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副溶血弧菌菌株 1211Υ的活的非可培养状态

姚 斐 寇运同 陈 刚 纪伟尚 徐怀恕

青岛海洋大学海洋生命学院

山东省商检局 青岛

提要 将副溶血弧菌 ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ)菌株 培养于低温贫养条件下 以平板菌

落计数法 °≤ 和最大近似数法 ° 检测可培养细菌数 ∗ 后表明可培养数下降为

零 ∀吖啶橙荧光显微镜直接计数法 ⁄≤ 检测细菌总数 表明细菌总数始终变化不大 而活菌

直接计数法 ⁄∂≤ 检测到的活菌数保持在 个 ∀本实验证明了副溶血弧菌 株在一

定的条件下可进入活的非可培养状态 ∂ ≤ ∀

关键词 副溶血弧菌菌株 活的非可培养状态 细菌

副溶血弧菌 ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ) 是在海洋及

盐湖环境中分布极为广泛的一种致病性嗜盐细菌 是

鱼虾贝等水产经济动物的主要致病菌之一 在急性肠

炎病人的粪便中也很容易分离到 ∀近 人们发现在

夏秋季节的沿海地区经常发生的爆发性食物中毒主

要是由于食用含有大量副溶血弧菌的海产品而引起

的 即使是在非沿海地区 食用被此菌污染的盐渍食

品 亦常有食物中毒发生 ∀因此 已引起世界各国有关

部门对该菌的高度重视 ∀一般在冬季不易检出此菌
≈ 并且象霍乱弧菌和创伤弧菌一样 副溶血弧菌在

冬季的暴发频率和发病水平都远远低于夏季 ∀

许多海洋细菌 特别是弧菌属 在饥饿的情况下

可以通过一系列的细胞生理和形态变化而存活很长

时间 ∀ 年徐怀恕等通过对霍乱弧菌和大肠杆菌

存活规律的研究 首次提出了细菌 /活的非可培养状

态0 ∂ ∏ ∏ ∏ ≥ ∂ ≤ 即细菌处于

不良环境条件下 细胞缩成球形 用常规方法培养不

能使其生长繁殖 但仍然是活的一种特殊存活形式
≈ ∀到目前为止 微生物学家们已发现有许多人类致

病细菌 例如创伤弧菌 !大肠杆菌 !肠炎沙门氏菌 !索

氏志贺氏菌 !杀鲑气单胞菌和空肠弯曲杆菌等 当它

们处于低温和贫营养的环境中时 可以进入这种活的

非可培养状态 而并非死亡了 ∀

对一些致病细菌来说 在导致活的非可培养状态

的因素中 低温和营养的被剥夺是最主要的原因 ∀了

解副溶血弧菌在这种低温和贫营养的环境中能否存

活 并且是以何种方式存活是非常重要的 ∀因为进入

活的非可培养状态的细菌在一定的条件下可以复苏

并仍具有毒力 所以如果副溶血弧菌存在着活的非可

培养状态话 那么用传统的平板计数法就无法将其检

出 就有可能会在实践中造成漏检 使活的非可培养

状态的副溶血弧菌在特定的条件下复苏造成该病的

暴发性流行 ∀本文通过将副溶血弧菌 株培养于

ε 的通过 Λ 滤膜过滤除菌的陈海水中 研究

其存活情况 证实了副溶血弧菌 株确实存在着

/ 活的非可培养状态0 ∀

实验材料和方法

实验菌株

副溶血弧菌 ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ) 株 取

自中国预防医学科学院流行病研究所 ∀

