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摘要 绿色荧光蛋白基因 ∞ƒ°经 ≤≤转化法标记 Ε . χολι  菌株 获得的标记菌株作为模式细菌接种含  Λ氨

苄的 培养基 在摇瓶中与火山岩颗粒共混培养挂膜 ε     用激光共聚焦扫描显微镜摄取获得火山岩填

料生物膜 Λ ≅ Λ区域不同层面的图片堆 所获图片堆经 ≤   ≥× × 程序处理可以获得相关的定量化参数 如  生

物膜平均厚度为 1  Λ 生物膜最大厚度为 1 Λ 生物膜体积为 1  Λ
Λ

 生物膜表面积  1 Λ
 

生物膜比表面积为 1  Λ
Λ

 该方法也可以扩展至其他绿色荧光蛋白基因标记细菌的生物膜结构定量化 
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Λ
Λ

 ∏  1 Λ
 ∏√∏ 1  Λ

Λ
  × 

¬∏∏  ƒ° 

Κεψ ωορδσ: ƒ∏°ƒ°  Ε . χολι 

  生物膜是微生物治理环境污染的重要方法之

一 在生物膜技术应用研究中 一般均以 / 暗箱0模

式 即不管填料上生物膜的结构变化以及生物膜内

部的菌群数量与分布的变化 进行各种工艺研究及

优化 部分研究对生物膜内部的菌群情况采用  °

 ¬∏ ° ∏方法计数 费时而且需

离线进行 另有采用荧光原位杂交∏ ιν

σιτυ ƒ≥方法≈ 和 °≤  分子鉴定

方法≈ 分析活性污泥中特定细菌如硝化细菌数

目 ƒ≥ 方法比  °方法有很大进步 但仍须进

行以荧光标记探针杂交操作后方可进行荧光观察 

°≤  方法需要核酸提取 °≤  反应和凝胶电泳鉴

定 这些方法在快速简便和实时性方面不如荧光蛋

白 ƒ∏°ƒ°基因标记技术 

ƒ°较多作为融合蛋白表达的报告基因用于考察

表达效率等≈  最近在环境微生物技术等研究中

也获得较多应用≈  基于三维图像处理技术的日

臻成熟 尤其是激光共聚焦显微镜

  ≤≥  的应用  

等进行了流式槽ƒ ƒ°标记生物膜空

间结构的定量化的尝试 获得了较好的结果≈  

 ∏等用 ≤≥  分析了 ƒ° 标记的 Πσευ2

δοµονασ πυτιδα × ≤≤  菌株在 ° 固体结

晶表面生物膜的三维分布及成膜行为≈ 本文作者

进行过火山岩和有机碳泡沫为填料的

生物塔废气净化研究 种均取得了较好的效果 由

于火山岩易于控制颗粒大小和观察表面成膜情况 

故用它进行本研究的成膜填料材料≈ 用 ƒ°基

因转化 Ε . χολι 菌株 以绿色荧光转化子为

模式生物进行火山岩表面挂膜培养 对生物膜空间
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结构进行定量化新方法的初步探索 摸索用 ≤≥ 

