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［摘要］ 目的：探讨热炎宁合剂（RYN）联合利奈唑胺（LNZ）对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）及其生物膜的抑制作

用。方法：采用微量稀释法测定 RYN 和 LNZ 对 MRSA 的最低抑菌浓度（MIC）；微孔板法检测在生物膜生长过程中 4 个时间点

（0，6，12，24 h）的 MRSA 给药前后活菌量的变化；扫描电镜观察 24 h 时 MRSA 形态学变化；细胞代谢组学技术检测在 4 个时间

点时两药联合干预 MRSA 的内源性小分子终端代谢物的变化。结果：RYN 和 LNZ 的 MIC 分别为 1/2 原液和 4 mg·L-1。单用

LNZ（2 mg·L-1）0 h 活菌量抑制效果优于 1/16 RYN 单用，6，12，24 h 则单用 1/16 RYN 优于单用 LNZ。RYN 联合 LNZ 在 4 个时

间点的抑制作用均优于单用组。两药联用对 24 h 时 MRSA 生物膜形态学结构的破坏优于单用组。环磷酸腺苷（cAMP），二磷

酸腺苷（ADP）-D-核糖和 2-甲基丁酰辅酶 A（2M-CoA）是与被膜形成相关的代谢物；LNZ 对这 3 个代谢物无治疗作用，RYN 在

12，24 h 分别对 2M-CoA 和 ADP-D-核糖产生影响；两药联用在 24 h 对三者均有治疗作用。L-色氨酸、苯丙酮酸、胞苷和癸二酸

是 LNZ 的药效代谢标志，相关的生物通路有苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成，苯丙氨酸代谢。L-组氨酸，尿酸，L-赖氨酸

等 4 个代谢物是 RYN 的药效标志，相关的生物通路有苯丙氨酸代谢和氨酰转移核糖核酸的生物合成。L-色氨酸，L-赖氨酸，鞘

氨醇-1-磷酸等 9 个代谢物与两药联用的药效相关，相关的生物通路有氨酰转移核糖核酸的生物合成，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨

酸的生物合成，新生霉素生物合成和酪氨酸代谢。结论：RYN 联合 LNZ 干预 MRSA 在其生物膜生长的各时间点均有抑菌增效

作用；抑制被膜的机制与 cAMP 代谢相关；两药联合增效作用则与氨酰转移核糖核酸的生物合成，苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸

的生物合成相关。RYN 与 LNZ 联用可作为临床治疗 MRSA 感染的潜在有效方案。
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［Abstract］ Objective： To investigate the inhibitory effects and mechanism of Reyanning mixture

（RYN）combined with linezolid（LNZ）against methicillin-resistant Staphylococcus aureus（MRSA）and its

biofilm. Method： The minimum inhibitory concentrations（MICs）of RYN and LNZ against MRSA were

determined by microdilution assay. The microplate method was used to detect the changes in viable count before

and after MRSA administration at four time points（0，6，12，24 h）in the process of biofilm growth. The

morphological changes of MRSA after 24 h were observed by scanning electron microscope. Metabonomic

technique was applied to analyze the changes in terminal metabolites of endogenous small molecules from MRSA

treated by the two drugs at four time points. Result：The MICs of RYN and LNZ were 1/2 of the stock solution

concentration and 4 mg·L-1，respectively. The inhibitory effect of LNZ（2 mg·L-1）against viable bacteria at 0 h

was better than that of 1/16 RYN. At 6，12，24 h，1/16 RYN was superior to LNZ in inhibiting MRSA. The

inhibitory effects of RYN combined with LNZ were better than those of RYN or LNZ alone at the four time

points. RYN combined with LNZ caused more severe damages to the morphological structure of MRSA biofilm

at 24 h than RYN or LNZ alone. Cyclic adenosine monophosphate（cAMP），adenosine diphosphate（ADP）-D-

ribose and 2-methylbutanoyl-coenzyme A（2M-CoA），as the metabolites related to biofilm formation，were

immune to LNZ，but 2M-CoA and ADP-D-ribose were influenced by RYN at 12 h and 24 h. The combined use

of RYN and LNZ interfered with the three metabolites at 24 h. L-tryptophan，phenylpyruvic acid，cytidine and

sebacic acid were the pharmacometabolic markers of LNZ， and the related biological pathways were

phenylalanine，tyrosine and tryptophan biosynthesis and phenylalanine metabolism. Four metabolites such as L-

histidine，uric acid，and L-lysine were the pharmacometabolic markers of RYN，with phenylalanine metabolism

and aminoacyl-transfer ribonucleic acid（tRNA）biosynthesis confirmed as the related biological pathways. Nine

metabolites such as L-tryptophan，L-lysine，and sphingosine-1-phosphate were responsible for the efficacy of

RYN combined with LNZ. The related biological pathways involved aminoacyl-tRNA biosynthesis，

phenylalanine， tyrosine and tryptophan biosynthesis， novobiocin biosynthesis， and tyrosine metabolism.

