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摘要#采用硅油D水双液相富集体系&以蒽为富集碳源&从原油污染土壤富集分离多环芳烃降解菌&分离出 " 株能降解菲(蒽(荧
蒽(芘(苯并,G-芘的细菌&经形态特征(生理生化和 "%5 LX,3鉴定为矢野口鞘氨醇菌$K2$*,+%&*3<1’,%*J31’)%&编号为4X’#‘
采用高效液相色谱$]W46%对4X’# 在无机盐培养基中对W3]N的降解特性做了研究B4X’# 能以唯一碳源与能源方式降解菲(
蒽(荧蒽(芘$初浓度均为 )( FVP4%&E ?的降解率分别为 #’i( &$i( ’&i( $i&但未能降解苯并,G-芘B蒽能促进4X’# 对荧
蒽P芘的降解&而荧蒽P芘则抑制4X’# 对蒽的降解B较高初始 O]$O]m#%的培养基有利于 4X’# 对混合多环芳烃的降解B外加
营养可促进4X’# 对荧蒽的降解B外加碳源$葡萄糖&’(( FVP4%或氮源$蛋白胨&)( FVP4%处理中荧蒽$"(( FVP4%% ? 的降解
率分别为 %#i( &"i&而对照组只有 *EiB在含有 ) 种多环芳烃$菲(蒽(荧蒽(芘(苯并,G-芘%的无机盐培养基溶液中&4X’#
在 E ?的适应期之后开始快速降解高分子量多环芳烃&% ?芘和荧蒽的降解率$E&i( %%i%比 E ?分别增加 E(i( )%i&并且
苯并,G-芘也被降解了 "$iB4X’# 具有降解高分子量W3]N的潜力B
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!!多环芳烃 $ O7;<M<M;AMGL7FG9AM:<?L7MGLR78N&
W3]N%是指由 ’ 个及以上苯环组成的稠环芳香烃化
合物&由于其毒性以及在环境中的持久性而受到广
泛关注

,"- &其中 "% 种被美国环保署$+W3%列为优先
控制污染物B低分子量$’ 个或 * 个苯环%W3]N&如
萘(菲(蒽&容易作为微生物生长所需的碳源而快速
降解B而高分子量 $ :AV: F7;@M>;GLQ@AV:9&]1f%
W3]N包含 E 个及更多的苯环&因其亲脂性(低水溶
性以及高稳定性&不易被微生物降解&易在环境中积
累

," a*- &成为消除 W3]N污染的难点B向污染土壤P
水体中添加降解微生物&可以提高污染物消除的速
度&是生物修复的常见方法&其中分离获得可以有效
降解W3]N的微生物菌株&成为生物修复方法的关
键B目前国内外对 W3]N降解菌的研究主要集中在
降解菌筛选

,E&)- (降解途径,%&$- (代谢产物,)&$ a#- (降
解基因

,%&"(-
方面B

鞘氨醇单胞菌属$K2$*,+%<%,’-NOB%因对芳香
化合物的高代谢能力而受到重视

,%&$&""- &但人们对其
认识较晚&"##( 年才由日本研究者 ZGR>>M:A等,"’-

首先划分这个菌属B本课题组筛选出 " 株矢野口鞘
氨醇菌$K2$*,+%&*3<1’,%*J31’)%&能降解多种]1f
W3]N&包括芘(荧蒽和苯并,G-芘B以往 W3]N降解
菌的研究中多以单一W3]N为降解对象&而W3]N在
环境中多以混合状态存在&本研究着重研究了在混
合$’ 种或 ) 种%W3]N溶液中该菌的降解特性&降解
条件与实际环境更为接近&以期为鞘氨醇菌属作为
W3]N污染的生物修复提供一些科学依据B

