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发光细菌一新种
—

青海弧菌
‘

朱文杰 汪 杰 陈晓耘 扎西次仁 杨 韵 宋 瑛
(华东师范大学生物系

,

上海 2 0 。。6 2 )

提要 于 1 9 8 , 年 8 月从青海湖产的青海裸鲤体表分离到 70 株发光细菌
,
通过表型特

性分析
、

超氧化物岐化酶的凝胶双向扩散试验
,

以及 G + C 摩尔百分比测定进行鉴定分类
。

结果表明
,
70 株发光细菌在表型特性

、

免疫学特幽等方面彼此高度相似
,
但与已知的各种发光

细菌有显著差异
。
鉴定为弧菌属的一个新种

,

定名为青海弧菌 V ‘b r io ; i。 : h a ie 。‘i, sp
.

n o v
.

。

典型菌株保存于华东师范大学生物系
。

关键词 发光细菌 弧菌属 青海弧菌 新种 青海湖

据报道 (Bau m an
n et al

. , 19 8 4 ) 发光细菌有 10 个种
,

除一种为线虫体内共生菌

外
,

余皆为海洋细菌
。

我国学者已从我国沿 海分离到其中的 6 个种
,

其中东方弧菌(杨颐

康等
, 1 9 8 4 )为我国所特有

。

本 文报道采 自青海湖的弧菌属发光细菌一新种
—

青海弧菌

V ib r io q in g h a ie n s is sP
.

n o v
.

o

1 材料和方法

L l 发光细菌为分离 于 19 8 , 年 8 月从 青海湖中捕得青海裸鲤 (G y m 。
‘ yPri : P

r z c -

, 。行彭i)
,

将鱼体分割成小块置于无菌培养皿中
,

室温下放置约 10 余小时
,

于暗室中观

察有发光点处即用接种钟挑取少许划线分离之
。

然后经多次分离纯化
,

得 70 株
,

编号为

Q
一 l一Q一 7 0 0

1 .2 培养基配方 I 号 : 混合盐
,

12 .4 9 9 ; 酵母膏
, , g ; 胰陈

, 5 9; 甘油
, 3 9 ; 加水

至 1 o o o m l ; 声 一 9
.

0 。 11 号 : 硫酸钱
, 4

.

2 9 ; 葡萄糖
, 1 0 9 ; 甘油

, 3 9 ; 胰陈
, 1 9 ; 混

合盐
, 1 0 9 ; 加水至 1 0 0 0 二l ; p H 一 8

.

5 。

混合盐成分
: M g SO 。 , 19

.

5 务 ; M g e o 3 , 6
.

3外 ;

Mg B r : ,

0
.

7 4 多 ; Mg C 12 , 0
.

7 4 沁 ; C aC o
3 ,

0
.

2 2拓 ; K C I
, 1

.

7 6务 ; N a e l, 6 6
.

3 6 形 ; M g (H e o ,

)
2 ,

斗
.

04 并
。

以上配方中再加凉脂 2 多 即为固体培养基
。

L 3 表型特性测定 细菌 细胞的形态
,

运动性
,

鞭毛染色
,
N a+ 的需要

,

生长因子测定
,

碳源的利用
,

硝酸盐还原
,

胞外酶
,

精氨酸双水解酶以及氧化酶等的测定
,

均根据 Ba
u m a

nn

等 (197 7 , 1 9 8 1 ) 的方法
。

以上试验均在 25 ℃ 中培养细菌
。

生长温度的测定则另按规定要

求设定温度
。 G 十 C 摩尔百分比采用 Ul it zu

r
( 19 7 2 ) 的方法测定

。

所有性状的数值分

析
,

采用 S n e a th(1 9 7 2 ) 的方法
。

1
.

