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［摘　要］　目的　研究５０株临床分离的尿路致病性大肠埃希菌（ＵＰＥＣ）形成生物膜情况及其对抗菌药物敏感性

的影响。方法　采用结晶紫染色法检测生物膜阳性菌株，ＫＢ纸片扩散法分析ＵＰＥＣ对８种抗菌药物的敏感性，

再通过统计学方法分析细菌耐药性与生物膜形成之间的关系。结果　５０株ＵＰＥＣ中，生物膜阳性３４株，占

６８．００％。ＵＰＥＣ对８种抗菌药物均有不同程度耐药性；经统计学分析，生物膜阳性菌株对氨苄西林和庆大霉素耐

药率（７６．４７％和５５．８８％）明显高于生物膜阴性菌株（４３．７５％和１８．７５％），差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　

ＵＰＥＣ产生物膜现象较普遍，生物膜形成与其对氨苄西林和庆大霉素的耐药性具有相关性。
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　　尿路感染是临床常见病，８０％以上的尿路感染

由尿路致病性大肠埃希菌（ｕｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ犈狊犮犺犲

狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻，ＵＰＥＣ）引起
［１］。与引起腹泻的大肠埃

希菌不同，ＵＰＥＣ具有与尿路感染相关的毒力因子

（如黏附结构Ｐ菌毛和１型菌毛）、细胞毒性物质

（如溶血素、细胞坏死因子以及载铁体等），这些毒力

因子在细胞黏附、杀伤宿主细胞及细菌在泌尿道环

境中生存等方面发挥作用。在致病过程中，细菌黏

附素能够促使ＵＰＥＣ黏附于导尿管表面或泌尿道

上皮细胞形成细菌生物膜，与尿路感染的发生密切

相关，特别是导尿管相关尿路感染（ｃａｔｈｅｔｅｒａｓｓｏｃｉ

ａｔｅｄｕｒｉｎａｒｙｔｒａｃｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＣＡＵＴＩ）。据美国统

计［２］，ＣＡＵＴＩ已成为最常见的医院感染，占所有医

院感染的４０％和尿路感染的８０％。由于细菌生物
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膜的形成，增加了病原菌对抗菌药物和宿主免疫应

