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探讨辅助性
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细胞
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"
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$和白细胞介素 "

%7

$

?*#

受细菌生物膜影响引起水平变化的意义'方法
!

选取

+/*0

年
*T*+

月肺泡灌洗液标本
+!*

例进行细菌培养与鉴定!分别检测健康人群&生物膜细菌感染人群及非生物膜细菌感染人

群外周血和肺泡灌洗液的
:E*#

细胞表达率和
%7?*#

细胞因子!并进行分析比较'结果
!

生物膜感染人群肺泡灌洗液中
:E*#

细

胞表达率及
%7?*#

细胞因子水平与非生物膜感染人群比较差异有统计学意义"

!

%

/,/0

$#而这
+

组外周血与健康人群外周血的

:E*#

细胞表达率及
%7?*#

细胞因子水平之间比较差异无统计学意义"

!

$

/,/0

$'结论
!

细菌生物膜可以刺激机体感染局部

:E*#

细胞表达水平和
%7?*#

细胞因子水平升高!而并未引起全身免疫反应!具有临床指导意义'

关键词#细菌生物膜#
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细菌生物膜形成是适应外界环境的表现#细菌形成生物膜

后对抗菌药物等外界刺激产生一定的抵抗性#从而使机体感染

不断加重#较难根除#使感染慢性化(复杂化)

*?+

*

'关于受细菌

生物膜感染后机体如何产生免疫反应及反应程度#目前相关报

道较少'有研究指出#细菌生物膜感染诱发了辅助性
:

细胞

*#

$

:E*#

&细胞增殖及白细胞介素$

%7

&

?*#

细胞因子表达水平

增强'但也有报道称#生物膜并未引起机体显著的免疫反

应)

.

*

'本研究主要探讨
:E*#

免疫细胞受细菌生物膜影响的

变化及临床意义'现报道如下'

$

!

材料与方法

$,$

!

菌株来源
!

选取本院
+/*0

年
*T*+

月肺泡灌洗液标本

+!*

例#铜绿假单胞菌及鲍曼不动杆菌源于上述肺泡灌洗液标

本$细菌由肺泡灌洗液中培养分离&中第一代分离菌株'

$,/

!

仪器与试剂
!

仪器!美国
3(

公司生产的
d'4)4HBD@

流

式细胞仪(全自动酶免仪工作站为山东博科公司所生产'试

剂!

3I@MF

Q

FBN

公司人
:E*#

流式检测试剂盒%

3I@MF

Q

FBN

公司
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"
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>
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d@O
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:;F

Q

一步法流式检测试剂盒%佛波

酯(离子霉素均购于
)I

Q

PH

公司%莫能霉素购于
3I@MF

Q

FBN

公

司%

%7?*#

酶联免疫吸附试验$

X7)%'

&试剂盒为
3I@J@R;GF

公司

生产#自行配置结晶紫染液'

$,/

!

方法

$,/,$

!

%7?*#

的检测
!

肺泡灌洗液标本的获取严格按照无菌

操作#肺泡灌洗液经无菌纱布过滤#共
-

次#然后注入
*/P7

的无菌试管中#按照
+///;

"

PIB

离心
*0PIB

#取上清液#检测

%7?*#

水平#取离心后沉淀物用于检测
:E*#

细胞及细菌培养'

除此之外#还需检测患者和健康对照人群的外周血的
:E*#

细

胞及
%7?*#

的水平'

$,/,/

!

细菌培养与鉴定
!

无菌条件下取少量肺泡灌洗液离心

后沉淀物#用于细菌培养#将标本分别接种于
+

种培养平板#分

别为血琼脂平板和麦康凯培养平板#第
+

日进行细菌鉴定#以

了解生物膜的形成能力$经鉴定后剔除非铜绿假单胞菌和鲍曼

不动杆菌的标本结果&'

$,/,'

!

细菌生物膜形成能力的检测
!

原理!结晶紫与细菌生

物膜结合而不被脱色液洗脱#然后检测结晶紫吸光度大小#从

而定量细菌生物膜'使用细菌标准比浊管#分别将
+

种细菌菌

液调整到
/,0

麦氏浊度#每个菌的
.

