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研究报告 

一株不动杆菌降解石油烃的特性及关键烷烃降解基因分析 

杨劼 1  宋东辉*1,2 

1 天津科技大学海洋与环境学院  天津  300457 

2 天津市海洋资源与化学重点实验室  天津  300457 

摘  要：【背景】Acinetobacter sp. Tust-DM21 (GenBank 登录号 KX390866)是本实验室前期从渤海湾

海洋石油勘探船废油收集区采集的水油混合样中分离出的一株高效石油降解菌，其对短、中、长链

烷烃均表现出很强的降解能力，有较好的应用前景。【目的】从应用层面探究其最佳降解条件，同时

从生物信息层面探究其降解基因的作用。【方法】将其在不同温度、pH 下培养 144 h，通过 GC-MS

内标法测定石油烃各组分的变化情况，计算出其最佳降解条件；同时，通过生物信息学手段确定基

因组中的降解基因，每个基因分别选择 7 个同源基因，对它们的蛋白序列进行比较；最后对 2 个降

解基因在 0−144 h 的表达情况进行了 Real-time PCR 分析。【结果】Acinetobacter sp. Tust-DM21 最佳

降解条件为 35 °C、pH 8.5，该条件下对石油降解率可达 97.5%，其中，对长链烷烃降解率达 98.5%，

对环烃为 81%，对芳香烃为 87%；同时，研究发现基因组中含有常见烷烃降解基因 alkB (GenBank

登录号 MH368539)和长链烷烃降解基因 almA (GenBank 登录号 MH357335)，2 个降解基因的蛋白经

比较均与其同源蛋白表现出一定的相似性，同属菌的相似性最高；通过 Real-time PCR 发现这 2 个

基因在 0−144 h 的相对表达量随时间逐步提高。【结论】Acinetobacter sp. Tust-DM21 在最佳降解条件

下对石油各组分都显示出了优良的降解能力，特别对长链烷烃的降解能力尤为突出；将 2 个降解基

因的相对表达量结合该时间段的生长趋势，证明了菌株 Acinetobacter sp. Tust-DM21 的生长和降解与

alkB 和 almA 基因的上调表达存在关联。 
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Characterization of key alkane degradation genes from a 
petroleum hydrocarbon degradation Acinetobacter sp. Tust-DM21 
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Abstract: [Background] Acinetobacter sp. Tust-DM21 (GenBank: KX390866) is a highly efficient 
petroleum degrading bacteria isolated early from the water-oil mixed sample collected from the waste 
oil area of the Bohai Bay offshore oil exploration vessel in this laboratory.  It exhibits strong 
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degradability to short, medium and long chain alkanes. [Objective] To investigate the optimal 
conditions of the strain for degradation at the application level and to investigate the role of 
degradation genes at the bioinformatics level. [Methods] The strain was incubated at different 
temperatures and pH for 144 h. Changes in petroleum hydrocarbon components were determined by 
GC-MS internal standard methods, and the best degradation condition was calculated. Meanwhile, the 
degrading genes were identified in its genome by bioinformatics analysis, and seven homologous 
genes were selected for each gene and their protein sequences were compared. Real-time PCR analysis 
of these two genes at 0−144 h were performed for their transcription expression research. [Results] 
The optimal degradation conditions were 35 °C and pH 8.5. The relative degradation level of 
petroleum hydrocarbon under this optimal condition can reach up to 97.5%. The degradation rate was 
98.5% for long-chain alkanes, 81% for cycloalkanes and 87% for aromatics. Meanwhile, the common 
alkane degradation gene alkB (GenBank: MH368539) and the long-chain alkane degradation gene 
almA (GenBank: MH357335) were found in its genome, the proteins of the two degradation genes are 
similar to their homologous proteins, and the similarity of the same genus is the highest. Real-time 
PCR showed that gene relative expression increased gradually over time. [Conclusion] It exhibits 
strong degradability to short, medium and long chain alkanes under the optimal degradation 
conditions, especially for long-chain alkanes. Combining with the growth trend in this time period, it 
was demonstrated that the strain growth and degradation were associated with up-regulated expression 
of the alkB and almA genes. 

Keywords: Petroleum degrading bacteria, alkB, almA, Degradation rate, Real-time PCR 

