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不同食源微生物生物被膜形成特征及亚致死浓度
消毒剂对菌体成膜的影响

黄宝威, 张宏梅* , 刘学禄, 谢丽斯
(广东工业大学轻工化工学院, 广东 广州 510006)

摘 要: 研究 4种细菌在体外不同培养条件下形成生物膜的能力,并探索了亚致死质量浓度消毒

剂对细菌生物成膜的影响。在不同营养物质浓度和培养条件下以及不同质量浓度的季铵盐下, 以

微孔板法检测菌体成膜性。高温、低浓度的葡萄糖和 NaCl促进菌体形成生物膜, 高质量浓度葡萄

糖和 NaCl、较高的培养温度,成膜受到抑制。菌体成膜受到多种因素的影响, 合理控制食源微生物

生物被膜的形成,是促进食品安全和卫生的重要手段。
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Different Patterns of Biofilm Formation and Effect of Sub-MIC

Disinfectant on Biofilm Formation of Foodbore Pathogens

HUANG Bao-w ei, ZHANG Hong-mei* , L IU Xue- lu, XIE L-i si

( F acult y of Chemical Eng ineer ing and L ight Industry , Guangdong University of Technolog y, Guang zhou 510006, China)

Abstract:T he objective o f this study is to invest igate the biof ilm format ion of four kinds o f

dif ferent bacteria in v it ro under different cultur e condit ions and the effect of sub-M IC disinfectant

on biof ilm format ion. For this, bio film formation w ere tested by microt iter-plate method under

the different nutr ient conditions, temperature and pH , as w ell as different concentr at ion o f

quaternary ammonium compounds. the results demonst rated that biof ilm format ion was ident ified

w idely among food pathogens. Furthermore, high temperatur es, low concentr at ion of g lucose

and sodium chlo ride increased the production of bio film. From the above r esults, a conclusion

could be made: Bio film format ion w as inf luenced by many factors. Contro l of the product ion o f

bio film w as impor tant for food safety in the food processing.
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生物被膜是指细菌粘附于接触表面, 分泌多糖 基质、纤维蛋白、脂质蛋白等,将其自身包绕其中而



