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咖啡酸苯乙酯抑制肺炎克雷伯菌增殖及
生物膜形成的分子机制研究

谢瑛琪,高双双,李婷,李宗泽,玄红专

(聊城大学
 

农业与生物学院,山东
 

聊城
 

252059)

摘要 探究咖啡酸苯乙酯(Caffeic
 

acid
 

phenethyl
 

ester,CAPE)对肺炎克雷伯菌(Klebsiella
 

pneumoniae)的
抑菌活性,并阐明其抑制生物膜形成的分子机制。通过最小抑菌浓度(MIC)、最小杀菌浓度(MBC)及生长

曲线分析CAPE对细菌增殖的影响。利用结晶紫染色、黏附量测定及激光共聚焦成像分析CAPE对细菌生

物膜形成和结构的干扰,并对胞外DNA与蛋白质的渗漏情况以及胞外多糖含量的变化进行了测定。进一

步利用RT-qPCR分析生物膜形成基因、黏附基因及毒力基因的表达水平变化。结果显示,CAPE对K.
pneumoniae的MIC和MBC分别为0.312

 

5
 

mmol/L和0.625
 

0
 

mmol/L,可显著抑制细菌增殖。在2
 

MIC
浓度下,CAPE可有效清除成熟生物膜,其清除率可达到50.18%,同时细菌黏附和胞外多糖含量分别下降

73.3%和46.2%,并诱导胞外DNA和蛋白质大量渗漏。RT-qPCR结果表明,多个生物膜形成相关基因的

表达均显著下调。综上,CAPE对K.
 

pneumoniae具有显著的抗菌活性,可通过破坏细胞膜完整性、抑制

生物膜形成及调控毒力基因实现多重抗菌作用,为其作为潜在抗K.
 

pneumoniae的天然药物提供了理论

依据。
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Abstract This
 

study
 

investigated
 

the
 

antibacterial
 

activity
 

of
 

caffeic
 

acid
 

phenethyl
 

ester
 

(CAPE)
 

against
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

and
 

explored
 

its
 

molecular
 

mechanisms
 

in
 

inhibiting
 

biofilm
 

formation.
 

The
 

effects
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of
 

CAPE
 

on
 

bacterial
 

growth
 

were
 

evaluated
 

by
 

determining
 

the
 

minimum
 

inhibitory
 

concentration
 

(MIC),
 

minimum
 

bactericidal
 

concentration
 

(MBC),
 

and
 

growth
 

curves.
 

Crystal
 

violet
 

staining,
 

adhesion
 

assays,
 

and
 

confocal
 

laser
 

scanning
 

microscopy
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

effects
 

of
 

CAPE
 

on
 

biofilm
 

formation
 

and
 

structure.
 

In
 

addition,
 

leakage
 

of
 

extracellular
 

DNA
 

and
 

proteins,
 

as
 

well
 

as
 

changes
 

in
 

exopolysaccharides
 

content,
 

were
 

quantitatively
 

analyzed.
 

RT-qPCR
 

was
 

performed
 

to
 

determine
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

genes
 

associated
 

with
 

biofilm
 

formation,
 

adhesion,
 

and
 

virulence.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

MIC
 

and
 

MBC
 

of
 

CAPE
 

against
 

K.
 

pneumoniae
 

were
 

0.312
 

5
 

mmol/L
 

and
 

0.625
 

0
 

mmol/L,
 

respectively,
 

and
 

that
 

CAPE
 

significantly
 

inhibited
 

bacterial
 

growth.
 

At
 

2
 

MIC,
 

CAPE
 

effectively
 

removed
 

mature
 

biofilms,
 

a-
chieving

 

a
 

removal
 

rate
 

of
 

50.18%.
 

Meanwhile,
 

bacterial
 

adhesion
 

and
 

exopolysaccharides
 

content
 

were
 

reduced
 

by
 

73.3%
 

and
 

46.2%,
 

respectively,
 

and
 

CAPE
 

induced
 

substantial
 

leakage
 

of
 

extracellular
 

DNA
 

and
 

proteins.
 

RT-qPCR
 

analysis
 

further
 

revealed
 

significant
 

downregulation
 

of
 

multiple
 

genes
 

related
 

to
 

biofilm
 

formation.
 

