
便。 在此基础上,再考察不同提取溶媒(30%甲醇、50%甲

醇、70%甲醇)和不同提取时间(15、30、45 min)的提取效

果,结果表明,50%甲醇超声提取 30 min,可提取完全。

3郾 4摇 含量测定结果分析

含量测定结果表明,不同批号的金衣万应丸中有效

成分含量有一定差异。 本研究建立了 HPLC 波长切换法

同时测定金衣万应丸中儿茶素、表儿茶素、胡黄连苷芋、
胡黄连苷域和胡黄连苷玉的含量,简便快捷,填补了金

衣万应丸定量分析方面的研究空白,可为进一步完善质

量标准提供参考。
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摇 摇 铜绿假单胞菌是一种常见的革兰阴性条件致病菌,广
泛存在于自然界并在人体皮肤上定植[1],是导致免疫功能

不全、长期使用呼吸机的病人(如新生儿支气管肺发育不

良、肺囊性纤维化)发生感染的常见致病菌。 铜绿假单胞

菌感染易反复且难以清除,主要原因是其能形成生物膜。
生物膜的概念最先由微生物学家 Costerton 在 1987 年提

出,生物膜由细菌及其分泌的胞外基质组成。 虽然现在普

遍认为生物膜是相对于浮游菌的一种细菌生长方式,但是

也有观点认为浮游菌是生物膜中的单个细菌准备在新的

位置重新形成生物膜的一种过渡形式[2]。 铜绿假单胞菌

生物膜的胞外基质成分主要包括多糖、蛋白质、DNA 等,
其具体组成与细菌的分型、生长条件及生物膜形成的不同

阶段有关[3]。 胞外基质不仅可以保护细菌免受物理、化学

或机体免疫反应的攻击,并可为细菌的生长提供营养物

质[4]。 过去研究者认为,多糖是胞外基质中主要且最重要

的物质,自 2002 年 Whitchurch C B 等[5] 发现并提出胞外

DNA(eDNA)对细菌生物膜有重要作用后,eDNA 逐渐被

人们重视,近年来更是成为了研究热点[6鄄7]。 笔者就铜绿

假单胞菌生物膜中 eDNA 的来源及作用机制作一总结。

1摇 铜绿假单胞菌生物膜中 eDNA的来源

Matsukawa M 等[8]研究证实,eDNA 在铜绿假单胞菌

生物膜胞外基质的含量是蛋白质的 5 ~ 6 倍,是碳水化合

物的 18 倍,甚至是某些菌种含量最丰富的胞外基质成

分[9]。 那么,如此多的 DNA 是怎样产生并到达胞外的呢?
事实上,不同种属细菌的 eDNA 来源不同。 格氏链球菌通

过一种特殊的过氧化氢依赖性机制释放 eDNA[10];表皮葡

萄球菌则通过激活自溶素 altE 基因导致细菌裂解而释放

出 eDNA[11];而铜绿假单胞菌 eDNA 的来源途径不止一

条。 其一,铜绿假单胞菌的裂解与密度感应系统有关,包
括由 N鄄乙酰高丝氨酸内酯(AHL)介导的密度感应系统及

喹诺酮介导的密度感应系统(PQS)。 PQS 早期可通过诱

导噬菌体引起一部分细菌裂解释放出 eDNA,在成熟生物

膜中则依赖于细菌的鞭毛和郁型菌毛,引起细菌的裂解,
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从而释放出大量的 DNA[12]。 其二,Allesen鄄Holm M 等[12]

还证实,在铜绿假单胞菌生物膜形成的初期 eDNA 含量较

少,大量 DNA 的释放则是在生物膜的晚期形成,这也与晚

期有较多细菌死亡裂解相关。 其三,铜绿假单胞菌还可释

放含有 DNA 的小囊泡至胞外,囊泡最终被自溶素裂解而

释放出 DNA。 此外,eDNA 与细菌的染色体 DNA 是否同

源呢? 早在 2005 年就有两位科学家通过随机扩增多态性

DNA 分析,证实了铜绿假单胞菌生物膜的细菌染色体

DNA 和 eDNA 具有同源性[13],随后 Allesen鄄Holm M 等[12]

