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摘要
:
利用 Cl

:
色谱柱

,

以 甲醇
、

水
、

冰乙酸(45
:
54

.

8 : 0
.

2) 为流动相于 255 nln 检测细菌培养液提取物
,

根据 HPL C 检

测结果快速筛选得到既产赤霉素(G凡 )又产生长素(I从)的细菌 1株 c x 一 5 一 2
,

并利用 HPL c 进一步研究并明确了该

菌株不产植物激素的适宜条件
。

同时明确 了该菌株对小麦生长具有促进的潜力
。
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A b str a c t : Th
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~
n in e lu d ing G凡 an d IA A in the e u ltu re bo th of 30() ba e te ri al isol at e s

we re me
a s

ure d th、gh

H PLC in this stu dy
, a n d an isol at e CX

一

5
一

2 we re s e re e n d an d d e te m 五n e d to Pr o rd u e e G 凡 an d IAA
.

Sim ul tan
e o u s ly

,

the 叩timu m e o n d ition
s
Of s tra in CX

一

5
一

2 to p ro d u e e

~
n w e re stu die d thro u gh H PLC Th e re su lts fro m th e e x p e ri me nt o n

e
ffe

e ts o f stra in CX
一

5
一

2 e u ltu re bro th o n the

脚
th Of wh

e at , e e d lin g s d e term ln e d that this b a e te ri al st
rai

n has the po te n tial

ab ility of p lan t gro wt h
一

p ro m o tio n
.
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植物激素是一类在植物体内含量极少
,

使用时

浓度极低的次生代谢产物 ;但它对调节植物生长
、

新

陈代谢
、

生长发育等方面具有重要作用 ;对植物生命

活动和栽培领域的研究有重要的意义
。

植物激素不

仅仅由植物产生
,

而且许多细菌也可 以产生赤霉素
、

生长素
、

细胞分裂素等多种植物激素类物质而具有

促进植物生长的作用
,

因此对这类细菌的筛选和研

究有重要理论和应用价值
。

由于植物激素的含量少
、

使用浓度极低
,

所 以需

要高灵敏度的检测手段
。

目前常用的检测丈
’

法主要

有酶联免疫法和高效液相色谱法 2 种
。

高效液相色

谱 (珑gh perfo rman
e e 11咖d eho rnat

o

卿hy
,

H pLC)是一

种高效快速的分离检测手段
,

其高效
、

快速
、

精确的

特点使其在各个研究领域得 到广泛应用
。

自 20 世

纪 70 年代开始
,

HPL C 广泛应用于除乙烯 以外的其

余四类植 物激素的测定
,

与 E U SA 等常用检测手段

相比具有定量精确
、

准确度高
、

重复性好的特点〔
’〕

。

本试验将这种检测手段引人产植物激素类细菌的筛

选及性质的研究
,

不仅提高了筛选的效率
,

加快了分

析速度
,

还为 目的菌的实际应用提供了依据
。

1 材料和方法

1
.

1 试验材料

供试的 3 00 株细菌由河北省农林科学院植物保

收稿 日期 : 2以;巧 一 01 一 加
基金项 目 : 河北省农林科学院重点项 目资助 (A 03 一 1 一 03 一 oo )

作者简介 : 连翠飞 (19 81 一 )
,

女
,

河北石家庄人
,

在读硕士
,

主要从事植物病害生物防治研究工作
; 马平为通讯作者

。



终
-

一

连翠飞等
:
”弓用 高效液相 色语筛选产植物激素细菌

一 _

少7 _

韶畏韶姗监

护研究所植病生防实验室提供
。

标准品
: 日引噪

一

3
一

乙酸 (IAA )
,

美国 S a n la n d 公司 ;

赤霉素 (G凡 )
,

江西核工业瑞丰公司
。

KB( 瓦ng
’ S

B) 培养 基
:

用于假 单胞菌 的培养
。

LB (Lu ria
一

Be rta ni) 培养基
:

用于其他细菌的培养
。

1
.

2 HPL C 条件优化

色谱分析条件
:

Sh ima dz u( 日本岛津 ) LC
一

6 A 型

高效液相色谱仪 ; 色谱柱为依利特 (HyP e rs il )o D SZ

型色谱柱(柱号
: 1 3 15 0 99 07 9 7 ) ; Shima d

z u C
一

R B A 型记

录仪 ;检测器为 Shim a d
z u SPD

一

6 A V U V
一

V IS 型紫外可

见分光光度计
,

检测波长为 2 55 n m ;流速
: 1 m IJ m in

。

以甲醇
、

水
、

冰乙 酸为流动相川
,

通过设定不 同的溶

液配 比
,

摸索适宜分离 G A 3和 IA A 的流动相 比例
。

1
.

