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　 　 摘要:　 本研究从冷鲜藏羊肉中共分离获得 ４０ 株腐败菌ꎬ其中 １０ 株为不动杆菌ꎬ经结晶紫染色定量检测发现

１０ 株不动杆菌均具有中等或强粘附成膜能力ꎮ 对 １ 株成膜能力最强的不动杆菌 Ａ３ 的成膜特性进行深入分析ꎬ发
现该菌在培养 ３ ｄ 时生物膜内菌数最高ꎬ随后培养 ５ ｄ 至 ７ ｄ 时菌数无显著(Ｐ>０􀆰 ０５)变化ꎮ 扫描电镜、激光共聚焦

显微镜观察及胞外多糖质量浓度测定结果表明ꎬ该菌形成生物膜的过程中培养 １ ｄ 到 ３ ｄ 细菌迅速繁殖ꎬ培养 ３ ｄ
到 ５ ｄꎬ菌体聚集成团ꎬ并且此时不可溶性多糖的含量最高ꎬ培养 ７ ｄ 时胞外分泌物质减少ꎬ生物膜出现解离状态ꎮ
因此ꎬ在藏羊肉加工过程中ꎬ针对此菌生物膜抑制的研究可着重关注控制胞外物质的分泌ꎬ并且在生物膜未成熟前

实施消毒措施ꎬ有助于彻底杀灭生物膜内的腐败菌ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｔｉｂｅｔａｎ ｍｕｔｔｏｎꎻ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒꎻ ｂｉｏｆｉｌｍꎻ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

　 　 藏羊(Ｔｉｂｅｔａｎ ｓｈｅｅｐ)又称藏系羊ꎬ是分布于中

国西藏、青海和甘南等青藏高原地区的主要畜种ꎮ
藏羊肉具有高蛋白、低脂肪、低胆固醇、肉质鲜嫩、少
膻味的特点ꎬ故食用价值较高ꎮ 目前国内外学者对

藏羊肉的研究主要集中在营养成分[１￣３] 及品质评

价[４￣５]等方面ꎬ对其加工屠宰中的卫生安全问题研究

较少ꎮ 生物膜又称生物被膜ꎬ是微生物抵抗外界不

良环境的一种特殊生长方式ꎬ自然界中大多数微生

物是以生物被膜的形式存在[６￣７]ꎮ 在食品工厂中几

乎所有条件下ꎬ大多数致病菌或腐败菌均可以粘附

在不同接触材料表面并形成生物被膜ꎬ从而对一些

消毒剂的处理产生抗性作用ꎬ造成食品的交叉污染

和周期性污染[８]ꎮ 在自然界大多数微生物也均可

形成生物被膜ꎬ给人类公共卫生和食品安全带来极

大的威胁ꎮ 因此ꎬ在食品加工过程中如何防止有害

微生物形成生物被膜而引起食源性疾病是亟待解决

的科学问题ꎮ
不动杆菌属细菌 ( Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ.) 是非发

酵条件致病菌ꎬ是引起医院内感染的致病菌之

一ꎮ 近年来ꎬ有大量文献报道了不动杆菌属是肉

类食品中的腐败菌之一ꎮ 张秋勤 [９] 在对生鲜鸡

中主要腐败菌群的研究中发现贮藏前期与贮藏

后期优势菌均由不动杆菌、假单胞菌、肉杆菌、气
单胞菌和魏斯氏菌构成ꎮ Ｊｕｌ 等 [１０] 对鸡胴体表面

分离的５ ９２０株腐败菌进行分析后发现 ３０􀆰 ５％为

假单胞菌ꎬ２２􀆰 ７％为不动杆菌ꎬ１３􀆰 ９％为产黄菌

( Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐｐ􀆰 ) ꎬ １２􀆰 ７％ 为 棒 状 杆 菌

(Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ) ꎬ２０􀆰 ２％为酵母菌等其他菌群ꎮ
本研究拟对藏羊肉腐败菌中不动杆菌的污染情

