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摘要:从石油污染的土壤中分离筛选到 28株石油降解菌,经鉴定分别为短杆菌属、假单胞菌属、邻单胞菌属和微球菌属; 对 4个

石油不同程度污染的土壤样品中嗜油微生物分布状况进行分析,发现污染严重的土壤样品中嗜油菌的数量相对较多;用聚合酶

链式反应 (PCR )、变性梯度凝胶电泳 (D GGE)和切胶测序相结合的方法对 4个土壤样品中的细菌多样性进行分析,结果显示在

受污染的土壤中,M y cobacterium 和B acillus在污染程度较低的样品中分布的较为集中, F lavobacterium 和A z osp ira 在污染程

度较高的样品中丰度较高。属于B eta p roteobacterium 类群的细菌在受污染的土壤中占有优势,同时还有一些不可培养的菌群

存在。气质联用 (GC2M S)分析结果表明石油污染程度及污染物中芳香烃类的含量对细菌多样性有着显著影响。在石油污染程

度高,芳香烃类含量高的样品中细菌的多样性相对较低。
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Isola tion and Iden tif ica tion of petroleum degrad ing stra in s and the d ivers ity of

m icrobes in petroleum -con tam ina ted so ils
R EN Su i2Zhou1, 2, 3, GUO Jun2, D EN G Su i2E r2, CEN Y ing2H ua2, SUN Yong2Ge4, SUN Guo2P ing23 　 (1. S ou th

Ch ina Institu te of B otany , Ch inese A cad emy of S ciences, Guang z hou 510650, Ch ina; 2. Guang d ong Institu te of M icrobiology , Guang z hou

510070, Ch ina; 3. S chool of Ch inese A cad emy of S ciences, B eij ing 100039, Ch ina; 4. Guang z hou Institu te of Geochem istry , Ch inese A cad emy of

S cience, Guang z hou 510640, Ch ina). A cta Ecolog ica S in ica , 2005, 25 (12) : 3314～ 3322.

Abstract: Fou r petro leum 2con tam inated so il samp les at differen t degree w ere co llected and used fo r iso lat ion of petro leum 2

degrading bacterium. 28 petro leum 2degrading stra in s w ere screened and iden tified as B rev ibacterium , P seud om onas,

M icrococcus and P lesiom onas, respect ively. T here are mo re petro leum 2degrading bacteria in heavy petro leum 2con tam inated so il

than that in ligh t con tam inated so il, and B rev ibacterium and P seud om onas are dom inan t petro leum 2degrading bacteria. A

cu ltu re2independen t mo lecu lar b io logical m ethod w as app lied to analyze the genetic diversity of m icrob ial comm un it ies of the

fou r so il samp les. A pp licat ion of D enatu ring Gradien t Gel E lectropho resis (D GGE) in th is study had p rovided new ideas fo r

study of the m icrob ial comm un ity in petro leum 2con tam inated so il. T he genom ic DNA of m icrob ial comm un ity w ere ex tracted

from the fou r so il samp les in chem icalm ethod, w h ich is based on lysis w ith a h igh salt ex tract ion buffer (115mo löL N aC l) and

ex tend heating (2 to 3 h) of the so il su spension in the p resence of sodium dodecyl su lfate (SD S) , CTAB and p ro teinase K.

A fter pu rificat ion of the genom ic DNA w ith DNA gel recovery k its, the V 3 variab le fragm en ts of genes coding fo r 16S rRNA

w ere amp lified by using specific p rim ers. T he resu lt of agaro se gel (115% ) electropho resis show ed that the PCR p roducts w ere

abou t 230 bp. T he amp lified DNA fragm en ts w ere then separated by paralleled D GGE w ith the denatu ran t ( u rea and

fo rm am ide) from 30% to 60% to generate DNA fingerp rin ts, n ine m ajo r bands from D GGE p rofiles of the fou r samp les w ere
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elu ted from gel, then reamp lified and sequenced. T he resu lts suggested that they belonged to 2 O TU s at 97% homo logy

cu toff, 4 O TU s shared 97%～ 100% homo logy w ith know n sequences in the database, w h ile 3 O TU s had 91%～ 95%

homo logy w ith know n sequences. T he iso lates from 8 O TU s grouped together w ith som e uncu ltu red eubacteria in the

database. A phylogenetic analysis of 9 O TU s classified them in to th ree m ajo r group s: the O TU 2 lineage and the o ther 8 O TU s

lineage, the lat ter w as classified fu rther in to 6 subgroup s. T he resu lts indicated the diversity of so il m icrobes w as sign ifican tly

co rrela ted w ith the degree of petro leum con tam ination. Ow ing to the select ive p ressu re of petro leum po llu tan ts, there w as less

diversity of m icrobes in heavy con tam inated so il than that in ligh t con tam inated so il. Sequences alignm en t resu lts show ed

