
摘 要：通过在液体培养基中添加苯并[a]芘（B[a]P）作为唯一碳源反复驯化培养，从长期受石油烃和多环芳烃（PAHs）污染的土壤中
分离出 8株能够降解 B[a]P的细菌，其中一株细菌（命名为 BB-1）具有最大降解效果。采用 16sRNA基因测序结果表明，BB-1与巨大
芽孢杆菌（Bacillus megaterium）同源性为 100%。为了研究 BB-1的降解特性，在 pH7.0、30 益条件下培养 8 d，菌株 B[a]P的降解率高
达 66.36%。为了考察培养基初始 pH和外加蔗糖浓度对 BB-1降解 B[a]P的影响，30 益下振荡培养 8 d，当设置培养基初始 pH为 4.0、
6.0、8.0和 10.0时，BB-1对 B[a]P的降解率分别为 12.14%、39.61%、55.21%和 30.03%，可见 pH为 8.0时其降解效果最优；当添加
0.1%蔗糖和 0.5%蔗糖为外加碳源时，菌株 BB-1对 B[a]P的降解率分别为 70.56%和 74.89%，表明 0.5%蔗糖的降解效果最优。
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Abstract：Eight bacteria strains were isolated from the soil contaminated with petroleum hydrocarbons and polycyclic aromatic hydrocarbons
（PAHs）using repeated subcultures in liquid medium with added benzo[a]pyrene（B[a]P）as the sole carbon source. One of the bacterial
strains named BB-1 had an optimal degradation effect（100% homologous to Bacillus megaterium）through the 16sRNA gene sequencing
method. In order to explore the degradation character of BB-1，the strain was cultured under pH=7.0，30 毅C for 8 days, after which
the B[a]P degradation rate reached a maximum of 66.36%. In order to investigate the degradation rate of BB-1 under varying conditions of
initial pH and additional sucrose concentration in the culture medium, the incubation was carried out at 30 毅C for 8 days, with various values
of initial pH including 4.0, 6.0, 8.0, and 10.0. The results showed that the degradation rates of B [a]P were 12.14%, 39.61%, 55.21%,
and 30.03%, respectively. In other words, the highest degradation efficiency was achieved for pH 8.0. With the addition of 0.1% and 0.5%
sucrose as an additional carbon source, the degradation rate of B[a]P reached 70.56% and 74.89%, respectively. It was thus clear that
the highest degradation efficiency occurred in the media with the addition of 0.5% sucrose.
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多环芳烃（PAHs）是土壤环境中普遍存在的一类

有机污染物，由于其毒性和潜在的致癌性已受到普遍

关注[1-7]。苯并[a]芘（B[a]P）是一种具有 5环结构的强
致癌性 PAHs[8-11]，主要存在于石油污染的土壤 [12]、煤
矿区和河流中，已被美国环保局列入优先控制的有毒

有机污染物黑名单[13]，在其 2008年 1月公布的 28种
有毒有机物中，排名第三[14]。有学者已对 B[a]P降解菌
做了一些研究，例如：Boonchan等[8]用真菌-微紫青霉
菌和细菌-嗜麦芽糖寡养单胞菌组成的复合菌群，能
利用 B[a]P为唯一碳源生长并降解之；Rafin等[9]筛选
出一株腐皮镰孢霉菌，以 B[a]P为唯一碳源并进行降
解实验，12 d后的降解率为 4%。目前，国内公布的降
解 B[a]P的微生物主要集中在真菌[15-16]。国外的报道
也多以真菌为主，如 Hadibarata等[17]研究了一株白腐
真菌对 B[a]P的降解，结果显示，在以 B[a]P为唯一碳
源的情况下，培养 30 h 后此菌株对 B[a]P 降解率为
38%。由于细菌本身生理特性的多样性以及对植物的
相对安全性，在微生物修复技术中比真菌更具有优越

