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摘要：采用改良的微孔板法测定了１２株弧菌的形成生物膜的效果，选择形成生物膜效果最好的副

溶血弧菌ＮＤ０２，进一步研究了环境因子对其生物膜形成的影响。实验结果显示副溶血弧菌ＮＤ

０２菌株在静置培养２４～３６ｈ后形成成熟的生物膜，在起始菌浓度为１０
７
～１０

８ＣＦＵ／ｍＬ形成生物

膜的量最大；在３０℃，ＮａＣｌ浓度为３％ ～５％，ｐＨ偏弱碱性时的生物膜犗犇５９０值最大；Ｃａ
２＋
促进副

溶血弧菌生物膜的形成，而 Ｍｇ
２＋
抑制生物膜的形成；副溶血弧菌在分别经大黄鱼表皮黏液、肠黏液

和肝脏提取液包被的的基质上形成生物膜的作用明显，鳃黏液和脾脏提取液中次之，肌肉提取液包

被后生物膜形成量最低。以上结果表明，副溶血弧菌ＮＤ０２菌株能形成稳定而明显的生物膜，而

且生物膜的形成受温度、ＮａＣｌ浓度、ｐＨ值等环境因子的影响。
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１　引言

副溶血弧菌（犞犻犫狉犻狅狆犪狉犪犺犪犲犿狅犾狔狋犻犮狌狊）是一种

嗜盐性革兰氏阴性菌，广泛分布于养殖海域中，是海

水养殖中的一种重要条件致病菌［１］，能引起鱼、虾、

蟹和贝类等多种养殖动物的疾病［２］，给水产养殖业

造成严重的经济损失。此外，副溶血弧菌还通过食

物污染，对人类健康造成严重危害［３］。由于副溶血

弧菌是重要的人鱼共患病原之一，所以其致病机理

引起了有关研究者的关注，对其生态［４］、黏附［５］以及

感染性［３］等多方面进行了研究。

许多细菌能够附着于固体表面生长，形成由细

菌细胞和包裹着细菌的基质所组成的结构性细菌群

落，称为生物膜（ｂｉｏｆｉｌｍ）
［６］。生物膜中的细菌对抗

生素的抗性很强且生物膜的胞外基质成分还能有效

抑制免疫细胞的吞噬作用［７］，不仅如此，生物膜还能

通过释放膜内细菌而导致再次感染，所以由致病菌

形成的生物膜给疾病的治疗带来很大困难［８］。据估

计，６５％人类细菌性感染是由形成生物膜的细菌引

起的［９］，而通过对细菌生物膜的研究，可望寻找到有

效途径来控制细菌的相关感染，因此生物膜已经成

为当今医学微生物学的一个研究热点，已对霍乱弧

菌等致病性弧菌的生物膜方面进行了许多研究［１０］。

但目前尚无关于副溶血弧菌生物膜形成特性的研究

报道。

本文从不同环境条件对副溶血弧菌形成生物膜

影响的方面进行研究，探索副溶血弧菌生物膜形成

的规律，以期为揭示副溶血弧菌的致病机理和探索

疾病防治技术提供理论依据。

２ 材料与方法

２１ 菌株及培养条件

副溶血弧菌ＮＤ０２分离自患病大黄鱼
［１１］，保存

于本实验室的－８０℃超低温冰箱。

溶藻弧菌（犞．犪犾犵犻狀狅犾狔狋犻犮狌狊，Ａｓ．１．１８３３）、副溶

血弧菌（Ａｓ．１．１６１４）、河流弧菌（犞．犳犾狌狏犻犪犾，Ａｓ．



１．１６０８）购自中国科学院微生物研究所，鳗弧菌（犞．

犪狀犵狌犻犾犾犪狉狌犿）由华东理工大学馈赠，７株其他弧菌

（Ａ１６，Ａ１９，Ａ２０，Ｂ２，Ｂ５，Ｂ９和Ｂ１２）分离自厦

门集美海区。

细菌接种于２％的 ＮａＣｌ胰蛋白胨大豆培养

液（ＴＳＢ）中，２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ培养１０ｈ后４℃，

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体，用无菌生理

盐水将菌浓度调整到１０８ＣＦＵ／ｍＬ左右待用。

２２ 生物膜的形成与测定

细菌生物膜的形成与定量测定参考Ｐｒａｔｔ等
［１２］

的方法，并进行适当改进，具体步骤如下：将菌悬液

与ＴＳＢ（２．４％ ＮａＣｌ）按１∶３体积混匀后再按

２００μＬ／孔加入到９６孔酶标板中，每组１２个平行

样，以无菌ＴＳＢ为空白对照。湿盒２８℃静置培养

２４ｈ后弃去培养液，用生理盐水２５０μＬ／孔清洗２

次，６０℃干燥固定３０ｍｉｎ。将生物膜用０．１％结晶

紫２００μＬ／孔染色５ｍｉｎ后弃去染液，用生理盐水

２５０μＬ／孔清洗３次，干燥后溶解于２００μＬ／孔的

３３％乙酸，用酶标仪测定犗犇５９０值。以此方法测定

溶藻弧菌、副溶血弧菌（ＮＤ０２）、河流弧菌、鳗弧菌、

副溶血弧菌（Ａｓ．１．１６１４）以及７株其他弧菌形成生

物膜的犗犇５９０值。

２３　孵育时间和菌浓度对副溶血弧菌生物膜形成的

影响

　　将孵育时间设为０，４，６，８，１０，１２，１６，２０，２４，

３６，４８，６０，７２ｈ，按２．２节的方法测定不同孵育时间

副溶血弧菌形成的生物膜的犗犇５９０值。

将副溶血弧菌起始浓度调至３．０×１０９ＣＦＵ／

ｍＬ（犗犇５９０约０．４），１０倍系列稀释得到３．０×１０
８

ＣＦＵ／ｍＬ，３．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，３．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，