况进行分析ꎬ并对其生物膜形成特性进行鉴定ꎬ
然后以 １ 株成膜能力较强的菌株为目标菌株ꎬ通
过对其成膜后菌数、膜微观结构、膜厚度及胞外

分泌物中多糖含量的测定ꎬ研究该菌在 ７ ｄ 内的

成膜特性ꎬ以期为今后藏羊肉加工过程中控制及

杀灭该菌的研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

平板计数琼脂 ( ＰＣＡ) 和胰蛋白胨大豆肉汤

(ＴＳＢ)培养基购自北京路桥生物公司ꎬＬＩＶＥ / ＤＥＡＤ
ＢａｃＬｉｇｈｔＴＭ试剂盒与 ＮｕｎｃＴＭＬａｂ￣ＴｅｋＴＭ ８ 孔腔室盖玻

片系统购自赛默飞世尔科技公司ꎬ２４ 孔和 ９６ 孔细

胞培养板均购自美国康宁公司ꎬ细菌基因组提取试

剂盒购于天根生化科技有限公司ꎬＰＣＲ 引物合成以

及 ＤＮＡ 序列测定由上海生物工程技术服务有限公

司完成ꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶购于宝生物工程(大连)有
限公司ꎬ其余为分析纯ꎮ
１.２　 仪器与设备

ＰＥ(Ｕｌｔｒａ Ｖｉｅｗ ＶＯＸ)转盘式激光共聚焦显微镜

(铂金埃尔默公司生产)ꎬＥＶＯ￣ＬＳ１０ 扫描电子显微

镜(德国蔡司生产)ꎬＥｐｏｃｈ 微孔板分光光度计(美国

伯腾仪器生产)ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 冷鲜藏羊肉不同分割部位优势腐败菌的分

离　 本实验室工作人员于 ２０１７ 年 １０ 月前往青海省

青海湖肉业有限责任公司进行冷鲜藏羊肉分割产品

细菌污染情况调查ꎮ 根据 ＧＢ / Ｔ４２８９.１７－２００３ 食品

卫生微生物学检验(肉与肉制品检验)分别从藏羊

肉前胸、前腿、后胸、后腿 ４ 个部位取样ꎬ每个部位不

同表面位置选取 ２５ ｇ 肉ꎬ剪碎后置于 ２２５ ｍｌ 生理盐

水中ꎬ低温振荡 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ取液体进行梯度稀释ꎬ然
后涂布于 ＰＣＡ 培养基ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈꎬ选择特征菌

落传代培养ꎬ直至分离出单菌落[１１]ꎮ
１.３.２　 菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列扩增和同源性分析　 将

上述分纯的菌落接种到 ５ ｍｌ ＴＳＢ 液体培养基中ꎬ待
菌生长至对数生长期后ꎬ离心收集菌体ꎬ利用细菌

ＤＮＡ 提取试剂盒分别提取各纯细菌的基因组 ＤＮＡꎮ
对提取的 ＤＮＡ 进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列的 ＰＣＲ 扩增ꎬ引
物分别为 １６Ｓ Ｆ(５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′)和
１６Ｓ Ｒ(５′￣ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ￣３′)[１２]ꎮ ＰＣＲ 产

物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测后送至上海生工生物技
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术有限公司测序ꎬ获得 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列信息ꎮ 将

测序获得的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ 进行 Ｂｌａｓｔ
相似检索并构建系统发育树ꎮ
１.３.３　 结晶紫染色法定量检测不动杆菌的生物膜

形成能力[１３] 　 吸取 ２ μｌ 对数生长期的菌悬液加入

装有 ＴＳＢ 液体培养基(每孔 ２００ μｌ)的标准 ９６ 孔微

量滴定孔板中(体积比为１ ∶ １００)ꎬ以未接菌的 ＴＳＢ
为空白对照ꎬ３ 次重复ꎬ于 ３７ ℃培养箱中静置培养ꎮ
培养完成后用酶标仪测定 ６３０ ｎｍ 处的光密度值

