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摘要H红螺菌6‘abcbdefgfhhijkO1D是在多种不同生境中广泛存在的光合细菌中的一类2它在水产养殖上也得到了广泛应

用l报道了不同生长阶段红螺菌在饥饿环境中的存活能力l红螺菌在饥饿环境中的存活能力提高l分批培养过程中2同

时测定红螺菌数和可培养活菌数的变化表明2静止期生长期后的红螺菌难以在固体培养基上形成菌落2进入非可培养状

态l进入非可培养状态的红螺菌经复苏培养后仍可恢复在固体培养基上形成菌落的能力2成为可培养活细菌l这些都表

明静止期后的红螺菌逐渐进入休眠状态l复苏培养实验表明红螺菌进入休眠状态是由于培养基中的营养基中的营养枯

竭和培养过程中积累的某些生化成分诱导引起的l
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红螺菌是光合细菌的重要成员l它们分布在海洋B湖泊B池塘水体和底泥以及稻田B污水处理系统等许

多类型的生境中2在这样的水层通常是光照不足的水层l因此2自然条件下2光合细菌通常还受到光照条件

的限制2光照是光合细菌获得能量的重要途径l研究光合细菌对饥饿环境的适应以及在饥饿环境中的活性

对于理解它们在生态系统能量转化和物质循环中的贡献2具有重要的意义l
国内徐怀恕等首先报道了霍乱弧菌等致病菌的活的非可培养状态2通过活的非可培养状态2它们可以

渡过不利的环境条件C#2!Dl国外2~/8LP4指出2
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自然界细菌的生长和存活通常受环境营养物质的限制而处于
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饥饿存活状态!"#$%&细菌的饥饿存活是指细菌在缺乏产能基质的环境中存活的过程&关于细菌的饥饿存活’
作者有综述!(%&而光合细菌包括红螺菌的饥饿存活尚未见报道&为此’本实验就红螺菌在饥饿环境中的适

应能力)饥饿存活红螺菌的休眠现象及休眠细菌的复苏过程进行了研究&

* 材料和方法

*+* 菌种来源及培养

本试验所用的菌株 ,-./.012324456789从一已知菌种组成的活菌制剂中通过富集培养分离得到的&将

分离得到的单菌落扩大后用于各试验&菌种富集)培养所用的培养基为红螺菌富集培养基!:%’其组成如下;
无水乙酸钠;<+=>?@ABCDE;=+$>?FGHI;=+E>?FAEHI;=+E>?J>KDEL:ABD;=9B>?酵母提取物;=+B>?HGHIB

LBABD;=+=$>?柠檬酸铁溶液;$+=MI?痕量元素溶液NKOP:Q<+=MI?RS<B溶液;<=MI?8A;:+"T=+B?蒸馏水;

<O&其中柠檬酸铁水溶液;=+<>U<==MI?RS<B溶液;<=M>U<==MI?KOP:溶液组成如下N每升水中加入量Q;HVP

HIBL(ABD;=9B>?JWHIBLEABD;=9<>?XWHIB;=9=:>?A"SD";=+=(>?FGJVDELBABD;=9=E>?HYHIBL

BABD;=9=B>?FZHIBL(ABD;=9=B>?AHINB$[Q;<9=<MI&饥饿培养基为富集培养基中去除碳源)氮源后所得

到的培养基’其组成如下;FGHI;=9E>?J>KDEL:ABD;=9B>?HGHIBLBABD;=9=$>?柠檬酸铁溶液N同上Q;

$+=MI?KOP:溶液N同上Q;<+=MI?RS<B<+=MI&用浓度为 <=MJ’8A为 :的磷酸缓冲溶液稀释至 <升&

*+\ 不同生长阶段红螺菌的饥饿存活

试验从 <<月 "日开始’向体积为 <B$=MI的三角烧瓶中接入 <==MI菌液N浓度约为 <=] _̂II7UMIQ再用新

鲜富集培养基加满’用橡皮塞密塞’不留气泡’创造厌氧环境&试验菌液培养在光照强度N白炽灯光源Q为

‘==<a?温度为 B]b的恒温培养箱中&实验共设 "个重复&分别于 <<月 (日NCcG7_dQ)<<月 ‘日NCcG7_
eQ)<<月 <"日NCcG7_fQ)和 <<月 B=日NCcG7_gQ从实验三角烧瓶中取出 "=MI菌液’用孔径为 =9BYM
的聚碳酸酯NCVIĥGijVWGk_Q核孔膜过滤’去除滤液’将滤膜上的细菌转入饥饿培养基中密闭遮光培养’培

