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　　摘　要：目的　评价Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ４０７（Ｐ４０７）温敏性即型凝胶上细菌药物敏感性。方法　采用改良ＫｉｒｂｙＢａｕｅｒ（ＫＢ）纸片法检

测９种细菌在Ｐ４０７和 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ（ＭＨ）琼脂培养基上的药物敏感性，同时比较不同抗菌药物在Ｐ４０７和 ＭＨ琼脂培养基上

的扩散速率；采用ＳＤＳ聚丙酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳分析两种培养基上铜绿假单胞菌外膜蛋白的表达情况。结果　Ｐ４０７培养

基上的抑菌圈直径普遍较 ＭＨ琼脂培养基上的小；抗菌药物在这两种培养基上的扩散速率差异无统计学意义（犘＞０．０５）；铜绿假

单胞菌生物膜外膜蛋白的表达与其在Ｐ４０７培养基上生长的表达相似，而与 ＭＨ琼脂培养基上的表达不同。结论　Ｐ４０７作为一

种培养基赋形剂，可用于临床细菌生物膜药物敏感筛选试验中。

关键词：Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ４０７；细菌生物膜；微生物敏感性试验
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　　在自然界中生物膜是细菌生存最为普遍的一种方式。据

美国疾病预防控制中心（ＣＤＣ）的统计，６５％的人类细菌性感染

都与生物膜形成有关。有资料报道，细菌一旦形成生物膜后，

其对抗菌药物的耐受性比浮游菌提高了数百乃至上千倍［１］。

然而，目前指导临床合理使用抗菌药物的传统试验常常测定的

对象是浮游菌，却忽略了在机体内细菌可以由浮游菌向生物膜

转变的生存方式。因此，只依据传统药敏结果来指导临床使用

抗菌药物，往往很难达到满意的疗效［２］。为此需要建立一种更

为理想的药物敏感试验方法。本研究建立一种Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ４０７

（Ｐ４０７）温敏性即型凝胶培养体系，探讨在不同培养基赋形剂

下细菌药物敏感试验结果的差异性，旨在为临床合理选择抗菌

药物提供参考。

１　材料与方法

１．１　细菌来源　试验菌株为：铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌、

肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、

摩氏摩根氏菌、化脓性链球菌、脑膜败血性黄杆菌。由本院检

验科提供。每种细菌有６株。质控菌株为金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ２５９２３、大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２。

１．２　主要试剂及仪器　Ｐ４０７购自上海力明生物工程有限公

司，ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ（ＭＨ）琼脂及肉汤培养基购自杭州天和微

生物试剂公司，药敏纸片购自英国Ｏｘｏｉｄ公司，膜蛋白提取试

剂盒购自上海生物工程有限公司，电泳仪购自美国ＢＩＯＲＡＤ

公司，培养箱购自上海跃进医疗器械厂。

１．３　实验方法

１．３．１　Ｐ４０７培养基制备　将 ＭＨ 肉汤与Ｐ４０７粉末混合后

充分搅拌，置４℃冰箱过夜，待完全溶解后调整ｐＨ 至７．２～

７．４，高压灭菌，重放于４℃冰箱过夜，次日将培养基倒入培养

皿，在使用之前将其放于３５℃培养箱过夜。Ｐ４０７终浓度为

３０％（ｗｔ／ｖｏｌ，质量体积比）。

１．３．２　药敏试验　采用改良 ＫＢ纸片法测定９种细菌对氨

苄西林舒巴坦（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎｓｕｌｂａｃｔａｍ，ＳＡＭ），亚胺培南（ｉｍｉｐｅｎ

ｅｍ，ＩＰＭ），头孢曲松（ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ，ＣＲＯ），庆大霉素（ｇｅｎｔａｍｙ

ｃｉｎ，ＣＮ），环丙沙星（ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＣＩＰ）５种药物的敏感性。

１．３．３　抗菌药物扩散速率　将药物纸片置于Ｐ４０７和 ＭＨ琼
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表１　　细菌药物敏感试验结果（狓±狊，ｍｍ）

