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研究报告 

菲降解菌 Pseudomonas sp. JM2-gfp 细胞特性对生物膜形成

能力的影响及其在植物根表的定殖 

高晓蓉*  朱丽晖  周玉嫚 

大连理工大学生物工程学院  辽宁 大连  116024 

摘  要：【背景】多环芳烃是农田土壤中的主要有机污染物，可通过作物根系进入食物链威胁人类健

康。采用高效降解菌在植物根际形成生物膜是一种经济可行的生态阻控策略，而细菌细胞特性是影

响其表面粘附并进行初始成膜的关键。【目的】探究菲高效降解菌 Pseudomonas sp. JM2-gfp 的细胞

特性对自聚集成膜过程的影响，观察其在小麦根表定殖成膜情况，为在土壤-根际系统中构建阻控屏

障提供理论依据。【方法】采用培养皿培养、结晶紫染色、接触角测量(Contact Angle Measurement，

CAM)及定量方法测定 JM2-gfp 菌株细胞特性，采用植物液体培养法形成生物膜，采用激光共聚焦

显微镜(Confocal Laser Scanning Microscope，CLSM)、扫描电子显微镜(Scanning Electron Microscope，

SEM)观察和分析生物膜的结构特征。【结果】菌株 Pseudomonas sp. JM2-gfp 生有鞭毛结构及疏水性细

胞壁，并具备较强的运动能力、初始粘附率和自聚集能力。JM2-gfp 菌株具有良好的成膜及降解能力，

48 h 菲降解效率是浮游态菌株的 2.5 倍。成膜过程呈现明显的周期性变化，2 d 时生物膜量达最大值。

2 d 内生物膜厚度约为 32.8 μm，生物膜上分泌多种胞外基质物质(Extracellular Polymeric Substances，

EPS)，其中碳水化合物和蛋白质含量分别为 74.68 μg/mL 和 211.9 μg/mL。小麦根系与菌液共培养 4 d

后，JM2-gfp 菌株可在根表形成稳定的生物膜，并进一步定殖到根和茎、叶组织内部。【结论】菲胁

迫下，Pseudomonas sp. JM2-gfp 降解菌易于在载体表面附着聚集形成生物膜，降解能力也随之增

强，其在植物根表定殖成膜的结果为阻控土壤有机污染物进入作物体内提供了一种新的技术策略。 

关键词：菲降解菌，细胞特性，生物膜，根表，定殖 

Effect of characteristics of phenanthrene-degrading bacteria 
Pseudomonas sp. JM2-gfp on biofilm formation and its 
colonization on plant root surface 
GAO Xiaorong*  ZHU Lihui  ZHOU Yuman 

School of Bioengineering, Dalian University of Technology, Dalian, Liaoning 116024, China 

Abstract: [Background] Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) accumulated in agricultural soils are 
threatening human health and ecosystem via food chain. The strategy to impede PAHs entrance by biofilm 
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formation of degrading bacteria on the root surface is economically feasible. Bacteria cell properties are 
the key factors determining its adhesion and initial formation of the biofilm. [Objective] Our study aims to 
investigate the biofilm formation process and identify the features of a phenanthrene degrading bacterium 
Pseudomonas sp. JM2-gfp influencing on the cell adhesion and the biofilm formation, to observe its 
colonization on the wheat root surface, and finally to provide references for building a control barrier in 
the soil-rhizosphere system. [Methods] Methods of petri dish culture observation, crystal violet stain, and 
contact angle assay were used to determine the cell characteristics of JM2-gfp. Hydroponic culture of plant 
was used to generate the biofilm formation. The structural features of the biofilm were observed and 
analyzed by a confocal laser scanning microscope (CLSM) and scanning electron microscope (SEM). 
[Results] The strain Pseudomonas sp. JM2-gfp has a flagella structure and hydrophobic cell wall, as well 
as strong motility, initial adhesion, self-aggregation ability. It showed good biofilm-forming abilities and 
phenanthrene-degrading performance. Compared with planktonic bacteria, our biofilms can degrade 
phenanthrene within 48 hours by 2.5 times. The film formation process presented obvious periodic 
changes, and the amount of the biofilm reached the maximum at the second day. The thickness of the biofilm 
within 2 days was about 32.8 μm, and a variety of extracellular polymeric substances (EPS) were secreted on 
the biofilm, containing carbohydrate at the concentration of 74.68 μg/mL and protein 211.9 μg/mL, 
respectively. After 4 days of co-cultivation of wheat roots and JM2-gfp, a stable biofilm was formed by 
JM2-gfp on the root surface, and further colonized the roots, stems and leaf tissues. [Conclusion] The 
phenanthrene degrading bacterium Pseudomonas sp. JM2-gfp can form stable biofilms and enhance its 
degradation abilities. The formation of biofilm on the root surface provides an alternative approach in 
future applications to prevent organic pollutants entering into the crops. 

