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假单胞菌荧光与非荧光铁载体对铁离子 
的应答差异 
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摘  要: 假单胞菌既能产荧光铁载体也能产非荧光铁载体。通过对假单胞菌在不同铁离子浓度下, 

在通用 CAS(Chrome azroul S)检测平板、改进的蔗糖-天冬氨酸(SA)平板(MSA)上以及通用液体

CAS 培养基和 MSA 培养基内的铁载体产生情况的比较, 发现在通用 CAS 的液体培养基上产生的

主要为非荧光铁载体(pyochelin), 而在改进的MSA培养基上产生的主要为荧光铁载体(pyoverdine); 

在铁离子的应答方面, pyoverdine 较 pyochelin 灵敏, 较低的铁离子浓度即可抑制荧光铁载体的产

生, 但是不能抑制非荧光铁载体。 
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Different Response of Dluorescent and Non-fluorescent 
Siderophores from Pseudomonas to Ferric Iron 
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Abstract: We have studied the influence of ferric iron on the production of siderophore (microbial iron 
transport compound) from Pseudomonas sp. on universal CAS (Chrome azroul S) assay agar and modified 
sugar-aspartic acid (MSA) agar or liquid medium respectively. The results showed that the non-fluorescent 
siderophores (pyochelin) were produced on universal CAS assay agar and liquid medium and fluorescent 
siderophores (pyoverdine) on MSA agar and liquid medium; and the pyoverdine was more sensitive to the 
response of ferric iron whatever on agar plate or in liquid medium. 

Keywords: Siderophore, Pyochelin, Pyoverdine, Iron(Ⅲ), Pseudomonas

铁载体是生物体在周围环境缺乏铁离子的条件

下, 向周围的环境分泌的一种可溶性的小分子量的
短肽[1]与铁离子有很高的结合能力[2]。虽然铁元素在

地壳中含量占第四位, 大部分的铁元素以固体的形
式存在, 在周围环境中可被生物体利用的游离铁离
子浓度极低[3]。生物体特别是微生物通过自身分泌
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铁载体或者利用其他微生物产生的铁载体与环境中

低浓度的铁离子紧密结合, 以主动运输方式, 将环
境中铁离子运输到细胞内 ,  以满足生物体生理需 
要[4]。 

假单胞菌为农业上应用极为广泛的微生物, 能
够显著地促进马铃薯的产量[5], 提高禾本科植物、很
多是粮食作物和经济作物的抗病虫害能力[6]。研究

显示, 假单胞菌还能与很多的病原微生物竞争铁离
子, 使得病原微生物缺乏铁元素, 从而抑制了病原
微生物的生长[7]。但是假单胞菌又是一种机会致病

菌, 导致肺炎, 研究表明致病的机制也和铁载体的
分泌有关[8]。 

按照铁载体的荧光特性, 铁载体可以分为荧光
与非荧光两大类; 假单胞菌在不同条件下可分泌两
种类型的铁载体[9]。2003年, Eun-Jin等人报道铜绿
假单胞菌在铁缺乏的条件下可以分泌 pyoverdine 和
pyochelin 两类铁载体[10]; 环境中的游离铁离子浓度
约为 10−17 mol/L[11], 非荧光铁载体-pyochelin与铁铁
离子的结合能力为 1.5×10−7mol/L[12], 因此不能单
独依靠假单胞菌 pyochelin 来吸收环境中微量的铁
离子 ;  而假单胞菌分泌的另外一种荧光铁载体
-pyoverdine与铁离子的结合能力大于 10−20 mol/L[13], 
所以在环境中铁离子浓度极其微量时, pyoverdine仍
能从环境中吸收极其微量的铁离子; 因此假单胞菌
分泌的两种铁载体 pyoverdine和 pyochelin与铁离子
的结合能力不同, 两者对铁离子浓度的应答会有所 
差异。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
Pseudomonas  sp. 菌株是从武汉东湖浅表层 

(20 cm)处分离得到的, 由本实验室进行了生理生化
和 16S rRNA序列分析鉴定并保藏(结果未发表)。 

1.2  通用 CAS 染色液的配制 
通用 CAS 检测平板的染色液的配制根据文 

献[14]。 

1.3  不同铁离子浓度的液体培养基及固体检测平

板的制作 
通用的 CAS(Chrome azurol S)固体检测平板以

及液体培养基(不含染色液)是根据文献[14]配制;  
改进的蔗糖-天冬氨酸培养基(MSA)是以文献 

 

[15]的蔗糖-天冬酰胺培养基为基础, 文献将它用于
假单胞菌和镰孢霉的培养, 而我们是对假单胞菌产
铁载体方面的研究 , 对培养基进行了相应的改进 , 
通过 20种天然氨基酸替代试验, 发现将天冬酰胺以
天冬氨酸来代替(结果未发表)。其他的培养基成分
保持不变。固体培养基加入 2%的琼脂粉。 