Conclusion：RYN combined with LNZ better exerts the inhibitory effects against MRSA at each time point of

its biofilm formation，which is attributed to cAMP metabolism. The synergistic effect resulted from aminoacyl-

tRNA biosynthesis and phenylalanine，tyrosine and tryptophan biosynthesis. RYN combined with LNZ can serve

as a potentially effective solution to MRSA infection.

［Key words］ Reyanning mixture； linezolid； drug combination； methicillin-resistant Staphylococcus

aureus（MRSA）；biofilm；bacterial morphology；metabonomics

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）是公认的

“超级细菌”，严重威胁全球卫生安全［1］。利奈唑胺

（LNZ）是临床治疗 MRSA 的首选抗生素之一。但

LNZ 的治疗窗较窄，不良反应发生率高，且随着使

用率的增加，已出现对 LNZ 产生耐药的 MRSA 菌

株［2］。生物膜的形成是 MRSA 耐药产生的重要机制

之一，其赋予了 MRSA 对抗生素的抵抗力。50% 的

院内感染与生物膜有关，破坏生物膜结构已成为临

床有效治疗细菌感染的研究热点［3］。为应对抗生素

治疗 MRSA 出现的耐药现象及毒副反应，研究人员

将目光转移至中药领域，以寻找潜在的抗菌药物。

热炎宁合剂（RYN）是一种具有清热解毒功效

的中成药，由蒲公英、虎杖、北败酱、半枝莲组成，主

要含有大黄素、大黄蒽醌、虎杖苷、黄酮等有效成

分 。 有 研 究 表 明 ，RYN 对 金 黄 色 葡 萄 球 菌

Staphylococcus aureus 具有一定的抑制作用，其中蒲

公英也能抑制其生物膜［4］。联合用药是目前临床治

疗复杂疑难病症的主要方式。以整体论为用药指

导的中药与以还原论为指导的西药联用有望发挥

优势互补、协同增效减毒的作用。例如，临床上常

用抗生素与 RYN 联合治疗肺炎、化脓性扁桃体炎等

细菌性感染的疾病［5］。另外，有研究显示，中药可抑

制生物膜生长、破坏生物膜结构，有助于抗生素与

生物膜深处的休眠细菌有效接触，更大程度地抑杀

细菌［6］。

综 上 分 析 ，本 实 验 拟 探 讨 RYN 联 合 LNZ 在

MRSA 生物膜生成的各阶段对生物膜及膜内活菌

的抑制作用，在明确两药联合对 MRSA 的协同抑制
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效应的基础上，通过内源性终端代谢物分析阐释两

