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摘 要：从制药废水生物处理系统的活性污泥中经富集分离到一株能以茶碱作为唯一碳、氮

源生长的茶碱降解菌 6+75，该菌株可以利用茶碱的最高浓度为 5 $$$ 89:;。当茶碱浓度为

%$$$ 89:;时被彻底降解的时间仅需 !< =。6+75 菌株降解茶碱的最适 >? 为 <@$。AB 是该菌株

降解茶碱的必需元素。采用 %CD /E0F 序列分析法及传统的生理生化特征鉴定法对该菌株进

行鉴定，结果表明，6+75 的 %CD /E0F 的核苷酸序列与善变副球菌（ !"#"$%$$&’ ()#’&*&’）F6GG
"#5C! 的同源性为 11@2H，在细菌系统发育分类学上属于变形菌!亚类，I=’J’-K+,./ 组：副球

菌属，善变副球菌。
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茶碱为甲基黄嘌呤类衍生物，普遍存在于茶叶、咖啡、可可等食品中。在临床医学上，

茶碱以其具有强心利尿、促进支气管舒张、抗炎和免疫调节等作用而被广泛应用。随着医

药方面需求量的增长，以及含茶碱食品在食品工业中的广泛应用，在工业废水中茶碱的污

染也越来越严重。大量的研究也表明，茶碱的生物安全性较窄，当血药浓度超过 "$ 89:;
时，易产生不良反应，甚至造成死亡［% M 5］。由此可见，有必要寻找快速、有效地消除环境中

的茶碱的方法。但目前国内外对于这方面的污染问题的治理并没有相关的报道。本研究

从某制药厂废水处理系统的活性污泥中分离到一株能以茶碱为唯一碳、氮源生长的茶碱

高效降解菌株，并研究了该菌株降解茶碱的特性。随着分子生物学的发展，人们逐渐认识

到单靠菌株的常规生理生化特征为指标，而缺乏基因水平的数据作支持，已不足以对细菌

鉴定提供充分有力的证据［!］。%CD /E0F 序列分析法已被广泛地应用于分子系统发育分

类学研究中［#］。本研究同时采用 %CD /E0F 序列分析法和传统的菌种生理生化特征鉴定

法对该菌株进行鉴定，确定了 6+75 在系统分类学上的准确地位。

! 材料和方法

!"! 样品

试验所用样品采自广州某制药厂废水生物处理系统中的活性污泥。



!"# 培养基

以茶碱为唯一碳、氮源的培养基：!"#$%& ’() *，!#"$%& +(& *，,*-%& +(+) *，./-%&

0 1*，2324" ’ 1*，25-%& +(+6 1*，78-%& +(+61*，#9%0 +(+0 1*，茶碱 ’ *，定容至 ’ :，;#<(+。

以茶碱为唯一碳源的培养基：在上述培养基的基础上每升添加 =#&24 ’(+ *。
!"$ 菌种的驯化、分离和纯化

将采集到的污泥接种于上述两种培养基，0+>摇床培养，以一周为一驯化周期，观察

生长情况。当培养基出现浑浊时，稀释涂布于上述培养基平板上，挑取单菌落，接种于上

述培养基斜面。

!"% 细菌生长的测定

以波长 )++ 81 处的浊度表示。

!"& 茶碱的测定

紫外分光光度法：以波长 "<& 81 处的浊度表示［)］。

高压液相色谱法（#$:2）：2’? 柱，测定波长为 "<’ 81，流动相为甲醇 @水 A "?@<"，流速

为 ’(+ 1:B1C8，茶碱的停留时间约为 6(0 1C8。

!"’ 不同 () 培养基的配制

采用 =3"#$%&—!#"$%& 缓冲液（’B’61D4B:）配制以茶碱为唯一碳、氮源的培养基 ;#
分别为 6(+，)(+，<(+，?(+，E(+，’+(+，’’(+，’"(+。

!"* 细菌总 +,- 的提取

采用 -F-G蛋白酶 ! 裂解，十六烷基三甲基溴化铵（2HI9）沉淀细菌碎片和多糖，再用

异丙醇沉淀提取总 F=I［<］。

!". /01 引物

采用细菌 ’)- JF=I 通用引物 ."<（6KGILILHHHLIH22HLL2H2ILG0K）和 M’6""（6KG
IILLILLHLIH22IL22L2IG0K）［?］。

!"2 /01 扩增

$2M 扩增体系总体积为 ’++!:：超纯水 <0(6!:，’+ N $2M O5PP/J ’+!:，"(+11D4B: Q=H$
?!:，."< 引物 "!:，M’6"" 引物 "!:，’ RBH3S 酶 "(6!:，总 F=I 稀释 6+ 倍后取 "!:，反应为

