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铜绿假单胞菌群体感应犾犪狊犐／狉犺犾犐基因对其生物被膜形成的影响


胡昌俊，李德辉，朱艮苗△

（重庆开县人民医院检验科　４０５４００）

　　摘　要：目的　分析铜绿假单胞菌群体感应系统犾犪狊犐／狉犺犾犐基因对生物被膜形成的影响，探讨群体感应系统对生物被膜形成

的调控机制。方法　采用结晶紫染色法分析铜绿假单胞菌标准株ＰＡＯ１及其群体感应系统犾犪狊犐／狉犺犾犐基因缺陷株ＰＡ２１０（△狉犺

犾犐）、ＰＡ２１４（△犾犪狊犐）及ＰＡ２１６（△犾犪狊犐／狉犺犾犐）生物被膜的形成能力。结果　铜绿假单胞菌标准株ＰＡＯ１能形成成熟的生物被膜，基

因缺陷株ＰＡ２１４（△犾犪狊犐）可形成较薄的生物被膜，而ＰＡ２１０（△狉犺犾犐）及ＰＡ２１６（△犾犪狊犐／狉犺犾犐）则不能形成生物被膜。结论　犾犪狊犐／

狉犺犾犐基因缺陷可影响铜绿假单胞菌生物被膜形成，但狉犺犾犐基因对生物被膜形成的影响更为显著。
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　　 铜绿假单胞菌（ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）是常见的医

院感染条件细菌，其在感染机体中常以生物被膜（ｂｉｏｆｉｌｍ，ＢＦ）

的形式存在［１］。细菌生物被膜是指粘附于黏膜或生物医学材

料表面的细菌及由其分泌的多糖基质包裹形成的被膜状群体，

与液相单个生长的浮游菌相比，该细菌群体对抗菌素表现出高

度的不敏感和较强的免疫逃逸能力。ＰＡ是典型的生物被膜

感染菌，生物被膜的形成是该菌感染难以治愈的重要原因之

一［２］。因而探讨细菌生物被膜的形成及其调控机制，对临床抗

感染具有重要意义。

在对ＰＡ群体感应系统（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）的诸多研究

中，已证实ＱＳ系统对ＰＡ生物被膜形成的调控作用
［３］。本研

究ＰＡＱＳ系统信号分子合成基因犾犪狊犐／狉犺犾犐缺陷株分析其对

生物被膜形成的影响，为进一步阐明ＱＳ系统对生物被膜的调

控机制提供了重要实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验菌株　标准株ＰＡＯ１及ＰＡＯ１的ＱＳ系统犾犪狊犐／狉犺犾犐

