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一株沼泽红假单胞菌的鉴定及产类胡萝卜素的研究

李福枝， 周晓媛， 曾晓希， 邓靖
(湖南工业大学绿色包装与纳米生物技术应用省重点实验室，湖南株洲412008)

摘 要：作者通过革兰氏染色、鞭毛染色、扫描电镜对一株光合细茵进行了形态学特征观察，并通

过平板培养、液体培养特征、生理生化试验来了解其培养特征和生理生化特征；同时还通过双光束

紫外一可见光谱仪分析了其活体细胞和细胞色素的光谱吸收行为。研究了其产类胡萝卜素的培

养基和培养条件，并通过高效液相色谱仪对类胡萝卜素成分进行了分析。结果表明，此菌株为革

兰氏阴性、有极生鞭毛，细胞为杆形，有集柬生长的习惯，不对称出芽分裂，细胞大小为(o．6～2．5)

肛m×(o．6～5．o)肚m；单茵落在固体平板培养基上呈淡黄色，表面光滑湿润，边缘整齐；在液体培

养基上的培养物为深红色；对氨基苯甲酸、酵母浸出物对菌株的生长有显著刺激作用；菌体细胞色

素含有类胡萝卜素和叶绿素a。根据这些形态学和生理生化特征，初步确定该菌株为沼泽红假单

胞菌(Rhodopsedomonas palustris)。此茵在培养基组成为(g／L)：KH2 P04 0．6，K2 HP04 0．9，醋

酸钠2．0，氯化铵1．5，酵母浸膏0．5，NaCl 0．5，硫酸镁0．3，氯化钙0．2。在28℃、1 500 lx，pH

6．5～8．5条件下培养能够快速生长繁殖。通过HPLC分析表明：类胡萝卜素提取液中成分至少

有10种，其中5种是主要成分。

关键词：形态学特征；生理生化特征；沼泽红假单胞菌；培养基；培养条件；高效液相色谱
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Identification of a Strain of Rhodopseudomonas palustris and

Researches on Its Carotenoids Production

LI Fu—zhi， ZHOU Xiao—yuan， ZENG Xiao—xi，DENG Jing
‘

(Key Lab of Green Packing and Application of Biological Nanotechnology，Hunan University of Technology，

Zhuzhou 412008，China)

Abstract：In this study，a bacteria was identified as Gram—negative，in shape of ovoid or rod，with

flagellum on one end，0．6-2．5弘m×0．6～5．0 btm size，living together rose knottily，bud

reproduction dissymmetrically．It showed light yellow on solid substrate and dark red in liquid

substrate．This bacteria was sensitive to para aminobenzoic acid，especially yeast extract paste．It

had carotenoids and chlorophyll—a．According the Bergey’S manual systematic bacteriology，the

strain was identified to be Rhodopsedomonas palustris．The optimized culture medium were

potassium dihydrogen phosphate 0．6 g，dipotassium hydrogen phosphate 0．9 g，yeast—extract 0．5

g，sodium acetate 2．0 g，ammonium chloride 1．5 g，sodium chloride 0．5 g，magnesium sulfate

0．3 g，calcium chloride 0．2 g，distilled waterl000 mL．Ten kinds of carotenoids were found by
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HPLC，and five were the main components among the ten．
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光合细菌是一类能进行光合作用而不产氧的

