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摘 要 目的：研究烧伤患者伤口分离铜绿假单胞菌的耐药性，并探讨亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌生物膜的作用。方

法：采用琼脂平板倍比稀释法检测30株临床分离铜绿假单胞菌的最低抑菌浓度（MIC），菌落计数法分析亚抑菌浓度（1/4 MIC）莫

匹罗星对铜绿假单胞菌黏附性的影响，96孔板结晶紫染色法检测亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌生物膜形成的影响。结

果：我院临床烧伤患者分离的铜绿假单胞菌对莫匹罗星、哌拉西林、亚胺培南、美罗培南、左氧氟沙星、庆大霉素、奈替米星具有较

高的耐药性，而对头孢他啶和氨曲南的敏感性较高。亚抑菌浓度莫匹罗星对临床分离铜绿假单胞菌的黏附性和生物膜形成均有

抑制作用。结论：莫匹罗星可抑制铜绿假单胞菌生物膜形成，但其抑制程度具有菌株差异性。
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Effect of Sub-minimal Inhibitory Concentration Mupirocin on Biofilm of Pseudomonas aeruginosa Isolated
from Burn Wounds
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study on the resistance of Pseudomonas aeruginosa isolated from patients’burn wounds and ana-

lyze the effect of sub-minimal inhibitory concentration（sub-MIC）mupirocin on biofilm of P.aeruginosa. METHODS：The MIC of

30 batches P.aeruginosa clinical isolates was determined by the agar double dilution method. The effect of sub-MIC mupirocin on

the adhesion of P.aeruginosa was analyzed by using flat colony counting method，and the effect of sub-MIC mupirocin on biofilm

formation of P.aeruginosa was assayed by using the 96-well crystal violet staining method. RESULTS：P.aeruginosa strains isolated

from burn patients had high resistance to mupirocin，piperacillin，imipenem，meropenem，levofloxacin，gentamicin and netilmicin.

However，they were more sensitive to ceftazidime and aztreonam. The sub-MIC mupirocin could inhibit the adhesion and biofilm

formation of P.aeruginosa. CONCLUSIONS：Mupirocin could inhibit the biofilm formation of P. aeruginosa，but its inhibition had

differences among the strains.

KEYWORDS Mupirocin；Pseudomonas aeruginosa；Biofilm；Sub-minimal inhibitory concentration

烧伤创面由于破坏了皮肤的防御系统，并为细菌提供了

生长所需的养分和适宜的温度，使细菌易于在创面上大量繁

殖，导致伤口感染，延缓患者的康复。莫匹罗星作为一种新型

的外用抗菌药物，可预防控制细菌的感染，减轻创面的炎症

反应，促进创面愈合[1]。铜绿假单胞菌是引起烧伤感染的主要

细菌，也是常见的生物膜感染病原菌[2-3]。形成生物膜的铜绿

假单胞菌高度耐药并能逃避免疫系统攻击，难于治疗[4-5]。莫

匹罗星虽然是烧伤患者最常见的局部用药之一，但目前尚缺

乏其对铜绿假单胞菌的耐药及生物膜作用的相关研究。本研

究拟以烧伤患者临床分离的铜绿假单胞菌为研究对象，分析

其耐药情况及对莫匹罗星的敏感性，并进一步研究亚抑菌浓

度莫匹罗星对铜绿假单胞菌生物膜的作用。

1 材料

1.1 仪器

VITEK-2全自动细菌分析仪（法国生物梅里埃公司）；酶

标仪（美国MD公司）；多点接种仪（日本佐久间公司）。

1.2 菌株来源

30株临床分离铜绿假单胞菌（PA1-PA30）均分离自第三军

医大学西南医院（以下简称“我院”）2013年住院烧伤患者的伤

口临床送检标本。质控菌株大肠埃希菌ATCC 25922和铜绿

假单胞菌ATCC 27853由我院药剂科实验室保存。

1.3 药品

莫匹罗星标准品购自美国Sigma 公司（纯度＞99％）；哌拉

西林、头孢他啶、亚胺培南、美罗培南、氨曲南、环丙沙星、左氧

氟沙星、庆大霉素、阿米卡星和奈替米星均购自中国食品药品
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检定研究院。

