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摘要：采用富集培养的方法从多环芳烃污染的土壤中分离到 ,株能高效降解四环芳烃芘的细菌 4!、4"、4,，经形态观察、生理生
化和 !5# 6789鉴定，4!属于铜绿假单胞菌属（!"#$%&’&()" )#*$+,(&")），4"属于黄杆菌属（-.)/&0)12#*,$’ ’,3$2),,），4,属于短短芽
孢杆菌属（4*#/,0)1,..$" 5)*)0*#/,"）3 ,株细菌均能以芘作为碳源生长，在含芘 2/、!//、"//、2//、! /// &:;<的无机盐液体培养基
中培养 = > 后细菌总数达到最高，在含芘 "// &:·<? !的无机盐液体培养基中 => 的降解效率分别达到 2,./-@、52./,@、
2!./"@ 3 ,株细菌对培养基具有较广泛的 A’适应范围，在芘浓度 "// &:;<，A’为 - B 0的液体条件下，均可生长，且对芘有很
好的降解 3虽然可以采用芘的二氯甲烷溶液或者 6，6C二甲基甲酰胺（7DE）溶液向培养液中添加芘，但是以 6，6C二甲基甲
酰胺添加的方式芘在水溶液中起到很好的分散作用，更有利于 ,株细菌对芘的降解 3
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多环芳烃（ A(R_W_WR%W *6(&*X%W $_>6(W*6U(S^，
‘9’^）是指一类由 "个或 "个以上苯环以线状、角
状或成簇形式构成的独特的持久性有机污染物［!］3
因工农业生产“三废”和生活垃圾的排放、倾倒及农

田污水灌溉，引起水体、大气和土壤环境的 ‘9’^污
染［!，"］，一些地区将 ‘9’^含量很高的城市垃圾和各
种污泥作为肥料施于农田，也成为土壤中 ‘9’^ 的
重要来源之一 3多种 ‘9’^被生物体吸收并在生物
体内积累，通过细胞毒性、遗传毒性和免疫毒性对生

物体产生致癌、致畸、致突变作用，并最终通过食物

链进入人体，因此 ‘9’^对生态环境和人类健康构
成巨大威胁［,］3美国环保局在 "/ 世纪 1/ 年代已将
!5种不带分支的 ‘9’^列入优先污染物名单中，我

国也把 ‘9’^ 列入环境污染物的黑名单中［-］3但是
如何治理环境中的多环芳烃污染，是目前人们关注

的一项重要研究内容 3
早期微生物对有机污染物适应性的遗传机制表

明，为了在污染地区环境中生存，微生物之间可以发

生水平基因转移或在微生物的染色体内进行基因重

排、突变、复制，以形成能够降解有机污染物的优势
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菌群，从而充分利用污染物作为其生长基质或形成

共代谢［! " #］$从污染环境中分离高效降解微生物，是
利用微生物治理环境有机污染的关键步骤［#］，而了

解其生物学特性及降解能力，可以为利用降解微生

物进行生物修复提供必要的理论支持 $现有的研究
表明能够降解多环芳烃微生物包括真菌［%］、细

菌［& " ’!］和放线菌 $迄今已分离筛选到多种降解 ()*+
的细 菌，包 括 分 支 杆 菌 属［’,］、气 单 胞 菌 属

（!"#$%$&’(）［&］、芽孢杆菌（)’*+,,-(）［-.］、拜叶林克氏
菌（ )"+."#+&*/+’）［--］、假单胞菌（0("-1$%$&’(）［-’，-/，-!］、
诺卡氏菌（2$*’#1+’）［-%］、红球菌（ 34$1$*$**-(）［-&，’’］

等 $但遗憾的是这些研究多数围绕萘、菲等低分子量
的 ()*+展开 $芘是由 0个苯环对称排列组成，结构
稳定，是高分子量 ()*+的代表化合物，具有致癌、
致畸的结构域，是多环芳烃的代表性化合物 $ -&%%
年 *1234567等［’.］从土壤中分离到 -株能降解芘的菌
(89’-，经 鉴 定 属 于 分 枝 杆 菌（ 56*$7’*8"#+-%
9’&7’’,"&++ (89’-），从此之后高分子量的 ()*+微生
物降解才逐渐被重视，此后围绕芘的微生物降解也开