性，更能适应不同的环境条件[18-19]。因此，获得高效降
解 B[a]P的细菌是丰富微生物修复技术的关键环节，
也是生物刺激和生物强化[20]等技术的基础，对高效降
解微生物的筛选和降解特性研究，也成为 PAHs污染
土壤修复的第一步。为此，本研究以 B[a]P为唯一碳
源，从长期受石油污染的土壤中筛选优势土著降解菌

株，并考察其降解特性，进而对降解特性最佳的一株

菌进行菌种鉴定，旨在为今后污染土壤修复提供物质

基础和实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 土样来源

污染土壤采自沈抚污灌区四方台大棚南石油污

水灌溉多年的蔬菜田的表层土壤（0~20 cm）。土壤理化
性质：pH 6.9，有机质 17.95 g·kg-1，全 N 1.32 g·kg-1，全 P
1.39 g·kg-1，速效 K 144.4 mg·kg-1。总 Cd 2.71 mg·kg-1，
Cd含量超过国家土壤环境质量标准 GB 15618—1995
的农业用地 2级标准（pH介于 6.7~7.5之间，Cd含量
为0.6 mg·kg-1）的 3.5倍；16种 PAHs总量为 0.569 mg·
kg-1，2~4环 PAHs含量为 0.462 mg·kg-1，5~6 环 PAHs
含量为 0.106 mg·kg-1，B[a]P含量为 0.041 mg·kg-1。
1.1.2 主要试剂

B[a]P 购于北京百灵威化学技术有限公司，纯
度逸95%；实验所用其余有机溶剂均购于山东禹王实

业有限公司化工分公司，气谱用正己烷为色谱纯，其

余常用试剂如二氯甲烷、丙酮、正己烷、层析用硅胶

（200~300目）均为分析纯。
磷酸缓冲溶液：0.02 mol·L-1 NaH2PO4，0.02 mol·L-1

Na2HPO4，pH 7.0，0.1 MPa，121 益，灭菌 20 min[21]。
1.1.3 培养基

富集驯化培养基：所用碳源为 B[a]P（5 mg·L-1），
以丙酮溶液加入。（NH4）2SO4 2.0 g，KH2PO4 0.5 g，
Na2HPO4 0.5 g，MgSO4 0.3 g，酵母膏 0.2 g，水 1000 mL，
pH=7.0，121 益，蒸气灭菌 30 min。

降解用液体培养基：（NH4）2SO4 0.5 g，NaNO3 0.5
g，CaCl2 0.02 g，MgSO4 0.2 g，KH2PO4 1.0 g，NaH2PO4·
H2O 1.0 g，水 1000 mL，pH7.0，灭菌条件同上，所用碳
源为 B[a]P（5 mg·L-1），以丙酮溶液加入。

降解菌选择性固体培养基：其无机盐配方同上，

琼脂浓度 20 g·L-1。灭菌条件同上。
活化富集培养基：牛肉膏 5 g，蛋白胨 10 g，NaCl

5 g，蒸馏水 1000 mL，pH7.0，灭菌条件同上。
1.2 实验方法
1.2.1 B[a]P降解菌富集分离和筛选

将采集的筛菌土样充分混合后取 1 g，放入装有
50 mL已灭菌的富集驯化培养基的三角瓶中。开始添
加 B[a]P的浓度为 5 mg·L-1，30 益、120 r·min-1摇床振
荡培养，培养开始后每 8 d转接 1次，以 20%的接种
量接种到新鲜 B[a]P富集驯化液体培养基中，如此连
续富集直至培养到溶液呈现明显的浑浊及颜色变化

（此过程约为 30 d）。采用梯度稀释法在不同 B[a]P浓
度的选择性固体培养基上分离培养，经 5个周期反复
平板划线分离后，得到 8个菌株样品，分别纯化后保
存于牛肉膏蛋白胨斜面。

