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细菌生物被膜耐药屏蔽及其防治

王睿

细菌生物被膜(bacterial bi娟lm。BBF)是细菌为

适应自然环境有利于生存而特有的生命现象。BBF

广泛存在于自然界，国外关于BBF研究是从研究细

菌在建筑通水管道、河床吸附而形成BBFl导致水源

污染开始的。现代医学材料和许多慢性细菌感染性

疾病的器官组织表面均发现BBF的存在。1987年

美国学者Coster【on等⋯旨先提出BBF对人类的致病

性问题，近年来国外在对生物医学材料相关感染(心

脏瓣膜置换术、人丁关节置换术、动静脉导管、气管

插管、机械通气等合并感染)和某些慢性顽固性感染

疾病(如慢性泛细支气管炎、囊性纤维化、亚急性细

菌性心内膜炎、慢性骨髓炎、褥疮等)反复发作，以及

难以控制的病因探讨中，提出BBF相关感染(bacte—

fial biofilm associated bffections)”。的概念。

BBF下细菌无论其形态结构、生理生化特性等

与普通浮游生长细菌显著不同，对多种抗菌药物显

示了严甫耐药性，常导致抗感染治疗失败。并且由

于细菌在BBF保护屏蔽F町逃避抗菌药物杀伤作

用和免疫细胞吞噬作用，从而成为院内感染难咀清

除的感染源。本文论述BBF与细菌耐药性的相关

·降。

1 BBF的概念与结构特点

BBF系指细菌吸附于惰性物体如生物医学材料

或机体黏膜表面后，分泌多糖基质、纤维蛋白、脂蛋

白等多糖蛋白复合物，使细菌相互粘连并将其自身

克隆聚集缠绕其中形成的膜样物”。BBF感染主要

包括生物医学材料相关感染和某些慢性感染。早在

1943年，Zobell就提出BBF并对其进行过描述，1982

年，Costerton证明_：r细菌在异物上具有粘附性，并得

出粘附性与结合的牢固程度取决于细菌表面的生化

特性及惰性表面的物理化学性质的结论；1987年他

又提出了BBF致病性问题。同时人们在对应用生

·综 述·

物医学材料后感染的研究中也发现了BBF的存

在”1。目前认为生物医学材料相关感染迁延不愈的

主要原因是由细菌粘附于材料表面形成BBF所致。

细菌与其粘附的基底层一般均带负电，往往互

相排斥，但范德华力和疏水力可使细菌靠近基底层

面便于其粘附；特定的粘附素与受体也可以相互作

用，促进细菌粘附；更主要是细菌的纤毛(fimbfiae)

通过非特异性的电引力或疏水作用与基底层无机物

相结合，接着细菌分泌多糖蛋白复合物(glycocallvx)

或称为胞外多糖(exopolysacehm'ids)与基底层牢固结

合，使粘附更牢固而不可逆；细菌在细菌之间及细菌

与基底层之间继续生长分裂，从而产生由多聚糖包

围的BBF[5]。

由于大多数多糖蛋白复合物带负电荷，可从周

围环境中吸引各种有机物和无机物，所以不同细菌

及不同环境下BBF形态有所不同，如铜绿假单胞菌

表面形成一种柔韧的、有一定厚度的、并突向介质内

的多糖蛋白复合物；而克雷伯杆菌的多糖复合物则

僵硬的且均匀完整地分布于细菌表面8。然而不同

BBF却有着相似的结构，都由水化的多阴离子基质

和不同程度的包绕于其中的细菌细胞所组成”’。为

了更好地了解BBF的结构特性，对其进行激光共聚

焦显微镜(scanning cotffoeal la,ser microscopy，SCLM)

分析”1。在通过SCLM以原位(in situ)观察活体

BBF时，发现BBFl并非一·层致密的膜，而是内有相

互交通的水通道(water channels)，这些通道可让细菌

生存所需要的营养物质进八BBF的深层，代谢产物

也可以经此排出；用SCLM对生长在BBF中的铜绿

假单胞菌(队)作断面图像扫描，观察到BBF由不同

片状物组成，这些结构呈特殊排列，被膜高度亲水，

游离端结构由73％一98％的细胞外物质和空隙组

成。所以有人把这种结构形容为被膜“建筑物”【8‘9]。

由于BBF具有如此复杂的结构，决定r它能适

应物理的、化学的等多样性变化的内环境。这些发

现对研究BBF的耐药屏蔽有着重要的意义。
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料相关感染发生率电逐年上升，根据流行病学调查，

