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摘　要：本研究比较分析了不同温度（４、１５、２５和３７℃）、ｐＨ（４、５、６和７）及ＮａＣｌ浓度（０．５％、２．５％、４．５％
和６．５％）对单增李斯特菌野生型菌株（ＷａＸ１２）及ｓｉｇＢ缺失突变型菌株（ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ）生物被膜形成能力的
影响。结果表明，相比于ＷａＸ１２菌株，ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ菌株生物被膜的形成量显著降低（Ｐ＜０．０５）。变异系数
分析显示，不同培养条件对ＷａＸ１２菌株及ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ菌株生物被膜形成能力均有影响，其中温度的影响最
大，ＮａＣｌ浓度次之，ｐＨ最弱；且ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ菌株生物被膜形成能力更易受到培养条件的影响。其次，分别
选取了ＷａＸ１２菌株与 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ菌株生物被膜形成量差异最显著的培养条件（３７℃、ｐＨ６及 ２．５％
ＮａＣｌ）进行后续分析。结果发现ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ菌株胞外多糖及胞外蛋白的相对含量均显著降低（Ｐ＜０．０５），
而其活菌数略有降低。本研究为深入探讨ｓｉｇＢ参与单增李斯特菌生物被膜形成的分子机制提供科学依据。
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　　细菌生物被膜（ｂｉｏｆｉｌｍ）是无柄微生物群落在
各种载体上的附着，通过分泌多糖、纤维蛋白、脂

质蛋白等胞外基质，将其自身包绕其中而形成的

大量高度组织化、系统化的膜样聚合物［１］。在细

菌生物被膜的保护下，细菌可以增强自身对抗生

素、环境压力及宿主免疫系统攻击的耐受能力。

ＤＡＶＩＥＳ［２］研究发现成膜后的细菌，其对化学试
剂的敏感程度只有浮游菌的１／１０～１／１０００。由
于膜状态的细菌耐受性增强，使得常规杀菌方法

不能有效彻底地灭菌，给食品安全造成极大的隐

患。生物被膜内的细菌表面附着由自身分泌产

生 的 胞 外 多 聚 物 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，ＥＰＳ），既能增强微生物细胞对外界环
境的抵抗能力，又是影响生物被膜稳定的关键因

素［３］。胞外多糖是 ＥＰＳ主要组成成分之一，
ＤＡＮＥＳＥ等［４］研究发现对不能合成胞外多糖的

突变体纯菌属只能形成短暂的小菌落，难以形成

成熟稳定的生物被膜。此外，ＥＰＳ中胞外蛋白在
生物被膜形成及稳定阶段也起着重要的作用，

ＪＯＨＡＮＳＳＯＮ等［５］研究表明海藻结合型胞外蛋白

是假单胞菌生物被膜形成及稳定的必要组成部

分。

单增李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，ＬＭ）
是一种人畜共患病食源性致病菌，可引发败血

症、胃肠炎和脑膜炎等疾病，病死率高达２０％ ～
３０％，被ＷＨＯ列为关系食品卫生安全的重要病
源细菌之一［６］。ＬＭ能广泛存在于土壤、污水、动
物性食品及饲草等环境中，这与其内部环境调节

因子σ家族有密切关系［７］。其中 σ家族中的 σＢ

因子是最重要的环境调控因子：σＢ由 ｓｉｇＢ基因
编码，可使ＬＭ在多种逆境下生存，并且较快地适
应外界环境［８］。张强［９］、ＳＴＩＪＮ和 ＴＪＡＫＫＯ［１０］等
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研究表明ｓｉｇＢ参与 ＬＭ生物被膜的形成，但其具
体的分子机制尚未见完整报道。本研究首先利

用结晶紫染色法比较分析了不同温度（４、１５、２５
和３７℃）、ｐＨ（４、５、６和７）及ＮａＣｌ浓度（０．５％、
２．５％、４．５％和 ６．５％）对 ＬＭ野生型菌株
（ＷａＸ１２）与 ｓｉｇＢ缺失突变型菌株 （ＷａＸ１２
ΔｓｉｇＢ）生物被膜形成能力的影响。其次，为进一
步揭示ｓｉｇＢ影响单增李斯特菌生物被膜形成的
初步机制，比较了ＷａＸ１２菌株与ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ菌
株生物被膜活菌数、胞外多糖及胞外蛋白形成的

