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苦参碱对表皮葡萄球菌生物被膜作用初探 
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(安徽中医学院  安徽 合肥  230038) 

 
 

摘  要: 通过中药有效成分苦参碱对表皮葡萄球菌生物被膜抑制作用的研究, 为表皮葡萄球菌生

物被膜引起的相关感染提供新的治疗途径。利用 XTT 减低法评价苦参碱对表皮葡萄球菌初始粘附

及生物被膜内细菌代谢的影响, 镜下观察该药对表皮葡萄球菌生物被膜的形态学影响。结果表明: 

苦参碱对表皮葡萄球菌生物被膜菌的 SMIC50 和 SMIC80 分别为 62.5 mg/L 和 500 mg/L; 1 000 mg/L

浓度的苦参碱对表皮葡萄球菌早期粘附有抑制作用; 250 mg/L 浓度的苦参碱对表皮葡萄球菌生

物被膜的形态有显著影响。因此可见, 苦参碱对表皮葡萄球菌生物被膜的形成与粘附均有抑制

作用。 
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Preliminary study of effects of matrine on  
Staphylococcus epidermidis biofilms 
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Abstract: A new therapeutic approach for Staphylococcus epidermidis biofilm-associated infections 
was provided by the study of active ingredient of Chinese medicine matrine on S. epidermidis biofilm 
inhibition. XTT reduction assay was used to evaluate matrine on the initial adhesion of S. epidermidis 
and biofilm metabolism, and microscope was applied to observe biofilm morphology. The results showed 
that SMIC50 and SMIC80 of matrine against S. epidermidis biofilms were 62.5 mg/L and 500 mg/L respec-
tively, 1 000 mg/L of matrine inhibited the early adherence of S. epidermidis, and 250 mg/L of matrine 
had a significantly inhibitory effect on S. epidermidis biofilm morphology. The study demonstrated that 
matrine could inhibit S. epidermidis biofilm formation and adhesion. 
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表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis, Se)
是人体皮肤和黏膜的主要共生菌, 也是一种常见的
条件致病菌。近年来随着临床上插管、人工瓣膜、

透析等医疗技术和一次性材料使用的增多, 表皮葡
萄球菌现已成为医院感染的重要致病菌, 而表皮葡
萄球菌对常见抗菌药物耐药率已成为医院感染和临

床治疗的棘手问题 [1]。研究表明 , 生物被膜 
(Biofilm)是细菌产生多聚复合物基质将自身包绕 , 
粘附于无活性物体或活体表面, 形成的有一定结构
的细菌群体; 它可以抵抗宿主免疫力和抗生素杀菌, 
被膜内细菌容易对抗生素产生广泛的耐药性, 造成
感染难以治愈, 反复发作[2]。因此, 以表皮葡萄球菌
生物被膜为对象, 从生物被膜及表皮葡萄球菌的生
物学特征出发, 进行定向药物研发, 正成为解决表
皮葡萄球菌耐药性及其生物被膜相关感染的研究热

点。但有关中药及其有效成分对表皮葡萄球菌生物

被膜的形成与影响的研究很少报道; 苦参碱作为常
用中药苦参等豆科植物的有效成分, 对于治疗慢性
乙型肝炎、心血管疾病、抗病毒、抗肿瘤、抗炎免

疫和抗虫方面有很好的疗效。本研究通过在体外建

立表皮葡萄球菌生物被膜模型, 观察苦参碱对表皮
葡萄球菌生物被膜的作用, 为中药治疗表皮葡萄球
菌生物被膜相关感染提供科学依据。 

1  实验材料 

1.1  菌株 
安徽医科大学第一附属医院检验科 2009 年

4−11 月临床分离得到的 45 株表皮葡萄球菌, 通过
刚果红平板法筛选出 16 株 PIA (Polysacchatide in-
tercellular adhesion, 胞间多糖黏附素)阳性菌株, 从
这 16 株中选出 1 株强产膜(结晶紫法测膜生长量) 
Se738 做为实验菌株 ; 对照菌株为 Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228 (生物被膜表型和 PIA表型
均为阴性), 购于中国药品生物制品检定所。 

1.2  培养基 
血琼脂平板(BAP: 100 mL 血/L 营养琼脂), 刚

果红琼脂(刚果红 0.8 g/L, 脑心浸液干粉 37 g/L, 葡
萄糖 5 g/L, 琼脂 20 g/L, 氯化钠 40 g/L), 胰蛋白胨
大豆肉汤(TSB: 青岛高科海博生物技术有限公司)。