个复孔分别加入菌液
*/

$

7

#取
*

个空白对照孔加培养液
*/

$

7

#保持
.#f

#培养
-5E

%

每个菌的
.

个复孔中分别加入
/,+0

Q

"

7

的结晶紫染液
*0/

$

7

#在室温下保持
+/PIB

%然后用
/,"6

的氯化钠溶液冲洗至

少
0

次#空气中晾干%每个复孔分别加入
"06

乙醇
.//

$

7

#在

-

+5/*

-

检验医学与临床
+/*#

年
-

月第
*-

卷第
5

期
!

7H9VFN4MIB
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室温下保持
*/PIB

#达到脱色目的%使用比色法检测每孔脱色

液在
0#/BP

处的吸光度$

#

0#/

&值#从而计算出各个菌的

#

0#/

值'

$,/,1

!

检测
:E*#

细胞和
%7?*#

!

分别检测肺泡灌洗液标本(

对应患者的外周血及人群外周血的
:E*#

细胞和
%7?*#

'

$,2

!

统计学处理
!

以
)1))*",/

软件进行统计学分析#计量

资料采用
GUB

表示#组间比较采用
;

检验%计数资料采用例数

或率表示#组间比较采用
"

+检验%以
!

%

/,/0

表示差异有统计

学意义'

/

!

结
!!

果

/,$

!

细菌培养结果
!

肺泡灌洗液标本共培养所需细菌
**#

株#其中铜绿假单胞菌
!+

株$占
0+,""6

&#鲍曼不动杆菌
00

株$占
-#,//6

&'

/,/

!

细菌生物膜形成能力检测结果
!

**#

株细菌
#

0#/

值的分

布范围为
/,*5

!

+,*-

#

#

0#/

值
*,0

及以下的细菌作为弱生物膜

形成菌$共
+.

株&#对应人群纳入非生物膜感染组%

#

0#/

值
*,0

以上的细菌作为强生物膜形成菌$共
+"

株&#其对应人群纳入

生物膜感染组'

/,'

!

各组外周血
:E*#

细胞和血清
%7?*#

水平比较
!

见表
*

'

外周血
:E*#

细胞生物膜感染组与非生物膜感染组比较差异

无统计学意义$

!Z/,0/+

&#与健康对照组比较差异无统计学

意义$

!Z/,5+"

&%非生物膜感染组与健康对照组比较差异无

统计学意义$

!Z/,-##

&%外周血血清
%7?*#

生物膜感染组与非

生物膜感染组比较差异无统计学意义$

!Z/,++-

&#与健康对

照组比较差异无统计学意义$

!Z/,**0

&%非生物膜感染组与

健康对照组比较差异无统计学意义$

!Z/,5.5

&'

表
*

!!

各组外周血
:E*#

细胞和血清
%7?*#

水平%

GUB

'

组别
( :E*#

细胞$

6

&

%7?*#

$

LQ

"

P7

&

生物膜感染感染组
+" /,!/U/,*# */",#U+/,-

非生物膜感染组
+. /,0#U/,*! */*,*U+/,0

健康对照组
+. /,00U/,*0 *//,/U+*,.

/,1

!

各组肺泡灌洗液
:E*#

细胞和
%7?*#

水平
!

见表
+

'生

物膜感染组与非生物膜感染组肺泡灌洗液
:E*#

细胞比较差

异有统计学意义$

!Z/,//*

&%生物膜感染组对非生物膜感染

组肺泡灌洗液
%7?*#

比较差异有统计学意义$

!Z/,//0

&'

表
+

!!

不同试验组肺泡灌洗液
:E*#

细胞和

!!!

%7?*#

水平%

GUB

'

组别
( :E*#

细胞$

6

&

%7?*#

$

LQ

"

P7

&

生物膜感染组
+5 *,.!U/,+! *05,+U./,#

非生物膜感染组
+- *,*+U/,+/ *.0,0U+.,#

; .,!5+ +,"-!

! /,//* /,//0

'

!

讨
!!

论

!!

