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摘要：从红树林湿地沉积物中分离到 " 株具有腐殖质还原 能 力 的 菌 株 ;!，通 过 细 胞 形 态、生 理 生 化 以 及 ":1 7<(/ 的 分 子 生

物学亲缘关系分析方法，确定该菌为希瓦氏菌属，命名为 !"#$%&#’’% =65 ;!5 ;! 菌能够利用乳酸钠、甲酸钠和丙酮酸钠作为电

子供体进行腐殖质还原，在 #> ? 内对 " @@34 A 0 /B<1 的还原率分别为 C:D 、#%D 和 "%D 5 另 外，菌 体 的 生 长 与 /B<1 还 原 表

现出相同的趋势，菌体数在 :% ? 达到最大值，约为 "8 EE F "%> 2GH A @0，比初始接种值约增殖了 "%% 倍，而未添加乳酸钠实验组

的基本没有观察到 /B<1 的还原和菌体的增长 5 该 菌 进 行 腐 殖 质 还 原 的 最 适 6I 范 围 为 E J C，最 适 的 (K24 浓 度 范 围 为 9 J

!% L A 0，而最适温度范围为 !% J !9M 5 实验结果表明，该菌的腐殖质还原过程是生物化学反应过程，且能够在还原腐殖质的同

时偶联能量的产生，支持菌体的生长 5 推测具有腐殖质还原的希瓦氏菌在元素的生物地球化学循环和环境微生物治理中具有

潜在的应用价值 5
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& & 腐殖质是一种具有羰基结构的高分子量的芳香

族聚合物，它普遍存在于环境中，在一些土壤中腐殖

质可以占到总量的 "%D 之多［"］5 原来认为腐殖质在

环境中极难被降解，不能参与微生物的生理代谢过

程，但 03b4SW 等［$］ 在 "CC: 年 最 早 发 现 (#)*%+,#-
.#,%’’/-#01+#&2 和 !"#$%&#’’% %’3% 能够以腐殖质模式

物 蒽 醌O$，:O二 硫 酸（ KTX?7KeRPT3TSO$，:OYP=R4‘3TKXS，

/B<1）为唯一 电 子 受 体，参 与 细 菌 的 呼 吸 代 谢，且

在电子传递的过程中，形成跨膜的质子浓度梯度，偶

联能量的形成来支持菌体的生长，并以此提出腐殖

质呼吸（?R@PV 7S=6P7KXP3T）的概念，认为主要是醌类

基团起到电子受体的作用 5
腐殖质还原菌在元素的生物地球化学循环中有

着重要的作用，目前分离出的腐殖质还原菌都能还

原 GS（!）化合物［!，#］5 甚至在微生物不能直接作用

GS（!）化合 物 的 微 小 环 境 空 间，通 过 腐 殖 质，菌 体
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能够还原 $%（!）化合物，而且腐殖质可以作为电子

