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内容提要 ： 目 的 ： 比较 形成 生 物被膜 的 细菌 和游 离 菌对 消 毒 剂 的抗性 。 方法
：
采用超 声波 平板法和 载体浸 泡定 量杀 菌试验

进行实验 室观察 。 结 果 ：
用 含 ８ ００ｍｇ／Ｌ 的过氧 乙 酸 消 毒剂作 用 ｌｍ ｉｎ

， 对鲍 曼 不 动杆菌 、 金黄色 葡萄球菌 和铜 绿

假单胞 菌游 离 菌 的平 均 杀灭率 分别 为 ９０ ． ５３％ 、 ８７ ． ６４％ 和 ８ ３ ．
１ ６％

， 对其细 菌 生 物被膜 的 平均杀 灭率仅 为 ８２ ．５６％ 、

８４ ． ８ １ ％和 ８２ ． ８ ５％
；
用 含 １ ５０ｍ

ｇ
／Ｌ 的 二氧化 氯消 毒剂 作 用 ｌｍ ｉ ｎ

， 对鲍 曼 不动 杆菌 、 金 黄色葡 萄球菌和铜绿假单胞

菌游 离 菌 的平 均杀灭 率 分别 为 ９６ ．９５％ 、 ９６ ．
１ ８％ 和 ９６ ．０５

°
／。

， 对其细菌 生物被 膜 的 平均 杀灭 率仅 为 ８６ ．３ ７％ 、 ８９ ． ５４％

和 ９ １
． ２ ０％。 结论 ：

形成 生 物被 膜 的 细菌对 消 毒 剂抗性都 比游 离菌 强 ，
鲍 曼 不 动杆菌差异 尤为 明 显 。

关 键 词 ： 生 物被膜游 离菌抗性超 声波平板法载体浸泡定 量 杀菌
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生物被膜是指细菌黏附于接触表面 ， 分泌多糖基质 、 纤

