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幽门螺杆菌生物被膜形成及其影响因素研究进展 
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摘要: 幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)是人类慢性感染最常见的病原菌之一, 会引发多种消化系

统和非消化系统疾病. 研究表明: H. pylori 能在多种表面形成生物被膜, 包括宿主胃黏膜表面、

腺体及非生物表面等, 其耐药性、感染复发与生物被膜作用相关. 本文介绍了 H. pylori 生物被膜

形成及其结构特点, 并对其影响因素进行了综述, 以期为 H. pylori 生物被膜作用机制研究以及

临床感染防治提供参考. 
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幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)是一种有鞭

毛、微需氧、主要定植于人类胃肠黏膜上皮细胞

表面的革兰氏阴性杆菌[1]. H. pylori 感染不仅与消

化系统疾病密切相关, 而且在一些非消化系统疾

病中同样扮演着重要角色, 例如缺铁性贫血、特

发性血小板减少紫癜、菌血症、肺炎以及类风湿

性关节炎等[2]. 目前 H. pylori 感染的致病机制细节

还不清楚[3].  
细菌生物被膜(Bacterial Biofilm, BBF)是由一

些菌体细胞集团被自身细胞外聚合基质(Extra- 
cellular Polymeric Substances, EPS)包围构成的一种

微菌落膜状物或结构性细菌细胞聚合体[4], 这种附

着在材料表面和/或气液界面上形成的细胞微菌落

被认为是细菌为适应周围不利生存环境而产生的

获得性变异. 据报道[5], 每年有近 570 万人死于传

染病, 并且这些感染中 65％~80％由形成生物被膜

的细菌引起, 例如空肠弯曲菌[6]、大肠弯曲菌[7]等. 
H. pylori 也在体内外形成生物被膜, 其作用机制包

括可能促进胃内存活[8]、对抗菌药物的耐药性大

大增强[9-10]等. 目前 H. pylori 生物被膜形成的致病

和耐药机制尚未被完全破解.  
国内外研究表明[11-13], H. pylori 生物被膜模型

的构建面临很多挑战, 例如培养条件、培养基成

分和菌株之间的差异. 对这些问题的探索将有助

于实验设计和对其结果的解释. 通过了解 H. pylori
生物被膜形成及其影响因素可以进一步揭开 H. 
pylori 生物被膜作用机制, 进而规避生物被膜形成

及制定合适的根除策略, 以应对耐药性增强的 H. 
pylori 慢性感染. 本文就 H. pylori 生物被膜形成及

其影响因素进行综述. 

1 H. pylori 生物被膜形成 

Stark 等[14]首次证实体外 H. pylori 生物被膜形

成, 通过配制 H. pylori NCTC 11637 菌悬液, 在布

鲁氏肉汤添加 0.1％β-环糊精和葡萄糖, 37 ℃下连

续流动培养, 在试管壁上观察到不溶于水的含多

糖膜状物, 采用改良的高碘酸希夫染色法进行染

色后使用光镜观察, 发现生物被膜只有较少的细

菌细胞. Cole等[15]应用含 2％血清和 0.3％葡萄糖的

布鲁氏肉汤培养基调制菌悬液加入微孔板中, 将

盖玻片以一定角度放置在微孔中, 37 ℃微需氧振

荡培养 3~5 d, 证明了临床分离菌株、实验室菌株

和适应小鼠的菌株都能在气液界面产生生物被膜; 
使用石碳酸复红染色结合光镜看到生物被膜由密

集的细菌细胞构成. 这与文献[14]描述不一致, 其

原因可能是 Stark 等将粗制的生物被膜在尿素中煮
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沸破坏了细菌结构, 因此仅发现较少的细菌细胞. 
除上述玻璃表面外, 其他材料表面也可形成 H. 
pylori 生物被膜, 如聚苯乙烯[8]、MDCK 上皮细胞[16]、

