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21世纪以来分析化学与生物学之间相互渗透，形成了新

颖的生命过程中的分析化学. 在应用微生物学领域中，分析

微生物学一直是重要的课题，其重要内容之一就是希望在传

统的培养、形态、生理生化等方法的基础上寻求比较快速、

简单而特异的新方法. 随着科学技术的发展，一些新兴的细

菌分离分析技术相继诞生，为细菌研究工作提供了方便快捷

的新方法. 
细菌为单细胞微 生物，其细胞表面和外界环境直接接

触，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

分化活动. 大多数细菌的致病性、对外界环境的耐受性等均

与其细胞表面物质直接相关，因此对细菌细胞表面特性的研

究引起了广大学者的关注. 

在一定条件下，细菌是一个“宏观带电颗粒”，组成细

胞表面结构的生物分子携带羧基、氨基、磷酸等基团，在不

同pH环境下会发生电离，从而使细胞表面带上不同电荷[1~2]. 
因此，细菌可以像生物大分子一样，通过高效离子交换色谱

的方法进行分离；但细菌作为一个完整的生命体，其细胞表

面结构与化学组成比一般生物大分子更为复杂. 本课题以植

物重要致病菌——青枯菌为实验材料，对高效离子交换色

谱分离得到的不同色谱峰组分的细胞表面特性（鞭毛菌毛

蛋白、脂多糖、胞外酸性多糖、疏水性等）进行了分析，研究

细胞表面特性与色谱行为的关系，为细菌活细胞研究新方

法——高效离子交换色谱方法的建立奠定基础. 

 1  材料与方法
1.1  菌 种

青枯菌野生型菌株（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  青枯菌的培养方法

参考文献[3]进行. 
培养基：1）NA固体培养基（ρ/g L-1）：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. 2）SPA液
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体培养基（ρ/g L-1）：蔗糖20，蛋白胨5.0，K2HPO4 0.5，MgSO4 
0.25，pH 7.2~7.4.

培养方法：青枯菌经NA固体培养基活化（30 ℃�，48 h）

后，按1%（V/V）接种量（D600 nm= 0.1）转接于25 mL SPA液体

培养基中，30 ℃�、200 r/min摇床培养24 h. 
1.3  青枯菌样品的制备方法

参考文献[4]，将经SPA液体培养基培养的青枯菌菌液于

5 000 g、4 ℃���下离心10 min后，弃上清液，取菌泥加入超纯水

（>16 MΩ）中振荡均匀，洗涤菌体、离心，重复2次，以去除残

余的培养基成分. 
1.4  青枯菌的色谱分析方法

参考文献[5]进行. 
缓冲液：1）A液：0.02 mol/L哌嗪–HCl，pH 8.0. 2）B液：

0.02 mol/L哌嗪–HCl + 1 mol/L NaCl，pH 8.0. 
色谱分析方法：色谱分离材料采用日本TOSOH 公司的

强阴离子交换树脂Toyopearl TSKgel SuperQ-650C填充色谱

柱（200 mm × 4.6 mm i.d.），流速1 mL/min，泵压范围0.5~1.5 
Mpa，温度范围23~28 ℃. 样品上样后，0~5 min用A液平衡，使

进样的细菌充分吸附到树脂上；5~35 min线性梯度洗脱，洗

脱梯度为0~75% NaCl（1 mol/L）；35~45 min完全转换为B液，

将树脂上的残余细菌全 部洗出；45~55 min转换为A液平衡

系统. 采用紫外检测器（检测波长：280 nm）和激光光散射仪

（检测波长：600 nm；信号扩增倍数：1.00）串联的在线双检

测系统. 
1.5  青枯菌细胞中质粒的分析
1.5.1  �� �试� � �剂    1）抽提缓冲液：200 mmol/L Tris-HCl（pH 7.5），

