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摘要: 目的 对青枯菌的培养特性进行研究，为更有效地防治广藿香青枯病提供病原菌基础生物学方面

的参考。方法 通过测定悬浮培养菌液的吸光度 A600，考察青枯菌的生长状态、温度和 pH 值对青枯菌生

长的影响，以及菌体对不同碳源和氮源的利用情况。结果 青枯菌的最适生长温度范围为 33 ～ 35 ℃，生

长的最适初始 pH 值为 6． 5; 菌株能利用 9 种供试碳源，在果糖、麦芽糖、蔗糖和山梨醇培养基中生长较

好，而对葡萄糖的利用相对较差; 在有机态氮培养基中比在无机态氮培养基中生长更快，在酵母浸膏培

养基中生长最快，在添加 KNO3 的培养基中生长受到抑制。结论 初步了解广藿香青枯菌的培养特性，

为广藿香青枯病的防治奠定基础。
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Cultural characteristics of pathogenic Ralstonia solanacearum from Pogostemon cablin
( Blanco) Benth．

XIE Jian-hui，HE Hong，LIU Dan，CHAI Ting-ting，XU Ran，YANG Yu-xiu
( School of Traditional Chinese Medicine，Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou，Guangdong
510006，China)

Abstract: Objective To study on the cultural characteristics of Ralstonia solanacearum from Pogostemon
cablin( Blanco) Benth． ，which might contribute to the effective control and prevention over the disease．
Methods The bacterial growth was determined by A600 of bacterial suspension． Effects of temperature and
pH on the multiplication of R． solanacearum，as well as the utilization of carbon and nitrogen nutrient
sources were investigated． Results The optimum temperature and pH for bacterial growth was 33 － 35 ℃
and 6． 5，respectively． R． solanacearum preferred fructose，maltose，sucrose and sorbitolum among the 9
tested carbon sources to glucose． Organic nitrogens were more favorable for R． solanacearum than the
inorangic ones，of which Yeast extract promoted bacterial proliferation remarkably while KNO3 was
suppressive． Conclusion The cultural characteristics of R． solanacearum were described，which served for
the prevention of R． solanacearum in P． cablin．
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广藿香 Pogostemon cablin ( Blanco) Benth． 为唇

