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人类健康相关的微生物膜感染! 往往给治疗带来极大的困
难" 此外!微生物膜还可造成如水处理系统和食品加工设备
等的污损#微生物膜腐蚀一直是水处理#食品加工#海洋工程
长期致力解决的问题" 总之!对微生物膜的研究是十分重要
的!是微生物领域研究工作的热点之一" 本文结合微生物膜
研究的最新进展!介绍了几种研究微生物膜的发生装置以及
检测技术! 并概述了几种潜在的控制和去除微生物膜的方
法!展望了该领域的研究前景"

$ 微生物膜发生装置
严格控制条件的体外微生物膜实验始于 !" 世纪 #"年代

中期$%&!’!随后几种微生物膜发生装置相继问世$表 %%" 借助于
这些体外实验!人们在发现存在于自然界中的微生物膜的密
度感应$()*+), -./01/2!(-%现象的基础之上进一步研究了
密度感应的作用$3&4’"
在表 %介绍的这几种发生装置中! 罗宾斯装置$5*661/70

8.91:.%和流室法$;<*= :.<<%!需要不断地向装置内加入新鲜的

表 $ 微生物膜发生装置及其优缺点对比
()*+, $ -.)/0+,1 23 *4234+/5326/478 9,:4;,1 )79 <=,46 ;=)6);<,641<4;1 )79 +4/4<)<4271

微生物膜发生装置 主要优点 主要缺点 参考文献

改 进 的 罗 宾 斯 装 置 $,*81;1.8
5*661/70 8.91:.%

流体力学条件较好!可连续培养 低通量 $>’!$#’

两阶段恒化器 $?=*&0?@2. :A.,*"
0?@?%

避免了连续培养出现的泄露问题!是研究病
原菌微生物膜形成过程的最佳选择

低通量 $B’

流室法$;<*= :.<<% 反应器表面平坦!可直接用于显微镜观察 低通量 $%"’
灌注式微生物膜发酵器$C.+;)0.8
61*;1<, ;.+,./?*+%

可对微生物膜生长速度进行控制 低通量 $%%’!$%!’

恒定厚度微生物膜发酵器 $:*/"
0?@/? 8.C?A ;1<, ;.+,./?*+0%

常用于口腔医学的研究 低通量 $%3’!$%4’

微孔板$,1:+*?1?+. C<@?.% 高通量!可直接用于显微镜观察
直接用于显微镜观察时!程序复杂!通
量降低&自动定量检测时重复再现性差

$%D’!$%E’

卡尔加里装置$:@<2@+F 8.91:.% 高通量!可直接用于显微镜观察并定量 需要在微孔板上面外加一个平板 $%>’

G1*H1<, +1/2 ?.0?
高通量!操作程序简单!比微孔板法重复再
现性好

没有实现自动化检测 $%#’

营养液" 微孔板法$,1:+*?1?+. C<@?.%则不同!只需要一次性加
入营养液!经过夜培养!营养物质消耗殆尽!微生物膜便可形
成" 微孔板法最大的特点是可以在短时间内产生大量的微生
物膜!是一种高通量方法!对微生物膜基因突变的研究尤为
重要" 例如!I)<@0.J@+@等$D’利用微孔板法构建了与微生物膜

附着能力相关的转座子随机突变文库" 微孔板法还可以用来
对微生物膜的突变株进行纯化或者对显型进行检测" 所以!
微孔板法可将微生物膜的基因型与其功能联系起来"
新近发展起来的发生装置不但可以实时在线监测微生

物膜的形成过程! 而且可以对微生物的数量或胞外多聚物
$KL?+@:.<<)<@+ M*<F,.+1: -)60?@/:.0!KM-%进行定量 $E’" 虽然这
些体外实验检测了环境因素#生理生化条件或基因突变等对
微生物膜形成过程的影响!但是仍然无法直接对比这些参数
的重要性以及相互之间的关系!其主要原因是大多数微生物
膜发生装置无法在不同运行条件下!短时间内产生大量的实
验数据&另一个重要原因是很难同时控制影响微生物膜形成
的所有参数!特别是在复杂的混合菌群微生物膜中"

