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摘  要 : 生物被膜是细菌及其自身分泌的胞外聚合物组成的微生物群落，其形成是受多种机制共同调控的多阶段

动态过程，具有较强的耐药性且难以清除，给医疗、食品等行业带来了巨大的威胁。近年来，生物被膜的相关研

究领域备受关注，尤其是针对生物被膜的有效检测技术。本文在简要介绍生物被膜的特点、形成过程及群感效应

对生物被膜的调控作用基础之上，总结了生物被膜常用的检测方法，重点针对电化学阻抗技术在生物被膜检测中

的应用进行调研和讨论，并对基于微流控芯片的生物被膜电化学阻抗原位检测进行了综述和展望。 
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Abstract:  Biofilms are microbial communities composed of bacteria cells and self-produced extracellular polymeric 
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substances and lead to antibiotic resistance, forming a great threat in the fields of medicine, food industries and so on. The 

formation of biofilms is a multi-stage dynamic process regulated by multiple mechanisms. Recently, researchers paid much 

more attention to the related research areas of biofilms, especially the detection methods of biofilms. This paper introduced the 

characteristics and formation process of biofilms as well as the effects of quorum sensing on biofilms development. 

Meanwhile, we discussed the detection methods of biofilms, especially electrochemical impedance spectroscopy (EIS) in 

detection of biofilms in detail. Furthermore, we reviewed and predicted that microfluidic chips based EIS served as an in-situ 

and online monitoring method for biofilms growth. 

Keywords:  bacteria, biofilm, quorum sensing, electrochemical impedance spectroscopy, microfluidic chip 

 
 

