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铁离子对隐形眼镜上铜绿假单胞菌生物膜的影响
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　　摘　要：目的　观察铁离子、乳铁蛋白及其与ＦｅＣｌ３混合溶液对隐形眼镜铜绿假单胞菌生物膜形成的影响。方法　通过静态

生物被膜形成实验，在铜绿假单胞菌生物膜中加入不同浓度的游离铁、乳铁蛋白及其与ＦｅＣｌ３混合溶液条件下，以倍比稀释平板

培养法检测活菌数评价其杀菌活性。再利用扫描电子镜观察正常状态、缺铁环境和部分缺铁环境下铜绿假单胞菌生物膜的微观

形态。结果　乳铁蛋白对铜绿假单胞菌具有杀菌活性，同时抑制生物被膜形成，其作用与浓度成正相关；ＦｅＣｌ３促进铜绿假单胞菌

生长和生物被膜形成；乳铁蛋白与铁结合后其杀菌性减弱，对生物被膜形成的抑制作用减弱。结论　铁离子可以促进隐形眼镜铜

绿假单胞菌生物膜形成，而一定浓度的乳铁蛋白及其与ＦｅＣｌ３混合溶液形成的缺铁状态，可抑制该生物膜的形成。
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　　当今在全球有１．２５～１．４０亿隐形眼镜的佩戴者
［１］，其中，

在全球市场中以使用硅水凝胶镜片为隐形眼镜主要镜片类

型［２］，然而，这些高分子材料的引入也没有解决由其导致的相

关感染和炎症问题，细菌性角膜炎的发病率并没有改变［３４］。

铜绿假单胞菌是佩戴隐形眼镜的患者细菌性角膜炎的主要致

病菌［５］，该菌有附着隐形眼镜并随后形成生物膜（ＢＦ）的能力。

因此，研究预防和延迟铜绿假单胞菌形成生物膜策略显得尤为

重要。本课题旨在研究铁离子、生物铁螯合剂乳铁蛋白及其与

ＦｅＣｌ３混合溶液对隐形眼镜铜绿假单胞菌生物膜形成的影响。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　试验菌株为铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ９０２７），由

中国医学菌种保藏中心提供。

１．２　仪器与试剂　德国Ｓｉｇｍａ１１５ＰＫ小型台式冷冻离心机；

ＷＧＰ３５０型隔水恒温培养箱（上海安亭科学仪器厂）；ＭＤＦ

Ｕ５０Ｖ型低温冰箱（日本Ｓａｎｙｏ公司）；Ｅｌｘ８００酶标仪（美国

ＢｉｏＴｅｋ公司）；岛津 ＵＶＶＩＳ的分光光度计 ＵＶ２６００／２７００

（日本岛津分析仪器公司）；ＴＨＺ３２０台式恒温振荡器（上海沪

粤明科学仪器有限公司）；牛乳铁蛋白（ＢＬＦ）购自Ｓｉｇｍａ公司。

Ｎａ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４（广州化学试剂厂）、胰蛋白胨大豆肉汤培

养基（ＴＳＢ，广东环凯微生物科技有限公司）、ＬＢ液体培养基：

胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ（美国ＢＤ 公司）、ＭＨ 培养基（ＯＸＩＤ）、ＰＴＳＢ

培养基（美国ＢＤ公司）、ＰＢＳ缓冲液，激光扫描共聚焦显微镜

（Ｒａｎｄｉａｎｅｅ２１００，美国ＢｉｏＲａｄ公司）、１２孔细胞培养板（美国

Ｃｏｓｔａｒ公司）、比浊仪（法国ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ公司）。

１．３　方法

１．３．１　铜绿假单胞菌生物膜形成模型的构建　硅水凝胶镜片

经ＰＢＳ冲洗后，放置于每孔含４ｍＬ铜绿假单胞菌菌悬液的１２

孔细胞培养板中３７℃培养２ｈ，当镜片黏附有铜绿假单胞菌

（黏附期）时，取出这些黏附细菌的镜片经ＰＢＳ冲洗后，放置含

１％的ＴＳＢ液体培养基于摇床中１２０ｒ／ｍｉｎ３７℃分别培养０、
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８、１６、２０、２４ｈ。在ＰＢＳ洗下细菌生物膜转移到１．５ｍＬ离心

