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摘　要：运用电子扫描显微镜和胞外聚合物分析法研究副溶血弧菌在最适生长温度（３７℃）条件下在鱼鳞表
面形成生物被膜的动态过程、不同温度条件下在鱼鳞表面形成生物被膜的情况以及酸性电解水对其清除效

果。结果表明：（１）在３７℃条件下，１２～６０ｈ时间段内，细菌由初始的单细胞吸附发展成为具有明显三维立
体网状结构的成熟生物被膜，６０～７２ｈ时间段内生物被膜表面产生裂痕。生物被膜的量在形成的动态过程中
出现变化，１２～６０ｈ时间段内生物被膜的量不断增加，６０～７２ｈ时间段内生物被膜的量出现了轻微的减少；
（２）副溶血弧菌在４、１０、１５、２５、３７和４０℃条件下于鱼鳞表面生长６０ｈ后均可以形成生物被膜，其形成生物
被膜的量由高到低的次序是：３７℃＞２５℃＞４０℃＞１５℃＞１０℃ ＞４℃；（３）酸性电解水对所有温度条件下
形成的生物被膜均有良好的清除效果，处理后生物被膜变得稀疏，三维立体网状结构被破坏，连续处理１０ｍｉｎ
对胞外多糖和胞外蛋白的清除率分别达到６４．５４％和６１．４２％。
关键词：生物被膜；鱼鳞；副溶血弧菌；酸性电解水；清除

中图分类号：ＴＳ２０１．３　　　文献标志码：Ａ

　　生物被膜（Ｂｉｏｆｉｌｍ）是细菌生存的一种重要
形态。全球约８０％的食源性疾病的暴发都与生
物被膜密切相关，细菌生物被膜的形成是引发细

菌持续性感染的关键因素之一［１］。自然界中

９０％以上的食源性致病菌都能形成生物被膜［２］。

副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）作为中国水
产品中头号食源性致病菌，其引起的食物中毒事

件占总的食物中毒事件的６０％以上［３］。食用被

副溶血弧菌污染的食物可能引起肠胃炎疾病（伴

随腹痛、腹泻、恶心、呕吐等症状），严重时会导致

死亡［４］。该菌不仅可以在不锈钢、玻璃以及塑料

等常用于食品加工业的非生物材料表面形成生

物被膜［５］，还可以在虾壳、蟹壳等生物材料表面

形成生物被膜［６］，相较于细菌其抗性增加，更加

难以被清除［７］，因此极易造成水产品的严重污染

并导致疾病暴发。鱼类作为水产品的重要组成

部分，其消费量逐年递增，然而，目前针对副溶血

弧菌在鱼鳞表面形成生物被膜的研究尚未见报

道。因此，研究副溶血弧菌在鱼鳞表面形成生物

被膜的情况具有重要意义。

由于生物被膜的特殊结构，其内部细菌可以

抵抗宿主免疫应答，使得其耐药性远强于浮游态

细菌［８］。因此，生物被膜一旦形成就很难被传统

杀菌方法清除。酸性电解水作为一种新型消毒

剂，不仅可以用于制药和食品工业［９］，有效地杀

灭副溶血弧菌和其他细菌［１０１２］，还可以用来清除

细菌在非生物材料表面形成的生物被膜［１３］。相

较于传统消毒剂，酸性电解水的优势在于其拥有

较强的杀菌效果，且酸性电解水对自然环境和人

体健康具有无害性［１４１５］。
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选择水产品中分离的副溶血弧菌作为研究

