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肺炎克雷伯菌生物膜形成的相关因素研究"

程国平!常永超!赵崇高!江
!

涛!孙真真
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摘
!

要"目的
!

探讨毒力荚膜血清型&常见毒力基因&耐药基因&碳青霉烯类耐药以及生物膜培养时间等因

素与肺炎克雷伯菌生物膜形成的关系%方法
!

比较结晶紫染色定量检测法检测耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌组

"

$".&

组$和肺炎克雷伯菌组"

.&:

组$的吸光度值"

;

值$!并在生物膜培养的不同时间进行
;

值比较%

&$"

扩增
8

种常见高毒力荚膜血清型基因"
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种常见毒力基因+
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,以及
6

种耐药基因"
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&
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GH1$Ed%S

&

GH1.&$

&

GH1#S&

&

GH1:)S

&

GH1Z#S

&
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$%结果
!

两组肺炎克雷伯菌菌株生物膜形成能力
;

值为
43A9A

$

43D58

!在培养
'(-

时!两组生物

膜形成能力差异无统计学意义"

N

'

4349

$%在培养
'6-

时!

$".&

组形成生物膜的能力较
.&:

组强"

N

(

4349

$%比较培养
'(-

和
'6-

两个时间段生物膜的
;

值!

$".&

组培养
'6-

的生物膜形成能力较
'(-

更强
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组结果相同%
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份标本均未检出毒力荚膜血清型基因"
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,仅检出
'

例"

Ac

$%耐药基因
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占
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&

GH1[XZ

占

A(c

&

GH1.&$

占
A8c

&

GH1#S&

占
Ac

%结论
!

培养时间影响结晶紫染色法在临床观察生物膜形成试验中的结

果!影响生物膜形成的其他因素以及深层次的原因有待进一步研究和更多实验结果的支持%

关键词"生物膜#
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毒力基因#
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肺炎克雷伯菌$

.&:

&是临床患者分离的最常见

的致病菌之一)它具有极强的生物膜形成能力#能够

在塑料表面或覆盖有人类细胞外基质和宿主衍生蛋

白的表面形成生物膜#从而定植于生物或非生物体表

面'

'

(

)生物膜的形成使得其引起的感染呈现静止期

与急性发作期交替#易复发+难根治'

(

(

)近些年#耐碳

青霉烯肺炎克雷伯菌$

$".&

&在全球广泛流行)本文

对
$".&

组和
.&:

组分别采用结晶紫染色定量检测

法进行检测#对比感染患者分离的致病菌
$".&

与健

康体检者体内定植的肺炎克雷伯菌$自患者大便中分

离的&在生物膜形成能力方面的差异#以及不同的培

养时间对两组肺炎克雷伯菌生物膜形成能力的影响)

同时对生物膜形成相关表型$超黏表型&检测#并对
8

种常见高毒力荚膜血清型基因$
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(以及
6

种耐药基因 $

GH1E!S

+
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+

GH1$Ed%S

+

GH1.&$

+

GH1#S&

+

GH1:)S

+

GH1Z#S

+

GH1?d;%S

&进行检测#了解这些因素与肺炎

克雷伯菌生物膜形成的关系)

$

!

材料与方法

$3$

!

菌株来源
!

收集
(4'6

年
'79

月本院住院患者

分离的
$".&

$主要分离自痰液#

$".&

组&以及健康体

检者大便分离到的肺炎克雷伯菌$

.&:

组&)

$".&

组

入选条件为对碳青霉烯类抗生素耐药的肺炎克雷伯菌#

.&:

组入选条件为对碳青霉烯类抗生素敏感的肺炎克

雷伯菌)

$".&

组标本编号
$".&'

$

$".&'(

#

.&:

组标本编号
.&:'

$

.&:'(

)
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!

仪器与试剂
!

全自动细菌鉴定仪
Z#E!.(

$F0

O

1I=

$法国生物梅里埃公司&%凝胶成像仪及型脉

冲场凝胶电泳仪$美国
*̂F%"1P

公司&%

&$"

扩增仪

$

;̂ #;

OO

H*@P

公司&%引物合成公司为上海生工)

D8

孔细胞培养板$美国美国康宁公司&%

.%̂

法药敏纸片

均购自
?UF*P

公司%结晶紫染液$法国生物梅里埃公

司&#测序委托上海博尚生物技术有限公司进行)

$3'

!

方法

$3'3$

!

细菌鉴定和药物敏感$药敏&试验
!

