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摘　 要: 生物膜因具有强致病性、耐药性和抗逆性ꎬ已成为全球关注的重大难题ꎮ 介绍了生物膜生物量、细胞总数、活细

胞数、大分子物质和结构的定量分析方法ꎬ以期为深入研究生物膜提供更丰富的手段ꎬ推动生物膜定量分析方法的改进

与提高ꎬ从而更好地预防、控制及开发生物膜ꎮ
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　 　 生物膜是指微生物粘附于接触表面ꎬ分泌多

糖基质、纤维蛋白和脂质蛋白等ꎬ将其自身包绕其

中而形成的大量菌体聚集膜样物ꎬ是微生物在自

然界的普遍存在方式之一[１]ꎮ 生物膜广泛存在

于工业管道、通风设备、食品生产设备、自来水管

道、医疗器械甚至病理状态下的人体组织器官中ꎬ
绝大多数微生物在一定的条件下都可以形成生物

膜[２]ꎮ 生物膜在形态结构、生理生化特征、对环

境因子的敏感性等方面都与浮游状态存在显著的

差异ꎬ造成其致病性、耐药性、抗逆性大大增

强[３]ꎮ 从而导致了生物膜在医疗、食品、工业、养
殖业等诸多领域给人类社会带来了严重危害ꎬ造
成了巨大的经济损失ꎬ同时也严重威胁着人类健

康ꎮ 目前ꎬ生物膜已成为全球关注的重大难题之

一ꎬ越来越受到各国学者的重视ꎬ在近 ３０ 年的研

究中也取得了很大的进展ꎮ 对生物膜的研究ꎬ首
先要依赖于快速、灵敏、特异的分析检测方法ꎮ 目

前针对生物膜的检测方法不再局限于单纯定性的

层面ꎬ大量针对生物膜定量检测的方法被报道ꎮ
而生物膜生物量、细胞总数、活细胞数、大分子物

质和结构是生物膜研究中的重要指标ꎬ常应用于

生物膜活性、耐药性、抗性、成膜能力等研究中ꎮ
本文就生物膜生物量、细胞总数、活细胞数、大分

子物质和结构的定量分析方法作一综述ꎬ以期为

更加深入研究生物膜提供更丰富的手段ꎮ

１　 生物膜生物量的定量分析方法

生物膜生物量包含了菌体和细胞外多聚物

(ＥＰＳ)ꎬ通过结晶紫染色法、称量生物膜干重 /生



物膜挥发性干重、测定生物膜总有机碳含量等方

法ꎬ均可对生物膜生物量进行检测ꎮ

１.１　 结晶紫(ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔꎬＣＶ)染色法

结晶紫是一种碱性三苯甲烷染料ꎬ广泛应用

于细胞学、组织学和细菌学等方面ꎬ是一种优良的

染色剂ꎮ 其苯环上带有发色基团和助色基团ꎬ发
色基团使化合物在紫外及可见光区域内有吸收ꎬ
助色基团在溶液中可发生电离ꎬ其分子的染色部

分为带正电荷的阳离子ꎬ因而很容易与通常带负

电荷的细菌结合使细菌着色[４]ꎮ 生物膜内细菌

和胞外多聚物可与结晶紫结合[５]ꎬ因此可通过结

晶紫染色对生物膜进行半定量检测ꎮ 该方法由

Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ 等[６]首次提出ꎬ研究者们在此基础上

进行了修改ꎬ以期提高其精确度与扩大其应用范

围[７]ꎮ Ｍｏｎｔｅｉｒｏ 等[８]研究了纳米银对白色念珠菌

(Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ) 和光滑念珠菌 (Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌａ￣
ｂｒａｔａ)生物膜形成的影响ꎬ结晶紫染色结果表明

念珠菌生物膜经纳米银作用 ５ ｈ 后ꎬ生长过程中

(２４ ｈ)和成熟(４８ ｈ)的生物膜生物量均显著降

低ꎬ而不同阶段生物膜的生物量无显著差异ꎮ 另

外ꎬ番红染色、刚果红染色也可用于生物膜的半定

量检测[９ꎬ １０]ꎬ其检测方法与结晶紫染色类似ꎮ

１.２　 干重(ｄｒｙ ｍａｓｓꎬＤＭ) /挥发性干重(ａｓｈ￣ｆｒｅｅ
ｄｒｙ ｍａｓｓꎬＡＦＤＭ)
采用机械、超声等物理方法将生物膜剥落后ꎬ

经 ０.４ μｍ 滤膜过滤ꎬ将滤膜置于 １０５℃烘箱内干

燥至恒重ꎬ干燥前后的重量差为生物膜干重ꎮ 生

物膜干重是生物膜研究中较为常用的定量分析

指标[１１]ꎮ
生物膜干重反映的是生物膜总量ꎬ而生物膜

挥发性干重可以反应生物膜中有机组分的含量ꎮ
在测量生物膜干重后ꎬ将样品 ５５０℃灼烧至恒重ꎬ
重量的差值为挥发性生物膜干重ꎮ 在生物膜研究

中ꎬ为获得更准确的生物量信息ꎬ常常选用生物膜

挥发性干重作为测量指标[１２]ꎮ

１.３　 总有机碳含量( ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎꎬＴＯＣ)
细胞骨架主要由有机碳组成ꎬ测定生物膜总

