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摘要　　自然界中大多数微生物保持附着在生物或非生物体表面 , 处在一种具有结构的生物膜生

态系统中 , 而不是自由游动状态.与植物联合的细菌在植物组织表面形成生物膜的能力是它们有效

定殖和发挥促生作用的前提 , 与植物联合的细菌生物膜的研究已成为植物微生态研究领域的热点.

文中系统介绍了与植物相联合的细菌生物膜的概念 、形成机制及其基质组成成分 , 并提出了研究

过程中应注意的主要问题.
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　　虽然在 20世纪 30年代就有关于细菌在介质表

面附着的报道
[ 1—4]

, 但人们对于细菌是单细胞生活

的观念仍然根深蒂固.因为细菌可被稀释为单细胞

在液体中培养 , 这个操作模式已被应用于许多细菌

活性的研究.传统的细菌培养方法可用于研究微生

物的致病性 , 并启迪了人们对微生物生理学的深入

认识 , 但在自然界中 , 微生物的纯培养浮游生长

(planktonic g row th)的情况着实少见.虽然环境微

生物学家早已认识到 , 复杂的微生物群落对实现生

物地化良性循环以保持生物圈生态平衡方面具有重

要性[ 5] , 然而直至最近 , 由于原位研究方法的相对

缺乏仍妨碍了这一领域的详尽研究.所幸的是 , 近

年来显微镜和分子技术的发展已使得不用液体培养

而对微生物群落进行原位分析成为可能.通过对大

量微生物天然栖居地原位观察后发现 , 大多数微生

物保持附着在生物或非生物体表面 , 处在一种具有

结构的生物膜生态系统中 , 而不是以自由游动状态

存在的[ 6] , 并且这些在生物膜中的细菌是以一种关

系复杂的 “协作联合体” (coope ra tive consort ium)

的形式聚集存在的
[ 6 , 7]

.因此 , 微生物虽然可具有独

立的浮游生活方式 , 但更为普遍的是作为一个相互

依存的群落的一部分.现今人们已经开始认识到生

物膜群落(biofi lm communi ty)的重要性 , 以多细胞

的思路观察细菌正在改变着人们对微生物学的总体

观念.

近十年来 , 关于生物膜的研究已引起各国科学

家的广泛重视.自 1996年以来美国等发达国家已先

后组织召开了多次生物膜会议 , 进入 21 世纪 , 由

于愈加成熟的生理学 、 显微镜 、 遗传学和分子生物

学手段的应用 , 使得生物膜研究特别是处于生物膜

状态的微生物种类和形式的多样性研究取得了长足

的进展 , 但在研究体系和方案设计中存在着缺乏标

准化的问题.此外 , 生物膜涉及环境 、 工业 、医学

和农学等多学科领域 , 各个领域的研究者往往顾此

失彼 , 难以取得同步进展.应当说 , 目前对于生物

膜的研究尚处于早期 , 许多问题还是只知其然而不

知其所以然 , 特别是对生物膜形成和稳定性保持等

复杂过程的研究才刚刚开始 , 对全面彻底了解这一

过程还需要众多相关科研工作者继续努力探索和研

究.现在最为紧迫的任务是应当整合现有各方面的

关于生物膜的相关知识 , 找出共同的线索和机制 ,

提出基础概念和实践意义上的新见解 , 推动生物膜
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研究领域各方面的发展
[ 1]

.

1　与植物联合的细菌生物膜(plant-associat-

ed bacterial biofilm)

