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关节假体感染细菌生物膜病原菌检测方法的研究进展!
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摘
"

要"目的
"

人工关节置换术现多用于终末期关节疾病的治疗"但关节置换术后出现的假体感染是常见

并较为严重的并发症"同样是导致关节置换手术失败的常见原因之一$细菌生物膜的形成是关节置换术后感

染的重要原因"然而对感染病原的诊断至今仍然存在许多困难$该文主要对人工关节假体感染细菌生物膜的

检测方法进行综述$

关键词"关节置换'

"

假体感染'
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人工关节置换术现多用于终末期关节疾病的治

疗%但关节置换术后出现的假体感染是常见并较为严

重的并发症%同样是导致关节置换手术失败的常见原

因之一&

$

'

(目前%关节假体感染的诊断及治疗尚未取

!
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得令人满意的结果%这主要是因为导致关节假体感染

的病原菌发生了变化%形成细菌生物膜"

PP]

#(有关

植入物引起感染的基础研究近几年得到了快速的发

展%根据对植入物慢性感染机制的基础研究%人们意

识到植入物表面
PP]

的形成是导致关节假体感染难

以诊治的主要原因&

.

'

(因此%研究
PP]

的检测方法%

建立新型假体感染生物膜细菌组合式检测流程%对临

床上迫切需要解决的关节假体感染病原诊断问题至

关重要(

$

"

PP]

与人工关节感染

""

PP]

是微生物"如细菌#被其自身分泌的多糖蛋

白复合物包裹的附着于正常组织或植入物表面的有

组织的细胞团体&

"

'

(

PP]

中
&!3

是水%既可以固着于

生物膜%又可以作为溶剂流动%除水外%生物膜中还包

括黏多糖)蛋白质)

?H2

和多价阳离子等&

-

'

(

PP]

的形成是一个动态过程%主要包括黏附)发

展)成熟)细菌脱落与再植
-

个阶段(在黏附阶段%生

物膜的主要成分多糖蛋白复合物将细菌包裹其中%形

成膜状物并固着于正常组织或植入物表面&

1

'

(

PP]

多在假体植入最初的
'L

内形成%因此在术后
'L

内

减少细菌的黏附对于预防假体感染就显得至关重

要&

$

'

(当细菌以固着形式存在于植入材料表面形成

生物膜时%进入生物膜的发展与成熟阶段%形成微菌

落并逐渐连接形成扩散性结构%从而使生物膜逐渐增

厚%此时%表层菌容易获得氧气和养料%代谢废物也容

易排出%处于代谢活跃状态%对抗菌药物也敏感%而里

层菌由于不易获得氧气和养料%代谢废物也不易排

出%表现为代谢缓慢%增殖期长%处于1休眠状态2%对

抗生素也有很强抵抗力&

'

'

%细菌以被其分泌的多糖蛋

白复合物包裹而形成的膜状物为形式存在%造成了临

床上许多难治性假体感染%使关节假体感染的病原诊

断及治疗面临很大的困难(成熟的
PP]

受到内在调

节机制与外部冲刷力的作用而脱落下来%变为浮游生

长状态%从而在合适的部位再次黏附形成新的
PP]

%

此为生物膜的脱落与再植%继而形成感染的扩散与复

发(这也是
PP]

引起感染难以治疗的原因之一(

%

"

PP]

病原菌检测方法

%%$

"

假体感染的血清学检测
"

假体感染常用的血清

学实验室检查有红细胞沉降率"

Ba0

#)

C

反应蛋白

"

C0Z

#和白细胞介素
,'

"

DF,'

#(

C0Z

)

Ba0

和白细胞

计数"

XPC

#对感染诊断虽然有帮助%但都是非特异性

的炎性指标(

C0Z

的高峰比
Ba0

早%在术后
.

个月

内降到正常%

Ba0

则可能持续数月%手术前
C0Z

正常

的患者%如果术后
"

个月仍高于正常或者下降后又上

升%提示可能存在关节假体感染&

!

