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大肠埃希菌生物膜形成与耐药机制的研究进展
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摘要：生物膜细菌与浮游菌相比有着其独特的生理学特性、毒力作用及耐药机制，对其耐药机制及治疗成为近年来的研究

热点。大肠埃希菌(Escherichia coli)是医院感染的重要病原菌之一，也是生物膜感染的常见病原菌。形成生物膜的大肠埃希菌具

有高度的耐药性并能逃避免疫系统的攻击，其感染易慢性化并难于控制。本文通过对大肠埃希菌生物膜形成与耐药机制研究特

点进行阐述，为寻找有效的控制手段，指导抗生素合理使用提供理论依据。

关键词：大肠埃希菌；生物膜；感染；耐药

中图分类号：R978.1        文献标志码：A

Advances in research on Escherichia coli biofilm formation 
and antimicrobial resistance mechanisms

Zhang Qing1 and Ma Hui-na2

(1 Medical Laboratory Department, National Clinical Research Center for Cancer, Key Laboratory of Cancer Prevention and Therapy, 
Tianjin's Clinical Research Center for Cancer, Tianjin Medical University Cancer Institute and Hospital, Tianjin 300060; 2 Clinic of Hebei 

Military Command, Shijiazhuang 050011)

Abstract    Compared to their free living planktonic counterparts, the organisms within biofilms have their 
unique physiological characteristics. They are virulent and notorious for their resistance towards antibiotics, and 
their mechanisms of drug resistance and the prevention measures have become the focus of research in recent years.  
Escherichia coli are important pathogenic bacteria in hospital infections, and it is also the common pathogen of 
biofilm infections. Escherichia coli which forms the biofilm shows highly resistance and can escape the immune 
system attacks. The infections caused by Escherichia coli are easily to be chronic and difficult to control. The aim 
of this review focuses on the research progress of biofilms formation and its relevance with antibiotic resistance in 
Escherichia coli. It is of importance for finding effective management and guiding clinically proper drug application.
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细菌生物膜是指黏附于生物或非生物体表面，

由细菌分泌多糖基质、纤维蛋白、脂质蛋白等，将

其自身包裹其中而形成的高度组织化、系统化的膜

样聚合物[1]。生物膜细菌与浮游菌相比，在生理学特

性、耐药性及基因表达水平方面均有较大区别，是

细菌在不利环境下的一种特殊状态。在自然界的细

菌约99%以生物膜形式存在，65%的人类细菌感染与

生物膜形成有关。大肠埃希菌(Escherichia coli)是医

院感染的重要病原菌之一，并且其临床分离株的生

物膜形成呈逐年升高的趋势[2]。形成生物膜的大肠

埃希菌引起患者慢性感染的风险更高，同时对抗菌

药物敏感性会降低，临床上使用的杀菌药物推荐浓
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度通常难以完全根除形成生物膜的大肠埃希菌，感

