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研究报告 

环境有机碳源抑制食弧菌嗜盐噬菌弧菌(Halobacteriovorax 

vibrionivorans)的捕食生长 
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摘  要：【背景】蛭弧菌类群(Bdellovibrio-And-Like Organisms，BALOs)的生长所需碳源主要来源于

宿主菌，而环境中各类碳源对其生长的影响还有待探究。【目的】探究不同环境有机碳源对食弧菌嗜

盐噬菌弧菌(Halobacteriovorax vibrionivorans)捕食生长的影响，为其后续捕食机制和微生物菌剂的应

用研究提供理论基础。【方法】以溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)为宿主，采用 96 孔板测定细胞吸光度

法和双层平板法测定不同糖类化合物、酵母提取物和胰蛋白胨对食弧菌嗜盐噬菌弧菌 Y22 捕食生长的

影响，设置热致死宿主和活宿主、人工海水和 Tris-HCl (25 g/L NaCl)培养体系的对比试验，结合菌

株基因组信息分析，探索其可能的生长影响机制。【结果】食弧菌嗜盐噬菌弧菌 Y22 不具备转运外界

糖类的相关基因，不能利用环境中的糖类物质作为碳源；宿主溶藻弧菌可以利用蔗糖、麦芽糖、甘露

醇生长且产酸，降低人工海水混合培养体系的 pH 值，从而抑制菌株 Y22 的捕食；葡萄糖不仅可以

改变人工海水混合培养体系的 pH 值，而且可影响宿主的细胞特性，抑制菌株 Y22 的捕食识别过程；

宿主无法利用淀粉、α-乳糖生长，该类碳源不影响菌株 Y22 捕食生长。菌株 Y22 具有蛋白和多肽膜

转运蛋白基因，可以通过分解并摄取宿主细胞蛋白质类物质以获取碳源和氮源。外源添加质量浓度

为 1−5 g/L 酵母提取物和胰蛋白胨都会抑制菌株 Y22 捕食生长，抑制效果随浓度增加而加强，酵母提

取物浓度超过 4 g/L、胰蛋白胨浓度超过 5 g/L，菌株 Y22 捕食现象几乎不可见，抑制效果最强。【结

论】环境中糖类可通过影响宿主菌代谢产酸或细胞特性，从而影响食弧菌嗜盐噬菌弧菌的捕食生长。

食弧菌嗜盐噬菌弧菌可以吸收利用环境中的蛋白或多肽，并因此抑制其捕食生长。该研究结果将为嗜

盐噬菌弧菌捕食机制的进一步探究和嗜盐噬菌弧菌微生物菌剂的开发应用提供重要的理论基础。 
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何小玉等: 环境有机碳源抑制食弧菌嗜盐噬菌弧菌(Halobacteriovorax vibrionivorans)的捕食生长 1107 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Environmental organic carbon sources inhibit the predatory life of 
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Abstract: [Background] The carbon sources required for the growth of Bdellovibrio-and-like organisms 
are mainly derived from the host, and the effects of various carbon sources in the environment remain to 
be explored. [Objective] The effects of different extracellular organic carbon sources on the predatory life 
of Halobacteriovorax vibrionivorans was investigated to provide a theoretical basis for subsequent 
research on the predation mechanism and microbiological control agent against pathogenic bacteria. 
[Methods] Vibrio alginolyticus was used as host strain, an absorbance-based assay with 96-well plates for 
cell lysis and double-layer plate method were applied to determine the effects of different carbohydrates, 
yeast extract and tryptone on the predatory growth of H. vibrionivorans Y22. Comparative experiments 
between nonviable heat-deactivated and viable hosts, artificial seawater and Tris-HCl (25 g/L NaCl) 
culture system, were adopted to explore possible growth mechanism of strain Y22, combined with 
genomic analysis of strain Y22 and its host strain. [Results] Strain Y22 had no phosphotransferase system 
and ABC transporters of sugars, and could not use extracellular carbohydrates as carbon sources; The host 
V. alginolyticus could utilize sucrose, maltose, mannitol for growth and produce acid, which lead to the 
decreased pH value of the artificial seawater co-culture system, thereby block the predation of strain Y22. 
Glucose could not only decrease the pH value of artificial seawater co-culture system, but also changed the 
cell characteristics of the host, thereby block the predation recognition process of strain Y22. The host 
could not grow with starch and α-lactose, and these carbon sources did not affect the predation of strain 
Y22. Strain Y22 contained protein, polypeptide and amino acid membrane transporter genes, which 
allowed it to utilize the host protein as carbon sources and nitrogen sources. Around 1−5 g/L external yeast 
extract and tryptone could inhibit the predation of strain Y22, and the predation-inhibiting effect was found 
to be dose dependent. When the concentration of yeast extract was over 4 g/L, and the concentration of 
tryptone was over 5 g/L, the predation phenomenon of strain Y22 was strongly inhibited and almost 
invisible. [Conclusion] Environmental carbohydrates will affect the metabolic activity of host bacteria, 
acidify the co-culture system, and change the cell characteristics of the host, which inhibit the predatory 
activity of H. vibrionivorans. H. vibrionivorans can absorb and utilize the environmental protein or 
peptide, by which its predatory growth will be inhibited. The results will provide further insights into the 
predation mechanism and antibacterial application of Halobacteriovorax. 

