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一株动性杆菌的生理学特性研究及其鉴定

李 建 辉，路 盼 盼，张 亚 平
（石河子大学 生命科学学院，新疆 石河子８３２００３）

　　摘　要：从新疆泥火山样品中分离得到１株细菌ｌｊｈ－５，经过１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定，该菌株与
动性杆菌属（Ｐｌａｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ）的相似度最高为９０％，结合菌株、菌落特征及其生理生化特性，初步
鉴定该菌为动性杆菌属新种。并对该菌株生长特性进行研究。
关键词：动性杆菌；泥火山；１６ＳｒＲＮＡ；生理生化
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　　动性杆菌或球菌通常为革兰氏阳性，该菌具有产脂
肪酶的特殊功能，广泛分布于海洋或石油富集区［１］，１８９４
年Ｍｉｇｕｌａ［２］首先发现动性球菌（Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓ）；朱颖旻
等［３］在２００９年发现１株动性球菌ＺＯＹＭ，它具有很强的
降解油脂的能力。脂肪酶被广泛应用于生物柴油、生物
化工、环保及医疗等诸多方面［４］。但目前国内使用的脂
肪酶多依赖进口［５］，因此对动性杆／球菌的深入研究，有
助于实现国内资源的需求，具有重大现实意义。该研究
从新疆泥火山泥浆水中分离获得１株动性杆菌，对其形
态、生长特性生理生化特征及１６ＳｒＲＮＡ进行了分析。
为进一步应用研究提供理论基础。

１　材料与方法
１．１　试验菌株
动性杆菌ｌｊｈ－５从新疆乌苏泥火山泥浆水中分离

获得。

１．２　菌株培养特征、生理生化特征及生长特性测定
参考文献［６］中的方法。

１．３　菌株１６ＳｒＲＮＡ分析
１．３．１　细菌ＤＮＡ提取　参考文献［７］中的方法。

１．３．２　１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增　扩增所用引物为细菌
通用引物２７Ｆ／１４９２Ｒ，扩增体系及循环参见文献［８］。

１．３．３　序列分析　将测得的１６ＳｒＤＮＡ序列进行Ｂｌａｓｔ
同源性搜索，利用ＤＮＡＳｔａｒ和ＣｌｕｓｔａｌＸ　１．８软件进行格
式转化，使用ｐｈｙｌｉｐ　３．６５软件（Ｎ－Ｊ法）构建系统进化树。
经ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法１　０００次循环检验系统树可靠性。

２　结果与分析
２．１　菌株形态及生理生化特征
菌株ｌｊｈ－５可以在ＬＢ培养基上生长单菌落特征为：

图１　光学显微镜下ｌｊｈ－５菌体形态（１０×１００）

　　表１ 生理生化反应

特征 结果

葡萄糖 －

乳糖 －

麦芽糖 －

蔗糖 －

甘露糖 －

乙醇 －
脂酶 －

甲基红 －

淀粉水解 －

硝酸盐还原 －

吲哚 －

明胶水解 ＋

ＶＰ －

Ｈ２Ｓ －

接触酶 ＋

柠檬酸钠 －

耐盐性／％

ＮａＣｌ　０．５ ＋＋

ＮａＣｌ　３ ＋

ＮａＣｌ　５ ＋

ＮａＣｌ　７ ＋＋

ＮａＣｌ　１０ ＋＋

ＮａＣｌ　１５ －

　　注：＋：阳性Ｐｏｓｔｉｖｅ；－：阴性Ｎｅｇａｔｉｖｅ。耐盐实验：＋：培养基少浑浊；＋＋：培养

基重度浑浊；－：培养基透明。
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菌落呈圆形，乳脂色，表面光滑，不透明，边缘整齐，不产
色素。染色后，在显微镜下观察菌体形态（图１）特征如
下：革兰氏阳性，细胞呈短杆状，无芽孢、荚膜，端生鞭毛，
运动性良好，大小为１μｍ×１．３～１．６μｍ左右。

　　菌株ｌｊｈ－５的生理生化结果见表１，接触酶阳性，可
水解明胶，硝酸还原、柠檬酸盐反应阴性，不可利用葡萄
糖、乳糖、蔗糖、甘露糖、麦芽糖等发酵产酸。
结合其它生理生化特征及形态特征，参照文献［６］

