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摘　要　为寻找一种对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 (methicillin resistant Staphylococcus aureus , MRSA)具有抑制作用的

抗生素替代物 ,从 568株芽孢杆菌中筛选出抑MRSA的芽孢杆菌 5株 ,其中芽孢杆菌 6423的抑菌活性最强。生理生

化特性鉴定和 16s rDNA基因序列比对分析结果表明 ,菌株 6423为芽孢杆菌属枯草芽孢杆菌种 ( Bacillus subtilis)。该

菌株菌体破碎物、菌悬液、发酵上清液和活菌对 MRSA的抑菌效果表明 , B . subtilis 64 3的发酵上清液对 MRSA的

抑制效果最好。B . subtilis 64 3产生的胞外抑菌物质对MRSA具有良好的抑制效果。
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Abstract　Five strains out of 568 Bacillus is olates p rove d to have an anta gonistic action toward methicillin resistant

Stap hylococcus aureus (MRSA) . Among the 5 strains , Bacillus strain 6423 s howe d the best inhibitory effect a gainst

MRSA. Strain 6423 was identifie d as Bacillus s ubtillus bas e d on its morp hological and p hysiological2biochemical

p rop erties in combination with 16s rDNA s e quence analysis . Moreover , the cell2free extract , bacterial s usp ension and

s up ernatant from strain 6423 were us e d individually to examine their activity a gainst MRSA. It was s een that the culture

s up ernatant ha d the strongest action a gainst MRSA comp are d with the other treatments . This implie d that the

meta bolites p roduce d by B . s ubtillus 6423 ha d nota ble inhibition effect toward MRSA.
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　　自甲氧西林被应用于治疗产β 内酰胺酶的金

黄色葡萄球菌引起的感染不到 2年的时间里 ,就发

现了耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 (methicillin resistant

Staphylococcus aureus , MRSA) [1 ]。至今 ,其感染几乎

遍及全世界 ,已成为医院院内感染的重要病原菌之

一。MRSA表现为多重耐药性 ,对氨基糖苷类、大环

内酯类、四环素类、氟喹喏酮类、磺胺类、利福平均产

生不同程度的耐药 ,唯对万古霉素敏感[2 ]
;但自 1996

年日本报道了第 1例对万古霉素敏感性降低的金黄

色葡萄球菌后 ,美国、法国、我国香港、韩国等国家和

地区也相继有相关文献报道[3 4 ]。因此 ,寻找出一种

能够抑制MRSA的抗生素替代物成为亟待解决的问

题。目前我国多采用体外抑菌方法从中草药及其提

取物中筛选抗MRSA的物质 ,其中黄岑、黄连等表现

出较好的抑菌效果[5 6 ]
;但中草药成分复杂 ,其抑菌

机制分析较困难。已报道筛选出一株海洋放线菌 ,

对MRSA有较好的抑制效果[7 ]。芽孢杆菌代谢可产

生多种抑菌物质 ,已明确成分和结构的抑菌物质已
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被应用到临床医学、植物生防、畜牧业、食品保鲜等

各领域 ,但关于抑 MRSA的芽孢杆菌的筛选目前国

内尚未见报道。

本研究以 5株耐甲氧西林金黄色葡萄球菌为指

示菌 ,从本实验室保存的芽孢杆菌中筛选抑耐甲氧

西林葡萄球菌的芽孢杆菌 ,并进行相关抑菌试验。

1　材　料

111　菌种

1)指示菌。5 株耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

(MRSA1、MRSA2、MRSA3、MRSA4、MRSA5)由北京协

和医院临床分离。

2)芽孢杆菌。568 株芽孢杆菌为本实验室保

存 ,其中 343株分离自头发 ,225株分离自发酵食品。

112　培养基

MRSA和芽孢杆菌液体培养基为肉汤培养基 :

