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Abstract
誗AIM:To observe the influence of free iron, synthetic or
biological iron chelating agent on the formation of
pseudomonas aeruginosa biofilm on the contact lenses.
誗METHODS:Different concentration of free iron, different
concentration and variety classes of synthesis iron and
biological iron chelating agent were added into
pseudomonas aeruginosa biofilm, and then the clump
count on the biofilm was detected.
誗RESULTS:Low concentration of free iron increased the
adhesive capacity of the bacterial, with 10滋mol / L of iron
had the most obvious effect. 0. 1滋mol / L of EDTA and
lactoferrin significantly inhibited the bacterial count of
pseudomonas aeruginosa biofilm.
誗 CONCLUSION: Low concentration of free iron can
promote the bacterial count of pseudomonas aeruginosa
biofilm on the contact lens, the lack iron circumstance
which formed by finite concentration lactoferrin and
EDTA can prevent the formation of the biofilm.
誗KEYWORDS:pseudomonas aeruginosa; biofilm; contact
lens; iron ion
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摘要
目的:观察游离铁、合成或生物铁螯合剂对隐形眼镜铜绿
假单胞菌生物膜形成的影响。
方法:铜绿假单胞菌生物膜中加入不同浓度的游离铁、不
同浓度及不同种类的合成铁和螯合铁条件下定量检测生
物膜上的菌落数。
结果:低浓度游离铁离子的作用可以增强细菌的黏附量,
以 10滋mol / L 铁离子的作用最明显。 0. 1滋mol / L EDTA 和
乳铁蛋白可明显抑制铜绿假单胞菌生物膜的菌数。
结论:低浓度游离铁离子的作用可以促进隐形眼镜铜绿
假单胞菌生物膜形成,而一定浓度的乳铁蛋白及 EDTA
形成的缺铁情况下可阻止该生物膜的形成。
关键词:铜绿假单胞菌;生物膜;隐形眼镜;铁离子
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0 引言
摇 摇 当今在全球有 1. 25 ~ 1. 40 亿隐形眼镜的配戴
者[1,2],其中,在全球市场中以使用硅水凝胶镜片作为延
长配戴时间的主要隐形眼镜镜片类型[3]。 然而,这些高
分子材料的引入也没有解决由其导致的眼部感染和炎症
问题,细菌性角膜炎的发病率并没有改变[4-6]。 铜绿假单
胞菌是配戴隐形眼镜引起细菌性角膜炎的主要致病
菌[7,8],该菌有附着隐形眼镜并随后形成生物膜(biofilm,
BF)的能力,该生物膜延长了病原体与眼睛的表面接触,
提高了其致病性。 因此,研究预防和延迟铜绿假单胞菌
形成生物膜策略是非常迫切的。 近年来,研究发现铁离
子在铜绿假单胞菌 BF 的形成过程中起到至关重要的作
用,铁是微生物生长必需的微量元素之一,细胞内许多的
蛋白质都是含铁蛋白质。 本课题主要研究使用不同浓度
的游离铁、不同浓度的合成或生物铁螯合剂对隐形眼镜
铜绿假单胞菌生物膜形成的影响。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 实验菌株为铜绿假单胞菌(ATCC 9027 ),由
中国医学菌种保藏中心提供。 主要试剂: Na2HPO4, KH2PO4

(广州化学试剂厂);胰蛋白胨大豆肉汤培养基(TSB,广
东环凯微生物科技有限公司);MH 培养基(OXID)。 激
光扫描共聚焦显微镜 (Randianee2100,Biorad,美国),比
浊仪(法国 bioMerieux 公司),12 孔细胞培养板 (美国
Costar 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 铜绿假单胞菌生物膜形成模型的构建摇 硅水凝胶
镜片经 PBS 冲洗后,放置于每孔含 4mL 铜绿假单胞菌菌
悬液的 12 孔细胞培养板中 37益培养 2h,当镜片黏附有
铜绿假单胞菌(黏附期)时,取出这些黏附细菌的镜片经
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 硅水凝胶镜片上铜绿假单胞菌各时间组细菌黏附结果