基因缺陷株ＰＡ２１０（△狉犺犾犐）、ＰＡ２１４（△犾犪狊犐）及ＰＡ２１６（△犾犪狊犐／

狉犺犾犐）由河北科学院赠送。

１．２　器材与试剂　ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ全波长多功能酶标仪（美

国Ｔｈｅｒｍｏ公司）、ＴＥ２０００倒置荧光显微镜（日本 ＮＩＫＯ）、

ＨＺＱＦ１６０振荡培养箱（哈尔滨东联公司）、６孔组织培养板与

９６孔组织培养板（加拿大ＪＥＴ）、ＬＢ培养基与结晶紫（杭州天

和微生物试剂公司）。

１．３　ＰＡ生物被膜形态学分析　参照文献［４］方法在６孔组

织培养板中放入一块无菌盖玻片，对标准株ＰＡＯ１及ＰＡＯ１

的 ＱＳ系统犾犪狊犐／狉犺犾犐 基因缺陷株 ＰＡ２１０（△狉犺犾犐）、ＰＡ２１４

（△犾犪狊犐）及ＰＡ２１６（△犾犪狊犐／狉犺犾犐）进行生物被膜体外培养。待

生物被膜成熟后，滴加０．１％结晶紫染色，在高倍镜下观察生

物被膜形态。

１．４　ＰＡ生物被膜定量分析　根据文献［４６］方法对生物被膜

进行定量检测。在９６孔无菌组织培养板中对标准株ＰＡＯ１及

ＰＡＯ１的 ＱＳ系统犾犪狊犐／狉犺犾犐 基因缺陷株 ＰＡ２１０（△狉犺犾犐）、

ＰＡ２１４（△犾犪狊犐）及ＰＡ２１６（△犾犪狊犐／狉犺犾犐）进行生物被膜体外培

养，对成熟生物被膜进结晶紫染色，再以９５％乙醇脱色。酶标

仪检测脱色液在５７０ｎｍ波长的吸光值（Ａ５７０）。每个菌做３个

复孔，对照空白不加菌。每个菌的 Ａ５７０值平均值减去对照孔

Ａ５７０值的平均值。Ａ５７０值的高低反映了生物被膜的厚度及成熟

度，即各菌株的生物被膜形成能力。

１．４．１　ＰＡ生物被膜定量培养　本实验根据目的要求进行了

适当改进。具体方法如下：将上述菌株分别接种在ＬＢ液体培

养基中过夜培养；取过夜培养的菌液０．５ｍＬ，用细菌标准比浊

管调节菌液浓度为０．５麦氏单位，分别取１５０μＬ接种于９６孔

无菌组织培养板中，３７℃培养２０ｈ后换液，３７℃再培养２０ｈ

后形成成熟的生物被膜。试验设空白对照，每株重复３孔。

１．４．２　ＰＡ生物被膜定量检测　参照文献［４，７］方法对各菌

株的生物被膜形成能力进行分析。依据各菌株生物被膜形成

的量（即Ａ５７０值）按以下标准将其生物被膜形成能力分为３个

等级：Ａ５７０≤０．３为不具有生物被膜形成能力，以 “－”表示；

０．３＜Ａ５７０≤１．０为生物被膜形成能力弱的，以“＋”表示；

１．０＜Ａ５７０为生物被膜形成能力较强的，以“＋＋”表示。
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２　结　　果