4 发光光谱的测定 根据朱文杰等 (1 9 86 )的方法
,

用 日立 85 0 荧光分光光度计测定
。

L S 凝胶双向扩散试验 按杨颐康等(1 9 84
, 1 9 8 5 ) 的方法进行

,

但所用的超氧化物岐

化酶的活力测定则采用发光分析法(李益新等
, 1 9 8 3 )

。

国家教育委员会资助
, 8 4 0 7 2 9 /。6 0 1 1 , 号

。

吴自荣
、

刘明华
、

洪益国等参加了前期工作
。

收稿日期 : 19 9 1 年 1 2 月 1 0 日 ,

接受 日期 : 1 9 9 2 年 6 月 1 1 日
。
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L 6 弧菌抑制试验 采用北京药品检定研究所提供的 0 / 1 2 9 试纸
,

于 25 ℃ 培 养观察

抑菌圈的产生与否
,

以两周为限
。

2 结果

7 0 株菌株均由青海裸鲤的体表近鳃盖部分得
。

多次从湖水
、

湖泥样中直接分离
,

均

未发现有发光细菌生长
。

2. 1 形态特征 70 株菌的细胞均呈杆状或微弯
,

菌体大小 约 (0
.

5一 0
.

7 ) x (1
.

5一z)

协m 。

革兰氏染色呈阴性
。

用利夫森法鞭毛染色
,

可观察到单极生鞭毛似峪 蚌 状 (图 版

l : 1 )
。

均能在细胞内积累聚 产经丁酸
。

菌苔初起呈透明露状
,

渐成雾状 ; 老龄菌苔呈淡

黄色 ; 放置较久的斜面
,

在丧失发光性状后则呈鹅黄色
。

液体静止培养易在液面形成菌

膜
,

且不易下沉
,

其下的培养液发光很弱
。

70 株菌均能发酵 D 一

葡萄糖
,

所以不能归属于

另单胞菌属 ;又由于分离来源于鱼体表
,

故而不同于在寄生性线虫体内生活的发光异短杆

菌 (X
e n o r h a bj u : lu m in e : ‘。。 :

)
。

2. 2 生理生化反应 从多种生理生化反应
、

胞外酶的种类和碳源利用等多项表型特性

测定来看
,

与已知的弧菌科的发光细菌各个种有明显差异
,

见表 1 。 根据表型特性进行数

值分析
,

其相似性归纳于图 1 。

幸目似程度 (孕舀)

P- 灿 osP ko re u 脚

P. L‘i四几
口 thi

认 孙‘触ri

认 不四‘‘

认 c h口le ra e

认 ha r 粉ey i

认 g 犷吧而召介邓 is

V. SP le 姐d id 讹 b lo tyPe l

V. o rio ”ta l台

图 1 弧菌科的各发光细菌的相似程度

F 19
.

1 T li e s im ila r it y o f lu m in o u s b a e t e r ia o f V ib r io n a e e a e

2. 3 免疫学反应 及 对 0 / 1 2 9 的 敏 感性 从部分菌株的细胞中提取 SO D (超氧化 物

岐化酶 )
,

跟抗发光杆菌属的 SO D 抗体血清及抗弧菌属的 SO D 抗体血清反应
,

进行凝

胶双向扩散试验
。

结果是
,

凡与发光弧菌相邻
,

则沉淀线光滑相连 ; 与发光杆菌相邻
,

则沉

淀线有矩
,

且因所用的抗体血清不同而矩的指向亦不同
。

表现出它们与发光杆菌有差别
,

而与弧菌属相同
,

见图 2 。

以弧菌抑制剂 。八 2 9(2
, 4 一二氨基

一6 , 7 一二异丙基喋睫 ) 作抑菌圈试验
,

无论是每片

l。雌 还是 1 50 协g ,

均产生明显的抑菌圈
,

且 15。陀 用量的抑菌圈明显大于 1 0陀 的
。

表

明这70 株菌对 0八29 非常敏感
,

将它们归于弧菌属是恰 当的
。

2. 4 N a+ 的需要和对 N a CI
, pH 的耐受力试验 由液体和固体培养 结 果 得 知

,

70

株菌均不需要 Na+ 就能良好生长和发光
。

对 N a cl 的耐受力试验 表 明
,

N
a

cl 浓 度 在

1并 时生长最好
,

而在 8多 时为生长的上限 ; 在 5 务 时仍生长和发光良好 : 表明它们有
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弧菌科的发光细菌的表型特性
T a b

.

表 l

T he p h e n o ty p ie P r o P e r t ie s o f l u m in o u s b a e t e r ia o f V i b r io n a e e a e

(. 、。‘、10魂勺

扭票撼挪
:之灿之

.

A腼衰任怜试

二偏‘灿心协s!、
.