生物被膜是为适应环境而在有生命或无生命

的物体表面形成的有组织的微生物群落[1]。生物

被膜可谓是细菌的天然保护屏障，为细菌提供了

相对稳定的生存环境[2]。生物被膜在自然界中广

泛存在[3]，对人类生产生活的各个方面都有重要

影响。据统计，65%的医源性感染与生物被膜相

关[4]，生物被膜内细菌的耐药性是医疗行业所面

临的重大难题之一。此外，生物被膜会引发水污

染影响饮用水质[5]，导致食品污染[6]。 

生物被膜的形成不是一蹴而就的，是一个细

菌粘附到基质表面，并不断增殖分裂形成微菌落

直至生物被膜发展成熟，最后生物被膜破裂细菌

重新定植的多阶段动态过程[7]。生物被膜的形成

既受外界环境的影响，又受细菌内部基因的调控，

群感效应作为细菌进行信息传递的重要机制，它

在生物被膜的形成中起到了重要的调节作用[8]。 

生物被膜是当前的研究热点，而生物被膜的

检测技术对于增进人类对生物被膜的认识及解决

生物被膜带来的难题是必不可少的。本文首先从

生物被膜的特点、形成过程及群感效应对生物被

膜的调控作用等背景出发，在介绍目前常用的几

种生物被膜检测方法基础之上，重点综述了电化

学阻抗技术以及基于微流控芯片的电化学阻抗技

术在生物被膜检测及研究中的应用和进展。 

1  生物被膜的结构特点及形成过程 

1.1  生物被膜的结构特点 

过去人们常认为细菌倾向以游离的状态存

在，是以单细胞的方式生存，直到 17 世纪，Van 

Leeuwenhoek 发现固着在牙齿上的细菌是以细菌

群落的形式存在的，生物被膜的理论才逐渐被人

们所认可[9]。生物被膜研究之父 Costerton 将生物

被膜定义为由粘附在有生命或无生命表面上并包

裹在自分泌的胞外聚合物的细菌组成的微生物群

落[4]。生物被膜广泛存在于自然界中，其更倾向

于形成在潮湿的物体表面，如食品加工设备、医

疗器械等 [10]。生物被膜可有效地保护其中的细

菌，使得膜内细菌具有更强地抵御过酸过碱、高

温、高渗透压等不利生存环境的能力和更强的耐

药性，有利于细菌更好地适应周围环境[11-12]。 

生物被膜由粘附在物体表面的细菌及胞外基

质组成。胞外基质主要指的是胞外聚合物 (EPS)，

它是生物被膜的主要化学成分，胞外基质也包含

蛋白质、DNA 等物质[13]。例如，铜绿假单胞菌生

物被膜胞外多糖主要是 Pel、Psl 和海藻酸盐，

eDNA 也是铜绿假单胞菌生物被膜的重要组成成

分，其作用是维持生物被膜的稳定性[14]。生物被

膜不是细菌及胞外聚合物 (EPS) 的简单聚合，而具

有复杂的架构。例如，铜绿假单胞菌及枯草芽孢杆

菌生物被膜中点缀有开放的水通道，这些水通道有

利于生物被膜中营养物质及代谢废物的交换[15]。 

1.2  生物被膜的形成过程 

生物被膜的形成是个动态而复杂的过程。这

一过程可划分为几个主要的阶段：可逆粘附期、

不可逆粘附期、微菌落的形成、生物被膜成熟期

以及散播期[16-17](图 1)。在可逆粘附期，细菌通过 
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图 1  生物被膜形成过程示意图[7] 

Fig. 1  Stages of biofilms development[7]. 

 

鞭毛或菌毛可逆地粘附到物体表面，在这一时期

细菌可以脱离表面重新回到浮游状态；之后细菌

表面蛋白和胞外聚合物  (EPS) 协助细菌粘附到

固体表面，可逆粘附转变为不可逆粘附[18]，粘附

期是生物被膜形成的关键时期，它是细菌由浮游

状态到生物被膜形成的转折点；随后粘附的细菌

不断增殖分裂，胞外聚合物 (EPS) 逐渐增多，形

成微菌落直到形成成熟的生物被膜，在成熟的生

物被膜中胞外聚合物  (EPS) 占生物被膜干重的

90%，胞外聚合物 (EPS) 把生物被膜中的细菌粘

附在一起，维持着生物被膜的三维结构，使得膜

内细菌具有更强的耐药性，以及抵御不良环境的

能力，如增强生物被膜内细菌对环境中有害金属

离子的抗干扰能力[19-20]，同时胞外聚合物 (EPS) 

可积累群感效应信号分子、胞外酶、细菌次级代

谢产物，为细菌提供了信息交流的场所[21]；最后，

生物被膜内细菌从成熟的膜中逃离，成为浮游菌，

重新定植到新的表面，到达散播期，散播期不仅

是上一个生物被膜形成周期的结束，而且是下一

个生物被膜周期的开始[22]。有趣的是，研究发现

生物被膜的结构随外界环境的改变而改变，如铜

绿假单胞菌在氧气充足的条件下形成的生物被膜

呈“蘑菇状”，而在无氧条件下可形成三维“网状”

结构的生物被膜[23]。 

2  细菌群感效应与生物被膜 

1979 年，Nealson 等[24]在研究费氏弧菌生物

发光现象时，首次提出了群感效应。群感效应又

称细菌密度依赖型基因表达调控，它是细菌进行

信号转导的重要机制。群感效应信号分子又称自

诱导物，是细菌群感效应调节的关键因子，细菌

具有产生、分泌、感知信号分子的能力，随着细

菌数量的不断增加，信号分子的浓度逐渐增大，

一旦外界环境中信号分子的浓度达到一定阈值

时，细菌便启动其群感效应系统从而调控下游相

关基因的表达[25-26]。不同种类的细菌具有不同类

型的群感效应系统及信号分子。根据信号分子的

结构差异，主要将其分为三大类，即革兰氏阴性

菌产生的高丝氨酸内酯类信号分子 (AHLs)、革

兰氏阳性菌产生的多肽类信号分子 (AIP)、部分

革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌均会产生的呋喃酮

二酯类信号分子 (AI-2)。其中高丝氨酸内酯类信

号分子  (AHLs) 用于革兰氏阴性菌之间的信息

传递，多肽类信号分子 (AIP) 用于革兰氏阳性菌

之间的信息传递，而呋喃酮二酯类信号分子 

(AI-2) 是一种可用于革兰氏阴性菌及革兰氏阳性
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菌种间信息交流的群感效应信号分子[27-28]。近年

