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不同生长阶段青枯菌的高效离子交换色谱表征

林 娟，马 骋，刘树滔，饶平凡"

（福州大学生物工程研究所 福州 2&%%%$）

摘 要：采用高效离子交换色谱和激光光散射仪对不同生长阶段的青枯菌进行色谱表征。青枯菌经过色谱分离得

到 2个特征峰。通过对延滞期、对数生长期和稳定期青枯菌细胞浓度、发酵液 =I值、细胞表面黏附的胞外酸性多
糖（:JK!）含量与青枯菌色谱行为的关系研究，发现在 8L时，青枯菌运动能力强，细胞表面 :JK!少，吸附力弱，绝
大多数菌体直接随流动相流出形成峰 #；随着培养时间延长，细胞表面黏附的 :JK!量增多，与树脂吸附力增强，保
留时间延长。因此分析 2个色谱峰的形成与青枯菌的运动性、以及细胞表面 :JK!与阴离子交换树脂的吸附作用
有关。并通过比较 2个色谱峰青枯菌细胞表面 :JK!含量的差异和观察青枯菌经过 !M甲醛固定处理后色谱行为
的变化加以进一步验证。高效离子交换色谱为细菌完整细胞的研究提供了一种新的分析方法。
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细菌是单细胞生物，其细胞表面结构负责调节细菌与外

界环境的物质交换以及参与细菌的吸附过程，影响细菌与环

境的相互作用，并参与细菌的生长与分泌活动。组成细菌表

面结构的生物大分子，携带羧基、磷酸基和氨基等基团，在不

同 =I环境下会发生电离，从而使细菌细胞表面带上不同的
电荷［#］。但细菌作为一个完整的生命体，具有特殊的生长周

期，其细胞表面结构与化学组成也比一般生物大分子更为复

杂；细菌处于不同的生长周期，其细胞表面特性不同，带电性

不同，可以根据细胞表面的荷电性质进行分离［$ ’ !］。近年

来，毛细管电泳作为一种快速高效的分离技术和检测手段不

断被用于微生物的分析［& ’ "］，但毛细管电泳无法收集各色谱

峰组分进行深入研究；相比之下，高效离子交换色谱可收集

各色谱峰组分再培养、跟踪检测，研究其生理生化特性、新陈

代谢情况和表面特性的适时变化等。因此高效离子交换色

谱为细菌完整细胞的研究提供了一种快速便捷的分析新方

法。

本研究以福建省农业科学院生物技术研究所提供的对

经济作物具有巨大危害的青枯菌为试验材料，跟踪表征了青

枯菌不同生长阶段的色谱行为，探讨了青枯菌细胞表面特性

与色谱行为的关系。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：青枯菌（!"#$%&’(" $&#"’")*"+,-）（分离自番茄植
物）由福建省农业科学院生物技术研究所生物农药研究中心

提供。

!"!"# 培养基和缓冲液：ON固体培养基、KJN液体培养基、
柱平衡缓冲液（N液）和洗脱缓冲液（P液）均参见文献［8］。

!"!"$ :QRKN 检测试剂：%S$;?7TQ JPK 缓冲液：UV7 %S%$M，

UI$JW! %S%$M，O.$IJW! %S2&8M，O.V7 %S8M，=I"S$；完全弗

氏佐剂：羊毛脂和石蜡油（XTY Z $T2），卡介苗（加入量约为羊
毛脂量的 #T#%%%）；不完全弗氏佐剂：羊毛脂和石蜡油（XTY Z
$T2）；凹孔板洗涤液：JPK36［6：%S%&M（YTY）6[**E3$%］。

!"!"% 主要仪器设备：高效液相色谱仪（P*D\;.E ]?7C*E
K/^_*;，美国 P*D\;.E 公司）；激光光散色仪（‘.[E :?^
:EL.ED*C W=_<D.7 K/^_*;，美国 X/.__ 6*DLE?7?F/公司）；高速冷
冻离心机（NF*77. 型，美国 P*D\;.E 公司）；荧光酶标仪
（Y.,<?^\.E，美国 6L*,;?7 Q.+^/^_*;^公司）；超纯水机（aRQQR35
型，美国 a<77<=?,* 公司）；超净工作台（#$8& 型，美国 6L*,;?
)?,;.公司）；恒温培养箱（Jb43JIK34型，上海跃进医疗仪器
一厂）；恒温气浴摇床（VIN3K型，江苏常州国华仪器厂）。

