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摘要:通过传统的 TCBS培养基平板计数法、16S rDNA-RFLP( 16S rRNA基因的限制性酶切图谱多样
性分析) 及 16S rDNA序列分析等方法对深圳海域水体和九龙江口沉积物中弧菌数量分布进行研
究．结果表明 TCBS菌群数中弧菌所占的比例因不同采样地点、不同季节而呈现较大差异．在深圳
西海域及九龙江口上游盐度较低( 盐度 ＜ 11) 的区域，TCBS菌群中弧菌所占的比例为 0，TCBS 菌群
数与弧菌总数不相关; 在河口下游盐度相对较高的区域，弧菌占 TCBS 菌群数的 6． 0% ～ 92． 0%，
TCBS菌群数与弧菌总数不相关或相关性不大; 高盐度的海水区域弧菌占 TCBS菌群数的 37． 0% ～
100． 0%，TCBS菌群数与弧菌数量显著相关( p ＜ 0． 05) ．因此环境监测过程中利用 TCBS 培养基检
测海洋弧菌数量时，应该通过分子鉴定或生理生化鉴定方法进行验证，以保证数据的科学性．
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TCBS 培养基也称为弧菌选择培养基，是由
Kobayashi等( 1963) 开发并广泛应用于弧菌的特异
性筛选，绝大多数的致病性弧菌在这种培养基上生

长良好［1］．培养基中的牛胆酸钠、牛胆汁粉、硫代硫
酸钠和柠檬酸钠及较高的 pH 值可抑制革兰氏阳性
菌和大肠菌群，配置好的 TCBS 琼脂平板相比于通
用性的 2216E或 LB 琼脂平板不容易染上杂菌． 当
然，除了弧菌属( Vibrio) 外，还有其他一些细菌类群
也可生长于 TCBS 培养基上，比如已报道的发光杆
菌属 ( Photobacterium ) ［2-3］、希瓦氏属 ( Shewanel-
la) ［4-5］、屈挠杆菌属( Flexibacter ) ［6］、假单胞菌属
( Pseudomonas) ［7-8］、假交替单胞菌属( Pseudoaltero-
monas) ［8］、气单胞菌属( Aeromonas) ［9］、邻单胞菌属
( Plesiomonas) ［9］、肠球菌属( Enterococcus) ［2］的部分
细菌．由此可见 TCBS 培养基并不是特异性非常强
的选择培养基［10］． 目前，弧菌数量监测尚无国家标
准，许多学者在环境细菌学监测过程中经常直接将

TCBS 菌群数等同于弧菌数［11-19］，这显然与实际情
况并不完全相符．本研究通过传统分离培养方法与
分子生物学方法相结合，探讨不同样品 TCBS 菌群
中弧菌所占的比例，分析二者之间的相关性，指出环

境监测方法中的不足并提出相关的改进措施．

1 材料与方法
1. 1 样品采集
本研究调查范围包括深圳海域和九龙江口流

域，采样站位如图 1 所示． 深圳海域 10 个采样站位
是根据深圳环境保护监测中心的长期环境监测而设

定，位于 22． 24° ～ 22． 70°N，113． 60° ～ 114． 80° E．
GDN053、GDN057、GDN058、GDN060、GDN062、
GDN063 站位属于深圳西部海域( 珠江口海域) ，
GDN059、GDN061、GDN064、YMK001 站位属于深圳
东部海域．样品分别于 2008 年 4 月( 春季) 和 2008
年 9 月( 秋季) 采集．水深 10 m 以上( 东部海域) 的
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站位采集表层( S) 、10 m层( M) 和底层( B) ，水深 10
m以下( 西部海域) 的站位仅采集表层( S) ，每个水

层采集 500 cm3水样． 样品于 4℃下保存，带回实验
室后( 不超过 48 h) 立即进行菌株分离培养并计数．

图 1 深圳海域和九龙江口采样站位
Fig． 1 Sampling stations in Shenzhen waters and Jiulongjiang River Estuary

九龙江口流域共设 10 个站位，位于 24． 39° ～
24． 47°N，117． 80° ～ 118． 11°E，采集时间为 2009 年
11 月( 秋季) ．采集的表层沉积物，于冰上放置，带回
实验室后于 4℃下存放并于 72 h内分离培养．
1. 2 TCBS菌株的分离培养和计数
每个水样分别取 5 mm3 ( 用 50 ～ 100 mm3灭菌