M y cobacterium and B acillus bacteria are dom inan t popu lat ion in ligh t con tam inated so il and F lavobacterium and A z osp ira are

dom inan t popu lat ion in heavy con tam inated so il. T he resu lts of GC2M S indicated the degree of con tam ination, especially the

con ten t of arom atic hydrocarbons affect the diversity of so il m icrobes. T he petro leum 2degrading stra in s iso lated in th is study

w ill be good candidates fo r b io rem ediat ion of petro leum 2con tam inated so ils, and the analysis of the m icrobe diversity in

petro leum 2con tam inated so ils w ill offer a valid scien t ific basis fo r bet ter b io rem ediat ion of petro leum 2con tam inated so il.

Key words: petro leum 2degrading stra in s; comm un ity structu res; 16S rDNA ; D GGE; sequencing

石油及其产品目前在世界范围被广泛使用,由其带来的环境污染问题,尤其水域和土壤污染问题也越来越严重,并日益引

起人们的重视。在自然状态下, 多个种属的微生物都具有分解和转化石油组分的能力, 已报道能够降解石油的菌种有:

R hod ococcus rhod och rous[1 ] , P seud om onas, A lca lig enes[2 ], R hod ococcus ery th rop olis[3 ] , A cinetobacter[4 ] , D evou roil [5 ]等,能够降

解芳香烃的菌种有: A erom onas, A lca lig enes, B acillus, Cory nebacteria, F lavobacterium , M icrococcus, M y cobacterium ,

N ocard ia, P seud om onas, R hod ococcus等[6, 7 ]。这些微生物广泛分布于土壤和水体中,尤其是受石油污染的环境中。分离筛选对

石油具有较强降解能力的菌株,是研究细菌降解石油的机理及对污染水域或土壤进行生物修复的基础。

对污染环境中的微生物群落结构、数量变化动态及其与污染物关系进行分析,对在污染物降解过程中起重要作用的丰度较

高的功能微生物进行鉴定与优选,是用微生物方法加速污染物降解的重要环节。研究清楚污染物降解过程中的优势功能微生物

及相应的群落结构,就可以人为调节微生物群落构成,使环境中的主要污染物和难降解物更为有效地降解。目前, PCR、D GGE

等分子生物学技术在分子生态学上的应用,极大地丰富了人们在微生物生态学上的认识,有效避免在传统培养、分离等过程中

造成的微生物多样性丢失,人们可以同时对系统中的可培养与不可培养微生物进行检测,使得分析结果更为准确、全面地反映

污染区域中微生物的种群组成情况[8～ 11 ]。将这一技术应用于石油污染土壤微生物生态学研究,是国际上刚刚兴起的前沿领域,

在国内还未见报道。

本研究从 4个受石油不同程度污染的土壤样品中分离筛选石油降解菌,并分析了不同样品中微生物的分布情况及其与石

油污染物组成的关系。同时将免培养的分子生物学技术 16S rRNA 基因片断的 PCR 扩增、D GGE 分离与切带测序技术相结合,

比较不同样品中的土著微生物种类的异同和数量的差异,以期为石油污染土壤的生物修复技术的应用提供生物学依据。

1　材料与方法

111　土壤样品

取自广州某炼油厂,从 4个不同位置的土壤取样。取样器及盛装样品的铝盒在取样前进行灭菌处理,取样后置于保温冰盒

中带回实验室,随即进行分离培养、微生物计数及含油量的测定。4个样品在理化性质方面基本相似,只是受石油污染的程度及

类型不同。各土壤样品的污染情况见 2. 4中图 3及图 4,样品从 1到 4的污染程度依次增大,且样品 1、2中饱和烃含量较高,样

品 3、4中芳香烃含量较高。

112　细菌的分离计数与鉴定

采得的土壤样品分成两部分,一部分用来进行总菌数计数和多样性分析,另一部分用于石油降解菌的筛选。

11211　培养基　 (1)分离计数用培养基,分别为牛肉膏蛋白胨培养基、察氏培养基和高氏一号培养基,分别用于细菌、真菌和放

线菌的分离与计数; (2)嗜油菌筛选用含油培养基,将上述培养基中的碳源换成石油。石油采用 012Λm 的超滤膜过滤除菌后,加

入到灭菌的液体培养基中。固体培养基中补加 118%的水洗琼脂。 (3)石油降解菌的分离筛选培养基,其组成成份为 (1000m l) :

