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产生辅酶 !"#的光合细菌菌株的分离及鉴定

方立超 黄雪峰 杜珍辉 袁 静 魏 泓"

（第三军医大学基础部实验动物学教研室 重庆 !$$$96）

摘 要：对水塘污泥中富集分离的 %9 株光合细菌产生的 H’I%$进行定性定量分析，筛出 H’I%$含量较高的菌株 #+ 并

对其进行系统鉴定。菌株 #+ 为革兰氏阴性菌，细胞杆状，菌体大小 $J7!<K $JD!<L %J#!<K #J$!<，单极生鞭毛，片

层状光合内膜，位于细胞质膜下并与之平行。光照厌氧或黑暗好氧条件下均可生长，光照下菌体产生红色素，菌体

含有细菌叶绿素 4 和类胡萝卜素。最适生长温度 9$ K 9"M，NO:J$ K 6J$。多种有机化合物均可作为光合作用的电

子供体和碳源，蛋白胨和硫酸铵是其生长的较好氮源，酵母膏对其生长有明显刺激作用。%7P /Q0R 序列系统发育

分析表明，菌株 #+ 在系统进化树上与 S.@T4@U 中序列号为 RV:"%:"6、QI$$%%""、QI$$%%"6 的沼泽红假单胞菌聚为

一族。菌株 #+ 至少能稳定传代 %" 次。初步确定菌株 #+ 为沼泽红假单胞菌。
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自然界的辅酶 I 中只有辅酶 I%$（H’I%$ ）具有医疗价值。

H’I%$作为生物体内细胞呼吸链上的电子递氢体和能量代谢

的激活剂，是人体重要的生化辅酶之一，正常人体内 H’I%$ 约

%J"A。由于 膳 食 的 不 平 衡 或 随 着 年 龄 的 增 长，人 体 内 的

H’I%$通常达不到需要的水平，当 H’I%$ 少于正常水平 #$W则

可导致各种机能的下降和许多疾病的产生［%］。H’I%$ 具有消

除自由基、维持细胞膜通透性、提高免疫功能等药理作用，因

而其预防保健作用一直为人们所重视［#］。当前认为 H’I%$ 的

生产方法中微生物发酵法具有原料来源方便、生产不受季节

限制、易扩大生产及生产的 H’I%$ 生物活性高等诸多优点。

微生物发酵提取法生产 H’I%$ 的关键在于：要求有稳定的规

模化生产高质量 H’I%$ 的菌种；要求有高精度分离仪器和技

术［9］。当前国外的文献报道主要集中在 H’I%$ 对心血管疾

病、帕金森氏综合症、糖尿病等疾病的预防和治疗，以及利用

色谱等手段检测机体内 H’I%$ 的含量和氧化还原状态等研

究［! K %$］，未见有选育并改造 H’I%$产生菌株，以提高其含量方

面的报道。目前国际市场上 H’I%$ 仍然处于供不应求态势，

因此积极寻求 H’I%$含量较高的微生物菌株，具有重要现实

意义。

据报道某些紫色非硫光合细菌富含 H’I%$
［%%］，因此我们

利用 &4@ 0=.( 紫色非硫光合细菌的富集培养基从鱼池污泥

中富集、分离出 %9 株光合细菌，同时对这 %9 株菌产生的

H’I%$进行了定性定量分析，并对其中 H’I%$ 含量最高的 % 株

菌进行了表型特征、生理生化特性及 %7P /Q0R 的系统发育分

析及传代稳定性实验，为以后提高 H’I%$产量提供菌株材料。

" 材料和方法

"$" 材料

"$"$" 主 要 试 剂 和 仪 器：细 菌 基 因 组 Q0R 抽 提 试 剂 盒

（&X*S;0;）、Q0R Y4/U./ 和 ZH[ 扩增试剂盒（14\4[4 公司）；

ZH[ 产物纯化试剂盒（上海华舜生物工程有限公司的小量胶

回收试剂盒）；细菌通用引物（上海基康生物技术有限公司合

成）；琼脂糖（1TQ）和 H’I%$标准品（P=A<4）。RA=(.@, %%$$ P./=.]
高效液相色谱仪，RA=(.@, 6!"9 型紫外2可见分光光度计（美国