摄取生物膜图片堆以获得相关的生物膜定量化参

数 如生物膜平均厚度 最大厚度 生物量表面积等 

用以表征生物膜的空间结构特征 为进一步进行其

他各种细菌生物膜的微观结构表征打下技术基础 

1  材料与方法

111  材料

Ε . χολι  购自中国科学院微生物研究

所菌种保藏中心 原核表达载体 ∞ƒ° 购自 ⁄

公司 火山岩为成都芝竹堂产品 敲碎过

筛获得直径  ∗ 均匀颗粒 

112  实验方法

 ≤≤法制备  Ε . χολι 感受态细胞

和转化参照文献≈ 方法进行 

 转化子中质粒的碱法提取和电泳鉴定  参

照文献≈ 方法进行 相关软件  ∂ °凝胶图象分

析系统 ⁄≥自带 工具软件 

 生物量测定干重法  取转化子细胞培养

液 在   离心  弃上清 用

去离子水重新悬浮细胞  离心 

弃上清 菌泥置  ε 烘箱内烘至恒重 

 质粒浓度的测定  质粒提取液经过适当倍

数的稀释后 用紫外分光光度计分别测定  

吸光值 Α , 质粒的浓度可由 Α的值来估

算 , 质粒的纯度以 Α Α来衡量 如果比值约

为 时表明质粒纯度较高 

 转化子细胞蛋白荧光表达的测定  转化子

菌体培养至生长稳定期进行荧光表达的测量 用荧

光分光光度计在 激发光下激发 测定不同

培养条件下的菌体在 处的相对荧光强度 分

别取 培养液   离心 弃上

清 用生理盐水悬浮菌体沉淀 并稀释至适宜浓度 

以生理盐水为空白测定其相对荧光强度 采用等量

菌体比较方法考察了菌体荧光强度的差异 以消除

菌体浓度差异的影响 

 火山岩填料挂膜  火山岩填料加入 Ε . χολι

的 ƒ° 转化子培养液 摇瓶中装

含 Λ 的培养基中混合培养

 ε    然后置 平板稳定成膜 

 图片堆的获得和处理  

× ≤≥2≥°激光共聚焦显微镜≤≥ 2

选定 个  ≅ Λ挂膜填

料区域 以 1Λ步长进行不同层面扫描 获得图

片堆 在  × 1环境下运行 ≤   ≥× × 程

序丹麦技术大学  博士提供 首先运

行命令 进行所有图片确认 看是否完整 

再运行命令 确定阈值√∏ 最后

运行 ≤   ≥× × 命令获得所需的参数 

2  结果与讨论

211  ƒ°基因转化子的筛选

用上述转化方法 将 ∞ƒ°载体转入感受态细

胞 通过含  Λ平板进行筛选 培养

 后观察发现阴性对照平板未长出菌落 阳性对

照平板长出菌落 而且可见光下就能看见菌落的绿

色荧光 证明 ∞ƒ°载体已成功地转入菌株 

并且抗性基因获得了表达 将转化子分别进行荧光

显微镜观察和平板划线培养 结果图 显示绿色

荧光蛋白基因已在 Ε . χολι 细胞内获得很好

的表达 该转化子细菌可以作为以下生物膜的的空

间结构定量化方法研究的模式细菌 

图 1  ΓΦΠ在 Ε . χολι ϑΜ109 细胞中的表达

∏荧光显微镜  ≅ 平板菌落

ƒ  ƒ° ¬ Ε . χολι  

212  转化子中质粒的酶切鉴定

从 ∞ƒ° 限制酶切图谱 图 可以看出

∞ƒ°有 个 Ξβα和 个 Ηιν酶切位点 因

而 从转化阳性菌落细胞重新提取质粒后分别用酶

Ξβα和一个 Ηιν进行酶切验证 电泳结果图 

显示在  与 1 之间有一条约 1 带 

这与预期的结果吻合 但在电泳图上缺少一条 1

条带 这可能是分子量过小 造成 ⁄条带浓度

过低而无法检测 由图 可以看出在  与  

之间有一条带 约 1 由于 Ηιν是 ∞ƒ°

载体的唯一酶切位点 条带的大小与载体的吻合 从

上述分析可知 原核表达载体 ∞ƒ°已成功地转入

菌株 Ε . χολι  并以游离质粒形式表达 

213  转化子细胞质粒稳定性

转化子细胞中质粒在细胞分裂时向子代细胞分

配不均匀以及 ⁄ 的缺失 !插入或重排均可引起

期 环   境   科   学



    

