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　　摘要：为探索不同植被根际可培养黏细菌与未培养黏细菌的多样性，采用传统的辅助菌诱导方法，对样品的黏细
菌进行分离纯化，通过形态特征结合１６ＳｒＤＮＡ基因的序列分析，确定黏细菌菌株的系统分类地位；利用基于黏细菌特
异性引物的变性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）分析黏细菌的多样性。结果显示，从不同
植被根际土壤中共分离得到１９株，初步鉴定为黏球菌属（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ）１１株，珊瑚球菌属（Ｃｏｒａｌｌｏｃｏｃｃｕｓ）１３株，孢囊杆
菌属（Ｃｙｓｔｏｂａｃｔｅｒ）２株，多囊菌属（Ｐｏｌｙａｎｇｉｕｍ）１株，其中，红树林分离得到的黏细菌种类最多，共７株；樟木最少，为２
株。ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分子指纹图谱技术对其黏细菌多样性结果显示，花梨木、铁木、亚热带常绿阔叶林、针叶林、红树林、
樟木根际土壤中黏细菌的物种丰度分别为１６、２４、３４、２６、３０、２４，多样性指数分别为２．１０、２．５３、３．４９、２．６２、２．７７、２．７３。
ＤＧＧＥ指纹图谱显示，越南不同植被根际土壤存在大量的未培养黏细菌，其技术研究黏细菌多样性比传统分离纯化的
方法方便、快速。本研究为黏细菌开发利用和多样性研究提供理论与技术参考依据。
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　　黏细菌是一类革兰氏阴性细菌，具有复杂的形
态发生行为［１］，可形成多细胞的子实体结构和抗逆

的黏 孢 子。在 系 统 进 化 上，黏 细 菌 位 于 变

形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ） 的 δ 变 形 菌 亚 纲

（Ｄｅｌｔａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）［２］，共分属３个亚目、８个科、２３
个属、５０多个种［３－７］。黏细菌产生的次级代谢产物

具有结构新颖、种类多、作用机制多样的特性，目前

被公认为是仅次于放线菌之后的第二类药源微生

物的新类群［８－９］。

目前，对黏细菌的多样性研究一直以来都是采

用平板培养分离方法［１０－１５］，这种传统分离方法不仅

耗时耗力，而且不能很好地反映土壤黏细菌多样性

的初始状态，因为土壤中许多存活但不可培养的黏

细菌不能被分离与鉴定。利用分子生物学方法可

以克服传统分离方法的缺陷［１６］。目前尚未有不同

植被根际土壤可培养与未培养黏细菌多样性研究

的相关报道。本研究采用传统的辅助菌诱导方法，

对样品的黏细菌进行分离纯化，通过形态结合１６Ｓ
ｒＤＮＡ基因的序列分析，确定黏细菌的系统分类地
位；利用基于黏细菌特异性引物的变性梯度凝胶电

泳（ＤＧＧＥ）［１７］分析黏细菌的多样性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　样品采集　采集越南菊芳国家公园花梨木、
铁木、亚热带常绿阔叶林、针叶林、红树林和樟木的