３．０×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，３．０×１０４ＣＦＵ／ｍＬ，３．０×１０３

ＣＦＵ／ｍＬ，３．０×１０２ＣＦＵ／ｍＬ的菌液，按２．２节的

方法测定各起始菌浓度所形成生物膜的犗犇５９０值。

２４　不同理化因子对副溶血弧菌生物膜形成的影响

２．４．１　温度对生物膜形成的影响

将孵育温度设为４，１０，１５，２０，２５，３０，３５，４０℃，

按２．２节的方法进行试验，比较不同温度下的生物

膜形成情况。

２．４．２　ＮａＣｌ浓度对形成生物膜的影响

分别配制终浓度为０％，１．０％，２．０％，３．０％，

４．０％，５．０％，６．０％，７．０％，８．０％，９．０％，１０．０％、

１１．０％ ＮａＣｌ的ＴＳＢ，按２．２节的方法进行试验，比

较不同ＮａＣｌ浓度下的生物膜形成情况。

２．４．３　ｐＨ对形成生物膜的影响

配制ｐＨ值分别为５，６，７，８，９，１０的 ＴＳＢ，按

２．２节的方法进行试验，比较不同起始ｐＨ 值下的

生物膜形成情况。

２．４．４　Ｃａ
２＋
，Ｍｇ

２＋
对形成生物膜的影响

分别制备含０％，０．２５％，０．５０％，１．０％，１．５％

ＣａＣｌ２，ＭｇＣｌ２的ＴＳＢ，按２．２节的方法进行试验，比

较Ｃａ
２＋
，Ｍｇ

２＋
对生物膜形成的影响。

２．５ 副溶血弧菌在不同基质上形成生物膜的情况

２．５．１　黏液与组织提取液的制备

参考Ｃｈｅｎ等
［１３］的方法分别制备大黄鱼表皮黏

液、腮黏液与肠黏液。

剪取大黄鱼肌肉、脾脏和肝脏组织块，将它们剪

碎后放入无菌ＰＢＳ（ｐＨ７．２）中匀浆。

将粗 制 的 黏 液 和 组 织 匀 浆 液 分 别 于４℃，

１４７７０ｒ／ｍｉｎ离心２次，每次３０ｍｉｎ，取上清液；再依

次用０．４５μｍ，０．２２μｍ 微孔滤膜过滤除菌。根据

Ｂｒａｄｆｏｒｄ
［１４］法将蛋白含量调整到１ｍｇ／ｍＬ后保存于

４℃冰箱待用。

２．５．２　体外形成生物膜实验

将不同的黏液和提取液以２００μＬ／孔分别加入

９６孔酶标板中，４℃包被２４ｈ后弃去未结合黏液

和提取液，用无菌生理盐水清洗２次。按２．２节的

方法测定副溶血弧菌在不同基质上的生物膜形成情

况，以没有黏液或组织提取液包被的酶标板为阴性

对照。

２．６　数据处理

结果以平均数加或减标准偏差表示，用 ＥＸ

ＣＥＬ，ＳＰＳＳ软件进行统计学分析。

３　结果

３．１　不同细菌形成生物膜的情况

不同菌株在聚苯乙烯酶标板表面形成生物膜的

能力各不相同，在１２株测试菌株中形成生物膜能力

