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氯代乙烯的厌氧微生物还原脱氯特性

李伟 1， 刘贵平 1， 刘峻 1， 吕良华 2， 乔文静 1*， 余欣 1， 张晓旸 1， 蒋建东 1

（1. 南京农业大学生命科学学院， 农业农村部农业环境微生物重点实验室， 南京 210095； 2. 江苏省环境科学研究院， 江苏省

环境工程重点实验室， 南京 210036）
摘要： 四氯乙烯（PCE）和三氯乙烯（TCE）是地下水中典型的卤代有机化合物，严重威胁生态环境与人体健康 . 为获得氯代乙烯高

效厌氧降解菌剂并探究其在污染地下水中的应用潜能，利用某工业污染场地的地下水，通过投喂 PCE或 TCE进行长期富集培养，

获得了可将 PCE 和 TCE 完全脱氯成无毒乙烯的厌氧菌剂 W-1. 菌剂 W-1 的 PCE 和 TCE 脱氯速率分别是（120. 1 ± 4. 9） 
µmol·（L·d）−1和（172. 4 ± 21. 8） µmol·（L·d）−1. 16S rRNA 基因扩增子测序和 qPCR 结果表明，98. 3 µmol PCE 还原脱氯至顺-1，2-二
氯乙烯（cis-1，2-DCE）时，Dehalobacter丰度从 1. 9% 增长至 57. 1%，基因拷贝数每释放 1 µmol Cl−增加 1. 7 × 107 copies；cis-1，2-DCE
完全还原脱氯至乙烯时，Dehalococcoides丰度从 1. 1% 增长至 53. 8%；PCE 完全还原脱氯至乙烯过程中 Dehalococcoides基因拷贝数

每释放 1 µmol Cl−增加 1. 7 × 108 copies. 以上结果说明 Dehalobacter与 Dehalococcoides协同互作实现 PCE 完全降解解毒 . 当菌群 W-

1 以 TCE 为电子受体时，222. 8 µmol TCE 完全还原脱氯至乙烯时候，Dehalococcoides丰度从（29. 1 ± 2. 4）%增长至（77. 7 ± 0. 2）%，

基 因 拷 贝 数 每 释 放 1 µmol Cl− 增 加（1. 9 ± 0. 4） × 108 copies. 结 合 PCR 和 Sanger 测 序 ，获 得 了 菌 剂 W-1 中 主 要 脱 卤 菌

Dehalococcoides LWT1较完整的 16S rRNA 基因序列，其与 D.  mccartyi strain 195 16S rRNA 基因序列相似度达 100%. 将菌群 W-1添

加至受 TCE（418. 7 µmol·L−1）污染的地下水中，28 d 内实现了（69. 2 ± 9. 8）%的 TCE 被完全脱毒至乙烯，TCE 脱氯速率为（10. 3 ± 
1. 5） µmol·（L·d）−1. 研究成果可为 PCE或 TCE污染地下水开展厌氧微生物修复提供菌剂资源和理论指导 .
关键词： 四氯乙烯（PCE）； 三氯乙烯（TCE）； 厌氧微生物还原脱氯； 有机卤呼吸细菌； 脱卤拟球菌（Dehalococcoides）
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Characterization of Reductive Dechlorination of Chlorinated Ethylenes by Anaerobic 

Consortium
LI Wei1，  LIU Gui-ping1，  LIU Jun1，  LÜ Liang-hua2，  QIAO Wen-jing1*，  YU Xin1，  ZHANG Xiao-yang1，  JIANG Jian-dong1

（1. Key Laboratory of Agricultural and Environmental Microbiology， College of Life Sciences， Nanjing Agricultural University， Nanjing 210095， China； 2. Jiangsu Provincial Key 
Laboratory of Environmental Engineering， Jiangsu Provincial Academy of Environmental Science， Nanjing 210036， China）
Abstract： Tetrachloroethylene （PCE） and trichloroethylene （TCE） are typical volatile halogenated organic compounds in groundwater that pose serious threats to the ecological 
environment and human health.  To obtain an anaerobic microbial consortium capable of efficiently dechlorinating PCE and TCE to a non-toxic end product and to explore its potential 
in treating contaminated groundwater， an anaerobic microbial consortium W-1 that completely dechlorinated PCE and TCE to ethylene was obtained by repeatedly feeding PCE or TCE 
into the contaminated groundwater collected from an industrial site.  The dechlorination rates of PCE and TCE were （120. 1 ± 4. 9） µmol·（L·d）−1 and （172. 4 ± 21. 8） µmol·（L·d）−1 
in W-1， respectively.  16S rRNA gene amplicon sequencing and quantitative PCR （qPCR） showed that the relative abundance of Dehalobacter increased from 1. 9% to 57. 1%， with 
the gene copy number increasing by 1. 7 × 107 copies per 1 µmol Cl− released when 98. 3 µmol of PCE was dechlorinated to cis-1，2-dichloroethylene （cis-1，2-DCE）.  The relative 
abundance of Dehalococcoides increased from 1. 1% to 53. 8% when cis-1，2-DCE was reductively dechlorinated to ethylene.  The growth yield of Dehalococcoides gene copy number 
increased by 1. 7 × 108 copies per 1 µmol Cl− released for the complete reductive dechlorination of PCE to ethylene.  The results indicated that Dehalobacter and Dehalococcoides 
cooperated to completely detoxify PCE.  When TCE was used as the only electron acceptor， the relative abundance of Dehalococcoides increased from （29. 1 ± 2. 4）% to （7. 7 ± 
0. 2）%， and gene copy number increased by （1. 9 ± 0. 4） × 108 copies per 1 µmol Cl− released， after dechlorinating 222. 8 µmol of TCE to ethylene.  The 16S rRNA gene sequence 
of Dehalococcoides LWT1， the main functional dehalogenating bacterium in enrichment culture W-1， was obtained using PCR and Sanger sequencing， and it showed 100% similarity 
with the 16S rRNA gene sequence of D.  mccartyi strain 195.  The anaerobic microbial consortium W-1 was also bioaugmented into the groundwater contaminated by TCE at a 
concentration of 418. 7 µmol·L−1.  The results showed that （69. 2 ± 9. 8）% of TCE could be completely detoxified to ethylene within 28 days with a dechlorination rate of （10. 3 ± 
1. 5） µmol·（L·d）−1.  This study can provide the microbial resource and theoretical guidance for the anaerobic microbial remediation in PCE or TCE-contaminated groundwater.
Key words： tetrachloroethene（PCE）； trichloroethylene（TCE）； anaerobic microbial reductive dechlorination； organohalide-respiring bacteria； Dehalococcoides

