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生物膜（Biofilm）是微生物在固-液或气-液等界
面聚集，并包被在自身分泌的胞外聚合物（Extracellu原
lar polymeric substance, EPS）中而形成的微生物聚集
体[1]，其在自然和人体等环境中普遍存在。EPS能够维

持生物膜的三维空间结构，为生物膜内部细胞间的交

流和相互作用提供稳定的内环境[2]。在 EPS内往往包
被多种微生物，包括不同的细菌、真菌和藻类等。目前

研究比较多的生物膜体系主要是由细菌构成的单物

种生物膜（Monospecies biofilms）和多物种生物膜
（Multispecies biofilms）。多物种生物膜内含有多种细
菌，它们彼此发生竞争、合作、信号传递等相互作用，

从而赋予了生物膜独特的性质和功能[3]。相对于单物
种生物膜和游离态细胞，多物种生物膜可以增加群落

整体对抗生素的耐受性，避免原生动物的捕食，增加

水平基因转移的频率等[4]。
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摘 要：自然界中的微生物大多以多物种生物膜的形式存在，这种生命形式可以增加微生物对外界环境胁迫的耐受性。在多物种生

物膜中，微生物之间的相互作用包括合作、竞争、信号分子的传递、以及水平基因转移等。研究自然环境中多物种生物膜内部微生物

之间的相互作用，不仅对于理解自然生物膜的形成和演替过程具有重要意义，而且也可以为多物种生物膜在环境质量提升、微生物

多样性维持等方面提供理论指导。本文主要分为两个部分：第一部分总结了环境中多物种生物膜的研究方法，包括实验室模拟体系

下生物膜的构建及其分析检测技术；第二部分论述了天然多物种生物膜内细菌间的相互作用。

关键词：多物种生物膜；静态体系；动态体系；相互作用；竞争；合作

中图分类号：X172 文献标志码：A 文章编号：2095-6819（2017）01-0006-09 doi: 10.13254/j.jare.2016.0255

Multispecies Biofilms in Natural Environments: An Overview of Research Methods and Bacterial Social
Interactions
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Abstract: The majority of microbes live as multispecies biofilms in natural environments, which is beneficial to bacterial tolerance upon vari原
ous environmental stresses. Bacterial interactions in multispecies biofilms typically contain cooperation, competition, as well as transmission
of signaling molecules and horizontal gene transfer. The studies on these interactions in natural environments play an important role in under原
standing natural biofilms formation and succession, and also provide theoretical guide for microbial diversity maintenance and application of
biofilms in bioremediation. This review consists of two parts: Firstly, the research methods used in natural biofilms study were summarized, in原
cluding the establishment of biofilm model systems under laboratory conditions and related analytical technologies; In the second part, the so原
cial interactions between bacteria in multispecies biofilms were discussed.
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注：qPCR为定量 PCR技术，CLSM为共聚焦激光扫描显微镜，AFM为原子力显微镜，SEM为扫描电子显微镜，TEM为透射电子显微镜，PCR-
DGGE为 PCR串联变性梯度凝胶电泳技术，FISH为荧光原位杂交技术，CARD-FISH为酶联免疫荧光原位杂交技术。

表 1 生物膜研究模型及其分析检测技术
Table 1 Biofilm model systems and analytical technologies

模型 分类 特征 常用分析检测技术

静态体系 微孔板及 Nunc-TSP体系 生物膜在孔底、气-液界面、或者盖子上形成；重复性较高；高通量 定量方法：结晶紫染色、qPCR等
试管体系 生物膜在气-液界面形成；可以用于研究生物膜形成的影响因素，

