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摘 　要 　通过扫描电镜观察和测定生物被膜生长曲线的研究得出 :在不锈钢表面形成的金黄色葡萄球菌生物被膜

约 6 h 后进入稳定期 ,培养 5 d 后其细菌密度达到 3 ×106 cfu·cm - 2 ;金黄色葡萄球菌以生物被膜的形式比以浮游形

式生长对二氧化氯具有更强的抵抗能力 ;胰酶大豆肉汤 (tryptone soy broth , TSB) 的营养物质能明显减弱二氧化氯

的杀菌效果。
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Biofilm formation by staphylococcus aureus on stainle ss steel

surface and it s sensitivity to Chloride Dioxide
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Abstract 　Biofilm formation characteris tics of Staphylococcus aureus AS 1189 on stainless s teel s urface were obs erved

with s canning electronic micros cop e (SEM) and meas ured through its growth curve . The s ensitivity of biofilm cells and

culture s usp ension to chloride dioxide and the effect of tryptone s oy broth ( TSB) on their s ensitivity during sterilizing

were als o s tudied. The res ults showed that S . aureus biofilm on stainless s teel s urface reached to s tationary phas e af2
ter 6 h incubation. The cell density was 3 ×106 cfu cm - 2 at 5 d. The bacterial cells on the biofilm had higher resis tance

to chlorine dioxide than thos e in s usp ension. TSB obviously reduced the s terilization effect of chloride dioxide .
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　　致病性微生物引起的食源性疾病是食品安全的

最大隐患 ,据估计人类约 65 %的细菌性感染是由生

物被膜 (biofilm)细菌引起的[1～3 ] 。生物被膜是指细

菌粘附于接触表面 ,分泌多糖基质、纤维蛋白、脂质

蛋白等 ,将其自身包绕其中而形成的大量细菌聚集

膜样物。多糖基质通常是指多糖蛋白复合物 ,也包

括由周边沉淀的有机物和无机物等[4 ,5 ] 。我国对生

物被膜的研究主要是在医学领域 ,而在食品工业中

仍是空白。金黄色葡萄球菌是产生食源性疾病的常

见致病菌。二氧化氯是高效、速效、广谱、低毒的新

型消毒剂 ,已在美、德、日等国代替氯气、次氯酸钠和

漂白粉而用于自来水、食品、农畜品中。本试验通过

观察金黄色葡萄球菌生物被膜在不锈钢表面的形成

及二氧化氯对该菌菌悬液和生物被膜的作用效果 ,

旨在为食品加工中对不锈钢表面的清洗消毒提供试

验数据 ,并为食品加工中对其他物体表面的清洗消

毒提供参考。

1 　材料与方法

111 　菌种、主要仪器与试剂

1)菌株。金黄色葡萄球菌 AS 1189 ,购自中国

科学院微生物研究所国家菌种保藏中心。

2)仪器。扫描电镜 (S2570 ,日本 HITACHI) ,临

界点干燥仪 ( HCP22 ,日本 HITACHI) 离子溅射仪
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( IB25 ,日本 EI KO) 。

