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摘要：目的 探究奥替溴铵抑制革兰阳性菌生长及抑制生物被膜活性和作用机制。方法 采用肉汤稀释法测定奥替溴铵对

金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、粪肠球菌、屎肠球菌和无乳链球菌的最小抑菌浓度(minimum inhibitory concentration，MIC)，

并通过生长曲线分析奥替溴铵对浮游菌生长的影响，杀菌曲线评估奥替溴铵杀菌活性；结晶紫染色生物被膜含量测定和激光共

聚焦显微镜检测奥替溴铵的抗生物被膜活性；定量蛋白质组学研究奥替溴铵对金黄色葡萄球菌的抗菌机制。结果 奥替溴铵对

革兰阳性菌表现出广谱抗菌活性和杀菌活性，MIC90≤12.5 μmol/L，奥替溴铵在1/2×MIC浓度时对细菌生长有显著的抑制作用；

此外，奥替溴铵能够以剂量依赖形式抑制金黄色葡萄球菌生物被膜的形成，同时可灭杀成熟生物被膜中的细菌；蛋白质组分析

显示奥替溴铵处理能够显著抑制细菌初级代谢过程，诱导过氧化应激。结论 奥替溴铵对革兰阳性菌具有较佳的抗菌活性和抗

生物被膜活性，通过抑制细菌初级代谢和引发过氧化应激达到抑菌效果。
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Antibacterial and anti-biofilm activities of otilonium bromide and its antibacterial 
mechanism against Gram-positive bacteria
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Abstract Objective  This study aims to explore antibacterial and anti-biofilm activities of otilonium bromide 
and its antibacterial mechanism against Gram-positive bacteria. Methods  The MIC of otilonium bromide against 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, and Streptococcus 
agalactiae was determined by the broth dilution method, and the inhibitory effect of otilonium bromide on the growth 
of planktonic cells was assessed by growth curve. Crystal violet staining and confocal laser scan microscopy were 
performed to evaluate the anti-biofilm activity of otilonium bromide. The antibacterial mechanism of otilonium 
bromide against S. aureus was studied by quantitative proteomics. Results  The MIC90 of otilonium bromide against 
all Gram-positive bacteria tested were all ≤12.5 μmol/L, otilonium bromide significantly inhibited the growth of 
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革兰阳性菌(包括金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球

菌、粪肠球菌和屎肠球菌等)是社区感染和院内感染

的常见病原菌[1]。革兰阳性菌对抗生素表现出固有耐

药和获得性耐药，随着抗菌药物的广泛使用，近年

来革兰阳性菌对顶级抗生素(包括万古霉素、利奈唑

胺、达托霉素等)耐药的相关报道逐渐增加，给临床

抗感染治疗带来严峻挑战[2-3]。如耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌(methicillin-resistant Staphylococcus aureus，

