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摘   要：【背景】锌(Zn)是一种微量元素，对细菌细胞的结构和调节系统非常重要。细菌在环境

中会受到高浓度锌离子影响，进而影响其自身的功能。【目的】研究 Zn 对解淀粉芽孢杆菌 JK-JS8

生物膜及拮抗松枯梢病病菌能力的影响，探讨二者之间的联系和可能的作用机制，为生防菌在不

同环境条件下的应用提供理论依据。【方法】观察解淀粉芽孢杆菌 JK-JS8 在不同浓度锌离子条件

下生物膜的形成情况，采用平板对峙法探究非致死浓度的锌离子对解淀粉芽孢杆菌 JK-JS8 拮抗松

枯梢病病菌效果的影响，通过 RT-qPCR 检测 ZnCl2 处理后生物膜相关基因的表达，检测抗菌产物

的生成情况。【结果】300 μmol/L ZnCl2 对解淀粉芽孢杆菌 JK-JS8 的生长量无影响，但显著抑制了

JK-JS8 生物膜形成能力及拮抗病原菌能力。Zn 胁迫下，tasA、spo0A 和 bamD 等生物膜相关基因

的表达量与对照组相比明显下调，通过液相色谱检测到抑菌产物 bacillomycin D 的产量在 24、48

和 72 h 时分别降低了 39.1%、58.8%和 61.0%。【结论】环境中的锌离子浓度过高会影响解淀粉芽

孢杆菌 JK-JS8 的生物膜形成，进而降低其拮抗病原菌的能力。 
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Abstract: [Background] Zinc (Zn) is an important trace element for the structure and regulatory 

system of bacterial cells. In the environment, bacteria exposed to high levels of Zn ions can be affected 

on their functions. [Objective] To study the effect of Zn on Bacillus amyloliquefaciens JK-JS8 biofilms 

and its antagonistic ability against Sphaeropsis sapinea, and to explore the possible mechanism between 

them, so as to provide theoretical basis for the application of biocontrol bacteria in different 

environmental conditions. [Methods] The formation of B. amyloliquefaciens JK-JS8 biofilms under 

different concentrations of Zn ions was observed, and the effect of non-lethal concentration of Zn on the 

antagonistic ability of B. amyloliquefaciens JK-JS8 against S. sapinea was explored by the plate 

confrontation method. Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-qPCR) was 

used to detect the expression of biofilm-related genes and the generation of antibacterial products after 

the treatment of ZnCl2. [Results] The concentration of Zn ions at 300 μmol/L had no effect on the 

growth of B. amyloliquefaciens JK-JS8, but significantly inhibited the formation of its biofilms and the 

antagonism against pathogenic organisms. Under Zn stress, the expression levels of biofilm-related 

genes such as tasA, spo0A and bamD were markedly down-regulated compared with the conditions in 

control group. The production of bacillomycin D decreased by 39.1%, 58.8% and 61.0% at 24 h, 48 h 

and 72 h, respectively, which was determined by the liquid chromatography. [Conclusion] High 

concentration of Zn ions in the environment can affect the formation of B. amyloliquefaciens JK-JS8 

biofilms and reduce its ability to antagonize the pathogenic organisms. 
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解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)

是一种极具生防价值的益生菌，其防治病害

能力不仅取决于产生的抑菌物质，还需要益生

菌能够有效定殖于植物表面 [1]。芽孢杆菌的生

物膜是由其自身产生的多糖、蛋白质和核酸等

物质聚集而成的具有黏附能力的膜状结构，此

类生防菌应用于农田时能够借助该结构定殖

于植物根系，使得群体数量维持在较高水平，

从而阻挡其他病原物的侵害 [2-3]。目前生物膜

已作为评价芽孢杆菌定殖能力的重要指标之

一，其形成受到多种因素的影响，如植物根系

分泌物、菌株培养的环境条件、菌种的表型特

征等 [4-7]。  

研究证明，芽孢杆菌的生物膜能够吸附土

壤中的重金属来改善植物的生长环境[8-9]，但当

环境中的金属离子浓度过高时也会影响其生物

膜的形成[10]。Zn 作为生物体必需的微量金属元

素，维持着细菌的细胞稳态，影响细菌生长和

毒力[11]。高浓度的 Zn 对芽孢杆菌同样有毒害作

用，并能抑制其生物膜相关基因的表达，使其

无法形成致密的生物膜[12]。 

解淀粉芽孢杆菌 JK-JS8 是从马尾松松枯梢
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病叶上分离得到的一株对松枯梢病病菌有明显

