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　　摘要：为了分析新疆准东油田石油污染土壤中萘双加氧酶功能基因的多态性，采用无机盐培养基，以萘为唯一的
碳源物质，对准东油田石油污染土壤中的萘降解菌进行液体富集培养，用高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＨＰＬＣ）对降解产物进行检测，同时采用萘双加氧酶基因通用引物对萘双加氧酶基因片段进行扩
增、测序及分析。高效液相色谱检测结果显示，萘被降解成小分子产物，证明液体培养基均富集培养获得了萘降解菌

群。从准东油田共分离得到了４９条萘双加氧酶基因片段，共编码３５条氨基酸序列，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＫＹ３０４７８１～
ＫＹ３０４８２９。获得的萘双加氧酶基因系统发育树结果显示，研究获得的萘双加氧酶基因分为４个类群。通过高效液相
色谱分析及萘双加氧酶基因的分子检测，证明准东油田石油污染土壤中含有萘降解菌株，这些萘降解菌株是可以通过

液体富集培养获得的，并且可以通过固体平板获得降解萘的单菌株。
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　　芳香族烃类化合物是煤炭、石油等化石燃料的天然组成
成分，植物体内含有多种酚类产物，它们不完全燃烧亦可产生

芳香烃类化合物。另外，在应对石油短缺问题时，“煤变油”

过程中会产生大量结构复杂的芳香烃化合物［１］。极低含量

的多环芳烃（ｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃａｒｏｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ，简称 ＰＡＨｓ）便
会对人体造成严重危害，是芳香烃化合物中对环境危害最大

的一类［２］。ＰＡＨｓ家族包括１５０多种成员，其中１６种被美国环
境保护署列为优先考虑的污染物［３］。原油中含有２％～４％的
芳香烃，１～５个不等的缩合芳烃［４］，因此，从石油开采区原油

污染土壤中可以检测到高含量的ＰＡＨｓ［５］。该类物质化学结构
稳定，难溶于水，在自然环境中很难降解，因而如何消除此类有

机污染物，在很长时间内一直困扰着人们。微生物降解被认为

是去除ＰＡＨｓ的有效手段，随着微生物降解菌中双加氧酶的分
离及研究的深入，这一难题正被安全有效地解决［６］。

双加氧酶基因是芳烃开环降解的第１步，是关键酶及限
速酶基因。将自然界中的双加氧酶基因按照 α亚基序列信
息的聚类分析，可以分为４类：甲苯／联苯双加氧酶，萘或多环
芳烃双加氧酶，苯甲酸双加氧酶，邻苯二甲酸双加氧酶。因为

多环芳烃双加氧酶具有其独特的特征，所以能够利用芳香烃

双加氧酶α亚基的保守域设计通用引物，用于研究环境中
ＰＡＨｓ降解的功能菌群，是行之有效的手段［７－１０］。

研究微生物降解ＰＡＨｓ的途径以及对降解过程中涉及的
酶的研究可以为了解微生物对ＰＡＨｓ的转化能力及代谢方式
提供基础，是将微生物降解应用于污染修复的前提。双加氧

酶基因作用于多环芳烃氧化开环的初始步骤，其多态性及含

量决定了土壤的自我修复能力。对于萘双加氧酶而言，因其

活性中心具有相对较小的结构上的保守性，其底物范围相对

比较广泛［１］，因此，萘双加氧酶的基因也常被作为原油污染

土壤中微生物菌群降解多环芳烃的指标物进行分子检测［５］。

萘双加氧酶的催化能力差异较大，因此需要对萘双加氧酶基

因资源进行多态性研究，并以此为指导依据，筛选高效降解菌

进行污染物的原位修复仍是未来工作的热点［１１］。

本研究采集新疆准东油田原油污染不同年限的沙质土

壤，用以分析不同年限原油污染土壤中 ｎａｈ基因的多态性变
化，同时以萘为唯一碳源，液体富集培养萘降解菌群，对可培

养萘降解菌群中ｎａｈ基因的多态性进行研究。通过对准东油
田石油污染土壤中非培养、可培养萘降解菌群双加氧酶基因

多态性的研究，揭示其原位基因的组成特征，并通过对可培养

萘降解菌群双加氧酶基因的分析，研究降解菌群的培养规律。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　准东油田采油区位于新疆准噶尔盆地东
部，地理位置为８８°４０′～８９°２２′Ｅ，４３°４０′～４４°２０′Ｎ。试验采
集准东油田同一个采油区３个不同石油污染年限的土壤，土
壤样本编号为ＺＤ１、ＺＤ２、ＺＤ３。于２０１５年６月采集样本，采集
样本时与采油区工作人员了解具体情况，ＺＤ１为废弃单罐井，
石油污染时间为５年以上；ＺＤ２为闸阀井，污染时间为１年
（持续污染）；ＺＤ３位于采油井边，污染时间为３年。采样时去
除表面土壤，采集深度为２～２０ｃｍ，每个样点采集５份土样。
将采集的土样装入无菌密封聚丙烯袋中，在低温下运送至实