'

(

C0Z

正常通常表

示没有感染%但也不能排除前期用过抗生素治疗或存

在低毒性细菌感染而导致结果的假阴性(

DF,'

是由

单核巨噬细胞系统产生的一种急性时相反应蛋白%多

在关节置换术后
'

!

$.L

出现峰值%在术后
-/

!

!.L

恢复正常&

!

'

(

%%%

"

结晶紫染色法
"

结晶紫是一种优良的染色剂%

利用生物膜内的物质能够与结晶紫结合的性质%通过

染色的方法可以对
PP]

进行定量检测(主要步骤如

下,将
$3

的结晶紫溶液浸润于已形成生物膜的假体

表面%静置
"#<)+

后用清水洗去多余染料%并去除多

余水分$用乙醇或乙酸溶液溶解附着于生物膜上的染

料$用分光光度计或酶标仪测定所得有色溶液在
1&#

+<

处的吸光度&

/

'

(此方法步骤简单操作快捷%多用

于试管法及
&'

孔板法形成的生物膜的检测&

&

'

(

%%&

"

生物膜的细菌培养
"

传统的细菌培养方法作为

感染检测的1金标准2%却无法适用于
PP]

的检测%较

为传统的假体感染的病原学诊断主要依靠假体周围

组织和抽取滑液标本中分离得到的病原菌%从至少两

个组织或关节液样本中培养鉴定出致病菌被推荐为

假体周围感染临床诊断的一条主要标准&

$#

'

(但培养

的阳性率却不理想%临床上经常存在所取标本在常规

培养或营养培养基中都培养不到细菌%抗生素的使用

及低毒性细菌引起感染都有可能出现这样的情况(

但更重要的原因是%细菌以生物膜的形式黏附于假体

表面%一般采集的滑液和组织标本中都没有生物膜中

的细菌%故常规培养技术很难得到理想的结果(对于

这部分患者%临床医生往往只能通过经验性治疗以控

制感染%没有针对性的用药%治疗效果也不好%也容易

发生感染的复发%加重了患者的痛苦(因此%寻找有

效诊断引起假体感染的生物膜内病原菌的方法%是目

前实现假体感染针对性治疗%继而减少患者痛苦的关

键步骤(

""

有研究证明%超声处理假体后细菌培养)延长细

菌培养时间或反复细菌培养均可明显提高检测结果

的阳性率&

1

'

%有研究者对
$.#

个关节假体进行了超声

处理后细菌培养和常规培养%其中前者有
.'

例发现

了细菌%而后者只有
1

例发现了细菌%从而首次证明

了超声处理后细菌培养在假体感染病原菌诊断中的

作用&

$$

'

(在另外的
..

例可疑感染假体研究中%常规

细菌培养发现感染
&

例%占
-$3

$延长细菌培养时间

发现感染
$-

例%占
'-3

$反复培养发现感染
$&

例%占

/'3

&

$.

'

(相关研究表明%对取出的感染的关节假体进

行超声处理后对裂解液进行常规细菌培养%其敏感度

高于普通细菌培养&

$",$-

'

(因此%对生物膜进行超声波

预处理%可提高细菌培养的阳性率及敏感性%从而提

高
PP]

的检测率(

%%'

"

显微镜观测技术
"

显微镜观测技术可直接观测

到细菌形态及内部结构%主要可以通过光镜)电镜)共

聚焦显微镜及原子力显微镜进行观察(

%%'%$

"

光镜
"

高倍光镜下可直接观察到被革兰染色

后的细菌%可以直接观测到细菌形态及生长模式(

%%'%%

"

电镜
"

电镜和光学显微镜相比%能够直接观

察样品表面的结构%具有制备过程简单)样品的尺寸

!

