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南海深海沉积物烷烃降解菌的富集分离与多样性初步分析
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摘 要：通过培养和非培养 $种手段研究了南海沉积物中石油降解菌的多样性。通过烷烃富集培养，从 $个站点
不同深度的南海沉积物样品中富集筛选出 !’株深海细菌，其中 $"株对十六烷有降解能力。表面张力测定结果表
明，!株降解菌同时具有较强的表面活性剂产生能力，$株 !"#$%"& ’&(") 菌能使水的表面张力降至 ++<GH<左右，这
是该种微生物产表面活性剂的首次报道。通过变性梯度凝胶电泳（IJJ;）分析显示，南海沉积物富集物中的烷烃
降解菌优势菌是芽孢杆菌，而且有多种。其中，*&+",,-) &.-"’&(") 在两个站点的 "个样品的富集物中都是优势菌。
此外，/01(1)&(+"2&，3&,1’12& 以及 *(#4"5&+$#("-’属的细菌在不同样品中也表现为除 *&+",,-) 之外的优势菌。
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石油是海洋环境中的重要污染物，烷烃是石油

的重要组成成分。但是其疏水性往往不利于微生物

对其快速降解。化学表面活性剂虽然可以驱散油或

加大其水溶性［&］，但是由于其生物毒性，往往会阻碍

微生物对油的利用。生物表面活性剂（0=/>M2D9-.9E.）
是由微生物，植物或动物产生的天然表面活性剂，相

对于化学表面活性剂，它无毒害、易降解、活性高［$］。

研究发现，烃类降解菌往往产生表面活性剂，以促进

烃类的降解。

深海是一个低温、高压的独特环境，深海沉积物

中蕴藏着丰富的微生物资源［+］。但是目前人们只是

对近海环境中的石油降解菌了解较多［!，#］，而对深海

环境知之甚少。了解深海环境中石油降解菌的多样

性，不仅有助于了解环境污染物在海洋环境中的归

宿，也能有助于获得特殊的降解微生物资源，用于环

境污染的治理。目前，IJJ;在分子生态学上的应
用极大地丰富了人们对微生物生态的认识，它为更

准确、全面地反映混合培养物中微生物的种群组成

情况提供了极大帮助［( * )］。本研究利用培养和

IJJ;两种手段对南海沉积物样品中石油降解菌进
行了多样性分析，并获得多种烷烃降解菌和表面活

性剂产生菌。

! 材料和方法

!"! 实验材料
南海泥样沉积物：站点 G&：&’B(("N（ ;），

&&(B#!%N（G），深度为 +(!)<；站点 G+：&"B&(&N（;），
&&%B&+(N（G），深度为 &&((<。均为 $%%# 年“海洋一
号”南海试航所采。采样设备为沉积物多管采样器，

采集的沉积物高度分别为 $$-<和 +&-<，并分别有
上覆水 +)-<和 +%-<。沉积物样品每 #-<一层分装
于采样杯中，于 !O保存。本实验选用的沉积物样
品层次为：站点 G& 的 % * #-<、&% * &#-<、&# * $%-<
和站点 G+ 的 % * #-<、# * &%-<、&% * &#-< 和
&# * $%-<，共 "个样品。
!"# 烷烃降解菌的富集
在含有 #%<P无机盐培养基的 $#%<P三角瓶中

富集培养烷烃降解菌，十六烷的含量为 $Q（RHR）。
培养条件为 $’O，$%%2H<=E。在培养过程中每 ! * #S
从培养液中取出 %B#<P转入 #%<P新鲜的同种培养
基中，共转移了 (次。之后，将最终的富集物梯度稀
释、涂平板，分离单菌。

无机盐培养基（TUT 培养基）：参见文献［&%］。
平板固体培养基：&%%%<P天然海水中含 GV!G,+ $W，
G9L- $W，酵母提取物 %B#W，胰蛋白胨 %B#W，葡萄糖



