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【摘要】 目的 探讨次氯酸对大肠埃希菌生物膜的作用及其对大肠埃希菌感染创面的临床疗

效。 方法 收集从解放军联勤保障部队第 940医院 5个临床科室 2019年 9—12月 25例患者（男

16例、女 9例，年龄 32~67岁）送检标本分离出的大肠埃希菌菌株中细菌生物膜形成能力最强的 1株菌

进 行 实 验 研 究 。 将 大 肠 埃 希 菌 分 别 与 162.96、81.48、40.74、20.37、10.18、5.09、2.55、1.27、0.64、
0.32 μg/mL的次氯酸共培养，筛选次氯酸最低杀菌浓度（MBC）；将大肠埃希菌与筛选的MBC次氯酸分

别作用 2、5、10、20、30、60 min，筛选次氯酸的最短杀菌时间。分别于培养 6、12、24、48、72、96 h，采用

扫描电子显微镜观察大肠埃希菌生物膜形成情况。大肠埃希菌培养 72 h后，分别加入 1、2、4、8、16倍
MBC的次氯酸，筛选次氯酸对大肠埃希菌的最低生物膜清除浓度（MBEC）。于大肠埃希菌中分别加

入 1、2、4、8倍 MBEC的次氯酸及无菌生理盐水，作用 10 min后，采用活/死细菌染色试剂盒检测活、死

细胞数，并计算死菌率（样本数为 5）。2020年 1—12月，解放军联勤保障部队第 940医院烧伤整形外

科收治 41例符合入选标准的感染创面患者，对其进行前瞻性随机对照试验。采用随机数字表法将患

者分为次氯酸组 21例［男 13例、女 8例，年龄（46±14）岁］和聚维酮碘组 20例［男 14例、女 6例，年龄

（45±19）岁］。2组患者分别用 100 μg/mL次氯酸、50 mg/mL聚维酮碘溶液浸透的无菌纱布湿敷，每天

换药 1次。首次换药前、第 10天换药时，取创面及创缘组织，采用琼脂培养法培养细菌并定量分析组

织细菌量。首次换药前和第 3、7、10天换药时，肉眼观察创面渗出量和肉芽组织生长情况并评分。对

数据行单因素方差分析、Dunnett-t检验、独立样本 t检验、Mann-Whitney U检验、Wilcoxon符号秩检验、

χ2检验或 Fisher确切概率法检验。 结果 次氯酸对大肠埃希菌的MBC为 10.18 μg/mL，MBC的次氯

酸对大肠埃希菌的最短杀菌时间为 2 min。培养 6、12 h，大肠埃希菌处于完全游离状态；随着培养时

间的延长，大肠埃希菌逐渐聚集、黏附，至培养 72 h形成成熟的生物膜。次氯酸对大肠埃希菌的

MBEC为 20.36 μg/mL。与 1、2、4、8倍 MBEC的次氯酸作用 10 min后，大肠埃希菌死菌率均明显高于

与无菌生理盐水作用 10 min后（t值分别为 6.11、25.04、28.90、40.74，P<0.01）。第 10天换药时，次氯酸

组患者创面组织细菌量为 2.61（2.20，3.30）×104 集落形成单位（CFU）/g，明显少于聚维酮碘组的

4.77（2.18，12.48）×104 CFU/g（Z=2.06，P<0.05）；次氯酸组和聚维酮碘组患者创面组织细菌量均明显少

于首次换药前的 2.97（2.90，3.04）×106、2.97（1.90，7.95）×106 CFU/g（Z值分别为 4.02、3.92，P<0.01）。第

10天换药时，次氯酸组患者创面渗出量评分明显低于聚维酮碘组（Z=2.07，P<0.05）。与首次换药前比
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较，次氯酸组患者第 7、10天换药时创面渗出量评分均明显降低（Z值分别为−3.99、−4.12，P<0.01），聚

维酮碘组患者第 7、10天换药时创面渗出量评分均明显降低（Z值分别为−3.54、−3.93，P<0.01）。第

10天换药时，次氯酸组患者创面肉芽组织生长评分明显高于聚维酮碘组（Z=2.02，P<0.05）。与首次换

药前比较，次氯酸组患者第 7、10天换药时创面肉芽组织生长评分均明显升高（Z值分别为−3.13、
−3.67，P<0.01），聚维酮碘组患者第 7、10天换药时创面肉芽组织生长评分均明显升高（Z值分别为

