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锰消除镰刀菌酸对枯草芽胞杆菌R31生物被膜形成的抑制 

周海琪 1,2，程 萍 1，宫庆友 2，喻国辉 1,2*，温书恒 3 

（1. 仲恺农业工程学院，广州 510225；2. 珠海市现代农业发展中心，珠海 519075；3. 广东植物龙生物技术股份有限公司，珠海 519075） 

摘要：为了揭示芽胞杆菌类生防因子和镰刀菌病害的互作方式，对镰刀菌酸抑制枯草芽胞杆菌生物被膜形

成及其消除开展了研究。首先利用 24 孔细胞培养板建立了镰刀菌酸抑制枯草芽胞杆菌 R31 生物被膜形成

的生物测定体系，并筛选出抑制 R31 生物被膜形成所需的最低镰刀菌酸浓度。测定了在该镰刀菌酸浓度处

理下的 R31 生长曲线，并利用显微镜观察了镰刀菌酸处理和对照在振荡培养和静置培养下的菌体形态。然

后测定了不同浓度 MnSO4 添加消除镰刀菌酸抑制 R31 生物被膜形成的效果，并用高效液相色谱测定了各

处理镰刀菌酸的残留量。结果显示，以 24 孔细胞培养板为培养容器，以 BGM1 为培养基的生物测定系统

中，显著抑制 R31 生物被膜形成的最低镰刀菌酸用量为 9 μg/mL；该浓度的镰刀菌酸抑制了静置培养的 R31
菌体形成网状结构和漂浮在液面，并抑制了振荡培养的 R31 早期菌体增殖。但共培养体系中添加 MnSO4

可以恢复 R31 的生物被膜形成，其中 200 μg/mL 的硫酸锰不仅能消除毒素抑制，还可显著促进 R31 的生物

被膜形成。镰刀菌酸可能通过影响 R31 基质产生细胞的分化而抑制其生物被膜形成，硫酸锰可以作为钝化

剂缓解镰刀菌酸对 R31 生物被膜形成的抑制。 
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Elimination of the Inhibition of Fusaric Acid on the Biofilm Formation of                   
Bacillus subtilis R31 by Manganese 

ZHOU Haiqi1,2, CHENG Ping1, GONG Qingyou2, YU Guohui1,2*, WEN Shuheng3 
(1. Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou 510225, China; 2. Zhuhai Modern Agriculture Development 

Center, Zhuhai 519075, China; 3. Guangdong Geolong Biotechnology Co., Ltd, Zhuhai 519075, China) 

Abstract: In order to reveal the interaction mechanisms between Bacillus biocontrol agents and plant pathogen 
Fusarium, the inhibition of fusaric acid (FA) from Fusarium on the biofilm formation of Bacillus subtilis strain R31, 
and the elimination of the inhibition were investigated. Firstly, a bioassay system was established to test the 
inhibition of FA on the biofilm formation of B. subtilis R31 by 24-well cell culture plate, and the lowest 
concentration of FA on the biofilm formation of R31 was screened out. The growth curve of B. subtilis R31 was 
tested in the presence of the minimum concentration of FA, and the cells of R31 with or without the FA treatment 
under shaking or static cultivation were observed by microscopy. Then, different concentrations of MnSO4 were 
added into the co-cultural system to eliminate the inhibition of FA on the biofilm formation of R31, and the residue 
of FA in each treatment was determined by HPLC. The results showed that in this bioassay system, 9 μg/mL of FA 
could drastically inhibit the biofilm formation of R31 by inhibiting its reticular structure formation of R31 cells and 
reducing the cells floating on the liquid surface in static culture. 9 μg/mL of FA can also inhibit the growth of 
early-stage R31 in shaking culture. Adding MnSO4 into the co-culture system, however, can restore the biofilm 
formation of R31. More specially, 200 μg/mL of MnSO4 can not only eliminate the inhibition of FA on the biofilm 
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formation of R31, but also significantly promote its formation. FA may inhibit the biofilm formation of R31 by 
affecting the differentiation of matrix-producing cells of R31, and MnSO4 can be used as a passivating agent to 
alleviate the inhibition of FA on the biofilm formation of R31. 
Key words: Bacillus subtillis; biofilm formation; fusaric acid; inhibition; elimination 

