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一株高效絮凝剂产生菌的分离和鉴定

刘金亮，姜彬慧，赵, 鑫，胡筱敏
（东北大学 资源与土木工程学院，辽宁 沈阳, ##")#*）

摘, , , 要：应用多相分类手段对絮凝菌株 :;/<* 进行了分类研究，并对分离提纯的发酵产物进行紫外和
红外分析!基于 #’3 %=*<基因序列的系统发育分析表明，该菌和模式菌株 !"#$%&"’%(()* +)$"$#$*%*的序列同
源性为 *’- (! ，基因组 >*< % >*<同源性杂交值为 $#- ’! !菌株的主要极性脂肪酸为双磷脂酰甘油、磷脂酰
甘油、磷脂酰乙醇胺和磷脂酰肌醇! 菌株优势醌为 6? % (，主要优势脂肪酸为 ’&+-0.# % @#$："和 @#’：" ! 菌株
（A . @）摩尔分数为 $#- *! ! 根据上述结果，菌株 :;/<* 鉴定为类芽孢杆菌属内的新种，命名为
!"#$%&"’%(()* *+#$,"$-#$*%* .B! &#1! !紫外扫描和红外检测等结果表明，菌株 :;/<* 所产絮凝剂的主要成分
为多糖类物质!
关, 键, 词：絮凝剂；类芽孢杆菌；鉴定；#’3 %=*<；多相分类
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, , 微生物絮凝剂（ G04%#M0’( )(#44$(’&+，6PQ）
是具有絮凝活性的微生物代谢产物［#］! 它们一般
由多糖、蛋白质、糖蛋白、核酸等高分子物质构

成［!］，分子量一般大于 # 1 #"$ >’! 相对于无机絮
凝剂和有机合成絮凝剂，微生物絮凝剂具有无毒、

可生物降解及无二次污染等特点［&］，使其更适合

应用在饮用水和污水处理［+ % $］、食品和发酵产业

的下游工序中［’］!研究发现能够产生絮凝剂的微
生物种类繁多，包括细菌、放线菌、真菌、霉菌、酵

母菌和某些藻类等!这些微生物资源丰富，广泛分



! !

布在土壤、沉积物、活性污泥及污水中!但存在生
产成本较高、发酵工艺不成熟和絮凝效果不稳定

等问题，限制了微生物絮凝剂的发展!因此，筛选
高效稳定的絮凝剂产生菌，提高产品的稳定性是

微生物絮凝剂的发展趋势之一!
类芽 孢 杆 菌 属 最 初 是 由 "#$ 等 基 于

"#% &’("基因序列将一些菌株从芽孢杆菌属中
划分出来的［$］! 随后从土壤、植物的根和食物等
不同的环境样品中分离出很多该属的菌株［%］! 由
于该属的菌株具有固氮、降解纤维素和木聚糖、产

生强抗菌化合物等功能［& ’ ""］，类芽孢杆菌已成为

近年来的研究热点! 本研究从土壤中分离得到一
株絮凝剂产生菌 )*+"&，对菌株形态、生理生化
特征、细胞化学组分、（ , ( - ）摩尔分数、基因
组 .(" ’ .(" 同源性及 "#% &’(" 基因序列等
进行了研究! 同时将菌株 )*+"& 的发酵产物进
行分离提纯，并利用紫外和红外光谱检测其主要

组成成分!

"! 材料和方法

!" !# 菌株分离方法及培养条件
)*+"& 筛选自一棵桃树下的土壤样本，用

牛肉膏蛋白胨培养基，采用稀释法分离!保存于中
国科学院微生物研究所菌种保藏中心（-,/--
(0) *+,+）! 实验中选取模式菌株 !"#$%&"’%(()*
+)$"$#$*%* 123+-4 作为对照菌! 筛选培养基组成
为：葡萄糖 ") + 5，6**70, +) * 5，6**70, +) - 5，
酵母膏 +) - 5，脲 +) +- 5，/5%0,·$**0 +) +* 5，
(8-9 +) +" 5，蒸馏水 "++ :3，;* . $) +!在三角瓶
中装入 "++ :3培养基并灭菌，然后接入菌种，在
/+ <和 "-+ & = :>? 的条件下培养 /+ $，测定培养
液絮凝率!
!" $# 主要试剂及仪器
实验所用试剂均为分析纯!
主要仪器包括电子天平（ 1""++,，上海舜

