
摘 要：为分离邻苯二甲酸二甲酯（DMP）降解菌，本研究以长期覆盖塑料废弃物垃圾场的土壤为试材，采用选择性培养基筛选降

解DMP的菌株，并研究其降解和生长特性。结果表明，分离获得了一株能降解DMP的菌株QD15-1，根据其菌落的形态特征、生理

生化试验及 16S rDNA碱基序列同源性分析，鉴定QD15-1为Paracoccus sp.，革兰氏阴性。底物利用试验表明，菌株QD15-1具有降

解多种邻苯二甲酸酯（PAEs）的能力；以DMP为唯一碳源，菌株QD15-1生长的最佳条件为 pH 8，温度 30 ℃；动力学试验表明，降解

DMP过程符合一级动力学方程，随着DMP初始浓度的增加，半衰期缩短；该菌株中含有降解PAEs的基因——邻苯二甲酸双加氧酶

基因（PAphtAb）和 3，4-二羟基-3，4-二氢邻苯二甲酸脱氢酶基因（PAphtB）。液相质谱试验表明，降解的中间产物有邻苯二甲酸单

酯、邻苯二甲酸，推测其降解DMP的途径为：将DMP降解成邻苯二甲酸单酯，再分解成邻苯二甲酸（PA），通过PAphtAb和PAphtB的

作用进一步降解。综上所述，QD15-1是一株高效降解DMP的菌株，在修复DMP污染方面有一定的应用前景。
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Abstract：To isolate a dimethyl phthalate（DMP）-degrading strain, the soil that had been exposed to long-term plastic pollution was collect⁃
ed and used. The DMP-degrading strain was screened out using selective media method, and identified by morphological, physiological, and
biochemical analyses, as well as 16S rDNA sequence analysis. Moreover, the degradation characteristics were studied. The results showed
that the DMP-degraded strain was classified as Paracoccus sp., named as QD15-1 and belongs to Gram-negative bacterium. The substrate
utilization tests showed that the QD15-1 strain could utilize phthalic acid esters（PAEs）pollutants, such as DMP, dibutyl phthalate（DBP）,
diethyl phthalate（DEP）and diethylhexyl phthalate（DEHP）. When DMP was the only carbon source, the optimized conditions of the
QD15-1 strain were as follows：pH, 8; temperature, 30 ℃. The degradation kinetics of QD15-1 were studied in varied initial DMP concen⁃
trations under optimal conditions; the results indicated that degradation of DMP conforms to the pseudo-first order kinetic equation, and the
half life of DMP was shortened as the initial concentration was increasing up. Importantly, PCR analysis showed the QD15-1 strain to con⁃
tain PAE-degrading genes, such as the phthalate dioxygenase gene（PAphtAb）, and 3, 4-dihydroxy-3, 4-dihydrophthalate dehydrogenase
（PAphtB）. Liquid mass spectrometry showed that the intermediate metabolites in the minimal medium included o-benzene dicarboxylic ac⁃
id monoester and phthalic acid. The DMP degradation pathway in the gram-negative strain Paracoccus sp. QD15-1 was speculated to oper⁃
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ate as follows：DMP was degraded into o-benzene dicarboxylic acid monoester, decomposed into phthalic acid, and was then further degrad⁃
ed by the above-mentioned genes. These results indicate that QD15-1 is a high-efficiency DMP-degrading strain, and it is expected that
the strain QD15-1 could be used to clear DMP pollution in future.
Keywords：dimethyl phthalate; 16S rDNA; degradation kinetics; degradation gene; intermediate metabolites