形成的大量细菌聚集膜样物[ 1]。几乎所有的食源

微生物在一定的条件下都能形成生物被膜。生物

被膜的形成是菌体对消毒剂产生耐药的原因之一。

据报道,生物被膜可提高细菌对杀菌剂的抵抗能力

50~ 5000倍。在食品、食品加工设备等富含营养物

质的潮湿材料的表面, 残留的微生物往往容易形成

生物被膜。带来影响食品安全和卫生的隐患
[ 2]
。

生物被膜的形成受菌种、菌量、接触表面类型、营养

条件和生长环境等诸多因素的影响,从而呈现出厚

薄不均、粘附牢固程度不同等的状态。了解这些因

素对生物被膜形成的影响可为研究生物被膜的生

理生化以及控制生物被膜的形成提供技术和理论

支持。作者采用微孔板法研究 4 种食源微生物生

物被膜的形成特征,并探索了亚致死浓度季铵盐类

消毒剂对生物被膜形成的影响。

1 材料与方法

1 1 实验材料

实验用 4种食源微生物分别是铜绿假单胞菌

Pseudomonas aeruginosa B1、Pseudomonas aer ugi-

nosa B2、P seudomonas aer ug inosa B3、金黄色葡萄

球菌 Stap hy loccocus aur eus B4、S taphy loccocus

aureus B5、S taphy loccocus aureus B6、鲍曼不动杆

菌 Acinetobacter baumanni is B7、A cinetobacter bau-

manni is B8、Acinetobacter baumanni is B9、乳杆菌

L actobacil lus acid op hi lus B10、L actobacil lus aci-

dop hi lus B11、L actobacil lus acidophilus B12 , 全部

为作者所在实验室保存。胰酶大豆肉汤( TSB) : 北

京奥博星生物技术责任有限公司; 细胞培养板( 96

孔) : 美国 Corning Costar 公司; 酶标仪 ( M odel

680) : Bio-Rad公司。消毒剂:苯扎溴铵,市售。

1 2 菌液的制备

将细菌活化后, 接种于 3% TSB中, 37 隔夜

培养至活菌数达到约 108 cfu/ mL 备用。

1 3 生物成膜的检测

参照文献[ 4]并做一些改进。96孔板加入 200

L 的 T SB,过夜培养物按 1 100稀释后接种至 96

孔板。空白对照只加T SB。培养结束后,在 630 nm

处测培养板的吸光度 A 630。然后弃去培养板中的培

养基,用含 0 1 g/ dL 蛋白胨的生理盐水洗涤培养板

3次, 在空气中干燥 30 min[ 4] 。然后向孔中加入

100 L 1%的番红染色 15 m in,轻轻洗涤培养板, 直

至水中无颜色,干燥 30 min。然后向孔中加入 100

L 95%的乙醇,脱色 15 min, 在 490 nm 测培养板

的吸光度 A 490[ 5]。成膜能力用 A 490 / A 630来表示, 平

行 3次实验。

1 3 1 不同营养条件下细菌生物被膜生长情况

在 25 下,在 T SB培养基中分别添加不同质量浓

度的葡萄糖( 0 2、0 4、0 8、1 6、3 2、6 4、12 8 g/

dL)、以及不同质量浓度的 NaCl( 0 15、0 3、0 6、

1 2、2 4、4 8、9 6 g/ dL) , 培养 48 h 后探讨菌体形

成生物膜的情况。

1 3 2 不同培养条件下细菌生物被膜生长情况

温度的测定为分别在 25、30、37、42 4 个温度培

养菌体, 培养 48 h 后, 测量各种菌株的成膜能力;

培养时间的测定为在温度为 25 的 T SB 培养基

中, 分别培养 24、48、72 h后测量菌株的成膜能力;

pH 值的测定为 1 mol/ L 的 NaOH 或者1 mol/ L 的

盐酸调节 TSB 培养基的 pH 值分别为 4 0、7 0、

9 0,测量各菌株在不同 pH 值下生物膜形成的情

况。

1 4 MIC值的确定

MIC 值由药敏实验确定。菌种在 37 下培养

至稳定期,然后将其制成与 0 5麦氏比浊液相同浊

度的菌悬液。将菌悬液按 1 1 000稀释接种至含

不同浓度苯扎溴铵( BE)的培养基中, 混匀, 37 培

养 18 h,观察结果。M IC值为试验中无可见菌生长

的苯扎溴铵浓度[ 6- 7]。

1 5 不同浓度消毒剂对生物成膜的影响

由 M IC 值设定不同的苯扎溴铵浓度, 37 培

养 48 h,来探索消毒剂对生物成膜的影响。

2 结果与讨论

2 1 培养基中葡萄糖和氯化钠浓度对食源微生物

生物成膜的影响

氯化钠和葡萄糖对 12株菌的成膜影响分别见

图 1, 2。

图 1 NaCl质量浓度对菌体成膜的影响

Fig. 1 Biofilm formation of stains at 25 at diff erent

sodium concentrations

对3株铜绿假单胞菌和2株菌金色葡萄球菌来

讲, 随着 NaCl质量浓度的增加, 3株菌的成膜能力
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加强,在 2 4 g/ dL 成膜能力达到最大, 之后随着