In
 

conclusion,
 

CAPE
 

exhibits
 

potent
 

antibacterial
 

activity
 

against
 

K.
 

pneumoniae
 

by
 

impairing
 

membrane
 

integrity,
 

inhibiting
 

biofilm
 

formation,
 

and
 

modulating
 

the
 

expression
 

of
 

virulence-
related

 

genes,
 

supporting
 

its
 

potential
 

as
 

a
 

natural
 

antimicrobial
 

agent.
Keywords caffeic

 

acid
 

phenethyl
 

ester;
 

Klebsiella
 

pneumoniae;
 

antibacterial
 

activity;
 

biofilm
 

formation;
 

molecular
 

mechanisms

0 引言

肺炎克雷伯菌(Klebsiella
 

pneumoniae)是临床上常见的机会性致病菌,可引起呼吸道、泌尿系统及血流

等多种感染。根据其毒力特征,该菌可分为经典型和高毒力型两类,其中高毒力型菌株通过高表达荚膜多

糖、铁载体等毒力因子,通常会导致更严重的组织侵袭和不良临床表现[1]。近年来,随着抗菌药物的广泛应

用,肺炎克雷伯菌的耐药问题日益严峻,尤其在呼吸机相关性肺炎中,其检出率持续升高,多重耐药菌株的流

行显著增加了临床治疗难度,导致患者病死率和并发症发生率明显上升[2]。因此,筛选针对耐药肺炎克雷伯

菌的有效治疗药物,已成为当前临床与科研领域亟待解决的关键问题。
当前,肺炎克雷伯菌的临床一线治疗主要依赖β-内酰胺类、碳青霉烯类及氨基糖苷类等抗菌药物。然

而,随着产超广谱β-内酰胺酶及碳青霉烯酶菌株的流行,尤其是多重耐药与高毒力特征在部分菌株中的共

存,使得传统抗菌药物的疗效日趋局限,可选择的治疗手段日益减少。面对此类菌株感染,临床常被迫使用

多粘菌素、替加环素等毒性较大的药物,或尝试效果不确定的联合用药方案,导致患者治疗失败、病程延长及

死亡风险显著增加[3-4]。因此,开发具有新作用机制或能够克服现有耐药性的新型抗菌或抗毒力策略,已成

为迫切的临床需求。
咖啡酸苯乙酯(Caffeic

 

acid
 

phenethyl
 

ester,CAPE)作为一种天然咖啡酸衍生物,是蜂胶的主要活性成

分之一。其分子内含有的儿茶酚结构被认为是多种生物活性的关键结构基础[5]。研究表明,CAPE不仅具

有广谱抗菌作用,还兼具抗氧化、抗炎、抗肿瘤及免疫调节等多种药理活性,在医药研究领域受到广泛关

注[6-7]。
越来越多研究发现,CAPE对多种革兰氏阳性菌(如金黄色葡萄球菌、粪肠球菌)、革兰氏阴性菌(如大肠

杆菌)、真菌(如白色念珠菌)及植物病原菌具有显著抑制作用[8-12]。而且,CAPE可能的作用靶点包括

RNA、DNA和细胞蛋白,可通过干扰生物膜形成、抑制胞外多糖分泌等途径削弱病原菌的致病力[13-15]。更

重要的是,CAPE在对抗多重耐药菌株方面也表现出潜在优势,为开发高效、低毒的新型天然抗菌剂提供了

新的策略。
然而,目前关于CAPE对肺炎克雷伯菌的抑制功效及作用机制尚缺乏系统研究,这在一定程度上制约

了其临床应用潜力。因此,系统阐明CAPE对肺炎克雷伯菌的抗菌作用及分子机制,不仅有助于丰富天然

抗菌剂的研究,也为应对耐药菌感染提供了重要科学依据。基于此,本研究旨在系统评估CAPE对肺炎克

雷伯菌的体外抗菌活性,进一步探讨其对细菌生物膜形成的抑制作用,并分析其对关键毒力基因表达的调控
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机制,以期为CAPE在肺炎克雷伯菌感染防控中的应用提供实验依据和理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料

咖啡酸苯乙酯(纯度不小于98%,上海源叶生物科技有限公司);肺炎克雷伯菌(编号:ATCC
 

13883,广
东省微生物菌种保藏中心);树脂天青(刃天青钠,上海阿拉丁生化科技股份有限公司);胰酪胨大豆肉汤

(TSB)(山东西亚化学有限公司);结晶紫(CV)(上海麦克林生化科技股份有限公司);LIVE/DEADTM
 

Ba-
cLightTM

 

Bacterial
 

Viability
 

Kit(美国Thermo
 

Fisher公司)。

1.2 仪器

FV1200激光扫描共聚焦显微镜(日本Olympus公司);NanoDrop微量分光光度计(美国Thermo
 

Fish-
er公司);EPOCH2全波长酶标仪(美国BIOTEK公司);日立S-4800扫描电子显微镜(日本Hitachi公司);

CFX96TMReal-Time
 

PCR仪(美国BIO
 

RAD公司)

1.3 方法

1.3.1 K.
 

pneumoniae菌液制备。
 

无菌条件下,取K.
 

pneumoniae冻干粉,用200
 

‰L
 

TSB培养基复溶后,
均匀涂布于TSB琼脂平板,并置于37

 

℃恒温培养箱中培养24
 

h。挑取形态均一的单个菌落,接种至TSB
培养基中,于37

 

