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金黄色葡萄球菌菌膜形成过程中

过氧化氢酶变化的研究
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摘要"选择食品工业中出现的典型细菌菌膜!金黄色葡萄球

菌菌膜"#探讨单一细菌菌膜形成中细菌自身产生的具有氧

化还原活性的生物酶在菌膜形成与生长过程中的变化#并将

其与菌膜的实时变化相对照#探索菌膜形成过程中的氧化还

原活动的变化#以寻求食品工业中可有效地控制菌膜污染的

方法%对金黄色葡萄球菌菌膜中过氧化氢酶量的变化进行

实时监测#并对不同培养时间段的菌膜所得到的检测峰电流

进行作图分析#结果显示'细菌中过氧化氢酶的量随着菌膜

形成量的上升而上升#随着菌膜的自溶分解现象而减小%可

为金黄色葡萄球菌菌膜中的氧化代谢活动研究提供理论依

据与研究基础%

关键词"金黄色葡萄球菌&菌膜&过氧化氢酶&
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根据细菌通过提升自身的抗氧化代谢途径来提升自身

耐药性这一理论!抗生素等杀菌型药物会刺激细菌细胞的呼

吸作用!从而导致超氧化物的产生以及游离铁的释放0

%

1

"游

离铁会激活芬顿反应以羟自由基#

8:

)$产生有毒活性氧

#

8̂2

$!这些自由基能破坏蛋白质'脂类'

O+,

而引起细胞

死亡0

#

1

"

细菌细胞通过上调自身的抗氧化酶来抗衡
8̂2

!包括超

氧化物歧化酶#

28O

$和过氧化氢酶"由
+

W

S

K

<?

的研究0

#

1可

知!当细菌受到外部环境的影响!自身营养吸收被限制时!由

饥饿信号而引起的应激反应也会提升细菌的耐药性"细菌

黏附在实体表面并分泌多糖'糖蛋白等形成菌膜!菌膜的产

生会导致细菌的整体活性下降!菌膜也会对细菌与环境外部

的营养物质交换起到一定程度的阻碍作用0

!MF

1

"菌膜的产

生会降低细菌的营养吸收导致应激反应产生!从而提升耐药

性!这也是形成菌膜后细菌难以彻底清除的重要原因之一"

由此可见!对细菌菌膜形成中抗氧化酶变化过程的研究是抑

制细菌耐药性提升的关键"

中国对菌膜的研究起源于医学方面!近年来才逐渐关注

其在食品工业中的危害性"中国的菌膜研究主要集中在被

膜形成条件'吸附界面影响'消毒剂作用'菌膜形成的分子机

制等方面0

7

1

"国外大部分菌膜研究主要集中在菌膜形成中

6!



菌体的表面性质'胞外多糖'群体感应信号分子的信号传递

方面!其中菌膜中信号分子之间的作用又是研究的热

点0

7M&

1

"综合国内外对菌膜的研究进展可知!对于菌膜形成

过程中细菌内各类氧化还原代谢酶的研究与检测十分缺乏"

本研究拟以扫描电化学显微镜#

2@/N

$这一新型扫描

探针显微技术为研究工具!

:g

与
:

#

8

#

为氧化还原介质!介

导酶与电极间的电子传递!对食源性病原菌金黄色葡萄球菌

菌膜形成中过氧化氢酶的具体变化过程进行初步研究与探

索0

7

1

!以期为解决食品行业中菌膜污染问题提供一定的理论

依据与研究基础"

%

!

材料与方法
%*%

!

试剂与仪器

数控超声波清洗器-

XgL%$$O>

型!昆山市超声仪器有

限公司(

2@/N

扫描电化学显微镜'

%$

#

A

微电极探针'

,

W

*

,

W

/)

参比电极'铂对电极-

/:06$$O

*

6#$O

型!上海辰华仪

器有限公司(

单人单面垂直净化工作台-

29L/aL%O

型!苏州净化有限

公司(

生化培养箱-

T̂ :L#F$L,

型!韶关市泰宏医疗器械有限

公司(

紫外分光光度仪-

4'L%5$$

型!岛津分析仪器(

电子分析天平-

_,%#$̂ "

型!上海赞维衡器有限公司(

金黄色葡萄球菌-

/0//#%7$$

!购于
,/33

(

过氧化氢酶-

#X4

*

A

W

!上海源叶生物科技有限公司(

冰醋酸-分析纯!上海源叶生物有限公司(

二茂铁甲醇-分析纯!湖北巨胜科技有限公司(

32>

#胰蛋白胨大豆肉汤$-

N/,$%"

型!郑州亚世生物

技术有限公司(

对苯二酚#

:g

$-分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

过氧化氢-浓度为
!$E

!湖北信康医药化工有限公司"

%*#

!