形科刺蕊草属植物，以干燥地上部位入药，为广东道

地药材，具有芳香化浊、和中止呕、发表解暑的功

效［1］，是临床上常用中药。广藿香生产中面临青枯

病的 危 害，该 病 是 由 青 枯 雷 尔 氏 菌 ( Ralstonia
solanacearum，简称青枯菌) 侵染引起的细菌性病害，

一旦发生便迅速蔓延，引起毁灭性灾害［2］，严重影

响广藿香的产量和质量。目前，广藿香青枯病主要

以化学防治为主，这虽然能起到一定的防治作用，但

难以控制病害的蔓延。本研究从广藿香青枯菌的培

养条件和营养需求等方面进行研究，了解青枯菌的

生长习性，为从控制病原的角度来进行病害防治奠

定基础。
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1 材料与方法

1． 1 仪器与材料

1． 1． 1 仪器 Grant OLS200 线性轨道式水浴摇床

( 英国剑桥) ; 755B 紫外-可见分光光度计( 上海精密

科学仪器有限公司) ; pHS-25 型数显 pH 计( 上海精

密科学 仪 器 有 限 公 司) ; 电 子 分 析 天 平 ( 日 本 东

京) ; 申溢 LDZX-50FBS 立式电热压力蒸汽灭菌器

( 上海申安医疗器械厂) ; Boxun 净化工作台( 上海

博迅实业有限公司) 。
1． 1． 2 供试菌株 试验菌株 HX12 由本实验室采

用组织分离法，从感染了青枯病的广藿香植株的维

管束中分离获得，经鉴定为青枯雷尔氏菌，于 － 20 ℃
保存备用。
1． 1． 3 试剂 实验用水为二级反渗透制备水，所用

试剂均为分析纯。
1． 1． 4 培养基 牛肉膏蛋白胨培养基( NA) : 牛肉

浸膏 3 g，酵母膏 1 g，蛋白胨 10 g，蔗糖 10 g，琼脂

20 g，dH2O 1 000 mL，pH 为 7． 2。2，3，5-三苯基氯化

四氮唑培养基( TTC) : 酸水解酪蛋白 1 g，蛋白胨

10 g，蔗糖 5 g，琼脂 20 g，dH2O 1 000 mL，pH 7． 2。
TTC 用 dH2O 配成 1% ( 质量浓度) 溶液并用细菌过滤

器滤过灭菌，在培养基倒平板前( 冷却至约 45 ℃ ) 每

100 mL 培养基加入 0． 5 mL。
1． 2 方法

1． 2． 1 青枯菌的培养 固体培养: 无菌条件下，用

接种环将保存于 － 20 ℃ 的青枯菌种 HX12 划线接

种至 NA 平板培养基上，于 30 ℃避光条件下活化 24
～ 48 h 备用。

液体培养: 将经平板活化的菌种 HX12 接种至

NA 培养液中，于 30 ℃、180 r /min 避光条件下进行

恒温振荡培养，得到细菌悬浮液。
1 ． 2 ． 2 青枯菌生长曲线的测定 将细菌悬浮液

1 mL 接种至 100 mL 装液量为 500 mL 的三角瓶中，

于 30 ℃下 180 r /min 恒温振荡培养。接种后每隔8 h
取样，适 当 稀 释 后 测 定 各 培 养 时 间 菌 液 的 A 值

( OD600 ) ，以不接菌的 NA 培养液为空白对照，平行操

作 3 次。
1． 2． 3 青枯菌培养特性试验 根据试验要求，分别

设置不同的培养温度、pH 值以及营养条件对青枯菌

HX12 的培养特性进行考察。
1． 2． 4 数据处理 文中数据均为同一条件下 3 次

重复的 平 均 值，多 组 间 均 数 的 比 较 采 用 One-way
ANOVA Dunnett’s T3 法，数据处理和图表制作由

SPSS Statistics17． 0 和 Microsoft Excel 2003 等软件完

成，以 P ＜ 0． 05 为差异具有统计学意义。

2 结果与分析

2． 1 青枯菌 HX12 生长曲线的测定

对青枯菌 HX12 进行液体培养，每隔 8 h 取样，

测定各培养时间菌液的 A600。根据张燕玲等［3］建立

的青枯菌活菌数与菌液之间的回归方程，绘制青枯

菌的生长曲线，见图 1。

图 1 广藿香青枯菌 HX12 的生长曲线

Figure 1 Growth curve of R． solanacearum HX12

结果表明: 培养 1 ～ 4 h 时，菌株 HX12 处于生

长延滞期; 4 ～ 16 h 处于对数生长期，该时期细胞数

目以指数的形式增长，分裂速度快，细胞群体在化学

和生理性状上较为一致; 接种后 16 ～ 40 h 内处于稳

定生长期，该时期培养基中可利用的营养逐渐减少，

细胞外环境基质发生了较大的变化，细胞的生长繁

殖受到限制，老细胞死亡数与新细胞增长数接近于

平衡状态。
2． 2 温度对青枯菌 HX12 生长繁殖的影响

将培养温度分别设置为 15、20、25、30、33、35、
37、40、45、50 ℃ 进行试验，将处于对数生长期的菌

液按 1%的接种量接种于 20 mL NA 培养液中，于各

温度下 180 r /min 进行恒温振荡培养，12 h 后测定

各培养液的 A600，试验结果见图 2。

图 2 培养温度对广藿香青枯菌 HX12 生长繁殖的影响

Figure 2 Effect of temperature on the multiplication of
R． solanacearum HX12 from P． cablin
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结果表明: 青枯菌 HX12 在 15 ～ 40 ℃ 均能生

长，为中温型微生物。在低温时生长较缓慢，在 25
～ 37 ℃ 生长较快; 而最适宜生 长 温 度 范 围 为 33
～ 35 ℃ ，此时菌体生长速度最快。从酶促反应动

力学来看，温度升高，生化反应速率加快，基质消耗

和生长代谢加快，但酶本身也很容易因热而丧失活

性，当温度超过一定温度( 45 ℃ ) ，酶很快失去活性，

菌体生长也处于停滞状态。
2． 3 培养基初始 pH 值对青枯菌 HX12 生长繁殖的

影响

将培养基的 pH 值分别设置为 4． 0、4． 5、5． 0、
6. 0、6． 5、7． 0、7． 5、8． 0、9． 0、10． 0、11． 0 和 12． 0，将