配制培养基所用药品均为国产分析纯。 

1.3  药品与试剂 
苦 参 碱 ( 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 所 , 

100247-199601), 红霉素标准品(中国药品生物制品

检定所, 批号: 130307), XTT (合肥博美生物技术有

限公司), PBS (实验室自配), 结晶紫(天津市光复精

细化工研究所), 维生素 K3 (Alexis公司)。 

1.4  实验设备 
318-酶标仪(上海三科仪器有限公司), 96孔微量

培养板(Corning公司), DHP-9162型电热恒温培养箱
(上海一恒科技有限公司), 光学显微镜(Olympus 公
司), Sirion200型扫描电镜(FEI公司)。 

2  中药有效成分苦参碱对表皮葡萄球菌生
物被膜的作用 

2.1  筛选实验菌株 
参照文献[3]的方法并进行改良, 将临床分离得

到的 45株临床表皮葡萄球菌和标准株 ATCC 12228

转种到血琼脂平板(BAP)上, 选择 BAP 上分离的单

个菌落接种于刚果红培养基, 经 37 °C 养 24 h 后, 

再在室温放置 24 h, 筛选出菌落变为黑色带晶体且

生长很好的 PIA 阳性菌株 16 株, 再通过结晶紫染

色法测被膜生物量 , 选出与表皮葡萄球菌 ATCC 

12228 (不产膜株)有显著差别(P<0.001)的 Se738 为

实验菌株。 

2.2  表皮葡萄球菌生长量测定 
参照文献[4]将 Se738接种于 TSB中, 于 37 °C

摇床增菌 18 h, 菌液用 TSB稀释成浊度为 0.5麦氏

单位的菌悬液, 取 100 µL接种于 96孔板中 37 °C培

养 0、1、2、4、6、8、24 h (每个时间段设 12个复

孔), 于 650 nm处分别测定其 OD值, 弃去培养基与

悬浮菌, 蒸馏水清洗 3次, 56 °C干燥 1 h, 0.4%结晶

紫染色 2 min, 蒸馏水清洗 3次, 于 650 nm处分别测

定其 OD值。 

2.3  苦参碱等对表皮葡萄球菌粘附作用实验 
参照文献[5]将浊度为 0.5 麦氏单位的菌液取

100 µL接种入 96孔板中, 于 37 °C分别培养 0、1、
2、4 h, 弃去培养基与悬浮菌, PBS清洗 3次, 加入
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10倍连续稀释(1 000 mg/L, 100 mg/L, 10 mg/L)的苦
参碱溶液(每个浓度设 8 个复孔), 再于 37 °C 培养
24 h, 加入 XTT溶液(林格液稀释为 0.5 g/L, 0.22 µm
孔径的滤膜过滤除菌, 临用前加入VK3) 100 µL, 37 °C
避光培养 2 h, 于 650 nm处测其 OD值。另设空白
对照孔(只加培养基)、阴性对照孔(未加药的生物膜
生长对照)和阳性对照孔(10倍稀释加入红霉素)。 

2.4  苦参碱等对表皮葡萄球菌生物被膜菌的

SMIC 测定 
参照文献[6−7]并改进将浊度为 0.5 麦氏单位的

菌液取 100 µL接种于 96孔板中, 37 °C培养 24 h, PBS
清洗 3次, 对倍稀释(1 000、500、250、125、62.5、
31.25 mg/L)加入苦参碱(每个浓度设 8个复孔), 继
续于 37 °C培养 48 h, 加入 100 µL XTT溶液, 37 °C
避光培养 2 h, 于 650 nm处测其 OD值。另设空白
对照孔(只加培养基)、阴性对照孔(未加药的生物膜
生长对照)和阳性对照孔(对倍稀释加入红霉素)。 