药联合协同机制，可以为 RYN 与 LNZ 联合治疗

MRSA 感染方案的确立和优化奠定基础，并为更加

安全有效的临床用药提供实验依据。

1 材料

BIO Ⅱ Advance 型生物安全柜（西班牙泰事达

公司），iMark 型酶标仪（美国 Bio-Rad 公司），THZ-D

型恒温振荡培养箱（苏州培英实验设备有限公司），
KBF-240 型恒温恒湿培养箱（上海森信实验仪器有

限公司），V-1100 型紫外分光光度计（上海美普达仪

器有限公司），770006 型高压灭菌锅（日本三洋公

司），ELX50 型全自动八道洗板机（美国伯腾仪器有

限公司），S-3400N 型扫描电子显微镜（日本日立公

司），QL-902 型旋涡振荡器（海门市其林贝尔仪器制

造 有 限 公 司 ），Allegra X-15R 型 离 心 机（ 美 国

Beckman 公司），ABI7500 型荧光定量聚合酶链式反

应（PCR）仪（美国 Applied Biosystems 公司）；C18 色

谱柱（2.1 mm×100 mm，1.8 μm），1290 Infinity 型二

元液相色谱系统和 6545 型四极杆 -飞行时间液质联

用系统（美国安捷伦公司）。
热 炎 宁 合 剂（ 国 药 准 字 Z20050493，批 号

180411），处方包含蒲公英 372 g，虎杖 372 g，北败酱

372 g，半枝莲 186 g，规格 100 mL×1 瓶/盒，由清华德

人西安幸福制药有限公司提供；利奈唑胺注射液

（挪威 Fresenius Kabi Norge AS，批号 18D29U77）；
LB 培养基配方包含 10 g·L-1胰蛋白胨，10 g·L-1氯化

钠和 5 g·L-1 酵母提取物，使用超纯水配制而成；胰
蛋白胨 LP0042 和酵母提取物 LP0021（英国 Oxoid

公司，批号分别为 1863590，1390139-02），氯化钠

（中国医药集团有限公司，批号 20180509）；2，3-双

（2-甲氧基 -4-硝基 -5-磺苯基）-2H-四唑 -5-甲酰胺内

盐（XTT），吩嗪硫酸甲酯（PMS）和 2，3，5-三苯基氯

化 四 氮 唑（TTC）（美 国 Sigma 公 司 ，批 号 分 别 为

X4626，P-9625，17779-10X10ML-F）。
从北京东直门医院呼吸科住院患者痰液提取

分离获得 MRSA 菌株。实验菌株已经过实验室内

连续 10 代的空白培养和 5 代的相关抗生素诱导培

养研究，两者前后药物最低抑菌浓度（MIC）稳定不

变，证明具有遗传稳定性［7］。

2 方法

2.1 MIC 测定 采用标准微量肉汤倍比稀释法测

定 RYN 和 LNZ 对浮游 MRSA 的 MIC［8］。从 MRSA

平板中挑取单菌落置于 LB 培养基，震摇过夜。次

日于 600 nm 处测定吸光度 A600 nm，将菌液稀释至

A600 nm=0.02。取 96 孔板，RYN 浓度梯度范围为 1/2~

1/1 024 RYN 原液，LNZ 的质量浓度梯度处于 32~

0.062 5 mg·L-1，每孔 100 μL。同时设置阴性孔（LB

培养基 200 μL）和阳性孔（菌液 200 μL）。于 37 ℃，

相对湿度（RH）80% 培养 24 h 后，加入 0.25% TTC 染

液 30 μL，继续培养 30 min，肉眼直接观察培养孔内

呈现颜色，以阴性孔为参考，红色代表孔内含菌，反

之则无。因 RYN 药液颜色过深会影响 TTC 染色结

果观察，故使用平板划线法观测 RYN 组 MIC 检测结

果。使用接菌环蘸取 RYN 96 孔板各浓度待测孔中

液体在 LB 固体培养基的不同分区逐一划线，于

37 ℃，RH 80% 培养 16 h，观察平板内细菌生长情

况，以阴性孔划线结果为参考，若划线平板长菌则

表示该待测孔内含菌，反之则无。实验重复 3 次。

2.2 药物对 MRSA 生物膜生长不同时期内活菌量

的影响 采用分级抑菌浓度指数（FICI）判断药物联

用最佳配伍比方法确定 RYN 与 LNZ 的最佳配伍剂