所有菌株

鉴定及药敏试验采用法国生物梅里埃公司
Z#E!.(

$F0

O

1I=

鉴定)采用纸片扩散法$

.%̂

法&确认菌株

药敏结果)药敏结果的判读按照美国临床和实验室

标准协会$

$Y[#

&推荐标准进行'

5

(

)

$3'3/

!

&$"

方法扩增基因
!

模板制备采用煮沸法#

7(4b

保存待用)

&$"

分别扩增
(A

株肺炎克雷伯

菌的
8

种高毒力荚膜血清型基因$

.(

+
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+
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种常见毒力基因'
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(#

&$"

引物+体系和扩增条件参照

相关研究'

A%9

(

)扩增
6

种耐药基因$

GH1E!S

+

GH1[XZ

+

GH1$Ed%S

+

GH1.&$

+

GH1#S&

+

GH1:)S

+

GH1Z#S

+

GH1?d;%

S

&#

&$"

扩增引物+体系和扩增条件参照相关研

究'

8%C

(

)将阳性扩增产物送上海博尚生物技术有限公

司测序并比对分析)

$3'3'

!

生物膜试验
!

采用
D8

孔板结晶紫染色法检

测细菌生物膜形成能力#方法参照文献'

6%D

()将菌液

调至
'39a'4

6

$WB

"

0Y

#接种于
D8

孔细胞培养板#每

株
5

个复孔#并作空白对照)将板置孵箱
59b

恒温

静置培养
'(-

和
'6-

)随后用结晶紫染色#无水乙醇

洗脱#用酶标仪测定其在
;

9D4

条件下的吸光度值$

;

值&#重复
5

次#取平均值)

$3'31

!

超黏表型检测
!

将
(A

株肺炎克雷伯菌三区

划线#置孵箱中
59b

培养
'6

$

(A-

#用接种环在单个

菌落表面轻轻接触并向侧面牵拉#如有黏液丝形成且

长度大于
439I0

#判断为阳性'

9

(

)

$31

!

统计学处理
!

用
[&[['C34

进行统计学处理)

计数资料以例数或百分率表示#组间比较采用
!

( 检

验%计量资料以
BfI

表示#组间比较采用
E

检验%以

N

(

4349

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/3$

!

细菌鉴定和药敏试验
!

$".&

组菌株对碳青霉

烯类抗生素均耐药#

.&:

组菌株对碳青霉烯类抗生

素均敏感#两组详细的药敏情况见表
'

)

表
'

!!

$".&

组与
.&:

组
(A

株肺炎克雷伯菌对

!!!

常用抗菌药物的药敏情况#

c

$

抗菌药物
$".&

组

[ "

.&:

组

[ "

氨苄西林"舒巴坦
4 '44 C9 (9

阿米卡星
'C 65 '44 4

氨曲南
6 D( 8C 55

头孢他啶
4 '44 D( 6

环丙沙星
4 '44 8C 55

头孢曲松
4 '44 8C 55

亚胺培南
4 '44 '44 4

美罗培南
4 '44 '44 4

左氧氟沙星
4 '44 8C 55

复方磺胺甲唑
4 '44 D( 6

头孢呋辛
4 '44 8C 55

哌拉西林"他唑巴坦
4 '44 8C 55

头孢哌酮"舒巴坦
4 '44 C9 (9

!!

注!

[

为敏感%

"

为耐药

/3/

!

相关基因检测结果
!

(A

株肺炎克雷伯菌均未检

出荚膜血清型基因$
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(仅检出
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例$

Ac

&)耐药基因
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占
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9Ac

+

GH1[XZ

占
A(c

+

GH1.&$

占
A8c

+

GH1#S&

占

Ac

)

$".&

组除
$".&9

携带耐药基因
GH1#S&

及

$".&D

携带耐药基因
GH1.&$

+

GH1E!S

外#其余标本

均携带耐药基因
GH1.&$

+

GH1[XZ

+

GH1E!S

)

.&:

组仅
.&:'

和
.&:(

这两株肺炎克雷伯菌检出耐药

基因
GH1E!S

)

/3'

!

生物膜试验
!

$".&

菌株生物膜形成能力
;

值

为
43A9A

$

43D58

)在培养
'(-

时#两组生物膜的形

成能力差异无统计学意义$

N

'

4349

&)在培养
'6-

时#

$".&

组生物膜的形成能力较
.&:

组强$

N

(

4349

&)比较培养
'(-

和
'6-

两个时间段生物膜的

;

值#

$".&

组+

.&:

组培养
'6-

生物膜的形成能力

均较
'(-

更强$

N

(

4349

&#见表
(

)

表
(

!!

