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摘  要    鞘氨醇单胞菌是降解多环芳烃（PAHs）的重要功能微生物。然而，采用属特异引物直接从PAHs污染土壤中检测鞘氨醇单胞菌进而研究鞘氨醇单胞菌在污染土壤中的多样性、种群结构及其与PAHs污染的关系鲜有报道。本研究自行设计鞘氨醇单胞菌属特异性引物，通过16S rDNA-PCR-DGGE技术对沈抚灌区石油污染土壤鞘氨醇单胞菌遗传多样性进行了研究。结果表明，自行设计的鞘氨醇单胞菌属引物732f-982r能够特异、灵敏的从环境样品中检出鞘氨醇单胞菌。当沈抚灌区原位污染土壤的PAHs浓度小于5 mg kg-1时，鞘氨醇单胞菌多样性随着PAHs浓度的增加而增加；而初始PAHs浓度高的实验室模拟实验土壤，其鞘氨醇单胞菌多样性较低。鞘氨醇单胞菌种群结构受污染土壤总石油烃（TPH）含量的影响，TPH含量接近的土壤，鞘氨醇单胞菌的群落结构较为相似。
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石油是由烷烃、环烷烃、烯烃、芳烃及少量有机物（硫化物、氮化物、环烷酸类等）组成的复杂混合物。其中，多环芳烃（Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs）由于其分布广，稳定性强、生物可利用度差、半衰期较长以及致突变、致癌特征，美国环境保护局（EPA）已将16种PAHs列入优先控制污染物黑名单[1]。沈抚灌区位于辽宁省沈阳和抚顺两市之间，该地区从20世纪40年代就开始采用来自抚顺炼油厂等石油化工企业的污水灌溉稻田，灌溉面积达1万hm2，是我国面积最大、历史最长的石油污水灌区。长期污灌导致土壤污染状况日趋恶化，其中TPH含量达277~5 213 mg kg-1[2]，PAHs含量达0.39~4.69 mg kg-1[3]。
近年来，国外一些学者相继发现在石油污染环境样品微生物群落结构中鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas）是主要的优势菌群之一[4-6]，并从中分离出多株能够降解PAHs的Sphingomonas [7-9]。在本实验室前期工作中，通过室内可控模拟实验，初步研究了石油污染物胁迫下沈抚灌区土壤微生物群落结构组成的动态变化[10]，观测到在重催柴油胁迫下，Sphingomonas属的几个种成为土壤微生物群落中最主要的优势微生物类群，表明它们极有可能是沈抚灌区这一特定生境中对PAHs污染起修复作用的关键性功能菌群。
Sphingomonas与典型G-不同的是该属细胞膜不含有脂多糖，而是由糖鞘脂组成。以往关于Sphingomonas的研究工作大多数集中在菌株分离、鉴定和降解特性研究等方面，如何从生态学角度调查环境样品中Sphingomonas的丰度、多样性和种群结构，并探讨其与环境因子的关系却鲜见报道。近年来，随着一系列基于16S rDNA-PCR技术的现代分子生态学研究手段的发展，采用特异性引物研究特殊类群的微生物群落指纹信息成为研究热点。一些属特异性引物已成功用于鉴定Pseudomonas[11]、Bifidobacterium[12]、Nocardiopsis和Saccharothrix[13]、Lactobacillus[14]等。到目前为止，报道的Sphingomonas属-特异性引物只有三对。1999年，Leung等[15]设计了两对Sphingomonas简并引物，但由于其简并性而不适宜直接用于Sphingomonas多样性的分析；2004年，Natalie M. E. J. Leys等[16]设计了一对Sphingomonas非简并引物，但这对引物除了能扩增鞘氨醇单胞菌外，还能扩增其它属的菌株；并且随着数据库序列信息的不断壮大，此后大约有871个Sphingomonas序列加入数据库。可见，目前有关鞘氨醇单胞菌的分子生态学研究中尚缺少有效的属特异引物。因此，本研究将首先设计Sphingomonas属-特异的非简并16S rDNA引物，进而采用PCR-DGGE方法解析沈抚灌区不同程度石油烃污染土壤中Sphingomonas这一特定种群的多样性和结构组成等指纹信息。
1 材料与方法
1.1 供试土壤样品
土壤样品1、2、3分别为沈抚灌区干渠上游、中游及下游的具有不同灌溉历史和管理方式的原位土壤样品（草甸棕壤土）。样品1位于上游，污灌20年，改旱田耕作30余年；样品2位于中游地区，污灌20余年，改旱田耕作15年；样品3位于灌区下游，至今持续污灌40余年。每个样地随机选取5个采样点，分别取表层0~20 cm土壤样品1 kg，将采集的土壤样品立即带回实验室，将同一样地的5份土样混匀、风干并过2 mm筛，分装，置于4 ℃保存，备用。
本文其它2个供试土壤样品来自于实验室模拟沈抚灌区稻田土壤在石油污染物胁迫实验[10]。在模拟实验中，采集与沈抚灌区渠末相毗邻的清洁稻田土（草甸棕壤土），20年未施用任何化肥和农药，也没有石油烃类物质污染历史），添加不同浓度的（500~50 000 mg kg-1）重催柴油（抚顺第二石油厂提供），于培养不同时间（共计110 d）收集土壤样品，通过PCR-DGGE分析培养5、15、30、50、110 d后微生物群落结构的动态变化和遗传多样性。DGGE指纹图谱优势条带的序列分析表明，在石油污染物的胁迫下，尤其是重催柴油浓度大于5 000 mg kg-1的处理，Sphingomonas于培养第15天成为群落中的优势菌群，至培养第50天后，其优势地位逐渐消失。因此，本实验分别取30 000 mg kg-1重催柴油处理50 d和50 000 mg kg-1处理30 d两个土样作为供试样品，分别标为土样4和5。供试土样的理化性质如表1所示。
表1 供试土样的理化性质

