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摘要: 应用改良的微孔板法研究了致病性嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)B11 的生物膜形成特性。结果显示, 

嗜水气单胞菌 B11能够在聚苯乙烯酶标板表面形成稳定而明显的生物膜, 其生物膜的 OD590 值在 6 h即达到小高

峰, 于 22 h 达到峰值, 其后随着培养时间的延长而降低; 随着初始菌液浓度的增加, 生物膜的 OD590值逐步降低; 

25℃的生物膜的 OD590 值显著高于其他温度的生物膜生成量(P<0.05); 在起始 pH值为 3~4的营养肉汤中, 嗜水气

单胞菌几乎不能形成生物膜, OD590值接近空白对照, 而在 pH值为 5~10的营养肉汤中, 嗜水气单胞菌均能形成明

显的生物膜, 且差异性不显著(P>0.05); 培养液中添加氯化镁达到 1mmol/L 时,生物膜的 OD590 值会显著性降低

(P<0.05); 培养液中添加氯化钙达到 1mmol/L 时, 生物膜的 OD590值显著性提高(P<0.05); 嗜水气单胞菌在肌肉组

织液包被的 96 孔酶标板上的生物膜形成量有所增加(P<0.05), 而在其他黏液和组织提取液包被的酶标板上的生物

膜形成量与对照组相比没有显著性差异(P>0.05)。研究结果表明, 嗜水气单胞菌 B11能在聚苯乙烯酶标板表面形成

稳定而明显的生物膜; 其生物膜的形成能力受温度、酸碱度、起始菌液浓度、钙、镁离子浓度等因素的影响; 肌肉

组织提取液也存在能影响生物膜形成的成分。本研究旨在为探讨嗜水气单胞菌生物膜形成机制和致病机理提供参

考。[中国水产科学, 2011,18(2): 371378] 
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生物膜是指附着在任何物体表面或两相交界

面的具有一定结构的微生物群体, 其外包裹了一

层由其自分泌的胞外多糖类基质[1]。与游离菌相

比, 形成生物膜微的生物具有很多不同的性能, 其

标志性的特征就是对于抗菌剂的抗性增强。例如, 

形成生物膜的洋葱伯克霍尔德氏菌(Burkholderia 

cepacia)抗性约是其相应的游离菌 15 倍[2]。另外, 

胞外基质成分还能有效抑制免疫细胞的吞噬作用[3], 

并且生物膜还能通过释放游离菌而导致再次感

染。由于能污染手术内置器械和导尿管等, 据估

计, 大约 65%医疗感染与生物膜形成有关[4]。因

而, 生物膜已经成为当今医学微生物学领域的一

个研究热点。 

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)广泛分

布水环境中, 是多种淡水水产动物的致病菌, 还

能引起人类疾患[5]。早在 1985年, William等[6]就

对引起人类腹泻的嗜水气单胞菌的临床和微生物

学特性进行了研究。目前, 针对嗜水气单胞菌的

致病性、致病机制、毒力因子以及检测技术等方

面国内外已有很多研究报道[710]。近年来, 关于嗜

水气单胞菌生物膜方面的研究已引起国内外有关

学者的重视, 在嗜水气单胞菌生物膜口服疫苗方

面已有较多报道[11－12], 而嗜水气单胞菌生物膜形

成特性方面还未见有研究报道。本研究以源自鳗 
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鲡的一株致病性嗜水气单胞菌为对象 , 研究时

间、温度、pH 值、初始菌液浓度、Ca2+、Mg2+

以及鳗鲡组织提取液等因子对其成膜的影响, 为

探讨嗜水气单胞菌生物膜形成机制和致病机理提

供参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株及培养条件 

嗜水气单胞菌 B11 由病鳗中分离鉴定并保存

于80℃超低温冰箱[13]。 

嗜水气单胞菌接种于营养肉汤中 , 于 28 , ℃

180 r/min振荡培养 7~8 h至对数生长期, 离心收

集细菌细胞, 用 0.85%无菌生理盐水将菌悬液的

OD600调至 0.3左右备用。 

1.2   生物膜的形成与测定 

体外生物膜形成和测定方法参考 Stepanovic

等的微孔板法[14]并进行适当改进, 具体步骤如下: 

