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1 株黄原胶降解菌的鉴定
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　　[摘　要 ]　对从野外土壤中分离得到的 1 株可降解黄原胶的兼性厌氧菌进行了鉴定。结果表明, 该菌株在幼

龄时期为杆菌, 大小约为 (0. 4～ 0. 6) Λm × (1. 0～ 2. 0) Λm , 呈直杆形或稍弯曲杆形, 但在 1 周以上的培养物中, 只

存在大小约为 0. 5 Λm×0. 5 Λm 的类球状细胞; 该菌为革兰氏阴性, 兼性厌氧, 无运动性, 不形成芽孢, 能利用多种

糖类基质。初步鉴定该菌为鞘氨醇单胞菌 (S p h ing om onas)。
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　　黄原胶是一种由野油菜黄单孢菌分泌的中性水

溶性多糖, 又称汉生胶。其结构由五糖单位重复构

成, 主链与纤维素相同, 即由 Β21, 4 糖苷键相连的葡

萄糖构成, 3 个相连的单糖组成其侧链: 甘露糖→葡

萄糖→甘露糖[1 ]。黄原胶因其独特的剪切稀释性质,

良好的增稠性, 理想的乳化稳定性, 对酸、碱、热、反

复冻融的高度稳定性, 以及对人体的完全无毒害等

优良的特性, 而在食品、石油、医药、日用化工等十多

个领域有着极其广泛的应用, 其商品化程度之高, 应

用范围之广, 远远超过其他微生物多糖[224 ]。但黄原

胶在应用过程中也存在一些问题。在采油过程中, 虽

然使用黄原胶可提高采油率, 但同时也增加了原油

的粘度, 使后续工艺如油料运输及产品纯化的成本

增高, 为降低生产成本需要一种降解黄原胶的简便

方法[5 ]。此外, 由于寡糖具有抗病毒、抑菌、植物诱

抗、提高免疫力等功能, 而植物致病菌分泌的黄原胶

被降解后得到的黄原胶寡糖, 因其具有以上某些生

物活性也逐渐引起了人们的重视[628 ]。

目前, 降解黄原胶的常用方法有物理法、化学法

和酶解法, 其中酶解法以其降解过程容易控制、反应

条件温和以及对环境无污染等优点而成为黄原胶降

解的首选途径[9211 ]。

本课题组从大连沙河口区野外土壤中筛选得到

了 1 株产黄原胶降解酶的菌株, 其发酵过程中产生

的黄原胶酶具有较高活性。本试验在研究该菌株的

形态特征、运动性、培养特征和生理生化特征等基础

上, 结合其 16S rRNA 序列分析及比对结果, 对其进

行了初步鉴定, 旨在为筛选出优良的黄原胶降解菌

奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　菌种来源

　　菌种由本课题组从大连沙河口区野外丘陵的土

壤中筛选得到。

1. 2　培养基

1. 2. 1　富集培养基　含 2. 5 m göL 黄原胶培养

基[6 ]。

1. 2. 2　选择性液体培养基　分别称取黄原胶

(Xan than) 2. 5 g, (N H 4 ) 2SO 4 0. 5 g, KH 2PO 4 3. 0

g, K2H PO 4 3. 0 g, M gSO 4 ·7H 2O 0. 2 g, FeC l3 ·

6H 2O 16. 7 m g, CaC l2 ·2H 2O 0. 66 m g, ZnSO 4 ·

7H 2O 0. 18 m g, CuSO 4·5H 2O 0. 16 m g,M nSO 4·

4H 2O 0. 15 m g, CoC l2·6H 2O 0. 18 m g, H 3BO 3 0. 1

m g, N aNO 3 2. 0 g,N a2M oO 4·2H 2O 0. 3 m g 置于容

量瓶中, 用蒸馏水定容至 1 L。

1. 2. 3　黄原胶固体平板培养基　分别称取琼脂粉

20 g, 蛋白胨 1 g, 酵母浸出粉 1 g, 黄原胶 3 g, 葡萄

糖 2 g, 用蒸馏水定容至 1 L。

1. 3　分离纯化[12 ]

