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生物膜与慢性创面愈合的关系
崔荣涛 综述，霍 然 审校
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[摘要]本文主要探讨生物膜在慢性创面中的形成过程、耐药机制、基本结构和形态学等背景。详细讨论了慢性创面愈合过程

中生物膜的特点，以及生物膜对创面慢性愈合过程的影响。使用标准敏感性试验（最小抑菌浓度，简称MICs）来确定慢性创面

适宜的治疗方案或开发新的治疗方法所面临的困难，并推荐了针对生物膜的可替代的检测方法。并描述了当前和未来潜在的用

于治疗含有生物膜的慢性创面的治疗方案，包括毒力减毒、益生菌疗法、免疫反应抑制和完全清创结合抗菌敷料的应用等。

[关键词]密度感应；抗生素耐药性；胞外多糖；炎症反应；创面愈合；最小抑菌浓度

[中图分类号]R318    [文献标志码]A    [文章编号]1008-6455（2018）02-0005-06

The Relationship Between Biofilm and Chronic Wound Healing
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Abstract: Background is provided on biofilms, including their formation, drug resistance mechanisms, general structure, and 
morphology within the context of chronic wounds. The features of biofilms in chronic are discussed in detail, and the effect of 
biofilm on the process of chronic wounds healing as well. Difficulties associated with the use of standard susceptibility tests 
(minimum inhibitory concentrations, MICS) to determine appropriate treatment regimens, or develop new treatments for use, 
chronic wounds are discussed, with alternate test methods specific to biofilms being recommended. Current and future therapies 
for treatments of biofilm-containing chronic wounds, including virulence attenuation, probiotic therapy, immune response 
suppression, and aggressive debridement combined with antimicrobial dressings are described.  
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慢性创面是指机体损伤且并发有抑制创面愈合的疾病

时，导致创面愈合困难，其愈合过程大于8周，一般将慢性

创面划分为静脉性溃疡、动脉性溃疡、糖尿病性溃疡、创

伤性溃疡、压力性溃疡5类常见类型，其他还有由肿瘤和结

缔组织疾病麻风等引起的创面。随着全球肥胖人数增加和人

口老龄化的进展，慢性创面人群不断增加，导致医疗费用急

剧上升，认清慢性创面的愈合机制，促进创面愈合是目前

创面治疗研究的热点与难点。临床上形成慢性创面的病因

复杂，影响创面愈合的因素也是错综复杂的，创面感染是

其最主要的影响因素。有研究指出，生物膜的形成是导致

或加重慢性感染的主要原因，自然界中99%的细菌是以生物

膜的形式存在，约65%的人类感染与生物膜有关，更有学者

认为超过80%的人类感染中有生物膜形成。因此，了解生物

膜的形成及对创面愈合的影响机制，防止生物膜对创面愈

合的影响，对于提高慢性创面的治愈率有着重要作用。

1978年美国Costerton JW基于对呼吸机导管污染的细

菌群体所引发相关性肺炎的研究，提出了Biofilm（细菌生

物膜或微生物生物膜，国内也有的译为生物膜）这一专用

名词，得到了国际学术界的认可[1]。Biofilm是微生物生长

过程中附着于物体表面而形成的由微生物及其分泌的聚合

物所组成的有三维结构的菌细胞群体[2]。大多数微生物，

如细菌、真菌、支原体等都可以形成生物膜，微生物形成

生物膜后，其生物学特性可发生改变，如营养代谢、生长

率等，其中主要表现为耐药性的改变。过去几十年的研究

表明，根据在贴壁生物中与生命相关的营养和保护性作用

特性，自然环境中所有已知微生物中有98%以上都是以群体

的方式而存在的[3]。细菌附着在非生物或生物表面，它们

会产生复杂的含有多聚体的多糖、蛋白质、核酸、磷脂、
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褐藻酸和腐质等胞外聚合体[4-5]，这有助于保持微生物间的