也通过 PCR 及 Southern 分析技术得出了相同的结论。 不

仅仅是铜绿假单胞菌,对其他细菌生物膜胞外基质的

eDNA 分析结果也是如此[14]。 但是以上结果由于没有进

行精确地定量分析,对于一些小的差异,或是轻微的污染

是不能分辨的。 事实上,宿主中性粒细胞在与对抗细菌的

免疫反应中坏死后释放出的 DNA 也是铜绿假单胞菌生物

膜胞外基质 eDNA 的来源之一[15]。

2摇 eDNA对铜绿假单胞菌生物膜形成的作用

2郾 1摇 eDNA 影响生物膜早期黏附及结构形成

生物膜的形成过程非常复杂,包括初期黏附、不可逆

黏附、结构分化、发展成熟及解聚再定植五个阶段[16]。 初

期黏附是生物膜形成的第一个关键步骤,刚开始细菌细胞

就像惰性胶粒一样仅仅只是接触在材料表面,而不产生任

何生物作用。 后来,随着细菌胞外基质产生增多,细菌与

表面的黏附作用增强[17]。 研究表明,加入 DNA 酶去除细

菌 eDNA 可显著抑制细菌黏附,并在一定时间内加入外源

性 DNA 则可恢复细菌黏附能力,但若加入 RNA 酶、蛋白

酶 K 则不能抑制细菌的早期黏附,证明 eDNA 可影响细菌

的早期黏附[18]。 值得注意的是,eDNA 对生物膜的促进作

用还受 DNA 片段长度的影响,有研究者在对单核细胞增

多性李斯特菌的研究中提出,促进生物膜形成的 eDNA 长

度多在 20 ~ 30 kb,若人为地将短 DNA 片段扩增至 200 bp
左右,并将其加入生物膜,则可抑制细菌生物膜形成。 众

所周知,成熟的生物膜由蘑菇样或柱样亚单位组成,分为

头、茎和根部。 eDNA 在柄部含量较高,且在蘑菇样结构的

伞部形成中具有重要意义,因为它可与细菌细胞的 IV 型菌

毛相互作用而使细菌不断迁移而形成蘑菇样结构的“伞
部冶,也就是说 eDNA 在这个过程中提供了动力作用[19]。 铜

绿假单胞菌生物膜的拓展延伸也是通过 eDNA 提供的这

种动力作用。

2郾 2摇 eDNA 稳定成熟生物膜的结构

与 eDNA 对早期黏附的作用类似,加入 DNA 酶可消

除已经形成但未完全成熟的生物膜,但却对成熟生物膜结

构无影响[20鄄21]。 实验研究表明,将 DNA 酶在铜绿假单胞

菌生物膜形成的不同阶段(12、36、60、84 h)加入,除 84 h
的生物膜不受影响外,其余生物膜均被溶解,这一结果表

明,eDNA 可维持已经形成但未完全成熟的生物膜结构的

稳定,但对成熟生物膜结构影响不大,也就是说 eDNA 对

生物膜结构的作用强度随着时间的延长而逐渐降低。 我

们可以提出猜想,产生这一现象的原因是在成熟生物膜的

胞外基质中,可能存在某些其他成分取代或是与 eDNA 共

同作用维持生物膜结构的稳定性,当然,也可能是 eDNA
与成熟生物膜中某些生物分子结合使其可以免于 DNA 酶

的降解作用。 如研究表明,eDNA 能与铜绿假单胞菌生物

膜胞外基质的另一关键的成分胞外多糖 Psl 结合形成

eDNA鄄Psl 纤维样复合体(与 Psl 结合的 eDNA 可以是裂解

