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摘  要: 室内潮湿环境固体表面很容易形成细菌生物膜, 这些生物膜生长在不易清除或不被人注

意的固体表面, 研究这一类生物膜中的细菌类群可以了解其中是否滋生着对人体健康有威胁性的

致病菌或条件致病菌。选择某公共浴室内塑料表面生长的生物膜作为分离培养对象, 同时使用实

验室最常用的 LB 培养基及其 10 倍稀释培养基(LB/10)作为分离培养基。结果表明在 LB 培养基上

生长的细菌类群相对单一, 并且有单一类群占优势或抑制其他类群生长的现象; 而在 LB/10 培养

基上生长的细菌具有更丰富的多样性, 并且各类菌的数量分布较均匀, 没有出现 LB 培养基中一

种细菌占绝对生长优势的现象。对 LB/10 上生长的 8 个菌株的 16S rDNA 片段序列进行测定和系

统发育分析, 发现与所分离的细菌系统发育相近的包括多株人体临床分离的病原菌以及未培养细

菌(Uncultured bacterium)。 
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Abstract: On the solid surface of indoor moist environment bacteria grow to form biofilms easily, 
which are hard to remove because of its high adhesion. It is of great microbiological safety significance 
to research bacteria in such kind of biolfilms. Here we isolated bacteria from biofilm growing on solid 
surface of a public bathroom with Luria Bertani medium (LB) and its 10-fold diluted medium (LB/10). 
We found that the biodiversity of bacteria growing on LB/10 was better than that of LB. Furthermore 
one species of bacterium overgrowing other bacteria phenomena was observed on LB but not on LB/10. 
Eight strains of bacteria isolated with LB1/10 were identified by 16S rDNA analysis. They are clustered 
with some clinical isolates and uncultured bacteria. Considering the growing environment of these bac-
teria we also tested their detergent-degrading ability, and found that they could decrease the quantity of 
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foam caused by detergent. 
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人类的生活环境中充满着微生物, 这些微生物

几乎都是群集附着在生命的或非生命的固体表面 , 

由自身产生的多聚物基质所包围而形成有一定结构

的生物膜(Biofilm)。与游离细菌相比较, 生物膜中的

细菌对抗生素、去污剂的抗性比游离细胞高可达数

百倍[1]。生物膜中致密的细菌群落结构增加了细菌

间水平基因转移的频率 [2], 一方面这可能使得生物

膜中的微生物获得对人类的生产生活更有益特性 , 

另一方面这也提高了各类病原菌或条件性致病菌的

突变风险。浴室因湿度大易导致各类细菌聚集生长

形成生物膜。Leah 等采用不依赖于培养的(Culture- 

independent)分子生物学方法分析样品的 16S rDNA
的方法 , 调查研究了美国部分地区沐浴喷头中的

细菌生物膜 , 发现所调查的样品中几乎都有条件

致病菌[3]。可见分析研究室内细菌生物膜具有重要

意义, 但采用不依赖于培养的方法受样品 DNA 提取

效率[3]、PCR 扩增的偏嗜性等影响[4], 而且要对生物

膜中的细菌进行生理特征研究, 须对其进行分离培

养。研究表明降低培养基中营养物浓度能有效从土

壤一类复杂生态环境中分离培养到未培养微生物

(Uncultured bacteria)[5−6], 但未见采用低营养物浓度

培养基对室内环境生物膜中微生物的分离培养相关

研究报道。本文采用低营养物浓度培养基分离培养

了某高校浴室采集的生物膜中的细菌类群, 并对分

离的部分菌株进行了 16S rDNA 序列分析鉴定。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 
Taq 酶购自宝生物公司, DNA 切胶回收试剂盒

