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摘　要：为了探究食品工厂环境下更为真实的生物被膜形成过程，有效地预防和控制食品加工过程中副溶血
性弧菌生物被膜的污染情况，通过模拟不同的食品加工器械振动模式（水平旋转式振动、翘板式振动、垂直翻

转式振动），研究不同振动模式下副溶血性弧菌在玻璃和不锈钢表面培养７２ｈ生物被膜的形成过程，分析不
同振动模式对被膜生物量、被膜结构以及被膜胞外基质中胞外多糖和胞外蛋白的影响。结果发现：振动条件

下副溶血性弧菌被膜形成量明显减少；３种振动模式下垂直翻转式振动条件下被膜生成量最少；同种振动方
式下副溶血性弧菌在不锈钢表面形成量大于玻璃表面；增加水平旋转转速，被膜生成量减少；振动导致被膜总

生物量减少，多孔性和均一性增加，生物被膜结构趋于简单，被膜比较分散。振动导致生物被膜胞外多糖和胞

外蛋白含量减少。结果表明：不同的器械振动对被膜的影响不同，本研究模拟的３种振动模式中选择垂直翻
转式振动模式可以有效地减少与抑制生物被膜的生长；振动会导致细菌生物被膜胞外多糖和蛋白的减少，影

响被膜的孔径、均一性等结构特性，被膜结构变得松散，被膜生成量减少。
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　　副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，ＶＰ）
是我国常见的食源性致病菌［１］，广泛存在于沿海

和河口地区［２］，能够引发细菌性肠胃炎，伤口感

染以及败血症［３］。ＶＰ可以黏附在各种食品和加
工器械表面，通过分泌胞外多糖、蛋白质等水合

性胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｍｅｒｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，
ＥＰＳ）将自身包裹，形成生物被膜［４５］。生物被膜

一旦形成就很难被彻底去除，一方面会损害设备

器械造成经济损失，另一方面残留的生物被膜在

食品生产、加工、流通和贮藏等过程中容易发生

食品间的交叉污染而引发食物中毒等食品安全

问题［６］。

目前对于食源性致病菌生物被膜生长过程

的研究主要集中在静置环境下被膜的生成过程。

但是在食品生产、加工、运输过程中，存在各式各

样的器械设备，如振动筛、传送带、搅拌器、发酵

罐等，食源性致病菌往往处于振动环境中［７］。研

究在振动条件下被膜的形成过程更符合食品实

际生产环境，对实际生产环境中有害生物被膜的

防治更具有参考意义。本研究主要模拟食品加

工过程中不同振动方式，初步探究振动对食源性

致病菌生物被膜形成的影响。

生物被膜被认为是一种黏弹性材料［８９］，它

可以由弹性响应、黏性响应或黏弹性响应支配，

这取决于施加的负荷大小、时间以及施加负荷的

速率［１０］。所以本研究在实验室条件下模拟了３
种振动方式（水平旋转式振动：１００ｒ／ｍｉｎ，２００ｒ／
ｍｉｎ；翘板式振动：１００ｒ／ｍｉｎ；垂直翻转式振动：
１００ｒ／ｍｉｎ），检测 ＶＰ在振动条件下孵育７２ｈ生
物被膜形成过程，探究振动方式及振动大小对食
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源性致病菌生物被膜形成的影响，为食品加工行

业对不同机械设备的选择以及食品安全风险评

估提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　菌株
所用菌株为副溶血性弧菌ＶＰＳ３６，本实验室

从虾中分离。

１．２　主要试剂与仪器
硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼脂培养基

（ｔｈｉｏｓｕｌｆａｔｅｃｉｔｒａｔｅｂｉｌｅｓａｌｔｓｓｕｃｒｏｓｅａｇａｒｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍ，ＴＣＢＳ），胰酶大豆肉汤培养基（ｔｒｙｐｔｏｎｅ
ｓｏｙｂｅａｎｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ）购自北京陆桥技术有限责任
公司；结晶紫购自美国Ｓｉｇｍａ公司；２０×磷酸缓冲
液（ＰＢＳ）购自生工生物工程（上海）股份有限公
司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料购自北京索莱宝科技有限
公司；２５％戊二醛溶液，浓硫酸购自上海展云化
工有限公司；无水乙醇（分析纯 ＡＲ），氯化钠
（ＮａＣｌ）购自国药集团化学试剂有限公司；福林酚
购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ有限公司。
２４和９６孔板购自美国康宁公司；ＢｉｏＴｅｋ酶