连接，并使细菌细胞彼此交联，这是细菌在生长过程中为

适应环境而形成的一种特殊的生存方式，也是与浮游细胞

相对应的存在形式。

1  生物膜的形成过程

细菌形成生物被膜是一个动态的过程，主要可分为以

下四个阶段[6]：

1.1 细菌可逆性粘附的定殖阶段：当浮游细菌与惰性物体

表面或活性实体的表面接触后，浮游细菌会粘附到物体表

面，启动在物体表面形成生物膜。在这个阶段，单个附着

细胞仅由少量胞外聚合物包裹，还未进入生物膜的形成过

程，很多菌体还可重新进入浮游状态，因此这时细菌的粘

附是可逆的。 

1.2 细菌不可逆性粘附的集聚阶段：细菌在经过初始定殖

粘附后，一些特定基因的表达开始调整，与形成生物膜相

关的基因被激活，细菌在生长繁殖的同时分泌大量胞外聚

合物粘结细菌。在这个阶段，细菌对物体表面的粘附更为

牢固，是不可逆的。

1.3 生物膜的成熟阶段：细菌与物体表面经过不可逆的粘

附阶段后，生物膜的形成逐渐进入成熟期。成熟的生物膜

形成高度有组织的结构，由类似蘑菇状或堆状的微菌落组

成，在这些微菌落之间围绕着大量通道，可以运送养料、

酶、代谢产物和排出废物等。因此，成熟的生物膜内部结

构被比喻为原始的循环系统。

1.4 生物膜中细菌的脱落与再定殖阶段：成熟的生物膜通

过蔓延、部分脱落或释放出浮游细菌等进行扩展，脱落或

释放出来的细菌重新变为浮游菌，它们又可以在物体表面

形成新的生物膜。

2  生物膜的密度感应

密度感应是细菌彼此之间传递信号的一种特殊机制。

细菌能产生一种自体诱导物（Autoinducer，AI）的信号分

子，并根据其浓度来调控外周环境中菌种内和菌种间的数

量变化。随着细菌细胞密度的增加，AI信号分子浓度也随

之增加，当AI积累到一定阈值时，可以启动菌体中相关基

因表达或改变某些基因特性以适应外界生存环境，这一现

象被称为密度感应（Quorum sensing，QS），是生物膜形

成和生物膜特异性表达的关键过程[7]。

目前，研究最深入的是由革兰氏阴性菌产生的N-酰基

高丝氨酸内酯（Acyl-homoserine lactones, AHLs）[8]，

革兰氏阳性菌通常表现为产生小肽以及称为AI-2的一类分

子，其结构在很大程度上是未知的[9-10]。这些AI都是在细菌

细胞中以基础速率产生的小分子。这些AI中的大多数可在

细菌膜上自由扩散，在这种情况下，它们的细胞内浓度接

近于周围环境中的浓度。随着局部区域（微菌落）内细菌

数量的增加，AI的有效浓度升高。一旦AI的细胞内浓度达

到临界水平，AI诱导基因表达改变，这将导致生物膜性质

变化。

密度感应最常为研究的两种细菌种类为金黄色葡

萄球菌和铜绿假单胞菌，这两种细菌通常与慢性创面相

关。与其他革兰氏阳性菌一样，金黄色葡萄球菌利用

肽密度感应系统作为基于多肽的密度感应模型[11]。在

此菌群中，密度感应是由agr基因编码的自体诱导肽

Autoinducingpeptides, AIPs）介导的。同一基因也控

制了一些毒性因子，其中包括生物膜的形成[12]。铜绿假

单胞菌的密度感应机制也得到了广泛研究，结果显示慢性

创面中许多毒性因子的定植处于密度感应途径的控制下，

包括分泌的毒性因子（例如蛋白酶），细胞附着因子（例

如脂多糖）和生物膜的形成[13]。密度感应在生物膜的发

育早期就有影响，密度感应突变体不能形成结构正常的生

物膜[14]。

有关密度感应参与体内生物膜生成过程的其他证据，

包括铜绿假单胞菌定植的囊性纤维化患者中分离出的明显

浓度的假单胞菌AIs[15]。然而，从囊性纤维化患者的痰中

也分离出许多密度感应突变体。这表明感应密度必须有基

于菌群总体的精确消耗，也就是说并不是菌群中所有成员

都需要一个功能性的密度感应系统[16]。最近的研究结果表

明，在更高的细胞密度下，密度感应控制下产生的细胞外

因子更有效，并为群体提供益处[17]。同时表明密度感应分

子可直接影响宿主细胞，改变宿主的细胞功能，包括抑制

淋巴细胞增殖等活动[18]。

3  生物膜的抵抗力

生物膜对人类生活的许多方面都是非常有益的，包括预

防大肠的移植抵抗[19]，有机化合物和环境污染物的降解[20]