研究方法

%*#*%

!

溶液配制

#

%

$

;>2

#

$*$%A()

*

T

磷酸盐缓冲液$-

5

W

+C/)

'

$*#

W

X/)

'

%*""

W

+C

#

:;8

"

和
$*#"

W

X:

#

;8

"

!溶于
5$$AT

蒸馏

水中!用盐酸调节溶液的
-

:

至
&*"

!再定容至
%T

"

#

#

$

"*$$ AA()

*

T :

#

8

#

溶液-移取
"*%# AT!$E

:

#

8

#

!用缓冲液稀释至
%$$AT

!再稀释
%$$

倍"低浓度

:

#

8

#

溶液现配现用"

#

!

$

%AA()

*

T:g

溶液-取
$*%%

W

:g

!用缓冲液溶解

定容至
%$AT

!再稀释
%$$

倍!

:g

有氧化还原活性!容易被

氧气氧化!所以现配现用#

#

!

!

!

"

!

FAA()

*

T:g

溶液同理配

制$"

#

"

$

32>

培养基-取
!$

W

胰蛋白胨大豆肉汤粉!加入到

5$$AT

无菌水中!加热搅拌至完全溶解!用
$*%A()

*

T

盐酸

与
$*%A()

*

T

氢氧化钠将
-

:

调整到
&*#

左右!再加入无菌

水定容至
%$$$AT

"

%*#*#

!

金黄色葡萄球菌母液制备
!

将冷冻保藏#冷冻保藏温

度为
M%5b

$的金黄色葡萄球菌菌种取出!放入
"b

的冰箱

中约
#"P

!以便金黄色葡萄球菌菌种的活力恢复!达到活化

目的"取
%

#

T

活化好的菌种原液!在无菌环境中将其接种

到制备好的
32>

培养基中#

32>

培养基的量为
#$AT

$!将

32>

培养基放入恒温振荡培养箱#恒温振荡培养箱温度为

!&b

!转速为
%#$.

*

AG?

$中培养约
%5P

后!用紫外分光光度

仪在
7$$?A

波长处检测其
8O

值!并加入新鲜的无菌
32>

培养基调节
8O

值到
$*F

!轻微振荡将其混合均匀后放入

"b

冰箱备用0

&

1

"

%*#*!

!

金黄色葡萄球菌菌膜培养
!

将玻片与
7

孔细胞板放

入
&FE

的乙醇溶液浸泡
FAG?

!取出后用无菌水反复冲洗干

净!自然风干后放在紫外灯下灭菌
!$AG?

"在
7

孔细胞板中

每孔加入
!AT

培养基及
%$$

#

T

菌悬液!将玻片竖直插在孔

中!将
7

孔细胞板转移至
!&b

恒温培养箱中培养0

5

1

"

因为金黄色葡萄球菌为兼性厌氧型细菌!所以随着培养

时间的增长!在培养基的表面以及玻片与液面交界处形成一

层菌膜!菌膜有较强的黏附性!在玻片上的菌膜不容易脱落!

并且大小面积相对统一!方便后续的检测工作0

6

1

"

%*#*"

!

结晶紫染色检测菌膜基本生长情况
!

在菌膜培养了

%#

!

#"

!

!7

!

"5

!

7$

!

&#P

后分别取出
7

孔细胞板并做结晶紫染

色检测"

结晶紫染色检测步骤-将培养好的玻片取出!用蒸馏水

冲洗
!

次!除去多余的培养基与悬浮细菌!放入事先准备好

的干净离心管中!在离心管中加入
FAT

甲醇溶液固定菌膜

%FAG?

!吸出甲醇溶液!让玻片自然风干(在离心管中加入

7AT$*$%E

的结晶紫溶液!室温下染色
%FAG?

!取出玻片并

用蒸馏水冲洗除去多余的染料!在
!&b

下烘干!然后放置至

室温!将玻片放入
F AT!!E

冰醋酸中!在
!& b

下脱色

!$AG?

(以
!!E

冰醋酸溶液为空白对照!用紫外分光光度计

测溶液在
7$$?A

处的
8O

值"以
8O

值的大小来反应菌膜

的大小!从而反映菌膜的基本生长情况0

%$

1

"

%*#*F

!

2@/N

确定
:g

的最佳试验浓度
!

以
-

:

为
&*#

的磷

酸缓冲液配制浓度分别为
%

!

