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摘要!细菌生物被膜是细菌耐药性形成的重要机制之一"是许多感染性疾病难以控制的主要原因"也是食品加工中存

在的重大污染源# 在生物被膜形成过程中"细菌的群体感应系统起重要作用# 文章在现有的理论和研究基础上"就

细菌生物被膜的特性以及群体感应系统在细菌生物被膜形成过程中的作用进行综述"旨在为通过群体感应抑制剂抑

制生物被膜的形成提供全新的研究思路# $中国渔业质量与标准"!"#$"$%#&!# E$'
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%%生物被膜%O(9P(2N"Q,&是指微生物黏附于有生

命或非生命物体接触表面"当受到外界环境压力时"

如营养极端匮乏或过剩)高渗透压)低 RS)氧化应激)

抗菌素和抗菌剂等"被自身分泌的多糖基质)纤维蛋

白)脂质蛋白等胞外黏质物包裹而形成的大量微生物

聚集体$# E!'

# 生物被膜是细菌在自然条件下在物体

表面生长时形成的一种自我保护状态"自然界中的任

何细菌在成熟条件下都可以形成生物被膜"且 @"T

以上的微生物是以生物被膜的形式生存生长的$?'

#

由于菌群中的特殊亚群E持留菌%R*-+(+3*-M*22&的存

在$G'

"被膜菌的生物学特性)形态结构)致病性以及

对环境因子的敏感性等均与浮游菌有很大差异"且对

人类生活存在更严重的危害# 在医学上主要表现为

对多种抗生素耐药性增加和宿主免疫攻击的耐受能

力增强"F"T以上的细菌性感染疾病过程中细菌是以

生物被膜状态存在的$D'

"每年全球约有百万人因生

物被膜感染发病或死亡$A'

(在食品加工上主要表现

为使生物膜中的细胞对清洁剂和抗菌剂的抗性提高"

生物被膜的三维结构是抗菌药物的天然屏障"与普通

细菌相比"能够形成生物被膜的细菌对清洗和消毒剂

的耐受力更强"为浮游菌的 #" U# """ 倍$$'

"导致加

工设备表面无法严格清洗消毒"被膜所含的细胞及孢

子不断分离成为食品潜在的污染源$F E@'

#

生物被膜造成了医疗)食品等领域大量人力)财

力的浪费"已成为不可忽视的公共卫生问题"因此抑

制生物被膜的形成和根除生物被膜具有重要意义#

近年来研究发现多数细菌生物被膜的形成)发展需要

群体感应信号分子的参与$!'

"因此"采用抑制细菌群

体感应系统的方式能够抑制生物被膜的形成# 群体

感应抑制剂%/5>&通过提高生物被膜的敏感性与宿

主感染生物被膜后的存活率来提高抗生素治疗的成

功率$#"'

"在降低细菌致病力的同时又不会使细菌产

生抗药性"因此利用它来控制生物被膜的形成引起了

人们广泛的关注# 本文立足于生物被膜的形成及与

群体感应的关系"阐明通过干扰细菌群体感应信号分

子来破坏细菌生物被膜"旨在为解决由生物被膜引起

的细菌耐药)耐清洁剂的问题提供全新的研究思路#

!"细菌生物被膜

!#!"生物被膜的组成及结构

生物被膜的组成成分包括多糖基质)脂蛋白)多

糖蛋白及表面蛋白)纤维蛋白)胞外<;I%*<;I&等#

细菌依靠静电力以特异性或非特异性的方式黏连在

细胞之间及表面"当黏连于细胞基质时就会形成大量

不易溶解的胞外多聚物%VW5&"当多种细菌的 VW5)
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宿主细胞或血小板混合在一起时便形成了混合的生

物被膜"从而具备抵抗宿主的免疫反应及抗生素攻击

的能力#

生物被膜的形态)紧密度及厚薄度因细菌种类及

环境条件不同而有一定差异$##'

# 生物被膜不是细菌

随意堆积形成的"而是一种相互协调构成高度分化结

构的群体# 生物被膜模型化后从外到内依次为!主体

层% O02X 9PO(9P(2N&)连接层 %2()X()KP(2N&)调节层

%M9)4(3(9)()KP(2N&及基质层%+0O+3-130N&

$#!'

