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一株弯曲固氮菌对多环芳烃的降解特性研究
张宏宏１,叶　晨１,张晓昀２,孟　恬１,王黎明２,黄玉屏１

(１武汉大学生命科学学院,湖北 武汉４３００７２;２湖北环境修复与治理技术研究有限公司,湖北 黄石４３５０００)

[摘　要]微生物修复在多环芳烃(polycyclicaromatichydrocarbons,PAHs)污染治理方面有着优良特性.为了获

得高效降解PAHs的微生物,以荧蒽为唯一碳源进行筛选,分离得到一株高效降解细菌,命名为 CE３.经１６SrDＧ
NA序列分析法鉴定,菌株CE３属于弯曲固氮菌属(Azoarcus),这是首次发现该属菌株对高分子量 PAHs具有降

解能力.菌株CE３除了能降解荧蒽,还能降解苯、菲、芘、荧蒽、苯并[a]蒽、３Ｇ４苯并芘和苯并[b]荧蒽,且对荧蒽和

芘的降解率较高,均达到５０％以上.分析各种条件对CE３菌降解荧蒽和芘的影响,发现CE３菌能在较广的温度和

pH 范围降解荧蒽或芘,并且添加酵母提取物、蔗糖和果糖可使CE３菌降解能力提高.
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　　 多环芳烃(polycyclicaromatichydrocarbons,

PAHs)是一类含有两个及两个以上苯环的有机化

合物,具有遗传毒性、致突变性、致癌性、生物蓄积性

和化学稳定性[１Ｇ３],是我国农用和居住用地土壤评估

的重要指标之一.根据环数的不同,PAHs可以分

为高分子量PAHs(４环及以上)和低分子量PAHs
(２~３环),且高分子量PAHs比低分子量PAHs具

有更高的稳定性、更强的致癌性、致畸性和致突变

性,对人类健康和生态环境产生的危害更大[４Ｇ５].我

国大部分地区表层土壤中整体上都含有一定量的

PAHs,并多处于中度污染水平,其中４环的PAHs
荧蒽和芘含量较高,２环的 PAHs含量较低[６].例

如本研究的供试土壤采样区湖北黄石新冶钢有限公

司东钢厂区,其焦化车间受到的多环芳烃污染十分

严重,其中大部分为高分子量多环芳烃污染物.由

于在环境中低分子量的 PAHs比高分子量的容易

降解,因此对高分子量 PAHs的污染治理非常重

要.在PAHs污染治理方法中,微生物治理方法因

其环境友好、成本低、高效等特点,成为了PAHs污

染治理的热点[７].然而,目前分离到的降解高分子

量PAHs菌株非常有限,对其降解机制所知甚少.
为此,迫切需要分离更多的高分子量 PAHs降解

菌,探明它们对高分子量 PAHs的代谢机制,从而

加快微生物在环境污染治理和修复中的应用.

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　土壤样品的采集　本研究所用土壤样品采

自湖北省黄石市新冶钢有限公司东钢厂焦化车间,
取距表层１０cm 下的土壤.

１．１．２　培养基

１)无机盐培养基 (１L):３３８．８mgKH２PO４、

２３４．０mg(NH４)２SO４、１００．０mgNa２CO３、３．９mg
CaCl２、５９．３ mg MgSO４ 􀅰７H２O、８９０．７ mg Na２

HPO４􀅰１２H２O、０．３mgFeSO４􀅰７H２O,１mL 微

量元素母液.

２)微量元素母液(１L):１５００mgFeCl２􀅰４H２

O、１９０mgCoCl２􀅰６H２O、１００mgMnSO４􀅰７H２O、

７０mgZnCl２、２４mgNiCl２􀅰６H２O、２４mgNaMoO４

􀅰２H２ O、６ mg MnCl２ 􀅰４H２ O、２ mg CuCl２ 􀅰

２H２O.

１．１．３　试剂与仪器　除上述培养基配方中的化学

试剂(购自国药集团化学试剂有限公司)外,本研究

试剂主要有:菲、荧蒽、芘、３Ｇ４苯并芘、苯并[a]蒽、
苯并[b]荧蒽、丙酮、二氯甲烷(分析纯)、甲醇(色谱

纯)(购自阿拉丁工业公司).本研究所用实验仪器

包括岛津 UV２５００型分光光度计、Agilent１２００高

效液相色谱仪、Ultimate®PAH 高效液相色谱柱(５

μm,２５０mm×４．６mm)等.



