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摘要  近年来, 大量的研究表明: 生物气溶胶作为有效云凝结核与冰核在大气物理和化学过程

中发挥着重要的作用. 环境大气和云水样品中, 冰核活性细菌 Pseudomonas syringae 的可培养

菌株已经成功地被分离筛选出来. 其在大气云物理过程尤其是降水过程中的重要作用也已经

成为当前国际大气生物气溶胶气候效应研究的热点. 本研究采用液滴冻结实验技术, 测试了当

前已被确定含有冰核活性菌的 3 种菌属即假单胞菌属(Pseudomonas)、欧文氏菌属(Erwinia) 和

黄单胞菌属(Xanthomonas)的代表性标准菌株(P. fluorescen, E. uredovora, X. campestris 和 P. 

syringae pv. panici), 和被证实具有冰核活性的细菌菌株(P. syringae pv. lachrymans)的菌悬液液

滴的冻结温度. 结果显示: 所测试的目前国际公认的冰核活性细菌属的标准菌株 P.syringae pv. 

panici, P. fluorescen, E. uredovora, 和X. campestris并不具备冰核活性, 被测细菌菌悬液(OD600= 

0.25, 数浓度 108 cells/mL)的液滴冻结温度分别是: 20.3±2.3℃, 21.8±2.3℃, 20.8±3.4℃和

19.9±3.3℃, 与超纯水液滴的冻结温度(20.8±2.7℃)差异不大; 而相同浓度下, P. syringae pv. 

lachrymans (ps1-10)菌株的冻结温度是5.0±0.8℃, 具有显著的冰核活性. ps1-10 菌株液滴平均

冻结温度随着菌悬液浓度梯度降低的变化特征表明, 当菌液浓度低于 105 cells/mL 时, 菌液液

滴冻结温度明显降低, 当菌液浓度低于 104 cells/mL 时, 菌液液滴与无冰核活性的液滴冻结温

度接近. 由此本文提出疑问: 冰核细菌 P. syringae 是否能以浸润核化活性在大气真实环境中的

冰核异质核化过程中起到重要作用, 还是存在其他的作用机制? 
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细菌气溶胶作为生物气溶胶的重要组成部分 , 

它的健康效应一直是人们关注的焦点 . 随着人们对

于全球气候变化关注度的不断增强 , 关于影响和界

定气候变化的大气过程的研究也变得更加深入和多

样化 , 由此而产生出新的研究领域即微生物在全球

气候变化过程中的作用研究[1]. 冰核细菌的发现及其

可能对气象过程的影响使得冰核细菌气溶胶成为全

球气候变化研究中凸显潜力的研究领域.  

生物气溶胶(如细菌、真菌和藻类)[2]可作为云凝

结核(cloud condensation nuclei, CCN)和冰核(ice nuclei, 

IN), 促使过饱和水汽凝结形成液滴或诱导过冷却水

滴发生冻结形成冰晶 , 改变大气化学和物理过程而

影响大气降水[3~5]. 原生生物气溶胶颗粒在粒径范围

0.250 m 内的大气颗粒物中质量(或数浓度)比例接

近 25%, 而且生物冰核是自然界活性最强的冰核 [6]. 

可以在10℃以上较温暖的条件下催化过冷水产生冰

核的细菌被称为冰核细菌[7]. 实验室研究发现植物致

病菌 P. syringae 在2℃可以催化冰的形成, 是已发
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现的活性最强的冰核细菌[8].  

自 1957 年 Soulage[9]在云室实验中发现霉菌孢子

可以作冰晶的核心之后, 不断有研究人员在雨水[10]、

冰雹 [11]、云雾 [12]观察到细菌的存在. 科学家在海拔

80 km 高层大气中检测到了可培养细菌[13], Amato 等

人[14]从云水样品中分离到的 71 种细菌中经鉴定发现

了 P. syringae 细菌, Christner 等人[15]在 Science 杂志

发表的文章指出环境降雪中普遍存在生物冰核 , 

Morris 等人[16]也撰文提出了在不同生态系统中受水

循环所驱动的 P. syringae生活史, 相关的研究逐渐接

受 P. syringae 可能确实参与了大气云中的冰核核化和

降水过程的假说 , 使之成为了当前该研究领域的主

流观点. 然而由于目前对于大气冰核核化的物理、化

学过程的外场原位观测试验还存在着众多的不确定

性和技术难题 , 对生物冰核核化过程的了解更是极

为有限. 

