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研究报告 

Cd 胁迫下枯草芽孢杆菌 B12 产表面活性素及其对生物被膜

形成和 Cd 去除的影响 

张亚见  何琳燕*  曾仟  盛下放 
南京农业大学生命科学学院 农业农村部农业环境微生物重点实验室  江苏 南京  210095 

摘  要：【背景】枯草芽孢杆菌可通过群集的方式形成生物被膜，而生物被膜在去除重金属方面发

挥着重要作用。【目的】探究枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) B12 缓解 Cd (CdSO4)胁迫的机制。【方

法】考察 Cd 胁迫对 B12 生物被膜形成的影响，用酸沉淀法、反相高效液相色谱和液质联用分析

(LC-MS)对有无 Cd 胁迫条件下菌株 B12 分泌的脂肽化合物进行提取、纯化和主要成分鉴定，并探

究该主要成分对枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) B12、苜蓿中华根瘤菌(Sinorhizobium meliloti) Mr40、

解淀粉芽孢杆菌(B. amyloliquefaciens) P29 生物被膜形成和吸附 Cd 的影响。【结果】在含 Cd 浓度为

0−1.0 mg/L 的 Msgg 培养基中，B. subtilis B12 生物被膜干重显著增加。Cd 胁迫促进菌株 B12 分泌脂

肽化合物，其中表面活性素(Surfactin)含量增加。在含 Cd 浓度为 0.5 mg/L 的 Msgg 培养基中添加

Surfactin 后，菌株 B12、Mr40、P29 生物被膜干重比未添加时显著增加 84.1%−126.9%，浮游细胞数

量显著下降 46.9%−55.3%，3 株菌株对 Cd 去除率显著增加 23.0%−36.1%，浮游细胞吸附 Cd 比例显

著下降，生物被膜吸附 Cd 比例显著增加了 46.8%−68.1%。【结论】Cd 胁迫下菌株 B12 通过分泌更

多的 Surfactin 来调控自身以及其他菌株生物被膜的形成来吸附更多的 Cd，从而缓解 Cd 胁迫。 
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Surfactin production by Bacillus subtilis B12 under Cd stress and 
its effect on biofilm formation and Cd removal 
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Key Laboratory of Agricultural and Environmental Microbiology, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; College of 
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Abstract: [Background] Bacillus subtilis can form biofilm by clustering, and biofilm plays an important 
role in the removal of heavy metals. [Objective] The purpose of this study was to examine the interactions 
of Bacillus subtilis B12 biofilm and lipopeptide compounds and cadmium removal, investigating the 
mechanism of B. subtilis B12 in alleviating Cd (CdSO4) stress. [Methods] Firstly, the effect of Cd stress 
on the formation of strain B12 biofilm was investigated. The lipopeptide compounds secreted by B12 
strain under Cd stress were extracted, purified and identified by acid precipitation, reversed-phase high 
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performance liquid chromatography (RP-HPLC) and liquid mass spectrometry (LC-MS). The effects of 
this major component on the biofilm formation and Cd adsorption of B. subtilis B12, Sinorhizobium 
meliloti Mr40 and B. amyloliquefaciens P29 were investigated. [Results] When 0−1.0 mg/L CdSO4 was 
applied in Msgg media, the dry weight of B. subtilis B12 biofilms increased significantly. Cd stress 
promoted the secretion of lipid peptide compounds by strain B12, and the content of surfactin was 
increased. In the Msgg media with 0.5 mg/L Cd concentration, biofilms dry weight of strains B12, Mr40, 
P29 were increased by 84.1% to 126.9% significantly when the strains were exposed to surfactin compared 
to control medium, whereas the planktonic cells counts were reduced significantly from 46.9% to 55.3%. 
Meanwhile, Cd removal rate of three strains were significantly increased by 23.0%–36.1%, biosorption 
capacities of Cd onto the strains biofilms significantly increased by 46.8% to 68.1%. [Conclusion] These 
findings suggest that B. subtilis B12 under exposure to Cd could trigger the effect of stronger surfactin and 
biofilm formation, and subsequent increased Cd absorption of the biofilms, thereby protecting them from 
Cd stress. 

