
书书书

［收稿日期］　２０１７－０５－０４

［基金项目］　国家自然科学基金委项目（８１３７３４５４）

［作者简介］　蔺飞（１９９２－），男（汉族），四川省泸州市人，硕士研究生，药师，主要从事抗生素耐药机制研究。

［通信作者］　凌保东　　Ｅｍａｉｌ：ｌｉｎｇｂａｏｄｏｎｇ＠ｃｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０１８．０１．００１

·论著·

鲍曼不动杆菌生物被膜对抗菌药物耐药性的影响
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［摘　要］　目的　了解临床分离的鲍曼不动杆菌生物被膜形成能力及生物被膜形成后对耐药性的影响。

方法　收集临床分离的鲍曼不动杆菌４７株，采用结晶紫染色法测定鲍曼不动杆菌生物被膜的形成能力，检测１２种

抗菌药物对形成生物被膜的菌株在浮游状态及生物被膜状态下的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）；阳性菌株在不同培养条件

（振荡与静止）、不同材料（玻璃试管和聚丙烯塑料离心管）中生物被膜形成能力。结果　１３株（２７．６６％）临床菌株

形成生物被膜。浮游状态下１３株菌对检测抗菌药物的耐药率均＜３５％，未出现对多粘菌素和替加环素耐药的

菌株；生物被膜状态下替加环素耐药率为１５．３８％，其余抗菌药物的耐药率均为１００％。１３株试验菌株，在振荡条

件下≥１０株菌形成的生物被膜菌吸光度高于静止培养条件下形成的生物被膜菌，≥１０株菌在聚丙烯离心管中形

成生物被膜菌吸光度高于玻璃试管中形成的生物被膜菌。结论　鲍曼不动杆菌形成生物被膜后对抗菌药物的耐

药性发生巨大变化，可能导致抗菌药物治疗感染的失败。

［关　键　词］　鲍曼不动杆菌；生物被膜；玻璃试管；聚丙烯塑料；替加环素；多粘菌素；耐药性
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　　细菌生物被膜是细菌的一种生活方式，是细菌

菌群在自身分泌的多聚糖、蛋白质及核酸等组成基

质的包裹下形成的，可使细菌具有极高的耐药性和

免疫逃逸能力，是发生慢性持续性感染以及感染难

以治愈的重要原因［１４］。鲍曼不动杆菌是医院感染

的重要条件致病菌，近年其耐药性不断上升，治疗该

菌引起的感染成为了临床上一个难题。研究［５６］表

明，鲍曼不动杆菌可形成生物被膜，且形成的生物被

膜与耐药性有一定的关系。生物被膜的形成使鲍曼

不动杆菌可长期存在于医院环境，如医护人员的指

尖、塑料、ＰＶＣ、陶瓷、橡胶和不锈钢等材料的表

面［１，７］，从而导致机体反复感染，最终导致耐药的发

生［８］。生物被膜的存在也使得细菌能长时间抵抗干

燥剂和消毒剂，造成各种与医疗相关感染的暴

发［９１１］。目前，鲍曼不动杆菌生物被膜形成能力与

耐药性之间的关系尚无定论［１２１４］。本研究探讨鲍曼

不动杆菌生物被膜的形成能力及形成生物被膜后对

抗菌药物敏感性变化，研究生物被膜与耐药性的关

系，为临床抗菌药物合理使用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１４—２０１５年成都医学院附属第