℃、180
 

r/min恒温摇床中振荡培养24
 

h以活化菌株。取100
 

‰L活化菌液转接至20
 

mL
 

TSB培养基中,在相同条件下继续培养24
 

h,培养结束后将菌液储存于4
 

℃暂存备用。

1.3.2 最小抑菌浓度(MIC)的测定。
 

采用刃天青微量稀释法[16]测定CAPE对K.
 

pneumoniae的MIC值。
取1.3.1获得的菌液,加入TSB培养基制备浓度为1×107

 

CFU/mL的菌悬液。CAPE以二甲基亚砜(DM-
SO)溶解制备母液,且工作液中DMSO终浓度均小于0.1%。采用二倍稀释法配置终浓度梯度为0.078

 

1
~10

 

mmol/L的CAPE溶液,将CAPE与菌悬液加入96孔板,使每孔菌液终浓度为5×106
 

CFU/mL,置于

37
 

℃恒温培养箱中培养24
 

h。随后,每孔加入20
 

‰L浓度为0.1
 

mg/mL的刃天青钠染液,避光条件下

37
 

℃孵育3
 

h。实验设置3组对照:空白对照组(仅含TSB培养基)、阴性对照组(含菌悬液与TSB培养基,
不含CAPE)、阳性对照组(含菌悬液、TSB培养基及终浓度为10

 

‰g/mL的庆大霉素)。本实验中MIC指阻

止菌液由紫色变为粉色的最低CAPE浓度,阳性对照主要用于验证实验体系的有效性和稳定性,并作为

MIC判定的质量控制标准。

1.3.3 最小杀菌浓度(MBC)的测定。
 

采用TSB琼脂稀释法测定MBC。在完成MIC测定后,取MIC各实

验孔中的菌悬液点涂于TSB琼脂平板上。将平板置于37
 

℃恒温培养箱中培养24
 

h,观察平板上菌落生长

情况。本实验中MBC指平板上无菌落形成或菌落数量减少不小于99.9%的最低CAPE浓度。

1.3.4 生长曲线的测定。
 

取1.3.1的菌液加入TSB培养基制备浓度为1×107
 

CFU/mL的菌悬液。向菌

悬液中加入不同体积CAPE母液,使其终浓度分别为1/2
 

MIC、MIC、2
 

MIC,且反应体系均为5
 

mL,DMSO
终浓度均小于0.1%。置于37℃恒温摇床中培养24

 

h,培养期间,每隔2或4
 

h取样1次,每次吸取100
 

‰L
菌液在波长600

 

nm处测定吸光值(OD600)。对照组不含CAPE溶液,其他成分与处理组相同。

1.3.5 结晶紫半定量黏附实验。
 

取1.3.1的菌液用含1%蔗糖的TSB培养基调整菌液浓度至1×107
 

CFU/mL以制备菌悬液。96孔培养板每孔加入200
 

‰L菌悬液,置于37
 

℃恒温培养箱中孵育24
 

h,以促进

细菌在孔底表面黏附并形成生物膜。孵育结束后,弃去各孔上清液,分别向孔中加入含不同浓度CAPE(1/2
 

MIC、MIC、2
 

MIC)的1%蔗糖TSB培养基200
 

‰L,相同条件下继续培养24
 

h。设置阴性对照组仅含菌悬液

与1%蔗糖TSB培养基。随后弃去各孔上清液,用无菌磷酸盐缓冲液(pH
 

7.4)轻轻洗涤3次以去除未黏附

的浮游细菌,室温自然风干。每孔加入150
 

‰L甲醇固定15
 

min,弃去甲醇后再次室温晾干。加入150
 

‰L
 

0.1%(m/v)结晶紫染液,室温避光染色15
 

min。弃去染液后,用生理盐水反复冲洗至洗液无色,室温晾干。
每孔加入150

 

‰L
 

95%乙醇,37
 

℃孵育30
 

min以充分溶解结合的结晶紫染料。采用酶标仪在590
 

nm波长

下测定吸光度(OD590),以OD值反映细菌黏附量及生物膜量[17]。

1.3.6 胞外DNA(extracellular
 

DNA,eDNA)、蛋白质及胞外多糖(exopolysaccharides,EPS)含量的测定。
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(1)
 

胞外DNA与蛋白质含量测定。取1.3.1的菌液用TSB培养基调整浓度至1×107
 

CFU/mL,收集对数

生长期菌悬液。取500
 

‰L菌悬液接种至TSB培养基中,加入不同体积CAPE母液,使其终浓度分别为1/2
 

MIC、MIC、2
 

MIC。阴性对照组仅含菌悬液与TSB培养基,不含CAPE。置于37
 

℃、180
 

r/min恒温摇床中

振荡培养24
 

h后,于4
 

℃、12
 

000
 

g条件下离心30
 

min,收集上清液。并测定上清液在260
 

nm(OD260)和

280
 

nm(OD280)波长处的吸光值,其中OD260值反映胞外DNA释放量,OD280值反映胞外蛋白质释放量[18],
间接评估CAPE对细菌细胞膜完整性的影响。(2)

 