Table 1  Physical and chemical properties of the soil samples
	土样编号
Soil sample No.
	黏粒

clay
	砂粒

sand
	pH

（土：水=1：5）

(soil : water=1:5)
	有机质
Organic matter

(g kg-1)
	全氮
Total N

(g kg-1)
	速效磷
Available P

(mg kg-1)
	速效钾
Available K

(mg kg-1)

	1
	14
	59
	7.3
	3.38
	0.29
	21.65
	65.84

	2
	31
	41
	7.7
	3.61
	0.32
	16.55
	97.80

	3
	19
	49
	7.3
	18.90
	1.90
	11.00
	89.70

	4
	14.4
	57.9
	6.3
	16.20
	0.80
	10.92
	88.40

	5
	14.4
	57.9
	6.3
	16.20
	0.80
	10.92
	88.40


1.2 土壤中总石油烃和多环芳烃的提取及测定
采用重量法测定总石油烃（Total Petroleum Hydrocarbons, TPH）含量[17]。取5 g土样，风干、过筛（1 mm），经20 ml正己烷、20 ml三氯甲烷、20 ml二氯甲烷依次超声提取20 min，3 000 r min-1离心10 min，合并上述三次上清液，过无水硫酸钠柱子，收集滤液至已知重量的恒重烧杯中，室温下氮气吹干，称重。
PAHs提取步骤如下：将采集的土样风干过1 mm筛，称取10 g土样，置于30 ml离心管中，加2~3 g无水硫酸钠搅拌，混匀，加入15 ml二氯甲烷，超声水浴1 h，温度控制在35 ℃以下，3 000 ×g离心5 min，取上清至K-D浓缩瓶；再加入5 ml二氯甲烷于样品中，超声水浴1 h，取上清与原上清混合；氮气浓缩上清后，过硅胶层析柱，先用15 ml正己烷洗脱正烷烃等饱和烃类化合物，再用20 ml正己烷/二氯甲烷（7:3）混合液洗脱多环芳烃，收集洗脱液组分，氮气吹干，以1 ml甲醇溶解，待HPLC测定[18]。