特殊生理类群的总称，广泛存在于海洋、湖泊、污

泥、土壤中，在自然界的碳素、氮素、硫素转化循环

中起重要作用。光合细菌在高浓度有机废水处理

与资源化、水产养殖的水质调控与促进健康生长、

农业生产中作为高效活性菌肥等方面都发挥着积

极作用。同时，还被应用于新能源的开发、保健品

与抗癌药的研制以及类胡萝卜素的提取。沼泽红

假单胞菌是光合细菌的一种，目前在这方面的研究

主要集中在污水处理和饲料添加剂方面[1-z3，如白

红娟等发现菌株对Cd2+的去除主要在细胞壁上[3]，

Joong等发现沼泽红假单龅菌能够大大提高鱼类的

存活率和成长率H]。在产类胡萝卜素方面，国内研

究的比较多，但还只是在初期研究阶段[5]。作者从

学校周边池塘底泥中分离获得一株光合细菌，并对

其进行了鉴定，并对其产类胡萝卜素的培养基和培

养条件进行了研究。

1材料与方法

1．1实验材料

菌种来源：湖南工业大学周边池塘1～1．5 m

处底泥经分离筛选而来。

1．2主要仪器

双光束紫外可见分光光度计：TU一1901，北京普

析通用制造；光照培养箱：PXY一400G-B，湖南省科

力仪器厂制造；液相色谱仪：LC-20A，岛津仪器公司

制造；显微镜：NIKON TE2000，日本NIKON公司

制造。

1．3鉴定方法

1．3．1 分离筛选方法用Van Neil培养基对池塘

浅底的污泥进行连续厌氧光照培养5 d，取其红色

培养物接种于相同的基本培养基，连续厌氧光照培

养5 d；如此接种培养3次后，再平板划线分离，直

到获得单个菌落为止，从中挑选强壮的菌株接种于

富集培养基。培养条件为光照强度1 500 Lux，温度

30℃，连续厌氧培养5 d。

1．3．2茵落形态观察将分离筛选后的菌株进行

平板培养，记录菌落的生长特点，同时记录液体培

养基中的生长特点。平板培养和液体培养的菌落

形态均采用并数码相机拍摄保存。

1．3．3菌体形态观察 采用革兰氏染色法、硝酸

银染色法并结合光学显微镜、透射电子显微镜来观

察。

1．3．4 基质利用实验和生理生化实验 根据《常

见细菌系统鉴定手册》中的生理生化试验内容进

行[6|，并根据文献[7—8]鉴定菌种。

1．3．5 菌体活细胞的检测方法使用TU-1901双

光束紫外一可见分光光度计，取生长旺盛期的菌液在

660 nm下进行紫外一可见光谱吸收扫描。

1．3．6细胞色素的提取方法和表征方法细胞色

素提取方法见文献E9一103，略有改动。细胞色素

表征方法采用紫外一可见光谱法、高效液相色谱法。

1．4培养基和培养条件的研究

1．4．1 基础培养基和培养方法 基础培养基参见

vanNiel培养基[1u(g／L)；KH2 P04 0．6，K2 HP04

0．9，NaAc 0．5，NH4C1 0．3，酵母浸膏0．5，MgS04

0．2，CaCl。0．3，NaCl 0．5 g，微量元素溶液1 mL／L，

生长因子溶液1 mL／L，121℃灭菌15 min。光照强

度1 000 Lux，30℃厌氧培养5 d。

1．4．2正交设计试验 选用L。(34)正交表，对

1．4．1中的基础培养基进行一次正交设计试验，以

找出类胡萝卜素产量高的优化培养基，试验因素和

水平见表1。

1．4．3培养条件的研究 在优化培养基的基础上

对培养温度、光照强度和pH值进行研究，以得到优

化培养条件。

表1正交设计试验

Tab．1 Factors and levels of orthogonal design

1．5高效液相色谱法

色谱柱Spherisorb ODS-2，C18，4．6 D．m×250

nm，5肚m粒度；流动相A为甲醇：水=95：5，B为

乙酸乙酯；洗脱梯度：o～10 min，o～25％B；10～15
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rain，25％～33％B；15～20 rain，33％～50％B；20