ＯＤ１ꎬ弃去孔板中原培养基并以 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ无菌

ＰＢＳ 洗涤去除浮游菌(重复 ３~４ 次)后 ９６ 孔板置于

６０ ℃烘箱干燥 １５ ｍｉｎꎬ取 ２００ μｌ １％结晶紫溶液依

次加入每个孔ꎬ染色 ２０ ｍｉｎ 后用 ＰＢＳ 去除孔壁染液

(重复进行 ４~ ５ 次)并将 ９６ 孔板置于室温风干 ３０
ｍｉｎꎬ每孔中依次加入 ２００ μｌ ９５％乙醇ꎬ同时微量振

荡 ３０ ｍｉｎꎬ最后采用酶标仪测定 ＯＤ６３０处的光密度值

(ＯＤ２ )ꎮ 生物被膜形成能力的判断标准为: Ｂ ＝
(ＯＤ２－ＯＤ２Ｃ) / (ＯＤ１ －ＯＤ１Ｃ)ꎮ 其中 ＯＤ１Ｃ、ＯＤ２Ｃ为空

白对照吸光值ꎬＢ<０􀆰 １ 为不粘附成膜ꎻＢ≥０􀆰 １ 为粘

附成膜ꎻ０􀆰 １<Ｂ<１􀆰 ０ 为中等强度粘附成膜ꎻＢ>１􀆰 ０
为强粘附成膜ꎮ
１.３.４　 生物膜内菌数测定 　 将对数生长期的菌悬

液按 １％接种于无菌 ＴＳＢ 中ꎬ混匀后加入 ２４ 孔细胞

培养板中ꎬ每孔 １ ｍｌ 液体ꎬ置于 ３７ ℃静置培养ꎬ２４ ｈ
更换上层培养基ꎬ分别在 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 取样测定

菌数ꎮ 将上层培养基去除并用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ的无菌

ＰＢＳ 洗涤生物膜 ２ 次ꎬ洗净后加入 １ ｍｌ ＰＢＳꎬ用灭菌

后的棉签擦除粘附于孔壁及孔底的膜ꎬ将棉签及孔

内液体一起加入含有 ９ ｍｌ ＰＢＳ 的试管中[１４]ꎬ涡旋 ２
ｍｉｎ 混匀ꎬ梯度稀释ꎬ选取适当梯度的 １００ μｌ 液体在

ＴＳＢ 固体平板表面涂匀ꎬ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后对菌落进

行计数ꎮ
１.３.５　 扫描电镜观察生物膜内菌体的微观状态 　
将对数生长期的菌悬液按 １％接种于培养基中混匀

后加入 Ｎｕｎｃ ８ 孔腔室板中ꎬ每孔 ４００ μｌ 菌液ꎬ３７ ℃
静置培养ꎬ每 ２４ ｈ 更换培养基ꎬ在 １２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、
７２ ｈ 时处理样品ꎮ 样品处理同方法 １.３.２ 中生物膜

洗涤方法ꎮ 洗净后风干ꎬ去除载玻片上隔板ꎬ使用玻

璃刀将载玻片按照格子分割ꎬ浸泡于 ２.５％戊二醛ꎬ４
℃放置 １２ ｈꎬ接下来置于锇酸溶液中再次固定ꎬ使用

乙醇梯度脱水后对样品镀金ꎬ处理好的样品用于扫

描电镜观察[１５]ꎬ样品观察时放大倍数为５ ０００倍ꎮ

１.３.６　 激光共聚焦显微镜观察生物膜的厚度变

化　 按照方法 １.３.５ 的方法培养用于激光共聚焦

显微镜观察的生物膜ꎮ 生 物 膜 经 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳ 洗涤后使用 ＬＩＶＥ / ＤＥＡＤ ＢａｃＬｉｇｈｔ 乙醇试剂

盒中的荧光染料进行染色ꎬ每 １ ｍｌ ＰＢＳ 中加入 ２
种染料各 ３ μｌꎬ混匀后加入 ８ 孔腔室板中ꎬ每孔

４００ μｌꎬ避光染色 ３０ ｍｉｎ[１６] ꎮ 染色后去除染液并

用 ＰＢＳ 洗涤除去多余探针ꎬ加入 ２. ５％戊二醛溶

液避光固定 ３０ ｍｉｎꎬ去除戊二醛溶液后避光风

干ꎬ取下载玻片上层隔板后ꎬ在载玻片表面滴加

ＬＩＶＥ / ＤＥＡＤ ＢａｃＬｉｇｈｔ 试 剂 盒 中 的 ＢａｃＬｉｇｈｔＴＭ

Ｍｏｕｎｔｉｎｇ Ｏｉｌꎬ加盖玻片ꎬ － ２０ ℃ 避光保存用于

ＣＬＳＭ 观察 [１６] ꎮ 观察时 ＳＹＴＯ￣９ 激发波长、发射

波长分别为 ４８５ ｎｍ 和 ４９８ ｎｍꎬＰＩ 的激发波长和

发射波长分别为 ５３５ ｎｍ 和 ６３７ ｎｍꎬ选取 ６０ 倍油

镜进行观察 [１７￣１８] ꎮ
１.３.７　 生物膜内胞外多糖含量测定　 按照方法 １.３.
４ 的方法培养生物膜ꎮ 生物膜经 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗

涤后ꎬ加入 １ ｍｌ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬ将每孔中液体及孔

壁、孔底粘附的细菌收集于离心管中ꎬ４ ℃ ６ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ用浓度为 ０􀆰 ８５％ 的

氯化钠溶液(含 ０􀆰 ２２％甲醛)重悬沉淀ꎬ８０ ℃水浴加

热 ３０ ｍｉｎꎬ再次 ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎ 后收

集上清液[１９]ꎮ 生物膜中多糖可分为可溶性多糖及

不可溶性多糖ꎬ采用苯酚￣硫酸法测定多糖浓度ꎮ 取

１００ ｍｇ 葡萄糖定容于 １００ ｍｌ 容量瓶中ꎬ再取 １０ ｍｌ
配制的葡萄糖溶液定容至 １００ ｍｌꎬ配置成 １００ μｇ / ｍｌ
的葡萄糖标准溶液ꎬ将葡萄糖标准溶液按照不同比

例加于试管中ꎬ用水补齐至 １ ｍｌ 后加入 ０􀆰 ５ ｍｌ ９％
的苯酚溶液ꎬ混匀后加入 ５ ｍｌ 浓硫酸ꎬ振荡混匀后

在 １００ ℃水浴中加热 １５ ｍｉｎꎬ凉至室温后测定其在

４９０ ｎｍ 处的吸光度ꎬ根据结果制作葡萄糖浓度￣吸
光度的标准曲线ꎮ 上述首次离心得到的溶液中含有

的多糖为可溶性多糖ꎬ第二次离心得到的溶液中的

多糖为不可溶性多糖ꎬ多糖浓度按照标准曲线测定

时的方法进行测定ꎮ
１.４　 统计分析

每次试验重复 ３ 次ꎬ平行 ２ 次ꎮ 采用 ＳＰＳＳ １７.０
软件进行数据分析ꎮ 测定结果以平均值和标准差表

示ꎮ 试验数据采用 ＡＮＯＶＡ 进行 ＬＳＤ 差异分析(Ｐ<
０􀆰 ０５ 为差异显著)ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 藏羊肉中腐败菌的分离和鉴定

从 ＰＣＡ 固体培养基上挑选出 ４０ 株特征单菌

落ꎮ 将每株菌测序获得的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列经 ＮＣＢＩ
Ｂｌａｓｔ 分析后ꎬ构建系统进化树ꎬ结果如图 １ 所示ꎬ将
分离到的 ４０ 株菌鉴定到菌种或者属的水平ꎮ 由图

１ 可知 Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ａ５、Ａ６、Ａ７、Ａ８、Ａ９、Ａ１０ 与

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.(不动杆菌属)亲缘关系近ꎻＣ１、Ｃ２、
Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５、Ｃ６、Ｃ６ 与 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ(阴沟肠杆

菌)亲缘关系近ꎻＭ１、Ｍ２、Ｍ３、Ｍ４、Ｍ５ 与 Ｍａｃｒｏｃｏｃｃｕｓ
ｃａｓｅｏｌｙｔｉｃｕｓ(溶酪大球菌)亲缘关系近ꎻＥ１、Ｅ２ 、Ｅ３、
Ｅ４、Ｅ５ 、Ｅ６、Ｅ７、Ｅ８ 与 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ(粪肠球

菌)亲缘关系近ꎻＬ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４ 与 Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｒｖｉｅ￣
ａｅ(格氏乳球菌)亲缘关系近ꎻＱ１、Ｑ２、Ｑ３ 与 Ａｅｒｏ￣
ｍｏｎａｓ ｓｐ. (气单胞菌属)亲缘关系近ꎻＲ１ 与 Ｒｏｔｈｉａ
ｓｐ.(罗氏菌属)亲缘关系近ꎻＢ１ 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.(芽孢

杆菌属)亲缘关系近ꎻＰ１ 与 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉ￣
ｄｉｓ(表皮葡萄球菌)亲缘关系近ꎻＫ１ 与 Ｋｏｃｕｒｉａ ｓｐ.
(考克氏菌属)亲缘关系近ꎮ 表 １ 为该 ４０ 株腐败菌

