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白色念珠菌生物膜对消毒剂抵抗性的研究

张薇1，王丹敏2，董小青2，梁慧1，刘丽萍1

【摘要】 目的 了解白色念珠菌牛物膜对常用消毒剂的抵抗性。方法采用载体定量试验方法观察不同作用时间下

75％乙醇、安尔碘、5％⋯84消毒液、3％苯扎溴铵和2％戊二醛对生物膜中白色念珠菌的杀灭作用。结果 2％戊二醛和5％
“84”消毒液对生物膜念珠菌杀灭作用最强，安尔碘次之，75％乙醇和3％苯扎溴铵杀灭作用较弱。结论五种消毒剂对念珠

菌生物膜的杀灭作用不同，形成生物膜的白色念珠菌埘常用消毒剂的抵抗力比游离菌强。
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【Al搭'traet】Objeetive To study the resistance ofbiofilm—forming fu嚼to common disinfectants using Cand／da albicans b珏

film as the object of studv．Methods The cxrrier quantitative tegt method w鹤used for experimental observation．Results The 2％

ghtaral solution and 5％84 disinfection solution had the strongest killing effect on the biofilm of Candida albicans．followed by anerd-

i锄while 75％ethanol and 3％benzalkonium bromide had a weaker effect．Condusion The five disinfectants have different killing
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近20年来，随着癌症放、化疗和器官移植患者的

增加，免疫抑制药和广谱抗生素的大量使用，以及插

管等医学材料使用的增多，白色念珠菌病的发病率增

加了近40倍，其中相当一部分与白色念珠菌形成生

物膜(biofilm，BF)密切相关⋯。生物膜是一种附着于

非生物或生物表面的、包裹着细胞外多糖的有三维结

构的菌细胞群体，是细菌、真菌在生长过程中为适应

生存环境而形成的一种与浮游细胞相对应的生存方

式。感染部位或置人体内的生物材料表面一旦形成

了BF，由于其难以被特异性抗体、大多抗真菌药物等

物质所彻底杀灭，白色念珠菌BF引起的感染性疾病，

因而大都是慢性和难治性的口J。为此，本研究探讨常

用消毒剂对念珠菌生物膜的破坏作用，为控制念珠菌

BF引起的感染提供防治方法和理论依据。

1材料与方法

1．1 茵株 白色念珠菌Ca40为本室保存的临床
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分离株，经常规鉴定。

1．2培养液与试剂 酵母蛋白胨葡萄糖培养液，

沙氏琼脂培养液，沙氏液体培养液；乙醇、戊二醛、

安尔碘(含有效碘0．2％)、“84”消毒液、苯扎溴

铵消毒液。

1．3 中和剂用20 g／L吐温一80+PBS作乙醇的

中和剂；以含2000 ms／L硫代硫酸钠的PBS作为安

尔碘和84消毒液的中和剂；以含20 g／L吐温

一80+10 g／L卵磷脂作为苯扎溴铵的中和剂；以含

10 g／L甘氨酸作为戊二醛的中和剂。

1．4制备茵悬液将白色念珠菌Ca40菌接种于

30 rIIl酵母蛋白胨葡萄糖(YPD)液体培养液中。

30℃摇床振荡培养(60 r／rain)12 h，获得的菌液用

YPD培养液稀释，白细胞计数板计数，调整菌液浓

度至1×10 7个茵扩flll左右。

1．5制备生物膜将高分子除菌滤膜(孔径0．22

岬)用打孔器制成直径7 mm圆片，高压灭菌后平
铺在沙氏琼脂平板上。取20一念珠菌菌悬液加在

膜片表面，置37℃孵箱培养。每24 h将膜片转移

至新的沙氏平板上。

1．6消毒剂对生物膜的作用 取培养2 d、5 d的
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膜片，用无菌生理盐水冲洗表面游离菌，将膜片浸

泡人75％乙醇、5％“84”消毒液、3％苯扎溴铵消毒

液、2％戊二醛和安尔碘中。消毒剂分别作用15、

30、60、90、120 min后取出膜片，冲洗掉残余消毒液，

置于5“相应中和剂中，中和作用10 min后用匀浆

器将膜片研磨粉碎，以稀释涂布法进行菌落计数，每

个时间组测试3次，菌量取平均值。同时按常规方

法培养游离念珠菌，按照与生物膜相近的菌量将游

离念珠菌菌液滴加在高分子滤膜上，浸泡入上述消

毒剂分别作用15、30 min后取出膜片作为对照。

2结 果

两组对照含游离念珠菌膜片的初始菌量分别为

15

2．8×108cfu／片和3．6×108cfu／片，经5种消毒剂处

理后，游离白色念珠菌在30 min内全部被杀灭，未

检出残余菌。五种消毒剂对念珠菌生物膜的杀菌作

用表现不同(表1、表2)。2％戊二醛和5％“84”消

毒液对生物膜念珠菌杀灭作用最强，对培养2 d的

生物膜分别在15 min、30 min内即可全部杀灭。3％

苯扎溴铵作用较弱，对新、老生物膜分别需作用90

min、120 rain才能完全杀灭生物膜真菌。除戊二醛

外其余4种消毒剂对培养5 d生物膜作用30 rain后

检出的残余菌明显比对培养2 d生物膜作用相同时

间后的残余菌多。试验结果表明形成生物膜的念珠

菌对常用消毒剂的抵抗力比游离菌强，且随生物膜

形成时间的延长对大多消毒剂的抵抗性明显增强。

表1 培养2 d念珠菌生物膜和游离茵对不同消毒剂的抵抗性测定结果 (cfu／h")