～25 min，50％～25％B；25～30 rain，25％B。流

速：1．0 mL／min，进样量为20弘L，柱温为24℃，检

测器波长为475 nm。

1．6类胡萝卜素质量的计算方法

取1 L菌液，沉淀分离细胞后提取类胡萝卜素，

测定所得的类胡萝卜素溶液在波长475 nm下的吸

光值(Abs值)，再计算类胡萝卜素的质量。计算公

式为：

总类胡萝卜素质量(ug)一(A。×V×N×

104)／W×Ao嘲

A。为样品的吸光值(475 nm)；A。为标准样的

吸光系数(475 rim)，一般为2 500(类胡萝卜素的平

均消光值)；N为提取液的稀释倍数；V为样品的

体积mL；W为样品总质量(g)。

2 实验结果

2．1菌株的形态学特征

将经过分离纯化得到的菌株进行平板培养和

液体培养，记录其平板菌落特点和液体培养特点。

同时进行革兰氏染色、硝酸银染色观察和扫描电镜

观察菌株形状和大小，此菌株为革兰氏阴性菌、有

极生鞭毛，细胞为杆形，有集束生长的习惯，有玫瑰

结形成，生殖方式为不对称出芽分裂，细胞大小为

(0．6～2．5)肛ITI×(O．6～5．o)弘m。单菌落在固体

平板培养基上呈淡黄色，表面光滑湿润，边缘整齐。

在液体培养基上的培养物为深红色。

2．2活细胞吸收光谱的测定

图1为菌体活细胞的紫外一可见吸收光谱图，可

以看出，菌体活细胞在380、600、800、861 nm处有

吸收峰，而且在440～520 nm范围内有肩峰。这是

光合细菌尤其是红假单胞菌属的特征吸收[1卜1引。

因细菌叶绿素在360、600、790 nm左右有吸收峰，

类胡萝卜素在450～480 nm范围内有肩峰，所以，

可以初步判定菌体活细胞含有类胡萝卜素和叶

绿素。

量
{隧
米
餐

波"F￡／nm

豳1活菌体吸收光谱 ．

Fig．1 Absorption spectrum of live cell

2．3生理生化试验

表2是根据《常见细菌系统鉴定手册》进行的

生理生化试验[7]。从表2可以看出，菌株能够利用

醋酸钠、酵母浸膏、丁二酸钠、甘露醇、甲酸钠、苯甲

酸钠、柠檬酸钠、硫代硫酸钠、对氨基苯甲酸和各种

铵盐；菌株在多数情况下不能利用糖类如蔗糖、葡

萄糖、半乳糖、果糖和精氨酸、天冬门氨酸等。其

中，酵母浸膏对菌株的生长有显著的刺激作用。

表2生理生化试验

Tab．2 Biochemical and physiological characteristics

碳源 生长情况 碳源 裂要 碳源 鬻曩
蔗糖 一／+ 酒石酸钠 + 丁二酸钠 ++

葡萄糖 一／+ 柠檬酸钠 + 醋酸钠 ++

半乳糖 一／+ 乳酸钠 + 乙醇 +／一

果糖 +／一 甲酸钠 + 甘露醇 ++

丙酮酸 一 苯甲酸钠· + 酵母浸膏 +++++

酒石酸 一 硫化钠 一／+ 硫代硫酸钠 +

对氨基苯甲酸 ． +++ 精氨酸 一 天冬门氨酸 一

氯化铵 + 硝酸铵 + 硫酸铵 +

2．4菌体色素的初步鉴定

按1．3．6中方法来提取菌体中的细胞色素和

并加以表征。结果见图2，3。从图2可以看出，在

420^v520 nm范围内，有3个吸收峰，分别为430，

470，509 nm左右，是明显的类胡萝l-素特征吸收

峰m]。从图3可以看出，在360，600，790 nm左右

有明显的吸收峰，是叶绿素a特征吸收峰n51引。由

此可见，这种菌体内含有类胡萝卜素和细菌叶绿
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素。

波长，nm

图2从苗体提取到的细胞色素1

波长／nm

图3从菌体提取到的细胞色素2

F-嗨3 Second kind cytochrome from the bacteria

2．5优化培养基

由表3可看出，在正交设计试验中主要影响因

素是醋酸钠和氯化铵，微量元素影响很小。从表4

中的方差分析结果可以‘看出，醋酸钠和氯化铵对类

胡萝卜素产量的影响均显著，微量元素不显著。所

以，正交设计实验的最佳组合为A：B：C。。结合基

础培养基得出优化培养基为(g／L)：KH：PO。0．6，

KzHPO。0．9，醋酸钠2．0，氯化铵1．5，酵母浸膏

0．5，NaCl 0．5，硫酸镁0．3，氯化钙0．2。

