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海洋石油烃降解细菌 和 的分子鉴定分类
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津

摘要 从天津滨海潮间带被石 油烃严重污染的沉积物 千样含油量 德 中
,

筛选分离出能够

以柴油为唯一碳源生长的细菌
,

对其中生物量大
、

单株菌降解效率较高的两株细菌 】和 进行

克隆
,

通过测定和比较 的部分序列对这两株细菌进行分子鉴定
,

以期 用于石

油污染的微生物修复中
。

结果表明
, 〕与深红红螺菌 珊 的 同源性为

,

与施氏甲单抱杆菌 翻 、 、 七 的 同源性为

关键词 石 油烃降解细菌
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中图分类号

分子鉴定 甲单袍杆菌 、 抢 深红红螺
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随着海上运输
、

海上油田开发和沿海地区炼油

工业的发展
,

石油泄漏事故也逐年增多
,

受污染的

海域范围不断扩展
,

石油污染已经成为海洋环境中

的重要问题
。

利用微生物技术治理海洋石油污染
,

因其费用低
、

无二次污染等优点备受各国关注
。

在

海洋出现溢油后
,

土著石油烃降解菌会大量繁殖成

为优势菌群【‘ ,
。

目前
,

已经从石油污染环境中分离

到多种石油烃降解菌卜“
,

以期用于石油污染的生

物修复中
。

传统的生理生化法细菌鉴定分类工作复杂而

繁琐
。

近年来
,

随着分子生物技术的发展以及各种

微生物的遗传特征和分子差异的研究
,

大量己知微

生物的 都被测定并输入国际基因数据库
,

成

为对微生物鉴定分类非常有用的参照系统
,

可以通

过对未知微生物 序列的测定和对比分析
,

对

其进行快速
、

有效的鉴定分类
。

作者从筛选分离到的 株海洋石油烃降解菌

中
,

选取生物量大
、

降解效率较高的两株细菌

和
,

以 作为分子指标
,

直接对细菌进

行分子鉴定分类
。

材料与方法

菌种的筛选与分离

取被石油烃严重污染的潮间带沉积物 干样含

油量 留 样品
,

以市售 。
“

柴油为唯一碳源并补

加无机氮磷源
,

对沉积物内的菌群进行逐级驯化
,

当菌群的整体降解能力达到 比较高的水平时用

培养基平板进行分离
,

共得到 株细

菌
,

选择其中生物量大
、

降解能力较高的两株

和
,

进行分子鉴定分类
。

细菌总 的提取
将细菌接种在 液体培养基中

,

℃培养过夜 移取 细菌培养液
,

对

离心
,

弃去上清液
,

沉淀用 缓冲液再悬浮
,

加入 和 蛋白酶
,

混匀
,

温

育 再加入 的 溶液和

溶液
,

混匀后 ℃温育 然后加入等体积的

氯仿 异戊醇
,

混匀
,

八 离心
,

将上清液转入另一支离心管中 加入等体积的酚氯
仿 异戊醇

,

混匀
,

角 离心
,

将上清液转入另一支离心管中 最后
,

加入 倍

体积异丙醇
,

轻轻混合直到 沉淀下来
,

动们 离心
,

倒去上清液后
,

用 乙醇洗涤

沉淀晾干后用 缓冲液重新溶解
, 一 ℃保
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存备用
。

的 扩增及纯化

应用标准的双链 反应扩增菌株的 卜

全基因片断
。

采用的引物为
尸一

,

一 ’