心脏外科生物材料(如人工瓣膜)植入术合并感染发

病率为33．7％，机械通气患者在气管插管处细菌定

植并反复感染的发生率达90％，留置导尿管1 d泌

尿系感染的发生率为3％～10％，中央静脉插管并

发感染发生率为2％一37％。此外，静脉导管、伤口

引流管、人_亡关节置入等相关感染的发生率亦较高。

80年代北美研究表明，血管插管感染的发生率为

3．5％，髋关节成形术并发感染发生率为11％。

生物医学材料相关感染是发病率和死亡率较高

的难治性院内感染，治疗费用亦较高。英国相关药

物经济学研究表明，仅动脉插管感染的治疗费用即

达1095英镑，且一般的抗感染治疗效果不佳，最终

常需将生物材料取出才能消除感染，从而使新技术

推广受到限制，因此如何预防治疗生物医学材料相

关感染已成为目前面临的严峻课题。生物医学材料

相关感染与BBF形成密切相关。如果BBF在生物

医学材料表面形成，抗菌药物浓度即使达到1000倍

MIC以卜，也不能杀灭被膜下细菌，以致感染难以控

制。

日本小林”1在BBF的研究中，提出了BBF病的

概念。他把临床上与BBF有关的疾病总称为BBF

病(表1)。如慢性支气管炎合并感染、慢性骨髓炎、

褥疮、肾结石合并感染等。此类疾病由于BBF的存

在，被膜内的细菌常常造成疾病的迁延不愈和急性

发作，给临床治疗带来很大的困难。

表1常见细菌生物被膜感染疾病

BBF感染疾病 形成生物被膜的细菌

牙龋

牙周炎

中耳炎

肌肉骨骼感染

弥漫性泛细支气管炎

胆道感染

骨髓炎

细菌性前列腺炎

心内膜炎

肺囊性纤维化

产酸G+球菌(如链球菌)

G厌氧口腔细菌

非典型流感嗜血杆菌

G+球菌(如葡萄球菌)