2．6优化培养条件

使用优化培养基，改变培养温度，连续厌氧光

照培养5 d后，测定各个培养温度下的类胡萝卜素

产量，结果见图4。从图4可以看出，类胡萝卜素的

产量随温度的变化而变化，相比之下，在28℃下类

胡萝卜素产量最高，30℃次之；温度高于或低于2色

℃时，产量均会受到不同程度的影响。

同样，测定菌株在不同光照强度下的类胡萝卜

素产量，结果见图5。可以看出，在1 500 lx下类胡

萝卜素产量最高；光照强度低于l 500 lx时，类胡萝

卜素产量减少，光照强度高于1 500 lx时，产量呈增

加趋势，但是十分缓慢。

表3正交设计试验的直观分析

Tab．3 Straight analysis of orth090nal design
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图4温度对产类胡萝卜素的影响

Fig．4 Effect of different cultivating temperature Oil ca-

rotenoids production
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图5光照强度对产类胡萝卜素的影响

Fig．5 Effect of different illumination intensity on the

production of carotenoids

使用优化培养基，将培养温度、光照强度分别

固定在28℃，1 500 lx，改变pH值使分别为5．5、

6．0、6．5、7．0、7．5、8．0、8．5，连续厌氧光照培养5 d

后，提取并测类胡萝卜素的含量，结果见图6。从图

6可看出，在pH 7．0时类胡萝卜素的量达到最大

值。同时还可看到，在pH值6．5～8．5范围内，类

胡萝卜素产量变化很小。pH值在6．5～8．5范围

内对类胡萝卜素产量的影啊不大。
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5．5 6．O 6．5 7．0 7．5 8．0 8．5

pH值

图6 pH值对产类胡萝卜素的影响

Fig．6 Effect of different pH value

2．7类胡萝卜素成分分析

图7是类胡萝卜素的乙醚提取物的HPLC图，

从图7可以看出，所有物质在25 rain内分离完，并

且提取物中至少包含有10种类胡萝卜素物质，其

中5种(峰面积大)为主要成分。

童
幽
脚

圈7乙醚提取物中类胡萝卜素HPLC-C。。柱的分离色

谱图

Fig．7 Chromatogram of carotenoids extraction by

HPLC

3 结 语

作者分离得到的菌株为革兰氏阴性菌、有极生

鞭毛，细胞为杆形，有集束生长的习惯，有玫瑰结形

成，生殖方式为不对称出芽分裂，细胞大小为

(o．6～2．5)“m×(o．6～5．o)扯m。单菌落在固体

平板培养基上呈淡黄色，表面光滑湿润，边缘整齐；

在液体培养基上的培养物为深红色，这是沼泽红假

单胞菌所特有的形态特征。生理生化实验表明，该

菌株能够利用苯甲酸钠、柠檬酸钠、硫代硫酸钠来

繁殖生长，对氨基苯甲酸尤其是酵母浸出物对其生

长有显著刺激作用，这是沼泽红假单胞菌同嗜酸红

假单胞菌的明显区别。对菌体色素进行初步分析

知，该菌株含有类胡萝卜素和叶绿素a。根据上述

形态学和生理生化特征，参照《伯杰氏系统细菌学

手册》(第8版)，认为该菌株为沼泽红假单胞菌

(R^odo户sPdo，咒。以口s palustris)。

通过正交设计试验得到优化培养基组成为(g／

L)：KH2PO。0．6，K2 HPO。0．9，醋酸钠2．0，氯化铵

1．5，酵母浸膏0．5，NaCl 0．5，硫酸镁0．3，氯化钙

0．2。同时通过试验得到优化培养条件为：28℃，

1 500 lx，pH 6．5～8．5。沼泽红假单胞菌在此优化

培养基和培养条件下能够快速生长繁殖。通过

HPLC分析表明：类胡萝卜素提取液中成分至少有

10种，其中5种是主要成分。
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