两组
'(-

与
'6-

生物膜形成能力分析

!!!

#

;

值%

BfI

$

项目
'(- '6-

$".&

组
438Cf434D 436'f43'4

"

.&:

组
438'f434D 4388f43('

"

E '385( 53DD'

N 43''C 4344'

!!

注!与组内
'(-

相比#

"

N

(

4349

/31

!

超黏表型检测
!

仅
$".&

组的
$".&D

菌株形

成黏液丝#且长度大于
439I0

#结果为阳性)

'

!

讨
!!

论

!!

$".&

通常同时对头孢菌素类+喹诺酮类以及氨

基糖苷类药物表现出耐药#具有多重耐药甚至是泛耐

药的表型)本文将
$".&

组与非碳青霉烯类抗生素

耐药的
.&:

组在生物膜形成能力方面进行对比#

$".&

组菌株生物膜形成能力
;

值为
43A9A

$

43D58

#

并未超出肺炎克雷伯菌形成生物膜能力的基本分布

范围$

;

值为
4348

$

'3'4

&

'

6

(

#结果显示培养
'(-

时

两组的生物膜形成能力差异无统计学意义$

N

'

4349

&#在培养时间
'6-

时两组差异有统计学意义

$

N

(

4349

&#

$".&

组生物膜形成能力高于
.&:

组)

有资料显示#只要条件允许#几乎所有的细菌都可以

形成生物膜'

D

(

)本试验中肺炎克雷伯菌形成生物膜

的能力在培养时间上存在差异#在预试验中培养时间

(A-

甚至更长的情况下则会出现较厚的生物膜在洗

脱过程中整块脱落的现象#对试验结果造成很大的影

响)以上现象分析原因与试验方法有一定的关系)

D8

孔板是筛选生物膜形成最常用的方法#操作简便#

便于观察#不同种类细菌的生物膜培养在培养方法+

温度+时间及培养液种类等方面有其最佳适合条件)

结晶紫染色法是计算
;

值的改变#灵敏度较高$有时

灵敏度可以达到
'44c

&#在临床观察生物膜形成试验

中可作为初筛试验'

'4

(

)

$".&

组在培养
'6-

时生物

膜的形成能力高于
.&:

组#其他方面的更深层次原

因有待进一步研究和更多试验结果的支持)

荚膜多糖是肺炎克雷伯菌的主要毒力因子)根

据荚膜多糖$

.

抗原&分型#可将肺炎克雷伯菌分为
6(

个
.

血清型#毒力较强的血清型为
.'

+

.(

+

.5

+

.9

+

.(4

+

.9A

和
.9C

型#试验中
(A

株菌株
.(

+

.9

+

.'8

+

.(4

+

.9A

+

.9C

荚膜血清型基因均未检出#推测本研

究中肺炎克雷伯菌均属于其他血清型)

.;̂ X;

等'

''

(认为肺部感染的肺炎克雷伯菌主要是
.(

型菌

株#此类菌株缺少/甘露糖
%

%

%(

"

5%

甘露糖0结构#可以

逃避肺表面主要蛋白+甘露糖受体相关的吞噬作用#

更有利于其在肺部定植从而引起感染)本研究中

$".&

组虽然主要分离自痰液#但未检出
.(

型菌株)

9

种常见毒力基因
01

M

;

$

.'

&为荚膜血清型基因+

20%

O

;

为超黏表型调节基因#二者均与超黏特性有关#只

检出了
'

株菌携带
01

M

;

$

.'

&基因#未发现此基因在

两组中存在分布规律)在
$".&

组中#耐药基因
GH1%

E!S

+

GH1[XZ

和
GH1.&$

的检出率显著高于
.&:

组#

'(-

时两组细菌生物膜形成能力差异无统计学意

义$

N

'

4349

&)本研究结果表明
$".&

细菌生物膜

的形成与肺炎克雷伯菌固有的多种常见毒力因子相

关性不大#而是由其他复杂多样的机制共同造成的#

与相关研究结论一致'

D

#

'(

(

)

生物膜生长的相关机制已经引起越来越多的关

注)生物膜生长模式下细菌增长率的下降+饥饿反应

的活跃以及基因表达量的改变等都与生物膜的耐药

性相关'

'5

(

)本研究未对其他耐药机制进行检测#可能

存在一定的局限性)肺炎克雷伯菌生物膜形成过程

存在错综复杂的基因网络#至今还没找到比较明确的

规律#以后的研究方向应集中在生物膜形成调节机制

与控制技术等领域#有利于生物膜的消除和减少生物

膜相关感染的发生'

'A

(

)
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