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摘   要：副地衣芽孢杆菌(Bacillus paralicheniformis)是一种革兰氏阳性、兼性厌氧、运动杆状的

内生孢子形成细菌，其可作为潜在植物根际促生菌使用。本研究团队从水果发酵乳中分离出一株

副地衣芽孢杆菌 HMPM220325，该菌株在静置培养过程中可在气-液界面形成生物膜。【目的】探

究不同环境因子对副地衣芽孢杆菌 HMPM220325 生物膜生物量的影响，为后期将其作为植物根

际促生菌剂的开发利用提供数据支撑。【方法】采用结晶紫染色法定量检测不同环境因素和营养

物质对副地衣芽孢杆菌生物膜形成的影响，并结合正交试验优化副地衣芽孢杆菌生物膜形成的最

佳条件。【结果】副地衣芽孢杆菌生物膜形成的最佳环境条件是温度 50 ℃、pH 值 9.0、培养 36 h；
最适培养基组成为麦芽糖 15.0 g/L、尿素 10.0 g/L、硫酸镁 20.0 mmol/L、磷酸氢二钠 2.5 g/L、牛

心浸粉 17.5 g/L。优化后的培养条件使得生物膜产量相较原培养条件提高约 58.28%。【结论】本

研究对副地衣芽孢杆菌在多种环境中的生物膜形成能力进行了深入探讨，并优化出该菌株生物膜

培养的最佳条件，为其进一步作为植物根际促生菌剂的开发提供实验基础。 

关键词：植物根际促生细菌；副地衣芽孢杆菌；生物膜；正交优化 

 



 

 

 

代妮妮 等 | 微生物学报, 2024, 64(8) 2785 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

Optimization of culture conditions for biofilm formation of 
the potential plant growth-promoting rhizobacterial strain 
Bacillus paralicheniformis HMPM220325 

DAI Nini1,2, LIANG Xiao1,2, YAN Zhihui1,2, YANG Fan1,2, YANG Xinting1,2, LU Hengqian1,2, 
WANG Yongzhong1,2* 

1 School of Life Sciences, Anhui University, Hefei 230601, Anhui, China 
2 Key Laboratory of Human Microenvironment and Precision Medicine of Anhui Province, Anhui University,  

Hefei 230601, Anhui, China 
 
Abstract: Bacillus paralicheniformis, a Gram-positive, facultative anaerobic, motile 
rod-shaped endospore-forming bacterium, can be used as a species of potential plant 
growth-promoting rhizobacteria (PGPR). In this study, B. paralicheniformis HMPM220325 
was isolated from the fruit fermented milk. This strain can form biofilms at the gas-liquid 
interface during static cultivation. [Objective] To study the effects of different environmental 
factors on the biofilm biomass of B. paralicheniformis HMPM220325 and provide data support 
for the later development and application of HMPM220325 as a PGPR strain. [Methods] 
Effects of different environmental factors and nutrients on the biofilm formation of         
B. paralicheniformis HMPM220325 were quantitatively detected by crystal violet staining, and 
the optimal conditions for the biofilm formation of the strain were optimized by orthogonal 
experiments. [Results] The optimal environmental conditions for the biofilm formation of       
B. paralicheniformis HMPM220325 were incubation at 50 ℃ and pH 9.0 for 36 h. The optimal 
medium was composed of maltose 15.0 g/L, urea 10.0 g/L, magnesium sulphate 20.0 mmol/L, 
disodium hydrogen phosphate 2.5 g/L, and bovine heart infusion 17.5 g/L. The optimized 
culture conditions increased the biofilm biomass by 58.28% compared with the original culture 
conditions. [Conclusion] This study explored the biofilm formation of B. paralicheniformis in 
a variety of environments and optimized the culture conditions for biofilm formation of this 
strain, providing an experimental basis for further development of PGPR. 
Keywords: plant growth-promoting rhizobacteria; Bacillus paralicheniformis; biofilm; 
orthogonal optimization 
 