HPLC条件：色谱柱：Inertsil ODS-P，250 mm(id)×4.6 mm，5-μm；柱温：40 ℃；流动相：甲醇/水梯度淋洗，甲醇:水（70:30）5 min，100%甲醇50 min；流速：0.8 ml min-1；进样量：20 μl；紫外检测器，检测波长：254 nm。
1.3 土壤基因组DNA和鞘氨醇单胞菌属标准菌株的提取与纯化
采用改进的化学裂解法直接从土样中提取基因组DNA[19]。
本文采用的Spphingomonas标准菌株为Sphingomonas paucimobilis，购自中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心（菌株编号：1.2747）。将菌株1.2747转接于LB斜面培养基，30 ℃培养3 d， 4 ℃恒温保藏。将菌株1.2747接种于LB液体培养基，30 ℃、150 ×g过夜培养。8 000 r min-1离心2 min收集菌体，加入597 µl TE缓冲液重悬菌体，并加入30 µl 10%的SDS和3 µl 20 mg ml-1的Proteinase K于37 ℃温浴1 h；然后加入100 µl 5 mol L-1 NaCl和80 µl 10% CTAB/NaCl混匀，65 ℃温浴10 min。加入等体积的酚-氯仿-异戊醇（24:1:1）混合均匀，6 000 ×g离心10 min收集上清，再加入等体积的氯仿-异戊醇（24:1）混合均匀，6 000 ×g离心10 min收集上清。加入0.8倍体积的异丙醇室温静置1 h，12 000 ×g离心20 min。DNA用30 µl TE缓冲液溶解。
1.4 引物设计
从RDP II数据库中选取278个具有代表意义的Sphingomonas菌株16S rRNA基因序列（最小长度1 200 bp），包括环境样品和临床分离菌株。采用ClustalX和MegAlign软件对278株Sphingomonas进行序列比对，从而得到保守区与可变区（图1），引物应设计在保守区。采用Primer 5.0和Oligo 6.0软件进一步设计、优化引物，最后用Blastn和RDPII验证引物序列的特异性。最终得到一对Sphingomonas属-特异性引物732f-982r（根据E. coli的序列编码引物名称）。引物序列为：上游引物732f (5′-GGACTGGTATTGACGCTGAG-3′)，下游引物982r (5′-ACGCTGGTAAGGTTCTGC-3′)，由上海生物工程有限公司合成。
1.5 PCR扩增
在引物982r的5′末端连一段约40 bp富含GC的序列5′-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3′进行PCR扩增，以提高DGGE的分离效果。50 μl的PCR反应体系组成如下：10×PCR反应缓冲液5 μl，2.5 mmol·L-1 dNTP混合溶液4 μl，20 pmol L-1引物732f 和982r-GC 各1 μl，Taq酶（5 U·μl-1）0.25 μl，1 μl DNA模板，加灭菌去离子水至总体积为50 μl。PCR扩增程序：94 ℃预变性5 min，94 ℃变性1 min，60 ℃退火45 s，72 ℃延伸1 min，30个循环，最后72 ℃延伸8 min。PCR反应产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。
1.6 DGGE电泳及DGGE图谱的分析
制备1 mm厚8%（w/v）聚丙烯酰胺凝胶，变性剂浓度梯度为40%~70%（100%变性剂组成为7 mol L-1尿素和40%去离子甲酰胺）。加样后，置于1×TAE缓冲液中90 V电泳12 h。电泳完毕，取下凝胶，置于含GenefinderTM（1:10 000稀释）的1×TAE缓冲液中染色20 min。DGGE凝胶经GenefinderTM染色后，在紫外灯下将凝胶中较亮的条带用洁净的刀片小心切下。将目的条带置于10 μl灭菌超纯水中，4 ℃放置过夜。取DNA浸出液作为模板按照本文1.5的方法进行PCR扩增，扩增产物再用DGGE电泳确认所回收条带的正确位置。然后PCR扩增纯化，由上海生工完成测序。序列信息输入NCBI（National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov）数据库进行BLAST（Basic local alignment search tools）分析。