胞外多糖含量测定。采用苯酚-硫酸法测定EPS含

量[19],实验分组及菌液预处理同上,收集上清液并转移至洁净离心管中。向上清液中加入3倍体积预冷无

水乙醇,充分混匀后于4
 

℃静置过夜,以促进EPS沉淀。待EPS充分沉淀后,于4℃、15
 

000
 

g条件下离心

10
 

min,弃去上清液,沉淀用1
 

mL无菌水充分复溶。采用苯酚-硫酸比色法,在490
 

nm波长处测定复溶后

溶液的吸光值,以葡萄糖为标准品绘制标准曲线,计算EPS的含量。

1.3.7 CAPE对肺炎克雷伯菌基因表达量的影响。
 

为明确CAPE对肺炎克雷伯菌基因表达水平的影响,选
取MIC浓度的CAPE处理肺炎克雷伯菌,并通过实时荧光定量PCR对相关基因的表达变化进行分析。肺

炎克雷伯菌总RNA的提取按照TRleasyTM总RNA提取试剂说明书进行。使用NanoDrop
 

Ultra-Micro
分光光度计检测RNA的浓度和纯度。提取后,使用PrimeScriptTM

 

RT
 

Master
 

Mix试剂盒进行反转录,然
后使用TB

 

Green􀆿Premix
 

EX
 

TaqTM试剂进行荧光定量PCR测定。实验中所用引物均由生工生物股份

有限公司合成,引物信息如表1所示。以内参基因16S
 

rRNA 为基准,采用2-ΔΔCT 方法测定相对mRNA表

达水平。16S
 

rRNA 作为细菌中常用的内参基因,在不同处理条件下表达相对稳定,且在前期预实验中其表

达未受到CAPE处理的显著影响,因此将其作为本研究的内参基因。
表1 肺炎克雷伯菌相关基因引物序列

Tab.1 Primer
 

sequences
 

of
 

genes
 

in
 

Klebsiella
 

pneumoniae

基因名称 引物序列(5’-3’) 基因名称 引物序列(5’-3’)

16S
 

rRNA F:CGTGTTGTGAAATGTTGGGT luxS F:CGATGTGCTGAAGGTGAAAG

R:CCACCTTCCTCCAGTTTATCA R:TTCGTCGTTGCTGTTGATG

mazF F:CACGGTTTCACTGGAAGAGG mrkD F:GATTGGTATGCGTTTCAGCC

R:GTATGCGTTCCAGACGCTTG R:TCAAGGGAATAGTTGGTGGTGT

fimH F:TCACGGACCGATAAACCCT wbbM F:TTATCAGGCTGCCATTGCCAT

R:TGAACTGGAAGGAGTCGCTATT R:CAGCTATATGCCCAATAACGC

mrkA F:ACGTCTCTAACTGCCAGGC ompA F:TGGTATCGCAGGTTTCCGT

R:TAGCCCTGTTGTTTGCTGGT R:AGACCGTTTAGCCAGGTTCG

uge F:AAGGCTGCCGTCATACCAA mrkH F:AGAGGAGTTGCGCAAACGTA

R:GCTCATTGGCTTTCTTGGTG R:TGTCAGGGCCGCATTAAACT

1.3.8 分子对接。
 

为探究CAPE抑制肺炎克雷伯菌生物膜形成的潜在机制,进行了分子对接验证。CAPE
的三维结构从PubChem数据库(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)中获取。九种与生物膜形成相关的

蛋白结构来源于PDB数据库(https://www.rcsb.org/)及UniProt数据库(https://www.uniprot.org/),
包括MrkA(PDB

 

ID:9HW9)、MrkH(PDB
 

ID:5EJL)、LuxS(PDB
 

ID:5E68)、MazF(PDB
 

ID:7D2M)、Uge
(AlphaFold

 

model
 

ID:AF-A0A0K1SB67-F1)、WbbM(PDB
 

ID:6U4B)、OmpA(PDB
 

ID:5NHX)、FimH
(PDB

 

ID:9AT9)和MrkD(PDB
 

ID:3U4K)。采用AutoDock
 

Vina对配体与蛋白受体之间进行对接模拟,以
评估其结合亲和力。使用PyMOL进行结构预处理及关键结合残基和分子相互作用的可视化分析。

1.3.9 LIVE/DEAD荧光试剂盒测定CAPE抗细菌生物膜效果。
 

取1.3.1的菌液用TSB培养基调整浓度

至1×107
 

CFU/mL,取2
 

mL加入共聚焦培养皿中,37
 

℃条件下静置培养,使其在表面形成成熟生物膜。培

养结束后弃去上清液,使用TSB培养基对样品轻柔冲洗三次以去除浮游菌。设置对照组(仅含菌液和TSB
培养基)、1/2

 