!"# 青枯菌的培养方法
参照文献［8］，将保藏于无菌蒸馏水中的青枯菌经 ON固

体培养基活化（2%c、!8L）后，按 #M接种量（YTY）（./1%% Z

%S#）转接于 $&;Q KJN液体培养基中，2%c、$%%,T;<E摇床培
养 $!L。

!"$ 青枯菌样品制备方法
参照文献［(］，将经 KJN液体培养基培养的青枯菌菌液

于 &%%%,T;<E、!c下离心 #%;<E后，弃上清液，取菌泥加入超纯
水（ d #1a"）中振荡均匀，洗涤菌体，离心，重复 $次，以去除



残余的培养基成分。

!"# 高效离子交换色谱分析方法
色谱分离材料采用日本 !"#"$公司的强阴离子交换树

脂 !%&%’()*+ !#,-(+ #.’(*/01234填充色谱柱（53366 7 89166
:; <;），流速 =6>?6:@，泵压范围 392 A =92BC)，温度范围
5D A 5EF。
按照无菌操作的要求，对所有实验器皿采用灭菌处理，

进样前整个色谱系统先以 39=6%+?> G)"$冲洗 D36:@，再依次
用无菌水、53H酒精溶液和无菌水冲洗，最后用过滤除菌的
缓冲液平衡色谱柱。

色谱分离方法：样品上样后，3 A 26:@用 I液平衡，使进
样的细菌充分吸附到树脂上；2 A D26:@线性梯度洗脱，洗脱
梯度为 3H A J2H G)4+（=6%+?>）；D2 A 826:@ 完全转换为 K
液，将树脂上的残余细菌全部洗出；82 A 226:@转换为 I液平
衡系统。

检测系统：采用紫外检测器（检测波长：5E3@6）和激光光
散射仪（检测波长：133@6；信号扩增倍数：=933）串联的在线
双检测系统。由于培养基中的蛋白质、核酸等生物大分子物

质在 5E3@6处也会产生紫外吸收，形成干扰峰；而激光光散
射仪只对颗粒直径大于 =3@6的物质产生信号，可以消除生
物大分子的干扰，真实反映细菌在色谱分离过程中的行为，

因此本课题采用激光光散射仪作为检测器。

!"$ 激光光散射仪检测图峰面积的计算
利用激光光散射仪软件 I#!LI（M(*N:%@ 89JD938），对各组

分峰面积进行积分。

!"% 青枯菌细胞表面胞外酸性多糖（&’(!）含量的测定
!"%"! OC#!的分离纯化：将经 #CI液体培养基培养的青枯
菌菌液于 =3333*?6:@、8F下离心 26:@，取上清液，用 3955"6
的醋酸纤维素膜过滤，取滤液，23F、=33*?6:@浓缩 536:@；于
浓缩液中加入无水乙醇（终浓度为 D3H，P?P），8F沉淀，除部
分蛋白质；=3333*?6:@离心 =36:@，取上清液去除乙醇，再加入
无水乙醇（终浓度为 E3H，P?P）沉淀多糖，=D333*?6:@ 离心
=36:@；取沉淀用 ’$592 $5 #"8 溶解，采用 I=D53 阳离子交换

树脂柱层析去除残留蛋白（洗脱缓冲液：’$592 $5 #"8）；洗脱

液 23F、=33*?6:@浓缩后，用 BQR D333的透析袋蒸馏水透析
至无 #"8

5 S为止。

!"%") 制备免疫血清：将纯化后的 OC#!免疫小鼠，每只小
鼠注射 =33"-的 OC#!，OC#!与完全弗氏佐剂以 = T =混合；
一次免疫后，饲养小鼠 =2<，进行二次免疫，使用不完全弗氏
佐剂，使用量与一次免疫相同；二次免疫后，饲养 J< 取血。
将血液于 D333*?6:@离心 =26:@，制备抗血清。
!"%"* O>U#I检测：将经 =9D方法处理的不同培养时间青枯
菌，重悬于 3956%+?> CK#缓冲液（’$J95）中，调整到相同的菌
浓（!"133）；取圆形凹孔板，板底预先铺上 23"> 392H戊二醛

