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摘要 目的 观察不同基质对阿萨希毛孢子菌生物膜形成能力的影响。方法 在聚芳脂、聚苯乙烯、聚氯乙烯上构建阿

萨希毛孢子菌生物膜,在生物膜形成过程中采用 XTT法对其活性进行定量分析, 倒置显微镜和扫描电镜下观察不同基质上

阿萨希毛孢子菌生物膜形态特征。结果 3种基质上均能形成阿萨希毛孢子菌生物膜, 且形成广泛的的生物膜。比较成熟

期不同基质上形成生物膜的活性有差别 ( F= 14. 743, P < 0. 01), 活性由高到低为聚芳脂 =聚氯乙烯 >聚苯乙烯。倒置显

微镜和扫描电镜下观察发现聚芳脂、聚氯乙烯形成的生物膜可见孢子、菌丝、假菌丝结构 ,聚苯乙烯上形成以孢子为主要结

构的微生物群落。结论 阿萨希毛孢子菌可在聚芳脂、聚苯乙烯、聚氯乙烯上形成生物膜 ,但形成生物膜的能力不同。聚芳

脂、聚氯乙烯比聚苯乙烯更易于真菌的黏附;且以菌丝、假菌丝为主要结构的微生物群落活力比单纯孢子的活力强。
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Biofilm formation ofTrichosporon asahii on different support mater ia ls
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Abstrac t Ob jec tive To study biofilm forma tion ofT. asahii (T. asah iiBF) on different ma trix in vitro . M ethod s The bio film

ofT. asah iiw as form ed on PAT, po lysty rene and PVC. The activ ity of b io folm was m easured and quantita tive ly ana lyzed by XTT.

M orpho log ical charac teristics o fT. asahiiwas observed under inverted m icroscope and scann ing e lectron m icroscope. R esults B io-

film w as fo rm ed ex tensively on PAT, po lysty rene and PVC. The v ita lity of biofilm fo rm ed on d ifferen tm ater ia ls d iffered from strong to

weak as follow ed: PAT= PVC > po lystyrene ( F= 14. 743, P < 0. 01). Yeast cells, pseudohyphas and hyphaew ere found on PAT and

PVC, but only yeast ce lls w ere observed on po lysty rene. Con clusions T. asah ii cou ld fo rm b io film s on d ifferen t suppo rt ma teria ls,

but d ifferes in ability. Its' m ore eas ier to adhere on PAT and PVC than on po lystyrene, and the v itality o f pseudohyphas and hyphae is

stronger than that o f yeast ce lls.

K ey words T richo sp oron asah ii; biofilm; suppo rtm ate rial

[ Ch in JM yco,l 2010, 5( 4): 201-205]

阿萨希毛孢子菌 ( T. asah ii )在自然界中广泛

存在,是毛孢子菌属中最重要的临床致病菌, 可导

致播散性毛孢子菌病及夏季超敏性肺炎。调查发

现,毛孢子菌已成为仅次于隐球菌和酿酒酵母的第

三位常见的非白念株菌酵母
[ 1, 2]
。与浮游状态相

比,阿萨希毛孢子菌生物膜细胞对抗真菌药物的耐

药性明显增加
[ 3, 4]
。生物膜被定义为微生物聚集
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在一起, 由其自身产生的细胞外基质包裹的菌细胞

群体,不仅可在自然界产生, 也可在宿主体内产生,

是微生物的一种独特的生存方式
[ 5]
。生物膜导致

耐药性增加的机制目前尚不完全清楚。研究发现

很多因素可以影响真菌生物膜的形成, 如物理性

质: 基质,碳源, 唾液的存在, 氧气的存在, 表面限

定, 酸碱环境; 环境因素: 热, 冷, 紫外线; 真菌的种

类
[ 5 ]
。成熟真菌生物膜的结构主要受附着层表面

材料的影响
[ 6]
。本实验以聚芳脂、聚苯乙烯、聚氯

乙烯为生物膜黏附基质观察不同基质对阿萨希毛
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孢子菌生物膜形成的影响,为临床医用材料的选择

