
摘 要：为寻找高效邻苯二甲酸二（2-乙基己基）酯（DEHP）降解菌，采用富集培养法从城市污水处理厂活性污泥中分离筛选出一
株 DEHP 降解菌并命名为 ASW6D。通过扫描电镜、16S rRNA 同源性序列分析，初步将菌株 ASW6D 鉴定为分枝杆菌属
（Mycobacterium sp.）。菌株 ASW6D可在较宽温度（20 ~ 40 益）和 pH（5~10）范围下高效降解 DEHP，其最适生长降解条件为 30 益、
pH 8.0，3 d内可将初始浓度为 500 mg·L-1的 DEHP降解 82.87%。进一步采用 GC-MS分析 DEHP降解的中间产物，推测出 DEHP
的生物代谢途径为先通过 茁-氧化缩短 DEHP侧链，生成邻苯二甲酸二丁酯（DBP），再将 DBP转化为邻苯二甲酸（PA）。将菌株
ASW6D接种到 DEHP污染的土壤，可将土壤中 DEHP去除率提高 58.67%，表明 ASW6D在 PAEs污染环境生物修复方面的应用具
有一定的潜力。
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Abstract：Di（2-ethylhexyl）phthalate（DEHP）, one of the most widely used phthalates in China, is easily released into the environment. In
the present study, we isolated a high-efficient DEHP-degrading bacterial strain（named ASW6D）enriched from the activated sludge of mu原
nicipal sewage treatment plant. Based on its morphology and 16S rRNA sequence analysis, the bacterial strain was identified as Mycobac原
terium sp.. This species can efficiently degrade DEHP at a wide range of temperature（20~40 益）and pH（5~10）. The optimal temperature
and pH for the growth of ASW6D were 30 益 and 8.0, respectively. Under optimal conditions, ASW6D degraded 500 mg·L-1 DEHP by more
than 82.87% within 3 d. Further, ASW6D also utilized dimethyl phthalate（DMP）and dibutyl phthalate（DBP）as carbon sources. The
metabolites of DEHP degradation were further analyzed by Gas Chromatography-Mass Spectrometer（GC-MS）. The metabolic pathway of
DEHP was as follows：initially the side chain of DEHP was shortened by 茁-oxidation, and then DBP was formed; DBP was then converted to
phthalic acid（PA）by hydrolysis. The inoculation of ASW6D into the contaminated soil increased the removal rate of DEHP by 58.67%.
This indicates that ASW6D has the potential for bioremediation of phthalate acid ester（PAE）-contaminated soil.
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邻苯二甲酸酯（简称 PAEs）是工业常用塑化剂，

广泛应用于建筑装饰、化妆品、食品包装和医疗用具

等领域[1]。由于 PAEs与塑料树脂等并不是以稳定的
化学键结合[2-3]，且其在环境中不易分解，因此极易在
塑料的生产和使用过程中释放进入土壤[4]、水和沉积
物 [5-6]、大气 [7]，甚至室内环境中[8]，并可通过食物链进
入人体[9]，对人体造成极大危害[10]。我国环境污染中比
较常见且难以降解的 PAEs主要为邻苯二甲酸二甲
酯（DMP）、邻苯二甲酸二丁酯（DBP）和邻苯二甲酸二
（2-乙基己基）酯（DEHP）[11-13]，这 3种 PAEs均被美国
环境保护署和中国国家环境监测中心列入优先控制