水溶液，再在上面加入青枯菌悬液，=33">?孔，DJF孵育 5V；
弃去菌悬液，用 CK#0!洗涤 D 次（每次 26:@），加入脱脂牛奶
533">?孔，DJF孵育 5V；CK#0!洗涤 D次（每次 26:@），加入小
鼠抗体 =33">?孔，DJF孵育 =V；CK#0!洗涤 D次（每次 26:@）后

加入 $LC0羊抗鼠 =33">?孔，DJF孵育 392V；加 !BK发色底物
各一滴，DJF显色 53 A D36:@，加 56%+?>硫酸 =33">?孔，终止
反应。用酶标测定仪测定 !"2W2。

!"+ #,甲醛处理对青枯菌色谱行为的影响
取青枯菌 58V培养液，离心去除培养基后，用超纯水清

洗 5遍，重悬于 8H甲醛中，分别处理 =1V、58V 后，离心、洗
涤、超纯水悬浮，色谱表征。

) 结果和分析

)"! 不同生长阶段青枯菌的色谱表征
在色谱柱饱和吸附范围内，青枯菌经过高效离子交换色

谱分离得到 D个特征峰（图 =），这 D个色谱峰的形成可能由
于菌体细胞处于不同的聚集状态、或青枯菌中混杂有其它土

壤共生菌、或青枯菌细胞表面的不同特性造成。

图 ! 青枯菌细胞的激光光散射仪检测图
X:-;= !V( -*)’V %Y ’.*( Z.+[.*( %Y #$%&’()*$ &(%$)$+,$-./ <([(Z[(< \&

+)N(* +:-V[ NZ)[[(*:@- :@N[*.6(@[ ; =9 !V( Y:*N[ (+.[(< ’()]；59 !V( N(Z%@<

(+.[(< ’()]；D9 !V( [V:*< (+.[(< ’()];

为此，收集各色谱峰菌体和上样样品：染色后用光学显

微镜观察，发现细胞呈长椭圆型，近杆状，具有运动性，以单

细胞形式存在，少数成对存在；通过透射电子显微镜观察［=3］，

发现经过高效离子交换色谱分离后，细胞仍然保持结构的完

整性；生理生化特征和生化型鉴定结果显示上样样品和经过

色谱分离得到的各特征峰菌体均属于青枯菌生化#型［=3］。
通过对青枯菌上样样品和各色谱峰菌体细胞的形态观

察、生理生化特征与生化型鉴定的结果分析，表明 D个色谱
峰的形成并非由于菌体细胞处于不同的聚集状态、或混杂有

其它土壤共生菌造成的，而是与青枯菌细胞的不同表面特性

相关。由于同一种细菌处于不同的生长阶段，其细胞表面的

化学组成与结构不同，因而带电性质不同，可以借助高效离

子交换色谱进行分离表征。为了反映青枯菌生长过程细胞

表面特性的变化情况，本研究对不同生长阶段青枯菌的色谱

行为进行了跟踪表征。

)"!"! 青枯菌生长过程菌数和 ’$值的变化：取 !"133 R 39=
的青枯菌悬液按 =H接种量接入 526> #CI液体培养基中，置
于 D3F、533*?6:@摇床中培养，每隔一定时间取样，测定发酵
液 ’$值和活菌数［==］，以培养时间为横坐标，以活菌数、’$值
为纵坐标，绘制青枯菌菌数和 ’$值随培养时间的变化曲线。
由图 5可见，当培养时间为 3 A EV，青枯菌生长处于延滞