最强的有副溶血弧菌（ＮＤ０２）、溶藻弧菌和鳗弧菌

等３株，而河流弧菌等４株菌形成生物膜的能力很

弱，甚至不能形成明显的生物膜，其余５株菌有一定

的形成生物膜的能力（见图１）。

３２　孵育时间及菌浓度与细菌形成生物膜的关系

　　副溶血弧菌生物膜的形成与孵育时间密切相

关。在开始阶段，随着时间的延长，犗犇５９０值逐渐增

大，表明生物膜的量在逐渐增加，３６ｈ时犗犇５９０值达
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图１ 不同菌株形成生物膜的情况

横坐标编号１～１２依次代表溶藻弧菌、副溶血弧菌

（ＮＤ０２）、河流弧菌、鳗弧菌、副溶血弧菌（Ａｓ．１．１６１４）、

弧菌Ｂ２，弧菌Ｂ５，弧菌Ｂ９，弧菌Ｂ１２，弧菌Ａ１６，

弧菌Ａ１９和弧菌Ａ２０

到最大，极显著地高于其他孵育时间的检测值（犘＜

０．０１）（图２）。

图２　孵育时间对副溶血弧菌形成生物膜的影响

副溶血弧菌起始菌浓度为３×１０２～３×１０
５

ＣＦＵ／ｍＬ，孵育２４ｈ后形成生物膜测得犗犇５９０值较

低，而且无显著差异；随着菌浓度的升高（３×１０５～

３×１０７ＣＦＵ／ｍＬ），犗犇５９０值极显著性增加（犘＜

０．０１）；１０７ＣＦＵ／ｍＬ和１０８ＣＦＵ／ｍＬ实验组之间无

显著差异；菌浓度为１０９ＣＦＵ／ｍＬ实验组的犗犇５９０值

显著降低（图３）。

３３　不同理化因子对副溶血弧菌形成生物膜的影响

副溶血弧菌生物膜的形成与温度密切相关，

在３０℃条件下副溶血弧菌所形成的生物膜的

犗犇５９０值最高，极显著高于其他温度组的犗犇５９０值

（犘＜０．０１）。副溶血弧菌在２０，２５，３５℃时形成的

生物膜的犗犇５９０值（极）显著高于４℃与１５℃时生

物膜的犗犇５９０值，在１０℃与４０℃条件下形成的生

物膜的犗犇５９０值最低，极显著低于其他各温度组

（图４）。

图３ 菌浓度对副溶血弧菌形成生物膜的影响

图４　孵育温度对副溶血弧菌形成生物膜的影响

图５显示ＮａＣｌ浓度对副溶血弧菌生物膜的形

成有显著影响，ＮａＣｌ浓度为３％～５％时，副溶血弧

菌形成的生物膜的犗犇５９０值最高，ＮａＣｌ浓度为２％，

４％～９％时次之，ＮａＣｌ浓度为０与１％时犗犇５９０值

很低，而ＮａＣｌ为１０％或１１％时，几乎不能形成生

物膜。

图５　不同浓度的ＮａＣｌ对副溶血弧菌形成

生物膜的影响
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培养液起始ｐＨ 为４，５，６时，副溶血弧菌形成

