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在发达国家#慢性难愈合伤口感染在人群的发生率约为

"c

!

#c

)

"

*

$大量文献报道认为#慢性难愈合伤口感染与细菌

生物膜!

.L-@EP<LG.<?F<GI

#

11V

"的形成相关)

#/&

*

$黏附于组织表

面的
11V

#由约占
"

&

&

的微菌落和占
#

&

&

的细菌分泌的水化聚

合基质组成$存在于慢性伤口生物膜中的细菌可抵抗吞噬细

胞的吞噬作用及抗生素的杀灭作用)

7

*

$为阐明细菌生物膜与

慢性难愈合伤口之间的相互关系#许多诊断技术!如光镜检查

技术%电子显微镜技术%荧光显微镜技术"及靶细胞放大扩增的

分子生物学技术!如
*2O

"被广泛地应用于检测生物膜中的细

菌$这些方法往往存在一定的缺陷#且不能显示细菌在生物膜

中的立体分布情况$肽核酸!

J

E

J

@<BE>A-GE<-L-<B

#

*W+

"探针

荧光原位杂交技术具有良好的杂交特异性和杂交动力特性#在

检测鉴定细菌的同时维持细菌固有的形态)

(

*

$配合共聚焦显

微镜!

-?>F?-LGGL=EP=-L><>

R

I<-P?=-?

JC

#

2H),

"的使用#

*W+

VK)Z

技术能检测和鉴定慢性伤口生物膜中的细菌种类及立

体分布情况#具有较传统微生物检验技术无法比拟的优势)

:

*

$

A

!

*W+

荧光原位杂交的原理

肽核酸具有类似于肽链的骨架结构并携带有碱基#

*W+

分子主链的骨架是由重复氮!

#/

氨基乙基"甘氨酸通过酰胺键

连接组成#核酸碱基是通过亚甲基羰基连接在碳原子上#它能

与
3W+

和
OW+

特异性地结合从而可制备
*W+

探针$

*W+

探针不带电荷#具有极好的生物稳定性#这有助于提高其特异

性%亲和力及活动性)

%

*

$

*W+

探针比
3W+

探针有更高的疏水

性#使其较易穿透疏水性的细胞壁而进入靶细胞的内部$

*W+

探针的靶序列为细菌
":)POW+

序列或真菌的
"9)

POW+

序列#生长中的细菌或真菌细胞内部含有高丰度的核糖

体
OW+

靶序列#其靶序列中含高度保守的具有种属特异性的

3W+

序列#是
*W+

探针理想检测对象$典型的
*W+

荧光原

位杂交通常包括
&

个步骤(固定%杂交和洗涤$杂交结果以荧

光显微镜观察#整个分析过程可在
"$(

!

#$(D

内完成$

*W+

探针可在低盐浓度下进行杂交#可大大提高细菌检测的效率和

灵敏度$

*W+

探针荧光原位杂交技术操作简单#类似于革兰

染色或抗酸染色技术#故也被称之为快速诊断感染性疾病的智

能染色技术)

9

*

$

B

!

细菌生物膜形成与慢性伤口感染不愈的关系

11V

是
"

种附着于无活力的或活组织表面的%由其自身产

生的聚合基质包裹的有结构的菌细胞群体$其基本结构由蘑

菇样或柱样亚单位组成#亚单位可分为根部%茎部%头部三部

分#每个亚单位的骨架为胞外多糖或多糖纤维蛋白复合体纠缠

在一起形成的实心细条#交错成网状#这种特殊结构稳定且不

易破坏#使
11V

的生存能力提高)

8

*

$慢性伤口难愈合是人们

一直在探索的问题$最近#有关
11V

在慢性伤口形成中的作

用引起了人们较大的兴趣#并认为
11V

可能是伤口难愈合的
"

个新机制$慢性伤口感染久治难愈或不愈#可能与以下因素有

关(!

"

"生物膜内的细菌对抗生素不敏感#具有极强的耐药性'

!

#

"生物膜内的浮游菌脱落后#造成感染的反复发作'!

&

"生物

膜产生的胞外多糖成分+++藻酸盐#是
"

种抗原性极强的成

分#可刺激机体的免疫系统产生变态反应而致伤口损伤#而这

些抗体却不能渗透进入生物膜)

"'

*

$

C

!

