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摘要： 旨在了解鸡源大肠杆菌临床分离株生物被膜形成能力与耐药性、 毒力基因之间的关系。 通过刚果红试验、 结晶紫染色法测定生物被膜形

成能力； 采用微量肉汤稀释法检测分离株对阿莫西林、 氟苯尼考、 庆大霉素等 ８ 种抗菌药的耐药性； ＰＣＲ 检测常见耐药、 毒力基因携带情况； 采

用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测毒力基因在生物被膜阳性菌中的表达量。 结果表明， 在 ５１ 株分离株中， 生物被膜阳性菌株比例为 １９􀆰 ６１％， 阳性菌株

中， ＯＤ６００最大值为 ２􀆰 ２３３±０􀆰 ７０２， 最小值为 ０􀆰 ３７４±０􀆰 ０９９， 其他介于 １􀆰 ４５５～１􀆰 ６０４ 之间； 耐药性检测显示， 生物被膜阳性菌株对头孢喹肟、 氟苯

尼考、 庆大霉素、 阿米卡星、 黏菌素的耐药率均高于阴性菌株， 其中对阿米卡星和黏菌素差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 但对多西环素耐药率低于阴性菌

株， 差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 二者对阿莫西林＋克拉维酸、 恩诺沙星耐药率无差异； ＯＤ６００值最大的 Ｅ１３ 对 ８ 种测定药物全部耐药， ６ 株 ＯＤ６００值介于

１􀆰 ４５５～１􀆰 ６０４ 的菌株对 ５ 种及以上抗菌药产生耐药性， ＯＤ６００值为 ０􀆰 ３７４ 的菌株 Ｅ３９ 为敏感菌株。 ＰＣＲ 结果显示耐药基因 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－９、 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－Ｕ、
ｂｌａＯＸＡ－１、 ｍｃｒ－１、 ｒｍｔＢ、 ｆｌｏＲ 在生物被膜阳性菌株中的检出率高于阴性菌株， 菌株 Ｅ１３ 同时携带 ９ 种耐药基因； 共检出 １６ 种毒力基因， 其中

ｆｉｍＨ、 ａｓｔＡ、 ａｇｇＲ、 ｉｒｐ１、 ｉｕｃＤ、 ｆｙｕＡ、 ｙｂｔＡ、 ｏｍｐＡ 在生物被膜阳性菌株中的检出率高于阴性菌株， 且阳性菌株毒力基因型复杂； 以 ＯＤ６００ 值为

０􀆰 ３７４ 的 Ｅ３９ 菌株为对照， ＯＤ６００值较大的生物被膜阳性菌株中， ｆｉｍＨ、 ｏｍｐＡ、 ｏｍｐＡ、 ｉｕｃＤ、 ｈｌｙＦ 毒力基因表达呈现上调趋势。 综上， 与生物被膜

阴性菌株相比， 大肠杆菌生物被膜阳性菌株耐药更为严重， 携带毒力基因型更加复杂多样， 且毒力基因表达呈现上调趋势。
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ； ｂｉｏｆｉｌｍ； ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ； ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ； ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　 　 鸡源大肠杆菌是鸡肠道中的一种正常寄居的革兰

阴性菌。 作为条件性致病菌， 会引起尿道、 胃肠道、
关节炎、 脑膜炎及败血型感染， 大肠杆菌病在细菌性

疾病中位列世界第一［１－２］。 临床上预防和治疗鸡源大

肠杆菌感染主要依赖抗菌药， 然而由于抗菌药的大量

且不规范使用， 大肠杆菌的耐药问题日趋严重， 多重

耐药现象普遍［３］。 大肠杆菌耐药性的产生与生物被

膜的形成密切相关。 细菌生物被膜 （ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｉｏｆｉｌｍ，
ＢＦ） 是细菌在生长过程中为适应生存环境而吸附于

物体表面并通过增殖、 分泌胞外基质而形成的一种具

有一定空间结构的细菌群体［４］。 生物被膜的形成使

其具有比浮游菌更高的耐药性， 导致生物被膜相关感

染更难根除和更容易复发［５］。
大肠杆菌携带耐药基因和毒力因子种类众多， 前

者主要针对不同抗菌药物产生耐药性； 后者包括外膜

蛋白基因 ｏｍｐＡ、 ｏｍｐＴ［６］、 血清抗性蛋白基因 ｉｓｓ、 转

译激活因子基因 ａｇｇＲ、 耶尔森菌强毒力岛基因 ｉｒｐ１、
ｉｒｐ２、 侵袭蛋白调节基因 ｉｎｖＥ、 热稳定肠毒素基因

ａｓｔＡ 等［７］。 两者与细菌的宿主细胞入侵能力、 毒力及

致病性有关。 关于生物被膜形成能力和不同抗菌药物

耐药性， 不同耐药基因、 毒力基因携带及表达量之间

的关系， 目前尚不明确。
因此， 本研究检测临床分离菌株的生物被膜形成

能力， 比较生物被膜阳性菌株和阴性菌株在常见抗菌

药物耐药性与毒力基因携带上的差异， 并分析不同生

物被膜形成能力菌株毒力基因表达量之间的关联性，
以期为揭示大肠杆菌生物被膜菌株的耐药性、 致病机

理奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株与试剂

５１ 株鸡源大肠杆菌， 为河南农业大学药理实验

室分离保存， 并分别以 Ｅ１～Ｅ５１ 编号命名； 质控菌为

大肠杆菌 ＡＴＣＣ®２５９２２； ＬＢ 肉汤、 ＢＨＩ 肉汤、 ＬＢ 琼

脂、 ＭＨＢ 培养基、 ＴＳＢ 培养基， 均购自青岛高科技

工业园海博生物技术有限公司； ＦａｓｔＴａｑ Ｐｒｅｍｉｘ， 购

自 ＴＯＬＯＢＩＯ 公司； ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ （５０ ｎｇ ／ μＬ）、
２×ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自诺唯