购自 Promega 公司, PCR 扩增仪为 Bio-Rad 公司的

Peltier Thermal Cycler PTC-200, 引物合成委托上海

博亚公司完成。 

1.2  培养基 
LB 培养基(g/L): Trypton 10, Yeast extract 5, 

NaCl 5, pH 7.0; LB 培养基稀释 10 倍即为 LB/10 培

养基, 固体培养基在灭菌之前加入 20 g/L 琼脂粉。 
无 碳 源 基 础 盐 培 养 基 (g/L): KH2PO4 0.45, 

K2HPO4 1.79, Mg2SO4 0.1, NaCl 0.4, (NH4)2SO4 0.2, 
pH 7.0。 

1.3  样品采集及细菌分离培养 
选取某公共浴室的塑料板表面生长的生物膜

(浅橙色), 用无菌水冲洗生物膜表面 , 以去除游离

态的微生物, 然后用灭菌脱脂棉轻轻擦拭取得生物

膜, 在酒精灯的火焰保护之下直接将脱脂棉上黏附

的生物膜涂布在 LB 或 LB/10 固体培养基表面。将

固体培养基置于室温见光培养, 以尽量保证与原来

生长环境相似。 

每天拍照记录微生物的生长情况, 培养 2 周后

分别划线转接新的 LB 和 LB/10 固体平板, 以观察生

长出来单菌落的情况。最后将 LB/10 上固体平板上

具有不同培养特征的单菌落划线分离纯化。 

1.4  细菌基因组DNA的提取及 16S rDNA的PCR
扩增 

用高盐 SDS 裂解法提取细菌基因组 DNA。使

用 16S rDNA 通用引物对, 正向引物 F: 5′-AGAGTT 
TGATCATGGCTCAG-3′; 反向引物 R: 5′-ACGGCTA 
CCTTGTTACGACTT-3′。PCR 扩增条件为 : 95°C 
2 min; 95°C 20 s, 51°C 30 s, 72°C 1 min, 30 个循环; 
72°C 5 min。扩增产物用 1%琼脂糖电泳后切胶回收, 
方法参照试剂盒说明书。 

1.5  16S rDNA 序列测定及分析 
16S rDNA 序列测序委托上海博亚公司完成 , 

测定后的序列在 NCBI 网站上用 BLAST 软件在

GenBank 上进行同源性比较。下载代表性序列, 用

MegAlign 软件的 Clustal 方法进行多序列比对, 生

成系统发育树。 

2  结果与讨论 

2.1  LB 与 LB/10 培养基上菌体生长情况比较 
采样直接涂布固体平板, 室温培养 48 h 后, LB

培养基上有菌落直径约 0.5 cm, 白色不透明, 边缘

整齐, 圆形突起的菌落出现, 而 LB/10 培养基上未

出现单个菌落, 仅有一层无色较薄的菌苔生长。与

此相对的是 LB 培养基单个菌落以外的位置, 涂布

样品的位置菌苔生长情况反而不如 LB/10 培养基上

的菌苔; 96 h 后, LB 培养基上的呈单个菌落生长的

细菌表现出比较明显的抑制菌落周围菌苔的现象 , 

其菌落周围无菌苔生长(图 1), LB/10 培养基上生长
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的菌苔从颜色上更接近采样的生物膜。该结果表明, 
使用高营养物浓度培养基分离生物膜中的细菌时 , 

会出现快速生长的微生物抑制其他微生物生长的现

象, 低营养物浓度培养基更有利于重现生物膜的细

菌类群组成。 
 

 

图 1  取样涂布 LB 和 LB/10 固体培养基后细菌生长情况 
Fig. 1  The growth of bacteria on plate of LB and LB/10 
from biofilm 
Note: A: LB, 48 h; B: LB/10, 48 h; C: LB, 96 h; D: LB/10, 96 h. 

 
2.2  菌苔划线分离结果 

用灭菌接种环从 2.1 中的两种培养基上刮取菌

苔(LB 培养基上刮菌苔的时候避开了 2.1 中提到的

单个菌落), 分别在相应的培养基上划线分离, 室温

培养 96 h 后观察发现 LB 培养基上生长的单菌落种

类明显少于 LB/10 培养基, 而且明显是一类白色, 

圆形, 凸起, 表面较干燥的菌落占生长优势, LB/10
培养基上没有出现一种微生物占绝对生长优势的现

象(图 2)。该试验结果进一步证明相对营养物浓度较

低的 LB/10 培养基更有利于重现所采集生物膜中细

菌类群的组成。因此本文仅分离纯化了 LB/10 培养

基上的具有不同培养特征的菌落, 进行进一步分析

研究。共分离了 13 株菌, 分别命名为 D1-D13, 选取

其中的 8 个菌株进行了 16S rDNA 序列分析。 

2.3  16S rDNA 序列分析结果 
从用 BLAST 搜索 GenBank 的结果中下载有代 

表性的同源序列, 用 MegAlign 软件的 Clustal 方法

进行多序列比对, 制作了系统发育树(图 3)。从图中

可以看到所分离的各菌株分别与 Chryseobacterium、

Staphylococcus 、 Sphingomonas 、 Rhodococcus 、

Brevundimonas 和 Microbacterium 等 属 的 细 菌

16S rDNA 发育地位相近, 有些菌株与采用分子生

物学的方法仅获得 16S rDNA 未获得培养的细菌

(Uncultured bacterium) 进 化 地 位 接 近 。 可 见 采 用

LB/10 从生物膜中分离了丰富的细菌类群, 其中甚

至可能包括新的菌种。 
 

 

图 2  划线分离培养后的细菌菌落生长情况 
Fig. 2  The colonies on LB and LB/10 medium after 
streaking 
Note: A: LB/10; B: LB. 
 

