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"摘要#

!

目的
!

探讨
#HJ

操纵子对表皮葡萄球菌在骨科植入物表面黏附和生物膜形成能力的影响!为临床

骨科材料的使用提供理论依据$方法
!

采用
;5=

扩增表皮葡萄球菌
#HJ

操纵子的
#HJBW75

基因!荧光定量

;5=

检测
#HJ

操纵子基因的表达!苯酚
.

硫酸法检测细胞间多糖黏附素"

;<B

#的合成!黏附能力检测采用菌落平

板计数法!生物膜形成能力检测采用结晶紫染色法$结果
!

$$

株表皮葡萄球菌临床菌株扩增出
#HJ

操纵子的

#HJBW75

基因!且在菌株中均有表达$

#HJ

操纵子基因表达高的菌株其
;<B

分泌量较高$表皮葡萄球菌在骨组

织上的黏附和生物膜形成能力最强!其次为钛合金和不锈钢$

#HJB

基因表达与细菌在
'

种生物材料上的生物

膜形成相关$结论
!

表皮葡萄球菌在不同骨科植入物上具有不同的黏附和生物膜形成能力!

#HJ

操纵子基因通

过调节
;<B

分泌量而影响表皮葡萄球菌生物膜的形成$
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表皮葡萄球菌'
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骨科植入物感染的发生率虽然较低#但是感染易

依附植入材料形成生物膜#使感染迁延难愈导致感染

治疗的失败&

$.1

'

,表皮葡萄球菌是骨科植入物感染的

最常见病原菌&

'

'

#其黏附和生物膜形成能力是致病能

力的重要因素#将直接影响到治疗结果,而
#HJ

操纵

子合成的胞间多糖黏附素$

P

"L

?

+JHH2JM#!F#,DFMHFLLE.

LJMJ!2F+#",

#

;<B

%是其黏附和生物膜形成的关键因

素,有研究表明
#HJ

操纵子对细菌的黏附和生物膜形

成能力均具有重要影响&

0.6

'

#但目前尚未见有对骨科

植入物及其黏附能力及生物膜形成能力的报道#据此

本研究拟以临床分离株为研究对象#探讨
#HJ

操纵子

基因表达对细菌在不同骨科植入物表面黏附和生物
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膜形成的影响,

<

!

材料与方法

<&<

!

菌株来源和材料
!

$-

株表皮葡萄球菌中
-

株来

源于贵州省人民医院的植入物感染分离株#

$%

株来源

于陆军军医大学西南医院骨科植入物感染分离株,

骨组织)钛合金和不锈钢生物材料被切割成直径为
$%

II

#厚度为
1II

的圆盘形状,骨组织材料采用新

西兰白兔的脊椎骨#用蒸馏水冲洗去除骨髓内容物#

然后在室温用含
%&$]

乙二胺四乙酸$

AWCB

%的
$̂

磷酸盐缓冲液$

;74

%洗涤#

-%]

乙醇和紫外线灭菌处

理后在
W3A3

培养基上进行无菌检查#孵育
1

周以

排除培养基中的任何其他细菌生长,

<&=

!

试剂和仪器
!

血琼脂平板购自重庆庞通公司#

胰蛋白胨大豆肉汤$

C47

%培养基购自英国
Rh"#!

公

司#结晶紫购自美国
4#

Q

IJ

公司#

WYB

)

=YB

提取试

剂盒和琼脂糖购自北京天根生物科技有限公司#

1^

A+CJ

V

3J+DFM3#h

购自北京康为世纪生物科技有限

公司#反转录试剂盒和
4d7=>MFF,3J+DFM3#h

购自

上海东洋纺生物科技有限公司#三通道
XL"OHFLL

购于

美国
<7<4H#F,D#G#H

公司#酶标仪购自美国
3W

公司#

;5=

扩增仪)电泳仪及凝胶成像系统购自美国
7#".

=J!

公司#

#HJB

)

W

)

7

)

5

基因引物&

)

'由美国
<,N#DM".

Q

F,

公司合成,

<&>

!

方法

<&>&<

!

表皮葡萄球菌
#HJ

操纵子的基因检测
!

