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高产铁载体荧光假单胞菌 ./012(3(-$/ 4*1(’0/"0-/ !"#$
的筛选鉴定及其铁载体特性研究
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摘 要：采用改进的 BCD检测平板从东湖中筛选得到了一株高产铁载体细菌 ;E3F，并用 BCD检测液定量检测其分
泌铁载体量，发现其 C; GC/ 仅 %=%’（!""2%），#$（D9H./,E:,/. I>9+）为 ’%J，达到产铁载体菌最高级。用 KL)M)N检测

板，结合细菌生理生化反应、形态观察和 &"D /OPC序列比对分析等分类鉴定方法，确定 ;E3F为一株荧光假单胞菌。
% A &’$()*+,*-+ ;E3F生长过程中胞外铁载体的量在对数生长前期累积达到最高后有所减少，至稳定期时菌液中铁载
体量达到稳定。在已知铁载体特异吸收峰波长下，用反向高效液相色谱检测无铁环境和高铁环境下培养液上清，

比较发现 ;E3F上清含有 5种含儿茶酚胺类基团铁载体，其中包括荧光和非荧光性的脓菌素，$%%!7,1GM Q.$ R 可完全
抑制荧光性质脓菌素的分泌，但非荧光脓菌素的分泌不受抑制，并且对非脓菌素的儿茶酚胺类铁载体的合成分泌

反而具有一定的诱导作用。
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铁载体（;9H./,E:,/.;）是一类具有很强的特异螯
合 Q.5 R（螯合系数可达 &%$% ( &%5%）的小分子（& ( $
TO8）化合物［&，$ ］，绝大多数细菌和真菌都能通过非
核糖体途径合成并分泌一种或几种铁载体。它的产

生是地球上的微生物适应地球地壳高氧低铁环境的

结果［5］。细菌利用合成的铁载体攫取外界游离

Q.5 R来维持正常的生理活动［&］。环境中游离的铁载
体也可以为其他细菌所用，细菌在环境中的生存地

位也可以通过其对环境中铁源的争夺能力而反映出

来［!］。因此对自然条件下高产铁载体菌的研究能够

帮助我们解决许多因细菌引起的环境问题，也为进

一步研究细菌铁载体合成调控机制提供不可多得的

材料。

由于假单胞菌分泌一种特有的铁载体———脓菌

素（EU,@./H9>;）［"］，它同时具有革兰氏阳性菌铁载体
的异羟肟酸基和革兰氏阴性菌铁载体的儿茶酚胺

基［#］，荧光性脓菌素还有能在紫外下激发荧光的二

羟基喹啉基团，它结合 Q.5 R后在 !%%>7左右有特异
的吸收峰［" ( 2］。国际上已将其性质和分子基团特征

作为假单胞菌属内的一个分类标准［4，’，&%］。目前对

脓菌素的研究表明它可能是许多假单胞菌作用于动

植物的媒介，例如许多植物根际菌是高产铁载体荧

光假单胞菌［&&］，并且某些假单胞菌分泌的脓菌素与

其致病性相关［’］。本文报道从武汉东湖水中筛选分

离得到一株高产铁载体荧光假单胞菌菌株。对其铁

载体分泌的相关研究可以有助于进一步研究环境中

假单胞菌的致病机理和防治手段。

% 材料和方法
%&% 材料
%&%&% 实验菌株：%+*$.(/(-0+ /0’1(234’40 CK’%%#2
（BB0BB），% A &’$()*+,*-+ CK’$%%&（BB0BB），大肠杆
菌 5+,3*)4,340 ,(’4 VK&%&（本实验室保存），产铁载体
细菌菌株 ;E3F由本实验室分离。
%&%&’ 培养基：WXK液体培养基，MK培养基，NCDP
培养基［’，&&］。

%&%&( BCD检测液的配制：参见文献［$，&$］。
%&%&) 改进后 BCD 检测平板的制备：配方如文献
［&&］，将 WW’缓冲液换为 EV "=2的磷酸缓冲液，维
持 Y)!

5 ?浓度不变。

%&’ 高产铁载体细菌的筛选和铁载体定量检测
产铁载体细菌的筛选采用改进的 BCD 平板检

测法，通过观察细菌分泌铁载体形成的橙色晕圈的

大小做定性筛选。



!"#"! 高产铁载体菌株筛选：武汉大学凌波门处东
湖水面下 !"#$和 %"#$处水样，&!倍梯度稀释涂布
于 ’()检测平板。*+,培养 -+.。
!"#"# 铁载体定量测定：检测方法参见文献［+］，但
检测波长改为 /+!0$。
!"#"$ 铁载体分泌曲线测定：将培养过夜的 1234菌
液按 &5接种量转接到装有 #!$6无菌 789液体培
养基的 *#!$6三角瓶中，*+,，*!!:;$<0。检测 !"/+!

