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摘要： 目的　 探讨尿感方对尿道致病性大肠杆菌毒力特征的影响。 方法　 以 ＣＦＴ０７３ 作为实验菌株， 通过细菌生长培

养， 观察尿感方含药尿液对 ＣＦＴ０７３ 生长的影响。 分别采用体外持留模型、 微孔板法、 平板法、 ＥＬＩＳＡ 法和 ＲＴ⁃ＰＣＲ
法检测尿感方含药尿液对 ＣＦＴ０７３ 持留能力、 生物膜形成、 泳动能力、 内毒素释放水平、 侵袭力和毒力相关基因

（ ｆｕｒ、 ｃｈｕＡ、 ｉｈａ、 ｆｙｕＡ、 ｇｌｔ Ｓ、 ｇｌｔ Ｐ、 ｆｉｍＨ 和 Ｌｅｘ Ａ） 的影响。 结果　 与未经干预的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经空白尿液干预后

的 ＣＦＴ０７３ 生长能力、 持留能力、 生物膜形成、 泳动能力、 侵袭力、 内毒素释放水平和毒力相关基因 ｍＲＮＡ 表达均无

明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与经 ９０％ 空白尿液干预后的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经 ９０％ 尿感方含药尿液干预后的 ＣＦＴ０７３ 生长受到抑

制 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与经 ６０％ 空白尿液干预后的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经 ６０％ 尿感方含药尿液干预后的 ＣＦＴ０７３ 持留能力、 生物膜

形成、 泳动能力、 侵袭力和内毒素释放水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 毒力相关基因 ｆｕｒ、 ｃｈｕＡ、 ｉｈａ、 ｆｙｕＡ、 ｇｌｔ Ｓ、 ｇｌｔ
Ｐ、 ｆｉｍＨ、 Ｌｅｘ Ａ ｍＲＮＡ 表达下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 尿感方可降低 ＣＦＴ０７３ 的持留能力、 泳动能力和侵袭力，
抑制生物膜的形成和内毒素的释放， 下调毒力相关基因 ｆｕｒ、 ｃｈｕＡ、 ｉｈａ、 ｆｙｕＡ、 ｇｌｔ Ｓ、 ｇｌｔ Ｐ、 ｆｉｍＨ、 Ｌｅｘ Ａ ｍＲＮＡ 表达，
影响 ＣＦＴ０７３ 的毒力特征。
关键词： 尿感方； 尿道致病性大肠杆菌； 毒力特征； 毒力相关基因

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２４）０７⁃２３５０⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２４􀆰 ０７􀆰 ０３９

　 　 尿路感染 （ｕｒｉｎａｒｙ ｔｒａｃｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ＵＴＩ） 是最常见的细

菌感染性疾病之一， 迁延不愈和反复发作是 ＵＴＩ 防治面临

的主要问题。 ７５％ ～９５％ ＵＴＩ 的病原菌是尿道致病性大肠杆

菌 （ｕｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｅｈｉａ． ｃｏｌｉ， ＵＰＥＣ） ［１］ ， ＵＰＥＣ 利用

自身携带的一系列毒力因子在不利的尿道环境中生存和繁

殖， 采取的策略主要包括运动、 粘附、 侵袭、 营养物质摄

取、 持留、 产生毒素、 免疫逃逸等［２⁃３］ 。 尿液是 ＵＰＥＣ 栖息

环境的主要组成部分， 其中的物质会对细菌产生影响。 因

此， 就防治 ＵＴＩ 而言， 研究尿液中的药物对 ＵＰＥＣ 的作用

十分重要。
尿 感 方 是 治 疗 ＵＴＩ 的 验 方 （ 专 利 号

ＺＬ２００９１０２０１８４５􀆰 ６）， 具有抗菌、 抗炎、 免疫调节等多种药

理作用［４⁃１２］ 。 课题组前期研究结果显示， 尿感方含药尿液

无直接的杀菌作用， 但对细菌生物膜有一定的影响［８］ 。 在

前期研究的基础上， 本研究采用细菌学和分子生物学方法，
从 ＵＰＥＣ 的生长能力、 持留能力、 运动能力、 侵袭力、 生

物膜形成、 内毒素释放及毒力相关基因表达来评价尿感方

对 ＵＰＥＣ 毒力特征的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＤ 大鼠， ＳＰＦ 级， 雌雄各半， 体质量 （２５０±
１０） ｇ， 购自上海斯莱克实验动物有限责任公司 ［实验动

