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不同清洗剂对消化内镜生物膜的清除效果研究

倪朝荣，朱子福，吴跃进，凌　颖
（温州市疾病预防控制中心，浙江温州　３２５０００）

摘要　目的　观察不同清洗剂对消化内镜生物膜的清除效果。方法　采用细菌定量检测法和残留蛋白检测法，对
不同清洗剂清除模拟内镜管腔人工生物膜的效果进行观察与评价。结果　用全效多酶清洗剂、无酶清洗剂和生物
膜清洗剂等３组清洗剂清洗后，用细菌培养法检测生物膜清除率依次分别为９３．５４％、９６．０１％和９９．２９％；用残留
蛋白检测法检测清除率分别为８３．７２％、９０．３５％和９５．７４％；３组清除率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　本
研究３组清洗剂对模拟内镜管腔人工生物膜清除效果，以生物膜专用清洗剂清除效果最好。
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　　消化内镜是诊断和治疗消化道疾病的重要工具，
在临床上应用越来越广泛。消化内镜作为一种侵入性

器械，容易受到患者组织、体液和血液等污染，同时由

于其结构复杂、材质特殊，清洗消毒比较困难，因而成

为医源性感染的潜在危险因素之一〔１〕。目前普遍认为

生物膜是导致内镜感染的一个重要因素〔２，３〕，生物膜的

清除效果直接影响内镜消毒的质量。本研究通过建立

模拟内镜管腔人工生物膜模型和临床内镜标本相结合

的方式，比较不同清洗剂对生物膜的清除效果。

１　材料与方法

１．１　试验材料
清洗剂品种包括生物膜专用清洗剂、Ｅｎｚｙｃａｒｅ２

全效多酶清洗剂、Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ无酶清洗剂。
检测仪器用ＢＴ－１１２Ｄ型ＡＴＰ生物荧光检测仪

及其配套的采样拭子和反应试剂；其他试剂还有

ＢＣＡ蛋白检测试剂盒、ＬＢ肉汤培养基及琼脂等，均
为国内市售品。

实验用大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２），由中国药品
生物制品检定所提供。

模拟内镜管腔用直径为 ４ｍｍ的聚四氟乙烯
管，清洗器材包括超声波振动器、内镜专用毛刷、蠕

动泵等。

１．２　建立人工生物膜模型
１．２．１　细菌悬液的制备　取少量大肠埃希菌菌株
接种到营养琼脂斜面，于３７℃培养２４ｈ，用无菌营
养肉汤洗菌，并用其配制成 １０６ｃｆｕ／ｍｌ的菌悬液。
取２ｍｌ的菌悬液加入到含２００ｍｌ营养肉汤的三角
烧瓶中，使其菌液浓度达到１００ｃｆｕ／ｍｌ备用。

·４８· ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＤｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　２０１９，３６（２）



１．２．２　生物膜模型制备　用带有通气孔（过滤层
０．２２ｍｍ）的塞子将烧瓶塞住，将另一根软管通过通
气孔置于营养肉汤液面上，通过蠕动泵和聚四氟乙

烯管相连接组成管道系统。在３７℃的条件下，用蠕
动泵以１０ｍｌ／ｍｉｎ的流量下循环流动，每日４ｈ。每
日更换ＬＢ肉汤培养基，连续培养５ｄ。第６ｄ用５００
ｍｌ无菌生理盐水以１０ｍｌ／ｍｉｎ的流速冲洗管腔。培
养后的聚四氟乙烯管每２０ｃｍ截取２ｃｍ的小段，作
为生物膜标本备用。

１．２．３　清洗试验　依照产品说明书配制适宜浓度
的清洗剂稀释液，参考 ＷＳ５０７－２０１６《软式内镜清
洗消毒技术规范》规定的清洗流程，将人工生物膜

管标本浸泡于不同的清洗剂中，每组清洗剂均浸泡

３ｍｉｎ，并用内镜专用毛刷在管腔内壁连续刷洗 ５
次，最后用无菌水冲洗管腔内残留的清洗剂，吹干后

待检。

１．２．４　清洗效果评价　将清洗好的生物膜管放入
含有灭菌磷酸盐缓冲液的 ＰＥ管中浸没，于超声波
清洗器中清洗６．５ｍｉｎ后，震荡２ｍｉｎ，使生物膜从
管壁材料上剥离，分别进行细菌定量法和残留蛋白

监测法。①细菌定量检测法：吸取１ｍｌ洗脱液做１０
倍系列稀释，选取适当稀释度接种营养琼脂平板，置

于３７℃恒温培养箱培养４８ｈ，进行菌落计数。②残
留蛋白检测法：吸取０．１ｍｌ洗脱液与２ｍｌＢＣＡ反
应液混合，６０℃加热３０ｍｉｎ，冷却后测量５６０ｎｍ吸
光值。试验重复５次。
１．３　临床内镜清洗试验

选择某医疗机构临床使用中的胃镜６０件，根据
３种清洗剂随机分成３组，每组２０件。清洗方法是
按照ＷＳ５０７－２０１６《软式内镜清洗消毒技术规范》
规定的内镜预处理、测漏、清洗和漂洗等程序进行全

程序运行清洗。内镜清洗前后分别采样，用 ５０ｍｌ
无菌生理盐水从内镜活检孔注入，蓝盖瓶在出口处

收集洗脱液。取洗脱液５０μｌ，加入裂解液５０μｌ，震
荡混合，待作用３０ｓ后加入荧光素酶液４００μｌ，用
ＡＴＰ生物荧光检测仪检测相对光单位值（ＲＬＵ）计
算清除率。