１．２　实验方法

１．２．１　多环芳烃降解菌的分离纯化　称取１０g混

合土壤样品,加入９０mL无菌水和适量玻璃珠振荡

３h;静置待土壤沉降后,取１０mL上清液接入加有

荧蒽的９０mL无机盐培养基中,３０℃、１８０r/min
培养７d.每次均按１０％的体积比移取培养液接入

新鲜的液体无机盐培养基中,进行富集培养,共重复

５次.富集培养时培养基中荧蒽的浓度依次为１０、

２０、４０、６０、８０mg/L.之后,将培养液进行稀释涂

布,并将单菌落在平板上进一步划线分离纯化.

１．２．２　降解菌的鉴定

１)菌株形态特征的观察:a)挑取单菌落分别在

LB平板和含有荧蒽的无机盐平板上划线,３０℃培

养,观察菌落形态,并进行革兰氏染色.b)将菌株

接入含有荧蒽的无机盐培养基中,３０℃、１８０r/min
培养,观察其在液体无机盐培养基中的生长状态.

２)菌株的分子生物学鉴定:用细菌１６SrDNA
通 用 引 物 (２７F:５’ＧCAGCGGTACCAGAGTT
TGATCCTGGCTCAGＧ３ ’ 和 １４９２R: ５ ’Ｇ
CTCTCTGCAGTACGGCTACCTTGTTACGAC
TTＧ３’)进行PCR扩增,将PCR产物送公司测序.
将序列信息输入 NCBI网站,经 Blast程序与 GenＧ
Bank中已有的核酸序列进行序列同源性比对分析,
并用 MEGA１１．０软件采用 NeighborＧJoining法构

建菌株的系统发育树.

１．２．３　多环芳烃浓度的测定　将活化之后的菌液

８０００r/min离心５min,弃上清,用无机盐培养基洗

涤２ 次,再用无机盐培养基将菌体重悬;将菌液

OD６００调至１．０,按所需的接种量转接于５０mL加有

多环芳烃为单一碳源的无机盐培养基中,３０℃、１８０
r/min培养７d.

１)分光光度法检测多环芳烃

a)配制各种多环芳烃溶于甲醇的标准品,用岛

津 UV２５００分光光度计做全波段扫描,来确定每种

多环芳烃对应的最大吸收波长.

b)分别在各种多环芳烃的最大吸收波长处测

定不同浓度梯度标准样品的吸光度,以吸光度值为

纵坐标,多环芳烃的浓度为横坐标,绘制标准曲线.
测定加标回收率,计算变异系数,分析重复性.

c)向５０mL培养液中加入２５mL二氯甲烷,振
荡萃取３０min,之后倒入分液漏斗中,静置１５min,
分层后收集下层的有机相,上层的水相按同样的方

法连续萃取２次.

d)合并３次萃取获得的有机相,离心去掉有机

相中残留的水分,并测量有机相的体积.

e)测定于上述有机相样品在最大吸收波长下的

吸收值,并根据标准曲线计算多环芳烃的浓度和降

解率.

２)高效液相色谱法测定荧蒽和芘

a)绘制荧蒽和芘的标准曲线

配制不同浓度梯度的荧蒽和芘的标准样品,上
机分析.分析的色谱条件为:流动相为V(甲醇)∶
V(水)＝９∶１,紫外检测器室温检测,设置流速为１
mL/min,进样量为３０μL,检测波长为２５４nm,分
析时间为３０min.以峰面积为纵坐标,浓度为横坐

标分别绘制荧蒽和芘的标准曲线.

b)培养液中加入等体积的二氯甲烷萃取,振荡

萃取３０min,倒入分液漏斗中,静置１５min,分层后

收集有机相,水相重复萃取２次.

c)将有机相离心,去掉残留的水分后,用旋转蒸

发器进行旋转蒸发,水浴温度为４０℃;向蒸干后的

圆底烧瓶中加入５０mL色谱纯的甲醇,充分溶解多

环芳烃.

d)取１mL上述多环芳烃甲醇溶液,过滤除去

杂质,制得待测样品.将待测样品上机检测,根据检

测结果和标准曲线计算荧蒽及芘的浓度和降解率.

２　结果与讨论

２．１　菌株CE３的形态特征

通过逐次提高培养基中的荧蒽浓度,并用平板

划线分离纯化,筛选得到一株高效降解荧蒽的菌株,
编号CE３.菌株 CE３在 LB平板(图１a)和无机盐

平板(图１b)上的菌落呈规则圆形,透明,淡黄色,凸
起,表面光滑湿润,质地粘稠易挑起.菌株 CE３为

革兰氏阴性菌,菌体呈略弯曲的棒状(图１c).菌株

CE３在含有荧蒽的无机盐培养基中培养时,随着荧

蒽被降解,培养液逐渐变清亮,菌体呈絮状聚集

(图１d).

