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摘 要：本文鉴定了一株可完全降解直链烷基苯磺酸盐（@9;+/- A(:0(,+;B+;+ C.(D=’;/>+，简称

@AC）的菌株 EF5。革兰氏染色阴性，细胞为杆状或短杆状，大小为 %GH!8 I %G2!8 J #G%!8 I

$G%!8，其生长 DK 范围为 DK5G% I #%G%，最适生长 DK 为 4G%，生长温度范围为 !L I !%L，最

适生长温度为 "%L。生化特征测定除过氧化氢酶、尿酶、精氨酸脱羧酶反应为阳性，其它均

为阴性。可利用 M=(’-9N/B’;、安替比林（/;>9D0-9;）以及 @AC 等为碳源。不能利用大多数糖醇。

醌组分以泛醌 O6#% 为主。菌体脂肪酸主要为 M#2P#、M#5P% 及 M#5P#。Q1A 中 E R M 8’(S含量为

4%G#%。#5C -T1A 序列分析表明菌株 EF5 与其亲缘关系最近的菌株 !"#$%&’()*+#,-./ -//’(-&#

QCU#325V 序列相似值为 34G!3S，Q1A6Q1A 杂交率为 !%S。菌株 EF5 具极生鞭毛，可运动，

两者在细胞形态有很大差异。故将菌株 EF5 定为苯基杆菌属的新种可动苯基杆菌（!"#$%&’0

()+#,-./ /’(-&#）EF5。

关键词：苯基杆菌属，可动苯基杆菌，#5C -Q1A
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直链烷基苯磺酸钠（@9;+/- A(:0(,+;B+;+W.(X’;/>+，@AC）是目前世界上使用量最大的一

种阴离子表面活性剂，广泛应用于合成洗涤剂、肥皂及化妆品，以及各种工业用途的乳化

剂、分散剂、润滑剂以及防腐剂等。由于 @AC 带来日益严重的生态问题，@AC 的生物降解

引起了国内外科学家的广泛重视，在其降解机理、特性及降解菌株的分离筛选上做了一些

研究。对 @AC 单独降解率达 3%S以上的菌株，目前报道的有蓝色色杆菌（1",’/’()*+#,-./
&-2-3./）AVMM #$!4"、脱氢黄杆菌（4&’2’()*+#,-./ 3#"%3,’5#$)$6）AVMM #"3"%、普通变形杆菌

（!,’+#.6 2.&7),-6 7）、假单胞菌属 UYMTZ6M、楔形弧菌（8-(,-’ *.$#)+.6）AVMM 534$、黄单胞菌

属的 3%6!［#，$］。本文通过形态学、生理生化特征、化学分类、分子分类相结合的多项分类方

法，鉴定了一株从洗衣粉厂水样中分离出可高效消除 @AC 的菌株 EF5［"］。菌株 EF5 在 $!
= 内可将浓度为 !%% 8[\@ 的 @AC 降解 32G4 S，最高 @AC 负荷量为 4%% 8[\@，是目前报道

的 @AC 负荷量最高的菌株。多项分类研究结果表明菌株 EF5 是不同于已报道的 @AC 降

解菌株的新的细菌。本文介绍了菌株 EF5 的生物学特征和分类鉴定结果。



! 材料和方法

!"! 菌株

模式菌株 !"#$%&’()*+#,-./ -//’(-&# !"#$%&’( 购自德国 菌 保 中 心。大 肠 杆 菌 )$*
（+"$,-’.）从中国科学院微生物研究所获得。菌株 /0’ 分离于广州洗衣粉厂污水处理站