黏附时间(h) 0 2 6 20 24
黏附菌数(cfu /片) 9. 20伊105 3. 10伊106 1. 73伊107 1. 74伊107 1. 70伊107

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 硅水凝胶镜片上铜绿假单胞菌加入不同浓度游离铁后细菌黏附结果

游离铁浓度(滋mol / L) 0 1 10 100 1000
黏附菌数(cfu /片) 1. 81伊106 3. 20伊106 a 5. 40伊106 3. 35伊106 1. 27伊106

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 aP<0. 05 vs 0,10滋mol / L 组。

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 3摇 加入不同浓度合成剂 EDTA后细菌黏附结果

EDTA 浓度(滋mol / L) 0 0. 1 0. 5 2. 5
黏附菌数(cfu /片) 2. 46伊106 1. 64伊106 1. 91伊106 2. 55伊106

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 4摇 加入不同浓度螯合剂乳铁蛋白后细菌黏附结果

乳铁蛋白浓度(滋mol / L) 0 0. 1 0. 5 2. 5
黏附菌数(cfu /片) 2. 46伊106 1. 02伊106 1. 83伊106 2. 49伊106

摇 摇 摇 表 5摇 正常状态、缺铁环境和部分缺铁环境下铜绿假单胞菌生物膜生长情况

分组 正常状态
0. 1滋mol / L

EDTA
0. 1滋mol / L

乳铁

0. 1滋mol / L EDTA +
10滋mol / L FeCl3

0. 1滋mol / L 乳铁蛋白+
10滋mol / L FeCl3

黏附菌数(cfu /片) 1. 88伊106 5. 80伊105 4. 50伊105 1. 25伊106 7. 80伊105

PBS 冲洗后,放置含 1%TSB 液体培养基于摇床中 120r / min,
37益培养 0,2,6,20,24h。 用 PBS 洗下细菌生物膜转移到
1. 5mL 离心管中进行定量检测,生物膜经超声波 5min 振
荡后,用 PBS 连续稀释接种在 MH 琼脂平板上,37益培养
24h 计数菌落数。
1. 2. 2 不同浓度的游离铁 FeCl3对生物膜的影响摇 将上述
生物膜形成模型建立方法的 TSB 液体培养基中分别加入
0,1,10,100,1 000滋mol / L FeCl3,在 37益摇床中培养 24h,
定量检测菌落数。
1. 2. 3 不同浓度及不同种类的合成铁和生物铁螯合剂对
生物膜的影响摇 将上述生物膜形成模型建立方法的 TSB
液体培养基中加入 10滋mol / L FeCl3,再分别加入 0. 1,0郾 5,
2. 5滋mol / L 的合成铁螯合剂 EDTA 和生物铁螯合剂乳铁
蛋白,在 37益摇床中培养 24h,定量检测生物膜上菌落数。
1. 2. 4 正常状态、缺铁环境和部分缺铁环境下铜绿假单胞
菌生物膜生长情况摇 将上述生物膜形成模型建立方法的
TSB 液体培养基中不加任何试剂 (正常状态)、加入
0郾 1滋mol / L 合成铁螯合剂 EDTA(缺铁环境)、0. 1滋mol / L
生物铁螯合剂乳铁蛋白(缺铁环境)、10滋mol / L FeCl3 +
0郾 1滋mol / L 合 成 铁 螯 合 剂 EDTA ( 部 分 缺 铁 环 境 )、
10滋mol / L FeCl3 +0. 1滋mol / L 生物铁螯合剂乳铁蛋白(部
分缺铁环境),在 37益摇床中培养 24h,定量检测生物膜上
的菌落数。
1. 2. 5 扫描电镜观察隐形眼镜上的铜绿假单胞菌生物膜
摇 铜绿假单胞菌在隐形眼镜上形成生物膜后,进行标本观
察前处理:(1)2%戊二醛固定 40min;(2)1% 四氧化锇泡
90min;(3)0. 1mol / L PBS 漂洗 10min;(4)1% 单宁酸浸泡
30min伊 2 次; (5) 500mL / L 乙醇浸泡 30min 伊 2 次; (6)
700mL / L 乙醇浸泡 30min 后,浸于 700mL / L 乙醇过夜;
(7) 700mL / L 乙醇浸泡 30min; (8 ) 900mL / L 乙醇浸泡
30min伊2 次;(9)1000mL / L 乙醇浸泡 30min伊2 次;(10)醋
酸异戊酯浸泡过夜;(11)临界点干燥;(12)离子溅射
镀膜。