将菌悬液与新鲜营养肉汤按 1:3 体积混合均匀后

取 200 μL 加入到 96孔酶标板小孔中, 25℃湿盒

中静置培养 20 h后弃去培养液, 用 0.85%生理盐

水 250 μL清洗 2次以去除游离细菌, 60℃烘箱干

燥后往各孔加入 200 μL 1% 结晶紫溶液, 25℃染

色 10 min后弃去染色液, 0.85%生理盐水 250 μL

清洗 3次, 加入 33%乙酸 200 μL, 待完全溶解后用

酶标仪(Bio-Rad, 美国)测定 OD590 值。各实验均

设 11个平行, 以不含菌液的培养液为空白对照。 

1.3  不同培养时间的生物膜测定    

将培养时间设置为 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h、

10 h、12 h、14 h、16 h、18 h、20 h、22 h、24 h、

36 h、48 h、60 h, 按 1.2方法测定不同培养时间

生物膜的 OD590值。 

1.4  不同初始菌液浓度的生物膜测定  

将嗜水气单胞菌的起始浓度调至 2.0×109 

CFU·mL1(OD600约 1.0), 然后进行 10倍系列稀释, 

分别得到 2.0×108 CFU·mL1、2.0×107 CFU·mL1、

2.0×106 CFU·mL1、2.0×105 CFU·mL1、2.0×104 

CFU·mL1、2.0×103 CFU·mL1的菌液, 按 1.2 方

法测定各初始菌浓度所形成的生物膜的 OD590值。 

1.5  不同培养温度的生物膜测定     

将培养温度设置为 4℃、10℃、15℃、20℃、

25℃、30℃、35℃、40 , ℃ 按 1.2方法测定各培养

温度所形成的生物膜的 OD590值。 

1.6  不同 pH值对嗜水气单胞菌生物膜形成的影响 

配制 pH值分别为 3、4、5、6、7、8、9、10

的营养肉汤, 按 1.2方法测定不同 pH值条件下形

成的生物膜的 OD590值。 

1.7  Ca2+、Mg2+对于嗜水气单胞菌生物膜形成的 

影响 

分别向营养肉汤中添加 CaCl2、MgCl2至终浓

度为 0.1 mmol/L和 1 mmol/L, 按 1.2方法测定添

加 CaCl2和 MgCl2所形成的生物膜的 OD590值。

以不添加 CaCl2、MgCl2的营养肉汤为阴性对照。 

1.8  不同组织提取液包被对于嗜水气单胞菌生物

膜形成的影响 

1.8.1  鳗鲡黏液和不同组织提取液的制备  参考

Chen 等[15]方法分别收集鳗鲡表皮、鳃和肠黏液, 

然后分别放入灭菌的 PBS 中混匀;并取一定量的

小肠、肝脏、脾脏、肾脏和肌肉组织, 分别匀浆

后, 于 4℃、20 000 g离心 2 次, 每次 30 min, 取

上清 ;采用考马斯亮蓝法 [16] 将蛋白质含量调至

1mg/mL, 然后依次用 0.45 μm、0.22 μm 微孔滤膜

过滤除菌,  置于 4 ℃冰箱待用。 

1.8.2  鳗鲡黏液和不同组织提取液包被对于嗜水

气单胞菌生物膜形成的影响  在 96 孔酶标板各

孔分别加入 200 μL 制备的鳗鲡体表黏液、鳃黏

液、肠黏液和肠、肝脏、脾、肾脏、肌肉组织提

取液, 4℃包被 18 h后弃去残留组织液, 用 250 μL

生理盐水清洗 2次; 按 1.2方法测定不同组织提取

液包被后形成的生物膜的 OD590值。以未经组织液

包被的酶标板为阴性对照。 

1.9  数据处理  

结果以平均值 ±标准差表示 x ± SD, 用

EXCELL, SPSS进行统计学分析。 

2  结果与分析 

2.1 培养时间对嗜水气单胞菌成膜的影响   

嗜水气单胞菌在聚苯乙烯酶标板表面形成的
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生物膜的 OD590值先随着培养时间的延长而增大, 