的鉴定结果ꎬ发现不同分割部位的藏羊肉都有不动

杆菌的污染ꎮ
２.２　 各不动杆菌生物膜形成能力分析

将分离到的 １０ 株不同杆菌分别培养 ４８ ｈ 的生

物膜ꎬ测定各样品染色前染色后 ＯＤ６３０ꎬ根据方法

１.３.３生物膜形成能力判断 １０ 株不动杆菌的成膜能

力ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬＡ１、Ａ６、Ａ７、Ａ８、Ａ９、Ａ１０ 为中

等粘附成膜ꎻＡ２、Ａ３、Ａ４、Ａ５ 为强粘附成膜ꎬ说明此

菌成膜比较迅速ꎬ且成膜效果较好ꎮ 其中不动杆菌

Ａ３ 的 Ｂ 值(１􀆰 ８６８)最高ꎬ与其他菌株具有显著性差

别(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ因此判断不动杆菌 Ａ３ 成膜能力最

强ꎮ
２.３　 不动杆菌 Ａ３ 生物膜内菌数变化分析

不动杆菌 Ａ３ 在 ７ ｄ 内形成的生物膜中细菌数

量如图 ３ 所示ꎬ其形成的生物膜在 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ
时菌数分别为 ７􀆰 ４８ ｌｇ２、 ９􀆰 ０４ ｌｇ２、 ８􀆰 ７６ ｌｇ２、 ８􀆰 ９２
ｌｇ２ꎬ在第 ３ ｄ 时菌数几乎达到最大值ꎬ在接下来的培

养时间内ꎬ细菌总数无显著性变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２.４　 不动杆菌 Ａ３ 生物膜微观结构

细菌形成生物膜并不是近年来发现的现象ꎬ
早在几十年前就有关于生物膜的报道 [２０] ꎬ但有

关生物膜的形成及抑制研究近些年才开始增多ꎮ

由于试验设备的限制ꎬ早期无法对生物膜微观结

构进行观察ꎬ近些年借助于激光共聚焦显微镜

(ＣＬＳＭ) [２１] ꎬ可以在对生物膜结构不造成破坏的

条件下观察其结构特性及随时间的变化规律ꎮ
ＣＬＳＭ 多 用 于 医 药 [２２] 、 环 境 科 学 等 方 面 的 研

究 [１６] ꎬ本次试验中通过 ＣＬＳＭ 与扫描电子显微镜

( ＳＥＭ)技术相结合的方法ꎬ研究不同培养时间下

生物膜结构、形态的变化ꎮ

表 １　 不同部位藏羊肉的腐败菌组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｏｉｌａｇｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｔｉ￣
ｂｅｔａｎ ｍｕｔｔｏｎ

不同部位
的藏羊肉 腐败菌　 　 　 　 　 　

前腿肉 不动杆菌(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)Ａ１、Ａ２

阴沟肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ)Ｃ１、Ｃ２

溶酪大球菌(Ｍａｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｃａｓｅｏｌｙｔｉｃｕｓ)Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３

粪肠球菌(Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ)Ｅ１、Ｅ２

格氏乳球菌(Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｒｖｉｅａｅ)Ｌ１

气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)Ｑ１

罗氏菌(Ｒｏｔｈｉａ ｓｐ.)Ｒ１

前胸肉 不动杆菌 Ａ３、Ａ４

阴沟肠杆菌 Ｃ３、Ｃ４

粪肠球菌 Ｅ３、Ｅ４

格氏乳球菌 Ｌ２、Ｌ３

气单胞菌 Ｑ２、Ｑ３

芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)Ｂ１

后腿肉 不动杆菌 Ａ５、Ａ６、Ａ７

阴沟肠杆菌 Ｃ５

溶酪大球菌 Ｍ４

粪肠球菌 Ｅ５

格氏乳球菌 Ｌ４

表皮葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ)Ｐ１

后胸肉 不动杆菌 Ａ８、Ａ９、Ａ１０

阴沟肠杆菌 Ｃ６

溶酪大球菌 Ｍ５

粪肠球菌 Ｅ６、Ｅ７、Ｅ８

考克氏菌(Ｋｏｃｕｒｉａ ｓｐ.)Ｋ１
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Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ａ５、Ａ６、Ａ７、Ａ８、Ａ９、Ａ１０、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５、Ｃ６、Ｃ６、Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３、Ｍ４、Ｍ５、Ｅ１、Ｅ２ 、Ｅ３、Ｅ４、Ｅ５ 、Ｅ６、Ｅ７、Ｅ８、Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、Ｑ１、
Ｑ２、Ｑ３、Ｒ１、Ｂ１、Ｐ１、Ｋ１ 见表 １ꎮ