Keywords: Halobacteriovorax vibrionivorans, carbon source, Bdellovobrio-and-like organisms (BALOs), 
predation mechanism 
 

蛭弧菌类群(Bdellovibrio-and-like Organisms，

BALOs)是一类捕食其他细菌的小型革兰氏阴性细

菌，专性寄生于猎物细菌表面或胞间质内，以细胞

内容物为营养物质进行生长和繁殖[1-3]，广泛分布

于自然界中，包括土壤、水系、动植物体表、动物

肠道、动物粪便等环境[4-7]。目前已知的专性捕食

BALOs 有 8 个物种，隶属于 5 个属：蛭弧菌属

(Bdellovibrio)、噬菌弧菌属(Bacteriovorax)、嗜盐

噬 菌 弧 菌 属 (Halobacteriovorax) 、 吞 菌 弧 菌 属

(Peredibacter)和麦卡弧菌属(Micavibrio)[8-11]。研究

表明 BALOs 无法攻击真核细胞，对鱼类、动物和

人类的健康无负面影响[12-13]，可作为“活性抗生素”，

在净化水体、消除病原细菌以及水生生物的疾病防

控方面具有广阔的应用前景[14-16]。 
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作为专性捕食微生物，BALOs 捕食过程受各

类环境因素的影响，比如宿主、温度、盐度、pH、

金属离子、氧气及碳氮源等。一般而言，BALOs

的适宜生长温度为 15−35 °C，pH 为 7.0−8.0，盐度

适应范围为 0.5%−4.0%[8-11]。碳氮源是细菌生长繁

殖所必需的营养成分，有研究表明噬菌蛭弧菌   

(B. bacteriovorus)不具有利用碳水化合物的能力，能

以蛋白质、多肽与氨基酸作为碳氮源和能源[17-18]。

嗜盐噬菌弧菌属于海洋细菌，与蛭弧菌属亲缘关系

远，二者具有相似的捕食生活史。目前尚无关于嗜

盐噬菌弧菌捕食生理特性方面的系统研究报道，这

限制了人们对该类群的认知和实际应用。菌株 Y22

来源于中国近海海水，属于食弧菌嗜盐噬菌弧菌，

是目前已知的捕食效率最高的 BALOs 新物种，适

宜条件下，12−18 h 内其可进入捕食生长稳定期[19]。

为了进一步探索菌株 Y22 捕食生长的生理机制，

我们通过基因组序列分析其碳源代谢特性，并结合

蛭弧菌类菌剂在生产和水产养殖应用过程中涉及

的常见碳源种类，选择并系统研究 8 种常见有机碳

源(包括 2 种碳氮源)对其捕食生长的影响，以期为

后续该微生物菌剂的开发和应用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

捕食菌食弧菌嗜盐噬菌弧菌 Y22 来源于中国

福建省安海海域(24.383 910°N，118.262 397°E)；

溶藻弧菌 LF TCBS 15 (MCCC 1K03520)作为菌株

Y22 的 宿 主 菌 ， 来 源 于 中 国 广 东 省 陆 丰 海 域

(22.692°N，115.888°E)。菌株 Y22 的 16S rRNA 基

因序列 GenBank 登录号为 MH997664。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、可溶性淀粉、甘露醇、

α-乳糖、MgCl2、CaCl2、KCl、NaCl 等均为国产分

析纯；胰蛋白胨、酵母提取物、TCBS 固体培养基，

宝赛生物科技有限公司。酶标仪，Thermo Fisher 

Scientific 公司；微量振荡器，江苏大唐医疗器械

有限公司；pH 计，杭州奇威仪器有限公司。 

1.1.3  培养基 

(1) 2216E 培养基和 TCBS 培养基：参考文   

献[20]配制；(2) 海水双层琼脂：参考文献[21]配制；

(3) 人工海水培养体系：参考文献[22]并略做调整，

10 mmol/L KCl，10 mmol/L CaCl2，54 mmol/L 

MgCl2，25 g/L NaCl，0−8 g/L 的碳源，0.22 μm 滤

膜过滤除菌；(4) Tris-HCl 缓冲培养体系：50 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.0)，10 mmol/L KCl，10 mmol/L 

CaCl2，54 mmol/L MgCl2，25 g/L NaCl，0−8 g/L

的碳源，0.22 μm 滤膜过滤除菌。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组分析 

菌株 Y22 和 LF TCBS 15 基因组 GenBank 登

录号分别为 SGIQ00000000 和 SBIG00000000，根

据已有的基因组数据，针对胞外碳源代谢通路进

行重新注释及分析。基因注释根据美国 NCBI 原

核基因组注释原则(Prokaryotic Genome Annotation 

Pipeline ， PGAP ， https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

genome/annotation_prok/)执行[23]，细胞代谢通路通

过 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG，https://www.kegg.jp)数据库分析[24]，膜转