表皮

葡萄球菌划线接种于血琼脂平板#

'- `

恒温培养过

夜,从平板上挑取一个单菌落于
$%I8C47

培养基

中#

'-`

)

$/%M

"

I#,

振荡培养
102

,细菌
WYB

提取

按照
WYB

提取纯化试剂盒说明书进行,

1%

$

8;5=

反应体系!

1̂ A+CJ

V

3J+DFM3#h$%&%

$

8

#

WYB%&0

$

8

#上)下游引物各
%&'

$

8

#

!!@

1

R(&%
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8

,扩增反

应条件!

(0`

预变性
6I#,

(

(0`

变性
'%+

#

6-`

退

火
'%+

#

-1`

延伸
'%+

#

'%

个循环(最后
-1`

延伸
$%

I#,

,扩增完毕#取
$%

$

8;5=

反应产物电泳#然后用

凝胶成像系统观察结果,

<&>&=

!

表皮葡萄球菌
#HJBW75

操纵子基因表达分

析
!

采用荧光定量
;5=

检测表皮葡萄球菌
#HJBW75

基因表达情况,采用
CM#c"L

试剂提取细菌总
=YB

#

并用紫外分光光度计测定
=YB

浓度,

HWYB

合成按

照反转录试剂盒说明书进行,

;5=

反应体系$

1%

$

8

%!

1̂ 4d7=>MFF,$%&%

$

8

#

HWYB1&%

$

8

#上)下

游引物各
%&'

$

8

#

!!@

1

R-&0

$

8

,扩增条件!首先
(0

`

预变性
6I#,

(

(0`

变性
'%+

#

6-`

退火
'%+

#

-1`

延伸
'%+

#共
0%

个循环,扩增反应完毕后以
$)4

M=YB

作为内参)标准菌株
BC55'6(/0

作为对照进

行分析,所有实验均重复
'

次,

<&>&>

!

表皮葡萄球菌
;<B

水平测定
!

;<B

水平检测

采用苯酚
.

硫酸法&

-

'

,按
$]

接种量将表皮葡萄球菌

过夜培养物转种于
$%%I8C47

培养基中#

'-`

)

$6%

M

"

I#,

条件下振荡培养
/2

,

0`

)

0%%%M

"

I#,

条件

下将菌液离心
$6I#,

并弃掉上清液,用蒸馏水重悬

菌体#加入
'-]

甲醛
'%%

$

8

#

0`

保存
'2

,然后加入

$I"L

"

8 YJR@1%I8

#

0 `

再次保存
'2

,

0 `

)

$1%%%M

"

I#,

离心
1%I#,

#吸除上清液#留取沉淀待

查,首先用标准葡萄糖溶液作为底物制作标准曲线#

然后将待测沉淀稀释后按同样的方法进行显色#酶标

仪
0(%,I

处测定光密度$

*2

%值并根据标准曲线计

算出相应的
;<B

水平,

<&>&?

!

表皮葡萄球菌对不同生物材料的黏附能力分

析
!

采用菌落平板计数法检测表皮葡萄球菌的黏附

能力&

/

'

,取表皮葡萄球菌过夜培养物
$%%

$

8

转种于

$%I8C47

肉汤中#

'-`

)

$/%M

"

I#,

恒温振荡培养

102

,然后将菌液用
C47

培养基调整至
$^$%

-

5X\

"

I8

,将
'

种无菌的生物材料圆盘放入
XL"OHFLL

孔道#每个孔道中加入
1%%

$

8

菌液#共
'

个通道#静

置培养
$2

,上游储液瓶中加入
C47

培养基#使培养

基充满整个流动管#待静置完毕后#启动
XL"OHFLL

蠕

动泵#

0&1I8

"

2

流速#

'-`

培养
02

,培养完毕#取出

生物材料放入无菌的
10

孔板中#加入
$I8;74

轻柔

冲洗
1

次,然后再加入
;74

超声处理
6I#,

#使黏附

的细胞脱落,最后按
$%

倍稀释法将细胞悬浮液稀释

至合适的倍数后#取
$%%

$

8

菌液涂布于
C47

固体培

养基#

'-`

培养
102

后计数,每个样本设置
'

个平

行组#实验重复
'

次,

<&>&G

!