牛肉膏 3 g ,蛋白胨 10 g ,NaCl 5 g ,蒸馏水1 000 mL ,

pH710～712。固体培养基在液体培养基基础上加入

115 %～210 %的琼脂。

2　方　法

211　指示菌液和芽孢杆菌发酵液的制备

指示菌液的制备 : 分别从 MRSA1、MRSA2、

MRSA3、MRSA4、MRSA5的菌种斜面上挑取一环接入

10 mL肉汤培养基 , 放入 37 ℃摇床培养 , 转速

140 rΠmin ,发酵 14 h ,再用无菌水将菌液调整至

109 cfuΠmL ,放入4 ℃冰箱备用。

芽孢杆菌发酵液的制备 :从芽孢杆菌斜面挑取

一环接入肉汤培养基 ,其他步骤同上。

212　抑 MRSA芽孢杆菌的筛选

初筛采用点种法 :在平板表面涂布刚培养好的

指示菌液并晾干 ,从保藏芽孢杆菌的菌种斜面上挑

取一环 ,点在已涂布指示菌的平板上 ,将平板置于

37 ℃培养箱培养24 h ,观察有无抑菌圈并记录结果。

复筛使用牛津杯法 :在平板表面涂布刚培养好

的指示菌液并晾干。在涂布好菌悬液的平板上放入

牛津杯 ,吸取100μL的芽孢杆菌发酵液加入牛津杯 ,

在超净工作台上吹干。将平板置于 37℃培养箱培

养24 h ,使用卡尺测量抑菌圈直径。同时使用甲氧

西林、苯唑青霉素药敏纸片法作为阴性对照 ,使用万

古霉素作为阳性对照。药敏试验方法按照 NCCLS

规定的标准药敏方法进行[8 ]。

213　芽孢杆菌菌种的鉴定

生理生化鉴定按照《常见细菌系统鉴定手册》[9 ]

进行。16s rRNA序列测定由北京华大公司完成。

214　生长曲线的测定

种子液的制备同芽孢杆菌发酵液。发酵12 h

后 ,分别取200μL种子液注入10 mL肉汤培养基。0～

24 h ,按2 h间隔采样测定 , 560 nm下测定菌悬液的吸

光度 ,取 3次重复测定的平均值。

215　菌悬液、上清液、活菌及破碎物的制备[10 13 ]