传递体加快 $%（!）化合物的还原，这样即使在少量

腐殖质存在而电子供体充分的情况下，$%（!）化合

物可以源源不断地得以还原［"］& 在水体及土壤环境

中 $%（!）的还原是无机化合物生物地球化学循环

中最为重要的［’，(］，微生物的 $%（!）还原能将结合

在 $%（!）化合物上的微量金属元素和磷酸根释放

出来，并且能进行 $%（!）还原的微生物还可以利用

其它的物质作为电 子 受 体，例 如：)*（"）、+（#）、

,-（!）、./ 0
’ 、./ 0

" 等，进而再影响这些物质的生物

地球化学循环 &
腐殖质还原菌在环境污染物的降解方面也有着

重要的作用，腐殖质能够作为电子受体、电子供体和

氧化还原 中 间 体 参 与 微 生 物 的 呼 吸 代 谢［1，2］，并 对

多种环境污染物降解，如：酚类化合物［3］、甲苯［4，#5］、

氯乙 烯［##］、偶 氮 染 料［#5，#’］、,6（#）、+（#）和 78
（$）［#"］等，所 以 研 究 腐 殖 质 还 原 菌 对 于 认 识 元 素

的生物地球化学循环和将腐殖质还原菌用于生物修

复与生物治 理 具 有 重 要 的 价 值［2］& 目 前，在 有 机 物

含量丰富的沉积物、污染的土壤以及污水处理厂的

活性污泥中发现多种细菌具有腐殖质还原的能力，

主要包括 $%（!）还原菌（!"#$%&’"( 9::& ）、硝酸还原

菌 （)*"+%,"--% ./’("0%&1",2）、 硫 还 原 菌

（ 3"2/-0/(#4#,%2 9::& ）、 费 氏 丙 酸 杆 菌

（5(#.1#,1$%&’"(1/4 0("/6",("1&*11）、嗜 热 产 甲 烷 球 菌

（7"’*%,#&#&&/2 ’*"(4#-1’*#’(#.*1&/2）［#;］&
红树林为自然分布于热带、亚热带海岸潮间带

的湿地植物 群 落，它 具 有 重 要 的 生 态 功 能、服 务 功

能、水文和化 学 功 能［#(］& 其 间 大 量 的 动 植 物 凋 落 物

中有一部分仍留在群落中，再加上上游有机物的输

入，使得红树林沉积物形成高腐殖质的厌氧还原环

境［#1，#2］& 然 而，关 于 微 生 物 腐 殖 质 还 原 在 红 树 林 生

态系统中的功能鲜见报道 & 本实验从红树林中分离

出 # 株腐殖 质 还 原 菌，经 鉴 定 为 )*"+%,"--% 9:& ，并

对其的腐殖质呼吸特征进行了分析，这将对腐殖质

还原菌的认知具有重要的生态学意义，并为该菌的

工程运用提供理论基础 &

!" 材料与方法

!# ! ! 培养基

<=> 液 体 培 养 基：每 ? 含 ( @ .A,B，5C 12 @
D,B，’C (@ .AE,/" ，5C # @ .E;,B，5C 5# @ DE’=/; ，

5C 5’ @ 酵母抽提物，少量维生素和微量元 素［#3］，并

加入定量的电子供体和定量的电子受体 & <=> 固体

培养基：在 上 述 液 体 培 养 基 中 加 入 #3 @ F ? 的 琼 脂

（GHI8- ?AJ，G%K6-HK，)H8LH@A*，+M<）& ?N 液 体 培 养

基：每升含胰蛋白胨 #5 @，酵母抽提物 ( @，.A,B ( @&
?N 固体培养基：在上述的 ?N 液体培养基中添加 #3
@ F ?的 琼 脂 & 另 外，所 有 的 培 养 基 和 试 剂 均 采 用

#’#O 高压蒸汽灭菌 &
!# $ ! 主要试剂和仪器

=,P 扩增试 剂 盒 购 自 7ADAPA 公 司，离 心 柱 型

（ 普通）G.< 产物纯化试剂盒购自 7Q<.RS. 公司 &
细 菌 #1M 6G.< 通 用 引 物 $’2（ (TU<R<R777R<7
,,7RR,7,<U"T）和 P#;4’（ (TU7<,RR77<,,77R
77<,R<,77U"T）由 Q*VHK6-@%* 公司合成 & <WGM 为分

析纯，购于 MQR)< 公司 & 其它试剂均为分析纯 &
NX@J-Y 厌氧工作站（PX9ZH*[），+\’#55 型分光

光度计（ 上海尤尼柯公司），]L^EU,##54N 超净工作

台（ 上海智诚公司），G%*VHBB% ’15G 离心机（G%*VHBB%
M8H%*KHIH8 Q*8& ）， =7,U’55 KL%6[AB 8_8B%6 （ )^
P%9%A68L），$<##5; 电子天平（ 上海精密科学仪器有

限公司）&
!# % ! 厌氧培养法

通过一个 装 有 细 菌 过 滤 器（5C ’5 %[ 过 滤 膜 ）

的塑胶管将 .’ 充入到血清瓶中，通气 ( ‘ 1 [H* 后，

迅速盖上密封盖，并缠上密封膜后置于 NX@J-Y 厌氧

工作站中，"’O 静置厌氧培养 &
!# &" 菌种的富集与分离

取 ’ @ 红树林泥样（ 取自香港米埔）加入到装有

’( [? <=> 液 体 培 养 基 的 血 清 瓶 中，并 加 入 (
[[-B F ?乳酸钠作为 电 子 供 体 和 ’ [[-B F ? <WGM 作

为唯一电子受体，按上述厌氧培养方法培养 & 待培养

液由浅红色转变为深橙色时，取 5C ( [? 富集的菌液

转移到 装 有 ’( [? 新 鲜 液 体 <=> 培 养 基（ 含 (
[[-B F ?乳酸钠，’ [[-B F ? <WGM）的血清瓶中，"’O
静置厌氧培养，连续转接 ; 次 & 取最后富集培养的菌