一医院住院患者临床标本分离的鲍曼不动杆菌４７

株，分别来自痰（４２株）、支气管肺泡灌洗液（４株）、

血（１株）。标准菌株为鲍曼不动杆菌ＡＴＣＣ１９６０６

和大肠埃希菌ＤＨ５α。

１．２　方法

１．２．１　检测生物被膜的形成　参照文献［１５］采用

结晶紫染色法测定鲍曼不动杆菌生物被膜形成能

力。在９６孔板中加入１９０μＬ胰酪大豆胨液体培养

基（ＴＳＢ）和 ＯＤ６００为０．１的鲍曼不动杆菌重悬液

１０μＬ，在３７℃孵育２４ｈ，去除培养基并用２００μＬ

磷酸缓冲液（ＰＢＳ）洗涤３遍，空气中干燥，０．１％的

结晶紫染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３遍，空气中干燥

３０ｍｉｎ，９５％乙醇溶解１５ｍｉｎ，测定在５７０ｎｍ下的

吸光度（ＯＤ５７０）。以鲍曼不动杆菌 ＡＴＣＣ１９６０６作

为阳性对照，大肠埃希菌ＤＨ５α作为阴性对照，比

较临床菌株与阳性对照的吸光度，大于阳性对照菌

株的吸光度判定能够形成生物被膜，反之判定不能

形成微弱的生物被膜［１５１６］。

１．２．２　最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）的测定　参照美国临床实验室标准化

协会（ＣＬＳＩ）２０１６年的标准采用微量肉汤稀释法测定

浮游状态下鲍曼不动杆菌对头孢曲松、头孢噻肟、亚

胺培南、美罗培南、阿米卡星、庆大霉素、多西环素、米

诺环素、替加环素、环丙沙星、左氧氟沙星、多粘菌素

Ｅ的ＭＩＣ，以耐药（Ｒ），中介（Ｉ）和敏感（Ｓ）标记结果。

其中替加环素的判断标准参考欧洲药敏试验委员会

（ＥｕｒｏｐｅａｎＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ

Ｔｅｓｔｉｎｇ，ＥＵＣＡＳＴ）标准
［１７］，ＭＩＣ＞２μｇ／μＬ为耐药，

ＭＩＣ≤１μｇ／μＬ为敏感。参照文献［１８］测定鲍曼不

动杆菌生物被膜状态下最低抑菌浓度。在９６孔板

中加入１９０μＬＴＳＢ和 ＯＤ６００为０．１的鲍曼不动杆

菌重悬液１０μＬ，３７℃静止孵育２４ｈ，加入２００μＬ

ＰＢＳ，洗 涤 ３ 次，再 加 入 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎｂｒｏｔｈ

培养基和抗菌药物的混合培养基，抗菌药物浓度

为０．５～１０２４μｇ／μＬ，在３７ ℃孵育２０ｈ，记录

结果。

１．２．３　不同材料和培养条件下生物被膜的形成

能力　在不同培养条件下测定临床分离鲍曼不动杆

菌在不同材料上的生物被膜形成能力。在不同材料

的试管（玻璃试管和聚丙烯塑料离心管）中分别加入

５ｍＬＴＳＢ和ＯＤ６００为０．１的鲍曼不动杆菌重悬液

５０μＬ，在不同条件（静止和振荡）下３７℃孵育２４ｈ，

加入５ｍＬＰＢＳ，洗涤３遍，空气中干燥，０．１％的结

晶紫染色 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 遍，空气中干燥

３０ｍｉｎ。条件如下：（１）聚丙烯塑料离心管，静止和

振荡（２００ｒ／ｍｉｍ）；（２）玻璃试管，静止和振荡（２００

ｒ／ｍｉｍ）。加入５ｍＬ９５％的乙醇溶解１５ｍｉｎ，取

２００μＬ测定５７０ｎｍ的吸光度 ＯＤ５７０。

２　结果

２．１　 生物被膜的形成 　１３ 株临 床菌 株 （占

２７．６６％）形成生物被膜，有３株为多重耐药菌，占

２３．０８％（３／１３）；３４株临床菌株（占７２．３４％）未形成

生物被膜。

２．２　浮游状态与生物被膜状态下 ＭＩＣ结果　浮游

状态下和生物被膜状态下测定的 ＭＩＣ结果见表

１～２。浮游状态下１３株菌对检测抗菌药物的耐药

率均＜３５％，对阿米卡星的耐药率（７．６９％）较低，未

出现对多粘菌素Ｅ和替加环素耐药的菌株；生物被

膜状态下对替加环素耐药率为１５．３８％，中介率

３０．７７％，对多粘菌素Ｅ的耐药率为１００％，其余抗

菌药物的耐药率均为１００％。见表３。
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表１　抗菌药物对１３株临床菌株浮游状态下的 ＭＩＣ结果（μｇ／μＬ）

犜犪犫犾犲１　ＭＩＣｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓｔｏ１３ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｉｎｐｌａｎｋｔｏｎｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎ（μｇ／μＬ）

