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  【摘要】 目的 针对恶臭假单胞菌（P. putida）在根管治疗失败及难治性根尖周炎中日益凸显

的致病性及其生物膜耐药问题，解决天然产物因样品量极低而难以开展系统活性评估的瓶颈，探讨

基于微流控芯片的微量化、可视化高通量药物筛选平台的构建。方法 选用 P. putida KT2440 作

为模式菌株，构建绿色荧光蛋白标记菌株并建立微流控生物膜模型。针对珍稀天然产物，确立了以

200 μg/mL为固定阈值的“定性快筛”策略，利用荧光线段长度作为量化指标，对 40种天然产物进行

抗生物膜活性盲筛。以氢氧化钙和环丙沙星分别作为效力下限与上限，界定有效筛选区间，采用

t检验比较与传统 96孔板微量肉汤稀释法的组间差异，对比两种方法的样品消耗。结果 微流控筛

选平台成功将 40种化合物区分为强效、中效和无效 3个梯队，最终鉴定出 6 种具有显著抗P. putida
生物膜活性的先导化合物（阳性检出率15%），其中包括新型大环肽类及部分单萜类化合物。微流控

芯片筛选结果与传统方法具有极高的总体一致性。样品消耗方面，该平台单次测试仅需纳升（nL）
级体积，单化合物消耗量低至 8 ng，相比传统 96孔板法节约样品约 15 000 倍。结论 本研究构建的

微流控高通量筛选平台，通过固定浓度定性筛查策略，有效克服了天然产物样品稀缺带来的筛选难

题。该平台具有样品消耗低、分析通量高和结果准确可靠等优势，为快速锁定抗耐药菌生物膜的活

性先导化合物提供了强有力的技术支撑。
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  【Abstract】   Objective   To address the growing pathogenicity and biofilm‑mediated drug resistance 
of Pseudomonas putida （P. putida） in root canal therapy failure and refractory apical periodontitis， and to 
overcome the bottleneck of "extremely low sample quantity" that hinders the systemic activity evaluation of 
natural products. This study aims to establish a micro‑scale， visual， and high‑throughput drug screening 
platform based on microfluidic chips. Methods   P. putida KT2440 was selected as the model strain， and a 
green fluorescent protein （GFP）‑ labeled strain was constructed to establish a microfluidic biofilm model. 
To accommodate rare natural products， a "qualitative rapid screening" strategy with a fixed threshold of 
200 μg/mL was established. Using the length of the fluorescent line segment as a quantitative metric， 40 
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  根管治疗失败及难治性根尖周炎（refractory 
apical periodontitis，RAP）的主要诱因在于根管系统

内复杂微生物生物膜的持续存在［1］。尽管粪肠球菌

（Enterococcus faecalis，E. faecalis）长期被视为导致根

管治疗失败的主要病原菌［2‑3］，但近年来的微生物

组学研究表明，根管感染具有高度的微生物多

样性［4‑5］，其中恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida，
P. putida）作为一种革兰氏阴性菌，在感染根管及根

尖周组织中被频繁检出，被认为是导致根管炎症迁

延不愈的重要潜在病原体［6‑8］。P. putida具有极强的

生物膜形成能力，能够深入定植于牙本质小管，并

对次氯酸钠（NaClO）冲洗液及氢氧化钙［Ca（OH）2］

等常规根管消毒药物表现出显著的耐受性。因此，

寻找能够有效渗透并清除P. putida生物膜的新型抗

菌药物，已成为口腔微生物学研究的迫切需求。

  微生物次级代谢产物因其结构多样性和独特

的抗菌机制，一直是新型抗生素的重要来源［9］。

然而，目前针对假单胞菌属的天然产物筛选工作

大多集中于铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，
P. aeruginosa），专门针对 P. putida 的药物筛选研究