物生产许可证号 ＳＣＸＫ （沪） ２０１７⁃０００５］， 饲养于上海中医

药大学实验动物中心。 研究经上海中医药大学动物实验伦

理委员会审批通过 （伦理号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２００８０７００３）。
１􀆰 ２　 药物 　 马齿苋 （配方颗粒）， 批号 ２００２０４８１， 每袋

１􀆰 ５ ｇ， 相当于饮片 １５ ｇ； 蒲公英 （配方颗粒）， 批号

２００４１１８１， 每袋 ２ ｇ， 相当于饮片 １５ ｇ， 均由江阴天江药业

有限公司生产。
１􀆰 ３　 菌株与细胞株 　 ＵＰＥＣ ＣＦＴ０７３ （编号 ＡＴＣＣ７００９２８）
购自上海北诺生物科技有限公司； ＨＴＢ⁃９ 细胞 （目录号

ＴＣＨｕ１） 购自中国科学院细胞库。
１􀆰 ４　 试剂 　 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、 胎牛血清、 ０􀆰 ２５％ 胰酶

（货号 １１８７５１３５、 １００９９⁃１４１、 ２５２０００７２， 美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；
Ｄｉｆｃｏ ｎｏｂｌｅ 琼脂 （货号 ２１４２２０， 美国 ＢＤ 公司）； 庆大霉

素、 ＬＢ 琼脂平板、 ＬＢ 液体培养基、 Ｍ９ 低盐培养基、 Ｄ⁃葡
萄糖溶液、 氨苄西林钠溶液、 结晶紫溶液、 柱式细菌总

ＲＮＡ 提取纯化试剂盒、 溶菌酶、 无水乙醇、 ＤＥＰＣ 水、 ＰＢＳ
［货号 Ａ６２０２１７、 Ｂ５３０１１１、 Ｂ５４０１１１、 Ａ５０７０２４、 Ｂ５４０１５４、
Ｂ５４１０１１、 Ｅ６０７３０９、 Ｂ５１８６５５、 Ａ６１０３０８、 Ａ５００７３７、
Ｂ５０１００５、 Ｅ６０７００８， 生工生物工程 （上海） 股份有限公

司］； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒、
ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ 试 剂 盒 （ 货 号 ＲＲ０４７Ａ、
ＲＲ８２０Ａ， 日本 ＴａＫａＲａ 公司）。
１􀆰 ５ 　 仪 器 　 细 菌 比 浊 仪 （ 法 国 ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ 公 司 ）；
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Ｃｙｔａｔｉｏｎ３ 多功能酶标仪 （美国伯腾仪器有限公司）； 普通

倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； 超净工作台、 ＣＯ２ 培养

箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； Ｓｔｅｐｏｎｅ ｐｌｕｓ 荧光

定量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公司）； 低温离心机 ［大龙兴创实

验仪器 （北京） 股份公司］。
２　 方法

２􀆰 １　 药物尿液制备　 尿感方由马齿苋 （生药量 ７０ ｇ）、 蒲

公英 （生药量 ５５ ｇ） 组成， 称取适量， 加入蒸馏水配制药

液 （生药量 １􀆰 ６９ ｇ ／ ｍＬ）， 按前期建立的方法制备空白尿液

和药物尿液［９⁃１２］ 。 将 ２０ 只大鼠随机分为空白组和尿感方组

（生药量 ２５􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 各组每天灌胃给药 ２ 次，
连续 ３ ｄ， 第 ４ 天早晨再灌胃给药 １ 次， 空白组灌胃等量蒸

馏水， 容量为 １􀆰 ５ ｍＬ ／ １００ ｇ。 末次给药前禁食不禁水 １２ ｈ，
收集末次给药后 ３ ｈ 内尿液， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 收

