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摘要：从 ’ 种不同土壤中分离和纯化得到 &# 个石油降解细菌菌株。分离菌株均为好氧菌、革兰氏阴 性 菌、不 形 成

芽孢的杆菌。&# 个菌株均能利用中等链 长 的 烷 烃、柴 油 和 原 油 作 为 碳 源，而 不 能 以 单 环 芳 烃 和 多 环 芳 烃 为 碳 源。

根据其生理生化性状和 &)* +,-. 序 列 分 析 结 果 表 明，分 离 菌 株 /0.1，/0.)，/0.%，/0.2 和 /0.( 为 假 单 胞 菌

（!"#$%&’&()" 3445 ），/0.&#、/0.&&、/0.&"、/0.&’ 和 /0.&6 为不动杆菌（*+,(#-&.)+-#/ 3445 ），均属于 7+89:8;<=>

9:+?< 的 ! 亚群。
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! ! 造成环境污染的石油烃主要来源于自然界蕴藏

石油的天然渗出和石油生产、转运和储存过程中的

泄漏。近年来，地下储油罐和输油管的石油泄漏时

有发生，而海洋溢油事故亦已成为海洋和海岸污染

的主要来源。大规模的原油泄漏对海洋和陆生生物

具有长期危害，因 而 已 引 起 人 们 的 高 度 重 视（Y<S;<
#- )15 ，&((2）。在自然状态下，多种微生物具有降

解和转化原油组分的能力。生物修复是利用自然界

中的生物活性以减少和降低各种化学物质浓度和毒

性的过程（[8+R< #- )15 ，&((%）。微生物的石油降解

能力是对石油污染进行生物修复的生物学基础，直

接决定生物修复的效率。本文从 ’ 种不同土壤中分

离和纯化得到 &# 个石油降解细菌菌株，并根据其生

理生化性状和部分长度的 &)* +,-. 序列确定了分

离菌株的分类学和系统发育地位。

!: 材料与方法

!; !: 分离源

本研究中的石油降解菌株分别从 ’ 种不同土壤

! 基金项目：国家自然科学基金（’#&%##’#）
收稿日期："##& A #% A &)；接受日期："##& A && A ""
作者简介：韩如旸，男，&(%" 年出生，现为浙江大学在读博士生。主要研究方向为环境微生物学和有机污染物的生物降解。/>U<?S：3DFFX\M+X
] X<M885 =8U



