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溶藻弧菌在海水长期饥饿胁迫下的
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摘 要: 选取 3 株具有相变特征的溶藻弧菌( Vibrio alginolyticus) ZJ － 51、E324 和 E381 进行海水长期饥饿培

养，测试每毫升可培养细菌数量变化，光学显微镜下菌落相变特征，扫描电子显微镜菌体形态观察与饥饿胁

迫前后菌株对卤虫( Artemia salina) 的毒力对比。结果发现，饥饿培养的细菌活性可分为 3 个时期: 1 ～ 5 d 为

上升期，每毫升海水中可培养细菌数增加并达到最高，菌落表型无显著变化; 中期为下降期( 5 ～ 40 d) ，细菌

数量急剧下降，部分菌体的运动环皱缩; 41 d 后进入平台期，各菌株在海水中的数量保持在 103 ～ 104 cfu·
mL －1，经 500 d 培养，可培养细菌数仍高达 103 cfu·mL －1，平板上出现一种极小的菌落。扫描电镜发现，130 d

饥饿胁迫后多数细胞变为圆球状，部分形成超长的长杆状，或产生成团的絮状物。卤虫致死效应结果显示，

多数菌株在饥饿胁迫 500 d 后的致死率约下降 50%。以上结果为解释溶藻弧菌在寡营养海水中的生存策略

提供了重要线索。
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自然海洋环境中可供细菌利用的营养物质十分匮乏，每升海水只含有 0． 5 ～ 0． 8 mg 的碳源，其中大部

分不能被生物降解［1］，因而海洋细菌常处于长期饥饿状态。在实验室的研究中，大部分海洋细菌处于营

养丰富状态，让细菌处于自然状态下再进行进一步研究对科学研究是十分重要的，即细菌需要处于相对

长的时间内寡营养连续培养状态( 海水长期培养状态) 。溶藻弧菌是一种普遍存在于海洋环境的革兰氏

阴性菌，是许多水产养殖动物的致病菌，同时也是人类的机会致病菌［2］。前期研究［3］发现，溶藻弧菌ZJ-51
菌株在特定培养条件下产生 2 种亚群体，它们在固体培养基如 LA 平板上，一个表现为具有粗糙、浑浊的

( Op) 菌落表型; 另一个表现为具有光滑、透明的( Tr) 表型。这 2 种菌落形态的菌株在生物膜形成，鞭毛合

成与运动能力，尤其是对胁迫环境的适应性等方面均表现出极大差异。近年来，已经有越来越多学者关

注在自然饥饿状态下细菌的生理生化机制问题。在柱状黄杆菌( Flavobacterium columnare) 中，细胞可以长

期存活在饥饿状态下，但其适应性和毒力均有所降低［4］。鄢庆枇等［5］发现病原性副溶血弧菌( Vibro para-
haemolyticus) 在长期饥饿过程中大部分进入活的非可培养状态，细胞内蛋白质种类和含量发生显著变化。
但是溶藻弧菌在长期饥饿胁迫下的存活状态、致病力变化以及菌落和菌体形态变化等特征均未见报道。
笔者选取了 3 株具有菌落相变的溶藻弧菌，每株都有 2 种菌落形态亚群体，对他们进行海水长期饥饿胁迫

处理。在此过程中追踪菌体各个时期的活性及形态，并比较了他们对卤虫( Artemia salina) 的毒力变化，从

而对进一步了解溶藻弧菌在自然界海水中存活的生理机理提供有益的参考。
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1 材料与方法

1． 1 材 料

1． 1． 1 菌株 溶藻弧菌 ZJ-51，E324 和 E381 分别分离自广东沿海人工养殖的病鱼体内，菌落透明光滑的

菌株为 Tr 表型，分别命名为 ZJ-T，E324-T 和 E381-T; 菌落不透明多皱的菌株为 Op 表型，分别命名为ZJ-O，

E324-O 和 E381-O。菌株于实验室 － 80 ℃冰箱保存，试验前分别划线于 LB 琼脂平板上，30 ℃静置培养过

夜活化。
1． 1． 2 试剂和仪器 实验使用的培养基为常规的 Lurial-Bertani ( LB) 肉汤。人工海水采用美国红十字

( Ｒed Cross) 珊瑚盐配制，盐度 30，121 ℃ 高温灭菌，静置后取上层使用。培养箱为上海智城 ZHWY －
2102C 恒温培养箱，分光光度计为 BIO-ＲAD SmartSpec 3000 型，光学显微镜为 LEICA DMI-ＲB 型，扫描电

