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摘要　以青枯假单胞菌膜蛋白和糖蛋白为免疫原对植物青枯菌的血清分型进行了比较研究。

4 个菌株的膜蛋白抗血清和相应的 4 个糖蛋白抗血清的琼脂双扩散试验 ,在近抗原孔处 , 同

源菌株均产生 1 条或 2 条清晰的沉淀带。膜蛋白和糖蛋白具有相似的特异性和种下区分作

用 ,其血清分型结果完全一致。
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由青枯假单胞(Pseudomonas solanacearum)引起的植物青枯病是一类世界性的毁灭

性病害 ,寄主种类多 、分布范围广 。青枯菌是一个复杂群体 ,关于它的种下分类 ,许东等

(1986)认为应以血清型作为主要依据 , 但有关青枯菌血清分型研究较少。Schaad 等

(1978)用青枯菌膜蛋白为免疫原将巴西 6种作物 19个青枯菌株分为 5个血清型;许东等

(1986)用桑青枯菌的糖蛋白制备的抗血清将广东 5种作物的 24个青枯菌株分为 8 个血

清型 ,两者研究所用的免疫原不同 ,分类标准也不一样 。膜蛋白具有亚种水平特异免疫原

已在其它植物病原细菌的研究中有报道(Schaad et al , 1978;Yakus et al , 1979;Thaveechai

et al , 1986;Azad et al , 1988)。糖蛋白也具有特异性抗原(许东等 , 1986)。本文对究竟

哪一种免疫原对青枯菌的血清分型研究更为理想进行了研究。

1　材料与方法

1.1　供试菌株

供试菌株来自烟草 Nicot iana tabavum L.,番茄 Lycopersicon esculentum M ill ,马铃薯

Solanum tuberosum L.,桑 Morus alba L.,辣椒 Capsicum frutescems L.,甘薯 Ipomoea

batatas Lam ,花生 Arachis hypogaea L ,生姜 Zingiber of f icinale Roso ,茄子 Solanum mel-

ongena L.,广霍香 Pogostemon cablin Bence ,金光菊 Rudbeckia laciniata L .,排草 Lysi-

machia capi llipes Hemsl ,木棉 Bombax maliabaricum Dc.,木麻黄 Casuarina equiseti folia

L.等 14种植物 200个青枯菌株。菌株均由华南农业大学植物细菌研究室提供。

参加试验的还有5个常见细菌属的代表菌株:根癌野杆菌 Agrobacterium tumefaciene、胡萝

卜软腐欧氏菌软腐亚种 Erwinia carotovora subsp.carotovora 、密执安棒杆菌环腐亚种 Clav-

ibacteri michiganesis subsp.sepedonicus 、野油菜黄单胞菌野油菜致病变种 Xanthomonas campestris

pv.campestris和丁香假单胞菌黍致病变种Pseudomonas syringae pv.panici 。
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1.2　免疫原提取

选用代表不同生化型的 4 个菌株:烟草菌株(Tb32 ,生化型 Ⅲ)、番茄菌株(Tm58 ,生

化型Ⅳ)、马铃薯菌株(Po4 ,生化型 Ⅱ)、桑菌株(M8 ,生化型 Ⅱ-2)分别在含有 2 ,3 ,5-三

苯基四唑化氯(TZC)的培养基上划线复活 ,挑取毒性菌落扩大培养。

1.2.1　膜蛋白提取　供试菌株在 523 培养液中 28 ～ 30℃振荡培养 48 h后 ,按 Frash等

(1974)方法提取膜蛋白 ,程序如下:菌悬液 1×104 g(4℃,下同)离心5 min ,取沉淀每 10 g

湿重菌体加 200 mL 0.2 mol/L LiCl溶液 ,于 45℃恒温处理 2 h 后 ,经 12 000 g 离心

20 min ,上清液用 3×104 g 离心 40 min ,弃沉淀 ,取上清液经 1×105 g 离心 2 h ,沉淀即为

膜蛋白粗提液。

1.2.2　糖蛋白提取　供试菌株在无 TZC的基础培养基上 28 ～ 30℃培养 48 h ,然后用灭

菌生理盐水制成菌悬液 ,按稍作修改的 Digat 等(1976)所述方法提取糖蛋白 ,程序如下:

菌悬液经 XW-80型漩涡混合器剧烈振荡 30 min后 , 6 000 g 离心 30 min ,取上清液并加

入等量饱和硫酸铵溶液 , 4℃静置过夜 ,再经8 000 g 离心 30 min ,取沉淀加少量生理盐水

溶解 ,4 ℃下透析即为糖蛋白粗提液。

1.3　抗血清制备

以 Tb32 ,Tm58 ,Po4 ,M8的膜蛋白和糖蛋白为免疫原 ,分别免疫重 2 ～ 2.5 kg 的新西

兰白兔 。蛋白抗原和福氏不完全佐剂等量混合 ,肌肉和皮下注射 ,免疫 3 次 ,每次间隔

10 d ,各次免疫的蛋白量分别为 0.5 、2 、3 mg ,最后一次免疫 10 d采血 ,采用试管凝集试验

测抗体效价。

1.4　血清反应

采用琼脂双扩散法 ,按常规进行 。膜蛋白抗原用经 0.2 mol/L LiCl溶液 45℃处理 2

h时的菌体 ,糖蛋白抗原直接用菌体 ,不作任何处理 ,5个常见植物细菌属的代表菌株同时

参加试验 ,重复 3次 。

2　试验结果

2.1　抗血清及其效价

经免疫后得到膜蛋白和糖蛋白各 4 种抗血清 ,其中膜蛋白抗血清效价达 1:3 200 ～

6 400以上 ,糖蛋白的抗血清效价达 1:3 200以上。

2.2　琼脂双扩散(ODD)试验

膜蛋白和糖蛋白共 8种抗血清与相应的同源抗原之间至少产生 2条沉淀带 ,近抗原

孔带更清晰 。根癌野杆菌 、胡萝卜软腐欧氏菌软腐亚种 、密执安棒杆菌环腐亚种 、野油菜

黄单胞菌野油菜致病变种等 4个属的菌株与 8种抗血清都不产生沉淀带 ,丁香假单胞菌

黍致病变种在近抗原孔一端不产生沉淀带 ,只与 Tm58和 Po 4的糖蛋白抗血清在近抗体

孔一端产生模糊沉淀带。表明膜蛋白和糖蛋白具有种的特异性 。

　　膜蛋白和糖蛋白抗血清与所有青枯菌株的 ODD试验:8个抗血清与所有菌株反应 ,

同源菌株在靠抗原孔处产生 1条清晰的沉淀带 ,但 M8抗血清(AsM 8 ,包括膜蛋白和糖蛋

白 ,下同)则形成一细一粗 2条紧邻的带 ,而异源菌株有的有这条带 ,且相连情况各异 ,有

的菌株则不产生这条带;在此带之后(AsM 8含 2条带)有另外一条为所有青枯菌株共有 ,

除 Po 4与 Tb32膜蛋白抗血清部分交叉外 ,其它均吻合相连 。此外 ,抗血清于异源菌株反
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应还产生 0 ～ 2条清晰度不同的沉淀带 ,相连情况也有差异 。这一结果表明 ,近抗原孔一

端的那条清晰的沉淀带(AsM8含 2条带)具有种下特异性 ,因此 ,把它作为血清分型的依

据 ,根据该带的有无及交叉情况(见表 1),将 200 个青枯菌株分为 8个血清型(见图 1)。

而且膜蛋白和糖蛋白血清分型结果相似 。

表 1　不同血清型菌株与 8 个抗血清同源菌株的 ODD反应沉淀带情况1)

血清型

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ

Ⅵ

Ⅶ

Ⅷ

代表菌

Tb32

Tm58

Po4

M8

Tb20

Tm62

M2

Pe1

膜 蛋 白 抗 血 清

Tb32 Tm58 Po4
M8

细带 粗带

++++ - - - ++

++ ++ ++ - +

- ++ ++ - ±

++ - - ++ ++

+ - ++ - -

++ ++ - - +

+ + - - +

- - - - -

糖 蛋 白 抗 血 清

Tb32 Tm58 Po4
M8

细带 粗带

++++ - - - ++

++ ++ ++ - +

- ++ ++ - ±

++ - - ++ ++

+ - ++ - -

++ ++ - - +

+ + - - +

- - - - -

　　1)++———完全吻合;+———部分交叉;±———完全交叉;-———无特异带

图 1　8 个血清型 ODD反应的沉淀带

　　中央孔为抗血清:A , E)AsTb32;B , F)AsTm58;C , G)AsPo4;D ,H)AsM8

　　外围孔为抗原:A:1 , 2 , 4)Tb32 , 3)Tm58 , 5)M8 , 6)Po4;E:1 , 4)Tb32 , 2)M2 , 3)Pe1 , 5)Tm62 ,