用凝胶成像系统（Gel Doc 2000TM Chemi DocTM Gel Documentation Systems，Bio-Rad）捕获凝胶数字图象，并用图形分析软件Quantity One 4.2.3进行图像分析。各泳道图谱的相似性可以通过计算Dice系数来比较，聚类树状图用非加权配对算术平均法（UPGMA）生成。泳道光密度曲线上的峰面积代表条带密度，条带密度的数值代入S-W指数计算公式，计算每个土壤样品细菌的多样性。
香侬指数（Shannon-Weiner index）[20]计算公式：
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 式中，Pi为DGGE图谱中第i条带的峰密度与所有条带（S）总峰密度的比值。
1.7 统计分析
用SPSS 10.0软件对所有测定数据进行方差分析（ANOVA），并对各指标之间的相关性进行显著性统计。                                                                                                                              
2 结果与讨论
2.1各采样点土样TPH、总PAHs的含量
各土样TPH含量测定结果如表2所示。对沈抚灌区原位污染土样1、2、3而言，土样3至今一直采用污水灌溉，其TPH含量最高；土样1和2污灌20年后改旱田耕作，TPH含量下降，尤其是土样1的TPH含量明显下降，表明石油污染稻田改旱田后，促进了TPH的降解；改旱田耕作时间越长，TPH含量越低。这是由于污染土壤改旱田后，得到更多的光照、氧气，从而促进了土壤石油类污染物的物理化学降解作用。此外，石油烃在自然界中降解的主要途径是氧化分解，改旱后的污染土壤建立了一个利于好氧微生物生长的环境，好氧降解微生物充分发挥其降解性能，加速了TPH在微生物体内的代谢过程[2]。实验室模拟石油污染的土样4和5，其重催柴油最初添加浓度分别为30 000 mg kg-1和50 000 mg kg-1，其中土样4培养50 d后，TPH含量降为15 630 mg kg-1，TPH的降解率为47.9%；土样5在培养30 d后，TPH含量为32 200 mg kg-1，TPH降解率为35.6%。
各土样中总PAHs（EPA列出的16种PAHs的总和）测定结果如表2所示。稻田土3的PAHs含量高于旱田土1、2的PAHs，这可能是由于土样3处于一直污灌状态，导致PAHs的大量积累；而土样1和2经过水改旱后，促进了TPH中相对容易降解的低分子量PAHs（小于四环）的降解，因而总PAHs含量下降。实验室模拟石油污染土样4和5分别用30 000 mg kg-1和50 000 mg kg-1的重催柴油处理，重催柴油最初的主要化学组成为30%链烃和65%PAHs，因而土样4和5最初的总PAHs含量分别为19 500 mg kg-1和32 500 mg kg-1，分别经过50 d和30 d培养后，其总PAHs含量降为10 941 mg kg-1和21 896 mg kg-1。对于土样4而言，链烃和芳烃的降解率分别为55.3%和43.9%；土样5的链烃和芳烃的降解率分别为41.1%和32.6%。以上数据表明，链烃的降解速率明显高于多环芳烃的降解速率，从而导致PAHs/TPH的比值较高，分别为70%和68%。
表2 供试土样的总石油烃（TPH）和总PAHs含量
Table 2  TPH and PAHs concentrations (mg kg-1) of the soil samples
	土样编号