展了大量的研究工作［-0，-#，’. " ’’］$虽然多种真菌对多环
芳烃的降解的降解效果较好，但许多真菌是致病菌，

环境安全性不高，限制了其应用，而且许多丝状真菌

会产生大量孢子，引起人、牲畜和植物的病害；而放线

菌生长缓慢，土壤中数量、生物量远小于细菌，限制了

起生物降解的效果，因此利用细菌降解的降解特性治

理环境中的 ()*+污染是切实可行的 $本研究采集长
期污染土壤并通过富集培养的手段分离高效降解细

菌，并对其特性进行了初步分析，以期为微生物修复

()*+污染环境提供高效降解菌 $

! 材料与方法

!"! 降解菌的分离和筛选
!"!"! 样品来源
从北京、大庆多处被多环芳烃污染的焦化厂和油

田等地采集污染土壤，采集时采取表层 . " -. :6 的
土壤，放于塑料自封袋中，封口，置于 0;冰箱保存 $
!"!"# 培养基
无机盐液体培养基：<’*(=0 0 >，?5’*(=0 0 >，

（?*0）’ @=0 ’ >，A>@=0·#*’= .B’ >，C5CD’ - 6>，E1@=0

·#*’= - 6>，蒸馏水- ... 6F［’-］$芘降解菌筛选液体

培养基：<’*(=0 0 >，?5’*(=0 0 >，（?*0）’ @=0 ’ >，

A>@=0·#*’= .B’ >，C5CD’ - 6>，E1@=0·#*’= - 6>，芘
的浓度分别为 -.、’.、!.、-..、-!.、’..、!.. 6>GF，

蒸馏水 -... 6F$芘的 2，2H二甲基甲酰胺（IAE）溶
液：浓度分别为 -.、’.、!.、-..、-!.、’..、!..
6>GF［’/］$ FJ培养基：胰蛋白胨（KLM73NO1）-. >，酵母
提取物（815+3 1P3L5:3）! >，氯化钠（?5CD）! >GF，水 -
F$牛肉膏蛋白胨培养基（固体培养基）：牛肉膏 -B!
>，蛋白胨 ’B! >，琼脂 & >，?5CD ’B! >，水 !.. 6F$如
需添加芘，则在无机盐琼脂糖培养基表面喷洒芘的

二氯甲烷溶液，或者添加芘的 IAE溶液使其终浓度
为 ’.. 6>GF$
!"!"$ 细菌分离
将采集的土样充分混合后取 ! >，放入装有 -..

6F灭菌的芘降解细菌筛选液体培养基的 ’!. 6F三
角瓶中，开始添加芘的浓度为 -. 6>GF，/.;摇床振
荡培养 $培养开始后每 ! Q转接 -次，以 !R的接种
量接种到新鲜芘降解细菌筛选液体培养基中，并逐

渐提高芘的浓度，至培养基中芘的浓度达到- ...
6>GF$然后在牛肉膏蛋白胨培养基上反复平板划线
得到单菌落，将单菌落点接到表面喷涂有芘的二氯

甲烷溶液的无机盐固体培养基上 $待长出菌落后在
平板上挑取生长丰满并产生明显降解圈的细菌单菌

落，转接至芘降解菌筛选液体培养基中，继续培养 $ !
Q后转接至 FJ固体培养基斜面，0;保存 $
!"# 菌株的鉴定
细菌分离后选择其中 /株进行深入研究，观察

/株菌在牛肉膏蛋白胨培养基平板上的菌落形态和
显微镜下的菌体特征并进行革兰氏染色观察［’!］$

-,@ LI?)部分序列的 (C9扩增：平板划线得出
细菌单菌落，挑取单菌落接种于 FJ液体培养基中 $
培养 -’S 后，提取细菌 I?)，进行 (C9 扩增 $用于
(C9扩增反应的引物序列如下：-,@ LI?)通用引物
序 列 为 E’# !TH)U)UKKKU)KCAKUUCKC)UH/T，
9-0&’ !THK)CUU8K)CCKKUKK)CU)CKKH/T $ (C9 反
应程序：&0;预变性 0 62O，&0; !. +，,/;- 62O，
#’; - 62O，/!次循环，#’;延伸 # 62O，0;保存 $取
-!F反应液进行 - R琼脂糖电泳检测［’,］，(C9 扩增
产物由诺赛生物工程公司测序 $
!"$ 菌株对芘的降解效果
在 -.. 6F三角瓶中装有已灭菌的无机盐液体

