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一氧化氮缓释二氧化硅纳米颗粒对内镜
生物膜的清除效果及其临床应用评价

徐海丽 1 蔡振寨 2 杨锦红 3 包其郁 4 林李淼 2

1温州医科大学附属第二医院门诊部，温州 325000；2温州医科大学附属第二医院消化内

科，温州 325000；3温州医科大学附属第二医院临床检验中心，温州 325000；4温州医科

大学检验医学院 生命科学学院微生物与免疫学教研室，温州 325000
通信作者：林李淼，Email：13957718687@139.com

【摘要】　目的　探讨一氧化氮（Nitric Oxide，NO）缓释二氧化硅纳米颗粒（简称NO缓释剂）对内

镜生物膜的清除效果及其临床应用评价。方法　选择院内临床使用中的消化内镜 160件，随机分为

两组：清洗剂组 80件，采用清洗剂对内镜进行消毒处理；NO组 80件，采用NO缓释剂对内镜进行消毒

处理。另建模型组，采用铜绿假单胞菌生物膜模型，用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered solution，
PBS）处理，作为对照。先在体外层面，构建内镜管腔铜绿假单胞菌生物膜模型，经NO缓释剂处理后

采用扫描电镜观察生物膜微结构，采用活菌计数法分析NO缓释剂对生物膜细菌的清除效果，再在临

床层面，通过分析清洗后临床内镜的蛋白残留测定、菌落计数及ATP生物荧光检测评价NO缓释剂对

内镜的实际消毒效果。结果　扫描电镜观察，模型组生物膜完整，NO组和清洗剂组生物膜表面可见散

落杆菌。平均标准菌落数，与模型组［（4.86±2.67）×106菌落形成单位（colony⁃forming units，CFU）/mL］
比，NO 组［（1.37±0.61）×104 CFU/mL］和清洗剂组［（1.31±0.21）×105 CFU/mL］均显著降低（清洗剂组比

模型组，P=0.009；NO组比模型组，P=0.008），且NO组比清洗剂组更低，组间差异有统计学意义（清洗

剂组比NO组，t=9.53，P=0.000 6）。临床消化内镜层面，残留蛋白，NO组处理前后分别为（8.03±1.47）mg/mL、
（0.50±0.37）mg/mL，清洗剂组处理前后分别为（8.01±1.51）mg/mL、（0.91±0.52）mg/mL，各组处理前

后比较差异有统计学意义（P<0.01），且 NO 组降低幅度更大。临床内镜分别经 NO 缓释剂与清洗

剂处理，NO 组与清洗剂组的消毒在合格范围内，但 NO 组的 ATP 生物荧光值［（78.56±42.59）RLU］、

蛋白残留量［（0.50±0.37）mg/mL］与菌落计数量［（7.55±4.56）CFU］均显著低于清洗剂组［（120.80±
54.00）RLU，（0.91±0.52）mg/mL，（11.50±4.75）CFU］，差异均有统计学意义（P 均 <0.01）。结论　

NO 缓释剂能够有效清除内镜生物膜，提高内镜消毒效果，可能对改善患者的诊疗效果及预后具

有重要意义。

【关键词】　消毒；　生物膜；　一氧化氮；　二氧化硅；　纳米技术

基金项目：温州市基础性科研项目（Y20190068）

Cleansing effect of NO sustained⁃release silica nanoparticles on endoscopic biofilm and its clinical 
application 
Xu Haili1, Cai Zhenzhai2, Yang Jinhong3, Bao Qiyu4, Lin Limiao2

1 Outpatient Department, The Second Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, Wenzhou 325000, 
China; 2 Department of Gastroenterology, The Second Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, 
Wenzhou 325000, China; 3 Department of Clinical Laboratory, The Second Affiliated Hospital of Wenzhou 
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Medical University, Wenzhou 325000, China; 4 Department of Microbiology and Immunology, School of 
Laboratory Medicine and Life Science, Institute of Biomedical Informatics, Wenzhou Medical University, 
Wenzhou 325000, China
Corresponding author: Lin Limiao, Email: 13957718687@139.com