细菌生物膜是细菌在外界环境刺激下产生的一种复杂结

构'细菌常常趋向于固体表面#形成群落#从而形成一种生物

膜#这是细菌一种保护性生长方式#其形成具有多样性)

-

*

'据

保守估计#人类感染性疾病
5/,//6

以上与细菌生物膜有

关)

0

*

'非细菌生物膜感染多数是由于游离单一细菌致病#对抗

菌药物的耐药性不强#在感染部位较易被清除干净#感染易被

控制'细菌生物膜的形成所引起的感染较难控制#可能是由于

细菌生物膜对抗菌药物耐药性极强#甚至可以逃避宿主的免疫

反应#在感染部位难以彻底清除所致'

cHB

Q

等)

!

*研究发现#大

多数鼓膜通风管表面布满大量的铜绿假单胞菌生物膜#考虑铜

绿假单胞菌生物膜是鼓膜置管术后形成难治性耳漏的主要原

因'目前研究发现#细菌生物膜不再局限于一种细菌#往往发

现多种细菌甚至与真菌联合形成生物膜'由于不同菌属之间

相互作用#细菌适应环境的能力不同#其可在宿主多部位形成

生物膜#并形成更加复杂的结构#从而使感染具有不同于单一

感染的特点#往往更难控制和治疗'有研究发现#在假牙导致

口腔炎的检查时发现#所检查大部分口腔炎患者存在金黄色葡

萄球菌和白假丝酵母菌共同感染#导致感染不断复发可能是其

形成更加复杂的生物膜)

#

*

'有学者认为#细菌生物膜并未引起

宿主的免疫反应#但也有学者认为#细菌生物膜诱导了宿主炎

性因子的升高#且炎性因子加快了宿主细菌生物膜的生长)

5

*

'

:E*#

细胞亚群是独立于辅助性
:

细胞
*

$

:E*

&和辅助性

:

细胞
+

$

:E+

&亚群#主要分泌
%7?*#

(

%7?*#d

(

%7?++

及
%7?

+*

)

"?*/

*

'虽然不能完全肯定
:E*#

细胞是主要致病因素#但是

通过某些自身免疫性疾病(感染性疾病(过敏疾病及肿瘤研究

发现#

:E*#

及相关细胞因子发挥着重要作用)

**?*+

*

'

1FBF

等)

*.

*

发现#取牛皮癣患者皮损处获得的
:E

细胞#显示出显著
:E*#

表型'

\I;AEHP

等)

*-

*进行风湿性关节炎调查中发现#

:E*#

细

胞表面的
]'=\7

表达可以诱导破骨细胞的生成#从而促进软

骨和骨的破坏和再吸收'对于胃溃疡(牙周炎等细菌性的感

染#

%7?*#

表达水平升高#提示可能炎性反应刺激
:E*#

细胞分

泌了较多
%7?*#

'有研究发现#在肺癌脑转移患者外周血的

:E*#

细胞增多#血浆和脑脊液中
%7?*#

均升高)

*0

*

#提示肺癌脑

转移的发生发展可能与
:E*#

和
%7?*#

有关'

:E*#

细胞和
%7?*#

在自身免疫性疾病(过敏性疾病等相

关领域已经取得一定成果'但在感染性疾病#尤其是在慢性感

染疾病研究方面并未有太多的研究成果)

*!

*

'本研究发现#细

菌生物膜形成只是引起了机体局部免疫反应#以及
:E*#

细

胞(

%7?*#

的变化#而并未引起全身系统的免疫反应'可能的机

制是细菌生物膜刺激局部机体
:E*#

细胞产生#从而使
%7?*#

细胞因子增多#中性粒细胞聚集#较多的中性粒细胞损伤感染

机体组织'所以#笔者推测#如果降低机体免疫反应#有可能减

轻机体的局部感染#甚至可以防止机体感染的慢性化'但是#

对于细菌生物膜如何诱发
:E*#

细胞增殖和
%7?*#

升高#还需

要进一步研究'细菌生物膜与
%7?*#

"

:E*#

细胞的研究将会为

感染性疾病的控制和治疗提供依据和支持'
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