3讨 论

生物膜是一种黏附于非生物或生物表面的微生

物菌落，它们包裹于自身产生的细胞外基质(extra-

cellular matrix，ECM)中，是微生物在生长过程中为

了适应生存环境而形成的一种与浮游细胞相对应的

存在形式[3 J。成熟的白念珠菌生物膜是一个在细

胞外基质包裹下的由孢子、酵母细胞、真菌丝和假菌

丝组成的致密网状系统，呈一个有机的三维结构。

本研究用高分子除菌滤膜来制备生物膜，在沙氏平

板培养2 d后可见膜片表面形成一层致密的灰白色

菌膜，不能用无菌生理盐水冲洗掉。

生物膜中菌的生物学特性与浮游菌显著不同，环

境适应能力增强，可抵抗吞噬细胞的吞噬作用，可逃

避宿主免疫系统的清除作用，对外界环境存在的抗菌

药物、消毒剂等杀菌物质有很强的抵抗力。生物膜中
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菌抵抗力增强的机制主要有两个方面：(1)细菌、真菌

分泌的以多糖为主的细胞外基质可以在白色念珠菌

生物膜中形成具有高度纡曲孔道的水凝胶样结构，可

阻碍或延迟杀菌物质的渗入。有研究显示，白色念

珠菌完整的生物膜对两性霉素B的敏感性比丧失了

大部分ECM结构的生物膜细胞对该药物的敏感性有

所降低，这表明ECM在生物膜对两性霉素B的耐药

中起作用HJ。(2)生物膜中菌代谢水平低，菌生长缓

慢，从而导致生物膜菌细胞对抗菌物质敏感性降低，

而且代谢产物的积聚对许多药物有抵抗作用怕J。

本研究中各种消毒剂均按说明书的推荐浓度配

制，除2％戊二醛可在15 min内完全杀灭生物膜念

珠菌和游离菌，其他消毒剂完全杀灭生物膜念珠菌

均比完全杀灭游离念珠菌所需时问长，说明真菌一

旦形成生物膜，其对杀菌物质的抵抗力明显增强。

由此可见，处理念珠菌生物膜导致的真菌污染不能

完全采用针对游离菌的消毒方法，应尽量使用戊二

醛、“84”消毒液等高效消毒剂或延长消毒剂作用时

间。此外，本研究结果表明，随着生物膜形成时间

的延长，由于其成熟度增加导致生物膜念珠菌对大

多数消毒剂的抵抗力明显增强，此与生物膜耐药性

的研究结果基本一致”-。
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待进一步探讨。P—LCR表示大血小板占血小板总

数的百分比，大血小板是血液中较年轻的血小板。

在血小板破坏增多或生成不足的疾病中，P—LCR

的比率变化更能反映血小板再生情况。两组术前P

—LCR无差异，术后恢复组第6天开始增加，两组有

明显差异(P<0．05)，提示恢复组骨髓功能正常。

当血小板减少时，骨髓巨核细胞代偿性增生，血小板

更新加快，释放出年幼的大血小板使P—LCR、MPV

增高。P—LCR的增加可增强机体的止血功能，可

补偿血小板的减少，有利于机体的止血。本文未恢

复组MPV、P—LCR随着PLT的减少而减少，提示该

组患者可能有骨髓抑制，究其原因可能由于排异、感

染、药物不良反应等综合因素所致，随着病情的缓解

会恢复。但是当患者出现以白细胞减少，同时伴有

发热、皮疹或腹泻为临床特征时应想到移植物抗宿

主病(graft versus host disease，GVHD)的可能。在积

极抢救患者的同时，应做骨髓细胞学检查以明确诊

断。当发生GVHD后造血系统严重受抑，以粒细胞

首先迅速减少，随后血小板、红细胞减少至全血细胞

减少，虽然其发病率极低，但因病情凶险，病死率极

高[5J，应引起临床医师的高度重视。P—LCR、MPV

的变化反映了血小板减少的原因，可作为肝移植术

后判断血小板减少原因的重要指标之一。血小板及

其参数的监测对肝移植术后病情变化的判断有一定

的参考价值，提示临床医师在综合治疗的同时，应密

切观测血小板参数的变化，及早发现严重并发症的

发生并予以纠正。
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