250 mmol/L NaCl，25 mmol/L EDTA，0.5% SDS，2% PVP（聚

乙烯吡咯烷酮）. 2）Tris-EDTA（TE）缓冲液：将1.21 g Tris和

0.37 g EDTA溶于800 mL超纯水中，用HCl调pH值8.0，定容至

1 000 mL. 3）琼脂糖凝胶电泳的电极缓冲液（5×TBE）：取

54.0 g Tris和3.72 g EDTA溶于800 mL超纯水中，加入27.83 g硼

酸，定容至1 000 mL. 4）0.8%琼脂糖凝胶：称取0.4 g琼脂糖

于250 mL烧瓶中，加入45 mL超纯水和5 mL 5×TBE 缓冲液，

用棉塞塞紧瓶口，沸水浴中加热，使琼脂糖完全融化. 
1.5.2  质粒的提取及电泳分析    参考文献[6~7]进行质粒提取

与电泳分析. 收集3个色谱峰青枯菌及原始样品，分别离心后

用超纯水重悬，并调整到相同的菌体浓度D600 nm=1.0；分别吸

取500 μL菌液，4 ℃、10 000 g离心10 min，收集菌体沉淀，重

悬于500 μL抽提缓冲液中，振荡混匀，室温下放置1 h，其间

不时振荡；5 000 g离心5 min，小心吸取上清200 μL，加入200 
μL异丙醇，温和混匀，室温下放置1 h；4 ℃、13 000 g离心10 
min，弃上清，沉淀真空干燥后用50 μL TE缓冲液重悬，0.8%
琼脂糖凝胶电泳；电泳毕，取出凝胶用溴化乙锭（终浓度为1 
μg/mL）染色15~30 min后，用超纯水在室温下脱色15~30 min
或在4 ℃冰箱脱色过夜；在254 nm紫外灯下观察，存在核酸

的部位呈现红色荧光谱带. 
1.6  青枯菌细胞表面脂多糖的分析
1.6.1  试� � �剂    1）62.5 mmol/L Tris-HCl（pH 6.8）缓冲液：称取

0.757 g Tris溶于80 mL超纯水中，用盐酸调节pH至6.8，定容至

100 mL. 2）甲处理液：取出50 mL 62.5 mmol/L Tris-HCl（pH 

6.8）缓冲液于烧杯中，依次加入10 mL甘油、5 mL β-巯基乙

醇、3 g SDS和0.01%溴酚兰，边加边搅拌，用上述Tris-HCl缓
冲液定容至100 mL，4 ℃保存备用. 3）乙处理液：在甲处理液

中加入蛋白酶K，浓度为100 μg蛋白酶K/30 µL甲处理液. 
1.6.2  全细胞脂多糖的提取及电泳分析    参考文献[8]进行全

细胞脂多糖提取与电泳分析. 收集3个色谱峰青枯菌及原始

样品离心，取菌体沉淀；称取适量的菌体于2 mL离心管中，

加入甲处理液使终浓度为1 mg菌体 /30 µL甲液，漩涡振荡均

匀，100 ℃水浴10 min（水浴过程中需要不时振荡，确保菌体

悬浮，避免凝集成块）；吸取30 µL溶液，加入30 µL乙处理

液，混匀，60 ℃温育2 h后，12 000 g离心10 s，所得上清即为各

菌样的细胞壁脂多糖样品，进行SDS-PAGE电泳（分离胶浓

度12.5%，浓缩胶浓度4.5%；恒压120 V或恒流25~30 mA），采

用银染色方法分析. 
1.7  青枯菌细胞表面鞭毛菌毛蛋白的提取及含量测定

收集3个色谱峰青枯菌和原始样品离心、洗涤后，用超

纯水重悬，并调整到相同的D600 nm值；振荡均匀后各取1.5 mL
菌悬液于2 mL离心管中，10 000 g离心5 min，收集沉淀，重悬

于1.5 mL 0.15 mol/L PBS缓冲液中，60 ℃水浴下保温30 min；

取出后12 500 g离心10 min，小心吸取300 µL上清液（即含有

菌毛、鞭毛蛋白的 溶液），用紫外 分 光 光 度 计 测定溶液的

A280 nm值，确定溶液中的蛋白质含量[8]. 
PBS缓冲液：NaCl 8.0 g，KCl 0.2 g，Na2HPO4 1.15 g，

KH2PO4 0.2 g，溶于800 mL超纯水中，并定容至1 000 mL.
1.8  青枯菌细胞表面胞外酸性多糖（EPSⅠ）含量的测定

参考文献[9]进行. 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（D595 nm）. 
1.9  疏水相互作用色谱法（HIC）测定青枯菌细胞表面

疏水性（CSH）
参考文献[10]进行. 取经过离心、洗涤处理的青枯菌菌

体悬浮于B液中，并调整D600 nm = 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 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

D1. 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D0，则疏水分配值

CSH = [(D0-D1）/ D0 ]×100%.

