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摘要#生物被膜是菌体在自然界中一种常见的生存状态%直接影响着人类生产和生活的各个方面& 枯草芽孢
杆菌是重要的工业菌株%同时也是研究生物被膜的模式菌株& 本文结合作者目前的研究%综述了目前对枯草
芽孢杆菌形成生物被膜研究所取得的重要进展%包括枯草芽孢杆菌形成生物被膜的主要过程’特征’研究模
型及分子调控机制%并提出了今后研究的热点问题&
关键词!枯草芽孢杆菌% 生物被膜% 调控机制
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!!生物被膜!L@9\@=-"是指微生物为了适应环境%
粘附于非生物或活性组织表面%分泌大量的多糖’蛋
白质和核酸等不均一的胞外基质%将菌体自身包裹
在其中而形成的大量菌体聚集膜样物%是菌体在自
然界中一种常见的生存状态 (& ’D) & 菌体能够附着在
固体表面形成固体生物被膜%也能聚集在气液界面
形成液体生物被膜%或者在液体内部以细胞簇团的
形式存在 (# ’") & 生物被膜的形成直接影响着人类生
活的各个方面%在动物组织器官和医疗器械的表面
形成的生物被膜可以引起各种致病菌耐药性及慢性
感染$在牙齿表面形成生物被膜可以导致蛀牙$在输
水管道和各种工业设备的表面形成生物被膜可以导
致饮用水水质下降和设备腐蚀%产生食品安全隐患%
造成巨大的经济损失 (( ’&&) & 同时生物被膜也可以
被人类所利用%比如生物膜法处理各种废水%生物被
膜的形成可以增强菌体对有毒污染物的耐受性%提
高对废水的处理效果 (&0 ’&#) $在植物根系表面形成生

物被膜有助于提高植物抗逆性%抵御植物对病原菌
的侵害 (&" ’&() & 因此微生物形成生物被膜的机理一
直是研究热点问题%揭示生物被膜的形成机制对于
控制和利用生物被膜具有重要的理论指导意义&

目前研究生物被膜较多的菌种主要有枯草芽孢
杆菌!A$"&**;44;)#&*&4"%铜绿假单胞菌!B46;2(8(-$4
$6’;+&-(4$" 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ! ,#$:39*("("";4
$;’6;4"等& 国内多以致病菌铜绿假单胞菌和金黄
色葡萄球菌等为研究对象%而对于益生菌枯草芽孢
杆菌的研究不如欧美等国家开展的深入& 枯草芽孢
杆菌能够形成复杂生物被膜%是研究生物被膜良好
的模式菌株& 同时枯草芽孢杆菌还是重要的工业菌
株%可以分泌多种重要酶类%产生枯草菌素和短杆菌
肽等活性物质%对多种致病菌具有明显的抑制作用%
因此研究枯草芽孢杆菌形成生物被膜的机制还可以
指导其在工业生产中的应用& 本文综述了枯草芽孢
杆菌形成生物被膜的过程’特征’研究模型及分子调
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控机制%并对未来的研究方向进行了展望&

$%枯草芽孢杆菌形成生物被膜的主要
阶段及特征

!!枯草芽孢杆菌形成生物被膜包括以下几个阶段
!如图 & 所示"#阶段 &%游离菌体感知并起始吸附在
固体表面%在这个过程中%胞外 Y3V能够明显促进游
离菌体对固体表面的起始吸附(&%) $阶段 0%菌体繁殖
形成微菌落$阶段 D%菌体进一步生长并分泌大量的
胞外多聚物%主要包括胞外多糖%蛋白质 a<>V和胞外
核酸%形成成熟的生物被膜$阶段 #%生物被膜凋亡解

体%释放出游离的菌体%菌体形成鞭毛%获得运动功
能%进入下一个生物被膜形成周期& 成熟的固体生物
被膜具有以下几个特点#!&"菌体细胞被胞外多糖%蛋
白质和核酸等物质包被并聚集在一起%增强菌体对不
良环境的耐受性(&%&H) $!0"菌体的运动功能相关基因
的表达明显下调%丧失鞭毛%失去运动能力%从而有利
于形成稳态的生物被膜$!D"具有复杂的三维空间结
构%所包被的菌体处于多种生长阶段%既含有新生细
胞%成熟细胞%也含有衰亡细胞(&$ ’01) & 生物被膜的形
成和解体是受到某些胞外信号的诱导%这些信号既包
含环境因素如温度%+Z%营养条件%也有菌体自身所
产生的信号分子%如胞外 Y3V%信号肽等&