管中进行定量检测，生物膜经超声波５ｍｉｎ震荡后，用ＰＢＳ连

续稀释接种在 ＭＨ琼脂平板上，３７℃培养２４ｈ计数菌落数。

取出盖玻片，用ＰＢＳ漂洗３次，去除浮游菌和培养基。

１．３．２　生物被膜定量检测　通过检测细菌在 ＰＶＣ培养板表

面生长黏附的能力进行定量。取－８０℃冻存 ＡＴＣＣ９０２７菌

株１００μＬ接种于５ｍＬ新鲜ＬＢ培养基，３７℃震荡培养过夜；

将菌液涂布于ＬＢ平板上，３７℃孵育约２０ｈ，挑单克隆接种于

新鲜ＬＢ培养基，３７℃震荡培养过夜，然后用新鲜ＬＢ培养基

洗涤、悬浮至 ＯＤ６００为０．０５，继续培养至对数生长期，用新鲜

ＬＢ培养基稀释至ＯＤ６００为０．０５。等份的９５μＬ细菌悬液被加

入９６孔ＰＶＣ板，再加入５μＬＢＬＦ、ＦｅＣｌ３或ＢＬＦ＋ＦｅＣｌ３，ＢＬＦ

和ＦｅＣｌ３ 终浓度为０、５、１０、１５、２０、２５、３０μｍｏｌ／Ｌ。３７℃孵育

２４ｈ。每孔２００μＬ无菌纯水洗涤３次去除浮游细菌，静置风

干。每孔加入１５０μＬ０．１％（ｗｔ／ｖｏｌ）结晶紫在室温静置

１５ｍｉｎ，然后用无菌纯水漂洗３次去除剩余结晶紫。每孔加入

２００μＬ９５％乙醇洗脱生物被膜上的结晶紫，静置１５ｍｉｎ。酶

标仪检测ＯＤ５９０。以酒精做空白对照，以去除背景干扰。

１．３．３　活菌检测　检测牛乳铁蛋白（ＢＬＦ）的杀菌活性，取－

８０℃冻存ＡＴＣＣ９０２７菌株１００μＬ接种于５ｍＬ新鲜ＬＢ培养

基，３７℃震荡培养过夜；将菌液涂布于ＬＢ平板上，３７℃孵育

约２０ｈ，挑单克隆接种于新鲜ＬＢ培养基，３７℃震荡培养过夜，

然后用新鲜ＬＢ培养基洗涤、悬浮至ＯＤ６００为０．０５，继续培养至

对数生长期，用新鲜ＬＢ培养基稀释至ＯＤ６００为０．０５。在９６孔

Ｕ型底ＰＶＣ培养板，加入以１ｍｍｏｌ／Ｌ钾磷酸盐缓冲液（ＰＰＢ，

ｐＨ值７．０）以２倍倍比稀释的ＢＬＦ、ＦｅＣｌ３、ＢＬＦ＋ＦｅＣｌ３溶液

５０μＬ，ＢＬＦ浓度从１２８μｍｏｌ／Ｌ开始直至０．５μｍｏｌ／Ｌ，ＦｅＣｌ３

浓度与ＢＬＦ的相同，加入到每一孔，每浓度３孔。在每孔中加

入５０μＬＡＴＣＣ９０２７细菌悬液，在３７℃孵育１ｈ。以ＰＢＳ倍比

稀释细菌悬液，接种于血液琼脂平板，３７℃孵育２４ｈ，计数平板

菌落数。以加ＰＰＢ溶液组为对照组，计算活菌数的百分比。

１．３．４　不同浓度ＦｅＣｌ３ 及其与乳铁蛋白混合液对生物膜的影

响　将上述生物膜形成模型建立的 ＴＳＢ液体培养基中加入

５～３０μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３，再分别加入相应浓度生物铁螯合剂乳铁

蛋白（缺铁环境），ＦｅＣｌ３＋乳铁蛋白混合液（部分缺铁环境），在

３７℃摇床中培养２４ｈ，定量检测生物膜上菌落数，评价正常状

态、缺铁环境和部分缺铁环境下铜绿假单胞菌生物膜生长

情况。

１．３．５　形态学观察　扫描电镜观察正常状态、缺铁环境和部

分缺铁环境下铜绿假单胞菌生物膜的微观形态。激光共聚焦

扫描显微镜（ＣＳＬＭ）观察隐形眼镜上的铜绿假单胞菌生物膜。

将生长有铜绿假单胞菌生物膜的隐形眼镜转移到含荧光染色

剂的１２孔细胞培养板中，在与染料孵化后，放置在一个３５ｍｍ

直径的玻璃培养皿中，在激光共聚焦扫描显微镜下观察。每个

生物膜标本逐层扫描，通过随机附带的专业软件处理，得到生

物膜的断层扫描图像。

１．４　统计学处理　所有试验每次均做３份重复，在不同时间

重复试验３次，统计学方法所涉及的计量数据，以狓±狊表示，

组间差异比较采用狋检验；多组间比较采用方差分析，使用

ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１８．０软件统计学处理实验数据。以犘＜０．０５

为差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同时间铜绿假单胞菌黏附结果　硅水凝胶镜片上的铜

