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摘要: 采用改良微孔板法建立哈维氏弧菌 Vibrio harveyi TS-628 菌株生物被膜体外模型, 并进一步研究环境因子

对哈维氏弧菌体外形成生物被膜的影响。结果发现, 哈维氏弧菌 TS-628 菌株可以在聚苯乙烯板中形成生物被膜, 

并且该菌生物被膜的形成受起始菌液浓度、温度、pH 等理化因子的显著影响。温度为 30℃、NaCl 质量分数为    

3%—6%、pH为 7、孵育时间为 36h是哈维氏弧菌形成生物被膜的最佳条件。此外哈维氏弧菌在分别经表皮黏液、

鳃黏液、肠道黏液、肝脏提取液、脾脏提取液、肌肉提取液包被的基质上成膜效果显著, 其中在经肝脏提取液包

被的基质上形成的生物被膜量显著高于在其他生物基质上形成的生物被膜量(p<0.01)。 
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Establishment of in vitro biofilm model and characteristics of  
biofilm formation of Vibrio harveyi 
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Abstract: Modified microtiter-plate test was used to establish an in vitro biofilm model of Vibrio harveyi TS-628 strain. Effect 
of environmental factors on bacterial biofilm formation in vitro was also studied. The results show that V. harveyi TS-628 
strains could form biofilm in polystyrene plates, and biofilm formation of this bacterium was significantly affected by different 
environmental factors, such as temperature, initial bacterial concentration, pH, NaCl concentration, and so on. The optimum 
conditions for biofilm formation of V. harveyi TS-628 strain are at temperature of 30℃, pH=7, NaCl concentration of      

3%−6%, and using 36h incubation time. Furthermore, V. harveyi TS-628 strain could form biofilm on the walls coated with 
skin mucus, gill mucus, intestinal mucus, liver extract, spleen extract, and muscle extract. The biofilm formation of V. harveyi 
on the walls coated with liver extract exhibited a remarkably higher value of D(590)(p<0.01)than that on the walls coated with 
other tissue extracts. 
Key words: Vibrio harveyi; biofilm; environmental factor; microtiter-plate test; biological matrix  
 

生物被膜是细菌间相互协调形成的高度分化的

结构群体, 其外包裹着自身产生的多聚基质, 有利
于细菌抵抗外界不利因素[1−2]。作为自然界中细菌主

要的生存方式, 生物被膜可抵御宿主免疫系统和抗
菌药物杀伤作用, 从而产生对抗菌药物的高度耐药
性(可达到浮游状态的 10—1000 倍), 导致感染难以

消除, 给人类的生产生活带来了严重危害 [3]。大约

65%人类细菌性感染是由生物被膜细菌引起的, 甚
至在细菌侵染植物和真菌的过程中, 也有生物被膜
的参与[4]。鉴于生物被膜在临床治疗及环境、工业

生产等方面的危害, 揭示生物被膜的形成条件具有
十分重要的现实意义。 
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哈维氏弧菌 Vibrio harveyi广泛分布于近岸温暖
的海水、海洋沉积物、海洋动物体表、海洋发光鱼

类和头足类动物等各种海洋场所[5]。哈维氏弧菌是

一种革兰氏阴性、发光的(并非所有菌株)海洋细菌, 
菌体呈弧状, 极生单鞭毛, 是海水鱼虾养殖中常见
的致病菌, 其引起的大范围疾病曾给养殖业造成巨
大的经济损失[6−8]。哈维氏弧菌的致病机理还未明了, 
引起的弧菌病也还没有有效的防治措施。目前有关

弧菌的研究主要是针对其游离态, 而对其另外一种
重要生存方式“生物被膜”的研究目前还鲜有报道。

有关哈维氏弧菌生物被膜的研究目前仅见

Karunasagar 等[9]报道的其在不同非生物基质表面上

形成生物被膜的情况, 而关于哈维氏弧菌生物被膜
其他方面的研究还未见报道。以从患病青石斑鱼

Epinephelus awoara 分离到的病原菌哈维氏弧菌
TS-628 菌株为研究对象, 建立该菌生物被膜的体外
模型, 探讨理化及生物因子对哈维氏弧菌生物被膜
形成的影响, 了解该菌生物被膜形成的规律, 为进
一步探索该菌的致病机理及防治措施奠定理论基

础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株及培养条件       
哈维氏弧菌 TS-628 菌株为从患病青石斑鱼病