验室，于４℃保存备用。
１．１．２　试验试剂　ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＴＭ ＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ土壤基因组
ＤＮＡ抽提试剂盒，购自 ＭＯＢＩＯ公司；细菌基因组 ＤＮＡ提取
试剂盒，购自生工生物工程（上海）股份有限公司；ＬＡＴａｑ
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ＤＮＡ聚合酶和ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，购自大连 ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡ凝
胶回收试剂盒，购自杭州 Ａｘｙｇｅｎ公司；ｐＣＲ２．１－Ｔｖｅｃｔｏｒ，购
自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＨ５α大肠杆菌感受态细胞，购自北
京全式金生物技术有限公司；ＨｈａⅠ、ＲｓａⅠ、ＨｉｎｆⅠ，购自美
国ＮＥＢ公司；其余试剂均为国产分析纯。
１．１．３　试验仪器　ＰＣＲ仪（ＴＣ－４１２），购自 ＴＥＣＨＮＥ公司；
凝胶成像仪，购自ＳＹＮＧＥＮＥ公司；离心机（ＳＩＧＭＡ３－１８Ｋ），
购自ＳａｒｔｏｒｉｕｓＡＧ公司；琼脂糖水平电泳仪（ＤＹＣＰ－３１ＤＮ），
购自北京六一生物科技有限公司。

１．１．４　培养基　液体富集培养基为无机盐基础培养基，由大
量元素（９９ｍＬ）和微量元素（１ｍＬ）２个部分组成。大量元素
成分：１．０ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４，０．８ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４，０．２ｇ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４，０．２ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．１ｇ／ＬＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，
０．００５ｇ／ＬＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ。

微量元素成分：０．０３９９ｇ／ＬＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ，０．０４２８ｇ／Ｌ
ＺｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ，０．０３４７ｇ／Ｌ（ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２４·４Ｈ２Ｏ

［１２］。ｐＨ值
为７．０±０．２，于１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。在固体培养基中添加
１．５％ 琼脂粉。
１．２　方法
１．２．１　液体富集培养萘降解菌群　等量混合５份石油污染
土壤，称取 １０ｇ，加入 １００ｍＬ液体富集培养基中，再加入
０．０５ｇ萘作为唯一碳源及能源物质，于１８０ｒ／ｍｉｎ、３２℃避光
培养７ｄ。培养结束后吸取１０ｍＬ富集培养液，离心收集菌
体，将无菌培养基在洗脱后加入新的液体培养基中，此过程重

复５次。
１．２．２　 高 效 液 相 色 谱 法 （ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＨＰＬＣ）检测萘降解产物　高效液相色谱
法检测的样本为液体培养９６ｈ后的样本（外源添加的萘肉眼
不可见），用１５ｍＬ乙酸乙酯萃取，重复３次。将含有降解产
物的乙酸乙酯于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃沉淀，干燥后加
１ｍＬ甲醇溶液溶解。测试条件：以甲醇和水（体积比为
８２∶１８）为流动相，流动速度为１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为１０μＬ，检
测波长为２７０ｎｍ，采用Ｃ１８柱，整个过程的温度为４０℃

［１３］。

１．２．３　土壤基因组 ＤＮＡ的提取与萘降解菌基因组 ＤＮＡ的
提取　等量混合每个样点采集的土样，分别称取０．４ｇ土样，
采用ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＴＭＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ土壤基因组ＤＮＡ抽提试剂
盒对土壤基因组ＤＮＡ进行提取，操作过程按照说明书相关步
骤进行。液体富集萘降解菌群采用生工生物工程（上海）股

份有限公司生产的细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒进行提取，提
取时离心收集５ｍＬ富集培养菌液中的菌体。３个土壤所对
应的样品编号为ＺＤ１、ＺＤ２、ＺＤ３，液体摇瓶对应的编号为Ｙ。
１．２．４　萘双加氧酶基因片段的ＰＣＲ扩增　采用萘双加氧酶
基因（ｎａｈ基因）的通用引物（ＮＡＨ－Ｆ：５′－ＣＡＡＡＡＲＣＡＣＣＴＧＡ
ＴＴＹＡＴＧＧ－３′；ＮＡＨ－Ｒ：５′－ＡＹＲＣＧＲＧＳＧＡＣＴＴＣＴＴＴＣＡＡ－３′），
以不同石油污染年限的土壤总 ＤＮＡ和液体富集培养萘降解
菌群总ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应条件参照已报
道的条件进行［１４］。每个样本平行扩增３个重复，扩增结束
后，电泳检测。

