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摘要 水中构筑物表面生物膜的形成会加速构筑物的腐蚀，严重影响其使用效率和寿命；成熟后的生物膜老化脱落或受水

力剪切作用进入主体水中，会造成水体二次污染，对动植物生长和人类生活造成重大影响。生物膜的形成是由单个细菌黏

附到表面开始的，经过可逆黏附到不可逆黏附的过渡后，细菌分泌的胞外聚合物（extracellular polymeric substances， EPSs）

会加速表面微菌落的形成，再通过细菌间的群体感应（quorum sensing，QS）使细菌启动表型和基因型变化，最终促使成熟

生物膜的形成。本文综述了生物膜形成的不同阶段所涉及的物理化学过程（薄膜形成阶段、细菌黏附阶段、胞外聚合物膜

阶段、群体感应调节生物膜阶段和生物膜成熟与表征），分析总结了本领域各方向的最新研究进展，归纳并阐明了水中构筑

物表面生物膜形成的机理和影响因素，为生物膜防控、清除和利用等相关研究领域提供了理论依据。
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水系统中的罐体、管道、过滤装置等构筑物，

长时间使用后微生物附着在设备表面或内壁，容易

形成生物膜，生物膜会加速构筑物的腐蚀并可能造

成水体二次污染，进而影响到水系统生态平衡和人

类的日常生活。水中有机和无机化合物吸附在构筑

物表面形成薄膜，为细菌、原生动物、真菌和放线

菌、藻类等微生物的附着提供了条件，其中单细胞

细菌黏附在表面是形成生物膜的第一步，也是最关

键的一步。

在自然环境中，细菌生长的主要模式是附着在

表面形成生物膜［1］，生物膜是一种结构化的群落，

由细菌和胞外多聚物共同组成［2］。关于生物膜发

育 周 期 的 探 索 起 源 于 对 铜 绿 假 单 胞 菌

（Pseudomonas aeruginosa） 在表面附着行为的研

究，发现了生物膜发育过程是一个有序的、高度调

节的过程［3-4］。本文在现有研究的基础上，将水中

构筑物表面生物膜发育的关键时期分为 5 个阶段

（图 1）：薄膜形成、细菌黏附、胞外聚合物

Fig. 1　Schematic diagram of the biofilm formation process［5］

图1　生物膜形成过程示意图［5］
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（extracellular polymeric substances， EPSs） 产生、

