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［［摘 要］］   目的目的：：探讨临床多重耐药铜绿假单胞菌群体感应相关基因表达对生物膜形成和耐药性的

影响，阐明耐药性增加的机制。方法方法：：收集 77 株铜绿假单胞菌，根据其耐药性将菌株分为多重耐药组

和敏感组，微孔板法构建生物膜筛选最佳形成条件，采用光学显微镜观察 2 组铜绿假单胞菌生物膜形

成情况，结晶紫染色半定量法检测 2 组铜绿假单胞菌生物膜形成能力，微量肉汤稀释法检测 2 组铜绿

假单胞菌对群体感应抑制剂呋喃酮 （C-30） 的最低抑菌浓度 （MIC） 值，试剂盒法提取 2 组铜绿假单

胞菌的 RNA，改良 TRIzol 法提取 2 组铜绿假单胞菌中多重耐药组浮游态和生物膜态 RNA，实时荧光

定量 PCR （RT-qPCR） 法检测 2组以及加入 C-30抑制剂前后铜绿假单胞菌中 lasR/I、RhlR/I和 PqsR/A 
mRNA 表达水平。结果结果：：77 株铜绿假单胞菌标本中有 56 株多重耐药株 （多重耐药组），21 株全敏感株

（敏感组）。构建生物膜最佳条件，当铜绿假单胞菌浓度为 1. 5×108 CFU·mL-1、培养时间为 48 h 时生

物膜形成量最多；77 株铜绿假单胞菌标本的生物膜阳性率为 91%，其中生物膜强阳性、中等阳性、弱

阳性和阴性分别占 16%、34%、41% 及 9%，多重耐药株的生物膜阳性率为 96%，且多重耐药组的生

物膜形成能力高于敏感组 （P<0. 05）。当群体感应抑制剂 C-30 的浓度为 8 mg·L-1时，可抑制多数铜

绿假单胞菌生物膜的形成，且浓度越高，抑制作用越明显；浮游态 RNA 和生物膜态 RNA 的吸光度（A）

值在 1. 8~2. 0。RT-qPCR 法，与浮游态比较，生物膜态的铜绿假单胞菌重群体感应相关基因 lasR/I、

RhlR/I 和 PqsR/A mRNA 表达水平升高 （P<0. 01）；与未加抑制剂组比较，加入抑制剂组铜绿假单

胞菌中生物膜态的群体感应相关基因 lasR/I、RhlR/I 和 PqsR/A mRNA 表达水平降低 （P<0. 01）。

结论结论：：多重耐药铜绿假单胞菌的群体感应相关基因高表达会促进生物膜的形成，从而导致耐药性增加。
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of quorum sensing-related gene expression on biofilm 
formation and drug resistance in clinically multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa， and to clarify the 
mechanism of enhacing drug resistance. Methods： A total of 77 strains of Pseudomonas aeruginosa were 
collected.  Based on drug resistance， the strains were divided into multidrug-resistant group and sensitive 
group.  The optimal biofilm formation conditions were determined using the microtiter plate method； 
biofilm formations of the stains in both groups was observed under an optical microscope； crystal violet 
staining was used to semiquantitatively detect biofilm formation ability of P.  aeruginosa in both groups； 
microbroth dilution method was used to determine the minimal inhibitory concentration （MIC） values of the 
quorum sensing inhibitor （C-30） against Pseudomonas aeruginosa in both groups； RNA was extracted 
from two groups using a commercial kit， while RNA from planktonic state and biofilm state of multidrug-

