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摘要：【目的】研究副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus，VP)和霍乱弧菌(Vibrio cholera，VC)混合生

物被膜的形成过程。【方法】在 4、8、12、24、36、48、60、72 h 测定单独条件下 VP、VC 及其混合后

生物被膜的形成情况，通过结晶紫染色法、平板菌落计数法、测定胞外多糖、胞外蛋白，通过荧光原位

杂交(FISH)观察混合生物被膜形成。【结果】虽然形成的混合生物被膜量介于 VC 和 VP 之间，但混合生

物被膜在形成过程中，成熟期后生物被膜量的变化较小，对环境的抗性增强。混合生物被膜中拥有更多

的活菌，混合生物被膜形成过程中胞外蛋白和胞外多糖的变化体现出其可能在对抵御不适应环境中起重

要作用，通过 FISH 可观察到不同时期生物被膜的变化过程。【结论】VC 与 VP 共同形成生物被膜的过

程中，混合生物被膜总量虽然减少，但混合生物被膜中拥有更多的活菌，这可能引起更大的危害。研究

混合生物被膜形成过程中被膜的变化，可为有害生物被膜的控制提供基础。 
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细菌生物被膜(bacterial biofilm)是许多细菌

粘附在生物或非生物表面后，分泌胞外多糖(EPS)、

蛋白质、脂质和 DNA 等复合物，并将细菌包裹其

中而形成的膜状物，是细菌为了适应自然环境、

利于自身生存的一种存在形态[1–2]。普遍认为生物

被膜的形成一共经历了 3 个阶段：粘附期、发展

期和成熟期。这 3 个阶段中，生物被膜经历了从

浮游态到结构化，从低密度到高密度的过程[3]。自

然界中 90%以上的细菌都能形成生物被膜[4]，人

类细菌性感染约有 65%是由生物被膜引起的[5]。 

副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus，VP)

是一种常见的食源性致病菌，由于人们食用未烧熟

煮透的食物或者烹调后的食品重新受到污染[6–7]。

尤其在夏秋季节，因误食被致病性 VP 污染的海产
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品而引发的急性肠胃炎、原发性败血症等疾病时

有发生，对食品安全构成了巨大威胁。霍乱弧菌

(Vibrio cholera，VC)是引起霍乱的病原菌，可引

起严重的腹泻，从而引起身体严重脱水甚至死亡[8]。

在世界上曾引起多次暴发流行，给人们的生命财

产造成巨大的损失。副溶血性弧菌和霍乱弧菌常

常在海产品中共存，并能在海产品表面形成混合

生物被膜，容易引起食品交叉污染，导致食品腐

败或疾病传播的隐患，给食品安全带来极大威胁。 

实际生产中，混合被膜污染严重影响着食品

生产与安全。混合生物被膜同单菌种形成的生物

被膜相比，由于其菌种组成的多样性，对环境具

有更好的适应力[9]。生物被膜中的微生物，其代谢

速率较低且一些细胞处于休眠状态，这使得生物被

膜难以被清除，并且当其中生物被膜脱离时，可能

产生交叉污染。对食品安全带来了巨大的危害[10]。

现在大部分有关生物被膜的研究主要集中在单一

物种生物被膜，然而从自然界中生物被膜的微观结

构发现，许多生物被膜不只是单一物种形成的，而

包含有多物种之间相互作用形成的更复杂的生物

被膜，进而影响这些群体的繁殖、结构和功能[11]。

因此，近年来，人们的研究热点逐渐从单一细菌生

物被膜转变为混合生物被膜的复杂性和细菌之间

的交流[12–13]。本文通过研究副溶血性弧菌和霍乱弧

菌形成的混合生物被膜形成过程，从而为食品加工

环境对有害微生物被膜的有效控制鉴定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验菌种：本实验中采用菌株：副溶血性