MRSA)的检出率不断上升，在世卫组织抗生素耐药

“重点病原体”清单中处于高度优先地位[4]。此外，

常见革兰阳性细菌治疗另一难点问题是较高比例容

易形成生物被膜，也是临床治疗革兰阳性菌感染效

果不佳的重要原因之一[5]。生物被膜的形成可降低对

抗菌药物的敏感性，并逃避宿主免疫细胞的攻击和

吞噬，当抗生素浓度下降时，细菌会增殖重新填充

生物膜，并脱落到周围组织和血液中，导致复发，

造成慢性感染和迁延不愈[6]。因此，开发既能抑制细

菌生长又能抑制生物被膜形成的新型抗金葡菌感染

药物已经成为当前的研究热点方向之一[7]。

鉴于全新抗菌药物研发面临周期长，投入大，

风险高的挑战，近年来，筛选鉴定已批准临床药物

的抑菌活性成为新型抗菌药物研发的一种新策略[8]。

通过这种老药新用的方法发现的药物因具有全面的

毒理学和药理学信息，可以降低新药开发的成本和

时间，加快其在临床治疗中的应用[9]。

在对临床化合物库的抑菌活性筛选过程中，我

们发现解痉类药物奥替溴铵(otilonium bromide)对

多种革兰阳性菌表现出广谱的生长抑制作用。本文

深入研究了奥替溴铵对多种革兰阳性菌的抗菌活性

及抗生物被膜活性；通过奥替溴铵对浮游菌生长曲

线、杀菌曲线和蛋白质组的影响，初步探讨奥替溴

铵对革兰阳性菌的作用机制，为奥替溴铵的老药新

用和基于以奥替溴铵为先导结构的抗菌药物的开发

提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株来源

本研究中使用的40株金黄色葡萄球菌，包括

20株甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌(MSSA)和20株

MRSA、20株表皮葡萄球菌、20株粪肠球菌、20株

屎肠球菌和10株无乳链球菌临床株收集于2015年至

2018年华中科技大学协和深圳医院不同住院患者。

所有临床菌株都通过Phoenix 100自动微生物鉴定系

统鉴定，继代培养后采用基质辅助激光解吸电离/飞

行时间质谱(MALDI-TOF-MS)对所有菌株进行重新

鉴定。质量控制菌株金黄色葡萄球菌ATCC29213和

SA113均购自ATCC菌株库。

1.1.2 主要仪器和试剂

微量移液器(德国Eppendorf公司)，Phoenix-100

全自动细菌鉴定/药敏系统(美国BD公司)，全自动

生物质谱检测系统IVD MALDI Biotyper(德国Bruker

公司)，全自动生长曲线分析仪(芬兰Bioscreen公

司)，Q Exactive Plus液质联用仪(LC-MS/MS，美

国Thermofisher Scientific公司)，激光扫描共聚焦显

微镜FV3000(日本Olympus公司)。奥替溴铵(美国

MedChemExpress公司)，结晶紫(北京索莱宝科技有

限公司)，葡萄糖(北京索莱宝科技有限公司)，RIPA

裂解液(上海翌圣生物科技股份有限公司)，Micro 

BCA 蛋白定量试剂盒 (美国Thermofisher Scientific

公司)，Complete protease inhibitor cocktail蛋白酶抑

制剂(瑞士Roche公司)，DTT(大连美仑生物有限公

司)，破碎珠(美国Biospec公司，货号：11079101z)。

planktonic cells at subinhibitory concentration of 1/2×MIC concentration. In addition, otilonium bromide could 
inhibited the biofilm formation of S. aureus in a dose-dependent manner as well as killed bacteria embedded in mature 
biofilm. Proteomic analysis showed that otilonium bromide significantly inhibited the primary metabolic process and 
induced oxidative stress response. Conclusion  Otilonium bromide exhibited antibacterial and anti-biofilm activities 
against Gram-positive bacteria, and the antibacterial mechanisms of otilonium bromide against otilonium bromide 
may be related to disrupting the primary metabolic process and inducing oxidative stress.

Key words  Drug repurposing; Otilonium bromide; Gram-positive bacteria; Biofilm; Antibacterial activity
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1.2 方法

1.2.1 微量肉汤稀释法检测最低抑菌浓度(MIC)