邻苯二甲酸酯（Phthalic acid ester，PAEs）又被称

作酞酸酯，是一种使用面广，年产量大的人工合成有

机化合物[1]。其常被用作增塑剂和软化剂而添加到塑

料用品之中，PAEs 被证明具“三致”作用[2-3]。目前

PAEs已广泛存在于空气、水体和土壤等环境介质，并

在动植物体内积累[4-5]，最终通过食物链危害人类的

健康。

PAEs 在环境中尤其是土壤环境中不易自然降

解，因此利用微生物降解土壤环境中的 PAEs已经成

为研究热点。中国国家环境监测中心将邻苯二甲酸

二甲酯（DMP）、邻苯二甲酸二乙酯（DEP）和邻苯二甲

酸二辛酯（DNOP）3种 PAEs确定为环境优先控制污

染物[6-7]。本实验室前期研究发现 DMP可改变黑土土

壤呼吸，影响土壤酶活性以及物质的代谢，使黑土微

生物区系结构和功能代谢菌群数量发生改变，微生物

多样性降低[8-9]，导致黑土生态系统功能受到影响。

因此，寻找高效的DMP降解菌尤为重要。本研究以

长期覆盖塑料废弃物的垃圾场的土壤为试材，筛选能

降解DMP的菌株并研究其特性，旨在分离降解DMP
的优势菌种，为今后构建具有高效降解性能的微生物

体系及控制DMP污染和土壤生物修复的研究奠定基

础。

1 材料与方法

1.1 供试培养基

微量元素储备液：CaSO4·5H2O 4.0 g，FeSO4·7H2O
7.0 g，FeCl3 · 6H2O 7.0 g，CoCl3 · 6H2O 0.2 g，NaMO4 ·
2H2O 3.4 g，CaCl2 2.0 g，H2O 1000 mL，pH 7.0。

基础无机盐（MSM）培养基：K2HPO4·12H2O 1.0 g，
KH2PO4 1.0 g，NH4Cl 0.8 g，NaCl 1.0 g，MgSO4 · 7H2O
0.5 g，微量元素储备液2 mL，H2O 1000 mL。

LB 培养基：蛋白胨 10.0 g，酵母粉 5.0 g，NaCl
10.0 g，H2O 1000 mL。
1.2 DMP降解菌的分离与鉴定

从长期覆盖塑料废弃物的露天垃圾场中采集土

样，称 5 g土样放于含有 50 mg·L-1 DMP的MSM培养

液中进行梯度压力驯化培养，在温度 30 ℃，转速 130

r·min-1的条件下培养 3 d，取 1 mL 菌液接种到含有

100 mg·L-1 DMP的MSM培养基中继续培养，3 d后从

含有 100 mg·L-1 DMP 的 MSM 培养基中取 1 mL 菌液

接种到含有 150 mg·L-1 DMP的MSM培养基中继续培

养，以此步骤进行培养，30 d后直至培养基中的DMP
浓度达到 500 mg·L-1，培养 30 d后，取 0.1 mL菌液稀

释涂布到固体MSM培养基平板中，30 ℃培养 7 d。挑

选不同菌落形态的单菌落接种到新鲜的MSM琼脂板

上进行划线培养。随后重复划线培养 2~3次，在此期

间用接种环挑取细菌进行番红染色，并利用光学显

微镜制片观察，直至分离的培养物为纯培养物的单

菌落，将分离纯化得到的细菌接入 LB 液体培养基

中进行培养，3 d 后取菌液离心，弃上清，沉淀保存

在-20 ℃的冰箱中备用。

16S rDNA序列分析：使用 Ezup柱式细菌基因组

DNA抽提试剂盒（编号：B518255）提取DNA。PCR扩

增 采 用 细 菌 通 用 引 物 [10]，27f：（5′ - AGAGTTT⁃
GATCCT-GGCTCAG -3′ ）和 1492r：（5′ - TACG⁃
GCTACCTTGTTACG-ACTT-3′），由上海生工合成。

PCR反应体系 20 μL为：10×Ex Taq buffer 2.0 μL、2.5
Mm dNTP Mix 1.6 μL、5p 27f 0.8 μL、5p 1492r 0.8 μL、
DNA 模板 0.5 μL、5u Ex Taq 0.2 μL、ddH2O 14.1 μL。
PCR 反应条件：95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，
55 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，24 个循环，72 ℃延伸 10 min。
PCR产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，采用 SanPrep
柱式 PCR产物纯化试剂盒纯化 PCR产物，送上海美

吉生物医药科技有限公司测序。测序结果在NCBI的
GenBank数据库中进行Blast比对，寻找与目的序列同

源性最高的已知分类地位菌种的 16S rDNA序列。采

用MEGA 5.0软件以邻接法构建系统发育树。

1.3 DMP降解菌生长及降解的特性研究

将纯菌株接种到 150 mL含有 500 mg·L-1 DMP的

MSM培养基中，在转速 130 r·min-1、温度 30 ℃的条件

下培养 3 d，每隔 12 h测量菌液OD600，并取 10 mL菌液

离心，取上清用乙酸乙酯萃取，将上层有机相旋转蒸

发，利用高效液相色谱测量培养基中剩余的DMP浓

度。所有的实验均重复3次。
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注：+表示阳性反应，-表示阴性反应。

