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摘要:蛭弧菌海水菌株 Bdh5221于 2005年 8月从海南琼海对虾养殖场周边排水沟水样中分离所得, 具有裂解多数

革兰氏阴细菌的特性。在前期 Bdh5221噬菌谱研究的基础上, 利用其可利用热致死革兰氏阴细菌的生长特性, 对

其理化特性、药敏特性和 16S rDNA序列分析进行了相关研究。结果表明:该株蛭弧菌为革兰氏阴性菌, 呈杆状、弧

状,一端有极长的极生鞭毛, 细菌大小在 ( 01 2) 01 5)Lm @ ( 01 6) 115) Lm左右; 生化实验表明: Bdh5221明胶穿刺

试验和接触酶试验呈阳性,氧化酶反应呈阴性,对弧菌抑制剂 O /129敏感; 药敏实验表明: 此菌对新霉素、卡那霉

素、恩诺沙星敏感, 对青霉素、磺胺嘧啶和万古霉素不敏感;对其 16S rDNA序列的测定、分析表明, 与其同源性最高

的细菌是一株新发现的海洋新种细菌 K ord iimonas gw angyangensis,同源性高达 99% , 而与其他蛭弧菌属细菌的同源

性从 90%到 70%不等,并针对其基因序列做了相关进化分析。
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  噬菌蛭弧菌 (Bdellovibrio bacteriovorus)是一类微

小的、有运动性的革兰氏阴性菌, 自 1962年被

Stope l和 Peztold发现以来
[ 1, 2 ]

, 在海洋、湖泊、植物

根系、污水中都先后分离到蛭弧菌
[ 3) 5]
。蛭弧菌能

够捕食大多数革兰氏阴性细菌以抑制该类细菌的过

度生长、维持微生态平衡
[ 4 ]
。许多研究表明

[ 5) 7]
,

蛭弧菌是环境水体自然净化极为重要的生物因子

之一。

虽然这类细菌自发现以来已有 40余年
[ 8]

,但由

于其生长时需要宿主菌的存在, 因此极大地限制了

对其的研究。目前这类细菌的大多数生化指标和分

子生物学的特征来源于其突变的菌株即非宿主依赖

型蛭弧菌,并依据 G+ C含量、DNA相似性噬菌谱的

不同将蛭弧菌分为 B 1Bacteriovorus, B1stolp ii 和
B 1starri。然而,因受宿主菌 DNA的干扰,研究宿主

依赖型蛭弧菌的 16S rDNA相对复杂。 Jurkevitc, et

al1 [ 3]
首次采用分子生物学技术分析了环境中的宿

主依赖型蛭弧菌, 通过 l6S rDNA特殊引物, 研究了

土壤和植物根系的蛭弧菌特性。B aer, et al1 [ 9]
通过

16S rDNA序列分析和 DNA-DNA杂交试验, 建议将

已知的三种蛭弧菌分为两个属, 即 Bdellovibrio和

Bacteriovorax。 Snyder, et al1提出了蛭弧菌样生物
(Bdellovibrio-and-like organism s, BALO )的概念,并对

全球 17株 BALO淡水菌株和 9株海水菌株的 16S

rRNA序列进行了进化分析。虽然至今发现的

BALO菌株很多, 但只有 Bdellovibrio bacteriovorus、

Bacteriovorax stolp ii和 Bacteriovorax starrii三株被

Baer, et al1 [ 9]
和 Se id ler

[ 10]
所确认。

目前使用全基因蛭弧菌来鉴定和划分蛭弧菌还

很困难,至今只有一个涉及蛭弧菌对宿主菌攻击的

基因位点被 Cotter和 Tom ashow
[ 11]
鉴定,这个基因的

改变和蛭弧菌的突变有关, 可使其变成非宿主依赖

的腐物寄生性细菌。所以鉴定和分析 BALO s多采

用 GenBank中有限的 16S rDNA数据作系统进化树

分析。

国内对蛭弧菌的研究着重于形态,对细菌裂解

特性和对细菌净化等方面尚未见蛭弧菌 16S rDNA

的报道。本文研究了从海水中分离得到的 Bdh5221

菌株的生长特性、理化特性和药敏特性,通过对蛭弧

菌和宿主菌 16S rDNA的克隆、转化和对质粒的鉴
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定,筛选出蛭弧菌的 16S rDNA, 基因测序后进行进