AGS 细胞[17]、不锈钢[18]、蔬菜[19]等, 甚至在池塘、

河水、浅层地下水、污水和井水等水源中同样被证

实存在这种结构[20-22].  
Carron 团队通过扫描电子显微镜(SEM)确认了

人胃黏膜中 H. pylori 生物被膜的存在[23], 该团队

报告消化性溃疡患者(H. pylori 脲酶阳性)生物被膜

的阳性率为 97.3％, 而脲酶阴性患者 H. pylori 生物

被膜的阳性率为 1.64％, 证实脲酶阳性患者的生物

被膜密度和覆盖率明显增加 [24]. 小鼠模型中 H. 
pylori 形成典型生物被膜的能力反映了人类胃部的

同样状况[25]. H. pylori 生物被膜不仅可以在宿主胃

窦上皮表面存在, 也可在腺体内存在[26]. 但是人类

食管以及十二指肠等部位是否存在生物被膜形式

的 H. pylori 尚未见报道. 荧光原位杂交(FISH)结合

共聚焦扫描电镜图像证实浮游态 H. pylori 可以与

生物被膜态 H. pylori 在定植中共存[26], 两者比例

有待进一步研究. 

2 H. pylori 生物被膜结构特点 

生物被膜中的菌体细胞紧密排列并被包裹在

被膜基质中, 肉眼观察生物被膜可见一层斑块膜

状物, 但随着观察仪器的进步, 可发现生物被膜并

不是简单的细菌之间的黏附聚集, 而是一个动态

的生物系统, 是具有功能异质性的有组织的微菌

落[27]. H. pylori 生物被膜形成过程包括定植、不可

逆黏附、结构分化、发展成熟、解聚集再定植 5 个

阶段. 定植与黏附是由疏水或静电相互作用以及

特定的细菌表面分子驱动. 接着细菌繁殖, 不断分

化, 形成微菌落. 在发展成熟过程中, 生物被膜越

来越厚, 形成蘑菇状或塔状结构. 最后, 生物被膜

局部溶解并释放出浮游细菌细胞扩散到其他位置

形成新的生物被膜(图 1). 生物被膜中存在可以使

营养物质循环的通道, 其结构和代谢的复杂性导

致生物被膜类似于高等生物的组织. 生物被膜中

细胞形态不仅有常规的“S”型, 还存在球状、“甜

甜圈状”等异形 H. pylori[28]. 在聚集体结构中还存

在外膜囊泡(Outer Membrane Vesicle, OMV)、鞭毛

等特殊结构[17,29].  

 
定植  不可逆黏附  结构分化   发展成熟    生物被膜分散 

图 1  H. pylori 生物被膜形成过程模式 

3 H. pylori 生物被膜形成的影响因素 

3.1 菌体因素  
Cole 等[15]发现小猪适应菌株(N6)、小鼠适应菌

株(SS1、SPM314 和 SPM326)、临床菌株(SD3、SD4、

SD7 和 SD14)以及 ATCC26695 菌株和 ATCC43504
菌株都能形成生物被膜, 且具有类似的三维结构. 
Yonezawa 等[30]研究了 4 株 H. pylori 参考菌株(SS1、