有机碳含量(ＴＯＣ)可间接反映生物膜量的变化ꎮ
特别是对于硝化生物膜等增长缓慢、生物膜量较

少、不便用干重法进行测量的微生物ꎬ生物膜

ＴＯＣ 分析更具准确性ꎮ ＴＯＣ 测定的基本原理是

先将总有机碳氧化成二氧化碳ꎬ然后由检测器测

定氧化生成的二氧化碳含量ꎬ再由数据处理把二

氧化碳气体含量换算成 ＴＯＣ 值ꎮ 目前ꎬＴＯＣ 的分

析已经仪器化ꎬ按工作原理不同ꎬ可分为湿法氧化

(过硫酸盐)－非色散红外探测(ＮＤＩＲ)、高温催化

燃烧氧化－非色散红外探测(ＮＤＩＲ)、紫外氧化

(ＵＶ)￣湿法(过硫酸盐)氧化－非色散红外探测

(ＮＤＩＲ)、电阻法、紫外法、电导法、臭氧氧化法、超
声空化声致发光法等[１３]ꎮ 生物膜会导致纳滤膜

(ＮＦ)和反渗透膜(ＲＯ)性能的下降ꎬＤｒｅｓｚｅｒ 等[１４]

通过测定生物膜 ＴＯＣ 值发现高水流流速和原水

导流网可导致生物膜生物量的增加ꎮ

２　 生物膜细胞总数的定量分析方法

２.１　 ＳＹＴＯ９ 染色法

ＳＹＴＯ９ 染料是可穿透原核细胞和真核细胞

的细胞膜ꎬ与 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 结合的核酸荧光染料ꎮ
它对死细胞和活细胞均可进行染色[１５]ꎬ因而结合

激光共聚焦扫描显微镜( ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬＣＬＳＭ)可对细菌和酵母生物膜菌体总

数进行定量检测ꎮ 其最大激发波长为 ４８３ ｎｍꎬ最
大发射波长为 ５０３ ｎｍꎬ 激发后发绿色荧光ꎮ
ＳＹＴＯ９ 染色法操作简单ꎬ检测时间短ꎬ且不受细

菌类群的影响ꎮ Ｇｏｎｃａｌｖｅｓ 等[１６]利用 ＳＹＴＯ９ 对添

加不同碳源进行培养的白色念珠菌生物膜进行染

色ꎬ发现碳源对生物膜生物量有显著影响ꎬ添加蔗

糖或葡萄糖作为碳源后ꎬ白色念珠菌菌体总量显

著增加ꎮ

２.２　 吖啶橙(ａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ)染色法

吖啶橙是一种三环芳香类阳离子型碱性荧光

染料ꎬ它可嵌入双链 ＤＮＡ 的双链碱基对ꎬ也可与

单链核酸发生静电吸引而堆积在其磷酸根上[１７]ꎮ
吖啶橙最大激发波长为 ４９２ ｎｍꎬ当其与 ＤＮＡ 或

ＲＮＡ 结合时ꎬ最大发射波长分别为 ５３０ ｎｍ(绿

色)和 ６４０ ｎｍ(红色)ꎮ 细菌经吖啶橙染色后ꎬ在
荧光显微镜或 ＣＬＳＭ 下观察ꎬ处于静止期或不活

跃状态的细菌ꎬ由于其核酸主要为双链 ＤＮＡꎬ因
而产生绿色荧光ꎻ死菌核酸被破坏为单链 ＤＮＡꎬ
因而发出橙红色荧光ꎻ而处于高速生长期的活菌

的核酸主要为 ＲＮＡꎬ也呈现出红色荧光[１８]ꎮ 因

此ꎬ吖啶橙不能准确区分死活细菌ꎬ但可用于细菌

总数的定量测定ꎮ Ｓｔｉｅｆｅｌ 等[１９]比较了 ６ 种清洁剂

对绿脓假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ)和金黄

０２３ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



色葡萄球菌生物膜的清除作用ꎬ通过吖啶橙染色

对其细胞总数进行测定ꎬ其中一种新型清洁剂 Ｘ
对生物膜的清除作用最为显著ꎮ

２.３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 技术(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉ￣
ｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ＲＴ￣ｑＰＣＲ)
ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术是指在 ＰＣＲ 反应中加入荧光

基团ꎬ根据荧光信号的累积ꎬ对 ＰＣＲ 扩增反应中

每一个循环扩增产物量的变化进行实时检测ꎬ通
过循环阈值(ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄꎬＣ ｔ值)和标准曲线对

起始模板进行定量分析的方法[２０]ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技

术克服了结晶紫染色法、ＸＴＴ 减低法等传统方法

不能区分复合生物膜中不同种细菌的缺点ꎬ其可

对生物膜进行种特异性的定量分析ꎬ并且可以用

于生物膜变化过程中相关基因的研究ꎬ具有灵敏

度高、精确性高、重复性好等特点ꎮ Ｋａｒｃｈｅｄ 等[２１]

对 ６ 种牙周细菌分别进行了单一菌株生物膜、复
合生物膜和浮游状态的培养ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果表

