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利用离子交换色谱分析细菌完整细胞的研究始于20世

纪70年代，其方法是将微生物悬浮液与树脂混合一段时间

后，利用不同浓度的洗脱液将不同的细菌组分间歇地洗脱并

分离. Marquis等利用阳离子交换层析柱Bio-Rex70分步洗脱，

成功地实现了金黄色葡萄球菌和大肠杆菌混合菌的分离 [1]. 

但当时对细菌的分离一般采用常压色谱柱，分离时间长，容

易染菌；同时由于分离材料上的局限，80~90年代用离子交换

树脂分离细菌的研究趋于停止. 近年来，随着色谱技术和各

种新型分离材料的研究和开发，又为应用色谱技术分离细菌

提供了可能. 
目前本课题组以传统的高效液相色谱系统为分离体系，

以激光光散射仪为检测器，以强阴离子交换树脂Toyopearl 
TSKgel SuperQ-650C（粒径大小为90~150 μm）为分离介质，

以具有完整构造和正常生理功能的细菌活细胞为研究对象，

在国内首次建立起一套细菌高效离子交换色谱连接激光光散

射仪检测器的分析体系，并应用于细菌活细胞的分离分析[2]. 
青枯菌，全称青枯雷尔氏菌（Ralstonia solanacearum），
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摘  要   应用高效离子交换色谱和激光光散射仪检测器对不同致病力的青枯菌进行分析，建立了一种快速检测青枯菌

致病力分化的新方法.青枯菌纯培养物经过高效离子交换色谱分离得到3个致病力不同的特征峰，大小依次为峰3组分

＞峰2组分＞峰1组分.对10株青枯菌进行色谱分析，并结合番茄组培苗感染试验检测其致病力，结果发现，强致病力菌

株经过色谱分离只在峰3的保留时间位置出现单一特征峰，在9 d内即可引起100%的番茄组培苗发病；若菌株经过色

谱分离形成3个特征峰，则峰3所占的面积比越大，该菌株的致病性相对就越强.25株不同致病力青枯菌的验证试验表

明了该方法的可行性，番茄组培苗发病率x与峰3面积比y之间呈现出良好的线性关系，回归方程y = 0.9581x + 5.4984，

相关系数r = 0.986.通过对青枯菌色谱行为、致病力、细胞表面黏附的EPSⅠ含量三者之间相互关系的进一步研究，发

现青枯菌的致病力越强，则细胞表面黏附的EPSⅠ越多，峰3所占的面积比就越大. 图3 表6 参15
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是全球主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，它所引起

的细菌性青枯病是一种毁灭性的土传维管束病害，是世界上

分布最广、危害最重且最难防治的重大细菌性病害之一 [3~5]. 
青枯菌在自然状态下，菌株混杂，致病力分化严重，对不同

致病力青枯菌的分析，对于研究青枯菌的发生危害、种群动

态、微生态关系具有重要意义. 本研究根据不同致病力青枯

菌细胞表面化学组成与结构不同，带电性质不同，与离子交

换树脂的吸附能力不同，利用高效离子交换色谱和激光光散

射仪检测器对不同致病力青枯菌进行分析，建立了一种快速

检测青枯菌致病强度的新方法. 该方法的建立，将为检测生

防菌对青枯菌的致弱效果、筛选高效稳定的生防菌提供一种

快速分析方法. 

1  材料与方法
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

菌实验菌株（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. 
1.2  培养基

青枯菌活化培养基（NA固体培养基）（ρ /g L-1）[6]：蛋

白胨 5.0，葡 萄 糖10，牛肉膏3.0，酵 母浸 膏1.0，琼脂15，pH 
7.2~7.4. 

