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摘要 利用平板熏蒸和双氧加合酶活性测定的方法 从大庆油田水体中筛选出 株对菲具有降解活性的细菌 °¬ 在 培

养基中 能将浓度为 Λ的菲在 内完全降解 与无机盐培养基相比 和牛肉膏蛋白胨培养基能促进此菌对菲的

降解 尤其能促进对中间产物的进一步转化 经质粒消除证明 °¬具有 个质粒 且较大的 个对菲的降解是必须的 通过

对其形态 !生理生化特性 ≥ ⁄序列分析 鉴定 °¬为土壤杆菌属细菌 其 ≥ ⁄ 序列与 Αγροβαχτεριυ µ τυ µεφαχιενσ

°2 !Αγροβαχτεριυ µ αλβερτι µ αγνι的相似性最高 分别达到 1 和 1  但对向日葵的致瘤实验为阴性 
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Κεψ ωορδσ:°  ¬

  多环芳烃° 普遍存在于环境中 并在环境

中呈不断累积的趋势 其化合物多属强致癌物 因此

其生物降解受到广泛关注 目前主要集中在降解基

因≈ 和降解途径≈ 等研究方面 ° 污染多是

由石油工业引起 尤其是近些年石油泄漏事件频发 

使其生物修复显得尤为重要 本实验通过对采自大

庆油田的油井及受石油污染的水样进行富集培养 

分离获得了一株可以菲做唯一碳源的高效降解细菌

°¬ 并对其降解菲的特性及其系统发育进行了初

步研究 从而为治理 ° 污染奠定基础 

1  材料与方法

111  材料

本实验所用的样品均采自大庆油田 分别在油

井及受石油污染的水体等 个不同的地点采样 

112  培养基

牛肉膏蛋白胨培养基  培养基 无机盐

培养基  ≥采用袁红莉等≈所报道 但略有改动 

 °# °  ≥#  1

≥ 1 1≤≤ 1ƒ≥

痕量 1  酵母粉  1 ∗ 1 蒸馏水 



其中以  ≥   稠油做为富集培养基 以  !

 ≥ !为降解培养基 以  做为菌种斜面保存培

养基 

113  ° 高效降解细菌的富集分离

在无机盐培养基中加入  的原油样品 在摇

床中  ! ε 培养 后 取 富集培养

物 接种于相同的新鲜的培养基 相同条件下培养

最后将适当培养物稀释 涂平板 本实验采用平

板升华法≈进行选择性分离 具体步骤如下 将稀

释到  和  的样品涂布到无机盐固体培养基 

然后再把接种后的平板倒扣底部平铺有固体菲的

的烧杯上 并用封口膜将接口处封闭 整体
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放到沙浴中加热 并在平板上方放上冰 使菲升华后

