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的分离鉴定及其降解相关特性的分析
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摘要：【目的】本研究的目的是从大西洋表层海水分离筛选新的烷烃降解菌，了解其降解基因及降解特性，为

海洋石油污染的生物治理提供材料。【方法】以柴油与原油作为混合碳源从大西洋表层海水样品中富集、并

分离筛选出降解能力较强的烷烃降解菌。根据 #%0 -T1D 基因和其看家基因 ./"!0 序列确定其系统进化地

位。分析了烷烃降解范围、表面活性剂产生能力及其他生理生化特性；利用已报道的兼并引物进行了烷烃

羟化酶基因的 U2T 扩增及系统进化分析。【结果】分离筛选得到 # 株能够降解 2#. （2&% 直链烷烃的菌株 0#!H
#.。经 #%0 -T1D 基因序列系统发育分析表明它属于戈登氏菌属（1(’2(-&$），与 1(’2(-&$ #/’’$/J 同源性为

""VL%W，但 ./"!# 序列相似度仅为 "&V%"W，可能为戈登氏属的一个新种。从该菌株中扩增得到了烷烃单加

氧酶 $*34 和 U!3. 基因片段，它们与菌株 1(’2(-&$ ?8@ JM% 相应的基因序列具有最高相似度，分别为 LLVB%W
和 ""V%#W。该菌能够产生糖脂类生物表面活性剂，将发酵液的表面张力降低到 &#V% +14+。【结论】首次从

大洋环境中发现了 1(’2(-&$ 属的烷烃降解菌，可能为该属的一个新种。菌株 0#!H#. 至少编码两套与烷烃降

解相关的单加氧酶系统，对各种直链烷烃降解范围宽，能产表面活性剂，在海洋油溢污染的生物修复中有较

好的应用前景。
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石油中含量最高的成分是各种链长的烷烃。每

年由于自然油溢以及油轮泄漏而进入海洋环境的原

油高达几十万吨［#］。仅自然溢油部分就足以在世界

各大洋表面形成一层厚达 $. 个油分子的膜，对海洋

生态环境造成了严重危害，已引起了全球环境科学

家的极大重视。近年来，利用微生物的降解作用进

行烃类污染的环境的生物修复已成为国际环境科学

研究的热点之一。迄今为止，已报道至少有 B" 个属

的细菌、" 个属的蓝细菌、#.& 个属的真菌以及 #" 个

属的海藻能够降解或者转化烃类物质［#］，而关于其

降解机制的分子生物学研究也正在进行当中。膜结

合非亚铁血红素羟化酶 D>XY 以及细胞色素 U!3.
2EU#3& 家族作为两大加单氧酶系统，与烷烃降解密

切相关，近年来得到了广泛而深入的研究。海洋占

地球表面积的 B.W，蕴藏着数量丰富的未知的微生

物资源，从中分离、筛选、鉴定高效的烃类降解菌成

了环境微生物学的研究重点之一。本研究开展了大

西洋石油降解微生物的富集工作，分离筛选到了一



株中长链烷烃降解菌 !"#$"%，经鉴定为戈登氏菌

（!"#$"%&’ &’(），并对其相关烷烃降解基因进行了初

步研究。

戈登氏菌属 （!"#$"%&’）是 !)*+,-./*01) 等［2］在

"334 年 确 立 的 一 个 新 属，属 于 放 线 菌 门

（()*&%"+’)*,#&’），棒杆菌亚目（-"#.%,+’)*,#&%,’,）。迄

今为止，已报道了该属的 25 个新种，它们分离自不

同生境如活性污泥［5］，工业废水［#］，红树林根围［6］，

摩托车轮胎［7］，柏油和苯酚污染的土壤［4］，油井［8］，

临床标本［3］，以及肺结核病人唾液［"%］等，并且能参

与各种环境污染物的降解，包括聚异戊二烯、苯并噻

吩、二苯并噻吩、5$甲基嘧啶、烷烃、多环芳烃等等。

它们在环境的生物修复方面发挥着重要的作用，其

中有些已经应用于污染土壤及水体的净化［""］。戈

登氏菌不仅在陆地上广泛分布着，它们在石油污染

的地中海海岸线以及深海沉积物中也有发现［"2 9 "5］，

但研究较少。本论文首次从大洋表层海水环境分离

到了该属细菌。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品：菌株来源：大西洋表层海水：站点 !"#：

