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［摘要］目的 评价非接触消毒方法对生物材料表面细菌生物膜的清除效果．方法 将灭菌消毒后的 PVC材

料与表皮葡萄球菌 RP62A混合培养 48 h后，取出 PVC材料分别行不同时间的紫外线、环氧乙烷消毒，扫描电镜

观察生物膜的变化．用无菌生理盐水超声冲洗 PVC材料，收集冲洗液接种于平板培养基，恒温培养，24 h后菌落

计数法测定细菌菌落数．结果 环氧乙烷组中消毒 40 min、50 min、60 min与对照组菌落数 （CFU/mL） 分别为

1 026、162、0、5 020，组间比较差异具有统计学意义（ ＜0.05）．紫外线组中消毒 30 min、40 min、50 min 与

对照组菌落数（CFU/mL）分别为 266、48、0、5 020，组间比较差异有统计学意义（ ＜0.05）．在环氧乙烷与紫

外线组经过灭菌处理后，PVC材料表面细菌及生物膜细菌间胞外基质，呈片状残留，无生物膜形成，2组间差异

不明显．结论 环氧乙烷与紫外线法消毒对生物材料表面细菌生物膜都具有清除效果，且消毒时间越长效果越好.
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［Abstract］ Objective To assess the effects of different disinfection methods on removing bacterial biofilm on

the surface of biomaterial. Methods The PVC material and epidermis staphylococcus RP62A were co-cultured for
48 hours，then the PVC material was disinfected with ethylene oxide and ultraviolet ray for different times. SEM was

used to observe the changes in biofilm. The PVC material was was flushed with sterile saline， the washing fluids

were collected， and cultured in plate culture medium， then was incubated in constant temperature for 24 hours，

the colony counts was performed. Results In the ethylene oxide group， after 40 min， 50 min and 60min

disinfection， the CFU was 1026，162，0 and 5020 in control group respectively， the difference between groups

had statistical significance. In the ultraviolet ray group after 30 min， 40 min and 50 min disinfection，the CFU was

266，48，0 and 5020 in control group respectively，the difference between groups had statistical significance. After

disinfection by ethylene oxide and ultraviolet ray， the SEM showed Extracellular matrix between bacteria and

bacteria biofilm， plate shaped residues on the surface of PVC biomaterial， and no bioflim was formed. The

difference between groups had no statistical significance．Conclusion Epoxy ethane and ultraviolet disinfection

method has good effect on removing bacterial biofilm of biological material surface，and the better result can be got

with the longer disinfection time.
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近年来，随着医疗器械、导管、植入物、透