来，随着人类对细菌群感效应现象的不断探索与

深入研究，发现细菌的多种生物学过程都受到群

感效应系统的调节，如细菌的生物发光、细菌次

级代谢物的合成、病原菌毒力因子的分泌、孢子

的形成、细菌群游现象、免疫逃逸、细菌抗药性

的产生以及生物被膜的形成等[29-30]。 

细菌生存的外部环境因素，以及包含群感效

应系统、环二鸟苷酸 (c-di-GMP) 等在内的细菌

内部调控系统共同调节着生物被膜的形成。细菌

会随氧气的浓度、温度、培养基的营养状况、细

菌代谢物以及细菌粘附的界面性质等外部环境因

素的改变而调节其形成的生物被膜结构，从而更

好地适应周围环境[7]。环二鸟苷酸 (c-di-GMP) 参

与调控生物被膜形成的可逆粘附期、成熟期、散播

期，决定着细菌是否会以生物被膜的方式生存[8]。

细菌群感效应也与生物被膜的形成密切相关[31]，

在生物被膜形成过程中，可逆粘附期由于细菌在

培养基中自由游动，不适于群感效应信号分子的

累积，当附着的细菌分裂形成微菌落时，细菌密

度增加，群感效应信号分子可逐渐达到足够的水

平，从而开始调节生物被膜的成熟和分解，因

此，群感效应主要在生物被膜的成熟期和散播期

发挥调节作用[32]。不同的细菌调节生物被膜形成

的机制有差异，根据细菌各自产生群感效应信号

分子的类别主要可将其分为 3 类：以铜绿假单胞

菌为代表的革兰氏阴性菌，此类细菌产生的群感效

应信号分子为高丝氨酸内酯类信号分子 (AHLs)，

铜绿假单胞菌通过群感效应信号分子调控鼠李糖

脂的合成以及 eDNA 的分泌，鼠李糖脂在铜绿假

单胞菌生物被膜形成后期发挥重要的作用，维持

“蘑菇云”形状生物被膜内水通道的稳定性 [33]，

eDNA 可使铜绿假单胞菌生物被膜自我分解[34]；

以金黄色葡萄球菌为代表的革兰氏阳性菌，这类

细菌产生的群感效应信号分子为多肽 (AIP)，金

黄色葡萄球菌的群感效应系统可促进其蛋白酶和

多肽酶的表达，加快生物被膜的分解 [35]；沙门

氏菌、大肠杆菌等细菌利用呋喃酮二酯类信号分

子 (AI-2) 去参与调控生物被膜的形成，该类信号

分子对细菌共生生物被膜的形成至关重要[36]，有

文献报道野生型的链霉菌与放线菌可以形成致密

的生物被膜，LuxS 突变链霉菌与放线菌不能形

成致密的生物被膜，当加入外源呋喃酮二酯类信

号分子 (AI-2) 后恢复了链霉菌形成共生生物被

膜的能力[37]。 

近年来，抗生素的滥用使得细菌耐药性问题

日益严重，目前急需寻找抵制细菌感染的新型药

物[38]。研究表明，细菌耐药性的产生与生物被膜

的形成密切相关 [39]，阐明群感效应与细菌生物

被膜形成之间的内在联系，对开发以抑制群感效

应为靶点的新型生物被膜抑制剂具有重要意义。

而寻找抑制生物被膜的有效方法离不开生物被膜

的分析检测技术，它使观测生物被膜的内部结构

及分析生物被膜内细菌的生理状态成为可能，而

实现生物被膜动态结构持续监测及对生物被膜生

理状态进行实时分析，则对细菌检测方法和技术

提出了新的需求和更高的要求。 

3  生物被膜常见检测方法 

显微成像技术、生物化学及分子生物学领域

相关技术的发展加深了人类对生物被膜的认识。

目前，生物被膜检测方法大致可分为化学法、显

微观察法、生物法[40]。表 1 对生物被膜常用检测

方法的特点进行了总结。 

化学法主要是利用能与生物被膜结合的化学

试剂进行测定，可实现对生物被膜组分如胞外聚

合物 (EPS) 的间接检测。例如，微孔板结晶紫染

色法可实现对生物被膜的定量检测，不论是死菌、

活菌、还是生物被膜基质都会被结晶紫染色，是

评估生物被膜总生物量的有效方法[41]。此方法的 
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表 1  生物被膜检测方法及其特色和用途 

Table 1  Methods of biofilms detection and its characteristics and application 

Methods Advantage Disadvantage Application 

Chemical 
methods 

Crystal violet staining Versatility, 
high-throughput 

Lack of reproducibility, 
lack of sensitivity 

Measurement of biofilm 
biomass 

Reassuring staining Non-toxic, less  
time-consuming 

High lower limit, not suitable 
for poly-microbial consortia 

Measurement of biofilm 
metabolic activity 

Microscopy 
methods 

Confocal laser scanning   
microscopy 

Resolution compatible  
with single cell  
visualization 

Interference properties of 
biofilms with the fluorescence 
probes 

Biofilm visualization 

Scanning electron microscopy Resolution higher than  
other imaging techniques 

Tedious, time-consuming of  
sample preparation 

Study of biofilm spatial 
structure 

Atomic force microscopy Nondestructive technique Inability to obtain a large area  
survey scan 