子显微镜为 Hitachi S － 3400N 型。
1． 2 方 法

1． 2． 1 海水长期饥饿试验 分别挑取 ZJ-T /O，E324-T /O 和 E381-T /O 在 LB 琼脂平板的单克隆菌落，接

种于 3 mL LB 液体培养基中，30 ℃过夜培养。取 100 μL 培养液体稀释 10 倍于分光光度计中测量光密度

( OD600 ) ，计算数值以相同浓度 V /V = 1 ∶ 100 接种量接种于 5 mL 新鲜 LB 液体培养基中，30 ℃振荡培养

至菌体生长到对数期( OD = 0． 60) ，再以 V /V = 1 ∶ 100 接种量接种于 20 mL 灭菌人工海水中，在 30 ℃恒

温培养箱中黑暗静置长期饥饿培养，培养时间 500 d，并定期取样计数活细菌在每毫升海水中可培养细菌

数量。在饥饿前期取样时间间隔短; 在饥饿后期菌株进入稳定期取样时间间隔延长。
1． 2． 2 菌落平板计数 分别取 100 μL 各菌株不同时期培养液体进行倍比稀释，取稀释后菌液 150 μL 涂

布于 LA 平板过夜培养，使平板上菌落数约 100 个，记录平板上的菌落数量并换算成细菌浓度。取样时间

分别为 0，3，10，17，25，46，59，74，500 d。
1． 2． 3 菌落形态观察 分别选取培养了 3，17，59 d 的细菌进行显微镜观察。观察平板上生长的菌落形

态，并记录这些菌落形态。
1． 2． 4 扫描电镜观察 取原始接菌培养到对数期的菌液( 稀释至 106 cfu·mL －1 ) 及经过 130 d 长期饥饿

胁迫的海水细菌样品各 2 mL，缓慢滴加戊二醛至 2． 5%，4 ℃固定 4 h; 继续用 1． 0%的锇酸后固定 4 ～ 6 h。
用蒸馏水于 2 000 r·min －1离心洗涤菌体 3 次，然后分别取 1． 0 mL 菌液缓慢注射于孔径为 0． 22 μm 的一

次性滤器中进行乙醇梯度脱水，依次用丙酮以及乙酸戊乙酯置换，临界点进行干燥。将一次性滤器中的

滤纸取出，裁剪至适当大小，粘贴于载物台上离子溅射真空镀膜，于 20 kV 电压下进行扫描电子显微镜观

察拍照。
1． 2． 5 卤虫毒力测试 饥饿胁迫 500 d 后将原始菌株接种于 LB 液体培养基培养至对数期，倍比稀释，采

用分光光度计和平板计数相结合的方法，使稀释后的原始菌株培养液与长期饥饿胁迫细菌的可培养细菌

数近似，然后将稀释后的原始菌培养液和饥饿胁迫 500 d 的菌液分别进行卤虫感染实验。感染方法参考

FABＲE 等［6］的方法并适当改进，具体为收集于灭菌海水中新鲜孵化的卤虫无节幼体，于 12 孔细胞培养板

中进行毒力测试。每孔加 2 mL 灭菌海水，放入卤虫无节幼体 30 只，每株菌设置 3 个重复，将攻毒菌液按

V /V = 1 ∶ 100 接入，30 ℃培养 16 h，记录每孔卤虫的死亡率并计算平均值。
死亡率 = ( 死虫数 /试虫总数) × 100 % ( 1)

2 结果与分析

2． 1 海水长期饥饿培养对弧菌存活数量的影响 从平板计数结果( 见图 1) 可见，经过 500 d 的长期饥饿

胁迫，溶藻弧菌在海水中的饥饿存活情况明显分为 3 个时期( 前期、中期和平台期) 。1 ～ 5 d 为前期，此时

各菌株每毫升海水中的可培养细胞数大幅度增加。由于各菌株利用营养物质的不同，大部分菌株在第 3
天就达到浓度最大值，而 E324-O 和 E381-T 在第 10 天才达到最大值。5 ～ 40 d 为中期，此阶段每毫升海