图 2  πΕΓΦΠ载体限制性酶切图谱

ƒ    ∞ƒ° √

图 3  转化子提取质粒 Ξβα1 和 ΗινδΙΙΙ酶切电泳图

ƒ  ¬

 Ξβα  Ηινδ 

质粒的不稳定 在不同的细菌细胞中质粒的稳定性

是不同的 从表 可以明显看出 获得的转化子转接

第二次后 带抗性的菌落数就只占 1  此后 每

转接 次 质粒就分别丢失 1  1  说明该

质粒在宿主菌 Ε . χολι中并不是十分稳定 表

表示转化子传代后菌落计数及质粒的维持率 其

中/ 第  代0表示转化子第  代在含氨苄Λ

的液体 中培养  后菌体涂布 第 代表

示上述第 代在不含氨苄的液体 中培养  后

的菌体 第 代表示上述第 代在不含氨苄的液体

中培养  后的菌体 可见在没有选择压力情

况下 ƒ°质粒的维持率 代后只有   为保证

用荧光强度表征菌体细胞生物膜的准确性 需在挂

膜过程中保持选择压力 

214  培养温度和培养液氨苄浓度对转化子细胞

ƒ°质粒产量和荧光蛋白表达的影响

在有氨苄选择压力的情况下 氨苄的添加浓度

  表 1  不同代菌体的质粒稳定性

×  ×  

代数
菌落数

含  

菌落数

无  

抗性菌

比例 

质粒维

持率 

第 代   1

第 代   1 1

第 代   1 1

和培养温度等均有可能影响转化子细胞中 ƒ°质

粒的产量及其荧光表达 通常细菌的培养温度为

 ε 分别考察了  ε  ε  ε 培养温度对转化

子细胞中质粒数量的影响 结果图 显示温度的

降低 ε 使菌体的单位细胞质粒产量下降了 温

度升高 ε 虽然使生物量有所上升 但单位细胞

质粒产量无显著改变 且有所下降 因而采用  ε

培养温度有利于提高转化子细胞中质粒产量 培养

温度对转化子细胞荧光蛋白表达的影响也有类似结

果表  从表 可以看出 不同的培养温度对菌体

荧光蛋白的表达产生了一定的影响  ε 和  ε 时

菌体的相对荧光强度要高于  ε 时的 也就是说

 ε 适合菌体荧光蛋白的表达 也适合菌体生产质

粒 但考虑到菌体的生长浓度可能会影响其相对荧

光强度 故又取上述培养液离心 取等量菌体稀释后

测定其相对荧光强度 结果得出的结论仍与上述一

致 故本研究选择  ε 为最佳培养温度 

表 2  不同培养温度和氨苄浓度对菌体相对荧光强度的影响

×  ×∏  

√∏

条件
培养温度 ε 氨苄浓度Λ# 

      

