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　　[摘　要 ]　从大连金州区海湾养虾池底分离获得光合细菌R x 菌株的初筛菌株,并对其纯培养物进行了形态

特征、培养特征、生理生化特征以及DNA 中G+ C 摩尔百分比等生物学特性分析。结果表明, R x 菌株为革兰氏阴性

菌, 大小为 (0. 5～ 0. 7) Λm× (1. 0～ 1. 2) Λm ,单极生鞭毛,光合内膜为泡囊状,繁殖方式为二分分裂生殖; R x 菌株

的纯培养物含细菌叶绿素 a 和球状素型类胡萝卜素, 光照厌氧和黑暗好氧条件均能生长; R x 菌株生长盐度为

5～ 100 gökg,生长pH 为 5. 8～ 8. 4; R x 菌株不能利用硫化物为电子供体,其生长受高浓度硫化物的抑制; 能利用谷

氨酸而不能利用柠檬酸钠、酒石酸为有机碳源或电子供体; 盐酸硫胺素 ( t)、生物素 (b)、p2对氨基苯甲酸 (p 2ABA )、

烟酸 (n)为R x 菌株生长的必需因子; R x 菌株DNA 的G+ C 摩尔百分比为64. 18%。根据以上特征,并参照《常见细

菌系统鉴定手册》(2002)和《伯杰氏细菌系统学手册》第 3卷 (1989) ,将R x 菌株鉴定为小红卵菌属广海小红卵菌

(R hod ovu lum eu ry ha linum )。
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　　光合细菌是一类能利用光能自养生长,具有复

杂代谢功能的微生物。不仅可作为光合作用机理[1 ]

和产氢固氮机理[2 ]的研究材料,且在环保、种植业、

养殖业、能源开发等方面的应用日益增多[3 ]。为满足

理论研究和生产应用的需要,人们不断从各种生物

环境中分离筛选新菌种[4, 5 ]。在海岸、海水湖的厌气

层中,也生长着各种各样的光合细菌,随着海洋生物

资源开发热潮的兴起,对海洋光合细菌的研究应用

也将逐步发展起来[6 ]。海洋光合细菌由于长期生活

在海洋这一特定生态环境中,可能具有生长周期长、

嗜盐性、嗜冷性、耐贫营养性等不同于土壤和淡水中

光合细菌的生长特性。这些与环境相适应的特殊生

理性质有利于扩大光合细菌的应用范围。

本研究对从大连金州区海湾养虾池底获得的

1株海洋光合细菌 (编号为R x)进行了分离鉴定,并

对其生理生化特性作了较详细的研究,以期为海洋

光合细菌的进一步开发应用提供有价值的菌种和理

论依据。

1　材料与方法

1. 1　菌株来源

　　R x 菌株 (Stra in R x of m arine Pho to syn thet ic

Bacteria )系由沈阳农业大学微生物教研室从大连

金州区海湾养虾池底分离获得的初筛菌株。

1. 2　菌株分离方法与培养条件

采用改良 71# 培养基[7 ]。 71# 培养基以 0. 1～

0. 3 göL酵母膏代替生长辅助因子和无机盐溶液,加

入 0. 1 göL 的氯化钙和 30 göL 的氯化钠作富集培

养,富集培养方法参考文献[ 7 ]。用YP 培养基[8 ]加入

30 göL 的氯化钠作分离培养基,采用挑固体平板单

菌落反复划线分离的方法获得纯培养物,为防止培

养基脱水,培养皿用封口膜密封。

培养温度为恒温 (26±2) ℃,光照强度为500～

1 000 lx,培养7～ 14 d 后观察。固体厌氧培养用焦性

没食子酸法制造缺氧环境[7 ]; 液体厌氧培养为接种
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后将灭菌培养液加满小口培养容器 (试管或生理盐

水瓶) ,用橡皮塞密封,具体操做方法参见文献 [ 9 ];

好氧、微好氧的通气条件通过恒温振荡机以不同转

速进行振荡培养实现。

1. 3　菌落及菌体形态观察

在YP 和改良71# 培养基平板上划线培养,观察

菌落形态。用光学显微镜革兰氏染色与JEM 2100CX

Ê 型透射电子显微镜负染制片相结合,观察菌体形

态特征,用JEM 2100CXÊ型透射电子显微镜超薄切

片法观察光合内膜,制片方法参照文献[ 10 ]。

1. 4　活细胞吸收光谱的测定及色素分析

在光照微好氧、光照厌氧和黑暗好氧培养条件

下的培养物, 7 000 röm in×10 m in 离心洗涤3次,悬

浮于600 göL 蔗糖水溶液。用TU 21901型紫外可见

分光光度计在波长300～ 900 nm 进行扫描。

1. 5　DNA 中G+ C 摩尔百分比的测定

采用热熔解温度 ( Tm , m elt ing temperatu re )