2.5  苦参碱等对表皮葡萄球菌生物被膜形态结构

影响的观察 
参照文献[8]将预先灭菌的盖玻片浸在浊度为

0.5麦氏菌液的培养基中, 分别培养 6 h、1 d、3 d

和 7 d (每天换 1次菌液), 使之形成粘附或生物被膜

模型, 再分别以 250 mg/L苦参碱、125 mg/L红霉素

为给药浓度, 对各模型分别作用 6 h、1 d、3 d和 7 d 

(每天换 1 次药液), 用结晶紫染色法光镜观察以及

镀银染色法电镜观察各模型形态的变化, 根据其形

态结构的变化判断药物的作用效果。 

2.6  数据处理 
采用 SPSS 11.0 for Windows 软件处理, 对相关

数据进行统计分析。 

3  实验结果 

3.1  表皮葡萄球菌生长量测定 
随着培养时间的增加, 菌液中细菌生长量一直

呈增加趋势, 而粘附在板上的细菌生长量变化不大
(图 1)。 

3.2  苦参碱等对表皮葡萄球菌粘附功能的影响  
与未加药的对照孔相比较, 1 000 mg/L苦参碱

在 0、1、2、4 h内对表皮葡萄球菌的粘附均有抑制

作用(与阴性对照孔比较 P<0.01), 而其他浓度的苦参
碱对表葡的粘附抑制作用不明显。1 000和 100 mg/L
红霉素在 0、1、2、4 h内对表皮葡萄球菌的粘附均
有抑制作用(与阴性对照孔比较 P<0.01, 图 2和 3)。 

 

 

图 1  表皮葡萄球菌及其生物被膜生长量曲线图 
Fig. 1  Growth curve of S. epidermidis and its biofilm 

 

 

图 2  不同浓度苦参碱对表皮葡萄球菌粘附性的影响 
Fig. 2  Effect of matrine at different concentrations on 
adherent S. epidermidis cells 

 

 

图 3  不同浓度红霉素对表皮葡萄球菌粘附性的影响 
Fig. 3  Effect of erythromycin at different concentrations 
on adherent S. epidermidis cells 
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3.3  苦参碱等对表皮葡萄球菌生物被膜菌 SMIC 
苦参碱对表皮葡萄球菌生物被膜菌的 SMIC50 

(与阴性对照相比, 抑制生物被膜菌活性 50%的药物
浓度)为 62.5 mg/L, SMIC80 (与阴性对照相比, 抑制生
物被膜菌活性 80%的药物浓度)为 500 mg/L。红霉素
对表皮葡萄球菌生物被膜菌的 SMIC80<31.25 mg/L 
(图 4和 5, 以阴性对照组的 OD值为 100%)。 

 

 

图 4  不同浓度苦参碱对表皮葡萄球菌生物被膜形成的

影响 
Fig. 4  Effect of matrine at different concentrations on S. 
epidermidis biofilm formation 

 

 

图 5  不同浓度红霉素对表皮葡萄球菌生物被膜形成的

影响 
Fig. 5  Effect of erythromycin at different concentrations 
on S. epidermidis biofilm formation 

 
3.4  镜下观察苦参碱等对表皮葡萄球菌生物被膜

形态结构的影响  
通过光学显微镜、扫描电子显微镜观察可以看

出, 苦参碱使表皮葡萄球菌生物被膜形态结构发生
明显变化, 对表皮葡萄球菌生物被膜形成产生明显
的抑制作用(图 6为光学显微镜下观察结果, 图 7为

扫描电子显微镜下观察结果)。 

4  讨论 

苦参碱作为常用中药苦参等豆科植物的有效成

分, 对于治疗慢性乙型肝炎、心血管疾病、抗病毒、
抗肿瘤、抗炎免疫和抗虫方面有很好的疗效[9], 但其
对表皮葡萄球菌生物被膜的作用此前未见报道。 

细菌生物被膜(Bacterial biofilm)是细菌产生多

聚复合物基质将自身包绕, 粘附于无活性物体或活

体表面, 形成的有一定结构的细菌群体。生物被膜

的形成包括附着、粘附、早期 BBF、成熟 BBF和散

播 5 个过程。生物被膜中细菌对抗菌药物高度耐药

并可逃避机体诉诸的免疫作用导致感染迁延不愈 , 

成为生物被膜相关感染[10]。 

此前有报道证实[11−13], 红霉素对表皮葡萄球菌

生物被膜具有较好的抑制作用, 故本实验采用红霉

素做为对照, 证实实验方法正确有效。本实验采用

ATCC 12228 为不产膜的对照株, 经过血琼脂平板

和刚果红琼脂平板的分离培养及生长量测定, 从 45

株临床表皮葡萄球菌中选出 Se738为实验菌株。粘附

和 SMIC 测定中使用的 XTT 法, 在不破坏生物被膜

结构的条件下能检测出生物被膜中菌细胞的活性。 

在生长量测定实验中 ,  可以看出在表皮葡萄
球菌在 24 h 内的生长量一直呈增长趋势, 而在 96
孔培养板上的细菌生长量基本不变。通过镜下观察

的照片加以佐证, 得到结论: 前 6 h内, 表皮葡萄球
菌处于附着与粘附阶段, 至 24 h时, 生物被膜初步
长成, 而 3 d 时生物被膜生长基本成熟, 据此设计
粘附实验和 SMIC 实验。酶标仪测定的 OD 值表
明 1 000 mg/L 浓度的苦参碱溶液对表皮葡萄球菌
地粘附具有明显的抑制作用 ;  而苦参碱对表皮
葡萄球菌生物被膜菌的 SMIC50 和 SMIC80 分别为