运 蛋 白 通 过 Transporter Classification Database 

(TCDB，http://www.tcdb.org/)数据库分析[25]。 

1.2.2  宿主及食弧菌嗜盐噬菌弧菌的培养 

宿主菌的培养、食弧菌嗜盐噬菌弧菌的双层平

板培养及液体培养参照文献[21]。28 °C、150 r/min

培养 16−24 h，食弧菌嗜盐噬菌弧菌浓度可达   

109 cells/mL。宿主菌培养液于 10 000 r/min 离心  

5 min 收集菌体沉淀，用无菌海水重悬菌体，菌悬

液浓度调整至 1010 cells/mL。因为食弧菌嗜盐噬菌

弧菌菌液存放 24 h 后活力不稳定，所以应新鲜培

养以保证菌株活力。宿主菌悬液在−4 °C 冰箱中可

存放 14 d 备用，72 h 以内，宿主菌株 LF TCBS 15

的活菌数量无明显变化，7 d 后活菌数量可降 2 个

数量级，因此在对食弧菌嗜盐噬菌弧菌生理特性测

定时要采用新鲜制备的宿主，确保在试验过程中宿

主保持活力。 
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1.2.3  糖类对宿主生长的影响 

采用 96 孔板测定细胞吸光度法[19]测定不同糖

类对溶藻弧菌(V. alginolyticus) LF TCBS 15 生长的

影响，每种糖类的质量浓度均为 3 g/L。每孔 200 μL

含糖人工海水培养体系，1%接种量。28 °C 培养

12 h。每隔 3 h 测定培养液 OD620，每个梯度取     

3 个平行，设置无糖空白对照。根据 OD620 值的变

化判断菌株 LF TCBS 15 对不同糖类的利用情况。

培养过程中，以 2 种精密 pH 试纸监测培养液的 pH

值变化状况，并用 pH 计对 pH 试纸进行准确度验

证。以下培养体系 pH 值的监测皆按此法。 

1.2.4  不同 pH 对食弧菌嗜盐噬菌弧菌捕食生长的

影响 

采用 96 孔板测定细胞吸光度法和双层平板法

分别测定人工海水培养体系下不同 pH 值对食弧菌

嗜盐噬菌弧菌捕食生长的影响。pH 值梯度设置为

5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、8.0 和 9.0，以 1 mol/L HCl

和 1 mol/L NaOH 溶液调配培养体系的 pH 值，

0.22 μm 滤膜过滤除菌备用。根据文献[26]及本实

验室前期研究经验，当食弧菌嗜盐噬菌弧菌与宿主

菌的细胞数量比例达到 1:10 时，捕食生长速度快，

28−37 °C 培养 12−18 h 后，进入捕食生长稳定期。

96 孔板中每孔加入20 μL 宿主菌悬液(1010 cells/mL)、

20 μL 食弧菌嗜盐噬菌弧菌培养液(109 cells/mL)、

160 μL 不同 pH 的人工海水培养体系，使食弧菌嗜

盐噬菌弧菌与宿主菌数量比接近 1:10，混匀后 28 °C

培养至对照培养体系捕食生长稳定期(12−18 h)，分

别在 0、2、4、6、8、9、12 和 14 h 测定 OD620，

绘制食弧菌嗜盐噬菌弧菌裂解曲线图。采用双层平

板法测定 3 个不同培养时间节点的食弧菌嗜盐噬

菌弧菌噬菌斑的数量，对食弧菌嗜盐噬菌弧菌的生

长状态进行辅助验证。培养过程中监测培养液的

pH 值变化状况。同一批次试验中，各培养体系中

菌浓度和比例保持一致。 

1.2.5  糖类对食弧菌嗜盐噬菌弧菌捕食生长的影响 

采用 96 孔板测定细胞吸光度法和双层平板法

分别测定 Tris-HCl 缓冲培养体系和人工海水 2 种

不同的培养体系下，不同糖类对食弧菌嗜盐噬菌弧

菌捕食生长的影响。每种糖类质量浓度为 3 g/L。

96 孔板中每孔加入 20 μL 宿主菌悬液、20 μL 食弧

菌嗜盐噬菌弧菌培养液、160 μL 人工海水培养体

系或 Tris-HCl 缓冲培养体系，使食弧菌嗜盐噬菌

弧菌与宿主菌数量比接近 1:10，混匀后 28 °C 培养

至无糖对照培养体系中食弧菌嗜盐噬菌弧菌进入

捕食生长稳定期(12−18 h)，每隔 1 h 测定 OD620，

计算不同生长阶段宿主存留率并绘制食弧菌嗜盐

噬菌弧菌裂解曲线图。培养过程中，通过光学显微

镜观测及食弧菌嗜盐噬菌弧菌噬菌斑数量检测，对

食弧菌嗜盐噬菌弧菌的生长状态进行辅助验证。 

为了探讨糖类对食弧菌嗜盐噬菌弧菌捕食

生长的影响机制，同时测定 Tris-HCl 缓冲培养体

系和人工海水培养体系下食弧菌嗜盐噬菌弧菌

对热致死宿主的裂解曲线。宿主菌 LF TCBS 15

热致死条件：70 °C 水浴 3 h 致死，取 100 μL 菌液

(1×1010 cells/mL)进行 TCBS 琼脂平板涂布，确认

宿主菌处于死亡状态。食弧菌嗜盐噬菌弧菌接种前

采用梯度离心法处理：2 000 r/min 离心 10 min，   

5 000 r/min 离心 10 min，2 次离心均弃菌体沉淀，

尽可能除去多余宿主菌，上层菌液于 14 000 r/min

离心 5 min，收集食弧菌嗜盐噬菌弧菌菌体沉淀，

用无菌海水重新悬浮菌体，通过光学显微镜检测确

保每个视野中宿主细胞数量比例低于 0.1%，食弧菌

嗜盐噬菌弧菌菌悬液菌体浓度调整为 109 cells/mL。

其他方法同上。由于目前已知的过滤法和梯度离心

法皆无法完全排除食弧菌嗜盐噬菌弧菌培养物中

的微量宿主，培养过程中我们采用梯度稀释涂布平

板法(TCBS 琼脂平板)监测残余活宿主的数量变

化，并测定活宿主数量与 OD620 之间的对应关系，

判断残余活宿主菌在培养过程中是否会干扰食弧

菌嗜盐噬菌弧菌对死宿主细胞的裂解曲线。同时，

为了排除培养过程中残余活宿主的代谢酶类对死 
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宿主的裂解可能，我们设定了在死细胞体系下的阴

