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摘要:【目的】厌氧颗粒污泥中含有大量未知微生物资源，利用低浓度底物及添加抗生素的培养基进行厌氧
发酵细菌的筛选，并对分离菌株进行生理生化特性研究。【方法】利用系列稀释法及亨盖特厌氧滚管技术从
制糖废水厌氧处理反应器的颗粒污泥中分离到一株高温厌氧产氢细菌 VM20-7T，通过 16S rRNA 基因序列同
源性确定其系统发育地位。【结果】菌株 VM20-7T 为高温、严格厌氧、革兰氏阴性梨形细菌，细胞大小为(0. 7
－ 2. 0)μm × (0. 7 － 2. 0)μm，不运动，不产芽胞。其生长温度范围为 35℃ － 50℃ (最适温度 45℃ )，pH 范围
为 6. 0 － 8. 3(最适 pH 7. 0 － 7. 5)，NaCl 耐受范围为 0% － 0. 5% (w / v，最适浓度 0% )。菌株 VM20-7T 可利用
葡萄糖、麦芽糖、核糖等多种糖类为唯一碳源生长，葡萄糖发酵终产物是乙酸和 H2。该菌株不利用硝酸盐、
硫酸盐等作为电子受体生长。G + C 含量为 60. 9 mol%，16S rRNA 基因序列同源性显示菌株属于浮霉菌门，
但与已培养菌株的同源性较低，与梨形菌属 － 红小梨形菌属 － 芽殖小小梨形菌属(Pirellula － Rhodopirellula
－ Blastopirellula，PRB) 分支的亲缘关系最近，但序列相似性也仅为 82. 7% － 84. 3%。【结论】利用低浓度糖
类并添加抗生素分离厌氧颗粒污泥中的微生物，获得了浮霉菌门首例严格厌氧细菌 VM20-7T。生理生化特
性和系统发育分析显示，菌株 VM20-7T 为浮霉菌目的新属新种，命名为 Thermopirellula anaerolimosa。该菌株
的菌种保藏号为 CGMCC 1. 5169T = JCM 17478T = DSM 24165T。
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上流式厌氧污泥床反应器(UASB)在高浓度有
机废水处理中具有广泛的应用，其特点是反应器中
具有高活性的颗粒污泥，厌氧颗粒污泥是高密度微

生物的聚集体。分子生物学技术的应用，揭示了厌
氧颗粒污泥中的微生物群落结构，认为其中的细菌
主要 属 于 变 形 菌 门 ( Proteobacteria )、厚 壁 菌 门
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(Firmicutes)及拟杆菌门(Bacteroidetes)等，此外还含
有很多丰度较低的门，如浮霉菌门(Planctomycetes)、
Synergistetes 等［1 － 2］。浮霉菌门被认为是细菌中分支
多样性最高的门［3 － 4］，最近，Fuerst 提出浮霉菌门是
细菌与古菌过渡的菌门［5］。因此，探索浮霉菌门微
生物资源，研究浮霉菌门各物种的生化遗传特征，对
于揭示生物物种多样性具有重要意义。

浮霉菌门主要分为 3 个纲［6 － 8］:(1) 浮霉菌纲
(Planctomycetacia)，包括了可培养的主要种属;(2)
Phycisphaerae 纲曾被命名为 WSP-1，目前培养的种
只有一个，即 Phycisphaera mikurensis［9 － 10］;(3) 厌氧
氨氧化菌，一类和已发现的浮霉菌属关系较远的细
菌，如‘Brocadia’及‘ Kuenenia’属等。厌氧氨氧化
菌广泛存在于海洋、湖泊底泥等自然环境及人工脱
氮反应器中，但至今没有得到纯菌株。目前浮霉菌
门中已发现 10 属 16 种微生物，其中多数为好氧异
养微生物。尽管研究者采用分子生态学技术发现浮
霉菌门微生物广泛存在于厌氧环境中，但至今还没
有分离培养出专性厌氧浮霉菌门的物种。本研究以
厌氧颗粒污泥为接种源，采用低浓度底物及抗生素
添加的选择性富集培养，获得一株严格厌氧浮霉菌
门细菌。本文报道了该菌株的分离方法、生理生化
特性及基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂和仪器
Taq 酶、PCR 引物等分子试剂购自金思特科技

