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的结构及其多样性
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摘 要：从某化工厂排水沟底泥中取样，经 $个月的富集驯化得到六氯苯好氧降解菌群。通过测定该微生物菌群
在降解六氯苯过程中累积耗氧量、微生物生长曲线及 F2B浓度的变化，证明在好氧条件下该微生物菌群能够以六氯
苯为唯一碳源和能源生长。当培养温度为 5%G，HI为 ’A%时，该菌群能在 &(J内将无机盐培养基中浓度为 !A#:EKL
的六氯苯降解 ##M以上，降解速率达到 &5’A#!EK（L·J）。对降解菌群提取总 NOP，选择性扩增细菌 &"Q 0NOP片段，
建立克隆文库。通过限制性内切酶（限制性内切酶 !"#"和 $%"#）分析，得到 4种不同的谱型，其中 5种谱型是主
要谱型。对主要谱型的克隆子测序，结果表明，它们分别与 &’("’)*#+#% 和 &,-%.)/)’’01 菌属相似性最高。该菌群在去
除环境中难降解的有机氯污染物方面具有应用前景。
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六氯苯（I/87+<2-0-./=>/=/，F"F2"，简称 IFT）是

&$种典型 C*CD（C/0D;D,/=, *0E7=;+ C-22?,7=,D，持久性
有机污染物）之一，在美国和欧盟均名列在优先控

制污染物的”黑名单”上，由于被普遍用于染料制造、

有机合成的中间体和农业过程，IFT广泛分布于废
水和污泥、江河湖泊的水体和底泥、空气和土壤中。

目前 IFT 在我国还有少量生产，并用作化学中间
体［&］。IFT化学性质极稳定，目前对于这种极难降
解的典型 C*CD还没有特别有效的处理方法。(%年
代初，在大湖（U0/7, L7V/D）底泥泥芯样品中，研究人
员发现年代久远的泥层中二氯苯、三氯苯与 IFT、
五氯苯的比率很大，这些现象暗示了在厌氧底泥中

IFT有一个缓慢的脱氯过程［$］。日本的研究人员也
报道了河流底泥中 IFT的脱氯现象［5］。从 (%年代
至今，已有报道说用厌氧污泥、农田土壤、厌氧培养

物进行 IFT的厌氧降解［! ) "］。国外在 IFT生物降
解方面研究的较多的是 IFT 厌氧生物降解。IFT
由于苯环上有 "个氯离子，结构相当稳定，通常认为
不易好氧脱氯。F</= 等［’］将来源于细菌的一个细
胞色素 C!#%单加氧酶定点突变后获得一株突变株，
该突变酶能催化 IFT至五氯酚（简称 CFC）的反应，
并具有很强的活力；CFC能够被多种微生物彻底降
解，并以其作为唯一能源和碳源生长。甘平等［(］报

道用染料厂和毛纺厂废水活性污泥驯化得到好氧微

生物菌群能够降解 IFT，降解速率是 "!EKLKJ。在
IFT的好氧脱氯方面报道较少，目前还没有发现
IFT好氧降解菌群多样性研究的相关报道。
本研究从武汉某化工厂排水沟底泥中驯化

IFT好氧降解菌群，对菌群提取总 NOP，选择性扩
增细菌 &"Q 0NOP 片段，在此基础上建立 &"Q 0NOP
克隆文库，并利用限制性内切酶分析 R6LC 法对其
进行分析，从而获得 IFT好氧降解菌群结构及其多
样性的初步信息。

! 材料和方法
!-! 材料
!-!-! 泥样的采集：武汉市某化工厂排水沟底泥
#%E。
!-!-. 主要试剂和仪器：六氯苯（F"F2"）（分析纯），
中国天津试剂一厂生产；溴化乙啶，溴酚蓝，9N1P，
10;3IF2，琼脂糖（NOP级），QNQ，NOP 纯化试剂盒购
自上海生工生物工程公司；!"#"和 $2&#限制性
内切酶购自 WTX 6/0:/=,7D 公司；HU9W31 97DY 载体
试剂盒购自 C0-:/E7 公司；核酸蛋白含量测定仪
（ T;-H<-,-:/,/0"&5&， 9HH/=J-0Z 公 司 ）； CFR 仪
（W7D,/0+Y+2/0 H/0D-=72，9HH/=J-0Z 公 司）；离 心 机



