
微生物学通报 Dec. 20, 2020, 47(12): 4205−4218 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.200029 

tongbao@im.ac.cn 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation items: National Natural Science Foundation of China (31702284); Double Subject Construction Plan of 
Sichuan Agriculture University (03571444); Sichuan Veterinary Medicine and Drug Innovation Group 
of China Agricultural Research System (SCCXTD-2020-18) 

*Corresponding author: E-mail: yinlizi@sicau.edu.cn 
Received: 09-01-2020; Accepted: 28-03-2020; Published online: 09-05-2020 
基金项目：国家自然科学基金(31702284)；四川农业大学双支计划(03571444)；国家农业产业技术体系四川兽药创新

团队专项(SCCXTD-2020-18) 

*通信作者：E-mail：yinlizi@sicau.edu.cn 

收稿日期：2020-01-09；接受日期：2020-03-28；网络首发日期：2020-05-09 

研究报告 

百里香酚联合苯唑西林对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 

(MRSA)生物被膜的影响 

严一舟  袁中伟  何泾正  戴雨芸  范维  尹立子* 
四川农业大学动物医学院  四川 成都  611130 

摘  要：【背景】耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(methicillin-resistant Staphylococcus aureus，MRSA)能以

生物被膜的状态存在，从而产生多重耐药性和持续性感染。【目的】通过研究百里香酚和苯唑西林单

用和联用对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌生物被膜的形成抑制和清除作用，探究联合用药对 MRSA 生

物被膜的影响，为临床联合应用抗 MRSA 药物提供理论依据。【方法】采用微量肉汤稀释法测定苯

唑西林对 MRSA 标准菌株 USA300 的最低抑菌浓度；采用结晶紫染色法和菌落计数法评估百里香酚

和苯唑西林单用和联用对 USA300 生物被膜形成抑制和清除作用。【结果】百里香酚和苯唑西林在亚

抑菌浓度下对 USA300 生物被膜的形成具有一定的抑制作用。在较高浓度下，百里香酚对其 24 h 和

72 h 形成的生物被膜有良好的清除作用，而苯唑西林无清除作用。两药联用对生物被膜的抑制和清

除作用进一步增强，在较低浓度下有较好的抑制和清除效果。【结论】百里香酚和苯唑西林联合用药

与单独用药相比，对 USA300 的生物被膜的抑制和清除作用增强，两药联合有协同抗菌作用。 

关键词：耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，联合用药，生物被膜，百里香酚，苯唑西林 

Effect of thymol combined with oxacillin on methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) biofilm 
YAN Yi-Zhou  YUAN Zhong-Wei  HE Jing-Zheng  DAI Yu-Yun  FAN Wei  YIN Li-Zi* 

College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural University, Chengdu, Sichuan 611130, China 

Abstract: [Background] Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) can exist in the state of 
biofilms, which results in multiple resistance and persistent infections. [Objective] By investigating the 
inhibition and clearance of thymol and oxacillin separately and concurrently on the biofilm formation of 
MRSA, the effects of combined medications on MRSA biofilms were explored to provide the theoretical 
basis for clinical combined application of anti-MRSA drugs. [Methods] Broth microdilution method was 
used to measure oxacillin minimal inhibitory concentration against USA300 strain. The effect of thymol and 
oxacillin separately and concurrently on the inhibition and clearance of biofilm formation in USA300 was 
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evaluated by crystal violet staining method and colony counting method. [Results] Thymol and oxacillin 
inhibited the formation of USA300 biofilm at subinhibitory concentrations. At high concentrations, thymol 
had good removal effects on the biofilm formed in 24 and 72 hours, while oxacillin had no removal effect. 
The inhibition and clearance effect of the combination of the two drugs on biofilms was further enhanced, 
and it had a better inhibition and clearance effect at low concentrations. [Conclusion] Compared with thymol 
and oxacillin alone, the combination of thymol and oxacillin has an enhanced inhibitory and clearance effect 
on the biofilm of USA300. The combination of the two drugs has a synergistic antibacterial effect. 

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Combined medication, Biofilm, Thymol, 
Oxacillin 