Soil sample No.
	总石油烃
Total TPH
	总多环芳烃Total PAHs
	二、三环
2-, 3-ring
	四、五环
4-, 5-ring
	六环
6-ring
	总多环芳烃/总石油烃
Total PAHs/ TPH

	1
	311.2±172.8
	2.99±0.88
	0.537
	2.089
	0.362
	0.009 6

	2
	604.4±90.6
	2.36±0.00
	0.827
	1.467
	0.067
	0.003 9

	3
	666.2±31.2
	4.30±0.53
	0.225
	3.882
	0.190
	0.006 5

	4
	15 630±132
	10 941±2
	360 5
	626 9
	106 7
	0.700 0

	5
	32 200±104
	21 896±2
	619 7
	15 110
	602
	0.680 0


2.2 鞘氨醇单胞菌属特异性引物设计及其灵敏度验证
引物732f-982r与E.coli的同源序列位于732-751和965-982处，可以扩增得到250 bp大小的PCR产物。通过与RDPⅡ数据库中的鞘氨醇单胞菌属的不同代表性菌株进行序列比对分析，结果表明，上游引物序列732f除了与Sphingomonas fennica K101、Sphingomonas faeni MA-olki分别存在4个和2个错配碱基外，与其它鞘氨醇单胞菌属的菌株序列之间或是完全匹配，或是只存在1个错配碱基。此外，我们还将上游引物732f序列与非鞘氨醇单胞菌属的菌株序列（包括与鞘氨醇单胞菌属同属于鞘氨醇单胞菌科的其他属的菌株以及非鞘氨醇单胞菌科的菌株）进行了比对，结果发现，上游引物732f与Sphingopyxis属完全匹配，与鞘氨醇单胞菌科的其他属的菌株和非鞘氨醇单胞菌科的菌株碱基错配数不少于2个。下游引物982r较上游引物732f的序列更保守，表现在下游引物982r不但与鞘氨醇单胞菌属的菌株序列之间只有1个错配碱基，与鞘氨醇单胞菌科的其他属的菌株也只有1个错配碱基，但是982r与非鞘氨醇单胞菌科的菌株的错配碱基个数大于1个。
采用引物732f-982r对Sphingomonas paucimobilis进行PCR扩增，成功得到合适片段大小的PCR产物（图1，Y泳道）。当采用该引物对扩增沈抚灌区污染土壤基因组DNA时，也得到合适大小的PCR产物（图1）。初步证明引物732f-982r能够扩增Sphingomonas，并得到正确大小的片段。
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图1 引物732f-982r扩增的PCR产物
（条带M是100 bp Marker，条带Y是标准菌株的PCR产物，其他条带是沈抚灌区污染土壤的PCR产物）
Fig. 1  PCR products amplified with primer 732f-982r (Lane M was 100 bp DNA ladder, and lane Y was PCR product of the type culture strain of Shingomonas paucimobilis, and other lanes were PCR products of contaminated soils from Shenfu irrigation zone)
此外，我们通过标准菌株Sphingomonas paucimobilis验证了引物732f-982r在PCR中检测Sphingomonas的灵敏度。提取标准菌株Sphingomonas paucimobilis的基因组DNA，纯化后的DNA浓度为7.92 mg ml-1，将DNA模板进行系列梯度稀释，使模板终浓度为100、10-1、10-2、10-3、10-4、10-5、10-6，不同稀释度模板的PCR扩增结果如图2所示。当稀释度达到10-6（105 CFU ml-1）时，检测不到PCR产物。该引物的检测限较直接采用特异引物-PCR方法检测Mycobacterium species（106 CFU ml-1）[21]的检测限低，但与Burkholderia species（105 CFU ml-1）[22]的检测限相同，表明该引物具有良好的灵敏度，预期检测效率可满足对Sphingomonas菌株的检测。
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图2 引物732f-982r扩增标准菌株的琼脂糖凝胶电泳图谱
Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of amplification products DNA from Shingomonas paucimobili with primer 732f-982r
2.3石油污染土壤鞘氨醇单胞菌的遗传多样性
本实验采用自行设计的属-特异性引物732f-982r和16S rDNA-PCR-DGGE方法研究石油污染土壤中Sphingomonas的多样性。PCR扩增16S rDNA片段的DGGE分离图谱如图3所示。
软件分析表明，石油污染土样基因组DNA共有23个不同的带型，每个土样含有11~18种不同的带型（表3）。沈抚灌区三个原位污染土样的DGGE图谱存在一定的差异，表现在条带位置、数目及亮度上，其原因除了与土样本身的相对地理位置有关外，还有可能是由于土样的灌溉历史不同、污染程度不同，从而导致微生物群落结构差异的出现。实验室模拟实验中采用高浓度重催柴油处理的两个土壤样品，二者的条带位置和数目很相似，表明这两个土样的群落结构相差不大。
根据DGGE图谱上条带峰面积计算得到的各土样香侬指数如表3所示。土样1的Sphingomonas多样性最高，为2.776；土样5的Sphingomonas多样性最低，为2.252。细菌多样性与土壤类型特别是土壤有机质有关；一般土壤有机质越高，细菌多样性越高[23]。土样1的有机质含量最低，多样性反而最高，这可能是由于其改旱田耕作时间长，促进了石油烃类物质的降解，为土壤微生物尤其是好氧菌提供了良好的生长环境，Sphingomonas多样性增加。虽然土样5的有机质含量不低，但其TPH、PAHs含量高于其他土样，抑制Sphingomonas的生长，因而多样性低。此外，在基因组DNA的提取过程中可能丢失一部分DNA信息；PCR扩增过程中，由于引物具有偏爱性，因而对不同土样的扩增效率不同，导致土样的Sphingomonas多样性不同。
对于沈抚灌区的三个原位污染土样，其PAH浓度均小于5 mg kg-1，Sphingomonas多样性与TPH含量存在负相关（r=-0.149，p=0.905），而与PAHs含量存在正相关（r=0.614，p=0.579）。其原因可能是：Sphingomonas是一类独特的PAHs降解微生物资源，具有独特的PAHs代谢基因簇，在一定PAHs浓度范围内，多种Sphingomonas被富集，因而Sphingomonas多样性随着PAHs浓度的增加而增加。实验室模拟污染土样初始PAHs浓度高，只有少数几种Sphingomonas被富集，从而土样中Sphingomonas种群多样性减少。此外，Sphingomonas多样性指数与PAHs的降解率呈现出一定的相关性。PAHs污染浓度高（土样5>土样4），PAHs降解率低（土样5<土样4），Sphingomonas多样性也低（土样5<土样4）。其它研究也发现PAHs降解菌对中浓度PAHs的降解率远高于低浓度和高浓度PAHs，PAHs浓度越高，多样性越低[24-26]。土样4和5的PAHs污染浓度远远高于上述报道的PAHs浓度，对Sphingomonas有毒害作用，进而影响其降解能力。
通过计算Dice系数并用非加权配对算术平均法（UPGMA）生成的DGGE图谱聚类树状图如图4所示。从图中可以明显看出，沈抚灌区的三个原位污染土样（土样1、2、3）聚为一大类，其中TPH含量较低即污染相对较轻的土样1划分到另一个小分支上，TPH含量相类似的土样2和土样3聚为一类。经重催柴油处理的土样4和5的DGGE指纹图谱最为相似，聚为一类。聚类分析结果表明，Sphingomonas群落结构与土样受石油污染程度有关，沈抚灌区原位污染土样污染程度接近，Sphingomonas群落结构较为相似，聚为一大类；而实验室模拟土样TPH含量显著高于沈抚灌区原位污染土样，Sphingomonas群落结构也明显不同于原位污染土样。
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图3 引物732f-982r扩增16SrDNA 片段的DGGE指纹图谱(1, 2,……,5为样品编号)
Fig.3  DGGE fingerprints of 16S rDNA fragments amplified by primer 732f-982r (1, 2……,5 is the serial number of soil sample)
表3  供试土壤样品细菌遗传多样性分析
Table 3  Analysis of bacterial genetic diversity in the soil samples
	土样编号