相对缺乏。基于同属细菌间潜在的药物交叉活性

与靶点相似性，从已知具有抗 P. aeruginosa 活性的

天然产物库中寻找抗 P. putida的活性物质，不失为

一种高效的筛选策略［10‑13］。尽管如此，天然产物挖

掘往往面临产量极低、分离纯化步骤烦琐的共性难

题［14］。在早期的发现阶段，经过复杂发酵与分离纯化

获得的单体化合物往往仅为微克（μg）级，而传统的

试管稀释法或96孔板微量肉汤稀释法通常需要毫克

（mg）级的样品量［15］。这种样品稀缺与筛选消耗大

之间的矛盾，严重制约了对天然产物在抗 P. putida
领域的系统评估与开发，亟需引入微量化的筛选

技术。

  为了突破这一微量筛选的瓶颈，微流控技术

（microfluidics）凭借其在微米尺度下对流体的精准

操控能力及纳升（nL）级的试剂消耗，为天然产物筛

选提供了微量、高通量和低成本的解决方案。本课

题组前期已成功研发了一款高通量微流控筛选芯

片，并成功应用于抗白假丝酵母菌（Candida albicans，
C. albicans）增效药物的筛选［16］。在此基础上，本研

究选用遗传背景清晰且生物安全性高的 P. putida 
KT2440作为模式菌株，进一步优化芯片设计与检测

体系，将样品消耗量降低至传统方法的千分之一，构

建针对该菌株的天然产物高通量筛选平台。再从已

报道的文献中选择 40种具有抗P. aeruginosa活性的

天然产物，利用该平台评价其对 P. putida生物膜的

抑制效果。本研究旨在通过这一微量化平台快速

natural products derived from myxobacteria and plants were blindly screened for anti ‑ biofilm activity. 
Calcium hydroxide and Ciprofloxacin served as the lower and upper limits of efficacy， respectively， to 
define the effective screening range. A t‑test was used to compare results with the traditional 96‑well plate 
micro‑broth dilution method； consistency between the two methods was verified， and sample consumption 
was compared. Results   The microfluidic screening platform successfully categorized the 40 compounds 
into three tiers： Strong， moderate， and ineffective. Ultimately， 6 lead compounds with significant anti‑
P. putida biofilm activity were identified （positive detection rate of 15%）， including novel macrocyclic 
peptides and certain monoterpenoids. Methodological validation showed high qualitative consistency 
between the microfluidic chip screening and traditional methods. regarding sample consumption， the 
platform required only nanoliter （nL）‑level volumes per test， with a single compound consumption as low 
as 8 ng. This represented a sample saving of approximately 15 000‑fold compared to the traditional 96‑well 
plate method， significantly reducing the demand for fermentation products. Conclusions   The microfluidic 
high‑throughput screening platform constructed in this study effectively overcame the technical challenge 
of sample scarcity in natural product mining through a fixed‑concentration qualitative screening strategy. 
The platform featured extremely low sample consumption， high analytical throughput， and accurate 
results， providing strong technical support for rapidly locking onto active lead compounds against drug ‑
resistant bacterial biofilms.
  【Key words】   Microfluidic chip；   Pseudomonas putida；   High ‑ throughput screening；   Biofilm；   
Natural products
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锁定具有抗根管感染潜力的新型先导化合物，为解

决由假单胞菌引起的根管治疗失败和持续性根尖

周炎症提供新的药物选择和理论依据。

材料与方法

  一、细菌菌株和培养条件

  本研究使用P. putida KT2440菌株［17］，购自武汉

华尔纳生物科技有限公司（ATCC47054）。细菌在溶

菌肉汤培养基（lysogeny broth medium，LB培养基）中

培养，并于 30 ℃、200 r/min 振荡过夜培养。通过

600 nm 波长下的吸光度值（A600）监测液体培养基中

的细胞生长。

  二、绿色荧光蛋白标记菌株的构建

  为了实现 P. putida KT2440 在微流控芯片中的

实时可视化监测，本研究利用标准欧洲载体架构

（Standard European Vector Architecture，SEVA）质粒

系统构建绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，
GFP）标记的 P. putida 菌株。选用广宿主载体 
pSEVA234‑GFP，该质粒骨架包含 pBBR1复制起点、