性对照(无捕食菌)，体系中包含 109 cells/mL 热致

死宿主及 106 CFU/mL 活宿主细胞，28 °C 培养 24 h，

每隔 3 h 或 6 h 测定培养体系的 OD620，并用稀释

涂布平板法测定 0 h 和 24 h 活宿主的数量变化。 

试验设定 3 组平行并设定空白对照(无糖体

系)，独立重复试验 2 次以上。同一批次试验中，

各培养体系中菌浓度及比例保持一致。培养过程中

监测培养液的 pH 值变化情况。 

1.2.6  不同浓度酵母提取物及胰蛋白胨对食弧菌

嗜盐噬菌弧菌捕食生长的影响 

采用人工海水和 Tris-HCl 缓冲培养体系测定

外源酵母提取物及胰蛋白胨对食弧菌嗜盐噬菌弧

菌捕食生长的影响。酵母提取物和胰蛋白胨浓度梯

度设置为 0、0.5、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、

7.0 和 8.0 g/L。测定方法同 1.2.5。试验设定 3 组平

行，独立重复试验 2 次以上。同一批次试验中，各

培养体系中菌浓度及比例保持一致。培养过程中监

测培养液的 pH 值变化情况。 

1.2.7  数据分析 

用 Excel (2003)软件整理和分析数据计算宿主

存留率，宿主存留率计算公式为：宿主存留率(Host 

Retention Rate)=(培养 n h 的 OD620 值/培养 0 h 的

OD620 值)×100%。计算宿主存留率有利于批次间试

验数据的比较。使用软件 OriginPro (2016)绘制曲

线图，使用 SPSS 在线分析软件(https://spssau.com/ 

front/spssau/index.html) t 检验分析数据组之间的差

异性。 

进入捕食生长稳定期(12−18 h)后，由于培养体

系中宿主菌的缺乏，食弧菌嗜盐噬菌弧菌无法通过

捕食宿主获取能源物质，同时由于“高速运动”快速

消耗细胞内营养物质，从而丧失捕食能力或死   

亡[27-28]。为了保证数据的准确性和严谨性，捕食稳

定期(12−18 h)之后的数据不在本研究的分析范围

之内，我们将稳定期以后的数据归入“菌种常温保

藏”的研究专题。 

2  结果与分析 

2.1  基因组水平阐释菌株对糖及蛋白质的吸收

利用 

糖类是异养型微生物最广泛利用的有机碳源，

一般单糖优于双糖和多糖。蛋白质是最常用的有机

碳氮源，牛肉膏、酵母粉和蛋白胨尤为广泛使用。

KEGG 代谢通路和基因功能注释结果表明独立生

长菌株 LF TCBS 15 与专性捕食菌株 Y22 的碳源谱

差异极大，在外源糖类及蛋白的吸收利用上具有明

显的差异。 

菌株 LF TCBS 15 细胞膜上具有完整的磷酸转运

系统(Phosphotransferase System，PTS)和 ATP 结合

盒转运系统(ATP-Binding Cassette (ABC) Transporters)，

可以通过基团移位和主动运输的方式从外界环境

中吸收葡萄糖、N-乙酰氨基葡萄糖、葡萄糖苷、海

藻醣、麦芽糖、甘露糖、核糖、D-木糖、甘露醇、

山梨醇、蔗糖、纤维二糖、几丁二糖、麦芽糖糊精、

麦芽低聚糖和半乳糖低聚糖；缺乏乳糖膜转运通道，

无胞外淀粉酶和胞外纤维素酶，因此无法吸收利用

环境中的乳糖、淀粉及纤维素。菌株 LF TCBS 15 具

有胞外胶原酶，不具有胞外肽酶，细胞膜上具有   

39 种以上的蛋白、多肽及二肽转运相关蛋白，可以

直接吸收、转运细胞外蛋白、多肽及二肽进入细胞

作为生命活动所需的碳源、氮源及能源物质。 

菌株 Y22 细胞膜上缺失上述糖类的磷酸转运

系统(完全缺失，KEGG 代谢通路无注释)和 ABC

转运系统，也无糖类协助扩散的蛋白通道，不能吸

收利用环境中的糖类作为生长的主要碳源物质。菌

株 Y22 具有胞外蛋白酶和胞外肽酶，能水解细胞

外的蛋白质成多肽或二肽。细胞膜上具有 15 种以

上的蛋白、多肽及二肽转运相关蛋白，可以直接吸

收、转运细胞外蛋白、多肽及二肽进入细胞作为生

命活动所需的碳源、氮源及能源物质。 

2.2  不同糖类对溶藻弧菌 LF TCBS 15 生长的

影响 

溶藻弧菌 LF TCBS 15 可以利用葡萄糖、蔗糖、
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麦芽糖、甘露醇生长并产酸，其中，对麦芽糖的利

用效率最高，其次是葡萄糖、蔗糖、甘露醇；然而

淀粉和 α-乳糖对菌株 LF TCBS 15 生长无影响，体

系中 pH 值无明显变化。该试验结果与基因组分析

结果及以往的研究报道相符[29-30]。此外，培养过程

中麦芽糖培养体系 pH 值从 7.0 降至 5.0 左右，细

胞 数量持续增 长并进入稳 定生长期， 可见 pH 

5.0−5.5 时溶藻弧菌 LF TCBS 15 仍然具有正常活

力，不会因为培养体系 pH 降低而引起细胞死亡。 

2.3  不同 pH 值对食弧菌嗜盐噬菌弧菌 Y22 捕

食生长的影响 

在人工海水培养体系中，菌株 Y22 可以在 pH 

6.0−9.0 的范围内捕食生长(图 1)，pH 6.0 条件下捕

食生长延滞了 4 h，pH 6.5−9.0 条件下捕食能力无

明显差异(P≥0.868)；当培养体系 pH 值处于 5.0−5.5

时，培养体系的 OD620 值几乎没有变化，菌株 Y22

未表现出明显的捕食现象。通过测定培养体系培养

前后的噬菌斑数量变化，发现培养 18 h 后 pH 值为

5.0 和 5.5 的培养体系中食弧菌嗜盐噬菌弧菌数量

降低了一个数量级左右(表 1)。试验结果表明，当 

 

 
 
图 1  不同 pH 对菌株 Y22 捕食的影响 
Figure 1  Effect of different pH on the predation of strain 
Y22 
注：在每种条件下进行 3 个平行实验，Mean±SD 代表数据±

标准误差 

Note: Data and standard error bars represent mean±SD from three 
parallel experiments at each condition 

表 1  不同 pH 条件对菌株 Y22 生长的影响(噬菌斑数

量，PFU/mL) 

Table 1  Effect of different pH on the growth of strain 
Y22 (number of plaques, PFU/mL) 

pH value Culture time (h) 

