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不同 pH下胞外多糖和脂多糖对烟草青枯菌根部定殖的影响 
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摘  要：通过设定不同 pH梯度，研究烟草青枯菌胞外多糖（Exopolysaccharides，EPS）和脂多糖（Lipopolysaccride，LPS）

分泌量的差异及其对烟草根部吸附青枯菌数量的影响。结果表明，pH 为 6.5 时 EPS 单产量和总产量均最大，分别达到

3.27×10−12和 50.12×10−2 g，pH 8.0时总产量和单产量最小。pH 7.0时，LPS的总产量最大，为 9.41×10−3 g，pH 7.5时单产量

最大，为 17.51×10−15 g。同一 pH梯度的 EPS单产量远大于 LPS单产量。EPS促进烟株根部吸附和侵入青枯菌，而 LPS起

抑制作用，且相同浓度下 EPS促进作用占主导。当 pH为 6.6时，添加 EPS的菌液处理的烟株根表吸附和根内侵入青枯菌数

量最大，分别达到 15.43×108和 10.73×109 cfu/g；堆积在根表的杆状青枯菌菌体及导管横切面堵塞的青枯菌及其分泌物的数

量最多，根尖畸形严重。因此，偏酸性条件下，青枯病菌 EPS 分泌量增多，促进青枯菌与烟草根部的识别和吸附，进一步

提高病害发生程度，而中性和偏碱性条件有利于 LPS分泌，降低病害发生。 
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Abstract: In this study, the difference of the secretion of exopolysaccharides and lipopolysaccharide of R.solanacearum and their 
effects on the number of R. solanacearum adsorbed in tobacco roots were studied at different pH values. The results showed that the 
maximum single and total yield of EPS were 3.27×10-12 and 50.12×10-2 g at pH 6.5, respectively. While the minimum single and 
total yield of EPS were at pH 8.0. The maximum total yield of LPS was 9.41×10-3 g at pH 7.0, and the maximum single yield was 
17.51×10-15 g at pH 7.5; In addition, the single yield of EPS was much higher than LPS at the same pH value. EPS had a promotive 
effect on the adsorption and invasion of R.solanacearum in tobacco roots, while LPS had a suppressive effect, and the promotive 
effect of EPS played a major role at the same concentration. When added EPS under the pH6.6, the number of R.solanacearum 
adsorbed and invaded in the root surface were the maximum, reaching 15.43×108 and 10.73×109 cfu/g mf (fresh matter) respectively, 
and the bacterial number of R.solanacearum deposited on the root surface and clogged in the cross section with its secretion were the 
most, and root tip deformitied seriously. Therefore, EPS secretion was increased under acidic conditions, which promoted the 
identification and adsorption of R.solanacearum on tobacco roots, and the degree of disease occurrence was further improved. LPS 
secretion was increased under neutral and alkaline conditions, which reduced disease occurrence. 
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烟草青枯病是由茄科劳尔氏菌（Ralstonia 

