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摘   要：【目的】环境中无处不在的气-液界面能够影响细菌的运动和养分的传输扩散，进而调控

微生物的种群互作和群落结构。因此，系统地认知微生物在微观界面的运动特征对于理解和解析

微生物多样性的产生、维持机制以及生态功能至关重要。【方法】本文基于微流体显微系统(超高

速荧光显微镜和数字全息显微镜)，以具备主动运动能力的模式菌株铜绿假单胞菌(Pseudomonas 
aeruginosa PAO1)为研究对象，观测并解析了细菌细胞在气-液界面的二维运动特征和气-液-固界

面的二维与三维运动特征。【结果】PAO1 既能在气-液界面处执行近似直线轨迹的运动，也能在

气-液界面下方执行顺时针或逆时针旋转的圆周运动(最小曲率半径 Rmin=3 µm)。在气-液-固界面

处，6.45%的不运动细胞聚集于气-液-固界面边缘处，并在该处完成不可逆附着；同时，游动细胞由

于受到液滴内部毛细管流和马兰戈尼(Marangoni)涡流运动的综合作用，直线游动至距界面约 40 μm
内的区域后，其运动轨迹转变为垂直界面方向返回或以近似界面平行方向运动并附着，这些行为

显著调节了 PAO1 的空间分布，促使了其朝向气-液-固界面的迁移，表明个体 PAO1 的鞭毛在此

处的主动游动作用较弱。【结论】PAO1 在气-液界面处能够执行与固-液界面类似的运动轨迹，且

能够在各种作用力下朝向气-液-固界面运动并附着。 

关键词：气-液界面；气-液-固界面；数字全息显微镜；铜绿假单胞菌；细菌运动性  
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Abstract: [Objective] The ubiquitous air-liquid interfaces affect bacterial motility and nutrient 
transport, thereby regulating the interaction among microbial populations and microbial community 
structure. Therefore, it is of vital importance for understanding and elucidating the mechanisms of 
microbial diversity generation and maintenance as well as the ecological functions to clarify the 
movement characteristics of microorganisms at microscopic interfaces. [Methods] With microfluidic 
microscopes (ultra-high speed fluorescence microscope and digital holographic microscope), we 
quantified the movement patterns of Pseudomonas aeruginosa (PAO1) cells near air-liquid-solid and 
air-liquid interfaces of droplet. [Results] Below the air-liquid interfaces, the trajectories of PAO1 are as 
follows: straight lines, clockwise circles, or counterclockwise circles with Rmin (minimum radius of 
curvature)=3 µm. At the air-liquid-solid interfaces, 6.45% of the immobile cells accumulated at the 
edge of the interfaces and completed irreversible attachment directly. Meanwhile, due to capillary flow 
and Marangoni effect inside the droplet, mobile cells returned in the direction perpendicular to the 
interface or moved in the direction approximately parallel to the interface and attached after swimming in 
a straight line to a region within about 40 µm from the interface. These behaviors significantly modulated 
the spatial distribution of PAO1, promoting the migration toward the air-liquid-solid interface. Therefore, 
the active flagellar motility played a little role in the process. [Conclusion] With similar trajectories in 
both the solid-liquid interfaces and the air-liquid interfaces, PAO1 can move towards and subsequently 
attach onto the air-liquid-solid interfaces under the complex cell-surface interfacial forces. 

Keywords: air-liquid interfaces; air-liquid-solid interfaces; digital holographic microscope; Pseudomonas 
aeruginosa; bacterial motility 
 