1.4 试剂

MH培养基（北京陆桥生物技术有限公司）；LB培养基、LB

肉汤（美国 BD 公司）；胰蛋白胨、酵母提取物（英国 Oxoid 公

司）；氯化钠（上海升博生物制品公司）。

2 方法
2.1 最低抑菌浓度（MIC）测定

采用琼脂平板倍比稀释法检测MIC。－70 ℃保存铜绿假

单胞菌划线接种于MH琼脂平板，37 ℃恒温活化培养18 h，挑

单菌落用生理盐水将菌液稀释校正至 0.5 麦氏单位（约 108

CFU/ml），以多点接种仪将 1～2 μl菌液接种至含不同浓度药

物的 MH 琼脂平板，每个接种点的含菌量约 105 CFU/ml。

37℃孵育 18 h后判断结果，以能完全抑制细菌生长的最低药

物浓度为MIC，结果按照美国临床实验室标准化协会（CLSI）

2012年标准判读。

2.2 亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌生长的影响

取铜绿假单胞菌过夜培养物以1∶100比例接种于LB培养

基中，37 ℃以转速为 200 r/min、离心半径为 9.5 cm 振荡培养

18 h。取菌液 1∶1 000接种于新鲜的LB培养基。每个菌株均

分为空白对照组和莫匹罗星组。空白对照组不加药物，莫匹

罗星组药物的终浓度为 1/4 MIC。然后以每孔 1 ml加入 24孔

培养板中，每个样本3个复孔，用全波段酶标仪在光密度（OD）

600 nm处测定其生长曲线。每2 h 测定一次读数，测定周期为

24 h。

2.3 亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌黏附性的影响

采用菌落计数法。将培养过夜的铜绿假单胞菌稀释至0.5

麦氏单位，再用LB肉汤稀释 100倍。然后在CLSM培养皿中

加入 1 ml 菌液和 1 ml 莫匹罗星，使莫匹罗星终浓度为 1/4

MIC。空白对照组加入2 ml菌液。37 ℃培养4 h后，用无菌的

磷酸盐缓冲液（PBS）洗 3次，去除浮游菌。然后将 PBS 加入

CLSM培养皿中超声10 min，以使黏附的细胞脱落。最后将细

胞悬浮液稀释至合适浓度，涂布于LB培养基上，37 ℃培养24

h 后计数。每个样本设置3个平行组，试验重复3次。

2.4 亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌生物膜形成的影响

参照文献[6]采用 96孔板结晶紫染色法。LB平板转铜绿

假单胞菌过夜活化，挑单菌落于10 ml LB肉汤中摇菌约18 h，

以比浊法稀释至0.5 麦氏单位，再用LB肉汤稀释100倍。试验

分为空白对照组（不加药）和莫匹罗星组（终浓度为1/4 MIC），

每组设置3个复孔，37 ℃孵育24 h。以每孔PBS 200 μl轻柔冲

洗2次，将96孔板倒置于通风阴凉处进行风干固定。固定24 h

后，以每孔 1％结晶紫溶液 200 μl染色 10 min，移除结晶紫溶

液，并以流水冲洗96孔板至空白对照孔无明显颜色，再次倒置

于通风阴凉处进行风干。风干后每孔加入 30％冰醋酸溶液

100 μl充分溶解染色液，酶标仪590 nm处测定OD。

2.5 统计学方法

细菌生物膜形成的数据以x±s表示，差异性采用 SPSS

10. 0 软件进行 t 检验。P＜0.05为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 抗菌药物MIC测定