06 个循环，其中，E&>变性 "+T，6">退火 0+T，<">延伸 01C8，06 个循环后延伸 ’+1C8，

’(+U琼脂糖凝胶电泳，V9 染色后紫外凝胶成像系统分析结果。

!"!3 !’4 5+,- 的测序和同源性比较

$2M 扩增产物由欧瑞卡生物技术公司直接测序。测序结果用 9:I-H 软件与 L/8938W
中的 ’)- JF=I 序列进行同源性比较。

# 结果和讨论

#"! 茶碱降解菌的分离和筛选

通过半年多时间的驯化、富集、筛选，分别得到两株以茶碱为唯一碳源生长的细菌和

三株以茶碱为唯一碳、氮源生长的细菌，在同一培养条件下培养 &? X 后，比较这些菌株及

其混合菌群的生长情况及对茶碱的降解情况（表 ’）。混合菌对茶碱降解的迟滞期比单菌

落短得多，培养 "& X 的时候，降解率已达到 6+U左右，但从对茶碱降解的彻底性来看，菌
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株 !"#$ 对茶碱达到彻底降解所需的时间是最短的。由此确定 !"#$ 为优势菌株。

表 ! 细菌的生长情况及对茶碱的降解

!%&’( ) !*( +,-./* -0 !"#$ %#1 /*( &2-1(+,%1%/2-# -0 /*(-3*4’2#(

!43( -0
5(1265 7/,%2# !"899

:; *
<(’%/2=( "-#"(#>
-0 /*(-3*4’2#(?

（5+?@）

A(+,%1%/2-#
,%/(?B

!"899

;C *
<(’%/2=( "-#"(#>
-0 /*(-3*4’2#(?

（5+?@）

A(+,%1%/2-#
,%/(?B

D,-63 ) -0
,2"* +%/*(, 9 >);:E ;F8 G9>; 9 >:99F :; FE>8

!*(-3*4’2#( %H /*(
"%,&-# %#1 #2/,-I
+(# H-6,"(

!"#) 9 >)E)E CC; ))>8 9 >:;F: G:9 ;C

!"#: 9>988E )999 9 9>)9CG F;; G>8

!"#$ 9 >)C8) EE8 ::>; 9 >$$$$ 9 )99

D,-63 : -0
,2"* +%/*(, 9 >9F9; GGC ;;>: 9 >);)F )89 C;>9

!*(-3*4’2#( %H /*(
H-’( "%,&-# H-6,"( !") 9 >)C;F $G8 8;>; 9 >:)F: );8 CG>;

!": 9 >:G$G GE: ;:>C 9 >$8FC )98 CF>;

图 ! "# 对茶碱降解的影响

J2+>) K00("/ -0 3L -# /*(-3*4’2#( 1(+,%1%/2-#

图 $ %& 对 ’()* 生长的影响

J2+>: K00("/ -0 MN -# /*( +,-./* -0 !"#$

!——— .2/* MN ； "——— .2/*-6/ MN >

$+$ 菌株 ’()* 降解茶碱特性的研究

$+$+! 3L 的影响：将 !"#$ 接种于 3L 分别为 GO9，8O9，EO9，CO9，FO9，)9O9，))O9，):O9 培养

基中，在 $9P、)G9 ,?52# 条件下摇床培养 $9 * 取样测定菌体的生长情况（图 )），结果表明

!"#$ 菌株细胞生长的最适 3L 为 CO9，在该 3L 条件下，!"#$ 达到最大的生长量，对茶碱的

降解率也达到最高。菌株 !"#$ 生长的 3L 范围很宽，无论培养基最初 3L 小于 8O9 或大于

))O9，菌株 !"#$ 经过一段迟滞期之后，可以将培养基的 3L 调节为接近中性，菌株均可快

速繁殖。

$+$+$ MN 对 !"#$ 生长的影响：在研究不同 3L 对 !"#$ 生长的影响情况的过程中，发现在

不含有 MN 的磷酸钠盐缓冲系统中，菌株在所有的 3L 条件下的生长均受到严重的抑制，

当向系统中加入少量的 MQ’ 后，菌株又恢复到原有的活性。为了进一步验证 MN 在 !"#$
生长过程中的重要性，配制 3L 相同的无钾磷酸钠盐培养基，并向其中的一组培养基加入