青枯菌发酵培养基（SPA液体培养基）（ρ /g L-1）[6]：蔗糖
20，蛋白胨5.0，K2HPO4 0.5，MgSO4 0.25，pH 7.2~7.4.
1.3  缓冲液

平衡缓冲液（A液）：0.02 mol/L哌嗪–HCl（pH 8.0）；

洗脱缓冲液（B液）：0.02 mol/L哌嗪–HCl（pH 8.0）+1 mol/L 
NaCl. 
1.4  ELISA检测试剂

0.2 mol/L PBS缓冲液：KCl 0.02%，KH2PO4 0.02%，

Na2HPO4 0.358%，NaCl 0.8%，pH 7.2；完全弗氏佐 剂：羊

毛脂和石蜡油（φ= 2/3），卡介苗（加入量约为羊毛脂 量的
1/1000）；不完全弗氏佐剂：羊毛脂和石蜡油（φ= 2/3）；凹孔

板洗涤液：PBS-T [T：φ=0.05% Tween-20]. 
1.5  主要仪器设备

高 效 液 相 色 谱 仪（Beck ma n Golden Sys t em，美 国
Beckman公司）；激 光 光散 射仪（Dawn Enhanced Optical 
System，美国Wyat t Technology公司）；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（Var ioskan，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）. 
1.6  实验方法
1.6.1  青枯菌的培养方法    见文献[6]. 
1.6.2  青枯菌样品的制备方法    见文献[7]. 
1.6.3  青枯菌高效离子交换色谱分析方法   见文献[7]. 
1.6.4  检测系统    为消除蛋白质、核酸等生物大分子物质对

细菌检测的干扰，本研究采用激光光散射仪（检测波长：600 
nm；检测角度：900；信号扩增倍数：1.00）作为检测器. 
1.6.5  激光光散射仪检测图峰面积的计算    采用激光光散射

仪软件ASTRA（Version 4.73.04），对各色谱峰面积进行积分. 
1.6.6  番茄组培苗感染试验 [8]    将青枯菌按φ=1%接种量

（D600 nm=0.1）转接于SPA液体培养基中，30 ℃、200 r/min摇

床培养48 h；取培养液调整菌体浓度n = 1.2×109 mL-1，采用

剪叶法回接番茄组培苗. 
1.6.7  荚膜染色（Anthony氏法）    取经SPA液体培养基培养

24 h的青枯菌培养液，离心洗涤处理 后，挑取1小环菌体涂

片，置于空气中自然干燥，用1%的结晶紫水溶液染色2 min，

以20%的硫酸铜水溶液冲洗，用吸水纸吸干残液，干燥后用

油镜观察. 
1.6.8  青枯菌细胞表面胞外酸性多糖（EPSⅠ）含量的测定    

见文献[9]，采用酶联免疫吸附法（ELISA）检测. 

2  结果与讨论
2.1  青枯菌的色谱分析

青枯菌在自然状态下或传代培养过程中，容易发生致病

力分化，强弱菌株混杂. 我们的前期研究结果 [10]表明，在色谱

柱饱和吸附范围内，青枯菌纯培养物经过高效离子交换色谱

分离得到3个特征峰（图1），分别收集3个色谱峰组分和上样

样品染色后，用光学显微镜观察，没有发现呈聚集状态的细

胞存在，表明这3个色谱峰的形成与青枯菌细胞的表面特性

有关；进一步结合番茄组培苗感染试验，结果发现3个色谱

图1  青枯菌的激光光散射仪检测图[10]

Fig. 1  HPLC spectrum of R. solanacearum detected by laser light scattering 
instrument [10]

Peaks 1~3 are R. solanacearum

表1  不同色谱峰组分青枯菌回接番茄组培苗的发病率[10]

Table 1   Mortality of tomato tissue culture plantlets infected with different peak fractions [10]

样品

Sample
每日发病率 Infection mortality of different days after inoculation (r/%)

D 1 D 2 D 3 D 4 D 5 D 6 D 7 D 8 D 9
Peak 1 fraction 0  0   0 10 15 25 30   45   65
Peak 2 fraction 0  0   5 10 10 20 45   55   75
Peak 3 fraction 0 10 20 35 40 50 75 100 100

       Control 0  0   0   0   0   0   0     0     0
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峰组分在致病力方面存在差异，大小依次为峰3组分＞峰2组

分＞峰1组分（表1）. 该研究结果为利用色谱方法快速分析检

测青枯菌的致病强度奠定了基础. 

