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细菌生物膜在农产品病害生物防治中的

作用及其增强方式

周文文  聂麟杰  解婉悦  叶婉琼

（浙江大学生物系统工程与食品科学学院，浙江  杭州  310058）

摘要：生物膜是生长在物质表面的具有一定黏附性的微生物群落，其中的微生物被包裹在一些自产的多糖、

蛋白质、脂质和细胞外 DNA 组成的胞外聚合物基质中。生物膜难以去除且抗性较强，其对医疗卫生、食品

以及海洋工业等方面都存在一定的危害。然而，由芽孢杆菌等细菌形成的生物膜可广泛应用于农业、食品、

医药、环境等领域，且可以通过干扰群体感应以及改善培养的环境条件来促进生物膜的生长。作者概述了

生物膜形成的过程，重点介绍了细菌生物膜在农产品采前采后的生物防治中的应用，阐述了目前用于促进

细菌生物膜形成的方法，为进一步在农业及食品领域开发生物膜的有益功能提供借鉴。
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Abstract: Biofilms are sessile microbial communities growing on surfaces, which are encased in some self-

produced polysaccharides, proteins, lipids, and extracellular DNA. Biofilms were often supposed to be potentially 

destructive to the environment and detrimental to medical, food, and marine industries due to their tough 

structures and difficult to remove from surface. However, the biofilms formed by bacteria such as Bacillus can be 

widely used in agriculture, food, medicine, environment and other fields, and can promote biofilm formation by 

interfering with quorum sensing and improving the environmental conditions of culture. The author summarizes 

the process of biofilm formation, focuses on the application of biofilms in the pre-harvest and post-harvest 

biological control of agricultural products, and explains some strategies currently used to promote the formation 

of biofilms, which aims to provide reference for further development and application of biofilms in the fields of 

agriculture and food.
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细菌生物被膜的概念由 Costerton 等 [1]首次提

出，此后人们逐渐开始对生物膜进行系统的研究。

据统计，地球上有 40%~80% 的细菌可以形成生物

膜 [2]。生物膜作为一种微生物多细胞群落，可以由

单一种类的微生物或不同种类的微生物形成，如

细菌、原生动物、古细菌、丝状真菌和酵母等 [3-5]。

由于生物膜难以去除且耐药性较强，对医疗卫生、

食品以及海洋环境等方面都存在一定的危害，因
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此目前的研究重点是如何预防和控制它的形成。

