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摘要：随着行人工关节置换术患者人数的增多，人工关节的感染率也随之增高。由致病细菌形成的细菌生物膜是人工关节感

染的重要原因。人工关节表面形成细菌生物膜后，其对相应抗生素的耐药性会提高１０～１０００倍。针对生物膜的研究越来越
多，但对其所致感染的诊断至今仍然很棘手。传统常规的诊断方法敏感性及特异性相对较低，不仅延误时机影响治疗，还会

带来灾难性后果。该文主要对人工关节置换术术后关节假体感染细菌生物膜的诊断技术及方法进行综述。
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　　目前人工关节置换术已经成为很常见且比较
成熟的手术，随着人们对生活质量要求的提高以及

人口老龄化的出现，未来人们对该手术的需求将会

大幅度增加［１］。人工关节置换术假体的感染是术

后最严重的并发症之一 ，虽然它的感染率较低，仅

为１％～３％，但它的破坏性很强［２］。人工关节置换

术的假体一旦感染，不仅会给患者本身造成生理、

心理的伤害，还会加重经济负担，并浪费大量的社

会医疗资源，因此，只有对人工关节置换术术后感

染行早期、及时和准确诊断，才能尽量减少损失，

但是，由于细菌生物膜的形成，一些常规检测方法

都有其局限性。目前，诊断感染的金标准仍为穿刺

液细菌培养，由于细菌形成的细菌生物膜与假体黏

附牢固，且有独特的代谢方式，传统细菌培养检测

方法往往很难得到足够样本，会出现假阴性。因

此，我们要探索新的、有效的诊断方法，从而明确感

染，及时干预。

１　细菌生物膜与人工关节置换术术后感染的关系
细菌生物膜是指细菌为了适应变化的环境，黏

附于有活体或无生命物体，如人工关节假体表面、

细菌自身产生的胞外多聚物、吸附在表面的营养物

质和其代谢产物、细菌裂解后的产物及环境中的某

些物质等包裹的细菌群体［３］。细菌生物膜含有多

种复杂成分，其中含水量高达９８％，除水分外大部
分成分是蛋白质、核酸、多糖、肽聚糖、脂类等，约占

细菌生物膜的２％～１５％［４］。由于细菌生物膜的上

述结构特点，其对环境的适应能力非常强，能够抵

抗外界恶劣环境。此外，细菌生物膜的耐药性也非

常强，因其可通过多种机制参与对抗生素的耐药，

这些机制间还互相促进，进一步使其耐药性增加，

这些机制主要有［５］：（１）渗透限制：此学说认为细菌
生物膜可形成限制分子量及电荷排斥的屏障，从而

可限制或减慢抗生素渗入生物膜内部，降低有效的

杀菌浓度；（２）营养限制：大多数抗生素是杀灭复制
繁殖期的细菌，由于细菌生物膜内部营养物质相对

·０７５１· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｓｅｐ，２１（９）



较少，细菌的繁殖速度也相应减慢，进而耐药性就

会提高；（３）表达耐药表型：细菌生物膜中的细菌在
繁殖过程中会产生有特殊保护作用的细菌生物膜

表型，具有抗生素抗性；（４）细菌密度感应系统
（ＱＳ）：细菌生物膜可通过分泌能水解抗生素的酶，
产生ＱＳ信号，可诱发一系列应激反应 ，产生特异外
排抗生素的效应。细菌生物膜的形成主要经历细

