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陈波曼!，&，余加林&，刘官信&，胡琳燕&，李* 芳&，杨* 华& * * （ ! 浙江大学医学院附属妇产科医院新生儿科，杭州 (!"""+；
&重庆医科大学附属儿童医院新生儿科，重庆 %"""!%）

* * 摘* 要：目的* 探讨铜绿假单胞菌细菌生物被膜（,-./-01，23）形成发展过程中空间立体结构变化。方法* 4567) 8 9:
荧光探针标记 9;7! 菌株，体外建立 +<、!=、(=及 +=时间组铜绿假单胞菌 9;7! 菌株 23模型，激光共聚焦显微镜（>.?/.>@0
0@ABC A>@??-?D 1->C.A>.EF，GH4I）摄取 23形成发展各阶段不同层面的图片堆，经图像结构分析软件（ -1@DB AJCK>JKCB @?@0F#
LBC ，:4;）分析获得 9;7! 菌株 23相关空间结构参数定量化数据。结果* !GH4I结合 4567) 8 9:荧光探针标记，实现了
对 9;7! 菌株 23动态形成过程的观察。"随着 23形成时间的延长，各层死菌比例逐渐增加，且死菌多分布于微菌落中
心。#:4;软件定量化分析显示，随着 23发展，厚度显著增加，前 (=增加程度显著大于后 ( =；区域孔率显著下降趋势；平
均扩散距离呈逐渐增加趋势；结构熵呈显著上升趋势。结论* 利用 :4; 程序结合 4567) 8 9: 荧光探针可以表征 9;7! 菌
株 23的空间结构特征和 23各层细菌的生存状态。
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* * 细菌生物被膜（,-./-01，23）是近 &" 年来逐渐受
到重视的一种细菌生物学特性，是细菌在生长过程中，

为适应生存环境而吸附于惰性或活性材料表面形成的

一种与浮游细胞相对应的生长方式。它由细菌和自身

分泌的细胞外基质组成，是一个三维立体空间结构的

生态系，23的许多特性均与其特殊形态结构有关。铜
绿假单胞菌（()*+,’-’".) /*&+0$"’).，9;）是我国医院
和社区获得性感染及重症监护病房感染的重要条件致
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病菌。近年来研究证明，该菌极易形成 ./［-］，./形成
后，能阻止药物渗透到细菌体内。临床上，有 ./ 表型
的 *,往往引起难以治愈的严重感染。以往研究多采
用光镜、扫描或透射电镜等观察细菌 ./ 结构，但样本
在脱水、固定、染色等处理过程中，易发生结构扭曲，造

成假相，从而掩盖真实结构。本实验通过建立体外

*,’- 菌株 ./模型，结合 $%&’( ) *+ 荧光探针标记技
术，运用激光共聚焦显微镜（01231045 54678 6042292: ;9<
081601=>，?@$A）摄取 ./ 发展各阶段不同层面的图
像，保证 ./结构的完整性，所获图片堆经 +$, 软件分
析，获得 *,’- 菌株 ./发展过程相关空间结构变化的
数据，对 ./空间结构的定量化分析进行了初步探索。

!" 材料与方法

-# -" 试剂和菌株
" " 铜绿假单胞菌 *,’- 菌株（本实验室保存），@-B-!C @+DE )
FE,F! .40@9:GH&A .40H78945 D94I959H> J9H6（A1570K548 *81I76），
+$,软件（美国 A12H424州立大学 L45KM .7>7245教授提供）

-# C" 体外模型构建
" " 挑取 *,’- 菌株单菌落接种 @<.81HG 培养液，BNO，
-PQ 8 ) ;92 振荡培养 -Q R -C G 过夜；分光光度计测定菌液吸光
度值［!（SQQ）］，调整 !（SQQ）值至 Q# !；接种 *,’- 菌液于预先
放置灭菌盖玻片（P ;; TP ;;，作为黏附载体）的 CU 孔细胞培
养板中，每孔 - ;5；BN O，分 S G、-、B、S V U 个不同时间段孵育，
隔日换液，每个时间段均重复 ! 次。

-# B" 荧光探针标记 ./
" " 将上述 S G、-、B、S V 各组模型从培养液中取出，去离子水
轻轻洗涤，除去未黏附细菌；在 ./表面滴加 !Q !5 配制好的荧
光染液，BN O避光条件下孵育 -! ;92，置 ?@$A进行检测。

-# U" ?@$A和普通荧光显微镜观察
" " 活细胞具有完整的细胞壁，而死细胞的细胞壁具有不完整
性。@-B-!C @+DE ) FE,F! .40@9:GH&A .40H78945 D94I959H> J9H6 试
剂盒中含有 $%&’( 和 *+两种荧光染料，前者可以快速穿透任
何细胞壁与 FW,结合，后者则对完整细胞壁不能穿透，但透过
不完整细胞壁与 FW,有更大亲和力，在死细胞中 *+ 可以取代
$%&’( 与 FW,结合。在氩激光（UPP 2;）激发下，$%&’( 呈明
亮绿色荧光，表征活菌，而 *+ 呈红色荧光，表征死菌，故通过
$%&’( ) *+标记不但可以反映细菌形态，还可表征细菌的存活
状态［C］。