也可以用于生物膜内的物种多样性研究；体系较简单，操作方便
结构观察：显微技术如 CLSM、AFM、SEM、TEM等

固体平板 生物膜在平板表面形成；外部形态易于观察；可用于研究不同细菌
之间的相互作用

组成分析：PCR-DGGE技术、宏基因组测
序、FISH及其衍生技术如 CARD-FISH等

动态体系 流动池 微生物生长不受限制；更接近自然状态；缺点是低通量 重要分子的鉴定：质谱分析、液相色谱-质
谱联用等

Bioflux体系 与流动池类似，但是含有微流通道，可以进行高通量分析

土壤、水体、工程设备等环境中的各种生物和非

生物因素影响着微生物间的相互作用，形成了具有不

同功能特性的多物种生物膜，这些复杂的微生物群落

又会对周围环境产生反馈调节，从而影响土壤质量和

植物适应性等[5]。比如，植物根际分泌的多糖可以促进
细菌生物膜的形成，而其中属于植物根际促生菌

（Plant growth-promoting rhizobacteria, PGPR）的部分
细菌又会促进植物生长[6]。多物种生物膜研究不仅能
够帮助人们更好地认识微生物群落结构和生态功能，

也可以为土壤环境中有机污染物降解、重金属转化、

以及土传病害防治等提供新的思路。

在本文中，笔者首先论述了研究生物膜的不同方

法，包括生物膜体系的构建以及分析和检测技术，特

别介绍了这些方法在多物种生物膜研究中的一些应

用。第二部分内容主要关注多物种生物膜中的相互作

用包括种间和种内互作，并以合作和竞争作用为例，

论述了多物种生物膜中互作的特点和意义。最后，指

出了自然环境中多物种生物膜研究存在的问题和面

临的挑战。

1 多物种生物膜研究方法

生物膜的形成是一个十分复杂的过程，在实验室

中构建生物膜体系会受到多种实验因素的影响。这些

因素包括菌种类型及来源、接种量和接种时间、营养

水平、外部环境的理化性质等。实验室条件下进行的

多物种生物膜研究，通常包括实验菌株的选择，生物

膜体系的构建以及检测分析技术。R覬der等[7]指出在
实验室中构建多物种生物膜群落时常用的 3种微生
物选择标准分别为：（1）使用已鉴定的菌株集合，将来
源不同的菌株放到一起进行培养；（2）利用分离自同
一环境、并假定它们能够共存的菌株构建多物种生物

膜；（3）直接使用没有经过任何培养步骤的复杂环境
样品。本文主要关注生物膜体系的建立以及各种分析

方法的比较（表 1）。通常，生物膜系统可以根据是否
持续通入营养物质分为静态和动态两种。静态生物膜

体系操作简单方便，而且可以检测多种不同条件下生

物膜的形成情况。动态生物膜体系则能够更好地模拟

自然环境，对于多物种生物膜的研究具有重要意义。

生物膜的检测分析包括生物膜定量、结构观察以及功

能分析。结晶紫染色是最常用的定量方法；利用扫描

电子显微镜等显微技术可以实现对生物膜的直接观

察[8]，而各种分子生物学手段则常用于生物膜功能的
分析。

1.1 生物膜研究体系的构建
静态生物膜体系常应用于形成生物膜的气-液或

固-液界面，使细菌在界面上聚集形成生物膜。对于可
以在气-液界面形成的生物膜，研究人员往往使用微
孔板或者试管培养生物膜。近年来，改进自 Galgary生
物膜设备[9]的 Nunc-TSP微孔板越来越多地用于培养
细菌生物膜。Ren等[10]对普通 96孔板与 Nunc-TSP微
孔板进行了比较，结果发现 Nunc-TSP体系重复性更
好。与微孔板相似，细菌也可以在试管内的气-液界面
形成生物膜。关于 Pseudomonas fluorescens 适应辐射
的一些研究使用了含肉汤培养基的试管作为细菌生

长的微环境[11]。这一体系简单且易于操作，不仅可以
用于研究影响生物膜形成的因素，也可以用于研究生

物膜内的物种多样性[12]。而对于可以在固体表面形成
生物膜的细菌，则通常利用固体平板培养基观察菌落

形态，判断生物膜形成能力。目前常用到的固体培养

基包括 MSgg生物膜诱导培养基[13]、TSB固体平板[14]、
MB 平板 [15]等。此外，固体平板上进行的群集实验
（Swarming Assay，图 1（A）和泳动实验（Swimming As原
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图 1 不同生物膜模型[10,13,19]