菌悬液制备 :从菌种保藏斜面挑取一环接入

50 mL肉汤培养基 ,放入37 ℃摇床培养 , 140 rΠmin ,

发酵12 h ,用无菌水将发酵液调至108 cfuΠmL ,用于菌

悬液抑菌效果测定。

上清液制备 :将菌悬液于 4 ℃6 000 rΠmin离心

10 min后 ,上清液用于抑菌效果评价。

活菌和破碎物的制备 :离心后的菌体用无菌水洗

涤 2次 ,将菌液调至108 cfuΠmL ,分为 2份 ,分别用于活

菌抑菌效果测定和破碎物制备。破碎物的制备在冰

浴条件下进行 ,细胞破碎仪功率400 W ,工作5 s休息

5 s ,持续1 h。制得的破碎物用于抑菌效果测定。

216　数据处理方法

使用 SAS Version8软件对数据进行统计分析。

3　结　果

311　抑MRSA芽孢杆菌初筛结果

从 568株芽孢杆菌中筛选出抑MRSA的芽孢杆

菌 5株 ,编号为 67、68、97、64 3和 64 7。其中菌株

67、68、97分离自头发 ,菌株 64 3、64 7 分离自商

品白菜辣腐乳。

312　抑 MRSA芽孢杆菌复筛结果

抑菌圈直径测量结果见表 1。可以看出 ,甲氧

西林和苯唑青霉素对 5 株 MRSA均无抑制作用 ,万

古霉素对其则均有抑制作用。对抑菌结果进行方差

分析 ,结果表明 :在 a = 0105 水平上 ,菌株64 3对

MRSA1和MRSA4的抑制效果显著好于其他菌株 ;菌

株64 7对MRSA2的抑制效果显著好于菌株64 3、

67、68 ,这 3 株菌株间没有显著性差异 ;菌株64 3、

64 7、67对 MRSA3的抑制效果显著好于其他 2 菌

株 ,且三者间没有显著性差异 ;菌株64 3、64 7对

MRSA5的抑制效果显著好于其他菌株 ,且二者间没

有显著性差异。含菌量为10
8

cfuΠL的芽孢杆菌64 3

发酵液的抑菌效果与含30μg万古霉素的药敏纸片

抑菌效果相当。
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表 1　抑 MRSA芽孢杆菌复筛结果

Table 1　Results of screen for B1 spp1 against MRSA

菌株和药物
抑菌圈直径Πmm

MRSA1 MRSA2 MRSA3 MRSA4 MRSA5

64 3 16156 14130 14122 17103 19148

64 7 15186 16154 13147 14139 18141

67 13189 14135 13166 14194 14199

68 13163 14173 11118 14180 16189

97 13104 12178 11148 12150 14199

甲氧西林 0 0 0 0 0

苯唑青霉素 0 0 0 0 0

万古霉素 17181 17107 16194 17175 17127

　　注 :数据为 3个平行的平均值。

综合考虑抑菌效果 ,选择菌株 64 3 作为下一步研

究的目标菌株。

313　菌株 64 3的菌体特征

菌株 64 3 为菌体杆状、芽孢中生或近端生的

G+芽孢杆菌。

314　菌株 64 3的生理生化性质鉴定

根据生理生化鉴定结果可以初步鉴定芽孢杆菌

64 3为枯草芽孢杆菌 (表 2) 。

表 2　菌株 64 3生理生化鉴定结果

Table 2　Physiological and chemical identification

results of B1 spp1 64 3

试验名称 结果 试验名称 结果

棉子糖发酵 + 明胶液化 +

葡萄糖发酵 + 淀粉水解 +

麦芽糖发酵 + V P测定 +

甘露醇发酵 + 过氧化氢酶 +

乳糖发酵 + 葡萄糖产气 -

2 %NaCl 3 + 柠檬酸盐 +

5 %NACl 3 + 石蕊牛奶还原 +

7 %NaCl 3 + 运动性 +

10 %NACl 3 + 厌氧生长 -

　　注 : 3为体积分数 ;“+”为阳性反应 ,“ - ”为阴性反应。

315　16s rRNA测序结果

将 Bacillus spp1 64 3的16s rRNA序列送 GenBank

做 Blast 比较 ( GenBank accession number 为 Accession

EF472462) ,与菌株 B1 subtilis (Accession DQ401073)

同源性最高 ,为 99167 % ,因此该菌株鉴定为枯草芽

孢杆菌。该菌株基因序列如下。
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316　芽孢杆菌 64 3菌悬液、上清液、活菌及破碎

物的抑菌性能

　　从图 1可以看出 ,芽孢杆菌 64 3 菌体破碎物

对 5株耐药金黄色葡萄球菌均无抑制效果 ,而芽孢

杆菌 64 3上清液、菌悬液和活菌对这 5 株菌均有

抑制效果 ,但抑菌作用大小不同。方差分析结果表

明 : 在 a = 0105的水平上 ,上清液、菌悬液和活菌对

MRSA1、MRSA2、MRSA3、MRSA4、MRSA5的抑制效果

有显著性差异 ,上清液对其抑菌效果显著好于菌悬

液和活菌。因此可以推断 , B1 subtillus 64 3 的抑

菌作用是由菌体生长分泌的胞外物质造成的 ,与胞

内物质无关。

图 1　芽孢杆菌 64 3不同处理的抑菌活性

Fig. 1　Comparison of inhibitory effects of four

different treatments

4　结　论

本研究从 568 株芽孢杆菌中筛选出对 5 株

MRSA均有抑制作用的菌株 5株 ,其中菌株 64 3对

MRSA的抑制效果最好。经菌种鉴定确定 ,芽孢杆

菌 64 3为枯草芽孢杆菌 ( Bacilllus subtillus) 。抑菌

试验结果表明 , B1 subtillus 64 3 的抑菌作用主要

由胞外抑菌物质所致 ,与胞内物质无关。

枯草芽孢杆菌可以产生多种抑细菌或抑真菌类

物质 ,一般认为枯草芽孢杆菌产生抗菌物质的途径

分为核糖体途径和非核糖体途径合成 2种。核糖体

途径合成的抑菌物质包括枯草菌素 ( subtilin ) 、

Subtilosin和酶类等物质 ;非核糖体途径合成的抑菌

物质包括脂肽类、多肽类和其他多烯类等化合

物[14 ]。B1 subtillus 64 3发酵后产生的抑菌物质属

于何种类型 ,尚有待进一步研究。
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