!"#$，琼脂 %"&’，()*"+。
!"# 单菌降解实验与表面张力测定
分离到的单菌分别以 %’体积的接种量接种到

,!-. /0/ 培养基中，培养条件为 #+1，#!!23-45，*
天以后，观察烷烃降解与乳化情况。对乳化效果好

的取菌液 #!-.，在室温条件下，用 678#!!9 自动界
面张力仪（河北承德精密仪器厂）测其张力值。

!"$ 生物表面活性剂排油能力测定
取一干净培养皿，加入少量水，水面上加入

%!!.正十六烷形成油膜。在油膜中心加入单菌的
发酵液，中心油膜被挤向四周形成一圆圈，其直径与

表面活性剂含量和活性成正比［%% ］。

!"% 细菌 &’(提取及系统进化分析
单菌的 :;9 提取方法参照文献［ %# ］，%&0

2:;9 <=>扩增、克隆［%,］，由上海生工完成测序。测
序结果在 ;=?@进行 ?.90A分析。
菌群的总 :;9的提取：充分摇充第 &次转接的

富集菌群培养物，在无菌超净台取出 %-.于 #-.离
心管中，方法同单菌的 :;9的提取。
!") !)* +&’( ,-./&001

<=>扩增：%&0 2:;9 B, 区。引物序列如下：
:CCD 2：EF89AA9==C=CC=AC=ACC8,F，:CCDG：EF8
=C===C==C=C=C=CC=CCC=CCCC=CCCCC=9=CCC
CCC==A9=CCC9CC=9C=9C8,F。以 %!. 每个样品
的混合菌样总 :;9 为模板，E!!. 体系，反应条件
为：HE1 &-45，HE1 %-45，&E1 IEJ，*#1 %-45，每个
循环降低 !"E1，循环 #!次，然后在 HE1 %-45，EE1
IEJ，*#1 %-45，循环 %&次，*#1延伸 %!-45。

<=>产物 #!!!.经 #" E 倍体积冰乙醇和 %!’
体积（() E"#）的乙酸钠沉淀浓缩后，溶解于 #!!. 无
菌水，用 ?4K8>LM 公司 :NOKMN 0PJQN- 电泳仪进行
:CCD 电泳分离。<9CD 胶浓度为 +’ ，变性梯度
,!’ R *!’（*-KS3. 尿素和 I!’甲酰胺为 %!!’变
性），电泳缓冲液为 % T A9D，#!!.<=> 产物在 &!1，
,!B #!-45，%,!B I"EU条件下电泳，取出于溴乙锭染
液中染色 %E-45。进行拍照。
每个富集样品中筛选出所有单菌的 <=> 产物

和混合菌群的 <=> 产物同时在一块胶上样，作
:CCD分析，比对菌群中的已培养菌和未培养菌。
并对未对应上的未培养菌进行条带回收测序。

!"2 &001 条带的分析
从凝胶上小心切下未与单菌对上的 :CCD 条

带，放入离心管中，加入 #!!. 无菌水，V #! 1过夜。
次日，%#!!!$ 离心 %-45 ，收集上清，以此作为模板进

行 %&0 2:;9 B, 区 <=> 扩增，以获得足够量的 :;9
用来克隆测序。<=> 产物经 (/:%H8A载体连接，转
化 ! W "#$% 感受态细胞，获得的阳性克隆子，由上海
博亚生物公司测序。测序获得的 %&0 2:;9序列上
网进行 ?.90A 比对（ UQQ(：33XXXW 5OY4 W 5S-W 54U W
$KZ）。

3 结果

3"! 烷烃降解菌的分离
经过液体富集、平板筛选，从正十六烷富集物中

共获得 I+株单菌，经过单菌验证，其中 #*株对十六
烷有降解能力。提取降解菌的 :;9，进行 %&0 2:;9
<=>扩增、克隆及测序，在 ;=?@ 进行 ?.90A 分析，
其比对结果及菌落特征见表 %。在这 #* 株烷烃降
解菌中，以 &’"%$$() 属，&*+,%-’".+*%(/ 属和 0’$#/#1’)
属为主要的优势菌，几乎存在于所有的样品中。

3"3 沉积物中烷烃降解菌的多样性分析
为了进一步了解富集物中的未培养菌及种群结

构情况，以第 & 次转接培养物的 :;9为模板，采用
%&02>;9 基因 B, 区的通用引物进行 <=> 扩增、
:CCD 分析（图 %）。结果显示 *个不同沉积物样品
富集物中的菌群结构明显不同，在 :CCD凝胶上呈
现的条带在数目与亮度上均存在差异。但是，也能

