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发光细菌的生理特性及其在环境

监测中的应用
’

黄 正 王家玲

同济医科大学环境医学研究所
,

武汉 。。

摘典 就发光细菌的生理特性
、

发光细菌毒性试验在环境监侧中的应用及该技术的新进展 个方面进行了较为全

面的概述 评价了发光细菌毒性试脸的特点 提出了该技术今后的发展方向 可以预见它将成为环境监测的重要

手段
。

关 调 发光细菌
,

发光细菌毒性试验
,

环境监测

随着现代工业的不断发展
,

当今世界 面临

日益严重的环境问题
。

数量
、

种类 日益增 多的

环境污染物迫切需要进行毒性鉴定
,

而传统的

分析手段 已难以对此作出迅速
、

有效
、

全面的

回答
。

因此发展新的快速
、

准确评价各类污染

物毒性的有效方法显得非常迫切
、

必要
。

在急

性毒性分析方面
,

新的检测手段在 不断建立
,

其指示生物包括细菌 
、

藻类阁
、

底栖软体动

物 
、

浮游生物川和鱼 等
,

其中发光细菌因其

独特的生理特性
、

与现代光电检测手段完美匹

备的特点而备受关注
,

由此而发展起来 的发光

细 菌 毒性 测 试
,

技术困引人注 目
。

本文综述了 目前

对发光细菌生理特性的认识
,

介绍了 技

术的特点及其在世界范围内的应用
。

并对今后

的发展作了展望
。

发光细菌的生理特性

发光细菌的分类

目前普遍采用的是美国学者 的

分类方法〔 一’〕
,

见表
。

发光 细菌属革兰氏 阴性
、

兼性厌氧菌
,

大

表 发光细菌的分类

的 十 栖息地 发光细菌名称

弧菌属

枷由

一 海洋

发光杆菌属

侧沙阮 比”返阴

非海洋

一 海洋

异短杆菌属

翻邵丙动 公

一 非海洋

哈维氏弧菌 爪护比少

美丽弧菌 型 ,户‘以心公

费氏弧菌 几“爪“

火神弧菌 叮‘

粗氏弧菌易北变种 以 配  创么阴‘

明亮发光杆菌尸 户丙仍神你翻二

蝠鱼发光杆菌 尸汉碗, 心人

曼达帕姆发光杆菌尸 仍刃以口

发光异短杆菌

小约 一 一 拜
。

无抱子
、

荚膜
,

有端生鞭毛 一根或数根
,

最适 温度 一
,

一
,

浓度
,

的甘油对发光反

应很有利
。

在 技术中应用较多的是明亮发光杆

菌和蝠鱼发光杆菌
。

发光细菌的发光反应模式

,
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图 发光细菌的发光反应途径

等 , 。一 ‘ 〕提 出发光细菌细胞 内的发

光反应模式如图
。

飞

织菌荧光素酶
,

由
、

夕 个亚基组成
,

为 。。。一 工
,

为 一  
。

单

独 。 、

声互务均无发光活性
,

只有
、

尹共存时才

有
几

厅牛
‘
、

从 氧化还 原酶
,

分子量 为
,

对 有高度特异性
。

。

脂肪酸还原酶
。

化学反应释放出足够

的自由能时
,

可使反应的最后产物进入激发态
,

并释 放 出光子
。

图 中的 即

泊
, , 一

二 氧 四 氢 蝶 吮 蛋 白
,

因 含

的衍生物
,

即
, 一

二 甲基
一 一

核糖醇基

佗
, 一

二氧四氢蝶咤而得名 即为光子的发射者
,

对其分子特征已有多有面的研究仁‘卜 川
。

光谱特征及发光调控

发光细菌的光谱范 围约 一
,

弋

在 ”一 左右
,

为单一发射峰
,

硫
。二

和半

高宽有种属差异
。

发光细菌生长初期发光很弱
,

对数生 长中

期发光强度达到高峰
,

稳定期时发光强度下降
。

研究发现 细菌细胞合成 的
“

自诱导物
”