取过夜培养菌液调整至1.5×108CFU/mL，用

CAMHB培养基1:100稀释后加入96孔板，每孔100 μL，

同时利用CAMHB培养基对药物进行梯度稀释后添加

100 μL至96孔板。每孔最终含200 μL CAMHB培养基，

其中药物终浓度设置10个梯度(分别为200、100、50、

25、12.5、6.25、3.13、1.56、0.78和0.39 μmol/L)，第11

孔加入200 μL上述菌液设为阳性对照，第12孔加入

200 μL CAMHB培养基设为阴性对照。各抗菌药物

的MIC值测定培养条件和时间按照CLSI指南进行， 

37℃培养18 h后观察结果，以肉眼不能看见菌液沉淀

的药物浓度孔计算为MIC值。

1.2.2 杀菌曲线分析

对数期(A 600=0.5)的菌液稀释100倍，分别与

1×MIC，2×MIC和4×MIC奥替溴铵后置于摇床200 r/min

孵育。随后，分别在0、3、6和24 h采集样品利用无

菌生理盐水进行连续梯度稀释，并涂布在TSB平板

上37℃孵育，24 h后菌落计数。菌落计数以CFU/mL

表示。

1.2.3 亚抑菌浓度生长曲线分析

取过夜培养菌液用胰蛋白胨大豆肉汤(tryptone 

soybean broth，TSB)培养基稀释1000倍后加入96孔

板，添加不同浓度(1/8×MIC，1/4×MIC，1/2×MIC和

1×MIC)奥替溴铵后置于全自动生长曲线分析仪中，

每间隔1 h测定600 nm波长吸光度(A600)吸光值用于代

表浮游菌含量，并绘制生长曲线。

1.2.4 结晶紫法测定生物被膜

采用结晶紫染色法检测生物被膜量的变化，重

复3次，每次设3个复孔，取平均值为最终检测结

果。操作步骤简述如下，取过夜菌液用含2%葡萄糖

的TSB培养基稀释1000倍于96孔板中，每组3个复孔，

添加不同亚抑菌浓度奥替溴铵，以不添加菌液的空白

培养基作为阴性对照，溶剂DMSO为阳性对照。于37℃

培养箱中孵育24 h后，轻柔吸弃培养液，用无菌PBS冲

洗3次，室温下晾干。甲醇固定15 min，1%结晶紫染液

染色15 min，无菌水冲洗3次至对照孔为无色，室温下

晾干。每孔加入200 μL无水乙醇溶解，震荡1 min于酶标

仪测定570 nm吸光值。

1.2.5 激光共聚焦观察生物被膜中活菌数量的检测

采用玻璃平皿法构建生物被膜，通过激光共聚焦

显微镜观察生物被膜中的活菌变化，步骤简述如下：在

底部镶嵌玻璃的培养碟中接种MRSA临床株YUSA145，

然后放入锡箔盒中包好静置于37℃培养24 h，用无菌0.9% 

NaCl洗3次后，加入含不同浓度奥替溴铵的TSBG培养

基继续培养24 h，无菌PBS洗涤后，然后加入Live/Dead

染液，室温下静置染色30 min，随后在激光共聚焦显

微镜下观察并拍照。

1.2.6 蛋白质组样品制备

指数生长期(A600约为0.5)的MRSA临床株YUSA145

加入奥替溴铵至最终浓度为6.25 μmol/L (1/2×MIC)，

对照组用相同体积的溶剂DMSO处理，每组设置3个

重复。然后将细菌在37℃培养箱200 r/min孵育2 h。之

后菌液在4℃，5000 r/min离心10 min收集菌体。用预

冷PBS洗涤3次后，将细菌悬浮在添加蛋白酶抑制剂

Cocktail的RIPA裂解缓冲液(1% Triton X-100，1%脱

氧胆酸盐，0.1% SDS)中。悬浮液用直径为0.1 mm的

玻璃珠破壁3×1 min后，在4℃，12000 g离心20 min，

收集上清用BCA法进行蛋白浓度测定。取100 μg蛋白

质用10 mmol/L DTT在70℃下还原1 h，然后在室温黑暗

中用50 mmol/L碘乙酰胺烷基化15 min。接着用100 μL 

0.5 mol/L碳酸氢铵脱盐3次，使用Amicon超离心过滤器

(<10 kDa cut-off))。以总蛋白1:50的比例添加胰蛋白

酶在37℃下消化过夜，然后冻干保存在-80℃待质谱

分析。

1.2.7 Nano LC-MS/MS定量蛋白质

已消化的蛋白样本重新溶解于30 μL 0.1%的甲酸

中，取其中4 μL注入到一个液相色谱(LC)系统，液

相色谱系统由UltiMate 3000 RSLC nano液相色谱，

C18柱(100 μm×20 mm，3μm)和C1分离柱(75 μm× 

250 mm，2 μm)。流动相A和B分别由0.1%甲酸和含

0.1%甲酸的80%乙腈组成。洗脱系统的流速为300 nL/

min，前5 min为5% B，其后85 min从5%到38% B线性

梯度增加，在接下来的2 min从38%到95% B增加，维

持3 min 95% B。液相色谱系统与配备纳米喷雾电离

(NSI)接口的Q Exactive Plus质谱联用。质谱1扫描的

中国抗生素杂志2023年5月第48卷第5期



. 557 .