−3.12、−3.50，P<0.01）。 结论 次氯酸对游离状态和生物膜状态的大肠埃希菌均有杀灭作用，低浓

度的次氯酸对成熟的大肠埃希菌生物膜可起到快速杀菌作用，且次氯酸浓度越高，杀菌效果越好。

100 μg/mL次氯酸能有效减少患者大肠埃希菌感染创面的细菌负荷，表现为创面渗出的减少、间接促

进肉芽组织生长，较传统外用抗菌剂聚维酮碘疗效更好。

【关键词】 次氯酸； 大肠杆菌； 生物膜； 感染性创面
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of hypochloric acid on Escherichia coli biofilm
and the clinical efficacy of hypochloric acid for wounds with Escherichia coli infection. Methods One
strain of Escherichia coli with the strongest bacterial biofilm forming ability among the strains isolated from
specimens in 25 patients (16 males and 9 females, aged 32−67 years) from five clinical departments of the
940th Hospital of the Joint Logistic Support Force was collected for the experimental study from September to
December 2019. The Escherichia coli was cultured with hypochloric acid at 162.96, 81.48, 40.74, 20.37,
10.18, 5.09, 2.55, 1.27, 0.64, and 0.32 μg/mL respectively to screen the minimum bactericidal concentration
(MBC) of hypochloric acid. The Escherichia coli was cultured with hypochloric acid at the screened MBC for
2, 5, 10, 20, 30, and 60 min respectively to screen the shortest bactericidal time of hypochloric acid. The
biofilm formation of Escherichia coli was observed by scanning electron microscopy at 6, 12, 24, 48, 72, and
96 h of incubation, respectively. After 72 h of culture, hypochloric acid at 1, 2, 4, 8, and 16 times of MBC
was respectively added to Escherichia coli to screen the minimum biofilm eradicate concentration (MBEC) of
hypochloric acid against Escherichia coli. After hypochloric acid at 1, 2, 4, and 8 times of MBEC and sterile
saline were respectively added to Escherichia coli for 10 min, the live/dead bacterial staining kit was used to
detect the number of live and dead cells, with the rate of dead bacteria calculated (the number of samples
was 5). From January to December 2020, 41 patients with infectious wounds meeting the inclusion criteria
and admitted to the Department of Burns and Plastic Surgery of the 940th Hospital of Joint Logistic Support
Force of PLA were included into the prospective randomized controlled trial. The patients were divided into
hypochloric acid group with 21 patients (13 males and 8 females, aged (46±14) years) and povidone iodine
group with 20 patients (14 males and 6 females, aged (45±19) years) according to the random number table.
Patients in the 2 groups were respectively dressed with sterile gauze soaked with hypochloric acid of
100 μg/mL and povidone iodine solution of 50 mg/mL with the dressings changed daily. Before the first
dressing change and on the 10th day of dressing change, tissue was taken from the wound and margin of the
wound for culturing bacteria by agar culture method and quantifying the number of bacteria. The amount of
wound exudate and granulation tissue growth were observed visually and scored before the first dressing
change and on the 3rd, 7th, and 10th days of dressing change. Data were statistically analyzed with one-way
analysis of variance, Dunnett-t test, independent sample t test, Mann-Whitney U test, Wilcoxon signed-rank
test, chi-square test, or Fisher's exact probability test. Results The MBC of hypochloric acid against
Escherichia coli was 10.18 μg/mL, and the shortest bactericidal time of hypochloric acid with MBC against
Escherichia coli was 2 min. Escherichia coli was in a completely free state after 6 and 12 h of culture and
gradually aggregated and adhered with the extension of culture time, forming a mature biofilm at 72 h of
culture. The MBEC of hypochloric acid against Escherichia coli was 20.36 μg/mL. The Escherichia coli
mortality rates after incubation with hypochloric acid at 1, 2, 4, and 8 times of MBEC for 10 min were
significantly higher than that after incubation with sterile saline (with t values of 6.11, 25.04, 28.90, and
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40.74, respectively, P<0.01). The amount of bacteria in the wound tissue of patients in hypochloric acid
group on the 10th day of dressing change was 2.61 (2.20, 3.30)×104 colony forming unit (CFU)/g, significantly
less than 4.77 (2.18, 12.48)×104 CFU/g in povidone iodine group (Z=2.06, P<0.05). The amounts of bacteria
in the wound tissue of patients in hypochloric acid group and povidone iodine group on the 10th day of
dressing change were significantly less than 2.97 (2.90, 3.04)×106 and 2.97 (1.90, 7.95)×106 CFU/g before
the first dressing change (with Z values of 4.02 and 3.92, respectively, P<0.01). The score of wound exudate
amount of patients in hypochloric acid group on the 10th day of dressing change was significantly lower than
that in povidone iodine group (Z=2.07, P<0.05). Compared with those before the first dressing change, the
scores of wound exudate amount of patients in hypochloric acid group on the 7th and 10th days of dressing
change were significantly decreased (with Z values of −3.99 and −4.12, respectively, P<0.01), and the scores
of wound exudate amount of patients in povidone iodine group on the 7th and 10th days of dressing change
were significantly decreased (with Z values of −3.54 and −3.93, respectively, P<0.01). The score of wound
granulation tissue growth of patients in hypochloric acid group on the 10th day of dressing change was
significantly higher than that in povidone iodine group (Z=2.02, P<0.05). Compared with those before the
first dressing change, the scores of wound granulation tissue growth of patients in hypochloric acid group on
the 7th and 10th days of dressing change were significantly increased (with Z values of − 3.13 and − 3.67,
respectively, P<0.01), and the scores of wound granulation tissue growth of patients in povidone iodine group
on the 7th and 10th days of dressing change were significantly increased (with Z values of −3.12 and −3.50,
respectively, P<0.01). Conclusions Hypochloric acid can kill Escherichia coli both in free and biofilm
status. Hypochloric acid at a low concentration shows a rapid bactericidal effect on mature Escherichia coli
biofilm, and the higher the concentration of hypochloric acid, the better the bactericidal effect. The
hypochloric acid of 100 μg/mL is effective in reducing the bacterial load on wounds with Escherichia coli
infection in patients, as evidenced by a reduction in wound exudate and indirect promotion of granulation
tissue growth, which is more effective than povidone iodine, the traditional topical antimicrobial agent.