集上清后 ５６ ℃水浴灭活 ３０ ｍｉｎ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除

菌， 于－８０ ℃保存。 尿样行尿常规检查， 结果异常或有白

细胞或亚硝酸盐者则剔除。
２􀆰 ２　 生长测定　 ＣＦＴ０７３ 接种于 ＬＢ 培养基， ３７ ℃培养过

夜， 分别接种于含不同尿液浓度的 ＬＢ 培养基 （药物尿液

或空白尿液， 尿液终体积分数为 ３０％ 、 ６０％ 和 ９０％ ）， 同时

设不含尿液成分的 ＬＢ 培养基作为对照 （即未经干预），
３７ ℃培养 ２４ ｈ 后取样， 稀释涂板计数， 重复 ３ 次。
２􀆰 ３　 持留能力测定　 参考文献 ［１３⁃１４］ 报道， ＣＦＴ０７３ 接

种于 ＬＢ 培养基， ３７ ℃培养过夜， 接种于含 ０􀆰 ４％ 葡萄糖的

Ｍ９ 培养基中， ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养过夜， 分别取含 ０􀆰 ２％
葡萄糖、 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 氨苄西林钠 （１０ ＭＩＣ） 的 Ｍ９ 培养基

（含药物尿液或空白尿液， 尿液终体积分数为 ３０％ 、 ６０％ ，
对 ＣＦＴ０７３ 的生长无影响）， 将培养物稀释至 ６００ ｎｍ 波长处

光密度值 （ＯＤ６００） 为 ０􀆰 １， 同时设不含培氨苄西林和 ／或
尿液成分的 Ｍ９ 培养基 （含 ０􀆰 ２％ 葡萄糖） 作为对照 （即未

经干预）， ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养， 于 ０、 ４、 ２４ ｈ 取样， 稀

释涂板计数， 重复 ３ 次。
２􀆰 ４　 生物膜测定　 实验菌制备： ＣＦＴ０７３ 接种于 ＬＢ 培养基，
３７ ℃培养过夜， 分别接种于含有药物尿液或空白尿液的 ＬＢ
液体培养基 （尿液终体积分数为 ３０％ 、 ６０％ ， 对 ＣＦＴ０７３ 的

生长无影响）， 同时设不含尿液成分的 ＬＢ 培养基作为对照

（即未经干预）， ＣＦＴ０７３ 终浓度为 ２×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ。
生物膜测定： 各取 ２００ μＬ 加入 ９６ 孔培养板， ３７ ℃培

养 ０、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ， 培养结束后用 ＰＢＳ 冲洗 ２ 次， 风干

１０ ｍｉｎ， 每孔加入 ０􀆰 １％ 结晶紫溶液 ２００ μＬ， ３７ ℃孵育 １５
ｍｉｎ， 再用 ＰＢＳ 冲洗后风干， 加入 ９５％ 乙醇 ２００ μＬ， 酶标

仪检测 ５９５ ｎｍ 波长处的光密度值 （ＯＤ５９５）， 重复 ３ 次。
２􀆰 ５　 泳动能力检测　 实验菌制备同 “２􀆰 ４” 项， 培养结束

后收集细菌制成细菌悬液， 测定 ＯＤ６００值为 ０􀆰 １， 取 ４ μＬ 穿

刺注射于动力平板 （０􀆰 ３％ 琼脂的 ＬＢ 平板）， ３７ ℃ 培养

１２ ｈ后测量菌苔直径， 重复 ３ 次。
２􀆰 ６　 内毒素水平检测　 实验菌制备同 “２􀆰 ４” 项， 培养结

束后收集上清， 采用 ＰｉｅｒｃｅＴＭ ＬＡＬ 发色内毒素定量试剂盒

检测内毒素水平， 重复 ３ 次。
２􀆰 ７　 细菌入侵率检测　 实验菌制备同 “２􀆰 ４” 项， 培养结

束后收集细菌制成细菌悬液， 通过 ＯＤ６００值估算细菌浓度。
ＨＴＢ⁃９ 细胞予含 １０％ ＦＢＳ 的 １６４０ 培养基， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