resistant strains was extracted using modified TRIzol method； real-time fluorescence quantitative PCR 
（RT-qPCR） method was used to detect the mRNA expression levels of quorum sensing-related genes 
（lasR/I， RhlR/I， PqsR/A） of the stains in multidrug-resistant group and sensitive group， as well as 
before and after adding the quorum sensing inhibitor C-30.  Results： Among 77 strains of Pseudomonas 
aeruginosa， 56 were multidrug-resistant （multidrug-resistant group） and 21 were fully sensitive（sensitive 
group）.  Optimal biofilm formation occurred at a bacterial concentration of 1. 5×108 CFU·mL-1 with 48 h 
incubation.  The biofilm positivity rate was 91%， with strongly positive， moderately positive， weakly 
positive， and negative biofilms accounting for 16%， 34%， 41%， and 9%， respectively.  The biofilm 
positivity rate in multidrug-resistant strains was 96%， and biofilm formation ability in multidrug-resistant 
group was higher than that in sensitive group （P<0. 05）.  When the concentration of C-30 was 8 mg·L-1 
the biofilm formation in most Pseudomonas aeruginosa was inhibited， with enhanced suppression at higher 
concentrations.  The absorbtion （A） value of both planktonic-state and biofilm-state RNA ranged from 1. 8 
to 2. 0.  The RT-qPCR results showed that compared with planktonic state， the expression levels of lasR/I， 
RhlR/I， and PqsR/A mRNA of the stains in biofilm state were significantly increased （P<0. 01）.  
Compared with non-inhibitor group， the expression levels of lasR/I， RhlR/I， and PqsR/A mRNA in 
biofilm state of inhibitor-treated group were significantly decreased （P<0. 01）. Conclusion： High expression 
of quorum sensing-related genes in multidrug-resistant P.  aeruginosa promotes biofilm formation， thereby 
enhancing drug resistance.
KEYWORDS Pseudmonas aeruginosa；  Biofilms； Quorum sensing system； Real-time fluorescence 
quantitative PCR；Drug resistance

铜绿假单胞菌是一种常见的非发酵革兰阴性杆

菌，在自然界中广泛存在，常因污染医疗器械并定

植于医疗器械表面通过插管和导管等介入性治疗引

起呼吸道、尿路、手术切口及烧伤组织感染［1］，是

引起院内感染的重要条件致病菌。抗生素治疗是目

前应用于临床微生物感染的主要手段，因其高效、

广谱和毒性低而被广泛使用，然而因临床使用频率

和强度的增加，出现多重耐药铜绿假单胞菌甚至泛

耐药铜绿假单胞菌，且多重耐药铜绿假单胞菌呈现

上升趋势［2-3］。研究［4］ 显示：陕西省西安市医院铜

绿假单胞菌对绝大多数抗菌药物的耐药率均高于同

时期的中国细菌耐药监测网的报道，细菌耐药形势

严峻，甚至被美国疾病控制与预防中心列为“严重

威胁”。引起铜绿假单胞菌的耐药机制包括［5］：产

生 β-内酰胺酶、外排泵的过度表达、外膜蛋白的改

变、药物作用靶位的改变和生物膜的形成等，尤其

是生物膜形成后，抗生素难以进入到细菌内部导致

其抗菌效果降低或失败［6］，从而引起慢性持续性感

染。铜绿假单胞菌形成生物膜过程受群体感应

（quorum sensing，QS） 系统的调控［7］，QS 系统是

细菌细胞间的通信系统，主要通过信号分子密度识

别信号，调控基因表达，主要包括 Las 系统、Rhl
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系统和 PQS 系统。本研究基于生物膜耐药机制的