图 １　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因构建的 ４０ 株腐败菌的进化发育树

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ４０ ｓｐｏｉｌａｇｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ

Ａ:各不动杆菌结晶紫染色后结果ꎻＢ:各不动杆菌的成膜能力ꎮ Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ａ５、Ａ６、Ａ７、Ａ８、Ａ９、Ａ１０ 见表 １ꎮ 图 Ａ 中 ａ 为空白对照ꎻｂ 中

前三孔与后三孔分别为不动杆菌 Ａ１、Ａ２ꎻｃ 中前三孔与后三孔分别为不动杆菌 Ａ３、Ａ４ꎻｄ 中前三孔与后三孔分别为不动杆菌 Ａ５、Ａ６ꎻｅ 中前

三孔与后三孔分别为不动杆菌 Ａ７、Ａ８ꎻｆ 中前三孔与后三孔分别为不动杆菌 Ａ９、Ａ１０ꎮ
图 ２　 各不动杆菌生物膜形成能力

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｂｉｏｆｉｌｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.

２.４.１　 扫描电镜观察生物膜内菌体的微观状态　 扫

描电子显微镜(ＳＥＭ)作为研究细菌生物膜的仪器具

有高分辨率、高放大倍数、成像清晰的优点ꎬ但生物膜

在形成时ꎬ细菌细胞会嵌入胞外基质ꎬ形成厚层结

构[２３]ꎬＳＥＭ 有时不能直观地观察到隐藏在基质内的

细胞ꎮ 通过扫描电镜观察不动杆菌生物膜在培养

１ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 时的微观结构ꎬ结果如图 ３ꎬ培养 １ ｄꎬ
仅少量单层菌体粘附于孔板底部ꎬ此时尚无细菌聚集

体形成ꎬ但已有少量菌体分泌胞外基质(图 ４Ａ)ꎻ培养

３ ｄꎬ菌体以多层堆叠的形式聚集在一起ꎬ且细菌聚集

体已经形成ꎬ大量菌体被胞外基质包裹(图 ４Ｂ)ꎻ培养

５ ｄꎬ菌体数量较第 ３ ｄ 无显著变化ꎬ仍层叠为三维立
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体结构ꎬ但已有部分菌体暴露于胞外基质外(图 ４Ｃ)ꎻ
培养 ７ ｄꎬ菌体明显暴露于胞外基质外ꎬ且菌体呈损

伤、不完整的状态(图 ４Ｄ)ꎮ

图 ３　 不同培养时间不动杆菌 Ａ３ 生物膜内菌数

Ｆｉｇ.３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ Ａ３ ｂｉｏｆｉｌｍｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

２.４.２　 激光共聚焦显微镜观察生物膜的厚度变化　 由

于 ＳＥＭ 观察生物膜中细菌细胞时受到胞外基质的影

响ꎬ因此采用 ＬＩＶＥ / ＤＥＡＤ ＢａｃＬｉｇｈｔＴＭ试剂盒中的荧光

染料对生物膜进行染色ꎬ进而通过转盘式激光共聚焦

显微镜观察生物膜内部包裹的细菌细胞分布状况、生
物膜形成的厚度[２０]ꎬ捕捉到不同培养时间下的图像ꎬ获
得即时数据ꎮ 试剂盒中含有 ２ 种荧光染料ꎬ每种均为

荧光探针 ＳＹＴＯ￣９及碘化丙啶(ＰＩ)按照一定比例配制ꎬ
ＳＹＴＯ￣９与 ＰＩ 作为核酸染料染色后ꎬ未受损细胞呈现

绿色荧光ꎬ受损及死亡细胞呈现黄色或红色荧光ꎮ 在 ７
ｄ 的培养周期内不动杆菌生物膜经含有荧光探针的染

料染色后可在激光共聚焦显微镜下呈现三维结构[２４]ꎬ
培养 １ ｄ 后可发现细菌粘附于接触材料表面已明显形

成了生物膜的雏形结构ꎬ且生物膜中的活菌比例极高ꎬ
但此时生物膜表面孔洞较多ꎬ厚度较薄(图 ５Ａ)ꎻ培养 ３
ｄ 后大量的细菌粘附聚集体已经形成ꎬ且较为致密ꎬ表
面平整光滑ꎬ同时ꎬ生物膜中已出现少量死菌ꎬ从 ＣＬＳＭ
中也可观察出黄色菌体(受损菌)(图 ５Ｂ)ꎻ培养 ５ ｄꎬ接
触材料表面已经被细菌体覆盖ꎬ但表面及侧面较第 ３ ｄ
开始出现空隙及裂缝ꎬ膜厚度增加ꎬ但红黄色荧光增

