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呼吸道细菌生物被膜感染研究进展

卢中秋赵光举

【关键词】细菌生物被膜； 感染； 呼吸道

细菌生物被膜(BBF)系指黏附于活

体或无活性物体表面，被自身分泌的基

质包绕的有一定结构的细菌群体“j。

BBF是细菌为了适应恶劣环境、维持生

存的特殊存在形式，具有极强耐药性和

免疫逃避性，给临床治疗带来很大困难

和挑战，在呼吸系统疾病中尤为如此。研

究发现，呼吸机相关性肺炎(VAP)及呼

吸道生物被膜病的发生均与BBF的形

成密切相关。鉴于此。近年来国内外科学

家投入了大量精力对呼吸道生物被膜相

关感染的发生机制及防治策略进行了深

入的研究，取得了众多突破性进展。

l BBF概述

1．1 BBF的形成及结构：细菌黏附于惰

性物体(如生物医学材料或机体黏膜)表

面后，能通过分泌多糖基质、纤维蛋白及

脂蛋白等多糖蛋白复合物，使细菌相互

黏附并将其自身克隆聚集缠绕其中而形

成膜样结构，即BBFJ“。BBF是细菌为

适应环境而采取的生存策略一]，其形成

是一个动态过程。至少可以分为起始黏

附期、不可逆黏附期、成熟I期、成熟I

期和播散期5个阶段。既往认为，BBF是

由胞外多糖(EPS)基质及菌体均匀分布

所构成的无定型的膜样结构。然而，随着

技术的发展和研究的深入，人们发现

BBF是由EPS基质、微定植(镶嵌在

EPS中的菌群)及水通道等构成的复杂

立体结构=3]。其中，微定植占BBF组成

的5％～35％左右，是BBF的基本单位；

而EPS为BBF结构的基础，其在BBF

形成的各个阶段及耐药性的特征中发挥

了重要作用；细菌生长所需的营养物质

可以通过水通道进入BBF，代谢产物也

可以由此排出。
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1．2群体感应系统对BBF的调节：群

体感应系统是指细胞密度依赖的细菌细

胞间的信号机制，能够调节细菌特定的

基因表达，是细菌基因调节网络的重要

部分，简称QS系统。4]。越来越多的证据

表明，QS系统对于BBF的形成、发展、

成熟及致病性均具有重要的调节作用。

以铜绿假单胞菌为例，其QS系统主要

由LasR—Lasl和RhlR—Rhll两个信号系

统组成，自诱导物与大多数革兰阴性菌

类似，分别为酰基高丝氨酸内酯(AHL)

类化合物3一氧十二酰一L一高丝氨酸内酯

(3一OXO—C12一HSL)及丁酰一L一高丝氨酸

内酯(C4一HSL)。当自诱导物聚集到一定

浓度后，可结合并激活下游同源的转录

调节因子，进而调节细胞外毒素、鼠李糖

脂、绿脓菌素等细胞外毒力分子的表

达’5j，提示QS系统可能参与了BBF致

病能力的调节。事实上，在急性肺部感

染¨3及烧伤动物模型：7]中均已证实，QS

系统缺失的铜绿假单胞菌致病能力显著

下降。另据报道，铜绿假单胞菌的Qs系

统自诱导物还是一种潜在的免疫刺激因

子，其不仅能够诱导肺上皮细胞释放白

细胞介素一8(IL一8)及其他趋化因子，还

能抑制脂多糖(I。PS)刺激巨噬细胞释放

IL一12、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)，诱导

巨噬细胞和中性粒细胞凋亡[8]。此外，已

有研究表明QS系统对铜绿假单胞菌生

物被膜的形成和成熟也至关重要∞“。因

而我们可以认为，针对QS系统的靶向

治疗必将成为一种能够抑制BBF形成、

发展及致病性的有效措施。

2呼吸道生物被膜相关感染

2．1生物被膜相关感染的诊断：据美国

国立卫生研究所报道，60％以上的微生

物感染是由BBF引起的。为了提高BBF

感染的诊断率，应及时采取有效的治疗

措施，Hall—Stoodley和Stoodley[10]以

Parsek和Singh提出的诊断标准为基

础，并结合了其他学者的观点，将BBF

感染的诊断原则概括为：①致病菌存在

于物体表面(。存在”包括了聚集，但不强
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调牢固的附着)。②直接检测感染组织证

