
微生物学通报                                              APR 20, 2009, 36(4): 563~568       
Microbiology                                         © 2009 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：国家 973计划项目(No. 2004CB418505); 国家自然科学基金项目(No. 30670391) 
* 通讯作者：Tel: 86-24-83970370; : yzhang@iae.ac.cn 
收稿日期：2008-10-07; 接受日期：2009-02-06 

研究报告

三氯乙烯降解菌 FT17 的分离、鉴定 
及其降解特性研究 

王新新1,2  张  颖1*  李  慧1  王元芬1,2

(1. 中国科学院沈阳应用生态研究所陆地生态过程重点实验室  辽宁 沈阳  110016) 
(2. 中国科学院研究生院  北京  100049) 

 
 

摘   要: 采用水-硅油双相系统 , 从辽河流域浑河沈阳段底泥中筛选得到一株三氯乙烯降解菌

FT17。综合形态特征、生理生化特征、16S rRNA Blast 分析和系统发育分析结果, 将该菌株鉴定

为 Sporosarcina ginsengisoli。菌株 FT17 最适生长温度为 34°C, 最适生长 pH 为 7.8。苯酚作为共

代谢基质可以促进该菌株对三氯乙烯的降解。该菌株的三氯乙烯降解酶在胞内和胞外均存在。采

用两种质粒提取方法对该菌株进行质粒检测, 结果均没有发现质粒条带, 推测该菌株的三氯乙烯

降解基因位于染色体上。 
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Isolation, Identification and Characteristics of a Trichloro-
ethylene Degrading Bacterium FT17 
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Chinese Academy of Sciences, Shenyang, Liaoning 110016, China) 
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Abstract: The bacterium FT17, capable of degrading trichloroethylene, was isolated from trichloroethylene 
contaminated sediments from the Liaohe River using the water-silicon oil biphasic system. Biochemical, 
physiological characteristics and phylogenetic study based on the 16S rRNA gene sequences all indicated 
that strain FT17 should be placed in the Sporosarcina ginsengisoli. The experiment of single factor optimi-
zation about the growth of strain FT17 was carried out, and the results showed that the optimum temperature 
was 34.0°C and the optimum pH value was 7.8. The degradation ratio of trichloroethylene could be en-
hanced at the present of 100 mg/L phenol. Intracellular and extracellular degrading enzymes were both im-
portant to the degradation of trichloroethylene. Two methods were applied to extract plasmids from strain 
FT17, yet none of plasmids were detected. So it was presumed that the degrading gene may locate on the 
chromosomes instead of on the plasmids. 
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三氯乙烯(Trichloroethylene)是一种重要的化工
原料, 可用作脱脂剂、金属清洁剂、洗涤剂等, 在机
械、电子、医药、印刷、纺织等工业上应用极为广

泛。随着现代工业的迅速发展, 三氯乙烯对环境造
成了严重污染, 严重影响生态平衡和人类健康, 如
何消除三氯乙烯污染成为各国政府和研究人员关心

的重点[1]。近些年来, 三氯乙烯的微生物降解倍受研
究者关注。目前分离到的能够降解三氯乙烯的微生

物 主 要 有 Alcaligenes[2] 、 Acinetobacter[3] 、

Burkholderia[4] 、 Janibacter[5] 、 Methylocystis[6] 、

Nitrosomonas[7]、Pseudomonas[8]、Rhodococcus[9]、

Xanthobacter[10]等。然而, 国内对微生物降解三氯乙
烯的研究并不深入, 三氯乙烯降解菌方面的研究更
为罕见。为此, 本研究从辽河底泥中筛选出一株三
氯乙烯降解菌, 初步研究了其降解特性和培养特征, 
并对其降解酶进行了初步探索, 以期为三氯乙烯污
染的微生物修复提供理论依据和实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
底泥样品于 2006 年 10 月采自辽河流域浑河沈

