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导管分离表皮葡萄球菌生物被膜形成能力相关研究
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（成都军区总医院微生物免疫科，成都６１００８３）

　　摘　要：目的　探讨导管分离表皮葡萄球菌的生物被膜形成能力和耐受应激环境能力。方法　采用结晶紫半定量法和细菌

计数法检测表皮葡萄球菌的生物被膜形成能力和应激环境耐受能力。结果　表皮葡萄球菌１４５７菌株和５株导管分离菌株均具

有生物被膜形成能力，菌株之间生物被膜形成能力差异无统计学意义（犘＞０．０５）；导管分离菌株与１４５７菌株的游离细菌和被膜

细菌的生长能力、对高分子材料的黏附能力、对过氧化氢的氧化应激耐受能力和对乙醇耐受能力差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

结论　表皮葡萄球菌导管分离菌株与产生生物被膜的表皮葡萄球菌１４５７菌株具有相近的生物被膜形成能力和耐受应激环境

能力。
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　　表皮葡萄球菌是典型的生物被膜菌，它可以通过黏附在一些

植入医疗器械表面形成生物被膜而造成持续性感染，具有迁延不

愈的特征［１２］。表皮葡萄球菌的生物被膜不仅对抗菌药物具有非

常强的抵抗能力，而且对机体免疫机制也具有非常强的适应能力，

因而非常难以清除。本研究探讨导管来源表皮葡萄球菌形成生物

被膜能力和耐受应激环境能力，为临床治疗由表皮葡萄球菌引起

的导管相关性感染提供实验室依据，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　临床送检导管和血液培养同时检测出表皮葡萄球

菌生长，导管分离株和血液培养分离株耐药表型一致的病例，

选择导管分离菌株共计５株（ＳＥ１５）。表皮葡萄球菌１４５７

（ＳＥ１４５７）购自中国工业菌种保藏中心。

１．２　方法

１．２．１　菌株鉴定　采用梅里埃公司的 ＶＩＴＥＫ２ＣＯＭＰＡＣＴ

全自动微生物分析仪和ＧＰ鉴定卡对细菌进行鉴定。

１．２．２　表皮葡萄球菌生物被膜半定量检测　参照文献［１］，调

节菌液浓度使光密度（犗犇）６００＝０．０１，接种９６孔板：２００μＬ／

孔，每组４孔，对照组为新鲜培养基，３７℃ ２４ｈ，２００μＬ／孔

ＰＢＳ清洗４次。５０μＬ／孔 Ｂｏｕｉｎ固定液固定１ｈ，ＰＢＳ清洗４

次，５０μＬ／孔结晶紫染色１ｍｉｎ。自来水清洗残余染料，室温晾

干。用酶标仪读取波长５７０ｎｍ的犗犇值。将测定组每孔测得

值减去对照组平均值后即为测定组每孔最终值。

１．２．３　生物被膜细菌计数　调节菌液浓度使犗犇６００＝０．０１，

接种２４孔平板，３７℃２４ｈ。收集上清液到一个无菌试管。

０．５ｍＬＰＢＳ轻轻洗脱未黏附的细菌与上清液混合。再次加入

０．５ｍＬＰＢＳ，用平头牙签刮下被膜菌，收集到另一个无菌试

管。上清液和生物被膜中的细菌分别进行计数。

１．２．４　表皮葡萄球菌的黏附能力　调节菌液浓度使犗犇６００＝

０．０２，３７℃培养直到犗犇６００＝１．００，２００μＬ／孔接种９６孔平板，

３７℃１ｈ。２００μＬ／孔ＰＢＳ洗涤４次。５０μＬ／孔Ｂｏｕｉｎ固定液

固定１ｈ，再次以ＰＢＳ清洗４次。５０μＬ／孔结晶紫染色１ｍｉｎ，

自来水洗去残余染料，室温晾干。用酶标仪读取波长５７０ｎｍ

的犗犇值。将测定组每孔测得值减去对照组平均值后即为测

定组每孔最终值。

１．２．５　氧化应激耐受实验　调节菌液浓度使犗犇６００＝０．０２，

３７℃培养直到犗犇６００＝０．３０。在一个无菌试管中加入１．８ｍＬ

菌液，然后加入２ｍｏｌ／Ｌ的过氧化氢０．２ｍＬ振荡混匀，室温静

置１５ｍｉｎ，涂板计数，分别计数过氧化氢处理前后的细菌数，计
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算存活率。

１．２．６　乙醇耐受实验　调节菌液浓度使犗犇６００＝０．０２，３７℃

培养直到犗犇６００＝０．３０。在一个无菌试管中加入２ｍＬ菌液，

然后加入无水乙醇３５３μＬ振荡混匀，室温静置１５ｍｉｎ，涂板计

数，分别计数乙醇处理前后的细菌总数，计算存活率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行单因素方差

