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硝酸镓可降解涂层的体外抗菌实验

朱元元１，杨双旺２，邱　彦３

　　［摘要］　目的　铜绿假单胞菌是医疗器械相关感染的主要致病菌，其持续感染的特性被认为与其具有形成附着生物膜
的能力有关。本研究探讨硝酸镓涂膜对形成生物膜的抑制作用。方法　将硝酸镓、明胶、ＥＤＴＡ按照一定的比例混合后涂于
聚氯乙烯（ＰＶＣ）片表面，然后采用ＫｉｒｂｙＢａｕｅｒ法考察铜绿假单胞菌在ＰＶＣ表面形成生物膜的情况并进行评估。结果　表面
涂有硝酸镓的ＰＶＣ板在铜绿假单胞菌平板上形成的抑菌圈的直径大于２０ｍｍ，减少了细菌在表面的聚集并抑制了生物膜的
形成。结论　用硝酸镓涂膜对ＰＶＣ表面进行前处理可抑制铜绿假单胞菌的生长和生物膜的形成。
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　　细菌可在各种生物和非生物的表面形成生物
膜，生物膜包含蛋白质、多糖和核酸等基质。生物膜

形成是一个复杂的发展过程［１４］，生物膜在器械相关

的感染发病机制中扮演重要角色。细菌生物膜的形

成是院内感染的重要来源，可导致导尿管、血管内导

管相关的菌血症和呼吸机相关性肺炎［５６］。生物膜

的形成使细菌避开免疫系统的攻击，因为在生物膜

中的细菌有基质的保护，且细胞的代谢速度较慢，使

它们能够在高于最小抑菌浓度１００～１０００倍的抗生
素中生存下去［７９］。而大量使用抗生素则增加了抗

生素耐药性［１０１１］，因此对新的抗菌药物的需求日益

迫切。

　　在几乎所有的病原体中，铁离子（Ｆｅ３＋）在ＤＮＡ
合成，呼吸链和关键酶的功能和氧化应激防御反应

中均有重要作用，是细菌生长所必需的［１２］。金属镓
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的离子半径几乎和铁一样，而且许多生物都无法区

分镓离子（Ｇａ３＋）和 Ｆｅ３＋，因此 Ｇａ３＋可用以破坏依
赖Ｆｅ３＋的生化反应。体外和体内研究表明 Ｇａ３＋通
过干扰Ｆｅ３＋的功能，可抑制各种病原体生长［１３］。

本课题组的前期研究中已制备了一种可以黏附

在塑料表面的硝酸镓聚合物［１４］。本研究对此材料

以硝酸镓聚合物包被并对其抗菌活性进行对比分

析。

１　材料与方法

１．１　菌株来源和培养［１５］　铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）
购自国家卫生部临床检验中心。铜绿假单胞菌在

ＬＢ液体培养基（培养基由１０．０ｇ／Ｌ的蛋白胨，５．０
ｇ／Ｌ的酵母提取物，１０．０ｇ／Ｌ的氯化钠组成，ｐＨ７．０
～７２），３７℃下振荡培养２４ｈ。收集菌种并用生理
盐水稀释。

１．２　最小抑菌浓度的测定［１４］　３７℃过夜培养的
试验菌株用新鲜的胰蛋白酶大豆肉汤稀释 １０倍。
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由于吸光度和细菌密度成正比，因此采用酶标仪测

其在６００ｎｍ处的吸光度（ＯＤ值）作为相对定量，并
以此代表细菌的生长程度。３７℃下培养试验菌株
以酶标仪测其６００ｎｍ的ＯＤ值达到１．５左右，即为
达到实验所需的指数生长阶段。将其加入到含不同

浓度硝酸镓的孔中，无菌对照孔不加细菌，阳性对照

孔不加硝酸镓。

１．３　表面涂层　０．５％的明胶水溶液高压灭菌。冷
却后，将明胶溶液、硝酸镓（Ｓｉｇｍａ公司产品）和乙二
胺四乙酸（ＥＤＴＡ）溶液混合，硝酸镓终浓度为 ２０
μＭ，ＥＤＴＡ的终浓度为１０μＭ。将聚氯乙烯（ｐｏｌｙｖｉ
ｎｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅｐｏｌｙｍｅｒ，ＰＶＣ）片用打孔机制备成直径６
ｍｍ的圆片，用无水乙醇、去离子水超声波振荡清洗
１５ｍｉｎ，放入清洁干燥的青霉素空瓶中，瓶口以单层
牛皮纸包扎。经１５磅１５～２０ｍｉｎ高压消毒后，放
在３７℃温箱２ｄ，使完全干燥。将薄片浸入到上述
明胶硝酸镓ＥＤＴＡ混合液，取出置于超净台中自然
干燥，备用。

