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摘  要：细菌生物被膜(Biofilm，BF)由物体表面集聚生长的微生物群落和自身分泌的胞外物质

构成，是造成细菌产生多重耐药性的原因之一。可靠、简单和快速的 BF 检测方法有助于有效预

防和治疗相关疾病。基于不同原理的检测与分析方法已广泛用于 BF 研究中，本文从生物学方法、

物理方法和化学方法等方面对 BF 检测方法进行总结，重点阐述显微镜技术在 BF 检测中的应用。

并介绍了近年来发展的拉曼光谱、质谱成像、MALDI-TOF-MS 等新技术，同时比较其优点和局

限性，以便研究者找到最合适和最新的研究方法。 
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Abstract: Bacterial biofilms (BF) are surface-attached communities of cells embedded in an 
extracellular polymeric matrix. The cells are composed of polymers produced by the microorganisms 
themselves. Biofilm is a cause of multidrug resistance. A simple, reliable, quick biofilm analysis 
method facilitates the effective prevention and treatment of infectious diseases. In recent years, 
numerous methods for analyzing biofilm based on various principles have been developed. In this 
review, common microbiological, physical, and chemical methods of biofilm analysis are 
summarized, with a focus on the application of microscopy methods. New technologies such as 
Raman spectroscopy, imaging mass spectroscopy, and matrix-assisted laser desorption 
ionization-time of flight analysis are being applied in biofilm research. Accordingly, this review 
highlights the advantages and limitations of several methods with a view to assisting scientists in 
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determining the most appropriate and up-to-date methods for their continued research. 

Keywords: Biofilm, Analysis methods, Microscopy method, Advantage, Limitation 

细菌生物被膜(Biofilm，BF)由物体表面集聚生

长的微生物群落和细胞外以及自身分泌的基质构

成[1]。在自然界中，任何细菌在成熟条件下都能以

BF 形式存在，并且可出现于包括自然的、人工的

及宿主体内环境的任何生态系统中[2]。BF 的形成是

一个复杂的过程，主要包括黏附、增殖、聚集、成

熟和分离几个主要阶段[3-4](图 1)。细菌 BF 状态被

认为是细菌适应恶劣环境而形成的一种保护模式。

BF 对抗生素及宿主的免疫反应不敏感，导致感染

性疾病迁延不愈，浪费大量的人力及物力，形成了

公共卫生问题[5]。因此，可靠、简单和快速的检测

方法有助于预防和治疗 BF 引起的相关疾病。基于

不同原理的检测方法已广泛用于 BF 的研究[6]，其

优点和局限性见表 1。本文重点阐述显微镜技术在

BF 检测中的应用，并介绍近年来发展检测 BF 的新

技术如：拉曼光谱、质谱成像和 MALDI-TOF-MS

等，以便研究者找到最合适和最新的研究方法。BF

的检测方法主要有生物学方法、物理或化学方法、

显微镜技术以及近年来发展的检测细菌 BF 新   

技术。 

1  生物学方法 

1.1  96 孔微量板定量检测法 

微量板定量检测法用于定量检测 BF 的形成

能力，用稀释倍数来量化细胞适用于每个微生物

实验室研究[7]。此方法常与光学显微镜结合来定

量和定性评估 BF 的形成能力和耐药性[8]。Chavant

用一种固定化的磁珠放入培养基中形成 BF，收集

磁珠后用特定的公式来定量计算生物被膜，这种

方法已经被用于研究 BF 形成的动态规律和基质

成分[9]。 

1.2  定量聚合酶链式反应(qPCR) 

定量聚合酶链式反应(Quantitative PCR，qPCR)