后，按上一节方法检测样品 (1（!"/+!），不同时间取

样直至稳定期。每次测量均设去离子水与检测液等

体积混合对照 (:。

!"$ 细菌鉴定
!"$"! 生理生化反应：革兰氏染色确定 1234菌株革
兰氏属性后用相应的 9=>6>?生理生化鉴定板进行
快速鉴定［&%］，显色后底板扫描送中国科学院微生物

研究所 9=>6>? )@A@<B0 )C1@D$分析。明胶水解、反硝
化和氧化酶反应参见文献［&-］。
!"$"# 形态观察：从平板上挑单菌落至 #$6 69培
养基中，*!!:;$<0 *+,培养过夜。低速离心收集菌
体，用生理盐水洗涤菌体 * E % 次，用 %!!!6生理盐
水悬浮，磷钨酸负染制样。透射电子显微镜

F=G(’F= F3+&!!观察。
!"$"$ 假单胞菌特异铁载体———脓菌素检测：1234
菌株与 (9H*!!&培养 &*.的 ?()I培养液离心过滤
上清后，检测 *!! E #!!0$连续光谱吸收［/，J］，扫描间
隔 !"#0$。!"*!$微孔滤膜过滤除菌后真空干燥浓
缩约 #!倍，滴 &!!6于 ’()检测平板上的直径 /$$
滤纸片上，反应 *.后 %/-0$观察。
!"$"% &/) :KI( 片段扩增及序列分析：用通用
*JL M&-H#: 引物（正向引物：#N3(?(?GGG?(G’’G??
’G’(?3%N；反向引物：#N3(’??’G(’’GG?GG(’?(
’G3%N）。以 1234 菌株总 KI( 为模板进行扩增，将
O’P产物连接到 27K3&+ G上，测序后与 ?D09A0Q中
序列进行同源性比对。

!"$"& 基因组 KI(（? R ’）$BS 5的测定：采用热变
性法［&-］。

!"% 反向高效液相色谱（’()*(+,，’-.-/0- (120-
*341 (-/56/7289- +3:;3< ,1/672=64/2>1?）分析
!"%"! 检测系统和方法：*#T$ IUTSDB1CS ’&+ 柱子，
柱直径 *!$$，洗脱相为 & V -的水;甲醇溶液，洗脱速
度为 !"&$6;$<0，检测波长为 *#-0$［*］和 -!%0$［/，J］，
每个样品重复 %次。
!"%"# 样品制备：挑取单菌落到 #$6的 789液体
培养基中，*+, *!!:;$<0 培养过夜，取 &$6 菌液转

入装有 #!$6 ?()I培养基的三角瓶中，振荡培养至
稳定期。&!!!!:;$<0离心 &$<0，!"*!$微孔滤膜过滤
收集上清，依样品浓度取 * E #!6，-!%0$检测脓菌素
时在检测样品中加 &$BS;6 LD’S% 至 LD% R 终浓度为

-$$BS;6［J］。同时 ?()I液体培养基中预先加入终浓
度 *!!!$BS;6的 LD* R［&］，培养至稳定期检测外界 LD* R

对 1234菌株铁载体的抑制，作为正常培养的对照。

# 结果和讨论

#"! 高产铁载体菌的筛选
#"!"! 高产铁载体菌的定性筛选：利用改进的 ’()
检测平板从东湖水中分离产铁载体细菌，发现 1234
菌株在 ’() 平板上的铁载体圈最大。与 # W $%&’
F9&!&，( W )*&+%,-’&’* (9H!!#+ 和 ( W .&/%012$132
(9H*!!&相比，在检测平板上它生长和出圈快，培养
/.菌落周围便出现铁载体晕圈，&*.就可形成明亮
醒目的橙黄色产铁载体圈（图 &3’），与菌落直径比
约 # E &!倍。培养时间越长菌圈越大，最终可使整
个平板变为橙黄色。反复传代产铁载体能力稳定。

而检测平板上点种培养的 # W $%&’ F9&!& 与 ( W
)*&+%,-’&’* (9H!!#+（图 &3(）仅出现微弱的铁载体
圈，( W .&/%012$132 (9H*!!&也是在培养 *X后才有较
为明显的铁载体圈（图 &39）。图 &中所示检测效果
均能稳定重复，各组平板均有两个以上的平行比较。