进水沟渠。

!"# 培养基和试剂

分离降解 1+" 细菌富集培养基：#2"34·56*3 7,$4 2，89"34·56*3 7, 777. 2，)*6:34

7,-- 2，);< 7, 7’ 2，酵母膏 $,* 2，1+" 7,7. 2，=6 5,7，用蒸馏水定容至 $ 1，$77 >:? 压力下

灭菌 -7@AB。

:;C 产物纯化采用北京赛百盛公司的 :;C 产物纯化试剂盒，其它化学试剂均为国产

分析纯。

!"$ 形态观察和生理生化实验

将菌株接种于富集培养基中，-7D培养 *4 E 4& F 后，用光学显微镜与电子显微镜结合

观察细胞形态、鞭毛并测量细胞大小，革兰氏染色。接种富集培养基平板上，-7D培养 *
G，观察菌落颜色及形态。

生化特征测定按文献［4］进行。碳源利用实验采用美国 HAI<I2I 公司的 #AJKILM?MAIB(#

微孔板鉴定系统的 /N #AJKI=<?M9 进行，使用 HAI<I2I #AJKI "M?MAIB LOLM9@ -,.7 软件分析。

!"% 醌的提取和测定

采用 ;I<<ABL 等［.］方法，离心收集 $7 2 菌体，冷冻干燥，氯仿 P甲醇（* P$）抽提；以苯为展

层剂，在 /8*.* 硅胶板上进行薄层层析分离；在 *.* B@ 的紫外灯下观察层析板，取绿色带

溶于氯仿中，过滤，浓缩。用 6QR1Q(( :+;)+C! $7.7 高压液相色谱（6:1;）分析泛醌组

成。采用反向 6:1; ;$& 硅烷柱 3!" 球形吸着剂 .!@，*.7 @@ S 4,’ @@，流动相为乙氰：

异丙醇（$ P$,*.），流速 $ @1T@AB，47D，*57 B@ 紫外检测。

!"& 菌体脂肪酸成分分析

全细胞脂肪酸的提取参照 3LM9KFIUM［’］方法进行。采用美国 #V!V 公司 "F9KI<IJ> 全自

动细菌鉴定系统［5］分析成分。

!"’ ()* 的 +, - ./01含量测定和 ()*2()* 同源性实验

!N+ 提取参照 #?K@UK［&］的方法。采用熔点法（0@ 值法）测定 / W ; @I<X［%］，对照菌

株为 1 , *’&- +"$,-’.。!N+Y!N+ 同源性实验，采用液相复性速率杂交法［$7］。

!"3 !’4 56)* 基因的 7-6 扩增和序列测定

采用细菌的 $’" KCN+ 基因扩增的通用引物：正向引物 *58：.ZY/+/+/(((/+(;;(Y
//;(;+/Y-Z和反向引物 $.4$C：.ZY++//+//(/+(;;+/;;/;+Y-Z。两者分别对应于 1 , 2
*’&- $’" KCN+ 基因的第 5 E *5 个碱基和第 $.*. E $.4* 碱基。:;C 反应条件为 %4D 预变

性 . @AB，%4D变性 $@AB，.4D退火 $ @AB，5*D延伸 - @AB，经 -7 个循环后 5*D延伸 .@AB。

:;C 产物纯化，+HV :KAL@ -55 !N+ 自动测序仪测序。

!"8 以 !’4 5()* 为基础的系统发育分析［$$，$*］

将菌株 /0’ 的 $’" K!N+ 的序列与从 /9BH?B>TQ#H1T!!H[ 等数据库中的 $’" K!N+ 序
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列，采用 !"#$%&"’ ()*$+,- ./0 进行多序列匹配排列。通过 1*))2,- 3,* ’+-4,5$ (6./7 程序中

8)+9:;,*<=,+-+-9 方法，采用 >+?#*& 双参数计算模型构建系统发育树。

! 结果

!"# 形态和培养特征

菌株 @AB 为革兰氏阴性的杆状或短杆状细胞，大小为 C/D!? E C/0!? F ./C!? E
7/C!?，以极生鞭毛运动（图 .、7）。在 GHI 富集固体培养基中培养 J0 :，菌落呈圆形，低凸

起，边缘整齐，表面光滑，有光泽，浅黄色，不透明。

图 # 菌株 $%& 的扫描电镜照片（ ’ ( )))）

K+96. I2&--+-9 )")2%*,- ?+2*,9*&L: ,3 $%*&+- @AB

图 ! 菌株 $%&极生鞭毛的透射电镜照片（ ’ () )))）
K+967 1*&-$?+$$+,- )")2%*,- ?+2*,9*&L: ,3 $%*&+-

@AB’$ L,"&* 3"&9)""#?

!"! 生理生化特征

菌株 @AB 严格好氧生长，呼吸代谢。其生长 LM 范围为 LMB/C E .C/C，最适生长 LM 为

N/C，生长温度范围为 JO E JCO，最适生长温度为 PCO。最适生长的 8&!" 浓度为 .Q E
7Q，8&!" 浓度大于 0Q时，生长被抑制。酵母粉对菌株 @AB 的生长有明显的刺激作用。