蒸馏水稀释) 、50 mm3和 200 mm3 ( 或 100 mm3 ) 直接

涂布于 TCBS琼脂平板上，于 26 ± 1℃培养 26 ± 2 h，
并对典型菌落( 蓝绿色、绿色和黄色) 进行计数． 称

取 0． 5 ～ 1． 0 g沉积物样品，用事先灭菌好的原位海
水将样品稀释 5 倍( 质量比) ，充分混匀，静置片刻
让土壤颗粒沉淀．取 200mm3上层水溶液于 TCBS 琼
脂平板上，用涂布棒涂布至水样被完全吸收( 操作

时间不超过 10 min) ．于 26 ± 1℃培养箱内培养 26 ±
2 h．并设置 2 组平行实验．
每个样品随机挑取 15 ～ 80 个菌落接种于

2216E琼脂平板上，尽可能保证每种类型的菌落按
比例挑取．对所分离的菌株在 2216E 平板上进行 3
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次以上的纯化，以保证得到纯培养物． 通过 16S rD-
NA-RFLP分析和 16S rDNA序列比对分析对上述分
离的菌株进行分型和鉴定，确定不同 RFLP 谱型所
代表的细菌类群及其所占的比例，从而确定弧菌及

其他 TCBS类群的数量．
1. 3 TCBS类群的鉴定
对所分离得到的 TCBS 菌株进行 16S rDNA-

RFLP分析并通过 16S rDNA 序列比对分析进行菌
种鉴定．用牙签挑取菌株的部分菌落于 50 mm3碱裂

解液中［SDS的含量为 1% ( m/m) ，NaOH的浓度为
0． 1 mol /dm3］进行碱裂解． 裂解产物用无菌蒸馏水
稀释 5 ～ 10 倍．取 1． 0 mm3上述细胞裂解物为模板，

以细菌通用引物 27F ( 5’-AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG-3’) 、1492R ( 5’-GGT TAC CTT GTT ACG
ACT T-3’) 对每个模板进行 2 个平行的 PCR 反应;
将所有产物集合并纯化; 将纯化后的 PCR产物用限
制性内切酶 Afa I 和 Msp I 进行双酶切． 以 5． 0%
( m/m) 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，分析 16S rDNA
的酶切谱型，计算每种不同酶切谱型的出现频率．挑
取不同 RFLP 酶切谱型的代表菌株进行 16S rDNA
序列测定和 GenBank数据库比对分析，确定各类群
的种属特性． TCBS 种类组成的数据庞大，已另文发
表［20］，本文只讨论不同样品中 TCBS 菌群数与弧菌

数量的相关性．
1. 4 数据统计分析
本研究的数据统计、相关性分析及图片制作使

用 Microsoft Office Excel软件( 2007) 及 SPSS13． 0 统
计软件进行分析．

2 结果与分析
2. 1 各站位 TCBS菌群中弧菌的相对比例
各站位 TCBS菌群中弧菌所占的比例详见表 1．

深圳海域: 深圳西部海域 ( GDN058、GDN060、
GDN062、GDN063 站位) 盐度低于 11 的站位未检测
到弧菌，其余站位在 2 个季节中弧菌比例各不相同．
整体而言，各站位( 盐度高于 11) 水体中弧菌所占比
例 4 月份( 平均比例为 91． 0% ) 高于 9 月份( 平均
比例为 58． 0% ) ．东部海域站位水体弧菌所占比例
( 4 月份平均比例为 99． 0%，9 月份平均比例为
66． 0% ) 高于西部海域站位( 4 月份平均比例为
74． 0%，9 月份平均比例为 33． 0% ) ． 九龙江口: 盐
度较低的河口内侧区域未检测到弧菌，盐度较高

的河口外侧区域只有 S9站位和 S18站位有弧菌检

出，其所占比例分别为 6． 0%和 19． 0% ． 该结果与
深圳西部海域的相似．

表 1 各调查站位 TCBS菌群中弧菌的相对比例
Tab． 1 Percentage of vibrios in TCBS groups at each station

