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基于QCM-D技术的细菌生物膜研究*

韦 晓 兰*

(重庆工商大学 环境与生物工程学院,重庆400067)

摘要:近年来,耗散型石英晶体微天平(QCM-D)技术已经广泛用于细胞黏附行为的实时动态监测与研究,细菌生物膜

(BBF)因其在临床治疗、食品工业、船体腐蚀和水环境污染等诸多领域给人类社会带来严重危害,造成巨大经济损失而备

受关注。文章综述了近3年来将QCM-D技术应用于BBF研究的最新进展,主要包括BBF形成过程的动态监测与动力

学信息分析;BBF形成过程的影响因素与生长参数研究;与其他分析技术结合,对BBF形成过程与性质的定性定量研究

等。该研究可以进行动态、无损、实时的BBF生长研究,特别是进行BBF的生长动力学分析,但对于量化分析还需结合其

他技术手段。
关键词:耗散型石英晶体微天平;细菌生物膜;进展

中图分类号:Q819 文献标志码:A    文章编号:1672-6693(2014)04-0136-05

1背景介绍

1.1细菌生物膜

细菌生物膜(BacteriaBio-Film,BBF),是指附着于有生命或无生命物体表面的有组织的细菌群体。其利用

胞外基质(ExtracellularPolymericSubstances,EPS)[1],结合群体内部良好的营养传输方式,使得BBF具有很强

的抵抗机体免疫和抗生素的能力,与浮游细菌相比,其抗性可提高10~1000倍。因此,BBF是细菌适应生存环

境而形成的与游离态细胞相对应的存在形式。现在已知,细菌可在人体组织如牙齿、牙龈、皮肤、肺、尿道及其他

器官的表面形成生物膜,引起诸如牙周病、龋齿、慢性支气管炎、败血病、血栓性静脉炎、难治性肺部感染和内膜

炎等疾病[2]。细菌还可在人体内人工医疗装置(如隐型眼镜、人工关节和心脏人工瓣膜)等无生命物体的表面形

成生物膜[3]。此外,生物膜细菌还可污染与人类生活相关的设拖,如空调系统、供水系统[4]和食品加工[5]设备

等,由此造成传染病的流行。总之,BBF因其在医疗、食品、工业、军事和环境等诸多领域给人类社会带来严重危

害,造成巨大经济损失而备受关注。

1.最初的黏附;2.不可逆的黏附;3.微菌落的产生;4.生物膜的形成

图1 BBF的形成[20]

自20世纪80年代中期发现单核细胞增生李斯特

菌[6]能粘着在不锈钢表面形成生物膜以来,从提出细

菌生物膜的概念到被证实,直至现在受到重视,不足

20年,国内外越来越多的学者开始从事BBF研究,以
期了解BBF形成的分子机制、生理生化特点及其调控

机理,以及相关EPS的组成、黏附及其影响因素[7]等

(图1),目的是控制BBF的相关感染和加速其有效清

除[8]。目前,关于BBF的研究方法主要集中在表面载体支持的人工生物膜发生装置,如微孔板、平板膜片和旋碟

等,与显微镜、染色以及荧光等分析技术结合,对生物膜进行菌体数量、生物膜的生物量、形态、结构等信息的分

析。这些研究方法简单方便,灵活快捷,可以直观地比较细菌生物膜的生长状况,甚至可以进行批处理,至今仍

在实验室被广泛应用。如SilvaBR等[9]利用微孔板验证合成肽分子Lys-a1对口腔内的Streptococcus系列菌

株生物膜形成过程中的抑制情况等,但是随着生物膜研究的深入,发现大多数的研究方法是利用微生物样本和

显微图象,微生物样本实验只在单一的时间点提供细菌克隆的数量,显微图象只提供BBF的形态特征,且需要特

* 收稿日期:2013-10-17    修回日期:2014-01-03  网络出版时间:2014-7-3 23:03
资助项目:国家自然科学基金(No.31070830);重庆市自然科学基金(No.CSTC2012jjA1501)

作者简介:韦晓兰,女,副教授,研究方向为细胞传感器,E-mail:weishine@ctbu.edu.cn
网络出版地址:http://www.cnki.net/kcms/detail/50.1165.N.20140703.2303.027.html



殊的观察装置和特定的实验距离,无法实现动态检测,更不用说获取动力学信息了。因此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变化的动力学信息,同
时可以量化生物膜的重要参数,如粘弹性质、剪切模量、黏附强度、生物密度等,耗散型石英晶体微天平(Quartz
CrystalMicrobalance-Dissipation,QCM-D)技术应运而生。
1.2关于QCM-D