! 微生物膜结构研究技术
目前! 研究微生物膜结构的最好方法是应用显微镜技

术 !例如共聚焦激光扫描显微镜 $N*/;*:@< O@0.+ -:@//1/2
P1:+*0:*CF!NO-P%#落射荧光显微镜 $KC1;<)*+.0:./:. P1:+*"
0:*C.!KHP%等$%B&!"’$表 !%"
在微生物膜研究中存在一个很大的障碍!就是很难获得

不脱水样品的清晰的显微照片!而共聚焦激光扫描显微镜则
恰好克服了这个困难!可在单细胞水平上对微生物膜进行四
维$!!"!#!$%的原位检测" 共聚焦激光扫描显微镜是一种高技
术荧光显微镜! 可以对仅为 "Q3!, 厚度的区域进行聚焦!而
把这 "Q3!, 以外的光全部用针孔遮挡起来!这就大大降低了
背景噪音的干扰" 共聚焦激光扫描显微镜以激光作为光源!
可以提供高强度#高穿透力的激发光能量" 这种显微镜不但
可以获得二维平面图像!还可以获得三维立体图像"
荧光显微镜的显影荧光染料很多!但是迄今为止常用于

微生物膜研究的主要有以下几种 $表 3%" RSMT $47!E &
81@,181/*&!&CA./F<1/8*<.%#NUN$D&:F@/*&!!3&81?*<F< ?.?+@V*<1"
), :A<*+18.%#-WUX BY碘化丙啶$M+*C181), T*818.!MT%等荧光
染料分别用来检测微生物膜的细胞总数#具有呼吸活性的细
胞数量和活Y死细胞相对数量等参数" 而 GXGX&3 和凝集素&
荧光素则可以揭示胞外多聚物的性质"
除了这些外加荧光染料外!还可以利用被荧光蛋白基因
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修饰的菌种来制作微生物膜 !如绿色荧光蛋白"!"#$% &’()!
"#*+$%, -"),$.%!/&-#! 由于绿色荧光蛋白的荧光是生物细胞
的自主功能!荧光的产生不需要任何外源反应底物 !可以直
接用于荧光显微镜的观察$ 荧光蛋白有很多变种!最近有人
用 0 种不同颜色的荧光蛋白标记的不同菌种制成混合菌群
微生物膜!研究不同菌种之间的相互关系1234$
与分光光度计不同!显微镜不但可以提供这些参数的定

量结果!还可以提供微生物膜的空间结构图像$ 如果微生物
膜由混合菌群组成!还可以结合荧光原位杂交技术检测每个
微生物种群的相对数量和位置1056078$

( 微生物膜化学物质检测方法
()$ 微型传感器
在结构异质性被发现前!有人预测微生物膜内存在一些

%通道&90:8$因为在好氧微生物膜中!物质的有效运输取决于微
生物膜的结构$ 通过共聚焦激光扫描显微镜观察!证明这些
%通道&确实是存在的$ 接下来可以用微型传感器来直接检测
微生物膜中不同区域底物的浓度$ 例如! 溶解氧’;.**)’<$=
>?@A$%!;>( 微电极可以用来检测好氧微生物膜中氧气的分
布状况$ ;$ B$$"等90C8的研究结果显示这些%通道&可以将氧气
输送到微生物膜内部!但是因为扩散速度和外层微生物的利

表 ! 用于微生物膜研究的显微镜类型$原理和用途
*+,-. ! /01234135.4 64.7 832 ,0380-9 4:670.4; :<.02 520=105-.4 +=7 +55-01+:03=4

