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研究报告 

抗菌肽 17BIPHE2 对金黄色葡萄球菌生物被膜的抑制作用 
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摘  要：【目的】研究抗菌肽 17BIPHE2 单独使用及联合抗生素对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 

aureus)生物被膜的抑制作用。【方法】采用刚果红平板测试法和结晶紫染色评估受试菌形成生

物被膜的能力；微量肉汤稀释法和琼脂平板测试法测定金黄色葡萄球菌最小抑菌浓度(MIC)和

最小杀菌浓度 (MBC)；利用抑制金黄色葡萄球菌黏附实验和生物被膜形成抑制实验观察

17BIPHE2 单独使用及联合抗生素对生物被膜黏附阶段和形成阶段的影响；通过扫描电子显微

镜(SEM)观察 17BIPHE2 单独使用及联合抗生素对成熟生物被膜的清除作用。【结果】17BIPHE2 

的 MIC 为 8 μmol/L，1/2×MIC 就可以有效抑制浮游菌的生长。单独使用 17BIPHE2 在细菌黏附

阶段抑制率为 40%，在生物被膜形成阶段抑制率达到 35%。17BIPHE2 联合抗生素使用较单独

使用抗生素其抑制率均有所下降。生物被膜成熟阶段 17BIPHE2 于 1/4×MIC 浓度即可促进生物

被膜崩解，1×MIC 生物被膜崩解同时细菌黏附量有所下降，联合万古霉素促进生物被膜崩解同

时细菌胞质大量外泄。【结论】抗菌肽 17BIPHE2 具有良好的抑制金黄色葡萄球菌生物被膜作

用，联合抗生素其抗生物被膜作用进一步提高。这将为治疗由金黄色葡萄球菌生物被膜引起的

相关感染提供了一个新思路。 
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Inhibition of Staphylococcus aureus biofilm by antimicrobial  
peptide 17BIPHE2 
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Abstract: [Objective] To study the inhibition of Staphylococcus aureus (S. aureus) biofilm by 
antimicrobial peptide 17BIPHE2 used alone or combined with antibiotics. [Methods] Congo red 
plate test and crystal violet staining test were used to assess the ability of biofilm formation by S. 
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aureus. Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of 
S. aureus were tested by broth microdilution method and agar plate method. The bacteria adhension 
was observed by S. aureus adhesion test and biofilm formation was analyzed by biofilm formation 
test. They were treated by 17BIPHE2 alone or combined with antibiotics. The removal of mature 
biofilm was observed by scanning electron microscope (SEM) after the treatment of 17BIPHE2 alone 
or combined with antibiotics. [Results] When MIC of 17BIPHE2 was 8 μmol/L, 1/2×MIC could 
inhibit the growth of planktonic bacteria effectively. In the adhension stage, the inhibition rate was 
40% by 17BIPHE2 treated only. In the biofilm formation stage, the inhibition rate was 35%. Further, 
the rates for both stages decreased if combined with antibiotics. Antimicrobial peptide 17BIPHE2 
could promote biofilm disintegration in the mature stage at 1/4×MIC concentration. Biofilm 
disintegration and bacterial adhesion could decrease at 1×MIC concentration. Furthermore, the 
combination of vancomycin promoted disintegration of bacterial biofilm as well as lots of leakage. 
[Conclusion] Antimicrobial peptides 17BIPHE2 was able to inhibit biofilm effectively, especially 
combined with antibiotics, could promote the inhibition more effectively. This article provides a new 
idea for treatment of S. aureus biofilm related infection. 

