
�论著�

曲霉生物膜的形成过程与结构特征
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�摘要�� 目的 � 研究曲霉生物膜的形成过程和结构特征。方法 � 我们利用一个曲霉生物膜体外模型研究其形成过程和结

构特征。将 200 �L浓度为 1 � 105孢子 /mL的受试曲霉 (烟曲霉 AF293, 黄曲霉 BMU03940, 土曲霉 BMU00802, 黑曲霉

BMU04689)的孢子悬液加到 24孔组织培养板中的无菌塑料细胞培养盖玻片上, 37� 孵育不同时间 ( 0、2、4、8、10、12、16、

18、24、48、72 h) ,加入 25 �mo l/L的 FUN-1室温避光染色后, 用波长 488 nm 激光激发, 通过共聚焦激光扫描显微镜观察曲

霉生物膜的形成过程 ;再用波长为 488 nm 和 633 nm激光同时激发, 将两个波长下的图像叠加后观察曲霉生物膜的活力; 利

用 XYZ轴成像观察其结构特征。在上述不同的时间点用钙荧光白染色后, 用波长为 405 nm 的紫外光激发, 观察曲霉生物

膜细胞外基质的产生。结果 � 烟曲霉 AF293在第 4 h即开始有散在的孢子黏附于盖玻片上; 8 h时孢子开始萌芽, 10~ 12 h

菌丝延长形成单细胞层; 16~ 20 h菌丝缠绕形成多层立体结构; 24 h形成一个具有复杂的三维立体结构特征的多细胞菌落,

菌丝有序排列, 细胞外基质弥散的分布在菌丝的周围; 48~ 72 h生物膜逐渐成熟。成熟的烟曲霉生物膜是由细胞外基质包

裹的有序排列的菌丝形成的复杂立体结构。黄曲霉 BMU03940、土曲霉 BMU00802、黑曲霉 BMU04689与烟曲霉 AF293有类

似的生物膜发育阶段 ,包括黏附、孢子萌芽、菌丝延长、菌丝有序排列形成三维立体结构。结论 � 烟曲霉、黄曲霉、土曲霉和

黑曲霉在体外都能形成典型的生物膜,它的形成过程和结构特征与其他真菌生物膜类似。
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�Abstract� � Objective� To investigate the deve lopm ent and arch itecture cha racte ristics o fA sp ergillu s b iofilm.M ethods� In vitro

b io film s ofA sp erg illus fum iga tu s ( AF293 ), A sp erg illus f lavus ( BMU03940), A sp erg illus terreus ( BMU00802) and A sp erg illus

nig er ( BMU04689) fo rmed on the surface o f sterile plastic ce ll culture coverslips in 24-we ll tissue culture p lates by adding 200 �L

o f 1 � 105 spores/mL cell suspension to each we l.l A fter incubation at 37� fo r var ious tim e per iods ( 2, 4, 8, 10, 12, 16, 18, 24,

48 and 72 h), the biofilm s w ere sta ined w ith FUN-1 in dark for 45 m in ites. The fo rm ing process and v itality were exam ined under

confoca lm icroscope by 488 or com bination w ith 633 argon ion laser stimu lation. Ca lco fluo rW hite sta in w as applied to obse rve cy to-

p lasm production w ith 405 argon ion laser tr igger ing. R esu lts� A. fum iga tu s conidial adhesion occurred a t 4 h and con idia began to

swe ll and germ inate at 8 h. H yphae inte rtw ined and amonolayer form ed a t 10 to 12 h, follow ed by ne tw ork structure form ing at 16 to

20 h. Then the comp lex three-d im ensiona l arch itecturew ith ex tracellu larm atrix around hyphae was set up at 24 h, w ith g radua lm a-

tu reation at 48 to 72 h. S im ilar toA. fum igatus , the bio film s ofA. f lavus, A. terreus andA. nig er had d istinct deve lopm en tal phases

inc luding adhesion, germ ination, filam entation, mono layer deve lopm ent, pro life ra tion and ma turation. Conc lu sion s� A. fum igatus,

A. flavu s, A. terreus andA. nig er are able to form typ ica l b io film w ith d istinct developm enta l phases and arch itecture character istics.
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� � 生物膜是由细胞外多聚基质包裹的菌丝相互