群体感应（quorum sensing，QS）调节、生物膜成

熟，每个发育阶段对应于蛋白质产生和基因表达的

独特模式。本文将比较研究生物膜形成的不同阶段

所涉及的物理化学过程的最新研究进展，阐明水中

构筑物表面生物膜的形成机理和影响因素，为后续

生物膜的控制和清除策略提供指导。

1　薄膜形成阶段

1.1　表面薄膜的形成

在 20世纪 70年代就有报道称溶解性和胶体性

有机物在与自然水接触的表面吸附并形成薄膜，这

种薄膜的厚度为纳米级别［6］。近年来的研究表明，

吸附在表面的化合物分子主要是水生生物代谢活动

的产物，包括如糖蛋白、脂类、核酸、离子、多

糖、蛋白质等有机化合物、芳香族氨基酸、腐殖质

物质和如糖醛酸、丙酮酸、硫酸盐、胞外多糖等可

吸收的碳水化合物［7］。由于化合物分子的来源、

水域和季节等环境因素的不同，薄膜的组成及其化

学特征千差万别［8］。

在水环境中，化合物分子在表面沉降形成薄膜

是生物膜形成的第一步［9］。薄膜通过改变电荷、

电位和表面张力来改变表面的理化性质，这些表面

属性的不规则变化导致局部黏附效率的变化，进而

影响细菌与表面的黏附［10］。

1.2　薄膜对细菌黏附的影响

薄膜对细菌黏附的影响具有两面性。首先，表

面吸附的化合物薄膜可能支持黏合剂的形成，从而

增强细菌黏附力。Lorite等［10-11］通过研究苛养木杆

菌 （Xylella fastidiosa） 对非生物表面的黏附性表

明，调节膜中存在的特定磷酸盐基团可以影响表面

黏附过程和生物膜的发育，不仅可以促进表面-细

菌相互作用，还可以作为细菌细胞信号通路的调节

因子，并进一步证明了调节膜是降低硅和玻璃表面

亲水性和玻璃粗糙度的主要原因；Wolfe 等［12］证

明，磷酸乙酰基的存在可以作为一个信号，使生物

膜形成中细菌可逆黏附与不可逆黏附之间进行有序

切换。

相反的，细菌群落中自然产生的非抗生素分

子，包括分泌信号分子或表面活跃的生物表面活性

剂，也可能干扰生物膜的形成，调节微生物与界面

的相互作用。Valle等［11］研究表明，大肠杆菌分泌

的 II型荚膜由高分子质量和带负电荷的多糖聚合物

组成，可以通过削弱初始细菌-表面相互作用和减

少细菌-细菌的相互作用来干扰和抑制生物膜的形

成。并证明了用 II型荚膜多糖处理非生物表面会持

久地影响表面的分子间作用力，可以显著抑制并阻

止革兰氏阳性 （Gram-positive） 和革兰氏阴性

（Gram-negative）细菌形成生物膜。

此外，有研究表明，具有界面活性的两亲性分

子——鼠李糖脂 （Rhamnolipids），对细菌黏附和

生物膜形成的影响取决于其分子浓度。鼠李糖脂是

主要由铜绿假单胞菌产生的具有表面活性的细胞外

次生代谢产物，鼠李糖脂具有改变细胞与表面和细

胞与细胞相互作用的能力，鼠李糖脂的浓度不同，

结果可能不同［13］。Raya 等［14］表明，低浓度鼠李

糖脂通过导致细胞表面释放脂多糖从而增加细胞疏

水性来影响细胞表面特性，从而增加细胞最初附着

在表面的亲和力。Davey等［15］认为鼠李糖脂可作

为抗黏合剂和破坏剂，如过量生产会抑制生物膜的

发育，以对抗由几种细菌和真菌形成的生物膜。

2　细菌黏附阶段

2.1　细菌黏附过程

细菌需要主动或被动接近物体表面才能开始附

着，有鞭毛的细菌可以利用基于鞭毛的运动，对化

学信号、光、温度、磁场和氧等环境线索作出反

应，主动向表面方向游去［16］，而有些不运动的细

菌通过液体流动、布朗运动、重力等被动运输靠近

表面［17-18］。相比之下，主动运动是到达表面的最有

效的方法。如图2所示，当细菌向表面靠近时，在

范德华力、布朗运动和静电力等非特定力作用下首

先发生可逆黏附［19］，细菌通过感知与表面的接触

及时调整蛋白质、聚合物刷层和胞外多糖等疏水成

分的表达，从而促进稳定的细菌 -表面相互作

用［20］，一旦细菌足够接近表面（<1 nm），黏附素

和细菌的鞭毛、菌毛等可以与固体表面相互作用，

并在黏附中起直接或间接的作用，最终实现从可逆

黏附到不可逆黏附的过渡。在发生不可逆黏附后，

来自基底表面的黏附力引起细菌细胞壁的纳米级变

形，直到细胞壁的刚性肽聚糖层的弹性和细胞质的

胞内压力产生的反作用力达到平衡。细胞壁变形不

仅增加了与基底表面的接触面积，呈现出另一种物

理化学键强化机制，而且还伴随着膜表面张力的

变化［21］。

在细菌黏附过程中，细菌-表面界面存在复杂

的细胞外电子转移 （extracellular electron transfer，

EET），近年来，人们对其转移机制和有效调控进
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行了探索。Zhang等［23］通过模拟电活性细菌在各