MIC、MIC、2
 

MIC实验组(含CAPE),作用时间8
 

h。弃去培养皿内液体,使用无菌生理盐水清

洗以去除残留物。随后采用LIVE/DEAD细菌活性检测试剂盒进行染色,将SYTO
 

9和碘化丙啶(Propidi-
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um
 

Iodide,PI)按1:1体积比混合并用PBS稀释为工作液。向培养皿中加入200
 

‰L染色液并在避光条件下

孵育15
 

min。染色结束后弃去染液,用PBS轻柔冲洗2~3次以去除多余染料。最后采用激光共聚焦显微

镜(CLSM)进行观察,使用488
 

nm激光激发SYTO
 

9,562
 

nm激光激发PI,绿色荧光表示活菌,红色荧光表

示死菌。根据荧光信号的定量分析结果对生物膜的结构特征及CAPE的作用效果进行评价[20-21]。

1.3.10 数据处理。
 

所有检测数据均以三次重复的平均值±标准差(􀭺x±s)表示,数据使用Graphpad
 

Pism
 

9.5.0软件作图,并使用SPSS
 

27进行回归分析和方差分析(One-way
 

ANOVA,p<0.05, p<0.01,

p<0.001)。

2 结果与分析

2.1 CAPE对肺炎克雷伯菌的 MIC、MBC及生长曲线的影响

MIC和MBC是评估抗菌药物体外抗菌活性的核心指标,结果显示如图1(a、b),CAPE对K.
 

pneu-
moniae的MIC为0.312

 

5
 

mmol/L,MBC为0.625
 

0
 

mmol/L,MBC/MIC比值为2,提示CAPE对肺炎克

雷伯菌具有较强的抗菌活性。

  注:(a)
 

MIC的测定;(b)
 

MBC的测定;(c)生长曲线的测定。

图1 CAPE对K.
 

pneumoniae增殖活性的影响

Fig.1 Effects
 

of
 

CAPE
 

on
 

the
 

proliferative
 

activity
 

of
 

K.
 

pneumoniae

细菌生长曲线分析结果如图1(c),与未加药对照组相比,不同浓度CAPE对K.
 

pneumoniae的生长抑

制效应呈现明显的浓度依赖性。培养24
 

h内,对照组细菌生长未受任何抑制,吸光值结果呈现典型的“迟缓

期-对数生长期-稳定期”完整生长曲线。1/2
 

MIC和 MIC浓度CAPE处理组的细菌生长趋势与对照组一

致,但各时间点的吸光值均明显低于对照组,说明细菌总体生物量增加速率减缓。2
 

MIC浓度CAPE处理

组的吸光值在整个培养过程中基本保持稳定,未出现明显的上升,说明该CAPE浓度下细菌生长几乎停滞。
上述结果证实,CAPE可通过延缓细菌生长速率、抑制细菌增殖过程发挥体外抑菌作用,且其抑菌活性呈现

浓度依赖性。

2.2 CAPE对肺炎克雷伯菌生物膜和黏附量的影响

生物膜形成与细菌黏附能力密切相关,为明确CAPE抑制K.
 

pneumoniae生物膜的作用,本研究系统

分析CAPE对细菌成熟生物膜及初始黏附能力的影响。
生物膜定量检测结果显示如图2(a),CAPE处理组的成熟生物膜与CAPE浓度呈显著负相关。在设定

的浓度梯度范围内,CAPE对生物膜的抑制效应随浓度升高而逐步增强,其中2
 

MIC组的抑制效果最为显

著,成熟生物膜清除率达50.18%,且与对照组相比差异极显著(p<0.001)。该结果与Qiu等[22]关于丁香

酚抑制肺炎克雷伯菌生物膜的研究结果一致。
细菌黏附量定量分析结果如图2(b),当CAPE浓度高于1/2

 

MIC时,K.
 

pneumoniae在聚苯乙烯表面

的初始黏附量显著降低(p<0.001),2
 

MIC时,黏附抑制率可达到73.3%,同时,CAPE对已形成的细菌黏

附菌团具有明显的解离作用。上述结果证实,CAPE可能通过“抑制细菌初始黏附”与“解离已形成黏附菌

团”的双重机制,阻断生物膜形成的关键起始环节,进而发挥生物膜抑制作用。
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2.3 CAPE对肺炎克雷伯菌胞外DNA、蛋白质及多糖含量的影响

K.
 

pneumoniae生物膜的胞外基质主要由胞外多糖(EPS)、胞外DNA及蛋白质构成,其中EPS是维持

生物膜结构稳定、介导细菌耐药性及毒力表达的关键功能性成分[23]。当生物膜结构受到外界因素(如抗菌

剂、金属离子或酶处理)破坏后,其胞外基质成分通常会出现显著变化。因此,通过检测eDNA、EPS和蛋白

质含量的变化,可以间接反映生物膜被破坏的程度。本研究一方面通过检测培养上清液在特征波长处的吸

光度,评估CAPE对细胞膜通透性及胞内成分外渗的影响;另一方面采用苯酚-硫酸法测定EPS含量,以探

讨CAPE对生物膜基质合成的调控作用。

图2 CAPE对K.
 