明:６ 种牙周细菌培养 ８ ｄ 后均可在缺乏先锋细菌

的情况下形成生物膜ꎻ大部分菌株的单一菌株生

物膜和混合生物膜的生物量比浮游状态下的生物

量少ꎻ而在混合生物膜中ꎬ牙龈卟啉单胞菌的生物

量比其他牙周细菌的生物量高ꎮ

３　 生物膜活细胞数的定量分析方法

３.１　 平板菌落计数法

平板菌落计数法是将生物膜经超声或震荡ꎬ
使其充分分散成单个细胞ꎬ将细胞悬浮液稀释到

合适浓度ꎬ取一定量的稀释液接种到平板上ꎬ经培

养ꎬ每个单细胞均可生长繁殖形成肉眼可见的菌

落ꎬ即一个单菌落应代表样品中的一个单细胞ꎮ
统计菌落数ꎬ根据其稀释倍数和接种量即可换算

出样品中的活菌数ꎮ Ｈｙｕｎ 等[２２] 研究了不同大气

状态对阪崎肠杆菌(Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓａｋａｚａｋｉｉ)生物膜

细胞活性的影响ꎬ平板菌落计数法结果表明ꎬ在
Ｎ２、ＣＯ２环境下阪崎肠杆菌生物膜活细胞数显著

减少ꎮ
值得注意的是ꎬ自然界中大部分微生物都处

于有 活 性 但 不 可 培 养 状 态 ( ｖｉａｂｌｅ ｂｕｔ ｎｏｎ￣
ｃｕｌｔｕｒａｌꎬ ＶＢＮＣ)ꎬ只有很少种类和数量的细菌可

被培养ꎬ而且具有一定选择性的人工培养实际上

已经不同于微生物的自然生活环境ꎬ不适合人工

培养的细菌在与优势菌种竞争时会处于劣势ꎻ而
且生物膜往往不易完全分散成单个细胞ꎬ因此平

板菌落计数的结果往往偏低ꎬ只具有相对意义ꎮ

３.２　 三磷酸腺苷(ＡＴＰ)生物发光法

ＡＴＰ 是一种高能磷酸化合物ꎬ广泛存在于细

胞中ꎬ通过与 ＡＤＰ 相互转化实现能量的贮存和释

放ꎬ在细胞各项生命活动中起到能量传递的作用ꎮ
Ｊａｍｅｓ 等[２３]在 １９８３ 年提出细胞内源性 ＡＴＰ 的含

量可以反映细胞活性和活细胞数量ꎮ 研究表明ꎬ
活体微生物在一定生长时期内的 ＡＴＰ 含量基本

恒定ꎬ使得 ＡＴＰ 含量与活细胞生物量存在较好的

线性关系ꎮ 当微生物死亡后ꎬ其体内的 ＡＴＰ 迅速

降解ꎬ不会影响活细胞的检测ꎮ ＡＴＰ 在生物体内

的广泛性、与活细胞生物量之间的线性关系和易

降解性ꎬ使其成为较好的活细胞检测指标ꎮ 萤火

虫荧光素酶( ｆｉｒｅｆｌｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ)在 Ｍｇ２＋ 的存在下ꎬ
以 Ｄ￣荧光素(Ｄ￣ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ)、ＡＴＰ 和 Ｏ２作为反应底

物ꎬ将化学能转化为光能ꎬ发出光量子ꎬ其发光强

度和 ＡＴＰ 含量成线性关系ꎬ根据发光强度可对

ＡＴＰ 的含量进行定量分析[２４]ꎮ ＡＴＰ 生物发光法

的优点主要是反应快速、操作简便、重现性好ꎮ
大肠杆菌 ＤＨ５α 生物膜可作为混凝土表面的

保护层抵抗微生物造成的混凝土劣化ꎮ Ｓｏｌｅｉｍａｎｉ
等[２５]对大肠杆菌 ＤＨ５α 生物膜在灰浆表面的生

长情况和结构进行了研究ꎬ其利用 ＡＴＰ 生物发光

法对灰浆样品上分别培养了 ３ ｄ、５ ｄ、８ ｄ 的生物

膜活菌数进行测定ꎬ结果表明活菌数随时间的增

加呈现渐进式增长的趋势ꎬ该结果与滤膜法测定

结果一致ꎮ

３.３　 四唑鎓盐( ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬ ＸＴＴ)减低法

ＸＴＴ[２ꎬ３￣ｂｉｓ￣(２￣ｍｅｔｈｏｘｙ￣４￣ｎｉｔｒｏ￣５￣ｓｕｌｐｈｅｎｙｌ)￣
(２Ｈ)￣ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ￣５￣ｃａｒｂｏｘａｎｉｌｉｄｅ] 是一种与 ＭＴＴ
[３￣( ４ꎬ ５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ￣２￣ｙｌ)￣２ꎬ ５￣ｄｉｐｈｅｎｙｌ ｔｅｔｒａ￣
ｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ]类似的四唑氮衍生物ꎬ活细胞线

粒体中脱氢酶可将外源性 ＸＴＴ 还原成水溶性的

棕黄色甲臜ꎬ与电子耦合剂如硫酸酚嗪甲酯

(ＰＭＳ)、甲萘醌(ＭＥＮ)、辅酶 Ｑ(ＣＱ)等共同使用

时ꎬ甲臜的产生量与活细胞数成正相关ꎬ用酶标仪

在波长近 ４５０ ｎｍ 处检测其光吸收值ꎬ可反映活细

胞的相对数量和相对活性[２６]ꎮ ＸＴＴ 减低法现已

广泛应用于细菌和真菌生物膜活性的研究中ꎮ
Ｎｏｓｔｒｏ 等[２７]用 ＸＴＴ 减低法对基于乙烯－醋酸乙烯

１２３赵智颖ꎬ等:生物膜定量分析方法研究进展



共聚物(ｅｔｈｙｌｅｎｅ￣ｖｉｎｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ｃｏｐｏｌｙｍｅｒꎬＥＶＡ)薄