耐 甲 氧 西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (methicillin- 

resistant Staphylococcus aureus，MRSA)是一种具有

多重耐药性、毒性强、易感染且病死率高的病原

菌，可引起软组织感染、肺炎、心内膜炎和败血

症等严重感染[1-3]。MRSA 感染已成为世界范围内

最难解决的感染性疾病之一[4]。MRSA 对现有的氨

基糖苷类、β-内酰胺类和氟喹诺酮类等多种抗生素

耐药，目前寻找和开发新型抗 MRSA 感染的药物

已迫在眉睫[5-7]。细菌生物被膜(bacterial biofilm，

BF)通常指细菌吸附于生物材料或机体腔道表面，

分泌多糖基质、纤维蛋白、脂蛋白等，将其自身

包绕其中形成多层细胞簇的膜状物[8-9]。超过 99%

的细菌是以生物被膜的形式存在于环境中[10]。生

物被膜中的细菌分裂迟缓，对绝大多数抗菌药物

都不敏感[11]。生物被膜可保护细菌逃逸宿主免疫

和抗菌药物的杀伤作用，使细菌对药物产生高度

耐药性，从而导致临床感染的难治性[12-13]。耐甲

氧西林金黄色葡萄球菌能够形成生物被膜来抵抗

多种不良环境的影响，不易被清除，更容易造成

反复性、持续性的感染。很多药物对 MRSA 生物

被膜无抑制或清除作用，所以生物被膜的形成是

导致 MRSA 多重耐药性的主要原因之一[14]。目前

一般通过抑制生物被膜的形成和清除已经形成的

生物被膜两种途径来消灭生物被膜[15]。万古霉素

属于糖肽类抗菌药物，是全世界公认治疗 MRSA 

引起的重症感染的首选抗菌药物，对于 MRSA 引

起的败血症、心内膜炎、骨髓炎、肺内感染均有

良好疗效，但万古霉素具有肾毒性、耳毒性，长

期使用有过敏反应、过敏性休克、药物热、腹痛

等不良反应[16-18]。临床上对使用万古霉素要求慎

用、少用，所以开发新型有效的抗菌药物和寻找

新型的优良抗菌方法迫在眉睫。 

百里香酚(5-甲基-2-异丙基酚)，又名麝香草

酚，是一种植物来源的单萜类的天然活性小分子

物质[19-20]。相关研究表明百里香酚具有消炎、抗氧

化、抗肿瘤等作用，同时还对多种细菌有抑制作

用，有实验表明百里香酚能有效抑制 MRSA 标准株

USA300 生物被膜的形成，且呈浓度依赖性[21-23]。

苯唑西林(分子式：C19H19N3O5S)，是一种青霉素

类抗生素，通过抑制细菌细胞壁合成而发挥杀菌

作用，对金黄色葡萄球菌具有抗菌活性。苯唑西

林是临床常用抗生素，毒性极微，临床应用发生

反应者较少。百里香酚是活性小分子物质，毒性

低，中药成分和药效的特殊性，使得细菌很少对

其产生耐药性，将活性微弱的中药成分联合抗生

素使用，成为治疗耐药菌感染的新措施[24]。采用

百里香酚与苯唑西林联合使用的方法，探究联用

对 MRSA 的影响，既可避免万古霉素带来的不良

反应，又能降低这两种药的使用剂量，增强其抑

菌作用，防止和减少细菌耐药和不良反应的发

生。探究百里香酚联合苯唑西林对 MRSA 生物被

膜的抑制与清除作用，为临床抗 MRSA 感染提供

可靠的理论依据[25-27]。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

百里香酚[纯度>98%，色谱纯]，成都瑞芬思

生物科技公司；DMSO，上海浩然生物技术有限公
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司；苯唑西林，北京索莱宝生物科技有限公司；

MRSA 标准菌株 USA300(ATCC ® BAA-1 717)，美

国标准菌种库；LB 培养基、LBA 培养基、脑心浸

出液肉汤(BHI)，青岛日水生物科技有限公司。 

PBS 缓冲液，北京索莱宝生物科技有限公司；

乙酸溶液、甲醛溶液、结晶紫溶液，四川西陇化

工有限公司；Triton X-100，上海碧云天生物技术

有限公司。高压蒸汽灭菌锅，浙江景程生物科技

有限公司；紫外分光光度计，上海尤尼柯仪器有

限公司；酶标仪，Thermo 公司；超声波清洗机，

宁波新芝生物科技股份有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  苯唑西林对 USA300 最低抑菌浓度和生长曲