除过氧化氢酶、尿酶、精氨酸脱羧酶、硝酸盐还原反应为阳性外，其它反应均为阴性：

氧化酶，甲基红为阴性；不产生吲哚、硫化氢；不能降解明胶、纤维素、七叶苷、淀粉及酪蛋

白。菌株 @AB 不能利用大多数常见碳源，但在 !:",*+4&R,-、安替比林以及 GHI 等为碳源的

培养基中生长良好。

菌株 @AB S8H 的 @ T ! ?,"Q的含量为 NC/.Q，细胞醌组分主要为泛醌 U<.C，脂肪酸

主要为 !.0V.、!.BVC及 !.BV.，含量分别为 B0/.7Q、.D/CJQ和 N/CDQ。

菌株 @AB 与苯基杆菌属模式菌株 !"#$%&’()*+#,-./ -//’(-&# SIW.X0D1 的鉴别特征见

表 .。

!"* 以 #&+ ,-./ 序列同源性为基础的系统发育学分析

取与菌株 @AB .BI *S8H 序列（@)-Y&-Z 注册号为 H[CPDPCN）相似值大于 XDQ的 7. 个

种的 .BI *S8H 序列做系统发育树图。从图 P 可以看出，所选菌株在系统发育树中基本分

为 0).&’()*+#,、!"#$%&’()*+#,-./ 和 1,#2.$3-/’$)4P 个 分 支。菌 株 @AB 与 !"#$%&’()+#,-./
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表 ! 菌株 "#$ 与苯基杆菌属模式菌株 !"#$%&’()*+#,-./ %&&’(%)* +,-!./01 的特征对照表

!"#$% & ’()*(+,-().(+, /%"*-0%) 1/ 234 "+5 !"#$%&’()*+#,-./ -//’(-&# ’67&89:!

;."0"<*%0()*(< 234 !"#$%&’()*+#,-./ -//’(-&# ’67&89:［&=］

20"> )*"(+
6(?%@!>
A$",%$$->
BC*(>-> *%>C%0"*-0%@D
BC*(>-> CE
BC*(>-> F";$ <1+<%+*0"*(1+
G%)*0"(+%5 F";$ <1+<%+*0"*(1+
BH(5")%
I0%")%
F(*0"*% 0%5-<*(1+
J015-<*(1+ 1/：
K+51$%
EL6

’FM 2 N ; >1$O

P
QR: S QR9 T &RQ S LRQ

& C1$"0 /$",%$$->
=QD
URQ

&O S LO
V 9O
P
N
N

P
P

UQR&

P
QRU S &RQ T &RQ S LRQ

Q
L9 S =QD
4R9 S URQ
QRL:O
V QR:O
W%%X N

P
P

P
W%%X P
4:R:

图 2 依据 !$, 3+45 序列构建的菌株 "#$ 与相关种属的系统发育树

A(,Y= J.Z$1,%+%*(< *0%% #")%5 1+ &46 0’FM )%[-%+<%) ).1\(+, 0%$"*(1+).(C) #%*\%%+ )*0"(+ 234 "+5 1*.%0 #"<*%0("

!ZC% )*0"(+) -)%5 /10 *.() "+"$Z)() "0% \(*. &46 0’FM "<<%))(1+ +->#%0) (+ C"0%+*.%)%)Y

!.% )<"$% #"0 (+5(<"*%) *.% QR& %]1$-*(1+"0Z 5()*"+<% -+(* Y ^11*)*0"C ]"$-%)，

%HC0%))%5 ") C%0<%+*",%) 1/ &QQ 0%C$(<"*(1+)，"0% ,(]%+ "* #0"+<. C1(+*)Y
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!""#$!%& !"#$%&’(关系最密切，两者的 $’" )*+, 相似性为 %-./%0。很明显，依据此结果

菌株 12’ 可归于苯基杆菌属。

!"# $%&’$%& 杂交

菌株 12’ 与模式菌株 ’(&)*%#$+,-&.!/" !""#$!%& !"#$%&’( 进行 !+,3!+, 杂交实验，

根据复性速率计算得出杂交率为 /40。依据国际分类委员会的建议，!+, 相关性 -40为

定种的界限。菌株 12’ 与苯基杆菌的模式菌株的相关性低于 -40，应该可作为该属的一

个独立的种。

( 讨论

苯基杆菌属是 5)678 9:7;<7= 等人在 $%&> 年建立的，属于 ?)@A<@B6CA<):6；69DE6 =FBG:H:3
=:@7；0+/%#$+,-&. ;)@FD［/］。该属目前仅有一个种 ’(&)*%#$+,-&.!/ !""#$!%& !"#$%&’(。其特征

为营养谱单一，不能利用大多数糖、醇，可降解 IE9@):G68@7 等农药中的有效成分。菌株

12’ 在生理生化特征、碳源利用以及化学分类特征与苯基杆菌属的模式种 ’(&)*%#$+,-&.!/
!""#$!%& 相同，如：不能利用大多数常见糖、醇，可利用 IE9@):G68@7、安替比林、苯丙氨酸以