污染物黑名单[1，14]。
PAEs属于持久性有机污染物，在自然环境中的

光解和水解速率相当缓慢，而生物降解被认为是环境

中 PAEs 的主要降解途径 [13]，从而被广泛研究 [15-16]。
目前，国内外有大量学者从不同环境介质中，如沉

积物 [17]、活性污泥 [18]、污染土壤 [19]等筛选 PAEs 降解
菌，研究菌株降解特性、底物广谱性、推测 PAEs代谢
途径等。已报道的 PAEs降解菌主要有：假单胞菌
（Pseudomonas sp.）[9]、戈登氏菌（Gordonia sp.）[20-21]、壤
霉菌（Agromyces sp.）[22]、不动杆菌（Acinetobacter sp.）[23]、
红球菌（Rhodococcus sp.）[19，24]等。而近年来，随着农用
塑料薄膜的广泛应用，越来越多的 PAEs被释放进入
农田土壤中[4]，甚至有些典型膜覆盖农田土壤中 PAEs
总含量高达 33.36 mg·kg-1，其中 DEHP含量达 21.31
mg·kg -1，远高于美国土壤 PAEs 化合物控制标准
（DEHP为 4.35 mg·kg-1）[25]。有研究表明，将 PAEs降
解菌添加到污染土壤中可大幅提高土壤中 PAEs的
降解速率[14，19，26]。而 DEHP的化学结构复杂且疏水性
强，相比于 DMP和 DBP更难降解[27]，因此，筛选出环
境适应性强且有潜力运用到污染土壤修复中的

DEHP高效降解菌具有一定的研究意义。
本研究从广州市沥滘污水处理厂活性污泥中分

离筛选出一株 DEHP高效降解菌。采用 16S rRNA序
列分析技术对菌株进行分子生物学鉴定，并研究菌株

对 DEHP的降解特性。通过 GC-MS检测 DEHP降解
的中间产物，推测其降解途径。最后将 ASW6D应用
到 DEHP污染土壤中，研究其对土壤中 DEHP的去除
效果，为实际污染土壤的生物修复提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
活性污泥取自广东省广州市沥滘污水处理厂二

沉池。

化学试剂：DMP、DBP和 DEHP购自 Sigma-Aldrich
Co.LLC.（中国上海），纯度>99豫。实验中其他化学试
剂均为分析纯，所有溶剂均为高效液相色谱（HPLC）
级。

无机盐培养基（MSM）：NaCl（0.75 g·L-1）、NH4NO3
（0.5 g·L-1）、FeCl3（0.001 g·L-1）、K2HPO4·3H2O（1 g·L-1）、
MgSO4·7H2O（0.4 g·L-1）、CaCl2（1.9 g·L-1），初始 pH为
7.5~8.0。

营养肉汤培养基（NB）：蛋白胨（10 g·L-1）、牛肉提
取物（3 g·L-1）、氯化钠（5 g·L-1），pH为 7.2~7.6。
1.2 实验方法
1.2.1 DEHP高效降解菌的驯化与分离

将新鲜活性污泥 25 mL置于 250 mL锥形瓶中，
加入 75 mL MSM，投加 PAEs 混合液（DMP、DBP 和
DEHP浓度相同）作为碳源，在 30 益、150 r·min-1摇床
中振荡培养 7 d，然后将 25 mL培养液转移到新的培
养基中，并在相同条件下培养。PAEs投加浓度为 35、
70、105、140 mg·L-1，4周递增一次，共驯化 16周，得
到对 PAEs有稳定降解能力的菌液。通过稀释涂布平
板法在营养肉汤培养基上对菌液进行筛选，勾取长势

良好的单菌落到新鲜 MSM中，如此反复直至分离到
一株 PAEs高效降解菌，命名为 ASW6D。将 0.5 mL
DEHP（20 g·L-1）甲醇溶液加入 250 mL锥形瓶中，待
甲醇挥发后，加入 10 mL ASW6D菌液与 90 mL MSM，
30 益、150 r·min-1摇床中振荡培养 7 d，连续转接 4次
得到 ASW6D稳定培养液。
1.2.2 菌株 ASW6D的形态观察与鉴定

采用平板划线法将 ASW6D 接种至营养肉汤培
养基，30 益下培养 3 d，观察菌落特征。使用场发射扫
描电镜 Merlin对菌株 ASW6D的表面形态进行观察。
菌株的 16S rRNA序列测定委托生工生物工程（上海）
股份有限公司完成，并用 MEGA 6.06软件构建系统
发育树。