#

!

!

!

"

!

FAA()

*

T

的
:g

溶液!

用
2@/N

做其方波伏安曲线#扫描电压为
$

!

%'

$!以方波

伏安曲线判断各浓度
:g

溶液检测时电信号的强弱!由此确

定出
:g

的最佳检测浓度0

%%

1

"

%*#*7

!

2@/N

检测菌膜生长过程中过氧化氢酶的变化
!

在

菌膜培养到
"

!

5

!

%#

!

%7

!

#$

!

#"

!

#5

!

!#

!

!7

!

"$

!

""

!

"5P

后!分

别取出黏附有金黄色葡萄球菌菌膜的盖玻片!放入准备好的

;>2

缓冲液中!轻轻振荡盖玻片!清洗掉多余的悬浮细菌与

培养基!将清洗后的盖玻片在通风工作台中干燥
%FAG?

!以

便于菌膜的固定0

%#

1

"

将干燥好的盖玻片转移至
2@/N

检测池中!分别加入

"AA()

*

T

的
:g

溶液与
"AA()

*

T

的
:

#

8

#

溶液各
$*5AT

!

保持检测探针与玻片的距离为
!$

#

A

!并将检测探针移动到

菌膜的正上方!每隔
"$Y

做一个方波伏安曲线#扫描电压为

$

!

M$*5'

$!共做
#$

个时间点!将
#$

条方波伏安曲线中的

峰值与检测时间作图!可得菌膜中过氧化氢酶的基本变化

曲线0

%!

1

"

$"

基础研究
!

#$%&

年第
"

期



#

!

结果与分析
#*%

!

菌膜的结晶紫染色试验

将培养了
%#

!

#"

!

!7

!

"5

!

7$

!

&#P

后的菌膜进行结晶紫染

色!脱色后在
7$$?A

波长处测
8O

值#

,

'

>

'

/

组互为平行

组!空白对照为
!!E

冰醋酸$"由表
%

可知!菌膜在
7

孔板培

养了
%#P

左右时!有少量菌膜开始出现并黏附在盖玻片上!

此时的
8O

值约为
$*%&$

(在培养了
#"P

后!菌膜在盖玻片上

的黏附量出现了明显的增长
8O

值约为
$*#F

(当培养时间达

到
!7P

左右时!菌膜在盖玻片上的黏附量达到了最大值
8O

值约为
$*!!

(在培养了
"5P

后!菌膜量出现下滑!测得
8O

值

约为
$*#&

(培养时间超过
"5P

后!菌膜量出现持续下滑!在

7$

!

&#P

时!下滑趋势趋于平缓"菌膜的整个生长是一个先

上升再下降!最后趋于平缓的一个过程0

%"

1

"随着培养的开

始!悬浮的细菌会开始在实体表面黏附!慢慢聚集并分泌多

糖与糖蛋白等!形成菌膜!当菌膜量达到最大值后!菌膜会发

生降解与自溶现象导致菌膜量持续下降!最后趋于稳定

#图
%

$"菌膜的形成量与细菌的种类'培养基的选择'培养

温度'细菌黏附材料条件等都有着密切的联系"根据此次结

晶紫染色试验结果!选择将金黄色葡萄球菌菌膜的最佳培养

时间定为
!7P

"

#*#

!

:g

最佳检测浓度的确定

在检测池中分别加入
%AT

的
%

!

#

!

!

!

"

!

FAA()

*

T

的

:g

溶液!扫描电压为
$

!

%'

!并分别做方波伏安曲线"由

图
#

可知!电压在
$*"'

左右时!所有浓度的
:g

溶液在此

表
%

!

菌膜形成过程中
8O

值变化表

3CB)<%

!

3P<HPC?

W

<(J8OUC)S<G?=P<

-

.(H<YY(J

BCH=<.GC)A<AB.C?H<J(.AC=G(?

组别
%#P #"P !7P "5P 7$P &#P

对照组
$*$$$ $*$$$ $*$$$ $*$$$ $*$$$ $*$$$

,

组
$*%&6 $*#"F $*!!% $*#7$ $*%5& $*%"!

>

组
$*%F7 $*#5" $*!F5 $*#6! $*%&% $*%!#

/

组
$*%7% $*#!6 $*!#! $*#F& $*%7& $*%"!

图
%

!

使用紫外分光光度仪在
7$$?A

波长所得的菌膜

培养时间与吸光度曲线

1G

W

S.<%

!

4YG?

W

=P<S)=.CUG()<=Y

-

<H=.(

-

P(=(A<=<.C=7$$?A

\CU<)<?