然而，生物膜还在植物保护、果实采后防治、废水

处理等方面发挥着有益的作用，可以通过调节黏

附表面、干扰群体感应以及改善培养环境条件来

促进生物膜的形成和发展。作者综述了细菌生物

膜在农产品生物防治中的作用以及应用前景，为

生物膜有益功能的基础研究及实际应用提供

参考。

1　生物膜的形成

生物膜中的微生物被由多糖、蛋白质、脂质和

细胞外 DNA 等组成的胞外聚合物（extracellular 

polymeric substances，EPS）包裹，这些基质形成了

一个内聚的三维聚合物网络，可以为生物被膜提

供一定的机械稳定性，同时促进了菌体与物体表

面的黏附 [6]，其中微生物在干物质总质量中占比较

少，而胞外物质质量分数达到 50%~90%[7]。

细菌由浮游或分散状态转变为生物膜的过程

受细胞、基质和周围介质之间的相互作用影响。

细菌和非生物表面之间的黏附通常是由非特异性

相互作用（如疏水性）介导，而对生物组织的黏附

是通过特定分子（如黏附素）对接机制实现的，整

体可以分为 5个阶段 [8]，见图 1。

第一阶段为可逆黏附阶段。浮游微生物游动

到靠近接触面的地方，在分子间力、疏水相互作用

的帮助下附着在表面上，该阶段的黏附是可逆的，

细胞表面的疏水性、鞭毛以及胞外多糖或蛋白质

的存在都可以使菌体摆脱接触面 [9]；第二阶段为不

可逆黏附阶段。细胞外聚合物促进了细胞和表面

之间的黏附，细胞表面结构鞭毛也发挥着重要的

作用 [7]。如果在第二阶段结束时没有额外的物理

或化学干预，黏附将变得不可逆转，只有通过强物

理或化学手段才能将其去除；第三阶段为微菌落

形成阶段。随着微生物的附着，逐渐形成微菌落，

这些菌落直径为数十或数百微米，微菌落之间分

布着错综的通道网，可运送酶、养料和代谢废料等

物质，最终嵌入在水合聚合物基质中。细菌细胞

产生大量 EPS，这些表面的胞外多糖层对于生物

膜的建立和维持具有重要意义 [10]；第四阶段为生

物膜成熟阶段。在此阶段，随着细胞复制和 EPS

积累，生物膜中的细胞相互黏合，细菌细胞合成并

释放信号分子以感知彼此的存在，不断促进微菌

落的形成和生物膜的成熟；第五阶段为脱落阶段。

在某一时刻，生物膜达到临界质量，处于动态平

衡，此时最内层的细胞会静止或死亡，而外层细菌

细胞脱离生物膜并恢复到独立的浮游生活方式。

这些生物可以随流体到达其他表面继续开始新的

生物膜循环 [11]，这对于菌体的繁殖意义重大。

2　细菌生物膜的有益应用

微生物从自由生存的生物体转化为固着生

物膜细胞后，具有了感知周围环境和快速摄取营

养物质的优势，生物膜也为细胞提供保护屏障，

使其免受物理、化学或生物侵害和不断变化的环

境条件的影响，从而提高了微生物的存活率 [12]，

但这会导致一些微生物对常规抗生素、消毒剂和

图 1　生物膜形成的 5个阶段

Fig. 1　The five stages of biofilm development
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宿主免疫系统具有更高的抗性。因此，最初认为