并于 6 h达到小高峰, 随后逐渐下降, 于 14 h降至

最低, 然后再逐渐上升, 于 22 h 达到峰值, 其后

生物膜的 OD590 值随着培养时间的延长而缓慢降

低(图 1)。 

2.2  初始菌液浓度对嗜水气单胞菌成膜的影响 

随着初始菌液浓度的增加, 生物膜的形成量

呈逐步降低的趋势。初始菌液浓度为 2×103 

CFU·mL1和 2×109 CFU·mL1时候生物膜形成量

与其他各组相比均具有显著性差异(P<0.05),而其

他各相邻两组之间没有显著性差异(图 2)。 

2.3  培养温度对嗜水气单胞菌成膜的影响 

如图 3 所示, 在 4~25℃范围为, 随着温度的

升高 , 生物膜的形成量逐步增高 , 4℃、10℃、

15℃、20℃、25℃的生物膜形成量之间均具有显

著性差异(P<0.05); 当温度达到 30℃以后, 生物

膜的形成量迅速下降, 30℃和 35℃的生物膜形成

量没有显著性差异; 而 35℃和 40℃的生物膜形成

量之间具显著性差异。 

2.4  不同初始 pH值对嗜水气单胞菌生物膜形成的

影响 

如图 4所示, 在起始 pH值为 3和 4的营养肉

汤中, 嗜水气单胞菌不能形成生物膜, 其 OD590

值接近于零。在起始 pH值为 5~10的营养肉汤中, 

嗜水气单胞菌均能形成生物膜, 在 pH5、pH8 和

pH10 之间有显著性差异(P<0.05), 而 pH 值分别 

 

 
 

图 1  不同培养时间嗜水气单胞菌形成的生物膜的 OD590值 

柱上不同字母表示组间数据差异显著(P<0.05). 

Fig.1  OD590 values of A. hydrophila B11 biofilms of different incubation times  
Data with different letters are significantly different (P < 0.05) among different groups. 

 

 
 

图 2  不同初始菌液浓度嗜水气单胞菌形成的生物膜的 OD590值 

柱上不同字母表示组间数据差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  OD590 values of A. hydrophila B11 biofilms of different initial bacterial densities 
Data with different letters are significantly different (P < 0.05) among different groups. 
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图 3  不同温度嗜水气单胞菌形成的生物膜的 OD590值 

柱上不同字母表示组间数据差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  OD590 values of A.hydrophila B11 biofilms developed at different temperatures 
Data with different letters are significantly different (P < 0.05) among different groups. 

 

 
 

图 4  嗜水气单胞菌在不同 pH值条件下形成的生物膜的

OD590值 

每个不同柱形图上面的不同的字母表示组之间是显著性差

异(P<0.05). 

Fig. 4  OD590 values of A. hydrophila B11 biofilms developed 
at different pH values 

Data with different letters are significantly different (P < 0.05) 
among different groups. 

 
为 5、6、7、8、9 时生物膜生成量之间无显著性

差异(P>0.05), pH值为 9和 10时生物膜生成量之

间无显著性差异(P>0.05)。 

2.5  不同 Ca2+、Mg2+浓度对于嗜水气单胞菌生物

膜形成的影响  

如图 5 所示, 当培养基添加氯化镁浓度达到

0.1 mmol/L 时 , 嗜水气单胞菌形成的生物膜的

OD590 值与对照组之间没有显著性差异, 而氯化

镁浓度达到 1mmol/L, 嗜水气单胞菌形成的生物

膜的 OD590 值显著 (P<0.05)低于对照组和 0.1 

mmol/L氯化镁添加组; 添加 0.1mmol/L氯化钙时, 

与对照组之间没有显著性差异(P>0.05); 氯化钙浓

度达到 1 mmol/L 时, 嗜水气单胞菌形成的生物膜

的 OD590 值显著(P<0.05)高于对照组和 0.1mmol/L

氯化钙添加组(图 6)。 

2.6  鳗鲡不同组织提取液对嗜水气单胞菌成膜的

影响 

如图 7 所示, 与对照组相比, 嗜水气单胞菌 

 

 
 

图 5  嗜水气单胞菌在添加不同浓度 Mg2+条件下形成的

生物膜的 OD590值 

柱上不同字母表示组间数据差异显著(P<0.05). 