 
镰刀菌 Fusarium spp.是一类重要的植物病原真菌，危害多种水果和粮食作物如香蕉、小麦和玉米[1]。

枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis R31 对镰刀菌属病原真菌具备广谱拮抗活性[2]，并在大田中对尖孢镰刀菌

Fusarium oxysporium 引起的香蕉枯萎病表现出防治效果[3,4]，可以广泛用于镰刀菌引起的作物病害生物防

治。其防治机理与 R31 具有生物被膜形成（biofilm formation）能力并可以在作物根际稳定定殖和调节作物

根际微生物群落结构有关[4-6]。 
枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis 的生物被膜形成能力与其在植物根际定殖和对土传病害的防治效果之间

存在相关性[7,8]，其生物被膜的形成和根际定殖受到植物根系分泌苹果酸[9]和根系多糖的促进[10]，并受到植

物免疫反应产物的抑制[11,12]。根际土壤中的微生物或代谢产物也可能促进或抑制枯草芽胞杆菌的生物被膜

形成[13]，如植物病原菌黄色镰刀菌 F. culmorum 共培养时可以促进枯草芽胞杆菌生物被膜形成[14]，土壤链

霉菌产生的井冈霉素 A 在不同浓度下可以促进或抑制枯草芽胞杆菌 R31 生物被膜的形成[15]。但镰刀菌产

生的毒素对枯草芽胞杆菌生物被膜形成的影响报道较少。 
镰刀菌酸（Fusaric acid，FA），5-丁基吡啶-2-羧酸，C10H13NO2，分子量 179，熔点 98～100 ℃，是

植物病原镰刀菌产生的次级代谢产物[16]，是一种非专化性真菌毒素[17]，对植物和哺乳动物表现出广谱的毒

性[18]，也是香蕉枯萎病病原菌的主要致病因子[19,20]，其产量与镰刀菌菌株的致病性之间存在正相关[21]。镰

刀菌酸的毒性主要表现在 2 个方面：一是镰刀菌酸通过体内氧化脱氢过程代谢成 3-n-丁基吡啶毒害细胞；

二是镰刀菌酸螯合了细胞中各种酶的铁、铜、锰等金属离子，破坏了原生质体与原生质膜的蛋白质结构[16]，

使细胞破裂死亡。为了缓解或消除镰刀菌酸的毒性，一些金属离子如 Mn2+、Cu2+、Zn2+等[22,23]或具备镰刀

菌酸代谢能力的微生物如荧光假单胞菌 Pseudomonas fluorescens[24]被用来钝化镰刀菌酸，并对香蕉枯萎病

表现出一定的防治效果。本课题组早期研究发现，香蕉枯萎病产生的粗毒素对芽胞杆菌的生长具有抑制作

用，并引起芽胞杆菌早衰[25]。在大田利用 R31 开展香蕉枯萎病防效试验时发现，香蕉枯萎病初始发病率高

的地块，R31 的防效会降低，猜测可能是因为该类型地块中镰刀菌及其产生的毒素含量较高，对 R31 的生

物被膜形成和定殖产生了负面影响。 
为了弄清镰刀菌酸对枯草芽胞杆菌 R31 生长和生物被膜形成的影响，以及 Mn2+作为钝化剂对这种影

响的钝化效果，设计了一套生物测定体系，确定了镰刀菌酸抑制枯草芽胞杆菌生物被膜形成的最低浓度，

并观察了该抑制浓度条件下 R31 的生长和生物被膜形成过程。由于 Mn2+不仅可以被用作毒素钝化剂，还

具有促进枯草芽胞杆菌生长和生物被膜形成的能力[26,27]，因此在镰刀菌酸和 R31 的共培养体系中添加

MnSO4。本研究为揭示芽胞杆菌类生防菌和镰刀菌病原菌毒素的互作提供了新的素材，并为采用增效剂提

高枯草芽胞杆菌 R31 的枯萎病防治效果提供了理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  供试菌株和培养基 