细菌作为促进土壤内部能量流动和物质循

环的主要推动力，常常以生物膜的形态存在于

土壤内各种各样的生物或非生物界面上，对土

壤中多个关键生物过程至关重要，例如有机物

降解、氮循环和细菌种间互作等[1–2]。细菌由自

由悬浮状态趋向于界面运动并附着是生物膜启

动形成的重要一步[3–4]。大量研究表明，土壤界

面能够通过影响细菌运动，调控其微尺度空间

分布及后续生物膜形成，进而改变土壤中相关

的生物过程以及影响其生态功能的发挥[5–6]。 
固-液界面能够促使运动细菌大量聚集到

其附近，从而影响细菌的空间分布[7]。当周生

鞭毛的大肠杆菌(Escherichia coli)朝向固-液界

面运动时，细菌的运动轨迹将由近似的直线变

为顺时针(clockwise，CW)旋转的圆形[8] (从溶

液中看，下同)，而当 E. coli 靠近气-液界面运动

时，则变成逆时针(counterclockwise，CCW)旋转

的圆周运动(circular motion)[9]。此外，单根极性
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鞭毛的铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa 
PAO1)在靠近固-液界面时既能 CW 旋转也能

CCW 旋转，且轨迹还能在高曲率曲线与直线间

转换。这些现象可能与细菌鞭毛推进理论、界

面水动力学理论及布朗作用有关[10–11]。目前关

于界面对细菌运动影响的研究大多聚焦于固-液
界面，气-液界面对细菌运动的影响机制尚不

清晰。土壤中的水分是微生物生存的物质基

础，由于常常处于周期性或持续的不饱和状

态，水分蒸发时常在土壤界面发生。因此，量

化土壤水膜界面内细菌运动的轨迹特征对于其

后续相关功能的发挥极其重要。 
本研究以典型的革兰氏阴性菌 PAO1 为模

式菌株。该菌株常见于土壤、水体、植物、口

腔等含有一定水分的环境中，能够敏捷地运用

其单根极性鞭毛(flagellum)和多根极性四型菌

毛(type Ⅳ  pili，TFP) 2 种运动器官(motility 
organelles)，灵活适应微环境变化[12–13]。基于微

流体显微系统(超高速荧光显微镜和数字全息

显微镜)，我们研究了 PAO1 在气-液和气-液-固
界面的二维和三维运动特征，发现细菌在界面

附近的运动受限，进而附着到界面上。此外，

我们发现细菌在气-液界面的运动与细菌在固-液
界面的运动行为存在很多类似之处，这表明细

菌在气 -液 界面处的 受力情况 同固 -液 界 面类

似，同样能够用细菌鞭毛推进理论和界面动力

学理论来解释。 

1  材料与方法 
1.1  细菌培养 

细菌的运动模式主要受运动器官类型的影

响(鞭毛类型)，一般情况下，鞭毛类型相同的

菌株采取类似的运动模式。按鞭毛类型进行细

菌分类，有如下 4 种：单根极性鞭毛菌、偏端

丛生鞭毛菌、两端鞭毛菌和周生鞭毛菌。本研

究以标记绿色荧光蛋白基因的野生型单根极性

鞭毛菌 PAO1 为实验对象，首先将菌株接种于

LB 培养液中，在(37±1) °C、150 r/min 的条件

下振荡培养 12 h，取该菌液 50 μL 至 5 mL 生长

培 养 液 [7.0 g/L K2HPO4 ， 3.0 g/L KH2PO4 ，   
1.0 g/L (NH4)2SO4 ， 0.05 g/L MgSO4·7H2O， 
2.5 mg/L FeCl3·6H2O 和 0.07 g/L L-甲硫氨酸]，
并于(37±1) °C、150 r/min 的条件下振荡培养  
4 h 至对数生长期。随后，将菌液置于 1 000×g、

离心 10 min，加入运动缓冲液(11.41 g/L K2HPO4，

4.80 g/L KH2PO4，1.22 g/L MgCl2·6H20 和 0.03 g/L 
EDTA，pH 7.0)，并重复 3 次以洗涤菌体，最

后将菌液浓度调至约 4.5×106 个/mL 备用[14]。 

1.2  显微镜配置 
显 微 镜 采 用 数 字 全 息 显 微 镜 (Digital 

Holographic Microscope，DHM T2103 型，Lyncée 
Tec SA 公司)，该显微镜为倒置显微镜，配备全

息模式、宽场荧光模式和激光扫描共聚焦模

式；高速 CCD 相机，数字自动聚焦，拍摄速率高

达 190 帧/秒(frames per second，f/s)，物镜使用

5 倍(Leica N Plan EPI，NA 0.12，FOV 1 320 μm2)
和40倍物镜(Leica HC PL FLUOTAR，NA 0.80)；
配套高性能计算机及专用 数 据 记 录 分 析 软 件