灶分离的病原菌 [10], 保存于本实验室的−80℃超低
温冰箱。哈维氏弧菌接种于质量分数为 2%的 NaCl 
胰蛋白胨大豆培养液 (TSB), 30℃培养 10h, 
4000r·min−1 离心 10min 收集菌体, 用质量分数为
0.85%的无菌生理盐水清洗 2 次, 然后用无菌生理
盐水将菌浓度调整到 108cfu·mL−1左右待用。 

1.2  生物被膜的形成及测定 
细菌生物被膜的形成与定量测定参考 Pratt等[11]

的方法并进行适当改进, 具体步骤如下。在无菌 96
孔聚苯乙烯板中每孔加入 TSB 培养液 150µL, 再加
入菌悬液 50µL。将孔板放置于湿盒, 30℃孵育 16h, 
实验过程中每组做 6 个平行孔, 以无菌培养基孔作
为空白对照。缓慢吸出孔内菌悬液, 生理盐水洗孔 3
次去除游离细菌, 将聚苯乙烯孔板于 60℃干燥固定
30min。每孔加入质量分数为 0.1%的结晶紫 200µL, 
放置 10min 后吸出染液, 生理盐水洗孔 3 次去除染
液, 干燥。每孔加入体积分数为 33%的乙酸 200µL, 
充分溶解结晶紫后, 利用酶标仪测定 590nm 波长的
光密度 D(590)。 

1.3  不同培养时间对哈维氏弧菌成膜的影响       
孵育时间分别设为 0、2、4、6、8、10、12、

16、20、24、36、48 和 60h, 其余步骤按上述的改
进方法进行。 

1.4  不同菌浓度对哈维氏弧菌成膜的影响 
加入 96 孔板的菌悬液的浓度分别调整为 2×

102、2×103、2×104、2×105、2×106、2×107、2
×108、2×109cfu·mL−1, 其余步骤按上述的改进方法
进行。 

1.5  不同温度对哈维氏弧菌成膜的影响       
将孵育温度分别设定为 4、10、15、20、25、

30、35和 40℃, 将湿盒分别置于上述不同温度下预
温 30min, 其余步骤按上述的改进方法进行。 

1.6  初始 pH对哈维氏弧菌成膜的影响       
配制 pH分别为 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、

8.5、9.0 的 TSB 培养基, 然后再以这些培养基制备
相应的菌悬液加入 96孔板中进行成膜培养, 其余步
骤按上述的改进方法进行。 
1.7  不同 NaCl浓度对哈维氏弧菌成膜的影响       

分别配制含不同 NaCl 浓度的 TSB, 使得加
入 96孔板菌悬液的 NaCl质量分数分别为 0、1%、
2%、3%、4%、5%、6%、7%和 8%, 以去离子水
制备菌液进行无离子状态实验 , 其余步骤按上述
的改进方法进行。  

1.8  不同生物基质对哈维氏弧菌成膜的影响 
1.8.1  黏液与组织提取液的制备       

参考 Chen 等 [12]制备大黄鱼 Pseudosciaena 
crocea 表皮黏液、腮黏液与肠黏液的方法制备青石
斑鱼的表皮黏液、腮黏液与肠黏液。剪取青石斑鱼

肌肉、脾脏和肝脏组织块, 剪碎后放入无菌 PBS 中
匀浆(pH 为 7.2)。将粗制的黏液和组织匀浆液分别
于 4℃、14593r·min−1离心 2次, 每次 30min, 取上清
液, 依次用 0.45和 0.22µm的微孔滤膜过滤除菌。根
据 Bradford[13]的方法将蛋白含量调整到 1mg·mL−1

后保存于 4℃冰箱待用。 

1.8.2  哈维氏弧菌在青石斑鱼黏液与组织液中的
体外成膜实验       

将上述制备的青石斑鱼的黏液和组织提取液以

每孔 200µL 的量分别加入 96 孔酶标板中, 4℃包被
24h 后弃去未结合黏液和提取液, 用无菌生理盐水
清洗 2 次。按上述改进方法测定哈维氏弧菌在不同
基质上形成生物被膜的情况, 以未经包被的酶标板
作为阴性对照。 
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1.9  数据处理       
结果以平均数与标准差表示, 用 Excel 和 SPSS

等软件进行数据统计学分析。 

2  结果与分析 

2.1  孵育时间对哈维氏弧菌成膜的影响 
哈维氏弧菌在聚苯乙烯孔板中的成膜量先随着

孵育时间的延长而增加。孵育时间在 36h时 D(590)
值显著地高于其他实验组的 D(590)值(p<0.01), 即
形成的生物被膜量最大; 随后 D(590)值呈现缓慢下
降的趋势, 2h的 D(590)值极显著地低于其他孵育时
间的检测值(p<0.01)(图 1)。 