图 $&生物被膜形成的模型
[@W:/*&?]*;*/<=-9B*=\9/.@9\@=-\9/-<,@9;?&% +=<;E,9;@AA*==>>*;>*<;B <,,<A7 ,9>9=@B >:/\<A*% <;B =9>*,7*-9,@=@,S

\:;A,@9;$ 0% <,,<A7*B A*==>A/*<,*-@A/9A9=9;@*>$ D% A*==>>*A/*,*-:A7 *G,/<A*==:=</+9=S-*/@A>:.>,<;A*>% <;B A9=9;@*>B*c*=9+ ,9

\9/--<,:/*.@9\@=-$ #% >9-*.<A,*/@<>+=@,9\\\/9-.@9\@=-% /*>,9/*-9,@=@,S% <;B >,</,<;9,7*/.@9\@=-\9/-<,@9; ASA=*?

图 (&枯草芽孢杆菌形成菌落生物被膜%A&和液体生物被膜%E&的模型 #(($

[@W:/*0?]*;*/<=-9B*=\9/A9=9;S.@9\@=- !V" <;B +*==@A=*.@9\@=-!L" \9/-<,@9; .SA$"&**;44;)#&*&4(00)?

(%生物被膜的研究模型

根据实验目的的差异%目前建立了 # 种比较常

用的生物被膜研究模型用于表征或定量生物被膜的
形成 (0&) &

第 & 种研究模型是在固体培养基上接种单菌
落%由单菌落形成生物被膜%如图 0NV所示 (00) & 由

H%$
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于这种情形下形成的生物被膜结构复杂%能够分泌
大量的胞外基质%所以经常被用于大规模突变体库
的筛选%鉴定生物被膜相关基因& 该方法操作简单%
表型直观%但不能对生物被膜的形成情况进行定量
分析&

第 0 种研究模型是研究在气液界面形成的生物
被膜%即液体生物被膜!U*==@A=*L@9\@=-"的模型 (#) %
如图 0L所示 (00) & 这种研究模型可以直接观察液体
生物被膜的形成%对于突变株的快速筛选也很方便&
目前对生物被膜的研究多采用液体生物被膜和菌落
生物被膜 (0D ’0#) &

第 D 种研究模型是利用微孔平板研究在静态液
体培养条件下%菌体吸附于培养器皿%在培养器皿与
液体培养基之间形成的固体表面吸附生物被膜& 该
方法将菌液接种于微孔平板上%并在其中进行培养%
然后除去培养液%清洗后%进行染色观察和定量测
定& 这一研究模型可以用于研究固体生物被膜的形
成%并可以用来进行突变株的高通量筛选 (#%0") &

第 # 种是生物被膜形成的流动模型 (&%0&) & 菌体
能够在流动的培养物质中形成生物被膜%通过共焦
激光扫描电镜来观察生物被膜形成的实时情况& 这
种模型可以用于模拟研究在输水管道等固体表面形
成的生物被膜& 但该模型操作复杂%不便于突变株
的高通量筛选&

)%分子调控机制

枯草芽孢杆菌生物被膜的形成受到一个复杂的
信号转导网络的调控!如图 D 所示"& 生物被膜中
的两个主要组分%胞外多糖和胞外蛋白质 a<>V分别
由 6:4!K=操纵子和 #$:!K4&:LK#$4!操纵子负责合成
并分泌到胞外组成生物被膜的胞外基质& 调控蛋白
通过直接或间接的调控这 0 个操纵子的转录%从而
调控生物被膜的形成&

6:4!K=操纵子由 &" 个基因组成%负责编码多聚
糖合成和分泌的蛋白%其中 M+>V蛋白和 M+>L蛋白
负责调控胞外多聚糖的长度$6:4M%6:45%6:4<%6:4N%
6:4@%6:4E 和 6:4%基因编码糖基转移酶 (0&) $其中
M+>M还具有抑制菌体运动的功能 (0( ’0%) $6:4O基因
编码向胞外分泌多糖的酶$6:4C编码氨基转移酶%
6:4=编码丙酮酸转移酶 (0H) & 6:4P和 6:4Z基因缺失
突变株与整个操纵子缺失突变株表型一样%只能形