生物膜对环境具有潜在的破坏性并对人类健康有

害 [13-15]。随着时间的推移，人们发现了生物膜的优

点，见表 1。生物膜可以用于食品发酵、植物保护、

生物修复、废水处理、防腐蚀、燃料电池等方面，涉

及到食品、农业、医疗、环境等多个领域 [16-21]。根据

已有的报道，包括芽孢杆菌属 [22]、乳酸菌属 [23]、肠

球菌属 [24]、假单胞菌属 [25]、醋酸杆菌属 [26]以及部分

真菌 [27]等在内的菌株均可以产生有益功能的生物

膜。生物膜在自然界普遍存在，与人类的生活和

生产密切相关，除了控制其有害的一面，开发生物

膜的有益功能也将是一种新的研究思路，可能会

促进相关生物新技术的产生和应用。

2.1　生物膜在农产品采前保护中的应用

植物生物膜在绿色生态农业特别是作物生

产、保护和改良方面表现出了巨大的潜力 [20]，有益

的生物膜可以用作生物肥料和生物防治剂。生物

防治是一种环保、经济和可持续防治植物病害的

策略，覆盖在植物叶片和根部的生物膜可以防止

病原体入侵，并有助于植物利用土壤里的营养物

质，对植物的生长意义重大，见表 2。从这个意义

上说，生物膜为绿色可持续的粮食和农业发展提

供了新的方式。

根 际 促 生 细 菌（plant growth promoting 

rhizobacteria，PGPR）是一群定殖于植物根部，与植

物生长发育密切相关的细菌，细菌在根部或根部

周围活跃生长，促进植物营养成分的利用，也抑制

土壤中植物病原体 [47]。PGPR 在商业上用于植物

病害的生物防治、生物施肥、植物刺激或植物修

复。大多数市售的 PGPR 产品都含有芽孢杆菌菌

株，芽孢杆菌广泛存在于自然环境中，是最常见的

内生细菌，在植物根系大量定殖。其具有内生孢子

能力，抗逆性强，生长稳定且繁殖速度快，可以合成

表 1　生物膜的有益功能

Table 1　Beneficial functions of biofilms

应用领域

生物防治

环境污染修复

电子传递

发酵食品工业

抑制金属腐蚀

人体肠道菌群

生物膜功能

合成分泌抗菌物质，通过群集运动大量定殖，防止病原体入侵，促进植物利用营养物质，可被制成生物防治剂商品化使用

提高细胞对环境压力、病原体及有害化学物质的耐受性，控制细胞产生胞外酶代谢污染物，参与烃类降解、农药降解、重金

属生物修复、水污染生物修复、抗生素生物修复等

细胞附着在电极上形成电活性生物膜，可增强电子传递效率，进行绿色能源生产、有机品电合成、电源供应、传感器应用等

启动发酵过程，提高发酵速度，促进发酵食品产生特征风味，形成特别的质地与色泽，延长食品货架期

可通过消耗氧气、产生抑菌物质或表面活性剂直接抑制腐蚀，也可通过微生物的新陈代谢活动在材料表面形成一层防护层 ,

间接抑制腐蚀

存在于胃肠道的黏膜表面或腔内，与宿主健康或疾病相关，为菌群提供稳定环境，参与食物和药物代谢

表 2　细菌生物膜在农产品采前保护中的作用

Table 2　Function of bacterial biofilms in preharvest protection of agricultural products