析设备及内镜等医用生物材料的广泛应用，因细

菌黏附于生物材料表面形成生物膜而导致以生物
材料为中心的感染（biomaterial centered infection，

BCI）日益严重[1]．

BCI多由葡萄球菌属引起，特别是定植皮肤、

黏膜表面条件致病菌表皮葡萄球菌（staphylococcus

epidermidis，SE）常伴随植入过程侵入体内，等可

粘附在高分子医疗材料的表面形成生物膜[2]．由于

生物膜的存在使得抗生素和杀菌剂很难穿透生物

膜的胞外多糖基质杀死被粘液层包裹的细菌．

生物膜的存在使得细菌可抵抗清洗与消毒的

作用，造成生物材料清洗和消毒的失败，成为医

院感染的潜在因素[3]．如何在医用生物材料消毒过

程中彻底清除清除细菌生物膜，是临床中必须面

临的问题之一．

本研究使用临床常见的生物材料聚氯四氟乙

烯材料（polyvinyl chloride，PVC）为载体建立表皮

葡萄球菌生物膜感染模型，探讨临床中常用非接

触消毒方式环氧乙烷消毒与紫外线消毒对 PVC材

料表面表皮葡萄球菌生物膜的清除效果．

1 材料与方法

1.1 试验用菌种及试剂、器材

表皮葡萄球标准株 RP62A（生物膜表型阳性）

购自中国科学院微生物研究所；医用 PVC 材料

（四川大学生物材料系），将 PVC材料加工成面积

0.5 cm×0.5 cm 大小，甲醛熏蒸 24 h 灭菌备用．

RPMI 1 640培养基、DMSO、PBS缓冲液（GIBCO

公司，美国）；FBS（COSTAR公司，美国）；电子

显微镜 EYO LS10（Carl Zeiss公司德国）；超净工

作台、恒温培养箱、高压蒸汽灭菌锅、环氧乙烷

消毒柜（3M公司，美国）、紫外线消毒柜（启东

市海联有限公司）．

1.2 PVC材料表面表皮葡萄球菌生物膜的建立

在超净工作台台上将表皮葡萄球菌标准株

RP62A 浓度调整为 1×106/mL，取细菌悬液 1 mL

与灭菌硅 PVC共培养 48 h．取出 PVC 材料，PBS

液进行冲洗 3遍，无菌蒸馏水冲洗 3遍，备用．

1.3 紫外线消毒

将 PVC薄片放入无菌的玻璃平皿中，放置于

输出功率 40W紫外线消毒柜中，与紫外线灯正下
方距离 1 m处进行垂直辐射消毒，每组 6片，各组

辐射时间分别为：30、40、50 min．5片行超声洗

脱后，使用灭菌理盐水 2 mL冲洗，取 10 滋L种植

于血琼脂平板上， 37℃恒温培养 24 h后行菌落计

数．1片行扫描电镜观察生物膜结构．
1.4 环氧乙烷消毒

将 PVC薄片装入环氧乙烷消毒专用密封袋内，

消毒设置为温度 56℃、湿度 70%、环氧乙烷浓度

600 mg/L，每组 6片，各组时间分别为：40、50、

60 min．后使用灭菌理盐水 2 mL冲洗．5片行超

声洗脱后，使用肉汤进行倍比稀释，取 10 滋L种植

于血琼脂平板上， 37℃恒温培养 24 h后行菌落计

数．1片行扫描电镜观察生物膜结构．

1.5 扫描电镜标本制作和观察

取出未处理的 PVC材料及经消毒处理的 PVC

材料，用羟乙基哌嗪乙硫磺酸（HEPES） 缓冲液

（pH= 7） 冲洗 3次，4%戊二醛固定于 SEM载物

台上，PBS 冲洗 3遍，二氧化碳 （CO2） 临界干

燥，离子溅射表面固定镀膜致 PVC材料表面成金

黄色，扫描电镜观察细菌生物膜表面结构．

1.6 统计学处理

数据使用 SPSS统计软件进行统计学分析，两

两比较采用秩和检验， ＜0.05为差异有统计学意

义．

2 结果

2.1 环氧乙烷消毒组中表皮葡萄球菌生物膜的活

菌菌落计数

环氧乙烷组中消毒 40 min、50 min、60 min与

对照组菌落数分别为 1 026 CFU/mL、162 CFU/mL、

0 CFU/mL、5 020 CFU/mL，组间比较差异有统计学

意义（＜0.01），见表 1.

2.2 紫外线消毒组中表皮葡萄球菌生物膜的活菌

菌落计数

紫外线组中消毒 30 min、40 min、50 min与对

照组菌落数分别为 266 CFU/mL、48 CFU/mL、0

CFU/mL、5 020 CFU/mL，组间比较差异有统计学

意义（＜0.01），见表 2.