Keywords: Cd, Bacillus subtilis, biofilm, surfactin 
 

随着工业化进程的加快，世界经济快速发展，

环境污染、生态破坏等问题日益严峻，严重影响人

类健康和社会可持续发展，其中重金属污染对环境

的危害尤为严重[1-2]。众多的修复技术中，微生物

固定技术因环保经济而被广泛应用[3]。芽孢杆菌是

一种广泛分布于不同环境中的革兰氏阳性细菌，产

生内生芽孢，耐热抗逆性强，在土壤和植物表面普

遍存在。大部分芽孢杆菌对动植物无害，对环境友

好，其产生的生物被膜具有很强的吸附重金属的能

力[4-5]。侯文洁研究报道，苜蓿中华根瘤菌的生物

被膜中胞外聚合物(Extracellular Polymeric Substance，

EPS)通过离子交换的形式可以有效吸附去除溶液

中的铜离子[6]。 

芽孢杆菌在含有高浓度重金属的土壤和水中

存活与生物被膜的形成密切相关[7]。生物被膜是由

菌体自身分泌的 EPS 包裹细菌聚合而成的聚集体[8]，

主要由多糖、蛋白质、核酸以及细胞等组成[9]。有

文献报道，生物被膜可以通过吸附作用来固定重金

属，主要包括细胞吸附和 EPS 吸附，其中以 EPS

吸附为主[10]。研究报道 EPS 对重金属的吸附机制

主要包括离子交换、静电吸附、络合以及微量沉淀

等过程[11]。EPS 的多糖和蛋白质中胺、巯基、磷

酸二酯等使生物被膜整体呈现负电荷，与带正电的

金属离子可以发生相互作用[12]。研究表明，芽孢

杆菌形成生物被膜后可增强自身的抗逆性[13]。由

此可见，生物被膜在芽孢杆菌适应不良环境中发挥

着重要的作用。 

枯草芽孢杆菌产生的脂肽化合物主要包括表

面活性素(Surfactin)、伊枯草菌素(Iturin)、泛革素

(Fengycin)、杆菌溶素(Bacilysin) 4 个家族[14-16]，均

属于细菌非核糖体合成的脂肽类化合物，是由亲水

的肽链(7−10 个氨基酸组成的肽链)和亲油的脂肪

酸链(β-羟基脂肪酸链或 β-胺基脂肪酸链)两部分组

成的，其中脂肪酸链上的羟基或胺基与肽链氨基酸

上的羧基结合形成内酯键或酰胺键，使肽链闭合形

成环状脂肽[17-18]。文献报道枯草芽孢杆菌分泌的脂

肽化合物可以促进自身生物被膜的形成；Surfactin、

Iturin 家族中的 Bacillomycin D、Iturin 都可促进芽

孢杆菌自身生物被膜的形成[19-23]。但枯草芽孢杆菌

分泌的脂肽化合物对其他细菌生物被膜的影响还

未见报道，重金属胁迫条件下细菌生物被膜与脂肽

化合物之间是否存在相互作用？这种相互作用能

否有助于提高枯草芽孢杆菌的抗逆性？这些问题

尚无明确答案。 

本研究通过探究 Cd 胁迫下枯草芽孢杆菌能否

通过分泌脂肽化合物来调控自身生物被膜以及其

他菌株生物被膜的形成而缓解 Cd 胁迫，以期为阐

明枯草芽孢杆菌吸附 Cd 的机制提供理论依据。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

供试菌株：枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis) 

B12 、 苜 蓿 中 华 根 瘤 菌 (Sinorhizobium meliloti) 

Mr40、解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens) 