Figure 1 Experimental models for studying biofilms[10,13,19]

say）也常用于不同细菌间相互作用的研究[16]。
自然环境中的大部分生物膜是处于动态变化中

的，它们可以从环境中得到持续地营养供给，因此在

实验中需要尽量模拟自然动态体系。Burm覬lle等[17]将
琼脂覆盖的载玻片放入容器中，通过不断泵入无菌土

壤浸出液作为细菌的营养来源，构建了一个闭合回路

的生物膜流动模型（图 1（B））。这一模型模拟了细菌
的自然生长环境，可以用于研究生物膜的演替过程及

其影响因素。此外，由流动池组成的连续培养体系也

可以用于构建生物膜模型。这一体系常与可以直接进

行显微观察的培养室结合使用，但是往往是低通量

的，不能同时进行多个样品的检测[7,18]。而由微流通道
组成的 Bioflux系统为生物膜的高通量分析奠定了基
础，也为在微尺度下研究细菌间的相互作用提供了新

的途径（图 1（C））[19]。利用流动池和 Bioflux体系对荧
光标记菌株进行研究，使研究人员对多物种生物膜以

及不同 Pseudomonas aeruginosa菌株的分布和空间结
构有了更深入的认识[20-21]。与静态方法不同的是，流动
体系更加接近自然条件，能够实现对生物膜原位、持

续地观测，适合研究生物膜形成和演替过程。

1.2 多物种生物膜的分析检测技术
在多物种生物膜研究中，单菌种生物膜与多物种

生物膜的生物量是生物膜分析的基本参数，其可以反

映细菌成膜能力，也常作为判断相互作用类型的标

准。对于微孔板中形成的生物膜，常使用结晶紫对其

染色，然后检测 590 nm处的吸光值，并将此作为生物
膜的生物量参考值。这一方法操作简单，但是不能区

分活细胞和死细胞，只是对生物膜生物量进行粗略定

量。对于多物种生物膜中各物种的定量研究，过去一

般将生物膜分离出来，进行平板计数，但是这一方法

不适于复杂生物膜群落的研究，特别是天然生物膜群

落中可能存在大量不可培养细菌，使用平板计数的方

法往往会忽略掉这部分细菌的存在。通过定量 PCR
技术（quantitative Real-Time PCR, qPCR），利用特异
引物对起始模板进行定量则可以完整地反映生物膜

中各物种的含量。qPCR技术已在牙菌斑生物膜[22]、水
生生物膜[23]等生物膜研究中得到应用。在土壤多物种
生物膜研究中，研究人员利用荧光染料 SYBR Green I
和特异性引物进行 qPCR，得到了一个四菌种混合生
物膜各物种的相对比例，发现了多物种生物膜形成过

程中的关键菌种[10]。细菌的成膜能力除了用上述定量
方法进行判断以外，固体培养基上形成的细菌菌落大

小或者流动模型中生物膜的形态等也可以反映细菌

的成膜能力，并且也能反映生物膜的结构。某些染料

A为 MSgg生物膜诱导平板上的 Bacillus subtilis和 Bacillus simplex生物膜，距离为 0.8 cm[13]。（a）接触之前（第 1 d），（b）接触（第 2 d），（c）吞食（第
3 d），（d）包围（第 4 d）。箭头表示不同的互作区域：B. subtilis 区域（绿色箭头），界面（黄色箭头），B. simplex区域（红色箭头），比例为 2 mm；

B为流动生物膜体系[10]。琼脂覆盖的载玻片上通入无菌的土壤浸出液，流速为7.5 mL·min-1；
C为 Bioflux高通量生物膜体系原理图[19]。气压传到入口顶部，使新鲜培养及进入含有生物膜的微孔道，并通过出口流出。

生物膜可以直接用显微镜进行观察。

（A）固体培养基上的生物膜

（B）流动生物膜模型

泵

界面
垫片

微流通道

（C）Bioflux高通量体系
气压

入口 出口

新鲜
培养基 废液

生物膜

显微镜物镜

a b c d
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如刚果红可以与 EPS中的纤维素以及细菌菌毛等结
合，将其加入到固体培养基中作为细菌运动的指示

剂，可以清晰地反映生物膜的形成情况[24]。
生物膜作为细菌一种区别于游离态细胞的生命

形式，其特定的空间结构也是研究人员关注的热点。

固体培养基上细菌菌落是生物膜外部结构的直观反

映，如 B. subtilis 生物膜的褶皱[25]、Myxococcus xanthus
的胞外多糖微孔道[26]等。要得到生物膜内部的空间
构造，还需要更精细的可视化技术如扫描电子显微