0 9 18 

5.0 2.40×108 1.57×108 3.05×107 

5.5 2.40×108 1.66×108 3.55×107 

6.0 2.40×108 3.70×108 1.92×109 

6.5 2.40×108 5.60×108 2.26×109 

7.0 2.40×108 6.80×108 2.55×109 

8.0 2.40×108 6.45×108 2.48×109 

9.0 2.40×108 6.00×108 2.30×109 

 
培养体系中 pH 值低于 6.0 时菌株 Y22 的活力会受

到严重抑制，而且这种抑制几乎不可逆，培养 18 h

后只有 13%−15%菌体保持活力(表 1)。 

2.4  蔗糖、麦芽糖、甘露醇对食弧菌嗜盐噬菌

弧菌 Y22 捕食生长的影响 

在菌株 Y22 的实验室培养过程中，添加糖类

物质对其捕食生长有抑制作用，为了探究其生理机

制，采用人工海水培养体系和 Tris-HCl 缓冲培养体

系进行试验验证。2 种培养体系的主要差别在于后

者在培养过程中可以保持培养体系的 pH 稳定性，

而前者不具有 pH 缓冲性，容易受到干扰。在人工

海水培养体系下，添加蔗糖培养 18 h 后，培养体

系的 pH 值由初始 7.0 降低至 5.4 左右，未观察到

OD620 值降低(图 2A)，噬菌斑的数量未增加，而且

从初始的 1.52×108 PFU/mL 降至 4.50×107 PFU/mL，

在光学显微镜下同样未见菌株 Y22 细胞数量增多，

菌株 Y22 无明显的捕食表现，捕食生长被完全抑

制，该结果与 2.3 的结果相符合。在 Tris-HCl 缓冲

培养体系下 pH 保持恒定(pH 7.0)，菌株 Y22 的捕

食 生 长 不 受 影 响 ， 与 空 白 组 结 果 无 明 显 差 别    

(图 2B，P=0.768)，初步断定蔗糖对菌株 Y22 的抑

制是由于宿主菌代谢产酸使培养基酸化导致。 

为了验证上述推断，将人工海水培养体系(添

加 3 g/L 蔗糖)初始 pH 调整为 9.0，并观察菌株 Y22

的生长情况。培养 18 h 后，培养液的 pH 值由 9.0 
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图 2  蔗糖对菌株 Y22 捕食的影响 
Figure 2  Effect of sucrose on the predation of strain Y22 
注：A：人工海水培养体系(pH 7.0，活细胞)；B：Tris-HCl 缓冲培养体系(pH 7.0，活细胞)；C：人工海水培养体系(pH 9.0，活细

胞)；D：人工海水培养体系(pH 7.0，热致死细胞)；E：Tris-HCl 缓冲培养体系(pH 7.0，热致死细胞)。在每种条件下进行 3 个平

行实验，Mean±SD 代表数据±标准误差 

Note: A: Artificial seawater co-culture system (pH 7.0, viable host); B: Tris-HCl buffer co-culture system (pH 7.0, viable host); C: 
Artificial seawater co-culture system (pH 9.0, viable host); D: Artificial seawater co-culture system (pH 7.0, heat-deactivated host); E: 
Tris-HCl buffer co-culture system (pH 7.0, heat-deactivated host). Data and standard error bars represent mean±SD from three parallel 
experiments at each condition 
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降低至 7.2 左右，该 pH 值范围适合菌株 Y22 的生

长(图 1)，结果发现菌株 Y22 生长良好，与空白对

照组(无蔗糖)裂解宿主的趋势无明显差异(图 2C，

P=0.583) ， 菌 株 形 成 的 噬 菌 斑 数 量 从 初 始 的

1.52×108 PFU/mL 增加至 1.17×109 PFU/mL。该结

果验证了我们的推断，说明宿主菌代谢蔗糖产酸引

起人工海水培养体系 pH 值降低，当 pH 值低于菌

株 Y22 的生长范围(<pH 6.0)时，几乎不可逆(>85%)