差异，从而为深入研究 ｓｉｇＢ影响 ＬＭ生物被膜形
成的途径和分子机制提供新的科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株

单核细胞增生李斯特菌野生型菌株 ＷａＸ１２
由本实验室于生猪肉中分离而得，血清型为４ｂ，
经过形态学分析、生化特性以及分子生物学鉴

定，由上海海洋大学农业部水产品贮藏保鲜质量

安全风险评估实验室保藏。ｓｉｇＢ缺失突变型菌
株ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ由本实验室构建并保存。
１．１．２　试剂和设备

戊二醛、结晶紫、无水乙醇及９８％浓硫酸均
购自上海国药化学试剂有限公司；氯化钾购自天

津市鼎盛鑫化工有限公司；苯酚购自上海展云化

工有限公司；福林酚及 ｌｏｗｒｙｒｅａｇｅｎｔ均购自
Ｓｉｇｍａ公司；脑心浸液培养基（ＢＨＩ培养基）、
ＰＡＬＣＡＭ培养基及脑心浸液琼脂均购自北京陆
桥技术有限责任公司；２４孔板、９６孔微孔板均购
自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＢｉｏＴｅＫ酶标仪，购自美国柏腾仪
器有限公司；振荡培养箱，购自上海知楚仪器有

限公司；ＪＹＰ２－ＩＩＮ超声波细胞粉碎机，购自宁波
新芝生物科技股份有限公司；离心机、金属浴，购

自美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。
１．２　方法
１．２．１　生物被膜的形成与测定

参照文献［１１］的方法并稍作改进。具体步
骤：将 ＷａＸ１２和 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ在 ＰＡＬＣＡＭ选择
性培养基平板上划线，３７℃静置过夜培养。分别
挑取单菌落至５ｍＬＢＨＩ液体培养基于３７℃、１８０
ｒ／ｍｉｎ震荡培养４～４．５ｈ至 ＯＤ６００＝０．２左右。
将Ｖ（菌悬液）∶Ｖ（ＢＨＩ液体培养基）＝１∶１００，按

每孔１ｍＬ加入到２４孔细胞培养板中，测定培养
７２ｈ形成的生物被膜。２４孔板用封口膜封口，
防止培养基蒸发。每组３个平行样，以无菌 ＢＨＩ
为空白对照。培养结束后，小心弃去孔中的培养

基，用无菌ＰＢＳ缓冲液洗涤３次，除去尚未形成
生物被膜的浮游菌体。室温干燥４５ｍｉｎ后，向每
个样品孔内加入１ｍＬ０．１％结晶紫溶液，染色
３０ｍｉｎ。染色结束后，用无菌 ＰＢＳ缓冲液洗涤３
次。室温风干后，加入１ｍＬ９５％的乙醇溶液脱
色３０ｍｉｎ，移取２００μＬ洗脱液于９６孔微孔板，最
后用酶标仪检测生物被膜菌的光吸收值

（ＯＤ６００）。
１．２．２　胞外多糖（ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）及胞外蛋白
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎ）的测定

菌株按 １．２．１培养，分别测定 ＷａＸ１２和
ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ在３７℃、ｐＨ ＝６及 ＮａＣｌ浓度为
２．５％条件下培养７２ｈ的生物被膜胞外多糖及
胞外蛋白的相对含量。参照文献［１４］的方法并
稍作改进。具体步骤：培养结束后，首先用酶标

