江汉油田区典型农田土壤烃类降解微生物功能基因bssA的遗传多样性研究
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摘 要  油田区土壤易受烃类物质影响并可能富集了特异的石油烃降解微生物类群。本研究针对江汉油田区5个不同油井口附近的典型旱地农田土壤，采用石油烃（Petroleum hydrocarbons, PHs）中苯系物代谢的关键功能基因-bssA（苯甲基琥珀酸合成酶基因）作为分子标识物，通过克隆文库结合末端限制性片段长度多样性（Terminal-Restriction Fragment length polymorphism，T-RFLP）的方法，研究该油田区土壤含有bssA基因的烃类降解微生物群落结构，并探讨其环境驱动机制。结果表明，土壤中PAHs含量在0.21~2.01  mg kg-1之间，石油烃污染程度较低。T-RFLP的分析表明不同土壤样品中的bssA基因多样性差异明显，PAHs（Polycyclic Aromatic Hydrocarbons，多环芳烃）含量最高土壤中bssA基因多样性最高，其优势bssA基因类群与硫酸盐还原菌或地杆菌有较近的亲缘关系。冗余分析进一步表明，土壤硝态氮、有效磷、PAHs含量均是影响bssA基因多样性的重要因子。这些结果表明：江汉油田区典型农田土壤中含有bssA基因的主要类群为β-变形菌和δ-变形菌，并与地杆菌属（Geobacter）、索氏菌属（Thauera）和固氮菌属（Azoarcus）具有较近的系统发育亲缘关系。这些微生物可能通过硝酸盐、硫酸盐及铁还原代谢过程降解土壤PAHs。
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石油烃（Petroleum hydrocarbons, PHs）污染是油田开发面临的重要问题，特别是油田区域的农田土壤，其污染物微生物修复得到了广泛关注。石油烃是由烷烃、烯烃、芳香烃、杂环芳烃等多组分的复杂分子组成的均质混合物，其中的多环芳烃（Polycyclic Aromatic Hydrocarbons，PAHs）和苯系物（苯、甲苯、乙苯、二甲苯等）备受关注，是土壤中常见的有机污染物[1-3]，不仅严重危害土壤环境质量，也会直接或间接危害人类健康[4-5]。因此，土壤中PAHs和苯系物降解微生物一直是学术界关注的热点[6-7]。一般认为，在纯培养体系有氧条件下PAHs及苯系物的微生物降解更易发生，但在复杂土壤和沉积物等自然环境中，石油烃大多闭蓄于微孔介质等厌氧或微氧生境，厌氧微生物降解可能发挥了重要的作用[3,8]。例如，在苯系物、烃类及萘等低分子量PAHs的厌氧降解过程中，由甘氨酰自由基合成酶所催化的延胡索酸加入途径起着十分重要的纽带作用[9]。该途径最早发现于β-变形菌厌氧降解甲苯的过程中，该过程中的关键环节是由苯甲基琥珀酸合成酶（Benzylsuccinate synthase, BSS）基因所编码的BBS催化延胡索酸加入到甲苯[10]，形成的（R）-苯甲基琥珀酸酯[11-13]可经随后的一系列反应最终转化为关键中间代谢物苯甲酰-CoA[9]。随后的研究表明，该反应普遍存在于苯系物，烷烃及PAHs的厌氧降解过程中。如，硫酸盐还原菌（Sulfate-reducing bacteria, SRB）和硝酸盐还原菌（Nitrate-reducing bacteria, NRB）在厌氧条件下也可以对n-烷烃进行类似于甲苯添加延胡索酸的活化降解，该过程由烷基琥珀酸合成酶（ASS）催化完成[14-15]，而SRB则是通过萘基-2-甲基-琥珀酸合成酶（NMS）催化延胡索酸加入2-甲基萘 [16-17]，来完成厌氧代谢2-甲基萘的第一步反应。因此，近年来，编码BSS，ASS及NMS的关键功能基因（bssA；assA；nmsA）被尝试作为分子标识物，研究环境中苯系物等PHs类化合物厌氧代谢的微生物类群[10,18-19]，表征环境受污染程度及微生物降解的潜在能力。如，Frederick 等[20]以bssA、nmsA和assA作为特异性标识物，研究了一些石油烃污染环境（陆地及海洋）中的厌氧PHs降解菌群，并发现了一些与16S rRNA基因分类迥然不同的δ-变形菌和梭菌类群。Alejandro 等[21]比较了bssA、nmsA和assA基因的遗传多样性，研究了原油泄漏区域海水及沉积物中PHs厌氧降解菌的群落结构，发现这些基因的丰度及多样性具有明显的差异，并与受污染的程度密切相关。但已有的研究均表明，与nmsA和assA分子标靶基因相比较，以bssA为代表的编码延胡索酸加入的关键基因具备较强的专一性，是未来研究石油污染环境微生物修复的重要标识物。但目前相关的bssA基因研究多见于海洋石油污染环境，油田区土壤中可能富集了大量的石油烃类降解微生物[7, 22]，研究其中的关键功能基因多样性对污染环境生物修复具有重要意义。
油田区域的土壤有受原油污染的风险，而土壤中极可能存在着厌氧/微氧环境[23]。据此，本研究针对具有50年油气开发历史的江汉油田区，在方圆约20平方公里的范围内，选择了5个不同油井附近的典型旱地农田土壤，以bssA基因为分子标识物，通过克隆文库结合T-RFLP的方法研究了油田区典型农田土壤中苯系物厌氧降解微生物的群落结构，初步探讨了其群落结构与环境因子之间的关系，为进一步深入研究PHs类有机污染物的土壤厌氧代谢的微生物机理提供了一定的理论依据。