培养基 !. 6F，准确加入制备好的菌悬液 - 6F，使培
养基 !!. O6处的吸光度为 .B-，同时加入芘的 IAE
溶液，使培养基中芘浓度为 ’.. 6>GF，/.;摇床振荡
培养 $从接种后第 . Q开始，每天提取测定芘的浓度
和菌液在 !!. O6处的吸光度 $以未接菌的含芘无机
盐培养基为对照，按照降解率 :R V（ *C< W * X）G *C<
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! "##$的方式计算降解率，其中 !%&为空白处理中
芘的浓度，! ’ 为培养结束时培养基中芘的浓度 (
!"# 芘添加方式对芘降解和细菌生长的影响
向已灭菌的 "## )*三角瓶中加入芘的二氯甲

烷溶液，待二氯甲烷挥发完全后，添入无机盐液体培

养基 +# )*，使芘的终浓度为 ,## )-.*，加入制备好
的降解菌悬液使培养液在 ++# /) 处的吸光度为
#0" (在 "## )*三角瓶中装有已灭菌的无机盐液体
培养基 +# )*，加入制备好的菌悬液使培养基液在
++# /)处的吸光度为 #0"，同时加入芘的 123溶液，
使培养基中芘浓度为 ,## )-.*(上述 , 种培养液进
行振荡培养，且从接种后第 # 4 开始，测定培养液
++# /)处的吸光度和培养液中芘浓度 (
!"$ 培养液 56对芘降解和细菌生长的影响
调节培养液 56分别为 7、8、9、:、;，加入芘使

其浓度为 ,## )-.*，然后于 <#=下振荡培养 9 4，用
正己烷萃取培养基中残留的芘，测定残留的芘含量 (
!"% 通气量对芘降解的影响
培养液加入芘使其浓度为 ,## )-.*，调节 56分

别为 9，于 <#=下振荡培养 9 4，转速分别为 #、9+、
"+#、,,+、<## >.)?/，培养结束用正己烷提取并测定
的芘含量 (
!"& 芘的测定
采用气相色谱法测定芘，所用仪器为 @-?AB/C

8:,#D气相色谱仪，配备 3E1检测器，6FG+毛细管柱
和色谱工作站，测定条件如下：进样口的温度是

<##=，检测器的温度为 <##=，起始温度为 +#=，以
,+ =.)?/的速度升到 ,+#=，保持 "# )?/；载气氮气，
不分流进样，进样量为 "!*(采用外标法定量，芘标
准曲线在 " H "## )-.* 区间呈线性 (

’ 结果与讨论

’"! 降解菌的筛选

经过多次分离和纯化，从不同来源的土壤样品

中分离到多株能以芘为唯一碳源生长的细菌，经过

初步降解效率测定后，选择了 <株降解效率较高、生
长较快的菌株命名为 I"、I,、I< (在芘浓度为 ,##
)-.*的液体培养基中培养 94，此 <株降解菌降解效
率分别可达到 +<0#7$、8+0#<$、+"0#,$ (
’"’ 菌株的鉴定

<株芘高效降解菌在含芘的无机盐固体培养基
上均能正常生长 ( I"在 <#=下培养 ,7 J后肉眼就可
看到清晰的单菌落，菌落呈不规则圆型，表面不光

滑，边缘不整齐，该菌在牛肉膏蛋白胨平板上起初为

乳白色，随着菌龄的增加，颜色加深，最后呈粉红色 (
I"经革兰氏染色后确定为革兰氏阴性菌 ( I,在 <#=
下培养 7: J后肉眼可看到清晰的单菌落，菌落呈不
规则圆型，表面不光滑，边缘不整齐 (在牛肉膏蛋白
胨平板上培养时菌落初期为乳白色，随着菌龄的增

加，颜色逐渐加深，最后呈黄色 ( I,经革兰氏染色后
确定为革兰氏阳性菌 ( I<在 <#=下培养 7: J后肉眼
才可看到清晰的单菌落，呈规则圆型，表面光滑，边

