
 于珊 等/乳酸锌和氟化亚锡对铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌和变异链球菌生物被膜的抑制作用 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn September 25, 2017, 33(9): 1478−1488 

DOI: 10.13345/j.cjb.170141 ©2017 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: April 5, 2017; Accepted: June 12, 2017 

Supported by: National Basic Research Program of China (973 Program) (No. 2014CB846002), National Natural Science Foundation of 
China (No. 31570126), Funding from Procter & Gamble Technology (Beijing) Co., Ltd. 

Corresponding author: Lüyan Ma. Tel: +86-10-64807437; Fax: +86-10-64806101; E-mail: luyanma27@im.ac.cn 

国家重点基础研究发展计划 (973计划) (No. 2014CB846002)，国家自然科学基金 (No. 31570126)，北京宝洁技术有限公司资助。 

1478 生 物 工 程 学 报  

                                                               

乳酸锌和氟化亚锡对铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌和

变异链球菌生物被膜的抑制作用 

于珊 1，张妙坤 2，马旅雁 1 

1 中国科学院微生物研究所，北京  100101 

2 中国科学院大学，北京  100049 

于珊, 张妙坤, 马旅雁. 乳酸锌和氟化亚锡对铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌和变异链球菌生物被膜的抑制作用. 生物工

程学报, 2017, 33(9): 1478–1488. 

Yu S, Zhang MK, Ma LY. Anti-biofilm effects of Zn lactate·3H2O and SnF2 on Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii 
and Streptococcus mutans. Chin J Biotech, 2017, 33(9): 1478–1488. 

摘  要 : 乳酸锌 (Zn lactate·3H2O) 和氟化亚锡 (SnF2) 常作为牙膏中的活性物质添加剂用来预防龋齿及口腔

生物被膜的形成。文中评估了 Zn lactate·3H2O 和 SnF2 对铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌和变异链球菌生物被膜

的作用。对铜绿假单胞菌 PAO1 生物被膜的抑制实验证实乳酸锌和氟化亚锡都具有抑制其生物被膜的功能，联

用效果尤佳。乳酸锌通过干扰胞外多糖基质网的形成起作用，而氟化亚锡则可以明显降低生物被膜的生物量。

更为重要的是，工作浓度的两种化合物联用几乎可以完全抑制 3 种实验菌株生物被膜的形成。 

关键词 : 铜绿假单胞菌，乳酸锌，氟化亚锡，生物被膜，鲍曼不动杆菌，变异链球菌 
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Anti-biofilm effects of Zn lactate·3H2O and SnF2 on 
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii and 
Streptococcus mutans 

Shan Yu1, Miaokun Zhang2, and Luyan Ma1 

1 Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 

2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 

Abstract:  Zn lactate and SnF2 were used as active compounds in the dentifrice. Here, their anti-biofilm effects were 

evaluated on Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii and Streptococcus mutans. The biofilm prevention/ 

dispersal assay of P. aeruginosa PAO1 demonstrated that Zn lactate and SnF2 can inhibit biofilm formation independently 

or by combined treatment. Zn lactate disrupted extracellular polysaccharides matrix formation and SnF2 reduced the 

biomass of biofilm. Most importantly, the combination of Zn lactate and SnF2 thoroughly abolished the biofilm formation 

of all three strains. 

Keywords:  Pseudomonas aeruginosa, Zn lactate·3H2O, SnF2, biofilm, Acinetobacter baumannii, Streptococcus mutans 

