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［摘　要］　目的　了解鲍曼不动杆菌（Ａｂ）耐药性及乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、米诺环素和水杨酸对其生物膜形成的

影响。方法　采用纸片扩散法测定７２株Ａｂ对抗菌药物的敏感性；微量肉汤法测定ＥＤＴＡ、米诺环素和水杨酸对

Ａｂ的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）；黏附半定量法测定不同耐药性Ａｂ生物膜生成率及不同浓度ＥＤＴＡ、米诺环素和水杨

酸对生物膜形成和成熟生物膜的影响。结果　 ＥＤＴＡ、米诺环素和水杨酸对Ａｂ的 ＭＩＣ９０分别为２００ｍｇ／Ｌ、

４ｍｇ／Ｌ和６００ｍｇ／Ｌ。Ａｂ敏感株、多重耐药株和泛耐药株生物膜形成阳性率分别为２２．２２％、８３．３３％和７６．６７％。

２５０ｍｇ／Ｌ和５００ｍｇ／ＬＥＤＴＡ、４ｍｇ／Ｌ和８ｍｇ／Ｌ米诺环素以及１０００ｍｇ／Ｌ水杨酸可抑制成熟生物膜。结论　

生物膜在多重耐药和泛耐药的Ａｂ中生成较高，ＥＤＴＡ、米诺环素和水杨酸均有抑制生物膜形成的作用。

［关　键　词］　鲍曼不动杆菌；生物膜；乙二胺四乙酸；米诺环素 ；水杨酸；抗药性，微生物
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　　 鲍曼不动杆菌（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，Ａｂ）

近年在医院感染中所占比例急剧上升，主要感染严

重免疫力低下、过度使用广谱抗菌药物治疗、各种插

管及长时间机械通气的患者，常引起呼吸机相关性

肺炎、泌尿系统感染和败血症等。特别是在重症监

护室（ＩＣＵ），其多重耐药株（ＭＤＲＡｂ）和泛耐药株

（ＰＤＲＡｂ）经常流行。这可能与Ａｂ广泛分布于人

体皮肤和呼吸道表面，并可在物体和呼吸道表面形

成生物被膜有关。细菌生物膜具有极强的耐药性及

免疫逃避性，有利于细菌在环境中分布和在生物体

内定植［１］；其是细菌抵御外界不利因素的重要屏障，

如医院感染的重要病原菌铜绿假单胞菌，很多研究
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表明其感染的顽固性和耐药性与其生物膜的形成密

切相关。相比之下，对Ａｂ生物膜的研究较少，故我

们对Ａｂ生物膜形成与其耐药的关系以及乙二胺四

乙酸（ＥＤＴＡ）、米诺环素和水杨酸对其的作用进行

了初步研究，为减少和防止生物膜的形成提供实验

室依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　菌株分离自大连医科大学附属

二院２００９年１—１０月的临床送检标本（多为呼吸道

标本），常规鉴定为 Ａｂ。质控菌株：大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２，铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３。