２．１　ＰＡ生物被膜形成能力的形态学分析　各菌株的生物被

膜形态如图１～４。图１为菌株ＰＡＯ１，可见形成完整、成熟生

物被膜；图３为菌株ＰＡ２１４，可见形成发育迟缓、较为松散的生

物被膜；图２、４分别分别为菌株ＰＡ２１０及ＰＡ２１６，可见细菌粘

附或聚集成团，基本不能形成生物被膜。

图１　　菌株ＰＡＯ１生物被膜（放大倍数：１０×６０）

图２　　菌株ＰＡ２１０生物被膜（放大倍数：１０×６０）

图３　　菌株ＰＡ２１４生物被膜（放大倍数：１０×６０）

图４　　菌株ＰＡ２１６生物被膜（放大倍数：１０×６０）

２．２　ＰＡ生物被膜形成能力的定量分析　各菌株的生物被膜

形成能力见表１。所检测的４株ＰＡ中，标准株ＰＡＯ１生物被

膜形成最强为“＋＋”，ＰＡ２１４形成生物被膜能力相对较弱为

“＋”，而ＰＡ２１０及ＰＡ２１６不能形成生物被膜为“－”。

表１　　标准株ＰＡＯ１与基因缺陷株的生物

　　被膜定量分析结果

菌株 Ａ５７０ 生物被膜形成能力

ＰＡＯ１ １．４９ ＋＋

ＰＡ２１０ ０．２１ －

ＰＡ２１４ ０．４３ ＋

ＰＡ２１６ ０．１７ －

３　讨　　论

ＰＡ是典型的生物被膜菌，在弥漫性细支气管炎与囊性纤

维化肺炎中常有ＰＡ生物被膜的形成，随着临床上生物医学材

料的广泛使用，生物被膜相关ＰＡ感染也日益常见。生物被膜

是指粘附于黏膜或生物医学材料表面的细菌及由其分泌的多

糖基质包裹形成的被膜状群体。目前研究表明，ＰＡ生物被膜

的形成过程表现为：细菌浮游状态→粘附于固体表面，形成微

菌落→微菌落之间相互粘连（形成生物被膜的初级结构）→“分

化”为成熟的生物被膜（多糖基质进一步包裹微菌落）［８］。

生物被膜菌与液相单个生长的浮游菌相比，对抗菌素表现

出高度的不敏感和较强的免疫逃逸能力。该群体具有不同于

浮游菌的独特耐药机制与多方面因素有关［９］。一般认为细菌

生物被膜可通过渗透限制机制、营养限制机制及耐药表型机制

导致细菌耐药［１０］，其机制为：（１）生物被膜中多聚糖所构成的

分子屏障和电荷屏障（大多带负电荷）可阻止或延缓某些抗菌

素渗入，这是渗透限制的主要机制。（２）由于生物被膜渗透限

制的存在，营养物质不易通过生物被膜，而使生物被膜内营养

缺乏，使内层细菌生长速度减慢，内层的细菌所处的这种缓慢

生长状态也称饥饿状态，饥饿状态的细菌对抗菌素的敏感性降

低。（３）此外，研究还发现耐药性的形成与某些生物被膜表型

相关基因表达差异有关，这提示生物被膜耐药性的形成可能还

存在耐药表型机制。由于生物被膜与细菌耐药及其他生物学

性状密切相关，因此，研究生物被膜及其调控机制具有重要的

临床意义。

研究已证实 ＱＳ系统在生物被膜形成的过程中发挥了重

要的调控作用。ＰＡ中 ＱＳ系统主要有犾犪狊犐／犾犪狊犚、狉犺犾犐／狉犺犾犚

两个信号系统，犾犪狊犐、狉犺犾犐与犾犪狊犚、狉犺犾犚基因分别编码不同的

信号分子合成酶（合成信号分子）与信号分子受体。其对生物

被膜的调控机制为：细菌ＱＳ系统信号分子随着细菌密度的增

加而分泌增加，当信号分子达到一定阈值时，与信号分子受体

结合并激活相应的信号分子受体，激活的受体再激活生物被膜

相关转录调节子，合成胞外多糖及藻酸盐等产物，使细菌聚集

形成生物被膜［２，９］。

本研究采用平板培养法建立ＰＡ生物被膜的体外模型，部

分模拟了该菌在感染机体的生存环境，并根据文献［４７］资料

使用平板培养－结晶紫染色的方法，分析 ＱＳ系统信号分子基

因犾犪狊犐及狉犺犾犐的缺陷对生物被膜形成能力的影响。结果显

示，ＰＡ生物被膜形成能力的形态学分析及定量分析结果一

致。ＰＡＯ１为ＱＳ系统的标准株，可形成肥厚、分化良好、多聚

糖包裹充实、完整成熟的生物被膜；ＰＡ２１４（△犾犪狊犐）为ＰＡＯ１

的ＱＳ系统ｌａｓＩ基因的缺陷株，形成生物被膜能力较弱，形成

发育迟缓、较为松散、尚处在微菌落相互聚集阶段的不成熟的
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生物被膜；而ＰＡ２１０（△狉犺犾犐）为ＰＡＯ１的ＱＳ系统狉犺犾犐基因的

缺陷株及ＰＡ２１６（△犾犪狊犐／狉犺犾犐）为ＰＡＯ１的 ＱＳ系统犾犪狊犐／狉犺犾犐

基因的缺陷株，菌体只粘附或形成微小菌落，基本上不能形成

生物被膜。结果表明 ＱＳ系统犾犪狊犐／犾犪狊犚、狉犺犾犐／狉犺犾犚两个信号

系统，均参与对生物被膜形成的调控，这与相关文献报道一

致［３］。但本研究首次证实，在ＱＳ系统对生物被膜形成的调控

作用中，狉犺犾犐／狉犺犾犚系统作用更为显著，在狉犺犾犐基因缺陷株中

基本不能形成生物被膜。这为进一步研究 ＱＳ系统对生物被

膜的调控作用与机制提供了重要依据。

研究表明 ＱＳ系统对生物被膜的形成发挥着重要调控作

用，而生物被膜的形成又与细耐菌药的产生密切相关［１０］。因

此干扰ＱＳ系统、抑制生物被膜形成的理论依据已使 ＱＳ系统

成为当今细菌耐药及其相关基因调控研究的重要靶点，这为治

疗ＰＡ感染的药物研制带来了重要启发
［１１］。现已发现许多化

学物质能抑制ＰＡＱＳ系统功能，诸如：大蒜提取物、卤代呋喃

酮、葡萄柚汁均能抑制 ＱＳ系统，阻断细菌生物被膜形成
［１２］。

可见利用ＱＳ系统抑制剂，抑制生物被膜的形成，提高药物敏

感性，可用于临床抗感染治疗及其药物研究；深入研究 ＱＳ系

统基因对生物被膜的调控机制、探索 ＱＳ系统的调控靶点，对

细菌耐药研究及其ＱＳ抑制剂的临床运用意义深远。
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力有较大增加，但都不如２０ｍＷ／ｃｍ２ 组增加显著。辐射３ｄ

后，ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ均有显著性差异（犘＜０．０５），其余时间点

检测结果均无显著性差异。肝功中ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ３项指标

通常用于评价肝的损伤程度，相应指标的升高与肝功能的损伤

成正相关。三者的变化反映出经过长时间的电磁辐射后，小鼠

肝脏受到一定程度的影响。

３　讨　　论

本实验方法采用随机、平行、独立的动物实验方法，系统地

研究了１０ｍＷ／ｃｍ２ 和２０ｍＷ／ｃｍ２ 两个功率密度的电磁辐射

对小鼠外周血象和肝功能的影响［３］。为使实验结果具有良好

的稳定性和可重复性，实验过程中的小鼠共同分笼饲养、辐射，

并采集小鼠尾静脉血进行检测，以排除因感染、疾病、焦虑等因

素对血象和肝功能指标的影响［４］。同时为了排除热效应的干

扰，本实验采用间断暴露的方法，即辐射２０ｍｉｎ间歇５ｍｉｎ，本

次实验共间歇１５ｍｉｎ。再测量小鼠肛温，辐射前后小鼠体温的

升高低于１℃以证实此方法可排除热效应的干扰
［５］。

我们的研究表明，低功率密度的电磁辐射会引起机体血细

胞数量和肝功能指标的变化，低功率密度电磁辐射对小鼠血象

和肝的影响主要表现在白细胞（ＷＢＣ）、红细胞（ＲＢＣ）、血小板

（ＰＬＴ）；丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、

γ谷氨酰转移酶（ＧＧＴ）数量变化。实验结果还表明，在一定功

率密度范围内，低剂量电磁辐射对机体损伤效应与功率密度呈

正相关，该研究中２０ｍＷ／ｃｍ２ 对结果的影响高于１０ｍＷ／

ｃｍ２，提示电磁辐射的强度对人体的伤害呈正相关。这个结果

与国内外的科学研究相类似：长期处于电磁辐射环境下，还可

能会造成儿童白血病、诱发癌症并加速人体的癌细胞增殖，影

响人的生殖系统导致儿童智力残缺，影响人们的心血管系统和

视觉系统［６］。本课题的结果表明了及时低剂量的电磁辐射也

对生物体存在着影响。因此，在电磁辐射的防护中同样应该重

视低剂量电磁辐射的预防。
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