维蛋白 、 脂质蛋白等 ， 将其 自 身包绕其中而形成的大量细菌

聚集膜样物 ，
具有普遍存在 ， 难发现和难去除等特点 。 虽然

生物被膜是细菌等微生物存在的主要形式 ， 具有重要 的研究

意义
， 但多年来经典细菌学主要研究的是浮游生长的细菌 ，

而忽视了对细菌生物被膜的研究ｒａ
。 目前国内对生物被膜的

研究主要集中在医学领域 ， 对其他相关领域中 的生物被膜研

究报道较少 ，
研究理论基础相对薄弱 ｗ

。 为比较研究医学领

域 、 食品工业 中常见的细菌生物被膜和游离菌对消毒剂抗性

的大小 ，
选择环凯牌二氧化氯消毒液和 ＨＫＭ过氧乙酸消毒

液作为实验消毒剂 ， 通过超声波平板法和载体浸泡定量杀菌

试验比较其杀菌效果。 现将结果报告如下 。

１ ？材料与方法

１ ． １ 实验材料

实验用消毒剂 ： 环凯牌二氧化氯消毒液 、 ＨＫＭ 过氧乙

酸消毒液 由广东环凯微生物科技有限公司研制 。 实验时 ，
用

无菌标准硬水配制成不同浓度溶液 ，
现配现用 。

试验菌为鲍曼不动杆菌 （ ＡＴＣＣ１ ９６０６ ） 、 金黄色葡萄球

菌 （ ＡＴＣＣ６５ ３ ８） 、 铜绿假单胞菌 （ ＡＴＣＣ２７ ８５ ３） ，
由广东省

微生物菌种保藏中心提供。

１
．２方法

１ ．２ ． １ 细菌生物被膜的培养

用丙酮浸泡不锈钢片除去表面的油脂 ， 然后把不锈钢片

置于 ５ｍ ｏ Ｉ／Ｌ盐酸溶液中浸泡 １ ５ｍ ｉｎ ， 用洗涤剂清洗 ， 再用蒸

馏水冲洗干净 ， 将处理后 的不镑钢片放人含有 ５ｍ Ｌ ＴＳ Ｂ培

养液的试管中 ，
１ ２ １

°

Ｃ 灭菌 １５ｍ ｉｎ ， 待用。 分别将鲍曼不动

杆菌 、 金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌接种在 ＴＳＢ培养液中

３ ７

°

Ｃ培养过夜 ， １８ｈ后使其活菌数达 １０８ＣＦＵ／ｍＬ。 在含Ｔ ＳＢ

溶液和不锈钢片的无菌试管中 ，
加人 Ｏ ．

ｌ
ｍＬ上述菌悬液

，
每

隔 ２４ｈ更换 １
次ＴＳ Ｂ培养液 ， 于 ３ ７

°

Ｃ连续培养 ７ｄ ， 即可形成

稳定生物被膜。
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１
． ２ ．２游离菌菌悬液

分别将鲍曼不动杆菌 、 金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌

分离培养 ，
取典型菌落接种营养琼脂培养基斜面 ，

培养 ２４ｈ
，

将新鲜斜面培养物用胰蛋 白胨生理盐水洗下并稀释成含菌

量为１ ． ０ ｘ１ ０
８
￣

５ ．０ｘ １ ０
８

ＣＦＵ／ｍＬ试验菌悬液 。

１
．２ ．３ 中和剂鉴定试验

试验菌为鲍曼不动杆菌 、 金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞

菌 ， 试验设 ６组
，
按照 ２００２版 《 消毒技术规范 》 中规定的 中

和剂鉴定试验程序进行试验 。 结果 ，
以第 １ 组无菌生长或菌

数远少于第 ２组 ； 第 ２组菌数超过 ５ＣＦＵ ／ｍＬ
； 第 ３ 、 ４

、
５组

菌数为 １
．０ｘ １ ０

８
￣

５ ．０ 
ｘ１ ０

ｓ

ＣＦＵ ／ｍＬ
，
且组间菌落数误差小于

１ ５％ ； 第 ６组不长菌 ， 表明所选 中和剂及其浓度适宜。 试验

重复 ２次％

１ ．２ ．４ 载体浸泡定量杀菌实验

按照 ２００２版 《消毒技术规范 》 中规定的载体浸泡定量

杀菌试验程序进行试验 。

１ ．２ ． ５超声波平板法杀菌试验

将培养 ７ｄ 的不锈钢片从 ＴＳＢ培养液中取出 ，
经无菌 ＰＢＳ

清洗后分别放人已稀释至相应浓度的消毒液试管中 ，
待菌

药相互作用至各预定时间 ， 用无菌镊子将菌片分别移人装

有 ５ ．０ｍＬ 中和剂的试管中 ， 将上述试管置于超声波清洗器中 ，

设定超声处理温度为 ２ ５
°

Ｃ ， 超声波功率为 ９５Ｗ进行超声震荡

ｌ Ｏｍ ｉｎ。 将超声波处理后的样液在无菌条件下 ， 取样 （ 或作

适当稀释后 ，