提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

菌株 阿萨希毛孢子菌株 1株,来源于本院皮

肤科临床分离株 ( BZP07002) , 并经 API20AUX生

化鉴定及 DNA序列分析验证 (AS2. 2174)
[ 7]
。

主要试剂及材料 XTT 试剂: App liChem公

司, PM S: S igma公司,扫描电镜: H ITACH I S-520,由

北京市神经外科研究所提供。

1. 2 方法

生物膜体外构建
[ 3]
将-80 保存的阿萨希毛

孢子菌菌种复苏, 在沙氏培养基中转种培养 2次,

转入酵母蛋白胨葡萄糖肉汤 ( YPD)中过夜振荡培

养, 离心、收集后, 重悬于 RPM I-1640中, 稀释成

10
6
CFU∕ mL菌悬液。在培养板中预先放入无菌

的聚芳脂、聚苯乙烯、聚氯乙烯 (长宽各为 1. 0

cm ),每种材料共 9个,分 3个孔放入。将 2. 0 mL

该菌悬液加入到 24孔培养板中, 28 培养 72 h。 2

h时 PBS缓冲液冲洗 2次,重新加入 2. 0mL RPM I-

1640培养液。之后每隔 24 h更换一次培养液。设

不加有阿萨希毛孢子菌的空白对照组。

生物膜形成的定量分析
[ 3]
通过 XTT还原比

色测定法进行定量分析。测定依据通过代谢活性

细胞使黄色的四唑盐 XTT分裂成橘黄色的甲臜染

料。RPM I-1640培养液中加入 XTT和电子耦合剂

PM S使终浓度为 12. 5 mo l/L。在预先洗涤培养

0. 5 h、1 h、2 h、4 h、8 h、24 h、48 h、72 h的生物膜孔

63个 (每组 3孔,每孔 3个,共 7组 )和空白对照孔

中放入 1. 5 mL的 XTT-PM S溶液, 28 避光培养 2

h。离心上清液平分在 96孔板中, 微量滴定板 492

nm下读数。

倒置显微镜观察 将培养 2 h、4 h、8 h、24 h、

48 h、72 h的含生物膜的聚芳脂、聚苯乙烯、聚氯乙

烯用灭菌的 PBS缓冲液冲洗 2次,放置在载玻片上

倒置显微镜下观察。

扫描电镜观察 选培养 48 h的含生物膜的聚芳

脂、聚苯乙烯材料常规扫描电镜制片并观察其形态。

1. 3 统计学方法

用 SPSS 13. 0统计软件分析。采用单因素方

差分析 ( F )和 LSD-t检验进行多个样本均数的两

两比较。取 = 0. 01为检验水准, P < 0. 01为差

异有统计学意义。

2 结 果

2. 1 菌株在体外生物膜的形成及定量测定

表 1显示 3种材料在 1 h、2 h、4 h、8 h、24 h、48

h、72 h各时间点上形成生物膜的活力, 随时间延

长, 生物膜的活力逐渐增强。对成熟期 48 h的生

物膜活性采用方差分析表明不同材料上形成阿萨

希毛孢子菌生物膜的活性有差别 ( F = 14. 743, P

< 0. 01,见表 2), 采用 LSD-t检验进行多个样本均

数的两两比较,聚芳脂与聚氯乙烯的活性差别无统

计学意义 ( P > 0. 01), 其余材料两两比较差别均

有统计学意义 ( P < 0. 001)。说明不同材料上形

成生物膜的活性有差别,活性由高到低为聚芳脂材

料 =聚氯乙烯材料 >聚苯乙烯材料。

2. 2 倒置显微镜下形态

实验发现材料聚芳脂、聚苯乙烯、聚氯乙烯在

2 h时均有微生物黏附, 随时间延长,生物膜形成逐

渐增多, 经历黏附期, 形成期和成熟期。且其形成

的生物膜广泛, 覆盖整个材料。观察发现聚芳脂、

聚氯乙烯形成的生物膜可见孢子、菌丝、假菌丝结

构, 聚苯乙烯上形成以孢子为主要结构的微生物群

落 (见图 1~ 3)。

表 1 阿萨希毛孢子菌在 3种材料上形成生物膜的定量 XTT值测定 ( x s )