１．２．５　萘双加氧酶基因克隆文库的构建与限制性片段长度
多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＲＦＬＰ）
分型筛选阳性克隆子　为了避免单次扩增的偏向性，混合３

个ＰＣＲ扩增平行样本产物进行凝胶回收。将回收产物与
ｐＵＣ１８－Ｔ载体连接，转化大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α
感受态细胞，每个样本随机挑取９６个白斑，从而构建准东油
田不同年限石油污染土壤以及液体富集培养萘降解菌群中萘

双加氧酶基因的克隆文库。

用碱裂解法提取克隆文库质粒 ＤＮＡ，用 Ｍ１３－Ｆ、Ｍ１３－
Ｒ通用引物对进行载体 ＰＣＲ扩增，反应条件：９４℃ ４ｍｉｎ；
９４℃ ３０ｓ，５１℃３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。
对ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，对阳性克隆子进行筛
选，之后将阳性克隆 ＰＣＲ产物用限制性内切酶 ＨｈａⅠ、
ＲｓａⅠ、ＨｉｎｆⅠ进行３轮酶切，酶切产物用２．５％琼脂糖凝胶
进行电泳检测，将不同 ＲＦＬＰ条带类型对应的克隆子送至生
工生物工程（上海）股份有限公司进行测序，将测序与比对正

确的序列信息提交至ＧｅｎＢａｎｋ数据库。
１．２．６　系统发育分析　将测序获得的萘双加氧酶基因序列
在ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴ同源性比对，下载相似性最高的萘
双加氧酶基因作为标准序列，用ＭＥＧＡ７软件，采用邻接法进
行聚类分析，并构建系统进化树，并用该软件对萘双加氧酶的

氨基酸序列进行聚类分析［１５］。

２　结果与分析

２．１　萘降解菌群降解产物的检测结果
由图 １和图 ２可以看出，萘标准品的保留时间为

４．５９１ｍｉｎ，而对萘降解培养液提取物进行检测时发现，在
７．５ｍｉｎ时出现１个大的吸收峰，在６．７ｍｉｎ时出现１个小
峰。ＨＰＬＣ试验结果表明，在液体培养基中添加的萘，在９６ｈ
后已被降解成２个分子量小于萘的降解产物，证明通过液体
培养获得了准东油田萘降解菌的可培养菌群，而对于２个组
分的降解产物，有待进一步研究其结构。
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２．２　ｎａｈ基因片段的ＰＣＲ扩增结果
以不同石油污染年限的土壤总 ＤＮＡ和液体富集培养萘

降解菌群的总ＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增。如图３所示，通
过ＰＣＲ扩增，得到了清晰的特异性条带，条带大小为４００ｂｐ
左右，目标条带大小与预期扩增的ｎａｈ基因片段大小相符。

２．３　ｎａｈ基因片段的ＲＦＬＰ分析结果
对克隆文库中的阳性克隆子进行 ＰＣＲ筛选，将筛选获得

的阳性克隆子 ＰＣＲ产物用限制性内切酶 ＨｈａⅠ、ＲｓａⅠ和
ＨｉｎｆⅠ进行３轮酶切。原本预期采用２种识别４个碱基的限
制性内切酶，但是ｎａｈ基因的部分 ＰＣＲ条带不能被 ＨｈａⅠ、
ＲｓａⅠ酶切，因此最终采用２种限制性内切酶。用３种限制
性内切酶进行 ＲＦＬＰ分析的部分结果如图４、图５和图６所
示，进一步分析可知，ＺＤ１共有１８个带型，ＺＤ２有１３个带型，
ＺＤ３有１３个带型，Ｙ有１２个带型。

２．４　萘双加氧酶基因的系统发育分析
将测序结果经过 ＢＬＡＳＴ同源比对，去除错误结果，最终

获得的ｎａｈ基因片段数如下：ＺＤ１有１６条，ＺＤ２有１１条，ＺＤ３

有１１条，Ｙ有１１条。将序列信息提交至 ＧｅｎＢａｎｋ数据库，
ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＹ３０４７８１～ＫＹ３０４８２９。