Keywords: phenanthrene-degrading bacteria, cell characteristics, biofilm, root surface, colonization 
 

多环芳烃(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons，

PAHs)是一类环境中普遍存在的持久性有机污染

物，具有致癌、致畸、致突变特性，近年来已发展

成为我国农田土壤的主要有机污染物[1]。诸多证据

表明，土壤中的 PAHs 可通过作物根系进入食物链

逐级放大并最终威胁人类健康[2]。相较于物理和化

学修复方法所存在的成本高、容易造成二次污染等

问题，低成本、环境友好且降解彻底的微生物修复

被认为是去除土壤 PAHs 的有效手段[3]。然而，实

验室筛选出的许多优良降解菌株由于面临土壤环

境中的各种生物及非生物胁迫，导致难以生存并发

挥作用[4]。生物膜结构是自然条件下大多数细菌在

物体表面的存在形式，这种群体优势每年都会导致

医药和工业等领域出现数十亿美元的设备损坏、产

品污染、医疗感染等问题[5-7]，然而生物膜在作物

保护、工业废水处理等领域实现有机污染物的降解

和迁移阻控中发挥了重要作用[8]。例如，很多细菌

会在植物根表自然成膜，以提高其在根际土壤中的

生物量和存活时间[9]，目前已在生物修复中逐渐应

用[10]。然而，PAHs 降解菌在作物根际的成膜特性

和降解能力稳定性尚不明确，对其成膜机制的深入

研究具有非常重要的意义。 

生物膜的发育是一个连续的过程，细菌的自身

特性、物体表面特性及环境条件是生物膜形成的决

定因素[11]。生物膜形成的关键步骤是细菌在物体表

面的初始粘附，而细菌的表面疏水性以及鞭毛、纤

毛等附属结构都会影响其在材料表面的附着[12]。据

报道，鞭毛介导的泳动和群集运动对于生物膜发育

的各个阶段都是必不可少的，如附着、形成微菌落

和分散等[13-14]，而细胞表面疏水性的增加促进了

细菌对物体表面的初始附着。有研究表明，暴露

于短波灭菌紫外线(Ultraviolet C，UVC)亚致死剂

量下，铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)增

加了细胞疏水性及生物膜形成能力[15]。白色念珠

菌(Candida albicans)形成生物膜期间，细胞表面疏

水性基因的表达量增加，表明其表面疏水性与生物

膜的形成显著相关[16]。细胞表面疏水性通常与细

菌粘附性相关，菌株类型、培养基成分、培养时间
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以及外界的环境条件(pH、温度、流体剪切力)也会

