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　　摘要：以多氯联苯（３，３′，４，４′－四氯联苯）为选择培养基，从污水处理厂生物处理过程的活性污泥中分离出２株
能以３，３′，４，４′－四氯联苯为唯一碳源的菌株，分别命名为Ｊ－４、Ｊ－５；观察２株菌的形态特征，并对其１６ＳｒＲＮＡ基因
序列进行分析，构建了系统发育树。结果表明，Ｊ－４菌与红球菌属（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）的细菌具有较高的序列同源性，
Ｊ－５菌与鞘氨醇杆菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）的细菌具有较高的序列同源性。初步判定 Ｊ－４为红球菌属（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ
ｓｐ．）的细菌，Ｊ－５为鞘氨醇杆菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）的细菌。本研究结果为多氯联苯的生物降解提供了理论依据，
有利于多氯联苯降解菌库的充实和完善。
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　　多氯联苯（ｐｏｌｙｃｈｌｏｒｉｎａｔｅｄｂｉｐｈｅｎｙｌｓ，ＰＣＢｓ）是重要的化工
原料，微生物降解被认为是 ＰＣＢｓ污染场址修复的主要途径，
相关研究十分普遍。可以独立降解 ＰＣＢｓ的微生物并不丰
富［１］，越来越多研究发现，不同种属的微生物可以共代谢降

解ＰＣＢｓ［２］。目前发现好氧降解ＰＣＢｓ的革兰氏阴性菌包括伯
克霍尔得氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｓｐ．）、产碱菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｓｐ．）、鞘
氨醇杆菌（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、丛毛单胞菌（Ｃｏｍａｍｏｎａｓ）、无色杆
菌（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）以及不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）等；革兰氏阳
性菌有红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）、棒状杆菌（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）以
及芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）等［３］。好氧降解一般开环破坏 ＰＣＢｓ，
且一般限于５～６个氯原子以下的同系物；而厌氧降解催化
ＰＣＢｓ还原脱氯，使高氯取代的同系物转变成低氯代同系
物［４］。生物好氧氧化和厌氧还原协同作用，可以实现 ＰＣＢｓ
的彻底降解。有关白腐真菌降解 ＰＣＢｓ的研究也有许多［５］，

金孢霉（Ｐｈａｎａｅｒｏｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）、平菇菌丝（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ
ｏｓｔｒｅａｔｕ）是白腐真菌中被研究较多的种属，具有降解多氯联
苯混合物 Ａｒｏｃｌｏｒ１２４２－１２６０较宽范围同系物的能力［５－６］。

白腐真菌降解ＰＣＢｓ的速率和范围与氯含量成正比，这与好
氧菌相似，但白腐真菌降解四氯代以上的同系物比较困

难［４］。本研究从污水处理厂生物处理过程的活性污泥中筛

选出２株能够以多氯联苯作为唯一碳源快速生长的微生物，
通过分析该菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列对菌种进行鉴定，有
利于多氯联苯降解菌库的充实和完善。

１　材料与方法

１．１　菌种来源及培养基
菌种来自天津市纪庄子污水处理厂生化处理过程中的活

性污泥。

基本培养基制备：分别称取 ２．９３ｇＫＨ２ＰＯ４、５．８７ｇ
Ｋ２ＨＰＯ４、０．３ｇＭｇＳＯ４、０．０１ｇＦｅＳＯ４、２．０ｇＮａＣｌ、５．０ｇ
（ＮＨ４）２ＳＯ４，分别溶解后加蒸馏水定容至１０００ｍＬ，调节 ｐＨ
值至７．０。

选择培养基制备：分别称取 ２．９３ｇＫＨ２ＰＯ４、５．８７ｇ
Ｋ２ＨＰＯ４、０．３ｇＭｇＳＯ４、０．０１ｇＦｅＳＯ４、２．０ｇＮａＣｌ、５．０ｇ
（ＮＨ４）２ＳＯ４、５．０ｍｇ３，３′，４，４′－四氯联苯，分别溶解后加蒸
馏水定容至 １０００ｍＬ，使 ３，３′，４，４′－四氯联苯的浓度为
０．００５ｇ／Ｌ，调节ｐＨ值至７．０。