质量范围为300~1500 m/z，分辨率为70000，相应的

质谱2分辨率为17500，最大采集时间为50 ms。所有

的多电荷离子被用来触发MS-MS扫描，然后进行30 s

的动态排除。排除了单电荷前驱离子和不确定带电状

态的离子。

1.2.8 定量蛋白质组学的生物信息学分析

利用Proteome Discoverer 2.4和Sequest HT与金

黄色葡萄球菌Staphylococcus aureus (Strain NCTC 

8325/PS 47)的Uniprot蛋白组比对搜库进行蛋白鉴定

和定量。在至少两个技术重复中，表达变化1.5倍

(P<0.05)以上确定上调和下调的蛋白。将差异表达蛋

白上传到OMICSBEAN数据库(http://www.omicsbean.

com)进行基因本体(Gene Ontology，GO)注释，包括

生物过程、细胞成分、分子功能和KEGG通路分析。

利用STING对蛋白质相互作用网络(protein protein 

interaction network，PPI network)进行了分析。

1.2.9 统计学处理

使用GraphPad Prism 8.0软件进行数据处理及绘

制图像。P<0.05被认为具有统计学差异。

2 结果

2.1 奥替溴铵对革兰阳性菌的抑菌活性

利用微量肉汤稀释法测定奥替溴铵对金黄色葡

萄球菌、表皮葡萄球菌、粪肠球菌、屎肠球菌和无乳

链球菌的MIC值结果显示，奥替溴铵对多种革兰阳性

菌具有较佳的抑菌活性，MIC值主要分布在1.56 μmol/

L ≈0.88 μg/mL)到12.5 μmol/L(≈7.0 μg/mL)之间(表1)。

其中，对表皮葡萄球菌抑制效果极佳，MIC90仅为 

3.13 μmol/L。生长曲线分析表明，在1/2×MIC浓度

图1 奥替溴铵对金黄色葡萄球菌MSSA临床株(CHS101)和MRSA临床株(YUSA145)生长的影响

Fig. 1 Effects of otilonium bromide on the growth of clinical MSSA isolate (CHS101) and MRSA isolate (YUSA145)
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下，奥替溴铵会显著抑制金黄色葡萄球菌浮游菌的生

长，但不影响最大生长水平，而浓度达到1×MIC时，

浮游菌的生长完全被抑制(图1)。这些结果初步表明

奥替溴铵具有作为抗革兰阳性菌感染药物的潜力。

为了研究奥替溴铵对革兰阳性菌抗菌活性的时

间和剂量依赖效应，并与抗生素利奈唑胺和万古霉

素的活性进行比较，进行了杀菌曲线分析。如图2所

示，奥替溴铵在2×MIC在观察到对金黄色葡萄球菌

和粪肠球菌有较好的杀菌效果，在4×MIC浓度下对

金黄色葡萄球菌临床株(包括MRSA临床株YUSA80和

MRSA临床株YUSA145)和粪肠球菌临床株都表现出有

较强的杀菌作用，在6 h内细菌计数降低到检测下限，

杀菌效果强于4×MIC利奈唑胺和万古霉素。

2.2 奥替溴铵表现出抗生物被膜活性

以金黄色葡萄球菌(MSSA和MRSA各6株)为对象

研究奥替溴铵的抗生物被膜活性，用结晶紫染色对

生物被膜半定量分析，当奥替溴铵为1/4×MIC时，

所有被检测的金黄色葡萄球菌株，无论是MSSA还是

MRSA，形成的生物被膜生物量显著减少(图3a)。当

奥替溴铵浓度在1/2×MIC时，所有MSSA的生物被膜
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表1 革兰阳性菌临床株对奥替溴铵的药物敏感性分析结果