（!"#$%，&’’()*+,- 公司）；凝胶成像系统（./01"$$$
0234(5 678 9:+;5<=:)= 0234(53）；耗氧量测定仪器
（9>/4,<?，@AB@公司）；>%;>C B@C#D$氯离子复合
电极（EF(,5+ 产品）；气相色谱系统为 @8G"H$ 气相
色谱仪及 @8IIH"A化学工作站。
!"!"# 培养基：无机盐培养基参考文献［"］。
!"$ %&’好氧降解菌群的驯化
底泥接种至已灭菌的含有 JK5L无机盐培养基

的 J!$5L三角瓶中再加入一定量的用丙酮助溶的
@B9为驯化物，加棉塞，置于摇床 I$M、避光振荡培
养，频率为 #!$,N5:)，每 #$* 进行一次转移接种，并
逐渐增加培养基中 @B9的浓度，直至最终浓度达到
JO!5=NL。每批做 J个转移接种，每次接种均做不加
菌种的对照。

!"# 菌群细胞的获得
将驯化好的能够对 @B9有稳定降解率的菌液

K$$$,N5:)，KM 离 心 #$5:) 得 到 菌 体 细 胞。用
!$55+PNL E,:1@BP（8@DO$）清洗 J 次（每次清洗后
K$$$,N5:)，KM离心 #$5:)），之后重悬于 II55+PNL
E,:1@BP（8@DO$），调整 !"G$$为 #左右。
!"( %&’生物降解的累积耗氧量测定
用于记录生物降解过程中累积耗氧量的

9>/4,<?仪有压力敏感探头，能够全过程记录培养期
间氧气的消耗。在 KDI5L 棕色螺口瓶中分别加入
IK!5L灭菌的无机盐培养基，#$5P菌悬液（!"G$$为 #
左右），再直接加入 @B9粉末，使其浓度为 #$5=NL，
并做不加碳源的微生物内源呼吸累积耗氧量以作对

照，I$M下培养 !*。
!") %&’菌群降解试验
采用 J!$5L三角瓶好氧培养，在已灭菌的三角

瓶中加入一定量的 @B9丙酮溶液，在通风橱中放置
JF，待丙酮完全挥发后再加入 JK5L 已灭菌的无机
盐培养基（’@值约为 DO$）和 #5L !"G$$约为 #的菌
液，最终反应体系为 J!5L，其中的 @B9 浓度为
KO!5=NL。同时设有不加菌种的对照样品。培养温
度为 I$M，为了避免 @B9的挥发，采用避光静置培
养。开始实验后每隔一段时间取出 I个平行培养样
品以供测定。吸光度值表征微生物的生长量，用降

解过程中 @B9的变化和 BPQ 浓度的变化来表征化
合物的降解。

!"* %&’分析方法
用等体积正己烷进行整瓶萃取 I$5:)，其中的

@B9浓度用气相色谱仪测定，每个样品平行测两
次。色谱工作条件：柱温：起始温度 #!$M，保持

#5:)，以 J$MN5:) 升温至 J$$M，保持 #$5:)。尾吹
气：G$5LN5:)，进样口温度 J!$M，进样体积：#!L，检
测器：电子捕获检测器，温度：I$$M。
!"+ !*, -./0扩增
!"+"! 降解菌群总 /CA的提取：/CA提取方法参
考文献［H］。采用玻璃珠纯化试剂盒纯化粗提的
/CA。总 /CA用 #R的琼脂糖凝胶（含 $O!!LN5L的
&9 ）进行电泳评估制备效果，并用核酸蛋白含量测
定仪测定 /CA含量及纯度。
!"+"$ #G0 ,/CA的 8B%扩增：引物序列为 &69JDS
（ !T1A.A.EEE.AEBBE..BEBA.1IT）和 #!#"%（ !T1
AA..A..E.AEBBAABBABA1IT），由上海生工生物技
术公司合成。8B% 反应条件为：HKM #$5:)，HKM
#5:)，!IM #5:)，DJM J5:)，I$个循环；DJM #$5:)。
!"1 2345分析

