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一个降解染料的希瓦氏菌新种———中国希瓦氏菌
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摘 要：从细胞形态、生理生化特性和 %2I /J04基因和 !"#$基因序列同源性分析等方面对一株广谱高效染料降解
菌 K%!进行了鉴定。菌株 K%!的细胞壁革兰氏染色为阴性，细胞为杆状，大小为 $L2!< M %L$!< N %L$!< M !L$!<，
周身纤毛，极生单鞭毛，其生长 ?O范围为 ?O 5L$ M %$L$，最适生长 ?O为 1L$，生长温度范围为 !P M !$P，最适生长
温度为 #$P M 3$P。该菌株具有还原三价铁，液化明胶、6Q..B !$和 6Q..B 1$，产生 O# I的能力。在乳酸钠存在的

条件下，能还原硝酸盐、亚硝酸盐、铁氧化物和硫代硫酸钠。可利用 K7半乳糖、K7葡萄糖、蔗糖、丙酸钠、R7亮氨酸等
多种有机物为碳源。ST*R*U细菌自动鉴定系统鉴定结果表明该菌株应归属于希瓦菌属。%2I /K04和 !"#$ 基因
序列分析结果表明，菌株 K%!与其亲缘关系最近的菌株 %&’()*’++) ,-.#’/)01’* 46VV1$5%6的 %2I /K04序列相似值为
E5W（小于 E5L5W），!"#$基因序列相似值为 15W（小于 E$W）。菌体所含有的主要脂肪酸为 =@’7%"：$，%2：%"5+，%"：$
和 %2：$，K04中（UX V）<’(W含量为 !EL3。结合菌株 K%!的生理生化特征和分子生物学特性，将菌株定为希瓦氏
菌属的一个新种，命名为中国希瓦氏菌（%&’()*’++) 01*10)）K%!6。
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偶氮染料和蒽醌染料是目前印染行业应用较广

的两大类染料，这些染料均难以被生物降解，对环境

造成极大的污染［%，#］。近年来，人们已分离选育出

许多对染料具有较好降解脱色能力的高效菌株，主

要包括气单胞菌属（ 2’#343*)5 @?)）［#］、光合细菌
（6&3.35"*.&’.10 7)0.’#1)）［3］、芽孢杆菌属（ $)01++-5
@?)）［!］等。希瓦氏菌属（ %&’()*’++) @?)）是 %E1" 年
Z9+D’B.((和 V’(Q.(( 根据 "I /J04序列从交替单胞
菌属中另立的新属。近年来国际有关该菌属的新菌

种不断被发现，这些菌种大多具有耐盐 、耐低温、降

解卤代有机化合物和还原金属的能力［" M 5］，但至今

仍未报道具有染料脱色功能的希瓦氏菌菌株。本实

验室从广州某丝绸印染厂废水处理系统的活性污泥

中分离纯化到一株染料脱色菌株 K%!，该菌株对偶
氮染料和蒽醌染料均具有高效的降解能力。

%2I /K04已经被广泛地应用于研究细菌的系统发育
地位，但大量的研究表明，对于亲缘关系较近的菌

株，单纯依靠菌株间的 %2I /K04同源性来定种是不

足够的［"，1，E］。!"#$ 基因是编码 K04促旋酶（>G/9@.）
S亚基的基因，该基因具有比 %2I /K04高得多的碱
基替换频率。在气单胞菌属、假单胞菌属（65’-839
43*)5 @?)）和希瓦氏菌属等的系统分类鉴定中已证
明，对于亲缘关系更接近的属内各菌种之间的鉴定

方面，!"#$ 基因序列这一分子分类指标具有较强的
可行性［"，1，%$］。因此，为了更精确地了解菌株的系统

分类地位，本研究不仅采用了传统的生理生化鉴定

法对菌株进行鉴定，还采用 %2I /J04 基因序列和
!"#$ 基因序列相结合的分子指标研究菌株 K%! 与
希瓦氏菌属中各菌种的系统发育关系。

! 材料和方法

! "! 菌种
从广州某丝绸印染厂废水处理系统的活性污泥

中分离纯化而得。菌株的分离纯化方法见文

献［%%］。
! "# 菌株脱色率的测定
每升 ZE培养基中分别添加酸性大红 UJ（V) T )