2.2  青枯菌不同致病力菌株的色谱分析
取10株不同致病力的青枯菌（GMI1000、52#、54#、70#、

56#、51#、69#、100#、84#、89#）进行色谱分析（图2），其中

图2  青枯菌不同菌株的色谱图
Fig. 2   HPLC spectra of different R. solanacearum strains
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GMI1000为法国Institut National de la Recherche Agronomique
提供的青枯菌强致病力模式菌株. 

利用激光光散射仪软件ASTRA（Version 4.73.04），对青

枯菌不同菌株的各色谱峰面积进行积分，具体统计结果见表2. 

2.3  青枯菌不同菌株的致病力检测
分别取上述青枯菌按1.6.6方法进行番茄组培苗感染试

验，每个菌株接种30株组培苗，以无菌水作对照，从接种之日

起连续10 d，逐日统计发病率（表3）. 
结合图2、表2和表3数据进行分析：

（1）青枯菌GMI1000、52#、54#和70#菌株回接番茄组培

苗后，分别在接种后的d 6、d 7、d 7、d 8达到100%的发病率；

进行高效离子交换色谱分析时，只在峰3的保留时间位置上

出现单一特征峰. 
（2）56#、51#和69#菌株经过色谱分离形成3个特征峰 . 

从致病强度看，56#＞51#＞69#；从峰3所占的面积比看，56#
＞51#＞69#，呈现出“菌株的致病性越强，峰3所占的面积比

相对越大”的规律. 
（3）无致病力菌株100#、84#、89#经过色谱分离形成的

特征峰主要以峰1和峰2为主. 
2.4  新方法的可行性验证试验

另取25株青枯菌进行色谱分析，同时回接番茄组培苗进

行感染试验，每个菌株分别接种30株组培苗，以无菌水作对

照，在回接后d 8统计组培苗发病率，观察青枯菌色谱行为与

致病力之间的相关性. 以强致病力模式菌株GMI1000作参照. 
从表4可以看出，25株实验菌株中有23株的番茄组培苗

发病率（x）与峰3面积比（y）之间表现出良好的线性关系，回

归方程为y = 0.9581x + 5.4984，相关系数r = 0.986，呈现出“青

枯菌的致病性越强，则峰3所占的面积比相对越大”的规律；

其中85#和87#菌株的组培苗感染试验结果与色谱行为不相

符，这可能与组培苗试验以及青枯菌培养过程操作不当有关. 
我们在 前 期 研 究中发现，当青枯菌的进 样菌数 在 9×

106~9×108时，青枯菌菌数（x）与色谱峰面积（y）之间呈现出

良好的线性关系，y = 0.0183×10-6x，相关系数r = 0.99 [10]. 因
此通过统计色谱峰面积，并根据峰面积与菌数的线性回归方

程，可实现不同致病强度青枯菌的定量. 
2.5  青枯菌色谱行为与其细胞表面组分的关系

青枯菌细胞呈长椭圆形，近杆状，革兰氏阴性好氧菌，

极生鞭毛1~4根，不形成芽孢和荚膜，但在光学显微镜下却

观察到了类似荚膜的构造存在（图3）. 据报道，胞外酸性多

糖EPSⅠ是青枯菌的主要致病因子之一，青枯菌分泌产生EPSⅠ，

其中85%以游离的、不与菌体细胞黏附的状态存在，但有15%
的EPSⅠ保持着呈蒴状黏附在细胞表面 [11]，因此在显微镜下

看到了青枯菌细胞表面由EPSⅠ形成的类似荚膜的结构. 
取上述不同致病强度的3株青枯菌GMI1000、51#、84#

（色谱图见图2，致病力见表3），调整到相同的菌体浓度，采

用酶联免疫吸附法（ELISA方法）检测细胞表面黏附的EPSⅠ含

量，用酶标仪测定D595 nm（表5）. 表5显示，青枯菌的致病性越

强（GMI1000>51#>84#），则在相同的培养时间内产生的EPS
Ⅰ越多（GMI1000>51#>84#）. 