对象，运用电子扫描显微镜和胞外聚合物分析法

系统地研究副溶血弧菌在最适生长温度下在鱼

鳞表面形成生物被膜的动态过程，并比较分析不

同温度条件下其在鱼鳞表面形成生物被膜的情

况。同时，还研究了酸性电解水对鱼鳞表面副溶

血弧菌生物被膜的清除效果，以期为有效控制和

清除水产品运输、储藏和加工过程中副溶血弧菌

生物被膜的污染提供可靠的数据基础。

１　实验方法

１．１　鱼鳞材料的处理
实验参照ＨＡＮ等［６］的方法并略做修改。实

验中用到的鱼购买自上海市芦潮港水产品交易

中心。首先用无菌剪刀将鱼鳞剪为直径１２ｍｍ的
圆形，然后将处理好的鱼鳞放入２４孔板中置于超
净工作台中，用紫外线对鱼鳞正反两面各照射３０
ｍｉｎ。
１．２　副溶血性弧菌的活化

所用的菌株为本实验室于水产品中分离得

到的副溶血弧菌 ＶＰＳ３６。将保存在 －８０℃冰箱
中的副溶血弧菌划线于 ＴＣＢＳ琼脂培养基上，３７
℃培养１６～２４ｈ，挑取单菌落接种于 ５ｍＬＴＳＢ
（ＮａＣｌ，３％）培养基中，置于转速２５０ｒ／ｍｉｎ恒温
（３７℃）摇床中培养１０ｈ，用酶标仪将菌液在６００
ｎｍ处的光学浓度（Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ）调为 ０．４
（ＯＤ６００ｎｍ＝０．４）。
１．３　副溶血性弧菌生物被膜的培养

参照 ＳＯＮＧ等［１６］的方法并略做修改。将鱼

鳞置于无菌２４孔板中，加入９９０μＬＴＳＢ培养基
以及１０μＬ调整好光学浓度的细菌悬浮液，分别
置于３７℃恒温培养箱中静置培养１２、２４、３６、４８、
６０和７２ｈ以及４、１０、１５、２５和４０℃恒温培养箱
中静置培养６０ｈ。培养结束后用酶标仪测定悬
浮液在５９５ｎｍ处的光学浓度值（ＯＤ５９５ｎｍ），随后
弃去悬浮液，用无菌磷酸盐缓冲液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）清洗３遍。
１．４　酸性电解水的制备

酸性电解水（ａｃｉｄｉｃｅｌｅｃｔｒｏｌｙｚｅｄｗａｔｅｒ，ＡＥＷ）
的制备参照文献［１７］的方法并略做修改。将
０．１５％氯化钠溶液置于电解水制备仪中电解１５
ｍｉｎ，得到酸性电解水。酸性电解水的理化指标
由ｐＨ／ＯＲＰ测定仪和氯检测试剂盒测得。制备

的酸性电解水需在制备后１ｈ内使用。酸性电解
水和无菌自来水（ｓｔｅｒｉｌｅｔａｐｗａｔｅｒ，ＳＴＷ）的理化
特性见表２。
１．５　用酸性电解水对鱼鳞表面副溶血弧菌生物
被膜进行浸泡处理

１．５．１　用酸性电解水对副溶血弧菌在不同温度
条件下形成生物被膜进行浸泡处理

将鱼鳞置于无菌６孔板中，加入５ｍＬ酸性
电解水（室温下）处理５ｍｉｎ后，移去酸性电解水，
加入中和缓冲溶液（ＰＢＳ，０．８％ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）反应２
ｍｉｎ，随后弃去处理液，用ＰＢＳ清洗３次。
１．５．２　用酸性电解水对副溶血弧菌在最适生长
温度条件下形成的生物被膜进行不同时间浸泡

处理

将鱼鳞（培养６０ｈ）置于无菌６孔板中，加入
５ｍＬ酸性电解水（室温下），分别处理１、２、５、８和
１０ｍｉｎ后，移去处理液，加入中和缓冲溶液反应２
ｍｉｎ，随后弃去处理液，用ＰＢＳ清洗３次。
１．６　生物被膜的检测
１．６．１　电子扫描显微镜观察鱼鳞表面副溶血弧
菌生物被膜