卜

扭祟以那

(1 5�工勺怕u灿!‘o

烟板祟袄

二�魏P、、.之气s季酬洲扭腻僵械二、熟、奋‘.嗯
.

知
扭祟出绷舍

飞魂”.长灿。飞、
.

入
侧卖来州扭理

(工妥扭灿‘

·。心气忿魂d
.

气扭牛来叫很留

撇妞。卜
g伙拟恃主

特 性

一,
I,斗弓汁一一咔+十十十一

|
l

⋯
|

⋯
在固体培养基上的侧生鞭毛 8 6

97十十+

十+d十++++72

形成3
一

经基丁酮和 /或二乙酞

十D

“93+710十10891+9085十41

在固体复合培养基上游动

直的杆菌

P H B 的 累积

精氨酸双水解酶

氧化酶

N O 百 还原为 N O 了

发光

利用葡萄糖产气

2 5

+D

9585

7 5

++44+93

十十+d

D十十D

9 9

5 O

十”十+31

80卯

+++++

9 3

十++D

+5十+84+616 2

+十+十十十十十十十”十

7 5

+++d+++

生长时需要钠

需要有机生长因子

生长在 :

斗℃

3 0℃

3 5℃

4 0℃

形成 :

淀粉酶

明胶酶

脂酶

几丁质酶

藻酸酶

利用:

D
.

核塘

L
.

阿拉伯塘

D
.

葡萄塘

D
.

甘露塘

D
·

半乳塘

D
.

果塘

蔗糖

十十十+D

2 5

+十55”
9 9

8 6

++十十麦芽塘

纤维二塘

水杨昔

葡塘酸

十75+一十+93+9347

+”83

十十N
.

乙酞葡萄糖胺

乙酸

丙酸

己酸

庚酸



2 7 6 海 洋 与 湖 沼 2 5 卷

续表 1

(、灿D‘、10魂勺

涵腻桅椰
口�灿翰。、

.

A姆祟惫拭

二偏‘、心勺s、、
.

海

扭篡出鹊

二s�工灼、袋电�‘。

鼠佃板援

夕s魏P!pu之冬酬孚州扭戚僵漱
�屯扒灿a‘勺心

.

A
钮息以斜害

(1�嵘�勺.初。觉、
烟牛羽叭洲侧理

(工￡魏七‘

·。心冬。必气
.

叫涵米州嗽牛留

擞妞O卜
g袱志杖长

特 性

DD十十十

+十十十

60十十十十十++75++十

8480++80
nU一弓一心,汽j日,n石R�尹O

nOn�
OU�洲,‘

+DD+++++

DD

+77l686

十+

D十十

+十十十

60+

+75十十十十+75乃+++929191十98十92d5374

d97

+++++++++d+++ad

壬酸

癸骏

玻拍酸

延胡索酸

D L
.

苹果酸

口
一

经丁酸

D L
.

乳酸

D L
.

甘油酸

柠檬酸

“一

酮戊二酸

丙酮酸

顺乌头酸

甘露醇

甘油

奎尼 酸

甘氨酸

L
.

二 一

丙氨酸

DD80十十十85+774337ll

D+DD

D十一+

十++十
+十50+7562十11十+8767一97”39

+十十+十十十十

++

L
.

丝氨酸

L
.

苏氨酸

L
.

亮氨酸

L
.

天冬氨酸

L
.

谷氨酸

L
.

组氨酸

L
.

脯氨酸

L
.

酪氨酸

腐胺

精胺

山梨醇

肌醇

对经苯甲酸

产黄色素 十 } 十

十dd十

十 示所有的菌株为正反应 ; 一 示所有的菌株为负反应 ; 数值说明正反应菌株的 百分 数
。

d 正 反 应 的 菌 株
< 10 % ; D 正反应菌株 11 %一89 %

。

以上 5 项注
,

表 2 与之同
。

l) 数据引自杨颐康等 ( 1 9 8 4 ); 2 ) 数据引自 B au
-

m a n n 等 ( 1 9 8 4)
o

较强的耐高渗透压的能力
。

在 p H 值 ~ 6. 5一11 范园内能生长和发光
,

尤其在 p H ~ 9

时生长和发光均佳
。

这又跟其它几种发光细菌的最适生长和发光 p H 的要求不同
。

2. 5 光谱特性和 G 十 C 摩尔百分数 从它们的生物发光光谱来看
,

峰值在 4 8 4 n m 左

右
,

发光峰半高宽约 g o n m
,

发光频谱范围为 4 20 一 6 6 0 n m
,

均与弧菌属的光谱特征相似

(朱文杰等
, 1 9 8 6 )