QR材料与方法

QSQ!降解菌的富集和分离
QSQSQ!土样的采集
土样取自海南海口福山油田美台 " 号井出油口

原油污染表层$ n’ MF%沙质土B土壤中有机质(总
磷(总钾(总氮含量分别为 ’#‘E( (‘)E( (‘(" 和 (‘)
VPIV&O]&‘"’&电导率 (‘"E F5PMF&含水率 (‘&%iB
土样装于自封袋中并用黑色避光袋套在外面&于冰
箱 Ep保存B
QSQSE!多环芳烃
实验所用 ) 种W3]N$菲(蒽(芘(荧蒽(苯并,G-

芘%均购于美国3;?LAM:公司$纯度 #&i以上%B用分
析纯丙酮分别配置W3]N母液&前 E 种W3]N母液浓
度为" ((( FVP4&苯并,G-芘浓度为 "(( FVP4&存在
棕色瓶于冰箱 Ep保存B
QSQSG!培养基

无机盐培养基#1V50E)$]’0&(‘’ V’ ]̂’W0E&
"‘( V’ ’̂]W0E&"‘( V’ =@50E&(‘() V’ 6G6;’&(‘(’
V’ ,]E,0*&"‘( V’ ,G6;&(‘) V’ 去离子水" ((( F4&
O]$‘)‘
牛肉膏蛋白胨固体培养基#牛肉膏 * V&蛋白胨

"( V&氯化钠 ) V&琼脂 ") a’( V&水" ((( F4&O]$‘E
a$‘%‘
QSQST!硅油D水双液相富集体系及菌株分离
筛选实验采用硅油D水双液相富集体系&富集溶

液中唯一的碳源与能源是浓度为 "(( FVP4的蒽B由
于W3]N是脂溶性物质&有较强的疏水性&其低水溶
解性使得微生物可接触性很低&从而限制了生物可
利用性

,"* a")-B双液相体系以前常被用于加快 W3]N
的降解

,""&"E a"%- &其原理是用适当的有机溶剂溶解悬
浮在水相的W3]N&通过降低微生物接触W3]N的浓
度而降低W3]N对微生物的毒性&并增大W3]N与微
生物 的 接 触 面 积& 提 高 生 物 可 接 触 性,"%-B
3NM78MGRL@LG等,"$-

研究发现硅油因其疏水性(难生
物降解性可作为双液相体系中良好的有机相BX}eA@;
等

,"%-
认为双液相体系也可用于加快 W3]N降解微

生物富集过程B
取一定体积蒽母液到事先灭过菌的 "(( F4三

角瓶中&使富集溶液中蒽的终浓度为 "(( FVP4B在
超净台中用氮气轻轻吹干丙酮&然后加入 )( F4灭
菌后的无机盐培养基&待培养基降温至与体温接近
$防止高温对微生物的伤害%时再加入 "( F4硅油&
第 " 次富集加入 ) V污染土样作为菌株来源&此后
富集均加入上次富集后的 ’ F4菌液B倾斜置于摇床
"&( LPFA8振荡培养&*(p&黑暗条件&富集周期为 $
?&共富集培养 & 次B
富集过程结束后将富集液稀释到适当浓度&在

牛肉膏蛋白胨固体培养基上涂平板B于 *(p培养至
不再有新菌落产生&分离&在牛肉膏蛋白胨平板划线
纯化B
QSE!降解实验设计
QSESQ!菌株保存与活化

4X’# 在以菲为唯一碳源与能源的无机盐培养
基中保存&降解实验之前将保存菌液转入新配的以
菲为唯一碳源与能源的无机盐培养基&倾斜置于摇
床 "&( LPFA8振荡培养&*(p&黑暗条件&活化 ’ ?B取
活化后的菌液做降解实验B
QSESE!降解实验设计
降解实验均在 *( FFl"%( FF的试管进行&使