站位 水层
深圳海域水体中弧菌比例 /%

2008 年 4 月 2008 年 9 月
站位

九龙江口沉积物中弧菌比例 /%

2009 年 11 月

YMK001 表层 100． 0 82． 0 S3 0

YMK001 中层 97． 0 39． 0 S4 0

YMK001 底层 100． 0 93． 0 S6 0

GDN064 表层 100． 0 82． 0 S7 0

GDN064 中层 100． 0 63． 0 S9 6． 0

GDN064 底层 95． 0 96． 0 S10 0

GDN061 表层 97． 0 37． 0 S11 0

GDN061 中层 97． 0 22． 0 S12 0

GDN059 表层 100． 0 41． 0 S18 19． 0

GDN059 中层 100． 0 100． 0 S19 0

GDN053 表层 70． 0 62． 0

GDN057 表层 92． 0 12． 0

GDN063 表层 42． 0 24． 0

GDN062 表层 90． 0 0

GDN060 表层 0 0

GDN058 表层 0 0

注:“-”表示无数据
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2. 2 TCBS菌群数与弧菌总数的相关性分析
深圳海域各站位 TCBS菌群数与弧菌总数分布

如图 2 所示．由图 2 可以看出，在珠江口近上游盐度
较低的区域( 盐度小于 11 ) ，2 个季节皆没有检测出
相关弧菌，该结果与九龙江口的类似．因此我们推测
淡水或盐度较低的半咸水区域，TCBS菌群数与弧菌
总数无直接相关性． 这种分布特征与弧菌本身的特
性有关，绝大多数弧菌是嗜盐性或盐度对其生长有

促进作用［2］，淡水或盐度较低的半咸水区域不适宜

弧菌生长，弧菌数量少且可能多数以 VBNC( 活的但

不可培养) 状态存在( 该结果另文发表) ． 以下相关
关系分析不包含盐度低于 11 的站位．

4 月份各站位弧菌所占的比例较高( 平均比例
为 91． 0% ) ，因此弧菌数量与 TCBS菌群数呈现极显
著的正相关关系( r = 1，p ＜ 0． 01，图 2a) ．

9 月份深圳东部海域，弧菌所占的平均比例为
66． 0%，弧菌数量与 TCBS 菌群数仍然呈现显著的
相关关系( r = 0． 986，p ＜ 0． 05 ) ; 但西部海域弧菌所
占的平均比例仅为 33． 0%，弧菌数量与 TCBS 菌群
数的相关关系不显著( r = 0． 503，p ＞ 0． 05，图 2b) ．

图 2 深圳海域 TCBS菌群数与弧菌总数的相关性
Fig． 2 Correlation between abundance of TCBS groups and vibrio bacteria in Shenzhen waters

1． YMK001 站表层，2． YMK001 站中层，3． YMK001 站底层，4． GDN064 站表层，5． GDN064 站中层，6． GDN064 站底层，7． GDN061 站表层，8．

GDN061 站中层，9． GDN059 站表层，10． GDN059 站中层，11． GDN053 站表层，12． GDN057 站表层，13． GDN063 站表层，

14． GDN062 站表层，15． GDN060 站表层，16． GDN058 站表层，

N代表 TCBS菌群数或弧菌总数的丰度

3 讨论
TCBS培养基上生长的细菌简称 TCBS 菌群．过

去传统观念认为，弧菌占 TCBS 菌群数的绝对优势，
而实际研究过程中弧菌所占的比例因不同采样地点

及采样时间而有所差异．
Maugeri 等( 2000 ) 从半盐水湖中分离 152 株

TCBS菌株中，其中 125 株为弧菌属细菌，另外 27 株
则为其他属细菌，弧菌所占比例为 82． 0%［9］． Lafis-
ca等( 2008) 分离到 127 株 TCBS 菌株，其中 105 株
属于弧菌属，比如 V． alginolyticus ( 32． 4% ) 、V．
harveyi ( 19． 0% ) 和 V． parahaemolyticus ( 7． 6% ) ，
20 株属于 Aeromonas 属，2 株属于 Plesiomonas 属，弧
菌所占比例为 83． 0%［21］． Uchiyama 等( 2000 ) 利用
TCBS培养基研究日本水体环境中弧菌的分布发现:
非嗜盐菌株占河流水体来源的 TCBS菌株的 85． 3%
～ 92． 1% ; 河口来源 TCBS菌株的 40． 9% 属于非嗜
盐菌株，57． 4% 属于嗜盐菌株; 嗜盐菌株占海水来
源的 TCBS菌株的 69． 2% ～86． 8% ; TCBS菌株中弧
菌的比例占 11． 9% ～ 47． 9%［22］． 吴玲等( 2005 ) 对
中国沿海十省、市、自治区( 辽宁、河北、山东、江苏、