!"!#$）和活性艳蓝（%& ’ & ()!$*)）各一种作为染料培
养基，使培养基中的染料浓度为 *$+,-.。以 )$/的
接种量，将在营养肉汤培养基中培养过夜的菌液接

种于染料培养基中，0$1静置培养，每隔一段时间取
出培养液于 ($$$2-+34离心去菌体，于相应染料的最
大吸收峰处测定吸光值，并以不加菌的染料培养基

为对照，计算脱色率。

! "# 生化试验
淀粉水解、明胶液化、氧化酶、催化酶、硝酸盐还

原、亚硝酸盐还原及反硝化反应等生化试验参照文

献［)!］，其它生化指标采用 5’6.67 细菌自动鉴定
系统进行鉴定。

! "$ 电镜观察
取对数生长期新鲜菌液，($$$2-+34离心收集菌

体，用透射电子显微镜观察细胞，并测定其大小。

! "% &’(的（)* +）,-./含量测定
采用熔点法（ !" 值法）测定（7 8 %）+9:/［)!］，

对照菌株为 #$%&’()%&)* %+,) ;)!。

! "0 菌体脂肪酸成分分析
依据微生物流行病研究所技术标准（<=>$"?

!$$!）细菌鉴定—细菌脂肪酸分析鉴定法。采用 @A
(B#$气相色谱仪，氢火焰离子化检测器（C’D）及 @A
气相色谱化学工作站（@A %@EFGH>H’6I JK2 >
*L$)）进行检测，色谱柱为 M:N2O?!柱。
! "1 !02 34’(基因和 !"#$ 基因序列分析
取对数生长期新鲜菌液，离心收集菌体，按文献

［)0］的方法提取基因组 DI>。采用细菌)(G 2DI>通
用引物 C!" 和 P)*!! 进行 A%P 扩增菌株的
)(G 2DI>。长度为 )L!QR 的 -.(/ 基因的扩增采用
通用引物对 MA?)和 MA?!2，A%P反应条件如 SO+O49?
N9 和 @O2OTO+O［B］所述。A%P 反应产物进行直接测
序。利用 5.>GH将所测得的序列与 7K45O4Q-EF5.-
DD5=等数据库中已登录的序列进行同源性比较，采
用 %:UVNK:< JK2V394)LB［)W］进行比对，采用邻接（IK3,X?
R9U2 =93434,，简称 I=）法构建系统发育树（A@S.’A，
JK2V394 0L*）。

5 结果

5 "! 形态和培养特征
菌株 D)W 的细胞为革兰氏阴性，直短杆状，极

生单鞭毛，大小为 $L(!+ Y )L$!+ Z )L$!+ Y WL$!+
（图 )），在液体培养基中摇床培养 !WX后，个别菌体
长达 "!+。在营养琼脂固体培养基平板上培养 !WX
后，菌落形态为圆形，表面光滑扁平，边缘整齐，无色

至淡肉红色，透明，菌落大小为 !++ Y 0++。

图 ! 菌株 &!$的电镜照片（!%666 7）
C3,&) E:K[N294 +3[29,2O\X 9] VN2O34 D)WH（)*$$$ Z）

5 "5 生理生化特征
菌株 D)W 能在 W1 Y W$1的温度下生长，其最

适生长温度范围为 !$1 Y 0$1。其生长 \@范围为
\@"L$ Y )$L$，最适生长 \@ 为 BL$。最适生长的
IO%:浓度为 $/ Y */，当 IO%:浓度大于 (/时，生
长被抑制。

菌株 D)W 对偶氮类染料和蒽醌类染料均具有
较强的脱色能力。在浓度为 *$+,-.的偶氮类染料
酸性大红培养液中，经 WX反应后，脱色率达到 #(/
以上。对酸性大红的最高作用浓度高达 !$$$+,-.。
在浓度为 *$+,-.的蒽醌染料活性艳蓝培养液中，经
)*X反应后，脱色率达到 ##/。当活性艳蓝的浓度
提高至 )$$$+,-.时，菌株的脱色率仍高达 ("/。
菌株 D)W具有兼性厌氧生长的能力，氧化酶和

接触酶为阳性，能液化明胶、H^KK4 W$ 和 H^KK4 B$，
产生 @!G，能以 D，.?乳酸钠为电子供体还原硝酸盐、
亚硝酸盐、硫代硫酸钠和铁氧化物，不能利用硫酸铵