(Koala 软件和 Spyder 软件)。 

1.3  铜绿假单胞菌在气-液和气-液-固界面

处运动行为拍摄 
运动特征获取过程如图 1A 所示：于洁净

无菌的盖玻片(24 mm×40 mm×0.17 mm)上方滴

加菌液 0.25 μL，使用宽场荧光模式，采用  
40 倍物镜以 30 f/s 速度拍摄 20 s，以记录液体

上方气-液界面处和液体边缘气-液-固界面处细

菌运动；同等条件下，采用数字全息模式 40 倍

以 39.8 f/s 拍摄液滴气-液-固界面，得到 2 000 张

照片。为消除拍摄时间和实验条件对实验结

果的影响，实验拍摄于液滴滴加 100 s 后开始， 
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图 1  显微观测过程示意图 
Figure 1  Schematic of the experimental process. A: the schematic diagram of acquisition process of 
interface motility characteristics of Pseudomonas aeruginosa; B-1: whole diagram of bacterial liquid 
droplets; B-2: the hologram of Figure B-1 red area; B-3: the phase diagram of Figure B-1 red area; B-4: the 
intensity diagram of Figure B-1 red area. 
 
并在相同实验湿度、温度下进行[实验环境空

气湿度为 40%、温度为(25.0±0.5) °C]。 

1.4  液滴形貌及水分蒸发过程中气-液-固
界面水膜高度测定 

使用宽场荧光模式，于 5 倍物镜拍摄液滴

形貌，用于液滴扩展面积分析；同时，使用数

字全息模式 40 倍拍摄液滴气-液-固界面，并使

用 Koala 软件选择 4 个观测区域(自气-液-固界

面逐渐向液滴中心靠近)，依次记录观测区域质

点液滴高度的实时变化，具体过程如图 1B 所示。 

1.5  轨迹追踪、分析与筛选 
1.5.1  轨迹追踪 

采用 Fiji 软件插件 TrackMate 自动追踪初

始时刻界面上所有细菌细胞的二维轨迹[15]，联

合使用 Spyder 和 Koala 进行细菌三维运动轨迹

追踪。 

1.5.2  轨迹分析 
采 用 瞬 时 速 度 (speed) 、 均 方 位 移 斜 率

(KMSD)、 回 旋 半 径 (Rgyr)和 滞 留 时 间 (residence 
time)来表征每个细胞的运动轨迹。Speed 由任

意两个相邻点的移动距离除以间隔时间定义。

单个细菌细胞平均均方位移斜率(KMSD)由公式

(1–3)计算。 

2 2 2

1

( ) ( ) ( )
N

N N i N i N i
i

MSD
X X Y Y Z Z

n i=

=

− + − + −
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N N
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−

−
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−

        (2) 

1

1
N N

N
MSD MSDi

K K
N =

=                  (3) 

其中，(Xi，Yi，Yi)是轨迹上初始点(i=1)坐
标，(XN，YN，ZN)是轨迹上任意点坐标。KMSD= 
1 μm2/s 表示纯布朗扩散(Brownian diffusion)，
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KMSD=2 μm2/s 表示纯弹道运动(ballistic motion)，
即自由运动，1<KMSD<2 μm2/s 表示该运动存在

主动运动，但运动受到了一定的束缚[16–18]。 
瞬时速度 (本文统称为速度 )[19]按公式 (4)

计算。 

2 2 2
1 1 1

1

( ) ( ) ( )
N

N N N N N N

N N

v
X X Y Y Z Z

t t
− − −

−

=

− + − + −
−

 (4) 

Rgyr 由公式(5–6)定义[20]。 

2 2
1

1 ( )N
gyr i cmi

R R R
N =

= −
 

              (5) 

1

1 ( , , )N
cm N N Ni

R X Y Z
N =

= 
   

             (6) 