影响细胞的附着及成膜行为[17-19]。 

目前对于生物活性界面成膜的研究主要集中

在人体器官表面(包括牙齿)，但是对于根表面成膜

的研究较少。本论文以实验室分离鉴定的高效菲降

解菌 Pseudomonas sp. JM2-gfp 为研究对象[20]，探

究该菌株的运动特征、初始粘附能力、细菌自动聚

集能力、细胞壁疏水性等细胞特性，明确其成膜能

力、成膜过程及组成特征，阐明细菌细胞学特性对

生物膜形成能力的影响，进而又在小麦根表探究其

成膜能力，以期为在实际污染农田中开展降解菌生

物膜的阻控应用提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和植物材料 

降解菌 Pseudomonas sp. JM2-gfp 为本实验室

从有机污染工业区土壤中以菲为唯一碳源筛选驯

化 、 基 因 构 建 保 存 的 高 效 降 解 菌 株 ； 降 解 菌

Pseudomonas sp. JPYR-1 为同一污染地筛选驯化、

保存的芘高效降解菌株；Paeruginosa sp. PAL 由大

连理工大学徐永平教授课题组提供。 

小麦种子(丰强 7)，由吉林省农业科学研究院

提供。 

1.2  主要试剂和仪器 

酵母膏、蛋白胨、20% PBS 缓冲溶液、1%结

晶紫染色液、葡聚糖、Brandford，北京索莱宝科

技有限公司；苯酚、戊二醛，天津市大茂化学试剂

厂；菲，天津希恩思生化科技有限公司；甲醇(色

谱纯)、正己烷，北京百灵威科技有限公司。 

透射电子显微镜，Hitachi 公司；高效液相色

谱仪，Agilent 公司；场发射扫描电镜，日本株式

会社公司；接触角测量仪，KRüSS 公司；傅里叶

红外光谱仪，Thermo 公司；激光共聚焦显微镜，

Olympus 公司。 

1.3  细胞运动特征测定 

(1) 形态特征的观察 

2.5%戊二醛溶液固定 JM2-gfp 菌体 1 h，PBS

缓冲液漂洗 3–5 次、重悬。取 8 μL 菌液滴至铜网上，

静置，干燥，用无菌水多次洗涤铜网后，滴加 0.5%

磷钨酸，滤纸吸干，置于透射电子显微镜下观察。 

(2) 群集性和泳动性测定 

JM2-gfp 菌株在含有 1.5%琼脂的 LB 固体培养

基上进行划线培养。分别配制含有 0.3%琼脂和 0.7%

琼脂的 LB 固体培养基，用于测定细胞的泳动性和

群集性。无菌牙签挑取单菌落接种在平板中心，干

燥 30 min 后，置于 30 °C 培养箱中培养 12 h[21]。 

1.4  细胞初始粘附能力测定 

将 JM2-gfp 菌株接种到 LB 液体培养基中，

30 °C、170 r/min 培养 12−16 h (下同)。菌液用 PBS

缓冲液稀释至 OD600 为 0.1，取 2 mL 加入聚苯乙烯

培养皿中，30 °C 孵育 30 min。用 PBS 缓冲液洗去

未附着的菌体，粘附细胞用 1%结晶紫染液染色，

在光学显微镜下定量统计，结果以粘附细胞占细胞

总数的百分比表示。 

1.5  细胞自聚集能力测定 

取 50 mL 培养的 JM2-gfp 菌液，5 000 r/min

离心 10 min，弃上清，PBS 缓冲液重悬菌体。向

玻璃管(10 mm×70 mm)中加入 3 mL 菌悬液，室温

条件下静置 24 h。将 200 μL 菌悬液加到 96 孔板中，

测量 OD600。自动聚集百分比(A%)按照 Mangwani

等[22]的方法计算。 

1.6  细胞壁疏水性测定 

(1) 微 生 物 黏 着 碳 烃 化 合 物 法 (Microbial 

Adhesion to Hydrocarbons，MATH) 

将 4 mL 菌悬液(OD600=1.0)转移到酸处理后的

玻璃试管(d=10 mm)中，加入 1.5 mL 二甲苯溶液作

为有机相，涡旋混匀后，静置。待分层后测定下层

水相的 Af 值(波长为 600 nm)，对照组 Ai 不加有机

相，样品设置 3 个重复。细胞表面疏水率(%)= 

(Ai−Af)×100/Ai。疏水性评定[23]：67%−100%为高疏

水性；33%−67%为中度疏水；0−33%为亲水。 

(2) 接触角测量法(Contact Angle Measurement，

CAM) 
JM2-gfp 菌液 5 000 r/min 离心 10 min，用 PBS
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缓冲液重悬菌体至 OD600 为 1.0，随后用孔径为 0.45 μm

