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"摘要#

!

目的
!

探讨亚抑菌浓度"亚
#-S.

$哌拉西林&他唑巴坦对大肠埃希菌生物膜形成能力的影响!为临床抗感染治疗提

供理论依据%方法
!

大肠埃希菌最低抑菌浓度检测采用微量肉汤稀释法!生物膜形成能力分析采用
MO

孔板结晶紫染色法!黏附

能力检测采用菌落平板计数法!采用泳动运动检测亚
#-S.

哌拉西林&他唑巴坦对大肠埃希菌运动性的影响%结果
!

亚
#-S.

哌拉

西林&他唑巴坦能显著抑制大肠埃希菌生物膜形成能力"

!

$

"<"N

$%此外!亚
#-S.

哌拉西林&他唑巴坦不但能显著降低细菌的黏

附性而且能使其运动能力减弱%结论
!

亚
#-S.

哌拉西林&他唑巴坦可能通过抑制大肠埃希菌的黏附性和运动性而抑制其生物膜

形成%
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抗菌药物是临床抗感染治疗的常用药物"在治疗过程中!

抗菌药物血药浓度会有部分时间低于最低抑菌浓度而处于亚

抑菌浓度&

?HB#LKDKL:;KDAKBK9@F

I
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!亚
#-S.

'状态!

这是抗菌药物治疗过程中不可避免的情况"研究表明亚
#-S.

抗菌药物能够影响细菌的毒力#生物膜和运动性$

$#%

%

"哌拉西

林属于半合成的广谱青霉素类抗生素!可治疗敏感细菌引起的

感染"哌拉西林与他唑巴坦联合可用于治疗对哌拉西林耐药

而对哌拉西林(他唑巴坦敏感的产
&

#

内酰胺酶细菌引起的中#

重度感染"有研究报道亚
#-S.

哌拉西林可以导致大肠埃希菌

形态改变而产生丝状体$

P

%

!然而关于亚
#-S.

哌拉西林(他唑巴

坦对大肠埃希菌生物膜形成能力的影响尚未见报道"因此!本

研究以大肠埃希菌临床菌株为研究对象!观察亚
#-S.

哌拉西

林(他唑巴坦对大肠埃希菌生物膜形成#黏附性和运动性的影

响!为临床抗感染治疗提供理论依据"

?

!

材料与方法

?<?

!

材料

?<?<?

!

菌株来源
!

大肠埃希菌临床株&

1$NO#1$O"

'及药敏质

控菌株
)4..!NM!!

保存于第三军医大学西南医院药剂科"

?<?<@

!

试剂和仪器
!

哌拉西林(他唑巴坦&

E
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E

8F:>K;;KD
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(4R

'#结晶紫购自美国
/K

C

L:

公司+

-0

培养基购

自北京陆桥生物技术有限公司+血琼脂平板购自重庆庞通公

司+胰蛋白胨#酵母提取物购自英国
,V@KG

公司+氯化钠购自升

博生物制品公司+冰醋酸购自重庆川东化工有限公司"

-H;9K#

?\:D

型酶标仪购自美国
4A8FL@[K?A8F/>K8D9K=K>

公司"
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方法

?<@<?

!

大肠埃希菌最低抑菌浓度&

-S.

'的检测
!

大肠埃希菌

-S.

检测采用微量肉汤稀释法"大肠埃希菌划线接种于血琼

脂平板!

%Ze

孵育
$XA

"挑取细菌少许单菌落于
PL2

无菌生

理盐水稀释校正至
"<N

个麦氏比浊单位&

$<Ng$"

X

.[3

(

L2

'!

然后再用水解酪蛋白&

-0

'肉汤稀释
$""

倍"

(4R

用
-0

肉

汤倍比稀释至
$$

个浓度梯度&

"<!N

%

!NO<""

(

C

(

L2

'"然后

在
MO

孔板中每孔加入
$""

(

2

稀释菌液和
$""

(

2

系列浓度

(4R

"

MO

孔板放入
%Ze

孵箱培养
!PA

"细菌
-S.

值为能够

抑制细菌生长的最低药物浓度!结果参照美国临床和实验室标

准协会&

.2/S

!

!"$P

'标准进行判读"

?<@<@

!

亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌生物膜形成能力的影响
!

生物膜形成能力的检测采用
MO

孔板结晶紫染色法$

N

%

"大肠埃

希菌划线接种于血琼脂平板!

%Ze

恒温培养
$XA

"挑取单菌

XO%

重庆医学
!"$X

年
$

月第
PZ

卷第
%

期



落于
$"L226

肉汤!

%Ze

#

$X"F

(

LKD

恒温振荡培养
$XA

"过

夜培养物用
26

肉汤稀释
$"""

倍"

(4R

组每孔加入
$""

(

2

菌液和
$""

(

2(4R

!使药物终浓度为
$

(

P-S.

+空白对照组每

孔加入
$""

(

2

菌液和
$""

(

226

肉汤"每组设置
%

个复孔!

%Ze

恒温培养
!PA

"轻轻吸出孔中的浮游菌!磷酸盐缓冲液

&

(6/

'冲洗
!

次!通风阴凉处倒置晾干"然后在每孔中加入

!""