对数生长期的菌液按 1% 的接种量接种于 20 mL
NA 培养液中，于 35 ℃下 180 r /min 进行振荡培养，

12 h 后测定培养液的 A600，见图 3。

图 3 培养基初始 pH 值对青枯菌 HX12 生长繁殖的影响

Figure 3 Effect of initial cultural pH on the multiplication of
R． solanacearum HX12

结果显示，青枯菌 HX12 对酸碱环境的适应能

力较强，在 pH5． 0 ～ 10． 0 的范围内均能较好生长，

为嗜中性菌，最适生长 pH 范围为 6． 0 ～ 7． 5。当 pH
值低于 5． 0 时，随着 pH 值降低，菌株生长速度明显

下降; 在 pH6． 5 时，菌株生长最快，且与其他 pH 条

件差异有统计学意义; 当 pH 值高于 10． 0 时，随着

pH 的升高，菌体生长速度也明显下降。因此，青枯

菌 HX12 生长的最适初始 pH 值为 6． 5。
2． 4 不同碳源对青枯菌 HX12 生长繁殖的影响

以 NA 培养基为基础，分别用等量的经细菌过

滤器( 0． 22μm) 过滤的葡萄糖、果糖、甘露醇、山梨

醇、蔗糖、麦芽糖、乳糖、阿拉伯糖和木糖作为碳源进

行试验，将对数生长期的菌液按 1 % 的接种量接种

于 20 mL NA 培养液中，于 35 ℃、180 r /min 进行振

荡培养，12 h 后测定培养液的 A600。以不接菌的 NA
培养液为空白对照，见图 4。

结果显示，青枯菌 HX12 在 9 种供试碳源培养

基中均能生长，在果糖、麦芽糖、蔗糖和山梨醇培养

基中生长状况显著优于其他碳源培养基; 其次为甘

露醇，在葡萄糖培养基上生长最慢，菌株 HX12 在不

加碳源的培养基中生长速度也较快。甘露醇和山梨

醇为同分异构体，而山梨醇更易被菌株利用，这可能

和酶构型与底物构型的互补性有关。菌株在五碳糖

和六碳糖，单糖和双糖利用方面没有明显偏好性，而

对于一般微生物偏好的葡萄糖则利用相对较少。菌

株 HX12 在葡萄糖培养基中培养 12 h 后，培养基 pH
约为 4． 3，推测这是菌株氧化利用葡萄糖产酸所致;

而强酸性的环境不利于青枯菌株的生长繁殖，因此

菌株 HX12 在葡萄糖培养基中的增殖量较少。

图 4 不同碳源对青枯菌 HX12 的影响

Figure 4 Effect of various carbon sources on R． solanacearum

HX12

2． 5 不同氮源对青枯菌 HX12 生长繁殖的影响

以 NA 培养基为基础，分别以等量的牛肉浸膏、
酵母膏、蛋白胨、( NH4 ) 2SO4、NH4NO3、( NH4 ) 2HPO4

和 KNO3 替代 NA 培养基中的氮源牛肉浸膏，酵母

膏和蛋白胨进行试验，将对数生长期的菌液按 1%
的接种量接种于 20 mL NA 培养液中，于 35 ℃ 下

180 r /min 进 行 振 荡 培 养，12 h 后 测 定 培 养 液 的

A600。以不接菌的 NA 培养液为空白对照，见图 5。

1． ( NH4 ) 2HPO4 ; 2． 蛋白胨; 3． 酵母浸膏; 4． NH4NO3 ;

5． 牛肉浸膏; 6． ( NH4 ) 2 SO4 ; 7． KNO3 ; 8． CK

图 5 不同氮源对青枯菌 HX12 的影响

Figure 5 Effect of different nitrogen sources on
R． solanacearum HX12
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从图 5 可以看出，青枯菌 HX12 在 7 种供试氮