和硝酸铵为唯一氮源生长。菌株 D)W 能发酵葡萄
糖，能利用大多数的碳源，如 D?半乳糖、D?葡萄糖、
蔗糖、丙酸钠、.?亮氨酸等。菌株 D)W DI> 的
（7 8 %）+9:/的含量为 W#L0/。5’6.67细菌自动
鉴定系统进行鉴定的结果发现，菌株 D)W与希瓦氏
菌属的 0&’1*2’,,* 345(’6*%)’2$ 具有较高的相似性。
有关菌株 D)W 与希瓦氏菌属中相关菌种的生理生
化特性的比较见表 )。
在菌株 D)W中饱和脂肪酸的含量最多，其次是

异式饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸。主要脂肪酸为

3V9?)* _ $，)( _ )""[，)* _ $ 和 )( _ $，含量分别为
!!L#0/，)*LB!/，)*L"(/和 #LB!/。菌株 D)W和
希瓦氏菌中相关菌种的主要脂肪酸组成见表 !。
5 "# 以 !02 3&’(序列和 !"#$ 基因序列同源性为
基础的系统发育学分析

采用 5.>GH将菌株 D)W长 )WWBR\的 )(G 2PI>
基因序列与 7K45O4Q 中已登录的基因序列进行比

!(* 微 生 物 学 报 WW 卷



表 ! 希瓦氏菌属不同种的生理生化特性
!"#$% & ’(%)*+,-./ /("0"/+%0.1"+.*) *2 3"0.*45 !"#$%&#’’% 5-%/.%5

6("0"/+%0.5+./ & 7 8 9 : ; < = >

6%$$ 5("-% ?+0".@(+
0*A

?+0".@(+
0*A

?+0".@(+ *0
/403%A 0*A

?+0".@(+ *0
/403%A 0*A B*A B*A B*A ?+0".@(+

0*A
?+0".@(+
0*A

CDE F G 6（H*$I） 9>J8 9:J< K 9;J= 9;J= K 9=J& 9L K 98 98 K 99 9& 99 9: 98 K 9<
M-+.H"$ @0*N+( +%H-%0"+40%（O） 7L K 8L DC 7L K 7: 7L K 77 7L K 7: DC 7L K 77 7: K 8: 7: K 8:
M-+.H"$ -P 0")@% 2*0 @0*N+( < K &L DC DC DC ;JL K >JL DC DC < K = < K =
F0*N+( "+：
9O G G G G Q G G DC G
8:O G DC Q Q G Q Q G G
9LO G Q Q Q DC Q Q G R Q S

’.@H%)+ ?$.@(+$,
-.)T.5( Q Q DC ?$.@(+$,

-.)T.5( B%AS#0*N) !") ’.)T.5( Q

’0*A4/+.*) *2：
EH,$"5% Q DC G Q G DC G Q S
F"$"+.)"5% G DC G DC G G G G S
U+.$.1"+.*) *2：
CSF"$"/+*5% Q DC DC Q G G G G G
CSV04/+*5% G R Q DC DC Q G DC G Q S
CSF$4/*5% G DC G G G G Q DC S
?4/0*5% G G DC G Q G G Q S
6.+0"+% Q G DC DC Q DC Q Q S
CSW")).+*$ Q DC DC G Q G Q Q S
DSE/%+,$@$4/*5"H.)% G G G Q G G Q DC G
’0*-.*)"+% G DC DC G DC DC DC DC S
XS$%4/.)% G DC DC G DC DC DC DC S
?4//.)"+% G DC DC G G G G G G R Q
C，XSX"/+"+% G DC DC G DC G DC G G R Q
B%A4/+.*) *2 Y0*) *Z.A% G G DC G Q G G G G