看出有的菌在不同的菌群中反复出现。

图 ! 两个站点 2个样品的南海沉积物中细菌 !)*+&’(
4# 区片段的 &001图谱
[4$W% :CCD (2KG4SNJ KG QUN %&0 2:;9 Z, G2L$-N5Q KG QUN YLOQN24L G2K-

* JL-(SNJ KG QUN JNM4-N5QJ LQ QXK JL-(S45$ J4QNJ KG QUN 0K\QU =U45L 0NL

.L5N 9：;,E8%!（;,，E R %!O-），.L5N ?：;%A[（;%，%! R %EO-），.L5N

=：;%%E8#!（;%，%E R #!O-），.L5N :：;,7[（;,，! R EO-），.L5N D：

;,A[（;,，%! R %EO-），.L5N [：;%7[（;%，! R EO-），.L5N C：;,[A
（;,，%E R #!O-）

为了确定每条带代表的细菌，将每个样品所有

分离株和与菌群的 :CCD的 <=>产物一起上样，进

!*+ .@] 7UN5 +. ’$ W 32".’ 3%"*#-%#$#4%"’ 5%1%"’（#!!*）I*（E）



行 !""#比对，然后将对未对应上的未培养菌进行
条带回收测序。在样品 $%&’（%号站位，( ) *+,）中
共筛选出 -*株单菌，其 !""#的 ./0产物与该菌群
的 !""#的 ./0产物一起电泳。结果显示，混合菌
样中有 1条亮带，分别编号 - ) 1 号带，其中亮带 2

到 1 号分别与单菌 !"#$%"&’()$*" )+$"*,-（-((3），
.()+//,- (0,(1("+2,- （ 453）， .()+//,- (0,+1("+-
（443），. 6 (0,+1("+-（443），.()+//,- %(/&3*2+$"+4+)(2-
（-((3）对应，而亮带 -没有单菌与之对应。将 -号
带回收测序，序列分析有杂峰，未获得确切结果。

表 ! 烷烃降解菌的分离鉴定结果
789:; - <=>:8?@>A 8AB @B;A?@C@+8?@>A >C 8:D8A; B;EF8B@AE 98+?;F@8

G/// 8++;==@>A
AH,9;F I

JF@E@A8:
AH,9;F

/:>=;=? F;:8?@K;= @A ";AL8AD B8?898=; M@,@:8F@?NO3
";AL8AD

8++;==@>A AH,9;F
-P(2-1- $-&’Q2 .()+//,- )*"*,- -$"(+2 RS SS(OSS(（-((） #’1-4%4-
-P(2-%S $-&’Q% 5(/&1&2(- 1*"+3+(2( =?F8@A M:?TC- 54-O54-（-((） O
-P(-U(U $--*Q2(Q- .()+//,- )*"*,- -(24O-(U-（45）， #’1-4%4%
-P(2-U2 $--*Q2(Q2 5(/&1&2(- 1*"+3+(2( 4S*O45(（44） #’1-4%4U
-P(-U-- $--*Q2(Q% .()+//,- /+$&"(/+- 42UO4%(（44） #’1-4%42
-P(2-1S $-7’Q2 6%"#-*&’()$*"+,1 1*2+27&-*8$+),1 SS5OS5(（44） #’1-4%4*
-P(2-11 $%*Q-(Q- 6*//,/&1&2(- 8("(%&1+2+- -$"(+2 VS%5* S*4OS1(（44） #’1-4%4S
-P(-U(1 $%*Q-(Q-- .()+//,- )*"*,- 42-O42U（44） #’1-4%41
-P(2-U1 $%*Q-(Q2 .()+//,- )*"*,- 45UO45S（44） #’1-4%45
-P(-U(* $%*Q-(Q% ."*9+’()$*"+,1 (,"*,1 -(-*O-(2-（44） #’1-4%44
-P(2-U% $%*Q-(QU .()+//,- )*"*,- S2%OS24（44） #’1-4U((
-P(2-1U $%*Q-(Q* :+)"&’()$*"+,1 "*-+-$*2- -$"(+2 P".UQ% 5-5O5-5（-((） #’1-4U(-
-P(2-24 $%*Q-(Q4 .()+//,- %();*2-();++ S-1OS%S（4S） #’1-4U--
-P(-U(S $%’7Q- <*$"($%+&’()$*" ;(-%1+"*2-+- 151O14(（44） #’1-4U(2
-P(2-%- $%’7Q% .()+//,- (0,+1("+- -(2*O-(%4（45） #’1-4U(%