源培养基中生长差异较大，在酵母膏培养基中生长

最 快，蛋 白 胨 次 之，在 无 机 氮 源 ( NH4 ) 2SO4、
NH4NO3、( NH4 ) 2HPO4 和 KNO3 中生长情况较差，

甚至呈现抑制生长的趋势。因此有机态氮比无机态

氮更利于青枯菌 HX12 的吸收利用，这可能与有机

态氮化合物中还含有其他促进菌体生长的因子( 如

B 族维生素等) 有关。青枯菌 HX12 对铵态氮和硝

态氮的利用较差，( NH4 ) 2SO4、NH4NO3 和 KNO3 对

菌体生长呈抑制作用。对一般植物而言，NH4NO3

为生理中性盐，( NH4 ) 2SO4 是生理酸性盐。而青枯

菌 HX12 在培养 12 h 后，( NH4 ) 2SO4 和 NH4NO3 氮

源培养基均呈强酸性，可知青枯菌 HX12 对 NH4NO3

的利用以 NH4
+ 为主，对 NO3

－ 则较难利用或者不利

用; 因此 NH4NO3 和( NH4 ) 2SO4 是青枯菌的生理酸

性盐，它们对菌体生长的抑制作用可能是通过酸碱

性变化而引起的。至于 KNO3 对青枯菌株 HX12 生

长的抑制机理，尚有待于深入研究。
对比碳源空白培养基和氮源空白培养基对菌株

生长的影响结果，菌株对氮源的依赖性似乎比碳源

的强。但由于氮源空白培养基中的牛肉浸膏、酵母

膏和蛋白胨可能含有其他形式的碳源，故结果需要

进一步的验证。

3 讨论

植物细菌性青枯病是一种分布很广的植物毁灭

性病害，是许多重要农作物生产的主要限制因子，故

研究青枯病和寻找有效防治青枯病的方法是当今植

物病理学研究的重要课题之一［4］。广藿香是广东

道地药材，广东地处华南亚热带地区，气候温暖、雨
量充沛，为青枯病的发生与流行创造了极为有利的

条件。本试验从青枯菌的生长状态、温度和 pH 值

对青枯菌生长的影响，以及菌体对不同碳源和氮源

的利用情况等方面研究了广藿香青枯菌的培养特

性，为广藿香青枯病的防治奠定基础。
温度是影响植物细菌性青枯病发生和流行的关

键气象因子之一，它通过影响细胞膜的流动性及运

输系统的生理活性( 酶催化反应等) 来影响微生物

对营养物质的吸收能力，从而影响细胞的生长繁

殖［5］。研究结果显示，青枯菌的最适生长温度范围

为 33 ～ 35 ℃，这与青枯菌在炎热、多雨、潮湿的热

带、亚热带和温带地区普遍流行相符合; 而广藿香亦

喜好温暖湿润气候，这为青枯菌侵染广藿香提供了

客观 条 件。与 在 其 他 植 物 中 分 离 的 青 枯 菌 相

比［6 － 8］，广藿香青枯菌对温度的适应性更强，对高温

具有更强的耐受性，因此高温季节有利于广藿香青

枯病害的发生与蔓延。
已有人在姜等植物中分离出青枯菌，并对其进

行 pH 试验 ［6 － 7］，研究结果在最适生长初始 pH 值

( 6． 5) 和最低生长速度时 pH 值( 4． 0) 方面与本试验

基本一致; 而广藿 香 青 枯 菌 最 高 耐 受 pH 值 达 到

11. 0，表现出对碱性环境更强的适应性。在农业耕

作中常通过施加适量生石灰降低土壤酸度的方法来

控制青枯病害，但广藿香对栽培土壤的要求较高，土

壤 pH 以 4． 5 ～ 5． 5 的微酸性环境为宜，且广藿香青

枯菌对碱性环境的适应性较强，因此生石灰的施用

难以有效控制广藿香青枯病的危害。农业生产上认

为偏酸性土壤有利于青枯病的蔓延［9］，与本试验结

果相符，大多数作物生长的土壤以微酸性为宜，而偏

酸性的环境也有利于青枯菌的繁殖，因此这种生态

重叠也正为青枯菌侵染广泛的寄主植物提供有利的

条件。
碳素作为生物细胞的结构骨架，约占细胞干物

质的 50%，是细胞的主要元素。大多数微生物是化

能异养型的，以有机化合物为碳源; 而根据微生物所

能产生的酶系不同，不同的微生物可以利用不同的