生物膜形成细菌

解淀粉芽孢杆菌

枯草芽孢杆菌

荧光假单胞菌

绿针假单胞菌

地衣芽孢杆菌

吡咯伯克霍尔德氏菌

短小芽孢杆菌

多黏类芽孢杆菌

日本慢生根瘤菌

苜蓿中华根瘤菌

恶臭假单胞菌

对于植物的有益效果

促进植物生长、防治植物溃疡病、增强植物耐旱性、减少植物对重金属的吸收 [28-30]

增强植物对病原体的防御能力、促进菌株的根际定殖 [31-33]

抑制病原菌生长、生物防治、促进植物生长 [34-35]

促进菌株的根际定殖，利于菌株发挥促生和生防作用 [36]

生物防治、促进植物生长 [34, 37]

提升生物防治效果，增强植物环境抗逆性 [38]

防治番茄枯萎病、促进植物生长、增强耐盐性 [39-41]

抑制番茄青枯病、促进植物生长 [42-43]

增强固氮酶活性，促进固氮，提高植株对病原体的抗性 [44]

有助于根际定殖 [45]

促进小麦生长，降低土壤污染 [46]
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并分泌抗菌物质，已经被广泛应用于生物防治、

植物促生等方面[48-49]。生物防治机制主要包括生防

菌产生抑菌物质或裂解酶、与病原菌竞争营养和空

间、信号干扰以及诱导系统抗性。目前已有大量关

于芽孢杆菌分泌的抗菌化合物的研究报道，而有效

定殖作为决定生防菌活性和效率的重要因素也值

得深入研究[50]。

枯草芽孢杆菌已成为探究与生物膜发展成熟

有关的分子机制的生物模型 [51]。事实上，许多芽

孢杆菌都能形成高度结构化的漂浮在液体培养基

表面或延展在琼脂平板上的坚固薄膜，它们利用

群集运动形成生物膜并定殖在植物根部，与植物

形成共生关系。大量的研究发现，芽孢杆菌的生

物膜形成能力与生防菌的防治效果呈正相关。

Wang 等 [29]构建了生物膜强化突变体，发现生物膜

的形成对解淀粉芽孢杆菌 54在保护番茄抵抗干旱

胁迫方面有着积极的作用。接种强化生物膜突变

体的植物中菌株定殖明显增多，且能够更好抵抗

干旱胁迫 [29]。多黏类芽孢杆菌 HY96-2 中存在生

物膜正向调节基因 luxS，将 luxS 过表达后，生防菌

株对番茄青枯病的防治效率明显提高 [43]。当生物

膜生长减弱时，生物防治效果也随之降低。如生

物膜缺陷突变株短小芽孢杆菌 HR10 产生的胞外

多糖和蛋白质含量显著降低，体外的群集能力也

有所下降，体内定殖试验也发现菌株的定殖能力

较弱，生物防治功效也有所降低 [41]。此外，Zhou

等 [52]研究发现，当枯草芽孢杆菌 Bs916fliZ 缺失突

变菌株的群集运动能力和生物膜形成能力降低

时，其对水稻纹枯病的田间防治能力也有所减弱。

2.2　生物膜在农产品采后保护中的应用

有关根际生物膜成熟的研究给生物膜在果实

采后生防上的应用带来了新的思路，生物膜在伤

口处的定殖可以使果实贮存期的腐烂率有所下

降。Wang 等[35]发现荧光假单胞菌 ZX 培养约 24 h

后形成成熟的生物膜，能够有效防治锦橙伤口处

的绿霉病。Hao 等[53]发现低剂量的茶皂素可以促

进解淀粉芽孢杆菌 HF-01 在柑橘果实伤口表面的

生长，增强菌株生物膜的形成，也因此提高 HF01

对柑橘采后的生防效率。Yu等[54]研究了光对解淀

粉芽孢杆菌 JBC36 生物膜形成的影响，发现经光

诱导后 JBC36 运动性和生物膜的增强会影响菌株

在柑橘果实表面的定殖和存活，从而有助于提高

防治效果。巨大芽孢杆菌 MHT6 产生的生物膜同

样可以用于保护猕猴桃免受植物病原细菌的

侵害[55]。

在一些农产品发酵过程中生物膜的形成可以

改善产品的生化质量、味道、风味和质地特性。发

酵剂在果皮或果皮接触表面上的定殖可以防止致

病菌或腐败菌的生长。在发酵过程中，不同种类

的微生物在发酵过程中发挥着重要作用，决定了

最终产品的质量和风味。在橄榄发酵的过程中存

在大量的乳酸杆菌，它们在橄榄表皮上定殖并占

据了主导地位，切片观察发现橄榄表皮上有大量

乳酸杆菌和酵母聚集形成的生物膜，生物膜的形

成使发酵菌株包埋在胞外多糖基质中，即使在发

酵环境中对低 pH、高盐浓度和酚类化合物也能够

长期存活 [56-57]。

3　增强生物膜的方式

如何控制生物膜的有害作用一直以来备受研

究者们的关注 [58-59]，与此同时，研究者对于如何增

强具有有益功能的生物膜也进行了一系列的探

索。这主要是从控制群体感应信号、外源添加根

系分泌物和金属离子以及优化细菌生物膜培养基

质等方面进行调节。

3.1　外源添加 AI-2信号分子

群体感应信号是建立在细菌之间的一种通讯

机制 [60]，细菌可以产生、释放和识别这种细胞外信

号分子，这种分子被称为自诱导剂（autoinducer，

AI）。信号分子的浓度与菌群的密度呈正相关，当

达到阈值时，信号分子就会被多种受体感知，进而

激活或抑制特定靶基因的表达，调节细菌的生长

代谢，如生物膜产生、细胞外酶分泌、质粒转移以

及抗生素的合成 [61]等。Autoinducer-2（AI-2）存在

于革兰氏阴性和阳性细菌中，参与种内与种间的

信息交流。研究发现通过外源添加群体感应信号

分子 AI-2 可以增强解淀粉芽孢杆菌 SQR9 的生物

膜形成，并促进其运动性和在玉米根际中的定

殖 [62]。Ding 等 [63]发现添加了核桃寡肽后，植物乳

杆菌 Z7 可能刺激群体感应系统来调节生物膜的

生长，使生物膜形成增强，从而增加了细菌对不利

环境的抵抗力。Liu 等 [64]研究了过表达 luxS 基因

对于类植物乳杆菌的影响，luxS 编码参与 AI-2 生

成的酶，最终导致 AI-2 的产生。结果显示过表达
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luxS 可以促进类植物乳杆菌 L-ZS9 生成 AI-2 信号