1 材料与方法
1.1 土壤样品采集
江汉油田位于湖北省潜江市境内，该油田已有50多年的油气开发历史，是新中国最早开发的油气田之一。本研究的土壤样品采集于2014年7月。在江汉油田区域共选择5个不同的油井，编号为JH-1至JH-5，每个油井口30～40 m半径范围内，采集农田0～20 cm表层新鲜土壤（潮土，粘壤）。在每个采样点中心周围30 m2的范围内，随机选择9个点，进行多点混合采样并初步剔除石块和杂物，以完成单个土样的采集，且各样点内均按上述方法采集3个重复的土壤样品。具体采样点的地理信息如下表1所示。采集好的样品装于自封袋后，置于放有冰袋的箱子中运回实验室。随后，过2 mm筛后分装，部分放于4 ℃用于基本性质测定，部分置于-20 ℃冰箱用于DNA的提取。
1.2 土壤性质及PAHs含量测定
    土壤pH采用2.5:1的水土比，用"PHS-3C型"pH仪测定。土壤总有机质、有效磷、铵态氮和硝态氮的测定参照《土壤农化分析方法》[24]进行，分别使用重铬酸钾氧化还原滴定法（K2Cr2O7–H2SO4法）、钼锑抗比色法、靛酚蓝分光光度法和萘乙二胺分光光度法测定。
土壤中PAHs含量的测定采用经典的索氏提取法[25]。具体步骤如下：称取10 g经冷冻干燥的土壤样品、10 g无水硫酸钠及少量铜粉置于同一烧杯中混匀，无损移入滤纸桶，加入150 ml丙酮–正己烷（1:1）混合液浸泡土壤样品12 h，将滤纸桶装入索氏提取器中75 ℃提取6 h；提取液于-46 Kpa，45 ℃下旋转蒸发浓缩至1～2 ml，然后用硅胶层析柱（1 cm无水硫酸钠，6 cm活化硅胶和3 cm氧化铝）净化；以15 ml色谱级正己烷预洗后，用70 ml二氯甲烷和正己烷的混合液（3:7，V/V）洗脱；收集洗脱液，洗脱液旋转蒸发至1～2 ml，再加入25 ml甲醇进行溶剂置换，再旋转蒸发浓缩并用甲醇定容至1 ml；最后用高效液相色谱仪（HITACHI L-7100，日本）测定各样品中PAHs含量。
1.3 土壤DNA提取
土壤DNA提取：使用PowerSoil® DNA Isolation Kit（MO BIO，美国）试剂盒提取土壤DNA。称取0.5 g土壤样品，具体操作步骤按说明书进行。提取到的总DNA，用1%的琼脂糖凝胶电泳检测提取的DNA产物，并用DU 800 spectrophotometer（Beckman Coulter Inc，美国）测定其浓度，最后置于-20 ℃保存备用。
1.4 克隆文库构建及T-RFLP分析
表1 PCR扩增引物及反应程序
Table 1 Primer sets and PCR procedures 
	目标基因

