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(中山大学生命科学学院 , 广州 510275)

摘　要　菌株 256悬液的冰核实验表明: 冰核数与菌体细胞数的比率同培养温度、 培养基组

成、 菌龄和基因型有关 . 该菌冰核活性的最适培养条件是生长在内含 5%的甘油肉汁胨琼脂培

养基上在 20～ 24℃时培养 6 d时间 . 物理和化学处理对菌体的冰核活性的影响各不相同 .
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利用冰核形成颗粒实行人工降雨改善干旱地区的气候条件增加降雨量由来已久
[ 1]
. 目

前 , 通常使用人工降雨的冰核物质有两类 , 一类是无机物 . 主要是 Ag l
[2 ]
. 另一类是人工合

成的有机物 [3 ] .以上这些冰核物质与自然产生的冰核物相比无论从经济上 ,还是从环保角度

都是不可取的 .自从 Schnel l和 Vali报道大气中有一部分冰核是生物体产生以来 ,人们进行

了深入研究后发现 ,某些细菌具有相对较高的冰核性
[4～ 6 ]

.本工作是试图研究菌株 256发挥

冰核活性的最佳条件及其冰核能力的大小 .

1　材料和方法

1. 1　菌　种　

256号菌来源于本室自己分离的菌株 .

1. 2　培养基　

NA ( Nutrient agar )培养基: 蛋白胨 1% , 牛肉膏 0. 3% , NaCl 0. 5% , 琼脂 2% , pH

7. 4～ 7. 8; N AG ( Nutrient glycerol ag ar)培养基: N A培养基+ 2. 5%甘油 ; MB ( Minimal

bro th )培养基: 葡萄糖 0. 1% , K2 HPO4 0. 7% , ( N H) 2 SO4 0. 1% , 柠檬酸钠 0. 05% M gSO4

· 7H2O 0. 01% ; M A ( Minimal aga r) 培养基: M B培养基+ 琼脂 ; NDA ( Nutrient sugar

agar) 培养基: N A培养基+ 2. 5%蔗糖 .

1. 3　 - 5℃时菌悬液冰核活性的测定

取培养好的菌体制成菌悬液 , 试验温度稳定在 ( - 5± 0. 2)℃之间 , 所测样品均置于冷

库中预冷 3 h. 菌悬液的冰核活性是通过微滴结冰法测定的 ,单位体积内的菌悬液的冰核活

性总数 N ( T ) 是通过下列方程计算出来
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N ( T ) = - 1
V
lnf

　　 f 等于在温度 T时未结冰部分 , V是每滴体积 .

2　结果与讨论

2. 1　培养基成分与培养温度对冰核活性的影响

菌株 256采用 NAG, N A, M A, MB培养基 , 分别在不同温度条件下培养 1 d, 液体

培养基在摇床上振荡培养 , 观察结果 , 计算频率值列于表 1中 , 结果表明: 冰核菌生

长受多种因素影响 .在 28℃和 32℃时菌体生

长比 16℃时要好 , 但其冰核活性要低得多 .

当 NA中添加甘油时 ,冰核频率明显提高 .固

体培养基比液体培养基冰核频率要高 , 可能

是由于生长导致 pH下降有关 .由此可见 ,菌

体生长与冰核活性所要求的条件并不一致 ,

冰核菌的冰核活性可能对温度敏感 , 当温度

超出一定范围 , 冰核活性明显下降 .

表 1　不同培养条件对 256菌株冰核活性影响

生长条件

培养基 温度℃
冰核频率

每 个 冰 核

所需的细胞

NAG 16 1. 06× 10- 2 94

N A 16 2. 05× 10- 4 4 873

N A 32 7. 7× 10- 5 13 000

MA 28 1. 2× 10- 4 8 500

M B 28 1. 96× 10- 6 510 000

2. 2　生长温度与菌龄对冰核活性影响

图 1表明: 生长在 24℃时 3 d时间的冰核活性是生长在 32℃时 3 d时间的近 10
5
倍 .而

生长在 24 h的冰核活性是生长在 12 h的 10
5
倍 ,但生长在 20～ 24℃时 ,冰核活性相差无几 .

同时菌龄也对冰核活性有明显影响 .生长在 24℃时菌龄从 1 d到 3 d,培养物的冰核活性提

高 8倍 , 从 3 d到 6 d提高 7倍 , 6 d以后活性开始下降 .

2. 3　最佳培养基的选择
从表 1或可以看出 , 不同培养基对冰核活性有较大影响 , 考虑到菌体生长情况 , 我们

采用 NAG, NDA, N A三种培养基作对比性试验 , 结果见图 2. N AG和 NDA培养基差别

不大 , 出现冰核活性温度分别 - 2. 3℃和 - 2. 4℃ , N A培养基则为 - 4. 2℃ . 因此 , 对 256

号菌种来说 , N AG是最好培养基 .