62.5 mg/L 和 500 mg/L, 显示出苦参碱具有抗表皮
葡萄球菌生物被膜内细菌代谢的作用。镜下观察表

明, 在表皮葡萄球菌的附着粘附阶段、成膜之中和
成膜之后苦参碱对其都有明显的作用, 或阻止细菌
粘附(图 6B), 或影响成膜(图 6E、图 6H), 或在成膜
后破坏膜表面结构(图 7B)。以上结果均提示苦参 
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图 6  结晶紫染色观察 Se738 不同作用条件下的生长状况(×1 000) 
Fig. 6  Growth of Se738 strain under different conditions observed by crystal violet staining(×1 000) 

注: A: TSB培养 6 h的表皮葡萄球菌(对照); B: 250 mg/L苦参碱作用培养 6 h的表皮葡萄球菌; C: 125 mg/L红霉素作用培养 6 h的表皮葡
萄球菌; D: TSB培养 1 d的表皮葡萄球菌(对照); E: 250 mg/L苦参碱作用培养 1 d的表皮葡萄球菌; F: 125 mg/L红霉素作用培养 1 d的
表皮葡萄球菌; G: TSB培养 3 d的表皮葡萄球菌(对照); H: 250 mg/L苦参碱作用培养 3 d的表皮葡萄球菌; I: 125 mg/L红霉素作用培养
3 d的表皮葡萄球菌. 
Note: A: S. epidermidis cultured in TSB media for 6 h (control); B: S. epidermidis treated with 250 mg/L matrine for 6 h; C: S. epidermidis 
treated with 125 mg/L erythromycin for 6 h; D: S. epidermidis cultured in TSB media for 1 d (control); E: S. epidermidis treated with 
250 mg/L matrine for 1 d; F: S. epidermidis treated with 125 mg/L erythromycin for 1 d; G: S. epidermidis cultured in TSB media for 3 d 
(control); H: S. epidermidis treated with 250 mg/L matrine for 3 d; I: S. epidermidis treated with 125 mg/L erythromycin for 3 d. 
 

 

图 7  镀银染色观察 Se738 不同作用条件下的生长状况 (×20 000) 
Fig. 7  Growth of Se738 strain under different conditions observed by silver staining (×20 000) 

注: A: TSB培养 7 d的表皮葡萄球菌(对照); B: 250 mg/L苦参碱作用培养 7 d的表皮葡萄球菌; C: 125 mg/L红霉素作用培养 7 d的表皮
葡萄球菌. 
Note: A: S. epidermidis cultured in TSB media for 7 d (control); B: S. epidermidis treated with 250 mg/L matrine for 7 d; C: S. epidermidis 
treated with 125 mg/L erythromycin for 7 d. 
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有效成分苦参碱对表皮葡萄球菌生物被膜有显著的

作用, 在治疗临床由表皮葡萄球菌生物被膜引起的
相关感染方面有一定的应用前景。 
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稿件书写规范 

论文中计量单位的表示方法 

为执行国务院发布的《关于在我国统一实行法定计量单位的命令》的规定, 计量单位和单位符号按国家
技术监督局发布的《量和单位》GB3100-3102-93执行。单位符号均用英文小写(正体), 不允许随便对单位符
号进行修饰。现将本刊常用计量单位和符号介绍如下, 希望作者参照执行。 

时间: 日用 d; 小时用 h; 分钟用 min; 秒用 s等表示。 
溶液浓度: 用 mol/L, 不用 M (克分子浓度)和 N(当量浓度)等非许用单位表示。 
旋转速度: 用 r/min, 不用 rpm。 
蒸汽压力: 用 Pa或 kPa、MPa表示。 
光密度: 用 OD(斜体)表示。 
生物大分子的分子量: 蛋白质用 D或 kD, 核酸用 bp或 kb表示。 
图表中数值的物理量和单位: 物理量符号采用斜体, 单位用正体并用括号括起, 例如: t (h) (表示时间, 

单位是小时)。带数值的计量单位: 计量单位不能省略, 跟数字之间加一空格(%除外)，例如: 20 cm×0.3 cm, 
不能写成 20×0.3 cm; 3 °C−5 °C不可写成 3−5 °C; 3%−6%不可写成 3−6%等。 