染往往容易复发[3-4]。本文对大肠埃希菌的生物膜形

成、耐药机制的研究进展进行综述，以期帮助临床

寻找有效控制手段和指导合理用药起到重要作用。

1    生物膜的结构及形成

生物膜由细菌产生的细胞外基质以及分布在其

中的细菌两部分组成。在大肠埃希菌中，该基质由蛋

白质成分组成，包括各种黏附素以及淀粉样蛋白如弯

曲菌毛，它们可以与胞外多糖纤维素、聚-β-1,6-DN-
乙酰葡糖胺(PGA)和荚膜异多糖酸发生交织[5-6]。这一

结构非常稳定，可以有效提升细菌适应不利环境的

能力，使细菌增强对有害环境和外在压力的耐受能

力。生物膜同时具有不均质性，其深层和表层的细

菌所处微环境有着显著差异，所处位置不同的细菌

在代谢强度及部分基因的表达水平上都有区别。因

此，不同细菌或同一细菌所处环境不同所产生的生

物膜结构也存在差异。

近年来的研究发现，细菌在增殖的过程中，会

产生一些次级代谢产物，有些次级代谢产物可以作

为化学信号在细菌细胞间传递信息。这种信号分子

的浓度会随着细菌的增殖而在胞外积累，当信号分

子积累到一定的阈值浓度时，可被细菌捕获重新进

入细胞，与相应的受体结合后调控目的基因的转

录，使细菌在多细胞水平上采取协调一致的统一行

动来完成一些重要的生理学功能，如生物发光、生

物膜的形成等。这一过程称为群体感应或密度依

赖的基因调控，这一调控系统称为群体感应系统

(quorum sensing, QS)[7-8]。生物膜的形成过程一般分

为3步：黏附、发育和成熟和解离[9]。细菌形成生物

膜过程中，通过QS调节，细菌裂解释放大量游离

DNA，构成细菌生物膜的骨架，维持生物膜的空间

构象。生物膜内高浓度的细菌细胞呈紧密接触状态，

加之高浓度游离的DNA存在，为细菌生物膜内基因

的传递提供了有利条件。而生物膜中的大肠埃希菌通

常先由鞭毛、I型菌毛和曲利多糖等进行介导黏附，

随后生物膜进行早期的发育和成熟[4]。在细菌的黏

附阶段时，生物膜内细菌对于不良环境抵抗能力最

弱，是用药治疗的最佳时期。此外，细菌的黏附能

力与外界环境及黏附介质有关，研究不同材料医疗

器械上生物膜的形成能力，对于预防医院感染有着

重要意义[3]。

2    大肠埃希菌生物膜的耐药机制

2.1    生物膜的屏障作用

生物膜的屏障作用主要是由细菌分泌产生的细胞

外基质来完成的，这种主要由胞外多糖组成的三维结

构可以有效限制生物膜内抗菌药物的浓度：(1)限制

渗透作用：由于细菌产生的胞外多糖等胞外基质，形

成了相对致密的网状结构，把细菌包被在其中，因此

在细菌外部形成了分子屏障和电荷屏障，可阻止或延

缓某些抗生素的渗入[10]。同时多糖蛋白复合物还可与

一些药物反应，具有中和药物的活性[11]。(2)抗生素

水解酶：大肠埃希菌分泌的抗生素水解酶，如β-内酰

胺酶、AmpC酶，可以附着在胞外多糖上，广泛分布

在生物膜的细胞外基质中。有研究[12]发现产ESBL的
细菌形成生物膜的能力高于非产酶细菌，其分离株几

乎对所有的抗菌素都有较高的耐药率，使得治疗更加

困难，增加了感染的死亡率和严重程度，这可能也是

临床上抗菌药物治疗失败的主要原因之一。因此，联

合用药是治疗生物膜细菌引起感染的最佳选择[12]。

生物膜的屏障作用不仅只限于抗生素，对于一

些营养物质、酶类甚至一些信号分子同样有着阻断

作用。使这些物质局部聚集并在生物膜内产生一个

良好的微环境。基质的这些作用有助于产生生物膜

的大肠埃希菌表型耐药的发展并导致持续感染[13]。

如营养消耗可导致细菌生长缓慢或停止分裂而处于

休眠状态，从而影响生物膜对抗生素的敏感性。同

时胞外聚合物也可限制补体、大分子抗体等的进

入，从而抵抗机体免疫作用[14-15]。

2.2    生物膜内物质浓度的梯度改变

生物膜具有不均质性，其内部的微环境随着深

度改变，这种改变主要包括氧含量和营养物质浓度由

外向内的梯度递减。生物膜深层的细菌由于营养物质

的缺乏和代谢废物的累积，使一部分细菌保持非增殖

状态，而抗生素难以杀灭这种处于非增殖期的细菌。

随着酸性代谢废物的累积，生物膜内部的pH环境变

化较大，使部分抗生素难以发挥作用[16]。此外，外界

的氧气在生物膜外部就已经被基本消耗，导致生物膜

内部的细菌缺氧，这种缺氧的细菌对抗生素的敏感性

显著下降，抗生素很难杀死生物膜内的缺氧细菌[17]。

由于以上的抗菌作用，生物膜深层的细菌很难被抗生

素完全清除，一旦停止用药，生物膜深层的细菌则可

借助死亡细菌为营养迅速繁殖形成新的生物膜，再次

引发机体相关不良反应。Leung等[3]对白念珠菌和大

肠埃希菌的研究已证实该观点，并发现将以上两种处

于生物膜状态的细菌暴露在推荐浓度抗生素下5min
后，再给予观察对象良好营养条件进行培养，新的生

物膜则会在24h内产生。这一机制使生物膜细菌的感

染往往反复发作，难以通过抗生素药物达到根治。由
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于普通的体外细菌培养不能反应生物膜菌真实的生长