种代谢条件下的黏附行为，建立了细菌黏附力与电

场强度之间的非线性模型，证明了电活性细菌

（electroactive bacteria，EAB） 在代谢过程中可以

通过 EET与细胞外环境交换电子，为利用表面电

位和电子流动方向及通量精确调节细菌黏附力提供

了理论基础。Logan等［24］探讨了细胞外电子传递

的潜在原因主要包括细胞呼吸使用固体金属氧化物

和可能作用于细胞与细胞间通信。Gong等［25］指出

电活性细菌可以进行双向的EET，与细胞外环境交

换电子和能量。此外，一些学者致力于从细菌到表

面的EET改进策略的研究：Apetrei等［26］使用导电

聚合物聚吡咯（polypyrrole，Ppy）修饰真菌细胞

来改善真菌细胞膜和/或细胞壁的电荷转移；Wang

等［27］通过实验证明了用FeS2纳米颗粒修饰的石墨

烯阳极不仅有利于电极表面的细菌黏附和电化学活

性地杆菌（Geobacter）的富集，而且还促进了高

效的胞外电子转移。

2.2　细菌黏附的影响因素

细菌黏附会受到表面特征与周围环境的影响。

首先，表面粗糙度或形貌的改变会极大地影响细菌

的黏附和保留［28］，这是因为不同的表面结构为附

着提供了不同的表面积，从而使细菌与表面产生不

同的黏附力。在最近的研究中，在纳米尺度制备表

面微结构已被证明是提高材料抗菌性能的有效策

略。Dauben等［29］通过控制纳米接触点密度，成功

量 化 了 金 薄 膜 上 的 固 定 化 金 纳 米 颗 粒 （Au 

nanoparticles，AuNPs） 与白色念珠菌 （Candida 

albicans）之间的黏附力，得出 AuNP 结构表面被

白色念珠菌附着所需的黏附力约为非结构表面的

10倍。Spengler等［30］将干净的硅片在氟酸、过氧

化氢和水的混合物中分别刻蚀 90 s、180 s、360 s，

并对蚀刻硅表面进行单细胞力光谱测量，证明了金

黄色葡萄球菌 （Staphylococcus aureus） 对纳米结

构基底的黏附力随着表面结构尺寸的增大而减小。

Doll等［31］使用电子束光刻技术在硅表面制造了包

括空白硅在内的4种表面微结构，并验证了金黄色

葡萄球菌和放线菌聚集杆菌 （Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans）在具有不同微结构的硅表

面的附着力不同。表面疏水性也被认为是细菌黏附

的决定因素，疏水相互作用可以促进蛋白质折叠和

聚集、膜融合和细胞黏附［32］。根据 Van Oss 等［33］

的研究可知，疏水相互作用通常是生物系统中所有

长程非共价相互作用中最强的，两个非极性分子之

间或一个非极性分子和一个极性分子之间的疏水引

力被认为是围绕这些分子的水分子氢键释能的结

果。Sheng等［34］证明了金属表面疏水性的降低削

弱了细菌黏附。

环境 pH值在细菌初始附着过程中发挥着重要

作用。研究表明，中性 pH值有利于细菌生长和生

物膜的形成，过度酸性或碱性的 pH值可降低表面

疏水性，减缓生物膜形成速度［35］。Nguyen 等［36］

进一步证明了生物膜生物量在 pH为 5.5~10的范围

内波动较大，在pH值为7.5~8.0的范围时变得相对

稳定。之后的 Moraes 等［37］通过与酸性环境的对

比，也得出形成生物膜的细菌更喜欢 pH值在 7.5~

8.0的中性环境，中性环境中的菌株可以消耗更多

的能量来促进生物膜基质的合成。此外，表面剪切

应力随位置和流体流动而不断变化，也是影响细菌

初始黏附的关键因素。剪切应力的增加促进了细菌

黏附素表达［38］，黏附素进一步推动和巩固浮游细

菌的表面黏附过程，加速后期微菌落结构的形成和

稳定［39］。

3　胞外聚合物膜阶段

3.1　胞外聚合物的组成

在生物膜形成的过程中，细菌通过一个独特的

信息交流网来调节基质内黏附因子的相互联系，最

终形成一个复杂的三维塔状生物膜结构。一旦细菌

在表面成功定植，细菌开始繁殖并分泌各种细胞外

物质包裹自己。研究表明，生物膜的胞外聚合物主

要由胞外多糖 （exopolysaccharides，EPS）、胞外

DNA （extracellular DNA，eDNA）、蛋白质、脂类

等复杂的生物分子混合物组成［40-41］，它们有促进

细胞互连、控制生物膜与表面的黏附、维持生物膜

的机械稳定性等功能［42］。

在生物膜的胞外聚合物中，EPS是生物膜中蛋

Fig. 2　Schematic diagram of single cell attachment 
process［22］

图2　单细胞附着过程示意图［22］
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白质、脂类、核酸等其他物质的黏附支架，也是生