ＬＢ培养基制备：分别称取１０ｇ蛋白胨、５ｇ酵母膏、１０ｇ
ＮａＣｌ，分别溶解后用蒸馏水定容至 １０００ｍＬ，调节 ｐＨ值至
７．０，在液体培养基中加入琼脂粉（使浓度为２０ｇ／Ｌ），配制ＬＢ
固体培养基。ＬＢ培养基用于纯化菌株的扩增培养。
１．２　降解菌的筛选及形态观察

取１０ｍＬ活性污泥悬浮液接种到４０ｍＬ选择培养基中，
置于恒温培养箱中培养，温度设置为３０℃。每隔５ｄ按２０％
的接种量重新转接到新鲜培养基中继续培养，共转移４期。

取１ｍＬ经富集培养的菌液，加入盛有９ｍＬ灭菌生理盐
水的试管中，采用１０倍稀释法制成不同稀释浓度的菌液，取
０．１ｍＬ３种稀释度（１０－５、１０－６、１０－７）菌液涂布于ＬＢ培养基
的平板中，于３０℃培养箱中倒置培养３～５ｄ。

挑取在不同稀释度平板上生长较好的单菌落，在平板培

养基上连续划线分离，直到菌株分离纯化。纯化好的菌株接

种于ＬＢ培养基斜面上保存。将分离纯化得到的菌株经革兰
氏染色后置于光学显微镜下观察。

１．３　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析
１．３．１　降解菌 ＤＮＡ的提取　按 ＢｉｏｓｐｉｎＢａｃｔｅｒｉａＧｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡ提取试剂盒的使用说明对降解菌的ＤＮＡ进行提取。
１．３．２　１６ＳｒＲＮＡ基因的 ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系见表１，
阴性对照使用１μＬ的１６Ｓ－ｆｒｅｅ－Ｈ２Ｏ替代模板 ＤＮＡ，正向
引物为 Ｅ－ｃｏｌｉ２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′），
反向引物为 Ｅ－ｃｏｌｉ４９２Ｒ（５′－ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴ－３′）。
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ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５５℃退
火１ｍｉｎ，７２．０℃延伸２ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃延伸２ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物用琼脂糖凝胶电泳进行检测。电泳条件：电压
１２０Ｖ，上样液为６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，上样比例为１０μＬＤＮＡ
溶液 ∶２μＬ６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，每个泳道上样量为 ２０μＬ，
ｍａｒｋｅｒ为λＨｉｎｄＩＩＩ，电泳时间为５０ｍｉｎ。

表１　ＰＣＲ反应体系

反应体系成分 用量（μＬ）
模板 ＤＮＡ １．０

ｄＮＴＰｍｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ） ０．５
正向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５
反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．５
１０×ＴａｑｒｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ ２．５
ＤＮＡ聚合酶 （５μｇ／μＬ） ０．２

１６Ｓ－ｆｒｅｅＨ２Ｏ ４４．８
总体系 ５０．０

１．３．３　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析及系统发育树构建　将得到
的目的ＤＮＡ送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行
１６ＳｒＲＮＡ基因测序。将所得ＤＮＡ序列与美国国家生物技术
信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）
的ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库进行同源比对，利用 ＭＥＧＡ４软件构
建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　形态特征
经过０．００５ｇ／Ｌ３，３′，４，４′－四氯联苯的富集驯化，最终

得到２株在好氧条件下能以３，３′，４，４′－四氯联苯为唯一碳
源快速生长的细菌，分别命名为 Ｊ－４、Ｊ－５。菌株 Ｊ－４、Ｊ－５
在ＬＢ固体培养基平板上的菌落形态见图１。革兰氏染色后
发现，Ｊ－４为革兰氏阳性菌，Ｊ－５为革兰氏阴性菌，显微镜观