水中可培养细胞数急剧降低，ZJ-T /O 和 E324-T /O 大约在第 22 天细菌数量下降到一个较固定的值，而
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E381-T /O 则在第 42 天左右到达平台期。41 d 后为平台期，此时可培养细胞在每毫升海水中的数量不再

有太大变化，基本维持在 103 ～ 104 cfu·mL －1。各个 Tr 表型菌株在进入平台期前可培养细胞浓度一直比

Op 表型菌株高，而在 500 d 饥饿胁迫后 E324 和 E381 的 Op 表型菌株可培养细胞数却比 Tr 表型菌株

稍高。

图 1 3 株溶藻弧菌海水长期饥饿胁迫后的活菌计数图

Fig． 1 The viable count graph of 3 V． alginolyticus undergoing seawater long-term starvation

2． 2 各个时期菌落形态观察 6 个菌株经过 3，17，59 d 饥饿胁迫后，细菌在 LA 平板上形成的菌落形态

见图 2。第 3 天所有菌落形态与各自初始培养的菌落形态无明显差别; 第 17 天每毫升海水中可培养弧菌

数处于急剧下降期，部分菌落的周围运动细胞环变小; 第 59 d 时所有菌株在平板上均出现 2 种大小不一

的菌落，大的菌落与初始培养细菌的菌落形态一致，但是小菌落非常小，大约 1． 5 ～ 2． 0 mm，而且其生长速

度显著低于正常菌落，一般需要培养 36 h 以上肉眼才可见，而正常菌落一般只需培养约 12 h 即可见。
2． 3 弧菌菌体的扫描电镜观察 从不同培养时间后的溶藻弧菌的扫描电子显微镜图片( 见图 3 ) 可见，

初始培养的细胞呈现典型的直杆或弯曲的短杆状，大小均一; 经过海水饥饿胁迫 130 d 后，菌体形态发生

了很大改变，大部分菌体从短杆状变成近圆形的球体，剩下的一些长杆状菌体与原始菌株比起来也变得

很长。长期饥饿胁迫的菌体( E324-O) 之间还发现有很多絮状物质聚集( 图 2 － D2) 。
2． 4 卤虫毒性测定 分别用原始菌株培养稀释液与饥饿胁迫 500 d 后的菌液感染卤虫无节幼体，后者的

卤虫致死率均有所降低( 见图 4) 。同等浓度下原始菌株培养稀释液的卤虫致死率大约为 25%，而长期饥

饿胁迫菌株的卤虫致死率约 12%。6 个菌株 ZJ-T /O、E324-T /O 和 E381-T /O 经过 500 d 的饥饿胁迫，卤虫

致死率分别仅为原始菌株培养稀释液的 44． 0%，38． 2%，44． 4%，54． 5%，43． 5%和 94． 1%。
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图 2 不同培养时期溶藻弧菌在 LB 平板上的菌落形态特征

A． ZJ-T; B． ZJ-O; C． E324-T; D． E324-O; E． E381-T; F． E381-O; 第 1 列为培养 3 d 的菌落，第 2

列为培养 17 d 的菌落，第 3 列为培养 59 d 的菌落

Fig． 2． Colonial morphologies of V． alginolyticus strains on LB plates during different starving periods

A． ZJ-T; B． ZJ-O; C． E324-T; D． E324-O; E． E381-T; F． E381-O． The first，second and third

columns show strains that starved for 3 d，17 d and 59 d，respectively
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图 3 长期饥饿胁迫后溶藻弧菌形态变化的扫描电子显微镜观察
A． ZJ-T; B． ZJ-O; C． E324-T; D． E324-O; E． E381-T; F． E381-O; 第 1 列为培养 1 d 的菌株，第 2 列为饥饿胁迫 130 d
的菌株; S． 圆球状细胞; L． 超长杆状细胞

Fig． 3 Cells morphology of V． alginolyticus after long-term starvation under SEM
A． ZJ-T; B． ZJ-O; C． E324-T; D． E324-O; E． E381-T; F． E381-O． The first and second columns display the popula-
tions that were cultured for 1 d and 130 d，respectively． S． a coccus shape cell; L． a long rod shape cell
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图 4 溶藻弧菌饥饿胁迫 500 d 后的卤虫毒力试验结果

Fig． 4 The lethalities of V． alginolyticus strains to A． salina after 500 d starvation