其中，N 是轨迹中的点数， iR


是轨迹上第

i 个点的位置向量， cmR


是所有点位置向量的平

均值。 
1.5.3  轨迹筛选 

挑选出主动运动细胞，即满足如下条件的

细菌细胞：(a) 焦平面停留时间大于 1 s；(b)  
1 s 内的最小位移不小于一个细胞长度；(c) 均

方位移斜率(KMSD)大于 1 μm2/s [20]。 

1.6  数据处理 
每个实验 3 次重复，结果以平均值和标准

差表示。数据间显著性差异采用 t 检验，认为

P<0.05 为有统计学意义。试验数据结果采用

Excel 2007 整理。细菌运动参数 MSD 和 Rgyr 采

用 R 软件计算，采用 Matlab 和 Origin 进行图形

绘制[21–22]。 

2 结果与分析 
2.1  细菌在气-液界面处的运动轨迹特征 

图 2 展示了 PAO1 在气-液界面上的运动轨

迹，包括近似直线的线段、近似圆形的曲线以及

在两者之间转换的复杂形状。其中，在近似圆形

的轨迹中，圆的半径(Rcur)范围为 3 μm≤Rcur≤  

25 μm。同时，PAO1 能在气-液界面上产生多 

 
 
图 2  铜绿假单胞菌在气-液界面上的二维运动

轨迹 
Figure 2  Two-dimensional trajectories of Pseudomonas 
aeruginosa at air-liquid interface. Color was only 
used to distinguish between bacterial cells. 
 
个 CW 或 CCW 旋转的类似圆形轨迹，且能在

CW 旋转和 CCW 旋转间灵活转换。此外，部

分 PAO1 细胞在界面上运动了半个圆形轨迹。

就单个运动轨迹而言，PAO1 存在类似对号形

状的运动轨迹。 
根据 1.5.3 轨迹筛选，我们筛选出气-液界

面上 PAO1 的特征运动轨迹，主要分为 4 种类

别，分别如图 3A–D 所示。其中：(A) CW 旋转

到 CW 旋转(倒置显微镜从溶液中看)，简称

CW-CW；(B) CCW 旋转到 CCW 旋转，简称

CCW-CCW；(C) CCW-CW 和(D) CW-CCW。

轨迹 A、B、C 和 D 类似手性对称图形。此

外 ， 我 们 还 观 察 到 上 述 运 动 之 间 的 转 换 ( 如  
图 3E 所示)。另一方面，PAO1 在界面上的特

征运动属于变速运动，且运动 KMSD 呈现实时

动态变化，其中，PAO1 轨迹越接近圆形、其

KMSD 越小，轨迹接近直线、其 KMSD 越大，这

说明 PAO1 的圆形运动很可能在一定程度上是

由外界因素介导。 
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图 3  铜绿假单胞菌在近气-液界面上(NS)的典型二维运动轨迹 
Figure 3  Typical two-dimensional trajectories of Pseudomonas aeruginosa near the air-liquid interface 
(NS). The lower and left coordinates respectively represented the horizontal and vertical coordinates of the 
trajectories, and the upper and right coordinates represented the changes of KMSD over time. The red circle 
indicated the starting point of the trajectories; the track color indicates the speed of the bacteria. 
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结合细菌运动轨迹和 KMSD 来看，直线线