遇平板冷却而附着其上 大约 后取下平板 置

入  ε 温箱培养 挑取能产生透明圈的单菌落

纯化 

114  分离菌株双氧加合酶活性的鉴定≈

将 吲哚溶于  的酒精中 然后把

此溶液加入到液体  培养基中 使其终浓度为

1  接种  ! ε 培养 观察现象 

115  菲降解效率的测定

菲首先溶于甲醇 配成 的浓缩液 然

后加入装有 的不同培养基 ! ≥ !的

三角瓶中 使其终浓度达到 Λ接种

以含有菲而不接种的  ≥ 培养基为对照 

 ! ε 培养 在培养过程中定时取样 加入

等体积的甲醇 然后摇床振荡 充分溶解菲 

离心 !取上清液用 • 液相色谱测定 柱子为

≥∏≤2⁄流动相为水2乙醇体积比 Β 

流速 1进样量为 Λ检测器为紫外 

波长 ≈ 

116  菌体蛋白含量测定

以接种后的无菲  ≥ 培养基为对照 采用


≈的方法处理样品 用考马斯亮蓝染

色法≈ 以 ≥ 为标准测定不同时间的菌体蛋白

含量 

117  分离菌株的鉴定

菌株的形态 !生理生化特性鉴定 依照文

献≈对分离的菌株进行了多种生理生化特性实验 

菌株 ≥ ⁄ 的 °≤  扩增 !测序 本实验

采用的正向引物为 ≥ƒ χ2× × × ×

≤≤ ×  ≤ × ≤ 2χ  反 向 引 物 ≥  

χ2 ×  × ≤≤  ≤≤ ≤ 2χ °≤  的反

应条件  ε 预变性  ε 变性  ε 退火

 ε 延伸 此步骤共进行 个循环 最

后  ε 延伸 ≈ 产物进行电泳检测 纯化测序

工作由上海生工技术有限公司完成 

≥ ⁄ 序列数据处理和系统发育树构

建 将 ≥ ⁄ 的测序结果输入 中进行

序列比对 将结果中同源性最高的 个全序列 ≥

⁄ 输入到 ∏¬1 中以输出比对格式的文

件 后将此生成的文件输入到 °1软件包

和 ×√ 11中 采用邻接法生成系统发育树 

118  降解基因的定位

胶内裂解法≈ 进行大质粒快速检测 细

菌在 培养基中培养过夜 取 Λ培养液离心

收集菌体 用 ×2蔗糖洗一次 然后再收集菌体 加

入 Λ裂解液后轻轻吹打 冰浴保持 在 1 的

琼脂糖凝胶上样各 Λ先以 ∂ 电泳  ∗

待菌体在胶孔内全部裂解 再加大电压至 

∗ ∂ 电泳  ∗ 

≥⁄≥法进行质粒消除≈ 在装有 的试

管中分别加入  的 ≥⁄≥ 使其终浓度为 1  !

1 等 至 1   ε 培养 取菌体能生长

的 ≥⁄≥浓度最大的试管 将其进行梯度稀释 接种

平板 最后利用平板升华法来观察是否能产生透明

圈的现象 不产生透明圈的可能为质粒消除的突变

株 

2  结果与分析

211  °¬的分离

经过 次富集 !驯化 最后在附着菲的培养基上

培养 由于可以降解菲的细菌能形成明显的透明圈 

因此透明圈的大小及形成速度可表明菌株对菲降解

能力 最后经过比较确定了一株具有高降解活性的

细菌 °¬ 可在 内产生透明圈 如图  

图 1  Πηξ1 在菲培养基上形成的透明圈

ƒ  ≤∏ °¬ 

 

212  双氧加合酶活性的鉴定

双氧加合酶几乎出现在所有能够降解多环芳烃

的细菌中≈   该酶是催化多环芳烃开环的关键

酶 此酶能把吲哚转化为羟基吲哚 而此物质在空气

中氧化 最终形成蓝靛 使培养基变成蓝色 这种转

化过程已经成为双氧加合酶活性鉴定的重要特征反

应≈ 本实验将 °¬与多株能产生透明圈的细菌

一起进行双氧加合酶活性的鉴定 发现这些菌株或

多或少都能使含有吲哚的培养基变成蓝色 但是

°¬使 培养基变蓝的速率最快大约  而

°¬的透明圈的直径恰恰在这些菌株中是最大的 

生长速率也是最快的 这说明 °¬降解菲的能力
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最强 

213  °¬对菲降解的效率

利用 °≤ 对菲的降解效率进行定量分析 结

果表明 °¬在  ! ! ≥ 种培养基中降解效果

差别不明显 均表现出较高的菲降解能力 在 内

将 Λ的菲几乎降解殆尽 与以往报

道≈  相比 此菌降解菲的能力明显要强 进一

步研究 °¬在 种培养基中 内对菲的降解情

况 由图 可以看出 种培养基中均是前 菲的变

化较小 而在 ∗ 之间菲的量迅速减少 但是

 ≥  中仍有少量菲残余 此外由图 也可以看出 

°¬在  ≥  中的生长情况蛋白含量与  !