 

图 1  孵育时间对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 1  Influence of incubation time on biofilm formation 
of V. harveyi 

 
2.2  初始菌浓度对哈维氏弧菌成膜情况的影响 

当初始菌浓度在 2.0×102—2.0×107cfu·mL−1时, 
哈维氏弧菌形成的生物被膜量较低且各组数据间没

有显著差异。当初始菌浓度达到 2.0×108 和 2.0×
109cfu·mL−1 时, 细菌成膜量显著增加, 与其他初始
菌浓度下的成膜量相比存在极显著的差异

(p<0.01)(图 2)。 

 
图 2  初始菌浓度对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 2  Influence of bacterial original concentration on 
biofilm formation of V. harveyi 

 
2.3  培养温度对哈维氏弧菌成膜的影响 

温度对哈维氏弧菌成膜作用的影响结果见图 3。

温度在 4—15℃时, 生物被膜量维持在一个很低的
水平, 几乎不生成生物被膜; 温度达到 20℃时细菌
生物被膜开始形成; 30℃时生物被膜的量达到峰值
并与其他温度下形成的生物被膜的量均存在极显著

性差异(p<0.01); 当温度升高至 35℃时, 生物被膜
形成受到抑制, 随着温度进一步升高至 40℃时, 生
物被膜的量急剧下降。 

 
图 3  培养温度对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 3  Influence of incubation temperature on biofilm 
formation of V. harveyi 

 
2.4  初始 pH对哈维氏弧菌成膜的影响 

pH对哈维氏弧菌成膜作用的影响结果见图 4。
在 pH 为 6—7.5 时, 生物被膜形成明显; 在 pH 为 7
时形成的生物被膜量达到最大, 并与其他 pH 下形
成的生物被膜的量有极显著差异(p<0.01)。而在 pH
大于 8 或小于 6 时形成的生物被膜受到抑制, 且碱
性条件对生物被膜形成的影响更为显著。 

 
图 4  初始 pH对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 4  Influence of original pH on biofilm formation of 
V.harveyi 

 

2.5  不同 NaCl浓度对哈维氏弧菌成膜的影响 
NaCl 浓度对哈维氏弧菌成膜作用的影响结果

见图 5。NaCl 浓度在 1%—5%时哈维氏弧菌的成膜
量逐步增加, 且 NaCl 浓度在 5%时成膜量最大, 极
显著地高于其他 NaCl 浓度下形成的生物被膜量
(p<0.01)。NaCl浓度大于 5%时的成膜量呈下降的趋
势, NaCl浓度在 0和 8%时哈维氏弧菌几乎不能形成
生物被膜。 

2.6  哈维氏弧菌在不同基质上的成膜情况 
哈维氏弧菌在分别经表皮黏液、鳃黏液、肠道
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黏液、肝脏提取液、脾脏提取液、肌肉提取液包被

基质上的成膜量极显著地高于对照组(p<0.01)。细菌
在经肝脏提取液包被基质上形成的生物被膜量极显

著地高于在其他生物基质上形成的生物被膜量

(p<0.01)(图 6)。 

 

图 5  不同浓度 NaCl对哈维氏弧菌成膜的影响 
Fig. 5  Influence of NaCl concentration on biofilm forma-
tion of V. harveyi 

 

图 6  哈维氏弧菌在不同基质上的成膜情况 
Fig. 6  Results of biofilm formation of V. harveyi on dif-
ferent matrix 

 

3  讨论 

从实验结果上看, 哈维氏弧菌 TS-628菌株可以
形成生物被膜, 而且该菌生物被膜的形成是一个由
起始到逐步成熟、稳定再到逐步衰退的动态过程。

前人的研究也发现, 细菌生物被膜的形成是一个动
态过程, 包括可逆性黏附、不可逆性黏附、微菌落
形成、生物被膜成熟和解聚等阶段, 在各阶段具有
不同的生理生化特性[14]。起始阶段也是细菌对基质

的黏附阶段, 成熟过程则是细菌生长繁殖形成微菌
落及包外多聚物的过程[15]。而衰退过程有学者认为

是成熟的生物被膜内细菌会出现异化、死亡或生物

被膜基质成分被分解, 从而导致生物被膜结构崩解
和生命的消亡[16]; 也有学者认为是成熟的生物被膜
在内在调节机制或外部冲刷力等作用下可部分脱落, 
脱落的细菌又转变成浮游生长状态的缘故[17]。还有