枯草芽胞杆菌 R31[2]，由珠海市现代农业发展中心提供。试验使用 LB 培养基和 BGM1 培养基[28]。 
1.2  供试试剂 

镰刀菌酸购自东京化成工业株式会社。 
1.3  镰刀菌酸抑制枯草芽胞杆菌生物被膜形成的生物测定体系 
1.3.1  不同浓度镰刀菌酸对不同起始浓度 R31生物被膜形成的影响  R31 种子液准备和菌体收集按照文献

[4]方法操作，最后得到的菌悬液浓度为 1.76×1010 cfu/mL。用 BGM1 培养基稀释收获的初始菌液，使 R31
的终浓度分别为 2.0×107、2.0×108和 2.0×109 cfu/mL，备用。 

向 24 孔细胞培养板中加入 BGM1 培养基和镰刀菌酸（母液浓度 900 μg/mL），使镰刀菌酸的终浓度 
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分别为 1、3、5、7、9、11 和 13 μg/mL，各镰刀菌酸处理浓度均设置对照，并在对照中加入等体积无菌水。

在不同的细胞培养板中分别加入 10 μL 2.0×107、2.0×108 和 2.0×109 cfu/mL 的 R31 稀释液，使 2 mL 的培

养体系中 R31 菌体起始浓度分别为 1.0×105、1.0×106 和 1.0×107 cfu/mL。R31 起始浓度为 1.0×108 cfu/mL
的体系则加入 11 μL 浓度为 1.76×1010 cfu/mL 的初始菌液。每种处理 3 个重复，将培养板置于 37 ℃静置

恒温培养，分别在 24、48 和 72 h 观察并拍照记录薄皮形成情况。确定镰刀菌酸在 9 μg/mL，R31 起始浓度

为 1.0×106 cfu/mL，培养 24 h 时可以观察到明显的生物被膜形成抑制效果。每个处理重复 3 次。 
1.3.2  镰刀菌酸抑制 R31 生物被膜形成的浓度测定  将 R31 LB 发酵液用 BGM1 稀释 1000 倍，在装有

BGM1 和 FA 的培养孔中加入 2 μL 稀释液，三者总体积为 2 mL，R31 的菌体终浓度约为 1.0×106 cfu/mL，
镰刀菌酸的终浓度分别为 1、3、5、7、9、11 和 13 μg/mL，对照组不添加镰刀菌酸，于 37 ℃静置培养 24 h，
观察生物被膜形成情况并用结晶紫染色法定量测定生物被膜厚度[29]。每个处理重复 3 次。 
1.4  镰刀菌酸影响 R31 生长和生物被膜形成 
1.4.1  镰刀菌酸对R31在BGM1中静置生长的影响观察  处理方法同 1.3.2，镰刀菌酸浓度设定为 9 μg/mL，
分别在 4、8、12、16、20 和 24 h 取不同处理菌液 10 μL 制片，结晶紫染色后镜检拍照。 
1.4.2  镰刀菌酸对 R31 在 BGM1 中振荡生长的影响  R31 活化方法同 1.3.1，从 5 mL 种子液中按 1%的量

分别加入 5 mL BGM1 和 BGM1＋9 μg/mL 镰刀菌酸（FA）液体培养基中，于 37 ℃、180 r/min 振荡培养，

分别在 0、2、4、6、8、10、12、14、16 和 20 h 测定 600 nm 处 OD 值，并以培养时间为横坐标作图，获

得 R31 的生长曲线。每个处理重复 3 次。分别在 4、6、8、10 和 12 h 取不同处理菌液 10 μL 制片镜检拍照。 
1.5  硫酸锰钝化镰刀菌酸恢复 R31 生物被膜 
1.5.1  不同浓度硫酸锰钝化镰刀菌酸恢复 R31 生物被膜形成的试验方法  在事先加好 BGM1 液体培养基、

FA 母液和 MnSO4 母液的培养孔中加入 R31 种子液 2 μL，使终体积为 2 mL，镰刀菌酸终浓度为 9 μg/mL，
MnSO4 母液浓度为 100 mg/mL。设置了终浓度分别为 40、80、120、160 和 200 μg/mL 的 MnSO4 钝化处理