据相关文献报道，EPSⅠ是青枯菌的主要致病因子之一，
EPSⅠ的存在会增加菌体细胞表面的电负性 [12]. 因此青枯菌的

致病性越强，则细胞表面黏附的EPSⅠ越多，即细胞表面携

带的负电荷越多，与阴离子交换树脂的结合力就越强，色谱

峰的保留时间就越长 . 为了进一步验证青枯菌色谱行为、致

病力、细胞表面黏附的EPSⅠ含量三者之间的相互关系，收

集51#菌株经过色谱分离得到的3个色谱峰组分，调整到相同

的菌体浓度，采用ELISA方法检测细胞表面黏附的EPSⅠ含量

（表6）. 表6的数据也显示，青枯菌的致病性越强（峰3组分>
峰2组分>峰1组分），则细胞表面黏附的EPSⅠ含量越多（峰3
组分>峰2组分>峰1组分），二者呈正相关关系. 

表2  青枯菌不同菌株的各色谱峰面积比1)

Table 2   Area ratio of three chromatographic peaks of R. 
solanacearum 1)

菌株

Strain

峰1面积比 

Peak 1 area ratio 
(r/%)

峰2面积比 

Peak 2 area ratio 
(r/%)

峰3面积比 

Peak 3 area ratio
 (r/%)

GMI1000 0 0 100
52# 0 0 100
54# 0 0 100
70# 0 0 100
56#   0.67   1.35 97.98
51#   1.46   2.36 96.18
69# 37.36 27.59 35.05

100# 68.45 31.55 0
84# 49.35 33.87 16.78
89# 78.83   7.16 14.01

1) Peak area ratio = each peak area / total peak area×100%

表3  青枯菌各菌株回接番茄组培苗的发病率
Table 3  Mortality of tomato tissue culture plantlets infected by R. solanacearum

菌株

Strain

每日发病率 Infection mortality of different days after inoculation (r/%)

D 1 D 2 D 3 D 4 D 5 D 6 D 7 D 8 D 9 D 10
GMI1000 0 33.3 56.7 73.3 96.7 100 100 100 100 100

52# 0 23.3 50.0 56.7 90.0 93.3 100 100 100 100
54# 0 16.7 16.7 66.7 90.0 90.0 100 100 100 100
70# 0 0 3.3 36.7 70.0 73.3 96.7 100 100 100
56# 0 0 23.3 50.0 53.3 66.7 66.7 83.3 90.0 90.0
51# 0 13.3 23.3 53.3 86.7 86.7 86.7 86.7 86.7 86.7
69# 0 0 0 20.0 50.0 66.7 66.7 66.7 66.7 66.7

100# 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
84# 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
89# 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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3  讨 论
细菌细胞表面形态结构特殊，比表面积大，且覆盖着许

多物质如多糖类、肽聚糖、脂类、蛋白质等，在不同条件下，

其表面基团的电离状态不同，从而使细菌细胞表面带上不同

的电荷[13]，因此细菌与蛋白质等其它生物大分子物质有着相

似的荷电性质，可以借助离子交换色谱方法，以保留时间和

峰面积为基础，对不同种类的细菌作定性和定量分析. 
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. 当细胞浓度大于n=108 mL-1，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 [14, 15]. 我们在前期研究中，对不同生

长阶段（延滞期，对数生长期前期，对数生长期中期，稳定

期）青枯菌的色谱行为进行跟踪分析，结果发现，随着培养

时间的延长，细胞表面黏附的EPSⅠ含量增加，峰3的面积比

也呈递增趋势 [9]，与本实验的结果相吻合. 
目前检测青枯菌致病性的方法主要有TTC平板鉴定、组

培苗或盆栽苗感染试验、田间试验等. TTC平板只能对青枯

菌的致病强度进行初步鉴定，不能定量，更不能将群体中不

同致病强度的青枯菌进行分离；而组培苗感染实验或田间实

验耗时费力. 本研究根据不同致病强度青枯菌细胞表面特性

的差异，建立了一种快速分析检测青枯菌致病力分化的新方

法——高效离子交换色谱方法，为研究生防菌的致弱效果、

快速筛选高效稳定的生防菌奠定了良好的基础. 

致 谢  感谢福建省农业科学院农业生物资源研究所刘波博士和

王秋红为本研究提供实验菌种和培养方法. 
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