K2H PO 4 015g; N H 4C l 110g; N a2SO 4 210g; KNO 3 210g; CaC l2·6H 2O 0101g; M gSO 4·7H 2O 110g; FeSO 4 010001g;石油 011g,

石油同样采用 012Λm 超滤膜过滤除菌后加入。

11212　微生物的分离与计数　将采集的石油污染土壤样品经充分分散后作梯度稀释,分别接种在牛肉膏蛋白胨培养基、察氏

培养基和高氏一号培养基及各自相应的嗜油菌筛选用含油培养基上, 30℃培养 2d后计数。从含油计数平板上随机挑取单菌落,

经反复纯化确证为纯菌后接种到含油的液体培养基中,恒温静置培养 3d。挑取在液体培养基中较浓的菌株进行石油降解实验,

测定石油降解率。

513312期 任随周　等:石油降解菌的分离鉴定及石油污染土壤的细菌多样性 　

© 1994-2006 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



11213　石油降解菌的筛选　初筛得到的纯化菌株,在石油初始浓度为 2göL 的液体培养基中,培养 7d后测定石油烃含量,以未

接菌的作对照。石油烃含量的测定采用紫外分光光度计 (美国,BECKM AN ,DU 2640)法, Κ= 225nm , 1cm 石英比色皿[12 ]。

11214　石油降解菌的鉴定　对分离筛选得到的石油降解菌,参照伯杰氏细菌分类鉴定手册[13 ] ,采用细胞及菌落形态与生理生

化实验相结合的方法进行鉴定。

11215　石油中饱和烃和芳香烃含量的分析　用石油醚将培养基中残余的石油提取出来,浓缩一定体积后采用 F inn igan T race

D SQ (T hermo E lectron Co rpo rat ion, U SA. ) 气质联用仪进行分析,色谱柱为DB 25M S (30m×0125Λm×0125mm ) ,气相色谱操

作条件为:进样口温度数 220℃,程序升温,扫描范围 19～ 650am u,扫描速度 500am uös,电子能量 70eV ,离子源温度 250℃,传输

线温度 250℃,载气流速 110m löm in。

113　细菌多样性的分子生物学分析

对 4个土壤样品进行核酸抽提、PCR 2D GGE 和切胶测序分析。

11311　土壤样品总DNA 的提取和纯化　首先对采集得到的土壤样品进行预处理: 称取 5g 土壤样品放入 50m l离心管中 (每

只离心管加 3颗玻璃珠) ,分别加入 9m l的磷酸缓冲液 (PBS, 1×, pH 714) ,涡旋器上振荡 10m in。9000×g 4℃离心 5m in,然后重

复加入 9m l的 PBS,共洗涤 3次,以去除样品中腐殖质和部分石油。最后加入 8m l的 PBS将沉淀悬起后,分装成 6支 115m l离

心管。取出一管按 Zhou 等所述方法[14 ]作DNA 提取,其余样品放于- 30℃冰箱保藏,以备后用。提取的DNA 采用 P rom ega 基

因组DNA 纯化试剂盒 (产品号: 12648410) ,按照操作说明进行纯化。

11312　PCR 扩增　将纯化所得总DNA 进行适当稀释后作为模板,使用 16S rDNA 中V 3区特异性引物[15 ]扩增目的片段。扩

增前预先测定和调整各模板的DNA 浓度,使不同样品尽可能以等量DNA 作为模板进行 PCR 扩增。每 100Λl反应体系中正反

向引物浓度为 011Λmo löL ,每种 dN T P 的浓度为 012mmo löL , T aq酶含量为 5U ,并设置阴性对照。为提高扩增产物的特异性,使