(南京) 有限公司，DNA 纯化试剂盒购自天根生化
科技有限公司，化学试剂均为分析纯。主要实验仪
器有:Z61-1LST 体式显微镜(日本)，Olympus BX51
光学显微镜(日本)，721 型可见分光光度计(上海第
三分析仪器厂)，Varian Cary 50 UV-Vis 紫外分光光
度计(美国)，气相色谱 SP-6890(山东鲁南瑞虹化工
有限公司)，高效液相色谱 Shimadzu LC-6A(日本)
等。
1. 2 接种污泥与分离培养方法

厌氧颗粒污泥取自中温(35℃ )制糖废水厌氧
处理 UASB 反应器。颗粒污泥(约 0. 1 g)用 PBS 磷
酸缓冲液清洗捣碎后加入到 10 mL 系列稀释的厌氧
管中。为了从颗粒污泥中获得厌氧微生物资源，采
用低浓度糖类作为碳源(0. 1 mmol /L)，同时添加各

种抗生素(20 mg /L)。微生物分离培养使用 widdel
培养基［11］，用氮气与二氧化碳混合气体(N2:CO2 =
80:20，v / v)置换液体培养基及瓶中的气体，培养基
pH 为 7. 0 左右，置于 37℃避光静止培养。微生物
的分离纯化，采用液体系列稀释法及亨盖特滚管技
术等各种传统分离培养方法，固体培养基采用高纯
琼脂(2% )作为凝胶物质。
1. 3 生理生化特性分析
1. 3. 1 最适生长温度、pH、NaCl 浓度耐受范围及
耐氧性［11］:菌株生长温度实验，接种菌体到 pH 为
7. 0 的液体培养基中，分别于 25℃、30℃、35℃、
40℃、45℃、50℃、55℃及 60℃静置培养;菌株生长
pH 实验，预先用 1 mol /L NaOH 或 1 mol /L HCl 调
整培养基初始 pH 为 5. 5、6. 0、6. 5、7. 0、7. 5、8. 0、
8. 5 及 9. 0，于 37℃静置培养;NaCl 耐受实验，接种
菌体至 NaCl 浓度为 0%、0. 5%、1. 0%、1. 5% 及
2. 0% (w / v)的液体培养基中(pH = 7. 0)，37℃下避
光静置培养;好氧及微好氧实验:好氧实验培养基不
采用 N2-CO2 曝气、不添加还原剂，微好氧实验培养
基采用 N2-CO2 曝气、但不添加还原剂。以上实验平
行 2 组，均以 2 mmol /L 葡萄糖及 0. 01% 酵母提取
物作为碳源，测定波长 600 nm 下 OD 值。
1. 3. 2 底物利用及葡萄糖发酵产物:测试底物包括
各种糖类、短链脂肪酸、醇类、铵盐与亚硝酸盐。以
对数生长期的培养物为接种源，接种于事先添加各
种碳源的培养基中，碳源浓度为 1 － 5 mmol /L。底
物利用以微生物生长浊度、显微镜观察及氢气的产
生作为判断指标。葡萄糖采用 Agilent 1200 高效液
相色谱(HPLC)测定，检测条件:示差折光检测器，
流动相 EDTA 钙盐 (0. 05 g /L)，流速 0. 5 mL /min，
柱温 80℃。氢气利用 TCD 气相色谱检测，检测条
件:气化室温度 80℃，检测器温度 100℃，柱温
50℃。有机酸及醇类利用采用 FID 检测器，检测条
件:气化室温度 220℃，检测器温度 250℃，柱温
150℃。硝酸盐、硫酸盐等电子受体利用性实验，在
pH 7. 0、温度 37℃ 条件下，以 2 mmol /L 葡萄糖及
0. 01%酵母提取物作为电子供体，硝酸盐、硫酸盐、
亚硫酸盐等作为唯一电子受体，利用离子色谱检测
硫酸根、硝酸根、亚硫酸根等的浓度变化。离子色谱
检测条件:流动相水，流速 1 mL /min，离子条件 OH-
30 mmol /L (水电解产生)，抑制电流 75 mA，柱温
30℃。