P29 为本实验室分离并保存。 

LB 培养基(g/L)：蛋白粉 10.0，酵母粉 5.0，

氯化钠 10.0，琼脂粉 20.0 (固体培养基中加入)，

pH 7.0。 

Msgg 培养基：磷酸二氢钾缓冲液(5 mmol/L，

pH 7.0)，氯化镁溶液 (2 mmol/L)，硫胺素溶液    

(2 mmol/L)，氯化钙溶液(700 mmol/L)，MOPs 溶

液(100 mmol/L，pH 7.0)，氯化锰溶液(50mmol/L)，

氯化铁溶液(50 mmol/L)，氯化锌溶液(1 mmol/L)，

苯丙氨酸溶液(50 mg/mL)，色氨酸溶液(50 mg/mL)，

谷氨酸溶液(0.5%)，甘油(0.5%)。 

Landy 培养基(g/L)：葡萄糖 20.0，L-谷氨酸

5.0，MgSO4·7H2O 0.5，KCl 0.5，KH2PO4 1.0，

FeSO4·6H2O 5.0，MnSO4 10.0，CuSO4·5H2O 0.2，

酵母粉 1.0，苯丙氨酸 2.0，pH 7.0。 

主要试剂和仪器：表面活性素，Wako Pure 

Chemicals 公司。制备型液相仪、超高效液相仪-质

谱检测器、高效液相色谱仪，Agilent Technologies

公司；高速冷冻离心机，Beckman 公司；原子吸收

光谱仪，Perkin Elmer®公司。 

1.2  Cd 胁迫下 B12 生物被膜干重、多糖含量、

蛋白含量的测定 

生物被膜提取方法参考周华飞等[23]并做适当

改进，详细方法如下：挑取平板上的单菌落于 LB

液体培养基中，30 °C、200 r/min 培养 16−18 h 至

对数生长后期，即为活化的菌株。按 2%的接种量

将菌液接种到 2 mL Msgg 培养基中，Cd(CdSO4)

的浓度为 0、0.1、0.5、1.0、2.0 mg/L，每个处理

设置 3 个重复；30 °C，静置培养 72 h，用枪头轻

轻挑取菌液表层的生物被膜于 10 mL 离心管中，

去离子水清洗 3 次，冷冻干燥至恒重后称取生物被

膜干重；将干燥生物被膜移入离心管中，向离心管

中依次加入 5 mL 去离子水、2 mL 的 2 mol/L 

NaOH、0.25 mL 的 0.85% NaCl，4 °C、150 r/min

振荡 3 h 后 4 °C、6 000 r/min 离心 20 min；上清液

过 0.45 μm 滤膜，将滤液置于透析袋中，4 °C 透析

24 h，换水 5 次；保留液置于 10 mL 离心管中，4 °C

保存备用。多糖含量测定采用苯酚-硫酸法[24]，蛋

白质含量测定采用考马斯亮蓝法[25]。 

1.3  菌株 B12 产脂肽化合物的提取 

目前，提取枯草芽孢杆菌脂肽化合物的培养基

有 LB 和 Landy 这 2 种，其中 Landy 使用频率最高，

所以本文采用 Landy 培养基作为提取脂肽化合物

的发酵液。脂肽化合物的提取参考高圣风等[26]的

酸沉淀法并做适当改进，详细方法如下：将活化好

的 B12 菌液以 5%的接种量接种到 1 L Landy 培养

液中，添加 Cd(CdSO4)至终浓度为 0.5 mg/L，对照

不添加 Cd；27 °C、160 r/min 培养 3 d，将发酵液

于 4 °C、8 000 r/min 条件下离心 15 min，弃去沉

淀，用 HCl 调节上清液 pH 至 2.0，于 4 °C 沉淀过

夜后 8 000 r/min 离心 10 min 收集沉淀，沉淀风干

后加入适量甲醇至全部溶解后进行抽提，4 °C 搅

拌约 5 h 至充分溶解后调节 pH 至 7.0，8 000 r/min

离心 20 min，将上清液置于通风橱中，挥发干燥便

可得到脂肽化合物的提取物；将提取物溶于 5 mL

去离子水中，调 pH 至 7.0，冷冻干燥至粉末，反

复冻融 3 次后配制成 5.0 mg/mL 的母液，然后用无

菌的 0.22 μm 滤膜过滤到无菌离心管中，即可得到

B12 无菌的脂肽化合物粗提物。无 Cd 条件下提取

的脂肽化合物暂命名为 LP，Cd 浓度为 0.5 mg/L

条件下提取的脂肽化合物暂命名为 LPc。 

1.4  粗提的脂肽化合物对 B12 生物被膜的影响 

菌株 B12 的活化方式同 1.2。将活化菌株按 2%

的接种量接种到 Msgg 培养基中。LP 与 LPc 浓度

设置为 0、0.125、0.5、2.0 mg/L，同时设置终浓度

为 2.0 mg/L 的吐温-80 和甘油作为对照，每个处理

设置 3 个重复，30 °C 恒温箱培养 72 h；生物被膜
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干重、多糖含量、蛋白含量的测定方法同 1.2。 