在无菌条件下，将 8个待测菌株样品制成供试菌
悬液（方法见 1.2.2），分别接入装有已灭菌的 100 mL
降解用液体培养基的三角瓶中，然后加入 B[a]P的丙
酮溶液，使瓶中 B[a]P的浓度达 5 mg·L-1，同时设不接
菌对照 CK，各 3个重复，在 30 益、200 r·min-1恒温下
振荡培养。自接种开始 1~10 d每日固定时间取样，同
时测定培养液中残留 B[a]P浓度和 OD600值，以便选
取降解曲线趋势最好和降解率最高的菌株作为降解

特性研究对象。

1.2.2 菌悬液的制备
将分离纯化后的菌种从斜面各挑取一环接入活

化富集培养基中，30 益摇床振荡培养 48 h（此时处于
对数生长期）后，分别取 3 mL菌液于离心管内，离心
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10 min（8000 r·min-1），用磷酸缓冲溶液清洗后离心 15
min（10 000 r·min-1），反复 3次，制成一定浓度的菌悬
液冷藏备用。以上操作在无菌条件下进行，目的是洗

去培养基中的碳源[18]。
1.2.3 菌株 BB-1对 B[a]P的降解实验

无菌条件下，将去掉碳源的供试菌悬液 10 mL接
入 B[a]P浓度为 5 mg·L-1的三角瓶中。同时设不接菌
对照 CK，各 3个重复，每个重复两瓶。培养条件及取
样时间同 1.2.1，一瓶分析培养液中残留 B[a]P浓度，
另一瓶测定 OD600值。以时间为横坐标，以 B[a]P含量
和 OD600为纵坐标画出曲线。

在上述研究基础上，分别研究不同 pH值和添加
不同浓度葡萄糖作为底物对菌株 BB-1降解 B[a]P的
影响。

1.2.4 菌种鉴定
采用 16sRNA基因序列分析、革兰氏染色、形态

观察法鉴定菌株。其中，16sRNA基因序列分析引物
为：27F（5忆-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3忆）和1492R
（5忆-GGTTACCTTGTTACGACTT-3忆），扩增条件为：94
益预变性 5 min，1个循环；94 益变性 1 min，52 益退火
1 min，72 益延伸 2 min，35个循环；72 益保温 10 min。
PCR扩增产物用上海生工的 UNIQ-10 柱式 PCR 产
物纯化试剂盒进行纯化，DNA测序由大连宝生物公
司完成，将测序结果用 Blast软件同 Genbank中 DNA
序列进行同源性比较。

1.2.5 微生物生长曲线测定
在 30 益、200 r·min-1摇床振荡培养并定时定量

吸取培养液，采用蛋白核酸测定仪测定其 OD600值以
表示其微生物生长密度。

1.2.6 B[a]P的测定
B[a]P 含量的分析采用 GC-FID 法。设备条件：

HP-6890，PLUS GC（Version A.03.07）气相色谱仪，装
有氢火焰检测器（FID），HP-5毛细管色谱柱（30.0 m伊
0.25 mm伊0.25 滋m）；采用自动进样方式，进样口无分
流模式，温度 250 益；柱流量 1.5 mL·min-1；高纯氮气
（99.999%）作载气；炉温 80 益；氢火焰离子化检测器
（FID）温度：310 益。B[a]P在 1.3~9.75 mg·L-1的浓度
范围内，峰面积呈较好的线性关系，线性方程为 y=
10.408x-2.132 4，其中 y为峰面积，x为 B[a]P浓度，决
定系数 R2=0.993 5。

对样品进行加标回收率测定，加标浓度为 5 mg·
L-1，回收率测定结果为 93.6%~108.1%，符合 100%依
25%的规定，且对空白加标样品进行 7次平行测定，

相对标准偏差为 4.6%，小于 5%，说明该方法可以用
于培养液中 B[a]P含量的测定。

培养后的样品瓶从培养箱中取出后立即放入冰

箱中（4 益）平衡 1 h以上。拿出后分别用移液管均匀
取适量移至分液漏斗。然后加入 15 mL二氯甲烷，振
荡萃取 10 min，静置后收集有机相，经过无水硫酸钠
去水后存于茄形瓶中。向水相中再加入 10 mL二氯甲
烷，振荡萃取 5 min，同样过无水硫酸钠去水，合并 2
次萃取的有机相，于氮吹仪上将其溶剂蒸至微干。最