弧菌标准菌株 ATCC 17802；霍乱弧菌 GIM1.449。 

1.1.2  培养基：硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼

脂培养基(TCBS)、胰酶大豆肉汤培养基(TSB)、

NaCl 等，北京陆桥技术有限责任公司；弧菌显色

培养基，上海欣中生物工程有限公司。 

1.1.3  试剂及仪器：结晶紫，美国 Sigma 公司；

磷酸缓冲液(PBS)，上海诺伦生物医药技术有限公

司；SYBR Green Ⅰ染料，北京索莱宝科技有限公司；

25%戊二醛溶液，上海展云化工有限公司；24 和 96

孔板，美国康宁公司；BioTek 酶标仪，美国伯腾仪

器有限公司；MIR154 高精度低温培养箱、MLS-3750

型高压灭菌锅，日本三洋电机生物医药株式会社；

OptiMair®垂直流超净工作台、Airstream®A2 型二

级生物安全柜，Esco China 公司；LSM710 型激光

扫描共聚焦显微镜，德国卡尔蔡司公司。DNA 细

菌原位杂交通用试剂盒[含 Solution A、Solution B、

细菌杂交液、细菌杂交 Washing Buffer(10×)]，广

州市外显子生物技术有限公司；VC 探针、VP 探

针购自广州市外显子生物技术有限公司。 

1.2  菌种活化 

将副溶血性弧菌和霍乱弧菌分别接种于 TCBS

琼脂，37 °C 过夜培养，挑单菌落至含 1% NaCl 的

5 mL 的 TSB 液体培养基，在 37 °C、180 r/min 的

摇床过夜培养，连续活化 2 次至 OD600=0.6，作为

接种液备用。 

1.3  生物被膜的制备 

将上述所得种子液用 TSB 按 1:100 的比例进

行稀释，另取副溶血性弧菌和霍乱弧菌种菌液按

1:1 比例混合，并用 TSB 按 1:100 的比例进行稀释。

将上述菌液分别取 1 mL 稀释后的菌液置于 24 孔

板中 25 °C 培养。分别培养 4、8、12、24、36、

48、60、72 h。 

1.4  结晶紫染色 

参照文献[14]，将上述 24 孔板中培养液移除，
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加入 1 mL 磷酸缓冲液每孔清洗 3 次，去除浮游菌