１．４　统计分析
采用Ｅｘｃｅｌ２０１６软件进行数据录入，ＳＰＳＳ１７．０

软件进行统计学分析，数值以 珋ｘ±ｓ表示，采用配对ｔ
检验、方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　模拟内镜生物膜清除效果
　　通过细菌计数法和残留蛋白法检测，清洗前３
组人工模拟内镜生物膜细菌总数和 ＯＤ５６０ｎｍ吸光

值差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；全效多酶清洗
剂、无酶清洗剂和生物膜清洗剂等３组清洗剂清洗
后，用细菌培养法检测生物膜清除率依次分别为

９３．５４％、９６．０１％和９９．２９％；用残留蛋白检测法检
测清除率分别为８３．７２％、９０．３５％和９５．７４％，３组
清除率差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），以生物膜
专用清洗剂清除效果最好（表１）。

表１　３种清洗剂对模拟内镜管腔生物膜清除效果比较

清洗剂组

细菌定量法检测结果

（ｃｆｕ／ｍｌ）
残留蛋白检测结果

（ＯＤ值）

清洗

前

清洗

后

清除率

（％）
清洗

前

清洗

后

清除率

（％）

全效多酶清洗剂 １．８９×１０７１．２２×１０６ ９３．５４ ４．７９０．７８８３．７２
无酶清洗剂 １．８６×１０７７．４３×１０５ ９６．０１ ４．８７０．４７９０．３５
生物膜专用清洗剂 １．９７×１０７１．３９×１０５ ９９．２９ ４．９３０．２１９５．７４

２．２　临床内镜清洗效果比较
清洗前３组内镜用 ＡＴＰ生物荧光法检测 ＲＬＵ

值接近，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；用全效多酶
清洗剂、无酶清洗剂和生物膜清洗剂等３组清洗剂
对临床使用中内镜清洗后，采用 ＡＴＰ生物荧光法检
测ＲＬＵ值计算３组清洗剂对生物膜清除率依次分
别为６９．３３％、７７．０９％和８５．９４％，仍以生物膜专用
清洗剂清除率最高（表２），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

表２　３种清洗剂对临床使用中内镜管腔清洗效果比较

清洗剂组 清洗件数
检测ＲＬＵ值

清洗前 清洗后

清除率

（％）

全效多酶清洗剂 ２０ １２２３８ ３７５３ ６９．３３
无酶清洗剂 ２０ １１７１６ ２６８４ ７７．０９
生物膜专用清洗剂 ２０ １２０９８ １７０１ ８５．９４

３　讨论

消化内镜检查和治疗在医疗机构中越来越普

遍，内镜检查属于侵入性操作，会对腔道黏膜造成不

同程度的损伤，尤其是活检时需穿破黏膜，接触血液

及组织，内镜携带的病原菌则有可能留在腔道、血液

及组织中，引发感染〔４〕。有文献报告，内镜检查引

起的感染率约为０．８％〔５〕。由于内镜存在管腔多、

结构复杂、活动关节多及管腔小等特点，使用过的内

镜很容易残留黏液、血液等有机物，而残留的这些有

机物会阻碍内镜中的微生物与消毒灭菌因子进行有

效地接触，容易形成生物膜，进而影响内镜的灭菌效

果〔６〕。有研究表明，由生物膜引发的临床细菌感染

占感染率的６０％以上〔７〕。生物膜一旦形成，就难以

用普通清洗方法去除，并在内镜反复使用、处理的循
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环过程中逐渐累积，当生物膜累积到一定厚度，内镜

内的细菌就会很难被杀灭，进而影响到内镜清洗灭

菌的质量〔８〕。多个扫描电镜试验中也发现临床使

用中的内镜管腔生物膜生长现象十分普遍〔９〕。

生物膜清洗剂中的去除分子一侧为亲生物膜

端，可以与生物膜紧密结合，另一侧为近水端，可以

与水进行紧密结合，在水不断流动的情况下就会带

动分子运动，通过渗透对生物膜的菌落进行分离并

瓦解，将生物膜从内镜上剥离，进而达到清洗杀菌效

果〔１０〕。多酶清洗剂是一种含有蛋白水解酶等多种

生物酶的清洗剂，可迅速、高效地分解各种黏附在器

械表面的污物，如人体的脂肪、血液、黏液和胃液等，

分离污物颗粒以提高清洗的效率〔１１〕。本研究通过

内镜管腔生物膜模型和临床内镜标本清洗前后结果

显示，生物膜清洗剂、无酶清洗剂和多酶清洗剂均对

内镜有清洗灭菌效果，但生物膜清除剂的清除能力

比无酶清洗剂和多酶清洗剂要高。本研究证明，细

菌计数法、残留蛋白检测法和 ＡＴＰ生物荧光法之间
存在正相关，三者对相同清洗方法清洗的器械进行

检测，其结果基本一致，这３种检测方法也是常见的
医疗器械清洗评价方法〔１２〕。在内镜管腔生物膜模

型试验中，我们仅以单一的大肠埃希菌作为培育生

物膜的菌种具有一定的局限性，临床内镜使用的过

程中还受胃肠道分泌的消化液、黏液、食物残渣、血

液及其他菌种的污染，这些因素都有利于生物膜的

形成，但是大肠埃希菌是肠道正常菌群的主要组成

部分，也是内镜清洗消毒后检测的主要细菌，因此具

有一定的代表性。

综上所述，内镜清洗、消毒过程中引发医源性感

染的危险因素较为复杂，清洗是内镜消毒与灭菌一

个很重要的环节。临床上应重视和规范内镜的清

洗、消毒工作，严格按照ＷＳ５０７－２０１６《软式内镜清
洗消毒技术规范》中清洗消毒流程对内镜进行处

理，降低院内感染的风险，提高医疗质量和保障患者

安全。
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