pneumoniae生物膜总量和黏附量的影响

Fig.2 Effects
 

of
 

CAPE
 

on
 

the
 

total
 

biofilm
 

biomass
 

and
 

adhesion
 

of
 

K.
 

pneumoniae

结果显示如图3(a、b),MIC和2
 

MIC浓度的CAPE处理均导致上清液在280
 

nm与260
 

nm处的吸光

度显著升高(p<0.001),说明CAPE在MIC及以上浓度可破坏K.
 

pneumoniae细胞膜的结构完整性,从
而促进胞内蛋白质与DNA渗漏至胞外,进而影响生物膜基质的正常构成。

苯酚-硫酸法检测结果显示如图3(c),CAPE对K.
 

pneumoniae的EPS合成与释放具有浓度依赖性抑

制效应:当CAPE浓度从1/2
 

MIC梯度升高至2
 

MIC时,EPS的抑制率呈逐步上升趋势,且各浓度组的抑

制效果均具有统计学极显著性差异(p<0.001),其中2
 

MIC组的EPS抑制率可达到46.2%。这一结果证

实,CAPE可通过剂量依赖性下调EPS产量,削弱生物膜胞外基质的结构稳定性,且其抑制作用强度与药物

浓度呈正相关。
综上,CAPE一方面通过破坏细菌细胞膜完整性诱导胞内DNA、蛋白质外渗,另一方面通过浓度依赖性

减少EPS水平,双重调控生物膜关键基质成分的代谢过程。这一协同作用从结构基础层面阻断生物膜的形

成与稳定,是CAPE抑制肺炎克雷伯菌生物膜的重要分子机制之一。

图3 CAPE对K.
 

pneumoniae胞外DNA和蛋白质及多糖的释放水平

Fig.3 Effects
 

of
 

CAPE
 

on
 

the
 

release
 

levels
 

of
 

eDNA,
 

proteins,
 

and
 

EPS
 

in
 

K.pneumoniae

2.4 CAPE对肺炎克雷伯菌相关功能基因表达水平的调控作用

RT-qPCR结果见图4,CAPE可显著下调K.
 

pneumoniae生物膜形成相关基因(mrkA、mrkH、luxS)、
毒力相关基因(mazF、uge、wbbM、ompA)及黏附相关基因(fimH、mrkD、ompA)的表达。这些基因分别参
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与菌毛合成(fimH、mrkA、mrkD)、脂多糖与荚膜多糖合成(uge、wbbM)、群体感应调控(luxS)、生物膜成

熟调控(mrkH)及毒力因子(mazF、ompA)介导的致病性等关键致病过程。综上,CAPE通过下调多个关键

致病基因的表达,从黏附定植、生物膜形成及毒力表达等方面削弱细菌的致病潜力,体现出其系统性抗感染

作用。该研究结果与既往关于抗肺炎克雷伯菌机制的研究结论相符[24-26]。

图4 CAPE对K.
 

pneumoniae基因表达量的影响

Fig.4 Effects
 

of
 

CAPE
 

on
 

gene
 

expression
 

levels
 

in
 

K.
 

pneumoniae

2.5 分子对接分析

分子对接结果显示,CAPE可与多种肺炎克雷伯菌毒力及生物膜相关蛋白形成稳定复合物,其预测的结

合自由能介于-6.4~-8.2
 

kcal/mol之间(见表2)。其中,CAPE与LuxS和MrkD的结合能力最强,得分

均为-8.2
 

kcal/mol,其次为WbbM(-7.7
 

kcal/mol)和MazF(-7.6
 

kcal/mol),而与OmpA(-6.6
 

kcal/
mol)和FimH(-6.4

 

kcal/mol)的结合能力相对较弱,表明CAPE对不同靶蛋白具有差异化的结合亲和力。
构象分析结果如图5表明,CAPE能嵌入各靶蛋白的结合口袋,并主要通过氢键和疏水相互作用与关键氨基

酸残基形成稳定相互作用网络。在LuxS和MrkD中,CAPE深入活性或功能结构域,与多个关键残基形成

多重氢键及疏水作用,显示出较高的构象稳定性。而在OmpA和FimH中,CAPE主要位于蛋白表面沟槽

区域,结合位点相对暴露,可能导致其结合稳定性较弱。综合来看,CAPE可能通过多靶点协同作用,同时干

扰群体感应相关蛋白LuxS、菌毛黏附相关蛋白MrkD/MrkA以及多糖合成相关蛋白,从而影响肺炎克雷伯

菌的黏附、生物膜形成及毒力表达,为其发挥抗生物膜和抑菌作用提供了分子水平依据。
表2 CAPE与不同受体蛋白的预测结合自由能

Tab.2 Docking
 

scores
 

of
 

CAPE
 

with
 

different
 

receptor
 

proteins

受体蛋白 Docking
 

score/(kcal·mol-1) 受体蛋白 Docking
 

score/(kcal·mol-1) 受体蛋白 Docking
 

score/(kcal·mol-1)