! 期 韩如旸等：石油降解细菌的表型特性和系统发育分析 !"#$$

样品中分离 和 纯 化 得 到。# 种 土 壤 分 别 是：桑 园 土

（ 采自浙江大 学 华 家 池 校 区 桑 园，采 集 时 间 为 !"""
年 % 月 && 日），油 田 土 壤（ 采 自 安 徽 省 天 长 市 苏 北

油田，采集时间为 !""" 年 ’ 月 !( 日），油污土壤（ 采

自浙江 大 学 华 家 池 校 区 汽 车 修 配 厂，采 集 时 间 为

!""" 年 ( 月 &% 日）。

!" #$ 培养基

本实验分别用 ’ 种不同的培养基富集和分离石

油降 解 细 菌：)& 和 )! 培 养 基（ *+,-./01 !" #$2 ，

&334），)# 培 养 基（ 5.1677. 8 9011:，&3%4），)4 培 养

基（;770: 8 <1=>/，!"""），)( 培养基（ )=?@- !" #$2 ，

&33"），)A 培 养 基（*7B? 8 C.1D=E0-F，&3A’），)’ 培

养基（G@./? !" #$2 ，!"""）。少量原油和柴油预先置

于 (" HI 厌氧瓶中，&!&J 湿热灭菌 #" H6/。灭菌后

用无菌玻棒或细竹棒挑取少量原油（ 以油膜覆盖整

个培养基表面为宜）或用无菌微量注射器吸取柴油

（"2 !K ）和单一烃类加入培养基中作为碳源。

用于菌株分离和保存的培养基为含有 "2 &K 酵

母粉、"2 &K 蛋白 胨 和 !K 琼 脂 的 基 础 培 养 基，制 成

平板或 # HI 分 装 于 试 管，制 成 菌 种 保 存 斜 面；含

!K 琼脂的固体培养基分装于试管中，每管 &" HI，

灭菌后加入原油，旋涡混匀后，制成石油平板，用于

菌株分离。

!" %$ 分离和纯化方法

将少 量 土 壤 样 品 加 入 &"" HI 原 油 培 养 基 中，

#"J 、&"" 1LH 摇床，培养 4% M ’! @。菌液混浊后，吸

取 & HI 培养液转接至新鲜培养基。连续转接 4 次。

将培养液系列稀释，用涂抹法将 "2 & HI 稀释菌液涂

布于石油平板，培养 4% M ’! @；待平板长出菌落后，

选择不同形态的菌落，重新转接至石油液体培养基

中，摇床培养 4% M ’! @；培养液变混后，用酵母粉蛋

白胨平板划线分离出单菌落。用石油平板和石油液

培交替培养纯化数次，最后将分离菌株保存于酵母

粉蛋白胨斜面。

!" &$ 生理生化特性

本研 究 使 用 NOP（N1.HQO0?.-6E0 PR0/-6S6T.-6=/）

革兰氏阴性细菌鉴定卡，利用 <6=C0160BU V6-0D 自动

化鉴定系统获得 #& 个生理生化性状指标。

!" ’$ !() *+,- 的 ./0 和测序

从酵母粉蛋白胨平板中直接挑取一环菌体，加

入至 &"" !I 重蒸水中，旋涡混匀后，沸水浴 ! 分钟，

&! """ 1LH 离心 ( H6/，上清液直接用于 9GW 反应。

用于 &AX 1YO; 的 9GW 反应的引物为一对通用引物

（@--L：Z Z ,67D2 B6T2 .T2 [0 Z L16H01 Z R.-.[.,02 @-H7）。 正

向引物 <X)% Z !"：(\Q;N;N] ]]N;] GG]NN G]G;NQ
#\；反 向 引 物 <XW&(4& Z !"：(\Q;;NN; NN]N; ]GQ
G;N GGNG;Q#\。引物由上海生工生物 工 程 技 术 服

务有限公司合成。9GW 反应体系（(" !I）（Y0E010BU
8 ^6776,，&33(）为：&" _ 9GW 缓 冲 液 ( !I，C?G7!

（!( HC）4 !I，RO]9（( HC）! !I，引 物 <X)% Z !"
（&"" !? Z HI）和引物 <XW&(4& Z !"（&"" !? Z HI）各

表 !$ 用于系统 发 育 树 构 建 的 分 离 菌 株 和 相 关 参 比 菌 株 的

细菌名称、菌株编号和 1234 序列登录号
].[70 & $ O.H0,，,-1.6/ /BH[01，./R ‘C<I .TT0,,6=/ /BH[01
=S ,0aB0/T0, =S ,-1.6/, ./R -@061 107.-0R [.T-016. B,0R 6/ -@0 T=/Q
,-1BT-6=/ =S B/1==-0R L@:7=?0/0-6T -100