段轨迹处的 KMSD 往往大于曲线轨迹的 KMSD，

且 KMSD 会随着细菌运动轨迹的改变而降低，

且降低幅度与转角角度有关。对于类似圆形的

轨迹，KMSD 均值略大于 1 μm2/s (近似于布朗运

动)。此外，我们发现细菌一般运动 1 s 后改变

轨迹运动或旋转的方向(图 3A–E 黑色曲线的螺

线半径约为 1)；细菌完成一次完整的圆周运动

约耗时 2 s (图 3A-1)。 

2.2  细菌在气-液-固界面处的运动轨迹特征 
2.2.1  气-液-固界面水膜高度变化 

将 0.25 μL 菌液滴加到盖玻片上 100 s 后，

液滴形貌参数如图 4A 所示，铺展成一个半径

约 500 μm、高度约 40 μm 的半球形，与固体界

面接触角大约 30°。同时，0.25 μL 菌液滴加到

盖玻片 100 s 后，数字全息模式 40 倍拍摄菌落

边缘全息图用于分析液滴高度变化和细菌三维

运动轨迹，拍摄部位如图 1B-1 所示。其中，

选择的 4 个代表点如图 1B-3 所示。全息图和光

强图分别见图 1B-2 和 1B-4，图中可以明显看

出边界处存在的水膜聚集着大量细菌细胞。拍

摄期间(接种后 100–125 s)，4 个点相位信息变

化如图 4B 所示，可见，处于气-液-固边界的

P1 和 P2 均表现为 Z 轴呈逐渐上升的趋势、约

提高 0.065 μm，其中前 12 s 增长速率明显高于

后 12 s。距离 P1 和 P2 分别约 2.5 μm 的 P3 和 P4
大体呈先上升、随后趋于平稳的趋势，其中，

上升的趋势在前 12 s内，约上升 0.020 μm。对比

P1、P2 和 P3、P4 可知，距离气-液-固界面较

远的 P3 和 P4 上升速率明显降低。 
2.2.2  气-液-固界面对细菌二维运动的影响 

气-液-固界面的存在显著影响着细菌的空

间分布，约 6 500 个 PAO1 细胞在气-液-固界面

附近的运动轨迹如图 5A 所示。近界面区域

处，6.45%的不运动细胞聚集于气-液-固界面

边缘处，并在该处完成不可逆附着。剩余细胞

(93.55%)均朝气-液-固界面做直线运动，当游

动至距界面约 40 μm 内的区域后(SD<40 μm)：
(a) 一部分细胞以近似与界面垂直的方向运动，

运动至近界面 5 μm 的区域后直接附着；(b) 还

有一部分细胞以近似界面垂直方向返回；(c) 极

个别细胞以近似与界面平行的方向运动。 
 

 
 
图 4  在固体表面上接种菌液后的菌滴液面高度变化 
Figure 4  The changes of drop height on solid surface. A: two-dimensional information of bacterial drop; B: 
the changes of drop height at characteristic point of bacterial drop. 
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图 5  铜绿假单胞菌在气-液-固界面处的二维(A，不同细菌个体的轨迹用不同颜色区分)和三维(B，界面在

右侧)运动轨迹 
Figure 5  Two-dimensional (A, different trajectories were distinguished by color) and three-dimensional (B, 
interface on the right) trajectories of Pseudomonas aeruginosa at air-liquid-solid interface. 
 
2.2.3  气-液-固界面对细菌三维运动的影响 

为了解细菌在近气-液-固界面区域的真实

运动轨迹，我们对细菌进行了三维轨迹追踪

(图 5B)，当细菌接近气-液-固界面时，其运动方

向出现逆转。 

2.3  细菌界面运动轨迹的量化和对比 
为了量化 PAO1 在界面上运动轨迹的特

征，我们计算了界面上停留时间超过 1 s 的所

有运动轨迹的速度、均方位移斜率和回旋半径

(图 6)。由图 6 可知，气-液界面处细菌的平均速

度为 9.57 μm/s，中值比平均值略低，且 95%的

轨迹速度小于 20 μm/s。平均 KMSD 为 1.60 μm2/s，

轨迹 KMSD>2 或 KMSD<1 μm2/s 的细菌也存在，

说明细菌鞭毛旋转驱动的主动运动存在，但该

运动受到了外界因素的影响，此外，平均 Rgyr

值为 9.72 μm，95%轨迹的 Rgyr 小于 20 μm。 

 

 
 
图 6  铜绿假单胞菌在气-液(A-L)和气-液-固(A-L-S)界面处的二维轨迹参数 
Figure 6  Two-dimensional trajectories parameters of Pseudomonas aeruginosa at air-liquid (A-L) and 
air-liquid-solid (A-L-S) interfaces. Double asterisks (**) represent significant differences (P<0.01) between 
two types of surfaces, based on Student’s t-test. 
 