孵箱中培养， 实验前接种于 ２４ 孔板 （每孔 ２􀆰 ５×１０５ 个细

胞）， 过夜培养， 培养结束后用 ＰＢＳ 清洗， 加入细菌 ／细胞

比例 （ＭＯＩ） 为 １００ 的 ＣＦＴ０７３， 与细胞共同培养 ２ ｈ， 培

养结束后采用庆大霉素保护法清除胞外细菌， 加入 ０􀆰 ２５％
胰酶 ３７ ℃ 孵育 １０ ｍｉｎ， 使细胞停止贴壁， 再加入 ０􀆰 ３％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００， ３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎ， 取样本稀释涂板计数， 重

复 ３ 次。
２􀆰 ８　 毒力相关基因表达检测　 尿液终体积分数为 ６０％ ， 其

余实验菌制备同 “２􀆰 ４” 项， 培养结束后收集细菌， 采用

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测各指标 ｍＲＮＡ 的相对表达量， 总 ＲＮＡ 的

提取、 逆转录和扩增均按说明书操作， 重复 ３ 次。 引物由

武汉赛维尔生物科技有限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列

１６Ｓ ｒＲＮＡ 正向 ５′⁃ＣＡＡＧＧＧＣＡＣＡＡＣＣＴＣＣＡＡＡＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＴＧＴＡＧＣＧＧＴＧＡＡＡＴＧＣＧＴＡＧＡＧ⁃３′

ｆｕｒ 正向 ５′⁃ＴＣＴＧＧＣＴＡＣＧＧＴＡＴＡＴＣＧＣＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＧＴＧＧＴＧＡＴＧＴＴＧＣＴＧＴＧＴＴ⁃３′

ｃｈｕＡ 正向 ５′⁃ＡＡＧＧＣＧＴＴＧＣＣＣＡＡＴＡＣＣＡＧＡＧＴＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＡＴＴＣＣＧＡＴＣＧＣＴＣＡＣＡＧＴＧＧＣＴＴ⁃３′

ｉｈａ 正向 ５′⁃ＴＧＣＧＡＡＴＡＡＣＣＡＣＴＣＴＧＧＣＴＴＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＡＡＴＣＡＣＡＧＡＡＡＣＡＣＴＧＧＣＧＧＣ⁃３′

ｆｙｕＡ 正向 ５′⁃ＧＧＴＣＴＴＧＡＴＧＣＣＡＡＡＣＣＧＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＧＴＡＴＡＡＡＡＣＧＴＣＧＣＧＧＣＴＴ⁃３′

ｇｌｔ Ｓ 正向 ５′⁃ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＧＡＴＡＣＴＴＴＡＧＣＡＡＣＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＣＧＡＡＧＣＴＴＴＴＡＣＣＡＧＣＧＣＡＴＴＧＡＣＧＡＴＡ⁃３′

ｇｌｔ Ｐ 正向 ５′⁃ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＧＴＡＡＣＧＡＡＣＴＧＡＡＣＧＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴＴＴＴＣＡＡＴＣＡＡＣＴＧＧＡＴＣＡＧＧＡ⁃３′

ＦｉｍＨ 正向 ５′⁃ＧＴＧＣＣＡＡＴＴＣＣＴＣＴＴＡＣＣＧＴＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＧＡＡＴＡＡＴＣＧＴＡＣＣＧＴＴＧＣＧ⁃３′

Ｌｅｘ Ａ 正向 ５′⁃ＡＧＣＡＧＧＴＧＴＴＣＣＴＡＴＴＡＣＣＧＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＣＡＴＡＣＴＧＴＣＧＣＣＴＡＣＧＡＣＧ⁃３′

２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采

用方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 尿感方对 ＵＰＥＣ 生长能力的影响　 如图 １ 所示， 培养

２４ ｈ 后， 与未经干预的 ＣＦＴ０７３ 比较， 添加空白尿液的

ＣＦＴ０７３ 数量无明显变化 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 提示空白尿液对

ＣＦＴ０７３ 的生长无明显影响； 与添加 ９０％ 空白尿液的

ＣＦＴ０７３ 比较， 添加 ９０％ 药物尿液的 ＣＦＴ０７３ 数量减少 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 其余浓度药物尿液的 ＣＦＴ０７３ 数量无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， 提示 ９０％ 药物尿液对 ＣＦＴ０７３ 的生长有一定的抑制