当前国际上鉴定生物冰核有效活性的较常用的

实验室测试方法是改进后的 Vali 液滴冻结法[17], 通

过比较液滴的不同冻结温度和液滴在特定温度下冰

核累积浓度, 表征其冰核活性的强弱. 本研究拟以目

前已经证实具有冰核活性的最常见的菌种 P. syringae

为研究对象, 采用液滴冻结法, 通过测试液滴冻结温

度与菌液数浓度的定量关系 , 推测其在大气环境冰

核异质核化过程中可能产生的作用 , 为今后大气生

物冰核的核化过程的模式参数化研究提供试验依据. 

1  材料和方法 

自 Maki 等人 [7]1974 年分离到冰核活性细菌

Pseudomonas syringae, 并提出冰核细菌的概念后 , 

许多科研人员投入到了该领域的研究, 时至今日, 在

数千种植物致病菌中发现仅有假单胞菌属(Pseudo-     

monas) 、 欧 文 氏 菌 属 (Erwinia) 和 黄 单 胞 菌 属

(Xanthomonas)3 个菌属不超过 20 个菌种和变种的细

菌是冰核细菌, 且均是 G−细菌, 分布在世界各地, 受

地理环境和区域气候以及植被类型的影响 , 各地分

布的冰核细菌的优势菌种也不相同 . 国际公认

Pseudomonas syringae 是分布最广和冰核活性最强的

冰核细菌模式菌种 , 其他优势菌种分别是 : Erwinia 

herbicola, Pseudomonas fluorescenes, Erwinia ananas, 
Xanthomonas campestris[18,19]. 

(ⅰ) 实验菌种.  实验采用由中国科学院微生物

研究所中国普通微生物保藏中心和中国农业科学院

植物保护研究所植物病虫害生物学国家重点实验室

所提供冻干管保存的纯种菌(表  1), 编号为菌种提供

单位所编码, 其中前 4 种菌是由微生物保藏中心提供

的, 是所保藏该菌的不同变种菌株的标准菌, 其菌种

来源、生理特性和分布特征, 网站均有相应文献资料, 

本文不再赘述. ps1-10 为中国农业科学院植物保护研

究所植物病虫害生物学国家重点实验室所筛选出的, 

我国冰核活性最强的冰核细菌 Pseudomona syringae

的变种代表菌株, 为下文讨论方便, 分别取其拉丁学

名首字母缩写为各自代码见表 1. 

(ⅱ) 菌种的活化.  将冻干管保存菌种用适量无

菌水混匀, 用滴管吸出转移至试管斜面 NA 培养基中, 

30℃培养 24 h, 经至少 2 次转接活化后, 在 NA 培养

皿上培养纯化分离 , 再转接试管斜面培养基作为常

用菌种 4℃保存. 实验用营养琼脂 NA-CM107 培养基, 

由北京陆桥技术有限公司生产. 

(ⅲ) 测试菌液的配制.  将接种培养并在 4℃冰

箱冷藏保存至少 1 周以上的细菌培养皿取出, 在无菌

操作台用无菌菌环刮取培养基上的菌落 , 移到无菌

超纯水中 , 震荡摇匀 , 根据前期测定好的菌悬液

OD600 值与细菌数浓度平板计数关系式 , 配制成

OD600 值所对应的菌悬液浓度. 由于紫外分光光度计

的测量灵敏度的影响, 浓度较低的菌悬液, 是通过梯

度稀释法将已知浓度的菌悬母液移液稀释配制成所

需浓度的菌悬液.  

(ⅳ) 菌液液滴冻结温度的测定.  本实验采用由

中国气象科学研究院杨绍忠和酆大雄[20]依据 Vali 均

匀液滴冻结实验原理研制并改进的水滴冻结测试仪. 