相比也存在着明显差异 这说明  和 培养基

对菌体的生长以及菲的降解是有益的 

图 2  24η内不同培养基对菲降解效率的影响

ƒ  ∞ 

2 °¬  

图 3  24η内不同培养基对菌体生长的影响

ƒ  ∞ °¬  

通过 °≤ 检测发现 虽然 °¬ 在  ≥ 培养

基中对菲的降解效率与在  !中相比差别不

大 但是中间产物积累的量明显要多 菲在  ≥中的

降解情况如图  图中结果表明在对照中保留时

间 τ为 1 的峰为菲在未降解前的峰谱 在 τ 

1的位置的小峰 可能是菲中含有微量的菲的衍

生物 经 和 降解后 样品中菲含量逐渐减少 

而与此同时 τ  1处的峰值与菲的含量形成了一

种此消彼长的关系 由此可以推断 τ  1处的峰

为菲在降解过程中所积累的中间产物 菲在  培

养基中降解过程中间产物的积累情况 如图  

从图中可以看出 对照中在 τ  1时出现了较高

的峰 这可能是  培养基中含有在波长为 

下有特征吸收峰的物质 经 降解 在 τ 1出现

了一个峰 很可能就是降解过程中产生的中间产物 

但这个峰随着时间的推移逐渐的减少 到第 天基本

上已经消失了 这说明  培养基对中间产物的转化

与  ≥相比有促进作用 而且可以看到菲在  中的

降解速率较之在  ≥中要高 

时间

  ≥培养基   培养基

图 4  菲在培养基中降解产物的 ΗΠΛΧ谱图

ƒ  °≤  2√

°¬  

期 环   境   科   学



  菲在 中的降解效率及其产物积累的情况与

在  中相似 说明有机营养物能加速 °¬对菲的

降解 

214  °¬的鉴定

21411  °¬菌落形态及生理生化特性

°¬菌落形态边缘规整 直径约为  ∗ 左

右 幼龄菌落成乳白色 表面光滑 该菌体的形态为

短杆状 大小为1 ∗ 1Λ ≅ 1 ∗ 1

Λ 革兰氏染色阴性 能运动 类脂颗粒染色 !葡萄

糖氧化 !糖醇发酵 !硝酸盐还原 !接触酶 !氧化酶 !明

胶液化均为阳性 葡萄糖发酵 !2酮基乳糖反应 ! 

≤抗性为阴性 石蕊牛奶为胨化 能在  ε 下

生长 

21412  ≥ ⁄序列测序结果分析

将 °¬ 的 ⁄ 测序结果输入 ∂ ∞≤ ×  

× 1中 并与 ≤相连以 ≥× 软件进行序

列同源性比较 发现与 Αγροβαχτεριυ µ τυ µεφαχιενσ

°2 和 Α . αλβερτι µ αγνι 的相似性最高分别达到

1 和 1  结合其生理生化特性可以确定该

菌为土壤杆菌属 系统发育地位如图  

图 5  基于 16Σ ρ∆ΝΑ序列的系统发育树

ƒ  °≥ ⁄ ∏

°¬ ∏

结点处数字为 值

°¬的生理生化特性均与土壤杆菌属相符 而

2酮基乳糖反应为阴性根癌土壤杆菌特征反应 反

应为阳性 同时还做了以根癌土壤杆菌做为对照的

°¬诱导向日葵致癌实验 发现 °¬不能使向日

葵致癌 这初步证明 °¬ 与 Αγροβαχτεριυ µ τυ µε2

φαχιενσ不是一个种 因此 °¬可能是土壤杆菌中

的新种 有待进一步研究 

215  降解基因的定位

一般自然界中编码细菌降解复杂有机物的功能

基因大多分布在质粒上 对菌体进行质粒检测 结果

发现其有两个较大的质粒 对经质粒消除的 °¬

突变株图 中泳道  ! ! 能降解菲的 °¬图

 泳道  !及一株在转接过程中分出的不能在含

菲的培养基上形成透明圈的自然突变株图  泳道

 进行电泳检测并比较质粒条带 可以初步确定菲

的降解基因位于这个大质粒上 

图 6  对 Πηξ1 几种不同处理后的质粒电泳图谱

ƒ  ∞ °¬.  ∏

质粒检测采用胶内裂解的最大优点在于细胞破

壁之后的破膜过程是在凝胶中完成的 这样就避免

了大质粒受到机械剪切力的破坏 从而能较真实的

反映质粒图谱的情况 

3  小结

本实验分离得到的一株具有高效降解活性的菌

株 °¬ 经初步鉴定为土壤杆菌 而且很可能是一

个新种 该菌体具有很强的双氧加合酶活性 与  ≥

相比 和  培养基能促进其对菲的降解 并且

明显加速中间产物的进一步转化 

经过质粒消除实验证明该降解基因分布在较大

的质粒上 
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