【Abstract】  Objective　 To explore the cleansing effect of Nitric Oxide (NO) sustained-release 
silica nanoparticles (short for NO sustained-release agent) on endoscopic biofilm and its clinical application. 
Methods　A total of 160 clinical endoscopes were randomly divided into two groups: the cleansing agent 
group (80 pieces, disinfected with cleansing agents), NO group (80 pieces, disinfected with NO 
sustained-release agent). A biofilm model of Pseudomonas aeruginosa was constructed and used as the 
control for phosphate buffered solution (PBS) treatment. A biofilm model of Pseudomonas aeruginosa on the 
surface of endoscopic lumen was built first in vitro. Scanning electron microscopy was then used to observe 
the microstructure of biofilm after treatment with NO sustained-release agent. Viable counting method was 
used to evaluate the cleansing effect of NO sustained-release agent on biofilm. Finally, at the clinical level, 
the actual disinfection effect of NO sustained-release agent on clinical endoscopy was evaluated by detecting 
the protein residues, viable counting and adenosine triphosphate (ATP) biofluorescence detection. Results　
The scanning electron microscopy showed that the biofilm was intact in the model group, but scattered 
bacteria were observed on the biofilm surface in the NO group and the detergent group. Compared with the 
model group [(4.86±2.67)×106 (colony-forming units, CFU)/mL], the standard CFUs of the NO group [(1.37±
0.61) ×104 CFU/mL] and the detergent group [(1.31±0.21) ×105 CFU/mL] were significantly lower (detergent 
group VS model group, P=0.009; NO group VS model group, P=0.008), and there was significant difference 
between the detergent group and the model group (t=9.53, P=0.000 6). The levels of residual proteins in the 
endoscopic lumens before and after the treatment were 8.03±1.47 mg/mL and 0.50±0.37 mg/mL in the NO 
group, 8.01±1.51 mg/mL and 0.91±0.52 mg/mL in the detergent group with significant difference (P<0.01), 
and the reduction effect of the NO group was more significant. The disinfection of NO group and cleaning 
agent group was within the qualifying range, but the ATP bioluminescence value, protein residue and colony 
count of NO group (78.56±42.59 RLU, 0.50±0.37 mg/mL, 7.55±4.56 CFU) were significantly lower than 
those of detergent agent group (120.80±54.00 RLU, 0.91±0.52 mg/mL, 11.50±4.75 CFU, P<0.01). 
Conclusion　NO sustained-release agent can effectively clear endoscopic biofilm and further improve the 
disinfection effect on endoscopes, which may be of great significance for improving the effects on treatment 
and prognosis of patients.

【Key words】 Disinfection; Biofilms; Nitric oxide; Silicon dioxide; Nanotechnology
Fund program: Wenzhou Basic Scientific Research Project (Y20190068)

细菌生物膜是由细菌及其自身分泌的胞外多

糖基质所组成，不可逆地黏附于非生物或生物的表

面，大多数清洗液很难通过［1］。内镜作为一种侵入

性、微创性的诊治工具已广泛应用于临床，因其结

构复杂、材质多数不耐高温、易腐蚀等特点，故其清

洗、消毒及灭菌都较困难，易形成生物膜［2］。细菌

生物膜可造成内镜及外科器械清洗、消毒失败，导

致患者间发生交叉感染，增加患者的死亡率及医疗

费用，成为医源性感染的潜在危险因素，而生物膜

的清除效果直接影响到内镜的消毒质量。研究表

明，在许多细菌中，一氧化氮（Nitric Oxide，NO）的

纳摩尔水平可调控许多细菌生物膜的形成，NO 介

导的通路是抑制生物膜形成的潜在途径［3⁃4］。本研

究通过构建 NO 缓释二氧化硅纳米颗粒（简称 NO
缓释剂），分别对模拟生物膜和临床内镜进行处理，

观察其对内镜生物膜的清除效果，探讨其临床应用

价值。

资料与方法

一、材料和设备

实验室用铜绿假单胞菌（ATCC 15442）由中国

科学院微生物菌种保藏管理中心提供，聚四氟乙烯

管作为内径管腔的载体，甲醇钠（80117525）、溴化

钾（10016018）、正 硅 酸 乙 酯（80124118）、乙 醇

（80176961）、甲 醇（10014108）、醋 酸 异 戊 酯

（10003128）等均购自国药集团。戊二醛（G1102）
购 自 Servicebio，锇 酸（18459）购 自 Osmium 
Tetroxide，磷酸缓冲液（P1010）购自北京索莱宝，生

物膜清洗液（山东利尔康医疗科技股份有限公司），

BCA 蛋白检测试剂盒（P0011）购自碧云天。使用

Quorum 公司 K850 型临界点干燥仪、IXRF 公司

MSP⁃2S型离子溅射仪、Hitachi公司 SU8100型扫描

电子显微镜、ATP 荧光检测仪为 Clean—TraceTM 
NGi型荧光检测仪（3M公司）。
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二、方法