 

 

 

3132 Zhu Xiaoyan et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(8) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

在气-液-固界面区域处，平均速度为 7.00 μm/s，
低于气-液界面处的细菌运动速度。平均 KMSD

值为 0.006 μm2/s，远低于气-液界面处的细菌，

且 95%的轨迹 KMSD 小于 1 μm2/s，表明细菌在

近气-液-固界面区域几乎不存在主动运动。此

外，Rgyr平均值为 4.43 μm，中值略高于平均值，

且 95%的轨迹 Rgyr 小于 23 μm，说明与气-液界

面相比，细菌在近气-液-固界面区域的旋转角

度较广泛。 
计算细菌三维轨迹平均速度为 42.72 μm/s，

平均 KMSD 值为(1.43±0.11) μm2/s，平均 Rgyr 值为

(13.42±0.76) μm (未展示)。三维轨迹参数与细

菌的二维轨迹参数差异较大，说明细菌在朝气

-液-固界面运动时，Z 轴波动不可忽略。 

3  讨论 
3.1  铜绿假单胞菌在气-液界面处的二维

运动特征 
与固-液界面处的运动类似，PAO1 能够在

气-液界面下方进行 CW 和 CCW 的圆周运动。

然而，具有周生鞭毛的 E. coli 仅能在气-液界

面进行 CW 圆周运动[23–24]，这 2 类细菌的差异

可以用介导细菌游动(swimming)的鞭毛推进理

论和界面水动力理论解释 [25–27]。在界面(尤其

是距离细胞几个身体长度范围内)附近，鞭毛

旋转引起的水分流动会受到界面的影响，从而

反过来影响微生物自身的运动，这种机制被称

为细胞和界面间的水动力学相互作用，能够促

使细菌类似圆形轨迹的产生[28]。由于 PAO1 是

单根极性鞭毛菌，鞭毛 CCW 旋转推动细胞体

向前游动(run)，而在界面和细菌间的水动学相

互作用下，细菌前进时会进行 CW 的圆周运动；

而当鞭毛 CW 旋转时拉动细胞体后退(reverse)；
细菌在其与界面间的水动学相互作用下进行

CCW 的 圆 周 运 动 ； 但 对 于 具 有 周 生 鞭毛的   

E. coli 来说，细胞游动模式为 run-tumble，周生

鞭毛拧成一束 CCW 旋转时推动细胞体向前游

动(run)，而当有任意一个鞭毛马达顺时针旋转

时就会导致鞭毛束散开，细胞体随机挑选方向

进行翻滚(tumble)，并没有后退运动的趋向，

只能进行 CW 的圆周运动[29–31]。 
同时，我们还发现 PAO1 也能够连续执行

多个 CW 或 CCW 旋转的圆周运动。当细胞体

前进(run)时，鞭毛 CCW 旋转，细胞体 CW 旋

转，导致鞭毛和细胞体分别受到向左和向右的

旋转力(从细胞体后方看)。因此，从气-液界面

下方来看，细胞体在气-液界面下方 CW 旋转；

反之，当细胞体后退时(reverse)，鞭毛 CW 旋

转，细胞体 CCW 旋转，鞭毛和细胞体分别受

到向右和向左的旋转力(从细胞体后方看)，此

时从气-液界面下方来看，细胞体在气-液界面

下方 CCW 旋转[9]。同时，由于距离界面较近的

细胞部位(细胞体或鞭毛)周围溶液的粘滞系数

较其它部位大，而粘滞系数与粘滞阻力线性正

相关，以致该部位受到的粘滞阻力也较大[32]。

所以，细胞距离界面较近部位的转向功能很可

能由于粘滞阻力而被抑制，从而导致细胞连续

执行多个 CW 或 CCW 旋转的圆周运动[8,31]。 
此外，我们还观测到了细胞在“近似直线

运动”与“圆周运动”间转换的复杂运动。对于

细胞运行轨迹的转换，很可能是由于布朗运动

显著改变了细胞体与气-液界面间的距离所引

起的[33]。从时间角度考虑，我们还发现 PAO1
一般运动 1 s 后改变运动轨迹或旋转方向，且

完成一次完整的圆周运动约耗时 2 s。此结果

说明细菌 run 或 reverse 的持续时间大约为 1 s，

与 Qian 等[31]的报道一致，且可以发现 PAO1 进

行 run 或 reverse 的时间与 E. coli 进行 run 的时

间(0.8 s)相差不大[12]。 
此外，PAO1 在气-液界面处的游动速度显
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著 低 于 饱 和 自 由 水 体 (bulk liquid) 处 ( 约 降 低     
3 倍)，且 KMSD 显著降低，说明细菌的主动运动