抑制作用的生防菌株，经发酵培养后能产生明

显的生物膜[13-14]。前期研究发现，其产生的主

要抑菌物质为杆菌霉素 bacillomycin D，而一些

抑菌物质(如杆菌霉素和表面活性素)会在不同

的细菌中诱导生物膜的形成[15-16]。当解淀粉芽

孢杆菌生物膜形成受到环境中 Zn 的影响后，其

产生抑菌物质的能力以及拮抗能力是否会受到

影响尚未可知。 

本研究通过探究 Zn 胁迫对解淀粉芽孢杆

菌 JK-JS8 生物膜的影响，进一步探讨生物膜消

失后 JK-JS8 抑菌产物产量及拮抗能力的变化，

以期为解淀粉芽孢杆菌在不同环境中的应用提

供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens) 

JK-JS8、松枯梢病病原菌松杉球壳孢(Sphaeropsis 

sapinea) J7 均由南京林业大学森林病理实验室

保存。 

1.2  培养基 
酵母浸出粉胨蔗糖培养基 (yeast extract 

sucrose peptone medium，YSP 培养基)：蛋白胨

10 g，酵母粉 5 g，蔗糖 20 g，去离子水 1 L，

调节 pH 7.0；固体培养基另加琼脂 20 g。此培

养基适合菌株 JK-JS8 的生长及生物膜形成。 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato dextrose 