液到 <=> 固 体 培 养 基 中，采 用 涂 布 平 板 挑 取 单 菌

落的方法获得 纯 培 养 菌，涂 片 镜 检 后 接 种 于 ?N 斜

面培养基上 & 同时分别检测获得的菌落能否还 原 #
[[-B F ? <WGM，最终筛选出 # 株具 有 腐 殖 质 还 原 能

力的菌株，命名为 >"&
!# ’ ! #1M 6G.< 序列分析与系统发育树构建

取对数生长期的新鲜菌液，离心收集菌体，按文

献［ #4］方 法 提 取 基 因 组 总 G.<& 采 用 细 菌 #1M
6G.< 通用引物 $’2 和 P#;4’ 进行 #1M 6G.< 扩增 &
扩增体系 为：#5 a =,P JXII%6：’C ( %?，模 板：# %?，

上、下 游 引 物 各：5C ( %?，b.7=：’ %?，8%9 酶：5C ’

’;5#
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!$，无菌水：%&’ # !$，总体积共 () !$* +,- 反应条

件：.)/ 预变性 ) 012；.)/ 变 性 #3 4；))/ 退 火 #3
4；5(/ 延伸 % 012；共 #3 个循环；最后5(/ 终延伸 %3
012，!/ 保 存 * +,- 产 物 直 接 进 行 测 序（ 678 +9140
#5#3 :;6 <2<=>?@9）* 在 ;,78 中 利 用 7=<4A 软 件 与

B@27<2C 中已知的 %DE 9:;6 序列进行同源性比较，

选取同源性较高的序列，利用 FGB6 !’ 3 系 统 进 化

分析软件的邻 接 法（ 2@1HIJK9 LK1212H，;M）［(3］进 行 系

统发育树构建 *
!" # N 菌株对不同电子供体的利用分析

取一定量在 $7 培养基中活化并处于对数生长

期的 "# 菌，离心（D 333 9 O 012，%3 012），后用 3’ 3%
0K= O $的磷酸缓冲液（PQ R 5’ !）清洗菌体 ( 遍，并重

悬于同体积的磷酸缓冲液中，实验中取 3’ % 0$ 菌液

加入到装有 () 0$ 6+" 液体培养基的血清瓶中，并

分别加入不同 量 的 电 子 供 体：乳 酸 钠 ) 00K= O $、甲

酸钠 ) 00K= O $、丙 酮 酸 钠 ) 00K= O $、葡 萄 糖 3’ )
00K= O $、酵 母 粉 % H O $、甲 醇 ) 00K= O $、乙 酸 钠 )
00K= O $，且 各 添 加 % 00K= O $ 6S:E 为 唯 一 电 子 受

体 * 通氮气后，在厌氧工作站中 #(/ 静置厌氧培养，

隔 !& I 后，测其还原态 6S:E 的 转 化 量，以 其 最 大

吸收峰的吸光 度 值（ !!)3 ）来 反 映，以 不 加 电 子 供 体

的培养基和经过高压灭活的菌体培养基为对照 *
!" $ N 腐殖质还原偶联菌体生长的动力学分析

按上述操作，取 3’ % 0$ 的 "# 菌液分别接入到

5 瓶 6+" 培 养 基（ 含 ) 00K= O $乳 酸 钠，% 00K= O $
6S:E）中，通氮 气 后，在 厌 氧 工 作 站 中 #(/ 静 置 厌