答的抵抗力，往往导致感染慢性化。本研究从细菌

耐药性的角度对临床分离的ＵＰＥＣ中生物膜阳性

与阴性菌株分别进行药物敏感性试验，旨在分析细

菌生物膜形成能力与耐药性之间的关系，对进一步

了解生物膜耐药机制以及对尿路感染的合理用药具

有积极意义。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　大肠埃希菌分离自武警医学院附

属医院２００９年９月—２０１０年３月尿路感染患者尿

标本，共７２株。上述菌株经法国生物梅里埃

ＶＩＴＥＫ２细菌鉴定仪鉴定，进一步经聚合酶链反应

（ＰＣＲ）扩增编码Ｐ菌毛的狆犪狆犆基因
［３］，选择狆犪狆犆

阳性者为ＵＰＥＣ菌株。扩增狆犪狆犆基因的ＰＣＲ反

应条件：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，６５℃５０ｓ，７２℃

５０ｓ，共２８个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经

１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。药敏质控菌为大肠埃

希菌ＡＴＣＣ２５９２２。

１．２　培养基　细菌生物膜培养采用Ｍ６３基础培养

基，每升包含（ＮＨ４）２ＳＯ４２．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１３．６ｇ，

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｍｇ，用ＫＯＨ调ｐＨ值为７．０，

高压灭菌后加入１ｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１ｍＬ和

２０％葡萄糖１０ｍＬ。药敏试验采用ＭＨ琼脂培养

基，购自北京陆桥公司。

１．３　药敏纸片　氨苄西林（ＡＭＰ）、头孢唑林

（ＣＦＺ）、头孢噻肟（ＣＴＸ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、左氧氟

沙星（ＬＶＸ）、阿米卡星（ＡＭＫ）、庆大霉素（ＧＥＮ）、

呋喃妥因（ＮＩＴ），购自杭州微生物试剂公司。

１．４　其他试剂与器材　结晶紫染色液，购自北京陆

桥公司；９６孔细胞培养板，购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；

酶标仪，型号为ＢＩＯＲＡＤＭｏｄｅｌ５５０。

１．５　细菌生物膜阳性菌株检测　采用结晶紫染色

法［４］。Ｍ６３基础培养基过夜培养待测菌株，菌液稀

释为２．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，取１．２５μＬ菌液加入至９６

孔板中的１２５μＬＭ６３培养基中，３７℃静置培养

２４ｈ。按１∶１００取菌液转移至新孔的１２５μＬＭ６３

培养基中，３７℃静置培养２４ｈ。每株菌设４个复孔。

培养完成后，吸去菌液，用生理盐水清洗游离细菌，

每孔加入结晶紫染色液１７５μＬ，染色１ｍｉｎ后吸去

染液，用生理盐水冲洗多余染液，室温放置１ｈ，待完

全干燥后每孔加入二甲基亚砜２００μＬ，使与生物膜

结合的结晶紫完全溶解，用酶标仪检测犃５５０吸光度

值，结果取平均值。以只含培养基不含细菌的孔为

对照孔，实验组吸光度值大于对照孔４倍以上为生

物膜阳性菌株。

１．６　药敏试验　采用ＫＢ纸片扩散法检测５０株

ＵＰＥＣ对８种抗菌药物的敏感性，结果判断依据

２００７年美国临床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）标准。

１．７　统计方法　采用χ
２检验对生物膜阳性与阴性

菌株耐药性差异进行分析，犘＜０．０５认为差异有统

计学意义。

２　结果

２．１　Ｐ菌毛基因狆犪狆犆检测结果　本研究共收集

尿路感染患者尿标本分离的大肠埃希菌７２株，经

ＰＣＲ扩增后产生３２８ｂｐ电泳条带即为狆犪狆犆阳性

（图１），共检出狆犪狆Ｃ阳性菌株５０株。

　　１—１４：Ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）

图１　尿路感染患者尿标本分离的大肠埃希菌狆犪狆犆基因ＰＣＲ电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ狆犪狆犆ｇｅｎｅｆｒｏｍｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ｓｔｒａｉｎｓ

２．２　生物膜阳性菌株筛选结果　５０株临床分离的 ＵＰＥＣ菌株经结晶紫染色法检测，有３４株犃５５０值位
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于０．４９～１．４０之间，大于对照孔（０．１１）４倍以上 （表１），为生物膜阳性菌株，阳性率为６８．００％。

表１　ＵＰＥＣ生物膜阳性菌株检测结果（犃５５０平均值）

犜犪犫犾犲１　ＴｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｏｆｉｌｍｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｏｆＵＰＥＣ（ａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅｓｏｆ犃５５０）

Ｃｏｎｔｒｏｌｗｅｌｌ Ｓｔｒａｉｎ 犃５５０ Ｓｔｒａｉｎ 犃５５０ Ｓｔｒａｉｎ 犃５５０ Ｓｔｒａｉｎ 犃５５０ Ｓｔｒａｉｎ 犃５５０

０．１１ １ ０．６３ １１ ０．２４ ２１ ０．２４ ３１ １．０２ ４１ ０．３７

２ ０．３３ １２ ０．７３ ２２ ０．７０ ３２ ０．２９ ４２ ０．５５

３ ０．６５ １３ ０．４９ ２３ ０．４０ ３３ ０．５４ ４３ ０．５０

４ ０．７４ １４ ０．９２ ２４ ０．５０ ３４ ０．８８ ４４ ０．３７

５ ０．８０ １５ ０．３５ ２５ ０．５５ ３５ ０．３４ ４５ ０．３９

６ ０．４０ １６ ０．６６ ２６ ０．３８ ３６ １．４０ ４６ ０．８０

７ ０．７８ １７ ０．３１ ２７ ０．６９ ３７ ０．４１ ４７ ０．６６

８ ０．２７ １８ ０．５１ ２８ ０．９７ ３８ ０．８５ ４８ ０．５９

９ ０．６６ １９ ０．６６ ２９ １．３０ ３９ ０．７５ ４９ ０．６３

１０ ０．７８ ２０ ０．７６ ３０ ０．２９ ４０ ０．７０ ５０ ０．７４

　　犃５５０ｅｘｃｅｅｄｅｄ４ｆｏｌｄｏｆｃｏｎｔｒｏｌｗｅｌｌｗｅｒｅｂｉｏｆｉｌｍｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