NaCl质量浓度的增加, 成膜能力下降。而葡萄球菌

B6和鲍曼不动杆菌 B7, B8的最适成膜浓度在 0 6

g/ dL。3株乳杆菌随着 NaCl质量浓度的增加, 成

膜能力下降, 可见, 高质量浓度的 NaCl 抑制其成

膜。在葡萄糖影响菌体成膜的因素探讨中, 发现 12

个菌株中,除了一株鲍曼不动杆菌 B7随着葡萄糖

质量浓度增加成膜能力下降外, 在一定的葡萄糖质

量浓度范围内,随着葡萄糖质量浓度的升高, 成膜

能力加强。在最适成膜质量浓度之后,随着质量浓

度增加,成膜能力下降。而不同的菌株最适成膜对

应的葡萄糖质量浓度不同,没有种属的规律。

图 2 葡萄糖质量浓度对菌体成膜的影响

Fig. 2 Biofilm formation of stains at 25 at different

glucose concentrations

2 2 培养条件生物被膜生长的影响

培养的温度对生物被膜形成影响见图 3。由结

果可知, 在各个菌株中, 25、30、37、42 4个温度

中, 其中铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌和乳杆菌随

着培养温度的增加, 成膜能力增强, 42 下的成膜

能力最大。而金色葡萄球菌随着温度的升高成膜

能力下降。

图 3 培养温度对菌体成膜的影响

Fig. 3 Biofilm formation of stains at different

temperature

在不同的 pH 值下生物被膜的形成见图 4。3

株铜绿假单胞菌随着 pH 值的增大成膜能力下降。

而 3株乳杆菌随着 pH 值的增加成膜能力增强。金

黄色葡萄球菌和 3 株鲍曼不动杆菌在中性条件下

成膜能力较好。

图 4 pH值大小对菌体成膜的影响

Fig. 4 Biofilm formation of stains at different pH

2 3 菌株的季铵盐药敏实验

经药敏实验得知, B4、B5、B6、B10、B11、B12这6株

菌的 M IC为 10 mg / L , B1、B3、B7、B8、B9这 5株菌

的 M IC 为 15 mg / L , B2的 M IC为 20 mg / L。

2 4 不同质量浓度消毒剂对生物成膜的影响

B4、B5、B6、B10、B11、B12组在苯扎溴铵质量浓度

为( 0, 3, 5, 7, 9 mg/ L ) , B1、B3、B7、B8、B9组苯扎溴

铵质量浓度梯度为( 0, 3, 6, 9, 12, 14 mg/ L ) , B2( 0,

3, 7, 11, 15, 19 mg/ L ) ,中的生物被膜形成情况见图

5。从结果看出, 所有的菌株均具有同样的成膜规

律: 当消毒剂的质量浓度小于 M IC时, 随着消毒剂

质量浓度的增加, 细菌的生长的确受到部分抑制

(各个菌体 A 630依次减小) ,但是其成膜性能依次增

强。如在 B2组中,在质量浓度小于 12 mg / L 时,随

着季铵盐质量浓度的增加, 菌体生物被膜的形成能

力加强;在质量浓度大于 12 mg / L 时, 生物被膜的

形成受到抑制。在 B4组中,除了 B6 菌株外(最适

成膜季铵盐质量浓度为 5 mg/ L) ,其它菌株在小于

7 mg/ L 时, 随着季铵盐质量浓度的增加,菌体生物

被膜的形成能力加强;在质量浓度大于 7 mg/ L 时,

生物被膜的形成受到抑制添加消毒剂的实验组比

未添加消毒剂的对照组生物成膜性都好。这与枉

前等报道的亚抑菌质量浓度抗生素对生物成膜有

促进作用的结论相似
[ 8]
。

( a)
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( b)

图 5 不同质量浓度的季铵盐对菌体成膜的影响

Fig. 5 Biofilm formation of stains at different quaterna-

ry ammonium compounds concentration

3 结 语

食源微生物生物被膜的形成受到多种因素的

影响。添加葡萄糖有利于促进菌体生物膜形成, 高

质量浓度葡萄糖成分抑制菌体成膜。低质量浓度

的氯化钠可促进菌体形成生物膜, 但高于某质量浓

度,就抑制菌体成膜。42 的培养温度有利于菌体

生物膜大量形成, 低温不利于生物膜的形成。亚致

死剂量的消毒剂刺激生物被膜的形成。因此, 在食

品加工工业中,为了有效预防自然环境中食源微生

物造成食品的腐败变质, 应尽可能做好食品原材料

的清洗或防腐处理,可添加高质量浓度的氯化钠和

保持低温来进行保藏。而且对于加工设备和包装

材料也应进行清洗杀菌处理, 减少糖分残余。添加

消毒剂的质量浓度也应避免亚致死剂量的处理, 降

低生物被膜的形成。
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