根际土壤，为防止霉菌的污染，立即自然室温风干，

放入４℃冷库保存备用。
１．１．２　主要培养基［７］　水琼脂培养基 （ＷＣＸ）、
ＶＹ／２培养基、ＬＢ培养基。
１．２　试验方法
１．２．１　样品处理　取风干的土样２．５～３．０ｇ，用含
１００μｇ／ｍＬ放 线 菌 酮 的 无 菌 水 浸 泡 过 夜，
６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集样品。
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１．２．２　 黏细菌子实体的诱导 　 用 Ｅ．ｃｏｉｌ、
Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｓｐ．２种被捕食菌菌浆在 ＷＣＸ培养基
上划十字交叉线，３０ｍｉｎ后在十字线交叉点处接种
大豆大小的经放线菌酮处理的土样，３０℃恒温培
养，４ｄ后观察子实体的形成。
１．２．３　纯化与保藏　挑取可疑菌株接种于 ＬＢ液
体培养基进行验纯，纯化的菌株分别用 ＶＹ／２斜面
培养基、１５％甘油及冻干管保藏。
１．２．４　土壤 ＤＮＡ的提取及扩增　土壤 ＤＮＡ的提
取使用Ｍａｇｅｎ公司的土壤ＤＮＡ提取试剂盒，按照说
明书进行。ＰＣＲ扩增：ｍｇｌＡ基因的半巢式 ＰＣＲ扩
增［１８］，使用引物分别为ｍｇｌＡ１Ｆ（５′－ＣＧＣＧＡＡＡＴＣＡ
ＡＣＴＧＣＡＡＧＡＴ－３′）与ｍｇｌＡ５Ｒ（５′－ＧＧＣＡＧＧＴＣＧＣ
ＧＣＴＴＧＴＴＧＴＡＣＴＧ－３′）；及引物ｍｇｌＡ４Ｆ（５′－ＣＡＧＧ
ＴＧＴＴＣＴＡＣＧＡＣＧＣＣＡ－３′）与 ｍｇｌＡ５Ｒ（５′－ＧＧＣＡＧ
ＧＴＣＧＣＧＣＴＴＧＴＴＧＴＡＣＴＧ－３′）［１９］。ＰＣＲ扩增体系
均为 ２５μＬ：１０×ＰＣＲ缓冲液 ５．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ１．０μＬ，１０μｍｏｌ／ＬｍｇｌＡ１Ｆ（或 ｍｇｌＡ４Ｆ）
１μＬ，１０μｍｏｌ／ＬｍｇｌＡ５Ｒ１μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２０μＬ。第１轮ＰＣＲ反应
条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性４５ｓ，５６℃退
火４５ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，共进行 ３５个循环；最后
７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。第２轮 ＰＣＲ采用 ｔｏｕｃｈ－ｄｏｗｎ
ＰＣＲ，反应条件为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性
４５ｓ，６５℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，１０个循环；
９５℃ 变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，２５
个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应完成后，ＰＣＲ
产物用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，４℃保存待用。
１．２．５　ＤＧＧＥ分析　ＤＧＧＥ参考 Ｍｕｙｚｅｒ等的方
法［１７］，所用的仪器为美国 Ｂｉｏ－ｒａｄ公司的 ＤＣｏｄｅＴＭ

ＵｎｉｖｅｒｓａｌＭｕｔａｔｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 电 泳 系 统。
ＤＧＧＥ电泳所用的胶浓度为８％ （丙烯酰胺／甲叉双
丙烯酰胺３７．５∶１），变性剂为尿素和甲酰胺，其浓
度梯度为４０％～７５％，电泳缓冲液为１×ＴＡＥ，上样
缓冲液为溴酚蓝，电泳电压７０Ｖ，电流１００ｍＡ，电泳
时间７２０ｍｉｎ。将第２次ＰＣＲ产物浓缩至２０μＬ用
于 ＤＧＧＥ分析。电泳完成后，将 ＤＧＧＥ产物于
Ｇｏｌｄｖｉｅｗ核酸染色剂染色０．５ｈ，凝胶成像仪中观察
结果并照相。利用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析结果。

２　结果与分析

２．１　不同植被根际土壤性质
土壤微生物的量受植被类型的影响，不同的植

被类型由于其地上部分生物量的差异，使得土壤中

的有机碳量明显不同，不同种类的植被，其枯落物

的质量也不尽相同，这２个因素均会影响土壤微生
物的活动［２０］。由表１可见，土壤平均水溶性盐含量
为９．９０ｇ／ｋｇ，其中铁木的最低，为４．４０ｇ／ｋｇ，樟木
的最高，为１５．５０ｇ／ｋｇ。土壤平均有机质含量较高，
为５８．５４ｇ／ｋｇ，红树林最高，为１０６．６４ｇ／ｋｇ，针叶林
最低，为１４．４０ｇ／ｋｇ。ｐＨ值为４．６８～６．４７，偏酸。