*W+

探针荧光原位杂交技术的检测与鉴定

人们认识到#传统的培养检测法不能很好地检测慢性伤口

生物膜中细菌#于是建立了一些分子生物学方法用于慢性伤口

生物膜中细菌的检测鉴定)

""

*

$

VLUG<

等)

"#

*采集了
##

例伤口慢

性感染且疑似铜绿假单胞菌定植的患者标本#培养法检出的结

果多是金黄色葡萄球菌#少量为铜绿假单胞菌$而
*W+

探针

荧光原位杂交法检出的结果多为铜绿假单胞菌#少量为金黄色

葡萄球菌#且可显示其在组织标本中的分布$这两种方法检出

结果的差异#是由于慢性伤口感染中的细菌形成了生物膜#细

菌不以浮游状态而是以微菌落存在#常规的培养方法难以检

出$两种方法的结果差异说明了传统培养法与
*W+

探针荧

光原位杂交法检测结果无很好的相关性#需尽快建立
"

种适宜

于检测慢性伤口生物膜中细菌的新方法$

,LG<-

等)

"&

*联合采

用
*W+VK)Z

和
2H),

探讨慢性伤口生物膜中细菌种类及立

体分布情况$

2H),

提高了分辨率#显著改变了视野的深度和

广度#并且
2H),

所观察的标本无需脱水等特殊的处理#最大

程度地保持了观察对象的完整性#从而使结果更接近真实情

况)

"7

*

$研究发现#慢性伤口生物膜中细菌的常见种类为铜绿

假单胞菌%金黄色葡萄球菌%链球菌及微球菌等$

*W+

探针经

验证明其特异性良好#实验发现铜绿假单胞菌是慢性伤口生物

膜中的优势病原菌#这与
VLUG<

等)

"#

*的报道一致$

2H),

清楚

地显示了细菌在慢性伤口生物膜中的空间分布情况$这些结

果说明
*W+VK)Z

技术是检测慢性伤口生物膜中的细菌载量

和立体分布情况的有力工具$

过去
#'

多年来#分子生物学技术的广泛应用使得人们可

从临床标本中直接检测细菌$但大多数分子生物学方法!如

*2O

"需首先提取
3W+

或
OW+

#这无疑会破坏细菌的形态及

细菌在标本中分布的立体结构$

3W+

探针荧光原位杂交法对

于革兰染色阳性球菌#杂交前也需对细菌用溶菌酶等对细胞壁

进行处理#便于
3W+

探针穿透坚韧的细菌细胞壁$但对于结

构更短的
*W+

探针而言#通常情况下是无需对细胞壁预处理

的$具体应用到慢性伤口生物膜中的细菌检测时#因生物膜较

厚的黏性胞外基质将细菌包裹#使
*W+

探针的穿透作用减

弱#杂交前依然还需使用酶处理以提高杂交效果$

D

!

*W+VK)Z

技术快速检测对患者管理的影响

生物膜大大提高了细菌的致病力#它可抵抗来自机体免疫

力的杀灭作用和抗生素的攻击$了解慢性伤口生物膜中细菌

种类%分布和数量是对慢性伤口进行管理的基本信息$据报

道#在临床治疗和细菌检验中应区分有无细菌生物膜生长#对

,

(9

,

国际检验医学杂志
#'""

年
"

月第
&#

卷第
"

期
!

K>@_HL.,EB

!
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C

#'""

!

?̀G$&#

!

W?$"



有生物膜生长的细菌应联合使用抗生素#因感染了细菌并形成

生物膜的组织即使扩大抗生素剂量多倍也难以治愈)

"(

*

$在传

统检测方法力所不及的情况下#

*W+VK)Z

技术可弥补其不

足$联合采用
*W+VK)Z

和
2H),

无论对理论研究还是常规

微生物检测#均是
"

种大有潜力的诊断工具$这种工具可用于

快速检测慢性伤口生物膜中细菌#也可用于评价慢性伤口抗生

素治疗后的效果评估$

G

!

存在的问题与展望

长期以来#大量的研究放在浮游细菌上#却忽视了作为细

胞群体存在的细菌生物膜研究$显然#以浮游细菌为检测对象

建立起来的实验室检测方法已无法满足检测慢性伤口生物膜

中细菌的需要$

*W+VK)Z

技术作为
"

种准确%快速的检测技

术#对实验室的设置条件要求不高$商品化的试剂盒可从公司

购买!

D@@

J

(&&

QQQ$LBNL>Bh$-?I

"$若自行设计探针#也可从

专业公司订购!

D@@

J

(&&

QQQ$

J

L>L

R

E>E$-?I

"$相对于
3W+

探

针#

*W+

探针的文献报道和数据库还不多#

*W+VK)Z

技术真

正应用于临床还需一段时间$而且#

*W+VK)Z

技术不能检测

细菌的耐药基因$如今#美国
+BNL>3h

公司虽已推出了直接

从标本中检测
IE-+

基因和
NL>+

&

1

等其他耐药基因的试剂

盒#但这些试剂盒还仅限于阳性血培养中细菌的快速鉴定与耐

药基因检测)

":/"%

*

$在不久的将来#随着
*W+

探针荧光原位杂

交技术的普及和更多探针的设计#

*W+VK)Z

技术必将成为慢

性伤口生物膜中细菌研究和检测的利器$
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