生物被膜 (Biofilm) 是指单细胞微生物通过

粘附于介质表面，分泌胞外多聚基质 (胞外多糖、

蛋白、DNA等)，将其自身包绕其中而成的膜样

微生物细胞聚集物[1]。铜绿假单胞菌和鲍曼不动

杆菌都是易形成生物被膜的条件致病菌[2-3]，其

造成的感染通常与形成生物被膜后大幅升高的

抗生素抗性相关[4-5]，因而被作为研究生物被膜

的模式菌株。牙菌斑是生物被膜的一种，是一

个以细菌为主定殖于牙面的微生态坏境，是细

菌在牙面上生存、代谢、致病的具体环境[6]。在

一定条件下，细菌及其产物会对牙体和牙周组

织产生破坏，导致口腔感染性疾病[7]。牙齿硬组

织长期暴露在如链球菌属、乳酸菌属或放线菌

属等致龋细菌产生的酸性产物下就会造成龋齿

的发生[7-9]。变异链球菌既产酸又耐酸，定殖在

牙齿上后会引起珐琅质的去矿化作用[10]。尤其

是，变异链球菌还具有较强的生物被膜的形成

能力，因此，被认为是造成龋齿的主要病因之

一[11]。有效地抑制这些病原菌的生长及生物被

膜的产生是防治和治疗龋齿的关键手段[12]。 

锌盐可以置换磷酸钙中的钙，抑制牙垢的

生成，对口腔粘膜和牙周组织具有收敛作用[13]，

锌离子还具有出色的抗菌能力，不仅可以抑制牙

菌斑细菌的产酸，还可以预防口臭的产生[13-14]；

亚锡可通过降低牙釉质在酸中的溶解度和增强

釉质再矿化预防龋齿发生[15-18]。有关的原位研

究表明，锌离子与氟联用，可以增加矿物质在牙

齿的沉淀，显著降低牙齿的去矿化作用，而这种

效果在仅仅应用氟的实验组中并未观察到[19]。因

而锌离子、亚锡离子与氟经常作为活性物质加入

到牙膏中。由于锌离子、亚锡离子与氟这些活性

物质对生物被膜的影响及其相应作用机理尚不

明确，本研究检测了乳酸锌 (Zn lactate·3H2O) 

和氟化亚锡  (SnF2) 对最常用于生物被膜研究

的模式菌株铜绿假单胞菌、条件致病菌鲍曼不

动杆菌和引起龋齿的主要细菌变异链球菌生物



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  September 25, 2017  Vol.33  No.9 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1480 

