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氨溴索对铜绿假单胞菌生物膜结构的影响

李) 芳 ，余加林，刘官信，杨) 华) ) （重庆医科大学附属儿童医院新生儿科，重庆 %"""!%）

) ) 摘) 要：目的) 建立铜绿假单胞菌生物膜（*+,-+./，01）模型，探讨氨溴索对粘液型铜绿假单胞菌成熟 01 的结构影
响。方法) 平板培养法培养铜绿假单胞菌 2 3，得到成熟 01，用扫描电镜（45677+78 9.95:;,7 /+5;,45,<9，=>?）观察氨溴索对
01形态结构的影响；激光共聚焦显微镜（5,7-,56. .649; 45677+78 /+5;,45,<@，AB=?）结合 01图像结构分析软件（ +/689 4:;C5#
:C;9 676.@9;，D=E）对 01结构参数分析；荧光显微镜定性观察氨溴索对 01内活菌的作用，并测定氨溴索单独作用以及与环
丙沙星联用后 01内活菌的荧光强度。结果) 氨溴索作用后电镜观察可见 01 被破坏，基质样物变稀疏，仅见少量散在细
菌。D=E软件定量分析显示：& /8 F /. 氨溴索作用后，01 厚度、平均扩散距离（ 6G9;689 3+--C4+,7 3+4:6759，EHH）和结构熵
（ :9I:C6. 97:;,<@，J>）均减少（! K "L "$）；区域孔率（6;96. <,;,4+:@，EM）增加（! K "L "$）。"L 2$ /8 F /.氨溴索干预后，有同样
趋势，但效应不如高浓度明显。用荧光显微镜定性观察，当氨溴索浓度大于 "L %N /8 F /.时，01内活菌数减少。同时，氨溴
索与环丙沙星存在协同作用（" O !$L !，! K "L "$），且随着氨溴索浓度升高，协同作用增强。结论) 氨溴索可影响铜绿假单
胞菌成熟 01形态结构，从而增强抗生素的杀菌活性。
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) ) 生物膜（*+,-+./，01）是细菌黏附在物体表面上形
成的一种具有高度结构性的膜状复合物，其主要成分

是细菌分泌的胞外基质和细菌菌体［!］。01 可使细菌
抵御宿主免疫系统和抗菌药物杀伤作用，从而产生对

抗菌药物的高度耐药性（可达到浮游状态的 !" a
! """倍），导致感染难以清除［&］。铜绿假单胞菌是极
为常见的细菌生物膜相关感染病原菌。新生儿由于其
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生理特殊性，常受铜绿假单胞菌感染。特别是进行机

械通气的患儿，痰培养常有铜绿假单胞菌生长。铜绿

假单胞菌生物膜的形成是新生儿呼吸机相关性感染难

以控制的重要原因。国外有报道，化痰药 $%乙酰半胱
氨酸干扰生物膜形成［&］，氨溴索作为一种临床常用药

与 $%乙酰半胱氨酸在作用机制上有一定的相似性，故
我们推测氨溴索可能具有抗 ’( 作用。本研究将考察
氨溴索对铜绿假单胞菌 ’( 结构的影响，且与抗生素
环丙沙星联用是否具有协同作用。

!" 材料与方法

!# !" 菌株和主要试剂、仪器
" " 铜绿假单胞菌临床分离菌株（由本院检验科鉴定并保存），
)*+,-%’.+/-0,培养基（)’，上海升博生物技术公司），氨溴索标
准品（德国 ’1.2+,03.+ 403.52.,6 公司）；环丙沙星标准品（重庆
市药检所），比浊仪（德国 7,.6.08 公司），多功能酶标仪（美国
’49:;< =>%&&?@ 型），荧光显微镜（德国 ).,A-公司），7BC（美
国 ;6-+D公司 EFEF&G@@，第三军医大学电镜室提供），GH 及 IJ
孔培养板（德国 K1+0,03 公司），荧光染色剂 7FL9I（激发波长
HM@ 06，发射波长 ?@@ 06）。47;软件（美国 C10/-0-州立大学
N-5*O ’.D.0-5教授提供）。
!# G" 环丙沙星最低抑菌浓度（6,A+1P,-5 ,02,P,/,10 A10%