阳段, 底泥样品的采集、保存和处理按照《水和废
水监测分析方法(第三版)》执行。 

无机盐培养基(/L)：K2HPO4 1 g, KH2PO4 1 g, NaCl 
0.5 g, NH4Cl 1 g, MgSO4·7H2O 0.2 g, CaCl2 15 mg, 
FeSO4·7H2O 2 mg, CuSO4·5H2O 0.4 mg, KI 1 mg, 
MnSO4·H2O 4 mg, H3BO3 5 mg, CoCl2·6H2O 1 mg, 
Na2MoO4·2H2O 2 mg, NiCl2·6H2O 2 mg, pH 7.0±0.2。 

1.2  菌株的富集筛选 
采用 250 mL 培养瓶, 加入 200 g 底泥样品和 

50 mL灭菌蒸馏水, 模拟底泥自然环境。加入三氯乙
烯, 不断提高浓度至 5000 mg/L, 120 r/min摇床 25°C
恒温富集培养 90 d。在 150 mL三角瓶中分别加入 80 
mL无机盐培养基和 20 mL硅油[11], 添加三氯乙烯使
其终浓度为 500 mg/L, 加入 2 g上述经富集培养的
底泥, 150 r/min摇床 25°C恒温培养。每隔 7 d取 5 mL
培养液转入另一装有同样液体的 150 mL三角瓶中。
重复转接 4次后在含有 100 mg/L三氯乙烯的无机盐
培养基平板上反复划线分离单菌落。 

1.3  菌株的鉴定 
将菌株接种于牛肉膏蛋白胨培养基, 观察菌落

形态 ; 在透射电子显微镜下观察对数期细胞形态 ; 

根据文献报道进行 16项生理生化特征鉴定[12]。 
菌株总 D N A 的提取：取 2  m L 培养物 ,  

8000 r/min离心 2 min, 弃上清, 沉淀加入 TE缓冲液
567 μL, 混匀。加入 10% SDS 30 μL 和蛋白酶 K 
(20 mg/mL) 3 μL, 混匀, 37°C温育 1 h。加入 NaCl 
(5 mol/L) 100 μL, 再加入 CTAB/NaCl溶液 80 μL, 
混匀, 65°C温育 10 min。加入等体积的氯仿/异戊醇, 
混匀, 8000 r/min离心 5 min, 小心吸取上清至新管
中。加入 0.6 倍体积的异丙醇, 轻轻混匀, 4°C静置 
2 h。12000 r/min离心 10 min, 弃上清, 沉淀用 70%
冷乙醇洗涤, 室温干燥, 溶于 100 μL 的 TE 缓冲 
液中。TaKaRa Agarose Gel DNA Purification试剂盒
纯化。 

选用细菌通用引物扩增菌株 16S rRNA。引物
27f为：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′, 引物
1492r为：5′-TACCTTGTTACGACTT-3′, 分别对应E. 
coli 16S rRNA的 8~27和 1492~1507碱基。PCR反应
体系 50 μL：10×PCR Reaction Buffer 5 μL 、dNTP 
Mixture (10 mmol/L) 4 μL、引物 27f (20 pmol/L) 1 μL, 
引物 1492r (20 pmol/L) 1 μL、模板DNA 1 μL、Taq 
DNA聚合酶(5 U/μL) 0.25 μL、ddH2O 37.75 μL。PCR
扩 增 程 序 如 下 ： 9 4 ° C  5  m i n ;  9 4 ° C 
l min, 65°C l min, 72°C 2 min, 35 个循环; 72°C  
8 min。纯化后送至上海生工测序。序列信息输入
NCBI数据库进行 Blast分析。采用 MAGE 4.0软件 
包以 Neighbor-joining法构建进化树, 进行系统发育
分析。  