赞生物科技股份有限公司； 抗菌药物由河南牧翔动物

药业有限公司馈赠。
１􀆰 ２　 生物被膜阳性菌株筛选及形成能力测定

参考范玉堂［８］ 的刚果红琼脂试验方法， 挑取菌

液划线于刚果红平板上， ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后， 于室温

培养 ３～５ ｄ， 每天观察并记录结果。 红色菌落逐渐转

变为黑色菌落且有光晕， 判定为生物被膜阳性菌株，
没有明显变化的判定为生物被膜阴性菌株。

挑取生长在 ＬＢ 琼脂板上的各分离菌株单菌落，
于 ＴＳＢ 肉汤培养基中， ３７ ℃过夜震荡培养； 取无菌

２４ 孔板， 每孔加 ５００ μＬ 菌液、 每组 ３ 个平行， 阴性

对照为 ＴＳＢ 培养液。 ３７ ℃静置培养 ７２ ｈ， 无菌去离

子水洗去浮游菌； 甲醇固定、 结晶紫染色、 冰乙酸脱

色。 每孔吸取 ２００ μＬ 于无菌 ９６ 孔板， 用酶标仪测定

波长 ６００ ｎｍ 的 ＯＤ 值。
１􀆰 ３　 药物敏感性试验

采用美国临床实验室标准协会 （ＣＬＳＩ） 推荐的

微量肉汤稀释法， 测定 ５１ 株大肠杆菌菌株对阿莫西

林＋克拉维酸、 头孢喹肟、 庆大霉素、 阿米卡星、 氟

苯尼考、 多西环素、 恩诺沙星、 黏菌素 ８ 种抗菌药的

敏感性， 其中耐药折点 （Ｒ） 分别为 Ｒ＞ ８ μｇ ／ ｍＬ、
Ｒ＞ ２ μｇ ／ ｍＬ、 Ｒ ＞ ４ μｇ ／ ｍＬ、 Ｒ ＞ １６ μｇ ／ ｍＬ、 Ｒ ＞
８ μｇ ／ ｍＬ、 Ｒ＞８ μｇ ／ ｍＬ、 Ｒ＞２ μｇ ／ ｍＬ、 Ｒ＞２ μｇ ／ ｍＬ。
耐药判断标准为： 最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 是否大于

ＣＬＳＩ 规定的耐药折点， 若大于即为耐药。 质控菌质

控范围分别为： 阿莫西林＋克拉维酸 ２ ～ ８ μｇ ／ ｍＬ； 头

孢喹肟 ０􀆰 ０３ ～ ０􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ； 恩诺沙星 ０􀆰 ００８ ～ ０􀆰 ０３
μｇ ／ ｍＬ； 阿米卡星 ０􀆰 ５ ～ ４􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ、 多西环素 ０􀆰 ５ ～
２􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ、 氟苯尼考 ２～８ μｇ ／ ｍＬ； 庆大霉素 ０􀆰 ２５～
１􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ； 黏菌素 ０􀆰 ２５～２􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ。 每株菌设 ３
个平行， 取平均值。
１􀆰 ４　 耐药及毒力基因的检测

参考相关文献合成耐药及毒力基因引物［９－１１］， 序

列见表 １。 １０ 种耐药基因分别为： β － 内酰胺类

（ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－Ｕ、 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－９、 ｂｌａＯＸＡ－１）， 酰胺醇类 （ ｆｌｏＲ），
四环 素 类 （ ｔｅｔＡ、 ｔｅｔＢ、 ｔｅｔＣ、 ｔｅｔＤ ）， 氨 基 糖 苷 类

（ ｒｍｔＢ）， 多肽类 （ｍｃｒ－１）； ３１ 种毒力基因分别为：
紧 密 黏 附 素 基 因 （ ｆｉｍＨ、 ｆｉｍＣ、 ｔｓｈ、 ｅａｅＡ、 ｅａｅ、

·７８·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 ６ 期



ｓｆａ）， 毒素相关基因 （ ａｓｔＡ、 ａｇｇＲ、 ｈｌｙＦ、 ｅｌｔ、 ｅｓｔＡ、
ｅｓｔＢ、 ｓｔｘ１、 ｓｔｘ２、 ｖａｔ、 ｌｅｒ）， 铁摄取系统相关基因

（ ｉｒｐ１、 ｉｒｐ２、 ｉｕｃＤ、 ｆｙｕＡ、 ｙｂｔＡ、 ｉｒｏＮ）， 编码外膜蛋

白基因 （ｏｍｐＴ、 ｏｍｐＡ、 ｐａｐＣ、 ｌｅｒ、 ｅｓｃＶ）， 编码血清

抗性蛋白基因 （ ｉｕｔＡ、 ｉｓｓ、 ｃｏｌＶ、 ｉｎｖＥ）。 ＰＣＲ 反应体

系 （２０ μＬ）： ２× ＦａｓｔＴａｑ Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ， 上、 下游引

物 （１０ μｍｏｌ ／ ｍＬ） 各 ０􀆰 ５ μＬ， 菌液 １􀆰 ０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
补足体系。 反应程序： ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性

３０ ｓ， ５１􀆰 ５ ～ ６５􀆰 ５ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸， 共 ３０ 个

循环； 最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物进行琼脂糖

凝胶电泳鉴定。
１􀆰 ５　 毒力基因表达量测定

利用诺唯赞生物科技有限公司反转录和定量试剂

盒进行反转录和定量 ＰＣＲ 检测， 按照说明书操作。
ｆｉｍＨ、 ｆｉｍＣ、 ｉｕｃＤ、 ｈｌｙＦ、 ｏｍｐＡ 毒力基因引物由擎科

生物科技股份有限公司合成， 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

引物 序列 （５′→３′） 引物 序列 （５′→３′）

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－Ｕ－Ｆ

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－Ｕ－Ｒ
ＡＴＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＡＧＴＡＡＡＧＴ

ＴＧＧＧＴＲＡＡＧＴＡＲＧＴＣＡＣＣＡＧＡＡ
ｓｔｘ２－Ｆ
ｓｔｘ２－Ｆ

ＧＴＴＴＴＧＡＣＣＡＴＣＴＴＣＧＴＣＴＧＡＴＴＡＴＴＧＡＧ
ＡＧＣＧＴＡＡＧＧＣＴＴＣＴＧＣＴＧＴＧＡＣ

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－９－Ｆ

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－９－Ｒ
ＧＡＧＡＴＧＧＴＧＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＴ

ＴＴＡＣＡＧＣＣＣＴＴＣＧＧＣＧＡＴＧＡＴＴＣＴ
ｖａｔ－Ｆ
ｖａｔ－Ｒ

ＴＣＣＴＧＧＧＡＣＡＴＡＡＴＧＧＣＴＡＧ
ＧＴＧＴＣＡＧＡＡＣＧＧＡＡＴＴＧＴＣ

ｂｌａＯＸＡ－１－Ｆ

ｂｌａＯＸＡ－１－Ｒ
ＴＴＧＡＡＧＧＡＡＣＴＧＡＡＧＧＴＴＧＴ
ＣＣＡＡＧＴＴＴＣＣＴＧＴＡＡＧＴＧＣＧ

ｌｅｒ－Ｆ
ｌｅｒ－Ｒ

ＣＧＣＡＣＡＣＡＡＣＡＡＧＣＣＣＡＴＡＣ
ＧＡＴＧＡＧＴＴＣＣＧＧＣＧＡＧＣＡＡ

ｆｌｏＲ－Ｆ
ｆｌｏＲ－Ｒ

ＣＡＣＧＴＴＧＡＧＣＣＴＣＴＡＴＡＴ
ＡＴＧＣＡＧＡＡＧＴＡＧＡＡＣＧＣＧ

ｉｒｐ１－Ｆ
ｉｒｐ１－Ｒ

ＡＡＡＡＣＴｒＣＴＩＴＧＡＧＧＣＧＧＧＴＧＣ
ＧＴＴＧＴＣＴＡＡＣＡＣＣＧＴＡＣＣＧ

ｔｅｔＡ－Ｆ
ｔｅｔＡ－Ｒ

ＧＣＴＡＣＡＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＣＴＴＣ
ＣＡＴＡＧＡＴＣＧＣＣＧＴＧＡＡＧＡＧＧ

ｉｒｐ２－Ｆ
ｉｒｐ２－Ｒ

ＡＡＧＧＡＣＴＡＣＡＡＡＧＣＣＧＴＣＡ
ＧＧＴＴＣＣＣＡＣＣＴＣＡＡＧＣＡＧ

ｔｅｔＢ－Ｆ
ｔｅｔＢ－Ｒ

ＴＴＧＧＴＴＡＧＧＧＧＣＡＡＧＴＴＴＴＧ
ＧＴＡＡＴＧＧＧＣＣＡＡＴＡＡＣＡＣＣＧ

ｉｕｃＤ－Ｆ
ｉｕｃＤ－Ｒ

ＴＣＡＧＡＡＣＴＴＣＡＡＡＡＣＧＧＴＧＧＴ
ＴＡＴＴＣＧＣＣＡＴＣＡＧＴＴＡＣＴＧＧＡ

ｔｅｔＣ－Ｆ
ｔｅｔＣ－Ｒ

ＣＴＴＧＡＧＡＧＣＣＴＴＣＡＡＣＣＣＡＧ
ＡＴＧＧＴＣＧＴＣＡＴＣＴＡＣＣＴＧＣＣ

ｆｙｕＡ－Ｆ
ｆｙｕＡ－Ｒ

ＡＣＡＣＧＧＣＴＴＴＡＴＣＣＴＣＴＧＧＣ
ＧＧＣＡＴＡＴＴＧＡＣＧＡＴＴＡＡＣＧＡＡ

ｔｅｔＤ－Ｆ
ｔｅｔＤ－Ｒ

ＡＡＡＣＣＡＴＴＡＣＧＧＣＡＴＴＣＴＧＣ
ＧＡＣＣＧＧＡＴＡＣＡＣＣＡＴＣＣＡＴＣ

ｙｂｔＡ－Ｆ
ｙｂｔＡ－Ｒ

ＣＡＴＧＡＴＧＧＡＴＣＣＣＣＴＧＣＡＡＡＣＧＡＴＧＧＣＡＡＴＡＴＴＣＣＴ ／
ＣＡＴＧＡＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＡＴＣＣＣＧＣＧＴＴＴＡＡＡＧＧＴＣＧＡ

ｒｍｔＢ－Ｆ
ｒｍｔＢ－Ｒ

ＡＴＣＡＡＣＧＡＴＧＣＣＣＴＣＡＣＣＴＣＣ
ＴＴＣＣＡＣＧＣＣＣＧＣＣＴＡＡＡＣＴ

ｉｒｏＮ－Ｆ
ｉｒｏＮ－Ｒ

ＡＡＴＣＣＧＧＣＡＡＡＧＡＧＡＣＧＡＡＣＣＧＣＣＴ
ＧＴＴＣＧＧＧＣＡＡＣＣＣＣＴＧＣＴＴＴＧＡＣＴＴＴ

ｍｃｒ－１－Ｆ
ｍｃｒ－１－Ｒ

ＡＴＧＡＴＧＣＡＧＣＡＴＡＣＴＴＣＴＧＴＧ
ＴＣＡＧＣＧＧＡＴＧＡＡＴＧＣＧＧＴＧ

ｏｍｐＴ－Ｆ
ｏｍｐＴ－Ｒ

ＴＣＡＴＣＣＣＧＧＡＡＧＣＣＴＣＣＣＴＣＡＣＴＡＣＴＡＴ
ＴＡＧＣＧＴＴＴＧＣＴＧＣＡＣＴＧＧＣＴＴＣＴＧＡＴＡＣ

ｆｉｍＨ－Ｆ
ｆｉｍＨ－Ｒ

ＧＧＣＴＣＡＴＴＡＡＴＴＧＣＣＧＴＧＣＴＴ
ＡＣＣＡＣＣＡＣＡＴＣＡＴＴＡＴＴＧＧＣＧＴＡ

ｏｍｐＡ－Ｆ
ｏｍｐＡ－Ｒ

ＣＡＴＡＣＡＡＡＧＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＴＣ
ＡＴＡＣＣＡＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＣＧＡ

ｆｉｍＣ－Ｆ
ｆｉｍＣ－Ｒ

ＡＴＴＣＴＣＴＧＡＣＧＣＴＧＡＴＴＡＡＣＣＣ
ＡＧＧＣＡＡＴＴＴＡＡＣＣＧＴＧＣＴＴ

ｐａｐＣ－Ｆ
ｐａｐＣ－Ｒ

ＧＴＧＧＣＡＧＴＡＴＧＡＧＴＡＡＴＧＡＣＣＧＴ
ＡＴＡＴＣＣＴＴＴＣＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＣＡＡＴＡＴＴ

ｔｓｈ－Ｆ
ｔｓｈ－Ｒ

ＡＣＴＡＴＴＣＴＣＴＧＣＡＧＧＡＡＧＴＣ
ＣＣＴＣＣＧＡＴＧＴＴＣＴＧＡＡＣＧＴ

ｌｅｒ－Ｆ
ｌｅｒ－Ｒ

ＣＧＣＡＣＡＣＡＡＣＡＡＧＣＣＣＡＴＡＣ
ＧＡＴＧＡＧＴＴＣＣＧＧＣＧＡＧＣＡＡ

ｅａｅＡ－Ｆ
ｅａｅＡ－Ｒ

ＧＣＡＡＣＡＣＧＡＣＣＧＡＴＧＡＣＡ
ＡＡＴＣＴＧＡＣＣＧＣＣＣＴＧＡＣＴ

ｅｓｃＶ－Ｆ
ｅｓｃＶ－Ｒ

ＡＴＴＣＴＧＧＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴＴＡＴＧＧＣＴＧ
ＣＧＴＣＣＣＣＴＴＴＴＡＣＡＡＡＣＴＴＣＡＴＣＧＣ

ｅａｅ－Ｆ
ｅａｅ－Ｒ

ＴＡＡＣＧＧＣＴＡＴＴＴＣＣＧＣＡＴＧＡ
ＴＣＣＣＡＧＡＣＧＡＴＡＣＧＡＴＣＣＡＧ

ｉｕｔＡ－Ｆ
ｉｕｔＡ－Ｒ

ＧＧＣＴＧＧＡＣＡＴＣＡＴＧＧＧＡＡＣＴＧＧ
ＣＧＴＣＧＧＧＡＡＣＧＧＧＴＡＧＡＡＴＣＧ

ｓｆａ－Ｆ
ｓｆａ－Ｒ

ＧＧＣＡＧＡＧＧＧＣＣＧＧＣＡＡＣＡＧＧＣ
ＣＣＣＧＴＡＡＣＧＣＧＣＣＡＧＣＡＴＣＴＣ

ｉｓｓ－Ｆ
ｉｓｓ－Ｒ

ＡＡＡＡＣＡＧＣＡＡＣＣＣＧＡＡＣＣ
ＣＧＡＡＡＣＧＡＡＧＡＡＡＴＧＡＴＧＡＧＴＧ

ａｓｔＡ－Ｆ
ａｓｔＡ－Ｒ

ＡＴＡＴＣＣＴＣＡＴＣＧＣＣＴＧＴＧ
ＡＣＧＧＣＴＴＴＧＴＡＧＴＣＣＴＴＣ

ｃｏｌＶ－Ｆ
ｃｏｌＶ－Ｒ

ＴＧＧＴＡＧＡＡＴＴＧＴＧＣＣＡＧＡＧＣＡＡＧ
ＧＡＧＣＴＧＴＴＴＧＴＡＧＣＧＡＡＧＣＣ
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续表１