膜的抗菌精油测定了李斯特菌(Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏ￣
ｇｅｎｅｓ)、金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠杆

菌和铜绿假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ)的抗

菌活性ꎮ

３.４　 荧光染料染色法

ＤＡＰＩ、ＳＹＴＯ９、Ｈｏｅｃｈｓｔ 等荧光染料可对活细

胞进行染色ꎬ使生物膜的观察具有选择性ꎬ结合荧

光显微镜或 ＣＬＳＭ 进行观察及数据分析ꎬ可对生

物膜中活细胞数进行定量ꎮ
ＤＡＰＩ 即 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚(４′ꎬ６￣ｄｉａ￣

ｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ)ꎬ是一种能够与 ＤＮＡ 强力

结合的荧光染料ꎮ 它可结合到双链 ＤＮＡ 小沟的

ＡＴ 碱基对处ꎬ荧光强度可提高约 ２０ 倍ꎮ ＤＡＰＩ 可
穿透完整的细胞膜ꎬ因此它可用于活细胞和固定

细胞的染色ꎬ用荧光显微镜或 ＣＬＳＭ 进行观测ꎬ根
据荧光强度可确定 ＤＮＡ 量ꎬ继而反映活细胞量ꎮ
单独 ＤＡＰＩ 的最大激发波长为 ３４０ ｎｍꎬ最大发射

波长为 ４８８ ｎｍꎻ当 ＤＡＰＩ 与双链 ＤＮＡ 结合时ꎬ最
大吸收波长为 ３６４ ｎｍꎬ最大发射波长为 ４５４ ｎｍꎬ
发散光为蓝色ꎮ ＤＡＰＩ 也可以和 ＲＮＡ 结合ꎬ但产

生的荧光强度只有与 ＤＮＡ 结合的 １ / ５ꎬ其发射波

长在 ５００ ｎｍ 左右[２８]ꎮ Ｇｒｅｓｓｌｅｒ 等[２９] 用 ＤＡＰＩ 对

１１３ 株从临床样品和马粪样品中分离的马红球菌

(Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｅｑｕｉ)进行染色ꎬ验证形成生物膜的

能力ꎬ并评价了阿奇霉素、克拉霉素和红霉素对马

红球菌生物膜的抑制能力ꎮ
碘化丙啶(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ)是一种溴化

乙啶的类似物ꎬ在嵌入双链 ＤＮＡ 后发出红色荧

光ꎬ荧光强度和双链 ＤＮＡ 的量成正比ꎬ最大激发

和最大发射波长分别为 ５３５ ｎｍ 和 ６１５ ｎｍ[３０]ꎮ 尽

管 ＰＩ 不能通过活细胞膜ꎬ但却能穿过破损的细胞

膜对 ＤＮＡ 染色ꎮ ＰＩ 与 ＳＹＴＯ９ 一起使用ꎬ可同时

对活细胞和死细胞进行染色ꎬ因此可区分生物膜

中的死活细胞ꎬ得出生物膜活细胞量及细胞死活

比ꎮ Ｐａｒｋ 等[３１]合成了一种一氧化氮(ＮＯ)释放材

料ꎬ并用 ＳＹＴＯ９ / ＰＩ 染色研究其对大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(ｍｅｔｈｉ￣
ｃｉｌｌｉｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎬ ＭＲＳＡ)生物

膜的抗菌作用ꎮ
Ｈｏｅｃｈｓｔ 染料为非嵌入型荧光染料ꎬ 可与

ＤＮＡ 双链中的小沟结合ꎬ且更倾向于富含 Ａ / Ｔ
(腺嘌呤 /胸腺嘧啶)的 ＤＮＡ 链ꎮ Ｈｏｅｃｈｓｔ 可穿过

细胞膜ꎬ对活细胞或固定细胞的细胞核进行染色ꎬ
因此可用于活细胞标记ꎮ 类似的染料有 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８、 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 和 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３４５８０ ３ 种ꎮ
Ｈｏｅｃｈｓｒ￣ＤＮＡ的最大激发波长和最大发射波长分

别 ３５０ ｎｍ 和 ４６０ ｎｍꎬ发蓝色荧光[３２]ꎮ Ｐｅｙｙａｌａ
等[３３]评价了包括 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 在内的多种细胞