的硝酸纤维素膜过滤。将滤膜置于 LB 固体培养基

上，滤纸吸干后，用接触角测量仪进行测定[24]。 

1.7  成膜能力测定 

将 JM2-gfp 菌液用 LB 培养基以 1:100 比例稀

释，取 200 μL 菌液加入 96 孔培养板中，30 °C 培

养 1−4 d，用 PBS 缓冲液轻轻洗去浮游细菌，待自

然 风 干 后 再 用 0.1% 结 晶 紫 染 液 (100 μL) 染 色    

30 min。PBS 缓冲液冲洗去掉浮色，风干后加入

200 μL 95%乙醇，待结晶紫完全溶解后，测定   

595 nm 吸光值(As)，以 LB 培养基为对照(Ac)。细菌

形成生物膜能力评定[25]：As≤Ac 为无生物膜生产者；

Ac<As≤(2×Ac)为低生物膜生产者；(2×Ac)<As≤(4×Ac)

为中等生物膜生产者；(4×Ac)<As 为强生物膜生

产者。 

1.8  生物膜形态观察 

(1) 激光共聚焦显微镜(Confocal Laser Scanning 

Microscope，CLSM)观察 

JM2-gfp 菌株在 LB 培养基中培养过夜，用 LB

培养基以 1:100 的比例稀释，取 3 mL 在聚苯乙烯

培养皿中 30 °C 培养 2 d。PBS 缓冲液洗去浮游细

菌后，在 2.5%戊二醛溶液中至少固定 4 h，用于

CLSM 观察。 

(2) 扫 描 电 子 显 微 镜 (Scanning Electron 

Microscope，SEM)观察 

将 1 cm×1 cm 载玻片置于 JM2-gfp 菌液中静置

48 h 培养生物膜。用 PBS 缓冲液洗涤载玻片，2.5%

戊二醛溶液固定 4 h 以上，逐步在浓度为 30%、

50%、70%、90%、95%的乙醇溶液中脱水，每次

脱水时间为 20 min，最后用 100%酒精脱水 2 次。

对载玻片喷金处理后用于 SEM 观察[26]。 

1.9  细 胞 外 基 质 (Extracellular Polymeric 

Substances，EPS)含量及生物膜降解能力测定 

JM2-gfp 菌液与 LB 培养基 1:100 比例混合后，

加入装有无菌玻璃珠(2 mm×2 mm)的烧瓶中。

30 °C 静置孵育 48 h。PBS 轻洗、温和涡旋将生物

膜从玻璃珠分离。 

(1) EPS 含量 

取 5 mL 生物膜样品于 4 °C、6 500×g 离心   

10 min，上清液与双倍体积的 90%预冷乙醇混合，

4 °C 静置 18 h。4 °C、10 050×g 离心 10 min，收

集沉淀，60 °C 干燥备用[27]。干燥物与 KBr 粉末以

1:100 比例混匀，傅立叶变换红外(Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy，FTIR)光谱仪测量官能团组

