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　　摘要：细菌生物膜是一种包裹在细胞外多聚物基质中的、黏附于有生命或无生命物体表面的细菌群体，相对于游
离状态的细菌，生物膜状态下的耐药性更强，给临床治疗带来困难。近年来，细菌生物膜的研究得到了迅速发展，细菌

生物膜的检测技术及清除方法日益完善且效果更佳。本文介绍了细菌生物膜研究的最新进展，包括细菌生物膜的耐

药机理、检测技术、清除方法，并对生物膜的清除进行了展望，为研究细菌耐药性、控制生物膜感染提供了理论基础。
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　　抗生素的滥用导致细菌的耐药性增强，给临床治疗带来
困难。美国疾病控制与预防中心的专家研究表明，６５％ ～
８０％的人类细菌感染与生物膜相关，５０％的院内感染与医疗
器械装置上的生物膜相关联［１－２］。在惰性表面形成生物膜

后，生物膜保护细菌免受宿主的获得性免疫应答以及吞噬细

胞的捕食，使其耐药性提高１０～１０００倍［３］，引起了人们极大

的关注。

细菌生物膜（ｂａｃｔｅｒｉａｌｂｉｏｆｉｌｍ，ＢＢＦ）是指细菌为了适应生
存环境，黏附于有生命或无生命物体表面后，被细菌胞外自身

产生的多聚物基质包裹的有组织的细菌群体［４－５］。细菌生物

膜中水分含量可高达９７％；除了水和细菌外，生物膜中还含
有蛋白质、多糖、肽聚糖、ＤＮＡ、脂、磷脂等物质［６］。本文就细

菌生物膜的研究进展进行综述，涉及细菌生物膜的耐药机理、

检测技术以及清除方法，并对细菌生物膜清除方法的发展趋

势进行了展望。

１　细菌生物膜的耐药机理

１．１　细菌生物膜的屏障作用
细菌吸附在惰性表面后，自身会产生大量的多糖、脂类等

多聚物包裹在细菌外，从而形成了１层天然的屏障，这是生物
膜的显著特点之一，这种特点可以防止抗生素嵌入在细菌外

壁上。革兰氏阴性细菌（如大肠杆菌）比革兰氏阳性菌细胞

膜外多１层细胞外膜（多聚糖），就可以有效阻止抗生素的进
入，或降低进入药物的杀菌性。Ｓｕｃｉ等利用红外光谱研究表
明，抗生素环丙沙星渗透进生物膜的速度与渗透进游离细菌

内部的速度相比有明显降低，这是由于部分环丙沙星被结合

到生物膜组分中［７］。还有研究表明，胞外多糖是带负电荷

的，会吸收多肽链中带正电荷的氨基侧链，形成１道屏障，从
而阻碍亲水性的抗生素渗透入菌体发挥杀菌作用，使抗生素

的杀菌能力显著降低［８］。

但是现在有越来越多的试验证明，屏障作用不是生物膜

的主要耐药机理。Ｗａｌｔｅｒｓ等研究表明，氟喹诺酮类抗生素环
丙沙星是能够穿透铜绿假单胞菌生物膜的［９］。Ａｎｄｅｒｌ等发
现，尽管环丙沙星、氨苄青霉素可以穿透整个有 β－内酰胺酶
突变体的肺炎克雷伯菌生物膜，但是这个突变体仍然耐氨苄

青霉素［１０］。

１．２　细菌生物膜中表型的表达
一些细菌为了适应环境的改变，特定的基因表达能够使

它们具有耐药性。生物膜细菌聚集、黏附以后，为了适应新的

生存环境，特定的基因表达发生变化，使生物学行为发生改

变，这称为生物膜表型。细菌特有的表型能够激发出生物膜

的耐药机理，Ｂｅａｕｄｏｉｎ等发现，铜绿假单胞菌 ｎｄｖＢ基因与细
胞外多聚糖的形成有关［１１］，如果表达水平上发生了改变，多

聚糖的形成会发生变化，就会导致抗生素远离生物膜外特定

的靶细胞或者与其发生螯合反应，从而降低了抗生素的作用，

提高了生物膜的耐药性。

另外，也有研究发现，大肠杆菌拥有编码群体感应的２个

—１１—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第８期



重要调节基因 ＬｕｘＳ、ｐｇａ操纵子，在生物膜中表达有所增强，
会引起信号合成酶、β－１－６－Ｎ－乙酰 －葡聚糖胺合成酶增
多，使初始黏附和生物膜成熟效果增加，导致生物膜中的菌株

