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#摘要$
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目的
!

观察流感嗜血杆菌是否可在气管导管内形成生物被膜并评价阿奇霉素对气管导管内流感嗜血杆菌形成生物

被膜的影响&方法
!

选取
c#+BDF

大鼠
$1%

只!分为空白对照组%感染组及给药组#流感嗜血杆菌制备成琼脂小珠!接种于气管插

管大鼠!扫描电镜观察气管导管生物被膜形成情况!并通过细菌计数评价疗效&结果
!

接种细菌后第
$

天扫描电镜可见导管壁表

面凹凸不平!外被黏液样物质!并可见细长的菌体被覆其中!给予阿奇霉素治疗后!感染组和给药组均可在气管插管形成生物被

膜!但给药组细菌数明显降低&结论
!

流感嗜血杆菌可在气管插管形成生物被膜!阿奇霉素对流感嗜血杆菌气道内导管早期生物

被膜有一定抑制作用&

#关键词$

!

插管法!气管内#生物被膜#阿奇霉素
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机械通气作为呼吸支持技术在治疗呼吸衰竭中被广泛应

用#并取得明显效果)通过对气管插管机械通气患者的调查发

现#根据基础疾病的不同发生呼吸机相关肺炎$

@A,B#GDB"FD++".

L#DBA!

N

,AJK",#D

#

84<

&的概率为
(\

"

1-\

#在重症监护病房

内几乎
(%\

的医院获得性肺炎都发生于机械通气#同时
84<

也是导致死亡的主要原因'

$

(

)生物被膜$

H#"R#GK

&是指微生物

$如细菌&被包裹在其自身分泌的多聚物中形成的一种特殊细

胞群体结构)生物被膜一旦形成#就对抗菌药物及机体免疫力

有着天然的抵抗能力#用抗菌药物难以彻底清除导致感染的反

复发作'

1

(

)有研究证实气管导管生物被膜感染是导致
84<

发生不可忽视的因素'

'

(

)本实验通过对大鼠气管插管#流感嗜

血杆菌气道滴入#建立气管插管生物被膜模型#观察气管内导

管生物被膜的形成情况#并通过阿奇霉素灌胃治疗气管插管大

鼠流感嗜血杆菌感染#观察阿奇霉素对气管导管流感嗜血杆菌

生物被膜的影响)
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材料与方法

F&F

!

材料
!

雄性二级
c#+BDF

大鼠
$1%

只#鼠龄
/

周#体质量

$

$/%j1%

&

C

$济南军区总医院动物中心提供&)流感嗜血杆菌

$-%(

由济南军区总医院呼吸科临床分离菌株#并经系统鉴定)

F&G

!

方法

F&G&F
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流感嗜血杆菌琼脂小珠制作'

0

(

!

从新鲜脑心浸液琼脂

平板挑取
9

个流感嗜血杆菌菌落#接种于
$%K3

肉汤培养基

中#于
'-g

悬摇状态
$/%F

"

K#,

下培养
10E

#比浊仪调细菌水

平至
$[$%

(

"

K3

#细菌混悬液
1K3

加热至
9%g

#与
9%g

溶

化的
0\c

"

8

纯化琼脂等量混合#

9% g

水浴中彻底混匀)

9

K3

注射器$预热至
9%g

吸取混合物&#通过
1'

号针头将
'K3

混悬液快速注入
1-K30g

快速搅拌着的肉汤培养基中#形成

由琼脂包裹细菌的流感嗜血杆菌琼脂珠悬液)取
$%%

&

3

细菌

悬浮液倍比稀释#接种于改良巧克力培养基#测得悬浮液包含

细菌数为
$[$%

/

"

K3

#取
1%%

&

3

于皮试用
$K3

注射器中

备用)

F&G&G
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实验分组
!

c#+BDF

大鼠到动物室后在新环境中适应
'

!

#普通敞式大鼠笼#中颗粒饲料喂养#饮用蒸馏水#称体质量后

分为
'

组#每组
0%

只)每时间点处理大鼠
0

只)每只大鼠均

气管内置入一长约
$LK

$静脉留置针管&硅胶管)空白对照

组#大鼠插管组%感染组#大鼠气管插管感染组%给药组#大鼠气

管插管感染给药组)

F&G&H

!