四 氯 乙 烯（tetrachloroethene，PCE）和 三 氯 乙 烯

（trichloroethylene，TCE）是氯原子取代乙烯分子中氢

原子形成的化合物，被广泛用作干洗剂、 金属脱脂溶

剂、 萃取剂和化工中间体等［1 ~ 4］. 由于生产、 利用、 储
存或者处理方式不当等一些原因，氯代有机化合物

产品的挥发、 泄漏、 污水排放和燃烧进入大气、 土壤

和地下水，从而造成严重的环境污染［5 ~ 7］. 在美国环

保署（EPA）的超级基金国家优先项目清单中，PCE 和
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TCE作为常见污染物，其中至少有 60% 的地点发现了

TCE［2］，有 9% ~ 34% 的供水被认为存在 TCE 污染问

题［8］. PCE 和 TCE 是地下水中第一和第三最常检出的

挥发性有机化合物［9］. 同时，PCE 和 TCE 严重危害着

人类健康，是 33 种优先有害物质之一［8］. 有研究发

现，PCE 和 TCE 及其还原脱氯产物二氯乙烯（DCEs）、 
氯乙烯（vinyl chloride，VC）都会对人体健康造成严重

危害 . 触摸、 食入和吸入等途径都可以使 PCE和 TCE
进入体内［10，11］. PCE 蒸气的吸入可能造成中枢神经系

统急性功能障碍、 头晕、 嗜睡和其他形式的抑郁症，

而长期过量接触会导致神经行为功能缺陷［12， 13］. 接

触 TCE 会对成人的内分泌系统、 免疫系统和中枢神

经系统造成严重影响，也会造成听说障碍、 肝脏疾

病、 皮疹、 肾脏疾病和血液疾病等［2，13 ~ 16］. 接触高浓

度的 DCEs 可能会导致肝脏异常，VC 具有破坏 DNA
的特性，可能导致接触者患癌［15，17］.

由于氯代烯烃在地下水中普遍存在并会严重危害

人类健康，治理和解决其污染问题近年来已引起了国

内外的普遍关注 . 在大多数含水层中，污染物都能被

存在的微生物利用转化 . 微生物修复与其他修复方式

相比最大的优势在于容易原位修复、 无次生污染和处

置费用低 . 国内外研究已经证明［18 ~ 23］，在厌氧条件下， 
PCE和 TCE等氯代乙烯可以作为电子受体并利用微生

物进行还原脱氯 . 而且已经分离出许多能还原氯代烯

烃 的 功 能 微 生 物 ，如 Dehalococcoides［24 ~ 26］ 、 
Dehalobacter［27，28］ 、 Dehalogenimonas［29］ 和

Sulfurospirillum［30］等多种菌属 . 其电子受体是有机卤

化合物，电子供体是小分子有机酸，如 H2和甲酸等，

经电子传递链还原脱卤并同时能够得到能量供自己

生长，称为有机卤呼吸细菌（organohalide-respiring 
bacteria，OHRB）［31，32］. 然而，它们对 PCE 和 TCE 的脱

氯能力不同，只有部分脱卤细菌能够完全将其还原

脱氯至无毒乙烯（ethylene，ETH），很多土著微生物只

能 还 原 脱 氯 至 顺 -1，2- 二 氯 乙 烯（cis-1，2-
dichloroethene， cis-1，2-DCE）和VC，其它中间产物 1，1-
二氯乙烯（vinylidene chloride，1，1-DCE）和反-1，2-二氯

乙烯（trans-1，2-dichloroethylene， trans-1，2-DCE）极为

少 见 ，cis-1，2-DCE、 VC 和 ETH 为 主 要 的 脱 氯 产

物［33， 34］. 1997年，Maymó-Gatell等［25］首次在厌氧微生物

菌群中分离出 D.  mccartyi strain 195，它是唯一能够使

PCE还原脱氯为TCE并能够完全还原脱氯为ETH的菌

株［24］. 然而，PCE 脱氯为 cis-1，2-DCE 比其再进一步脱

氯更快，在热力学上更有利，最慢的脱氯步骤是 VC最

终转化为 ETH［35，36］. 因此，经常在受污染的地点观察到

毒性更大的低氯代烯烃（cis-1，2-DCE 和 VC）的积

累［37，38］. 剩下的其他脱卤菌只能脱氯至中间产物 cis-1，

2-DCE. 例如 Suyama 等［39］分离得到 Desulfitobacterium 
sp.  strain Y51，Scholz-Muramatsu 等［40］分 离 得 到 的