"4:66#3;（<）；8:%7"%;（!），为“大洋一号”2%%6 年环

球科考 =>"%6$"4? 航次采集所得。样品采集后立即

进行富集，方法如下所述。降解底物为零号柴油和

原油。

!"!"# 培养基：人工海水培养基（@@A）：见参考文

献［"#］。BC 培养基及 2"7 D 培养基：见参考文献

［"6］。

!"!"$ 主要试剂和仪器：烷烃：十烷、十二烷、十三

烷、十五烷、二十六烷、三十六烷购自 ?EF* ?-&*/ 公

司；十一烷、十六烷、二十二烷购自天津市化学试剂

研究所；十四烷、十七烷、十九烷、二十四烷、三十烷、

三十二烷、三十四烷、三十八烷购自 !GHI* 公司；十

八烷、二十烷购自 J*&)H*)- 公司；二十八烷购自中国

医药（集团）上海化学试剂公司。KAL 相关试剂由

M*N*L* 提供；恒温摇床 （上海智诚分析仪器制造有

限公司）；?E’O* P00Q)-+O 凝 胶 成 像 仪 （!*0 D-*01/Q，
A*EGFQ/0G*）；KAL 扩增仪（J’’-01Q/F）；自动界面张力仪

（R><$2%%，承德精密试验机有限公司）。

!"# 菌株的富集和分离培养

取 "%% ID 新鲜表层海水样品于 26% ID 的灭菌

三角瓶中，补加预先灭菌的 BC#BS5 和 NC2KS# 浓缩

液至终浓度为 %:"T（<UV），添加 %:22!I 滤膜过滤

除菌的 W-!S# 溶液至终浓度为 2:8 IHUD，最后再加

"T（VUV）原油和柴油混合物（质量比 " X "）为碳源和

能源进行富集培养。置于 28Y，"7% /UIG0 摇床中培

养 4 1，待黑色油污状消失，取 2 ID 富集培养液转接

入新鲜的 BC 培养基中，共转接 5 次。将最终的富

集物梯度稀释、涂布 2"7D 平板、28Y温箱培养、多次

划线分离单菌。

!"$ 菌株 %!&’!( 的鉴定

!"$"! 生理生化特性的测定：革兰氏染色、氧化酶、

接触酶检测等参照常用细菌系统鉴定手册［"6］。其

它的生化实验采用 ?KP 2%BJ、?KP Z>@（.GQ@[/G-\]）试

剂条及 ^GQEQH _K2 板来测定，依照说明书进行操作。

!"$"# "7! /LB? 和 /,)(0 序列的分析：菌株 !"#$"%
的 =B? 提取参照文献［"#］进行。用通用引物 "7! W
和 "7! L 扩增 "7! /LB? 全长序列。引物序列参见

表 "。

!-+?" 蛋白（具 ?MK*&- 活性）作为前体蛋白转位

酶（’/-’/Q)-G0 )/*0&EQ+*&- ?MK*&-），为蛋白的跨质膜输

送提供驱动力。多项研究表明，/,)(0 基因序列具有

保守性以及足够的可变性，在以核苷酸序列为基础

的放线菌分类及鉴别研究中，同样可作为看家基因，

区分属内不同种。因此我们参照文献［"4］进行了

/,)(" 基因序列的扩增及测序。引物序列参见表 "。

"7! /LB? 和 /,)(" 扩增的目的片断长度分别为

表 ! 本研究中所使用的各引物序列

M*.E- " MO- &-‘\-0+-& QF ’/GI-/& \&-1 G0 )OG& ’*’-/

K/GI-/ 0*I- !-‘\-0+-& （6a!5a） M*/H-) H-0-
"7! W ?_?_MMM_?MAAM__AMA?_ "7! /LB?
"7! L ?A__AM?AAMM_MM?A_?AM
!-+?"$F _M????A_?A__AA?__?A?_>_?_M__?M___>A_!_M_A?AA_ /,)(0
!-+?"$/ A?__???A?_AM?M_?A_A__?A_?M_M?_MAAMM_MA
K#6%W ?M_MM>?MC_AB?M__?>AABA K#6%
K#6%L B?LBANLMMBAAA?MLA?BANLM_
*E,^F ??>?AB_ABA?>_?LAMB__BA?>?? ’123
*E,^/ _ALM_LM_LMAB_?LM_BA_>M_
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!"# $% 和 #&& %’ 左右。所有序列均由上海英骏公司

