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摘  要：【背景】土壤微生物大多以生物被膜(biofilm)的形式存在，目前有关不同农艺调控措施对

土壤细菌群落结构影响的研究居多，而农艺措施如何影响多物种生物被膜的形成尚不清楚。【目的】

探讨不同农艺调控措施对稻田多物种生物被膜形成过程的影响。【方法】通过采集长期施用石灰

(SH)、有机肥(SY)和未施肥(CK)处理的新鲜水稻根际土壤样品，提取混合菌群作为初始接种液培

养多物种生物被膜；借助衰减全反射傅里叶变换红外光谱 (attenuated total reflection-Fourier 
transform infrared spectroscopy, ATR-FTIR)和激光共聚焦扫描显微镜 (confocal laser scanning 
microscopy, CLSM)等原位检测技术，结合结晶紫染色法，探究土壤理化属性和环境因子(如 pH、

温度)变化对多物种生物被膜形成的影响。【结果】两种农艺调控措施下土壤多物种生物被膜的形

成过程均有 2 个生长周期。多物种生物被膜发育成熟的最适生长温度均为 25 ℃，在不同 pH 条件

下土壤多物种生物被膜生物量均呈现出先升高后降低的变化趋势。施石灰处理体系中微生物的成

膜能力显著高于施有机肥体系(多物种生物被膜生物量为 SH>SY>CK)。【结论】两种农艺调控措施

均显著促进了稻田中多物种生物被膜的形成。 
关键词：稻田土；农艺调控措施；多物种生物被膜；形成过程 
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Effects of different agronomic measures on the formation 
processes of multispecies biofilms in paddy fields 
LUO Yuedan#, ZHAO Sheng#, WEN Yi, YAN Guili, XIONG Xuan, DUAN Liangxia,  
OUYANG Kai* 

College of Resources, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, Hunan, China 

Abstract: [Background] The vast majority of soil microorganisms exist in the form of biofilms. 
The available studies mainly focus on the impacts of different agronomic measures on the 
structures of soil bacterial communities, while the mechanisms of different agronomic measures 
in regulating the formation of multispecies biofilms remain unclear. [Objective] To explore the 
effects of different agronomic measures on the formation of multispecies biofilms in paddy 
fields. [Methods] Fresh rice rhizosphere soil samples were collected from the fields with 
long-term application of lime (SH), organic fertilizer (SY), and no fertilizer (CK). The 
microbial communities were extracted as the initial inocula to cultivate multispecies biofilms. 
The in-situ detection techniques such as attenuated total reflection-Fourier transform infrared 
spectroscopy (ATR-FTIR) and confocal laser scanning microscopy (CLSM), were combined 
with crystal violet staining to reveal the effects of changes in soil physiochemical properties and 
environmental factors (pH and temperature) on the formation of multispecies biofilms. 
[Results] The soil multispecies biofilms under both agronomic measures had two growth cycles. 
The optimal growth temperature for the development and maturity of multispecies biofilms was 
25 °C. As the pH value increased, the soil multispecies biofilm biomass showed a trend of first 
increasing and then decreasing. The biofilm-forming ability in the lime application system was 
significantly higher than that in the organic fertilizer application system, and the multispecies 
biofilm biomass followed the trend of SH>SY>CK. [Conclusion] Both agronomic measures 
promote the formation of multispecies biofilms in paddy fields. 
Keywords: paddy soil; agronomic measures; multispecies biofilms; formation process 

微生物广泛存在于土壤环境中，作为土壤中

的固相成分其独特的性质能够促进土壤中养分

转化、元素循环、污染物净化和维持土壤生态系

统平衡[1]。不同种属微生物之间存在复杂的交流

与合作[2-3]，种间的相互作用和细菌演替过程显

著影响着细菌的分布和生物量的产生。大多数微

生物以多物种生物被膜(multispecies biofilms)的
形式存在[4-6]，通过初始黏附、紧密黏附和形成

胞外聚合物等一系列生命活动形成生物被膜。生

物被膜具有复杂并高度结构化的性质，能够分泌

大量的多糖、蛋白，组成胞外聚合物(extracellular 
polymeric substances, EPS)[7-8]，与单一物种生物

被膜相比，混合物种形成的多物种生物被膜广泛

存在于自然界，并表现出更大的稳定性[9]。因此，

探究土壤多物种生物被膜的形成、了解不同土壤

环境对多物种生物被膜形成过程的影响和多物

种生物被膜在土壤中的作用至关重要。 
施用石灰和有机肥是常见的改变土壤环境

的农艺调控措施。施用石灰可以有效调节土壤酸

碱度、加速土壤有机质分解，为农作物提供营养
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物质[10]；施用有机肥能够改善土壤理化性质[11]、