8B%扩增得到的 /CA 片段与 ’.&U1E 载体连
接，转化大肠杆菌 U#!感受态细胞。蓝白斑方法用
于筛选转化子。挑取白色克隆子，用通用引物 U#I
进行 8B%，8B%反应条件同 #ODOJ。对阳性克隆子提
取质粒，分别用 #$%"和 &’$#限制性内切酶消化，
IDM过夜。酶切 /CA片断用 JR的琼脂糖凝胶电泳
分离，经溴化乙锭染色和凝胶成像系统照相后，所得

/CA带型图谱在 V+*<?凝胶分析系统辅助下用人工
进行比较分析。克隆文库 B+W(,<=(值的计算公式为
［# Q（) X C）］Y #$$R，其中 ) 为含单个克隆的 >E6
数，C为总克隆数［#$］。根据克隆文库中的 >E6种类
和每个 >E6的克隆数目，计算出 0F<))+)1Z:()(, 多
样性指数。计算公式为 @ [ Q! () P)()（’: [ ):N*），
其中 ):为每个 !+, 的克隆数目，* 为文库中的总
克隆数目［#$］。

!"6 !*, -./0序列测序和系统进化分析
根据 %SL8结果挑出有代表性的克隆子送上海

生工生物技术有限公司测序。测定的序列用 9LA0E
在 .()9<)? 中搜索相近序列（F44’：NN\\\] )^_: ] )P5]
):F ] =+WN_P<34N）。

$ 结果

$"! 驯化结果
为了保证充足的氧气，菌种的驯化是在摇床上

振荡培养的，每一个驯化周期结束时将培养物以无

菌操作移接至新鲜培养基中，进入下一个培养周期。

微生物生长的判断采用目测法，即观察培养液是否

出现可见的白色絮状浑浊，而且当将少量培养物接

种到含有同样浓度的同种化合物的新鲜培养基上
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时，这种浑浊又会重新出现，而空白对照反应瓶中却

不出现这种可恢复的浑浊现象。在每个培养周期结

束时同时测定空白对照样和驯化样中 !"#的浓度，
两个结果相比较，发现驯化样中 !"#浓度的减少，
可以认为是由于微生物利用造成的。经过 $个月 %
批次的驯化得到对 !"#稳定降解的菌群，每一批驯
化样品的 !"#去除率如图 & 所示。由图 & 可以看
出，在驯化过程中菌群对 !"#的去除率逐步增加并
且达到稳定。去除率由最初的 $’&(明显增加到

)*’+(。这说明驯化是成功的。

图 ! 驯化过程不同批次样品对 "#$的去除率
,-./ & 012314-56 57 !"# 89 :-771;164 8<4=> ?<@231? :A;-6. 4>1

16;-=>@164 /

%&% "#$降解的累积耗氧量
微生物的耗氧量是反映 !"#生物降解性的一

个重要指标。本研究以 !"#为唯一碳源和能源，测
定微生物的积累耗氧量，并作了不加目标化合物的

微生物内源呼吸耗氧量作为对照。从图 $ 可以看
出，!"#的累积耗氧量曲线高于不加碳源的微生物
内源呼吸线，说明经过驯化的混合菌能以 !"#为唯
一碳源和能源生长。耗氧量曲线显示菌群在 $:后
耗氧量就明显大于内源呼吸的耗氧量，说明驯化后

的菌群对 !"#的利用是稳定的。

图 % "#$降解累积耗氧量曲线
,-./$ B==A@A3<4-56 =56?A@24-56 5C9.16 57 !"#/

%&’ "#$降解过程中微生物的生长和氯离子浓度
的变化

微生物在对 !"#的降解过程中获得生长所需
的碳源和能源，并不断增殖；而降解过程伴随着脱氯

作用，使溶液的氯离子浓度增加。通过测定微生物

的生长曲线和氯离子浓度的变化来了解 !"#的降
解与微生物生长之间的关系（图 +，图 D）。!"#的初
始浓度为 D’E@.FG，接种微生物培养之后，!"#的浓
度降低，当培养了 &H: 之后，!"# 的浓度下降到