是细菌 BF 的定量分析方法。这种方法由于存在游

离细胞外 DNA (eDNA)和死细胞 DNA 的影响，其

测定值可能大于实际值[10]。为了不计算活细胞之外

DNA，样品可以在 DNA 提取前用叠氮溴化丙锭

(Propidium monoazide, PMA)处理[11]。PMA 只进入

膜受损的细胞并与 eDNA 相互作用[12]，提取过程中

修饰过的 DNA 在 qPCR 期间不会扩增[13]。因此

PMA-qPCR 可用于精确计算 BF 中活细胞的数量和

定性分析单个细菌群落的 BF[14]。 

2  物理方法 

通过干重或湿重可以间接测量 BF 生物量。

Trulear 用干燥载玻片与 BF 之间的重量差计算 BF

生物量和体积密度[15]。还可以将细胞的表面进行涡

旋，用过滤后释放的组分来计算 BF 生物量[16]。因

为没有从表面去除整个 BF，并且小分子可以通过

过滤器，所以可能低估 BF 生物量。 

 

 
 

图 1  细菌生物被膜的形成过程 
Figure 1  The formation of bacterial biofilm 
注：EPS：胞外聚合物. 

Note: EPS: Extracellular polymeric substances. 
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表 1  BF 的测量方法 
Table 1  Measurement methods of bacterial biofilm 

类型 

Types 

方法 

Method 

应用 

Application 

优点 

Advantages 

局限性 

Limitations 

生物学方法 

Microbiological 
methods 

96 孔微量板定量

检测法 

定性细菌形成 BF，结合染

色法定量 BF 的形成能力 

定量检测，适用所有实验室，

同时处理大批样品 

由于边缘液体易挥发导致测

定值过高 

qPCR 基于靶向 DNA 片段的扩

增，间接评估细胞总数 

快速，量化不同物种的 BF 昂贵，高估细胞数量 

 PMA-qPCR 使用 PMA 预处理样品，

PCR 评估活细胞数 

快速，只能量化活细胞，eDNA

不会干扰 

只基于 BF 细胞的完整性进

行评估 

物理方法 

Physical 
methods 

重量 通过干重或湿重间接测量

BF 生物量 

易执行，不需昂贵的设备 耗时，灵敏度低，准确度低

电化学阻抗谱 基于电化学反应 BF 的间

接测量 

非破坏性方法，实时和原位观察 由于 BF 异质性导致数据难

以解读 

 超声时域反射计 通过声阻抗间接测量 BF

生物量和厚度 

非破坏性方法，实时和原位观察 特殊异质 BF 难测量，薄的

BF 灵敏度低 

化学方法 

Chemical 
methods 

CV 染色法 通过 CV 染色间接测定 BF

生物质 

用于不同细菌种类，高通量，

不需去除 BF 

重复性差，敏感性差，无固

定标准 

试卤灵试验 通过化学还原染料间接测

量 BF 代谢活性 

耗时少，便宜，无毒，可以通

过分光荧光测定 

检测限低，难以用于多菌种

BF(代谢率不同) 

 EPS 提取 分析 EPS 组合物 解密 EPS 的糖和蛋白质组成 有细胞内含物污染 

 基于 ESP 磷脂测

量 BF  

通过定量 ESP 磷脂间接测

量活细胞 

适用于广泛范围的微生物，可

估计其活力 

耗时，灵敏度低，对脂质污

染敏感 

 CLSM＋FLBA 检测和分析 EPS 多糖组成 解密糖的空间分布和 EPS 的

组成 

荧光探针成本高 

 抗 EPS 抗体 检测并定位 EPS 结构 特异性高，需定位 EPS 特定成分 成本高  
 
 
 
 

2.1  电化学阻抗谱(Electrochemical impedance 

spectroscopy，ECIS) 