完成测序。测序结果在 ()*+（,--’：..///0 12%3 0 1450
13, 0 678.*9:;<）进 行 %4=>-1 分 析，并 通 过 软 件

?(:@:(（ABC>371 #"!）对扩增序列和 DB1*=1$ 中近

缘种的序列进行比对，然后用软件 @ED: F"! 构建

系统发育树。

!"# 烷烃降解范围及降解能力的测定

!"#"! 测定方法：将菌株 ;!GH!& 在 I!J9 液体培养

基中活化至对数生长期（!"J&& 约为 &"J），以 !K的

接种 量 （菌 体 经 离 心，洗 涤，去 除 培 养 基）转 接 到

#& 59 无碳源的 @@) 液体培养基中（添加微量元素

及 LBI M ），置于 INO，!J& C.531 摇床培养 I P Q R。

!"#"$ 测定的烷烃：十烷、十一烷、十二烷、十三烷、

十四烷、十五烷、十六烷、十七烷、十八烷、十九烷、二

十烷、二十二烷、二十四烷、二十六烷、二十八烷、三

十烷、三十二烷、三十四烷、三十六烷、三十八烷。同

时设不加菌及不加碳源两组阴性对照。设 F 次重复

实验。测定 !"J&&值以及肉眼观察判断其生长情况。

!"% 表面活性剂测定的定性实验

以正十六烷作为唯一碳源，在 @@) 中摇瓶培

养，方法同上，取 G R 后的摇瓶发酵液，测定其液体

表面张力及排油活性，测定方法参照文献［!N］。设

F 次平行实验，同时以超纯水做阴性对照。

生物表面活性剂的分离、提纯、薄层层析（<9)）

制备等参照文献［!S］进行。

!"& 烷烃羟化酶基因 ’#%( 和 !"#$ 的 ’)* 扩增与

测序

以菌株 ;!GH!& 的基因组 ?(: 为模板，用文献已

报道 的 烷 烃 羟 化 酶 引 物 =4$*T.=4$*C［I&］和 UG#&L.
UG#&V［I!］分别扩增 #$%& 以及 UG#& 基因片段。引物

序列如表 ! 所示。U)V 产物经纯化、连接、转化后，

挑取阳性克隆子进行酶切分析，选取多个有代表性

的阳性 克 隆 子 测 序。测 序 结 果 的 分 析 方 法 同 上

所述。

$ 结果和讨论

以柴油和石油（! W!）为唯一碳源，经 G 次富集培

养，从大西洋表层海水 ;!G 站位样品中，共分离筛选

得到 !J 株单菌。经单菌功能验证发现其中菌株

;!GH!& 具有较强的柴油降解能力，故对其作了进一

步的研究。目前该菌已收藏于海洋微生物菌种保藏

中心（@)))），保藏编号为 @))) !:&IG!Q。

$"! 菌株鉴定

$"!"! 形态特征：菌株 ;!GH!& 在 I!J9 固体培养基

上呈朱红色，不透明，蜡状质地，表面较粗糙，微湿

润，边缘规则，凸起，无晕环。菌体呈短杆状，大小为

&"#!5 X !"&!5。

$"!"$ 生理生化特征：菌株 ;!GH!& 为革兰氏阳性

菌，氧化酶呈阴性，接触酶阳性，经过 :U+ I&(E、:U+
YZ@ 以及 *37476 DUI 检测，菌株 ;!GH!& 氧化酶呈阴

性，接触酶阳性，能还原硝酸盐，不能还原亚硝酸盐，

能利用纤维二糖、葡萄糖酸盐、琥珀酸盐、奎尼酸，不

能利用半乳糖、鼠李糖、蔗糖、阿拉伯糖等，与近缘菌

株 ’ 0 ()**#) ?;@ GFIGS<、’ 0 +*,-./0#$01 ?;@ GFIGQ<、

’ 0 *2+*03)*(0-.#(# ?;@ GF!SQ< 等存在较明显差异。

其中，后三者的生理生化特征参照文献［IG [ I#］所

描述。具体如表 I 所示。

表 $ 菌株 +!#,!( 的生化特征

