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Abstract 
Biofilms refer to a microbial community that is surrounded by a self-generated extracellular po-
lymer and attached to the cell surface, but the physiology and genetics definition of the M. tuber-
culosis biofilm have not yet been described. Because of its unique physiological state, M. tuberculo-
sis biofilms limit the therapeutic effect of anti-tuberculosis drugs, prolong the cycle of tuberculosis 
treatment, and seriously endanger human health. This article reviewed the formation mechanism, 
structural composition and related functions and quantitative methods of M. tuberculosis biofilms, 
and discussed the research ideas of using M. tuberculosis biofilms as novel anti-tuberculosis drugs 
to shorten the treatment of tuberculosis and provide a new direction for improving the therapeu-
tic effect of tuberculosis. 
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摘  要 

生物膜是指被自我产生的细胞外聚合物包裹，并附着在细胞表面的微生物群落，但结核分枝杆菌生物膜
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的生理学和遗传学定义至今尚未被描述。抗菌药物耐受性通常与之形成的生物膜有关，结核分枝杆菌生

物膜因其独特的生理状态，限制了抗结核药物的治疗效果，延长了结核病治疗的周期，严重危害人类健

康。该文就结核分枝杆菌生物膜的形成机制、结构成分及相关功能、定量测定方法进行了综述，讨论了

以结核分枝杆菌生物膜为靶点新型抗痨药物的研究思路，为缩短结核病治疗时间，提高结核病的治疗效

果提供一个新方向。 
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1. 引言 

细菌形成生物膜可导致表型耐药(Phenotypic resistance)，大约 65%~80%的人类细菌感染与生物膜相

关[1]。20 世纪 90 年代，Hall-Stoodley 等[2]发现形成生物膜能使分枝杆菌逃避抗菌药物的杀菌作用，因

此生物膜是分枝杆菌长期栖居的场所。2008 年 Ojha 等[3]证实结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis, 
MTB)生物膜内存在对异烟肼、利福平等一线抗结核药物高度耐药的 MTB，而破坏生物膜后，这些耐药

菌重新恢复对抗痨药物的敏感性，因此认为生物膜内的耐药菌为表型耐药。随着对 MTB 生物膜的不断探

索，认为 MTB 生物膜能屏蔽抗痨药物的作用，是导致结核病治疗周期长的原因之一，学术界对 MTB 生

物膜的研究得到越来越多的关注。本文就 MTB 生物膜的形成机制、结构成分及相关功能、定量测定方法

以及以 MTB 生物膜为靶点新型抗痨药物的研究思路进行了综述。 

2. MTB 生物膜的形成机制 

生物膜形成是一个动态的过程，各种不同的物理、化学、遗传、生物作用都参与生物膜成熟的整个

过程[4]。虽然生物膜形成机制尚未清楚，但生物膜在非生物或生物表面形成过程中，可以分为可逆性粘

附和不可逆性粘附两个阶段[5]。MTB 生物膜的形成机制与一般细菌生物膜的形成机制相似，每个阶段都

通过严格的基因调控，其生物膜的形成过程主要涉及以下四个步骤[6]。 

2.1. 附着(Attachment) 

附着是细菌生物膜形成过程中最关键的一步，主要取决于营养条件、疏水性、细胞表面电荷、细菌

与细菌的相互作用等因素[7]。表面附着触发促进生物膜生长的基因表达，例如：大肠杆菌中的主调控因

子(CsgD)通过抑制鞭毛的合成来促进生物膜的形成，并通过激活 adrA 来诱导 c-di-GMP (EPS 合成的第二

信使) [8]。在此阶段，细菌可以松散地聚集，也可以分离成浮游形式。 

2.2. 固着生长(Sessile Growth) 

待细菌附着于生物或非生物表面变得稳定后，细菌开始增殖和分裂，大量分泌细胞外聚合物(Extracellular 
Polymeric Substances, EPS)，并通过 EPS 发出特定的化学信号，诱导微菌落的形成[9] [10]。形成的 EPS
可保护细菌免受抗生素、消毒剂或者自然条件下的辐射等条件的影响[11]。 
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2.3. 生物膜成熟(Biofilm Maturation) 