组以及 3 种对照组，分别为 BGM1 培养 R31、9 μg/mL 镰刀菌酸处理 R31 和 120 μg/mL 硫酸锰处理 R31， 
37 ℃静置培养 24 h，观察、记录并定量测定 R31 生物被膜形成情况，测定方法同 1.3.2。每个处理重复 3
次。 
1.5.2  钝化后培养液中剩余镰刀菌酸含量的 HPLC 测定  样品制备：培养体系同 1.5.1，设置 2 个对照，分

别为 9 μg/mL 镰刀菌酸＋BGM1 和 R31＋BGM1＋9 μg/mL 镰刀菌酸，处理组 3 个，分别为 MnSO4 终浓度

为 80、160 和 200 μg/mL。37 ℃静置培养 24 h，分别收集 5 个处理培养液 20 mL，4 ℃、5000 r/min 离心

10 min 去除菌体，加入等体积乙酸乙酯抽提 12 h，吸取上层有机相 16 mL，真空离心蒸发浓缩，浓缩物用

8 mL 色谱纯甲醇溶解，然后用 0.22 μm 有机滤膜过滤。 
FA 标准品（40 μg/mL）配制：精密称取 0.0020 g 溶于色谱纯甲醇 50 mL，0.22 μm 有机滤膜过滤。 
样品中 FA 含量的 HPLC 测定[23]：色谱柱 260 nm×4.6 nm，填料直径 5 μm，柱温 50 ℃，流动相为色

谱纯甲醇/0.43%磷酸（68/32），流速 0.7 mL/min，进样量 10 μL，波长 270 nm。 
1.6  数据统计与分析 

文中数据采用 DPS[30]软件开展方差分析和邓肯新复极差多重比较及正交试验的设计与分析，利用

Excel 2003 软件作图。 

2  结果与分析 
2.1  镰刀菌酸抑制枯草芽胞杆菌生物被膜形成的生物测定体系 
2.1.1  不同浓度镰刀菌酸对不同初始浓度 R31 生物被膜形成的影响  镰刀菌酸可以抑制枯草芽胞杆菌 R31
生物被膜形成（图 1A、B、C），抑制程度与镰刀菌酸的浓度和 R31 的初始浓度相关。R31 的初始浓度低，

受抑制明细，镰刀菌酸浓度高，抑制效果明显。7 μg/mL FA 抑制了低浓度（1.0×105、1.0×106 1.0×107 cfu/mL）
R31 在 24 h 内形成薄皮，但高浓度（1.0×108 cfu/mL）R31 在 7 μg/mL FA 作用下能形成薄皮，所有对照均

可在 24 h 内形成较完整薄皮。9 μg/mL FA 抑制了所有起始浓度的 R31 在 24 h 内形成薄皮。培养到 48 h（图

1B），浓度在 9 μg/mL 及以上的 FA 仍然明显影响所有起始浓度的 R31 薄皮的形成。培养到 72 h（图 1C）， 
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注：A、24 h，B、48 h，C、72 h，除设置不加镰刀菌酸对照外，每个镰刀菌酸处理浓度还设置与该浓度所加体积相等的无菌水。D、不同浓度镰刀

菌酸对起始浓度为 1.0×106cfu/mL 的 R31 生物被膜形成影响的定量测定，图中数据表示平均数±标准差，图上不同的小写字母表示方差分析和多重

比较差异显著（P＜0.05）。 

Note: A 24 h，B 48 h，C 72 h. In addition to the control without FA, there were different controls set for different FA treatments by adding sterile water. D 

Quantitative determination of the effect of fusaric acid at different concentration on the biofilm formation of R31 with an initial concentration of 1.0×106 

cfu/mL, data were mean±SD, different letters indicated significant difference by ANOVA and multiple comparisons at 0.05 level. 

