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摘 要:对从海鱼( 鲻鱼) 表面分离到的 1 株发光强度很高的细菌 N1 进行系统分类鉴定。采用常规方法进行分离培

养，以形态学特征、培养特性、生理生化特征以及分子生物学等方法对其进行分类鉴定。结果可知，该菌株为兼性厌氧

发酵型革兰氏阴性杆菌，其 16S rDNA 核苷酸序列测定与 Photoboicterium Leiognathi( 鰒发光杆菌) 的同源性达 99.8%，

系统进化树也显示，菌株 N1 与 Photobacterium leiognathi 构成一个分支; 其形态特征与生理生化特性与 Photoboicterium
Leiognathi( 鰒发光杆菌) 完全吻合。确定此发光细菌为 Photoboicterium Leiognathi( 鰒发光杆菌) ，命名为 Photoboicterium
Leiognathi N1。
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Isolation and characterization of a luminous bacteria strain
named Photoboicterium Leiognathi N1
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Abstract: A luminous bacteria strain N1 was isolated from a sea fish( mullet) ，and it was classified systematically
using routine methods，such as classified and characterized by its morphological，cultural，physiological and
biochemical features，and molecular biological. The results indicated that this strain belonged to facultative
anaerobe fermentation and Gram－negative rod－shape bacteria.16S rDNA nucleotide sequence testing showed it
was most similar to Photoboicterium Leiognathi，and the homology was up to 99.8% .Phylogenetic tree also showed
that N1 and Photobacterium leiognathi strains were from a batch.The cultural and physiological of this strain was
totally identical to the Photoboicterium Leiognathi additionally. So the strain was preliminary identified as
Photoboicterium Leiognathi N1.
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发光细菌是一类在适宜条件下以及正常的生理

条件下能够发射可见光的异养细菌，这种可见荧光

波长在 450～490nm 之间，在黑暗处肉眼可见
［1］。目

前，全世界已发现和命名的发光细菌有 11 种，分别

属于弧菌属 ( Vibrio) 、发光杆菌属 ( Photobacterium) 、
希 瓦 氏 菌 属 ( Shewanella ) 和 异 短 杆 菌 属

( Xenorhabdus) ［2－3］。它们除了在水中自由浮游生存

外，还能寄生于其他生物体的体表、消化道和发光器

官上以及水中的沉降物中。通过文献
［4］

检索可知，许

多生物的发光与发光细菌有关，但不同种类发光细

菌的发光机理是相同的，是由特异性的荧光酶( LE) 、
还原 性 的 黄 素 ( FHNH2 ) 、八 碳 以 上 长 碳 脂 肪 醛

( RCHO) 以及氧分子( O2 ) 所参与的复杂反应。我们

采集了多个冰鲜鱼( 鲻鱼) 样品，通过培养、分析、分

离等方法得到一株发光强度很强的菌株 N1，并对此

进行了系统的分类研究。

1 材料与方法
1.1 实验材料

样品来源 从广州白云区萧岗农贸市场采集的

多个冰鲜鱼( 鲻鱼) 样品; 发光细菌培养基
［5］

胰蛋

白胨 0.5%、酵母膏 0.5%、甘油 0.3%、KH2PO40.1%、
Na2HPO40.5%、NaCl 3%、琼脂 2%，pH 6.5; 营养琼脂

培养基、三糖铁琼脂培养基、柠檬酸盐培养基、明胶

蛋白胨培养基、1% 赖氨酸脱羧酶、1% 精氨酸双水解
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表 1 生理生化检验结果

实验项目 结果 实验项目 结果

O/F 发酵型 精氨酸双水解酶实验 －
接触酶 + 4 －
氧化酶 － 生长温度( ℃ ) 35 +

生物发光 + 40 －
H2S － 3% NaCl 蛋白胨水 生长

V－P + 6% NaCl 蛋白胨水 生长

明胶液化 － 10% NaCl 蛋白胨水 不生长

硝酸盐还原 + 无盐蛋白胨水 不生长

赖氨酸脱羧酶 － 半乳糖 －
柠檬酸盐 － 果糖 +

精氨酸双水解酶实验 － 麦芽糖 －
L－阿拉伯糖 － 甘露糖 －

葡萄糖 + 纤维二糖 －
甘油 － L－果糖 －

注: + 阳性反应; －阴性反应。
酶等生化实验反应管 广东光华化学厂有限公司;

分析纯生化试剂、PCR 反应引物、Taq DNA 聚合酶、
dNTP 混合物等分子生物学试剂 深圳市华因赛生

物技术有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 发光细菌的培养及分离纯化 首先擦拭冰海

鱼表面，用生理盐水梯度稀释，进行倒置培养，再挑

取单个发光菌落划线于营养琼脂平板上，进行纯化

培养，按照革兰氏染色的步骤进行初染、媒染、脱色

及复染，在显微镜下观察细菌的形态和染色特征。
1.2.2 发光细菌的鉴定 细菌的生理生化特征反应

参照《伯杰氏细菌鉴定手册》［6］
和《常见细菌系统鉴

定手册》［7］
进行。

1.2.3 细菌 16S rDNA 序列的测定及分析

1.2.3.1 菌株基因组 DNA 的提取 提取菌株基因组

DNA［8］，作为 PCR 反应模板。
1.2.3.2 引物的设计 根据细菌 16S rDNA 序列保守

性设计合成引物
［9］:

F27: 5'－AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3'
R1492: 5'－TACGGCTACCTTGTTACGACTT－3'

1.2.3.3 PCR 扩增 16S rDNA 序列 反应体系: 10 ×
PCR 反应缓冲液 5μL、dNTP 混合物 1μL，上浮引物 F
和下游引物 R 各 1μL，模板 DNA 0.5μL，Taq DNA 聚合

酶 0.5μL，加无菌水补足体积为 50μL。反应步骤: 94℃
预变性 5min，94℃变性 1min，56℃退火 1min，72℃延伸

2min，重复 2～4 个步骤，30 个循环，72℃延伸 7min。
1.2.3.4 16S rDNA 序列的测序分析 将 PCR 反应扩

增的 16S rDNA 片断送至上海英骏生物技术服务有

限公司进行测序，利用 BLASTn( http / /www.ncbi.nlm.
nih.gov /BLASTn) 程序从 GenBank 基因库中获得 16S
rDNA 序列，进行 DNA 序列比对和同源性分析，并用

Clustalx 1.83 建立系统进化树。

2 结果与分析

2.1 形态、染色及培养特性

该菌株为革兰氏阴性杆状菌，在固体营养琼脂

培养基中菌落表面光滑半透明，边缘整齐，菌落大小

约 2mm。在黑暗环境下，有明显的蓝绿色荧光，在营

养肉汤培养基中呈扩散性浑浊，接种于厌氧培养箱

中培养，能比较微弱地生长。
2.2 N1 菌株的生理生化特性

根据文献对菌株 N1 的主要生理生化指标进行

检测，查《伯杰氏细菌鉴定手册》［5］
和《常见细菌系统

鉴定 手 册》［7］
可 知，该 菌 株 N1 与 Photoboicterium

Leiognathi( 鰒发光杆菌) 的生理特性最为相似。
2.3 16S rDNA 测序分析

测序获得菌株 N1 长度为1547bp 的16S rDNA 序列

( 图 1) ，通过 BLAST 程序在 NCBI 网站的比对结果显

示: 菌株 N1 的序列与 Photoboicterium Leiognathi 的 16S
核糖体序列相似性最高，达到 99.8% ( 1463 /1466)。

图 1 N1 的 16S rDNA 序列

2.4 应用 Clustalx 1.83 软件建立系统进化树

系统进化树图 2 显示，菌株 N1 与 Photobacterium
leiognathi 构成一个分支，其亲缘关系最近。

3 讨论
本论文通过研究该细菌的形态学、培养特性、生

理生化特征以及分子生物学特征，表明该菌株与发

光杆菌属的 Photoboicterium Leiognathi( 鳆发光杆菌)

最 为 相 似，同 源 性 达 99.8%。鉴 定 该 细 菌 为

Photoboicterium Leiognathi ( 鰒 发 光 杆 菌 ) ，命 名 为

( 下转第 279 页)
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表 4 L9 ( 34 ) 正交实验设计及结果

实验号 A B C D 总黄酮( mg /g) SOD( u /g) 评价指数

1 1 1 3 1 2.58 54.93 57.51
2 1 2 2 2 2.53 53.98 56.51
3 1 3 1 3 2.52 53.71 56.23
4 2 1 1 3 2.50 54.36 56.86
5 2 2 3 1 2.48 51.68 54.16
6 2 3 2 2 2.46 51.77 54.23
7 3 1 2 2 2.51 52.63 55.14
8 3 2 1 3 2.45 51.84 54.29
9 3 3 3 1 2.42 51.69 54.11
k1 56.75 56.50 55.79 55.26
k2 55.08 54.99 55.29 55.29
k3 54.51 54.86 55.26 55.79
R 2.24 1.64 0.53 0.53

较优。

3 结论
采用 GLPZ－5 型高速离心造粒喷雾干燥机进行

喷雾干燥，确定制备青稞麦绿素粉的最佳工艺条件

为: 进风温度 230℃，出风温度 100℃，雾化器转速

13800r /min，进料速度 70.6mL /min，料液比 1 ∶4。在

此制备条件下测得总黄酮含量 2.58mg /g，SOD 含量

54.93u /g。
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图 2 根据菌株 N1 的 16S rDNA 序列构建的系统进化树

Photoboicterium Leiognathi N1。这同时也说明了冰海

鱼( 鲻鱼) 的发光现象是由于其体表和体内聚集大量

的鰒发光杆菌繁殖所致。
根据文献

［10］
检索而知，发光细菌对人而言，没有

致病作用，因此，从市场上买回的海鱼夜晚发出蓝色

的荧光，不必引起广大市民的恐慌。另外，发光细菌

在环保上有很大功效，可以分解海洋中的有机污染

物、净化海洋环境，在环境监测中，我们能结合现代

的光电监测手段，作为测定环境中毒物的指标。
本实 验 筛 选 出 的 Photoboicterium Leiognathi N1

为开发利用发光细菌提供了新的资源，菌株 N1 作为

发光细菌在这方面的应用未有相关报道，还有待于

进一步的研究。
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