及全球养分循环[21]。然而，这些代谢整合的多细胞群体在

工业和临床环境中在很大程度上被认为是会带来麻烦的，

主要是因为生物膜非常难以被抗微生物剂和宿主的免疫应

答消除。一般认为生物膜对抗菌治疗的敏感性要低于浮游

细菌，可降低100～1000倍[22-23]。

经过众多体内和体外研究，结果表明外聚物可以保护

慢性创面生物膜免受创面愈合炎症反应的影响，这一炎症

反应是创面愈合的关键步骤。有学者建议使用外聚物来阻

断补体的活化，抑制淋巴组织增生反应，并阻止吞噬细胞检

测细菌细胞壁上的调理素。研究结果还显示，外聚合物限

制了白细胞穿透生物膜的能力[24]，阻碍其通过生物膜的运

动，减弱其脱粒和产生活性氧（Reactive oxygen species, 
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ROS）的能力，并预防细菌的吞噬[25]。将细菌生物膜暴露于

亚抑制性抗生素浓度或错误的抗生素中，可能会诱发粘液

表型，从而产生更厚的附加基质成分的生物膜[26]。

众所周知，生物膜相关感染难以根除，并且在过去的

30年中一直是科学研究的主题。 生物膜相关感染包括用

于移植的医疗设备的细菌定植，如中心静脉导管、关节假

体、导尿管、起搏器和机械心脏瓣膜、龋齿、肺囊性纤维

化患者的肺部感染及慢性创面等[27-28]。研究表明，大多数

人类感染（约60%～80%）是生物膜相关的[29]。生物膜相关

的皮肤疾病包括烧伤、压疮、手术部位感染和糖尿病足溃

疡等，美国每年发病率约为196万人，约有26万人死亡，且

每年的直接成本约为180亿美元[30]。

经过数年研究，众学者提出了各种机制来解释生物膜

对于积极治疗的耐受性。理论包括：生物膜联盟的生理异

质性[31]；残留细胞的存在使得生物膜能够在治疗后重新

生长[32]；生物膜相关细菌代谢率低，影响常用抗生素的

作用机制，外排泵过度表达开放阅读框[33]；由外聚物引

起的限制药物扩散，耐药基因的优势可以很容易地转移至

生物膜内的其他生物[34]。没有一个单一机制可以充分解

释这些细菌群体长期的慢性化程度，考虑可能涉及到这些

机制的组合。

4  生物膜的结构形态

最初，生物膜被认为是微生物无组织的聚集体。这一

观点得到了来自不同环境的生物膜其结构相似的证据的支

持。有证据表明，遗传和环境因素是形成生物膜结构和形

态的原因。随着对氧化锌纳米线和蜂巢的探索，有明确的

证据表明生物膜的结构比以前想象的更有组织性[35]。

最近一项研究也表明，枯草芽孢杆菌和耻垢分枝杆

菌通过产生方解石矿物质来维持生物膜的结构。这一矿物

质的产生是由二氧化碳水平的升高而引起的，由菌落内的

固有碱性环境促进产生，并由细胞外基质成分引导。这些

矿物支架可提供物理稳定性，抵抗环境污染（包括抗菌

剂），提高生物膜的整体适应性（包括有毒二氧化碳的沉

淀），可能在细菌多细胞交联中发挥重要作用[36]。

研究表明，铜绿假单胞菌对抗生素的敏感性随着粘度

下降而增加。在高粘度[15%聚乙烯吡咯烷酮（Polyvinyl 

pyrrolidone, PVP）]的庆大霉素存在下生长的铜绿假单胞

菌具有比在培养基中生长的细胞高6倍（P=0.01）的最小抑