抗菌药物 ＡＢ０２ ＡＢ０５ ＡＢ１４ ＡＢ２２ ＡＢ２３ ＡＢ３３ ＡＢ３７ ＡＢ３９ ＡＢ４１ ＡＢ４２ ＡＢ４３ ＡＢ４５ ＡＢ４７

头孢曲松 ３２ ２５６ １６ ２５６ １６ ２５６ １６ １６ ３２ ３２ ６４ ３２ ８

头孢噻肟 ８ ２５６ ４ ２５６ ４ ２５６ ４ １６ １６ ８ １６ ８ ４

亚胺培南 ０．２５ １６ ０．２５ １６ ０．２５ １６ ０．２５ ０．５０ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．２５

美罗培南 ０．５０ １６ ０．２５ １６ ０．２５ １６ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ２ ０．５０ ０．２５

阿米卡星 ４ １２８ ２ ４ ２ ４ ２ ４ ２ ２ ２ ４ ２

庆大霉素 ０．５０ ２５６ ０．２５ １ ０．５０ １６ ０．５０ １ １ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０

多西环素 ０．５０ １６ ０．５０ １６ １ １６ ０．５０ １ ０．５０ ０．５０ １ ０．５０ ０．５０

米诺环素 ０．５０ ３２ ０．２５ ３２ ０．２５ ３２ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．２５ ０．２５

替加环素 ０．５０ ２ ０．５０ １ ０．５０ １ ０．５０ １ １ １ ２ １ １

环丙沙星 ０．５０ ６４ ０．５０ ３２ ０．５０ ６４ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０

左氧氟沙星 ０．２５ １６ ０．２５ １６ ０．２５ １６ ０．２５ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．５０ ０．２５

多粘菌素Ｅ ２ １ ０．５０ ２ ２ １ １ ２ ２ ２ ２ ２ ２

表２　抗菌药物对１３株临床菌株生物被膜状态下的 ＭＩＣ结果（μｇ／μＬ）

犜犪犫犾犲２　ＭＩＣｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓｔｏ１３ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｉｎｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｔｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎ（μｇ／μＬ）

抗菌药物 ＡＢ０２ ＡＢ０５ ＡＢ１４ ＡＢ２２ ＡＢ２３ ＡＢ３３ ＡＢ３７ ＡＢ３９ ＡＢ４１ ＡＢ４２ ＡＢ４３ ＡＢ４５ ＡＢ４７

头孢曲松 ２５６ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４

头孢噻肟 ６４ １０２４ ２５６ １０２４ ５１２ １０２４ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ５１２

亚胺培南 ６４ １２８ １２８ １２８ １２８ ５１２ １２８ ６４ ６４ １２８ １２８ １２８ ６４

美罗培南 ６４ １２８ １２８ １２８ １２８ ５１２ １２８ ６４ ６４ １２８ １２８ １２８ ６４

阿米卡星 １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ ５１２ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４ １０２４

庆大霉素 ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６ ２５６

多西环素 ３２ ３２ ６４ ３２ １６ ３２ ６４ １６ １６ １６ ３２ １６ ３２

米诺环素 ３２ ６４ １２８ ６４ ３２ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４

替加环素 １ ２ ４ １ ０．５０ ２ ４ １ ０．５０ １ ２ １ ２

环丙沙星 ３２ ６４ １２８ ６４ ６４ １２８ １２８ ６４ ３２ ３２ ６４ ６４ １２８

左氧氟沙星 １６ ３２ ３２ ３２ ３２ ３２ １２８ １６ １６ １６ ３２ ３２ ６４

多粘菌素Ｅ ３２ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４ ６４ １２８ ３２ ６４ １２８ ６４ ３２