O $%’7QU :+)"&’()$*"+,1 "*-+-$*2- *5(O*5(（-((） O
-P(2-%5 $%’7Q1 :+)"&’()$*"+,1 "*-+-$*2- -$"(+2 P".UQ% S2-OS2-（-((） #’1-4U-2
-P(-U(4 $%7’Q2 ."*9+’()$*"+,1 -(27,+2+- 45-O444（45） #’1-4U(U
-P(2-1* $%&’Q- =+*$>+( 1("+- -$"(+2 MP’0Q(2( S1(OS1(（-((） #’1-4U(1
-P(2-%1 $%&’Q-( .()+//,- %(/&3*2+$"+4+)(2- 4S5O45U（44） #’1-4U(4
-P(-U(% $%&’Q-U .()+//,- (0,(1("+2,- S-SOS25（45） #’1-4U-(
-P(2-25 $%&’Q-* =+*$>+( 1("+- -$"(+2 MP’0Q(2( 11(O11(（-((） #’1-4U-*
-P(2-12 $%&’Q2 !"#$%"&’()$*" )+$"*,- S1(OS1(（-((） #’1-4U(S
-P(2-%2 $%&’Q% ?%&3&)&)),- *0,+ S2(OS2(（-((） #’1-4U-%
-P(2-5% $%&’QU .()+//,- (0,+1("+- S24OS%(（44） #’1-4U-U
-P(-U(- $%&’Q* .()+//,- (0,+1("+- 5(5O5-2（44） #’1-4U(*
-P(-U(2 $%&’Q4 .()+//,- %(/&3*2+$"+4+)(2- S*(OS*(（-((） #’1-4U(5

I G///：G8F@A; /H:?HF; />::;+?@>A >C /T@A86

其它 1 个样品用同样的方法进行菌群结构分
析。结果表明，在 $%*Q-(（% 号站位，* ) -(+,）样品
中，有 U 条主要亮带，其中亮带 -、%、U 分别与单菌
.()+//,- )*"*,-（ 443），. 6 (0,+1("+- （ -((3）和
."*9+’()$*"+,1 (,"*,1（443）对应（图 -，:8A; P），而亮
带 2没有单菌与之对应。将 2号带回收测序，序列
分析有杂峰，未获得确切结果。在样品 $%7’（% 号
站位，-( ) -*+,）中，有 S条亮带，其中第 %、U、*号带
最亮，亮带 %和 *分别与单菌 . 6 (0,+1("+-（443）和
. 6 %(/&3*2+$"+4+)(2-（453）对应（图 -，:8A; #），亮带 -，
2，U，1，S没有单菌与之对应。将这 *条亮带回收测
序，其中亮带 2与 5(/&1&2(- 1*"+3+(2(（-((3）相似
度最高，亮带 1与 . 6 (0,+1("+-（-((3）相似度最高，
而亮带 -，U，S 序列分析有杂峰，未获得确切结果。
在样品 $%’7（%号站位，-* ) 2(+,）中，有 U条主要亮
带，其中亮带 - 和 U 分别与单菌 . 6 (0,+1("+-

（453）. 6 (,"*,1（443）对应（图 -，:8A; "），亮带
2、% 没有单菌与之对应。将 2、% 号带回收测序，序
列分析有杂峰，未获得确切结果。在样品 $-&’（-
号站位，( ) *+,）中，有 1条亮带，其中 -、U、1号带分
别与单菌 . 6 (0,+1("+-（-((3），. 6 )*"*,-（443），
5 6 1*"+3+(2(（-((3）对应（图 -，:8A; ’），而亮带 2、
%、*没有单菌与之对应。将这 % 条亮带回收测序，
其中亮带 2 与 @8&"&-(")+2( 7+2-*27+-&+/ 相似度最高
（-((3），亮带 % 与 . 6 (0,+1("+- 相似度最高
（443），而亮带 * 序列分析有杂峰，未获得确切结
果，有待进一步分析。在 $-7’样品（-号站位，-(+,
) -*+,）中，有 %条主要亮带，其中亮带 2与单菌 . 6
(0,+1("+-（443）对应（图 -，:8A; L），而亮带 -、%没有
单菌与之对应，将这 2 条亮带回收测序，结果都与
. 6 (0,+1("+- 相似度最高（443）。在 $--*Q2( 样品
（-号站位，-* ) 2(+,）中，有 %条亮带，-和 %分别与