黏附构成的有结构的微生物群落, 是相对于游离

状态菌细胞而言的微生物的另一种存在方式
[ 1]
。

80%以上的细菌在自然环境中以生物膜的形式存

在
[ 2]
。而且, 细菌、念珠菌等还可以在人类宿主

体内形成生物膜
[ 2]
。如念珠菌可以定植到血管

内导管或其他内置器械的表面并形成生物膜, 其

上的菌细胞脱落时, 可以导致急性真菌血症或播

散感染
[ 3-5]
。念珠菌形成的生物膜能对抗宿主的

防御, 并且对临床常用抗真菌药物的敏感性降

低
[ 6]
,从而导致生物膜相关的感染很难得到有效

的治疗和控制。

近年来,曲霉引起的感染数量逐年增加, 它已

经成为免疫受损患者发病和死亡的一个重要原

因
[ 7, 8]
。曲霉球是正在逐渐增多的一种曲霉病, 多

见于肺结核空洞和上颌窦
[ 9, 10]

;组织病理学研究显

示,曲霉球是由有序排列的菌丝构成, 菌丝周围有

细胞外基质包裹,无宿主细胞浸润
[ 10]

, 这种结构与

人们观察到的生物膜的结构非常相似
[ 1, 11, 12]

。因

此,本试验旨在研究曲霉是否可以形成生物膜, 并

观察其形成过程和结构特征。

1� 材料与方法

1. 1� 受试菌株

4株受试曲霉均为临床分离株, 菌株在北京大

学真菌和真菌病研究中心保存。烟曲霉 AF293、黄

曲 霉 BMU03940、土 曲 霉 BMU00802、黑 曲 霉

BMU 04689。

1. 2� 试剂和仪器

钙荧光白 ( Sigma Chem ica l co. , S.t Lou is),

FUN-1 ( Inv itrogen) , RPM I-1640 ( Inv itrogen) , 共聚

焦激光扫描显微镜 ( OLYMPU S-FV1000)。

1. 3� 共聚焦激光扫描显微镜观察曲霉生物膜的形

成过程和结构特征

所有受试曲霉在沙氏培养基上 35� 培养 3 d

后,用 5 mL含 0. 025% Tween 20的 PBS冲洗平皿

表面收集孢子, 用 20 mL RPM I-1640重悬孢子, 用

血细胞板计数,使其终浓度为 1 � 105孢子 /mL。

曲霉生物膜特征的观察 � 我们使用一个体外
模型评估生物膜的形成过程和结构特征。将 200

�L浓度为 1 � 105孢子 /mL的受试曲霉的孢子悬液

加入到 24孔组织培养板中的无菌塑料细胞培养盖

玻片 (直径 13 mm )上
[ 13]

, 37� 孵育不同时间 ( 0、

2、4、8、10、12、16、18、24、48、72 h) , 用无菌的 PBS

冲洗盖玻片, 加入 25 �mo l/L的 FUN-1, 室温避光

染色 45 m in, 然后再用 PBS冲洗盖玻片, 将其放置

在载玻片上。用共聚焦激光扫描显微镜 ( OLYM-

PUS-FV1000, 200 � )波长 488 nm激光激发, 孢子

或菌丝为绿色荧光。用共聚焦激光扫描显微镜

( OLYMPUS-FV1000, 200 � )波长为 488 nm和 633

nm激光同时激发,两个波长下的图像叠加以后,代

谢活性好的菌丝会发桔黄色的荧光,静止的和死亡

的菌丝发绿色荧光。利用 XYZ轴成像观察其结构

特征和活力。

曲霉生物膜中菌丝外的细胞外基质的观察

在上述不同的时间点同时用钙荧光白染色, 用共聚

焦激光扫描显微镜 ( OLYMPUS-FV 1000, 200 � )波
长为 405 nm的紫外光激发。

2� 结 � � 果

2. 1� 曲霉生物膜特征的观察

我们利用一个已有的曲霉生物膜体外模型
[ 13 ]