参照 ＫＵＭＡＲ等［１８］的方法并略做修改。将

鱼鳞置于无菌２４孔板中，加入１ｍＬ戊二醛溶液
（４％）隔夜固定，结束后用ＰＢＳ清洗３次，随后用
不同浓度梯度的乙醇（３０％，５０％，７０％，９０％和
１００％）对样品进行脱水处理各１０ｍｉｎ（１００％乙
醇处理两次），随后取出鱼鳞放置室温处自然风

干、喷金，用电子扫描显微镜观察生物被膜。

１．６．２　胞外聚合物分析
胞外多糖（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＥＰＣ）

与胞外蛋白（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＰＲ）的提取参
照文献［１９２１］的方法并略做修改。将鱼鳞置于
无菌２４孔板中，加入 １ｍＬ氯化钾溶液（０．０１
ｍｏｌ／Ｌ）冲洗，取悬浮液进行超声处理（每次５ｓ，
间隔５ｓ，循环５次）。将处理液转移至１．５ｍＬ无
菌离心管中，放入冷冻台式离心机（４℃，４０００
ｇ）中离心２０ｍｉｎ，用滤膜过滤（孔径０．２２μｍ），
保留滤液。其他步骤参照 ＫＩＭ等［２２］的方法并略

做修改。

胞外多糖的提取及测定：取滤液１００μＬ置于
１．５ｍＬ无菌离心管中，加入 ２００μＬ浓硫酸
（９８％），室温静置３０ｍｉｎ，加入２５μＬ的苯酚溶
液（６％），金属浴（９０℃）加热５ｍｉｎ。测定溶液

３９７
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在４９０ｎｍ处的光吸收值（ＯＤ４９０ｎｍ）。
胞外蛋白的提取及测定：取４０μＬ滤液于１．５

ｍＬ无菌离心管内，加入２００μＬｌｏｗｒｙｒｅａｇｅｎｔ溶
液，室温静置１０ｍｉｎ，加入２０μＬ福林酚溶液，室
温静置３０ｍｉｎ。测定溶液在７５０ｎｍ处的光吸收
值（ＯＤ７５０ｎｍ）。

胞外多糖与胞外蛋白的相对含量分别为

ＯＤ４９０ｎｍ／ＯＤ５９５ｎｍ和ＯＤ７５０ｎｍ／ＯＤ５９５ｎｍ。
１．７　数据处理

采用ＳＰＳＳ１９．０软件对实验中获得的数据进
行单因素方差分析（Ｐ＜０．０５为显著性差异），用
Ｏｒｉｇｉｎ８．０作图。

２　结果与分析

２．１　副溶血弧菌在最适生长温度条件下在鱼鳞
表面形成生物被膜的动态过程

首先研究副溶血弧菌在最适生长温度条件

下（３７℃）在鱼鳞表面形成生物被膜的动态过
程。电子扫描显微镜结果（图１）表明，１２～２４ｈ
时，副溶血弧菌以单细胞和多细胞团簇的形式随

机吸附在鱼鳞表面。２４～３６ｈ时，细菌在鱼鳞表
面局部区域大量聚集，形成零散的生物被膜。随

着培养时间的延长（４８ｈ），生物被膜的范围不断
扩大，并与邻近区域的生物被膜连接，生物被膜

在鱼鳞表面的覆盖范围进一步扩大，并初步形成

三维结构。６０ｈ时，副溶血弧菌细胞间的连接更
加紧密，形成致密的具有明显三维立体网状结构

的成熟生物被膜。培养７２ｈ时，生物被膜表面出
现明显的裂缝，但细菌细胞间的连接依然紧密。

胞外聚合物分析结果（图２）表明，副溶血弧
菌生物被膜形成的动态过程中，胞外蛋白量始终

多余胞外多糖的量。１２～６０ｈ时间段内，胞外多
糖和胞外蛋白的量随着培养时间的增加均增加，

６０ｈ时达到最大值［胞外多糖（０．５８１），胞外蛋白
（１．２１３）］，培养７２ｈ时［胞外多糖（０．４７９），胞
外蛋白（１．０４８）］，两者的量均出现轻微的减少。
这与生物被膜形成的动态过程中其结构的变化

