
书书书

!
第!"卷第#期
!$$%年&&月 ! ! !!!! !

食 品 与 生 物 技 术 学 报

!"#$%&’"()""*+,-.%,.&%*/-"0.,1%"’"23
! ! !!!!

’()*!"!+(*#
+(,*!!$$%

!文章编号!&#-./&#01"!$$%#$#/$$$#/$"

!!收稿日期!!$$%/$0/!&"!修回日期!!$$%/$1/!$*

!!基金项目!国家自然科学基金项目#.$!-$!-"$资助课题*
作者简介!蔡宝立#&1"%/$%男%河北兴隆人%教授%博士生导师*

降解萘的假单胞菌+2!"菌株的分离和
萘污染土壤的生物修复

蔡宝立!!李永君!!梁 靖!!赵化冰
!南开大学 生命科学学院"天津.$$$-&#

摘!要!用富集培养法从石油工业废水中分离到高效降解萘的+2!"菌株*该菌株能以萘为惟一
碳源生长!在"03内将无机盐培养基中!4"5的萘降解106"7*该菌株还能降解水杨酸#对羟基
苯甲酸#邻苯二甲酸和苯乙酸*&#89:+;基因测序和同源序列比对表明!+2!"菌株属于假单胞
菌$!"#$%&’&()"<=*%*将+2!"菌株接种到含有$6!4">5萘的灭菌土壤中!经过&">室温培养
以后!萘的去除率为106!7*
关键词!萘$生物降解$假单胞菌$土壤修复
中图分类号!?#!%*!. 文献标识码!;
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!!多环芳香烃#];L<$是一类广泛存在于环境中
的污染物%其分子含有两个或多个苯环*这些化合
物大多具有毒性’致突变性和致癌性%包括萘’菲’
蒽和芘等在内的&#种];L<已被美国环境保护署

#̂];$列为重点污染物(&)*由于它们在环境中存
在的普遍性’持久性’低水溶性和易与土壤颗粒结
合等特点%所以污染位点的修复引起广泛重视*通
过蒸发和吸附等方法可以减少土壤中];L<的浓
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度!但更为有效和经济的方法是生物修复*萘是最
为常见的];L<污染物!在过去的.$年中!对萘生
物降解的生物化学和遗传学机制进行了广泛研究!
证明萘降解基因主要位于细菌的大质粒上!大约!$
个降解基因组成!个操纵子!上游操纵子编码的酶
将萘氧化成水杨酸!下游操纵子编码的酶再将水杨
酸降解成可进入三羧酸循环的小分子物质"!!"#*虽
然对萘在水和空气中的生物降解已进行了大量研

究!但是萘在土壤中的生物降解规律和测定方法的
报道尚不多见"%#*_D)(F(,等用!"#$%&’&()"*$+,-
%).-菌株进行了土壤中的萘降解实验!建立了一
种数学模型!用于评价萘的降解效率"%#*作者从石
油工业废水中分离到高效降解萘的假单胞菌+2!"
菌株!并对该菌株的降解特性和对污染土壤的修复
能力进行了研究*

A!材料与方法

A:A!培养基和培养条件
萘降解菌株的分离和培养使用以萘为惟一碳

源$!4%5&的 ‘‘ 培养基!成分见文献"##*高压灭
菌冷却后加入萘粉末*标准培养条件是’萘质量浓
度!4%5!=L-6!!.$a!&%$9%XDF振荡培养*制备
萘平板时!培养基加入!4%5琼脂粉!高压灭菌!待
温度降到0%a左右时加入萘粉末!摇匀后倒平板*
ABC!萘降解菌株的分离
取%X5工业废水!与"%X5‘‘ 培养基混

合!加入终质量浓度为!4%5的萘粉末!于.$a摇
床振荡培养.>*取%X5菌液接种于"%X5含萘

‘‘培养基!继续培养!如此重复.次*用接种环蘸
取菌液!在萘平板上划线!.$a培养!分离单菌落*
单菌落再划线纯化!次!得到纯化菌株*
ABD!AE+$F6=基因的G<F扩增!克隆!测序和同
源性比对