的生物膜犗犇５９０值很低；ｐＨ 升到７～１０的时候，

犗犇５９０随之显著增大（犘＜０．０１），而且ｐＨ 为７时

犗犇５９０值最大；ｐＨ为１１时，不能形成生物膜。由此

可见，在中性偏弱碱性条件下，最有利于副溶血弧菌

生物膜的形成（图６）。

图６ 起始ｐＨ对副溶血弧菌形成生物膜的影响

Ｃａ
２＋
、Ｍｇ

２＋
对副溶血弧菌形成生物膜的影响如图

７所示，在添加Ｃａ
２＋
的情况下，副溶血弧菌形成的生

物膜犗犇５９０值比不添加Ｃａ
２＋
的情况显著增大（犘＜０．

０５），并且在０．５％～１．０％的范围内，形成的生物膜

量随Ｃａ
２＋
的增加而显著增加；添加 Ｍｇ

２＋
后副溶血弧

菌生物膜形成量显著低于对照组，０．５０％～１．０％的

实验组之间结果无显著差异。

图７ Ｃａ
２＋
，Ｍｇ

２＋
浓度对副溶血弧菌形成生物膜的影响

３４　副溶血弧菌在不同基质上形成生物膜的情况

副溶血弧菌在分别经表皮黏液，鳃黏液，肠黏液

以及肝脏提取液包被的基质上形成的生物膜的

犗犇５９０值极显著高于对照组（犘＜０．０１）；经脾脏提取

液包被的实验组犗犇５９０与对照组无显著差异，但经

肌肉提取液包被后形成的生物膜的犗犇５９０值显著低

于对照组（犘＜０．０５）（图８）。

图８ 副溶血弧菌在不同基质上形成生物膜的情况

横坐标编号１～７依次表示表皮黏液、鳃黏液、肠黏液、肝脏

提取液、脾脏提取液、肌肉提取液以及阴性对照组

４　讨论

本文的研究结果表明并非所有的菌株都能形成

稳定而明显的生物膜，李京宝［１５］的研究也发现大肠

杆菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）Ｋ１２和霍乱弧菌（犞．犮犺狅犾

犲狉犪犲）的一些菌株在基础培养基条件下不能形成生

物膜。Ｋｌａｕｓｅｎ等
［１６］证明了细菌的生物膜与其毒

力、生存能力相关。本文中副溶血弧菌ＮＤ０２菌株

形成生物膜的能力最强，这可能与其毒力有一定的

关系。

Ｐｒａｔｔ等
［１７］认为生物膜形成可以分为形成、成

熟和衰老几个阶段。根据本文的结果，副溶血弧菌

ＮＤ０２菌株生物膜的形成也大致经历了这三个阶

段，其中０～１０ｈ是形成期，１２～２４ｈ是稳定期，

４８～７２ｈ是衰老期。生物膜之所以会进入衰老期，

主要是由于营养物质不断消耗，细菌处于营养饥饿

状态，难以获得足够的用于合成代谢的原料，致使细

胞内大多数ＲＮＡ和蛋白质的合成速率降低
［１８］，而

Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ等
［１９］认为一些蛋白是形成生物膜的物

质基础。

Ｌｅａｈ等
［２０］认为细菌的黏附促进生物膜的形

成，细菌的黏附量会随着菌浓度的升高而增加，因此

较高的菌浓度有利于生物膜的形成，这与本文结果

类似。根据本文的结果，细菌的黏附聚集只是形成

生物膜的一个因素，而黏附的细菌的繁殖才是生物

膜中细菌的主要来源。细菌的黏附通常在数小时就

能达到饱和［２１］，而生物膜的形成时间则要长得多，

这也说明细菌的繁殖在生物膜的形成中起重要作

用。本文的研究结果发现，过高的菌浓度反而不利

于生物膜的形成，这主要由于菌浓度过高会在短时

内耗竭营养物质，细菌生长受抑制，从而限制了生物

膜的发育。
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副溶血弧菌是嗜温性细菌，在１０～４２℃内都能

