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Enrichment and degradation characteristics of an indigenous benzo[a]pyrene-degrading bacterial consortium
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Abstract：To obtain microorganisms for the bioremediation of PAH-contaminated soil, a bacterial consortium capable of degrading benzo
[a] pyrene（BaP）was enriched from oil-contaminated soil. The optimal degradation conditions and the community structure were studied.
The bacterial consortium could degrade 33.34% BaP（30 mg·L-1）after 15 days of treatment. High-throughput sequencing results showed
that the bacterial consortium consisted of Bacillus, Zobellella, Gordonia, and Rheinheimera. Bacillus was the primary decomposing bacterial
genera present. The results showed that the optimum degradation conditions were 1% salinity, supplementation with 80 mg · L-1 yeast
extract, and pH 7.0. The bacterial consortium could degrade pyrene, phenanthrene, and fluoranthene. Fluoranthene was the substrate with
the highest degradability（99%）. The results showed that the bacterial consortium have considerable potential for practical application for
PAH biodegradation.
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摘 要：为了获得能够降解苯并[a]芘（BaP）的微生物菌群，为生物修复多环芳烃污染的土壤提供菌种资源，本试验从长期石油污

染的土壤中，富集了一个能够降解BaP的微生物菌群，并研究了其最佳降解条件，通过高通量测序研究了其群落结构。该菌群可

以在 15 d内将 30 mg·L-1的BaP降解 33.34%。高通量测序的结果表明，该菌群主要由Bacillus、Zobellella、Gordonia和Rheinheimera

组成，其中Bacillus是主要的降解菌。试验结果表明，该菌群的最佳降解条件为 1%盐度，酵母浓度为 80 mg·L-1，pH值 7.0。该菌群

对芘、菲、荧蒽等多环芳烃也有一定的降解效果，其中荧蒽的降解效果最好，降解率达到 99%。试验结果表明，该菌群在实际应用

中具有很大的潜力。
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多环芳烃（Polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs）