结果相符。生物被膜结构最为致密时其胞外多

糖和胞外蛋白的含量也最高。

图１　副溶血弧菌在鱼鳞表面形成生物被膜动态过程的电子扫描显微镜图（５０００倍）
Ｆｉｇ．１　ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ（５０００×ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）ｏｆｄｙｎａｍｉｃｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆ
Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｂｉｏｆｉｌｍｄｅｖｅｌｏｐｅｄｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｆｉｓｈｓｃａｌｅ

４９７
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相同颜色柱子上的不同字母表示具有显著性差异（Ｐ＜

０．０５）。所有实验做３次平行

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｏｒｃｏｌｕｍｎｉｍｐｌｉｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ａｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｏｎｅ３ｔｉｍｅｓｉｎ

ｐａｒａｌｌｅｌ

图２　副溶血弧菌在鱼鳞表面形成生物被膜的
动态过程中胞外多糖与胞外蛋白的量的变化

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＥＰＣａｎｄＥＰＲｉｎｔｈｅ
ｄｙｎａｍｉｃｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

ｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍｅｄｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｆｉｓｈｓｃａｌｅ

２．２　不同温度条件下副溶血弧菌在鱼鳞表面形
成生物被膜的情况

胞外聚合物分析结果表明，副溶血弧菌在本

文测定的所有温度条件（４、１０、１５、２５、３７和 ４０
℃）下均可以形成生物被膜，且在３７℃条件下形
成的生物被膜的量最多［胞外多糖（０．５８１），胞外
蛋白（１．２１３）］。在一定温度范围（４～３７℃）内，
生物被膜的量随着培养温度的增加而增加。与

最适生长温度相比，过高的温度（４０℃）条件下
副溶血弧菌形成生物被膜的量降低［胞外多糖

（０．４８７），胞外蛋白（０．８３７）］。值得注意的是，常
用于冰箱储藏温度的４℃并没有完全抑制副溶
血弧菌在鱼鳞表面形成生物被膜。综上所述，高

温（２５℃，３７℃和４０℃）相较于低温（４℃，１０
℃和１５℃）更有利于副溶血弧菌在鱼鳞表面形
成生物被膜，且其形成生物被膜的量由高到底低

的次序是：３７℃ ＞２５℃ ＞４０℃ ＞１５℃ ＞１０℃
＞４℃。见表１。
２．３　酸性电解水对鱼鳞表面副溶血弧菌生物被
膜的清除效果研究

２．３．１　酸性电解水对不同温度条件下副溶血弧
菌在鱼鳞表面形成的生物被膜的清除效果

酸性电解水和无菌自来水的理化特性见表

２。

表１　副溶血弧菌在不同温度条件下在鱼鳞表面形成生物被膜的情况及酸性电解水对其清除效果
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｉｃａｃｙｏｆＡＥＷ ｉｎｅｒａｄｉｃａｔｉｏｎｏｆＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ
ｂｉｏｆｉｌｍｄｅｖｅｌｏｐｅｄａｔｖａｒｉｏｕｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｆｉｓｈｓｃａｌｅ

温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃
４ １０ １５ ２５ ３７ ４０

胞外多糖

ＥＰＣ

处理前 Ｂｅｆｏｒｅ ０．２０６±０．００９ａ ０．２８３±０．００９ｂ ０．３９５±０．０１ｃ ０．５０８±０．０２ｄ ０．５８１±０．０１ｅ ０．４８７±０．００６ｆ

处理后 Ａｆｔｅｒ ０．０６６±０．００７ａ ０．０９９±０．０１２ａ ０．１４６±０．００７ｂ ０．２０８±０．００８ｃ ０．２９４±０．０３２ｄ０．２１４±０．００９ｃｅ

清除率

Ｅｒａｄｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅ／％ ６７．８０ ６４．９０ ６２．９５ ５９．１２ ４９．３４ ５５．９９

