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一株新属紫色非硫光合细菌的初步鉴定 

王龙刚，潘志崇，张德民 
（宁波大学 生命科学与生物工程学院，浙江 宁波 315211） 

摘要：利用特异性培养基对采自宁波象山地区养殖虾池底泥样品进行富集、分离和纯化，得到

了一株紫色非硫细菌(PNSB)，依据形态特征观察、无机碳源利用、活细胞吸收光谱测定、pufM

基因检测及 16S rRNA 基因序列分析等实验，初步鉴定其为 comamonadaceae科中一新属.  
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光合细菌是一类能利用光能、具有复杂代谢功

能的微生物. 据Bergey’s细菌分类手册记载[1,2]，仅

不产氧光合细菌就有 27 属、66 种. 近几年又陆续

有一些新的属、种的报道[3-5]. 紫色非硫细菌(Purple 

Nonsulfur Bacteria，PNSB)是光合细菌中最重要的

一大类，是不产氧光合细菌中种属最多、分布最广、

形态生理生化特征最为多样、系统发育最为复杂的

一群[6]. 紫色非硫细菌代谢类型多样，具光合、固

碳、降解大分子有机物、固氮、脱氮、硝化、反硝

化、硫化物氧化等多种功能，且细胞富含蛋白质、

氨基酸等多种生理活性物质，因而成为具有净化养

殖水体、增加动物营养、促进生长和增强防病抗病

能力等功能的重要微生物资源.  

目前，紫色非硫光合细菌主要应用于水产养

殖、污水处理、生产单细胞菌蛋白、能源开发等方

面，在基础研究方面以表型特征研究为主[7-9]. 本课

题组从养殖虾池分离到一株光合细菌，对其从形态

特征、无机碳源利用、活细胞光吸收特征图谱、pufM

基因及 16S rRNA基因序列等方面进行了系统的研

究，发现其与已有菌种有较大的差异，初步鉴定为

一株新属紫色非硫光合细菌.  

1 材料与方法 

1.1 样品来源及培养基 

研究所用水样及泥样均来自宁波象山一养殖

虾塘. 用Biebl and Pfennig’s培养基[10]富集培养，用

RCVBN培养基[11]纯化菌株.  

1.2 菌种的分离与纯化 

取 1 g池底泥样和 1 mL水样置于 25 mL装满富

集液体培养基的厌氧试管中，在 30℃、3 000～

5 000 lx的光照培养箱中培养 7 d，富集样品进行 10

倍系列稀释，取 10-8～10-6稀释度的菌液 1 mL加入

厌氧试管中，然后加入 25 mL半固体分离培养基，

密闭后再于光照培养箱中培养 7 d. 从稀释管中挑

取单菌落，在富集液体培养基中培养 7 d，再重复

半固体培养基深层逐级稀释法，用纯化培养基反复

纯化 2～3 次，直到培养基中没有其他杂菌菌落出
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现，并通过光学显微镜(日本奥林巴斯CX-31)观察

直到获得纯菌株为止.  

1.3 菌株的形态学观察 

厌氧液体培养物和单菌落形态特征分别通过

厌氧试管和稀释管直接观察；纯化了的单菌落接种

到平板培养基上，在 30℃培养 7 d，记录其好氧下

的菌落形态；用光学显微镜观察菌体形态及大小.  

1.4 菌株基本特征的测定 

1.4.1  无机碳源利用试验 

将培养基中的碳源换成浓度为 2.0 g·L-1的

NaHCO3，菌种接入量均为 3％，并各设 3 个平行

组，厌氧光照培养 1周后观察试验结果.  

1.4.2  活细胞吸收光谱测定 

将菌液在 10 000 r·min-1离心 8 min，取沉淀用

生理盐水洗涤 1～2次，加入 60％蔗糖溶液至原体

积，以 60％蔗糖溶液做参比，用UV-3100PC型紫

外可见分光光度计检测菌液的活细胞吸收光谱，波

长范围为 300～1 000 nm.  

1.4.3  pufM 基因检测 

细菌基因组DNA提取按照张德民等[12]的方法

进行，将提取的DNA基因作为PCR模板. 应用光合

细菌功能基因pufM引物PCR扩增该片段，反应体系

及反应条件参照文献[13].  

1.5 16S rRNA 基因的 PCR扩增及测序 

用细菌通用性引物(27f～1541r)PCR 扩增细菌

的 16S rDNA，PCR反应体系和反应条件参照文献

[14]，用 UNIQ-10柱式通用 DNA纯化试剂盒纯化

PCR 产物，送上海生物工程技术公司进行序列测

定，将所得序列用 BLAST程序在 GenBank数据库

中进行相似性检索.   

2 结果与分析 

2.1 菌株形态学特征 

利用软琼脂深层逐级稀释法，从样品中分离、

纯化到 1株光合细菌，命名为 Y10. 光照厌氧条件

下菌液呈红色，单菌落为球状、红色，直径为 2～

4 mm；菌体呈杆状，大小为(1.5～2.5) μm×(0.4～

0.5) μm. 菌株在好氧条件下形成圆形粉红色菌落，

直径约 1～2 mm，表面光滑湿润，边缘整齐，有光

泽. 这些培养特征显示该菌株属于紫色非硫细菌.  