维度，深入探讨 QS 系统对生物膜的影响，从而作

用于铜绿假单胞菌多重耐药性，为临床治疗铜绿假

单胞菌感染提供新方向。

1 材料与方法  

1. 1　　菌株菌株、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　

铜绿假单胞菌标准菌株 ATCC15442 购于广东

环凯微生物科技有限公司，77 株铜绿假单胞菌均

为北华大学附属医院临床标本分离菌株。Müeller-
Honto 琼脂培养基平板、LB 平板和焦碳酸二乙酯

（diethyl pyrocarbonate，DEPC）（上海碧云天生物

技术有限公司），BIOG 细菌 RNA 提取试剂盒 （常

州百代生物科技有限公司），cDNA 第一链合成试

剂盒 （北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司），呋

喃酮 （furanone C-30，C-30） 和 0. 1% 结晶紫溶液

由本实验室自行配制。全自动快速微生物质谱检测

系统 （型号：VITEKMS，梅里埃诊断产品上海有

限公司），生物安全柜 （型号：BSC-1600ⅡB2，上

海苏净实业有限公司），微量核酸蛋白测定仪 （型

号： DS-11FxP 美国 Denovix 公司），酶标仪 （型

号：SPARK10M，美国 TECAN 公司），实时荧光

定 量 PCR（real-time fluorescence quantitative PCR， 
RT-qPCR） 仪 （型号： TCR0024，美国 Thermo 
Fisher Scientific 公司）。

1. 2　　菌株复苏菌株复苏、、分离培养和药敏试验分离培养和药敏试验　　

将铜绿假单胞菌标准菌株和临床分离冻存株于

LB 平板上复苏、传代，37 ℃培养 18~24 h，观察

菌落生长情况。取单菌落配制菌悬液，调至 0. 5 麦

氏比浊，涂布于 Mueller-Hinton 琼脂培养基平板，

37 ℃培养 18~24 h，观察药敏结果。判定标准参考

美 国 临 床 和 实 验 室 标 准 化 协 会 （Clinical and 
Laboratory Standards Institute，CLSI） 2023 年制定

的标准［8］。

1. 3　　生物膜的形成条件生物膜的形成条件　　

取 LB 固体培养基上单个菌落于 LB 液体培

养基中，37 ℃、180 r·min-1振荡 18~24 h。取 100 μL
菌 液 接 种 于 10 mL LB 液 体 培 养 基 中， 37 ℃ 、

180 r·min-1 振荡 2 h，测定吸光度 （A） 值为 0. 2
时，取 100 μL 混合菌液，采用 LB 液体培养基依次

稀 释 ， 使 其 浓 度 分 别 为 1. 5×106、 1. 5×107 和

1. 5×108 CFU·mL-1。取 200 μL LB 液体培养基和

20 μL 不同浓度的稀释菌液于无菌 96 孔细胞培养板

中，37 ℃孵育 48 h，每组 3 个复孔，每隔 2、4、8、

12、24 和 48 h 采用光学显微镜观察生物膜形成情

况，同时以 LB 液体培养基作为阴性对照。生物膜

形成的生物量以 A 值表示，采用酶标仪分析各组

A 值。

1. 4　　生物膜的测定生物膜的测定　　

采用“1. 3”中的方法构建生物膜，弃去孔内

培养液并用无菌磷酸盐缓冲液 （phosphate buffer 
saline，PBS） 洗涤 3 次，加入 200 μL 甲醇固定 15 
min，再加入 200 μL 0. 1% 结晶紫溶液染色 5 min，
采用 ddH2O 洗涤 3 次，最后加入 200 μL 33% 冰醋

酸溶液溶解，酶标仪测定 A （570） 值。生物膜形

成能力判定标准［9］： A （570） 值 ≤A 值为阴性

（-）， A 值 <A （570） 值 <2×A 值 为 弱 阳 性

（+），2×A 值<A （570） 值<4×A 值为中等阳性

（ ），A （570） 值 >4×A 值 为 强 阳 性 （ ），

A 值为阴性对照均值与 3 倍标准偏差之和。

1. 5　　 最 低 抑 菌 浓 度最 低 抑 菌 浓 度 （（minimal inhibitory 

concentration，，MIC））的测定的测定　　

在无菌 96 孔细胞培养板中加入 100 μL 过夜振

荡稀释后的菌液和 100 μL 梯度稀释过的 QS 抑制剂

C-30 溶液 （最终浓度梯度为 128. 0、64. 0、32. 0、
16. 0、8. 0、4. 0、2. 0、1. 0 和 0. 5 mg·L-1），37 ℃
培养 18~24 h，肉眼观察细菌生长情况，以澄清孔