ATCC49503、ATCC43579、NCTC11638)和 4 株临床

菌株(TK1029、TK1402、KR2003、KR2005)的生物

被膜形成能力, 结果表明, 从日本复合性溃疡患者

中分离得到的 TK1402 菌株比其他菌株具有更强的

生物被膜形成能力; 进一步研究发现, Alpβ 蛋白在

H. pylori 生物被膜形成中发挥了重要作用[31]. 扫描

电镜证实生物被膜较薄的 H. pylori SS1 菌株为弱

生物被膜形成菌株, 主要由泡状或无定形结构和

较多自溶细胞组成, 而强生物被膜形成的 TK1402
菌株生物被膜主要由较厚的完整细胞和层状结构

细菌聚集体组成[32]. 这可能是由于强生物被膜形

成菌株可以在相对较长时间内处于活跃代谢状态, 
故能保持细胞结构完整[32]. 进一步研究发现, 细菌

的内源性代谢影响菌株形成生物被膜的能力 [33]. 
此外, H. pylori TK1402 菌株定植能力强, 能在无菌

小鼠、C57BL/6 小鼠和蒙古沙鼠的胃中成功定植. 
Yonezawa 等[30]推测这种定植能力可能与其生物被

膜形成能力强有关, 但弱生物被膜形成菌株 SS1 也

能在小鼠和蒙古沙鼠定植[34], 所以菌株定植能力

可能与其生物被膜形成能力无关. 研究发现 [8,30], 
强和弱生物被膜形成菌株的疏水性、运动性和自聚集

性方面差异不显著. 而比较基因组学对菌株生物被

膜形成能力研究发现, 强弱生物被膜形成菌株在

α-(1,3)-岩藻糖基转移酶、鞭毛蛋白、Hypothetical 蛋

白、外膜蛋白、cagPAI 蛋白等基因方面存在差异[35]. 
3.2 材料表面电荷 

H. pylori 可在不同材料表面形成生物被膜. 聚

EPS 

H. pylori 
球状 H. pylori 

OMVs 
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苯乙烯材质的 96 孔微孔板最为常用, 通常用来结

合结晶紫法对 H. pylori 生物被膜形成进行半定量

检测. 使用结晶紫定量法(OD590)比较未经处理的

聚苯乙烯(疏水性表面)、聚二甲基赖氨酸涂层的聚

苯乙烯(亲水性, 正电荷), 或组织培养处理的聚苯

乙烯(亲水性, 负电荷)3 种情况下 H. pylori G27 生

物被膜形成, 发现在组织培养处理的聚苯乙烯上

生物被膜形成最多, 说明 H. pylori G27 生物被膜形

成受聚苯乙烯表面电荷影响, 负电荷的聚苯乙烯

表面更能促进 H. pylori 生物被膜的形成[12]. 但其

他菌株以及材料表面电荷影响未见相关报道. 
3.3 培养基 

目前研究 H. pylori 生物被膜形成常用的培养

基是布鲁氏肉汤、脑心浸液(BHI)肉汤或 Ham’s 
F-12 培养基. 文献[36]通过结晶紫定量法证明培养

基对幽门螺杆菌形成生物被膜的能力影响很大. 
结合罗丹明-ConA 荧光染色观察证明组成生物被

膜 EPS 基质的碳水化合物的数量与培养基相关, 
在不加血清的 Ham’s F-12 中形成生物被膜最多, 
EPS 基质最丰富. 由于胃内不存在血清, 因此不添

加血清的 Ham’s F-12 合成培养基似乎更能反映细

菌在宿主体内定植和/或 H. pylori 感染胃黏膜时的

环境, 更适合用来进行体外 H. pylori 生物被膜实验. 
培养基添加的血清浓度似乎具有菌株依赖性, 文

献[32]研究表明, TK1402 菌株在补充 7％胎牛血清

的布鲁氏肉汤中生物被膜形成最多, 而且观察到

大量 OMV 结构, 不加血清培养基中形成的生物被

膜中未见 OMV, 生物被膜形成较少[32]. 原因可能

是血清浓度影响 OMV 数量, 而 OMV 中 Alpβ 蛋白

有助于生物被膜的形成[31]. 不同于 TK1402 菌株, 
SS1 菌株则在 2％胎牛血清中形成生物被膜更多[37], 
G27 菌株生物被膜相对稳定, 不受培养基轻微变化