被膜形成能力的影响，发现两种化合物对生物

被膜的形成均具有明显的抑制作用，且两种化

合物联用可以使生物被膜几乎不能形成。该研

究结果揭示了乳酸锌和氟化亚锡的作用机理，

并暗示了这些化合物用于抑制生物被膜形成的

可能应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、培养基及培养条件 

本研究所选用的菌株为铜绿假单胞菌

Pseudomonas aeruginosa的模式菌株 PAO1、鲍

曼不动杆菌杆菌 Acinetobacter baumannii ATCC 

19606和变异链球菌 Streptococcus mutans UA159；

实验所用培养基配方如下： 

LB培养基 (1 L)：胰蛋白胨 10 g，酵母提

取物 5 g，NaCl 10 g； 

Jensen’s培养基 (1 L)：NaCl 5 g，K2HPO4 

3.286 g，谷氨酸 15.56 g，缬氨酸 2.81 g，苯丙

氨酸 1.32 g；葡萄糖 277.4 g，MgSO4·7H2O 0.33 g，

CaCl2 0.021 g，FeSO4 0.001 1 g，ZnSO4 0.002 4 g； 

LBNS培养基 (1 L)：胰蛋白胨 10 g，酵母

提取物 5 g； 

BHI培养基 (1 L)：脑心浸液 37 g，蔗糖 10 g。 

铜绿假单胞菌的菌液于 37 ℃培养于 LB培养

基中，生物被膜于 30 ℃静置培养于 LB或 Jensen’s

培养基；鲍曼不动杆菌于 37 ℃培养于 LB培养基；

变异链球菌于 37 ℃培养于 BHI培养基。 

1.2  主要试剂 

Zn lactate·3H2O 与 SnF2由宝洁公司提供；菌

细胞用 DNA染料 SYTO9购自 Invitrogen公司，Psl

多糖染料 TRITC-HHA购自 EY LABORATORIES

公司。 

1.3  96 孔板中生物被膜的形成能力检测 

本实验参照 Ma 等的方法[20]进行，具体实

验步骤简述如下：将菌株的过夜培养液以 1%体

积接种于 96孔微量滴定板中 (Falcon 3911)，于

30 ℃或 37 ℃静置培养 24 h，用生理盐水将游离

及松散吸附的菌细胞洗脱，随即用 0.1%的结晶

紫对小孔内牢固吸附的菌细胞染色 30 min，最

后 30%乙酸溶解并用分光光度计读取 A560值。 

1.4  生物被膜的抑制及瓦解实验 

在生物被膜抑制实验中，Zn lactate·3H2O与

SnF2 在接种时即添加入培养基中；在生物被膜

瓦解实验中，生物被膜于培养基中长成后，将培

养基更换为含有Zn lactate·3H2O与 SnF2的新鲜培

养基再处理一段时间，Zn lactate·3H2O与 SnF2的

工作浓度分别为 2 mmol/L和 2.5 mmol/L。生物被

膜在 96孔板、24孔板及 4孔玻璃小室中的培养

时间均为 24 h。 

1.5  铜绿假单胞菌气液交界面形成菌膜的图

像获取与分析 

气液交界面形成的菌膜参照Wang等的方法[21]

于 24孔板及 1 cm×1 cm×4 cm大小的 4孔玻璃

小室 (Chambered #1.5 German Coverglass System, 

Nunc Inc.) 中经 24 h静置培养而成。24孔板中

形成的菌膜分别由相机 Nikon COOLPIX P500

及体视显微镜 Nikon MODEL C-DSS230 观察 

拍摄。 

进行激光共聚焦显微镜观察前，生物被膜中

的菌细胞用 DNA染料 SYTO9标记；Psl多糖用

100 μg/mL荧光标记凝集素 TRITC-HHA染色[22]，

荧光图片由激光共聚焦显微镜 FV1000 (Olympus, 

Japan) 摄取，并应用 COMSTAT 软件对生物被

膜的生物量和厚度进行定量计算。 
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2  结果与分析 

2.1  乳酸锌 (Zn lactate·3H2O) 和氟化亚锡 

(SnF2) 对铜绿假单胞菌 96孔板中生物被膜形

成的抑制 

本研究将Zn lactate·3H2O和 SnF2两种化合物

分别或共同加入到 LBNS 培养基中，以未添加化

合物的培养基为对照，检测其对铜绿假单胞菌

PAO1在 96孔板中于 4 h、8 h及 24 h时所形成生

物被膜生物量的影响。结果如图 1 所示，两种化 

 

 
 

图 1  Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对铜绿假单胞菌

PAO1 在 96 孔板中 4 h、8 h 及 24 h 形成生物被膜的

抑制 (*P< 0.05; **P<0.01) 

Fig. 1  Zn lactate·3H2O and SnF2 reduced 4 h, 8 h and 
24 h biofilm formation of PAO1 in 96-well Micro-titer 
Dish (*P< 0.05; **P<0.01). 

合物在实验所测时间均对 PAO1 的生物被膜形成

具有明显的抑制作用，单一添加入培养基中时两

种化合物的抑制能力相当。同时添加两种化合物

的实验组对 PAO1 生物被膜的抑制最强，几乎不

随时间的延长而增加，24 h的生物量与对照组和

单一化合物实验组相比呈现出明显的抑制作用。 

2.2  Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对 PAO1 在 24

孔板中形成的菌膜的抑制 

铜绿假单胞菌在静置培养时，在气液交界

面形成的一种生物被膜称为“菌膜 (Pellicle)”。

本研究进一步检测了两种化合物对铜绿假单胞

菌 PAO1在 24孔板中形成的菌膜的抑制效果，

肉眼直接观察及体视显微镜的观察结果如图 2

所示。单独添加 Zn lactate·3H2O或 SnF2即可明

显抑制气液交界面生物被膜的形成，呈现为具

有更高透光性的更薄的菌膜，且易在处理时破

碎。而加入两种化合物的 LBNS 培养基中几乎

不能形成菌膜，提示 Zn lactate·3H2O与 SnF2的

联用可以清除 PAO1菌膜的形成。 

 