In situ imaging of  
biofilm 

Microbiological 
and molecular  
methods 

Colony formation units Easy to perform Time-consuming Detection of bacterial  
concentration 

Quantitative polymerase chain  
reaction (q-PCR) 

Time-saving Expensive, overestimates the  
number of cells due to the  
presence of eDNA 

Detection of bacterial  
concentration 

 

主要优点是适用范围广，同一微孔板上可同时测

定多组样本，但操作步骤繁琐、染色剂浓度、染

色时间等因素都会对测试结果造成一定程度的影

响，导致该方法重现性较差[42-43]。另外结晶紫是

通用染色剂，不具有特异性，无法对细菌种类进

行区分[44]。微孔板结晶紫染色法还可用于初步评

价抗菌剂对生物被膜的清除效果[45]。刃天青是一

种稳定的氧化还原指示剂，活细胞中的线粒体酶可

将蓝色的刃天青还原为红色的异酚恶唑酮[46]，同时

其荧光性质也会发生变化，但死细胞却不能还原

刃天青，因此刃天青染色法可用于评估生物被膜

内细菌的活性[47]。刃天青水溶性好，对细菌细胞

无毒，不影响细菌的正常代谢和基因表达，但此

法检测限较高，且不同的细菌还原刃天青的速率

不同，该方法不适用于检测混菌样本[48]。 

显微观察法是利用激光共聚焦显微镜(CLSM)、

电子显微镜 (EM)、原子力学显微镜(AFM) 等先

进的仪器设备对生物被膜组成和内部结构进行可

视化的观测方法。激光共聚焦显微镜 (CLSM) 可

消除远离焦点的荧光信号，在焦平面上可达到单

细胞水平的分辨率，通过专用的图像分析软件将

从样本不同深度焦平面上获得的荧光信号进行整

合分析，从而获得样本信息的三维结构[49]，其可

用于研究生物被膜的空间结构，提取生物被膜的

厚度、粗糙程度、生物量等结构参数[50]。激光共

聚焦显微镜  (CLSM) 对生物被膜可视化观测需

结合各种荧光探针，如 SYTO9 和 PI 两种荧光探针

联用可用于评价生物被膜内细菌的死活情况[51]，其

中 SYTO9 能够穿透所有细菌的细胞膜使细菌细

胞染为绿色，而 PI 只能穿透受损细菌细胞的细胞

膜使细菌细胞染为红色，因此，可利用激光共聚焦

显微镜 (CLSM) 观察染色后生物被膜内细菌的颜

色差异区别出死菌和活菌[52-53]。而 ConA-FITC 及

PI 两种荧光试剂联用可用于分析生物被膜内胞外

聚合物  (EPS) 及细菌细胞的分布情况，其中

ConA-FITC 可标记生物被膜内的胞外聚合物 

(EPS)，PI 可标记生物被膜内的细菌细胞[54-55]。除

了激光共聚焦显微镜 (CLSM)外，扫描电子显微

镜 (SEM) 也可用于生物被膜的可视化观测。扫

描电子显微镜 (SEM) 可探测生物被膜的空间结

构及胞外聚合物 (EPS) 的存在，广泛应用于生物

被膜研究中[56]，还可评估抗菌剂对生物被膜形成

的抑制效果[57]。SEM 具有分辨率高、放大范围宽

等优点，但是进行 SEM 观测之前需要对生物被
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膜样品进行处理，包括固定、脱水、干燥以及喷