1.5  粗提脂肽化合物的分离纯化 

采 用 反 向 C18 分 离 纯 化 柱 的 RP-HPLC    

(9.4 mm×150 mm)进行脂肽化合物的分离纯化；将

提取的脂肽化合物溶于甲醇中，用 0.22 μm 滤器过

滤后于 4 °C 冰箱中保存备用。分离纯化条件为：检

测波长 210 nm，流速 0.84 mL/min，流动相 A 为乙

腈，流动相 B 为 0.1%乙酸，洗脱条件为 0−9 min，

流 动 相 A (60%−93%)+ 流 动 相 B (40%−7%) ；   

9−20 min，93%流动相 A+7%流动相 B；洗脱时间

为 20 min[21]。将分离纯化得到的组分置于通风橱

中，至甲醇挥发完全，再将各组分进行冷冻干燥，

收集粉末，4 °C 保存备用。 

1.6  纯化组分对生物被膜的影响 

用无菌去离子水溶解冷冻干燥的各个组分，配

成浓度为 5.0 mg/mL 的母液，用无菌的 0.22 μm 滤

器过滤母液。按 2%接种量将活化的菌株 B12 接种

到含有 0.5 mg/L 各组分的 Msgg 培养基中，以不加

脂肽化合物的处理为对照，每个处理设置 3 个重

复，30 °C 恒温培养 72 h。生物被膜干重、多糖含

量、蛋白含量的测定方法同 1.2。 

1.7  有效组分的质谱分析 

采用 LC-MS 进行有效组分的分子量分析，电

喷雾针的工作环境为 4.5 kV，毛细管温度为 300 °C。

流动相 A 为乙腈，流动相 B 为 0.1%冰醋酸，A 和

B 的比例为 70:30，流量为 0.3 mL/min，时间为    

35 min。质谱分析采用电喷雾离子化正离子模式[21]。 

1.8  Surfactin 对细菌固定 Cd 的效果研究 

为了观察 Msgg 培养基中枯草芽孢杆菌 B12 是

否产 Surfactin，将菌株 B12 按照 2%的接种量接种

到 Msgg 培养基中，30 °C 培养 72 h 后 12 000 r/min

离心 15 min 取上清液，用 0.22 μm 的滤器过滤上

清液。用 HPLC 对上清液进行分析。条件如下：

检测条件：紫外检测，进样量 20 μL，柱温 35 °C，

检测波长 210 nm，流速 0.84 mL/min，检测时间   

25 min。溶剂：流动相 A 为纯水+0.1%三氟乙酸，

流动相 B 为乙腈+0.1%三氟乙酸。梯度变化条件：

0−9 min，A：40%−7%，B：60%−93%；9−20 min，

A：7%−7%，B：93%−93%。菌株 B12、P29、Mr40

的活化方式同 1.2。按 2%接种量将菌株 B12、P29、

Mr40 接种到含有 0.5 mg/L Cd 的 Msgg 培养基中，

添 加 Surfactin 至 终 浓 度 为 0.5 mg/L， 以 不 加

Surfactin 的处理为对照，每个处理设置 3 个重复，

30 °C 恒温培养 72 h。生物被膜干重的测定方法同

1.2。浮游细胞数量测定采用稀释涂布平板法[27]，

具体操作如下：将取完生物被膜的剩余培养液转入

无菌的离心管中，涡旋仪混匀后进行梯度稀释并涂

布于 LB 固体培养基上，30 °C 恒温培养 18 h 后进

行菌落计数。生物被膜中 Cd 含量的测定参考葛占

标等的微波消解法[9]并做适当改进，具体操作如

下：称取 0.1 g 干燥生物被膜于消煮器中，并加入

2 mL 消解液(体积分数为 4:1 的 HNO3 和 HClO4)

和 8 mL 去离子水，消煮后的溶液用去离子水定容

到 25 mL，经 0.45 μm 的滤器过滤后用原子吸收光

谱仪(Atomic Absorption Spectroscopy，AAS)进行

Cd 含量的测定；移出生物被膜的 Msgg 培养基经

4 °C、12 000 r/min 离心 15 min，取上清液于 10 mL

离心管中，加入 HNO3 使溶液的硝酸浓度为 3%，

用 AAS 测定 Cd 含量，该含量为溶液中剩余 Cd 含

量。Cd 去除率、生物被膜吸附 Cd 比例、浮游细

胞吸附 Cd 比例计算公式如下： 

Cd 去除率(Removal Rate of Cd)=(原溶液中 Cd

含量−溶液中剩余 Cd 含量)/原溶液中 Cd 含量× 

100%； 

生 物 被 膜 吸 附 Cd 比 例 (Biofilm Fixed Cd 

Ratio)=(生物被膜中 Cd 总量/细菌去除 Cd 总量)× 

100%； 

浮游细胞吸附 Cd 比例(The Floating Cells Fix 

Cd Ratio)=100%−生物被膜吸附 Cd 比例(%)。 

2  结果与分析 

2.1  Cd 胁迫促进菌株 B12 生物被膜的形成 

由表 1 可知，一定浓度范围的 Cd 胁迫可显著 
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表 1  Cd 胁迫对菌株 B12 生物被膜形成的影响 
Table 1  Effects of Cd stress on strain B12 biofilm 
formation 
Cd 浓度 