【Key words】 Hypochloric acid; Escherichia coli; Biofilm; Infectious wounds

感染是影响创面愈合最常见的因素，如果创面

感染无法得到控制，创面可能转变为经久不愈的慢

性创面，甚至诱发脓毒症，是临床创面修复的一大

难题［1］。研究显示，创面肉芽组织上纤维蛋白渗出

降低了抗生素在创面局部的浓度，使得全身应用抗

生素对减少创面细菌负荷的作用受限，而局部外用

抗生素治疗感染性创面因易导致菌株耐药而不被

提倡。创面感染一般由多种致病菌引起，这些致病

菌可形成强大的细菌生物膜。细菌生物膜是创面

愈合过程中的主要障碍，因此研究和开发新一类安

全、广泛有效、低毒性、具有抗生物膜活性、引起抗

生素耐药性低的外用抗菌剂非常必要［2］。

次氯酸是一种天然、广谱、起效快、低浓度时无

细胞毒性的抗菌剂，同时也是人体免疫系统发挥杀

菌作用最重要的组成部分，已被作为抗菌剂应用于

消毒和创面治疗等［3-5］。本研究以解放军联勤保障

部队第 940医院烧伤整形外科送检标本检出率排第

1位的病原菌大肠埃希菌为研究对象，检测次氯酸

的抗大肠埃希菌生物膜活性，并比较次氯酸与常规

外用抗菌剂聚维酮碘对大肠埃希菌感染创面患者

的治疗效果，为临床大肠埃希菌感染创面患者的治

疗及医院感染控制提供依据。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器及试剂来源

162. 96 μg/mL次氯酸原液和 100 μg/mL次氯酸

溶液购自兰州汶河医疗器械研制开发有限公司，

50 mg/mL聚维酮碘溶液购自东莞市中加消毒科技

有限公司，胰蛋白胨大豆肉汤（TSB）购自广东环凯

微生物科技有限公司，Dey/Engley中和肉汤购自上

海瑞楚生物科技有限公司，刚果红购自天津市科密

欧化学试剂有限公司，结晶紫购自青岛高科技工业

园海博生物技术有限公司，活/死细胞染色试剂盒购

自美国 Molecular Probes公司。酶标仪购自北京普

朗新技术有限公司，扫描电子显微镜购自郑州予达

仪器科技有限公司，激光扫描共聚焦显微镜购自日

本奥林巴斯工业有限公司。

1. 2 基础实验

1. 2. 1 菌株的收集与筛选 收集从解放军联勤

保 障 部 队 第 940 医 院 临 床 科 室 2019 年 9—12 月

25例患者（男 16例、女 9例，年龄 32~67岁）送检标本

分离出的大肠埃希菌菌株 25 株，其中泌尿外科

6株、妇产科 5株、ICU 4株、骨科 3株、烧伤整形外科

7株。采用刚果红平板法、结晶紫染色法检测细菌

生物膜形成能力最强的 1株菌作为实验菌株［6-7］。

配制 5×106 CFU/mL的大肠埃希菌菌悬液。
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1. 2. 2 次氯酸针对大肠埃希菌的最低杀菌浓度

（MBC） 参 照 美 国 临 床 和 实 验 室 标 准 协 会

M7-A7需氧菌药物敏感试验的执行标准，以生理盐

水作为稀释液，将 162. 96 μg/mL次氯酸原液，采用

2倍稀释法得到 81. 48、40. 74、20. 37、10. 18、5. 09、
2. 55、1. 27、0. 64、0. 32 μg/mL的次氯酸，将次氯酸