调节土壤营养成分、提高土壤微生物活性并且

对土壤微生物的生物量和群落结构有较大的影

响[12-13]。有研究发现，添加有机肥显著提高土壤

细菌多样性、酶活性[14-15]、微生物生物量和活性[16]。

徐赛等[17]发现增施有机肥能够提高有益微生物

的丰度，抑制有害微生物的活性，维持土壤微生

物群落稳定。郑沈[18]提出施用石灰会增大土壤

微生物之间的群落差异。Jiao 等[19]研究结果表

明，在农业生态系统中，不同的环境变量(如
pH[20]、温度[21])对丰富和稀有细菌类群的群落组

装过程起着至关重要的作用。因此，环境的改变

会影响微生物的生长、群落结构多样性及生物被

膜的形成过程[22]，但是以往对土壤生物被膜的

模拟研究大多以单一菌株[23]为主，或者是个别

已知菌株进行混合[24]，缺少对自然环境下多物

种生物被膜的考量。与以往对单一菌株生物被膜

形成过程的研究不同，本研究通过采集两种农艺

调控措施(施石灰或有机肥)下的稻田土壤，提取

混合菌群作为初始接种液培养多物种生物被膜，

探讨多物种生物被膜对环境因子(温度、pH)改变

的响应，结合激光共聚焦扫描显微成像技术、衰

减全反射傅里叶变换红外光谱和酶标仪等仪器

对生物被膜的形成过程进行实时监测，揭示不同

农艺调控措施对土壤多物种生物被膜形成过程

的影响，以期为调控和利用稻田土壤中的生物被

膜提供新思路和理论依据。研究结果对深入理解

土壤生物过程的本质、更好地调控生物参与的养

分循环和土壤健康具有重要意义。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试土壤 

研究试验地设于湖南省株洲市石板桥村宋

家湾组(27°53′N, 113°18′E)，选取形状整齐、面

积约为 0.1−0.3 hm2 的双季稻田 8 块，在田块中

间修筑高约 30 cm 的田埂隔开，一半设置为未施

肥作为对照(CK)，另一半为长期定位施用石灰

(SH)或有机肥(SY)处理，施石灰和有机肥处理各

4 个田块作为 4 次重复。有机肥采自长沙绿丰源

生物有机肥料有限公司，主要原料为鸡粪(有机

质含量≥45%、N+P2O5+K2O≥5%)；石灰 CaO 含

量约为 76%。在早晚翻耕时施撒石灰和有机肥，

用量为 2 250 kg/hm2。水稻根际土壤(0−20 cm)样品

采集于 2021 年 7 月，利用 S 型随机路线进行混合

采集，剔除水稻残根和石砾后装入自封袋封存，

置于提前准备好的低温泡沫箱带回实验室。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

LB 固体和液体培养基和结晶紫染液，长沙

市博仪生物科技有限公司； LIVE/DEADTM 
BacLightTM 细菌死活染料，湖南玖可诚生物科技

有限公司。立式压力蒸汽灭菌器，江阴滨江医疗

设备有限公司；智城恒温培养振荡器，上海智城

分析仪器制造有限公司；净化工作台和生化培养

箱，上海龙跃仪器设备有限公司；成像型多功能

微孔板检测仪(酶标仪)，帝肯公司；衰减全反射

傅里叶变换红外光谱仪，珀金埃尔默股份有限公

司；激光共聚焦扫描显微镜，蔡司公司；TOC
分析仪，艾力蒙塔贸易(上海)有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  土壤理化性质的测定 