<=%4B I *372,B532=4 2,=C=2-BC3>-32> -,=- R3TTBCB1-3=-B >-C=31 ;!GH!&

TC75 -,B -,CBB CB’CB>B1-=-38B> 7T 247>B4\ CB4=-BR ’,*4,-0# >’B23B>

),=C=2-BC3>-32> ! I F G
:U+ YZ@ -B>->：
:4$=431B ’,7>’,=-=>B M [ M [
*]-\C=-B B>-BC=>B [ M M M
)=’C\4=-B B>-BC=>B M M [ M
)\>-31B =C\4=53R=>B [ [ [ [

"H64]2]C713R=>B [ M [ [
9B]231B =C\4=53R=>B M M M M
@\C3>-=-B 43’=>B [ [ [ [
(=’,-,74H:;H*+H’,7>’,7,\RC74=>B [ M M M
A=431B =C\4=53R=>B [ M [ M
*372,B532=4 -B>->：
:B>2]431 M M [ [
(3-C=-B CBR]2-=>B M M M [
^_3R=>B [ [ [ [
接触酶（2=-=4=>B） M M M M
‘-343a=-371 7T：
?HD=4=2-7>B [ M M M
9HV,=517>B [ M M M
?H;]2C7>B [ M M M
?H:C=%3-74 [ M [ M
+H+17>3-74 [ [ M [
?H)B447%37>B M [ [ [
D4\2BC74 [ M M M
5H=2B-\4HRH64]27>=531B M [ [ M
D4]271=-B M [ M M
)3-C=-B M M [ [
;]2231=-B M [ M [
b]31=-B M [ [ [
9H:>’=C-=-B M [ [ [
9HA=431B [ [ M [

<=_=：!，;!GH!&；I，’ 0 ()**#) ?;@ GFIGS<；F，’ 0 +*,-./0#$01 ";@ GFIGQ<；

G，’ 0 *2+*03)*(0-.(# ?;@ GF!SQ<

$"!"- 基于 !J; CV(: 基因序列的系统进化分析：

将所获得 !GJI %’ 的 !J; CV(: 全长序列与 DB1*=1$

JFJ! 93’316 c=16 B- =4 0 .6.(# 70.*,+0,$,80.# 90-0.#（I&&S）GS（!I）



中的近缘种进行 !"#$% 比对分析。图 & 是采用邻位

加入法构建的菌株 ’&()&* 与 !"#$"%&’ 属的 +, 株模

式种的 &-’ ./01 系统进化树。如图 & 所示，菌株

’&()&* 和 ! 2 ()##’) 3’4 (,+(56、! 2 ’*+&)%,)- 3’4
((7-86、! 2 +#"%,.&’/&-3’4 (,+(96 和 ! 2 #0+#&1)#(&%,(0-
3’4 (,&596 的进化距离较小，相似性较高，分别为

55:8-;、58:++;、58:+5; 和 58:&7;，其 中 与 ! 2
()##’) 3’4 (,+(56 处于同一分枝，&**;的自展值说

明了这一亚枝的稳定性。基于 &-’ ./01 序列判断，

菌株 ’&()&* 属 于 !"#$"%&’ 属。一 般 情 况 下，&-’
./01 序列同源性在 55;以上即可初步认定为同一

种，但因菌株 ! 2 -10(& 3’4 (,85-6 与 ! 2 2’,"+’)’ 4<)
&6，! 2 %’*&+&)%-&- 3’4 ((7-86 与 ! 2 #0+#&1)#(&%,(’
3’4 (,&596 的 &-’ ./01 同源性也都在 55;以上，分