作用， 其余浓度的药物尿液对 ＣＦＴ０７３ 的生长无明显影响。
３􀆰 ２　 尿感方对 ＵＰＥＣ 持留能力的影响　 如表 ２ 所示， 培养

４ ｈ 后， 不添加氨苄西林钠的 ＣＦＴ０７３ 生长达到稳定期， 添

加氨苄西林钠的 ＣＦＴ０７３ 活菌数稍有所减少； 与添加氨苄
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注： 与 ＣＦＴ０７３＋９０％ 空白尿液比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 尿感方含药尿液对 ＵＰＥＣ 生长能力的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 　 　

西林钠和 ６０％ 空白尿液的 ＣＦＴ０７３ 比较， 添加氨苄西林钠

和 ６０％ 药物尿液的 ＣＦＴ０７３ 活菌数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 培养

２４ ｈ 后， 不添加氨苄西林钠的 ＣＦＴ０７３ 均生长到约 １× １０９

ＣＦＵ ／ ｍＬ， 与之相比， 添加氨苄西林钠的活菌数减少 （相
差＞１ ０００ 倍）； 与添加氨苄西林钠和 ６０％ 空白尿液的

ＣＦＴ０７３ 比较， 添加氨苄西林钠和 ６０％ 药物尿液的活菌数减

少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示药物尿液可抑制 ＵＰＥＣ 持留菌的产生，
而空白尿液对 ＵＰＥＣ 持留菌的产生没有影响。
３􀆰 ３　 尿感方对 ＵＰＥＣ 体外生物膜形成过程的影响　 如图 ２
所示， 与未经干预的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经空白尿液干预后的

ＣＦＴ０７３ 生物膜量无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 培养 ８～ ２４ ｈ 后，
与经 ６０％ 空白尿液干预后的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经 ６０％ 药物尿

液干预后的 ＣＦＴ０７３ 生物膜量减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
　 　 　 　表 ２　 尿感方含药尿液对 ＵＰＥＣ 持留能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
活菌数（ｌｏｇ１０） ／ （ＣＦＵ·ｍＬ－１）

０ ｈ ４ ｈ ２４ ｈ
ＣＦＴ０７３ ８􀆰 ４２±０􀆰 ３５ ８􀆰 ２３±０􀆰 ５４ ９􀆰 １３±０􀆰 ３９

ＣＦＴ０７３＋氨苄西林钠 ８􀆰 ４０±０􀆰 ４７ ７􀆰 ５８±０􀆰 ５５ ５􀆰 ４３±０􀆰 ６５
ＣＦＴ０７３＋３０％ 空白尿液 ８􀆰 ４７±０􀆰 ６８ ８􀆰 ３５±０􀆰 ５８ ９􀆰 ０９±０􀆰 ４９

ＣＦＴ０７３＋３０％ 空白尿液＋氨苄西林钠 ８􀆰 ４５±０􀆰 ３９ ７􀆰 ６９±０􀆰 ４５ ５􀆰 ９８±０􀆰 ５１
ＣＦＴ０７３＋３０％ 药物尿液 ８􀆰 ３７±０􀆰 ４２ ８􀆰 ２７±０􀆰 ５５ ８􀆰 ９７±０􀆰 ３９

ＣＦＴ０７３＋３０％ 药物尿液＋氨苄西林钠 ８􀆰 ３９±０􀆰 ６４ ７􀆰 ８５±０􀆰 ５２ ５􀆰 ５９±０􀆰 ４３
ＣＦＴ０７３＋６０％ 空白尿液 ８􀆰 ３７±０􀆰 ５１ ８􀆰 ２２±０􀆰 ６１ ８􀆰 ９３±０􀆰 ５４

ＣＦＴ０７３＋６０％ 空白尿液＋氨苄西林钠 ８􀆰 ２９±０􀆰 ６８ ７􀆰 ４１±０􀆰 ４９ ５􀆰 ７８±０􀆰 ６１
ＣＦＴ０７３＋６０％ 药物尿液 ８􀆰 ３２±０􀆰 ３５ ８􀆰 ２５±０􀆰 ４０ ８􀆰 ８９±０􀆰 ４３