土壤基本理化性质的测定方法参考文献[25]
进行。将土水比调为 1:2.5，采用 pH 计测定 pH
值；土壤有机质采用重铬酸钾容量法-外加热法

测定；全氮采用半微量开氏法，自动定氮仪测定；

全磷采用 HClO4-H2SO4 消煮，钼锑抗比色法测

定；有效磷采用 0.5 mol/L NaHCO3 浸提，钼锑

抗比色法测定；速效钾采用冷的 2 mol/L HNO3

溶液浸提-火焰光度法测定；土壤溶解性有机碳

采用 TOC 分析仪进行测定。 
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1.2.2  初始接种液的制备 
土壤初始接种液的制备参考 Burmølle 等[26]

的试验。称取 150 g 过 100 目筛的土壤鲜样与  
300 mL 无菌水混合在大烧杯中。以 28 ℃、   
150 r/min 培养 30 min 后改为 30 r/min 培养过夜，

使得土壤中的细菌充分转移到水环境中。 
配制 LB 固体培养基涂布于无菌的载玻片

上，重复多次，使得载玻片均匀布满 LB 琼脂。

制备固定载玻片置物架，将载玻片固定于置物架

上，让载玻片充分与土壤样品中的上清液混合却

不扰动底层泥浆，28 ℃、30 r/min 孵化 7 d 后取

出。取出时，将载玻片上的琼脂转移到无菌离心

管中，并用 PBS 缓冲液对载玻片进行冲洗，然后

1:1 加入 40%甘油于−80 ℃保存，将此作为土壤多

物种生物被膜的初始接种液以供后续实验使用。 
1.2.3  土壤多物种生物被膜生长曲线的测定 

按 1%接种量将初始接种液接种于 LB 培养

基中，28 ℃、180 r/min 活化 8 h。取 100 μL 活

化液加入 10 mL 无菌 LB 培养基中作为扩大培养

液，继续 28 ℃、180 r/min 培养 12 h 后取出，测

定生物被膜生物量(OD600 值)，同时用新鲜无菌

LB 培养基调整 OD600 为 1.0 待用。 
在 96 孔板中分别加入扩大培养液 1.5 μL 和

LB 培养基 150 μL，置于 25 ℃恒温箱中分别避

光培养 6、12、18、24、36、48、60 和 72 h 后，

测定在 96 孔板孔壁和孔底部附着的生物被膜生

物量。利用结晶紫染色法[27]和酶标仪测定 OD595

的吸光值以评估生物被膜生物量，并绘制生物被

膜生物量的生长曲线，在样品制备过程中需要设

置未接种的培养基作为空白对照。选择 OD595

表征生物被膜生物量是因为在这个波长下，结晶

紫染色的吸光度与生物被膜的干重有着良好的

线性关系[28]；并且对于结晶紫染色后的生物被

膜，在 595 nm 波长下的吸光度值具有较高的灵

敏度和准确性[29]。 
结晶紫染色法：在无菌操作台中将 96 孔板

中的培养菌液吸出，用无菌水润洗 2 遍培养孔。

风干10 min后加入结晶紫染液200 μL染色15 min，
吸出染液再用无菌水清洗 2 遍，洗去未被吸附的

多余结晶紫染液。风干后，加入 200 μL 无水乙

醇脱色，将孔板孔壁和孔底部剩余的结晶紫溶解

在无水乙醇中，利用酶标仪测量 OD595 的吸光值

以评估生物被膜生物量。 
1.2.4  不同环境温度、pH 下多物种生物被膜的

形成 
取多物种生物被膜接种液按照 1:100的比例

接种于 LB 培养基中，再放入培养箱培养 24 h
后测定 OD595 生物被膜生物量。在培养过程中分

别设置不同的温度(5、15、25、35 和 45 ℃)同时

进行培养。 
取多物种生物被膜接种液按照 1:100的比例

接种于不同 pH 的 LB 培养基中，25 ℃培养 24 h
后测定 OD595 生物被膜生物量。pH 值分别设置

为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0。 
1.2.5  生物被膜内组分测定 

多糖的测定采用苯酚-硫酸法[30]。吸取样品

0.1 mL，加入超纯水补至 1 mL 后加入 1 mL 5%
苯酚溶液和 5 mL 的浓硫酸，摇匀后于 96 ℃水

浴锅中恒温加热 20 min。冷却后用酶标仪测定

490 nm 下吸光度并绘制标准曲线。 
蛋白质的测定采用考马斯亮蓝法[31]。吸取

样品 1 mL，加入 5 mL 考马斯亮蓝试剂，用酶标

仪测定 595 nm 下吸光度，同时绘制标准曲线。 
标准液的制备：分别称取 0.1 g 葡萄糖和牛

血清蛋白，用蒸馏水溶解并定容至 100 mL，得

到 1 g/L 的葡萄糖标准母液和牛血清蛋白标准母

液。再分别吸取 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.6、0.8
和 1 mL 的标准母液至离心管和比色管中，再加超

纯水补至 1 mL，后续操作与上述多糖和蛋白质的

测定一致，于 4 ℃避光保存备用。 
1.2.6  激光共聚焦扫描显微镜观察 

将无菌的细胞爬片放入无菌 6 孔板，加入菌
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液 15 μL，静置 30 min 后再加入新鲜 LB 培养基