Tab. 1 Drug sensitivity of clinical Gram-positive bacteria 
isolates against otilonium bromide

Species/Class Isolates number MIC50 /(μmol/L) MIC90 /(μmol/L)

MRSA 20 6.25 12.5

MSSA 20 6.25 12.5

E. faecalis 20 12.5 12.5

E. faecium 20 6.25 12.5

S. epidermidis 20 1.56 3.13

S. agalactiae 10 6.25 12.5
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(a)不同亚抑浓度的奥替溴铵对金黄色葡萄球菌生物被膜形成有显著抑制作用；(b)奥替溴铵可高效杀死成熟生物膜中的金黄色葡萄球菌

图3 奥替溴铵对金黄色葡萄球菌抗生物被膜活性分析

Fig. 3 Anti-biofilm activity of otilonium bromide against S. aureus
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Fig. 2 Time-kill curves of otilonium bromide (OB) against clinical S. aureus and E. faecalis strains
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图4 奥替溴铵处理金黄色葡萄球菌后的差异表达蛋白(a)、差异表达蛋白GO(b)及KEGG分析(c)
Fig. 4 Differentially expressed protein (a), GO annotation (b) and KEGG analysis (C) of differentially expressed protein after S. aureus 

cells treated with otilonium bromide
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形成被抑制50%以上，表明奥替溴铵显著抑制了金

黄色葡萄球菌生物膜的形成。用激光共聚焦显微镜

进一步观察奥替溴铵对成熟生物膜的影响，SYTO9

和PI分别可将活细胞和死细胞染为绿色和红色。当

奥替溴铵浓度为4×MIC时，与对照组相比，死亡细

胞的比例(红色)显著增加(图3b)，说明奥替溴铵可减

少成熟生物被膜中的细菌数量。综上所述，奥替溴

铵具有较佳的抗生物被膜活性。

2.3 奥替溴铵对金黄色葡萄球菌的抗菌作用机制

为了分析奥替溴铵对金黄色葡萄球菌的抗菌作

用机制，我们采用定量蛋白质组学分析金黄色葡萄

球菌1/2×MIC浓度奥替溴铵胁迫下的蛋白质组差异。

通过LC-MS/MS分析，总共鉴定出1315个蛋白(匹配

肽段≥1，FDR<0.01)。我们将表达变化(FC)>1.5且

P<0.05作为截断值确定显著差异表达蛋白，火山图

显示共有53个差异表达蛋白，其中25个表达上调，

28个表达下调(图4a)。为了分析奥替溴铵对金黄色

葡萄球菌生理功能及代谢通路的影响，我们使用

Omicsbean数据库对差异蛋白进行了基因本体论(gene 

onotology，GO)注释分析，根据差异蛋白参与的生物

过程对其进行分组，如图4b所示，对奥替溴铵做出响

应的蛋白质类别和功能主要富集在有机物与有机酸代

谢过程、蛋白折叠与代谢、氧化还原过程和酮酸代

谢过程。KEGG分析显示差异蛋白参与的代谢通路富

集于微生物代谢环境应激、氯烷烃与氯烯烃降解、

丙酮酸代谢、脂肪酸合成与降解和萘降解途径。

利用STING数据库构建了差异表达蛋白的蛋白质

相互作用网络。结果显示表达下调蛋白之间相互作用

主要集中在乙醇脱氢酶、醛醇脱氢酶AdhE、乙醛脱氢

酶、甲酸脱氢酶、硝酸还原酶、同化硝酸还原酶、4-羟

奥替溴铵抑制革兰阳性菌生长与生物被膜形成的活性及机制研究 温泽文等
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基二吡啶酸合成酶、丙酮酸氧化酶和甲酸乙酰转移酶，