氧培养，每 隔 %( I 取 样，一 部 分 测 其 还 原 态 6S:E
的转化量，以其最大吸收峰的吸光度值来反映，一部

分采用梯度稀释平板计数法计算血清瓶中菌体的浓

度（,TU O 0$）* 同样的操作，以不加电子供体乳酸钠

做为对照 *
!" % N 不同条件对 "# 腐殖质还原的影响

在 6+" 培 养 基 中 接 入 "# 菌，以 ) 00K= O $乳

酸钠为电子供体，% 00K= O $ 6S:E 为唯一电子受体，

实验设定不 同 PQ、;<,= 浓 度 及 温 度 对 腐 殖 质 还 原

的影响，隔 !& I 测其腐殖质还原的量以考察菌体腐

殖质还原的最适条件 *

&’ 结果与讨论

&" ! N "# 菌的分离、鉴定和系统进化分析

通过富 集 和 反 复 分 离 培 养 后，取 菌 液 涂 布 在

6+" 固体培养基上，待平板长出菌落后，挑取数 个

菌落，分别进行检测，最终分离出 % 株具有腐殖质还

原能力的菌株，命名为 "#* 该菌经革兰氏染色为阴

性菌，在 $7 固体培养基平板上培养 (! I 后，菌落形

态为圆形，表面光滑，边缘齐整，初期无色，后期转变

为淡黄色，半透明，表面有光泽，菌落直径约为 ( V #
00* 采用 7$6EW 将菌株 "#N %!3) JP 的 %DE 9:;6
基因序列（B@27<2C 登录号：BS(&3#&)）与典型的希

瓦氏菌种在 B@27<2C 中的基因序列进行比对，结果

发现菌株 "# 的 %DE 9:;6 与已鉴定各种希瓦氏菌

有 较 高 的 同 源 性，其 中 与 "#$%&’$((& #&()*+),、
"#$%&’$((& &(-&、 "#$%&’$((& ,&).&$、 "#$%&’$((&
/&.)’)’+$,+)’& 和 "#$%&’$((& 0$1*(*.&+)*’), 的 同 源 性

分别 为 %33’ 3X 、.&’ & X 、.!’ DX 、.!’ DX 和 .!’ 5
X * 根据菌株 "# 的 %DE 9:;6 序列与希瓦氏菌属其

它菌株的 %DE 9:;6 序 列 做 出 系 统 进 化 树，结 果 如

图 %* 可以 看 出，"# 菌 株 与 "#$%&’$((& #&()*+), 关 系

最近 * 综 合 上 述 的 形 态、生 理 生 化 与 %DE 9:;6 分

析，鉴 定 该 菌 株 为 希 瓦 氏 菌 属 细 菌，命 名 为

"#$%&’$((& 4P’ "#*
&" & N 电子供体对 "# 菌的腐殖质还原的影响

图 ( 的实验结果表明：与未加电子供体的实验

组相比较，经 + 检 验，发 现 "# 菌 能 显 著 利 用 乳 酸

钠、甲酸钠、丙酮酸钠、酵母粉（ 2 Y 3’ 3%），而仅能少

量利用 乙 酸 钠（3’ 3% Y 2 Y 3’ 3)），但 不 能 利 用 葡 萄

糖和甲醇（ 2 Z 3’ 3)），这 说 明 "# 菌 的 腐 殖 质 还 原

是一个依赖电子 供 体 存 在 的 过 程 * 在 !& I 内，乳 酸

钠、甲 酸 钠 和 丙 酮 酸 钠 作 为 电 子 供 体 "# 菌 对 %
00K= O $ 6S:E 的 还 原 率 分 别 达 到 .DX 、!3X 和

%3X * 其中 "# 菌 能 少 量 利 用 乙 酸 钠 作 为 电 子 供 体

的发现与 ,K<A@4 等［!］认 为 的 希 瓦 氏 菌 属 不 能 利 用

乙酸钠作为电子供体有所不同 * 实验还发现，加入通

过高压灭活 的 菌 体，即 使 存 在 电 子 供 体 的 情 况 下，

6S:E 仍然不发 生 还 原，这 说 明 "# 菌 的 腐 殖 质 还

原是一个生物化学反应过程，而不是纯化学过程 * 不

同的腐 殖 质 还 原 菌 对 电 子 供 体 的 利 用 情 况 不 同 *
,K<A@4 等［!］ 从 海 洋 底 泥 分 离 出 的 ! 种

!$,3(43.*/*’&, 4PP’ 菌都能利用乙 酸 钠 作 为 电 子 供

体，而不能利用乳酸钠 * 一些腐殖质还原菌甚至能利

用环 境 污 染 物 作 为 电 子 供 体，79<[=@> 等［%%］最 先 发

现有机污染物氯乙烯和二氯乙烯可以作为电子供体

偶联腐殖质的还原 *
&" ( N "# 腐殖质还原与菌体生长偶联动力学特征

将 "# 菌接入到只有 6S:E 为唯一电子受体和

乳酸钠为唯一电子供体的 6+" 液体培养基中厌氧

培养，每隔 %( I 取样，测其 菌 体 生 长 及 6S:E 还 原

#!3%
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! ! !