仪测定菌液ＯＤ５９５的光吸收值。然后小心弃去孔
中的培养基，用无菌 ＰＢＳ缓冲液洗涤３次，以除
去尚未形成生物被膜的浮游菌体。加入 １ｍＬ
０．０１ｍｏｌ／Ｌ的氯化钾溶液重悬５ｍｉｎ，然后每个
样品孔超声５ｓ，间隙５ｓ，循环５次。超声结束
后，将菌液转移至１．５ｍＬ无菌离心管内，于４℃
条件下，转速为４０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ。随后
用直径０．２２μｍ的滤膜过滤上清液，以除去杂
质。胞外多糖的测定：吸取 １００μＬ滤液于 １．５
ｍＬ无菌离心管内，加入２００μＬ９８％的浓硫酸，
室温静置３０ｍｉｎ。随后加入２５μＬ６％的苯酚溶
液，置于９０℃ 金属浴中，温育５ｍｉｎ。移取２００
μＬ样品于 ９６孔微孔板内，最后用酶标仪检测
ＯＤ４９０的光吸收值，计算 ＯＤ４９０／ＯＤ５９５即为样品多
糖相对含量。胞外蛋白的测定：吸取４０μＬ滤液
于１．５ｍＬ无菌离心管内，加入 ２００μＬｌｏｗｒｙ
ｒｅａｇｅｎｔ溶液，室温静置１０ｍｉｎ。然后加入２０μＬ
福林酚溶液，室温静置３０ｍｉｎ。移取２００μＬ样
品于９６孔微孔板内，最后用酶标仪检测 ＯＤ７５０的
光吸收值，计算ＯＤ７５０／ＯＤ５９５即为样品胞外蛋白的
相对含量。

１．２．３　生物被膜活菌计数
菌株按 １．２．１培养，分别测定 ＷａＸ１２和

ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ在３７℃、ｐＨ ＝６及 ＮａＣｌ浓度为

５３６
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２．５％条件下培养７２ｈ的生物被膜活菌数。培
养结束后，用０．８５％的生理盐水稀释生物被膜
菌，取不同稀释液各０．１ｍＬ，涂布于３个 ＢＨＩ平
板上，３７℃培养２４ｈ，进行平板计数。重复实验
３次。
１．２．４　不同培养温度、ｐＨ及ＮａＣｌ浓度对李斯特
菌生物被膜形成的影响

将培养温度设定为 ４、１５、２５和 ３７℃，按
１．２．１，检测不同温度对生物被膜形成的影响。
配制ｐＨ分别为４、５、６和７的 ＢＨＩ，按１．２．１，比
较不同起始ｐＨ的生物被膜形成情况。分别配制
终浓度为０．５％、２．５％、４．５％和６．５％ ＮａＣｌ
的ＢＨＩ，按１．２．１，比较不同 ＮａＣｌ浓度下生物被
膜的形成情况。

１．３　数据处理
采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０、ＳＰＳＳ１７．０软件处理，对相

关数据进行统计分析。

２　结果

２．１　不同温度、ｐＨ及 ＮａＣｌ浓度对 ＷａＸ１２与
ＷａＸ１２－ΔｓｉｇＢ生物被膜形成能力的影响

由图１ａ中可知，ＬＭ生物被膜的形成与其生
长温度密切相关。在２５℃和３７℃李斯特菌形成
的生物被膜量大，表现出 ＯＤ６００值大，显著高于４
℃条件下的ＯＤ６００（Ｐ＜０．０１）。而在４℃条件下，
ＷａＸ１２与 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜的形成明显受
到抑制。另外，在１５℃ 、２５℃和３７℃条件下，
ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜形成量与 ＷａＸ１２相比显

著降低（Ｐ＜０．０５）。
图１ｂ显示，当ｐＨ＝７时，李斯特菌形成生物

被膜的ＯＤ６００最大；当ｐＨ＝４时，李斯特菌几乎不
形成生物被膜。此外，当 ｐＨ为７及６时，ＷａＸ１２
与ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜量存在显著差异（Ｐ＜
０．０５），而ｐＨ＝５时，两者生物被膜量并无显著差
异（Ｐ＞０．０５）。从图 １ｃ中可知，ＮａＣｌ浓度对李
斯特菌生物被膜的形成影响显著。当 ＮａＣｌ浓度
为０．５％时，李斯特菌生成的生物被膜量最大；
当ＮａＣｌ浓度在２．５％和４．５％时生成的生物被
膜量次之；当ＮａＣｌ浓度达到６．５％时，其ＯＤ６００值
极显著减少，李斯特菌几乎不能形成生物被膜。