是指两个或两个以上的芳环构成的化合物，主要存在

于大气、水体、土壤中，是环境中普遍存在的一类持久

性有机污染物[1]。PAHs主要是由矿物燃料（如煤、石

油、天然气等）、木材、纸张等碳氢化合物不完全燃烧

或还原条件下热结形成的。由于多数 PAHs有强的

致癌性、致突变性以及致畸性，对全球环境和人类健

康造成了极大的威胁[2]。苯并[a]芘（BaP）是一种具有

5环结构的强致癌性 PAHs，是需要优先控制的持久

性污染物[3]。

常见的降解多环芳烃的方法有物理方法、化学方

法以及生物方法。物理、化学法成本高，易产生二次

污染[4]。利用生物法去除 PAHs具有经济、安全、残留

少等优势，被广泛应用[5]。由于低环 PAHs分子结构

简单、水溶性高，降解低环PAHs的微生物较多。而 4
环及 4环以上的PAHs分子结构复杂、电子云密度高、

热稳定性强、水溶性差，降解微生物较少。因此，获得

能够降解 PAHs的微生物是修复成功的前提。目前

很多能够降解 PAHs的微生物已经被分离出来，并用

于土壤修复[6]。Zhu 等[7]分离了一株能在 7 d 内降解

76% BaP 的菌株 Brevibacillus brevis。但生物法降解

PAHs过程受到PAHs的种类、微生物的降解能力和种

类及环境条件等的影响。有研究发现，微生物菌群对

土壤中总 PAHs 的降解效果高于单一菌株，对高环

PAHs的效果更明显[8]。但是，到目前为止，对能降解

高环PAHs的微生物菌群研究较少。

微生物修复从技术原理方面可分为生物刺激和

生物强化两大类型[2]。生物刺激是通过添加营养物

质等刺激土著微生物降解活性来修复污染的方法。

生物强化是利用实验室分离的微生物或经污染物富

集的微生物修复污染。Villaverde等[9]利用泥浆反应

器修复芘污染的土壤，添加A. xylosoxidans后，芘的降

解率提高了 57.5%。Lu等[10]利用污染土壤富集的土

著菌群修复 PAHs 污染的土壤，35 d 后，土壤中 16
PAHs的含量从95.23 mg·kg-1降低到23.41 mg·kg-1。

基于此，本试验富集了一个可以降解 BaP 的菌

群，并对降解条件及其性能进行研究，为BaP的生物

降解提供参考。

1 材料与方法

1.1 药品与试剂

BaP（96%）、芘（97%）、萘（99%）、菲（97%）、荧蒽

（98%）均购于 Sigma Aldrich公司，其他试剂购于国药

集团化学试剂有限公司。

配制 5 g·L-1BaP的丙酮溶液，并用 0.22 μm有机

滤膜过滤除菌。

无机盐培养基：Na2SO4（2.0 g·L-1）、NH4Cl（0.3 g·
L-1）、CaCl2（0.1 g·L-1）、KH2PO4（2.0 g·L-1）、KCl（0.5 g·
L-1）、NaCl（1.0 g·L-1）、MgCl2·6H2O（0.6 g·L-1），定容

至 1 000 mL，调节 pH 为 7.0，并取 100 mL 分别装到

250 mL 锥形瓶内，封口，用 121 ℃高压蒸汽灭菌 20
min，备用。

菌群的富集[11]：使用微量注射器加入一定体积的

Bap溶液，在超净工作台中挥发丙酮溶液。取 5 g石
油污染土壤添加到 100 mL 含有 BaP（初始浓度为 3
mg·L-1）的培养基，在 30 ℃、180 r·min-1条件下培养。

每 2周取 10 mL上清液于新鲜培养基（芘浓度增加 3
mg·L-1）作为下一代菌群培养，连续富集10次，至培养

基的BaP浓度为30 mg·L-1，并以此为储备菌液。

1.2 菌株对PAHs的降解试验

将储备液按照 10%的比例接种到含有BaP（初始

浓度为 30 mg·L-1）和 80 mg·L-1酵母粉的 50 mL无机

盐培养液中，30 ℃、180 r·min-1下避光振荡培养 10 d
获得初始接种菌。无菌条件下，将初始菌悬液按照

10%的比例接种到含有不同 PAHs和 80 mg·L-1酵母

粉的 10 mL无机盐培养液中，BaP、芘、荧蒽、菲的初始

浓度分别为 30、60、60、100 mg·L-1。培养条件同上。

定时取样测定生物量和剩余 PAHs含量。同时设灭

活菌作对照，每个处理各3个重复。

1.3 生物量的测定

在 30 ℃、140 r·min-1条件下分别从反应体系中取

4 mL菌液，用紫外分光光度计在 600 nm处测量吸光

度[12]。菌群的OD600采用下式计算：

菌群 OD600=样品 OD600-样品上清液 OD600-样品

BaP OD600
式中：样品 OD600 指所取菌液的 OD600，样品上清液

OD600指菌液在 12 000 r·min-1离心 2 min后上清液的

OD600。

1.4 降解率的测定

将全部培养液用等体积二氯甲烷振荡萃取 3 次，

用玻璃注射器萃取液，通过 0.45 μm滤膜过滤至进样

瓶中。PAHs分析用Agilent-1200高效液相色谱仪测

定[13]，生物量用紫外检测器（G1314B）测定，测定过程

柱温 30 ℃，进样量 10 μL，流速 1 mL·min-1，流动相乙

腈∶水=9∶1，参考《水质 多环芳烃的测定 液液萃取和

固相萃取高效液相色谱法》（HJ 478—2009），分别采
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用菲、芘、荧蒽和BaP的检测波长 251、240、232 nm和

290 nm，外标法定量。

1.5 盐度、酵母粉和 pH对降解的影响

按照NaCl∶MgCl2·6H2O为20∶3配制不同盐度、酵

母粉浓度和不同 pH的培养基。灭菌后加 BaP，使其

初始浓度为 30 mg·L-1。置于恒温振荡培养箱中振

荡，待丙酮挥发完，按照 10%的比例接种菌液，30 ℃
避光振荡培养，15 d后测量BaP含量。

1.6 微生物群落结构分析

使用MOBIO公司的 PowerSoil® DNA Isolation Kit
DNA试剂提取盒提取DNA，采用细菌通用引物 515F
和 907R进行PCR扩增，采用 Illumina MiSeq测序平台