原液和以上 9种浓度的次氯酸分别置于编号为 1~
10的试管中，每管 4. 5 mL。分别加入 0. 5 mL大肠埃

希菌菌悬液，使每管最终菌液浓度为 5×105CFU/mL［8］，
室温下作用 60 min。每管取 100 μL菌悬液，分别加

入含有 900 μL Dey/Engley中和肉汤的离心管中混

匀。10 min后，每管取 100 μL溶液，均匀涂布在营

养琼脂培养皿上，置于恒温培养箱中于 35 ℃培养

24 h，培养皿中菌落数≤5个的最低药物浓度即为次

氯酸的MBC［9］。
1. 2. 3 次氯酸针对大肠埃希菌的最短杀菌时间

取 6支试管，按顺序编号为 1~6，每管加入 4. 5 mL MBC
的次氯酸，再加入 5×106 CFU/mL的大肠埃希菌悬液

0. 5 mL，使每管最终的菌液浓度为 5×105 CFU/mL，室
温下作用 2、5、10、20、30、60 min。每管取 100 μL混

合溶液，加入含有 900 μL Dey/Engley中和肉汤的离

心管中混匀，作用 10 min后，每管取 100 μL混合溶

液，均匀涂布在营养琼脂培养皿上，置于恒温培养

箱中于 35 ℃下培养，培养皿中菌落数≤5个所对应的

最短时间为次氯酸的最短杀菌时间［10］。

1. 2. 4 大肠埃希菌生物膜成膜规律 取配制的

5×106 CFU/mL的大肠埃希菌菌悬液，用 TSB稀释成

1×106 CFU/mL。取 6个直径 3. 5 cm的无菌培养皿作

为细菌生物膜载体，每皿加入上述菌悬液 2 mL，置
于恒温培养箱中于 35 ℃培养，每 24小时更换 TSB
1次。分别于培养 6、12、24、48、72、96 h取出 1个培

养皿，固定、脱水、喷金后于 20 000倍扫描电子显微

镜下观察细菌生物膜形成情况。

1. 2. 5 次氯酸针对大肠埃希菌的最低生物膜清除

浓度（MBEC） 同 1. 2. 4 配制 1×106 CFU/mL的大

肠埃希菌菌悬液，加入 96孔板中，每孔 200 μL，置于

恒温培养箱中于 35 ℃下培养 72 h，每 24小时更换

TSB。用移液器枪头轻柔吸出 96孔板中上清液并用

无菌生理盐水清洗，96孔板的第 2~6行分别加入浓

度为 1、2、4、8、16倍 MBC的次氯酸 200 μL，常温下

作用 10 min后用移液器枪头轻柔吸出混合溶液，每

孔加入 200 μL TSB，置于恒温培养箱中于 37 ℃下培

养 24 h。用移液器枪头吸出 96孔板中菌悬液并用

无菌生理盐水清洗 3次，加入适量结晶紫溶液（10 g/L）
后使用酶标仪检测波长 600 nm处的吸光度值。吸

光度值<0. 1即为生物膜被清除，无细菌生长的次氯

酸 最 低 浓 度 即 为 次 氯 酸 针 对 大 肠 埃 希 菌 的

MBEC［11］。
1. 2. 6 次氯酸抗大肠埃希菌生物膜活性［12］ 同

1. 2. 4配制 1×106 CFU/mL的大肠埃希菌菌悬液，取

5个直径 3. 5 cm的激光共聚焦培养皿，按顺序编号

为 1~5，每皿加入 2 mL菌悬液，置于恒温培养箱中

于 37 ℃下培养 72 h，每 24小时更换 TSB 1次。用移

液器枪头吸弃培养皿中上清液后，用无菌生理盐水

清洗 3次。 1~4号培养皿中分别加入 1、2、4、8倍

MBEC的次氯酸 2 mL作用 10 min，5号培养皿中加

入 2 mL无菌生理盐水作用 10 min。避光条件下使

用适量活/死细胞染色试剂染色，在激光扫描共聚焦

显微镜 60倍镜下观察。 Image-Pro Plus 6. 0图像处

理软件（美国国立卫生研究院）对视野中红绿荧光

面积进行定量分析（红色荧光代表死菌、绿色荧光

代表活菌），并计算死菌率。死菌率=红色荧光面

积÷（绿色荧光面积+红色荧光面积）×100%。每个

标本任意取 5个视野。

1. 3 临床研究

本前瞻性随机对照试验经解放军联勤保障部

队第 940医院伦理委员会批准，批号：2020KYLL
145。患者均签署知情同意书。

1. 3. 1 入选标准 纳入标准：（1）年龄 18~60岁，

性别不限；（2）各种原因导致的皮肤软组织缺损，且

创面分泌物标本细菌培养明确为大肠埃希菌（优势

菌）；（3）创面位于躯干和四肢。排除标准：（1）癌性

创面、窦道性创面、化学烧伤创面、电烧伤创面、放

射性烧伤创面；（2）合并出血性疾病者；（3）合并慢

性骨髓炎等骨组织病变者；（4）对碘或次氯酸过

敏者。

1. 3. 2 临床资料与分组 2020年 1—12月，解放

军联勤保障部队第 940 医院烧伤整形外科收治

41例符合入选标准的感染性创面患者。患者中男

27例、女 14例，年龄（44±15）岁，创面面积 2. 3 cm×
1. 7 cm~3. 1 cm×2. 7 cm，创面类型中动静脉溃疡

3例、糖尿病足创面 9例、压力性溃疡 14例、创伤性

创面 6例、热力烧伤创面 9例。采用随机数字表法

将 41 例 患 者 分 为 次 氯 酸 组 21 例 和 聚 维 酮 碘 组

20例。2组患者性别、年龄、创面面积、创面类型等

一般资料比较，差异均无统计学意义（P>0. 05），
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见表 1。
1. 3. 3 治疗方法 次氯酸组患者创面用100 μg/mL
次氯酸溶液浸透的无菌纱布块湿敷，10 min后揭除