标仪购自美国伯腾仪器有限公司；ＭＩＲ１５４高精
度低温培养箱，ＭＬＳ３７５０型高压灭菌锅购自日本
三洋电机生物医药株式会社；ＯｐｔｉＭａｉｒ垂直流超
净工作台，Ａｉｒｓｔｒｅａｍ Ａ２型二级生物安全柜购自
ＥｓｃｏＣｈｉｎａ公司；ＬＳＭ７１０型激光扫描共聚焦显微
镜购自德国卡尔蔡司公司；ＴＨＺ１００恒温培养摇
床购自上海一恒科学仪器有限公司；ＲＳ１００翘板
摇床购自杭州佑宁仪器有限公司；ＧｒａｎｔＰＴＲ６０
旋转混合器购自上海法润科学仪器；ＺＱＺＹ７０Ｂ
振荡培养箱购自上海知楚仪器公司；５４１７Ｃ型小

型高速台式冷冻离心机；恒温金属浴购自

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。
１．３　菌株的活化

将保存在－８０℃冰箱的副溶血性弧菌划线
于ＴＣＢＳ培养基上，３７℃恒温培养箱中静置过夜
培养，挑单菌落接种至装有 ９ｍＬ配制的含 ３％
ＮａＣｌ的ＴＳＢ培养基的试管中，在１８０ｒ／ｍｉｎ的摇
床中３７℃恒温过夜培养１２ｈ，连续活化两次，用
酶标仪测菌液在６００ｎｍ下的吸光值，将菌液调
到ＯＤ６００＝０．６备用

［１１］。

１．４　生物被膜的培养
在实验室条件下用水平旋转式摇床、翘板式

摇床、ＧｒａｎｔＰＴＲ６０旋转混合器模拟了水平旋转
式振动、翘板式振动和垂直翻转式振动模式。选

用食品行业常见的食品接触材料玻璃和不锈钢

（３０４型号）作为实验材料。本实验探究细菌在３
种不同振荡方式培养条件下被膜的形成过程。

生物被膜培养方法参考 ＫＡＤＡＭ等［１２］并稍作改

良。将无菌的不锈钢片和玻璃片分别置于２４孔
板中，并依次在超净台加入 ９９０μＬＴＳＢ ＋３％
ＮａＣｌ培养基和１０μＬ菌液。将加好菌液的２４孔
板用保鲜袋包裹并做好标记，分别放置于０ｒ／ｍｉｎ
（静置）摇床、１００ｒ／ｍｉｎ和２００ｒ／ｍｉｎ旋转式摇床
（振幅：水平２０ｍｍ），１００ｒ／ｍｉｎ翘板式摇床（摆
幅：上下２５ｍｍ／１０°）５℃分别培养１２、２４、３６、４８、
６０和７２ｈ，每次３个平行。另将无菌的不锈钢片
放置于５ｍＬ离心管中，加入１９８０μＬＴＳＢ＋３％
ＮａＣｌ培养基和 ２０μＬ菌液。做好标记，放置于
ＧｒａｎｔＰＴＲ６０旋转混合器中，２５℃，１００ｒ／ｍｉｎ垂
直翻转模式下培养１２、２４、３６、４８、６０和７２ｈ，每次
３个平行。见图１。

图１　实验示意图（箭头表示振动方向）
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｃｈｅｍａｔｉｃ（Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｂｒａｔｉｏｎ）

１５９
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１．５　结晶紫染色
采用传统的结晶紫染色法检测 １．４节中培