别为 55:--;和 55:,5;，因此，难以根据 &-’ ./01 序

列同源性来判断菌株 ’&()&* 属于哪一个种。

图 ! 基于 !"# $%&’ 全长序列的菌株 !"#$"%&’ $= ( ’!)*!+ 的系统进化树

>?@2& 0A?@BCDE.)FD?G?G@ %.AA DH $%.#?G ’&()&* C#$AI DG GA#."J HE"" "AG@%B &-’ ./01 $AKEAGLA$ DH !"#$"%&’ $=AL?A$ #GI .A=.A$AG%#%?MA $%.#?G$2 !DD%$%.#=

M#"EA$ （H.DN &*** .A="?L#%?DG）#.A $BDOG #% C.#GLB =D?G%$；DG"J M#"EA$ #CDMA 7*; #.A @?MAG2 6BA &-’ ./01 $AKEAGLA$ DH %BA %J=A $%.#?G$ DH NANCA.$ DH %BA

@AGE$ !"#$"%&’ OA.A .A%.?AMAI H.DN %BA PAG!#GQ I#%#C#$A2 !#.，*:*& $EC$%?%E%?DG$ =A. GEL"AD%?IA =D$?%?DG2 6，6J=A $%.#?G2 6BA GENCA.$ ?G =#.AG%BA$?$ NA#G

$AKEAGLA$ #LLA$$?DG GENCA. ?G PAG!#GQ2

,-!-) 基于 3),45 基因序列的系统进化分析：’AL
系统是相当保守的分泌机制，在古菌、细菌及真核生

物中都存在。’AL 分泌途径在细菌中，尤其是大肠

杆菌已得到了广泛的研究。’AL1& 蛋白（具 16R#$A
活性）作为前体蛋白转位酶的重要成分，为蛋白的跨

质膜输送提供驱动力。最近有多项研究表明，在以

核苷酸序列为基础的放线菌分类及鉴别研究中，&-’
./01 序列难以区分某些种，而看家基因 -),45 的序

列具有足够的保守性以及可变性，可作为区分不同

种的靶分子。>?$LBA. 等［++］扩增了分枝杆菌属 +5 个

种的 (9 株 16SS 标准菌和 75 株临床分离菌的 -),45
基因序列，首次发现分泌相关基因可以用于区分分

枝杆菌属内的不同菌种。SDGM?""A 等［+,］分析比较了

诺卡氏菌属的 +5 个种的 &-’ ./01 以及 -),45 基因

序列，发现 -),45 基因能更好更准确地区分和鉴别

诺卡 氏 菌 属 内 的 菌 种。同 样 地，4?Q#N? 等［&9］对

!"#$"%&’ 属的 +, 个模式种分别进行了 -),45 基因和

&-’ ./01 系统进化关系的比较分析，而后得出结

论，-),45 作为看家基因用来进行种水平的鉴定以及

系统进化的研究，是非常理想的靶标。

本文扩增了菌株 ’&()&* 的 -),45 基因序列，用

以确定该菌株在戈登氏属内的进化地位。图 + 是用

邻位 加 入 法 构 建 的 ’&()&* 与 该 属 所 有 模 式 种 的

-),45 序列系统进化树。我们发现，尽管 ’&()&* 与

! 2 ()##’) 3’4 (,+(56 仍在一个独立的小分枝，但二

者的 3),4& 核酸序列同源性较低，仅为 5,:-5;，翻

译的氨基酸序列同源性为 58:99;。需要说明的

是，菌株 ’&()&* 的分离生境与已报道的该属模式种

9,-&王丽萍等：一株来自大西洋表层海水的烷烃降解菌 !"#$"%&’ $=2 ’&()&* 的⋯⋯ 2 T微生物学报（+**5）(5（&+）
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迥异，其他菌株大多分离自土壤或者临床。

比较 !"# $%&’ 与 !"#$% 基因序列的系统发育树

我们发现，两者的进化关系基本一致。但在区分某

些种上，!"#$% 表现出更高的可变性。如菌株 & (

!’()* )#* +,-."/ 与 & ( +,#-.,", *01!/，二者的 !"#
$%&’ 同 源 性 高 达 ..2""3，但 !"#$% 相 似 度 仅 为