状态，使得常规药敏试验结果难以体现对药物耐药性

真正的判断，这也正是有些感染即使分离到病原菌，

临床医生根据抗生素敏感试验选择有效抗生素进行治

疗，却导致治疗失败的重要原因之一。

2.3    形成生物膜大肠埃希菌的调控及表型改变

水平基因转移(horizontal gene transfer, HGT)是
细菌快速获得性多重耐药的主要机制[18]。许多来自

不同菌群的质粒携带多重耐药基因可以在带质粒细

胞(供体细胞)和无质粒细胞(受体细胞)间接合转移。

大肠埃希菌在生物膜发育过程中耐药性会快速发生

变化，这种变化既包括由质粒介导的基因转移，也

包括由抗生素诱导的自然选择。Priget[19]及同事使用

不同的方法研究生物膜内大肠埃希菌与浮游菌的区

别时，他们观察到有至少40%的基因发生了改变。

这些改变包括：(1)RpoS基因的调控：RpoS基因是

大肠埃希菌在压力环境下表达的一种调控基因，其

产生的RpoS作为因子能直接或间接调控大肠埃希

菌中约10%的基因表达，使细菌能够适应低营养物

质等不利环境。Mika等[5]发现RpoS表达阳性的大肠

埃希菌生物膜内含有高密度的活性菌，这可能是由

于生物膜深层的低营养环境可以诱导RpoS基因的表

达，这一机制使耐药基因的传递更为便利，进而使

生物膜内细菌更加适应所处的微环境。(2)耐药基因

的传递：国内孙凤军等[20]通过对生物膜内不同大肠

埃希菌菌株β-内酰胺酶类耐药基因分布的研究，发

现同一种耐药基因广泛分布于多种不同的菌株中，

这一发现提示生物膜内大肠埃希菌之间存在普遍的

基因水平传递现象。研究者通过进一步研究发现，

当外界环境改变引起生物膜形成能力变化时，质粒

的传递也会有影响，并且生物膜下质粒对于大肠埃

希菌的转化与游离菌有着不同的机制。(3)微孔蛋白

改变：大肠埃希菌的微孔蛋白主要有OmpF和OmpC
等，其中OmpF和抗菌药物的通透性相关，在抗生素

压力选择下，生物膜内细菌会改变膜上微孔蛋白的

组成和数量，使抗生素难以进入细胞内，从而使细

菌产生耐药。

2.4    大肠埃希菌与其它菌群相互作用

生物膜通常是多菌种混合菌落，其中高细胞密

度、有限的扩散和异质结构有利于细菌之间的物理

和代谢接触。Rendueles等[21]研究发现大肠埃希菌在

生物膜中能特异性分泌大肠菌素，大肠菌素是大肠

埃希菌分泌的一种质粒编码的细菌素并与肠杆菌密

切相关，研究同时发现生物膜是影响大肠埃希菌在

复杂和多种群环境中生态相互作用的重要场所。这

些研究表明生物膜为大肠埃希菌发展拮抗和协同相

互作用提供了理想环境。另外，有研究表明戴尔福特

菌、木糖氧化无色杆菌和大肠埃希菌共存时能促进生

物膜的黏附[22]。不仅如此，多种细菌间的相互作用还

可导致生物膜内细菌对不利环境抵抗力更强，如大肠

埃希菌可以和阴道加德纳菌共同形成生物膜，且这种

多菌群生物膜内的细菌浓度要高于单菌群生物膜的细

菌浓度[23]。生物膜内细菌之间的紧密接触为遗传物

质交流提供了有利的环境，一旦生物膜解离，获得

耐药基因的菌株可能将导致细菌耐药性的播散。

3    大肠埃希菌生物膜治疗探索和策略

生物膜内耐药基因的高表达以及细胞外基质的

扩散限制使得生物膜细菌难以用抗生素治疗。如在

肾盂肾炎大肠埃希菌中，抗生素耐药机制已演变为

一线药物如呋喃妥因、氨苄青霉素、喹诺酮类和磺

胺/甲氧苄啶等敏感性降低。因此，迫切需要新的治

疗策略来消除大肠埃希菌生物膜感染。

3.1   黏附阻抗剂 
弯曲菌毛[6]是黏附在大肠埃希菌细胞表面的淀粉

样纤维，它帮助保持细胞与细胞或细胞表面的相互

作用并导致生物膜形成。纤毛[6]是介导生物膜形成、

结合和侵入宿主细胞的细胞外黏附纤维。抑制菌毛

和纤毛的形成有助于生物膜大肠埃希菌的治疗。体

内外试验显示[24]，I型菌毛合成受阻抑制生物膜的形

成和黏附人膀胱癌细胞。另一项研究中[25]，针对菌

毛亚单位CsgA设计合理的2-吡啶酮化合物防止大肠

埃希菌生物膜的形成。菌毛富集在细菌生物膜基质

中，它的抑制阻滞了细菌增殖、入侵并减少生物膜

的生物数量。

3.2    噬菌体治疗

噬菌体大量存在于各种环境并易分离得到。它

们的高突变率有助于适应宿主细菌在特定环境下生

存的遗传变化。噬菌体能有效消除单一或混合菌的

生物膜，并能有效溶解生长在医疗设备和过滤膜上

的生物膜。已经有研究将相结合的噬菌体用于消除

生物膜。Coulter等[26]分别应用噬菌体感染和单独使

用抗生素来减少生物膜数量，研究发现会导致大量

的耐噬菌体和耐抗生素细胞的出现。相比之下，将

大肠埃希菌生物膜暴露于妥布霉素或妥布霉素联合

T4噬菌体24h后，联合应用比单独使用抗生素治疗产

生物膜大肠埃希菌存活率下降了99.99%，妥布霉素

抗性细胞和耐T4细胞分别减少了99.99%和39%。该

研究表明了噬菌体感染联合妥布霉素应用于产生物

中国抗生素杂志2018年5月第43卷第5期



 . 500 .                                                              