电化学阻抗谱用于研究细菌 BF 电化学系统，

间接评估细菌 BF 生物量[17]。ECIS 通过检测氧化还

原溶质扩散系数的变化，记录在电极上测量的电化

学反应。电极上氧化还原溶质(示踪剂)的反应取决

于局部传质系数，随着 BF 厚度增加，示踪剂电流

逐渐降低，利用数码相机可以直接观察 BF。 

2.2  超声时域反射计 

超声时域反射计是用于测量 BF 厚度的物理方

法[18]。从 BF 一侧界面测量的声阻抗差值得到 BF

厚度。Schultz 等测量了边界层流动中平均湍流速度

的分布，并报道了 BF 厚度与表面摩擦系数之间的

相关性[19]。另一种方法是用直接和间接测量生物污

染的组合监测器，在热交换器单元中监测流体输送

特性，通过摩擦阻力和传热阻力的数学计算来实现

BF 检测[20]。 

3  化学方法 

化学方法是一种检测细菌特定 BF 组分的间接

方法，利用能够吸附结合到 BF 组分上的荧光染料

测量特定组分。用于研究 BF 的化学方法有很多，

除了下面介绍的方法之外还有 Syto9/PI 染色法、荧

光二乙酸试验、1,9-二亚甲基蓝试验和色氨酸定量

试验[21]。 

3.1  结晶紫(Crystal violet，CV)染色法 

结晶紫染色是最常用的定量检测细菌 BF 的化

学方法[22]。这个方法可染色活细胞、死细胞以及存

在于 BF 基质中的一些成分，从而非常适合量化总

BF 生物量，用于各种 BF 形成的测定。本课题组通

过该方法鉴定了猪链球菌 BF 并筛选出 BF 形成能力



2266 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

强弱菌株[23-26]。 

3.2  比色法 

3.2.1  XTT/TTC 试验 

比色法用于测量细菌 BF 组分含量，原理是将

特定底物的细胞代谢物转化成可用分光光度计测

定的有色产物。Koban 研究试剂 3,3ʹ-[1-(苯氨酰

基 )-3,4-四 氮 唑 ]- 二 (4-甲 氧 基 -6-硝 基 ) 苯 磺 酸 钠

(XTT)，被活菌代谢为甲躜[27]。最近使用优化了的

另一种四唑盐 TTC (2,3,5–氯化三苯基四氮唑)来量

化 BF 中细菌的代谢活性[21]。 

3.2.2  试卤灵(Resoruffn)试验 

刃天青又称阿尔玛蓝，是一种稳定的氧化还原

指示剂，通过代谢活细胞被还原成试卤灵，用于量

化 BF 的代谢活性[28]。刃天青和 CFU 计数得到的结

果之间具有良好的相关性[29]。应用 BF (非浮游)细

胞获得的数据建立标准曲线。同时可以用新鲜培养

基与刃天青钠盐一起添加到 BF 上，更准确地量化

BF 活性。不同细菌代谢刃天青的速率不同，因此

难以应用多微生物菌落。 

4  显微镜技术 

BF 生物量和细胞活力可以通过显微镜来观察。

在表 2 展现了几种显微镜方法的优点和缺点。光学

显微镜技术是形成视觉观察 BF 的基本技术。de 

Carvalho 使用光学显微镜对 BF 结构和生物量进行

了研究[30]。 

激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 ( C o n f o c a l  l a s e r 

scanning microscopy，CLSM)用于观察 BF 的空间结

构[31]和形态差异。本课题组通过此方法观察到猪链

球菌在体外能够形成 BF 并观察到 BF 的形态[32]。

此方法还可以用特异性的荧光探针(常用核酸染料

SYTO-9 和 SYBR-Green 标记[33])进行 BF 的 CLSM

成像。CLSM 可以用于分析胞外聚合物(Extracellular 

polymeric substances，EPS)的分布和原位表征，结

合荧光凝集素来检测分析 EPS 碳水化合物，多糖化

合物及其在 BF 内的分布[34]。CLSM 可以与特异性

细胞荧光探针结合，获得 EPS 分布的 3-D 图像[35]，

结合特异性抗体可以检测 BF 中一些特定的胞外多

糖纤维束。荧光原位杂交(Fluorescence in situ 

hybridization，FISH)或衍生的方法可以在多物种 BF

的条件下分析种间的竞争和干扰，确定 BF 形成的

关键分子决定簇[36]。可以利用 CLSM 分析 BF 中死

亡的细胞，观察 BF 中局部细胞死亡及其调控机 
 

 

