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菲降解菌的分离鉴定及其降解性研究
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摘要:采用微生物富集培养分离法对南洋油田不同油样中的菲降解菌进行了分离鉴定。分

离得到 2 株以菲作为唯一碳源和能源的细菌菌株 S17和 S28, 经革兰氏染色及显微镜形态观

察,发现两者都是具有极生单鞭毛的革兰氏阴性、无芽孢杆菌。根据生理生化特性分析, 以

及16S rDNA 序列同源性分析, 两者属于假单胞菌属的不同种。菌株 S17 与食树脂假单孢菌

(Pseudomonas resinovorans )序列同源性为 97% ; 菌株 S28 则为高温假单胞菌( Pseudomonas

thermaerum) , 其序列同源性达到 100%。在以菲为唯一底物的条件下,菌株 S28 的生长速度

是 S17 的 2 倍多,第 4天即达到最大生长量,但是对于菲的降解而言, 两者都在第 10 天达到

最大,降解率分别为 88. 86%和 82. 02% , 但是二者在起始的两天内对菲的降解效率最高, 分

别达到 70. 21%和 72. 74% ,因此可用于菲污染的快速治理领域。
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石油是由碳氢化合物, 不定量的氧、硫, 微量的

氮、金属离子和其他元素组成的复杂混合物 ,由于石

油化工业的发展, 每年有大量的石油及其附属产品

泄漏到自然环境中, 危害人们的健康[1, 2]。菲属于三

环的多环芳烃, 在煤焦油污染的地点和污染的水环

境中具有很高的浓度[ 3, 4] , 由于菲及其代谢物的毒

性、致癌性和致突变性相对较低, 此外菲也是最简单

的含有与其反应性和致癌性相关的区域 域和

域的芳烃[ 5, 6] , 因此在许多环境领域被作为模式底

物,有助于人们理解自然界中其他多环芳烃的降解

途径及机理问题。利用微生物进行降解具有操作简

便,投资少, 不会形成二次污染而具有广阔的前

景[7, 8]。

作者从南洋油田的不同油样中富集,分离到 2株

可以菲为唯一碳源的降解菌, 对其降解特性及系统

发育进行了初步的探讨, 为菲等多环芳烃的生物修

复提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 样品

分离样品采自南洋油田的原油样、油水混合样、

注水样以及油沙混合样。

1. 2 培养基

无机盐培养基: K2H PO 4 1 g , NaH2PO4 1 g ,

( NH4 ) 2 SO4 0. 5 g , MgSO 4 0. 2 g , CaCl2 0. 1 g ,

FeSO4 0. 05 g, MnSO 4 0. 02 g, 水 1 000 mL , pH

7. 2, 121  灭菌 30 min。

斜面保存培养基:牛肉膏蛋白胨培养基。

1. 3 菌种分离

无机盐培养基中加 20 g / L 油样, 37  摇床培养
7 d,取富集液按体积分数5%的接种量接种到相同新

鲜培养基, 相同条件下培养 7 d。菲溶于氯仿后抽滤

灭菌, 加入到预先灭菌的无机盐培养基中, 将上述经

两次富集后的富集液加入到含菲 1 g/ L 的无机盐培

养基中, 37 摇床培养 7 d 后, 转接到另一含菲的新

鲜无机盐培养基中, 经 3 次转接后, 取 0. 1 mL 培养

液涂布在含菲的固体无机盐平板上培养,待菌落长出

后, 用 2, 3 二羟基联苯乙醚溶液( 1 g/ L )喷雾[ 9, 10] , 选

择变色的菌落并将其转接到斜面培养基上。

1. 4 菌株的鉴定

根据细菌分类手册的标准[ 11] , 对分离到的菌株

进行了初步的形态观察和生理生化试验,菌体形态采
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用日立 600 透射电镜进行观察,初步鉴定到属。

1. 5 菌株16S rDNA的PCR扩增和序列测定

正向引物: 5! AGA GTT T GA TCC TGG CTT

AGA ACG AAC GCT 3!
反向引物 : 5! T AC GGC T AC CTT GTT ACG

ACT T CA CCC C 3!
PCR 反应体系为 50  L , PCR 的反应条件为

94  预变性 3 min, 然后 94  变性 0. 5 min, 57  退火
1 min, 72 延伸 2 min, 总共 35 个循环, 最后 72  延
伸 5 min, 4  维持。得到的 PCR 产物进行 1% 琼脂

糖凝胶电泳检测,条带回收后进行序列测定。

1. 6 序列数据处理和系统发育树的构建
对测序得到的核苷酸序列, 通过 NCBI 的 Blast

软件和 DNAMAN 软件与目前报道的 16S rDNA 序

列进行比较,构建系统发育树。

1. 7 菲降解率和降解产物的分析
以三氯甲烷萃取后, 采用美国惠普 1100 高效液

相色谱仪测定降解率[12]。流动相为甲醇: 水(体积比

为 75 ∀ 25) , 流速 1. 0 mL / m in, 菲的测定波长为

250. 10 nm,保留时间为 6. 26 min。

1. 8 菌株的生长
分别接种菌株 S17 和 S28 菌株于含菲 1 g/ L 的

无机盐培养基中, 37 摇床培养,每隔两天取样测底

物浓度的变化,同时采用光密度法测定菌体浓度。

2 结果

2. 1 菌株的鉴定结果
透射电镜的结果显示,菌株 S17 菌株为短杆状,

两端稍尖, S28 也为短杆状, 但两端钝圆,具有极生单

鞭毛,细胞大小分别为( 1. 3~ 1. 6) m # ( 0. 5~ 0. 7)