实验水体

实验用水采自青岛沿海水域 盐度 ∀水

样在实验室中陈化 后 用 Λ 微孔滤膜过滤

以除去颗粒物质 ∀在 经过专门设置橡皮塞上

带取样管的三角烧瓶中 如图 装入 过滤的

海水 ε 蒸汽灭菌 ∀同时制备两瓶供平行实

验用 ∀
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图 本实验专用三角烧瓶

ƒ × ∏

¬

菌株的培养

将经过活化和纯化的副溶血弧菌接种于 ∞

斜面上 ε 培养 沿试管壁轻轻加入 无菌

无颗粒的生理盐水 然后在室温下静置数小时 使细

菌自由地游动到水中 以防止菌块带入到实验水体

中 ∀

实验条件

用吖啶橙荧光显微镜直接计数法 ⁄≤ 测得

菌液的含菌量为 个 ∀取 菌液接种到实验

三角烧瓶中 放入 ε 冰箱中 刚开始每隔

后每隔 取样检查细菌数的变化 ∀

细菌计数

用平板菌落计数法 °≤ 和最大近似数

法 ° 测定可培养菌数 具体方法参见文献≈ ∀

其中平板菌落计数法使用的非选择性培养基为

∞琼脂 选择性培养基为 ×≤ ≥琼脂 北京陆桥商

检新技术公司生产 ∀最大近似值数采用三个稀释度

三管法 培养基为 ∞液体培养基 ∀

吖啶橙荧光显微镜直接计数法 ⁄≤

检查总菌数的变化 活菌直接计数法 ⁄∂≤ 检查总活

菌数的变化 ∀具体方法参照文献≈ ∀

结果与讨论

计数结果

接种到陈化的海水中的副溶血弧菌 在 ε 下

进行培养 由于海水中的有机物含量很低 又处于低

温条件下 从图 可以看出 由于副溶血弧菌进入非

可培养状态后便不能正常地生长繁殖 可培养的菌

数逐渐下降 ∀其中以 ×≤ ≥平板计数法和 ∞平板

计数法 可培养的细菌数下降得最快 在第 天的时

候到达零 而 ° 法 于 时可培养菌数才到达

零 ∀但吖啶橙荧光显微镜直接计数法 ⁄≤ 结果表

明总菌数一直没有很大的变化 活菌直接镜检计数

法 ⁄∂≤ 检测到大多数的细菌能在萘啶酮酸的刺激

下利用营养物质生长却不能进行分裂 ∀在实验进行

到第 天时 可培养的细菌数已降为零 总菌数几乎

没有变化 而活菌数只比总菌数低了约两个数量级

每毫升中仍有 个活菌 ∀这说明大部分的副溶血弧

菌都已处于活的非可培养状态 ∀

图 不同天数的细菌计数结果

ƒ ∏

镜检下的形态变化

显微镜下正常培养的副溶血弧菌 菌体为棒状 !

杆状 !弧状和球状等多形态 ∀而活的非可培养状态的

副溶血弧菌菌体变小 缩成球形 这与其他进入活的

非可培养状态的细菌的变化是一致的 ∀活菌直接计

数法 ⁄∂≤ 中 由于经萘啶酮酸的处理 缩小的处于

非可培养状态的副溶血弧菌变得粗大 这是因为萘

啶酮酸能抑制 ⁄ 解旋酶的活性从而抑制 ⁄ 的

复制 使细菌不能分裂 但不影响细菌中其他合成途

径的运转 ∀因此 在一定浓度营养物质的存在下 细

菌只生长不分裂 致使菌体伸长变粗 经过荧光染

色 可以很容易地将它们计数出来 ∀当然还有一部分

细菌 在用萘啶酮酸处理 以后 并没有膨大生

长 它们或许死亡了 或许只是没有生长 ∀
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以上的实验结果 证实了副溶血弧菌 株的