 2  结果与分析
2.1  青枯菌的高效离子交换色谱分析

在色谱柱饱和吸附范围内，青枯菌野生型菌株经过高效

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

峰组分和上样样品进行形态观察，发现细胞均呈长椭圆形、

近杆状，以单细胞形式存在，少数成对存在；通过生理生化

鉴定表明3个色谱峰组分均属于青枯菌生化Ⅲ型[11~ 12]. 因此，
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这3个色谱峰的形成可能与青枯菌细胞的不同表面特性有关. 
2.2  不同色谱峰青枯菌细胞中质粒的检测

质粒是游离于核染色体之外，具有独立复制能力的小型

共价闭合环状DNA分子，相对分子质量（Mr）一般在106~108

之间，大小约为核基因组的1%，但近年来发现许多携带巨型

质粒的细菌. 由于质粒上携带的基因编码的产物并非细菌生

存所必需，所以质粒可以在细菌之间传递或丢失，导致细菌

某些性状的改变. 例如宋内氏志贺氏菌有两个变异相即Ⅰ相

和Ⅱ相，Ⅰ相为光滑型菌株，对小鼠有致病力，多从急性感染

病人分离获得；Ⅱ相为粗糙型菌株，对小鼠无致病力，常从慢

性患者或带菌者体内检出. Ⅰ相抗原受控于一个Mr 为120×106

的大质粒，该质粒容易丢失，使细菌从有毒的Ⅰ相转变为无

毒的Ⅱ相. 

青枯菌细胞内带有一个大小为2 094 509 bp的巨型质粒，

本课题参照Llop等提取巨型质粒的方法 [6]，分别提取了不同

色谱峰青枯菌质粒DNA，采用0.8%琼脂糖凝胶进行电泳，结

果如图2所示. 

采用琼脂糖凝胶电泳分离DNA时，DNA的迁移率与其
分子质量关系密切，而与结构和碱基组成无关，相对分子质
量小的迁移率大，相对分子质量大的迁移率小. 一般而言，
传统的琼脂糖凝胶电泳只能分离15~20 kb以下的DNA片段，

更大的DNA分子就很难分开. 这是因为当大片段DNA分子有

效直径超过凝胶孔径时，在电场作用下DNA分子必须定向变

形，以蛇形蠕动方式挤过筛孔，此时电泳迁移率已不再依赖

于分子大小，而是与分子无规则卷曲构象的改变以及粘弹性

迟滞时间有关，电泳结果一般为在20 kb位置出现一条带. 由
于本实验的目的是考察质粒是否丢失，因此仍采用常规的琼

脂糖凝胶电泳. 图2电泳结果表明，3个色谱峰青枯菌细胞都

带有质粒，说明质粒不是造成不同青枯菌细胞色谱行为差异

的主要原因. 
2.3  不同色谱峰青枯菌细胞表面脂多糖分析

青枯菌是革兰氏阴性菌，其细胞壁的特有成分 ——脂

多糖（LPS），位于细胞壁的最外层，构成了完整的菌体外膜

结构，在细菌与周围环境的相互作用中扮演着重要的角色 . 
脂多糖分子由3个部分共价连接而成：O-特异侧链、核心多

糖和类脂A. 其中，O-特异侧链具有种属特异性，由4或5种单

糖组成的重复单位聚合成长链，伸向细胞壁外，基部与核心

多糖相连；核心多糖又称核心区，由低聚糖组成，分为内核

心区和外核心区，内核心区以其特有的2-酮基-3-脱氧辛糖酸

（reto-deoxy-octulonate，KDO）与类脂A相结合；类脂A和核

心多糖一样高度保守，脂多糖分子通过类脂A锚定于细胞壁

的外壁层中[13]. 
在细菌的脂多糖里，O-特异侧链中单糖的种类、连接方

式和排列顺序因不同菌株而异，具有抗原特异性，称为O-抗
原. O-特异侧链在细菌和其它物体表面的相互作用过程中起

着重要的作用. 
收集3个色谱峰青枯菌及原始样品离心、洗涤后，用超

纯水重悬，并调整到相同的D600 nm值，按1.6.2方法提取全细胞

脂多糖，采用SDS-PAGE电泳结合银染色方法进行分析，比

较不同色谱峰青枯菌细胞表面脂多糖成分的差异. 

