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成人，因此未考虑外科医生接种乙肝疫苗后对防护 

能力的影响，而是将所有 HBV传染源都处于监控之 

下。本资料显示，19．23％ HBsAg阳性携带者可经 

手术传播，其中 18．59％在乙肝疫苗有效免疫者的 

防护范围之内，剩余 0．64％超过了防护范围，超过 

者均为 HBeAg阳性的 HBsAg携带者。HBeAg监控 

法对这些具有高度传染性的 HBeAg阳性的 HBsAg 

携带者采取加强防护措施后，剩余的HBeAg阴性的 

HBsAg携带者传染性就处于医护人员的 HBV免疫 

防护范围之内，不能经手术传播。可见 ，HBeAg监 

控法也属于零危险性的防护标准。 
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银染法鉴定铜绿假单胞菌生物膜 

姚慧琳，刘培明，陆士海，庄 楠 

· 检验 医学 · 

[摘要]目的：观察银染法鉴定铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa，PA)生物膜的效果。方法：体外平板法制备 PA生物膜模 

型，用银染法及扫描电镜进行观察鉴定。结果：银染后普通光学显微镜和扫描 电镜对生物膜观察结果相符。结论：可以用银 

染法观察细菌生物膜，方法简单、可靠。 
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细菌生物膜(biofilm，BF)是近年来引起国内外 

学者高度重视的一种细菌群体生物学特性，是指由 

附着于惰性或者活性实体表面的细菌细胞和包裹着 

细菌的水合性基质所组成的结构性细菌菌落 J̈，也 

是细菌在生长过程中为了适应生存环境而形成的一 

种与游走细胞相对应的存在形式 J。据统计，80％ 

以上的感染性疾病是由细菌生物膜引发的。由于细 

菌在生物膜状态抗药性比游走态大大增强，BF在临 

床更易引发难治性慢性感染，严重威胁人类健 

康 。因此，明确 BF的存在对了解细菌耐药性有 

重要意义。目前一般使用扫描电镜 (SEM)或激光 

共聚焦显微镜研究 BF，但以上方法均存在操作复 

杂，需要特殊设备 ，不易推广等缺点。本实验通过银 

染法观察 BF简单、易行，易于在普通实验室推广使 

用，现作报道。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 (1)载体：24 mm×24 mm盖玻片，经浓 

硫酸浸泡过夜后，用蒸馏水反复冲洗 ，再浸入 75％ 

乙醇。用前取出晾干，高压消毒后备用。(2)菌株： 

试 验菌 株为 临床分离 的黏液 型铜绿假 单胞菌 

(Pseudomonas aeruginosa，PA)。(3)试剂 和器材： 

5％ AgNO 、CaC12、对苯二酚、Na2S2O 、2．0％戊二 

醛、乙醇均为国产分析纯，MH肉汤为杭州天和微生 

物有 限 公 司产 品，SEM(JSM一6700F)，BX51型 

OLYMPAS显微照相系统，普通光学显微镜(日本 

OLYMPAS)。 

1．2 方 法 

1．2．1 制备 BF 在直径 9 mln的玻璃培养皿内放 

入一块 24 1TIIll×24／IllTI的盖玻片，取过夜培养的含 

有 PA肉汤，比浊仪调定为 0．5麦氏浊度，用生理盐 

水稀释 50倍后取 20 ml加入培养皿中，37 培养， 

2天更换 1次生理盐水，培养 7天即得到 BF。每株 

样本同时做 2份 ，分别进行银染法和 SEM观察。 

1．2．2 银染法 按文献[4]取培养物经灭菌生理 

盐水多次充分漂洗去掉浮游菌；在 2．0％戊二醛 
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PBS溶液中固定 1 h；蒸馏水清洗 1 min；饱和 CaC1： 

溶液结合 15 rain；蒸馏水清洗 1 rain；5％AgNO 溶液 

反应 15 rain；1％对苯二酚溶液显色2 rain；蒸馏水漂 

洗 1 rain；5％NaS O，溶液固定 2 rain；蒸馏水漂洗 

1 rain。银染后进行普通光学显微镜观察。以空白 

盖玻片银染后普通光学显微镜观察结果作阴性对 

照；另一培养物用 SEM观察 BF定性结果作 阳性 

对照。 

1．2．3 SEM 观察 2．0％戊二醛固定后，50％、 

70％、无水乙醇梯度脱水，送中国科技大学理化科学 

J Bengbu Med Coll，June 2010，Vo1．35，No．6 

实验中心进行 SEM观察并摄片保留。 

2 结果 

空白盖玻片银染后光学显微镜照片只见散在的 

黑点或黑斑(见图1)。PA生长7天形成 BF银染后 

光学显微镜照片，黑染部分呈棉絮状的膜状物(见 

图2)。图3为同一株 PA培养7天后的SEM照片， 

可见 BF银染后通过普通光学显微镜观察和SEM观 

察对 BF观察相符。 

图 1空白对照(银染法)图2第 7天生物膜(银染法)图3 第7天生物膜(电镜) 

3 讨论 

生物膜的形成是引起慢性难治性感染的重要因 

素之一，生物膜相关感染广泛存在于临床，BF导致 

的难治性感染的治疗是临床有待解决的一大难题， 

美国疾病预防与控制中心专家估计，65％以上的人 

类细菌感染与 BF有关 J。PA极易形成生物膜 J。 

由于生物膜的存在，生物膜内的细菌常常造成疾病 

迁延不愈和急性发作，给临床治疗带来很大困难，因 

此，寻找一种简单 、可靠的鉴定方法有重要意义。生 

物膜检测有多种方法，通常采用荧光法、激光共聚焦 

显微镜、电子显微镜、原子力显微镜 等进行检测 

和观察，但这些方法过程均较复杂或需要昂贵的特 

定设备，无法在一般实验室开展。本实验采用文献 

[4]报道的银染法对 PA形成的生物膜进行观察，与 

SEM的观察结果相符，这种方法需要的试剂均为国 

产试剂，价格低廉，过程简单，易于操作，并且敏感性 

好，特异性强，可作为普通实验室生物膜 的常规 

鉴定。 

银染法观察 BF’在国内文献中已有报道，一般 

是采用硅胶或聚氯乙烯作为生物膜载体，而本实验 

用玻片作为生物膜载体的优点是平整且透光性强， 

染色后易于在普通光学显微镜下观察。其次，我们 

用市售的2．0％戊二醛延长固定时间效果很好。同 

时在实验中我们发现菌液浓度很重要，生理盐水稀 

释前的浓度不能超过0．5麦氏浊度，否则细菌无间隙， 

不易观察到生物膜，特别是在扫描电镜下观察时。 
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