物膜最关键的组成部分，它由细菌在胞内或胞外环

境中合成并分泌到外部环境［43］。EPS 的组成和结

构在不同的细菌群中也有很大的差异，比如铜绿假

单胞菌EPS主要包括藻酸盐、Pel和Psl。Pel和Psl

也是成熟生物膜EPS的主要成分，在表面附着初始

阶段可以增加铜绿假单胞菌的黏附力［44］。eDNA

是由细菌主动凋亡或被动自噬的方式产生的［45］，

eDNA可以稳定生物膜基质，增强细菌之间的基因

交换，甚至可能是促进细菌基因突变的关键因

素［46］。蛋白质在生物膜形成过程中可以介导细菌

黏附和信号通信，如金黄色葡萄球菌的表面蛋白

Bap可构建淀粉样蛋白支架，使细菌稳定积累［47］。

一些细菌分泌淀粉样卷曲蛋白，这种蛋白质可以与

eDNA 结合，在生物膜内形成坚固的纤维状聚合

物［48］。磷脂可与肽聚糖共价偶联形成墙磷壁酸

（wall teichoic-acid，WTAs），通过与纤维连接蛋白

或细胞质膜结合使细菌对表面的黏附力增强［5］。

3.2　胞外聚合物对生物膜形成的作用

液体环境中生物膜的形成与微表面特性有关，

细菌表面EPSs中的部分官能团可促进细菌沉积并

进一步黏附在表面。在之前的研究中发现，去除

EPSs后表面的黏附细菌减少了，且在相似的表面

电荷条件下，富含EPSs的菌株比缺乏EPSs的菌株

对细菌的黏附力更强。因此，EPSs对细菌-表面和

细菌-细菌的黏附作用有助于生物膜的形成。为了

证实这一结论，Harimawan等［49］通过对枯草芽孢

杆菌和铜绿假单胞菌产生的EPSs的黏附性质进行

比较，表明了多糖在EPSs层中的存在增加了其黏

附强度，并且认为蛋白质对黏附影响较小。EPS中

的外聚糖 Psl （ePsl）是一种关键的生物膜基质成

分，可启动附着并保护生物膜内的细菌，维持生物

膜结构稳定。Colvin等［50］和 Jennings等［51］利用实

验室常见的铜绿假单胞菌研究了Psl对生物膜发育

的影响，表明Psl突变菌株会上调Pel多糖的表达，

促进生物膜完整发育。Wu 等［52］研究了 Psl 蛋白

PslA、PslD、PslG和PslE四种Psl蛋白之间的相互

作用（图 3）， PslD是一种转运体，PslG分布在细

胞内膜和周质，对Psl的生物合成至关重要，PslE

可以与PslA、PslD或PslG相互作用。此外，EPSs

中的凝集素样序列（agglutinin-like sequence，Als）

蛋白家族也是研究较多的一类调控细胞黏附作用的

蛋白质分子，为了研究Als蛋白在多大程度上介导

整个细胞的黏附，Alsteens等［53］记录了表达Als5p

黏附蛋白的酿酒酵母 （Saccharomyces cerevisiae）

细胞与不同疏水基质之间的多条力距曲线，证明了

Als5p介导的黏附力随着时间的推移而增强，从而

促进生物膜的形成。

EPSs的产生会受到环境温度或额外碳源等因

素的影响进而改变生物膜的形成过程。温度可以改

变生物膜形成菌株的生理活性，可能会影响EPSs

的产生和引起细菌表面电荷的变化已被Shen等［54］

证明，Maurya等［55］在此基础上指出菌株形成生物

膜的最佳温度在30~35℃范围内。额外的碳源反映

了积累在生物膜外层的葡萄糖、果糖、甘露糖等代

谢副产物的产生，此类碳源可以启动碳分解产物抑

制 （carbon catabolite repression，CCR） 引导细菌

优先选择最合适的碳源，从而促进菌株的生长［56］。

Santos等［57］证明了额外碳源可以促进微生物生长；

Boyd 等［58］ 使 用 变 形 链 球 菌 （Streptococcus 

Fig. 3　Interaction mechanism of Psl proteins［52］

图3　Psl蛋白相互作用机制［52］
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mutans）在纯钛上培养形成生物膜，通过在培养基