卡那霉素抗性基因（KmR）及由组成型启动子PEM7驱

动的GFPmut3基因［18］。

  具体构建方法如下：首先将P. putida KT2440接

种于 LB液体培养基中，30 ℃、200 r/min振荡培养过

夜。次日按 1∶100的比例转接至新鲜LB培养基中，

培养至对数生长期（A600 = 0.5）。菌液经4 ℃、4 000 r/min
离心 10 min（离心半径 8.4 cm）收集菌体，弃去上清

液，用预冷的 300 mmol/L蔗糖溶液洗涤菌体 3次，最

后重悬于 100 μL 300 mmol/L 蔗糖溶液中制备成电

转感受态细胞。取约 100 ng提取纯化的 pSEVA234
质粒 DNA 与 100 μL 感受态细胞轻轻混匀，转移至

0.2 cm 间距的预冷电转杯中。使用电穿孔仪（Bio‑
Rad，美国）在 2.5 kV、25 μF 和 200 Ω 的条件下进行

电击转化。电击结束后立即加入 1 mL 无抗生素的

LB培养基，于 30 ℃、200 r/min复苏培养 2 h。取适量

复苏菌液涂布于含有 50 μg/mL卡那霉素的 LB固体

平板上，置于 30 ℃倒置培养 24 h。挑取单菌落进行

菌液聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）
验证（引物针对GFP基因序列），并利用荧光显微镜

（激发波长 488 nm、发射波长 510 nm）确认转化子中

GFP的表达强度及荧光稳定性。

  三、微流控芯片的设计与制造

  芯片制造基于标准的软光刻（soft lithography）
工艺。首先，利用光刻技术在硅片上制作带有微通

道浮雕图案的阳模；随后，以聚二甲基硅氧烷

（polydimethylsiloxane，PDMS）为基质浇注于模具上，

经高温固化后揭膜，获得带有微纳结构的PDMS层。

最后，将 PDMS 层与经预清洗的玻璃载玻片同时进

行氧等离子体（oxygen plasma）表面改性处理，并快

速贴合键合，形成封闭、透明的微流控高通量筛选

芯片。

  四、扫描电镜样品制备

  参考 Rong 等［19］的方法进行扫描电镜（scanning 
electron microscope，SEM）样品制备。将 PDMS 微流

控芯片与玻璃基底分离，得益于 P. putida细胞的黏

附特性，菌体保留在芯片微流道内部。使用0.1 mol/L
磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）清洗

PDMS芯片 3次，并于室温下使用 1% 锇酸溶液处理

1 h。随后，使用 2% 戊二醛溶液在室温下固定 2 h。
利用梯度乙醇（浓度分别为 10%、30%、50%、70%和

100%）对样品进行逐级脱水，随后置于真空冷冻干

燥机中干燥 8 h。最后，将PDMS样品固定于 SEM样

品台上，经真空喷金处理后，使用 SEM（S‑440，Leica 
Cambridge，英国）进行观察。

  五、微流控芯片操作与培养

  将对数生长期的 P. putida 菌悬液（A600 = 0.5）吸

入 1 mL 无菌注射器中，连接微量注射泵（ASP12‑
XB，保定兰格恒流泵有限公司），以 2 μL/min的恒定

流速将菌液注入微流控芯片流道中。停止进样后，

将芯片静置培养 2 h，使细菌沉降并牢固黏附于

PDMS 流道表面。随后，每隔 4 h向芯片内通入新鲜

的 LB 培养基以补充营养，持续培养至 16 h。此时，

微流道网络已被呈线性生长排列的 P. putida 完全

填充。

  在天然产物筛选阶段，于芯片各单元入口处分

别加入 2 μL 待测天然产物溶液，并在出口处施加

负压（真空抽吸）辅助进样，使药液快速充满流道。

得益于 P. putida细胞优异的表面黏附特性，菌体在

整个流体培养及药物加载过程中均能稳定保留在

微流道内，未发生流失。药物处理 1 h 后，再次启

动注射泵通入新鲜 LB 培养基，对流道内的残留药

物进行冲洗，以模拟药物清除过程并进行后续

观测。

  六、天然产物的合成与制备

  本研究所筛选的 40 种天然产物的合成路线及

结构确证数据均参照已发表的文献或标准化学合

成方案进行，详情见附表 1。合成产物经制备型高
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效 液 相 色 谱（preparative high ‑ performance liquid 
chromatography，Pre‑HPLC）纯化，并通过高分辨质谱

（high ‑ resolution mass spectrometry，HRMS）及核磁

共 振 氢 谱（proton nuclear magnetic resonance 
spectroscopy，1H‑NMR）鉴定其化学结构。所有用于

生物学测试的化合物纯度均大于 95%。实验前，将

各化合物粉末溶解于二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，
DMSO）溶液中，配制成浓度为 200 μg/mL的母液，分