成。Bradford 和苯酚硫酸法估算 EPS 总蛋白和碳

水化合物含量[27]。 

(2) 生物膜降解能力测定 

5 mL 生物膜样品加入同体积无机盐培养基

(含 50 mg/L 菲)，30 °C 黑暗孵育 7 d，添加等体积

正 己 烷 萃 取 有 机 相 ， 高 效 液 相 色 谱 法 (High 

Performance Liquid Chromatography，HPLC)测定残

留的菲。浮游细菌浓度调节至与生物膜内细菌浓度

相当为对照[28]。 

HPLC 检测条件：色谱柱：C18，4.6 mm×    

250 mm×5 μm；柱温：25 °C；进样量：10 μL；检

测时间：10 min；流动相:甲醇:水(85:15，体积比)；

流速：1 mL/min。 

1.10  小麦根表菲降解菌生物膜的构建 

(1) 小麦幼苗培养 

萌发的小麦种子移栽到 1/2 Hoagland 营养液

中，每个烧杯种植 16 株小麦，置于光照培养箱中

培养 15 d (16 h 光照/8 h 黑暗，25±3 °C)。每天补

充营养液，轮流交换烧杯位置。 

(2) 生物膜构建及形态观察 

将 小 麦 幼 苗 转 移 到 含 有 JM2-gfp 菌 悬 液

(OD600 为 1.5)的 1/2 Hoagland 营养液中，根部完全

浸泡，1−7 d 每天随机选取小麦根部，用 pH 7.0 的

10 mmol/L PBS 清洗后，浸泡在 4%的多聚甲醛溶

液中 4 °C 固定[29]，制成临时玻片。利用激光共聚

焦显微镜，分别在 40、600 倍镜下观察成膜情况(激

发波长 488 nm，发射波长 515–535 nm)。未浸菌悬
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液培养的小麦幼苗根部作为对照。 

(3) 小麦体内菲降解菌菌量的统计 

无菌水冲洗去除小麦根表上的浮游细菌，滤纸

吸干、称重，再将其放置于含有 5 mL 无菌水的离心

管中，充分涡旋振荡，获得根表面生物膜的菌悬液。

无菌水清洗根与茎、叶表面，滤纸吸干、称重，再

转移至超净工作台中表面消毒后，研磨制备成菌悬

液。适当稀释菌悬液，取 100 μL 涂布于含有抗生素

的 LB 固体培养基上(Amp：100 mg/L；Kan：50 mg/L)，

30 °C 倒置培养 1−3 d，对目标菌落数进行计数。 

1.11  数据处理与分析 

实验结果以平均值±标准偏差的形式表示，

使用 SPSS19.0、Origin9.0、Image J 软件对不同

培养条件下的生物膜形成量和浮游态细菌量进

行数据处理和分析。以 P<0.05 作为具有显著性

差异的标准。 

2  结果与讨论 

2.1  细胞运动学特征对菲降解菌 JM2-gfp 成膜

能力的影响 

细菌通常借助极性鞭毛或菌毛自由游动到合

适的表面并在其上移动，主要依赖群集、泳动、抽

搐、滑行和滑动等一系列行为机制[13-14]。JM2-gfp

菌株的电镜观察结果表明，菌体细胞生长有周生鞭

毛，具备运动特性(图1A)。一般认为，鞭毛旋转可

驱动单细胞菌体在液体中通过趋化性进行快速定

向的泳动，以及多个细菌在表面快速进行群集运

动。分别在含有 0.3%半固体琼脂培养基和 0.7%半

固体琼脂培养基上，JM2-gfp 菌株显示出较强的游

泳运动能力(图1B)和明显的群集行为(图1C)，泳动

直径大于 3 cm，群集运动直径大于 1 cm (图1D)。

在生物膜发育过程中，游泳运动和群集运动发挥重

要作用[13-14]。假单胞菌、芽孢杆菌、弧菌、大肠杆 
 

 
 

图 1  JM2-gfp 降解菌的运动学特征 
Figure 1  Movement characteristics of JM2-gfp degrading bacteria 
注：A：鞭毛结构；B：游泳运动；C：群集运动；D：运动半径 

Note: A: Bacterial flagella; B: Swimming movement; C: Cluster movement; D: Movement radius 
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菌、沙门氏菌和变形杆菌等细菌的成膜与其自身的