Cd concentration 
(mg/L) 

干重 

Dry weight 
(mg) 

蛋白含量 

Protein content 
(μg) 

多糖含量 

Polysaccharide 
content (μg)

0.0 6.63±0.76c 51.17±3.15c 3.64±0.56c 

0.1 11.27±0.76a 60.06±2.79b 4.16±0.17c 

0.5 11.20±0.36a 76.17±3.00a 7.38±0.79b 

1.0 9.6±0.61b 76.30±4.32a 8.72±0.88a 

2.0 6.80±0.70c 57.16±4.00bc 3.29±0.31c 

注：同列数据后不同小写字母表示不同处理间有显著差异

(P<0.05)，下同 

Note: Different lowercase letters after data in the same column 
indicate significant differences between different treatments 
(P<0.05). The same below 
 

增加菌株 B12 的生物被膜干重、多糖含量、蛋白

含量。与无 Cd 对照相比，4 个 Cd 浓度梯度下菌

株 B12 的生物被膜干重分别增加了 70.0%、68.9%、

21.8%、15.5%；蛋白含量分别增加了 17.4%、48.6%、

49.1%、11.7%；Cd 浓度在 0.5−1.0 mg/L 时，与 CK

相比多糖含量显著增加，但 0.1 mg/L 与 2.0 mg/L

的 Cd 浓度对 B12 生物被膜中多糖含量无显著影

响。由此可见，适当浓度 Cd 胁迫可以促进多糖含

量和蛋白含量增加，从而促进生物被膜的形成；但

当 Cd 浓度过低或过高时，菌株 B12 的生物被膜干

重及其蛋白、多糖含量与 CK 之间无显著差异，说

明 Cd 胁迫程度对生物被膜的形成有重要影响。 

2.2  粗提的脂肽化合物促进菌株 B12 生物被膜

的形成 

为了研究脂肽化合物对生物被膜的影响是否

具有特异性，选取具有表面活性素性质的吐温-80

以及具有脂类性质的甘油作为对照。由表 2 可知，

浓度为 2.0 mg/L 的吐温-80 和甘油与 CK 相比，对

菌株 B12 的生物被膜干重、多糖和蛋白含量无显

著影响，说明脂肽化合物对生物被膜的促进作用存

在特异性。 

3 个浓度梯度的 LP 与 LPc 可显著促进 B12 生

物被膜干重、多糖含量、蛋白含量的增加。0.125、

0.5、2.0 mg/L 的 LP 分别使生物被膜干重显著增加

了 29.5%、50.5%、54.4%，后 2 个浓度对生物被膜

干重的影响无显著差异，但显著高于 0.125 mg/L

的 LP；0.125、0.5、2.0 mg/L 的 LPc 分别使生物被

膜干重显著增加了 32.1%、116.5%、106.6%，后    

2 个浓度对生物被膜干重的影响无显著差异，但显

著高于 0.125 mg/L 的 LPc。由此可见，2 种脂肽化

合物都可以促进菌株 B12 生物被膜的形成，而且

有 Cd 比无 Cd 条件下提取的脂肽化合物对生物被

膜的促进效果更好。 

生物被膜主要由多糖和蛋白质组成，为了进一

步研究脂肽化合物对生物被膜组分的影响，对生物

被膜中多糖含量和蛋白含量进行了测定。由表 2

可知，LP 和 LPc 处理组与 CK 相比，均可促进菌

株 B12 生物被膜中多糖含量和蛋白含量的提高。  

3 个浓度梯度下，LPc 与 LP 处理组相比，蛋白含

量分别提高了 5.9%、13.0%、22.0%；多糖含量分

别提高了 24.62%、23.08%、21.03%；而且 LPc 浓

度为 0.50 mg/L 条件下，菌株 B12 生物被膜中多糖

含量和蛋白含量最高。该数据表明，LPc 中可能存

在某种影响，这种影响使 LPc 造成菌株 B12 生物

被膜中多糖含量和蛋白含量显著高于 LP 处理组。 

 
表 2  脂肽化合物对菌株 B12 生物被膜特性的影响 
Table 2  Effects of lipid peptide compounds on the 
properties of B12 biofilm 
添加物及浓度

Additives and 
concentration 
(mg/L) 

干重 

Dry weight 
(mg) 

