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摘  要: 分别采用 BATH 和 HIC 方法测定青枯菌细胞表面疏水性(CSH), 并比较菌液与正十二烷

比例(BATH 方法)和菌液上样量(HIC 方法)对 CSH 测定结果的影响。确定在 BATH 方法中菌液

(OD600=0.5)与正十二烷的比例为 2:1, HIC 方法中菌液(OD600=1.0)上样量为 0.2 mL; 在此条件下, 

BATH 和 HIC 两种方法之间呈现出良好的线性关系(r=0.99)。进一步采用 HIC 方法测定青枯菌在

生长过程中 CSH 的变化情况, 结果显示随培养时间的延长, CSH 逐渐降低, 24 h 后 CSH 趋于稳定, 

CSH 与青枯菌细胞表面的 EPSⅠ (胞外酸性多糖)含量呈负相关。3 株不同致病强度的青枯菌的试

验结果进一步验证了青枯菌细胞表面的 CSH 随 EPSⅠ含量的增加而降低。 
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Abstract: Bacterial adhesion to hydrocarbons (BATH) and hydrophobic interaction chromatography 
(HIC) were employed to determine cell surface hydrophobicity (CSH) of Ralstonia solanacearum, re-
spectively. The effects of the ratio of bacterial suspension to n-dodecane in the BATH assays and the 
injection volume of bacterial suspension in the HIC assays on the measurement of CSH were investi-
gated. The optimal conditions for CSH analysis were as follow: the ratio of bacterial suspension 
(OD600=0.5) to n-dodecane was 2:1 and the injection volume of bacterial suspension (OD600=1.0) was 
0.2 mL. Under these conditions, a good linear relationships between BATH and HIC methods was ob-
tained (r=0.99). Moreover, HIC method was applied to detect the variation of CSH during growth of 
Ralstonia solanacearum. The results indicated that the CSH decreased with culture time and approached 
a plateau after 24 h of incubation, and a negative correlation between CSH and EPSⅠ (extracellular 
polysaccharide) content of cell surface was observed. The experimental results of three Ralstonia so-
lanacearum stains of different virulence further confirmed that the CSH decreased with increasing 
EPS content.Ⅰ  
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细菌的吸附作用受细胞表面电荷、疏水性和细胞

表面结构(包括胞外多糖和鞭毛菌毛等)的影响 [1−2], 

其中疏水性是决定细菌非特异性黏附到各种生物和

非生物表面及界面的最重要动力之一 [3−5]。自从

Mudd 首次报道细菌表面的疏水现象以来, 人们从

细菌表面电荷、表面蛋白和脂多糖等方面研究了细

菌表面的疏水性[6−7]。测定细胞表面疏水性(CSH)的

方法有许多种, 如烃类化合物吸附法(BATH)、疏水

相互作用色谱法(HIC)、盐析凝聚法(SAT)、分子探

针法、接触角测量法(CAM)、两相分配法(TPP)等[4−5], 

其中缓冲液类型、离子强度等是影响测定结果和灵

敏度的主要因素。 

青枯菌是全球重要的植物致病菌之一, 可侵染

44 个科的 300 多种植物, 其中包括许多具有重要经

济价值的栽培植物[8−9]。本课题以青枯菌作为实验对

象, 采用烃类化合物吸附法(BATH)和疏水相互作用

色谱法(HIC)测定 CSH, 研究青枯菌在生长过程中

CSH 的变化情况以及与细胞表面结构成分的关系, 

为深入研究青枯菌 CSH与致病力的关系打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种: 青枯菌强致病力模式菌株GMI1000由
法国 Institut National dela Recherche Agronomique提
供; 青枯菌野生型菌株 51#和无致病力菌株 84# (分
离自番茄植物)由福建省农业科学院农业生物资源
研究所提供。 
1.1.2  培养基: NA固体培养基(蛋白胨 5.0 g, 葡萄
糖 10.0 g, 牛肉膏 3.0 g, 酵母浸膏 1.0 g, 琼脂 15.0 g, 
蒸馏水 1 000 mL, pH 7.2−7.4), SPA 液体培养基(蔗
糖 20.0 g, 蛋白胨 5.0 g, K2HPO4 0.5 g, MgSO4 
0.25 g, 蒸馏水 1 000 mL, pH 7.2−7.4)。 
1.1.3  缓冲液: A液: 0.02 mol/L哌嗪-HCl (pH 8.0); 
B液: 0.02 mol/L哌嗪-HCl (pH 8.0) +1 mol/L NaCl。 
1.1.4  主要仪器设备: 高速冷冻离心机(Agella 型, 
美国 Beckman 公司 ); 紫外 -可见分光光度计