量，通过微孔板法检测药物对 MRSA 生物膜内活菌

量的影响［9］。菌液的配制方式同 2.1 项。取 4 个无

菌 96 孔板，向各孔内加入菌液 100 μL，于 37 ℃，RH

80% 条件下分别培养 0，6，12，24 h 后取出。空白组

选择 LB 培养基，RYN 单用组浓度为 1/16 RYN 原液

（1/16 RYN），LNZ 单用组质量浓度为 2 mg·L-1，各

100 μL；联用组为 2 mg·L-1 LNZ+1/16 RYN，LNZ 与

RYN 各 50 μL。加入药物培养 24 h 后，用 0.9% 氯化

钠洗板 2 次，除去孔中的悬浮细菌，以 XTT-PMS

（200∶1）混合染液分别对生物膜染色，利用酶标仪

于 450 nm 处检测微孔板中活菌量。

2.3 扫描电镜（SEM）观察药物对 MRSA 成熟生物

膜的影响 于 0.5 cm×0.5 cm 灭菌载玻片上培养

MRSA 24 h 成熟生物膜形成［9-10］。弃去浮游细菌后，

分 别 加 入 2 mg·L-1 LNZ，1/16 RYN 和 2 mg·L-1

LNZ+1/16 RYN，设置同体积 LB 培养基为空白组。

于 37 ℃，RH 80% 培养 24 h 后弃去上清液，使用 4%

戊二醛前固定，1% 锇酸后固定，乙醇逐级梯度脱

水，100% 叔丁醇置换，冷冻干燥、喷金后置于 SEM

下观察，拍照。

2.4 药物对 MRSA 生物膜不同时期内源性小分子

终端代谢物的影响

2.4.1 样品收集及预处理 菌液配制方式同 2.1

项。用无菌锥形瓶培养菌液，于 37 ℃，RH 80% 分

别培养 0，6，12，24 h 后取出，加入配制好的药液，给

药情况同 2.2 项，震荡过夜。次日加入等量淬灭剂

（60% 甲醇）淬灭，手动摇匀 5 s。将淬灭好的菌液以
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3 000 r·min-1，4 ℃离心 10 min（离心半径 20.78 cm）。
去除上清液，将菌体于-80 ℃保存。检测前样品于

常温下解冻，用甲醇沉淀蛋白，充分涡旋 30 s，高速

离心（4 ℃，12 000 r·min-1，15 min，离心半径 7 cm）；
移取上清液 200 μL，转入进样小瓶。

2.4.2 检测条件 色谱柱为 C18色谱柱，色谱条件为

柱温 40 ℃，流速 0.4 mL·min-1，流动相选择 0.1% 甲

酸水溶液（A）-0.1% 甲酸乙腈溶液（B）梯度洗脱（0~

2 min，95%A；2~13 min，95%~5%A；13~15 min，

5%A），进样量 4 μL，自动进样器温度 4 ℃。质谱条

件为采用电喷雾离子源（ESI），正、负离子模式检

测；正离子模式下毛细管电压 4 kV，锥孔电压设定

35 kV，离子源温度 100 ℃，脱溶剂气温度 350 ℃，反

向锥孔气流 50 L·h-1，脱溶剂气流速 600 L·h-1，萃取

锥孔电压 4 V；负离子模式下毛细管电压 3.5 kV，锥

孔电压 50 kV，离子源温度 100 ℃，脱溶剂气温度

300 ℃，反向锥孔气流 50 L·h-1，脱溶剂气流速设定

700 L·h-1，萃取锥孔电压 4 V；离子扫描时间 0.03 s，

扫描时间间隔 0.02 s，数据采集范围 m/z 50~1 000。

2.4.3 数据分析 运用 Mass Profiler 12.5 对超高效

液相色谱 -四极杆 -飞行时间质谱法（UPLC-Q-TOF-

MS）数据进行预处理，正离子模式下得到 6 623 个特

征谱峰，负离子模式下获得 3 581 个特征谱峰；组织

二维数据矩阵，导入 SIMCA-P 13.0 软件进行分析，

并进行 t 检验和对 P 采用 Benjamini-Hochberg 方法

进行错误发现率校正，通过变量投影重要性（VIP）
值（VIP 值>1），P（P<0.01）和差异倍数（FC）（FC<-3

倍和 FC>3 倍）确定显著性差异代谢物。对确定的

代 谢 物 采 用 MetaboAnalyst 4.0（https：//www.

