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第一次提出了生物膜的概念 #指出,生

物膜是生长于细菌表面非常细的外聚合物纤维-+时至今日#

人们对生物膜的研究取得了新的进展和认识#新的定义指出生

物膜是微生物群落为了自我保护而产生的一种附着于组织表

面(由其自身产生的细胞外基质%

V0)

'包裹的细胞菌群的一

种形态+自然界中微生物主要是以生物膜的形式存在#

-%,

"

$
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"(!-

年
%

月第
#+

卷第
!(

期
!

R8AS1;B)?D

!

);

=

"(!-

!

T:<&#+

!

U:&!(



'(,

的人类感染性疾病与生物膜相关)

"

*

+临床上生物膜广泛

存在于各种介入性医学材料表面#诸如支架(分流器(气管内插

管(起搏器(其他植入物等+调查显示
-(,

的
R0c

患者患有的

生物膜相关感染均由使用导管引起)

#

*

#其中白假丝酵母菌是导

管相关感染的第三大原因#占总感染率的第
"

位#病死率的第

!

位)

$

*

+因此#对白假丝酵母菌生物膜的形成及其相关基因(

耐药机制以及预防与治疗的研究非常重要+

A

!

白假丝酵母菌生物膜的形成及其相关基因

A&A

!

白假丝酵母菌生物膜在体外形成的
$

个阶段
!

白假丝酵

母菌生物膜在体外形成大致可以分为
$

个阶段!%

!

'以酵母细

胞形式黏附于各种介质表面&%

"

'酵母细胞沿介质表面生长增

殖形成一层基底层细胞&%

#

'酵母细胞转变为菌丝相#大量菌丝

的生长伴随着细胞外基质%

V0)

'的产生#逐渐形成成熟的生

物膜&%

$

'脱落的酵母细胞作为种子传播#形成新的生物膜+

V0)

作为生物膜重要的组成部分#为细胞的聚集和黏附提供

一个支架并维持生物膜的结构#同时也是细胞吸收水分和营养

的必经通道+组成
V0)

的主要大分子物质有!

%%,

的蛋白

质(

"%,

的碳水化合物(

!%,

的脂质和
%,

的核酸+其中碳水

化合物主要包含
#

种多糖!%

!

#

-

'

3

甘露聚糖占
'+,

(%

!

#

-

'

3

葡

聚糖约
!#,

(而%

!

#

#

'

3

葡聚糖只占很小一部分#脂质中中性甘

油糖脂占
'4&!,

(极性甘油糖脂
!(&$,

(鞘脂类
(&%,

)

-

*

+

体外研究表明#影响白假丝酵母菌生物膜形成常见的因素

有%

!

'血清(温度(

K

P

值(

0]

"

的影响!加入血清和升高温度

%

#+f

'可以促进其菌丝的生长&当环境
K

P

%

-&%

时可发生酵

母相到菌丝相的转变&

%,

的
0]

"

对菌丝生长也有促进作

用)

+

*

+%

"

'培养基的影响!比较
[N)R3!-$(

培养基和
_UX

%无

氨基酵母氮源'培养基对白假丝酵母菌生物膜形成的影响#发

现生物膜在
[N)R3!-$(

中生长较厚#而在
_UX

中仅表现为粘

连#不能形成多层结构的生物膜)

'

*

+%

#

'氨基酸代谢!脯氨酸和

蛋氨酸与
/

耦联蛋白受体
/N[!

结合激活
C9)N3NF9

途径#

促进其由酵母相向菌丝相转变)

4

*

+%

$

'附着层材料的影响!

P;L7?E

等)

!(

*比较不同导管材料对白假丝酵母菌生物膜形成

的影响发现#乳胶和硅酮弹性体相比聚氯乙烯%

NT0

'上形成的

生物膜略有增加#而在聚氨酯和
!((,

的硅胶上形成的生物膜

显著下降#即使是同一种材料不同厂家也会有差别+%

%

'群体

感应系统也会影响生物膜的形成!法尼醇是真核细胞中发现的

第一个群体感应分子#它可以抑制白假丝酵母菌由酵母相向菌

丝相转变#但法尼醇的存在会影响
.

细胞的增殖#造成真菌的

细胞免疫逃逸)

!!

*

#因此法尼醇对机体的作用具有两重性+

A&B

!

白假丝酵母菌生物膜形成相关基因
!

白假丝酵母菌为双

相菌#正常情况下一般为酵母相#致病时转化为菌丝相+其生

物膜形成最重要的毒力因子就是黏附宿主细胞和菌丝的形成+

在黏附宿主细胞的过程中不同时间段表达的黏附因子不同#诱

导早期生物膜形成的黏附因子有
91*!

(

91*"

(

91*#

(

91*$

(

V9N!