细菌名称

O.H0, =S [.T-016.
菌株编号

X-1.6/ /BH[01

登录号

;TT0,,6=/
/BH[01

%&’(!")*#&"!+ ,L2 ‘V;&" ;b4&"!%A
%&’(!")*#&"!+ ,L2 ‘V;&& ;b4&"!%’
%&’(!")*#&"!+ ,L2 ‘V;&! ;b4&"!%%
%&’(!")*#&"!+ ,L2 ‘V;&# ;b4&"!%3
%&’(!")*#&"!+ ,L2 ‘V;&4 ;b4&"!3"
,-!./)0)(#- ,L2 ‘V;( ;b4&"!%&
,-!./)0)(#- ,L2 ‘V;A ;b4&"!%!
,-!./)0)(#- ,L2 ‘V;’ ;b4&"!%#
,-!./)0)(#- ,L2 ‘V;% ;b4&"!%4
,-!./)0)(#- ,L2 ‘V;3 ;b4&"!%(
%&’(!")*#&"!+ #(’"+#".- ;]GG &(#"% c&"%’4
%&’(!")*#&"!+ *#.0#((’’ YXC #"""’] d%&AA"
%&’(!")*#&"!+ &#$&)#&!"’&.- ;]GG !#"((] 53#4#4
%&’(!")*#&"!+ &#$&)#&!"’&.- YXC #"""A d%&AA&
%&’(!")*#&"!+ &#$&)#&!"’&.- YXC #"""3 d%&AA%
%&’(!")*#&"!+ 1#!0)$2"’&.- ;]GG &’3"A] 53#4#’
%&’(!")*#&"!+ 3)1(-)(’’ ;]GG &’3"3] 53#44"
%&’(!")*#&"!+ 3.(’’ ;]GG &’3"%] 53#4#%
%&’(!")*#&"!+ $4)55’’ ;]GG &’3!( 53#44&
%&’(!")*#&"!+ +#/’)+!-’-"!(- C &’A34] 53#44(
,-!./)0)(#- #!+.6’()-# ICN &!4!] 5’AA(&
,-!./)0)(#- #$&#$’6!(!- P;C &!4&& Y%4""A
,-!./)0)(#- 5$.)+!-&!(- P;C &!"!! Y%4"&#
,-!./)0)(#- 1#$)71’$# YXC #"("] ;<"!&#%#
,-!./)0)(#- 0!(/)&’(# ;]GG !(4&# ;b""A&"3
,-!./)0)(#- (’"+)+!/.&!(- P;C&4#3 Y%4"!&
,-!./)0)(#- )$!)8)+#(- P;C &("% Y%4"&%
,-!./)0)(#- 7."’/# ;]GG &’(!! Y%(33(
,-!./)0)(#- +!-’()8)+#(- ;]GG &4!#(] ;<"!&#’#
,-!./)0)(#- -2+’(6#! ;)&"(#3"
9#+’()*#&"!+ #:.#!)$!’ ;b"""’!A
9#+’()*#&"!+ 12/+)&#+*)()&$#-"’&.- ;]GG !’&#!] ;<"!&#’!

注：‘V;(Q‘V;&4 菌株及其 &AX 1YO; 序 列 为 本 项 研 究 的 结 果，其 他

菌株的序列从 N0/<./D 中获取

&AX 1YO; ,0aB0/T0, =S ,-1.6/ ‘V;(Q‘V;&4 >010 10,B7-, =S -@6, L1=e0T-
./R =-@01 ,0aB0/T0, >010 10-160E0R S1=H N0/<./D



!"#$$ 生 物 多 样 性 $ $ !"#$"%&’(")* +,"&-,& %" 卷

% !&，模 板 ’() % !&，*+, 酶（%" """ - . /&）"0 1
!&，重 蒸 水 210 1 !&。345 程 序 如 下（’676869: ;
<=>>=?，%@@1；’+/=+A= &) ./0 ，%@@B）：%）@#C ! /=A；

!）@#C % /=A，1BC % /=A，D!C ! /=A；2）第 ! 步循

环 !@ 次；#）D!C %" /=A；1）B"C %" /=A；B）室 温

放置。345 产物用 EF)G6A6 公司的 ’() 纯化试剂

盒纯化。测序由上海申友生物技术有限责任公司完

成，测序用引物为引物 HIJK . !"。

!" #$ 系统发育分析

获得 %" 个石油降解菌株部分长度的 %BI 8’()
序列（ 约 B1" LM），菌株的 NOH& 序列登录号见表 %。

将所测序列通过 H>+?P 程序与 G6AH+AQ 中核酸数据

进 行 比 对 分 析（ RPPM：. . SSS0 ATL=0 A>/0 A=R0 UV7 .
L>+?P）（)>P?TR9> &) ./0 ，%@@D），并利用序列比对软件