1.5 mL，置于 25 ℃恒温培养箱中培养 24 h。 
观察时，用无菌镊子轻轻取出细胞爬片，利

用无菌水洗去多余的培养基和未黏附于细胞爬片

的细菌，再将黏附有生物被膜的细胞爬片平铺在

无菌的载玻片上，滴加 2.5 μmol/L LIVE/DEADTM 
BacLightTM 细菌死活染料，在黑暗条件下将生物

被膜染色 15 min。死活染料试剂由荧光核酸染料

STYO9 和碘化丙啶(propidium iodide, PI)组成。

STYO9 的激发波长为 480−500 nm，激发荧光颜

色为绿色，主要用来检测具有活性的细菌；PI
的激发波长为 490−635 nm，激发荧光颜色为红

色，主要对失去活性的细菌进行染色；因此可

以检测出多物种生物被膜中细胞的死活情况。

在激光共聚焦扫描显微镜下以 63 倍油镜对多

物种生物被膜的形貌进行观察，每个样品随机

观察 3 个点，将观察到的图像用 ZEN3.4 软件进

行处理。 
1.2.7  衰减全反射傅里叶变换红外光谱分析 

将培养 24 h 后形成的多物种生物被膜用衰

减全反射傅里叶变换红外光谱仪测定。设置扫描

波数范围在 400−4 000 cm−1，平行扫描 256 次，

分辨率为 2 cm−1。以新鲜 LB 培养基为背景，样

品谱均为减去背景谱之后的值。测得结果采用

Origin 2021 软件进行信号平滑处理和数据分析。 

1.3  数据处理与分析 
采用 Microsoft Excel 2019 和 Origin 2021 对实

验数据进行分析和可视化，采用 IBM SPSS Statistics 
25 进行单因素方差分析(ANOVA)，P<0.05 具有统

计学意义。本实验进行 5 次生物学重复(n=5)。 

2  结果与讨论 
2.1  不同农艺调控措施下稻田土理化性质

分析 
如表 1 所示，对不同农艺调控措施下稻田土

壤理化性质进行分析比较。与对照相比，施石灰

和有机肥处理土壤养分含量均有不同程度的提

高，且土壤 pH、可溶性有机碳等养分含量显著

高于对照(P<0.05)；施石灰的稻田土中土壤 pH、

有机质、溶解性有机碳、有效磷、全磷和速效钾

较对照分别提升 11.99%、1.11%、15.05%、0.67%、

4.88%和 20.54%；而施有机肥处理的土壤 pH、

有机质、溶解性有机碳、有效磷、全磷和全氮较

对照分别提高 8.13%、24.07%、89.88%、76.28%、

26.83%和 13.98%，这与前人研究的部分结果相

似[32]。在改良后的土壤中，施有机肥处理对养

分含量的提升效果显著优于施用石灰处理，但是

对于土壤 pH 的影响则是施石灰处理显著高于施

有机肥处理。 
 
表 1  不同农艺调控措施下土壤基本理化性质 
Table 1  Basic physicochemical properties of soils with different agronomic control measures 
Physicochemical properties CK SH SY 
pH 4.92±0.04c 5.51±0.10a 5.32±0.08b 
Soil organic matter (g/kg) 35.86±0.14b 36.26±0.05b 44.49±0.05a 
Dissolved organic carbon (g/kg) 169.14±11.74c 194.59±6.63b 321.16±3.09a 
Available P (mg/kg) 29.51±0.43b 29.71±0.65b 52.02±0.86a 
Total P (g/kg) 0.41±0.01b 0.43±0.03b 0.52±0.01a 
Available K (mg/kg) 230.42±0.07b 277.74±0.10a 119.68±0.91c 
Total N (mg/kg) 1.86±0.03b 1.72±0.05c 2.12±0.05a 
CK、SH 和 SY 分别代表未施肥、施石灰和施有机肥处理土壤样品；同行不同小写字母表示处理间差异显著(P<0.05) 