用无机盐培养基&降解体系中不添加硅油B根据欲配

((&"
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W3]N溶液的终浓度&加一定体积的W3]N母液到灭
菌的 *( FFl"%( FF的试管中&并在通风厨内于
))p用氮气轻轻吹干母液的溶剂&然后加入 "( F4
已灭菌的无机盐培养基&最后加入 " F4活化后的菌
液B倾斜置于摇床 "&( LPFA8振荡培养&*(p&黑暗
条件B
QSG!高效液相色谱法测定W3]N含量
QSGSQ!W3]N标准曲线
在棕色小瓶中用W3]N母液分别配置梯度浓度

标准液&在 ))p用氮气轻轻吹干丙酮&然后加入
’F4色谱纯乙腈以溶解结晶的W3]N&用高效液相色
谱仪$安捷伦46"’((%测定峰面积&制作 W3]N浓度
与峰面积的标准曲线B菲(芘(蒽(荧蒽和苯并,G-芘
的标准曲线=’ 分别是 (‘##&( (‘##%( (‘#’*( (‘###
和 (‘###‘
QSGSE!回收率测定
在 *( FFl"%( FF的试管中分别配制适当浓

度的菲(芘(蒽(荧蒽和苯并,G-芘的无机盐培养基
"( F4&倾斜放置于摇床 "&( LPFA8振荡 " :&*(p&黑
暗条件B菲(芘(蒽(荧蒽和苯并,G-芘平均$* 个重
复%回收率分别是 &&i( "(’i( $*i( "(’i和
"()iB本研究中W3]N残留率数据都已用回收率校
正&并假设降解实验始末W3]N回收率无变化&即降
解实验初始时W3]N的回收率等于降解实验结束时
的回收率B
QSGSG!W3]N残留率测定
降解实验结束后&向每个试管中加 "( F4乙酸

乙酯&涡旋 *( NB静置待水层与有机层分离&用移液
管从上层有机层取 " F4乙酸乙酯到干净的棕色玻
璃瓶B))p下用氮气流轻轻吹乙酸乙酯至完全挥发&
再加入 ’ F4乙腈以溶解结晶的 W3]NB用 (‘’’ $F
孔径的有机相滤膜过滤乙腈溶液到另一干净的棕色

玻璃瓶中&盖盖B用安捷伦 46"’(( 高效液相色谱仪
测定W3]N残留量B采用 -@8>NA;1WD6"& 柱$粒径 )
$F&直径 E FF&长度 ’)( FF&天津博纳艾杰尔科
技%&流动相为乙腈和水B前 ) FA8 采用 %(i乙腈洗
脱&在接下来的 ’) FA8&乙腈梯度洗脱到 "((i&
"((i洗脱保持 ) FA8&共计 *) FA8B
QST!菌株鉴定
菌株4X’# 分离纯化后&在中国科学院微生物

研究所通过对其形态(生理生化特性及 "%5 LX,3
序列分析进行菌株鉴定B

ER结果与分析

ESQ!富集与菌株分离

4X’# 富集体系中唯一碳源为蒽$"(( FVP4%B
在富集过程初始溶液为无色&从 E ? 开始有显色变
化&变为橙色&颜色逐渐加深B富集结束后将富集液
稀释至适当浓度&涂牛肉膏蛋白胨平板B根据平板生
长菌落形态的不同挑取分离出 ’ 株细菌&并在含有
) 种W3]N$菲(蒽(荧蒽(芘(苯并,G-芘&前 E 者浓度
均为 )( FVP4&苯并,G-芘浓度为 ) FVP4%无机盐培
养基的 % ? 降解实验&发现其中 " 株细菌对于前 E
种W3]N有很好的降解效果&编号为4X’#‘
ESE!4X’# 菌株的描述与鉴定结果
在牛肉膏蛋白胨固体培养基上划线&*(p培养

’ ?&4X’# 形成直径约 " FF泛黄的菌落&菌落表面
光滑(凸(湿润(不透明B4X’# 鉴定结果为矢野口鞘
氨醇菌$K2$*,+%&*3<1’,%*J31’)%B
ESG!4X’# 降解单一W3]N
本实验中菲(蒽(芘(荧蒽分别作为唯一碳源&初