引物 序列 （５′→３′） 引物 序列 （５′→３′）

ｓｔｘ１－Ｆ
ｓｔｘ１－Ｒ

ＣＧＡＴＧＴＴＡＣＧＧＴＴＴＧＴＴＡＣＴＧＴＧＡＣＡＧＣ
ＡＡＴＧＣＣＡＣＧＣＴＴＣＣＣＡＧＡＡＴＴＧ

ｉｎｖＥ－Ｆ
ｉｎｖＥ－Ｒ

ＣＧＡＴＡＧＡＴＧＧＣＧＡＧＡＡＡＴＴＡＴＡＴＣＣＣＧ
ＣＧＡＴＣＡＡＧＡＡＴＣＣＣＴＡＡＣＡＧＡＡＧＡＡＴＣＡＣ

ａｇｇＲ－Ｆ
ａｇｇＲ－Ｒ

ＧＣＧＧＣＴＣＡＴＡＣＡＧＧＡＡＣＴ
ＧＧＡＡＡＴＣＡＴＡＧＣＧＧＧＴＧＴ

ｑ－ｆｉｍＨ－Ｆ
ｑ－ｆｉｍＨ－Ｒ

ＧＧＣＴＣＡＴＴＡＡＴＴＧＣＣＧＴＧＣＴＴ
ＡＣＣＡＣＣＡＣＡＴＣＡＴＴＡＴＴＧＧＣＧＴＡ

ｈｌｙＦ－Ｆ
ｈｌｙＦ－Ｒ

ＧＣＡＴＴＣＣＧＡＴＡＣＴＣＡＧＴＡＧＣＴＴＧ
ＣＧＣＣＴＴＡＴＧＴＴＡＡＡＡＧＣＣＡＴＴＣＧ

ｑ－ｆｉｍＣ－Ｆ
ｑ－ｆｉｍＣ－Ｒ

ＡＴＴＣＴＣＴＧＡＣＧＣＴＧＡＴＴＡＡＣＣＣ
ＡＧＧＣＡＡＴＴＴＡＡＣＣＧＴＧＣＴＴ

ｅｌｔ－Ｆ
ｅｌｔ－Ｒ

ＧＧＣＧＴＴＡＣＴＡＴＣＣＴＣＴＣＴＡＴ
ＴＧＧＴＣＴＣＧＧＴＣＡＧＡＴＡＴＧＴ

ｑ－ｉｕｃＤ－Ｆ
ｑ－ｉｕｃＤ－Ｒ

ＴＣＡＧＡＡＣＴＴＣＡＡＡＡＣＧＧＴＧＧＴ
ＴＡＴＴＣＧＣＣＡＴＣＡＧＴＴＡＣＴＧＧＡ

ｅｓｔＡ－Ｆ
ｅｓｔＡ－Ｒ

ＣＡＡＣＴＧＡＡＴＣＡＣＴＴＧＡＣＴＣＴＴ
ＴＴＡＡＴＡＡＣＡＴＣＣＡＧＣＡＣＡＧＧ

ｑ－ｈｌｙＦ－Ｆ
ｑ－ｈｌｙＦ－Ｒ

ＧＣＡＴＴＣＣＧＡＴＡＣＴＣＡＧＴＡＧＣＴＴＧ
ＣＧＣＣＴＴＡＴＧＴＴＡＡＡＡＧＣＣＡＴＴＣＧ

ｅｓｔＢ－Ｆ
ｅｓｔＢ－Ｒ

ＴＧＣＣＴＡＴＧＣＡＴＣＴＡＣＡＣＡＡＴ
ＣＴＣＣＡＧＣＡＧＴＡＣＣＡＴＣＴＣＴＡ

ｑ－ｏｍｐＡ－Ｆ
ｑ－ｏｍｐＡ－Ｒ

ＣＡＴＡＣＡＡＡＧＣＴＣＡＧＧＧＣＧＴＴＣ
ＡＴＡＣＣＡＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＣＧＡ

　 　 注： ｑ－ｆｉｍＨ， ｑ－ｆｉｍＣ， ｑ－ｉｕｃＤ， ｑ－ｈｌｙＦ， ｑ－ｏｍｐＡ 为荧光定量引物序列。

１􀆰 ６　 数据统计与分析

应用 Ｐｒｉｓｍ􀆰 ｅｘｅ 软件进行统计学分析， 结果用 ｔ
检验分析， 数据以 “平均值±标准差” 表示， 当 Ｐ＜
０􀆰 ０５ 时， 认为有显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 生物被膜阳性菌株检出结果

５１ 株大肠杆菌菌株的刚果红琼脂试验中 （图

１）， 共有 １０ 株菌株红色菌落逐渐转变为黑色菌落且

有光晕， 生物被膜阳性率 １９􀆰 ６１％， 其余 ４１ 株无变化

为阴性菌株。 其中 １０ 株生物被膜阳性菌株编号分别

为 Ｅ１１、 Ｅ１３、 Ｅ２１、 Ｅ３０、 Ｅ２４、 Ｅ４４、 Ｅ４２、 Ｅ３２、
Ｅ４５、 Ｅ３９。

Ａ 为阴性菌株； Ｂ 为阳性菌株。

图 １　 生物被膜阳性菌株筛选

２􀆰 ２　 生物被膜形成能力测定结果

对 １０ 株生物被膜阳性菌株结晶紫染色， 测其 ＯＤ
值。 结果显示 Ｅ１３ 菌株 ＯＤ 值最大为 ２􀆰 ２３３±０􀆰 ７０２；
Ｅ１１、 Ｅ２１、 Ｅ２４、 Ｅ３０、 Ｅ４２、 Ｅ４４ ＯＤ 值介于 １􀆰 ４５５～
１􀆰 ６０４ 之间 （表 ２）， Ｅ３２、 Ｅ３９、 Ｅ４５ 菌株结晶紫染

色后 ＯＤ 值分别为 ０􀆰 ３２５、 ０􀆰 ３７４、 ０􀆰 ４１８。 选取最高

ＯＤ 值以及最低 ＯＤ 值菌株对比， 如图 ２ 可以看出 Ｅ１３、
Ｅ３９ 菌株结晶紫染色后， 生物被膜量有明显区别。

表 ２　 １０ 株生物被膜阳性菌 ＯＤ 值

菌株名称 ＯＤ 值 菌株名称 ＯＤ 值

Ｅ１３ ２􀆰 ２３３±０􀆰 ７０２ Ｅ４４ １􀆰 ４５５±０􀆰 ０４４

Ｅ１１ １􀆰 ４６７±０􀆰 ０２１ Ｅ４２ １􀆰 ６０４±０􀆰 １２７

Ｅ２１ １􀆰 ５０４±０􀆰 ０８８ Ｅ３２ ０􀆰 ３２５±０􀆰 ０３９

Ｅ３０ １􀆰 ５０３±０􀆰 １０６ Ｅ４５ ０􀆰 ４１８±０􀆰 ０５１

Ｅ２４ １􀆰 ４６７±０􀆰 ０８９ Ｅ３９ ０􀆰 ３７４±０􀆰 ０９９

Ａ 为 Ｅ１３ 菌株； Ｂ 为 Ｅ３９ 菌株。

图 ２　 Ｅ１３、 Ｅ３９ 形成生物被膜后的结晶紫染色

２􀆰 ３　 生物被膜阳性菌株和阴性菌株耐药性的比较

从表 ３ 中可以看出， ５１ 株临床分离株对阿莫西

林、 恩诺沙星耐药率均较高， 达到 ９０％以上， 但生

物被膜阳性菌株和阴性菌株差异不显著； 总分离菌株

对氟苯尼考、 头孢喹肟、 庆大霉素耐药率分别为

７０􀆰 ５９％、 ６４􀆰 ７１％、 ５６􀆰 ８６％， 且生物被膜阳性菌对以

上 ３ 种药物耐药率均高于阴性菌株， 但差异不显著；
生物被膜阳性菌株更容易对阿米卡星、 黏菌素耐药，
且与生物被膜阴性菌株相比差异显著； 值得关注的

是， 生物被膜阳性菌株对多西环素的耐药率明显低于

阴性菌株， 差异显著。
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表 ３　 鸡源大肠杆菌生物被膜阳性菌株和阴性菌株的耐药性比较 ％　