表现出强的耐药性。人工去除细菌中的ｌｕｘＳ基因，会使所培
养的浮游菌株耐药性降低，而生物膜菌株耐药性下降不是很

明显，表明耐药性并不是单一的耐药性基因所控制的［１２］。

１．３　细菌生物膜的抗生素外排泵系统
抗生素外排泵系统就是指细菌能够产生外排系统将进入

细胞生物膜的抗生素排出体外，这是细菌自我保护的一种手

段。自从１９８０年ＭｃＭｕｒｒａｙ等首次提出主动外排系统是大肠
杆菌对四环素的基本耐药机理之后，主动外排系统得到了广

泛深入的研究。Ｍａｈ认为，铜绿假单胞菌基因组中有１２个
ＲＮＤ外排泵编码［１３］，主要起耐药作用的是 ＭｅｘＡＢ－ＯｐｒＭ、
ＭｅｘＣＤ－ＯｐｒＪ［１４］。Ｇｉｌｌｉｓ等也发现，ＭｅｘＣＤ－ＯｐｒＪ、ＭｅｘＸＹ基
因是铜绿假单胞菌对大环内酯类抗生素阿齐霉素产生耐药性

的机理［１５］。此外，突变增加 ＭｅｘＡＢ－ＯｐｒＭ外排泵的活性也
已被证明是铜绿假单胞菌对氨基糖苷类抗生素、氟喹诺酮类

药物的主要抗性机理［１６］。

国内也有学者研究发现，ＡｄｅＡＢＣ外排泵是鲍氏不动杆
菌的主要外排系统，其过度表达可增加对 β－内酰胺类、氨基
糖苷类、四环素类、氟喹诺酮类等抗菌药物的耐药性；外排系

统ａｄｅＩＪＫ的过度表达与鲍氏不动杆菌对四环素、氟喹诺酮
类、克林霉素类、β－内酰胺类等抗菌药物的耐药性也有所
相关［１７－１８］。

１．４　细菌密度感应效应（ＱＳ）
ＱＳ系统是细菌间信息传递的一种机制，通过监测其群体

的细胞密度来调节其特定的基因表达。此外，ＱＳ信号分子的
分子量低、化学种类广泛，包括：酰基高丝氨酸内酯、呋喃硼酸

酯、顺式不饱和脂肪酸和肽［１９］。Ｃｒｉｓｔｉｎａ等研究发现，金黄色
葡萄球菌的群体效应调控系统称为 Ａｇｒ系统，包括膜结合蛋
白（ＡｇｒＢ）、ＱＳ肽（ＡｇｒＤ）、双组分信号传输系统［包括传感器
组氨酸激酶（ＡＧｒＣ）、响应调节器（ＡＧｒＡ）］［２０］。在铜绿假单
胞菌中，ＱＳ系统由２个信号系统（ＬａｓＩ／ＬａｓＲ、ＲｈｌＩ／ＲｈｌＲ）组
成，这２个信号系统又分别产生特征性的 Ｎ－酰基高丝氨酸
内酯信号分子、Ｎ－丁酰基 －Ｌ－高丝氨酸内酯（ＢＨＬ）、
Ｎ－（３－氧代十二酰）－Ｌ－高丝氨酸内酯（ＯｄＤＨＬ），一起应
对生存环境的改变。此外，这２个信号系统都由 ＬｕｘＩ合成酶
组成，并负责ＡＨＬ的合成，ＡＨＬ是细菌 ＱＳ系统中的关键因
子，调节环境变化［２１］。此外，贾宁等研究表明，ＡｇｒＤ、ＲＮＡⅢ
系统在提高红霉素耐药性的过程中起着重要作用［２２］。