始浓度均为 )( FVP4&倾斜置于摇床 "&( LPFA8振荡
培养&*(p&黑暗条件B如表 " 所示&E ? 内&4X’# 能
以唯一碳源与能源形式将菲和蒽降解 #(i左右&显
示了快速降解低分子量 W3]N的能力&而对 ]1f
]W3N的荧蒽和芘分别降解了 ’&i和 $iB4X’# 对
低分子量W3]N的降解能力高于 ]1f W3]N&其原
因主要是 W3]N随着环数的增加&其基因毒性更
大

,*- &疏水性和电化学稳定性随之增加,"&- &微生物
可接触性降低&造成生物可利用性降低B这也是
]1fW3]N易在环境中积累的主要原因B有报道&
环境中 * 环的菲的半衰期为 "% a"’% ?&而 ) 环的苯
并,G-芘半衰期为 ’’# a" E(( ?,"#-B张枝焕等,’(-

对

天津地区 # 条主要河流沉积物中多环芳烃化合物的
组成与分布做了调查研究&发现相对含量较高的 )
种W3]N中就有 * 种 ]1f W3]NB这都在一定程度
上反映了]1fW3]N的生物难降解性B
菌株 K2$*,+%<%,’-1’,%*J31’)U" 是该菌研究

得最充分的&但其只能以 ’ 环和 * 环的 W3]N为生
长碳源&不能以 E 环及以上的 W3]N为生长碳
源

,’"-B4X’# 可以降解 E 环 W3]N芘和荧蒽&显示出
较强的降解能力B

表 QR‘5EW 以唯一碳源形式降解单一2<:,

2GR;@"!5A8V;@W3]N?@VLG?G9A78 R<4X’# GNGN7;@N7>LM@7SMGLR78

降解时间

P?
W3]N保留率Pi

菲 蒽 荧蒽 芘

’ "’ %$ #E #$
E & "* $’ #*

EST!蒽与芘和荧蒽之间降解的促进与抑制

"(&"
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本次实验中蒽(芘(荧蒽的初始浓度均为 )(
FVP4&倾斜置于摇床 "&( LPFA8振荡培养 E ?&*(p&
黑暗条件B从表 ’ 可以看出&蒽与芘P荧蒽共存的状
态下&蒽的降解率$’#i(*(i%比起单独存在时的
降解率$&$i%要分别低 )&i和 )$i&而芘P荧蒽与
蒽共存的状态下&芘P荧蒽的降解率从 $i和 ’&i分
别提高到 ")i和 E&iB这显示低分子量的蒽促进了
]1fW3]N芘和荧蒽的降解&而自身的降解则受到
芘和荧蒽的抑制B可能原因是低分子量 W3]N在水
相中溶解度较高&更易诱导微生物产生 W3]N降解
酶&并且自身可作为碳源与能源&提高了微生物的数
量和活性&相应地提高了微生物对]1fW3]N降解
能力

,")-B相反&]1f W3]N具有较高的生物毒性&
对微生物活性有抑制作用&使得微生物对低分子量
W3]N的降解能力也降低了B1GLM7>J等,")-

研究发现

萘或菲有助于增强 ]1f W3]N的降解B4GS7L9>8@
等

,"E-
也报道低分子量菲或萘有助于 " 株矢野口鞘

氨醇菌$K2$*,+%&*3<1’,%*J31’)%对 ]1f W3]N的
降解B

表 ER蒽与荧蒽Z芘之间降解的相互作用

2GR;@’!X@VLG?G9A78 A89@LGM9A78NR@9Q@@8

G89:LGM@8@G8? S;>7LG89:@8@PO<L@8@

不同碳源

降解体系

W3]N保留率Pi
蒽 荧蒽 芘

芘 #*
蒽b芘 $" &)
蒽 "*
蒽b荧蒽 $( )’
荧蒽 $’