菌株
阿莫西林＋

克拉维酸
头孢喹肟 恩诺沙星 氟苯尼考 庆大霉素 阿米卡星 黏菌素 多西环素

生物被膜阴性 （ｎ＝ ４１） ９２􀆰 ６８ ６３􀆰 ４１ ９０􀆰 ２４ ６８􀆰 ２９ ５３􀆰 ６６ １４􀆰 ６３ ２􀆰 ４４ ５８􀆰 ５４

生物被膜阳性 （ｎ＝ １０） ９０􀆰 ００ ７０􀆰 ００ ９０􀆰 ００ ８０􀆰 ００ ７０􀆰 ００ ５０􀆰 ００∗ ４０􀆰 ００∗∗ ２０􀆰 ００∗

总计 （ｎ＝ ５１） ９２􀆰 １６ ６４􀆰 ７１ ９０􀆰 ２０ ７０􀆰 ５９ ５６􀆰 ８６ ２１􀆰 ５７ ９􀆰 ８０ ５０􀆰 ９８

　 　 注： 与生物被膜阴性菌株相比， ∗代表 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗代表 Ｐ＜０􀆰 ０１， 下同。

２􀆰 ４　 生物被膜阳性菌株耐药情况

１０ 株生物被膜阳性菌株中， ＯＤ 值最大的 Ｅ１３ 对

８ 种抗菌药全部耐药， ６ 株 ＯＤ 值介于 １􀆰 ４５５ ～ １􀆰 ６０４
的菌株对 ５ 种及以上抗菌药产生耐药性； ＯＤ 值小于

０􀆰 ５ 的菌株 Ｅ３９ 为敏感菌株。 其中有 ８ 株生物被膜阳

性菌对 ３ 种以上抗菌药耐药， 多重耐药率 ８０％， 共有

８ 种耐药谱， 表 ４ 可知， 其中 Ｅ１１、 Ｅ２１、 Ｅ３０ 有相同

的耐药谱 （阿莫西林＋克拉维酸） ＋头孢喹肟＋恩诺沙

星＋氟苯尼考＋庆大霉素＋阿米卡星＋黏菌素。 表 ４ 所

示抗菌药物对生物被膜阳性菌株的 ＭＩＣ 值较高， 其

中阿莫西林＋克拉维酸、 头孢喹肟、 庆大霉素、 阿米

卡星对部分菌株的ＭＩＣ 值大于 ５１２ μｇ ／ ｍＬ， 说明生物

被膜形成能力强的菌株耐药更为严重。

表 ４　 各抗菌药物对生物被膜阳性菌株的 ＭＩＣ

菌株名称

ＭＩＣ 值 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

阿莫西林＋

克拉维酸
头孢喹肟 恩诺沙星 氟苯尼考 庆大霉素 阿米卡星 黏菌素 多西环素

Ｅ１３ ＞５１２ ５１２ ６４ ２５６ ＞５１２ ＞５１２ ４ １６

Ｅ１１ ＞５１２ ＞５１２ ３２ ２５６ ＞５１２ ＞５１２ ４ ８

Ｅ２１ ＞５１２ ＞５１２ ３２ ２５６ ＞５１２ ＞５１２ ４ ８

Ｅ３０ ＞５１２ ＞５１２ ３２ ２５６ ＞５１２ ＞５１２ ４ ８

Ｅ２４ ＞５１２ ＞５１２ ３２ ２５６ ＞５１２ ＞５１２ ＜１ ８

Ｅ４４ ＞５１２ ８ ３２ １２８ １６ ＜１ ＜１ ８

Ｅ４２ ＞５１２ ２５６ ３２ ２５６ ＜１ ＜１ ＜１ ３２

Ｅ３２ １２８ ＜１ ８ １２８ ８ ＜１ ＜１ ８

Ｅ４５ ＞５１２ ＜１ １６ ４ ＜１ ＜１ ＜１ ＜１

Ｅ３９ ４ ＜１ ＜１ ４ ＜１ ＜１ ＜１ ＜１

２􀆰 ５　 耐药基因携带情况

表 ５ 可知， ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－９、 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－Ｕ、 ｂｌａＯＸＡ－１、 ｍｃｒ－
１、 ｒｍｔＢ、 ｆｌｏＲ 在生物被膜阳性菌株中的检出率高于

阴性菌株， 与耐药表型对应； 四环素类耐药基因

ｔｅｔＡ、 ｔｅｔＢ、 ｔｅｔＣ、 ｔｅｔＤ 在生物被膜阳性菌株中的检出

率低于阴性菌株检出率， 与多西环素耐药性检测结果

对应。
２􀆰 ６　 毒力基因携带情况

对 ５１ 株大肠杆菌进行毒力基因检测， 其中 ３１ 种

毒力基因共检出 １６ 种 （图 ３）。 各基因检出率见表 ６。
基因 ｆｉｍＨ、 ａｓｔＡ、 ａｇｇＲ、 ｉｒｐ１、 ｉｕｃＤ、 ｆｙｕＡ、 ｙｂｔＡ、
ｏｍｐＡ 在生物被膜阳性菌株中的检出率高于阴性菌株，
且差异显著； 生物被膜阳性菌株最少携带 ４ 种毒力基

因， 最多携带 １３ 种基因， 共有 １０ 种毒力基因型， 见

表 ７。

表 ５　 不同生物被膜形成能力鸡源大肠杆菌耐药基因

检出率对比结果

基因
生物被膜菌株数 （检出率）

阳性 （ｎ＝ １０） 阴性 （ｎ＝ ４１）
合计

ｔｅｔＡ ５ （５０％） ２１ （５１􀆰 ２２％） ２６ （５０􀆰 ９８％）

ｔｅｔＢ ２ （２０％） ９ （２１􀆰 ９５％） １１ （２１􀆰 ５７％）

ｔｅｔＣ ５ （５０％） ３１ （７５􀆰 ６１％） ３６ （７０􀆰 ５９％）

ｔｅｔＤ ０ （０） ５ （１２􀆰 ２０％） ５ （９􀆰 ８０％）

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－Ｕ ５ （５０％） ２０ （４８􀆰 ７８％） ２５ （４９􀆰 ０２％）

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－９ ５ （５０％） １２ （２９􀆰 ２７％） １７ （３３􀆰 ３３％）

