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　　摘要：为探究荧光假单胞菌ＭＳ８２中ＧＧＤＥＦ结构域基因对ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ调控细菌生物被膜形成及运动能力的影
响，通过抑菌圈法、小试管法、９６微孔板法以及运动性平板分别检测 ＧＧＤＥＦ缺失突变体 ＭＴ５０９２、ＭＴ０１８９、ＭＴ１９和
ＭＳ８２野生型菌株之间的相关生命活动能力的差异。结果显示，ＧＧＤＥＦ缺失突变型菌株ＭＴ５０９２、ＭＴ０１８９、ＭＴ１９的抑
菌活性、生物被膜形成能力、运动能力（游泳运动、集群运动及抽搐运动）皆低于突变前的ＭＳ８２野生型菌株，且突变株
与野生株的抑菌活性存在极显著差异（Ｐ＜０．０１）；３６ｈ的生物被膜形成能力存在极显著差异；运动行为存在不一致的
显著（Ｐ＜０．０５）或极显著差异。最终得出结论：缺失ＧＧＤＥＦ结构域基因会降低胞内ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ浓度水平，进而影响
ＭＳ８２菌株的生物膜及运动行为。
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　　环二鸟苷酸（ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ）是一种广泛存在于
细菌中的保守第二信使，作为关键因素调控着菌落

形态、细胞周期、细胞分化、生物被膜的形成与扩

散、鞭毛与菌毛介导的细胞运动行为、细胞毒力、抗

性分泌等重要生命活动［１－４］。大量试验证明，假单

胞菌属菌株胞内 ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ的浓度水平，受到
ＤＧＣｓ（二鸟苷酸环化酶）的催化核心，同时也是
ＤＧＣｓ与２分子 ＧＴＰ结合形成 ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ的重要
结合 位 点———ＧＧＤＥＦ结 构 域 的 调 控［５－７］。对

ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ调控生物膜的研究中发现，高浓度的
ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ会促进胞外多糖产生和生物膜形成量
的增加，同时抑制细菌运动行为；而低水平的

ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ有利于鞭毛介导的细菌运动却不利于
生物 被 膜 的 形 成［８］。在 探 索 荧 光 假 单 胞 菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）是否符合此结论时，选取
的试验对象 Ｐｆ０－１菌株相关数据显示，缺失了含有

ＧＧＤＥＦ结构域的ＲａｐＡ基因后，细胞内 ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ
水平降低并对生物膜形成具有抑制作用，却没有发现

影响胞外多糖产生或鞭毛介导的运动性的证据［９］。

ＭＳ８２菌株是一株从土壤中发现的荧光假单胞
菌［１０］，对引起食用菌菌种菌料污染、继而引发寄生

性病害的绿色木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｖｉｒｉｄｅ）［１１］具有良好
的抑菌作用。突变体ＭＴ１９是通过随机突变方式获
得的一株 ＧＧＤＥＦ结构域基因破坏菌株，并导致其
抑菌活性完全丧失［１２］。然而，该基因的突变是否对

生物被膜形成能力和运动性方面的具体调控造成

影响尚不清楚。为探索 ＧＧＤＥＦ结构域基因在
ＭＳ８２菌株中对 ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ调控生物被膜及运动
行为的影响，本研究对荧光假单胞菌ＭＳ８２菌株中３
个与ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ代谢相关的 ＧＧＤＥＦ结构域基因
进行研究，检测ＭＳ８２野生株与３株不同 ＧＧＤＥＦ结
构域突变株（ＭＴ５０９２、ＭＴ０１８９：基因重组菌株、
ＭＴ１９：随机突变菌株）之间的抑菌活性、生物被膜形
成量、运动行为等表型差异，进一步探究荧光假单

胞菌中ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ调控生物被膜及运动性之间的
关联。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株和供试菌株　生防菌：ＭＳ８２野生型菌
株（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ），突变型菌株 ＭＴ５０９２、ＭＴ０１８９、
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ＭＴ１９；病原菌：绿色木霉。所有菌株均由江苏省农
业科学院蔬菜研究所提供。试验于２０２０年１０月至
２０２１年８月在江苏省农业科学院蔬菜研究所食用
菌研究课题组研究室内开展。