菌浓度（Minimum inhibitory concentrations, MICS）。

类似地，在高粘度（12.5% PVP）下，该生物体对哌拉西林

的应答低于低粘度时的11倍（P=0.0001）。当铜绿假单胞

菌在高粘度下生长一段时间后，通过稀释（1:100）然后孵

育3h来改变粘性，MICS值恢复到与在水中接近。此外，铜

绿假单胞菌和白色念珠菌两者的生长速率，特别是最终产

生的细胞数也随着生长培养基粘度的增加而增加。铜绿假

单胞菌和白色念珠菌分别产生3倍和10倍以上的细胞，粘度

高于对照组。因此，这些生物体在高粘度环境中表现得像

生物膜一样，并且随着粘度降低而像浮游生物一样，这表

明降低的代谢活性与耐受性没有直接关系，并且生物膜表

型可以在不与基质结合的情况下表达，这一研究可能对创

面护理有深远影响。高度渗出性创面通常容易被感染并出

现重度炎症。在中度至高度渗出性创面中，水的蒸发通过

蛋白质浓度的增加从而导致残余流体的粘度增加。定植在

这种较高粘度渗出物中的生物体可能能够表达降低的抗生

素敏感性的生物膜特征，使其难以控制[37]。

5  慢性创面中的生物膜

目前，经过大量动物实验及临床研究，在慢性创面

中已经明确鉴别出了细菌生物膜。细菌生物膜存在于创

面中的早期证据主要来源于动物实验造模中的慢性创

面，随后在临床创面中得到了证实。慢性创面的细菌定

植存在相当大的异质性，当致病细菌共生后就会成为主

要的微生物群落[38-39]。

不同创面间细菌的类型和相对数量都存在明显不同。一

项研究显示每个创面有多达17种不同细菌（包括需氧和厌氧

菌）。有学者研究表明，每个创面的微生物有12～20种不同

菌种是常见的，有60种不同类型的菌种也并不少见[3,33]。许

多研究表明，完整皮肤的微生物种群越丰富，对感染传播的

保护作用越大[40]。然而，将某些致病物种（特别是金黄色

葡萄球菌和铜绿假单胞菌）引入环境可以引起未受伤的皮肤

共栖菌群被替代，从而导致向感染状态的转变。这表明慢性

创面护理中益生菌疗法可能将微生物生态恢复到健康状态。

有学者成功使用正常粪便移植治疗由艰难梭菌过度生长引起

的严重的、反复发作的胃肠炎患者[41]。

生物膜深部的缺氧促进了厌氧菌在慢性创面中的增

殖。因此，不仅要关注创面的细菌负荷量，而且要重点关

注创面内存在的菌群及其相互作用，包括探索菌群间是否

共存相互促进增殖或存在竞争机制[35,39]。有研究发现多重

叠模式的共聚菌群，可表现出协同作用的能力，进而导致

生物膜慢性创面感染，被称为“功能等价群体”[32]。

在生物膜深部，存在与一般的应激反应相关的生长速

率降低的微生物，可以保护细菌免受pH变化、化学试剂浓

度、渗透压以及免受活性细菌生长所需要的化学物质的影

响。此外，生物膜包含许多浓度梯度，产生对抗生素和防腐

剂有负面影响的微环境，而在某些情况下，促进特定微生物

物种的生长。这些微环境可以包括有氧和厌氧微环境[42]。

尽管一些作者认为大多数生物膜细胞可以被抗生素消灭，
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但是在治疗后的慢性创面中会出现生物膜的快速再生。这