１．４　抗生物膜持久性检测［１４］　将１０ｍＬ消毒的尿
液置于５０ｍＬ聚苯乙烯管（Ｆａｌｃｏｎ公司产品）。加
入薄片，３７℃静置。分别在１、２、４、７ｄ后取出薄片，
无菌过滤纸吸干，进行ＫｉｒｂｙＢａｕｅｒ法（ＫＢ法）扩散
试验。在超净台中，严格按无菌程序用接种环挑取

适量细菌培养物，以划线方式将细菌涂布到平皿培

养基上，再取薄片贴到ＬＢ固体培养基（每升含蛋白
胨１０ｇ、酵母膏５ｇ、氯化钠１０ｇ和琼脂１５ｇ）表面，
在平皿中央贴１片，外周等距离贴５片，使薄片与培
养基紧密相贴。将平皿培养基置于３７℃温箱中培
养２４ｈ后，测量抑菌圈的直径。
　　采用稀释法测定膜上依附的细菌数量。分别取
不做处理的ＰＶＣ片和经过涂层处理的 ＰＶＣ片各６
片，置于含２０ｍＬ铜绿假单胞菌ＬＢ培养液，３７℃恒
温培养７ｄ。取经培养的 ＰＶＣ片置于５ｍＬ生理盐
水震荡３０ｍｉｎ，倒出生理盐水，再加１ｍＬ生理盐水
震荡１５ｍｉｎ后取出薄片，合并生理盐水以１０倍梯
度连续稀释至１００００倍，各梯度样本分别以０．１ｍＬ
量加入无菌 ＬＢ固体培养基培养皿中涂布培养，置
３７℃培养１８ｈ，观察菌落生长情况，作菌落计数。
按以下公式计算出细菌数：细菌数 ＝菌落数 ×稀释
倍数×１０。
１．５　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行
数理统计，实验所得计量数据以均数 ±标准差（ｘ±
ｓ）表示，组间均数间的两两比较采用独立样本 ｔ检
验，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定　在９６孔板中将
细菌接种于含硝酸镓５～３０μＭ的培养液中。３７℃
培养２４ｈ后测定６００ｎｍ的ＯＤ值。结果显示，硝酸
镓剂量依赖性地抑制细菌生长，ＭＩＣ约为２０μＭ。

图１　硝酸镓对铜绿假单胞菌的抑制作用

２．２　对生物膜的抑制作用　将ＰＶＣ片在尿液中浸
泡１～７ｄ后，测定 ＰＶＣ片的抑菌作用。７ｄ后 ＫＢ
扩散试验显示，抑菌圈均保持在２０．０ｍｍ以上［第
０、１、２、４、７天抑菌圈直径分别为（２２．１±１．３）ｍｍ、
（２２．３±１．２）ｍｍ、（２１．８±０．９）ｍｍ、（２１．１±０．７）
ｍｍ、（２０．１±１．７）ｍｍ］，组间比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），抑菌效果较为稳定。
　　为了进一步评价硝酸镓涂膜抑制细菌生物膜形
成的能力，分别将经硝酸镓处理过的和未处理过的

ＰＶＣ片放到铜绿假单胞菌的细胞悬液中，并在 ３７
℃条件下培养２４ｈ，无需振荡，再采用稀释法分别测
定膜上依附的细菌数量。结果显示，未处理的 ＰＶＣ
片上每片的平均细菌数为（２．２９±０．１３）×１０７个，
而处理过的为（３．３３±０．９２）×１０３个，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　越来越多的临床治疗需要使用植入式器械。这
些器械，不论是作为短期使用还是植入体内终身使

用，均可因为细菌生物膜的形成导致严重的全身感

染。这在整形外科中极为常见，细菌生物膜的形成

会导致严重的并发症，包括义肢感染等，致死亡率和

医疗费用的增加［１６１７］。本文研究了常用作医疗植

入材料的 ＰＶＣ上的硝酸镓涂层对生物膜形成的
影响。

　　生物膜的形成是个复杂的发展过程，包括细菌
黏附和表面固定形成菌落，并融合生物膜［１４］。生物

膜的消除亦非常困难，固定在生物膜中的细菌比游

离状态的细菌更耐抗生素。已经证明用 Ｇａ３＋取代
Ｆｅ３＋可以干扰细菌ＤＮＡ和蛋白质的合成，抑制细菌
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生物膜的形成。Ｇａ３＋已被 ＦＤＡ批准治疗恶性高钙
血症，具有很好的安全性，本文硝酸镓终浓度为２０
μＭ。明胶是以动物的皮、骨为原料制成的蛋白分子
聚合物质。明胶分子结构上有大量的羟基、羧基和

氨基，使得明胶具有极强的亲水性，又因其具有无

毒、生物相容性好并在生物体中可完全降解等优点，

故选用明胶作为溶解基质。结果表明，涂布 ＥＤＴＡ
镓明胶的ＰＶＣ具有较好的抗菌作用。将ＥＤＴＡ镓
明胶涂覆在ＰＶＣ表面，在防止医疗器械感染上的用
途值得进一步研究。
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