贝克公司）；Z1H8%"$ 型 ZH[ 仪（美国 Y^ [;P;R[HO 公司）；水

平电泳仪（江苏海门市麒麟医用仪器厂）；T=’8[4_ S.(Q’+#$$$
型凝胶成相系统（美国）；1;H0X%$ 型透射电子显微镜（荷兰）。

"$"$% 培 养 基：&4@ 0=.( 紫 色 非 硫 细 菌 用 培 养 基 见 文 献

［%%］；[H&T0 培 养 基 见 文 献［%#］；富 集 培 养 基：每 升 含

04O#Z*! "J"<A，苹果酸 %J"<A，乙酸钠 #<A，04*O #<A，0O!H(

%<A，YAH(# $J#"<A，H4H(# $J$"<A，酵母膏 %<A，微量元素 %<‘，

NO:J$。

"$% 菌株富集分离和培养

用 &4@ 0=.( 富集培养基对采自第三军医大学后门附近

鱼池底表层光照污泥进行光照厌氧培养，" K %$_ 后取微红

培养物接种于第 # 瓶富集培养基中继续培养，重复 # K 9 次

后用 &4@ 0=.( 分离培养基进行多次划线分离，获得 %9 株光

合细菌菌株，并从中选出 H’I%$含量较高的 % 株菌株，命名为

#+，用富集培养基富集培养，然后进行菌株鉴定。

"$& 具有较高 ’(!"#含量菌株的筛选［"&］

用本研究分离获得的 %9 株光合细菌，在 [H&T0 液体培



养基中光照厌氧培养 !"#，待培养液颜色变红，比浊定量达

!"$ 个%&’，菌液于 (""")%&*+ 离心 !,&*+，所得菌体再用无菌

生理盐水洗涤两次，用皂化法提取菌体中的辅酶 -，利用

./-!" 标准品进行薄层层析、.)012+ 实验、!$" 3 45"+& 波长连

续扫描、高效液相色谱法（色谱柱为 678 9:;2)<*=.!(（5,>& ?
@A"&& B7），用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，以甲醇%无
水乙醇（体 积 比 为 ! C !）为 流 动 相，柱 温 4,D，检 测 波 长

5E,+&，进样量 5"!’）进行 ./-!"定性定量分析。选出 ./-!"含

量较高的 ! 株菌，命名为 5>。
!"# 菌落及菌体形态观察

对 F0+ G*2= 分离固体培养基上的菌落形态进行记述，通

过革兰氏染色、透射电镜观察 5> 菌株的个体形态、鞭毛及光

合内膜结构。

!"$ 培养特性观察

取两支厌氧管，一支装满 H.FIG 液体培养基，另一支装

5%4 体积，接种，分别于 4"D、4,D、@"D、@,D，!,""=J 光照培

养 E5K，观察菌液的颜色和浊度变化情况；分别配制 ;9,A"，

,A,，LA"，EA"，EA,，(A"，$A"，$A,，!"A"，!!A"，!5A" 的 H.FIG 液

体培养基，培养 E5K 后各以其培养基为参比，用 E,! 型分光

光度计测定 !"LL"。

!"% 生理生化特征实验

参照文献［!@，!,］中相应属、种鉴定的有关内容选择生

理生化试验性状。主要进行了唯一碳源、氮源、电子供体及

生长因子生长试验、降解活性试验、触酶试验。

!"& 活细胞吸收光谱的测定

培养菌液经离心洗涤后，悬浮于 L"M的蔗糖溶液中，在

!$" 3 $""+& 波长连续扫描，记录特征吸收峰处波长。

!"’ 菌株 !%( )*+, 序列测定

菌体 7GN 的提取按 FB6OPGP 公司的细菌基因组 7GN
抽提试剂盒操作说明进行；以上海基康生物技术有限公司合

成的 !L8 )7GN 通用引物（Q ;)*&2)：,RSNONOTTTONT..TOO.
T.NOS4R，H ;)*&2)：,RSOOTTN..TTOTTN.ON.TTS4R）进 行 U.H
扩增，U.H 反应体系（5,!’）：包括 !" ? IVWW2) 5A,!’，5,&&/=%’
XY.=5 !!’，5A,&&/=%’ #GTU !!’，Q 和 H 引 物（5"!&/=%’）各

