝３）

组别
Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２

导尿管 涤纶补片

Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株

导尿管 涤纶补片

对照组 ０ ０ ０ ０

几丁糖组 ０ ０ ０ ０

头孢组 １２６．７±５．８ １１０．０±２０．０ ０ａ ０ａ

抗菌肽组 ５３．３±５．８ｂ ５６．７±１１．５ｂ ２４．１±４．４ａｃ ２６．７±５．８ａｃ

　　ａ：犘＜０．０５，不同菌株间同组比较；ｂ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与同种

菌株头孢组比较。

２．２　导尿管和涤纶补片的抗菌活性单位比较　与对照组和几

丁糖组比较，头孢组对 Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２的抑菌性强于

Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株，对 Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株几乎无抑菌性。抗菌肽组对

Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２的抑菌性强于Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株，第７天，抗

菌肽组对Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株仍有抑菌性。头孢组对Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ

２５９２２的抑菌性显著强于抗菌肽组，但对Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株几乎无

抑菌性，而抗菌肽组对Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２和Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株均

有持续抑菌性。见表１、２。

３　讨　　论

几丁糖分子中的ＯＨ 和ＮＨ 极性基团使其成为亲水性、

强吸附力和极易成膜的生物涂层［９１１］。几丁糖凝胶无毒无刺

激、无热原性、无免疫抗原性，不溶血且具有热稳定性，无致突

变、致死等不良反应，还有轻微抑菌作用［１２］，用几丁糖凝胶预

处理导尿管和涤纶补片可以增加平滑度及润滑度，阻碍病原菌

黏附于人工植入物而起到抑制感染的作用。几丁糖凝胶对蛇

毒抗菌肽ＯＨＣＡＴＨ和头孢哌酮的固定和缓释作用使其长期

发挥抑菌性，从而达到长期抗菌的效果。

抗菌肽是生物体在抵抗病原微生物的防御反应过程中产

生的一类具有抗微生物活性的小分子多肽［１３］。蛇毒来源的内

源性抗菌多肽类物质对许多临床耐药微生物显示了极强的体

外抗菌活性，并具有极低的细胞毒性以及溶血活性（＞４００ｇ／

ｍＬ），同时，在高的盐浓度（１％ ＮａＣｌ）以及血浆存在下也保持

其抗菌活性，显示了较高的临床应用前景［１４］。有文献报道，使

用高速原子力显微镜拍摄抗菌肽作用于Ｅ．ｃｏｌｉ及其耐药株的

即时动态影像，发现存活的Ｅ．ｃｏｌｉ及其耐药株全部被抗菌肽

杀死［１４］。

在本实验中，对Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２及Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株的抑