ESU!外加营养对4X’# 降解荧蒽的影响
在研究外加葡萄糖对 4X’# 降解荧蒽的影响实

验中&6̂ 为无机盐培养基&荧蒽初始浓度为 "((
FVP4&倾斜置于摇床 "&( LPFA8振荡培养 % ?&*(p&
黑暗条件B从图 " 可以看出&随着葡萄糖浓度从 (
FVP4$6̂ %增加到 ’(( FVP4&4X’# 对荧蒽的降解率
也逐渐从 *Ei增加 %#i&而葡萄糖浓度为 )((
FVP4的处理中&荧蒽的降解率反而比 ’(( FVP4的浓
度处理低B这显示向降解体系中添加葡萄糖&可以促
进4X’# 对]1fW3]N荧蒽的降解&但促进作用只
在一定的葡萄糖浓度范围内有效&超过这个范围则
出现抑制BU@8V9NN78等,’’-

发现向土壤添加溶解性有

机碳能提高 E a% 环W3]N的降解率B可能的原因是
葡萄糖作为微生物生长所需的碳源与能源&提高了
微生物的活性和数量&从而加快对 W3]N降解速率&
另一可能的原因是作为溶解性有机碳的葡萄糖可以

增加晶体状W3]N$荧蒽母液被氮气于 ))p吹干之
后&在试管底部结晶 % 在水相的表观溶解度
$GOOGL@89N7;>RA;A9<%&提高晶体状 W3]N向水相的扩
散速率&提高了荧蒽的微生物可接触性&从而提高了
荧蒽的降解速率

,’*-B有报道 X06可以提高 ]1f
W3]N在水相中的表观溶解度,’E-B而高浓度的葡萄
糖使得降解体系中 6P,值过高&并使溶液 O]值强
烈改变&不利于微生物的生长和对 W3]N的降解B
f78V等,E-

研究也发现高浓度葡萄糖$E)( FVP4%处
理中菲的降解率与不添加葡萄糖的处理没有显著差

异&更高浓度的葡萄糖$"VP4( *VP4%使培养基中 O]
显著降低&菲的降解率降低很多B

图 QR添加葡萄糖对‘5EW 降解荧蒽的影响

=AVB"!+SS@M97SV;>M7N@G??A9A78 78 S;>7LG89:@8@?@VLG?G9A78 R<4X’#

在研究外加蛋白胨对 4X’# 降解荧蒽的影响实
验中&6̂ 为无机盐培养基&荧蒽初始浓度为 "((
FVP4&外加氮素为蛋白胨&倾斜置于摇床 "&( LPFA8
振荡培养 % ?&*(p&黑暗条件B从图 ’ 可以看出氮素
的添加可以促进 4X’# 对荧蒽的降解&随着氮浓度
从 *)( FVP4增加到 E(( FVP4&4X’# 对荧蒽的降解
率从 *Ei快速增加到 &"i&而后氮素的增加反而抑
制了荧蒽的降解B添加适量氮素有助于降解率的提
高&其原因可能有 ’ 个#"为微生物提供缺乏的氮素
营养’#荧蒽被细菌降解过程产生大量酸性中间产
物&较高的氮素有助于防止荧蒽降解过程中 O]的
过度降低&有助于维持一个稳定的降解环境Bf78V
等

,E-
发现添加 *%( FVP4的氮素$ ,̂0*%有助于椰毒

伯克氏菌$:3"J$%.6)"*’ (%(%7),),’,-%对菲的降解B
但是过多氮素使得溶液中 6P,值过低&则可能使溶
液的 O]升高&脱离4X’# 降解荧蒽的最适 O]值&从
而不利于微生物对荧蒽的降解B
ES!!O]值对4X’# 降解混合多环芳烃的影响
本实验中菲(蒽(芘和荧蒽初始浓度均为 "((