研究发现这一过程在球形红细菌 Rhodobacter 

sphaeroides 生物被膜中是受密度感应系统的群体逃
离反应介导的[18]。 

本研究还发现哈维氏弧菌生物被膜的形成量

与菌液的起始浓度相关, 菌液起始浓度达到 2.0×
108cfu·mL−1以上时更容易形成大量生物被膜。陈强

等 [19]的研究也表明细菌的黏附量与菌浓度成正比 , 
而黏附被认为是细菌在基质上成膜的第一步 , 说
明细菌起始浓度高有利于在基质上的黏附 , 进而
有利于生物被膜的形成。已有研究还发现生物被膜

形成是一个较为复杂的过程 , 该过程受外界环境 , 
如营养成分、pH值、温度、渗透压、水流冲刷力、
介质的表面特性及铁离子浓度和氧化还原电位等 , 
以及菌体自身如膜表面特性、凝固酶的有无、染色

体的倍性(面包酵母染色体倍数越低越易形成膜)等
条件的影响[20]。温度作为微生物生长过程中的一个

重要影响因素 , 在哈维氏弧菌的生物被膜生成过
程中起着重要的作用。本研究中哈维氏弧菌 TS-628
菌株的最适成膜温度在 25—35℃之间 , 与该菌的
最适生长温度相近 , 说明利于该菌生长的温度也
利于形成生物被膜。渗透压对生物被膜的形成产生

重要影响[20]。本实验中 NaCl浓度在 0时几乎不成
膜, 鄢庆枇等[21]的实验结果也发现当 NaCl 浓度为
0的时候 V. alginolyticus 基本没有黏附。黏附是细
菌成膜的第一步, 无法黏附于基质上, 细菌也就难
以形成生物被膜。当 NaCl 浓度过高时, 细菌形成
生物被膜受到抑制, 原因可能是渗透压过高, 细菌
受到来自环境的生存压力较大, 生长受到影响, 进
而影响生物被膜的形成。本研究中哈维氏弧菌在

pH为 5.5—7时的成膜量逐渐增加, pH为 7时的成
膜量最大 , 弱酸性至中性条件下的成膜量明显大
于碱性条件下的成膜量。Balebona等[22]研究表明鳗

弧菌 Vibrio anguillarum 对表皮黏液的黏附作用在
酸性环境时要比中性环境时强。pH 为弱酸性到中
性时溶藻弧菌对前、后肠黏液的黏附作用较强, 在
pH 为 6 时最强, 而在偏碱性环境下黏附作用明显
下降 , 黏附作用的强弱直接影响了成膜的效果 [23], 
这都与本研究结果相符合。 

本研究还发现哈维氏弧菌在青石斑鱼体表皮黏

液、肠道黏液、肝脏提取液、肌肉提取液、脾脏提

取液、鳃黏液等不同部位组织提取液上的成膜效果

比在聚苯乙烯板上的好, 可能是由于黏液和组织提
取物中所含的蛋白质和糖分促进了生物被膜的形

成。Sutherland[24]的研究也发现糖和蛋白质在生物被
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膜的形成过程中发挥着重要的作用。哈维氏弧菌形

成生物被膜的最佳条件与该菌的最适生长条件基

本一致 , 有利于哈维氏弧菌生长的条件也有利于
生物被膜的形成。但并非所有细菌都遵循这一规律, 
对某些微生物而言 , 不利的环境压力下反而会促
进生物被膜的形成 , 因为细菌以群体方式生活的
目的也是为了躲避捕食者并增强对有毒药物的抗

性以及消除其他外在危险[25]。例如有研究发现, 一
些海洋细菌生活在贫营养环境下时 , 它们更容易
形成生物被膜, 以便增加获取营养的渠道、减少废
物排放、增强对有毒物质和抗生素的抗性及抵御捕

食者的吞食等[26]。 

4  小结 

1)哈维氏弧菌 TS-628菌株可以在聚苯乙烯板中
形成生物被膜, 并且该菌生物被膜的形成受起始菌
液浓度、温度、pH等理化因子的影响。 

2)温度为 30℃、NaCl质量分数为 3%—6%、pH
为 7、孵育时间为 36h 是哈维氏弧菌形成生物被膜
的最佳条件。 

3)哈维氏弧菌在分别经表皮黏液、鳃黏液、肠
道黏液、肝脏提取液、脾脏提取液、肌肉提取液包

被的基质上的成膜效果显著, 其中在经肝脏提取液
包被的基质上形成的生物被膜量显著高于在其他生

物基质上形成的生物被膜量(p<0.01)。 
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