用热启动降落 PCR ,反应条件为 94℃ 5m in,冷却至 80℃时加入 T aq酶, 65℃退火 30s,以后每个循环温度降低 1℃,直至退火温

度为 55℃, 72℃ 1m in 延伸。并且在 55℃进行 15个循环, 72℃最终延伸 7m in,扩增产物用 115%琼脂糖检验。

11313　D GGE 分析　采用D codeTM突变检测系统 (B io2R ad)对 16S rDNA V 3区扩增产物进行D GGE 分析。电泳所用聚丙烯酰

胺凝胶浓度为 10% ,规格为 16mm×16mm×110mm (L×W×H ) ,变性梯度为 30%～ 60% (尿素为 7mo löL ,甲酰胺为 40%时

的变性浓度为 100% )。使用电泳缓冲溶液为 1×TBE,上样 25Λl浓缩后的扩增产物。电泳条件为 60℃恒温下, 100V 电泳 9h,然

后用 EB 染色 30m in,UV Itec紫外凝胶成像系统 (Cam bridge,U K)分析结果。按文献[26 ]所述方法从凝胶上切下目标条带,从中

分离DNA ,经纯化后再做 PCR 扩增,并用D GGE 检查再扩增结果与切胶前迁移位置是否一致,一致的样品由上海博亚生物技

术有限公司测序。

11314　D GGE 条带的序列测定、同源性比较及系统发育分析　将所得序列提交到 GenBank 数据库, 登录号为A Y695075～

A Y695083, 用B last 软件在 GenBank 数据库中进行相似性比较, 获取同源性较高的相关菌株的 16S rRNA 基因序列。用

C lustalX (version1. 81)进行序列对比,用邻接法 (N eigbou r Jo in ing, N J ) 构建系统进化树 (PH YL IP, version 315)。利用UV Itec

凝胶成像系统中的BAND A nalysis软件对 4个样品D GGE 图谱的条带进行分析,并根据D GGE 条带的数目和条带的亮度计

算出 4个样品的 Shannon多样性指数。

2　结果与分析

211　不同样品中可培养微生物的分布

采用梯度稀释的方法,分别用普通培养基和含油培养基对 4个样品中的细菌、真菌和放线菌进行分离计数 (表 1)。结果表

明,在四个污染程度不同的土壤样品中,样品 1的细菌数量最多,样品 3次之,样品 4最少。嗜油菌的相对数量则以样品 3最多,

样品 4最少。4个样品中的真菌和放线菌的数量则相对较少。4个土壤样品的石油污染程度分析结果显示,样品 1的石油污染程

度最低,而样品 4最为严重 (见图 3、图 4)。这说明高浓度石油烃对细菌有毒害作用,适量石油烃的存在则会促进嗜油细菌的生

长。考虑到嗜油细菌数量优势及石油污染修复时操作方便,选择丰度较高的细菌为研究对象。

表 1　不同土壤样品的细菌数量分布 (CFU ög)

Table 1　D istr ibution of m icrobes in differen t so ils (CFU ög)

微生物类型
M icrobes type

样品 1 Samp le 1 样品 2 Samp le 2 样品 3 Samp le 3 样品 4 Samp le 4

总菌数a 嗜油菌b 总菌数a 嗜油菌b 总菌数a 嗜油菌b 总菌数a 嗜油菌b

细菌Bacteria 712×107 112×104 514×106 618×104 414×107 815×105 211×106 411×104

真菌 Fungi 312×104 210×101 811×103 319×101 318×103 517×102 611×102 819×101

放线菌A ctinom ycetes 416×103 115×101 113×102 511×101 119×104 514×101 912×102 511×101

　　嗜油菌的判断: 以培养 48h 后在石油为唯一碳源的培养基上长出的可见菌落为嗜油菌 T he judgem ent criterion of o il2ph ilic bacteria: the

clones appearing on the m edium using petro leum as so le carbon sources w ith in 48h; a: To tal m icrobes; b: O il2ph ilic m icrobes
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212　石油降解菌的筛选