9O:B的 MQ’，$9P、)G9 ,?52#，摇床培养观察菌株的生长情况，结果如图 : 所示。在含有
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!" 的培养基中，#$%& 的生长量远高于在不含有 !" 的培养基中的生长量。而用于 #$%& 的

筛选、驯化的培养基中并不含有 ’(" ，由此可见在 #$%& 的生长中 !" 是必需元素，’(" 则是

非必需元素。

!"!"# 不同茶碱浓度对菌株 #$%& 细胞生长及降解茶碱动力学的影响：以 )*+的接种量

将 #$%& 菌株接种到含不同茶碱浓度的培养基中，在 &*,、)-* ./01% 摇床培养，测定细菌的

生长和对茶碱的降解情况（图 &，2）。当茶碱的浓度由 -** 03/4 增加到 & *** 03/4 时，#$%&
达到最大生长量及降解率的时间也随着延长，同时细胞的最大生长量也随着茶碱浓度的

提高而增加；而当茶碱浓度达 2 ***03/4 时，细胞基本不能生长，底物抑制作用非常明显，

对茶碱的降解率也非常低，这说明了 #$%& 菌 株 对 茶 碱 的 降 解 负 荷 量 最 高 不 宜 超 过

& *** 03/4。

图 # 不同茶碱浓度对 $%&# 生长的影响

5136& 7889$: ;8 <1889.9%: $;%$9%:.(:1;% ;8 :=9;>=??1%9

;% :=9 3.;@:= ;8 A:.(1% #$%&

!——— -** 03/4； "——— ) *** 03/4； #——— B ***03/4；

$——— & *** 03/4； %&——— 2 *** 03/46

图 ’ 不同茶碱浓度对菌株 $%&# 降解茶碱的影响

51362 7889$: ;8 <1889.9%: $;%$9%:.(:1;% ;8 :=9;>=??1%9

;% :=9 3.;@:= ;8 A:.(1% #$%&

!——— -** 03/4； "——— ) *** 03/4； #——— B ***03/4；

$——— & *** 03/4； %&——— 2 *** 03/46

图 ( 菌株 $%&# 对茶碱的降解情况

5136- #=9 3.;@:= (%< <93.(<(:1;% $C.D9 ;8 #$%&

"——— !"E**； !——— <93.(<(:1;%6

!"!"’ 菌株 #$%& 生长细胞降解茶碱的动力

学：以茶碱为唯一碳、氮源，在 &*,、)-* ./01%
条件下摇床培养不同时期取样测定菌体的生

长情况和培养基中茶碱的残留浓度，结果表

明（图 -）#$%& 菌株细胞的生长和对茶碱的降

解是同步的，菌株生长的迟滞期很短，在摇床

培养 B2 = 后菌量得到迅速增长，这时菌株对

茶碱的降解率也达到 FBGEH+，到 2H = 后菌

株基本上达到最大的生长量，培养基中检测

不到茶碱的存在，这一结果也已通过 IJ4K
进一步得到证实（图 E L H），随着培养时间的延长，茶碱（停留时间约为 -G&01%）的峰面积

逐渐变小，2H = 时茶碱峰已完全消失。由于茶碱的完全消耗，#$%& 菌株没有碳、氮源的供

应，细胞自溶，这时进一步培养，培养液的浊度将下降。
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图 ! " # 时茶碱的 $%&’ 降解曲线