采用H ungate 厌氧技术[12 ] , 对 1. 1 中的菌种进
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行分离纯化。具体方法为: 将 1. 1 中的菌种接种于添

加有黄原胶的富集培养基中, 于 37 ℃条件下培养

3～ 4 d后, 选取培养基粘度明显变稀者, 用灭菌后的

5 m göL 生理盐水进行梯度系列稀释, 然后按常规方

法将其涂布于黄原胶固体平板培养基上, 于 30 ℃恒

温培养箱中培养 12 h。从黄原胶固体平板培养基

上, 挑取能使选择性液体培养基粘度明显变稀的菌

落, 在新鲜黄原胶固体平板培养基上划线培养, 选择

单菌落, 用选择性液体培养基进行复筛, 通过对培养

过程中培养液粘度下降程度和速度进行比较, 筛选

出 1 株对黄原胶降解力最强的菌株XT 211 进行鉴

定。

1. 4　鉴定方法[13218 ]

1. 4. 1　菌株 XT 211 的形态特征　将菌株 XT 211

接种于黄原胶选择性液体培养基中, 于 30 ℃恒温培

养箱中培养 12～ 36 h 后, 采用革兰氏染色, 分别在

光学显微镜和电子显微镜下观察个体形态, 并测定

菌体大小; 将菌株XT 211 接种于黄原胶固体平板培

养基上, 于 30 ℃恒温培养箱中培养 48 h, 观察菌落

形态并测定菌落大小。

1. 4. 2　菌株XT 211 的厌氧性和运动性试验　采用

葡萄糖氧化发酵试验[15 ]检验菌株XT 211 的厌氧性。

菌株 XT 211 是否具运动性采用以下 2 种方法进行

检验[15 ]: 一种方法是在进行葡萄糖氧化发酵试验

时, 通过半固体穿刺培养进行检验; 另一种方法通过

水浸片法检验。水浸片法具体操作步骤为: 将菌株

XT 211 接种于LB 液体培养基中, 于 30 ℃条件下振

荡 (150 röm in)培养 24 h 后, 取 1 滴菌悬液置于载玻

片上, 加盖盖玻片后直接在高倍镜下观察, 如果观察

到快速移动的菌株, 则表明菌株XT 211 具有运动能

力; 反之, 则表明菌株XT 211 无运动能力。

1. 4. 3　菌株 XT 211 的芽孢试验　将菌株 XT 211

培养液置于 80 ℃水浴中保温 10 m in; 或将菌株

XT 211 培养液与体积分数 95 % 乙醇等体积混匀

后, 于 20 ℃水浴中保温 45 m in 后, 检验菌株XT 211

培养液中是否有芽孢存在。

1. 4. 4　菌株 XT 211 的碳源利用　在含有 2 m göL
硫酸铵、5 m göL 磷酸二氢钠、0. 5 m göL 磷酸氢二

钾、0. 2 m göL 七水合硫酸镁、1 m göL 氯化钙培养液

中, 分别添加葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、D 2半乳

糖、D 2木糖、D 2阿拉伯糖、山梨糖、甘露糖、鼠李糖、

果糖、D 2棉子糖、菊糖、纤维二糖、D 2岩藻糖, 并使其

终浓度均为 20 m göL , 将菌株XT 211 分别接种于以

上含有各种碳源的培养液中, 观察菌株XT 211 是否

生长。

1. 4. 5　菌株 XT 211 常规生理生化特征　将菌株

XT 211 接种于营养琼脂培养基上, 于 30 ℃条件下

活化培养 24 h 后, 参照文献[ 10211 ]的方法, 对该培

养物分别进行氧化酶、过氧化氢酶反应试验, 脲酶、

卵磷脂酶水解试验, 淀粉、纤维素、七叶苷、酪素、油

脂、明胶和果胶水解试验, 甲基红、石蕊牛奶反应试