铜绿假单胞菌

大肠埃希菌

混合细菌感染和真菌

大肠埃希菌和其他G菌

绿色链球菌

铜绿假单胞菌

由于BBF的存在，使被膜内细菌能够逃逸抗菌

药物的杀伤作用和机体免疫系统的清除，成为潜在

的感染源；在免疫力下降或其他诱因条件下被膜内

细菌大量繁殖，从而造成感染的反复发作。由BBF

导致的相关感染一般有阻下几个特点：(1)通常有相

互转化的静止期和发作期；(z)抗菌药物治疗起初可

能有效，但以后治疗常常失败；(3)致病菌主要来自皮

肤和周围环境，其主要有金黄色葡萄球菌、太肠埃希

菌、假单胞菌属、表皮葡萄球菌等。

3 BBF耐药性

在BBF相关感染疾病的病灶中，细菌一部分以

浮游生长的形态存在，而另一部分则以BBF的形式

存在，有效浓度的抗菌药物能迅速杀灭浮游生长的

细菌和BBF表面的细菌。但是BBF细菌产生的藻

酸盐一方面可以通过氢键、范德华力、共价键吸附一

部分抗菌药物，另一方面吸附于BBF藻酸盐的抗菌

药物灭活酶如0一内酰氨酶也可灭活一部分抗菌药

物，这样就使到达BBF深处直接接触细菌的抗菌药

物大大减少”。⋯；BBF中细菌分裂迟缓，对抗菌药物

不敏感”181。此外体外实验表明细菌形成BBF后可

以逃避机体的免疫作用，表现在细菌形成BBF后由

它诱导的补体转化及中性粒细胞呼吸爆发反应显著

降低，从而可能产生免疫逃逸作用使细菌不易清除。

体外研究发现，固体物质表面的BBF在形成的

第l～5天，细菌量不断增加，5d后开始保持稳定，

在BBF形成的第2天，细菌还对抗生素敏感，至第7

天时，BBF中细菌对抗生素十分耐药““。临床资料

尚表明，在BBF开始形成的72 h内，由于BBF未形

成稳态，对各种抗菌药物相对比较敏感，治疗效果相

对较好，以后的治疗效果就比较差“⋯。近年来，体

外实验”“已明确，在BBF中生长的细菌无论其形态

结构、生理生化特性、对抗菌药物的耐受性等都与普

通浮游菌有显著不同；有些生长在成熟的BBF中的

细菌如铜绿假单胞菌(Pseudomonas∞n崩，Ⅲo，PA)竟

可以耐受1000～2000倍于浮游菌MIC的浓度。这

表明BBF形成后具有强大的耐药屏蔽作用。有关

BBF耐药屏蔽的机制目前尚不十分明确，一般认为

与以下几点有关。

3．1与BBF内细茼的生理状态有关“”“ BBF中

细菌的生理状态各不相同，这是由细菌在“建筑物”

式的BBF中的位置所决定的。处于BBF表层的细

菌由于比较容易获得养分和氧气，且代谢物可以顺

利的排出而代谢比较活跃，茵体比较大，与浮游菌性

质差别不大。相反，在BBF深层的细菌被厚厚的多

糖蛋白复合物所包绕，不易获得养分和氧气，代谢产

物堆积，因此，总的来说这些细菌代谢活性很低，甚

至处于休眠状态，不进行频繁的细胞分裂，往往体积

较小，而对各种物理、化学、生物学、应激反应不敏
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感，自然对药物也不敏感。在用微切片和显微镜技