 
 

图 2  Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对 PAO1 在 24 孔板

中形成的菌膜的抑制 

Fig. 2  Zn lactate·3H2O and SnF2 reduced pellicle formation 
of PAO1 in 24-well plate. Left: camera image of 
pellicles; right: stereomicroscope image of pellicles. 
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2.3  激光共聚焦显微镜观察乳酸锌与氟化亚锡

对 PAO1 生物被膜的影响 

通过绿色荧光标记铜绿假单胞菌菌细胞的

方法，研究进一步利用激光共聚焦显微镜观察

了 Zn lactate·3H2O与 SnF2对 PAO1形成的 24 h

菌膜生物量的影响，实验结果如图 3 所示。培

养基中添加 2.5 mmol/L的 Zn lactate·3H2O所形

成的菌膜结构松散，荧光强度较弱，但对荧光

信号的计算结果并未显示出菌膜生物量的下

降；而添加了 2 mmol/L SnF2的 LBNS培养基中

的菌膜生物量显著降低，仅为对照组的 1/4左右；

在添加了两种化合物的实验组中则几乎不能观

察到菌膜细胞，与之前的结果相一致——Zn 

lactate·3H2O与 SnF2联用可完全抑制 PAO1的生

物被膜的形成。 

为进一步阐释 Zn lactate·3H2O与 SnF2两种

化合物对铜绿假单胞菌 PAO1 生物被膜的抑制

机理，本研究用绿色荧光标记菌细胞，红色荧

光标记胞外多糖 Psl，在激光共聚焦显微镜下观

察两种化合物对胞外多糖基质网结构的影响，

结果如图 4所示。乳酸锌的添加使 PAO1的 Psl

多糖基质网更为疏松，且显示为较弱的红色荧

光信号，虽然乳酸锌的添加并不能减少生物被

膜的生物量 (图 3)，但通过对图 4 荧光信号的 

 

 
 

图 3  激光共聚焦显微镜观察 Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对 PAO1 生物被膜形成的影响 (绿色荧光信号为 DNA

染料 SYTO9 标记的铜绿假单胞菌细胞) 

Fig. 3  Zn lactate·3H2O and SnF2 biofilm inhibition effect of PAO1 observed by CLSM. Green fluorescent signal: 
Pseudomonas aeruginosa cells stained by DNA dye SYTO9. 
 

 
 

图 4  激光共聚焦显微镜观察 Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对 PAO1 菌膜中 Psl 多糖基质网的影响 (绿色荧光信号为

DNA 染料 SYTO9 标记的铜绿假单胞菌细胞；红色荧光信号为荧光标记凝集素 TRITC-HHA 染色 Psl 多糖基质网) 

Fig. 4  Zn lactate·3H2O and SnF2 effect on Psl matrix observed by CLSM. Green fluorescent signal: Pseudomonas 
aeruginosa cells stained by DNA dye SYTO9. Red fluorescent signal: Psl matrix stained by TRITC-HHA. 
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统计学分析发现，在 Zn lactate·3H2O的作用下，