Target gene
	引物

Primer
	引物序列

Sequence, 5'–3'
	反应程序

Reaction procedure
	参考文献

Reference

	bssA
	7772f
	GACATGACCGACGCSATYCT
	94 ℃3 min；94 ℃30 s，58 ℃30 s，72 ℃1 min，38个循环；72 ℃10 min
	[18]

	
	8546r
	TCGTCGTCRTTGCCCCAYTT
	
	

	nmsA
	7363f
	TCGCCGAGAATTTCGAYTTG
	94 ℃3 min；94 ℃30 s，52 ℃30 s，72 ℃1 min，38个循环；72 ℃10 min
	[20]

	
	8543f
	TCGTCRTTGCCCCAYTTNGG
	
	

	assA
	1294f
	TTSGARTGCATCCGNCACGGN
	94 ℃3 min；94 ℃30 s，58 ℃30 s，72 ℃1 min，38个循环；72 ℃10 min
	[19]

	
	1936r
	TCRTCATTNCCCCAYTTNGG
	
	


为了全面解析所采土壤样品中bssA、nmsA和assA基因的类群，将所有5个土壤样品的bssA、nmsA和assA基因PCR扩增产物分别混合并构建了它们的混合克隆文库，为后续T-RFLP分析中限制性内切酶的选择提供依据，同时也有助于确定T-RFLP分析中所获取的各末端片段所对应的类群。具体步骤如下：分别以5个不同土壤样品的DNA为模板，利用表1中的引物及相应的扩增条件对上述各目标基因进行扩增，聚合酶链式反应主要包括：0.25 µl TaKaRa Ex Taq（5 U µl-1），2.5 µl 10×Ex Taq Buffer，2 µl dNTP Mixture（2.5 m mol-1），前后引物各0.5 µl（10 µm mol-1），2 µl DNA模板，加入灭菌水补足至25 µl反应体系。将不同土壤样品bssA、nmsA及assA基因的PCR产物分别混合，混合后的PCR产物用Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System（Promega，美国）进行纯化，纯化后的PCR产物与pGEM-T Easy Vector（Promega，美国）连接，之后转入Escherichia coli JM109（TakaRa，日本)感受态细胞，通过蓝白斑筛选，各自随机挑选阳性克隆子送上海生物工程有限公司进行测序，从而完成各目的基因混合克隆文库的构建。
使用DNAMAN（Version 6.0.3.48，Lynnon Biosoft，美国）对所得序列进行同源性分析，相似度˃95%的序列归入同一分类操作单元（Operational Taxonomic Unit, OTU），每个OTU选择一条具有代表性的序列，采用邻位相邻法（Neighbor-Joining），用MEGA（version 6.0)软件构建系统发育树。之后，使用DNAMAN软件对各OTU的代表性序列进行酶切位点分析，结果表明限制性内切酶Alu I（Takara，日本）能够较好地对bssA基因克隆文库中优势的OTU进行分型，可作为后续T-RFLP分析中的限制性内切酶。本研究所获得的序列已提交至GenBank并获取了相应的序列号（KX148522–KX148545）。据此，进一步分别以各土壤样品的DNA为模板，用前引物5'端带FAM标记的引物对（7772f/8546r）对bssA基因进行PCR扩增。获得的PCR产物纯化后，用Alu I在37 ℃酶切4 h，酶切产物用醋酸钠和冰乙醇纯化[26]，随后用核酸测序仪ABI PRISM3700（Applied Biosystems，美国）进行基因扫描，用GeneMapper（Applied Biosystems，美国）软件对T-RFLP图谱进行分析。
1.5 数据处理
所有数据采用SPSS 17.0进行处理分析，样品之间的平均值差异采用One–Way ANOVA单因素方差分析，p < 0.05表示差异显著。用CANOCO（4.5）中的冗余分析（Redundancy analysis, RDA）对bssA基因多样性与环境因子之间的关系进行分析。
2 结 果