植物根际促生细菌(plant growth-promoting 
rhizobacteria, PGPR)是一类重要的生防菌，其可

吸附在植物的根部，保护植物不受病原菌的侵

害，提高对营养物质的吸收和利用、促进植物

生长并增加植物的产出 [1-3]。研究表明，PGPR
可通过多重作用影响植物的生长，其可以直接

产生植物激素，如生长素、赤霉素和细胞分裂

素等，从而促进植物生长[4]，也可通过固氮、

溶磷以及解钾等方式改善植物对营养物质的

利用[5]。此外，部分 PGPR 还能通过产生抗生

素、细菌素和几丁质酶等方式与病原菌竞争植

物根际生态位，进而增强植物的防御能力[6]。

同时，PGPR 具备螯合重金属离子的能力[7]，这

不仅能够能提高植物对各种胁迫的抗性，还可
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以提高土壤和环境的自我修复能力[6]。例如，

Shahzad 等研究发现解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus 
amyloliquefaciens) RWL-1 可以通过合成脱落酸

增加水稻对盐胁迫的抗性[8]；Dimkpa 等研究表明

链霉菌属(Streptomyces) F4 可以显著提高向日

葵对重金属 Cd 的吸收[9]；Silambarasan 等研究

发现香茅醇假单胞菌(Pseudomonas citronellolis) 
SLP6 具有很强大的定殖潜力，可用于生物修复

Cu 污染的土壤[10]。 
PGPR 在农业应用中发挥着不可或缺的作

用，值得注意的是，PGPR 给予植物有益作用

的前提是其必须具有较强的根际定殖和生态位

竞争能力，即在病原微生物存在时，其能够长时

间定居于植物根际，并保持一定存活数量[11]。

若 PGPR 不能在植物根际稳定存活，其生防活

性就会逐渐降低，也就不能发挥生防效果[12]。

土壤中的环境变量极为复杂，为应对这一复杂

生境，通过让 PGPR 形成结构致密的生物膜

(biofilm)[13]，使其能稳定附着在植物根部来保

护自身的定殖位点，减少病原菌对根系周围营

养物质的利用，是提高 PGPR 生物防治能力的

有效策略[14]。生物膜是细菌在生物或非生物表

面形成的一种由胞外聚合物包裹而成的微生物

群落，当细菌受到外界环境的各种胁迫，如营

养不足、营养过剩、高渗透压和抗生素胁迫等，

胞外聚合物可帮助细菌抵御这些不良因素的侵

袭[15]。目前已有多项利用 PGPR 生物膜发挥生

防作用的报道。例如：Bais 等利用枯草芽孢杆菌

在拟南芥的根际周围形成生物膜可有效抑制丁

香假单胞菌(Pseudomonas syringae)的侵染 [16]；

Haggag 等发现多黏类芽孢杆菌 (Paenibacillus 
polymyxa)可通过在花生根部形成生物膜来阻止

黑曲霉的侵害，从而防治花生褐腐病[17]。 
副地衣芽孢杆菌(Bacillus paralicheniformis)