实，细菌群体中有由基质包绕的细菌聚

集体。③感染局限于宿主特定的部位。

④对抗生素耐药，尽管该药物对浮游菌

有效。⑤临床上表现出高度感染的可能，

但细菌培养阴性。⑥有证据表明宿主清

除能力下降．即在宿主组织的不同区域，

细菌聚集群体和炎性细胞共存。鉴于浮

游菌对抗生素的敏感性只在临床样本细

菌培养阳性的情况下才能够获得，同时

BBF感染的细菌培养阳性率极低，因

此，Hall—Stoodley和Stoodley rl“提议对

第4条进行改进，他们认为，抗生素的耐

药性可以应用原位活性染色结合分子生

物学技术[如逆转录一聚合酶链反应

(RT—PCR)、荧光原位杂交]检测BBF内

细菌活体的存在来推断。

2．2常见的呼吸道生物被膜感染

2．2．1 VAP：VAP是指通过气管插管

或气管造口术进行机械通气48 h后所

并发的肺实质感染。据统计，接受机械通

气患者VAP的发病率为22．8％，同时

VAP占医院获得性肺炎的86％。在

VAP的众多危险因素中，气管插管是不

容忽视的关键危险因素之一¨“。气管插

管损害了呼吸道黏膜．使其清除能力下

降；损害了咳嗽反射和吞咽反射，增加了

气管分泌物聚集一“，这些因素均给细菌

定植提供了适宜的环境，同时也有利于

BBF的形成。早在1986年，Sottile等通

过扫描电镜及定性培养对25例行气管

插管患者气管内导管(ETT)内BBF的

定植情况进行了研究。令人吃惊的是，

84％的患者ETT完全被包含细菌的无

定型基质覆盖，而部分覆盖的也有

16％，提示院内获得性肺炎和ETT内细

菌的黏附可能存在一定的关联。新近众

多研究证实了这一点，Feldman等【1“观

察了行机械通气患者ETT内细菌的定

植情况，发现几乎所有行机械通气患者

的ETT远端1／3都有大量黏液和生物

被膜形成；他们同时发现，机械通气患者

细菌定植的一般顺序为：口咽部(36 h)、

胃部(36～60 h)、下呼吸道(60～84 h)，
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ETT(60～96 h)。另有研究证实，70％患