图 ! ,@A检测平板筛选产铁载体细菌
L<YW & =1BSA@<0Y B4 1<XD:B2.B:D1 2:BXUT<0Y ZAT@D:<A ZC ’() XD@DT@<0Y

2SA@D1W (：( W )&+%,-’&’*（ SD4@）A0X # W $%&’ F9&!&（ :<Y.@）.AX ZDD0

TUS@U:DX 4B: J*.；9：( W .&/%012$132 (9H*!!& .AX ZDD0 TUS@U:DX 4B: -+.；

’：)@:A<0 1234 .AX ZDD0 TUS@U:DX [U1@ 4B: &*.W

#"!"# 铁载体定量检测：产铁载体细菌菌株 1234、
# W $%&’ F9&!&、( W )*&+%,-’&’* 及 ( W .&/%012$132
(9H*!!&在 789 培养基中培养 &*. 后，比较上清
!"/+!的 (1 ;(: 值，其中 1234菌株的 (1;(:值最低，约

!"&!左右，折合为铁载体浓度单位为 4/ \（(: ]
(1）;(: \ H!5，铁载体浓度与 (1 ;(: 成线性关

系［*，&*］，’()染液中铁离子的浓度约为 *!!$BS;6，可
推算 1234菌株上清中铁载体浓度约为 &#!$BS;6。并
且 1234上清加入 ’() 检测液 &!$<0 内便可由蓝变
橙。依据文献［&#］对细菌产铁载体能力的划分（(1 ;

*H/ ^F(> _<A0Y 1+ *& W ;5$+* 6’$0%7’%&%8’$* 4’3’$*（*!!/）-/（#）



!" 从 #$% & %之间以 %$’为间隔，每减小 %$’增加一
个 (），该菌株分泌铁载体的能力为 ( ( ( ( (，比
以往文献报道的产铁载体菌都要高［##］，并且分泌迅

速。因此 )*+,菌株为一株高产铁载体细菌。
!"! 高产铁载体菌 #$%&菌株的鉴定
!"!"’ 电镜观察：结果发现 )*+,菌株为短杆菌，两端
钝圆，直径 %$- & #!.，菌体长 / & 0!.；/ & 1根鞭毛极
生，无鞭毛鞘；无荚膜（图 ’）。菌落隆起，圆形，边缘完
整，颜色为黄色或者褐色（生长 213后）。

图 ! #$%&菌株形态观察（()** +）
4567’ 839 .:"*3:;:6< :, )=">5? )*+,（@-%% A）7

!"!"! 生理生化反应检测结果：明胶水解阳性，反
硝化试验为阴性或者弱阳性。过氧化氢酶反应为弱

阳性。革兰氏染色为阴性。依据革兰氏染色鉴定结

果选用（BC）DEFGFB鉴定板，/3及 ’/3反应结果经
DEFGFB H=>=5:?分析结果表明 )*+, 菌株为一株荧光
假单胞菌菌株。

!"!", 假单胞菌脓菌素荧光和特异吸收峰检测：用
荧光假单胞菌模式菌株 ! 7 "#$%&’()’*( !D2’%%#作为
对照，发现 )*+,菌株与其细菌培养上清液在 I1/?.
紫外激发下都产生荧光，)*+,菌株上清连续光谱分
析发现在 /%-?.附近有一个特异吸收峰，与假单胞
菌脓菌素的特异吸收峰相近［2］。

!"!"- )*+,基因组 JK!（B ( L）.:; M的测定和 #1H
"JK!序列分析：以 ! 7 "#$%&’()’*( !D2’%%#和 + 7 )%#,
N#’菌株作为对照，熔解温度法（-.）测 )*+,菌株的
（B ( L）M［#/］。测得 )*+, B ( LM!-2$1M。将扩增
得到的 #-%%O* #1H "JK!片端序列（B9?D>?P，序列号
为 JQ’-1%0I）与 B9?D>?P 中的序列进行比对，发现
与该序列同源性在 2-M以上的均为假单胞菌属细
菌，与 ! 7 /$0,12 B5 I%-#20@@的 #1H" JK!序列的同
源性在 20M以上，因此可以确定 )*+,菌株属于假单
胞菌属。因为明胶液化是荧光假单胞菌区别于恶臭

