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摘　要：以多环芳烃为唯一碳源梯度驯化，从焦化废水底泥中分离筛选出２株疏水性高效芘降解细菌ＣＹ４和

ＨＹ７．通过１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析，初步鉴定ＣＹ４为杀鲑气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ），ＨＹ７为 施 氏

假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｔｕｔｚｅｒｉ）．降解性能试验 结 果 表 明，这 两 株 菌 可 利 用 底 物 谱 较 为 广 泛，包 括 水 杨 酸 等

多环芳烃转化产物，吲哚等杂化芳烃，多环芳烃和葡萄糖；其中ＣＹ４菌对芘的５ｄ降解率达３５．４０％，ＨＹ７菌

对芘的５ｄ降解率达３６．３２％．
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在多环芳烃（ＰＡＨｓ）的 微 生 物 降 解 研 究 中，能 够 合 成 多 环 芳 烃 加 氧 酶 的 菌 种 的 分 离 筛 选 尤 为 重

要［１］．从遗传机制看，为在污染环境中生存，细菌之间可发生基因水平转移或细菌的染色体内进行基因

重排、突变、复制等，以使其能抵抗污染物的毒性，并可利用有机污染物碳源生长［２］．因此，多环芳烃污染

环境中存在种类繁多的能代谢多环芳烃的微生物，这为人们直接从污染区样品中获得多环芳烃降解菌

提供了依据．迄今已分离出多种降解ＰＡＨｓ的细菌［３］，但遗憾的是这些研究多针对萘、菲等三环以下的

低分子量ＰＡＨｓ展开．而芘分子是四环的、分子量较高，且许多致癌多环芳烃分子中含有其结构，因此，

高分子量多环芳烃的研究工作中，芘常被用作典型多环芳烃分子［４］．本研究选取焦化废水排水沟底泥为

菌源，通过驯化筛选分离出多环芳烃降解菌，研究其基本特性和对芘的降解能力，在此基础上，利用１６Ｓ
ｒＤＮＡ片段扩增方法，对２株高效降解菌种属进行鉴定，发现在多环芳烃的降解研究中，国内外对这两

株菌鲜见报道，其中一株菌对芘的降解在国内外属首次报道．

１　材料与方法

１．１　优良菌源

取陕西省富平焦化厂焦化废水排水沟底泥作为菌源．底泥为亮黑色，粘稠呈半流体状，有刺激性气

味，且表面有油性物质．
１．２　主要试剂和主要培养基

芘丙酮标准溶液：准确称量０．２５０　０ｇ芘（分析纯），用５０．０ｍＬ丙酮溶解并定容，芘浓度为５．０ｇ／Ｌ．
蒽菲芘混合丙酮溶液：准确称取蒽、菲、芘各０．２５０　０ｇ，放入同一个棕色容量瓶，用５０．０ｍＬ丙酮溶解定

容，其中蒽、菲、芘 浓 度 分 别 为５．０ｇ／Ｌ，低 温 保 存 备 用．吲 哚、吡 啶、喹 啉 水 溶 液：无 菌 条 件 下，分 别 将

０．１ｇ吲哚、０．１ｍＬ吡 啶 或 喹 啉 用 无 菌 水 溶 解，定 容 至５０．０ｍＬ，其 浓 度 均 为２ｇ／Ｌ．磷 酸 盐 缓 冲 液

（ＰＢＳ）参见文献［４］．无机盐培养基（ＭＳ）参见文献［４］，测得此培养基ｐＨ为７．４．多环芳烃菌驯化培养

基：在无机盐培养基中加入一定量的吲哚、吡啶、喹啉、蒽菲芘作为唯一碳源．多环芳烃菌筛选分离培养

基：在无机盐培养基中加入２％的琼脂，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，在无菌操作下加入蒽菲芘，摇匀，倒成平板备
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用．富集培养基：即牛肉膏蛋白胨培养基（ＮＢ），参见文献［４］．

１．３　实验方法

１．３．１　菌源的预处理和菌的驯化方法

预处理：从陕西富平焦化厂焦化废水排水沟中取回底泥，在自制反应器中搅拌处理２０ｍｉｎ，再曝气

活化２４ｈ．菌的驯化：采用逐步提高碳源浓度的梯度驯化方法，取预处理后的底泥上清液１０ｍＬ加入到

４０ｍＬ多环芳烃菌液体驯化培养基中．在３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ生物摇床上好氧震荡培养，培养一个周期（７