胞外蛋白

ＥＰＲ

处理前 Ｂｅｆｏｒｅ ０．４９６±０．００６ａ ０．６８４±０．００６ｂ ０．８１５±０．００６ｃ ０．９１２±０．００７ｄ １．２１３±０．０２ｅ ０．８３７±０．０１３ｃｆ

处理后 Ａｆｔｅｒ ０．１６４±０．００６ａ ０．２６±０．００９ａ ０．３２６±０．００９ｂ ０．４０１±０．０１１ｃ ０．６４９±０．０２６ｄ０．３９３±０．０１１ｃｅ

清除率

Ｅｒａｄｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅ／％ ６７．００ ６２．０４ ６０．０５ ５６．０３ ４６．４７ ５３．０１

注：同一行中不同的字母表示具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。所有实验平行做３次
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅｉｍｐｌｉｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ａｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｏｎｅ３ｔｉｍｅｓｉｎｐａｒａｌｌｅｌ

表２　酸性电解水和无菌自来水的理化特性
Ｔａｂ．２　ＰｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＡＥＷ ａｎｄＳＴＷ

ｐＨ 氧化还原电位

Ｏｘｉｄａｔｉｏｎｒｅｄｕｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ
有效氯浓度

Ａｖａｉｌａｂｌｅｃｈｌｏｒｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／Ｌ）
酸性电解水 ＡＥＷ ２．１９±０．０４ １１７９．０±７．０ ４５．００±２．７３
无菌自来水 ＳＴＷ ６．８０±０．０１ ３５０．２±３ ０．２０±０．０３

５９７
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　　用酸性电解水分别对副溶血弧菌在不同温
度条件（４、１０、１５、２５、３７和４０℃）下形成的生物
被膜进行浸泡处理 ５ｍｉｎ，结果见表 １。可以看
出，酸性电解水对副溶血弧菌在４、１０、１５、２５、３７
和４０℃条件下在鱼鳞表面形成的生物被膜均具
有清除效果，对生物被膜内胞外多糖与胞外蛋白

的清除率分别达到６７．８０％，６４．９０％，６２．９５％，
５９．１２％，４９．３４％，５５．９９％和６７．００％，６２．０４％，
６０．０５％，５６．０３％，４６．４７％，５３．０１％。其中对
４℃条件下形成的生物被膜的清除率最高，对
３７℃条件下形成的生物被膜的清除率最低。用
扫描电子显微镜观察３７℃条件下形成的生物被
膜经酸性电解水浸泡处理后生物被膜和细菌表

面结构及形态的变化，结果（图版２～３）表明，浸
泡处理后，生物被膜变得稀薄，三维立体网状结

构被破坏，大部分生物被膜被清除，此外，细菌表

面变得粗糙，甚至出现破裂现象。作为对照，用

无菌自来水对副溶血弧菌在３７℃形成的生物被
膜进行浸泡５ｍｉｎ处理，结果（图３ａ）表明，其对
生物被膜内胞外多糖与胞外蛋白的清除率为

２２．３８％和２１．０２％。这些结果表明，酸性电解水
不仅可以清除副溶血弧菌在鱼鳞表面形成的生

物被膜，还可以杀伤甚至杀死生物被膜内的副溶

血弧菌，且其对生物被膜的清除效果强于无菌自

来水。

相同颜色柱子上的不同字母表示具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。所有实验做３次平行

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｏｒｃｏｌｕｍｎｉｍｐｌｉｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ａｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｏｎｅ３ｔｉｍｅｓｉｎｐａｒａｌｌｅｌ

图３　酸性电解水和无菌自来水对副溶血弧菌生物被膜中胞外多糖与胞外蛋白的清除效果
Ｆｉｇ．３　ＡｍｏｕｎｔｏｆＥＰＣａｎｄＥＰＲｉｎＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

ｂｉｏｆｉｌｍａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡＥＷ ａｎｄＳＴＷ ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