A.0/-/,10，C4K）的测定
" " 采用微量稀释法［H］测定环丙沙星对铜绿假单胞菌的 C4K，
质控菌株为 ;LKKGQM?&。
!# &" 铜绿假单胞菌 ’(体外模型的建立
" " 用平板法培养铜绿假单胞菌 ’(［?］。取隔夜培养的含有铜
绿假单胞菌的 )’培养液，用比浊仪调至 @# ? 麦氏单位。分别
吸取菌液 ! 65 加入 GH 孔板（其内放有 M A6 R M A6 玻片），
@# ! 65 加入 IJ 孔板。&Q S培养，每 HM 小时换液 ! 次，连续培
养 Q T后，即可形成稳定的 ’(［!］。

!# H" 铜绿假单胞菌 ’(形态的扫描电镜 7BC检测
" " 本部分实验分为两组：对照组、氨溴索组（浓度为
&# Q? 63 U 65）。两组用平板法培养细菌 Q T 后，在 GH 孔板内分
别加入 ! 65 )’培养基和氨溴索，&Q S孵育 GH 2 后取出，用磷
酸缓冲液（V218V2-/. P*WW.+ 815*/,10，X’7）反复清洗，去除浮游
菌。立即用 G# ?Y戊二醛 X’7溶液固定 G 2后，再经 @# ! 615 U 65
X’7冲洗 G 次（VN Z Q# G），&@Y [ !@@Y系列浓度乙醇脱水后，
经 ?@Y [ !@@Y叔丁醇置换，干燥、离子溅射仪喷金，经过 7BC
观察铜绿假单胞菌 ’(微观形态。
!# ?" ’(结构参数的分析
" " 本部分实验分为 & 组：对照组、氨溴索组（浓度分别为 G、
@\ Q? 63 U 65）。两组用平板法培养细菌 Q T 后，在 GH 孔板内分
别加入培养基和氨溴索，&Q S孵育 M 2 后，将各组模型从培养
液中取出，每张玻片用 ! 65去离子水轻轻洗涤 & 次，除去 ’(表
面的游离细菌。在每张玻片 ’(表面滴加 ?@ !5 配制好的荧光
染液，&Q S避光孵育 !? 6,0，再用 ! 65去离子水冲洗未结合荧
光染色剂后，置 K)7C观察，由 ’( 游离面向 ’( 与玻片附着面
逐层扫描（沿 ]轴扫描），每个标本取 ? 个随机视野，每个视野

扫描 M [ !J 层。所获得图片堆数据调入 47;&<软件，设置参数
后，运行 47;及 47;&<命令。运行结果包括："结构参数（ /.^%
/*-5 V-+-6./.+）：如结构熵（ /.^/*-5 .0/+1VD，LB）。#平面参数
（-+.-5 V-+-6./.+）：如区域孔率（-+.-5 V1+18,/D，;X）、平均扩散距
离（-_.+-3. T,WW*8,10 T,8/-0A.，;<<）［Q］等。输出结果以 B^A.5 格
式保存。

!# J" 细菌 ’(内活菌荧光强度的观察
" " 本部分实验分为 J 组：! 组空白对照、? 组不同浓度氨溴索
组（浓度依次为 &# Q?、!# MQ?、@# I?、@# HI、@# G? 63 U 65）。在 GH
孔板加入 ! 65菌液，平板法培养 Q T后，分别加入 ! 65 上述浓
度的氨溴索和 )’培养基，&Q S孵育 M 2 后取出。各组模型从
培养液中取出，每张玻片用 ! 65 去离子水轻轻洗涤 & 次，除去
’(表面的游离细菌。在每张玻片 ’(表面滴加 ?@ !5配制好的
荧光染液，&Q S避光孵育 !? 6,0，再用 ! 65去离子水冲洗未结
合荧光染色剂后，置于荧光显微镜下观察。

!# Q" 多功能酶标仪定量分析氨溴索与环丙沙星合用
后细菌 ’(内活菌荧光强度

" " 在细菌培养 Q T 后，棋盘法在 IJ 孔板内分别加入 @# ! 65
不同浓度的氨溴索（浓度依次为 &# Q?、!# MQ?、@# I?、@\ HI、@\ G?、
@ 63 U 65）和环丙沙星（浓度依次为 M、H、G、!、@\ ?、@# G?、
@ !3 U 65），&Q S孵育 M 2后取出，同样采取上述荧光染色后，用
多功能酶标仪检测各孔荧光强度。