有VAP患者的ETT生物被膜和气管

分泌物中病原体的种类是一致的m]，表

明ETT生物被膜的形成可能是VAP

发生的重要因素。

2．2．2呼吸道生物被膜病：呼吸道生物

被膜病是在难治性细菌性呼吸道感染基

础上提出的一个概念，指在慢性感染中，

由于生物被膜的形成，即使反复应用抗

菌药物仍不能彻底清除病原菌，导致慢

性持续性感染或感染反复发作。业已证

明，生物被膜的形成是肺囊性纤维化

(CF)、弥漫性泛支气管炎(DPB)、支气

管扩张及慢性支气管炎在内的众多慢性

肺部疾病难治的重要因素，其中铜绿假

单胞菌和肺炎克雷伯杆菌为主要的致病

菌[15‘”一。目前支持慢性呼吸道感染与生

物被膜有关的最为直接证据是[1 7]：①通

过扫描电镜观察CF和DPB患者的痰

液发现，细菌存在于生物被膜样结构中。

②通过电镜观察慢性呼吸道感染患者的

气道也证实确有生物被膜黏附于气道表

面。③电镜观察发现，患者死后肺组织中

有细菌微菌落形成。

慢性肺部疾病患者特殊病病理生理

状态可能有利于BBF的形成，而缺氧是

其重要因素之一。研究发现，作为CF合

并感染的主要病原菌，铜绿假单胞菌生

物被膜可以在肺部缺氧条件下形成u“。

同时，从CF患者呼吸道分离获得的铜

绿假单胞杆菌在体外正常培养下，表现

出生长较缓慢，对玻璃黏附力下降的特

征，但是在缺氧情况下，这些能力则恢复

正常㈨。

生物被膜形成后，一方面由于避免

了细菌与呼吸道的直接接触，并不引起

强烈的炎症反应；另一方面使细菌在慢

性黏附的状态下得以与机体共存；更为

重要的是，虽然部分抗生素能够有效杀

灭浮游菌，但由于生物被膜能够有效阻

滞抗生素和机体防御系统对被膜内细菌

的杀伤，而且能够不断释放细菌形成浮

游菌，从而导致感染的迁延不愈u“。

2．2．3呼吸道生物被膜感染的致病机

制：生物被膜致病机制较为复杂，但主要

包括两方面：①生物被膜有利于细菌的

定植和侵入。BBF可通过多种机制对抗

抗生素的杀菌作用，其基质屏障、内部微

环境的改变以及被膜菌的表型变异、QS

系统、“外排泵”等均参与其中E”]。另外，

BBF还能对抗免疫系统的清除。临床研

究证实，抗体及炎性细胞难以进入生物

被膜内，只能环绕在其周围，因而不能发

挥吞噬杀伤作用。有研究发现，铜绿假单

胞菌生物被膜的基质能够抑制中性粒细

胞的趋化作用，并可通过抵抗“次氯酸清

除”机制而减弱氧介导的细胞内杀菌作

用。另据报道，铜绿假单胞菌的生物被膜

能通过QS系统诱导产生毒素鼠李糖脂

杀伤中性粒细胞乜“。生物被膜的上述作

用使得细菌能够长期在呼吸道存在，并

不断释放浮游菌导致感染的迁延。②生

物被膜介导的免疫损伤cz“。在包括DPB

和CF在内的慢性难治性呼吸道感染

中，生物被膜主要成分藻酸盐介导的免

疫损伤被认为是其发病的关键机制。一

方面，藻酸盐自身为一种较强的抗原，能

诱导肺组织发生过强的炎症反应，使炎

性细胞浸润并分泌包括IL一8、7一干扰紊

(1FN一7)及IL一12在内的大量炎症介质，

进而导致肺组织损伤的发生；另一方面，

藻酸盐的大量聚集能诱发藻酸盐抗体的

产生，通过抗原一抗体反应形成大量免疫

复合物，同时这种免疫复合物的水平与

临床症状密切相关，提示藻酸盐在BBF

的致病过程中起着至关重要的作用。

3 呼吸道生物被膜相关感染的临床

对策

3．1机械通气中生物被膜相关感染的

防治

3．1．1祛除诱因：在机械通气期间，气