表３　１３株临床菌株形成生物被膜前后对检测抗菌药物的

药敏结果（％）

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１３

ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ

ｂｉｏｆｉｌｍ（％）

抗菌药物
浮游状态

Ｒ Ｉ Ｓ

生物被膜状态

Ｒ Ｉ Ｓ

对孢曲松 ３０．７７ ６１．５４ ７．６９ １００．００ ０．００ ０．００

头孢噻肟 ２３．０８ ２３．０８ ５３．８４ １００．００ ０．００ ０．００

亚胺培南 ２３．０８ ０．００ ７６．９２ １００．００ ０．００ ０．００

美罗培南 ２３．０８ ０．００ ７６．９２ １００．００ ０．００ ０．００

阿米卡星 ７．６９ ０．００ ９２．３１ １００．００ ０．００ ０．００

庆大霉素 １５．３８ ０．００ ８４．６２ １００．００ ０．００ ０．００

多西环素 ２３．０８ ０．００ ７６．９２ １００．００ ０．００ ０．００

米诺环素 ２３．０８ ０．００ ７６．９２ １００．００ ０．００ ０．００

替加环素 ０．００ １５．３８ ８４．６２ １５．３８３０．７７ ５３．８５

环丙沙星 ２３．０８ ０．００ ７６．９２ １００．００ ０．００ ０．００

左氧氟沙星 ２３．０８ ０．００ ７６．９２ １００．００ ０．００ ０．００

多粘菌素Ｅ ０．００ ０．００１００．００ １００．００ ０．００ ０．００

２．３　不同材料和培养条件下生物被膜的形成能力

　静止条件下１２株菌在聚丙烯离心管中形成生物

被膜后测定 ＯＤ５７０高于玻璃试管中的生物被膜菌，

振荡条件下１０株菌在聚丙烯离心管中形成生物被

膜后测定ＯＤ５７０高于玻璃试管中的菌液。在玻璃试

管中１２株菌在振荡条件下形成生物被膜菌测定

ＯＤ５７０高于静止条件下形成生物被膜菌，在聚丙烯离

心管中１０株菌在振荡条件下形成生物被膜菌吸光

度高于静止条件下形成生物被膜菌的吸光度。见

表４。

３　讨论 　

鲍曼不动杆菌的耐药机制很多，包括（１）产生抗

菌药物水解酶；（２）激活外排泵系统；（３）修饰或减少
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表４　不同材料表面和培养条件下形成生物被膜菌的吸光