金，制备过程可能破坏生物被膜的结构[58]。原子

力学显微镜 (ATM) 是在纳米及微米尺度对生物

样品进行无损可视化观测的新兴技术，可对生物

被膜进行可视化观测及获得生物被膜内部结构 

信息[59-60]。 

平板计数法及聚合酶链式反应 (PCR) 是生

物被膜检测主要采用的生物法。平板计数法可计

算生物被膜样本中细菌浓度，该方法简单易行，

但耗时长[61]。聚合酶链式反应 (PCR) 是广泛应

用的基因学方法，可用于检测生物被膜内细菌的

基因序列及用于生物被膜内细菌的定量检测[62]。 

上文述及的生物被膜检测方法各有优缺点。

但是，这些检测方法存在一些共同的缺点，即只

能对某个时刻形成的生物被膜进行检测及表征，

未能对生物被膜形成过程进行连续检测。另一方

面，化学法及显微观察法在对生物被膜样本检测

之前需要对其进行预处理，如标记各种荧光试剂、

利用染色剂对生物被膜进行染色等。预处理过程

在一定程度上会破坏生物被膜本身结构，可能会

导致检测结果与生物被膜的真实状态有一定差

距。从生物被膜显微图像上分析生物被膜结构信

息的观察法需要借助经验，具有一定的主观性，

很难客观地对生物被膜进行量化分析。因此，目

前急需发展研究生物被膜形成过程的持续、无损、

免标记检测方法，这将有助于加深人类对生物被

膜形成的认识，从而为寻找清除生物被膜的有效

策略奠定基础。  

4  生物被膜的电化学阻抗检测 

4.1  生物被膜电化学阻抗检测现状 

电化学阻抗是以小振幅的正弦波电势或电流

为扰动信号，使电极系统产生近似线性的关系响

应，测量电极系统在很宽频率范围内的阻抗谱，

从而研究电极过程动力学信息和电极界面结构信

息的方法，在材料、金属腐蚀、电池性能研究等

诸多领域有着广泛的应用。电化学阻抗法所施加

扰动信号很小，避免对体系产生较大影响，可实

现无损检测。此外，电化学阻抗法无需样品标记，

还可进行原位实时分析[63]。生物被膜的形成不是

一蹴而就的，而是个多阶段的动态过程，处于不

同生长时期的生物被膜，不仅在结构上存在差异，

而且膜内细菌的代谢状况也会有所差别。与生物

被膜常规检测方法相较，电化学阻抗无疑是检测

生物被膜动态形成过程的选择之一。同时，电化

学阻抗在很宽的频率范围研究待测体系的信号响

应，可获得更多电极表面粘附的生物被膜生长发

展过程的相关信息[64-65]。 

等效电路模型的构建是采用电化学阻抗法检

测生物被膜的关键，等效电路模型中生物被膜相

关电阻及电容元件参数值的变化情况与生物被膜

生长状态密切相关。生物被膜主要由细菌菌体及

包裹在细菌外的胞外聚合物 (EPS) 组成，理想条

件下可将生物被膜中的细菌看作是电容元件，而

生物被膜中的胞外聚合物  (EPS) 看作是电阻元

件，一旦细菌成功地粘附到电极表面并逐渐形成

生物被膜后，会引起电极-溶液界面信息的改变，

从而通过等效电路模型对电极表面粘附的生物被

膜进行分析[66-67]。在生物被膜电化学阻抗检测中，

电极表面粘附的生物被膜和细菌细胞的生长变化

是影响待测电极体系双层电容及电阻改变的主要

原因。此外，粘附在电极表面的蛋白质等大分子

物质也会在一定程度上改变待测电极体系的双层

电容。细菌可能产生的具有电活性的次级代谢物、

培养液中游离细菌的浓度变化、培养液中营养物

质的消耗等则是影响待测电极体系溶液电阻改变

的重要因素 (图 2)。 

在采用电化学阻抗法检测生物被膜形成过程

中，电极表面粗糙程度、材质等因素会影响细菌

在电极表面处的粘附及生物被膜的形成[68]。近年 
3  
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图 2  生物被膜引起阻抗改变的因素 

Fig. 2  Scheme of the impedance response factors caused by microorganisms.  
 