MrkA -7.0 MrkH -7.4 LuxS -8.2

MazF -7.6 Uge -7.0 WbbM -7.7

OmpA -6.6 FimH -6.4 MrkD -8.2
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2.6 Live/Dead荧光染色分析CAPE对细菌生物膜的抑制效应

采用Live/Dead荧光试剂盒染色结合激光扫描共聚焦显微镜(CLSM),系统观察CAPE对肺炎克雷伯

菌生物膜结构的破坏作用及细菌存活状态的影响。图6(a)为不同浓度CAPE(1/2
 

MIC、MIC及2
 

MIC)处
理后,生物膜的代表性CLSM荧光图像(活菌被染为绿色荧光,死菌被染为红色荧光)。对照组生物膜呈现

大面积连续分布的绿色荧光,荧光信号强且分布均匀,生物膜结构致密、活菌密度高,红色荧光信号几乎不可

检出,表明对照组生物膜处于高活性稳定状态。经CAPE处理后,生物膜的结构完整性与细菌存活状态均

呈现明显的浓度依赖性变化,其中,1/2
 

MIC组绿色荧光强度较对照组轻度减弱,生物膜整体结构保持完整

但局部区域出现松散化改变,红色荧光信号微弱且分布局限,提示该浓度CAPE可轻度抑制生物膜内细菌

活力,但未导致细菌大规模死亡。MIC组中,绿色荧光信号显著衰减且分布稀疏,红色荧光区域明显扩大、
荧光强度显著增强,生物膜结构呈现碎片化断裂,表明生物膜内活菌数量大幅减少,死菌比例显著升高。2

 

MIC组中,绿色荧光信号近乎完全消失,红色荧光占据视野主导地位,生物膜原有的三维聚集结构完全崩

解,证实2
 

MIC浓度的CAPE可有效杀伤生物膜内细菌,并彻底破坏其结构完整性[21]。

图5 CAPE与不同受体蛋白的分子对接分析

Fig.5 Molecular
 

docking
 

analysis
 

of
 

CAPE
 

with
 

different
 

receptor
 

proteins

图6(b)为荧光量化分析结果,通过Image
 

J软件量化荧光值以计算不同处理组的死/活菌比例。结果表

明1/2
 

MIC组死菌比例约为2%,MIC组显著增加至约28%,2
 

MIC组可达到约54%,呈现明显的浓度依赖

性变化。该定量结果进一步验证了荧光图像观察到的趋势,说明CAPE对肺炎克雷伯菌生物膜的破坏效应

及细菌杀伤作用均随浓度增加而增强。
综上,CAPE对肺炎克雷伯菌生物膜的破坏效应及细菌杀伤作用均呈浓度依赖性。进一步证实了

CAPE通过干扰细菌黏附与聚集过程,不仅能显著抑制肺炎克雷伯菌生物膜的形成,还可诱导成熟生物膜解

聚并杀伤膜内细菌。

3 讨论

肺炎克雷伯菌是当前临床中常见且高度耐药的重要机会致病菌,可引发肺炎、脑膜炎、尿路感染及败血

症等严重疾病。本研究表明,蜂胶的主要活性成分咖啡酸苯乙酯(CAPE)对肺炎克雷伯菌具有显著的抑制

作用。CAPE不仅明显抑制细菌的生长与增殖,还通过破坏细胞膜的完整性和功能,削弱细菌的生理活性。
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同时,CAPE能够抑制成熟生物膜的形成并破坏其三维结构,从而降低细菌对宿主表面的黏附能力。此外,

CAPE还能显著下调与毒力、生物膜形成及黏附相关的关键基因表达,进一步削弱肺炎克雷伯菌的致病能力。

  注:(a)不同浓度CAPE处理后K.
 

pneumoniae的CLSM荧光图像;(b)不同浓度CAPE处理后K.
 

pneumoniae死/活菌比例的

定量分析。

图6 CLSM显示CAPE对K.
 

pneumoniae生物膜的影响

Fig.6 Effect
 

of
 

CAPE
 

on
 

K.
 

pneumoniae
 

biofilm
 

as
 

visualized
 

by
 

CLSM
 

CAPE可与多种与生物膜形成和毒力相关的蛋白(如LuxS、MrkD、WbbM、MazF等)形成稳定结合,其对接

得分介于-6.4~-8.2
 

kcal/mol,其中与LuxS和MrkD的结合能力最强。构象分析表明,CAPE主要通过

氢键和疏水相互作用嵌入这些蛋白的功能结构域,提示其在分子层面上具备干扰群体感应、菌毛黏附及多糖

合成等关键过程的潜力。综上所述,CAPE通过多重机制协同作用,对肺炎克雷伯菌展现出良好的抗菌潜力。

CAPE诱导肺炎克雷伯菌胞外DNA与蛋白质渗漏,提示其可破坏细菌细胞膜完整性。作为天然酚类

化合物,CAPE的分子结构赋予其两亲性特征:苯环与乙酯基构成疏水区域,酚羟基(-OH)为亲水基团,该
“疏水-亲水”二元结构为其插入细菌细胞膜磷脂双分子层提供了结构基础[27-28]。细菌细胞膜以磷脂双分子