术(micmslicing and microscopic techniques)、荧光探针

和报告基因技术(fluourescenl probe and reporte。gene

techologies)等技术观察分析BBF也证明其中细菌的

生理状态具有显著的空间差异。由于BBF内细菌

具有如此，’‘泛的不同代谢状态，使其几乎在任何状

况下都能使一部分幸存。另外，特定营养成分的缺

失也可以影响细菌的生理状态，从而影响对抗生素

的敏感性，比如在缺镁的情况下PA对多粘菌素B、

EDTA、氨基糖苷类药物的耐药性显著升高。

3．2与抗茵药物对BBF渗透屏障有关”“⋯ 当用

抗生素等治疗BBF病时，虽然进人人体内的抗菌药

物量远多于杀灭细菌所需要的数量，但BBF内细菌

产生的多糖蛋白复合物如藻酸盐多糖，可如离子交

换作用那样通过氢键、范德华力、共价键吸附一部分

抗菌药物；同时，许多易于固定于BBF多糖蛋白复

合物上的细菌产生的水解酶如0．内酰氨酶、过氧化

氢酶等被吸附其上，也可水解或钝化一部分抗菌药

物，从而使渗入并接触到BBF下细菌的抗菌药物大

大减少，达不到抑菌、杀菌浓度，而使药物失效。另

外，多糖蛋白复合物还可以延缓大多数抗菌药物的

扩散，并且其溶解物在BBF内的扩散要远比其在水

中的扩散慢。Stewart等用数学模型预测：对于抗菌

氧化剂次氯酸盐、过氧化氢等，由于其在BBF外层

被失活的速度远比它扩散的快而产生显著的屏蔽作

用，使得BBF细菌有足够的时问开启抗菌药物耐药

基因如抗生素水解酶基因的表达。有研究表明，某

些抗生素可诱导BBF内细菌产生口一内酰胺酶的水

平显著升高，而使细菌显示出高度的耐药性。

3．3其它有人推测BBF中的细菌可分化为不同

的有自我保护功能的类型，这种类型对营养缺乏没

有反应，而对其表面的生长过程有反应。此外，BBF

表面钙质、血小板、红细胞及纤维蛋白的沉积，也可

使BBF强化，使耐药性增加。BBF的耐药屏蔽是

BBF相关感染难治性的重要原因，对其研究还在从

不同方面进行。若能研制一种渗透性好、在BBF中

有良好活性的药物，将是对其治疗I的一大突破。

4 BBF相关感染防治

BBF相关感染疾病的治疗非常棘手，目前主要

通过抑制BBF的形成和对已形成稳态的BBF用能

通过BBF的杀菌剂两方面来进行防治。

4．1 抗茵药物防治【5””1 对于BBF形成初期

(72 h)，呵应用敏感抗菌药物治疗。早期应用大剂

量或渗透性较强抗菌药物，如氟喹诺酮类药物可穿

透胞外多糖，对生长缓慢的细菌有一定的杀菌作用，

但不能完全清除BBF’中的细菌。大环内酯类药物

如14员环大环内酯类红霉素、克拉霉索、罗红霉素

及15员环大环内酯类阿奇霉索，可抑制BBF主要成

分多糖蛋白复合物合成酶，可抑制多糖蛋白复合物

形成，破坏BBF结构。促进其他抗菌药物渗透，因此

可小剂量大环内酯类药物与对感染菌敏感的药物合

用治疗BBF相关感染“1|。大环内酯类与氟喹诺酮

类联合应用可抑制BBF的形成，从而提商氟喹诺酮

类药物对BBF的渗透性和对BBF下细蓠的杀菌活

性。如弥漫性泛细支气管炎患者在80年代的5年

生存率不足20％，随后发现大环内酯类药物对BBF

有较强的作用，在应用大剂量的大环内酯类药物后，

其5年生存率提高到80％以上。粘液型铜绿假单

胞菌的藻酸盐的合成可以被米诺环素、妥布霉素、林

可霉素及大环内酯类药物抑制。而非粘液型铜绿假

单胞菌的多糖蛋白复合物的合成可以被大环内酯类

药物、林可霉素抑制。有学者认为：对铜绿假单胞菌

席用大剂量的哌拉西林和妥布霉素或诬胺培南、环

丙沙星，对已形成稳态的BBF仍有一定疗效，但不

能彻底清除BBF。

4．2藻酸盐单克隆抗体的防治作用E15,16,28“29] 单

克隆抗体由于其高度的特异性，因此近年来对其在

BBF方面的应用也进行了探讨，目前仅见关于藻酸

盐单克隆抗体的研究，但尚处于体外试验阶段。国

外已经有通过用铜绿假单胞茵中提取的藻酸盐或用

铜绿假单胞菌钱菌免疫的方法制备藻酸盐的单克隆

抗体，并研究了它对铜绿假单胞菌导致的BBF相关

感染的作用。有研究表明，藻酸盐单克隆抗体可以

降低细菌的粘附性，可与抗菌药物联用来治疗BBF

相关感染，同时还发现抗菌药物．藻酸盐单克隆抗体

与抗菌药物．藻酸盐裂解酶有协同作用。藻酸盐单

克隆抗体可以逆转藻酸盐对淋巴细胞和中性粒细胞

吞噬功能的抑制作用。同时有证据表明，藻酸盐单

克隆抗体町以增加抗生素对于BBF的渗透性，从而

产生与抗生素的协同作用来降低BBF相关感染的

发生率。因此，应用藻酸盐单克隆抗体对BBF相关

感染进行治疗可能是一种很有前途的方法。

4．3酶学调控⋯“1 (1)藻酸盐合成酶：多种微生

物均可产生藻酸盐，它是一种阴离子粘性多糖蛋白

复合物，是BBF的主要成分。它的合成是以6．磷酸

甘露糖为底物，经过磷酸甘露糖异构酶(PMI)、磷酸

甘露糖变位酶(PMM)、甘露糖焦磷酸化酶(GMP)、甘
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露糖脱氢酶(GMD)的催化，最后聚合、乙酰化后合