solanacearum）引起的一种毁灭性维管束病害，一

直是威胁烟草生产的主要根部病害之一[1]，尤其在

我国南方烟区大面积发生。影响烟草青枯病发生的

因素很多，其中土壤环境最为重要，包括如土壤类

型、酸碱度、微量元素含量等[2]。近年来，烟草大

面积连作、环境污染、酸性肥料施用等因素导致我

国植烟土壤酸化现象日趋严重[3]，加重了土传病害

包括烟草青枯病的发生，制约烟草产量和质量[4]。 

青枯菌对寄主根表的吸附和根内侵入是其成

功侵染的必要条件，EPS和 LPS在病原与寄主的识

别中发挥重要作用[5]。青枯菌通常可从烟草根部、

茎部或导管受伤部位侵入，在导管中生长时产生大

量胞外多糖（Exopolysaccharides, EPS），EPS阻碍

植物体内水分的运输，从而引起植物萎蔫[6]。研究

表明，EPS 能促进细菌在寄主体内的扩散和定殖，

EPSI 缺陷突变型细菌在番茄茎杆内移动速度大大

降低[7-9]。脂多糖（Lipopolysaccride, LPS）是青枯

菌外膜一种多糖，能占据植物细胞的结合位点，抑

制了含 EPS细菌在接种时的吸附识别过程[10]。 

目前，尚未见 pH 对烟株根表吸附和根内侵入

青枯菌影响的研究报道，因此，本文通过设定不同

pH梯度，研究 EPS和 LPS对烟株根表吸附及根内

侵入青枯菌数量的影响，明确不同 pH 条件下 EPS

和 LPS与青枯病发生的关系，为探明酸性土壤中烟

草青枯病菌与根部的识别机制及改善农业防控措

施提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

供试烤烟品种为K326（大十字期）。供试菌株：

R. solanacearum，分离自湖南张家界市慈利县江垭

镇烟草病株，经鉴定为 1号生理小种生物型Ⅲ。供

试培养基和试剂：营养琼脂培养基（NA）、营养肉

汤培养基（NB）及 2,3,5-氯化三苯基四氮培养基

（TTC）的制备参照文献[11]。酸碱缓冲液制备参

照文献[12]。LPS 提取试剂盒购自 iNtRON 公司。

戊二醛、95%乙醇、氯仿、正丁醇均为国产分析纯。 

1.2  试验方法 

1.2.1  pH对青枯菌分泌EPS和LPS的影响  取100 

μL浓度为108 cfu/mL标准菌液加入到pH分别为5.5、

6.0、6.5、7.0、7.5、8.0的 NB培养基中振荡培养，

每处理 3次重复。32 h后，各取 1 mL培养液经梯

度稀释后涂布于 TTC平板计数并计算菌液浓度，公

式如下： 

细菌浓度（cfu/mL）=菌落数(cfu)×稀释倍数/

涂板菌液量(mL)[13] 

同时，各 pH处理另取 100 mL青枯菌培养液，

5000 r/min离心 5 min，取上清液用于 EPS及 LPS的

提取。HUSAIN酒精沉淀法[14]结合 SEVAG[15]脱蛋白

法提取 EPS；WESTERMAN热酚水法[16]结合酶解法

和醇沉法[17]提取 LPS，分别称量 EPS和 LPS干质量，

结合菌液的浓度计算各自的单产量和总产量[18]。 

1.2.2  不同 pH条件下，EPS和 LPS对根部吸附识

别和侵入青枯菌的影响  采用菌悬液浸根接种的

方法进行测定。试验共设 5组处理，菌悬液浓度为

3×108 cfu/mL，处理 1组为 pH分别为 5.2、5.9、6.6、

7.3的标准菌液中各加浓度为 8 mg/mL的 EPS；处

理 2 组为上述各 pH 的标准菌液加入 8 mg/mL 的

LPS；处理 3 组为上述各 pH 的标准菌液加入 8 

mg/mL的 EPS和 LPS；CK组为上述各 pH的标准

菌液；CK0组为上述各 pH的无菌酸性缓冲液。烟

苗幼根经表面消毒后，浸入上述各处理的菌液中，

并置于昼夜温度为 32 ℃/30 ℃、湿度 75%的人工

气候室内接种培养，每处理 15株，3次重复。分别

于接种后 1 h、24 h和 48 h取样，每次每处理取 1

株烟苗的完整须根，截取根尖处长度为 2 cm 的根

于无菌水中充分涤荡后，取适量含菌液于 TTC平板

涂板计数，即为青枯菌的根表吸附量；取出的根尖

再经 70%酒精表面消毒 30 s、无菌水冲洗 3次并在

无菌状态下吹干水分、称量后研磨，取适量研磨液

于 TTC平板涂板计数，即为青枯菌的根部侵入量。

菌量计算公式如下： 

细菌浓度(cfu/mL)=菌落数(cfu)×稀释倍数/涂

板菌液量(mL)
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吸附或侵入菌量(cfu/g)=细菌浓度(cfu/mL)×分

离用水量(mL)/根鲜质量(g) 