多ꎬ此时ꎬ活菌比例呈现进一步显著下降趋势(图 ５Ｃ)ꎻ
培养 ７ ｄꎬ生物膜表面及侧面明显出现较多孔洞ꎬ呈瓦

解状态ꎬ且膜的厚度较培养 ５ ｄ 减小ꎬ此时红黄色荧光

更多ꎬ说明菌体损伤死亡严重(图 ５Ｄ)ꎮ
通过 ＳＥＭ、ＣＬＳＭ 技术相结合ꎬ综合两方面获得

的信息可以解决 ＳＥＭ 不能观察到嵌入胞外基质中

的细胞的问题[２５]ꎮ ＳＥＭ 与 ＣＬＳＭ 结果相对应ꎬ培养

３ ｄ 时ꎬ细菌迅速繁殖ꎬ且细胞聚集体相连ꎬ小聚集

体减少ꎬ聚集体间空隙减少ꎬ膜表面逐渐光滑且比较

致密ꎻ培养 ５ ｄ 后ꎬ细胞有损伤ꎬ红黄荧光增多ꎻ培养

７ ｄ 后ꎬ膜厚度明显减少ꎬ表面出现大的空隙ꎬ且红

黄荧光进一步增多ꎬ说明细胞损伤死亡严重ꎮ
２.５　 不动杆菌 Ａ３ 胞外分泌物质测定

根据苯酚￣硫酸法对胞外基质中多糖含量进行

测定ꎬ苯酚与硫酸水解多糖并脱水后生成的糠醛化

合物发生显色反应ꎬ通过对其吸光度变化计算糖浓

度ꎮ 由于不可溶性多糖提取时加入甲醛ꎬ甲醛的存

在对显色造成干扰ꎬ因此ꎬ不可溶性糖的测定需要对

标准曲线进行调整ꎮ 根据对不同浓度的葡萄糖标准

溶液进行测定得到可溶性与不可溶性糖吸光度￣糖
质量浓度关系的标准曲线分别为 Ｙ＝ ０.００９ ２１ｘ＋
０.００８ ４０(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９)ꎬＹ＝ ０.０３４ ６０ｘ＋ ０.０１１ ３０ (Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９)ꎮ 不可溶性多糖质量浓度在培养 １ ｄ、３ ｄ、５
ｄ、７ ｄ 时分别为 ７􀆰 ５９ μｇ / ｍｌ、２２􀆰 ６７ μｇ / ｍｌ、２０􀆰 ２９
μｇ / ｍｌ、１５􀆰 ９３ μｇ / ｍｌꎬ培养 ３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 与培养时间

为 １ ｄ 时比较均有显著性变化(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ６)ꎻ其
中ꎬ第 ３ ｄ 最高ꎬ到第 ７ ｄ 时略微下降ꎻ可溶性多糖含

量较不可溶性多糖含量高ꎬ培养 ３ ｄ 多糖质量浓度

显著升高 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎬ ３ ｄ 后无显著性变化 (Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎬ培养 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 分别为 ２７􀆰 ７５ μｇ / ｍｌ、
４３􀆰 ４８ μｇ / ｍｌ、４０􀆰 ９９ μｇ / ｍｌ、４０􀆰 ２８ μｇ / ｍｌꎮ 胞外多