管内导管削弱了患者的咳嗽反射和吞咽

反射，降低了上呼吸道的过滤和防御能

力。同时，由于ETT在机械通气时处于

一种近似饱和的湿度状态，加上口咽分

泌物下行和消化道分泌物的上行，都给

细菌在ETT内的定植和BBF的形成提

供了有利的环境[2“。因此，一种被称为

Mucus Slurper的ETT应运而生，其本

质是Hi一厶Evac ETT的改进型，改进

后的ETT能够自动抽吸其周围的黏液。

在给绵羊行机械通气72 h后发现，使用

Mucus Slurper能有效阻止呼吸道和导

管内黏液的聚集，并能够替代传统的吸

痰方法，但临床应用的安全性及有效性

还有待进一步研究[2“。

3．1．2 ETT脱污：早在20世纪90年

代，Adair等[24]已经探讨了应用妥布霉

素、多黏菌素E、两性霉素B等进行选择

性消化道脱污(SDD)在治疗机械通气患

者ETT生物被膜形成中的作用。研究发

现，SDD能够有效地消除革兰阴性菌的

定植，但对ETT上革兰阳性菌和假单胞

菌属生物被膜的形成却无效。通过比较

经ETT给予庆大霉素雾化吸入和头孢

噻肟、头孢呋辛静脉给药对ETT生物被

膜形成的影响。发现庆大霉素雾化吸人

比头孢呋辛静脉给药更能有效地阻止

EET内BBF的形成。

3．1．3生物材料的改进：针对细菌极易

黏附到惰性材料表面形成生物被膜的特

性，国内外学者对ETT的生物材料进行

了多种改进并进行了体内外实验研究。

银是一种高效的抗茵物质，经常被作为

生物材料涂层来阻止生物被膜的形成以

及其继发的感染。Olson等Ez53评估了银

涂层的ETT对机械通气过程中肺部细

菌生成影响的效率，通过给犬口腔注射

铜绿假单胞菌并行机械通气发现，银涂

层的ETT能够有效抑制需氧菌的定植。

另外的实验表明，磺胺嘧啶银和洗必泰

联合使用能够显著延缓聚乙酯ETT上

BBF的形成，并能够有效地抑制细菌的

黏附和肺部炎症[2“。新近，北美54家医

疗机构对银涂层ETT在预防VAP发

生中的作用进行了前瞻性研究，在行气

管插管(≥24 h)的患者中，使用银涂层

ETT的患者VAP发生率为4．8％，而

使用普通ETT患者为7．5％，从而证实

了银涂层ETT能够有效降低VAP的

发生率，同时也表明ETT内生物被膜的

形成是VAP发生的重要因素[2”。除银

涂层外，在体外实验中证实，一种新的抑

菌物Gendine(龙胆紫罗兰和洗必泰的

混合物)抑菌活性具有广谱、长效的特

点，Gendine涂层的ETT能够有效抑制

大多数医院获得性肺炎病原菌的黏

附‘2“。

3．2呼吸道生物被膜病的治疗

3．2．1 抗生素的选择：由于BBF具有

很强的耐药性，选择高效抗生素治疗是

至关重要的。既往经验表明，长期小剂量

给予红霉素能够显著提高CF患者的

5年生存率；在DPB治疗中也发现，大

环内酯类抗生素能够减少呼吸道黏液的

产生，抑制细菌毒力因子的作用，减少白

细胞数和组织炎症因子的释放，体现了

大环内酯类抗生素在治疗生物被膜感染

中的潜在价值。小林宏行和雷雨[2叼的研

究证实，十四元环及十五元环的大环内

酯类抗生素(如红霉素、阿奇霉素)能够

有效抑制BBF多糖蛋白复合物合成酶

的活性，抑制多糖蛋白复合物的形成，并
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可通过激活溶解藻酸盐合成的精氨酸酶