期；=5V进入对数生长期，这时发酵液 ’$值开始下降，表明青

18= >UG ^.)@ ,’ $% ; ?0+’$ 1*+-(2*(%(3*+$ 4*)*+$（533J）8J（=）



枯菌开始分泌胞外酸性多糖 !"#!；$%&后进入稳定期，发酵
液 ’(值也趋于稳定。

图 ! 青枯菌菌数和发酵液 "#值随培养时间的变化曲线
)*+,- .&/ 0123/4 56 0/77 819:/2 ;8< ’( 56 6/29/8=;=*58 :25=& ;+;*84=

017=12/ =*9/,

!$%$! 青枯菌生长过程的色谱表征：分别取培养时间为 >&
（延滞期）、?@&（对数生长期前期）、-$&（对数生长期中期）、$>&
（稳定期）的青枯菌细胞培养液，经离心、洗涤处理后，进行色

谱表征（图 A）。

图 & 不同培养时间青枯菌的色谱行为
)*+, A .&/ 0&259;=5+2;’&*0 :/&;3*524 56 !"#$%&’(" $&#"’")*"+,- ;=

<*66/2/8= 017=12/ =*9/,

表 % 不同培养时间的青枯菌细胞浓度和细胞表面

’()!含量!

.;:7/ ? .&/ 0/77 0580/8=2;=*58 ;8< !"#! 058=/8= 56 0/77 4126;0/

56 !"#$%&’(" $&#"’")*"+,- ;= <*66/2/8= 017=12/ =*9/
B17=12/ =*9/C&

>
?@
-$
$>

B/77 0580/8=2;=*58C（061C9D）
AEFG H ?%F

IEA@ H ?%>

-E$? H ?%I

AEF- H ?%I

./GIG

%E%%G
%E?$?
%EFGA
%E>@$

!：!"#! 058=/8= 56 0/77 4126;0/ 56 !"#$%&’(" $&#"’")*"+,- 9/;412/< :J
!DK#L ;44;J,

当培养 >&时，青枯菌的细胞浓度为 AEFG H ?%F 061C9D（表

?），与树脂吸附力弱，同时由于青枯菌具运动性，故在细菌动

力作用下绝大多数菌体直接随流动相流出形成峰 ?（表 -）。

当培养时间为 ?@&时，青枯菌进入对数生长期，细胞浓

度为 IEA@ H ?%> 061C9D（表 ?），开始分泌 !"#!，引起发酵液 ’(
值下降（图 -），但这时菌体细胞表面黏附的 !"#!量较少（表
?），与树脂吸附力弱，在细菌动力作用下易洗脱，所以峰 ?和
峰 -的面积占总峰面积的 @FE?M（表 -）。
随着培养时间的延长，菌体细胞表面黏附的 !"#!量增

多（表 ?），与树脂的吸附力增强，所以峰 A的面积逐渐增大，
到 $>&时，峰 A面积占总峰面积的 F%EI>M（表 -）。
表 ! 不同培养时间青枯菌各色谱峰的面积比
.;:7/ - .&/ ;2/; 2;=*5 56 /;0& 0&259;=5+2;’&*0 ’/;N 56

!"#$%&’(" $&#"’")*"+,- ;= <*66/2/8= 017=12/ =*9/
B17=12/ =*9/

C&
>
?@
-$
$>

L2/; 2;=*5 56
’/;N ?CM
@AE@-
-$E$@
-GE@-
-%EAF

L2/; 2;=*5 56
’/;N -CM
->E?>
$-E@$
?%E-F
>E@G

L2/; 2;=*5 56
’/;N ACM

>E-%
A-EI%
@$E??
F%EI>

通过对不同生长阶段（延滞期、对数生长期、稳定期）青

枯菌细胞浓度、发酵液 ’(值、细胞表面 !"#!含量与青枯菌
色谱行为的关系研究，分析 A个色谱峰的形成与青枯菌的运
动性以及细胞表面 !"#!与树脂的吸附作用有关。为此，本
课题比较了不同色谱峰青枯菌细胞表面 !"#!含量的差异，
同时采用 $M甲醛对青枯菌进行固定处理，观察其丧失运动
性后色谱行为的变化。