Keywords: Antimicrobial peptide, 17BIPHE2, Staphylococcus aureus, Biofilm 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是一种

革兰氏阳性菌，广泛分布于自然界、人类体表及

与外界相通的腔道中，约 1/3 的健康人群稳定携带

该细菌[1]。同时，金黄色葡萄球菌是一种常见的人

畜共患病病原菌，具有较高的发病率和死亡率，

常可引起局部皮肤、组织、器官的化脓性感染及

食物中毒，甚至菌血症和中毒性休克[2-3]。2014 年

CHINET中国细菌耐药性监测数据显示，革兰氏阳

性细菌中金黄色葡萄球菌的分离率居于首位[4]。 

生物被膜(Biofilm，BF)是细菌为了适应环境的

变化，在生长过程中自身产生的由多聚物质包绕

形成，附着于生物体或分生物体的表面，形成的

有多层细胞细菌组成的结构群体[5]。生物被膜中细

菌形成了复杂的结构，可以抵御宿主免疫反应并

导致细菌对抗生素及消毒敏感性降低，从而增强

其在宿主和环境中的生存能力。传统抗生素可能

由于生物被膜的屏障作用和生物被膜微环境改变

造成其对成熟生物被膜没有作用，这就导致生物

被膜难治性和感染的持续性[6-7]。因此寻求新的抗

生物被膜药物，成为目前解决生物被膜相关感染

的有效途径之一。 

抗菌肽(Antimicrobial peptides，AMPs)是广泛存

在于生物体内由特定基因编码产生，具有抵御外

界微生物侵害及清除体内突变细胞作用的一类小

分子多肽，是生物天然免疫防御系统的重要组成

部分[8-9]。LL-37 是抗菌肽 Cathelicidin 家族中唯一

存在于人体的抗菌肽。近年来研究证实，LL-37 是

先天性宿主免疫效应中的一个重要分子，主要由

中性粒细胞和各种上皮细胞等产生，能参与抗细

菌、真菌、病毒、肿瘤细胞及寄生虫，是天然免

疫的重要组成部分，同时也参与适应性免疫调   

节[10-13]。本课题组前期选用了抗菌肽 LL-37衍生肽

17BIPHE2，由美国内布拉斯加医学中心王广顺教

授设计合成，氨基酸序列为 GBKRLVQRLKDBL 

RNLV (L为D型亮氨酸，B为联苯苯丙氨酸)[14]。实

验证实 17BIPHE2对金黄色葡萄球菌浮游菌和生物

被膜均具有良好的抑菌效果，对比 LL-37其溶血活

性明显降低，但本实验室研究结果与王广顺实验

室前期报道结果并不完全一致(本实验室与美国内

布拉斯加医学中心王广顺教授长期具有合作关

系)[15]，而该抗菌肽亚抑菌浓度及联合抗生素抑制

浮游菌和生物被膜作用并未做深入研究。本文旨

在研究 17BIPHE2 单独使用及抗生素联合应用对

浮游菌和生物被膜形成各个阶段的作用，为未来

临床感染的控制和新型抗菌药物的研发提供科学

依据。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  LL-37 衍生肽 17BIPHE2：氨基酸序列为：