。

挑选 Q
一6 7 ,

Q
一3 2 和 Q

一5 4 三株菌提取其 D N A ,

采用荧光法 ( U lit
z u r , 1 9 7 2 ) 测
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图 2 凝胶双向扩散试验结果
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.

2 T h e r e su lt s o f o u e ht e r lo n y d o u b le d i ff u sio n e x p e r im e n t s w ith

a n t i
一
p 人。, o b a c t o r i , , (

a , e
)

a n d a n t i一 ib , fo (b
,

d )
a n t is e r a

a
,
c

.

抗发光杆菌属的 s 0 D 抗体血清 ; b
,

d
.

抗弧菌属的 sO D 抗体血清
。

箭头指向有矩的抗原
。

, 0 2
·

p
.

P几o sPh o r e u m ; 5 1 8 V
.

o r i‘”r a l‘s ; 5 4
.

6 7 V
·

叮i移g 人a i e” ‘i‘ s p
·

11 0 v
·。

定 G 十 C 摩尔百分数
,

平均为 47
.

1 士 2外
。

3 讨论与结论

3. 1 定为新种的主要依据 这 70 株菌 由于均能发酵 D 一

葡萄搪
,

故而不能归于另单胞

菌属 (A lt o ro m 口
na

:
)
。

从免疫学的凝胶双向扩散试验和弧菌抑制剂 O / 1 2 9 的抑菌结果来

看
,

归于弧菌属是恰当的
。

它们的生物发光光谱特征也与弧菌属的各种发光细菌相似而

与发光杆菌属的不同
。

分析这 70 株发光细菌的表型特性
,

与已知的发光细菌有明显差异

(见表 1 )
。

数值分析结果表明
,

它们与哈维氏弧菌
一

和霍乱弧菌的相似性虽达 78 多
,

但 仍

存在明显不同
,

主要表现在 : 4 ℃能生长 ; 细胞内能累积聚 户经丁酸 ; 产黄色素 ;能利用亮

氨酸
、

山梨醇和 户轻丁酸而不能利用丙酸 ;不能进行硝酸还原 (表 2 )
。

故而列为一新种
,

据采集地点而定名为青海弧菌 (V ib r io 宁in g h a ie n si: sp
.

n o v
.

)
。

典型 菌 株 是 Q
一 6 7 (图

版 I : 2 )
,

保藏于华东师范大学生物系
。

值得指出的是
,

这是除了发光的 V ib r io c h o le r a o bio typ e a lb e n : i : 之外
,

迄今所知

的又一不需要 N a+ 就能生长和发光的发光细菌
。

初步的试验表明
,

它们为非致病菌
,

因而

有着广泛的应用潜力
。

3. 2 新种的生态环境 由于仅从青海裸鲤体表分离到发光细菌
,

从湖水及湖边底

泥中均未分到
,

青海裸鲤又是青海湖中唯一的鱼类
,

表明该发光菌与青海裸鲤的生态关系

相当密切
。

70 株菌均不需要有机生长因子
,

它们能否在青海湖水中自由生存繁殖是值得

深人研究的
。

青海湖水的盐度比一般海水低
,

而 p H 值又较海水高
,

这些是青海湖的特殊水环境条

件
。

盐度和 pH 耐力试验表明
,

新种完全适应青海湖的生境
。

对 N a + 的依赖是海洋细

菌的重要特征
,

而新种青海弧菌却无需 N扩 就可 良好生长和发光
,

显示了其独特的生理

特性
。

由此可以认为
,

它们在生态适应方面也与海洋来源的各种发光细菌显著不同
。
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表 2 青海弧菌与弧菌属其它发光细菌的比较
’)

T a b
.