1.2.3 菌悬液的制备
将 100 mL 培养液 4000 r·min-1 离心 5 min，并

用磷酸盐缓冲盐水（PBS，0.1 mol·L-1、pH7.8）洗涤 3
次，然后将洗涤液重悬于 PBS中并使用紫外分光光
度计（UV-2550，Shimadzu，日本）在 600 nm测量菌悬
液吸光度，利用 PBS将 OD600调至 0.3作为后续实验
的接种物。

1.2.4 DEHP降解菌降解特性的研究
采用批量平衡试验，测定菌株 ASW6D的生长曲
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图 1 菌株 ASW6D的形态特征
Figure 1 Morphological properties of the colonies of strain

ASW6D（a）coloby（b）cell image of SEM

线及其降解 DEHP的动力学曲线。将 2 mL菌悬液接
种至 18 mL MSM 中，DEHP初始浓度为 100 mg·L-1，
150 r·min-1、30 益下避光振荡培养。在 6、12、24、36、
48、72、96、144 h时取样，测定溶液 OD600与 DEHP的
剩余量。为研究菌株对 DEHP的降解能力以及环境因
素（DEHP初始浓度为 100 mg·L-1）对其降解能力的影
响，本研究采用单因素实验，按照上述同样的接种培

养方式在初始 DEHP 浓度（35~1000 mg·L-1），温度
（10、20、30、40 益），初始 pH（4、5、6、7、8、9、10、11）下
培养 3 d后测定溶液 OD600与 DEHP剩余量，同时设
置不接菌作为空白处理组。为研究菌株 ASW6D的底
物广谱性，分别选择两种环境中常见的 PAEs（DMP
与 DBP）作为唯一碳源进行实验，DMP、DBP初始浓
度均为 35 mg·L-1，接种培养方式同上。

利用高效液相色谱（Agilent 1260 series）检测溶
液中 3种 PAEs，采用外标法对 3种 PAEs定量，构建
标准曲线（所有 R2均在 0.999以上）。前处理方法（回
收率在 85.71%~109.69%之间）：在含有 20 mL菌液的
100 mL锥形烧瓶中，加入 20 mL甲醇，超声溶解 30
min，提取 2 mL溶液过 0.22 滋m微孔过滤膜，后转入色
谱瓶待测。色谱条件：色谱柱为 Agilent Ecliose XDB-
C18（150 mm伊4.6 mm伊2.5 滋m），流动相为甲醇颐水= 90颐
10，进样量 20 滋L，柱温 30 益，UV检测波长为 224 nm。
1.2.5 DEHP降解产物的检测

将 2 mL菌悬液接种至 18 mL MSM中，DEHP初
始浓度为 100 mg·L-1，于 0、12、24、36 h 时取样，用
GC-MS（Trace DSQ，Thermo）检测 DEHP代谢产物。前
处理方法：将 20 mL乙酸乙酯加入到液体培养物中，
超声提取 10 min后，在 2250 r·min-1下离心 5 min，提
取上层有机相，重复上述过程两次。将有机相收集一

起后旋转蒸发接近干燥，后溶解于 2 mL正己烷中，过
0.22 滋m滤膜，将最终溶液转移至色谱瓶中待测，色
谱条件同 Tang等[16]研究。质谱鉴定的结果与美国国
家标准与技术研究所（NIST，Gaithersburg，MD）数据
库的标准化合物进行比对。

1.2.6 高效降解菌在 DEHP污染土壤中的应用
供试土壤采自广州市穗石村未污染农田土壤，土

壤质地为壤土（砂粒 54豫、粉粒 38豫、黏粒 8豫），pH
为 6.53，总有机碳 3.78 g·kg-1，总氮 0.31 g·kg-1，总磷
0.25 g·kg-1。为了研究降解菌对 DEHP污染土壤的修
复潜力，以及土著微生物对其降解效果的影响，试验