Tab. 1 Analys is of the activity ofT. asahi i b iof ilm by XTT on 3 k ind of support materials ( x s )

材料

不同时间点的 XTT值 ( x s )

1 h 2 h 4 h 8 h 24 h 48 h 72 h

聚芳脂 0. 059 0. 017 0. 148 0. 023 0. 017 0. 011 0. 108 0. 019 0. 393 0. 034 1. 424 0. 120 1. 293 0. 074

聚苯乙烯 0. 042 0. 032 0. 098 0. 021 0. 051 0. 014 0. 130 0. 038 0. 290 0. 011 1. 240 0. 007 1. 310 0. 042

聚氯乙烯 0. 051 0. 012 0. 110 0. 004 0. 042 0. 028 0. 097 0. 015 0. 340 0. 024 1. 580 0. 010 1. 240 0. 020
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表 2不同材料上 48 h阿萨希毛孢子菌生物膜活性方差分析结果

Tab. 2Analys is of the activity ofT. asahii biofiml on 3 kind of supportmaterials

变异来源 SS MS F P

组间 . 388 2 . 194 14. 743 . 000

组内 . 315 24 . 013

总 . 703 26

2. 3 扫描电镜下形态

观察在聚芳脂、聚苯乙烯材料表面培养 48h的

阿萨希毛孢子菌生物膜在扫描电镜下的结构,放大

倍数分别为 2 000, 5 000。聚芳脂扫描电镜下

可见生物膜为多层结构,包括所有真菌形态 (关节

孢子、假菌丝、菌丝 ), 形成一个复杂的三维立体架

构。镜下可见串珠状孢子, 关节孢子, 部分孢子上

可看到绒毛状结构 (见图 4)。聚苯乙烯表面生物

图 1 ~ 3 分别示聚芳脂、聚苯乙烯、聚氯乙烯 3种材料上倒置显微镜下 T. a sah ii生物膜的形态 ( a. 2 h, b. 48 h, c. 72 h; 200 )。 2 h时为散

在的芽生孢子结构; 48 h时孢子、菌丝、假菌丝结构相互缠绕聚集,并被胞外多糖基质包绕。 1 c, 3 c可见孢子、菌丝、假菌丝结构; 2c镜下主要

为孢子结构。 3种材料镜下形成的生物膜均很广泛 图 4 聚芳脂上 48 h时扫描电镜下阿萨希毛孢子菌生物膜形态,可见菌丝、关节孢子、

串珠状孢子,部分孢子上可看到绒毛状结构 ( a. 2 000; b, c. 5 000 )

F ig. 1-3 Morpholog ical characteristics ofT. asah ii observed under inverted m icroscope on 3 d ifferent supportm aterials: PAT, polystyrene and PVC ( a. 2 h, b.
48 h, c. 72 h; 200). After 2 hours, adh erent budd ing yeast cells stuck to them aterials in a random manner. During them aturation phase ( 48 to 72 h) , the com-
p lex ity of the b iofilm increased from a monolayer into am ult ilayered-structure, involving al l fungalm orphology ( yeast cells, hyphae, and pseudohyphae). 1c, 3c.
yeast cells, hyphae, and p seudohyphae; 2c. yeast cells. W idespread ing bioform w as observed on 3 k ind ofm aterial Fig. 4 M orphological characteristics ofT.

asah ii b iofilm under scanning electron m icroscope on PAT: hyphae, arth rospore, bead-like spore, villiform stru ctu re ( a. 2 000; b, c. 5 000)
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膜在扫描电镜下观察为一个个的形态不规则的孢

子。未见菌丝和假菌丝 (见图 5)。

图 5 聚苯乙烯上 48 h时扫描电镜下阿萨希毛孢子菌生物膜形态,

只见孢子结构 ( a. 2 000, b. 5 000 )

F ig. 5 M orphological characteris tics ofT. a sah ii b iofilm und er scann ing
electron m icroscop e on polystyrene: spore on ly ( a. 2 000, b. 5 000)