2.3 生物膜表面的扫描电镜观察

表皮葡萄球菌 RP62A株，在对照组中，可观

察到 PVC 材料与表皮葡萄球菌共培养 48 h 后，

PVC 材料表面大量表皮葡萄球菌相互聚集重叠，

形成生物膜（图 1）．在环氧乙烷与紫外线组经过

灭菌处理后，PVC 材料表面细菌及生物膜细菌间
胞外基质呈片状残留，无生物膜形成，2组间差异

不明显，见图 2、3.
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3 讨论

随着多种导管、透析膜、起搏器、人工瓣膜

等高分子医疗材料的广泛应用，细菌黏附于生物
材料表面形成生物膜而导致的医院内感染日益严

重，生物膜中的细菌能有效地抵御消毒剂的作

用，是医院内细菌污染的重要来源．

临床使用的内镜或复用使用呼吸机、透析机

等管腔型材料，在使用过程中容易病原菌可黏附

于器械表面形成生物膜，生物膜中细菌对抗菌素、

消毒剂和灭菌剂产生抵抗性，较浮游细菌强 1 000

多倍[4]．研究表明[5]：从临床使用中内镜更换下的

管道发现，所有管道内壁均有细菌生物膜存在，

生物膜一旦在管腔型器械中形成，则难以去除，

图 3 紫外线组中 PVC材料表面生物膜 SEM图片

Fig. 3 The SEM picture of biofilm on the surface of

PVC material in ultraviolet ray group

表 2 紫外线杀灭表皮葡萄球菌生物膜的实验结果

Tab. 2 The result of impact of ultraviolet ray on staphylococcus epidermidis biofilm

组 别
菌落数（CFU/mL）

平均生长菌落数
1 2 3 4 5

对照组 5 500 4 900 3 800 4 200 6 700 5 020

30 min 500 370 160 80 220 266**

40 min 70 0 50 100 20 48**

50 min 0 0 0 0 0 0**

表 1 环氧乙烷杀灭表皮葡萄球菌生物膜的实验结果

Tab. 1 The result of impact of ethylene oxide on staphylococcus epidermidis biofilm

组 别
菌落数（CFU/mL）

平均生长菌落数
1 2 3 4 5

对照组 5 500 4 900 3 800 4 200 6 700 5 020

40 min 1 500 970 1 260 780 620 1 026**

50 min 120 170 230 90 200 162**

60 min 0 0 0 0 0 0**

与对照组比较，** ＜0.01.

与对照组比较，** ＜0.01.

图 1 对照组中 PVC材料表面生物膜 SEM图片

Fig. 1 The SEM picture of biofilm on the surface of

PVC material in control gourp

图 2 环氧乙烷组中 PVC材料表面生物膜 SEM图片

Fig. 2 The SEM picture of biofilm on the surface of

PVC material in ethylene oxide gourp
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并在反复使用、处理、使用的循环过程中逐渐累

积，当生物膜积累到一定厚度，消毒及灭菌因子

均难以杀灭包裹于其中的细菌，对于这些刷洗困难

的管腔状生物材料，只能采用熏蒸或紫外线照射

等方法进行灭菌处理．
本研究参照课题组之前建立的体外生物材料生

物膜培养模型[6]，选取生物膜相关感染的主要致病

菌表皮葡萄球菌为培养菌．观察用非接触消毒法环

氧乙烯和紫外线对 PVC 材料上表皮葡萄球菌生物

膜的去除效果．结果提示环氧乙烯和紫外线对

PVC 材料表面生物膜中的表皮葡萄球菌均具有杀

灭作用，且灭菌效果随着处理时间的延长而增加，

环氧乙烯与紫外线均需约 60 min消毒处理方能杀

灭生物膜内细菌，消毒时间不足往往不能起到较好

的杀菌作用．

对于医用生物材料细菌生物膜导致的细菌污染

的预防不能局限于常规消毒措施，应特别注意消

毒方法的选择、作用时间以及针对不同的生物材料

应选择恰当的清洗措施等．此外，细菌生物膜的

形成时间对灭菌效果也有影响，随着生物膜形成

时间延长其成熟度增加，对消毒剂的抵抗增强更加

明显，此与生物膜耐药性研究结果一致[7]，因此应
在生物膜形成早期采取有效的消毒和清除措施，

可获得更好效果．

综上所述，生物膜在医院医疗器械、导管及

内镜等生物材料表面的形成是造成清洗和消毒失

败，是引起交叉感染的重要因素，必须引起足够

的重视，对存在细菌生物膜的生物材料使用非接触

消毒过程中，应适当增加消毒时间，同时还要积极

探索新的有效的消毒方法．
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