缘整齐 (牛肉膏蛋白胨平板上培养时菌落为乳白色 (
I<经革兰氏染色后确定为革兰氏阳性菌 (
利用 "8K >1D@通用引物进行 F%L扩增得到目

的 1D@片段，测定得到 "7##M5的 "8K >1D@部分序
列，利用 NB/OP/Q OAPRC 软件进行序列同源性比较，
结果显示菌株 I"的 "8K >1D@序列与的多株铜绿假
单胞菌（"#$%&’(’)*# *$+%,-)’#*）具有高度同源性 (从
NB/OP/Q 基 因 数 据 库 中 下 载 铜 绿 假 单 胞 菌
（"#$%&’(’)*# *$+%,-)’#*）属内与菌株 I" 序列相似性
S ;; $的 "8K >1D@序列，用 I"的序列和下载的 "8K
>1D@ 序列通过 %ATR>B>U 进行聚类分析后，利用
2VN@<""软件以 DB?-JMW>GIW?/?/-计算方式生成系统
发育进化树，如图 " 所示 ( 可以看出，菌株 I" 与

图 ! 基于 !%( )*+,基因序列同源性的 -!系统发育树

3?-(" FJXAW-B/BC?Y C>BB W’ I" RC>P?/ MPRB4 W/ CJB "8K >1D@ -B/B JW)WAW-X
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!"#$%&’&()" !"# $%&’&()*++,-+., 聚于一类，亲缘
最近 #根据形态观察、生理生化和 ,/0 1(23序列比
对可以初步确定本研究中的 4, 属于铜绿假单胞菌
属（!"#$%&’&()" )#*$+,(&")）# 4* 的 ,/0 1(23 序列与
黄杆菌属的多株菌具有高度同源性，从 567897:基
因数据库中下载黄杆菌属内与菌株 4* 序列相似性
; << =的 ,/0 1(23序列，采用与 4,相同的方法计
算方式生成系统发育进化树如图 *所示 #根据形态
观察、生理生化和 ,/0 1(23序列比对初步确定菌株
4*属于黄杆菌属（-.)/&0)12#*,$’ ’,3$2),,）# 4& 的 ,/0
1(23序列与的多株芽孢杆菌具有高度同源性，从
567897: 基因数据库中下载芽孢杆菌属内与菌株 4&
序列相似性 ; </=的 ,/0 1(23序列，采用与前面相

图 ! 基于 "#$ %&’(基因序列同源性的 )!系统发育树

%>?#* @ABCD?676E>F E166 DG 4* !E19>7 H9!6I D7 EA6

,/0 1(23 ?676 ADJDCD?B

同的计算方式生成系统发育进化树如图 &所示 #根
据形态观察、生理生化和 ,/0 1(23 序列比对初步确
定菌株 4& 属于短短芽孢杆菌属（ 4*#/,0)1,..$"
5)*)0*#/,"）#

图 * 基于 "#$ %&’(基因序列同源性的 )*系统发育树

%>?#& @ABCD?676E>F E166 DG 4& !E19>7 H9!6I D7 EA6 ,/0 1(23 ?676 ADJDCD?B

!+* 菌株对芘的降解效果
本研究所分离的菌株 4,、4*、4&对芘适应能力较

高，接种到含芘 K-、,--、*--、K--、, --- J?LM的液
体培养基中后，& 株菌都可以生长且对芘都有一定
程度的降解 #虽然聂麦茜等研究报道在芘的浓度为
*-- J?LM时，菌株 %N2*对芘的降解转化受到了明显
的抑制作用［*&］，但是本研究中此浓度下 &株菌均对
芘具有较高的降解效果［/］，而且培养 O I 后 & 株菌
的生物量均达到最大 #
为使芘能更好地分散在培养液中，在液体培养

基中添加芘的 6，6’二甲基甲酰胺（(P%）溶液和芘
的二氯甲烷溶液 #刚加入芘的 (P%溶液后，芘呈现
细小的悬浮颗粒状，与加入芘的二氯甲烷溶液相比，

芘得到更好地分散，更加均匀 #以在不同加入芘的方
式下，&株细菌的生长和对芘的降解如图 Q R /所示 #
从图 Q R / 中可以看出，随着培养时间的延长，& 株
细菌均可生长并对芘有一定的降解，而且在以芘

(P%溶液的形式加入污染物更有利于微生物对芘
的降解 #研究中发现随培养时间增加培养液逐渐由
含有颗粒物的不透明乳白色（不溶性的芘所致）变

成均匀的乳浊液，颗粒物也消失，并有大量微生物絮

,表示采用 (P%溶液形式添加芘；

*表示以二氯甲烷溶液形式添加芘

图 , )"在 !种不同的液体培养基中的生长降解曲线

%>?#Q S6C9E>D7!A>" H6ET667 EA6 ?1DTEA DG !E19>7 4, 97I "B1676 I6?19I>7?