运动学特征有关[21]。 

2.2  细胞表面特性对菲降解菌 JM2-gfp 成膜能

力的影响 

利用结晶紫染色和菌落计数法对 JM2-gfp 菌

株的细胞初始粘附能力进行了测定。图 2A 中的箭

头明确指出了培养基表面上生长的生物膜，菌落计

数结果显示该菌株的初始粘附率为 2.63%±0.22%。 

JM2-gfp 菌株具有自聚集能力，图 2B 中的结果

表明，生长 4 h 时，JM2-gfp 菌株细胞聚集量约为

68%，8 h 以后聚集量增加到 75%，高于文献中报道

的成膜能力较强的铜绿假单胞菌 N6P6 和假产碱假

单胞菌 NP103 自动聚集的能力，它们分别为 18%−38%

和 19%−43%[22]。值得注意的是，具有强自聚集行

为的根际促生细菌(根瘤菌突变株 A. brasilense)也

表现了与生物膜形成能力的相关性，主要表现在生

物膜的初始形成阶段，这说明自聚集能力有利于细

菌建立一个无柄的微生物群落[30]。 

细胞表面疏水性是影响细菌在各种材料表面

粘附的主要因素，主要是其中的疏水基团去除相互

作用表面之间的水膜，从而使粘附能够发生作   

用[31]。因此，细胞表面疏水性也是生物膜初始建

立过程中微菌落形成的关键因素。已有研究表明，

可 降 解 疏 水 性 化 合 物 的 细 菌 通 常 具 有 高 疏 水   

性[32]。本研究使用 CAM 法和 MATH 法分别测定

了铜绿假单胞菌 PAL、菲降解菌 JM2-gfp 和芘降

解菌 JPYR-1 的细胞表面疏水性。CAM 法测量的  

3 种细菌接触角分别为 48.4°、89.7°和 92.8°，表明

2 株降解菌细胞的表面疏水性明显高于铜绿假单

胞菌 PAL[24] (图 2C)。MATH 法进一步证明 2 株多

环芳烃降解菌为疏水性强的细菌，铜绿假单胞菌

PAL 的疏水性与报道的 N6P6 细菌表面疏水性

35.33%相似，属于弱疏水性菌(图 2D)[22]。此外，

细菌的生长环境、培养时间及菌体形态等因素发生

改变也会改变细胞表面的疏水特性，从而影响细菌

在其他表面的附着和成膜[33]。 

 
 

图 2  JM2-gfp 菌株细胞表面化学特性测定结果 
Figure 2  Cell surface chemistry of JM2-gfp  
注：A：JM2-gfp 菌株在聚苯乙烯材料表面初始粘附；B：自

聚集能力；C：水接触角法测定细菌细胞壁疏水性；D：MATH

法测定细菌细胞壁疏水性。不同字母(a、b)表示样本间差异显

著(P<0.05) 

Note: A: The initial adhesion on polystyrene; B: Automatic 
aggregation ability; C: Determination of bacterial cell 
hydrophobicity by water contact angle method; D: Determination 
of bacterial cell wall hydrophobicity by MATH method. Different 
letters indicate significant differences between samples (P<0.05) 
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2.3  菲降解菌 JM2-gfp 的成膜能力 