1.2.3  根部吸附和侵入青枯菌的扫描电镜观察  

青枯菌根部的接种与取样方法同 1.2.2，取接种 24 h

的样品观察根冠和根冠后区域（伸长区和根毛区）

根表吸附青枯菌的数量和致畸程度，取接种 48 h的

样品观察根尖横切面导管中青枯菌分泌物量及致

畸程度。电镜样品处理方法如下：取样后，将样品

浸泡于 4%的戊二醛溶液中，4 ℃冰箱保存，参照

文献[19-20]的方法对根尖细胞及根尖横切面细胞进

行扫描电镜（XL-3, Philips company, Holland）观察。 

1.3  数据分析    

采用 Excel 2010 对数据进行基本处理，DPS 

9.50统计软件 Duncan新复极差法进行多重比较。 

2  结  果   

2.1  pH对 EPS与 LPS产量的影响 

由图 1 可见，以不同 pH 条件培养的青枯菌分

泌的 EPS 单产量和总产量差异较大。振荡培养至

32 h时，pH 6.5的 EPS单产量和总产量最大，pH 8.0

的单产量和总产量最小，即 pH 6.5 时 EPS 单产量

和总产量大于 pH 7.0的中性条件及 pH 7.5、8.0的

碱性条件。LPS 总产量在 pH 7.0 时最大，其次是

pH 6.5，再次是 pH 7.5的碱性环境，LPS单产量在

pH 7.5时最大，pH 8.0次之，中性和酸性条件下偏

小。另外，在试验所设 pH 范围内，青枯菌每个菌

落形成单位分泌的 EPS 质量远大于 LPS 分泌量，

二者之间相差 103倍。 

2.2  不同 pH条件下EPS和LPS对根表吸附和根内

侵入青枯菌数量的影响 

2.2.1  对烟株根表吸附青枯菌的影响  结果如表 1

所示，接种后 1 h，各处理的根表吸附青枯菌量与

CK组相当；青枯菌液接种后 24 h的根表吸附菌量，

pH 6.6最大，其次为 pH 7.3，pH 5.9和 5.2最低；

EPS和 LPS对 pH 5.9、6.6和 7.3处理的根表吸附量

分别表现为显著促进和抑制作用，与 CK差异显著，

而 pH 5.2条件下 EPS的促进作用和 LPS的抑制作

用与 CK 组差异不显著。除此之外，上述 3 个 pH

处理同时加入等浓度的 LPS 和 EPS 时，根表吸附

量与 CK组差异显著；因此，相对于 LPS的抑制作

用，EPS对根表吸附量的促进作用占主导。无菌酸

性缓冲液处理组（CK0）烟苗根表未检测到青枯菌。

 

     

     
图 1  不同 pH值条件下青枯菌 EPS与 LPS产量 

Fig. 1  The production of EPS and LPS of R.solanacearum at different pH values 
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表 1  不同 pH条件下 EPS与 LPS对烟株根表吸附青枯菌量的影响 

Table 1  Effects of EPS and LPS on the amounts of R. solanacearum adsorbed onto surface of 
 tobacco roots at different pH values                                108 cfu/g   

处理 
pH 5.2  pH 5.9 pH 6.6  pH 7.3 

1 h 24 h  1 h 24 h 1 h 24 h  1 h 24 h 

青枯菌菌液+EPS 2.00±0.26a 6.60±0.79a  2.40±0.49a 11.20±0.66a 4.20±0.9a 15.43±0.78a  4.50±0.70 a 13.80±1.28a

青枯菌菌液+LPS 2.00± 0.46a 6.1± 1.25a  2.23±0.35a 4.97±0.49c 2.67±0.38a 8.93±0.96c  2.57±0.51 b 6.77±0.55c 

青枯菌菌液+LPS+EPS 2.10±0.30a 6.40±0.80a  2.40±0.3a 9.80±0.61a 3.80±0.7a 14.20±0.61a  3.90±0.50 a 12.10±1.1a 

青枯菌菌液(CK) 2.23±0.21a 6.50±0.98a  2.33±0.26a 7.53±1.00b 2.87±0.15a 11.60±1.21b  2.80±0.40 b 10.80±1.42b

pH6.6缓冲液(CK0) 0.00± 0.00b 0.00± 0.00b  0.00± 0.00b 0.00± 0.00d 0.00± 0.00b 0.00± 0.00c  0.00± 0.00c  0.00± 0.00d

