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摘要：通过恒温摇床实验研究 6 株 2*I? 优良细菌对 # 种多环芳烃（2*I?）在单一基质和混合基质

下的生物降解特征，并对优良菌降解混合 2*I? 时底物之间的竞争和协同代谢作用进行解析。结

果表明：6 株细菌对混合 2*I? 好氧降解效果由大到小依次为菲、蒽、芘；反应初期简单 2*I? 和难降

解的复杂 2*I? 存在竞争代谢，造成短期内难降解 2*I? 的降解率偏低，随着反应的进行，复杂

2*I? 的降解率最终被提高，且对降解能力越强的菌株，这种提高作用越明显；施氏假单胞菌

（!"#$%&’&()" "*$*+#,- ".）IJB 对混合基质中的蒽、芘的降解率分别比单一基质蒽、芘的降解率提高

5!KBL、6K6L。
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多环芳烃（V%&9H9H&>H 8Q%F8S>H T9RQ%H8QY%@?，简称

2*I?）是一大类广泛存在于环境中的有机污染物，

也是最早被发现和研究的化学致癌物。近年来关于

2*I? 的生物降解的研究很多，但大多是针对纯种菌

降解单一 2*I 的研究报道［5!#］。然而，在实际污染

环境中 2*I? 污染大都以混合形式出现，其生物降
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解过程非常复杂［!］。因此在寻找 "#$% 优势降解菌