是一种革兰氏阳性、兼性厌氧、运动杆状的内

生孢子形成细菌，于 2015 年首次被报道[18]。目

前，已有多个研究团队证明副地衣芽孢杆菌具有

作为 PGPR 的潜力。Wang 等发现副地衣芽孢杆

菌 MDJK30 可以产生凤霉素(一种环状脂肽)，对

丝状真菌具有很强的抗菌活性[19]；Valenzuela-Ruiz
等对副地衣芽孢杆菌 TRQ65 基因组进行解析，

并通过验证发现其不仅能够通过合成脂肽和抗

生素来抑制植物病原体，还能够通过合成生长

素来促进植物生长[20]；Annapurna 等研究发现

副地衣芽孢杆菌 KMS80 具有促进水稻生长的

能力[21]。然而，目前国内外对副地衣芽孢杆菌

生物膜的报道几乎空白，本团队在前期研究中分

离获得了一株副地衣芽孢杆菌 HMPM220325，通
过对其基因组解析和实验验证发现其在静置培

养过程中能够在气-液界面形成稳定的生物膜[22]，

因此本研究选取副地衣芽孢杆菌 HMPM220325
作为实验对象，探究了氧气、温度、pH 以及培

养时间对其生物膜形成的影响，并通过调整金

属离子、改变碳源和氮源等因素对其生物膜培

养策略进行优化，以期为后续将其深入开发为

PGPR 菌剂提供数据支撑。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

副地衣芽孢杆菌(Bacillus paralicheniformis) 
HMPM220325，保藏于广东省微生物菌种保藏

中心(保藏编号为 GDMCC No: 63458)。 
1.1.2  培养基 

LB 液体培养基(g/L)：氯化钠 10.0，胰蛋白

胨 10.0，酵母粉 5.0，调整 pH 值至 7.2；LB 固

体培养基(g/L)：在 LB 液体培养基中另加琼脂

粉 15.0。脑心浸液(brain heart infusion, BHI)液
体培养基(g/L)：葡萄糖 2.0，磷酸氢二钠 2.5，
胰蛋白胨 10.0，牛心浸粉 17.5，氯化钠 5.0。
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MRS 液体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取

物 4.0，磷酸氢二钾 2.0，牛肉浸膏 8.0、葡萄糖

20.0，无水乙酸钠 5.0，柠檬酸三氨 2.0，吐温-80 
1.0，硫酸镁 0.2，硫酸锰 0.05。以上培养基 121 ℃
灭菌 30 min 备用。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

甲醇、无水乙醇，国药集团化学试剂有限

公司；冰醋酸，上海麦克林生化科技股份有限

公司；结晶紫染液，上海碧云天生物技术股份

有限公司；PBS 磷酸盐缓冲液，上海阿拉丁生

化科技股份有限公司。 
酶标仪，BioTek 公司；智能生化培养箱，

上海三发科学仪器有限公司；厌氧培养箱，上

海龙跃仪器设备有限公司；扫描电镜，卡尔蔡

司光学(中国)有限公司。 

1.2  菌种培养 
将保藏于−80 ℃的副地衣芽孢杆菌菌株按

1%接种量接种到 LB 液体培养基中，37 ℃、

220 r/min 培养 24 h，然后取少许菌液于 LB 平

板上进行平板划线，培养 24 h 后挑取单菌落于

LB 液体培养基中进行培养，重复上述操作一次，

取活化后的菌液用于后续研究。 

1.3  生物膜量测定 
参照 Peeters 等[23]的方法，通过结晶紫染色

法对生物膜产量进行测定。具体操作如下：待

生物膜生成后，去除培养基，加入无菌 PBS 缓

冲液清洗 3 次，加入 2 mL 甲醇固定 15 min，除

去甲醇，培养板自然干燥，加入 1 mL 0.1%结晶

紫染液充分浸泡染色 1 h 后吸出多余的染液，

用无菌 PBS 缓冲液漂洗生物膜至流出的液体为

无色。待培养板干燥后，加入 2 mL 体积分数为

33%的冰醋酸溶液，待生物膜中结晶紫完全溶

解后，精密吸取 200 μL 溶液于波长 570 nm 处

测定吸光度[24]，以 33%的冰醋酸溶液作为空白

对照，每个处理重复 3 次。 

1.4  副地衣芽孢杆菌生物膜显微观察 
参照《食品微生物学实验原理与技术》[25]中

方法，将过夜培养的副地衣芽孢杆菌生物膜平

铺于玻璃片上，置于 2%戊二醛磷酸缓冲液中固

定冷藏过夜。PBS 缓冲液漂洗 3 次(每次 15 min)，
依次利用 30%、50%、70%、80%、90%、95%
和 100%的乙醇溶液梯度脱水，每次 15 min[26]，