注：同列数据后字母不同代表差异显著（p<0.05），下同。 

 

2.2.2  对烟株根内侵入青枯菌量的影响  结果如

表 2所示，接种后第 48小时，pH 6.6的青枯菌液

CK处理的根内侵入菌量最大，其次为 pH 7.3，pH 

5.9和 5.2的侵入量最低，即 pH 6.6的根内侵入量

大于 pH 7.3；EPS和 LPS对 pH 5.9、6.6和 7.3三个

处理的根内侵入量分别表现为显著的促进和抑制

作用，与 CK差异显著，而 pH 5.2条件下 EPS的促

进作用和 LPS的抑制作用与对照组差异不显著。上

述 3个 pH处理同时加入等浓度的 LPS和 EPS时，

根表吸附量与 CK差异显著，因此，相对于 LPS的

抑制作用，EPS 对根内侵入量的促进作用占主导。

无菌酸性缓冲液处理组烟苗根内未检测到青枯菌。 

 

表 2  不同 pH条件下 EPS与 LPS对烟株根内青枯菌侵入量的影响 

Table 2  Effects of EPS and LPS on the amounts of R. solanacearum invading into tobacco roots at 
 different pH                                    108 cfu/g   

处理 
pH 5.2  pH 5.9 pH 6.6  pH 7.3 

24 h 48 h  24 h 48 h 24 h 48 h  24 h 48 h 

青枯菌菌液+EPS 5.77±0.45a 5.80±0.4a  6.42±0.31a 6.71±0.47a 10.47±0.61a 10.73±0.47a  9.67±0.51a 9.77±0.55a 

青枯菌菌液+LPS  5.03±0.42a 5.01±0.25a  4.90±0.38c 4.41±0.67c 6.73±0.63c 7.40±0.61c  6.10± 0.1c 6.63±0.36c 

青枯菌菌液+LPS+EPS 5.31±0.3a 5.61±0.12a  6.30±0.31a 6.12±0.11 a 9.83±0.34 a 10.10±0.36a  8.91±0.3 a 9.40±0.48a 

青枯菌菌液(CK) 5.20±0.46a 5.11±0.57a  5.71±0.28b 5.90±0.47 b 8.43±0.59 b 8.53±0.59b  7.97±0.25b 7.83±0.42b 

pH6.6缓冲液(CK0) 0.00± 0.00b 0.00± 0.00b  0.00± 0.00d 0.00± 0.00d 0.00± 0.00c 0.00± 0.00d  0.00± 0.00d 0.00± 0.00d

 