表１　不同植被根际土壤性质

样品
水溶性盐含量

（ｇ／ｋｇ）
有机质含量

（ｇ／ｋｇ） ｐＨ值

花梨木 １４．２０ ６７．２９ ４．８８

铁木 ４．４０ ５３．９４ ５．７９

亚热带常绿阔叶林 ７．１５ ４０．７１ ４．６８

针叶林 １２．５０ １４．４０ ６．４７

红树林 ５．６３ １０６．６４ ５．９９

樟木 １５．５０ ６８．２７ ６．００

２．２　不同植被根际土壤可培养黏细菌的分类鉴定
黏细菌的形态特征主要包括营养细胞形态、子

实体形态、黏孢子形态以及它们特征性的菌落结

构。黏细菌的分类主要保持在形态上，且由于其形

态的复杂性决定着形态分类比其他细菌更为可

靠［１］。Ｓｐｒｅｒ等曾证实了形态分类是与黏细菌在种
水平上的分类相吻合的试验，并认为形态分类对黏

细菌新种鉴定仍是一种可靠的手段［２１］。根据

《ＢｅｒｇｅｙｓＭａｎｕａｌｏｆＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｖｅＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ》（第
九版）［２２］和《Ｐｒｏｋａｙｏｔｅｓ》（第二版）［２３］的黏细菌分类
标准，分离得到黏球菌属（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ）１１株、珊瑚球
菌属（Ｃｏｒａｌｌｏｃｏｃｃｕｓ）１３株、孢囊杆菌属（Ｃｙｓｔｏｂａｃｔｅｒ）
２株（未纯化）、多囊菌属（Ｐｏｌｙａｎｇｉｕｍ）１株，其中，
红树林分离得到的黏细菌种类最多，共７株，其次是
铁木和亚热带常绿阔叶林，均为６株，花梨木和针叶
林均为３株，樟木最少，为２株（表２）。
　　橙色黏球菌（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｆｕｌｖｕｓ）的子实体橘黄
色、球形且比较黏滑；黄色黏球菌 （Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ
ｘａｎｔｈｕｓ）的子实体黄色、球状、表面光滑，黏液较多；
弱小珊瑚球菌（Ｃｏｒａｌｌｏｃｏｃｃｕｓｅｘｉｇｕｏｕｓ）为白色，球
形，在自然条件下的子实体较小；珊瑚状珊瑚球菌

（Ｃｏｒａｌｌｏｃｏｃｃｕｓｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ）的子实体形态多样，波浪
状 或 珊 瑚 状，黄 色，较 黏 滑；孢 囊 杆 菌 属

（Ｃｙｓｔｏｂａｃｔｅｒ）的孢子囊无柄、单个或成群，圆形或盘
卷，褐色；叶柄黏球菌（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｓｔｉｐｉｔａｔｕｓ）是带柄
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表２　不同植被根际土壤可培养黏细菌多样性

样本
菌株数（株）

Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ Ｃｏｒａｌｌｏｃｏｃｃｕｓ Ｃｙｓｔｏｂａｃｔｅｒ Ｐｏｌｙａｎｇｉｕｎ 合计

花梨木 ２ １ ０ ０ ３

铁木 ２ ３ １ ０ ６

亚热带常绿阔叶林 ２ ３ ０ １ ６

针叶林 ２ １ ０ ０ ３

红树林 ３ ３ １ ０ ７

樟木 ０ ２ ０ ０ ２

总共（株） １１ １３ ２ １ ２７

的黏球菌，子实体黄色或粉色，表面光滑；多囊菌属

（Ｐｏｌｙａｎｇｉｕｍ）子实体白色或粉色，圆形、刻蚀培养基
（图１）。
２．３　不同植被根际土壤可培养黏细菌的分子鉴定

黏细菌菌株结合１６ＳｒＤＮＡ进行序列分析，将
其鉴定到属。６种不同植被根际土壤可培养的黏细

菌共分离得到 １９株，依据黏细菌的形态结构以及
１６ＳｒＤＮＡ序列分析（图２），利用５个不同种属的黏
细菌建立的系统发育树，初步鉴定黏细菌分属于３
个属，Ⅰ类为黏球菌属（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ），Ⅱ类为珊瑚球
菌属 （Ｃｏｒａｌｌｏｃｏｃｃｕｓ），Ⅲ 类 为 多 囊 杆 菌 属

（Ｐｏｌｙａｎｇｉｕｍ）。
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２．４　ＤＧＧＥ分析不同植被根际土壤黏细菌的多
样性

不同植被根际土壤黏细菌 ＤＧＧＥ图谱见图３。
由表３可知，花梨木、铁木、亚热带常绿阔叶林、针叶
林、红树林、樟木根际土壤中黏细菌的物种丰度（Ｓ）
分别为１６、２４、３４、２６、３０、２４，多样性指数（Ｈ）分别