菌黏附、细菌生物膜发展、生物膜成熟和细菌播散

等过程［６］。人工假体植入后早期就有宿主大分子

或细胞覆盖其上形成条件膜 ，条件膜或干净的假体

表面落上由手术室空气、手术操作时飞屑以及来自

皮肤或血源性细菌，关节液中的 ｐＨ值、表面张力、
静电作用等非特异性因素和某些特异性黏附分子

的作用可促进细菌与关节假体黏附。细菌生物膜

在假体表面不断成熟，最终患者的纤维组织将其包

裹。当细菌生物膜内的环境变化，如关节腔内游离

病原细菌被敏感抗生素杀死后，细菌生物膜可产生

水解酶将细胞外多糖水解或经关节运动作用释放

细菌成为游离病原菌，生物膜内细菌游离出来，再

次形成游离细菌［７］，游离细菌可再次形成新的生物

膜，引起新的感染，进而会形成细菌生物膜的循环。

目前临床上应用的抗生素通常只能对细菌生物膜

中释放的游离细菌起作用，但不能彻底杀灭、消除

细菌生物膜。因此，人工关节细菌生物膜感染通常

表现出迁延不愈，直至假体被取出［８］。

２　诊断技术
目前对生物膜的诊断尚没有一种特别有效的

诊断方法，每种方法都存在一定的不足，对诊断人

工关节假体生物膜的相关感染，只有将多种诊断技

术联合应用，才能比较准确地诊断，例如分子生物

学技术、显微镜观测技术、超声技术及其他非特异

性检测技术等。其中分子生物学技术检测细菌生

物膜不受患者是否有抗生素应用史的影响，可以准

确地检测出病原菌，敏感度及特异性高。

２．１　分子生物学技术　聚合酶链反应（ＰＣＲ）和荧
光原位杂交是两种常用的分子生物学方法，在慢性

持续性感染中，能够识别８０％ ～１００％的病原体［９］。

随着科学技术的发展和医疗检测水平的提高，近年

来ＰＣＲ技术已成为假体周围感染新的诊断方法，并
逐渐应用于临床。ＰＣＲ技术相对于常规诊断方法
有很明显的优点：相对于普通细菌培养，首先它对

于某些不明确的微生物能明确诊断，不需依靠特殊

培养基进行体外培养；并且其所用的时间相对常规

普通细菌培养也较短，一般在４８ｈ以内，可用于对
疑似感染病例的快速诊断，无需依据培养结果；同

时，其敏感性较高，对于有抗生素应用史的患者，能

够不受抗生素使用的影响，提高样本中检出致病细

菌的概率。但它的缺陷也很明显，除成本较高外，

在操作过程中样本易受到污染，导致诊断的假阳性

率较高［１０］。有研究［１１］采用细菌１６ｓｒＲＮＡ基因片段
扩增，分析了循环水养殖系统中填料上生物膜和对

应生物滤池水体中的细菌群落种类组成。１６ｓｒＲＮＡ
基因位于所有细菌染色体基因上，其相对应的 ＤＮＡ
序列可以编码细菌ｒＲＮＡ，但它并不存在于病毒、真
菌等非原核生物体内，其内部结构由恒定区及编码

区两部分组成，恒定区为所有细菌共有，不同的细

菌编码区是不尽相同的。因此 ，可设计细菌特有的

引物对其检测，能在混合感染中鉴别出真正的致病

菌，为抗生素的使用提供依据。研究表明［１２］：应用

该方法检测全膝关节置换术术后有疼痛症状的患

者可以鉴别单纯疼痛、假体松动及感染，其诊断的

敏感性为 ７１％，特异性为 １００％，总的准确度为
９４％。Ｍａｓｔｒｏｎａｒｄｉ等［１３］以 ｄｉｖＩＶＡ和 ｉｃａＡ作为目标
基因，用定量ＰＣＲ技术可以检测出血小板制剂中致
病性表皮葡萄球菌形成的生物膜，从而验证了定量

ＰＣＲ技术对检测生物膜细菌有很高的敏感度。
Ｖａｎｄｅｒｃａｍ等［１４］通过ＰＣＲ检测细菌核糖体ＲＮＡ中
１６ｓｒＲＮＡ基因，对４１例人工关节感染患者术中行
活检、刷取、抽吸所获得的标本，分别进行普通细菌

培养和利用细菌１６ｓｒＲＮＡ基因上特异性的编码区
域来制备引物后进行ＰＣＲ检测，结果发现采用ＰＣＲ
检测１６ｓｒＲＮＡ基因的检出率高于培养组。荧光染
色体原位杂交是通过追踪寡核苷酸探针与细菌特