图１　菌株CE３的形态特征
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２．２　菌株CE３的分子生物学鉴定

菌株CE３的１６SrDNA 序列 GenBank登录号

为 MT４９８７８５,Blast序列同源性比对显示其菌株

CE３与Azoarcus(固氮弯曲菌)属细菌的１６SrDNA
序列同源性高,核苷酸一致性均达９５％以上,其中

与AzoarcusevansiiDQSＧ４的１６SrDNA序列同源

性最高.系统发育分析也表明菌株 CE３与弯曲固

氮菌属(Azoarcus)的菌株亲缘关系较近(图２),故
初步将菌株CE３鉴定为Azoarcussp．CE３.

图２　菌株CE３的系统发育树

２．３　菌株CE３的多环芳烃利用范围

实验发现,除荧蒽外,菌株 CE３能在以苯、芘、
菲、３Ｇ４苯并芘、苯并[a]蒽、苯并[b]荧蒽为唯一碳

源的无机盐培养基中生长.为此,检测了菌株 CE３
对各种高分子量PAHs的降解能力(表１).结果表

明菌株CE３对几种高分子量PAHs都有一定的降

解能力,对荧蒽和芘的降解率超过了５０％.故后续

对菌株CE３在不同条件下降解荧蒽和芘的能力进

行了详细分析.
表１　菌株CE３对几种多环芳烃７天的降解率

底物名称 质量浓度/(mg􀅰L－１) 降解率/％

芘 １００ ５４．１
荧蒽 １００ ５０．８
菲 １０００ １６．０
苯 ５００ ８３．３

３Ｇ４苯并芘 ５０ １９．６
苯并[a]蒽 ５０ ３３．９

苯并[b]荧蒽 ５０ １３．６

２．４　菌株CE３降解特性的研究

２．４．１　培养温度对菌株CE３降解率的影响　未接

种细菌的对照组中荧蒽和芘浓度在不同培养温度下

无明显差别,说明温度对荧蒽和芘的自身散逸没有

显著影响.菌株 CE３降解荧蒽和芘的最适温度均

为３０℃,温度提高到３５℃时,CE３菌对芘的降解率

略有降低,但对荧蒽的降解率则下降了一半(图３).
菌株CE３在２５~４５℃条件下都能生长,但温度超过

４０℃时CE３菌的生长受到明显抑制,降解率也明显

降低.因此,后续的实验都在３０℃条件下进行.

图３　不同温度下菌株CE３对荧蒽和芘的降解率

２．４．２　不同接菌量对菌株CE３降解率的影响　降

解体系中的PAHs含量恒定时,不同的接菌量对降

解率也有明显影响.实验结果表明,接菌量从２％
到８％时,菌株CE３对荧蒽的降解率逐渐提高,最高

降解率达到５８．９％;增加接种量到１０％时,降解率

反而降低.芘的降解率变化与荧蒽的不同,当接菌

量为６％时,菌株 CE３对芘的降解率达到最大值

６０．２％.其他不同比例接菌量下,芘的降解率无明显

差别(图４).

图４　不同接菌量下菌株CE３对荧蒽和芘的降解率

２．４．３　荧蒽或芘初始浓度对菌株CE３降解能力的

影响　菌株对 PAHs耐受能力的研究是探究其降

解特性的重要一环,本研究测定了不同初始培养浓

度下菌株CE３对荧蒽和芘的降解效率(图５).初始

浓度为１００mg/L时,菌株CE３对荧蒽和芘的降解

率最高,分别达到５０．８％和６５．３％,因此,后续实验

中荧蒽或芘的初始浓度均为１００mg/L.在荧蒽和

芘浓度较高时,菌株 CE３仍具有一定的降解能力,
说明菌株CE３能耐受高浓度荧蒽和芘,具有应用于

高浓度荧蒽或芘污染治理的潜力.

图５　不同底物浓度下菌株CE３对荧蒽和芘的降解率

２．４．４培养基的初始pH对菌株CE３降解率的影响

　pH 值会影响酶的活性、物质的转运过程和营养

物质的利用[８],从而影响微生物的代谢过程,因此本

研究探究了培养基初始pH 对菌株 CE３降解荧蒽
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和芘效率的影响(图６).培养基初始pH 值在５~
１０之间时,菌株 CE３对荧蒽和芘的降解率先随着

pH 值的增加而增加,当pH 为８时 CE３菌对荧蒽

的降解率达到最高,随后pH 越高降解率越低;而菌

株CE３对芘的降解率在pH９时达到峰值,当pH
为１０或８时,芘的降解率也没有明显降低.由此可

见,菌株 CE３比较适应弱碱性环境,而酸性环境对

其生长和降解活动明显不利.