分别设置土壤未灭菌组与灭菌组。未灭菌组：将100 g
土壤（过 2 mm 筛）置于 250 mL 锥形烧瓶中，加入

DEHP丙酮溶液，调节最终浓度为 100 mg·kg-1。充分
混合后，溶剂蒸发 24 h。然后将菌悬液均匀地接种到
土壤中，最终浓度为 1伊107 CFU·g-1。灭菌组：将土壤样
品在 121 益下高压灭菌 1 h，后接种菌悬液，在（30依
0.5）益下避光培养。通过添加无菌水使土壤含水量保
持在 50豫。每隔 1 d收集土壤样品 1 g，通过 GC-MS
（Trace DSQ，Thermo）测定土壤中残留的 DEHP浓度。
灭菌与未灭菌组均分别设置空白组。

土壤样品前处理方法：将 1.0 g土壤加入玻璃离
心瓶中，加入 20 mL丙酮和己烷（1颐1，V /V）混合液，超
声提取 10 min，2250 r·min-1离心 5 min。重复以上步
骤两次。收集有机相，旋转蒸发接近干燥，后溶于 10
mL正己烷中。提取 2 mL溶液过 0.22 滋m微孔滤膜后
转移至色谱瓶待测，检测方法同 1.2.5所示。
2 结果与讨论

2.1 DEHP高效降解菌的分离与鉴定
菌株 ASW6D在平板上呈乳白色、表面干燥、边

缘不整齐、粗糙型菌落（图 1a），电镜图上显示其细胞
形态成杆状，稍有弯曲（图 1b）。PCR扩增 16S rRNA
基因（1477 bp），GenBank 登录号为 KY888692，基于
序列在 NCBI 上的比对结果，菌株 ASW6D 与 My原
cobacterium mucogenicum（NR_042919.1）有很高的相
似性（99%）。用 MEGA 6.06软件构建的系统发育树如
图 2，图中 ASW6D与 Mycobacterium mucogenicum 和
Mycobacterium sp. 亲缘关系最近，由此推断菌株
ASW6D属于分枝杆菌属（Mycobacterium sp.）。已有文
献报道 Mycobacterium sp.可以降解 PAEs[28]，但更多的
是研究其对多环芳烃的降解[29-30]。
2.2 菌株 ASW6D对 DEHP降解能力的研究

ASW6D可以将 DEHP作为唯一碳源迅速生长，
生长延滞期很短，6 h时开始进入对数期，24 h时OD
值达到最高，同时 DEHP（100 mg·L -1）的去除率达

a b
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对照 Control DEHP OD

图 4 不同 DEHP初始浓度对 DEHP降解的影响
Figure 4 Effects of different initial DEHP concentrations on

DEHP biodegradation

图 5 温度对菌株 ASW6D降解 DEHP的影响
Figure 5 Effects of temperature on DEHP degradation by ASW6D
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图 2 菌株 ASW6D系统发育树
Figure 2 Phylogenetic tree of strain ASW6D

89.34%，随后逐渐进入衰退期，DEHP最终基本被降
解完（1.41%）（图 3）。为进一步研究菌株 ASW6D对
DEHP的降解能力，采用不同初始浓度（35~1000 mg·
L-1）的 DEHP作为唯一的碳源。实验结果显示（图 4），
当 DEHP浓度不高于 500 mg·L-1时，3 d内降解率可
达 80豫以上，当 DEHP浓度增加至 1000 mg·L-1时，
降解率降低至 30.44豫。已有的报道中，分枝杆菌 YC-
RL4 培养 24 h 后对 DEHP（50 mg·L-1）去除率不到
50%[28]，Pesudomonas sp. XB[18]和 Acinetobacter sp. SN13[23]

培养 24 h 后对 DEHP（100 mg·L-1）的去除率分别为
70%和 40%。相比较以上几种菌株，ASW6D对 DEHP
具有更好的降解效果。

2.3 温度和 pH对 DEHP降解的影响
微生物主要通过分泌相关酶来分解有机物，温度

和 pH会影响酶的活性，从而影响微生物的生长与
对有机物的降解能力[31]。从图 5和图 6可看出，菌株
ASW6D在 10 益和 pH 11条件下仅有些许生长，而在
20~40 益条件下，DEHP 3 d 内的降解率可达 85%以
上；在 pH 5~10条件下，降解率均大于 77豫。其中当