海洋石油污染对海洋生态环境造成恶劣影  

响[1-3]，严重影响海洋生物和沿岸渔业的正常活动，

对自然环境造成巨大破坏。传统的物理、化学处理

方法存在不彻底或副作用大的隐患[4-5]，而生物方法

主要通过石油烃降解微生物分解海面浮油[6]，其优

势在于快速降解石油烃的同时不产生二次污染，是

处理该类问题的理想途径[7-11]，因此，对石油烃降

解菌的研究正受到越来越多的重视。 

自然界中许多微生物均可降解石油烃类，已

报道的可以进行石油烃降解的微生物有 90 余属

200 余种，包括细菌、蓝藻、真菌以及海洋藻类[12]。

不动杆菌属(Acinetobacter)是石油降解菌中重要的

一个属，广泛存在于自然水体和土壤中，是海洋

环境中的优势细菌，也是一种重要的石油烃降解

微生物，可通过乳化作用对石油烃进行降解[13]。

不动杆菌对石油烃的降解和生态修复具有很大的

应用前景。因此，研究不动杆菌对石油降解具有

重要意义。 

Acinetobacter sp. Tust-DM21 (GenBank 登录号

为 KX390866，以下简称 Tust-DM21)是本实验室前

期从渤海湾海洋石油污染区分离出的一株不动杆

菌属高效石油降解菌，该菌对烷烃、环烃、芳香烃

均有很好的降解效果[14]。本研究进一步分析了在不

同处理时间周期内，不同温度和 pH 值条件下

Tust-DM21 降解石油烃的能力，并根据该菌基因组

测序结果，针对 2 个重要的中、长链烷烃降解基因

alkB 和 almA 进行不同降解时间的实时荧光定量

PCR 研究，以期为今后该菌的实际使用提供参考

依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株来源 

从渤海湾海洋石油勘探船废油收集区提取

的菌株经本实验室前期分离得到 Tust-DM21 菌

株样本，在−80 °C 的条件下冷藏于 50%甘油当

中。中国海洋微生物菌种保藏管理中心对该菌株

进 行 了 收 藏 ， 菌 株 编 号 MCCC 1K03249， 在

GenBank 数据库中其 16S rRNA 基因序列登录号
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为 KX390866。 

1.1.2  降解基因信息 

Tust-DM21 全基因组数据来源于本实验室前期

Pacbio 单分子实时全基因组测序所得(数据未公

布)。Tust-DM21 由 1 个环状染色体基因组及 3 个环

状质粒组成。基因组包含基因 3 595 个，(G+C)mol%

含量为 39.18%，平均基因长度为 866.3 bp，基因密

度为 1.011 genes/kb[15]。 

根据 Tust-DM21 基因组注释和已有石油烃降

解基因报道，通过基因库比对，发现 Tust-DM21 基

因组中存在重要的烷烃降解基因 α-酮戊二酸依赖

性双加氧酶基因(alkB)和长链烷烃降解基因黄素结

合单加氧酶基因 (flavin-binding monooxygenase，

almA) (表 1)。alkB 基因全长 1 245 bp，位于

Tust-DM21 基因组的 1 585 077−1 586 321 bp 处。

almA 基因全长 2 275 bp，位于 Tust-DM21 基因组

419 407−421 681 bp 处。alkB 和 almA 的全长基因编

码 序 列 已 提 交 NCBI 数 据 库 ， 登 录 号 分 别 为

MH368539 和 MH357335。 

1.1.3  同源蛋白信息 

由于同时含有 alkB 与 almA 的降解菌较少，

因此对 2 个基因分别进行比较研究，每个基因  

选择 8 个同源基因，对它们编码的蛋白序列进行

比对。 

(1) alkB 同源蛋白信息 

于 NCBI 蛋白数据库选择 8 个不同菌株 alkB 基

因所编码的烷烃羟化酶(alkane hydroxylase)蛋白序

列，详见表 2。 

(2) almA 同源蛋白信息 

于 NCBI 蛋白数据库选择 8 个不同菌株 almA

基 因 所 编 码 的 黄 素 结 合 单 加 氧 酶 (flavin-binding 

monooxygenase)蛋白序列，详见表 3。 

 
 

表 1  本实验所研究的降解基因 
Table 1  Degrading genes is this experiment  
基因名称 

Gene names 

基因序列登录号 

GenBank accession No. 
of nucleotide sequence 

基因长度 

Gene length (bp)

蛋白序列登录号 

GenBank accession No.  
of protein sequence 

氨基酸长度 

Amino acid length (aa) 

链烷 1-单加氧酶基因 

(简称 alkB)  

Alkane 1-monooxygenase (alkB) 

MH368539 1 245 AWR93195.1 414 

黄素结合单加氧酶基因 

(简称 almA)  

Flavin-binding monooxygenase (almA) 

MH357335 2 275 AWR93194.1 497 

 
 

表 2  8 株菌所含 alkB 蛋白信息 
Table 2  alkB protein information of 8 strains 
菌株 Strains GenBank 登录号 

GenBank accession No. 

氨基酸长度 

Amino acid length (aa) 
Acinetobacter sp. Tust-DM21 AWR93195.1 414 

Acinetobacter beijerinckii TY22 AMO65651.1 411 

Acinetobacter sp. LAM1007 ART29879.1 412 

Acinetobacter sp. strain HC8-3S AXA98735.1 415 

Acinetobacter sp. M-1 BAB33284.1 415 

Alcanivorax dieselolei AAT91722.2 394 

Legionella jordanis VEH14023.1 360 

Pseudomonas aeruginosa QIF36367.1 382 
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表 3  8 株菌所含 almA 蛋白信息 
Table 3  almA protein information of 8 strains 
菌株 Strains GenBank 登录号 

GenBank accession No. 