法[10 ]测定。G+ C 摩尔百分比= (G+ C) ö(A + T +

G+ C)×100。

1. 6　生理特性测定

以改良 71# 培养基为基本培养基, 所用菌种经

离心洗涤加无菌水制成细胞悬液,在光照厌氧或光

照微好氧条件下培养,用 722 型分光光度计测定培

养物在 660 nm 波长处的光密度值 (OD 660) ,用其表

示生物量。如无说明则同一处理设2个重复, 3次转

接。

1. 6. 1　对硫化钠的耐受性　40 göL 硫化钠溶液过

滤除菌,加入灭菌的培养基中,按试管体积计算,使

其终浓度分别为 0. 2, 0. 4,⋯, 2. 4 göL ,并按比例加

盐酸、氢氧化钠调节pH ,接种后充分振荡试管排除

管内空气使之近似达到厌氧状态,以相同接种质量

浓度不加硫化钠的培养基为对照,光照条件下培养。

盐酸、氢氧化钠和硫化钠的加入比例参照文献 [ 9 ]。

培养后,分别测定各处理和对照的OD 660,以不同质

量浓度含硫化钠培养物的OD 660ö不含硫化钠培养物

的OD 660×100% ,即OD 660ö%表示菌株在不同硫化

钠条件下的生长情况[11 ]。

1. 6. 2　硫酸盐的同化　将 71# 培养基中硫酸镁用

氯化镁代替,配成无硫培养基,培养3 d,然后再接种

于加硫酸镁 0. 6 göL 的培养基中,继续光照厌氧培

养,定期测定生长情况[11 ]。

1. 6. 3　耐盐性试验　调整改良 71# 培养基,分析其

纯氯化钠的含量, 使其分别为 0, 5. 0, 10. 0, ⋯⋯,

150. 0 gökg。

1. 6. 4　生长的pH 范围和最适pH 的测定　将改良

71# 培养基分别配成pH 为 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12

的培养基, 3个重复,灭菌后,用PH S225型酸度计抽

样测定培养液的pH 值,以此pH 值为初始pH 值。定

期测定培养液的OD 660,绘制不同初始pH 条件下菌

株的生长曲线。

1. 6. 5　碳源及电子供体利用和生长因子需求

情况　参考文献 [ 10 ],碳源利用测定采用改良 71#

培养基不加乙酸钠,酵母膏质量浓度为 0. 1 göL ,各

种代替碳源终质量浓度为2. 0 göL。生长因子需求测

定,以不加酵母膏的改良 71# 培养基为基础培养基,

盐酸硫胺素 ( t)、生物素 (b)、烟酸 (n)、p 2对氨基苯甲
酸 (p 2ABA )分别配成 10 m göL 溶液, 0. 6 kgöcm 2蒸

汽灭菌15～ 20 m in,分别以不同组合形式加入灭菌

后的基础培养基,使各生长因子终质量浓度在 1～ 5

m göL。

1. 6. 6　生长的温度范围　液体培养物置于 5, 15,

25, 35, 45 ℃,装有白炽灯的恒温培养箱中。

2　结果与分析

2. 1　形态和培养特征

　　菌株R x 单个细胞为卵圆形或两端钝圆的短杆

状,大小 (0. 5～ 0. 7) Λm× (1. 0～ 1. 2) Λm。光学显

微镜下观察为革兰氏染色阴性,单极生或亚极生鞭

毛 (图 1) ; 老培养物不易形成玫瑰花形排列,为团状

或集束状 (图2) ,繁殖方式为二分分裂 (图3) ;在含30

göL 氯化钠的培养基上,光照生长的菌体形成囊泡

状光合内膜,且细胞内形成大的空泡 (图 4) ; 半固体

琼脂穿刺培养表明其具运动性。

光照厌氧的液体培养物为淡黄色至棕黄色; 光

照微好氧和黑暗好氧的液体培养物为粉色至红色,

老培养物形成均质易扩散沉淀。

菌株R x 在光照微好氧条件下,在YP 固体平板

培养 2～ 3 d 出现单菌落,菌落继续扩大, 4～ 5 d 后

稳定,菌落圆形、扁平、边缘整齐,直径约为3 mm ,棕

红色,表面光滑; 在改良 71# 加蛋白胨 (20 göL )的培

养基上, 7～ 10 d 出现单菌落, 12～ 14 d 后菌落大小

稳定,菌落直径约为2 mm ,紫红色,中间略突起。
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2. 2　活细胞吸收光谱及色素分析