菌株 培养基
抗菌药物（抑菌圈直径）

ＳＡＭ（２０μｇ） ＩＰＭ（１０μｇ） ＣＲＯ（３０μｇ） ＣＮ（１０μｇ） ＣＩＰ（５μｇ）

铜绿假单胞菌 ＭＨ琼脂 ６．４０±２．６１ ２０．７５±５．７１ １８．８０±５．９３ １５．８３±３．７６ ２４．５８±３．９５

Ｐ４０７ ７．００±１．９０ １１．５８±１．９６ １１．６７±５．５０ １１．００±４．５６ １６．３３±５．５０

金黄色葡萄球菌ＭＨ琼脂 ２５．８８±４．７５ ２２．６０±５．５４ ２２．６０±４．７７ １８．９２±４．２５ －

Ｐ４０７ ７．００±１．７９ １１．５８±１．９６ １１．６７±５．５０ １１．００±４．５６ －

表皮葡萄球菌 ＭＨ琼脂 １１．８３±３．３１ １１．４２±１．４３ １０．００±１．４１ １０．６７±１．３３ －

Ｐ４０７ ５．６７±１．０３ ５．００±０．６３ ５．１７±０．９８ ５．５０±２．５９ －

化脓性链球菌 ＭＨ琼脂 － ２２．８３±３．３３ ２２．１７±４．０１ ５．００±１．７３ ２３．５０±２．１８

Ｐ４０７ － １１．８３±２．８４ ２．６７±０．５８ ３．３３±０．５８ ７．８３±１．７６

大肠埃希菌 ＭＨ琼脂 １４．０８±４．８３ ２０．４２±４．９６ ２１．６７±４．９３ １２．７５±４．３７ １５．８３±５．４５

Ｐ４０７ ７．３３±２．１６ １２．６７±４．１７ ９．００±３．６３ ６．３３±１．８６ ７．１７±３．１９

鲍曼不动杆菌 ＭＨ琼脂 １４．００±４．５０ １４．８８±４．５９ １５．８０±５．６３ １１．００±５．４３ １２．８４±５．６４

Ｐ４０７ ６．１７±１．１７ １１．１７±１．７２ ９．４２±３．９５ ８．９２±２．５４ ７．６７±２．４０

肺炎克雷伯菌 ＭＨ琼脂 ２５．６３±５．４１ ２１．５８±４．７２ ２３．９０±４．３４ １６．７５±１．０８ ２３．４２±１．９６

Ｐ４０７ １１．３３±２．３１ １０．１０±３．４０ ７．４５±２．６４ ８．８０±１．８２ １５．７５±３．０１

摩氏摩根菌 ＭＨ琼脂 ８．６７±２．０８ １２．００±４．０９ １６．３３±５．０３ １３．３３±３．０６ １２．６７±２．０８

Ｐ４０７ ４．６７±１．１５ ５．５０±２．７８ ６．６７±１．１５ ５．００±１．７３ ５．６７±０．５８

脑膜败血黄杆菌ＭＨ琼脂 ５．６７±０．２９ １４．３３±０．５８ ６．５０±０．５０ ６．５０±１．８０ ２２．１７±１．６１

Ｐ４０７ ３．３３±０．５８ ４．１７±０．２９ ４．００±３．３３ ３．００±０．８７ ６．８３±１．４４

　　－：未检测。

脂培养基平皿中心，再将３个圆形的无菌滤纸片分别置于接近

药物纸片不同的位置上，２４ｈ后将滤纸片取出置于 ＭＨ 琼脂

培养基内，测定大肠埃希菌的药物敏感性。通过比较抑菌圈的

大小，了解抗菌药物在两种培养基上的扩散速率。

１．３．４　铜绿假单胞菌外膜蛋白的检测　采用置片法制备铜绿

假单胞菌生物膜模型：将高温灭菌后盖玻片放入 ＭＨ液体培

养基中，加入悬菌液，３７℃培养７２ｈ，隔天换液。从盖玻片、

Ｐ４０７及琼脂培养基上收集细菌，按试剂盒说明书提取细菌外

膜蛋白。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析结果。

１．４　统计学处理　所有数据采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件处理。

计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　药敏试验结果　除铜绿假单胞菌ＳＡＭ 纸药片在Ｐ４０７