初步鉴定ｌｊｈ－５为动性杆菌属。

２．２　菌株生长特性
通过温度梯度及ｐＨ梯度试验，从图２、３中可以看

出，ｌｊｈ－５菌株最适温度为３３℃左右，最适ｐＨ　８．０左右。
在最适温度与最适ｐＨ的条件下，获得菌株生长曲线如
图４，从中可以看出，０～７２ｈ为ｌｊｈ－５菌株的延至期，

７２～１４４ｈ为对数生长期，１４４～１５６ｈ为稳定期，１５６ｈ
后为衰退期。从生长曲线整体看，该菌属生长缓慢性
菌株。

２．３　序列分析
２．３．１　菌株的１６ＳｒＤＮＡ全序列　Ｌｊｈ－５菌株的序列全
长为１　４５５ｂｐ（表２）。ＮＣＢＩ收录ＮＯ：ＧＵ３３２５０１，命名
为：Ｐｌａｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｓ　ｓｐ．ｌｊｈ－５。

图２　不同温度对菌株生长的影响　　　图３　不同ｐＨ对菌株生长影响　　　　　图４　ｌｊｈ－５　菌株生长曲线　　

　　　　　　表２　 １６ＳｒＤＮＡ全序列
１ ＴＧＡＴＴＧＣＴＣＧ　 ＴＧＣＴＡＴＡＣＡＴ　 ＧＣＡＧＴＣＧＡＧＣ　 ＧＧＡＡＣＣＴＴＧＧ　 ＡＧＣＴＴＧＣＴＣＣ　 ＴＴＴＴＧＧＴＴＴＡ

６１ ＣＧＧＣＣＧＡＡＣＧ　 ＧＴＴＧＡＧＴＡＡＣ　 ＡＣＧＧＧＧＧＣＡＡ　 ＣＣＴＧＣＣＴＧＧＣ　 ＡＡＡＴＣＧＧＡＴＴ　 ＡＡＣＴＣＣＧＧＡＡ

１２１ ＡＡＣＣＧＴＧＧＣＴ　 ＡＴＴＡＣＣＧＡＡＴ　 ＡＧＴＴＡＡＴＡＡＣ　 ＣＴＣＴＣＣＧＧＡＧ　 ＧＴＴＡＴＡＣＧＧＡ　 ＡＡＧＡＣＧＧＴＴＴ

１８１ ＣＧＧＴＴＧＴＣＡＣ　 ＴＧＣＡＧＧＡＴＧＧ　 ＧＣＣＣＧＣＧＧＣＧ　 ＣＡＴＴＡＣＴＴＡＧ　 ＴＴＧＧＧＧＧＧＧＴ　 ＡＡＣＧＧＣＣＣＡＣ

２４１ ＣＡＡＧＧＣＡＡＣＡ　 ＡＴＧＣＧＴＡＣＣＣ　 ＡＡＣＣＴＧＡＡＡＧ　 ＧＴＧＧＡＴＣＧＧＣ　 ＣＡＣＡＣＧＧＧＡＡ　 ＣＴＧＡＡＡＣＡＣＧ

３０１ ＧＣＣＣＡＡＡＣＴＣ　 ＣＴＡＣＧＧＡＡＧＧ　 ＣＡＧＣＡＧＴＡＧＧ　 ＡＡＡＴＣＴＴＣＣＧ　 ＣＡＴＧＧＡＡＣＣＣ　 ＡＧＧＴＣＴＧＡＣＧ

３６１ ＡＡＣＣＡＣＣＣＣＣ　 ＣＣＧＧＧＡＧＴＧＡ　 ＣＡＡＡＧＧＴＴＴＴ　 ＣＧＡＡＴＣＧＡＡＡ　 ＡＡＴＴＣＴＧＴＴＧ　 ＧＧＡＧＧＡＡＡＡＡ

４２１ ＡＣＡＡＴＴＡＣＣＡ　 ＣＴＴＡＡＣＴＡＣＧ　 ＧＧＴＡＣＣＴＴＧＡ　 ＣＧＧＴＡＣＣＴＣＡ　 ＣＣＡＡＡＡＡＧＣＣ　 ＡＣＧＧＴＴＡＡＴＴ

４８１ ＡＣＴＧＧＣＣＡＣＣ　 ＡＣＣＣＧＣＧＧＴＡ　 ＴＴＡＣＴＴＡＧＧＴ　 ＧＧＣＡＧＧＣＧＴＴ　 ＧＴＣＣＧＡＡＡＴＴ　 ＡＴＧＧＧＣＧＧＴＡ

５４１ ＡＡＧＣＧＧＧＣＧＣ　 ＡＧＧＣＧＧＣＣＣＣ　 ＴＴＡＡＴＣＣＴＡＡ　 ＴＧＴＧＡＡＡＧＣＣ　 ＣＡＣＧＧＴＴＣＡＣ　 ＣＧＴＧＧＡＡＧＧＧ

６０１ ＴＣＡＴＴＧＡＡＡＡ　 ＣＴＧＧＧＧＡＡＣＴ　 ＧＧＡＴＧＧＣＡＡＡ　 ＧＡＡＧＧＡＡＧＴＴ　 ＧＡＡＡＴＴＣＣＣＣ　 ＴＴＧＴＡＣＣＧＴＧ

６６１ ＧＡＡＴＧＧＣＴＴＡ　 ＡＡＧＡＧＧＴＧＡＡ　 ＧＡＡＣＣＡＣＣＡＧ　 ＴＧＣＣＧＡＡＧＧＣ　 ＡＡＣＴＴＴＣＴＧＧ　 ＴＣＴＧＴＡＡＣＴＧ