这些蛋白质主要参与的代谢路径为微生物环境应激、脂

肪酸降解和丙酮酸代谢。表达上调蛋白富集于蛋白质

生物合成过程，包括核糖体组分蛋白如RplE、RpsH、

RplR和RplN，Clp蛋白酶亚基ClpB和ClpC，分子伴侣蛋

白DnaK和GroL, 精氨酸- tRNA连接酶，核糖体成熟因子

RbfA和折叠蛋白PrsA。初级代谢过程相关蛋白如6-磷

酸葡萄糖脱氢酶、6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶，乙酰辅酶A

羧化酶亚基AccD，琥珀酸-辅酶A连接酶亚基SucD，甘

油激酶和天冬氨酸-半醛脱氢酶Asd(图5b)。

图5 奥替溴铵处理金黄色葡萄球菌下调表达蛋白(a)及上调表达蛋白(b)相互作用网络分析

Fig. 5 Protein-protein interaction network analysis of down-regulated protein (a) and up-regulated protein (b) 
after S. aureus cells treated with otilonium bromide
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3 讨论

耐药革兰阳性菌的出现导致传统抗生素治疗失

效，给临床治疗革兰阳性菌感染带来严重的挑战。

因此，迫切需要探索具有新型抗菌机制、打破细菌耐

药障碍的创新高效抗菌药物。因为不需要经过大量的

药理学优化程序，“老药新用”即药物的重新利用已

经成为一种有吸引力的新型抗菌药物开发新策略[10]。

为了筛选对革兰阳性菌具有抗菌活性的临床药物，对

FDA批准的临床药物文库进行了筛选，发现奥替溴铵

表现出抑菌活性并对此进行了进一步的鉴定。奥替溴

铵是一种季铵盐衍生物，具有解痉活性，临床上广泛

用于治疗肠易激综合征(IBS)患者[11]。本文的结果表

明，奥替溴铵对临床分离的多种革兰阳性菌包括金黄

色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、粪肠球菌、屎肠球菌和

无乳链球菌具有较佳的抗菌活性，特别是表皮葡萄球

菌，MIC90仅为3.13 μmol/L，奥替溴铵对MRSA和利奈

唑胺中介及耐药粪肠球菌等临床耐药菌表现出较强

的抑制作用。与MSSA相比，MRSA的本质区别在于

其通过基因水平转移(horizontal gene transfer, HGT)方

式获得了葡萄球菌染色体mec基因盒(Staphyloccoccal 

cassette chromosome mec，SCCmec)，SCCmec编码的

mecA或mecC基因赋予其对甲氧西林耐药和β-内酰胺

类抗生素耐药[12]。此外，SCCmec通常还编码有其它

抗性基因，并可通过促进耐药基因的基因水平转移等

机制，使MRSA对氯霉素类、林可霉素类、氨基糖苷

类、大环内酯类抗生素以及喹诺酮类抗生素都存在不

同程度的耐药[13]。奥替溴铵对MSSA和MRSA的MIC50

和MIC90相同，说明其抗菌作用机制可打破MRSA的

耐药屏障。有研究显示在口服80 mg剂量的情况下，

奥替溴铵的最大血浆浓度可达4.37 μg/mL[14]。此外，

在口服240 mg剂量奥替溴铵的情况下，未观察到明显

的毒副作用[15]，意味着在安全剂量下，奥替溴铵的血

浆浓度可超过大部分革兰阳性菌株的MIC值，具有较

好的临床应用前景。小鼠腹腔感染模型也证实了奥

替溴铵对金黄色葡萄球菌的体内抗菌活性[16]。革兰阳

性菌生物被膜的形成是导致慢性感染的重要毒力因

素[17]，传统抗生素中只有少数几个对生物被膜有效。

奥替溴铵对金黄色葡萄球菌生物膜的形成有较强的抑

制作用，更重要的是，奥替溴铵还可以穿透成熟生物

膜，杀死成熟生物膜中的细菌，这些结果表明奥替溴

铵在临床生物被膜相关革兰阳性菌抗感染治疗中具有

潜在应用价值。最近，有研究显示多种口服药物可被
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肠道微生物代谢，导致药物的生物利用率降低，如粪