表皮葡萄球菌对不同生物材料的生物膜形成

能力分析
!

取表皮葡萄球菌过夜培养物
$%%

$

8

转种

于
$%I8C47

肉汤中#

'-`

)

$/%M

"

I#,

恒温振荡培

养
102

,然后将菌液用
C47

培养基调整至
$^$%

-

5X\

"

I8

,

XL"OHFLL

每个孔道中加入
1%%

$

8

菌液#

共
'

个通道#静置培养
$2

,上游储液瓶中加入
C47

培养基#使培养基充满整个流动管#待静置完毕后#启

动
XL"OHFLL

蠕动泵#

0&1I8

"

2

流速#

'-`

培养
102

,

培养完毕#取出生物材料放入无菌的
10

孔板中#每孔

加入
$I8;74

轻柔冲洗
1

次后#在通风阴凉处风干,

然后每孔加入
$I8$]

结晶紫溶液进行染色#自来水

冲洗干净后#于通风阴凉处再次风干,最后每孔加入

'%]

冰乙酸
6%%

$

8

进行溶解#取
$%%

$

8

在酶标仪

6(%,I

处测定
*2

值,

<&?

!

统计学处理
!

采用
4;44$-&%

软件对实验数据

进行统计分析#计量资料以
Ha8

表示,表皮葡萄球

菌
#HJB

基因表达与不同生物材料上生物膜形成能力

之间的相关性采用
4

P

FJMIJ,

相关系数分析#以
!

$

%&%6

为差异有统计学意义,

=

!

结
!!

果

=&<

!

表皮葡萄球菌
#HJ

操纵子的基因检测
!
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株表
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4A$)1
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4A$)0
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4A$)6
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4A$))

)

4A$)-

)

4A$)(

)

4A$-$

)

4A$-1

共
$$

株菌株携带
#HJBW750

种基因#其他
)

株扩增结果为阴性,

=&=

!

表皮葡萄球菌
#HJ

操纵子基因表达分析
!

$$

株

#HJ

操纵子基因阳性菌株的基因表达情况如图
$

所

示,所有临床菌株
#HJBW750

种基因均有不同程度

的表达#且其基因表达均高于标准菌株
BC55'6(/0

,

图
$

!!

表皮葡萄球菌
#HJBW75

操纵子基因表达

=&>

!

表皮葡萄球菌
;<B

水平测定
!

#HJ

操纵子基因

阳性菌株
;<B

水平测定结果如图
1

所示,所有临床

菌株
;<B

表达水平均大于标准菌株
BC55'6(/0

#且

#HJ

操纵子基因表达水平高的菌株其
;<B

表达水平也

高#即
;<B

表达水平与
#HJ

操纵子基因表达水平一致,

图
1

!!

表皮葡萄球菌
;<B

水平测定

=&?

!

表皮葡萄球菌对不同生物材料的黏附能力分析

!

表皮葡萄球菌在不同生物材料上的黏附能力见表

$

,结果显示#表皮葡萄球菌菌株对骨组织的黏附能

力最强#对钛合金的黏附能力大于不锈钢金属材料,

此外#

$-

株临床菌株对
'

种生物材料的黏附能力均大

于标准菌株
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表皮葡萄球菌对不同生物材料的生物膜形成能

力分析
!

所有表皮葡萄球菌菌株在骨组织上的生物

膜形成能力最强#且在钛合金上的生物膜形成能力高

于不锈钢,此外#所有临床菌株的生物膜形成能力均

高于标准菌株
BC55'6(/0

#见图
'

,

图
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表皮葡萄球菌在不同生物材料的生物膜形成能力

=&H

!

表皮葡萄球菌
#HJB

基因表达与生物膜形成能

力的相关性分析
!

