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氨溴索对铜绿假单胞菌生物膜结构的影响 
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摘 要：目的 建立铜绿假单胞菌生物膜(biofilm，BF)模型，探讨氨溴索对粘液型铜绿假单胞菌成熟 BF的结构影 

响。方法 平板培养法培养铜绿假单胞菌7 d，得到成熟BF，用扫描电镜(scanning electron microscope，SEM)观察氨溴索对 

BF形态结构的影响；激光共聚焦显微镜(confocal laser scanning microscopy，CLSM)结合 BF图像结构分析软件(image struc． 

ture analyer，ISA)对 BF结构参数分析；荧光显微镜定性观察氨溴索对 BF内活菌的作用，并测定氨溴索单独作用以及与环 

丙沙星联用后 BF内活菌的荧光强度。结果 氨溴索作用后电镜观察可见 BF被破坏 ，基质样物变稀疏，仅见少量散在细 

菌。ISA软件定量分析显示：2 mg／ml氨溴索作用后，BF厚度、平均扩散距离(average diffusion distance，ADD)和结构熵 

(textual entropy，TE)均减少(P<0．05)；区域孔率(areal porosity，AP)增加(P<0．05)。0．75 mg／ml氨溴索干预后，有同样 

趋势，但效应不如高浓度明显。用荧光显微镜定性观察 ，当氨溴索浓度大于 0．49 mg／ml时 ，BF内活菌数减少。同时，氨溴 

索与环丙沙星存在协同作用(F=15．1，P<0．05)，且随着氨溴索浓度升高，协同作用增强。结论 氨溴索可影响铜绿假单 

胞菌成熟 BF形态结构，从而增强抗生素的杀菌活性。 
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Effect of ambroxol on the structure of Pseudomonas aeruginosa biofilm 

LI Fang，YU Jia—lin，LIU Guan—xin，YANG hua(Department of Neonatology，Children’s Hospital，Chongqing Medical University， 

Chongqing 400014，China) 

Abstract：0bjective To observe the effect of ambroxol on the structure of Pseudorgtona$aeruginosa bio． 

film(BF)in an established biofilm model in vitro．Method Mature BF was formed after 7 days culture of 

Pseudomonas aeruginosa on plate．The BF structure was observed by scanning electron microscope(SEM)． 

The parameters of BF structure were analyzed though pictures from confocal laser scanning microscopy(CLSM) 

with Image Structure Analyzer(ISA)software．Fluorescence intensity of the viable bacteria in BF treated by 

ambroxol alone and together with ciprofloxacin were determ ined with fluorescence microscopy．Results After 

the treatment of ambroxol，the BF was destroyed and the matrix outsides became thin and abnorm al compared 

with the control by SEM ．and small amount of bacteria dispersed．The results of ISA showed that with the treat— 

ment of 2 mg／ml ambroxol，BF was decreased in thickness，average diffusion distance(ADD)and textual en— 

tropy(TE)were decreased in comparison with the group without ambroxol treatment(P<0．05)，however are— 

al porosity(AP)was increased(P<0．05)．Whereas the same tendency of these parameters was seen in the 

group treated by 0．75 mg／ml ambroxol though not so obvious． Fluorescence microscopy indicated the viable 

bacteria in BF was reduced significantly(F=1 8，P<0．05)when ambroxol concentration was hi gher than 

O．49 mg／ml，and ambroxol showed synergistic effect when combined with ciprofloxacin(F=15．1，P<0．05) 

in a dose．dependent manner．Conclusion Ambroxol can affect the BF structure of Pseudomonas aeruginosa。 

and thus enhance the bactericidal ability of antibiotics． 

Key words：ambroxol；Pseudomonas aeruginosa；biofilm 
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生物膜(biofilm，BF)是细菌黏附在物体表面上形 

成的一种具有高度结构性的膜状复合物，其主要成分 

是细菌分泌的胞外基质和细菌菌体 。BF可使细菌 

抵御宿主免疫系统和抗菌药物杀伤作用 ，从而产生对 

抗菌药物的高度耐药性(可达到浮游状态的 1O一 

1 000倍)，导致感染难以清除 j。铜绿假单胞菌是极 

为常见的细菌生物膜相关感染病原菌。新生儿由于其 
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生理特殊性，常受铜绿假单胞菌感染。特别是进行机 