肠球菌可将帕金森病的常用药物左旋多巴降解为多

巴胺[18]。因此，通过口服奥替溴铵调节肠道微生物

群，改善药物治疗效果，可进一步扩大奥替溴铵的

临床应用场景。

阐明抗菌化合物的作用机制既有利于疗效改进

的优良衍生物的改造，又可为新型抗菌化合物的开

发提供新的靶标。在本文中，我们利用蛋白质组学

技术初步研究了奥替溴铵的抗菌机制，奥替溴铵对

金黄色葡萄球菌多个代谢路径产生影响，例如多种

氧化应激相关蛋白包括乙醇脱氢酶、醇醛脱氢酶和

乙醛脱氢酶的表达被抑制，提示着奥替溴铵胁迫造

成细菌生产的还原力下降，氧化还原失衡。氧化应

激能够促进6-磷酸葡萄糖进入磷酸戊糖途径和糖酵

解途径的氧化分支，磷酸戊糖途径产生5-磷酸核糖

和NADPH，NADPH在维持细胞氧化还原稳态中起

着关键作用，因为它既提供了回收氧化谷胱甘肽的

还原力，又可为以蛋白质为基础的抗氧化系统提供

能量[19-20]。确实，在奥替溴铵处理后我们观察到磷酸

戊糖途径的关键酶6-磷酸葡萄糖脱氢酶和6-磷酸葡萄

糖酸脱氢酶表达上调。同时，抗氧化系统蛋白硫醇

过氧化物酶和ClpP蛋白酶相关亚基表达也上升[21]。

硫醇过氧化物酶是一种细胞氧化还原稳态调节因

子，其作用是维持细胞中活性氧水平的稳定性。其

表达上调说明奥替溴铵暴露使细菌处于过氧化应激

状态，有研究显示ROS的产生可能是抗生素发挥抗

菌活性背后的一个机制[22]。研究显示ClpP蛋白酶同

样在氧化应激反应发挥着重要作用[21]。无乳链球菌

ClpP蛋白酶缺乏的突变体对氧化胁迫比野生型更敏

感[23]。此外，蛋白质合成和分选系统相关蛋白表达

被奥替溴铵激活上调，可能是由于细菌初级代谢被

抑制，蛋白合成处于紧缺状态，为了应对蛋白质合

成受阻的状态，细菌加速了核糖体的更新及周转，

保证维持生命活动基本蛋白质的生物合成。在奥替

溴铵处理后，Clp蛋白酶clpB、clpC和分子伴侣蛋白

DnaK表达上调，clpL表达下调，说明奥替溴铵可能

引起细菌蛋白酶系统紊乱，DnaK在多种细菌包括大

肠埃希菌，李斯特菌和艰难梭菌中都已被证明影响

生物被膜形成[24-26]；另有多项研究结果显示金黄色葡

萄球菌Clp ATP酶对生物被膜形成有重要影响[27-29]，

同时DnaK伴侣系统可与ClpB相互作用协同分解蛋白

质聚集体，影响细菌休眠、抗生素耐药、氧化应激

和生物被膜形成[30-32]，且蛋白质是葡萄球菌生物膜中

的主要成分之一。因此，奥替溴铵的抑制生物被膜

形成活性可能与蛋白酶系统功能紊乱相关，然而，

具体机制仍需进一步确认。

4 结论与展望

本文研究显示奥替溴铵对革兰阳性菌表现出广

谱的抗菌活性，能够显著抑制生物被膜的形成并有

效杀死成熟生物被膜中的细菌。此外，通过定量蛋白

质组学分析了与奥替溴铵抑制金葡菌生长密切相关的

差异表达蛋白及代谢路径，这些结果提示奥替溴铵具

备治疗革兰阳性菌感染的可能性。然而，奥替溴铵的

MIC相比临床常用抗生素仍然偏高，可能限制其临床

应用，而在奥替溴铵的分子结构基础上进一步改造获

得抗菌活性更佳的衍生物，需要确认奥替溴铵的关键

药效基团。因此，进一步鉴定奥替溴铵发挥抗金黄色

葡萄球菌活性的直接作用靶标，对推动基于奥替溴铵

的抗菌药物的发展具有重要意义。
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