线测定 

采用微量肉汤稀释法测定苯唑西林的最低抑菌

浓度(minimal inhibitory concentration，MIC)值[28-29]。

实验设 3 次重复。 

USA300 在 2 mL 的 BHI 液体培养基中 37 °C

静置培养过夜后，按照 1:100 的体积比用 BHI 培

养基稀释，然后放置于恒温培养摇床 (37 °C，

200 r/min)培养。当菌液的 OD600为 0.3 时，平均分

装于 7 个锥形瓶中，加入苯唑西林药液，使培养

基中苯唑西林的最终质量浓度分别为 0、4、8、

16、32、64 和 128 μg/mL。再置于摇床中培养，在

培养 0、1、2、4、6、8、16 和 24 h 后测定不同苯

唑西林浓度培养基的 OD600 值，绘制生长曲线，

实验设 3 次重复[30]。  

1.2.2  百里香酚和苯唑西林亚抑菌浓度对 USA300

生物被膜的抑制实验 

根据 Zhang 等[31]的方法，采用结晶紫染色法评

估百里香酚和苯唑西林亚抑菌浓度对生物被膜形

成的影响，测定的百里香酚的质量浓度分别为 8、

16、32、64、128 μg/mL (苯唑西林的质量浓度为

2、4、8、16、32 μg/mL)。 

采用细菌菌落计数法测定加药后生物被膜的

细菌数。采用 Luo 等[32]的方法，使用 0.1%的 Triton 

X-100 和超声波清洗机超声 10 min 分离生物被膜

后，将各孔的连续稀释液置于 LB 琼脂板上培养  

24 h 后进行计数。 

1.2.3  百里香酚和苯唑西林对 USA300 生物被膜的

清除实验 

根据 Luo 等[32]、张文元等[33]的方法，使用结

晶紫染色法和菌落计数法测定 32、64、128、256

和 512 μg/mL 的百里香酚 (8、16、32、64 和   

128 μg/mL 的苯唑西林)处理 6、12、24、72 h 对形

成的 24 h 年轻的生物被膜和 72 h 成熟的生物被膜

的清除作用。实验重复 3 次，取平均值。 

1.2.4  百里香酚和苯唑西林联用部分抑菌浓度

(fractional inhibitory concentration，FIC)指数的测定 

根据梁蓓蓓等的实验方法[34]，计算两药联合

的 FIC 指数，实验设 3 次重复。 

计算分级抑菌浓度指数：FIC=甲药联用的

MIC/甲药单用的 MIC+乙药联用的 MIC/乙药单用

的 MIC。 

结果判断：FIC≤0.5 为协同作用，0.5<FIC≤1

为相加作用，1<FIC≤2 为无关作用，FIC>2 为拮抗

作用。 

1.2.5  百里香酚和苯唑西林联合使用对 USA300 生

物被膜的抑制实验 

根据 Luo 等[32]的方法，采用结晶紫染色法和

菌落计数法，测定在苯唑西林和百里香酚的质量

浓度分别为 32、16、8、4 μg/mL 和 128、64、32、

16 μg/mL 情况下，联合用药对 USA300 生物被膜形

成的抑制作用。实验重复 3 组，取平均值。 

1.2.6  百里香酚和苯唑西林联合使用对 USA300 生

物被膜的清除实验 

根据张文元等[33]、戴雨芸等[35]的方法，使用

结晶紫染色法和菌落计数法测定联合用药对形  

成的 24 h 年轻的生物被膜和 72 h 成熟的生物被  

膜的清除作用。药液浓度分别为 16、32、64、

128 μg/mL (百里香酚)和 4、8、16、32 μg/mL (苯

唑西林)。 

1.2.7  统计学分析 

采用 Prism7.0 对数据进行分析，组间两两比较

采用 t 检验法，结果表示为平均值±标准差。 
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2  结果与分析 

2.1  苯唑西林对 USA300 的最低抑菌浓度和生

长曲线 

苯唑西林对 USA300 的 MIC 为 64 μg/mL。由

图 1 可知，在苯唑西林的质量浓度较高(64 μg/mL

和 128 μg/mL)时，USA300 的生长被有效抑制；而

在苯唑西林质量浓度较低(4、8、16 μg/mL)时，

USA300的生长几乎没有被抑制。 

2.2  百里香酚和苯唑西林亚抑菌浓度对USA300

生物被膜的抑制实验 

为考察苯唑西林亚抑菌浓度对 USA300 生物被

膜形成能力的影响，对苯唑西林作用 18 h 后

USA300 的生物被膜进行了吸光度和菌落计数测

定。结果显示，对照组的 OD490 远远大于其他组

(图 2)。不同浓度(2、4、8、16、32 μg/mL)的苯唑

西 林 均 能 显 著 抑 制 USA300 生 物 被 膜 的 形 成

(P<0.01) 。 结 果 表 明 ， 苯 唑 西 林 能 有 效 抑 制

USA300 生物被膜的形成，并且呈浓度依赖性。 

百里香酚对 USA300 生物被膜形成的影响结果

显示，对照组 OD490 远大于其他组(图 3)。不同浓

度(8、16、32、64、128 μg/mL)的百里香酚均能极

显著抑制 USA300 生物被膜的形成(P<0.01)。实验

结果表明，百里香酚能有效抑制 USA300 生物被膜

的形成，且呈浓度依赖性。 

 
 

图 1  在 BHI 液体培养基中不同质量浓度的苯唑西林对

USA300 生长的影响 
Figure 1  Effects of different mass concentrations of 
oxacillin on USA300 growth in BHI liquid medium 