每细胞所产生的 Psl 多糖的产量减少至对照组

的 1/15；氟化亚锡除了能明显抑制生物被膜的

形成外 (图 3)，还明显改变了 Psl多糖基质网的

空间结构。与对照组相比，菌株丧失了形成典

型 3D蜘蛛网状 Psl多糖网的能力，结构松散且

不规则 (图 4)；而两种化合物联用则在镜下完

全观察不到 Psl多糖信号和菌细胞的存在。 

2.4  Zn lactate·3H2O 与 SnF2对 PAO1 96 孔板

中形成生物被膜的瓦解能力 

Zn lactate·3H2O与 SnF2两种化合物都对铜

绿假单胞菌 PAO1 的生物被膜形成有明显的抑

制作用，那么其是否对已经形成的生物被膜具

有瓦解作用呢？本研究于 96孔板 Jensen’s培养

基中长成的生物被膜中，将培养基更换为添加

了两种化合物的新鲜培养基并继续作用一段时

间后，观察其对生物被膜生物量的影响。结果

如图 5 所示，除了开始 0.5 h 内，2 mmol/L 的

SnF2 可使已形成的生物被膜的生物量稍稍降低

一点以外，在长达 24 h的作用期间，未观察到

两种化合物对 PAO1的生物被膜具有瓦解作用。 

2.5  Zn lactate·3H2O 与 SnF2对 96 孔板中鲍曼

不动杆菌和变异链球菌形成生物被膜的抑制 

为了解乳酸锌和氟化亚锡是可形成生被膜

的革兰氏阴性细菌鲍曼不动杆菌和革兰氏阳性

细菌变异链球菌生物被膜的作用，分别在 96孔

板中进行了对这两种细菌 24 h生物被膜的抑制

与降解实验，结果图 6 所示，两种化合物对其

生物被膜的形成均有明显的抑制作用 (图 6)，

而不具瓦解其生物被膜能力。 

 

 
 

图 5  Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对 PAO1 生物被膜的瓦解作用 (*P<0.05) 

Fig. 5  Zn lactate·3H2O and SnF2 biofilm dispersion effect of PAO1 (*P<0.05). 
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图 6  Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对 96 孔板中鲍曼不动杆菌 (A) 和变异链球菌 (B) 形成生物被膜的抑制与瓦解

作用 (Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对 96 孔板中鲍曼不动杆菌 (A) 和变异链球菌形 (B) 成生物被膜的抑制作用；

Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对 96 孔板中鲍曼不动杆菌 (C) 和变异链球菌 (D) 形成生物被膜 0.5 h 和 24 h 的瓦解

作用 (*P<0.05; **P<0.01)) 

Fig. 6  Zn lactate·3H2O and SnF2 biofilm inhibition and dispersal effect on Acinetobacter baumannii and 
Streptococcusmutans. Zn lactate·3H2O and SnF2 biofilm inhibition effect on Acinetobacter baumannii (A) and 
Streptococcus mutans (B); Zn lactate·3H2O and SnF2 biofilm dispersal effect on Acinetobacter baumannii (C) and 
Streptococcus mutans (D) at 0.5 h or 24 h (*P<0.05; **P<0.01). 
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2.6  Zn lactate·3H2O 与 SnF2对铜绿假单胞菌、

鲍曼不动杆菌和变异链球菌生长的抑制 

为进一步探求工作浓度的乳酸锌和氟化亚

锡对铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌和变异链球

菌生物被膜形成的抑制作用是否是因为同时抑

制了细菌生长所造成的，研究检测了在培养时

间为 24 h 时 3 种细菌的 OD600值。结果如图 7

所示，实验所采取的两种化合物的工作浓度添

加入培养基后，对 3 种细菌的生长均起到了明

显的抑制作用，其中两种物质联用对生长的抑

制作用最强。实验结果提示，对细菌生长的影

响是其抑制生物被膜形成的主要因素。 

3  讨论 

通过近年来对牙菌斑生物被膜的大量深入

研究，人们逐渐认识到牙菌斑生物被膜是存在于

牙面或牙周袋内的一个细菌生态环境，是造成人

类两大口腔疾病龋齿和牙周病的始动因子[23]。氟

化物与牙齿接触后，可使牙齿组织中易被酸溶

解的氢氧磷灰石形成不易溶的氟磷灰石，从而

提高了牙齿的抗腐蚀能力，除了预防龋齿的功

效外，还有较好的控制牙龈炎、减轻牙本质敏 

 

       
 

 
图 7  Zn lactate·3H2O 与 SnF2 对液体振荡培养的铜绿假单胞菌 (A) 鲍曼不动杆菌 (B) 和变异链球菌形 (C) 

24 h 时的生长抑制作用 (**P<0.01) 

Fig. 7  24 h growth inhibition effect on Pseudomonas aeruginosa (A), Acinetobacter baumannii (B) and 
Streptococcus mutans (C) by Zn lactate·3H2O and SnF2 (**P<0.01). 
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感的功能。此外，锌离子可以置换磷酸钙里的