在含油的分离平板上,随机挑取 180个单菌落,经分离纯化后测定石油降解率。其中石油降解率高于 20% 的菌株有 28株,

其石油降解率如表 2所示。

表 2　分离菌种对石油的降解率

Table 2　The degradation rates of petroleum by isolated m icrobes

菌株①
降解率
(% )②

土壤
编号③

菌株①
降解率
(% )②

土壤
编号③

菌株①
降解率
(% )②

土壤
编号③

菌株①
降解率
(% )②

土壤
编号③

Y262 2116 1 Y2112 3812 2 Y2111 2611 3 Y2160 2615 3

Y2101 38. 5 1 Y2116 32. 7 2 Y2113 35. 4 3 Y241 41. 3 4

Y2117 30. 8 1 Y2141 40. 5 2 Y2143 38. 7 3 Y260 28. 3 4

Y2120 25. 0 1 Y2159 31. 2 2 Y2114 33. 1 3 Y2104 36. 4 4

Y221 26. 4 2 Y259 31. 2 3 Y2151 35. 3 3 Y2109 24. 7 4

Y255 20. 7 2 Y266 40. 1 3 Y2156 37. 8 3 Y2118 48. 7 4

Y263 25. 7 2 Y268 27. 3 3 Y2157 35. 5 3 Y2155 20. 4 4

　　①T he nam e of strains;②D egradation rates (% ) ;③T he num ber of so il samp le

从表 2可以看出,降解率较高的菌株在污染程度较重的土壤样品中的数量相对较多。如降解率在 40%以上的有 4株,其中

由样品 1、2分离得到的有 1株,由样品 3、4分离得到的有 3株;降解率在 30%～ 40%的菌株有 13株,其中由样品 1、2分离得到

的有 5株,由样品 3、4分离得到的有 8株。不同降解率的降解菌在不同样品中的这种规律分布,可能与石油污染物对细菌群落

的选择性富集作用有关,污染物的浓度越高,则这种富集作用就越强。

213　石油降解菌的分离鉴定

分别采用形态学观察和生理生化实验对 28株石油降解菌进行鉴定,结果如表 3所示。

表 3　28株石油降解菌的鉴定结果

Table 3　The iden tif ication characters of the bacter ia for degrading petroleum

微生物类型 Genus 分离得到的菌株 Iso lated m icrobes

短杆菌属B rev ibacterium Y2109、Y2111、Y2112、Y2117、Y2118、Y2141、Y2143、Y2144、Y2151、Y2156、Y2157、Y2159、Y2160
假单胞菌属 P seud om onas Y221、Y241、Y255、Y259、Y260、Y262、Y263、Y268、Y2120、Y2113、Y2116、Y2155
微球菌属M icrococcus Y266、Y2104
邻单胞菌属 P lesiom onas Y2101

图 1　4个土壤样品的D GGE 图谱

F ig. 1　D GGE p rofiles generated from four petro leum 2contam inated

so il samp les. L ane1, Samp le 2;

L ane 1, Samp le 1; L ane 3, Samp le 3; L ane 4, Samp le 4.

28株石油降解菌分别属于短杆菌属、假单胞菌属、微球菌属和邻单胞菌属。其中属于短杆菌属和假单胞菌属的菌株占绝对

优势,属于微球菌属、邻单胞菌属的菌株则相对较少。文献报道能够降解石油的微生物种类繁多,包括细菌的 28个属、丝状真菌

的 30个属和酵母菌的 12属,其中细菌主要为假单胞菌属、芽孢菌属和短杆菌属。本研究中同样发现短杆菌属和假单胞菌属是

4个石油污染土壤样品中的优势种群。尽管在石油污染的土壤样

品中能够降解污染物的细菌种类繁多,但丰度相对较高的只是

少数种群。结合表 2菌种的分离来源可以看出,具有石油降解能

力的丰度较高的菌群在污染程度不同的土壤样品中存在差异。

如虽然从样品 1中仅分离得到 3株降解率高于 20%降解菌,但

这 3株菌又分属于不同的 3个属,其余样品中的降解菌以短杆

菌属和假单胞菌属为主。

214　细菌多样性分析

为了进一步分析不同样品中包括不可培养细菌在内的整个

细菌种群的分布情况,以提取的不同土壤样品总DNA 为模板,

采用 16S rRNA 基因 V 3 区的通用引物进行扩增, 获得长为

233bp 的 16S rRNA 基因V 3 区扩增产物。以扩增产物进行

D GGE 分析 (图 1) ,结果显示 4个不同土壤样品中的 16S rDNA

V 3区扩增产物在D GGE 上呈现的条带在数目与亮度上均存在

差异。根据D GGE 条带的数目和条带的亮度计算出 4个样品的

Shannon 指数分别为 111999、141537、12129 和 71247, 4个样品

中种群多样性最高的是样品 2,与前 3个样品相比,样品 4的种

群多样性明显较低。样品 2与样品 3中的主条带基本相同,但与
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样品 1及样品 4明显不同。条带 a、b、c、d为样品 1所独有,条带 r、s为样品 4所独有。条带 g、m、h、n 仅在样品 2、3中出现。表