察结果见图２。
　　将２株菌的菌落形态与显微镜观察结果汇总，见表２。

表２　分离出的ＰＣＢｓ降解菌Ｊ－４、Ｊ－５的形态特征

细菌
革兰氏

染色结果

细菌

形状

菌落

大小
形状 边缘 颜色 表面特征 侧面

Ｊ－４ Ｇ＋ 杆状 很小 圆形 整齐 奶白

色

光滑，湿润，

有光泽
高凸

Ｊ－５ Ｇ－ 杆状 较小 圆形 整齐 黄色 光滑，湿润 高凸

２．２　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析
２．２．１　菌株 ＤＮＡ提取　２株菌的总 ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳
结果见图３，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ从上至下大小依次为２３１３０、９４１６、
６５５７、４３６１、２３２２、２０２７、５６４、１２５ｂｐ（最小的２个值在图中
没有出现）。以Ｊ－４菌为例，电泳结果出现３个条带，１个条
带大小在２０ｋｂ，另２个条带在５００ｂｐ左右。经分析，较大条
带应为细菌总 ＤＮＡ，较小条带可能为杂带，可能是在提取
ＤＮＡ时未对 ＲＮＡ进行处理，导致出现 ＲＮＡ杂带［７］。用

２０ｍｇ／ｍＬ的ＲＮＡ酶（ＲＮＡａｓｅ）加入到细菌总 ＤＮＡ提取过程
中，以去除细菌体内ＲＮＡ的干扰，电泳结果见图４。
　　图４中，Ｊ－４、Ｊ－５仅出现了２０ｋｂ左右的条带（每种菌
有２个上样点）。ＤＮＡ条带清晰，代表不含任何蛋白质、
ＲＮＡ、单核苷酸，表明菌株总 ＤＮＡ提取成功，符合作为 ＰＣＲ
扩增模板的条件。

２．２．２　１６ＳｒＲＮＡ基因的 ＰＣＲ扩增　回收纯化的细菌总
ＤＮＡ片段，以其作为模板，进行 １６ＳｒＲＮＡ基因的 ＰＣＲ扩
增［３］。扩增产物的电泳结果见图５，可见菌株Ｊ－４、Ｊ－５已经
扩增出１６ＳｒＲＮＡ基因序列，长度约为１．５ｋｂ。
２．２．３　基因测序　采用生工生物工程（上海）股份有限公司
的ＵＮＩＱ－１０柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒回收ＰＣＲ产物，用以测
序。经测序，菌株Ｊ－４１６ＳｒＤＮＡ序列大小为１４２４ｂｐ，菌株
Ｊ－５１６ＳｒＤＮＡ序列大小为１４１８ｂｐ。
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２．２．４　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析与系统发育树构建　将测序
得到的１．５ｋｂ左右的基因序列上传至ＮＣＢＩ的ＧｅｎＢａｎｋ数据
库中，用ＢＬＡＳＴ工具查找相似序列，将降解菌与已知的相似
基因序列进行同源性比较。菌株Ｊ－４与相关细菌１６ＳｒＤＮＡ
序列比较结果见表３，菌株 Ｊ－５与相关细菌１６ＳｒＤＮＡ序列
比较结果见表４。
　　从ＧｅｎＢａｎｋ中调出与降解菌具有较高相似性菌株的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列，通过 Ｃｌｕｓｔａｌ１．８进行多重序列对比，再利用
ＭＥＧＡ４软件构建系统发育树［３］，结果见图６、图７。

表３　菌株Ｊ－４与相关细菌１６ＳｒＤＮＡ序列比较结果

细菌来源 相似性（％）
ＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｚｏｐｆｉｉｓｔｒａｉｎＤＳＭ４４１０８ ９９（１４２２／１４２４）
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓｓｔｒａｉｎ３７２ ９８（１３９７／１４２７）
ＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｒｕｂｅｒｓｔｒａｉｎＤＳＭ４３３３８ ９８（１３９４／１４２６）
ＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｅｒｙｔｈｒｏｐｏｌｉｓＥＫ５ ９７（１３９４／１４３０）
ＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｋｏｒｅｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＤＮＰ５０５ ９７（１３８２／１４２８）