通过
4

P

FJMIJ,

相关系数分析
#HJB

基因表达与细菌生物膜的相关性#结果显示#

$$

株

#HJB

阳性菌株基因表达与其在不锈钢)钛合金及骨组

织上的生物膜形成之间存在正相关关系$

Mi%&/($
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表皮葡萄球菌是细菌生物膜感染的最常见菌株

之一#是骨科移植物和导管感染中首要病原菌&

(.$%

'

,

生物膜主要由细菌和自身分泌的胞外基质构成#而胞

外基质包括胞外多糖)各种蛋白等&

$$

'

,

;<B

是表皮葡

萄球菌生物膜形成聚集阶段最重要的物质基础&

$1

'

,

表皮葡萄球菌
#HJ

操纵子基因座包括调节基因
#HJ=

及串联存在的
#HJB

)

#HJW

)

#HJ7

和
#HJ50

个基因,

#HJB

)

#HJW

)

#HJ7

)

#HJ5

基因构成一个操纵子#共同完成

;<B

的合成#因此可以通过检测
#HJB

)

#HJW

)

#HJ7

)

#HJ5
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基因来反映
#HJ

操纵子的存在&

$'

'

,本研究分别扩增

#HJB

)

#HJW

)

#HJ7

)

#HJ5

操纵子中的
0

个基因发现该操

纵子无单个基因缺失的情况存在#与国外报道一

致&

$0

'

,有研究表明血液)导管)人工关节分离的表皮

葡萄球菌中
#HJ

操纵子检出率明显高于正常皮肤黏膜

来源的菌株&

$6.$)

'

,本研究中有
$$

株$

-']

%

#HJ

操纵

子表达阳性#高于文献报道的
$)&6]

#

6'&0]

&

$-.$/

'

#

笔者认为这种差异可能是病原菌来源不同导致的#由

于本研究的菌株均来源于骨科生物材料相关感染且

药物治疗失败的患者#该类菌可能具有较强的生物膜

形成能力#因此具有较高的
#HJ

操纵子携带比例,此

外#本研究中并未发现携带
#HJ

操纵子基因但是并不

表达
;<B

的菌株#且
#HJ

操纵子基因表达高的菌株其

;<B

表达水平也较高#表明
#HJ

操纵子基因的转录表

达水平与
;<B

的表达水平密切相关#

#HJ

操纵子基因

通过调节
;<B

表达水平来影响细菌生物膜的形成,

表皮葡萄球菌生物膜形成的调节机制包括
#HJBW75

依赖和非
#HJBW75

依赖两种途径,本研究中
#HJ

操

纵子基因的表达与细菌在
'

种材料上生物膜形成能

力相关#但是并非
#HJB

高表达的菌株就有较强的生

物膜形成能力#提示
#HJ

操纵子在细菌生物膜形成过

程中具有重要作用#但不是惟一因素#可能还有其他

基因及其产物对生物膜形成和
;<B

合成有重要作用,

本研究对临床分离表皮葡萄球菌黏附和生物膜

的观察采用了*流室法+$

XL"OHFLL

%#该方法具有可连

续观察细菌生物膜形成过程的优点#且在流动的液体

培养基的冲刷作用下#因沉积附于生物膜的细菌会被

培养基带走#而避免了浮游菌大量沉积对生物膜形成

的影响#同时避免了细菌沉积生物膜表面导致对生物

膜形成检测结果的影响&

$(

'

,本研究中同组别细菌生

物膜形成差异较小#表明
XL"OHFLL

研究生物膜形成的

方法具有结果稳定可靠的特点#因此在国外应用极其

广泛#但国内配套仪器不足和配套耗材较贵#在国内

研究报道较少,

研究发现与标准菌株
BC55'6(/0

比较#骨科植

入物相关感染表皮葡萄球菌具有较强的黏附和生物

膜形成能力#尤其对骨组织具有较强的黏附和生物膜

形成能力#对钛的黏附和生物膜形成能力均强于不锈

钢#与文献&

1%.1$

'报道一致,骨组织在处理后由于粗

糙并存在小孔#可能是导致表皮葡萄球菌易于黏附的

主要原因,但是在体内由于免疫细胞和免疫分子可

在骨组织中分布#因此体内外的结果可能会有不同#

本研究为临床骨科材料的使用提供了理论依据,
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