１．１．２　相关培养基制备　ＬＢ培养基（１Ｌ）：１０ｇ胰
蛋白胨、５ｇ酵母提取物、１０ｇＮａＣｌ［１３］；ＬＢ固体培养
基（１Ｌ）：１０ｇ胰蛋白胨、５ｇ酵母提取物、１０ｇＮａＣｌ、
１５ｇ琼脂；氨苄液体培养基：在 ＬＢ培养基成分中加
入０．１％５０μｇ／ｍＬ氨苄青霉素（Ａｍｐ）；氨苄固体培
养基：在ＬＢ固体培养基成分中加入０．１％ ５０μｇ／ｍＬ
Ａｍｐ；游泳运动（ｓｗｉｍｍｉｎｇｍｏｔｉｌｉｔｙ）培养基：在 ＬＢ培
养基成分中加入０．３％琼脂粉；集群运动（ｓｗａｍｉｎｇ
ｍｏｔｉｌｉｔｙ）培养基：在 ＬＢ培养基成分中加入０．７％琼
脂粉、０．５％葡萄糖；抽搐运动（ｔｗｉｔｃｈｉｎｇｍｏｔｉｌｉｔｙ）培
养基：在ＬＢ培养基成分中加入３％琼脂粉。
１．２　方法
１．２．１　菌液制备　ＭＳ８２、ＭＴ５０９２、ＭＴ０１８９、ＭＴ１９
菌株在氨苄固体培养基上活化，２８℃倒置培养
１６ｈ。选择单菌落重新划线，２８℃倒置培养１６ｈ。
将各菌株单菌落接入 ５ｍＬＬＢ培养基中，２８℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养 １６ｈ，４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ离心
３ｍｉｎ，弃上清，用无菌水将菌体重悬并稀释至吸光
度Ｄ６００ｎｍ＝０．０５，备用。
１．２．２　突变体抑菌能力测定　采用抑菌圈法［１４］测

定：分别取１０μＬ制备好的菌液置于ＬＢ固体培养基
中心，待菌液晾干后，用小喷壶喷适量用无菌水稀释

的绿色木霉孢子悬浮液（孢子浓度２亿 ＣＦＵ／ｍＬ），
２８℃倒置培养２ｄ，测量各菌株抑菌圈直径。
１．２．３　ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ相关基因生物膜形成测定　采
用小试管法［１５］与９６微孔板法［１６］测定 ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ
对生物膜形成的影响。（１）小试管法：分别在含有
５ｍＬＬＢ培养基的灭菌试管中加入５μＬ各菌株菌
液，２８℃、１００ｒ／ｍｉｎ振荡培养１６ｈ后，静置３６ｈ。
１％结晶紫染色后，观察管内形成染色环状物的颜色
深浅。（２）９６微孔板法：９６孔板中每孔加入１００μＬ
的ＬＢ培养基及各菌株备用菌液１０μＬ，２８℃静置
孵育，分别于１２、２４、３６ｈ取出。１％结晶紫染色后，
加入 １００μＬ３３％乙酸溶解３０ｍｉｎ。以 ＬＢ培养基
为参比，用紫外分光光度计在荧光假单胞菌最大吸

光波长５９０ｎｍ处测定菌液吸光度Ｄ５９０ｎｍ。
１．２．４　ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ相关基因运动能力测定　本研
究运动能力检测方法对谢杰鹏等的方法［１７］进行改

进。（１）游泳运动能力测定：各菌株分别取 １０．０、

２．５μＬ菌液，接种在泳动培养基表面正中间，２８℃
培养 ２４ｈ后，观察以接种中心蔓延的云雾状区域，
测量该区域的直径。（２）集群运动能力测定：分别
吸取１０．０、２．５μＬ菌液接种在集群运动培养基表面
中心，２８℃恒温培养 ２４ｈ后，观察以接种中心生长
蔓延的区域，测量该区域的直径。（３）抽搐运动能
力测定：用无菌牙签蘸取各菌株菌液，接种在抽搐

运动培养基底部，２８℃恒温培养 ４８ｈ后，轻轻揭去
培养基，用０．９％生理盐水冲洗培养皿底部未黏附的
细菌，１％结晶紫溶液染色后，观察以细菌接种点为中
心形成的区域，测量该区域的直径。

１．２．５　统计学方法　每组处理设置３个重复，测量
数据采用ＳＰＳＳ１７．０统软件进行单因素方差分析计
（ＡＮＯＶＡ），采用 ＬＳＤ－ＴａｍｈａｎｅｓＴ２进行两两比
较。数据结果用“平均数±标准差（ｘ±ｓ）”表示。

２　结果与分析

２．１　抑菌能力分析
抑菌圈法产生的透明抑菌圈直径越大，则表明

该菌株的抑菌活性越强，反之越弱。ＭＳ８２野生型
菌株和３个ＧＧＤＥＦ结构域基因突变体菌株对绿色
木霉的抑菌活性如图１所示，可以看出，３个突变体
菌株的抑菌活性均有不同程度的降低。其中 ＭＴ１９
完全丧失抑菌能力，无抑菌圈产生；ＭＴ５０９２与
Ｍ０１８９产生的抑菌圈均极显著小于 ＭＳ８２野生型
（Ｐ＜０．０１）。４个菌株的抑菌活性依次为 ＭＳ８２＞
ＭＴ０１８９＞ＭＴ５０９２＞ＭＴ１９。