取相应稀释度的稀释液 ） ｌｍＬ ， 置于灭菌平皿

内 ， 每管接种两个平皿 ， 倾注营养琼脂培养基 ， 混匀 ，
３７

°

Ｃ

培养 ２４￣４ ８ｈ后进行活菌菌落计数 ， 计算平均杀灭率。 试验

重复 ３次。

阳性对照组 ： 将培养 ７ｄ 的不镑钢片从 ＴＳ Ｂ培养液 中取

出 ，经无菌 ＰＢＳ清洗放入装有 ５ｍＬ ＰＢ Ｓ 的试管中作用至相应

时间 ， 将上述试管置于超声波清洗器中 ， 设定超声处理温度

为 ２５

＂

Ｃ ，
超声波功率为 ９５Ｗ进行超声震荡 ｌＯｍ ｉｎ 。 将超声波

处理后的样液在无菌条件下 ，
取样 （ 或作适当稀释后 ，

取相

应稀释度的稀释液 ） ｌｍＬ ， 置于灭菌平皿 内 ， 每管接种两个

平皿 ， 倾注营养琼脂培养基
，
混匀 ， ３７Ｘ培养 ２４￣４８ｈ后进

行活菌菌落计数 ， 计算平均杀灭率 。 试验重复 ３次。

２ ？结果

２ ．
１ 中和剂鉴定试验结果

结果表明
，
用含 ５ｇ／Ｌ硫代硫酸钠 ＋

３ｇ／Ｌ卵磷脂 ＋
１ ０ｇ／Ｌ吐

温 ８ ０组成的磷酸盐缓冲液 （ ＰＢ Ｓ ） 作 为中和剂
，
可有效中

和环凯牌二氧化氯消毒液和 ＨＫＭ过氧乙酸消毒液最高试验

浓度溶液对鲍曼不动杆菌 、金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌

的残余作用 ， 且中和剂和中和产物对试验菌及培养基均无影

响 。 见表 １ 。

２ ．２杀菌试验结果

２ ．２ ． １ 过氧乙酸消毒剂杀菌实验结果

用含 ８００ｍ ｇ／Ｌ 的过氧乙 酸消毒剂作用 ｌｍ ｉｎ ， 对鲍曼不

动杆菌 、 金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌游离菌的平均杀灭

率分别为 ９０ ．５ ３％ 、 ８ ７ ．６４％和 ８３ ．

１ ６％
，
对其细菌生物被膜的

平均杀灭率分别为 ８ ２ ． ５ ６％
、

８４ ． ８ １％和 ８２ ． ８ ５％ ； 含 １ ５００ｍｇ／Ｌ

的过氧乙酸消毒剂作用 ｌｍ ｉｎ ， 对鲍曼不动杆菌 、 金黄色葡

萄球菌和铜绿假单胞菌游离菌的平均杀灭率分别为 ９４ ．５ ５％ 、

９２ ．３ ６％和 ９０ ．３ ４％ ，
对其细菌生物被膜的平均杀灭率分别为

８８ ． １
１％ 、 ８ ９ ． １ ７％ 和 ８９ ． １７％

； 含 ２０００ｍｇ／Ｌ 的过氧乙酸消毒剂

作用 ｌ ｍ ｉ ｎ ， 对鲍曼不动杆菌 、 金黄色葡萄球菌和铜绿假单

胞菌游离菌 的平均杀灭率分别为 ９ ８ ．

１０％ 、 ９７ ．０５％和 ９６ ．

１ ８％
，

对其细菌生物被膜的平均杀灭率分别为 ９ ３ ．５ ５％ 、 ９４ ．７３％和

９３ ． １ ８％ 。 见表２ 。

２． ２ ．２ 二氧化氯消毒剂杀菌实验结果

含 １ ５０ｍ ｇ／Ｌ 的二氧化氯消毒剂作用 ｌ ｍｉｎ ，对鲍曼不动杆

菌 、金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌游离菌的平均杀灭率分

别为 ９６ ．９５％ 、 ９６ ．

１ ８％ 和 ９ ６ ． ０５％
，

对其细菌生物被膜的平均

杀灭率分别为 ８６ ．３ ７％ 、 ８ ９． ５４％ 和 
９ １ ．２０％

；
含 ２５ ０ｍｇ／Ｌ的二

１ ． 中 和剂鉴定试验结果

组别
鲍曼不动杆菌

各组平均回收菌数 （
ＣＦＵ／ｍＬ

＞

金黄色葡萄球菌 铜绿假单胞菌

１ ０ ０ ０

２ １ １ １ ０ ２ １

３ ３ １ ２０００００ ０ １ ５ ８０００ ０００ ３ ５ ２ ００００００

４ ３ １ ００００００ ０ １ ５ ５０００ ０００ ３４３ ００００００

５ ３０８０００００ ０ １ ５ ９０００ ０００ ３６８ ００００００

６ ０ ０ ０

２６中国医疗器械信息 丨
Ｃ ｈｉ ｎ ａＭｅ ｄ ｉｃａ ｌＤｅ ｖｉ ｃｅ Ｉｎ ｆｏ ｒｍ ａ ｔｉ ｏｎ
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表 ２ ． 过氧乙酸消毒剂杀菌效果