动物的处理
!

空白对照组!大鼠以
09K

C

"

Q

C

'\

戊巴

比妥腹腔麻醉后#仰卧位固定#颈部*胸部脱毛#作颈部正中切

口#约
1

"

'LK

#分离颈前肌#暴露并固定气管#在环甲软骨处

剪一
8

型切口#以静脉留置针管$

$LK

&替代气管导管行气管

插管#并向大鼠气管内缓慢注入注入无菌琼脂小珠
$%%

&
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#完
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毕后将大鼠直立旋转
$%

"

1%+

#使琼脂均匀分布于肺部)感染

组!插管感染组将大鼠以
09K

"

Q

C

'\

戊巴比妥腹腔麻醉后#

仰卧位固定#颈部*胸部脱毛#消毒#铺无菌洞巾#作颈部正中切

口#暴露并固定气管#在环甲软骨处剪一
8

型切口#以静脉留

置针管$

$LK

&替代气管导管行气管插管#并向大鼠气管内缓慢

注入流感嗜血杆菌琼脂小珠
$%%

&

3

#完毕后将大鼠直立旋转

$%

"

1%+

#使菌液均匀分布于肺部)给药组!大鼠以
09K

"

Q

C

'\

戊巴比妥腹腔麻醉后#以静脉留置针管$

$LK

&替代气管导

管行气管插管#并向大鼠气管内缓慢注入流感嗜血杆菌琼脂小

珠
$%%

&

3

#完毕后将大鼠直立旋转
$%

"

1%+

#使菌液均匀分布

于肺部)第
$

"

'

天#按
91&9K

C

"

Q

C

给予大鼠阿奇霉素溶液灌

胃#连续
'!

)

F&G&I

!

标本采集
!

$

$

&扫描电镜标本制作'

0

(

)将大鼠以
'\

戊巴比妥腹腔麻醉后#常规消毒#行腹主动脉放血处死小鼠#在

无菌条件下开胸完整取出肺脏#沿气管将留置导管推出气管#

灭菌生理盐水冲洗
'

遍#将导管纵向剖开#剪成
%&9LK

1 小块#

戊二醛固定#扫描电镜观察)$

1

&气管导管生物被膜的活菌计

数'

9

(

)将大鼠在无菌条件下开胸完整取出肺脏#沿气管将气管

内导管推出#超声震荡
$9K#,

#使生物被膜完全脱落#漩涡震荡

$K#,

#打匀菌落#再以灭菌生理盐水做
$%

倍系列稀释#分别取

各稀释度标本
$%

&

3

接种于血琼脂平板上#

'-g

过夜培养后#

次日以最低可数的稀释倍数计算菌落数#然后换算每
$LK

导

管中有多少个细菌集落形成单位$

=XO

&)每
$LK

导管
=XO

数
e

菌落数
[

稀释倍数)

F&H

!

统计学处理
!

采用
?<??$'&%

统计软件进行数据分析#

计量资料用
FY:

表示#组间比较采用
1

检验%计数资料采用率

表示#组间采用
!

1 检验%检验水准
%

e%&%9

#以
!

$

%&%9

为差

异有统计学意义)

G

!

结
!!

果

G&F

!

扫描电镜观察大鼠气管导管生物被膜生长情况
!

接种细

菌后第
0

天扫描电镜低倍可见感染组导管壁上有大片膜样物

质黏附#高倍可见菌体聚集#外被黏液样物质#并可见细长的菌

体被覆其中%给药组可见导管散点样分布小片样物质#高倍镜

可见菌体聚集成团#密度稀疏)见图
$

)

!!

4

!给药组$

[$%%%

&%

7

!感染组$

[$%%%

&%

=

!给药组$

[9%%%

&%

5

!感染组$

[9%%%

&)

图
$
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扫描电镜观察大鼠气管导管生物被膜生长情况

G&G

!

气管导管菌落计数
!