?-%/.%5 "0% $.5+%A "5：&，! [ ()&()% 5+".) C&9! 5-[ )*3[；7，! [ *%’+)(% D6!6 &L<8:!（\.%HT% #+ %’，&>>=）；8，! [ ,#&)+-).)(%&/ M?7&<!（]0%++"0 #+ %’，
7LL7）；9，! [ .-)0),)1%-)&% E6EW:>&!（^%)T"+%5N"0") #+ %’，&>>>，")A ]*NH") #+ %’，&>><）；:，! [ 2%34&)(% _WW 87>>!（Y3")*3" #+ %’，7LL&）；;，! [
’)5)&0/+4&#&/)/ XWF &>=;;!（]*1"$ #+ %’，7LL7）；<，! [ 4’’#6%&% E6‘W >!（?T%00"++ #+ %’，7LL7）；=，! [ 4&#),#&/)/ E!66 <LL::L!（^%)T"+%5N"0") #+ %’，
&>>>）；>，! [ 37+-#.%()#&/ E!66 =L<&!（D*14% #+ %’，&>>7，^%)T"+%5N"0") #+ %’，&>>>，")A ?"+*H. #+ %’，7LL8）；DC，D* A"+"[

对，结果发现与菌株 C&9的 &;? 0CDE同源性最高的
是希瓦氏菌属的模式菌株 !"#$%&#’’% 37+-#.%()#&/
E!66 =L<&!，其同源性为 ><I。根据菌株 C&9 的
&;? 0CDE序列与希瓦氏菌属的 7L个菌种的模式菌
株的 &;? 0CDE序列做出系统进化树（图 7），结果可
见，所选菌株在系统进化树中基本分为 8大类群，菌
株 C&9处于 ! [ 37+-#.%()#&/ R! [ 2%34&)(% 这一类群之
中，且位置相对较独立。

根据菌株 C&9的 06-8 基因序列与希瓦氏菌属
的 &7个菌种的模式菌株的 06-8 基因序列所做的系
统进化树如图 8 所示。菌株 C&9 处在 ! [ 37+-#.%9
()#&/ R ! [ 4&#),#&/)/ 这一类群中，其中与 ! [ 37+-#.%9
()#&/ E!66 =L<&!的序列同源性为 =<I。这一数值明
显低于希瓦氏菌属内定种的界限（>LI）［:］，表明菌
株 C&9应归属于希瓦氏菌属，但并不归属于 ! [ 379
+-#.%()#&/，应该可作为该属的一个独立的种。

" 讨论
由于希瓦氏菌具有共代谢降解卤代有机化合

物、原油，以及在厌氧条件下还原铁、锰、铀等重金

属、还原硫代硫酸钠、亚硝酸盐和硝酸盐等特性，因

此得到广泛的研究。目前发现的菌种已达 7L多种，
!"#$%&#’’% 37+-#.%()#&/ E!66 =L<&!是其模式菌株。菌

株 C&9在菌体形态、生理生化特性、化学分类特征
和 &;? 0CDE序列等方面均与 !"#$%&#’’% 37+-#.%()#&/
具有较高的相似性，如：细胞均为革兰氏阴性、直短

杆状，极生单鞭毛；氧化酶和接触酶为阳性；能还原

硫代硫酸钠产生 P7?，还原硝酸盐为亚硝酸盐，还原
铁氧化物，利用 D Q乙酰基葡萄糖胺为唯一碳源；不
能分解淀粉，不能利用柠檬酸盐和 CS甘露醇。菌株
C&9的主要脂肪酸分别为 .5* Q &: aL，&; a&!</，&: a L
和 &; aL，不饱和脂肪酸所占的比例为 &=J;<I，这一
结果与文献报道的大部分希瓦氏菌含有高不饱和脂
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表 ! 希瓦氏菌属不同种的脂肪酸组成（"）
!"#$% & ’"(() "*+, *-./-0+(+-1（2）-3 4"5+-60 !"#$%&#’’% 0/%*+%0