装后置于-20 ℃避光保存。在进行微流控芯片药敏

实验时，利用LB培养基将母液稀释至所需的工作浓

度，确保最终体系中 DMSO 的浓度低于 0.1%，以排

除溶剂对 P. putida KT2440 生长及生物膜形成的非

特异性影响。

  七、数据采集与统计学分析

  使用自动化活细胞成像系统（Celldiscoverer 7，
Zeiss，德国）对微流控芯片进行全景荧光扫描，获取

微流道内P. putida生长并形成生物膜后的连续荧光

条带图像。基于 ImageJ软件的宏指令脚本及Python
批处理脚本，实现对荧光图像的自动化分析。所有

实验重复 3 次，利用 Prism 10.5（GraphPad Software，
美国）进行数据分析，采用 t检验比较组间差异。

结  果

  一、微流控芯片的设计与制造

  本研究所使用的微流控芯片制造工艺流程如

图 1A 所示，芯片实物见图 1B。为确保 P. putida 在

流道内形成生物膜，本研究在前期已构建的高通量

微流控芯片平台基础上对流道尺寸进行了优化，单

个流道宽度为19.299 μm，微流道间间隔为5.666 μm
（图 1C）。单枚芯片集成 40 个独立的检测单元，每

个检测单元不仅均设有独立的流体入口与出口，还

可同时进行20组平行实验。

  二、恶臭假单胞菌微流控生物膜模型构建与表征

  将转染 GFP 的 P. putida KT2440 接种至微流控

芯片流道内后，在2 μL/min的持续层流灌注培养下，

细菌表现出良好的表面黏附特性。Celldiscoverer 7
观察显示，P. putida在 PDMS微流道内能够持续、稳

定地表达GFP，发出高强度的绿色荧光信号，在长达

16 h的培养周期内未观察到明显的荧光衰减或质粒

丢失现象。随着培养时间的推移，细菌在空间受限

的微流道内呈线性致密生长，最终填充流道形成形

态规则、边界清晰的连续荧光条带（图 2）。这种稳

定的荧光表达特性为后续的自动化定量分析提供

了可靠的光学基础。

  为了进一步确证流道内 P. putida 的生长状态，

利用SEM对芯片内部进行微观形态学表征。SEM图

像清晰地显示，P. putida菌体紧密黏附于PDMS通道

内壁，菌体之间通过分泌的胞外聚合物相互交联，

图1 光刻工艺制备高通量筛选微流控芯片 A：光刻工艺制备流程；B：芯片实物图；C：芯片微流道扫描电镜（SEM）图像；PDMS：聚二甲基硅氧烷。

A

B

C

扫描二维码查阅附表 1
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形成了具有典型三维结构的成熟生物膜（图 2A ~ 
2B）。SEM 结果与荧光成像结果（图 2C ~ 2D）相互