CO2 临界干燥后喷金处理，置于扫描电镜下观

察并拍照。 

1.5  单因素试验 
1.5.1  环境因素的影响 

氧气对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能力的

影响：按 1%接种量将副地衣芽孢杆菌接种到

LB 培养基中，将接种后的菌液分别置于 37 ℃
恒温培养箱和厌氧培养箱中静置培养 24 h 后进

行生物膜量测定。 
培养时间对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能

力的影响：按 1%接种量将副地衣芽孢杆菌接种

到 LB 培养基中，将接种后的菌液分别置于

37 ℃恒温培养箱中静置培养 12、24、36、48 和

72 h，于不同时间点取出后进行生物膜量测定。 
培养温度对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能

力的影响：按 1%接种量将副地衣芽孢杆菌接种

到 LB 培养基中，将接种后的菌液分别置于 20、
30、40、45、50、55 和 60 ℃的恒温培养箱中

静置培养 36 h，随后进行生物膜量测定。 
不同初始 pH 对副地衣芽孢杆菌生物膜成

膜能力的影响：按 1%接种量将副地衣芽孢杆菌

接种至 pH 值分别为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、
9.0、10.0 的 LB 培养基中，将接种后的菌液置

于 50 ℃恒温培养箱中静置培养 36 h，随后进行

生物膜量测定。 
1.5.2  培养基组分对副地衣芽孢杆菌生物膜成

膜能力的影响 
培养基种类对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜



 

 

 

2788 DAI Nini et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2024, 64(8) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