"A,!’，!!’ 模 板 7GN，!A5,Z #$%7GN 聚 合 酶，去 离 子 水

!(A5,!’。U.H 反 应 条 件：$@D 5&*+；$@D 4"<，,LD !&*+，

E5D @,<，!5 个循环，并且每个循环降低 "A,D；$@D 4"<，,"D
@"<，E5D @,<，4, 个循环；E5D E&*+。扩增产物的纯化按上海

华舜生物工程有限公司的小量胶回收 U.H 产物纯化试剂盒

说明，测序由上海基康生物技术公司完成，测序引物为：,RS
.NONOTT...ONNOO.N..S4R。
!"- 系统发育分析

首先用 I’N8T 方式将测定的序列与 O2+I0+[ 中已公布

的 !L8 )7GN 序列进行比对，从中选出相似性为 $(M的 4 个

序 列 和 紫 色 非 硫 细 菌 属 的 沼 泽 红 假 单 胞 菌

（ &’()(*+,-)(.(/$+ *$0-+123+ ）、类 球 红 细 菌（ &’()(4$51,2
+*’$,2(3),+）、深红红细菌（&’()(+*32300-. 2-42-.）、荚膜红细菌

（&’()(4$51,2 5$*+-0$1-+）@ 个种的部分序列共 54 个 !L8 )7GN

序列。用 .’Z8T’\ 对这 54 个序列进行多序列联配并构建系

统发育树，重复次数选用 !"""，用 I//]<])0; 分析评估树的稳

定性。

!"!. 菌株的传代稳定性实验

在 F0+ G*2= 分离固体培养基上连续传代菌株 !, 次，观

察菌落形态、颜色、大小和革兰氏染色及活菌体的光谱吸收

情况。

/ 结果

/"! 012!.含量较高菌株的筛选

!4 株光合细菌均含有 ./-!"，! 3 !4 号菌株 ./-!" 含量

（&Y%Y 干细胞）高低分别为 5LA@!L、5"A$@(、!EA,E(、!,AE!L、

!,A!"(、!4A"$"、!!AE4"、(A44L、@A5E"、4AE$"、!A"($、"A5L$ 和

"A"@$。我们选择 ./-!" 含量较高的 ! 号菌株，将其命名为

5>。
/"/ 菌株的形态和培养特征

菌株 5> 革兰氏染色阴性。单个细胞为杆状，菌体大小

"AL!&3 "A$!&? !A5!&3 5A"!&，具单极生鞭毛（图 !SN）和片

层状光合内膜结构，位于质膜下并与之平行（图 !SI）。单菌

落在固体培养基上厌氧光照培养呈棕红色，直径 "A,&& 3
!A,&&，表面凸起、光滑湿润，边缘整齐。在光照厌氧和黑暗

好氧条件下均可生长，但适合光照厌氧培养，培养物为红色。

适宜生长的温度为 4"D 3 @"D，;9 为 EA" 3 EA,。

图 ! （,）菌株 /3 负染电镜图（&.... 4 ）；（5）菌株 /3 光

合内膜片层状结构的透射电镜图（-.... 4 ）

Q*Y^! （N）G2Y0]*12 <]0*+*+Y ])0+<&*<<*/+S2=2>])/+ &*>)/Y)0;K /W <])0*+

5>（E"""" ? ）；（I）TK*+ <2>]*/+ ])0+<&*<<*/+S2=2>])/+ &*>)/Y)0;K /W

<])0*+ 5> <K/_*+Y =0&2==0) *+])0>:]/;=0<&*> &2&‘)0+2（B.X）（$"""" ? ）

N：H/# >2== _*]K /+2 =/+Y W=0Y2==V&，I0)，(""+&；I：I0)，5("+&^

/"6 菌株生理生化特征