" " 氩激光（UPP 2;）激发，分别采用绿色通道接收绿色信号，
红色通道接收红色信号，物镜 T CQ，由外（./游离的一面）向内
（./和玻片相贴的一面）逐层扫描（沿 X 轴扫描），每个标本扫
描 P R -S 张。
" " 对 B V 和 S V 模型组，在普通荧光显微镜下，采用蓝光激
发，拍照，观察微菌落形成的大致情况。

-# !" 运用 +$,软件对 *,’- 菌株 ./结构定量化分析
" " 将上述获得的各时间组模型图片堆调入 +$,BF软件，确认
图片的完整性及顺序后运行 +$, 及 +$,BF 命令，运行结果包

括："结构参数：如结构熵（ H7YHK845 72H81=>，&E）、结构能（ 7278<
:>，E）、均一性（G1;1:7279H>，L）；#平面参数：区域孔率（ 48745
=18169H>，,*）、平均扩散距离（ 4Z784:7 V933K6912 V96H4207，,FF）、
最大扩散距离（;4Y9;K; V933K6912 V96H4207，AFF）等指标；$其
他参数：如生物量（I91Z15K;7，.D）、比表面积（ 6K83407 4874 I7<
H[772 I91;466 42V Z19V，$,）、单位面积生物被膜体积（I91;466
Z15K;7 H1 6K83407 4874 84H91，DC$,）等。输出数据以 EY075 格式
保存。

-# S" 统计学处理
" " 数据以 "" \ #表示，采用 $,$ P# Q 统计软件，$WJ 法进行均
数间的多重比较及双样本 $检验。

#" 结果

C# -" ?@$A观察 $%&’( ) *+ 荧光探针标记的 *,’- 菌
株 ./

" " 建立的模型组经 $%&’( 和 *+ 荧光染色后，?@$A 下可见
细菌分别被染成绿色和红色，部分呈橙色或橘黄色，一般认为

是死菌和活菌重叠造成。从不同时间段来看，S G 左右，*,’-
已经在玻片上黏附聚集，发出绿色荧光；- V组模型多为绿色荧
光，细菌呈微菌落聚集，已具有一定厚度；随着时间延长，./ 变
厚，B V 组及 S V 组模型肉眼可见一层灰白色膜状物平铺于玻
片上，镜下可见大片状 ./，细菌密集，层叠如积云状，棉絮样，
细菌之间有许多不能被 $%&’( 和 *+ 着色的黑色区域，呈管道
或泡状。各层 ?@$A 扫描图像还显示，底层大部分由死菌组
成，活菌较少；中间层主要由活菌组成；顶端表层，虽然细菌较

稀疏，但绝大多数发出绿色荧光，偶见红色荧光的死菌；S V 组
模型与 B V组模型相比，各层死菌比例增加。$%&’( ) *+染色还
显示，./结构中的死菌多分布于微菌落中心（图 -）。

!! !"
,：B V组 ./菌落，绿色为活菌，红色为死菌，死菌多分布在微菌落
中心；.：S V组 ./菌落，微菌落中死菌进一步增多

图 !" $%&! 菌株 ’(菌落"（$%&’( ) *+ T UQQ）

C# C" +$,软件结构定量化分析
" " 对各时间组模型的平均厚度、,*、,FF及 &E进行统计，结
果显示：随着培养时间延长，各时间组 *,’- 菌株 ./的平均厚
度均较前一时间点显著增加，增加程度在前 B V相对明显，每个
时间组之间增加 -Q !;以上，B V后增加速度减慢，前 B V增加
的厚度为 CN# P !; ，显著大于后 B V 增加厚度（U# - !;）（% ]
Q^ Q!）；随着培养时间延长，各时间组模型的 ,* 值均较前一时
间点显著降低，由最初的 Q# (N 下降到 Q# PC；B V 之内，,FF 呈
显著增加趋势，而 B V 组和 S V 组的 ,FF 值无显著差别（% _
Q^ Q!）；随着培养时间延长，各时间组模型的 &E 值均较前一时
间点显著升高，&E值由最初的 C# - 上升到 S# N，增幅接近 B 倍。
见表 -。

-(B



表 !" 各时间组 #$%! 菌株 &’的平均厚度、$#、$((及 )*值（#! + "）

时间 厚度（!!） "# "$$ %&
’ ( )* + , -* . /* 01 , /* /- -* // , /* //- 2* - , /* +
- 3 2/* - , 2* .4 /* 0’ , /* /-4 -* // , /* //24 .* 1 , /* +4

