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一株深海嗜低温蔡降解细菌
一

的分离及降解基因研究
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摘要 以茶为唯一破源和能源从南冲绳海枪深海沉积物中分离得到一株能降解茶的海洋啥低沮细菌
一 ,

测定了该菌的最适生长条件及生长曲线
。

基因 序列同源性分析表明该菌属于解环菌

属 夕 二 。

扩增茶降解基因得到目标片段
,

比时结果表明
,

相似度最高的基因 来自 夕
,

为 写
,

该基因编码的蛋白是茶双加氧醉大亚基
。
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多环芳烃 。 。 ,

简

称 是指分子中含有两个或两个以上苯环 的

烃类
,

呈线状
、

角状或簇状结构
,

它是石油的重要组

分
,

同时也是海洋环境中广泛分布的一类污染物
,

主

要来源于人类活动和能源利用过程
。

炼油厂
、

石化

厂的废弃物等通过地表径流
、

污水排放以及机动车

不完全燃烧后的废气随大气颗粒的沉降进人海洋是

造成 污染的重要途径 , 〕
。

在环境中

积累对人类健康和生态环境都具有巨大的潜在危

害
,

因此越来越受到各国环境科学家的重视 , 〕
。

多环芳烃在环境中可通过多种途径得以降解
,

包括挥发
、

光氧化
、

化学氧化
、

生物富集
、

颗粒吸附
、

浸滤作用及微生物的降解等
。

研究表明微生物降

解是将多环芳烃从环境中去除的最主要途径之一
,

具有二次污染少等优点〔
‘〕。 影响多环芳烃微生物降

解的有生物和非生物因素
,

如温度
、

盐度
、

值

等
‘ 。

人们对于多环芳烃的微生物降解机制
、

降解酶

及其有关基因已进行了多年研究 〔卜幻
,

已成功分离

出多种具有降解多环芳烃能力的细菌
、

真菌和藻类
。

目前
,

从海洋环境中分离出来的可用于降解多环芳

烃的微生物
,

有假单胞菌属
,

黄杆菌

属
,

莫拉氏菌属
,

弧菌

属
,

海杆菌属
,

解环菌属

仰
,

其中属于海洋细菌的
,

目前有报道

的只有海杆菌属
、

解环菌属
、 。。 人

。 闭
,

对来自深海微生物及其降解机制的研

究还很少
。

作者以蔡为唯一碳源和能源从南冲绳海槽沉积

物中分离到了一株能降解蔡的深海嗜低温细菌
,

初

步研究了该菌的分类
、

最适生长条件及蔡降解的分

子遗传机理
,

为多环芳烃深海微生物降解的深入研

究和开发利用提供了菌种资源
。

材料和方法

样品的采集和处理

样品于 年 月采 自南冲绳海槽

站位
‘ , “ ‘ ,

水深
,

深海沉积物由法国极地研究所海洋调查船

号上的 箱式采泥器获得
。

培养基和培养条件
‘。〕培养基

, ·

, , , ,

, , , 灸 以
·

, ,

认
, ,

·

氏
, ,

咙 从
。

调至
。

碳源蔡的添加 配制 蔡
一

丙酮溶液
,

并于 ℃

保存
。

平板培养基 将整个平板倒置于饱和蔡氛围的

密闭容器中
。

收稿日期
一 一 ,

修回日期
一 一

基金项目 中国科学院知识创新工程重要方向项目 、, 娇
一
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液体培养条件 ℃摇床震荡培养
,

转速 而

茶降解细菌的分离及形态观察

向 无机盐液体培养基中加人

沉积物样品
,

蔡初始质量浓度为
,

℃振

荡 培养 周
,

取 接种到新的含蔡

的无机盐液体培养基中再培养
,

如此重复 次
,

稀释

涂布到蔡无机盐平板培养基上
,

挑取单菌落
,

反复划

线纯化 次
。

挑取单菌落在蔡初始质量浓度为

的液体无机盐培养基中培养 后
,

革兰氏染

色
,

用扫描电镜观察细菌形态
。

生长条件及生长曲线刚定

以前述无机培养基和培养条件为基础
,

每次确

定一个因素为变量
,

其他因素不变
,

定时取样测定菌

体培养液在 处的吸光度
,

每组设定

个平行样
,

确定生长条件
。

按 的接种量接种到蔡初始质量浓度

的 无机盐液体培养基中
,

条

件下振荡培养
,

定时取样测定培养液在 下的

吸光度
,

测定生长曲线
。

片断的扩增

用细菌通用引物 和 进行

扩增 川
。

反应体系 终体积 拌 为
拼

、

拌
、 ,

每个引物浓度为 拌 和 聚

合酶
, 。

程序为 预变性

变性 , ,

退火 而
,

延伸
,

运行 个循环 最后 ℃延伸
。

产物

测序结果与 数据库进行 比对
,

用

软件包 中的 和

程序构建系统进化树〔
, 〕。

茶降解基因的 检测

水煮法提取细菌基因组
,

用 ,

’

和

’
一

’扩增菌的双氧酶基因 国家海洋局第三海洋

研究所邵宗泽教授提供引物序列
。 ’