２．２　生物被膜形成能力差异分析
ＭＳ８２菌株中 ３个含有 ＧＧＤＥＦ结构域的基因

—５０１—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１１期



分别被突变后，生物被膜的形成能力表现出了明显

的变化。从小试管法的试验结果（图２）可以看出，
ＭＳ８２菌株的菌体生物膜经过染色后颜色比３个突
变菌株深，且环状完整，表明生成的细菌数量多，生

物被膜形成量多，生物被膜形成能力强。９６微孔板
法试验结果（图３）与图２一致，即３个基因突变后
的生物被膜形成能力明显变弱，且随着时间的延

长，差异逐渐增大；同时３个突变菌株的生物被膜形
成能力随时间延长，逐渐趋于一致。

２．３　运动性能力差异分析
２．３．１　游泳运动　具有鞭毛的细菌在液体中借助
鞭毛的旋转，使菌体能定向泳动，在培养基表面表

现为类圆形云雾状扩散。图４试验结果表明，点样
１００μＬ时各菌株的游泳圈直径大于点样２．５μＬ
时，３株缺失ＧＧＤＥＦ结构域基因的突变型菌株扩散
直径小于野生型，表现出游泳运动缺陷。不同点样

量下，ＭＳ８２野生型菌株与３株突变型菌株之间均表
现为极显著差异。ＭＳ８２、ＭＴ５０９２、ＭＴ０１８９、ＭＴ１９这
４个菌株的泳动能力强弱呈现依次下降的趋势。
２．３．２　集群运动　细菌在高密度下会发生集群运
动，在相应培养基上出现以接种点为中心向外蔓延

的生长区域，生长区域直径越大，表明细菌的集群

运动能力越强。对比数据（图５）发现，点样１００、
２．５μＬ时各菌株之间的差异性一致。野生型 ＭＳ８２
菌株的生长区域直径显著或极显著大于基因突变

后的３个突变菌株。说明含有ＧＧＤＥＦ结构域基因

的缺失影响了ＭＳ８２菌株的集群运动能力。
２．３．３　抽搐运动　通过刺伤试验检测细菌的抽搐
运动能力时，会在培养基与底部培养皿之间形成浅

白色的位移区域。观察试验结果发现，相较于突变

型菌株，野生型菌株 ＭＳ８２向四周发生的位移距离
更大，且位移边缘不平整，表明有继续向外发生位

移的趋势，而突变型菌株发生的位移距离小，边缘

光滑呈类圆形。进一步分析数据（图６）可知，突变
株ＭＴ０１８９位移距离虽然变小但与野生株之间无显
著性差异；突变株ＭＴ５０９２位移区域显著减小，约为
野生株的１／２；突变株 ＭＴ１９位移区域极显著减小，
几乎不发生位移。
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３　讨论

ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ作为细菌内调节多细胞行为的调
节因子，胞内浓度水平由该系统的上下游信号分别

调节，并影响细菌不同的生命活动。浓度低时，上

游合成信号ＤＧＣｓ与２分子 ＧＴＰ在 ＧＧＤＥＦ结构域
的活性部位结合形成 ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ，提高胞内 ｃ－
ｄｉ－ＧＭＰ浓度水平，促进生物被膜的形成；浓度高
时，多余的ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ会与ＧＧＤＥＦ结构域的抑制
位点相结合，或被特异性磷酸二酯酶（ＰＤＥｓ）感知并
分解，抑制生物被膜的形成［１８］。同时，细胞的运动

行为的表达在生物被膜形成过程中是相互联系、共

同参与的［２］。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ在高水平下限制细胞的
运动行为，进而有利于形成生物被膜；相反 ｃ－ｄｉ－
ＧＭＰ在低水平下，有利于鞭毛介导的运动行为，不
利于生物被膜的形成［１９］。

ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ信号系统接收到环境信号会使荧
光假单胞菌产生包括２，４－二乙酰基间苯三酚、藤
黄绿脓菌素、硝吡咯菌素、氢氰酸等多种能够防治

病原微生物的抑菌物质［２０］。此前在对荧光假单胞

菌丧失ＧＧＤＥＦ结构域的突变体 ＭＴ１９进行抑菌活
性测定时，ＭＴ１９表现出明显的抑菌活性缺陷［１２］。

本试验在此基础上进一步探究对比同源重组突变

株ＭＴ５０９２、ＭＴ０１８９的抑菌活性，试验结果显示，抑
菌活性同样有所降低，符合此前得到的结论，说明

缺失ＧＧＤＥＦ结构域会降低ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ浓度，进而
抑制抑菌活性物质的产生。与此同时，发现２株同
源重组菌株的抑菌活性比 ＭＴ１９强，推测可能是不
同突变方式及位点导致的基因型存在内在差异，因