氨基酸长度 

Amino acid length (aa) 
Acinetobacter sp. Tust-DM21 AWR93194.1 497 

Acinetobacter baylyi ADP1 CAG69876.1 498 

Acinetobacter sp. DSM 17874 ABQ18224.1 497 

Acinetobacter sp. M-1 ABQ18228.1 496 

Acinetobacter venetianus RAG-1 ABQ18226.1 497 

Oceanobacter sp. RED65 EAT10988.1 499 

Cupriavidus pinatubonensis JMP134 AAZ64503.1 506 

Limnobacter sp. MED105 EDM84915.1 507 

 

1.1.4  主要试剂和仪器及培养基 

Trizol，北京索莱宝科技有限公司；DNase I 处

理试剂，Fermentas 公司；总 RNA 提取试剂盒、反

转录试剂盒、miRNA 反转录试剂盒、PCR Mix 和

Real-time PCR 试剂，北京希诺谷生物科技有限公

司；RNeasy Micro Kit，Qiagen 公司；First Strand 

cDNA Synthesis Kit 和 Fast SYBR Green Master 

Mix，Thermo Fisher 科技公司。 

电泳仪和凝胶成像系统，北京君意东方电泳设

备有限公司；冷冻离心机，Sigma 公司；分光光度

计，Eppendorf 公司；定量 PCR 仪，Thermo Fisher

科技公司。 

LB 培养基(g/L)：牛肉膏 5.0，蛋白胨 5.0，无

水葡萄糖 2.5，NaCl 3.0[15]，分别调 pH 值为 7.5、

8.0 和 8.5 共 3 组，1×105 Pa 灭菌 30 min。平板固体

培养基加琼脂 15 g/L。石油海水培养基：天然海水

(经 0.22 μm 滤膜抽滤除菌)，1%原油[16](1×105 Pa 灭

菌 30 min)。 

1.2  方法 

1.2.1  Tust-DM21 降解能力的研究 

为研究 Tust-DM21 在不同温度及 pH 条件下的

最佳降解情况，将 Tust-DM21 按 5%接菌量加入石

油海水培养基，根据刘玉华等(2016)的研究，不动

杆菌属细菌可耐受 pH 范围为 3.0−9.0，可生长温度

范围为 20−40 °C[13]，据此通过盐酸或氢氧化钠调节

pH，分别设定不同温度和 pH 值的 A−E 处理组(表

4)，130 r/min 条件下振荡培养，在 0、12、24、48、 

表 4  不同温度及 pH 培养条件设定 
Table 4  Germiculture conditions of 5 groups 
分组 Groups 温度 Temperature (°C) pH 值 pH value

A 组 Group A 35 8.0 

B 组 Group B 35 7.5 

C 组 Group C 35 8.5 

D 组 Group D 40 8.0 

E 组 Group E 30 8.0 

 

72、96、120、144 h 时，各以 5 mL 正己烷萃取原

油组分，将萃取液于 4 °C 保存。 

石 油 烃 的 降 解 测 定 采 用 气 质 联 用 (GC-MS)   

法 [17-18]来分析残油组的含量，内标物是异三十   

烷 [15]。GC-MS 在以下条件下完成运行：色谱柱

HP-5MS (30 m×0.25 mm×0.25 µm)；以氦气作为载

气；保持 1 mL/min 的柱流量。通过定性的方式检

测质谱：进样量为 1 µL。通过程序升温来保持柱

温：10 min 的时间内保持 30 °C 恒温，当温度达到

100 °C 时，按照 5 °C/min 的速率继续升温；当温

度处于 100−200 °C 之间时，按照 20 °C/min 的速

率继续升温；在达到 280 °C 之前时，按照 30 °C/min

的速率继续升温；最后尾吹 10 min[14]。对各组进

行分浓度测量，降解率的计算利用以下公式[19-20]

完成：  

ck t ck= ( ) /C CD C烷烃                       (1) 

t ck

ck

= 1 ( ) / ( )
A A

A A
D 环烃

内标 内标

                  (2) 

t ck

ck

= 1 ( ) / ( )
A A

A
D

A
芳香烃

内标 内标

                (3) 
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式中各项分别表示：Ct=实验组烷烃的浓度(mg/L)； 

Cck=对照组烷烃的浓度(mg/L)；At=实验组分析物峰

面积；A内标=实验组内标物峰面积；Ack=对照组分析

物峰面积；Ack 内标=对照组内标物峰面积；D=菌株对

不同石油烃的降解率(%)[14]。 

1.2.2  alkB 和 almA 同源蛋白的比较 

(1) 系统发育树的构建 

将 8 个蛋白序列编为 Database，使用 MEGA 7.0

软件，应用邻接法构建系统发育树。 

(2) 同源蛋白保守结构域与保守基序 

通过 NCBI 网站 Conserved Domain Database 数

据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd)预测同源蛋

白保守结构域，再利用 MEME (http://meme-suite. 

org/tools/meme)[21] 对 氨 基 酸 序 列 保 守 基 序 进 行   

分析。 

(3) 同源蛋白序列比对 

通 过 ClustalW 在 线 比 对 工 具 (https://www. 