1. 2. 6 激光共聚焦扫描显微镜观察隐形眼镜上的铜绿假
单胞菌生物膜摇 将生长有铜绿假单胞菌生物膜的隐形眼
镜转移到含荧光染色剂的 12 孔细胞培养板中,在与染料
孵化后,放置在一个 35mm 直径的玻璃培养皿中,在激光
共聚焦扫描显微镜(CSLM)下观察。 每个生物膜标本逐
层扫描,通过随机附带的专业软件处理,得到生物膜的断
层扫描图像。
2 结果
2. 1 不同时间铜绿假单胞菌黏附结果摇 由表 1 可见,硅水
凝胶镜片上的铜绿假单胞菌在 TSB 液体培养基中培养
20h 后细菌的黏附数量最多,培养 20 ~ 24h 细菌的黏附数
量基本稳定,不再变化。
2. 2 加入不同游离铁 FeCl3浓度后各组生物膜上的细菌黏
附结果摇 由表 2 可见,低浓度游离铁离子的作用可以增强
细菌的黏附量, 10滋mol / L 铁离子的作用最明显,游离铁
离子浓度超过 100滋mol / L 后,反而抑制细菌的黏附和生物
膜形成。
2. 3 加入不同浓度的铁合成剂和铁螯合剂后生物膜上的
细菌黏附结果摇 由表 3,4 可见,加入 0. 1滋mol / L 的 EDTA
和乳铁蛋白后可明显抑制铜绿假单胞菌生物膜的菌数,但
EDTA 和乳铁蛋白浓度达到 0. 5滋mol / L 后,生物膜上的菌
数反而增加。
2. 4 正常状态、缺铁环境和部分缺铁环境下铜绿假单胞菌
生物膜生长情况摇 由表 5 可见,缺铁环境下铜绿假单胞菌
生物膜菌数明显下降低,加入游离铁形成部分缺铁环境
后,生物膜菌数较缺铁环境下显著增加。
2. 5 扫描电镜子观察正常状态、缺铁环境和部分缺铁环境
下铜绿假单胞菌生物膜的微观形态摇 正常状态可见铜绿
假单胞菌呈短杆状,聚集成团,为浓厚的黏液样物质紧密
包绕,生物膜形态完整。 在 EDTA 造成的缺铁状态下,铜
绿假单胞菌只能形成散在小菌团;且在缺铁条件下加入少
量铁离子后仍存在散在单个菌落,但菌团数量明显增加
(图 1)。 在乳铁蛋白造成的缺铁环境下,形成的菌团小且
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摇 摇 摇 摇 摇 图 1摇 不同浓度铁离子下铜绿假单胞菌生物膜的微观形态( 伊3500) 摇 A:正常环境;B:缺铁环境(加入
摇 摇 摇 摇 摇 0. 1滋mol / L EDTA);C:部分缺铁环境(0. 1滋mol / L EDTA+10滋mol / L FeCl3)。

摇 摇 摇 摇 摇 图2摇 不同浓度铁离子下铜绿假单胞菌生物膜的微观形态(伊3500)摇 A:正常环境;B:缺铁环境(加入 0. 1滋mol / L
摇 摇 摇 摇 摇 乳铁蛋白);C:部分缺铁环境(0. 1滋mol / L 乳铁蛋白+10滋mol / L FeCl3)。

