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天津主要河流中耐高温蛭弧菌的
分离及生物学特性
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(天津农学院 农学系, 天津 300384)

摘 要: 从天津 4条主要河流(独流减河,南运河,北运河, 子牙河)中分离出了耐高温的蛭弧菌并

进行了纯化。通过采用宿主双层琼脂平板法对从河水中筛选出耐高温菌株并对其进行宿主范围、

pH、温度等生物学特性的测定, 结果表明:耐高温蛭弧菌在 pH 7 0~ 7 5生长最好; 对热致死的大

肠杆菌,嗜水气单胞菌,荧光假单胞菌等 3种细菌仍有裂解作用且出斑时间较裂解活菌早; 寄生谱

测定发现其可侵染绝大多数革兰氏阴性菌和部分革兰氏阳性菌, 且为专性寄生。
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Purification of Bdellovibrio with High Temperature Resistance

in Tianjin Rivers and Preliminarily Studies on Its Biological Characteristics
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Abstract: Bdellovibr io which could g row n at high temperature condit ions w as screened and

purified in T ianjin four main r iv ers. T he bio logical char acteristics w ere tested by double deck agar

plate, including its ho st spect ra, pH resistance, and cultiv at ion temperature. T he results show ed

that the Bd ellovibr io with high temperature resistance g row ed w ell at pH 7 0~ 7 5, and it could

prey on the dead bacter ia ear lier compared w ith the living bacteria, such as Escher ichia col i ,

A er omonas hydr ophi la, P seudomonas f luor escens, mass of gram negat ive bacteria and some

g ram positiv e bacteria could be preied on by the Bdello vibrio, w hich is an obligate parasite.
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蛭弧菌( Bdellovibr io)是 Sto lp和 Petold 1962

年从土壤中分离噬菌体时首次发现的。它广泛分

布于自然水域、污水及土壤中。它是一类攻击、侵

染、裂解其它细菌的革兰氏阴性寄生菌[ 1] ,有类似噬

菌体的作用。蛭弧菌是环境中致病菌自然净化的重

要生物因子之一, 具有很大的潜在应用价值,很可能

成为生物防治有害细菌的一种有力武器。

蛭弧菌作为一种新发现的细菌, 因其独特的生



物学特性,在微生态研究领域己被作为一种新型微

生态制剂的菌种得到开发和应用, 并取得明显效

果。该菌从发现至今, 尽管在基础研究方面己经取

得明显进展, 但是到目前为止, 其生物学特性仍然

没有得到全面了解, 影响蛭弧菌生长的因素及其作

用机制也未彻底探明, 仍需作更深入、更广泛的研

究[ 2] 。

蛭弧菌对温度很敏感,超过 40 即停止生长,

50 保持 30 m in即失活,但是在将蛭弧菌用于水

产养殖的时候,由于自然条件与实验室培养条件相

差很大, 抗逆性差, 尤其是温度耐受范围小的菌株

活性往往较低,且生长缓慢起不到裂解水中致病菌

和净化水体的作用, 这已经成为蛭弧菌在水产养殖

应用中的一个瓶颈。但是一般野生型的细菌抗逆

性较高,所以作者拟从自然水体中分离出来耐高温

的蛭弧菌菌株,这样抗逆性强的菌株在大规模生产

和实际应用中有着很高的利用价值。

1 材料与方法

1 1 菌种

大肠杆菌、嗜水气单胞菌等宿主菌: 由天津农

学院农学系生物技术教研室保存; 野生型蛭弧菌:

由天津市独流减河、南运河、北运河、子牙河分离。

1 2 培养基

1 2 1 宿主菌培养基

1) 肉汤液体培养基:牛肉膏 0 5 g / dL、蛋白胨

1 g/ dL、氯化钠 0 5 g/ dL ; pH 7 2~ 7 4, 121 灭

菌 20 m in。

2) 肉汤斜面培养基: 在以上培养基的基础上加

入 2 g/ dL 的琼脂。

1 2 2 蛭弧菌培养基

1)采用自来水琼脂双层培养基。培养基下层:

煮沸自来水+ 1 g/ dL 琼脂, pH 7 0~ 7 2, 121 灭

菌 20 m in。

培养基上层:煮沸自来水+ 0 5 g / dL 琼脂, pH

7 0~ 7 2, 121 灭菌 20 min。

2) PPYE 培养基。蛋白胨1 0 g, 酵母膏0 3 g,

5 g/ dL 的 MgCl2溶液 12 mL, 5 g/ dL 的 CaCl2溶液

6 mL,蒸馏水1 000 mL, 121 灭菌 20 m in。

1 3 水样的采集及预处理

1 3 1 水样的采集 对天津周边地区的河流包括

南运河、独流减河、北运河、子牙河进行了采样。将

采来的水样用无菌的 0 45 m 醋酸纤维滤膜过滤,

除去水中的藻类、固体悬浮物、杂质等。将处理后

的水样装于 500 mL 的摇瓶中,置于 4 冰箱保藏。

1 3 2 水样的预处理 将水样从 4 冰箱中的取

出,吸取 100 mL 至已灭菌的 500 mL 三角瓶中,然

后加入 0 5 mL 大肠杆菌高浓度菌悬液, 30 、180

r/ min摇床培养至摇瓶中液体澄清为止, 时间为 48

~ 72 h。将发酵液用无菌的0 45 m 醋酸纤维滤膜

过滤, 除去原生动物对蛭弧菌形成的噬菌斑的干

扰。

1 4 以大肠杆菌为宿主菌的双层平板的制作

下层培养基凝固后加入蛭弧菌水样1 mL,加入

含大肠杆菌浓度为 10
8
~ 10

9
/ mL 于上层培养基,转

动平皿使上层培养基与蛭弧菌样品混匀, 等上层平

板凝固后再放入 30 培养箱中培养, 24 h 后将平

皿倒置培养。

1 5 蛭弧菌的分离

为了去除水样中噬菌体的干扰达到分离出蛭

弧菌的目的,用接种环挑取培养 3~ 4 d才产生的噬

菌斑(且随着时间的延长噬菌斑可不断的扩大) ,放

入 50 mL 无菌水的 250 mL 的三角瓶中, 常温浸泡

8~ 10 h。然后加入 0 5 mL 大肠杆菌高浓度菌悬

液到摇瓶中, 30 、180 r / min 摇床培养, 至摇瓶中

液体澄清为止。

1 6 蛭弧菌菌悬液的制备

将培养液继续做双层平板,当培养出斑后再经

过 1~ 2 d的培养, 让噬菌斑连成了一片, 在超净台

中将无菌水倒入平板中, 每个平皿加 30 mL 左右。

常温浸泡 6~ 8 h,用灭菌的 10 mL 吸量管将洗斑液

移到 500 mL 摇瓶中,每个摇瓶装100 mL 左右。然

后放在 4 冰箱中保藏备用。

1 7 水样中耐高温蛭弧菌的筛选

将上述蛭弧菌菌悬液做双层平板, 然后分别置

于 30、33、35、37、40、43 的培养箱中培养, 培养

3~ 4 d后观察出斑情况。

1 8 水样中耐高温蛭弧菌的纯化

采用摇瓶培养和双层平板分离交替的方法进

行:将蛭弧菌平板用无菌水浸泡 6~ 8 h, 用灭菌的

10 mL 吸量管将洗斑液移到 500 mL 摇瓶中, 加入

0 5 mL 大肠杆菌高浓度菌悬液摇床培养至液体澄

清;再将培养液做双层平板挑取噬菌斑, 重复上述

操作直至出斑大小一致为止。一般纯化 2~ 3 代后

蛭弧菌出斑大小基本一致,纯化后的蛭弧菌平板于

4 冰箱保藏备用。

1 9 蛭弧菌基本生物学特性的测定

1 9 1 不同 pH 值对蛭弧菌生长的影响 分别取

pH 值 5 0、6 0、7 0、7 5、8 0、8 5、9 0等 7种不同

的 pH 值的灭菌水 5 mL, 加入已长满蛭弧菌的平板
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上,浸泡 2 h。然后, 分别从各个平板上吸取 1 mL