培养基上抑菌圈大于 ＭＨ琼脂培养基外，其余在Ｐ４０７培养基

上的纸药片抑菌圈均比 ＭＨ琼脂培养基上的小，见表１。

２．２　抗菌药物纸片扩散速率　大肠埃希菌药物敏感试验结果

显示在两种培养基上抑菌圈大小差异无统计学意义（犘＞

０．０５），这说明５种抗菌药物在Ｐ４０７和 ＭＨ琼脂培养基上扩

散速率无差异，见图１。

２．３　铜绿假单胞菌外膜蛋白检测　经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳染色

后，可见铜绿假单胞菌形成生物膜后外膜蛋白的表达与其在

Ｐ４０７培养基上生长的表达相似，而与 ＭＨ琼脂培养基上生长

的细菌不同，在（７１～７２）×１０３、１１２×１０３ 处未见明显相似的蛋

白条带，见图２。

图１　　不同抗菌药物在培养基上扩散速率

　　Ａ：Ｍａｋｅｒ；Ｂ：Ｐ４０７；Ｃ：生物膜；Ｄ：ＭＨ琼脂。

图２　　铜绿假单胞菌外膜蛋白的表达
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３　讨　　论

细菌经破损的上皮进入体内，可能会被宿主先天免疫防御

系统清除，或者会黏附于宿主细胞外基质蛋白上形成生物膜。

细菌形成生物膜后，对环境因子的抵抗力增强，这是由于生物

膜内的细菌被细胞外多聚物（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｍｅｒｉｃｓｕｂ

ｓｔａｎｃｅｓ，ＥＰＳ）所包裹，这些ＥＰＳ所形成的物理屏障能够阻挡抗

菌药物的渗入及机体免疫系统的杀伤作用［３］；其次位于生物膜

深层的细菌由于养分的缺乏，分裂不活跃，生长缓慢，有的甚至

处于休眠状态［４］。临床上对于这类感染性疾病的治疗，依据的

药敏试验所选用抗菌药物往往只能杀死浮游菌，使症状暂时控

制，而实际上生物膜内的细菌却很难被杀灭［５］。这些没有被杀

灭的细菌又会离开菌群向远处播散，启动下一个生物膜的形

成，造成临床慢性感染反复发作。

ＫＢ纸片法是最早由Ｂａｕｅｒ等人创立的，在１９７５年通过

了美国临床检验委员会标准，该方法简单易行，重复性好，试验

成本较低，不需要任何特殊设备，对抗菌药物的选择有很大的

灵活性，并且临床医生容易理解，因此被推广应用至今［６］。然

而，该方法有时测定的结果与临床实践不符，如甲氧苯青霉素

耐药的金黄色葡萄球菌用纸片法测定对头孢菌素的敏感性，有

时可表现为敏感或中度敏感，但临床实践证明这类菌对现有的

头孢菌素均耐药。最近国外有研究发现，在Ｐ４０７培养基上细

菌能形成生物膜，用Ｐ４０７替代琼脂作为培养基赋形剂用于临

床药敏试验，能反映细菌形成生物膜后的情况［７８］。Ｇｉｌｂｅｒｔ

等［７］在研究中发现铜绿假单胞菌形成生物膜后其外膜蛋白的

表达与其在Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ凝胶培养基上表达相似，而当铜绿假单

胞菌生长在琼脂培养基及肉汤培养基中这些外膜蛋白则不表

达。这些蛋白在浮游菌中不表达，说明了在Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ和琼脂

培养基上生长的细菌表型不同，在Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ上生长的细菌与

形成生物膜的细菌表型是相似的。在本次试验中作者对Ｐ４０７

和琼脂培养基上的铜绿假单胞菌外膜蛋白进行了分析比较，研

究发现Ｐ４０７培养基与生物膜模型上细菌外膜蛋白表达相似，

在（７１～７２）×１０３、１１２×１０３ 处都有明显相似的蛋白条带，而在

琼脂培养基上的细菌却没有相似的蛋白条带，这与文献报道是

相符的［９］。这提示Ｐ４０７培养基上铜绿假单胞菌外膜蛋白的

表达具有该菌由浮游菌转变为生物膜后的特征。

临床实验室测试细菌药物敏感性的标准方法是测定抗菌

药物的最低抑菌浓度，此方法仅仅适用于浮游菌，对有生物膜

形成的细菌则效果不理想［２，１０］。有研究表明，有生物膜形成的

细菌对一些抗菌药物是不敏感的，而在浮游状态的同类细菌却

敏感。本研究发现，Ｐ４０７药物敏感培养体系中抑菌圈的直径

普遍小于琼脂培养基上的直径，而抗菌药物在两种培养基中的

扩散速率基本一致，无显著差异性。这些表明细菌在不同培养

基介质中生长，对抗菌药物的敏感性发生了表型变异。在两种

培养基上药敏试验结果的差异性，使得对传统的 ＫＢ纸片扩

散法的结果产生质疑？错误的药敏试验结果指导临床抗菌药

物的使用，无论是剂量还是种类的不合理使用都可以提高生物

膜内细菌耐药率的发生［１１］。随着细菌耐药率的增长，临床需

要一种更为合理的药敏试验来指导抗菌药物的使用。

Ｐ４０７是一种温敏性即型凝胶，具有良好的生物相容性及

安全性，在药物制剂中得到了广泛应用［１２］。临床药敏筛选试

验时应考虑到生物膜形成，特别是反复感染或难治性感染。

Ｐ４０７可作为一种检测生物膜药物敏感性的培养基赋形剂。

参考文献：

［１］ ＣｉｏｆｕＯ，ＭａｎｄｓｂｅｒｇＬＦ，ＷａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｓｅ

ｌｅｃｔｅｄｄｕｒｉｎｇｃｈｒｏｎｉｃｌｕｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｃｙｓｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｐａ

ｔｉｅｎｔｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ａｅｒｕｇｉｎｏｓａｂｉｏｆｉｌｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＦＥＭＳＩｍｍｕｎｏｌＭｅｄ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１２，６５（２）：２１５２２５．

［２］ 刁菁，杨秀生，李天保，等．病原微生物药敏检测方法的研

究进展［Ｊ］．中国农学通报，２０１３，２９（８）：１５．

［３］ ＨｉｂｙＮ，ＢｊａｒｎｓｈｏｌｔＴ，ＧｉｖｓｋｏｖＭ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂ Ａ

ｇｅｎｔｓ，２０１０，３５（４）：３２２３３２．

［４］ ＢｏｒｒｉｅｌｌｏＧ，ＷｅｒｎｅｒＥ，ＲｏｅＦ，ｅｔａｌ．Ｏｘｙｇｅｎｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇ

ｉｎｏｓａｉｎｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ ＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，

２００４，４８（７）：２６５９２６６４．

［５］ 枉前，孙凤军，夏培元．亚抑菌浓度抗生素对细菌生物膜

形成的影响［Ｊ］．中国抗生素杂志，２００９，３４（４）：２００２０４．

［６］ ＷｈｅａｔＰＦ．Ｈｉｓｔｏｒｙａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓ

ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＣｈｅ

ｍｏｔｈｅｒ，２００１，４８Ｓｕｐｐｌ１：Ｓ１４．

［７］ ＧｉｌｂｅｒｔＰ，ＪｏｎｅｓＭＶ，ＡｌｌｉｓｏｎＤＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｕｓｅｏｆｐｏｌｏｘ

ａｍｅｒｈｙｄｒｏｇｅｌｓｆｏｒｔｈｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｂｉｏｆｉｌｍｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉ

ｔｙｔｏｗａｒｄｓｂｉｏｃｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９８，

８５（６）：９８５９９０．

［８］ ＹａｍａｄａＨ，ＫｏｉｋｅＮ，ＥｈａｒａＴ，ｅｔａｌ．Ｍｅａｓｕｒｉｎｇａｎｔｉｍｉｃｒｏ

ｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｕｓｉｎｇ

Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ４０７ｇｅｌ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１１，１７（２）：

１９５１９９．

［９］ＣｌｕｔｔｅｒｂｕｃｋＡＬ，ＣｏｃｈｒａｎｅＣＡ，ＤｏｌｍａｎＪ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｆｏｒｕｓｅｉｎｍｅｄｉｃｉｎｅｕｓｉｎｇａｐｏｌｏｘａｍｅｒｂｉｏｆｉｌｍ

ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＡｎｎＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂ，２００７，６（６）：２

１３．

［１０］杨维青，刘晓峰，黄震．铜绿假单胞菌临床菌株生物被膜

的定量分析［Ｊ］．中国抗生素杂志，２００９，３４（３）：１８１１８３．

［１１］ＤｒｉｆｆｉｅｌｄＫ，ＭｉｌｌｅｒＫ，ＢｏｓｔｏｃｋＪＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｍｕｔａ

ｂｉｌｉｔｙｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉ

ｍｉｃｒｏｂＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００８，６１（５）：１０５３１０５６．

［１２］杜广增，赵浩如．Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ４０７温敏性即型凝胶的制备

和应用进展［Ｊ］．药学进展，２００８，３２（４）：１６３１６７．

（收稿日期：２０１４０４２０　修回日期：２０１４０６２８）

０７４３ 重庆医学２０１４年９月第４３卷第２６期


