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摘 要：从北京地区公园湖岸土壤中分离到一株橙红色杆状耐辐射菌，细胞壁革兰氏染色为

阴性，电镜显示菌体大小为 $A%!;B 0A%!;，略大于日本学者报道的 !*%(&+#,-*" ."#($%)菌，过氧
化氢酶的含量和分子量不同于 ! ) "#$%&$’"#() C0 菌，分离菌的（D E F）;’(G含量为 /$A/G，
0%H IJ.K序列分析表明，分离到的杆状耐辐射菌（CC2""A#）0%H IC.K基因序列与 !*%(&+#,-*"
."#($%)菌高度同源，提示 CC2""A#归于 !*%(&+#,-*" 菌属，并可能是该菌属中的一个新种。
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012%年，英国细菌学家 K,M-IN’,从经辐射灭菌处理后仍有腐烂的罐装食品中发现了
一种橙红色、可耐受 # O 0$% I8M（#$ $$$DP）剂量"射线照射的微小球菌［0］。其后，加拿大、
印度、法国、日本、美国和葡萄牙等国学者相继从医院实验室器械、木屑、动物粪便、干鱼等

辐照处理物以及河流、土壤、温泉等自然环境中分离出类似的种［# B !］。

发现之初，主要依据形态，将其归于微球菌属（/%,"&,&,,’)）。以后经 0%H C.K序列分
析证实，该菌与微球菌属亲缘关系较远。0150年，QI’’RN总结了陆续发现的 !种耐辐射小
球菌的遗传学特征，建议取拉丁文“M-<,’—陌生、奇异、不寻常”之意，将其确立为一个新的
科（4S- T8;<(P !*%(&,&,,#,*#*）和属（4S- U-,+N !*%(&,&,,’)）［2］。
耐辐射菌的辐射耐受力极强，在经受 2 $$$ B "$ $$$DP剂量的电离辐射或 2$$ B 0 $$$

*V;# 强度的紫外线照射后仍可存活［#］。以平均致死剂量（!$ 值）比较，!*%(&,&,,’) )0 )（!$

W 0/2$$DP［#］）的辐射耐受力较大肠杆菌（!$ W #2$DP［%］）高约 /$倍。
目前，奇球菌（!*%(&,&,,’)）属中共有 ! ) "#$%&$’"#()（又分为 ! ) "#$%&$’"#() 12 和 ! )

"#$%&$’"#() 3#"4 #个亚型）、! ) "#$%&05%6’)、! ) "#$%&0’.(#()、! ) 0"&-*&67-%,’)、! ) .*&-5*"8#6%)、
! ) 8’""#7% 等 /个种。015/年，日本学者从干鱼中分离到一种形态为杆状的耐辐射菌，尽
管理化性质与 !*%(&,&,,’) 属极为相似，但形态为杆状，故另立为奇杆菌（!*%(&+#,-*"）属，种
名为 ! ) ."#($%)［"］。
我国尚未有耐辐射菌种分离与鉴定的报道。中国科学院微生物资源中心仅存的一种

! ) "#$%&$’"#() C0是 015#年由英国引进的［/］。本项研究中，从北京地区公园湖岸土壤中
分离到一株橙红色杆状耐辐射菌，在探明形态特点、生化特性以及紫外线辐射抗性的基础

上，通过细菌基因组 J.K D E F ;’(G含量测定以及 0%H IJ.K序列的比较，对其归属进行
了甄别。



! 材料和方法

!"! 菌株和培养
! ! "#$%&$’"#() "#（中国科学院中国微生物资源中心，$%#&’((），用 )*+培养基（,&-.

/012/345，,&(. 1567/ 58/069/，,&#. :;<9375，2= >&,）培养，温度 (,?；* ! +&,% @@’A（美国 * ! +&,%
*545/B9 %/39C D54/50），用 EF培养基（#. /012/345，,&-. 1567/ 58/069/，#. G6D;，2= >&,）培养，
温度 (>?。
分离的耐辐射菌用与 ! ! "#$%&$’"#() "#相同的培养基和温度培养。分离菌的土样采

集于北京玉渊潭公园湖岸，选择较为潮湿的地带，间隔 (H I -H选点随机采集地表下约
-9H土壤样品（约 #:），置于 -,HE 塑料离心管。取回实验室后，向离心管中加入 #, HE
)*+液体培养基，与土壤充分混匀，用 #, ,,,*1剂量的’,D3!J射线进行照射。照后样品再
次混匀，待泥沙沉降后，取少量悬浮液涂于 )*+琼脂培养板，置 (,?温箱。隔天观察，( I
-K后，可见少量橙红色菌落。挑取橙红色单一菌落，置 L HE )*+液体培养基，扩大培养，
以备进一步鉴定。