菌株能利用乙酸盐、丙酮酸、柠檬酸盐、丁酸盐、苹果酸

盐、琥珀酸盐、乳酸盐、甲酸盐、果糖、葡萄糖、乙醇和硫代硫

酸钠，不能利用甲醇。能利用蛋白胨、硫酸铵、谷氨酸盐、硝

酸铵和硝酸钾，不能利用亚硝酸钾。菌株能水解淀粉和液化

明胶，触酶实验阳性，生长因子是生物素和对氨基苯甲酸。

/"# 活细胞吸收光谱的测定

菌株活细胞的特征吸收峰为 4(E、,$!、("L、(L,+&，因叶

绿素 0 在 4$"、(!"、(L"+& 处有特征吸收峰，类胡萝卜素在

,""+& 处有特征吸收峰，因此菌株 5> 含有叶绿素 0 和类胡萝

4EE5"",，F/=^@, G/^, 方立超等：产生辅酶 -!"的光合细菌菌株的分离及鉴定



卜素。

!"# $%& ’()* 序列分析

菌株 !" 扩增出的 #$% 片段条带单一，大小约为 &’()*，

与红假 单 胞 菌 属 已 知 菌 株 &+, -.$% 片 段 大 小 相 符。在

/01231) 中的序列号为 %456(78+，在系统发育树上与序列号

为 %478&785、#9::&&88、#9::&&85 的沼泽红假单胞菌聚为一

族，与序列号为 %;:!86+<、%2&&(+!&、%4&5+:56 菌株的相似

性为 <5=（图 !）。

图 ! 以 $%& ’()* 同源性为基础的系统发育树

;>?@! ABCDE?010F>" F-00 *3G0H E1 &(&< *IJK-3?L01F EK &+, -#$% G0MN01"0G

OB0 1NL*0-G 3F 03"B *-31"B IE>1FG >1H>"3F0 FB0 I0-"01F3?0 GNIIE-F0H *C *EEFGF-3I，31H >1 I3-01FB0G0G 3KF0- 03"B *3"F0->3D 13L0 3-0

&+, -#$% 3""0GG>E1 1NL*0- >1 /01231)@ 23-，8= G0MN01"0 H>P0-?01"0@

!"% 菌株传代稳定性

菌株连续传代 &8 次后，其生长速度、革兰氏染色结果、

菌体形态大小、活菌体光谱吸收峰都无明显变化。表明菌株

!" 能进行稳定传代，符合一般生产菌种需要。

+ 讨论

从上述实验分析，菌株 !" 为革兰氏阴性菌，菌体杆状，

以单极生鞭毛运动，光合内膜结构片层状。细胞含有特征性

菌绿素 3 和类胡萝卜素，主要醌类是 QE9&:，能利用柠檬酸

钠、硫代硫酸钠，生长因子是生物素和对氨基苯甲酸，酵母膏

对其生长有刺激作用，以上特征是沼泽红假单胞菌所特有。

根据上述形态和生理生化特征，参照《伯杰氏系统细菌学手

册》（第 < 版）和东秀珠等编著的《常见细菌系统鉴定手册》

（第 & 版），认为菌株 !" 为沼泽红假单胞菌。又据 &+, -#$%
基因 序 列 系 统 发 育 分 析 可 见 !" 与 序 列 号 为 %478&785、

#9::&&88、#9::&&8+ 和 #9::&&85 的沼泽红假单胞菌在系统

发育树上聚为一族，因此确定菌株 !" 为 & 株未从 &+, -#$%

水 平 上 鉴 定 过 的 沼 泽 红 假 单 胞 菌（ !"#$#%&’($#)#*+&
%+,(&-./&）。

综上沼泽红假单胞菌菌株 !" QE9&:含量较高，传代稳定，

值得对其 QE9&:含量进一步提高进行深入研究。
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