GBKRLVQRLKDBLRNLV (L为D型亮氨酸，B为联

苯苯丙氨酸)，由吉尔生化(上海)有限公司采用固

相化学合成法合成，纯度 (HPLC)纯度≥95%。

ddH2O作为抗菌肽的溶剂。 

1.1.2  菌种：金黄色葡萄球菌实验菌株为临床分

离菌株，由宁夏医科大学总医院实验中心提供。

金黄色葡萄球菌标准菌株(ATTC25923)由宁夏医科

大学病原微生物重点实验室提供。 

1.1.3  主要试剂和仪器：万古霉素、米诺环素、

红霉素、庆大霉素和克拉霉素，大连美仑生物技

术有限公司；MH 培养基和 TSB 培养基，英国

OXOID 公司；脑心浸液培养基，北京 Solarbio 科

技有限公司。96和 24孔细胞培养板，美国 Corning

公司；Multiskan GO 全波长酶标仪，美国 Thermo 

Fisher 公司；恒温摇床，江苏太仓市华利达实验设

备有限公司；Hitachi S-3400N扫描电子显微镜，株

式会社日立制作所。 

1.2  刚果红平板测试法定性受试菌形成生物被

膜能力 

参照相关文献[16]并稍作修改，具体过程为：

挑取单个菌落接种于 TSB 培养基中，37 °C、     

180 r/min 培养过夜，将培养好的细菌划线于刚果

红琼脂平板上，于恒温培养箱内 37 °C培养 18 h，

然后置于室温 72 h 观察菌落变化特点。判断标

准：若菌落变为黑心且干燥则为阳性，红色且湿

润则为阴性。 

1.3  结晶紫染色定量受试菌形成生物被膜能力 

取单个菌落接种于 TSB 培养基中，37 °C、  

180 r/min培养过夜，取1%菌液继续放大培养2 h，

OD600调整菌液浓度至 0.5 麦氏浊度，TSB 培养基

继续稀释 100 倍至 1×106 CFU/mL。取稀释好的菌

液 200 μL 接种到 96 孔培养板上，每个菌株重复   

6 个复孔，以培养基为空白对照，置 37 °C 培养   

24 h。培养结束后，弃去培养基，用 PBS 冲洗    

3 次，以洗去杂质和浮游菌，然后在各孔中加甲醇

200 μL 固定生物被膜，15 min 后弃去甲醇，晾干

后加入 0.1%结晶紫 200 μL染色 5 min，洗去多余染

液，晾干，每孔加入 200 μL 33%冰醋酸，酶标仪

高速振荡 20 min 后测定波长 595 nm 处的光密度

值，未接种菌株的空白孔染色后作为空白对照。

OD 值反映生物被膜与接触表面黏附的牢固程度，

依据临界 ODc 值(ODc 等于空白孔的平均值加上其  

3倍的标准差而得到的 OD值)可对生物被膜分类：

OD≤ODc 为不黏附(0)，ODc<OD≤2ODc 为弱黏附

(+)，2ODc<OD≤4ODc 为中等黏附(++)，OD>4ODc

为强黏附(+++)。 

1.4  生物被膜模型建立和观察 

采用含有 1%葡萄糖的 TSB培养基配制终浓度

为 1×106 CFU/mL的工作菌液，在 96孔板中每孔加

入工作菌液 200 μL，24 孔板中加入预先泡酸处理

的盖玻片，加入工作菌液 1 mL。将加有菌液的培

养板置于 37 °C 温箱中培养 24 h。培养结束后在  

96 和 24 孔板中的盖玻片即形成了生物被膜。采用

结晶紫进行染色，使用普通光学显微镜 100倍下进

行观察。 

1.5  药物敏感性实验 

参照 CLSI (Clinical laboratory standards institute)

指南[17]，采用微量肉汤稀释法和琼脂平板测试法

测定 17BIPHE2和抗生素单独使用及联合应用对受

试菌(S. aureus 05、S. aureus ATTC25923)的最小抑

菌浓度(Minimal inhibitory concentration，MIC)和最

小杀菌浓度 (Minimal bactericidal concentration，

MBC)。挑取单个菌落于 37 °C 过夜培养，次日接

种至新鲜培养基中进行放大培养2 h，OD600调整菌

液浓度至 0.5 麦氏浊度，MH 稀释 1 000 倍至   

1×105 CFU/mL。向 96孔培养板各加入 100 μL经倍

比稀释的 17BIPHE2、抗生素溶液和两种药物的混

合溶液，使最终药物浓度分别为 128.000、64.000、

32.000、16.000、8.000、4.000、2.000、1.000、

0.500、0.250、0.125 μmol/L，再加入 100 μL上述

菌液，终体积为200 μL。以MH培养基作为阴性对
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照，以未加药的菌液作为阳性对照，于 37 °C培养

16−20 h，酶标仪于 600 nm 测定其吸光度值。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。将 MIC 测定中未见细菌生长的菌液接