图 1  镰刀菌酸对枯草芽胞杆菌 R31 生物被膜形成的影响 

Fig. 1  Influence of FA on the biofilm formation of B. subtilis R31 
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9 μg/mL FA 对 R31 生物被膜形成的抑制减轻，但处理形成的薄皮仍然与对照存在差别，说明 9 μg/mL 的

FA 可以抑制 R31 生物被膜的形成。 
2.1.2  镰刀菌酸抑制 R31 生物被膜形成的最低浓度确定  按照优化的生物测定条件开展定量检测，发现

培养 24 h 时，9 μg/mL FA 明显抑制了 R31 生物被膜的形成，菌体生物被膜的形成与对照差异显著（图

1D）。 
2.2  镰刀菌酸影响 R31 生长和生物被膜形成 
2.2.1  镰刀菌酸对 R31 在 BGM1 生物被膜形成过程中的影响  显微镜观察结果如图 2A 所示，静置培养条

件下 R31 在 BGM1 培养基中以非游离（聚团、结网）的形式生长，与文献报道的枯草芽胞杆菌生物被膜

形成过程完全一致[31]。在该培养基中培养至 4 h 时，菌体逐渐以长链状形式聚集生长；8～16 h 时菌体量不

断增加，同时多呈短杆状聚集结构；20 h 开始出现薄皮，24 h 即可观察到致密完整的薄皮；24 h 上清液中

菌体均以长链状连接聚集。而 R31 在含有 9 μg/mL FA 的 BGM1 培养基中虽也是以非游离的形式生长，但

菌体密度明显比对照要低；4 h 出现长链状连接，8 h 以后基本上保持短杆状形态，逐渐聚集；但到 20 h 时

培养液上清中菌体极少，与对照相比，24 h 的培养液上清中仅观察到单个菌体，与对照有显著差别，大部

分菌体沉淀到管底。从上述生长过程的观察来看，FA 可能影响了 R31 基质产生细胞的量，使得产生胞外 
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注：A，镰刀菌酸对 R31 在 BGM1 中静置培养时生长过程的影响；B，镰刀菌酸对 R31 在 BGM1 中振荡培养时生长过程的影响；C，R31 在 BGM1

和 BGM1＋9 μg/mL 镰刀菌酸培养基中的生长曲线，不同大写字母表示方差分析多重比较差异极显著（P＜0.01）；图中标尺=10 μm。 

Note: A, influence of FA on the growth of R31 in BGM1 at stilling culture; B, influence of FA on the growth of R31 in BGM1 at shaking culture; C, growth 

curve of B. subtilis R31 on BGM1 and BGM1＋9 μg/mL FA medium, different capital letters means significant difference by ANOVA and multiple 

comparisons at 0.01 level; scale bar=10 μm. 

图 2  枯草芽胞杆菌 R31 在含 9 μg/mL 镰刀菌 BGM1 培养基中的生长曲线和生长过程观察 
Fig. 2  The growth curve and process of B. subtilis R31 on BGM1＋9 μg/mL FA medium 
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基质的细胞数量较少，不能够形成更多的胞外多糖和蛋白质，从而不能使细胞之间有效地粘附并形成细胞

束，最后直接影响了细胞团的形成和漂浮。 
2.2.2  R31在不同培养基（BGM1、BGM1＋9 μg/mL FA）中生长曲线的测定  振荡培养条件下 R31 在 BGM1
培养基中以非游离（聚团、结网）的形式生长（图 2B）。R31 在 BGM1 培养基中培养到 4 h 时长链状菌体

密度不断增加的同时以长、短链状连接聚集；8～12 h 菌体密度增加更明显，聚集成网状结构。振荡培养

条件下 R31 在 BGM1＋9 μg/mL FA 中培养至 12 h 的每个时间段菌体密度明显比对照低，与生长曲线（图

2C）的结果吻合。 
在振荡培养条件下，9 μg/mL 的 FA 显著抑制了 R31 的对数生长期的增殖，但显著促进了稳定期的菌

体增殖（图 2C）。从 2 h 开始到 12 h，对照的 OD 值均显著高于镰刀菌酸处理，而从 14 h 开始，镰刀菌酸

处理的 OD 值显著高于对照（2C）。R31 在 BGM1 中培养 2 h，OD600 为 0.149，随后其 OD 值随着时间而

增大，并进入对数生长期，培养至 12 h 时，其 OD 达到 1.912，此后菌体生长进入稳定期。而 R31 在 BGM1
＋9 μg/mL FA 中以同样的条件培养，2 h 时 OD 值尚无明显升高，但随后进入对数生长期，培养至 14 h 时，