养的ＶＰ生物被膜［１２１３］，并稍作改良，生物被膜用

结晶紫染色后加乙醇溶解，根据颜色深浅可定量

生物被膜量［１４１５］。将上述２４孔板和试管取出，
去掉悬浮液，取出不锈钢片和玻璃片（注意被膜

生长面朝上）放入无菌的２４孔板中，每孔每次加
入１ｍＬＰＢＳ清洗３次以去除浮游菌体。室温干
燥后加入１ｍＬ结晶紫染液染色３０ｍｉｎ。去掉染
液，每孔每次加入 １ｍＬＰＢＳ清洗 ３次，干燥 ３０
ｍｉｎ后加入１ｍＬ９５％乙醇洗脱３０ｍｉｎ。吸取２００
μＬ的洗脱液至９６孔板中，用酶标仪检测洗脱液
在６００ｎｍ处的吸光度值并记录。
１．６　激光共聚焦显微镜观察生物被膜

将１．４节中培养后的被膜中的上清液吸出，
ＰＢＳ清洗 ３次后，用 ４％的戊二醛溶液固定 ３０
ｍｉｎ，然后用 ＰＢＳ溶液清洗 ３次，用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ⅰ染料放置暗室染色３０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ溶液清洗
３次，将不锈钢片取出，用激光共聚焦显微镜观
察，每个样品３个平行。
１．７　基于ＩＳＡ软件分析生物被膜的结构

将１．６节中获得的ＣＬＳＭ图片导入ＩＳＡ软件
（美国蒙大纳州立大学 ＢＥＹＥＮＡＬ教授提供）并
运行程序，获得数据并分析。

１．８　ＥＰＳ中胞外多糖和胞外蛋白的测定
采用超声波法提取并测定 ＥＰＳ，并稍作改

良［１６１７］。将１．４节培养后的 ２４孔板和试管取
出，吸出２００μＬ菌液至９６孔板，用酶标仪测定其
ＯＤ５９５，将不锈钢片和玻璃片取出放置于无菌的
２４孔板中，每孔每次加入１ｍＬＰＢＳ清洗３次以
去除浮游菌体。每孔加入１ｍＬ０．０１ｍｏｌ／Ｌ的氯
化钾溶液后，用枪头将黏附在不锈钢和玻璃表面

的生物被膜刮起并反复吹打混匀，再进行超声处

理（每次５ｓ，每个循环间隙５ｓ，循环５次）。收集
被膜到 １．５ｍＬ无菌离心管中，４℃条件下
４０００ｇ离心２０ｍｉｎ。再用０．２２μｍ滤膜过滤到
新的离心管中备用。

苯酚硫酸法测胞外多糖：取１００μＬ上述滤
液至１．５ｍＬ无菌离心管中，加入２００μＬ浓硫酸
静置反应３０ｍｉｎ，加入２５μＬ６％苯酚溶液后９０
℃金属浴５ｍｉｎ，然后吸取２００μＬ反应液至９６孔
板，测定 ＯＤ４９０，生物被膜胞外多糖相对含量为
ＯＤ４９０／ＯＤ５９５。

Ｌｏｗｒｙ法测定胞外蛋白：吸取４０μＬ上述滤
液于１．５ｍＬ无菌离心管中，随后加入 ２００μＬ
ｌｏｗｒｙｒｅａｇｅｎｔ溶液室温静置反应１０ｍｉｎ。加入２０
μＬ福林酚试剂反应 ３０ｍｉｎ。用酶标仪测定
ＯＤ７５０，生物被膜胞外蛋白相对含量为 ＯＤ７５０／
ＯＤ５９５。
１．９　数据处理

采用Ｏｒｉｇｉｎ９．０（ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）软件作图，应用
ＳＰＳＳ２０．０（ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）软件进行单因素方差分析
（ＬＳＤ统计分析），检验水平Ｐ＜０．０５代表差异显
著。

２　结果

２．１　结晶紫染色法检测不同振动方式下 ＶＰ生
物被膜的生长过程

采用结晶紫染色法观察不同振动方式下 ＶＰ
在不锈钢和玻璃表面生物被膜形成的变化过程，

每隔１２ｈ观测１次，观察时长为７２ｈ。静置培养
作为对照组。如图２所示，ＶＰ生物被膜的形成是
一个动态过程。在静置条件下，ＶＰ在玻璃表面
被膜形成量多，但是在同种振动方式下，在不锈