成。因此我们可以通过调节各种合成酶的活性进而

调控藻酸盐的合成。例如：Mf+，Mnz+等金属离子

便可以影响合成酶的活性，有实验表明Mf+，Mn2+

(0～加nmaol／L)可以提高GMD、PMI的活性，而PMM

仅被Mn2+催化。(2)藻酸盐裂解酶：藻酸盐裂解酶

可由许多细菌产生，包括固氮菌属、克雷伯菌属、嗜

麦芽窄食单胞菌、铜绿假单胞菌、环状土芽胞菌等。

它作用于藻酸盐，使4-0一葡萄糖苷键裂解形成含寡

糖的不饱和醛酸，使藻酸盐减少。同时有证据表

明”“⋯，藻酸盐裂解酶可以降低细菌的粘附性，由于

细菌相互粘附是BBF形成的首要因素，若细菌不能

相互粘附则可能影响BBF的生成。另外，藻酸盐裂

解酶由于可以使藻酸盐减少，从而降低了藻酸盐对

细菌的物理屏蔽作用，使抗生素容易进入BBF内

部，杀灭膜内的细菌。目前藻酸盐裂饵酶已经可以

通过基因工程获得，因此应用藻酸盐裂解酶治疗

BBF导致的相关感染具有一定意义。(3)蛋白水解

酶：因BBF的主要骨架是多糖蛋白复合物，应用蛋

白水锯酶水解蛋白成分，可望破坏BBF结构。国外

报道应用链激酶、尿激酶等抑制BBF形成。我室探

讨了尿激酶或蚓激酶与氟罗沙星合用对铜绿假单胞

菌BBF的抑制具有最著的协同作用。

4．4基因调控⋯“o可以通过调控与藻酸盐合成

酶和裂解酶有关的基因来治疗BBF相关感染。其

中藻酸盐合成的基因全部位于细菌染色体上，到目

前为止并未发现质粒的参与⋯“]。研究表明至少

有24个基因参与了藻酸盐的合成，并且分为3个基

因簇，分别位于染色体9min、34min、68rain处。对于

铜绿假单胞菌，所有直接催化藻酸盐合成的基因全

部位于其染色体的34rain处(表2)。目前，这24个

基因均已经完成测序、克隆并能在细菌中表达，显示

出生物活性。如藻酸盐合成基因基本由al妒操纵

子调控，而oagD受到MgU和Al出的正调控，MgU

表2参与铜绿假单胞菌藻酸盐台成的主要基因

基因

algA

d妒

algF

algI

aⅥ

alg(；

algL

基因产物

I，MI，GMP

GMD

n乙酰化

O．乙酰化

O．乙酰化

甘露糖c5一异构酶

藻酸盐裂解酶

和Al#则受algU、al出的正调拧。因此我们可以通

过基因工程的方法使某些基因过度表达从而达到我

们对BBF相关感染的防治目的。

4．5生物医学材料的改进【剪“1 生物医学材料的

质地与BBF相关感染的发生有密切的关系。细菌

容易在聚氯乙烯或聚乙烯导管上定植；某些材料表

面不平，会促使凝固酶阴性葡萄球菌、不动杆菌、铜

绿假单胞菌等细菌的粘附，从而形成BBF。因此通

过改变生物医学材料的质地，减少致病微生物的粘

附。研究表明生物材料的表面能在20～30 dyn／cm2

时，能增强抑制细菌、真菌生长的能力。因此选用低

表面能的材料如：特富龙、高弹力硅胶或聚乌拉坦等

可以降低BBF相关感染的发生率。镀银或涂布有

洗必泰，磺胺嘧啶银的生物材料对细菌的粘附更有

抑制作用。国外报道了含有特定抗菌药物的聚乌拉

坦生物材料通过控释技术，缓慢释放抗菌药物，抑制

细菌在生物材料上的定植。如氟喹诺酮类作为广谱

抗菌药物，常用于此类材料，国外已有商品供应。但

长期低浓度药物刺激是否可诱导细菌耐药性的产

生，尚待探讨。

4．6其他 目前在BBF的研究中，还发现了许多

其他体外对BBF有作用的处理方法。如各种理化

因素、超声、弱电流的作用等。通过超声冰浴30 min

或者在100qC水浴中加热30 rain可以将BBF的主要

成分藻酸盐降鳃；用l mol／L或2mol／L的氢氧化钠

25qC作用60 rain后藻酸盐抑制淋巴细胞的趋化性的

抑制率降低；电流能增加某些抗生素的作用而且对

浮游细菌有对抗作用的抗生素其活性能被电流进一

步提高等。这些方法虽不具备临床治疗意义，但希

望能对自然界BBF形成及BBF相关感染的治疗提

供思路。

总之，BBF相关感染的防治仍是临床f二的一个

亟待解决的难题。目前应用的抗茵药物并不能完全

清除BBF，因此除应用抗生素对BBF导致的相关感

染的治疗外，也发现了许多其他可能有效的方法，但

尚不成熟。随着对BBF研究的不断深入，可能开辟

对BBF相关感染治疗的新途径。
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老年冠心病凝血纤溶活性变化的研究