'&-$
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大)图像的放大范围广)分辨率高)电子束对样品的损

伤与污染程度较小等的特点&

$1

'

(因此主要利用电镜

对生物膜的表面形貌和厚度进行观察(

%%'%&

"

激光共聚焦显微镜
"

激光扫描共聚焦荧光显

微镜是以激光为光源%结合计算机和图像处理技术获

得生物样品三维数据%主要用于动态观察活细胞结构

及特定分子)离子的生物学变化等&

$'

'

(激光共聚焦显

微镜与电镜和普通光镜相比%具有很多优势,"

$

#共聚

焦系统可提高图像分辨率%使传统视野的广度和深度

得以明显改善$"

.

#可用于观察活细胞的结构$"

"

#可

观察和分析样本的三维结构%尽可能保持标本的完整

性%从而使结果更加接近真实情况(故而被认为是目

前研究细菌较为理想的方法&

$!

'

(此外%使用激光共聚

焦显微镜%可以更为方便地对生物膜形成过程中的各

种指标如生物膜的厚度)比表面积等进行动态监

测&

$/,$&

'

(有研究利用共聚焦显微镜对处理后的髋关

节假体表面进行观察%发现生物膜在假体表面的空间

分布并不均匀%由几层细胞构成%厚约
"

!

-1

&

<

&

$#

'

(

%%'%'

"

原子力显微镜
"

原子力显微镜主要通过微悬

臂感受及放大悬臂上探针与受测样品原子之间的作

用力来进行样品的检测%具有原子级的分辨率(与电

子显微镜相比%原子力显微镜有很多优势,空间分辨

率高%研究对象广泛"样品材料不受限制#%样品制备

简便%操作环境不受限制"既可以在真空%又可以在大

气中进行#%可以表现样品表面三维形貌等&

.#

'

(

%%D

"

ZC0

技术
"

ZC0

技术由高温变性)低温退火及

延伸等几步反应组成
$

个周期%循环进行%使微量的

目的
?H2

得以迅速扩增%此技术具有产率高)特异度

高)敏感度高)可重复及操作快速简便等优点%也因此

迅速成为了分子生物学研究中应用最为广泛的方法

之一%同时%

ZC0

技术还可用于疾病的诊断或任何有

关
?H2

)

0H2

研究的地方(用
ZC0

技术检测
PP]

可以缩短等待细菌培养结果的时间&

1

'

%利用很少的

?H2

样品就可以进行基因扩增%从而检测亚型&

.$

'

(

?B@2H

等&

..

'的研究表明%

ZC0

诊断关节感染的特

异度很高%可达
$##3

%但敏感度低%约为
1#3

%而当

ZC0

联合细菌培养时敏感度可提高至
'!3

(但是

ZC0

技术仍然存在一定的缺陷%在临床研究中
ZC0

技术不能筛选出已经使用敏感药物治疗后的致病菌%

也不能检测出混合感染中的单个病原菌&

!

'

%且容易因

污染而导致假阳性&

."

'

(

%%J

"

荧光原位杂交技术"

]DaY

#

"

]DaY

是根据已知

特异的
?H2

序列%利用荧光标记的特异寡聚核苷酸

片段作为探针%与环境基因组中靶
?H2

分子杂交%以

实现对已知基因或序列的染色体定位(其优点在于

实验周期短)出结果快)特异性强)定位准确%

]DaY

可

定位长度在
$N;

的
?H2

序列%其灵敏度与放射性探针

相当&

.-

'

(在荧光原位杂交的基础上借助荧光显微镜可

检测
PP]

中的菌量)空间形态分布及细菌
?H2

&

.1

'

(

&

"

小
""

结

""

PP]

的自身特性决定了其对假体感染诊断与治

疗的影响%诊断感染而培养阴性%使临床医生无法采

用针对性的抗菌治疗(同样%当面对无菌性松动和低

毒性感染时%由于二者的治疗方法截然不同%因此正

确诊断就显得尤为重要%但由于低毒性感染的病原菌

具有侵袭性差而黏附能力较强的特点%对所取得的滑

液和组织标本往往表现为培养阴性%因此治疗方法的

选择方面就显得很困难&

.'