"细菌定

植在*蘑菇+状的基质中# 在细菌群落之间存在着充

满环境液体的*水通道+"利用此通道细菌可以与外

界进行交流"获取营养物质或排出代谢废物$#? E#G'

#

根据细菌在生物膜内形成的不同位置可以细分

为!游离菌)表层菌和深层菌# 表层菌获得氧气与营

养物质较方便"代谢产物也易于排出"因而活动较为

活跃)分裂较快)菌体相对较大且对抗菌药物敏感"游

离菌性质与之相似(而深层菌由于被多糖蛋白复合物

包围"不易获取营养物质且代谢产物易堆积"体积较

小)分裂较慢"故处于静止或休眠状态# 经研究发现"

生物被膜中水合物含量只占约 #DT"其余 FDT成分

为胞外多聚物"它是生物被膜结构的基础"其作用是

利于细菌形成生物被膜而早期吸附在物体表面"并作

为细菌抵抗外界攻击的屏障$#D'

#

!#$"生物被膜的形成过程

生物被膜的形成是一个复杂的动态过程"受到多

种因素的影响"通常在粗糙或涂有特殊物质的表面上

更易形成生物被膜"细胞间信号分子与胞外多聚物的

相互作用亦是生物被膜形成的关键所在$#A'

# 细菌生

物被膜的形成主要分为 ? 个阶段# 细菌黏附于接触

表面生物被膜形成的第一阶段"这种黏附作用主要是

细菌表面特定的黏附素蛋白识别接触表面受体的结

果"具有选择性和特异性$#$'

"由于这种接触并黏附的

过程很快"因此完全控制生物被膜的形成几乎不可

能# 成熟是细菌生物被膜形成的第二阶段"生物被膜

的结构由扁平不均一向高度结构化发展"此过程易受

到细胞游动性及胞外聚合基质产生的影响# 聚集和

分散是生物被膜形成的第三阶段"通过胞外基质的聚

集使膜内化学梯度急剧上升# 由于细菌所处环境非

常拥挤且养料有限"当受到某些外部因素的影响"部

分细菌会从生物被膜上脱离"但是离开的细菌会重新

开始黏附)成熟)聚集和分散这一过程"这样感染就在

不断加重"这便是目前细菌生物被膜感染难以治疗和

清除的原因之一#

!#%"生物被膜的特性

生物被膜具有高度的结构性)协调性)功能性与

不均质性"其深处与浅处的细菌无论体积大小或代谢

活性都有明显不同$#F'

# 由于生物被膜内的细菌具有

多种代谢状态"因而不同条件下均有细菌能够存活下

来# 生物被膜是稳定不同物种间相互作用或使其发

生特征性变化的一种独特方式"具有影响生物群体的

功能# 如当需氧生物处于低氧环境中时"生物被膜会

迫使其适应低氧应激环境以达到生存的目的$#?'

(当

细菌处于营养物质极度匮乏的饥饿环境时"生物被膜

会产生应激应答反应"此种反应代表了细菌会采取促

使进化及改变遗传差异的方式来抵抗不利环境# 形

成成熟生物被膜的细菌比浮游状态下的细菌更具耐

酸性与抗饥饿能力"Y*2()等$#@'研究发现变异链球菌

生物被膜细胞对酸的耐受能力普遍较强"是浮游状态

细胞的 F!" U$" """ 倍(Z'0等$!"'研究指出同时对变

异链球菌浮游状态下与生物被膜状态下的细菌做无

底物的饥饿处理后"其生物被膜状态下表现出更强的

抗饥饿能力# 此外"被膜菌与浮游菌在蛋白表达$!#'

)

基因表达$!!'方面都有一定的差异性# 生物被膜的形

成使得细菌在极端不利的环境中仍能抵抗外界压力)

增强细胞耐受力"促使微生物学家对这种群落行为的

形成过程进行全面系统的研究#

!#&"生物被膜检测方法

由于细菌形成的生物被膜被自身分泌的胞外多

糖包裹着"因此须通过特定的方法才能对其进行定性

和定量研究#

#7G7#%生物被膜定性研究方法

#&试管法 菌液与试管的液面交界处是生物被膜

的形成部位"生物被膜一旦形成则很难被清除"可通

过结晶紫染色后用冰醋酸溶解"通过颜色深浅定量检

测生物被膜大小$!?'

# 此法简单快捷)所需实验条件

较低"适用于生物被膜的初步定性检测# 溶藻弧

菌$!G'

)霍乱弧菌$!D'都曾用此方法进行检测#

!&银染法 此法原理是利用IK;=

?