蛋白质含量 

Protein 
content (μg) 

多糖含量 

Polysaccharide 
content (μg) 

CK 7.47±0.93d 45.93±6.62e 5.85±0.50e 

Tween-80 2.0 6.63±0.85d 42.47±2.57e 5.36±0.40e 

Glycerol 2.0 7.77±0.91d 48.52±2.04e 5.56±0.40e 

LP 0.125 9.67±0.99c 66.30±9.45d 8.37±0.45d 

LP 0.5 11.20±1.08b 91.73±5.86b 11.41±0.60b 

LP 2.0 11.3±1.21b 89.94±4.24b 10.23±0.51c 

LPc 0.125 9.87±0.95c 69.01±8.90c 9.81±0.59c 

LPc 0.5 16.17±0.32a 97.72±7.42a 12.76±0.35a 

LPc 2.0 15.43±0.67a 100.06±9.2a 11.46±0.52b 

注：CK：空白对照；LP：无 Cd 条件下提取的脂肽化合物；

LPc：Cd 浓度为 0.5 mg/L 条件下提取的脂肽化合物 

Note: CK: Blank control; LP: A lipid peptide compound extracted 
without Cd. LPc: Lipopeptide compounds extracted with Cd 
concentration of 0.5 mg/L 



1888 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2.3  脂肽化合物的分离纯化 

图 1A 为无 Cd 条件下提取的脂肽化合物液相

图，简记为 LP 图；图 1B 为 0.5 mg/L 的 Cd 浓度

条件下提取的脂肽化合物液相图，简记为 LPc 图。

LP 与 LPc 中有 5 个相同的峰，说明 Cd 胁迫下，

菌株 B12 的主要脂肽化合物种类与对照相同；其

中前 3 个峰大小相近，说明 Cd 浓度为 0.5 mg/L 的

胁迫对前 3 种脂肽化合物的量无显著影响；LPc 的

后 2 个峰比 LP 中高，说明 Cd 胁迫可以促进菌株

B12 分泌更多的后 2 种脂肽化合物。由此发现 Cd

胁迫主要影响了菌株 B12 分泌的某些种类脂肽化

合物的浓度变化。 

2.4  纯化组分对菌株 B12 生物被膜的影响 

由图 2A 可以看出，与 CK 相比，组分 3、4、

5 使菌株 B12 生物被膜的褶皱度增加。由图 2B、

2C 可知，组分 3、4 可显著增加菌株 B12 生物被

膜中多糖含量和蛋白含量。外源添加组分 3 后，生

物被膜的多糖和蛋白含量分别增加了 64.3%和

93.8%；外源添加组分 4 后生物被膜多糖和蛋白含

量分别增加了 87.0%和 127.3%。由于有 Cd 胁迫和

无 Cd 胁迫下组分 3 的峰高无显著差异，组分 4 较

组分 3 对生物被膜的影响更显著，所以选取组分 4

进行物质鉴定。 

2.5  有效组分的鉴定 

图 3A 为组分 4 的液相图，图 3B 为出峰时间

为 19.88 min 时对应峰的质谱图。目前，脂肽化合

物主要有 4 大家族，分别为 Surfactin 家族、Iturin

家族、Fengycin 家族、Bacilysin 家族。Surfactin

的 分 子 式 为 C53H93N7O13 ， Iturin 的 分 子 式 为

C66H103N17O16，Fengycin 的分子式为 C72H110N12O20，

Bacilysin 的分子式为 C12H18N2O5。输入各分子式

后算出质核比(m/z)，结果发现 C53H93N7O13 的 m/z

的值为 1 036.69，输入 1 036.69 后出现了如图 3A

所示的液相图，由此可知组分 4 中含有 Surfactin；

该液相图中 19.88 min 的峰相对丰度最高，所以

组分 4 中主要物质为 19.88 min 处的物质，对    

19.88 min 处峰进行质谱分析发现该处物质的主要

m/z 为 1 036.69。由此可以判断组分 4 主要物质为

分子量为 C53H93N7O13 的 Surfactin。相关文献报道，

HPLC 出峰时间在 17.4−19.9 min 之间，分子量(m/z)

为 1 036.69 的脂肽类型为 C15 Surfactin A 或 C16 

Surfactin B 或 C15 Surfactin C[28]，进一步验证了本实

验的结果；此外，该液相图中还有 2 个小峰处的物

质未分析出分子式，该处的物质有待进一步分析。 

 

 
 