　　在微生物特别是细菌与植物相互作用关系的研

究中 , 常常可以在植物表皮细胞凹陷的接合处观察

到细菌以聚合形式存在 , 这种结构被称为聚集体

(aggregate)、 微菌 落 (microcolonies)、 共质 体

(symplasmata)或生物膜(bio film)[ 8] .对植物表面的

微菌落和 “类生物膜” (biof ilm-like)的首次观察分

别源于20世纪 60年代早期有关叶面[ 9] 和 70年代早

期有关根面
[ 10]
的报道.近四十年中 , 大部分关于植

物上微菌落的研究集中在它们的发生 、定位和丰富

度等方面.直至最近 , 人们才开始把植物表面的聚

集体和微菌落现象与生物膜状态及其诸多的潜在功

能和性质联系起来[ 11] , 并启发人们对与植物联合的

细菌的生物学和生态学提出了新问题:细菌形成这

种聚集体结构是否为适应与植物联合生存的特异行

为? 生物膜是如何促进细菌的存活和增殖的? 植物

组织表面的细菌是否会以非聚集的状态出现? 细菌

如何能够在不同的环境中生存和定殖以及促进生物

膜细胞表现型表达 ?关于这些问题的研究已取得令

人振奋的进展
[ 12—14]

.特别是近年来的研究表明 , 许

多种类的细菌在高细胞密度条件下能释放一种自体

诱导物(autoinducer)信号分子(如高丝氨酸内脂类 、

AH L 等), 通过细胞间信息传递系统进行对基因的

表达调控 , 这一现象被称为 “群体感应” (quorun

sensing , QS)
[ 15]

.植物表面细菌生物膜的形成也是

细菌利用细胞间的群体感应效应 , 在一定的细胞密

度下协同表达的一种表现型能力的体现[ 16 , 17] .这些

成果已大大提高了植物微生物学家对上述问题进行

深入研究的兴趣.

1.1　植物根际附生的细菌生物膜(epiphytic bacteri-

al b iofilm in rhizosphere)

根据 “根际效应” 的原理 , 植物对根面定殖的

细菌具有选择压 , 只有一定的微生物种群能选择与

植物根际相互作用.所以 , 可以将附着于植物根表

的微生物群落结构看作 “根际生物膜群落” (rhizo-

sphere biofilm comm uni ty , RBFC)[ 18] .应用显微镜

对细菌在根际的定殖研究表明 , 许多细菌会在根面

形成非均匀分布的微菌落或聚集体 , 其中包括附生

的荧光假单胞菌(Pseudomonas f luorescens)[ 19—21] ,

它们具有生物防治潜力;能促进植物生长的植物促

生细菌如成团肠杆菌(Enterobacter agg lomerans)

等[ 22—24] ;自生固氮细菌如蓝细菌(Cyanobacte-

ria )
[ 25]

和 巴 西 固 氮 螺 菌 (Azospiril lum

brasi lense)[ 26]等;与水稻根联合的氨氧化细菌(am-

monia-oxidizing bacteria , AOB)
[ 27]
等.用显微镜可

清楚地观察到这些微菌落和聚集体处于胞外多聚体

基质(exoplolyme ric m atrix)的包埋之中
[ 24—27]

.

1.2　植物气生表面附生的细菌生物膜(epiphytic

bacterial biofilm on aerial surfaces)

定殖在植物气生表面的细菌处于营养和水分高

度变化的环境之中 , 它们大都借助于风雨的吹洒在

植物茎 、叶上沉积 , 并不时移动到新的部位
[ 28]

.植

物的叶面可以划分为众多的微栖息部位 , 其中在叶

脉 、毛状体和气孔周围常常出现一些较大的细菌聚

集体
[ 29]

.与叶联合的细菌种群中一大部分是被包埋

在具有抗胁迫性的聚集体中 , 其余的单个菌体细胞

则分散在叶面 , 进而能够形成新的微菌落结构.在

菊苣和甜瓜植物叶面上 , 荧光假单胞菌在细菌聚集

体内部或外部的种群结构是相似的[ 30] , 对于附生定

殖在豌豆叶面而不引起病害症状的地毯草黄单胞菌

(Xanthomona axonopodis)也具有同样类似的情况 ,

虽然在生物膜中该菌的种群大小在整个生长期保持

稳定 , 但生物膜外部单个菌体细胞的种群大小则随

气候的改变而变化[ 31] .另一方面 , 研究发现定殖在

叶部的革兰氏阳性细菌更利于形成聚集体
[ 30]

.植物

气生表面的附生菌必须在形成聚集体结构和转移定

殖到新的叶面部位之间取得平衡 , 才能有利于其生

存条件的改善.