metaboanalyst.ca/）进行代谢通路富集分析。

3 结果

3.1 RYN，LNZ 对抗 MRSA 的 MIC TTC 染色结

果显示，LNZ 待测孔未显红最小质量浓度 4 mg·L-1，

见图 1（A）。图 1（A）中 RYN 96 孔板各浓度待测孔

结果与图 1（B）平板分区划线结果一致，RYN 各待

测浓度与阴性孔的划线结果比较，1/2 RYN 区域未

长菌。综上分析，确定 MICRYN 为 1/2 RYN 原液，

MICLNZ为 4 mg·L-1。

3.2 RYN 和 LNZ 联合对 MRSA 生物膜不同时期内

活菌量的影响 由图 2 可知，各时间点内药物干预

后的 MRSA 生物膜内活菌量与空白组相比均显著

下降（P<0.01）。在 0 h 时，2 mg·L-1 LNZ 组药效显著

优于 1/16 RYN 组（P<0.01）；在 6 h 时，2 mg·L-1 LNZ

组与 1/16 RYN 组的药效差异无统计学意义；而 12，

24 h 时，1/16 RYN 组均优于 2 mg·L-1 LNZ 组（P<

0.05，P<0.01）。2 mg·L-1 LNZ+1/16 RYN 组在 0，6，

24 h 中明显优于 1/16 RYN 组（P<0.05，P<0.01），4 个

时间点均优于 2 mg·L-1 LNZ 组（P<0.05，P<0.01）。
3.3 RYN 和 LNZ 联合对 MRSA 生物膜形态学的影

响 由图 3 可知，24 h 后空白组的 MRSA 生物膜完

整，细菌排列紧密，菌体表面光滑且大小均一。然

而，2 mg·L-1 LNZ 组 MRSA 在 LNZ 作用下膜结构不

如空白组完整，但细菌排列仍较为紧密，菌体表面

光滑、大小均一。1/16 RYN 组 MRSA 生物膜结构则

受到破坏，细菌排列松散，菌体大小不均。与此同

时，2 mg·L-1 LNZ+1/16 RYN 组 MRSA 生物膜的结

构受到了破坏，菌体大小不一且出现空壳结构。

3.4 RYN 和 LNZ 对生物膜终端代谢物的影响

3.4.1 对生物膜生长相关代谢标志的影响 通过

A.LNZ 和 RYN 的 TTC 显色；B.RYN 检测孔平板划线

图 1 LNZ和 RYN对 MRSA的 MICs

Fig. 1 MICs of LNZ and RYN against MRSA

与空白组比较 1）P<0.01；与 2 mg·L-1 LNZ 组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；
与 1/16 RYN 组比较 4）P<0.05，5）P<0.01

图 2 RYN和 LNZ对 MRSA生物膜不同时期内活菌量的影响

Fig. 2 Effects of RYN and LNZ on viable contents in MRSA

biofilm at different time points
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空白组中 6，12，24 h 与 0 h 的差异代谢物进行对比，