3)试剂。锇酸 ( Fisher 公司) ,醋酸乙戊酯 (国

产 ,分析纯) ,戊二醛 (国产 ,分析纯) ,硫代硫酸钠 (国

产 ,分析纯) ,二氧化氯 (北京绿先锋环保科技有限责

任公司) (用灭菌蒸馏水稀释 ,消毒剂有效氯含量为

1 000 mg·L - 1) 。

4)培养基。胰酶大豆肉汤 ( TSB) (北京奥博星

生物技术责任有限公司) ,营养琼脂 (北京奥博星生

物技术责任有限公司) 。

112 　金黄色葡萄球菌生物被膜的制备及生长曲线

测定

1)不锈钢片的清洗。用丙酮浸泡不锈钢片 (110

cm ×310 cm) 除去表面的油脂 ,然后把不锈钢片放

在 5 mol·L - 1盐酸溶液中浸泡 15 min ,用洗涤剂清

洗 ,再用蒸馏水冲洗干净。最后把不锈钢片放入 18

mm ×180 mm 试管中 ,加入 10 mL 012 % (质量分

数。下同)的 TSB 培养基 ,灭菌。

2) 将金黄色葡萄球菌接种在无菌 TSB 溶液中

37 ℃培养过夜。

3)在有 012 % TSB 溶液和不锈钢片的试管中 ,

加入 011 mL 上述金黄色葡萄球菌菌液 ,连续培养 7

d 即可形成稳定生物被膜 ,隔天换液。第 1 天每小

时取样 ,第 2 天开始每天取样 ,连续 5 d 测定菌体生

长量。

113 　金黄色葡萄球菌生物被膜细菌的计数

取长有金黄色葡萄球菌生物被膜的不锈钢片 ,

用无菌磷酸缓冲溶液 (phosphate buffer solution ,

PBS , p H 714)冲洗未附着细菌 ,然后用无菌棉擦去

生物被膜细菌 ,再把无菌棉放入 10 mL 生理盐水中

强烈振荡 ,用营养琼脂平板培养 48 h 计数[6 ] 。以这

种方法观察生物被膜的细菌密度应大于 25 cfu·

cm - 2才能有效测出细菌数。

114 　生物被膜扫描电镜鉴定

样品经 215 % (质量分数)戊二醛 PBS 溶液固定

过夜后 ,用 PBS 溶液冲洗数遍 ,再经 1 %(质量分数)