体。室温干燥 10 min。加入 1 mL 0.1% (W/V)的结

晶紫染液。室温下染色 30 min。用 1 mL 磷酸缓冲

液每孔清洗 3 次，置于 60 °C 烘箱，干燥 30 min。

然后加入 1 mL 95%乙醇，检测其在 600 nm 条件

下的吸光值(OD600)，以新鲜 TSB 培养基为阴性对

照，每个实验重复 3 次。 

1.5  平板菌落计数 

在无菌操作台中，将 1.3 中 24 孔板中的上清

液移除，参考文献[15]，加入 1 mL 磷酸缓冲液清

洗，每孔清洗 3 次，去除浮游菌体。加入 1 mL 0.85%

的 NaCl，用枪头将附着在 24 孔板底部的生物被膜

刮起，并反复吹打混匀，取 0.5 mL 混匀的菌液加

入 4.5 mL 已灭菌的 0.85%的 NaCl 溶液中，用振荡

器振荡混匀。制成 10–1 的被膜菌液。在从 10–1 的被

膜混合菌液中取 0.5 mL 加入 4.5 mL 已灭菌的

0.85% NaCl。制成 10–2 的稀释被膜菌液。并以此依

次制成 10–3、10–4、10–5、10–6 的稀释菌液。再分别

从 10–4、10–5、10–6 的稀释菌液中取 100 μL 涂布 TCBS

固体培养基，每个稀释浓度涂布 3 个平板作为试验

平行。在 37 °C 倒置培养 24 h 后进行菌落计数。 

1.6  生物被膜中胞外多糖和胞外蛋白的测定 

将 1.2.2 培养后的 24 孔板中的菌液吸出至 96

孔板，参照文献[16]用酶标仪测定其 OD595，加入

1 mL 磷酸缓冲液清洗，每孔清洗 3 次，去除浮游

菌体。然后向 24 孔板中加入 1 mL 0.01 mol/L 的氯

化钾溶液。用枪头将附着在 24 孔板底部的生物被

膜刮起，并反复吹打混匀。超声处理(每次 5 s，间

隙 5 s，循环 5 次)。4 °C 下 4000g 离心 20 min。

0.22 μm 滤膜过滤。加 200 μL 浓硫酸至滤液，静

置 30 min 后加 25 μL 苯酚溶液(6%)。90 °C 静置

5 min，测定OD490，样品多糖相对含量为OD490/OD595。

吸取 40 μL 滤液于 1.5 mL 无菌离心管内，加入

200 μL lowry reagent 溶液室温静置 10 min。然后加

入 20 μL 福林-酚溶液，室温静置 30 min。最后测

定 750 nm 处的光吸收值，比值 OD750/OD595 即为

样品胞外蛋白的相对含量。 

1.7  荧光原位杂交(FISH)法观察 VP 和 VC 混合

生物被膜 

根据霍乱弧菌和副溶血性弧菌 16S rRNA 基因

序列分别设计 VC 探针和 VP 探针。探针信息如表 1。 

将 1.3 中培养后的被膜中的上清液吸出，参考

文献[17]，加入 1 mL 磷酸缓冲液清洗，每孔清洗

3 次，去除浮游菌体。在 4%的多聚甲醛溶液中固

定 3 h，然后用 PBS 溶液洗 2–3 次。用预冷的 PBS

清洗被膜 2–3 次除去剩余的多聚甲醛。将 Solution 

A 滴加在标本上，室温静置 20 min；吸去 Solution 

A，滴加 Solution B，室温静置 15 min；吸去 Solution 

B，在 PBS 溶液中浸泡 10 min；在标本上滴加约

200 μL Hybridization Buffer，置于湿盒中，于恒温

箱 55 °C 预杂交 2 h，预杂交快结束时，将探针与

Hybridization Buffer (25%杂交液)按以下比例稀

释：VC 探针 3 μL：VP 探针 3 μL：Hybridization 

Buffer (25%杂交液) 150 μL。混合均匀后，88 °C

变性 3 min，37 °C 平衡 5 min；预杂交结束后，吸去 

 

表 1.  荧光原位杂交探针序列 

Table 1.  Fluorescence in situ hybridization (FISH) probe sequence 
Probe names Probe sequences (5′→3′) Labeling group Marker color 

VP probe ACTTTGTGAGATTCGCTCCACCTCG FITC Green 

VC probe TGCAATTCCGAGGTTGAGCCCCG CY3 Red 
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Hybridization Buffer，滴加 15–30 μL 平衡后的探针，

盖上盖玻片，用 Rubber Cement 封片，37–42 °C 杂

交 16–72 h；避光条件下洗涤，将细菌杂交 Washing 

Buffer (10×)与蒸馏水按 1∶9 混合均匀，配成工作

液，揭去 Rubber Cement，将玻片放入 Washing 

Buffer I 工作液，3–5 min 后，盖玻片会自动脱落，

再将玻片移至新的 Washing Buffer I 工作液(预热

至 60 °C)，洗涤 2 min，再移到室温的细菌杂交

Washing Buffer II (10×)工作液，洗涤 15 min；依次

浸入 70%、85%、100%乙醇中各脱水 2 min，室温

干燥；滴加 20 μL DAPI Anti-fade solution，盖上盖

玻片后，暗处静置 15 min 后，荧光显微镜下观察。 

1.8  数据处理 

采用 Origin 8.0 软件处理，并对相关数据进行

统计分析。 

2  结果和分析 

2.1  通过结晶紫染色法观察副溶血性弧菌和霍

乱弧菌混合生物被膜形成过程  

利用结晶紫染色法观察副溶血性弧菌和霍乱

弧菌生物被膜形成的变化过程，测量 600 nm 条件

下的吸光度，以吸光度值的高低反映生物被膜形

成量的变化。结果如图 1 所示，在 4–12 h 黏附期，

无论单独培养的 VP、VC 还是 VP、VC 的混合菌，

测量所得的 OD600 值都在迅速增长，这一阶段的细

菌处于细菌生长曲线的指数期。指数期的微生物

在生长曲线上活菌数直线上升，细菌以稳定的几

何级数极快增长。细菌形成生物被膜的量随着细

菌生长而增加。在 12–48 h 成熟发展期，随着细菌

的生长繁殖，营养物质的消耗和有害代谢废物的

积累使细菌形成生物被膜的增速减缓，并于 24 h

时达到峰值。在 24–48 h，随着 24 孔板中营养物  

 
图 1.  副溶血性弧菌(VP)和霍乱弧菌(VC)结晶紫染色

下生物被膜的形成过程 

Figure 1.  Biofilm formation of Vibrio parahaemolyticus 
(VP) and Vibrio cholerae (VC) under the crystal violet 
stain. 

 

质的消耗和有害代谢废物的积累，使得环境不利

于生物被膜的形成，从而使生物被膜的形成量减

少。48–72 h 播散期，营养物质的减少和有害代谢

废物的积累，使得环境条件变得不利于微生物生

存，生物被膜持续减少。 

如图 1 所示，同单独培养条件下相比，VC 和

VP 的混合菌形成的生物被膜介于形成生物被膜

能力极强的 VC 和形成生物被膜能力较弱的 VP 之

间。在单培养时，霍乱弧菌在 24–36 h 生物被膜的

量急剧减少，表明其受环境变换的影响较大。混合

生物被膜同单培养的 VC 生物被膜相比在 24–36 h

时生物被膜的量具有显著性差异(P<0.01)。表明在

VC 与 VP 共同形成生物被膜的条件下，VC、VP

形成的混合生物被膜对不利环境的抗性增强。 

2.2  混合菌与单一菌生物被膜活菌数的变化  

使用弧菌显色培养基测量 VP 和 VC 混合生物

被膜中的活菌数时，VP 形成的菌落为紫红色；VC

形成的菌落为蓝绿色。根据菌落颜色的不同，可

以将混合生物被膜中的 VP 和 VC 分别计数，结果

如图 2 所示。同单培养的 VC 相比，在 24 h 前混 
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图 2.  混合生物被膜中活菌数的变化 