传统的QCM 已经使用近50年,它分析刚性表面的质量改变,质量负载与谐振晶体的频率变化,其相关性符

合Sauerbrey[10]方程,但此方程对刚性、均匀分散和薄的吸附层有效,对于柔软或具有粘弹性质的膜,由于不能完

全耦合谐振晶体,Sauerbrey方程会明显低估实际质量,且无法提供粘弹性吸附层性质的信息。QCM-D既继承

了常规QCM的在线实时、无需标记、操作简单、灵敏度高等优点,还增加耗散因子(Dissipationfactor)的检测功

能,通过记录耗散因子,可以知道吸附在表面的是粘性很大的软质膜,还是刚性结构,因此可以反映更多的结构

信息如膨胀、聚合、胶束双分子层、折叠、吸附和脱附等的动力学特性,从而感知在不同材料表面上发生的质量及

结构等方面的细微变化,能够检测材料表面物质的质量、厚度、密度、粘度、弹性模量、耗散因子、构象变化,同时

能够进行反应动力学模拟。目前,QCM-D已经被用来研究聚合物的聚合过程[11]、药物分子的开发[12,13]、纳米材

料[14]、以及细胞黏附过程[15],特别是针对细菌细胞的表面黏附过程[16],能够提供细菌与表面结合的性质特点,以
及与不同表面的相互作用、BBF的抑制情况[17,18]等。频率和能耗的结合测量,为生物膜的研究,特别是动态、无
损地进行表面相互作用的动力学信息的分析,如剪切模量、粘弹性质等提供了新的视角。

2QCM-D技术应用于BBF的研究进展

作为相对新的研究方向,QCM-D技术应用于BBF的研究主要包括以下几个方面:BBF形成过程的动态监

测与动力学信息分析;BBF形成过程的影响因素与生长参数研究;与其他分析技术结合,对BBF形成过程与性

质的定性定量研究等。
2.1BBF形成过程的动态研究与动力学信息分析

目前,学者们普遍认为BBF形成过程包括3个阶段[19],细菌的起始粘附阶段,即细菌对宿主表面的粘附;
BBF的发展阶段,即细菌粘附到表面后,调整其基因表达,在生长繁殖的同时分泌大量EPS。EPS粘结单个细菌

而形成微菌落(microcolony)的阶段;BBF的成熟阶段,即形成高度有组织的结构,它是由类似蘑菇形状的微菌落

组成的,在这些微菌落之间围绕着输水通道,可以运送养料、酶、代谢产物和排出废物等。也有的研究者认为

BBF形成过程分为5个阶段[20],即细菌细胞的可逆黏附阶段;分泌EPS,完成细菌细胞的不可逆黏附阶段;细菌

细胞的生长繁殖,形成微菌落阶段;微菌体形成三维结构,BBF的形成阶段;以及一些细菌细胞从BBF中脱出迁

移至液体环境中的第五阶段。由于细菌生长过程中细胞的黏附作用,即表面相互作用的存在,研究者们尝试使

用QCM-D技术实时动态研究BBF的形成过程,已经成功用于E.coli,S.mutans,B.cereus,P.aeruginosa,
P.putida 和B.subtilis[21]等细菌的黏附以及它们生长发展形成BBF的过程(图2)。

图2 基于QCM-D技术的BBF形成过程研究[22]

  AdamL[21]等利用QCM-D技术实时动态研究BBF的形成过程获得的结果如图2所示,对于基本参数谐振

频率f,由于细菌细胞的生长、繁殖和成膜的发展过程发生而不断下降,说明表面负载生物量的增加;但是由于

BBF生长液相体系的复杂性,如表面功能层的厚度远大于晶体的响应深度,以至于剪切波不能穿透,进入溶液
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中,故溶液的影响可以忽略不计。则f的下降是固化水层和膜负载联合贡献的结果,符合何建安等建立的此种

条件下的数学模型[23]。
而表征晶体表面粘弹性质的耗散因子D,则是不断增大,说明在BBF的形成过程中,膜的结构逐渐形成、发

展和成熟,粘弹性质逐渐增强;而表征晶体表面负载结构性质的特征参数D/f,也是研究者们经常分析的对象,
如图2右,它反映的是单位频率变化所产生的粘弹性质的改变,粘弹性质的改变速率是先逐渐增大后又逐渐减