Fig.5  OD590 values of A. hydrophila B11 biofilms developed 
under different concentrations of Mg2+ 

Data with different letters are significantly different (P < 0.05) 
among different groups. 
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图 6  嗜水气单胞菌在添加不同浓度 Ca2+条件下形成的

生物膜的 OD590值 

注: 柱上不同字母表示组间数据差异显著(P<0.05). 

Fig.6  OD590 values of A. hydrophila B11 biofilms de-
veloped under different concentrations of Ca2+ 

Data with different letters are significantly different (P < 0.05) 
among different groups.  

 
在肌肉组织液包被的 96 孔酶标板上的生物膜形

成量有所增加(P<0.05), 而其他不同部位的黏液

和不同组织提取液包被的酶标板上的生物膜形成

量与对照组不存在显著性差异(P>0.05)。 

3  讨论 

Chandra 等[17]研究发现, 白色念珠菌(Candida 

albicans)的生物膜形成过程可分为: 早期阶段(约

011h)→中间形成阶段(12~30 h)→成熟阶段(38~ 

72 h)。在起始 1~2 h, 主要是黏附阶段, 3~4 h出现

明显的微生物群落; 直到 11 h, 微生物群体厚度

伴随微生物的生长、群集而出现逐步增长的趋势; 

12~14 h, 开始出现非细胞物质, 也即胞外多聚物, 

像一层膜裹着微生物群落; 直到进入成熟期, 随

时间推移胞外多聚物逐步增多直到将整个微生物

群体覆盖。本研究结果显示, 嗜水气单胞菌的生

物膜形成基本上也可以分为 4个阶段, 0~6 h为早

期黏附阶段, 主要培养液中的游离菌黏附于酶标

板表面并开始繁殖 ,导致酶标板表面的微生物生

物量逐步增加; 6~14 h 为中间形成阶段, 然而该

阶段生物膜形成量呈短暂的降低趋势, 原因有待

进一步研究; 14~22 h为生物膜成熟阶段, 生物膜

形成量逐步增长; 22 h 之后为消退阶段, 表现为

生物膜的量逐渐减少。成熟的生物膜内细菌会出

现异化、死亡或从生物膜内播散以及生物膜基质

成分被分解, 从而导致生物膜结构崩解和生物膜

生命周期的终结[18]。Sternberg 等[19]认为,启动生

物膜崩解的原因之一是营养饥饿。本研究中的生

物膜的消退也是由于营养物质被耗竭。 

齐显龙等[20]研究发现, 痤疮丙酸杆菌最佳成

膜浓度为 10×108CFU/mL。本研究结果发现, 较低 

 

 
 

图 7  嗜水气单胞菌在包被不同组织提取液的酶标板上形成的生物膜的 OD590值 

柱上不同字母表示组间数据差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  OD590 values of A. hydrophila B11 biofilm developed on the surfaces of the microtiter plate coated with different tissue extracts of eel 
Data with different letters are significantly different (P < 0.05) among different groups. 
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的菌浓度有利于嗜水气单胞菌生物膜的形成。结