genome.jp/tools-bin/clustalw)进行蛋白序列比对，通

过 ESPript 3.0 工具绘图[22]。 

1.2.3  alkB 和 almA 基因转录表达的研究 

(1) 样品制备 

将 Tust-DM21 在 LB 培养基中活化后接种于  

7 瓶石油海水培养基(pH 8.5)中，置于恒温 35 °C、  

130 r/min 培养，在 0、12、24、48、72、96、120、

144 h 时测 OD600 值，并取 30 mL 培养液 6 000 r/min

离心 2 min，将菌体用超纯水清洗 2 次后用 Trizol

试剂裂解，于−80 °C 冰箱保存。 

(2)  实时荧光定量 Real-time PCR 实验 

根据 Tust-DM21 测序完成的全基因组序列(数

据未公布)，发现存在烷烃降解基因 alkB 和 almA

的相应序列，据此设计相应引物序列(表 5)。用 SG

高纯总 RNA 提取试剂盒提取总 RNA，添加 DNase 

I 处理后，使用 Thermo First cDNA Synthesis Kit 进

行反转录实验，实验所用引物信息见表 5。使用

2×SG Green qPCR Mix (with ROX)进行 Real-time 

PCR 反应。内参基因的设定以 Tust-DM21 菌株 16S 

rRNA 基因为标准，对数据进行分析时采用了比较

Ct 的方法。数据统计分析工作使用 Prism 5 统计分

析软件完成。 

2  结果与分析 

2.1  Tust-DM21 最佳降解条件的研究 

Tust-DM21 菌株的 A−E 处理组降解原油的

GC-MS 图谱见图 1，其中每个处理组的图谱由 0 (对

照)、12、24、48、72、96、120、144 h (由上往下

顺序排列)的降解 GC-MS 图谱组合而成。图 1 中已

将 中 链 烷 烃 代 表 物 如 正 十 六 烷 (C16H34) 和 石 蜡

(C18H38)、长链烷烃代表物如正三十六烷(C36H74)和

正三十八烷(C38H78)、环烃代表物 3-丙基环己烯

(C9H16)以及多环芳烃代表物 2-甲基萘(C11H10)等在

GC-MS 图谱上做了标注。由图 1 可见，随着处理时

间的增加，不同处理组对不同石油烃的降解均有效

果。各处理组 GC-MS 降解峰图面积逐渐减小，表

示对原油的降解效果逐渐增强。所有处理组在 144 h

时的 GC-MS 峰图面积都最小，表明此条件下原油

降解效果最好。 

 
表 5  实验所用引物信息 
Table 5  Primer information 
基因名 

Gene names 

引物序列 

Sequence (5′→3′) 

产物长度 Length (bp) 

16S rRNA  Forward primer: GGACAACATTTCGAAAGGAATG 322 

Reverse primer: ATTAACTAAAGTAGCCTCCTCC 

alkB Forward primer: CAATCGCATCAAGTGGTGGA 137 

Reverse primer: AGCGGGTTATCAATTTGGGC 

almA Forward primer: GTGGTGCTGAGATCAAAGGC 91 

Reverse primer: GCAGAAAGTACACGATGGCC 
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图 1  不同处理时间内 Tust-DM21 菌株各处理组对原油降解的 GC-MS 图谱 
Figure 1  GC-MS map of crude petroleum degradation by Tust-DM21 strain in different treatment time 

注：A：A 处理组在不同时间内的降解图；B：B 处理组在不同时间内的降解图；C：C 处理组在不同时间内的降解图；D：D 处理

组在不同时间内的降解图；E：E 处理组在不同时间内的降解图. 
Note: A: The degradation charts of A treatment group in different time; B: The degradation charts of B treatment group in different time; C: 
The degradation charts of C treatment group in different time; D: The degradation charts of D treatment group in different time; E: The 
degradation charts of E treatment group in different time. 

 
通过 GC-MS 图谱峰面积及降解率公式计算

Tust-DM21 不同 A−E 处理组对原油的降解能力，结

果如图 2 所示。处理组中 E 组在 96 h 前降解率最高，

从 96 h 开始至 144 h，C 组降解率升为最高，达

97.34%。在实验周期内，Tust-DM21 对原油降解率

的总体表现为：C 组(97.34%)>A 组(88.21%)>E 组

(82.60%)>D 组(80.32%)>B 组(77.63%)。由此可知，

当培养温度为 35 °C、pH 8.5 时，Tust-DM21 在 
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图 2  Tust-DM21 在不同处理条件下对原油的降解趋势 
Figure 2  Biodegradation trends of five groups under 
different culture conditions 

注：A−E 分别代表处理组 A−E. 
Note: A, B, C, D, and E represent treatment groups A, B, C, D, and 
E, respectively. 