分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　表皮葡萄球菌的生物被膜形成能力　表皮葡萄球菌

１４５７和５株导管分离菌株均具有生物被膜形成能力，菌株之

间生物被膜形成能力差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图１。

　　ＳＥ１４５７：表皮葡萄球菌１４５７菌株；ＳＥ１～ＳＥ５：临床菌株１～５号。

图１　　不同菌株的生物被膜形成能力

２．２　生物被膜细菌计数　为了比较不同菌株生物被膜形成能力

差异是否是由于菌株的生长能力不同引起的，分别对检测菌株的

游离细菌和被膜细菌进行计数，与１４５７菌株比较，游离细菌和被

膜细菌的生长能力差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图２。

　　ＳＥ１４５７：表皮葡萄球菌１４５７菌株；ＳＥ１～ＳＥ５：临床菌株１～５号；

Ｐｌａｎｋｔｏｎｉｃ：浮游生长的细菌；Ｂｉｏｆｉｌｍ：生物被膜细菌；Ｔｏｔａｌ：Ｐｌａｎｋｔｏｎｉｃ

与Ｂｉｏｆｉｌｍ之和。

图２　　生物被膜细菌计数

２．３　菌株对高分子材料的黏附能力　与１４５７菌株比较，临床

菌株与１４５７菌株对高分子材料的黏附能力差异无统计学意义

（犘＞０．０５），见图３。

　　ＳＥ１４５７：表皮葡萄球菌１４５７菌株；ＳＥ１～ＳＥ５：临床菌株１～５号。

图３　　菌株对高分子材料的黏附能力

２．４　菌株氧化应激耐受能力和乙醇耐受能力　临床菌株与

１４５７菌株对过氧化氢的氧化应激耐受能力和乙醇耐受能力差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见图４。

　　ＳＥ１４５７：表皮葡萄球菌１４５７菌株；ＳＥ１～ＳＥ５：临床菌株１～５号。

图４　　细菌氧化应激耐受能力和乙醇耐受能力

３　讨　　论

１４５７菌株是能形成生物被膜的野生菌株，通过与１４５７菌

株进行对比分析，可以了解临床菌株生物被膜形成能力的高

低。同属葡萄球菌属，金黄色葡萄球菌可以产生多种毒素致

病，而表皮葡萄球菌则主要通过在一些人工植入的医疗器械如

深静脉置管、导尿管、人工瓣膜等表面形成生物被膜，成为新的

感染灶，持续释放病原菌［３４］。本研究选取的５例均为导管和

血液均检测出一致耐药表型的表皮葡萄球菌病例，所选择的导

管分离菌株均具有野生菌株１４５７的生物被膜形成能力。

表皮葡萄球菌分两个步骤形成生物被膜：（１）黏附；（２）通

过增殖和合成黏性的细胞外基质，形成多层细胞结构，覆盖在

植入物表面［５］。因而生物膜形成能力的差异可能由黏附能力

不同或增殖能力差异造成。本结果显示，导管分离表皮葡萄球

菌与１４５７菌株均具有对高分子材料相近的黏附能力和生长能

力，其生物被膜形成机制有待进一步研究。有研究报道，多种

基因分别在表皮葡萄球菌生物被膜形成的各个阶段发生作用，

如犪狋犾犈、狊犱狉犌、犲犿犫狆基因在初始黏附过程中发挥重要作用
［６］；

而ｉｃａ操纵子、犪犪狆基因则参与被膜细菌的增殖
［７９］。Ａｇｒ和

ｌｕｘＳ细菌数量感应系统也参与表皮葡萄球菌生物被膜的形成

调控。

渗透压、乙醇、葡萄糖等环境条件均可以影响表皮葡萄球

菌的生物被膜形成，乙醇通过抑制ｉｃａＲ的转录从而刺激表皮

葡萄球菌生物被膜形成，而ＣｌｐＰ蛋白酶通常参与细菌对各种

应激环境的适应机制［１０１２］。导管分离的５株表皮葡萄球菌与

１４５７菌株均具有对强氧化剂过氧化氢和常用消毒剂乙醇的耐

受能力，其中是否有ＣｌｐＰ蛋白酶的参有待进一步的研究。

生物被膜阳性的表皮葡萄球菌能在静脉插管上形成生物

被膜，通过形成感染灶持续性的脱落细菌入血，侵犯机体，有必

要深入研究生物被膜阳性和生物被膜阴性细菌的致病能力差

异和致病机制，从而找到抑制表皮葡萄球菌生物被膜形成的可

能药物靶标。
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