观察烟曲霉 AF293、黄曲霉 BMU03940、土曲霉

BMU 00802和黑曲霉 BMU 04689生物膜的形成过

程。AF293生物膜的形成过程见图 1。AF293在第

4 h即开始有散在的孢子黏附于盖玻片上; 8 h时孢

子开始萌芽; 10~ 12 h菌丝延长形成单细胞层; 16

~ 20 h菌丝缠绕形成多层立体结构; 24 h时形成菌

丝有序排列、具有复杂的三维立体结构特征的多细

胞菌落; 48~ 72 h生物膜逐渐成熟。将 24 h时烟

曲霉 AF293生物膜在 488 nm和 633 nm两个波长

下的图像叠加以后,生物膜中的菌丝发桔黄色的荧

光,说明生物膜中菌丝的活力很好 (见图 2)。

黄曲霉 BMU03940、土曲霉 BMU00802和黑曲

霉 BMU04689的生物膜形成过程和 AF293的类似

(图片未显示 ), 包括黏附 ( 4 h)、孢子萌芽 ( 8 h)、

菌丝延长形长单细胞层 ( 10~ 12 h)、菌丝缠绕形

成多层立体结构 ( 16 ~ 20 h)、24 h时形成具有复

杂的三维立体结构特征的多细胞菌落、48~ 72 h生

物膜逐渐成熟。 24 h时生物膜中菌丝的活力很好。

2. 2� 曲霉生物膜中菌丝外的细胞外基质的观察

我们利用钙荧光白染色技术证明了细胞外基

质的存在。研究发现在烟曲霉 AF293形成生物膜

的过程中, 16~ 18 h时可见细胞外基质弥散的分布

在菌丝周围,而且随着时间的延长细胞外基质的量

也随之增多 ( 24h) (见图 3)。
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黄曲霉 BMU 03940、土曲霉 BMU00802和黑曲

霉 BMU 04689形成生物膜的过程中, 16~ 18 h时可

见细胞外基质弥散的分布在菌丝周围,而且随着时

间的延长细胞外基质的量也随之增多 ( 24 h) (图

片未显示 )。

2. 3� 曲霉生物膜的立体结构特征

我们将一系列 Z轴扫描的 XY方向的图片经

过编辑,利用软件三维重建 24 h的 AF293生物膜

的立体结构,观察其结构特征。结果显示, 成熟的

烟曲霉生物膜是由细胞外基质包裹的有序排列的

菌丝形成的复杂立体结构 (见图 4a)。将 488 nm

和 633 nm两个波长下的图像叠加以后, 生物膜中

的菌丝发桔黄色的荧光,说明生物膜中菌丝的活力

很好 (见图 4b)。

图 1� FUN-1染色观察烟曲霉 AF293生物膜形成过程 [ FUN-1染色后,共聚焦激光扫描显微镜在 200 �的放大倍数下用 488 nm氩离子激光

激发照相: a.孢子黏附 ( 4 h) , b.孢子萌芽 ( 8 h ) , c.菌丝延长 ( 10 h ) , d ~ e.菌丝形成相互交错的网状结构 ( 16~ 18 h) , .f菌丝有序排列的

三维立体结构 ( 24 h ) ] � 图 2� FUN-1染色观察烟曲霉 AF293生物膜 24 h时的活力: FUN-1染色后,共聚焦激光扫描显微镜在 200 �的放大

倍数下用 488 nm和 633 nm氩离子激光同时激发照相,可见 24 h时烟曲霉 AF293生物膜中菌丝的活力很好 � 图 3� 钙荧光白染色观察烟曲

霉 AF293生物膜菌丝外的细胞外基质 (钙荧光白染色后,共聚焦激光扫描显微镜在 200�的放大倍数下用 405 nm的紫外光激发照相: a~ .f

分别是 4 h、8 h、10 h、16 h、18 h、24 h生物膜的钙荧光白染色图。 16 h菌丝形成相互交错的网状结构时有细胞外基质的产生,而且随着时间

的延长细胞外基质的量逐渐增加 ) � 图 4� FUN-1染色观察 AF293生物膜 ( 24 h)的结构特征和活力: a.烟曲霉生物膜是由细胞外基质包裹

的菌丝有序排列形成的的多细胞菌丝体结构, b. 24 h时烟曲霉 AF293生物膜中菌丝的活力很好
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F ig. 1� Developm en t ofA sperg illu s fum iga tus 293 b iofilm w ith FUN-1 stain [ b iofilm s exam ined und er con focal m icroscope w ith 488 argon ion laser

s tim u lation ( � 200) : a. Con id ial adhesion ( 4 h) , b. Con id ia germ ination ( 8 h) , c. H yphal elongat ion ( 10 h ), d-e. H yphae intertw ined netw ork struc-

ture ( 16-18 h ) , .f Three-d im ens ional stru cture of an orderly hyphae ( 24 h ) � F ig. 2� V iab ility ofA sp erg il lu s fum ig a tu s 293 b iof ilm ( 24 h) w ith FUN-

1 stain: good viab ility ofA sp erg il lu s fum iga tu s 293 b iof ilm under con focalm icroscop ew ith 488 and 633 argon ion laser st imu lat ion ( � 200) � F ig. 3

E xtracellu lar m atrix production byA sperg i llus fum ig a tu s 293 b iofilm w ith C alcof luor wh ite stain ing [ B iofilm s under con focal scann ing m icroscope w ith