铜绿假单胞菌对莫匹罗星、哌拉西林、亚胺培南、美罗培

南、左氧氟沙星、庆大霉素、奈替米星具有较高的耐药性，而对

头孢他啶和氨曲南的敏感性较高。铜绿假单胞菌对常用抗菌

药物的耐药性见表1。

表1 铜绿假单胞菌对常用抗菌药物的耐药性

Tab 1 Resistance of Pseudomonas aeruginosa to the com-

mon antimicrobial agents

药品名称
莫匹罗星
哌拉西林
头孢他啶
亚胺培南
美罗培南
氨曲南
环丙沙星
左氧氟沙星
庆大霉素
阿米卡星
奈替米星

耐药率，％（株）

86.7（26）

60.0（18）

26.7（8）

53.3（16）

50.0（15）

30.0（9）

43.3（13）

53.3（16）

53.3（16）

33.3（10）

53.3（16）

敏感率，％（株）

13.3（4）

40.0（12）

73.3（22）

46.7（14）

50.0（15）

70.0（21）

56.7（17）

46.7（14）

46.7（14）

66.7（20）

46.7（14）

3.2 亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌生长的影响

在0～24 h的13个观察时间点，1/4 MIC莫匹罗星对30株

铜绿假单胞菌生长均无影响。

3.3 亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌黏附性的影响

与空白对照组相比，莫匹罗星组铜绿假单胞菌黏附细胞

数降低一半以上的有 10株，降低比例为 30％～50％的有 12

株，降低比例为 10％～30％的有 5株，而降低比例＜10％的有

3株。亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌黏附细胞数的影

响见表2。

表2 亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌黏附细胞数的影响

Tab 2 Effect of sub-MIC mupirocin on the adhesion cells of

P.aeruginosa

降低比例
＞50％

30％～≤50％

10％～≤30％
＜10％

菌株
PA6、PA12、PA15、PA16、PA17、PA21、PA24、PA25、

PA28、PA30
PA1、PA3、PA4、PA7、PA9、PA11、PA13、PA19、

PA20、PA23、PA26、PA29
PA2、PA8、PA10、PA18、PA27

PA5、PA14、PA22

3.4 亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌生物膜形成的影响

1/4 MIC莫匹罗星对铜绿假单胞菌生物膜形成具有抑制

作用。除了铜绿假单胞菌PA5、PA14、PA22差异无统计学意义

（P＞0.05）外，莫匹罗星对其他27株菌的生物膜均有显著的抑

制效果（P＜0.05）。亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌生物

膜形成的影响见图1。

4 讨论
铜绿假单胞菌是烧伤感染的重要病原菌，其分离率居革

兰阴性菌首位[2-3]。本研究发现我院烧伤患者临床分离的铜绿

假单胞菌对大部分试验所选用药物具有较高的耐药性，高于

国内文献的报道[2，7]，其原因可能是我院烧伤科为全国最大的

烧伤治疗中心，收治的危重患者较多，转院患者多。然而，铜
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绿假单胞菌对头孢他啶和氨曲南具有较高的敏感性，可能与

我院抗菌药物的使用习惯有关。由于烧伤患者失去了皮肤屏

障，加之酸碱电解质的紊乱易导致并发感染，因此烧伤严重患

者多经过抗感染治疗。我院临床烧伤患者伤口分离铜绿假单

胞菌的高耐药率提示针对烧伤科的铜绿假单胞菌感染要根据

药敏结果选择抗菌药物。

莫匹罗星是临床上常用的烧伤局部抗菌药物，其对革兰阳

性菌具有较好的抗菌活性，并且对金黄色葡萄球菌生物膜具有

抑制作用[8]，而对铜绿假单胞菌的MIC较高[9]。根据文献和临

床上莫匹罗星在局部用药时的用药浓度，笔者选择1/4 MIC为

亚抑菌浓度，对于MIC＞1 024 μg/ml的菌株，选择512 μg/ml为

试验浓度[6]。研究发现，1/4 MIC莫匹罗星对细菌的生长几乎

无抑制作用，但是可以抑制铜绿假单胞菌的黏附和生物膜的

形成。莫匹罗星对30株临床分离的铜绿假单胞菌生物膜的作

用显示，除3株差异无统计学意义外，其他均有明显抑制，说明

莫匹罗星对生物膜的抑制具有菌株差异性，但未发现其对生

物膜有诱导作用。由于形成生物膜的铜绿假单胞菌具有高度

的耐药性，该结果提示莫匹罗星虽然对铜绿假单胞菌具有较

高的MIC，但可能和其他抗菌药物联合应用对铜绿假单胞菌

具有协同作用。现已发现多个铜绿假单胞菌生物膜抑制的靶

点[10]，莫匹罗星抑制生物膜形成的机制尚需进一步的研究，其

具体的抗感染效果也需动物实验进行验证。
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图1 亚抑菌浓度莫匹罗星对铜绿假单胞菌生物膜形成的影响
A. PA1～PA10菌株；B. PA11～PA20菌株；C. PA21～PA30菌株

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05

Fig 1 Effect of sub-MIC mupirocin on biofilm formation of

P.aeruginosa
A. PA1-PA10；B. PA11-PA20；C. PA21-PA30

Note：vs. control group，＊P＜0.05

国家卫生计生委副主任刘谦赴中国医学科学院医学生物学研究所调研疫苗研发工作

本刊讯 2015年 4月 13日，国家卫生计生委副主任刘谦

赴中国医学科学院医学生物学研究所对Sabin株脊髓灰质炎

灭活疫苗（sIPV）及肠道病毒 71型（EV71）灭活疫苗的研发和

生产等情况进行专题调研。刘谦一行实地考察了两个疫苗的

GMP生产车间，详细了解了疫苗研发和产业化进展情况。

刘谦充分肯定了医科院医学生物学研究所取得的工作成

绩，要求研究所认真落实创新驱动发展战略，不断提高科技创

新能力。一是全力加快上述疫苗产业化和临床应用进程，注

重与相关部门的沟通协调，发挥科研成果更大的社会效益。

二是继续加强创新研发，形成较为完善的疫苗产品链，为疾病

防控提供强有力的技术支撑。三是认真谋划发展战略，不断

增强自身发展实力，力争成为国家级疫苗研发平台。四是结

合事业单位分类改革要求与市场机制，根据不同任务特点探

索多元发展、合作互嬴的发展机制和运行模式。
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