1.构建体外内镜铜绿假单胞菌生物膜模型：制

备含（1~10）×105 菌落形成单位（colony ⁃ forming 
units，CFU）/mL 铜绿假单胞菌营养肉汤菌悬液

400 mL。将聚四氟乙烯管、硅胶管截成 2 cm一段，

脱脂处理，灭菌后备用。无菌操作，将 2 种管材交

叉连接成2 m，进液端硅胶管与蠕动泵连接后，经另

一端回流到三角瓶形成一个封闭式循环，菌液以

35 r/min的转速在管腔持续循环 7~8 h/d，每隔 24 h
更换 400 mL 营养肉汤，三角烧瓶以水浴控制温度

在37℃，培养5~7 d。
2.NO 缓释剂制备方法［5⁃6］：先制备氨基烷氧基

硅烷溶液，氩气（Ar）冲洗以去除溶液中的氧气，反

应瓶加压至 5 个标准大气压的 NO，连续搅拌硅烷

溶液3 d。用Ar清除箱内未反应的NO，制备硅烷溶

液；将硅烷添加到乙醇和氨催化剂，4℃ 混合

30 min，离心收集（5 000 rpm，5 min）沉淀纳米颗粒，

用乙醇清洗 5次，置于干燥环境条件下 1 h，储存于

-20℃密封的容器中。

3.设置组别

（1）模拟生物膜试验：模型组，采用铜绿假单胞

菌 生 物 膜 模 型 ，用 磷 酸 盐 缓 冲 液（phosphate 
buffered solution，PBS）处理，作为对照。清洗剂组，

对铜绿假单胞菌生物膜模型采用清洗剂处理。NO
组，对铜绿假单胞菌生物膜模型采用 NO 缓释剂

（50 mg/L）处理。

（2）临床内镜清洗试验：选择院内临床使用中

的消化内镜 160件，随机（隐去相关临床信息后，无

差别抽取其中 80件，留下的 80件就作为另外一组）

分为两组，每组 80 件：清洗剂组，采用清洗剂对内

镜进行消毒处理；NO组，采用 NO缓释剂对内镜进

行消毒处理。具体消毒流程参照 2016年国家卫生

和计划生育委员会发布的《软式内镜清洗消毒技术

规范》WS507⁃2016（简称规范）［7］。
4.观察指标

（1）扫描电镜观察生物膜情况：按上述分组处

理内镜生物膜 6 h，聚四氟乙烯模拟管腔纵向剖开，

固定液 4℃固定过夜，倒掉固定液，PBS漂洗 3次，每

次 15 min。用 1%的锇酸溶液固定 1~2 h，倒掉固定

液，PBS 漂洗 3 次，每次 15 min。用梯度浓度为

30%、50%、70%、80%、90%、95%、100%的乙醇溶液

分别进行脱水处理，每种浓度处理 15 min；乙醇与

醋酸异戊酯混合液（1∶1）处理 30 min，纯乙酸异戊

酯处理 1~2 h，将样本放入临界点干燥仪内进行干

燥后紧贴于导电碳膜双面胶上放入离子溅射仪样

品台上进行喷金约 30 s，扫描电镜观察 3组生物膜

情况。

（2）细菌学监测：按上述分组处理内镜生物膜

6 h，无菌生理盐水冲内镜模拟管腔以去除管壁上

未附着的浮游菌，用无菌手术刀片将生物膜载体聚

四氟乙烯管纵向剖开后，用无菌小棉签擦拭剖面，

将棉签与聚四氟乙烯管片一并放入 5 mL PBS溶液

的试管中，充分振荡洗脱，将洗脱液经适当稀释

（10 倍，100 倍，1 000 倍，10 000 倍，100 000 倍），选

取适当稀释度接种平板，置 37℃培养 48 h，读取菌

落数（CFU/mL），并按照稀释度折算洗脱液 1 mL中

的菌落数进行比较。