明不同样品中的主要细菌种群存在明显差异。另一方面,不同土壤样品中较亮的条带也有所不同,如条带 f在样品 2、3中为一

条主带,而在样品 1中仅为一条弱带,样品 4中未检测到此条带,显示不同样品中主要细菌种群在丰度上也存在着差异。细菌

V 3区条带数目的多少可反映出样品中优势细菌菌群的多少,而同一位置条带亮度的不同,则可反映出不同样品中优势细菌数

量的差异。因此通过D GGE 分析,可以反映出不同样品中细菌菌群种类与数量的差异。从整体上看,样品 1、2、3中优势细菌菌

群远比样品 4多, 2、3样品中优势细菌菌群又与样品 1有所差别。

　　分别对 4个样品D GGE 图谱中的 14条较亮的条带进行切割、DNA 洗脱、回收和纯化后重新扩增,将扩增产物纯化后进行

16S rDNA (V 3区)测序,共得到 9个条带的序列。根据D GGE 的原理,每一个条带大致与群落中的一个优势菌群或可操作分类

单位 (Operat ional taxonom ic un it,O TU )相对应,这 9个序列片段即为 9个不同的分类操作单元。将其序列提交到GenBank,登

录号见表 4。将所得的序列与 GenBank 数据库中已登录序列进行同源性分析和检索,与 9个不同的分类操作单元 (O TU )同源

　　 表 4　土壤样品中 9种细菌OTU在 GenBank中的最近序列种类

Table 4　The most closely matched spec ies of 9 partia l 16S rD NA sequences in GenBank

分类操作
单元

O TU s

登录号
A ccession

num ber

GenBank 数据库中最为接近的细菌细菌种类
C lo sely iden tified relat ives in GenBank database

相似性 (% )
Sim ilarity

O TU 1
12a

A Y695075

A F547964
A F547963
A F547958
A F547956
A F547921

M y cobacterium sep ticum strain C IP 106642
M y cobacterium seneg a lense strain C IP104941
M y cobacterium p orcinum strain D SM 44242
M y cobacterium p ereg rinum strain C IP 105382
M y cobacterium f arcinog enes strain D SM 43637

100
100
100
100
100

O TU 2
12d

A Y695076

A Y608605
A J276809
A J781029
A J316317
AB062678

B acillus litora lis strain D 21, 5aT
B acillus strain LM G219415
B acillus herberstein ii strain D 21, 5aT
B acillus strain LM G 20243
B acillus stvain M K03

100
100
100
100
100

O TU 3
12f

A Y65077

A F128872
A F482685
A Y039425
A J296560
A J534849

P seud om onas sp. b53
P seud om onas sp. NmX
So il bacterium N S9
U ncu ltu red bacterium GV 2Sh12163
P seud om onas sp. DW 101

95
95
95
95
95

O TU 4
22h

A Y695078

U 58019
A J307983
A Y297807
A Y297805
AB066262

T h iobacillus aquaesu lis
P rop ion iv ibrio lim icola strain Go lCh i1 T
B eta p roteobacterium pA CH 91
B eta p roteobacterium pA CH 89
T hauera sp. DN T 21

99
99
99
99
99

O TU 5
22k

A Y695079

A J295642
A F445251
A F445250
A Y554420
AB064832

U ncu ltu red bacterium. KF2Gitt2247
Sw ine m anu re p it bacterium PPC1
Sw ine m anu re p it bacterium PPC87
B acteroid es sp. 22C
U ncu ltu red P revotella sp.

97
95
95
98
91

O TU 6
32m A Y695080

A J295643
A J224618
A J224617
M 79426
A J243144

U ncu ltu red T h iobacillus sp. KF2Gitt2240
B eta p roteobacterium 5Z2C1
B eta p roteobacterium TBW 3
T h iobacillus th iop arus

T h iobacillus d en itrif icans strain N C IM B 9548

91
90
90
90
89

O TU 7
32o A Y695081

A J318192
A Y238499
X92415
A J133493
A Y162074

U ncu ltu red beta p roteobacterium clone B lu ii29
A lca lig enes sp. 92
A lca lig enes sp.
A lca lig enes sp. CCU G 36768
B eta p roteobacterium GM D 36F11

94
93
93
93
93

O TU 8
42r

A Y695082

A Y337599
A Y162137
A Y599661
A Y336561
A F408950

B acteroid etes bacterium EC2
F lavobacterium sp. M TN 11
F lavobacterium sp. TB42102IIF lavobacterium sp. pf32
P ed obacter sp. E llin108