CK, SH, and SY represent soil samples treated with no fertilizer, lime application, and organic fertilizer application, respectively; 
Different lowercase letters in a row indicate significant differences among treatments at P<0.05 levels. 
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2.2  土壤多物种生物被膜生长曲线 
为了探究不同农艺调控措施下土壤多物种

生物被膜的形成，分别将土壤多物种生物被膜培

养 0−72 h，测定其生物被膜生物量，结果如图 1
所示。土壤多物种生物被膜出现 2 个生长周期，

0−36 h 为第 1 个生长周期，36−72 h 为第 2 个生

长周期，均呈现先升高后降低的趋势，这一现象

与 Vibrio cholerae O139[33] 、 Pseudomonas 
aeruginosa PAO1[34]、Escherichia coli O157:H7[35]

等单一菌种纯培养生物被膜的生长周期存在一

定的差异。这可能是由于多物种生物被膜中微生

物种类繁多，导致大多数微生物的生长周期不一

致[36]，生物被膜内某些微生物在 36 h 时死亡，

之后为膜内存活的其他微生物提供营养物质供

应其生长，因此，死亡的微生物细胞增强了膜内

微生物的活性，促进了生物被膜的发育，从而形

成第 2 个生长周期。 
CK、SH 和 SY 这 3 种处理土壤样品中多物

种生物被膜生物量 OD595 在 36 h 时分别为

0.47±0.02、1.02±0.15 和 1.17±0.10。在 CK 和 SY 
 

 
 

图 1  土壤多物种生物被膜生物量随时间变化曲

线   CK：未施肥；SH：施石灰；SY：施有机肥 
Figure 1  Growth curve of soil multispecies biofilm 
biomass with time. CK: No fertilizer; SH: Lime 
application; SY: Organic fertilizer application. 

的土壤样品中，第 1 个生长周期生物被膜生物量

在 0−18 h 处于生物被膜指数生长期[37-38]，随着

生物被膜的成熟，在 18 h 时其生物被膜生物量达

到峰值(OD595分别为 1.19±0.003 和 1.59±0.06)；第

2 个生长周期在 48 h 达到峰值(OD595 分别为

0.99±0.05 和 2.40±0.17)。在 SH 体系中，第 1 个

生长周期生物被膜生物量在 24 h 时处于对数生

长期峰值(OD595=2.59±0.15)；第 2 个生长周期在

60 h 生 物 被 膜 生 物 量 达 到 峰 值 (OD595= 

1.82±0.03)。该土壤多物种生物被膜生物量与上

述单一物种生物被膜生物量[33-35]之间不存在显

著差异，这表明土壤微生物的成膜能力一致。在

36−48 h，CK、SH 和 SY 土壤样品的生物被膜生

物量持续增加，其原因可能是在第 1 个生长周期

结束之后部分细菌细胞裂解甚至死亡成为营养

物质，为生物被膜生长提供了营养物质[39]，使

得生物被膜的生物量再次增加；3 种体系分别在

48 h 和 60 h 之后下降，表明开始进入生物被膜

的解体阶段，细菌细胞逐渐脱落，重新进入游离

环境中，这与纪丹丹[27]研究发现相似。 

2.3  不同温度、pH 对多物种生物被膜形

成的影响 
土壤多物种生物被膜用 Burmølle 等[26]的方

法提取。测定多物种生物被膜在 5 个温度梯度

(5、15、25、35 和 45 ℃)和 6 个 pH (4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0 和 9.0)条件下的生长状况。由图 2