确存在着活的非可培养状态 ∀

讨论

为了防止在每次取样时对样品造成污染 作者

对三角烧瓶的橡皮塞做了处理 如图 在橡皮塞上

打两个洞 一个洞中插入玻璃弯管做为通气管 另一

个插入带橡皮头的移液管作为取样管 ∀每次取样的前

后都要用 的酒精对橡皮头进行消毒 ∀然后用无

菌的注射器从橡皮头处插入吸取样品 ∀结果证实在实

验过程中的确没有发生污染 因为每次取样涂布

∞平板和 ×≤ ≥平板进行培养 菌落形态都保持

着高度的一致 ∀

自 年徐怀恕等首次发表了细菌的活的非可

培养状态的文章以来 这一领域的研究工作迅速发

展 到 年为止已报道有 多种细菌存在活的非

可培养状态≈ 其中也包括副溶血弧菌 ∀÷ ∏2°

和 ×∏∏2 ≤ 于 年研究两株副溶血弧菌 一株

是具有致病性的 一株是没有致病性的 时 发现这两

株菌在低温贫营养的条件下都可进入活的非可培养

状态 并且当温度升高时 还可从这种活的非可培养

状态再恢复到可培养状态≈ ∀但这并不能说明所有的

副溶血弧菌都能进入活的非可培养状态 ∀因为同一菌

种的不同菌株之间在活的非可培养状态方面的差异

是很大的 有的甚至没有活的非可培养状态 ∀例如 徐

怀恕等于 年 和 √ 等于 年分别

报道了当把大肠杆菌 ×≤≤ 株培养在 或 ε

的人工海水种时 它的培养能力几乎没有下降 ∀而

和 ≤ 于 年报道说大肠杆菌 株在

相同的条件下仅 就可进入活的非可培养状态 ∀同

样的 • 和 √ 于 年在研究 株创伤弧菌的

时候发现有 株在 ε 时能进入活的非可培养状态

而另一个临床菌株在相同的期间内可培养的细菌总

数却始终超过 个 ∀所以作者研究了由中国预

防医学科学院流行病研究所提供的这株副溶血弧菌

它不仅具有致病性 而且还是一株尿素酶阳性的菌

株 ∀因此研究它的活的非可培养状态 对临床及流行

病学方面都具有重要的意义 ∀对该实验作者前后共重

复了 次 每次都可得到相同的结果 这就是当细菌

的可培养数降为零的时候 细菌总数始终保持在开始

的水平 活菌总数变化也不太大 只比细菌总数低两

个数量级 ∀因此 作者可以证实副溶血弧菌 株

的确存在着活的非可培养状态 ∀

在 的研究中发现 进入活的非可培养状态

的副溶血弧菌在温度由 ε 升高到室温后 内

就可从非可培养状态恢复为可培养状态 ∀对副溶血弧

菌 株能否从活的非可培养状态恢复为可培养

状态 作者也做了初步的尝试 ∀共采用了 种方法 包

括 回复室温法 取 活的非可培养状态的副

溶血弧菌的菌液加入到无菌的试管中 于 ε 存放

后 取 菌液涂布 ×≤ ≥平板 ∀ 化学因素的

影响 分别取 活的非可培养状态的副溶血弧菌

的菌液加入到无菌的试管中 再各加入 的细胞

培养液 支原体培养液和小牛血清 ε 培养 后

取 菌液涂布 ×≤ ≥平板 ∀ 鸡胚复苏实验 取

活的非可培养状态的副溶血弧菌的菌液注入

到正在孵化的鸡胚的卵黄囊中 后抽取 卵黄

加入到无菌的试管中 然后用无菌的支原体培养液进

行稀释后 涂布 ×≤ ≥平板 ∀结果发现这 种方法都无

法使活的非可培养状态的副溶血弧菌恢复为可培养

状态 而且细菌的形态也没有由球形再恢复为杆状 !

弧状和棒状 ∀这很可能是作者采用的方法尚不满足该

菌的复苏条件 ∀因此 继续研究副溶血弧菌 从

活的非可培养状态恢复为可培养状态的环境因素 将

是我们下一步工作的重点 ∀

当前国外对细菌的活的非可培养状态的研究较

多 而国内的研究者相对较少 ∀尤其是目前在我国常

规的水质和食品的细菌检验中 通常使用传统的培养

法 这样的检测结果显然不很可靠 因为它不能检测

出处于活的非可培养状态的细菌 ∀因此加强这方面的

研究工作 对现行的检测方法加以改进 是十分必要

的 ∀本实验室正在尝试使用快速 !灵敏 !准确的间接免

疫荧光抗体染色的免疫学和核酸杂交 °≤ 等分子生

物学方法来检测活的非可培养状态的细菌 ∀

参考文献
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分离得到的 能强烈地络合铁离子 其络

合常数 Κ值达 ∗ ∀

结语

海洋环肽在过去 的研究中已发展成为海

洋天然产物的一个新领域 发现了许多具独特结构及

生理活性的先导化合物 如 ⁄ ∏

⁄ ⁄ 等 ∀由于环肽化合物的人

工合成技术比较成熟 通过从海洋生物中筛选出高活

性的先导环肽化合物 然后用人工合成或利用生物工

程技术从海洋生物中大量培养繁殖含高活性环肽化

合物 从中开发出抗肿瘤药物 将是海洋环肽研究和

发展的主要方向 ∀
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谭宁华等 ∀药学学报 ∗

赵玉瑞等 ∀ Χηινεσε Χηε µιχαλ Λεττερσ, ∗
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ΤΗΕ ςΙΑΒΛΕ ΒΥΤ ΝΟΝΧΥΛΤΥΡΑΒΛΕ ΣΤΑΤΕ ΟΦ ςιβριο

παραηαεµολψτιχυσ 1211Υ

≠ ƒ ≠∏2 ≤ ∞ • 2 ÷ ∏ 2 ∏

(1 Χολλεγε οφ Μαρινε Λιφε Σχιενχεσ, Οχεαν Υνιϖερσιτψοφ Θινγδαο ,

(2 Σηανδονγ Ι µπ ανδ Εξπ Χοµ µοδιτψΙνσπεχτιον Βυρεαυ , Θινγδαο ,

Ρεχειϖεδ :

Κεψ Ωορδσ: ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ ∂ ∏ ∏ ∏

Αβστραχτ

ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ ∏ ∏ ε 2

∏ °≤ ∏ ° ∏ ∏ ∏

∏ ⁄≤ ∏ ⁄ √ ∏
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