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细菌生物膜、滞留菌及其相关感染防控研究进展
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［摘　要］　细菌生物膜是细菌不同于游离状态的一种特殊存在模式。由于细菌生物膜独特的理化性质，使得其难

于被检测、消除，导致了临床上相当数量的难治性感染性疾病。生物膜中更是存在休眠状态的菌体－滞留菌，滞留

菌的耐药性使得感染更难以治愈。积极探索如何防治生物膜感染对临床治疗有实际的指导意义。目前，针对如何

预防生物膜相关感染有许多非特异性的策略，包括：（１）防止微生物污染医疗器械；（２）最大程度减少微生物对医疗

器械的黏附；（３）直接移除感染源头。此外，人们对通过物理手段、应用抗菌药物和抗菌多肽，抑制瓦解生物膜等方

法治疗生物膜感染进行了积极的探索研究。生物膜导致的持续性感染对常规抗菌药物耐受，提示生物膜防控策略

亟需改进，新的防控策略亟需探索。
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　　感染性疾病是由微生物侵袭机体开始，在临床

实践中，治疗感染性疾病，重点关注如何抑制、消灭

游离菌。但多年的临床实践发现，即使按照细菌培

养及药敏试验结果选择抗菌药物，进行规范、合理的

治疗，相当数量的感染性疾病仍难以彻底治愈。此

种难治性感染促使人们对病原菌的致病机制进行更

深入地探索。经过２０多年的研究，发现在难治性的

感染病灶中，细菌是以细菌生物膜的形式存在，并不

表现为游离状态，此是导致细菌感染难冶愈的关键。

生物膜中更是存在休眠状态的菌体－滞留菌，滞留

菌的耐药性使得感染更难以治愈。因此，探讨细菌

生物膜（包括其中的滞留菌）的产生、检测、消除等方

面的研究现状和发展趋势，对于更好地治疗感染性

疾病具有重要意义。本文对细菌生物膜、滞留菌的

研究现状和趋势，及其相关感染的防治方法策略进

行综述。

１　感染性疾病中的细菌生物膜

１．１　细菌生物膜的结构特点　细菌生物膜是与游

离状态相对，为适应环境而吸附于物体表面形成的

一种特殊的具有三维立体结构的存在模式［１］，其结

构包括内部的菌体和分布于外周的自身分泌的胞外

基质（蛋白质、磷脂、肽聚糖、多糖、ＤＮＡ 和 ＲＮＡ

等）。生物膜是处于动态变化中，其发展按照黏附、

成熟、维持、解离的环节进行循环。在结构上，生物

膜具有异质性，即生物膜内各种化学物质，如代谢产

物、信号分子，营养物质等的浓度由表面向内呈阶梯

性变化，使得位于生物膜不同部位的细菌生理活性

也不同。生物膜内存在的这种细菌代谢状态不均

一，使得抗菌因子无论作用于哪个代谢环节，总有非

此代谢状态的一部分细菌可以存活下来，从而导致

感染难以消除，或导致感染的反复发作。

１．２　生物膜导致的临床感染类型　生物膜（包括滞

留菌）导致的感染可以分为两类：器械相关的生物膜

感染和非器械相关的慢性生物膜感染。植入性医疗

器械已成为现代医疗不可分割的一部分。然而，对

于机体来说，外物的植入常伴随着感染并发症。心

脏起搏器、人工心脏瓣膜、血液透析器、人工关节、静

脉导管、导尿管、气管插管、人工假乳等植入性医疗

器械或装置均存在生物膜相关感染的风险，严重影

响生活质量，甚至危及生命，其感染源可追溯至普遍

存在于水、空气、土壤或人体皮肤上的微生物。器械

表面的细菌定植一般发生于医疗器械植入机体后

２４ｈ内，而机体产生的如血小板、血浆及组织蛋白

等形成的膜状物则会促进医疗器械上的细菌定植。

无论导致感染的微生物来源于体内，还是体外，器械

相关医院感染往往从细菌在器械表面的定植开始，

然后经过系列复杂的变化，最终形成生物膜。实

验［２］表明，相对于浮游细菌，从生物膜脱离的细菌与

细胞毒性、临床病死率存在更强的相关性。虽然难