97
97
97
95
94

O TU 9
42s

A Y695083

A Y297807
A Y297805
X85435
A Y126453
A J009466

B eta p roteobacterium pA CH 91
B eta p roteobacterium pA CH 89
A z oarcus sp. 6a3
D ech lorosom a sp. PCC
U ncu ltu red bacterium SJA 252

100
100
97
96
96
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性最接近的有 8个已知类群,其中 d 与B acillus 属具有很高的同源性 (近 100% )。 f 与 P seud om ona 属的同源性为 95% , h 与

B eta p roteobacterium 的 T h iobacillus属、P rop ion iv ibrio属及 T hauera 属具有 99%同源性, k 与U ncu ltu red bacterium KF2Gitt22

47具有 97%同源性,m 与 GenBank 数据库中已有的序列同源性较低,与B eta p roteobacterium 中的 uncu ltu red T h iobacillus sp.

有 91%同源性, o 与 U ncu ltu red beta p roteobacterium 具有 94%同源性, 与 A lca lig enes 属具有 93%的同源性, r 与

F lavobacterium 属的同源性较高,具有 97%同源性。s与B eta p roteobacterium 具有较高的同源性,且与其中的A z osp ira 属具有

97% 同源性。其余 5条带的 PCR 产物未获得测序列结果,原因可能是含有两个以上的不同序列,需构建克隆文库后重新进行

测序分析。

从 GenBank 已知细菌相关信息得知,与 d、f、k、o 4个操作单元相似的细菌菌株均从土壤中分离得到。与 h、k、m、o、r、s 5个

操作单元相似的细菌种类是从与污染物降解有关的污染环境中分离得到,尤其 h、r、s是从与芳香烃类降解有关的污染环境中

分离得到,例如与 a 带有 100%的同源性的M y cobacterium 属有文献报道与多环芳烃降解有关[23, 24 ] ,与 h 带有 99%的同源性的

P rop ion iv ibrio lim icola 所代表的菌株 stra in Go lCh i1T 是多环芳烃降解菌,与 s有 97%的同源性的A z osp ira 6a3 能够降解甲

苯。GenBank 数据库中与 k、m、o 及 f、s同源性较高的菌株均为不可培养细菌,表明 4个样品中可能含有相当数量的不可培养细

菌存在。

　　对 9个分类操作单元 (OU T )的序列进行多序列比较分析、分类及进化树的构建,结果见图 2。9个分类操作单元可分为三

大类群, 12d 和 22k、42r 分别为单独的类型,称之为 Group É 和 Group Ê , 与其它细菌的亲缘关系比较远,其余 12a、22h、42s、32

m、12f、32o 分类操作单元可归为另一大类。在此 6个OU T 组成的大类群中, OU T 12a 与其它类群进化关系比较远,为 Group

Ë。其余 5个分类单元中,根据其亲缘关系的远近又可分为 4个不同类型,OU T 12f为GroupÎ ,OU T 32o 为GroupÍ , OU T 32

m 为 GroupÎ , O TU 22h 和O TU 42s为 GroupÏ。

图 2　4个样品中细菌种群的分类进化图

F ig. 2　U nroo ted neighbo r2jo in ing tree of bacteria iden tified from the sequences of four petro leum 2contam inated so il samp les D GGE bands

215　不同土壤样品中污染物组成的分析

为了确定不同土壤样品中细菌种群多样性是否与样品中污染的石油组成成分有关,对 4个土壤样品中的饱和烃和芳香烃
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进行 GC2M S分析。图 3是 4个土壤样品的M öz82的 GC2M S图谱,图 4是 4个土壤样品的M öz178的 GC2M S图谱,即三环的

菲的碎片特征离子,主要是为了查看芳香烃菲分布特征。结合图 3、图 4可知,样品 1、2中的饱和烃种类较多,含量较高,样品 3、

4中的芳香烃类种类较多,含量较高。适量的饱和烃类可以促进土壤中的细菌生长,而芳香烃类含量过高则对细菌具有毒害作

用。结合前面不同污染土壤中细菌种群的结构特点,样品 1、2中微生物种群多样性高可能与其饱和烃类含量较高而芳香烃类含

量较低有关;样品 4中微生物种群多样性明显较低,可能与其芳香烃类含量较高且毒害作用较强有关。

图 3　4个样品中的饱和烃 GC2M S图谱

F ig. 3　M öz82 GC2M S of aliphatic hydrocarbon fractions in 4 petro leum 2contam inated so il samp les. S1, Samp le 1; S2, Samp le 2; S3,