成平滑的单菌落和破碎的液体生物被膜%依旧可以
形成细胞长链%但是由于无法合成胞外多糖%因此细
胞长链不能聚集成束状结构 (0&%0$) &

#$:!K4&:LK#$4!操纵子由 D 个基因组成%在生物
被膜的形成中发挥着重要作用& #$4!基因主要负责
编码合成 a<>V蛋白前体%4&:L基因编码的蛋白具
有信号肽酶活性%a<>V蛋白前体需要经过信号肽酶
)@+Q的加工运输才能分泌到胞外组成生物被膜的
胞外基质%a<+V蛋白具有帮助 a<>V蛋白在胞外进
行定位的功能 (#) & 单独缺失 6:4操纵子或 #$4!基因
的突变株仍能形成破碎的生物被膜%但双突变株则
不能形成生物被膜%说明胞外多糖和胞外 a<>V蛋白
是构成生物被膜的主要成分& 将单缺失 6:4突变株
和单缺失 #$4!突变株共培养时%又能形成完整液体
生物被膜%进一步说明胞外多糖和胞外蛋白是生物
被膜的主要成分%且两个组分是在细胞外发生相互
作用的 (D1) &

#$:!K4&:LK#$4!操纵子编码的 )@+Q蛋白是内质
网 2型信号肽酶亚家族中的一员%如图 # 所示 (#) %
)@+Q具有两个跨膜区%其 3端具有一个以丝氨酸
为特点的催化结构域%关键氨基酸位点为 )#%%ZH%
和 Y&1(%该催化活性位点识别并切除 a<>V蛋白前
体的信号肽并将成熟的 a<>V蛋白分泌至胞外 (#%D&) &
)@+Q蛋白除了具有信号肽酶活性外%其位于胞内基
质中%由 01 个氨基酸组成的4末端功能域具有调节
固体表面生物被膜形成的功能%通过间接抑制 )@;K
表达上调生物被膜的形成%但其调控信号是如何传
递到胞内的还不是很清楚& )@+Q蛋白的信号肽酶
活性和调节功能是两个独立的功能%将信号肽酶功
能域中的关键氨基酸 )#%%ZH% 和 Y&1( 点突变替换
为丙氨酸后%信号肽酶活性丢失%不能分泌成熟的
a<>V蛋白%但其调节功能未受影响$缺失 )@+Q蛋白
4末端后%信号肽酶活性不受影响%其调节功能丢
失%因此推测 )@+Q蛋白 4末端可能与 )@+Q的调节
功能有关 (#) & 本文作者所在课题组还发现缺失
)@+Q的 4末端 !调节功能域"后%6:4!K=操纵子和
#$:!K4&:LK#$4!操纵子的表达量下降%固体表面生物
被膜形成量明显降低%说明 )@+Q 的 4末端能够上
调固体生物被膜的形成& 而缺失 4&-?基因可以恢
复生物被膜的形成%说明 )@+Q 的调节功能是通过
间接影响 )@;K的活性实现的&

$%$
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图 )&枯草芽孢杆菌调控生物被膜形成的模型
[@W:/*D?K*W:=<,9/S-9B*=\9/.@9\@=-\9/-<,@9; .SA$"&**;44;)#&*&4IaN.</>@;B@A<,*/*+/*>>@9;$ <//9F>

@;B@A<,*<A,@c<,@9;$ >9=@B =@;*>@;B@A<,*<A9;\@/-*B B@/*A,@;,*/<A,@9;$ B<>7*B =@;*>@;B@A<,*,7<,,7*

@;,*/<A,@9; @>+99/=S:;B*/>,99B?

图 *&F39! 蛋白两个独立功能域模型 #*$

[@W:/*#? 9̂B*=9\,7*,F9>*+</<.=*\:;A,@9;>9\)@+Q(#)?

)@;K蛋白是组成型表达的转录调控因子%在生物被
膜的形成过程中起着重要的调节作用 (D0) & 在运动
的菌体中%)@;K蛋白可以直接与 6:4!K=操纵子和
#$:!K4&:LK#$4!操纵子的启动子结合%抑制两个操纵
子的转录%同时 )@;K能够刺激细胞分裂%激活鞭毛
基因的表达%增强细胞的运动性 (DD) & 在枯草芽孢杆
菌生物被膜的形成过程中%浮游状态菌体向稳态生
物被膜的转变是由 )@;K蛋白与 )=/K蛋白组成的开
关调控系统调节的!图 ""& )@;K蛋白可以与 )=/K
蛋白形成复合体%当 )=/K蛋白表达量较低时%它与
生物被膜关键调控因子 )@;K形成复合体的量较低%
不足以抑制自溶素和运动基因的转录%因此菌体多