将获得的萘双加氧酶基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ中进行
ＢＬＡＳＴ相似性比对，将相似性较高的序列作为标准序列，用
ＭＥＧＡ７软件，采用邻接法聚类分析构建的系统发育树。由
图７的系统发育树可以看出，从准东油田石油污染土壤中获
得的萘双加氧酶基因可以分为 Ｃｌｕｓｔｅｒａ（Ｃｌｕｓｔｅｒ表示簇）、
Ｃｌｕｓｔｅｒｂ、Ｃｌｕｓｔｅｒｃ、Ｃｌｕｓｔｅｒｄ４个类群，其中 Ｃｌｕｓｔｅｒｂ含有２
个不同的小类群，Ｃｌｕｓｔｅｒｃ含有２个不同的小类群，Ｃｌｕｓｔｅｒｄ
含有３个不同的小类群，每个小类群内的相似性在 ９８％以
内。Ｃｌｕｓｔｅｒａ、Ｃｌｕｓｔｅｒｂ和 Ｃｌｕｓｔｅｒｃ两两间的相似性均在
９５５％以上，其中 Ｃｌｕｓｔｅｒｄ与其他类群的相似性均低
于８５％。

萘双加氧酶ＢＬＡＳＴ同源比对得分最高的序列多来自石
油污染土壤中的免培养细菌，仅 ２条序列来自 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
（假单胞菌属）菌株的萘双加氧酶基因，且这２条序列均存在
于Ｃｌｕｓｔｅｒｂ类群中。此外，比对获得的来源于免培养细菌
ｎａｈ基因的标准序列，除登录号为 ＫＣ８７８８４１的序列外，其他
标准序列均来自大庆油田石油污染土壤［５］，相似性均高于

９８％，而摇瓶培养获得的ｎａｈ基因与Ｙａｎｇ等研究得到的来源
于克拉玛依油田土壤细菌的 ｎａｈ基因序列信息相比，相似性
反而均低于９７％［１６］。

　　将萘双加氧酶基因序列翻译成氨基酸序列，用 ＭＥＧＡ７
进行聚类分析，由图８可以看出，本试验获得的萘双加氧酶α
亚基的核酸序列为４９条，共编码３５条氨基酸序列，与核酸序
列聚类结果相同，共分为４个类群，其中Ｃｌｕｓｔｅｒｂ占整个文库
的７０％，Ｃｌｕｓｔｅｒａ占整个文库的 ２２％，为最大的 ２个类群。
从聚类结果可以看出，来自３个不同石油污染年限土壤中的
ｎａｈ基因并没有很好地聚类，但是从摇瓶培养获得的 ｎａｈ基
因却聚类成独自的类群。

３　结论

新疆地区的石油储量丰富，但是在几十年的开采过程中，

难免会有原油污染物随着开采加工过程进入土壤中。准东油

田采油区大部与古尔班通古特沙漠重合，其土壤微生态环境

脆弱，原油渗漏极易破坏微生物菌群结构。原油渗漏后所含

的烃类能给微生物提供足够的碳源，因此沙质土壤中的原核

微生物多样性往往大于背景土壤，认为有机污染物降解主要

由原核微生物完成［１７］。目前未见针对新疆准东油田开展的

原油污染土壤中芳香烃降解酶基因多态性以及石油污染土壤
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中不同污染物降解菌株分离的报道。

萘双加氧酶的底物范围相对比较广泛，因此萘双加氧酶

基因也常被作为原油污染土壤中微生物菌群降解多环芳烃的

指标物进行分子检测。本研究选择萘作为限制性培养因子，

液体培养萘降解菌群，通过ＨＰＬＣ检测证明，通过试验富集培

养获得了萘降解菌群。如果采用该菌群进行污染物的原位修

复，会极大地避免采用外来菌株受到土著微生物的竞争捕食

作用。此外本研究针对新疆准东油田原油污染土壤中来源的

非培养和可培养萘降解菌的功能基因进行多态性研究。结果

表明，从３个不同年限石油污染土壤内获得的ｎａｈ基因并没
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有很好地聚类，但是从摇瓶中获得的 ｎａｈ基因却聚类形成独
自的类群，证明萘降解菌群结构与环境中的营养物质成分相

关，但是与萘含量并不相关。摇瓶获得的萘降解菌群的ｎａｈ基
因并未在环境样本中获得，说明该菌群在土壤中的含量极低。

通过对准东油田石油污染土壤中非培养和可培养萘降解

菌群双加氧酶基因的多态性研究，揭示其原位功能基因的结

构特征，并通过对可培养萘降解菌群双加氧酶的基因分析，研

究降解菌群的培养规律，可以为进一步从准东油田石油污染

土壤中获得萘降解单菌株及其他稠环芳香烃降解菌株提供

借鉴。
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