作用不同时间平均杀灭率 （
％

）

阳性对照组

试验菌
过氧乙酸 消毒

１ ｍ ｉ

ｎ ５ｍ ｉｎ １ ０ｍ ｉ

ｎ 平均菌落数

生物被膜 游离菌 生物 被膜 游离菌 生物被膜 游离菌 （
ＣＦＵ／

ｍＬ
）

８００ ８２ ． ５６ ９０ ． ５ ３ ８６ ． ３５ ９８ ．８９ ９ １
． １ ６ １ ０ ０

鲍曼不动杆菌 １ ５００ ８８ ．

１
１ ９４． ５ ５ ９９ ．９８ １ ００ １ ００ １ ０ ０ １

． ３ ５ｘ １ ０
６

２０００ ９３ ． ５５ ９８ ． １ ０ １
００

１
００ １ ００

１
０ ０

金黄色葡萄

球菌

８００ ８４ ． ８ １ ８７ ． ６４ ８ ９ ． ５６ ９８ ．６３ ９３ ．２７ １ ０ ０

１ ５００ ８９ ． １ ７ ９２ ． ３６ １ ００
１
００ １ ００ １ ０ ０ ４ ． １０ ｘ １ ０

６

２０００ ９４ ．７３ ９７ ． ０５ １ ００ １ ００ １ ００ １ ０ ０

８００ ８２ ．８５ ８３ ． １ ６ ８ ７ ． ５３ ９３ ． ５３ ９
１

．８ ０ ９９ ．４５

铜绿假单胞菌 １５００ ８９ ． １ ７ ９０ ． ３４ １ ００ １ ００ １ ００ １ ００ ２ ．５５ ｘ １ ０
６

２０００ ９３ ．

１ ８ ９６ ．

１ ８ １ ００ １ ００ １ ００ １ ００

表 ３ ． 二氧化氯消毒剂杀菌效果

作用不 同时间平均 杀灭率 （
％

）

阳性对照组

试验菌
—氧化氣消毒

剂浓庶
（
ｍａ

／Ｌ、

１
ｍ

ｉ

ｎ ５ｍ ｉ

ｎ １ ０ｍ ｉ

ｎ 平均菌落数

生物被膜 游离茴 生物被膜 游离菌 生物被膜 游离菌 （
ＣＦＵ／

ｍＬ
）

１ ５０ ８ ６ ． ３ ７ ９６ ． ９５ ９ ６ ． １ ８ ９９ ．９ ８ ９８ ． ２４ １ ００

鲍曼不动杆菌 ２５０ ９０ ． ５８ ９８ ． ０３ ９８ ． ５ ７ １ ００ ９９ ．６０ １ ００ ３ ．
１ ８

ｘ１ ０
６

４００ ９６． ３ １ １０ ０ ９９ ． ５ １ １ ００ １ ００ １ ００

金黄色葡萄

球菌

１ ５０ ８９ ． ５４ ９６ ．

１ ８ ９８ ．

１ ２ ９９ ．２４ ９９ ． ９２ １ ００

２５０ ９２ ． １ ７ ９７ ． ３ ５ ９９ ．０８ １ ００ ９９ ． ９９ １ ００ ２ ．４５
ｘ１ ０

６

４００ ９８ ． ５ ６ １０ ０ ９９ ． ９６ １ ００ １ ００ １ ００

１ ５０ ９ １
．２０ ９６ ． ０５ ９９ ．

１ ０ ９９ ．５４ ９９ ． ９２ １ ００

铜绿假单胞菌 ２ ５０ ９５ ．２２ ９９ ． １ ０ ９９ ． ８４ １００ １ ００ １ ００ ４ ． ３９ ｘ １ ０
６

４００ ９９ ． ４５ １００ ９９ ．９８ １ ００ １ ００ １ ００

氧化氯消毒剂作用 ｌ ｍ
ｉ
ｎ

， 对鲍曼不动杆菌 、 金黄色葡萄球菌 物被膜 。 形成生物被膜的细菌对消毒剂有很强的抵抗力 ， 也

和铜绿假单胞菌游离菌的平均杀灭率分别为９８ ． ０３％ 、 ９７ ．３ ５％就是医学上常说的
“

耐药性
”