进行（上海美吉），并根据相关文献报道对测序结果进

行统计和生物信息学分析[14]。

2 结果与讨论

2.1 菌群的富集和群落结构

微生物降解 PAHs主要集中在 3~4环，5环 PAHs
极难降解且具有高毒性，因此对BaP降解的研究已经

成为 PAHs降解研究的热点。本研究通过富集的方

法，获得了一个可以降解BaP的微生物菌群。将该菌

群接种到 30 mg·L-1 BaP的培养基中，研究其降解和

生长情况（图 1）。菌群第 3 d 对 BaP 的降解率为

7.3%，在第 15 d达到最高值，为 33.34%。在第 15~18
d，该菌群对BaP的降解无明显变化，可能是中间产物

积累，抑制了菌群的降解[15]。Zhu等[16]以 BaP为唯一

碳源和能源，从下水道沉积物中分离、筛选出 4株BaP
耐受菌株，其中一株 Acinetobacter sp. Bap30能在 20 d
内将 40 mg·L-1的 BaP降解 28.7%。从生长曲线可以

看出，菌群在BaP存在时生长缓慢，在第 12 d达到稳

定期，可能是中间代谢产物或者产生的有机酸抑制了

菌体生长[17]。

高通量测序结果（图 2）表明，该菌群主要由 Ba⁃

cillus、Zobellella、Gordonia、Rheinheimera等组成，它们

所占比例分别是 79.74%、5.92%、8.62%、1.05%。许多

细菌、真菌及藻类都具有降解多环芳烃的能力[1]。

Zhu等[7]发现Brevibacillus可以在 7 d降解 76%的BaP，
并产生 1-萘酚和 2-萘酚。Guevara等[18]分离了一株

可以降解BaP的嗜热菌Bacillus licheniformis M2-7，该
菌可以表达邻苯二酚双加氧酶。Zobellella可以降解

PAHs[19]，Gordonia可以降解芘、菲等[20]，但到目前为

止，还没发现 Zobellella、Gordonia降解 BaP 的报道。

截止到目前，共 22 株 Rheinheimera被分离出来[21]，但

还没有该菌参与 PAH降解的报道。在本研究中，Ba⁃

cillus是主要降解 BaP 的菌属，Zobellella、Gordonia主

要降解BaP的中间产物。

2.2 酵母粉添加量对BaP降解的影响

PAHs 是一类难降解污染物，分子量越大越难降

解。共代谢是促进微生物降解 PAHs的重要途径[17]。

有研究发现，添加微量酵母粉可提高 PAHs的生物可

降解性[22]。将富集出来的菌群接种到含 30 mg·L-1

BaP 的培养基中，研究酵母粉对菌群降解 BaP 的影

响。从图 3可以看出，在酵母提取物浓度小于 80 mg·
L-1的时候，BaP的降解率随着酵母提取物浓度上升而

上升，可能是因为营养物质的增加提高了菌群的生物

量，从而使得菌群对BaP的降解率提高；也可能是酵

母提取物提供了甜菜碱等相容性溶质，提高了 PAHs
的生物可利用度[23]。当酵母浓度为 100 mg·L-1时，菌

群对BaP的降解率减少，可能是因为共代谢底物浓度

过高，与目标污染物之间产生竞争抑制作用[24]；或者

图1 菌群对BaP的降解及菌群生长情况

Figure 1 Degradation of BaP and growth of the
bacterial consortium

图2 微生物菌群的群落结构

Figure 2 Bacterial community structure of the
bacterial consortium

降
解

率
De

gra
dat

ion
rate

/%

降解率Degradation rate
OD600

0 3 6 9
时间Time/d

40

30

20

10

0

OD
600

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

012 15 18 21

Bacillus

Zobellella

Rheinheimera

Marinobacterium

Gordonia

Others

125



农业环境科学学报 第40卷第1期

酵母粉浓度过高抑制微生物合成降解 PHAs的酶[25]。

有研究发现乳糖浓度过高抑制蒽降解，主要是因为微

生物过度利用乳糖[26]。

2.3 pH对BaP降解的影响

pH影响微生物的生长和酶活性，有研究发现，当

pH大于 9时，微生物的活性降低，使其生物修复效率

明显降低[2]。为了确定该菌群降解BaP的最佳 pH，本