其 OD600 达到 2.017，此后菌体生长进入稳定期。 
从振荡培养条件下的 R31 生长方式观察结果来看，FA 影响了振荡培养条件下 R31 的细胞分化过程。

在 BGM1 中，R31 主要以生物被膜形成的方式生长，而添加 FA 后，生物被膜方式生长的细胞量减少，但

随着时间的推移，FA 的抑制作用被克服，R31 最终仍然能够恢复正常的生长。 
结合静置培养和振荡培养条件下 R31 的生长方式观察结果推断，FA 可能通过影响 R31 细胞群体中基

质产生细胞的数量来抑制生物被膜形成。 
2.3  硫酸锰钝化镰刀菌酸恢复 R31 生物被膜形成能力 
2.3.1  不同浓度硫酸锰钝化镰刀菌酸恢复 R31 生物被膜形成的结果  MnSO4 对 R31 生物被膜的形成没有

抑制作用（图 3），以 9 µg/mL FA 处理作为对照，通过添加不同浓度 MnSO4，发现 200 µg/mL MnSO4 能

钝化镰刀菌酸并完整恢复 R31 的生物被膜形成；200 µg/mL MnSO4 钝化 9 µg/mL FA 使 R31 生物被膜形成

能力恢复后的生物被膜总量超过对照；小于 200 µg/mL MnSO4 处理的钝化效果不明显（图 3）。 
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注：1，CK；2，9 μg/mL 镰刀菌酸；3，120 μg/mL 硫酸锰；4，40 μg/mL 硫酸锰＋9 μg/mL 镰刀菌酸；5，80 μg/mL 硫酸锰＋9 μg/mL 镰刀菌酸；6，

120 μg/mL 硫酸锰＋9 μg/mL 镰刀菌酸；7，160 μg/mL 硫酸锰＋9 μg/mL 镰刀菌酸；8，200 μg/mL 硫酸锰＋9 μg/mL 镰刀菌酸。 

Note: 1, CK; 2, 9 μg/mL FA; 3, 120 μg/mL MnSO4; 4, 40 μg/mL MnSO4＋9 μg/mL FA; 5, 80 μg/mL MnSO4＋9 μg/mLFA; 6, 120 μg/mL MnSO4＋9 μg/mL FA; 7, 

160 μg/mL MnSO4＋9 μg/mL FA; 8, 200 μg/mL MnSO4＋9 μg/mL FA  

图 3  不同浓度硫酸锰钝化 9 µg/mL 镰刀菌酸促进枯草芽胞杆菌 R31 生物被膜形成的测定结果 

Fig. 3  Results of the passivation of manganese sulfate on 9 µg/mL FA at different concentrations and their promotion on the biofilm 

formation of B. subtilis R31 

2.3.2  硫酸锰钝化镰刀菌酸促进 R31 对镰刀菌酸的代谢  加入 R31 后，9 µg/mL 的 FA 降低至 1.2 µg/mL，
说明 R31 在生长的过程中能代谢一部分 FA；在 R31＋9 µg/mL FA 基础上加入 80、160、200 µg/mL MnSO4，

4 h 后检测不到 FA（表 1）。 
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表 1  不同处理剩余体系中 FA 含量 
Table 1  FA content in residual systems under different treatments 

处理方式 Treatments 剩余 FA 含量 Residual FA contents (µg/mL) 

BGM1＋9 μg/mL FA 8.84 

BGM1＋9 μg/mL FA＋R31 1.2 

BGM1＋9 μg/mL FA＋R31＋80 μg/mL MnSO4 0 

BGM1＋9 μg/mL FA＋R31＋160 μg/mL MnSO4 0 

BGM1＋9 μg/mL FA＋R31＋200 μg/mL MnSO4 0 

3  讨论 
镰刀菌酸对枯草芽胞杆菌R31生物被膜形成的抑制具有浓度效应，7 µg/mL的镰刀菌酸即可以影响R31

的生物被膜形成，随着镰刀菌酸浓度的增加，对 R31 生物被膜形成的抑制作用越来越明显。R31 的菌体起

始浓度也影响了生物被膜的形成，起始浓度为 1.0×105、1.0×106 和 1.0×107 cfu/mL 的 R31 在 7 µg/mL 的

镰刀菌酸存在下，24 h 时不能形成生物被膜，但起始浓度为 1.0×108 cfu/mL 的 R31 受影响较小，可在 24 h 
形成不完整的生物被膜，随着培养时间的延长，到 72 h 时，除起始浓度为 1.0×105 cfu/mL 的 R31 处理和