ｂｌａＯＸＡ－１ １ （１０％） ３ （７􀆰 ３２％） ４ （７􀆰 ８４％）

ｍｃｒ－１ ６ （６０％） １８ （４３􀆰 ９０％） ２４ （４７􀆰 ０６％）

ｒｍｔＢ １ （１０％） ２ （４􀆰 ８８％） ３ （５􀆰 ８８％）

ｆｌｏＲ ６ （６０％） ２３ （５６􀆰 １０％） ２９ （５６􀆰 ８６％）
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Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １ ～ １６． ｉｒｏＮ， ａｓｔＡ， ｉｕｔＡ， ｆｉｍＨ， ｙｂｔＡ， ｉｒｐ１，
ｏｍｐＡ， ｆｉｍＣ， ａｇｇＲ， ｉｓｓ， ｆｙｕＡ， ｃｏｌＶ， ｈｌｙＦ， ｉｕｃＤ， ｔｓｈ， ｏｍｐＴ； １７． 阴

性对照。

图 ３　 鸡源大肠杆菌不同毒力基因的 ＰＣＲ 检测结果

表 ６　 不同生物被膜形成能力鸡源大肠杆菌毒力基因

检出率对比结果

基因
生物被膜菌株数 （检出率）

阳性 （ｎ＝ １０） 阴性 （ｎ＝ ４１）
合计

ｆｉｍＨ １０ （１００％）∗ ３８ （９２􀆰 ６８％） ４８ （９４􀆰 １２％）
ｆｉｍＣ ７ （７０％） ３８ （９２􀆰 ６８％） ４５ （８８􀆰 ２４％）
ｔｓｈ ２ （２０％） １２ （２９􀆰 ２７％） １４ （２７􀆰 ４５％）
ａｓｔＡ ６ （６０％）∗ １３ （３１􀆰 ７１％） １９ （３７􀆰 ２５％）
ａｇｇＲ ３ （３０％）∗ ２ （４􀆰 ８８％） ５ （９􀆰 ８０％）
ｈｌｙＦ ７ （７０％） ３０ （７３􀆰 １７％） ３７ （７２􀆰 ５５％）
ｉｒｐ１ ３ （３０％）∗ ３ （７􀆰 ３２％） ６ （１１􀆰 ７６％）
ｉｕｃＤ ８ （８０％）∗ ３０ （７３􀆰 １７％） ３８ （７４􀆰 ５１％）
ｆｙｕＡ ２ （２０％）∗ ２ （４􀆰 ８８％） ４ （７􀆰 ８４％）
ｙｂｔＡ ３ （３０％）∗ ３ （７􀆰 ３２％） ６ （１１􀆰 ７６％）
ｉｒｏＮ ２ （２０％） １８ （４３􀆰 ９０％） ２０ （３９􀆰 ２２％）
ｏｍｐＴ ５ （５０％） ２５ （６０􀆰 ９８％） ３０ （５８􀆰 ８２％）
ｏｍｐＡ １０ （１００％）∗ ３９ （９５􀆰 １２％） ４９ （９６􀆰 ０８％）
ｉｕｔＡ ４ （４０％） ２２ （５３􀆰 ６６％） ２６ （５０􀆰 ９８％）
ｉｓｓ ３ （３０％） １８ （４３􀆰 ９０％） ２１ （４１􀆰 １８％）
ｃｏｌＶ ０ （０） ４１ （１００％） １１ （２１􀆰 ５７％）

表 ７　 生物被膜阳性菌株毒力基因型

菌株 毒力基因型

Ｅ１３ ｉｓｓ＋ａｇｇＲ＋ａｓｔＡ＋ ｆｉｍＣ ＋ ｏｍｐＡ＋ ｏｍｐＴ＋ ｉｕｃＤ＋ ｉｒｏＮ＋ ｔｓｈ＋ ｆｉｍＨ＋

ｙｂｔＡ＋ｉｒｐ１

Ｅ１１ ａｓｔＡ＋ｆｉｍＣ＋ｏｍｐＡ＋ｈｌｙＦ＋ｆｉｍＨ

Ｅ２１ ｏｍｐＡ＋ｉｕｃＤ＋ｉｕｔＡ＋ｆｉｍＨ

Ｅ３０ ａｓｔＡ＋ｏｍｐＡ＋ｏｍｐＴ＋ｈｌｙＦ＋ｉｕｃＤ＋ｉｕｔＡ＋ｆｉｍＨ

Ｅ２４ ｉｓｓ＋ａｇｇＲ＋ ａｓｔＡ＋ ｆｉｍＣ ＋ ｏｍｐＡ＋ ｏｍｐＴ＋ ｈｌｙＦ ＋ ｉｕｃＤ＋ ｆｙｕＡ＋ ｔｓｈ＋

ｆｉｍＨ＋ｙｂｔＡ＋ｉｒｐ１

Ｅ４４ ａｓｔＡ＋ｏｍｐＡ＋ｏｍｐＴ＋ｈｌｙＦ＋ｉｕｃＤ＋ｆｉｍＨ

Ｅ４２ ｉｓｓ＋ａｇｇＲ＋ｆｉｍＣ＋ｏｍｐＡ＋ｏｍｐＴ＋ｈｌｙＦ＋ｉｕｃＤ＋ｉｒｏＮ＋ｆｉｍＨ＋ｅａｅＡ

Ｅ３２ ａｓｔＡ＋ｆｉｍＣ＋ｏｍｐＡ＋ｉｕｃＤ＋ｆｙｕＡ＋ｆｉｍＨ＋ｙｂｔＡ＋ｉｒｐ１

Ｅ４５ ｆｉｍＣ＋ｏｍｐＡ＋ｉｕｃＤ＋ｉｕｔＡ＋ｆｉｍＨ＋ｈｌｙＦ

Ｅ３９ ｆｉｍＣ＋ｏｍｐＡ＋ｈｌｙＦ＋ｉｕｃＤ＋ｉｕｔＡ＋ｆｉｍＨ

２􀆰 ７　 毒力基因表达量情况

通过荧光定量 ＰＣＲ 检测生物被膜阳性菌株中检

出 率 高 的 ｆｉｍＨ （ １００％）、 ｏｍｐＡ （ １００％）、 ｆｉｍＣ
（７０％）、 ｈｌｙＦ （７０％）、 ｉｕｃＤ （８０％） 毒力基因表达

量情况， 如图 ４ 所示。 以 ＯＤ 值较小的菌株 Ｅ３９ 为对

照， 测定 Ｅ１３、 Ｅ１１、 Ｅ２１、 Ｅ３０、 Ｅ２４、 Ｅ４４、 Ｅ４２ 菌

株中基因表达量， 结果发现 ７ 株生物被膜形成能力较

强的菌株中， 除 Ｅ４４ 中 ｆｉｍＨ 表达量下调外， 其余菌

株中基因表达量均上调。

图 ４　 生物被膜阳性菌株毒力基因相对表达量
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３　 讨论