印证，证实了本研究构建的微流控平台能够成功模

拟P. putida在受限空间及流体剪切力环境下的生物

膜形成过程，构建了可视化的体外生物膜模型。

  三、筛选标准的建立与有效化合物判定

  基于本课题组前期建立的微流控检测体系，本研

究针对天然产物的筛选特性，进一步优化了量化评估

标准。研究确立以药物作用后的剩余荧光线段长度作

为评估P. putida细菌清除效率的核心指标。该指标与

天然产物的抗生物膜活性负相关：即剩余荧光线段

越短，提示该浓度下的化合物对 P. putida生物膜的

破坏及清除能力越强；反之，若线段长度接近对照

组，则表明其抗生物膜活性微弱或无效。

  据此，本研究制定了双标锚定的筛选策略：以

临床常用根管封药氢氧化钙（1 000 μg/mL）作为效

力下限，以强效抗生素环丙沙星（ciprofloxacin，CIP；
0.25 μg/mL）作为效力上限。微流控芯片实测结果

显示，0.25 μg/mL 环丙沙星处理组的剩余荧光线段

长度小于流道全长的 10%，而 1 mg/mL 氢氧化钙处

理组的长度则维持在 90%以上。基于此动态范围，

本研究设定当待测固定浓度的天然产物（200 μg/mL）
致使剩余荧光线段长度位于（10%，90%）区间时，判

定该化合物对 P. putida 生物膜具有有效抑制活性

（图 3）。之所以选取 200 μg/mL作为统一初筛浓度，

是因为该浓度在样品消耗可控的前提下，能够较好

覆盖强效至中低活性化合物的筛选区间，并兼顾化

合物溶解性控制及非特异性干扰的规避。

图 2 表达绿色荧光蛋白的恶臭假单胞菌（P. putida）在微流道中形成的生物膜与常规培养条件下菌体的形态及荧光特征 A：微流道中生物

膜的扫描电镜（SEM）图像；B：正常生长的SEM图像；C：微流道中生物膜的荧光显微镜图像；D：正常生长的荧光显微镜图像。

A

C

B

D

图3 微流控芯片中不同浓度环丙沙星和氢氧化钙的剩余荧光线段长度 A：荧光显微镜图像；B：百分比统计分布图；图B横坐标采用以2为底的

对数刻度；横坐标各点对应的具体浓度顺序与图A中各处理组自上而下的浓度排列一致；横坐标左侧（紫色）与右侧（蓝色）并无连续关系。

A B
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  四、40种黏细菌天然产物的筛选结果

  利用所构建的微流控高通量平台，对 40种具有

潜在活性的天然产物进行了抗P. putida生物膜的盲

样筛选。其中有 6 种天然产物表现出显著的抗生物

膜活性，阳性检出率为 15%（表 1）；其余 34种化合物

在测试浓度下未能有效抑制流道内P. putida生物膜

的生长。

  该策略成功将 40 种化合物区分为强效（大环

肽，~ 13%）、中效（多酚/生物碱，20% ~ 30%）和弱效

（萜类，40% ~ 80%）3个梯队，为后续的优先级排序提

供了直接依据。对于活性较弱但具有修饰潜力的单

萜类化合物，如果采用低浓度初筛很容易被漏掉，而

在200 μg/mL的高浓度下仍能被捕捉到，保留了对其

进行结构优化的可能性。通过本平台和配套筛选方

法的建立，可迅速从复杂的天然产物库中锁定核心目

标，既节约了天然产物资源又节约了筛选时间。

  五、筛选结果的验证与样品消耗对比

  为评估微流控芯片筛选结果的可靠性，并量化

该平台在样品节约方面的技术优势，本研究进一步

采用传统96孔板微量稀释法对芯片筛选命中的阳性

化合物及 3种阴性化合物进行了验证，并对两种方

法的样品消耗进行了对比分析。

  芯片筛选命中的6种化合物在96孔板体系中均

表现出明确的抑菌活性，其中芯片中活性最强的大环

肽类化合物在微流控平台中对应最低的剩余荧光线

段长度占比（13.09 ± 1.82）%，在 96 孔板法中亦表现

出最低抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，
MIC）值（4 μg/mL）。在本研究检测的化合物范围内，

两种方法呈现的相对活性排序基本一致，表现为大

环肽类＞多酚类＞生物碱类＞萜类（附表2）。

  除结果一致性外，本研究更突出的优势在于对

珍贵天然产物样品的极大节约。传统 96 孔板微量

肉汤法通常需要在多个浓度梯度下重复加样，样品

消耗量较大；而本研究建立的微流控芯片平台采用

固定浓度定性快筛策略，在保证筛选效率的同时显

著降低了单次测试所需样品量（表2）。

表 1 6种显著抗恶臭假单胞菌（P. putida）生物膜活性的天然产物及其潜在机制

序号

1

 
2 
 
3
  

4
 
 
5
 
 
6

 

  分子式

C53H65N15O11

 
C21H20O6
 
C20H18NO4+

 

C10H14O

 
C10H14O

 
C10H18O

化学结构
剩余荧光线段长度占比

（%，x ± s，n = 60）
13.09 ± 1.82

     
22.22 ± 2.92

      
27.78± 2.13

      

43.44 ± 2.53

      
55.55 ± 2.81

      
78.84 ± 2.01

 化学

 分类

大环肽

    
多酚

    
生物碱

  