Sulfurospirillum multivorans 和 Holliger 等［27］分离得到的

Dehalobacter restrictus strain PER-K23 都只能把 PCE 和

TCE脱氯成 cis-1，2-DCE. 目前，富含 Dehalococcoides的

菌群（如 KB-1）的生物强化已广泛用于北美或欧洲受

氯代溶剂污染场地的原位修复［41］. 然而，我国高效厌

氧脱卤菌剂的缺乏，严重制约了 TCE 等卤代有机污

染场地原位微生物修复技术的应用 . 因此，获得一份

高效的 PCE/TCE 厌氧微生物降解脱毒菌株是进行污

染场地微生物修复的前提和基础，是今后修复污染

场地的重要研究方向 .
本研究在实验室条件下从受氯代烯烃污染的地

下水中富集到一个氯代乙烯厌氧还原脱氯的富集菌

群 W-1，结合 16S rRNA 基因扩增子测序及荧光定量

PCR（qPCR）技术阐明微生物群落结构组成以及脱氯

功能菌，并探究菌剂在受 TCE 污染的地下水中的脱

氯潜能，以期为地下水污染地原位修复提供菌株资

源和理论指导 .
1　材料与方法

1. 1　供试试剂

PCE、 TCE、 甲酸钠和乙酸钠纯度均 >99%，VC
（2 000 µg·mL−1，可溶于甲醇）购自上海阿拉丁生化科

技股份有限公司 . cis-1，2-DCE 纯度>98%，购自安耐

吉化学 . ETH 购自南京特种气体厂有限公司 . 甲醇和

乙醇纯度均>99. 8%，购自国药集团化学试剂有限公

司 . 乳酸钠为分析纯 AR，购自成都市科龙化工试剂

厂 . 土壤 DNA 提取试剂盒购自德国凯杰 QIAGEN. 含

重组质粒的 Escherichia coli trans5α由中国科学院沈阳

应用生态研究所严俊博士提供［42］. 质粒小量制备试

剂盒 GK2004-50 购自上海捷瑞生物工程有限公司 .
本实验中厌氧培养基配方参照文献［43］.
1. 2　供试菌群来源

建立微生物实验所用的地下水采自江苏省苏州

市某污染场地，在厌氧手套箱内，地下水经 0. 22 µm
滤膜抽滤，将滤膜转移至厌氧培养基中，以底物 PCE
和 TCE 为电子受体，以甲醇、 乙醇、 甲酸钠、 乙酸钠

和乳酸钠的混合物为碳源和电子供体进行富集培

养，获得供试厌氧微生物富集培养液，定期转接保持

菌液活性，并将此厌氧微生物菌群命名为 W-1.
1. 3　氯代乙烯还原脱氯菌群富集培养

1. 3. 1　富集培养体系构建

以 1%（体积分数）转接量从富集培养液中取 1. 6 
mL 转接至含有 158. 4 mL 厌氧基础培养基的 250 mL
密闭厌氧瓶中 . 分别添加 PCE 和 TCE 作为电子受体
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进行富集培养，监测其还原脱氯效果 . 实验组 1 添加

电子受体 PCE 的量约为 98. 3 µmol（水相浓度理论值

616. 4 µmol·L−1），混合电子供体中各物质的终浓度均

为 1 mmol·L−1，此实验瓶编号为 PCE-T1. 实验组 2 添

加电子受体 TCE的量约为 111. 4 µmol（水相浓度理论

值 696. 3 µmol·L−1），混合电子供体中各物质的终浓度

均为 1 mmol·L−1，设置 3个重复即 TCE-T1-1、 TCE-T1-
2 和 TCE-T1-3. 所有菌液均放于 30℃恒温厌氧（内含

体积比为 8∶1∶1 的 N2/CO2/H2混合气）培养箱内（Coy，
USA），于黑暗条件下静置培养 .
1. 3. 2　微生物总 DNA 提取与 16S rRNA 基因扩增

子测序

在富集培养液初始及底物还原脱氯完全阶段，

即 PCE-T1 实验瓶第 0、 36、 58、 72 和 79 d，TCE-T1-1
实验瓶第 0、 36 和 40 d，TCE-T1-2 实验瓶第 0、 34 和

40 d，TCE-T1-3实验瓶第 0、 34和 86 d，无菌状态下抽

取 4 mL 富集培养液至 2 mL 无菌离心管，在 12 000 
r·min−1条件下离心 10 min，移去上清液留沉淀 . 之后

按照 QIANGEN DNeasy® PowerSoil® Pro Kit Handbook
流程进行 DNA 提取，最后用 50 µL 灭菌超纯水洗脱

DNA 至 1. 5 mL 离心管内，于−20℃保存备用 . 部分

DNA 样 品（20 µL）利 用 高 通 量 测 序 平 台 Illumina 
MiSeq PE300（Illumina， San Diego）进行 16S rRNA 基因

扩增子测序（上海美吉生物医药科技有限公司）. 使

用 通 用 引 物 515F（5´-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-
3 ）́和 907R（5´-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3 ）́扩增