-S5刘 真等：南海深海沉积物烷烃降解菌的富集分离与多样性初步分析 6 O微生物学报（2((S）US（*）



单菌 ! ! "#$#%&（"#$）和 ’ ! (#$)*)+,+（""$）对应，
亮带 %没有单菌与之对应。将 %号带回收测序，测
序未成功（图 &，’()* +）。综上，!+")--%& 属存在于南
海沉积物两个站点的 ,个样品中，而且是降解菌群
中的优势菌，其次是 !$#.)/+"0#$)%( 属和 ’+-1(1,+&
属的细菌。说明在南海沉积物烷烃富集菌群中以

!+")--%& 属，!$#.)/+"0#$)%( 属和 ’+-1(1,+& 属的细菌
为主要菌。两个站点的 ,个样品的主带的测序结果
汇总于表 %。
!"# 南海沉积物中表面活性剂产生菌
在 -#株烷烃降解菌中，有 .株有较好的表面活

性剂产生能力，分别是 /-012-（2 ! #3%)），/-32&423
（4 ! $#&)&0#,&），/-012&（5 ! (+$)&）和 /-012&3（ 5 !
(+$)&）。这 .株单菌在以正十六烷作为唯一碳源生
长时产生表面活性剂，分别能将水的表面张力降至

-"5. 6/76、-8536/76、--586/76 和 -%5,6/76。
/-012& 和 /-012&3 的 &89:;/< 序列分别与 5 !
(+$)& 和5 ! (+$)& =>:(?) 9<1@24%4同源性最高，都达
到 &44$，两菌之间同源性为 &44$。但菌落颜色不
同，而且通过重复 A+@检测，%个菌带型不同。因此
可以确定这是 % 株不同的菌。有关 5 ! (+$)& 菌产
生表面活性剂的报道，本文是第一次。

表 ! 降解菌群的 $%& ’()* (++,亮带的序列分析
B(C’* % 9*DE*)F* =?6?’(:?>?*= >G F’G=*=> :*’(>?H*= ()I JKL’GM*)*>?F (NN?’?(>?G)= GN ;/< :*FGH*:*I N:G6 ;OOP M*’

9(6J’?)M
=?>*=

9*I?6*)>
I*J>K（F6）

;OOP C()I
/G!

+’G=*=> :*’(>?H*= ?)
O*)Q()R I(>(C(=* 9?6?’(:?>L7$ S+++ /G! GN FG::*=JG)I?)M

?=G’(>*=
/&01（&） !+")--%& "#$#%& ,,47,,4（&44） &<4%&8&

4 T 3 /&01（%）! 671$1&+$"),+ 8),&#,8)&1-) &"37&"3（&44） 7
/& /&01（-）! !+")--%& +3%)(+$)& &#"7&"4（""） 7

/&01（.） !+")--%& +3%)(+$)& "#&7"#"（""） &<4%&--
/&01（8） ’+-1(1,+& (#$)*)+,+ #"&7#"&（&44） &<4%&-,

&4 T &3 /&B1（&）! !+")--%& +3%)(+$)& &"&7&"%（""）， 7
/&B1（%） !+")--%& +3%)(+$)& 3,#73#%（""） &<4%&%3
/&B1（-）! !+")--%& +3%)(+$)& &"37&"8（""） 7

&3 T %4 /&&3 U %4（&） !+")--%& "#$#%& &4%"7&4.&（"#） &<4&.4.
/&&3 U %4（-） ’+-1(1,+& (#$)*)+,+ ",37"#4（""） &<4%&.%

/- /-01（%） 9$:0;$1/+"0#$ ")0$#%& ,847,84（&44） &<4%&8%
4 T 3 /-01（-） !+")--%& +3%+(+$),%& ,&,7,%#（"#） &<4%&%3

/-01（.） !+")--%& +3%)(+$)& ,%"7,-4（""） &<4&.4&
/-01（3） !+")--%& +3%)(+$)& &4.87&43%（""） &<4%&--
/-01（8） !+")--%& ;+-1*#,)0$)<)"+,& ,347,34（&44） &<4&.4%