械通气的患儿，痰培养常有铜绿假单胞菌生长。铜绿 

假单胞菌生物膜的形成是新生儿呼吸机相关性感染难 

以控制的重要原因。国外有报道，化痰药 N一乙酰半胱 

氨酸干扰生物膜形成 J，氨溴索作为一种临床常用药 

与N一乙酰半胱氨酸在作用机制上有一定的相似性，故 

我们推测氨溴索可能具有抗 BF作用。本研究将考察 

氨溴索对铜绿假单胞菌 BF结构的影响，且与抗生素 

环丙沙星联用是否具有协同作用。 

1 材料与方法 

1．1 茵株和主要试剂、仪器 

铜绿假单胞菌临床分离菌株(由本院检验科鉴定并保存)， 

Luria-Bertani培养基(LB，上海升博生物技术公司)，氨溴索标 

准品(德国Boehringer Ingelheim公司)；环丙沙星标准品(重庆 

市药检所)，比浊仪(德国 Siemens公司)，多功能酶标仪(美国 

BIORAD UV一3350型)，荧光显微镜(德国 Leiea公司)，SEM(美 

国Amary公司 KYKY3200，第三军医大学电镜室提供)，24及 96 

孔培养板(德国Coming公司)，荧光染色剂SYTO9(激发波长 

480 nm，发射波长500 nm)。ISA软件 (美国Montana州立大学 

Haluk Beyenal教授提供)。 

1．2 环丙沙星最低抑茵浓度(microbial inhibition con— 

centation。MIC)的测定 

采用微量稀释法 测定环丙沙星对铜绿假单胞菌的 MIC， 

质控菌株为 ATCC27853。 

1．3 铜绿假单胞茵 BF体外模型的建立 

用平板法培养铜绿假单胞菌 BF 。取隔夜培养的含有铜 

绿假单胞菌的LB培养液，用比浊仪调至0、5麦氏单位。分别 

吸取菌液 1 ml加入24孔板(其内放有 8 em×8 em玻片)， 

0．1 ml加入 96孔板。37℃培养，每 48小时换液 1次，连续培 

养 7 d后，即可形成稳定的 BF⋯。 

1．4 铜绿假单胞茵BF形态的扫描电镜 sEM检测 

本 部 分 实 验分 为 两组 ：对 照 组、氨 溴索 组 (浓 度 为 

3．75 mg／m1)。两组用平板法培养细菌 7 d后，在 24孔板内分 

别加入 1 ml LB培养基和氨溴索，37℃孵育 24 h后取出，用磷 

酸缓冲液(phosphate buffer solution，PBS)反复清洗，去除浮游 

菌。立即用2、5％戊二醛 PBS溶液固定 2 h后，再经0、1 mo]／ml 

PBS冲洗2次(pH=7．2)，30％ ～100％系列浓度乙醇脱水后 ， 

经50％～100％叔丁醇置换，干燥、离子溅射仪喷金，经过 SEM 

观察铜绿假单胞菌 BF微观形态。 

1．5 BF结构参数的分析 

本部分实验分为 3组 ：对照组 、氨溴索组(浓度分别为 2、 

0．75 ms／m1)。两组用平板法培养细菌 7 d后，在 24孔板内分 

别加入培养基和氨溴索，37℃孵育 8 h后 ，将各组模型从培养 

液中取出，每张玻片用 1 ml去离子水轻轻洗涤3次，除去 BF表 

面的游离细菌。在每张玻片BF表面滴加50 l配制好的荧光 

染液，37℃避光孵育 15 min，再用 1 ml去离子水冲洗未结合荧 

光染色剂后，置 CLSM观察 ，由 BF游离面向 BF与玻片附着面 

逐层扫描(沿 z轴扫描)，每个标本取 5个随机视野，每个视野 

扫描 8～16层。所获得图片堆数据调入 ISA3D软件，设置参数 

后，运行 ISA及 ISA3D命令。运行结果包括：①结构参数(tex． 

tual parameter)：如结构熵(textual entropy，TE)。②平面参数 

(areal parameter)：如区域孔率(areal porosity，AP)、平均扩散距 

离(average diffusion distance，ADD) 等。输出结果以 Excel格 

式保存。 

1．6 细茵 BF内活茵荧光强度的观察 

本部分实验分为 6组：1组空白对照、5组不同浓度氨溴索 

组(浓度依次为 3．75、1．875、0．95、0．49、0．25 me,／m1)。在 24 

孔板加入 1 ml菌液，平板法培养 7 d后，分别加入 1 ml上述浓 

度的氨溴索和 LB培养基，37℃孵育 8 h后取出。各组模型从 

培养液中取出，每张玻片用 1 ml去离子水轻轻洗涤 3次，除去 

BF表面的游离细菌。在每张玻片 BF表面滴加50 配制好的 

荧光染液，37℃避光孵育 15 min，再用 1 ml去离子水冲洗未结 