(

)*X"

(

N/9-

(

*R)!

(

][\!4&"$$4

和
][\!4&%!"-

#其

中
N/9-

(

][\!4&%!"-

(

91*$

(

91*"

(

*R)!

(

V9N!

和
91*!

与

浮游菌相比表达增加#说明细胞的黏附需要这
+

个基因)

!"

*

+

在菌丝形成的过程中#

c)V-

起到了重要作用#它可以增加白

假丝酵母菌菌丝的生长#促进其生物膜的形成)

!#

*

+

还有一些基因不是直接控制细胞形态变化#而是控制一组

目标基因间接的执行特定的功能+该类型的基因目前发现的

主要有
-

个#分别是
X0[!

(

V\/!

(

U2.'(

(

[]X!

(

.V0!

(

X[/!

+其中每个基因对其他
%

个基因都有控制作用#形成一

个巨大的网状结构#并间接控制了大约
!(((

个基因)

!$

*

+研究

表明#

X0[!

通过调控
91*#

的过表达从而促进生物膜在体

外(体内的形成+在体外#若
X0[!

"

X0[!

突变则无法形成生

物膜#但人为增加
91*#

表达依然可以形成生物膜&若
91*#

"

91*#

突变则不能形成生物膜+而在体内#这种单纯的调控略

有不同#体内存在代偿途径#若
X0[!

"

X0[!

突变#不能使

91*#

过表达#但会有
91*!

(

V0V!

(

PZN!

代偿性表达#最终

形成生物膜)

!%

*

+然而#这
-

个转录因子并不是对所有酵母菌

都有相同的调控作用#如
U2.'(

可调控白假丝酵母菌生物膜

的形成#但对酿酒酵母菌只调节其减数分裂)

!-

*

+

B

!

白假丝酵母菌生物膜的耐药机制

众所周知#形成生物膜的真菌耐药性明显增加#而要清除

成熟的生物膜非常困难+它的耐药模式不排除传统耐药模式

如质粒(转座子(个体细胞基因突变等#但也有其独特的耐药机

制+目前认为主要有以下
#

种!

V0)

延缓药物的渗透&细胞应

激反应&耐药基因的出现+

B&A

!

V0)

延缓药物的渗透
!

药物进入被生物膜包裹的细胞

要通过其形成的
V0)

#它可以延缓某些药物的扩散#

*MC6

等)

!+

*发现铜绿假单胞菌生物膜可延缓环丙沙星的渗透#未形

成生物膜的表面只需要
$(7

就可以渗透#而渗透成熟的生物

膜需要
"!@68

+白假丝酵母菌生物膜也有相似的阻碍作

用)

!'

*

+然而#不是所有的药物都会出现渗透限制现象#如糖肽

类万古霉素和替考拉宁会受到显著的影响#而利福平(克林霉

素和大环内酯类不会受到影响或影响较小#这说明
V0)

对药

物的渗透与药物的种类有关+大量研究表明#

V0)

的这种抗

药性可能与生物膜在形成过程中分泌的葡聚糖有关#其中%

!

#

#

'

3

葡聚糖可隔离氟康唑等进入生物膜)

!4

*

+

B&B

!

细胞的应激反应
!

白色念珠菌属于条件致病菌#当它感

受到生存环境的变化刺激(传导刺激信号%如温度(

K

P

等'时#

就会由酵母相转变为菌丝相生长#而在这个过程中钙调磷酸酶

对其刺激信号的传递起到了至关重要的作用#也就是说钙调磷

酸酶能让细胞更好的适应生存环境+缺乏钙调磷酸酶的突变

株对氟康唑明显敏感)

"(

*

+

B&C

!

耐药基因
!

形成生物膜的真菌其耐药相关的主要基因是

编码多种药物外排泵的基因和细胞外基质
2U9

%

?2U9

'+目

前已确定的
"

种编码多种药物外排泵的转运因子#即
9.N

结

合转运蛋白%

9X0

'编码的
02[

基因%

02[!

和
02["

'和易化

扩散载体超家族中的多耐药基因
)2[!

#这两种基因在白假丝

酵母菌生物膜的形成过程中表达增加)

"!

*

+另外#

V0)

是白假

丝酵母菌生物膜的形成及其耐药的重要原因之一#而
?2U9

是组成
V0)

的
2U9

#它对维持生物膜的完整性至关重要#减

少
?2U9

可以破坏生物膜的构架&相反#添加外源性的
?2U9

可以促进生物膜的生长)

""

*

+总之#生物膜的耐药机制较为复

杂#可能是多种机制共同作用的结果+

C

!