’"(() "*+, 7 & 8 9 : ; < = > 7? 77
@(5"+AB( *B"+1 0"(65"(%, 3"(() "*+,0：
79 C? &D>> 7D9 &D& 8D> 8D< 9D& 8D7 8D& &D; 7D8 ;D<
7: C? 7:D<; >D& <D= 9D9 &D: 7D7 :D: 8D< 9D< ;D8 :D&
7; C? >D=& ;D7 9D8 78D8 77D= 7;D; 7?D8 7:D& 79D= >D7 &<D:
7< C? EF 8D> !G !G 7D& !G &D7 &D? &D= &D< 7D;
7= C? EF !G EF !G !G !G !G 7D: 7D7 !G EF
!%5.+1"$$) #5"1*B%, 3"(() "*+,0
78 C? H +0- 9D?8 9D< 7&D9 >D8 ;D8 <D: >D9 =D? &D: 7D; 7&D9
79 C? H +0- !G 7D: 7D; !G !G !G !G &D: &D8 EF !G
7:C? H +0- &&D>8 &;D< 79D8 77D8 >D? 7>D; =D: 7<D= &:D9 79D? &?D7
7; C? H +0- !G 7D9 !G EF EF !G EF !G 7D9 EF EF
7<C? H +0- !G 7D= !G !G !G 7D; !G 7D> 7D< EF 7D9
I-1-610"(65"(%, 3"(() "*+,0
7: C7!;* 7D:9 !G &D& 7D? 7D& !G !G EF !G EF EF
7;C7!<* 7:D=& 79D< &9D7 87D8 :7D7 &8D9 &9D7 EF &8D8 8;D> 7>D>
7; C7!>* 7D87 !G 7D; 7D< &D& EF !G EF &D7 &D7 7D9
7< C7!;* EF &D9 7D9 EF EF 7D9 7D& EF 7D: EF EF
7<C7!=* EF &8D9 77D? 9D= 8D? !G <D; EF =D? EF &D8
7= C7!<* EF 9D: !G 7D< :D8 :D= EF EF :D< :D8 7D&
7= C7!>* EF 7D9 !G 7D? 7D< 7D; 7D: EF &D> 8D& EF

@/%*+%0 "5% $+0(%, "0：7D ! J ()&)(% 0/J 1-4J F79!；&D ! J %*%+,&#&-)- K!LL <??8&>!（M%1N"(%0O"5"1 #. %’，7>>>）；8D ! J /%’.)(% P@7::（Q+%.N% #. %’，
7>>=）；9D ! J 0#&).1)2)(%&- P@&7<!（R5%(("5 #. %’，&??&）；:D ! J 21)3)0)*%1)&% KLKI:>7!（M%1N"(%0O"5"1 #. %’，7>>>，"1, R-O."1 #. %’，7>><）；;D ! J 4%5,&6
)(% SII 8&>>!（T4"1-4" #. %’，&??7）；<D ! J ’)7)&3-.,&#&-)- UIV 7>=;;!（R-W"$ #. %’，&??&）；=D ! J ,’’#8%&% KLXI >!（@N%55"(( #. %’，&??&）；>D ! J ,&#)6
0#&-)- K!LL <??::?!（M%1N"(%0O"5"1 #. %’，7>>>）；7?D ! J 59.1#2%()#&- K!LL =?<7!（E-W6% #. %’，7>>&，M%1N"(%0O"5"1 #. %’，7>>>，"1, @"(-.+ #. %’，
&??8）；77D ! J $,,08) I@8&!（,"(" 35-. M%1N"(%0O"5"1 #. %’，7>>>）J !GJ !5"*%（ Y 72），EF：E- ,"(%J

图 ! 希瓦氏菌 #$% &’()序列的系统发育树
’+AJ& ZB)$-A%1%(+* (5%% +1*$6,+1A ()/% 0(5"+10 -3 !"#$%&#’’% #"0%, -1 7;@ 5FEK 0%[6%1*%

肪酸相比存在一定的差异，但分析菌株总的脂肪酸

组成，与其它希瓦氏菌的菌株基本一致（表 &），这可
能与细菌的脂肪酸组成和含量会随着培养条件和培

养时间而改变有关［:］。FEK 的（V \ L）.-$2为
9>D82，这一特性也与希瓦氏菌属相一致［:］。菌株
F79的 7;@ 5FEK序列与 !"#$%&#’’% 59.1#2%()#&- K!LL
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图 ! 希瓦氏菌的 !"#$基因序列系统发育树
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ ",.)01",# -(2+ 3-/4",3 *5 !"#$%&#’’% 643+1 *, ()*+ #+,+ 3+70+,.+

89:;<的 ;=> /?@A序列同源性为 B:C。由此可见，
菌株 ?;D应归属于希瓦氏菌属。
但菌株 ?;D 与 !"#$%&#’’% ,-.*#/%01#&2 仍存在明