图 1　 256号菌的生长温度与时间对冰核活性影响　　图 2　培养基组成 256菌的冰核活性影响

 - - - 6d; ▲ -▲ -▲ - 3d; ■ -■ -■ 1d　　　　▲ -▲ -▲ - NAG; □ -□ -□ - NDA; ■ -■ -■ - NA

2. 4　培养基中甘油作碳源的最佳配比
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综合 NAG, NDA, N A, MA, MB培养基的试验结果 , 可以发现甘油对冰核活性的影

响 . 因为碳源是培养基中的主要组成成分 , 对冰核菌的冰核活性有重要影响 . 因此 , 试验

用不同含量的甘油加入培养基中测定冰核活性 .图 3表明随着甘油含量增加到 5% ,冰核活

性不再增加 .

2. 5　不同 pH的影响

任何细菌的生长都有一个 pH范围 ,太高或太低对生长都不利 ,相应地也会对菌体的冰

核活性产生影响 . 图 4表明 , 生长在 pH 7～ 8之间时 , 菌株 256的冰核活性最高 , 在高于

pH 8或低于 pH 6时 , 其生长情况和冰核活性都受到影响 , 可能是因为生长受到抑制而导

致冰核活性下降 , 尤其是在 pH 5. 5时 , 随着 pH降低 , 冰核活性的降幅更大 .

图 3　甘油对 256菌株的冰核活性影响　　　　　　图 4　生长 pH对冰核活性影响

2. 6　理化因素对冰核活性的影响

为了进一步了解冰核活性菌的特点 , 掌握冰核菌的活动规律 , 让其冰核活性以最佳状

态发挥出来 .参考 Vali等人的方法 ,对一些理化因子作了如下试验 . 从表 2中可以看出 ,通

过加热、超声波破碎细胞使该菌在 - 5℃时失去冰核活性 . 通过膜过滤和离心处理 , 冰核活

性只存在于膜上和离心沉淀物中 , 而滤液和上清液在 - 5℃时不具有冰核活性 . 因此 , 菌体

冰核活性与细胞的完整性有关 .进一步试验表明菌体冰核活性物质可能存在于细胞壁上 .因

为象结晶紫、美兰等染料之类的大分子物质通过与细胞壁结合 ,破坏了冰核菌的冰核活性 .

但是象刚果红这类染料因不与细胞壁结合 , 所以并未损害冰核活性 . 同样象青霉素等抗生

素类物质 , 在细胞生长过程中 , 能抑制细胞壁合成 , 但是对未生长繁殖细胞并不影响细胞

壁合成 , 所以也不影响冰核菌的冰核活性 .

2. 7　冰核菌的结冰试验

将菌株 256和对照 A· S1· 1238 Escherichia col i按要求配制成一定浓度进行试验 . 从

表 3中可以看出: 对 10 mL的 256号菌悬液三个稀释度与自来水相比 , 完全结冰比自来水

分别快 58 min, 51 min,和 46 min.而 10 mL的 A· S1· 1238菌悬液比自来水仅快 11 min.

因此 , A· S1· 1238菌悬液在水结冰过程中只起到普通物质的颗粒作用 , 由此可见并不是

任何细菌都有冰核活性 . 但菌株 256悬液对水结冰确实起到的催化作用 .

综上所述: 初步确定菌株 256冰核活性菌发挥冰核活性的最佳条件 , 并探讨了一些影

响冰核活性的因素 , 结冰试验表明利用菌株 256冰核菌进行大量制冰可能是一条崭新的节

省能源的路子 .
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表 2　一些理化因子对 256菌株冰核活性的影响

处　理
方　式

超声波处理 离心处理 过滤处理 其　它　因　素　处　理

对照
超声波
处理 对照

离心
沉淀

离心
上清液 对照 滤液

膜上
沉淀物 对照

青霉素
处理

热
处
理

结晶紫
处理

美兰
处理

刚果红
处理

每个冰
核所需
的菌数

197. 5 17702 232 289 > 107 227 > 107 341 234 353 > 107 > 107 83736 297

表 3　冰核活性的结冰试验

项　目
菌悬液浓度

个 /mL

10 m L菌悬液完全

结冰时间 ( min)

30 mL菌悬液完全

结冰时间 ( min)

256菌株

107 91 138

106 98 147

105 103 150

A· S1· 1238 107 138 207

自来水 - 149 230
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Studies on Ice Nuclea tion Activity of a Bacterium

Liu Yuhuan
 

Abstracts　 Ice nucleation test of bacterial suspension o f Erwinia sp strain 256 indicated the

ra tio between o f the number o f ice nuclei and number of bacterial cel ls in a cul ture w as

found to vary wi th incubation temperature、 g row th medium and composi tion、 cul ture age.

optimal condi tion for ice- nucleus production of ice nucleus bacterium included: incubation

o f the bacterial cel ls at 20～ 24℃ on nutrient aga r containing 5% g lycero l by 6 days.

physical and chemical ag ents have dif ferent ef fect on ice nucleation activ ity

Keywords　 ice nucleus , ice nucleation activi ty

75增刊 2　　　　　　　　　　　　刘玉焕: 冰核细菌的研究　　　　　　　　　　　　　　　

 Schoo l o f Life Sciences, Zhong shan Univ er sity , Guang zhou 510275