图1 菌株QD15-1的菌落图与显微观察

Figure 1 Colony of strain QD15-1 and microscopic observation

表2 菌株QD15-1的生理生化特性

Table 2 Physiological and biochemical characteristics
of strain QD15-1

1.4 DMP降解菌对不同碳源的利用

将 0.1 mL菌液分别接种到含有不同碳源为底物

的MSM培养基中，在转速 130 r·min-1，温度 30 ℃的条

件下培养 3 d。根据菌株的生长情况以及 OD600的大

小确定降解菌对不同碳源的利用能力。底物分别为

DMP、DBP（邻苯二甲酸二丁酯）、DEP、DEHP（邻苯二

甲酸二异辛酯）、PA（邻苯二甲酸）、PCA（原儿茶酸）、

蔗糖和葡萄糖。

1.5 不同温度和pH对DMP降解菌生长的影响

将菌株接种在 MSM 的液体培养基中（DMP 500
mg·L-1），30 ℃、130 r·min-1条件下活化培养 36 h。取

1 mL活化后的菌液接种到含有不同 pH的MSM培养

基的三角瓶内，pH 分别为 5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0，以
30 ℃、130 r·min-1条件培养 3 d。每隔 12 h取 5 mL菌

液测量OD600，所有实验均重复3次。

将 1 mL 活化后的菌液接种到含有 500 mg·L-1

DMP 的 MSM 培养基（pH7）中，分别在 25、27.5、30、
32.5 ℃和 35 ℃温度下培养 3 d。每隔 12 h取 5 mL菌

液测量OD600，所有实验均重复3次。

1.6 DMP降解菌降解DMP的动力学方程及中间代谢

产物研究

取 1 mL活化后的菌液接种到含有不同初始DMP
（100、200、300、400 mg·L-1和 500 mg·L-1）浓度的MSM
培养基中，在转速 130 r·min-1及最佳 pH和温度的条