2.1 土壤PAHs含量及理化性质
土壤PAHs含量及基本性质见表2。各土壤样品PAHs含量具有明显差别，其中JH-5（2.01  mg kg-1）和JH-1（1.23  mg kg-1）的含量较高，其余各样品均低于1  mg kg-1。供试土壤均呈碱性，且各样品pH之间的差异性不显著。不同土壤样品的有机质含量差异性显著（P<0.05），其中样品JH-5和JH-2的有机质含量较高，分别为40.2 g kg-1和38.3 g kg-1，而JH-9的有机质含量最低，仅为11.3 g kg-1。有效磷含量最高的样品是JH-5（25.4 mg kg-1），其次是JH-3（15.9 mg kg-1）和JH-4（11.5 mg kg-1），其余各样品的有效磷含量均低于10 mg kg-1。各土壤样品的铵态氮含量差异不明显，均在4.10～4.30  mg kg-1之间。硝态氮含量最高的是JH-5（31.1  mg kg-1），其次是JH-3和JH-4，其余样品均低于5 mg kg-1。
表2 样点地理信息及土壤基本性质

Table 2 Geographic location and basic properties of the soil samples
	样品编号
Sample code
	地理位置Location
	PAHs
（mg kg-1）
	土壤基本性质Soil basic properties (mg kg-1)

	
	纬度（N）
	经度（E）
	
	pH（H2O）
	有机质OM
	有效磷AP
	铵氮NH4+-N
	硝氮NO3--N

	JH-1
	30°45′
	112°74′
	1.23±0.01b
	8.88±0.08a
	11.3 ±0.16e
	5.25±0.31e
	4.17±0.05abc
	2.57 ±0.19e

	JH-2
	30°45′
	112°74′
	0.21±0.01e
	8.75±0.12a
	38.3 ±0.83b
	8.83±0.22d
	4.26 ±0.04ab
	3.60 ±0.14de

	JH-3
	30°47′
	112°77′
	0.80±0.01c
	8.18±0.01a
	24.7 ±0.44d
	15.9±1.01b
	4.16 ±0.01bc
	22.1 ±1.30b

	JH-4
	30°47′
	112°77′
	0.63±0.05d
	8.56±0.03a
	30.3 ±0.36c
	11.5±0.28c
	4.12 ±0.03cd
	10.9 ±0.49c

	JH-5
	30°47′
	112°77′
	2.01±0.03a
	8.22±0.09a
	40.2 ±1.30a
	25.4 ±0.22a
	4.15±0.11bcd
	31.1±1.60a