化分析。

1 材料与方法

111 实验菌株  蛭弧菌海水菌株 Bdh5221为本实

验室 2005年 8月从海南琼海对虾养殖场周边排水

沟水样中分离所得; 施氏假单胞菌 (P seudomonas

stu tzeri)由中国科学院北京微生物研究所提供,大肠

杆菌 ( E scherichia coli )、嗜水气单胞菌 ( A eromonas

hydrophila )为本实验室保存菌株。

112 主要试剂和仪器  PGEM-T克隆载体、T4DNA

连接酶、限制性内切酶 ( Sau3A I)、Taq酶和 dNTP购

自 TakaRa公司; DNA m arker购自上海生工生物工

程技术服务有限公司; 弧菌抑制剂 O /129药敏纸片

(规格分别为 10 Lg /片和 150 Lg /片 ), 上海市疾病

控制中心提供;药敏纸片购自杭州微生物试剂公司。

PCR基因扩增仪, M astercycler G racen,t Eppendo ff公

司; 自动凝胶成像系统, FR-980, 复日科技公司; 透

射电子显微镜, H itach-i 7650; 光学显微镜, BX51,

O lym pus公司。

113 培养基及宿主菌悬液制备  宿主培养基,双层

琼脂培养基及宿主菌悬液制备的制作参照先前报道

的方法进行
[ 16 ]

; 明胶培养基按参考文献的方法

制作
[ 13]
。

114 生长特性观察  分别采用 70e 30m in灭活、

115e 15m in灭活和未经热处理的施氏假单胞菌作

为宿主菌,制作上层培养基,接种蛭弧菌,于 30e 培

养 8d, 连续观察蛭弧菌的生长和出斑情况。

115 形态观察  分别用革兰氏染色和鞭毛染色,

用普通光学显微镜观察。取 4 mL无菌海水加在长

满蛭弧菌的平板上, 浸泡 6h后, 取菌液滴在铜网

上, 磷钨酸负染后, 在透射电子显微镜下观察。

116 生理生化指标的鉴定  明胶液化试验: 以施

氏假单胞菌培养的蛭弧菌 Bdh5221菌液穿刺明胶

作为实验组,同时以未经热处理的施氏假单胞菌穿

刺明胶作为阴性对照, 以嗜水单胞菌为阳性对照,

放置 28e 培养箱内观察 5) 10d。过氧化氢酶试验:

取浓度为 10
12

cfu /mL经 70e 30m in灭活的大肠杆

菌 (经平板涂布确认无活菌 )制备双层培养基的上

层, 接种蛭弧菌, 培养至噬菌斑布满整个平板。取

毛细管吸入 5% H2O2后,插到平板上,观察是否有

气泡产生, 同时以灭活的大肠杆菌作为阴性对照。

氧化酶试验: 取浓度为 10
12

cfu /m L经 70e 30m in

灭活的大肠杆菌 (经平板涂布确认无活菌 )制备双

层培养基的上层, 接种蛭弧菌, 培养至噬菌斑布满

整个平板。吸取一滴反应液 ( 10g /L盐酸四甲基对

苯二胺水溶液 )到平板上, 观察平板 1m in内是否

变紫, 同时以灭活的大肠杆菌作为阴性对照。弧

菌抑制剂 O /129敏感性试验: 以施氏假单胞菌为

宿主菌, 接种蛭弧菌, 在平板中央放置弧菌抑制剂

O /129药敏纸片,于 30e 培养箱中培养 2) 3d, 观

察该药敏纸片对蛭弧菌抑制情况, 同时测量抑菌

圈直径。

117 药敏实验  用 70e 灭活 30m in的施氏假单胞

菌涂布平板,确认无活菌并冷却以接种蛭弧菌。将

不同的药敏纸片贴于双层平板上层, 培养 2) 3d后

观察该药敏纸片对蛭弧菌抑制情况, 同时测量抑菌

圈直径。

118 细菌 16S rRNA测定

11811 样品及其基因组的制备  在培养 2) 3d的

双层平板中挑取一个空斑到 50 mL的含有 10
9

cfu /

mL施氏假单胞菌的海水培养基中 30e 培养箱中培

养 2) 3天,将培养液 1500 r /m in离心 15m in,离心

三次后 12000 r/m in离心 30m in, 用 1 mL PBS悬浮

细胞后,按照分子克隆实验指南
[ 12]
相关方法提取样

品 DNA, - 20e 保存备用。
11812 细菌 PCR的扩增  以 11811提取的总 DNA

为模板, 通用引物设计参照 M arcie, et al1 [ 9]
,其上、

下游引物的序列分别为: 5c-AGAGTTTGATCCTG-

GCTCAG-3c 和 5c-GGTTACCTTGTTACGACTT-3c。
PCR反应条件为: 94e 预变性 5m in、94e 1m in、

52e 1m in、72e 1m in,共 36个循环,最后 72e 延伸

7m in。所获 PCR产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳, 电

泳后使用 1%琼脂糖凝胶回收。

11813 克隆、转化及质粒的鉴定  按文献 [ 12]的

报道方法将 PCR产物与 PGEM-T连接后, 4e 冰箱

保存过夜。用细菌通用引物扩增感受态大肠杆菌

E1coli Top10菌液, 扩增产物用 Sau3A I限制性内切

酶酶切,电泳后, 与宿主菌施氏假单胞菌扩增产物酶

切电泳图谱比对,筛选蛭弧菌的 16S rDNA。

11814 克隆基因序列测定  酶切筛选后的阳性细
菌委托上海生工生物公司测序。将该目的片段的基

因序列与已经发表的蛭弧菌株进行序列比较后,向

GenBank提交其基因序列,获得序列登录号。

119 序列分析及系统发育树的构建  将所得到的

Bdh5221菌株 16S rDNA序列在 GenBank数据库中

B last分析, 获得相似性\ 90% 的已知种名细菌的

16S rDNA和蛭弧菌属细菌的 16S rDNA序列,利用
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C lusta lX ( 1183)软件进行比对, 通过 M ega311软件

选用 K im ura2. param eter距离模型, 采用邻接法

( Ne ighbour- jo in ing m ethod)构建系统树,通过自举分

析 ( Bootstrap ) 进行置 信度检测, 自举数 据集

为10000次。

2 结  果

211 蛭弧菌 Bdh5221生长特性

采用 70e 30m in灭活的和未经热处理的施氏

假单胞菌作为宿主菌, 在蛭弧菌 Bdh5221接种后

72h左右出现噬菌斑; 随着时间的延长, 噬菌斑分别

在第 6天和第 5天融合并布满整个平板。而经

115e 15m in灭活处理的施氏假单胞菌, 在 8d内都

没有噬菌斑出现。

212 形态观察
光镜下蛭弧菌 Bdh5221为短小细菌, 大小在

( 012) 015) Lm @ ( 016) 115) Lm左右。电镜下

蛭弧菌呈杆状、弧状,一端有极长的极生鞭毛, 鞭毛

长是菌体长度的 10) 13倍 (图 1),同时还可以看见

蛭弧菌吸附宿主菌 (图 2)和在宿主菌菌体内由丝状

体裂解为单个蛭弧菌的现象 (图 3)。

图 3 蛭弧菌 B dh5221在宿主菌施氏假单胞菌内的增殖 ( 29000 @ )

Fig1 3 Mu ltip licat ion ofBde llovibrio sp1 Bdh5221 in the cytop lasm of     

the host bacterium ( 29000 @ )