4>9?P+>W%0 K（ *RV/M?VA &) ./0 ，%@@D），系 统 发 育 分

析软件 3XY&F320 B（ J6>?6A?P6=A ; 4R98TR=>>），进 化

树生成软件 *8667=6S 构建进化树。用于系统发育树

构建的相关菌株见表 %。

%$ 结果

%" !$ 分离菌株的特性

本研究得到的 %" 个石油降解菌株均为革 兰 氏

染色反应阴性的杆菌或短杆菌。菌株编号、分离源、

培养基和分离用碳源见表 !。

菌株 NZ)1，NZ)B，NZ)D，NZ)K 和 NZ)@ 均 为

长杆菌（ 图 %），菌落边缘不规则，呈泡状突起，中央

区强烈皱缩，菌苔易扩散。在酵母粉蛋白胨培养基

和烃类培养基中生长时均产生水溶性色素，色素颜

色深浅不一，NZ)1 和 NZ)B 为 浅 蓝 色，而 NZ)@ 为

深蓝 色。 菌 株 NZ)%"，NZ)%%，NZ)%!，NZ)%2 和

NZ)%# 为短杆 菌，多 数 菌 体 接 近 于 球 状（ 图 !），菌

落形态 呈 煎 鸡 蛋 形，生 长 过 程 中 不 产 色 素。 其 中

NZ)%2 菌落较小，易扩散。

烃类利用实验结果表明，分离菌株仅能利用 4%!

烷、4%# 烷、4%B 烷 等 中 等 长 度 的 烷 烃、柴 油 和 原 油 为

碳源生 长，不 能 利 用 单 环 芳 烃 和 多 环 芳 烃。另 外，

NZ)%"、NZ)%%、NZ)%! 和 NZ)%2 能利用苯甲酸钠，

但是仅 NZ)%2 能利用水杨酸。

本实验利用 H=VO68=69: Z=P6Q 微 生 物 鉴 定 系 统

得出 2% 个 生 理 生 化 性 状 如 表 2 所 示。 NZ)1，

NZ)B，NZ)D ，NZ)K 和 NZ)@ 的生理生化性状大致

相同，但 NZ)@ 的甘露醇氧化为阴性，而其他菌株均

为阳性。NZ)%"，NZ)%%，NZ)%!，NZ)%2 和 NZ)%#

的性 状 大 致 相 同。但 NZ)%"、NZ)%2 和 NZ)%# 脲

酶阳性，而 NZ)%% 和 NZ)%! 均 为 阴 性。NZ)%2 和

NZ)%# 柠 檬 酸 利 用 阳 性，而 NZ)%"，NZ)%% 和

NZ)%! 均 为 阴 性。 NZ)%# 有 多 个 性 状 不 同 于

NZ)%"，NZ)%%，NZ)%! 和 NZ)%2。

图 !$ 以十四烷为碳源培养的 &’() 菌体的相差照片

J=U0 %$ 3R+?6[TVAP8+?P MRVPV/=T8VU8+MR? V\ NZ)1 T6>>? U8VSA VA
-[P6P8+]6T+A6（%!"" ^ ）

图 %$ 以十四烷为碳源培养的 &’(!* 菌体的相差照片

J=U0 ! $ 3R+?6[TVAP8+?P MRVPV/=T8VU8+MR? V\ NZ)%2 T6>>? U8VSA
VA -[P6P8+]6T+A6（%!"" ^ ）

%" %$ !#+ ,-.( 的序列分析

从系统进化树可看出（ 图 2），%" 个石油降解菌

株分 别 与 0(&1$#2#-.( ?MM0 和 3,"-&)#4.,)&’ ?MM0 归

于同一簇群，二者与 5.’"-#4.,)&’ 6*$’#,.’4#-#,/.()",7
1( )*44 !D%2!*，5.’"-#4.,)&’ .81.&#/&"（ X99 &)
./0 ，%@@@）为代表的嗜盐的烃类降解菌差异较大。

菌株 NZ)1，NZ)B，NZ)D，NZ)K，NZ)@ 均最接近 于

0(&1$#2#-.( .&’19"-#(. &OG %!#!*。该菌株的在系

统发育 地 位 上 属 于 细 菌 域（ H+TP68=+），变 形 细 菌 门

（38VP6VL+TP68=+），" 亚 门（G+//+ ?9L]=7=?=VA），假 单

胞 菌 科（ 3?69]V/VA+T6+6），假 单 胞 菌 属（ 0(&1$#7
2#-.(）。
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表 !" 分离菌株的分离源和分离用的培养基和碳源
%&’() !$ *+,-.) +/ 01+(&2)1 &34 5)40& &34 .&-’+3 1+,-.)1 ,1)4 /+- 01+(&20+3