件下培养 3 d（pH 8，30 ℃）。每隔 12 h取 10 mL培养

液 4000 r·min-1离心 10 min，上清液用乙酸乙酯萃取，

旋转蒸发仪浓缩，高效液相色谱分析仪测量培养基中

剩余的DMP浓度。利用液相质谱联用技术分析降解

过程中所生成的中间代谢产物。动力学参数的计算

参考Chen等[11]的方法，曲线拟合动力学分析采用 Sig⁃
ma Plot软件，所有的测试均重复3次。

1.7 DMP降解菌降解基因的扩增

使用Ezup柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒（编

号：B518255）从新培养的菌液中提取细菌 DNA。根

据Eaton[12]发现的降解基因序列设计引物，引物如表 1
所示。以降解菌DNA为模板分别在不同退火温度下

进行 PCR扩增，跑琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统观

察，切取符合目的片段大小的 PCR 产物送至上海生

工测序，核酸序列在NCBI网站进行比对。

1.8 数据处理方法

采用Excel 2013和 Sigma Plot等软件进行数据统

计分析与作图。

2 结果与分析

2.1 DMP降解菌的分离与鉴定

本研究通过驯化、富集培养 4周后成功从长期覆

盖塑料废弃物的垃圾场土壤中分离了一株DMP降解

菌，将其命名为 QD15-1，菌株 QD15-1 是一株好氧

菌，在DMP为唯一碳源和能源的MSM平板上菌落形

态呈现出不透明的乳黄色，菌落表面湿润，边缘整齐

如图1a。
在光学显微镜下菌体为球状，无芽孢，革兰氏染

色为阴性（图 1b）。生理生化指标见表 2，伏-普试验、

油脂水解试验和吲哚试验等结果为阳性，其余试验为

表1 用于PCR分析的基因和引物

Table 1 Genes and primers used in PCR analysis
Gene
phtAb

phtB

Gene ID
24956689
24956685

Forward primer（5 ′ to 3 ′ ）

ATGAGCGTTGAAACCGATC
TAGCTGCCGATGAAGTCCAT

Reverse primer（5 ′ to 3 ′ ）

TCATAGGAATATGGCCAGATTC
TCAATGGCCGTTTTCAGG

项目 Item
葡萄糖发酵试验

乳糖发酵试验

淀粉水解试验

伏-普试验

甲基红试验

结果Result
-
-
-
+
-

项目 Item
油脂水解试验

醋酸铅试验

吲哚试验

柠檬酸试验

革兰氏染色试验

结果Result
+
-
+
-
-
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阴性。

根据 16S rDNA的测序结果和GenBank中已登录

的核苷酸序列进行同源性比较，发现菌株QD15-1与

Paracoccus sp. CY-b28（JX997853.1）等的同源相似度

为 100%，并采用MEGA 5.0软件构建菌株QD15-1的

16S rDNA 系统发育树（图 2），基于菌株的形态学特

征、生理生化特征和 16S rDNA 基因序列分析，将菌株

确定为Paracoccus sp. QD15-1。
2.2 DMP降解菌的生长曲线及其对DMP的降解效应

菌株 Paracoccus sp. QD15-1 的生长曲线及其对

DMP的降解情况如图 3所示。随着菌株QD15-1吸光

值（OD600）逐渐增高，培养基中的DMP含量下降。菌

株 QD15-1接种到培养基中 12 h内菌液的吸光值增

长很小，表明菌株 QD15-1繁殖量少，此阶段为菌株

的适应期，此时期内DMP降解速率小。12~48 h是菌

株 QD15-1的对数生长期，此时期菌株 QD15-1生长

迅速，菌液OD600增长迅速，培养基中DMP的浓度下降

最为明显，且下降到最低值。48~60 h，菌株QD15-1
生长进入到稳定期，此时期内菌液的吸光值达到最

高，OD600为1.64，并保持稳定，表明培养基的菌体量已

达到最大，此时培养基中DMP浓度略有上升。经过

60 h的培养，培养基中DMP浓度从 500 mg·L-1下降到

50.16 mg·L-1，降解率为89.9%。

2.3 降解菌株QD15-1对不同碳源底物的利用

培养 3 d后通过吸光值大小判断菌株利用底物的

能力，菌株QD15-1利用不同底物的情况如表 3所示。

菌株QD15-1能利用DMP、DBP、DEP、DEHP、PA和葡

萄糖为唯一碳源和能源在MSM培养基中生长，但其

不能利用PCA和蔗糖进行生长。

2.4 不同pH对菌株QD15-1生长的影响

不同 pH对菌株QD15-1生长的影响如图 4所示。

从图 4中可以看出，菌株QD15-1 能够在 pH 6~9范围

内生长，在 pH 5条件下，菌株QD15-1不能正常生长；

在 pH 7和 pH 8条件下，菌株 QD15-1进入对数生长

期的时间要早于pH 9，且在pH 7和pH 8条件下，菌株

QD15-1对数生长期的增长率十分接近，在 pH 8的条

件下菌液OD600最大，因此，以DMP为唯一碳源，菌株

QD15-1生长最适pH为8。

图2 基于QD15-1和相关菌株的16S rDNA序列采用邻接法建立的系统发育树

Figure 2 Established phylogenetic tree by neighbor-joining method，based on 16S rDNA sequences of QD15-1 and the related strains

图3 菌株QD15-1生长曲线及其对DMP的降解曲线

Figure 3 Growth curve of strain QD15-1 and the degradation
curve of DMP

Paracoccus pantotrophus strain NBRC 14567（NR_113662.1）
Paracoccus pantotrophus strain NBRC 102493（NR_114120.1）
Paracoccus pantotrophus strain ATCC 35512（NR_026457.1）
Paracoccus sp.QD15-1（KX702234.1）
Paracoccus sp. CY-b28（JX997853.1）

Grodonia sp. HS-NH1（KF688474.1）
Acinetobacter sp. strain SN13（KX670538.1）

Arthrobacter scleromae strain C21（KF039748.1）
Microbacterium sp. M65（KC464863.1）
Streptomyces sp. FZ90（KF848954.1）
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表3 菌株QD15-1利用底物的试验

Table 3 The test of strains QD15-1 using the substrate

注：++很好的利用；+可以利用；-不能利用。

底物
Substrate

DMP
DBP
DEP

DEHP

利用情况
Utilization

++
+
++
++

底物
Substrate

PA
PCA

glucose
sucrose

利用情况
Utilization

++
-
++
-
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图4 不同pH对菌株QD15-1生长的影响

Figure 4 The effect of different pH on strain QD15-1 growth
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2.5 不同温度对菌株QD15-1生长的影响