后用色谱纯的正己烷定容至 5 mL，立即转移到气谱
进样瓶中上机测定。

1.2.7 数据处理
平均值之间的比较采用单因素方差分析（ANO原

VA），显著性水平为 P<0.05，数据处理由 SPSS 16.0、
Excel 2007、Origin 8.0软件完成。
2 结果与讨论

2.1 菌种的分离筛选与鉴定
由于降解污染物的巨大潜力，目前，多数生物修

复工程中应用的是土著微生物，而接种的外源微生物

在环境中难以保持较高的活性导致工程菌的应用受

到较严格的限制[22]。基于这一原则，许多研究人员均
采用从污染土壤中筛选 PAHs降解菌的策略[23-25]，以
获取大量微生物作为污染土壤生物修复的基础。

本研究以沈抚污灌区长期受石油污染的土壤为

筛选降解菌的目标土壤，利用细菌富集液体培养基得

到能利用 B[a]P的富集液，然后将其涂布于以不同浓
度 B[a]P为唯一碳源的固体培养基中，分离筛选到 8
株形态各异的能利用 B[a]P的微生物。为进一步验证
各菌株的降解能力，将其分别接入以 B[a]P为唯一碳
源的降解用液体培养基中，定时取样，通过测定培养

液中 B[a]P残留率及菌悬液光密度值（OD600），筛选到
一株降解 B[a]P能力最强的细菌命名为 BB-1。显微
镜下观察 BB-1菌株为芽孢杆状，革兰氏染色阳性，
在牛肉膏蛋白胨培养基上其菌落为圆形、扩展、边缘

整齐、淡黄色、有光泽。该菌株为好氧化能异养菌。以

其总 DNA为模板，采用细菌 16sRNA基因特异引物
F27和 R1492进行扩增，获得 1.5 Kb大小的 PCR产
物，用 Blast软件将该片段测序结果和 GenBank中已
登录的核苷酸序列进行同源性比较，发现菌株 BB-1
与 Bacillus megaterium同源性为 100%。根据形态及
序列特征，菌株 BB-1被鉴定为巨大芽孢杆菌（Bacil原
lus megaterium），其序列特征见图 1。
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目前，PAHs降解菌的研究大多集中在 3~4环有
机物上，也达到比较理想的降解效果，如黄兴如等[26]

筛选出的 3 株 PAHs 降解菌 SL-1、02173 和 02830，
经 16sRNA基因序列分析，02173和 02830分别与假
单胞菌属中的 Pseudomonas alcaliphila和 Pseudomonas
corrugate同源性最近，SL-1为新类群 Rhizobium petro-
learium的模式菌株，其降解实验表明，菌株 SL-1 3 d
内对单一 PAHs，即菲（100 mg·L-1）和芘（50 mg·L-1）的
降解率分别达 100%和 48%，5 d后能降解 74%的芘；
而其 3 d内对混合 PAHs 中菲和芘的降解率分别为
75.89%和 81.98%。菌株 02173和 02830 3 d内对混合
PAHs中萘（200 mg·L-1）、芴（50 mg·L-1）、菲（100 mg·
L-1）和芘（50 mg·L-1）的降解率均分别超过97%。但能
够利用 B[a]P作为唯一碳源和能源并对其有降解作
用的菌株很少见。已经报道过的有霉菌可可毛色二

孢菌[24]、绿色木霉[16]、细菌-真菌 [27]、氮单胞菌[19]，以及
铜绿假单胞菌（报道较多）等。尽管芽孢杆菌属的很多

细菌具有强降解 PAHs能力，如张宏波等 [28]从 PAHs
污染的土壤中分离到一株以芘作为碳源生长的高效

降解菌，属于短短芽孢杆菌属（Brevibacillus parabre原
vis），能耐受含芘 1000 mg·L-1的无机盐液体培养基，
在含芘 200 mg·L-1的无机盐液体培养基中 7 d的降
解效率达到 51.02%，而且对培养基具有较广泛的 pH
适应范围，在去除环境污染方面发挥着重要作用[29]，
但芽孢杆菌属对 B[a]P有较强的降解能力的菌株还
鲜有报道。