1.4  菌株的培养特征 
以 1%的接种量将菌株接入牛肉膏蛋白胨液体

培养基, 分别做pH值、温度对菌株生长的单因子影

响实验。通过测定 600 nm处的吸光值(OD600)来判断

菌体的生长情况。 

1.5  菌株降解性能测定 
采用 100 mL培养瓶, 加入 50 mL无机盐培养基, 

三氯乙烯初始浓度为 2.7 mg/L。取 5 mL 菌液 ,  

4500 r/min离心 10 min, 收集菌体, 洗涤, 1 mL无菌

水重悬菌体沉淀, 接入培养瓶, 密封瓶口, 150 r/min

摇床 37°C恒温培养。参考刘文君等[13]的报道, 测定

剩余三氯乙烯的浓度, 由此计算降解率。此外选用

100 mg/L苯酚作为共代谢基质, 考察菌株共代谢降

解三氯乙烯的去除效果。 
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1.6  降解酶的定位 
离心收集培养 6 h后的无机盐培养基中的菌体, 

取上清液备用。磷酸盐缓冲液洗涤菌体沉淀, 59 KHz
超声 5 min破碎细胞(破碎 10 s, 停顿 10 s, 循环 30
次)。10000 r/min离心 5 min, 0.22 μm细菌滤膜过滤, 
分别收集无细胞粗酶液和细胞碎片。在含有 
2.7 mg/L三氯乙烯的无机盐培养基中分别加入上述
上清液、无细胞粗酶液和细胞碎片, 以无菌水作对
照, 培养 12 h, 测定三氯乙烯降解率。 

1.7  质粒 DNA 的提取 
参照文献[14], 分别采用碱裂解法和煮沸裂解

法提取细菌质粒。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株的鉴定 
经过富集驯化和分离培养获得了一株三氯乙烯

降解菌, 将其编号命名为FT17。牛肉膏蛋白胨培养

基上培养 24 h观察菌落特征, 菌落较小, 圆形, 颜

色均匀, 呈乳白色, 半透明有光泽, 湿润粘稠。对数

期菌株经透射电镜(Hitachi H-600, Japan)观察, 细胞

呈杆状, (1.8~2.7) μm× (0.43~0.57) μm (图 1)。对菌株

FT17进行革兰氏染色、显微观察以及生理生化鉴定, 

结果见表 1。对照《Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology》[15]和《常见细菌系统鉴定手册》[12], 菌

株FT17 与芽孢杆菌比较相似, 初步确定菌株FT17

属于芽孢杆菌目。 

提取菌株 FT17的总 DNA, PCR扩增 16S rRNA, 

测序结果输入 NCBI, 经 Blast分析, 结果见表 2。与 

 

 
 
图 1  菌株 FT17 在透射电镜(×14000)下的形态 
Fig. 1  The cellular morphology of FT17 strain under 
transmission electron microscope (×14000) 

表 1  三氯乙烯降解菌 FT17 的生理生化特征 
Table 1  Biochemical and physiological characteristics 

of the trichloroethylene degrading bacterium FT17 

特征 Characters 结果 Results 

形状 Shape 杆状 

革兰氏染色 Gram stain + 

淀粉水解 Starch hydrolysis − 

V.P实验 V-P test − 

柠檬酸盐 Citrate + 

甲基红试验 Methyl red test − 

接触酶 Catalase + 

明胶水解 Gelatin hydrolysis − 

产硫化氢实验 H2S production test + 

硝酸盐还原酶 Nitrate reductase + 

厌氧生长 Anaerobic growth −(±) 

产氨试验 NH3 production test + 

吲哚试验 Indole production test − 

石蕊牛乳 Litmus milk 还原 

碳源利用 Carbon utilization  

葡萄糖 Glucose −(±) 

蔗糖 Sucrose − 

甘露醇 Mannitol −(±) 