注：表中数值为三个平行处理的平均值±标注差，同一列不同小写字母表示不同样品间的显著性差异（p<0.05），OC和AP分别代表有效磷和有机质。Note: Data in the table are means ± standard deviations of three replicates. The different lower case letters in the same column indicate significant differences between samples (p<0.05). OC and AP stands for organic matter and available phosphorus, respectively. 
2.2 混合克隆文库及序列分析
对bssA、nmsA和assA克隆测序结果进行比对分析，结果表明只成功扩增到土壤样品中的bssA基因。从bssA混合克隆文库中随机挑选220个阳性克隆子测序，并在GenBank中进行Blast比对，共得到95条有效的bssA序列。在95%的相似水平下，可分为24个OTUs。各OTU代表性序列经Alu I酶切后的末端限制性片段（terminal-restriction fragment ，T-RF）长度及其所含序列占克隆文库总序列数的百分比如下表3所示。可见，其序列数占克隆文库总序列数的比例超过10%的优势OTUs为OTU-3（10.5%）、5（11.55%）、6（17.85%）和23（13.65%）。从表中还可看出，限制性内切酶Alu I能够较好地将这些优势OTUs进行分型，适于后续的T-RFLP分析。 
表3 克隆文库中的OTUs及Alu I酶切的末端片段 
Table 3 OTUs in the bssA clone library and Alu I-digested TRFs 
	OTUs
	各末端片段在OTUs中的比例Ratio of terminal fragments in the OTUs (%)

	
	89bp
	125bp
	175bp
	334bp
	388bp
	409bp
	433bp
	436bp
	571bp
	670bp

	OTU-1
	　
	
	
	
	
	2.1
	
	
	
	

	OTU-2
	1.05
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	OTU-3
	
	
	
	
	
	
	
	
	10.05
	

	OTU-4
	
	
	
	
	7.35
	
	
	
	
	

	OTU-5
	
	
	
	
	11.6
	
	
	
	
	

	OTU-6
	
	
	
	
	
	17.9
	
	
	
	

	OTU-7
	4.2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	OTU-8
	
	
	
	
	
	
	
	1.05
	
	

	OTU-9
	
	
	
	4.2
	
	
	
	
	
	

	OTU-10
	
	
	
	
	
	
	
	1.05
	
	

	OTU-11
	
	
	
	
	
	
	
	
	2.1
	

	OTU-12
	
	
	
	
	
	
	
	3.15
	
	

	OTU-13
	
	
	
	
	1.05
	
	
	
	
	

	OTU-14
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	3.15

	OTU-15
	
	3.15
	
	
	
	
	
	
	
	

	OTU-16
	
	
	
	
	1.05
	
	
	
	
	

	OTU-17
	
	
	2.1
	
	
	
	
	
	
	

	OTU-18
	
	
	
	
	
	1.05
	
	
	
	

	OTU-19
	
	
	
	
	
	
	
	3.15
	
	

	OTU-20
	
	
	
	
	1.05
	
	
	
	
	

	OTU-21
	1.05
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	OTU-22
	
	
	
	
	
	
	
	
	2.1
	

	OTU-23
	
	
	
	
	
	
	13.7
	
	
	