２．３．２　处理时间对酸性电解水清除鱼鳞表面副
溶血弧菌生物被膜效果的影响

由于酸性电解水对副溶血弧菌在３７℃条件
下形成的生物被膜的清除率最低，因此选择其在

３７℃条件下形成的生物被膜作为研究对象，用酸
性电解水对其进行１ｍｉｎ，２ｍｉｎ，５ｍｉｎ，８ｍｉｎ和
１０ｍｉｎ浸泡处理，观察连续１０ｍｉｎ浸泡处理过程
中酸性电解水对生物被膜清除效果的变化。胞

外聚合物分析结果（图４）表明，酸性电解水对生
物被膜中胞外多糖和胞外蛋白的清除率随时间

的增加而增加，连续处理１０ｍｉｎ后清除率达到最
大值 ［胞 外 多 糖 （６４．５４％），胞 外 蛋 白
（６１．４２％）］。用电子扫描显微镜观察酸性电解

水连续处理１０ｍｉｎ后生物被膜以及细菌表面结
构及形态的变化。由图版４～５可以看出，生物
被膜变得更加稀薄，绝大部分生物被膜被清除，

剩余的生物被膜零散的分布在鱼鳞表面，且主要

以多细胞簇的形态存在，细菌表面变得更加粗糙

且细菌裂解程度进一步加剧。这表明延长浸泡

时间可以增强酸性电解水对生物被膜的清除效

果。作为对照，用无菌自来水对生物被膜进行１０
ｍｉｎ连续浸泡处理后，结果（图３ｂ）表明，其对胞
外多糖和胞外蛋白的清除率分别为 ２６．８５％和
２４．７３％，这表明无菌自来水对生物被膜的清除
效果不会随浸泡时间的延长而明显增强。

６９７
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相同颜色线上的不同字母表示具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

所有实验平行做３次

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｏｒｌｉｎｅｉｍｐｌｉｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ａｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｏｎｅ３ｔｉｍｅｓｉｎ

ｐａｒａｌｌｅｌ

图４　酸性电解水对副溶血弧菌生物被膜
处理不同时间后胞外多糖与胞外蛋白的量的变化

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅａｍｏｕｎｔｏｆＥＰＣａｎｄＥＰＲ
ｉｎＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｂｉｏｆｉｌｍａｆｔｅｒ
ｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡＥＷ ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

　　还观察了在连续１０ｍｉｎ处理过程中酸性电
解水的理化特性的变化，结果见表３。处理５ｍｉｎ
时，ｐＨ由 ２．１９升高到 ６．２６，氧化还原电位
（ＯＲＰ）和有效氯浓度（ＡＣＣ）则分别由１１７９．０
ｍＶ和４５ｍｇ／Ｌ降低到１７６．９ｍＶ和８ｍｇ／Ｌ。处
理１０ｍｉｎ时，ｐＨ升高到 ６．９７，氧化还原电位
（ＯＲＰ）和有效氯浓度（ＡＣＣ）则分别降低到７０．７
ｍＶ和２ｍｇ／Ｌ。

３　讨论

生物被膜是一个由单个或者多个种群的细

菌在接触表面装配的复杂过程。细菌吸附在接

触面分泌胞外多糖、胞外蛋白及核酸等物质将自

身包裹在其中形成生物被膜［２３］。胞外多糖和胞

外蛋白作为生物被膜最主要的组成成分，不仅可

以促进细菌的黏附、生物被膜的形成以及维持生

物被膜结构的稳定［２４］，同时还可以阻止各种杀菌

剂中的大分子在生物被膜中的扩散从而大大降

低了传统杀菌剂的杀菌效果［２５２６］，使得生物被膜

一旦形成就难以被清除。

在对副溶血弧菌形成生物被膜的动态过程

的研究中发现，这个过程大致可以分为 ４个阶
段：第一阶段，细菌的黏附期（０～２４ｈ）；第二阶
段，生物被膜的形成期（２４～４８ｈ）；第三阶段，生
物被膜的成熟期（４８～６０ｈ）；第四阶段，生物被
膜的播散期（６０～７２ｈ）。生物被膜形成的前３阶
段，胞外多糖与胞外蛋白的量随着培养时间的延