温度为 30 益和 pH为 8时，DEHP降解率高达 98%以
上，同时 OD600 值也达到 0.33 以上。由此可看出
ASW6D的最适温度和 pH值分别为 30 益和 8。

据文献报道，Mycobacterium sp. YC -RL4 可在
20~40 益、pH 7~9下高效降解 DEHP [28]，Acinetobacter
sp. SN13的适宜温度和 pH范围为 25~35 益和 6~9[23]，

图 3 菌株 ASW6D利用 DEHP（100 mg·L-1）的生长降解曲线
Figure 3 The DEHP（100 mg·L-1）degradation curve and the

growth curve of strain ASW6D
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图 6 pH对菌株 ASW6D降解 DEHP的影响
Figure 6 Effects of pH on DEHP degradation by ASW6D

Gordonia sp. HS-NH1的则为 30 益和 7~8[21]。对比以上
菌株，ASW6D能够在相当宽的温度（20~40 益）和 pH
（5~10）范围下高效降解 DEHP，更适合应用于污染环
境的生物修复。

2.4 菌株 ASW6D对 DMP和 DBP的降解
菌株 ASW6D在 DMP、DBP初始浓度为 35 mg·L-1

时的降解曲线如图 7所示，24 h时，ASW6D对 DMP和
DBP去除率为 86.64%。对比上文 DEHP的降解曲线，
高效降解菌 ASW6D 可以快速利用短链 PAEs———
DMP，而对于中链 PAEs———DBP 和长链 PAEs———
DEHP的降解速度则相对较慢，该结果与先前的报道很
接近[32-33]。我国环境污染中的酞酸酯主要为 DMP、DBP
和 DEHP [11-13，34]，而菌株 ASW6D 不仅可以高效降解
DEHP，还可快速降解 DMP和 DBP。由此可见，ASW6D
在 PAEs污染环境的实际修复中具有一定的优势。
2.5 DEHP降解产物的检测与代谢路径的推测

为推测 ASW6D对 DEHP的降解途径，分别检测
降解过程中在 0、12、24、36 h DEHP 的降解产物。
DEHP降解过程中主要检测出 3种物质（图 8），通过

与谱库（图 9中 d~f）的比对可以确定 3种物质分别为
DEHP、DBP和 PA。刚开始只检测到 DEHP，而在 12、
24、36 h时 DEHP的含量逐渐降低，同时开始检测到
DBP和 PA，由此可推断出 ASW6D降解 DEHP的主
要中间产物为 DBP和 PA。

常见的 DEHP生物降解过程主要是通过酯的水
解作用，将 DEHP转化为邻苯二甲酸单-2-乙基己酯
（MEHP），通过水解酶进一步水解为 PA，最终为 PA
的矿化过程[3，22，28，35-36]，很少有文献报道其降解过程中
会产生中间产物 DBP。根据 GC-MS的检测结果与相
关文献，推测 ASW6D作用下 DEHP的生物降解过程
为：先通过 茁-氧化逐渐缩短 DEHP侧链，生成 DBP，
DBP 可能会继续通过 茁-氧化缩短侧链生成短链
PAEs，然后再水解生成 PA，也可能先通过水解作用
脱一条侧链，生成邻苯二甲酸单丁酯（MBP），再继续
水解生成 PA，接着 PA氧化开环，最终进入三羧酸循
环生成 CO2 和 H2O（图 9），这一降解途径与菌株
LMB-1降解 DBP和 JDC-32降解邻苯二甲酸二辛酯
（DOP）的途径很类似[16，37]。
2.6 菌株 ASW6D在 DEHP污染土壤中的应用

为进一步研究 ASW6D在 DEHP 污染环境中的
降解能力，以及土著微生物对其降解性能的影响，将

ASW6D 分别接种到灭菌和未灭菌土壤中，分析
DEHP 降解情况。接种 ASW6D 到未灭菌土壤 18 d
后，DEHP去除率为 75.12豫，空白组为 16.45%；接种
ASW6D到灭菌土壤 18 d后，DEHP去除率为 85.08豫，
空白仅去除 7.54豫，ASW6D 的添加将 DEHP去除率
提高了 77.54%（图 10）。动力学数据进一步表明
DEHP降解过程基本符合一级动力学模型（R2=0.767 4~