W

=P(B=CG?<VB

K

=P<JG)AHS)=S.<=GA<C?V

CBY(.BC?H<HS.U<

处出现了氧化峰#

:g

本身具有还原性!在此处被氧化$"随

着
:g

浓度的上升!电流随之上升!

F

组浓度相比于空白组

都有非常明显的电流变化!

%

!

!AA()

*

T:g

溶液的检测电

流随着浓度的上升稳步上升!在
!AA()

*

T:g

浓度时达到

最大!约为
M%*!$@M$$6,

#正负仅对应电流方向!与大小无

关$!当
:g

溶 液 浓 度 为
"

!

F AA()

*

T

时!电 流 相 比 于

!AA()

*

T:g

溶液出现了大幅上升!说明当
:g

浓度为
"

!

FAA()

*

T

时
2@/N

的检测信号明显优于
%

!

!AA()

*

T

的

:g

溶 液"

F AA()

*

T :g

溶 液 的 电 流 强 度 相 比 于

"AA()

*

T:g

溶液增幅有限!变化并不明显!而且过高的

:g

溶液浓度可能对后续试验中的菌膜造成破坏!检测电流

过大也会对
2@/N

仪器本身造成损耗!为减少仪器使用寿

命0

%F

1

!所以本试验将
:g

的最佳检测浓度选为
"AA()

*

T

!

后续试验中所使用的
:g

溶液浓度也是基于此次试验而统

一选取为
"AA()

*

T

"

图
#

!

不同
:g

浓度下方波伏安对比图

1G

W

S.<#

!

/(A

-

C.GY(?(JY

]

SC.<\CU<U()=CAA<=.

K

C=VGJJ<.<?=:gH(?H<?=.C=G(?Y

#*!

!

菌膜生长过程中过氧化氢酶的变化

将培养时间各异的金黄色葡萄球菌菌膜经过通风干燥

处理后放入检测池中!加入
$*5AT

的
"AA()

*

T

的
:g

溶

液与
$*5AT

的
"AA()

*

T

的
:

#

8

#

溶液!将扫描电压设为

$

!

M$*5'

!做方波伏安曲线!每隔
"$Y

做一次!记录
#$

次

方波伏安曲线!并取其峰值!制作峰值电流与时间的关系

曲线0

%7

1

"

:g

与
:

#

8

#

本身为小分子物质!而过氧化氢酶为胞内

酶"菌膜经过干燥!不仅将菌膜固定在盖玻片实体表面上!

使其在检测时会不随意移动甚至脱落!而且菌膜干燥后!菌

膜与细菌本身细胞膜的通透性会发生变化!使得
:g

与

:

#

8

#

等小分子物质易于通过!过氧化氢酶本身分子较大不

能通过细胞膜"

:g

与
:

#

8

#

进入金黄色葡萄球菌细胞后!

在过氧化氢酶的催化下发生氧化还原反应!生成
>g

!

>g

经

细菌细胞向胞外扩散!检测探针离菌膜很近!当
>g

扩散出

细胞后会很快进入检测探针前端的扩散层!

>g

在外部提供

电势的情况下!会被还原生成
:g

!从而形成还原电流被

2@/N

检测到0

%&

1

"反应公式-

:gR:

#

8

#

#

>gR:

#

8

! #

%

$

>gR#:

R

R#<

M

#

:g

" #

#

$

%"

第
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!



所有时间段检测出的方波伏安曲线峰电流与时间的曲

线见图
!

"

图
!

!

菌膜不同培养时间段方波伏安曲线峰

电流与检测时间曲线

1G

W

S.<!

!

;<CD/S..<?=C?V3GA</S.U<(J2

]

SC.<9CU<

'()=CAA<=.

K

/S.U<(JOGJJ<.<?=/S)=S.<3GA<

!!

所有曲线的趋势都是开始上升较快!后基本维持稳定或

稍有变化!其原因是
:g

与
:

#

8

#

经过扩散进入细菌中需要

穿过菌膜与细胞膜!这本身就需要一定时间!生成的
>g

从

细胞中进入检测探针扩散层也需要一定时间!随着
:g

等反

应物的进入!生成
>g

的速率也越来越快!检测电流成较快

上升趋势!当反应物在细菌细胞中达到饱和时!反应速率基

本恒定!检测电流增长速度也变慢!最终达到动态稳定"图
!