的影响, 也不受胎牛血清浓度的影响[12,38]. 关于血

清种类, 添加胎牛血清比马血清使菌株生物被膜

形成能力更好[32], 但其是否具有菌株差异性有待

进一步研究.  
另有, 研究表明[12], 培养基中添加阿拉伯糖、

丙酮酸钠、丙氨酸、天冬酰胺不同碳源对生物被膜

形成影响不显著. 原因可能是 H. pylori 基因组中缺

乏碳分解抑制(Carbon Catabolite Repression, CCR)
的相关基因, 这是 H. pylori 与其他细菌物种之间的

关键区别之一. 但 H. pylori 生长受葡萄糖、淀粉和

2,6-二甲基-β-环糊精等多种氨基酸影响, 这些因素

对 H. pylori 生物被膜形成有何影响有待研究.  
3.4 黏蛋白 

黏蛋白可促进肉汤培养基中 H. pylori 生长[39]. 
Cole 等[15]将黏蛋白加入培养基中发现其只促进浮

游态细胞生长, 对 H. pylori 生物被膜的形成或黏附

细菌量无影响. 而 Attaran 等[8]将黏蛋白涂抹至空

板底部发现能显著增加 H. pylori 生物被膜形成. 这

表明黏蛋白可能只是通过改变细菌之间的黏附促

进生物被膜的形成, 而不是作为一种培养基的补

充剂发挥作用. 另一原因可能是 Cole 等采用高压

灭菌方法, 使黏蛋白结构遭到破坏; 而 Attaran 等

采用伽马辐照灭菌法保证了黏蛋白分子的完整性. 
但这些研究都忽略了一个问题, 即黏蛋白只能溶

于碱性水, 在培养基中添加黏蛋白会使培养基碱

性增加, 可能会对 H. pylori 生物被膜形成造成影响. 
3.5 金属离子、pH、气体环境 
3.5.1 金属离子 

金属离子是细菌生长必需的微量营养素, 细

菌生命过程的酶大都依赖金属离子作为辅因子. 
有文献报道[40-41], 铁离子浓度影响金黄色葡萄球

菌、表皮葡萄球菌生物被膜的形成. H. pylori 铁摄

取调节器(Fur)在铁稳态、氧分压、pH 以及胃黏膜

定植中起作用[42]. 研究证实 fur 基因在生物被膜中

高表达, 但在 Fe2+存在情况下, H. pylori fur 基因被

下调[42]. 加入 Fe2+螯合剂 2, 2’-dipyridyl 能促进 H. 
pylori luxS 基因表达[43], 而 H. pylori luxS 基因缺失

导致生物被膜形成增加[15]. 因此, Fe2+具体如何影

响 H. pylori 生物被膜形成有待探讨. 关于 Fe3+研究

表明, 在富含三价铁离子培养条件下, H. pylori 脱落

的 OMV 富含脂多糖(Lipopolysaccharide, LPS), 而

加入 50mol·L-1 铁剂会导致 Fe3+缺乏时脱落 OMV
的 LPS 含量显著降低[44], LPS 作为一种胞外多糖影

响细菌的自聚集性, 进而促进生物被膜的形成[45]. 
因此, 富含 Fe3+培养是否会通过增加 LPS 含量, 从

而促进生物被膜的形成有待进一步研究. 
环境中缺乏 Zn2+时, H. pylori 通过转录后水平

调节 lpxF、lpxL 或 lpxR 基因使脂质 A 修饰途径和

细胞表面特征改变, 从而促进生物被膜形成[46]. 其

他如 Mg2+、Cu2+、Cl-、Na+对 H. pylori 生物被膜形
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成的影响尚未见报道.  
3.5.2 气体环境和 pH 