599



Dongying Liu et al． / Acta Microbiologica Sinica(2012)52(8)

1. 3. 3 抗生素抗性:选取 9 种有代表性的抗生素进
行耐性实验:包括氨苄青霉素、链霉素、庆大霉素、卡
那霉素、万古霉素、青霉素、氯霉素、林肯霉素及四环
素，浓度采用 50 mg /L，以 2 mmol /L 葡萄糖及
0. 01%酵母提取物作为底物，于 pH 7. 0、45℃避光
静置培养。
1. 4 G + C 含量和主要脂肪酸测定

细菌基因组提取及纯化参考文献［12］，G + C
含量测定采用高效液相色谱 ( HPLC ) ( Shimadzu
LC-6A) ［13］。脂肪酸测定采用对数生长期的培养
物，将收获的菌体用盐酸及甲醇酯化，其测定采用
GC-MS (Hitachi M7200AFC /3DQMS)［14］。
1. 5 16S rRNA 基因的系统发育学分析及原位杂
交检测

细菌 16S rRNA 基因扩增引物采用细菌通用引
物: 正 向 引 物 为 EUB10F ( 序 列 为 5' ＞
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ＜ 3')，反 向 引 物 为
UNIV1492R (序列为 5' ＞ TACGGYTACCTTGTTA
CGACTT ＜ 3')。PCR 反应条件为:95℃ 9 min;95℃
40 s，50℃ 30 s，72℃ 2 min (共 45 个循环) ;72℃
10 min。扩 增 PCR 产 物 用 TIAN quick MiDi
purification Kit DNA 纯化试剂盒纯化。由上海桑尼
生物科技有限公司完成测序。所得短序列用 Contig
软件拼接、编辑成完整序列，将序列输入 GenBank
数据库比对，使用 MEGA3. 1 序列分析软件，采用邻
位连接法 ( Neighbor-Joining，NJ)构建系统发育树。
分支聚类的稳定性用 Bootstrap 方法进行评价，
Bootstrap 次 数 设 为 1000。 荧 光 原 位 杂 交
( fluorescence in situ hybridization，FISH)采用浮霉菌
门特异探针 Pla46 (5' ＞ GACTTGCATGCCTAATCC ＜
3')，实验操作参考文献［15］，甲酰胺 ( FA)浓度为
30% (NaCl 浓度为 900 mmol /L)，杂交温度为 46℃。

2 结果

2. 1 分离菌株形态特征
菌株 VM20-7T 为梨形菌，细胞大小为 (0. 7 －

2. 0)μm × (0. 7 － 2. 0) μm，不运动，单生也聚集成
团，革兰氏染色阴性。在葡萄糖(1 mmol /L)及酵母
提取物(0. 01 % )的固体培养基上，经过 1 － 2 个月
培养形成茶色菌落，滚管操作重复 3 次直到菌株纯
化。16S rRNA 测序结果表明，菌株 VM20-7T 属于浮

霉菌门。Pla46 探针是检测浮霉菌门微生物最基本
最常用的探针，本文采用原位杂交法(FISH)对纯培
养系进行了检测，结果如图 1 所示，纯培养系中的梨
形细菌均与浮霉菌门特异探针 Pla46 显示亮黄色荧
光，说明该菌株属于浮霉菌门。