镜等[7，27]。此外，通过荧光标记基因将特定菌种进行
标记，利用荧光显微镜或者共聚焦激光扫描显微镜

（Confocal laser scanning microscopy, CLSM）也可以清
晰地观察到细菌生物膜的空间结构。CLSM常与流动
池相结合用于多物种生物膜研究。在实验中将载玻片

放进流动池内，不断通入营养物质，利用 CLSM可以
对载玻片上的生物膜进行观察[28]。此方法不会对生物
膜造成破坏，而且可以实现对生物膜的连续监测，因

此有助于剖析多物种生物膜的复杂空间结构及其时

空演替过程。但是，很多微生物都不含报告基因，或者

不适合进行荧光标记，所以仍需要对新的标记技术进

行不断探索。

荧光原位杂交技术（Fluorescence in situ hybridiza原
tion, FISH）则可以在原位得到样品的空间分布情况。
Almstrand等[29]在多物种生物膜荧光原位杂交和数据
图像处理方面设计和应用了很多新方法。研究人员用

FISH技术在生物膜中检测到了多个种群，阐述了不
同种群的层化现象。FISH 技术不依赖于细菌培养
技术，可以对微生物群落的组成和动力学进行原位分

析。而此技术的变体酶联免疫荧光原位杂交（Cata
lyzed reporter deposition FISH, CARD-FISH）可以得
到更强、更稳定的荧光信号，常用于土壤等环境中不

同微生物的检测[30]；也可以与 CLSM结合，观察生物
膜的种群空间分布[31]。

在研究多物种生物膜群落的多样性和演替过

程时，往往需要对各组成细菌进行鉴定。DNA抽提并
结合变性梯度凝胶电泳（Denaturing gradient gel elec原
trophoresis，DGGE）和 16S rRNA 基因测序技术，可以
得到细菌多样性，而不同时间段的分析结果可以反映

生物膜的细菌群落演替过程[17]。但是 DGGE技术随
机性较大，很难检测到低丰度菌种，甚至某些高丰度

菌种也会出现丢失，而这些菌种有可能在生物膜形成

中发挥重要作用。高通量测序能够较为全面和准确地

反映微生物的群落结构，也可以在整体微生物群落水

平分析物种遗传多样性，并能较为客观地反映其中低

丰度的重要功能微生物，在微生物群落研究中已经有

了较多应用。

与微生物的纯培养相对应，很多分子生物学方法

可以用于检测生物膜相关基因的表达调控，特别是关

于 B. subtilis、P. aeruginosa、Vibrio cholerae 等单菌种
生物膜的相关研究[32-34]。单核苷酸多态性（Single nu原
cleotide polymorphism, SNP）等分子手段也逐渐用于
检测生物膜中存在的基因突变、氨基酸移码等[35-36]。基
因芯片技术具有高通量、大规模、平行性地分析基因

表达的能力，可以用于筛选生物膜中特异表达的基

因。而蛋白组学与高效质谱分析技术相结合，则能够

用于比较游离态细胞与生物膜细胞在蛋白质组成和

数量上的差异[37]。各种比较组学技术的发展和应用对
于深入了解微生物群落生态学具有重要意义[38-39]。它
们与网络分析方法一起，可以用于确定生物膜形成的

关键菌种，构建模式生物膜体系[7，40]，在研究生物膜特
别是多物种生物膜的形成和演替过程中具有广泛的

应用前景。

2 多物种生物膜中的相互作用

Parsek等[41]提出了“微生物社会学（Sociomicrobi原
ology）”一词，特别强调了微生物群落及其内部各物种
间各种相互作用和信息交流的重要性。生物膜也是微