小,反映的是随着细菌细胞的黏附和BBF的逐渐形成,膜的结构和粘弹性质逐渐成熟和增强,到了BBF形成的

第四和第五阶段,BBF继续调整其结构,使得膜结构成熟并趋于稳定,由于膜结构的调整,负载层的膜密度发生

改变,所以我们看到谐振频率f继续下降,即D/f数值继续减小。
作者实验室所做的结果与其类似,不同的是D/f减小后期有明显的稳定趋势,即粘弹结构逐渐稳定。根据

该体系的使用模型,如果可以根据其他手段获取膜的密度,我们便可以获得剪切模量、黏性等力学数据,但由于

该模型还不够完美,过于复杂,使目前的研究只能实现定性和半定量的结果。
2.2BBF形成过程的生长参数与影响因素研究

应用QCM-D技术研究BBF,研究者们还探索了一些生长参数的变化对BBF形成过程的影响,如不同生物

膜发生方法、温度、蔗糖浓度、流体速度和表面修饰等条件对BBF形成的延迟期、倍增时间和生物量的影响等,以
获得更丰富的细菌黏附和BBF形成的条件和影响因子信息。

AdamL等使用这种体系比较了2种不同生物膜的发生方法,即持续流和黏附流发生方法,对BBF形成的

QCM-D响应信号的影响。持续流的发生方法是利用带阀的三通装置,进行水、纯培养液和细菌悬液的输入,流
速恒定、液流持续、从不间断,该方法没有静止的黏附期,晶体室内的液体一直处于流动状态,由于流速较低,所
以有着比较低的剪切力,细菌的黏附与BBF的形成一直处于这种流体环境。与持续流方法不同,黏附流方法是

在运行细菌悬液的阶段,将指数生长期的细菌悬液只通入20min关闭该通道,然后静止120分钟进行细菌黏附,
再开通纯培养液过夜流通以形成BBF,最后开通水流通道直至信号稳定。其中流速恒定,有120min的细菌黏

附静止黏附期。与黏附流方法相比较而言,在细菌的黏附和BBF形成的过程中,持续流方法产生了更为严重的

f降低,这是因为在不同的流体条件下的细菌黏附和BBF的形貌、结构和性质等均有差异的原因,D/f 变化更

大,因为持续流方法形成了更有利于BBF生长的状态,更有利于营养成分在系统中的传递和运输,使BBF更易

形成,且表现出粘弹性质更强烈,结构更稳固。而黏附流的参数测量结果表明:虽然设计一个2h的初始黏附期,
但后期的黏附对BBF的形成更重要,故在黏附流的发生方法中,BBF的形成是不稳定的,粘弹性质也较弱一些。

TamK[17]等则发现,调整温度37℃到40℃,BBF的生长速度减慢,不仅延迟期延长,细菌的倍增时间也远远

长于37℃条件,所形成的生物量比37℃时减少近19%,即37℃以上的温度升高对BBF的形成是不利的;同时

0.05mL/min,0.13mL/min与0.21mL/min的不同流速比较,最后0.05mL/min流速下形成的BBF生物量

比0.21mL/min流速下的结果减少25%,且形成的BBF易脱附,参数f和D 出现一定程度的回升和下降,说明

BBF的结构不稳定,所以对于流速而言,流速低,则剪切力小,形成的生物量也减少。JKreth等[24]则研究了不同

蔗糖浓度下BBF的生长情况,随着蔗糖浓度的增加,细菌生长的延迟期、倍增时间均大大缩短,BBF的湿重也显

著增加,所以在一定的温度和流速下,蔗糖浓度的增加是有利于BBF的生长的,这也和普通生物验证所取得的结

果是一致的。此外,研究者们还分别对QCM-D的表面进行了修饰处理,以研究不同基底表面促进或阻碍BBF
形成的影响。如研究者研究了氧化铝、钛[25]表面修饰抗生素可以有效抑制BBF在钛表面形成,MarcusIM等[26]

利用QCM-D技术研究在不同的修饰表面,如PVDF(PolyvinylideneFluoride)和SiO2 对BBF的形成情况的影

响等。
就目前的研究情况而言,由于 QCM-D是对界面敏感的技术,所以对于不同基底表面对BBF形成和特

性[27],特别是EPS的影响,以及抗菌分子的筛选已经成为QCM-D技术应用于BBF研究的热点。
2.3与其他技术结合的定量研究

研究者们结合了一些分析技术,如AFM、CLSM、荧光染色和反射光的测定 MJI等对BBF进行了结果的定

量分析与验证,主要对BBF的生物量、形貌特征、结构性质、膜的厚度等进行了定量分析研究。
2.3.1AFM (AtomForceMicroscope) 原子力显微镜通过检测待测样品表面和一个微型力敏感元件之间的极