对照还有明显差异外，其他起始浓度的处理已和对照无明显差异了。这和过氧化氢对 R31 的生物被膜形成

影响的规律类似[4]。枯草芽胞杆菌 R31 起始浓度越大，越容易达到形成生物被膜所需要的细胞群体密度，

形成生物被膜越快，受镰刀菌酸的影响越小。 
枯草芽胞杆菌在生长和生物被膜形成过程中会出现细胞分化，一部分细胞为游离的运动性细胞，

一部分为固定生长的基质产生细胞，一部分则分化为感受态形成细胞，另外一部分又分化为芽胞形成

细胞[31]，这个过程受到 Spo0A 和 DegU 这两个全局性主调控因子磷酸化水平的变化控制[29,32]，而细胞

以链状结构生长并逐步形成细胞束和细胞团并最终形成薄皮是枯草芽胞杆菌生物被膜形成的特征之一[33]。

BGM1 是本实验室筛选出来的一个促进枯草芽胞杆菌生物被膜形成的培养基[28]，通过对不同培养条件

（BGM1、BGM1＋9 µg/mL FA）下 R31 生物被膜形成过程的观察，发现 R31 在 BGM1 液体培养基表

面能够形成完整薄皮，此时薄皮中的菌体处于非运动型的长链状聚集交联结构中；而在 BGM1 中加入

9 µg/mL FA 后不能形成薄皮，在 BGM1 液体培养基表面菌体稀少，24 h 后菌体仍然呈单体形式。对（BGM1、
BGM1＋9 µg/mLFA）中 R31 的生长曲线测定发现，FA 抑制 R31 菌体的对数生长，但促进了稳定期的

R31 的生长。结合对枯草芽胞杆菌细胞分化[31]和生物被膜形成过程观察[32]，推断镰刀菌可能通过抑制

基质产生细胞的形成抑制枯草芽胞杆菌 R31 生物被膜的形成。但 FA 究竟通过何种信号途径来实现这

个过程，还需要进一步的研究。 
值得注意的是，镰刀菌酸使香蕉表现出枯萎症状的浓度在 130 μg/mL 以上[20]，而本课题组测定盆

栽试验中发病香蕉种苗根系中镰刀菌酸的含量，发病植株根系中镰刀菌酸的含量达到 314.7 μg/g（未发

表数据），而完全抑制 R31 生物被膜形成的镰刀菌酸浓度仅为 9～13 μg/mL。很显然 R31 在发病的香

蕉园的防效受到影响与发病香蕉园的病原菌浓度及其产生的毒素浓度过高有很大的关系。因此，在镰

刀菌病害发生严重的地块使用 R31，必须考虑毒素的钝化以及如何促进 R31 的生物被膜形成。 
文献报道 Mn 离子具有钝化镰刀菌酸的功能[22]，其同时还是枯草芽胞杆菌生长和生物被膜形成所

必需的微量元素[34-37]，在枯草芽胞杆菌的生活史中发挥重要的作用[38]，已知 Mn 离子添加到枯草芽胞

杆菌的培养基中，可以促进枯草芽胞杆菌芽胞形成[27]和抗逆[39]相关基因的转录。本研究显示，将硫酸锰添

加到含有镰刀菌酸的培养基中，表现出恢复 R31 生物被膜形成的特点，当硫酸锰的浓度添加到 200 μg/mL
时，不仅可以钝化毒素的影响，还可以促进 R31 的生物被膜形成。由于 Mn 离子还是植物重要的抗病

酶 Mn-SOD 的辅基，参与植物对超氧阴离子自由基的清除，因此 Mn 离子具有协助 R31 在发病地块防

控镰刀菌病害的潜力。但 Mn 离子过量使用后容易造成对作物的伤害，其作为枯草芽胞杆菌 R31 的增

效剂还需要进一步验证。 
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