假单胞菌的最明显指标，并且恶臭假单胞菌与荧光

假单胞菌同属于 "RK!E群荧光 JK!同源组，差异很
小［#/］，故判定 )*+,菌株为一株荧光假单胞细菌。

!", ./%0/12分析 #$%&菌株铁载体性质
STGL是一种十分灵敏有效的检测分离溶液中

性质不同化合物的方法，参考文献［#，’，2，’%］选取
’-/?.与 /%I?. 作为检测波长，对 )*+, 菌株与 ! 7
"#$%&’()’*( !D2’%%#培养液上清中的儿茶酚胺类铁
载体及脓菌素进行比较分析。在含 ’%%!.:;UG 49’ (

的高铁浓度 B!HK中 )*+,菌株培养液上清作为铁载
体分泌受抑制对照［#，@］。

!","’ RT+STGL ’-/?. 检测：结果如图 I 所示，所
有样品均作相同处理。)*+, 菌株与 ! 7 "#$%&’()’*(
!D2’%%# B!HK上清（图 I+!，I+L）都有 I个峰，它们
对应的洗脱时间一致，为" V #1$2-（ W %$#）.5?，#
V ’#$/-（ W %$#）.5?，$ V ’I$0%（ W %$#）.5?。因此
可以判断 )*+,菌株与 !D2’%%#上清主要成分一致。
与峰"、#相比，峰$是 )*+, 菌株主要分泌的铁载
体。在含过量 49’ (的 B!HK样品中（图 I+D），I个峰
的洗脱时间未发生变化，峰$明显降低，表明其合成
分泌被抑制。峰#增强，说明该类铁载体的分泌不
仅未受抑制，反而被诱导。文献报道培养基中适当

浓度的 49’ (（ X #!.:;UG）可诱导 + 7 )%#, 铁载体合成
相关基因表达［#1］，但是高浓度 49’ (诱导细菌铁载体
合成的现象未见报道。峰"是特征峰中最低的一
个，在图 I+!和 I+D中变化不明显，仅略微变小。推
测为一类芳香烃类化合物，不受外界 49’ (影响。

图 , ./%0/12 !)-34检测图谱
4567I R9)Y;= :, RT+STGL >?>;<)5) Z9=9[=9Z >= ’-/?.7!：839 )Y*9"?>=9

:, )=">5? )*+, [Y;=Y"9Z 5? B!HK；D：839 )Y*9"?>=9 :, )=">5? )*+, [Y;=Y"9Z 5?

B!HK >ZZ9Z ’%%!.:;UG 49HF/ O9,:"93>?Z；L：839 )Y*9"?>=9 :, !D2’%%#

[Y;=Y"9Z 5? B!HK7 !;; :, =39. 3>Z =3"99 *9>P)，"V #172-（ W %7#）.5?，#
V ’#7/-（ W %7-）.5?，$V ’I701（ W %7#）.5?7

!","! RT+STGL /%I?.检测：用 49I (（/ ..:;UG）完
全螯合上述样品中铁载体后于 /%I?.处检测［@］。图
/+!、/+D中 )*+,菌株与 !D2’%%#均只有一个相同的
峰于 ’I$#’.5?（ W %$%%- .5?），可判定两者分泌结构
相同的荧光脓菌素。根据脓菌素细菌分类的标

准［2，#%］，进一步表明 )*+,菌株为一株荧光假单胞菌。
该峰与图 I 中的峰$对应，洗脱时间略有减小（约
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!"#$%&），这是因为脓菌素结合 ’() *后电荷和极性发
生改变。在含过量 ’(+ *的 ,-./菌株 0123培养液样
品中没有检测到洗脱峰（图 4.5），表明外源的铁离
子可有效抑制荧光脓菌素的合成分泌，但 +64&$检
测 ,-./菌株含铁 0123培养液上清时相近的峰!并
未消失只是减弱，因此认为 +64&$检测图谱的峰!
是由结构和大小相似的荧光性脓菌素和非荧光性脓

菌素两种铁载体构成，因为两种脓菌素在 +64&$都
有一定的吸收，而非荧光性脓菌素缺乏完整的喹啉

环而在 4!)&$没有特异吸收［7］。

图 ! "#$%#&’ !()*+检测图谱
’%89 4 :(,;<= >/ :?.@?A5 B&B<C,%, D(=(E=(D B= 4!)&$91：FG( ,;-(H&B=(