3 T &4 /-3 U &4（&） !+")--%& "#$#%& "%&7"%.（""） &<4%&.-
/-3 U &4（-） !+")--%& +3%)(+$)& ,3&7,3&（&44） &<4%&-&
/-3 U &4（.） !$#.)/+"0#$)%( +%$#%( &4&37&4%&（""） &<4%&%"

&4 T &3 /-B1（%）! ’+-1(1,+& (#$)*)+,+ &#"7&#"（&44） 7
/-B1（-） Q(F?’’E= (DE?6(:?= ,8"7,,4（""） &<4&.4&
/-B1（3） Q(F?’’E= K(’GI*)?>:?N?F()= "337"8"（"#） &<4&.4%
/-B1（8）! Q(F?’’E= (DE?6(:?= &"%7&"%（&44）， 7

&3 T %4 /-1B（&） Q(F?’’E= (DE?6(:?= &4%37&4-"（"#） &<4%&-&
/-1B（.） Q:*H?C(F>*:?E6 (E:*E6 &4&#7&4%.（""） &<4%&%"

! >K* =*DE*)F* :*=E’> GN &89 :;/< V- :*M?G)。

# 讨论
本研究通过富集培养、平板筛选及 ;OOP菌群

分析，初步研究了南海深海沉积物中烷烃降解菌的

多样性。通过平板筛选，分离得到 .# 株细菌，其中
%,株有烷烃降解能力。它们属于 "个属，其中芽孢
杆菌属最多，共 &- 株。通过 ;OOP 与 ;/< 序列分
析，也证实了南海沉积物烷烃富集物中 !+")--%& 是
绝对的优势菌，其他优势菌还有 671$1&+$"),+，
’+-1(1,+，!$#.)/+"0#$)%( 等。总之，南海沉积物烷烃
富集菌群中以革蓝氏阳性菌居多。;OOP检测到未
能与单菌对应的条带共有 &-条，其中有 8个 ;OOP

条带已获得序列信息（表 %），6 ! 8),&#,8)&1-)（&44$）
和 ’ ! (#$)*)+,+（&44$）各 &株、! ! +3%)(+$)（""$ T
&44$）.株。另外 ,个 ;OOP条带序列分析有杂峰，
未获得确切结果，但是在 ;OOP图谱中，样品 /-32&4
样品（W()* <）中的亮带 %与样品 /-01（W()* ;）中的
亮带 .，/-B1（W()* P）中的亮带 -以及 /&01（W()* 1）
中的亮带 -处于同一水平位置，由此推测 /-32&4样
品中的亮带 % 对应的单菌为 ! ! +3%)(+$)&。样品
/-&42&3（W()* P）中的亮带 .与样品 /&01（W()* 1）中
的亮带 .处于同一水平位置，由此推测 /-32&4样品
中的亮带 .对应的单菌为 ! ! +3%)(+$)&。其余的条
带有待于进一步分析。! ! +3%)(+$)& 是 %44-年从黄

%,# WXY 0K*) #0 +- ! 7="0+ 4)"$1/)1-18)"+ 6),)"+（%44,）.,（3）



海分离鉴定的新种，至今没有关于它烷烃降解的报

道，而在本研究中它是最重要的烷烃降解优势菌（表

!）。与大洋环球考察结果不同的是，南海沉积物中
没有发现食烷菌属的细菌，而这类细菌是大洋环境

中的重要烷烃降解菌（未发表）。

有报道，! " "#$%& 是烷烃重要的降解菌，但从
海洋环境中分离获得这种菌还未见报道。本研究获

得的这 !株放线菌科的深海细菌还具有较好表面活
性剂产生能力，之前未见与其有关的生物表面活性

剂报道。常见的微生物表面活性剂有脂肽、脂肪酸

和糖脂等［ #$］。该菌所产生的表面活性剂成分尚未

确定，具有进一步研究的价值。
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