144 h 时内可将原油几乎完全降解。 

2.2  Tust-DM21 对不同石油烃组分的降解能力

研究 

2.2.1  对烷烃降解能力的分析 

因为 Tust-DM21 菌株中可能存在降解长链烷

烃 C16 和 C38 的降解基因，通过原油中不同烷烃的

降解效果分析可初步判断这些基因所起的作用。

菌株 Tust-DM21 在 144 h 时 A−E 组均可降解长链

烷烃 C16 和 C38 (图 3)，对长链烷烃中正十六烷(C16)

及正三十八烷(C38)的降解率均在 87%以上(图 4)。

对 C16 烷烃降解能力较好的为 C 处理组，正十六烷

(C16)降解率高达 98%。烷烃组分在石油污染物当

中所占的比例很高，菌株 Tust-DW21 对长链烷烃

C38 的降解效率更高，A−E 组 144 h 时的降解率在

95%−99%，几乎可完全降解 C38 长链烷烃。这为后

续检测相关降解基因的转录表达奠定了实验基础。 

2.2.2  对环烃及多环芳烃烃降解能力的分析 

根据 GC-MS 图谱所显示的效果可以看出，A−E

处理组对原油当中的环烃同样表现出较好的降解

效果(图 5A)，A−E 处理组在 144 h 时对环烃代表物

如 3-丙基环己烯的降解率在 67%−81%之间，其中 B

组条件下降解率最高，达 81% (图 6)。 

石油的组成成分比较复杂，除了烷烃、环烃、

烯烃之外，还包含了芳香烃等最难降解的组分，其 

 

 
 

图 3  A−E 处理组 144 h 时降解原油中烷烃的 GC-MS 图谱 
Figure 3  GC-MS spectra of degradation of alkanes in crude petroleum at 144 h in A−E treatment groups 
注：0 h 对照及 A−E 处理组降解图谱，由上至下顺序排列，图 A 为 C16，图 B 为 C38. 
Note: The spectra of 0 h control and A−E treatment groups were arranged from top to bottom in order. Figure A is C16; Figure B is C38. 
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图 4  A−E 处理组 144 h 时对烷烃的降解率 
Figure 4  Degradation rates of alkane at 144 h in A−E treatment groups 

注：图 A 为 C16；图 B 为 C38. A−E 分别代表处理组 A−E. 

Note: Figure A is C16；Figure B is C38. A, B, C, D, and E represent treatment groups A, B, C, D, and E, respectively. 
 

 
 

图 5  A−E 处理组 144 h 时降解原油中环烃的 GC-MS 图谱 
Figure 5  GC-MS spectra of cyclic hydrocarbons in crude oil degraded by A−E treatment group at 144 h 

注：图 A 为 3-丙基环己烯，图 B 为 2-甲基萘，最上为 0 h 对照，往下依次是 A 至 E 组 144 h 时该物质降解图谱. 
Note: Figure A is 3-propylcyclohexene, Figure B is 2-methylnaphthalene, the highest was 0 h control, and the next is 144 h degradation 
spectra of group A to E. 
 

降解率在 64%−87%之间(图 6)，要高于对环烃的

降解。其中 D 组对多环芳烃 2-甲基萘降解率最高，

为 87% (图 6)。表明 A−E 不同处理组合条件下，

菌株 Tust-DM21 在 144 h 内不仅对长链烷烃有  

很好的降解效果，而且还能够降解环烃及多环芳

烃，其中多环芳烃的降解对生态修复有重大意义，

因此可对多环芳烃降解基因的作用进行深入的 

研究。 

2.3  alkB 同源蛋白的比较 

2.3.1  系统发育树构建 

将 8 个 alkB 蛋白序列绘制系统发育树，所得如

图 7 所示。可以看出，5 株不动杆菌属亲缘关系相

近，与 Tust-DM21 亲缘最近的为 Acinetobacter sp. 

strain HC8-3S，与其他 3 株菌亲缘关系较远。 
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图 6  A−E 处理组 144 h 时对环烃的降解率 
Figure 6  Degradation rates of cyclic hydrocarbon in A−E treatment for 144 hours 

注：图 A 为 3-丙基环己烯，图 B 为 2-甲基萘. A−E 分别代表处理组 A−E. 
Note: Figure A is 3-propylcyclohexene, Figure B is 2-methylnaphthalene. A, B, C, D, and E represent treatment groups A, B, C, D, and E, 
respectively. 

 

 
 

图 7  alkB 基因同源氨基酸序列系统发育树 
Figure 7  Phylogenetic tree of homologous amino acid sequence of alkB gene 

注：图中数值表示置信度，分支长度代表亲缘关系远近，菌株名称后括号内为该蛋白 GenBank 登录号. 
Note: The values in the figure indicate the confidence level, the branch length represents the genetic relationship, and the GenBank accession 
number of the protein is shown in brackets after the strain name. 