的最低浓度为 MIC。

1. 6　　亚抑菌浓度亚抑菌浓度 C--30 抑制剂对生物膜形成抑制作抑制剂对生物膜形成抑制作

用的检测用的检测　　

取 200 μL LB 液体培养基和 20 μL 生物膜形

成最佳浓度的菌液，加入终浓度为 1/2MIC ［10］ 的

C-30 抑制剂，对照组为不加入抑制剂的孔，每组

3 个复孔。37 ℃培养孵育 24 h 后，弃去浮游菌，洗

涤和检测步骤同“1. 3”。
1. 7　　QS 相关基因相关基因 mRNA 表达水平检测表达水平检测　　

1. 7. 1　引物设计　基于 NCBI 数据库中已公布的

铜 绿 假 单 胞 菌 的 QS 相 关 基 因 lasR/I、 RhlR/I、
pqsR/A 和内参基因 16SrRNA 序列，进行多序列比

对，根据比对结果设计特异性引物，引物序列

见表 1。
1. 7. 2　 试 剂 盒 法 提 取 细 菌 RNA　 操 作 步 骤 按

照 BIOG 细菌 RNA 提取试剂盒步骤进行。操作

步骤：将收集的细菌以 5 000 r·min-1 离心 3 min，
弃 上 清 ， 加 入 200 μ L PBS 缓 冲 液 ， 振 荡 混 匀，

5 000 r·min-1离心 3 min，彻底弃上清。加入 100 μL
裂解液Ⅰ，振荡混匀，直到沉淀完全分散悬浮，无
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明显块状沉淀。加入裂解酶  25 μL，充分混匀，