核酸染料对口腔细菌形成单一生物膜和复合生物

膜细胞活性研究的能力ꎮ

３.５　 磷脂法

磷脂存在于所有活细胞的细胞膜中ꎬ是生物

膜的主要组分ꎬ其在细胞中的含量较稳定ꎻ当细胞

衰亡时ꎬ磷脂会很快被分解[３４]ꎬ所以死细胞中磷

脂含量很低ꎮ 因此ꎬ磷脂含量可近似表示生物膜

的活性生物量ꎬ即通过测定与脂结合的磷的方法

来定量表示生物膜的活性生物量ꎮ 磷脂法已经被

证明是一种可以测定生物膜活性生物量的好方

法ꎮ 磷脂法首先要以一系列浓度 ＫＨ２ＰＯ４标准溶

液测定吸收值ꎬ绘制标准曲线ꎻ对生物膜内磷脂进

行萃取ꎻ然后用消化剂将以上萃取液中有机磷脂

中的磷转化为无机磷ꎻ按照制作标准曲线的方法

测定消解液中的磷酸盐浓度ꎬ换算得出生物膜活

性生物量ꎮ 熊正为等[３５] 采用悬挂链曝气式接触

氧化工艺在 ３ 个时段内处理城市河道污水ꎬ采用

磷脂法研究载体表面生物膜特性ꎬ验证了装置的

水质净化效果ꎮ

４　 生物膜中大分子物质的定量分析方法

４.１　 生物膜中蛋白质的定量分析方法

４.１.１　 异硫氰酸荧光素( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬ
ＦＩＴＣ)染色法　 ＦＩＴＣ 本身性质稳定ꎬ能与蛋白质

结合ꎬ是检测细胞内蛋白质最常用的荧光探针ꎮ
当 ＦＩＴＣ 在碱性溶液中与蛋白质反应时ꎬ主要是蛋

白质上赖氨酸的 ｒ 氨基与荧光素的硫碳胺键结

合ꎬ形成 ＦＩＴＣ￣蛋白质复合物ꎮ ＦＩＴＣ 最大吸收光

波长为 ４９０~４９５ ｎｍꎬ最大发射光波长为 ５２０~５３０
ｎｍꎬ呈现明亮的黄绿色荧光ꎬ通过 ＣＬＳＭ 进行观

察及荧光强度的测定ꎬ可对蛋白质含量进行测定ꎮ
Ｆｅｌｄｍａｎ 等[３６]结合 ＦＩＴＣ 染色法评价了蔓越莓原

花青素抑制白念珠菌生物膜黏附的能力ꎮ
４.１.２　 考马斯亮蓝显色法( ｂｒａｄｆｏｒｄ 法) 　 １９７６
年 Ｂｒａｄｆｏｒｄ[３７]利用考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０ 与蛋白质结

合的原理ꎬ建立了迅速而准确的定量蛋白质的分
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析方法ꎮ 考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０ 与蛋白质结合后ꎬ其
对可见光的最大吸收峰从 ４６５ ｎｍ 变为 ５９５ ｎｍꎬ
吸光度与蛋白质含量呈线性关系ꎮ 蛋白质－染料

复合物具有高的消光系数ꎬ因此大大提高了蛋白

质测定的灵敏度ꎮ Ｊａｉｎ 等[３８] 探讨了不同碳源和

生理条件对铜绿假单胞菌和枯草芽孢杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)生物膜生长的影响ꎬ其中对蛋白

质含量的分析采用了 Ｂｒａｎｄｆｏｒｄ 法ꎮ
４.１.３　 Ｆｏｌｉｎ￣酚试剂法( ｌｏｗｒｙ 法) 　 Ｆｏｌｉｎ￣酚试剂

法是 Ｌｏｗｒｙ 等[３９] 于 １９５１ 年提出的ꎬ它是在双缩

脲法的基础上发展而来的测定蛋白质含量的经典

方法ꎮ Ｌｏｗｒｙ 法所用的试剂由两部分组成ꎬ蛋白

质中的肽键与试剂 Ａ 中的碱性硫酸铜反应形成

铜－蛋白质复合物ꎮ 该复合物可与试剂 Ｂ 中磷钼

酸－磷钨酸发生氧化还原反应ꎬ致使溶液颜色变

成蓝色ꎬ通过分光光度计在 ６５０ ~ ７５０ ｎｍ 检测吸

光值ꎬ使用选定的标准蛋白溶液ꎬ可估算样品的蛋

白含量ꎮ 此法操作简单、迅速、灵敏度高ꎮ Ｍｏｒｙｌ
等[４０]分析了不同营养状态和胁迫条件(氨噻肟头

孢菌素、 低 ｐＨ、 营养耗竭) 对奇异变形杆菌

(Ｐｒｏｔｅｕｓ ｍｉｒａｂｉｌｉｓ)生物膜多糖合成的影响ꎬ其中

Ｌｏｗｒｙ 法被应用于研究蛋白质含量的变化ꎮ
４.１.４　 二喹啉酸法(ＢＣＡ 法) 　 ＢＣＡ 法是 Ｓｍｉｔｈ
等[４１]于 １９８５ 年发明的ꎬ该方法是基于双缩脲反

应ꎬ即 Ｃｕ２＋在碱性条件下可转换为 Ｃｕ＋ꎬ该反应受

４ 个氨基酸(半胱氨酸、胱氨酸、酪氨酸和色氨酸)
残基ꎬ以及多肽主链的影响ꎮ ＢＣＡ 是 Ｃｕ＋的一种

特定显色剂ꎬ在反应的第二步ꎬ２ 个 ＢＣＡ 分子和 １
个 Ｃｕ＋离子发生反应ꎮ Ｃｕ２＋被还原的数量是蛋白

质浓度的函数ꎬ样品溶液的颜色变成紫色ꎬ可以通

过分光光度计测量在 ５６２ ｎｍ 处的吸光度ꎮ 吸光

度与溶液中蛋白质的量成正比ꎬ通过与已知蛋白

标准ꎬ例如牛血清白蛋白(ＢＳＡ)相比较ꎬ可估算出

蛋白含量[４２]ꎮ 何智妍等[４３] 采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法、
Ｌｏｗｒｙ 法和 ＢＣＡ 法评价了不同超声条件下超声破