McDonald[21]估算实际大气中典型云滴粒径范围是

1050 m, 许多液滴冻结实验采用的液滴体积分别

是 5 和 10 L[17,19,22,23]. 根据本研究有关液滴冻结温

度与液滴大小关系的预实验结果, 我们选择 10 L 作

为液滴测试体积 . 液滴滴定前按文献描述的处理在 

表 1  实验用 5 种菌种 

编号 菌种 拉丁学名 代码 

1.1802 荧光假单胞菌 Pseudomonas fluorescen PF 

1.1215 噬夏孢欧文氏菌 Erwinia uredovora EU 

1.1781 野油菜黄单胞菌 Xanthomonas campestris XC 

1.1727 丁香假单胞菌黍离致病变种 Pseudomonas syringae  
pv. panici 

PS0 

ps1-10 丁香假单胞菌黄瓜致病变种 Pseudomonas syringae  
pv. lachrymans 

PS 
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冷台上均匀分布的 47 个感应位点上滴加憎水膜, 随

后采用大龙医疗设备(上海)有限公司生产的 550 L

微量大龙移液枪依次将 10 L 溶液液滴滴定在已形

成憎水膜的感应位点上 , 仪器线性降温速率设定为

2℃/min. 从 0℃开始以 2℃/min 匀速降温, 液滴冻结, 

脉冲信号被检测器自动记录并输出检测结果 , 测量

精度 0.2℃. 如遇降温曲线非线性或在仪器降温范围

(0~30℃)内液滴仍不冻结, 记录并舍弃这些液滴数

据, 统计时调整冻结液滴总数; 为保证数据的统计意

义, 上述操作至少重复 5 次, 使检测结果有效数据保

持在 200 个以上, 同时确保检测器在线输出的冻结温

度谱曲线(即每批次冻结液滴随温度的变化)趋势一

致性较好, 以此控制结果的科学性与可靠性. 

2  结果和讨论 

2.1  相同浓度下不同细菌菌悬液的冻结温度 

图 1 是经活化培养后, 再次接种纯培养后并在

4℃冷藏保存至少 1 周以上的 5 种细菌菌悬液的液滴

平均冻结温度, 误差线为测试液滴总数(n=235)结果

的标准偏差. 4 种细菌(PF, EU, XC, PS0)是当前已被确

认具有冰核活性的菌属中冰核细菌种类的标准菌株, 

在相同菌液浓度 OD600=0.25(经平板计数法测定其菌

数浓度均为 108 cells/mL, PS0 菌数浓度稍低), 以 10 L

液滴所测得的冻结温度均在20℃(n=235)附近, 与作

为对照的超纯水(C.K.)10 L 液滴冻结温度没有明显

差异, 并未显示出冰核活性和促进冰核冻结的趋势, 

但作为 Pseudomonas syringae 的另一变种 Pseudomonas 

syringae pv. lachrymans(代码 PS)在同等浓度和测试

条件下显示出明显的冰核活性 , 可将超纯水液滴的

冻结温度提升至5℃附近 (见图  1) .  虽然文献报道 

 

图 1  相同浓度下不同细菌菌悬液的液滴冻结温度 

Maki 等人[8]测得 P. syringae (107~108 cells /mL)的冻

结温度达到2℃; Kozloff 等人[24]在 pH 7.5 磷酸盐缓

冲液中测得 P. syringae (105 cells/mL)冻结温度是

8.5℃, 而 E. herbicola (108 cells/mL)的冻结温度是

4℃; Nejad 等人[25]采用管测法测得 P. syringae, 102 

cells/mL 核化温度是4.5℃, 109 cells /mL 冻结温度是

2.5℃, P. fluorescens 105 cells/mL 冻结温度是5.5℃, 

109 cells/mL 冻结温度是3.5℃. 我国赵荣艳等人[26]

也测定发现 Erwinia uredovora (108 cells/mL)在5℃

液滴具有冰核活性, 最早分离出冰核细菌的 Maki 在

实验观测中发现 P. syringae 和 P. fluorescens 经多次

接种培养后 , 其冰核活化能力在最初可使水滴在2

或3℃冻结, 但如果所配置的菌悬液放置 1或 2天后, 

该冰核活性便会丧失[7]. 已有的分子生物学研究显示

冰核细菌的冰核活性是由细菌的冰核基因所编码的

冰蛋白的成冰活性决定的 , 而冰蛋白的成冰活性又

受多种外界因素和细菌自身生理条件所调控 , 只要

冰蛋白能够正常表达, 即使细菌死亡, 残存的冰蛋白

未被破坏, 仍会具有冰核活性. 我们的测试结果表明

即使是已经被鉴定具有冰核活性的菌种 , 其不同变

种菌株也完全可能不具备冰核活性. 而 Ahern 等人[27]