由图5可知,该菌株在367～ 400, 800～ 805, 850

～ 855 nm 处有3个特征吸收峰,表明含有细菌叶绿

素 a; 光照厌氧条件下,菌株R x 在 450, 476, 480 nm

处的3个吸收峰,与球形烯 (sphaero idene)的特征吸

收峰相近,表明该菌株在光照厌氧条件下的类胡萝

卜素主要以球形烯形式存在; 黑暗好氧条件下, 在

466, 488, 506, 515, 585 nm 处的 5个吸收峰,与球形

酮 ( sphaero idenone)的特征吸收峰相近, 表明在黑

暗好氧条件下,该菌株主要生成球形酮 (sphaero ide2
none)形式的类胡萝卜素[9, 12, 13 ]。

菌株R x 在厌氧和好氧条件下,生长的颜色明显

不同。活细胞吸收光谱扫描结果表明,通气、光照条

件对该菌株的色素形成影响较大; 在氧压较高的条

件下,该菌株的类胡萝卜素主要以球状菌素的氧化

形式 (球形酮)存在。

图 5　不同培养条件下菌株R x 的

活细胞吸收光谱

F ig. 5　A bso rp tion spectra of stra in R x grow n under

differen t condit ions: m icroaerob ic2ligh t,

anaerob ic2ligh t and aerob ic2dark

2. 3　DNA 中G+ C 摩尔百分比

亲缘关系相近的种,其核甘酸的排列顺序也相

近, G+ C 摩尔百分比也接近。因此, G+ C 摩尔百分

比是目前细菌基因水平鉴定的指标之一[10 ]。

试验中采用 1×SSC (1. 5 mo löL 氯化钠, 0. 15

mo löL 柠檬酸三钠, pH 7. 0,即得 10×SSC 溶液; 用
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蒸馏水稀释 10 倍可得到 1×SSC )溶液溶解提纯

DNA ,以大肠杆菌K12为参照,测得的Tm 值与G+ C

摩尔百分比线性关系较好。检验测得菌株R x 的Tm

(X)为 82. 616,大肠杆菌K12的 Tm (R )为76. 374,代

入公式G+ C 摩尔百分比= 51. 2+ 2. 08 [Tm (X ) -

Tm (R ) ],计算得R x 菌株的G+ C 摩尔百分比为64.