213 生理生化特征与药敏实验
生理生化实验表明,蛭弧菌 Bdh5221明胶穿刺

试验和接触酶试验呈阳性, 氧化酶反应呈阴性, 对

10 Lg和 150 Lg的弧菌抑制剂 O /129均敏感。药

敏实验表明,蛭弧菌 Bdh221对新霉素、卡那霉素和

恩诺沙星敏感;对青霉素、庆大霉素、磺胺嘧啶和万

古霉素不敏感 (表 1)。

表 1 蛭弧菌 Bdh221药敏实验结果

Tab1 1 D rug sens itive test of Bdh5221

Drug
Dose

(Lg /d isc)

D iam eter of an tibacterial circle

(mm )
Sens itivity

O /129 10 23 H

O /129 150 48 H

Neom gcin 15 23 H

B iograncet in 15 26 H

En rofloxacin 15 29 H

Pen icill in 15 9 R

Su lfadiaz ine 15 8 R

V ancocin 15 12 M

  Note: H1 H igh sens itive; M1 M ed ium sens itive; R1 Res is tan t; Drug

sen sitivity test through d isk d iffusion m ethod
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214 16S rDNA基因序列和系统发育的分析

图 4为施氏假单胞菌和蛭弧菌 Bdh5221的 16S

rDNA经质粒转化后的 PCR扩增产物及其酶切后的

     

图 4 16S rDNA扩增产物及其质粒转化后酶切产物的电泳图谱

Fig1 4 The electrophoresis of 16S rDNA PCR am pl if icat ion of strain

   and clon e

A:通用引物扩增出纯宿主菌施氏假单胞菌 16S rDNA的条带; A . :

使用 Sau3AI限制性内切酶酶切 A产物的电泳条带; B:质粒转化后

大肠杆菌 ( Ñ )采用通用引物扩增的电泳条带; B. :使用 Sau3A I限

制性内切酶酶切 B产物的电泳条带; C:质粒转化后大肠杆菌 ( Ò )

采用通用引物扩增的电泳条带; C. :使用 Sau3A I限制性内切酶酶

   切 C产物的电泳条带

A, B, C: PCR am p lification; A . , B . , C . : The product of restrict ion

   endonuclease; M: DNA M arker

图 5 B dh5221与相关菌株的系统发育树

Fig1 5 N eighbou r- join ing tree of strain Bdh5221 and its relatives

The tree w as constru cted by M ega311 based on 16S rDNA sequ ence of

strain Bdh5221 and its relatives in Bdel lov ibrio genus and B acteriovorax

genus1 Num bers beh ind the bacterium nam e represent the sequ ences. ac-

cess ion num ber in G enB ank1 Num bers at branch-poin ts represen t con f-i

den ce values ob tained after bootstrap analys is of the ne ighbou r-join ing tree

   u sing 10000 rep licates

电泳图。B和 A一样,在 1500 bp左右有一明显的

条带。Bc和 Cc分别为 B和 C0的 16S rDNA扩增产

物酶切电泳图。B.和 A .在 1000 bp左右有一酶切

条带, 而 C.的酶切条带在 600) 800 bp之间,这说

明 C是挑选出的与宿主菌酶切产物不同的克隆菌

株,即目标菌株 Bdh5221。PCR扩增出 Bdh5221菌

株的 16S rDNA片段约 1500 bp(图 4 C) , 测序结果

表明该片段有 1350 bp, 在 Genbank中登录序号为

EU 407192。将获得的序列与 Genbank中已报道的

16S rDNA序列进行比对, 并建系统发育树 (图 5) ,

发现该菌与一株新发现的海洋新种细菌 Kord-i

im onas gw angyangensis位于同一分支。通过该菌的

16S rDNA基因序列的同源性分析发现其与 Kord-i

im onas gw angyangensis同源性高达 99%, 与其他蛭

弧菌属的细菌同源性从 70% ) 90%之间。

3 讨  论

311 该细菌的培养特性观察

该细菌在 30e 培养条件下第 2天或第 3天形

成噬菌斑,并且其形成的噬菌斑随着时间的延长出

现噬菌斑融合的现象。结合相差显微镜观察, 证明

不是黏液菌、原虫、真菌和噬菌体形成的噬菌斑。配

合电镜照片, 该菌的形态和大小与李楠、曹海鹏

等
[ 13, 14 ]