在电场中，脂多糖中的类脂A及核心多糖部分由于带有

较高的负电荷而共同向阳极移动，在电泳图上位于低分子量

区域，常以弥散的形式出现；而O-特异侧链上由相同数目的

寡糖重复单位组成的糖链共同向阳极移动，形成分散的带即

图1  青枯菌的激光光散射仪检测图
Fig.1  HPLC spectrum of Ralstonia solanacearum detected by laser light 

scattering instrument
Peaks 1~3: R. solanacearum

图2  3个色谱峰青枯菌的质粒DNA琼脂糖凝胶电泳图
Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of plasmid DNA of the three 

chromatographic fractions of R. solanacearum
a. 峰1组分；b. 峰2组分；c. 峰3组分；M. 标准样品
(a) Peak 1 fraction; (b) Peak 2 fraction; (c) Peak 3 fraction; (M) Marker

图3  3个色谱峰组分及原始样品全细胞脂多糖电泳图

Fig.3  SDS-PAGE of whole-cell lipopolysaccharide of initial sample and the 
three chromatographic fractions of R. solanacearum

a. 原始样品；b. 峰1组分；c. 峰2组分；d. 峰3组分；k. 蛋白酶K
 (a) Initial sample; (b) Peak 1 fraction; (c) Peak 2 fraction; (d) Peak 3 fraction; 
(k) Proteinase K
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典型的梯状形式. 在电泳图上，糖链越长在电泳胶上移动的

距离越短；糖链越短则移动的距离就越长 [8]. 图3显示，3个色

谱峰组分在O-特异侧链、核心多糖和类脂A等成分上无明显

差异. 
2.4  不同色谱峰青枯菌细胞表面蛋白含量的比较

在青枯菌的高效离子交换色谱分析过程中，采用紫外检

测器和激光光散射仪串联的在线双检测系统，但在实验过程

中发现，激光光散射仪和紫外检测（检测波长280 nm）得到

的3个色谱峰的面积比并不相同（图1、图4和表1）. 
从图1的激光光散射仪检测图和表1的检测数据发现，峰

3面积比 : 峰1面积比= 2.36 : 1，但在相应的紫外检测图（图4）
上，峰3面积比 : 峰1面积比= 1.26 : 1. 激光光散射强度与青枯

菌的细胞浓度成正比，而紫外检测器的检测波长为280 nm，

测定的是菌体细胞表面的蛋白含量，那么当菌体浓度高时，

其相应的蛋白总量也应增加，但两者的检测数值并不一致. 

为了深入研究3个色谱峰青枯菌细胞表面蛋白含量的差

异，收集3个色谱峰组分及原始样品离心，制备菌悬液，调整

到相同的菌体浓度（D600 nm=0.301），采用紫外分光光度计分

别测定不同样品的A280 nm值. 从表2可以看出，在相同的菌体浓

度下，3个色谱峰青枯菌细胞表面的蛋白含量并不相同，峰1
组分 : 峰2组分 : 峰3组分= 2.22 : 1.69 : 1. 

进一步收集3个色谱峰组分及原始样品离心，调整到相

同的菌体浓度（D600 nm = 0.551），按1.7方法提取鞭毛、菌毛蛋

白，采用紫外分光光度计分别测定不同样品的鞭毛菌毛蛋白

含量（A280 nm值）. 表2的检测数据显示，3个色谱峰青枯菌细

胞表面的鞭毛菌毛蛋白含量比例为：峰1组分 : 峰2组分 : 峰3
组分= 1.10 : 1.07 : 1，两种方法分析的结果并不相同. 因此，推

测青枯菌细胞表面可能黏附有胞外分泌物，掩盖了细胞表面

的蛋白成分；由于不同色谱峰菌体细胞表面黏附的胞外物质

数量不同，从而造成了不同色谱峰组分细胞表面蛋白检测数

据的差异. 但通过提取鞭毛菌毛蛋白进行测定时，得到的各

色谱峰组分的鞭毛菌毛蛋白含量却接近. 据文献[14]报道，胞

外酸性多糖EPSⅠ是青枯菌的主要致病因子，青枯菌产生的
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. 在后续实验