（3）临床内镜消毒效果分析：a.残留蛋白检测：

收集洗脱液，采用BCA蛋白定量试剂盒（Beyotime，
P0011）检测蛋白含量。b.内镜活检孔三磷酸腺苷

（ATP）水平检测：内镜经 NO 缓释剂及清洗剂处理

前后均进行采样，即向内镜活检孔注入 50 mL无菌

生理盐水，收集活检孔出口处的生理盐水后迅速挤

入裂解液及荧光素酶，采用ATP生物荧光技术检测

处理前后内镜活检孔的 ATP水平。检测结果以相

对光单位（relative light unit， RLU）表示，消毒合格

判定标准≤200 RLU。

（4）消毒合格率：采用细菌培养技术法测定消

毒效果，以消毒前后内镜的细菌检出率为指标计算

清洗剂组和 NO 组的消毒合格率（菌落总数 ≤
20 CFU/件且未检出致病菌为合格，合格率=合格件

数/总件数×100%。）。

5.统计分析：采用Prism 9.0统计软件进行数据

分析，满足正态分布的计量资料以 x̄±s表示，两组间

比较采用独立样本 t检验，不同组间两两比较采用

单因素方差分析（One⁃way ANOVA）中的LSD法（最

小显著性法），P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. 扫描电镜观察生物膜情况。扫描电镜下观

察，模型组细菌生物膜完整，膜结构紧密、复杂、相

互联系（图 1A）。与模型组比，使用清洗剂和NO缓

释剂处理后的生物膜均有不同程度瓦解，瓦解的膜

表面可见散落的杆菌（图 1B、1C）。与清洗剂组比，

NO 组膜表面的散落杆菌明显多于清洗剂组，表明

相比较清洗剂组，NO 更能破坏细菌生物膜的完

整性。

2.平均标准菌落数。实验处理前，3组检菌落

数差异无统计学意义（P>0.05）。实验处理后，相比
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对应处理前，清洗剂组和 NO组处理后均显著性降

低（清洗剂组：t=3.43，P=0.026；NO 组：t=4.09，P=
0.015）。与模型组［（4.86±2.67）×106 CFU/mL］比，

清 洗 剂 组 ［（1.31±0.21）×105 CFU/mL］和 NO 组

［（1.37±0.61）×104 CFU/mL］的平均标准菌落数均显

著降低（模型组比清洗剂组，P=0.009；模型组比NO
组，P=0.008），且NO组的平均标准菌落数比清洗剂

组更低。对于 NO组和清洗剂组，两组间比较差异

有统计学意义（t=9.53，P=0.000 6），见表 1。表明相

比清洗剂组，NO组更能降低生物膜中细菌菌落数。

3. 内镜蛋白残留。清洁处理前，清洗剂组

［（8.01±1.51）mg/mL］和 NO 组［（8.03±1.47）mg/mL］
的残留蛋白差异无统计学意义（t=0.12，P=0.90）；经

NO、清洗剂处理后，清洗剂组［（0.91±0.52）mg/mL］
和NO组［（0.50±0.37）mg/mL］的残留蛋白较处理前

显著减少（NO 组处理前比处理后，t=39.66，P<
0.001；清 洗 剂 处 理 前 比 处 理 后 ，t=46.36，P<
0.000 1），NO组降低幅度更大。相比清洗剂组，NO
组残留蛋白显著降低（NO 处理后组比清洗剂处理