种于 TSA固体培养基，37 °C培养 18 h，以仍无细

菌生长的药物浓度定义为最小杀菌浓度 MBC。将

上述菌液接种于 96 孔板，加入不同浓度的

17BIPHE2，于 37 °C培养，每 4 h取样测定 OD600

吸光度值，绘制生长曲线。 

1.6  抑制金黄色葡萄球菌黏附实验 

培养基中加入 1×108 CFU/mL 含有 1%葡萄糖

的 TSB菌悬液 100 μL，然后加入 100 μL不同浓度

的 17BIPHE2药物溶液、抗生素溶液和两种药物的

混合溶液，37 °C分别孵育 1、2或 4 h。每个浓度

17BIPHE2 都有 6 个复孔，阳性孔只加入菌悬液，

阴性孔只加入含有 1%葡萄糖的 TSB培养基。培养

结束后，弃去培养基，用PBS冲洗 3次以洗去杂质

和浮游菌，然后在各孔中加甲醇 200 μL 固定生物

被膜，15 min 后弃去甲醇，晾干后加入 0.1%结晶

紫 200 μL染色 5 min，洗去多余染液，晾干，每孔

加入 200 μL 33%冰醋酸，酶标仪高速振荡 20 min

后测定波长 595 nm处的吸光度值。实验重复 3次。 

1.7  生物被膜形成抑制实验 

于 96孔板中加入 1×106 CFU/mL含有 1%葡萄

糖的 TSB 菌悬液 100 μL，然后加入不同浓度的

17BIPHE2 药物溶液、抗生素溶液和两种药物的混

合溶液 100 μL，37 °C孵育 24 h。每个浓度药物处

理组都有 6个复孔，阳性孔只加入菌悬液，阴性孔

只加入含有 1%葡萄糖的 TSB 培养基。培养结束

后，弃去培养基，用PBS冲洗 3次，以洗去杂质和

浮游菌，然后在各孔中加甲醇 200 μL 固定生物被

膜，15 min 后弃去甲醇，晾干后加入 0.1%结晶紫

200 μL染色 5 min，洗去多余染液，晾干，每孔加

入 200 μL 33%冰醋酸，酶标仪高速振荡 20 min后

测定波长 595 nm处的吸光度值。实验重复 3次。 

1.8  扫描电子显微镜观察成熟生物被膜结构 

按照 1.4 的方法在 24 孔板盖玻片建立生物被

膜，实验组分别加入 TSB培养基(含有 1%葡萄糖)

稀释的不同浓度的 17BIPHE2药物溶液、抗生素溶

液和两种药物的混合溶液 1 mL，对照组只加入培

养基。37 °C孵育 24 h后用无菌 PBS溶液轻轻漂

洗数次，2.5%戊二醛溶液固定，置 4 °C保存。标

本收集完成后送宁夏医科大学科技中心平台电镜

室。经过乙醇梯度脱水后，将样品放入临界点干燥

器内，干燥后的标本放入高真空蒸发器中，离子喷

溅仪喷金后运用扫描电子显微镜观察盖玻片上金

黄色葡萄球菌生物被膜的超微结构。 

2  结果与分析 

2.1  受试菌形成生物被膜能力定性及定量观察 

临床分离 S. aureus 05可在刚果红平板上形成

黑心状、干燥菌落，表明菌株具有形成生物被膜

能力，临床分离 S. aureus 07在刚果红平板上形成红

色、湿润菌落，表明菌株不会形成生物被膜(图 1)。 

结晶紫染色结果(图 2)分析，S. aureus 07测得

OD≤ODc为不黏附(0)，S. aureus 05测得 OD>4ODc

为强黏附(+++)。100 倍光学显微镜下结果分析得 

S. aureus 05菌体界限不清，且相互粘连，形成团块、

部分发生重叠、局部有散在菌体相连，大片团块形成

了具有独立单位的典型生物被膜结构，S. aureus 07细

菌散在分布，只有较少细菌粘连，大部分散在分

布。3种实验结果一致，表明 S. aureus 05可以形成

强黏附的生物被膜，可以作为后续实验菌株。 

 
 

 
 

图 1  刚果红平板测试法定性受试菌形成生物被膜能力 
Figure 1  Congo red plate identify the ability of biofilm 
formation  
Note: A: S. aureus 07; B: S. aureus 05. 
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图 2  结晶紫染色观察受试菌生物被膜形成能力 

Figure 2  Crystal violet staining identify the ability of biofilm formation 
Note: A: S. aureus 07; B: S. aureus 05. 
 