发现了 3 个与 MRSA 生物膜生长相关的代谢标志，

分别为环磷酸腺苷（cAMP），二磷酸腺苷 -D-核糖

（ADP-D-ribose）和 2-甲基丁酰辅酶 A（2M-CoA），见
表 1。在 2 mg·L-1 LNZ 组 4 个时间点的代谢物谱中，

2M-CoA 并未出现。1/16 RYN 组中 2M-CoA 在 12 h

时出现且相较同时间点空白组含量降低。2 mg·L-1

LNZ+1/16 RYN 组中 24 h 时间点 2M-CoA 的含量相

较于同时间点空白组同样出现降低。cAMP 在生物

膜生长 12 h 时出现并随着时间的增加含量有所降

低，在 2 mg·L-1 LNZ 组中 cAMP 仅在 12 h 的时间点

出现，且含量与同时间点空白组相比出现增加，变

化趋势相同，不具有治疗意义。在 1/16 RYN 组 4 个

时间点的代谢物谱中，cAMP 并未出现，表明 1/16

RYN 对其无影响。 2 mg·L-1 LNZ+1/16 RYN 组中

24 h 时间点 cAMP 的含量与同时间点空白组相比出

现降低，表明两药联用对其具有治疗作用。ADP-D-

ribose 含量随生物膜形成时间增加而减少，2 mg·L-1

LNZ 组 ADP-D-ribose 在 6，24 h 出现，2 个时间点的

含量变化趋势与同时间点空白组相同。 ADP-D-

ribose 在 1/16 RYN 组 24 h 时间点出现，且含量与同

时间点空白组相比出现升高，这一结果与 2 mg·L-1

LNZ+1/16 RYN 组相同，表明 1/16 RYN 及两药联用

均可对 ADP-D-ribose起到一定的治疗作用。

3.4.2 LNZ 干预 MRSA 的药效代谢标志分析 将

2 mg·L-1 LNZ 组 4 个时间点与空白组 0 h 的差异代

谢物进行对比，发现了 4 个代谢标志物，分别为苯丙

酮酸、胞苷、癸二酸和 L-色氨酸（L-Trp），见表 2。对

这 4 个代谢标志物进行通路分析后发现，与 LNZ 药

效显著相关的通路为苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的

生物合成、苯丙氨酸代谢。

3.4.3 RYN 干预 MRSA 的药效代谢标志 将 1/16

RYN 组 4 个时间点与空白组 0 h 的差异代谢物进行

对比分析，发现了 4 个代谢标志，分别为 L-组氨酸

（L-His），尿酸，L-赖氨酸（L-Lys）和鞘氨醇 -1-磷酸

（S1P），见表 3。对这 4 个代谢标志物进行通路分析

后发现，与 RYN 药效显著相关的通路为苯丙氨酸代

谢和氨酰转移核糖核酸的生物合成。

3.4.4 RYN 与 LNZ 联用干预 MRSA 的药效代谢标

志 将 2 mg·L-1 LNZ+1/16 RYN 组 4 个时间点与空

白组 0 h 的差异代谢物进行对比，结果发现 9 个代谢

标志，分别为 L-Trp，尿苷，L-酪氨酸（L-Tyr），蔗糖，

A. 空白组；B.2 mg·L-1 LNZ 组；C.1/16 RYN 组；D.2 mg·L-1 LNZ+

1/16 RYN 组

图 3 RYN和 LNZ对 MRSA成熟生物膜的影响（SEM，×1 万）
Fig. 3 Effects of LNZ and RYN on mature MRSA biofilm

(SEM，×10 000)

表 1 MRSA生物膜生长相关的代谢标志及不同给药干预对其的影

响

Table 1 Effect of different drug interventions on metabolic

markers related to MRSA biofilm growth

组别

空白

2 mg·L-1 LNZ

1/16 RYN

2 mg·L-1 LNZ+

1/16 RYN

t/h

6

12

24

0

6

12

24

0

6

12

24

0

6

12

24

FC

cAMP

-

6.071

4.493

-

-

3.192

-

-

-

-

-

-

-

-

-4.947

ADP-D-ribose

-3.691

-4.600

-5.387

-

-6.439

-

-11.314

-

-

-

4.462

-

-

-

4.324

2M-CoA

5.314

6.878

7.369

-

-

-

-

-

-

-6.797

-

-

-

-

-4.962

注：正数代表此代谢物含量上升，负数代表此代谢物含量下降。

表 2 LNZ干预 MRSA的药效代谢标志

Table 2 Pharmacometabolic markers of LNZ against MRSA

代谢标志物

L-Trp

苯丙酮酸

胞苷

癸二酸

FC

0 h

-3.519

13.099

-3.472

-7.178

6 h

-3.519

7.271

3.857

5.586

12 h

-3.016

13.628

5.180

7.127

24 h

-3.136

3.852

6.889

9.140
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L-脯氨酸（L-Pro），犬尿氨酸（Kyn），酪氨酸甲酯