具体操作见文献"-#*
ABH!萘质量浓度的测定
用二氯甲烷萃取培养液或土壤中的萘!经过滤

和脱水后用岛津 I@/1; 气相色谱仪测定萘残留
量*分析条件’进口温度!#$a!氮气体积流量%$
X5%XDF!柱温!$$a(检测条件’检测器$_A2&温度

!#$a!空气体积流量%$X5%XDF!氢气体积流量

-$X5%XDF(色谱柱为 8̂/%!型!长.$ X!直径

$6.!XX*
ABI!菌株的萘降解特性分析

ABIBA!最适降解条件!用不同=L 值)添加不同
微量元素和不同萘质量浓度的 ‘‘ 培养基!在不

同温度下培养 +2!"菌株!于不同时间取样!测定

M2#$$值!通过培养液M2#$$值的高低判断细菌生长
的快慢!M2#$$值越高!说明萘的降解性越好*
ABIBC!碳源实验!在‘‘培养基中添加不同化合
物作为细菌生长的惟一碳源!质量浓度为!4%5!在
标准条件下培养 +2!"菌株!!>后培养液明显变
浑!说明该化合物可作为惟一碳源*
ABE!萘污染土壤的生物修复
取校园土壤研碎过筛!&0$a干热灭菌!3!取

!$4放入直径为#QX的培养皿中!加入"$X4萘!
混匀!再加!X5+2!"菌液和"X5液体 ‘‘ 培
养基!混匀!加盖!室温$!$!!.a&保存!每天喷少
许蒸馏水保持土壤湿润!每隔!!">取出&个培养
皿!密封后存放于b.$a冰箱!&">后用I@测定
萘的残留量6 对照实验不加菌液!其它条件不变*

C!结果与讨论

CBA!萘降解菌株69CH的分离和鉴定
用富集培养法!从石油工业废水中分离到!"

个能以萘为惟一碳源生长的细菌菌株!其中一个在
萘平板中菌落较大的命名为+2!"6 该菌株含有一
个大质粒!具有氨苄青霉素)四环素)氯霉素和链霉
素抗性*用]@:引物!-_和&"1!:扩增 +2!"菌
株的&#89:+;基因"-#!得到&"0%N=的2+;片
段!IOFBCFR注册号为 2?&..%-!6 将该序列与

IOFBCFR中的类似序列进行B)C<T比对以后发现!
它与&%个假单胞菌$!"#$%&’&()"&菌株的&#8
9:+;基因的同源性在107以上!所以+2!"菌株
被鉴定为!"#$%&’&()"<=6&%个!"#$%&’&()"菌
株的IOFBCFR注册号分别是’!6*$+,%)cV!""$!

$̂&#--"(!"#$%&’&()"<=6 WB@/.!;E$"$0-!(

!6*/#0&1/&"",0,%)! ;B$$1"%-( !6*$+,%)
;V@@&-#"!! ;_$1"-""( !6*$+,%) +2#!

;E%01#01(!6)"*/#(,,!K-##%%(!"#$%&’&()"<=6
W25%!;_%.01.!(!602#’&2,0&/&2)+)!;B$#$&.-(

!6 3$/4) A;‘&%"&!;B$"#111( !6 3$/4)
;J!&.$! ;B$"-$$&( !6’&(+#,/,,! ;_&0&%-#(

!6#(+&’&*5,/)5"0!;E1$-%##(!"#$%&’&()"<=6
‘5!!;_.-0$&&(!6036’&(+#,/,,! ;_&0&%-#(

!"#$%&’&()"<=6c!!;_%.!0##6 上述菌株的&#8
9:+;基因序列的系统树见图&*
CBC!69CH菌株的降解特性
温度试验表明!+2!"菌株在!%!.$a生长时

6#$$值相对较高!表明其生长和萘降解较好6!$a
培养时!在前.$3其6#$$值较!%!.$a培养略低!
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.$3后趋于一致6 在.-a!+2!"菌株不能在以萘 为惟一碳源的 ‘‘培养基中生长"见图!#*