中添加不同浓度的蔗糖改变生长条件，结果表明：

当蔗糖浓度为 0~75 mmol/L 时，生物膜-钛的黏附

强度随蔗糖浓度的增加而增加，当蔗糖浓度为大于

75 mmol/L后，生物膜-钛的黏附强度逐渐降低。此

外，Zou 等［59］ 以表皮葡萄球菌 （Staphylococcus 

epidermidis）生物膜的生长为例，确定了培养环境

中各碳源的最佳浓度为 2.5 g/L，碳源浓度在 0~  

2.5 g/L 范围内会促进生物膜的形成，碳源浓度大

于2.5 g/L后，会抑制生物膜的形成。

4　群体感应调节生物膜阶段

4.1　群体感应调节机理

群体感应是细菌通过产生和释放化学分子来调

节自身基因的表达并使种群密度发生变化的过

程［60］。这一过程最早是由Nealson等［61-62］在 20世

纪 70 年 代 描 述 肺 炎 链 球 菌 （Streptococcus 

pneumoniae）和费氏弧菌（Vibrio fischeri）中的细

菌相互作用时提出的。

生物膜的形成依赖于细菌群体感应的调节，这

是一种由交流系统介导的表型，它依赖于信号分子

——自动诱导剂 （automatic inducers，AIs） 的产

生、释放和响应［63］。AIs 的浓度与细菌数量成正

比［64］，当 AIs 的浓度达到一定的阈值水平时，与

同源受体结合触发下游基因的表达，从而控制生物

膜的形成、毒力因子的分泌、生物发光、产孢、抗

生素的产生等过程［65］。近年来研究最多的信号分

子及其来源见表1。

群体感应系统中起到关键作用的信号分子有

N‑酰 基 高 丝 氨 酸 内 酯 （N-Acyl-L-homoserine 

lactones，AHL）、自诱导物II（autoinducer-2，AI-2）、

寡肽（autoinducing peptide，AIP）、扩散信号因子 

（diffusible signaling factor，DSF），它们的调节过

程如图 4 所示。AHL 主要位于细胞外，其合成是

LuxI通过衍生内酯部分来调控的；合成后的AHL

分子进入细胞与LuxR受体结合，LuxR激活后通过

诱导胞外多糖、毒力因子和褐藻酸盐等目的基因的

表达，进一步调节生物膜的形成［74］（图 4a）。AIP

小分子作为通讯信号从细胞中主动运出，在达到阈

值浓度时激活细菌表面由组氨酸激酶和响应调控子

组成的双组分系统，通过磷酸化级联信号转导，激

活目的基因的表达从而调节生物膜［75］（图 4b）。

AI-2是由 luxS基因编码合成并自发环化形成的一系

列呋喃酮衍生物［76］，合成后的AI-2可以被转运到

细胞外，并在浓度达到一定阈值时，通过一系列的

级联系统来调节群体感应基因的表达并影响菌株的

生理行为，包括生物被膜的形成和毒力基因的表达

等［77-78］（图 4c）。DSF是细菌用于种内和种间交流

的一类重要信号分子。DSF的合成受 rpfF基因的调

节［79］，分子识别涉及传感器 RpfC 和响应调节器

RpfG两部分调节系统［80］。Rpf蛋白最早发现于黄

单胞菌（Xanthomonas spp）中，且其同源蛋白质

广泛地存在于黄单胞菌属中，并控制着这些细菌毒

力因子的合成、聚集行为和生物膜的形成［81］

（图4d）。

4.2　群体感应中诱导剂的作用

细菌生物膜的形成和成熟生物膜的结构控制、

营养物质的交换等过程均离不开群体感应系统中信

号分子的协调［82-84］。其中，AHL可以通过上调外

排泵基因 adeFGH，增加AHL在生物膜中的转运，

从而激活群体感应系统，分泌大量EPS，促进生物

膜的形成［85］。Passos 等［86］表明，由 AHL 系统调

节的LecA和LecB蛋白组成的凝集素是外膜的可溶

性蛋白，它们的黏附有助于胞外多糖在生物膜中的

保留，在菌落的最初黏附阶段形成细胞簇，LecB

还通过与 Psl 结合促进生物膜基质蛋白的形成。

Table 1　Typical quorum sensing signal produced by microorganisms and their sources［66］

表1　微生物产生的典型群体感应信号分子及其来源［66］

信号分子

N-酰基高丝氨酸内酯（AHLs）

寡肽（AIP）

自诱导物2（AI-2）

扩散信号因子（DSF）

金合欢醇（Farnesol）

酪醇（Tyrosol）

吲哚（Indole）

产生物种

革兰氏阴性细菌

革兰氏阳性细菌

革兰氏阴性和阳性细菌

革兰氏阴性和阳性细菌

真菌

真菌

革兰氏阴性和阳性细菌

代表性菌株

铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）

金黄色葡萄球菌（Staphylococci aureus）

哈维弧菌（Vibrio harveyi）

野生黄单胞菌（Xanthomonas campestris）

白色念珠菌（Candida albicans）

白色念珠菌（Candida albicans）

大肠杆菌（Escherichia coli）
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Wang 等［87］发现，外源添加 AI-2 可以增加与变形