以获得所有医疗器械相关生物膜感染的具体统计数

据，但是根据已获得的临床数据可估算出不同植入

性医疗器械相关感染率：人工关节和隆乳相关感染

率２％，人工心脏瓣膜、起搏器及除颤器相关感染率

４％，人工心室分流器相关感染率１０％，心室辅助装

置相关感染率４０％
［３］。细菌生物膜也可以引起亚

临床感染，导致植入性医疗器械故障和医疗器械中

生物材料的降解。非器械相关的慢性生物膜感染包

括发生于囊性纤维化、慢性阻塞性肺疾病、肺结核等

呼吸道疾病患者身上的慢性气道感染，慢性伤口感

染，慢性中耳炎，慢性鼻窦炎，胆道感染和细菌性前

列腺炎等。研究［４］表明，在机体软组织中（如胃肠道

或肺组织），生物膜细菌往往只能暴露于低于最小抑

菌浓度的抗菌药物，此种暴露使得细菌基因型和表

型产生多样性，对抗菌药物的抵抗力增加，最终导致

生物膜中细菌对抗菌药物产生耐药和传播。

１．３　感染性疾病中生物膜的检测判定　临床上，许

多感染性疾病并非仅由游离菌或生物膜单独导致，

而是生物膜和游离菌混合存在。更重要的是，目前

尚无法通过确定的理化标志物区分细菌处于游离状

态还是生物膜状态，如何检测确定生物膜导致的感

染并不容易。像检测游离菌一样，通过细菌培养诊

断生物膜感染并不准确，当机体表现出明显的临床

感染症状和体征时，细菌培养往往呈现阴性。此种

临床表现与培养检测的“脱节现象”，可能与临床标

本取材、培养条件不充分有关，但更可能是由于生物

膜的生长模式与游离菌不同导致的，在体外培养生

长时，生物膜本身的表型特征会迅速消失。鉴于此，

Ｐａｒｓｅｋ等
［５］为判定生物膜引起的感染而提出以下

标准：（１）感染细菌具有附着物或附着表面；（２）在

感染组织中，细胞外基质中可检测或观察到有细菌

或小菌落包被于其中；（３）感染通常局限于特定部

位；（４）抗菌药物对感染治疗无效或效果差，但游离

细菌却易于被杀死。此外，根据细菌生物膜抗菌药

物耐药性和宿主免疫反应耐受的特性，Ｓｔｏｏｄｌｅｙ等
［６］

建议对诊断标准作如下补充：（１）通过组化和分子

生物学技术证实存在活性细菌聚集物；（２）机体组
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织中分布有大菌落并伴炎性细胞浸润，证明对宿

主免疫清除的抵抗。上述六点是判定生物膜感染

的根据。

１．４　生物膜与机体免疫防御的关系　对于机体的

免疫防御系统，无论是先天免疫，还是后天获得性免

疫，生物膜的抵抗作用使病原菌能成功避免免疫清

除，导致持续性或反复性感染。生物膜可通过影响

免疫细胞功能、活力等，实现对先天免疫功能的影

响。如藻酸盐，作为铜绿假单胞菌生物膜胞外基质

的主要成分之一，可以抑制吞噬细胞发挥正常功能，

从而降低其对菌体的杀灭效力，并且对抗体的包被

具有抵抗效应；此外，藻酸盐能保护铜绿假单胞菌生

物膜细菌免受ＩＦＮγ介导的白细胞吞噬作用。白

细胞发挥杀菌作用需要向细菌聚集处移动，而生物

膜基质可以抑制多形核白细胞趋向细菌的移动聚

集，从而干扰机体先天免疫功能的发挥。对机体获

得性免疫的影响主要是通过ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ分子

干扰Ｔ细胞而实现的。ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ分子是生

物膜中一类感受外界环境变化并协调整个菌落行

为的信号系统；Ｒｉｔｃｈｉｅ等
［７］在体内和体外用细菌

ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ分子 Ｎ３氧代十二烷酰基－高丝

氨酸内酯（Ｎ（３ｏｘｏｄｏｄｅｃａｎｏｙｌ）Ｌｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅｌａｃ

ｔｏｎｅ，ＯｄＤＨＬ）刺激小鼠，发现ＯｄＤＨＬ能提高机体

的ＩｇＧ１的产生，但会抑制Ｔ辅助细胞，使有增强机

体免疫功能作用的细胞因子（ＩＦＮγ和ＩＬ４）产量下

降，从而导致机体的后天免疫功能相应下降。

体液免疫对生物膜的作用还会引起变态反应，

导致慢性炎症。免疫系统受生物膜刺激产生的抗体

被生物膜外周屏障作用所阻挡，无法发挥杀菌作用，

且无调理活性，反而与抗原结合形成的免疫复合物

沉积于组织表面，导致组织溶解破坏，形成慢性炎症

反应，加重临床感染症状。

１．５　生物膜相关感染难以治愈　目前，抗菌药物不

能杀灭位于生物膜内部的细菌，从而无法有效治愈

细菌生物膜导致的感染。而且停止应用抗菌药物

后，生物膜作为细菌的潜伏区，成为感染复发的根

源。即使提高抗菌药物作用浓度也难以杀灭生物膜

细菌，特别是位于生物膜内部的细菌。生物膜导致

的感染难以用常规方法治愈，除其存在较为隐蔽这

一原因外，更重要的是因为机体的免疫系统对生物

膜中细菌的杀伤效果有限，以及生物膜中的细菌对

抗菌药物的敏感性大大降低［８９］，表现出极强的耐药

性。生物膜表现出耐药性的原因有四个方面：（１）生

物膜胞外基质发挥的屏障作用。生物膜胞外基质主

要通过物理性阻碍、黏附或电荷性排斥，延缓抗菌药

物渗入生物膜内部，减少与内部细菌接触的抗菌药

物浓度，避免了对细菌的灭活［１０］。（２）生物膜内部

的细菌随着环境的变化会调整生长状态，如可通过

产生异质体等抵抗药物的作用。（３）生物膜周围或

内部环境因素阻碍了抗菌药物对细菌的杀灭作用，

如氨基糖苷类抗生素被摄取到细菌菌体中需要借助

菌体呼吸产生的电势，而生物膜深处的厌氧环境使

得该类抗生素无呼吸电势可依赖，难以进入菌体内

部发挥杀菌效力。（４）几乎所有抗菌药物对生物膜

深层营养物质缺乏区大量休眠静止的细菌无法发挥

杀灭作用。此外，此类细菌偶尔也会脱离休眠，重塑

生物膜［１１］。此类细菌即是近几年受到越来越多关

注的滞留菌。在生物膜耐药机制及其造成的难治性

持续性感染中，滞留菌发挥了极其重要的作用。

２　滞留菌的特点、耐药性及形成机制

滞留菌（ｐｅｒｓｉｓｔｅｒｓ）的概念是ＪｏｓｅｐｈＢｉｇｇｅｒ于

１９４４年最早提出的，他在研究中发现青霉素并不能

完全彻底地杀灭金黄色葡萄球菌，无论青霉素的作

用浓度加大到何种程度，仍然会有小部分金黄色葡

萄球菌无法被杀灭，而且无法杀灭的这一小部分细

菌增殖后恢复了对青霉素的敏感性，这一小部分细

菌就被称作“滞留菌”。目前，主要认为是某些环境

因素，如营养缺乏、生长两极分化、极端ｐＨ 值及

ＤＮＡ损伤，导致细菌应激，促进了滞留菌的形

成［１２１４］。某些由细菌本身导致的环境因素，如生物

膜或巨噬细胞也可以促进滞留菌的形成，如生物膜

中仅小部分细菌表现出滞留状态，原因可能是生物

膜内部深处环境营养匮乏，促进细菌倾向于“滞

留”［１５１６］；巨噬细胞也可以导致细菌营养匮乏、ｐＨ

值变化，进而诱导滞留菌形成。然而，对于上述环境

因素促进滞留菌形成的具体机制目前仍不清楚。在

细菌生物膜中，滞留菌作为一种独特的、高度保护性

的细菌表型，其抗菌药物耐受机制认识得较为充分。

研究［１７］发现，抗菌药物无法杀灭滞留菌的原因与其

他耐药菌有所不同，滞留菌并没有基因型的改变，而

是特殊的生存状态下抗菌药物的作用靶点失去活

性，使得抗菌药物无法发挥作用，属于表型改变导致

的对抗菌药物的抗性。处于“休眠”状态的滞留菌内

部细胞壁蛋白合成、翻译基本停止，并失去拓扑异构

酶的活性，导致抗菌药物只能锚定于细胞壁却无法

损伤目标蛋白的功能。通过这种方式，滞留菌以停
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止生长增殖的代价成功地产生了抗菌药物抗性，得

