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海洋假交替单胞菌生物膜产ROS特性研究
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摘要:海洋微生物可以产生胞外活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS),为深海无光区提供

了活性氧.而在实际海洋环境中,海洋微生物更倾向于以生物膜形式生长,但生物膜形态对菌

体产ROS的影响鲜见报道.考察了海洋假交替单胞菌(Pseudoalteromonassp.)GCY生物膜

产ROS特性.结果表明,GCY生物膜胞外 H2O2、O•-2 以及•OH等产量均高于游离菌体,其

中生物膜体系 H2O2 产量及O•-2 产量最高可达到游离菌体体系的3.10倍和3.56倍.同时

L-氨基酸氧化酶(LAAO)、脱氢酶活性(DHA)、电子传递系统活性(ETSA)均有所提高.以生

物膜形式生长的GCY与游离态GCY相比,胞外聚合物组分中多糖和蛋白质含量均有提升,

胞外聚合物(EPS)总量增加了149mg·L-1,增强了细胞黏附性并减少了ROS对细胞造成

的损伤.
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0 引 言

活性氧(ROS)包括H2O2、O•-2 、•OH等,在
水体各类污染物的归趋及金属氧化还原循环中发

挥着重要的作用[1-3].一直以来光反应被认为是水

体中ROS的主要形成因素[4],但是Zhang等发

现,在无光区水体中,浮游微生物所产ROS占大

部分[5].同时,Diaz等发现,多个种属的海洋细菌

可以产生一系列的胞外活性氧物种,为深海无光

区提供了ROS[6].并且,这些微生物源胞外ROS
很可能通过对海洋有机污染物的降解作用,在污

染物质的归趋转化过程中扮演重要角色[7-8].
目前,对于海洋产ROS细菌的研究仅集中在

游离态菌体,生物膜形态对海洋产ROS细菌的影

响鲜见报道.在实际海洋环境中,存在着大量可供

微生物附着的载体,如海洋礁石、海洋甲壳动物、
藻类残骸以及由地质演化、大气沉降、人类活动等

形成的一些碳质颗粒物等[9].而海洋微生物更倾

向于在载体表面附着,并形成生物膜,这些生物膜

往往在海洋环境中发挥着重要作用[10-11],被认为

是海洋环境中最普遍的生命形式[12-13].以生物膜

形式存在的微生物有着更广泛的信息交流及更精

密的调 控 机 制,在 生 物 活 性 等 方 面 均 有 所 提

高[14].因此,研究海洋细菌生物膜产ROS的特性

可以加深对海洋无光环境中生物源ROS的了解.
许多假交替单胞菌能够产生大量的胞外生物

活性物质,如抗生素、溶菌物质、胞外多糖等[15-16],

进而快速适应海洋多变的生境,在海洋生态系统

中扮演了重要角色.基于此,本文选用海洋假交替

单胞菌(Pseudoalteromonassp.)GCY,该菌株已

被证实可以产生 H2O2、O•-2 等胞外 ROS[8].对

这株代表性海洋产ROS细菌进行挂膜培养,来探

究GCY生物膜的生理生化特性;以及与游离菌

体相比,生物膜产ROS性能及酶活性的变化.

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验所用的海洋假交替单胞菌GCY从中国

大连市黑石礁海域(北纬38°52',东经121°33')沉



积物中分离并富集培养得到,在整个实验过程中

用到的均是纯培养菌体.
实验所用培养基均用人工海水配制[17],并调

节培养基初始pH 至8.0左右.酵母浸粉培养基

配方为酵母浸粉6g·L-1;2216E培养基配方为

酵母浸粉1g·L-1,蛋白胨5g·L-1.
本实验选用泡沫炭载体作为碳质材料的代

表,实验所用药品均购自阿拉丁化学试剂有限

公司.
1.2 生物膜的培养及表征

1.2.1 生物膜的培养 生物膜的培养方法参照

前人实验,并在此基础上作出了改进[18-19].将泡沫

炭剪成1cm×1cm×2cm的小块,用无菌人工海

水清洗数次,并用烘箱烘干灭菌.将无菌炭块固定

在支架上,放置于装有100mL酵母浸粉培养基

的250mL锥形瓶中,将活化后的菌体接种到泡

沫炭上.在恒温摇床内培养96h,得到稳定生

物膜.
1.2.2 生物膜生物量的测定 载体上生物量的

测定采用超声分离法[19-20],并加以改进:首先在无

菌操作台中,将挂膜后的泡沫炭取出,并轻轻冲洗

以去掉弱吸附微生物,超声预处理30min将吸附

于载体上的微生物转到100mL无菌生理盐水

中,然后通过紫外分光光度计在600nm下检测

微生物量.依据干质量曲线换算可得膜上微生物

干质量:

y=1.05x+0.24004;R2=0.997
1.2.3 生物膜形貌表征 采用扫描电子显微镜

(SEM)来对微生物生物膜的形貌与形态进行表

征,样品制备过程如下:用0.5mol·L-1无菌

PBS溶液洗涤生物膜2~3次,再使用2.5%戊二

醛缓冲溶液(pH=7.2)固定24h,用无菌PBS溶

液清洗炭块2~3次,加入不同质量分数的乙醇溶

液(15%、30%、50%、70%、80%、90%和100%)
梯度脱水,每个梯度预脱水处理15min,再将样

品放入真空冷冻干燥箱里以40℃干燥3h.干燥

后的样品固定在导电胶带上进行喷金处理.在扫

描电子显微镜下,观察样品表面的形貌与形态.
1.2.4 胞 外 聚 合 物 的 测 定 使用碱提法,取

10mL菌液,离心(10000r·min-1,20min)后得到

的上清液即为溶解态胞外聚合物(EPS).再向沉淀

中加入7.14mL超纯水和0.06mL的36.5%甲醛

溶液,反应1h后再向体系中加入2.86mL的

1mol·L-1NaOH溶液提取2h,在10000r·min-1

下离心分离20min后将上清液过膜,即为结合态

EPS.分别对两组样品中的多糖以及蛋白质进行

测量.多糖测定使用苯酚-硫酸法,蛋白质测定使

用考马斯亮蓝法.
1.3 ROS及相关酶的测定

为探究 GCY 生物膜与 游 离 菌 体 GCY 产

ROS的差异,将GCY生物膜设为实验组,游离菌

体GCY为对照组,取胞外液测定其 ROS产量,
及 L-氨 基 酸 氧 化 酶 (L-aminoacidoxidase,

LAAO)、铁载体等胞外活性物质活性.对生物膜

进行超声剥落,与游离菌体进行对照,比较代谢相

关酶的活性变化.
1.3.1 ROS的测定 O•-2 生成速率采用 NBT
还原显色法进行测定[21],该方法可以反映基于

NADH氧化还原酶所产生的 O•-2 的速率.向待

测胞外液中加入50μmol·L-1的 NBT溶液和

1mmol·L-1的NADH,使用紫外-可见分光光度

计在560nm处连续检测300s,得到扫描曲线,用
曲线斜率来表示超氧生成速率.H2O2 的测定使

用DPD/POD法[22].•OH的测定采用苯甲酸高

效液相色谱法[23].
1.3.2 代 谢 活 性 的 测 定  脱 氢 酶 活 性

(dehydrogenaseactivity,DHA)的检测采用TTC
法[24].电 子 传 递 系 统 活 性 (electrontransport
systemactivity,ETSA)的 检 测 采 用INT 还 原

法[25-26].
1.3.3 L-氨基酸氧化酶活性 向胞外液中加入

等体积的5g·L-1亮氨酸溶液作为反应底物,在

25℃条件下反应30min,测定反应前后 H2O2 浓

度的差值,其差值即为30min内产生的H2O2.
1.3.4 铁载体 铁载体的检测使用铬天青CAS
法,将配制好的CAS检测液与胞外液样品等体积

混匀后,于4℃下放置30min,再使用紫外分光

光度计在630nm下测定吸光度.以酵母浸粉培

养基作为空白对照,排除培养基成分的干扰.

2 结果与讨论

2.1 生物膜的表征

菌株 GCY为海洋假交替单胞菌,该菌属的

许多菌株已被证实具有形成生物膜的能力[27].通
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过实验,结合菌株干质量曲线计算可知单位体积

泡沫炭上的微生物干质量为22mg·cm-3,将制

备好的样品按照前文所述方法,使用SEM 观察

其表面形貌.可以明显看出,菌体与其分泌的胞外

聚合物覆盖在碳材料表面,生物膜系统趋于稳定

(图1).

图1 GCY生物膜SEM表征

Fig.1 SEMobservationofGCYbiofilm

EPS是由微生物代谢所分泌的高分子聚合

物,如蛋白质、多糖等.EPS将微生物包埋在絮体

中,是微生物生物膜的重要组成.因此,对 GCY
生物膜及游离菌体GCY的EPS进行检测.