在一定程度上被束缚了 [17]，这很可能是气-液

界面捕获细菌并诱导生物膜形成的根本原因。

我们推测细胞运动速度在气-液界面的降低受

到了多种作用力的影响，包括水动力学相互作

用力[25,28]、布朗运动[33]以及胞外运动附属物(鞭
毛和Ⅳ型菌毛)与界面间的摩擦力 [34]等。轨迹

KMSD 数值作为判定分子、胶体颗粒或细菌细胞

等运动自由度的指标，我们发现直线线段轨迹

处的 KMSD 往往大于曲线轨迹处的 KMSD，说明

PAO1 在界面处运动方向的改变受到了外界环

境的影响。同时，KMSD 会在细菌改变运动轨迹

时降低，且降低幅度与转角角度相关。而 Qian
等[31]也报道了 PAO1 在自由溶液中运动时会出

现短暂的静止，且静止时间与细胞的转角大小

呈正相关，这表明该现象并不只是存在于界面

附近。PAO1 圆形轨迹的 KMSD 均值略大于 1 
(1.02–1.08) μm2/s，表明细胞体执行圆周运动时

受到的强烈束缚几乎主导了其运动速度和方

向，也进一步证实了我们的猜测。在 PAO1 近

似的圆形轨迹中，圆的半径(Rcur)大小不一，其

中，我们测定的 PAO1 在气-液界面的近似圆周

运动的最小曲率半径(Rmin=3 μm)，与前人[21,32,35]

基 于 力 矩 平 衡 理 论 (force and torque balance 
theory)推导的细菌在固-液界面上圆周运动的

最小曲率半径公式(7)结果非常接近。 

min
flag

head

~ log ( / )
log ( / )

dR b d r d
L d r L

π

+
              (7) 