绿假单胞菌在ＴＳＢ液体培养基中分别培养０、８、１６、２０、２４ｈ

后，黏附菌数分别为（９．２０±０．７５）、（３１．０±６．４）、（１７３±１５）、

（１７４±２１）、（１７２±３２）×１０３ｃｆｕ／ｐｉｅｃｅ。硅水凝胶镜片上的铜

绿假单胞菌在ＴＳＢ液体培养基中培养２０ｈ后细菌的黏附数

量最多，培养２０～２４ｈ细菌的黏附数量基本稳定。

２．２　加入不同浓度 ＢＬＦ、ＦｅＣｌ３ 及其混合液对铜绿假单胞菌

杀菌活性的影响　ＢＬＦ具有杀菌活性，且其杀菌活性与浓度

呈正相关。低浓度游离铁离子的作用可以增强细菌活性，使生

物膜细菌的黏附量增加，３２μｍｏｌ／Ｌ铁离子的作用最明显，细

菌活性为（１６９．４±３．９）％，游离铁离子浓度超过６４μｍｏｌ／Ｌ

后，反而抑制细菌的黏附和生物膜形成，显示高浓度ＦｅＣｌ３将

对铜绿假单胞菌的生长产生毒性作用。将 ＢＬＦ 和 ＦｅＣｌ３按

１∶１比例混合，形成铁饱和ＢＬＦ混合液，则其抑菌活性减弱，

终浓度从０．５０μｍｏｌ／Ｌ上升到１２８．００μｍｏｌ／Ｌ时，活菌数从

（９２．６±０．８６）％下降到（４２．８±０．５３）％，显示铁饱和ＢＬＦ依

然具有抑菌活性。见表１。

表１　　不同浓度ＢＬＦ、ＦｅＣｌ３及其混合液对铜绿假

　　　单胞菌杀菌活性的影响（％）

浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
ＢＬＦ（缺铁） ＦｅＣｌ３

ＢＬＦ＋ＦｅＣｌ３

（部分缺铁）

０．５０ ８９．０±０．９８ １１３．６±１．８ ９２．６±０．８６

１．００ ８３．１±１．４３ １２２．６±２．５ ８７．９±０．７８

２．００ ７６．９±０．９６ １３１．５±２．８ ８０．３±０．８５

４．００ ５９．８±１．２３ １３９．９±３．１ ７６．５±０．７９

８．００ ５２．２±２．２１ １４６．７±３．８ ６８．４±１．０３

１６．００ ４５．６±１．５０ １５７．４±３．２ ６３．２±０．８９

３２．００ ２８．６±１．２１ １６９．４±３．９ ５９．２±１．０２

６４．００ １６．３±１．４３ １５３．８±３．１ ５６．３±１．３２

１２８．００ ５．７±１．１２ １４０．８±２．９ ４２．８±０．５３

２．３　不同浓度ＢＬＦ、ＦｅＣｌ３ 及其混合液对生物被膜形成的影

响　ＢＬＦ（缺铁）可以显著抑制生物被膜形成，铜绿假单胞菌生

物膜菌数明显下降低；ＦｅＣｌ３ 可以促进生物膜形成（犘＜０．０１），

其作用与浓度呈正相关；ＢＬＦ＋ＦｅＣｌ３（部分缺铁）仍然可以促

进生物被膜形成，其作用与浓度呈正相关。缺铁环境下加入游

离铁形成部分缺铁环境后，生物膜菌数较缺铁环境下显著增

加，见表２。

表２　　不同浓度ＢＬＦ、ＦｅＣｌ３及其混合液对

　　生物膜形成的影响（狀）

浓 度 （μｍｏｌ／

Ｌ）
ＢＬＦ（缺铁） ＦｅＣｌ３

ＢＬＦ＋ＦｅＣｌ３

（部分缺铁）

０ １．３６±０．０５ １．３６±０．０５ １．３６±０．０５

５ １．１２±０．０３ １．８４±０．０７ １．５９±０．０４

１０ ０．９４±０．０４ ２．５５±０．０８ ２．０２±０．０６

１５ ０．８３±０．０４ ２．９７±０．０９ ２．２６±０．０５

２０ ０．７６±０．０５ ３．２３±０．１２ ２．５２±０．０８

２５ ０．６５±０．０４ ３．７６±０．１５ ３．０３±０．１２

３０ ０．５１±０．０３ ４．５２±０．２３ ３．３６±０．１５

２．４　扫描电镜观察正常状态、缺铁环境和部分缺铁环境下铜

绿假单胞菌生物膜的微观形态　正常状态可见铜绿假单胞菌

呈球杆状，聚集成团，为浓厚的黏液样物质紧密包绕，生物膜形
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态完整。在ＢＬＦ造成的缺铁状态下，铜绿假单胞菌只能形成