大肠杆菌是鸡最常见的病原体之一， 而大肠杆菌

生物被膜的形成会导致各种感染的发生且根除困难。
生物被膜是细菌群体被自身胞外多聚物包裹， 不可逆

地附着于接触表面而形成的有组织的膜状物质， 这是

细菌为适应自然环境有利于生存的一种生命现象。 生

物被膜菌比浮游菌对抗菌药的耐受性提高 １０ ～ １ ０００
倍［１２］。 本试验通过刚果红琼脂试验测得生物被膜阳

性菌 株 检 出 率 １９􀆰 ６１％， 与 蔺 飞 等［１３］ 研 究 结 果

（２７􀆰 ６６％） 相似。 近年来， 细菌生物被膜阳性菌株

逐渐增多， 耐药现象严重。 本研究发现， 生物被膜阳

性菌株对头孢喹肟、 氟苯尼考、 黏菌素、 庆大霉素、
阿米卡星的耐药率分别为 ７０％、 ８０％、 ４０％、 ７０％、
５０％， 高于阴性菌株耐药率。 １０ 株生物被膜阳性菌

株中， 共有 ８ 株对 ３ 种以上抗菌药耐药， 多重耐药率

８０％， 共有 ８ 种耐药谱， 与刘璨颖等［１４］、 周陆红

等［１５］研究结果基本一致。 ＯＤ 值最大的 Ｅ１３ 菌株对 ８
种抗菌药均耐药， 携带 ９ 种本研究检测耐药基因；
Ｅ１１、 Ｅ２１、 Ｅ３０ 菌株耐药谱为 （阿莫西林＋克拉维

酸） ＋头孢喹肟＋恩诺沙星＋氟苯尼考＋庆大霉素＋阿
米卡星＋黏菌素。 说明生物被膜形成能力越强， 耐药

性越强， 耐药谱越广， 耐药基因检出率高， 基因型也

越复杂。
细菌生物被膜的形成与多种毒力因子如铁摄取系

统、 黏附素、 肠毒素基因等有关； 毒力基因属于

ＤＮＡ 片段， 能够编码细菌致病基因组， 与细菌致病

性、 生殖进化有一定关系。 有研究表明大肠杆菌致病

性与自身携带的毒力基因有相关性， 因此可以从大肠

杆菌的毒力基因携带及表达水平研究菌株的致病机

理［１６］。 本试验对 ５１ 株鸡源大肠杆菌进行毒力基因检

测， ＰＣＲ 结 果 显 示 共 有 ｉｓｓ、 ａｇｇＲ、 ｆｉｍＣ、 ｆｉｍＨ、
ｏｍｐＡ 等 １６ 种 毒 力 基 因 检 出， 基 因 ａｇｇＲ、 ａｓｔＡ、
ｏｍｐＡ、 ｉｕｃＤ、 ｆｙｕＡ、 ｆｉｍＨ、 ｙｂｔＡ、 ｉｒｐ１ 在生物被膜阳

性菌株中的检出率高于阴性菌株， 且差异显著。 ｌｅｒ、
ｅａｅＡ、 ｓｆａ、 ｅｓｃＶ、 ｅａｅ、 ｅｓｔＡ、 ｅｓｔＢ、 ｅｌｔ 均未检出， 与

陈亚强［７］、 李巧玲［９］ 试验结果一致。 ｏｍｐＡ 基因属于

大肠杆菌细胞壁中脂质双层结构的外膜蛋白， 能够增

强细菌对物质的运输能力及抵抗机体免疫［６］， 与抗

菌药耐药性、 侵袭性和生物被膜形成有关［１７］； ｆｉｍＨ
基因在生物被膜形成过程中起到黏附素的作用， 参与

生物被膜不可逆黏附阶段［１８］。 试验结果显示 ｏｍｐＡ、
ｆｉｍＨ 基因在生物被膜阳性菌株中的检出率均为

１００％， 在 阴 性 菌 中 的 检 出 率 分 别 为 ９５􀆰 １２％、
９２􀆰 ６８％， 差异具有统计学意义； ｏｍｐＡ、 ｆｉｍＨ 检出率

与蔺飞［１３］、 曲凤仪［１０］的试验结果相一致， 本试验结

果与赵李祥［１１］、 钟杏好［１９］的结果相近， 均在 ９０％左

右。 其中毒力基因 ｏｍｐＡ、 ｆｉｍＨ、 ｆｉｍＣ、 ｉｕｃＤ、 ｈｌｙＦ 检

出率较高， 故以 ＯＤ 值较小的 Ｅ３９ 菌株为对照， 测定

５ 种基因在 ＯＤ 值介于１􀆰 ４５５～ １􀆰 ６０７ 的菌株中表达量

变化。 ｑＰＣＲ 结果显示生物被膜阳性菌株中除 Ｅ４４ 中

ｆｉｍＨ 表达量下调外， 其余菌株中基因表达量均上调，
总体来说毒力基因表达量呈现上调趋势， 可能毒力基

因的存在促进了生物被膜的形成， 导致耐药现象严

重。 杨进等［２０］研究表明强生物被膜形成能力菌株中

ｆｉｍＨ 基因的检出率高于弱成膜形成能力菌株， 提示

这些毒力基因在生物被膜形成过程中发挥着重要

作用。
细菌生物被膜的形成导致耐药现象越来越严重，

形成生物被膜的细菌感染后治疗更加困难， 且有复发

的机会［２１］。 目前临床上多种抗菌药治疗效果差， 不

仅要考虑耐药性因素， 更要深入研究生物被膜形成后

产生的耐药机制［２２］。 本试验中生物被膜阳性菌株耐

药现象严重， 且有多种耐药谱、 基因型， 说明耐药

性、 毒力基因表达量上调与生物被膜的形成显著

相关。
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