显微镜类型 原理和用途 参考文献

扫描电子显微镜 ’D+E%%.%A F’$+,")% G.+")!
*+)H$!DFG#

分辨率较高)但是要预先对微生物膜进行脱水处理!使得整个框架收
缩!因而很难得到微生物膜原有的三维结构信息

9278

环境扫描电子显微镜’F%<.")%I$%,E’ D+E%!
%.%A F’$+,")% G.+")*+)H$!FDFG#

低真空’接近大气压#扫描电子显微镜!可用于不脱水样品的检测 9228

原子力显微镜 ’J,)I.+ K)"+$ G.+")*+)H@!
JKG#

用弹性微悬臂来检测样品表面特征!可用于不脱水的*活的生物样品
的检测$ 只能观察到微生物膜的外在轮廓!而对其内部结构无能为力$
多用于微生物膜表面附着力的检测

9208

红外线显微镜’L%M"E"$= G.+")*+)H@#
因为所用光源波长为 2N55O75555%I! 所以分辨率仅为几十微米!无
法对细菌单细胞进行检测

92P8

拉曼显微镜’QEIE% G.+")*+)H@# 以可见光或近红外光激光作为光源!可对细菌单细胞进行检测 92:8
落射荧光显微镜 ’FH.M’()"$*+$%+$ G.+")!

*+)H$!FKG#
以紫外线为光源!用以照射被检物体!使之发出荧光!然后在显微镜
下观察物体的形状及其所在位置

92C8

共聚焦激光扫描显微镜 ’R)%M)+E’ SE*$"
D+E%%.%A T.+")*+)H@!RSDT#

可获得原有的*不脱水状态下的三维结构)可同时应用多个探针 !并
能同时记录多方面的图像数字信息

92U8

荧光相关光谱 ’K’()"$*+$%+$ R)""$’E,.)%
DH$+,")*+)H@!KRD#

利用测定微区内’V7567:W#荧光强度随时间的涨落进行分析检测!具有
极高的灵敏度!是一种重要的单分子检测技术!可与共聚焦激光扫描显
微镜集成用于微生物膜的研究

92N8

表 ( 用于微生物膜研究的荧光染色方法$原理和用途
*+,-. ( >-632.41.=1. 4:+0=0=? 9.:<374 64.7 832 ,0380-9 4:670.4; :<.02 520=105-.4 +=7 +55-01+:03=4

荧光染色方法 原理 用途 参考文献

;J-X 染色 ;YJ 荧光染料!发蓝色荧光!可以标记所有细菌
用于检测微生物膜的结构及在物体表面的

附着面积
9028

DZ[\ 3]-L 染色
二者均是 ;YJ 荧光染料!当混合使用时!细胞膜
完整的细菌被 DZ[\ 3 标记!发绿色荧光)细胞膜破
损的细菌被 -L标记!发红色荧光

用于检测活]死细菌的相对数量 9008

R[R 染色
可以被细菌细胞通过电子传递链还原! 在细胞内
形成红色荧光沉淀物质 R[K’R[R6K)"IE^E%#

用于检测具有呼吸活性的细胞$ 还可以与
;J-L进行双染色!检测具有呼吸活性的细菌
占细菌总数百分比

90P8

B\B\60 染色
;YJ 荧光染料!发红色荧光!与 -L 类似不能透过
微生物膜!但比 -L灵敏度高

用于检测胞外多聚物中的 ;YJ’$?,"E+$’!
’(’E" ;YJ!$;YJ#

92U8

凝集素6荧光素染色
凝集素是一种能与糖结合的蛋白质! 一种凝集素
具有对某一种特异性糖基专一性结合的能力

用于检测胞外多聚物中多糖的种类和数量 9028
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用导致在微菌落中心区的溶解氧浓度非常低! 这种直接对微
生物膜进行检测的方法可以解释为什么自然界存在一些混

合菌群组成的微生物膜"其表层为好氧微生物"而里层则为
兼性或者厌氧微生物!