图６　不同培养基初始pH 下菌株CE３
对荧蒽和芘的降解率

２．４．５　不同外源营养物质对菌株CE３降解率的影

响　微生物需要碳源、氮源、磷源、钾和铁等保证其

正常代谢和生长[９],不同的共代谢底物也是影响微

生物降解PAHs的因素之一[１０].本研究选择蔗糖

(A)、果糖(B)、葡萄糖(C)、麦芽糖(D)、木糖(E)、酵
母提取物(F)、蛋白胨(G)作为外源营养物质,探究

它们对菌株 CE３降解荧蒽和芘能力的影响.结果

显所示,各种营养物质对菌株CE３降解荧蒽和芘的

影响不同,酵母提取物使菌株对荧蒽和芘的降解率

分别提高了１２．３％和５．８％,蛋白胨使菌株对荧蒽和

芘的降解率分别提高了５．７％和３．６％;而蔗糖使菌

株对荧蒽的降解率提高了１１．５％,但抑制了对芘的

降解;与之相反,果糖使菌株对芘的降解率提高了

１３．９％,抑制了对荧蒽的降解(图７).因此,为了促

进菌株CE３对荧蒽和芘的降解,可在降解体系中添

加酵母提取物和蛋白胨,作为共代谢底物促进菌株

CE３对荧蒽和芘的降解;如果只需降解荧蒽,可以

选取蔗糖作为外源碳源物质促进降解;如果只需降

解芘,则可选取果糖作为外源碳源物质促进降解.

图７　添加不同外源营养物质时菌株CE３
对荧蒽和芘的降解率

３　讨论

本文从PAHs污染土壤中以荧蒽为唯一碳源

分离到一株PAHs降解菌 CE３,通过分子生物学方

法鉴定,该菌为Azoarcussp．CE３.虽然早先有报

道Azoarcus属的菌能够厌氧降解含单个苯环的芳

香烃和单个六元环结构如间二甲苯、二氧己烷等有

机物[１１Ｇ１３],还有报道通过宏基因组测序发现一种能

降解荧蒽和菲的混合菌中Azoarcus属细菌的含量

高达 ５８．５％[１４],但本 研 究 是 首 次 分 离 到 能 降 解

PAHs 的 Azoarcus 属 菌 株.CE３ 菌 能 以 多 种

PAHs为唯一碳源进行生长,特别是能降解几种高

分子量PAHs,说明CE３菌具有应用于环境PAHs
污染治理的潜力.探究各种环境条件对菌株 CE３
降解荧蒽或芘的影响,发现菌株CE３能在较广的温

度和pH 范围降解荧蒽或芘;同时,添加酵母提取

物、蔗糖和果糖可使 CE３菌降解率提高.因此,菌
株CE３在PAHs类污染物的修复中具有广阔的应

用前景,本实验为CE３菌应用于环境PAHs污染治

理及修复奠定了良好的基础.
由于目前仅完成实验室水平的液体体系降解测

试,为实现CE３菌在PAHs污染土壤或水体中的应

用,后期需要继续探究CE３菌在应用于环境治理时

是否能保持其高效利用底物的特性,是否会与环境

中原有的微生物群落相互作用等问题.
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DegradationCharacteristicsofPolycyclicAromatic
HydrocarbonsbyAzoarcussp．CE３
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,WANGLiming２,HUANGYuping１

(１CollegeofLifeSciences,WuhanUniversity,Wuhan４３００７２,China;
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Abstract:MicrobialremediationhasexcellentcharacteristicsinthecontrolofpolycyclicaromatichydrocarＧ
bons(PAHs)pollution．InordertoobtainmicroorganismsthatcanefficientlydegradePAHs,fluoranＧ
thenewasusedastheonlycarbonsourcetoscreenmicroorganisms．AndthenahighＧefficiencydegrading
bacteriumnamedCE３wasisolated．StrainCE３wasidentifiedtobelongtoAzoarcusgenusbasedonits１６S
rDNAsequenceanalysis．Toourknowledge,thisisthefirstreportthatthestrainoftheAzoarcusgenus
hastheabilitytodegradehighmolecularweightPAHs．Inadditiontofluoranthene,strainCE３alsocould
degradebenzene,phenanthrene,pyrene,fluoranthene,benzo [a]anthracene,benzo [３,４]pyreneand
benzo[b]fluoranthene．Thedegradationratesoffluorantheneandpyrenearemorethan５０％andhigher
thanthedegradationratesofotherPAHs．Then,thedegradationratesoffluorantheneandpyreneby
strainCE３undervariousconditionswereanalyzedindetailbyHPLC method．Theresultsshowedthat
Azoarcussp．CE３coulddegradefluorantheneorpyreneinawiderangeoftemperatureandpH;moreover,

theadditionofyeastextract,sucroseandfructosetothemediumcouldimproveitsdegradationability．
Keywords:polycyclicaromatichydrocarbons(PAHs);fluoranthene;pyrene;degradation;Azoarcus
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