合荧光染色剂后，置于荧光显微镜下观察。 

1．7 多功能酶标仪定量分析氨溴索与环丙沙星合用 

后细茵BF内活茵荧光强度 

在细菌培养 7 d后，棋盘法在 96孔板内分别加入0．1 ml 

不同浓度的氨溴索(浓度依次为 3．75、1．875、0．95、0．49、0．25、 

0 me,／m1)和环丙 沙 星 (浓 度依 次 为 8、4、2、1、0．5、0．25、 

0~g／m1)，37℃孵育 8 h后取出，同样采取上述荧光染色后，用 

多功能酶标仪检测各孔荧光强度。 

1．8 统计学分析 

采用SPSS 1 1．5统计软件进行正态性分布检验，均符合正 

态性分布后进行单 、双因素方差分析。 

2 结果 

2．1 环丙沙星 MIC 

环丙沙星的 MIC为 1 w／ml。 

2．2 SEM观察铜绿假单胞茵 BF形态 

经过各组处理后铜绿假单胞菌 BF的 SEM见图 1，从图中 

可以看出，细菌培养7 d后，形成成熟的BF。对照组 BF在载体 

表面形成片状物 ，周 围有厚薄不均的黏液状物质连接成一大 

片，细菌包裹其内；氨溴索处理组铜绿假单胞菌BF变得稀疏， 

不规则，仅见少量散在细菌。 

2．3 ISA软件对铜绿假单胞茵BF结构进行定量分析 

结果 

将各组 BF与进行 CLSM扫描的输入 ISA软件分析，得到 

BF结构的定量分析结果(表 1)。 

表 1 BF模型各组各参数分析结果 

a：P<0．05，与生理盐水对照组比较 

2．4 荧光显微镜观察氨溴索对成熟 BF的影响 

将各组玻片置于荧光显微镜下观察 ，可见随着浓度的升 

高，细菌减少；在浓度达到0．5 ms／m1时，与生理盐水对照组大 

致相当。定性推测较高的浓度下 ，氨溴索可干扰成熟 BF，包括 

其胞外基质和其内细菌。 
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SEM下观察，成熟 BF呈团状聚集，由于其外包裹大量 

细菌分泌的基质物，其内细菌隐匿不见；在氨溴索的作 

用下，成熟的 BF结构被破坏，变得稀疏、不规则，可见 

少量细菌散布。说明一定浓度的氨溴索可影响 BF的 

形态，破坏其结构的完整性。ISA软件分析结果显示， 

2 mg／ml氨溴索作用后，BF厚度由(39．22±2．01)Ixm 

减少到(10．09±2．32)Ixm，说明氨溴索破坏了 BF固 

有结构，我们推测氨溴索对 BF的主要成分胞外多糖 

有抑制生成和／或促进降解的作用。AP和 ADD这两 

个参数，客观反映 BF结构发展过程中间隙孔道及营 

养物质供应距离的变化。作用后 AP由(0．70±0．03) 

增加至0(0．9l±0．02)，ADD由(1．080±0．001)减少至0 

(1．000±0．002)，说明氨溴索使 BF变得更加稀疏，菌 

落问的孔道和间隙增加，这样可以加强抗生素的渗透， 

使 BF深层细菌可以接触到有效剂量的抗生素。TE 

反映 BF的不均一性，而细菌 BF的不均一性是细菌生 

存的重要手段  ̈。TE由作用前的(6．25±0．22)减少 

到(5．19±0．41)，也进一步说明氨溴索作用后，BF的 

不均一性减小，结构趋于简单，对外界的抵抗力减弱。 

同样，0．75 mg／ml氨溴索作用后也可使 BF厚度变薄， 

结构变得稀疏简单。但其作用效应没有高浓度2 mg／ 

ml时明显。同时我们采用生物发光法直观地观察氨 

溴索对铜绿假单胞菌 BF内活菌的影响，结果显示随 

着氨溴索浓度的升高，BF内黏附的活菌减少，说明氨 

溴索对铜绿假单胞菌 BF有破坏作用。临床上常用抗 

生素如环丙沙星对 BF状态的铜绿假单胞菌的杀灭作 

用不强。我们用多功能酶标仪检测不同浓度环丙沙星 

与氨溴索联合应用对细菌的作用，结果显示它们具有 

协同抑制作用，且随着氨溴索浓度升高，协同作用增 

强，BF内活菌进一步减少，环丙沙星的杀菌活性增强。 

这说明氨溴索破坏了 BF结构的完整性 ，环丙沙星增 

强了对 BF的穿透能力，并提高了对 BF中细菌的杀灭 

能力。由此我们认为，氨溴索对铜绿假单胞菌 BF有 

破坏作用，与其他抗生素联用可以提高其杀菌能力，为 

氨溴索的抗 BF应用提供了理论基础，为新生儿难治 

性铜绿假单胞菌感染的临床治疗提供新的思路。对于 

氨溴索抗 BF的作用的具体机制还有待进一步研究。 
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