37 ℃放置 30 min。加入 200 μL 裂解液Ⅱ和 20 μL 复

合消化液，充分混匀，65 ℃孵育 10 min。加入  400 μL
异丙醇，轻轻颠倒混匀。将吸附柱放入收集管内，

将上述溶液全部转入吸附柱内，12 000 g离心1 min，
弃收集管内废液。将吸附柱放回收集管内，加入

500 μL 洗涤液，静置 2 min，12 000 g 离心 1 min，
弃去管内废液。同时按每份样本 40 μL 取洗脱液，

放置于灭菌 1. 5 mL 离心管， 65 ℃ 预热。将吸附

柱放回收集管内，12 000 g 离心 2 min，去除残留

的洗涤液。取出吸附柱，放入新的 1. 5 mL离心管内，

加入上述预热的 40 μL洗脱液，静置 2 min，12 000 g
离心 2 min，收集  RNA 溶液。采用微量核酸蛋白

测定仪测定 RNA 浓度，以 A（260）/A（280）比值代

表 RNA 纯度，每个样品重复测 3 次，取平均值。

1. 7. 3　改良 TRIzol 法［11］提取浮游态和生物膜态

RNA　构建生物膜，收集菌株浮游生物和生物膜，

2 100 r·min-1离心 10 min，弃上清，留沉淀，分别

向 2 管 中 加 入 500 μL TRIzol 轻 轻 混 匀 并 置 于

-80 ℃、15 s 条件下冷却，恢复室温，在超声粉碎

仪中粉碎 3 次，再加入 500 μL TRIzol 和 200 μL氯

仿颠倒混匀 8 次，冰盒静置 10 min，4 ℃、12 000 g
离心 10 min，弃去沉淀，尽量吸取上清，至新的

EP 管中，再加入 500 μL 异丙醇充分混匀，室温静

置 10 min，4 ℃、12 000 g离心 10 min，弃上清，沿管

壁旋转加入 1 mL 预冷的 75% 乙醇，4 ℃、10 000 g

离心 5 min，重复 1次，弃上清，将 EP 管倒置干燥，

再加入 20 μL RNase Free ddH2O，溶解沉淀，采用

微量核酸蛋白测定仪测定 RNA 浓度，以 A（260）/
A（280）比值代表 RNA 纯度，每个样品重复测量

3 次，取平均值。

1. 7. 4　合成 cDNA　按照 cDNA 第一链合成试剂盒

说明书中的步骤进行操作。操作步骤：总RNA 1 μg，
OligdT （18）  1 μL， dNTPs 1 μL， 5×First-stand 
Synthesis Buffer 4 μL， Super M-mLV Reverse 
transcriptase RNase H 1 μL， RNase inhibitor 2 μL，

RNase-free ddH2O 补足至 20 μL。短暂离心，混匀

体 系 中 组 分 。 42 ℃ 保 温 60 min， 95 ℃ 、 5 min，
4 ℃、3 min。合成 cDNA 用于后续实验。

1. 7. 5　RT-qPCR 法检测各组 QS 相关基因 mRNA
表达水平　RT-qPCR 法反应体系 10 μL，每组设置

3 个复孔，包括 cDNA 0. 2 μL，上游引物 0. 2 μL，

下游引物 0. 2 μL， ddH2O 4. 4 μL， 2×Q3 SYBR 
qPCR Master Mix 5 μL。反应条件： 95 ℃预变性

30 s，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，40 个循环。

以 16SrRNA 为内参基因，采用 2-△△Ct 法计算各组

QS 相关基因 mRNA 表达水平。

1. 8　　统计学分析统计学分析　　

采用 SPSS 26. 0、OriginPro 2021 和 GraphPad 
Prism 9 统计软件进行统计学分析。各组 QS 相关基

因 lasR/I、 RhlR/I 和 pqsR/A mRNA 表 达 水 平 比

较采用两独立样本 t 检验；组间生物膜形成能力

比较采用单因素方差分析，两两样本均数组间比

较采用 SNK-q 检验。以 P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结  果  

2. 1　　铜绿假单胞菌药敏检测铜绿假单胞菌药敏检测　　耐药组 （n=56） 的

判定标准：对临床使用的 3 类或 3 类以上抗菌药物

同时呈现耐药的细菌可判定为多重耐药菌；敏感组

（n=21） 的判定标准：对所有的抗菌药物均敏感的

细菌可判定为敏感菌。77 株铜绿假单胞菌对 11 种

抗菌药物的药敏结果见表 2。
2. 2　　生物膜的形成条件生物膜的形成条件　　1. 5×108 CFU·mL-1 的

铜绿假单胞菌生物膜形成量高于 1. 5×106 和 1. 5×
107 CFU·mL-1 铜绿假单胞菌生物膜形成量，且在

培养 48 h 时，1. 5×108 CFU·mL-1铜绿假单胞菌生

物膜形成量高于培养 24 h 的生物膜形成量 （图 1），

故选择 1. 5×108 CFU·mL-1、培养 48 h 为生物膜形

成的最佳条件进行后续实验。

表表 1　　RT--qPCR 引物序列引物序列

TabTab.. 11　　Primer sequences of RTPrimer sequences of RT--qPCRqPCR

Specific
   primer
lasR

lasI

RhlR

RhlI

pqsR

pqsA

16S RNA

Specific primer sequence （5'-3'）

F:TCGAACATCCGGTCAGCAAA
R:GTTCACATTGGCTTCCGAGC
F:CGTGCTCAAGTGTTCAAGGA
R:AAACCTGGGCTTCAGGAGTA
F:GAATGACGGAGGCTTTTTGC
R:CGTAGTAATCGAAGCCCAGG
F:CAGTTCGACCATCCGCAAAC
R:TAGCGCGAAAGCTCCCATAC
F:TCGTTCTGCGATACGGTGAG
R:CACTGGTTGAAGCGGGAGAT
F:TTTCCTGCAATACACCTCGG
R:GCTGAACCAGGGAAAGAACA
F:CGTAGGTGGTTCAGCAAGTT
R:TCTACGCATTTCACCGCTAC