 m 和( 1. 2~ 1. 5)  m # ( 0. 6~ 0. 7) m。且菌株 S17

的细胞壁较 S28 更为致密, 表面显示的更为凸凹不

平(图 1)。

图 1 菌株 S17和 S28的透射电镜图

Fig. 1 Transmission elect ron microscopy f igures of st rains

S17 and S28

a. 菌株 S17( # 15 000) ; b. 菌株 S28( # 17 000)

a. st rain S17, magnified 15 t housand times; b. st rain S28, mag

nified 17 thousand t imes

结合细菌形态观察结果, 进一步测定了菌株 S17

和 S28 的氧化酶活性、接触酶活性、葡萄糖发酵等生

理生化反应特性,发现两者除了对硝酸盐还原的结果

不同之外,其余性质基本一致,根据常用细菌鉴定方法,

初步确定两者均为假单胞菌属(Pseudomonas) ,结果如表

1 所示。

表 1 分离菌株的初步鉴定

Tab. 1 The identification of the strains

特征 S17 S28

个体形态 短杆状 短杆状

革兰氏染色 - -

芽孢有无 - -

非水溶性色素 - -

运动性 + +

鞭毛着生位置 极生单鞭毛 极生单鞭毛

氧化酶 + 弱

接触酶 + +

运动性 + +

葡萄糖发酵 - -

乙醇氧化 + +

乙酸氧化 + +

硝酸盐还原 + -

pH 4. 5生长 - -

注: + 阳性; - 阴性

2. 2 序列的数据处理和系统发育树的构建

一般情况下, 16S rDNA 的同源性小于 98% , 可

以认为同属不同种,而同源性小于 93% ~ 95% , 则可

以认为属于不同属[ 8, 13] , 分别对菌株 S17 和 S28 提取

DNA, 然后进行 16S rDNA 的 PCR扩增, 电泳检测后

进行序列测定 ,其大小分别为 1 368 bp 和 1 396 bp。

通过序列比对发现,菌株 S17 与 Pseudomanas r esino

v orans 的同源性为 97% , 与 Pseudomanas thermotol

erans 的同源性为 95% , 因此初步推测菌株 S17 与P .

r esinovorans及 P . thermotolerans同属不同种, 尚需

进一步确证。从系统发育树上也可以看出, 菌株 S17

与其他 成 员 的 进 化 距 离 较 远 ; 菌 株 S28 与

P . thermaerum的同源性为 100% , 与 P. aeruginosa

的同源性为 99% ,因此初步推测 S28 为 P. thermae

rum 的一个新菌株, 尚需进行分子杂交确证。采用

DNAMN 软件构建系统发育树, 结果如图 2 所示, 由

图中结果可以看出,菌株 S17 和 S28 分别属于假单胞菌

的不同种,其同源性仅仅只有 31% ,亲缘关系较远。
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图 2 菌株 S17与 S28的 16S rDNA系统发育树

Fig. 2 Phylogenet ic t rees of st rains S17 and S28 based

on 16S rDNA sequen ces

2. 3 不同培养时期菲的降解与细菌的生长

量
在含菲 1 g / L 的液体无机盐培养基中, 菌株 S17

和 S28 的生长情况及菲的降解情况如图 3 所示。由

图中可以看出 ,随着菌体浓度的增加, 代谢底物菲的

量明显减少, 在培养的前 2 d 菲的下降最快, 降解率

分别达到 72. 74%和 70. 21%。对菌株 S17 而言, 菌

体的生长有 2次高峰期, 与此相对应, 菲的利用率也

达到最大, 菲的利用率最大可达到 82. 02% , 然后, 随

着菌体的快速衰亡,菲的降解率未出现明显变化。对

菌株 S28 而言,到达生长稳定期后, 菲的降解率变化

缓慢, 第 10天时, 降解率最大, 达到 88. 86% ,随后由

于菌体的死亡 ,降级率基本不再变化。据报道, 细菌

对菲的降解主要通过两条途径, 一条是邻苯二甲酸

途径, 另一条为水杨酸途径[14] , 最终的代谢底物为

CO2 和水。关于菌株 S17 和 S28 对菲的降解底物的

研究进一步研究中。

图 3 菌株 S17和 S28在菲中的生长曲线及菲的降解率

Fig. 3 T he cu rves of st rains S17 an d S28 grow th and phenan thren e degradat ion

3 结论

( 1) 分离筛选到 2 株能以菲为唯一碳源的菌株

S17 和S28, 经过形态观察和生理生化反应及 16S rD

NA 序列比对, 其中 S17 与 P . r es inov orans的同源性

为 97% , 菌株 S28 与 P. thermaerum 的同源性为

100%。

( 2) 菌株 S28对菲的降解能力要优于菌株 S17,

第 10 天时菲的降解率达到 88. 86% , 但是二者在起

始的 2 d 内对菲的降解效率最高,分别达到 70. 21%

和 72. 74% , 因此可用于菲污染的快速治理领域。
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Abstract: T wo bacter ial str ains, S17 and S28, wer e iso lated and identified using inorg anic salt medium

from differ ent o il samples o f Nanyang o il field, which could be able to use phenanthrene as sole carbon and en

er gy sources. They w ere G str ains with only one flagellum on one side o f the cell and w ithout spo re detected u

sing micro scope and stainning. The strains w ere identified as P seudomonas species on the basis o f biochem ical

tests and 16S rDNA sequences assay . The homo logy w as 97% betw een t he st rain S17 and P . r es inovo rans ,

and the strain S28 w as P . thermaerum . The gr ow th speed o f S28 was tw ice as lar ge as that of S17 and reached

maximum concent ration w ithin 4 day s in the ino rg anic sa lt medium w ith phenanthrene as so le carbon source.

The maximum degradation r ates of phenenthr ene of S17 and S28 were 88. 86% and 82. 02% respectively w ithin

10 day s.
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