图 1 菌株 VM20-7T 的浮霉菌门特异探针 Pla46 荧

光原位杂交

Fig． 1 Fluorescence in situ hybridization of strain VM20-7T with

Cy3-labled probe Pla46. A: phase-contrast micrograph; B:

fluorescence micrograph of the same field．

2. 2 生理生化特性
菌株 VM20-7T 严格厌氧，生长温度范围为 35℃

－ 50℃ (最适 45℃ )，pH 范围为 6. 0 － 8. 3(最适 7. 0
－ 7. 5)，NaCl 耐受范围为 0% － 0. 5% ( w / v，最适
0% )。菌株 VM20-7T 生长缓慢，传代频率为 1 个月
左右( v / v，10%接种量)，根据氢气产生计算其生长
速率 μmax为 0. 3 day － 1。菌株 VM20-7T 可利用底物
包括:酵母提取物、葡萄糖、麦芽糖、核糖、木糖、蔗
糖、半乳糖、甘露糖、蜜三糖、果胶糖及木聚糖，此外
微弱利用果糖、阿拉伯糖及淀粉。菌株 VM20-7T 主
要利用糖类，不能利用有机酸、醇类、氨基酸作为碳
源生长。葡萄糖发酵终产物是乙酸和 H2，1 mol 葡
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萄糖经厌氧发酵产生 1. 48 mol 乙酸及 5. 92 molH2，
电子回收率为 98%。该菌株不能利用以下底物:
0. 1%酪蛋白氨基酸、0. 1% 蛋白胨、醋酸纤维素、巴
豆酸、丙酮酸、H2 /CO2(1 × 105 Pa)及乙酸、乳酸、丙
三醇、乙酸盐、丙酸盐、丁酸盐、异丁酸盐、琥珀酸盐、
苹果酸盐、延胡索酸盐、甲酸盐、乙二醇、乙醇、甲醇、

图 2 菌株 VM20-7T 与相关细菌构建的 16S rRNA 基因系统发育树

Fig． 2 Phylogenetic tree of strain VM20-7T and related species based on 16S rRNA gene sequences． Bootstap values (1000 data resamplings) ＞

50% are shown． The 16S rRNA gene sequence of Chlorobium limicola ( Y10642 ) ( not shown) was used as an outgroup． Bar，2% sequence

divergence．

正丙醇、正丁醇、安息香酸盐、对苯二酚、苯酚及铵
盐 /亚硝酸盐。抗生素耐受性实验表明，菌株 VM20-
7T 对氨苄、链霉素、庆大霉素、卡那霉素、万古霉素
及青霉素有耐受性，对氯霉素、林肯霉素及四环素敏
感。菌株 VM20-7T 不能利用亚硝酸盐(5 mmol /L)、
硫酸盐(5 mmol /L)、硫代硫酸盐(2 mmol /L)、单质
硫(5 mmol /L)、Fe ( III) 次氨基三乙酸酯 ( NTA)
(2 mmol /L)及亚硫酸盐(1 mmol /L)作为电子受体。

菌株生长不需要酵母提取物作为营养因子，但添加
0. 01%酵母提取物明显加快生长速度。该菌株主要
脂肪酸为 C16:0 (63. 14% )、10-meC16:0 (19. 33% ) 及
10-meC18:0(11. 65 % )。
2. 3 系统发育分析及 G + C 含量

菌株 VM20-7T 的 G + C 含量为 60. 9 mol%。
16S rRNA 基因序列全长 1450bp，GenBank 登录号为
AB558583。GenBank blast 比对结果显示(图 2)，其
16S rRNA 基因序列与浮霉菌门已知菌的遗传距离
较远，近缘的主要为环境克隆 ( JF935188，相似性
99% )，这些克隆主要来自温泉及高温厌氧消化系
统。菌株 VM20-7T 与浮霉菌目的梨形菌属-红小梨
形菌属-芽殖小小梨形菌 ( Pirellula-Rhodopirellula-
Blastopirellula，PRB) 分支较近，相似性在 82. 7% －
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84. 3%之间，同源性较高的已知菌为海洋芽殖小小
梨形 菌 ( Blastopirellula marina，原 名 为 Pirellula
marina)(相似性 84. 3% )［16 － 17］，波罗的海红小梨形
菌(Rhodopirellula baltica) (相似性 84. 1% )［17］及斯
氏小梨形菌(Pirellula staleyi) (相似性 82. 7% )［18］。
鉴于分离菌株 VM20-7T 与近缘的 PRB 分支的 16S
rRNA 序列差异大于 15%，故将其定为新属新种，命
名为 Thermopirellula anaerolimosa。