散在小菌团；且在缺铁条件下加入少量铁离子后仍存在散在单

个菌落，但菌团数量明显增加，见图１。在乳铁蛋白造成的缺

铁环境下，形成的菌团小且稀疏，仅有单个菌体附在硅胶膜表

面，连菌团也未能形成，见图１Ｂ。

　　Ａ：正常环境；Ｂ：缺铁环境（加入０．５μｍｏｌ／Ｌ乳铁蛋白）；Ｃ：部分缺

铁环境（０．５μｍｏｌ／Ｌ乳铁蛋白＋０．５μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３）。

图１　　不同铁离子浓度下铜绿假单胞菌生物膜的

微观形态（×３５００）

２．５　激光共聚焦扫描显微镜（ＣＳＬＭ）观察铁离子对铜绿假单

胞菌生物膜形成的影响　ＣＳＬＭ三维成像结果（图２）显示，经

过２４ｈ培养后，正常环境中铜绿假单胞菌形成多数大块状隆

起（存活的细菌发出的绿色荧光），为成熟的被膜形态（图２Ａ）；

铜绿假单胞菌在铁离子浓度回升（部分缺铁）时，显示出被膜形

成增多的趋势（图２Ｂ）；在乳铁蛋白造成的缺铁环境下，菌落数

量急剧减少，几乎呈点状分布（图２Ｃ）。

　　Ａ：正常环境；Ｂ：部分缺铁环境（０．５μｍｏｌ／Ｌ乳铁蛋白＋０．５μｍｏｌ／

ＬＦｅＣｌ３）；Ｃ：缺铁环境（加入０．５μｍｏｌ／Ｌ乳铁蛋白）。

图２　　ＣＳＬＭ观察不同铁离子浓度下铜绿假单胞菌

生物膜的微观形态

３　讨　　论

乳铁蛋白（ＬＦ）主要存在于人和多数哺乳动物乳汁之中，

能可逆性地结合铁，在体内可转运铁，又称“乳转铁蛋白”。ＬＦ

可以夺走细菌生长所需的铁质而抑制细菌的生长，或破坏细菌

细胞膜而具杀死细菌的效果。ＬＦ且可提升免疫力，抑制病毒

所引起的感染。牛乳铁蛋白（ＢＬＦ）可以与细菌竞争铁离子，进

而抑制细菌的生长。铜绿假单胞菌是院内感染最常见的病原

体，是医院获得性肺炎、呼吸机相关肺炎、医院获得性泌尿道感

染、外科创伤感染，烧伤性感染和血液感染的主要病原体［６］。

ＢＬＦ不仅可以抑制ＰＡＥ生长，还可以抑制生物膜的形成
［７］。

目前认为，乳铁蛋白的抑菌作用主要有铁剥夺、膜渗透和

酶抑制３种机制。乳铁蛋白可以与病原性微生物竞争性地结

合Ｆｅ３＋，造成微生物生长的缺铁环境，使病原性微生物失去赖

以生存的Ｆｅ３＋，从而导致病原微生物的死亡
［８］。

本研究发现，铜绿假单胞菌在 ＴＳＢ液体培养基中培养

２０ｈ后细菌的黏附数量最多，培养２０～２４ｈ细菌的黏附数量

基本稳定。这与谢红梅等［９］报道，固定其他条件不变，培养８、

２４、７２ｈ的生物膜内活菌数与培养时间呈正相关略有不同。

ＢＬＦ对铜绿假单胞菌具有杀菌活性，能显著抑制铜绿假单胞