溶液等浸泡处

理后"将细菌生物被膜中的多糖蛋白复合物染成灰褐

色或黑色"通过银染初步判断不同培养阶段生物被膜

中多糖蛋白复合物的变化规律"评价细菌的黏

附性$!A'

#

?&扫描电镜%5VJ&和透射电镜%[VJ& 用电子

束及电子透镜代替光束及光学透镜"通过高倍放大物

质的细微结构"分辨率可达纳米级甚至更小# 此法优

点是可观察到细菌生物被膜的形态结构及胞外多糖

!
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和蛋白的特征"但缺点是电子束的照射会使样品受到

辐照损伤"且仪器造价过高#

G&激光共聚焦扫描显微镜%&5\J& 作为近年来

发展起来的一项高级新技术"具有普通光镜及电镜无

法超越的优势# &5\J可对生物被膜进行分层扫描"

对生物被膜的厚度)均一性)荧光强度等进行量化"且

浮游细菌清晰可见# 通过图象软件可以从各个角度

观察生物被膜三维视图"结合计算软件将三维图象数

据化"从而使生物被膜的特征量化#

#7G7!%生物被膜定量研究方法

#&微孔板法 微孔板可用于培养细菌生物被膜"

其侧壁是生物被膜的形成部位"该法既能定性判断生

物被膜的形成情况"也能定量计算生物被膜的形成能

力"且有批量处理的优势$!$'

#

!&菌体计数法 通过计算生物被膜中菌体数量对

生物被膜进行量化"利用超声或涡旋的机械方法"将

生物被膜从与其黏附的表面结构分离"结合平板菌落

法对生物被膜内的活菌进行计数# 此法缺点是只能

计算活菌"然而死菌也是生物被膜的重要组成部分"

故此法可行性较低#

?&结晶紫染色法 此法利用的原理是结晶紫可与

生物被膜牢固结合"不易被水洗脱"但可在冰醋酸中

较好溶解"通过颜色深浅并利用酶标仪测定 =<值来

判断形成生物被膜大小$!F'

# 该法简便快捷"适用于

@A 孔板及试管法形成生物被膜的测定#

G&荧光法 利用不同的荧光燃料可以选择性地观

察生物被膜"利用 5.39@ 及碘化丙锭发出的不同荧光

还可以区分生物被膜中的活菌与死菌$!@'

#

$"细菌的群体感应系统

群体感应%]09-0N+*)+()K"/5&是细菌根据群体

中细胞密度变化来调控自身基因表达的一种群体行

为"是当细菌的数量达到一定密度时才会发生的感应

现象$?"'

# 当在特定的环境中细菌数量增加时"由细

菌的\0 >̂蛋白所合成的信息分子浓度会随之增大"

当信号分子的浓度积累到一定阈值时与细胞质中的

受体蛋白结合"引起受体蛋白构象发生变化"靶基因

与基因编码酶的表达被激活"进而表现出一系列的行

为特征"如生物发光)质粒的接合转移)毒性基因的表

达)细菌的群集泳动以及生物被膜的形成等$?" E?#'

#

介导微生物群体感应的信号分子有多种"不同种类的

细菌利用不同结构的信号分子来调控群体感应系统

基因的表达# 常见的群体感应系统大致分为以下

几类#

$#!"革兰氏阴性菌中的群体感应系统!'()!"

多数革兰氏阴性细菌的信号分子为 ;E酰基高

丝氨酸内酯%;E1M.2'9N9+*-()*21M39)*" IS\+&也叫

做I>E## 由一个相对稳定的高丝氨酸内酯环和一

条长度为 G U#F 个碳的酰基侧链组成"由于酰基侧链

可能形成双键或第三个碳上容易被羟基或氧取代"因

此IS\+具有特异性# \0 >̂B\0 _̂系统是革兰氏阴性

菌中研究最为透彻的I>E# 型交流系统"目前已在许

多细菌中发现类似费式弧菌 \0 >̂B\0 _̂系统的群体

感应系统"如根癌农杆菌的 [-1>B[-1_系统"铜绿假

单胞菌的\1+>B\1+_系统和_'#>B_'#_系统等$?!'

#

$#$"革兰氏阳性菌的群体感应系统!'(*"

革兰氏阳性菌的信号分子为寡肽类%1039()40M̀

()KR*R3(4*+" I>W+&"它的结构与 I>E# 有所不同"是

由自身分泌的经过修饰加工的前导肽# I>W+不能自

由出入细胞"需要在 IQ&转运系统的协助下才能穿

过细胞壁"且具有密度依赖性的特点"当累积到一定

浓度阈值时"被膜上的I>W信号识别系统则会启动相

应调控机制$??'