。 生物被膜是细菌在接触表面

和 ９ ９ ．
１ ０％

，
对其细菌生物被膜的平均杀灭率分别为 ９０ ． ５ ８％ 、 形成的高度组织化的多细胞结构 ，其 中的 ＥＰ Ｓ （ 胞外聚合物 ）

９２ ． １ ７％和 ９５ ．２ ２％ ； 含 ４００ｍ ｇ ／Ｌ的二氧化氯消毒剂作用 ｌ ｍ ｉｎ ，

对鲍曼不动杆菌 、 金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌游离菌的

平均杀灭率均为 １ ００％
， 而对其细菌生物被膜的平均杀灭率

仅为 
９６ ．３ １％ 、 ９８ ．５ ６％和 ９９ ．４５％ 。 见表

３ 。

３ ？ 讨论

实验结果表明 ， 形成生物被膜的细菌对过氧乙酸和二氧

化氯两种消毒剂抗性都比游离菌强 ， 其中鲍曼不动杆菌差异

尤为明显
，
这与国 内相关研究结果吻合

，
国 内多项研究均表

示鲍曼不动杆菌 的多重耐药性与生物被膜的形成有密切关

系 ［
４
１

〇

从理论上讲 ， 生物被膜是细菌在接触表面生活时采取的

生长方式 ，
这是细菌的一种本能 ， 任何细菌均有可能形成生

起屏障作用
，

限制抗生素分子向细菌细胞运输 ， 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 ［
５
］

。 近年来

有研究表明生物被膜中存在许多毛细管状的水通道 ，
是一种

多孔渗水结构 ，
这种结构有利于水和营养物质的分散 ， 能将

营养物质从生物被膜的表面输送给底部的微生物 ， 同时微

生物的代谢产物也能从底部传送到表面 ， 排出体外 。 所以生

物被膜中微生物其形态结构 、 生理、 生化特性及消毒剂的敏

感性都与浮游生长的微生物显著不同 ， 形成生物被膜的细菌

不仅可以抵制消毒剂的作用 ， 也可以对抗外在压力
，
如缺水 、

营养成分缺乏等情况Ｍ
。 近年来 ， 细菌感染 日 趋严重

，
而生

物被膜作为细菌耐药的主要因素 ， 如何防止生物被膜的形

成 、 及时清除已形成的生物被膜 ， 深人研究生物被膜耐药机

制及相关调控基因表达 ，
也许将成为未来研究细菌耐药机制

的热点 。

Ｃ ｈ ｉ ｎａ Ｍｅ ｄ ｉｃａ ｌＤｅ ｖｉｃ ｅＩ ｎ ｆｏ ｒｍ ａｔ ｉ ｏｎ ｜中国医疗器械信息２７
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测试方法 ： 在Ｔ－组合婴儿复苏系统内部软管和附件组成