菌株编号

*2-&03 3,5’)-
分离源

*+,-.) +/ 01+(&2)1
分离用培养基

6)40& /+- 01+(&20+3
富集和分离用的碳源

7&-’+3 1+,-.)1 /+- )3-0.85)32 &34 01+(&20+3

9:;# 油田土壤 <0(=.+32&503&2)4 1+0(1 /-+5 +0( /0)(4 >! 原油 7-,4) +0(
9:;? 油田土壤 <0(=.+32&503&2)4 1+0(1 /-+5 +0( /0)(4 >@ 原油 7-,4) +0(
9:;A 油田土壤 <0(=.+32&503&2)4 1+0(1 /-+5 +0( /0)(4 >B 原油 7-,4) +0(
9:;C 桑园土壤 D3.+32&503&2)4 1+0(1 /-+5 5,(’)--E /0)(4 ># 原油 7-,4) +0(
9:;F 桑园土壤 D3.+32&503&2)4 1+0(1 /-+5 5,(’)--E /0)(4 >? 原油 7-,4) +0(
9:;@" 桑园土壤 D3.+32&503&2)4 1+0(1 /-+5 5,(’)--E /0)(4 >@ 原油 7-,4) +0(
9:;@@ 油田土壤 <0(=.+32&503&2)4 1+0(1 /-+5 +0( /0)(4 >? 原油 7-,4) +0(
9:;@! 汽配厂油污土壤 <0(=.+32&503&2)4 1+0(1 /-+5 &,2+5+’0() -)G&0- /&.2+-E >B 柴油 H0)1)(
9:;@I 汽配厂油污土壤 <0(=.+32&503&2)4 1+0(1 /-+5 &,2+5+’0() -)G&0- /&.2+-E >B 柴油 H0)1)(
9:;@B 实验室环境中的未知分离源 D3J3+K3 1+,-.) /-+5 (&’ )3L0-+35)32 >A 十四烷 2)2-&4).&3)

表 #" $%&’()%(*+ ,%-(. 系统得出的分离菌株的生理生化特性
%&’() I$ M8E10+(+N0.&( .8&-&.2)-0120.1 +/ 01+(&2)1 ’E O0+6)-0),P :02)J Q4)320/0.&20+3 *E12)5

生理生化性状 M8E10+(+N0.&( .8&-&.2)-0120.1 R9:;#=C 9:;F 9:;@" 9:;@@ 9:;@! 9:;@I 9:;@B
存在 !，B，B=三氯=二羟=二苯醚时的葡萄糖发酵

S(,.+1) /)-5)32&20+3 03 28) G-)1)3.) +/ 28) !，B，B=2-0.8(+-+=
!=8E4-+PE=40G8)3E()28)-

T T U U U U U

葡萄糖氧化 S(,.+1) +P04&20+3 T T T T T T T
生长对照 S-+K28 .+32-+( T T T T T T T
乙酰胺利用 D20(0V&20+3 +/ ;.)2&504) T T U U U U U
七叶甙水解 WE4-+(E101 +/ 91.,(03 U U U U U U U

!=羟基 吲 哚=H=葡 糖 苷 分 解 H)N-&4&20+3 +/ Q34+PE(=!=H=
S(,.+104) U U U U U U U

脲酶 D-)&1) U U T U U T T
柠檬酸利用 D20(0V&20+3 +/ 702-&2) T T U U U T T
丙二酸利用 D20(0V&20+3 +/ 6&(+3&2) T T T T T T T
色氨酸脱氨酶 %-EG2+G8&3 4)&503&1) U U U U U U U

耐多粘菌素 O（"X "I N Y Z）S-+K28 03 28) G-)1)3.) +/ M+(E=
5EP03 O U U U U U U U

@[ 乳糖氧化 @[ Z&.2+1) +P04&20+3 U U T T T T U
麦芽糖氧化 6&(2+1) +P04&20+3 U U U U U U U
甘露醇氧化 6&3302+( +P04&20+3 T U U U U U U
木糖氧化 \E(+1) +P04&20+3 T T U U U U T
棉子糖利用 D20(0V&20+3 +/ ]&//03+1) U U U U U U U
山梨糖利用 D20(0V&20+3 +/ *+-’02+( U U U U U U U
蔗糖利用 D20(0V&20+3 +/ *,.-+1) U U U U U U U
肌醇利用 D20(0V&20+3 +/ Q3+102+( U U U U U U U
核糖醇利用 D20(0V&20+3 +/ ;4+302+( U U U U U U U