生长，最适生长温度为３１℃左右
［４］。本文结果表明

２５～３５℃最适合副溶血弧菌生物膜的形成，这与副

溶血弧菌适应的生长温度范围相吻合。副溶血弧菌

在低温下（＜１５℃）生长迟缓，这可能是低温下生物

膜发育缓慢的主要原因之一；４０℃下副溶血弧菌虽

然能维持生存，但几乎不能形成生物膜，这可能是胞

外酶类物质对温度敏感的原因所致，另外 Ｕｌｉｔ

ｚｕｒ
［２２］认为高温抑制鞭毛的生成，而鞭毛的运动能

促进生物膜形成。副溶血弧菌在稍高温度下形成生

物膜的特性也可从一个侧面说明为什么由副溶血弧

菌引发的疾病多发生在水温较高的季节。１０℃是副

溶血弧菌最低生长温度，其在４℃形成生物膜的量

高于１０℃，这可能与副溶血弧菌在不同温度下的黏

附能力等因素有关。鄢庆枇等［２３］研究发现４℃时溶

藻弧菌对大黄鱼鳃黏液的黏附量高于８℃的黏

附量。

副溶血弧菌是嗜盐菌，能在０．５０％～９．５％的

ＮａＣｌ中生长
［２４］，最适ＮａＣｌ范围为３％～７％

［４］。本

文结果显示副溶血弧菌在ＮａＣｌ浓度为３％～５％时

生物膜形成得最好，这与其 ＮａＣｌ浓度适应范围相

吻合。Ｎａ
＋
能够驱动海洋弧菌端鞭毛的运动［２５］，而

鞭毛的运动促进生物膜的形成［２２］。当ＮａＣｌ浓度超

过１０％时，副溶血弧菌不能生长，故而几乎不能形

成生物膜。

副溶血弧菌能在ｐＨ５～１０范围内生长且最适

生长ｐＨ为７～９
［２６］，本实验显示ｐＨ７～１０时该菌

最易形成生物膜，这与其ｐＨ 值适应范围相吻合。

ｐＨ值过低引起的酸化作用可导致细菌胞外分泌物

质的变性［２７］，而构成生物膜的主要成分就是一些胞

外聚合物。Ｕｌｉｔｚｕｒ
［２２］证明ｐＨ 过高抑制细菌鞭毛

的合成，不利于菌体聚集，从而影响生物膜形成。海

水的ｐＨ 值一般为７．５～８．６，这表明天然海水的

ｐＨ值有利于副溶血弧菌形成生物膜。

结果显示Ｃａ２＋能促进副溶血弧菌形成生物膜，

这与Ｃａ
２＋
促进霍乱弧菌形成生物膜的结果相似［２８］。

在负电性的胞外聚合物基质中，Ｃａ２＋ 起到桥联作

用。Ｂａｎｉｎ等
［２９］认为Ｃａ

２＋
在不同程度上维护铜绿假

单胞菌生物膜的结构。Ｙａｎ等
［２１］研究发现Ｃａ

２＋
能促

进弧菌的黏附作用，而黏附是生物膜形成的基

础［２０］。Ｂａｎｉｎ等
［２９］认为 Ｍｇ

２＋
有利于铜绿假单胞菌

生物膜的形成，但本实验显示加入０．２５％～１．５％

的 Ｍｇ
２＋
能显著抑制副溶血弧菌生物膜的形成。

Ｄｏｂｓｏｎ等
［３０］发现加 Ｍｇ

２＋
后的培养液具有亲水性，

生物有机体分散生长，这可能是 Ｍｇ
２＋
显著抑制副溶

血弧菌生物膜形成的原因。

Ｖｉｌｌａｓｅｆｉｏｒ等
［３１］发现细菌在不同碳源基质上

形成生物膜的效果不同。本文发现副溶血弧菌

在大黄鱼不同部位的黏液和组织提取物包被的

酶标板表明形成生物膜的效果各不相同，这可能

是由于大黄鱼不同部位的黏液和组织提取物所

含蛋白质、糖类各异，而糖和蛋白质在生物膜形

成中发挥着重要作用［１９］。Ｃｈｅｎ等
［１２］发现溶藻

弧菌对大黄鱼表皮、肠道与鳃黏液的黏附活性大

于对酶标板的黏附活性，这可能与副溶血弧菌在

大黄鱼表皮、肠道与鳃黏液包被的酶标板上生物

膜形成效果较好有关。肝脏是副溶血弧菌的主

要靶器官，而肌肉不是，这可能是导致该菌在肝

脏与肌肉提取液包被的基质上生物膜形成效果

不同的原因。

本文的研究结果表明：病原性副溶血弧菌能形

成稳定的生物膜，而且能在大黄鱼表皮、肠道、鳃与

肝脏等部位形成明显的生物膜；生物膜的形成与温

度、ＮａＣｌ浓度、ｐＨ等环境因子有着密切关系；副溶

血弧菌形成的生物膜能与载体进行特异性的结合，

还可借助Ｃａ
２＋
促进生物膜的形成。
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