>/ ,=HB%& ,-./ E;<=;H(D %& 0123；I：FG( ,;-(H&B=( >/ =G( 1I7+!!J

E;<=;H(D %& 0123；5：FG( ,;-(H&B=( >/ ,=HB%& ,-./ E;<=;H(D %& 0123

BDD(D +!!"$><KA ’(2L4 M(/>H(GB&D9

综上，可初步确定 ,-./菌株可分泌 )种铁载体。
外界 ’(+ *完全抑制含有完整的喹啉环的荧光脓菌
素的合成，不能完全抑制非荧光脓菌素分泌。此外，

,-./菌株还合成一种儿茶酚胺类铁载体，与以往报
道的铁载体调控机制不同，在高 ’(+ *浓度下反而被
诱导。,-./菌株作为环境中分离得到的高产铁载体
菌，根据目前报道还无法详细解释其不同铁载体分

泌规律，因此对其进一步研究将有助于了解高产铁

载体菌的铁载体代谢调控机制。

,-! ./$0铁载体分泌规律
,-./菌株分泌铁载体并不是简单的累积效应，

它的铁载体合成分泌是与其生长状态密切相关的。

其生长曲线和铁载体分泌曲线见图 6。在 ,-./菌株
对数生长初期，1,K1H值持续下降，铁载体量快速增
加。对数生长中期 # N OG 左右降到最低（1, K1H P
!"!7，* * * * *），菌液中的相对铁载体单位可达
到 512检测液浓度的 7!Q，大约为 J6"$><KA

［+］。随

着细菌浓度增加和菌体的成熟，1, K1H 值逐渐增加，

对数生长后期铁载体浓度有所回落，但是 1, K1H 仍

然可维持在 !")以下。当细菌生长稳定后，1, K1H 基

本稳定在 !"+ N !") 之间。每个取值点均为 ) 次以

上平均值。在菌体生长前期以分泌为主，后期以吸

收为主。

图 1 234培养基中 ./$0菌株铁载体量变化规律
’%896 2%D(H>-G>H(, -H>D;E=%>& >/ ,=HB%& ,-./ RG(& E;<=;H(D %& =G( STI

$(D%;$9 !，FG( 8H>R=G E;HU( >/ ,HB%& ,-./；"，FG( ,C&EGH>&>;,

,%D(H>-G>H(, E>&E(&=HB=%>& E;HU( >/ ,=HB%& ,-./ 9

一般认为高分泌铁载体对细菌生长不利［J］，但

由 ,-./菌株分泌规律，结合假单胞菌特点，它在环境
中迅速稳定的高分泌铁载体不仅仅给自身提供充裕

的可吸收铁源，它还提供过量的铁载体而造成相对

高铁浓度的小生境，有利于其他利用同源铁载体的

细菌或动植物的生长；同时它过量分泌的脓菌素结

合的 ’() * 会给环境中带来过高的铁氧化还原压
力［J#］，抑制某些不能利用其铁载体细菌的生长。这

可能是荧光假单胞菌抑制某些植物病原菌，作为根

际铁的提供者促进植物发育的途径。作为铁源的供

体菌，,-./菌株在自然环境中具有重要的作用和地
位，因此对其进一步的研究将有助于我们了解铁载

体的生理作用与细菌群体进化关系。

) 小结

#本实验利用改进后的 512 检测平板从东湖
中筛选得到了一株高产铁载体菌 ,-./菌株，经鉴定
为一株荧光假单胞菌。其培养液上清中铁载体量可

达 J6"$><KA左右，产铁载体量最高时在 * * * * *
以上，这比以往报道的产铁载体菌的产铁载体能力

都要高。其分泌的铁载体远远超过自身生长需要，

是环境中铁源的供体菌。这一特性可能与荧光假单

胞菌在环境中的作用和地位直接相关。

$对 ,-./ 菌株培养液上清的 :?.@?A5 结果分
析表明其分泌的铁载体主要有 )类，初步确定它们
为荧光脓菌素、非荧光脓菌素和儿茶酚胺类铁载体，

分泌量最高的为荧光脓菌素。外界铁离子压力对于

它们的分泌调控有不同作用，其中荧光性的脓菌素

分泌可被外界亚铁离子严格抑制，而非荧光性质脓

菌素不能被完全抑制。同时 ,-./菌株儿茶酚胺类铁

47V W@1L X%B&8 !" #$ 9 K%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（+!!V）4V（6）



载体的分泌，不仅不受抑制，反而被诱导，甚至可超

过荧光脓菌素正常分泌量。该现象在其他细菌中还

没有类似报道，这对进一步研究假单胞菌铁载体调

控机制具有重要的指导意义。
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