的报道大致一致, 呈杆状, 弧状, 一端有极长

的极生鞭毛。另外在电镜下,观察到该菌在吸附宿

主时没有鞭毛,这与蛭弧菌在吸附和穿入阶段脱掉

鞭毛的报道一致
[ 15]
。根据谢群英等

[ 16 ]
的报道, 该

菌除能裂解包括嗜水气单胞菌、副溶血弧菌、鳗弧

菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、大肠杆菌、荧光假单胞菌

和迟钝爱德华氏菌等菌在内的革兰氏阴性菌外,还

能在超声波破碎的革兰氏阳性菌中生长。盐度

25j、温度 30e 、pH 710) 715为其最佳生长条件。

据该菌的理化特性和寄生属性,参照伯杰氏手册第

九版的描述,基本判定该菌为蛭弧菌属细菌。

312 生长特性的思考

蛭弧菌能生长在 70e 30m in灭活的宿主菌双

层琼脂培养基上, 却不能生长在 115e 15m in高压

灭活的宿主菌双层琼脂培养基上。根据 H espell
[ 17]

报道,对宿主轻微的热处理不影响蛭弧菌生长。而

李楠
[ 13]
和宋志萍

[ 18]
等分别用灭活的宿主菌培养其

各自分离到的蛭弧菌, 前者的可以生长但后者的却

不能,这说明不同蛭弧菌对宿主生理状态的要求可能

是不同的。通过光镜观察,宿主菌 70e 30m in灭活

的宿主菌细胞膜完好,而 115e 15m in高压灭活的宿
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主菌则细胞结构不完整,只剩下一些大小不等的细胞

碎片。这有可能与蛭弧菌生活周期有关, 当宿主细胞

结构不完整时,则不能完成在宿主细胞内的丝状延

伸,使得蛭弧菌不能生长。另外蛭弧菌能否在灭活的

宿主上生长是否与蛭弧菌嗜菌性有关的 hit基因位点

的改变有关,或者是否存有其他原因尚待研究。

313 生理生化特征和药敏结果的探讨

由于许多蛭弧菌不能离开宿主而单独培养, 所

以大多数生理生化指标都来源于非宿主依赖的蛭弧

菌。据 Seidled和 Starr, et al1的报道 [ 19]
, 宿主依赖

的蛭弧菌和其突变菌株 (非宿主依赖的蛭弧菌 )的

生理生化特征应该是相同的, 变异的基因不涉及它

的基本代谢,只和其攻击宿主菌的能力有关。因此,

本研究利用该株蛭弧菌能生长在 70e 30m in灭活

的宿主菌双层琼脂培养基上, 对其生理生化特性进

行分析。该菌的 O /129敏感性和过氧化氢酶特性

与先前报道的蛭弧菌相关特性相一致
[ 19]
。李楠等

利用其分离的蛭弧菌在高压灭菌的宿主上生长的特

点也做了蛭弧菌生理生化相关研究, 其结果与本实

验的部分结果有所不同, 说明仅使用有限的生理生

化特性对相关蛭弧菌进行鉴定的可能性不大。此

外, 本研究及先前的研究均表明
[ 20]