# 革兰氏阳性菌的 /5 系统对细菌的

多种行为都有调控"如调控金黄色葡萄球菌%!"#$%&'

()*)**+,#+-.+,&的外毒素分泌$?G'

"调控枯草芽孢杆菌

%/#*0((+,,+1"0(0,&芽孢的产生$?D'

"调控突变链球菌

%!23+"#4,&生物被膜的形成$?A'

#

$#%"细菌种属间的群体感应系统

细菌种属间存在另一类信号分子I>E!%I039()`

40M*-E!&"用于不同种属细菌之间的相互交流# 细

菌通过环境中I>E! 浓度了解环境中自身和其他细

菌的数量"以此来调控自身表型的表达# I>E! 类信

号分子是由\0 5̂蛋白质催化合成的呋喃酮酰硼酸二

酯%P0-1)9+.2O9-13*4(*+3*-&"特征基因为一段长度约

D"" OR的具有保守性的 (+5! 基因$?$'

# 研究表明牙

龈卟啉单胞菌%6)-$%&-)3)4#,704708#(0,&生物被膜的

形成受到(+5!基因的调控$?F'

#

$#&"其他群体感应机制

除此之外"细菌还存在另一些群体感应系统"如

在一些肠道共生细菌)肠致病性大肠杆菌等革兰氏阴

性菌中发现的以人类产生的肾上腺素B去甲肾上腺素

为信号分子的 I>E? 型群体感应系统$?@'

"在铜绿假

单胞菌中发现的喹诺酮类信号分子$G"'

"在弗氏柠檬

酸杆菌%90")-1#*".-:-.+4;00&的培养上清中提取的二

?
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酮哌嗪类化合物 <aW+%4(X*39R(R*-1b()*&

$G#'

"在霍乱

弧菌%<01-0)*%)0.-#.&和哈维氏弧菌%<01-0)%#-8.&0&中

发现的&I>E# 型群体感应系统$G!'

#

%"生物被膜与群体感应的关系

根据生物被膜的形成过程"常见的控制生物被膜

的方法主要有以下几种!阻止微生物黏附)抑制生物

被膜的形成及清除已形成的生物被膜"常用的方法有

运用物理超声法去除生物被膜)运用生物电效应与抗

生素联合治疗被膜菌感染)降解生物被膜的细胞外基

质)运用噬菌体抑制细菌生物被膜的生长)抑制细菌

细胞间的信号转导系统%即群体感应系统&"本文主

要介绍通过群体感 应 抑 制 生 物 被 膜 形 成 的

方法$G? EGG'

#

%#!"生物被膜与群体感应的关系

#@@F 年"<1c(*+等$GD'在 !*0.4*.中描述了铜绿假

单胞菌21+系统在细菌生物被膜形成中的作用"首次

表述了/5 与生物被膜关系# 随着相关研究的扩展

和深入"/5系统在生物被膜形成中的调控机制也逐

渐清楚# 生物被膜的形成受到多种因素的影响"有研

究表明在细菌由浮游态向生物被膜态转变的过程中

存在着许多联系紧密的信号传导通路"其作用是协调

细菌之间的各项生理活动和基因的表达"影响其致病

性与耐药性以趋利避害$GA'

# 群体感应系统是目前备

受关注的细菌生物膜内信号转导系统"/5 在不同细

菌中的共同调控位点即为生物被膜的形成与抗

性$G$'

# 当环境条件不利于细菌生长时"细菌间能够

通过/5系统传递信息"建立壁垒%生物膜&并进行顽

固化来适应不利条件# 如果群体感应系统缺失"形成

的生物膜就会变得稀薄# /5系统除了影响成膜菌的

数量外"对细菌生物膜胞外多糖聚合物%VW5&的含量

以及细胞表面的疏水性%'.4-9R'9O(M(3.&都有不同程

度的影响#

目前的研究结果表明"在生物被膜形成的 ? 个阶

段中都有/5参与# 洋葱伯克霍尔德菌%/+-=%)(;.-0#

*.$#*0#&S### 的 M*R>B_/5 系统可以调控细菌生物

被膜成熟$GF'

"嗜水气单胞菌%>.-)3)4#,%&;-)$%0(#&

的1'._B>1M.2ES5\/5系统对生物被膜成熟是必需

的$G@'

"霍乱弧菌用 /5 调控胞外多糖的产生"胞外多

糖用8$,操纵子编码"可以调控细菌的聚集和表面

附着$D"'

#

在群体感应系统中"各类信号分子在调控生物被

膜的形成中都起到非常重要的作用# 郭红$D#'报道凡

纳滨对虾中的优势腐败菌不动杆菌IM(E# 和IM(E!