图A!69CH和其它相关菌株的AE+$F6=基因序列的系统树

)-2:A!AE+$F6=2.%.713’"2.%.0-,0$.."(69CH&%*$.’&0.*50$&-%5

图C!温度对69CH菌株生长的影响

)-2:C!J((.,0"(0.;7.$&0#$."%01.2$"@01"(50$&-%

69CH

!!=L值试验表明!用于 +2!"菌株生长的 ‘‘
培养基的最适=L 值范围为#6%!06%!=L 值为

#6$时生长受到明显抑制!=L 值为%6$或16$时
基本不能生长"结果见图.#*

图D!7K值对69CH菌株生长的影响

)-2:D!J((.,0"(7K"%01.2$"@01"(50$&-%69CH

萘质量浓度试验表明!当萘质量浓度为!4$5
时+2!"菌株的生长最快*萘质量浓度为$6%4$5

时6#$$值偏低!表明碳源不足*萘质量浓度为"!
&$4$5时6#$$值明显降低!表明菌株生长受到抑制
"结果见图"#*

图H!萘质量浓度对69CH菌株生长的影响

)-2:H!J((.,0"(%&7101&’.%.,"%,.%0$&0-"%"%01.

2$"@01"(50$&-%69CH

微量元素试验表明%在培养基中不加微量元
素&加入混合微量元素’#(和加入终质量浓度为!%
X4$5的_O8M"的.种情况下!加入_O8M"能促进

+2!"菌株的生长!这是由于萘降解途径中催化儿
茶酚开环的儿茶酚!!./双加氧酶是一种含有_O!d

的酶’0(!加入_O8M"有利于保持该酶的活性!从而
促进对萘的降解6 混合微量元素中虽然也含有

_O!d!但质量浓度较低!仅为&X4$5’#(!不能满足
细菌生长的需要*
根据以上结果!+2!"菌株的优化培养条件是%

‘‘培养基的=L值为-6!!萘质量浓度为!4$5!
加入终质量浓度为!%X4$5的_O8M"!.$a振荡
培养6 在此条件下可将 ‘‘ 培养基中!4$5的萘
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在"03内降解106"7 !结果见图%"*

图I!69CH菌株的生长和萘降解曲线

)-2:I!L1.2$"@01&%*%&7101&’.%.*.2$&*&0-"%,#$M.5

"(50$&-%69CH

碳源利用实验表明#可被+2!"菌株作为惟一
碳源利用的芳香化合物包括邻苯二甲酸!水杨酸"$
邻羟基苯甲酸$对羟基苯甲酸和苯乙酸#而它们的
类似物间苯二甲酸$对苯二甲酸$间羟基苯甲酸不
能作为惟一碳源利用*
CBD!69CH菌株对萘污染土壤的生物修复
为了排除土著菌对+2!"菌株降解萘的干扰和

影响#作者使用灭菌土壤6在含萘土壤!!X4%4"中
加入少量液体 ‘‘培养基主要是为萘降解菌的生长
提供磷源和氮源6试验结果表明#经过"#0#&!#&">
室温培养#萘的残留率分别为!$607#&"607#

"6%7#&607#没有加入菌液的对照组&">后萘的残
留率为."6&76对照组中萘的损失是由于挥发造成
的!结果见图#"6从图#可见#+2!"菌液的加

入大大加速了土壤中萘的降解#所以+2!"可以用
作萘和石油污染土壤生物修复的候选菌株*

图E!69CH菌株对萘污染土壤的生物修复

)-2:E!/-"$.;.*-&0-"%"(%&7101&’.%.8,"%0&;-%&0.*5"-’

>350$&-%69CH

D!结!论

&"从石油工业废水中分离到高效降解萘的

!"#$%&’&()"<=6+2!"菌株#该菌株的最适培养
条件是&使用=L值为-6!的无机盐培养基#萘质量
浓度为!4%5#加入终质量浓度为!%X4%5的_O/
8M"#.$a振荡培养#在此条件下可将!4%5的萘
在"03内降解106"7*
!"!"#$%&’&()"<=6+2!"菌株对土壤中的萘具
有良好的降解效果#将该菌株接种到质量浓度$6!
4%>5萘的灭菌土壤中#加入适量的磷源和氮源#经过

&">室温培养以后#萘的去除率为106!7*
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