Figure 2.  Changes in the number of living bacteria in the mix biofilm. A: the change of viable cells in biofilms of 
VC strains under single and mixed culture conditions. B: the change of viable cells in biofilms of VP strains under 
single and mixed culture conditions. 

 
合生物被膜中 VC 的活菌数比单培养的 VC 被膜中

的活菌数要少(P<0.05)；在 24 h 后混合生物被膜

中 VC 的活菌数比单培养条件下 VC 生物被膜中的

活菌数多(P<0.05)。这表明当 VC 与 VP 混合培养

形成的生物被膜同单培养 VC 形成的生物被膜相

比，混合生物被膜中的 VC 活菌在成熟期有着更

多的活菌，从而有更大的危害性。而混合被膜中

的 VP 活菌数一直比单培养被膜中的 VP 活菌数多

(P<0.05)，这表明 VC 可能促进 VP 的生长。在成

熟发展期后。培养条件逐渐不适于微生物的生存。

此时被膜中的微生物活菌数开始减少。但是混合

生物被膜中的活菌数都比单培养的被膜中的活菌

数多。这表明混合生物被膜中的 VP 和 VC 比单培

养条件下有了更强的抗逆性，从而使其危害性可

能增高。 

虽然我们用结晶紫测得混合生物被膜中被膜

的总量介于 VC 和 VP 单培养生物被膜之间，但是

同分别培养 VP 和 VC 相比，混合生物被膜中拥有

更多的活菌。表明了 VP 和 VC 形成的混合被膜同

2 种细菌单培养条件下的生物被膜相比能对人类

健康产生更大的安全威胁。 

2.3  生物被膜形成过程中胞外多糖和胞外蛋白

的变化   

胞外物质不仅能增强微生物细胞对外界环境

因素的抵抗能力，而且在细胞初始粘附及维持生

物被膜稳定中起着关键作用。胞外多糖和胞外蛋

白相对含量的变化如图 3 所示。在 4–24 h 时，无

论单独培养的 VP、VC 还是 VP、VC 的混合菌，

测量所得的都在增长，因为细菌生物被膜主要物

质是胞外多糖和胞外蛋白等，在生物被膜形成过

程中对生物被膜的形成有重要作用。36 h 细菌胞

外多糖和胞外蛋白仍会继续增加并达到最大值

(P<0.01)，可能是由于细菌在此时期，营养物质的

消耗和有害代谢废物的积累使生物被膜中的活菌

分泌更多胞外多糖胞外蛋白等物质来抵御逐渐不

适合其生存的环境。36–72 h 生物被膜中胞外多糖

和胞外蛋白的量逐渐减少，由于环境条件变得不

利于微生物生存，生物被膜量减少，引起胞外蛋

白和胞外多糖量的减少。 
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图 3.  副溶血性弧菌(VP)和霍乱弧菌(VC)胞外多糖和胞外蛋白相对含量的变化 

Figure 3.  Changes of relative content of extracellular polysaccharide in Vibrio parahaemolyticus (VP) and Vibrio 
cholerae (VC). A: the relative content of extracellular polysaccharides in the biofilms of VC, VP and their mixed 
bacteria. B: the relative content of extracellular proteins in the biofilms of VC, VP and their mixed bacteria. 

 

2.4  FISH 法观察副溶血性弧菌和霍乱弧菌混合

生物被膜 

VC、VP 混合生物被膜的荧光原位杂交结果

如图 4 所示。在 4 h 时红色荧光的 VP 较少、聚集

较少，绿色荧光的 VC 较多且开始聚集；在 8 h 呈

红色的荧光 VP 较多且开始聚集成片；在 12 h 红

色荧光的 VP 生物被膜将生物被膜表面完全覆盖，  

绿色荧光的 VC 生物被膜也在逐渐增加。在 24–36 h，

绿色荧光的 VC 与红色荧光的 VP 共同形成紧密

结合的生物被膜。36 h 后混合生物被膜表面混合

生物被膜逐渐减少。荧光原位杂交表明，VC、

VP 混合生物被膜形成过程中，24 h 前主要由形

成生物被膜能力较弱的 VP 包裹 VC 形成生物被

膜；24 h 后，随着环境条件逐渐不适应微生物生

存，生物被膜的量逐渐开始减少，生物被膜逐渐

解体。 

 