图 1  LP (A)和 LPc (B)的液相图 
Figure 1  The liquid phase diagram of LP (A) and LPc (B)  
注：1、2、3、4、5 为 LP 图与 LPc 图中 5 个相同的峰 

Note: 1, 2, 3, 4 and 5 are the five same peaks in LP graph and LPc graph 
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图 2  5 个组分对菌株 B12 生物被膜形貌(A)以及蛋白含量(B)和多糖含量(C)的影响 
Figure 2  Effects of the five components on the morphology (A), the protein content (B) and the polysaccharide content 
(C) of strain B12 biofilm 
注：图 B、C 中不同小写字母表示不同处理间有显著差异(P<0.05)。下同 

Note: Different lowercase letters in Figure B and C indicate significant differences between different treatments (P<0.05). The same below 

 

 
 

图 3  HPLC-MS 法对有效组分的鉴定 
Figure 3  Identification of active components by HPLC-MS 
Note: A: HPLC diagram; B: MS diagram 
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2.6  Surfactin 对细菌生物被膜特性的影响 

相关文献报道 Surfactin 的出峰时间为 8−12 min，

而且峰形为“M”形[29]。由图 4 的液相图可知，Msgg

培养基中菌株 B12 也可以产 Surfactin。由图 5A、

5B 可知，Surfactin 可显著提高菌株 B12 生物被膜

的干重，但菌株 B12 浮游细胞数量与 CK 相比却

降低了 46.9%。这可能是因为 Surfactin 可促进菌株

B12 的群集，导致生物被膜形成增加，而浮游细胞

数量减少。由图 5C−5E 可知，外源添加 Surfactin

后，与 CK 相比，菌株 B12 Cd 的去除率增加了

36.1%，其中生物被膜 Cd 吸附比例增加了 46.8%，

而浮游细胞吸附 Cd 的比例却下降了 52.7%。可见，

外源添加 Surfactin 后，更多的 Cd 被菌株 B12 生物

被膜吸附。上述结果表明，Surfactin 可通过促进菌

株 B12 的群集来促进生物被膜的形成，利用生物

被膜吸附更多的 Cd 来缓解 Cd 对自身的胁迫。 

分析图 5A 可知，与 CK 相比，外源添加

Surfactin 后，不同属的苜蓿中华根瘤菌 Mr40 以及

同属不同种的解淀粉芽孢杆菌 P29 生物被膜干重

分别增加了 126.9%和 84.1%。可见，Surfactin 对

其他产膜细菌生物被膜也有促进作用。菌株 Mr40

与 P29 的浮游细胞数量以及 Cd 吸附比例与 CK 相

比都显著下降，但生物被膜 Cd 的吸附比例分别增

加了 47.3%和 68.1%。该结果表明，Surfactin 不仅

可以调控枯草芽孢杆菌 B12 生物被膜的形成，对

其他细菌生物被膜的形成也有促进作用。 

 

 
 
图 4  Msgg培养基中枯草芽孢杆菌B12分泌的Surfactin

液相图 
Figure 4  Liquid phase diagram of surfactin secreted by 
Bacillus subtilis B12 in Msgg medium 