!# M" 统计学分析
" " 采用 7X77 !!# ? 统计软件进行正态性分布检验，均符合正
态性分布后进行单、双因素方差分析。

#" 结果

G# !" 环丙沙星 C4K
" " 环丙沙星的 C4K为 ! !3 U 65。
G# G" 7BC观察铜绿假单胞菌 ’(形态
" " 经过各组处理后铜绿假单胞菌 ’( 的 7BC 见图 !，从图中
可以看出，细菌培养 Q T后，形成成熟的 ’(。对照组 ’(在载体
表面形成片状物，周围有厚薄不均的黏液状物质连接成一大

片，细菌包裹其内；氨溴索处理组铜绿假单胞菌 ’( 变得稀疏，
不规则，仅见少量散在细菌。

G# &" 47;软件对铜绿假单胞菌 ’(结构进行定量分析
结果

" " 将各组 ’( 与进行 K)7C 扫描的输入 47; 软件分析，得到
’(结构的定量分析结果（表 !）。

表 !" $%模型各组各参数分析结果

组别 厚度（!6） ;X ;<< LB
生理盐水对照 &I# GG ‘G# @! @# Q@ ‘@# @& !# @M@ ‘@# @@! J# G? ‘@# GG
氨溴索（G 63 U 65） !@# @I ‘G# &G- @# I! ‘@# @G- !# @@@ ‘@# @@G- ?# !I ‘@# H!-

氨溴索（@# Q? 63 U 65） G@# !@ ‘G# MJ- @# MG ‘@# @H- !# @&@ ‘@# @@H- ?# &J ‘@# &H-

-：! a @# @?，与生理盐水对照组比较

G# H" 荧光显微镜观察氨溴索对成熟 ’(的影响
" " 将各组玻片置于荧光显微镜下观察，可见随着浓度的升
高，细菌减少；在浓度达到 @# ? 63 U 65时，与生理盐水对照组大
致相当。定性推测较高的浓度下，氨溴索可干扰成熟 ’(，包括
其胞外基质和其内细菌。
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!!! !" #

!：空白对照组；"：生理盐水对照组；#：氨溴索组（$% &’ () * (+）；!：细菌
图 !" 平板培养铜绿假单胞菌 # $后成熟 %&"（,-. /$ 000）

!!! !" #

!!$ !% &

! 1 -：氨溴索浓度依次为 2、3、4、0% ’、0% 3’ () * (+；5：生理盐水对照组（绿色示铜绿假单胞菌）
图 ’" 氨溴索对 %&内活菌的影响荧光图"（荧光显微镜 / 200）

3% ’6 多功能酶标仪定量检测 "5内活菌荧光强度
6 6 随着氨溴索浓度的升高，培养板内细菌的荧光强度下降，
说明 "5 内活菌减少，统计学分析显示当氨溴索浓度达到

07 28 () * (+时，与对照组存在差异（! 9 4:，" ; 0% 0’）。当氨溴
索与环丙沙星联合使用，产生协同效应（5 9 4’% 4，" ; 0% 0’），见
表 3。同时，随着氨溴索浓度升高，协同作用加强。

表 ’" 不同浓度氨溴索与环丙沙星联用后 %&内细菌荧光强度（"! ( "）

环丙沙星浓度（!) * (+）盐酸氨溴索浓度

（() * (+） 0 0% 3’ 0% ’ 4 3 2 <
0 48 304% 0 = :<% 0 4< ’34% 0 = :’% 8 4< 003% 0 = :&% 2 4& 8&3% 0 = :&% 4 4& :’3% 0 = ::% & 4& 243% 0 = :2% 4 4: &43% 0 = :2% $
0% 3’ 4< &34% 0 = :3% < 4< 348% 0 = :<% < 4< 023% 0 = ::% 8 4& 83’% 0 = :8% 4 4& ’:8% 0 = ::% $ 4& $33% 0 = :$% ’ 4: :<4% 0 = :&% <
0% 28 43 :3$% 0 = :$% ’> 43 $:2% 0 = :$% 4 44 8:2% 0 = :0% 2 44 &$3% 0 = :0% ’ 44 243% 0 = :$% : 44 $2$% 0 = :2% 4 44 304% 0 = :’% ’
0% 8’ 43 44’% 0 = :<% 3> 40 &3’% 0 = &$% 2 8 803% 0 = :<% $ 8 223% 0 = :’% & 8 $’’% 0 = :2% 3 8 433% 0 = :$% ’ < :$:% 0 = :8% &
4% <&’ & :’8% 0 = &4% ’> & 032% 0 = ::% 4 : <:’% 0 = ::% ’ : 48’% 0 = :8% 2 ’ <44% 0 = :’% 3 ’ ’$2% 0 = :&% 4 ’ 340% 0 = :3% 2
$% &’ 2 ’<&% 0 = ::% 3> 2 $&’% 0 = :<% ’ 2 $23% 0 = :&% ’ $ 883% 0 = :<% 4 $ &2:% 0 = :’% $ $ ’43% 0 = ::% 4 $ $0<% 0 = :3% $