的锇酸固定过夜。用 30 % ,50 % ,70 % ,80 % ,90 %

和 95 %体积分数系列的乙醇脱水各 15 min ,无水乙

醇脱水 2 次 ,每次 30 min ,经醋酸乙戊酯置换 ,临界

点干燥仪干燥、喷金 ,经过扫描电镜观察生物被膜微

观形态 ,以确认生物被膜的形成。

115 　二氧化氯对金黄色葡萄球菌菌悬液的作用

将金黄色葡萄球菌菌悬液稀释到约 107 cfu·

mL - 1 ,取 015 mL 稀释菌液于无菌试管中 ,加入二氧

化氯溶液和无菌水 ,使得有效氯最终质量浓度各为

10 ,30 ,50 和 100 mg·L - 1 。分别作用 5 ,10 ,15 ,20 ,

25 和 30 min 后 ,各取出 015 mL ,添加 415 mL 中和

剂 (过量)中和剩余的二氧化氯 ,分别计数。每次实

验均设对照组 ,用无菌水代替二氧化氯。下同。

116 　二氧化氯对含 TSB 溶液的金黄色葡萄球菌菌

悬液的作用

取上述 015 mL 稀释菌液于无菌试管中 ,加

TSB 至无菌试管中使得 TSB 终质量分数为 0 ,

015 % ,110 % ,210 %和 310 %系列 ,在每一系列中添

加二氧化氯溶液使得有效氯终质量浓度分别为 30 ,

50 ,100 ,150 和 200 mg·L - 1 ,再加无菌水使得总体

积为 5 mL 。作用 30 min 后分别取出 015 mL ,添加

415 mL 中和剂 (过量) 中和剩余的二氧化氯 ,分别

计数。

117 　二氧化氯对金黄色葡萄球菌生物被膜的作用

取连续培养 7 d 的不锈钢片 ,用 PBS 冲洗未附

着细菌 ,将其放入无菌试管中 ,添加二氧化氯溶液和

无菌水 ,使有效氯质量浓度分别为 10 ,20 ,50 和 100

mg·L - 1 ,分别作用 5 ,10 ,15 ,20 ,25 和 30 min 后 ,取

出不锈钢片 ,用无菌水冲洗数次 ,然后对该不锈钢片

上的生物被膜进行计数。

118 　二氧化氯对含 TSB 溶液的金黄色葡萄球菌生

物被膜的作用

再取连续培养 7 d 的不锈钢片 ,用 PBS 冲洗未

附着细菌 ,将其放入无菌试管中 ,添加 TSB 至菌悬

液中使得终质量分数为 0 , 015 % , 110 % , 210 %和

310 %系列 ,在每一系列中分别添加二氧化氯溶液使

得有效氯终质量浓度分别为 50 ,100 ,150 ,200 ,300 ,

400 和 500 mg·L - 1 。作用 30 min 后 ,取出不锈钢

片 ,用无菌水冲洗数次 ,然后对该不锈钢片上的生物

被膜进行计数。

2 　实验结果与分析

211 　金黄色葡萄球菌生物被膜生长状况

金黄色葡萄球菌在不锈钢表面形成的生物被膜

约 6 h 后进入稳定期 ,之后不锈钢表面生物被膜细

菌密度呈缓慢增长状态 ,连续培养 5 d 后其细菌密

度达到 3 ×106 cfu·cm - 2 。

212 　金黄色葡萄球菌生物被膜扫描电镜观察

从图 1 (b) 可以看到在不锈钢表面形成的金黄

色葡萄球菌生物被膜细菌呈球状 ,依稀可见细菌之

间的黏液丝 ,借助其使细菌相互连接形成生物被膜。
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由于在样品处理过程中经脱水、干燥等处理 ,因此可

以推测生物被膜中细菌之间在未经过处理前充满了

黏液。金黄色葡萄球菌易在不锈钢表面的缝隙里粘

附生长 ,从而蔓延生长形成大片生物被膜 ,一般的清

洗消毒很难对其产生作用。

(a)不锈钢表面 (b)形成的生物被膜

图 1 　不锈钢表面形成的金黄色葡萄球菌

生物被膜 ( ×10 000)
Fig. 1 　S . aureus (AS 1. 89) biofilm on stainless

steel ( ×10 000)

213 　二氧化氯对金黄色葡萄球菌菌悬液的作用

试验结果 (图 2) 表明 ,有效氯质量浓度 50 和

100 mg·L - 1分别作用 25 和 15 min ,均可使杀菌率

达到 100 % ;有效氯质量浓度 30 mg·L - 1作用 30 min

使杀菌率达到 9919 %以上。

图 2 　二氧化氯对金黄色葡萄球菌菌悬液的作用

Fig. 2 　Effect of chlorine dioxide on S . aureus suspensions

214 　含 TSB营养物质时二氧化氯对金黄色葡萄球

菌菌悬液的作用

从结果 (图 3)看出 ,含一定质量分数的 TSB 对

二氧化氯的杀菌作用有明显的影响。不含 TSB 时 ,

有效氯质量浓度 50 mg·L - 1作用 30 min 后 ,杀菌率

达到 100 % ;含 015 %质量分数 TSB 时 ,有效氯质量

浓度 100 mg·L - 1作用 30 min 后 ,杀菌率达到 100 % ;