来加速藻酸盐的分解。研究发现，

2肛g／ml的阿奇霉紊即能够从基因水平

抑制铜绿假单胞菌QS系统Lasl和

RhlI的表达，同时也使得自诱导物

3-oxo—c12-HSL和C4一HSI，的产生减

低，提示大环内酯类抗生紊对铜绿假单

胞菌毒力因子产生的抑制效应极有可能

是通过抑制铜绿假单胞菌的QS系统来

实现的[3“。新近，Nalca等[31]通过DNA

微阵列技术直接证实了大环内酯类抗生

素对铜绿假单胞菌的QS系统有拮抗作

用。但迄今为止，尚不明确大环内酯类抗

生素是通过何种途径抑制QS系统相关

基因表达的。

虽然大环内酯类抗生素在BBF相

关感染治疗中有着独特的作用，但不容

忽视的是，单一抗生素对BBF的作用极

为有限，抗生素联合应用可能是更好的

选择。研究证实，大环内酯类抗生素能显

著提高氟喹诺酮类抗生素对BBF的渗

透能力，增强其杀菌作用，此过程可能与

大环内酯类抗生素对BBF的破坏有

关[3“3副。有学者认为，氟喹诺酮类抗生素

联合大环内酯类抗生索或磷霉素是目前

治疗BBF感染最为有效的方案【3“。

3．2．2 针对QS系统的靶向治疗：自

1972年发现QS系统以来，因其在生物

被膜形成、发展及致病中的广泛作用而

越发受到关注，目前针对QS系统的靶

向治疗措施主要集中在阻滞自诱导物产

生和抑制其与受体结合两方面。Parsek

等[35]证实，自诱导物C4一HSL是以S一酰

苷蛋氨酸和脂酰载体蛋白为底物，在

RhlI酶的催化下合成的，因为s一酰苷高

半胱氨酸与S一酰苷蛋氨酸的结构极为

相近，所以其能够与S一酰苷蛋氨酸竞争

性结合RhlI酶，进而抑制C4一HSL的合

成。但是由于体内以S一酰苷蛋氨酸为底

物的酶类较多，使用S一酰苷高半胱氨酸

必将影响其他酶类生物学作用，故限制

了其临床的应用。在抑制自诱导物与受

体结合方面，研究较为深入的为呋喃酮

类。据报道，天然呋喃酮类可以抑制铜绿

假单胞菌的QS系统，显著增强铜绿假

单胞菌对抗生素的敏感性。另外，人工合

成的卤代呋喃酮也能够干扰被膜菌的

QS系统，减少BBF中毒力因子的产生，

破坏BBF的结构E36]。还有研究表明。呋

喃酮类的作用可能是通过与AHL受体

竞争性结合和破坏受体的稳定性来实

现的[37]。

3．2．3降解BBF胞外基质：BBF细胞

外基质是被膜菌耐药的主要屏障，提示

降解BBF胞外基质，破坏生物被膜的结

构可能有助于抗菌药物的作用。藻酸盐

裂解酶可由多种细菌产生，能通过分解

黏液型铜绿假单胞菌的藻酸盐，降低其

黏附性，进而抑制生物被膜的形成，这种

抑制作用优于环丙沙星。但是对于非黏

液型铜绿假单胞菌却无效。Hatch和

Schiller[38]研究发现，藻酸盐裂懈酶可以

增强氨基糖苷类药物对铜绿假单胞菌生

物被膜的渗入和扩散，故临床上与抗生

素联合应用来治疗生物被膜相关感染可

能有一定的疗效。尿激酶及蚓激酶属于

蛋白水解酶类，它们有激活纤溶蛋白酶

原和降解纤维蛋白的作用。王睿等¨钉证

实通过上述两种酶与氟罗沙星联合应用

后，BBF显著改变，生物被膜中的细菌

数量比单独应用抗生素明显减少。另外，

溶葡萄球菌酶、乳铁蛋白、链球菌激酶和

链球菌脱氧核酸酶对特定BBF的形成

和结构也有一定破坏作用。

3．2．4其他治疗措施：鉴于藻酸盐可引

起免疫反应和炎症，是呼吸道生物被膜

病的主要致病物质，同时也是BBF的主

要成分，国内外学者均尝试使用藻酸盐

单克隆抗体治疗生物被膜相关感染。

Mai等L40J证实，藻酸盐单克隆抗体可降

低黏液型铜绿假单胞菌的黏附性，阻止

BBF的形成。研究表明，藻酸盐单克隆

抗体能逆转藻酸盐对淋巴细胞和中性粒

细胞吞噬功能的抑制，这就可能消除

BBF的免疫逃避性，显示出其重要的临

床应用前景。超声波、生物电等物理方法

也能有效抑制BBF的形成，但临床应用

的安全性及有效性还有待改进。
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美国FDA警告西罗莫司有增加肝移植患者病死率的风险

2009年3月25日，惠氏公司向美国食品与药物管理局(FDA)提交了一份名为“对接受维持治疗的肝脏异体受体患者由

钙调神经磷酸酶抑制剂(calcineurin inhibitor，CNI)治疗改为西罗莫司与继续使用CNI治疗的随机性开放标签对照性研究”的

临床试验结果。数据表明：转为西罗莫司治疗病情稳定的肝移植患者组与继续使用CNI治疗的患者组相比，前者在一年中的

总体治疗失败率要明显高于后者；西罗莫司治疗组中因不良事件停药的患者多于继续使用CNI治疗的患者组，导致停止试

验的最常见不良事件为外周水肿、口腔炎、口腔溃疡和皮疹；改为西罗莫司治疗后，患者平均空腹血脂浓度明显增加，并在1年

的随访期间均维持在较高的浓度。

2009年6月11日FDA正式发布有关西罗莫司的临床试验数据，该数据表明病情稳定的肝移植患者从以使用CNI为基

础的免疫抑制药改为西罗莫司治疗后病死率增加。

FDA建议：西罗莫司只适用于治疗13岁及以上接受肾移植患者的器官排斥反应，而用于肝或肺移植患者的安全性和有

效性尚未确认。西罗莫司的黑框警告提示，一项在首次肝移植患者中进行的研究显示，联用西罗莫司和他克莫司(tacrolimus)

与病死率增加和移植失败相关，死亡患者有感染迹象。建议对所有接受西罗莫司治疗的患者进行监测，但药物监测不应作为

调整西罗莫司治疗的惟一根据，还应密切注意患者的临床体征和症状、组织活检和实验室检测结果。西罗莫司为口服片剂，每

日1次，服用时不得碾碎、咀嚼或掰开服用。对于不能tq服片剂的患者应给予西罗莫司121服液，并指导其用药。FDA正考虑修

改西罗莫司的处方信息，将继续对研究中有关病死率和其他不良事件的数据进行审核，并酌情做出进一步的用药建议。

(马杰李银平整理)
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