摇 摇 摇 摇 摇 图 3摇 不同浓度铁离子下铜绿假单胞菌生物膜的微观形态摇 A:正常环境;B:部分缺铁环境(0. 1滋mol / L EDTA+
摇 摇 摇 摇 摇 10滋mol / L FeCl3);C:缺铁环境(加入 0. 1滋mol / L EDTA)。

摇 摇 摇 摇 摇 图 4摇 不同浓度铁离子下铜绿假单胞菌生物膜的微观形态摇 A:正常环境;B:部分缺铁环境(0. 1滋mol / L
摇 摇 摇 摇 摇 乳铁蛋白+10滋mol / L FeCl3);C:缺铁环境(加入 0. 1滋mol / L 乳铁蛋白)。

稀疏,仅有单个菌体附在硅胶膜表面,连菌团也未能形成
(图 2)。
2. 6 激光共聚焦扫描显微镜观察铁离子对铜绿假单胞菌
生物膜形成的影响摇 如图 3,CSLM 三维成像结果显示,经
过 24h 培养后,正常环境中铜绿假单胞菌形成多数大块状
隆起(图中绿色为存活的细菌发出的绿色荧光),为成熟

的被膜形态(图 3A); 在 EDTA 造成的缺铁状态下,不但
黏附的绿色物质明显减少,隆起的厚度也显著的降低
(图 3C)。 铜绿假单胞菌在铁离子浓度回升时,显示出
被膜形成增多的趋势(图 3B,4B)。 在乳铁蛋白造成的
缺铁环境下,菌落数量急剧减少,几乎成点状分布
(图 4C) 。
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3 讨论
3. 1 铁离子对隐形眼镜上铜绿假单胞菌生物膜形成的影
响摇 研究发现,铁离子在铜绿假单胞菌生物膜的形成过程
中起到至关重要的作用,铁是微生物生长必需的微量元素
之一,观察加入不同游离铁 FeCl3浓度后各组生物膜上的
细菌黏附结果发现,低浓度游离铁离子的作用可以增强细
菌的黏附量, 以 10滋mol / L 铁离子的作用最明显,说明在
10滋mol / L 铁离子的作用下最有助于铜绿假单胞菌生物膜
的形成。
3. 2 合成铁和生物铁螯合剂对隐形眼镜上铜绿假单胞菌
生物膜的影响摇 将铜绿假单胞菌生物膜形成模型建立方
法的 TSB 液体培养基中加入 10滋mol / L FeCl3,再分别加入
0. 1,0. 5滋mol / L 和 2. 5滋mol / L 的合成铁螯合剂 EDTA 和
生物铁螯合剂乳铁蛋白,在 37益摇床中培养 24h,定量检
测生物膜上菌落数。 观察发现乳铁蛋白及 EDTA 能阻止
铜绿假单胞菌生物膜的形成,加入 0. 1滋mol / L 的 EDTA 和
乳铁蛋白后可明显抑制铜绿假单胞菌生物膜的菌数,但
EDTA 和乳铁蛋白浓度达到 0. 5滋mol / L 后,生物膜上的菌
数反而增加,提示在一定浓度下乳铁蛋白及 EDTA 通过对
游离铁的多价螯合作用可阻止生物膜的形成。
3. 3 正常状态、缺铁环境和部分缺铁环境下对铜绿假单胞
菌生物膜生长的影响摇 观察正常状态、缺铁环境和部分缺
铁环境下铜绿假单胞菌生物膜的生长情况,发现缺铁环境
下铜绿假单胞菌生物膜菌数明显降低,加入游离铁形成部
分缺铁环境后,生物膜菌数较缺铁环境下显著增加。 说明
在造成缺铁的情况下,可以明显减少铜绿假单胞菌生物膜

菌数。
摇 摇 综上所述,通过研究游离铁及合成或生物铁螯合剂对
铜绿假单胞菌生物膜形成的影响,可以探索预防隐形眼镜
上该生物膜形成的方法,寻找更加有效的方法来消灭已经
形成的生物膜病原体,减少使用隐形眼镜后造成的眼部感
染,让人们能够更加安全地使用隐形眼镜。
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