７２１ ＡＣＧＣＴＧＡＧＧＣ　 ＧＣＧＡＡＡＧＣＧＴ　 ＧＧＧＧＡＧＣＡＡＡ　 ＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡ　 ＴＡＣＣＣＴＧＧＴＡ　 ＧＴＴＣＡＣＧＣＣＧ

７８１ ＴＡＡＡＣＧＡＴＧＡ　 ＧＴＧＣＴＡＡＧＴＧ　 ＴＴＡＧＧＧＧＧＴＴ　 ＴＣＣＧＣＣＣＣＴＴ　 ＡＧＴＧＣＴＧＣＡＧ　 ＣＴＡＡＣＧＣＡＴＴ

８４１ ＡＡＧＣＡＣＴＴＣＧ　 ＣＣＴＧＧＧＧＡＧＴ　 ＡＣＧＧＣＣＧＣＡＡ　 ＧＧＣＴＧＡＡＡＣＴ　 ＣＡＡＡＧＧＡＡＴＴ　 ＧＡＣＧＧＧＧＧＣＣ

９０１ ＣＧＣＡＣＡＡＧＣＧ　 ＧＴＧＧＡＧＣＡＴＧ　 ＴＧＧＴＴＴＡＡＴＴ　 ＴＧＡＡＧＣＡＡＣＧ　 ＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴ　 ＴＡＣＣＡＧＧＴＣＴ

９６１ ＴＧＡＣＡＴＣＣＣＧ　 ＣＴＧＣＣＣＧＣＣＴ　 ＡＧＧＡＧＡＣＴＡＧ　 ＧＣＴＴＴＣＣＣＴＴ　 ＴＧＧＧＧＡＣＡＧＣ　 ＧＧＴＧＡＣＡＧＧＴ

１０２１ ＧＧＴＧＣＡＴＧＧＴ　 ＴＧＴＴＧＴＣＡＧＣ　 ＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧ　 ＡＧＡＴＧＴＴＧＧＧ　 ＴＴＡＡＧＴＴＣＣＧ　 ＣＡＡＣＧＡＧＣＧＣ

１０８１ ＡＡＣＣＣＴＴＧＡＴ　 ＴＴＴＡＧＴＴＧＣＣ　 ＡＧＣＣＴＴＣＡＧＴ　 ＴＧＧＧＣＣＣＴＴＴ　 ＡＡＧＧＴＧＡＣＴＧ　 ＣＣＧＧＴＧＡＣＡＡ

１１４１ ＡＣＣＧＧＡＧＧＡＡ　 ＧＧＴＧＧＧＧＡＡＧ　 ＡＣＧＴＣＡＡＡＴＣ　 ＡＴＣＡＴＧＣＣＣＣ　 ＴＴＡＴＧＡＣＣＴＧ　 ＧＧＣＴＡＣＡＣＡＣ

１２０１ ＧＴＧＣＴＡＣＡＡＴ　 ＧＧＡＣＧＧＴＡＣＡ　 ＡＡＧＧＧＣＴＧＣＡ　 ＡＡＣＣＣＧＣＧＡＧ　 ＧＧＧＧＡＧＣＣＡＡ　 ＴＴＣＣＡＧＡＡＡＡ

１２６１ ＣＣＧＴＴＴＴＣＡＧ　 ＴＴＴＧＧＡＴＴＧＣ　 ＡＧＧＣＴＧＣＡＡＣ　 ＴＴＧＣＣＴＧＣＡＴ　 ＧＡＡＧＣＣＧＧＡＡ　 ＴＣＧＣＴＡＧＴＡＡ

１３２１ ＴＣＧＴＧＧＡＴＣＡ　 ＧＣＡＴＧＣＣＣＣＧ　 ＧＴＧＡＡＴＡＣＧＴ　 ＴＣＣＣＧＧＧＣＣＴ　 ＴＧＴＡＣＡＣＣＣＣ　 ＣＣＣＣＧＴＣＡＣＣ

１３８１ ＣＣＣＣＧＡＧＡＧＴ　 ＴＴＧＴＡＡＣＣＣＣ　 ＣＧＡＡＧＴＣＧＧＴ　 ＧＡＧＧＴＡＡＣＣＡ　 ＣＴＴＧＴＧＧＡＧＣ　 ＣＡＧＣＣＧＣＣＧＡ

１４４１ ＡＧＴＧＧＡＣＡＧＡ　 ＴＴＴＴＴ
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２．３．２　同源性分析　将ｌｊｈ－５菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列在
ＮＣＢＩ中提交进行ＢＬＡＳＴ同源性搜索，结果发现该序列
与动性杆／球菌属各个种间的同源关系较近，如ｌｊｈ－５菌
株与Ｐｌａｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ　ｃｈｉｎｅｎｓｅ　ＤＸ３（ＮＯ：ＡＪ６９７８６２）、Ｐｌａ－
ｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ　ｋ　ｓ．ＷＴ０２４（ＮＯ：ＧＱ１５２１２９）、Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．１～
１５（ＮＯ：ＡＪ７８１７１８）在同源树上归为１支（表５），相似度均为
９０％，这表明研究菌株与已发表的１６ＳｒＤＮＡ序列同源
性较低，按照同源性小于９５％，则属于不同属的原则［９］，
初步判断ｌｊｈ－５菌株属于一新物种。
从表５中可以看出，进化树主要分为３支：其中１

支主要为未知克隆，包括Ｕｂｃ．１１０３２００８２１９８０（ＮＯ：
ＥＵ８４４９３９）、Ｕｂｃ．１１０３２００８２８５４６（ＮＯ：ＥＵ８４５３６６）、Ｕｂｃ．
１１０３２００８３２２６８（ＮＯ：ＥＵ８４５６１２）、Ｕｂｃ．１１０３２００８２８８２６
（ＮＯ：ＥＵ８４５４３８）；第２支为动性球菌属，包括Ｐｌａｎｏｃｏｃ－
ｃｕｓ　ｓｐ．ＹＩＭ　Ｃ７３８（ＮＯ：ＥＵ１３５６７７）和Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｓｙｃｈ－
ｒｏｔｏｌｅｒａｔｕｓ（ＮＯ：ＡＦ３２４６５９）；剩下的归为第３支，主要为
动性杆菌属，其中包括２株动性球菌，Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．
１～１５（ＮＯ：ＡＪ７８１７１８）和 Ｐｌａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．ＥＰ３６（ＮＯ：
ＡＭ４０３７２７）。动性球菌和杆菌主要是一些培养特征的
差异，因此同源关系较近［６］。

图５　１６ＳｒＤＮＡ序列系统发育树

３　结论与讨论
通过常规培养发现，ｌｊｈ－５菌株的培养特征及生理生

化特征与文献［６］中所描述的动性杆菌的特征较相似，
初步鉴定ｌｊｈ－５菌株为动性杆菌属。而利用１６ＳｒＤＮＡ
分子鉴定分析发现，该菌与已发表的１６ＳｒＤＮＡ序列同源
性较低，关系最近的为Ｐｌａｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ　ｃｈｉｎｅｎｓｅ　ＤＸ３，相似
度为９０％，根据菌属同源性鉴定原则［９］，分析该菌株为
新菌种。试验还进一步测定了菌株的最适生长温度、ｐＨ
及生长曲线，为菌株的进一步应用研究打下基础。

１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定只能初步确定该细菌的种属地
位，要想进一步确定ｌｊｈ－５菌株确切分类地位，还需要进
行ＤＮＡ－ＤＮＡ杂交试验进一步分析［８］。
新疆有亚洲最大面积的泥火山分布，在地下天然气

和石油矿藏丰富区域的泥火山这一独特的生境中，蕴育
了丰富的微生物资源。该试验分离获得１株动性杆菌
新种，据前人记载［３］，动性杆菌具有产脂肪酶的特殊功
能，因此研究该菌的生长特性及菌株的分类地位，为进
一步的潜在的应用研究提供理论基础。
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