3 G凡 和 IA A 标准曲线的制作

按照文献 〔3 」的方 法制作 叫噪
一

3
一

乙酸 (IA A )和

赤霉素 (G凡 )的标准曲线
,

利用 HPLC 检测得到各浓

度标准品的峰面积
,

用 o ri gi n 6
.

0 软件分析绘制标准

曲线得到回归方程及线性相关系数
。

1
.

4 利用 H PL C 检测细菌培养液中 G凡 和 IA A

将待测菌株接种于 KB 和 LB 固体斜 面培养基

上进 行活化 培养
,

后接 种于 KB 和 LB 培养 液 中
,

28 ℃
,

170 r/ 而n 培养 48 h
。

培养好的菌液用 2 倍体

积的乙酸乙醋萃取
,

重复 3 次 ;合并萃取液室温下晾

干
。

再用少量乙酸乙醋复溶
,

重复 3 次
,

合并复溶液

移至 40 mL 烧杯 中
,

晾干 ; 再用少量流动相溶解
、

定

溶
,

经细菌过滤器 (。 二 0
.

2 拌m )过滤后 于 4 ℃避光保

存
。

将处理好的样品
,

进样 25 拼L
,

可以得 到样 品中

各种物质的保留时间和峰面积
,

与激素标 准品溶液

的保留时间相比较
,

保 留时间基本相 同的样 品为可

以产生相应激素的菌株
。

1
.

5 不 同条件下细菌菌株 Cx- 5
一

2 产激 素 G凡 和

认A 的研究

1
.

5
.

1 在不同培养液中菌株 Cx
一

5
一

2 产激素 G A 3 和

IA A 检测 取活化好的菌株 CX
一

5
一

2 单菌落转人 K B

培养液中培养 2 4 h (17 o r/ 而 n 2 8 ℃ )后
,

取 10 0 拌L 该

细菌培养液分别转接人 L B 和 KB 培养液 中进行培

养 (170 r/ 而n 28 ℃ )
,

分别于培养 24
,

120 h 后取样
,

应用 HPLC 检测两种培养液中菌株 CX
一

5
一

2 所产激素

含量
。

1
.

5
.

2 不同温度培养条件下菌株 CX
一

5
一

2 产 IA A 检

测 取活化好的菌株 CX
一

5
一

2 单菌落转人 K B 培养液

中培养 24 h( 170 r/ m in 28 ℃ )后
,

取 100 拼L 该细菌培

养液转接人 KB 培养液 中
,

分别 于 25
,

28
,

35 ℃培养

(17 0 r/ m in )
。

7 2 h 后取样
,

应用 H PLC 检测菌株 CX
-

5
一

2 产激素含量
。

1
.

6 菌株 C X
.

5- 2 对小麦幼苗刺激生长作用的测

定

将菌株 CX
一

5
一

2 活化培养后选取单 菌落转接 KB

培养液 中
,

28 ℃ 170 r/ 而 n 培 养 48 h
,

培养 液离 心

(4 50 0 r/ 而n) 25 m in
,

收集菌体
,

用无菌水稀释成 10 9

c fu / mL 的细菌悬浮液 ;另取菌株 CX
一

5
一

2 培养液进行

稀释
,

制成 5
,

10
,

15
,

20
,

10 0 倍的稀释液
。

选择子粒饱满
,

大小均匀 的小麦种子
,

经表面消

毒 (0
.

1% 升汞 )后用上述不同浓度的菌株 CX
一

5
一

2 的

稀释液及原液浸种 s h
,

以无菌水浸种为对照
。

然后

播种于垫有湿润灭菌滤纸的培养皿中
,

20 ℃ /l Z h 光

照培养 ;另选取无菌水浸种发芽 良好
、

长势均匀的小

麦
,

于培养 4
,

6 d 时分别用上述不同浓度的菌株 CX
-

5
一

2 的稀释液浇苗
,

继续培养 (20 ℃ /l Z h 光照 )
。

14

d 后测量苗高
。

每皿 30 株麦苗
,

每处理重复 3 次
。

1
.

7 数据分析

本试验中有关数据分析采用 sASS
.

1 版本软件

(SA S In s titu te In C )进行统计分析
。

2 结果与分析

2
.

1 R PL C 检测 G与 和 IA A 优化条件

为了使被检测物质在尽可能短的检测时间内达

到 良好的分离效果
,

对流动相 中甲醇
、

水
、

冰乙 酸的

比例进行了研究
,

分别 以 甲醇
:
水

: 冰乙酸三者 比例

为 2 5 : 7 4 : 1
,

3 5 :

64
: 1

,

4 5 : 54 : 1
,

5 5 :
44

: 1
,

4 5 : 5 4
.

