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碳青霉烯类药物对铜绿假单胞菌生物膜形成及其基因表达的影响

周蓓蓓 1    王冲 1    杜佳 2    周翠 1    刘海洋 1    张艺之 1    周铁丽 1,*

(1 温州医科大学附属第一医院医学检验中心，温州 325035；2 浙江省肿瘤医院检验科，杭州 310000)

摘要：目的    研究碳青霉烯类药物对铜绿假单胞菌生物膜形成和基因表达的影响，为治疗铜绿假单胞菌引起的感染提供分

子基础和理论依据。方法    选取 3株临床分离的对碳青霉烯类药物敏感，但对其他常用抗菌药物耐药的铜绿假单胞菌 (TL1552、
TL1728和 TL947)，采用琼脂稀释法检测 3株菌对临床常用抗菌药物的最低抑菌浓度 (mininal inhibotory concentration, MIC)；结

晶紫染色法及扫描电子显微镜观察不同浓度碳青霉烯类药物对铜绿假单胞菌生物膜形成能力和形态的影响；通过转录组测序分

析生物膜相关的差异表达基因，并用 qRT-PCR 进行确认。结果    亚胺培南和美罗培南均能有效抑制铜绿假单胞菌生物膜的形成，

但对已经形成的生物膜影响较小；扫描电子显微镜显示美罗培南处理后的生物膜细胞数量、大小和形态均发生了显著改变，继

续在不含抗菌药物的培养基上孵育 6h 后发现生物膜细胞的整体形态基本恢复正常；转录组测序分析及 qRT-PCR 表明碳青霉烯

类药物可导致涉及蛋白质运输、代谢、生物膜形成等相关基因的改变，并能触发生物膜细胞的应激反应。结论    碳青霉烯类药

物对铜绿假单胞菌的生物膜形成有抑制作用，但对已经形成的生物膜影响甚微，去除药物后生物膜细胞的形态基本得到恢复，

说明铜绿假单胞菌感染后早期治疗和足疗程治疗的重要性。
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Effects of carbapenems on the biofilm formation and gene expression of 
Pseudomonas aeruginosa

Zhou Bei-bei1, Wang Chong1, Du Jia2, Zhou Cui1, Liu Hai-yang1, Zhang Yi-zhi1 and Zhou Tie-li1

(1 Laboratory Medicine Center, the First Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, Wenzhou 325035; 2 Clinical Laboratory, 
Zhejiang Cancer Hospital, Hangzhou 310000)

Abstract    Objective    To evaluate the effects of carbapenems on the biofilm formation and gene expression 
of Pseudomonas aeruginosa. Methods    Three P. aeruginosa strains were included in our study and the minimal 
inhibitory concentrations (MICs) were tested through the agar dilution method. Crystal violet staining assay and 
scanning electron microscopy were performed to evaluate the effects of different concentrations of carbapenems on the 
cell number and morphology of P. aeruginosa biofilms. Transcriptome sequencing was carried out to select differential 
expression genes, which were then verified by quantitative RT-PCR (qRT-PCR). Results    Three P. aeruginosa strains 
were resistant to many antibiotics except carbapenems. The biofilm formation decreased concurrently in all isolates 
when treated with imipenem and meropenem, but no significant effect was observed on the mature biofilm. However, 
the size, the shape and the number of biofilm cells changed significantly after the treatment with meropenem. 
Nevertheless, distinct recovery of the biofilm cells was observed at 6h after removal of carbapenems. Transcriptome 
sequencing and quantitative RT-PCR (qRT-PCR) results suggested that carbapenems cause evident change in gene 
expression involved in protein transport, metabolism, and biosynthesis of membrane protein, and activate the stress 

收稿日期：2019-01-07

作者简介：周蓓蓓，女，生于 1991年，在读硕士研究生，研究方向为临床检验诊断学，E-mail: zhoubeibei1991@126.com
* 通讯作者，E-mail: wyztli@163.com

文章编号：1001-8689(2019)12-1394-06

中国抗生素杂志 2019年 12月第 44卷第 12期



. 1395 .

铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa) 是社区

获得性感染和院内感染的常见条件致病菌，可以引

起泌尿道感染、伤口感染、腹腔感染和呼吸道感染

等 [1]。近年来，抗菌药物的不规范使用甚至滥用导

致包括铜绿假单胞菌在内的绝大多数致病菌出现耐

药甚至多重耐药的现象，使得可供治疗的有效抗菌

药物越来越少，这给临床治疗带来了巨大的挑战 [2]。

铜绿假单胞菌具有较强的生物膜形成能力，可

引起急慢性感染。有研究表明，至少 65% 的慢性铜

绿假单胞菌感染与生物膜形成有关 [3]。细菌生物膜

是细菌吸附于惰性物体的内外表面后，细胞不断聚

集并分泌一些基质把自身包裹，形成的细菌细胞结

构群体，是细菌为了适应环境的一种生存方式，具

有很强的耐药性，能够抵抗百倍以上正常药物剂量 [4]，

从而给临床治疗带来了极大的挑战。

碳青霉烯类药物可以与 β- 内酰胺酶稳定结合，

是治疗大部分革兰阴性菌感染的有效药物，为目前

治疗铜绿假单胞菌感染的首选药物。Giwercman 等 [5]

研究表明生物膜状态下的铜绿假单胞菌比浮游状态

产生更多的 β- 内酰胺酶。Bagge 等 [6] 也证实了铜绿

假单胞菌在生物膜状态时 ampC 基因的表达上调了

150倍。重要的是，碳青霉烯类药物可以显著降低铜

绿假单胞菌的生物膜形成能力 [3]。

铜绿假单胞菌感染的治疗过程中，生物膜可普

遍形成于导管以及医疗装置表面，因此需要更多的

研究为临床治疗提供一定的依据。本实验旨在探讨

碳青霉烯类药物作用于铜绿假单胞菌生物膜后，对

其细胞形态学和基因表达的影响，从而为临床治疗

铜绿假单胞菌感染提供基本理论和分子基础。

1    材料与方法

1.1    实验菌株

本研究中的 3株铜绿假单胞菌 ( 菌株编号为

TL1552、TL1728和 TL947) 均分离自温州医科大学附

属第一医院临床患者的创面标本，VITEK-2 Compact
全自动微生物分析仪进行菌株鉴定和初步药敏试验，

其仅对碳青霉烯类药物敏感。

1.2    抗菌药物最低抑菌浓度 (mininal inhibotory 
concentration, MIC) 检测

琼脂稀释法检测菌株对头孢他啶、头孢吡肟、

阿米卡星、庆大霉素、妥布霉素、环丙沙星、左

氧氟沙星、亚胺培南和美罗培南的最低抑菌浓度

(MIC)，结果判读参照美国临床实验室标准化研究协

会 (CLSI) 2016(M100-S26) 标准 [7]。每种药物重复做 3

次试验。铜绿假单胞菌 ATCC27853为药敏试验质控

菌株，购自卫生部临床检验中心。

1.3    静态生物膜形成能力检测    
参照 O'Toole[8] 的方法进行生物膜实验。铜绿假

单胞菌在含有 LB 肉汤的无菌 96孔细胞培养板中，

室温下静态培养过夜。然后，用 100mL 含有 1% 葡

萄糖和 0.3% 酪氨酸的 M63B1-GCAA 培养基进行

1:50稀释，置于无菌 96孔细胞培养板，37℃，培养

24h。将 96孔细胞培养板中的培养液弃去，用蒸馏水

冲洗两次，去除上层浮游细菌。分别取 10μL 不同浓

度的亚胺培南和美罗培南 (5×MIC, 10×MIC) 与 190μL
新鲜配置的含 1% 葡萄糖的 LB 肉汤共同加入到 96

孔细胞培养板中，37℃，培养 24h。将 96孔细胞培

养板中的培养液弃去，用蒸馏水冲洗两次，去除上

层浮游细菌。生物膜附着于孔的表面，用 125mL 含

有 0.1% 结晶紫的染液室温下染色 15min。将 96孔

细胞培养板中的染液弃去，用蒸馏水冲洗两次。

用 33% 的醋酸溶解贴壁细胞的结合色素，随后检测

595nm 的吸光度。同时进行两个独立的实验，每个

实验中每株菌重复做 2个复孔，结果取 4个复孔的

平均值。

1.4    扫描电子显微镜分析    
挑取血平板上过夜培养的单个菌落配置

1.5×108CFU/mL 浊度的菌液。将 1cm×1cm 无菌盖玻

片放入无菌 6孔细胞培养板中，取 100μL 上述菌液

和 1900μL 新鲜配置的含 1% 葡萄糖的新鲜 LB 肉汤

共同加入 6孔细胞培养板中，37℃，培养 24h。将 6

孔细胞培养板中的培养液弃去，用蒸馏水冲洗两次，

去除上层浮游细菌。分别取 100μL 5×MIC 的亚胺培

南和美罗培南与 1900μL 新鲜配置的含 1% 葡萄糖的

LB 肉汤共同加入到 6孔细胞培养板中，37℃，培养

24h。将 6孔细胞培养板中的培养液弃去，用蒸馏水

冲洗两次，去除上层浮游细菌。将盖玻片放置于含

response of biofilm cells. Conclusions    Carbapenems have an inhibitory effect on the biofilm formation of P. 
aeruginosa, but have little effect on the biofilm that has formed. The morphology of biofilm got a satisfactory recovery 
after withdrawal of carbapenems. Therefore, this study highlights the importance of early treatment and foot treatment 
after the infection of P. aeruginosa.

Key words    Pseudomonas aeruginosa; Biofilms; Carbapenems; Transcriptomic analysis
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有戊二醛的无菌 6孔细胞培养板中 4℃固定 2h，再