膜的大肠埃希菌，可明显降低耐噬菌体细胞和抗生

素抗性细胞的产生。

3.3    植物素

从植物中提取的成分正被越来越多地成为可能

的抗生物膜菌感染的治疗剂，因为它们可以用多样

的作用机制杀死微生物，而细菌对其产生耐药性的

可能性极小。Monte[27]评估了7-羟基香豆素(7-hc)、 
吲哚-3-甲醇(I3C)、水杨酸和皂素等4种植物化学物

质对大肠埃希菌的浮游菌和生物膜菌的抗菌活性。

通过对表面电荷、疏水性、运动性和群体感应抑

制等方面进行分析，发现7-hc和I3C是对抗大肠埃

希菌最有效的植物提取物，最低抑菌浓度(minimal 
inhibitory concentration, MIC)值为800µg/L。并且I3C
和7-hc增加，大肠埃希菌泳动能力和滑行运动有显

著改变(P＜0.05)，这些运动的改变可能与细菌形成

生物膜的能力降低有关。另外，将这4种植物提取物

作为QS抑制剂进行测试，结果表明I3C和7-hc对大肠

埃希菌的QS抑制和细菌活性均有显著影响，表明这

两种植物提取物在细胞与细胞相互作用的干扰和生

物膜的形成和控制中起着重要的作用。最近的一项

研究[28]发现没食子酸和肉桂酸有抑制大肠埃希菌细

菌活性的作用。没食子酸和肉桂酸对大肠埃希菌的

聚集均有抑制作用，从而降低了生物膜形成能力。

在另一项研究中[29]，应用酚醛丰富的枫糖浆提取物

(PRMSE)对包括大肠埃希菌在内的病原菌的抗生素

活性进行了测试。转录组分析显示PMRSE对多重耐

药基因以及与运动、黏附和生物膜形成相关基因均

有效抑制。

3.4    抗菌肽

抗菌肽(AMPS)由不同的生物体产生的，是用以

抵抗感染的先天免疫的重要组成部分。当细菌生长受

到抗菌肽抑制时，细菌耐药性发展的机会非常有限。

基于氨基酸残基形成一个螺旋的能力，黏附细胞表面

并具有抗菌活性的特点，Thankappan等[30]设计了一种

针对大肠埃希菌感染的高赖氨酸肽(KABT-AMP)。生

存性研究显示KABT-AMP对大肠埃希菌有显著的广

谱抗菌活性，大肠埃希菌 6h生存率为30.8%。同时，

KABT-AMP也被证实对形成生物膜的临床分离株具

有抗生物膜活性。Shanks等[31]研究显示分离自弗氏柠

檬酸杆菌中的细菌素对大肠埃希菌的浮游菌和生物膜

菌均有抗菌性。

3.5    纳米颗粒

纳米颗粒稳定，具有较高的生物利用度，可作

为抗菌药物有效地传递。纳米银灵活稳定，能抑制感

染的大肠埃希菌生物膜的形成。由于纳米银颗粒体

积小，表面体积比大，多用于医疗设备和伤口敷料

中。有研究将纳米银颗粒嵌入锂钒氧化物正交相管，

在60~120μg/mL浓度时可限制大肠埃希菌生物膜的生

长。通过扫描电子显微镜图像显示在细菌表面的纳米

复合材料用表面摄动的形式，可以促进其作为备选

生物医疗器材来预防感染性疾病的发生[32]。

最近的一项研究中[33]，研究者分别从嗜麦芽窄

食单胞菌和苍白杆菌属中提取出硒和碲纳米颗粒，

发现这两种纳米颗粒对大肠埃希菌浮游菌和生物膜

菌均形成了有效的抑制。

4    展望

随着人们对生物膜研究的不断深入，生物膜菌

也越来越受到广泛关注，目前仍有诸多问题亟待解

决。如生物膜的早期防治、更确切的耐药机制、多

菌种生物膜内细菌的相互作用、生物膜内细菌表型

的改变及生物膜形成与其他微生物学特征之间的联

系等。伴随着基因芯片技术、荧光探针及激光共聚

焦显微镜等新技术的发展，研究者们必将逐渐揭开

大肠埃希菌生物膜耐药机制的神秘面纱。

大肠埃希菌生物膜形成与耐药机制的研究进展    张青等
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