FVP4&苯并,G-芘初始浓度为 "( FVP4&倾斜置于摇

’(&"
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图 ER添加蛋白胨对‘5EW 降解荧蒽的影响

=AVB’!+SS@M97SO@O978@G??A9A78 78 S;>7LG89:@8@

?@VLG?G9A78 R<4X’#

床 "&( LPFA8振荡培养 % ?&*(p&黑暗条件B从图 *
可以看出&随着培养基溶液的初始 O]值从 E 逐步
提高到 #&4X’# 对混合W3]N的降解率也逐步提高B
较高初始 O]值有助于 4X’# 对混合 W3]N的降解B
可能原因是4X’# 在降解W3]N过程中&产生大量酸
性中间产物&在降解过程中 O]有降低的趋势&碱性
物质的存在有助于中和酸性中间产物&保持培养基
O]的稳定&有利于微生物对 W3]N的降解B有文献
报道荧蒽是通过加氧酶途径被细菌降解的

,)- &并有
文献推测荧蒽的 * 种降解途径,*&) a&- &其中 ’ 种途径
中都有酸性中间产物的生成&也有文献显示芘在降
解的过程中也有酸性中间产物的产生

,#-B

图 GR不同初始$:值培养基中‘5EW 对混合2<:,降解效果

=AVB*!X@VLG?G9A78 7SW3]NFAJ9>L@R<4X’# A8 151

QA9: ?ASS@L@89A8A9AG;O]TG;>@N

ESI!4X’# 对混合W3]N的降解动态
实验中菲(蒽(芘和荧蒽初始浓度均为 "((

FVP4&苯并,G-芘初始浓度为 "( FVP4&倾斜置于摇
床 "&( LPFA8振荡培养 % ?& *(p&黑暗条件B从图 E
可以看出4X’# 对 * 环的菲和蒽有快速降解能力& "
?就有 E)i的蒽被降解B而对于 ]1f W3]N的芘(

图 TR‘5EW 对混合2<:,降解动态

=AVBE!X@VLG?G9A78 ?<8GFAM7SW3]NFAJ9>L@R<4X’#

荧蒽&在4X’# 经过 E ?适应期&才开始大幅度降解B
E ? 时&芘(荧蒽约有 "(i的降解&而 % ?时芘和荧蒽
的降解率比 E ?分别增加了 EEi和 )&iB而且4X’#
不能以唯一碳源与能源降解的苯并,G-芘&在混合
W3]N条件下也出现了 "$i的降解&降解速率约合
$( $VP:B苯并,G-芘很少能以唯一的碳源与能源被
微生物降解&其降解菌多以共代谢$M7DF@9GR7;ANF%
方式进行降解B可与苯并,G-芘共代谢的物质多种
多样&有低分子量 W3]N,’)- (柴油,’%- (营养物,’$-B实
验显示4X’# 可以通过与低分子量 W3]N共代谢形
式对苯并 ,G- 芘进行降解B菌株 K2$*,+%<%,’-
1’,%*J31’)C3/(’ 对苯并,G-芘的降解方式也是共
代谢&在 ’‘) FF7;P4的水杨酸存在的条件下在 ’(:
内将 "‘* $VP4的溶解态苯并,G-芘完全降解,$-B

GR结论

$"%4X’# 能快速降解低分子量 W3]N菲和蒽&
并能以唯一碳源与能源形式降解 ]1f W3]N芘和
荧蒽&还能以共代谢形式降解苯并,G-芘&显示了较
强的降解W3]N的能力B

$’%外加营养物可以提高 4X’# 对 ]1fW3]N
的降解能力&没有出现因外加营养物质的竞争作用
而抑制微生物对 W3]N降解的现象’ 此外在低分子
量W3]N存在的条件下&4X’# 增强对 ]1f W3]N
的降解能力B4X’# 的这 ’ 个降解特性对实际环境中
]1fW3]N的去除很有利B

$*%较高 O]有利于4X’# 降解]1fW3]NB
参考文献#
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