Attaran 等[8]利用 Placket-Burman Design 探究

H. pylori 临床分离菌株形成生物被膜的有利因素

时发现, 在 pH 为 2 时生物被膜的形成减少, 在微

需氧环境和 pH 为中性时, H. pylori 能更好地形成

生物被膜. 文献[39]证实了这一结果. 渗透压有利

于营养物质的渗透和扩散, 从而促进细菌生长. 培

养基渗透压同样能影响生物被膜形成, 在培养基

中分别添加 0.5％、1.0％和 2.0％氯化钠, 生物被膜

的形成逐渐减少[35]. 表明生物被膜形成的最佳条

件应根据最大生物被膜形成, 而不是促进细菌生

长条件来选择. 
3.6 群体感应 

群体感应(Quorum Sensing, QS)是生物被膜中

细胞之间的一种有效通讯方式, 通过合成自诱导

剂(Autoinducer, AI)作为信号分子来调控微生物间

的群体行为. Cole 等[15]通过构建 H. pylori 群体感应

基因 luxS 缺陷的 H. pylori 突变体发现生物被膜形

成增加, 表明其与生物被膜形成能力有关. LuxS 可

以产生 QS 信号分子 AI-2(Autoinducer-2), AI-2 不仅

可以通过化学感受器 TlpB 感知信号启动 QS 感应

影响生物被膜形成[21], 而且可以通过趋化反应影

响生物被膜内黏附细胞的比例和均匀度. 不能产

生 AI-2 的菌株或趋化性有缺陷的菌株形成的生物

被膜更加均匀, 黏附细胞更多. 加入外源性 AI-2 导

致浮游细胞增多, 生物被膜部分扩散[16]. 因此 QS
信号分子 AI-2 的趋化作用是 H. pylori 生物被膜空

间组织和分散的决定因素. 此外, 另一种 QS 信号

分子 DSFs(Diffusible Signal Factor, DSFs)促进 H. 
pylori 向球状形式转换, 在生物被膜形成时细菌的

自聚集过程发挥重要作用[21]. QS 除能增加生物被

膜抵御宿主的免疫防御外[21], 还与耐药机制有关[13]. 
因此, 有待寻找群体感应抑制剂(Quorum Sensing 
Inhibitors, QSIs)阻断菌体间信息交流, 抑制群体感

应现象, 从而减少生物被膜形成. 

4 总结与展望 

随着生物被膜研究的深入, 发现其形成过程

复杂, 影响因素众多, 具体机制尚不明确. 目前关

于生物被膜的研究多为体外实验, 所用菌株、材料

表面、培养基等不同为实验结果比较带来困难, 对

研究 H. pylori 生物被膜的最佳菌株及理想方法还

缺乏共识[47]. 0.4％酵母提取物和 1％β-环糊精的

BHI 肉汤在 pH 为 7.0 和微需氧条件曾被认为是研

究 H. pylori 生物被膜形成的最佳条件[35]. G27 能在

常规实验条件下形成较好的生物被膜且不受血清

浓度影响[12,17], 有望成为 H. pylori 生物被膜研究的

最佳菌株. 聚苯乙烯材质微孔板经组织培养处理

更易形成生物被膜, 是对体外生物被膜定量的非

生物表面的较好选择, 但其与胃内上皮条件相差

甚远, 贴近体内条件的生物表面和动物模型有待

研究. 通过对 H. pylori 生物被膜的形成及其影响因

素的研究有助于寻找新的作用靶点, 如针对强弱

生物被膜形成菌株差异基因寻找靶向药物、针对环

境理化因素干扰生物被膜形成、寻找 QSIs 抑制生

物被膜等, 可为提高 H. pylori 根除率提供新思路. 
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Progress in the study of Helicobacter pylori biofilm formation and 
its influencing factors 
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Abstract: Helicobacter pylori is one of the most common pathogens of chronic human infections and is 
commonly responsible for a wide range of digestive and non-digestive diseases. H. pylori has been shown to 
form biofilms on a variety of surfaces, including host gastric mucosal surfaces, glands and abiotic surfaces. 
Increased drug resistance and recurrence of infection have been linked to the action of the biofilm. In this article, 
we introduce the formation of H. pylori biofilm and its structural characteristics. The article also reviews the 
factors influencing the formation of H. pylori. The article is aimed to provide a method and reference for the 
study of the mechanism of H. pylori biofilm, in order to serve the prevention and treatment of infection in 
clinical settings. 
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