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　　摘要：采用毛细管法测定大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）在４种趋化参数（浓
度、温度、ｐＨ值和时间）下对人参总皂苷的化学趋向性响应。结果表明，大肠杆菌、金黄色葡萄球菌对低浓度人参总
皂苷表现出较强的化学趋向性，与阴性对照组相比，趋化指数分别为３．８６８、３．７５５；与阳性对照组相比，趋化指数分别
为１．０７５、１．１７５。研究结果显示，低浓度的人参总皂苷对２种细菌的化学趋向性有促进作用，但是随着浓度的增加而
减弱。
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　　人参（ＰａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇＣ．Ａ．Ｍｅｙ．）为五加科人参属重要
药用植物，是我国的名贵中药材。然而在人参生长过程中，连

作障碍是影响其规范化种植的主要因素之一。据报道，植物

连作障碍的发生是由多方面因素导致的，如病虫害高发、自毒

物质积累、土壤营养失衡、土壤恶化等［１］。在近几年的研究

中，根系分泌物生态效应的间接作用及土壤微生物种群比例

失调被视为诱发植物连作障碍的主要因素，某些种群微生物

可借助趋化感应（ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓｒｅｓｐｏｎｓｅ）利用根系分泌物中的
特定组分，实现快速增殖，从而对其他有益微生物的生长产生

抑制，以此改变分泌物中的组分和数量，进而为趋化性病原微

生物提供更多碳源、能源，形成恶性循环，使植物生长发育

不良［２－６］。

人参皂苷是人参根系分泌物中一类主要次生代谢产物，

它不仅被视为土壤微生物的基质，同时也在植物体与土壤微

生物之间起着调节作用［７－９］。人参病害暴发流行时期正是人

参根系分泌物分泌最旺盛时期，病害高发是导致人参连作障

碍的先决条件。然而在这期间，关于人参皂苷是否对人参根

际微生物起到趋化作用、能否保持土壤微生态平衡等未见相

关报道。大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）分别属于革兰氏阴性细菌（Ｇ－）、革兰氏阳性
细菌（Ｇ＋），通常被作为模式微生物来研究，这２种细菌在自
然界中无处不在，在空气、土壤、灰尘及人和动物的排泄物中

都可找到它们。大多数学者关注这２种细菌在人体或动物体

内的卫生学及致病性，而忽视了它们在自然界中的存在对植

物生态方面的影响。本试验以大肠杆菌、金黄色葡萄球菌作

为模式菌株，探讨人参皂苷对其化学趋向性的影响，以期为人

参根际微生物的化学趋向性响应的研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌种　大肠杆菌、金黄色葡萄球菌均购自中国科
学院微生物研究所菌种保藏中心。

１．１．２　供试药品　人参根系总皂苷由吉林农业大学张春红
博士提供（纯度８０％）。氯化钠（分析纯），北京化学工业集
团有限责任公司；牛肉膏（生物试剂纯度）、蛋白胨（生物试剂

纯度），北京奥博星生物技术有限责任公司；琼脂粉（Ｈ８１４５），
上海稼丰园艺用品有限公司。

１．１．３　培养基　采用牛肉膏－蛋白胨培养基，液体培养基配
方：５．０ｇ／Ｌ牛肉膏，１０．０ｇ／Ｌ蛋白胨，５．０ｇ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值
７２～７．４；固体培养基配方：５．０ｇ／Ｌ牛肉膏，１０．０ｇ／Ｌ蛋白
胨，５．０ｇ／ＬＮａＣｌ，２０ｇ／Ｌ琼脂，ｐＨ值７．２～７．４。
１．２　方法
１．２．１　菌液的制备　将－７０℃保存的菌种接种到牛肉膏－
蛋白胨固体培养基上，于３７℃条件下培养１８～２４ｈ。挑取单
菌落于适量稀释液（０．９０％ ＮａＣｌ，ｐＨ值７．２）中，充分振荡混
匀后制成一定浓度的菌液（约１０８ＣＦＵ／ｍＬ，Ｄ６２５ｎｍ ＝０．１），通
过稀释得到１０７ＣＦＵ／ｍＬ的菌液，备用。
１．２．２　皂苷溶液的制备　用蒸馏水配制浓度分别为
１２．５０００、１．２５００、０．１２５０、０．０１２５ｍｇ／Ｌ的人参总皂苷溶
液，用０．２２μｍ微孔滤膜过滤除菌，备用。