图 !" 基于 !#$ %&’( 为基础的菌株 )* 的系统进化树分析

$%&’ #! ()*+,&-.-/%0 1.1+*2%2 ,3 2/41%. 5" 612-7 ,. #89 4:;<

图 +" 菌株 )* 的腐殖质还原对不同电子供体的利用情况

$%&’ =! >+-0/4,. 7,.,42 ?2-7 6* 2/41%. 5" 3,4 )?@%0 4-7?0/%,.

的情况（ 图 "）’ 结果发现：添加乳酸钠实验组，在反

应开始的 =A ) 内菌体对 <B:9 没有明显还原；但在

=A C AD ) 内，培养液中的 <B:9 迅速被还原，并且在

AD ) 时还原态的 <B:9 在其最大吸收峰 AEF .@ 处

的吸光值达到最大为 =G AE；在随后的时间基本保持

在 =G F C =G E 的范围内变化 ’ 与此同 时，在 添 加 乳 酸

钠的培养液中，菌体的生长与 <B:9 还原 表 现 出 相

同的趋势，菌 体 在 前 =A ) 内 没 有 表 现 出 明 显 的 增

长；在 =A C 8F ) 内，菌体处于对数生长期，菌体数在

8F ) 达到 最 大 值，约 为 #G HH I #FD J$K L @M，比 初 始

接种值约增殖了 #FF 倍 ’ 相比未添加乳酸钠的实验

组，在 H= ) 内，培养液中的 <B:9 均 没 有 观 察 到 被

还原 ’ 并且未添加乳酸钠实验组的菌体增值也较小，

最大只 有 =G A8 I #FH J$K L @M，只 比 初 始 接 种 数 增

! ! !

图 *" 菌株 )* 腐殖质还原偶联菌体生长的动力学分析

$%&’ "! N%.-/%02 ,3 /)- &4,O/) ,3 2/41%. 5" 0,?P+-7

/, /)- <B:9 4-7?0/%,.

殖了 #"G D 倍，这可能与培养液中添加少量的酵母粉

有关 ’ 以上结果 表 明，在 厌 氧 条 件 下 5" 菌 在 还 原

<B:9 的同时，偶联电子供体的氧化获得能量，支持

了菌体生长 ’
而以往一些研究发现，有些菌可能能够还原腐

殖 质 但 不 能 支 持 菌 体 的 生 长［8］，如：!"#$%&%、

’&()*#*##+, "%-(*-+"%),、 ."*/(*)(0%#1&"(+2
3"&+-&)"&(#$((、4)1&"*#*##+, #&#*"+2 以 及 5%#1*#*##+,
6%#1(, 等 ’ 细菌之所以能还原腐殖质的同时支持菌体

生长的原因 是：腐 殖 质 模 式 物（<B:9）作 为 末 端 电

子受体接受电子供体提供的电子，该电子通过呼吸

电子传递链在菌体细胞膜上传递给腐殖质物质，腐

殖质接受电子被还原，而电子在细胞膜传递的过程

中，形成跨膜的质子浓度电势梯度，从而偶联能量的

形成来支持菌体的生长［=，#F］’ 许志诚等［#A］通过典型

AAF#
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呼吸链抑制剂，诸如抑制 $%&’ 中心的 ()* + 、甲基萘