来，人们利用电化学阻抗研究了各种电极表面处

形成的生物被膜。例如，Kim 等[69]将金电极插入

含有铜绿假单胞菌 PA14 培养液的电解池中进行

孵育，使该细菌粘附到金电极表面进而形成生物

被膜，为了消除细菌本身代谢物对阻抗信号的影

响，又将粘附有生物被膜的金电极插入到新鲜配

制的培养液中，进行电化学阻抗测试，并采用等

效电路模型对不同孵育时间获得的阻抗值进行拟

合，发现金电极表面生物被膜的粘附会导致双层

电容值减少。Ward 等[70]使用低成本的丝网印刷碳

电极，利用电化学阻抗法分别对铜绿假单胞菌、

金黄色葡萄球菌以及这两种细菌形成的生物被膜

进行了长达 3 d 的持续检测，发现在生物被膜生

长过程的不同时刻得到的阻抗信号存在差异，还

发现铜绿假单胞菌产生的绿脓菌素是造成阻抗信

号差异的可能原因之一。 

相比金电极、丝网印刷碳电极等传统电极，

叉指微电极具有阻抗降低、可快速建立稳态信号、

信噪比高、灵敏度高等优点，并可在有限的空间

里提供相对较大的电极检测面积[71-72]。因此，将

叉指微电极应用于生物被膜的阻抗检测中，检测

灵敏度可得到一定程度的提高。如 Kim 等[73]利用

叉指微电极对铜绿假单胞菌 PAO1 生物被膜形成

过程的早期粘附期进行了阻抗测试，发现早期细

菌的粘附会导致双层电容减少，通过等效电路模

型计算得出细菌粘附 1 h 后，双层电容值下降近

15%，证实了双层电容可作为检测早期生物被膜

粘附的关键参数。 

综上，电化学阻抗法检测生物被膜无需标记，

且较小的扰动电压在检测过程中不会影响生物被

膜内细菌的代谢和生长，可实现生物被膜的原位

在线无损检测。在生物被膜原位连续阻抗监测中，

为了保证生物被膜生长过程中所需的营养物质，

电解液通常都是未添加氧化还原探针的培养基，

电极界面处生物被膜的发展变化主要引起的是体

系双层电容等参数的改变。 

4.2  微流控芯片应用于电化学阻抗生物被膜

检测新进展 

微流控芯片可集成不同的生化功能单元及实

现高灵敏度、高通量检测[74]，具有样品需求量小、



 
 