ＣＦＴ０７３＋６０％ 药物尿液＋氨苄西林钠 ８􀆰 ３３±０􀆰 ４４ ５􀆰 ３６±０􀆰 ６１∗ ２􀆰 ２７±０􀆰 ５３∗∗

　 　 注： 与 ＣＦＴ０７３＋６０％ 空白尿液＋氨苄西林钠比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： 与 ＣＦＴ０７３＋６０％ 空白尿液比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 尿感方对 ＵＰＥＣ 体外生物被膜形成过程的影

响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

提示药物尿液可抑制 ＣＦＴ０７３ 生物膜的产生。
３􀆰 ４　 尿感方对 ＵＰＥＣ 泳动能力和内毒素水平的影响　 如图

３ 所示， 与未经干预的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经空白尿液干预后的

ＣＦＴ０７３ 泳动能力和内毒素释放水平均无明显变化 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）； 与经 ６０％ 空白尿液干预后的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经 ６０％
药物尿液干预后的 ＣＦＴ０７３ 泳动能力和内毒素释放水平均降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示药物尿液对 ＣＦＴ０７３ 的泳动能

力和内毒素释放水平有一定的抑制作用。
３􀆰 ５　 尿感方对 ＵＰＥＣ 细菌侵袭力的影响　 如图 ４ 所示， 与

未经干预的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经空白尿液干预后的 ＣＦＴ０７３ 入

侵率无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与经 ６０％ 空白尿液干预后的

ＣＦＴ０７３ 比较， 经 ６０％ 药物尿液干预后的 ＣＦＴ０７３ 入侵率降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示药物尿液可减弱 ＣＦＴ０７３ 的侵袭力。
３􀆰 ６　 尿感方对 ＵＰＥＣ 毒力相关基因表达的影响　 如图 ５ 所

示， 与未经干预的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经空白尿液干预后的

ＣＦＴ０７３ ｆｕｒ、 ｃｈｕＡ、 ｉｈａ、 ｆｙｕＡ、 ｇｌｔ Ｓ、 ｇｌｔ Ｐ、 ｆｉｍＨ、 Ｌｅｘ Ａ
ｍＲＮＡ 表达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与经 ６０％ 空白尿液干

预后的 ＣＦＴ０７３ 比较， 经 ６０％ 药物尿液干预后的 ＣＦＴ０７３
ｆｕｒ、 ｃｈｕＡ、 ｉｈａ、 ｆｙｕＡ、 ｇｌｔ Ｓ、 ｇｌｔ Ｐ、 ｆｉｍＨ、 Ｌｅｘ Ａ ｍＲＮＡ 表

达下调 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

ＣＦＴ０７３ 是原型 ＵＰＥＣ 菌株， 其系统发育群属于毒力最

强的 Ｂ２ 群［１５］ 。 本研究结果显示， 当尿感方含药尿液的浓

度达到 ９０％ 时才开始对 ＣＦＴ０７３ 的生长有一定的影响， 故选

取不影响 ＣＦＴ０７３ 生长的尿感方含药尿液浓度进行一系列毒

力特征研究。 Ｌｅｘ Ａ 的高表达会降低代谢相关基因的表达，
使细菌代谢变慢， 诱导持留菌的形成［１６］ 。 持留能力是细菌

的一种本能反应， 是细菌面临生存压力时采取的保护形式。
持留菌处于休眠不分裂的状态， 对抗生素具有高耐受

性［１３］ 。 本研究结果显示， 尿感方含药尿液下调了 Ｌｅｘ Ａ
ｍＲＮＡ 表达， 降低了氨苄西林存在下 ＣＦＴ０７３ 产生的持留菌

数量。 细菌生物膜是复杂的微型群落， 对传统抗生素、 宿
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注： 与 ＣＦＴ０７３＋６０％ 空白尿液比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 尿感方对 ＵＰＥＣ 泳动能力和内毒素水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与 ＣＦＴ０７３＋６０％ 空白尿液比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 尿感方对 ＵＰＥＣ 细菌侵袭力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与 ＣＦＴ０７３＋６０％ 空白尿液比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 尿感方对 ＵＰＥＣ 毒力相关基因表达的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