此在抑菌活性表型上也存在一定的差异。

另外，通过诱变荧光假单胞菌 Ｆ１１３获得缺失
ＧＧＤＥＦ结构域的ＷｓｐＲ蛋白突变体，该突变体的运
动能力强于野生型菌株，生物膜形成能力受到抑

制［２１］。但在本次试验中，同源重组突变菌株

ＭＴ５０９２、ＭＴ０１８９以及随机突变株 ＭＴ１９的游泳运
动、集群运动、抽搐运动等运动行为及生物被膜形

成能力都有所下降，与其他菌株如鲍曼不动杆菌

（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ）ＡＴＣＣ１７９７８［２２］、嗜酸乳杆
菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）ＡＴＣＣ４３５６［２３］、普城沙
雷氏菌（Ｓｅｒｒａｔｉａｐｕｃｃｉｎｉａ）Ｇ３［２４］、天蓝色链霉菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ）［２５］等菌株相关试验中所得
到的结果相符，却与 Ｆ１１３菌株的试验结论［２１］略有

不同。同时，发现２株同源重组菌株的运动能力比

随机突变株ＭＴ１９强，且两者同源重组菌株ＭＴ５０９２
与ＭＴ０１８９之间也存在一定差异，推测同样可能是
基因位点不同导致的表达存在差异。

本试验主要通过对比３个缺失 ＧＧＤＥＦ结构域
基因的突变株 ＭＴ５０９２、ＭＴ０１８９、ＭＴ１９与 ＭＳ８２野
生型菌株对绿色木霉的抑菌能力、生物被膜形成能

力、运动行为能力，发现缺失 ＧＧＤＥＦ结构域对 ｃ－
ｄｉ－ＧＭＰ信号系统调控细菌抑菌物质合成、生物被
膜形成及运动能力存在抑制作用。为更深入地探

索ＧＧＤＥＦ结构域对 ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ调控生物被膜与
运动性能力之间的关系，下一步将通过基因互补试

验验证突变菌株的抑菌活性、生物被膜形成及运动

能力的变化验证其基因功能。
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３０％氟乐灵微囊悬浮剂的制备与性能研究
鲁陈琳，秦敦忠

（南京林业大学化学工程学院，江苏南京２１００１８）

　　摘要：氟乐灵是一种广泛适用于一年生禾本科杂草的芽前除草剂，为改善氟乐灵在使用过程中易光解、易挥发引
起的利用率低、持效期短等问题，通过界面聚合法以氟乐灵为原药，制备了３０％氟乐灵微囊悬浮剂，研究了乳化剂、芯
材溶剂、保护胶体和其他助剂在微囊制备中的影响，并通过添加表面活性剂来改善微囊悬浮剂界面性能以调控微囊释

放速率。结果表明，以１５０＃芳烃溶剂油为芯材溶剂、ＳＰ－２７００１为乳化剂、质量分数３％ ＸＧ为保护胶体、ＳＰ－２２０６为
分散剂，最后加入硅酸镁铝、丙三醇、黄原胶、凯松，可得到达标的氟乐灵微囊悬浮剂。性能表征结果表明，所得悬浮剂

性能指标达标，微囊形貌良好且分布均匀，Ｄ９０为６．２６０μｍ，有效含量３０．７％，悬浮率９８％，物理稳定性良好，加入助剂

ＳＰ－４０２８的微囊释放速率可达乳油剂释放水平，对早熟禾防效显著，与乳油剂基本处于同一水平。
　　关键词：氟乐灵；微囊悬浮剂；界面性能；释放速率
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　　氟乐灵是一种毒性低的除草剂，属于二硝基苯
胺类，在澳大利亚被广泛应用于农田杂草防治

中［１－２］。现阶段氟乐灵的主流制剂是 ４８％氟乐灵
乳油剂，但氟乐灵光解性强，存在持效期短、药效低

等问题［３－４］。乳油制剂中含有大量有机溶剂，对环

境不友好，也会影响施药者的健康［５－６］。微囊是具

有核壳结构的微米级颗粒，农药微囊剂包括囊壁、

囊芯２个部分，囊芯是农药的有效成分，囊壁是成膜
的高分子材料［７］。将氟乐灵制成微囊剂可以有效

减少光解，提高农药实际药效，减少施药频次，且水

溶性的微囊制剂可以降低由氟乐灵本身颜色导致

的对施药设备和加工设备的清洗难度［８－９］。

界面聚合法简便，对聚合单体的纯度要求不

高，反应速度快［１０］。本研究壁材使用聚脲，结合界

面聚合法，制备了３０％氟乐灵微囊悬浮剂。考察了
芯材溶剂、乳化剂、保护胶体等因素对微囊粒径分
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