2.3  根尖表面吸附青枯菌的扫描电镜观察  

浸根接种后第 24 小时，无菌酸性缓冲液处理

的根尖细胞排列紧密整齐，根冠生长正常（图 2-A1），

且根冠后区域细胞表面干净，未见青枯菌分布（图

2-A4）；pH 5.2和 6.6的青枯菌液处理的根尖外皮层

细胞被破坏，肿胀、变形、排列混乱，根冠整体膨

大畸形（图 2-A2、A3）。青枯菌液处理根冠后区域

表面吸附的青枯菌量，pH 6.6时最大（图 2-B3），

其次是 pH 7.3的碱性条件（图 2-B4），再次为 pH 5.9

（图 2-B2），pH 5.2时最小（图 2-B1）。与 CK处理

比较，外加 EPS的各处理根尖表皮细胞分布的青枯

菌数量更多，且表皮细胞排列混乱、根组织被破坏

程度加重。同样是外加 EPS的处理，pH 6.6条件下

的根冠后区域吸附菌量（图 2-C3）明显高于其他 3

个 pH处理，其次为 pH 7.3（图 2-C4)，略大于 pH 5.9

（图 2-C2）及 pH5.2（图 2-C1）；而外加 LPS的各

pH 菌悬液处理的根表吸附菌量及表皮细胞的破坏

程度（图 2-D1、D2、D3、D4）低于 CK处理。 

2.4  根尖横切面的扫描电镜观察 

浸根接种后 48 h，无菌酸性缓冲液处理的根尖

横切面维管束细胞（包括木质部细胞和韧皮部细胞）

间脉络清晰、形状规则，排列整齐（图 3-A1），然

而不同 pH 青枯菌液各处理的根组织均有细菌定殖，

细菌主要堆积于维管束，且维管束细胞遭到不同程

度的破坏（图 3-B1，2，3，4)，其中，pH 6.6处理

横切面有大量青枯菌和其分泌的白色胞外混和物

堆积在维管束内并破坏组织细胞，导致该部位畸形

严重（图 3-B3），且 pH 6.6处理的维管束分布的白

色物质数量多于其他几个 pH的菌液处理。 

与不同 pH菌悬液处理比较，加 EPS处理的各 
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注：A1-A3为根冠区域，400×。A1，无菌磷酸缓冲液，pH6.6；A2，青枯菌菌液，pH 5.2；A3，青枯菌菌液，pH 6.6。A4-D4为根冠后区域，3000×。

A4，无菌磷酸缓冲液，pH6.6；B1，青枯菌菌液，pH 5.2；B2，青枯菌菌液，pH 5.9；B3，青枯菌菌液，pH 6.6；B  4，青枯菌菌液，pH 7.3；C1，

青枯菌菌液+EPS，pH 5.2；C2，青枯菌菌液+EPS，pH 5.9；C3，青枯菌菌液+EPS，pH 6.6；C4，青枯菌菌液+EPS，pH 7.3；D1，青枯菌菌液+LPS ，

pH 5.2；D2，青枯菌菌液+LPS，pH 5.9；D3，青枯菌菌液+LPS，pH 6.6；D4，青枯菌菌液+LPS，pH 7.3。  

图 2  烟株根表吸附青枯菌的扫描电镜观察 

Fig. 2  Observation on the adsorption of R.solanacearum onto tobacco roots surface by scanning electron microscopy 
 

根尖横切面，有更多的菌体及其分泌混和物堆积于

维管束内，其堵塞程度及对细胞的破坏程度更强

（图 3-C1、C2、C3、C4），且 pH 6.6 处理的细胞

间散布的菌体混和物及其对组织的畸形程度最大

（图 3-C3）；而加 LPS的各 pH处理的根尖横切面

白色物质数量及对细胞的破坏程度（图 3-D1、D2、

D3、D4）明显低于青枯菌液处理。 

3  讨  论 

目前研究表明，土壤酸化与烟草青枯病的发生

密切相关。EPS和 LPS作为主要识别子在青枯菌与

寄主吸附识别中发挥重要作用[21]。LPS作为一种膜

外多糖，容易被寄主植物识别，从而引起较强的防

卫反应[22]。EPS能保护青枯菌免受寄主植物的抗病

防御[23]，保护鞭毛和 LPS免受寄主的识别与攻击[24]，

从而促进了青枯菌与烟株根表细胞的吸附识别。本

试验结果显示，pH 6.0、6.5 时单个青枯菌分泌的

EPS量高于 pH 7.0的中性和 pH 7.5、8.0的碱性条

件，从而促进病原与寄主的吸附识别，加重青枯病

的发生；pH 7.0的中性和 pH 7.5碱性条件下，LPS

单产量与总产量高于酸性条件，其对吸附识别过程

的抑制作用较强，而 pH 8.0时青枯菌的数量最少，

LPS总产量最低，单产量仅次于 pH 7.5；因此，土

壤环境的酸碱度可以通过作用于 EPS和 LPS识别  



第 5期                 王贻鸿等：不同 pH下胞外多糖和脂多糖对烟草青枯菌根部定殖的影响                      29 

 

 

 

 

 
注：A1，无菌磷酸缓冲液，pH 6.6。B1-B4，青枯菌菌液。B1，pH 5.2；B2，pH 5.9；B3，pH 6.6；B4，pH 7.3。C1-C4，青枯菌菌液+EPS。C1，pH 