（TME），L-Lys，S1P，见表 4。对这 9 个代谢标志物进

行通路分析后发现，与联合用药药效显著相关的通

路为氨酰转移核糖核酸的生物合成，苯丙氨酸、酪

氨酸和色氨酸的生物合成，新生霉素生物合成和酪

氨酸代谢。

4 讨论

MRSA 作为典型耐药病原菌，严重威胁着人类

健康。生物膜是 MRSA 重要的致病和耐药原因之

一［11］。生物膜帮助细菌在宿主组织中定植，同时作

为细菌在体内传播的毒素之一，其也是造成高发病

率和病死率的慢性感染源［12］。成熟生物膜结构为

细菌的生存提供物理和化学保护屏障，如外排泵激

活、新酶的获得和药物靶标的突变等［3］。其增强了

细菌对抗菌剂和宿主免疫反应清除的抵抗力，妨碍

了抗生素药效的正常发挥［13］。LNZ 作为细菌蛋白

质合成抑制剂，需作用于细菌 50S 核糖体亚单位，抑

制信使核糖核酸（mRNA）与核糖体连接，阻止蛋白

质合成［14］。但位于生物膜中心代谢缓慢的休眠细

菌与胞外基质产生的静电排斥作用对 LNZ 的治疗

产生了负面影响，难以完全清除附着的生物膜，由

此造成细菌的反复感染与全身性扩散［15］。因此，抑

制生物膜已成为开发针对细菌感染的新型治疗方

案的关键目标。中药在对抗细菌感染方面具有良

好的药效，具体表现在对生物膜及毒力因子的抑

制、阻碍细菌的生长繁殖、增强机体免疫功能等方

面［16］。RYN 的药效成分大黄素和白藜芦醇的抗菌

能力均已经得到研究证明。大黄素可以显著干扰

S. aureus 胞外脱氧核糖核酸（DNA）的释放，并抑制

生物膜相关基因 cidA，icaA，sarA，dltB 和 agrA 的表

达［17］；白藜芦醇联合环丙沙星可对 MRSA 的生长起

抑 制 作 用［18］。 RYN 与 抗 生 素 联 合 有 望 成 为 抗

MRSA 及其生物膜的有效药物组合。

本文研究结果显示，2 mg·L-1 LNZ 在生物膜未

形 成 时（0 h）对 MRSA 活 菌 量 的 抑 制 高 于 1/16

RYN；但生物膜生长 6 h 后，1/16 RYN 的抑制强度则

超过了 2 mg·L-1 LNZ；表明随着生物膜的形成，LNZ

的抑菌作用逐渐降低，RYN 的抑菌作用增加，提示

RYN 较 LNZ 对抑制形成生物膜的 MRSA 更具优

势。 2 mg·L-1 LNZ+1/16 RYN 组在 4 个时间点对

MRSA 生物膜内活菌量的抑制作用均优于两药单

用效果，提示两药联合对各个时间点的浮游 MRSA

及生物膜期 MRSA 均存在一定联合抑制作用，推测

RYN 对 MRSA 生物膜的抑制可能有助于 LNZ 接触

生物膜内深层的休眠细菌，起到杀灭作用。SEM 影

像学结果同样显示，LNZ 单用时菌体状态与空白组

相差不大，而与 RYN 联用后 MRSA 生物膜结构被破

坏，菌体大小不一，出现空壳形态。结合 MIC 结果，

LNZ 在 1/2 MICLNZ浓度下仅对浮游 MRSA（0 h）起到

抑制作用，对生成生物膜后的 MRSA 无抑制作用，

而与 1/8 MICRYN 的 RYN 联用后，则可对各时间点的

MRSA 均起到抑制作用，提示 RYN 与 LNZ 联合可

提 高 MRSA 对 LNZ 的 敏 感 性 ，降 低 LNZ 的 使 用

剂量。

生物体内源性代谢物是生物活动的终端产物，

可通过代谢组学技术考察生物体受到环境因素影

响后的代谢物变化，并准确分析代谢通路［19］。中药

复方具有多成分、多途径、多靶点的作用特点，通常

单一指标难以完整阐述其作用机制，为全局、深入、

准确地对其进行药效评价和机制探索，可采用高通

量的代谢组学研究策略。本研究利用细胞代谢组

学技术探讨联合用药随着时间的推移对 MRSA 代

谢物谱的影响，探寻药效标志、揭示药效机制。

cAMP，ADP-D-ribose，2M-CoA 是反映 MRSA 生物

膜生长的代谢标志。cAMP 可通过下调菌毛生长，

表 3 RYN干预 MRSA的药效代谢标志

Table 3 Pharmacometabolic markers of RYN against MRSA

代谢标志物

L-His

尿酸

L-Lys

S1P

FC

0 h

-

-

5.753

-8.506

6 h

-7.303

4.076

-12.179

-9.526

12 h

-5.570

5.099

-6.079

-4.703

24 h

-5.450

10.603

-4.973

-10.876

表 4 RYN与 LNZ联用干预 MRSA的药效代谢标志

Table 4 Pharmacometabolic markers of RYN combined with

LNZ against MRSA

代谢标志物

L-Trp

尿苷

L-Tyr

蔗糖

L-Pro

Kyn

TME

L-Lys

S1P

FC

0 h

-

-4.361

-3.522

8.015

11.643

-5.636

3.651

-12.954

-4.580

6 h

-4.728

3.564

-13.241

12.130

5.078

-4.006

4.897

-8.378

-6.011

12 h

-4.714

4.267

-4.518

12.954

4.311

-4.765

4.766

-7.074

-4.664

24 h

-4.905

3.777

-9.918

3.546

4.521

-5.055

4.830

-7.645

-8.764
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减少菌毛对细菌的黏附作用，促进细菌生物膜的扩