对照设置：ＣＫ１为阴性对照，成分是无菌水；ＣＫ２为阳性
对照，成分为无菌肉汤培养液。

１．２．３　化学趋向性反应试验　采用改进的毛细管法进行化
学趋向性反应试验［１０］，玻璃毛细管（内径为０．５ｍｍ）一端吸
入人参总皂苷趋化待测液，另一端用热熔胶封闭。将毛细管

插入到含５００μＬ菌液的 １ｍＬ注射器中，３７℃下水平孵育
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６０ｍｉｎ。用无菌水冲毛细管外壁以去除附着的菌液，折断毛
细管后将内含物转入ＥＰ管中，加入４０μＬ无菌水稀释３倍，
再将溶液吸出，均匀涂抹在固体平板上，反复操作５次。平板
于３７℃培养２４ｈ，统计单菌落的平均数。以单菌落的数量来
衡量大肠杆菌和金黄色葡萄球菌化学趋向性的大小。

１．２．４　趋化指数的测定　趋化指数＝（Ｓ－ＳＣＫ）／ＳＣＫ。式中：
Ｓ为２种细菌对人参总皂苷的趋化参数；ＳＣＫ为２种细菌相较
于对照试验组的趋化参数。

１．２．５　不同浓度人参总皂苷对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌化
学趋向性的影响　将配置好的人参总皂苷溶液（１２．５０００、
１２５００、０．１２５０、０．０１２５ｍｇ／Ｌ）按“１．２．３”节的方法进行趋
化试验。

１．２．６　温度对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌化学趋向性的影响
　将２种细菌置于不同温度（２５、３０、３５、４０℃）下培养，按
“１２．３”节的方法进行趋化试验，其中培养大肠杆菌、金黄色
葡萄球菌的人参总皂苷浓度分别为０．０１２５、０．１２５０ｍｇ／Ｌ。
１．２．７　ｐＨ值对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌化学趋向性的影
响　分别将浓度为０．０１２５、０．１２５０ｍｇ／Ｌ的人参总皂苷溶液
配制成不同的ｐＨ值（５、６、７、８），按“１．２．３”节的方法进行趋
化试验，２种细菌都在４０℃条件下培养。
１．２．８　培养时间对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌化学趋向性的
影响　将ｐＨ值为７、浓度分别为０．０１２５、０．１２５０ｍｇ／Ｌ的人
参总皂苷溶液设置不同培养时间（０、３０、４５、６０、７５ｍｉｎ），按
“１２．３”节的方法进行趋化试验，２种细菌都在４０℃条件下
培养。

１．２．９　大肠杆菌、金黄色葡萄球菌在最优趋化参数下对人参
总皂苷的化学趋向性响应　综合筛选以上４种条件下趋化现
象最为明显的试验参数，按“１．２．３”节的方法进行趋化试验。
１．２．１０　数据分析　本试验均重复５次，试验数据取“平均
值±标准差”。试验数据采用Ｅｘｃｅｌ２００７软件进行处理，利用
ＳＰＳＳ１８．０中的单因素方差分析（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）结合
ＬＳＤ法对统计结果进行显著性方差分析。

２　结果与分析

２．１　不同浓度人参总皂苷对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌化学
趋向性的影响

如图１所示，大肠杆菌、金黄色葡萄球菌分别对４种浓度
的人参总皂苷表现出化学趋向性响应。其中，当人参总皂苷

浓度为０．０１２５ｍｇ／Ｌ时，大肠杆菌的化学趋向性最明显，而
金黄色葡萄球菌则对０．１２５０ｍｇ／Ｌ浓度的人参总皂苷的化
学趋向性最强，且二者都显著高于对照１、对照２（Ｐ＜０．０５），
趋化指数分别为３．８９１、１．１５５，３．９２９、１．２０６。随着溶液浓度
的逐级递增，大肠杆菌的化学趋向性减弱，而金黄色葡萄球菌