 
2.3  百里香酚和苯唑西林对 USA300 生物被膜

的清除实验 

生物被膜的清除实验结果如图 4 所示，不同浓

度(32、64、128、256、512 μg/mL)的百里香酚对

USA300 菌株 24 h 和 72 h 形成的生物被膜均有一定

的清除作用，对 24 h 形成的年轻的生物被膜和对

72 h 形成的成熟生物被膜的清除效果与无百里香酚

的对照组相比差异均极其显著(P<0.01)。结果表

明，百里香酚能有效清除 USA300 形成的生物被

膜，但随着加药时间的延长，USA300 有显著增长

的趋势，应是药效随着时间的延长而减弱或是

USA300 对百里香酚产生了轻微的耐药性。 

 

 
 
 

图 2  不同质量浓度的苯唑西林对USA300 生物被膜的抑制 
Figure 2  Inhibition of oxacillin with different mass concentration on USA300 biofilm  

注：A：吸光度测定；B：菌落计数. **：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验. 
Note: A: Absorption spectrometry; B: Colony count. **: Compare with blank control group, P<0.01, t test. 
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图 3  不同质量浓度的百里香酚对 USA300 生物被膜的抑制  
Figure 3  Inhibition of thymol with different mass concentration on USA300 biofilm  
注：A：吸光度测定；B：菌落计数. **：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验. 

Note: A: Absorption spectrometry; B: Colony count. **: Compare with blank control group, P<0.01, t test. 
 

 

 
 

图 4  不同浓度的百里香酚对 USA300 生物被膜的清除作用 
Figure 4  Clearance effect of thymol at different concentrations on USA300 biofilm  

注：A：生物被膜形成 24 h 后百里香酚清除不同时间的吸光度测定；B：生物被膜形成 24 h 后百里香酚清除不同时间的菌落计数；C：

生物被膜形成 72 h 后加入百里香酚作用不同时间的吸光度测定；D：生物被膜形成 72 h 后加入百里香酚作用不同时间的菌落计数. 
Note: A: Absorbance measurement of thymol removal biofilm at different time after the formation of biofilm for 24 hours; B: Colony count 
of thymol removal biofilm at different time after the formation of biofilm for 24 hours; C: Absorbance measurement of thymol removal 
biofilm at different time after the formation of biofilm for 72 hours; D: Colony count of thymol removal biofilm at different time after the 
formation of biofilm for 72 hours. 
 

苯唑西林对生物被膜的清除实验结果如图 5 所

示，不同浓度(8、16、32、64、128 μg/mL)苯唑西

林对 24 h 和 72 h 的生物被膜作用不同时间均无显

著差异(P>0.05)，实验表明，苯唑西林对 USA300

的生物被膜无明显的清除作用。 

2.4  联合用药 FIC 指数的测定 

如表 1 所示，百里香酚联合苯唑西林作用于

MRSA 标准菌株 USA300 的 FIC 指数计算如下：

FIC=32/256+8/64=0.25<0.5，表明百里香酚与苯唑

西林对 USA300 的抗菌作用表现为协同。 
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图 5  不同浓度的苯唑西林对 USA300 生物被膜的清除作用 
Figure 5  Clearance effect of oxacillin at different concentrations on USA300 biofilm  

注：A：生物被膜形成 24 h 后苯唑西林清除不同时间的吸光度测定；B：生物被膜形成 24 h 后苯唑西林清除不同时间的菌落计数；

C：生物被膜形成 72 h 后加入苯唑西林作用不同时间的吸光度测定；D：生物被膜形成 72 h 后加入苯唑西林作用不同时间的菌落

计数. 
Note: A: Absorbance measurement of oxacillin removal biofilm at different time after the formation of biofilm for 24 hours; B: Colony count 
of oxacillin removal biofilm at different time after the formation of biofilm for 24 hours; C: Absorbance measurement of oxacillin removal 
biofilm at different time after the formation of biofilm for 72 hours; D: Colony count of oxacillin removal biofilm at different time after the 
formation of biofilm for 72 hours. 
 
 
表 1  联合用药的 FIC 测定结果 
Table 1  FIC measurement results of combined 
medications 
Thymol 
concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

128 64 32 16 8 4 2 1 

512 − − − − − − − − 

256 − − − − − − − − 

128 − − − − − − − + 

64 − − − − − − + + 

32 − − − − − + + + 

16 − − − − − + + + 

8 − − − − + + + + 

4 − − − + + + + + 

注：+：该孔有菌；−：该孔无菌. 
Note: +: The hole has bacteria; −: The hole is sterile. 