, 蛭弧菌类微生

态制剂在使用中应考虑抗生素药物对其的影响, 以

提高其在养殖生产中的 /药效 0。

314 16S rDNA 基因与蛭弧菌属的差异的相关

思考

除代谢变异的菌株外, 多数蛭弧菌难以与宿主

菌完全分离。由于宿主菌的干扰, 获得蛭弧菌 16S

rDNA基因十分困难。目前报道获取蛭弧菌 16S

rDNA基因的方法主要有 3种: 1)通过细菌通用引

物扩增非宿主依赖的蛭弧菌获得; 2)利用蛭弧菌特

异的引物扩增获得; 3)利用克隆转化的方法获得。

本实验与 Dav idov Y和 Jurkev itch E
[ 21]
采用的方法

大致相同,即先扩增出蛭弧菌和宿主菌的 16Sr DNA

基因, 将其转入大肠杆菌进行分离; 将分离的 16Sr

DNA基因使用 Sau3A I酶切鉴定, 找出和确定蛭弧

菌的序列。该株蛭弧菌的 16S rDNA基因序列 与

Kord iimonas gwangyangensis细菌的同源性最高。这

株细菌是由韩国的 Kw on K K和 LeeH S
[ 22]
在 2005

年发现的。前期研究表明, Kord iimonas gwangyan-

gensis为革兰氏阴性细菌, 能降解多环芳香族碳氢

化合物,过氧化氢酶和氧化酶均为阳性;值得关注的

是, 该菌可利用乙酰葡糖胺酶和麦芽糖作为碳源,且

该菌没有噬菌性和寄生性, 与本株蛭弧菌的相关特

性 (氧化酶阴性、具有噬菌性、不利用其他碳源的特

性以及在形态特征 )有很大的差异, 因此, 这两株细

菌不是同属细菌。而两株细菌的 16S rDNA序列如

此接近,说明其株细菌的进化祖先存在交叉导致谱

系共享问题。此外, 蛭弧菌属本身存在的种间差异

大以及 GenBank中亚洲海域内蛭弧菌属细菌相关

序列资料的匮乏也是导致该现象的原因。目前蛭弧

菌的分类标准存在争议, 该株菌与其他蛭弧菌类细

菌的 16S rDNA同源性较低, 但其是否是蛭弧菌类

细菌的一株新种细菌还需要结合其他较 16S rDNA

进化快的基因 (如 23S rDNA)等方法加以验证。
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THE PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS AND 16S rDNA SEQUENCE

ANALYSIS OF BDELLOVIBRIO SP1Bdh5221
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1
and JIA X ian
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( 11 The Colleg e of Veterinary M ed icine, S ichuan Agricultura l Un iversity, Ya. an 625014, C h ina; 21 Ch in eseA cademy F ish er S cien ce s,

K ey and Open Labora tory ofM arin e and E stuarin eF ish eries, Ea st Ch ina Sea F isheries R esearch In sti tu te,

M in istry of Ag ricul ture, Shanghai 200090, Ch ina )

Abstract: A bacterium wh ich iso lated from prawn nursery wastewater in Q iongha,i H ainan Prov ince in August 2005, was

ma intained by our laboratory and nam ed Bdh52211 Accord ing to prev ious study, Bdh5221 could prey m ost G ram-negative

bacterium and can a lso be cultivated by using heat-killed G ram-negative bacterium1 In the present study, morpho logica,l

phys io logical characteristics, drug sens itiv ity, and 16S rDNA sequence of Bdh5221 were analyzed1 The morpho logical

studies show ed that the stra in Bdh5221 w ere G ram-negative, m otile and had a bacilliform or bacilliform shape w ith flage-l

lum at one s ide, wh ich s ize was mostly ( 012) 015) Lm @ ( 016) 115) Lm1 The physiologica l characterist ics showed

that this bacterium w ere catalase-pos itive, ox idase-negative, gelatin colliquation-positive and sensitive to the v ibriostratic

agent O /1291 Drug sens itive resu lts indicated that this bacterium w ere enrofloxacin-posit ive, neomgcin-posit ive, biogran-

cet in-positive, penicillin-negat ive, Sulfadiaz ine-negat ive and vancocin-negative1 16S rDNA gene of Bdellovibrio sp1
Bdh5221 was 99% smi ilar w ith a navelm arine bacteriumK ordiim onas gw angyangensis1 The smi ilarity w ith a ll recogn ized

Bdellovibrio-and- like organism sw as from 90% to 70% 1 It indicated that the bacterium m ight be a nove lBdellov ibrio-and-

like organism s1

Key words: Bdellov ibrio sp1 Bdh5221; Phys io logical characteristics; D rug sens itive test; 16S rDNA gene;

Phy logenetic tree