为 ２．１０、２．５３、３．４９、２．６２、２．７７、２．７３，与可培养黏
细菌（表２）相比，土壤中存在大量的未培养黏细菌。
而样本间的相似性系数（表４）表明，花梨木与针叶
林土壤样品黏细菌相似性系数最低，为２．４％，铁木
与红树林土壤样品黏细菌相似性系数最高，为

４７４％，说明不同植被下黏细菌群落结构存在差异。

表３　不同植被根际土壤黏细菌多样性分析

样本 Ｈ′ Ｄ Ｊ′ Ｓ

花梨木 ２．１０ ０．７４ ０．７６ １６

铁木 ２．５３ ０．８１ ０．８０ ２４

亚热带常绿阔叶林 ３．４９ ０．９１ ０．９９ ３４

针叶林 ２．６２ ０．８０ ０．８０ ２６

红树林 ２．７７ ０．８５ ０．８１ ３０

樟木 ２．７３ ０．８８ ０．８６ ２４

　　注：Ｈ为Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ多样性指数，Ｄ为 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，Ｊ′为

Ｐｉｅｌｏｕ均匀度指数，Ｓ为物种丰度。

３　讨论与结论

本试验中６种植被根际土壤性质为含盐量较
低，有机质含量较高，土质偏酸性。黏细菌通常出

现在中性至微碱性的土壤中，在 ｐＨ值较低的环境
中，可能因其营养缺乏，一般仅有黄色黏球菌

（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｘａｎｔｈｕｓ）、橙色黏球菌 （Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ
ｆｕｌｖｕｓ）、变绿黏球菌（Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓｖｉｒｅｓｃｅｎｓ）和珊瑚状
珊瑚球菌（Ｃｏｒａｌｌｏｃｏｃｃｕｓｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ），偶尔出现多囊

表４　不同植被土壤样品黏细菌的相似性系数

样本
黏细菌相似性系数（％）

花梨木 铁木 亚热带常绿阔叶林 针叶林 红树林 樟木

花梨木 １００．０

铁木 ２１．４ １００．０

亚热带常绿阔叶林 ２５．４ １９．１ １００．０

针叶林 ２．４ ４３．３ １０．７ １００．０

红树林 ２５．６ ４７．４ ２７．５ １３．８ １００．０

樟木 ２３．８ １７．９ ２７．５ ４．８ ３０．７ １００．０

菌 （Ｐｏｌｙａｎｇｉｕｎ） 和 蝶 形 囊 球 菌 （Ａｎｇｉｏｃｏｃｃｕｓ
ｄｉｓｃｉｆｏｒｍｉｓ）。真正的嗜酸性黏细菌还有待继续发

现［２４－２５］。本研究的土壤ｐＨ值为 ４．６８～６．４７，除了
通常可以分离得到的黏球菌属和珊瑚球菌属，还分
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离得到在酸性环境中少见的多囊菌属与在酸性环

境中未曾报道的孢囊杆菌属，这与黏细菌子实体和

黏孢子具有很强的抗逆性，以及越南特殊的土壤微

环境有关，使较多种类的黏细菌更适合生存；同时

也进一步说明，在酸性环境条件下，不同植被的根

际土壤，能为黏细菌提供不同的食物基础和生存生

境，黏细菌的多样性也存在差异，６个样品中，樟木
根际土壤只分离到２株珊瑚状珊瑚球菌，得到的可
培养黏细菌最少；其次是花梨木，分离得到２株橙色
黏球菌和１株珊瑚状珊瑚球菌，针叶林分离到２株
橙色黏球菌和１株弱小珊瑚球菌；铁木和亚热带常
绿阔叶林较多，均为６株，铁木分别为黄色黏球菌、
珊瑚状珊瑚球菌、弱小珊瑚球菌和孢囊杆菌，亚热