钙，抑制牙垢晶体的生长，从而防治牙垢的产

生，因此常常在抗龋防敏牙膏中添加锌盐和亚

锡离子。 

本研究过对两种化合物 Zn lactate·3H2O 与

SnF2 对铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌和变异链

球菌生物被膜形成能力的影响检测发现，单一

添加 2.5 mmol/L的 Zn lactate·3H2O或 2 mmol/L

的 SnF2即对生物被膜的形成具有明显的抑制作

用，而同时添加两种化合物即可完全消除生物

被膜的产生，提示这两种化合物具有较大的清

除生物被膜的应用潜力。 

Psl多糖对于铜绿假单胞菌菌体的初始吸附、

生物被膜结构的维持以及提供细胞与细胞间、

细胞与介质表面的相互作用至关重要[20,24-25]，研

究通过分别对生物被膜中的菌细胞和胞外多糖

Psl进行荧光标记并用激光共聚焦显微镜观察，

发现两种化合物可能存在对铜绿假单胞菌生物

被膜的不同抑制机理：单一 Zn lactate·3H2O作用

的菌膜其胞外基质网中观测到单个细胞的 Psl 多

糖合成量大大降低，几乎降至未处理组的 1/45，

提示 Zn lactate·3H2O 可能通过抑制胞外多糖合

成或基质网的形成干扰生物被膜的发生；而

SnF2 作用的菌膜的生物量大幅降低为对照组的

1/5，且胞外 Psl 多糖基质网的结构发生了明显

的松散型改变。以上结果解释了两种化合物联

用即可达到完全清除 PAO1 生物被膜形成的机

制——SnF2 明显减少生物被膜的生物量且形成

形态疏松的 Psl网络，而 Zn lactate·3H2O大大减

少了每个菌细胞的 Psl的合成量，因此两者共用

可起到双重作用，因而产生显著的清除效果。进

一步的检测显示，这两种化合物对铜绿假单胞菌

的生长也有抑制作用，且两种化合物联用时的抑

制作用最为显著。因此，Zn lactate·3H2O与 SnF2

对铜绿假单胞菌生物被膜的影响可能是通过改

变多糖基质网的结构及对菌体生长的抑制作用

的共同结果。 

变异链球菌是口腔主要的致龋齿菌之一，

常见于牙菌斑中，可通过代谢产生的酸性物质

导致龋齿的发生。鲍曼不动杆菌是医院感染的

重要病原菌。近年来的感染在增多，且其耐药

性日益严重，已引起临床和微生物学者的严重

关注。本研究发现添加 Zn lactate·3H2O与 SnF2

对这两种细菌形成的生物被膜也有明显的抑制

作用。但同铜绿假单胞菌一样，两种化合物对

其已经形成的生物被膜的瓦解作用并不显著，

可能由于外源添加较高浓度的乳酸锌和氟化亚

锡的不利环境使菌细胞更倾向于停留在生物被

膜内受到保护，而并非游离出来。只有 0.5 h内

2 mmol/L 的 SnF2 作用下可使铜绿假单胞菌

PAO1已形成的生物被膜的生物量略有下降，而

牙膏在口腔内的作用时间通常较短，并伴以剧

烈的物理刷洗过程，因此 SnF2也可能具备一定

的清除口腔生物被膜的潜质。锌离子和锡离子

均有报道认为其有潜在的抗菌活性[26]，而氟离

子则是通过使牙齿矿化坚硬而起到抗敏和预防

龋齿的作用[27]，因此实验中两种化合物对细菌

生长和生物被膜的抑制应是锌锡两种离子的应

用效果。本研究认为，在牙膏中外源添加 Zn 

lactate·3H2O 与 SnF2 具有对抗牙菌斑生物被膜

造成的口腔疾病的潜在应用价值，且工作浓度

的乳酸锌和氟化亚锡的应用亦可在临床生物被

膜防治中发挥作用。 
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