能力的影响：按 1%接种量将副地衣芽孢杆菌分

别接种于 LB、MRS 和 BHI 培养基中，将接种

后的菌液置于 50 ℃恒温培养箱静置培养 36 h
后进行生物膜量测定。 

碳源对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能力的

影响：以 BHI 为基础培养基，分别以蔗糖、麦

芽糖和可溶性淀粉替换其中的葡萄糖，添加量

均为 2.0 g/L。按 1%接种量将副地衣芽孢杆菌

分别接种于含有蔗糖、麦芽糖和可溶性淀粉的

BHI 培养基中，将接种后的菌液置于 50 ℃恒温

培养箱静置培养 36 h 后进行生物膜量测定。最

后选取对生物膜形成影响较大的麦芽糖进行试

验，考察麦芽糖添加量为 0、5.0、10.0、15.0、
20.0 g/L 的培养基对副地衣芽孢杆菌生物膜形

成能力的影响。 
氮源对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能力的

影响：以 BHI 为基础培养基，分别以蛋白胨、

尿素和硫酸铵替换其中的胰蛋白胨，添加量均

为 10.0 g/L。按 1%接种量将副地衣芽孢杆菌分别

接种于含有蛋白胨、尿素和硫酸铵的 BHI 培养

基中，将接种后的菌液置于 50 ℃恒温培养箱

静置培养 36 h 后进行生物膜量测定。最后选

取对生物膜形成影响较大的尿素进行试验，考

察尿素添加量为 0、5.0、10.0、15.0、20.0 g/L
的培养基对副地衣芽孢杆菌生物膜形成能力的

影响。 
金属离子对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能

力的影响：以 BHI 为基础培养基，分别向培养

基中加入 Cu2+、Mg2+以及 K+，添加量均为    
5.0 mmol/L。按 1%接种量将副地衣芽孢杆菌分

别接种于含有Cu2+、Mg2+和K+的BHI培养基中，

将接种后的菌液置于 50 ℃恒温培养箱静置培

养 36 h 后进行生物膜量测定。最后选取对生物

膜形成影响较大的 Mg2+进行试验，考察 Mg2+

添加量为 0、5.0、10.0、15.0、20.0 mmol/L 的

培养基对副地衣芽孢杆菌生物膜形成能力的

影响。 

1.6  正交试验设计 
根据单因素试验结果，选择麦芽糖(A)、尿

素(B)和 Mg2+ (C)浓度进行正交试验(表 1)，以副

地衣芽孢杆菌生物膜形成量作为考察指标，确

定最佳培养基组分。 

1.7  数据分析 
试验数据采用 SPSS 16.0 和 GraphPad Prism 8

进行统计分析和图标制作，采用 t 检验检测显

著性差异，P<0.05 为有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  生物膜形态观察 

如图 1 所示，副地衣芽孢杆菌生物膜呈多

孔结构，菌体表面被致密的胞外聚合物所包被，

菌体长度大约在 2.0−4.0 μm，宽度大约在    
0.4 μm；菌体间由丝状胞外聚合物紧密相连，

具有典型的生物膜结构。 

2.2  环境条件对副地衣芽孢杆菌生物膜成

膜能力的影响 
2.2.1  氧气对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能力的

影响 
副地衣芽孢杆菌在有氧和无氧环境中均能

在气-液界面形成致密的生物膜(图 2A、2B)。对

生物膜量进行测定，结果表明有氧环境下产生

的生物膜量显著高于厌氧环境(图 2C)，因此有

氧环境更利于副地衣芽孢杆菌形成生物膜。 
 

表 1  正交因素水平表 
Table 1  Table of orthogonal factor levels 
Level A Maltose (g/L) B Urea (g/L) C Mg2+ (mmol/L) 
1 10.0 10.0 10.0 
2 15.0 15.0 15.0 
3 20.0 20.0 20.0 

 



 

 

 

代妮妮 等 | 微生物学报, 2024, 64(8) 2789 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 
 
图 1  副地衣芽孢杆菌生物膜扫描电镜图    
Figure 1  Scanning electron microscope image of Bacillus paralicheniformis biofilm. A: 5 000×; B: 10 000×. 
 

 
 
图 2  氧气对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能力的影响 
Figure 2  Effect of oxygen on the biofilm formation capacity of Bacillus paralicheniformis. A: Biofilm 
morphology of Bacillus paralicheniformis formed in anaerobic environment. B: Biofilm morphology of 
Bacillus paralicheniformis formed in aerobic environment. C: Biofilm volume quantitative results of Bacillus 
paralicheniformis formed in aerobic and anaerobic environment. Data with different letters are significantly 
different (P<0.05) among different groups. 
 
2.2.2  培养时间对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜

能力的影响 
如图 3 所示，副地衣芽孢杆菌在 36 h 生物

膜产量最高，其形成量显著高于其他培养时间

(P<0.05)，表明 36 h 为副地衣芽孢杆菌生物膜

成熟期。培养超过 36 h 后，副地衣芽孢杆菌生

物膜由成熟阶段向脱落/扩散阶段发展，生物膜

中细菌逐渐脱离，进而导致生物膜量逐渐降低。 
2.2.3  培养温度对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜

能力的影响 
对副地衣芽孢杆菌进行 20−60 ℃的培养温

度测试，结果如图 4 所示，随着温度的升高，生

物膜形成量逐渐增加，在 50 ℃时，生物膜产量

达到峰值，继续升高温度，生物膜量则显著降低。 
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图 3  不同培养时间对副地衣芽孢杆菌生物膜形成

能力的影响 
Figure 3  Effect of different incubation times on the 
biofilm formation capacity of Bacillus paralicheniformis. 
Data with different letters are significantly different 
(P<0.05) among different groups. 
 

 
 
图 4  不同培养温度对副地衣芽孢杆菌生物膜形成

能力的影响 
Figure 4  Effect of different incubation temperatures 
on the biofilm formation capacity of Bacillus 
paralicheniformis. Data with different letters are 
significantly different (P<0.05) among different groups. 
 
2.2.4  不同初始 pH 对副地衣芽孢杆菌生物膜

成膜能力的影响 
对副地衣芽孢杆菌在不同 pH 环境的生物

膜形成情况进行评估发现，pH 值过低或过高，

生物膜产量都会受到抑制，在 pH 值为 9.0 时副

地衣芽孢杆菌成膜量最大(图 5)。 

2.3  培养基组分对副地衣芽孢杆菌生物膜

成膜能力的影响 
2.3.1  培养基种类对副地衣芽孢杆菌生物膜成

膜能力的影响 
副地衣芽孢杆菌在 3 种培养基中均可形成

生物膜(图 6)，其中在 BHI 培养基中形成的生物 
 

 
 
图 5  不同初始 pH 对副地衣芽孢杆菌生物膜形成

能力的影响 
Figure 5  Effect of different initial pH on the biofilm 
formation capacity of Bacillus paralicheniformis. 
Data with different letters are significantly different 
(P<0.05) among different groups. 
 