养温度为 B]b&在饥饿培养过程中’定期取样测总菌数和可培养活菌数NHClQ&

*+m 生长

实验开始时’量取 B=MI红螺菌菌液N密度约为 <=] _̂II7UMIQ于总容积为 <B"=MI的三角烧瓶中’并用新

鲜红螺菌富集培养基加满’创造厌氧环境&用荧光显微镜直接计数测得其中初始总菌数为 (+]=n<=( _̂II7U

MI&用 E=o 白炽灯作为光源’光照强度为 <===Ia&接种后每隔 <#Bp取样测定总菌数和Hql的数量变动&

*+r 非可培养细菌的复苏培养

生长实验结束后’细菌进入非可培养状态’将此菌液分成 "组’在体积为 "=MI的试管中进行复苏培

养&第 <组为饥饿组N7kGisGkZVWQ;将菌液用 =+BYM滤膜过滤’去除原培养液后’将滤膜上的细菌洗入饥饿

培养基中’用黑色胶带包裹遮光培养?第 B组用稀释培养基复苏培养NpZIYkZVWQ;将菌液用 =+BYM滤膜过滤

去除原培养基后’将滤膜上的细菌洗入稀释营养培养基中&稀释营养培养基组分与富集培养基相同’只是

前者浓度为后者的 E=[&第 "组在原培养基中直接加入试管体积 <U<=的浓缩 E倍后的富集培养基’进行

复苏培养N78_WkPpZIYkZVWQ&加入 K8_WkPpZIYkZVW组中营养物质的最终浓度与 tZIYkZVW组相等’仅 K8_WkPpZIYP

kZVW组中保留了原培养基中可能存在的各种代谢产物&
菌液密闭培养在 "=MI的刻度试管中&KkGisGkZVW组在黑暗饥饿状态下培养’作为对照&其它两组在微

弱光照N光照强度为 <$=IaQ下培养&培养温度设置在 B]T=+$b’培养过程中每隔约 BEc取样测定总菌数和

Hql的数量变化&所有试验设 "个重复&用方差分析法检验处理效应的显著性’对处理效应达显著水平的

再进一步用 tYŴGW多范围法作多重比较!]%&

*+u 总菌数和 Hql的计数

测定总菌数的样品用 "+([N最终浓度Q福尔马林固定后用荧光显微镜NFv@DFDCwvCADwPBQ直接

计数NxDtHQ!‘%&Hql的测定用连续稀释平板涂布法&平板培养基组成与前述富基培养基相同’加入 <+$[
琼脂作为固化剂’平板在 B]b黑暗好氧条件下培养至少 <周以后计菌落数&

*+y 所有器皿及培养基等均在 <B<b下高压灭菌 B=MZW后使用’所有操作均在无菌条件下进行&

\ 结果

‘<<<期 梅志平等;红螺菌N,-./.012324456789Q的生长及其饥饿存活的研究
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!"# 不同生长阶段红螺菌的饥饿存活

$%&’()*$%&’(+*$%&’(,取样时-总菌数密度分别为 ."/012345(66’786*9"2:123/5(66’786*9"9/

123/5(66’786和 ."./123/5(66’786;$%&’()为接种后第 9天-培养液颜色刚由黄向红转变-此时菌群处于

对数生长期;$%&’(+为 $%&’()取样后 0<-培养物呈红色-细胞密度已达到 23/5(66’786-此时为对数生长

末期;$%&’(,和 $%&’(=在细胞密度上无大的变化-此时已先后进入静止生长期;
细菌转入饥饿培养基后总菌数和 >?@的变化如图 2所示;$%&’()细菌移至饥饿培养基后总菌数和

>?@仍在增加;总菌数至第 22天后不再增加->?@至第 22天后达到最高峰A."B/12345(66’786C-随后又

开始下降;至第 D/天后稳定在 23D5(66’786的水平;

$%&’(+的细菌在饥饿培养基中-总菌数一直稳定在 23/5(66’786;>?@在开始的 :/<内稳定在

2345(66’786;90天后 >?@下降至 23D5(66’786-直至实验结束;