以单一游离菌体的形式存在$当 )=/K表达量较高
时%)=/K可以和 )@;K形成复合体%从而抑制自溶素
和运动基因的转录%并解除 )@;K对胞外基质表达的
抑制%从而促进生物被膜的形成 (D#) & d-BL也是调
节菌体在形成生物被膜和浮游运动两种生命状态间
相互转化的关键调控蛋白%在 982A突变株中%编码
鞭毛的 3$+ 基因和其他运动调节基因过表达%而编
码胞外基质的 6:4!K=和 #$:!K4&:LK#$4!两个操纵子
则不表达%导致菌体不能形成生物被膜%细胞以单一
运动的状态存在%不能向生物被膜状态进行转
换 (&H) &

)@;2是 )@;K的去阻遏子%可以解除 )@;K对 6:4

操纵子和 #$:!操纵子的抑制 (D0) %促进生物被膜的
形成& )+91V是一个全局调控因子%主要通过磷酸
化和去磷酸化来控制基因的转录%与很多生命活动
的调控都有密切关系%在不利的环境中%菌体形成生
物被膜还是形成芽孢取决于 )+91V的磷酸化水平&
)+91V的磷酸化主要受组氨酸激酶 !_@;V%_@;L%
_@;4%_@;Y%_@;M"的激活 (&$) & )+91V激活和抑制基
因的转录是通过阈值的方式来实现的 (D") & )+91V

还可以抑制 $)’A的转录%从而解除 V./L对 #$:!K
4&:LK#$4!操纵子的抑制作用%促进生物被膜的形
成 (0"%D() &

)+91V调控途径并不是唯一调控生物被膜形成
的途径%d=.[%d-AV和 K*-V%K*-L都不受 )+91V

1H$
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图 +&F35,8F0=,转换调控胞外基质合成基因’自溶素基因和运动基因的表达 #)*$

[@W:/*"?)@;KN)=/K>F@,A7 /*W:=<,*-<,/@GW*;*><>F*==<><:,9=S>@; <;B -9,@=@,SW*;*>(D#)?

的调控%他们分别介导了两条新的生物被膜调控途
径%!9*)<和 !98"!突变株无法形成液体生物被膜%

并且在固体平板上%突变株只能形成平滑的单菌落%

而无法形成复杂的菌落结构 (D%) %缺失4&-?基因可以
恢复 !9*)<和 !98"!突变株形成生物被膜的能力%
所以 4&-?基因应该是位于 9*)<和 98"!的调控下
游 (D0%DH) & K*-V和 K*-L为 0 个小分子的生物被膜
调控因子%’68!和 ’68A突变株形成的液体生物被
膜有缺陷%抑制菌落被膜形成复杂的结构& 在 4&-?
突变株中%缺失 ’68!基因和 ’68A基因会导致菌体
的运动能力上升& M+>M通过阻断鞭毛的旋转和菌
体的运动能力%来促进菌落生物被膜形成复杂的结
构& ’68!和 ’68A基因突变可以降低 6:4!K=操纵子
的转录%降低了 6:45基因的表达%从而恢复 4&-?突
变株的运动能力 (D$) & 虽然目前已经发现了多种调
控枯草芽孢杆菌形成生物被膜的关键因子%揭示了
几条调控途径%但对其完整的调控网络的研究还不
够深入%各调控途径间的相互协调关系还有待研究&

*%展望

目前对枯草芽孢杆菌形成生物被膜的研究已经
取得了较大进展%发现了很多调控枯草芽孢杆菌生
物被膜形成的调控蛋白%逐步揭示了调控信号传导
途径& 与此同时%也产生了一些新问题& !&"固体
生物被膜形成的起始阶段%浮游菌体是如何感知固
体表面%从而实现对固体表面的起始吸附并上调相
关基因的表达- 本文作者所在课题组研究的信号肽
酶 )@+Q 除了具有信号肽酶活性外%还具有调控菌
体对固体表面的起始吸附的功能%)@+Q为膜蛋白%

其膜外的区域可能与菌体感知固体表面信号有关%
因此对 )@+Q调节功能的研究将有助于我们理解菌
体是如何实现对固体表面的起始吸附的& !0"生物
被膜内存在多种不同生命状态的菌体%有新生细胞%
成熟细胞和衰亡阶段的细胞%这些不同生命状态的
菌体对于维持复杂的生物被膜结构和功能有何差
异- !D"在生物被膜的衰亡阶段%通过何种分子机
制来实现生物被膜的凋亡和菌体解吸附的- 这些问
题的解答将有助于我们有效控制和利用生物被膜的
形成&
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