菌的生长。ＢＬＦ的浓度从０．５μｍｏｌ／Ｌ上升到１２８．００μｍｏｌ／Ｌ

时，活菌数从（８９．０±０．９８）％下降到（５．７０±１．１２）％，显示其

抑菌作用与浓度呈正相关。姚望等［１０］报道，乳铁蛋白对牙龈

卟啉单胞菌的 ＭＩＣ为５ｇ／Ｌ，对牙龈卟啉单胞菌生长的抑制作

用随着其浓度的增加而增强。研究表明，乳铁蛋白能防止铜绿

假单胞菌形成生物被膜，而铁饱和的乳铁蛋白却不能防止铜绿

假单胞菌形成生物被膜，说明乳铁蛋白抗生物被膜的形成能力

与其铁结合能力有关［１１］。

低浓度游离铁离子的作用可以增强细菌活性，使生物膜细

菌的黏附量增加，３２μｍｏｌ／Ｌ铁离子的作用最明显，细菌活性

为（１６９．４±３．９）％，游离铁离子浓度超过６４μｍｏｌ／Ｌ后，反而

抑制细菌的黏附和生物膜形成，显示高浓度ＦｅＣｌ３将对铜绿假

单胞菌的生长产生毒性作用。本研究将ＢＬＦ与Ｆｅ３＋按１∶１

的比例混合，形成铁和ＢＬＦ混合液，其对铜绿假单胞菌的抑制

作用虽然弱于 ＢＬＦ，但是也随着浓度升高而增强。Ｆｅ３＋ 使

ＢＬＦ对生物膜的抑制作用减弱，显示ＢＬＦ对生物膜的抑制作

用至少部分与其螯合Ｆｅ３＋特性有关。许多细菌和真菌都通过

分泌高亲和力螯合剂，特异结合Ｆｅ３＋，称为铁载体
［１２］。ＰＡＥ

ＰＡＯ１菌株合成２种铁载体：一个是绿脓杆菌螯铁蛋白（Ｐｃｈ），

是一种噻唑啉衍生物，它与 Ｆｅ３＋ 螯合的稳定常数仅仅１０５

ｍｏｌ－１；另一个是荧光素（Ｐｖｄ），是一种分子更加复杂的２，３二

氨基６，７羟基喹啉衍生物，由一个荧光发色团和包涵稀有氨

基酸δＮ羟基鸟氨酸的２个残基的辛肽组成，它与Ｆｅ３＋螯合

的稳定常数高达１０３２ｍｏｌ－１。其中，Ｐｖｄ在从转铁蛋白中夺

取铁的能力强于Ｐｃｈ。

研究发现铁离子在铜绿假单胞菌生物膜的形成过程中起

到至关重要的作用，低浓度游离铁离子的作用可以增强细菌的

黏附量，以３２μｍｏｌ／Ｌ铁离子的作用最明显。铁饱和ＢＬＦ依

然具有抑制作用，可能与 Ｐｖｄ对 Ｆｅ３＋ 螯合的稳定常数大于

ＢＬＦ有关，Ｐｖｄ可以竞争性夺获与ＢＬＦ螯合的Ｆｅ３＋，因此，铁

饱和ＢＬＦ可能作为铜绿假单胞菌的铁源，从而使ＢＬＦ的作用

减弱。乳铁蛋白可阻止铜绿假单胞菌生物膜的形成，加入

０．５μｍｏｌ／Ｌ乳铁蛋白后可明显抑制铜绿假单胞菌生物膜的生

长。此外，群体感应（ＱＳ）是一种细菌细胞间信息传递机制，即

细菌通过合成、分泌自诱导分子（ＡＩ）作为信号分子，当 ＡＩ浓

度随着细菌群体密度达到一定阈值时，启动特异性基因表达。

目前已知ＱＳ能够调控细菌的多种重要功能（下转第１３５６页）