细菌和古生菌的 16S rRNA 基因序列 V4 和 V5 区，随

后 在 美 吉 生 物 公 司 并 利 用 其 在 线 平 台（www.
majorbio. com）分析测序数据 . 将 MiSeq 测序得到的

PE reads（paired-end reads）进行样本拆分，然后根据

测序质量对双端 Reads进行质控和过滤，拼接得到优

化数据，之后使用 QIIME2 中序列降噪方法（DADA2）
处 理 优 化 数 据［44， 45］ ，从 而 得 到 ASV（Amplicon 
Sequence Variant）代表序列和丰度信息，使用物种注

释数据库 silva 138/16s对 ASV进行物种分类［46］.
1. 3. 3　荧光定量 PCR

采用实时定量聚合酶链反应（qPCR）方法，利用

16S rRNA 基因特异性引物（引物信息见表 1）追踪实

验瓶（PCE-T1 实验瓶第 0、 36、 58、 72 和 79 d，TCE-
T1-1实验瓶第 0、 36和 40 d，TCE-T1-2实验瓶第 0、 34
和 40 d，TCE-T1-3 实 验 瓶 第 0、 34 和 86 d）中

Dehalococcoides和 Dehalobacter的基因拷贝数 . 进行定

量的标品为质粒 DNA，以 10倍梯度稀释（基因拷贝数

在 101 ~ 108 copies·µL−1），该 质 粒 包 含 克 隆 的

Dehalococcoides 和 Dehalobacter 16S rRNA 基因片段 .
qPCR 反应体系中有 2 × ChamQ Universal SYBR qPCR 

Master Mix（Vazyme #Q711）10 µL、 10 µmol·L−1上游和

下游引物各 0. 5 µL 及 DNA 模板 2 µL（空白对照和稀

释 DNA），剩余用 ddH2O 补充至 20 µL. qPCR 反应在

QuantStudio 6 Flex（Applied Biosystems， Waltham， MA）
进行，qPCR 程序为两步法即 50℃下维持 2 min，95℃ 
10 min 开始预变性，然后 40 次循环，每个循环下 95℃
变性 15 s，60℃退火和延伸 34 s，熔解曲线程序为仪器

默认设置 . 每个质粒标品和 DNA 模板样品至少有 2
个技术重复 .
1. 3. 4　Sanger 法测序获得脱卤菌完整的 16S rRNA
基因序列

利用两组引物 A 和 B（引物信息见表 1）扩增出

Dehalococcoides 16S rRNA 基因片段，通过 Sanger测序，

拼接获得接近其 16S rRNA 基因全长的核酸序列 . A
组引物 27F-16S 与 Dhc1350R-16S，B 组引物 Dhc730F-
16S与 1492R-16S. 其中 27F-16S与 1492R-16S是常用

细 菌 16S rRNA 的 一 对 通 用 引 物 ，Dhc730F-16S 与

Dhc1350R-16S 是 He 等［47］报道过的 Dehalococcoides 特
异性引物 . PCR 体系包括 25 µL 2 × Phanta Max Master 
Mix（Vazyme #P525）、 10 µmol·L−1上游和下游引物各

2 µL，总 DNA 模板 2 µL（未稀释），ddH2O 19 µL，共 50 
µL. PCR 反应使用基因扩增仪（BIOER）进行，A 组引

物扩增程序如下：95℃预变性 3 min；95℃变性 15 s，随
后 55℃退火 30 s 和 72℃延伸 40 s，此反应 35 个循环；

最后在 72℃下再延伸 5 min. B 组引物扩增程序中

72℃延伸时间设置为 30 s，其余与 A 组程序一致 . 在

1% 的琼脂糖凝胶上运行检查 PCR 产物扩增的特异

性与片段大小，所得产物交由擎科生物科技有限公

司（北京）测序，最后将测序得到的两段核酸序列拼

接 ，之 后 在 EzBioCloud 数 据 库（https：//www.
ezbiocloud. net/）进行 16S rRNA 核酸序列比对，初步确

定与本研究菌群中脱卤菌 Dehalococcoides相似性最高

的 菌 株 ，并 利 用 已 报 道 的 部 分 Dehalococcoides、 

Dehalogenimonas 和 Dehalobacter 的 16S rRNA 基因序

列 ，在 MEGA 软 件 上 使 用 邻 接 法（neighbor-joining 
method）构建系统发育树 .
1. 4　菌群 W-1 在地下水环境污染的应用

采集 300 mL 受 TCE 污染的地下水，因 TCE 的强

挥发性和为保证样品初始条件一致性，因此在实验

前，3 个平行样均外源添加 TCE 为唯一电子受体，使

其水相浓度为 418. 7 µmol·L−1，以模拟受 TCE 污染的

地下水环境 . 从富集培养液中取 150 mL 分 3 份，在

12 000 r·min−1条件下离心 20 min，移去上清液留菌体

沉淀 . 每 250 mL 密闭厌氧瓶分装 100 mL 地下水，50 
mL 菌体沉淀，外加混合电子供体中各物质的终浓度

均为 1 mmol·L−1，设置 3个重复即 Y-1、 Y-2和 Y-3. 放
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于 30℃恒温厌氧培养箱内，于黑暗条件下静置培养，