利用结晶紫染色法对菲降解菌 JM2-gfp、铜绿

假单胞菌 PAL 和芘降解菌 JPYR-1 的成膜能力进

行测定(图 3)。实验结果表明，3 种细菌生长 2 d

后均达到生物膜的成熟期。铜绿假单胞菌 PAL 通

常被用作生物膜研究的模式细菌，其染色后测得

OD595 为 0.565±0.048，大于评定标准值 0.328[25]，

是强生物膜生产者[34]。菲降解菌 JM2-gfp 染色后

的 OD595 为 0.382±0.035>0.328，同样属于强生物膜

生产者，芘降解菌 JPYR-1 属于中等生物膜生产者，

OD595 为 0.279±0.038，介于 0.246 和 0.328 之间。

阴性对照(LB 培养基)的 OD595 为 0.082。 

2.4  JM2-gfp 菌株生物膜的结构解析 

对 JM2-gfp 菌株在聚苯乙烯表面上形成生

物膜的过程进行观察。荧光强度显示菌株自身

生物膜的形成量和细菌密度在第 2 天均达到最

大值 (图 4A−4C)。膜的厚度也在第 2 天达到最大

值 32.8±3.80 μm，与之前结晶紫染色的结果一致。  

第 1 天和第 3 天的细菌密度和膜厚度均小于     

第 2 天，厚度分别为 9.8±0.24 μm 和 7.4±0.96 μm  

(图 4D−4F)。值得注意的是，细菌 JM2-gfp 在成膜

过程中形态发生了变化，成膜第 1 天的菌体呈长杆

状，之后体积变小，多呈圆球形。有研究表明

Paenibacillus lautus NE3B01 在形成生物膜时呈现 

 

 
 
图 3  JM2-gfp 降解菌的成膜过程 
Figure 3  JM2-gfp degrading bacterial biofilm formation 
注：CK 表示无菌 LB 

Note: CK means sterile LB 

球形和杆状 2 种形态，这是细胞通过表型异质性对

环境变化的适应，有助于优化细胞与其附着的表面

之间的相互作用[35]。 

扫描电镜表征了 JM2-gfp 菌株生物膜形成过

程，与 CLSM 观察的结果相似(图 4G−4I)。菌株

JM2-gfp 培养 2 d 后可形成成熟的生物膜，细菌彼

此间紧密粘附，并且被致密的网状结构所包被，可

能是由细菌分泌物所构成的胞外基质物质。EPS

对生物膜的功能特性具有决定作用，例如增强生物

膜的机械稳定性、保水性、提高细菌抗环境胁迫、

促进生物膜对化合物的吸附以及营养物质的吸收

利用等[36]。 

2.5  生物膜对菲的降解 

为了验证生物膜的降解能力优于浮游细菌，测

定了 0−84 h 内生物膜对菲的降解效果(图 5)。其中，

生物膜生长 48 h 后可降解约 52.8%的菲，是浮游

细菌降解能力的 2.5 倍左右。Mangwani 等也报道

了相似的研究结果，浮游生长的 Stenotrophomonas 

 

 
 

图 4  JM2-gfp 菌株生物膜形成过程 
Figure 4  The formation process of JM2-gfp biofilm 
注：A−F：CLSM 表征 JM2-gfp 菌株生物膜形成过程；G−I：

SEM 表征 JM2-gfp 菌株生物膜形成过程 

Note: A−F: Characterization of JM2-gfp biofilm formation by 
CLSM; G−I: Characterization of JM2-gfp biofilm formation by 
SEM 
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图 5  生物膜降解菲 
Figure 5  Biofilm degradation of phenanthrene 

 
acidaminiphila NCW-702 培养 7 d 后对菲的降解率

仅为 38.7%±2.5%，形成生物膜后的降解率高达

71.1%±3.1%[28]。因为 48 h 是 JM2-gfp 菌株生物膜

成熟的最大值，所以 48 h 后生物膜和浮游细菌降

解速率的差距逐渐减少。相对于浮游细菌，生物膜

的高效降解能力可能源于其优越的生长模式。一

方面，EPS 作为物理屏障不仅有利于细菌附着，

而且避免了细菌和菲的直接接触，降低菲对细菌

的毒性损害并提高生长速率；另一方面，生物膜

在空间上扩大了细菌与疏水性碳底物之间的界面

面积，提高了菲的生物可及性，从而有利于降解

菌对菲的利用转化。 

2.6  JM2-gfp 菌株生物膜细胞外基质组成 

生物膜形成过程中，细菌生长会逐渐向胞外分

泌多种物质。利用 Bradford 和还原糖计量方法，

测得 JM2-gfp 菌株生物膜的胞外基质蛋白含量为

211.9 μg/mL，碳水化合物总量为 74.68 μg/mL。 

FTIR 分析了 EPS 表面功能基团的光谱组成

(图 6)。谱图上对应于−COC−、PO4−、−NH2 和

−CH2−官能团的特定峰值，说明 EPS 中含有多糖、

核酸、蛋白质和脂质[37]。其中，1 372−1 041 cm−1

之间为糖醛酸的目标峰，3 500−2 921 cm−1 之间

的峰值表明 EPS 中存在脂质，碳水化合物由   

1 750 cm−1 和 1 625 cm−1 之间的−COC−拉伸显示，

在 1 643−1 372 cm−1处出现了酰胺特征峰，表明 EPS 

 
 