表明在这些生物膜内存在存留细胞[43]。存留细胞估计占生

物膜的0.1%～10%，也存在于浮游生物培养基中。它们是通

过表型变化表现出抗生素耐受性的表型变体，例如代谢静

止和/或关闭抗生素靶标[44]。

抗菌素有效性的缺乏可能与抗菌素渗入生物膜的减少

或不完全有关。外聚物的净负电荷可以隔绝带正电荷的化

合物和/或排斥带负电荷的化合物，防止与生物膜内的微生

物接触。一些有机体也释放分泌抗生素分子。总体来说，

这使得治疗慢性生物膜相关感染比治疗急性浮游感染更具

挑战性[42]。

目前可用的许多治疗方法都是为了治疗急性感染而设

计的，与慢性感染不同，它们很快就会出现并在很短的时

间内失去效用。浮游细菌通常对抗菌素有应答反应，容易

被健康的免疫系统消灭。相反，与急性创面相比，慢性创

面通常具有顽固性和过度的炎症反应，并且不易受抗生素

的影响[45]。

成熟的生物膜一般10h内就会在慢性创面中形成，并在

创面开放时无限期地持续存在[46]。此外，临床研究发现，

虽然慢性创面的清创手术可有效地从创面床中清除掉生物

膜群落，生物膜在初步清创2d后又开始重新崛起，并在清

创3d后成熟的生物膜中发现大量的细菌。这表明在清创后

有一个时间窗，在这期间浮游细菌重新定殖创面，容易治

疗并可高效杀死细菌，并防止生物膜群落的改变[47]。

在慢性创面中形成的生物膜不同于其他感染类型中

观察到的生物膜。事实上，在许多慢性创面中，真正的

生物膜的存在可能难以被证实。然而，通常可在创面环

境内很明显的形成微菌落（即相对较少数量的非常接近的

细胞）。鉴于某些种类的细菌，如铜绿假单胞菌在小菌落

阶段显示出可提高AI水平的作用，并且一些AI具有直接影

响人类细胞的能力，这些存在的微菌落可以促进创面的慢

性化。例如，如果小菌落足够大以防止它们被吞噬细胞吞

噬，吞噬作用可能引起一些吞噬细胞的脱粒化。这将导致

过度的免疫炎性反应，可能将会改变创面中各种因素的平

衡，例如抑制正常创面闭合的基质金属蛋白酶，当这种免

疫反应被减弱时，创面可以迅速的正常愈合[48]。

6  展望

随着研究的不断进展，越来越多的细菌对抗生素具有

遗传抵抗性。即使是细菌对抗生素不具有遗传抵抗性，其

本身的生长模式也可耐受抗生素。细菌耐药性的问题和解

决这一问题的新方法的探索已迫在眉睫[49]。即便如此，也

很少有制药公司探索新的抗生素治疗药物，其中一部分原

因是研制新药困难，且发现在不损害患者健康前提下可以

对患者施以足够高的药物浓度来抑制细菌生长。再加上短

期抗生素治疗往往使研究新药这一领域在经济上没有吸引

力[50]。因此，毒力衰减方法被众多研究者所青睐，涉及到

治疗药物实际上不会杀死细菌，而是这些化合物会干扰细

菌产生毒力因子的能力，例如在生长期间产生的因子作为

促进对现有药物的对抗性的生物膜。这种方法是特别有吸

引力的，其理论上是对细菌群落施加较少的选择性压力，

从而减缓抗生素耐药机制的发展[51]。

最近在这一领域的研究重点是铜绿假单胞菌，并提供

了大量的数据资料。在研究抑制密度感应的化合物的抗性

发展的实验中，细菌可以通过促进高效外排泵来产生对这

些分子的抗性。因此，维持细菌群体在一定可控水平下，

同时阻止过度免疫反应可能是使宿主消除感染所必需的。

目前，在慢性创面中，这样的治疗策略可能涉及使用一些

抗菌敷料与完全清创术等技术相结合的方法[52]。

目前正在研究的一些潜在的抗生物膜治疗方法是基于

生物膜最终作为存活细胞离开生物膜并被分散而解体的事

实，尤其是当生物生存资源变得有限且细胞废物产物或其

他毒素不断积累时。生物膜解体通常涉及破坏基质成分的

诱导酶，从而释放生物膜相关细胞；因此，酶处理可能是

生物膜根除的一种方法。与此同时，研制出的重组噬菌体

可以攻击生物膜细胞并产生基质降解酶。此外，鉴于生物

膜形成需要细胞信号传导，一些研究人员认为，干扰这些

信号通路的小分子可能对生物膜根除有用。小分子也可以

通过至少四种不同的机制自然触发和介导生物膜的解体，

包括：信号和线索、细胞包膜修饰分子、抗基质分子、促

进细胞死亡的分子。

应用这些潜在的抗生物膜方法有许多未知性，包括生

物膜解体活化所需的信号分子可以是物种，甚至是应力依

赖性的，而且一些密度感应途径可能仅在生物膜形成初始

中起重要作用，因此密度感应对于早期建立的生物膜的解

体并不理想。研究发现，许多小分子特别是抗基质分子在

不同条件下具有双重作用，可引发生物膜的形成、成熟、

维持，甚至导致生物膜的解体[53-57]。

7  总结

生物膜已经成为一个日益重要的研究课题，创面一

旦形成了生物膜，细菌就具有极强的耐药性，生物膜导

致的慢性创面感染可持续存在，比由浮游细菌引起的感

染造成的损伤和炎症反应更为严重。在生物膜状态下极

易导致难治性慢性感染，使创面迁延不愈，愈合率降

低，愈合时间延长，增加患者痛苦及医疗费用。因此，

使用适宜的抗菌剂来治疗这种生物膜感染导致的慢性创

面感染是至关重要的。随着微生物学的发展，使人们进
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一步认识了生物膜在创面中的形成过程和影响机制，对

指导预防和诊疗起到极其重要的作用。当然，如今对于

生物膜的研究还处于探索阶段，随着相关研究广泛而深

入地开展，人们对生物膜引起的慢性反复性感染及其耐

药机制也会有更加深入和全面透彻的认识。不同细菌在

不同条件下形成的生物膜结构各异，而各种生物膜清除

剂的作用方式也不尽相同，导致其适用范围不同。目前

虽然对控制和清除生物膜有了一定的探索研究，并且对

生物膜性质及生物膜细菌的生理和分子特征有了很好地

了解，但对于如何抑制和减少生物膜的生成，根除已经

生成的生物膜，促进创面愈合，获得最佳的生物膜清除

手段还有待于不断深入探索。
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