可知，CK、SH 和 SY 处理下土壤中多物种生物

被膜生物量都呈现随温度先升高再下降的趋势。

其中，土壤多物种生物被膜生长的最适温度均为

25 ℃，这与之前研究发现一致，低温会抑制细

菌细胞的生长活性[40]，温度过高可能会使得细

菌细胞中的蛋白质发生变异甚至细胞死亡[41]。 

pH 是生物被膜形成的一个重要影响因素[20,42]。

结果表明，同一处理在不同 pH 环境中，多物种 
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生物被膜生物量均呈现出先升高后降低的趋势

(图 3)。在 CK 处理中，生物被膜生长的最适 pH

值为 6.0，表明适宜在弱酸性条件下促进生物被

膜的形成，这与前人研究结果相似[22]，在此之

后生物被膜生物量下降，说明生物被膜可能正处

于裂解阶段；而施用石灰和有机肥处理的生物被

膜生物量最适 pH 值分别是 7.0 和 8.0，有研究表

明一些菌株在 pH 8.0 时可以诱导生物被膜的形

成[43]，这与施用有机肥处理多物种生物被膜形

成的 pH 条件一致。施石灰和有机肥处理显著改

变了土壤 pH (表 1)，这与图 3 所得的结果一致，

同一处理在不同的环境 pH 条件下的最适 pH 值

有所不同，对多物种生物被膜的形成造成了影

响。导致不同 pH 环境条件下适应生长的生物被

膜内微生物种类和数量有所不同，从而影响了土

壤多物种生物被膜中细菌的群落结构[44-45]，使稻

田土壤中多物种生物被膜生物量的最适 pH 也得

到提升。 

 

 
 

图 2  不同温度下土壤多物种生物被膜生物量   
CK：未施肥；SH：施石灰；SY：施有机肥 
Figure 2  Soil multispecies biofilm biomass at 
different temperatures. CK: No fertilizer; SH: Lime 
application; SY: Organic fertilizer application. 

 
 

图 3  不同 pH 条件下土壤多物种生物被膜生物量   
CK：未施肥；SH：施石灰；SY：施有机肥 
Figure 3  Soil multispecies biofilm biomass under 
different pH conditions. CK: No fertilizer; SH: Lime 
application; SY: Organic fertilizer application. 
 

2.4  多物种生物被膜内多糖和蛋白质含量

的变化 
将土壤多物种生物被膜培养 24−60 h 后测定

土壤多物种生物被膜基质中多糖和蛋白质含量，

结果如表 2 所示。多物种生物被膜基质中多糖和

蛋白质含量整体呈现出先降低后升高的趋势，CK
和SY处理在 24−36 h膜内多糖、蛋白质含量下降，

但 CK 处理又在 48 h 处达到峰值，而 SY 处理中

多糖、蛋白质含量分别是在 48、24 h 最高；SH 处

理则分别是在 24、60 h 处于膜内多糖、蛋白质含

量的最高值。生物被膜内多糖和蛋白质含量的变

化趋势与之前测定生物被膜生物量随时间的变

化趋势相一致(图 1)，再次证明了多物种生物被

膜有 2 个生长周期。在生物被膜形成过程中，生物

被膜基质中成分含量并不是一成不变的，多糖和蛋

白质的含量随着生物被膜的生长发育而逐渐增加，

与大肠杆菌、恶臭假单胞菌和枯草芽胞杆菌等单一

物种生物被膜[46]和活性污泥[47]的 EPS 产量一致。 
有研究表明，多糖主要是可以促进细胞与界

面之间的黏附[48]，而蛋白质是促进细胞与细胞

之间的聚集[49]。由表 2 可知，各个处理在前 24 h
多物种生物被膜基质中分泌的优势化合物是蛋 
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表 2  生物被膜内多糖、蛋白质的含量 
Table 2  Contents of polysaccharides and proteins in biofilms (mg/g) 
Time (h) CK   SH   SY  