1.3 　植物内生细菌与生物膜(endophytic bacteria

and biofilm)

植物内生菌可定殖在许多植物组织内的细胞间

隙而不引起病症.从植物中分离得到的内生菌按其

能否在土壤中生活分为专性内生菌和兼性内生菌 ,

后者常常是定殖在根际 , 并通过根面伤口的有利部

位 、侧根基部 、 表皮细胞之间以及根毛上的开口进

入植物体内.在通常情况下 , 细菌能够在根际和幼

苗上形成生物膜是它们在植物内有效定殖的先决条
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件.

在植物内生菌中 , 研究最多的是固氮细菌 , 这

是因为它们具有作为生物肥料的潜力[ 32] .内生菌联

合体能保护固氮酶不受氧引起的损伤 , 并给其中的

细菌提供大量有机碳 , 同时保护它们避免与其他根

际细菌的竞争.重氮营养葡萄糖酸醋杆菌(Glu-

conacetobacter diazotrophicus)是甘蔗中天然存在的

内生固氮菌 , 并且也能够定殖在青豆等其他作物的

根际
[ 33]

, 虽然该菌的细胞表面可能会与甘蔗的糖蛋

白相结合 , 也可能菌体与宿主植物之间具有某种特

殊的作用 , 但是关于它们的定殖和形成生物膜的情

况还鲜为人知
[ 34]

.此外 , 该菌在固体培养基上能够

形成一种胶状基质 , 其厚度既可保证氧气的穿透以

维持菌体的需氧生长 , 又不会抑制固氮酶的活

性[ 35] , 在植株内由基质包埋的聚集体可能具有类似

的功能.

在非结瘤固氮细菌中 , 研究最多的是固氮螺菌

属(Azospiri llum)[ 36] , 这一类菌的大多数代表性菌

种能够定殖于植物表面 , 而固氮螺菌 、织片草螺菌

(Herbaspiri l lum seropedicae)和固氮弧菌属(Azo-

arcus)则属于专性内生菌.关于内生菌表面粘附作

用方面的信息十分有限.最近发表的固氮弧菌

BH 72菌株基因组测序的结果令人惊奇地发现 , 该

菌缺少毒性因子 , 但含有编码合成胞外多糖的基

因 , 该基因和其他与植物联合的细菌 , 如豌豆根瘤

菌中与生物膜形成相关的 p ps基因具有同源性
[ 37]

.

研究发现 BH 72 菌株具有极性鞭毛和趋化性基因 ,

推测细菌在与植物外表面互作联合时所运用的机制

很可能在植物内部也受用 , 因此已有提议将兼性内

生菌作为防治植物维管组织病原菌的生防制剂
[ 38]
或

化学农药的植物修复剂[ 39] .

本研究组曾从水稻品种 “越富” 中分离得到一

株植物内生细菌成团泛菌(Pantoea ag glomerans)

YS19
[ 40]

, 并发现其具有固氮和分泌生长素促进植

物生长的功能[ 40—42] , 随后冯永君等[ 43 , 44] 研究发现 ,

该菌生长到一定阶段时 , 菌体聚集形成一种簇凝块

状共质体结构 , 即 symplasm ata 结构(生物膜的一

种), 通过形成这种生物膜结构 , 细菌细胞可免受

环境波动的影响 , 从而将有助于更好地实现其对植

物的促生作用.

2　与植物联合的细菌生物膜的形成机制

(mechanisms of plant-associated bacterial bio-

film formation)

2.1　调节机制(regulatory mechanisms)

细菌生物膜的形成是一个高度协调的过程 , 该

过程受到众多环境因子 , 如温度 、 渗透压 、 营养成

分及氧化还原电位等[ 45] 以及细菌菌体自身的特性等

条件的影响[ 4 6] .一般来说要经历粘附 、生长和成熟

三个阶段[ 47] , 尽管每种细菌对环境的刺激都有一套

自己相应的独特分子机制 , 但在上述三个阶段中有

几种对与植物联合的细菌都是同样重要的调节系统

在起作用.