Fragment
  size（bp）

128

130

125

170

167

193

125
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2. 3　　 结 晶 紫 染 色 半 定 量 法 检 测 生 物 膜 形 成 能 力结 晶 紫 染 色 半 定 量 法 检 测 生 物 膜 形 成 能 力　　

 在所分离的 77 株铜绿假单胞菌中 70 株具有形成

生物膜能力，其中强阳性 （ ） 12 株 （16%），

中等阳性 （ ） 26 株 （34%），弱阳性 （+） 32 株

（41%），阴性 （-） 7 株 （9%）。生物模形成能力

见图 2。部分铜绿假单胞菌生物膜形成能力见表 3，
铜绿假单胞菌耐药组和敏感组具体生物膜形成构成

比见表 4。

2. 4　　不同浓度不同浓度 C--30 作用下铜绿假单胞菌生物膜作用下铜绿假单胞菌生物膜

形形成能力成能力　　与空白对照组比较，当 C-30 浓度为

8 mg·L-1 时铜绿假单胞菌生物膜的形成能力降低

（P<0. 01），且 C-30 浓度越高，对铜绿假单胞菌生

物膜形成能力的抑制作用越明显。见图 3。
2. 5　　多重耐药和敏感菌株多重耐药和敏感菌株 QS 基因表达基因表达 mRNA 水水

平平　　以 16S RNA 为内参基因，多重耐药组和敏感

组菌株中 lasR、 lasI、RhlR、RhlI、PqsR 和 PqsA 
mRNA 表 达 水 平 分 别 为 （9. 37±0. 37 vs 1. 71±
0. 39）、（5. 24±0. 26 vs 1. 77±0. 13）、（9. 51±
0. 50 vs 1. 50±0. 10）、（6. 31±0. 17 vs 0. 83±
0. 05）、（8. 44±0. 62 vs 1. 72±0. 16） 及 （13. 57±
0. 58 vs 1. 63±0. 14），多重耐药组菌株 QS 相关基

因 mRNA 表达水平高于敏感组 （P<0. 01）。

2. 6　　 生 物 膜 态 和 浮 游 态生 物 膜 态 和 浮 游 态 QS 基 因基 因 mRNA 表 达 水表 达 水

平平　　 以 16S RNA 为内参基因，多重耐药组菌株

lasR、 lasI、RhlR、RhlI、PqsR 和 PqsA 在生物膜

态及浮游态的 mRNA 表达水平分别为 （10. 74±
0. 34 vs 1. 78±0. 04）、（12. 52±0. 44 vs 1. 95±
0. 08）、（20. 35±1. 38 vs 1. 72±1. 12）、（13. 72±
1. 71 vs 0. 76±0. 45）、（18. 51±0. 49 vs 1. 12±
0. 36） 及 （10. 02±1. 03 vs 1. 65±0. 09），生物膜

态菌株中 QS 相关基因 mRNA 表达水平均高于浮

游态菌株 （P<0. 01）。

2. 7　　加入加入 C--30 抑制剂后菌株抑制剂后菌株 QS 相关基因相关基因 mRNA

表达水平表达水平　　加入 1/2 MIC C-30抑制剂前后，生物膜

态菌株中 lasR、 lasI、RhlR、RhlI、PqsR 和 PqsA 

表表 2　　77 株铜绿假单胞菌对株铜绿假单胞菌对 11 种抗菌药物的药敏检测结果种抗菌药物的药敏检测结果

TabTab.. 22　　 Detection results of drug sensitivity of Detection results of drug sensitivity of 7777 strains of  strains of 
Pseudomonas aeruginosaPseudomonas aeruginosa to  to 1111 kinds of antibiotics    kinds of antibiotics         [n(η/%)]