3 讨 论

3． 1 溶藻弧菌饥饿胁迫过程中的菌体存活模式 本研究结果显示，溶藻弧菌在长期饥饿胁迫下的存活

模式是前期为上升期，中期为下降期，后期为平台期，即“上升 — 降低 — 稳定”的模式。MOＲITA［7］最早

把细菌在缺乏营养物质的环境中的存活状态称为“饥饿存活”，这个概念的提出给人们带来了新的认识，

即细菌在自然界的存在环境与实验室人工培养的环境不同，是处于营养匮乏状态。进一步的研究［7］发现

饥饿存活模式可总结为 3 个步骤: 增加—增加—降低，即细菌在初始饥饿培养期间，其可培养细胞数上

升，等达到一个相对稳定状态后每毫升海水中细菌数量继续上升，上升至一个稳定状态后活菌数开始下

降，这与笔者在溶藻弧菌中遇到的情况显然不同。笔者参考文献［8 － 11］的结果，作如下解释: 在初始上

升期的时候，菌落形态跟初始培养菌接近，随着时间推移，每毫升海水中可培养细胞数迅速锐减，光学显

微镜下大部分的细菌菌落的运动环也呈现皱缩状态，推断此时细胞开始进入消耗自身内部储能物质或细

胞成分阶段［8］。当饥饿培养时间足够长的时候，虽然在海水中细菌的数量变化不大，但是显微镜下的菌

落形态与开始的时候有很大区别，推测这段时间细胞发生内部剧烈重组反应［9 － 10］，某些细菌通过进入饥

饿诱导状态( starvation-induced diversification，SID) 使其拥有更加适应环境的突变选择以应对恶劣的环

境［11］。
3． 2 溶藻弧菌饥饿胁迫后可长期存活 溶藻弧菌进入稳定期后，各菌株在海水中的数量保持在 103 ～
104 cfu·mL －1，经 500 d 饥饿胁迫培养，可培养细菌仍高达 103 cfu·mL －1。弧菌的致病性除了与种类、菌
株毒力相关外，还与数量有关［12］。当水体中弧菌数量达到 104 cfu·mL －1 时，对虾感染患病几率显著提

高［13］，也许耐受长期饥饿胁迫的能力是弧菌在世界范围传播的重要原因之一。据报道，经过 5 个多月的

航行，从中国深圳到美国底特律的货轮压舱水中仍能检测出高浓度的溶藻弧菌［14］。
3． 3 饥饿培养对弧菌菌落相变的影响 本研究发现，饥饿胁迫的初期和中期( 1 ～ 40 d) Tr 菌落可培养细

胞数大大高于 Op 菌落，而进入稳定期时，E324-O 和 E381-O 的可培养细胞数比 Tr 表型的高，2 种菌落的

形态并无明显变化。菌落的形态、鞭毛、胞外多糖有关，鞭毛影响菌落运动环的大小，胞外多糖影响菌落

的褶皱［15］。霍乱弧菌( Vibrio cholera) 在饥饿培养条件下光滑型菌落却能变成粗糙型菌落［16 － 17］。粗糙型

细菌表面包裹着一层粘稠的胞外多糖( exopolysaccharide，EPS) ，而光滑型细菌表面缺乏这层多糖［18］。EPS
除了赋予菌落粗糙和浑浊的表型外，还能增强抗氧化、渗透压等环境胁迫的能力［19］，此外，作为一种碳水

化合物，EPS 也可作为储存碳源，保证细菌在长期营养缺乏的环境中能维持最基本的能量供给，因此，霍乱

弧菌粗糙型菌落能更好适应营养缺乏胁迫［20］。3 株溶藻弧菌经过 500 d 的饥饿胁迫后，2 种菌落形态的

活细胞数却无明显的规律，这可能是因为溶藻弧菌菌落型态差异的机制与霍乱弧菌不同，前期的研究［3］

402 热 带 生 物 学 报 2014 年



发现溶藻弧菌 ZJ-51 的 2 种菌落的胞外多糖含量没有显著差异。
3． 4 经过长期饥饿胁迫的溶藻弧菌形态发生改变 据文献［17］报道，细菌遭遇长期饥饿胁迫会形成超