在对数 中期大量积 累导致发光迅速增

强二
。

近来对细菌发光 的调控研究 已深入到基因

水平
。

通过基因定位孙
一 ‘〕

、

基因分析 
一 ‘, 〕

、

基

因产物鉴定  
、

缺失突变 , ’〕
、

基因转导〔川等方

面的研究发现细菌发光现象是细胞 内的发光基

因 及其操纵子表达与调控的结果
。

已

知的操纵子有 个
。

即伽 和
,

它们从中间调节区开始向 个方面转录
。

操

纵子含 基因
,

编码一种调节蛋白
。

操纵

子含
、 、 、 、 、

等基因
,

编码

合成
“

自诱导物
”

的酶类
, 、

编码细菌荧

光素酶的
、

月亚基
, 、 、

编码脂肪酸还

原酶
。

操纵 子 在 转录 水 平 受
。 、

受体蛋白 的正反馈调节恤〕
,

在转录及

翻译水平又受
“

自诱导物
” 、

基因产物
、

基因产物的负反馈调节  〕
。

技术在环境监测中的应用

 技术的原理和待点

发光细菌的发光现象是其正常的代谢活动
,

在一定实验条件下发光强度是恒定的
。

与外来

受试物 无机
、

有机毒物
、

抑菌
、

杀菌物等 接触

后
,

其发光强度即有所改变
,

变化的大小与受

试物的浓度呈相关关系
,

同时与该物质的毒性

大小有关
。

 ’〕认为外来受试物通过下面 个

途径抑制细菌发光 直接抑制参与发光反应的

酶类活性 抑制细胞内与发光反应有关的代谢

过程 如细胞呼吸等
。

目前主要用细菌冻干粉或菌悬液接触受试

样品
,

发光强度的变化在由光电倍增管及放大

器组成的测试仪上记录下来
,

自从 代初美国

公司推 出功能完备的生物 发光光度计
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“

 
” 以后

,

这一急性毒性测试技术在世

界范围内迅速推广
,

因此人们也将 技术

称为 技术
,

它具有如下特点

应 用 范 围 广 对 空 气
〕、

土壤
〔‘〕

、

水  〕样品均可进行分析
。

灵敏度高 对 种毒物 比较分

析后指出
,

 ! 技术比刃天青还原试验  

和 溶解氧消耗试验
 ! ∀ #

∃
∀ % &

∀ ∋( # ∋ ∀ ) ∋ ∗更为灵敏
、

可靠〔28〕
。

( 3) 相关性好 L
.
B
.
T 试验的结果与传统

的鱼类毒性试验有 良好的相关性卿〕
。

( 4 ) 反应速度快 一般可在 巧 m in 内得出

结果
。

( 5) 自动化程度高 人为错误少
,

现在的

M icr ot ox 测 定仪均配有计算机处理系统
,

可将

毒物测 定程序设定
,

结果计算
、

作图等一次完

成
,

避免 了许多生物毒性试验中人 为主观判定

的偏差
。

2

.

2 L

.

B

.

T 技术在环境监测中的应用

(1) 空气 吴自荣等[25 〕利用 L
.
B
.
T 技术快

速分析大气污染
,

发现汽车尾气
、

香烟烟雾
、

氨

气等对细菌发光有不 同程度的抑制作用
,

时 间

效应
、

剂量效应明显
。

(

‘

2
) 土壤 W i

nger 等仁,‘〕对美国乔治亚州氯

碱厂污染土壤进行 L
.
B
.
T 技术分析

,

发现其中

主要毒性来自甲基汞和多氯联苯
。

( 3) 水 顾宗镰, 〕的研究表明随着离排污

口距离的不断增 加
,

津杭运河水中污染物毒性

相应下降
,

细菌发光随之恢复
。

T
ho

m ul k 等〔阳

对水源中 20 余种化合物进行毒性分析
,

表明明

亮发光杆菌是水中低浓度有机毒物的有效指示

生物
。

2

.

3 L

.

B

.

T 技术在环境评价方面的应用

目前 L
.
B
.
T 技术作为一种新的分析手段正

越来越多地应用于环境质量评价之中
。

R
ob er

t

等[30 〕对美国威斯康星州福克斯河流域的调查分

析表明该地 区土壤及底泥 中主要 毒物为 C u
、

Zn

、

氨等
。

L
泊tk

a
等〔3‘〕应用 L

.
B
.
T 技术对加拿

大 豁访t joh n 河流域 38 个区段进行了调查
,

指

出了重点污染区域
。

2

.

4 L

.

B

.

T 技术在其他毒物监测中的应用
·

L

.

B

.