中采用ELISA方法对不同色谱峰青枯菌细胞表面EPSⅠ含量

进行测定. 
2.5  不同色谱峰青枯菌细胞表面EPSⅠ含量比较

收集3个色谱峰组分及原始样品，调整到相同的D600 nm

值，采用ELISA方法检测青枯菌细胞表面黏附的EPSⅠ含量

（D595 nm）. 从表2可以看出，峰3组分青枯菌细胞表面黏附的
EPSⅠ最多，其次为峰2组分，峰1组分最少. 对以上数据综合

比较分析发现，若菌体细胞表面黏附的EPSⅠ越多，则直接采

用紫外分光光度计测定的细胞表面蛋白含量就越少. 
据报道，胞外酸性多糖EPSⅠ是一个长的、由三聚重复

单位——N-乙酰基半乳糖胺、2-N-乙酰基 -2-脱氧-L-半乳糖

醛酸和2-N-乙酰基-4-（3-羟基丁醇）-2-4-6-三脱氧-D-葡萄糖

组成的多聚体 [14]. Wilson（2001）[15]利用电泳光散射法研究革

兰氏阴性病原菌细胞表面荚膜的生理特性时，发现荚膜中的

酸性多糖可以增加细胞表面的电负性和亲水性. 为了进一步

验证3个色谱峰青枯菌细胞表面EPSⅠ的差异，采用HIC方法

对3个色谱峰青枯菌细胞表面的疏水性（CSH）进行了测定. 
2.6  不同色谱峰青枯菌细胞表面疏水性比较

收集3个色谱峰 组分及原始样品，调整到相同的D600 nm

值，采用HIC方法测定CSH. 表2的检测结果显示，疏水性大

小为：峰1组分＞峰2组分＞峰3组分，这与不同色谱峰组分细

胞表面EPSⅠ含量的测定结果正好相符，与Wilson（2001）报

道的“酸性多糖的存在会增加细胞表面的亲水性”相吻合. 
因此，细胞表面EPSⅠ含量是造成青枯菌野生型菌株不同细

胞色谱行为差异的主要原因. 

 3  结 论
青枯菌野生型菌株经 过高效离子交 换色谱分离得到3

个特征色谱峰组分. 分别对3个色谱峰组分质粒DNA、细胞

图4  青枯菌的紫外检测图
Fig. 4  HPLC spectrum of R. solanacearum detected by UV

Peaks 1~3: R. solanacearum

表1  激光光散射仪和紫外检测数据的比较
Table 1  Comparison of the data detected by laser light scattering 

instrument and UV
峰面积比1)

Peak area ratio (r/%)
峰1

Peak 1
峰2

Peak 2
峰3

Peak 3
激光光散射仪检测
Laser light scattering detector 26.90 9.56 63.54

紫外检测
UV detector 36.40 11.63 45.78

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

表2  3个色谱峰组分及原始样品青枯菌细胞表面特性的比较
Table 2  Comparison of cell surface characteristics of initial sample and the three fractions of R. solanacearum

样品
Sample

原始样品
Initial sample

峰1组分
Peak 1 fraction

峰2组分
Peak 2 fraction

峰3组分
Peak 3 fraction

细胞表面蛋白含量 Protein content of cell surface (A280 nm) 0.160±0.003 0.266±0.005 0.203±0.002 0.120±0.003
鞭毛菌毛蛋白含量 Protein content of flagellin and pilus (A280 nm) 0.898±0.016 0.932±0.021 0.907±0.020 0.850±0.018
细胞表面EPSⅠ����含量  EPSⅠ content of cell surface (D595 nm) 0.753±0.011 0.607±0.011 0.846±0.014 0.981±0.022
细胞表面疏水性 Cell surface hydrophobicity CSH (r/%) 14.19±0.16 16.67±0.21 13.16±0.09 10.64±0.05
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表面鞭毛菌毛蛋白、全细胞脂多糖以及细胞表面胞外酸性

多糖EPSⅠ等进行分析表征，发现3个色谱峰组分都含有质粒

DNA，在鞭毛菌毛蛋白含量和脂多糖成分上也无明显差别，

但在EPSⅠ含量上存在明显差异，表明细胞表面EPSⅠ含量的

差异是造成青枯菌野生型菌株不同细胞色谱行为差异的主

要原因；细胞表面疏 水性的测定结果进 一步验 证了上述结

论. 可见，细菌高效离子交换色谱方法的建立可望作为一种

新型的细菌活细胞分离分析方法，不仅可以通过色谱行为的

变化直观 地反映出细胞表面结构和化学组成的差异，而且

还可以收集各色谱峰组分再培养、跟踪检测，研究不同种属

细菌细胞表面特性的差异以及同种细菌在不同环境下或不

同生理状态下细胞表面特性的变化情况. 
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