3 讨论

本研究利用低浓度底物及抗生素添加选择性富
集培养，获得了一株新型高温厌氧产氢细菌 VM20-

7T。浮霉菌门微生物的细胞壁中不含胞壁质，抗生
素不能阻碍其细胞壁的合成，因此，利用抗生素可以
选择性分离浮霉菌门微生物，已报道的浮霉菌门细
菌如 Planctomyces、Phycisphaera 等菌属都是通过添
加抗生素纯化获得［16，20］。本研究结果也证实了添
加抗生素是分离纯化浮霉菌门微生物的有效方法。
菌株 VM20-7T 可利用多种糖类，如葡萄糖、麦芽糖、
核糖、木糖及蔗糖产生氢气。该菌株具有很高的产
氢特性，以葡萄糖为例，理论上 1 mol 葡萄糖厌氧发
酵最高产生 4 mol 氢气，而本菌株可以将 1 mol 葡萄
糖转化为 1. 48 mol 乙酸及 5. 92 mol 氢气，达到最高
理论产值，表明该菌株在生物制氢方面具有很好的
开发潜力。

表 1 菌株 VM20-7T 与浮霉菌纲相关细菌的鉴别特性

Table 1 Table 1 Phenotypic characteristics of strain VM20-7T and related genera within class Planctomycea．
Characteristic 1 2 3 4 5 6

Cell shape
Spherical to pear
shaped

Ovoid to pear
shaped

Pear to teardrop
shaped

Ovoid to pear
shaped

Ellipsoid-shaped
Spherical to
ovoid

Motility － + + + + +

Temp for growth
(℃ )

35 － 50 (45 － 50)
ND － 38 ( 27 －
33)

17. 7 － 29. 6 ( 20
－ 25)

ND － 32 ( 28 －
30)

4 － 32 (15 － 26)
6 － 38 ( 30 －
33)

pH ( optimum)
6. 0 － 8. 3 (7. 0 －
7. 5)

ND ND ND
4. 2 － 7. 5 (5. 0 －
6. 2)

(7. 3 － 7. 5)

Range of NaCl (%
w /v)

0 － 0. 5 0. 4 － 6. 0 0 － 1. 7 0. 4 － 6. 9 0 － 0. 5 1. 5 － 4. 0

Oxygen requirement Strictly anaerobic Strictly aerobic Aerobic Strictly aerobic
Facultatively
aerobic

Strictly aerobic

Anaerobic
fermentation

+ － － － － －

Anaerobic
fermentation

+ － － － － －

Nitrate reduction － － － － + －
Sulfur reduction － ND ND ND ND ND

Major cellular
fatty acids

C16:0， C17:0， 10-
MeC18:0

C16:0，C18:1△9

C16:0， C18:1△9，

C20:1△11，C17:1△9

C16:0，C18:1△9 C16:0，C16:1w7c

C16:0， C16: 1w7c，

C17:0

G + C content
(mol% )

60. 9 57 57. 1 55 56. 3 50. 5

Substrate
utilization:

Pyruvate － + + － － －

Glycerol － + － + － ND

Glutamate － + － － ND －

Glucose + + + + + +

Fructose ± + － + － －

Isolation source Anaerobic sludge Baltic sea Lake Marine Acidic wetland Marine

1. Strain VM20-7T ; 2. Blastopirellula marina DSM 3645T［16 － 17］ ; 3. Pirellula staleyi DSM 6068T［17 － 19］ ; 4. Rhodopirellula baltica DSM 10527T［17］ ;
5. Schlesneria paludicola DSM 19928T［21］ ; 6. 海洋浮霉状菌(Planctomyces maris)DSM 8797T［22 － 23］ ． +，positive， －，negative， ±，weakly positive;
ND，no data available．
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菌株 VM20-7T 与相关近缘菌的生理特性比较
如表 1 所示，它们的共同点是:菌体形态均为梨形，
G + C 含量较高(55% － 65% )，化能异养生长，可利
用葡萄糖等多种糖类作为底物。而与近缘菌最显著
的差别是，菌株 VM20-7T 为浮霉菌门首例专性厌氧
菌。目前浮霉菌门中已发现 10 属 16 种微生物，这
些已发现的微生物多数为好氧微生物。在浮霉菌目
中，除菌株 Zi62［8］、Phycisphaera mikurensis［10］及栖沼
泽夏斯勒氏菌 ( Schlesneria paludicola)［21］为兼性厌
氧菌外，其他微生物均为专性好氧菌。故菌株
VM20-7T 的发现对于研究浮霉菌门微生物的多样性
及生理功能具有重要意义。基于 16S rRNA 基因序
列的系统发育分析可知，该细菌的 16S rRNA 基因
序列与报道的浮霉菌门微生物的相似性仅为
82. 7% － 84. 3%。故该菌株为浮霉菌目的新菌株，
命名为 Thermopirellula anaerolimosa。菌株 VM20-7T

作为该新属的模式种保藏于中国科学院微生物研究
所、日本微生物菌种保藏中心及德国微生物菌种保
藏中心，保藏编号为 CGMCC 1. 5169T = JCM 17478T

= DSM 24165T。
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Isolation and characterization of Thermopirellula
anaerolimosa gen． nov．，sp． nov．，an obligate anaerobic
hydrogen-producing bacterium of the phylum
Planctomycetes

Dongying Liu1，4，Yi Liu1，4，Xuehui Men2，Qunqun Guo3，Rongbo Guo1，
Yanling Qiu1*

1 Qingdao Institute of Bioenergy and Bioprocess Technology，Chinese Academy of Sciences，Qingdao 266101，China
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Abstract:［Objective］To cultivate various yet-to-be cultured heterotrophs from anaerobic granule sludge，we used a
selective culture medium with low concentrations of substrates supplemented a variety of antibiotics． ［Methods］ An
obligate anaerobic，thermophilic，hydrogen-producing bacterium，strainVM20-7T，was isolated from an upflow anaerobic
sludge blanket ( UASB) reactor treating high-strength organic wastewater from isomerized sugar production processes．
［Results］Cells of strain VM20-7T are non-motile，spherical，pear or teardrop shaped，occurring singlyo r as aggregates
(0. 7 － 2. 0 μm × 0. 7 － 2. 0 μm ) ． Spore formation was not observed． Growth temperature ranges from 35 － 50℃
( optimum 45℃ )，pH ranges from 6. 0 － 8. 3 ( optimum 7. 0 － 7. 5)，NaCl tolerant concentration ranges from 0% － 0. 5%
(w / v，optimum 0% ) ． Nitrate，sulfate，thiosulfate，sulfite，elemental sulfur and Fe ( III)-NTA were not used as terminal
electron acceptors． Strain VM20-7T utilizes a wide range of carbohydrates，including glucose，maltose，ribose，xylose，
sucrose，galactose，mannose，raffinose，pectin，yeast extract and xylan． Acetate and H2 are the main end products of
glucose fermentation． The G + C content of the genomic DNA was 60. 9 mol% ． 16S rRNA gene sequence analysis revealed
that it is related to the Pirellula-Rhodopirellula-Blastopirellula ( PRB) clade within the order Planctomycetales (82. 7 －
84. 3% similarity with 16S rRNA genes of other known related species) ． ［Conclusion］ The first obligate anaerobic
bacterium within the phylum Planctomycetes was isolated with low concentration of carbohydrates and antibiotics． On the
basis of the physiological and phylogenetic data，the name Thermopirellula anaerolimosa gen． nov．，sp． nov． is proposed
for strain VM20-7T( = CGMCC 1. 5169T = JCM 17478T = DSM 24165T) ．
Keywords: Planctomycetes，thermophilic anaerobic hydrogen-producing bacterium，16S rRNA gene
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