此外，ＷａＸ１２与ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜形成量在
ＮａＣｌ浓度为０．５％、２．５％和４．５％时，均存在显
著差异（Ｐ＜０．０５）。

进一步利用变异系数分析不同培养条件对

ＷａＸ１２与 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜形成能力的影
响，图２结果显示，温度、ｐＨ及 ＮａＣｌ浓度对两者
生物被膜形成能力均有影响，其中温度的影响最

大，ＮａＣｌ浓度次之，ｐＨ最弱。图３分析结果进一
步表明，ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜的形成能力更易
受到培养条件的影响。计算 ＷａＸ１２与 ＷａＸ１２
ΔｓｉｇＢ分别在温度、ｐＨ及 ＮａＣｌ浓度培养条件影
响下成膜能力的 ＣＶ（％）差值可得：ΔＣＶ（温
度）％ ＝ ３．２５；ΔＣＶ（ｐＨ）％ ＝ １．１６；ΔＣＶ
（ＮａＣｌ）％ ＝２．１０，可见，温度对ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生
物被膜形成能力的影响最大。

图１　不同培养条件下ＷａＸ１２与ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜形成情况
Ｆｉｇ．１　ＢｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｙＷａＸ１２ａｎｄＷａＸ１２ΔｓｉｇＢｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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图２　不同培养条件对ＬＭ生物被膜形成能力影响的变异系数分析
Ｆｉｇ．２　ＣｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆＬＭ ｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图３　不同培养条件分别对ＷａＸ１２与ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ
生物被膜形成能力影响的变异系数分析

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｙ
ＷａＸ１２ａｎｄＷａＸ１２ΔｓｉｇＢｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　　最后，由表１可知，ＷａＸ１２与ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ分
别在３７℃、ｐＨ ＝６及２．５％ ＮａＣｌ培养条件下，
两者生物被膜的形成量差异最显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　ＷａＸ１２与 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜胞外多
糖、胞外蛋白及活菌数的测定

ＷａＸ１２与ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ分别在３７℃、ｐＨ＝６
及２．５％ ＮａＣｌ条件下，培养７２ｈ的生物被膜活
菌、胞外多糖及胞外蛋白的测定结果如图 ４所
示。图４ａ显示，ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ胞外多糖的相对含
量显著降低（Ｐ＜０．０５）。在 ｐＨ＝６条件下，
ＷａＸ１２与 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ胞外多糖的相对含量差
异显著（Ｐ＜０．０５），且与３７℃及２．５％ ＮａＣｌ条
件相比，两者的胞外多糖相对含量最高；在 ２．５
％ ＮａＣｌ条件下，ＷａＸ１２与 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ胞外多
糖的相对含量差异极显著（Ｐ＜０．０１）；而在３７℃
条件下，虽然两者的胞外多糖含量无显著差异

（Ｐ＞０．０５），但 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ胞外多糖相对含量
略低于ＷａＸ１２。

表１　不同培养条件下ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ与ＷａＸ１２生物膜形成量比例
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｂｉｏｆｉｌｍｂｉｏｍａｓｓｂｙＷａＸ１２ΔｓｉｇＢｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

培养条件

ｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

温度／℃
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

４ １５ ２５ ３７

ｐＨ

７ ６ ５ ４

ＮａＣｌ浓度／％
ＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

０．５ ２．５ ４．５ ６．５
（ＷａＸ１２－ΔｓｉｇＢ）／ＷａＸ１２（％） ９９ ８１ ８２ ８０ ８２．７ ７７．５ ９２．８ ９７ ８５．４ ７２．９ ７９．４ ８６．４

　　图４ｂ显示，ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ胞外蛋白的相对含
量显著降低（Ｐ＜０．０５）。在 ｐＨ＝６条件下，
ＷａＸ１２与 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ胞外蛋白的相对含量差
异显著（Ｐ＜０．０５），且与３７℃及２．５％ ＮａＣｌ条
件相比，两者的胞外蛋白相对含量最高；而在３７
℃及２．５％ ＮａＣｌ条件下，ＷａＸ１２与ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ
胞外蛋白的相对含量差异极显著（Ｐ＜０．０１）。最
后，由图４ｃ结果可知，ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜活
菌数略低于ＷａＸ１２，但无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