地抑制菌株 Y22 的捕食生长(表 1)。 

此外，为了排除菌株 Y22 本身生长可能存在

对上述推断的影响，将宿主进行加热致死，重复上

述试验过程。菌株 Y22 在人工海水培养体系和

Tris-HCl 缓冲培养体系下培养，2 种培养体系的 pH

值均未发生明显变化，而且菌株 Y22 均可以捕食

死宿主，OD620 从 0.75 降低到 0.40 左右，对死宿

主的捕食效率比活宿主差，但与对照组无明显差别

(图 2D、2E，PD=0.783，PE=0.708)。在这个热致死

宿主培养体系中，由于梯度离心无法完全去除菌株

Y22 培养液中的宿主活细胞，所获取的菌株 Y22 

“种子液”仍然含有极其微量(<0.1%)的残余活宿主

细胞。为了进一步排除残留宿主活细胞是否会影响

菌株 Y22 对热致死宿主菌的裂解曲线，测定了热

致死宿主共培养体系中宿主活细胞数量变化及其

与 OD620 值的对应关系。人工海水培养体系初始的

活宿主数量为 4.55×104 CFU/mL，在整个培养过程

中数量增至 5.40×106 CFU/mL；Tris-HCl 缓冲培养

体系初始的活宿主菌数量为 4.40×104 CFU/mL，在

整个培养过程中数量增至 5.30×106 CFU/mL，其对

应的 OD620 变化低于 0.009，相对于整个培养体系的

OD620 变化(0.75−0.40)，这种波动可以忽略不计，排

除了残留宿主活细胞对热致死宿主培养体系 OD620

变化的影响。此外，在阴性对照培养体系(包含热致

死宿主和少量活宿主)中，培养 24 h 后活宿主从初

始的 3.10×106 CFU/mL 增加为 6.85×106 CFU/mL，

培养体系 OD620 保持在 0.80 左右，未发现死宿主

细胞因活宿主的增加而裂解，可见培养过程中活细

胞代谢产生的水解酶不足以使热致死宿主细胞快

速溶解而影响体系的 OD620 值。这些结果进一步证

明了蔗糖对菌株 Y22 的捕食抑制现象主要是通过

宿主菌代谢产酸引起的，与菌株 Y22 本身的相关

性不大。麦芽糖和甘露醇对菌株 Y22 的捕食影响

与蔗糖的结果相似，在此不再赘述。 

2.5  葡萄糖对食弧菌嗜盐噬菌弧菌 Y22 捕食生

长的影响 

菌 株 Y22 在 葡 萄 糖 人 工 海 水 培 养 体 系 和

Tris-HCl 缓冲培养体系下生长情况无明显的差异

(图 3A、3B)，捕食生长现象均被显著抑制。培养   

18 h 后，人工海水培养体系 pH 值同样从 7.0 降至

5.4 左右，而 Tris-HCl 缓冲培养体系 pH 保持恒定

(pH 7.0)。在人工海水培养体系下菌株 Y22 的活力

受到抑制，培养 18 h 后，噬菌斑的数量由初始值

1.52×108 PFU/mL 降 至 3.80×107 PFU/mL ， 而

Tris-HCl 缓冲培养体系下菌株 Y22 形成噬菌斑的

能力没有下降，噬菌斑数量略有增加，由初始值

2.45×108 PFU/mL 微增至 4.95×108 PFU/mL，该试

验结果与 2.3 和 2.4 的结果相一致，进一步证明较

低的 pH (5.0−5.5)可以不可逆地破坏菌株 Y22 的捕

食能力，完全抑制菌株 Y22 捕食生长(表 1)。

Tris-HCl 缓冲培养体系由于 pH 值未发生改变，从

而保持菌株 Y22 的捕食活力，但其培养过程中裂

解宿主现象不明显，培养体系 OD620 值未降低   

(图 3B)，与空白对照相比，捕食抑制现象明显，

说明存在除 pH 值以外其他影响捕食的因素。 

为了验证葡萄糖对菌株 Y22 抑制的可能机理，

同样进行了 2 个不同的试验。(1) 将人工海水培养

体系(3 g/L 葡萄糖)初始 pH 调整为 9.0，观察菌株

Y22 的生长情况。在 18 h 的培养过程中，培养体

系的 pH 值由 9.0 降至 7.0 左右，该 pH 值范围适合

菌株 Y22 的生长，其噬菌斑数量略有增加，保持

了捕食活力，但是裂解宿主现象仍未明显体现  

(图 3C)，培养体系 OD620 值未降低，捕食受到极大

抑制。该结果进一步说明葡萄糖对菌株 Y22 的抑 
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图 3  葡萄糖对菌株 Y22 捕食的影响 
Figure 3  Effect of glucose on the predation of strain Y22 
注：A：人工海水培养体系(pH 7.0，活细胞)；B：Tris-HCl 缓冲培养体系(pH 7.0，活细胞)；C：人工海水培养体系(pH 9.0，活细

胞)；D：人工海水培养体系(pH 7.0，热致死细胞)；E：Tris-HCl 缓冲培养体系(pH 7.0，热致死细胞)。在每种条件下进行 3 个平

行实验，Mean±SD 代表数据±标准误差 

Note: A: Artificial seawater co-culture system (pH 7.0, viable host); B: Tris-HCl buffer co-culture system (pH 7.0, viable host);        
C: Artificial seawater co-culture system (pH 9.0, viable host); D: Artificial seawater co-culture system (pH 7.0, heat-deactivated host);   
E: Tris-HCl buffer co-culture system (pH 7.0, heat-deactivated host). Data and standard error bars represent mean±SD from three parallel 
experiments at each condition 
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制作用除了受 pH 值变化影响以外，还存在其他影

响捕食的因素。(2) 为了验证这种影响捕食因素的

来源，同样采用热致死宿主培养的方法，发现菌株

Y22 在人工海水培养体系和 Tris-HCl 缓冲培养体

系下(pH 值在培养过程中无明显变化)，皆可以捕

食死宿主，与空白对照无显著差异(图 3D、3E，

PD=0.861，PE=0.786)，说明在培养过程中葡萄糖

对菌株 Y22 生长的抑制与菌株 Y22 自身无关，而

与宿主活性有关。葡萄糖对菌株 Y22 生长的抑制

可能由多方面的因素引起的：一是在培养过程宿主

代谢葡萄糖导致人工海水培养体系的酸化影响菌

株 Y22 的生长；二是葡萄糖进入宿主细胞可能发

生了异化作用(如蛋白糖基化)，改变了宿主的表面

结构或成分组成，影响菌株 Y22 对宿主的识别吸

附，从而抑制捕食生长。 

2.6  淀粉、α-乳糖对食弧菌嗜盐噬菌弧菌 Y22

捕食生长的影响 

菌株 Y22 在淀粉、α-乳糖的人工海水培养体系

和 Tris-HCl 缓冲培养体系下生长情况与空白对照无

明显差异(图 4，PA=0.982，PB=0.920，PC=0.521，

PD=0.992)，淀粉和 α-乳糖不影响菌株 Y22 的捕食

生长。由于宿主菌不吸收或利用淀粉和 α-乳糖，

培养过程中人工海水培养体系的 pH 也未发生变

化，而且菌株 Y22 本身也不吸收和利用这些物质， 

 

 
 

图 4  淀粉、α-乳糖对菌株 Y22 捕食的影响 
Figure 4  Effect of starch and α-lactose on the predation of strain Y22 
注：A 和 C：人工海水培养体系(pH 7.0，活细胞)；B 和 D：Tris-HCl 缓冲培养体系(pH 7.0，活细胞)。在每种条件下进行 3 个平

行实验，Mean±SD 代表数据±标准误差 

Note: A and C: Artificial seawater co-culture system (pH 7.0, viable host); B and D: Tris-HCl buffer co-culture system (pH 7.0, viable 
host). Data and standard error bars represent mean±SD from three parallel experiments at each condition 
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淀粉和 α-乳糖在该培养体系中属于惰性物质，菌