分子，增强该菌株生物膜的形成能力。外源补充

AI-2 同样可以促进双歧杆菌 NCC2705 生物被膜

的形成 [65]。

3.2　外源添加金属离子

重金属对于细胞的生长、细胞活力和生物膜

的形成存在一定的毒性 [66-67]，而有些金属离子对生

物膜可以起到积极的作用，涉及多种细胞生理过

程，包括生物膜结构的形成与维持、EPS 的分泌和

细菌运动。

3.2.1　钙离子　由于 EPS含有带负电荷的官能团，

二价离子有可能与 EPS 结合，从而改变其整体结

构和功能 [68]。培养基中的钙离子可通过抑制生物

膜基质中的静电排斥力或通过形成钙离子桥来增

强枯草芽孢杆菌的生物膜。在培养过程中去除钙

离子对生物膜基质基因的表达没有影响，但使生

物膜的结构弱化，推测 Ca2+能够增强生物膜基质

结构的稳定性 [68-69]。

3.2.2　铁离子　胞外 DNA（eDNA）是一种随处可

见的生物膜基质聚合物，促进大多数受试细菌物

种的附着和生物膜形成，其自身的电荷性质使其

可以螯合二价金属阳离子 [70]。研究表明，铁离子

对细菌生物膜的形成至关重要。亚铁离子（Fe2+）

和三价铁离子（Fe3+）通过刺激 eDNA 和细胞外多

糖的产生，促进了空肠弯曲杆菌的生物膜形成 [71]。

Lin 等 [72]向含有铁螯合剂的培养基中添加亚铁离

子恢复了金黄色葡萄球菌 SA113 形成生物膜的能

力，说明铁可正向调节金黄色葡萄球菌的生物膜

形成。Qin 等 [73]提出了三价铁离子在枯草芽孢杆

菌中促进生物膜形成的 2种方式，一种方式为大量

铁离子作为电子受体参与生物膜基质中的细胞外

电子转移（EET）过程；另一种方式为小部分铁被

内化，在促进氧化呼吸过程中细胞内电子转移

（IET）所必需的多种含铁酶的产生方面发挥关键

作用。EET 和 IET 都可以帮助芽孢杆菌建立强大

的膜电位，参与生物膜形成过程中相关基因的表

达。

3.2.3　锰离子　包括枯草芽孢杆菌在内的一些细

菌需要 Fe2+和 Mn2+共同存在才能正常生长和发挥

生理功能，Mn2+在细菌中最重要的作用是参与抗

氧化应激反应，且对枯草芽孢杆菌的生物膜发育

非常重要 [74-75]。Mn2+可以增强生物膜的密度、促进

生物膜形成并加速生物膜成熟。陈凯等 [76]发现

Mn2+的存在使生物膜受到刺激分泌出了更多的紧

密黏附型 EPS，EPS含有的蛋白质和多糖可以保护

微生物免受伤害。Mhatre等发现 Mn2+在芽孢杆菌

属中许多细菌的孢子萌发过程中起到关键作用，

且在无 Mn2+的情况下，枯草芽孢杆菌中参与生物

膜形成的基因有所下调 [75]。甘油与 Mn2+共同作用

可在普通 LB 培养基中刺激枯草芽孢杆菌 NCIB 

3610 中结构化菌落生物膜的形成，且这种促进作

用在其他芽孢杆菌属物种中是保守的 [77]。

3.3　外源添加根际分泌的小分子有机酸

根系分泌物的主要成分为碳水化合物、糖类、

氨基酸、有机酸等，这些可作为微生物的营养物

质，且会在根际产生营养梯度，从而引导细菌向植

物根部移动。这些物质也可以作为信号分子，吸

引微生物到根部促使根部生物膜的形成，在连接

植物和微生物方面发挥着至关重要的作用 [78]。小

分子有机酸，如 L-苹果酸、富马酸、草酸与柠檬酸，

是根际细菌活动重要因素。已有许多研究报道了

外源添加根系分泌的有机酸对于菌株生物膜的形

成和根系定殖的影响。可以利用根系分泌物作为

生物防治剂进行繁殖和增殖，促进生物膜的形成。

体外添加玉米根系分泌物可以增强解淀粉芽

孢杆菌 SQR9生物膜的形成，其中的葡萄糖通过促

进细菌的生长增强生物膜，富马酸通过诱导与基

质生产有关的 epsD 和 tapA 基因表达来刺激生物

膜形成，而柠檬酸同时使用这两种机制 [79]。Yuan

等 [80]发现苹果酸刺激了解淀粉芽孢杆菌 NJN-6 的

趋化性，富马酸诱导了生物膜形成，与生物膜形成

相关的基因也被刺激表达。Chen等 [81]发现一定浓

度的 L-苹果酸能够直接或间接被 KinD 识别，以依

赖于 KinD CACHE 域的方式刺激枯草芽孢杆菌生

物膜的形成。Jin等 [82]报道了根系分泌的苹果酸和

葡萄糖促进贝莱斯芽孢杆菌 S3-1的趋化反应和蜂

群运动，也使得其在玉米根表面定殖的数量增加。

蒙氏假单胞菌和假单胞菌 K6两种菌的生物膜形成

在添加 10 μmol/L苹果酸后都达到了峰值[78]。生物

膜还有助于降解土壤中的污染，添加 80 μmol/L 的

L-苹果酸显著刺激磺酰脲类除草剂高效降解菌

Hansschlegelia zhihuaiae S113生物膜的形成，培养

48 h后生物量增加了 12.6%，且生物膜对土壤中苯

磺隆的降解和玉米生长表现出更有利的影响 [83]。
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3.4　优化培养基质