18%。

2. 4　生理特性

2. 4. 1　对硫化钠的耐受性试验　硫化钠对菌株R x

的生长表现出明显的抑制作用 (图6)。当硫化钠达到

0. 8 göL 时菌株几乎不生长,说明该菌株不具备利

用硫化物的能力,应属于紫色非硫菌类群[14 ]。

2. 4. 2　耐盐性试验　菌株对不同浓度氯化钠的耐

受能力,是伯杰氏系统细菌学分类鉴定中光合细菌

科属分类的一项重要指标[10 ]。由图7可知,菌株R x

在氯化钠为 5. 0～ 100. 0 gökg 条件下均能生长, 在

5. 0～ 75. 0 gökg 生长较好,在 25. 0 gökg 时生长最

好。该菌株在不含氯化钠的培养基中不能生长,在大

于 30 gökg 氯化钠培养基中生长良好,因而确定该

菌株为海水种光合细菌。

图 8　不同初始pH 对菌株R x 生长的影响

F ig. 8　Effects of differen t in it ia l pH

values on grow th of stra in R x

2. 4. 3　生长的pH 范围及最适pH　由图8可见,菌

株R x 在初始pH 为 5. 8～ 8. 4 时, 培养到稳定期的

OD 660均大于 0. 2,表明在此pH 范围内菌株均能生

长; 当 pH 为 6. 46 时, 菌株生长达到稳定期时的

OD 660最高,对数期的增殖率也最高,延滞期最短,因

而确定初始pH 6. 46为菌株R x 的最佳生长pH; 同

理可见,在初始pH 为6. 14～ 7. 48的菌株生长较好。

2. 4. 4　碳源及电子供体的利用和对生长因子的需

求情况　碳源等基质利用试验是光合细菌分类鉴定

上的重要鉴别特征,可作为种属精确鉴定的重要依

据[9, 10 ]。从表1可以看出,菌株R x 可以很好地利用蛋

白胨、酵母膏、乙酸钠、乳酸钠、琥珀酸钠,还能利用

葡萄糖、L 2谷氨酸及甘油等三羧酸循环中间产物,也

能利用乙醇、丙酸钠、丁酸钠,但不能利用柠檬酸钠、

酒石酸、DL 2苹果酸、甲酸钠、硫代硫酸钠。
紫色非硫细菌 (pu rp le non su lf ide bacteria )类

群的细菌生长需要多种生长因子,多为B 族维生素,

它们是各种酶活性基的组成部分,对细菌的生理活

动非常重要;不同菌种对生长因子的种类需求不同,

也可以作为种属鉴定的重要依据[9, 10 ]。以不加生长

因子的基础培养基和分别加酵母膏 (0. 01 göL )、蛋

白胨 (0. 01 göL )及其他条件相同情况下接种培养为

对照。结果表明,菌株R x 在 t, b, n, p 2ABA 4种生长

因子均加入的条件下才能生长,单独加入其中任何

一种以及它们的不完全组合都不能生长。所以 t, b,

n, p 2ABA 均为菌株R x 生长的必需因子。试验结果

还表明,以酵母膏或蛋白胨作为生长因子的替代物,

具有明显的刺激菌株R x 生长的作用。
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表 1　菌株R x 对碳源及电子供体的利用情况

T able 1　U tilizat ion of carbon sources and electron dono rs by stra in R x

碳源
N am e of C source

利用情况
A bundance

碳源
N am e of C source

利用情况
A bundance

甲酸钠 Fo rm ate -

乙酸钠A cetate + +

丙酸钠 P rop ionate +

丁酸钠Butyrate +

乳酸钠 L acticate + +

苯甲酸钠Benzoate -

柠檬酸钠 C itrate -

酒石酸 T artratic -

DL 2苹果酸DL 2M alic -

琥珀酸钠 Succinate +

甘油 Glycero l +

果糖 F ructo se ±

蔗糖 Sucro se ±

葡萄糖 Gluco se +

D 2山梨醇D 2So rb ito l -

甘露醇M annito l -

甘露糖M anno se -

硫代硫酸钠 T h io su lfate -

酵母膏 Yeast ex tract + +

蛋白胨 Pep tone + +

L 2谷氨酸 L 2Glu tam ate +

乙醇 E thano l +

　　注:“+ + ”表示生长较好 (OD 660≥0. 6) ;“+ ”表示能生长 (OD 660≈ 0. 2～ 0. 6) ;“±”表示生长不明显 (OD 660≈ 0. 1～ 0. 2) ;“- ”表示不生长

(OD 660≤0. 1)。

N o te:“+ + ”stands fo r grow ing w ell (OD 660≥0. 6) ;“+ ”stands fo r grow ing (OD 660≈ 0. 2- 0. 60) ;“±”stands fo r grow ing less apparen t2

ly (OD 660≈ 0. 1- 0. 2) ;“- ”stands fo r no t grow ing (OD 660≤0. 1).

　　

2. 4. 5　生长温度的范围　观察结果表明,菌株R x

在 5～ 35 ℃内均能生长, 20～ 30 ℃内生长较好,

(24±2) ℃生长最佳, 温度高于 35 ℃则不能生长,

30～ 35 ℃内生长易形成沉淀,表明该菌株适宜在中

温条件下生长。

3　讨　论

由于分子生物学和遗传学方法在细菌分类中的

应用,《伯杰氏细菌鉴定学手册》[10 ]和《伯杰氏细菌

系统学手册》(第 3卷) [14 ]的光合细菌分类系统同以

往版本相比变化很大,将已知的光合细菌分为 7 大

类群50属112种。本研究以此版本为依据,对R x 菌

株进行鉴定认为,根据菌株的细胞形态、培养特征、

繁殖方式、色素成分以及光合内膜的结构类型等特

征, R x 菌株应归为紫色非硫细菌 (pu rp le non su lf ide

bacteria) 类群小红卵菌属 (R hod ovu lum H iraish i

and U eda, 1994)。

《伯杰氏细菌鉴定学手册》(第9版) [10 ]中小红卵

菌属共包括4个种,如表2所示, R x 菌株与广海小红

卵菌 (R hod ovu lum eu ry ha linum )的特征最相符, 因

而将R x 菌株鉴定为小红卵菌属 (R hod ovu lum H i2
ra ish i and U eda, 1994)广海小红卵菌 (R hod ovu lum

eu ry ha linum )。
表 2　R x 菌株与标准菌株对照表

T able 2　T he con trast betw een characterist ics of stra in R x and that of standard stra ins