!"# 生化试验
甲基红试验、淀粉水解试验、明胶液化试验、MG$酶试验、)N554JA,水解试验及过氧化

物酶试验参照文献［A］。
!"$ 光镜和电镜观察
取指数生长期新鲜菌液，按文献方法作革兰氏染色［O］，高倍光镜观察细菌形态。

取指数生长期新鲜菌液，# -,,0PHB4离心收集细菌，固定方法参照文献［#,］，细菌用乙
醇脱水后制备超薄切片，电镜观察细菌形态、大小与菌壁厚度。

!"% 紫外线抗性实验
取指数生长期新鲜菌液，# -,,0PHB4 离心收集细菌，用 ,&,’> H3;PE 磷酸钾缓冲液

（2=>&L）悬浮细菌并调整浓度（以每"E菌液可在培养板长出大致 # Q #,@ 个菌落为适宜浓
度）。对菌液进行不同剂量（RPHL）的 L-’4H紫外线照射。取 L,"E照后菌液涂于 )*+琼脂
培养板，置 (,?温箱，观察并记数菌落至 #-K。与未照射菌液比较，计算存活率。同时作
! ! "#$%&$’"#() "#和 * ! +&,% @@’A菌的对照实验。
!"& 过氧化氢酶活性测定
取指数生长期新鲜菌液，离心收集细菌，超声破碎菌体，#, ,,,0PHB4离心除去沉淀物，

取上清液测定蛋白浓度。取 L,":蛋白量的细菌进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，并按文献［##］
方法作过氧化氢酶活性染色。染色后凝胶进行密度扫描，估算过氧化氢酶含量。同时作

! ! "#$%&$’"#() "#和 * ! +&,% @@’A菌的对照实验。
!"’ 基因组 ()*（+, -）./01含量测定［!#］

采用酚氯仿法提取细菌基因组 MG$，测定 $L’, S $L(, S $LA,比值以保证 MG$纯度符
合要求，MG$（* T D）H3;.含量采用 -H值测定法，以大肠杆菌 U#L菌株作为参照。测定
实验在中国科学院微生物研究所完成。

!"2 !’3 4()*序列分析
取指数生长期新鲜菌液，离心收集细菌，按文献方法提取基因组 MG$［#L］。依据细菌

L,( 微 生 物 学 报 @( 卷



!"# $%&’中最保守的序列设计并合成引物［!(］，正向引物：)*+,’,---,,-..-,,.-.’,+(*；
反向引物：)*+’,’’’,,’,,-,’-..’,. .+(*。/.0反应条件：)1!2体系中含基因组 %&’
!!3、41 556782 -$9:+;.7（<; =>?）、)1 556782 @.7、!>) 556782 A3.74、411!56782 B&-/、正反向
引物各 )11 <56782、4>) C !"# 酶，DEF变性 459G后进入循环，D?F !59G ! ))F !59G !
E4F !>)59G，共 ()个循环，最后 E4F延伸 !159G。/.0产物克隆于 <,HA+-载体（/$65I3J
公司产品），送上海基康公司测定 %&’序列。将测定的 %&’序列用 .7C:KJ7 L <$63$J5与
,IGMJGN中 $ O %"&’(&)%"*+（P!!((4）、$ O %"&’(,-’.)+（P!!(((）、$ O %"&’(,)/*"*+（P!!((?）、$ O
,%(01(.20’3)+（P!!((!）、$ O /1(0-1%4".’+（P!)???）、$ O 4)%%"2’（P!(1(?）、$1’*(5"301% /%"*&’+
（P!!(4D）等菌 !"# $%&’序列进行比对，并用 %&’:KJ$软件构建系统发育树。