菌株培养过程中基质成分对于生物膜的形成

也有较大影响。Fu等 [38]在 TSB 培养基中加入甘油

和 MgSO4 后 刺 激 了 吡 咯 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 JK-

SH007 生物膜产生，且提高了 JK-SH007 在低营养

环境中的存活率以及对病原体的拮抗能力。与对

照组相比，在培养基中补充柠檬酸钠增加了生物

膜的生物量，使微生物群落结构中变形菌的相对

丰度和优势增加 [5]。类芽胞杆菌 CCB36 在含有壳

聚糖纳米颗粒（CNPs）的固体培养基上生长时，生

物膜的形成能力增强，CNPs还增强了 CCB36菌株

的生物防治特性，为马铃薯提供了更好的保护 [84]。

荣格达利梭菌在含有 200 mmol/L 氯化钠（NaCl）

的培养基中培养 3 d 后，附着在表面上的生物质体

积比对照组高 20 倍，且 NaCl 促进了菌株在玻璃、

石墨和玻璃碳上形成生物膜 [85]，低浓度 NaCl 同样

促进了蜡样芽孢杆菌生物膜的生长 [86]。Sarti 等 [87]

探究了不同碳源下枯草芽孢杆菌斯氏亚种的生物

膜形成能力，发现在葡萄糖马铃薯培养基中生成

生物膜的生物量最高，且对降解过程的抵抗力最

强，在室温 7 d后显示出降解迹象。

有研究报道了优化后的培养基配制方法。马

悦等[88]发现在 37 ℃、pH为 7.0时，添加 3.0~6.0 g/dL

的葡萄糖、3.0 g/dL 的蔗糖和 1.0 g/dL 的 MgCl2 或

0.01 g/dL 的 CaCl2 的培养基对蜡状芽孢杆菌生物

膜形成的促进效果最为明显。潘晓鸿等 [89]优化了

枯草芽孢杆菌生物膜的生长条件，确定了温度为

25 ℃时，在含有 12 g/L 的葡萄糖、10 mmol/L 的

Mg2+、1 mmol/L 的 Ca2+，初始 pH 8.0（灭菌前）的 LB

培养基中培养枯草芽孢杆菌，可以形成最优的生

物膜，与空白对照（纯 LB 培养基）相比生物膜干质

量提高了 40%。冯静静等 [90]发现一定质量浓度的

NaCl和葡萄糖可促进生物膜的形成，37 ℃下菌株

在 pH 7.0、含有 50 g/L 葡萄糖及 50 g/L 的 NaCl 的

TSB 培养基中培养 72 h可以形成最佳生物膜。

4　展望

生物膜是一把双刃剑，在农业、食品工业以及

医疗卫生等领域的危害研究今后仍将继续深入，

但随着人们对生物膜认识的提高，围绕生物膜在

植物保护、生物修复、食品发酵、废水处理、控制腐

蚀等方面的研究也将越来越多。研究者认为农产

品采前采后的生物膜处理可能是一种安全、有效、

生态友好的新型生物防治策略。生物膜的活性主

要与其群体感应机制有关，该机制通过信号分子

提供细胞与细胞之间的相互作用，但它们的功能

尚不完全清楚。作者综述了生物膜在农产品采前

采后的重要应用，并总结了已有的增强生物膜的

相关方式。随着下一代生物技术在生物膜研究中

的应用，生物膜群落中涉及的生物体调控机制、遗

传及生态作用将逐渐被挖掘，也会促进不同工业

领域的发展，未来可在以下方面开展生物膜的

研究：

（1）基于生物膜的有益功能进行新商业产品

的开发，如微生物生物膜制剂，高效利用具有高产

生物膜的有益菌。

（2）通过分子生物学、生物信息学等手段深入

研究生物膜形成和扩散的调控机制，挖掘有关生

物膜调节基因的深入信息，探究生物膜 -自身细

胞、生物膜-宿主相互关联的生物信息。

（3）探究多物种共培养条件下菌群空间结构

及生物膜活性的变化，发挥生物膜的协同作用。

随着生物技术的不断发展，有关生物膜有益

功能的开发与利用将会越来越多，其在农产品病

害的生物防治中将发挥更大的作用。
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