定基因区域进行杂交，利用荧光显微镜或流式细胞

技术直观观察结果。通过将不同荧光染料标记于

不同荧光探针以实现对多种微生物的同步观察，在

混合感染时尤为重要。免疫荧光显微镜检查是一

种不依赖培养的新技术，主要通过样本与单克隆抗

体混合液与细菌细胞壁上特异抗原结合，利用免疫

荧光显微镜观察结果，与荧光染色体原位杂交结果

相同可直观观察病原体的有机结构［１５］。研究发

现［１６］，荧光原位杂交技术可以对细菌生物膜的形态

学进行更好的观察，应用不同目标探针在同一个样

本中测定细菌亚型的技术已应用在牙齿生物膜和

菌培阴性生物膜样本中，并且可观测生物膜的空间

形态分布。

２．２　显微镜观测技术　激光扫描共聚焦显微镜、
扫描电镜及原子力显微镜都是目前比较先进的显

微成像技术。常规普通细菌培养时均为阴性的样

本，采用免疫荧光显微镜和电子显微镜检测时可以
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检出致病菌，有效证明了其检测的敏感性。激光扫

描共聚焦显微镜是２０世纪８０年代发展起来的一项
高新技术 ，因其具有聚焦功能，可以阻挡其他散射

光，只对来自焦平面的光成像，从而大大提高了显

微镜的分辨能力。它可以对较厚生物膜在不同深

度进行无损伤检测及分层扫描，形成断面影像，再

通过三维重建得到样本的三维立体结构及三维图

像［１７］。使用激光扫描共聚焦显微镜能对关节液、创

面及骨水泥表面的细菌生物膜进行观测，更有针对

性［１８］。同时其不只是定性观测，还可以对生物膜的

厚度、表面积等不同参数进行量化处理，可以对细

菌在形成生物膜的动态循环过程中的参数进行量

化［１９］。有学者［２０］对细菌生物膜的菌体及内部成分

进行免疫荧光标记，进而对细菌及其生物膜形成过

程中的多糖形成及细菌分布情况进行动态观察。

扫描电子显微镜与光学显微镜原理相近，其电子束

和电子透镜相当于光学显微镜的光束和光学透镜，

可以提高对被观测样本的放大倍数，其可达纳米级

甚至更小的分辨率。但是，由于其电子束不像激光

束那样穿过样品，而仅在样品表面扫描而成像，故

扫描电镜是不能产生三维图像的，显然也不能显示

细菌生物膜基质的内部结构，同时电镜观察需要对

被观测样本进行脱水、染色等前期处理，难免会对

生物膜结构和其成分性质产生影响，观测到的结果

会失真，但其优点就是更易分辨细菌生物膜的细菌

细胞聚集。原子力显微镜是通过检测样本表面和

微型力敏感元件之间的极微弱的原子间相互作用

力来实现对物质的表面结构及性质的观测。将一

对微弱力极端敏感的微悬臂一端固定，另一端的微

小针尖接近样本，它们之间的相互作用作用力将使

微悬臂发生形变位移。Ａｎｓａｒｉ等［２１］利用原子力显

微镜观察白色念珠菌的细胞膜形成过程以及枣蜜

对整个过程的作用，结果表明枣蜜对白色念珠菌的

细胞形态以及其形成生物膜的厚度都有影响。

２．３　超声技术　人工关节细菌感染后，细菌以细
菌生物膜的方式存在，假体周围软组织中或关节液

中游离方式存在的细菌很少［２２］。另外由于细菌生

物膜被细胞外基质包裹，游离出的细菌少，进而引

起的感染较为局限，患者全身症状也不明显，往往

普通细菌培养为假阴性结果，使其无法准确诊断或

被误诊。为提高细菌培养的敏感性，目前经超声降

解人工假体表面的生物膜后再进行取样行细菌培

养的技术已得到了广泛临床证实。超声波产生数

以百万的微观气泡，通过关节液传播到关节假体，

这些气泡破裂后，有足够的能力破坏假体上的细菌

生物膜，使细菌进入关节液，进而可以被取样培

养［２３］。因此其相对于普通细菌培养具有更高的培

养敏感性，且对于已应用抗生素的患者，超声裂解

液培养可提高人工关节感染诊断阳性率，同时还能