表 1  17BIPHE2 及常用抗生素抗 S. aureus (浮游菌)抗菌活性 
Table 1  The antimicrobial activity of 17BIPHE2 and antibiotics used alone against planktonic S. aureus 

抗菌药物 

Antibacterial drugs 

MIC (μmol/L) MBC (μmol/L) 

S. aureus 05 ATTC25923 S. aureus 05 ATTC25923 

抗菌肽 Antimicrobial peptide 17BIPHE2 8.000 8.000 8.000 16.000 

抗生素 Antibiotic     

红霉素 Erythromycin (ERY) >5 120 0.125 >5 120 0.250 

克拉霉素 Clarithromycin (CLR) >5 120 0.125 >5 120 0.125 

庆大霉素 Gentamicin (GEN) >5 120 1.000 >5 120 2.000 

万古霉素 Vancomycin (VAN) 0.500 1.000 1.000 1.000 

米诺环素 Minocycline (MNO) 0.250 0.250 0.500 0.500 

 

2.2  17BIPHE2、抗生素药物敏感性实验 

17BIPHE2和抗生素单独使用对金黄色葡萄球菌

的抗菌活性如表 1所示，该测试菌株对红霉素、克

拉霉素、庆大霉素耐药，推测可能与生物被膜形

成有关，对比17BIPHE2在8 μmol/L几乎可以完全抑

制细菌生长，表明 17BIPHE2具有良好的抑菌活性。

根据标准菌株结果分析 5种抗生素MIC均处于CLSI

推荐敏感范围，抗生素和17BIPHE2的MIC和MBC

结果并没有太大差异。通过图 3绘制的生长曲线可

以发现 17BIPHE2 在亚抑菌浓度就可以明显抑制    

S. aureus 05的生长，达到 1×MIC时几乎完全抑制

S. aureus 05的生长。 

17BIPHE2和抗生素联合应用抗 S. aureus抗菌

活性如表 2所示，17BIPHE2和两种抗生素联合应

用后 MIC 和 MBC 均有所下降，米诺环素较万古

霉素下降更为明显。 

2.3  抑制金黄色葡萄球菌黏附实验 

抑制金黄色葡萄球菌黏附实验观察 17BIPHE2、 

 

 
 

图 3  17BIPHE2 抑制 S. aureus 05 的生长曲线 
Figure 3  The growth curve of 17BIPHE2 inhibits      
S. aureus 05  
 

抗生素单独使用和联合应用对生物被膜早期黏附

的影响，如图 4、5所示。在细菌形成生物被膜的

早期，细菌会黏附到固定支持物上。在此阶段

17BIPHE2抑制 4 h黏附率达到 40%左右，米诺环

素抑制率达到 70%，而万古霉素对生物被膜早期 
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表 2  17BIPHE2、抗生素联合应用抗 S. aureus (浮游菌)抗菌活性 
Table 2  The antimicrobial activity of 17BIPHE2 combine with antibiotics against planktonic S. aureus 

抗菌药物 

Antibacterial drugs 

MIC (μmol/L) MBC (μmol/L) 

S. aureus 05 ATTC25923 S. aureus 05 ATTC25923 

17BIPHE2+万古霉素 

17BIPHE2+Vancomycin 
4.00+0.25 4.00+0.25 8.00+0.25 4.00+0.25 

17BIPHE2+米诺环素 

17BIPHE2+Minocycline 
2.00+0.06 2.00+0.06 2.00+0.06 4.00+0.12 

 
 

 
 
 

图 4  17BIPHE2、抗生素单独使用抑制金黄色葡萄球

菌黏附作用  
Figure 4  Inhibition of S. aureus attachment by 
17BIPHE2, antibiotics used alone 

 
 

 
 
 

图 5  17BIPHE2、抗生素联合应用抑制金黄色葡萄球

菌黏附作用 
Figure 5  Inhibition of S. aureus attachment by 
17BIPHE2 combine with antibiotics  