(UV1700 型, 日本岛津); 荧光酶标仪(Varioskan, 美
国 Thermol Labsystems 公司); 超纯水机(MILLI-Q
型, 美国 Millipore 公司); 超净工作台(1285 型, 美
国 Thermo Forma 公司); 恒温培养箱(PYX-PHS-X
型 , 上海跃进医疗器械厂); 恒温气浴摇床(CHA-S
型, 江苏常州国华电器有限公司)。 

1.2  实验方法 
1.2.1  青枯菌的培养方法[10]: 青枯菌经 NA 固体培
养基活化 (30 °C, 48 h)后 , 按 1% (V/V)接种量
(OD600=0.1)转接于 25 mL SPA 液体培养基中 , 
30 °C、200 r/min摇床培养 24 h。 
1.2.2  烃类化合物吸附法 (BATH) 测定青枯菌

CSH[6]: 取经过离心、洗涤处理 [10]的青枯菌菌体

悬浮于缓冲液 B 液中 , 测定 600 nm 下的吸光度
OD0; 取 8 mL上述菌悬液加入 4 mL正十二烷, 利
用漩涡振荡器全速振荡 15 s后倒入分液漏斗, 静置
20 min, 收集下相水溶液, 测定 600 nm下的吸光度
OD1 (取 8 mL缓冲液 B液加入 4 mL正十二烷, 重
复上述操作 , 作为空白对照 )。则疏水分配值 : 
CSH=[(OD0−OD1)/OD0]×100%。 
1.2.3  疏水相互作用色谱法 (HIC)测定青枯菌

CSH[5]: 取经过离心、洗涤处理[10]的青枯菌菌体悬

浮于 B液中, 并调整 OD600 = 1.0。用 1 mL玻璃注射
针管制成一根常压疏水色谱柱 , 柱材料为疏水胶
Octyl SepharoseTM CL-4B (Amersham Pharmacia 
Biotech AB, Sweden), 胶柱高 1 cm。先用 3 mL缓冲液
A液冲洗, 再用 B液平衡柱子, 控制流速 1 mL/min。
加入 0.05 mL待测样品, 用 0.2 mL B液上样, 接着
用 3 mL B 液洗脱 , 收集洗脱液 , 测定其体积和
600 nm下的吸光度 OD1。另外用 0.05 mL待测样品
和 B 液配制成与收集到的洗脱液相同体积的溶液, 
测定 600 nm 下的吸光度 OD0, 则疏水分配值 : 
CSH=[(OD0−OD1)/OD0]×100%。 
1.2.4  青枯菌细胞表面胞外酸性多糖(EPS )Ⅰ 含量

的测定[11]: 取经 SPA 液体培养基培养的青枯菌菌
液离心、0.22 μm膜过滤除菌, 取滤液浓缩, 加入无
水乙醇沉淀多糖, 并经A1320 阳离子交换树脂柱层
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析去除残留蛋白。将纯化后的 EPSⅠ免疫小鼠, 二
次免疫后制备抗血清 ; 采用酶联免疫吸附法
(ELISA)测定细胞表面 EPSⅠ含量(OD595)。 