而含 110 %～310 %质量分数 TSB 时 ,有效氯质量浓

度150 mg·L - 1 作用 30 min 后 ,才使杀菌率达到

100 %。结果显示 ,随着 TSB 有机物质质量分数的

增加 ,二氧化氯对金黄色葡萄球菌生物被膜细菌的

杀灭能力随之降低 ,两者呈负相关。由于一定质量

分数的 TSB 存在 ,使有效氯质量浓度提高了约 2 倍

才达到了相同的杀菌结果。由此可见 ,有机营养物

质对杀菌剂的杀菌效果影响较大 ,在日常食品加工

过程中 ,加工设备往往附有有机物质 ,这些有机物质

的存在会大大削减杀菌剂的作用效果。

图 3 　含不同浓度 TSB溶液时二氧化氯对金黄色

葡萄球菌菌悬液的作用
Fig. 3 　Effect of chlorine dioxide on S . aureu suspensions

in different concentration of TSB after
30 min treatment

215 　二氧化氯对金黄色葡萄球菌生物被膜的作用

结果 (图 4)表明 ,有效氯质量浓度 100 mg·L - 1

作用 15 min ,杀菌率达到 100 % ;有效氯质量浓度 50

mg·L - 1作用 30 min 杀菌率达到 9918 %。据研究资

料表明 ,即使经过符合 GMP(良好操作规范) 的清洗

和卫生过程后 ,残余微生物仍然能在设备表面形成

生物被膜[7 ] 。生物被膜中的微生物对各种化学药

品 (包括杀菌剂) 都存在耐药性 ,本实验结果也证明

了金黄色葡萄球菌以生物被膜形式生长比以浮游形

式生长时对二氧化氯的耐药性明显提高。

图 4 　二氧化氯对在不锈钢表面形成的金黄色

葡萄球菌生物被膜的作用
Fig. 4 　Effect of chlorine dioxide on S . aureus

biofilm on stainless steel surface
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216 　含 TSB营养物质时二氧化氯对金黄色葡萄球

菌生物被膜的作用

含一定质量分数 TSB 对二氧化氯的杀菌作用

有明显的影响 (图 5) 。不含 TSB 时 ,有效氯质量浓

度 100 mg·L - 1作用 30 min 后 ,杀菌率达到 100 % ;

含 015 %质量分数 TSB 时 ,有效氯质量浓度 200 mg·

L - 1作用 30 min 后 ,杀菌率达到 100 % ;含 110 %质

量分数 TSB 时 ,有效氯质量浓度 300 mg·L - 1作用

30 min 后 ,杀菌率达到 100 % ;而 TSB 质量分数为

210 %～310 %时 ,有效氯质量浓度 400 mg·L - 1作用

30 min 后 ,才使杀菌率达到 100 %。从试验结果可

以看出 ,由于一定质量分数 TSB 的存在 ,使有效氯

质量浓度提高了约 3 倍才达到了相同的杀菌结果。

由此可见 ,生物被膜的形成和有机营养物质大大提

高了其耐药性 ,对杀菌剂的杀菌效果影响很大 ,建议

食品加工企业在日常消毒时 ,一定要有效去除附于

加工设备表面 (尤其是死角处) 的有机营养物质 ,选

用适当的清洁剂和消毒剂 ,防止生物被膜形成 ,这样

才能达到有效的消毒效果。

图 5 　含不同浓度 TSB溶液时二氧化氯对金黄色

葡萄球菌生物被膜的作用
Fig. 5 　Effect of chlorine dioxide on S . aureus

biofilm at different conecentrations of
TSB after 30 min treatment

3 　讨 　论

生物被膜的形成是细菌为适应自然环境而采取

的一种生存策略 , 当缺少营养物质时 ,微生物粘附

于含有机物质的加工设备表面 ,形成生物被膜[8 ] 。

生物被膜深层细菌无论从形态结构还是生物生化特

性均与浮游细菌不同 ,其增殖和生长缓慢 ,几乎处于

静止状态 ,对各种清毒剂不敏感 ,且由于生物被膜对

消毒剂的通透性差[9 ] ,所以生物被膜细菌不易被彻

底清除。从本研究中二氧化氯杀菌效果也可以看

出 ,金黄色葡萄球菌以生物被膜形式生长比以浮游

形式生长对二氧化氯的耐药性明显提高。

研究资料表明 ,采用平板擦拭法对生物被膜细

菌计数 ,发现此法可除掉不锈钢表面附着细菌的

97 % ,琼脂平板菌落计数法是一种最基本的菌落计

数法 ,适用于普通实验室检测 ,但操作比较繁琐 ,不

适宜大样本观察。国际上现在多使用结晶紫法和

A TP 法对生物被膜细菌进行定量分析[10 ] ;利用银

染法 ,显微镜技术观察检测生物被膜。目前还没有

在食品加工中现场检测生物被膜的方法 ,研究出快

速检测生物被膜的方法是我们正在进行的研究任

务。关于食源性病原菌生物被膜在食品加工过程中

的形成和去除是食品安全领域的一项新课题 ,此课

题正在初步探索阶段 ,尚待深入研究。
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