其中，π 为圆周率(取 3.14)；d 为细胞体中

心到界面的高度；b 为鞭毛螺旋半径(flagellar 
helix radius)；L 为鞭毛长度；rflag 为鞭毛丝半

径(radius of flagellum filament)；rhead 为细胞体

或称细胞头部(radius of cell head)半径。上述

参 数 取 值 如 下 ： d=0.80 μm ， b=0.40 μm ，

Lmin=5.00 μm，rflag=0.02 μm，rhead=0.50 μm，

Rmin=3.18 μm。 

3.2  铜绿假单胞菌在气-液-固界面处的二

维和三维运动特征 
当细菌细胞朝气-液-固界面运动时，可呈

现不同的运动行为(图 5)，最终表现为气-液-固
界面能诱导细菌大量聚集。推测原因是液滴蒸

发过程引起的由中心向外的毛细管流动(即“咖

啡环效应”)，促使内部细菌朝向液滴气-液-固

界面运动聚集 [36–39]。本研究进一步印证了“咖

啡环效应”不仅能够导致胶体在蒸发液滴边缘

的沉积，还进一步表明了在运动细菌的参与下

具有强烈的时间依赖性 [40–41]。Deegan 等 [36]表

明在蒸发过程中，除了引发向外的水流运动，

液滴的溶剂损失(loss of solvent)以及几何约束

(geometrical constraint)也驱动其保持具有固定

边界的平衡液滴形状，这些因素均导致细菌朝

向气-液-固界面的迁移。 
而在细菌朝向气-液-固界面垂直运动时，

部分细菌运动至气-液-固界面内部 5 μm 左右的

区域后会直接附着，或者在近界面将运动方向

转移至平行界面方向，并运动约 0.5 s 后附着。

该 现 象 主 要 是 由 于 鞭 毛 作 用 丧 失 导 致 ， 由   
气-液-固界面附近水膜厚度可知，在液滴边缘

内部 5 μm 左右的区域内液滴高度(即水膜厚度)
小于 PAO1 细胞的直径，说明此时细菌鞭毛旋

转被迫暂停，从而在液滴边缘内部 5 μm 左右

的区域附着[42]。 
同时，由二维和三维运动结果可知部分细

菌也在 Marangoni 涡流作用下以垂直于界面的

方向返回至自由溶液中。蒸发引起的液滴内部

溶质浓度的变化支持界面能的空间变化，从而

导致了 Marangoni 涡流，促使部分细菌又返回

至自由溶液中[43–44]。且 Sempels 等[40]还发现生
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物表面活性剂的自动生产逆转了细菌系统中的

“咖啡环效应”，也支持了我们的观测结果。 

3.3  细菌在气-液界面和气-液-固界面处运

动特征的生物学意义 
土壤环境中气-液界面和气-液-固界面无处

不在。本文研究了 PAO1 (研究细菌生物膜和运

动性的模式菌株)在气-液界面和气-液-固界面

的运动行为，并解析了细菌细胞产生该类运动

行为背后的物理机制。与自由水体(bulk-liquid)
中的近似直线运动不同 [13]，细菌细胞在气-液

界面处进行的 CW 和 CCW 圆周运动，增大了

细菌在界面处的停留时间和附着机会 [32]。在 
气-液-固界面附近，细菌存在如下 2 种行为状

态——粘附和运动，而运动时细菌的运动方向

有如下 2 种——近似垂直于界面和近似平行于

界面，且随着追踪时间延长细菌运动方向会发

生变化。可见，通过控制微观水分分布，进而

实现细菌空间分布调控的研究大有可为。 
此外，与固-液界面类似，气-液界面和气-

液-固界面同样具有捕获细菌和限制细菌扩散

的作用 [7,25]。那么，细菌在气-液界面和气-液-
固界面处运动特征有何生物学意义呢？首先，

气-液界面和气-液-固界面均能捕获大量细菌；

使其停留在界面附近，有助于细菌获取新鲜氧

气资源，提升细菌在界面的附着概率，促使生

物膜形成 [9]。其次， 由于界面 表面张力 的作

用，界面处养分浓度相对较高，细菌聚集于界

面附近有助于细菌细胞对养分的获取。总之，

气-液界面和气-液-固界面显著影响细菌空间分

布和迁移能力，不仅改变细菌细胞间的接触几

率，调节细胞间水平基因转移，也影响细菌种

间的互作或竞争、细菌与噬菌体的相互作用、

微生物多样性及其生态效应的发挥等。进一步

研究不同界面类型对细菌运动行为的影响机

制，实现通过改变微观界面环境调节细菌运动

行为的目的，对攻克土壤微生物多样性及其生

态效应调控等难题具有关键意义。 

4  结论 
在气-液界面处，PAO1 能够执行近似直线

的轨迹，同时由于“前进-后退”的运动机制也能

在气-液界面上进行 CW 旋转和 CCW 旋转的圆

周运动，细菌大约游动 1 s 后开始改变运行方

向，且完成一次圆周运动大约耗时 2 s。此外，

PAO1 还能根据其(细胞体和鞭毛)中心与界面间

距的变化灵活转变运动轨迹，执行“近似直线运

动”与“圆周运动”间转换的复杂运动。在液滴蒸

发过程中，由于受到水膜厚度的限制以及液滴

内部毛细管流和 Marangoni 涡流的作用，PAO1
细胞会朝气-液-固界面迁移，且大部分会逐渐在

界面附着，该过程中细胞始终为被动迁移，鞭

毛 作 用 可 忽 略 。 本 研 究 基 于 铜 绿 假 单 胞 菌

(PAO1)的研究结果可应用于具有极性单根鞭毛

的细菌。综上所述，气体存在的界面能够捕获

大量细菌使其停留在界面附近，从而改变细菌

的运动行为和空间分布，提升细菌在界面的附

着概率，促使生物膜的形成。 
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