最终成熟的生物膜是由 EPS 和 EPS 所包围的微菌落组成，其结构是三维立体结构，包括营养和水分

的运输通道[12]。在这一阶段，微环境中生物膜形成自组织结构，信号分子分泌出自诱导物(Auto Inducer, 
AI)，微生物细胞通过 AI 信号相互交流，以达到微生物所需的细胞密度[13] [14]。 

2.4. 分散(Dispersal) 

在这一阶段，生物膜内的微生物细胞进行快速增殖和分散，以使其转化为运动形态，同时生物膜内

的细菌产生不同的糖分解酶(Saccharolytic Enzymes)帮助其表面的释放，例如大肠杆菌产生 n-乙酰杆菌酶、

铜绿假单胞菌产生海藻酸裂解酶、链球菌产生透明质酸，继而自然发生分散[9] [15]。分散后又附着于别

处并重新开始该过程。 

3. MTB 生物膜结构成分及相关功能 

MTB 生物膜是由 EPS 和微菌落共同组成，EPS 主要包括多糖、蛋白质、脂质以及细胞外 DNA 等；

微菌落是由包裹在 EPS 中的大量细菌组成。Ojha 等[3]研究发现，MTB 生物膜被包埋在富含脂质的 EPS
中，其中含有丰富的分枝菌酸。Trivedi 等[16]研究发现，MTB 生物膜的 EPS 含有大量的多糖，纤维素是

MTB 生物膜 EPS 中的关键多糖。 
细菌生物膜具有高度复杂性，其基本结构主要由多糖的成分和结构决定[13]。MTB 生物膜结构及相

关功能涉及如下两个部分。 

3.1. 孔隙、通道 

生物膜是紧密结合、相互连接的三维立体结构，产生的孔隙和通道用于分配重要的营养物质，并从

中除去生物膜微菌落中的代谢废物[17]。Trivedi 等[16]使用扫描电子显微镜(SEM)观察 MTB 生物膜的超

微结构，可知 MTB 生物膜是由大量的生物材料组成，包括密集的孔隙和通道。产生的孔隙和通道促进营

养物质在 MTB 生物膜中整个细菌群体的分布及扩散。 

3.2. 厚度 

生物膜厚度受微生物种类影响，不同微菌落的生物膜厚度不同。影响 MTB 生物膜厚度原因主要有：

1) 生长代数：随着 MTB 生长代数的增加，EPS 累积增多，MTB 生物膜的厚度也随之增加；2) 表面活

性剂：MTB 生物膜厚度受表面活性剂的影响。Trivedi 等[16]研究了在添加或没有添加吐温 80 的条件下

MTB 生物膜的生长情况，实验表明在没有添加吐温 80 的条件下，MTB 生物膜就像一层薄薄的生物材料

包裹着细菌细胞，与添加吐温 80 的生物膜的厚度显著不同。 

4. MTB 生物膜定量测定方法 

生物膜通过多种体外模型进行定量测定，其中最简单和最常用的方法是基于 96 孔板的静态模型[1] 
[18]。其定量测定原理可分为三类：1) 生物膜生物量(biomass)测定(基于基质、活细胞和死细胞的定量)；
2) 活力(viability)测定(基于活细胞的定量)；3) 基质定量测定(基于基质组分的特异性染色)。近年来，用

于生物膜定量测定方法主要有[19]：结晶紫(CV)测定、XTT 测定、Syto9 测定、二乙酸荧光素(FDA)测定、

刃天青测定和二甲基亚甲蓝测定等，其中 MTB 生物膜定量测定实验中较为常用的方法有 CV 测定、XTT
测定以及刃天青测定等。 

4.1. 结晶紫染色法(CV Assay) 

Christensen 等[20]首先提出 CV 染色法，经过不断改进以适用于所有生物膜的定量测定。CV 是一种
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碱性染料，可与细菌表面和生物膜细胞外基质上带负电分子结合，然后用乙醇或醋酸洗脱后进行定量分

析[19]。该方法用于定量生物膜的生物量，其局限性是[21]：1) 具有低重现性：这与生物膜生长的实验条

件、溶剂的具体性质和浓度、洗脱时间有关；2) 活细胞和死亡细胞以及生物膜基质都会被 CV 染色，不

能测定活菌实际数量，因此不适合评估抗菌物质的抗生物膜的效能。 
Mothiba 等[22]将结晶紫测定法基于 96 孔板中进行，待 MTB 生物膜形成后除去上清液，并用蒸馏水