	OTU-24
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	1.05
	　
	　


从每个OTU中选择一条代表性的序列来构建bssA基因的系统发育树（图1）。从图1可知，该油田区典型农田土壤bssA基因可分为4个不同的簇（Clusters1-4）。其中，Cluster1含有8个OTUs，且包括占优势的OTU-3（571bp T-RF）和OTU-6（409bp T-RF），它们与β-变形菌有较近的亲缘关系。而Cluster2和Cluster4中各含有2个和4个OTUs，其所含序列数分别占克隆文库总序列数的4.2%和11.2%。其余的10个OTUs 均属于Cluster3，包含占据优势的OTU-5（388bp T-RF）和OTU-23（433bp T-RF）。此外，Cluster2、 Cluster3和 Cluster4均与δ-变形菌的亲缘关系较近。通过对bssA基因混合克隆文库的构建及相应的系统发育分析，可为后续T-RFLP中确认不同长度末端限制性片段（T-RFs）所代表的具体bssA类群提供依据。
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注：◆代表本研究所得到的bssA序列，序列信息包括酶切片段（T-RFs）长度和其在Genbank中的序列号。标尺长度代表10%的碱基变化比例。Note: ◆ denotes bssA sequence obtained in this study. The sequence information includes lengths s and serial numbers of T-RF in the Genbank. The length n the scale represents 10%  of base change (nucleotide positions)
图1 基于bssA克隆文库构建的N-J(Neighbor-joining)系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree based on bssA clone library 
2.3 土壤bssA基因的T-RFLP结果分析
各样品bssA基因的T-RFs组成如图2a所示。由图可知，样品JH-1和JH-2中bssA的群落组成较为相似，均含有3种T-RFs类群（96、154、409和433bp），且409bp和433bp的T-RFs是它们共有的优势类群。结合2.2的结果可知，409bp T-RF可能属于OTU-1、OTU-6或OTU-18，在系统发育树中位于Cluster1，与β-变形菌门的红环菌科（Rhodocyclaceae）下的索氏菌属（Thauera）和固氮弓菌属（Azoarcus）有较近的亲缘关系。而433bp的T-RFs则属于OTU-23，位于Cluster3与δ-变形菌门的地杆菌科（Geobacteraceae）的地杆菌属（Geobacter）有较近的亲缘关系。样品JH-3中只检测到一个252bp（不确定类群）独特的bssA类群。样品JH-4中的bssA由89bp（Cluster2或4），175bp（Cluster3），205bp（不确定类群）和295bp（不确定类群），共4种T-RFs所组成。 
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注：图中误差棒代表标准偏差（n=3），OC和AP分别代表有效磷和有机质。 Note: The error bars in the figure represent standard deviations (n=3). OC and AP stands for organic matter and available phosphorus, respectively.
图2 土壤样品中bssA群落结构的组成（a）及基于bssA基因T-RFLP剖面与土壤性质的RDA分析(b)
Fig. 2 Structural composition of the bssA community in the soil samples (a) and RDA analysis based on T-RFLP of bssA and soil properties (b)
而在PAHs含量最高的JH-5中，含有的T-RFs类群最多，即89bp（Cluster4），96bp（不确定类群），175bp (Cluster3)，205bp（不确定类群），295bp（不确定类群），388bp（Cluster2或3），409bp（Cluster1）及433bp（Cluster3），共8种T-RFs。其中388bp T-RF（Cluster2或3，硫酸盐还原菌或地杆菌）的类群是其特异性类群。值得注意的是，在PAHs含量较高的JH-1和JH-5中，尽管bssA基因的组成差异明显，但是组成JH-1中3种bssA类群（96，409和433bp）均出现在后者中，且96bp（不确定类群）是它们所独有的T-RFs。由此可见，96bp及388bp 的bssA类群可能受到土壤PAHs的富集。将土壤基本性质及T-RFLP图谱（去除过于单一的JH-3）分别作为环境变量和物种变量，对土壤环境因子与bssA群落结构进行冗余分析的结果（图2b）表明，四个样品的bssA基因群落组成差异明显，均不在一个象限。此外，除有效磷、硝态氮、氨氮等因子外，土壤PAHs含量也是影响bssA群落组成的关键因子之一，且96bp（不确定类群）和388bp（硫酸盐还原菌或地杆菌）T-RFs所代表的bssA类群与PAHs含量呈正相关。