湿敷纱布块，外敷 6层以上无菌纱布（规格为 7 cm×
6 cm），用胶带或绷带固定，每天换药 1次。聚维酮

碘组患者创面用 50 mg/mL聚维酮碘溶液浸透的无

菌纱布块覆盖，其余方法与次氯酸组相同。每次换

药前使用无菌生理盐水浸湿的棉球尽可能清除创

面坏死组织及分泌物。

1. 3. 4 观察指标及疗效判断

1. 3. 4. 1 细菌定量分析 参照文献 [13]进行细

菌定量分析。分别于首次换药前、第 10天换药时，

在无菌条件下移除创面敷料，清除创面坏死组织及

分泌物后，使用无菌手术刀片或组织剪在创缘和创

面中央不同部位切取 0. 3~0. 5 g组织。称重后加入

2 mL生理盐水在无菌条件下匀浆，匀浆液分别用生

理盐水稀释 10、100、1 000、10 000倍，每种稀释液取

100 μL，使用涂布棒均匀涂布于营养琼脂培养皿，

于 37 ℃下培养 24 h后计数培养皿上的菌落数，并计

算组织细菌量。组织细菌量=培养皿上的菌落数×
稀释倍数÷组织重量。

1. 3. 4. 2 创面渗出量评分 参照文献 [14]进行

创面渗出量评分。分别于首次换药前和第 3、7、
10天换药时，肉眼观察创面渗出量并评分。渗出量

评分标准如下，无渗出：换药后 24 h纱布不潮湿，计

0分；少量渗出：换药后 24 h创面渗出液渗透 1层或

2层纱布，计 1分；中量渗出：换药后 24 h创面渗出液

渗透 3层或 4层纱布，计 2分；大量渗出：换药后 24 h
创面渗出液渗透纱布≥5层，计 3分。

1. 3. 4. 3 创面肉芽组织生长情况评分 参照文

献［15］进行项目肉芽组织生长评分。分别于首次

换药前和第 3、7、10天换药时观察创面肉芽组织生

长情况并评分。创面肉芽组织生长评分标准：肉芽

组织晦暗，触之不易出血，分泌物浑浊，计 0分；肉芽

组织水肿、苍白，触之不易出血，分泌物较少，计

1分；肉芽组织新鲜、呈颗粒状，触之易出血，无明显

分泌物，计 2分。

1. 4 统计学处理

采用 SPSS 22. 0统计软件进行分析。计量资料

数据中符合正态分布的数据以 x̄ ± s表示，多个数据

总体比较采用单因素方差分析 ，两两比较采用

Dunnett-t检验；2组间比较采用独立样本 t检验。不

符合正态分布的数据，用 M（Q1，Q3）表示，组间比较

采用 Mann-Whitney U检验，组内比较采用Wilcoxon
符号秩检验。计数资料数据以频数表示，组间比较

采用 χ2检验或 Fisher确切概率法检验（软件自动略

去该统计量值）。P<0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 基础实验结果

2. 1. 1 MBC与最短杀菌时间 次氯酸对大肠埃

希菌的MBC为 10. 18 μg/mL，10. 18 μg/mL的次氯酸

对大肠埃希菌的最短杀菌时间为 2 min。
2. 1. 2 大肠埃希菌生物膜的成膜规律 培养 6、
12 h，大肠埃希菌处于完全游离状态，呈散在分布并

黏附在培养皿表面；随着培养时间的延长，大肠埃

希菌黏附数逐渐增多 ，但尚未形成胞外聚合物

（EPS）。培养 24 h，大肠埃希菌开始聚集、黏附，有

少量的 EPS连接菌体。培养 48 h，大肠埃希菌进一

步聚集、黏附，产生的 EPS进一步增多，呈膜状结构。

培养 72 h，大量大肠埃希菌聚集、黏附在载体表面，

产生的大量 EPS呈大片膜状物并将自身完全包裹，

菌体间隙较小，结构紧密，此时大肠埃希菌形成成

熟生物膜。培养 96 h，一部分大肠埃希菌开始从

EPS中播散、脱落。见图 1。
2. 1. 3 次氯酸对大肠埃希菌的 MBEC 次氯酸

对大肠埃希菌的MBEC为 20. 36 μg/mL。
2. 1. 4 次氯酸抗大肠埃希菌生物膜活性 作用

10 min后，红色荧光面积随次氯酸浓度增加而明显

增加，而绿色荧光面积逐渐减小，见图 2。与生理盐

水及 1、2、4、8倍 MBEC的次氯酸作用 10 min后，大

肠 埃 希 菌 死 菌 率 分 别 为（8. 8±1. 9）% 、（16. 7±
表 1 2组感染性创面患者一般资料比较

组别

次氯酸组

聚维酮碘组

统计量值

P值

例数

21