制[37]，并评估多种抗微生物制剂对 BF 活力的影  

响[38]。Davison[39]提出了观察杀菌剂对革兰阳性菌

BF 作用方式的间接标记程序，Bridier 将此方法扩

展到革兰阴性菌[40]。 

扫描电子显微镜(Scanning electron microscope，

SEM)提供了关于空间结构的信息并且能够检测

EPS 的存在[41]。SEM 方法已经用于细菌和真菌 BF

的定量测定[42]，同时还可以评估 BF 的表型特征[43]。

我们采用 HE 染色和扫描电镜观察，发现猪链球菌

在斑马鱼体内呈细菌聚集趋势，发现了类似于“BF”

样的细菌集簇[32]。利用此方法分析野生株和 luxS

缺失株 BF 的图像，为进一步分析链球菌中 luxS 的

功能和 BF 形成和毒力的关键作用奠定了基础[44]。

冷冻扫描电镜(Cryo-scanning electron microscope，

Cryo-SEM)允许在冷冻水合状态下保存 BF，观察

BF 的内部结构，揭示细菌如何相互连接。环境扫

描电镜(Environmental scanning electron microscope，

ESEM)可以在高放大倍数下进行观察含水和非导

电的活菌 BF，不受人为操作对样品形态破坏和假

象产生的影响 [45]。聚焦离子束扫描电子显微镜

(Focused ion beam scanning electron microscope，

FIB-SEM)是一种用于探索 BF 内部结构的工具。通

过称为“切片和视图”的过程获得 3-D 重建，并通过

软件连续获得图像切片以重建 3-D 模型。原子力显

微镜(Atomic force microscope，AFM)用于在非破坏

性条件下纳米至微米尺度上对生物样品的成像。用

于确认通过定量(活细胞计数，CV 染色)或其他成  

像(光学显微镜，SEM)技术获得的结果。在检查   

的样品表面特征中，来自 AFM 图像可以定量 BF 生

物量[46]。 
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表 2  显微技术应用于 BF 的研究 
Table 2  Microscopy techniques applied to the study of biofilms 

显微镜技术 

Microscopy 
technique 

应用 

Application 

优点 

Advantages 

局限性 

Limitations 

光学显微镜 

Light microscopy 

形成视觉识别，定量评估，与透射

电子显微镜或 SEM 组合使用 

样品制备简单，便宜，容易操作，样

品成像范围大 

放大倍数和分辨率有限，部

分样品需要染色，缺乏细节

CLSM 观察 BF 空间结构，分布，抗生素

对细胞活力的影响 

观察 BF 的空间结构，样品的 3-D 图

像，无需计算机处理 

需要荧光团，观察的分子数量

有限，荧光探针，天然荧光的

干扰 

SEM BF 空间结构研究，评估抗生素药

物的作用，形成 BF 动力学评估 

分辨率高，能够成像复杂的形状，放

大倍数大 

样品制备繁琐，会破坏样品

结构，缺乏垂直分辨率 

Cryo-SEM 表面结构，内部的结构细节(冻结

断裂)，液体，半液体和光束敏感

样品 

分辨率高，需在完全水合状态下观察，

样品制备简单快速，破坏少 

分辨率低，样品可能溶化，

设备昂贵 

E-SEM 自然状态下成像，原位和实时动态

研究 

BF 完整，无需预处理，在水合和非导

电中观察 

湿样品分辨率低，样品可能 

损伤 

FIB-SEM BF 内部结构，3D 结构，研究环境

BF 

不容易产生假象，研究 BF 内部结构 需要真空，离子束损坏会降

低分辨率 

AFM 确认其他技术获得的结果，确定

BF 粘附力，强度，原位成像 

无破坏性，预处理少，原位成像，提

供表面 3D 图像  

观察范围小，测量会带来样

品损伤 

 