不 一
尸一

一 ’,

两引物间的距离约

碱基对
。

林 反应液中含有 缓冲

液
,

林
,

引物各 林
,

聚合酶 单位
。

扩增条件

双切酶验证和 单酶切验证及 验证
,

检验

插入片段的正确性
。

以验证正确的质粒 作为

测序模板
,

由上海生工生物工程技术服务有限公司

进行序列测定
,

菌株 ,和 的 基因部

分序列如图 和图 所示
。

℃
,

“ ,

,

“ ,

,

预变性

产物经琼脂糖凝胶 电泳检测
,

用

产物快速回收试剂盒回收纯化 产物
。

产物的克隆

产物经末端补平磷酸化并与 一

载体连接后转化到 凡 ‘ 中
,

转化

了在含
一 ,

和 氨节青霉素 的

平板上进行筛选
,

提取并纯化质粒 作

为测 争模板
。

测序与分析
测序由上海生工生物工程技术服务有限

公司完成
。

序列的数据处理
将序列数据与 护已存在的细菌 入

基因序列应用 程序进行相似性比较
。

结果与讨论

扩增结果
以细菌 通用引物对菌株 和 的

总 提取物进行 扩增
,

得到一约 碱

基对长的片段 图
。

的结果表明
,

扩增特异

性很高
,

可用于 的克隆
。

序列分析结果
入 基因的 扩增产物纯化后

,

经末

端补平磷酸化并与 一 载体连接后转化到
。 中

,

通过蓝 白斑筛选得到重组质粒
,

并

对重组质粒用限制性内切酶 和 进行

图 】 菌株 ,和 的 琼脂糖凝胶电泳检测结果

、

标记 菌株 的 菌株 的 一

一

将所测得序列输入 数据库
,

用

程 序 进 行 比对 分 析
,

发现 与 深 红 红 螺 菌
二 的 朋 基因序列的

相似性为 与甲单袍菌属

很 自然 地 组 成 一 群
,

尤其 与 施 氏 甲单袍 杆 菌
、 抢 的 基因序列的

相似性最大
,

可以确定 为甲单抱菌属施

氏甲单袍杆菌种
。

结果既具有保守性
,

又具有高变性
。

保

守性能反映生物物种的亲缘关系
,

为系统发育重建

提供线索 高变性则能揭示出生物物种的特征核普

酸序列
,

是属种鉴定的分子基础 目前 已成

为细菌系统分类研究中最有用也是最常用的分子

指标
。

深红红螺菌广泛分布在海洋
、

湖泊
、

江河等水

域环境中
,

或是可利用光进行光合作用的一此泥和

上壤中
,

尤其在有机物污染的积水处数量较多
。

该

菌既可以厌氧生活又可以好氧生活
,

厌氧培养中菌

落初始为亮粉红色
,

之后则变为深紫红色 好氧培
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养中菌落为无色或亮粉红色
。

菌株 适应海洋高盐

度 的环境
,

在 培养基平板上
,

菌落

初始为无色
,

周之后逐渐变为粉红色
,

而且该菌

株的细胞形态也与深红红螺菌 图 的细胞形态
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相似
。

目前关于深红红螺菌的报道多是关于其固氮

作用或产氢作用
,

还没有关于该菌解烃作用的报

道
,

因此还不能确定菌株 就是深红红螺菌
。

甲单抱菌属广
‘

泛分布于陆地和海洋生态系统

中
,

是石油烃降解菌群中的主要成员
,

目前已经发

现了多种 甲单抱杆菌
,

如 铜绿 甲单抱杆菌
、

荧 光 甲单抱 杆 菌
、

施 氏 甲单抱 杆 菌

伦 ’。等对烷烃及芳香烃具有

降解作用
。

菌株 也适应海洋高盐度的生活环境
,

在 培养基平板上
,

其菌落形态与施氏甲单抱

杆菌菌落形态相同
,

单细胞为杆状
。

而且该菌

序列与施氏甲单抱杆菌的 序列的相似性

高达
,

因此
,

可以初步断定该菌为甲单抱菌属

施氏甲单抱杆菌种
。

结论

通过对天津滨海潮间带油污沉积物中筛选分

离到的石油烃降解细菌 和 进行 克

隆
,

测定 序列
,

与 数据库中已

有细菌的 序列进行比对
,

发现菌株 与

深红红螺菌的 序列的相似性为
,

并

且二者
一

单细胞形态
、

平板培养菌落形态都很相似

菌株 与甲单抱菌属很自然地组成一群
,

其与施氏

甲单抱杆菌 序列的相似性最大
,

可以确定 为甲单抱菌属施氏甲单袍杆菌种
。
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