相对荧光强度 1 1 1 1 1 1 1

  液体培养基中添加氨苄 有利于通过选择压力

提高转化子中 ƒ°质粒保持率 但其添加浓度对菌

体细胞中质粒产量和荧光蛋白表达的影响需要具体

考察 液体培养基中添加终浓度分别为 Λ

ΛΛ和 Λ的氨苄考察了

不同氨苄青霉素浓度对细胞中质粒产量的影响 结

果图 显示 随着氨苄浓度的上升 质粒的产量也

随之升高 这说明一定的选择压力有利于质粒的积

累和表达 但是 随着氨苄浓度的上升 细胞生物量

呈明显下降趋势 由于较高的抗性浓度有利于质粒

的稳定性 且氨苄青霉素很容易失效 提高抗性浓度

也是有利于筛选含质粒的菌体细胞 然而 实际生产

中 较高的筛选浓度未必符合成本和安全方面的要

求 尤其在安全方面 这个问题更加突出 不同的

 环   境   科   学 卷



 浓度对菌体荧光蛋白的表达的影响实验结果

表 表明  浓度的提高除了加强菌体的质粒

稳定性 !增加含质粒细胞的生长累积外 对荧光蛋白

的表达及其相对荧光强度却无显著影响 因此 若从

实际需要来看 Λ的浓度即可 以下生物膜

实验均采用该浓度进行 

图 4  培养温度对质粒产量和细胞生长的影响

ƒ  ×∏∏



图 5  氨苄浓度对质粒产量和细胞生长的影响

ƒ  ×    

∏ 

215  ≤≥  扫描结果

根据上述结果 选择含 Λ氨苄 培养

液  ε 在摇瓶中与火山岩共混培养  驯养生

物膜 然后用激光共聚焦显微镜选定 Λ ≅

Λ挂膜填料区域进行不同层面扫描 获得图片

堆如图  从图 分析可知 随着径向深度的改变 

生物量的改变可从荧光强度的强弱反应出来 第 

张由于处于生物膜的最上层 而火山岩填料的表面

特征为凹状 形成中间空穴的特征 因此形成了边缘

荧光强 中间弱的现象 随着深度的增加 与填料凹

穴底部的贴近 第 张的荧光强度达到最强说明此

层面的生物量达到最大但随后荧光的强度逐渐减

弱 这与火山岩填料表面的多凹穴形状特征相符 因

此 绿色荧光蛋白是一种很好的分子标记 可用于标

记生物膜菌群形态的研究 

图 6  火山岩不同层面扫描生物膜图片堆

ƒ   √

216  ≤   ≥× × 程序的定量化分析

从上述的分析可知通过 ≤≥ 扫描图片进行

生物膜的定性分析是可行的 为了能够实现定量化

分析 用 ≤   ≥× × 程序对生物膜的扫描图片堆进

行了计算 获得了相关的生物膜空间结构数据表

 从表 可知 生物膜的生物量和平均厚度都少

于  说明培养  后 填料的生物膜生长不是很理

想 没有全面覆盖填料的表面 同时也可从生物量表

面积分析得出 生物量表面积  1 Λ
 远远小

于选定的区域面积   Λ
 说明在填料上约

区域没有生物膜的存在 表明  共混培养后填料

表面的生物膜生长不是很理想 没有全面覆盖填料

的表面 这可能是营养液分布不均或填料表面特征

造成的 因此 为了能形成一个覆盖全面的生物膜 

要通过改善营养液的合理供给以及延长生物膜的驯

养时间等措施来达到驯养合适的生物膜结构 另外 

表面与生物量比值比表面积为 1 远远大

于  表明在填料上长成的菌落或菌苔是一种凸形

态结构 这与菌株平板形态观察相一致 从上述分析

可知 ≤   ≥× × 程序定量化数据的能反映生物膜

的空间结构状态 可以用于解析生物膜的一些基础

结构特征 

3  结论

原核表达载体 ∞ƒ°转化 Ε . χολι  获得

的转化子可以作为进行生物膜的的空间结构定量化

方法研究的模式细菌 用激光共聚焦扫描显微镜摄

取火山岩填料生物膜不同层面的图片堆 所获图片

堆经 ≤   ≥× × 程序处理成功获得相关的定量化

参数 如生物膜平均厚度 最大厚度 生物量表面积
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  表 3  ΓΦΠ转化 Ε . χολι ϑΜ109 与火山岩共培养 16 η的生物膜

×  ×∏∏ √

 ∏∏  ƒ°  Ε . χολι  

参数 数据

单位面积生物膜体积Λ
#Λ

  1

选定图象区生物膜表面积Λ
 1

比表面积Λ
#Λ

  1

粗糙系数 1

平均厚度Λ 1
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等 本方法为表征细菌生物膜的空间结构特征提供

了新思路和方法 在获得其他细菌的荧光标记细菌

如硝化细菌 可以进行多种细菌生物膜的微观结

构表征 本研究仅考虑了单菌种生物膜的情况 实际

应用中更多的会是多菌种构成的混合菌群的生物

膜 可以进行双多荧光标记技术来解决这个难题 

以开展各种生物膜处理工艺的生物膜构效关系
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