Antibacterial
    drug
TZP
TIM
CAZ
FEP
IPM
MEM
TOB
AK
CIP
LEV
SCF

Drug resistance
rate

24（31.17）
48（62.34）
33（42.86）
24（31.17）
31（40.26）
29（37.66）

3（3.90）
3（3.90）

27（35.06）
30（38.96）
19（24.68）

Intermediate
rate

13（16.88）
8（10.39）
4（5.19）

11（14.29）
1（1.30）
1（1.30）
0（0）
0（0）
8（10.39）
8（10.39）

12（15.58）

Sensitivity 
rate

40（51.95）
21（27.27）
40（51.95）
42（54.54）
45（58.44）
47（61.04）
74（96.10）
74（96.10）
42（54.55）
39（50.65）
46（59.74）

TZP：Piperacillin/Tazobactam； TIM：Ticacillin/clavulanic acid； 
CAZ： Ceftazidime；  FEP： Cefepime；   IPM： Imipenem；   MEM： 
Meropenem； TOB：Tobramycin； AK：Amikacin； CIP：Ciprofloxacin； 
LEV：Levofloxacin； SCF：Cefoperazone/Sulbactam.

1

Time(t/h)
24 48

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

A
(5

70
)

Negative control

1.5×106 CFU·mL-1

1.5×107 CFU·mL-1

1.5×108 CFU·mL-1

*△#

*△#○

A B

2 3 4 5 6 7 8 9

A： Biofilm formation of Pseudomonas aeruginosa at 24 and 48 h at different concentrations （1-3： Negative control； 4-6： Biofilm formation 
of 1.5×108 CFU·mL-1， 1.5×107 CFU·mL-1， and 1.5×106 CFU·mL-1 after 24 h culture； 7-9： Biofilm formation of 1.5×108 CFU·mL-1， 
1.5×107 CFU·mL-1， and 1.5×106 CFU·mL-1 after 48 h culture）；B：Histogram of Pseudomonas aeruginosa biofilm formation.（*P<
0.05 vs negative control group； △P<0.05 vs 1.5×106 CFU·mL-1； #P<0.05 vs 1.5×107 CFU·mL-1； ○P<0.05 vs 24 h）.

图图 1　生物膜形成最适条件的筛选　生物膜形成最适条件的筛选

Fig. 1　　Screening of optimal conditions for biofilm formation
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mRNA 表达水平分别为 （10. 74±0. 34 vs 3. 47±
0. 05）、（12. 52±0. 44 vs 2. 89±0. 06）、（20. 35±
1. 38 vs 8. 06±0. 10）、（13. 72±1. 71 vs 7. 01±
0. 35）、 （18. 51±0. 49 vs 4. 39±0. 11） 及  （10. 02±
1. 03 vs 5. 9±0. 25），与未加抑制剂组比较，加入