2 :

0
.

5
,

4 5 : 5 4
.

4 : 0
.

6
,

4 5 : 5 4
.

6 : 0
.

4
,

4 5 : 5 4
.

8 : 0
.

2 及 甲醇
:

水 二 45
:

55 为流动相检测 G A 3 和 IA A 纯品
,

结果表

明
,

以甲醇 : 水
:

冰乙酸 二 45 :
54

.

8 : 0
.

2 为流动相时
,

2

种被检测物质检测时间最短
、

分离效果最好 (图 1 )
。

所以确定利用 H PLc 检测 G A 3 和 IA A 的适宜流动相

为甲醇
:

水
:

冰乙酸 (
v / v/

v = 45
:

54
.

8 : 0
.

2 )
。

2. 2 产 G A 3和 LA A 的细菌菌株筛选

应用 H PL c 方法
,

对 300 株细菌产 G凡和 IA A 的

情况进行 了检测
,

筛选 出既可 以 产 IA A 又 可 以产

G A 3的菌株 1 株及只产生 以
3的细菌 2 株

。

菌株 Cx
-

5
一

2 在保留时间为 4
.

0 13 和 9
.

167 处有 2 个峰
,

2 峰

峰型良好
、

分离完全 (图 2)
,

与 G A 3和 IA A 标准品 (图

l) 峰的保留时间相似
。

以 2 种标准品为内标加入样

品中再次检测
,

样 品中原来的 2 个峰明显加高
,

峰面

积明显加 大 (图 3 )
,

证 明菌 株 CX
一

5
一

2 既 可以 产生

IA A 又可产生 G A 3 。
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量 研究结果表明
,

菌株 CX
一

5
一

2 在 郑 培养液中生

长速度快
,

长势好
,

激素产量明显高于 比
,

其中 24 h

的 LB 培养液因其 认A 含量太 小
,

低于线性范 围而

无法精确定量 (表 1 )
。

该结果说明 KB 培养基适宜

菌株 Cx
一

5
一

2 产激素 GA
3 和 IAA

。

表 1 菌株 C x
·

5- 2 在不 同培养液中

激素 G A 3
和 兀AA 的积累情况

图 1 G A 3 j AA 纯品色谱图

凡9
.

1 T b e chr o m a t脚犷恤 of G A 3 a n d IA A

T a b
.

1 G A s .

认A
acc 帅

侧场柱。n of str 钊加 C X
·

5- 2 cul to 曰月

w ith d i月兔比nt eul tu r e m e击”m

C u ltu re
m ed ium

G A」(m 岁L) IA八(m 岁L)

24 h 1 2 0 h 24 h

LB
K B

8
.

5 34 1

60
.

09 3 8

13
.

522 5

10 8
.

6 2 9 8

< 0
.

0 5

0
.

8 3 2 3

12 0 h

0
.

16 83

1
.

1 88 9

图 2 菌株 CX
·

5- 2 色谱图

Fig
.

2 Th
e c址

0

伽to g r. of 成r苗n C X
·

5
一
2

2
.

3
.

3 不 同温度培养 时菌株 CX
一

5
一

2 的 IA A 产量

研究结果表明
,

菌株 Cx
一

5
一

2 在 25
,

28
,

35 ℃ 3 个温

度下均生长 良好
,

在 25 ℃和 28 ℃的培养液含菌量明

显低于 35 ℃下 的培养液
,

但产 IAA 检测结果 表明
,

菌株 Cx
一

5
一

2 在 25 ℃和 28 ℃下时 IA A 产量明显高于

3 5 ℃
,

其中在 28 ℃ 产量最高 (表 2 )
。

该结果说 明
,

28 ℃ 为菌株 CX
一

5
一

2 产 认A 的适宜温度
。

表 2 不 同温度培养时菌株 C X
.

5
一
2 的 IAA 积累情况

T a b
.

2 IA A at C川团川 , 什n n
of 成r目 n C X

.

5
·
2 at d in触re . t

c川t世e te m Pe ra 奴甘
e

培养温度(℃ )

Cul t ure te m P er at u re

11
.

6八翻叹叶!
f
婆

,

、训内曰!

一

图 3 以 G A , ,
L兔A 纯品为 内标的菌株 C x- 5一 色谱圈

Fig
.

3 T b e c七r o . la to 邵冠m or St ra 加 C X
·

5
·

2

. d山ng G A 3 a . d 认A

2
.

3 利用 H P LC 定 t 检测菌株 C X
·

5- 2 的激素产 t

2
.