　　注：括号中为具体数据比。表４同。

表４　菌株Ｊ－５与相关细菌１６ＳｒＤＮＡ序列比较

细菌来源 相似性（％）
ＳｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｉｚｕｔａｉｉＤＳＭ１１７２４ ９８（１３９２／１４１９）
ＳｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｄａｅｊｅｏｎｅｎｓｅＴＲ６－０４ ９７（１３７４／１４２１）
ＳｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｏｍｐｏｓｔｉｓｔｒａｉｎＴ５－１２ ９４（１３１２／１３９９）
Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｋｉｔａｈｉｒｏｓｈｉｍｅｎｓｅ１０Ｃ ９３（１３１６／１４２２）
ＳｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｈａｌｐｏｐｈｉｌｕｍｓｔｒａｉｎＤＳＭ１１７２３ ９３（１３１６／１４２１）
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　　从图 ６可以看出，菌株 Ｊ－４和 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｚｏｐｆｉｓｔｒａｉｎ
ＤＳＭ４４１０８、ＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｒｕｂｅｒｓｔｒａｉｎＤＳＭ４３３３８、Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｙｒｉｄｉｎｉｖｏｒａｎｓｓｔｒａｉｎＰＤＢ９、Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓｓｔｒａｉｎ３７２
等菌株的相似性最高，可初步将菌株 Ｊ－４归入红球菌属
（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）。

红球菌是一种革兰氏阳性细菌［８］，广泛存在于水体、土

壤、底泥、植物体内，甚至在昆虫内脏中都可以发现红球菌的

存在。红球菌可以在含有天然或者人工合成的有机化合物的

环境中生长，并具有催化复杂有机物降解的酶基因，对有机物

具有极强的降解能力，是生物修复过程的重要参与者。目前，

红球菌降解石油烃类的研究比较多见，红球菌降解芳香化合

物的研究引起学者们的普遍关注。联苯、氯苯、二甲苯、对硫

代氨基甲酸盐、硫代三嗪、苯并噻唑、２－巯基苯并噻唑等很难
生物降解的杂环化合物都能被红球菌微利用［９－１１］。

有关红球菌降解多氯联苯的研究近年也有报道。Ｏｈｍｏｒｉ
等在２０１１年报道了红球菌（ＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｊｏｓｔｉｉＲＨＡ１）在降解
多氯联苯的时候能积累氯苯甲酸［１２］；Ｅｇｏｒｏｖａ等在２０１１年也
发现了２株红球菌，可高效降解不同氯取代的多氯联苯［１３］；

Ｐｅｔｒｉｃ＇等研究了在长期多氯联苯污染的土壤中降解菌群的功
能，并人为加入红球菌Ｚ６，研究修复土壤中微生物群落情况，
结果发现修复土壤中含有大量类似红球菌的微生物，表明红

球菌在降解多氯联苯过程中发挥主要作用［１４］；杨秀清等也研

究了红球菌对不同氯代联苯的降解［１５］。本研究发现红球菌

Ｊ－４可以利用３，３′，４，４′－四氯联苯进行生长，为今后多氯联
苯的生物修复提供基础。

从图７可以看出，菌株 Ｊ－５和 Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｉｚｕｔａｉｉ
ｓｔｒａｉｎＤＳＭ１１７２４、ＳｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｄａｅｊｅｏｎｅｎｓｅｓｔｒａｉｎＴＲ６－
０４、ＳｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃｏｍｐｏｓｔｉｓｔｒａｉｎＴ５－１２等菌株的相似性最
高，可初步将菌株 Ｊ－５归入鞘氨醇杆菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ）。
　　鞘氨醇单胞菌属的细菌不仅存在于陆地环境，而且也广
泛存在于海洋环境中，鞘氨醇单胞菌可以降解原油、工业油中