糖作为胞外分泌物质的主要成分ꎬ可以根据多糖质

量浓度变化推测胞外基质量的变化[２６]ꎮ
　 　 不动杆菌 Ａ３ 生物膜的形成速度较快ꎬ在 １ ｄ 时

已经可见有膜结构出现ꎬ在扫描电镜及激光共聚焦

显微镜观察结果中ꎬ细菌成膜后细胞团之间成紧密

的“网状”三维立体结构ꎬ成膜性也较好ꎮ 胞外多聚

物(ＥＰＳ)占生物膜干质量的 ９０％以上ꎬ是微生物的

自身代谢产物ꎬ被认为是构成生物膜骨架的重要物

质[２７]ꎮ 本试验中测得研究的不动杆菌多糖质量浓

度中可溶性多糖质量浓度高于不可溶性多糖质量浓

度ꎬ而在刘红艳等[２８]在对饥饿状态下粪肠球菌产多

糖能力的研究中发现细菌生物膜中水溶性多糖仅作

为生长所需底物被利用ꎬ而不可溶性多糖则介导细

菌对介质表面的粘附和细菌间的共聚ꎮ 生物膜在形

成过程中起主要作用的组分有多糖、蛋白及胞外

ＤＮＡꎬ胞外多糖是形成成熟生物膜必不可少的成

分[２９]ꎬ因此ꎬ试验中通过对胞外多糖含量的变化表

示 ＥＰＳ 变化ꎬ但组成 ＥＰＳ 成分的结构变化还需借助

傅里叶红外光谱或拉曼光谱[３０]等仪器测定ꎮ
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Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别为培养 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 的生物膜样品ꎮ
图 ４　 不同培养时间不动杆菌 Ａ３ 生物膜的扫描电子显微镜图片

Ｆｉｇ.４　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ Ａ３ ｂｉｏｆｉｌｍｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

Ａ~Ｄ 分别为培养 １ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 的生物膜样品ꎮ
图 ５　 不动杆菌 Ａ３ 生物膜在激光共聚焦显微镜下的三维图片

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ Ａ３ ｂｉｏｆｉｌｍｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

图 ６　 不动杆菌 Ａ３ 生物膜内可溶及不可溶性多糖质量浓度的

变化

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
Ａ３ ｂｉｏｆｉｌｍｓ

３　 讨 论

目前ꎬ已有大量研究发现ꎬ细菌生物膜的形成是

一个动态过程ꎬ从细菌的定殖、粘附、聚集到分化成

熟直至播散ꎬ共经历 ５ 个阶段[３１]ꎮ 细菌在粘附 ４８ ｈ
后能形成初期的生物膜ꎬ在 ７２ ｈ 后则逐步变为成熟

生物膜[３２]ꎮ 本试验中通过对目标菌株不动杆菌 Ａ３
１ ｄ、３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 的培养ꎬ监测其生物膜内菌数、膜微

观结构、膜厚度及胞外分泌物中多糖含量发现该菌

在第 ３ ｄ 时生物膜内菌数可达到最大值ꎬ随后培养 ５
ｄ 到 ７ ｄ 菌数无显著变化ꎻ对其微观结构观察发现ꎬ
培养 １ ｄ 时细菌从单层结构逐渐聚集成细胞集团ꎬ

１０２史云娇等:藏羊肉中优势腐败不动杆菌的分离鉴定及其生物膜形成特性



细胞集团继续聚集形成较大细胞团簇ꎬ彼此之间逐

渐相连ꎬ缝隙及孔洞减少ꎬ形成密集结构ꎬ膜的厚度

增加ꎬ在培养 ３ ｄ 时达到最大ꎬ７ ｄ 时膜厚度减小ꎬ部
分菌体呈不完整状态ꎮ 研究结果符合细菌生物膜生

长的一般规律ꎮ
研究者发现胞外多糖普遍存在于各种环境下形

成的生物膜中ꎬ而对于不能合成胞外多糖的突变体

只能形成短暂的小菌落ꎬ 难以形成成熟稳定的生物

膜[３２￣３７]ꎮ Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ[３８]研究混合菌生物膜结构发现ꎬ
只要存在能合成胞外多糖的微生物ꎬ就能形成成熟

稳定的生物膜ꎬ且该生物膜结构中还包含大量不能

合成胞外多糖的微生物菌株ꎮ 综上可知ꎬ 胞外多糖

是大多数细菌形成成熟生物膜结构不可或缺的组成

部分ꎮ 本研究发现ꎬ不动杆菌 Ａ３ 生物膜在形成过

程中ꎬ成膜速度较快ꎬ胞外分泌物质会在培养 ３ ｄ 时

达到最多ꎬ将细菌紧紧包裹ꎬ７ ｄ 时胞外分泌物减

少ꎬ菌体明显暴露于胞外基质外ꎬ生物膜有解离趋

势ꎮ 因此ꎬ针对此菌生物膜抑制的研究中可着重关

注控制胞外物质的分泌ꎬ具体如何控制胞外物质分

泌以及抑制生物膜的形成还需后期进一步研究ꎮ
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