长不断增加，６０ｈ时两者的量达到最大值。生物
被膜的播散期，其表面出现明显的裂纹，同时胞

外多糖和胞外胞外蛋白的量也出现轻微的减少，

这可能是由于培养基中营养物质的消耗、群体感

应系统调节以及代谢产物的产生引起的，需要进

一步验证。

表３　酸性电解水处理副溶血弧菌生物被膜的过程中其理化特性变化
Ｔａｂ．３　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＡＥＷ ｄｕｒｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ

Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ
理化特性

Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ
处理时间 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ／ｍｉｎ

０ １ ２ ５ ８ １０
ｐＨ ２．１９±０．０４ａ ３．９８±０．０１１ｂ ５．６２±０．０９４ｃ ６．２６±０．０６２ｄ ６．６４±０．０４６ｅ ６．９７±０．０３５ｆ

氧化还原电位

Ｏｘｉｄａｔｉｏｎｒｅｄｕｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ １１７９±７．０ａ ６１２．６±５．１ｂ ３５３．７±８．１６ｃ １７６．９±４．７８ｄ １０６．１±３．６５ｅ ７０．７±２．０６ｆ

有效氯浓度

Ａｖａｉｌａｂｌｅｃｈｌｏｒｉｎｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／Ｌ）

４５±２．７３ａ ２４±１．０２ｂ １４±０．６ｃ ８±０．４９ｄ ５±０．３７ｅ ２±０．２５ｆ

注：同一行中不同的字母表示具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。所有实验做３次平行
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅｉｍｐｌｉｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ａｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｏｎｅ３ｔｉｍｅｓｉｎｐａｒａｌｌｅｌ

　　此外，还观察了不同温度条件（４、１０、１５、２５、
和４０℃）下副溶血弧菌在鱼鳞表面形成生物被
膜的情况。结果表明，该菌在测定的所有温度条

件下均可以形成生物被膜，且在３７℃条件下形
成的生物被膜的量最多。与最适生长温度（３７

℃）相比，过高的温度（４０℃）条件下其形成生物
被膜的量降低，这可能是高温引起的细菌热休克

现象导致的，后续将做进一步深入研究。

酸性电解水作为一种新型消毒剂，其不仅被

用来杀灭各种细菌［２７］，还被用来清除非生物材料

７９７
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表面细菌形成的生物被膜［２８］。酸性电解水对副

溶血弧菌在不同温度条件（４、１０、１５、２５、３７和４０
℃）下在鱼鳞表面形成的生物被膜均表现出良好
的清除效果，且适当的延长浸泡时间可以增强其

清除效果。其中对３７℃条件下形成的生物被膜
清除效果最弱，这可能是由于３７℃条件下形成
的生物被膜的量最多，清除生物被膜所需要的氧

化还原电位和有效氯也更多。在连续１０ｍｉｎ处
理过程中，随着反应时间的延长，酸性电解水对

生物被膜的清除效果不断增强，但清除速率逐渐

降低，这是由于在处理过程中氧化还原电位和有

效氯不断被消耗，处理１、２、５、８和１０ｍｉｎ时，二
者分别消耗了４８．０５％、７０．０％、８５．０％、９１．０％、
９４％和４７％、６９％、８３％、８９％、９６％，这说明氧化
还原电位和有效氯的消耗量与酸性电解水清除

生物被膜的清除速率成反比。

综上，副溶血弧菌可以在测定的所有温度条

件下在鱼鳞表面形成生物被膜。酸性电解水通

过清除生物被膜内的胞外多糖和胞外蛋白，破坏

生物被膜的整体结构，从而达到清除鱼鳞表面副

溶血弧菌生物被膜的效果。
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