将残留的生物膜洗涤并风干，加入 1% CV 溶液并在室温下温育 30 分钟后，用蒸馏水洗涤除去未结合的

染料，空气干燥后使用 70%乙醇提取剩余物中的 CV，在 570 nm 处测量其吸光度值，进行定量分析。Trivedi
等[16]将结晶紫测定基于 24 孔板中进行，MTB 生物膜形成后除去培养基，加入 1% CV 溶液并温育，除

去 CV 溶液后，用 95%乙醇提取 MTB 生物膜中的 CV，温育后在 600 nm 处测量提取的 CV 的紫外吸收，

进行定量分析。 

4.2. XTT 测定法(XTT Assay) 

XTT 测定法是目前为止使用最多的生物膜定量测定方法之一。XTT 是一种四唑盐，也是线粒体脱氢

酶的底物，可通过线粒体酶将其还原成水溶性橙色甲臜，测量 492 nm 处的吸光度值显示细胞的代谢活性

与甲臜产物成正比[23] [24] [25]。该方法用于细菌活力定量测定，通过测量代谢减少的 XTT 吸光度推断

生物膜中活细菌的数量[26]。该方法的局限性是与生物膜结构、成分的复杂性和异质性相关，不同结构、

成分的生物膜表现出不同的代谢物梯度，成熟生物膜有减缓 XTT 的还原或部分保留甲臜释放的倾向[27]。 
Trivedi等[16]使用XTT测试经抗生素和抑制剂处理后的MTB生物膜内细菌生存活力，通过在 490 nm

处吸光度值的改变来监测 XTT 的减少。 

4.3. 刃天青测定法(Resazurin Assay) 

蓝色非荧光刃天青也被称为阿拉玛蓝(Alamar Blue, AB)，是一种不会破坏活细胞的生物染料，作为一

种蓝色非荧光氧化还原指示剂，它可以通过细胞膜并由线粒体作用来量化代谢活性，从而将化合物还原

成粉红色荧光试卤灵，转化程度同时也是细胞活力的反映，因此细胞呼吸水平与荧光水平相关[28]。该方

法的局限性是[21]：1) 容易受到细菌呼吸效率(Bacterial Respiratory Efficiency)的影响，细菌呼吸效率又与

生物膜的生长阶段、生长代数和厚度有关；2) 由于刃天青还原的时间与菌种有关，某些实验条件难以标

准化；3) 在抗菌化合物存在情况下，刃天青还原能力降低，因此降低了该方法在抗生物膜研究中的可靠

性[29] [30] [31] [32]。 
刃天青已被用于检测活微生物以及对生物膜中活细胞实际数量的定量分析。对 MTB 的定量测定已有

相关文献，但 MTB 生物膜的定量测定还未有详细记载。 

5. 以 MTB 生物膜为靶点新型抗痨药物的研究思路 

MTB 生物膜形成过程中受多种因素影响，包括环境因素(营养成分、温度、渗透压、pH 值、铁离子

浓度和氧化还原电位等)、化学因素以及基因调控等。MTB 生物膜形成对空气介质界面的气体环境很敏

感。Ojha 等[3]将 MTB 于聚苯乙烯瓶中加盖培养，通过气相色谱/质谱(GC/MS)分析表明，二氧化碳的积

累可能影响 MTB 生物膜的形成。铁在生物膜形成过程中起着核心作用[33]，Ojha 等[3]研究 MTB 生物膜

对铁的依赖性，设计了 MTB 生物膜体外生长模型，通过减少正常量的铁，观察发现严重阻碍了 MTB 生

物膜的生长。目前已知基因 pks16 和 helY 与 MTB 生物膜发育有关，两种基因的突变体都不能形成成熟

的生物膜，但不影响浮游细菌的正常生长。Pang 等[34]研究发现，聚酮合成酶基因 pks1 有助于 MTB 生

物膜的形成。 
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目前正在开发防止生物膜形成的方法或针对已形成生物膜的细菌采取治疗措施，主要集中体现在寻