.424"3。

图 ! 基于 !"#$% 序列的菌株 &’()’*+, "#$ %&’(&) 的系统进化树

567(8 &967:;<=$1><6?6?7 @$99 <A B@$C6? #!+1!D ;CB9E <? /"#$% B9F=9?G9B <A &-01-2*, BH9G69B C?E $9H$9B9?@C@6I9 B@$C6?B( J<<@B@$CH ICK=9B （A$<L !DDD

$9HK6GC@6<?）C$9 B:<M? C@ ;$C?G: H<6?@B；<?KN ICK=9B C;<I9 4D3 C$9 76I9?( /:9 !"#$% 79?9 B9F=9?G9B <A @:9 @NH9 B@$C6?B <A L9L;9$B <A @:9 79?=B &-01-2*,

M9$9 $9@$69I9E A$<L @:9 O9?JC?P EC@C;CB9( JC$，D2D! B=;B@6@=@6<?B H9$ ?=GK9<@6E9 H<B6@6<?( /，/NH9 B@$C6?( /:9 ?=L;9$B 6? HC$9?@:9B6B L9C? B9F=9?G9B

CGG9BB6<? ?=L;9$ 6? O9?JC?P(

!*! 烷烃降解范围

经过 8 Q R E 的观察培养，发现菌株 #!+1!D 能够

快速地很好地利用 S!D Q S8" 链长的直链烷烃作为唯

一碳源生长，培养液呈混浊乳化状，肉眼观测未见油

滴残留，其中在 S!"中经过 , E 培养，34"DD 即可达到

! 左右。对于链长大于 S8"的烷烃，菌株 #!+1!D 也表

现出了较明显的降解特性。即使在 S,-中，通过显微

镜观察以及 34"DD测定，表明也有一定的生长。但尚

未发现有降解支链烷烃或者多环芳烃（T’U）的能

力。V=C@$6?6［!8］等曾经从烃污染的地中海海岸线分

离到两株 &-01-2*, BH(菌，碳源生长实验以及 OS1*#
分析表明，这两株菌也能够降解中长链的直链烷烃。

而另一株从石油污染土壤中分离到的 &-01-2*, BH(
U9+ 菌，则能够以正十六烷、苯、萘、蒽、菲和芘作为

唯一的碳源生长［8"］。

!*+ 生物表面活性剂的初步鉴定

许多专性烃类降解微生物在生长过程中往往伴

随着生物表面活性剂的生成，如本实验室筛选到的

一 株 专 性 深 海 烷 烃 降 解 菌 红 球 菌 $5#,2*6-0,7
1*"!"5-5"* J14/ /W4, 等能产脂肽类的表面活性剂［!+］，

还有 XCP6L<I 等人［8R］分离鉴定的另一株 $5#,2*6-0,7
.-08(9"2!*! #Y8/ 能产糖脂类表面活性剂。它们的作

用主要是使烃类在水溶液中有效扩散，并渗入细胞

内部被分解同化分解。另一方面，生物表面活性剂

可以通过调节细胞表面的疏水性能来影响微生物细

胞与烃类之间的亲和力。作为次级代谢产物的生物

表面活性剂，对微生物的生长具有重要作用。在某

些 放 线 菌 属 的 细 菌，其 中 包 括 分 枝 杆 菌

（:;#-.,#)"0*(9）、诺 卡 氏 菌 （<-#,01*,）、棒 状 杆 菌

（=-0;2".,#)"0*(9）、红球菌（>?-1-#-##(!），都发现了产

海藻糖脂的能力的存在。

为了了解降解菌 #!+1!D 产表面活性剂的情况，

我们将其将菌株 #!+1!D 接种于以正十六烷为唯一

碳源的 **S 培养基中，培养 + E 后，取发酵液测定

表面张力，能将水的表面张力降低到 ,!2" L&ZL。

排油能力测定显示，排油圈直径大于 , GL，表现出

较强的表面活性。经初步的分离、/[S 展层，苯酚1
浓硫酸检测显示棕色，表明该菌株所产的表面活性

剂包含糖脂成分。但由于所产的表面活性剂吸附在

细胞壁上，对提纯和制备造成了较大的影响，还有待

-,"! [6H6?7 WC?7 9@ CK ( Z$#), :*#0-.*-5-@*#, /*2*#,（8DD.）+.（!8）
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进一步的研究。