株 Y22 捕食生长过程不受影响。 

2.7  不同浓度酵母提取物及胰蛋白胨对食弧菌

嗜盐噬菌弧菌 Y22 生长的影响 

在活宿主(图 5A、5B)和热致死宿主(图 5C、

5D) Tris-HCl 缓冲培养体系以及人工海水培养体系

(未附图)中添加不同浓度的外源酵母提取物及胰

蛋白胨，培养过程中 2 种培养体系的 pH 皆无明显

变化，菌株 Y22 捕食生长趋势相当。在酵母提取物

和胰蛋白胨浓度范围分别为 0−4.0 g/L 和 0−5.0 g/L

时，菌株 Y22 均可捕食裂解宿主，捕食效率与培

养体系中营养物浓度成反比。酵母提取物和胰蛋白

胨浓度分别高于 4.0 g/L 和 5.0 g/L 时，菌株 Y22

的捕食生长受到严重抑制，培养 18 h 后，共培养

体系的噬菌斑数量几乎没变化，菌株 Y22 的捕食

现象未能体现。该结果表明，酵母提取物和胰蛋白

胨对于菌株 Y22 捕食生长的抑制与宿主的活性无

关，酵母提取物和胰蛋白胨可能被捕食菌株 Y22 直

接吸收利用并引起捕食相关机能的抑制，而且这种

抑制是可逆的，所有菌体保留了攻击宿主的能力。 

 

 
 
图 5  不同浓度酵母提取物和胰蛋白胨对菌株 Y22 捕食的影响  
Figure 5  Effect of different concentrations of yeast extract and tryptone on the predation of strain Y22 
注：A 和 B：Tris-HCl 缓冲培养体系(pH 7.0，活细胞)；C 和 D：Tris-HCl 缓冲培养体系(pH 7.0，热致死细胞)。在每种条件下进

行 3 个平行实验，Mean±SD 代表数据±标准误差 

Note: A and B: Tris-HCl buffer co-culture system (pH 7.0, viable host); C and D: Tris-HCl buffer co-culture system (pH 7.0, 
heat-deactivated host). Data and standard error bars represent mean±SD from three parallel experiments at each condition 
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3  讨论与结论 

本研究探索了 8 种有机碳源(包括 2 种碳氮源)

对菌株 Y22 捕食生长的影响，结果表明：菌株 Y22

无法直接利用培养体系中糖类化合物作为碳源，但

糖类化合物可以通过影响宿主进而影响菌株 Y22

的捕食生长；酵母提取物、胰蛋白胨对捕食菌株的

生长抑制具有浓度依赖性，这种抑制与宿主无关，

可能与捕食菌本身的反馈调节有关。这种碳源抑制

捕食的现象在食弧菌嗜盐噬菌弧菌菌株 BL9T 中也

检测到相似的结果，并非特例。1984 年，Chemeris

等通过向共培养基中添加糖以及使用伴刀豆球蛋

白 A 和高碘酸钠对宿主细胞表面多糖进行修饰，

发现噬菌蛭弧菌的捕食受到抑制[31]；Dashiff 等报

道[32]葡萄糖和甘油会因为宿主的代谢而改变培养

体系的 pH 值，从而抑制噬菌蛭弧菌和食铜绿菌

迈卡弧菌(M. aeruginosavorus)的捕食，他们认为

这种抑制与蛋白的糖基化没有关系。本研究证实

了碳水化合物可以通过宿主细胞的代谢活性导致

培养基酸化，从而抑制食弧菌嗜盐噬菌弧菌的捕

食；同时发现不同糖类的作用机制存在差异，其

中，培养基中葡萄糖的添加不仅使培养体系 pH 降

低，而且还可使宿主细胞特性发生改变。根据以

往的文献报道[33-34]，我们猜测这种细胞特性改变

可能是由于细胞表面蛋白糖基化引起的。蛋白糖基

化不仅仅在真核细胞中存在，在原核细胞和古细菌

也有发现，大多数发生在细胞表面，对细胞具有保

护、稳定、组织及屏障等多方面作用[33]。蛋白质的

O-GlcNAc 糖基化(O-N-Acetylglucosamine)是糖基化

反应的一类，由 O-连接 N-乙酰氨基葡萄糖转移酶

(O-B-N-Acetylglucosaminyltransferase，OGT)催化

GlcNAc 连接到目标蛋白丝氨酸(Ser)或苏氨酸(Thr)

的羟基上[34]。我们通过基因组信息分析发现，宿主

菌 LF TCBS 15 细胞内具有 O-GlcNAc 糖基化代谢

途径相关基因(图 6)，过量的葡萄糖进入宿主细胞后

可转化成 GlcNAc，然后通过细胞膜上的 N-乙酰氨

基葡萄糖转移酶(N-Acetylglucosaminyltransferase) 
 

 