刘露露 等/生物被膜的形成及其电化学阻抗检测 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

327

操作简便的优势，提供比常规体系更加稳定的微

环境[75-76]，其用于生物被膜的检测具有很大优势。

将细菌引入到微流控芯片的微通道中，在微流控

芯片电极检测区形成生物被膜，可对其进行原位

阻抗检测。此外，微流控芯片允许在人为可控的

条件下研究生物被膜的生长情况，为生物被膜研

究及在线监测提供了良好的平台。在此，我们详

细介绍了近几年来文献报道的利用电化学阻抗检

测生物被膜的微流控芯片。 

Ben-Yoav 等[77]设计了由 2 个上下平行放置的

氧化铟锡涂层电极  (ITO) 组装而成的微流控芯

片装置，利用多聚物加工出椭圆形电解槽，在电

解槽的底部和顶部分别留有矩形凹槽便于放置氧

化铟锡涂层电极，分别在电解槽两侧打孔，便于

向电解槽注入细菌培养液以及排除废液。将大肠

杆菌菌液通入到该芯片中，完成细菌在氧化铟锡

涂层电极上的粘附和形成生物被膜，再插入

Ag/AgCl 电极作为参比电极，与上下 2 个平行放

置的氧化铟锡涂层电极构成三电极体系进行阻抗

测试，利用等效电路模型分析了由大肠杆菌粘附

及其生物被膜生长引起的电容和电阻的变化情

况，发现培养 0–23 h 电容值升高而电阻值下降，

之后电容值下降而电阻值升高，电容及电阻值的

变化情况与大肠杆菌生物被膜的生长发展过程密

切相关 (图 3C)。 

Zheng 等[78]采用光刻技术在聚乙烯对苯二酸

酯 (PET) 基质上先后蒸发溅射一层铬层和金层，

制作出 3 个不同尺寸的金参比电极和 5 个不同尺

寸的金工作电极，可通过改变工作电极和参比电

极的尺寸大小和两者之间的距离，对电化学阻抗

测试操作条件进行优化；之后将生物相容性良好、

稳定性良好的聚吡咯 (ppy) 修饰到金电极表面，

增强金电极对生物被膜粘附能力。将聚碳酸酯电

化学流动池和包含电极的基质材料进行组装，实

现外部培养基及菌液的注入，对铜绿假单胞菌的

生物被膜进行了长达 232 h 的原位阻抗信号监测，

用等效电路模型进行拟合计算，发现修饰聚吡咯

的金电极与未修饰的金电极相比，对等效电路中

的电荷转移阻抗 Rct 具有更高的灵敏度 (图 3A)。 

Pires 等 [79]设计了基于金电极阵列的多通道

微流控芯片，该芯片由 1 条上游参比通道和 1 条

下游测量通道构成，测量通道中 4 个相同的金工

作电极可同时监测铜绿假单胞菌生物被膜的发展

变化引起的阻抗信号，这既可减少因局部环境不

同造成的实验误差，又可实现多通道的并行检测。

他们利用此芯片对铜绿假单胞菌生物被膜进行了

原位实时阻抗监测，并通过测试通道内电流随着

培养时间的变化情况评估生物被膜内细菌的生活

状态。此外，还评价了杀菌剂叠氮化钠的杀菌效

果及对生物被膜的清除效果，由阻抗测试和电流

测试结果，得出叠氮化钠有一定的杀菌效果，但

不能完全瓦解已形成的生物被膜 (图 3B)。 

近年来，在微流控芯片微通道里利用叉指微

电极开展了基于电化学阻抗检测生物被膜的生长

情况。Settu 等[80]采用微机电加工技术将 4 个相同

的叉指微电极集成到玻璃基片上，再使用硅橡胶

粘合剂将聚苯乙烯腔体整合到基片上部，实现外

部培养液及菌液的引入，对含大肠杆菌尿液样本

进行了 12 h 的监测，利用等效电路模型分析了随

细菌培养时间延长所导致的阻抗信号的变化情

况，发现 Cdl 随着培养时间延长显示出减少趋势，

大肠杆菌的粘附及其生物被膜的形成是造成其变

化的主要原因 (图 3D)。Estrada-Leypon 等[81]设计

了用于金黄色葡萄球菌生物被膜原位实时检测的

微流控电化学阻抗芯片，该芯片基片包含两种叉指

微电极、参比电极、对电极以及测试 K+、Na+的

PE 电极，芯片盖片由聚二甲基硅氧烷 (PDMS) 材

料制作，其中两种叉指微电极用于金黄色葡萄球菌

生物被膜的阻抗测试。他们利用有限元法对矩形叉

指电极的几何尺寸进行了优化，并将优化后的矩 
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图 3  微流控芯片电化学阻抗检测生物被膜实例 

Fig. 3  Examples of the microfluidic chips applied for biofilms detection based on electrochemical impedance 
spectroscopy. (A) Microfluidic impedance chip for Pseudomonas aeruginosa biofilms detection based on gold 
electrodes deposited polypyrrole and a modified Randles circuit with an additional adsorption CPE and coating CPE to 
analysis impedance spectroscopy of Pseudomonas aeruginosa biofilms. (B) Photograph of a cyclic olefin copolymer 
substrate with gold electrodes and contact pins for impedance detection of Pseudomonas aeruginosa biofilms. (C) 
Microfluidic impedance chip for E. coli biofilms detection based on indium-tin-oxide-coated electrodes and equivalent 
electrical circuit which described the electrochemical interactions between the biomaterial and the conducting surface. 
(D) Microfluidic impedance chip containing four interdigital microelectrodes for E. coli detection in urine samples and 
equivalent electrical circuit for impedance analysis. (E) Schematic layout of the microfluidic impedance chip for  
Pseudomonas fluorescens biofilms detection based on graphite electrodes and time series Nyquist curves of 
Pseudomonas fluorescens biofilms growth. (F) Microfluidic impedance chip containing reference electrode(RE), 
interdigital microelectrode(IDuE), punctual electrode(PE), counter electrode(CE), Ag/AgCl electrode, and working 
electrode(WE) for Staphylococcus aureus biofilms detection. 
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形叉指微电极与圆形叉指微电极获得的生物被膜

阻抗信号进行比较，发现矩形叉指微电极的检测

灵敏度得到了提高，并将显微观测技术与阻抗技

术相结合，同时观测和检测金黄色葡萄球菌生物

被膜的生长情况 (图 3F)。 

生物被膜的形成会受到周围环境因素的影

响，如培养基、温度等，满足生物被膜生长所需

培养基的流动状态也会影响生物被膜的结构[82-83]，

在流动状态下形成的生物被膜与生物被膜造成感

染的环境更加接近。利用微流控技术在流动状态

下研究生物被膜的形成更有价值。Zarabadi 等[84]