Soil sample No.
	带型总数S

Total band type S
	多样性指数H′
Shannon-Weiner index H′

	1
	18
	2.776

	2
	13
	2.527

	3
	17
	2.727

	4
	12
	2.335

	5
	11
	2.252


[image: image5.png]#4

#5

#1

#2

#3




图4 引物732f-982rGC扩增片段DGGE指纹图谱聚类分析树状图(1, 2,……,5为样品编号)
Fig.4  A hierarchical cluster analysis of the DGGE fingerprints of DNA fragments amplified with primer 732f-982rGC (1, 2……,5 is the serial number of soil sample)
2.4 DGGE条带的测序分析
对DGGE指纹图谱上的部分优势条带（如图3所示）进行了切胶测序，各条带序列经NCBI数据库的BLAST分析，结果见表4。
经NCBI数据库的BLAST分析，与条带A同源性最高的是uncultured Sphingomonadaceae bacterium，其相似性为99%，该克隆是从森林土壤中发现的。与其同源性次之的为uncultured Sphingomonas sp. clone GASP-MA4S1_D03（98%），该克隆是在研究农田耕作方式对土壤群落组成的影响时发现的。
与条带B同源性最高的为uncultured bacterium clone j65（97%）。条带B与uncultured Sphingomonas sp. clone SF983-9的相似性为96%，该克隆是从石油污染土壤中发现的，可能与石油烃降解相关。
NCBI数据库中与条带C同源性最高的是从堆肥样品中发现的Sphingomonas sp. VC-YC6666和从农田土壤中发现的uncultured Sphingomonadaceae bacterium clone Plot29-2F10，相似性均为95%。
条带D与NCBI数据库中uncultured Sphingomonas sp. clone PSB011.C21_F11（于森林土壤中发现）的同源性最高，为98%；此外，条带D与Sphingomonas mali strain IMER-B2-38（FJ772027.1，分离自人参根际土壤）、Sphingomonas sp. kmd_329（EU723166.1，从草原根际土壤中发现）等鞘氨醇单胞菌的相似性也为98%。
NCBI数据库中与条带E同源性最高的是从北极土壤中发现的Sphingomonas sp. enrichment culture clone 8.4以及从烃类化合物污染的土壤中发现的uncultured Sphingomonas sp. clone 4312F，相似性皆为99%。
条带F与依靠高浓度CO2生长的Sphingomonas sp. YT0136的同源性最高，为99%。
一般认为，16S rDNA序列同源性小于98%，为不同种的细菌，如果同源性小于93%~95%，则可认为属于不同的属[27]。以上测序结果表明，所测条带与Sphingomonas的同源性皆高于94%，因而引物732f-982r能够特异性扩增Sphingomonas属的细菌，且Sphingomonas存在于石油污染土壤中。此外，条带B和E与从石油污染土壤中发现的Sphingomonas的相似性最高，因而很有可能是参与PAHs降解的功能菌株。条带B在土样1中为一条主带，而在土样2、3中仅为一条弱带；条带E在土样4、5中为一条主带，在进一步的研究工作中，将试图采用属-特异引物-PCR方法，从1、4、5三个土样中分离具有降解PAHs能力的Sphingomonas。
表4  16S rDNA片段DGGE回收条带序列分析
Table 4  Sequence analysis of 16S rDNA fragments separated by DGGE gels
	条带编号
Band No.
	序列同源微生物
Bacterium with related bacterial sequence
	相似性
Similarity
	接受编号
Accession No.