Leah 等的研究结果表明, 浴室喷头上生长的生

物膜中的微生物类群相对较简单, 45 个不同地点采

集的生物膜中细菌种类分布在 2−29 个属左右[3], 可

见从种属数量上来说本文采用的方法可能已经分离

培养了所分离样品的大部分细菌类群。本文分离的

Staphylococcus spp. 和 Sphingomonas spp. 在他们的

样品中也存在 , Chryseobacterium、Rhodococcus、

Brevundimonas 和 Microbacterium 等属细菌在他们的

结果中没有出现 , 而他们的报道中检出率最高的

Mycobacterium spp. 却不在本文分离细菌之列[3]。室

内生物膜中的细菌都是由人的活动带入或空气中漂 

浮的微生物, 其种类主要受周围环境影响, 因此这

种所检出微生物种类的差异一方面可能是由生活环

境不一样、微生物来源不同造成, 另一方面采用一

种培养基只可能尽量多地分离培养目的微生物, 而

不可能培养所有的微生物 , 如 Mycobacterium spp. 
的培养就需要特殊的添加物[7]。 
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图 3  根据各分离菌株的 16S rDNA 及其遗传发育相关序列得到的系统进化树 
Fig. 3  Phylogenetic tree based on 16S rDNA analysis of isolated bacterial strains and their phylogenetically  

close represents downloaded from GenBank 
注: 刻度数字表示系统进化树的枝长度; 菌名后括号中列出了该菌在 GenBank 上的序列登录号. 
Note: The scale and number in the bottom indicates the distance between the sequence pairs. Accession number in GenBank of all sequences 
is listed in brackets after the name of bactria. 

 
为了进一步分析所分离菌株可能具有的生物特

性, 表 1 列出了 BLAST 的结果中与所比对菌株的序

列同源性最高菌株及其来源或主要特性。从中可以

看到其中包括了来源于地下水、污水、植物叶面、

临床病原菌、有机物降解菌等不同来源的菌株。由

此可推测所分析的细菌菌膜中一方面可能滋生着对

人体有危害的病原菌, 需要对这些病原菌进行更多

的研究后采取相应的措施抑制其生长, 另一方面该

生物膜中也可能存在有机物代谢能力较强的细菌 , 

比如浴室中的菌膜长期接触大量高浓度的洗洁剂 , 

就有可能存在表面活性剂降解菌。表面活性剂在环

境标准中被列为第二类污染物质, 表面活性剂进入

自然水体会使水质变坏, 影响水生生物的生存, 阻

碍其他污染物质的降解, 造成间接污染[12]。为此本

文采用混合接种的方法初步检测了所分离细菌对表

面活性剂的降解情况。 

2.4  分离培养的混合微生物及单个微生物对表面

活性剂的降解效果 
从各菌株的平板上挑取菌体混合接种添加了

0.1%洗涤剂的无碳源基础盐培养基, 25°C 振荡培养

72 h 后(图 4), 可以看到混合菌能在添加洗涤剂的培

养液中生长, 产生的泡沫明显比不接种对照少, 可

见混合菌可以降解表面活性剂作为底物生长。一般

从环境中分离功能微生物的思路是采用富集培养基

培养后使用选择培养基分离, 这样可能遗漏在原始

生态位点真正起作用的微生物[10]。本文所分离培养

的细菌能有效降解表面活性剂的结果表明, 先采用

合适的培养方法无选择性地分离培养尽量多的微生

物资源, 然后再从其中筛选功能性菌株也可能是一

种有效的分离方法。 
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表 1  与分离菌株系统发育最接近菌株的来源或主要特性 

Table 1  The origins or characters of phylogenetically close bacteria strains with bacteria isolated here  

菌株 
Strains 

BLAST 结果中的菌株 
Strains in BLAST result 

序列同源性 
Sequence homology (%) 

来源或特性 
Origins or characters 

参考文献 
Reference 

D1 Uncultured bacterium 98 植物叶面 [11] 

D2 Staphylococcus sp. 99 海洋沉积物 − 

D3 Microbacterium hydrocarbonoxydans 99 地下水 [9] 

D7 Unidentified bacterium clone 98 污水处理系统 − 

D8 Uncultured bacterium 98 人体皮肤表面 [10] 

D9 Chryseobacterium hominis 99 医院临床分离菌株 [8] 

D11 Brevundimonas vesicularis 98 植物内生细菌 − 

D12 Rhodococcus boritolerans 99 2-氰基吡嗪降解菌 − 

注: −: 该菌的 16S rDNA 序列是直接向 GenBank 提供的, 没有对应的发表文献; D1、D2、D3、D7、D8、D9、D11 和 D12 在 GenBank
上的登录号依次为: GU549405−GU549412. 
Note: −: This 16S rDNA sequence was submitted to GenBank without publication. The accession numbers of D1, D2, D3, D7, D8, D9, D11 
and D12 in GenBank are GU549405−GU549412 respectively. 

 

 

图4  混合菌直接接种降解洗涤剂的效果 
Fig. 4  Detergent-degrading by the bacterial mixture iso-
lated in this paper 
Note: A: Control; B: Sample. 

3  结论 

本文的结果表明低营养物浓度培养基更有利于

分离培养生物膜中的细菌, 所分析的浴室的生物膜

中可能存在致病菌, 另一方面其中的某些菌株也可

能在表面活性剂的生物降解中发挥重要作用。 
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