菌液,做双层平板,宿主菌为大肠杆菌, 待平板凝固

后,将其放置 43 培养箱中培养。观察各个培养

皿上的出斑情况。

1 9 2 蛭弧菌对热致死细菌的裂解 用适宜的培

养基培养大肠杆菌、嗜水气单胞菌、荧光假单胞菌,

用灭菌自来水制成浓度为 1011 cfu/ mL 的悬浊液,

在 115 灭活 30 min。将在摇床中已摇清的蛭弧

菌分别接入该混悬液,加入软琼脂充分混匀后倾注

自来水琼脂平板, 观察噬菌斑形成情况。

1 9 3 耐高温蛭弧菌对几种宿主菌的裂解情况

选用大肠杆菌、嗜水气单胞菌、枯草芽孢杆菌、荧光

假单胞菌、金黄色葡萄球菌、乳酸链球菌这 6 种宿

主菌,采用自来水琼脂双层平板法观察耐高温蛭弧

菌对这 6种宿主菌的裂解情况, 培养温度为 30 ,

观察每个培养皿的出斑情况。

1 9 4 耐高温蛭弧菌噬菌谱的测定 选用了革兰

氏阴性菌恶臭假单胞菌、嗜水气单胞菌、荧光假单

胞菌、鼠伤寒沙门氏菌、鸡白痢沙门氏菌、绿脓杆

菌、腐败假单胞菌、副溶血弧菌、温和气单胞菌; 革

兰氏阳性菌藤黄八叠球菌、金黄色微球菌、金黄色

葡萄球菌、乳酸链球菌、枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆

菌、多粘杆菌、嗜酸乳杆菌、蜡样芽孢杆菌、纳豆芽

孢杆菌进行噬菌谱的测定。采用 10- 5稀释度发酵

液所做的宿主双层平板进行检验。

1 9 5 检测耐高温蛭弧菌是否为兼性寄生 将分

离纯化的耐高温蛭弧菌接种在死的宿主琼脂平板

上,待其将宿主菌全部裂解以后, 用灭菌自来水浸

泡平板。4 h后取该液体 0 1 mL 涂布PPYE平板,

将平板放置 28 恒温培养箱中培养, 观察是否有

菌落形成。如果有菌落形成,则挑取该菌落接种至

自来水宿主双层琼脂平板, 在 30 d内观察能否形成

噬菌斑。如果能够形成噬菌斑则判定该菌株为兼

性寄生菌株。

2 结果与分析

2 1 水样中耐高温蛭弧菌的出斑情况及噬菌斑形态

从天津市各大主要河流中分离到了蛭弧菌, 并

进行了耐高温菌株的筛选,结果见表 1。从表 1可

知,可以从自然水体中分离出蛭弧菌, 在独流减河

和北运河中分离到能够耐受 37 的蛭弧菌, 在子

牙河分离到能够耐受 35 的蛭弧菌, 在南运河分

离到能够耐受 40 的蛭弧菌, 从而可知野生型的

蛭弧菌的抗逆性比较强;对筛选出来的耐高温蛭弧

菌进行纯化及扩大培养。结果表明, 其数量可以达

到 10
7
~ 10

8
pfu/ mL。

表 1 水样中蛭弧菌在不同温度下的出斑情况

Tab. 1 Plaque of the Bdeollvibrio in dieffernt cultivation

temperature

来源 30 33 35 37 40 43

独流减河 + + + + - -

南运河 + + + + + -

北运河 + + + + - -

子牙河 + + + - - -

注: + 出斑, - 无斑

在所采集的 4条河流中, 均能检出蛭弧菌的噬

菌斑,噬菌斑形态见图 1, 2。

图 1 南运河双层平板噬菌斑

Fig. 1 Photo of plaques f rom the South Canal with

double deck agar plate

图 2 独流减河双层平板噬菌斑

Fig. 2 Photo of plaques from Duliujian River with

double deck agar plate

其中河水所受污染最严重的是独流减河, 而北

运河的水体环境最好, 污染也最轻。蛭弧菌在河流

自净中起到一定作用, 水体污染越严重, 供蛭弧菌

寄生的细菌品种和数量就越多, 蛭弧菌含量也越

大,因此可以反过来认为蛭弧菌的含量与河流的污

染程度有关。污染越严重的河流则蛭弧菌含量越

高,进一步研究水体中蛭弧菌的分布及数量变化与
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水体污染的相互关系, 可以用作指示污染指标。