种名
Specific nam e

比较性状 Comparative characters

细胞
直径öΛm

Cell
diam eter

运动性
M o tility

硫酸盐同化
Sulfate
assim i2
lat ion

盐度ö
(g·kg- 1)

Grow th
salin ity

pH
Grow th

pH range

生长因子
Grow th
facto rs

柠檬酸盐
C itrate

酒石酸盐
T artrate

谷氨酸盐
Glu ta2
m ine

G+ C
摩尔比ö%

广海小红卵菌
R. eu ry ha lnum

0. 7～ 1. 0 + - 5～ 100 6. 0～ 8. 5 b, n,
p2ABA , t

- - + 62. 1～ 68. 6

苛求小红卵菌
R. strictum

0. 6～ 1. 0 + + 2. 5～ 30 7. 5～ 9. 0 b,
p2ABA , t

(+ ) (+ ) - 67. 3～ 67. 7

嗜硫小红卵菌
R. su lf id op h ilus

0. 6～ 1. 0 + + 0～ 100 5. 0～ 9. 0 b, n,
p2ABA , t

- - + 66. 3～ 66. 6

亚德里亚小红卵菌
R. ad ria ticum

0. 5～ 0. 8 - - 10～ 100 6. 0～ 8. 5 b, t - - - 64. 9～ 66. 7

Rx菌株 Strain Rx 5～ 100 + - 5～ 100 5. 8～ 8. 4 b, n,
p2ABA , t

- - + 64. 18

　　对照表中R x 菌株与广海小红卵菌的标准菌株

在菌体大小和生长的pH 范围上略有差异, 这可能

与实验中的培养条件和测定方法的不同有关,如培

养过程中可能使用不同的培养基,观察时菌体处于

不同的生长时期等。

在生理特性研究中还可以看出, R x 菌株相对淡

水种的光合细菌来说,表现出一定的海洋微生物的

特性,如相对生长周期较长 (7～ 14 d) ,可生长和最
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佳生长的温度范围偏低 (5～ 35 ℃, (24±2) ℃) ,有

一定的耐盐性5～ 100 gökg。但特征不很明显,可能

与该菌株分离自浅海有关。

该菌株可以利用的有机基质范围较广,对营养

物质蛋白胨、酵母膏的需求明显,可以考虑开发应用

于环保、水产养殖。
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Iden t if ica t ion and b io log ica l characterist ics of m arine pho to syn thet ic

bacterium stra in R x

GU Zh i- j ing1, 2, CHEN X i- sh i2, HAN Sh i- j ie1,L IU L ing-zh i2

(1 Institu te of A pp lied E cology , Ch inese A cad emy of S ciences, S heny ang ,L iaon ing 110016, Ch ina;

2 M icrobiology T each ing and R esearch G roup , S heny ang A g ricu ltu ra l U niversity , S heny ang , L iaon ing 110161, Ch ina)

Abstract: Stra in R x w as screened from shallow 2beach sh rimp pond of J inzhou, D alian. Its pu re cu ltu re

has been iden t if ied th rough mo rpho logica l, cu ltu ra l, physio logica l, b iochem ical characterist ics, and G + C

mo l% value tests. Stra in R x is Gram negat ive, (0. 5- 0. 7) Λm× (1. 0- 1. 2) Λm in size, sing le pop lar f lag2
ellum. Its in t ra2cytop lasm ic m em b ranes are of vesicu lar type, and mode of rep roduct ion is d ivision. A pu re

cu ltu re of st ra in R x con ta in s bacterioch lo rophy a, and its caro teno ids are of sphaero id ines type. It can grow

either aerob ica lly in the dark o r anaerob ica lly in the ligh t. T he range of sa lin ity and that of pH value fo r its

grow th are 5- 100 gökg and 5. 8- 8. 4 respect ively. It can no t u se su lf ide as electron dono r and its grow th

is inh ib ited by h igher concen tra t ion of su lf ide. It can u se Glu tam ine as its o rgan ic carbon sou rces bu t no t

C it ra te and T art ra te. It needs t, b, p 2ABA and n as its grow th facto rs. Its DNA G+ C mo l% is 64. 18%.

Based on the above b io logica l characterist ics, and acco rd ing to the M anual of D eterm inat ive Bacterio logy

(first ed it ion, 2002) and Bergerπs M anual of System at ic Bacterio logy vo lum e 3 (1989) , st ra in R x is iden t i2
f ied as R hod ovu lum eu ry ha linum .

Key words: m arine pho to syn thet ic bacteria; iso la t ion and iden t if ica t ion; b io logica l characterist ics
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