的同时，研究各 "#$% 被降解时分子间的相互作用

关系尤为重要，但国内外对此的研究鲜见报道。笔

者通过研究单一 "#$ 和混合 "#$% 的生物降解特

征，对优良菌降解 "#$% 时底物之间的竞争和协同

代谢进行解析，以期为 "#$% 污染严重区快速去除

"#$% 提供基础理论依据。

! 材料和方法

! &! 主要材料

!"!"! 受试菌种

实验分离筛选出的 ’ 株 "#$% 降解细菌［’］，包

括 $() * $(+ 菌、$(, 菌和 $(- 菌。

!"!"# 主要试剂和主要培养基

+ 种混合 "#$ 的甲醇标准溶液（作标准曲线

用）：准确称量蒽、菲、芘标准试剂各 ./..’ . 0，混合

后用甲醇溶解，定容至 ’./.12。’/. 0 3 2 蒽（或菲或

芘）丙酮标准溶液，磷酸盐缓冲液，无机盐培养基，牛

肉膏蛋白胨液体培养基参见文献［,］。

! &# 实验方法

!"#"! 菌悬液的制备方法

菌悬液的制备方法参见文献［,］。

!"#"# 优良菌对混合蒽、菲、芘的降解实验方法

实验设计：在好氧条件下，优良细菌与 "#$% 充

分接触，优良菌在其最佳生长条件下分别对 "#$%
单基质和混合基质降解。具体为将浓 "#$% 丙酮标

准溶液加入无机盐培养基中，在 +. 4、),. 5 3 167 恒

温摇床中挥发丙酮并分散 "#$%，然后加入一定量的

优良菌启动反应。该反应体系中无机盐培养基（测

得 8$ 9 -/!）为优良菌提供了充足的营养和良好的

反应环境，+. 4为优良菌的最佳生长温度，),. 5 3 167
为优良菌的最佳生长转速（保证体系内一定的氧量

和使优良菌与体系中的 "#$% 充分接触）［’］。

优良菌对单一 "#$% 的降解方法：向 )’. 12 锥

型瓶中分别准确加入 ): 12 无机盐培养基和 ./; 12
的 ’/. 0 3 2 蒽（或菲或芘）丙酮标准溶液，使降解体

系质量浓度为 ’. 10 3 2，+. 4、),. 5 3 167 恒温摇床振

摇 !’ 167 挥发丙酮后，加入 ;12 一定浓度的某菌悬

液（稀释 ). 倍后光密度 <=,..71 9 ./:），最后以 : 层

纱布封口，重新放入摇床好氧振摇，以不加菌悬液的

体系为空白对照。实验设 + 组平行样。定时采取水

样，用紫外分光光度法测定剩余 "#$% 浓度。

优良菌对 + 种混合 "#$% 的降解实验方法：在

上述方法中将碳源改为加入! 9 ’/. 0 3 2 的蒽、菲、

芘的丙酮溶液各 ,-!2，混合体系中蒽、菲、芘含量用

高 效 液 相 色 谱 法 （ >60> 8?5@A51B7C? D6EF6G

C>5A1BHA05B8>I，简为 $"2J）测定，方法见 )/;/+ 中混

合 "#$% 的测定。

!"#"$ 混合 "#$% 的测定方法

采用 2J";... 高效液相色谱系统（日本分光公

司）测定实验中的 "#$% 的残留量。

色谱条件：色谱柱为正相 J): 柱；柱温为 ;’ 4；

流动 相 组 成 为 甲 醇 :’ K、水 )’ K；流 速 为 )/.
12 3 167；进样量为 ;.!2；洗脱条件为等梯度；紫外检

测器波长范围为 ;.. * ,.. 71，定量波长为 ;’! 71。

标准曲线绘制：从 + 种混合 "#$% 甲醇标准溶

液中分别取 ./.’12、./)12、./;12、./!12、./- 12、

)/.12 于 ). 12 比色管中，用色谱甲醇稀释至刻度

并摇匀。所得系列标准溶液 + 种 "#$% 单一质量浓

度分别为 ./’ 10 3 2、) 10 3 2、; 10 3 2、! 10 3 2、- 10 3 2、

). 10 3 2。准确配置 , 个质量浓度梯度的 "#$% 混合

标样，进行色谱分析，根据峰面积对其含量绘制标准

曲线，标准曲线及相应系数见表 )。

表 ! $ 种 "#$% 外标法定量标准曲线及相应系数

"#$%
保留时间 3

167
标准工作曲线 相关系数

菲 )./)+ ! 9 ./.;!." L ./...’ ./MMM’
蒽 ))/)- ! 9 ./.’+;" N ./.)!: ./MMM’
芘 )’/;M ! 9 ./..+." L ./...! ./MMM’

萃取液的浓缩和处理：将盛有萃取液的浓缩管放

入恒温水浴中，在 -. * :. 4的水温下浓缩近干，用色谱

级甲醇溶解并定容至 ). 12，稀释到合适倍数后用

./!’!1有机相用针筒式滤膜过滤装入进样瓶中测定。

# 结果和讨论

# &! 优良菌对混合蒽、菲、芘的生物降解特征

’ 株菌分别对蒽、菲、芘 "#$% 混合基质降解，由

图 ) 可见 ’ 株菌均可以降解蒽、菲、芘。从考察时间

的整个降解过程看，在蒽、菲、芘的混合体系中，’ 菌

株均更易降解菲，蒽次之，芘最不易被降解。此结果

与 "#$% 的生物可利用性随着环数的增加而降低的

结果是一致的。对 "#$% 来说，所含苯环数目越多，

分子间作用力越大，结合力越强，越难被微生物降

解。另外，从 "#$% 的分子结构看，蒽是线性分子，

菲和芘是角性分子，从一些实验研究［-］结果可知，一

般来说，角性分子比线性分子在水中的溶解度大，比

如，蒽与菲都是 + 个芳环稠合所得的分子，但菲在水

中的溶解度约是蒽的水溶解度的 ;. 倍。分子量越

大的非极性分子在水中的溶解度越小，芘是 ! 个芳

环稠合而成的分子，分子量比蒽的大，但由于芘是角

性分子，它在水中的溶解度大约是蒽水溶解度的

; 倍。从以往的研究［:"M］结果看，"#$% 的生物降解速
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图 ! " 株优良菌对混合蒽、菲、芘的降解效果