ｄ）后从中取出１０ｍＬ加入到含有较高浓度驯化碳源的新鲜液体培养基中，进入下一个培养周期，如此

持续培养７个周期．驯化碳源浓度梯度见表１．

表１　多环芳烃降解菌驯化周期的碳源梯度浓度

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｃａｒｂｏｎ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ａｃｃｌｉｍａｔｉｎｇ　ａｎｄ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ＰＡＨｓ　ｓｔｒａｉｎｓ

Ｖａｒｉｅｔｙ　ｃａｒｂｏｎ　ｓｏｕｒｃｅｓ
Ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｃａｒｂｏｎ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　１ｓｔ　ｔｏ　７ｔｈ　ｗｅｅｋｓ／ｍｇ·Ｌ－１

１ｓｔ　 ２ｎｄ　 ３ｒｄ　 ４ｔｈ　 ５ｔｈ　 ６ｔｈ　 ７ｔｈ

Ａｎｔｈｒａｃｅｎｅ，ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ　ａｎｄ　ｐｙｒｅｎｅ　 ５　 １０　 １５ ｍ２０　 ２５　 ３０　 ３５

Ｉｎｄｏｌｅ　 ２　 ４　 ６　 ８　 １０　 １２　 １５

Ｐｙｒｉｄｉｎｅ　 ２　 ４　 ６　 ８　 １０　 １２　 １５

Ｑｕｉｎｏｌｉｎｅ　 ２　 ４　 ６　 ８　 １０　 １２　 １５

Ｇｌｕｃｏｓｅ　 １５　 １０　 ５　 ０　 ０　 ０　 ０

Ｔｏｔａｌ　ａｍｏｕｎｔ　 ２６　 ３２　 ３８　 ４４　 ５５　 ６６　 ８０

１．３．２　优良菌种的分离和筛选方法

用平板涂布法和平板划线分离法分离和筛选优良菌［５］：在无菌条件下，取０．１ｍＬ第７周期的驯化

培养液，接种到筛选分离培养基平板上，３７℃恒温培养２４ｈ，挑取长势良好的菌落接种于另一筛选培养

基的平板中培养．对获得的优势菌落反复划线分离，直至得到纯种菌．

１．３．３　菌悬液的制备方法

菌悬液的制备参见文献［４］，制成的备用菌悬液稀释１０倍后测定ＯＤ６００ｎｍ＝０．８．

１．３．４　菌体表面疏水性的测定方法

细胞表面疏水性（Ｃｅｌｌ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ，ＣＳＨ）采用细菌粘着碳烃化合物法测定［６］．

１．３．５　优良菌对芘的降解性能测定

利用好氧振荡法研究优势菌对芘的生物降解，具体方法为：在１５０ｍＬ锥型瓶中加入１８ｍＬ无机盐

培养基，准确加入０．２ｍＬ　５．０ｇ／Ｌ的芘丙酮溶液，放入３０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ恒温摇床振摇４５ｍｉｎ（使丙酮

尽量挥发），取下加２ｍＬ一定浓度的菌悬液，使芘初始浓度为５０ｍｇ／Ｌ，最后以８层纱布封口，重新放

入摇床振摇，定时取 样，并 用 环 己 烷 萃 取，紫 外 分 光 光 度 法 测 定 芘 含 量．实 验 以 不 加 菌 悬 液 为 空 白 对

照组．

１．３．６　优良菌可利用碳源实验方法［７］

在无菌条件下将受试菌种接入灭菌后的富集培养基中，培养一定时间后，取１ｍＬ培养液无菌条件

下接入含不同碳源的等体积无机盐培养基中，各碳源浓度均为２５ｍｇ／Ｌ，以不加菌的含相同碳源浓度的

无机盐培养基设为对照，测定接种初始培养液的 ＯＤ６００ｎｍ，在３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ生物摇床上好 氧 避 光 培

养，测定９０ｈ时ＯＤ６００ｎｍ，样品与对照均设３个平行样．用９０ｈ时的ＯＤ６００ｎｍ扣除对照和初始ＯＤ６００ｎｍ后得

到△ＯＤ６００ｎｍ，以△ＯＤ６００ｎｍ为依据评价菌种对受试碳源的利用状况．

１．３．７　菌种的鉴定方法

按照细菌鉴定手册［８］，用传统方法对受试菌进行生理生化鉴定；与此同时，进行分子生物学鉴定［９］．
分子生物学具体步骤为：收集菌体，用ＴｉａｎＧｅｎ细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取ＤＮＡ，用细菌通用引