定期取样测量其中的污染物降解转化情况 .
1. 5　分析测试方法

应用气相色谱 GC-2010 Plus（SHIMADZU，日本）

火焰电离（GC-FID）检测器对 PCE 和 TCE 及其目标产

物 cis-1，2-DCE、 VC 和 ETH 进行定性定量检测 . 校准

标样在超纯水中制备，外标法定量，取 1 mL培养液样

品加入到含有 5 mL 盐酸酸化超纯水（pH < 2）的 20 
mL 顶空瓶中，密封测样 . 检测方法如下：样品在顶空

进样器 HS-10（SHIMADZU，日本）中于 80℃恒温 22 
min；加压平衡后，顶空气体样品通过气化室注入气

相色谱柱（Agilent HP-PLOT/Q+PT，30 m ×  0. 53 mm，

40 µm）；柱温箱升温程序：初始温度 150℃，保持 6 
min，以 20℃·min −1 升至 200℃，保持 8 min；载气为氮

气，柱流速 5 mL·min−1.
2　结果与讨论

2. 1　氯代乙烯厌氧微生物的富集及还原脱氯特性

研究

2. 1. 1　氯代乙烯的厌氧微生物还原脱氯

在实验组 1 中 PCE-T1 添加 98. 3 µmol（水相浓度

理论值为 616. 4 µmol·L−1）PCE，PCE 被菌液依次还原

脱氯为 TCE、 cis-1，2-DCE 和 VC，并最终脱氯为无毒

ETH，如图 1（a）. 在第 0 d 加入 PCE 后，其完全还原脱

氯为无毒 ETH 的速率为 8. 7 µmol·（L·d）−1，在第 72 d
和 79 d 加入等量 PCE 后还原脱氯速率显著加快，达

到（120. 1 ± 4. 9） µmol·（L·d）−1.
实验组 2中添加 111. 4 µmol（水相浓度理论值为

696. 3 µmol·L−1）TCE，各实验瓶中 TCE 逐渐减少同时

中间产物 cis-1，2-DCE和 VC积累增加，并很快被进一

步还原脱氯成无毒 ETH，如图 1（b） ~ 1（d）. TCE-T1-1
和 TCE-T1-2 在第 0 d 加入 TCE 后 35 d 左右完全还原

脱 氯 成 无 毒 ETH，还 原 脱 氯 速 率 为（19. 5 ± 1. 3） 
µmol·（L·d）−1，在第 36 d 和 40 d 加入等量 TCE 后还原

脱氯速率逐渐加快，在 5 d 左右即可完全还原脱氯成

无 毒 ETH，还 原 脱 氯 速 率 为（172. 4 ± 21. 8） 

µmol·（L·d）−1. TCE-T1-3 在第 0 d 添加 TCE 后 34 d 还

原脱氯成 cis-1，2-DCE，第 34 d 再次加入等量 TCE 后

86 d 完全还原脱氯成无毒 ETH，还原脱氯速率为

16. 2 µmol·（L·d）−1，同样，第 86 d 再次加入 TCE 后还

原脱氯速率加快，在 11 d 即可完全还原脱氯成无毒

ETH，还原脱氯速率为 80. 3 µmol·（L·d）−1.
Hood 等［50］ 进 行 的 实 验 室 研 究 中 ，包 含

Dehalococcoides 的土著微生物 KB-1TM 可以使 197. 9 
µmol·L−1 的 TCE 经过 31 d 完全还原脱氯为 ETH，而

563. 2 µmol·L−1的 TCE经过 52 d只能有 97% 能被脱氯

为 ETH，会造成大量的 VC 的积累 . Schaefer等［51］利用

SDC-9™菌群使 80 µmol·L−1 的 TCE 完全还原脱氯为

ETH. 本研究中的厌氧微生物菌群 W-1 同样能够将

PCE 依次转化为 TCE、 cis-1，2-DCE 和 VC，并最终转

化 为 无 毒 ETH，实 现 氯 代 乙 烯 的 彻 底 还 原 脱

氯 . 616. 4 µmol·L−1 的 PCE 最快经过 6 d 可以完全还

原脱氯为 ETH，696. 3 µmol·L−1的 TCE最快只需 4 d可

以完全还原脱氯为 ETH. W-1 与 KB-1TM和 SDC-9TM两

种国际上知名商业化菌剂相比（见表 2），其还原脱氯

的效率远远高于 KB-1TM，而相对于 SDC-9TM虽然效率

比较低但能还原更高浓度的 TCE.
2. 1. 2　氯代乙烯厌氧脱氯富集菌液的微生物种群

结构

通过 16S rRNA 基因扩增子测序，分析 PCE-T1实

验瓶中污染物依次脱去氯原子后富集菌液的微生物

群落组成变化，以及 TCE-T1-1、 TCE-T1-2 和 TCE-
T1-3 这 3 个富集菌液中与初始时刻相比在连续添加

TCE 后，其脱去 1个氯原子为 cis-1，2-DCE 及脱去 3个

氯原子为 ETH 污染物转化过程相应的微生物群落组

成变化 .
在 PCE-T1 富集菌液中的微生物群落结构中有

16 个属至少在 1 个样品中相对丰度大于 1%，如图 2
（a）. 此富集菌液中 Dehalococcoides 和 Dehalobacter 的

相对丰度较高，在 PCE 脱去 2 个氯原子形成 cis-1，2-
DCE 这一过程即 Day0 ~ Day36， Dehalococcoides 丰度

从 28. 9% 降低至 1. 1%，Dehalobacter 丰度从 1. 9% 增

表 1　引物信息

Table 1　Primer sequences used for qPCR and PCR
目标基因

Dhc 16S rRNA

Universal bacteria

Dhc 16S rRNA

Dhb 16S rRNA

引物名称

Dhc 1200F(SetJ)-16S
Dhc 1271R(SetJ)-16S

27F-16S
1492R-16S

Dhc 730F-16S
Dhc 1350R-16S
Dhb 881F-16S

Dhb 1002R-16S

引物序列（5´-3´）
CTGGAGCTAATCCCCAAAGCT

CAACTTCATGCAGGCGGG
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
GGTTACCTTGTTACGACTT
GCGGTTTTCTAGGTTGTC
CACCTTGCTGATATGCGG
CGACGCAACGCGAAGAA