验, 产吲哚和H 2S 试验, 硝酸盐还原反应试验, 半乳

糖、乳糖、蔗糖和葡萄糖的氧化发酵试验, 柠檬酸盐

利用试验。

1. 4. 6　菌株 XT 211 的B IOLO G2GP 鉴定[19 ] 　在

B io log 96 孔平板上, 除 1 个对照孔不含碳源外, 其

余每孔均含有 tet razo lium vio let 缓冲营养培养

基[20 ]和不同碳源, 将菌株XT 211 细胞悬浮在微孔中

培养 24 h 后, 用B io log 细菌自动鉴定仪检测供试菌

株XT 211 的代谢指数。

1. 4. 7　菌株XT 211 16S rRNA 的 PCR 扩增和序列

分析　取少量在LB 培养基上培养 24 h 的菌株XT 2
11, 将其加入装有 200 ΛL 无菌重蒸水的 Eppendo rf

管中, 旋涡混匀后, 沸水浴 3 m in, 于 12 000 röm in

离心 5 m in, 取上清液作为模板DNA 直接用于 PCR

扩增。

用于 16S rRNA PCR 反应的引物为一对通用

引物[12 ]。

正向引物的序列为: 5′2A GA GT T T GA TCC

T GG CTC A G23′;

反向引物的序列为: 5′2AA G GA G GT G A TC

CA G CCG CA 23′。

PCR 反应体系 (50 ΛL )为: 10×PCR 缓冲液 (含

M g2+ ) 5 ΛL , 5 mmo löL dN T P 0. 5 ΛL , 正反向引物

各 0. 5 ΛL , 模板DNA 1. 5 ΛL , 2. 5 U T aq 酶 1. 5

ΛL , 重蒸水 40 ΛL。PCR 反应程序为: 94 ℃ 5 m in; 94

℃ 1 m in, 50 ℃ 1 m in, 72 ℃ 1 m in, 循环 29 次; 72

℃ 10 m in。PCR 产物的纯化和测序均由上海英骏生

物技术有限责任公司完成。

1. 4. 8　菌株XT 211 的系统发育分析　将菌株XT 2
11 16S rRNA 的测序结果与 GenBank 中的核酸数

据进行BLA ST 分析和 C lu sta l X 1. 8. 1[21 ]比对, 并

通过 T reeV iew 软件构建系统发育树。

2　结果与分析

2. 1　菌株XT 211 的形态特征

　　在光学显微镜下对菌株XT 211 观察发现, 该菌

株在幼龄时期为杆菌, 大小约为 (0. 4～ 0. 6) Λm ×
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(1. 0～ 2. 0) Λm , 呈直杆形或稍弯曲杆形, 但在培养

1 周以上的黄原胶选择性液体培养基中, 只存在大

小约为 0. 5 Λm×0. 5 Λm 的类球状细胞 (图 1)。

在电子显微镜下观察发现, 菌株XT 211 有鞭毛

(图 2)。菌株XT 211 革兰氏染色和抗酸性染色均呈

阴性。

将菌株 XT 211 接种于黄原胶固体平板培养基

上, 于 30 ℃恒温培养箱中培养 48 h 后, 观察发现,

菌落呈圆形, 凸起, 较光滑, 乳白色, 湿润, 不透明, 边

缘完整。

图 1　菌株XT 211 的显微观察 (×40)

F ig. 1　M icro exam ination of stra in XT 211

　

图 2　菌株XT 211 的电镜扫描图 (×40 000)

F ig. 2　E lectron m icrograph of negative2
sta ined XT 211 cell (×40 000)