2.2 Y10菌株在NaHCO3中的生长情况 

试验结果进一步显示，分离纯化得到的 Y10

菌株在以碳酸氢钠为碳源的培养基中能进行自养

生长. 这一结果表明该菌株能利用无机盐碳酸氢

钠作为唯一碳源和电子供体.  

2.3 光合细菌活细胞吸收光谱 

Y10 菌株的活细胞经紫外可见分光光度计连

续扫描，其色素吸收光谱如图 1所示，在波长 376～

380 nm、587～593 nm、801～805 nm及 860 nm附近

均出现最大吸收峰，表明 Y10 菌株含有细菌叶绿

素 a；在波长 465～470 nm、492～498 nm、523～528 

nm则出现 3个特征吸收峰，表明有正常螺菌黄质

系的类胡萝卜素存在. 由此可见：Y10菌株活细胞

中含有光合作用所必需的细菌叶绿素 a、类胡萝卜

素.  

 
图 1  Y10菌体活细胞吸收光谱 

2.4 pufM基因 

应用光合细菌功能基因pufM引物对菌株Y10

的pufM基因进行PCR扩增，结果获得了 190 bp的扩

增片段(图 2)，与Beja等人[13]扩增的pufM基因一致，

这一结果表明该菌株含有pufM功能基因，进一步证

明该菌株为紫色非硫光合细菌.  

2.5 16S rRNA基因的测序及比对结果 

将菌株 Y10 的序列送入数据库进行相似性分

析，结果表明，在最相近的 30 个序列中，没有光
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合细菌种. 其中 18个序列为 Comamonas属，相似

性绝大多数在 98％以上，相似性最高(99％)的种为

Comamonas aquatica；另外 12个序列为 Acidovorax

属，相似性都在 97％以下，这 2个属都隶属于 coma- 

monadaceae 科，但都不是光合细菌 . 该科中有

Rhodoferax、Roseateles及 Rubrivivax 3个属为光合

细菌，分别将其与 Y10 相比对，结果发现相似性

均较低(分别为 93％、91％、91％). 因而判定该种菌

株不属于 comamonadaceae科中现有的任何一个属，

应该为该科中的一新属.  

3 小结 

(1) 菌株的形态学特征、无机碳源利用情况、

活细胞光吸收图谱和 pufM 基因等特性表明：Y10

菌株应归属于紫色非硫光合细菌.  

(2) 16S rRNA 基因测序及比对结果表明该种

菌株不属于 comamonadaceae科中现有光合细菌的

任何一个属，应为一新属种.  

因此，根据本研究结果可初步鉴定 Y10 为一

株隶属于 comamonadaceae科一新属的紫色非硫光

合细菌.  
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A New Genus of Purple Non-sulfur Bacteria 

WANG Long-gang, PAN Zhi-chong, ZHANG De-min 

( Faculty of Life Science and Biotechnology, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: A strand of purple non-sulfur bacteria(PNSB) is isolated from sediment of a shrimp pond in 

Xiangshan, Ningbo. Judging by several factors such as the cell morphologic structure, culture characteristics, 

inorganic carbon utilization, the absorb spectrum of living cells and PCR detection of pufM gene, the sample is 

identified as a strand of anoxygenic anaerobic phototrophic bacteria. Analysis of the 16S rRNA gene sequences 

reveal that the isolate identified in the experiment should be classified as a new genus of the family 

comamonadaceae. 

Key words: purple non-sulfur bacteria(PNSB); pufM gene; 16S rDNA 
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我校与生物芯片北京国家工程研究中心合作建立海洋生物分中心 

校长助理冯志敏教授、生命科学与生物工程学院院长李太武教授参加了4月23日由科技部、
清华大学、中国医药生物技术协会、中国医药生物技术协会生物芯片分会及生物芯片北京国家

工程研究中心（暨博奥生物有限公司）在北京举办的“生物芯片在医学和食品安检中的应用”

大会，在大会上与生物芯片北京国家工程研究中心主任程京教授就在浙江宁波建立生物芯片北

京国家工程研究中心海洋生物分中心事宜进行了洽谈，并于日前签定了合作协议.  
生物芯片北京国家工程研究中心海洋生物分中心的组建，标志着生物芯片北京国家工程研

究中心和宁波大学将在海洋生物领域就生物芯片的基础研究、产品开发及产业化进行战略合作. 
海洋生物分中心拟重点针对海水养殖动物及其病原的功能基因组学，以生物芯片为主要技术手

段，筛选和鉴定与重要海水养殖动物生长调控、免疫与抗病等紧密相关的功能基因，开发出新

型高效安全的海水养殖动物促生长剂、优质饲料添加剂或免疫增强剂产生一批面向国家重大需

求、具有显著资源特色和作用机制独特、具有自主知识产权和国际市场开发前景的海洋基因工

程产物、候选产物功能基因等，使我国海洋生物功能基因及其产物研究开发的综合能力接近或

达到发达国家先进水平，提升研发水平和创新能力，提高相关产品的市场竞争力，创造更高的

经济和社会效益.  