5  近年来发展的检测细菌 BF 方法 

5.1  基于拉曼光谱技术分析 BF 胞外物质 

拉曼光谱技术用于检测 BF 基质的化学成分和

组成[47]，探索细菌细胞壁的精细结构[48]，研究 BF

的空间结构[49]，具有快速、准确、无损鉴定和检测

的优势。Venkata 等[50]首次运用拉曼光谱检测到了

大肠杆菌 BF 状态下高水平的亮氨酸，研究表明亮

氨酸促进了大肠杆菌生物被膜的形成。拉曼光谱技

术和扫描电子显微镜(SEM)结合可以用于分析细菌

浮游状态和生物被膜状态下核酸、碳水化合物和蛋

白质的差异，区分同物种细胞之间的生理特性[51]。 

5.2  基于质谱成像(Imaging mass spectrometry，

IMS)技术分析 BF 化学成分的空间分布 

质谱成像技术是一种基于质谱分析，用于检测

待测样品空间分布的分子成像技术[52]，具有多分子

水平、多分子种类、高灵敏度同时检测的优点。在

此 技 术 上 发 展 的 飞 行 时 间 二 次 离 子 质 谱 技 术

(Time-of-flight secondary ion mass spectrometry，

TOF-SIMS)用于观察 BF 基质组分如蛋白质、多糖

和脂质的特征片段和空间分布[53]，具有高灵敏度和

分辨率的优势。 

5.3  基于基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

鉴定 BF 生物大分子 

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(Matrix- 

assisted laser desorption/ionization time of flight mass 
spectrometry，MALDI-TOF-MS)是一种新型软电离方

法，用于测定 BF 生物大分子和有机小分子化合物的

分子量，鉴定 BF 表面的蛋白质。具有快速、操作简

单、谱图直观的特点[54]。Pereira 等使用 MALDI- 

TOF-MS 方法首次在聚丙烯表面上监测铜绿假单胞

菌 BF 的形成过程，结果表明此方法不仅能够区分

BF 形成的不同阶段，而且适用于指示 BF 分散释放

的时间，指出 MALDI 分析可能会成为 BF 形成和控

制的临床诊断和预后处理的有前景工具[55]。 

6  小结与展望 

在自然界中，任何细菌在成熟条件下都可以形

成 BF，90%以上的微生物是以 BF 形式生存生长  

的[2]。美国疾病控制预防中心专家估计大于 65%的
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人类细菌感染与 BF 有关[56]，这提示如果能有效预

防控制 BF 感染，在临床感染治疗中有重要意义，

同时也使 BF 研究成为一个热门的领域。随着科研

水平的提高，传统的鉴定方法已经不能满足 BF 的

研究，迫使我们需要用更全面、更先进、更快速的

技术和方法研究 BF。而我们常规的 BF 研究方法操

作复杂、敏感性和特异性差，远远不能满足早期快

速鉴定的需要[57]。只有利用各种先进的技术和方法

进行 BF 深入而全面的研究，我们才能得到客观、

准确的鉴定结果，加快抗菌药物的研发，减少 BF

带来的感染和工业、食品污染，为临床治疗生物膜

引起的感染提供帮助。 

上述各种技术和方法可以从不同方面研究 BF

的复杂结构，建议采用综合方法来获得更具体和精

确的 BF 生物量和活力。部分化学方法与显微镜技

术结合，可以共同解析 BF 的组分及结构。可以通

过细菌 ESP 测量来定量检测 BF 生物量[58]。使用水

解多糖的多种分析技术获得 BF EPS 的碳水化合物

组成，同时可以使用蛋白质组学方法探索 BF 蛋白

质多样性[59]，还可以通过 ESP 磷脂进行细菌 BF 检

测分析。此外，动物体内 BF 模型的建立和鉴定也

越来越受到重视，细菌以 BF 形式存在于动物体内

可能是其致病的重要原因[60-61]。通过 SEM 和 AFM

可以直接量化生物量，虽然理论上的优势偏向于间

接方法，但是分析的成本和耗时限制了其在大规模

上的应用。另外，大部分 BF 的研究方法停留在静

态的观察中，期望能有新的技术实现 BF 形成过程

中的动态观察。同时，研究 BF 的成分是通过物理

分离，这会破坏细胞和 BF 之间的空间结构。截至

目前，在活细胞中观察 BF 的相关功能区域和其相

互作用还很困难，期待有新的方法和技术解决这个

难题，以便更好地研究 BF。 
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