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细菌波动生长过程中代谢活性与环境变化的统一性研究
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提 要 目的:阐明波动条件下细菌自身代谢与周围环境变化的关系 。方法:通过 Lowry法检测蛋白质含量 ,

邻甲苯胺法检测葡萄糖含量 ,聚邻苯二胺 pH修饰电极检测 pH值来观察环境条件的变化;以显色法检测波动环境

内 、外细菌的 TTC-脱氢酶活性 。结果:细菌群体在靠近中央位置形成封闭环境 , 在远离中央位置出现浓度梯度现

象 。伴随着封闭环境的形成 ,细菌代谢近乎停止;伴随着浓度梯度的出现 ,细菌代谢趋于旺盛 。结论:细菌的波状生

长是生物耗散与生态环境相统一的具体表现 。
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The unity between environmental changes and metabolic activity in bacterial

wave growth
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Chongqing 400038)

Abstract Objective:To elucidate the relationship of environmental changes withmetabolic activi-

ty in bacterial wave growth.Methods:The protein and glucose content and pH were analyzed quanti tative-

ly in different areas of bacterial wave growth and the bacterial TTC-dehydrogenase activi ty was also deter-

mined inside and outside the wave areas.Results:Bacterial metabolism nearly ceased after the formation

of a sealed environment and when the substance gradient occurred , bacterial metabolism tended to be vigor-

ous.Conclusion:Bacterial wave growth embodies the harmony between bacterial dissipation and ecologi-

cal environment.
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细菌的生长代谢是开放系统条件下的生命活动过

程 ,它一方面导致着周围环境条件的变化 ,另一方面又

受到环境条件变化的制约。许多学者把环境因素纳入

了微生物学研究的范畴 , 运用环境条件变化与细菌生

长代谢改变的关系来预测菌群间相互作用的结果[ 1] 、

食品中细菌的生长状况[ 2]并建立预测模型[ 3] 。不同环

境条件下细菌的生长方式及生理状态都有所不同 , 这

在细菌生长的群体 、 周期和波动变化中可得以体现
[ 4] 。目前 ,对细菌波动生长过程的研究主要集中在对细
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自身变化的探讨上 , 对环境因素变化与细菌自身变化

的关系研究得较少 。研究细菌波动过程中环境因素的

菌变化及细菌代谢活性的变化 , 有助于对细菌波动发

生机制的解释 。

本实验以变形杆菌波动模型为研究对象 , 定量检

测了波动模型形成过程中不同波动环中的营养物质含

量 ,酸碱堆积情况及细菌代谢活性 ,以期为细菌波动的

发生机制提供环境因素及细菌代谢方面的实验依据。

1 材料与方法

1.1 菌种
奇异变形杆菌(P.mirabilis),由生物波研究中心保存 。

1.2 波动培养基
按照刘俊康等[5 ]报道的方法制备 。
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2.2 细菌波动过程中各细菌环的 TTC-脱氢酶活性
结果见表 2。经 Newman-Keuls法对同一环不同时间 TTC-脱