物进行ＰＣＲ扩增，其中上游引物２７Ｆ（ＡｇＡｇＴＴＴｇＡＴＣＣＴｇｇＣＴＣＡｇ），下游引物１４９２Ｒ（ｇｇＴＴＡＣＣＴ－
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ＴｇＴＴＡＣｇＡＣＴＴ）．ＰＣＲ 反 应 体 系 总 容 积 为３０μＬ，其 中 基 因 组 ＤＮＡ　１．５μＬ、ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）

２．５μＬ；１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ；Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶０．５μＬ；上、下游引物各１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ　２１．０μＬ；扩增程

序：①９４℃５ｍｉｎ，②９４℃１ｍｉｎ，③５０℃１ｍｉｎ，④７２℃１ｍｉｎ，⑤７２℃５ｍｉｎ；②～④４０个循环．基因组

ＤＮＡ和扩增产物用１％的琼脂糖凝胶电泳进行检测．细菌１６ＳｒＤＮＡ片段的测序委托北京六合华大基

因科技股份有限公司完成．测序结果登录美国的ＧｅｎＢａｎｋ数据库，通过ＢＬＡＳＴ功能进行基因序列同

源性搜索并进行比对分析结果．

２　结果与讨论

２．１　优良菌的分离筛选

实验驯化初期加入葡萄糖作为辅助碳源，并依次降低其浓度至零．因为细菌对污染物的降解大多有

一段适应期［１０］，葡萄糖作为速效碳源而添加能保证细菌在这段期间维持基本的生长，而浓度上控制少

量则有利于降解细菌的快速筛选．由于筛选培养基以多环芳烃为唯一碳源，因此，能够在该培养基上长

出来的细菌是能够利用多环芳烃碳源的菌株．经过驯化培养、划线分离纯化后，得到３０余株能够利用多

环芳烃碳源的菌株，根据各菌种在筛选分离培养基中生长出来的时间和长势，从中挑取１０株生长快、菌
落典型的菌种保存．其代号为 ＨＹ１～ＨＹ７、ＣＮ２、ＣＹ４及ＣＢ９．