检测出包括难以培养的厌氧菌、胶状质溶杆菌和一

些目前无法培养的菌种在内的更多的致病菌，得到

更广的细菌谱，具有更短的培养周期，能更及时的

指导临床用药［２４］。Ｔｒａｍｐｕｚ等［２５］做过一项前瞻性

研究，利用超声裂解黏附于３３１例人工关节置换假
体上的细菌生物膜，样本经沉淀后培养，其敏感性

为７９％，而普通细菌培养敏感性为６１％，差异有统
计学意义；对使用抗生素的患者采用同样方法检

测，其超声处理和普通细菌培养敏感性分别为 ７５％
和 ４５％，差异有统计学意义，超声裂解培养液细菌
培养被很多学者接受［２６］。目前有出现将超声波降

解技术与 ＰＣＲ检测技术相结的检测技术，这样能综
合两者的优势［２７］。Ｇｏｍｅｚ等［２８］将超声波降解技术

与 ＰＣＲ检测技术相结合大大提高了敏感性，并有很
高的特异性。Ａｃｈｅｒｍａｎｎ等［２９］使用类似的超声联

合ＰＣＲ方法，将处理液使用多重 ＰＣＲ方法对细菌
ＤＮＡ进行检测，结果提示对于使用了抗生素的患
者，使用多重 ＰＣＲ检测出细菌的阳性率高达
１００％，远高于传统培养的５９％，提示该方法能用来
明确手术期间使用过抗生素患者的病原菌。

２．４　其他非特异性检测技术
２．４．１　核医学技术　近年来随着核医学科的发
展，核医学成像技术也逐渐完善，对诊断人工关节

置换后感染有一定的敏感性，但其特异性还不被大

多数学者接受。核医学成像技术可用来检测关节

假体周围组织的炎性反应。对关节置换术后疼痛

的患者进行检查时，放射性同位素扫描可以鉴别关

节感染和假体无菌性松动。有文献报道［３０］，用高锝

（９９ｍＴｃ）标记单克隆抗体骨扫描对人工关节假体感
染检测有很高的敏感性，其敏感性可达８１％，但其
特异性较低。因为以９９ｍＴｃ标记的单克隆抗体 Ｔａｂ
片断的特异性、准确性较９９ｍＴｃＭＤＰ高，镓６７则正
好敏感性低而特异性高。有研究表明［３１］，将９９ｍＴｃ
与镓６７的结合使用会提高对假体感染诊断的准确
度，并且可同时提高诊断的敏感性和特异性，可高

达９０％以上，也有研究表明，将铟１１１（１１１Ｉｎ）标记
的自体白细胞和９９ｍＴｃ标记的硫胶体骨髓联合进行
骨扫描成像，两者的敏感度和特异度也都有提高，

且准确度也高达９５％，由于其尚不完善，目前仍处
于研究中［３２］。

２．４．２　氟脱氧葡萄糖正电子发射断层扫描（ＦＤＧ

·２７５１· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｓｅｐ，２１（９）



ＰＥＴ）　ＦＤＧＰＥＴ的原理是将人体内代谢必须的物
质（如脱氧葡萄糖）用氟１８等半衰期较短的放射性
核素进行标记，制成显像剂 ＦＤＧ，再将显像剂注入
人体进行扫描成像。由于炎性组织中 ＦＤＧ较正常
组织的蓄积速度快，示踪剂注射２ｈ之内即可完成
整个扫描过程。将其与ＣＴ扫描联合运用可提供更
好的空间分辨率［３３］。有研究表明［３４］，ＦＤＧＰＥＴ扫
描诊断髋关节置换术后假体感染的敏感度为

８２．８％，特异度为８７．３％，但由于部分金属假体影
响，使得计算机断层扫描作用受到限制，易产生伪

影像，故其临床运用价值仍有争议。

３　结语
人工关节置换术术后假体周围细菌生物膜感

染是公认的重大难题，对其诊断一直没有相对统一

的方法。由于细菌生物膜与假体黏附牢固，并且采

取相对缓慢的代谢方式，传统细菌培养检测方法往

往无法获取满意的样本，往往得到假阴性的结构。

分子生物学技术、超声技术以及现代核医学技术都

有其自身的局限性，这也是现在没有统一标准的原

因。随着科学技术的发展，每项诊断技术都将更

新，我们需要取长补短，联合多种诊断手段，尽可能

做到微创、及时、准确诊断人工关节细菌生物膜

感染。
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