2.1.1　群体感应(quorum sensing)　群体感应是细

菌根据细胞密度变化进行基因表达调控的一种生理

行为.具有群体感应的细菌所释放的自体诱导物信

号分子会随着细胞密度增加而同步增加 , 当积累到

一定浓度时 , 会改变细菌特定基因的表达.细菌生

物膜通常是群体感应的部位 , 而群体感应又影响着

生物膜的形成
[ 48]

.与植物联合的细菌通常应用这个

信息机制调整和协调与植物的相互作用 , 包括防治

宿主植物组织的侵解 、 抗生素的产生 、 毒素的释放

和水平基因转移(H GT)等[ 49] .在与植物联合的细菌

中有几种不同的信号传递分子 , 包括变形细菌

(Proteobacteria)中的酰基高丝氨酸内酯(AH Ls)、

放线菌中的丁酸内酯 、 黄单胞菌(Xantbomonas)和

木杆菌(X y lella)等相关的细菌中的甲基正十二烷酸

(DSF)、 革兰氏阳性细菌中的寡酞以及一些扩散性

的信号分子等都能促进或控制细菌在植物上的定

殖.研究表明 , 与散土中的细菌种群相比 , 产

A H Ls的细菌大多是与植物联合生活的
[ 50]

.丁香假

单胞菌(Pseudomonas syringgae)利用 AH Ls 群体

感应控制在青豆叶上的运动和胞外多糖的合成 , 并

通过传递信号物质影响其存活状态以及与叶联合的

该菌聚集体的毒性[ 51] .生防菌荧光假单胞菌 2P42

依赖 AH Ls形成生物膜以防治小麦猝倒病[ 52] .对恶

臭假单胞菌(Pseudomonas putida)在马铃薯和小麦

根部释放的 A H L 的统计结果表明 , 群体感应所需

要的细胞密度很低 , 但在细胞间感应传递距离可长

达 78μm[ 53] , 这说明 AH L 具有在生物膜内及生物
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膜间超长距离发送信息的潜力.

2.1.2 　对缺磷胁迫的响应调节(regulation in re-

sponse to phosphorus starvation)　对于与植物相关

的细菌来说 , 一些关键的可被利用的营养物质 , 如

磷元素 , 在控制菌体的聚集和在介质表面的附着过

程中具有重要的作用.大多数细菌中存在类似于大

肠杆菌中的能够激活缺磷胁迫应答的双组分调节系

统 , 即 PhoR-PhoB .缺磷胁迫对于与植物相关的细

菌生物膜的影响取决于菌体及其在生态系统中的作

用 , 在缺磷胁迫条件下 , 绿针假单胞菌(P seudo-

monas aureof aciens)PA147-2 的 PhoB 系统抑制生

物膜的形成
[ 54]

, 与之相反 , 在根癌土壤杆菌

(Agrobacterium tume f aciens)形成生物膜的过程

中 , 缺磷胁迫起到促进作用[ 55] .

2.1.3　相变异(phase variation)　在某些情况下 ,

相变异有利于与植物相关的细菌分化产生行为方式

不同的两组 , 这样既保持了菌体原始的基因型 , 同

时降低了由于各种原因导致的整体风险 , 这是因为

相变异能够通过对基因的微小的并且可逆转的改变

来实现对表型的大幅变化.例如 , 假单胞菌 Pseud-

omonas brassicacearum NFM 421通过相变异过量表

达鞭毛蛋白 , 从而提高运动性 , 有利于其进一步定

殖到拟南芥(Arabidopsis thaliana)根尖[ 56] .但需要

指出的是 , 由于生物膜中所包含的菌体基数庞大 ,

相变异的发生几率是很低的.