 
2.3.2  同源蛋白保守结构域与保守基序 

8个alkB基因的同源蛋白保守结构域预测结果见

图 8。由图 8 可知，8 个 alkB 蛋白均含有 cl00615 

(PSSMID 294412)超级家族结构域，菌株 Tust-DM21

的 alkB 蛋白结构域位于序列 57−371 aa 位置，该区域

编码一种烷烃羟化酶，负责失活烷烃的初始氧化，利

用氧的反弹机制来羟基化烷烃。这一机制涉及亲电金

属氧中间物对 C–H 键的均裂裂解，以生成底物基自

由基。这个结构域家族具有广泛的疏水区域，能够跨

越膜双层至少2次，该能力可使细菌高效利用石油烃。 

再利用 MEME 对 8 个 alkB 氨基酸序列保守基

序进行分析，见图 9。由图 9 可见，5 株不动杆菌

的 alkB 蛋白均含有 5 个保守基序，而且大小位置都

基本一致；Alcanivorax dieselolei 含有 4 个，Legionella 

jordanis 和 Pseudomonas aeruginosa 仅含有 3 个。可

见同属的菌株中 alkB 氨基酸序列更加保守，在不同

种类菌株中的 alkB 氨基酸序列会有所不同。 

2.3.3  蛋白序列比对 

将 8 个 alkB 蛋白序列进行比对，结果见图 10 (完

全保守的氨基酸以红色标注，基本保守的氨基酸以黄

色标注；保守结构域以下横线标注)。比对结果显示：

8 个 alkB 蛋白的整体一致性为 72.61%，由图 10 可知，

alkB 蛋白序列的 cl00615 保守结构域部分具有相对较

高的一致性，说明该功能在进化上相对保守；亲缘关

系更近的不动杆菌属较其他细菌来说氨基酸一致性

更高，可见亲缘关系越近的蛋白其功能也更保守。 
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图 8  alkB 基因同源蛋白保守结构域 
Figure 8  Conserved domain of alkB homologous protein 

注：从左至右、从上至下依次为：Acinetobacter sp. strain Tust-DM21、Acinetobacter beijerinckii strain TY22、Acinetobacter sp. LAM1007、

Acinetobacter sp. strain HC8-3S、Acinetobacter sp. M-1、Alcanivorax dieselolei、Legionella jordanis 和 Pseudomonas aeruginosa. 
Note: From left to right, top to bottom, they are: Acinetobacter sp. strain Tust-DM21, Acinetobacter beijerinckii strain TY22, Acinetobacter 
sp. LAM1007, Acinetobacter sp. strain HC8-3S, Acinetobacter sp. M-1, Alcanivorax dieselolei, Legionella jordanis, Pseudomonas 
aeruginosa. 
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图 9  alkB 蛋白保守基序 
Figure 9  alkB protein conserved motif 

 

 
 

图 10  alkB 同源蛋白序列比对 
Figure 10  Sequence alignment of homologous protein of alkB 
注：从上至下依次为：Acinetobacter sp. strain Tust-DM21、Acinetobacter beijerinckii strain TY22、Acinetobacter sp. LAM1007、

Acinetobacter sp. strain HC8-3S、Acinetobacter sp. M-1、Alcanivorax dieselolei、Legionella jordanis 和 Pseudomonas aeruginosa. 
Note: From top to bottom, they are: Acinetobacter sp. strain Tust-DM21, Acinetobacter beijerinckii strain TY22, Acinetobacter sp. 
LAM1007, Acinetobacter sp. strain HC8-3S, Acinetobacter sp. M-1, Alcanivorax dieselolei, Legionella jordanis, Pseudomonas aeruginosa. 
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2.4  almA 同源基因的比较 

2.4.1  系统发育树的构建 

基于 8 个 alkB 蛋白序列绘制的系统发育树如图

11 所示。由图 11 可见，5 株不动杆菌属的 almA 关

系相近，Tust-DM21 自为一支，相对关系最近的为

Acinetobacter sp. DSM17874 和 Acinetobacter 

venetianus RAG-1，与非不动杆菌的其他 3 株菌亲

缘关系较远。 

2.4.2  同源蛋白保守结构域与保守基序 

almA 的同源蛋白保守结构域见图 12。由图 12

可 见 ， 8 株 菌 的 almA 蛋 白 都 含 有 COG2072 

(PSSMID 224983)超级家族结构域，在 Tust-DM21

菌 almA 蛋白序列中的位置为 19−448 aa，该区域功

能推测为黄素蛋白 CzcO 与阳离子扩散促进剂

CzcD，参与 K+转运与代谢过程，与菌株的石油烃

代谢能力关系密切。8 个蛋白的保守结构域都相对

固定，可见该功能在进化中相对保守。 

再对 8 个蛋白的保守基序进行分析，结果如图

13 所示，8 个不同菌株的 almA 蛋白均含有 7 个保

守基序，而且位置基本一致，可见相对 alkB，almA

的蛋白序列更加保守，其序列在不同菌株中未产生

太多变化。 

2.4.3  蛋白序列的比对 

将 8 个 almA 蛋白序列进行比对，结果见图 14 

(完全保守的氨基酸以红色标注，基本保守的氨基酸

以黄色标注；保守结构域以下横线标注)。比对结果

发现：8 个 almA 蛋白的整体一致性为 76.52%，与

保守基序的结果一致，almA 蛋白在不同菌株中未

产生较大变异；不动杆菌属的 almA 蛋白相似度更

高，可见 almA 的蛋白序列是相对保守的。 

2.5  alkB 和 almA 基因转录表达的研究 

根据对 Tust-DM21 降解能力的研究，发现其几

乎能够全部降解中链和长链烷烃，表明链烷烃降解

基因 alkB 和长链烷烃降解基因 almA 在该菌基因组

中可能起重要作用，其中有关长链烷烃降解基因

almA 的研究较少。为了研究菌株降解烷烃能力是

否与 2 个基因的表达相关，开展了 alkB 基因和 almA

基因的转录表达研究。 

 