5.2；C2，pH 5.9；C3，pH 6.6；C4，pH 7.3。D1-D4，青枯菌菌液+LPS。D1，pH 5.2；D2，pH 5.9；D3，pH 6.6；D4，pH 7.3.。A1，1000×，B1-D4，

600×。X表示木质部细胞（vascular tissue cell），P代表韧皮部（phlom cell）。 

图 3  烟株根尖横切面维管束细胞的扫描电镜观察 

Fig. 3  Observation on the transverse section of vascular cells in tobacco root tips with scanning electron microscopy 
 

子的分泌量来影响吸附识别过程进而控制青枯病

的发生程度。 

通过试验进一步发现，EPS促进青枯菌在烟株

根部的吸附和侵入，而 LPS则表现为一定程度的抑

制作用，与王胜坤等[25]研究结果基本一致，说明

EPS和LPS对青枯菌在桉树和烟草根部定殖过程的

作用是相同的。本研究同时还测定了不同 pH 条件

EPS和LPS对烟株根表吸附和根内侵入青枯菌数量

的影响，扫描电镜观察显示，接种 24 h时，根表吸

附的青枯菌对根组织已经造成严重的破坏，根冠后

区域肿胀变形；接种 48 h时，根内侵入的青枯菌迅

速繁殖并堆积于维管束，维管束壁细胞破裂，堵塞

导管，从而堵塞发达的疏导系统，影响水分和养分

的运输，造成烟株萎蔫。等浓度的 EPS 和 LPS 菌

液处理中，EPS的促进作用占主导，再加上同条件

下 EPS单产量远大于 LPS单产量，EPS对烟株根表

吸附及根内侵入的促进作用在吸附识别中发挥主

要作用。因此，不同 pH条件 EPS及 LPS分泌量及

其在吸附识别中的作用是影响烟草青枯病发生的

重要原因之一，为揭示酸性土壤中烟草青枯菌与根

部的识别机制以及改善农业防控措施提供理论依

据。 

研究表明[26]，pH 6.5的酸性土壤适宜烟草生长。

而本试验结果表明，pH 6.6的酸性条件下，烟草青
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枯菌分泌的 EPS单产量和总产量均最大，烟株根表

识别吸附青枯菌量最大，根尖及根冠后区域细胞破

损程度和对烟株维管束的阻塞程度最严重，最有利

于青枯病发病。适宜青枯病发病的 pH 条件恰与烟

草宜生长的土壤 pH 条件接近，使得通过调节土壤

pH 的方法降低青枯病发病率的可行性降低。而土

壤中微生物群落对烟株根表识别吸附青枯菌量存

在一定影响，因此在生产中有可能通过增施耐酸性

有益菌来提高土壤微生物活性、筛选耐酸拮抗菌等

防治酸性土壤中烟草青枯病的发生[27]。 

另外值得注意的是，对湖南张家界市慈利县烟

区 100 份病株根际土样 pH 进行测定，结果显示，

pH 6.0～6.6范围内的土样数量的百分比为 52%，而

pH<6.0的土样的百分比为 38%，此 pH范围并不适

宜青枯菌的生长，分析其导致青枯病发生的原因，

其一可能是 pH 较低的土壤的烟株自身抗病能力减

弱[28]，其二可能是根际微生物菌群结构与丰度变差，

有益微生物减少，微生物群落间相互抑制的作用小[29]，

使得青枯菌能长期生存并在较小的浓度下持续侵

染，因此应进一步围绕酸性土壤中烟株的抗病能力

及其微生物群落结构多样性开展相关研究。 

4  结  论  

pH 与烟草根部吸附和侵入青枯菌过程密切相

关。青枯菌的 EPS在酸性条件下分泌旺盛，LPS在

中性和碱性条件下分泌旺盛，但 EPS分泌量远大于

LPS分泌量。EPS促进青枯菌在烟草根部吸附和侵

入，促进青枯菌对根表皮细胞及导管细胞的致畸程

度，LPS抑制青枯菌在根部的吸附和侵入。与 LPS

的抑制作用相比，EPS的促进作用占主导，且在 pH 

6.6时促进作用最明显。pH 7.0的中性和 pH 7.5的

碱性条件下，不利于青枯病发生。 
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