以存活下去。从滞留菌中提取ＲＮＡ进行分析，结

果显示，转录被下调的基因主要涉及能量生成和非

关键功能，如鞭毛合成。由基因变异型耐药菌导致

的抗菌药物耐药问题越发严重，目前研究较多；但对

因表型改变而产生抗菌药物抗性的滞留菌研究则相

对迟滞、不足。对临床感染疾病发生、发展，以及细

菌耐药现象的持续观察和深入研究，研究者发现滞

留菌在持续性感染／复发性感染中扮演着重要角色，

对滞留菌的研究也逐渐深入。目前，已发现很多种

细菌均存在滞留现象，如沙门菌属、假单胞菌属、布

鲁菌属、葡萄球菌属、致病性大肠埃希菌和链球菌

属［１８２０］。滞留菌受到更多地关注和重视，相关研究

也逐渐增多，但仍缺乏突破性进展。对滞留菌的发

生、发展，以及药物抗性机制尚未认识清楚，亦未找

到有效消除临床感染病灶中滞留菌的方法。滞留菌

的研究面临诸多困难和挑战，一是虽然发现滞留菌

较早（１９４４年），但其近些年才受到关注，研究起步

比较晚，需要时间探索；二是目前的研究技术及手段

不能满足深入研究的需要，更先进的分离技术、检测

技术、分析技术有待开发，以便研究者能更清楚、更

透彻、更彻底地对滞留菌的理化特性及产生机制进

行研究［２１］；三是相对于菌群中其他细菌，滞留菌数

量太少，受限于目前的实验技术，难以进行有效的研

究操作。虽然面临着诸多困难和挑战，滞留菌的研

究仍取得了不少成果，如滞留菌的产生机制，包括氧

化应激反应、细胞代谢及毒素－抗毒素原件等
［２２２３］。

考虑到应激反应在滞留菌的形成过程中发挥着核心

作用，对应激反应的抑制有希望成为潜在的防治滞

留菌的手段。随着研究的深入，相信滞留菌在持续

性反复感染、生物膜形成及耐药性中的作用会逐渐

清楚，对防控相关感染具有重要的指导意义。

３　生物膜感染的防治策略

积极探索如何防治生物膜感染对临床治疗有实

际的指导意义。目前针对如何预防生物膜相关感染

有许多非特异性的策略，包括：（１）防止微生物污染

医疗器械；（２）最大程度减少微生物对医疗器械的黏

附；（３）直接移除感染源头。医疗器械植入和操作时

施行严格的卫生消毒措施能有效防止植入性医疗器

械被微生物污染，进而避免生物膜形成。如对于中

心静脉置管，操作指南已明确指出了预防器械相关

感染的措施，包括置管时严格无菌操作，局部皮肤的

充分消毒，以及尽可能缩短置管留置时间。在置入

长时间留存体内的假体装置（如骨科的人工关节）前

预防性应用抗菌药物，能降低装置发生微生物感染

的可能性［２４］。此外，通过改变植入性医疗器械表面

材料组成，防止微生物定植于器械表面，避免生物膜

形成也是预防生物膜感染的有效措施。在植入性医

疗器械表面包被杀菌或抑菌物质成分（如万古霉素

或银颗粒），但此类措施的临床效果并未获得明确评

估［２５］。尽早移除不必要的植入性医疗器械能够降

低器械相关感染发生的可能性，对于某些短期植入

装置，如泌尿道置管或中心静脉置管，是预防生物膜

相关感染的有效措施，但不适用于某些长期植入装

置，如人工心脏起搏器或人工关节。对于已经产生

生物膜感染的植入性医疗器械，尽快移除是唯一有

效措施。在规范化治疗无法有效消除生物膜导致的

机体组织感染时，通过手术清创或切除感染组织对

生物膜进行物理性消除是唯一有效的治疗选择，如

当植入性装置引起规范化抗微生物治疗难以治愈的

心内膜炎或骨髓炎时。此外，目前对于生物膜感染

的治疗策略有如下几种。

３．１　物理手段　目前，对于生物膜的物理清除手段

主要包括超声、电击、光照等。通过使生物膜受到特

定波长光照而失活是一种较为有效的手段，因为光

照效应的产生并不受生物膜耐药机制的影响。

Ｈａｌｓｔｅａｄ等
［２６］研究发现，蓝光（４０５ｎｍ）对有临床意

义的生物膜具有灭活作用，表明蓝光对于生物膜感

染是一种潜在的有效治疗手段。

３．２　抗菌药物　抗菌药物自使用以来对于消除细

菌感染，挽救生命起了不可估量的作用。随着长时

间、大剂量地使用抗菌药物，耐药菌逐渐增多，尤其

是多重耐药菌引起的感染难以用常规抗菌药物治

愈，对公共卫生构成重大威胁。生物膜的形成及滞

留菌的产生使得细菌的耐药问题越发严重，越发难

治，抗菌药物对于生物膜及滞留菌导致的持续感染／