显的差异，主要表现在系统发育学特征、生长特征及

碳源利用等方面。从系统发育地位分析，虽然菌株

?;D的 ;=> /?@A序列与 !"#$%&#’’% ,-.*#/%01#&2 A<EE
89:;<的 ;=> /?@A 序列同源性高达 B:C，但 F+,G
H4-+3I4/4,等认为在希瓦氏菌属中 ;=> /?@A序列同
源性必须高于 B:J:C才可认为是归属于同一个菌
种［K］。而且，目前大部分科学家认为单纯依靠 ;=>
/?@A序列同源性这一指标不足以将菌株鉴定到
种［K，8 L ;9］。从两者的 ()*+ 基因序列同源性分析发
现，菌株 ?;D与 ! $ ,-.*#/%01#&2 A<EE 89:;<在系统进
化上的确存在一定的距离，不能归属于同一菌种。

从生长特征及碳源利用方面分析，菌株 ?;D的最适
生长温度范围为 M9N L %9N，且可在 D9N条件下生
长，而 ! $ ,-.*#/%01#&2 的最适生长温度范围为 MKN L
%KN，在 D9N不能生长［K］。! $ ,-.*#/%01#&2 能在 @4E)
浓度为 =C的条件下生长，而菌株 ?;D 能耐受的
@4E)浓度仅为 9C L KC。已报道的希瓦氏菌大多
数不具有发酵葡萄糖的能力，!"#$%&#’’% ,-.*#/%01#&2
也不能发酵葡萄糖，而菌株 ?;D 具有这一能力，这
一特性与希瓦氏菌属中的 ! $ 3#&."10%，! $ /*1(1415%6
*1&%，! $ 7%,8&10% 和 ! $ ’191&(2.8&#&212 相同［K］。在利用
?G半乳糖、?G葡萄糖、蔗糖、丙酸钠、OG亮氨酸等碳源
的能力方面，菌株 ?;D与 ! $ ,-.*#/%01#&2 也存在很大
的差异（表 ;）。因此把菌株 ?;D定为希瓦氏菌属中
的一个独立的新种，命名为中国希瓦氏菌（!"#$%&#’6
’% 01&10% 32$ ,*P$），模式菌株为 ?;D<。
新种中国希瓦氏菌（ !"#$%&#’’% 01&10% 32$ ,*P$）

的特征如下：革兰氏阴性，极生单鞭毛，细胞为直短

杆菌，大小为 9J=!Q L ;J9!Q R ;J9!Q L DJ9!Q，在液

体培养基中培养 MD’后，个别细胞长达 :!Q。在营
养琼脂固体培养基平板上培养 MD’后，菌落形态为
圆形，表面光滑扁平，边缘整齐，无色至淡肉红色，透

明，菌落大小为 MQQ L %QQ。其生长 2S 范围为
2S:J9 L ;9J9，最适 2S为 8J9，生长温度范围为 DN
L D9N，最适生长温度范围为 M9N L %9N。可在
@4E)浓度为 9 L KC的条件下生长。氧化酶和接触
酶为阳性。能液化明胶、<I++, D9 和 <I++, 89。能
以 ?，OG乳酸钠为电子供体还原硝酸盐、亚硝酸盐、
硫代硫酸钠和铁氧化物，不能利用硫酸铵和硝酸铵

为唯一氮源生长。能还原硫代硫酸钠产生 SM >。能
发酵葡萄糖。能以 ?G半乳糖、?G葡萄糖、蔗糖、纤维
二糖、@G乙酰基葡萄糖胺、丙酸、OG亮氨酸、甲基丙酮
酸、琥珀酸、甲酸、?，OG半乳糖、溴丁二酸、甘氨酰GOG
天门冬氨酸、甘氨酰GOG谷氨酸为唯一碳源生长；但
不能分解淀粉，不能利用阿拉伯糖、赤藻糖醇、果糖、

棉子糖、山梨醇、肌醇、丙二酸、奎尼酸、?G葡糖二酸、
癸二酸、?G甘露醇、柠檬酸、组氨酸、羟基GOG脯氨酸、
OG鸟氨酸、?G丝氨酸、"G氨基丁酸、苯乙胺、丙三醇
等。细胞主要脂肪酸为 "3*G;K T 9，;= T ;#:.，;K T 9和
;= T9。?@A中的（U V E）Q*)C为 DBJ%C。
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