存在 " U 香 豆 酸（ 对 U 羟 苯 丙 烯 酸 ）时 的 葡 萄 糖 发 酵

S(,.+1) /)-5)32&20+3 03 28) G-)1)3.) +/ "=.+,5&-0.
U U U U U U U

产生硫化氢 M-+4,.20+3 +/ WE4-+N)3 1,(/04) U U U U U U U

#=硝基酚=!=H=吡喃型半乳糖苷水解 WE4-+(E101 +/ <^MS U U U U U U U
鼠李糖利用 D20(0V&20+3 +/ ]8&53+1) U U U U U U U
阿拉伯糖利用 D20(0V&20+3 +/ Z=;-&’03+1) U U T T T T T
葡萄糖利用 D20(0V&20+3 +/ S(,.+1) U U U U U U U
精氨酸双水解酶 ;-N0303) 4)8E4-+(&1) T T U U U U U
赖氨酸脱羧酶 ZE103) 4).&-’+PE(&1) U U U U U U U
鸟氨酸脱羧酶 <-302803) 4).&-’+PE(&1) U U U U U U U

"细胞色素氧化酶 7E2+.8-+5) +P04&1) T T U U U U U
@"[ 乳糖氧化 @"[ Z&.2+1) +P04&20+3 U U T T T T U

表中“ T ”号表示该性状反应结果为阳性；“ U ”号表示该性状反应结果为阴性；"号为系统鉴定前的外加实验。R表示 9:;#，9:;?，9:;A 和

9:;C 性状完全相同

“ T ”0340.&2) G+1020L) -)&.20+3；“ U ”0340.&2) 3)N&20L) -)&.20+3；" 0340.&2) 12-&03 9:;#，9:;?，9:;A &34 9:;C 18+K) 1&5) .8&-&.2)-0120.1



!"#$$ 生 物 多 样 性 $ $ !"#$"%&’(")* +,"&-,& %" 卷

图 !" 基于 #$ 个石油降解菌株和亲缘关系相近的菌株（ 分别属于 !"#$%&’&()"、*+,(#-&.)+-#/ 和 0)/,(&.)+-#/ 属）的 #%& ’()
*+ 序列的无根的系统发育树，黑线表示进化距离

&’() *$ +,-../01 2345.(0,0/’6 /-00 78901 ., /30 %#: -;<= 90>?0,60 .@ /0, ’9.58/09 8,1 90>?0,609 .@ -058/01 9206’09 705.,( /. .(&/$#0
1#-2(，3,"-&)#42,)&’，52’"-#42,)&’6 :6850 78- ’,1’68/09 0A.5?/’.,8-4 1’9/8,60

$ $ 菌 株 BC=%"、BC=%% 和 BC=%* 与 3,"-&)#42,)&’
,27,#2,&)",/( ;:D *"""E 归于一组。BC=%! 和 3,"-&0
)#42,)&’ 2-")’2)/( =FGG %H*"I 归 于 一 组。 菌 株

BC=%J 则 接 近 于 3,"-&)#42,)&’ 8#9-(#-"" =FGG
%KE"EF。在系统 发 育 地 位 上 属 于：细 菌 域（ L86/0-’M
8），变 形 细 菌 门（ N-./0.786/0-’8），! 亚 门（ O8PP8
9?71’A’9’.,），莫拉氏菌科（D.-8Q05586080），不动杆菌