微弱的原子间相互作用力来研究物质的表面结构及性质。扫描样品时,利用传感器检测这些变化,就可获得作

用力分布信息,从而以纳米级分辨率获得表面结构信息。该技术诞生于1985年,近年来应用范围不断扩展,目
前在生物膜研究领域也有所建树。如AdamL等利用QCM-D技术研究BBF,同时结合AFM技术观察BBF的

形貌特征,如膜的厚度和不均匀性,以及边界上特定的粒径检测,也可以计算一定面积下的区域所含粒子的平均
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数量,即可以计算QCM-D上负载的膜的覆盖率。
2.3.2CLSM(ConfocalLaserScanningFluorescenceMicroscope) 与普通显微镜相比,激光共聚焦显微镜可进

行无损伤的横纵向双向“光学切片”,并可以进行非透明,甚至较厚样品的扫描观测,再通过三维重构得到样品的

立体结构,我们就可以通过图象软件,如COMSTAT、MATLAB等,将三维图象数据化,从而使生物膜的特征,
如表面覆盖率、表面厚度、三维体积等量化。如ASweity等利用此方法研究金表面修饰PVDF后,EPS的黏附

吸附的动力学以及生物膜的SRT等参数的定量测定。
2.3.3荧光染色和其他光学技术 用显示不同颜色的荧光试剂和染料与生物膜内物质结合,可以区分生物膜中

的死菌与活菌,可以用分光光度计或酶标仪测定590/600纳米处有色溶液的吸光值,对生物膜进行定量检测。
这对于生物膜的清除研究意义重大。另外用荧光标记的抗体或凝集素,更可以特异性地识别生物膜中的某些成

分而显色,进一步而言,荧光原位杂交的应用使我们对生物膜内的物质分布有所了解。除了外加荧光染料外,绿
色或红色荧光蛋白,不论是质粒介导的还是重组入基因组的,都已成为生物膜检测领域中广泛运用的分子生物

学工具。
有的研究者还利用BBF形成过程中,不同菌株的黏附情况和EPS的分泌量及厚度的差异,使用DLS(Dy-

namicLightScattering)来研究BBF在晶体表面的覆盖率[28]。但这些技术均为辅助手段,他们只能对某一个时

间点进行观测研究,且往往需要标记与染色,所以无法实现无损的动态研究。

3展望

综上所述,细菌生物膜广泛存在于地球上,它影响着人类健康、工业效率乃至环境稳定。虽然生物膜与细菌

同时被发现,但是长期以来,科学家仅对游离细菌进行了深入研究,却忽视了作为细胞群体存在的细菌生物膜研

究。近年来随着细菌生物膜的研究兴起,人们逐渐认识到生物膜细菌有着更加复杂的结构、广泛的信息沟通、精
密的调控机制和强化的社会效应,并且更多地影响着人类的生活。而QCM-D是一个很好的在线灵敏检测BBF
生长的动态检测工具。参数D 和f 的同时测量,使BBF的形成过程可以实时动态检测,可以获取BBF的性质和

形貌的信息,参数D/f的变化可以提供与粘弹性质有关的结构动力学生物信息,同时结合其他有效的分析手段

也为BBF的定量研究提供了有力的支撑。近年来,研究者经过不懈努力,发展了一套相对完整的分析方程,实

现了QCM-D-数据的定量描述,这使得QCM-D的研究工作受到广泛重视。目前QCM-D的应用已涉及生物、化
学、医学、物理等众多领域,其应用前景被广泛看好。我们将应用QCM-D技术获取更有价值的动力学信息,推动

BBF的研究深入发展。
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TheImprovementoftheStudyonBacteriaBio-Film(BBF)by
QuartzCrystalMicrobalancewithDissipation(QCM-D)

WEIXiaolan
(EnvironmentalandBioengineeringInstitute,ChongqingTechnologyandBusinessUniversity,Chongqing400067,China)

Abstract:InresentyearsQCM-Dhasbeenusedtostudycelladhesivebehaviorsinreal-time.BacteriaBio-Filmhasalsobeenfo-
cusedbecauseofitswideandhugeinfluenceonmedical,food,technology,militaryandenvironmentalfields.Thispaperreviewed
thestudyonBBFusingQCM-Dtechnologyinrecent3years,includingthedynamicstudyontheformationprocessofBBF,thein-
fluentfactorsstudyintheformationofBBF,combinationwithotheranalysistechnologies,studyBBFpropertyqualitativelyand
quantitatively.QCM-DgaveanovelinsighttostudyBBFinreal-time,non-invasivemethod,eventhemechanicinformationon
BBFformation.OthertechnologywasneededtoanalysisonBBFformationusingQCM-Dpunitively.
Keywords:QCM-D;BBF;improvement
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