20

性别（例）

男

13
14
χ2=0.30
0.585

女

8
6

年龄（岁，

x̄ ± s）
46±14
45±19
t=0.20
0.844

创面面积（cm2，
x̄ ± s）
18±5
20±5
t=1.61
0.116

创面类型（例）

动静脉溃疡

2
1

—

1.000

糖尿病足

4
5

压力性溃疡

8
6

外伤创面

2
4

热力烧伤创面

5
4

注：“—”表示无此统计量值
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2. 1）% 、（46. 2±2. 7）% 、（82. 5±5. 3）% 、（95. 8±
4. 3）%，总体比较差异有统计学意义（F=586. 65，P<
0. 001）；与 1、2、4、8倍 MBEC的次氯酸作用 10 min
后，大肠埃希菌死菌率均明显高于与生理盐水作用

10 min后（t值分别为 6. 11、25. 04、28. 90、40. 74，P<
0. 001）。

2. 2 临床研究结果

2. 2. 1 创面组织中的细菌量 2组患者首次换

药前创面组织细菌量相近（P>0. 05）。第 10天换药

时，次氯酸组患者创面组织细菌量明显少于聚维酮

碘组（P<0. 05），2组患者创面组织细菌量均较首次

换药前显著减少（P<0. 01），见表 2。
2. 2. 2 创面渗出量评分 2组患者首次换药前

及 第 3、7 天 换 药 时 创 面 渗 出 量 评 分 均 相 近（P>
0. 05）；第 10天换药时，次氯酸组患者创面渗出量评

分明显低于聚维酮碘组（P<0. 05）。次氯酸组和聚

维酮碘组患者第 3天换药时创面渗出量评分均与首

次换药前相近（Z值分别为−0. 71、−0. 45，P值分别

为 0. 480、0. 655），次氯酸组患者第 7、10天换药时创

面渗出量评分均明显低于首次换药前（Z值分别为

− 3. 99、− 4. 12，P<0. 001），聚 维 酮 碘 组 患 者 第 7、
10天换药时创面渗出量评分均明显低于首次换药

前（Z值分别为−3. 54、−3. 93，P<0. 001）。见表 3。

图 1 培养各时间点临床来源大肠埃希菌生物膜形成情况 扫描电子显微镜×20 000，图中标尺为 10 μm。1A、1B.分别为培养 6、12 h，大
肠埃希菌处于游离状态，呈散在分布并黏附在培养皿表面，未形成胞外聚合物（EPS），图 1B黏附数较图 1A增多；1C.培养 24 h，大肠埃希菌

开始聚集、黏附，有少量的 EPS连接菌体；1D.培养 48 h，大肠埃希菌产生的 EPS进一步增多，呈膜状结构；1E.培养 72 h，大肠埃希菌产生的

大量 EPS呈大片膜状并将自身完全包裹；1F.培养 96 h，一部分大肠埃希菌从 EPS中播散、脱落

表 2 2组感染性创面患者各时间点创面组织细菌量比较

[M（Q1，Q3）]
组别

次氯酸组

聚维酮碘组

Z值

P值

例数

21
20

首次换药前

（×106 CFU/g）
2.97（2.90，3.04）
2.97（1.90，7.95）

0.03
0.979

第 10天换药时

（×104 CFU/g）
2.61（2.20，3.30）
4.77（2.18，12.48）

2.06
0.039

Z值

4.02
3.92

P值

<0.001
<0.001

注：CFU为集落形成单位

注：红色荧光代表死菌，绿色荧光代表活菌，黄色代表活菌和死菌重叠；最低生物膜清除浓度（MBEC）为 20.36 μg/mL

图 2 与无菌生理盐水或 4种浓度的次氯酸作用 10 min后临床来源大肠埃希菌生物膜活性 激光扫描共聚焦显微镜×60，图中标尺为

10 μm。2A.与MBEC的次氯酸作用后，死菌率较低；2B.与 2倍MBEC次氯酸作用后，死菌率较图 2A升高；2C.与 4倍MBEC次氯酸作用后，

死菌率较图 2B升高；2D.与 8倍MBEC次氯酸作用后，死菌率较图 2C升高；2E.与无菌生理盐水作用后，死菌率明显低于图 2A
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2. 2. 3 创面肉芽组织生长情况评分 2组患者