2.5  联合用药对 USA300 生物被膜的抑制实验 

不同浓度的百里香酚与不同浓度的苯唑西林联

合使用对USA300生物被膜形成的抑制实验结果显示

(表 2、3)，不同浓度(16、32、64、128 μg/mL)的百

里香酚和不同浓度(4、8、16、32 μg/mL)的苯唑西

林联用均能极显著抑制 USA300 生物被膜的形成

(P<0.01)，两药联用增强了对 USA300 生物被膜形

成的抑制效果。 

2.6  联合用药对 USA300 生物被膜的清除实验 

百里香酚和苯唑西林联合使用对 USA300 形成

的生物被膜的清除实验结果(表 4−19)显示，与对照

组相比，不同浓度(16、32、64、128 μg/mL)的百
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里香酚和不同浓度(4、8、16、32 μg/mL)的苯唑

西林联用对 USA300 形成的 24 h 和 72 h 的生物被

膜均具有极显著的清除作用(P<0.01)。苯唑西林

和百里香酚联合使用增强了百里香酚对生物被膜

的清除作用，使其在亚抑菌浓度保持了较好的生

物被膜清除作用。联合用药对 72 h 成熟的生物被

膜的清除作用弱于对 24 h 年轻的生物被膜的清除

作用。 

 
表 2  不同浓度的百里香酚联合不同浓度的苯唑西林对 USA300 生物被膜形成的影响(OD490值) 
Table 2  Effects of different concentrations of thymol and oxacillin on the formation of USA300 biofilm (OD490 value) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 0.010±0.010** 0.133±0.010** 0.156±0.015** 0.177±0.013** 0.203±0.024** 

64 0.147±0.014** 0.177±0.012** 0.222±0.015** 0.349±0.031** 0.311±0.032** 

32 0.178±0.011** 0.227±0.016** 0.317±0.023** 0.442±0.022** 0.439±0.014** 

16 0.202±0.010** 0.296±0.019** 0.427±0.024** 0.641±0.021** 0.671±0.045** 

0 0.226±0.035** 0.308±0.034** 0.443±0.055** 0.746±0.041** 1.248±0.051 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 

 
表 3  不同浓度的百里香酚联合不同浓度的苯唑西林对 USA300 生物被膜形成的影响(Log10CFU) 
Table 3  Effects of different concentrations of thymol and oxacillin on the formation of USA300 biofilm (Log10CFU) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 6.173±0.045** 6.380±0.057** 6.553±0.037** 6.627±0.045** 6.810±0.039** 

64 6.367±0.037** 6.613±0.033** 6.827±0.041** 7.330±0.088** 7.220±0.062** 

32 6.467±0.062** 6.803±0.025** 7.233±0.039** 8.387±0.045** 8.481±0.032** 

16 6.670±0.057** 7.193±0.029** 8.200±0.029** 9.120±0.049** 9.510±0.054** 

0 7.210±0.062** 7.890±0.047** 8.810±0.062** 10.110±0.069* 11.463±0.098 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 

 
表 4  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 6 h 对形成 24 h 的 USA300 生物被膜的影响(OD490值) 
Table 4  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 6 h on the formation of USA300 biofilm for 
24 h (OD490 value) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 0.291±0.042** 0.245±0.037** 0.286±0.044** 0.340±0.03** 0.311±0.052** 

64 0.264±0.027** 0.472±0.012** 0.505±0.027** 0.627±0.027** 0.654±0.048** 

32 0.369±0.024** 0.610±0.021** 0.654±0.036** 0.824±0.029** 0.808±0.049** 

16 0.522±0.032** 0.686±0.023** 0.801±0.022** 1.064±0.042* 1.124±0.065* 

0 1.281±0.030 1.293±0.040 1.262±0.031 1.256±0.019 1.315±0.044 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
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表 5  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 6 h 对形成 24 h 的 USA300 生物被膜的影响(Log10CFU) 
Table 5  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 6 h on the formation of USA300 biofilm for 
24 h (Log10CFU) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 6.433±0.137** 6.970±0.094** 7.420±0.054** 8.413±0.039** 8.340±0.054** 

64 6.833±0.168** 8.113±0.065** 8.890±0.036** 9.340±0.054** 9.210±0.069** 

32 7.870±0.119** 9.013±0.050** 9.663±0.054** 9.653±0.370** 9.810±0.043* 

16 8.977±0.093** 9.583±0.095** 10.130±0.041* 10.650±0.048 10.830±0.062 

0 11.210±0.062 11.220±0.039 11.080±0.045 11.310±0.061 11.250±0.073 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 

表 6  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 12 h 对形成 24 h 的 USA300 生物被膜的影响(OD490值) 
Table 6  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 12 h on the formation of USA300 biofilm 
for 24 h (OD490 value) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 0.226±0.058** 0.221±0.019** 0.334±0.020** 0.322±0.028** 0.375±0.040** 

64 0.232±0.031** 0.634±0.019** 0.621±0.025** 0.831±0.015** 0.784±0.043** 

32 0.399±0.028** 0.724±0.024** 0.812±0.026** 1.073±0.051** 1.050±0.065** 

16 0.617±0.020** 0.780±0.024** 0.894±0.017** 1.251±0.029* 1.256±0.042* 

0 1.469±0.034 1.473±0.024 1.459±0.036 1.485±0.021 1.482±0.037 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 