CGAAGGGCACTCCCATATCTC

目的

qPCR

PCR

PCR

qPCR

文献

[48]

[49]

[47]

[48]
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长至 57. 1%，而随着 cis-1，2-DCE 脱去氯原子至 ETH
即 Day36 ~ Day72， Dehalococcoides 从 1. 1% 增 长 至

53. 8%，Dehalobacter 从 57. 1% 降低至 20. 1%. 当第二

次添加的 PCE 完全还原脱氯至 ETH 时即 Day79，
Dehalococcoides（67. 5%）和 Dehalobacter（21. 4%）两者

占比高达 88. 9%. 综上结果表明，负责 PCE 还原脱氯

的主要菌株为 Dehalococcoides 和 Dehalobacter，其中

Dehalobacter参与 PCE至 cis-1，2-DCE这一过程 .
在以 TCE 作为电子受体的实验组 2 中的微生物

群落结构［图 2（b）］与以 PCE 作为电子受体的微生物

群落结构相似，Dehalococcoides 的相对丰度最高 . 在

TCE-T1-1 和 TCE-T1-2 菌液进行两轮 TCE 完全还原

脱氯为 ETH 这一过程即 Day0_1 ~ Day40_1 和 Day0_2 
~ Day40_2，Dehalococcoides 从（29. 1 ± 2. 4）% 增长至

（77. 7 ± 0. 2）%，Dehalobacter 从（1. 5 ± 0. 2）%增长至

（8. 0 ± 0. 6）%. 在 TCE-T1-3 菌液脱去 1 个氯原子成

cis-1，2-DCE 即 Day0_3 ~ Day34_3，Dehalococcoides 与

初始时刻相比从 28. 3% 增长至 44. 8%，Dehalobacter

从 2. 0% 降低至 0. 1%，第 34 d补加 111. 4 µmol的 TCE
全部脱氯为 ETH 这一过程即 Day34_3 ~ Day86_3，
Dehalococcoides 从 44. 8% 增长至 77. 9%，Dehalobacter

从 0. 1% 增长至 11. 0%. 总之，以 TCE 为电子受体的

富集菌液经过两轮还原脱氯后即 Day40_1、 Day40_2
和 Day86_3，Dehalococcoides 和 Dehalobacter 两者占比

达（86. 7 ± 0. 9）%.
无论是以 PCE 为电子受体还是以 TCE 为电子受

体，富集菌液经过两轮还原脱氯后都获得具有较高

丰度脱卤菌的菌液，其中 Dehalobacter 主要参与从

PCE 至 cis-1，2-DCE 这 一 过 程 的 还 原 脱 氯 ，而

Dehalococcoides 负责 PCE 至 ETH 整个过程的还原脱

（a） 富集培养液中 PCE 的脱氯动态；（b） ~ （d） 富集培养液中 TCE 的脱氯动态；箭头表示补加 98. 3 µmol（水相浓度理论值为 616. 4 µmol·L−1）
PCE 或 111. 4 µmol（水相浓度理论值为 696. 3 µmol·L−1）TCE，竖直虚线表示提取 DNA 的时间

图 1　富集培养液中氯代乙烯的脱氯动态

Fig.  1　Dechlorination dynamics of chlorinated ethylene in the enrichment

表 2　与知名菌剂在实验室条件下的脱氯效果比较 1）

Table 2　Comparison of dechlorination effects of well-known microbial inoculum under laboratory conditions
名称

KB-1
SDC-9

W-1

初始浓度/µmol·L-1

PCE
—

—

—

—

616.4

TCE
197.9
563.2

80.0
696.3
—

产 ETH 量/%
100.0

97.0
100.0
100.0
100.0

最快脱氯速率

/µmol·（L·d）-1

6.4
10.5

291.2
172.4 ± 21.8
120.1 ± 4.9

生长量/copies·mL-1

—

—

2.8 × 107

3.6 ± 1.7 × 108

6.7 × 108

1）生长量为主要功能菌 Dehalococcoides，因 Dehalobacter相对 Dehalococcoides较少故忽略不计；“—”表示文章中没有相关数据
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氯，是此过程的主要脱卤菌 . 有研究表明［52， 53］氯代乙

烯的还原脱氯与 Dehalococcoides 的丰度呈正相关，虽

然在很多地方都发现了 Dehalococcoides 菌种，但是它

们并不是普遍存在的，它们的生长量和生长率比较

低而且需要驯化的时间比较久，而获得的 W-1 菌群

中 Dehalococcoides 和 Dehalobacter 两 者 占 比 最 高 达

88. 9%. 因此高丰度脱卤菌富集菌群 W-1 可以高效

地完成氯代乙烯的还原脱氯，能够解决具有更大毒

性的低氯代烯烃在环境中积累赋存的问题，为氯代

乙烯彻底还原脱氯为无毒 ETH 提供了微生物资源，

对受氯代乙烯污染地下水的环境修复具有现实

意义 .