及直链烷基苯磺酸钠为碳源；大多数生理生化反应为阴性；醌的主要组成为泛醌3$4；脂肪

酸的主要组分为 "FJ-，I$’K4 及 "FJ/；!+, 1 L I0相差不到 >0。故两者可归为同一个

属。

依据实验结果，菌株 12’ 在细胞形态、生长特征及系统发育学特征上与模式种 ’(&1
)*%#$+,-&.!/ !""#$!%& 又有很大差异。’(&)*%#$+,-&.!/" !""#$!%& 以无鞭毛，非运动性为该模

式种的特征。而菌株 12’ 具有极生单鞭毛，可运动。从形态学特征可将菌株 12’ 与 ’(&1
)*%#$+,-&.!/ !""#$!%& 区分开来。在生长特征方面，’ M !""#$!%& 为渗透压敏感性，当 +6I9 浓

度大于 > 0时，生长就被抑制，而菌株 12’ 在 +6I9 浓度为 $ 0 N O 0时，最适生长；+6I9
浓度大于 & 0时，生长才被抑制。从系统发育树图分析，菌株 12’ $’" )!+, 序列与 ’(&1
)*%#$+,-&.!/" 属的代表菌株 ’(&)*%#$+,-&.!/" !""#$!%& 关系最近，但两者的进化距离仍较大，

为 4.O’。菌株 12’ 与 ’(&)*%#$+,-&.!/" !""#$!%& 为苯基杆菌属两个相距较远的种。!+,3
!+, 杂交结果也表明，二者的 !+, 同源性仅为 /40。故把菌株 12’ 定为 ’(&)*%#$+,-&.!/"
属中一个独立的新种，即可动苯基杆菌（’(&)*%#$+,-&.!/" "#$!%& =DM 7@HM）

新种苯基可动杆菌（’(&)*%#$+,-&.!/" "#$!%& =DM 7@HM）的特征如下：革兰氏阴性，细胞为

杆状或短杆状，大小为 4.> N 4.&!J P $.4 N O.!J，运动，极生鞭毛。菌落圆形，直径 $ JJ
N O JJ，微凸，边缘整齐，表面光滑，浅黄色，不透明。其生长 DQ 范围为 DQ’.4 N $4.4，最

适生长 DQ 为 -.4，生长温度为 /R N /4R，最适生长温度为 S4R。最适生长的 +6I9 浓度

为 $0 N O0，可耐受 &0的 +6I9。好氧菌、过氧化氢酶、尿酶、精氨酸脱羧酶及硝酸盐还原

反应为阳性，氧化酶、甲基红为阴性。不产生吲哚、硫化氢。不能降解明胶、纤维素、七叶

苷、淀粉及酪蛋白。不能利用大多数常见糖醇。可以奎尼酸、丙氨酸、天冬氨酸、谷氨酸、

组氨酸、羟基脯氨酸、鸟氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸、丝氨酸、肉碱、咪唑丙烯酸、苯基乙胺、腐

胺及 O3氨基乙醇为唯一生长碳源；但不能以阿拉伯糖、纤维二糖、果糖、岩藻糖、半乳糖、龙

胆二糖、葡萄糖、乳糖、麦芽糖、甘露糖、蜜二糖、阿洛酮糖、蜜三糖、鼠李糖、蔗糖、海藻糖、

松二糖、木糖、核糖醇、阿拉伯糖醇、赤藓醇、肌醇、甘露醇、山梨糖醇、木糖醇、乙酸、蚁酸、
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羟基苯基乙酸、衣康酸、丙二酸、丁二酸、甘氨酸、!!氨基丁酸、次黄嘌呤核苷、尿（嘧啶核）

苷、胸（腺嘧啶脱氧核）苷、"，#!丁二醇、丙三醇、$，%!"!甘油磷酸及葡萄糖!&!磷酸葡萄糖!’!
磷酸。可以 ()*+,-./0+1、安替比林、%!苯丙氨酸以及直链烷基苯磺酸钠等异型生物质为碳

源。对阿齐霉素、多粘菌素、氯霉素、强力霉素、庆大霉素、卡那霉素、新霉素、诺氟沙星、利

福平、链霉素、磺胺甲基异恶唑及四环霉素敏感。有邻苯二酚!&，"!双加氧酶酶活。主要

醌组分为泛醌 2!&3。主要菌体脂肪酸为 (&45&、(&’53 及 (&’5&。$67 中 8 9 (:+*; 含量为

<3=&3。模式菌株为菌株 8>’。
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