层为骨架,磷脂头部(亲水)朝外、尾部(疏水)朝内形成有序排列,CAPE可通过“亲水基团锚定膜表面、疏水

区域嵌入膜内部”的方式穿透表层,打破磷脂双分子层的有序排列[29]。其分子插入后,一方面干扰磷脂分子

间的疏水作用力与范德华力,导致双分子层紧密排列被破坏,引发局部无序化与流动性异常[30];另一方面,
酚羟基可与磷脂头部极性基团形成氢键,进一步扭曲膜结构、削弱力学稳定性[31]。随着CAPE在膜内积累,
对磷脂双分子层的扰动持续加剧,最终导致膜结构完整性破坏,形成“微孔”或“裂隙”,使细胞膜从有序双分

子层向无序液晶态转变,膜通透性显著升高[32]。
本研究通过结晶紫染色、黏附定量、胞外基质成分检测及结构观察等实验,进一步证实CAPE可显著抑

制肺炎克雷伯菌生物膜形成并破坏成熟生物膜结构。CAPE对生物膜的抑制具有明确分子调控基础,与表

型变化直接关联。RT-qPCR结果显示,其可显著下调菌毛合成与生物膜成熟相关(mrkA、mrkH)、群体感

应调控(luxS)等关键基因表达,从上游阻断生物膜启动、黏附聚集及信号传导过程。已有研究证实mrkH
是典型的c-di-GMP依赖转录激活因子,可启动mrkABCDF 操纵子并驱动III型菌毛表达,而mrkA 的表达

水平与生物膜生物量呈显著正相关[33-34]。同时,luxS是AI-2介导的群体感应枢纽基因,其下调可导致生物

膜启动受阻和群体行为紊乱[35]。这些机制与本研究观察到的基因抑制趋势一致,进一步证明CAPE的作用

属于主动靶向调控,而非仅由膜破坏引发的次级效应。
在基质层面,CAPE扰乱生物膜基质成分,进一步加剧结构破坏。作为生物膜核心“骨架”的胞外多糖,

其合成受到CAPE的浓度依赖性抑制,从而直接削弱生物膜的结构支撑。虽然CAPE处理后胞内DNA和

蛋白质外泄增加,但这些分子缺乏在基质中的有序排列,无法参与生物膜的交联和稳定,反而加剧了结构松

散。类似机制也被多种天然多酚和植物提取物报道:天然酚类化合物可下调EPS合成相关基因,并扰乱
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eDNA与蛋白质的有序分布,从而破坏生物膜整体结构完整性[36-37]。由此可见,CAPE通过下调生物膜相关

基因表达阻断合成启动,同时抑制胞外多糖合成、扰乱eDNA与蛋白质有序分布破坏结构稳定性,结合细胞

膜破坏的物理效应,多维度发挥抗生物膜作用。

CAPE的抗细菌效应不仅体现在直接杀菌与抗生物膜作用,而且通过靶向调控毒力及黏附相关基因表

达,削弱肺炎克雷伯菌的感染能力。RT-qPCR结果证实,CAPE可显著下调fimH、mrkD、uge、wbbM、om-
pA 等关键毒力与黏附基因的转录水平,实现多维度毒力抑制。菌毛合成相关基因(fimH、mrkD)的下调直

接削弱细菌对宿主细胞及基质的初始黏附能力,阻断感染起始环节[38-39];脂多糖与荚膜多糖合成基因

(wbbM、uge)的表达抑制,降低细菌外膜结构完整性,削弱其免疫逃逸及体内定植能力[40];群体感应调控基

因luxS的下调,干扰细菌群体通讯,间接抑制生物膜形成及毒力因子的协同表达[41]。CAPE靶向解除细菌

致病能力的特性,是其作为抗毒力制剂的核心优势。通过精准调控细菌致病关键通路,使细菌丧失黏附、定
植及免疫逃逸等能力,为应对细菌耐药性提供了新思路,也拓展了CAPE作为潜在抗感染制剂的应用前景。

综上所述,本研究结果表明,CAPE处理后肺炎克雷伯菌在细胞膜完整性、生物膜形成能力及多种毒力

相关基因表达水平上均发生显著变化,提示CAPE可能通过多重途径协同削弱其生理活性和致病潜力。然

而,需要指出的是,本文所提出的作用机制更多体现为“相关性”层面的证据,而非严格意义上的“因果关系”。
未来仍需通过靶蛋白验证、突变株分析及体内模型等进一步研究,以明确CAPE作用的直接分子靶点及其

调控路径。
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