!"# 烷烃羟化酶基因的克隆、测序与分析

烷烃羟化酶是烷烃降解过程中第一步酶，也是

整个降解过程的关键酶。目前从微生物中发现了几

种不同类型的单加氧酶系统，其中报道得较多的是

与恶臭假单孢菌 !"#$ 烷烃羟化酶相关的 %&’( 酶系

统 %&’( 以及细胞色素 ")*+ ,-"$*. 家族。

利用兼并引物 /&’(01/&’(2，通过条件优化的 ",3
反应程序，从菌株 4$)5$+ 中扩增获得了大小约为

**+ 67 的 目 的 基 因 片 段。8,(9 (&/:;< 分 析 发 现，

4$)5$+ !"#$ 与 %&’(&)*! :7= >?@ 的 !"#$A 有最高同

源性，为 BBCD@E。其 中，?FGHH 等［AB］曾 将 %&’(&)*!
:7= >?@ !"#$A 成功地表达在大肠杆菌中，能转化 ,*

（,$.链长的烷烃。

将所得到的 !"#$ 基因翻译成多肽序列后发现，

该基 因 片 段 编 码 的 多 肽 中 含 有 IH:$ （IJ［K1L］

MIN）、IH:A （JIMM!II）、I-! （8-MJI-!［K1L］）

和 IH: （KO3IMPII%）所有膜结合烷烃羟化酶都具

有的 ) 个保守结构域，并且在 IH:$ 和 IH:A 中，组氨

酸周围的氨基酸残基与其它的 %&’( 一样，都是保守

的。图 . 是根据推导的 $B. 个氨基酸序列与 8,(9
!Q<(/<’ 中同源的序列所构建的系统发育树。

用兼并引物 ")*+?1")*+3，扩增到大小约B++ 67
的 ")*+ 目 的 片 段。8,(9 (&/:;< 分 析 发 现，4$)5$+
")*+ 与 %&’(&)*! :7= >?@ 的 ")*+ 同 源 性 高 达

RRC@$E。其中，两株菌的 $@4 238% 序列相似度为

RBCD*E（)D$1)DB），二者亲缘关系较近。将 ")*+ 翻

译成氨基酸序列后发现，其多肽片段也存在 . 个

,-"$*. 蛋 白 家 族 高 度 保 守 的 结 构 域，包 括 8 端

（L?9%LP""）、95螺旋的氧结合臂 （KK9S!!8P>>38）

以及 , 端 即 亚 铁 血 红 素 结 合 的 丝 氨 酸 区 域

（IK4?!?!9I3,），表明扩增到的该序列属于 ,-"$*.
家族。图 ) 是 根 据 推 导 的 A@D 个 氨 基 酸 序 列 与

8,(9 !Q<(/<’ 中同源的序列所构建的系统发育树。

作 为 高 ! T , 含 量 的 革 兰 氏 阳 性 菌，

+,-&.!-/0’*12，34&(&-&--15，6&’-!’(*!，%&’(&)*! 等都

是已报道的烃降解菌，并且存在至少一种烷烃羟化

酶，即 %&’( 或 ")*+，而且亲缘关系相对较近，尽管

一般认为烷烃羟化酶基因与菌株的系统发育地位之

间并没有直接联系［AR］。

已报道的 %&’(: 和 ,-"$*.: 都是负责中等链长

烷烃（,* U ,$A）的降解，其中，不同的 %&’(: 可能还有

不同的底物范围［.+］。菌株 4$)5$+ 同时包含了这两

套烷烃单加氧酶系统，它们的底物范围有待通过实

时定量 ",3 来进一步确定。同时，我们推测 4$)5$+
可能还包含了其它的羟化酶系统，如长链烷烃羟化

酶 %&V%［.$］以及 K/W%［.A］，尽管通过兼并引物 ",3 尚

没有扩增到相关基因片断。这种多基因策略为其降

解油污环境提供了有效的途径。

图 $ 菌株 !"#$"%&’ %&’ ()#*)+ 烷烃羟化酶 ,-./ 部分氨基酸序列的系统进化树

?HX=. "YZ&#XQ<Q;H[ ;2QQ 6/:QW #< 7/2;H/& /VH<# /[HW :Q\FQ<[Q: #0 %&’( 02#V :;2/H< 4$)5$+ /<W [&#:Q&Z 2Q&/;QW 2Q72Q:Q<;/;H]Q:= (##;:;2/7 ]/&FQ: （02#V $+++