体出现，说明微生物在繁殖生长的同时也降解芘 #分
析其原因，可能是芘以 (P%溶液添加入液体培养基
中后，使芘得到更好地分散，微生物对芘的降解效果

也更加明显 # (P%是一种在工业上应用很广泛的溶
剂，具有很强的溶解能力，而且在室温条件下，(P%
可以与水、醚、醇、酯、酮、氯化烃和芳烃完全混溶，毒

/Q* 环 境 科 学 &,卷



图 ! "#在 #种不同的液体培养基中的生长降解曲线

!"#$% &’()*"+,-."/ 0’*1’’, *.’ #2+1*. +3 -*2)", 45 ),6 /72’,’ 6’#2)6",#

图 $ "%在 #种不同的液体培养基中的生长降解曲线

!"#$8 &’()*"+,-."/ 0’*1’’, *.’ #2+1*. +3 -*2)", 49 ),6 /72’,’ 6’#2)6",#

性很小，不易被微生物利用，可以被广泛应用于多环

芳烃的微生物降解研究和修复实践中［59］$
不同 /:条件下 9株芘降解细菌对芘的降解影

响如图 ;所示，从中可以看出，9株芘降解菌在较广
泛的 /:范围内都对芘都有很好的降解 $在芘浓度
5<< =#>?，/:为 @ A B 的液体条件下，9 株细菌均可
对芘有显著的降解 $在偏酸和偏碱性条件下，在培养
时间内对培养液中芘的降解效果不佳 $研究中发现
在中性和偏碱性条件下，9 株菌对芘的降解效果较
好，尤其是在 /:为 ;时，降解效果最佳 $
通气条件对好氧细菌的生长有显著的影响，进

而影响其对有机污染物的降解，本研究中通气量对

芘降解的影响如图 C所示 $可以看出，9株芘降解菌
在不同的通气条件下均能生长并对芘有相应的降

解，但是通气条件对芘的降解依然有较大的影响 $当
液体培养基中芘的浓度为 5<< =#>?时，在静置条件

图 & %株芘高效降解菌在不同 ’(条件的液体

培养基中的降解效果

!"#$; D72’,’ 6’#2)6",# 07 -*2)",- 4E，45 ),6 49 )*

6"33’2’,* /: *2’)*=’,*-

下通过 ;6的培养，降解效果最好的 45对芘的降解
率也仅仅为 9<F左右，而当通气条件得到改善时，
芘的降解率随之增加 $但是当培养箱的转速过大时，
芘的其他方面的损失也随之增加，对照处理中芘的

浓度与接菌处理中芘的浓度差异减少引起芘生物降

解量的下降，当培养箱转速达到 9<< 2>=",时 49的降
解率不足 5<F $所以虽然在理论上增加通气量可以
提高细菌的生长量，但是本研究中的降解效果并没

有随着通气量的增加而持续增加，而呈现出先增加

再降低的趋势 $

图 ) %株芘高效降解菌在不同通气

条件的液体培养基中的降解效果

!"#$C D72’,’ 6’#2)6",# 07 -*2)",- 4E，45 ),6 49 )*

6"33’2’,* )"2 *2’)*=’,*-

% 结论

本研究从多环芳烃污染土壤中筛选到 9株降解
芘能力较强的菌株 4E、45、49，经生理生化和 E8G

;@5E期 张宏波等：芘高效降解菌的分离鉴定及其降解特性研究



!"#$序列分析被鉴定：%&属于铜绿假单胞菌，%’属
于黄杆菌，%(属于短短芽孢杆菌 ) (株菌株能以芘为
唯一碳源生长，在 * +内对芘有明显的降解 ) (株高
效降解菌在芘浓度为 ,- . & --- /012，34 5 . 6 的条
件下都可以较好地生长和降解，并对通气条件有广

泛的适应 )因此在石油污染土壤中筛选得到的 (株
芘高效降解菌，在生物修复多环芳烃污染土壤方面

具有很一定的的应用前景 )
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