2.2 菌株 BB-1对 B[a]P的降解特性
2.2.1 菌株 BB-1的降解曲线

根据 1.2.3所述测定方法，采用处于对数期（48
h）的菌悬液，在培养基 pH值为 7.0的条件下考察菌
株 BB-1对 B[a]P的降解能力。由图 2可以看出，培养
初期，菌株 BB-1对 B[a]P的降解能力较弱，随着培养

时间的延长，其降解 B[a]P 的能力逐渐增强。菌株
BB-1在培养 24 h后就开始降解 B[a]P。培养 4 d时，
降解率已经显著提高，达到 40.74%。6 d后，降解率继
续逐渐升高，液体培养基中 B[a]P 的残留率仅有
45.78%依2.44%，菌株 BB-1 对 B[a]P 的降解率为
54.22%。到第 8 d，B[a]P的残留率降低最明显，达到
33.64%依1.18%（降解率为 66.36%）。之后 2 d降解率
变化不明显，而未投加菌株的培养基在 8 d后测得的
B[a]P降解率为 3.69%依0.63%，和投加菌株的降解率
对比差异明显。10 d后，投加菌株 BB-1的液体培养
基中 B[a]P 的残留率仅为 32.96%依1.63%。光密度
OD600 结果显示：培养 1 d 后 OD600值仅为 0.007 3依
0.002 2；培养第 3 d开始细菌数量显著增加，说明其生
长曲线存在一定的延滞期；第 6 d OD600值为 0.683 9依
0.008 3；到第 8 d达到最高值 0.967 6依0.007 4。这些结
果都说明菌株 BB-1可以利用 B[a]P 作为主要碳源
进行生长繁殖并对其有很高的降解能力。

从 B[a]P残留率和降解时间的曲线趋势可以看
出，菌体对 B[a]P的降解经过了很短的延滞期到快速

图 1 菌株 BB-1的 16sRNA基因序列
Figure 1 16sRNA gene sequence of strain BB-1

151101151201251301351401451501551601651701

ATTAGGCGGCACTCTCGTGGCGCGGCATGCGTTGCAGCCTCTCGCGGTCTCAGGTCATAATTGTCACCGGATCAAGGGTTGCTGACGACACTCTATCTCTCGTTGCTTCGAATTCCTTTGAATGCGTTAGTCATCGTTTAACGCTTTCGC

TAGCTCCTTATGTGACGGGCTGATCCGCGAACAATCCGAATGCAGCCCTTGGGGCATGATCAGTCACCTTGCGCTCGTTGACCATGCACCAGAGTTGTCAAATTAAACCAAGTTTCAGTCCTGCAGCACTCGGCGTGGACGCCTCAGCGT

CGGTTACTCCGGTGTGTACATTACTAGCGACTGAGAATGGTGTACCATCCGATTTGACGTAGAGTGCCCACGGGACTTAAACCTGTCACTGAGGATGTCACATGCTCCACTTGCGACCGTAAAGGGCGGATACCAGGGTACAGTTACAGA

GGTGTTACAAACGTATTCACATGTAGGCGATTGGCTTGACGTGTGTAGCCTTCCTCCGGTGGCAACTAAGCACGACACGAAAGGGGAACCAGGTTCTTCGGGCCCCCGTCCGGAGTGCTTCACTTAGCACTTTGCTCCCC

ACCGACTTCGAGGCCCGGGATTCCAGCTTCTTTTATGGGAATTGTAGCACCATCCCCACCACTNAATGCTCCCAACATCTCTGTCCCCCGAGACCTGGTACGCTTGTGCGACTCCCCAGGAACCCTCTAATCTAATCCTG
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图 2 菌株 BB-1的生长曲线和对 B[a]P的降解