白假丝酵母菌生物膜相关感染的预防与治疗

形成生物膜的真菌具有很强的耐药性和免疫逃逸性#导致

许多难治性感染+最近有研究显示#两性霉素
X

和棘白菌素

%卡泊芬净和米卡芬净'对白假丝酵母菌生物膜有着独特的敏

感性#且与法尼醇联合作用有更好的效果 +而大剂量的氟康

$

#'#!

$

国际检验医学杂志
"(!-

年
%

月第
#+

卷第
!(

期
!

R8AS1;B)?D

!

);

=

"(!-

!

T:<&#+

!

U:&!(



唑与卡泊芬净联合会有拮抗作用)

"$

*

#有趣的是#高浓度的氟康

唑作用于白假丝酵母菌生物膜后再用卡泊芬净#会导致卡泊芬

净的功效显著减低#这可能与高浓度氟康唑介导的
P7

K

4(

和

钙调磷酸酶产生的细胞应激反应有关)

"%

*

+此外#

.;JJ

等)

"-

*发

现
#

种葡聚糖修饰酶%

X/1"

(

NP[!

(

b]/!

'对%

!

#

#

'

3

葡聚糖的

分泌和胞外基质的形成很重要#缺乏这些修饰酶的基因突变体

形成的
V0)

中葡聚糖含量降低且
V0)

形成的量减少#对氟

康唑的敏感性明显增强#因此#这几种葡聚糖修饰酶的抑制剂

可能会成为抗真菌药物的新靶点+

除了药物的治疗#寻找预防白假丝酵母菌生物膜形成的导

管性材料也是一条有效的途径+近年发现聚乙烯亚胺%

NVR

'

和聚乙烯胺为基础的纳米粒子%

8;8:NVR

'可抑制细菌和酵母

菌生物膜的形成)

"+

*

&

988;

等)

"'

*使用中心静脉导管%

0T0

'插

管的小鼠#将卡泊芬净滴入
0T0

作为预防体内白假丝酵母菌

生物膜的新型模型#证明该模型能显著减少生物膜的形成&与

此同时#

*6<Q;326;7

等)

"4

*发现将硝酸铈%铈为镧系元素'作为医

疗导管内涂层#能够有效地防止生物膜相关感染的形成+

目前对白假丝酵母菌生物膜的形成过程已逐渐明了#多种

生物膜形成的相关基因被发现#多种耐药机制与生物膜的形成

有关#但是具体耐药机制尚不清楚+传统的抗真菌药物已不能

满足治疗产生物膜真菌引起的感染#所以#研究生物膜的形成

以及它的相关的基因(耐药机制对研发新的抗真菌治疗靶点具

有非常重要的意义+
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作者简介!疏义林#男#检验师#主要从事微生物分子诊断方向的研究+

#

!

通讯作者'
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!

7

5

H:8

IK

?6

!
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!综
!!

述!

高通量
19)N

检测常见肠道病原体的可行性分析

疏义林!张雪峰!万
!

琴!谢进维 综
!

述!张守德#审校

#安陆市疾病预防控制中心!湖北孝感
$#"-((

%

!!

关键词"病原体$

!

19)N

$

!

高通量$

!

分子诊断$

!

传染性疾病

!"#

!

!(&#4-4

"

5

&6778&!-+#3$!#(&"(!-&!(&(#$

文献标识码"

9

文章编号"

!-+#3$!#(

#

"(!-

%

!(3!#'%3(#

!!

人类粪
3

口途径传播的病原体主要是病原菌和一些病毒#

如志贺菌(沙门菌(大肠杆菌
]!%+

(霍乱弧菌(弯曲杆菌(小肠

结肠炎耶尔森菌(金黄色葡萄球菌(甲肝病毒(戊肝病毒(轮状

病毒(诺如病毒(星状病毒等#它们会引起肠道疾病等+人体携

带这些病原体#是严重危害公众健康的重大问题#也是造成食

品和水体污染的间接因素+每年我国发生由病原菌引起的食

物中毒事件占食物中毒事件总数的
#(,

"

4(,

#中毒人数占

食物中毒总人数的
-(,

"

4(,

#人们的身体健康受到严重危

害)

!

*

+目前病毒性肝炎被世界卫生组织%

ZP]

'列为全球第
4

大引起死亡的疾病#在我国#病毒性肝炎发病数位居法定管理

传染病的第一位)

"

*

+甲型和戊型肝炎病毒#主要通过粪
3

口途

径传播#病毒随粪便排出体外#通过污染水源(食物(食具等传

播途径造成散发性流行或大流行+针对粪
3

口途径传播的病原

体的快速检测是预防和控制突发性肠道疾病关键措施#而目前

对病原体检测主要依靠病原体分离法(免疫方法和核酸扩增及

其衍生技术方法#虽然病原体分离是金标准#但操作繁琐费时&

免疫方法敏感性高(操作简单和快速#但易受到其他物质干扰

和抗体特异性差异的影响#从而会导致误诊或漏诊&

N0[

及其

衍生技术方法检测快速(敏感性高和特异性强#已经广泛应用

于一些病原体的检测#但由于需要特殊仪器设备且操作复杂#

导致其不容易在基层单位实验室推广应用于病原体检测+

随着分子生物学技术不断发展#不断产生新的核酸扩增技

术+近年来#一种新的恒温核酸扩增技术#环介导等温扩增技

术%

19)N

'已被开发应用#该技术操作简单(特异性强(灵敏度

高(耐受性强#已在病原体快速检测中得到广泛应用)