$%&’(,细菌在饥饿培养基中-总菌数一直保持在 23/5(66’786的水平;$%&’(,细菌涂布到平板上培

养:周后未出现菌落-然而在饥饿条件下培养 9<后>?@竟上升到 2345(66’786;这一水平持续了 0周-此后

开始下降-至第 9/天后降至 23D5(66’786-直到实验结束;

$%&’(=细菌转入饥饿培养基后-总菌数一直稳定在 23/5(66’786;$%&’(=的细菌涂布到平板培养基

上后与 $%&’(,一样-也未能形成菌落-然而在饥饿条件下培养 0<后->?@却达到 2345(66’786;从第 23天

至第 :9天之间 >?@有所下降-但随后一直稳定在 2345(66’786;

图 2 红螺菌在饥饿培养过程中总菌数和活菌数随时间的变化

?EFG2 H&IE&JEKL’KMJ%(JKJ&6N&5J(IE&65KOLJ’&L<>?@KMPQRS

TRUVWXWYYZ[’\GELJ%(’J&I]&JEKLN&J5%5O6JOI(

!"! 红螺菌的生长过程

红螺菌在富集培养基中的生长如图 :所

示;接入富集培养基时的总菌数为 23D5(66’7

86;由于红螺菌原液已培养较长时间-细菌未

能在平板上形成菌落-即呈非可培养状态-:<
后 >?@和总菌数均开始上升->?@增长至

2345(66’786后不再增长-随后开始下降-到第

20天后细菌又进入非可培养状态-未能在平

板培养基上形成菌落;
红螺菌在生长过程中-总菌数的数量变动

与 >?@的有较大差异;总菌数随培养时间延

长而持续增加-直到第 22天后不再增加;

!"̂ 静止生长期非可培养细菌的复苏培养

静止生长期以后-红螺菌进入非可培养状

态-它们在不同条件下进行复苏培养时-除

_J&I]&JEKL组的 >?@无明显增加外-‘E6OJEKL
组和_\(LJS<E6OJEKL组>?@随时间延长而明显增加-而总菌数保持不变A图 0C;03%后-0组间>?@出现差

异;用方差分析及 ‘OL5&L多范围多重比较显示-它们的差异达到显著或极显著水平;
从图 0可以看出-_J&I]&JEKL组几乎未能恢复至可培养状态-而 ‘E6OJEKL组中恢复水平最高;_\(LJS<ES

6OJEKL组的恢复水平低于 ‘E6OJEKL组-组间差异均达到显著AVa3"3.C或极显著水平AVa3"32C-第 2:9%的

组间差异虽然未达到显著水平-但接近显著水平;

^ 讨论

"̂# 关于红螺菌的培养计数

在野外对光合细菌中的紫色非硫细菌进行活菌计数时-国内多采用最小可能数法Ab$cCd23-22e;但普

遍认为 b$c法的精确性较差-且费时费力d2:e;’J(MM(IJ等d20e在光合细菌活菌计数时用 f:和 >g:制造厌氧

环境-用 03336h白炽灯作光源-在厌氧光照培养照条件下进行平板培养后-再作菌落计数;本研究限于实验

条件未能用厌氧光照培养;根据紫色非硫细菌在黑暗*好氧条件下可以生长的特点d29e-选择黑暗好氧条件
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图 ! 红螺菌在富集培养基中的生长

过程中总菌数和活菌数随时间的变化
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图 E 静止生长期红螺菌在恢复培养过程中

活菌数和总菌数随时间的变化
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进行培养计数F用此法培养得到的菌落挑取到液体培养基