agar medium，PDA 培养基)：马铃薯 200 g，葡

萄糖 20 g，琼脂 18 g，去离子水 1 L。 

1.3  主要试剂和仪器 
ZnCl2、结晶紫，国药集团化学试剂有限公

司；蛋白胨、酵母粉，Oxoid 公司；琼脂粉，

BioFroxx 公司；RNA 提取试剂盒和 SYBR Green 

qPCR 试剂盒，湖南艾科瑞生物有限公司。pH

计，梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司；紫外分

光光度计，珀金埃尔默股份有限公司；恒温生化

培养箱，上海一恒实业有限公司；荧光定量 PCR

仪，ABI 公司；高效液相色谱仪，Waters 公司。 

1.4  Zn 对 JK-JS8 生长的影响 
1.4.1  JK-JS8 种子液的制备 

于固体 YSP 平板上活化菌株 JK-JS8，用无

菌枪头蘸取 JK-JS8 单菌落于 20 mL 液体 YSP

培养基中，在 30 °C、200 r/min 的摇床中振荡

培养 12 h 获得种子液。 

1.4.2  Zn 对 JK-JS8 生长量的影响 

参考 Huang 等[12]的实验方法，分别将 100、

200、300、400 和 500 μmol/L 浓度的 ZnCl2 添

加入 20 mL 的液体 YSP 培养基中，以不加 ZnCl2

的 YSP 培养基为对照组，按照 1%的接种量将种

子液转接至上述培养基中，置于 30 °C、200 r/min

摇床中振荡培养，每隔 2 h 测定 OD600，每个处

理重复 3 次。 

1.4.3  Zn 对 JK-JS8 生物膜形成的影响 

以生长量测定实验结果为基础，分别将

100、200、300 μmol/L 浓度的 ZnCl2 加入 20 mL

的液体 YSP 培养基中，以不加 ZnCl2 的 YSP 培

养基为对照组，按照 1% (体积分数)的接种量将

种子液转接至上述培养基中，于 30 °C、200 r/min

摇床中振荡培养 24 h。 

向无菌 12 孔细胞培养板每孔加入 3 mL 培

养 24 h 的菌液，置于 30 °C 恒温培养箱中静置

培养 24 h。参照王倩楠等[10]的方法对不同 ZnCl2

浓度下生物膜生长量进行测定。具体操作：将

静置后的细胞培养板取出，吸净膜下方的菌液

后，仅保留生物膜在细胞培养板内，用 3 mL 无

菌磷酸缓冲盐溶液(phosphate-buffered saline，

PBS)漂洗 3 次后再用 2 mL 的无水甲醇进行冲

洗，15 min 后吸去甲醇，使细胞培养板自然干

燥，最后用 1 mL 结晶紫染液充分浸泡染色
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5 min 后吸出多余的染液。待细胞培养板中的染

液干燥后，用 2 mL 体积分数为 33%的冰醋酸溶

液对结合在生物膜上的结晶紫染液进行溶解，

以稀释 100 倍的 33%的冰醋酸溶液作为空白对

照，在波长 570 nm 处下测定溶液的吸光度，每

个处理重复 3 次。 

1.5  Zn 胁迫下 JK-JS8 的抑菌效果测定 
利用平板对峙法[17]对 ZnCl2 处理后的 JK-JS8

进行抑菌效果检测，具体操作：用无菌打孔器

(直径 6 mm)在已活化好的松枯梢病病菌 J7 平板

边缘打孔，将菌饼接入 PDA 平板的中央；将直

径为 6 mm 的圆形无菌滤纸片置于病原菌菌饼的

两侧(距离平板中央 2.5 cm 处)，根据 JK-JS8 生长

量及生物膜形成的实验结果，分别将 300 μmol/L 

ZnCl2处理 24 h 后以及未经 ZnCl2处理的菌液浓

度为 1×107 CFU/mL 的 5 μL JK-JS8 滴于滤纸片

上。以未经 ZnCl2 处理的平板为对照组，置于

28 °C 恒温培养箱中黑暗环境培养 10 d，实验重

复 3 次，计算相对抑菌率。相对抑菌率=(对照

菌落直径–处理菌落直径)/(对照菌落直径–菌饼

直径)×100%。 

1.6  Zn 胁迫下 JK-JS8 的生物膜相关基因

转录水平检测 
收集 300 μmol/L ZnCl2 处理 12 h 和 24 h 的

细菌，以相同时间点未经 ZnCl2 处理的细菌为

对照组，按照 AG RNAex Pro Reagent 说明书提

取细菌总 RNA。将 RNA 溶于 50 μL 的焦碳酸二

乙酯(diethyl pyrocarbonate，DEPC)处理后的超纯

水，然后用反转录试剂盒 Evo M-MLV RT Kit 获

得 cDNA。使用 SYBR® Green Premix Pro Taq HS 

qPCR Kit，以 cDNA 为模板，采用 qPCR 检测生

物膜相关基因在不同时期的转录水平。以 16S 

rRNA 基因为内参基因[12]，所用引物见表 1。采

用 2−ΔΔCT (Livak)法分析所得数据，计算不同培

养时间 JK-JS8 中生物膜相关基因的转录水平。 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer Sequences (5ʹ→3ʹ) Bases No.