2 C o m p a r is o n a m o n g V
.

叼i月 g h a i‘月了i‘ a n d o th e r lu m in o u s

sP e e ie s o f t h e g e n u s V ib r io

特 性 青海弧菌

哈维氏

弧菌

霍乱弧菌 东方弧菌 美丽弧菌

~

~

一
一

~ ~ ~

一
l

—
l
——

— 2
。

5

D+十十十

十

十十++

PH B 的 累积

4℃生长

4 0℃生长

硝酸还原

产黄色素

产明胶酶

产藻酸酶

对 N a+ 的需要

利用 : 纤维二糖

舀
一

经丁 酸

水杨苔

山梨醇

丙酸

甘氨酸
“ 一

酮戊二酸

L
一

亮氨酸

L
一

酩氨酸

5 5

+

6 0

+

+

火神弧菌 费氏弧菌

+

十+十十d

+一十50++

十+44十

++

+++

+31++

十++

D

+十++

++十十5391

”

++++

l) 所比较的其它发光细菌属种拉丁学名见表 1 。

参 考 文 献

朱文 杰
、

何学 民
、

杨颐康
, 19 8 6

,

海洋发光细菌的生物发光光谱
,

发光学报
, 7(1): 127 一1 3 2

。

李益新
、

方允中
, 1 9 8 3 , 超氧化物岐化酶活力侧定的新方法

, 生物化学与生物物理学进展
。

2: 59 一 620

杨颐康等
, 19 8 4 ,

东海
、

黄海发光细菌的特性和一新种的描述
, 海洋与湖沼

, 1 5(3 ): 25 8一2 6 4
。

杨颐康
、

朱文杰
、

吴自荣
, 1 9 8 5

,

利用超氧化物岐化酶免疫学研究确定东方弧菌和一些海洋细菌的关系
,
微生物学报

,

25 (2 ) : 9 1一9 7
。

B a u m a n n ,

P
.

a n d B a o m a n n
,

L
.

,

19 7 7
,

B io lo g y o f th e m a r in e e n t e r o b a e t e r ia : g e n e r a B e 。廿c
无
心a a n d

Ph o z o b a c t君r iu 仍
,

A n ”
.

R e 夕
.

M ic r o b io
. ,

3 1 : 3 1一 6 1
.

B a u m a n n
,

L
.

a n d B a u m a n n ,

P
. ,

19 8 1
,

T h e m a r in e g r a m n e g a t iv e e u b a e t e r ia
,

T h e P r o k a r y o t e s , e d
.

by

5 t a r r
,

M
.

P
. , e t a l

. ,

S P r in g e r 一 V e r la g (N
e w Y o r k

,

H e id e lb e r g ,

B e r lin )
,

PP
.

1 3 0 2一 1 3 3 1
.

B a u m a n n ,

P
. ,

F u r n i s s ,

A
.

L
.

a n d L e e ,

J
.

V
. , 1 9 8 4

,

G e n u s 1
.

V ib r io P a e in i 1 85 4
,

4 1 1
,

B e r g ey , 5 M a n u al

o f S is te m a t ic B a e t e r io lo g y
,

v o lu m e l
,

e d
.

b y K r ie g
,

N
.

R
.

a n d H o lt
,

J
.

G
. ,

W illia m s & W il
-

k in g s
(B

a ltim o r e ,

L o n d o n
)

,

p p
.

5 1 8一 5 3 8
.

S n e a th
,

P
.

H
.

A
. , 1 9 7 2

,

c o m p u t e r t a x o n o m y ,

M e th
.

M ic r o bio
. ,

7 A
,

A c a d e二ie P r e s s
(N

ew Y o r k )
,

PP
.

2 9一 9 8
.

U lit z u r ,

5
. ,

19 7 2
,

R a p id d e te r m in a t io n o f D N A b a s e e o m p o s it io n b y u lt r a v io le t sP e e t r o s e o p y
,

B io ‘h im
.

B io Ph y‘
.

A c t a ,

2 7 2 : 1一 1 1
.



3 期 朱文杰等 : 发光细菌一新种—
青海弧菌 2 7 9

A N EW S PE C IE S O F LU M IN O U S B A C T E R IA

V I B R IO QIN G H A IE N S IS SP
.

N O V
.