度（ＯＤ５７０，狓±狊）

犜犪犫犾犲４　Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｔｅｄｉｓｏｌａｔｅｓｏｎｔｈｅ

ｓｕｒｆａｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌ

ｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（ＯＤ５７０，狓±狊）

菌株
玻璃试管

振荡 静止

聚丙烯离心管

振荡 静止

ＡＢ０２ ０．５２±０．０１ ０．１９±０．００ ０．４７±０．００ ０．４８±０．００

ＡＢ０５ ０．３３±０．０１ ０．１７±０．０１ ０．７３±０．００ ０．７７±０．０１

ＡＢ１４ ０．８６±０．０１ ０．７４±０．００ １．０８±０．０１ ０．６３±０．００

ＡＢ２２ ０．３４±０．００ ０．２３±０．０２ １．２３±０．００ ０．８４±０．００

ＡＢ２３ ０．４２±０．０１ ０．２５±０．０１ ０．５２±０．００ ０．６６±０．０１

ＡＢ３３ ０．２５±０．００ ０．３１±０．０１ １．０１±０．０１ ０．６４±０．００

ＡＢ３７ １．１３±０．０１ ０．４９±０．００ １．１２±０．００ ０．８５±０．０２

ＡＢ３９ ０．４３±０．００ ０．３３±０．０１ １．１３±０．０１ ０．６８±０．００

ＡＢ４１ ０．２９±０．０２ ０．２１±０．００ １．０４±０．００ ０．７０±０．００

ＡＢ４２ ０．７５±０．００ ０．０４±０．０１ ２．６４±０．０１ ０．９１±０．０２

ＡＢ４３ ０．７８±０．００ ０．６１±０．００ ０．６６±０．００ ０．６５±０．００

ＡＢ４５ ０．８７±０．０１ ０．２７±０．０１ １．３７±０．０１ ０．８４±０．０１

ＡＢ４７ ０．５１±０．００ ０．２０±０．００ １．０９±０．００ ０．５８±０．００

孔蛋白；（４）修饰药物靶标；（５）形成生物被膜

等［１９２１］，常导致临床药物治疗的失败和耐药率的升

高。临床治疗中对于敏感菌株仍可采用单一的抗菌

药物治疗，包括β内酰胺类、氨基糖苷类、喹诺酮类

及四环素类等抗菌药物；但对多重耐药甚至泛耐药

鲍曼不动杆菌常采用以多粘菌素、替加环素、舒巴坦

制剂等为基础的联合抗菌方案［１９２１］。本研究检测的

１２种抗菌药物是临床治疗选择的部分抗菌药物，测

定鲍曼不动杆菌形成生物被膜前后的 ＭＩＣ，结果显

示，其耐药性的改变与生物被膜的形成有关，对临床

治疗具有一定的意义。本实验存在不足，测定的药物

未包括临床治疗鲍曼不动杆菌感染常用的抗菌药物

头孢哌酮／舒巴坦钠等含酶抑制剂的复合抗菌药物。

生物被膜是细菌在生存过程中产生的一种特定

生活方式，能够保护细菌免受有害物质或环境的影

响，其产生受多种因素的影响，且对抗菌药物耐药的

影响存在多种机制［２２］。本研究发现，浮游状态下鲍

曼不动杆菌耐药情况不严重，但形成生物被膜后对

替加环素的耐药率达１５．３８％，对多粘菌素的耐药率

为１００％，其余检测的抗菌药物耐药率均为１００％，

多粘菌素及替加环素耐药率发生变化明显，多粘菌

素最高改变为１２８倍，ＭＩＣ值由０．５０μｇ／μＬ变为

６４μｇ／μＬ，虽浮游状态下是敏感的，但形成生物被

膜后全部为耐药，可导致多粘菌素治疗鲍曼不动杆

菌感染的失败，与 Ｋｉｍ等
［１８］的研究结论一致。替

加环素在被膜形成前的耐药率为０，中介率为

１５．３８％，形成生物被膜后耐药率为１５．３８％，中介

率为３０．７７％，替加环素最高改变为８倍，ＭＩＣ值由

０．５０μｇ／μＬ变为４μｇ／μＬ，虽根据ＥＵＣＡＳＴ颁布

的标准判断为耐药，但是替加环素的 ＭＩＣ值较低，

所以替加环素仍可用于临床形成生物被膜的鲍曼不

动杆菌感染的治疗。

生物被膜可导致细菌对抗菌药物具有耐受性，

导致抗菌药物治疗感染的失败。不同菌株形成生物

被膜前后 ＭＩＣ值的改变不一，ＡＢ０５、ＡＢ２２、ＡＢ３３

３株多重耐药菌株在生物被膜状态下与浮游状态下

比较，除庆大霉素和阿米卡星外，ＭＩＣ的结果改变

最小，可能此３株菌自身对抗菌药物具有耐药性，受

形成生物被膜的影响较小。生物被膜形成能力对抗

菌药物的敏感性具有明显影响，与 Ｋｉｍ等
［１８］研究

结果基本一致。比较浮游状态下与生物被膜状态下

测定的 ＭＩＣ，生物被膜与抗菌药物耐药性产生具有

相关性，使得同样的药物效用降低，从而导致治疗失

败。也有研究［９，１５］认为，形成的生物被膜是临床分

离鲍曼不动杆菌一种主要的毒理因子，其存在导致

鲍曼不动杆菌难以被抗菌药物清除从而加重感染，

与鲍曼不动杆菌的慢性感染有相关性，对患者的康

复是一个严重的挑战。

生物被膜是细菌长时间存在于医院环境的一个

原因［２３］，鲍曼不动杆菌在不同材料上具有不同生物

被膜形成能力，在聚丙烯塑料上生物被膜形成能力

比在玻璃材料上强，且在振荡的条件下生物被膜形

成能力比静止条件下强。聚丙烯塑料被广泛使用于

医疗环境中，导致鲍曼不动杆菌可在聚丙烯塑料制

品表面长时间存在，并在医院环境中传播，可能是医

院中感染暴发或者流行的一个原因。但有研究［２３２４］

显示，散在出现的鲍曼不动杆菌比引起感染暴发流

行的菌株具有更强的生物被膜形成能力，生物被膜

不是鲍曼不动杆菌传播的主要原因。本研究数据显

示，在形成生物被膜后，细菌对抗菌药物的敏感性远

低于形成生物被膜前，提示在临床治疗鲍曼不动杆

菌感染的过程中，需要注意该种细菌是否具有生物

被膜的形成能力，如果可能形成生物被膜，可加大药

物使用的浓度或联合用药。生物被膜与鲍曼不动杆

菌的耐药性具有相关性，生物被膜的存在使得治疗

过程中抗菌药物使用受到限制，治疗时需要注意生

物被膜对感染治疗造成的不利影响。
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