单萜酚

  
单萜酚

  
单萜醇

结构特点

刚 性 双 环

骨架，七肽

 
双酮结构，

共轭双键 
异 喹 啉 骨

架，季铵盐

酚羟基，异

丙基

 
酚羟基，异

丙基

 
长链醇，无

苯环

潜在机制

靶向外膜 BamA
蛋白

 
抑制生物膜黏

附和群体感应 
嵌入 DNA，抑制

FtsZ细胞分裂 

破坏细胞膜完

整性

 
破坏细胞膜完

整性

 
增加膜通透性

参考文献

［20‑21］

 
［22‑23］
 
［24］
 

［25‑27］

 
［28‑29］

 
［30‑31］

  注：BamA为外膜β‑桶组装蛋白A；FtsZ为一种由细菌 ftsZ基因编码的蛋白质，以“长丝的温度敏感突变体Z”命名。

扫描二维码查阅附表 2
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讨  论

  一、固定浓度策略对微量筛选的重新定义

  与常规的MBIC测定不同，本研究在初筛阶段并

未追求量效关系的完整性，而是通过设定200 μg/mL
这一固定浓度阈值，将复杂的药敏测试转化为高效的

有效/无效二元判定。该策略的合理性主要体现在

3个方面。

  首先，与经长期优化、通常可在极低浓度下起效

的临床抗生素不同，天然产物来源的先导化合物在早

期筛选阶段往往尚未经过系统药效优化，其活性窗口

通常更高［32］。若初筛浓度设定过低，容易遗漏具有中

等活性但具有后续结构优化潜力的苗头化合物；而

将筛选阈值设定为 200 μg/mL，则可在有限样品条

件下提高命中率，使真实活性化合物能够产生可检

测信号，同时避免将整体效力过低、缺乏进一步研

究价值的样本纳入后续验证。

  其次，天然产物普遍存在一定疏水性，水相体

系中的溶解度有限，通常需要借助 DMSO 等有机溶

剂助溶。若测试浓度设置过高，往往需要同步提

高助溶剂比例，从而增加溶剂本身干扰细菌生长和

生物膜状态的风险［33］。本研究将工作浓度控制在

200 μg/mL，并将 DMSO 终浓度严格控制在 0.1% 以

下，从而在保证化合物充分溶解的同时，有效避免

因助溶剂毒性导致的假阳性结果。

  再次，天然产物在过高浓度下可能通过非特异

性膜扰动、蛋白沉淀或其他广泛物理化学作用产生

表观抑菌效应，而不一定代表其具有明确的特异性

作用机制［34］。将初筛浓度统一设定为 200 μg/mL，
有助于在筛选灵敏度与结果特异性之间取得平衡，

减少高浓度背景下的非特异性噪声，从而更有利于

锁定真正具有后续研究价值的先导化合物骨架。

  结 合 本 研 究 建 立 的 双 标 锚 定 体 系 ，即 以

0.25 μg/mL环丙沙星作为效力上限、以 1 000 μg/mL
氢氧化钙作为效力下限，200 μg/mL 能够较好覆盖

强效、中效和弱效化合物的区分需求。因此，该固

定浓度并非任意设定，而是在平台动态范围、样品

稀缺现实条件及早期命中筛选目标之间取得平衡

后的实用性选择。在样品消耗方面，本研究采用固

定浓度初筛，减少了设置多个浓度梯度所需的样品

用量。在本研究设定的比较条件下，单个化合物的样

品消耗量为 8 ng，低于 96孔板微量稀释法完成一次

MIC测定的用量（表 2）。这一低消耗特点有利于对

分离所得量较少的天然产物开展初步活性评价。

不过，固定浓度初筛与完整MIC测定所提供的信息

不同，样品消耗差异应结合各自的检测任务理解。

  二、可视化定性分析的准确性与优势

  结晶紫染色法、细胞活性检测法 {2，3‑bis（2‑
methoxy ‑ 4 ‑ nitro ‑ 5 ‑ sulfophenyl）‑ 5 ‑［（phenylamino） 
carbonyl］‑2H‑tetrazolium hydroxide，XTT} 等传统方