碎法提取粪肠球菌生物膜总蛋白含量的效果ꎬ确
定了最佳超声时间、间隔时间和振幅等参数ꎮ

４.２　 生物膜中多糖的定量分析方法

４.２.１ 　 苯酚－硫酸法 　 苯酚 －硫酸法是 Ｄｕｂｏｉｓ
等[４４]在 １９５１ 年建立的一种用于多糖含量测定的

方法ꎬ也被称为苯酚－硫酸分光光度法或苯酚－硫
酸比色法ꎮ 其原理是利用多糖在浓硫酸的作用下

水解成单糖ꎬ并迅速脱水生成糠醛衍生物ꎬ然后和

苯酚缩合成橙黄色化合物ꎬ在 ４９０ ｎｍ 处进行比色

测定[４５]ꎮ 该法操作简便ꎬ灵敏度高ꎬ应用广泛ꎮ
但其准确性和重现性受实验条件影响较大ꎬ因此ꎬ
许多学者从不同角度对苯酚－硫酸法进行了研究

改进[４６]ꎮ Ｍｏｒｙｌ 等[４０]采用苯酚－硫酸法分析了不

同营养状态和胁迫条件对奇异变形杆菌生物膜多

糖合成的影响ꎮ
４.２.２　 蒽酮法 　 糖类在较高温度下可被浓硫酸

脱水生成糠醛或其衍生物ꎬ糠醛或羟甲基糠醛进

一步与蒽酮试剂缩合产生蓝绿色物质ꎬ其在可见

光区波长 ６２０ ~ ６３０ ｎｍ 处有最大吸收ꎬ且其光吸

收值在一定范围内与糖的含量成正比[４７]ꎮ 蒽酮

法可用于单糖、寡糖和多糖含量的测定ꎬ因此可用

于生物膜多糖含量的测定ꎬ该方法具有灵敏度高、
简便快捷、适用于微量样品的测定等优点ꎮ Ｚｈａｎｇ
等[４８]对抗菌牙胶抑制多物种生物膜[变形链球菌

(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｍｕｔａｎｓ)、戈登链球菌( Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｇｏｒｄｏｎｉｉ)和血链球菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓａｎｇｕｉｎｉｓ)]形

成的效果进行了研究ꎬ蒽酮法表明加入了抗菌剂

( ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｄｏｄｅｃｙｌ ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅꎬ ＤＭＡＤＤＭ)
后牙胶形成的生物膜多糖含量显著降低ꎮ
４.２.３ 　 植 物 细 胞 壁 钙 荧 光 ( ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒ ｗｈｉｔｅꎬ
ＣＦＷ)染色法　 ＣＦＷ 是一种二苯乙烯类的非特异

性的荧光染料ꎬ可与纤维素、几丁质或肽聚糖通过

β￣１ꎬ３￣或 β￣１ꎬ４￣糖苷键非特异性的结合ꎮ ＣＦＷ
可与生物膜中 β 糖苷键连接的多糖结合ꎬ最大激

发波长为 ３００~４４０ ｎｍꎬ最大发射波长为 ３５５ ｎｍꎬ
发亮蓝色荧光[４９]ꎮ Ｂｒａｃｋｍａｎ 等[５０]发现肉桂醛和

肉桂醛衍生物通过降低群体感应反映调节蛋白

ＬｕｘＲ 的 ＤＮＡ 结合能力可减少弧菌毒性ꎬＣＶ 染

色、ＣＦＷ 染色等结果表明肉桂醛和肉桂醛衍生物

可在不影响弧菌生长的情况下ꎬ抑制其生物膜的

形成ꎬ减少其胞外多糖的形成ꎬ进而降低其对饥饿

条件和抗生素的抗性ꎮ
４.２.４　 凝集素标记法 　 凝集素是一种从各种植

物或动物中提纯的糖蛋白或结合糖的蛋白ꎬ具有

一个以上与糖结合的位点ꎮ 凝集素对某种特异性

糖基的结合具有专一性ꎬ如刀豆蛋白 Ａ(ＣｏｎＡ)与
α￣Ｄ￣吡喃糖基甘露糖(α￣Ｄ￣Ｍａｎｎｏｐｙｒａｎｏｓｙ)结合ꎻ
麦胚凝集素(ＷＧＡ)与 Ｎ￣乙酰糖胺(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ ｇｌｕ￣
ｃｏｓａｍｉｎｅ)结合ꎻ菜豆凝集素(ＰＨＡ)与 Ｎ￣乙酰乳

糖胺(Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ ｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ)结合[５１]ꎮ 同时ꎬ凝集

素具有多价结合能力ꎬ能被荧光染料标记ꎮ 结合
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荧光染料标记的凝集素被越来越广泛地应用于生

物膜形成和胞外多糖的研究中ꎮ ＦＩＴＣ、ＴＲＩＴＣ、
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ、Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ、Ｏｒａｎｇｅ Ｇｒｅｅｎ 等荧光染料