生物群落的一种存在状态。自然界中的生物膜群落大

都含有多种微生物，它们彼此进行信息传递，发生相

互作用，最终形成稳定的生态体系。多物种生物膜中

的相互作用包括细菌间的合作和竞争，信号分子的传

递以及水平基因转移等。生物膜群落内部包含高度的

物种多样性和异质性，其结构也会受到各种生物、化

学和物理等因素的影响[42]。物种的多样性导致生物
膜中相互作用类型的复杂性，而其中各种物质的异质

性则会影响不同信号间的传递以及水平基因转移频

率。

在本文中，笔者将针对竞争和合作作用进行详细

论述。竞争和合作作为生物膜中的主要相互作用类

型，可以发生在种内，也可以发生在不同菌种之间。在

研究生物膜时，多物种生物膜生物量与各物种形成的

单菌种生物膜生物量的比较，往往被用作判断各组分

互作类型的依据。一般认为，微生物间的合作是对发

生相互作用的受体菌有利的行为，而竞争作用则是对

受体菌不利的行为。Madsen等[43]也提出了一种更精确
的定义方式：多物种生物膜的量高于各单菌种生物膜

孙晓洁，等.自然环境中的多物种生物膜：研究方法及社群相互作用
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图 2以单菌种生物膜形成情况为基础的多物种生物膜相互作用分类方法[43]

Figure 2 Classification scheme used for the assessment of biofilm formation in co-cultures based on monoculture biofilm formation [43]

生物量之和时，为协同效应；而比成膜能力最差的细

菌所形成的生物膜的量还低时，则认为它们之间为拮

抗互作（图 2）。可以借鉴此定义方法，对多物种生物
膜种间互作类型进行判断。

2.1 多物种生物膜中的种间合作
生物膜中的细菌彼此接近，关系密切，为细菌间

的互作提供了前提。生物膜内的细菌可以利用其他细

菌的代谢产物或者一起共同抵御不利环境。在一个由

Pseudomonas putida SB5 和 Chryseobacterium sp. SB9
构成的双菌种生物膜中，其生物量相对于单菌种生物

膜生物量显著增加，这说明这两个菌株之间存在协同

互作；P. putida SB5能够促进 Chryseobacterium sp. SB9
生物膜的形成。此外，研究人员还发现，这两个细菌在

与其他菌株混合培养时不会出现生物膜量增加的现

象，这表明它们之间的互作具有菌株特异性[17]。生物
膜中存在的协同效应也能促进整个群落对表面活性

剂[28]、抗生素[44]、农药[45]等外界环境压力的耐受性或降
解能力。

除此之外，也有很多研究观察到多物种生物膜的

协同作用可以促进整体生物膜的形成[46-47]。研究人员
从废水处理系统中分离到 13株细菌，分别进行两两
混合培养，发现多物种生物膜具有不同于单菌种的独

特性质，不同细菌间存在协同效应[48]。Ren等[49]利用四
菌种混合培养的方法，研究了土壤中 7株不同的细菌
在生物膜形成过程中的作用。结果发现有 63%的四
菌种混合培养物的生物膜量较单菌种生物膜出现

了增加，这表明协同作用在多物种生物膜形成过程

中普遍存在。由 Stenotrophomonas rhizophila, Xan原
thomonas retroflexus, Microbacterium oxydans 和 Paeni原
bacillus amylolyticus组成的混合培养物协同作用非常
显著。菌株特异性 qPCR结果表明，X. retroflexus在混
合培养物中含量最多（大于生物膜总细胞数的 97%），
其余 3个菌株虽然相对丰度较低，但它们是多物种生
物膜中细菌协同作用所必需的。

生物膜是不同细菌进行代谢产物交换的场所，其

中某些细菌将其他细菌的代谢产物为己所用，如作为

电子受体或供体等[50-51]。所以，目前普遍认为代谢相关
性是多物种生物膜内不同细菌间彼此合作的原因之

一。硝化过程就是生物膜中不同微生物彼此进行代谢

合作的一个典型例子。在这一过程中，氨氧化细菌将

铵盐转化为亚硝酸盐，随后又被亚硝酸盐氧化细菌

氧化[52]。此外，产脲酶的 Nitrospira moscoviensis 会合
成氨供不产脲酶的氨氧化细菌氧化所用[8，52]。生物膜
中的氨氧化细菌和亚硝酸盐氧化细菌利用彼此的代

谢产物，从而实现代谢合作。

2.2 生物膜的种间和种内竞争
竞争作用也是多物种生物膜中常见的互作方式。

生物膜中的各种细菌可能彼此竞争营养物质、溶解氧

以及空间等，并抑制其他细菌的生长繁殖。最常见的

例子就是废水处理系统中各种微生物群落的演替过

程。在下水道内壁由硫酸盐还原细菌（Sulfate-reduc
ing bacteria, SRB）与产甲烷古菌（Methanogenic ar原

单物种生物膜

物种 A 物种 B A+B 最大值 平均值 最小值

抑制
拮抗

协同
诱导

诱导
作用

拮抗
抑制

减
少

?