图１　牛肉膏蛋白胨培养的菌体表面疏水性

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ　ｏｆ

ｓｔｒａｉｎｓ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｆｒｏｍ　ＮＢ　ｍｅｄｉｕｍ

２．２　优良菌菌体的表面疏水性

细菌细胞表面疏水性是决定细菌非特异性黏附

到各种表面及界面的最重要的参数之一，也是影响细

菌降解疏水性有机物质的主要因素之一［６］．该参数被

用作难降解有机物降解菌筛选过程的一个重要参考

信息［１１］．多环芳烃是具有明显疏水性的化合物，为了

解１０株降解多环芳烃菌的表面特性，按照１．３．４中

的实验方法，测定了以牛肉膏蛋白胨培养基富集收集

的菌体细胞表面疏水性，结果如图１所示．从图１看，

筛选出的１０株菌细胞表面的疏水性各不相同，其中

ＨＹ１的疏水率最 大，为９２．０％；其 次 是 ＨＹ２、ＨＹ３、

ＨＹ５（或 ＣＹ４）、ＨＹ７，在５０％～７２％之 间，分 别 为

７０．４％、７１．４％、６１．５％、５５．６％；ＨＹ６、ＣＢ９、ＣＮ２疏

水性较小，分别为２８．０％、１０．８％、５．０％．ＨＹ４疏水率为－１．９％，细胞表面亲水性强．

图２　１０株优良菌对芘的降解率

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｐｙｒｅｎｅ　ｂｙ

ｔｅｎ　ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ　ｓｔｒａｉｎｓ

２．３　优良菌对芘的降解能力

１０株优良菌随 时 间 对 芘 的 去 除 效 果 见 图２，可 以 看

出各菌对芘均 有 一 定 的 降 解 能 力，且 随 着 降 解 时 间 的 延

长，降解转化率 逐 渐 升 高．研 究 中 发 现 随 培 养 时 间 增 加，

培养液由含有颗粒物的不透明乳白色（不溶性的芘所致）

逐渐变成均匀的乳浊液，颗粒物逐渐消失，培养液颜色加

深，这和刘艳峰等的研究一致［１２］．５ｄ后有７株菌的去除

率在３０％以上，２株菌的去除率在３５％以上，按照去除率

从大到小，依次为 ＨＹ７菌（３６．３２％）、ＣＹ４菌（３５．４０％）、

ＨＹ６ 菌 （３２．１４％）、ＣＮ２ 菌 （３２．０２％）、ＨＹ３ 菌

（３１．９２％）、ＣＢ９菌（３０．５２％）、ＨＹ２菌（３０．１０％）．ＨＹ４
菌的芘去除率最小＜２０％，可能是由于 ＨＹ４菌表面亲水

性强，不利于其和疏水性的多环芳烃接触造成的．
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表２　ＣＹ４和 ＨＹ７可利用碳源生长情况

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　ｇｒｏｗｉｎｇ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ　ｏｆ　ＣＹ４ａｎｄ　ＨＹ７ｓｔｒａｉｎ

Ｇｒｏｗｉｎｇ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
△ＯＤ６００ｎｍ

ＣＹ４ｓｔｒａｉｎ　ＨＹ７ｓｔｒａｉｎ
Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ　ａｃｉｄ　 ０．２３６　 ０．３５４
Ｃａｔｅｃｈｏｌ　 ０．３２９　 ０．３４６
Ｐｈｔｈａｌｉｃ　ａｃｉｄ　 ０．０７４　 ０．２３４

１－ｈｙｄｒｏｘｙｌ－２－ｎａｐｈｔｈｏｉｃ　ａｃｉｄ　 ０．０３３　 ０．１４７
Ｐｈｅｎｏｌ　 ０．３３７　 ０．３１０
Ｇｌｕｃｏｓｅ　 ０．５８２　 ０．５７５
Ｉｎｄｏｌｅ　 ０．１２４　 ０．２１８
Ｐｙｒｉｄｉｎｅ　 ０．１２２　 ０．１１０
Ｑｕｉｎｏｌｉｎｅ　 ０．１５４　 ０．１３６
Ａｎｔｈｒａｃｅｎｅ　 ０．１３２　 ０．１４３
Ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ　 ０．１５７　 ０．１８６
Ｐｙｒｅｎｅ　 ０．０９０　 ０．１０１

注：△ＯＤ６００ｎｍ表示９０ｈ后 和 开 始 时 培 养 液 的 ＯＤ值 差
值；黑体数字表示△ＯＤ６００ｎｍ＞０．２生长较快

２．４　优良菌可利用碳源的研究结果

ＰＡＨｓ污染环境中，复杂的多底物混合态形式往

往会影响微生物的 生 理 习 性 及 微 生 物 对 混 合 组 分 中

单个底物的利 用，进 而 影 响 相 应 的 降 解 效 率．能 够 利

用多种底物的微生物，在实际的生物修复过程中可能

会有更好的环 境 适 应 能 力，进 而 更 好 的 发 挥 作 用．另

外，不同生长碳 源 条 件 下，表 达 的 多 环 芳 烃 氧 化 酶 不

同，菌体表面性 质 可 能 不 同，从 而 影 响 菌 对 多 环 芳 烃

的降解能力［７］．本研究结果表明，ＣＹ４菌和ＨＹ７菌在

受试碳源中生 长 的 最 旺 盛，具 有 利 用 水 杨 酸、邻 苯 二

酚、邻苯二甲 酸、１－羟 基－２－萘 酸 等 多 环 芳 烃 中 间 产 物

的能力，能够利 用 苯 酚 和 杂 环 芳 烃（包 括 吲 哚、吡 啶、

喹啉）及多环芳烃（蒽、菲、芘），在葡萄糖中生长良好，

表现出较宽的底物谱，如表２所示．
２．５　优良菌的鉴定结果

以上研究发 现ＣＹ４菌 和 ＨＹ７菌 对 芘 的 去 除 率

最高，疏水性也较高，并且具有广泛的底物谱，是２株具有ＰＡＨｓ降解潜力的优势菌，因此，对这２株菌

进行了生理生化和分子生物学鉴定．

图３　ＣＹ４菌和 ＨＹ７菌基因组ＤＮＡ
和１６ＳｒＤＮＡ扩增电泳图

（１、２泳道依次 为ＣＹ４菌 和 ＨＹ７菌 的 基

因 组 ＤＮＡ；４、５泳 道 依 次 为 ＣＹ４菌 和

ＨＹ７菌 的１６ＳｒＤＮＡ；６泳 道 为 ＤＬ２０００

Ｍａｒｋｅｒ）

Ｆｉｇ．３　Ｇｅｌｏｓｅ　ｇｅｌａｔｉｎ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ａｆｔｅｒ

１６ＳｒＤＮＡ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＹ４ａｎｄ　ＨＹ７

（Ｌａｎｅ　１ａｎｄ　ｌａｎｅ　２ｗｅｒｅ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　ｏｆ　ＣＹ４

ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ＨＹ７ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ；ｌａｎｅ　４ａｎｄ　ｌａｎｅ　５

ｗｅｒｅ　１６ＳｒＤＮＡ　ｏｆ　ＣＹ４ｓｔｒａｉｎ　ａｎｄ　ＨＹ７ｓｕｃ－

ｃｅｓｓｉｖｅｌｙ；ｌａｎｅ　６ｗａｓ　ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ）

对ＣＹ４菌和 ＨＹ７菌提取的基因组ＤＮＡ和利用细菌通用引

物进行１６ＳｒＤＮＡ　ＰＣＲ扩增后的电泳监测结果如图３所示，从图

中可以看出泳道４，５约在１　５００ｂｐ处各有一条清晰的特异性条

带，没 有 杂 带 出 现，表 明 实 验 过 程 没 有 受 到 ＤＮＡ 污 染．ＣＹ４菌

１６ＳｒＤＮＡ测序，得到全长１　２１７ｂｐ的基因序列，根据测序峰图截

取可 信 序 列 ２７～１　２０２ｂｐ，登 录 美 国 ＧｅｎＢａｎｋ数 据 库 通 过

ＢＬＡＳＴ功能进行基因序 列 同 源 性 搜 索，对 比 发 现ＣＹ４菌 的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列和基因库已知菌株的相似性达到９７％，结合生理生化

特性可以判 定ＣＹ４为 杀 鲑 气 单 胞 菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ）．
ＨＹ７菌１６ＳｒＤＮＡ测序，得到全长８８３ｂｐ的基因序列，根据测序

峰图截取可 信 序 列１８～８７２ｂｐ，登 录 美 国 ＧｅｎＢａｎｋ数 据 库 通 过

ＢＬＡＳＴ功能进 行 基 因 序 列 同 源 性 搜 索，对 比 发 现 ＨＹ７菌 的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列和基因库已知菌株的相似性达到９５％，结合其生理生化

特性可以判定ＨＹ７菌为施氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｔｕｔｚｅｒｉ）．
虽然气单胞菌 和 假 单 胞 菌 都 是 已 知 的 能 够 降 解 多 环 芳 烃 的

细菌常见属，但针对杀鲑气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ）的多

环芳 烃 降 解 国 内 外 文 献 中 尚 未 见 报 道，针 对 施 氏 假 单 胞 菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｔｕｔｚｅｒｉ）降解多环芳烃的研究国内外也少有报道．
邵宗泽等［１３］从厦门储油码头油污水中分离得到了一株施氏假单胞菌，其对萘有较高的降解能力，但对

芘的７ｄ降解率仅为８．７５％，而本研究获得的 ＨＹ７菌对芘５ｄ降解率就可达３６．３２％；另有Ａｇｎｉｅｓｚｋａ
Ｍｒｏｚｉｋ等［１４］分离出一株施氏假单胞菌但仅研究了其对萘的降解过程．

３　结　论

以ＰＡＨｓ为唯一碳源梯度驯化，从焦化废水底泥中分离筛选得到２株疏水性高效芘降解菌．其中
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ＨＹ７菌对芘的５ｄ降解率达３６．３２％，ＣＹ４菌对芘的５ｄ降解率达３５．４０％．优良菌对碳源的可利用性

试验表明，ＣＹ４菌和 ＨＹ７菌的利用底物谱较为广泛．其可以利用水杨酸、邻苯二酚、邻苯二甲酸、１－羟

基－２－萘酸等多环芳烃转化产物，能够利用苯酚和吲哚、吡啶、喹啉等杂化芳烃，能够利用蒽、菲、芘等多

环芳烃，在葡萄糖中生长良好．生理生化及分子生物学鉴定结果表明，ＣＹ４为杀鲑气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ），ＨＹ７为施氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｔｕｔｚｅｒｉ），其中Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ菌株对多

环芳烃的降解研究目前国内外未见报道，Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｔｕｔｚｅｒｉ菌株对多环芳烃的降解研究国内外鲜见

报道．
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