σＢ因子是 ｓｉｇＢ基因编码的产物，它是革兰
氏阳性菌对环境胁迫产生应答反应的主要调控

因子。在 ＬＭ中，σＢ介导特定基因的表达，使其
能在低 ｐＨ、氧化环境、乙醇、高渗透压、高温、低
温和高胆汁酸盐等环境胁迫压力下生存［８］。近

年来，有关ＬＭ生物被膜的研究主要建立在实验
室培养和检测ＬＭ生物被膜的标准方法以及分析
培养条件（营养、温度、接触面材料性质等）对 ＬＭ
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生物被膜形成的影响，另一方面则是利用各种转

座系统获得生物被膜形成的突变株，研究 ＬＭ生
物被膜形成的相关基因。然而，有关环境压力应

激因子ｓｉｇＢ在 ＬＭ生物被膜形成过程中的调节
机制仍不清楚。

图４　ＷａＸ１２与ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ分别在３７℃、ｐＨ ＝６及２．５％ ＮａＣｌ条件下
生物被膜胞外多糖、胞外蛋白及活菌数的测定结果

Ｆｉｇ．４　Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｌｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｂｉｏｆｉｌｍｏｆＷａＸ１２ａｎｄＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ
ａｔ３７℃，ｐＨ ＝６ａｎｄ２．５％ ＮａＣｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　众所周知，细菌的粘附和生物被膜的形成受
到许多因素的影响，如生长环境中的营养物质、

物体接触表面的状况、微生物种类、ｐＨ与温度
等［１５］。ＬＭ易在不锈钢片、玻璃及聚苯乙烯等常
见食品加工材料表面聚集形成生物被膜，

ＳＡＣＨＩＮ等 ［１６］研究发现温度降低，ＬＭ生物被膜
形成能力也随之降低，而且在营养贫瘠的培养基

中ＬＭ生物被膜形成能力反而强于营养富集的培
养基，可见细菌生物被膜的形成能力易受到环境

条件的影响。本研究利用结晶紫法比较分析了

不同培养条件（温度、ｐＨ及 ＮａＣｌ浓度）对 ＬＭ野
生型菌株（ＷａＸ１２）及 ｓｉｇＢ缺失突变型菌株
（ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ）生物被膜形成能力的影响，通过
变异系数分析结果显示，ＬＭ生物被膜形成能力
受温度的影响最大。ＡＬＥＸＡＮＤＲＡ等 ［１７］研究发

现肠炎沙门氏菌生物被膜形成能力更易受到 ｐＨ
的影响，可见不同种类细菌成膜能力的变异性受

外界环境条件的影响是有很大差异的。目前，有

关培养条件对 ＬＭ生长的影响研究报道颇多，研
究表明０～２０℃范围内，ＬＭ菌液的 ＯＤ６００增长极
慢，其最适生长温度为３７℃；ＬＭ在 ＮａＣｌ浓度为
０．５％～３．５％范围内生长良好，而当 ＮａＣｌ浓度
高于５．５％时，ＬＭ的生长明显受到抑制；ＬＭ在
低酸环境中不易生长，其最适生长 ｐＨ为７．５［１８］。
结合本研究结果可知，ＬＭ在不同培养条件下的
生长特性与其生物被膜的形成有一定对应关系，

可见细菌的生长速率可能直接影响其生物被膜

的形成。此外，图３结果表明，ｓｉｇＢ缺失突变型菌

株ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ生物被膜的形成更易受到培养
条件的影响，可见其对外界的耐受力减弱。与浮