果表明嗜水气单胞菌生物膜中的细菌可能主要由

早期黏附细胞繁殖而来, 并非主要来自于培养液

中细菌的集聚。Costerton 等[21]研究发现, 生物膜

含有 10%～25%的细菌和 75%～90%的胞外多糖

基质。较低的起始菌液浓度不仅有利于嗜水气单

胞菌的生长繁殖, 也可能会有利于嗜水气单胞菌胞

外多聚物的合成, 进而有利于生物膜的形成。  

嗜水气单胞菌的最适生长温度为 25～35℃[8], 

与其成膜最适温度不一致。这说明生物膜的形成

与其生长繁殖在生理活动上有所不同。Shemesh

等 [22]采用体外比较转录分析的方法来鉴定变异

链球菌(Streptococcus mutans)在生物膜状态下和

浮游状态时的基因表达,  结果发现约 12%的基

因有显著性差异表达; 在相对于浮游状态而言的

生物膜状态下的变异链球菌, 有 139 种基因被激

活, 104 种基因被抑制, 有 20 种被选择基因的差

异表达。 

嗜水气单胞菌生长合适的 pH 值为 5.5~9.0[8], 

本实验结果显示, 初始 pH值为 3~4, 生物膜形成

能力很弱, 这主要在于 pH值为 3~4对嗜水气单胞

菌是极端酸性环境, 细菌不生长; 而初始 pH值在

5~10 之间的生物膜形成出现了差异, 差异性不显

著, 这主要是由于嗜水气单胞菌具有比较广的 pH

适应范围。 

金属阳离子作为交联桥, 能影响到细菌外膜

的整体性和稳定性 , 以及细菌脂多糖稳定 [23]。

Koerstgens 等[24]认为当钙离子达到一定浓度, 生物

膜显著增长, 原因主要在于其与藻酸盐的交联作

用降低了生物膜的机械流动性, 从而更有利于生物

膜的形成和稳固。这与本实验的研究结果相吻合。 

Song等[25]发现, 镁离子能促进荧光假单胞菌

(Pseudomonas fluorescense)的早期黏附和后续生

物膜及其结构的形成, 生物膜的表面群落和厚度

随着镁离子浓度的升高而增长。然而, 不同的研

究显示, 由于镁离子浓度的差异以及细菌种的差

异性, 镁离子对于不同的细菌黏附能力具有不同

的影响效应  [26-27], 进而对于生物膜的形成也会

产生不同的影响。本研究发现, 镁离子能抑制嗜

水气单胞菌生物膜的形成。 

Villasefior 等 [28]发现, 细菌在不同碳源基质

上成膜效果不同。黏附于载体表面是微生物形成

生物膜的早期必经阶段[29]。Chen 等[15]研究发现, 

病原性溶藻弧菌能够黏附于大黄鱼表皮黏液、鳃

黏液和肠黏液, 其中对肠黏液的黏附作用最强。

本研究中, 鳗鲡表皮黏液、鳃黏液、肠黏液、以

及小肠、肝脏、脾、肾等器官的组织提取液包被

后生物膜生成量与对照组相比无显著性差异, 仅

有鳗鲡肌肉提取液能促进生物膜的形成, 其原因

有待进一步研究。 
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Characteristics of biofilm formation of pathogenic Aeromonas hy-
drophila  

MAO Xiuxiu1, QIN Yingxue1, ZOU Wenzheng1, GUO Songlin1, SU Yongquan2, YAN Qingpi1, JI Rongxing1 

1. Fisheries College of Jimei University, Xiamen 361021,China;  
2. College of Oceanography and Environmental Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China 

Abstract: The characteristics of biofilm formation of pathogenic Aeromanas hydrophila B11 was investigated by 
the method of modified microtiter-plate test. The results showed that A. hydrophila B11 developed stable and evi-
dent biofilm on the surface of the polystyrene microtiter plate, and the OD590 value of biofilm reached the secon-
dary peak in 6 h and the highest peak in 22 h and then reduced with incubation time. The OD590 value of the 

biofilm decreased with densities of initial bacterial suspension. The OD590 value of biofilm recorded at 25℃ was 

significantly higher than those recorded at other temperatures(P<0.05). A.hydrophila B11 developed evident 

biofilm under initial pH 510, while no evident biofilm was found under initial pH 34. When 1mmol/L magne-
sium ion was added, in the biofilm formation of A. hydrophila was significantly inhibited (P<0.05), while calcium 
ion significantly promoted the formation of biofilm(P<0.05). Compared with the control group, only biofilm de-
veloped on the surface of the microtiter plate coated by the extract of eel’ muscle exhibited remarkably higher 
value of OD590(P<0.05), while the biofilms on the microtiter plate coated by other extracts of tissues showed no 
remarkably difference(P>0.05). The results indicate that: A. hydrophila B11 strain can form biofilm on the surface 
of polystyrene microtiter plate; the bacterial biofilm formation can be affected by different environmental factors 
such as temperature, bacterial concentration, pH, Mg2+ and Ca2+concentrations and so on; muscle extract of eel can 

promote the biofilm formation.[Journal of Fishery Sciences of China, 2011, 18(2): 371378] 
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