１．５　其他机理
细菌生物膜耐药是多种机理共同参与的结果，除以上几

种机理之外，还有营养及氧气的限制［２３］、分泌抗生素水解

酶［２４］、免疫防御体制、普遍应激反应［２５－２６］等机制也可影响生

物膜的耐药性。

２　细菌生物膜的检测技术

２．１　染色法
染色法就是利用生物膜内的物质能够与某些染料结合的

性质，通过染色的方法对细菌的生物膜进行定量，最常见的染

色剂为结晶紫、刚果红、银盐。结晶紫法的操作为：先用１％

的结晶紫溶液浸润生物膜生成的表面，静置３０ｍｉｎ后，用清
水洗去多余的染料，将剩余的水吸干并除去后，用乙醇或乙酸

溶液溶解附着于生物膜上的染料，所得有色溶液用分光光度

计或酶标仪测定５９０ｎｍ处的吸光度［２７］。这种方法简便快

捷，适用于试管法及９６孔板法形成的生物膜的检测。王业梅
等用银染法动态观察了铜绿假单胞菌生物被膜的形成及形成

后的生物被膜，结果初步显示了生物被膜形成的过程及形成

后清晰完整的生物被膜［２８］。银染法的优点是试剂价格低廉，

同时易于试验操作，试验条件要求不高，并且敏感性较好，普

通的微生物实验室就可进行操作。

２．２　荧光法
荧光染色剂主要是由 ＳＹＴＯ９、碘化丙啶构成，ＳＹＴＯ９能

够穿透所有的细菌膜，使细胞染为绿色；而碘化丙啶只能穿透

受损细胞的细胞膜，这样２个物质结合反应，使细胞染为红
色［２９］。这样就使观察细菌生物膜有了选择性：通过观察不同

颜色的细胞，能够区分死细胞与活细胞；另外用荧光标记的抗

体或凝集素更可以特异性地识别生物膜中的某些成分而使其

显色［３０］。目前出现了一种新的荧光法———肽核酸（ＰＮＡ）探
针荧光原位杂交技术，能够检测和鉴定慢性伤口生物膜中的

细菌种类及细菌的分布情况［３１］。ＰＮＡ探针比ＤＮＡ探针有更
高的疏水性，使其更容易穿透疏水性的细胞壁，从而进入靶细

胞的内部。肽核酸荧光原位杂交（ＰＮＡＦＩＳＨ）技术作为一种
准确、快速的检测技术，对实验室的设置条件要求也不高，易

于操作。

２．３　激光共聚焦显微镜（ＣＬＳＭ）
激光共聚焦显微镜拥有电镜和普通光镜均没有的优势，

被认为是目前研究细菌较为理想的方法。该方法可以对细菌

及生物膜中各种成分进行不同颜色的荧光染色，且能够避免

对细菌生物膜结构的破坏；能够对细菌及其生物膜进行无损

伤的连续断层扫描，并且所得生物膜的各种平面图像可以进

行３Ｄ图像重建。同时使用激光共聚焦显微镜，我们可以对
生物膜的各种指标如生物膜的厚度、比表面积、各种荧光的强

度等参数进行量化，能够较为方便地得到细菌形成生物膜的

动态过程中的各种量化数据［３２］。激光共聚焦显微镜不仅提

高了分辨率，显著改变了视野的深度和广度，并且其所观察的

样品无须进行脱水等处理，而且能够最大程度地保持观察对

象的完整性，从而使结果更接近真实情况。宋菲等采用免疫

荧光标记技术对细菌及生物膜的菌体和多糖成分分别标记，

从而实现对细菌及其生物膜形成过程中的多糖形成及细菌分

布情况的观察，并且这种方法可以在操作过程中大大降低生

物膜的减少与缺损程度［３３］。

２．４　原子力显微镜（ＡＦＭ）
原子力显微镜是利用微悬臂感受和放大悬臂上尖细探针

与受测样品原子之间的作用力而达到检测的目的，具有原子

级的分辨率。由于原子力显微镜既可以观察导体，又可以观

察非导体，从而弥补了电镜的不足［３４］。与电子显微镜相比，

原子力显微镜有很多优势：样品制备简便，样品导电与否都适

用于该仪器；操作环境不受限制，既可以在真空，又可以在大

气中进行；可以对所测区域的面粗糙度值进行统计等［３５］。

Ａｂｅ等利用原子力显微镜来测量饮用水中的生物膜；用原子
力显微镜来测量机械剪应力，从而估计生物膜的纠缠率［３６］。
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Ａｎｓａｒｉ等利用原子显微镜观察枣蜜对白色念珠菌的细胞膜，
结果表明枣蜜可以影响白色念珠菌的细胞形态、减少其形成