图 6  细胞外基质组成 
Figure 6  The composition of the extracellular polymeric 
substances 

 
组成成分中含有蛋白质，而且在 878 cm−1 处的峰

值说明 EPS 中还含有核酸。 

2.7  菲降解菌 JM2-gfp 在小麦根表和体内的成

膜定殖 

采用蘸根法，将小麦根部浸泡在 JM2-gfp 菌悬

液中(OD600 为 1.5)，每隔 1 d 随机取样，连续 7 d，

分别在 40 倍和 600 倍物镜下观察了小麦根表形成

生物膜的情况(图 7)。结果表明，蘸根处理 4 d 后，

在小麦根部可观察到由 JM2-gfp 降解菌构成的成

熟稳定的生物膜，主要形成过程如下：(1) 游离状

态的 JM2-gfp 菌体在小麦根表附着；(2) 细菌利用

根表分泌出的营养物质开始生长直至形成微菌落；

(3) 随着浮游菌体继续附着和更多微菌落形成，根

表不断被菌体铺满，生物膜逐渐成形；(4) 在根表

形成成熟稳定的生物膜。这种成膜方式与高等生物

中细菌生物膜的形成过程相似，都经历菌体的初始

粘附、出现微菌落、生物膜成熟稳定及最后细菌从

生物膜中脱离与再粘附重生等过程[38]。 

利用平板计数法对小麦根表生物膜形成过程

中 JM2-gfp 菌数量的变化情况进行统计。结果表

明(图 8)，小麦根表上的菲降解菌 JM2-gfp 数量

在 1−7 d 内逐渐增加并趋于稳定。其中，生物膜

在第 4 天基本达到稳定状态；5−7 d 时，根表降解

菌数量虽略有增加但并不显著；第 7 天时，根表 
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图 7  菲降解菌 JM2-gfp 在小麦根表的定殖成膜过程 
Figure 7  Biofilm formed by phenanthrene-degrading bacteria JM2-gfp on the surface of wheat roots 
注：40 倍镜下观察，标尺为 800 μm；600 倍镜下观察，标尺为 20 μm 

Note: Observed at 40×, scale bar=800 μm; Observed at 600×, scale bar=20 μm 

 

 
 
图 8  菲降解菌 JM2-gfp 在小麦地下部和地上部上的 

分布 
Figure 8  Distribution of phenanthrene-degrading 
bacteria JM2-gfp on the root surface and in the root and 
the shoot of wheat plant as determined by plate counting  

 
JM2-gfp 菌株数量达到 9.05 lg CFU/g 鲜重。结果进

一步证明，蘸根处理 4 d 时菲降解菌 JM2-gfp 即可

在小麦根表形成成熟生物膜这一结论。 

3  结论 

通过对菲降解菌细胞特征以及生物膜形成过

程、膜结构和功能等进行表征，得到的结论如下： 

(1) 运动学特性、较高初始粘附率、强自聚集

能力和细胞壁疏水性增强了菲降解菌 Pseudomonas 

sp. JM2-gfp 形成生物膜的能力。 

(2) 菲降解菌 Pseudomonas sp. JM2-gfp 成膜

后，表面含有多糖、核酸、蛋白质和脂质等多种胞

外基质，对菲的降解效率是浮游细菌的 2.5 倍。 

(3) 菲降解菌 Pseudomonas sp. JM2-gfp 能够

在植物根表定殖形成生物膜，为阻控有机污染物

向作物体内迁移提供了一种新的安全有效的技术

手段。 
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