q-16S-F 

q-16S-R 

q-epsA-F 

GCATGTGGTTTAATTCGA 

CTGGCAACTAAGATCAAG 

TTCGCTGCTTGTCGTG 

18 

18 

16 

q-epsA-R 

q-spo0A-F 

q-spo0A-R 

q-tasA-F 

q-tasA-R 

q-bamD-F 

q-bamD-R 

TGATTTCGCCCGTTTA 

CCGAACAGTGAAGAAAT 

GGCAGCATCACAAAAGTCC 

GCACTCGGTTTAGCATTA 

CTTCCGCAGATTCATTTC 

CCGCCGTGACTCACCTCT 

GCCGCTCCCTTTTCCTCC 

16 

17 

19 

18 

18 

18 

18 

 
1.7  Zn 胁迫下 JK-JS8 的 bacillomycin D 产

量检测 
收集 300 μmol/L ZnCl2 处理 24、48 和 72 h

的细菌，以相同时间点未经 ZnCl2 处理的细菌

为对照组，参照李伟等[18]的方法对 ZnCl2 处理

前后 JK-JS8 抗菌肽 bacillomycin D 的含量进行

测定。先用冷冻干燥的方法获得 bacillomycin D

粗品，然后用 C18 制备型反相色谱柱进行检测

分析，样品和流动相在经过 0.22 μm 微孔滤膜

过滤后上柱。流动相 A：含 0.1%三氟乙酸的乙

腈；流动相 B：含 0.1%三氟乙酸的去离子水，

流速为 1 mL/min，检测波长为 210 nm。用不同

浓度的 bacillomycin D 标准溶液进样测定，回

归分析得到峰面积与浓度的校正曲线。 

2  结果与分析 

2.1  Zn 对 JK-JS8 生长量的影响结果 
如图 1 所示，菌株 JK-JS8 在 ZnCl2 浓度不

高于 300 μmol/L 的 YSP 培养基中的生长速率与

在不含 ZnCl2的 YSP培养基中的生长速率相近，

400 μmol/L ZnCl2 对 JK-JS8 的生长量有轻微抑

制，而 500 μmol/L ZnCl2 能够显著抑制 JK-JS8

的生长。结果表明，当 YSP 培养基中的 ZnCl2

浓度不高于 300 μmol/L 时，锌离子的存在不会
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抑制 JK-JS8 的生长；当 YSP 培养基中的 ZnCl2

浓度高于 300 μmol/L 时，锌离子能够显著抑制

JK-JS8 的生长。 

2.2  Zn 对 JK-JS8 生物膜形成的影响结果 
由于 ZnCl2 浓度过高会导致细胞数量减少，

选择非致死浓度的 ZnCl2 作为 JK-JS8 的培养条

件。当 YSP 培养基中的 ZnCl2 浓度处于一个对

JK-JS8 生长无抑制作用的范围时(≤300 μmol/L)，

ZnCl2 对细菌生物膜形成的影响如图 2 所示。与

对照组相比，ZnCl2 的存在能够在不影响菌体数

量的情况下显著抑制 JK-JS8 生物膜的形成，并

且随着 ZnCl2 浓度的增加，生物膜厚度明显变

薄、褶皱变少，生物膜总量也在减少。 

 
 

图 1  不同浓度ZnCl2条件下的B. amyloliquefaciens 

JK-JS8 生长速率 
Figure 1  The growth rate of B. amyloliquefaciens 
JK-JS8 at different concentrations of ZnCl2. 

 

 
 

图 2  不同浓度 ZnCl2 对 B. amyloliquefaciens JK-JS8 生物膜形成的影响   A：不同浓度 ZnCl2 条件下

的生物膜形态；B：结晶紫染色法测定生物膜总量 

Figure 2  Biofilm formation of B. amyloliquefaciens JK-JS8 at different concentrations of ZnCl2. A: The 
morphology of biofilms at different concentrations of ZnCl2; B: The total amount of biofilm was determined by 
crystal violet staining. 
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2.3  Zn 对 JK-JS8 拮抗松枯梢病菌的影响

结果 
JK-JS8 经过 300 μmol/L ZnCl2 处理后抑菌

能力明显减弱。如图 3 所示，ZnCl2 处理后菌株

JK-JS8 对松枯梢病病菌 J7 的抑制率减少了

29.2%，并且 ZnCl2 处理后菌株 JK-JS8 在平板

上未出现明显褶皱的生物膜结构，同时病原菌

菌丝的生长状况出现差异，ZnCl2 处理后的菌株

JK-JS8 对菌丝的抑制作用有明显减弱，菌丝体

更加健壮饱满。 

2.4  Zn 胁迫下 JK-JS8 生物膜相关基因的

转录水平 
ZnCl2 影响菌株 JK-JS8 生物膜形成相关基

因 epsA、tasA、spo0A 和 bamD 的表达量结果见

图 4。ZnCl2 处理菌株后，epsA 的表达无明显变

化，而 tasA 和 spo0A 随着处理时间的增加其相

对表达量显著下调(P<0.05)，在处理 24 h 时相

较于对照组分别下调了 4.1 倍和 3.1 倍。 

 