１．１．２　试剂与仪器　ＬＢ培养基（胰蛋白胨、酵母提

取物）为杭州天和微生物试剂公司产品；ＥＤＴＡ为北

京化工厂产品（分析纯）；米诺环素和水杨酸为中国药

品检定所标准品；９６孔板；０．１％结晶紫；９５％乙醇；

药敏纸片：环丙沙星、左氧氟沙星、阿米卡星、妥布霉

素、美罗培南、亚胺培南、头孢他啶、头孢吡肟、头孢

哌酮／舒巴坦、哌拉西林／他唑巴坦、复方磺胺甲口恶

唑，为ＯＸＩＯＤ产品。美国宝特ＥＬＸ８００酶标仪。

１．２　方法

１．２．１　药敏试验　采用纸片扩散法，结果按美国临

床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）２００８年标准判别。

分为敏感株、多重耐药株和泛耐药株，其中对３类以

上抗菌药物耐药为 ＭＤＲＡｂ，对临床所有抗菌药物

耐药为ＰＤＲＡｂ。

１．２．２　测定ＥＤＴＡ、米诺环素和水杨酸对Ａｂ的最

低抑菌浓度（ＭＩＣ）　采用微量肉汤稀释法，ＥＤＴＡ

浓度为１２５ｍｇ／Ｌ、１５０ｍｇ／Ｌ、２００ｍｇ／Ｌ、２５０ｍｇ／Ｌ

和５００ｍｇ／Ｌ，水杨酸为２００ｍｇ／Ｌ、４００ｍｇ／Ｌ、

６００ｍｇ／Ｌ、８００ｍｇ／Ｌ和１０００ｍｇ／Ｌ。ＥＤＴＡ、水杨

酸和米诺环素的ＬＢ培养液 ＋ 细菌→９６孔板→培

养２４ｈ→观察培养液浊度。

１．２．３　黏附半定量法测定生物膜形成水平　按文

献［２－４］将菌株在 ＭＨ培养基中３７℃，２４ｈ震荡

过夜；在９６孔板中，每孔加入ＬＢ培养基２００μＬ，将

菌株制成０．５麦氏单位浓度，再稀释１０倍，每孔加

５μＬ，细菌总量为５×１０
４。每株菌作６个平行孔，

３７℃，２４ｈ过夜；将每孔加入ＰＢＳ２００μＬ，洗３次，倒

置晾干；每孔加入０．１％结晶紫染色１５ｍｉｎ；再洗板；

每孔加入９５％乙醇２００μＬ；在５７０ｎｍ处测定ＯＤ值。

大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２为阴性对照。以ＯＤ值≥

阴性对照ＯＤ＋３ＳＤ判为产生物膜。具体流程如下：
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１．２．４　ＥＤＴＡ对生物膜形成的影响　加含１５０

ｍｇ／Ｌ、２００ｍｇ／Ｌ和２５０ｍｇ／ＬＥＤＴＡ 的ＬＢ２００μＬ

于９６孔板中，每个浓度设６个复孔，每孔加５×１０４

菌液［２］，３７℃，２４ｈ过夜，染色同上。流程如下：
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１．２．５　ＥＤＴＡ对成熟生物膜的影响　将培养４８ｈ

的生物膜用生理盐水洗３次，除去游离菌，加含

０ｍｇ／Ｌ、１５０ｍｇ／Ｌ、２００ｍｇ／Ｌ和２５０ｍｇ／ＬＥＤＴＡ

的ＬＢ２００μＬ；加含４ｍｇ／Ｌ、８ｍｇ／Ｌ和１６ｍｇ／Ｌ

米诺环素的ＬＢ０．２ｍＬ；加含６００ｍｇ／Ｌ、８００ｍｇ／Ｌ

和１０００ｍｇ／Ｌ水杨酸的ＬＢ２００μＬ于９６孔板，每

个浓度设６个复孔，３７℃，２４ｈ过夜，染色同上。流

程如下：
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１．３　数据处理　所有数据均应用ＳＰＳＳ１１．５软件