图 # 单一基质和混合基质下优良菌对蒽、菲、芘的降解

率与其水溶性有很大的关系。当微生物细胞表面是

亲水性时，碳源的水溶性越大，被微生物氧化代谢的

速率越快。由于菲在水中的溶解度较大，菲及其被

微生物降解转化生成的中间产物应该易于被微生物

利用。对于蒽来说，它本身的水溶性低，但从图 ! 可

见各体系中蒽的浓度随时间而降低的速率并不慢，

这说明体系中有适合于蒽转化的环境。微生物以芘

为碳源时，去除率最低，这主要是微生物氧化代谢有

机物时，开环反应是逐步进行的，芘分子中多一个芳

环，其被氧化代谢的步骤就多。

对菲来说，" 株菌在 !#$ % 内对其累积降解率在

&’() * + ,#(" *之间，其中 -./ 菌降解的最快，!#$ %
累积降解率达 ,#(" *，其次是 -.& 菌和 -.0 菌，

!#$ % 累积降解率均在 ’&(/ *以上；对于蒽，!#$ %
累积降解率在 /0(! * + )"($ *之间，其中 -.& 和

-.0 降解的最快，!#$ % 累积降解率分别为 ))(, *和

)"($ *，其次是 -./，!#$ % 累积降解率为 )!(/ *；对

于芘，!#$ % 累积降解率在 #’() * + )!(’ *之间，其

中 -.0 降解的最快，!#$ % 累积降解率为 )!(’ *，其

次是 -./ 和 -.&，!#$ % 累积降解率均为 /&() *。

! 1! 优良菌对单一基质和混合基质 "#$% 的生物

降解对比

由于各菌反应初始的短期反应速率和反应进行

一段时间之后的长期反应速率不同［!$］，研究选取) %
代表反应初期降解情况，!#$ % 代表长期降解情况。

单一基质和混合基质下优良菌对蒽、菲、芘的降解结

果见图 #。

从图 #（2）看，对于 -.! 菌、-.# 菌和 -.& 菌，

) %内单一基质条件下蒽的降解率比混合基质中的

蒽降解率分别提高 ’() *、$(& *和 &(" *，这可能
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是反应初始 !"# 菌、!"$ 菌和 !"% 菌产生的酶的非

特异性，造成菲、芘对其的竞争降解。随着反应的进

行，到 #$& ’ 时，混合基质条件下 ( 株菌对蒽的降解

率均高于单一基质下蒽的降解（提高了 #)% * +
#$), *），这说明菲、芘对蒽的协同代谢作用随着反

应的进行逐渐明显。

从图 $（-）看，对于各菌 . ’ 时，单一基质下和混

合基质下菲的降解没有明显差别（ / 0 1 *），这可能

是由于菲比较容易降解，在有蒽、芘存在的混合基质

中降解不受影响。从 #$& ’ 的结果看，混合基质的菲

降解率稍低于单一基质菲（降低了 &)# * + 2), *）。

总的来看，蒽和芘的存在对菲的降解率影响不大。

从图 $（3）看，对于各菌 . ’ 时，单一基质下的芘

降解率均大于混合基质下的芘降解率（相差 #)( *
+ #1)# *），这可能是由于芘分子较大，难降解，竞

争力小。但从 #$& ’ 的结果看，除 !"# 菌和 !"$ 菌

外，其他各菌在混合基质中的芘降解率均高于单一

基质的芘降解率，说明随着反应的进行，有 45!6 的

中间转化产物产生，可能和芘产生共代谢作用从而

提高其降解率，由于体系中有菲和蒽的存在，#$& ’
内，!"1 菌、!"% 菌和 !", 菌，芘降解率可分别提高

1)( *、1)1 *和 ()( *。

通过实验过程观察发现，混合降解体系与单一

降解体系相比，通常乳化严重，这可能是由于菌体代

谢 45!6 产 生 的 一 些 表 面 活 性 物 质 引 起 的，文 献

［##］报道乳化作用能对溶解度小的 45!6 有增溶作

用。因此，从短期内的降解结果看，混合条件下，蒽

或芘的生物降解受到一定程度的影响。但是从长期

的降解效果看，由于菲和芘的存在，可以提高蒽的生

物降解率，由于蒽和菲的存在，可以提高芘的生物降

解率。但蒽和芘同时存在于降解体系中时，菲的降

解率影响不大。

! 结 论

通过研究 ( 株优良菌对单一 45! 和混合 45!6
的生物降解特征，描述优良菌降解 45!6 时底物之

间的竞争和协同代谢。得到以下结论：

"# 细菌对混合 45!6 好氧降解效果由大到小依

次为菲、蒽、芘，说明分子结构越简单竞争代谢能力

越强，越易被降解；物质的溶解度越大，竞争中被代

谢的可能性越大；分子的大小比溶解度的大小在竞

争中的作用占有更大的比例，而分子大小差别不明

显时，溶解度越大，越易于被代谢。

$# !", 菌株是降解 45!6 的一种强势菌种。在

45!6 单基质及其混合基质条件下，对菲、蒽、芘均有

良好的降解能力。该菌经分子生物学初步鉴定为施

氏假单胞菌（ !"#$%&’&()" "*$*+#,- ". /），目前该菌对

45!6 的降解研究鲜有报道。

%# 混合 45!6 在生物降解过程中，分子间存在

竞争或协同作用。反应初期简单 45!6 和难降解的

复杂 45!6 存在竞争代谢，造成短期内难降解 45!6
的降解率偏低，但是从长期来看，随着反应的进行，

由于 45!6 对菌细胞中氧化酶的诱导作用及其中间

代谢产物产生的共代谢作用和乳化增溶作用等，使

得混合 45!6 存在情况下，复杂 45!6 的降解率提

高。对降解能力越强的菌株，这种提高作用越明显。

!", 菌对蒽菲芘混合基质中的蒽、芘降解率分别比

单一基质蒽、芘的降解率提高 #$), *、()( *。
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