在研究另一种代表性较强的冰核细菌 Pseudomonas 

fluorescens 时同样发现 , 他们从苏格兰岛西北部的

Hebridean 山头所采集的云水和雨水样品中所分离的

Pseudomonas fluorescens 细菌并不具备冰核活性, 其

液滴冻结温度在20~28℃之间, 比用做实验对照的

具冰核活性的 P. fluorescens 的平均冻结温度(4.75℃)

要低 16~24℃; 而且进一步的分子生物学基因测序分

析表明, 从样品分离出的 P. fluorescens 细菌不具备

冰核基因. 这也许是本研究中所测试的 4 种细菌(PF, 

EU, XC, PS0)不具备冰核活性的重要原因之一. 

2.2  Pseudomona syringae 菌液浓度对液滴冻结

温度的影响 

图 2 显示了 PS(Pseudomonas syringae pv. lach-

rymans)菌悬液液滴的冻结温度与菌液浓度的关系 , 

图示误差线为液滴(n=235)测试结果的标准偏差, 菌

液浓度的大小决定着液滴的冻结温度 , 这与已有的

研究结果一致. 但是本研究所测试的冰核活性菌 PS, 

当菌悬液浓度低于 105 cells/mL 后, 液滴的冻结温度

会显著降低, 而菌悬液浓度在 102~103 cells/mL 时, 

液滴冻结温度与对照的超纯水(C.K.)的液滴冻结温度 
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图 2  冰核细菌 P.syringae pv. lachrymans 菌液浓度对液滴冻

结温度的影响 

没有显著差别. 这种现象与 Mortazavi 等人[19]报道的

菌悬液浓度在 102~108 cells/mL 时液滴冻结温度的范

围是7.9~3.0℃有较大的出入 . 首先可能与测试的

菌 种 的 冰 核 活 性 有 关 , 虽 然 使 用 的 菌 种 都 是

Pseudomona syringae, 由于即便由同一菌落生长的

菌株细胞 , 冰核活性也会因外界环境因素和自身生

理代谢过程而发生改变 , 所以不同的变种菌株间的

冰核活性差异则会更加明显 , 作者在文中没有关于

所采用测试方法的介绍 , 从相关的有限描述中可以

推断文中的测试结果可能并非来自液滴冻结试验法. 

不同的检测方法对结果会有一定的影响 , Nejad 等

人[25]用管测法测得 P. syringae 102 cells/mL 和 109 

cells/mL 菌液液滴的冻结温度分别是4.5 和2.5℃. 

而早期 Maki 等人[8]用液滴测试法发现: 当菌悬液浓

度低于 106 cells/mL 时, 液滴在2.0℃就不可能发生

冻结. 本研究测试的较高浓度菌液 109~105 cells/mL

相当于 107~103 cells/10 L 液滴, 该浓度菌液表现出

冰核活性, 冻结温度都在10℃以上, 这与研究所发

现由于冰核活性的变化, 细菌细胞浓度至少 100 个以

上才有可能表现冰核活性的结论 [28]是一致的 . 但当

菌悬液浓度是 104 cells/mL 时, 相当于 10 L 液滴中

只有 100 个细菌细胞或更少, 而浓度是 102 cells/mL 

则 10 L 液滴中的细菌细胞数仅是 1 个甚至可能没有, 

这或许是此类液滴与无菌对照超纯水液滴的冻结温

度无差别的主要原因. 

3  结论 

上述试验现象引发我们进一步的思考 , 尽管科 

学试验已经证实 Pseudomonas syringae 之类的冰核细

菌能够在较高的温度下促使过冷水结冰 , 这为解释

积云能在较高温度下形成降水提供了很好的证据 . 