Z hu W e n iie
,

W a n g Jie
,

C h e n X ia o yu n ,

Z ha x i C ir e n ,

Y a n g Y u n ,

S o n g Y in g

(D
o p a r 了。 e o t o f B io l o g 夕

,

E a s了 c h i, a N o r m a l U n 万, 。r , iz y
,

s h a o g h a i 2 0 0 0石2 )

A B s T R 人e T

S e v e n t y is o la te s o f lu m in o u s b a c t e r ia w e r e iso la te d in A u g u s t
,

1 9 8 5 fr o m b o d y

s u r fa c e s o f th e fish
,

G y m n o c yPr is Pr z e o a ls天11
,

liv in g in Q in g h a i L a k e w e r e s u bie e te d

t o e x t e n siv e te s ts fo r th e ir c h a ra e t e r iz a tio n
.

A n t is e ra w e r e a p p lie d t o th e ir s u p e r o -

x id e d ism u t a se a n d o u eh te r lo n y d o u ble d iffu sio n e x Pe r im e n t w a s e a r r ie d o u t w ith

s o m e o f t h e is o la te s
.

T h e b io lu m in e s e e n t sPe e tr a o f th e s e is o la t e s in 夕 i夕0 w e r e a lso

r e s e a r c h e d
.

A ll o f th e is o la te s w e r e v e r y sim ila r in th e ir Ph e n o ty p e , a n d e a n fe r m e n t D -

g lu e o s e
.

T h e ir g r o w t h w a s in h ib it e d by o / 1 2 9
.

T h e y h a d a p o la r fla g ellu m
, a n d

w e r e fa c u lta t iv e a n a e ro b ic a n d G r a m e 一n e g a t ive
.

T h e r e s u lt s in d ie a te d t h a t th ey w e r e

d iffe r e n t fr o m p r e vio u sly id e n t ifie d lu m in o u s b a c te r ia s p e e ie s in s o m e p r o p e r t ie s
.

T h ey e a n g r o w w ell a n d e m it lig h t in m e d ia w it ho u t s o d iu m io n s o r a n y o r g a n ie

g r o w th fa c to r s, c a n g r o w in m e d ia w it h l多一8 外
o f s a lt e o n e e n tr a t io n a n d p H o f

6
.

5一 1 1
.

T h e ir o p t im a l g r o w th s alt c o n e e n t r a tio n w a s l并
, a n d o p t im a l g r o w t h p H

w a s 9
.

T h e y c a n a e e u m u la t e p H B in th ie r e ells a s a n in t r a e e llu la r r e s e r v e p r o d u e t
,

yield y e llo w p ig m e n t in s o lid m e d ia a t la te r st a g e o f g r o w th
, a n d u tiliz e m a n y k i

-

n d s o f o r g a n ie e o m p o u n d s a s s o le o r p r in e ip a l s o u r c e s o f e a r b o n a n d e n e rg y
.

T h ey

h a d a G + C e o n te n t in t h e ir D N A o f 4 7
.

1 m o l%
.

T h e s e v e n ty is o la t e s w e r e a s s i
-

g n e d t o th e g e n u s V ib r io a n d n a
m e d V ib r io 宁i, g h a ie , 5 1: s p

·

n o v 二 S tr a in Q
一 6 7 w a s

d e s ig n a te d a s t h e ty p e s tr a in o f t h is n ew s p e c ie s d iffe r in g fr o m t he m o s t r e la t e d

s p e c ie s V
.

h a r 夕。y i a s fo llo w s : g r o w t h a t 4 ℃
,

g r o w th in m e d ia w ith o u t s o d iu m io n s ,

o p tim al g r o w th s alt e o n e e n t r a tio n b e in g l务
, a bility to p r o d u e e y ello w p ig m e n t

, to

a e e u m u la t e PH B in t h e ir c ells
, a n d t o u tili

z e 夕
一h y d r o x yb u tyr a t e ,

L 一
le u e in e ,

L 一 t yr -

o sin e , s o rb ito l
,

b u t n o t p r o Pio n a t e
.

T h e t yp e s tr a in Q
一 6 7 15 p r e s e r v e d in t h e D e p a r t m e n t o f B io lo g y

,

E a s t C h in a

N o r m al U n iv e r sity
.

K e v w o r d s

Q in g h a i L a k e

L u m in o u s b a c t e r ia V ib r io V ib r io 宁i刀g ha ie n s i, s p
·

n o v
.