氢酶催化反应的 TTC量进行两两间比较 , 结果显示 , 在α=0.05

的水平下 ,前 6环在不同时间的 TTC消耗量差异不显著 ,后 4环

在不同时间的 TTC消耗量差异显著 。

1.3 聚邻苯二胺 pH修饰电极

由本校化学教研室提供 。

1.4 细菌波动生长过程中各环蛋白质及葡萄糖含量

的测定

每次用 5块波动 Ⅰ号平板 ,重复 4次 。每块平板中心点种奇

异变形杆菌 , 37°C培养 24 h后 , 细菌波状生长形成 5个红环 , 5

个黄环 ,在按红黄环区域在平皿背面做好标记后 ,用无菌生理盐

水洗去平板表面菌体并晾干 。从中央红环开始 , 依次向外红黄

相间的每环取 0.3 g培养基成分 , 取相同培养条件下放置 24 h

未点种细菌的波动 Ⅰ号平板中的 0.3 g培养基成分作为标准对

照 。将 0.3 g培养基加热溶于 3ml蒸馏水中 ,各取0.1 ml按 Lowry

法及邻甲苯胺法进行蛋白质含量及葡萄糖含量的测定 。

1.5 细菌波动生长过程中不同区域 pH值测定

同上法波动培养 24 h后 ,自中心环向外 ,每环取 3点 ,用聚

邻苯二胺 pH修饰电极测定各环的 pH。

1.6 TTC-脱氢酶标准曲线的制作
按牛志卿等[6 ]提供的方法 ,用直线回归方程表示 。

1.7 细菌波动过程中各环 TTC-脱氢酶活性的测定
同上法波动培养 24 h后 , 每环取定量细菌振荡混匀于 5ml

蒸馏水中 , 然后用 5ml三氯甲烷进行萃取 , 其余步骤同标准曲

线制作 。

1.8 各环细菌波动环境外的 TTC-脱氢酶活性测定

用未加氯化三苯基四氮唑(TTC)的波动 Ⅰ号培养基同上法

波动培养 24 h后 , 每环取定量细菌配成 1 ml菌液 , 各加入

Tris-HCl缓冲液 2 ml和 TTC-葡萄糖标准溶液 2 ml ,置于(37±1)°

C恒温培养箱中 ,反应 4 h显色后 ,其余步骤同标准曲线制作 。

1.9 统计学处理

实验数据均以 x±s表示 , 采用本校数理统计教研室提供

的医学统计程序包中单因素方差分析(PDA-2)程序处理分析数

据资料 。

2 结果

2.1 细菌波动生长过程中各环蛋白质含量 、葡萄糖

含量 、pH值及两两间差异的检验

结果见表 1 , 波动的前 6环之间数值比较接近 , 后 4环出现

较大变化 ,经 Newman-Keuls法对各组数据进行了多重比较 ,结果

显示 , 在α=0.05水平下 , 蛋白质含量 、葡萄糖含量及 pH值在

细菌波动的前 6环之间差异均不显著 , 在后 4环之间及后 4环

与前 6环之间差异均显著 。

2.3 波动环境外各环细菌的 TTC-脱氢酶活性
结果见表 3。用 Newman-Keuls法对数据进行了两两比较 ,在

α=0.05的水平下 ,两两间差异均不显著。
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3 讨论

细菌的生命活动在不同的环境条件下发生潜-生

序适应性变化 , 宏观上表现为不同的生长方式 , Rascle

等[ 7]建立了细菌的趋化性生长模型 , 徐启旺等[ 4]也建

立了细菌波动生长模型并揭示出细菌的波状生长方式

可能是一种普遍现象。实验研究已经发现细菌在波状

生长过程中会发生短杆菌与长条菌之间的潜-生序交

替变化 , 两者在细胞结构及抵抗力方面存在着一些差

别[ 8] , 这些都初步提示细菌在潜-生序微观变化基础

上产生的宏观波动可能是细菌的一种自我保护和生存

机制 , 本实验选取培养基中蛋白质和葡萄糖含量作为

衡量环境营养状况的指标 , 以 pH值作为衡量环境酸

碱堆积情况的指标 ,通过测定细菌的 TTC-脱氢酶活性

来反映细菌的代谢活性 ,将这些指标相结合 ,有助于精

细分析周围环境压力与细菌自身变化间的相互作用。

表 1的实验结果显示 , 随着细菌由中心向外波动

的延伸 , 培养基中营养物质的消耗情况和酸碱物质的

堆积情况在前 6环中基本上是形成了一个平台 , 在最

后 4环中才逐渐形成了一个减少或增加的梯度。经单

因素方差分析结果显示 , 前 6环中各环之间营养物质

含量及环境pH值差异不显著 ,后 4环之间的差异及各

环与标准对照之间的差异均显著 (P<0.05)。从实验

结果中可看出 ,前 6环中营养物质含量甚少 ,且相互间

无显著差异 , 表明这 6环中已几乎形成了一个封闭环

境 ,如果将这个封闭环境中的所有细菌都移去 ,细菌波

动仍然能够继续延伸 , 这表明封闭环境内由于营养物

质的耗散 ,细菌生命活动极度减弱 ,对细菌波动的延续

已不起主导作用;而后 4环中环境的营养物质还存在

一定的梯度 ,即还存在着一个非平衡环境 ,因此当封闭

环境中的细菌移去后 ,由于非平衡动力的存在 ,细菌波

动仍然能够延续下去。

为了进一步观察封闭环境及非平衡环境对细菌生

命活动的影响 ,我们还测定了各环中细菌的 TTC-脱氢

酶活性及各环细菌移出各自的波动环境后的 TTC-脱

氢酶活性 , 从第 9环(即第 5个红环)初步形成开始到

第 9环完全形成的 3 h中 ,每隔 1 h测定一次各环细菌

的 TTC-脱氢酶活性 , 结果显示第 5环以前的各环细菌

TTC-脱氢酶活性几乎没变化 , 而第 6环以后的细菌

TTC-脱氢酶活性均逐渐有所增加 。但我们把中心环直

至最外环的细菌均定量取到试管中测定它们各自的

TTC-脱氢酶活性时 , 结果则显示各环间相差不显著

(P>0.05)。这些都强烈地提示在细菌波动过程中 ,一

旦形成了封闭环境 ,细菌生长便近乎停止 ,留下来的是

生命活动的载体和残迹 ,当进入一个开放系统后 ,波动

又沿着单一方向进行下去。

细菌波动是生物波的一个简单模型 , 本实验结合

一些先前研究结果从一个方面提示 , 细菌波动过程是

一个生物耗散与生态环境相统一的过程。而两者的因

果关系及细菌波动生长过程的调控机制 , 尚有待进一

步的研究 。
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