多物种生物膜分析模型

协同
诱导

诱
导

A+B

AA A
A

（A>B）

B
（A>B）

BB B
B/2

A/2
（A+B）/2

减
少

蓝色：A菌成膜能力；黄色：B菌成膜能力；黑色：用于定义细菌 A和细菌 B共培养时的成膜能力。诱导作用：共培养时的成膜能力大于
单独培养时的最大成膜能力。生物膜减少：共培养时产生的生物膜小于单独培养时的均值。因为某些相互作用不能直接观察，

所以中间未定义的区域保证了此模型的严谨性。此分类方法可以用于任意种类细菌形成的多物种生物膜

多物种生物膜

分类方案
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chaea, MA）构成的厌氧生物膜中，SRB和 MA彼此竞
争有机质、醋酸盐和氢等基质。在生物膜形成早期，生

物膜中的主要微生物是 SRB，但是在生物膜成熟后，
CH4的排放速率显著增加，MA成为了生物膜中的主
要微生物[53]。此外，微生物间的竞争作用也包括分泌
毒性物质如抗生素、细菌素、生物表面活性剂等直接

杀死或抑制其他细菌的生长。比如，P. aeruginosa等致
病菌的 VI型分泌系统（Type VI secretion system, T6SS）
可以将毒力效应蛋白转入不具 T6SS的邻近细胞内，
从而抑制甚至杀死周围细菌[54-55]。一些属于 Bacillus
和 Pseudomonas 的生防细菌（Biocontrol bacteria）也可
以分泌 2,4-二乙酰基间苯三酚（2,4-diacetylphloroglu原
cinol, 2,4-DAPG）等具有抗菌活性的物质，从而抑制
植物病原菌的生长[56]。

事实上，种间和种内微生物均存在竞争关系。据

报道，固体培养基上的 B. subtilis可以吞食其他竞争性
的 B.simplex菌落（图 1. A）[13]。一方面是因为 B. subtilis
可以分泌不利于 B. simplex 生长的表面活性素和自
食毒素。而且，在生物膜形成和种间互作过程中，B.
subtilis 生物膜中的一个亚群丢失了携带有抑制这两
种毒性物质合成的原生质粒 pBS32，这也增加了其对
其他竞争性芽孢杆菌的毒性。Oliveira等[20]指出，种内
竞争作用也在多物种生物膜形成和维持群落功能上

发挥重要作用。在一系列 P. aeruginosa天然菌株的不
同组合中，不仅多物种生物膜的生物量出现了增加，

而且混合培养的不同菌株间产生了更强的竞争作用。

一株菌在生物膜中占优势，且会在很大程度上排斥

另一株细菌，这表明生物膜的增加是细菌对竞争作用

的响应。

多样性是不同生态体系的基本特征。物种多样性

是影响群落功能和稳定性的关键因素，而基因型的多

样性在提高种群性能方面发挥重要作用。在一个群落

中，这两者之间往往存在相互作用，而且会影响整个

群落的性质和功能。多物种生物膜作为一个由不同微

生物构成的群落，其中的种间多样性会使种内多样性

减少并在功能上取代种内多样性[57]。研究人员构建了
由 P. aeruginosa PAO1, Pseudomonas protegens Pf -5,
Klebsiella pneumoniae KP-1 三种细菌组成的多物种
生物膜群落，发现种间多样性在多物种生物膜群落中