程序为
, 预变性

,

变性
,

℃退火
,

℃延伸
,

个循环
,

延伸
。

产物通过 的琼脂糖凝胶进行电泳检验
,

片断大小

大约
,

产物测序结果与 数据

库进行比对和系统进化树分析
。

结果

茶降解菌株的分离及形态观察
以蔡为唯一碳源和能源从南冲绳海槽深海沉积

物中分离得到一株降解蔡的海洋细菌
一 ,

其菌落

特征 菌落乳白色
,

表面光滑
,

湿润
,

菌落圆形
,

边缘

整齐
。

革兰氏阴性
,

扫描电镜观察细菌形态菌体呈

杆状
,

大小约为 一 拌 一 拼 图
。

图
一

的扫描电子显微镜照片

一

底物浓度对菌株生长的影响

以不同质量浓度的蔡 对菌株进

行培养
,

其生长曲线见图
。

禁质量浓度在 。 一

范围内菌株均生长良好
,

当蔡质量浓度等于和

大于 时
,

虽然在后期
。

值较高
,

但延迟期较

长
,

而且培养 后仍有较多的蔡没有被利用
,

说明

底物已经过量
。

。 是最合适的起始浓度
,

在这

种质量浓度下培养的菌株延迟期较短
, 。

值较高
,

而且 后蔡基本降解完全
。

。 底扮质童浓度
,自‘八︶,二弓‘内

︸︸︸一︸︸,了勺︺︷日

层阅

图

时间

不同底物质量浓度对
一

生长的影响

一

盐度对菌株生长的影响

在不同盐度的蔡无机盐培养基中对菌株进行培

养
,

其生长曲线见图
。

在 的盐度范围内菌

株均生长良好
。

在盐度为 时生长缓慢
,

且有较多

蔡剩余
,

盐度为 和 时菌株几乎不生长
。

选择

作为最适盐度培养菌株
,

这种盐浓度下培养的菌株

人
。。

值较高
,

而且 后禁基本降解完全
。

,
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生长曲线

在最适条件下测定菌的生长曲线见图
,

表明
一

在培养 后进入对数生长期
,

生长速度加

快
,

进人平台期
。

密阅

盆度

月,内」﹄日︸八

息阅
图 盐度对

一

生长的影响
一

温度对菌株生长的影响

温度实验表明 图
,

℃培养时菌液的
。

值

几乎没有变化
,

菌株几乎不生长 ℃时菌液起始
。。增加较早

,

但平台期浅
。。

值较 ℃培养偏低 菌株

在 ℃培养时
。

值达最高
,

表明菌株在该温度下处

于最佳生长状态
,

℃是该菌株的最适生长温度
。

一奋一 匕气二
州卜 ℃
月卜 ℃

令‘一司

一
一

一一一
司

时间

图
一

生长曲线
一

系统发育分析

序列系统进化分析结果显示该菌属

于 了变形菌纲
,

最相似菌株是心
注册 号

,

相似度
。

其他与
一

相似度比较高的菌株都属于

属 图
。

层阅

时间

图 温度对
一

生长的影响
一

瓦 ,

掩 加
,

,叮 瓦止 一 ,

叮 刀 ,

为 万 一 ,

口 加

习 , ‘ 习叮

一 ,

如
, 一 ,

左
,

亡 上
,

, ,

巾

川 山 ,日 一

五

,

,

】 日
,

」 盆

仍 石 一

图
一

的

,

系统发育分析
一
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茶降解基因的检测

对
一

的双加氧酶大亚基基因序列 比对表

明
,

相似度最高的基因 注册号

来自 〔‘, ,

相似度为

。

其 他 相 似 的 基 因 是
一 。 注册号 等

图
。

,

—
, ,

一 ,

习 , ,

一

匀
二 ‘ ,

,

力
,

,

二 , ,

,

” 一 一 ,

月 切
一 ,

喻 伪
一 ,

斤 ,

尸 ‘ ‘ , ,

·

“ ,

,

“ 细 酬
,

川 切伽
,

,

讨论和结论

图
一

的双加氧酶大亚基基因序列系统发育分析
一

染
,

并为深海极端环境微生物多环芳烃降解及调控

机制的深人研究和开发利用提供了基础
。

冲绳海槽是东海的一个特殊地理单元
,

来自中

国长江和台湾岛的淡水径流陆源颗粒有机碳在南冲

绳海槽具有极高的沉积速率
,

南冲绳海槽成为东海

大陆架和台湾岛颗粒有机物的主要沉积区’
, ’ 〕。 由

于难降解等特点
,

南冲绳海槽深海沉积物中可能会

有一定的陆源积累
,

为深海嗜低温 降解微生

物提供了物源和进化基础
。

作者从南冲绳海槽表层

沉积物分离得到一株能以蔡为唯一碳源和能源的嗜

低温深海细菌
,

扫描电镜观察细菌形态为杆状
。

序列分析鉴定为解环 菌属 少

。

生长条件实验表明
一

生长的最适条件是

蔡初始质量浓度为
,

℃
、

盐度为
,

培养

后蔡降解完全
。

与 得到的双加氧酶基因序

列相似度最 高 的来 自 夕 的

基 因
,

相似度为
。

其他相似的基 因是

伪 等
。

对 降

解菌分类
、

最适生长条件及蔡降解的分子遗传机理

进行研究
,

可以选择出最优化的方案来治理环境污
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