 
 
图 6  不同培养基种类对副地衣芽孢杆菌生物膜

形成能力的影响 
Figure 6  Effect of different media types on the biofilm 
formation capacity of Bacillus paralicheniformis. 
Data with different letters are significantly different 
(P<0.05) among different groups. 
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膜量显著高于其他 2 种培养基，结果表明 BHI
培养基更适合副地衣芽孢杆菌生物膜的生长。 

2.3.2  碳源对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能力的

影响 
在 BHI 培养基的基础上对碳源进行考察，

结果如图 7A 所示，相较于其他 3 种碳源，麦

芽糖对副地衣芽孢杆菌生物膜的形成有显著促

进作用。进一步对麦芽糖浓度进行测试，结果

如图 7B 所示，麦芽糖在一定浓度内能促进副地

衣芽孢杆菌生物膜形成，随着浓度的增加，其

生物膜形成量呈现先增加后减少的趋势。在添

加量为 15.0 g/L 时，生物膜形成量达到峰值，

继续增加麦芽糖浓度，反而对副地衣芽孢杆菌

生物膜的形成产生一定抑制作用。 
2.3.3  氮源对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜能力的

影响 
不同氮源物质对生物膜形成的影响如图 8A

所示，尿素的添加对副地衣芽孢杆菌生物膜的

形成有显著的促进作用。进一步对尿素添加量

进行测试，结果如图 8B 所示，尿素添加量为

15.0 g/L 时对生物膜形成的促进作用最强。 
2.3.4  金属离子对副地衣芽孢杆菌生物膜成膜

能力的影响 
如图 9A 所示，相较 Cu2+和 K+，Mg2+对副

地衣芽孢杆菌生物膜形成的促进作用更为显

著。如图 9B 所示，低浓度的 Mg2+对副地衣芽

孢杆菌生物膜产量的影响无显著性差异，随着

Mg2+浓度的增加，生物膜的形成量逐渐增加，

在 15.0 mmol/L 时生物膜形成量达到最大。 

2.4  正交试验 
在单因素基础上选取麦芽糖(A)、尿素(B)、

Mg2+ (C)进行 3 因素 3 水平正交试验，以生物膜

量为评定指标，利用极差分析法对结果进行极差

分析。由表 2 可以看出，3 个因素中对副地衣芽

孢杆菌生物膜形成影响的主次顺序为 B>A>C，即

尿素 >麦芽糖 >Mg2+ ，得出最佳组合水平为

A2B1C3，即麦芽糖添加量为 15.0 g/L，尿素添加

量为 10.0 g/L 以及 Mg2+添加量为 20.0 mmol/L。 
 

 
 
图 7  碳源对副地衣芽孢杆菌生物膜形成能力的影响 
Figure 7  Effect of carbon sources on the biofilm formation capacity of Bacillus paralicheniformis.       
A: Different types of carbon sources. B: Concentration of maltose. Data with different letters are significantly 
different (P<0.05) among different groups. 
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图 8  氮源对副地衣芽孢杆菌生物膜形成能力的影响 
Figure 8  Effect of nitrogen sources on the biofilm formation capacity of Bacillus paralicheniformis. A: 
Different types of nitrogen sources. B: Concentration of urea. Data with different letters are significantly 
different (P<0.05) among different groups. 
 