2.2　趋化性(chemotaxis)和运动性(motil ity)

植物能够在其特定部位释放分泌物 , 许多细菌

可以通过趋化作用定殖到植物表面有效营养的最佳

部位.与甘蔗内生重氮营养葡萄糖酸醋杆菌类似 ,

巴西固氮螺菌也能够利用趋氧性识别最佳的氧浓

度 , 由此既能维持其正常呼吸又不致损伤固氮

酶[ 57] , 对氧和其他吸引子的趋化作用促进了巴西固

氮螺菌在根部的定殖.我们在对从水稻品种 “越光”

根面分离得到的一株植物促生细菌肺炎克雷伯氏菌

(K lebsiel la pneumoniae)NG14 的趋化性研究中利

用蔗糖作为吸引剂 , 采用半固体平板实验观察该菌

对蔗糖的趋化作用 , 得到了对应于趋化运动效果最

明显时的蔗糖浓度;同时 , 将水稻种子分泌物作为

NG14趋化研究中的吸引剂 , 分别利用两种不同基

因型水稻种子分泌物配制不同浓度的半固体天然营

养物培养基 , 同样得到了 NG14趋化圈半径最大 、

趋化作用最明显时的种子分泌物浓度(数据尚未发

表).

许多微生物的运动性也参与了其生物膜的形

成 , 运动性缺失的突变菌株在植物组织表面定殖形

成生物膜的几率总是比具有运动性的菌株要小得

多[ 58 , 59] .细菌通过不同的机制移动 , 包括:鞭毛和

伞毛的运动 , 不同细菌对各种营养物质的趋化性取

决于菌种自身以及趋化吸引子.通常细菌对它们的

天然宿主具有较强的反应 , 内生菌的反应又比根细

菌强
[ 60]

.此外 , 对于与植物联合的细菌而言 , 宿主

植物的分泌物比非宿主植物更具有趋化吸引力
[ 59]

.

某些趋化能力缺失的病原菌突变种与其运动性障碍

突变种在侵染植物方面存在差异 , 而且前者与其野

生型相比侵染能力低得多[ 59 , 61] .细菌运动性参与了

其生物膜的起始 、生长与成熟 , 是生物膜蔓延和定

殖到新部位的重要机制
[ 62]

.对于某些维管病原菌来

说 , 从原定殖部位迁移到其他部位会对其宿主植物

的健康产生重要的影响 , 而运动性驱动了这种迁

移.对于其他与植物联合的微生物来说 , 生物膜的

蔓延扩展同样会影响着其所在的微生态环境.

2.3　表面粘附(adhesion)和定殖(colonization)

与植物联合的细菌形成生物膜结构 , 有时是因

为细菌菌体被水流冲击而在植物表面上沉积所致 ,

但大多时候 , 生物膜的形成依赖于细菌细胞主动粘

附的过程 , 并且细菌分泌某些物质会加强生物膜在

植物表面的附着力.由于不同的植物组织有着各自

独特的化学和生理特性 , 对与植物联合的细菌聚集

体结构会产生不同的影响[ 63] , 因此当细菌聚集定殖

在特定的植物组织表面时 , 植物组织细胞与细菌细

胞之间的相互作用很可能是两者相互适应的结

果
[ 64]

.

细菌表面的粘附结构 , 包括胞外多糖和富含蛋

白质的伞毛 , 参与菌体对惰性表面 、 植物组织和其

他微生物表面的附着过程 , 胞外多糖和蛋白质的相

互作用以及它们的特异性结合通常能够促进与植物

联合的微生物在介质表面的附着和聚集.根瘤菌科

(Rhizobiaceae)中的许多种类 , 例如根癌土壤杆菌

能产生少量的钙离子结合蛋白 , 即根钙粘素(rhi-
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cadhesin), 它在根癌土壤杆菌中的功能尚未明确 ,

但在根瘤菌(Rhizobium)中 , 根钙粘素参与了其在

根部的附着过程[ 65—67] , 目前根钙粘素基因尚未得到

鉴定 , 但 Ausm ees 等
[ 68]
分离并鉴定得到根瘤菌粘

附蛋白 Raps , 这种蛋白可以结合钙离子和凝集素细

胞 , Raps的分泌量远大于根钙粘素 , 这与豌豆根瘤

菌(Rhizobium leguminosarum)和菜豆根瘤菌(Rhi-

zobium etl i)有很大不同.在豌豆根瘤菌中有几种

Rap的同源物 , 它们由 I 型分泌系统 PrsDE 分

泌[ 37] .豌豆根瘤菌中的 Rap粘附素能够识别细胞极

性表面的相应受体 , 这是因为该部位含有凝集素域

(lect in domains)[ 68] .最近 , 在位于能使豌豆和紫云

英结瘤的豌豆根瘤菌细胞表面发现了高分子量的葡

甘露聚糖 , 它能与豌豆和紫云英的凝集素结合
[ 69]