2. 2　菌株XT 211 的厌氧性与运动性

在厌氧性试验中可观察到, 菌株XT 211 在琼脂

培养基试管中生长基本均匀, 表明其属于兼性厌氧

菌。半固体穿刺培养和水浸片法的悬滴镜检结果均

表明, 菌株XT 211 无运动性。

2. 3　菌株XT 211 的芽孢试验结果

在 80 ℃水浴锅保温 10 m in 后或经乙醇处理后

观察发现, 菌株 XT 211 不能生长, 说明其无芽孢生

成。

2. 4　菌株XT 211 对碳源的利用情况

碳源利用试验表明, XT 211 菌株可以利用葡萄

糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、D 2半乳糖、D 2木糖、D 2阿拉

伯糖、山梨糖、甘露糖、鼠李糖、果糖、D 2棉子糖、菊

糖、纤维二糖、D 2岩藻糖, 但是其既不产酸也不产

气。

2. 5　菌株XT 211 的常规生理生化特性

常规生理生化特性试验表明, 菌株XT 211 的氧

化酶反应呈阴性, 而过氧化氢酶反应呈阳性; 未呈现

卵磷脂酶和脲酶活性; 不能水解淀粉、纤维素、七叶

苷、酪素、明胶和油脂, 但能够分解果胶; 甲基红试验

呈阳性, 石蕊牛奶反应呈暗红色且产酸; 能够由色氨

酸生成吲哚并且能够产生硫化氢; 硝酸盐还原反应

呈阴性; 对半乳糖、乳糖、蔗糖和葡萄糖氧化发酵均

属发酵型代谢, 在以葡萄糖为惟一碳源和氮源的培

养基上不能生长; 不能利用柠檬酸盐。

2. 6　菌株XT 211 的B IOLO G2GP 鉴定

B IOLO G2GP 鉴定结果表明, B io log 4. 2 细菌

自动鉴定分析系统库中不存在与菌株XT 211 类似

的菌株。

2. 7　菌株XT 211 的 16S rRNA 全序列分析

菌株 XT 211 的 16S rRNA 序列的扩增长度为

1 362 bp (图 3) , 将其与 GenBank 中相关菌株的 16S

rRNA 序列进行比较, 相似性高于 99 % 的菌株见表

1。从表 1 可以看出, 在相似性高于 99 % 的菌株中,

大部分菌株为鞘氨醇单胞菌 (S p h ing om onas) , 其中

菌株 XT 211 的 16S rRNA 序列与菌株 S p h in2
g om onas sp. J 05 的 16S rRNA 序列相似性最高, 达

99. 78 %。菌株XT 211 的 16 S rRNA 序列已存放在

GenBank 核 苷 酸 序 列 数 据 库 中, 存 取 号 为

DQ 115797。

2. 8　菌株XT 211 的系统发育分析

对 16S rRNA 序列同源性较高的菌株 XT 211

和 11 株细菌进行遗传距离计算, 并根据遗传距离构

建的系统发育树见图 4。从图 4 可以看出, 菌株XT 2
11 与鞘氨醇单胞菌属的几株细菌聚于一类, 且与菌

株 S p h ing om onas sp. eh2 的遗传关系最接近。
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CA T GCAA GTC　　　GAA CGAA GGC　　　T TCGGCCT TA 　　　GT GGCGCA CG　　　　　　　　　　40