Amato 等人[14]从云水样品中以及 Morris 等人[16]从降

水样品中也确实分离到了 P. syringae 细菌并经测试

发现分离到的菌种具有冰核活性 , 且他们室内测试

试验的菌液浓度大都在 106~108 cells/mL 范围. 与此

同时, 也有研究人员如 Mortazavi 等人[19]和 Christner

等人[15]未在降雪样品中分离到 Pseudomonas syringae

细菌; 而且 Lannone和她的同事们通过多次室内模拟

实验发现 [29]: 在大气中分布最为丰富的一类真菌

Cladosporium, 其孢子并不具备有效冰核活性, 其冻

结温度仅分布在25~35℃范围内. 我们的试验也表

明在冰核细菌属中普遍存在并不具备冰核活性的菌

株 , 即便是具备冰核活性的菌株 , 菌液浓度若低于

105 cells/mL, 低浓度菌液的微小液滴可能并不显示

冰核活性 . 由于真实大气中的细菌浓度常常是低于

此浓度的 , 而且恶劣的生存环境对冰核活性的正常

表达是否产生正面或负面的影响 , 我们对这些都所

知有限 , 但当前却以冰核细菌的冻结活性为重要依

据解释生物气溶胶的高效核化性能 ; 另外一些研究

人员认为大气中的生物冰核相当丰富 [30], 重要证据

之一是利用分子生物学的 Sanger DNA 测序技术分析

法 , 测试所采集的生物气溶胶中细菌群落中的确存

在假单胞菌科与黄单胞菌科 , 我们的试验再次表明

即使是同一菌种的不同变种间的冰核活性都存在质

的差异 , 这些表型差异仅从基因测序分析是无法判

明的 , 因此当前仅以冰核细菌的高冻结温度来推测

并解释其在大气中的高效冰核特性还存在着很大的

不确定性. 

而 Ahern 等人[27]研究从云中所分离的 Pseudo-     

monas fluorescens 冰核活性时发现, 尽管菌株不具冰

核活性, 但其低温代谢产物中有表面活性剂, 这或许

是生物气溶胶作为高效冰核与云凝结核的原因 . 但

目前由于测试技术的限制 , 生物气溶胶在真实大气

中的核化过程中的真正作用和机制还有待于大气物

理学家、化学家和微生物学家之间开展更为紧密的合

作才可能取得新的进展 , 这也是当前大气生物气溶

胶研究所面临的新的挑战与机遇. 
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Do ice nucleation active bacteria effect on ice nucleation in the real  
atmosphere: Pseudomonas syringae 
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In recent years, numerous investigations have highlighted the importance of bioaerosols in the atmosphere as effective cloud 
condensation nuclei (CCN) or ice nuclei (IN) during atmospheric physics and chemistry processes. Culturable strains of the ice nuclei 
active (INA) bacteria Pseudomonas syringae have been isolated from cloud water samples. This has led to an increase in research on 
bioaerosols associated with climatic effects. Such research is important because of the impacts that bacteria have in certain atmospheric 
cloud physical processes, especially in precipitation processes. This paper reports freezing temperatures, measured via Vali’s even 
drops freezing method, of water droplets containing representative strains of three commonly recognized INA bacterial genera. These 
strains are Pseudomonas fluorescens, Erwinia uredovora, Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae pv. panici and Pseudomonas 
syringae pv. lachrymans. Results show that the first four bacteria strains do not have expected IN activity – freezing temperatures were 
20.3±2.3°C, 21.8±2.3°C, 20.8±3.4°C, 19.9±3.3°C, respectively, when the concentration of the bacterial suspension was 108 
cells/mL (OD600=0.25). These are not significantly different from the freezing temperature of ultrapure water droplets, 20.8±2.7°C. 
However, a higher freezing temperature of 5.0±0.8°C was observed from measurement of P. syringae pv. lachrymans (ps1-10) 
contained in water droplets with the same bacterial suspension concentration. Additionally, average freezing temperatures of the water 
droplets are correlated with bacterial concentration. With a concentration lower than 105 cells/mL, droplet freezing temperature 
decreased significantly, and was even close to that of ultrapure water when the concentration was less than 104 cells/mL. This seems to 
indicate there was no IN activity for bacteria at such a low concentration. Based on the results, a question is raised that should be 
verified in the real atmosphere with lower bacterial concentrations. That is, can impacts of P. syringae on heterogeneous nucleation 
be attributed to their IN activity, or to some other unverified mechanisms?  
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