. 3 .’* . , 2* 145 /* )) , /* /245 -* /- , /* //’45 +* 1 , /* +45

’ 3 6/* 6 , .* 1457 /* )2 , /* /1457 -* /6 , /* /2)45 ’* 1 , /* 1457

4：! 8 /* /+，与 ’ ( 组比较；5：! 8 /* /+，与 - 3 组比较；7：! 8
/9 /+，与 . 3组比较

," 讨论

: : 细菌 ;< 是具有高度结构性、协调性和功能性的
组织群体，;<结构的维持对 ;< 生物学行为具有重要
意义。;<生长周期一般分为 + 个阶段：最初的定植阶
段、不可逆黏附阶段、结构分化阶段、发展成熟阶段和

解聚再定植阶段［.］。本实验采用平板培养法构建 ;<
体外模型，通过 =>?@连续动态观察 #"A- 菌株 ;<形
成，亦基本反映了如下过程：’ ( 左右 #"A- 菌株开始
在玻片表面黏附聚集，- 3 左右初步形成 ;<，. 3 时基
本具备三维结构，此后 ;<逐渐发展达到平衡状态，’ 3
时 ;<中死菌数量逐渐增多，活菌数量逐渐减少，可能
已处于解聚阶段，这与文献［2］报道基本一致。
: : 本实验利用 =>?@ 结合 ?B%A0 C #D 荧光染色直观
地反映出 ;< 立体结构中死菌 C活菌的不均衡分布。
;<中细菌不均衡分布特点，可能与 ;< 营养物质渗透
屏障有关，表层菌容易获得营养和氧气，代谢产物也容

易排出，故比较活跃，分裂较快，活菌也较多，而里层菌

处于营养和氧气相对缺乏的局部环境，生长缓慢，处于

休眠或静止状态，死菌也较多，这也可能是 ;< 结构中
细菌逃避抗生素作用的一种自身防御手段［6］。

: : 本实验还采用了 D?" 软件成功获得 ;< 空间结构
参数的定量化数据，实现了对 ;< 基础结构特征的定
量化分析。该软件采用自动定阈系统［+］，具有强大的

分析功能。平面参数中以区域孔率（"#）和平均扩散
距离（"$$）这两个参数能直观反映 ;< 结构中间隙孔
道及营养物质供应距离情况；而结构参数中结构熵

（%&）反映了 ;<结构发展过程中不均一性的变化，可
用于不同 ;<的比较分析［’］。
: : 本实验结果显示，?B%A0 C #D 荧光探针标记 ;< 的
厚度在前 . 3增加程度显著大于后 . 3，生长速度具有
不均一性。其原因除与营养限制有关外，也可能与 ;<
增加到一定厚度后，为保证底层细菌获得一定的营养

物质而维持自身结构，对自身发出密度感应（EFGHF!
IJKILKM，N?）信号产生反应，以达到平衡状态有关。
: : 本实验在 =>?@ 对 ;< 的观察中还发现 ;< 并非
一层单纯的致密膜，其内部存在很多黑色相互交通的

间隙及孔道。?OGG3PJQ和 $J5JJH等［1］认为这些大小不
一的间隙和通道是 ;< 结构的重要组成部分，其中充
满了胞外多糖和蛋白质等营养物质，与深层 ;< 中的
细菌生长关系密切。RGG3 等［)］在牙菌斑 ;< 也发现

类似的间隙和通道贯穿于整个 ;< 之中，其功能类似
初级循环系统，活菌紧紧围绕在这些孔和通道的周围，

从而保证了营养获取和代谢废物排除，对于维持自身

稳定有重要意义。本实验结果显示，随着培养时间延

长，;<厚度逐渐增加，"# 值显著减低，"$$ 在前 . 3
内呈显著增加趋势，. 3 后达平台期，与 ’ 3 组相比无
显著性差异，提示 ;< 逐渐发展，细菌聚集越来越致
密，;<结构中间隙及通道的孔径和数目减少，相应营
养物质的供应距离增加，细菌物质代谢受到一定限制

而将逐渐发展达到一个相对稳态。

: : ;<不仅在结构上存在多样、开放、不均一性特点，
而且环境中营养物质、代谢产物、信号分子等物质在

;<各个层面也呈现不均一性，这种不均一性可能是
;<的“保护效应”，是细菌生存的重要策略［0］，它使
;< 无论受到作用于那个代谢环节的抗微生物因子的
攻击，都会有一些细菌存活“重建家园”。实验结果显

示随着培养时间延长，%& 值显著增大，说明在一定范
围内，伴随 ;<发展成熟，;< 的不均一度愈来愈强，结
构越来越复杂，这种结构特点决定 ;< 具有一个能适
应多种理化变化的内环境。

: : 因此，本实验通过体外建立 #"A- 菌株 ;< 模型，
运用 ?B%A0 C #D 荧光探针标记方法，结合 =>?@ 成功
实现了对 #"A- 菌株 ;< 的原位、动态观察，进而利用
D?"软件对获得的图片堆进行 ;< 空间结构特点的定
量分析，比较客观地说明 ;< 形成过程中空间结构变
化，为进一步认识细菌 ;<结构及有效控制细菌 ;< 形
成提供新的研究思路和技术平台，这对于临床上控制

生物材料相关性感染具有一定意义。
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