生物膜的厚度［３７］。

３　清除生物膜的方法

目前细菌生物膜已成为人们关注的话题，而清除细菌生

物膜的方法也已成为人们研究的热点，主要有以下几点。

３．１　物理方法
清除细菌生物膜的物理方法主要有机械法、超声波法、电

击法等。机械法为最原始的方法，但也是最有效的方法。

例如每天的刷牙活动，就是通过不断地摩擦而去除牙菌

斑；用眼镜布擦眼镜也是类似的机械方法。超声波可以通过

空穴和起泡作用来消除生物膜［３８］。朱秀菊研究发现，高强度

聚焦超声（ＨＩＦＵ）能在一定程度上杀灭铜绿假单胞菌并且破
坏其生物膜结构［３９］。ＨＩＦＵ的生物学效应主要是热效应、空
化效应、机械效应，而且高强度者杀菌作用强。同样，Ｗｉｒｔｈｌｉｎ
等也发现，电击能够减少牙模型上污染的细菌数量［４０］。Ｋａｎｇ
等还发现，可以通过高压的 ＣＯ２气体的绝热膨胀，使１个喷
嘴中产生的气溶胶喷射到在硅芯片上已生长了２４ｈ的大肠杆
菌的生物膜上，可以明显清除生物膜［４１］。

３．２　化学方法
化学方法就是指通过某些化合物来清除生物膜，是最常

用的清除生物膜的方法。一般用的有酶、活性肽、精油及其他

化学试剂。

Ｓｏｎ等研究发现，细胞壁降解酶ＳＡＬ－２对金黄色葡萄球
菌有特异性裂解活性，也包括耐甲氧西林菌株，并且约

１μｇ／ｍＬ的最小抑制浓度就可以降解生物膜［４２］。Ｂｏｒｇｅｓ等
表明，异硫氰酸酯可以降低大肠杆菌、铜绿假单胞菌的黏附能

力，并在生物膜上呈现出较高的电位，以减小由革兰氏阴性细

菌形成的生物膜质量［４３］，可以使大肠杆菌降低６０％的生物膜
活性。五倍子不同提取组分对５种口腔浮游细菌均有良好的
抑制作用，其中五倍子多酚性化合物、五倍子Ｂ对５种口腔生
物膜细菌的抑制作用最好，其次为五倍子Ｃ、五倍子Ｄ［４４］。

乳铁蛋白对铜绿假单胞菌有杀菌活性，同时还能抑制其

生物被膜的形成，其作用与浓度呈正相关；ＦｅＣｌ３促进铜绿假
单胞菌生长和生物被膜的形成；乳铁蛋白与铁结合后，对其生

物被膜的形成有抑制作用［４５］。纳米银离子对表皮葡萄球菌

的生物膜形成和形态、结构的完整性有抑制作用，但是随着时

间的推移，其抗菌作用逐渐减弱。高浓度组较低浓度组抗菌

效果更加明显，持续时间更长［４６］。

３．３　协同方法
所谓协同方法，就是将物理方法与化学方法或物理方法

或其他的一些方法所结合起来的方法。Ｏｕｌａｈａｌ－Ｌａｇｓｉｒ等通
过尝试将超声波、蛋白水解酶、糖酵解酶制剂互相配合来清除

生物膜，结果发现它们之间具有协同效果，可以清除６１％ ～
９６％的细菌生物膜，效果是单独超声波处理（３０％）的 ２～
３倍［４７］。

除此之外，Ｐｅｃｈａｕｄ等将酶和机械（剪切应力）一起应用
来处理异养需氧生物膜，发现最佳剪切应力为２．５Ｐａ，以便最
大限度地使生物膜脱落，同时避免由于机械处理而出现压缩

现象［４８］。这样协同处理比单独酶处理增加了８０％的生物膜

去除量（ＣＯＤ），并且能够除去基底层的生物膜。
国内也有学者发现，低频超声、环丙沙星单独作用对铜绿

假单胞菌的生物膜无杀菌作用；低频超声联合环丙沙星后，对

生物膜有很好的杀菌作用，而且低频超声对铜绿假单胞菌的

生物膜结构无影响，联合环丙沙星后，能破坏生物膜的

结构［４９］。

４　结论

细菌生物膜是细菌为了适应新的生存环境而存在的，有

很强的耐药性。对细菌生物膜耐药机制的了解，有利于更合

理地选择抗生素，有效地控制好临床感染。随着技术的不断

发展，新的理论不断被提出，我们有理由相信，将来可以很好

地解决细菌生物膜这一问题。清除生物膜的发展趋势表现

为：（１）我国资源丰富，今后应更深入地探索一些天然活性物
质来清除生物膜；（２）生物方法目前还很少，可以探索一些如
噬菌体等新的生物方法来抑制生物膜的生长；（３）目前微胶
囊比较新颖，可以利用微胶囊定向靶位和控制释放等优点来

清除生物膜。
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