首次换药前和第 3、7天换药时创面肉芽组织生长评

分均相近（P>0. 05）；第 10天换药时，次氯酸组患者

创面肉芽组织生长评分明显高于聚维酮碘组（P<
0. 05）。与首次换药前相比，次氯酸组和聚维酮碘

组患者第 3天换药时创面肉芽组织生长评分均无明

显 变 化（Z 值 分 别 为 − 1. 13、− 0. 82，P 值 分 别 为

0. 257、0. 414），次氯酸组患者第 7、10天换药时创面

肉芽组织生长评分均明显升高（Z值分别为−3. 13、
−3. 67，P<0. 001），聚维酮碘组患者第 7、10天换药

时创面肉芽组织生长评分均明显升高（Z值分别为

−3. 12、−3. 50，P<0. 001）。见表 4。

3 讨论

创面愈合是由体液因子（如生长因子）引发的

一系列细胞增殖爬行的结果［16］。这些细胞增殖爬

行可被组织中的细菌抑制，细胞因子和生长因子也

可被细菌降解［17-18］。研究表明，每克创面组织中的

细菌数量超过 1×105 CFU或至少为 1×106 CFU，这种

高水平的细菌负荷可在没有感染的情况下出现［13］。

发生感染会对创面愈合产生阻碍，控制组织内的细

菌负荷一直很困难［18-20］。研究表明，全身使用抗生

素对降低创面细菌负荷的作用有限［21］。因此，局部

应用外用抗菌剂是减少创面细菌负荷的常用方法。

尽管近几年来人们对抗菌剂的使用频率越来越高，

但在感染创面的治疗领域，对于什么样的抗菌剂是

最佳选择还没有达成共识。

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、

大肠埃希菌等感染创面的治疗是常见临床难题，因

为这些病原体可以形成细菌生物膜，容易出现耐药

现象，最终导致难以控制的感染［22］。这种感染阻碍

了正常的创面愈合 ，并成为创面闭合的主要障

碍［23-24］。由于担心细菌耐药性的发展，外用抗菌剂

作为经常采用的方法之一，优先于局部应用抗生

素。但由于这些外用抗菌剂对宿主及真皮、表皮细

胞的毒性作用可能影响创面愈合过程，仍需寻找一

种安全有效的局部抗菌剂［25］。

聚维酮碘是创面最常用的抗菌剂，但其对创面

修复所必需的胶原蛋白有毒性作用［26-28］。次氯酸是

一种速效、广谱、低浓度时无细胞毒性的抗菌剂，在

人体对抗感染时，可由中性粒细胞和单核细胞产

生，具有广谱抗菌活性，能迅速杀灭微生物［28-29］。次

氯酸可与含硫、含血红素的膜酶及结构蛋白发生不

可逆反应，导致细菌细胞膜呼吸丧失，从而导致细

胞死亡［28，30］。Kim等［31］在体外细胞毒性测试实验

中，使用次氯酸分别处理第 2代正常人鼻腔上皮细

胞 30 min、2 h后，未观察到有细胞出现中毒迹象，说

明次氯酸的细胞毒性低。本研究团队在临床中观

察到，将次氯酸浸湿的纱布覆盖在创面上时，患者

疼痛症状普遍较轻；而使用聚维酮碘浸湿的纱布进

行创面换药时，患者疼痛症状较明显，考虑是聚维

酮碘中游离的碘离子对创面的刺激所致。

本研究基础实验结果显示，次氯酸对大肠埃希

菌的 MBC及最短杀菌时间与既往研究结果［2］相近。

培养 72 h后，本研究观察到大肠埃希菌完全被自身

分泌 EPS包裹，聚集程度最高，故认为此时形成大肠

埃希菌生物膜。培养 96 h，一部分大肠埃希菌开始

从 EPS中播散、脱落，说明大肠埃希菌生物膜开始衰

退。激光扫描共聚焦显微镜观察不同浓度的次氯

酸溶液与大肠埃希菌生物膜作用后的变化，结果显

示随着次氯酸溶液浓度的增加，死菌率逐渐升高，

其中次氯酸溶液在低浓度（20. 37 μg/mL）下即有抗

大肠埃希菌生物膜作用，40. 74 μg/mL次氯酸溶液

对大肠埃希菌生物膜杀菌率接近 50%。次氯酸对

大肠埃希菌的MBEC以及最短杀菌时间为临床中次

氯酸溶液的使用浓度及换药时间提供了依据。因

聚维酮碘对抗细菌生物膜的作用已被证实，故本基

础实验中未设计聚维酮碘组作为对照。

临床研究对次氯酸组与聚维酮碘组感染创面

表 3 2组感染性创面患者创面渗出量评分比较

[分，M（Q1，Q3）]
组别

次氯酸组

聚维酮碘组

Z值

P值

例数

21
20

首次换药

前

2（2，3）
2（2，3）
0.14
0.891

第 3天换

药时

2（2，3）
2（2，3）
0.30
0.762

第 7天换

药时

1（1，2）a

1（1，2）a

0.55
0.584

第 10天
换药时

1（0，1）a

1（1，1）a

2.07
0.038

注：与组内首次换药前比较，aP<0.01

表 4 2组感染性创面患者换药前后创面肉芽组织生长

情况评分比较[分，M（Q1，Q3）]
组别

次氯酸组

聚维酮碘组

Z值

P值

例数

21
20

首次换

药前

1（0，1）
1（0，1）
0.12
0.902

第 3天换

药时

1（0，1）
1（0，1）
0.45
0.654

第 7天换

药时

1（1，2）a

1（1，2）a

0.47
0.639

第 10天
换药时

2（1，2）a

1（1，2）a

2.02
0.043

注：与组内首次换药前比较，aP<0.01
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患者创面组织细菌量、渗出量、肉芽组织生长情况