2Q7&H[/;H#<）/2Q :Y#^< /; 62/<[Y 7#H<;:；#<&Z ]/&FQ: /6#]Q *+E /2Q XH]Q<= >YQ :[/&Q 6/2 [#22Q:7#<W: ;# +C+* :F6:;H;F;H#<: 7Q2 <F[&Q#;HWQ 7#:H;H#<= >YQ

<FV6Q2: H< 7/2Q<;YQ:H: VQ/< :Q\FQ<[Q: /[[Q::H#< <FV6Q2 H< !Q<(/<’=
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图 ! 菌株 !"#$"%&’ "#$ %&!’&( 烷烃羟化酶 )!*( 部分氨基酸序列的系统进化树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 012+3 *, 41/-"1) 15",* 1."3 2+67+,.+2 *8 .(-*.’/*5+2 &%9: 8/*5 2-/1", ;<%=<: 1,3 .)*2+)( /+)1-+3 /+4/+2+,-1-">+2$ ?**-2-/14 >1)7+2
（8/*5 <::: /+4)".1-"*,）1/+ 2’*@, 1- 0/1,.’ 4*",-2；*,)( >1)7+2 10*>+ 9:A 1/+ #">+,$ B’+ 2.1)+ 01/ .*//+24*,32 -* :C:9 2702-"-7-"*,2 4+/ ,7.)+*-"3+ 4*2"-"*,$

B’+ ,750+/2 ", 41/+,-’+2"2 5+1, 2+67+,.+2 1..+22"*, ,750+/ ", D+,?1,E$

+ 结论

本研 究 首 次 从 大 洋 环 境 中 发 现 并 分 离 了

!"#$"%&’ 属的烷烃降解菌。结合前人结果表明该属

作为烷烃降解菌在陆地、近海及大洋环境中都有分

布。根据其 <F; /GHI 序列与模式菌的高度同源性，

将其归为戈登氏属（!"#$"%&’）。但是通过比较看家

基因 ()*+,（与 ! $ -)##’) J;K %LM%NB 仅为 NLCFNA同

源性）以及生理生化特征，发现该菌株与已报道的

!"#$"%&’ 属模式种存在较大的差异，是一个可能的

新种。该菌具有良好的烷烃降解能力，能快速降解

O<: P OMF，对 OMQ P OLF 烷烃也表现出较好的降解能

力。进一步分析表明，菌株 ;<%=<: 至少编码两套与

烷烃降解相关的单加氧酶系统（I)E? 和 OR&<9L 羟

化酶），同时还能产生糖脂类的表面活性剂。因此，

该菌在海洋油溢污染的生物修复中有较好的应用

前景。
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《微生物学报》关于署名

经过本刊审查通过后即将发表的稿件，作者在修改时，如果对“作者或单位的署名”进行变更，与最初的投稿不同，本刊要

求：作者必须再提供有关证明，否则不能生效！此项规定早已公布在本刊的网页上、并且在本刊的纸质出版物中也多次公布。

请作者登陆本刊网页（*66#：‘‘S.+5$’I<O "BO ’:O :$‘’:6’B":5.:$），在“常见问题”中有显示，点开左侧的“署名”，其中有详细的说明和

办理方法。

（(）如变单位署名顺序，需要原研究内容所属单位（通常是第一署名单位）的证明信，证明内容：原署名顺序#现署名顺

序#盖章。

（,）如变更作者署名顺序，需要通讯作者和第一作者同意的签字证明。证明内容：原作者姓名及顺序#修改之后的作者

姓名及顺序。

（D）将此证明信返回编辑部（邮寄原件或扫描后 bLB’"I 发来），新的变更即可生效。
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