中进行厌氧光照培养后能形成红色菌液G用显微镜镜检显

示单纯的红螺菌F

HIJ 关于不同生长阶段红螺菌的饥饿存活

K.’,/L细菌是处于对数生长期的细菌G它们在转入

饥饿培养基后总菌数和 6"7仍然上升G表明 K.’,/L细菌

利用对数生长期积累的储存物质继续进行细胞分裂F

M)*N/,OK’(,*+用葡萄糖作碳源培养 P=9QR?:S>@A<;><3

T:=9:?A<时发现处于指数增长期的细菌体内积累 KUV
WC*0X3Y3.X5(*ZX14)X(’)/[\]̂_F

K.’,/L‘K.’,/a在开始一个月的饥饿培养期间G均

能保持良好的存活G6"7保持在 ]bc2/00,dD0G随后均下降

到]be2/00,dD0F但这一水平一直可以保持到实验结束W图 ]’
‘2[Ff*X/(’+5f*(#)’研究弧菌的饥饿存活时发现在饥

饿培养 ]g5后 6"7从 ]bc2/00,dD0开始下降G但到第 cb天

后均稳定在 ]b^2/00,dD0\]e_G这与本研究相似F
然而 K.’,/h的细菌在饥饿培养一个月后尽管 6"7

有所下降G但此后一直在 ]bc2/00,dD0G与 K.’,/L‘K.’,/
a相比G显示较好的存活能力FiX,)(*D等用二维电泳分析

表明 &#1(#*在开始进入饥饿环境时G即合成饥饿细菌所特

有的蛋白质G即饥饿蛋白质\]c_F如用抗生素抑制这些蛋白

质的合成G细菌无法在饥饿培养基中成活F合成饥饿蛋白质

是细菌为适应饥饿环境所作的必要的细胞重组织过程\]j_F
细菌在静止生长期后G约经历 ]星期后才能完成饥饿存活

所需的所有饥饿蛋白质的合成\]k_Fl*0)/(等指出细菌在饥

饿环境中保持最大存活能力所需的饥饿蛋白质是在进入静

止生长期以后合成的\]j_F因此GK.’,/h细菌能显示较好的

存活能力可能与此时细菌完善了饥饿存活所需的适应机制

的调整有关F
在饥饿培养过程中G6"7逐渐减少G但总菌数基本保持恒定的水平G这表明因为部分细菌在饥饿条件

下进入非可培养状态\!bG!]_F按 l’C(/0X’+),等G经复苏培养后G才能在固体培养基上形成菌落的细菌称为休

眠细菌G而在任何条件下均不能进行细胞分裂并在平板上形成菌落者G称为死亡细菌\!!_F在这里G还没有充

分的证据表明不可培养的那部分细菌是死细菌W5/’51’2)/(#’[还是活的休眠细菌F确认细菌的死活尚需用

荧光显微镜直接观察呼吸链的活性F由于受荧光染料供应的限制G本实验未能进行活细菌直接观察G但用

复苏培养实验可能间接区分非可培养细菌是活的休眠细菌G还是已经死亡的细菌W见后面的讨论[F

K.’,/a和 K.’,/h细菌总数达 ]bj2/00,dD0G但不能在平板上形成菌落G估计 6"7m]bg2/00,dD0G细菌

已进入非可培养状态F但在饥饿培养基中培养 5̂WK.’,/a[和 E5WK.’,/h[后6"7均达到 ]bc2/00,dD0F这

有两种可能no是 K.’,/a和 K.’,/h的细菌大部分已经死亡G少数幸存的活细菌利用死亡细菌释放出的

营养物质繁殖形成 6"7F若是如此G总菌数和 6"7应同时增加G但在实验中 6"7增加时总菌数并没有变

化F再者在饥饿条件下 E‘ 5̂内细菌密度从 ]bg2/00,dD0上升至 ]bc2/00,dD0是不大可能的G因为在生长实

验中G用富集培养基培养时G细菌密度从 ]be2/00,dD0增长到 ]bc2/00,dD0也需要 e5时间W见结果部分[Fp
当细菌生长到 K.’,/a和 K.’,/h时G培养物中积累了某种生化物质G诱导细菌进入休眠状态G因而不能

在固体培养基上形成菌落F一旦去除了这种抑制物质后G细菌便又恢复在固体培养基上形成菌落的能力F
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说明了!为什么当细菌培养液经过滤去除原培养液并转入新鲜饥饿培养基后!"#$在几天内得到了恢复!
而总菌数并没有随 "#$的增加而增加%这一现象在生长实验和非可培养实验中也得到了证实%

&’& 红螺菌的生长(休眠和复苏

细菌的种群增长通常经历了从延滞期开始直到衰亡期为止的过程%这一过程过去主要以 "#$的变化

来描述%在发表的文献中很少将总菌数和 "#$在生长过程中的变化过程同时给出%
通常在细菌生长后期!进入静止生长期被解释为由于营养物质的枯竭和代谢产物的积累导致细菌的