反复感染显得效力不足。仅有几种抗菌药物对生物

膜有一定作用。利福平在多个组织中具有良好的生

物膜渗透性，并能杀灭附着于外来材料上的葡萄球

菌属细菌。细菌基因快速变异，导致对利福平普遍

产生耐药性，使得利福平不适于作为单药对生物膜

感染进行治疗，但总的说来，作为辅助用药或预处理

用药以提高抗菌药物敏感性，利福平的效果显著。

作为预防性抗菌药物，达托霉素已用于预防骨科器

械的相关感染，在治疗对万古霉素仍然敏感的生物

膜感染中，达托霉素可以增加对生物膜基质的渗透
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性，进而提高治疗效果［２７］。应用大环内酯类抗生素

－克拉霉素对表皮葡萄球菌生物膜进行治疗，克拉

霉素能够清除细菌菌落周围由糖－蛋白质复合物形

成的基质；越来越多的临床和基础研究证据表明，大

环内酯类抗生素具有抑制假单胞菌属细菌群体感应

的潜能。在体内体外，喹诺酮类药物对葡萄球菌属

细菌生物膜和革兰阴性菌生物膜均具有强大的作

用，其对于停止生长的细菌具有强大的杀灭能力，对

于成熟生物膜内的细菌胞体同样具有独特的杀灭能

力，因为喹诺酮类能够渗透进生物膜细菌的胞外多

糖。对细菌耐药机制，特别是生物膜／滞留菌对于抗

菌药物的抗性机制，需要进行更深入地研究，以帮助

开发出新型抗菌药物或新的用药方法来克服细菌对

抗菌药物抗性，最终消除细菌、治愈感染。

３．３　抗菌多肽（ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ）　抗菌多

肽是生物体内经诱导而产生的有抗菌活性的小分子

多肽物质。抗菌肽可通过改变细胞膜的通透性而杀

灭细菌，与抗菌药物的作用机制不同，因而不易产生

耐药性［２８］。因此，抗菌肽的开发和应用越来越受到

重视，是耐药菌防控研究的热点方向。研究发现，抗

菌肽ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎＬＬ３７具有针对多种人类病原细

菌的杀灭活性，并且具有有效的抗生物膜活性［２９］；

但毒副作用明显，在损伤细菌细胞膜的同时对机体

正常组织细胞膜也产生影响，特别是对肾、神经系统

有毒副作用。抗菌多肽领域的研究逐渐升温，取得

了不少阶段性研究成果，但像抗菌药物一样普遍应

用于临床，还有一定距离，主要是面临抗菌多肽来

源、生产成本和技术等问题。

３．４　抑制和瓦解生物膜　抑制和瓦解生物被膜的

形成是消除生物膜感染最根本的方法。目前的研究

主要集中于两个方面：（１）降解生物被膜的基质，从

而瓦解生物被膜，然后再结合抗菌药物治疗以彻底

消除感染。生物膜的存活离不开基质的支撑和保

护，干扰基质的合成甚至降解基质是防控生物膜感

染的有效手段［３０３１］。如放线杆菌产生的可溶性糖苷

水解酶Ｂ能够降解多糖细胞间黏附素，从而通过降

解生物膜基质达到消除生物膜的目的。（２）阻断生

物膜形成过程，如抑制细菌的黏附或者细菌群体感

应ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ分子，抑制病原菌的群体响应，

可以干扰整个菌落的理化代谢状态，并阻碍生物被

膜的形成。因此，探索研究可抑制群体感知效应的

蛋白质或者小分子是研发抗菌药物的重要方向。

此外，还可以利用化学剂对细菌生物膜进行清

除，主要包括有机酸（临床用乙酸治疗由铜绿假单胞

菌引发的感染，尤其是烧伤伤口感染［３２］和慢性溃

疡［３３］）、金属离子（银、铜、镓等）、表面活性剂（鼠李

糖脂等）、多糖（Ⅱ型荚膜多糖等）、天然产物（植物化

学物中的熊果酸、多酚成分等）。

总之，生物膜导致的持续性感染对常规抗菌药

物耐受提示，生物膜防控策略亟需改进，新的防控策

略亟需探索。而生物膜与宿主炎症反应、免疫应答

间的相互关系仍不完全明确，需进一步研究他们的

关系。探索机体抗生物膜感染免疫的特点，对深入

认识细菌生物膜，开发出更好的持续性感染治疗策

略提供帮助。
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