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摘要:细菌生物膜(Bacteriabio-films,BBF)会在各种表面引起腐蚀、环境污染、难治性感染以及传染病的爆发。采用耗散

型石英晶体微天平(Quartzcrystalmicrobalancewithdissipation,QCM-D)技术,实时、无损地实现对变形链球菌(Strepto-
coccusmutans)的BBF生长的原位动态研究。利用持续流生物膜发生方法,通过QCM-D获取BBF生长的动态信息,包括

由频率(f)变化获得BBF生长动力学信息、由能耗因子(D)变化获得BBF粘弹性质变化、由D/f获得BBF结构与性质即

BBF生长成熟的实时信息等。研究结果为研究和控制BBF生长提供了理论依据。
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近些年来,科学家们发现细菌不仅可以游离生长,更多的情况下还会聚集成膜在各种表面上生长。例如,细
菌可以在皮肤、牙齿、肺等人体组织器官的生物表面形成生物膜[1],引起诸如牙周病、龋齿、慢性支气管炎、难治

性肺部感染等疾病[2];细菌也可以在隐型眼镜、人工关节、心脏人工瓣膜等安装于人体内的人工医疗装置的非生

物表面上形成生物膜;细菌还可以在通风设备、自来水管道、食品加工设备等与人类生活相关的设施表面形成生

物膜,由此造成腐蚀、食品污染和传染病的流行[3]。研究表明,细菌生物膜(Bacteriabio-film,BBF)一旦形成,便
具有很强的抵抗机体免疫和抗生素的能力,比游走态细菌的抗药性高出千百倍。有鉴于此,对BBF的研究在国

内外越来越得到关注,在BBF生长、组织结构、粘弹性质等方面的动力学研究更是其中的重点,相关研究有望为

控制BBF的相关感染和加速对它的有效清除[4]提供理论指导。
目前,研究BBF的方法主要是将人工生物膜发生装置和显微镜、染色、荧光等技术结合[5],对生物膜进行菌

体数量以及生物膜的物质分布、形态、结构等信息的分析。这些研究方法只能提供微生物样本在单一的时间点

细菌克隆的数量,或BBF的形态特征,无法实现实验样本的动态检测,更无法获取其中的动力学信息。因此,对
BBF的研究急需信息富集率更高的工具,可以进行实时、原位和无损的测量,并可以获得生物膜形成以及结构特

征的动力学信息。为此,耗散型石英晶体微天平(Quartzcrystalmicrobalancewithdissipation,QCM-D)技术[6]

应运而生。QCM-D可记录耗散因子变化,表征与表面相互作用的吸附层的结构性质及发展变化信息,如粘弹性

质和聚合[7]、胶束双分子层、折叠、吸附、脱附等过程变化,甚至能感知到蛋白质[8]与不同结构DNA[9]结合后的细

微变化。它能够检测石英晶体表面上的物质在质量、密度、粘度、厚度、弹性模量、构象等方面的变化,能够进行

反应动力学模拟。目前,QCM-D技术已经被应用到活体细胞表面黏附过程的检测[10],特别是细菌细胞的研

究[11],提供细菌与表面结合的性质特点以及后续的生长和发展,即有关BBF的研究[12-13],它对频率(f)和能耗因

子(D)的结合测量为生物膜的形成过程、生物质量以及结构性质的变化提供了新的视角。为此,本研究以变形链

球菌(Streptococcusmutans)为研究对象,采用QCM-D技术研究了BBF的生长过程,分析由f变化和D 变化而

获得的BBF生长动力学和粘弹性质等信息,为研究和控制BBF生长提供了理论依据。

1实验部分

1.1细菌培养及生长密度测定

供试菌种为S.mutansUA159细菌(ATCC#6715),在37℃、CO2 体积分数为5%的培养箱中培养,培养
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液为THB(ToddHewittBroth,Sigma公司)。该菌种的BBF培养基质是由THYE(THB+酵母提取物)以及浓

度为30mmol·L-1的蔗糖构成。培养细菌的试剂和材料均购自Sigma公司。细菌接种后过夜培养至对数生长

期,用密度仪(Unico1200,Productsofunited,ProductsandinstrumentInc.)在600nm波长处测定细菌悬浮

液密度,此为储备液;再用BBF培养基质稀释至OD600值为0.01。

1.2QCM-D系统

QCM-D采用Q-Sense(Q-SenseE4,BiolinScientificAB,Sweden),蠕动泵、微流控传输导管均购自同一公

司。基频为5MHz的传感晶体放置于可调控温度的40μL的测量室,基本参数通过 Qsoft401获得,使用 Q-
Tools2.0分析数据。

1.3BBF持续流方式发生和生长的动态研究

图1 QCM-D动态监测BBF装置

Fig.1 DeviceofdynamicmonitoringofBBFbyQCM-D

在对带阀的三通装置提前进行了6h的95%
乙醇-75%乙醇-无菌水的消毒和清洗处理后,将
水、BBF培养基质、细菌悬液依次输入该装置。首

先打开水阀让水通过测量室至少30min直至

QCM-D的信号稳定,此时 f 和 D 的变化分别

在±5Hz和2×10-6水平上,关闭水阀;接着开通

BBF培养基质,运行至少30min,直至信号稳定,
关闭培养液阀;再开通细菌悬液运行120min然后

关闭,再开通培养液流通测量室过夜,直至24h后

关闭;最后打开水阀流通120min,直至信号稳定,
其中流速恒定,约20μL·min-1,液流持续,从不

间断(图1)。

2结果

2.1BBF生长的QCM-D研究

采用持续流的生物膜发生方式,用QCM-D对S.mutansUA159的24h生长过程进行研究,检测结果如图

2所示。由图2可知,当溶液体系由水转换到培养液时,f有-20Hz的变化,相应的D 也增加了5×10-6,时长

为30min,这可能是由于培养液中的蛋白质、肽等物质吸附在晶体表面所致。接着由于细菌细胞进入测量室,到
达晶体表面负载,f和D 在4~6h内分别有150~200Hz的下降和280×10-6的升高,D 几乎达到一个最大值,
然后f进入了一个变化缓慢的相对稳定期。这可能是由于微菌落已经形成,生物量的负载基本完成,BBF开始