醌类似物标桩菌素、抑制甲基萘醌氧化型向还原型

转化的双香豆素和细胞色素 ,!-. 的专一抑制物甲吡

酮，发现这些呼吸抑制剂对腐殖质的还原有着显著

的抑制作用，进一步说明腐殖质呼吸与呼吸电子传

递链密切相关 /
该菌的腐殖质还原偶联菌体生长的特性结合上

述所说的能够利用多种电子供体的特性，为开发以

该菌 电 子 传 递 链 为 基 础 的 生 物 降 解 有 重 要 的 实

践意义 /
!" # 0 影响 "# 菌腐殖质还原的环境条件因素

在 12(3 浓度为 - 4 5 6，温度为#*7 的条件下，用

8 9:3 5 6的 12;< 和 8 9:3 5 6 的 <(3 调节培养液 =<，

通过实验发现，"# 菌进行腐殖质还原的最适 =< 为

>? ./ "# 菌在 =< 为 @? . A >? . 范围都能很好地还原

腐殖质［ 图 !（ 2）］；在 =< B -? . 和 =< B 8.? . 时，腐

殖质基 本 不 还 原 / 在 - A #. 4 5 6 12(3 浓 度 范 围 内

（=< C? -，温度#*7 ），培养 !C D 后，"# 菌均对腐殖

质的还原很好；当 12(3 浓度 E #. 4 5 6时，随着 12(3
浓度的增加，"# 菌 对 腐 殖 质 的 还 原 效 果 大 大 降 低

［ 图 !（F）］/ 在 12(3 浓度为 8- 4 5 6，=< 为 C? - 的条

件下，腐殖质还原的最适温度范围为 #. A #-7［ 图 !
（ G）］；当温度为*-7 和!.7 时，"# 菌都基本不能还

原腐殖质 / 该菌的最适温度范围较小，这可能与它的

生境———在香 港 红 树 林 终 年 在 *- A #.7 的 水 温 中

长期适应有关 /

图 #$ 影响 %& 菌腐殖质还原的环境条件因素

$H4/ !0 IJJ%GKL :J %MNHO:M9%MK23 J2GK:OL :M KD% D)9HG O%P)GKH:M :J LKO2HM "#

0 0 除了 本 研 究 分 离 的 "# 菌 外，!"#$%&#’’% ()&)(%
Q8!R［8.］、!"#$%&#’’% *%’+)(% Q’S>#>R［8.］、!"#$%&#’’%
,-+.#/%()#&0 Q’S@.@TR［8.］、 !"#$%&#’’% %’1%［*］、

!"#$%&#’’% 0%((".2,")’%［#］、 !"#$%&#’’% ,-+.#/%()#&0
QU&8［*8］、!"#$%&#’’% 2’’#3%&%［**］都 能 进 行 腐 殖 质 还

原，因而推测希瓦氏菌属是一类普遍具有腐殖质还

原能力的菌属 / 而在红树林中，希瓦氏菌属的的分离

研究报道很少 / 但是红树林沉积物高腐殖质的厌氧

环境却为希瓦氏菌的生长和腐殖质还原过程创造了

必要的环境条件 / 腐殖质具有容易结合疏水和亲水

的物质的能力［T］，这对于探讨希瓦氏菌利用腐殖质

进行转化重金属离子和降解疏水性环境污染物有着

非常重要的作用，这也将对进一步认识红树林在污

染物修复方 面 发 挥 着 重 要 的 生 态 功 能 提 供 重 要 信

息 / 未来的研究可以探讨红树林中细菌的腐殖质还

原过程与 $%（!）还原、硝酸还原、亚硝酸还原、脱卤

还原之间的相互作用关系，这对于认识细菌呼吸在

红树林生态系统物质的生物地球化学循环有重要的

0 0

生态意义 /

&$ 结论

（8）首次从红树林泥样中分离到 8 株具有腐殖质

还原能力的菌株 "#/ 综合其形态特征、生理生化特征

以及 8@’ OQ1V 的分子生物学亲缘关系分析，确定该

菌为希瓦氏菌属成员，定名为 !"#$%&#’’% L=? "#/
（*）在厌氧 条 件 下，"# 菌 能 够 利 用 乳 酸 钠、甲

酸钠和丙酮酸钠做为电子供体进行腐殖质还原，并

且 "# 菌能 够 在 还 原 腐 殖 质 的 同 时 偶 联 能 量 的 产

生，支持菌体的生长，表明 "# 菌以腐殖质物质做为

电子受体进行呼吸是一个生物化学反应过程 /
（#）该菌进 行 腐 殖 质 还 原 的 最 适 =< 范 围 为 T

A >，最适的 12(3 浓度范围为 - A #. 4 5 6，而最适温

度范围为 #. A #-7 / 推测希瓦氏菌属是一类普遍具

有腐殖质还原能力的菌属，其腐殖质还原在红树林

生态系统的物质循环和有毒污染物的降解中发挥一

定作用 /

-!.8
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