２．３　药敏试验结果　５０株ＵＰＥＣ菌株对８种抗菌

药物表现出不同程度耐药（表２）。其中对ＮＩＴ耐药

率（４．００％）最低，只有２株耐药菌；对青霉素和头孢

类药物耐药率较高（＞３０％），其中对ＡＭＰ耐药率

最高，达到６６．００％；对ＧＥＮ也有较高的耐药率，为

４４．００％。

２．４　ＵＰＥＣ形成生物膜与耐药性的关系　将５０株

受试菌株按能否形成生物膜分为阳性（３４株）与阴

性（１６株）２类，发现生物膜阳性菌株对 ＡＭＰ和

ＧＥＮ的耐药率（７６．４７％和５５．８８％）明显高于生物

膜阴性菌株（４３．７５％和１８．７５％），差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。见表３。

表２　５０株ＵＰＥＣ菌株药敏试验结果

犜犪犫犾犲２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｅｓｔｏｆ５０ＵＰＥＣｓｔｒａｉｎｓ

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏ

ｂｉａｌａｇｅｎｔ

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

（ｓｔｒａｉｎ）
Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ

（ｓｔｒａｉｎ）
Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

（ｓｔｒａｉｎ）
Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｒａｔｅ（％）

ＡＭＰ １４ ３ ３３ ６６．００

ＣＦＺ ３１ ０ １９ ３８．００

ＣＴＸ ３０ ４ １６ ３２．００

ＣＩＰ ３２ １ １７ ３４．００

ＬＶＸ ３３ ０ １７ ３４．００

ＡＭＫ ４７ ０ ３ ６．００

ＧＥＮ ２７ １ ２２ ４４．００

ＮＩＴ ４６ ２ ２ ４．００

表３　生物膜阳性与阴性菌株对８种抗菌药物的耐药率（耐药株，％）

犜犪犫犾犲３　ＤｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｓｏｆｂｉｏｆｉｌｍｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｎｅｇａｔｉｖｅＵＰＥＣｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ（ｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎ，

％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ Ｂｉｏｆｉｌｍｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎ（狀＝３４） Ｂｉｏｆｉｌｍｎｅｇａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎ（狀＝１６） χ
２ 犘

ＡＭＰ ２６（７６．４７） ７（４３．７５） ５．１９ ０．０２

ＣＦＺ １４（４１．１８） ５（３１．２５） ０．４６ ０．５０

ＣＴＸ １１（３２．３５） ５（３１．２５） ０．０１ ０．９４

ＣＩＰ １０（２９．４１） ７（４３．７５） １．００ ０．３２

ＬＶＸ １１（３２．３５） ６（３７．５０） ０．１３ ０．７２

ＡＭＫ １（２．９４） ２（１２．５０） １．７６ ０．１８

ＧＥＮ １９（５５．８８） ３（１８．７５） ６．０９ ０．０１

ＮＩＴ ０（０．００） ２（１２．５０） － １．００

　　犘＜０．０５

３　讨论

细菌形成生物膜是许多感染性疾病迁延不愈的

重要原因。据美国疾病预防控制中心的统计，６５％

的人类细菌性感染与生物膜形成有关［５］。ＵＰＥＣ的

Ｐ菌毛由其染色体的狆犪狆操纵子编码，其中狆犪狆犆

编码分子伴侣引导途径的前导蛋白，属于最为保守

的基因，用于ＵＰＥＣ菌株的鉴定。本研究对５０株

临床分离的ＵＰＥＣ菌株生物膜形成能力进行检测，

发现其阳性率为６８．００％，表明ＵＰＥＣ形成生物膜

是一种普遍现象，在防治尿路感染中应对此予以

关注。

在ＵＰＥＣ形成生物膜过程中，细菌首先通过表
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面的黏附结构与物体或宿主结合［６］，然后分泌大量

细胞外多糖使多个细菌黏合形成微菌落，最后微菌

落内部出现复杂的结构（如营养物质通道）和特殊的

密度感应系统（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍ），标志生物

膜成熟［７］。有研究［８］表明，１０％～５０％体内短期留

置导尿管的患者会出现尿路感染，而留置导尿管

＞３０ｄ的患者出现尿路感染的概率可达１００％。生

物膜内的细菌会不断脱落，转变为游离菌，成为感染

的“发源地”，导致尿路感染反复发作。在长期治疗

中使用抗菌药物造成的选择压力使耐药菌成为优

势，进一步加重了感染的慢性化［９］。本研究药敏试

验结果表明ＵＰＥＣ耐药问题比较普遍，对常见的８

种抗菌药物均有不同程度耐药，而且对某些药物耐

药率较高。相关文献报道［３］也指出ＵＰＥＣ耐药性

给临床治疗带来一定困难，尤其是多重耐药菌株的

检出率超过８０％。

细菌生物膜受到关注的主要原因是其对抗菌药

物的耐药程度大大增加，有文献报道［１０］生物膜对抗

菌药物的抵抗性可提高１０～１０００倍。这一方面取

决于生物膜中胞外多糖的屏障作用和内部细菌生长

缓慢、敏感性降低等因素；另外，也有研究［１１］发现生

物膜内细菌遗传物质的交换频率高于游离细菌，促

进了抗菌药物耐药基因和其他遗传特性的播散。本

研究检测发现ＵＰＥＣ对ＡＭＰ和ＧＥＮ的耐药性在

一定程度上与生物膜形成具有相关性，这提示我们

在分析生物膜耐药机制时要考虑到细菌本身的耐药

问题。正是因为生物膜耐药机制的复杂性和清除的

困难，传统的抗菌药物治疗在导尿管相关尿路感染

中的应用面临严峻挑战。尽管一些新材料技术的应

用有助于生物膜清除，如银涂层可为植入物提供一

层抗菌表面，或者将植入物与缓释抗菌药物结合以

避免全身使用高浓度抗菌药物造成的副作用，但现

阶段仍面临许多困难需要进一步完善。因此，根据

生物膜自身特点探索更好的抗菌药物和清除方法，

对控制细菌感染性疾病具有重要意义。
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