3 讨 论
本研究中，土壤样品的PAHs含量范围为0.21〜2.01 mg kg-1，低于中华人民共和国环境保护部2008年颁布的《土壤环境质量标准》修订版（征求意见稿）中拟定的农业用地土壤16种优先控制PAHs总含量的筛选值（4.90〜10.1 mg kg-1）[27]。据报道，长江上游重庆金佛山土壤16种优先控制PAHs的含量范围为0.24〜2.12 mg kg-1 [28]。而对位于长江下游长江三角洲的苏州市土壤PAHs含量的调查表明，该区域土壤总PAHs含量范围为0.045〜3.70 mg kg-1 [29]。由此可见，本研究各样点土壤中PAHs含量均在上述调查结果的范围之内，虽源于油井口附近，却未遭受严重的污染。同时检测到了苯系物厌氧代谢的关键基因-bssA，表明这些农田土壤具有降解石油烃污染物的遗传基础。克隆文库的结果表明，该油田区土壤bssA类群主要为β-变形菌（Cluster1）和δ-变形菌（Cluster2、 Cluster3和 Cluster4），它们所含序列数分别占克隆文库总序列数的42.6%和57.4%。已有的研究表明，变形菌门是多数PHs污染土壤中的优势bssA类群[20-21]，这与本研究的结论一致。其中，β-变形菌门的一些反硝化细菌可以芳香烃为唯一碳源进行生长[30-31]。而δ-变形菌中的一些硫酸盐还原菌、铁还原菌等也具备厌氧代谢芳香烃的能力[32]。从属的水平来看，江汉油田区土壤中β-变形菌的bssA类群与索氏菌属（Thauera）和固氮弓菌属（Azoarcus）有较近的亲缘关系，它们均具备在反硝化条件下厌氧代谢芳香烃化合物的能力[33]。而该区域土壤中δ-变形菌的bssA类群则与硫酸盐还原菌TRM1（sulfate-reducing bacterium TRM1）及地杆菌属（Geobacter）有较近的亲缘关系，上述两种菌常见于PHs污染土壤中，它们分别能够以硫酸根及铁离子为电子受体在厌氧条件下降解芳香烃化合物[34]。如，Winderl等[18]报道，德国慕尼黑煤气厂附近的水体沉积物中的主要bssA类群为地杆菌属。孙为民等[22]则在分别添加了硝酸盐和硫酸盐的甲苯污染土壤中，分别检测到索氏菌DNT-1（Thauera sp. DNT-1）和硫酸盐还原菌PRTOL1（sulfate-reducing bacterium PRTOL1）。此外，据报道，δ-变形菌N47和NaphS2均含有nmsA基因[17, 20]，而脱硫肠杆菌属（Desulfotomaculum）的一些菌株则含有assA基因[19]。本研究中含有bssA基因的类群，目前还没有发现它们同时含有nmsA或assA基因，这可能是后两种基因不能成功从该区域土壤中成功扩增的原因。
本研究中T-RFLP的结果（图2a）表明，该油田区域不同样点土壤样品中的bssA微生物群落结构差异明显。其中，在PAHs含量最高JH-5中，具有最多的bssA基因类群，且388bp（Cluster2或3，硫酸盐还原菌或地杆菌）是其特异性的优势T-RFs，这可能表明较高含量的PHs有机污染物对土壤中硫酸盐还原菌或铁还原菌具有一定富集作用。Alejandro等[21]也发现，海洋沉积物中受原油污染程度越大、时间越久，bssA基因的多样性越高。结合上述分析可知，硫酸盐还原或铁还原条件可能是重度PHs污染土壤中污染物去除的重要厌氧代谢途径[31]。在PAHs含量仅次于JH-5的JH-1中，虽然只检测到3种bssA类群，但它们均出现在JH-5的bssA类群中，且96bp（不确定类群）的bssA类群只出现在它们中，这可能体现出PHs类污染物对土壤bssA类群的选择性。此外，在PAHs含量较低的样品中也出现了上述优势bssA类群，如409bp和433bp 也是JH-2的优势bssA类群，而JH-4的bssA类群多于JH-1，且其bssA类群均出现在JH-5中。可能原因有以下两点，首先，所有的土壤样品均采自同一区域，且类型相同，因此其土著微生物群落结构（包含bssA类群）也应该具有一定的同源性。其次，除了PAHs外，土壤的其它理化性质，如NO3-、NH4+、有效磷等也会对微生物的群落结构产生影响[35]。JH-3中只检测到一个bssA类群，这可能是由于某些未知的土壤环境因子或人为干扰所导致。随后的RDA分析（图2b）进一步表明，除能够作为微生物生长所必须的铵态氮、硝态氮及有效磷外，土壤PAHs含量也是影响bssA群落结构的重要环境因子。与T-RFLP结果一致的是，96bp（不确定类群）和388bp（硫酸盐还原菌或地杆菌）T-RFs所代表的bssA类群与土壤PAHs含量呈正相关，表明PHs污染可能对它们有较强的富集作用。综上所述，江汉油田区域土壤含有PHs类污染物厌氧降解的遗传基础，可能通过不同的细菌在多种代谢途径下进行，如以硝酸盐为电子受体的反硝化作用，以硫酸盐为电子受体的硫酸盐还原作用及以铁离子为电子受体的铁还原作用等。同时，土壤环境条件及受污染程度均可能影响bssA类群及其对PHs的降解效率。
4 结 论
本研究以典型PHs类污染物-苯系物厌氧代谢的功能基因bssA作为标识，通过克隆文库结合T-RFLP的方法，研究了典型油田区域土壤PHs降解微生物的遗传多样性。该油田区主要的bssA类群为β-变形菌和δ-变形菌，包括索氏菌属（Thauera）、固氮弓菌属（Azoarcus）、硫酸盐还原菌以及地杆菌属（Geobacter），已知的这些微生物具有硝酸盐还原、硫酸盐还原及铁还原代谢能力，可能是江汉油田区土壤厌氧微域中PHs降解的主要微生物类群。土壤氮、磷及PHAs含量均是影响bssA基因遗传多样性的关键因子，较高含量的PAHs可能对含有bssA基因的硫酸盐还原菌及地杆菌属的微生物具有一定的富集作用。