Polysaccharides Proteins Polysaccharides Proteins Polysaccharides Proteins 
24  4.80±0.03a 5.55±0.72a  4.97±0.46a 6.96±0.90a  4.31±0.51a 6.66±0.06a 
36  4.64±0.18a 4.96±0.51a  4.33±0.27a 4.84±1.46a  4.26±0.06a 2.21±1.88b 
48  5.10±0.20a 10.13±0.87a  4.38±0.04c 7.39±0.43b  4.72±0.04b 5.56±0.53c 
60  4.98±0.08a 5.97±0.26b  4.56±0.11a 9.96±1.18a  2.87±0.53b 3.91±0.21c 
CK、SH 和 SY 分别代表未施肥、施石灰和施有机肥处理土壤样品；同列不同小写字母表示组间具有显著差异(P<0.05) 
CK, SH, and SY represent soil samples treated with no fertilizer, lime application, and organic fertilizer application, respectively; 
Different lowercase letters in a column indicate significant differences among treatments at P<0.05 levels. 
 
白质，不存在显著性差异(P>0.05)；SY 处理在

36 h 时生物被膜基质中分泌的优势化合物为多

糖，且显著高于蛋白质(P<0.05)；与 CK 处理相

比，SH 和 SY 处理生物被膜基质中多糖和蛋白

质的含量均显著降低(P<0.05)。这可能是由于土

壤多物种生物被膜主要在气-液界面形成，没有

细胞-固相界面之间的作用，而是细胞之间的团

聚，因此前期多物种生物被膜基质中的优势化合

物以蛋白质为主。 

2.5  衰减全反射傅里叶变换红外光谱结果

分析 
衰减全反射傅里叶变换红外光谱是一种常

用的检测生物被膜中细菌表面官能团的非破坏

性技术[27]，其细菌表面的功能基团会对不同频率

的红外光产生特定的吸收峰[39]。因此，对不同农

艺调控措施下的土壤提取多物种生物被膜进行

了衰减全反射傅里叶变换红外光谱分析，以检查

24 h 时在其生物被膜形成过程中各种相关官能

团和构象的变化[50-51]，结果如图 4 所示。三种

体系中生物被膜的吸收峰有效范围均主要集中

在 800−2 000 cm−1 之间。其中在 1 558 cm−1 和  
1 643 cm−1 附近主要是有烟酰胺Ⅱ和烟酰胺Ⅰ的吸

收峰值，说明其细胞表面含有蛋白质；在此波长

范围内，主要有 C=O 的伸缩振动和 C−N、−CH、

−CH2 的弯曲振动；在 1 226 cm−1 附近有磷酸基

团的出现，主要是反对称伸缩振动。然而对于

800−1 200 cm−1 范围内的峰，可能与多糖和碳水

化合物中的 C−O−H、P−O−P、P=O 伸缩振动和

C−O−C、C−O 的环振动有关。生物被膜内含有

较丰富的营养物质，在生物被膜形成过程中，

膜内多糖和蛋白质的含量也会随之增加。 
由图 4 可以看出，3 种处理土壤样品之间生

物被膜的功能基团主要光谱吸收峰的整体形状

和位置不存在显著性差异，表明尽管在不同的农

艺调控措施影响下，生物被膜的形成和解体速率

不同，但是不影响生物被膜内的组分，这与马文

婷[39]的研究相似。土壤生物被膜内具有相同的

化学组成，使得生物被膜的结构基本未发生改 
 

 
 

图 4  多物种生物被膜的红外光谱   CK：未施

肥；SH：施石灰；SY：施有机肥 
Figure 4  Infrared spectra of multispecies biofilm. 
CK: No fertilizer; SH: Lime application; SY: Organic 
fertilizer application. 
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变，其组分多为蛋白质和多糖[52]；说明有可能