的化学趋向性先增强后减弱，呈现低浓度大于高浓度的趋势。

２．２　温度对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌化学趋向性的影响
如图２所示，当培养温度不同时，大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌对人参总皂苷都表现出敏感的化学趋向性，且２种细菌
的化学趋向性都随温度的增加而增强。一个有趣的现象是，２
种细菌在培养温度为２５、３０℃试验组中所表现出来的化学趋
向性要显著低于３５、４０℃试验组（Ｐ＜０．０５），而在培养温度
为４０℃的试验组中，２种细菌所表现出的化学趋向性最强、

单菌落数量最多，且均显著高于其他试验组（Ｐ＜０．０５）。
２．３　ｐＨ值对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌化学趋向性的影响

如图３所示，大肠杆菌、金黄色葡萄球菌对不同 ｐＨ值的
人参总皂苷培养液均表现出化学趋向性响应，但是随着 ｐＨ
值的逐渐增加，２种细菌的化学趋向性都出现先增强后减弱
的趋势。中性和偏碱性（ｐＨ值 ＝７、８）试验组的化学趋向性
要明显强于酸性、偏弱酸性（ｐＨ值＝５、６）试验组（Ｐ＜０．０５），
且都在ｐＨ值＝７时达到最大趋化值。结果显示，当 ｐＨ值继
续增加，不会增强２种细菌的化学趋向性响应，这可能与细菌
生存的最适ｐＨ值存在一定的偶联关系。

２．４　培养时间对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌化学趋向性的
影响

如图４所示，随着培养时间的延长，大肠杆菌、金黄色葡
萄球菌对人参总皂苷的化学趋向性都呈现先增强后减弱的趋

势，且都显著高于０ｍｉｎ试验组。其中，２种细菌在培养６０、
７５ｍｉｎ时的化学趋向性明显高于培养３０、４５ｍｉｎ试验组，尤
其在 ６０ｍｉｎ时的化学趋向性最强且显著高于其他试验组
（Ｐ＜０．０５）。结果还表明，随着培养时间的进一步延长，２种
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细菌的化学趋向性会受到一定的限制。

２．５　大肠杆菌、金黄色葡萄球菌在最优趋化参数下对人参总
皂苷化学趋向性的响应

如图５所示，通过对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌进行不同
人参总皂苷浓度、培养温度、ｐＨ值及趋化时间条件下的化学
趋向性研究发现，大肠杆菌对于浓度为０．０１２５ｍｇ／Ｌ的人参
总皂苷，在ｐＨ值＝７、培养温度为４０℃、培养时间为 ６０ｍｉｎ
的条件下达到最大趋化值，显著高于对照 １、对照 ２（Ｐ＜
００５），趋化指数分别为３．８６８、１．０７５；而金黄色葡萄球菌则
对浓度为０．１２５０ｍｇ／Ｌ的人参总皂苷在ｐＨ值＝７、培养温度
为４０℃、培养时间为６０ｍｉｎ时达到最大趋化值，显著高于对
照１、对照２（Ｐ＜０．０５），趋化指数分别为３．７５５、１．１７５。由此
看出，２种模式细菌在最优趋化参数条件下对人参总皂苷都
表现出较强的化学趋向性响应。

３　结论与讨论

有报道指出，不同浓度下的人参根系分泌物不仅影响人

参根际微生物的生长、繁殖及种群分布，而且分泌物中自毒性

物质的浓度效应同样影响人参种子的萌发及幼苗生长［１１－１７］。

自然条件下次生代谢物质的浓度效应对于阐明化学趋向性具

有重要意义，只有在特定的浓度下才能显示较强的化学趋向

性响应。在本试验中，２种模式细菌都对低浓度的人参总皂
苷表现出较强的化学趋向性响应，但是随着浓度的增加而减

弱。于是笔者推测，低浓度的人参根系分泌物可能会引起人

参根际土壤微生物的化学趋向性响应，以至于改变微生物的

群落结构，进而对人参的生长产生一定影响。

在自然界中，存在许多与植物生长代谢相关的微生物，且

它们其中大部分都具有群体效应，如某些植物病原菌可利用

自身群体效应来调控对宿主植物根际的定殖过程及其致病

性［１８－１９］。然而人参根际土壤中的微生物是否存在群体效应，

其作用机制又是什么，这种效应与人参根系分泌物及某些趋

化性微生物之间又存在何种联系等还有待深入研究。
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