中曲线出现的不规律起伏与抖动主要是由外界的噪声所应

起的!或检测池与溶液中存在少量杂质在检测过程中黏附在

检测探针上0

%5

1

"

为了进一部对分析菌膜中过氧化氢酶与菌膜培养时间

的关系!将所有培养时间段的菌膜方波伏安曲线峰电流取平

均值!作出其与菌膜培养时间的关系曲线!见图
"

"

根据图
"

!当金黄色葡萄球菌培养
"P

后!有少量的细菌

黏附在了盖玻片的表面并开始形成菌膜!此时所检测到的电

流为
!*F7%

!随着培养时间的上升!菌膜形成量也开始上升!

检测电流出现缓慢上升!菌膜培养时间到
%7P

时!检测电流

达到
!*&#%@M$$6,

"但培养
%7

!

#"P

时!菌膜的形成量上

图
"

!

菌膜方波伏安曲线峰电流平均值

与菌膜培养时间曲线

1G

W

S.<"

!

3P<N<C?'C)S<(J;<CD/S..<?=C?V=P<

/S)=S.<3GA</S.U<(J'<YGHS)C./S.U<

升!检测电流却大幅下降!在培养
#$P

时检测电流达到最低!

为
!*!$6@M$$6,

"培养
#"

!

!7P

时!检测电流出现大幅上

升!在
!7P

时达到最大为
"*7$#@M$$6,

"培养
!7

!

"5P

时!

根据
#*%

#结晶紫染色法检测菌膜的生长情况$的试验可知!菌

膜因为自身的分解与自溶现象!其形成量已经出现下降!此时

检测电流由
"*7$#@M$$6,

降至
!*5@M$$6,

左右"

对于培养
%7

!

#"P

时!菌膜形成量上升!检测电流却下

降的现象可以解释为-随着菌膜量的上升!菌膜细菌中过氧

化氢酶的形成量也出现了上升!但是生物酶的活性与生物本

身的状态以及生长时期有关!菌膜的形成本身也会减慢细菌

的生长!使细菌的新陈代谢降低!细菌进入%冬眠&状态0

%6

1

!

其过氧化氢酶的活性也出现了下降!所以催化
:g

与
:

#

8

#

的反应速率不升反而下降!检测电流也就出现了下滑"

综上所述!结合
#*%

#结晶紫染色法检测菌膜的生长情

况$试验!整个培养过程中过氧化氢酶的变化可以大致总结

如下-在培养
$

!

"P

时!金黄色葡萄球菌开始从浮游菌状态

黏附在盖玻片表面(培养
"

!

%7P

时!黏附在盖玻片上的金

黄色葡萄球菌开始形成菌膜!此时细菌中过氧化氢酶的也开

始上升(培养
%7

!

#"P

时!菌膜形成量继续上升!过氧化氢

酶的量也继续上升!但因为细菌本身活性出现下降!过氧化

氢酶活性也随即下降!此时过氧化氢酶活性下降对检测电流

的影响大于过氧化氢酶量上升的影响(培养
#"

!

!7P

时!菌

膜的形成量上升!并在
!7P

左右时达到最大!过氧化氢酶的

量也随之上升!在这个时间段中过氧化氢酶量上升对检测电

流的影响大于过氧化氢酶活性下降的影响(培养时间大于

!7P

后!菌膜开始产生自溶与分解!菌膜的形成量开始下降!

过氧化氢酶的量也开始下降!细菌本身随着培养时间的延长

活性也同样出现了下降"

!

!

结论
本试验通过对金黄色葡萄球菌菌膜中过氧化氢酶的实

时监测!并对不同培养时间段的菌膜所得到的检测峰电流作

图分析!结果显示-菌膜形成过程中细菌中过氧化氢酶的量

是随着菌膜量的上升而上升的!但过氧化氢酶的活性却受细

菌本身的影响而下降"此次试验研究使用最新电化学手段

2@/N

对金黄色葡萄球菌菌膜中过氧化氢酶的变化过程进

行探索!为细菌菌膜中的氧化代谢活动研究提供了一定的理

论依据与研究基础"但要使用
2@/N

研究清楚金黄色葡萄

球菌菌膜形成过程中的整个氧化代谢活动还需要做大量的

工作-在金黄色葡萄球菌菌膜形成过程中!其过氧化氢酶也

是随之上升的!但菌膜的形成本身会对细菌中酶的活性产生

一定的影响!所以在整个变化过程中过氧化氢酶精确的数量

变化还需要进一步的探索与研究(菌膜中细菌之间的氧化代

谢信号分子传递对细菌的氧化代谢活动有着重要的意义!其

信号分子具体对单个细菌中抗氧化酶有着怎样的影响也还

有待进一步探究"
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