2 2 耐高温蛭弧菌生物学特性

2 2 1 不同 pH 值对耐高温蛭弧菌生长的影响实

验 从表 2可看出, 蛭弧菌的生长对 pH 值的要求

相对不是很严格, 耐高温蛭弧菌在 pH 6 0~ 9 0均

能生长,在 pH 7 0~ 7 5生长较好, 说明该蛭弧菌

适合在中性偏碱的环境下生长; 而在酸性条件下,

随着 pH 值的下降, 耐高温蛭弧菌数量显著下降。

由于在酸性条件下, 蛭弧菌鞭毛会脱落, 所以蛭弧

菌的运动能力下降, 导致捕食能力也有所下降, 存

活的蛭弧菌量也会相对减少。

表 2 pH值对蛭弧菌出斑的影响

Tab. 2 Effect of pH on the plaque

pH 值
出斑
时间/ h

菌斑透明情况
噬菌斑
个数/个

5. 0 无 无 无

6. 0 96 较模糊 8

7. 0 72 透明 17

7. 5 72 透明 19

8. 0 72 透明 16

8. 5 84 较模糊 15

9. 0 96 较模糊 5

在李戈强的报道指出 [ 3] , 当 pH 值在 5 6~ 6 0

时,蛭弧菌几乎没有裂解能力。在本试验中发现蛭

弧菌在 pH 6 0时仍然能够生长, 出现这种情况可

能是与酸处理时间有关, 但其数量明显减少, 与报

道的研究结论相符。

2 2 2 耐高温蛭弧菌对热致死细菌的裂解实验

将大肠杆菌、嗜水气单胞菌、荧光假单胞菌的菌悬

液在 121 灭活处理 20 min,制成的自来水宿主琼

脂平板,接种耐高温蛭弧菌后都形成清晰透明的噬

斑,结果见表 3。而且宿主菌热致死后出现噬斑的

时间,较宿主菌为活体时早。

表 3 蛭弧菌对热致死细菌的裂解实验出斑时间

Tab. 3 Plaque formation time in different dead bacteria

宿主菌 出斑时间/ h

大肠杆菌 60

嗜水气单胞菌 72

荧光假单胞菌 72

近期研究发现 [ 4- 5] , 蛭弧菌可以裂解经过热致

死的革兰氏阴性菌、某些革兰氏阳性菌以及死的蛭

弧菌。在本实验中,耐高温蛭弧菌对热致死的大肠

杆菌、嗜水气单胞菌、荧光假单胞菌等 3 种细菌仍

有裂解作用, 而且其出斑时间也确实比用活的宿主

菌要早。细胞破裂释放的蛋白质可能成为蛭弧菌

的营养来源
[ 6]
,同时致死的宿主菌的生理结构发生

变化,宿主细胞膜遭到破坏, 可使得蛭弧菌更容易

吸附与裂解。利用蛭弧菌的这一性质, 对所分离的

菌株作生化鉴定, 能排除来自宿主的干扰, 使鉴定

的结果更加可靠。

2 2 3 耐高温蛭弧菌噬菌谱的测定 分别用革兰

氏阳性和阴性菌进行噬菌谱的测定,取 3次试验所

得数据的平均值,见表 4, 5 。在以上用于试验的 19

个菌种中,能够被耐高温蛭弧菌侵染并产生噬菌斑

的有:恶臭假单胞菌、嗜水气单胞菌、荧光假单胞

菌、藤黄八叠球菌、金黄色微球菌、金黄色葡萄球

菌、乳酸链球菌、鼠伤寒沙门氏菌、鸡白痢沙门氏

菌、绿脓杆菌、腐败假单胞菌、副溶血弧菌、温和气

单胞菌 13个菌种。

表 4 耐高温蛭弧菌对革兰氏阴性菌产生噬菌斑情况

Tab. 4 Plaques generated by the Bdeollvibrio and gram nega

tive bacteria

革兰氏阴性菌
噬菌斑
数量/个

噬菌斑
直径/ cm

噬菌斑
清晰度

恶臭假单胞菌 23 1~ 1. 5 + + + + +

嗜水气单胞菌 29 1~ 1. 5 + + + + +

温和气单胞菌 24 1~ 1. 5 + + + + +

副溶血弧菌 26 1~ 1. 5 + + + + +

腐败假单胞菌 25 1~ 1. 5 + + + +

绿脓杆菌 26 1~ 1. 5 + + + + +

鸡白痢沙门氏菌 28 1~ 1. 5 + + + + +

鼠伤寒沙门氏菌 29 1~ 1. 5 + + + + +

荧光假单胞菌 28 1~ 1. 5 + + + + +