中的方差检验进行统计学处理。

２　结果

２．１　Ａｂ对抗菌药物的耐药性　敏感组（ＳＡｂ，１８

株）对头孢他啶、头孢吡肟、头孢哌酮／舒巴坦、哌拉

西林／他唑巴坦、阿米卡星、妥布霉素、左氧氟沙星、

环丙沙星、亚胺培南、美罗培南和复方磺胺甲口恶唑耐

药率为０．００％；多重耐药组（２４株）除对亚胺培南和

美罗培南敏感，对其他抗菌药物耐药率＞６７％；泛耐

药组（３０株）对上述抗菌药物均耐药。

２．２　ＥＤＴＡ、米诺环素和水杨酸对Ａｂ的ＭＩＣ　对

７２株Ａｂ的ＭＩＣ范围，ＥＤＴＡ为１５０～２５０ｍｇ／Ｌ，

ＭＩＣ９０为２００ｍｇ／Ｌ；米诺环素 ＭＩＣ范围为１～８

ｍｇ／Ｌ，ＭＩＣ９０为４ｍｇ／Ｌ；水杨酸ＭＩＣ范围为５００～

８００ｍｇ／Ｌ，ＭＩＣ９０为６００ｍｇ／Ｌ。

２．３　耐药性不同Ａｂ黏附ＯＤ值和生物膜阳性率

　大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）ＯＤ为０．０６１，加３ＳＤ

０．０５２８，即ＯＤ值为０．１１３８，判为生物膜阳性。多

重耐药和泛耐药株黏附ＯＤ值及生物膜阳性率明显

高于敏感株，见表１、２。

２．４　ＥＤＴＡ对生物膜形成的影响　１５０ｍｇ／ＬＥＤ

ＴＡ对ＳＡｂ黏附率无明显影响，２００ｍｇ／Ｌ和２５０

ｍｇ／ＬＥＤＴＡ对 ＭＤＲＡｂ、ＰＤＲＡｂ黏附有明显影

响。见表３。

表１　耐药性不同Ａｂ黏附ＯＤ值（狓±狊）

犜犪犫犾犲１　ＴｈｅａｄｈｅｒｅｎｃｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＡｂ

（狓±狊）

Ｓａｍｐｌｅｓ Ｎｏ．ｏｆｓｔｒａｉｎｓ ＯＤｖａｌｕｅ

ＳＡｂ １４ ０．０８±０．０１１）

ＭＤＲＡｂ ２０ ０．１３±０．０３２）

ＰＤＲＡｂ ２３ ０．１４±０．０４３）

　　１）ｖｓ２），犉＝２０．２０，犘＜０．００１；１）ｖｓ３），犉＝５６．１２，犘＜

０．００１；２）ｖｓ３），犉＝３．６７，犘＞０．０５

表２　耐药性不同Ａｂ生物膜形成阳性率

犜犪犫犾犲２　Ｔｈｅｂｉｏｆｉｌｍｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ

ａｎｔＡｂ

Ｓａｍｐｌｅｓ
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

（ｓｔｒａｉｎ）
Ｎｅｇａｔｉｖｅ

（ｓｔｒａｉｎ）
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅ（％）

ＳＡｂ ４ １４ ２２．２２１）

ＭＤＲＡｂ ２０ ４ ８３．３３２）

ＰＤＲＡｂ ２３ ７ ７６．６７３）

Ｔｏｔａｌ ４７ ２５ ６５．２８

　　１）ｖｓ２），χ
２＝２４．９４，犘＜０．００１；１）ｖｓ３），χ

２＝１３．４７，犘＜

０．００１；２）ｖｓ３），χ
２＝０．０１，犘＞０．０５

表３　ＥＤＴＡ对耐药性不同Ａｂ黏附的影响（黏附ＯＤ值，狓±狊）

犜犪犫犾犲３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＥＤＴＡｏｎａｄｈｅｒｅｎｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＡｂ（ＯＤｖａｌｕｅ，狓±狊）

Ｂａｃｔｅｒｉａｇｒｏｕｐｓ ＳＡｂ（狀＝１４） ＭＤＲＡｂ（狀＝２０） ＰＤＲＡｂ（狀＝２３）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．０８±０．０１ ０．１４±０．０３１） ０．１４±０．０３ａ

ＥＤＴＡ１５０ｍｇ／Ｌ ０．０７±０．０１ ０．１３±０．０２２） ０．１３±０．０３ｂ

ＥＤＴＡ２００ｍｇ／Ｌ ０．０７±０．０１ ０．１２±０．０２３） ０．１０±０．０１ｃ

ＥＤＴＡ２５０ｍｇ／Ｌ ０．０６±０．００ ０．０９±０．０１４） ０．０８±０．０１ｄ

　　２）ｖｓ１），犉＝３．６２，犘＞０．０５；３）ｖｓ１），犉＝８．５６，犘＜０．０１；４）ｖｓ１），犉＝４６．５３，犘＜０．００１

ｂｖｓａ，犉＝３．２６，犘＞０．０５；ｃｖｓａ，犉＝２６．１８，犘＜０．００１；ｄｖｓａ，犉＝５６．１２，犘＜０．００１

２．５　ＥＤＴＡ、米诺环素和水杨酸对Ａｂ成熟生物膜

的影响　２００ｍｇ／ＬＥＤＴＡ、２ｍｇ／Ｌ米诺环素、６００

ｍｇ／Ｌ和８００ｍｇ／Ｌ水杨酸对成熟生物膜无明显抑

制；２５０ｍｇ／Ｌ及５００ｍｇ／ＬＥＤＴＡ、４ｍｇ／Ｌ及８

ｍｇ／Ｌ米诺环素、１０００ｍｇ／Ｌ水杨酸能明显抑制成

熟生物膜。见表４。

表４　ＥＤＴＡ、米诺环素和水杨酸对４７株Ａｂ成熟生物膜的影响（黏附ＯＤ值，狓±狊）

犜犪犫犾犲４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＤＴＡ，ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅａｎｄｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄｏｎｍａｔｕｒｅｂｉｏｆｉｌｍｏｆ４７Ａｂｓｔｒａｉｎｓ（ＯＤｖａｌｕｅ，狓±狊）