钢表面被膜形成量相对较多。在两种材料表面，

在振动条件下被膜生成量明显小于对照组，在被

膜量达到峰值时，在振动模式下被膜与对照组差

异非常大。在不锈钢表面，ＶＰ生物被膜在３种振
动条件下与静置培养生物被膜生长趋势相同，都

是先上升后下降。１２～４８ｈ为被膜发展期，ＶＰ
快速生长，被膜形成速度快，被膜生成量逐渐增

加；４８ｈ为被膜成熟期，被膜生成量达到峰值；
４８～７２ｈ为被膜分散期，被膜生成量开始减少。
孵育相同时间，在不同振动方式下生物被膜生成

量情况：静置＞水平旋转式振动 ＞翘板式振动 ＞
垂直翻转式振动。

玻璃表面被膜形成情况与不锈钢表面类似。

在两种振动方式下被膜生成量：静置培养＞水平
旋转式振动＞翘板式振动；被膜生长趋势也呈先
上升后下降趋势。

由表１发现在不锈钢表面，水平旋转式振动
被膜生成量平均减少了２７．６７％，翘板式振动被
膜生成量平均减少了６９．５１％，垂直翻转式振动
被膜生成量平均减少了８４．５８％。１２～７２ｈ被膜
减少大致趋势：被膜发育前期被膜减少量相对较

多，被膜成熟期和分散期被膜减少量相对较小。
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在玻璃表面，被膜减少大致趋势与不锈钢表

面类似。水平旋转式振动被膜生成量平均减少

了７７．０４％，翘板式振动被膜生成量平均减少了
８６．４６％，通过对比玻璃和不锈钢表面被膜平均
减少情况，发现在同种振动方式下在玻璃表面被

膜量平均减少更多，说明振动对在玻璃表面培养

的被膜生长的影响要大于在不锈钢表面培养的

被膜。

此外，还发现在同种振动方式下，增加转速，

被膜形成量减少。如图３，在水平旋转式振动条
件下，被膜形成量随着转速的增加而减少，而且

在玻璃表面被膜减少量比在不锈钢表面被膜减

少量大。

图２　结晶紫染色法测定在不同振动方式下副溶血性弧菌不同表面被膜形成过程
Ｆｉｇ．２　ＶＰｂｉｏｆｉｌｍｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｒｆａｃｅｓｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｉｂｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｓｂｙｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

表１　与静置相比在振动条件下副溶血性弧菌生物被膜的减少率
Ｔａｂ．１　ＲｅｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆｔｈｅＶＰｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

材料

Ｍａｔｅｒｉａｌｓ
振动模式

Ｖｉｂｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｓ

时间Ｔｉｍｅ／ｈ

１２ ２４ ３６ ４８ ６０ ７２ 平均值

Ａｖｅｒａｇｅ

不锈钢表面

ＳＳ

水平旋转式振动

Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｒｏｔａｒｙｖｉｂｒａｔｉｏｎ －３１．４％ －４７．７１％ －４５．３２％ －１８．９１％ －１３．６２％ －９．０５％ －２７．６７％

翘板式振动

Ｂｅｖｅｌｖｉｂｒａｔｉｏｎ －５３．２５％ －７８．１３％ －７０．４７％ －６７．５３％ －７５．０７％ －７２．６１％ －６９．５１％

垂直翻转式振动

Ｖｅｒｔｉｃａｌｒｏｔａｒｙｖｉｂｒａｔｉｏｎ －８４．０２％ －８３．０５％ －９０．５７％ －８０．７７％ －８１．９４％ －８７．１１％ －８４．５８％

玻璃表面

ＧＳ

水平旋转式振动

Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｒｏｔａｒｙｖｉｂｒａｔｉｏｎ －７０．８７％ －８１．２％ －８９．２９％ －８３．６％ －６６．９４％ －７０．３４％ －７７．０４％