多糖是具有黏性的大分子聚合物,在生物膜

的形成过程中起重要作用.生物膜EPS和游离菌

体EPS的多糖含量分别为313.55mg·L-1及

220.85mg·L-1(图2),由此可以得出,碳质载体

的存在会刺激微生物分泌多糖类物质,有助于微

生物在碳质载体表面的初始黏附并形成稳定生物

膜.蛋白质是EPS的重要组分,生物膜EPS及游

离菌体EPS中蛋白质含量分别为310.41mg·

L-1及254.85mg·L-1(图2).生物膜EPS中蛋

白质含量的提升,暗示其可能具有更强的生物代

谢活性.两体系内EPS以结合态为主,均占到总

EPS质量的90%以上.生物膜总EPS含量高于

游离菌体,说明以生物膜形式生长的菌体具有更

好的抵御外界不良环境的能力.
2.2 生物膜与游离菌体ROS产量

为探究生物膜与游离菌体的ROS产量差异,

分别对两体系内的ROS进行检测.菌株GCY可

以产生胞外 H2O2,这一现象已被 Gu等[8,17]报

道.生物膜体系的 H2O2 产量总体上要高于游离

       

图2 生物膜及游离菌体EPS分泌

Fig.2 EPSproductionofbiofilmandfreecells

菌体体系.有趣的是,GCY生物膜可以在菌株生

长 的 对 数 期 生 成 较 高 浓 度 的 H2O2,在

1μmol·L-1以上,18h以及24h的生物膜体系

H2O2 产量可分别达到游离菌体体系的3.10倍

和1.94倍(图3).而之前的研究往往在对数期末

期或稳定期开始检测到 H2O2 的生成[17,24],生物

膜的存在会使H2O2 的产生提前.

图3 菌株胞外H2O2 产量

Fig.3 ThegenerationofextracellularH2O2

分别在对数期及稳定期取样,对体系内O•-2
进行检测.菌株GCY在对数期及稳定期都可以

生成超氧阴离子自由基,并且不论是游离菌体还

是以生物膜形式生长的菌体,都在对数期有更大

的超氧生成速率,这与郭定环等[17]的研究结果相

一致.而在生物膜体系中,在对数期以及稳定期,
其产超氧的速率均要高于游离菌体体系,这表明

以生物膜形式存在的GCY具有更强的产超氧能

力(图4).
据报道,O•-2 可以通过 Haber-Weiss反应生

成•OH,同时,在铁载体的存在下,H2O2 可以通

过类Fenton反应生成•OH.菌株 GCY以及假

交替单胞菌属的多个菌株已被证实具有生成铁载
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  (a)对数期

  (b)稳定期

图4 胞外O•-2 产量

Fig.4 ThegenerationofextracellularO•-2

体的能力[24,28].本实验分别对两体系的•OH 及

铁载体生成情况进行测定.
在本实验中,生物膜体系•OH产量增高,最

高可以检测到1.04μmol·L-1的•OH,是同时

间点游离菌体体系的1.44倍(图5(a)).同时,在
生物膜体系中检测到了更明显的铁络合现象(图

5(b)).这表明相比于游离菌体体系,GCY生物膜

产生了更多的铁载体,并且铁载体的含量也与两

体系中•OH的生成趋势相一致,结合两体系胞

外H2O2 以及O•-2 的产量,可以推测GCY生物

膜通过胞外发生的类Fenton反应使•OH浓度

提高[24].

2.3 生物膜ROS形成机理分析

本课题组已经在GCY的基因组中发现了基

因lodA,并证实了其编码的L-氨基酸氧化酶参

与了菌株GCY生成 H2O2 的过程[24].因此,本实

验对胞 外 体 系 的 L-氨 基 酸 氧 化 酶 酶 活 性(以

H2O2 为基准)进行测定.菌株GCY在生长的各

个阶段均检测到L-氨基酸氧化酶酶活性,在稳定

期48h时,生物膜体系的L-氨基酸氧化酶酶活性

可达游离菌体体系的1.33倍.值得注意的是,在
对数期24h时,生物膜体系内也检测到了较高的

L-氨基酸氧化酶酶活性,这也解释了生物膜体系

中H2O2 产生提前的原因(图6).