Samp le 3; S4, Samp le 4

3　讨论

为使对细菌种群多样性的分析结果尽可能全面,该研究将培养与免培养的方法相结合起来进行分析。通过培养的方法,发

现污染程度严重的土壤样品中嗜油菌的数量较多,分离筛选得到了降解率较高的石油降解菌,为石油污染土壤的生物修复提供

了菌种资源。借助于 PCR 2D GGE、切胶、测序等免培养技术,对样品中丰度较高的优势细菌种群进行了分析,结果显示在受石油

污染的土壤中,属于B eta p roteobacterium 的菌群占优势,其中一些可能与石油污染中芳香烃类的降解直接相关。

石油污染物进入土壤后,由于特殊碳源的富集选择作用,会明显改变土壤中细菌的优势种群构成,这已为许多研究所证实。

与未污染的土壤相比,受污染土壤中细菌属的多样性明显较低,而其中细菌的数量和活性却较高[16, 17 ]。这是因为石油污染带来

的芳香烃类具有毒害作用,使得那些能够适应和利用新底物的细菌类群得到选择性地富集,那些能够利用具有生物毒性的芳香

烃类污染物的细菌种类在细菌群落中容易成为优势种群,从而最终改变受污染土壤中细菌群落组成,使得受重污染的土壤中细

菌种群多样性比未受污染的低。

　　D GGE 是一种DNA 指纹图谱技术之一,自 1993年M uyzer等[15 ]首次将D GGE 用于细菌生态学领域研究以来,该技术迅

速引起细菌生态学家的关注,现已发展成为环境细菌群落结构分析研究的主要手段之一。在将D GGE 技术用于环境样品的研

究中,通常用D GGE 指纹图谱中条带数目的多少来反映细菌种群的多样性,用染色后不同条带的染色强度反映不同细菌种群

的丰度。然而,新近的研究表明, D GGE 虽能将仅有一个碱基序列差异的DNA 片段区别开来, 但对有多个碱基序列差异的

DNA 片段的分离仍有局限性[18 ]。利用D GGE 图谱对不同样品中细菌多样性进行评估时,仅仅存在于群落中的丰度较高的菌群
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图 4　4个样品中的芳香烃 GC2M S图谱

F ig. 4　M öz178 GC2M S of arom atic hydrocarbon fractions in 4 petro leum 2contam inated so il samp les. S1, Samp le 1; S2, Samp le 2; S3,

Samp le 3; S4, Samp le 4

的DNA 片段能够被展示出来,且序列不同的DNA 片断有可能具有相近迁移率从而在胶的同一位置重叠。已有研究表明,对环

境样品进行D GGE 条带分析时,一条D GGE 条带有可能并非只代表一种细菌[19 ],且D GGE 条带的强弱不仅和细菌种群的 16S

rDNA 的拷贝数、DNA 模板量,而且与不同类型的细菌种群有着相同的迁移行为有关,这有可能使我们低估了环境细菌的种群

多样性[20～ 22 ]。因此D GGE 仅能以定性和半定量方式将群落结构展示出来。本研究中共切胶分离 14条D GGE 条带,仅有 9个

D GGE 条带能够被测序分析,其余 5个条带因具有多态性而未获测序结果,需要分别构建克隆文库逐个分析。因此,要对环境样

品中的细菌种群多样性进行更为准确的描述,有必要将D GGE 和其它分子生物学方法相结合起来进行研究。

D GGE 主要条带分析结果表明, M y cobacterium 和 B acillus 在石油污染程度较轻的样品 1 中有较高的丰度, 而 F la2

vobacterium和A z osp ira 菌群在污染程度较重的样品中有丰度较高。通过对与D GGE 条带所代表操作单元同源性较接近的已报

道细菌来源进行追索,结果表明它们大都与芳香烃类化合物的降解有关,进一步证实石油污染物对那些能够耐受和利用芳香烃

类污染物的细菌类群起到了选择性地富集作用。

4　结论

411　石油污染程度不同的土壤样品中,细菌、真菌、放线菌在数量均存在差异。这种差异与石油污染的程度、污染物的种类及组

成成分有关。

412　从污染土壤中分离得到的 28株石油降解菌,分别属于短杆菌属、假单胞菌属、邻单胞菌属、微球菌属等 4个菌属,具有较

高石油降解率的细菌以短杆菌属和假单胞菌属为主。

413　结合培养与免培养的 PCR 2D GGE 技术进行分析,能够对石油污染土壤的细菌多样性进行较深入的分析。
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