D-木糖 D-xylose + 

乳糖 Lactose − 

麦芽糖 Maltose ± 

山梨醇 Sorbitol − 

氮源利用 Nitrogen utilization  

KNO3 − 

(NH4)2SO4 − 

渗透压 Osmotic pressure  

2.5% NaCl + 

5.0% NaCl + 

10% NaCl −(±) 

20% NaCl − 

产酸试验 Acid production test  

葡萄糖 Glucose − 

蔗糖 Sucrose − 

甘露醇 Mannitol − 

注：+: 阳性反应; −: 阴性反应; ±: 微弱阳性反应; −(±): 培养 48 h
后微弱阳性反应. 
Note: +: Positive reaction; −: Negative reaction; ±: Weakly positive; 
−(±): Weakly positive after 48 h. 
 
菌株 FT17 同源性最高的菌株为 Sporosarcina gin-
sengisoli (AB245381), 相似性 99%, 该菌株分离于 
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表 2  菌株 FT17 的 16S rRNA 序列分析 
Table 2  Analysis of 16S rRNA gene of strain FT17 

菌株 
Strain 

序列相关微生物(登录号)
Closed unidentified relative 

(Access No.) 

相似性 
Identity 

登录号 
Access No.

FT17 Sporosarcina ginsengisoli 
(AB245381) 99% EU308121

 
种植人参的农田土壤, 分类上属于芽孢八叠球菌。
Ten LN等[16]报道Sporosarcina ginsengisoli菌株Gsoil 
114呈杆状, 而不是传统的球形; 另外, Sporosarcina

属内细胞呈杆状的还有S. macmurdoensis、S. psy-
chrophila、S. globispora和S. aquimarina[17]。一般认

为当 2个菌株的 16S rRNA同源性大于 97%时, 即可
将 其 归 为 同 一 种 。 用 MAGE 软 件 包 以

Neighbor-joining法 , 根据 16S rRNA序列对菌株
FT17构建系统发育树(图 2)。相对于Sporosarcina属
的其他种, 菌株FT17与其中的S. ginsengisoli的进化
距离最近。综合形态特征、生理生化特征、16S rRNA 
Blast分析和系统发育分析结果, 可将菌株FT17归入
Sporosarcina ginsengisoli。 

 

 
 

图 2  菌株 FT17 基于 16S rRNA 基因序列同源性的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of strain FT17 based on the 16S rRNA gene homology 

 
有关研究表明, Sporosarcina属的某些菌株具有

降解烷烃[18]、噻蒽[19]、石蜡[20]等的能力, 但是对氯
代烃, 尤其是三氯乙烯降解能力的研究未见报道。
本研究首次证实了该属细菌可以降解三氯乙烯, 为
进一步利用该属细菌消除三氯乙烯污染奠定了工作

基础。 

2.2  菌株的培养特征 
温度对菌株FT17生长速率的影响见图 3。当温

度从 20°C升至 30°C时, 菌株FT17 的生长速率逐渐
提高; 但是当温度继续升高时, 生长速率不断下降。
采用Slidewrite Plus 7.0软件以Lorentzian方程对图 3数
据进行非线性拟合可知, 菌株FT17的最适生长温度
为 34°C(R2=0.933)。pH值对菌株FT17生长速率的影
响见图 4。当pH值从 3升至 7时, 菌株FT17的生长
速率逐渐提高; 但是当pH值继续升高时, 生长速率
不断下降。以Erfc Peak方程对图 4数据进行非线性
拟 合 可 知 , 菌 株 FT17 的 最 适 生 长 pH 为
7.8(R2=0.950)。 

2.3  菌株降解性能 
菌株 FT17在 2.7 mg/L三氯乙烯的无机盐培养基

中培养 48 h, 对三氯乙烯的降解率为 64.9%±2.6%, 

 
 

图 3  温度对菌株 FT17 生长速率的影响 
Fig. 3  Effect of temperature on the growth of strain FT17 
 

 
 