的细菌 DNA 也可为宿主免疫反应产生的坏死的中性粒细

胞),这样不仅可以增加生物膜结构的稳定性,更能使针对

其中一个作为治疗靶点的方案失效[22]。 此外,铜绿假单胞

菌表面的绿脓毒素也能与 eDNA 结合共同参与生物膜的形

成[23]。 不仅是铜绿假单胞菌,Arenas J 等[24]在 2013 年也证

实,脑膜炎奈瑟菌胞外基质中的自转运蛋白酶 NhbA 和 IgA
的 琢 肽蛋白酶也能与 eDNA 结合而共同影响脑膜炎奈瑟菌

生物膜的形成。

2郾 3摇 eDNA 的基因水平转移作用

铜绿假单胞菌生物膜胞外基质中大量的 eDNA 的一

个主要去路就是被生物膜中其他活菌摄取并利用[25]。 这

种将遗传物质传递给其他细胞而非子代的过程,称为基因

的水平转移,是相对于基因垂直转移的一种遗传方式。 死

亡细菌的 DNA 通过水平转移的方式进入到活菌中,其中

一些有利的突变如毒力因子及耐药性基因等也随之进入

到活菌中,增强了活菌的生存能力[26],是生物膜中细菌适

应及进化的主要力量。

3摇 eDNA的降解及营养作用

为了保护受体菌,发生水平转移的 eDNA 仅来自于死

亡的细菌,即同源性 DNA。 那些在免疫反应中死亡的宿

主中性粒细胞释放的异源 DNA 则多是作为碳氧化合物的

来源对生物膜中的活菌起到营养作用,尤其在成熟生物膜

中,营养物质较为匮乏,这种营养机制就显得尤为重要。
如此,eDNA 则得到了充分的利用。

4摇 eDNA与细菌耐药性及机体免疫反应

相对于浮游菌而言,生物膜中细菌对抗菌药物有较高

的耐药性。 上面提到的 eDNA 水平转移可使一些有利的

突变如毒力因子和耐药基因在生物膜细菌中得到广泛播

散,这只是 eDNA 增加细菌对抗生素耐药性的原因之一。
此外,eDNA 还能与机体受到病原微生物入侵时产生的抗

菌肽中的阳离子产生螯合作用,从而躲避宿主的免疫反

应[27]。 eDNA 能与二价的金属阳离子 (如 Mg2+、Mn2+、
Ca2+、Zn2+等)结合。 在铜绿假单胞菌中,缺乏 Mg2+能触发

PRM 操纵子参与编码的基因,该基因调控细菌表面脂多

糖的变化,掩盖细菌外膜所带的负电荷,从而增加细菌对

机体产生的抗菌肽的抵抗作用,并对一些带有阳离子的抗

生素(如氨基糖苷类)产生耐药[28]。 另外,eDNA 对阳离

子的螯合作用也可导致生物膜中细菌耐药基因和毒力因

子的表达,这是 eDNA 可致细菌耐药的另一原因。 此外,
生物膜中较高浓度的 eDNA 能激活亚精胺的相关基

因———PA4773 及 PA4774,而亚精胺是多胺的一种,它能

抵抗氨基糖苷类抗生素、宿主抗菌肽及氧化应激作用,从
而保护铜绿假单胞菌免受抗生素及机体免疫系统的作

用[29]。 机体能识别自身产生的 eDNA(如中性粒细胞的裂
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解)和细菌表面的 eDNA,细菌表面的 eDNA 可通过病原