2  结果与分析 

2.1  采用 BATH 方法测定青枯菌 CSH 
2.1.1  烃-水两相体系的确定: 分别采用甲苯、二甲

苯、正辛醇和正十二烷作为有机相, 通过对比试验

发现, 正十二烷-水两相体系的分离速度明显快于甲

苯、二甲苯、正辛醇和水的两相体系, 正十二烷吸

附青枯菌细胞的能力较强, 在正十二烷-水两相体系

中, 疏水性细胞主要集中在正十二烷烃相中, 并能

维持较长的时间。而对于另外 3 种有机溶剂, 疏水

性细胞主要集中在烃-水的界面上, 不稳定, 细胞容

易解除吸附进入水相, 水相和烃相之间有较大的一

层中间乳化层, 使得两相分离不稳定; 而且容易出

现有机溶剂油珠滞留下相水溶液的现象, 这给测定

菌体光密度值造成干扰。因此在后续的 BATH 实验

中采用正十二烷-水两相体系测定青枯菌 CSH。 

2.1.2  菌液与正十二烷的体积比对疏水性测定的影

响: 分别取经 SPA液体培养基培养 24 h的青枯菌菌

液, 经离心、洗涤处理后, 悬浮于哌嗪-HCl 缓冲液

中, 调节 OD600=0.5; 取 8 mL菌悬液分别加入 0.4、

1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mL正十二烷, 比较菌液与正

十二烷不同体积比对疏水性测定结果的影响(图 1)。 
 

 

图 1  正十二烷的添加量对 CSH 测定结果的影响 
Fig. 1  Effect of n-dodecane volume on measurement of 
CSH 

从图 1可以看出, 青枯菌 CSH随正十二烷添加

量的增加而增加 , 当正十二烷添加量为 4 mL 时 , 

CSH 趋于稳定。这是因为若正十二烷添加量小, 而

菌体浓度大, 超出正十二烷的饱和吸附能力, 会使

得部分疏水性细菌滞留在水相, 影响测定结果的准

确性。因此选择正十二烷的添加量为 4 mL, 即菌液

与正十二烷的比例为 2:1 (菌液的初始 OD600控制在

0.5左右)。 

2.2  采用 HIC 方法测定青枯菌 CSH 
HIC方法已广泛应用于蛋白质的分离。1978年

Smyth 等人成功地将其用于细菌表面疏水性的研究, 

此后这种方法为广大学者所采用[5,12]。 

取经 SPA 液体培养基培养 24 h 的青枯菌菌液, 

经离心、洗涤处理后, 悬浮于哌嗪-HCl 缓冲液中, 

调节 OD600=1.0, 分别取 0.05、0.10、0.20、0.30、

0.40 mL 菌液上样, 比较不同上样量对疏水性测定

结果的影响(图 2)。 
 

 

图 2  菌液上样量对 CSH 测定结果的影响 
Fig. 2  Effect of injection volume of bacterial suspension on 
measurement of CSH 
 

若上样量小, 则造成洗脱液中菌体浓度小, 测
定 OD600值时误差较大 ; 若上样量太大 , 则有可能
超过疏水胶的饱和吸附能力 , 造成部分菌体无法
吸附, 影响测定结果的准确性, 因此选定上样量为
0.2 mL (菌液的初始 OD600控制在 1.0左右)。 

2.3  BATH 和 HIC 方法的相关性研究 
取 5批不同青枯菌样品, 分别采用 BATH和HIC

两种方法测定 CSH, 比较两种方法的相关性(图 3)。 

图 3显示, BATH和HIC两种方法之间呈现出良 
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图 3  采用 BATH 和 HIC 方法测定 CSH 的相关性曲线 
Fig. 3  Correlation between BATH and HIC methods 

好的线性关系, 相关系数 r=0.99, 但因 BATH 方法
操作烦琐, 所需菌量大, 因此在后续的研究中采用
HIC方法测定青枯菌 CSH。 

2.4  青枯菌在生长过程中 CSH 的变化 
青枯菌经 NA平板活化 48 h后, 转接于 SPA液

体培养基, 30 °C、200 r/min摇床培养, 每隔一定时
间取样, 测定培养液 pH值和活菌数, 并采用HIC方
法测定青枯菌 CSH 和采用 ELISA 方法测定细胞表
面 EPSⅠ含量(OD595), 以培养时间为横坐标, 分别
以活菌数、pH值、CSH和 OD595为纵坐标, 绘制青
枯菌菌数、pH值、CSH和 EPSⅠ含量随培养时间的
变化曲线(图 4、5)。 

 

 
图 4  青枯菌菌数和培养液 pH 值随培养时间的变化曲线 

Fig. 4  Curves of cell number and pH of fermentation broth against culture time 
 

 
图 5  青枯菌 CSH 和 EPSⅠ含量随培养时间的变化曲线 

Fig. 5  Curves of CSH and EPS  content of cell suⅠ rface against culture time 
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据文献报道, 青枯菌胞外酸性多糖 EPSⅠ等致