Figure 2 Growth and benzo[a]pyrene degradation curves of
strain BB-1
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降解期，最后进入平缓期。说明菌体在反应初期对外

源物质有一个适应过程，一方面 B[a]P自身毒性抑制
了菌体生长，但另一方面，菌体在 B[a]P的诱导下开
始产生降解酶，所以此时降解率较低。2 d后，菌体已
经适应了外来碳源，菌体繁殖速度加快，在大量降解

酶作用下对 B[a]P利用率增加，使得体系里 B[a]P的
残留率迅速下降，如图中 2~8 d的曲线所示。而 8~10
d，曲线趋于平缓，变化不明显，且 OD600急速下降，说
明菌体的生长受到抑制，可能是由于随着降解的进

行，产生了很多有机酸[30-31]，改变了体系 pH，影响了菌
体的代谢；或者是小分子的产物与 B[a]P形成了碳源
之间的竞争，降低了 B[a]P的降解率；也可能是因为
产生了一些毒性中间产物在菌体内累积，菌体为了降

解中间产物又要进入一轮新的适应期。

菌株 BB-1是通过为期 30 d的 B[a]P富集培养
后筛选得到的，并且在接入含 B[a]P液体培养基前又
再次进行了细菌驯化。从图 2中 B[a]P残留率曲线可
以发现菌株 BB-1对 B[a]P的降解延滞期非常短，这
表明引进菌种的驯化对于降解微生物的实际应用是

十分必要的。

另外，根据刘海滨等[24]的研究，可可毛色二孢菌
经过 10 d 降解，B[a]P（初始浓度为 100 mg·L-1）的降
解率为 52.5%依1.5%。可见，多数研究都集中在高浓度
的降解上，对于比较接近真实情况的中低浓度且高降

解率细菌的研究很少，本研究筛出的 BB-1具有很强
的实践性。

2.2.2 菌株 BB-1降解 B[a]P最佳 pH
微生物对有机污染物的生物降解受环境中多种

因素的制约，为了确定菌株 BB-1降解 B[a]P的最佳
pH值，测定了不同初始 pH值下 8 d后的 B[a]P降解
率。由表 1可以看出，菌株 BB-1对酸碱性有很强的
适应能力，在 pH 4~10范围内都可以利用 B[a]P作为
唯一碳源生长，且均可不同程度地降解 B[a]P，只是不
同 pH 值条件对 B[a]P 降解能力的影响存在显著差
异。由表 1可知，在中性条件下，该菌株 8 d后对 B[a]P
的降解率最高，达 66.36%，OD600值为 0.967 6依0.007 4；
在弱碱（pH值为 8）条件下，8 d后其对 B[a]P的降解
效果也比较好，降解率为 55.21%，OD600值为 0.812 1依
0.010 3；但在强碱（pH值为 10）和酸性（pH值为 6和
4）条件下，菌株 BB-1对 B[a]P的降解率普遍偏低，均
未超过 40%，OD600值很低。说明在中性和弱碱体系中
BB-1的降解效果优于酸性和强碱体系。这可能是因
为 B[a]P在降解过程中会生成小分子的有机酸类，与

碱性体系中和或趋向弱酸性，这都利于微生物的生长

繁殖和代谢降解[32-33]。而在强酸强碱条件下，菌株 BB-
1的生长活性和降解能力都受到抑制作用，而细胞表
面也可能受到破坏，或者出现结构改变，进而影响其

对 B[a]P的降解。综上，菌株 BB-1的最佳降解 pH值
为 7~8。蔡瀚等[33]的研究也发现：在 pH=7时，B[a]P降
解率达到最高，为 46.32%。
2.2.3 不同含量蔗糖对菌株 BB-1降解 B[a]P的影响