从图 5 中可以看出，菌株 QD15-1 能够在 25~
35 ℃这个范围内生长，培养 12 h后菌株进入对数生

长期，在 25 ℃下菌株进入对数生长期的 OD600最低，

35 ℃条件下菌株生长速率先慢后快，30 ℃条件下菌

株进入对数生长期的OD600最高，表明在 30 ℃时菌株

QD15-1 的生长速度最快。因此，以 DMP 为唯一碳

源，菌株QD15-1最适生长温度为30 ℃。

2.6 菌株QD15-1降解DMP的动力学方程

如图 6所示，培养 60 h后菌株QD15-1可降解大

部分 DMP，降解率随着初始 DMP 浓度的升高（100、
200、300、400、500 mg·L-1）而增高，分别为 80.0%、

89.0%、89.6%、91.7%和 97.0%。同时菌株QD15-1降

解DMP符合一级动力学方程：

lnC=-Kt+A （1）
式中：C为DMP随着时间增长的剩余浓度，t为培养时

间，K为一级动力学常数，A表示常数。DMP生物降解

的半衰期可以根据下面方程计算：

t1/2= ln 2
K

（2）
表 4 显示降解菌 QD15-1 在不同初始 DMP 浓度

（100~500 mg·L-1）下的降解动力学方程。DMP 生物

降解过程符合一级降解动力学方程（R2>0.9）。随着

DMP浓度的增加，其半衰期相应地缩短，从 2.17 d缩

短到0.84 d。
2.7 降解基因的确认

从QD15-1的基因组中扩增出 2个降解基因，测

序结果显示，一个基因的长度为 577 bp，此基因序列

与 Arthrobacter keyseri 12B 中发现的邻苯二甲酸酯双

加氧酶基因小亚基的同源相似度高达 92%，该基因在

Genbank 的名称及登录号为：PAphtAb（MH040800）。

另一个基因的基因长度为 1008 bp，此基因序列与 Ar⁃

throbacter keyseri 12B中发现的 3，4-二羟基-3，4二氢

邻苯二甲酸脱氢酶的同源相似度为 88%，该基因在

Genbank的名称及登录号为：PAphtB（MH040801）。
2.8 中间代谢产物的确认及代谢途径的推测

从图 7a中可看出，DMP的峰值在色谱图中保留

的时间为 3.50 min，在光谱上其离子特征峰为 163。

图6 不同初始DMP浓度对菌株QD15-1降解能力的影响

Figure 6 The effect of different initial concentrations of DMP on
degradation ability of strain QD15-1
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图5 不同温度对菌株QD15-1生长的影响

Figure 5 The effect of different temperature on growth
of strain QD15-1

表4 菌株QD15-1对不同初始浓度DMP生物降解的

动力学方程

Table 4 DMP degradation kinetics equation in different initial
concentration by strain QD15-1

初始浓度/mg·L-1

Initial concentration
100
200
300
400
500

动力学方程
Kinetic equations

lnC=-0.317 3x+5.247 8
lnC=-0.519 3x+6.075 2
lnC=-0.508 9x+6.125 3
lnC=-0.605 6x+6.523 9
lnC=-0.828 5x+7.108 6

半衰期
T1/2 /d
2.17
1.32
1.35
1.14
0.84

决定系数
R2

0.931
0.930
0.922
0.928
0.920

1728



徐伟慧，等：一株DMP降解菌的分离鉴定及特性研究2018年8月

100%

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

1.26

0.86

c 1.291.25

1.36
1.38

1.30
1.23

时间/min

100%

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5

3.62
3.60 3.65
3.60
3.59
3.58

3.56
3.55 3.81

3.76

3.72
3.71

a

时间/min

3.673.68
3.72

3.57

3.54
3.71
3.84

图7 标准物DMP（a）、PA（b）和PCA（c）的色谱图和光谱图

Figure 7 Standard DMP（a），PA（b）and PCA（c）chromatograms and spectra
图 7b 中显示 PA 的峰值在色谱图中保留的时间为