病因子的表达受 LysR家族转录调节因子 PhcA蛋白

控制, phcA 基因的表达又受 phcB 基因编码产生的

胞外群体感应信号因子 3-羟基棕榈酸甲酯 (3-OH 

PAME)的调控。当细胞浓度小于 107 CFU/mL 时, 

青枯菌开始合成 3-OH PAME; 当细胞浓度大于

108 CFU/mL, 且 3-OH PAME累积达到 5 nmol/L时, 

PhcA蛋白表达量增加, 诱导 EPSⅠ等致病因子的大

量产生[13−14]。产生的 EPSⅠ中 85%分泌到培养液中, 

但有 15%保持着呈蒴状黏附在细胞表面[15], EPSⅠ

的存在会增加细胞表面的亲水性[16]。 

结合图 4、5可以看出, 在 0−8 h, 青枯菌生长处

于延滞期; 12 h (细胞浓度为 2.52×108 CFU/mL)后青

枯菌进入对数生长期 , 这时细胞开始大量分泌

EPS , Ⅰ 由此造成 CSH 和培养液 pH 值迅速下降 ; 

24 h后培养液 pH值、CSH和 EPSⅠ含量趋于稳定。

为了进一步验证青枯菌 CSH 与 EPSⅠ含量的相关

性, 取不同致病强度的青枯菌进行试验。 

2.5  不同致病强度青枯菌 CSH 分析 
胞外酸性多糖 EPSⅠ是青枯菌的主要致病因子, 

青枯菌的致病性越强, 则在相同的培养时间内, 细

胞分泌的 EPSⅠ就越多。取不同致病强度的 3 株青

枯菌: 强致病力模式菌株 GMI1000 (在 6 d内可引起

100%番茄组培苗发病)、青枯菌野生型菌株 51# (在

6 d 内可引起 86.7%番茄组培苗发病)和无致病力菌

株 84#[17], 经 SPA液体培养基培养 24 h后, 分别测

定 CSH和 EPSⅠ含量(表 1)。表 1结果显示, 青枯菌

的致病力越强, 则细胞表面的 EPSⅠ含量越高、CSH

就越小 , 进一步验证了青枯菌细胞表面 CSH 与

EPSⅠ含量的负相关性。 
 

表 1  不同致病强度青枯菌 CSH 与 EPSⅠ含量的比较
Table 1  Comparison of CSH and EPS  content of Ⅰ  

Ralstonia solanacearum of different virulence 
菌株 
Strain 

GMI1000 51# 84# 

EPS  coⅠ ntent 
(OD595) 

 0.99±0.05  0.71±0.06  0.28±0.02 

CSH (%) 12.74±0.64 14.37±0.57 75.85±2.66 

3  讨论 

许多研究表明, 疏水力作用参与了微生物与宿
主表面的相互作用 [1−5]。疏水性的强弱主要取决于

细胞表面非极性基团的多少, 与细胞表面蛋白、脂
多糖、磷壁酸、聚多糖、菌毛、荚膜等结构成分有

关[6−7]。本课题通过对不同培养时间以及不同致病强

度的青枯菌 CSH的研究结果表明, CSH大小与细胞
表面的 EPSⅠ含量密切相关 , EPSⅠ含量越高 , 则
CSH 越小, 这与文献报道 “EPSⅠ的存在会增加细
胞表面的亲水性” 相一致[16]。 

EPSⅠ是青枯菌的主要致病因子 , 青枯菌的致
病力受 LysR 转录调控因子 phcA 和控制 phcA 活性
水平以及适应青枯菌细胞密度的 phcBSRQ操纵子产
物调控。phcA活性水平增强的青枯菌细胞能产生大
量的 EPSⅠ及一些胞外酶, 具有很强的致病力; 当
phcA 的活性被钝化时, 青枯菌仅合成很少的 EPSⅠ
和极低活性水平的一些胞外蛋白, 丧失大部分的致
病力[14]。可见, EPSⅠ的含量与青枯菌的致病力有着
密切的关系, 目前 EPSⅠ主要通过 ELISA方法检测, 
操作繁琐费时。在本课题研究中发现, EPSⅠ含量与
CSH 呈负相关, 因此通过测定青枯菌 CSH, 可以反
映出 EPSⅠ含量的相对大小, 从而间接快速地判断
青枯菌的致病力强弱, 为青枯菌致病力检测提供一
种新方法。 
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