 
 
图 9  金属离子对副地衣芽孢杆菌生物膜形成能力的影响 
Figure 9  Effect of metal ions on the biofilm formation capacity of Bacillus paralicheniformis. A: Different 
types of metal ions. B: Concentration of Mg2+. Data with different letters are significantly different (P<0.05) 
among different groups. 
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2.5  副地衣芽孢杆菌最佳培养条件验证 
副地衣芽孢杆菌在优化后的培养基中形成

的生物膜量显著高于原培养基，生物膜产量相

较原培养基提高约 58.28% (图 10)。 
 
表 2  正交试验结果分析 
Table 2  Analysis of orthogonal experiment results 
Experimental 
group 

A B C Biofilm 
(OD570) 

1 1 1 1 1.536 
2 1 2 2 1.505 
3 1 3 3 1.574 
4 2 1 2 1.713 
5 2 2 3 1.570 
6 2 3 1 1.565 
7 3 1 3 1.603 
8 3 2 1 1.480 
9 3 3 2 1.482 
K1 4.616 4.853 4.581  
K2 4.849 4.556 4.701  
K3 4.567 4.621 4.748  
k1 1.538 1.618 1.005  
k2 1.616 1.518 1.567  
k3 1.522 1.540 1.582  
r 0.094 0.099 0.056  
Order of influencing factors: B>A>C 
The optimal combination: A2B1C3 

 

 
 
图 10  副地衣芽孢杆菌最佳培养条件验证结果 
Figure 10  Validation results of optimal culture 
conditions of Bacillus paralicheniformis. Data with 
different letters are significantly different (P<0.05) 
among different groups. 

3  讨论与结论 
近年来，国内外关于 PGPR 的研究已取得

不少成果[27-29]，但是由于土壤环境是一个动态

且复杂的生态位，PGPR 需要不断适应新的环

境条件和营养条件，这导致 PGPR 在实际应用

中的效果并不理想[30]。例如：曹景勤研究表明

土壤中的水分含量是影响根瘤菌在豆科植物体

内稳定存活及定殖的关键因素[31]；姚槐应等研

究发现，温度会影响 PGPR 的活性，从而影响其

在植物根际的定殖[32]。因此，促进 PGPR 形成

生物膜是提高其应对多变环境的能力，有效改善

菌株在植物根际的定殖能力，增强植物病原菌拮

抗能力，发挥优异生防作用的有效策略[33]。 
温度变化可影响细菌的生理状态进而影响

生物膜的形成[34]，在不同温度环境中，细菌的

成膜量呈现较大波动，研究结果发现在低温

(20 ℃)培养下，副地衣芽孢杆菌生物膜形成量

受到显著抑制，其原因可能是由于温度过低，

导致酶活力受到影响，而细菌营养代谢则需要

依靠酶的活性，低温环境会使细菌代谢速度减

慢，进而延长生物膜形成的时间[35]。彭晓云等

发现温度与金黄色葡萄球菌生物膜生长存在正

比例关系，生物膜表面积会随着温度的增加而

增加[36]。本研究中也发现类似变化，副地衣芽

孢杆菌成膜量随着温度的升高而增加。不过当

温度达到 60 ℃时，生物膜形成量显著减少，这

可能是因为温度过高会使细菌细胞中一些组分

产生不可逆转的失活，从而抑制菌体的生长，导

致菌体积累量不足，难以形成紧密的生物膜[37]。

总体来说虽然副地衣芽孢杆菌 HMPM220325
在不同环境中形成的生物膜量不同，但其在

20−55 ℃的培养温度中均能形成生物膜，展现

出优异的温度适应性，有助于菌株在不同区域

和季节中应用。此外研究显示副地衣芽孢杆菌
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HMPM220325 在 50 ℃时，生物膜形成量最大，