用系列梯度浓度 (50%、70%、80%、90%、95% 和

100%) 乙醇分别脱水 6min，之后将盖玻片放置于无

菌 6孔细胞培养板中，35℃干燥 1~2h。用扫描电子

显微镜观察碳青霉烯类药物作用后铜绿假单胞菌的

形态学改变。

1.5    RNA 提取、转录组测序分析及生物膜相关基

因分析    
选取铜绿假单胞菌临床分离株 TL1552用于转

录组测序。提取未经碳青霉烯类药物处理以及经

5×MIC 亚胺培南或美罗培南处理的 TL1552生物膜

状态下总 RNA。将用于 RNA 转录组测序文库制备

的总 RNA 经过 DNAase 处理，之后参照 mRNA-Seq 
Sample Preparmion Kit 试剂盒的操作说明进行，构建

所需的 cDNA 文库。转录组文库测序及差异基因分

析均由深圳华大基因科技有限公司完成，所用的测

序平台是 Illumina-HiSeq 2500/4000。将测序所得原始

图像的数据转化成序列数据，并采用生物信息学工

具对 RNA 测序数据进行基因注释分析。

1.6    实时荧光定量 PCR
提取铜绿假单胞菌总 RNA，逆转录成 cDNA 后

用于实时荧光定量 PCR 分析。应用 qRT-PCR 的方法

来验证碳青霉烯类药物处理后铜绿假单胞菌生物膜

形成相关多糖合成基因 algD、pslA 和 pelA 表达的差

异情况。proC 作为内参基因，每个标本的目的基因

以及内参基因均做 3个复孔。

1.7    统计学分析

所有数据通过 SPSS 17.0进行统计分析。对于静

态生物膜形成能力试验，用非配对 t- 检验 ( 双侧检

验 )，P ＜ 0.05为有统计学意义。

2    结果

2.1    抗菌药物最低抑菌浓度检测

检测结果显示 3株铜绿假单胞菌 (TL1552、
TL1728和 TL947) 只对碳青霉烯类药物敏感 (MIC 为

1mg/L)，其中 TL947对美罗培南 MIC 为 2mg/L，对

其他临床常用抗菌药物均耐药。

2.2    静态生物膜形成能力检测

结果发现 5×MIC 的亚胺培南和美罗培南均能显

著地抑制铜绿假单胞菌生物膜的形成 ( 图 1)。但是，

5×MIC 的亚胺培南和美罗培南对已经形成的生物膜

却只产生轻微影响，并不能导致其存活力的显著下

降，直到 10×MIC 或者是更高浓度时才出现铜绿假

单胞菌生物膜细胞存活力的显著下降 ( 图 2)。

2.3    扫描电子显微镜分析

扫描电子显微镜结果 ( 图 3) 显示，5×MIC 碳青

霉烯类药物不能杀死铜绿假单胞菌生物膜细胞，但

镜下显示生物膜细胞数量以及形态发生显著改变，

包括数量减少、细胞变大、变圆以及空泡化等。为

了验证生物膜细胞的变化是否是暂时性改变，本研

究将 5×MIC 碳青霉烯类药物处理后的铜绿假单胞菌

生物膜继续在不含抗菌药物的培养基上孵育 6h，结

果发现生物膜细胞的形态基本上得到了恢复并且存

活力也没有显著变化。

2.4    差异基因表达，亚胺培南和美罗培南处理后铜