是膜内多糖和蛋白组分可以有效地稳定生物被

膜的结构，这与前人研究结果类似。例如，Bosch

等[53]发现 Bordetella pertussis 生物被膜细胞的

FTIR 的光谱中多糖和羧基的振动峰比游离态细

胞的振动峰更强烈。3 个处理土壤样品的主要吸

收峰无显著性差异，其峰值越高，代表蛋白和多

糖的含量越高(1 558−1 643 cm−1：SH>SY>CK)。

因此，土壤多物种生物被膜的形成可能与含有多

糖或者蛋白质的基质有关，这些组分有利于形成

和稳定生物被膜结构[54]。 

2.6  土壤多物种生物被膜的激光共聚焦扫

描显微成像 
将提取的土壤多物种生物被膜培养 24 h 后

用 2.5 μmol/L LIVE/DEADTM BacLightTM 细菌死

活染料进行荧光染色[55-56]，然后再用激光共聚

焦扫描显微镜对生物被膜进行观察(图 5)。CK

处理界面分布着混合微生物和较小的微菌落，

覆盖面积较小，而 SH 和 SY 处理中生物被膜生

物量增加，表面覆盖率增大，微菌落聚集，形

成短杆状微生物。与对照相比发现，施用石灰

和有机肥农艺调控措施下的土壤生物被膜中存

活的细菌和生物被膜厚度明显高于对照组，观

察到绿色荧光的细菌较为密集，因为当时观察

的时间点为 24 h，该时间点正处于第 1 个生长

周期中 SH 处理土壤生物被膜的成熟时期，其

生物被膜生物量达到最大值(图 5B)，因此膜内

存活的细菌含量较高；而 CK 和 SY 在该时间点

正处于生物被膜开始解体的阶段，膜内存活的

细菌减少，生物被膜生物量出现下降趋势(图

5A、5C)，所观察到红色荧光的细菌开始增加

且高于 SH。因此，3 个体系中生物被膜的生物

量为 SH>SY>CK，这与结晶紫染色结果基本吻

合。与施有机肥处理相比，施石灰处理显著提

升了稻田土中多物种生物被膜的生物量。这可

能是由于本文研究的供试土壤为酸性，施入适

量石灰不仅可以减轻土壤酸化，增加微生物物

种丰富度，提高土壤微生物群落的稳定性，还

可以促进植物生长和抑制致病有关的土壤微生

物功能[57]。而土壤 pH 是土壤多物种生物被膜

的重要决定因素之一[42]。本研究结果表明适量

施用石灰对于土壤 pH 的影响显著高于施有机

肥(表 1)，这与 Zhang 等[58]研究结果一致，施用

石灰通过提高土壤 pH 从而改变细菌丰度、多

样性和组成，最终促进土壤多物种生物被膜的

形成。 
 

 
 

图 5  多物种生物被膜激光共聚焦扫描显微镜图   绿色荧光为生物被膜中存活的细菌，红色荧光为死亡

的细菌，右侧和上侧方框的宽度代表生物被膜的厚度. A：未施肥(CK). B：施石灰(SH). C：施有机肥(SY) 
Figure 5  Confocal laser microscope images of multispecies biofilm. Green fluorescence is the surviving 
bacteria in the biofilm, red fluorescence is the dead bacteria, and the widths of the right and top boxes represent 
the thickness of the biofilm. A: No fertilizer (CK). B: Lime application (SH). C: Organic fertilizer application (SY). 
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结合激光共聚焦扫描显微成像技术，观测到

土壤多物种生物被膜生长发育过程中微菌落的

变化。前人研究的超滤膜表面的生物被膜[59]比

土壤多物种生物被膜的表面结构相对粗糙一些。

该优势微生物形状为短杆状，与王逢武[60]在周

质生物被膜中观测到的优势微生物形状不一致，

这可能是由于施肥处理改变了土壤中的微生物

群落结构。在施石灰或有机肥处理中土壤多物种

生物被膜形成的微菌落较为密集，这与前人观察

到的单一物种生物被膜的成熟结构相似[61]。 

3  结论 
不同农艺调控措施下的稻田土多物种生物

被膜均出现 2 个生长周期，且在 36 h 时均结束

第 1 个生长周期。土壤多物种生物被膜生长的最

适温度均为 25 ℃，在不同 pH 条件下土壤多物

种生物被膜生物量均呈现先升高后降低的变化

趋势，表明同一处理多物种生物被膜的生长会随

着周围环境的改变发生变化。施石灰和有机肥体

系中微生物的成膜能力均高于对照，而施石灰处

理体系中微生物的成膜能力显著高于施有机肥

体系(多物种生物被膜生物量为 SH>SY>CK)。 
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