·３５３１·国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１



三者血浆 Ｈｃｙ水平均与健康对照组（１１．３２±６．０５）μｍｏｌ／Ｌ之

间差异均有统计学意义（犘＜０．０５），这与目前报道一致
［９］，发

现血 Ｈｃｙ水平升高在ＡＣＳ的发生中起着重要的作用，ＡＣＳ患

者的 Ｈｃｙ水平明显高于健康人，因此，Ｈｃｙ升高可作为 ＡＣＳ

的一个预测指标。但是血浆 Ｈｃｙ水平在各危险分层之间均无

统计学意义（犘＞０．０５），其水平并没有随着疾病严重程度的增

加而升高，反而呈现减低的趋势。近期有研究显示［１０］，血浆

Ｈｃｙ水平的检测结果受多种因素的影响，有主观因素，如患者

的遗传缺陷、营养状态、体质、年龄、性别、生活方式等；客观因

素也可能影响 Ｈｃｙ水平，如体位、温度以及保存的环境等，由

于ＡＣＳ患者入院时多为急诊采血，故在血浆 Ｈｃｙ检测过程中

存在多种可能的影响因素，对检测结果造成了一定程度的影

响。还有研究结果显示，约有３０％的ＡＣＳ患者血浆 Ｈｃｙ水平

会升高，该指标只能作为冠心病的危险因素，其升高仅可以增

加患ＡＣＳ的危险性
［１１］。目前有关血浆 Ｈｃｙ水平在ＡＣＳ危险

分层中的研究尚无报道，因此，血浆 Ｈｃｙ水平现阶段只可作为

ＡＣＳ的一个独立的危险因素，对 ＡＣＳ患者的疾病严重程度的

评估暂无临床应用价值，需进一步探讨。

综上所述，Ｈｃｙ和ｈｓＣＲＰ的检测在 ＡＣＳ的早期诊断中

均具有一定参考意义，血浆ｈｓＣＲＰ水平可以提示患者疾病的

危险程度，有利于临床医师及时对高危患者进行重点监护和及

时治疗；Ｈｃｙ在ＡＣＳ患者危险分层中的临床应用仍需进一步

深入研究。
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如生物发光、生物膜形成、致病因子的产生等［１３］。ＰＡＥ生物膜

形成和ＡｍｐＣ基因诱导表达可能与ｌａｓＱＳ系统发挥的直接或

间接调控作用有关［１４］。

总之，本研究发现Ｆｅ３＋是铜绿假单胞菌重要的营养元素，

Ｆｅ３＋的缺乏将严重影响铜绿假单胞菌的生长和生物膜的形成。

ＢＬＦ对铜绿假单胞菌具有杀菌作用，其作用部分与其螯合

Ｆｅ３＋的特性有关。通过研究游离铁及ＢＬＦ对铜绿假单胞菌生

物膜形成的影响，探索预防生物膜形成的方法，可为减灭已经

形成生物膜的病原体及相关疾病的治疗提供新策略。
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