绿假单胞菌的基因功能分析

转录组测序分析显示 5×MIC亚胺培南处理后 (图
4)，上调的基因有 732个，下调的基因 764个，基因

图 1    5×MIC 碳青霉烯类药物对铜绿假单胞菌生物膜形成的影

响

Fig. 1    Effect of 5×MIC carbapenems on the biofilm formation 

图 2    10×MIC 碳青霉烯类药物对铜绿假单胞菌生物膜形成的影

响

Fig. 2    Effect of 10×MIC carbapenems on the biofilm formation 
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功能分析后发现有功能的上调基因有 55个，下调的

基因 72个 ( 表 1)；5×MIC 美罗培南处理后 ( 图 5)，
上调的基因有 802个，下调的基因 866个，其中具有

功能的上调基因有 59个，下调的基因 69个 ( 表 2)。
经过碳青霉烯类药物处理后，可引起蛋白质涉及运

输、代谢及周转的基因在表达水平上出现总体的上

调趋势，大量参与氨基酸转运及代谢的基因如甘氨

酸脱氢酶、β- 丙氨酸 - 丙酮酸氨基转移酶、2- 异丙

基苹果酸合酶 LeuA、天冬酰胺合成酶 B(AsnB) 等表

达水平均有所上调，而只有相对较少的参与氨基酸

转运及代谢的基因表达水平下调。经碳青霉烯类药

物处理后，主要参与生物膜细胞形成、发展的基因

表达水平有所下调。此外，还可影响参与细胞应激

反应的基因表达水平。

图 3    扫描电子显微镜下铜绿假单胞菌生物膜细胞形态变化

Fig. 3    Morphological changes of P. aeruginosa biofilm cells 
under scanning electron microscopy

图 4    亚胺培南处理后差异基因表达分析

Fig. 4    Differential gene expression analysis after IPM treatment

表 1    亚胺培南处理后基因功能分析

Tab. 1    Analysis of gene function after IPM treatment
功能基因种类 上调个数 下调个数

生化反应 21 27

生物调节 1 0

细胞途径 4 15

代谢途径 12 12

生化反应调节 1 0

应激反应 1 0

信号传导 1 0

单一生物过程 1 0

细胞组分 9 14

细胞 3 6

细胞组分 3 6

大分子复合物 0 2

细胞膜 2 0

细胞膜组分 1 0

分子功能 25 31

抗氧化活性 1 0

分子结合 9 12

催化活性 14 18

分子转导活性 1 0

分子结构活性 0 1
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2.5    实时荧光定量 PCR 对转录组测序结果的验证