求抗粘附的界面和研究具有抑制细菌产生粘附的化合物两个方面[35] [36]。MTB 生物膜对抗结核药物的

屏蔽作用与其物理完整性密切相关，所以影响 MTB 生物膜形成或解离的因素可作为更快清除 MTB 的潜

在靶点。大概总结为以下几点。 

5.1. 纤维素 

纤维素是 MTB 生物膜 EPS 的关键多糖，并以微丝形式存在于 EPS 中，在 MTB 生物膜的形成初始

阶段，纤维素为连接微菌落和招募浮游细菌起着重要作用。Trivedi 等[16]分别用脱氧核糖核酸酶 I、蛋白

酶 K、脂肪酶、纤维素酶和 α-淀粉酶对 MTB 生物膜进行处理，研究结果表明，绿色木霉(Trichoderma viride)
中的纤维素和蛋白酶 K 将 MTB 生物膜分解成细菌悬浮液，确定了纤维素是 MTB 生物膜形成的关键组分，

它的降解会导致 MTB 生物膜的破坏。 

5.2. 分枝菌酸 

MTB 生物膜 EPS 中富含丰富的分枝菌酸，可以赋予生物膜细胞群落内聚力，故分枝菌酸的合成与

MTB 生物膜的形成密切相关。Ojha 等[37]发现基因 GroEL1 在耻垢分枝杆菌生物膜形成过程中，参与了

分枝菌酸合成，通过使基因 GroEL1 失活，可以阻碍成熟生物膜的形成，但不影响浮游细菌生长。MTB
编码与耻垢分枝杆菌相似的 GroEL1 蛋白，由于已知 MTB 突变体在合成分枝菌酸过程中具有缺陷，故推

测 GroEL1 的突变可能会导致 MTB 毒力的衰减。分枝菌酸作为生物膜形成的重要组成部分，抑制分枝菌

酸的形成可影响生物膜的形成。Vilcheze 等[38]研究发现，一线抗结核药物异烟肼以分枝菌酸合成中的必

需基因 InhA 为主要靶点。 

5.3. 细胞外聚合物 

MTB 粘附于表面后，通过基因调控，产生大量的多糖、脂质等 EPS 包裹 MTB，形成天然的屏障作

用，对抗结核药物产生高度耐药性，其耐药性远远高于浮游细菌。不同的细菌、真菌和植物会分泌抗粘

附的多糖或蛋白质，从而减少生物膜的形成[4]。由于 EPS 中包含脂质，使生物膜表面带负电荷。表面活

性剂同为表面带有电荷的物质，可能与带负电的生物膜相互作用，影响 EPS 的结构和功能，从而导致生

物膜的瓦解。Xavier 等[39]发现多糖解聚酶、酯酶和 Dispersin B (DspB)的促解离剂可能破坏 EPS。林丽

华等[40]研究了大蒜素对铜绿假单胞菌菌株生物膜早期粘附及 EPS 的影响，发现高浓度的大蒜素使 EPS
的形成明显降低，从而抑制生物膜形成。 

5.4. 群体感应 

群体感应(Quorum Sensing, QS)是微生物细胞之间一种特殊信号。事实上，群体感应过程协调生物膜

形成机制，当细菌附着于表面后，它们通过 QS 相互沟通协调用于基因调控。许多细菌、植物和真菌可

以分泌抗群体感应分子，这些分子可以抑制病原体 QS 的产生[4]。例如红藻释放的卤代呋喃化合物以及

人工合成的卤代呋喃酮衍生物都是很好的 QS 抑制剂[41]。 

6. 小结 

由于耐药菌的出现，结核病至今仍是传染病中的头号杀手。MTB 生物膜的形成，使 MTB 具有天然

的保护屏障，增强了 MTB 的耐药性，并延长了结核病的治疗周期，使结核病成为世界范围内的重大公共

卫生问题，以致迫切需要新的抗结核药物可以有效治疗结核病，并缩短药物敏感结核病和耐药结核病的

治疗时间。MTB 生物膜为新药研发提供一个新思路，抑制 MTB 生物膜的形成，可以有效提高结核病治
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愈的可能性，同时，结核分枝杆菌生物膜可作为一种潜在的新药物靶点，促进目前在超短疗程中使用的

抗结核抗生素的疗效，以缩短治疗时间。 
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