占主要地位，而形态学变种的出现则会降低群落对十

二烷基硫酸钠的耐受性，这表明种间多样性可在功能

上代替种内多样性。自然环境中的多物种生物膜群落

中往往存在高度的种间多样性，而形态学变种可以忽

略不计。但是，一些种间多样性较低的特定环境如囊

性纤维化病人肺部等，仍存在形态学变种，且发挥重

要作用[58]。所以，研究多物种生物膜时应该根据不同
环境给予种间和种内多样性特定关注，这样可以简化

研究模型，有利于不同互作机制的阐释。

2.3 竞争和合作，谁才是主角？
目前很多研究都强调了生物膜内各菌种间协同

合作的重要性及普遍性[59]，但是也有部分研究发现了
与此相反的结果。Foster等[60]指出生物膜中的种间互
作主要是竞争作用。研究人员将来源于同一水生环境

的菌株两两组合时，发现它们的互作大多都是负效

应；即使是两种以上菌种的混合也没有产生正向效

应。这说明生物膜中各种细菌相互适应的结果通常是

产生竞争性表型，而非合作表型。此外，Oliveira等[20]

发现在抗生素胁迫下生物膜的增加也表现为细菌对

竞争作用的响应。

必须要强调的一点是，生物膜内的细菌彼此合

作，又相互竞争。当组成多物种生物膜的细菌均来源

于同一环境时，多物种生物膜中的各菌种间更容易进

行合作；但是，如果它们来源于不同环境，其中的合作

则非常弱[4,43]。另一方面，生物膜中各物种的亲缘关系
也会影响其相互作用。如果互作细菌在决定某一群落

性质的基因座上具有相同的基因型，则更有利于彼此

合作；若这些细菌在这一基因座上属于不同基因型，

则常会产生竞争作用[61]。此外，生物膜中不同细胞的
空间组织情况也会对合作和竞争产生影响[54]。空间受
限制时，生物膜内部呈现为不同细胞系的隔离状态，

邻近细胞几乎完全来源于同一克隆，所以更容易进行

合作；而生物膜内部细胞高度混合时，互作往往以拮

抗为主，当然也可能存在不同菌株间的共生作用。

Zelezniak等[62]指出，代谢合作是不同菌种能够在
群落中共存的主要原因。在一个由 B. subtilis 构成的
生物膜中，研究人员发现生物膜周围和内部的细胞之

间具有代谢相关性。位于生物膜周围的细胞一方面能

够保护内部细胞不受外界环境干扰，也会通过消耗养

分来抑制内部细胞的生长。目前普遍认为这种代谢相

关性是平衡竞争与合作的关键[63]。代谢的耦联也体现
为多物种生物膜中微生物基因表达的协同变化[64]，但
是这种代谢相关性在多物种生物膜中是否普遍存在

仍有待进一步研究。

3 结论与展望

无论是有害生物膜的抑制，还是有益生物膜的利
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用，都需要高度关注多物种生物膜中微生物间的相互

作用。然而，目前该领域研究仍面临巨大挑战。一方面

缺少合适的尺度范围和标准方法，无法在实验室实现

环境中生物膜复杂微环境的重现，进而对生物膜的原

位研究较少，研究方法和相关技术仍有待完善。另一

方面，虽然实验室中基于可培养技术的生物膜体系的

构建使研究简单化，但是往往会忽略掉不可培养细菌

在多物种生物膜中发挥的重要作用。而且，生物膜内

的微生物彼此合作，又相互竞争，它们如何在生物膜

内达到平衡以及这一平衡如何影响生物膜的功能特

征也需要进行深入探索。此外，目前虽然对单菌种生

物膜形成过程已经有了一定的认识，发现了一些生物

膜调控基因，但多物种生物膜形成的分子机制仍不清

楚。

未来研究人员应更关注自然环境中的复杂生物

膜群落，模拟自然环境建立流动态生物膜模式体系，

或者在原位揭示多物种生物膜中各菌种的演替及其

生态学特征和效应。生物膜内各物种之间相互作用协

调机制的阐释还需要一个从量变到质变的过程。随着

研究的不断增多和深入，可以在大量实验数据的基础

上阐释多物种生物膜普遍存在的互作类型。利用高通

量测序可以较为全面和准确地反映微生物的群落结

构，对于研究多物种生物膜的演替和种间互作机制具

有重要意义。在分子生物学方面，运用多种宏组学方

法可以研究细胞不同阶段的基因表达差异，分析其调

控过程，从而从根本上解释生物膜的形成和演替机

制。
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