qRT-PCR 结果 ( 表 3) 显示处理组多糖合成相关

基因 algD、pslA 和 pelA 的表达量均比校准状态低，

这与转录组测序的结果一致。

3    讨论

铜绿假单胞菌是医院感染的重要条件致病菌，

能引起人和动物的感染，也是慢性感染的常见致病

菌，治疗非常困难 [9]。近年来，由于抗菌药物的广

泛使用甚至滥用，使得铜绿假单胞菌耐药现象越来

越严重；同时，铜绿假单胞菌极易黏附在人体组织

或者是医学材料表面进而形成生物膜，引发机体的

免疫反应，从而造成组织损伤以及持续性慢性感染，

这些都给临床上治疗铜绿假单胞菌引起的感染造成

了较大的困难。

静态生物膜形成能力检测结果发现 5×MIC 碳青

霉烯类药物能抑制铜绿假单胞菌生物膜的形成但对

已经形成的生物膜影响甚微，表明无论菌株对抗菌

药物是否具有耐药性，如果已经形成生物膜感染，

治疗都存在较高的难度，因此防止生物膜形成的预

防性抗菌药物治疗是至关重要的。同时，扫描电子

显微镜结果显示，5×MIC 碳青霉烯类药物能导致铜

绿假单胞菌生物膜细胞变大、变圆、空泡化以及数

图 5    美罗培南处理后差异基因表达分析

Fig. 5    Differential gene expression analysis after MEM treatmen

表 2    美罗培南处理后基因功能分析

Tab. 2    Analysis of gene function after MEM treatment
功能基因种类 上调个数 下调个数

生化反应 31 22

生物调节 0 1

细胞途径 15 4

发育过程 1 0

代谢途径 15 13

生化反应调节 0 1

应激反应 0 1

信号传导 0 1

单一生物过程 0 1

细胞组分 14 9

细胞 6 3

细胞组分 6 3

大分子复合物 2 0

细胞膜 0 2

细胞膜组分 0 1

分子功能 24 28

抗氧化活性 0 1

分子结合 9 8

催化活性 14 18

分子转导活性 0 1

分子结构活性 1 0

表 3    碳青霉烯类药物处理后多糖合成相关基因的相对表达

量

Tab. 3    Expressions of polysaccharide synthesis related genes in 
three P. aeruginosa isolates with carbapenems treatment

菌株
2-ΔΔCt

pslA algD pelA

I1552 5.49×10-1 1.14×10-1 1.21×10-2

M1552 4.76×10-1 7.31×10-1 7.59×10-1

I1728 3.25×10-1 2.28×10-1 1.21×10-1

M1728 2.17×10-1 4.89×10-1 8.63×10-1

I947 1.41×10-2 6.96×10-1 1.61×10-1

M947 1.76×10-2 7.46×10-1 2.95×10-1

注：I1552、I1728和 I947分别为亚胺培南处理后的实验菌株，
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量减少，但去除药物后继续孵育发现生物膜细胞形

态基本恢复正常，表明了碳青霉烯类药物只能引起

生物膜细胞暂时的形态改变，去除碳青霉烯类药物

后可使生物膜恢复正常状态，这提示了临床治疗时

持续用药的重要性。

转录组测序分析及基因功能分析发现，经过碳

青霉烯类药物处理后，可引起涉及运输、代谢及周

转蛋白质的基因的表达水平总体出现上调趋势，主

要参与生物膜细胞形成、发展的基因表达水平有所

下调。qRT-PCR 结果发现处理组多糖合成相关基因

algD、pslA 和 pelA 的表达量均比校准状态低，这与

转录组测序的结果一致。algD 基因是编码藻酸盐生

物合成酶操纵子上的第一个基因，该基因的转录激活

与藻酸盐的合成密切相关 [10]，研究表明在铜绿假单

胞菌生物膜形成过程中藻酸盐可以起到重要作用 [11]。

pslA 是铜绿假单胞菌 psl 操纵子上的第一个基因，可

编码葡萄糖转移酶；pelA 是铜绿假单胞菌高度保守

序列，研究表明这两个多糖合成相关基因均在铜绿

假单胞菌的黏附以及生物膜形成中起到关键作用 [12-

13]。 
此外，有研究表明 [14-15] 碳青霉烯类药物的主要

作用位点为铜绿假单胞菌菌体内的青霉素结合蛋白

(PBPs)，碳青霉烯类药物处理后，铜绿假单胞菌生物

膜细胞呈现出球形改变，这可能是由于碳青霉烯类药

物与细胞壁上 PBP2结合，抑制了糖苷酶以及内肽酶

的作用，这两者可以参与细胞壁黏肽的合成。细胞壁

合成被破坏后，进而导致细菌形成了无壁球状体 [16]。

这个结果从分子水平上解释了扫描电子显微镜下所观

察到的铜绿假单胞菌生物膜细胞形态变化。

总之，本研究表明经碳青霉烯类药物处理后的铜

绿假单胞菌通过一系列复杂的调控途径，使其生物膜

细胞出现短暂的形态学改变。这些结果将为我们治疗

由铜绿假单胞菌引起的生物膜感染奠定基础。
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