(

2$c

结晶紫溶液!染色
$"LKD

!自来水冲洗
%

次!通风阴

凉处再次倒置自然晾干"最后每孔加入
$""

(

2%"c

冰醋酸

溶液!使用酶标仪在
NM"DL

处测定吸光度值"

?<@<A

!

亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌黏附性的影响
!

黏附能力

检测采用菌落平板计数法$

O

%

"将大肠埃希菌过夜培养物用
26

肉汤稀释
$"""

倍"实验分为空白对照组和
(4R

处理组"

(4R

处理组在激光共聚焦显微镜专用细胞培养皿中加入
$L2

菌液和
$L2(4R

!使其药物终浓度为
$

(

P-S.

"空白对照组

加入
$L2

菌液和
$L226

培养基"

%Ze

培养
PA

后!用无菌

的
(6/

缓冲液轻轻冲洗
!

次以去除浮游菌"然后在培养皿中

加入适量的
(6/

缓冲液超声
$"LKD

!使黏附细胞脱落下来"

最后将细胞悬浮液用无菌生理盐水稀释至适当的倍数后!取

$""

(

2

稀释菌液加在
26

固体培养基上并涂布均匀!

%Ze

培

养
!PA

后计算细菌数量"每个标本设置
%

个平行组!实验重

复
%

次"

?<@<B

!

亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌运动性的影响
!

通过泳动

运动检测亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌运动性的影响$

Z

%

"将大

肠埃希菌过夜培养物稀释校正至
%

个麦氏比浊单位&

Mg$"

X

.[3

(

L2

'!取
N

(

2

稀释菌液加在不含和含有
$

(

P-S.(4R

的半固体培养基&

$c

胰蛋白胨!

"<Nc

氯化钠!

"<%c

琼脂!

E

0

Z<$

%

Z<%

'表面"

%Ze

培养
OA

后观察细菌菌落直径大小"每

个标本设置
%

个平行组!试验重复
%

次"

?<A

!

统计学处理
!

采用
/(//$Z<"

软件进行数据分析!计量

资料以
)i@

表示!比较采用
<

检验!以
!

$

"<"N

为差异有统计

学意义"

@

!

结
!!

果

@<?

!

(4R

对大肠埃希菌的
-S.

结果
!

(4R

对大肠埃希菌

1$NO#1$O"

的
-S.

结果分别为
P

#

$O

#

$!X

#

%!

#

$

(

C

(

L2

"由于

$

(

!-S.

抗菌药物对细菌生长有影响!因此!后续研究均采用

$

(

P-S.(4R

进行实验"

@<@

!

亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌生物膜形成能力的影响
!

与

空白对照组相比!

(4R

能显著降低大肠埃希菌
1$NO#1$O"

生

物膜的形成能力!其
!

值分别为
"<""%

#

"<"!!

#

"<"!!

#

"<""O

和

"<"!N

!见图
$

"

!!

:

)

!

$

"<"$

+

B

)

!

$

"<"N

图
$

!!

亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌生物膜形成能力的影响

@<A

!

亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌黏附性的影响
!

与空白对照

组相比!亚
#-S.(4R

对
N

株大肠埃希菌
1$NO#1$O"

的黏附性

均有显著抑制作用!其
!

值分别为
"<""!

#

"<"$O

#

"<""P

#

"<""%

和
"<""%

"

(4R

处理组大肠埃希菌黏附细胞数减低比例为

!X<$c

%

P%<"c

!见图
!

"

!!

:

)

!

$

"<"$

+

B

!

$

"<"N

图
!

!!

亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌黏附性的影响

@<B

!

亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌运动性的影响
!

与空白对照

组相比!

(4R

处理组细菌在半固体培养基上的菌落直径明显

变小!其
!

值分别为
"<"!N

#

"<""N

#

"<""$

#

"<"P!

和
"<"$Z

!提

示
(4R

能显著降低细菌的运动性!见图
%

"

!!

:

)

!

$

"<"$

+

B

)

!

$

"<"N

图
%

!!

亚
#-S.(4R

对大肠埃希菌运动性的影响

A

!

讨
!!

论

大肠埃希菌是临床常见致病菌!容易在感染过程中形成生

物膜!而生物膜形成是多重耐药大肠埃希菌耐药性获得和传播

的重要机制"由于亚
#-S.

在临床抗感染过程中是不可避免

的!因此研究亚
#-S.

抗菌药物对细菌生物膜形成能力的调控

具有重要的临床意义"本研究结果显示亚
#-S.(4R

对大肠

埃希菌生物膜形成具有显著的抑制作用"有研究表明亚
#-S.

(4R

对铜绿假单胞菌和具核梭杆菌生物膜形成均有抑制作

用$

X#M

%

!这与本研究结果相类似"大肠埃希菌生物膜形成的过

程包括初始黏附和生物膜的形成!黏附能力是生物膜形成的重

要影响因素$

$"#$$

%

"结果显示亚
#-S.(4R

在抑制生物膜形成

的同时可以抑制大肠埃希菌的黏附性!提示
(4R

可通过抑制

大肠埃希菌的黏附性而抑制其生物膜的形成"

鞭毛是大肠埃希菌的运动器官!其所介导的运动性在细菌

最初的表面黏附和后期生物膜的形成中都具有重要的作

用$

$!#$%

%

"有研究表明鞭毛和运动缺陷的铜绿假单胞菌突变株

其生物膜形成能力降低$

$P

%

"

Q,,T

等$

$N
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