特异性标记刀豆蛋白或麦胚凝集素等凝集素ꎬ结
合 ＣＬＳＭ 及相关分析软件ꎬ可对生物膜多糖含量

进行测定ꎮ Ｗａｎｇ 等[５２]结合显微镜和光谱方法对

肉类加工过程中沙门氏菌生物膜进行原位表征和

分析ꎬ其中运用了 ＦＩＴＣ￣ＣｏｎＡ 染色及 ＣＬＳＭ 对不

同基质下生物膜多糖成分进行了分析ꎮ

５　 生物膜结构的定量分析方法

生物膜在形成过程及成熟后ꎬ其结构具有特

异性ꎮ 成熟的生物膜是由大量胞外聚合物包裹菌

体的三维立体结构ꎬ一般由多个蘑菇样或柱样的

亚单位组成ꎮ 利用荧光染料对生物膜进行标记ꎬ
结合 ＣＬＳＭꎬ不仅可对生物膜结构直接观察ꎬ进一

步结合图像分析软件ꎬ还可对图像堆数据进行结

构定量化分析ꎬ使直观的图像转变成可以统计分

析的数据ꎬ获得生物膜生物量、厚度、基质覆盖率、
比表面积等相关信息[５３]ꎮ 常用于结合 ＣＬＳＭ 对

生物膜结构进行分析的软件有:ＣＯＭＳＴＡＴ、Ｉｍａｇｅ
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ａｎａｌｙｚｅｒ(ＩＳＡ)、ＰＨＬＩＰ、Ｉｍａｇｅ Ｊ、ＢｉｏＩｍａｇｅ
Ｌ 等ꎬ其中ꎬ以 ＣＯＭＳＴＡＴ 和 ＩＳＡ 应用最为广泛ꎮ

５.１　 ＣＯＭＳＴＡＴ
ＣＯＭＳＴＡＴ 分析软件是由丹麦技术大学 Ａｒｎｅ

Ｈｅｙｄｏｒｎ 团队[５４]于 ２０００ 年针对生物膜分析自主

开发的一款计算机软件ꎮ 该软件可将由 ＣＬＳＭ 获

得的三维图像堆数据化ꎬ进行生物膜空间结构定

量分析ꎬ从而更加直观的了解不同生物膜的空间

构造ꎮ ＣＯＭＳＴＡＴ 可以对生物膜的生物量、平均厚

度、基质覆盖率、分形维数、粗糙系数、平均扩散距

离、均一性、 比表面积等十几个参数进行测

定[５５ꎬ５６]ꎮ Ｌａｒｉｍｅｒ 等[５７] 对恶臭假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏ￣
ｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ)生物膜进行荧光染色ꎬ结合 ＣＬＳＭ
和 ＣＯＭＳＴＡＴ 软件对生物膜进行定量分析ꎬ结果

表明其精度与传统的细胞计数方法一致ꎬ且具有

操作简单、快速ꎬ同时可原位、实时、无损的分析生

物膜空间结构等优点ꎮ Ｙａｎｇ 等[５８] 将 ＣＯＭＳＴＡＴ
分析软件应用于双环溴代呋喃酮抑制铜绿假单胞

菌生物膜形成的研究中ꎬ分析了双环溴代呋喃酮

作用后铜绿假单胞菌生物膜结构、生物量、平均厚

度、基质覆盖率等参数的变化ꎮ

５.２ 　 图像结构分析 ( ｉｍａｇｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｚｅꎬ
ＩＳＡ)

ＩＳＡ 是美国 Ｍｏｎｔａｎａ 州立大学生物膜工程中

心 Ｈｌａｕｋ Ｂｅｙｅｎａｌ 团队[５９] 专门为生物膜空间结构

研究开发的图像结构分析软件ꎬ通过对生物膜的

二维和三维结构参数运算而实现对生物膜的结构

定量化分析ꎬ为更深入研究生物膜空间结构提供

了新的平台ꎬ逐渐被研究者们结合应用到生物膜

研究中[６０]ꎮ ＩＳＡ 可分析的参数包括:①结构参

数:如结构熵、结构能、均一性ꎻ②平面参数:如区

域孔率、平均扩散距离、最大扩散距离、分形维数、
平均水平 /垂直延伸距离、平均 Ｘ / Ｙ / Ｚ 轴延伸距

离、周边等指标ꎻ③其他参数:如生物量、比表面

积、单位面积生物膜体积等[５９]ꎮ Ｋｈａｊｏｔｉａ 等[６１] 对

变异链球菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｍｕｔａｎｓ)生物膜核酸、蛋
白质和胞外多糖同时进行荧光染料的标记ꎬ结合

ＣＬＳＭ 和 ＩＳＡ 分析软件评价了漱口水 ＢＩＯ 和 ＬＴＯ
对生物膜成分及结构的作用ꎮ

６　 方法比较

目前已形成针对于生物膜生物量、细胞总数、
活细胞数、大分子物质和结构的一系列定量分析

方法ꎬ由于每种方法都是根据一定的对象和条件

发展起来的ꎬ因此各有其优缺点ꎬ现将生物膜多种

指标的各种定量分析方法的优缺点及适用范围列

于表 １ꎮ 研究者可以根据实验的具体情况选择合

适的分析方法ꎮ

７　 展望

生物膜是地球生态系统的重要组成部分ꎬ它
与人类健康、食品安全、工业生产甚至环境稳定息

息相关ꎮ 生物膜与浮游状态相比ꎬ结构更加复杂、
信息交流更加广泛、调控机制更加精细、社会效应

更加完善ꎮ 随着近年来生物膜研究的不断深入ꎬ
经典的定性分析方法已不能满足生物膜研究的需

求ꎬ因此生物膜定量分析方法的建立尤为重要ꎮ
近年来越来越多针对生物膜的定量分析方法被报

道ꎬ但仍然缺乏被广泛认可的标准方法ꎮ 有些方

法操作复杂ꎬ灵敏度低、特异性差ꎬ不能满足快速

检测的需要ꎮ 因此ꎬ提高生物膜的检测水平ꎬ建立

简便、快捷、灵敏、精确的定量检测方法ꎬ研制出标

４２３ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



表 １　 生物膜多种指标定量分析方法的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｏｎ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｂｉｏｆｉｌｍ.

指标 技术方法 优点 缺点

生物量

结晶紫染色法
适用于大量样本的定量分析ꎻ操作
简便

检测限高ꎻ灵敏度较低

干重 /挥发性干重 直接ꎻ操作简单ꎻ适用范围广 检测限高ꎻ灵敏度低

总有机碳含量 灵敏度高ꎻ检测限低ꎻ精确度高 需要特殊仪器

细胞总数

ＳＹＴＯ９ 染色法 精确度高ꎻ操作简便ꎻ检测时间短
试剂成本高ꎻ线性关系只存在于相对
窄的范围内

吖啶橙染色法
灵敏度高ꎻ精确度较高ꎻ价格相对
低廉

洗涤剂处理后会造成信号的稍微
增加

实时荧光定量 ＰＣＲ 技术
灵敏度高ꎻ精确度高ꎻ重复性好ꎻ特
异性强ꎻ同时可用于生物膜变化过
程中相关基因的研究

干扰因素较多ꎻ操作较繁琐

活细胞数

平板菌落计数法 应用广泛ꎻ较准确ꎻ经济实用
耗时较长ꎻ测定结果受多种因素的影
响ꎻ人为误差大ꎻ结果只具有相对意
义ꎻ不适用于不可培养的微生物

三磷酸腺苷生物发光法
反应快速ꎻ操作简便ꎻ重现性好ꎻ应
用范围广

影响因素较多ꎻ灵敏度低

四唑鎓盐减低法
灵敏度高ꎻ检测快速ꎻ重复性好ꎻ应
用广泛

试剂稳定性差

荧光染料染色法 精确度高ꎻ操作简便ꎻ检测时间短
试剂成本高ꎻ线性关系只存在于相对
窄的范围内

磷脂法 灵敏度较高ꎻ准确度较高 影响因素较多

大分子物质

蛋白质

多糖

异硫氰酸荧光
素染色法

精确度高ꎻ操作简便 检测限高ꎻ结果受洗涤剂影响

考马斯亮蓝显
色法

灵敏度高ꎻ操作简便ꎻ重复性好ꎻ精
确度高ꎻ干扰物质少

受蛋白质内氨基酸组成影响较大ꎻ标
准曲线有轻微的非线性ꎻ仍受一些去
污剂的干扰

Ｆｏｌｉｎ￣酚试剂法
灵敏度较高ꎻ操作简便ꎬ不需特殊
仪器设备

费时ꎻ要精确控制操作时间ꎻ标准曲
线不是严格的直线形式ꎻ专一性较
差ꎻ干扰物质较多

二喹啉酸法
灵敏度高ꎻ操作简便、快速ꎻ反应产
物稳定ꎻ线性范围宽ꎻ经济实用ꎻ抗
试剂干扰能力较强

受螯合剂和略高浓度的还原剂的
影响

苯酚－硫酸法 灵敏度较高ꎻ经济实用
准确性和重现性受实验条件影响较
大ꎻ试剂危险性高

蒽酮法
灵敏度高ꎻ检测限较低ꎻ标准曲线
稳定性和重现性好ꎻ线性范围较宽

干扰因素较多ꎻ操作较繁琐ꎻ试剂危
险性高

植物细胞壁钙
荧光染色法

原位、实时、无损观察ꎻ操作简便 洗涤剂影响染色结果

凝集素标记法 原位、实时、无损观察ꎻ操作简便 灵敏度不高ꎻ价格较昂贵

生物膜结构

ＣＯＭＳＴＡＴ
非破坏性ꎻ无损伤ꎻ原位、实时、无
损、三维观察ꎻ形成生物膜的动态
过程中各种量化数据

某些菌株对染料不敏感

图像结构分析

非破坏性ꎻ无损伤ꎻ原位、实时、无
损、三维观察ꎻ形成生物膜的动态
过程中各种量化数据ꎻ数据稍多
于 ＣＯＭＳＴＡＴ

某些菌株对染料不敏感
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准、快速、特异的检测商品试剂盒ꎬ也是今后生物

膜研究的重要内容之一ꎮ 另外ꎬ生物膜定量检测

多局限于生物量、活性和形态结构ꎬ对起关键作用

的细胞间信息传递研究还很有限ꎬ报告基因在生

物膜研究中的应用有望对细胞间信息传递机制的

研究带来突破性的进展ꎮ 随着仪器的改进和方法

的创新ꎬ以及多种方法的联合使用ꎬ必将推动生物

膜定量分析方法的改进与提高ꎮ 随着相关定量分

析方法的不断发展和完善ꎬ人们对生物膜的研究

将更加深入和透彻ꎬ从而更好地预防、控制和开发

生物膜ꎮ
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