翘板式振动

Ｂｅｖｅｌｖｉｂｒａｔｉｏｎ －７２．０９％ －８３．９％ －９０．８８％ －９２．９８％ －８８．９７％ －８９．９２％ －８６．４６％

２．２　激光共聚焦显微镜观察在不同振动方式下
ＶＰ生物被膜的形成过程

激光扫描共聚焦显微镜 （ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒ
ｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＣＬＳＭ）可以观察到生物被膜

原有的、不脱水状态下的三维结构，在生物被膜

结构的研究过程中发挥着很重要的作用。本实

验利用激光共聚焦显微镜直观地观察ＶＰ生物被
膜的生长过程。

３５９
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图３　结晶紫染色法测定在不同转速下副溶血性弧菌在不同表面被膜形成过程
Ｆｉｇ．３　ＶＰｂｉｏｆｉｌｍｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｒｆａｃｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｏｔａｔｉｎｇｓｐｅｅｄ

ｂｙｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

　　由图４和图５可知，结晶紫染色法与 ＣＬＳＭ
结果一致。ＶＰ在玻璃和不锈钢表面的形成过程
都是一个动态生长过程。生物被膜的形成过程

主要可以分为３个阶段：黏附发展期，生物被膜

成熟期以及被膜分散期。荧光强度与被膜形成

量呈正相关，生物被膜的形成量不断上升，荧光

强度逐渐增加，到达峰值后被膜量开始不断减

少，荧光强度开始降低。

（ａ）静置培养；（ｂ）水平旋转式振动；（ｃ）翘板式振动；（ｄ）垂直翻转式振动；标尺为２０μｍ

（ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌ；（ｂ）Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｒｏｔａｒｙｖｉｂｒａｔｉｏｎ；（ｃ）Ｂｅｖｅｌｖｉｂｒａｔｉｏｎ；（ｄ）Ｖｅｒｔｉｃａｌｒｏｔａｒｙｖｉｂｒａｔｉｏｎ；ｓｃａｌｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ２０μｍ

图４　激光共聚焦观察在３种振动方式下副溶血性弧菌在不锈钢表面生物被膜形成过程
Ｆｉｇ．４　ＶＰｂｉｏｆｉｌｍｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｓｔａｉｎｌｅｓｓｓｔｅｅｌｉｎｔｈｒｅｅｖｉｂｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｓ

ｂｙＣＬＳＭ
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（ａ）静置培养；（ｂ）水平旋转式振动；（ｃ）翘板式振动；标尺为２０μｍ

（ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌ；（ｂ）Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｒｏｔａｒｙｖｉｂｒａｔｉｏｎ；（ｃ）Ｂｅｖｅｌｖｉｂｒａｔｉｏｎ；ｓｃａｌｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ２０μｍ

图５　激光共聚焦观察在２种振动方式下副溶血性弧菌在玻璃表面生物被膜形成过程
Ｆｉｇ．５　ＶＰｂｉｏｆｉｌｍｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｇｌａｓｓｉｎｔｗｏｖｉｂｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｓｂｙＣＬＳＭ

　　在玻璃和不锈钢表面，在静置培养条件下，
ＶＰ前３６ｈ黏附在玻璃表面不断生长发育，分泌
大量的胞外基质，生物被膜不断生长逐渐覆盖整

个玻片，被膜结构变得复杂，４８ｈ时形成成熟的
具有三维立体结构的成熟生物被膜，随着孵育时

间的增加，细菌代谢物质不断积累，同时营养物

质也不断被消耗，细菌生长受到限制，被膜发育

进入分散期，部分生物被膜开始分散出去，被膜

结构趋于简单，被膜量不断减少，可以看到被膜

中出现缝隙。

在振动条件下，被膜形成量比对照组明显要

少，荧光强度也相对较弱。ＶＰ在玻璃和不锈钢
表面黏附比较困难，黏附期ＶＰ很难聚集，可以看
到只有少量的生物被膜覆盖在材料表面，随着孵

育时间的增加，被膜形成量缓慢增加，荧光强度

逐渐增加，到被膜发育后期，可以明显看到被膜

量减少，材料表面出现大面积缝隙，被膜比较分

散，荧光强度变弱。

２．３　不同振动方式对副溶血性弧菌生物被膜三
维结构参数的影响

如图６所示，培育时间相同，在不同振动模
式条件下被膜结构参数与对照组存在明显差异

性（Ｐ＜０．０５）。ＶＰ生物被膜形成过程中总生物
量变化与结晶紫数据类似。在不锈钢表面，生物

被膜中总生物量变化趋势为先增加后减少。

１２～４８ｈ总生物量随着孵育时间的增加而增加，

６０～７２ｈ被膜总生物量不断减少。在振动条件
下被膜总生物量明显小于对照组。在玻璃表面

被膜总生物量变化与不锈钢表面相类似。

多孔性反映了生物被膜内部结构中孔隙的

变化情况。在静置条件下，ＶＰ生物被膜在玻璃
和不锈钢表面多孔性与被膜生长曲线相反，呈先

下降后上升的趋势。在被膜不断发育过程中，结

构逐渐致密，空隙不断减少；在被膜成熟期，结构

最为致密，多孔性最小；在被膜分散期，被膜开始

分散出去，被膜结构开始松散，多孔性增大。在

振动条件下，被膜多孔性增大，相对来说翻转式

振动导致被膜多孔性最大，翘板式振动其次，水

平旋转式振动相对较小。

被膜均一性也是衡量被膜结构的重要参数。

在静置条件下被膜均一性与多孔性变化情况相

一致。在被膜成熟时，被膜结构复杂，均一性相

对较小。振动导致生物被膜均一性显著地增加，

被膜结构趋于简单。

２．４　不同振动方式对副溶血性弧菌生物被膜
ＥＰＳ的影响

如图７所示，生物被膜 ＥＰＳ中胞外多糖和胞
外蛋白的变化与图２中被膜生长曲线类似，被膜
发育前期，胞外多糖和胞外蛋白含量不断增高。

在４８～６０ｈ胞外多糖和胞外蛋白含量达到最大
值。被膜分散期，胞外多糖和胞外蛋白含量开始

减少。
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不锈钢表面在不同振动方式下胞外多糖和

胞外蛋白大小：静置 ＞水平旋转式振动 ＞翘板式
振动＞垂直翻转式振动。在玻璃表面，生物被膜

胞外多糖和胞外蛋白含量变化与不锈钢表面类

似：静置培养＞水平旋转式振动＞翘板式振动。

表示与对照组具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｉｓｓｈｏｗｎｂｙ （Ｐ＜０．０５）

图６　在不同振动方式下副溶血性弧菌生物被膜总生物量、多孔性和均一性的结构参数变化
Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｉｏｖｏｌｕｍｅ，ｐｏｒｏｓｉｔｙａｎｄｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆＶＰｂｉｏｆｉｌｍｉｎｄｉｉｆｆｅｒｅｎｔｖｉｂｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｓ

６５９



６期 齐家伟，等：不同振动模式对副溶血性弧菌生物被膜形成的影响

图７　副溶血性弧菌胞外多糖（ＯＤ４９０／ＯＤ５９５）和胞外蛋白（ＯＤ７５０／ＯＤ５９５）相对含量的变化

Ｆｉｇ．７　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＯＤ４９０／ＯＤ５９５）ａｎｄ

ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎ（ＯＤ７５０／ＯＤ５９５）ｉｎＶＰ

３　讨论与结论

由于培养基、生存空间的限制，ＶＰ生物被膜
的形成趋势都是先增加后减少。被膜发育后期，

营养物质不断消耗，代谢废物不断积累，细菌生

长受到抑制，被膜量开始不断减少，生物被膜的

形成是一个动态过程［１８１９］。

本研究使用食品生产加工等过程中常接触

的玻璃和不锈钢，探究了两种材料表面被膜的形

成。在被膜形成过程中，细菌黏附在玻璃和不锈

钢表面主要通过疏水作用等非特异性相互作

用［２０］。细菌黏附过程分为两步：第一步停靠，细

菌被流体冲刷或者自身鞭毛运动游走到界面表

面，克服细菌表面与材料表面的排斥作用（静电

作用）黏附到材料表面。第二步锁定，细菌分泌

胞外多糖和蛋白质等水合性胞外基质将自身固

定在物体表面，形成复杂的三维结构［２１２２］。材料

不同所带电荷不同，所以菌株在不同材料表面黏

附能力出现差异性，被膜形成情况出现差异性。

赵爱静等［２３］研究发现 ＶＰ带负电荷，更容易黏附
在带正电的玻璃材料表面，所以在玻璃表面被膜

形成能力比不锈钢表面强。本文结果与之相同，

静置培养ＶＰ在玻璃表面被膜形成量多。但是在
振动条件下，在不锈钢表面被膜生成量多，说明

振动导致被膜在玻璃和不锈钢表面黏附能力发

生改变，可能增强了 ＶＰ在不锈钢表面的黏附能
力，所以在不锈钢表面被膜形成能力相对较强。

生物被膜受施加的负荷大小、时间以及施加

负荷的速率影响，细菌在物体表面黏附生长发育

并与作用它们的机械力响应，形成生物被膜的结

构［１０］。在生物被膜培养过程中，振动方式不同，

生物被膜形成情况存在差异性，在同种振动方式
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下，转速增加，生物被膜在材料表面形成能力降

低，被膜生成量相对较少。金黄色葡萄球菌在振

荡培养条件下，被膜量较少，细菌聚集体的密度

较小，且呈散在分布［２４］，结晶紫的结果表明，振荡

培养 的 副 溶 血 性 弧 菌 也 有 类 似 的 变 化。

ＳＣＨＭＩＤＴ等［２５］探究了电动牙刷对邻面菌斑生物

膜生长的影响，发现电动牙刷处理的生物被膜与

对照组相比：生物被膜密度降低，被膜总生物量

减少，激光共聚焦显微镜下观察的被膜荧光强度

也偏低，在本研究中振荡培养的生物被膜激光共

聚焦显微观察也有类似的结果。ＦＡＢＢＲＩ等［１０］

研究发现，生物被膜在受到高速流体流动时，结

构会发生变化。在本研究中振荡会影响生物被

膜的均一性等结构特性，使得被膜结构变得松

散。朱秀菊等［２６］研究发现高强度聚焦超声可以

破坏生物被膜，增大被膜孔径，这与本研究中振

动会影响被膜的孔径结果一致。生物被膜的不

均一性是生物被膜中微生物自我保护的重要手

段［２７］，ＶＰ被膜形成过程中不均一性随着时间的
增加而增加，结构越来越复杂。微生物生物膜与

游离态的菌体相比，最显著的特征是存在水合性

胞外基质（ＥＰＳ）［２８２９］。ＥＰＳ在生物被膜中占主要
成分，被膜中细菌的聚集，结构维持和被膜中细

菌的生活方式都依赖于 ＥＰＳ［３０］。本研究发现振
动导致ＥＰＳ中胞外多糖和胞外蛋白含量降低，被
膜结构发生变化。

综上，本文从被膜量、被膜结构和被膜 ＥＰＳ３
个方面初步探究了振动对细菌生物被膜形成的

影响。结果发现，在不同的器械振动条件下，生

物被膜形成情况存在差异，研究发现垂直翻转式

振动可有效地减少与抑制生物被膜的生长。在

振动模式下选择玻璃材料，被膜形成量明显降

低，为食品加工器械的选择提供理论参考。振动

会导致细菌生物被膜结构发生变化，影响被膜的

孔径、均一性等结构特性，并使得胞外多糖和蛋

白减少，被膜结构变得松散。研究生物被膜形成

过程中被膜结构与流体动力学之间的相互作用

是生物被膜动力学研究中的一大问题［１０］，此外目

前尚未知细菌通过何种机制感应截切力，并在生

长过程中做出反馈，对于细菌对剪切力的感应机

制，有待进一步系统、深入探究。
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