整个实验过程空白对照组导管内未

培养检出细菌)其他两组大鼠菌落计数见图
$

及表
$

#感染组

菌落计数趋势可见细菌数在接种第
$

天后有上升趋势#但
1

周

至
$

个月#细菌维持在
$%%%=XO

"

LK

1 左右)给药组细菌计

数可见给药后细菌数前第
$

周无明显变化#但与感染组相比数

值上有所降低#特别是在第
0

天开始差异有统计学意义$

!

$

%&%9

&#至
$

周时#相差较大#到
$

个月细菌数有所上升#维持在

$[$%

'

"

K3

左右#与感染组相近)

表
$

!!

阿奇霉素对气管导管内生物被膜

!!!

菌落数的影响&

FY:

(

$e0

'

组别
$ 0! /! $9! '%!

空白对照组
0% % % % %

感染组
0% '&')Y%&$%0&$)Y%&1$'&)$Y%&$0'&09Y%&1$

给药组
0% 1&%%Y%&111&$(Y%&$01&))Y%&$1'&$'Y%&%0

1 9/)&(9/( /$9&-/%1 $1'9&/(0$ (90&$1)(
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$
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$

%&%9

H
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讨
!!

论

84<

是机械通气过程中常见#同时又是导致病死率上升

的重要原因之一#并在很大程度上增加了治疗难度和医疗费

用'

)

(

)有研究显示概械通气患者出现气管内导管生物被膜的

概率要比其他患者高得多'

-./

(

#因为机械通气患者病情危重#大

剂量抗菌药物*激素的使用会导致机体系统免疫力下降#当气

管切开或气管插管等人工气道建立时#上气道分泌物不仅易经

气管导管进入下呼吸道导致
84<

#而且易黏附在气管内导管#

细菌一旦黏附在附着物上#在
$1K#,

内#就会上调产生胞外多

糖和黏蛋白基因的高表达#使细菌牢牢黏附在导管上#形成生

物被膜'

(

(

#当吸痰或气流动力学原因#生物被膜内的微菌落会

脱落至下呼吸道#引起
84<

)所以早期
84<

致病菌中多以上

气道定植菌为主#其中包括流感嗜血杆菌)而随着机械通气时

间延长#反复侵入性操作如吸痰*呼吸机管路污染等增加了感

染率#使
84<

致病菌发生改变)阿奇霉素为大环内酯类抗菌

药物#有研究显示可抑制导尿管铜绿假单胞菌生物被膜的形

成'

$%

(

)本实验通过扫描电镜*菌落计数#观察对气管导管流感

嗜血杆菌生物被膜的影响#结果显示#感染组*给药组在气管插

管感染后第
$

天导管上均有生物被膜形成#细菌数均在
$%%

=XO

左右#感染组细菌数逐渐上升#但在
1

周至
$

个月其间维

持在
$[$%

'

"

K3

左右%给药组在
$

周时菌落数明显减低#在
$

个月时与感染组比无明显差异)在对机械通气患者气管导管

内生物被膜形成情况的研究表明机械通气后第
1

天导管内壁

就可见点片状生物被膜形成'

$$

(

#在感染组
$

周后细菌数持续

在
$[$%

'

"

$[$%

0

"

K3

#分析
$

周时导管内生物被膜已进入成

熟期#膜内细菌呈稳定状态#故菌落数差别不大)而给药组#菌

落计数
'!

至
$

周时有时下降#与阿奇霉素对流感嗜血杆菌生

物被膜内活菌的抑制有关#

1

周后至
$

个月时细菌数与感染组

相比较无明显差异#分析与
$

周后随阿奇霉素的代谢#在体内

水平降低#对生物被膜内细菌的抑制作用减小#使生物被膜恢

复乃至趋于成熟所致)给药组导管生物被膜内细菌数在
1

周

内均比感染组低$

!

$

%&%9

&#提示阿奇霉素对生物被膜的作用

在早期较为明显)

气管内导管生物被膜是导致
84<

难治性和高病死率的

原因之一#特别是对危重病等患有慢性基础性$下转第
0)
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