 
 

图 3  ZnCl2 处理前后 JK-JS8 拮抗能力的比较   a：拮抗菌株 JK-JS8；b：松枯梢病病菌，箭头指向

位置为两种菌的接种位置 

Figure 3  Comparison of the antagonistic capacity of JK-JS8 after the treatment of ZnCl2. a: Antagonist strain 
JK-JS8; b: Pathogen of pine shoot blight, the arrow points to the inoculation site. 

 

 
 

图 4  ZnCl2 对不同培养时期 JK-JS8 生物膜形成相关基因表达量的影响   A：epsA 基因相对表达

量；B：spo0A 基因相对表达量；C：tasA 基因相对表达量；D：bamD 基因相对表达量。ZnCl2 处理的

终浓度为 300 μmol/L。不同小写字母表示差异显著，P<0.05 

Figure 4  Effect of ZnCl2 treatments on the related gene of biofilm formation expressions during different 
cultivation time. A: Relative expression level of epsA; B: Relative expression level of spo0A; C: Relative 
expression level of tasA; D: Relative expression level of bamD. ZnCl2 was added to the medium at a final 
concentration of 300 μmol/L. The different lowercase letters mean significant difference, P<0.05. 



 
4140 微生物学通报 Microbiol. China 

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

 

由于 spo0A 基因参与调控下游杆菌霉素

bacillomycin D 的合成，而 bacillomycin D 也是

菌株 JK-JS8 主要的抑菌物质[19]。我们通过对

bacillomycin D 合成关键基因 bamD 表达量的

检测发现，bamD 同样在 ZnCl2 处理后呈现下

调趋势。 

2.5  Zn 胁迫下 JK-JS8 的 bacillomycin D

产量 
为了探究 Zn 胁迫对 JK-JS8 抑菌物质产量

的影响，通过液相色谱对该菌株主要抑菌物质

bacillomycin D 的产量进行定量分析。 

ZnCl2 处理对 bacillomycin D 产量的影响如

图 5 所示。与对照组相比，ZnCl2 处理 24、48、

72 h 后 bacillomycin D 的产量分别下降了

39.1%、58.8%和 61.0%。表明由于菌株 JK-JS8

生物膜形成受到抑制，spo0A 基因表达水平下降，

而受到 spo0A 基因调控的杆菌霉素 bacillomycin 

D 合成相关基因 bamD 的表达量及 bacillomycin 

D 产量也都随之降低。 

 

 
 

图 5  ZnCl2 处理对 bacillomycin D 产量的影响   

ZnCl2 处理的终浓度为 300 μmol/L。不同小写字

母表示差异显著，P<0.05 

Figure 5  Effect of ZnCl2 treatments on the yield of 
bacillomycin D. ZnCl2 was added to the medium at a 
final concentration of 300 μmol/L. The different 
lowercase letters mean significant difference, 
P<0.05. 