$’*$E@.FG，降 解 率 达 到 EE(，降 解 速 率 达 到

&+)’E!.F（G·:），远远高于甘平等报道的降解菌群对

!"#的降解速率［约 %!.F（G·:）］。与此同时，培养
液的 !"%**由开始的 *’*&&+B上升到 *’*%%IIB，"3J

由 )’+I!@53FG上升到 $*!@53FG。

图 ’ 微生物的生长曲线和 "#$浓度的变化
,-./+ K;5L4> 57 @-C =A34A;1 56 !"#/

图 ( #)*浓度变化

,-./D M131<?1 57 "3 J /

%&( !+, -./0的 1#2扩增
提取的 0NB !"$%* F!"$H*值在 &’HE O $’**之间，

经 &(的琼脂糖凝胶电泳后呈现单一区带，表明该
方法提取的菌群总 0NB在纯度上符合 P"M的要求。
用细菌通用引物对菌群总 0NB 进行 &%Q ;0NB 扩
增，得到大小约为 &E**82的目标片段。

*%) GRS T-6. #$ %& / F’($% )*(+,-*,&,.*(% /*0*(%（$**%）D%（E）



!"# $%&’分析和细菌 ()* +,-.测序
用 !"#!的酶切得到的图谱相同，而根据 !"#"

酶切分型，将得到的 $%个阳性克隆子分为 &个 ’()
谱型（图 *），其中 +个 ’)(是优势类型（含 *个克隆
以上），有 ,个 ’)(只有 %个克隆。文库的 -./#0"1#
值为 &+2，34"55.5678#5#0多样性指数为 9:&;。对 +
个优势类型的克隆子进行了测序，得到的测序结果

和 <#5="5>数据库中比对分析。结果表明，克隆子

!%+&和 !%,+都与 $%&"’()(**+, 菌属亲缘关系最近，
相似性为 &,2。克隆子 !%;? 与 @A-"A81#5#B菌属亲
缘关系最近，相似性为 &$2。

图 # 微生物群落 ()* +,-.片段的 $%&’ 型（!"#!）
C81D * ECFG "5"AHB8B .I J4# %,3 0KL@ I0"1M#5JB .I J4# M8-0.N8"A

-.MMO58JHD PD %999NQ KL@ A"RR#0；% S &:(4# N"5RB .I %,3 0KL@

0#BJ08-J#R NH !-$" D

/ 讨论

!T=降解的关键在于脱氯，由于氯原子具有强
烈的吸电子特性，能够降低苯环的电子云密度，使氧

化酶难以从苯环上获得电子，不易发生氧化反应，而

在缺氧条件下，环境中氧化还原电位较低，这时电子

云密度较低的苯环在酶的催化下很容易受到还原剂

的攻击，使氯原子被取代，这是还原脱氯［%%］。国外

学者大多进行 !T=的厌氧降解研究，在 !T= 的好
氧降解方面报道较少，迄今为止，还没有在自然环境

中筛选得到高效的 !T=好氧降解菌。
本研究经过 ;个月的富集，从含有 !T=的化工

厂排水沟底泥中驯化得到好氧微生物群落，微生物

的累积耗氧量曲线和生长曲线表明，该菌群能够以

!T=为唯一碳源和能源生长。当 Q! 值在 U:9 左
右，培养温度 +9V时，微生物菌群能氧化脱氯，对

!T=的降解速率达到 %+U:*#1W（F·R），降解率达到

**2。结合 %,3 0KL@基因的 GTE6ECFG对 !T=好

氧降解菌群结构进行了初步研究，菌群中的主要微

生物与 $*.#*(/010" 菌属和 $%&"’()(**+, 菌属相似性大
于 &*2。该菌群在去除环境中难降解的有机氯污
染物方面具有应用前景。
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