	A
	Uncultured Sphingomonadaceae bacterium clone PSB011.C21_O24
	99%
	GU300248.1

	
	Uncultured Sphingomonas sp. clone GASP-MA4S1_D03
	98%
	EF663957.1

	B
	Uncultured bacterium clone j65
	97%
	GU564711.1

	
	Uncultured Sphingomonas sp. gene clone SF983-9
	96%
	AB549773.1

	C
	Sphingomonas sp. VC-YC6666
	95%
	FJ442859.2

	
	Uncultured Sphingomonadaceae bacterium clone Plot29-2F10
	95%
	EU202874.1

	D
	Uncultured Sphingomonas sp. clone PSB011.C21_F11
	98%
	GU300384.1

	
	Uncultured bacterium clone p04_C02
	98%
	FJ719069.1

	E
	Sphingomonas sp. enrichment culture clone 8.4
	99%
	FJ828934.1

	
	Uncultured Sphingomonas sp. clone 4312F
	99%
	AY571830.1

	F
	Sphingomonas sp. YT0136
	99%
	AB362778.1

	
	Uncultured bacterium clone 16slp106-1g02.p1k  
	99%
	GQ156829.1


3 结  论
1）自行设计了Sphingomonas属-特异性引物732f-982r，其PCR扩增条件为：94 ℃预变性5 min，94 ℃变性1 min，60 ℃退火45 s，72 ℃延伸1 min，30个循环；最后72 ℃延伸8 min。引物732f-982r的PCR检测限为105 CFU mL-1。
2）DGGE图谱结果表明，当沈抚灌区原位污染土样的PAHs浓度小于5 mg kg-1时，Sphingomonas多样性随着PAHs浓度的增加而增加；而初始PAHs浓度高的实验室模拟土样，其Sphingomonas多样性较低。
3） Sphingomonas群落结构与土壤污染程度有关，污染程度接近的土壤样品，Sphingomonas的群落结构较为相似。
4）DGGE优势条带分析结果显示，所有优势条带与Sphingomonas具有较高的相似性，表明引物732f-982r在石油污染土壤中检测到Sphingomonas菌，该引物可以特异性扩增Sphingomonas。此外，两条优势条带B、E与能够降解PAHs的Sphingomonas具有较高的同源性，为进一步分离具有PAHs降解能力的Sphingomonas及PAHs污染土壤的生物修复提供功能微生物资源。
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Analysis of Sphingomonas genetic diversity in petroleum-contaminated soils by using PCR-DGGE technique
Zhou Lisha 1,2  Li Hui 1  Zhang Ying 1  Wang Yafei 1  Xu Hui 1
(1 Key Laboratory of Terrestrial Ecological Process, Institute of Applied Ecology, Chinese Academy of Sciences, Shenyang  110016, China)
(2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China)
Abstract  Members of Sphingomonas genus played a key role in the biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). However, little was available in the literature about diversity and population structure of genus Sphingomonas in petroleum-contaminated soils, and relationships between Sphingomonas and PAHs based on direct detection Sphingomonas strains with Sphingomonas genus-specific primers. In this paper, total soil DNA from the soil in Shenfu irrigation zone were amplified with newly designed Sphingomonas genus-specific primer set 732f-982r and then these amplified DNA fragments were separated by DGGE for analysis of genetic diversity of Sphingomonas in the soil of the irrigation zone. Results indicate that the newly developed primer set 732f-982r could be used for specific detection of strains belonging to the genus Sphingomonas. When PAHs contamination of the soil is at a low level, i.e. less than 5 mg kg-1, the diversity of Sphingomonas increased with rising PAHs concentration; but when the initial concentration of PAHs in lab incubation experiment is relatively high, the diversity of Sphingomonas decreased. Different concentrations of total petroleum hydrocarbons (TPH) lead to difference in Sphingomonas population, and soils the same in TPH contamination level are similar in Sphingomonas population.
Key words  Petroleum-contaminated soils; Sphingomonas; Genetic diversity; Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE); Total petroleum hydrocarbons (TPH); Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)
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