的烃类、杂环化合物菲等，还可以产生生物表面活性剂［１６］。

此外，该属细菌还可以降解包括联苯［１７］、ＤＤＴ［１８］、ＰＡＨｓ［１９］等
在内的芳香化合物，但是目前有关鞘氨醇单胞菌可降解多氯

联苯的报道不多。

３　结论与讨论

通过富集驯化，从污水处理厂活性污泥中分离出２株能
以３，３′，４，４′－四氯联苯作为唯一碳源快速生长的细菌Ｊ－４、
Ｊ－５。对２株菌进行了形态观察和１６ＳｒＲＮＡ基因测序，将降
解菌与已知的１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行同源性比较，得出菌
株Ｊ－４为红球菌属（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）的细菌，菌株 Ｊ－５为鞘氨
醇杆菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）的细菌。

初步研究结果表明，菌株Ｊ－４、Ｊ－５可以耐受０．００５ｇ／Ｌ
的３，３′，４，４′－四氯联苯；关于菌株的降解特性，还需进一步
研究。本研究为多氯联苯的生物降解提供了理论依据，有利

于多氯联苯降解菌库的充实和完善。
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分解鸽羽毛地衣芽孢杆菌的分离与鉴定

方光远，茅慧华，郭宇飞，宋丁全，胡志华，蒋加进，孙静静，陈俊红，戴鼎震
（金陵科技学院动物科学与技术学院，江苏南京２１００３８）

　　摘要：在江苏省南京地区土壤内分离到１株细菌ＮＪ－０１，对该菌株进行一系列的细菌形态大小、菌落形态、生化
反应、１６ＳｒＤＮＡ鉴定试验，结果表明分离和鉴定该菌株为地衣芽孢杆菌。该菌株能够很好地分解鸽羽毛，３７℃培养
５ｄ鸽羽毛开始分解，３７℃培养１５ｄ时鸽羽毛小羽枝、羽毛梗全部分解为碎片，对鸽羽毛粉消化分解率为８５％。
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　　随着肉鸽养殖业的迅速发展，肉鸽养殖场产生的大量鸽
羽毛废弃物对环境造成了严重污染，为了寻找处理鸽羽毛废

弃物的方法，笔者所在项目组成员寻找能够分解鸽羽毛的细

菌，对鸽羽毛进行分解处理，从江苏省南京地区土壤分离到１
株细菌，对该细菌进行多次分离培养获得纯培养菌株，该菌株

能够分解鸽羽毛。通过对该菌株进行一系列细菌形态大小、

菌落培养特性、生化反应、１６ＳｒＤＮＡ鉴定，结果表明，该菌株
为地衣芽孢杆菌。现将试验过程及有关内容报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　分解鸽羽毛细菌　从南京地区土壤分离获得１株细
菌，由本校兽医微生物实验室保存。

１．１．２　培养基　普通营养琼脂平板（营养琼脂３８ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，初始ｐＨ值为７．５）；营养肉汤（牛肉膏 ３ｇ，蛋白胨
５ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，初始 ｐＨ值为
７．５）；分解羽毛基础培养基（Ｋ２ＨＰＯ４０．０４％，ＮａＣｌ０．０５％，初
始ｐＨ值为７．５）；羽毛粉发酵培养基（鸽羽毛粉２％，Ｋ２ＨＰＯ４
０．０４％，ＮａＣｌ０．０５％，初始ｐＨ值为７．５）。
１．１．３　染色液　革兰氏染色液１套。
１．１．４　微量生化发酵管　微量生化发酵管购自杭州天和微
生物试剂有限公司，共计１６种：尿素、苯丙氨酸，硫化氢、葡酸
盐、靛基质、葡磷胨水、枸橼酸盐、半固体、赖氨酸、鸟氨酸、葡

萄糖、蔗糖、棉子糖、山梨醇、侧金盏花醇、木胶糖、氨基酸

对照。
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