  (a)胞外•OH产量

  (b)铁载体产量

图5 胞外•OH及铁载体产量

Fig.5 Thegenerationofextracellular•OHand

siderophore

图6 L-氨基酸氧化酶活性

Fig.6 L-aminoacidoxidaseactivity

前期 研 究 表 明,菌 株 GCY 在 Na+-转 位

NADH:醌氧化还原酶作用下产生 O•-2 ,该酶与

膜转运以及细胞呼吸相关,在细胞增殖中起作用.
其中NADH:醌氧化还原酶在生物呼吸链上参与

电子传递,是参与电子传递过程最主要的功能酶

复合体之一,因此该酶活性与体系内的电子传递
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活性及微生物代谢活性紧密相关[29].为探究该酶

在有无生物膜条件下的活性变化情况,分别对

GCY生物 膜 和 游 离 菌 体 GCY 的 ETSA 以 及

DHA进行测定.
ETSA可以表示经氧化呼吸链传递给最终电

子受体的电子数量,进而指示微生物的代谢活性.
在菌株 生 长 的 整 个 阶 段,生 物 膜 上 微 生 物 的

ETSA均要显著高于游离菌体体系,最高可达游

离菌体体系的1.74倍.可见,生物膜上微生物的

代谢活性有所提高,尤其是呼吸链电子传递方面

的代谢活性(图7(a)).

  (a)ETSA

  (b)DHA

图7 菌株GCY的ETSA及DHA
Fig.7 ETSAandDHAofstrainGCY

菌株脱氢酶是菌体氧化还原反应的关键酶,
在细菌生长和代谢过程中起重要作用,因此可作

为衡量微生物活性的指标.实验测定了不同时刻

两体系内菌体DHA的差异.在24h以及48h,两
体系的DHA差异较为显著,生物膜上微生物的

DHA要高于游离菌体体系(图7(b)).菌株GCY
形成生物膜后,代谢活性相较于游离菌体 GCY
有所提高.推测GCY生物膜为菌株提供了更适

宜的生长环境,保证了菌株更强的生长代谢活性,

使与O•-2 生成相关的 NADH:醌氧化还原酶酶

活性提高,进而促进 O•-2 产生.同时,有报道表

明,胞外ROS可能对细菌细胞结构存在损害并引

起胞内氧化应激,而EPS则可以减少ROS带来

的损害.以生物膜形式存在的菌株可以形成更多

的胞 外 EPS,这 有 利 于 其 抵 抗 高 浓 度 的 胞 外

ROS,保护菌株免于氧化应激的伤害.
综上,生物膜的存在将会显著提高L-氨基酸

氧化酶酶活性,使胞外H2O2 产量提升,并且生物

膜体系DHA、ETSA等菌株代谢的活性提高,进
而使其产O•-2 的关键酶 NADH:醌氧化还原酶

酶活性提高,这是生物膜O•-2 产量显著提升的主

要原因.

3 结 语

本文以海洋假交替单胞菌 GCY为代表,探
究了海洋产ROS细菌生物膜的产ROS能力.通
过实验证实GCY生物膜产胞外 H2O2 以及O•-2
的能力相比于游离菌体显著提升,生物膜体系产

H2O2 过程的关键酶L-氨基酸氧化酶酶活性明显

提升.同时,对DHA、ETSA等生理生化指标进行

测定,发现以生物膜形式生长的 GCY生长代谢

活性提高,胞外O•-2 的生成为部分生长偶联型,

因此推测代谢活性的提升是其O•-2 产量增加的

原因.海洋环境中的ROS可以影响污染物的归

趋,以GCY为代表的海洋细菌生物膜产ROS能

力提高,暗示了生物膜对于海洋环境中各类污染

物去除的潜力.
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StudyofROSproductioncharacteristicsofbiofilm
bymarinePseudoalteromonassp.

LÜ Jingping, LI Zelong, ZHANG Herui, WANG Jing*

(SchoolofEnvironmentalScienceandTechnology,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Marinemicroorganisms,whichcanproduceextracellularreactiveoxygenspecies(ROS),

areinferredassourceofROSformarineaphoticzones.However,intheactualmarineenvironment,

microorganismshavethetendencytoformintobiofilms,andtheeffectofbiofilmonROSproduction
hasrarelybeenreported.SoROSproductioncharacteristicsofPseudoalteromonassp.GCYbiofilm
areinvestigated.Accordingtotheresults,theextracellularH2O2,O•-2 and•OHproductionofGCY
biofilmishigherthanthatoffreecells.Extracellular H2O2 productionandextracellularO•-2
productionare3.10timesand3.56timeshigherthanthatoffreecells,respectively.Meanwhile,the
activitiesofL-aminoacidoxidase(LAAO),dehydrogenaseactivity(DHA)andelectrontransport
systemactivity(ETSA)arealsoincreased.Comparedwithfreecells,polysaccharideandprotein
contentsinextracellularpolymersubstance(EPS)componentsarebothincreased.ThetotalEPS
productionincreasesby149mg·L-1,whichenhancescelladhesionandreducesROS-induceddamage
tocells.

Keywords:reactiveoxygenspecies;biofilm;Pseudoalteromonassp.;marineenvironment
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