碳源［5］。许多微生物与寄主植物存在密切的联系，

并且从寄主植物中获得碳源和其他养分［10］，其中单

糖( 葡萄糖和果糖等) 是主要的碳源［11］。微生物可

生活在植物体表或体内，而且集中分布在分泌“营

养”的部位［12］，这与微生物的趋化性有关。因此病

原菌在寄主体内的分布是有规律的，而青枯菌在广

藿香体内的分布及其互作机制有待进一步研究。
钾肥在中草药生产中的应用日益广泛，作用越

来越重要。它不仅对作物的产量和质量影响很大，

而且还影响青枯病的发病程度，如在烟草生产中适

当提高钾肥施用量可以减轻病害的发生［13］。本研

究结果表明，在添加 KNO3 的培养基中，青枯菌生长

量低于对照组，表明 KNO3 对青枯菌的繁殖呈抑制

作用。此外，青枯病是典型的维管束病害，KNO3 可

以促进植物维管组织的生长，增强植物的抗逆性。
因此，在广藿香生产中适当施加钾肥 KNO3 将有利

于减轻青枯病的危害。
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美国 FDA 宣布女性植入硅胶隆胸可能引发间变性大细胞淋巴瘤

美国 FDA 于 2011 年 1 月 26 日宣布，女性植入硅胶隆胸可能会引起一种非常罕见的癌症，即间变性大

细胞淋巴瘤( anaplastic large cell lymphoma，ALCL) 。FDA 掌握的数据显示，进行过植入性隆胸手术的女性其

邻近植入假体的疤痕包膜组织可能会有很小但显著的 ALCL 发病率。
FDA 要求医疗从业人员及时报告进行过的植入性隆胸手术的妇女确诊 ALCL 的病例。并且为了确保植

入性隆胸术使用者获悉相关的风险，FDA 将与乳房假体生产厂家一道对产品的标签和说明书进行更新。
FDA 之所以发出这一警告，是基于对 1997 年 1 月至 2010 年 5 月发表的科学文献所进行的评估，此外还

有来自于其他国际管理机构、科学家及乳房假体生产厂家的信息和数据。科学文献显示，有 34 名同时注入

生理盐水和植入硅胶假体的女性患上了 ALCL。
据美国国立癌症研究院( National Cancer Institute) 的研究，ALCL 可发生于身体的不同部位，包括淋巴结

和皮肤。在美国，每年在约 50 万名女中就会诊断出一例 ALCL; 而在没有植入乳房假体的女性中，平均 1 亿

名女性仅有 3 例会在乳腺组织中产生 ALCL。
据 FDA 掌握的数据，在全世界范围内，大约有 60 名进行过植入性隆胸手术的女性患上 ALCL。而且这

一数字并不确切，因为科学文献并不一定对所有的病例都进行了报道，同时有些病例可能是重复的。据估

计，全世界约有 500 到 1000 万名女性进行过植入性隆胸手术。
FDA 掌握的情况是，大多数病例是进行过植入手术且伤口愈合后因产生相关后遗症症状如疼痛、出现

肿块、肿痛或乳房不对称等情况去寻求治疗时被诊断出 ALCL 的。医生在为患进行检查时，如果乳房假体周

围出现迟发性的持续性皮下积液，那么应该考虑是不是 ALCL，此时应对皮下积液进行病理学检查以排除

ALCL 的可能。
已经植入乳房假体的女性无必要改变其日常检查及跟踪检查方式。ALCL 的发病非常罕见，在进行过

植入性隆胸手术的女性中 ALCL 患者的比例非常小。考虑要进行类似手术的女性可向有关医疗专业人士就

手术的风险进行咨询。
FDA 在其网站上发表了一篇文献综述，其题目是“Anaplastic Large Cell Lymphoma ( ALCL) in Women

with Breast Implants: Preliminary FDA Findings and Analyses”。
( 来源: 美国 FDA 新闻稿 2011-01-26 夏训明编译)

34第 1 期 谢建辉，等． 广藿香青枯病菌培养特性的研究