进行评估比较，结果表明，2组患者创面组织细菌量

在首次换药前大部分在 1×105 CFU/g及以上，表明大

部分创面属于侵入性感染创面［13］。在经过换药治

疗 10 d后，2组患者创面组织细菌量均较治疗前显

著减少，说明 2种外用药物对大肠埃希菌感染创面

的治疗均有效，但次氯酸组患者创面细菌量明显少

于聚维酮碘组，说明次氯酸溶液对细菌的杀灭作用

更强。2组患者创面渗出量在第 7天换药时较首次

换药前均减少，但第 10天换药时，次氯酸组患者创

面渗出量明显少于聚维酮碘组，创面肉芽组织生长

情况较聚维酮碘组改善更明显。这可能与次氯酸

溶液的快速杀菌作用以及其低细胞毒性为肉芽组

织的生长提供良好的微环境有关，而聚维酮碘已被

证实对哺乳动物细胞有毒，对肉芽组织的增殖有阻

碍作用［32-33］。

综上所述，本研究团队认为次氯酸对游离状态

和生物膜状态的大肠埃希菌均有杀灭作用，且起效

迅速，但受生物膜 EPS的影响，杀灭生物膜状态大肠

埃希菌的次氯酸浓度更高。低浓度（20. 37 μg/mL）
的次氯酸对成熟的大肠埃希菌生物膜可起到快速

杀菌作用，且次氯酸的杀菌作用呈浓度依赖性，次

氯酸浓度越高，抗菌杀菌效果越好。次氯酸溶液

（100 μg/mL）能有效减少大肠埃希菌感染创面的细

菌负荷，减轻炎症反应，从而控制创面感染，表现为

创面渗出减少、间接促进肉芽组织生长，且其效果

较传统外用抗菌剂聚维酮碘溶液（50 mg/mL）更好。

然而，本研究基础实验部分仅进行了次氯酸溶液对

体外大肠埃希菌生物膜的抗菌实验，未检测聚维酮

碘是否对大肠埃希菌存在耐药性以及 2种外用药物

抗细菌生物膜能力的差别，这些均可能是造成临床

试验中 2种药物促进创面愈合效果不同的原因。另

外，本研究临床试验部分所纳入的临床病例较少。

在未来的研究中，还需要进一步探讨次氯酸对体内

已形成的大肠埃希菌生物膜是否有类似的破坏作

用并增加临床病例数。
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中性粒细胞来源肝素结合蛋白与髓过氧化物酶

协同诱发严重烧伤早期血管渗漏

引用格式：Liu L,Shao Y,Zhang Y,et al.Neutrophil-derived heparin binding protein triggers vascular leakage and synergizes with myeloperoxidase at the
early stage of severe burns (with video) [J/OL].Burns Trauma,2021,9: tkab030[2022-03-01].https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34646891/.DOI:10.1093/
burnst/tkab030.

严重烧伤过程中 ,由血管渗漏诱发的休克是导致患者死亡的主要原因之一，但血管渗漏的病理生理机制尚不清楚。南京

医科大学附属苏州医院整形外科孙炳伟教授团队近期在《Burns & Trauma》发文《Neutrophil-derived heparin binding protein
triggers vascular leakage and synergizes with myeloperoxidase at the early stage of severe burns (with video)》，该研究通过 ELISA的检

测患者血浆中中性粒细胞相关颗粒蛋白 [肝素结合蛋白（HBP）、髓过氧化物酶（MPO）、中性粒细胞弹性蛋白酶及基质金属蛋白

酶 9以及糖萼分解产物 (透明质酸、硫酸乙酰肝素及多配体聚糖 1)含量，观察到烧伤患者中性粒细胞相关颗粒蛋白和糖萼分解

产物的含量均明显升高。采用体外人微血管内皮细胞-1细胞、小鼠烧烫伤模型及重组 HBP注射模型的研究观察到，HBP可导

致比烧伤更严重的血管渗漏。通过瞬时热刺激模型观察到人来源外周血中性粒细胞分泌 HBP、MPO明显增多，而MPO并不能

单独诱发血管渗漏，但其可以促进 HBP诱导血管通透性增加的程度。进一步分析结果显示，MPO的催化产物——次氯酸能诱

发血管内皮细胞 CD44胞外结构域脱落，进而损伤糖萼。糖萼受损后，则上调血管内皮细胞内细胞间黏附分子 1及血管细胞黏

附分子 1的表达水平，促使中性粒细胞更加牢固黏附，加重血管渗漏。该研究阐明了中性粒细胞来源的 HBP和MPO分别通过

不同途径调控血管内皮细胞和糖萼的新机制，从而为重度烧伤的治疗提供新靶点。

刘双庆，编译自《Burns Trauma》,2021,9：tkab030；姚咏明，审校
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