黏附并没有明显作用。使用 17BIPHE2联合两种抗

生素结果显示较单独使用抗生素其抑制黏附率均

有所下降，但经单因素方差分析两两比较结果显

示，17BIPHE2 联合米诺环素较单独使用米诺环素

其结果没有统计学意义，结果提示可能 17BIPHE2

联合米诺环素并没有协同作用。 

2.4  生物被膜形成抑制实验 

生物被膜形成抑制实验观察 17BIPHE2、抗生

素单独使用和联合应用对生物被膜早期黏附的影

响，如图 6、7 所示。在细菌形成生物被膜阶段，

17BIPHE2在 1×MIC抑制生物被膜产生率达到 35%

左右，在 1/4×MIC 也可以有效抑制生物被膜产

生。1×MIC 米诺环素抑制率达到 65%，而万古霉

素在 1×MIC 抑制率也达到 20%，但其亚抑菌浓度

对生物被膜产生并没有明显作用。使用 17BIPHE2

联合两种抗生素结果显示较单独使用抗生素其抑

制生物被膜产生能力均有所提高。结果表明在生

物被膜形成阶段 17BIPHE2 单独使用或与抗生素

联合作用在生物被膜形成阶段均具有较强的抑制

作用。 

2.5  扫描电子显微镜观察成熟生物被膜结构 

扫描电子显微镜观察生物被膜形成后

17BIPHE2、抗生素单独使用和联合应用对生物被

膜清除作用，如图 8、9 所示。实验结果显示，未

加药组生物被膜成膜良好，1/4×MIC 17BIPHE2 处

理组虽有细菌大量聚集但未见生物被膜形成，

1×MIC 17BIPHE2处理组细菌聚集量较亚抑菌浓度 
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图 6  17BIPHE2、抗生素单独使用对生物被膜形成的

影响 
Figure 6  Inhibition of the biofilm formation by 
17BIPHE2, antibiotics used alone  

 
 

图 7  17BIPHE2、抗生素联合应用对生物被膜形成的

影响 
Figure 7  Inhibition of the biofilm formation by 
17BIPHE2 combine with antibiotics  

 

 
 

图 8  17BIPHE2、抗生素单独使用对成熟生物被膜清除作用 
Figure 8  The effect of 17BIPHE2 or antibiotics used alone to remove mature biofilm 

注：A：未加药对照组；B：1/4×MIC 17BIPHE2 处理组；C：1×MIC 17BIPHE2 处理组；D：1×MIC 米诺环素处理组；E：1×MIC

万古霉素处理组. 
Note: A: Control; B: 1/4×MIC 17BIPHE2 treatment; C: 1×MIC 17BIPHE2 treatment; D: 1×MIC MNO treatment; E: 1×MIC VAN 
treatment. 

 

 
 

图 9  17BIPHE2、抗生素联合应用对成熟生物被膜清除作用 
Figure 9  The effect of 17BIPHE2 combine with antibiotics to remove mature biofilm 

注：A：未加药对照组；B：1×MIC 17BIPHE2联合米诺环素处理组；C：1×MIC 17BIPHE2联合万古霉素处理组. 
Note: A: Control; B: 1×MIC 17BIPHE2+MNO treatment; C: 1×MIC 17BIPHE2+VAN treatment. 
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明显减少，细菌散在存在，说明 17BIPHE2在亚抑