>：" ; 0% 0’，与 0 () * (+盐酸氨溴索浓度比较

)" 讨论

6 6 近年来，新生儿导管相关性感染问题日益突出。
由于新生儿特殊的生理特点，常受铜绿假单胞菌感染。

一旦细菌形成 "5，由于其渗透限制作用［&］，以及其内
细菌所处的微环境改变［8］等原因，导致细菌耐药性增

强，感染难以清除。尽管国外有报道卤代呋喃唑

酮［<］，及藻酸盐抗体［8］等有破坏 "5的作用，然而尚未
应用于新生儿临床治疗，因此，寻找一种有效可行抗铜

绿假单胞菌 "5的临床用药具有极为重要的意义。氨
溴索是新生儿临床常用药物，不仅是一种黏液溶解剂，

还具有抗炎、抗氧化、抑制炎性介质、松弛气道平滑肌、

促进肺表面物质的合成与其他药物协同等作用。

6 6 我们采用平板培养法，& ? 后得到成熟的 "5。在
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第 ! 期" 李" 芳 ，等#氨溴索对铜绿假单胞菌生物膜结构的影响"

$%&下观察，成熟 ’(呈团状聚集，由于其外包裹大量
细菌分泌的基质物，其内细菌隐匿不见；在氨溴索的作

用下，成熟的 ’(结构被破坏，变得稀疏、不规则，可见
少量细菌散布。说明一定浓度的氨溴索可影响 ’( 的
形态，破坏其结构的完整性。)$* 软件分析结果显示，
+ ,- . ,/氨溴索作用后，’(厚度由（01# ++ 2 +# 3!）!,
减少到（!3# 31 2 +# 0+）!,，说明氨溴索破坏了 ’( 固
有结构，我们推测氨溴索对 ’( 的主要成分胞外多糖
有抑制生成和 .或促进降解的作用。*4 和 *55 这两
个参数，客观反映 ’( 结构发展过程中间隙孔道及营
养物质供应距离的变化。作用后 *4由（36 73 2 36 30）
增加到（36 1! 2 36 3+），*55由（!6 383 2 36 33!）减少到
（!6 333 2 36 33+），说明氨溴索使 ’( 变得更加稀疏，菌
落间的孔道和间隙增加，这样可以加强抗生素的渗透，

使 ’(深层细菌可以接触到有效剂量的抗生素。9%
反映 ’(的不均一性，而细菌 ’( 的不均一性是细菌生
存的重要手段［!!］。9%由作用前的（:# +; 2 3# ++）减少
到（;6 !1 2 3# <!），也进一步说明氨溴索作用后，’( 的
不均一性减小，结构趋于简单，对外界的抵抗力减弱。

同样，3# 7; ,- . ,/氨溴索作用后也可使 ’(厚度变薄，
结构变得稀疏简单。但其作用效应没有高浓度 + ,- .
,/时明显。同时我们采用生物发光法直观地观察氨
溴索对铜绿假单胞菌 ’( 内活菌的影响，结果显示随
着氨溴索浓度的升高，’( 内黏附的活菌减少，说明氨
溴索对铜绿假单胞菌 ’( 有破坏作用。临床上常用抗
生素如环丙沙星对 ’(状态的铜绿假单胞菌的杀灭作
用不强。我们用多功能酶标仪检测不同浓度环丙沙星

与氨溴索联合应用对细菌的作用，结果显示它们具有

协同抑制作用，且随着氨溴索浓度升高，协同作用增

强，’(内活菌进一步减少，环丙沙星的杀菌活性增强。
这说明氨溴索破坏了 ’( 结构的完整性，环丙沙星增
强了对 ’(的穿透能力，并提高了对 ’( 中细菌的杀灭

能力。由此我们认为，氨溴索对铜绿假单胞菌 ’( 有
破坏作用，与其他抗生素联用可以提高其杀菌能力，为

氨溴索的抗 ’( 应用提供了理论基础，为新生儿难治
性铜绿假单胞菌感染的临床治疗提供新的思路。对于

氨溴索抗 ’(的作用的具体机制还有待进一步研究。
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