相关分子模式激活机体的免疫细胞,启动免疫反应以清除

入侵的病原体。 如 Toll 样受体( Toll鄄like receptors,TLR)
是参与非特异性免疫(天然免疫)的一类重要蛋白质分

子,也是连接非特异性免疫和特异性免疫的桥梁。 它可以

识别来源于微生物的具有保守结构的分子。 当微生物突

破机体的物理屏障,如皮肤、黏膜等时,TLR 可以识别它们

并激活机体产生免疫细胞应答,而 eDNA 可激活 TLR[30]。
即是说,eDNA 一方面可作为“警报器冶,提示有病原微生

物侵入机体,促使机体产生一系列的免疫反应清除病原;
另一方面,eDNA 可通过螯合二价金属阳离子及水平基因

转移等方式促进细菌生物膜的生长,并提高对抗生素的耐

药性及保护病原免受机体免疫防御的攻击。 总体而言,
eDNA 促进生物膜的形成及对细菌的保护作用远远超出

其对宿主免疫反应起到的“警报作用冶。

5摇 小结和展望

铜绿假单胞菌生物膜的形成是导致感染易反复且难

以治愈的根本原因,因此,寻找清除生物膜的作用靶点显

得尤为重要。 如前所述,生物膜胞外基质中 eDNA 具有促

进生物膜形成,并通过基因转移使对细菌生存有利的抗药

基因及毒力因子得到广泛传播及稳定遗传,故近年来,人
们逐渐将治疗铜绿假单胞菌生物膜新的治疗靶点聚焦在

eDNA 上[31]。 DNA 酶可降解基质中 eDNA 并可抑制生物

膜的形成,尤其对未成熟生物膜,可使其完全降解。 虽对

成熟生物膜作用不大,但仍可通过改变生物膜的结构,增
加抗菌剂的渗透,从而增强抗生素对细菌的杀灭作用[32]。
对高危病人预防性使用 DNA 酶,也可降低其感染发生率。
但是,DNA 酶制剂价格昂贵,不适用于大规模的推广使

用。 而且,成熟生物膜中 eDNA 可与多种其他胞外基质成

分结合而使单一的 DNA 酶作用效果不理想。 因此,进一

步研究 eDNA 与其他基质成分的相互作用并寻找新的便

宜的 DNA 酶途径是我们今后研究的重点。
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摇 摇 褪黑素由 Lerner 1958 年从绵羊松果体中最早分离得

到[1],主要在哺乳动物及人类的松果体产生的一种神经内

分泌激素[2]。 松果体分泌褪黑素受视交叉上核调节,生理

条件下主要在夜间分泌,白天维持在比较低的水平。 人群

中褪黑素水平有较大变异,随着老年化呈逐渐降低趋

势[3]。 褪黑素作为一种神经内分泌激素,具有强大的抗氧

化及抗炎能力,在心血管疾病中发挥了重要的调节作用。

1摇 褪黑素的生理功能

1郾 1摇 褪黑素的性质

褪黑素具有亲水性,在组织细胞内广泛发挥作用,同
时具有亲脂性,能够跨过细胞膜和核膜作用于细胞。 目前

发现褪黑素主要有膜受体及核受体两类受体,膜受体有

MT1、MT2、MT3 三种类型,属于 G 蛋白偶联受体超家族,
核受体属于维甲酸相关孤核受体 / 维甲酸 Z 受体(ROR /
RZR)家族。 受体的表达具有物种及组织差异性。 同时,

褪黑素还能经非受体途径直接发挥生理作用[2]。

1郾 2摇 褪黑素与抗氧化作用

1郾 2郾 1摇 直接清除活性氧类摇 活性氧类(ROS)是生物有氧

代谢的一种产物,其化学性质活泼,包括过氧化物、含氧自

由基等。 褪黑素既能直接清除羟自由基(·OH ) 、过氧

亚硝基( OONO鄄 ) 、过氧烷基自由基(RO2鄄)、超氧阴离子

(O2·鄄) 及单线态氧( 1O2)等自由基,还可直接和过氧化

氢(H2O2)、一氧化氮自由基(NO·)、脂质过氧化自由基

(LOO·)等反应,清除其毒性效应[4]。 这些作用在体内

的实验已得到证实[5]。
1郾 2郾 2摇 诱导抗氧化酶表达、降低过氧化酶活性摇 褪黑素

可通过增强抗氧化酶类活性发挥间接抗氧化作用。
Antolin I 等[6]发现褪黑素能增加锰超氧化物歧化酶及铜

锌超氧化物歧化酶的 mRNA 表达水平,并能显著减轻细

胞过氧化损伤。 在一项研究褪黑素对铝所致氧化应激脑

损伤的保护机制的研究中,褪黑素能够增加腹腔注射含铝
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