游菌相比，ＬＭ生物被膜内细菌对外界的环境刺
激敏感性显著降低，尤其是对抗菌剂的敏感性。

目前研究表明，生物被膜内细菌的耐受机制可能

是由于生物被膜深层的细菌体积较小并且繁殖

能力弱，被胞外聚合物（ＥＰＳ）包裹，基本处于低营
养、低氧分压及高代谢产物的微环境，生长速度

相对迟缓［１９］。早期研究发现，作为生物被膜骨架

的ＥＰＳ是微生物自身代谢产物，是构成生物被膜
三维结构的关键因子，其在生物被膜形成过程中

起主要作用的组成成分为多糖、蛋白和胞外

ＤＮＡ［３］。胞外多糖及蛋白在细胞初始粘附及维
持生物被膜稳定中起着关键作用，ＳＵＴＨＥＲＬＡＮＤ
等［２０］研究混合菌属生物膜结构发现，只要存在能

合成胞外多糖的微生物菌属，就能形成成熟稳定

的生物膜，而 ＢＲＡＮＤＡ等［２１］研究表明假单胞菌

细胞结合型胞外蛋白 ＣｄｒＡ可促进更多的细胞与
胞外多糖结合，从而加快其生物被膜的形成。为

了进一步揭示 ｓｉｇＢ影响 ＬＭ生物被膜形成的初
步机制，我们发现缺失突变型菌株 ＷａＸ１２ΔｓｉｇＢ
胞外多糖及胞外蛋白的相对含量显著降低（Ｐ＜
０．０５），推测ｓｉｇＢ的缺失可能降低了细胞的粘附
性，从而降低了生物被膜的形成，其具体的分子

机制仍需进一步研究。

细菌生物被膜的形成一般分为五个阶段：初

始 粘 附 （ｉｎｉｔｉａｌａｔｔａｃｈｍｅｎｔ），不 可 逆 粘 附
（ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ）， 微 菌 落 形 成
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（ｍｉｃｒｏｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎ），成熟生物被膜（ｂｉｏｆｉｌｍ
ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ），播散期（ｃｅｌｌｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ）［２２］。近年

来，从基因水平分析细菌生物被膜的形成机制是

揭示其致病机理的重要研究方向，目前，已报道

与ＬＭ鞭毛合成及运动相关的基因（ｆｌａＡ、ｆｌｉＧ、
ｆｉｌＥ、ｍｏｔＡ、ｍｏｔＢ、ｄｅｇＵ、ｍｏｇＲ等），群体感应因子
转录调节子（ａｇｒＡ、ａｇｒＢ、ａｇｒＣ等）、主要毒力基因
ｐｒｆＡ等及热激蛋白转录因子 ｄｎａＫ等 ［１２］，这些基

因在ＬＭ生物被膜形成的初始粘附及成熟稳定阶
段都起着重要的作用。ＬＥＭＯＮ等［２３］研究发现在

ＬＭ细胞初始粘附阶段，鞭毛运动对生物被膜的
形成起着至关重要的作用。细菌的运动性在细

菌致病过程中发挥着重要的作用，而鞭毛有助于

细菌运动性，并且通过趋化运动对宿主细胞发挥

粘附或侵袭作用。细菌一旦完成粘附，成熟生物

被膜的形成主要依赖复杂的群体感应系统

（Ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）的调节，多数细菌生物被
膜的形成、发展及功能调节需要 ＯＳ信号分子参
与。ＡＵＲ?ＬＩＥ等［２４］研究表明在 ＬＭ生物被膜形
成的早期，与野生菌株相比，ａｇｒＡ突变菌株在聚
苯乙烯上形成生物被膜的能力明显降低。近年

来，研究主要毒力基因 ｐｒｆＡ在 ＬＭ生物被膜形成
过程中的调节机制也是一大热点，这对于揭示其

致病原理，具有重要的意义。然而，细菌的毒力

和环境适应能力是密切相关的，并不是独立的。

研究发现 σＢ对众多的毒力因子也具有调节作
用，并且与 ｐｒｆＡ的关系密切，也是重要的毒力调
节因子［２５］。细菌生物被膜的形成是多基因共同

参与调节的复杂体系，ＬＭ生物被膜形成过程中，
ｓｉｇＢ与其生物被膜相关基因之间是否存在一定
的调控关系？下一步本实验室的工作重点将从

转录组学水平上具体分析 ｓｉｇＢ影响 ＬＭ生物被
膜形成的分子机制。
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