()! 胞外多聚物的检测
微生物膜的胞外多聚物包括 !"##蛋白质#多糖#脂质等

物质"它们相互牢固地凝集在一起构成微生物膜的支架"对微
生物膜最初的黏附#发展过程中物质的运输#对抗逆境等起到
重要作用! 这些多聚物可以用相关的荧光染料染色"然后进行
荧光显微镜观察"也可以提取后进行定量测定! 常用的提取方
法有离心法#$!%#提取法#蒸汽提取法#甲醛提取法等!其中蒸
汽提取法比较适合于蛋白质"甲醛提取法则比较适合于多糖&’()!
胞外多聚物提取方法的优劣主要取决于是否将尽量多的细胞

外物质提取出来"同时尽量少地破坏细胞!

()( 密度感应信号分子的检测
密度感应即当微生物的数量达到一定的密度时才能发

生的感应现象! 微生物在繁殖过程中向周围环境分泌特定的
信号分子" 这种信号分子被称为自诱导物$#*+,-./*012"#3%!
当微生物达到某一密度时"它们的信号分子的浓度就会超过
一个阈值水平"此时的微生物会通过细胞之间的信息交流来
感知#整合和处理环境的综合信息"改变和协调它们之间的
行为"共同表现出它们的某些特性"从而表现出单个细胞无
法达到的某些生理功能和调节机制! 研究微生物膜的密度感
应系统对理解微生物膜的形成过程#表观特征等具有重要意
义! 根据细菌群体交流的化学信号分子$即自诱导物%的种
类"大体可以分为 ’ 大类! 通常"革兰氏阴性菌以酰化高丝氨
酸内酯$#0456,7,812-.1 9:0+,.1"#;9%作为自诱导物"而革兰
氏阳性菌则使用修饰的寡肽作为沟通用语"第三类是兼具了
上述两种密度感应系统的部分特征"是一种杂合型&多语言’
的群体感应!

通常情况下"信号分子的浓度是很低的"无法用普通的
方法进行检测! 信号分子的检测包括提取<分离#纯化<鉴定
等步骤 ! 分离纯化通常使用高效液相色谱 $;-=6<>2188*21
9-?*-/ @62,7:+,=2:A64";>9@% 或者薄层色谱 $%6-. <9:412
@62,7:+,=2:A64"%9@%等方法! 信号分子的结构则可以用质谱
$B:88 CA10+2,71+24"BC%"核磁共振谱$"*051:2 B:=.1+-0 D18,!
.:.01 CA10+2,80,A4""BD%或红外光谱$3.E2:21/ CA10+2,80,A4"
3D%等进行分析 &FG)!信号分子基因被敲除的突变株不能产生信
号分子"只有人为地外加信号分子才能够表现出野生型菌株
所具有的表型"所以还可以用突变菌株对信号分子的性质进
行分析!

’ 潜在的控制和去除微生物膜方法
应用于水处理系统的抗污损方法既要对浮游微生物有

效"还要对微生物膜起作用! 常用的方法有通入氯气#二氧化
氯#氯胺或者臭氧"还有碘#溴#高锰酸钾#双氧水"还可以用
紫外线照射#离子辐射#高 A;#高温等方法! 这些方法都或多

或少的会对环境造成影响"甚至危害人类健康"所以开发新
的控制和去除微生物膜的方法越来越受到各界的重视!

’)$ 自然抗污损物质
生活在海洋里的大多数生物都具有防止其他生物附着

其上的能力&HI)! 其原理是这些生物可以合成并分泌一类代谢
产物"这类代谢产物可以防止其他生物的附着! 很多海洋藻
类&JK)#海绵&LM)#一种蓝贻贝 &JN)都具有抗污损的能力! 因此"近些
年一些研究致力于从这些生物中提取这类代谢产物"并评价
其抗污损的能力! 与人工合成的抗生素相比"这类物质是自
然产生的"不会导致环境污染问题! 研究还表明用这类物质
制成的油漆具有很好的抗污损效果 &JH)! 常见的自然抗污损物
质有辣椒素#O,8+12-0酸#单宁酸#单宁酸铜等! 迄今为止"在这
一领域实验室开展的研究工作还非常有限"大多数自然抗污
损物质的成分还不得而知"所以这类物质的广泛应用还有待
时日!