T 技术除了在空气
、

土壤
、

水的监测

中发挥越来越重要的作用外
,

还被用于其他污

染物的分析
。

Y at
e s

等[32 〕对黄曲霉毒素 B
, 、

桔霉

素等 8 种霉菌毒素进行了 L
.
B
.
T 分析

,

结果发

现 8 种毒素的毒性次序与哺乳动物细胞毒性试

验结果一致
。

M

a n t e
l 等仁33〕应用

‘o
C
o

及 X 射线照

射明亮发光杆菌
,

发现细菌发光强度随照射时

间的延长
、

照射强度的增加而下降
,

提 出将发

光细菌作为一种衡量放射生物效应的指标生物
。

3 L

.

B

.

T 技术发展的新动向

3. 1 L
.
B
.
T 技术与其他分析技术联合应用

为了全面对污染物 的各类毒性进行 分析
,

L

.

B

.

T 技术正与其他生物测试手段及化学分析

方法结合起来
。

C
all ej

a

等[川将 L
.
B
.
T 技术与其

他 5 种生物毒性试验法结合起来评价 50 种优先

污 染物的毒性
。

黄正等饰〕将 L
.
B
.
T 技 术与

A m es 致突变试验
、

色谱/质谱分析方法结合起

来
,

分析了武汉市工业废水的急性毒性
、

遗传

毒性和主要毒物
。

3

.

2 L

.

B

.

T 技术应用于遗传毒性检测

L
.
B
.
T 技术除了应用于上述各类污染物的

急性毒性分析外
,

对发光细菌进行特殊处理后
,

L

.

B

.

T 技术还发展了检测污染物遗传毒性的功

能
。

原理是发光细菌经过各种理化方法诱变处理

后 失 去 发 光 的 能 力
,

称 为 暗 变 异 株 (K

va ri ant)
。

在接触致突变物后
,

暗变异株可恢复

一定强度的发光能力 (通常可使暗变异株的发光

强度增加 1000 倍左右)
。

这是由于致突变物使

调节基因突变
,

不能产生或产生无活性的抑制

物质
,

也可能 由于 D N A 双链构象改变
,

使抑制

物不能与之结合而失去抑制效应哪〕
。

利用暗变

异株恢复发光的现象
,

可对各种遗传毒物进行

筛选
、

检 测
,

此法 与其他微 生 物 学 方法 (如

A m es 试验)相比有灵敏
、

简便
、

快速
、

无须严格

无菌操作等特点
。

L
e v

i
仁3, ] 和 Steinberg[

3‘〕分别利用蝠鱼发光杆

菌的暗变异株 S仆18 和 R C
一

93 对 16 种麟类化

合物及 19 种抗肿瘤药物进行了遗传毒性检测
,
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得到 了满意的结果
。

U lit zu rls

们利用费氏弧菌的

暗变异株 Pf
一

13 对 20 种化合物进行了遗传毒性

分析
,

证实这一方法有很高的灵敏度
,

与 A m es

试验结果吻合[’0 〕
。

3. 3 L

.

B

.

T 技术未来的发展方向

尽管 L
.
B
.
T 技术已在各种污染物的急性毒

性
、

遗传毒性检测中发挥了巨大的作用
,

人们

仍在不断发掘它的潜在功能
。

最新的研究[41 〕表

明在 比特殊成分组成的培养液中
,

发光细菌的

发光强度可在相当长时间内(24 h) 保持相对稳

定
,

在此期间内细菌细胞已增殖一代以上
,

因

此可用于污染物的慢性毒性分析
,

这一方法已

很好地区分了苯酚和铬离子的急性毒性和慢性

毒性
。

因此将来 L
.
B
.
T 技术将发展成为一种可

同时分析污染物急性毒性
、

慢性毒性和遗传毒

性的多功能检测手段
。

为了使 L
.
B
.
T 技术更加灵活

、

方便地用于

现场分析检测
,

将 L
.
B
.
T 技术与新的光电子技

术(如光纤技术
、

传感器技术)相结合也是未来

的发展方向之一
,

我国的科研工作者正在为此

而努力
。

总之
,

L

.

B

.

T 技术建立至今不过十几年
,

但其发 展十分迅速
。

由于其独特的优点
,

世界

各国正逐步将其列 为环境监测的标准方法
,

相

信这一技术在我国的环境保护事业将发挥越来

越大的作用
。
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