菌检测显示，几丁糖组对导尿管的抑菌活性分别为（６．７±５．８）

Ｕ和（５．５±３．９）Ｕ，但在血浆中浸泡７ｄ后抑菌活性为０Ｕ，说

明了几丁糖本身具有轻微的抑菌活性，但不持久也不稳定。头

孢组导尿管和涤纶补片的抑菌活性均强于抗菌肽组（犘＜

０．０５），且头孢组和抗菌肽组在血浆中浸泡７ｄ后仍然有很强

的抑菌效果，提示头孢哌酮和蛇毒抗菌肽ＯＨＣＡＴＨ对Ｅ．ｃｏ

ｌｉＡＴＣＣ２５９２２均有强而持久的抑菌性。在Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株中，

头孢组无抑菌性，而抗菌肽组在１ｄ及血浆中浸泡７ｄ均有显

著抑菌性（犘＜０．０１），说明蛇毒抗菌肽ＯＨＣＡＴＨ对耐头孢菌

素Ｅ．ｃｏｌｉ耐药株表现出持续且强大的抑菌性。

通过膀胱给药的家兔泌尿系感染模型中，使用蛇毒抗菌肽

ＯＨＣＡＴＨ的Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２及耐药株的家兔中段尿培

养细菌阳性率明显降低，而头孢哌酮可降低Ｅ．ｃｏｌｉ引起感染

的阳性率，但对其耐药株引起感染的阳性率无明显作用。同

时，使用抗菌肽的家兔膀胱组织中炎症细胞浸润，坏死及钙化

组织等炎症反应较头孢哌酮少［１５］。蛇毒抗菌肽 ＯＨＣＡＴＨ

对包括耐药菌株在内的Ｅ．ｃｏｌｉ有稳定的抑菌活性，对膀胱组

织也起到了一定保护作用，而头孢哌酮对于 Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ

２５９２２引起感染有一定保护作用，但对耐药菌引起的感染无明

显作用。家兔感染实验和本实验的结论基本一致，均提示蛇毒

抗菌肽对普通及耐头孢菌素的 Ｅ．ｃｏｌｉ有明显且稳定的抑菌

作用。

蛇毒抗菌肽ＯＨＣＡＴＨ应用于人工植入物有普通抗菌药

物无法比拟的优越性，不仅在血浆中有持久的抑菌效果，对临

床耐药菌株也有强大而持久的抑菌性，蛇毒抗菌肽 ＯＨ

ＣＡＴＨ应用于人工植入物涂层有巨大的应用价值，为抵抗耐

药微生物提供了有效的依据，可为蛇毒抗菌肽的临床应用奠定
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一定的理论基础。
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［１０］ＫｏｔｏｕｌａＶ，ＫｒｉｋｅｌｉｓＤ，ＫａｒａｖａｓｉｌｉｓＶ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＤＮＡｒｅｐａｉｒａｎｄｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｇｅｎｅｓｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ

ｃａｎｃｅｒ（ＮＳＣＬＣ）：ａ ｒｏｌｅｆｏｒｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ

（ＴＹＭＳ）［Ｊ］．ＢＭＣｃａｎｃｅｒ，２０１２（１２）：３４２．

［１１］ＲｏｓｅｌｌＲ，ＳｋｒｚｙｐｓｋｉＭ，ＪａｓｓｅｍＥ，ｅｔａｌ．ＢＲＣＡ１：ａｎｏｖｅｌ

ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｉｎｒｅｓｅｃｔｅｄｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ

［Ｊ］．ＰｌｏＳＯｎｅ，２００７，２（１１）：ｅ１１２９．

［１２］ＴａｎａｋａＦ，ＷａｄａＨ，ＦｕｋｕｉＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ

（ＴＳ）ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ：ａ

ｌａｒｇｅｓｃａｌｅｓｔｕｄｙｉｎＪａｐａｎｅｓｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎＯｎｃｏｌ，

２０１１，２２（８）：１７９１１７９７．

［１３］ＪｏｅｒｇｅｒＭ，ｄｅＪｏｎｇＤ，ＢｕｒｙｌｏＡ，ｅｔａｌ．Ｔｕｂｕｌｉｎ，ＢＲＣＡ１，

ＥＲＣＣ１，Ａｂｒａｘａｓ，ＲＡＰ８０ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐ５３／ｐ２１

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｏｕｔｃｏｍｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈａｄｖａｎｃｅｄｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｒｅｃｅｉｖｉｎｇｆｉｒｓｔ

ｌｉｎｅｐｌａｔｉｎｕｍｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＬｕｎｇＣａｎｃ

ｅｒ，２０１１，７４（２）：３１０３１７．

［１４］ＷｕＨＨ，ＣｈｕＹＣ，ＷａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｐｅ１ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｅｌｅｖａｔｅｄｂｙｐ５３ａｂｅｒｒａｔｉｏｎｍａｙｐｒｅｄｉｃｔｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｒｅ

ｌａｐｓｅｉｎｒｅｓｅｃｔｅｄｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｎｎＳｕｒｇＯｎ

ｃｏｌ，２０１３，２０Ｓｕｐｐｌ３：Ｓ３３６３４７．

［１５］ＢｅｐｌｅｒＧ，ＫｕｓｍａｒｔｓｅｖａＩ，ＳｈａｒｍａＳ，ｅｔａｌ．ＲＲＭ１ｍｏｄｕｌａ

ｔｅｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅａｎｄｐｌａｔｉ

ｎｕｍｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２００６，

２４（２９）：４７３１４７３７．

（收稿日期：２０１３１２０８　修回日期：２０１４０２１０）

９８２１重庆医学２０１４年４月第４３卷第１１期