! 结果

!"# 革兰氏染色、形态及生化试验
从 !!份土壤样品中经 !1 111,Q 剂量"+射线电离辐射筛选到一株橙红色菌（记为

00)((>4）。00)((>4菌的革兰氏染色为阴性，与日本学者报道的 $1’*(5"301% /%"*&’+ 菌一
致［(］，而与 $1’*(3(33)+ 属的 $ O %"&’(&)%"*+、$ O %"&’(,-’.)+、$ O %"&’(,)/*"*+、$ O ,%(01(.20’3)+、
$ O /1(0-1%4".’+ 及$ O 4)%%"2’ 等各种球菌革兰氏染色普遍为阳性不同［4］。光镜下 00)((>4
菌的形态呈短杆状（见图 !），电镜观察显示该菌大小为 1>"!5 R !>"!5（见图 4’），菌壁厚
度为 (1G5 R ?1G5（见图 4 M），略大于和厚于 $1’*(5"301% /%"*&’+ 菌（菌体：1>"!5 R !>4!5；菌
壁：!1G5 R 41G5）［(］。0)((>4菌生化试验结果：甲基红试验为阴性，可以产淀粉酶，胶原酶
阳性，过氧化氢酶阳性，%&’酶和脂酶为阴性。

图 # $$%&&"!菌光镜图（ ’ #((）
S93O! /JKKI$G 6T :K$J9G 00)((>4

CGBI$ KUI 59V$6:V6<Q（ W !11）

图 ! $$%&&"!菌电镜图（ ’ #)) (((）
S93O4 H7IVK$6G 59V$6:V6<Q 95J3I: 6T

:K$J9G 00)((>4（ W !?? 111）

’O :U6X9G3 KUI VI77 Y67C5I；

MO :U6X9G3 KUI KU9VNGI:: 6T VI77 XJ77 O

!"! 紫外辐射抗性
图 (显示了 )((>4菌、$ O %"&’(&)%"*+ 0!和 6 O 3(.’ ??"=紫外照射后的存活曲线。如图

所示，分离菌具有与 $ O %"&’(&)%"*+ 0!相似的紫外辐射抗性，两者的存活曲线均呈 #型，
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在小于 !""#$%& 剂量范围均有一平台，存活数明显下降开始于 ’""#$%& 剂量之后，在

( """ #$%&剂量强度紫外照射后仍有少量存活。

!"# 氧化氢酶活性与含量
图 !为 ))*++,&、! - "#$%&$’"#() )(和 * - +&,% !!’.的过氧化氢酶活性染色图。图中可

见，分离菌过氧化氢酶分子量明显小于 ! - "#$%&$’"#() )(，但含量较高。密度扫描显示，分
离菌过氧化氢酶含量较 ! - "#$%&$’"#() )(约高 (’/。

图 # 分离的耐辐射菌 $%照射后的存活曲线
012-+ 345678194:5 67;17519< =>681874 ?>68:= 9@ =5671< ))*++,&，

! - "#$%&$’"#() )( 7<; * - +&,% !!’.

图 & 细菌裂解液上清 ’()*过氧化
氢酶活性染色图

012-! A75747=: 1< ?6>;: :B567?5= ;:5:?5:; CD EFGH

7<; ?75747=: 7?51815D =571<1<2

(, * - +&,% !!’.；&, ! - "#$%&$’"#() )(；+,I5671< ))*++,& -

!"& 基因组 +,( )- . /012含量
根据 -%值法，测得分离菌 )*++,&基因组 JKF的 H L A %94/含量为 M",M/。

!"3 456 7+,(序列分析
*++,&菌的 (’I 6JKF EA)扩增片段长 ( !MNCO。与 H:<P7<Q中 !.%(&/#+0." 1"#($%) 菌及

!.%(&+&++’) 属的 ! - "#$%&$’"#()、! - "#$%&23%,’)、! - "#$%&2’1(#()、! - 2"&0.&,40%+’)、! - 1.&03."5
6#,%)、! - 6’""#4% 等菌比较表明，))*++,& 菌的 (’I 6JKF序列与以上各菌具有高度同源
性，其中与 !.%(&/#+0." 1"#($%) 菌的同源性最高，达到 N’,N/（见表 (）。依据革兰氏染色和
杆状形态的相似性，以及 (’I 6JKF序列的高度同源性，可以判定该实验中分离到的耐辐
射菌应归于 !.%(&/#+0." 菌属。但从菌体大小和菌壁厚度的差异上看，该菌并不就是 1"#(5
$%)，而可能是 !.%(&/#+0." 菌属中一个新成员。系统发育分析也证实这一结果（见图 *）。