宇）、扫描电镜（%%) ’ --+，岛津）、冷冻离心机
（-,*,’，2;;2?@A&B）、7-’ 扩增仪（ *$*+，美国
"CD）、紫外分光光度计（$-&，上海菁华）、红外光
谱仪（(>EA92F /%+，美国）、恒温振荡器（ 4% ’
"++C，上海天呈）、高压灭菌锅（G)H ’ 3% ’
-+%DD，上海博迅）、超净工作台（%I ’ -J ’ "1.，
上海博迅）等!
!" %# 絮凝率测定方法
在 "++ :3 高岭土悬浮液（ - 5 = 3 ）中加入

+) " :3 菌株培养液，空白对照中不加培养液，静
置 - :>?后测定上清液光密度 0.--+ !絮凝率计算
公式为

, .（0.--+ ’0.K--+） = 0.--+ 0 "++! !
其中：0.--+为未加培养液前 --+ ?: 处光密度值；
0.K--+为加入培养液 - :>? 后 --+ ?: 处光密度
值!
!" &# 发酵产物的分离鉴定
将培养液稀释 "+ 倍，高速离心去除菌体，然

后用旋转蒸发器浓缩（-+ 1 #+ <）至原体积，加入
* 倍体积的预冷乙醇，离心收集沉淀，再将沉淀溶
于水，加 +) - 倍氯仿和正丁醇混合液去除游离蛋
白，然后将上清液透析，并用乙醇沉淀，最后真空

冷冻干燥得到絮凝剂精品!分别用紫外扫描、蛋白
特征反应、/A9>#$ 和蒽酮呈色反应检测产物中是
否含有蛋白质、核酸和糖类，并用红外光谱仪分析

产物中的特征基团!
!" ’# 菌株形态及生理生化鉴定
光学显微镜下观察菌体形态，扫描电子显微

镜下观察菌体表面结构和有无内生孢子；采用革

兰 氏 染 色；利 用 "7D -+ -*C，"7D *+L
（C>A/2&>2MN）试剂盒及 ,7* 鉴定板（C>A9A5）（方
法参照公司说明书）对菌株进行唯一碳源利用及

酶学特性等生理生化指标鉴定!
!" (# 菌株细胞化学组分分析
脂肪酸组分分析使用美国 /D.D 公司的

%$2&A9AEO 全 自 动 细 菌 鉴 定 系 统（ %$2&A9AEO
P2&#>A? #) +）；极性脂肪酸通过二维薄层层析提取
和分离，并喷洒检测试剂鉴定；细胞甲基萘醌采用

-A99>?#的方法分离提纯［"*］，并用高效液相色谱分
析法测定!
!" )# !(* +,-.基因序列分析
采用高效液相色谱法测定菌株（ , ( - ）摩

尔分数；采用微孔板杂交法测定菌株和模式菌株

间基因组 .(" ’.("同源性；"#% &’(" 基因序
列分析：扩增用上下游引物分别为 C%1 % = *$
（-’’"," ,44 4," 4-- 4,, -4- ", ’ /’）
和 C%’ "-*- = "-,"（-’’ "", ,", ,4, "4-
-", -- ’ /’）!以菌株 )*+"& 的基因组为模板
进行 7-’ 扩增! 反应程序为 &, < - :>?；&, <
/+ #，-- < /+ #，$* < &+ #，循环 /- 次；$* <
/+ :>?!用 4868’8 公司回收试剂盒回收 7-’ 扩
增产物，送生物公司测序! 将测序得到的序列在
(-CD的网站上进行比对，并用软件 /L," 构建
系统发育树［"/］!
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"! 结果与讨论

!" #$ 形态学特征
!"#$# 菌株为长杆状（见图 $%），（%& $’ (

%& )*）+ ,& )* !&，好氧，能形成芽孢，革兰氏染色
阳性’菌株 *, ( 下平板培养，其菌落呈圆形、表
面光滑，较黏，凸起很高，为浅黄棕色并透明（见

图 $)）’

图 #$ 菌株 %&’() 的细胞形态及菌落
*+," #$ -./01.2.,3 456 7.2.53 .8 91: ;9/4+5 %&’()

（%）—细胞形态；（)）—菌落’