上海、浙江、福建、广东、广西和海南) 26 个地区的
132 份( 海水 39 份，淡水 93 份) 水样进行了致病性
弧菌的分布调查; 结果发现不同水体 TCBS 菌群的
类别差异很大，淡水 TCBS类群以气单胞菌属为主，
而海水中 TCBS 类群以弧菌属为主，两类细菌的分
布特征与其对盐度的适应性息息相关［23］．
本研究结果表明珠江口及九龙江口近上游盐度

较低的区域，TCBS 菌群中弧菌的比例为 0，TCBS 菌
群数与弧菌总数不相关;河口下游盐度相对较高的区

域，弧菌占 TCBS 菌群数的 6． 0% ～ 92． 0%，TCBS 菌
群数与弧菌总数不相关或相关性不大; 盐度高的海水

区域弧菌数量占 TCBS 菌群数的 37． 0% ～ 100． 0%，
TCBS菌群数与弧菌数量显著相关( p ＜ 0． 05) ．
综上所述，TCBS培养基并不是特异性非常强的

弧菌选择培养基，在生产实践及环境评价过程中，单

纯通过测定 TCBS 菌群数以代表弧菌数量的做法，
可能会导致弧菌数量的高估和错估，尤其是在淡水

或咸淡水区域．为获取更加接近弧菌总数的真实值，
应该在 TCBS琼脂平板计数的同时，进行 TCBS菌株
的种属鉴定．菌株种属鉴定可以采用传统的生理生
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化鉴定方法［24-25］，也可以采纳准确度更高、稳定性
更好的分子鉴定方法，如细菌 16S rDNA 序列分析
法［26-28］．此外，可对 TCBS 培养基进行适当的优化，

在不影响弧菌生长的情况下，添加抑制其他细菌生

长的抑制剂或弧菌特异性的底物．
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Relationship between TCBS groups and vibrios in Shenzhen
waters and Jiulongjiang River Estuary

LI He-yang1，CHEN Ming-xia1，2，3，ZHENG Tian-ling2，ZHENG Sen-lin1，CHEN Bin1

( 1． Third Institute of Oceanography，SOA，Xiamen 36100，China; 2． School of Life Science，Xiamen University，
Xiamen 361005，China; 3． College of Chemical Engineering，Huaqiao University，Xiamen 361021，China)

Abstract: The distribution of the abundance of vibrio bacteria was detected in the Shenzhen coastal waters and sed-
iments of the Jiulongjiang River Estuary，using the traditional thiosulphate citrate bile sugar ( TCBS) agar count，
16S rDNA-RFLP ( 16S rRNA gene restriction fragment length polymorphism) and 16S rDNA sequence analysis
methods． It was found that the ratio of vibrio bacteria to TCBS groups displayed relatively large variance depending
on the sampling sites and seasons． In low salinity waters，such as the Zhujiang River Estuary and Jiulongjiang River
Estuary，where the salinity is lower than 11，the percentage of vibrio bacteria was 0，indicating no correlation be-
tween the abundance of TCBS groups and vibrio bacteria． In lower parts of the rivers，where the salinity is higher
than 11，the percentage of vibrio bacteria was 6． 0% ～92． 0%，and there was no significant correlation between the
abundance of TCBS groups and vibrio bacteria． In high salinity seawaters，the percentage of vibrios was 37． 0% ～
100． 0%，and the correlation between the abundance of TCBS groups and vibrio bacteria was significant． These re-
sults suggested that identification by molecular or physiological and biochemical methods are necessary to detect vib-
rios abundance in seawaters with a TCBS agar count．
Key words: marine microbiology; TCBS groups; vibrio; environmental monitoring; Shenzhen waters; Jiulongjiang
River Estuary
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