# 讨论
本项研究首次报道在我国分离到一株耐辐射菌R))*++,&。!射线及紫外线辐射抗性

试验表明分离菌 ))*++,&具有与耐辐射菌 ! - "#$%&$’"#() 类似的抗射线及紫外线辐射的
能力。过氧化氢酶活性染色测定显示该菌与 ! - "#$%&$’"#() 类似，提示该菌具有极强的抗
氧化能力［((］。革兰氏染色、细菌形态学观察以及生化试验结果都与 !.%(&/#+0." 1"#($%) 极
为类似。所分离菌的基因组 JKF H L A %94/含量为 M",M/，同样与 !.%(&/#+0." 1"#($%)
（’N/）和 !.%(&+&++’) 属的其它细菌极为接近，结合 (’I 6JKF序列同源性的鉴定结果，可
以确定该菌归 !.%(&/#+0." 菌属，而且可能是一个新种，但对该菌的命名还有待进一步商
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榷。

表 ! ""#$$% &与 !"#$%&’()"* +*’$,#-及!"#$%(%((.- ’(() !*+ ,-./序列同源性
!"#$% & ’%(%$) *+ &,- ./01 )%23%45% )676$".689 #%8:%%4 )8."64 ;;<==>? "4@ !"#$%&’()"* +*’$,#- ") :%$$ ") !"#$%(%((.- )AAB

-A%56%)

-%23%45% )676$".689CD

;;<==>?
! B +*’$,#-

/-E=F,=

! B *’,#%,.*’$-

/-E ?G<=F

! B *’,#%/.+$’$-

1!HH&F&I?

! B 0.**’1#

/-E&&=G=

! B *’,#%/2#3.-

/-E?G<<&

! B +"%)2"*0’3#-

/-E&&=GG

! B +*’$,#-

/-E=F,=
F,>F

! B *’,#%,.*’$-

/-E ?G<=F
FJ>& F=>I

! B *’,#%/.+$’$-

1!HH&F&I?
F=>? F=>? FG>F

! B 0.**’1#

/-E&&=G=
F=>& FJ>J F=>? F=><

! B *’,#%/2#3.-

/-E?G<<&
F?>K FG>K FG>F KF>I F?>=

! B +"%)2"*0’3#-

/-E&&=GG
F&>K F?>G FG>I F&>I FG>? F?>J

! B /*%)"%31)#(.-

/-E?G<JG
F&>= F&>< FG>& FG>& F?>< FJ>F KF>I

图 # ""#$$%&和其它耐辐射菌的系统发育树
L6MB< NO9$*M%4%865 8.%% #")%@ *4 &,- ./01 )%23%45% *+ )8."64 ;;<==>? "4@ )%23%45%) *+ *8O%. ."@6"86*4P.%)6)8"48 #"58%.6"

迄今为止，!"#$%&’()"* 菌属中只发现了一个种，即 ! B +*’$,#-。有关是否依据杆状形
态就一定要另立 !"#$%&’()"* 菌属，一直存在争议。! B +*’$,#- 分离鉴定之初将之另归于
!"#$%&’()"* 属的唯一理由就是因为其与!"#$%(%((.- 属其它菌形态不同。从 &,- ./01序列
同源性分析的资料看，!"#$%&’()"* +*’$,#- 菌与有些 !"#$%(%((.- 属菌的同源性要明显高于
!"#$%(%((.- 属内部分菌间的同源性，这提示 ! B +*’$,#- 与 !"#$%(%((.- 属内某些菌种存在更
为接近的亲缘关系，因此认为另立 !"#$%&’()"* 菌属不尽合理，可以根据 &,- ./01序列同
源性将 ! B +*’$,#- 归于!"#$%(%((.- 属。如果根据细菌形态将 ! B +*’$,#- 另列为一个属，则
!"#$%(%((.- 属其它菌的分类地位也有必要重新考虑［&J］。但形态差异在细菌分类中仍是不
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可忽略和逾越的，事实上，在 !!"##$% &’( )*+,序列同源性分析中也发现类似现象（见表
&），&’( )*+,进化树分析也证实本实验中分离到的杆状耐辐射菌 !!"##$%与 ! - "#$%&’(
在进化中的关系极为密切，因此，!!"##$%菌的分离与鉴定提供了 !)’%*+$,-)# 属分类地位
的另一个证据。

耐辐射菌是国际上极受重视的具有开发与利用前景的微生物资源，如美国能源部已

着手进行将耐辐射菌用于核废料污染物处理的研究［&"］。另一方面，具有超强辐射抗性的

细菌，对食品、药材等的消毒与贮存可能产生的危害，以及与环境、生态、人体的关系等，也

是值得探讨和引起充分警觉的问题。在我国分离到耐辐射菌的新种，无疑对以上问题的

研究具有重要意义和价值。

致谢 感谢中国科学院微生物研究所东秀珠研究员和黄英博士在实验中给予的指导与帮

助。
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