!" !$ 生理生化特征
菌株 !"#$# 和模式菌株 *+,,-- 生理生化

实验结果见表 $，表中 ./$ 是课题组筛选的另一
株类芽孢杆菌’从表 $ 可以看出，菌株 !"#$# 和
*+,,-- 主要生理生化指标较一致，个别指标上存

在不同’
!" <$ 菌株细胞化学组分
菌株 !"#$# 主要脂肪酸为 %01+234 . 5$-：,，

5$’：,，234 . 5$-：,，%01+234 . 5$/：,，234 . 5$’：, 和

234 . 5$/：,；菌株 !"#$# 主要极性脂肪酸为双磷
脂酰甘油（678）、磷脂酰甘油（78）、磷脂酰乙醇
胺（ 79）和磷脂酰肌醇（ 7:），菌株 !"#$# 和
*+,,-- 的极性脂肪酸检测结果见图 "；菌株
!"#$# 和 *+,,-- 的甲基萘醌均为 ;< . /’
不同微生物的脂肪酸在质量分数和组成上差

异较大，它和微生物耐药性、遗传变异等关系密

切［$%］’不同微生物具有不同种类的醌，它是微生
物能量代谢过程中的电子传递体’ 微生物醌主要
有两种类型：甲基萘醌（简写为 ;<，即 " .
甲基 . * .多异戊烯基 . $，% .萘醌）和泛醌（简
写为 /，即 "，* .二甲氧基 . - .甲基 . ’ 多异戊
烯基 . =，% .苯醌）’ 醌的异戊烯基侧链长度和氢
的饱和度不同，可以为不同微生物属的分类提供

依据’革兰氏阳性细菌主要合成甲基萘醌’经对比
发现，菌株 !"#$# 和 *+,,-- 的主要脂肪酸相

同，质量分数相差不大；主要极性脂肪酸存在差

异，菌株 !"#$# 和 *+,,-- 均含有双磷脂酰甘油

（678）、磷脂酰甘油（78）、磷脂酰乙醇胺（79）和
磷脂酰肌醇（ 7:），此外，*+,,-- 还含有氨基脂

（$,）和磷脂（7,）；菌株 !"#$# 和 *+,,-- 的甲

基萘醌相同’

表 #$ %&’() 的生理生化实验结果
=4>2: #$ ?13;+.2.,+742 456 >+.71:@+742 714/479:/+;9+7;

.8 91: ;9/4+5 %&’()

实验项目 !"#$# ./$ *+,,--

荚膜 0 0 0
革兰氏染色 0 0 0
氧化酶 . . .
伏 .普 0 0 0
硝酸盐还原 0 0 0
明胶水解 . . .
淀粉水解 0 0 0
生长温度 -, ( . . .

>" -& ’ 0 0 0
6?$（8 0 5）摩尔分数 @ ! -$& # -$& # -*& *
碳源利用

, .鼠李糖 A A .
6 .麦芽糖 0 0 0

6 .果糖 . ’ .磷酸 A A 0
蔗糖 0 0 0
葡糖醛酰胺 . A A
四唑蓝 . . .
乙酸 A A .
氨曲南 . . A
乙酰乙酸 . A A

6 .半乳糖醛酸 0 . 0
, . 苹果酸 . . A
, .岩藻糖 . . .
6 .果糖 0 0 0
, .乳酸 A . .
柠檬酸 . . .

6 .苹果酸 . . .
肌苷 0 0 0

6 .棉子糖 0 A 0
-A++0 ), . . 0

6 . 葡萄糖醛酸 . . A
" .酮戊二酸 . . .
丁酸钠 0 0 0
甲酸 . . A
四氮唑紫 A A .
奎宁酸 . . .
糊精 0 0 0

, .丙氨酸 . . .
糊精糖 0 0 0

, . 谷氨酸 . . .
松二糖 0 0 0

, .丝氨酸 . . .