菌浓度就能促进生物被膜崩解，在 1×MIC 不仅使

生物被膜崩解，更能促进细菌黏附量大量减少。单

独使用抗生素组，生物被膜依然大量存在，说明

抗生素在生物被膜形成后难以进入细胞内，从而

不能发挥其抑菌作用。 

联合使用 17BIPHE2和抗生素发现，17BIPHE2

联合米诺环素难以清除成熟生物被膜，生物被膜依

然大量存在，可能在生物被膜成熟后阶段 17BIPHE2

不能与米诺环素发挥协同作用。17BIPHE2 联合万

古霉素组生物被膜完全被破坏，细菌大量崩解死

亡，细胞质外泄，说明 17BIPHE2联合万古霉素对成

熟生物被膜具有良好的清除作用。 

3  讨论 

金黄色葡萄球菌是一种普遍存在的革兰氏阳

性细菌，为常见的机会致病菌，可以定殖于人的

皮肤和鼻粘膜部。与其他革兰氏阳性细菌类似，

其致病性在很大程度上取决于生物被膜的产    

生[18]。微生物形成生物被膜的能力具有普遍性，

邢明勋等[19]报道 80%的微生物属于生物被膜种群，

常见的病原菌几乎都可以形成生物被膜。生物被膜

是造成慢性感染及病情迁延不愈的主要原因，而生

物被膜的产生可能与其耐药性密切相关[20]，目前主

要有抗生素渗透屏障、微环境改变、群体感性和应

激反应等几种学说[21]。生物被膜内细菌较浮游型细

菌其耐药性提高了 10−1 000倍，常用抗生素往往难

以对抗成熟阶段生物被膜[22]。相关文献证实大环内

酯类抗生素具有抗生物被膜特性[23]，但本研究证实

临床分离菌株对红霉素、克拉霉素耐药，难以发挥

其抑菌作用。因此探究新型对抗生物被膜药物成为

解决生物被膜相关感染的有效途径之一。 

抗菌肽 LL-37 作为 Cathelicdin 家族的唯一成

员，不仅具有抗细菌、真菌、病毒作用，而且还

具有结合与中和内毒素、趋化、促进血管生长及

抗肿瘤作用[24-26]。但其抗菌活性一般，因此本研

究团队选用美国内布拉斯加医学中心设计的 LL-37

衍生肽 17BIPHE2，实验证实其具有良好的抗金黄

色葡萄球菌浮游菌和生物被膜特性[15]。本文通过

微量肉汤稀释法和琼脂平板测定法检测 17BIPHE2

对该株强产膜菌 S. aureus浮游菌的抗菌活性，发现

在 8 μmol/L 就可有效抑制浮游菌生长，但与王广

顺实验室结果(3.1 μmol/L)[14]并不完全一致，分析

其原因可能与受试菌株不同和 17BIPHE2合成效能

差异有关。对比以往文献报道[27]，17BIPHE2 抗菌

活性较 LL-37 (>16 μmol/L)有所提高，与前期实验

结果一致[15]。进一步通过绘制细菌生长曲线发现，

在亚抑菌浓度该抗菌肽即具有良好的抑菌能力。 

据 Dean 等[28-29]报道，抗菌肽 LL-37 具有良好

的抗铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌生物被膜活

性，有效抑制其黏附聚集并促进成熟生物被膜分

散。D型 LL-37通过促进铜绿假单胞菌迁移导致生

物被膜形成减少，同时可以促进生物被膜相关基

因表达量下调。但LL-37联合抗生素抗 S. aureus生

物被膜报道相对较少，因此本研究主要探讨

17BIPHE2联合抗生素对 S. aureus生物被膜抑制作

用。通过刚果红平板测试法和结晶紫染色鉴定成

膜能力较强的的菌株，筛选出 S. aureus 05 并于   

96 和 24 孔板盖玻片上建立生物被膜模型。采用结

晶紫染色定量生物被膜黏附、形成阶段，发现该抗

菌肽在生物被膜形成各个阶段均有良好的抗生物被

膜能力，联合抗生素使用其抑菌能力较单独使用抗

生素进一步加强。扫描电子显微镜观察 17BIPHE2

对成熟生物被膜的清除作用发现亚抑菌浓度就可

以有效促进生物被膜的崩解。当抑菌浓度上升至

1×MIC 时细菌黏附量也明显下降，联合米诺环素

并未发现具有协同作用，联合万古霉素使用后细

菌大量崩解死亡。 

综上所述，17BIPHE2对浮游菌和生物被膜形

成阶段具有良好的抗菌活性。17BIPHE2联合万古

霉素对成熟生物被膜抗菌活性进一步提高。这为临

床生物被膜相关感染指导用药提供了一个新思路，

也为 17BIPHE2应用于临床提供了科学依据。关于

17BIPHE2 抑制生物被膜作用的相关机制尚未阐

明，有待进一步研究。 
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