表明其具有耐受高温的能力，其无疑是热带

PGPR 的优异候选者。 
微生物的生长及其生物膜形成行为与环境

pH 息息相关[38-40]。当 pH 值过低时，菌体的生

长受到抑制；随着 pH 值的增加，胞外聚合物

的电离程度逐渐升高，絮凝作用不断增强；而

当 pH 值超过一定范围后，胞外聚合物的絮凝

作用开始下降，生物膜的形成能力也会随之降

低[41]。在本研究中，副地衣芽孢杆菌在低 pH
环境下，生物膜生长受到抑制，这与前人研究

结果相似。刘文竹等在研究 pH 对溶藻弧菌的

试验中发现，在低 pH 环境下溶藻弧菌几乎不形

成生物膜，生物膜形成能力受到显著抑制[42]；

姜颖等研究也发现，低 pH 环境会减弱变形链球

菌的黏附力，从而影响其生物膜的形成能力[43]。

当 pH 达到 9.0 时，生物膜形成量达到最大，这

表明副地衣芽孢杆菌 HMPM220325 可耐受强

碱性环境。碱胁迫是影响植物生长的重要因素，

高 pH 环境会强烈抑制植物根系对合成代谢所

需离子的吸收，进而造成营养不足[44-45]，同时

还会严重破坏植物细胞膜的完整性，降低根系

活力和光合性能[46]。因此，具有耐强碱效应的

副地衣芽孢杆菌 HMPM220325 可改善植物在

过碱环境中的生长和抗胁迫能力，其可作为生

物肥料促进盐碱地区作物的生长。 
本研究在确定副地衣芽孢杆菌生物膜形成

的最佳培养环境的基础上，进一步探究了不同

碳源、氮源以及金属离子等营养物质等对菌株

生物膜形成量的影响，结果显示麦芽糖、尿素

和 Mg2+对副地衣芽孢杆菌生物膜的形成有显著

促进作用。其原因是碳源和氮源均会影响细菌

的生长速率以及黏附蛋白基因的表达[47]，碳氮

比的改变会影响生物膜胞外聚合物中蛋白质以

及多糖等含量，从而影响生物膜的形成[48]。本

研究发现副地衣芽孢杆菌 HMPM220325 生物

膜生长对碳氮源为麦芽糖和尿素表现更为偏

好，而其他研究中，例如张国丽等发现植物乳

杆菌 SCP53 的最适碳氮源为葡萄糖和乳粉[37]，

徐文生等发现长双歧杆菌 CICC6069 的最适碳

氮源为葡萄糖和牛肉膏[49]。因此，不同细菌生

物膜的生长与其对碳氮源的喜好以及利用率密

切相关[50]，选择合适的碳氮源将有助于 PGPR
更好形成生物膜。同时，金属二价阳离子也能

够提高细菌的黏附能力以及胞外聚合物的产

量，从而促进细菌生物膜的形成[51]。本研究结

果发现添加 Mg2+可显著提高副地衣芽孢杆菌生

物膜形成量，该结果与前人研究结果类似。尹

清干等的研究表明 Mg2+对鳗弧菌的生物膜成膜

量有促进作用[52]，其原因可能是由于带正电荷

的 Mg2+可以中和细菌细胞表面的负电荷，使细

胞更容易聚合[53]，并且 Mg2+还可以结合 EPS 中

带负电的官能团，形成微生物之间连接的桥梁，

从而保持生物膜结构的完整性[54]。然而当 Mg2+浓

度超过 15.0 mmol/L 时生物膜的形成能力减弱，

这可能是由于在高浓度下，带正电的 Mg2+使微

生物表面的聚合能力增强，影响了细菌对营养

物质的吸收利用，从而抑制生物膜的形成[55]。

因此，金属离子对于生物膜的形成来说存在一

个临界点，通过调节金属离子浓度可以精准调

控细菌生物膜生物量。最后，为进一步优化出

副地衣芽孢杆菌生物膜生长的最适培养条件，

结合单因素考察结果，以麦芽糖、尿素和 Mg2+

为变量进行 3 因素 3 水平正交试验，以生物膜

量为评定指标，确定最佳培养基组分。 
本研究通过正交试验确定副地衣芽孢杆菌

生物膜生长的最适培养基为麦芽糖 15.0 g/L、尿

素 10.0 g/L、硫酸镁 20.0 mmol/L、磷酸氢二钠
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2.5 g/L 以及牛心浸粉 17.5 g/L。对正交优化结

果进行验证，结果显示副地衣芽孢杆菌在优化

后的培养基中形成的生物膜量显著高于原培养

基，生物膜产量相较原培养基提高近 58.28%。

综上所述，本研究对副地衣芽孢杆菌在气-液界

面形成生物膜的最适培养策略进行了优化，为

将其作为 PGPR 的开发利用提供实验基础。 
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