在倒平板之前加入过滤除菌的 FeCl3, 使得铁
离子终浓度分别为：0 μmol/L、20 μmol/L、40 μmol/L, 
再铺一张灭过菌的小圆滤纸片; 而在制作不同铁离
子浓度的液体培养基时, 在接菌之前加入 FeCl3, 使
得铁离子的终浓度分别为：0 μmol/L、2.5 μmol/L、
12.5 μmol/L、25 μmol/L和 50 μmol/L。对于液体培
养基来说 , 每个浓度铁离子的培养基都准备两份 , 
一份用于接菌, 另外一份作为培养基的空白对照。 

1.4  固体平板检测 
在固体平板上接种 10 μL, 106 CFU/mL的菌液, 

放置 30 min后, 28°C倒置培养 12 h, 然后进行普通
照相与荧光照相, 荧光照相的曝光时间为 7 s。 

1.5  液体检测 
1.5.1  ΔOD630 测定总的铁载体量：将已活化的菌液

按 1%的接种量接入 20 mL 含有不同浓度铁离子的
液体的通用 CAS液体培养基与液体的MSA 培养基
中, 28°C 200 r/min 培养 12 h; 每个浓度的菌悬液取
5 mL, 10°C 10000 r/min 离心 10 min, 取 4 mL上清
液与 CAS 蓝色染液混合均匀, 室温放置 30min; 取 
4 mL 的培养基对照与等体积的 CAS 蓝色染液混合
均匀, 分别测定OD630的值, ΔOD630＝前者的OD630−

后者的 OD630。 
1.5.2  OD400 测定 pyoverdine 量：接种及获得上清

方法同上, 用 752 型紫外分光光度计测定培养基上
清的 OD400值。 

2  结果与讨论 

2.1  通用 CAS 平板试验 
如图 1所示, A、B、C为普通的照片, 随着从 A

到 C 铁离子浓度的增大, 假单胞菌分泌铁载体的量
不断减少; a, b, c为相应的荧光照片, 除了 a有少量
的荧光, b和 c几乎没有荧光。结果显示：在 CAS 通
用平板上假单胞菌主要分泌非荧光类铁载体, 只有
极少量的荧光类铁载体, 铁载体圈主要是由非荧光
铁载体 pyochelin产生。 
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图 1  通用 CAS 检测平板 
Fig. 1  Universal CAS detection plate 
注: 外加铁离子的浓度：A和 a为 0 μmol/L; B和 b为 20 μmol/L; C
和 c为 40 μmol/L。A、B、C为普通照片; a、b、c为荧光照片, 曝
光时间为 7 s 
Note: Iron for addition. The concentration of iron in A and a, B and 
b, C and c was 0 μmol/L, 20 μmol/L and 40 μmol/L, respectively. A, 
B, and C were normal photographs. a, b and c were fluorescence 
photographs. The exposure time was 7 s 

 
2.2  改进的 MSA 固体平板试验 

如图 2所示, 在没有外加铁离子的条件下, A的
铁载体圈最大, 而且相应 a的荧光也最强。 
  

 
 
图 2  改进的 MSA 检测平板 
Fig. 2  The modified MSA detection plate  
注：外加铁离子的浓度：A和 a为 0 μmol/L, B和 b为 20 μmol/L, C
和 c为 40 μmol/L。A, B, C为普通照片; a, b, c为荧光照片, 曝光时
间为 7 s 
Note: Iron for addition. The concentration of iron in A and a, B and 
b, C and c was 0 μmol/L, 20 μmol/L and 40 μmol/L, respectively. A, 
B, and C were normal photographs. a, b and c were fluorescence 
photographs. The exposure time was 7 s 

 
随着MSA固体平板上铁离子浓度的升高, 从 B

到C, 铁载体的圈迅速减小, 并且从荧光较强的 b变
成几乎没有荧光的 c; 即在平板上能够产生明显的 

铁载体圈见图 2C, 而没有明显的荧光见图 2c, 说明
在图 2C 中产生的铁载体圈是由非荧光铁载体

pyochelin产生。 
1987年, Schwyn和 Neilands构建了通用的 CAS

检测平板用于铁载体的检测[14]。文献[16]报道假单
胞菌在缺乏铁离子条件下, 可分泌在紫外线照射下
产荧光的 pyoverdine 和不产荧光的 pyochelin 两种
类型的铁载体。当在通用的 CAS 平板上再外加入
20 μmol/L 的铁离子时荧光消失, 表明荧光铁载体
pyoverdine 消失, 见图 1b, 但仍然有明显的铁载体
圈, 表明是由非荧光的 pyochelin 产生的; 而在含有
40 μmol/L的铁离子时, MSA平板上时荧光消失, 见
图 2c, 同样有明显的铁载体圈, 但是铁载体圈的直
径 要 远 小 于 前 者 ; 结 果 显 示 , 荧 光 铁 载 体
pyoverdine 对铁离子的应答较非荧光铁载体
pyochelin灵敏, 在通用CAS平板上大多是 pyochelin, 
而在 MSA平板上主要是荧光铁载体 pyoverdine; 两
组平板都说明了只有在极低的铁离子浓度下才分泌