 
 

图 11  almA 基因同源蛋白系统发育树 
Figure 11  Phylogenetic tree of homologous amino acid sequence of almA gene 
注：图中数值表示置信度，分支长度代表亲缘关系远近，菌株名称后括号内为该蛋白 GenBank 登录号. 
Note: The values in the figure indicate the confidence level, the branch length represents the genetic relationship, and the GenBank accession 
number of the protein is shown in brackets after the strain name. 
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图 12  alkB 基因同源蛋白保守结构域 
Figure 12  Conserved domain of alkB homologous protein 
注：从左至右、从上至下依次为：Acinetobacter sp. strain Tust-DM21、Acinetobacter baylyi ADP1、Acinetobacter sp. DSM17874、

Acinetobacter sp. M-1、Acinetobacter venetianus RAG-1、Oceanobacter sp. RED65、Cupriavidus pinatubonensis JMP134 和 Limnobacter 
sp. MED105. 
Note: From left to right, top to bottom, they are: Acinetobacter sp. strain Tust-DM21, Acinetobacter baylyi ADP1, Acinetobacter sp. 
DSM17874, Acinetobacter sp. M-1, Acinetobacter venetianus RAG-1, Oceanobacter sp. RED65, Cupriavidus pinatubonensis JMP134, 
Limnobacter sp. MED105. 

 



3252 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 13  almA 蛋白保守基序 
Figure 13  almA protein conserved motif 

 

图 14  almA 同源蛋白序列比对 
Figure 14  Sequence alignment of homologous protein of almA 
注：从上至下依次为：Acinetobacter sp. DSM 17874、Acinetobacter venetianus RAG-1、Acinetobacter sp. strain Tust-DM21、Acinetobacter 

sp. M-1、Acinetobacter baylyi ADP1、Limnobacter sp. MED105、Oceanobacter sp. RED65 和 Cupriavidus pinatubonensis JMP134.  
Note: From top to bottom, they are: Acinetobacter sp. DSM 17874, Acinetobacter venetianus RAG-1, Acinetobacter sp. strain Tust-DM21, 
Acinetobacter sp. M-1, Acinetobacter baylyi ADP1, Limnobacter sp. MED105, Oceanobacter sp. RED65, Cupriavidus pinatubonensis JMP134. 
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2.5.1  alkB 和 almA 基因的 Real-time PCR 转录表达 

总 RNA 电泳图如图 15 所示，总 RNA 条带较

为清晰，无粘滞，符合实验要求。 

将 alkB 和 almA 在各个降解时间段的相对表达

率绘制柱状图，横坐标数字代表降解时长，纵坐标

代表相对表达量，如图 16 所示。相对表达率数值见

表 6。由图 16 和表 6 可看出，在 Tust-DM21 中 alkB

和 almA 基因均有表达，其相对表达量随着处理时间

的增加而增加。almA 在 72 h 时表达量有显著上调。 

2.5.2  alkB 基因和 almA 基因表达与菌株生长降解

的关系 

将每个生长时间段的菌液测量的 OD600 绘制生

长曲线图，如图 17 所示。根据图 17，结合前期本

实验室的研究[14]可知，Tust-DM21 菌群在 0−72 h

时由于刚接种于石油培养基中，暂时缺乏丰富的营

养盐和生长因子，因此处于延滞期，繁殖速度较慢； 

72−144 h 处于对数期，菌群开始大量降解石油获得

 
 
图 15  alkB 和 almA 总 RNA 电泳图 
Figure 15  Total RNA electrophoretic diagram 

注：从左至右为 alkB 在 24、48、72、96、120、144 h 和 almA

在 24、48、72、96、120、144 h 的总 RNA. 
Note: From left to right are the total RNA of alkB at 24, 48, 72, 96, 
120, 144 h and almA at 24, 48, 72, 96, 120, 144 h. 
 
 

营养，迅猛繁殖；144 h 后随着菌群数目趋于饱和，

该菌的生长进入稳定期。结合相对表达率趋势图(图

16)可知，菌的生长与 alkB 基因和 almA 基因的表

达趋势基本一致，两者呈正相关。 

将相对表达率(图 16)结合 2.1 中该菌对原油的

降解趋势图(图 2C)，可见菌株对原油的降解率随时 

 

 
 
图 16  alkB 和 almA 的 Real-time PCR 相对表达量 
Figure 16  Relative expression of alkB and almA by Real-time PCR 

 
表 6  alkB 和 almA 的相对表达率 
Table 6  Relative expression rate of alkB and almA 

时间 Time (h) alkB 的相对表达率 Relative expression rate of alkB almA 的相对表达率 Relative expression rate of almA 

24 0.010 0.03 

48 0.001 0.01 

72 0.030 0.08 

96 0.070 0.26 

120 0.400 0.15 

144 0.460 0.80 
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图 17  Tust-DM21 生长趋势图 
Figure 17  Growth trend of Tust-DM21 