 
 

图 4.  荧光原位杂交观察混合生物被膜的形成过程 

Figure 4.  Formation of mixed biofilms was observed by using fluorescence in situ hybridization (FISH). VP: red; VC: 
green; a–h respectively mixed strain 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h and 72 h.  
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3  讨论 

同浮游态的微生物相比，生物被膜中的微生

物生长相对较慢[18]。这可能是因为在生物被膜中

的微生物获得营养物质和氧气受限[19]。种间的相

互作用在混合生物膜的形成和发展中发挥关键作

用[20]。陈东等的研究表明，大肠杆菌 O157:H7 和

沙门氏菌形成的混合被膜也是介于两种细菌单培

养被膜量之间[21]。Granillo 对曲霉、金黄色葡萄球

菌形成混合生物被膜也有类似的结果[22]。Shahryar

等的研究结果表明不动杆菌在同放线杆菌、布兰

汉氏球菌、芽孢杆菌、微球菌形成混合生物被膜

时，虽然形成的生物被膜量有所减少，但是黏附

能力和耐药性有所增加[23]。在本研究中，VC、VP

形成的混合生物被膜同单培养 VC 形成的生物被

膜形成量有类似的变化，单其黏附力与抗药性的

变化后续可进一步研究。Katherine 等的研究表明

妥布霉素处理的铜绿假单胞菌对星座链球菌生物

被膜的形成有促进作用[24]。Ren 的研究表明在混

合生物被膜中的寡养单胞菌、黄单胞菌、氧化微

杆菌、解淀粉类芽孢杆菌同单培养的生物被膜中

的菌相比，混合生物被膜中活菌的含量更多[25]。

生物被膜在形成过程中胞外多糖和胞外蛋白随时

间的变化表明，在生物被膜形成过程中胞外多糖

和胞外蛋白起重要作用。 

本文研究 VP 和 VC 形成单培养和混合生物被

膜的过程，结果表明 VP 和 VC 形成的单培养和混

合生物被膜是一个动态的变化的过程，在 24 h 时

混合生物被膜的形成能力最强。研究发现混合生

物被膜虽然总的被膜量相对于 VC 单培养的细胞

有所减少，但是却含有更多的活细菌；同单培养

的生物被膜相比，混合生物被膜可能会引起更大

的危害。测定胞外多糖和胞外蛋白的结果表明，

生物被膜形成过程中胞外蛋白和胞外多糖变化同

单培养 VC 生物被膜变化趋势类似。在 36 h 生物

被膜中胞外多糖和胞外蛋白达到最大值。表明胞

外蛋白和胞外多糖在生物被膜抵抗不利环境中可

能起重要作用。荧光原位杂交(FISH)观察混合生

物被膜的形成的结果可以观察混合生物被膜形成

过程中两种菌的变化过程。通过了解混合生物被

膜的变化过程，我们可以为有效控制 VP 和 VC 混

合生物被膜引起的食品污染奠定基础。另外，可

以通过进一步研究 VP 和 VC 混合生物被膜形成过

程中的基因表达调控，从而更加深入理解微生物

在生物被膜中通过何种分子机制互作。 
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Dynamic biofilm forming process of Vibrio parahaemolyticus 
and Vibrio cholera 

Xuri Dong1, Xufeng Chai1, Ling Tan1, Jiawei Qi1, Haiquan Liu1, Yingjie Pan1,2,3, 
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3 Engineering Research Center of Food Thermal-Processing Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: [Objective] We studied the formation of a mixed biofilm formed by Vibrio parahaemolyticus and Vibrio 

cholerae. [Methods] Biofilm formation was quantified using crystal violet staining, abundance of extracellular 

polysaccharide and extracellular protein, fluorescence in situ hybridization and colony plate count. Biofilms formed 

by individual and mixed strains were determined from the start and the following intervals at 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60 

and 72 h. [Results] The amount of biofilm produced by the mixed strains was less than the total amount of biofilm 

produced by the individual strains, indicating there was no synergism between the strains. However, in the mixed 

biofilm the time of maturation was increased, the stability of the biofilm to external perturbation was enhanced and 

the cell density was higher. [Conclusion] The biofilm formed by a mixed population of V. parahaemolyticus and V. 

cholera is therefore more persistent and can potentially pose a greater risk for recontamination and subsequent 

development of disease. 

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholera, mixed biofilm, fluorescence in situ hybridization 
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