GGT GCGTAA C GCGT GGGAA T CT GCCCCT T G GT TCGGAA TA 80

A CA GT T GGAA A CGA CT GCTA A TA CCGGA T G A T GA CGTAA G 120

TCCAAA GA T T TA TCGCCGA G GGA T GA GCCC GCGTA GGA T T 160

A GGTA GT T GG T GT GGTAAA G GCGCA CCAA G CCGA CGA TCC 200

T TA GCT GGTC T GA GA GGA T G A TCA GCCA CA CT GGGA CT GA 240

GA CA CGGCCC A GA CTCCTA C GGGA GGCA GC A GT GGGGAA T 280

A T T GGA CAA T GGGCGAAA GC CT GA TCCA GC AA T GCCGCGT 320

GA GT GA T GAA GGCCT TA GGG T T GTAAA GCT CT T T TA CCCG 360

GGA T GA TAA T GA CA GTA CCG GGA GAA TAA G CTCCGGCTAA 400

CTCCGT GCCA GCA GCCGCGG TAA TA CGGA G GGA GCTA GCG 440

T TA T TCGGAA T TA CT GGGCG TAAA GCGCA C GTA GGCGGCT 480

T T GTAA GTAA GA GGT GAAA G CCCA GA GCTC AA CTCT GGAA 520

T T GCCT T T TA GA CT GCA TCG CT T GAA TCA T GGA GA GGTCA 560

GT GGAA T TCC GA GT GTA GA G GT GAAA T TCG TA GA TA T TCG 600

GAA GAA CA CC A GT GGCGAA G GCGGCT GA CT GGA CA T GTA T 640

T GA CGCT GA G GT GCGAAA GC GT GGGGA GCA AA CA GGA T TA 680

GA TA CCCT GG TA GTCCA CGC CGTAAA CGA T GA TAA CTA GC 720

T GTCCGGA CA CT T GGT GT T T GGGT GGCGCA GCTAA CGCA T 760

TAA GT TA TCC GCCT GGGGA G TA CGGCCGCA A GGT TAAAA C 800

TCAAA T GAA T T GA CGGGGGC CT GCA CAA GC GGT GGA GCA T 840

GT GGT T TAA T TCGAA GCAA C GCGCA GAA CC T TA CCA GCGT 880

T T GA CA T GGC A GGA CGA CT T CCA GA GA T GG A T T TCT TCCC 920

T TCGGGGA CC T GCA CA CA GG T GCT GCA T GG CT GTCGTCA G 960

CTCGT GTCGT GA GA T GT T GG GT TAA GTCCC GCAA CGA GCG 000

CAA CCCTCGC CT T TA GT T GC CA TCA T T TA G T T GGGCA CT T 040

TAAA GGAA CC GCCGGT GA TA A GCCGGA GGA A GGT GGGGA T 080

GA CGTCAA GT CCTCA T GGCC CT TA CGCGCT GGGCTA CA CA 120

CGT GCTA CAA T GGCGGT GA C A GT GGGCA GC AA GCA CGCGA 160

GT GT GA GCTA A TCTCCAAAA GCCGTCTCA G T TCGGA T T GT 200

TCTCT GCAA C TCGA GA GCA T GAA GGCGGAA TCGCTA GTAA 240

TCGCGGA TCA GCA T GCCGCG GT GAA TA CGT TCCCA GGCCT 280

T GTA CA CA CC GCCCGTCA CA CCA T GGGA GT T GGA T TCA CC 320

CGAA GGCGT T GCGCTAA CTC GCAA GA GA GG CA GGCGA CCA 360

CG

图 3　菌株XT 211 16S rRNA 序列的测定结果

F ig. 3　16S rRNA sequences of stra in XT 211

表 1　菌株XT 211 16S rRNA 序列与其他菌株 16S rRNA 序列的同源性比较

T able 1　Sim ilarity comparison of stra in XT 211 and rela ted bacteria based on 16S rRNA sequences

数据库
D atabase

序列号
Series

菌　株
Strain

相同碱基数ö
比对碱基数
Sam eöTo tal

相似性ö%
Sim ilarity

GeneBank A Y571827. 1 U ncu ltu red sp h ing om onas sp. C lone 473D 1 359ö1 364 99. 63

EM BL A J429239. 1 S p h ing om onas f aen ia 1 353ö1 363 99. 27

EM BL A J583164. 1 U ncu ltu red a lp hap roteobacterium 1 355ö1 362 99. 49

EM BL A J864842. 1 S p h ing om onas sp. J05 1 334ö1 337 99. 78

EM BL A J429237. 1 S p h ing om onas au ran tiaca 1 349ö1 362 99. 05

GeneBank A F548567. 1 S p h ing om onas sp. eh2 1 330ö1 335 99. 63

　　根据菌株 XT 211 的形态特征、生理生化特征,

对照《BergeyπsM anual of D eterm inat ive Bacterio lo2
gy》[14 ]和《常见细菌系统鉴定手册》[16 ] , 初步确定菌