'

(上述这些因素均会导致

假体感染治疗不彻底%引起感染的复发(因此%寻找

有效诊断引起假体感染的生物膜内病源菌的方法%是

目前实现假体感染针对性治疗%继而减少患者痛苦的

关键步骤所在(研究建立一种组合式检测流程以提

高检测阳性率)指导关节感染的临床诊断就显得尤为

重要(
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ÂFJB0,HDBFaBH^

%

>DGaJAG@

2

%

5679%?565K6)8+8\;7K65[)7;

`

\9=8[5*K5+K5)+*)6=L

`

,

;[):)T76)8+)+K=96=[5

,

+5

4

76)S5*8\66)**=5\)995[95*)8+*

&

E

'

%?5[<7689a=[

4

%

.##&

%

"1

"

a=

QQ

9.

#,

a$'.#,$'.-%

&

.'

'

HBFaAHCF

%

@CF20BH2C

%

@CF20BHa>

%

5679%

D*7*5

Q

6)K988*5+)+

4

6[=9

`

7*5

Q

6)K

3 &

E

'

%C9)+A[6L8

Q

05976

05*

%

.##1

"

-"!

#,

.1,"#%

"收稿日期,

.#$/,#$,.#

"

修回日期,

.#$/,#",.1

#

本文引用格式"梁金凤%韦赐秋
%

恶性肿瘤患者输血与复发相关性的研究进展&

E

'

%

国际检验医学杂志%

.#$/

%

"&

"

$.

#,

$-&/,$1#$%

!综
""

述!

恶性肿瘤患者输血与复发相关性的研究进展

梁金凤 综述"韦赐秋 审校

!贵港市人民医院输血科"广西贵港
1"!$##

#
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摘
"

要"目的
"

输血对于恶性肿瘤患者来说"仍然是肿瘤治疗的重要支持手段之一$但几十年来"输血与

恶性肿瘤复发和转移的相关性一直有所争议$该文就近年来恶性肿瘤患者输血的相关研究报道"探讨输血引

发肿瘤复发转移的免疫机制(输血与恶性肿瘤预后的关系和恶性肿瘤患者的输血策略$

关键词"输血'

"

恶性肿瘤'

"

复发'

"

免疫机制'

"

输血策略
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""

恶性肿瘤患者机体慢性消耗%以及病程中需要进

行放疗)化疗和手术%这些原因均可能导致贫血%尤其

是需做手术而血红蛋白"

Y;

#

%

'#

4

/

F

的肿瘤患者%

须将
Y;

提高至
!#

4

/

F

以上&

$

'

%因此输血往往不可避

免(但异体输血除了可能导致输血不良反应)输血传

染病外%还可能导致患者免疫抑制%从而促进肿瘤的

生长复发%影响肿瘤患者的预后(但也有部分学者对

上述观点持怀疑态度(因此%输血对肿瘤患者的影响

仍存在较大争议(本文拟从肿瘤患者血型基因特异

性)输血引发肿瘤复发转移的免疫机制)输血与恶性

肿瘤预后的关系这三大方面阐述输血对肿瘤患者免

疫及预后的影响%并探寻合理的输血策略(

$

"

肿瘤患者与血型的相关性

""

某些肿瘤患者尤其是急性白血病患者可出现

2PA

血型抗原减弱或消失的现象%使得血型难以确

定%而这种血型抗原改变的现象随着疾病的好转或缓

解%仍可恢复成原有血型(红细胞抗原改变%引起其

生物功能改变和疾病的发生也有相关性(

2

和
P

抗

原在某些组织早期发育中会消失%但有时重新出现在

恶性肿瘤组织上%例如成人正常结肠组织中缺乏
2

和

P

抗原%但在结肠癌组织中
2

和
P

抗原重新表达&

.

'

(

目前%国内外已有不少研究表明%

2PA

血型抗原基因

!

/&-$

!

国际检验医学杂志
.#$/

年
'

月第
"&

卷第
$.

期
"

D+6EF7;@5:

!

E=+5.#$/

!

G89%"&

!

H8%$.