散，有利于细菌在宿主体内的游走［20-21］。本研究中

cAMP 在空白组 12，24 h 中呈增加的趋势，提示在

MRSA 生长 12 h 后生物膜出现扩散生长现象。两

药联用的情况下 24 h 时 MRSA 中 cAMP 减少，表明

在药物联合干预下，MRSA 生物膜的扩散生长可能

受阻。2M-CoA 是异亮氨酸（Ile）的代谢产物之一。

主成分分析（PCA）发现 S. aureus 生物膜中 Ile 的含

量显著高于浮游型 S. aureus，Ile 参与生物膜形成所

依赖的氮代谢途径［22-23］。2M-CoA 的含量在空白组

随时间延长而上升。RYN 可使 2M-CoA 的含量在

12 h 时减少，两药联用组则是 24 h 时含量下降，这两

组的 2M-CoA 含量均在生物膜生成时期降低，表明

RYN 可能干扰了 MRSA 的氮代谢功能。

2 mg·L-1 LNZ 单独干预 MRSA 后，苯丙酮酸、

胞苷、癸二酸和 L-Trp 在 4 个不同时间点中与空白组

相比发生了一定含量变化。胞苷有利于细菌细胞

壁的合成。LNZ 作用后，胞苷含量随时间延长在

MRSA 菌体内累积，这可能提示 LNZ 在细菌细胞壁

合成中对胞苷类物质产生了扰动作用。L-His，尿

酸，L-Lys 和 S1P 是反映 1/16 RYN 单用的药效标志。

L-His 与生物膜形成涉及的氮代谢和氨基酸合成密

切相关［24-26］。RYN 单独干预 MRSA 6 h 后，L-His 的

含量呈下降趋势，这与生物膜内活菌量实验 1/16

RYN 组 6 h 的结果相符合。L-Lys 是培养 S. aureus

生物膜所需的重要蛋白质组成之一［27］。1/16 RYN

组 MRSA 中 L-Lys 的含量在 0 h 增加，但在生物膜开

始形成的 6 h 后，L-Lys 含量则呈下降趋势，表明

RYN 对开始形成生物膜的 MRSA 的 L-Lys 吸收可能

起到一定抑制作用。综上分析，RYN 单用在 MRSA

生物膜生长过程中的药效作用与菌体内氨基酸含

量密切相关。氨基酸作为蛋白质合成的基础物质

参与细菌蛋白质的合成，其吸收代谢受阻则会影响

细菌的正常生命活动，包括形成生物膜。

2 mg·L-1 LNZ+1/16 RYN 组 中 L-Tyr，L-Trp，

Kyn，尿苷，蔗糖，L-Pro，TME，L-Lys，S1P 是体现其

药效特征的代谢标志物。L-Tyr 含量在两药联用的

4 个时间点内均降低，表明 L-Tyr 的吸收可能受到了

抑制。据报道，L-Tyr残基的微环境受到改变会引起

膜脂肪酸组成和膜蛋白构象的扰动，而抑制 L-Tyr

的吸收很大程度上可能会干扰 MRSA 的细胞膜合

成［28］。除 L-Tyr外，RYN 与 LNZ 联合对 Kyn 和 L-Trp

在菌体内的含量同样产生扰动。说明两药联用影

响了 MRSA 氨基酸代谢。尿苷可被 N-乙酰葡萄糖

胺-1-磷酸尿苷酰转移酶（GlmU）催化形成尿苷二磷

酸 -N-乙酰葡萄糖胺（UDP-GlcNAc），这是革兰氏阳

性菌肽聚糖生物合成中的重要前体［29］。尿苷的含

量在两药联用组生物膜生长 6 h 的 MRSA 内增高，

提示两药联用可能干扰了 GlmU 对尿苷的催化作

用，导致尿苷无法正常转化为 UDP-GlcNAc，从而干

扰 MRSA 肽聚糖的合成。

综上分析，LNZ 对浮游 MRSA 具有抑杀作用，

而对具有生物膜的 MRSA 的作用不明显。RYN 可

多方位地进攻 MRSA，干扰生物膜形成，其作用机

制主要与干扰 MRSA 氨基酸代谢有关。RYN 联合

LNZ 加剧了对 MRSA 碳氮来源、膜蛋白构象、细胞

壁肽聚糖合成的影响，从而抑制了 MRSA 的生长及

其 生 物 膜 的 形 成 。 本 研 究 为 中 西 药 联 用 抑 制

MRSA 感染在体内的扩散，缩短 MRSA 感染病程，

降低 MRSA 感染的反复复发奠定了一定的理论

基础。
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