#3!$

*

#有望

解决突发性肠道疾病的相关病原体的快速检测的基层应用难

题+结合本单位正在开展的
19)N

技术检测甲型肝炎病毒和

戊型肝炎病毒等病原体的相关研究#对
19)N

技术进行介绍

和其高通量检测
!"

种常见肠道病原体的可行性分析+

A

!

19)N

技术简介

A&A

!

19)N

技术原理
!

19)N

技术是
"(((

年
U:A:@6

等)

!%

*

人发明的恒温核酸扩增方法+原理是根据序列保守区域设计

的一对外引物和一对内引物特异性识别目标序列上的
-

个相

应区域#在
X7A

聚合酶的作用下进行自循环链置换反应#在

-(

"

-%f

恒温内#

-(@68

内大量扩增目标
2U9

片段#可达到

!(

4

C:

K

6?7

以上#同时伴随副产物白色焦磷酸镁沉淀的产生+

目前#

19)N

技术已经发展为普通
19)N

(

[.319)N

(实时浊

度定量
19)N

等+

A&B

!

19)N

技术引物设计
!

19)N

扩增引物包含
\#

(

X#

(

\RN

和
XRN

引物#能结合目的序列
-

个不同区域+上游外部引

物
\#

与目的序列
\#C

区域互补#下游外部引物
X#

与目的序

列
X#C

区域互补+上游内部引物
\RN

#由
\"

序列和
\!C

序列#

中间有
....

连接组成#

\"

序列与目的序列
#O

端的
\"C

区域

互补#

\!C

序列与目的序列
%O

端的
\<C

区域序列相同+下游内

部引物
XRN

#由
X"

序列和
X!C

序列#中间有
....

连接组成#

X"

序列与目的序列
#O

端的
X"C

区域互补#

X!C

区域与目的序

列
%O

端的
X<C

区域序列相同+引物设计示意图如图
!

+

1::

K

引物%

1::

K

\

#

1::

K

X

'是有助于提高灵敏度#缩短反应时间的

引物)

!-

*

+

19)N

技术的关键就是引物的设计+应用在线

19)N

引物设计软件
NE6@?EV̀

K

<:E?ET$

%

HAA

K

!""

K

E6@?E?̀3

K

<:E?E&

5K
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'设计引物序列#结合
2U97A;E

的
)?

I

9<6

I

8

和

]<6

I

-&(

对引物分析#避免引物二聚体等产生#再将设计好的引

物#在
/?8?X;8G

中进行比对#进一步验证引物的特异性+

19)N

引物设计一般选取一段长约
!#(

"

#((B

K

的保守序列

作为靶序列+一般引物间距要求!

\"

的
%O

端到
X"

的
%O

端的距

离#最好控制在
!"(

"

!'(B

K

&

\"

的前端和
\#

引物之间以及

X"

的前端与
X#

引物之间的距离应该在
(

"

"(B

K

&

\"

与
\!

距

离和
X"

与
X!

距离保持在
$(

"

-(B

K

+引物的
.@

值要求!

.@

主要由模板的
/0

含量决定#通常
.@

值为
-(

"

-% f

#富含

9.

区域
.@

值为
%%

"

-(f

#同时引物
.@

值应该满足
\"

%

-(f

#

X"

$

-%f

#

\#

和
X#

$

\"

和
X"

$

\!

和
X!

+

/0

含量约

$(,

"

-%,

#以
%(,

"

-(,

为最佳#太高或太低都会影响结合

效率+避免形成发卡结构#

#O

端不应存在富
9.

区#不能与其

他引物互补+

\"

(

\#

(

X"

(

X#

的
#O

端稳定性很重要#

\!0

和
X!C

的
%O

端扩增以后相当于
\!

和
X!

的
#O

端#其稳定性同样很重

要#它们的
#O

端或
%O

端自由能改变值要求一般小于或等
^$

GC;<

"

@:1

+

A&C

!

19)N

反应体系及扩增结果鉴别方法
!

19)N

反应体

系包含了模板
2U9

(

DU.N

(

X7A2U9

聚合酶甜菜碱(缓冲液(

引物(

)

I

"i 和
DDP

"

]

+通常用
"%

.

1

反应体系!模板
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