带常绿阔叶林为黄色黏球菌、珊瑚状珊瑚球菌、弱

小珊瑚球菌和多囊菌；红树林分离得到的最多，包

括橙色黏球菌、黄色黏球菌、叶柄黏球菌、珊瑚状珊

瑚球菌、弱小珊瑚球菌和孢囊杆菌，共７株。
为了有效避免在传统分离纯化过程中造成的

黏细菌遗传多样性信息的丢失，使得分析结果更真

实、全面地反映黏细菌群落结构，利用 ＤＧＧＥ图谱
进一步分析６种不同植被根际土壤的黏细菌多样
性，结果发现土壤中可能存在大量的难培养黏细菌

或未培养黏细菌的资源，在分离纯化过程中，黏细

菌纯化过程相对较长且不易纯化，可能与土壤中黏

细菌的伴生菌难以分离有关，其原因须进一步研

究。另一原因，可能由于越南地处北回归线以南，

雨量充沛，年平均降水量１５００～２０００ｍｍ，是典型
的热带地区，霉菌污染相对较多。由于其特殊的地

理环境，需对越南黏细菌挖掘筛选方法进一步改

善，以期获得更多的黏细菌类群，丰富黏细菌资源。

不同植被覆盖的根际土壤黏细菌资源不同，且有明

显差异，说明不同植被覆盖的根际土壤微生境不

同，从而决定其群落结构的差异，不同的群落结构

可能存在不同的黏细菌类群。

到目前为止，热带亚热带根际土壤黏细菌分离

纯化这一特殊生境中黏细菌资源的研究尚处于启

蒙阶段，特别是在酸性环境条件下的黏细菌研究，

还须继续探索分离纯化方法。黏细菌是一类天然

药物筛选资源，在其活性筛选、代谢产物等方面，有

待进一步研究。
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　　摘要：为构建一种具有高效降解油脂能力的复合菌剂，以大豆油为唯一碳源，通过单因素试验，研究接种量、初始
ｐＨ值、温度、初始大豆油含量等因素对复合菌剂降解油脂性能的影响。结果表明，以３％的接种量为最佳接种量，复
合菌剂能耐受较大范围的ｐＨ值变化，复合菌剂降解油脂的最佳温度为３０℃，初始含油量为 ０．１０％ 时，油脂降解效
率最高。因此，复合菌剂降解油脂的最佳条件是：接种量为３％、温度为３０℃、ｐＨ值为７．０、初始含油量为０．１％，在此
条件下，油脂降解率为９６．４３％。
　　关键词：复合菌剂；生物降解；油脂；接种量；含油量；优化
　　中图分类号：Ｘ７０３；Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）０７－０２６９－０４

收稿日期：２０１９－０３－０９

基金 项 目：广 东 省 省 级 科 技 计 划 （编 号：２０１６Ｂ０２０２０５００２、

２０１５Ｂ０２０２３７００１）。

作者简介：唐志远（１９９２—），男，广东佛山人，硕士研究生，主要研究

方向为固体废弃物资源化利用。Ｅ－ｍａｉｌ：ｔｚｙｓ２０１８＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：刘可星，博士，副教授，主要从事土壤肥料、工农业废物的

农业资源化、农业生态环境等领域的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｋｘｌｉｕ＠ｓｃａｕ．

ｅｄｕ．ｃｎ。

　　在我国居民生活与消费水平日益提高的背景
下，肉类、牛奶加工业及餐饮业快速发展，但这类产

业引发的环境问题不容忽视，油性废水排放是其中

较为突出的问题。油性废水的危害主要有直接排

放油性废水会引发油脂在水表面上形成一层膜，降

低水体的复氧能力及自净能力，危害水体生态环

境［１－２］；油性废水易产生刺激性味道，容易堵塞管

道［３］；传统活性污泥法处理含油废水效果差，主要

是由于污泥被油脂包裹，降低了传质效率，进而影

响对废水的处理效果［４－６］。目前，有效解决这一技

术性问题的有效途径是采用除油器将废水中的大

部分油脂分离出来，进行微生物处理。

微生物可将油脂作为碳源与能源物质，通过自

身的生长繁殖消除油脂污染，且利用微生物处理油

性废水具有操作简便、成本低和不产生二次污染等

优点［７］。相关研究表明，目前用来研究微生物处理

油性废水的菌株主要是铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、酵母菌和芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）［８－１０］。
目前，国内外多采用单一菌株研究微生物降解油性

废水的性能，而关于复合菌剂降解油性废水的研究

较少。相关研究表明，复合菌剂中的菌株之间具有

较好的协同作用，对成分复杂的油脂具有较强的降
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