表 7  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 12 h 对形成 24 h 的 USA300 生物被膜的影响(Log10CFU) 
Table 7  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 12 h on the formation of USA300 biofilm 
for 24 h (Log10CFU) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 6.273±0.087** 6.567±0.076** 6.840±0.067** 7.197±0.054** 7.310±0.029** 

64 7.537±0.108** 9.090±0.054** 9.370±0.161** 10.050±0.088** 10.220±0.032** 

32 8.017±0.139** 9.757±0.041** 10.240±0.057** 10.550±0.095* 10.820±0.061* 

16 9.560±0.104** 10.360±0.041* 10.587±0.05* 11.050±0.033 11.110±0.026 

0 11.640±0.058 11.510±0.063 11.770±0.049 11.590±0.062 11.810±0.069 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 

表 8  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 24 h 对形成 24 h 的 USA300 生物被膜的影响(OD490值) 
Table 8  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 24 h on the formation of USA300 biofilm 
for 24 h (OD490 value) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 0.268±0.030** 0.249±0.025** 0.316±0.027** 0.343±0.018** 0.474±0.05** 

64 0.415±0.028** 0.624±0.024** 0.757±0.018** 0.916±0.060** 0.963±0.057** 

32 0.532±0.019** 0.819±0.025** 0.939±0.022** 1.123±0.027** 1.193±0.085** 

16 0.703±0.047** 0.891±0.021** 1.004±0.040** 1.350±0.022** 1.492±0.054* 

0 1.636±0.035 1.727±0.034 1.771±0.023 1.783±0.009 1.683±0.041 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
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表 9  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 24 h 对形成 24 h 的 USA300 生物被膜的影响(Log10CFU) 
Table 9  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 24 h on the formation of USA300 biofilm 
for 24 h (Log10CFU) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 6.837±0.076** 6.863±0.046** 6.343±0.087** 6.850±0.045** 6.780±0.053** 

64 8.267±0.119** 9.030±0.048** 10.050±0.071** 10.320±0.069** 10.080±0.043** 

32 8.960±0.091** 10.410±0.049** 10.657±0.050** 11.070±0.053* 11.080±0.034* 

16 9.953±0.082** 10.710±0.053** 10.910±0.029** 11.393±0.050* 11.440±0.051* 

0 12.230±0.061 12.180±0.059 11.850±0.051 11.970±0.047 12.080±0.057 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 

表 10  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 72 h 对形成 24 h 的 USA300 生物被膜的影响(OD490值) 
Table 10  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 72 h on the formation of USA300 biofilm 
for 24 h (OD490 value) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 0.203±0.038** 0.289±0.055** 0.386±0.028** 0.502±0.037** 0.590±0.097** 

64 0.524±0.025** 0.787±0.032** 0.991±0.046** 1.141±0.025** 1.139±0.043** 

32 0.796±0.029** 1.095±0.053** 1.295±0.024** 1.517±0.029** 1.483±0.047** 

16 1.027±0.044** 1.285±0.036** 1.423±0.036** 1.636±0.035** 1.729±0.057** 

0 2.069±0.009 2.077±0.032 2.064±0.038 2.038±0.030 1.977±0.051 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 

表 11  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 72 h 对形成 24 h 的 USA300 生物被膜的影响(Log10CFU) 
Table 11  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 72 h on the formation of USA300 biofilm 
for 24 h (Log10CFU) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 6.483±0.103** 6.673±0.087** 7.210±0.062** 8.403±0.060** 8.310±0.120** 

64 8.853±0.180** 9.340±0.058** 10.300±0.034** 10.760±0.049** 10.560±0.111** 

32 9.963±0.167** 11.030±0.065** 11.230±0.046** 11.450±0.029* 11.320±0.093** 

16 10.830±0.127** 11.420±0.059** 11.610±0.049* 11.760±0.045* 11.770±0.124* 

0 12.220±0.165 12.120±0.123 12.340±0.135 12.070±0.116 12.370±0.112 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 

表 12  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 6 h 对形成 72 h 的 USA300 生物被膜的影响(OD490值) 
Table 12  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 6 h on the formation of USA300 biofilm 
for 72 h (OD490 value) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 0.758±0.042** 0.703±0.042** 0.696±0.033** 0.773±0.029** 0.653±0.058** 

64 0.846±0.050** 0.918±0.069** 0.778±0.036** 0.898±0.015** 1.004±0.062** 

32 0.916±0.033** 0.899±0.065** 0.907±0.031** 1.127±0.043** 1.376±0.056** 

16 1.006±0.022** 1.058±0.080** 1.056±0.065** 1.423±0.040** 1.489±0.070** 

0 1.842±0.060 1.832±0.025 1.899±0.024 1.817±0.038 1.766±0.047 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
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表 13  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 6 h 对形成 72 h 的 USA300 生物被膜的影响(Log10CFU) 
Table 13  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 6 h on the formation of USA300 biofilm 
for 72 h (Log10CFU) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 9.137±0.092** 9.083±0.102** 9.340±0.244** 9.790±0.126** 9.770±0.075** 