图 4  pH 值对菌株 FT17 生长速率的影响 
Fig. 4  Effect of pH on the growth of strain FT17 
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以 100 mg/L苯酚为共代谢基质时的降解率为 70.1% 
±6.0%。这表明苯酚作为共代谢基质促进了三氯乙烯
的降解。Futamata H等[21]研究表明, 0.2 mmol/L的苯
酚可以显著促进降解菌对三氯乙烯的降解。Lee C等
[22]的研究也表明, 20 mg/L的苯酚可以显著促进三氯
乙烯的降解。 

2.4  降解酶的定位 
分别测定菌株FT17的培养基上清液、无细胞粗

酶液和细胞碎片对三氯乙烯的降解, 结果如图 5 所

示。上清液、粗酶液和细胞碎片的降解率分别为

35.7%、39.1%、19.8%, 均较无菌水对照高, 说明 3

种组分均可降解三氯乙烯。其中上清液和粗酶液的

降解率没有显著差异, 并且均较细胞碎片高, 表明

上清液和粗酶液中含有三氯乙烯降解酶, 这说明三

氯乙烯降解酶在胞内和胞外均存在。尽管细胞碎片

的降解率较无菌水对照高, 但是它在 3 种组分中的

降解率最低 , 因此难以确定细胞碎片的降解能力 , 

有待进一步研究。3种组分的降解率均较菌体低, 可

能有 2种原因造成了这种现象：1) 菌体在培养过程

中不断产生新的降解酶; 2) 这 3种组分单独作用均

不能很好地发挥降解能力, 推测各组分所含的三氯

乙烯降解酶并不相同, 通过协同作用降解三氯乙烯, 

由此构成三氯乙烯代谢网络[23]。 
 

 
 
图 5  菌株 FT17 三氯乙烯降解酶的分布检测 
Fig. 5  Distribution of trichloroethylene-degrading enzyme 
in the strain FT17 
 
2.5  质粒检测 

三氯乙烯降解基因研究的首要任务是确定基因

的位置, 即确定该基因是位于细菌染色体上还是位
于质粒上, 以便通过后续分子生物学操作等手段获
得高效降解菌。一般认为, 自然界中编码降解复杂

有机物的功能基因大多位于质粒上。Saeki H等[9]在

三氯乙烯降解菌Rhodococcus corallinus B-276的质
粒pNC10 上克隆得到烯烃单加氧酶基因, 并证实该
基因对三氯乙烯降解至关重要。Dabrock B等[24]研究

表明Rhodococcus erythropolis BD2降解三氯乙烯酶
的编码基因位于该菌的一个线性质粒上。本研究采

用 2种质粒提取方法对菌株FT17进行质粒检测, 通
过琼脂糖凝胶电泳, 结果没有发现质粒条带, 推测
该菌株的三氯乙烯降解基因位于染色体上, 但是仍
需进一步研究确认。这可能是由于菌株在三氯乙烯

的进化选择压力下, 不断地将质粒上的降解基因片
段整合到自身的染色体上, 使菌株的降解能力不断
完善, 同时也减小了由于质粒的丢失而导致遭受三
氯乙烯毒害的危险。近年来也陆续出现三氯乙烯降

解基因位于染色体上的报道[25,26]。 

3  结论 

从辽河底泥中筛选得到一株三氯乙烯降解菌

FT17, 综合形态特征、生理生化特征、16S rRNA 

Blast 分析和系统发育分析结果, 将菌株 FT17 鉴定

为 Sporosarcina ginsengisoli。采用统计软件拟和所

测数据, 菌株 FT17的最适生长温度为 34°C, 最适生

长 pH为 7.8。100 mg/L苯酚作为共代谢基质可以促

进三氯乙烯的降解。三氯乙烯降解酶在胞内和胞外

均存在。采用两种质粒提取方法对菌株 FT17进行质

粒检测, 均没有发现质粒条带, 推测该菌株的三氯

乙烯降解基因位于染色体上。 
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