后组，t=5.62，P<0.000 1），见表 2。结果显示，相比

传统的清洗剂消毒处理组，NO 缓释剂处理更能降

低内镜中的残留蛋白。

4.ATP 检测内镜消毒情况。ATP 荧光检测显

示 ，清 洗 剂 组［（120.80±54.00）RLU］和 NO 组

［（78.56±42.59）RLU］消毒均合格（RLU值均≤200）。

相比清洗剂组，NO组 ATP检测的 RLU值明显更低

（t=5.49，P<0.01），表明 NO 组能更高效地实现内镜

的灭菌。

5.菌落计数检测内镜消毒情况。菌落计数显示，

清洗剂组［菌落总数（11.50±4.75）CFU/件］和 NO 组

［菌落总数（7.55±4.56）CFU/件］消毒均合格（菌落总

数≤20 CFU/件且未检出致病菌为合格）。相比清洗剂

组，NO组菌落总数明显更低（t=5.36，P<0.01），表明

NO组能更有效地实现内镜的消毒。结果显示，ATP
荧光检测法和菌落计数法评估采用不同方式进行内

镜消毒的结论一致（即 NO组显著优于清洗剂组）。

后采用 SPSS 10.0将ATP荧光检测得到的ATP⁃RLU
值和菌落计数得到的菌落总数进行 spearman相关性

分析，显示ATP数据和菌落数据并未存在显著相关

性，表明两个结果均是独立检测结果，无相关性关系，

也表明ATP生物荧光法和菌落计数法均为独立评估

方法，且均能证明NO组优于清洗剂组。

讨 论

随着医疗技术的发展和进步，内镜技术在临床

实践中得到了广泛的应用并迅速发展。消化内镜

由于组成的材料精密，结构复杂，且重复使用，造成

清洗消毒难度大，容易引发院内感染，影响医疗质

量和患者安全［7⁃8］。因此内镜消毒质量对于预防内

镜技术引起的医院感染至关重要。

内镜及其附件使用后若不能及时清洗，内镜表

面附着的微生物就会开始繁殖并形成生物膜，生物

膜一旦形成，普通的清洗方法就难以将其去除，即

使经过清洁消毒后仍有各种微生物残留［8⁃9］。形成

生物膜的微生物包括大肠杆菌、分枝杆菌、金黄色

葡萄球菌及铜绿假单胞菌等，是造成院内感染的重

要病原体［9⁃10］。因此，内镜生物膜的清除是避免内

表2 不同清洁方式组处理前后内镜蛋白残留比较

组别

清洗剂组

一氧化氮组

件数

80
80

残留蛋白（mg/mL）
处理前

8.01±1.51
8.03±1.47

处理后

0.91±0.52a

0.50±0.37ab

注：与相应处理前比，aP<0.01；与清洗剂组比，bP<0.01

表1 不同清洁方式组处理前后平均标准菌落数比较

组别

模型组

清洗剂组

一氧化氮组

件数

3
3
3

处理前菌落数
（CFU/mL）

（5.13±2.09）×106

（5.00±2.45）×106

（5.23±2.21）×106

处理后菌落数
（CFU/mL）

（4.86±2.67）×106

（1.31±0.21）×105ab

（1.37±0.61）×104abc

注：与处理前比，aP<0.01；与模型组比，bP<0.01；与清洗剂组

比，cP<0.01

图1　生物膜扫描电镜图（×6 000）　1A:模型组；1B:清洗剂组；1C:一氧化氮组
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镜相关感染的关键环节。近年来，针对内镜生物膜

清除的方法和技术越来越多，各类清洗剂的清除效

果也是各有优劣［11⁃13］。本研究基于NO参与细菌和

真核生物的许多生物学过程，影响生物膜形成等理

论基础［14］，通过自制 NO缓释剂用以处理细菌生物

膜，研究其对内镜生物膜的清除效果，并探讨其在

实际临床内镜清洁消毒上的应用价值。

为探讨 NO对细菌的具体作用，本研究建立了

体外培养内镜铜绿假单胞菌生物膜模型，并采用

NO 缓释剂对其进行处理。扫描电镜下观察，模型

组可见完整的细菌生物膜形成，膜结构紧密，形态

特征明显，显示体外培养内镜铜绿假单胞菌生物膜

模型构建成功。相比于未处理的生物膜，经 NO缓

释剂处理后，生物膜开始瓦解，瓦解的膜表面散落大

量杆菌，且与清洗剂组效果比较差异明显，提示NO
缓释剂可抑制内镜铜绿假单胞菌内镜生物膜形成。

另外，经NO缓释剂处理的内镜生物膜单位面积菌落

数明显下降，表明NO可导致内镜生物膜菌落数量减

少，其效果亦优于清洗剂。上述结果提示，NO可能通

过影响细菌菌株增殖，继而抑制生物膜的形成。

为进一步了解NO缓释剂在临床上的实际应用

效果，本研究收集了临床使用中的内镜，部分采用

NO 缓释剂进行消毒处理，并与一般清洗剂清洁消

毒的内镜进行对比。残留蛋白检测是目前临床上

用来监测内镜清洗效果的常用方法，残留蛋白越

少，说明内镜清洗越干净［15⁃17］。结果显示，经NO缓

释剂处理后的内镜残留蛋白含量显著降低，且明显

低于清洗剂组。该结果说明，NO 缓释剂与清洗剂

对内镜均有清洁消毒作用的情况下，前者比后者对

内镜污染物的去除效果更显著。

内镜消毒合格与否，直接关系到患者的医疗安

全，由内镜清洗消毒不合格引发的相关感染是直接

诱因［18］。本研究采用菌落计数法和 ATP 生物荧光

法检测法，通过对院内同一时期经 NO缓释剂和清

洗剂处理的两批内镜消毒，评估 NO与清洗剂组对

内镜的消毒情况。结果显示，菌落计数法和ATP生

物荧光法均可独立检测消毒情况，且 NO组相比清

洗剂组具有更高的消毒、去污效果。

综上所述，NO 缓释剂能够有效清除内镜生物

膜，提高内镜的清洁度和消毒质量，提高医疗安全

质量，有利于改善患者的诊疗效果及预后，具有重

要的临床应用价值。
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