研究测定了不同 pH下菌群 15 d后的BaP降解率。由

图 4可以看出，pH对于菌群的影响显著，菌群更适宜

在 pH=7 的条件下生存，对 BaP 的降解率为 32.28%，

在 pH大于 7或小于 7时，菌群对BaP的降解率有明显

的下降趋势。总体来说，该菌群更适合于在碱性条件

下生存，在 pH=10的条件下菌群对于BaP的降解率只

有 15.82%，酸性条件下抑制效果更强，在 pH=4时降

解率只有 9.09%。这可能是因为 BaP 降解会产生有

机酸等中间产物，其在碱性环境中被中和，更利于微

生物的生长和降解[17]。但是在强酸强碱环境中，pH

会影响污染物的转运跨膜，菌群的降解功能受到严重

抑制，影响BaP的降解。

2.4 菌群的降解广谱性

该菌群除能降解 BaP外，还对其他的 PAHs有不

同的降解能力。本试验研究了菌群对不同 PAHs降
解广谱性，由于不同 PAHs的毒性不同，本试验对不

同PAHs设置了不同浓度，BaP初始浓度为 30 mg·L-1，

芘初始浓度为 60 mg·L-1，荧蒽初始浓度为 60 mg·L-1，

菲初始浓度为 100 mg·L-1。从图 5可以看出，该菌群

对荧蒽的降解十分明显，降解率达到了 99.8%。菌群

对芘的降解效率达到了 55.72%，但 15 d后菲只降解

了 38.51%。一般情况下，PAHs的分子量越大，微生

物越难降解。本研究中，该菌群对 4环的 PAHs降解

效果最好，对荧蒽的降解达到 99.8%，可能是萘羟基

化双加氧酶的活性“口袋”（活性中心）更适合 4 环

PAHs，BaP分子量过大，不利于底物和活性中心内的

活性位点结合[27]。活性中心是柔性的凹状“口袋”，具

有一定的大小和形状，和活性中心大小相近的 PAHs
才能进入，分子量过大和过小都会降低酶的催化效

率[27-28]。 王 慧 等[22] 分 离 出 的 Thalassospira sp. strain
TSL5-2，可以降解菲、芘、荧蒽（20 mg·L-1）、苯并蒽

（初始质量浓度为 8 mg·L-1），但不能降解苯并芘。本

研究富集的微生物菌群，可以降解 3~5环的PAHs，尤
其对荧蒽的降解效果最好，适用于 PAHs 污染的修

复。

2.5 盐度对BaP降解的影响

盐度是影响 PAHs降解能力的关键因素之一[29]。

本试验研究了盐度对该菌群降解BaP的影响。从图 6
可以看出，该菌群在 1%~8%盐度下都能降解BaP，在
对照和 1%盐度下对BaP的降解效果十分明显，达到

了 33.10%。但是随着盐度的升高，该菌群对 BaP 的

图3 酵母粉对BaP降解的影响

Figure 3 Effect of yeast extract on the degradation by the
bacterial consortium

图4 pH对微生物菌群降解BaP的影响

Figure 4 Effect of pH on the degradation by the
bacterial consortium

图5 微生物菌群对不同PAHs的降解

Figure 5 Degradation of different PAHs by microbial consortium
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降解率逐渐降低，菌群的生物量也相应降低，Minai-
Tehran等[30]研究生物降解在石油污染土壤中的处理

效果时发现，盐度控制在 0~1%的范围内，盐度不会

影响生物降解PAHs，但是当超过这一限度时，菌群对

于 PAHs的降解率随着盐度的升高而降低。生物量

也随着盐度的升高而降低，高盐导致蛋白质变性、酶

活性降低[31]，也导致渗透压升高，破坏蛋白质结构，并

引起代谢产物发生改变，诱导产生更多的渗透调剂物

质，导致降解率下降[32]。

3 结论

本文以 BaP为碳源在无机盐培养基中富集出来

的降解菌群具有下列特性：

（1）该菌群主要由 Bacillus、Zobellella、Gordonia、

Rheinheimera等组成，其中Bacillus是主要的降解菌。

（2）在酵母提取物浓度为 80 mg·L-1、pH=7、低盐

度下该菌群对BaP的降解效果最好。

（3）该菌群可以降解多种PAHs，其中对荧蒽的降

解效果最好。
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