属（3,"-&)#42,)&’）。

利用 L589/ 的 序 列 比 对 结 果 表 明，菌 株 BC=H，

BC=#，BC=K，BC=I 和 BC=E 序 列 与 多 个 与 有 机 污

染物 降 解 有 关 的 .(&/$#1#-2( 2&’/:"-#(2 菌 株 序 列

的相 似 性 均 为 EER ，其 中 一 个 能 利 用 氯 乙 烯 的

.(&/$#1#-2( 2&’/:"-#(2 菌 株（ C0-60 &) 27) ，!"""），

一个能降解天然橡胶和顺M%，JM聚异戊二烯的 .(&/$0
#1#-2( 2&’/:"-#(2 =SEI 菌 株（ S’,.9 &) 27) ，!"""）

等。菌株 BC=%"，BC=%%，BC=%! 和 BC=%* 则最接

近于一 株 苯 酚 降 解 菌 3,"-&)#42,)&’ ,27,#2,&)",/(（ 徐

玉泉等，!"""），相 似 性 分 别 为 EKR ，EER ，%""R 和

E#R 。

!" 结论

常见的石 油 降 解 微 生 物 属 包 括 3,9’#1#42,)&’，
3,"-&)#42,)&’， 37,27":&-&(， 3’)9’#42,)&’， 3(;&’:"77/(，

!2,"77/(，<2-$"$2，<#’*-&42,)&’"/1，=72%#42,)&’"/1，

=/(2’"/1，5",’#,#,,/( ，5*,#42,)&’"/1，5/,#’，>#0
,2’$"2， .&-","77/1， .(&/$#1#-2(， ?9#$#,#,,/(，
?9#$#)&’/72，+;#’#4#7#1*,&( 等（ L8578 &) 27) ，%EEI
）。但是本研 究 用 K 种 不 同 培 养 基，从 三 种 不 同 土

壤（ 桑园土 壤，油 田 土 壤 和 油 污 土 壤），以 原 油 和 柴

油为碳源富集，分离和纯化得到的 %" 个石油降解菌

株仅分别属于 3,"-&)#42,)&’ 和 .(&/$#1#-2(。这两个

属亲缘 关 系 较 为 接 近，均 为 !MN-./0.786/0-’8。 尽 管

石油中含有烷烃、芳香烃、树脂、沥青，但是利用石油

培养基分离的菌株仅为烷烃降解菌，这可能是由于

烷烃为石油的主要组分，而芳香烃、树脂、沥青等均

为少量基质，因此分离过程中优先富集得到烷烃降

解菌。原先希望得到的芳烃降解菌尚未分离得到。

因此分离菌株可能只是最适于实验室的种，并非自

然条件下主要的降解微生物，无法代表整个石油降

解微生物区系。不可培养微生物的研究和从分子水

平重建石油 降 解 微 生 物 区 系 是 一 个 重 要 的 研 究 方

向，已有越来越多的研究者用 ;OOB 等方法研究原

油降解过程中的微生物种群的变化（D86<8?(3/., &)
27) ，%EEE；G38,( &) 27) ，!"""）。

分离得到的 3,"-&)#42,)&’ 属 菌 株 在 生 理 生 化 水
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平和 !"# $%&’ 序列 上 均 显 示 差 异，而 ()*+,-.-/0)
属分离 菌 株 的 %&’ ()*+ 序 列 差 异 较 小。如 ,-+.
和 ,-+& 的 %&’ ()*+ 序列相似性达 %""/ ，但菌落

形态表现出差异，前者菌落中央区强烈皱缩，后者平

坦。由于 %&’ ()*+ 序 列 高 度 保 守，所 以 有 时 仅 仅

从 %&’ ()*+ 序列水平分析则无法解析亲缘关系较

接近的菌株之间的差异。因此，利用其他分子手段

阐明菌株 之 间 的 差 异 是 非 常 必 要 的，如 01234 等

（!"""）利 用 %&’5!6’ ()*+ 间 隔 序 列（ 78’）分 析

()*+,-.-/0) )1+12*$3 和 其 他 ()*+,-.-/0) 3449 的 差

异。

’43/*1-5041*$ 属的分 离 菌 株 在 基 质 利 用 上 表 现

出多样 性。 菌 株 ,-+%6 不 能 利 用 萘、菲 和 芴 等 芳

烃，但能利用苯甲酸钠和水杨酸，二者均为芳烃降解

的中间代谢产物，由此可推测该菌株可能参与自然

条件下芳烃降解过程和原油等烷烃芳烃混合物中依

赖于烷 烃 的 芳 烃 共 代 谢 降 解 过 程（ :2;2<= *1 069 ，

%>>#）。研究 ,-+%6 与芳烃降解菌株的混培物对烷

烃和芳烃混合物的降解对于阐明某一生境中有机物

降解代谢多样性具有非常重要的意义。
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