3
.

1 制作 G A 3 和 IAA 标 准曲线 将 IA A 和 以
3标

准品稀释成不同浓度溶液
,

利用 H PLc 检测得到各

浓度标准品的峰面积
,

用 ori gi n 6
.

0 软件分析得到标

准曲线回归方程
。

以
3 10 一 100 m g / L 标 准 曲线 回归方 程

: y 二

一0 54
.

9 45 9 5 + 7 6 6
.

8 34 6 8 二 (少 为 峰面 积 ; 劣 为 浓

度 )
,

线性相关系数为 0
.

99 8 3 5 ;

G 凡 100
一
20 00 m g / L 标准 曲线 回归方程

: y 二

15 8 8 2
.

8 7 7 83 + 5 5 9
.

38 5 5 2 二
,

线 性 相 关 系 数 为

0
.

9 99 0 6 ;

I从 1
.

5 一 30 m g / L 标 准 曲线 回归方 程
: y 二

9 7 6 8
.

0 2 7 16 + 2 35 4 2
.

3 04 5 6 x ,

线 性 相 关 系 数 为

0
.

9 99 13
。

2
.

3
.

2 不同培养液中菌株 Cx
一

5
一

2 的 G凡 和 IA A 产

IA A (m 岁L) 1
.

6 7 8 9 2
.

2 5 0 3 1
.

13 7 8

2
.

4 菌株 CX
·

5- 2 及其培养液对小麦幼苗刺激生长

作用的测定

试验结果表明
,

与水处理的对照相比
,

应用 CX
-

5
一

2 菌株培养液的 10 倍稀释液浇苗处理对小麦苗的

促生作用最为显著
,

而 CX
一

5
一

2 菌体及培养液的稀释

液对小麦种子的浸种处理及浇苗处理对小麦没有刺

激生长作用 (表 3 )
。

该结果表明
,

CX
一

5
一

2 菌株对小

麦具有潜在促生作用
。

表 3 不同方法处理小麦后菌株 C x. 5 一 对小麦株高的影响

T ab
.

3 伙
. 9场 or w b e a t se e山in gs tre a ted 喇th st ra 加 C X

.

5
一
2

处处理方法 擎(mL))) } 卿
法

嘿
,,

。。 , 叹对且in ggg
{

‘

reaTm
e n ’ le

咖(cIn )))
lll r 记日[ m e n ttttt

lllengh t(em )))))

水水 12
.

97 BCDDD

{
,叨
丝养些种

‘,
·

4‘BCCC

111叨倍培养液浇苗 13
.

31 BCCC 1 20 世竺季竺垦扮 ’‘s7 EFGGG
2220 倍培养液浇苗 13

.

59 BAAA } 10 .ps. 梦二竺即
”

·

哪哪
巧巧倍培养液浇苗 13

.

64 BAAA }
_

曼悦举乔终浸种
_

11 叩性性
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自 2 0 世纪 50 年代至今高效液相色谱已被广泛
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应用于蛋 白质
、

核酸
、

维生素及激素等生物物质的分

离检测
,

但将高效液相色谱应用于快速筛选产激素

类细菌
,

目前还很少见报道 ;本 实验将 这种准确度

高
、

灵敏性强
、

选择性
、

重复性好
、

分析速度快的检测

手段用于这类细菌的筛选 ; 避免了常用的 RI A (放射

免疫法 )和 E ll SA (酶联免疫法 )等测定激 素含量 的

技术存在的准确度低
、

重复性差等方 面的问题[’]
。

试验表明
,

利用高效液相色谱可 以快速找到产激素

的目的菌株
,

试验步骤简单
,

重复性好 ; 随后对 目的

菌株所产激素进行的定量分析
,

快速精确
,

对于实际

应用有重要意义
。

本试验只尝试 了用高效液相色谱

筛选产赤霉素和生长素两种激素的菌株
,

其余几种

植物 内源激素产生菌的 HPL C 筛选分析 尚需进一步

探讨
。

.

对 目的菌 Cx
一

5
一

2 的部分性质进行初步研究表

明
,

该菌激素的积累量与细菌培养条件有关
,

在 KB

培养液中的激素积累情况要 明显好于 LB 培养液 ;

温度较高时不利于 IA A 的积累
,

若 以产生 IA A 为 目

的应选择 28 ℃左右 培养
。

为了更有效的利用该 目

的菌应进一步对其性质进行摸索研究
。

本试验初步

检测了菌株 CX
一

5
一

2 平皿促生效果与对照相 比差异

显著
,

今后实验应选用多个测量指标进一步证明其

促生效果
。
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