6)Tb20;B:1 , 3 , 4)Tm58 , 2)Tb32 , 5)M8 , 6)Po4;F:1 , 4)Tm58 , 2)M2 , 3)Pe1 ,

5)Tm62 , 6)Tb20;C:1 , 4 , 6)Po4 , 2)Tb32 , 3)Tm58 , 5)M8;G:1 , 4)Po4 , 2)M2 ,

3)Pe1 , 5)Tm62 , 6)Tb20;D:1 , 4 , 5)M8 , 2)Tb32 , 3)Tm58 , 6)Po4;H:1 , 4)M8 ,

2)M2 , 3)Pe1 , 5)Tm62 , 6)Tb20
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3　讨论与结论

以膜蛋白和糖蛋白为免疫原制备的抗血清 ,根据琼脂双扩散(ODD)反应产生的特异

带 ,都能将 14种寄主植物的 200个青枯菌株分为一致的血清型。Digat等(1976)报道用

糖蛋白抗血清和经吸收的菌体抗血清研究了 14个青枯菌株之间的特异抗原和共同抗原 ,

但没有进行血清分型 。许志刚等(1990)比较了水稻白叶枯病菌(Xanthomonas oryzae pv.

oryzae)的戊二醛固定的热杀死细胞 、膜蛋白 、糖蛋白和粗制糖蛋白等几种免疫原相应的

抗血清的血清反应 ,结果显示它们具有相似的特异性和型的区分作用。本研究分别以膜

蛋白和糖蛋白为免疫原 ,对植物青枯菌进行血清分型研究的结果也表明 ,两者具有相似的

特异性和种下区分作用 ,说明这两类蛋白都具有亚种和小种水平特异免疫原。因此 ,在进

行青枯菌的血清学研究时 ,用糖蛋白为免疫原将是适宜的 ,因其提取方法与膜蛋白比较 ,

简单快捷 ,操作方便 ,费用较低 。

许东等(1986)提出青枯菌的种下分类以血清型更能反应它们之间的亲缘关系 ,本试

验结果表明 ,膜蛋白和糖蛋白两类抗血清与所有青枯菌 ODD反应 ,在近抗体孔处均产生

吻合沉淀带 ,表明所有青枯菌都具有共同的抗原组分 ,同意许东等观点。但许东等(1986)

用超声波破碎菌体的方法来提取糖蛋白 ,由此而得到的抗血清与同源菌株反应均产生 4

条沉淀带 ,而本试验用强烈振动菌体的方法来提取糖蛋白 ,抗血清与同源菌株反应 ,只产

生2条沉淀带(AsM8 3条),说明超声波处理菌体可能将菌体细胞破坏而造成可溶性蛋白

增多 ,抗原不纯 ,因此认为 ,用强烈振动比用超声波处理菌体的方法来提取糖蛋白更好。

膜蛋白位于细菌细胞外膜(Frasch et al , 1974),糖蛋白位于细胞壁外粘液层(Digat et

al ,1976),两类蛋白都具有特异免疫原 ,表明青枯假单胞菌抗原成分复杂 ,它们是不是相

同的特异抗原成分或具有相同的抗原决定族 ,有待进一步研究。

本文比较了植物青枯菌膜蛋白和糖蛋白为免疫原的血清分型 ,为进一步研究青枯菌

的特异抗原成分和分子遗传奠定了基础 。
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COMPARATIVE STUDY ON SEROTYPE OF THE

STRAINS OF Pseudomonas solanacearum

Liu Qiongguang　Zeng Xianming　Dong Chun　Xiao Huogeng

(College of Natur al Resources &Environment , South China Agr.Univ., Guangzhou , 510642)

Abstract

A comparative study on serotype of the strains of Psuedomonas solanacearum by using the

immunogens of membrane pro tein and gly coprotein ext racted f rom i ts st rains w as conduced.

Four antisera w ere prepared to a kind of membrane protein and four corresponding antisera

w ere done to a kind of g lycopro tein respectively.It w as found that one(or tw o)major bands

of precipitin near the antigen well w as consistently present w hen antigens of homologous

strains were tested by Ouchterlong double dif fusion(ODD).A same result in specificity sero-

logically and serotyping the strains of Psuedomonas solanacearum was obtained with both

membrane protein and glycoprotein.

Key word 　membrane protein;g lycopro tein;Psuedomonas solanacearum ;immunogen;

serotype
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