3  讨论与结论 

越来越多的研究结果表明，某些细菌生物

膜的形成对改善土壤环境、促进植物生长有重

要作用[9,20]，并能帮助菌体更好地附着于植物表

面，在激活植物防御反应、拮抗病原微生物等

方面帮助植物抵御病害侵扰[21-22]。 

对于有益微生物来说，土壤是其与植物互

作过程中最适合的栖息地之一。然而重金属离

子能够通过干湿沉降和地表径流、地下水等方

式进入林分土壤，尤其是一些工业区附近的林

场或农田，工业污染加上施肥灌溉等活动会导

致土壤中的重金属积累，对植物和微生物产生

不利影响[23]。在一些铅锌矿区，其地表水中水

溶性锌浓度甚至达到了 0.198 mg/L[24]，远高于

本研究中锌离子的供试浓度，对微生物的影响

更大。 

目前的研究大多聚焦于细菌生物膜对环境

中重金属的吸附作用[25-26]，以及生物膜是如何

帮助细菌抵御外界不良环境[27]。然而当一些细

菌应用于环境中时，生物膜形成受到抑制，细

菌在植物根际的定殖数量减少，进而使其拮抗

病原菌的能力减弱 [17,28-30]。如若环境胁迫使其

生物膜形成受到抑制，除了定殖能力，由于生

物膜的形成与一些脂肽类抑菌物质密切相关，

其细菌本身的拮抗能力也可能会受到影响。因

此，在一些重金属污染地区的生态环境修复和治

理中，某些生防细菌的功效或许会大打折扣。 

相关研究发现，Zn 能够阻断基质胞外多糖

和蛋白积累，抑制响应调节器 spo0F 的表达，

影响细菌生物膜的形成[12]。然而生物膜的形成

与杆菌霉素 bacillomycin D 有着密不可分的关

系，bacillomycin D 通过与转录因子 Btr 结合，

促进铁转运蛋白 FeuABC 的转录，增加细胞内

铁离子浓度，激活 KinB-spo0A-SinI-SinR 依赖的
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生物膜基质成分合成[31]。spo0A 的过表达会提

高 bacillomycin D 的产量，但 spo0A 的缺失又会

抑制 bacillomycin D 的产生，表明 spo0A 可能直

接参与了 bacillomycin D 合成和分泌的调控[19]。 

本研究证实ZnCl2能够抑制B. amyloliquefaciens 

JK-JS8 的生物膜形成。生物膜的消失可能有一

部分与生物膜吸附作用有关，整体带负电的生

物膜与带正电的锌离子可以发生相互作用，导

致生物膜的解离[32]。当 ZnCl2 浓度在 300 μmol/L

及以下时，对菌株生长量无影响，而生成生物膜

的量随 ZnCl2 浓度升高逐渐减少。用 300 μmol/L

浓度的 ZnCl2 处理解淀粉芽孢杆菌 JK-JS8 后，

其生物膜形成受到明显抑制，同时拮抗松枯梢

病病菌的能力明显减弱。Huang 等[12]的研究也

表明，当锌离子浓度在 200 μmol/L 时能够在不

影响 B. amyloliquefaciens FZB42 生长的情况下

抑制其生物膜形成，说明不同的芽孢杆菌对锌

离子的耐受性不同，在环境中受影响的程度也

不同。 

通过研究 ZnCl2 处理前后生物膜形成相关

基因的表达量，发现 tasA 基因和 spo0A 基因的

表达发生了显著下调。据研究报道，tasA 基因

表达的蛋白为芽孢杆菌生物膜的主要组成成分

之一，并且该蛋白具有拮抗病原菌的作用[33-34]。

菌株 JK-JS8 拮抗能力的减弱可能与该蛋白表达

量的降低有关。同时有研究表明，spo0A 基因缺

失突变株中 bacillomycin D 的产量显著降低[19]。

本研究中，Zn 胁迫致使菌株 JK-JS8 的生物膜

形成受到抑制，spo0A 基因表达下调，进而使

受到 spo0A 调控的抑菌脂肽 bacillomycin D 的

产量减少，同样可能造成菌株 JK-JS8 拮抗能力

的减弱。 

综上所述，环境中的 Zn 浓度过高时，菌株

JK-JS8 生物膜的形成会受到明显抑制，并且其

抑菌产物产量降低，拮抗病原菌的能力减弱。

当芽孢杆菌这类益生菌应用于环境中时，也需

要考虑外界环境条件对菌体自身功能的影响，

是否能够做到改善土壤、吸附重金属、促进植

物生长及生物防治这些功能的“一菌多用”，有

待进一步的研究。 
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