ＥＤＴＡ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＯＤｖａｌｕｅ

Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＯＤｖａｌｕｅ

Ｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＯＤｖａｌｕｅ

　０ｍｇ／Ｌａ ０．１４±０．０３ ０ｍｇ／Ｌ ０．１４±０．０３ 　０ｍｇ／Ｌ ０．１４±０．０３

２００ｍｇ／Ｌｂ ０．１３±０．０２ ２ｍｇ／Ｌｅ ０．１３±０．０２ ６００ｍｇ／Ｌｈ ０．１３±０．０３

２５０ｍｇ／Ｌｃ ０．１１±０．０２ ４ｍｇ／Ｌｆ ０．１０±０．０１ ８００ｍｇ／Ｌｉ ０．１３±０．０２

５００ｍｇ／Ｌｄ ０．１０±０．０１ ８ｍｇ／Ｌｇ ０．０９±０．１０ １０００ｍｇ／Ｌｊ ０．１２±０．０１

　　ａｖｓｂ，ｅ，ｈ，ｉ，犉＝３．４２，３．９７，３．０５，ａｎｄ３．８７，犘＞０．０５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ａｖｓｊ，犉＝１３．７４，犘＜０．０５；ａｖｓｃ，ｄ，ｆ，ａｎｄｇ，犉＝１９．８９，２４．２１，２１．８２，

ａｎｄ３６．４７，犘＜０．００１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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３　讨论

国外研究［２－３］表明，临床Ａｂ分离株生物膜阳

性率为６２％～７４％，产生物膜菌多为多重耐药菌，

且含超广谱β内酰胺酶犘犚犈１基因的细菌产生物

膜量明显高于不含此基因的细菌。我们的研究结果

也证实多重耐药株和泛耐药株生物膜的阳性率远高

于敏感株，分别为８３．３３％和７６．６７％；敏感株产膜

率仅为２２．２２％。有学者认为
［３－４］耐药株多形成生

物膜的原因可能是细菌对抗菌药物的压力选择，同

样它也可以在生物膜的环境下获得对多种抗菌药物

的耐药性；较高的定植能力与其对抗菌药物的耐药

性有助于细菌本身生存。但也有生物膜生成与细菌

耐药无关的报道［５］。ＥＤＴＡ和水杨酸都有一定的

杀菌作用，它们和米诺环素对葡萄球菌属、铜绿假单

胞菌和假丝酵母菌属的生物膜有一定抑制作

用［６－７］。我们用３种不同浓度ＥＤＴＡ作用于Ａｂ，

１５０ｍｇ／Ｌ时对生物膜的形成没有明显抑制作用，在

２００～２５０ｍｇ／Ｌ时有抑制作用，但也可能是ＥＤＴＡ

杀菌作用所致。２００ｍｇ／ＬＥＤＴＡ对成熟的生物膜

无抑制作用，２５０ｍｇ／Ｌ和５００ｍｇ／Ｌ则对其有抑制

作用；较Ｌｅｅ等
［２］报道在１２５ｍｇ／ＬＥＤＴＡ的浓度

下，能减少５５％～６５％生物膜形成的浓度要高得

多。水杨酸对 Ａｂ的 ＭＩＣ为６００ｍｇ／Ｌ，但６００

ｍｇ／Ｌ和８００ｍｇ／Ｌ浓度对成熟生物膜无抑制作用，

只有１０００ｍｇ／Ｌ水杨酸对其有抑制作用。米诺环

素在４ｍｇ／Ｌ和８ｍｇ／Ｌ时，对成熟生物膜有明显抑

制作用，这也高于Ｒａａｄ等
［８］１ｍｇ／Ｌ米诺环素能抑

制生物膜的报道。有文献报道［９］ＥＤＴＡ对生物膜形

成的抑制作用与细菌膜表面镁离子水平有关。生物

膜的形成需要细胞间多糖黏附素（ＰＩＡ）的作用，细

胞表面适当的ＰＩＡ抗原的存在依赖于镁离子水平。

另外，在培养基中增加硫酸亚铁可以促进生物膜生

长，铁络合剂能抑制生物膜形成［１０－１１］。ＥＤＴＡ是金

属螯合剂，它可以螯合镁离子和铁离子，抑制生物膜

的形成；米诺环素抑制生物膜可能是由于抑制生物

膜多糖中的蛋白质合成，从而减少生物膜生成；而水

杨酸则减少铜绿假单胞菌和表皮葡萄球菌生物膜中

细胞外多糖的合成［１２］。另外，生物膜形成的黏附半

定量法不是每次都会获得理想的结果，我们是进行

了３次实验才得到上述结果。

综上所述，Ａｂ生物膜在ＭＤＲＡｂ和ＰＤＲＡｂ中

形成率高，其生物膜对米诺环素、ＥＤＴＡ和水杨酸

的抗性远高于游离菌；米诺环素对成熟生物膜的作

用最好，ＥＤＴＡ次之，水杨酸最差。因此，我们认为

用米诺环素和ＥＤＴＡ对呼吸道感染Ａｂ患者进行

雾化或冲洗其静脉导管、气管插管和留置尿管管道

可能有助于防止生物膜形成。
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