链球菌的黏附生物膜相关的基因 spaP、 fruA、

gtfB、gtfC和 gtfD等的转录，AI-2还在不同物种间

共培养生物膜形成中扮演信使的角色。Laganenka

等［88］也证明了共培养的粪肠球菌 （Enterococcus 

faecalis） AI-2 可以促进大肠杆菌生物膜的形成，

这种共培养的生物膜对不利环境的抵抗力提高了

17%。AIP传感涉及与细菌膜中的传感器激酶信号

受体结合，然后使控制靶基因转录的细胞质反应调

节器磷酸化。Nadell 等［89］ 研究发现，当细胞外

AIP浓度达到阈值时，可与膜受体激酶AgrC结合，

磷酸化反应调节剂 AgrA 同 SarA 相配合与 P2 启动

子结合，促进下游 agrBDCA基因的表达，而后与

相邻的P3启动子结合，调节生物膜的形成和毒力

因子的表达。DSF复杂的调控网络及其所处环境的

差异使其具有正、负调控的特点。DSF的合成途径

也是一个正反馈调控过程。Han 等［90］研究表明，

当细胞外 DSF 积累到一定浓度时，被受体蛋白

RpfC 感知，引起其构象变化，促进 DSF 合成酶

RpfF 的释放，从而形成更多的细胞外信号分子。

Alcaraz等［91］等研究表明，AmpR可以介导生物膜

的形成和毒力因子的表达；在嗜麦芽链球菌中，

AmpR 主要通过抑制 DSF 合成负调控 RpfF 来抑制

群体感应，而AmpR突变体比野生型表现出更多的

生物膜生成。

5　生物膜的成熟与表征方法

5.1　生物膜的成熟

水中构筑物表面在经历了薄膜形成、细菌黏

附、胞外聚合物膜、群体感应4个阶段后形成了成

熟稳定的生物膜。生物膜的形成是一个复杂的多因

素过程，受遗传和环境因素的调控，生物膜的结构

是由内在细菌调节和外部环境共同决定的［92］。随

着生物膜越发成熟，靠近基底的常驻细菌越来越多

地与体液界面或营养来源进行物理分离，生物膜内

经历着由细胞拥挤、化学梯度和营养竞争驱动的不

断变化的微环境，这导致了生物膜内的分层和亚群

体的产生［93］。因此，生活在成熟生物膜结构中不

同位置的细菌经历了养分资源、氧气、分泌物和细

胞外信号分子的浓度梯度［94］，这也促使部分细菌

开始与生物膜分离。

有研究表明，分离在形成成熟生物膜的形态特

征和结构方面起着重要作用［95］。细菌被动脱离生

物膜有磨损、掠食、侵蚀和脱落 4 种机制［96］。磨

损是由于与散装液体中的颗粒碰撞而从生物膜中释

Fig. 4　The mechanism of the main quorum sensing signals［66］

图4　主要群体感应信号的作用机制［66］

（a）N-酰基高丝氨酸内酯（AHL）；（b）寡肽 （AIP）；（c）自诱导物2（AI-2）；（d）扩散信号因子（DSF）。
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放细胞；而掠食是真核生物的掠食活动去除生物膜