’)! 酶法驱散
有些方法可以将微生物从所附着的表面驱散下来"如一

些酶的作用! 这些酶有的可以直接作用于微生物的黏附素"
有的可以水解胞外多糖! 早在 MIIP年"Q2-8,* 等的研究结果
表明" 将水解酶作用于微生物膜 NRJ6 就可将细菌从其所附
着的表面上驱散下来&JJ)!912,4 等用市售的 J 种蛋白酶#S种糖
苷酶和一种脂肪酶来检验这些水解酶对一种海洋细菌附着

过程的影响"结果发现枯草杆菌蛋白酶不但可以有效阻止细
菌的粘附"还可将已经附着的细菌驱散下来 &JP)! 一项最新的研
究则将这种方法应用于实际" 研究者将 S 种多糖酶和蛋白酶
作用于从食品生产设备中分离出来的 MT 种细菌"结果一种丝
氨酸蛋白酶和一种 !U淀粉酶具有很好的驱散细菌的作用 &LT)!
但是" 因为微生物的多样性和微生物胞外多聚物的复杂性"
使得这些酶短期内难以成为抗生素的替代品!

’)( 一氧化氮
一氧化氮是一种易溶于水的气体! 早在 NKKL 年"C067-/+

等发现对于欧洲亚硝化单胞菌$!"#$%&%’%()& *+$%,)*)%"一氧
化氮既是控制其生长的信号分子"同时还具有影响其微生物
膜形成的作用! 当一氧化氮浓度高于 HK7=V9 时可以诱导这
种细菌生物膜的形成( 但若浓度低于 W7=V9 则恰好相反 &LS)!

NKKT 年"Q:22:*/ 等在研究中用硝普钠$C,/-*7 "-+2,A2*88-/1"
C">%作为一氧化氮的供体"当硝普钠处于低浓度#亚致死量
$NPRPKK.7,5V9% 时就可导致铜绿假单胞菌 $-&*+.%’%()&
)*$+/"(%&)%生物膜的解散! 因为细菌形成生物膜后对抗生素
的抗性要比浮游状态高至少 MKKK倍! 所以"研究发现当把已
形成的铜绿假单胞菌生物膜用 PKK.7,5V9浓度的 C">溶液处
理以后"再加托普霉素#双氧水#C!C 等杀菌剂几乎可将这种
细菌杀灭殆尽 &LG)! 关于一氧化氮驱散微生物膜的作用机理还
不清楚"不过它已成为一种潜在的环境友好型方法!

* 展望
组学$,7-08%的概念由来已久"如基因组学$=1.,7-08%#蛋
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白质组学!!"#$%#&’()"等#基因组学的兴起源于高通量基因分
析技术的发展$*+,-,.# 等/012提出是否可以将组学概念引进到

微生物膜领域#建立微生物膜组学!3’#4#&’()"$这可能会引发
微生物膜在线数据库的建立#就像基因组学中的 5,67869%蛋
白质组学中的 :;<!:"#$,=6 >8$8 <869"等一样#供全世界分享
和交流的一个平台$ 这个数据库的建立需要全世界的研究机
构提供有关微生物膜的各种信息$ 当然#这需要大力发展高
通量的微生物膜发生装置%建立微生物膜组学的标准方法和
标准参数$ 这可能是未来几十年微生物膜领域的主要发展方
向#将会对医学%工业和环境微生物的发展发挥巨大的推动
作用 ?0@2$
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