进行结构的发展和成熟阶段;故f由于功能层的密度变化和调整继续下降至最后达到稳定,而D 则出现略微的

下降直至稳定。当体系的溶液又转换成水时,f 出现了小幅上升,同时 D 则出现相应的少量下降,直至再次

稳定。

2.2BBF生长周期与QCM-D信号响应

随着BBF的生长的进行,QCM-D的信号上也看到了类似的响应(图2)。第一阶段为细菌细胞的可逆的黏

附期。此时细菌细胞由于重力作用黏附在压电晶体的表面,但还会不时地重回悬浮状态,细胞密度较小,从显微

镜照片也出现了这样的特点。第二阶段为细胞的不可逆黏附期即黏性基质(Extracellularpolysaccharides,EPS)
分泌期。在这个阶段细胞可分泌EPS,使细胞大量黏附于晶体表面,且是不可逆的黏附。第三阶段是微菌落的

形成阶段。在这个阶段,微菌落逐渐形成并成熟,细菌细胞开始进行生物膜发展与成熟的准备。第四阶段为

BBF的形成阶段。此时BBF逐渐调节自身的结构和组成,使功能层的密度发生改变,而粘弹性质由于生物量的

增大而有所下降并最终达到稳定状态。

2.3BBF的D/f的响应

D/f反映了单位f 变化所引起的粘弹性质的变化,即f与D 两者变化速率的比较。将D/f与时间的关系

绘制成图,其中的结果与前文的分析一致(图3)。在BBF生长的第一和第二阶段,由于细胞大量的黏附与生长,
于是功能层的生物量和粘弹性质都有大副的增加,于是D/f呈现快速上升的趋势。在进入第三阶段即微菌落的

形成与发展阶段后,由于功能层只是进行结构和密度的调整,f 以缓慢的速度持续下降,而D 则出现小幅下降,
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 图2 BBF生长的QCM-D原位动态监测

 Fig.2 QCM-Din-situdynamicmonitoringofBBFgrowth

于是D/f在这样的双重

变化下降低。在第四阶

段,BBF形成并逐渐成

熟,故 D 和f 都趋于稳

定,D/f 也逐渐达到了

一个稳定的平台期。

3讨论

当前,QCM-D已经

成为研究细胞黏附,特
别是细菌黏附、生长、发
展以至成膜过程的一个

灵 敏 表 面 技 术。由 于

BBF具有非均匀性、厚
度大等复杂特点,故本

研究把焦点放在研究细

菌的最初黏附阶段;且
特别关注后期在BBF的

 图3 D/f在BBF生长过程中随时间的变化

 Fig.3 ThechangeofD/fduringBBFcellgrowthovertime

形成过程中,由于EPS的分泌所导致的

细胞与晶体表面相互作用的产生以及膜

的密度、结构和粘弹性质的变化情况;同
时也注重对BBF生长速率变化等动力学

信息的获取。与纯培养液相比较,变形链

球菌的存在使f 和D 产生了明显变化,
这是由于在BBF的形成过程中细菌细胞

的黏附引起的。经过过夜检测,f 和D
继续变化证明黏附细菌的增殖,从图3的

图像中也可以证明。随着细胞的黏附和

增殖,能量在不断损耗;变形链球菌在形

成生物膜的过程中,也会产生由黏性多糖

和97%的水组成的EPS;所以加入变形

链球菌后D 的增加反映了EPS的产生,
同时也证明了细胞的存在和生物膜的发

展。f和D 的变化反映出细菌黏附和增殖过程中的动力学信息,这对膜的形成也十分重要;特别是最后转换到

水相时f上升,则可能因为一些结合不牢固的物质被洗掉,从而导致与晶体结合的负载密度、粘弹性质等发生了

相应的微小变化。D/f与时间的关系则反映了黏附细胞的变化。D/f在微菌落形成时到达峰值,这可能反映了

一个稳定状态的出现。鉴于QCM-D可同时检测f和D,实时动态监测生物膜的形成,探知生物膜的柔性和潜在

的形态结构特点,也可以反映与粘弹性质有关的生物质量信息,因而该技术提供了一种持续、动态、无损的BBF
检测方法,也为研究和控制BBF生长提供了理论依据。
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Abstract:Thebacterialbio-film(BBF)wouldcauseerosionofallkindsofsurface,pollutiontoenvironment,infectiondifficultto
cureandoutbreakofinfectiousdisease.Thestudyonbacterialbio-filmofStreptococcusmutanscanbedoneinreal-timenondestruc-
tivelyfor24husingquartzcrystalmicrobalancewithdissipation,QCM-D.Results:BythecontinuousflowmethodtoproductBBF,

wegetdynamicinformationofBBFgrowthincludingthechangeinmechanicpropertiesthroughtheshiftoffrequency(f),the
changeinvisco-elasticpropertiesthroughtheshiftofdissipation(D)andtheconstructionnaturethroughD/f.Theseresultspro-
videthetheoreticfoundationofthestudyoninhibitionandclearanceofBBF.
Keywords:QCM-D;Streptococcusmutans;BBFs;in-situmonitoring
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