 
间增加而升高，在 72 h 时有跃升，与 2 个基因表达

趋势基本一致，证明了 alkB 和 almA 基因调控着相

应降解酶的表达，并且参与到了原油的降解过程

中，Tust-DM21 根据降解基因的相对表达量呈现降

解力随时间逐步提高的降解模式。 

3  讨论 

本研究的主要工作是探明了 A. sp. Tust-DM21

对石油不同组分的降解能力及最佳降解条件，同

时，在对全基因组数据分析后发现了 alkB 和 almA

两个关键降解基因，分别对 2 个基因编码的功能蛋

白与其同源蛋白做了比较，并通过 Real-time PCR

方法测算了这 2 个基因在 144 h 内的相对表达量，

探究了其与菌株生长、降解石油烃之间的关系。 

目前，世界各地均开展了大量对于石油降解菌

的研究，但同时对短、中、长链烷烃及芳香烃都具

有良好降解能力的菌株仍比较缺乏，大部分烷烃降

解菌对烷烃的降解率为 70%−90%，本实验室的

Tust-DM21 菌群在 35 °C、pH 8.5 的最适条件下，

可使中链烷烃降解率达 97.5%，对长链烷烃降解率

达 98.5%，对环烃为 81%，对芳香烃为 87%。 

目前国内对石油降解菌的研究中，叶新荣等

(2007)研究了一株柴油降解菌，7 d 时对烷烃降解率

为 73.33%，21 d 达到 94%[17]；江翠翠(2011)对一株

放线菌 ZB II-12 做降解条件优化发现其在最优条件

下降解率为 77%[23]；而本实验室的 Tust-DM21 可以

在最优条件下于 144 h (6 d)内达到 97.34%的降解

率，具有明显优势。对 Tust-DM21 条件优化后，与

本实验室前期结果相比[13]，在 6 d 时达到了之前 9 d

时对烷烃的降解率(98%)，可见优化条件对其降解

效果有所提升。 

在基因表达水平的研究方面，除本文所用方

法外，普遍使用的还有用正构烷烃作诱导物观察

特定基因是否上调表达的方法。如王万鹏等(2010)

对菌株 A. hongdengnsis A-11-3 的 2 个 almA 基因

使用正构烷烃进行诱导，发现 almA 只在长链烷

烃 C24–C34 的诱导下上调表达[24]；付媛媛(2011)

对 Salinisphaera sp. C84B14 的 5 个降解基因进行

了 Real time-PCR，其中包括 alkB 和 almA 基因，

实验使用中长链正构烷烃诱导，根据该实验的结

果，该菌的 alkB 在中链烷烃诱导下上调表达显

著，长链烷烃诱导只有微量上调，almA 基因几乎

不表达[25]；董纯明等(2011)对一株深海热液环境

来 源 的 多 环 芳 烃 (PAHs) 降 解 菌 利 用 Real-time 

PCR 研究关键降解酶基因在不同 PAHs 诱导下的

表达情况[26] 璟；乔 等(2012)通过 Real-time PCR 分

析，红球菌 P14 的 alkB 基因在烷烃 C16、C24、

C28 诱导下表达量均上调，证明了该基因与该菌

烷烃降解有关[27]；而本研究首次使用原油对 alkB

和 almA 基因同时进行诱导，发现 2 个基因均有

表达且呈现相似的规律，证明了 Tust-DM21 对中

链和长链烷烃的良好降解力与 alkB 和 almA 的上

调表达存在关联。对于 Tust-DM21 的 almA 基因

相对表达量从 96−120 h 出现了略微下调，推测原

因为：(1) almA 为长链烷烃降解酶，其基因编码

区包含有 almA1 和 almA2 两个基因，因此，诱导

表达时会有差异基因表达现象[24]；(2) 在不同生

长节点，基因 RNA 也会有上升后开始下降的现

象，almA 基因 96 h 后开始大量转录翻译，后期

120 h 开始下降也符合这种规律，可能是石油降解

菌的反馈机制。 

总之，有关 almA 基因功能目前还没有明确的

文献报道，本文仅做初步表达分析，具体降解机制

有待后续进一步研究。 
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4  结论 

Tust-DM21 对石油烃的最佳降解条件为 35 °C、

pH 8.5。在该条件下，经过 144 h，其对中链烷烃降

解率达 97.5%，对长链烷烃降解率达 98.5%，对环

烃为 81%，对芳香烃为 87%，对石油的各组分都显

示出了优良的降解能力。 

Tust-DM21 含有 2 个降解基因 alkB 和 almA，

分别对 2 个基因的功能蛋白做了比较研究，发现该

菌与 Acinetobacter sp. strain HC8-3S 亲缘关系较近，

与同属降解菌所含的降解功能蛋白相似度较高，功

能方面的进化相对保守；对 2 个降解基因进行 Real- 

time PCR 实验，发现 2 个降解基因的表达量均呈由

低到高的趋势，同时生长趋势与降解趋势也呈现出

同样的趋势，由此可知 Tust-DM21 对中长链烷烃的

降解力与 alkB 和 almA 基因的上调表达存在关联。 
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