微细菌和活的非可培养细菌。文献［21 － 23］发现细菌在饥饿胁迫状态下会形成“rounding-up”表型，细胞

变圆，本研究也发现了类似的现象。饥饿细胞倾向于抛弃多余蛋白和 ＲNA 使身体减负，从而增大体表与

体积比( surface-to-volume ratio) ，使细胞在单位体积内可以摄取更多营养［4，24］。此外，在溶藻弧菌中，长期

饥饿胁迫后，除了大量的球状细胞外，还存在着一些超长的长杆状细胞，推测可能是由于细胞可能发生了

复制，但却没有完成分裂; 或者可能发生了非对称的分裂过程，从而产生了小的圆形细胞和超长细胞。本

研究还在电镜下观察到大量絮状物质，可能是细胞胞外产物。海洋弧菌会产生大量胞外产物［25］，如细胞

溶素、脂酶、铁载体、EPS 和蛋白酶等。部分可引起致病的胞外产物被认为是毒力因子［26］，胞外产物也可

作为潜在的能量储备物质被饥饿细胞利用，同时，胞外物质在细胞与细胞间的信息传递也可发挥重要作

用。长期饥饿培养后，溶藻弧菌菌落形态变化不大，但菌落却有大有小，结合电镜图，笔者认为这可能是

细胞经饥饿胁迫后分裂速度减慢，细胞生长速率下降。
3． 5 溶藻弧菌经长期饥饿胁迫后毒力降低 经过海水长期培养的细菌跟原始菌株相比，大部分菌株的

致病力约降低 50%。这可能是在长期饥饿胁迫下，弧菌细胞为了节省成本，将非生存必须的生物合成与

代谢途径降低至最低水平［27 － 28］，同时，细胞的毒力又没有完全丧失，可确保细菌在遇到宿主后能迅速入

侵宿主摄取营养。通过 ＲT-PCＲ 检测溶藻弧菌饥饿胁迫后的毒力基因变化，发现位于致病力毒力岛( viru-
lence pathogenicity island，VPI) 上的基因表达水平降低，但毒力基因 toxＲ，toxS 和 ace 的表达水平保持

不变［29］。
溶藻弧菌可以长期存活于饥饿胁迫状态，此过程中细胞和菌落形态发生改变，致病力也有所降低，和

细菌到达稳定期可培养细胞数保持在一定水平，这些结果为解释溶藻弧菌在寡营养海水中的生存策略提

供了重要线索。
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Viability Analysis and Cell Morphology Observation of Vibrio
alginolyticus under Long-term Starvation

LONG Yunying1，2，ZHANG Lvping1，2，WEI Lu1，2，DENG Yiqin1，2，CHEN Chang1，3

( 1． CAS Key Laboratory of Tropical Marine Bio-resources and Ecology，South China Sea Institute of Oceanology，CAS，

Guangzhou 510301，China; 2． University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 10049，China; 3． Marine Observation

and Ｒesearch Station at Xisha Island，South China Sea Institute of Oceanology，CAS，Guangzhou 510301，China)

Abstract: Three Vibro alginolyticus strains ( ZJ-51，E324 and E381) with phase variation were selected to con-
duct seawater long-term starvation experiments to study viable bacteria density at different periods，colony mor-
phology observation under optical microscope，cell morphology observation under scanning electron microscope
( SEM) and the virulence to Artemia salina between the fresh and the starved． There are three phases according
to bacteria activity undergoing long-term starvation． The cultured bacteria activities increased and peaked during
the early period ( 1 ～ 5 d) ，and the colonial morphologies did not show significant changes． During the middle
phase of starvation ( 5 ～ 40 d) ，cultured bacterial cells decreased dramatically，and part of colonial movement
rings shrunk． After about 41 d starvation，the populations entered into a long-term stationary phase and the cul-
tured bacteria density maintained at 103 ～ 104 cfu·mL －1 ． Viable bacteria，with tiny colonies formed on the LA
agar plates，remained at about 103 cfu·mL －1 after 500 d starvation． Under SEM a large portion of cells changed
from short rod shape to coccus shape，and a small portion of cells displayed long rod shape or produced flocs．
The results of virulence to A． salina show that after being starved for 500 d，the cells of V． alginolyticus de-
creased half of their lethality as compared to the normal cells． These results provide important clues for the sur-
vival strategy of V． alginolyticus in the oligotrophic seawater environment．
Key words: Vibrio alginolyticus; starvation; phase variation; colonial morphology; virulence
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