法在生物膜研究中应用广泛，适用于常规生物膜形

成量评价、群体水平代谢活性检测以及不同处理条

件下的定量比较，因而仍是标准化实验体系中的重

要工具。相比之下，本研究所建立的微流控筛选平

台更适用于样品量极其有限条件下的快速初筛与

动态观察。该平台利用P. putida在微流道内受限生

长形成连续荧光条带的特征，将药物作用效果转化

为可直接读取的剩余荧光线段长度，从而实现对化

合物活性的快速定性分流。

  本平台在流体剪切力条件下进行培养和药物

处理，观察的是微流道内生物膜对化合物的响应；

96 孔板微量稀释法测得的 MIC 则反映静态浮游菌

体系中完全抑制可见生长的最低浓度。两种方法

在实验对象、培养环境及终点定义方面存在差异，

生物膜与浮游菌的药物耐受性也可能不同［35‑36］。因

此，芯片中的剩余荧光线段长度百分比与MIC不宜

进行直接的数值对应，本研究的比较主要用于考察

候选化合物的活性判定及相对活性趋势。

  在本研究检测的化合物范围内，两种方法呈现的

相对活性排序基本一致。其中，大环肽类化合物在芯

片中对应最短的剩余荧光线段，在 96孔板微量稀释

法中亦具有最低的MIC。这些观察为固定浓度下荧

光读出用于候选化合物的初步活性分层提供了支持，

但尚不能据此认定两种方法的测量结果等效，也不能

由单一浓度的筛选结果确定化合物的浓度依赖性。

  因此，本平台可作为面向微量天然产物的补充

表 2 微流控芯片法与传统96孔板法在天然产物筛选中的样品消耗对比

    筛选方法

96孔板微量稀释法

微流控芯片法

差异倍数

 单次测试体积

100 ~ 200 μL/孔
~ 2 nL/通道

100倍

  单化合物消耗量

约120 μg（重复3次）

8 ng（重复60次）

15 000倍

所需发酵液当量

约60 L发酵液

约0.06 L发酵液

100倍

 加样时间

10 ~ 40 min
＜5 min
2 ~ 8倍
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性筛选工具，在低样品消耗条件下对候选化合物进

行初步分流。筛选命中化合物仍需通过后续浓度

梯度实验、MIC 测定及相应的生物膜定量检测进一

步评价其活性。本方法的定位是早期筛选，而非替

代传统MIC测定或经典生物膜定量方法。

  三、筛选结果的生物学意义

  通过该策略，本研究从 40 种化合物中成功锁定

6 种活性分子。其中，大环肽类化合物表现出最优

异的抗生物膜活性，这与其靶向革兰氏阴性菌外膜

外膜 β‑桶组装蛋白 A（β‑barrel assembly machinery 
protein A，BamA）的独特机制有关［20‑21，37‑38］。此外，本

研究还发现部分单萜类化合物在高浓度下具有一

定的膜破坏作用。这些发现不仅验证了同属交叉

筛选策略的有效性，也为后续针对特定骨架（如大

环肽）进行结构修饰提供了明确的物质基础。

  尽管固定浓度筛选可能漏掉部分在极低浓度下

才显效的特殊化合物，但对于旨在快速从海量微量样

品中锁定高潜能分子的早期研发阶段，这是一种在

通量、消耗与准确性之间取得最佳平衡的务实策略。

  本研究针对天然产物挖掘中样品稀缺的共性难

题，成功构建了一种基于微流控芯片的微量化、可视

化、高通量筛选平台。通过确立 200 μg/mL 固定浓

度定性筛选的核心策略，本研究实现了以下突破：

  1. 方法学创新：将传统的浓度梯度定量转化为

固定阈值定性，结合荧光线段长度分析，建立了有

效/无效的快速二分类评价体系。

  2. 极致的样品节约：相比传统96孔板法，该平台

将单化合物筛选消耗量降低至原来的1/15 000（仅需

8 ng），极大拓展了微量次级代谢产物的筛选边界。

  3. 活性化合物发现：从40种黏细菌及植物来源的

代谢产物中成功筛选出6种具有显著抗P. putida生物膜

活性的先导化合物，特别是大环肽类分子的发现，为开

发治疗难治性根管感染的新型药物提供了重要线索。

  综上所述，该微流控筛选平台及配套的定性快

筛策略，为解决天然产物与抗耐药菌药物研发中的

瓶颈问题提供了强有力的技术支撑。
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