,

研究还发现不产葡甘露聚糖的豌豆根瘤菌突变种 ,

在原本适宜的酸性条件下 , 不能侵染植物根毛进而

与其共生.此外 , 豌豆根瘤菌利用根钙粘素与根结

合 , 最初是在 pH 值大于 6.5的条件下进行的 , 这

时钙离子和根钙粘素能结合到根部 , 若此过程在酸

性条件下进行 , 则与根的结合将依赖于粘附素 , 例

如葡甘露聚糖.

有研究报道 , 巴西固氮螺菌胞外多糖 , 其中含

有阿拉伯糖 , 参与了细胞的凝聚[ 70 , 71] , 并发现巴西

固氮螺菌细胞的表面蛋白具有类凝集素的性质 , 可

促进细胞的自凝聚并能借助阿拉伯糖在植物上附

着 , 其外膜蛋白也可能在细胞凝聚过程中起作

用
[ 72]

.苛养木杆菌(Xy lella f ast idiosa)产生的凝血

素介导了细胞之间的联系 , 其凝血素缺失的突变种

不能凝聚 , 而仅能在植物木质部导管中形成单层结

构 , 不像野生型那样形成多细胞层结构.凝血素介

导的凝聚能够起到控制细胞增殖速度从而减弱对宿

主植物损伤的作用 , 而其突变种则会导致宿主植物

组织严重的损伤 , 这可能是因为突变种能通过植物

较快地散布以及生长速度较快等缘故造成的[ 73] .这

种细菌细胞的散布和毒性之间的关联也可在其他微

管病原 菌 , 如野 油菜黄单胞 菌(Xanthomonas

campestris)和玉米枯萎蔫病黄单胞菌(Pseudomonas

stewarti i)中观察到.I型伞毛(鞭毛)是苛养木杆菌

形成生物膜所需要的另一种表面结构 , 研究发现

f imA 突变种完全不能形成生物膜
[ 74]

.

粘附素蛋白 LapA 是假单胞菌属某些种的一种

十分重要的粘附素.在恶臭假单胞菌中 , 它参与了

对非生物表面和种子表面的附着
[ 75 , 76]

.近年的研究

表明 , 粘附作用还涉及到一些较小的细菌表面蛋白

(外膜蛋白 OmpA)及鞭毛基因等 , 表明了粘附素系

统具有复杂性[ 77] .我们对水稻植物促生细菌肺炎克

雷伯氏菌 NG14生物膜形成前后的外膜蛋白变化情

况进行了研究 , 发现若干种蛋白特别是外膜蛋白表

达量发生明显变化(数据尚未发表), 将为进一步研

究细菌生物膜形成相关因子提供依据.

3 　与植物联合的细菌生物膜基质组分(ma-

trix components in plant-associated bacterial

biofilm)

3.1　胞外多糖和蛋白质(extracellular polysaccha-

rides and proteins)

细菌生物膜基质与其中的细胞相联接 , 并赋予

生物膜许多重要的特性 , 如保护细胞抗干旱等逆境

胁迫的能力.基质通常是由胞外多糖组成 , 此外还

包括蛋白质及 DNA[ 78] .细菌可以变换它们的基质

组分 , 同一个种的不同菌株也可能运用不同的基质

组分以适应环境条件的变化.