64 9.427±0.090** 9.680±0.114** 10.180±0.05** 10.330±0.117** 10.714±0.118** 

32 9.730±0.107** 9.873±0.092** 10.630±0.065** 11.050±0.052 11.064±0.126 

16 10.460±0.176** 10.553±0.060** 10.920±0.037* 11.350±0.078 11.513±0.134 

0 11.117±145 11.510±0.156 11.834±0.080 11.754±0.120 11.717±0.050 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 
表 14  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 12 h 对形成 72 h 的 USA300 生物被膜的影响(OD490值) 
Table 14  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 12 h on the formation of USA300 biofilm 
for 72 h (OD490 value) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 0.654±0.026** 0.598±0.049** 0.720±0.043** 0.816±0.056** 0.842±0.072** 

64 0.850±0.058** 0.801±0.049** 0.895±0.050** 1.084±0.042** 1.245±0.061** 

32 0.917±0.079** 0.980±0.040** 1.030±0.062** 1.335±0.043** 1.561±0.047** 

16 1.106±0.050** 1.129±0.049** 1.244±0.058** 1.618±0.033** 1.696±0.056** 

0 2.032±0.025 1.932±0.055 2.012±0.065 2.021±0.029 1.981±0.058 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 
表 15  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 12 h 对形成 72 h 的 USA300 生物被膜的影响(Log10CFU) 
Table 15  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 12 h on the formation of USA300 biofilm 
for 72 h(Log10CFU) 

Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 9.017±0.119** 9.460±0.065** 9.750±0.086** 9.870±0.110** 9.970±0.158** 

64 9.423±0.118** 10.140±0.078** 10.367±0.049** 10.500±0.124** 10.070±0.145** 

32 10.103±0.06** 10.437±0.076** 10.550±0.057** 10.993±0.103** 10.927±0.078** 

16 10.490±0.043** 10.570±0.102** 10.803±0.128** 11.470±0.091* 11.504±0.113 

0 11.603±0.188 11.567±0.168 12.007±0.208 11.505±0.132 11.907±0.108 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 

表 16  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 24 h 对形成 72 h 的 USA300 生物被膜的影响(OD490值) 
Table 16  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 24 h on the formation of USA300 biofilm 
for 72 h (OD490 value) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 0.781±0.037** 0.748±0.034** 0.856±0.053** 1.021±0.030** 1.039±0.041** 

64 0.836±0.034** 0.884±0.048** 0.976±0.038** 1.179±0.040** 1.439±0.073** 

32 0.804±0.056** 1.090±0.073** 1.122±0.082** 1.603±0.054** 1.756±0.058** 

16 1.118±0.052** 1.206±0.025** 1.406±0.045** 1.853±0.056* 1.976±0.058* 

0 2.211±0.047 2.015±0.077 2.121±0.041 2.090±0.037 2.168±0.033 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
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表 17  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 24 h 对形成 72 h 的 USA300 生物被膜的影响(Log10CFU) 
Table 17  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 24 h on the formation of USA300 biofilm 
for 72 h (Log10CFU) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 9.103±0.152** 9.490±0.131** 9.880±0.112** 10.637±0.111** 10.127±0.141** 

64 9.377±0.131** 9.637±0.077** 10.580±0.407** 10.993±0.127** 11.435±0.211** 

32 9.793±0.177** 10.213±0.159** 10.907±0.087** 11.450±0.073** 12.030±0.162 

16 10.523±0.173** 10.967±0.103** 11.360±0.098** 11.763±0.092* 12.637±0.125 

0 12.002±0.184 12.256±0.162 12.157±0.154 12.470±0.203 12.457±0.103 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 
表 18  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 72 h 对形成 72 h 的 USA300 生物被膜的影响(OD490值) 
Table 18  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 72 h on the formation of USA300 biofilm 
for 72 h (OD490 value) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 0.705±0.042** 0.807±0.042** 1.066±0.033** 1.195±0.029** 1.146±0.062** 

64 0.889±0.050** 1.116±0.069** 1.189±0.036** 1.423±0.015** 1.626±0.063** 

32 0.934±0.033** 1.223±0.065** 1.363±0.031** 1.790±0.043** 2.004±0.079** 

16 1.056±0.022** 1.394±0.080** 1.579±0.065** 2.068±0.040** 2.171±0.049* 

0 2.338±0.032 2.125±0.047 2.309±0.041 2.515±0.062 2.413±0.047 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 
表 19  不同浓度的百里香酚和苯唑西林联合作用 72 h 对形成 72 h 的 USA300 生物被膜的影响(Log10CFU) 
Table 19  Effects of thymol and oxacillin combined at different concentrations for 72 h on the formation of USA300 biofilm 
for 72 h (Log10CFU) 
Thymol concentration 
(μg/mL) 