405 rgon ion laser stim u lat ion ( � 200) : a-.f 4 h, 8 h, 10 h, 16 h, 18 h and 24 h respectively. E xtracellu lar matrix p roduced at 16 h and in creased after-

w ards] � F ig. 4 � Th e arch itecture characterist ics and viab ility ofA sp erg il lu s fum iga tus 293 b iofilm ( 24 h ) w ith FUN-1 sta in ing: a. A sperg illu s

fum iga tu s b iolfilm composed ofm icrob ial comm un itiesw ith in ex tracellu lar m atrix, b. Good viab ility ofA sp erg illu s fum iga tu s 293 b iof ilm ( 24 h )

� � 同样地, 我们利用软件三维重建 24 h的黄曲

霉 BMU 03940、土 曲 霉 BMU00802 和 黑 曲 霉

BMU 04689生物膜的立体结构, 观察其结构特征

(图片未显示 )。结果显示, 成熟的黄曲霉、土曲霉

和黑曲霉生物膜是由细胞外基质包裹的有序排列

的菌丝形成的复杂立体结构。将 488 nm和 633 nm

两个波长下的图像叠加以后,生物膜中的菌丝发桔

黄色的荧光,说明生物膜中菌丝的活力很好。

3� 讨 � � 论

已有研究表明真菌生物膜的形成过程与细菌

生物膜类似
[ 2, 14]
。不同真菌的生物膜形成过程不

尽相同,但大致可分为几个步骤: � 菌体黏附至合

适的底物。 �形成微菌落, 微菌落融合并形成生物

膜的基底层。� 产生细胞外基质,逐渐成熟形成三

维立体结构。�生物膜子代细胞的播散 [ 14-19]
。

本试验结果使我们初步了解了烟曲霉生物膜

的形成过程和结构特征。即孢子黏附 ( 4 h) ,孢子

萌芽 ( 8 h),菌丝延长相互连接形成单细胞层 ( 10

~ 12 h ), 菌丝缠绕形成多层立体结构 ( 16 ~ 20

h) ,最后形成菌丝有序排列、具有复杂的三维立体

结构特征的多细胞菌落。本研究同时利用钙荧光

白染色技术证实了细胞外基质的存在,试验结果和

已有报道类似
[ 13]
。

本试验同时证明黑曲霉在体外也可以形成生

物膜, 其形成过程与 V illena等的报道类似
[ 20]
。除

此之外,我们还发现, 黄曲霉和土曲霉也有类似的

发育过程,只要在适合的底物上, 其孢子也会发生

黏附、萌芽、菌丝延长、直至形成菌丝有序排列的三

维立体结构并产生细胞外基质。这说明黄曲霉和

土曲霉也能形成典型意义的生物膜。

总之,烟曲霉、黑曲霉、黄曲霉和土曲霉在体外

可以形成典型的生物膜:即菌丝相互黏附形成的有

结构的微生物群落; 菌丝有序分布; 菌丝周围有细

胞外基质的包裹。曲霉生物膜在体外的形成过程

与其他真菌生物膜类似,了解其形成特征有助于早

期干预以防止曲霉生物膜的形成。
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�消息�
(上接第 82页 )

努力提高学员的实践操作能力是本讲习班的特色。由华西医院实验医学中心具有多年真菌学实验室

经验的代亚玲技师及多位博士生组成的带教队伍,经过精心准备,给学员提供了包括真菌实验室基础、常

规操作及常见真菌的镜下观察等实习,内容丰富、形式多样, 密切结合讲课内容, 对所学的理论知识及时得

到深入理解和消化,受到学员好评,纷纷表示极大的加深了对医学真菌学的直观认识。

参班的正式学员共 49人,包括皮肤性病科临床医师 40人、在读博士、硕士研究生 6人和综合医院检

验师 3人。学员来自全国 16个省、市、自治区, 省外学员占学员总数的 53. 1% , 省内和成都市内学员占

46. 9%。临床为主的三级医院的占 50% ,基层医生占 25. 5%, 来自大型科、教、研医院的占 24. 5%。经过

理论和实验考试,学员们都以优异成绩获得国家级 I类学分 ( 10学分 )结业证书。讲习班达到预期目的,

学员不仅增长了医学真菌知识和真菌临床检验水平,还接触到真菌学前沿、热点知识,并在科研思维、论文

写作、讲演技能等方面均得到很好训练,是一次成功的讲习班。明年 �皮肤真菌病基础和临床研究进展讲

习班�将迎来第 13期, 期待更多学员来参加。

国家级继续医学教育项目 �皮肤真菌病基础和临床研究进展讲习班 �部分教授和学员合影 ( 2011. 4. 4 )
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