有研究表明细菌与植物根面细胞相互接触并能

产生多种生物化学物质的机制[ 79 , 80] .某些生物膜也

可能是一些微菌落融合的结果.胞外多糖(ex t racel-

lular poly saccharides , EPS)和其他胞外多聚物 , 如

蛋白质和酶类的产生 , 以及最终形成生物膜本身可

能提高了细菌在植物根部的存活和定殖能力.也有

研究者认为 , 根面微菌落的胞外多聚物基质对于细

菌的生物防治能力可能有利也可能有弊 , 这取决于

细菌产生的抗病原真菌化合物是否始终被包埋在生

物膜中或是否可通过调控和自然扩散而达到生物防

治的效果
[ 81]

.荧光假单胞菌 CH AO 的突变种能产

生过量的粘液类物质(mucoid), 从而大大增强了对

植物根部和丛枝菌根真菌菌丝体的附着[ 82] , 这些植

物促生细菌(plant g row th-promo ting bacte ria , PG-

PB)的突变种将可能作为农业接种剂发挥重要的应

用价值.在中华苜蓿根瘤菌(S inorhizobium meli lo-

ti)和根癌土壤杆菌中 , 主要的胞外多糖 SCG(琥珀

酸聚糖)是该菌在宿主植物根上的定殖和结瘤所必

需的 , 缺失 SCG的 exoY 突变株会形成不成熟的生
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物膜 , 而产生过量的 SCG 会形成厚但不稳定的生物

膜
[ 83]

.豌豆根瘤菌能合成一种酸性胞外多糖 , 而缺

失该胞外多糖的 pssA 突变株形成生物膜的量显著

减少[ 49] .

在豌豆根瘤菌中 , 生物膜的形成受 Pr sDE I 型

蛋白质分泌系统突变的影响 , 这是由于该系统的突

变导致调节胞外多糖链大小的聚糖酶 PlyA 和 PlyB

不能输出 , 所以能够影响生物膜的成熟[ 37] .在野油

菜黄单胞菌中 , 胞外多糖黄原胶(xanthan)是一种

重要的毒性因子 , 为凝聚体的形成所需要 , 胞外多

糖黄原胶缺失的突变种加快了菌体初始的附着.生

物膜的扩散需要一种 β-1 , 4-甘露聚糖酶 , 但该酶的

底物尚不清楚[ 84] .在苛养木杆菌中 , gum 基因与野

油菜黄单胞菌的胞外多糖黄原胶合成基因具有同源

性 , 在一定的生长条件下 gum 突变株会减缓其生物

膜的形成[ 85] .但目前对根面细菌生物膜形成聚集体

结构和基质的总体机制尚不清楚.

3.2　纤维素和藻酸盐(cellulose and alginate)

研究表明 , 细菌产生纤维素的能力与其在植物

上的附着和生物膜的形成有关
[ 86]

.不能合成纤维素

的根癌土壤杆菌的突变种会减弱其在植物表面的附

着 , 而过量产生纤维素的突变种则会在表皮组织或

根毛上形成厚实的生物膜[ 87 , 88] .研究发现与植物联

合的假单胞菌分离物所形成的生物膜的结构大都有

差异 , 其中 1/5产生一种 β型胞外多糖 , 据推测是

纤维素
[ 89]

.荧光假单胞菌 SBW25的有皱折的突变

种产生的乙酰化纤维素也是生物膜基质的重要组

分[ 90] , 与野生型相比 , 该突变种过量产生的纤维素

在其生物膜形成时能够与膜脂多糖相互作用 , 诱导

这种有皱折的突变可提高某些假单胞菌的纤维素产

量 、 表面附着和生物膜形成能力
[ 80]

.菊欧文氏菌

(Erwinia chry santhemi)的生物膜组分中也有纤维

素 , 可起到稳定性作用[ 91] .有研究表明 , 恶臭假单

胞菌在干燥脱水条件下生长时在空气界面上会形成

具有较厚胞外多糖层的多孔生物膜[ 92] , 受干燥胁迫

而被激活的基因与藻酸盐的合成相关[ 93] .