细胞的行为；侵蚀是指在流动系统中的流体剪切使

生物膜发生的一小部分持续损失；剥落是指流体摩

擦力使完整的生物膜碎片或整个生物膜被去除［97］。

此外，扩散是细菌与生物膜的另一种分离方

式，它的特征是一个主动的表型开关，它允许细菌

离开生物膜。具体来说，扩散通过某些信号或线索

的感知以及调节网络的传导，以实现促进细菌从生

物膜群落释放的生理变化。扩散根据触发信号的来

源可分为自然扩散和环境诱导扩散，自然扩散在感

知到自合成信号分子时发生，而环境诱导扩散则由

外部环境的因素和变化触发。自然扩散会导致细菌

转移到新的地点进行定殖，所以通常被认为是生物

膜发展的最后阶段［98］。

5.2　生物膜形态表征

在构筑物表面形成成熟稳定的生物膜需要多种

因素发挥作用，通过对成熟的生物膜进行表征有助

于深入了解生物膜的形成过程及其影响因素，对后

续生物膜的清除或利用也有指导意义。生物膜成熟

稳定后，它的平均厚度、最大厚度、总生物量、表

面生物体积比、粗糙度系数等基本形态参数是首先

要表征的。He 等［99］ 用共聚焦激光扫描显微镜

（confocal laser scanning microscope，CLSM） 观察

样品7 d后生物膜形成情况，逐层采集CLSM图像，

重建生物膜的空间结构并对它的基本参数进行了量

化。Le Norcy等［100］在培养基的连续流速下培养微

藻生物膜，在 120 h 内定量测定微藻的生物体积，

并测定其生长动力学。Cui等［101］对生物膜的微观

结构进行了表征，并分析了细菌的转录组。

此外，基于流体的动态测量系统在表征生物膜

的形成研究中受到越来越多的关注。Guliy 等［102］

等以假单胞菌为例，在微流体系统中基于交变电场

引起的细胞极化率变化的实时记录，采用相衬显微

镜和传统微生物镀膜法进行对照实验，描述了细胞

从浮游生物到生物膜生长过程中传感器信号的变

化，证实了生物膜的形成。Lemos等［103］提出了一

种基于动态流体的测量圆柱形表面生物膜厚度和量

化生物膜去除应力的新方法。该装置是将测试筒浸

入液体中进行试验操作，对生物膜厚度的测量精度

为±19 μm，与流体动力学计算模拟的结果吻合。

5.3　生物膜黏附力的表征

生物膜黏附力的表征一般是从单细胞黏附力的

量化开始研究的。目前，许多技术已经应用于表征

单细胞黏附过程和定量黏附力。其中，原子力显微

镜 （atomic force microscope，AFM） 将表征细胞

之间的机械接触力下降到了单分子水平，并已被用

于测量pN范围内的力。由于其在单个分子的拉伸/

展开和测量分子键强度方面的强大作用而受到广泛

且深入的研究。Boyd等［104］使用AFM测量了细菌

在抛光、未抛光和磨损3种经过不同处理的样品表

面的黏附力在 2~10 nN 范围。Sahoo 等［105］制备了

磷化铟（InP）纳米线阵列，利用场发射扫描电子

显 微 镜 （field emission scanning electron 

microscope，FESEM） 观察了细胞在原始平坦的

InP表面和空间有序的纳米线阵列的黏附情况，并

且观察到了纳米线阵列与附着的细胞体直接接触时

发生的变形，通过纳米线尖端位置在细胞附着时的

位移，定量测量细胞黏附力可达45 nN。

在宏观水平上定量评估生物膜黏附性时常采用

微流体控制装置，该类装置提供了精确控制剪切应

力的方法来评估生物膜的黏附强度，常用的平台有

改良Robbins装置、流动室、旋转生物膜装置、微

板和微流体装置。Kozuka 等［106］利用所设计的微

流控装置，借助微通道底壁上产生的 1、2和 3 Pa

三个典型剪应力值，表征了金黄色葡萄球菌在不同

表面的黏附强度。Al-Kafaween等［107］使用 96孔板

和微板阅读器测量了铜绿假单胞菌和化脓性链球菌

形成的生物膜，并根据黏附强度公式将生物膜分为

非黏附、弱黏附、中度黏附和强黏附 4类。Finlay

等［108］用玻璃和聚二甲基硅氧烷弹性体（PDMSe）

作为“模型”表面发展生物膜，在人造海水循环系

统产生0~2.4 Pa的不同剪切应力，确定了生物膜的

黏附性能。越来越多的研究表明，在微流控系统中

引入传感技术，如微传感器或电化学探针，是在线

生物膜检测和微环境分析的重要发展方向。

6　总结与展望

水中构筑物表面生物膜的形成是一个复杂的、

动态变化的过程，包括薄膜形成阶段、细菌黏附阶

段、胞外聚合物膜阶段、群体感应调节生物膜阶

段、生物膜发育成熟阶段。本综述深入探讨了在生

物膜成熟的过程中各阶段所发生的物理化学变化，

以及各种变化对生物膜形成所产生的影响。

水中的化合物分子吸附在表面形成薄膜被证明

是生物膜形成的第一步，而不同来源和环境中的化

合物分子组成薄膜的化学特征也不尽相同，进而导

致薄膜对细菌初始黏附的调控机制千差万别。薄膜

形成后通过改变电荷、电位和表面张力来改变表面
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的理化性质，当浮游细菌靠近表面时，会在范德华