增长与死亡相平衡!细菌数开始下降被解释为细菌群体的死亡大于生长%但最近的研究表明!一些不能形

成休眠孢子的细菌在静止生长期以后!由于营养和能源物质耗尽!代谢活性降低!也能进入休眠状态)*+!,-.%
进入休眠状态后的细菌也不能直接在固体培养基上形成菌落),,!,/.%
本实验中!红螺菌种群生长到第 0天后!"#$不再上升!随后即开始下降!但总菌数仍在增加%至第 *-

天时!总菌数不再增加!"#$下降至检测低限!各稀释梯度的平板上无菌落形成!群体中越来越多的细胞进

入非可培养状态%在复苏培养实验中!在相邻 ,/1间隔内 23456378组和 9:;86<=3456378组 "#$增加而总菌

数一直保持不变>图 -?!即红螺菌进入静止生长期后!进入非可培养状态的红螺菌并没有死亡!而是进入休

眠状态%休眠细菌遇到适宜营养条件后!从非可培养状态恢复成可培养状态),/!,0.%
细菌从活跃生长状态转变成为休眠状态!一方面是生长到后期!营养物质枯竭代谢活性降低而引起

的@另一方面!在其生长过程中!向培养液中排出的某些生化物质也有可能诱导细菌进入休眠状态),-.%23<

456378组在加入新鲜培养基>/AB富集培养基?之前!先用 A’,5C滤膜过滤去除老培养液!而 9:;86<=3456378
组中则保留原培养液体积 *D*A!但已浓缩 /倍的富集培养基!所以!加入的新鲜培养基的最终浓度与 2345<

6378组的相同!也是富基培养基的 /AB%两组在同样条件下进行复苏培养时!9:;86<=3456378组中恢复得到

的 "#$显著低于23456378组!这证明9:;86<=3456378组中休眠细菌的复苏受到生长过程中积累在原培养液

中的某一种或几种生化成分的抑制%EF:G;4HF86I等和 J76HFK7LF等证实细菌的休眠与复苏受细菌向培养

基中分泌的信息素控制),/!,0.%M;5I1N9F=7OO报道 PQRSRTUVSWXYZ[W\U[]ZZ生长过程中!向培养基中分泌间

苯二酚>G;I7Ĝ3874?类化合物!导致细菌进入休眠状态),_.%这与‘1FI;a和‘1FI;b和细菌在固体培养基上

不能形成菌落!而转移到新鲜的饥饿培养基中后!反而能在固体培养基上形成菌落的现象是一致的%导致

红螺菌进入休眠状态的诱导物质成分尚待今后进一步分析鉴定%

&’c 光合细菌饥饿存活研究的意义

大量资料表明!光合细菌具有净化水质的能力!它在水体中的存活无疑将是它在水中能否发挥功效的

决定因素%本研究结果显示光合细菌红螺菌与其它细菌一样在静止生长期以后更能忍受饥饿环境%饥饿存

活细菌通过交叉保护作用!更能在逆境中存活),d!,+.%红螺菌在特定饥饿环境中可以进入休眠状态!这种休

眠细菌遇到适宜营养环境可以恢复活力!这可以部分地解释!为什么能在诸多环境中富集出光合细菌的原

因%光合细菌是一类相对古老的细菌!它能在各种环境中适应生存!也得益于它对不利环境条件的适应能

力%同时!红螺菌的饥饿存活为活菌制剂开发过程中延长保质期限提供了理论依据%

c 结论

c’e 本研究显示不同生长阶段红螺菌在饥饿培养基中均能存活较长时间!表明红螺菌具有一定的饥饿存

活能力@处于不同阶段的红螺菌在饥饿条件下的存活能力也不相同%经历较长静止生长期后>‘1FI;b?!红

螺菌完善了抵抗饥饿环境的机制!更有利于它的长期饥饿存活%

c’f 红螺菌进入静止增长期后!可培养活菌数开始下降!进入非可培养状态!它们在适当条件下可以恢复

成为可培养状态!证实了静止生长期后的红螺菌进入休眠状态%

c’& 休眠细菌的恢复培养实验表明!红螺菌进入休眠状态是生长后期营养枯竭引起的!同时生长过程中

细菌自身向其周围介质中排出的生化物质也参与诱导细菌进入休眠状态%
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