2. 1. 3　功能脱卤菌 Dehalococcoides 和 Dehalobacter

生长率计算

基于 16S rRNA 基因扩增子测序结果，为了研究

Dehalococcoides 和 Dehalobacter 伴随 PCE 和 TCE 脱氯

过程的生长情况，本研究利用 qPCR 技术对实验瓶

（PCE-T1实验瓶第 0、 36、 58、 72和 79 d；TCE-T1-1实

验瓶第 0、 36 和 40 d；TCE-T1-2 实验瓶第 0、 34 和 40 
d；TCE-T1-3 实验瓶第 0、 34 和 86 d）的功能脱卤菌在

样品中的基因拷贝数进行绝对定量 .
不同培养天数 Dehalococcoides 的基因拷贝数结

（a） PCE 为电子受体的富集菌液中微生物群落结构变化；Day0、 Day36、 Day58 和 Day72 表示 PCE-T1 初始时刻及依次脱去氯原子后的群落结

构；Day79 表示第二次喂养 PCE 完全脱氯为 ETH 时的群落结构组成；（b） TCE 为电子受体的富集菌液中微生物群落结构变化；Day0_1、 Day0_2
和 Day0_3 表示 TCE-T1-1、 TCE-T1-2 和 TCE-T1-3 这 3 个重复初始时刻的群落结构组成；Day34_1 和 Day34_2 表示 TCE-T1-1 和 TCE-T1-2 第一

次完全脱氯为 ETH 时的群落结构组成；Day34_3 表示 TCE-T1-3 第一次完全脱氯为 cis-1，2-DCE 时的群落结构组成；Day40_1、 Day40_2 和

Day86_3 表示 3 个重复经过两轮喂养 TCE 完全脱氯为 ETH 时的群落结构组成

图 2　PCE/TCE 厌氧微生物群落结构

Fig.  2　Microbial community structure of PCE and TCE anaerobic microorganisms
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果显示（图 3），第 0 ~ 79 d 即经过两轮投喂，共 196. 6 
µmol PCE 完全脱氯至 ETH 这一过程，PCE-T1 实验瓶

中 Dehalococcoides 的 16S rRNA 基因拷贝数从 7. 3 × 
104 copies·mL−1 显著增长到 1. 7 × 109 copies·mL−1，每

释放 1 µmol Cl−增加 1. 7 × 108 copies. 同样以 TCE为电

子受体的 3 个实验瓶第 0 ~ 55 d 即经过两轮投喂，共

222. 8 µmol TCE 完 全 脱 氯 至 ETH 这 一 过 程 ，

Dehalococcoides 的 16S rRNA 基 因 拷 贝 数 从（3. 2 ± 
0. 5） × 105 copies·mL−1 显著增长到（1. 6 ± 0. 4） × 109 
copies·mL−1，每释放 1 µmol Cl−增加（1. 9 ± 0. 4） × 108 
copies. 上述结果进一步证明，Dehalococcoides 是 PCE
至 ETH 整个过程的还原脱卤菌 .

对于不同培养天数 Dehalobacter 的基因拷贝数

结果（图 3），PCE-T1 实验瓶中，第 0 ~ 36 d 即 98. 3 
µmol PCE 完全脱去 2 个氯原子成 cis-1，2-DCE 时，

Dehalobacter 的 16S rRNA 基 因 拷 贝 数 5. 0 × 105 
copies·mL−1 增长至 2. 1 × 107 copies·mL−1，每释放 1 
µmol Cl− 增 加 1. 7 × 107 copies. 而 第 36 ~ 72 d 即

cis-1，2-DCE 再脱去氯原子至 ETH 时，Dehalobacter

增 加 缓 慢 ，这 一 结 果 表 明 Dehalobacter 只 参 与 从

TCE 至 cis-1，2-DCE 这一过程的还原脱氯 . 以 TCE
为电子受体的 3 个实验瓶经过两轮投喂共 222. 8 
µmol TCE 即第 0 ~ 55 d，Dehalobacter 的 16S rRNA 基

因 拷 贝 数 从（1. 5 ± 0. 1） × 106 copies·mL−1 增 长 到

（4. 2 ± 1. 1） × 107 copies·mL−1，每释放 1 µmol Cl−增

加（4. 9 ± 0. 1） × 107 copies.

2. 1. 4　Dehalococcoides菌株鉴定

利用核酸电泳扩增与 Sanger 测序本研究获得了

两段大小分别为 1 223 bp与 734 bp长度的核酸序列，

最终拼接得到 1 398 bp 的片段，接近 16S rRNA 基因

序 列 全 长 ，即 获 取 了 Dehalococcoides 较 完 整 的

16S rRNA 基因序列 . EzBioCloud 数据库中 Blast 结果

和 系 统 发 育 树（图 4）显 示 ，本 富 集 液 中 菌 株

Dehalococcoides sp.  LWT1 16S rRNA 与 Maymó -Gatell
等［25］在厌氧条件下分离出的脱卤拟球菌 D.  mccartyi 

strain 195 16S rRNA基因相似度达 100%.
2. 1. 5　有机卤呼吸细菌在氯代乙烯还原脱氯中的

作用

微生物群落是微生物菌种之间采用多种方式相

互作用从而形成复杂的网络生态系统 . 有研究证明，

OHRB 的共存和相互作用能够使得有机卤化物以更

快的速率逐步转化为无毒状态 . 例如，Ziv-El等［54］研

究 中 Geobacter 和 Dehalococcoides 混 菌 及 Rouzeau-
Szynalski 等［55］ 研 究 中 Desulfitobacterium 和