为了考察外加无毒害碳源对 BB-1降解 B[a]P的
影响情况，选择加入不同浓度的蔗糖，测定相应的 B[a]P
降解率。当培养基中添加易被细菌利用的蔗糖并同样

经过 8 d培养时，对比未添加蔗糖的培养基，降解效
能有明显改变，见图 3。在 0.1%蔗糖与 5 mg·L-1 B[a]P
共存条件下，促进了菌株 BB-1对 B[a]P的降解，降解
率为 70.56%依2.02%；当蔗糖浓度增加至 0.5%时，进一
步促进了该菌株的降解效能，降解率增加至 74.89%依
1.34%，而 OD600也由 0.996 3依0.079 6增加至 1.271 3依
0.027 3。

目前普遍认为，PAHs系一类难降解污染物，尤其
是高分子量且结构复杂的 B[a]P更难被微生物降解[26，34]。

78
76
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72
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68
66
64

蔗糖含量
糖 0%

降解率
OD600

1.35
1.30
1.25
1.20
1.15
1.10
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1.00
0.95
0.90

糖 0.1% 糖 0.5%

表 1 不同 pH值对菌株 BB-1降解 B[a]P的影响（依S.D）
Table 1 The influence of different pH on B[a]P degradation by

strain BB-1

注：同一列内不同字母代表不同 pH值之间差异显著（P<0.05）。
Note：The different letters in the same column represent the significant

difference among the different pH values（P<0.05）.

pH 降解率% OD600值

4 12.14依2.40e 0.105 7依0.000 3e
6 39.61依1.43c 0.401 8依0.009 2c
8 55.21依2.00b 0.812 1依0.010 3b

10 30.03依2.37d 0.306 5依0.005 9d
7 66.36依1.18a 0.967 6依0.007 4a

图 3 不同含量蔗糖对菌株 BB-1降解 B[a]P的影响
Figure 3 The effect of various added sucrose concentrations on

B[a]P degradation by strain BB-1

930



第 32卷第 1期2018年 5月
共代谢是被广泛认可的提高微生物降解PAHs的有效
方式[20]。它是通过改变微生物碳源与能源的底物结
构，增大微生物对碳源与能源的选择范围，从而达到

微生物利用并降解 PAHs的目的[35]。常见的共代谢底
物多为和 PAHs本身结构相似的有机物或其中间代
谢产物[23]，但这些物质除来源有限，还存在竞争性抑
制和一定的毒害性等弊端[15，36]。有研究表明，选择较易
被利用的碳源如蔗糖、葡萄糖等作为有机污染物的共

代谢底物能够明显提高微生物对 PAHs的降解率，并
具有来源广泛、无毒害，和 PAHs无竞争性抑制作用
等优点[18-19，36]。本研究也表明，蔗糖能够促进菌株 BB-
1对 B[a]P的降解，但这种促进作用与糖的浓度有关。
因此，选择合适的共代谢底物并调整至适宜的浓度是

应用共代谢作用降解 B[a]P的关键问题之一。
此外，如果将 BB-1菌株直接投入到受 B[a]P污

染的土壤中，其降解特性不一定十分理想，还需要对

菌株进行驯化，使降解基因恢复活性，并通过环境条

件控制和外源底物添加促使降解菌能够在一定程度

上抵御土著微生物的竞争抑制作用。

3 结论

（1）通过富集培养，获得了一株能以 B[a]P 为唯
一碳源的新的高效降解菌株 BB-1，它在 B[a]P 浓度
为 5 mg·L-1的条件下，30 益振荡培养 8 d，对 B[a]P的
降解率提高最快，达到 66.36%依1.18%；
（2）运用 16sRNA基因扩增、Blast软件分析等鉴

定方法，初步鉴定降解菌株 BB-1为巨大芽孢杆菌
（Bacillus megaterium）；

（3）强酸、强碱条件对菌株 BB-1的生长具有抑制
作用，培养基初始 pH值为 7时，B[a]P的降解率最大；
（4）共代谢底物蔗糖可促进菌株 BB-1 对 B[a]P

的降解，当 0.5%蔗糖与 5 mg·L-1 B[a]P共存时，明显
促进了菌株 BB-1的降解效能，第 8 d降解率已经达
到 74.89%依1.34%。
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