4　研究中存在的问题

与植物联合的细菌生物膜及其形成机制的研究

是在当今 “与植物联合的生物膜” 和 “微生物生态

学” 两个领域研究前沿的结合点上 , 将与植物联合

的细菌生物膜的形成和结构组分与细菌在植物上的

定殖能力相联系而提出的新课题 , 有利于把两个领

域的知识进行整合 , 为深入揭示植物与其联合的细

菌相互作用机理提出新的见解.由于与植物联合的

细菌生物膜是细菌和植物与土壤(非生物介质)相互

作用的共同界面(inte rface), 处于复杂的能量流动

与物质循环的体系之中 , 研究还涉及细菌膜蛋白质

组学等问题 , 我们在研究实践的基础上提出以下建

议:

首先 , 在与植物联合的细菌生物膜的研究中 ,

生物膜与其定殖的植物组织表面(如种子表面 、根

面等)构成一个复杂的体系 , 因此 , 研究植物和微

生物之间的相互作用的特异性 , 在各项实验测试

中 , 选择单一可变因子分析法十分重要.其次 , 研

究与植物联合的细菌在植物组织表面形成生物膜的

情况的同时 , 我们设置细菌在非生物材料表面所形

成生物膜作为对照 , 比较其差异 , 可以更好地了解

植物和微生物之间的相互作用的特异性.第三 , 细

菌膜蛋白的提取方法较多 , 我们曾采用试剂盒提取

膜蛋白 , 该方法的优点是操作简便 、 体积小及所需

时间短.但是其缺点也是显而易见的:(1)膜蛋白

提取的操作上易受人为因素的影响 , 存在着重复性

差的问题;(2)该方法操作获得的样品量少 , 需要

多次制备样品 , 从而造成电泳的重复性较差;

(3)该方法所提取的蛋白定义并不清晰 , 提取出的

样品并非定位在膜上的蛋白质 , 而更应该是含有一

定疏水结构域的蛋白质 , 易受胞质蛋白的干扰 , 因

此为后期的数据处理及分析工作带来不便.故建议

使用传统的膜蛋白提取方法 , 即碱沉淀超速离心

法 , 这一方法的过程容易控制 , 重复性较好 , 可以

提取的蛋白量大 , 电泳重复性好.第四 , 对与植物

联合的细菌生物膜的研究属于交叉学科领域 , 涉及

不同学科和研究方向 , 从不同学科角度出发解释同

一现象 , 有时难免会有所出入 , 因此研究过程中需

要根据研究实际辩证地整合各类相关的知识 , 综合

分析所得实验结果.

5　结语

植物微生态系统是一个多种营养生物联合

(multit rophic association)的独特微环境 , 植物支持
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着在根部 、根际 、维管以及气生组织中的多种寄生

性 、互生性 、 共生性和病原性的细菌类群.细菌形

成生物膜是细菌细胞在一个特定部位保持其临界聚

集质量的一种方式 , 与植物联合的细菌生物膜是植

物与微生物相互作用的界面 , 是进行信息交流 、 能

量传递和物质交换的活跃平台.细菌在生物膜上的

生存具有多种优势 , 细菌的高种群密度可执行单细

胞无法有效完成的特定程序 , 如分泌某种代谢物或

胞外酶 , 当它们达到一定阈值浓度才会起作用 , 使

其在一定期限内足以起始与宿主植物的有益或拮抗

的相互作用 , 对植物的健康和生产力的影响至关重

要[ 94] .

与植物联合的细菌生物膜的研究途径仍然涉及

微生物生态学和植物病理学两个方面 , 特别是在植

物根际附生病原菌和维管内生病原菌方面的研究比

较深入
[ 94]

, 这对于有益细菌生物膜的研究具有重要

的借鉴意义.当前 , 与植物联合的细菌生物膜研究

前沿问题包括:生物膜的形成对与植物联合的细菌

生活史的影响 、 生物膜中细菌的种群多样性 、 生物

膜的结构和环境的理化性质以及生物膜的组分在植

物和微生物相互关系中的作用等方面
[ 31]

.近年来 ,

与植物联合的细菌生物膜的研究工作进展很快 , 但

仍有许多复杂的机制尚无定论 , 目前对植物根际 、

叶际和内生生物膜还知之甚少 , 特别是在生物膜的

形成过程和调节方面还有相当多的知识空缺 , 将新

的原位测定和观察技术 , 特别是分子探针等技术运

用于该领域的研究 , 并将关键过程的知识片段进行

整合 , 应用于植物微生态系统的有效管理实践 , 是

对各国科学工作者的重要挑战[ 95] , 并将可能对植物

微生物学科的发展起到不可估量的推动作用[ 31] .
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