的管路上分别取 ５个压力采样点 ， 分别是靠近安全阀 出 口处

的Ａ采样点 ， 靠近复苏流量接头人 口 的 Ｂ 采样点 ， 靠近复苏

流量接头出 口 的 Ｃ采样点 ，
ＰＥＥＰ 阀进气端的 Ｄ采样点 ，

ＰＥＥＰ

阀患者端的 Ｅ采样点 。
ＶＴ ＰｌｕｓＨＦ在压力采样点 Ｅ测量压力 。

将压力检测器的采样软管更换不同采样角 度分别接人 Ａ
、
Ｂ 、

Ｃ 、 Ｄ 四个采样点 ， 读取记录压力检测器和 ＶＴ Ｐ
ｌｕｓＨＦ测量

显示的数值 。

测试步骤 ： ① Ｔ
－组合婴儿复苏系统接上压缩气源 ，

连接

附件 ， 将ＶＴ Ｐ ｌｕｓ
ＨＦ接人采样点 Ｅ

； ②将压力检测器用采样

软管与主气流软管成夹角的方式接入采样点Ａ ； ③将 Ｐ Ｉ Ｐ设

置成 ３０ｃｍＨ
２
〇 ， 封堵 ＰＥＥＰ 阀的开 口

， 观察ＶＴ Ｐ ｌｕｓ ＨＦ 和压

力检测器中的数值并记录下来 ； ④调节 ＰＥＥＰ 阀螺帽 ， 将 ＶＴ

Ｐ ｌｕｓ Ｈ Ｆ
中的数值分别调至 ２０ｃｍＨ

２

〇 、 １ ５ ｃｍＨ
２

〇 、 １ ０ｃｍＨ
２

〇 、

５ ｃｍＨ
２
〇 的接近值

，
同时记录下压力检测器中的数值 ； ⑤将

压力检测器采样管改成垂直于主气流软管接人方式 ， 重复进

行②＿操作 ； ⑥更换采样点进行采样
，
重复②③④ 作。

在进行 Ｐ ＩＰ数值测试时 ，
不管压力检测器在哪个取样点

测得的实际压力值都与ＶＴＰ
ｌｕｓＨＦ测得的压力值相等。 由于

压力检测器存在读数误差 ， 压力检测器数值读数与 ＶＴＰ ｌｕ ｓ

Ｈ Ｆ测得的压力值存在偏差。 由上表数据可得压力检测器读

数偏差范围为 ０ ．００９￣０ ．０ 丨 ４。 所 以 ， 在测试 ＰＥＥＰ时
， 如果得

到的读数偏差矣 ０ ． ０ １４
，
即可视为压力检测器读数与实际压

力值
一

致。

从表格 中测得的 Ａ 采样点数据得知 ， 压力检测器采样软

管与主气流管道成夹角的采样方式测得的压力范围偏差为

０．

１ ４８￣ １
．５ ９４

；
垂直采样方式的偏差范围为 ０ ． １ ０５

￣

１
．２ １ ３ 。 在 Ａ

点垂直采样方式比夹角采样偏差范围要小。 但两种方式的偏

差都＞０ ．０ １ ４ ， 压力检测器显示的压力读数都不合格。

从表格 中测得的 Ｂ采样点数据得知 ， 压力检测器采样软

管与 主气流管道成夹角的采样方式测得的压力范围偏差为

０ ．０９ ８
￣

１
．００７

；
垂直采样方式的偏差范围 为 ０ ．００６￣０ ．０ １ ３ 。 在Ｂ

点垂直采样方式 比夹角采样偏差范围要小 。 夹角采样方式的

偏差 ＞０ ． ０ １ ４为不合格 ， 垂直采样方式的偏差范围 ＜０ ． ０ １ ４ ， 压

力检测器显示的压力读数合格。

从表格中测得的 Ｃ 、 Ｄ采样点数据得知 ， 压力检测器中

测得的压力值偏差范围分别为 ０ ． ００ １

￣

０ ．０ １ ４ 、 ０ ． ００
１

－０ ． ０ １
３

， 都

＜０ ．０ １ ４ ， 在这两个点压力检测器显示的压力读数都是合格 的 。

综合 比较 Ａ 、 Ｂ两个采样点 ， 可得知在相同位置时 ，
垂

直采样方式 的偏差范围 比夹角采样方式要小。 用相同采样方

式对比下 ，
Ｂ 点压力检测器读数偏差 比 Ａ点小。 从而可以看

出采样方式和位置都是影响压力检测器读数的重要因素 。

３ ？结论

从 ２ ．３实验测试数据中得出的数据对比结果
，
证明气体

流动方程和计算流体分析的推论为正确 ， 而压力检测器不同

的采样方式和位置均会影响 ＰＥＥＰ值的准确性 。

为了节约复苏抢救时间 ，
以及提高操作的方便性 ，

Ｔ－ 组

合婴儿复苏系统 （ ＢＱ７０ ）在内部进行压力采样 。 为了使压力

检测器显示的压力值更接近患者端的 ＰＥＥＰ ，Ｔ －组合婴儿复

苏系统 （ ＢＱ７０  ）在 Ｂ采样点用垂直主气流管道的方式进行压

力采样 ，
压力检测器中 的压力读数偏差范围 为 ０ ．００６￣０ ．０ １ ３

，

小于压力检测器允许的读数偏差为 ０ ． ０ １
４

， 完全满足要求 。

参考文献

［
１

３

［

２
１

［
３

１

２８中国医疗器械信息 ｜Ｃｈ ｉ ｎ ａ

Ｍ ｅｄ ｉ ｃａ

ｌ
Ｄ ｅｖ ｉｃｅ Ｉ ｎｆｏ ｒｍ ａｔ ｉｏｎ