抑制剂组菌株中 QS 相关基因 mRNA 表达水平明显

降低 （P<0. 01）。与敏感组比较，耐药组菌株生

物形成能力升高 （P<0. 05）。

3 讨  论  

铜绿假单胞菌是一种条件致病菌，可作为正常

菌群在人体皮肤表面分离到。然而，在免疫力低下

的患者中，铜绿假单胞菌可定植于患处导致持续的

慢性感染［12］。近年来，随着广谱抗生素的广泛使

用，铜绿假单胞菌的耐药情况呈现逐年上升趋势，

且多重耐药情况严重［13-14］。因此，对于多重耐药铜

绿假单胞菌耐药机制的研究已引起关注和重视。

生物膜的形成过程包括黏附、生物膜形成期、

生物膜成熟期和生物膜分散期几个动态阶段［15］，

易受 QS 系统、外排泵、鸟苷二磷酸、黏附素、噬

菌体和小分子蛋白等影响［16-18］，其不仅能导致下呼

吸道的各种病理改变，如支气管扩张和肺纤维化

等［19］，且难以被清除。研究［20］显示：多重耐药的

铜绿假单胞菌生物膜阳性率为 100%，与本研究结

果相似 （多重耐药组的生物膜阳性率为 96%），均

为较高水平，可能与地域、科室分布和毒力基因表

达水平等因素有关［21-22］；有些耐药菌株不产生生物

膜，可能与产生的 D-环丝氨酸有关［23］。本研究中，

A B C

D E F

A： 2 h； B： 4 h； C： 8 h； D： 12 h； E： 24 h； F： 48 h.
图图 2　光学显微镜观察铜绿假单胞菌生物膜的形成情况　光学显微镜观察铜绿假单胞菌生物膜的形成情况（（结晶紫结晶紫，，×1 000））

Fig. 2　　Formation of Pseudomonas aeruginosa biofilm observed by optical microscope (Crystal violet,×1 000)

表表 3　　部分铜绿假单胞菌生物膜的形成能力部分铜绿假单胞菌生物膜的形成能力

TabTab.. 33　　BiofiBiofilm forming abilities of parts of lm forming abilities of parts of PseudomoPseudomonas nas 

aeruginosaaeruginosa

Strain number
7
8
50
55
69
70

A(570)
1.772±0.027
1.687±0.063
1.623±0.156
1.409±0.185
1.331±0.080
1.520±1.136

Biofilm formation ability

+
+

表表 4　　77 株铜绿假单胞菌生物膜的形成情况株铜绿假单胞菌生物膜的形成情况

TabTab.. 44　　Biofilm formations of Biofilm formations of 7777 strains of  strains of Pseudomonas aeruginosaPseudomonas aeruginosa

Group

Drug resistant
Sensitive

Biofilm formation ability
Feminine character

2
5

Weakly positive
24
8

Moderately positive
21
5

Strongly positive
9
3

χ²

7.843

P

<0.05
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耐药组与敏感组菌株生物膜形成能力比较差异有统

计学意义，表明铜绿假单胞菌耐药大多与生物膜有

关，是发生反复感染的主要原因。

QS 系统由信号分子和相应的信号分子受体组

成， lasR、 lasI、RhlR、RhlI、pqsR 和 pqsA 是编码

信号分子受体的基因［24］，当细菌群体密度增大达

到阈值时分泌的信号分子与信号分子受体结合，被

激活的受体再激活相关转录调节子形成生物膜。研

究［25］显示：QS 相关基因可通过调节其他因素在铜

绿假单胞菌耐药机制中发挥重要作用。本研究结果

显示：多重耐药组菌株 QS 相关基因 mRNA 表达水

平高于敏感组菌株，提示 QS 相关基因的高表达会

增加细菌耐药性。生物膜是导致耐药的重要机制之

一。研究［26］ 显示：生物膜态菌株中 QS 相关基因

表达水平比浮游态菌株中表达水平高，与本研究结

果一致，表明 QS 相关基因与生物膜形成存在密切

关联。研究［27］显示：QS 抑制剂可竞争性地与对应

受体结合，抑制 QS 系统，并降低生物膜中细菌细

胞的黏附作用。本研究采用 C-30 抑制剂验证 QS 抑

制剂对生物膜形成和 QS 相关基因表达的影响，结

果显示：经 C-30 抑制剂处理后细菌的生物膜被破

坏，生物膜态菌株中 QS 相关基因表达水平降低，

证明 QS 相关基因的高表达会促进细菌生物膜的形

成，从而增强其耐药性。

综上所述，QS 相关基因可通过调控生物膜的

形成，影响铜绿假单胞菌的耐药性。本研究通过对

QS 相关基因的探讨，提供了一个抗生物膜新的作

用靶点，为临床铜绿假单胞菌所引发的感染提供治

疗新思路。
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