3  讨论与结论 

生物被膜在细菌抵抗重金属胁迫过程中发挥

着至关重要的作用。研究表明，微生物形成生物被

膜是一种克服环境压力的策略，如营养物质耗竭、

氧自由基、重金属的存在等[30]。生物被膜中大量

的胞外多糖、胞外蛋白等物质带有大量阴离子，作

为一个离子交换器可以有效阻止毒性分子物质，如

重金属离子的渗透，从而使生物被膜中的细胞远离

重金属的毒害[31]。本研究中 Cd 浓度为 0.1−1.0 mg/L

时，与 CK 相比，菌株 B12 生物被膜干重显著增

加了 21.8%−70.0%。由此可见，Cd 胁迫作为一种

环境压力可以促进 B12 生物被膜的形成，枯草芽

胞杆菌生物被膜可以通过离子交换的形式吸附

Cd，此外菌株 B12 生物被膜形成的网格状结构还

能有效屏蔽 Cd 的渗透，减少 Cd 进入细胞，从而

缓解 Cd 对细胞的毒害。这可能是菌株 B12 缓解

Cd 胁迫的机制之一。 

有文献报道，枯草芽孢杆菌 Surfactin 的产量

与诱导自身产生系统性抗性之间具有强烈的正相

关性[32]。Cd 为一种有毒的重金属，菌株 B12 受到

Cd 胁迫时，为了增强自身的系统性抗性，菌株 B12

可能分泌更多的 Surfactin。此外，相关文献报道了

PhoR/PhoP 双组分系统是枯草芽孢杆菌中普遍存

在的一种调控系统，可影响 Surfactin 的合成[32]。

相关研究发现，在低磷环境下，位于细胞被膜上的

组氨酸蛋白激酶 PhoR 自磷酸化后将自身获取的磷

酸基团转移到位于细胞质中的调控因子 PhoP 上，

磷酸化的调控因子 PhoP 通过与下游调控 Surfactin

合成基因的启动子区域相结合，进而调控 Surfactin

的表达。相类似地，菌株 B12 也可能通过 PhoR/ 

PhoP 双组分系统来调控 Surfactin 的分泌，但该推

测还需探究 PhoR/PhoP 的基因表达和磷酸化水平

来进一步验证。 

Cd 胁迫促进了菌株 B12 生物被膜的形成以及

Surfactin 的分泌。同时，本研究还发现 Surfactin

也可以促进生物被膜形成。目前，枯草芽孢杆菌生 
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图 5  Surfactin 对生物被膜干重(A)、浮游细胞数量(B)、浮游细胞吸附 Cd 比例(C)、生物被膜吸附 Cd 比例(D)、

Cd 去除率(E)的影响 
Figure 5  Effects of surfactin on biofilm dry weight (A), number of plankton cells (B), Cd adsorption proportion of 
plankton cells (C), Cd adsorption proportion of biofilm (D) and Cd removal rate (E) 
注：*：与 CK 相比，在 0.05 水平有显著差异(P<0.05) 

Note: *: There is a significant difference at the 0.05 level (P<0.05) compared to CK 
 

物被膜形成的主要调控网络包括 Spo0A 下游的

SinR/SinI、AbrA/AbrB、SinR/SlrR/SlrA 和独立于

Spo0A 途径的 YwcC、DegU/DegS 等途径[33]。Spo0A

的磷酸化可使生物被膜基质基因得到表达，而

Spo0A 的磷酸化(Spo0A−P)水平是由组氨酸激酶

KinABCD 感受外界环境信号的变化来调控的[34]。

基因簇 epsA-O 和 tapA-sipW-tasA 是生物被膜基质

形成所必需的基因[35]。研究报道 Surfactin 在生物

被膜形成过程中起着信号分子的作用，Surfactin

可使枯草芽孢杆菌细胞被膜表面发生钾泄漏，钾泄

漏可以激活组氨酸激酶 KinC 的活性，而组氨酸激

酶 KinC 又控制了基质产生所必需的 epsA-O 和

tapA-sipW-tasA 基因的表达[36-37]。本研究中，外源

添加 Surfactin 后，B. subtilis B12、S. meliloti Mr40、

B. amyloliquefaciens P29 的生物被膜干重显著增

加，说明 Surfactin 不仅可以调控枯草芽孢杆菌的

生物被膜形成，对其他菌株的生物被膜形成也有调

控作用。调控的机制可能是 Surfactin 引起细菌细
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胞被膜钾泄漏，进而激活组氨酸激酶，活化的组氨

酸激酶通过调控 epsA-O 和 tapA-sipW-tasA 来调控

生物被膜形成。 

本研究发现 Surfactin 可以促进菌株 B12、

Mr40、P29 生物被膜形成，减少浮游细胞数量，使

菌株能更好地去除溶液中的 Cd。Surfactin 作为  

一种表面活性剂，与细菌的运动以及定殖有密切关

系。研究报道，枯草芽孢杆菌 Surfactin 缺失突变

株游动性以及在生物和非生物表面的扩散性显著

下降[38-39]。本研究中，Cd 胁迫下溶液中菌株 B12

浮游细胞数量显著下降，可能是因为 Surfactin 分

泌量增加促进了溶液中细菌向生物被膜中游动；此

外，Surfactin 作为一种表面活性素，可能降低了液

面的表面张力，使细菌形成的生物被膜在液面处更

好地扩散，从而使生物被膜更好地吸附在试管壁

上，增加生物被膜的结实度。 

综上所述，Cd 胁迫可以促进菌株 B12 分泌更

多 Surfactin，Surfactin 不仅可以促进自身生物被

膜的形成，还可以促进不同属的苜蓿中华根瘤菌

Mr40 以及同属不同种的解淀粉芽孢杆菌 P29 生物

被膜的形成，这 3 株菌生物被膜增多后可以吸附

更多的 Cd，从而缓解 Cd 胁迫。 
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