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Genetic Diversity of Hydrocarbons Degrading Microbial Functional Gene (bssA) in the Farmland Soil Typical of Jianghan Oilfield 
ZUO Xiaohu  WANG Mingxia  YAO Yanhong  LI Zhenlun  ZHOU Zhifeng
(College of Resources and Environment, Southwest University, Chongqing 400716, China)
Abstract Farmland soils in oil fields are liable to get polluted with petroleum hydrocarbons (PHs), which consequently leads to enrichment of some special PHs degrading microbial groups in the soils. In this study, soil samples were collected from typical farmland fields near five different oil wells in the Jianghan Oilfield located in Qianjiang City, Hubei Province for analysis of PHs degrading microbial groups, using bssA (benzylsuccinate synthase gene), a functional gene key to anaerobic benzenes degradation as biomarker, and community structure of the PHs degrading microbial groups was determined with T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment length polymorphism) and clone library. On such a basis, environmental factors affecting community composition of the soil bssA were discussed. Results show that the content of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in the soil varied in the range of 0.21~2.01 mg kg-1, which indicates that the soil in this region was not seriously contaminated with PHs. Meanwhile, the T-RFLP analysis indicates that bssA diversity varied significantly from soil sample to soil sample in this oilfield, being the highest in the soil sample the highest in PAHs (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) content, and its dominant group was in a fairly close kinship with sulfate-reducing bacterium or Geobacter. Furthermore, RDA (Redundancy analysis) reveals that the contents of soil available nitrogen, phosphorus and PAHs were all main factors affecting soil bssA diversity. To sum up, all the findings indicate that the bssA-bearing microbial groups in the soil of this oilfield are Beta-proteobacteria and Deta-proteobacteria, and in close kinships with Thauera, Azoarcus and Geobacter in phylogenesis. All these microbes might degrade PAHs through reducing metabolic processes of nitrate, sulfate, and iron. 

Key Words soil; anaerobic degradation; benzylsuccinate synthase gene (bssA); community structure 
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