Oxacillin concentration (μg/mL) 

32 16 8 4 0 

128 9.110±0.092** 10.383±0.102** 10.750±0.244** 11.153±0.126** 11.357±0.129** 

64 9.937±0.090** 10.743±0.114** 11.030±0.050** 11.573±0.117** 12.153±0.160* 

32 10.333±0.107** 11.003±0.092** 11.283±0.065** 11.933±0.052** 12.113±0.260* 

16 11.103±0.176** 11.347±0.06** 11.683±0.037** 12.367±0.078* 13.053±0.280 

0 13.320±0.250 12.62±0.310 13.180±0.170 13.020±0.340 13.12±0.050 

注：**：与空白对照组相比较，P<0.01，t 检验；*：与空白对照组相比较，P<0.05，t 检验. 
Note: **: Compare with blank control group, P<0.01, t test; *: Compare with blank control group, P<0.05, t test. 
 

3  讨论与结论 

目前 MRSA 感染已遍及全球，其耐药程度日

趋严重，MRSA 常形成生物被膜来对多种抗生素

产生不同程度的耐药，不易被清除，从而造成持

续性感染[34]。对 MRSA 感染有较好疗效的万古霉

素在使用时有大量的不良反应和毒副作用发生， 

采用毒性低、效果好的药物联合使用已成为目前

治疗 MRSA 感染的首选方案，抑制 MRSA 感染的

重点在于研究药物是否对其生物被膜有抑制和清

除作用。已有研究数据表明百里香酚对 USA300 

的 MIC 为 256 μg/mL，有显著的抑菌作用；在百里

香酚质量浓度较高时 USA300 的生长被有效抑制， 
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而在百里香酚质量浓度较低时 USA300 的生长几乎

没有被抑制[22]。本试验的 MIC 实验表明苯唑西林

对 USA300 的 MIC 为 64 μg/mL，抑菌效果显著。

本试验中生物被膜的抑制和清除实验表明百里香

酚对 USA300 的 24 h 和 72 h 的生物被膜均具有抑

制和清除作用，而苯唑西林对 USA300 的生物被膜

仅有抑制作用，无清除作用；联合用药实验表明，

百里香酚和苯唑西林的联合抗菌作用表现为协

同，百里香酚和苯唑西林联合用药对 USA300 生物

被膜的抑制和清除作用增强，高剂量下清除作用

明显，低剂量时 USA300 呈现缓慢增长的趋势。 

百里香酚对 USA300 的抑菌作用是通过改变细

胞膜通透性、破坏细菌细胞膜和细胞壁完整性、

干扰菌体内蛋白质代谢等途径来完成的[22]，同时

可抑制其生物被膜的形成并对其生物被膜产生清

除作用。苯唑西林是作用于细菌的细胞壁而对细

胞产生抑菌作用，当 MRSA 形成生物被膜后，阻

断苯唑西林和细菌细胞壁的接触，使苯唑西林对

已 形 成 生 物 被 膜 的 细 菌 无 清 除 作 用 ， 从 而 使

MRSA 对苯唑西林产生耐药性。采用百里香酚和

苯唑西林联合用药可以获得良好的抑菌效果。虽

然苯唑西林对生物被膜无清除作用，但是百里香

酚对生物被膜的清除作用可破坏生物被膜的完整

性，进而使苯唑西林可透过生物被膜对细菌产生

作用，从而使联合用药的清除作用得到增强。百

里香酚和苯唑西林联合使用对 24 h 和 72 h 形成的

生物被膜均具有良好的清除作用，但是生物被膜

形成时间越久，生物被膜的胞外多糖基质含量越

多[14]，从而导致形成时间更长的生物被膜更不易

被清除。联合用药在低剂量时清除生物被膜效果

较差，但是在高剂量下依然保持良好的清除效

果，所以治疗 MRSA 感染用药一定要及时有效，

尽早将 MRSA 清除干净。探究百里香酚和苯唑西

林联用对 MRSA 生物被膜的影响为临床上治疗

MRSA 感染提供了有力的方案，既避免使用单一

抗生素带来的安全问题，又有效抑制 MRSA 感

染，使临床上治疗 MRSA 感染更加便捷有效。 

综上所述，百里香酚和苯唑西林联合使用对

MRSA 的标准菌株 USA300 有显著的抑菌作用，而

且对 USA300 形成的生物被膜有良好的抑制和清除

作用，具有极大的应用潜力。对于苯唑西林能增强

百里香酚对 MRSA 的抗菌作用及对 MRSA 生物被

膜的抑制和清除作用，其作用机制还有待于进一步

研究。 
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