荧光铁载体 pyoverdine, 而非荧光铁载体 pyochelin
在较高的铁离子浓度下仍然分泌。 

2.3  液体 CAS 培养基试验 
文献[17]报道, ΔOD630 值变化和铁载体的变化

成一定的线性关系; 1999年, Milagres等人发现假单
胞菌荧光类的铁载体在 400 nm 处有特异的吸收 
峰[18]。 如图 3所示, 在液体 CAS培养基中, 代表总
的铁载体量的ΔOD630 值随着铁离子浓度的上升而

下降; 而 OD400 值保持在较低的背景值水平, 只有
在没有外加铁离子的条件下有一定的 OD400 值; 当
外加铁离子达到 2.5 μmol/L 以上时, 产生的几乎全
为非荧光铁载体 pyochelin。结果显示：当外加铁离
子达到 2.5 μmol/L时, 液体 CAS培养基中的 OD400

值趋于 0, 即无荧光铁载体 pyoverdine产生, 而只有
当铁离子浓度达到 50 μmol/L时, 总的铁载体量, 即
ΔOD630 值趋于 0, 即此时还没有非荧光铁载体
pyochelin 分泌, 以上结果显示：在对铁离子的应答
方面 , 荧光铁载体 pyoverdine 较非荧光铁载体
pyochelin 灵敏。 

2.4  液体 MSA 培养基试验 
如图 4所示, 在液体 MSA培养基中, 铁载体的

量随着液体培养基中铁离子浓度的上升而下降, 并
且较在液体的 CAS 培养基明显; OD400 值的减少 
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图 3  液体 CAS 培养基. 28°C, 培养 12 h 后, 将无细胞上

清与蓝色 CAS 染色液 1：1 混合均匀, 室温放置 30 min, 
测定结果 
Fig. 3  Liquid CAS medium. Culture for 12 h at 28°C, and 
the cell free supernatant was collection, and combined with 
liquid CAS, than 30 min at room temperature. And the re-
sult was detected 
 

 
 

图 4  液体 MSA 培养基 
Fig. 4  Liquid modified MSA medium 
注: 28°C, 培养 12 h后, 将无细胞上清与蓝色 CAS染色液 1：1混合
均匀, 室温放置 30 min, 测定结果 
Note: Culture for 12 h at 28°C, and the cell free supernatant was 
collection, and combined with liquid CAS, than 30 min at room 
temperature. And the result was detected 
 
速率比ΔOD630 值的减少速率较大, 如图 4, 即在加
入微量的铁离子时 , 我们推测荧光铁载体 pyover- 
dine的量迅速下降, 而非荧光的铁载体 pyochelin则
此时没有明显的变化, 从而导致了荧光铁载体迅速
下降速度小于总的铁载体, 这也同样说明在对铁离
子的应答方面, 荧光铁载体 pyoverdine 较非荧光铁
载体 pyochelin灵敏。   

以上实验结果显示, 虽然在固体平板与液体培

养基中抑制铁载体产生所需要的铁离子浓度不同 , 

但是随着铁离子浓度的增加铁载体量的减少的规律

是一致的, 并且在低浓度的铁离子条件下, 荧光铁

载体即受到明显的抑制, 而只有在较高的铁离子浓

度下非荧光的铁载体才被铁离子所抑制; 即荧光铁

载体 pyoverdine 对铁离子的应答较非荧光铁载体

pyochelin 灵敏; 推测假单胞菌等根圈菌在周围环境

中的铁离子浓度极低, 或者在与其他微生物竞争微

量的铁离子的情况下, 可能通过向周围环境分泌与

铁离子有更高结合能力并且对铁离子极其敏感的荧

光类铁载体(pyoverdine)来提高生存和竞争能力; 在

周围环境中的铁离子相对不是极其缺乏的条件下 , 

一般可能通过分泌非荧光铁载体(pyochelin), 即可

满足自身的需要, 不需要消耗更多的能量去合成荧

光类的铁载体; 这样调控方式能灵活地对周围环境

的铁离子作出反应, 更能够适应环境。 
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专论与综述论文的撰写要点 
 

 

专论与综述是本刊重要栏目之一, 主要反映国内外微生物学各分支学科研究最新成果和进展, 其内容
要求新颖丰富, 观点明确, 论述恰当, 最好包含作者自己的工作内容和见解。因此, 作者在动笔之前必须明
确选题, 一般原则上应选择在理论和实践中具有重要意义的学科专题进行论述。围绕专题所涉及的各个方面, 
在综合分析和评价已有资料基础上提出其演变规律和趋势。即掌握其内在的精髓, 深入到专题研究的本质, 
论述其发展前景。作者通过回顾、观察和展望, 提出合乎逻辑并具有启迪性的看法和建议。另外, 作者也可
以采用以汇集文献资料为主的写作方法, 辅以注释, 客观而有少量评述, 使读者对该专题的过去、现在和将
来有一个全面、足够的认识。 

需要特别说明的是：在专论与综述中引用的文献应该主要是近 5 年国内外正式发表的研究论文, 引用
文献数量不限。 
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