产生的IS\+可以调控其生物被膜的形成# 信号分

子I039()40M*-+E!%I>E!&作为革兰氏阳性菌和革

兰氏阴性菌共同识别的一类通用信号分子"在调控混

合菌生物被膜的形成中具有重要作用$D!'

# Q1--(9+

等$D?'发现液化沙雷式菌%!.--#"0# (0?+.:#*0.4,&和霍乱

弧菌%<01-0)*%)(.-#&的生物被膜形成过程中的细胞

聚集以及外聚合物的合成分别受群体感应信号分子

I>E! 的调控# 王娜$DG'研究发现金黄色葡萄球菌生

物被膜的形成受到/5调控# 金黄色葡萄球菌的 #7-

操纵子中的1K-<编码自诱导物%1039()40M*-" I>&从

而编码/5"当I>积累到一定阈值时"1K-<通过 [&5

IK-&I控制小的非编码 _;IE_;I>>>的表达"从而

使生物被膜形成必需基因黏附素的表达下调#

%#$"利用群体感应抑制剂!+,("调控生物

被膜的形成

由于生物被膜的形成在卫生医疗以及食品安全

等领域具有严重威胁"对此科研人员已做了大量抑制

生物被膜的形成的研究"比如利用抗菌肽)香精油类

等抑制生物被膜的形成$DD EDA'

# 群体感应抑制剂

%/5>&是一种防治生物被膜形成的有效方法# /5>以

抑制细菌的群体感应系统为靶点"主要分为肽类化合

物)非肽类小分子化合物%分为天然来源与人工合成

两类&和蛋白质等# 肽类化合物主要为针对革兰氏

阳性菌利用的自诱导分子%小分子多肽 I>W&而产生

的I>W类似物# 天然非肽类/5>可从高等植物)动物

组织及一些微生物所产生的次级代谢产物中提取(人

工合成非肽类/5>主要分为 IS\类似物)溴化呋喃

酮类似物)I>E! 同系物等# 蛋白质类 /5>主要分为

/5猝灭酶和/5猝灭抗体两类$D$'

#

细菌群体感应系统功能异常直接影响生物被膜

的形成# 研究表明由铜绿假单胞菌的 \1+2和 -'22突

变体形成的生物被膜"其对抗生素的敏感性远强于标

准菌株的生物被膜"与后者相比"前者形成的生物被

膜非常不稳定"生物被膜内的大多数细菌易消散)脱

离"其原因是由于铜绿假单胞菌的\1+2和-'22突变体

中细菌存在不利于生物被膜形成的颤动能力缺

陷$DF'

# 葡萄球菌引起的感染疾病大多与细菌生物被

膜形成有关# a(-1)等$D@'指出葡萄球菌/5系统中激

活肽_IW活性被1)3(E_IW)1)3(E[_IW抗体等抑制

时"其毒性也被抑制# 当靶分子[I_W没有被表达或

磷酸化时"细菌就无法黏附形成生物被膜"从而不能

产生毒性引起感染疾病# Q-1MXN1) 等$GF'间接证实

了伯霍尔德杆菌属%/+-=%)(;.-0#&的群体感应系统调

G
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控其生物被膜的形成"研究发现以肉桂醛)白藜芦醇

为群体感应抑制剂可以影响生物被膜的黏附能力#

\**等$A"'报道了 ? E吲哚乙腈可以减少大肠埃希菌

=#D$!S$ 细菌生物被膜的形成和铜绿假单胞菌毒性

因子的表达#

&"结论与展望

综上所述"细菌生物被膜的形成是一个复杂的系

统工程"受到多种信号分子的调控# /5 对革兰氏阳

性菌与革兰氏阴性菌生物被膜的形成均有重要作用"

并且在生物被膜的形成阶段始终伴随 /5 的调控"所

以干扰 /5 系统将成为抑制生物被膜的有效手段#

/5>来源于天然或人工合成的小分子化合物"作用是

竞争性干扰或破坏 I>与受体蛋白的结合过程"降低

I>在细菌中的浓度阈值"影响/5系统最终达到抑制

生物被膜的目的# 未来应加大对 /5 调控生物被膜

的研究"寻找更多能够抑制细菌生物被膜的 /5 抑制

剂"并对抑制机理进行更深入透彻的研究"为彻底治

疗细菌生物被膜感染性疾病以及防治生物被膜对食

品加工造成的灾害性污染带来新希望#
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