图 7 ASW6D对 DMP、DBP的降解曲线
Figure 7 The DMP and DBP degradation curve for the strain ASW6D

图 8 ASW6D降解 DEHP过程中中间产物的色谱图
Figure 8 Chromatograms of the intermediates of DEHP

degradation by ASW6D
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表 1 ASW6D降解污染土壤中 DEHP的动力学参数
Table 1 Kinetic parameters of DEHP degradation in

contaminated soils by ASW6D
土壤处理 Soil treatment 动力学方程 Kinetic equations t1/2 /d R2

灭菌 lnC=-0.009 7t+4.610 1 71.97 0.767 4
灭菌+ASW6D lnC=-0.239 5t+5.117 7 5.03 0.939 1
未灭菌 lnC=-0.021 4t+4.627 4 33.43 0.976 8

未灭菌+ASW6D lnC=-0.156 5t+4.986 1 6.67 0.883 8

图 9 ASW6D降解 DEHP过程中中间产物的质谱图
Figure 9 Spectra of the intermediates of DEHP degradation by ASW6D

0.976 8）（表 1）。土壤灭菌处理下，接种 ASW6D 后
DEHP 的半衰期（t1/2）为 5.03 d，对照组为 71.97 d，在
土壤未灭菌情况下，添加 ASW6D的 t1/2为 6.67 d，而
对照组为 33.43 d（表 1）。结果表明，添加菌株 ASW6D
可大幅降低（P约0.05）DEHP 在土壤中的半衰期，加
快DEHP的降解速率。秦华等[26]分别添加 3种菌悬液
到污染土壤（DEHP浓度为 100 mg·kg-1）中，3种处理
下 DEHP半衰期为 24~35 d；加入降解菌群到 PAEs
混合污染土壤中，30 d 后 DEHP的同分异构体 DOP
（100 mg·kg-1）去除率不到 50%，DOP半衰期为 28 d[38]。

本研究中，外加 ASW6D到 DEHP污染的土壤，DEHP
的半衰期为 6.67 d，表明 ASW6D 具有较高的降解
潜力。

添加菌株 ASW6D 的未灭菌土壤组 DEHP 的降
解曲线在 8 d内相对灭菌组较平缓，降解速率较慢
（图 10）。而在 8~18 d内，未灭菌土壤组的降解速率迅
速加快，并逐渐超过灭菌组。该结果可能是由于菌株

ASW6D与土壤中土著微生物存在某种竞争关系，所
以在前 8 d ASW6D的生长受到一定影响，导致 DEHP
的降解曲线比较平缓，而 8 d后速率突然加快可能是
由于菌株 ASW6D在与土著微生物的竞争中逐渐占
据优势，从而加快了对 DEHP的降解。

综上所述，菌株 ASW6D可快速去除新加入土壤
的 DEHP，具有高效降解 DEHP的能力，表明菌株

图 10 ASW6D对污染土壤中 DEHP的降解
Figure 10 Degradation of DEHP by ASW6D in containment soil
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ASW6D对 PAEs污染环境的生物修复具有一定的潜
力与应用前景。

3 结论

（1）获得了一株可高效降解 DEHP的菌株ASW6D，
经形态学特征和 16S rRNA序列分析，初步鉴定为分
枝杆菌属（Mycobacterium sp.）。
（2）ASW6D可在较宽温度（20 ~ 40 益）和 pH（5 ~

10）范围下高效降解 DEHP。DEHP生物降解过程中检
测到的主要代谢物是 DBP和 PA。
（3）添加菌株 ASW6D 到 DEHP 污染的土壤，可

明显提高 DEHP的去除率，表明 ASW6D在 PAEs污
染环境的生物修复方面具有一定的潜力。
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