3 讨 论

播散性毛孢子菌病呈世界性分布, 是一种慢

性、顽固、难治的系统性真菌病,其发病呈逐年上升

的趋势
[ 8]
, T. asah ii是引起该病的重要致病菌。在

对 T. a sahi i所致播散性毛孢子菌病的临床研究中

发现,尽管使用抗真菌药物, 但感染仍持续存在。

2006年 G iovanni
[ 3]
等发现与浮游状态的菌株相比,

T. a sahii生物膜细胞对两性霉素 B、卡泊芬净、伏立

康唑和氟康唑的最低抑菌浓度 (M ICs)明显增加,

国内李继红
[ 4 ]
等也发现固着相即生物膜细胞的

M IC比浮游相成倍提高。近年来各种医用材料

(各种支架、导管、瓣膜、起搏器、人工关节等材料 )

的使用率很高,而微生物易于黏附于其表面且可形

成生物膜,导致耐药性增加而感染灶不易清除
[ 9]
。

G iovann i
[ 8 ]
首先在体外聚苯乙烯材料表面成功构建

T. a sahii生物膜,证明 T. asah ii生物膜的存在。研

究表明
[ 10]

, 微生物的致病力与其在聚合材料表面

形成生物膜的能力呈正相关。

本实验以医学上常用的各种导管材料聚芳脂、

聚苯乙烯、聚氯乙烯为黏附基质, 观察不同支撑材

料对阿萨希毛孢子菌形成生物膜的影响。研究发

现塑料材料 (聚芳脂、聚苯乙烯、聚氯乙烯 )上生物

膜形成经历真菌表面黏附、微菌落形成和生物膜成

熟的典型步骤,且 3种材料的生物膜黏附时间、聚

集及形成复杂三维立体结构的时间接近,且形成的

生物膜结构均为广泛性的; 采用 XTT比色法观察

生物膜活性时发现生物膜中阿萨希毛孢子菌的活

性随培养时间延长而增加, 当生长趋于成熟时, 代

谢的活性相对稳定, 但仍保持在一个高水平, 这表

明即使是在成熟的生物膜中, 细胞的数量也有增

加, 处于一态平衡中,这与荧光显微镜下观察结果

一致
[ 11]

:在初始阶段,有散在的阿萨希毛孢子菌黏

附在支撑材料上,其中有少量的死菌, 随时间延长,

阿萨希毛孢子菌逐渐聚集成团块,活菌和死菌的量

都增加。研究表明,基质的生理化学特点可影响真

菌的黏附从而影响生物膜的形成。不同导管材料

上形成的真菌生物膜量亦不同。本实验发现在聚

芳脂、聚苯乙烯、聚氯乙烯上均能形成生物膜,倒置

显微镜下观察发现聚芳脂、聚氯乙烯形成的生物膜

可见孢子、菌丝、假菌丝结构,聚苯乙烯上形成以孢

子为主要结构的微生物群落。扫描电镜下更清楚

的发现微生物群落组成的差异。分析 XTT比色测

定的定量结果可推测菌丝、假菌丝的活力比孢子的

活力强。

本实验表明不同材料上形成阿萨希毛孢子菌

生物膜的能力不同, 聚芳脂、聚氯乙烯比聚苯乙烯

更易于真菌的黏附; 且证实了以菌丝、假菌丝为主

要结构的微生物群落活力比单纯孢子的活力强。

针对医学材料上形成生物膜导致抗真菌药耐药性

增加,研究人员提出了许多干预措施: Chandra
[ 12]

发现 6%的聚氧化乙烯修饰的聚醚氨基甲酸乙酯

比同类未修饰的材料以及其他种类的材料形成白

色念珠菌生物膜的能力降低。国内马荣华
[ 13 ]
等发

现纳米银水凝胶涂膜可有效减少气管导管表面铜

绿假单胞菌的黏附数量,延缓导管表面细菌生物膜

形成,其作用强弱随培养时间及单位面积中的纳米

银剂量的变化而变化。提示对常用的医学生物材

料的改良和特殊处理在防治微生物生物膜感染上

具有很好的前景。本实验不足之处是未对阿萨希

毛孢子菌生物膜进行药敏试验。
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