将石墨工作电极及石墨参比电极剪切成长条状，

再通过电沉积法制作金工作电极，将 3 个电极用

双面胶粘合于硅基片上，将聚二甲基硅氧烷 

(PDMS) 浇筑到模具上制作出微通道再与含 3 个

电极的硅基片贴合，成功构建实验所需微流控芯

片装置 (图 3E)。利用此微流控芯片装置分别对流

动状态下微通道拐角及中心处铜绿假单胞菌形成

的生物被膜进行了长达 65 h 的在线监测，并采用

等效电路模型对微通道拐角及中心处获得的生物

被膜阻抗信号进行拟合分析，发现随培养时间的

延长，微通道拐角及中心处拟合得到的生物被膜

电容 Cb 均先增加后减少，生物被膜电阻 Rb 均呈

现降低趋势，但相比微通道中心，微通道拐角处

拟合得到的生物被膜电阻 Rb 较大，可能是由于两

处形成的生物被膜结构存在差异。 

综上所述，不同的细菌种类成膜能力及其形

成时间会存在差异，电化学阻抗是通过获取生物

被膜响应的阻抗信号进行检测，阻抗信号本身不

具有特异性。但是，不同的细菌生物被膜响应的

阻抗信号有所不同，我们可通过控制及优化阻抗

检测的相关参数，由阻抗相关参数对不同种细菌

形成的生物被膜进行区分。电极的材料构型及等

效电路分析模型是应用电化学阻抗检测生物被膜

的关键。相同细菌在不同的电极表面处生物被膜

的形成情况也可能存在差异，对生物被膜检测具

有高灵敏度且易于粘附细菌的电极材料及电极结

构设计有待进一步研究。针对不同的生物被膜阻

抗检测体系，会有不同的等效电路分析模型，且

模型选择不同，拟合得到的生物被膜相关电容及

电阻结果也存在差异。细菌生物被膜的形成过程

分为可逆粘附期、不可逆粘附期、成熟期及散播

期，处于不同时期的生物被膜具有不同的结构，

因此不同时刻获得的生物被膜阻抗谱图呈现出规

律性的变化趋势，等效电路拟合得到的生物被膜

相关电容及电阻也会呈现出一定的变化规律，但

目前的研究还未能清晰地由阻抗分析结果严格区

分生物被膜所处的生长周期。所以今后，深入解

析生物被膜特征阻抗信号并建立生物被膜与阻抗

分析结果的关联模型是完善电化学阻抗检测生物

被膜研究的一个重点。微流控芯片具有便携、易

于功能化及集成化的特点，如何充分发挥微流控

芯片本身的优势，并将其与电化学阻抗技术有机

结合起来应用到生物被膜的检测及生物被膜形成

机制的研究中，是今后具有特色的研究方向之一。 

5  总结及展望 

自人类认识到细菌不单是以个体的形式存

在，还会以群体的方式即生物被膜的形式存在以

来，生物被膜的研究就一直备受关注。生物被膜

的形成既受到周围环境因素的影响，又受到细菌

内基因的调控。细菌群感效应是一种调节生物被

膜形成的重要机制。当前，生物被膜的检测方法

显得尤为重要，它是解决由生物被膜引发院内感

染及食品污染等问题的基础。结晶紫染色、激光

共聚焦  (CLSM) 显微观测等方法虽可对生物被

膜的结构进行表征，但不能满足对生物被膜动态

形成过程的持续在线检测。此时，电化学阻抗以

其无标、无损、原位持续在线检测的优势，应用

到生物被膜动态形成过程的检测中恰到好处。在
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生物被膜阻抗检测中，电极的选择是决定检测灵

敏度的关键，一方面，可对普通电极表面进行化

学修饰以提高生物被膜阻抗信号响应灵敏度；另

一方面，设计制作超灵敏微电极，并将微电极集

成到微流控芯片中，合理布局微流控芯片功能区，

即可提高生物被膜电化学阻抗检测灵敏度，又可

发挥出微流控芯片本身的优势，以实现生物被膜

形成过程的高通量检测。除此之外，微流控芯片

微通道微环境中受外界干扰小，可对流体流速等

条件进行人为操纵，具有模拟人体内环境的潜能, 

微流控芯片为电化学阻抗研究体内生物被膜在肺

部、肠道等部位的感染及生物被膜形成情况提供

了良好的操作平台。总之，将微流控芯片与电化

学阻抗结合在生物被膜检测方面较常规体系具有

很大优势。今后，用于生物被膜阻抗检测的高灵

敏电极结构设计及电极修饰、满足生物被膜在不

同环境下检测的微流控芯片设计是极具前景和重

大意义的研究方向。 
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