主免疫防御和外部压力的敏感性均明显降低， ＵＰＥＣ 生物膜

的形成是复发性尿路感染的一个关键易感因素［１７］ 。 本研究

结果显示， 对于未经干预的 ＣＦＴ０７３， 随着时间的延长， 生

物膜逐渐增多， １２ ｈ 时生物膜基本趋于成熟， 尿感方含药

尿液对形成期和成熟期的生物膜都有抑制作用。
泳动是细菌处于液体环境或低密度半固体环境的运动

方式。 细菌的运动能够帮助其摄取营养、 选择靶点， 实现

向周围扩散和侵入宿主细胞， 并在生物膜的形成阶段发挥

重要作用［１⁃２，１８］ 。 本研究结果显示， 尿感方含药尿液能降低

ＣＦＴ０７３ 的泳动能力， 有助于抑制生物膜的形成。 细菌内毒

素是革兰氏阴性菌细胞壁上的脂多糖和微量蛋白形成的复

合物， 能为细菌形成保护层以抵御抗生素的攻击， 有利于

持留菌的产生［１９⁃２０］ 。 本研究结果显示， 尿感方含药尿液降

低了 ＣＦＴ０７３ 内毒素的释放水平， 有助于尿感方抑制持留菌

的产生。
ｆｉｍＨ 是介导 ＵＰＥＣ 侵入宿主细胞的主要因素， ｆｉｍＨ 表

达的改变会影响 ＵＰＥＣ 的侵袭力［２１］ 。 本研究结果显示， 尿

感方含药尿液下调了 ｆｉｍＨ ｍＲＮＡ 表达， 降低 ＣＦＴ０７３ 的侵

袭力， 与前期研究结果一致。 铁是 ＵＰＥＣ 存活和致病性的

关键营养物质， 由于尿液环境的可溶性铁水平较低， 铁的

获取对 ＵＰＥＣ 至关重要。 铁摄取调控因子 ｆｕｒ 作为细菌调控

铁摄取、 储存和代谢过程中重要的调控子， 在维持细菌铁

稳态、 抗应激能力和致病性中发挥重要作用［２２］ 。 血红素外

膜受体和铁载体是 ＵＰＥＣ 获取铁的主要机制， 血红素外膜

受体 ｃｈｕＡ 和 ｈｍａ， 铁 载 体 的 肠 杆 菌 素 摄 取 受 体 ｉｈａ、
Ｓａｌｍｏｃｈｅｌｉｎ 摄取受体 ｉｒｏＮ 和三价铁螯合物外膜受体 ｆｙｕＡ 对

于 ＵＰＥＣ 在尿道环境的铁获取过程中发挥重要作用［１⁃２，２３⁃２５］ 。
本研究结果显示， 尿感方含药尿液下调了 ＵＰＥＣ ｆｕｒ、 ｃｈｕＡ、
ｉｈａ、 ｆｙｕＡ ｍＲＮＡ 表达， 提示尿感方调节了 ＵＰＥＣ 的铁摄取

系统， 可能会对 ＵＰＥＣ 的致病性产生影响。 在尿液中 ＵＰＥＣ
是以氨基酸和多肽作为碳源， 而不是葡萄糖。 谷氨酸进入

ＵＰＥＣ 胞内的方式主要是通过谷氨酸转运系统运输［１］ 。 谷

氨酸转运蛋白相关基因 ｇｌｔ Ｐ、 ｇｌｔ Ｓ 与该转运系统关系密切，
且还参与了细菌的持留［２６⁃２７］ 。 本研究结果显示， 尿感方含

药尿液下调了 ｇｌｔ Ｐ、 ｇｌｔ Ｓ ｍＲＮＡ 表达。
综上所述， 尿感方在尿液中的药物成分或 ／和代谢物降

低了 ＣＦＴ０７３ 的持留能力、 泳动能力和侵袭力， 抑制了其生

物膜的形成和内毒素的释放， 下调了毒力相关基因 ｆｕｒ、
ｃｈｕＡ、 ｉｈａ、 ｆｙｕＡ、 ｇｌｔ Ｓ、 ｇｌｔ Ｐ、 ｆｉｍＨ、 Ｌｅｘ Ａ ｍＲＮＡ 表达，
对 ＵＰＥＣ 毒力特征产生了一定影响。
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