!"#$% &’() *+*,-.". /0 123/42-,,"+3 53#6*5*1"/+

7- 89+: "+ ; 2

图 ( )* # 时茶碱的 $%&’ 降解曲线

!"#$< &’() *+*,-.". /0 123/42-,,"+3 53#6*5*1"/+

7- 89+: "+ => 2

)+, -./, 生理鉴定

采用梅里埃（?’@）细菌鉴定系统，根据 89+: 菌株的菌落形态、染色反应、氧化酶反应，

以及生理生化特征，结果显示菌株 89+: 与洋葱伯克霍尔德氏菌（!"#$%&’()#*+ ,)-+,*+）的相

似度达到 A>BCD。

)+* -./, 0!1 2345 序列分析及其同源性比较

以 89+: 总 EF? 为模板，利用对细菌 C%G 6EF? 特异的引物 !=< 和 HCI== 进行 ’)H 扩

增，得到长约 CBIJ7 的 ’)H 扩增产物（图 A），将该产物直接进行序列测定（图 C;），该核苷

酸序列已被 K3+L*+J 收录，登录号为 ?!>:<M<I。

图 6 *6 # 时茶碱的 $%&’ 降解曲线

!"#$M &’() *+*,-.". /0 123/42-,,"+3 53#6*5*1"/+

7- 89+: "+ >M 2

图 7 -./, 的总 345 及 0!1 2345 扩增带谱

!"#$A 823 1/1*, EF? /0 89+: *+5 C%G 6EF? ’)H
*N4,"0"35 .43916ON

PC $!EF?Q.*/("； C$ 89+: 1/1*, EF?；

=$ C%G 6EF? *N4,"0"35 06*#N3+1；P= $C;;74 EF? ,*5536 $
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用 !"#$% 程序对 %&’( 的 )*$ +,-# 序列和 ./’!0’1 中已登录的 )*$ +,-# 序列进行核

苷酸同源性比较，结果发现与多株副球菌属的 )*$ +,-# 序列的同源性达到 223以上，其

中与已报道的善变副球菌 #%44 56(*7 的同源性达到 22893。

图 !" #$%& !’( )*+, 核苷酸序列

:;<=)> %?/ @/AB/’&/ CD )*$ +,-# D+0<E/’F CD %&’(

图 !! 菌株 #$%& 的电镜照片

:;<=)) GH/&F+C’E;&+C<+0I? CD %&’(

-./ #$%&、善变副球菌和 !"#$%&’()#*+ ,)-+,*+
的特性比较

为了进一步明确 %&’( 在细菌分类学上的

地位，根据 !"#$%&’()#*+ ,)-+,*+ 和善变副球菌

的生理生化特征，增加了菌株对甲醇的利用和

对硫代硫酸钠的利用等试验，并从细胞形态及

其生理生化特征等方面，将菌株 %&’( 与 !"#$.
%&’()#*+ ,)-+,*+［2］和 善 变 副 球 菌 的 模 式 菌 株

#%44 56(*7［)>，7］进行比较，结果如表 5 所示。

!"#$%&’()#*+ ,)-+,*+ 与善变副球菌无论是在菌

体特性还是在对底物的利用上都存在很多相

似之处。两者最大的区别在于反硝化作用，以及对甲醇、硫代硫酸钠、尿素和色氨酸的利

用上。
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菌株 !"#$ 在营养琼脂上的菌落为乳白色、不透明的圆形凸起，培养 %& ’ 后菌落的直

径为 ( )) * $ ))，最适生长温度为 $+, * $-,，生长的 ./ 范围很宽，最适 ./ 为 ./&0+，

菌体为短杆状，不具鞭毛，单个、成对或堆状存在（图 11），这些性状与副球菌属的很多种

类似。从底物的利用情况看来，除了在甲醇的利用能力上有微弱的差异外，!"#$ 与善变

副球菌极其相似，而与 !"#$%&’()#*+ ,)-+,*+ 则存在一定的差距。!"#$ 与善变副球菌一样都

为混合营养型，既能利用甲醇等一碳化合物作为碳源和能源进行生长，又能利用 23(4(5%

等进行化能自养，同时又能广泛地利用有机物进行化能异养。也就是说 !"#$ 在分子系统

发育分类学上的地位属于副球菌属，善变副球菌。

善变副球菌 !"#$ 既能行甲基营养生长，又能行化能自养生长和化能异养生长，具有

利用广泛碳源和能源的能力，是一种能在多种贫劣的环境下顽强生存的细菌在国内尚属

首次报导，这些基础的研究工作对于利用微生物技术治理环境污染具有较高的研究和应

用价值。

表 ! "#$%、善变副球菌和 !"#$%&’()#*+ ,)-+,*+ 的特征比较

!3678 ( !’8 9:;;8<8#=:3=:># >; !"#$，.+#+,&,,"/ 0)#/"1"/ 3#9 !"#$%&’()#*+ ,)-+,*+

?’3<3"=8<:@=:" !"#$ .+#+,&,,"/ 0)#/"1"/ !"#$%&’()#*+ ,)-+,*+

A>=:7:=B C C D E ! E

?877 @’3.8 <>9 <>9 <>9

F<3) <83"=:># C C C

G>7BH!H’B9<>IB6J=B<3=8 3""J)J73=89 E E C

K8#:=<:;:"3=:># E E E
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