!$! 各色谱峰青枯菌细胞表面 ’()!含量的比较
取青枯菌 -$&培养液，经 ?EA方法处理后，色谱表征；收

集 A个色谱峰的青枯菌细胞，离心，调整到相同的细胞浓度，
采用 !DK#L检测不同色谱峰青枯菌细胞表面 !"#!含量的差
异，测定结果（图 $）显示，青枯菌细胞表面黏附的 !"#!越
多，则与树脂的吸附能力越强，保留时间越长。

图 * 各色谱峰菌体细胞表面 ’()!含量的差异
)*+, $ .&/ <*66/2/80/ 56 !"#! 058=/8= 56 0/77 4126;0/ 56 /;0&

0&259;=5+2;’&*0 62;0=*58,

!$& *+甲醛处理对青枯菌色谱行为的影响
根据 ?EF方法，采用 $M甲醛对青枯菌细胞分别进行固

定处理 ?@&、-$&，观察青枯菌丧失运动性后色谱行为的变化
（图 G）。
随着 $M甲醛处理时间的延长，峰 ?的面积逐渐减小，处

理 -$&后，峰 ?消失，采用悬滴法在光学显微镜下观察，发现
这时的菌体丧失运动性；峰 -的面积也逐渐减小，而且保留
时间由原来的 ?-EIA9*8 延长至 ?FEG@9*8；同时峰 A 峰形变
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宽，面积增加，保留时间也从 !"#"$%&’延长至 !!#()%&’。表
明在消除细菌动力作用之后，增强了菌体与树脂之间的吸附

力，进一步验证了 $个色谱峰的形成与青枯菌运动性和细胞
表面 *+,!含量的关系。

图 ! "#甲醛处理对青枯菌色谱行为的影响
-&./( 012 233245 63 78 369%:;<21=<2 592:5%2’5 6’ 512 4196%:56.9:>1&4

?21:@&69A 63 !"#$%&’(" $&#"’")*"+,- / :：B9&.&’:; A:%>;2；?：092:5&’. ")1；

4：092:5&’. !71/

$ 讨论

青枯菌，全称青枯雷尔氏菌（ !"#$%&’(" $&#"’")*"+,-），是
全球主要的植物致病菌之一，可侵染 77个科的近 $CC种植
物，它所引起的细菌性青枯病是世界上危害最大、分布最广、

造成损失最重的植物病害之一［"!］。青枯菌致病因子的调控

表达是一个动态过程，据报道［"$，"7］，青枯菌的运动性和胞外

酸性多糖 *+,!等致病因子的表达受 D=AE家族转录调节因
子 +14F蛋白控制，./)0基因的表达又受 ./)1 基因编码产生
的胞外群体感应信号分子 $G羟基棕榈酸甲酯（$GBH +FI*）
的调控。当细胞浓度小于 "CJ 43KL%D 时，青枯菌合成 $GBH
+FI*，具有较强的运动能力，以利于其趋向植物根部和在根
部定植；当细胞浓度大于 "CM 43KL%D，$GBH +FI* 累积达到
(’%6;LD时，+14F蛋白表达量增加，诱导 *+,!等致病因子的
大量产生。青枯菌产生的 *+,! M(8以游离的、不与菌体细
胞黏附的状态存在，但有 "(8的 *+,!呈蒴状黏附在细胞表
面［"(］。*+,!的存在会增加细胞表面的电负性，使细胞表面
带上大量负电荷［")］，增强青枯菌与阴离子交换树脂的吸附

力；同时由于青枯菌具有运动性，因此在色谱分析过程受到

细菌动力和吸附力的共同作用。本研究过程中发现处于不

同生长阶段的青枯菌，细胞表面 *+,!含量不同，与树脂的
吸附力不同，可以通过高效离子交换色谱进行表征。

目前的研究表明［"$，"J］，青枯菌在传代培养过程中易发生

致病力分化，成为弱毒或无毒突变株，在致病因子调控表达

和致病力分化的过程中，将引起细胞表面特性的相应改变，

而利用常规的微生物分离手段，很难区分不同表面特性的青

枯菌细胞。因此高效离子交换色谱为不同致病力青枯菌细

胞表面特性的研究、生防菌对青枯菌的“致弱作用”提供了一

种新的分析方法。

致谢：感谢福建省农业科学院生物技术研究所刘波博士为本
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