! ! 注：0为阳性或存在；A为弱阳性；.为阴性或缺失’
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图 !" 菌株 #$%&’ 和 ()*+,- 的极性脂肪酸检测结果

(./0 !" 12345 3.6.7 6528.3) 28 9:54.; #$%&’ 4;7 ()*+,-

!0 <" 菌株（= >?）摩尔分数和 @A&同源性分析
微生物 !"# 碱基组成具有种特异性，!"#

的（$ " %）值在细胞中很稳定，可以作为细菌鉴
定重要遗传指标，而且它不受菌龄及突变因素以

外的其他因素影响&菌株 ’()## 的（$ " %）摩
尔分数为 $%& #! &
许多资料表明，!"# ’!"#杂交最适合于微

生物种一级水平的研究& !"# ’!"#杂交同源性
在低于 ()! 的菌株为不同属的关系，同源性在
*)! 以上者可视为同一个种，而同源性在 ()! +

,)! 之间的菌株应为属内关系紧密的种& 菌株
’()## 和模式菌株 *+,)$- 间基因组 !"# ’
!"#同源性杂交值为 $%& *! ，这个值在 ,)! +
*)! 之间，说明菌株 ’()## 和 !"#$%&"’%(()*
+)$"$#$*%*是类芽孢杆菌属内亲缘关系较近的
种&
!0 ," BCD 5EA&基因序列分析
采用细菌通用引物对菌株 ’()## 的 %*.

/0"#基因序列进行测序，得到目标序列长度为
% -(* 12&其 %*. /0"#基因序列的 $+34531登录
号为 6*.,-(/)& 用得到的序列在 $+34531 数据
库中进行 47589+3检索，结果表明菌株 ’()## 与
:;%， !"#$%&"’%(()* +)$"$#$*%* *+,)$- 和

!"#$%&"’%(()* ,-%&&#$*%* #<-#- 序列同源性分别

达到 ##! ，#*& /! 和 #-! & 采用软件 <=$#-& %
中 "+>?@2A/ ’ BA>3>3?法构建 %*. /0"#序列系统
发育树，结果发现菌株 ’()## 和课题组筛选的
另一菌株 :;% 聚为一簇（见图 ,），表明它们的
亲缘关系最近&

图 F" 菌株 #$%&’ 的系统发育树
(./0 F" 1GH32/);):.I :5)) 28 9:54.; #$%&’

!0 C" 菌株发酵产物的絮凝活性及成分分析
经絮凝活性测定，菌株 ’()## 所产絮凝剂

处理高岭土悬浮液，絮凝率高达 #/ ! ，用量少，
且不需添加 %5( "，#7, "等作为助凝剂&用蒸馏水
溶解絮凝剂提纯产物，在 ()) + -)) 3C 波长下进
行紫外扫描，得到的扫描图中没有出现蛋白质和

核酸的吸收峰，说明提纯产物不含蛋白质和核酸&
双缩脲反应、茚三酮反应和蛋白黄色反应都无颜

色变化，进一步表明提纯产物中不含蛋白质& 在
<A7>8@ 反应中有紫环生成，而蒽酮反应呈现蓝绿
色，说明产物中有糖的成分&
菌株 ’()## 产生絮凝剂的红外光谱图具有

典型的多糖特征吸收峰（见图 -）& 特征吸收峰为
, -/$& %.，( #(-& -#，% ***& ()，% *((& #-，% ,$.& -(，
% ))-& %( DC ’ % & , -/$& %. DC ’ %处宽吸收峰是糖分

子内或糖分子间的氢键 E—( 伸缩振动的结果；
( #(-& -# DC ’ %处小吸收峰为 %—(不对称伸缩振
动的结果，此区域的吸收峰是糖类的特征；

% ***& () DC ’ %处吸收峰是 !!% E 键伸缩振动偏
移的结果；% *((& #- DC ’ %处吸收峰是 !!% % 键伸
缩振动的结果；% ,$.& -( DC ’ %吸收峰是 %—( 的
变角振动；% ))) + % ()) DC ’ %间吸收峰是 %—E
伸缩振动&通过红外光谱分析，得出菌株 ’()##
所产絮凝剂的主要成分为多糖类物质&
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图 !" 絮凝菌 #$%&’ 产生絮凝剂的红外光谱图
()*+ !" ,-./0/12 /03 45167/89 :. ;):.<:668<0-7 5/:28612

;3 #$%&’

"! 结! ! 论

#）根据形态学特征、生理生化特征、细胞化
学组分、分子生物学等多相分类鉴定结果，菌株

!"#$$ 被鉴定为类芽孢杆菌属内的新种%
%）菌株 !"#$$所产絮凝剂不需添加 &’% &，

$(" &等作为助凝剂，且絮凝活性高、用量少，在微生

物絮凝剂的开发和利用上具有一定的研究价值%
"）紫外扫描、红外光谱、蛋白质和糖类的颜
色反应等分析结果表明，菌株 !"#$$ 所产絮凝
剂的主要成分为多糖类物质%
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