+ + + + + : 最清晰 + + + + : 较清晰 + + + :清晰

表 5 耐高温蛭弧菌对革兰氏阳性菌产生噬菌斑情况

Tab. 5 Plaques generated by the Bdeollvibrio and gram posa

tive bacteria

革兰氏阳性菌
噬菌斑
数量/个

噬菌斑
直径/ cm

噬菌斑
清晰度

藤黄八叠球菌 23 1~ 1. 5 + + + + +

金黄色微球菌 27 1~ 1. 5 + + + + +

金黄色葡萄球菌 27 1~ 1. 5 + + + + +

乳酸链球菌 18 0. 5~ 1. 5 + + +

枯草芽孢杆菌 无 无 无

地衣芽孢杆菌 无 无 无

多粘杆菌 无 无 无

嗜酸乳杆菌 无 无 无

蜡样芽孢杆菌 无 无 无

纳豆芽孢杆菌 无 无 无

+ + + + : 最清晰 + + + + : 比较清晰 + + + :清晰

其中革兰氏阴性菌包括恶臭假单胞菌、嗜水气

单胞菌、荧光假单胞菌、鼠伤寒沙门氏菌、鸡白痢沙
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门氏菌、绿脓杆菌、腐败假单胞菌、副溶血弧菌、温

和气单胞菌; 阳性菌包括藤黄八叠球菌、金黄色微

球菌、金黄色葡萄球菌、乳酸链球菌。

不同的蛭弧菌菌株, 其宿主范围也不完全相

同。耐高温蛭弧菌可侵染绝大多数革兰氏阴性菌

和一少部分革兰氏阳性菌, 并使其产生噬菌斑, 但

是对多数的杆菌而言都没有产生噬菌斑, 故可推测

耐高温蛭弧菌有可能不侵染杆菌。

2 2 4 检测耐高温蛭弧菌是否为兼性寄生的实验

接种蛭弧菌菌悬液的 PPYE 平板上在 30 d内没

有长出黄色菌落, 说明分离的耐高温蛭弧菌为专性

寄生。

3 结 语

蛭弧菌对水中细菌有很强的裂解作用,并且还

能改善水质的理化指标,比如蛭弧菌对水中的氨氮

有一定的去除作用; 同时, 充足的溶氧也有利于蛭

弧菌裂解病原菌, 氧化降解氨氮, 净化水体,提高透

明度, 从而改善鱼类生存环境, 减少鱼类疾病的发

生,起到防治鱼类细菌性疾病, 提高生产性能的作

用。

蛭弧菌微生态制剂又称生物治菌王, 是一种极

有潜力的生物药, 为了更好地让这种环保药物在生

产中广泛使用, 目前要做的工作仍然很多, 尤其在

水产养殖方面要加大力度进行研究。单一的蛭弧

菌菌株对致病弧菌的消除能力有限, 菌株间的协同

作用有助于对更多的致病弧菌的裂解, 今后的研究

工作将采用微生物学和发酵工程相结合的手段,进

一步开展蛭弧菌对更多弧菌的裂解实验, 从中找到

裂解能力最强的菌株或组合, 然后再开展弧菌生物

消除剂的工艺学研究, 进而为提高海洋食品质量安

全提供强有力的实用措施, 为食物中毒、鱼类弧菌

病害的防治提供新的手段。

采用双层琼脂法测定噬菌体的宿主范围及对

相关特性的研究, 具有简便、快速、经济的优点
[ 7]
。

作者从天津 4大河流中分离出了蛭弧菌, 而且蛭弧

菌耐受温度都较高,在南运河分离到了能够耐受 40

的耐高温蛭弧菌, 从而可知野生型的蛭弧菌的抗

逆性比较强; 对耐高温蛭弧菌进行纯化及扩大培

养,其数量可以达到 108 pfu/ mL; 耐高温蛭弧菌在

pH 7 0~ 7 5生长最为良好;耐高温蛭弧菌对热致

死的大肠杆菌, 嗜水气单胞菌, 荧光假单胞菌等 3

种细菌仍有裂解作用且出斑速度快;耐高温蛭弧菌

侵染并产生噬菌斑的菌种有: 恶臭假单胞菌、嗜水

气单胞菌、荧光假单胞菌、藤黄八叠球菌、金黄色微

球菌、金黄色葡萄球菌、乳酸链球菌、鼠伤寒沙门氏

菌、鸡白痢沙门氏菌、绿脓杆菌、腐败假单胞菌、副

溶血弧菌、温和气单胞菌共 13个菌种, 从而得出耐

高温蛭弧菌与噬菌蛭弧菌的裂解能力基本一样,但

其耐受温度的能力更强;通过连续 30 d观察 PPYE

平板发现,耐高温蛭弧菌不属于兼性寄生的细菌。
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