Dehalococcoides混菌可彻底使 PCE 和 TCE 还原脱氯为

无 毒 ETH［48］. 本 研 究 结 果 表 明 ，Dehalococcoides 和

Dehalobacter 是 PCE 至 ETH 这一过程主要的脱卤菌，

可以使 PCE 和 TCE 完全还原脱氯为无毒 ETH，其中

Dehalobacter 只参与 PCE 至 cis-1，2-DCE 这一过程的

还原脱氯，随着 Dehalococcoides 的生长量逐渐增加，

Dehalococcoides 成 为 主 要 的 优 势 菌 种 ，因 此

Dehalobacter在后期会受到抑制从而使 Dehalococcoides

成为 PCE 至 ETH 整个过程主要的脱卤菌，Lai等［56］和

Chen 等［57］的研究中也证明了这一点 . Dehalococcoides

和 Dehalobacter 两者存在竞争机制，并且在某种程度

上这种竞争机制能够促进有机卤呼吸代谢，从而使

Dehalococcoides 和 Dehalobacter 共同生长，氯代乙烯快

速脱氯 . 通过分析并阐明物种间的相互作用关系，对

于利用生物修复污染场地、 实现有机卤化物完全解

毒的终极目标具有重大意义 .
2. 2　菌群 W-1 在地下水污染环境的应用

添 加 41. 9 µmol（水 相 浓 度 理 论 值 为 418. 7 
µmol·L−1）TCE至实验瓶 Y-1、 Y-2和 Y-3中，各实验瓶

中 TCE逐渐减少同时中间产物 cis-1，2-DCE、 VC和无

毒 ETH 动态变化如图 5. 经过 28 d TCE 还原脱氯成无

毒 ETH，产 ETH 量为（69. 2 ± 9. 8）%，完全还原脱氯速

（a） PCE-T1 富 集 菌 液 中 Dehalococcoides 和 Dehalobacter 微 生 物 基 因 拷 贝 数 变 化 ， （b） TCE-T1-1、 TCE-T1-2 和 TCE-T1-3 富 集 菌 液 中

Dehalococcoides 和 Dehalobacter 微生物基因拷贝数变化；横坐标 35 d 和 55 d 为 3 个实验瓶取样时间中间值，ETH/cis-1，2-DCE 表示 TCE-T1-1 和

TCE-T1-2 实验瓶中 111. 4 µmol TCE 第一次完全脱氯为 ETH， TCE-T1-3 实验瓶中 111. 4 µmol TCE 第一次完全脱氯为 cis-1，2-DCE；箭头表示

相应的污染物转化过程

图 3　不同培养天数 Dehalococcoides 和 Dehalobacter 的基因拷贝数

Fig.  3　Gene copy numbers of Dehalococcoides and Dehalobacter on different culture days
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率为（10. 3 ± 1. 5） µmol·（L·d）−1.
Hood 等［50］ 进 行 的 应 用 实 验 中 ， 包 含

Dehalococcoides 的土著微生物 KB-1TM 使 1 200 µmol·L−1

的 TCE 迅速脱氯至 VC，然而经过 5个月停滞后 VC 脱

氯至 ETH. Schaefer等［51］利用 SDC-9TM菌群进行的土柱

实验中 120 µmol·L−1的 DCE经过 62 d左右完全脱氯至

ETH. 而本研究中的厌氧微生物菌群 W-1进行的应用

实验中，418. 7 µmol·L−1 的 TCE 经过 28 d 产生大量

ETH，脱氯速率相较于菌剂 KB-1TM和 SDC-9TM是比较

高的 . 依据前期实验室富集培养可得，初期主要脱氯

菌群较少，生长速率较慢，后期随脱氯菌群的增加，

Dehalococcoides sp.  LWT1 会逐渐成为优势菌种，脱氯

速率会大大加快至最终实现 TCE 的彻底脱毒 . 研究

和发掘 TCE 还原脱氯菌剂并应用于实际受污染的地

下水环境，为地下水污染地原位修复提供重要菌株

资源具有重大意义 .
3　结论

（1）通过厌氧富集培养，获得了一份将 PCE / TCE
厌氧还原脱氯至无毒 ETH 的高效厌氧菌剂 W-1，
PCE、 TCE 的 脱 氯 速 率 分 别 是（120. 1 ± 4. 9） 
µmol·（L·d）−1和（172. 4 ± 21. 8） µmol·（L·d）−1.

（2）基于 16S rRNA 基因扩增子测序、 qPCR 技术

及 Sanger测序，刻画了菌剂 W-1的厌氧微生物菌群结

构，明确了 Dehalococcoides 和 Dehalobacter 是主要脱卤

功能菌 .
（3）将菌剂 W-1 应用于受 TCE 污染的地下水，可

实现 TCE 厌氧脱氯至无毒 ETH 的过程，可为受氯代

乙烯污染地下水开展原位厌氧微生物修复提供重要

的微生物资源 .
致谢：感谢中国科学院沈阳应用生态研究所严

俊博士为 qPCR 提供质粒 .
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