株XT 211 属于鞘氨醇单胞菌 (S p h ing om onas)。本试

验中的菌株 XT 211 16S rRNA 序列测定结果也支

持这一结论。通过与 GenBank 数据库中几种菌株

16S rRNA 序列进行比对后可知, 与菌株 XT 211

16S rRNA 序列同源性大于 99 % 的菌株多为鞘氨

醇单胞菌 (S p h ing om onas) , 只有U ncu ltu red a lp ha2
p roteobacterium 例外, 其 16S rRNA 序列与菌株

XT 211 16S rRNA 序列同源性虽然也高达 99 % 以

上, 但由于只是部分序列具有较高相似性, 且根据多

相分类原则, 结合形态特征和生理生化特征, 作者将

XT 211 菌确定为鞘氨醇单胞菌 (S p h ing om onas)。
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图 4　菌株XT 211 16S rRNA 序列与其他菌株 16S rRNA 序列的系统发育树图

F ig. 4　Phylogenetic tree of stra in XT 211 and o ther stra ins based on 16S rRNA sequences

　　黄原胶是一种应用广泛的微生物多糖, 但关于

其降解菌株的研究国内未见报道。本研究对菌株

XT 211 进行了系统的分类鉴定, 确定了其分类学地

位, 为以后其他黄原胶降解菌的分类鉴定提供了技

术资料。
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Iden t if ica t ion of a st ra in of xan than2degrad ing bacteria

L IU Han 1,L IU Peng2, CU I Tie- jun2, BA I Xue-fang1,D U Y u-guang1

(1 D alian Institu te of Chem ica l P hy sics, Ch inese A cad emy of S ciences,D alian,L iaon ing 116023, Ch ina;

2 T ianj in E n try 2ex it Insp ection and Q uaran tine B u reau , T ianj in 300456, Ch ina)

Abstract: A cco rd ing to its mo rpho logy, cu ltu ra l p ropert ies, physio logica l characterist ics and 16S ribo2
som al RNA gene sequence, a st ra in of facu lta t ive anaerobe XT 211 fo r degrading xan than w h ich w as

screened from m icroo rgan ism in the so ilw as analyzed. XT 211 w as gram 2negat ive,w ith the size of single rod

cell of 0. 4- 0. 6 Λm×1. 0- 2. 0 Λm w hen it w as young,w ith the size of round cell of 0. 5 Λm×0. 5 Λm after

cu lt iva t ing one w eek. It w as of non2mo til, non2spo refo rm ing and cou ld u t ilize m any sugars. So , th is st ra in

w as iden t if ied as S p h ing om onas sp. .

Key words: xan than2degrading bacteria; xan thase; facu lta t ive anaerobe; gram 2negat ive; S p h ing om onas
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Study on favo rab le p lan t ing reg ion s and effect of eco log ica l facto rs

of pepperm in t (M en tha p ip erita L. )

DOU Hong- tao
(X iπan A g ricu ltu ra l S cience R esearch Institu te, X iπan, S haanx i 710061, Ch ina)

Abstract: Pepperm in t w as grow n in differen t elevat ion areas in Shaanx i, then eco logica l facto rs ( such

as temperatu re, sun sh ine, and so on) affect ing yield and quality of essen t ia l o il of pepperm in t w ere studied.

T he resu lts show ed that the region s ( such as no rthern Shaanx i, W eibei and no rthern Q in ling moun ta in

ranges and so on) of low er la t itude (33°- 37°) and h igher elevat ion (1 000- 1 500 m ) in Shaanx iw ere favo r2
ab le fo r p lan t ing pepperm in t, the quality of essen t ia l o il from pepperm in t a t ta in s in ternat ional standard of

good quality, and the average yield of essen t ia l o il from pepperm in t a t ta in s 93. 3 kgöhm 2. T h is no t on ly

b reak s the fo reign conclu sion that pepperm in t has to be p lan ted in the region s of h igher la t itude2over no rth

la t itude 41°, bu t a lso offers foundat ion to p lan t pepperm in t in ou r coun try.

Key words: pepperm in t (M en tha p ip erita L. ) ; favo rab le p lan t ing region; eco logica l facto r
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