力、布朗运动和静电力等作用下在表面发生可逆黏

附，随后，在表面化合物分子、EET、细菌鞭毛等

共同作用下，细菌实现了从可逆黏附到不可逆黏附

的转变。本文分析近年来细菌-表面黏附的相关研

究发现，表面的粗糙度、形貌、疏水性和环境 pH

等因素在细菌黏附过程中发挥着重要作用。在细菌

成功黏附到表面后，细菌开始分泌胞外多糖、

eDNA、蛋白质和脂类等复杂的生物分子混合物，

本文讨论了主要的胞外聚合物对细菌黏附和生物膜

形成的影响，发现多数胞外聚合物可以促进细菌-

细菌、细菌-表面相互作用，从而促进生物膜的形

成，然而，有研究发现胞外聚合物产生及其对生物

膜形成的影响具有不确定性，要根据具体的温度和

碳源浓度范围来确定。胞外聚合物膜阶段后，表面

开始出现三维网状膜结构，膜内的细菌通过产生信

号分子来调节自身基因的表达和加强与细菌之间的

交流，这种现象称为群体感应。本文通过综述近年

来人们对中信号分子的研究，探讨了其在生物膜发

育到成熟阶段的调节机制。生物膜在经过群体感应

调节后发育为稳定的三维立体结构，此时的生物膜

内环境极其复杂，细菌之间存在着资源、氧气、信

号分子等物质竞争，导致部分细菌与生物膜分离。

本文阐明了细菌从生物膜被动分离或主动分离的方

式和分离机制，其中涉及到流体动力、分泌化合物

等物理化学变化。在了解生物膜的成熟过程后，许

多研究的重点放在了对生物膜的表征，包括形态的

表征和黏附力的表征，相应的表征方法和技术手段

也受到越来越多的关注，其中原子力显微镜和基于

微流体的表征方法被更多的应用微观单细胞黏附力

和宏观的生物膜黏附力的研究。

总之，本综述的讨论对研究生物膜防控和利用

策略有一定指导意义，经过对近年来相关研究的分

析，本文总结出尚需深入研究的几个关键科学问

题：a. 细菌细胞与表面接触或感知周围环境物理-

化学变化的确切机制；b. 细菌在不断变化的环境中

与表面的黏附适应性；c. 在多样化环境中成长的物

种与生活在同质环境中的物种黏附机制的差异。全

面理解群体感应机制并明确群体感应出现的机理将

是一个重要挑战，未来研究需要重点关注基因表达

模式、细胞间相互作用、生理特性和信号分子的分

子水平细节等关键问题。此外，细胞水平细菌行为

表征新技术，以及生物膜微观精确观测新技术等微

观测试技术的演进，将对研究水环境中生物膜的形

成过程和影响因素产生重要意义。
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Graphical abstract

Abstract　Microorganisms can form biofilms, complex, heterogeneous, multicellular communities that adhere to 

surfaces. Biofilm formation on the surface of structures in water will accelerate structures’  corrosion, seriously 

affect their service efficiency and life, and significantly impact the growth of animals, plants, and human life. 

Hence, clarifying the mechanism of biofilm formation contributes to developing new strategies to control biofilm 
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formation on surface and then reduce infections, biofouling, and contaminations. Biofilm-targeting strategies 

include the regulation of established biofilms or the modulation of single-cell attachment. In most studies, 

physicochemical mechanism is frequently applied to explain the initial bacterial adhesion phenomena but rarely to 

explain other stages of biofilm formation. This review presents a five-step comprehensive description of the 

physicochemical process from film formation to biofilm maturation: (1) period of film formation; (2) period of 

bacterial adhesion; (3) period of extracellular-polymeric-substances (EPSs) membrane formation; (4) period of 

regulating biofilm by quorum sensing (QS); (5) period of biofilm maturation. We first clarify how the film formed 

by compound molecules affects the surface’s physicochemical properties and initial adhesion, summarizing many 

factors that affect bacterial adhesion. We then review the types of EPSs and signal molecules secreted by bacteria 

after irreversible adhesion, as well as their role and QS mechanism in biofilm maturation. Finally, we discuss how 

bacteria or microcolonies separate from the mature biofilm by physicochemical action and summarize the 

morphology and adhesion characterization methods after the biofilm matures. This review redefines the role of 

physicochemical in the whole process of biofilm formation and provides a theoretical basis for the prevention, 

removal, and utilization of biofilm and other related research fields.
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