杨秀英徐海年陈亮王景明王信陈静玲

为探讨Ⅱ二聚体(D-dimer，DE')、纤维蛋白原(6h珊目∞，

Fg)墒E血酶原时间(叫}删“n妇t，Fl")、活化部分凝m激酶时
间(蒯wted叫i出thromhoplastin time，APrr)在老年冠心病患者
中的变化及相互关系，本研究测定了50例健康老年人和80例冠

心病患者血浆中叻、Fg含量及Ff、APTT，并进行比较分析。

1对象与方法

1．1时象对照组：50例经临床检查、心脏多普勒超声、心电

图、x线、肝肾等检查结果正常的健康老年人，男41例．女9例，

年龄60～76岁．平均(68 9±4．8)岁。冠心病组：∞例均为住院患

者，根据2000年12月中华医学会心血管病杂志、中华心血管病

杂志编辑委员会制定的“不稳定性心绞痛诊断和治疗建议”及

1979年WHO冠心病诊断标准，诊断分为：不稳定性心绞痛(uA)

组为例，年龄60～75岁，平均(68 7±4 3)岁；稳定性心绞痛(SA)

组41例；年龄回～86岁，平均(国7±6．0)岁；急性心肌梗死

(A蛐)组13例，年龄60一％岁，平均(68 4±5 2)岁。

1．2方法对照组与冠心病组均抽取清晨空腹静脉血，离心

并分离血浆。采用酶联免疫吸附法测定血浆中的DD含量，凝

血仪测定№、Pr、APTT；统计方法：采用￡检验。

2结果

对照组与冠心病组DD、№、FF、APIT比较结果见表1。

3讨论

正常情况F，人体内凝血与抗凝血两个系统保持动态平

衡，使血液在血管中能保持液体状态。冠心病在其发展过程

中存在着高凝状态，包括凝血、纤溶系统的功能异常。血液

凝溶状态与缺血性心血管病关系密切，尤其是DD、rg水平升

高，是冠心病的重要危险因素之一。Alzarka等通过冠状动脉

造影观察到，冠状动脉病变严重者其血浆中I)D、Fg的台量明

显升高，与病情严重程度呈正相关，并认为在冠状动脉闭塞

前内源性纤溶系统的激活可能已持续多年。本研究观察发

现AMI组、uA组血浆中DD、№含量明显高于对照组、sA组，

而PT、．M'IT较对照组明显缩短，说明AMI组、UA组体内存在

着高凝状态和继发性纤溶活性增强；随着冠状动脉病变的程

度加重，血浆DD、Fg含量也升高；内源性凝血机制的激活，凝

血酶生成、纤维蛋白沉积和降解加速，同时表现为凝血、纤溶

和抑制系统的功能紊乱。因此，DD、Fg可能作为高凝和继发

性纤溶的分子标志物，应用到心血管血栓事件的预告研究

中。

本研究显示，凝血纤溶活性的变化与老年冠心病的病变

程度有关。监测血浆中DD、如、PT、AFIT变化对预告老年冠

心病病情严重程度及演变情况、评价预后有重要意义。

表1对照组与冠心病各组血浆DD、Fg、PT、Alqq'(i±5)

组别 倒数DE,(mg／1) Fg(g／L) Pr(s)APrr(8)

对照组 50 0．11±0 04 3．16±0 29 12．15±0．74 36．76±4．07

急性心梗组(AMI) 13

不稳定性J心绞痛组(uA) 26

稳定性心绞痛组(SA)41

0．18±0∞’

0．14±0，06+

0．1l±0 04—

3．91±0 25+

3 48±0 23+

3 14±0 3。

10．68±0．67+

12 08±0 72～

12．09±0 63¨

32 06±2．81+

36 69±2 39—

36．68±3．56¨

注：。与对照组、sA组比较P<0 01，～与对照组比较P>0 05
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