连接到蛋白的 Ser 或 Thr 的羟基上，使宿主细胞内

或细胞膜蛋白发生糖基化，从而可能导致食弧菌嗜

盐噬菌弧菌对宿主菌无法识别，抑制其捕食。 

以往研究表明噬菌弧菌不能利用糖类化合

物，但可以利用多肽类化合物作为碳源，宿主菌

和捕食菌株均含有二肽及多肽转运通道，可以将

环境中多肽或短肽转运至细胞内部进行生长代 

谢[17-18]，与本研究的结果相符。蛋白或多肽也是

嗜盐噬菌弧菌生长所必需的碳源，酵母提取物和

胰蛋白胨富含各类蛋白多肽，原则上能为其生长

提供充足的碳源和氮源。但我们发现，当外界酵

母提取物和胰蛋白胨浓度增加到一定程度时却抑

制了捕食菌株的捕食生长，而且这种抑制与宿主

菌的活性无关。令我们疑惑的是，捕食菌可以且

必须以蛋白质或多肽为碳源，为什么添加了蛋白

类碳源后反而会不同程度地抑制其捕食？我们猜

测，当外界环境蛋白类碳源浓度较低(<1 g/L)时，

只是少量蛋白或多肽转运至捕食菌细胞内，达不

到抑制捕食的阈值，不影响捕食过程；当外界环

境蛋白类碳源浓度增高时，蛋白、多肽的内运量

增加，捕食菌细胞可能会产生“食物足够”的假象，

导致某些捕食相关基因的表达或蛋白活性受到抑

制；或者蛋白质、多肽及氨基酸的大量存在可能

干扰了捕食菌的化学感应系统，从而干扰捕食菌

的运动能力，使得捕食菌无法对宿主进行有效的

定位和攻击，捕食过程因此受到了抑制。另外，

由于培养体系中缺乏可供食弧菌嗜盐噬菌弧菌吸

收和利用的外源核苷酸原料，所以这种“食物足

够”的环境中存在的单一营养物质不足以满足其

生长繁殖需求，无法触发其丝状生长或细胞分裂。

研究表明噬菌蛭弧菌对酵母提取物和多种氨基酸

表现出趋向性，通过化学趋向运动寻找碳源和能

源，缓和“饥饿”状态[35-36]。这些研究间接证明了

培养基中酵母提取物和胰蛋白胨的添加可能会干

扰食弧菌嗜盐噬菌弧菌对宿主的趋化性，一定程

度上支持了我们推断的合理性。 
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图 6  溶藻弧菌 LF TCBS 15 的 O-GlcNAc 糖基化修饰途径 
Figure 6  O-GlcNAcylation pathway of V. alginolyticus LF TCBS 15 
注：Glc：葡萄糖；PtsG：葡萄糖磷酸转移系统；Gln：谷氨酰胺；Glu-6-P：6-磷酸葡萄糖；Fru-6-P：6-磷酸果糖；Glu：谷氨酸； 

GlcN-6-P：6-磷酸葡萄糖胺；GlcN-1-P：1-磷酸葡萄糖胺；O-GlcNAc：O-N-乙酰葡萄糖胺；GNAT：乙酰转移酶；GlcNAc-1-P：

N-乙酰葡萄糖胺-1-磷酸；GlcNAc-6-P：N-乙酰氨基葡萄糖-6-磷酸；GPI：葡萄糖-6 磷酸异构酶；GlmS：葡萄糖胺-果糖-6-磷酸

氨基转移酶；GlmU：氨基葡萄糖-1-磷酸 N-乙酰基转移酶/N-乙酰氨基葡萄糖-1-磷酸尿嘧啶转移酶；UDP-GlcNAc：UDP-N-乙酰

葡萄糖胺；GlcNAc：N-乙酰葡萄糖胺；GlmM：磷酸葡萄糖胺磷酸化酶；AGM：葡萄糖胺磷酸突变酶；OGT：O-N-乙酰葡萄糖

胺氨基转移酶；Hex：β-N-乙酰基己糖胺酶 

Note: Glc: Glucose; PtsG: Glucose phosphotransferase system; Gln: Glutamine; Glu-6-P: Glucose-6-phosphate; Fru-6-P: 
Fructose-6-phosphorate; Glu: Glutamic acid; GlcN-6-P: Glucosamine-6-phosphate; GlcN-1-P: Glucosamine-1-phosphate; O-GlcNAc: 
O-N-acetylglucosamine; GNAT: Acetyltransferase; GlcNAc-1-P: N-acetylglucosamine-1-phosphate; GlcNAc-6-P: N-acetylglucosamine- 
6-phosphate; GPI: Glucose-6-phosphateisomerase; GlmS: Glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase; GlmU: 
Glucosamine-1-phosphate N-acetyltransferase/N-acetylglucosamine-1-phosphate uridyltransferase; UDP-GlcNAc: UDP-N- 
acetylglucosamine; GlcNAc: N-acetylglucosamine; GlmM: Phosphoglucosaminemutase; AGM: GlcNAc phosphomutase; OGT: 
O-N-acetylglucosaminyltransferase; Hex: β-N-acetylhexosaminidase 

 
本研究从生理机制上系统揭示了外源碳源对

食弧菌嗜盐噬菌弧菌捕食生长的抑制作用。碳源

作为生长能源物质对绝大多数细菌的生长、分裂

具有至关重要的促进作用，但本研究发现，碳源

对捕食性细菌的作用却恰好相反，不仅无法促进

该类细菌的生长繁殖，反而导致其捕食生长受到

抑制。以往研究报道也表明了采用高度稀释的营

养培养基(Diluted Nutrient Broth，DNB)或纯海水可

更好地分离获得嗜盐噬菌弧菌菌株[19,37-38]，从侧面

反映了低碳/氮源营养环境更适于该类细菌生长。

因此，在此类捕食益生菌的生产培养过程中，降

低培养基中的营养成分可以提高其捕食效率，缩

短生产周期。此外，本研究结果对于捕食细菌在

水产养殖应用上有广泛的指导意义：比如，捕食

细菌不适合与芽孢杆菌等常用的水产养殖益生菌

一同活化，因为芽孢杆菌等益生菌常采用葡萄

糖、红糖等糖类进行菌种活化，而这类碳源能抑

制捕食细菌的生长；水产养殖中的饵料残余及养
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殖动物粪便分解所释放的富含碳/氮营养物质也会

影响捕食益生菌的使用效率，甚至可能导致捕食

菌失效；捕食益生菌不适宜与饵料(以糖类及蛋白

类为主要成分)一同拌食投饵，更适宜以直接喷洒

于水体等方式进行菌群调控。总之，本研究结果

可为 BALOs 的生态分布、捕食机制研究、菌株的

分离培养及微生物菌剂的开发、生产和应用提供

重要的理论依据。 
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