0.81 min，在光谱上其离子特征峰为 149。图 7c显示

PCA的峰值在色谱图上保留的时间为 1.26 min，其在

光谱上离子特征峰为 109 和 153。从图 8 中可以看

出，接入降解菌QD15-1培养 3 d后，在色谱图中有 1
个峰明显升高，保留时间为 1.62 min，其离子特征峰

为 149和 163，由此可知，DMP可能生成了邻苯二甲酸

单酯；而未接入降解菌株QD15-1的在 1.62 min处也

有一个微小的峰，表明DMP可在常温条件下水解形

成邻苯二甲酸单酯，但降解速度很慢。同时，在图 8b
中还出现了 2个新的峰，保留时间分别为 0.63 min和

5.0 min，其中保留时间为 0.63 min，峰的光谱特征很

乱，暂时不能确定其是什么物质，而保留时间为 5.0
min，峰的光谱特征峰为 149，与 PA的特征峰吻合，说

明培养基中有 PA生成。因此，联系之前降解基因扩

增的结果，可推测DMP在降解菌的作用下首先水解

生成邻苯二甲酸单酯，然后再转化成PA，在邻苯二甲

酸双加氧酶基因（PAphtAb）和 3，4-二羟基-3，4-二氢

邻苯二甲酸脱氢酶基因（PAphtB）的作用下进一步降

解。

3 讨论

本研究成功分离了一株能利用DMP作为唯一碳

源生长的菌株，经鉴定为 Paracoccus sp. QD15-1，好
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图8 未接入降解菌QD15-1（a）和接入降解菌QD15-1（b）培养3 d后的色谱图

Figure 8 The chromatograms of 3 days non-inoculation strain（a）and after inoculation degrading strain QD15-1（b）

氧，革兰氏阴性。近年来，关于Paracoccus sp.降解污

染物的研究报道很多，如噬氨副球菌HPD-2能够明

显提高土壤中多环芳烃的降解率[13]。张永乐等[14]分

离了一株用于溴苯腈降解的副球菌MXX-04，能够以

溴苯腈为唯一氮源进行生长，降解率为 95.3%。本研

究中菌株 Paracoccus sp. QD15-1 能将培养基中浓度

为 500 mg·kg-1的 DMP 降解到 50.16 mg·kg-1，降解率

为 89.9%。底物广谱性利用实验表明，该菌株能利用

DMP、DBP、DEP和DEHP等，与陈湖星等[15]研究结果

类似，其筛选出的不动杆菌 HS-B1 能分别以 BBP、
DMP、DEP、DBP、DEHP 等 PAEs 类化合物为唯一碳

源在 MSM 培养基中生长。Zhang等[16]从河底泥中筛

选出能以 PAEs为唯一碳源生长的菌株 Sphingomonas

sp. XJ1。金雷等[17]在长期受垃圾污染的土壤中筛选

到一株 DBP 降解菌，该菌株在含有初始浓度为 100
mg·L-1的DBP培养基中生长 5 d可降解大部分DBP，
降解率可达到 82.7%。Wu等[18]分离鉴定的DBP降解

菌可降解DBP最大为浓度 400 mg·L-1，在 48 h 内降解

率达 96%，但没有报道该菌株降解其他PAEs的能力。

本研究筛选的菌株 Paracoccus sp. QD15-1 是一株高

效降解 DMP 的菌株，随着初始 DMP 浓度（100、200、
300、400、500 mg·L-1）的升高，降解率升高，降解率分

别为 80.0%、89.0%、89.6%、91.7%和 97.0%，可能原因

是随着碳源的增多，菌株生长繁殖较快，导致降解率

提高。

菌株Paracoccus sp. QD15-1生长的 pH范围是 6~
9，温度范围是 25~35 ℃，最适宜生长条件为初始 pH

8.0，温度 30 ℃。该菌株与已发现的PAEs降解菌Pae⁃

nibacillus sp. S-3[19]相比，能更好地适应碱性环境，在

修复碱性环境中DMP污染时具有优势。同时，本研

究发现随着DMP的降解，摇瓶内 pH会发生变化，培

养 3 d后，初始 pH值为 5到 9的摇瓶内 pH会降低，可

能原因是底物DMP在菌株的作用下被快速降解生成

邻苯二甲酸，之后邻苯二甲酸的生成量不再增加，pH
也随之稳定。而初始 pH为 5的摇瓶 pH有所下降，但

变化不大，可能与菌株不能在酸性条件下生长，邻苯

二甲酸生成量小有关。李魁晓等[20]研究DMP生物降

解的过程中也发现了类似的现象。

菌株 Paracoccus sp. QD15-1 降解 DMP 符合一级

降解动力学方程，Chen 等[11]分离鉴定的 DBP 降解菌

Camelimonas sp. M11同样符合一级降解动力学方程。

Zhao 等[21]研究发现 DBP 降解菌 Providencia sp. 2D 降

解 DBP的过程也符合一级动力学方程，不同的是该

菌株降解DBP的半衰期随着初始DBP浓度的升高而

增长，初始浓度从 50 mg·kg-1到 1000 mg·kg-1，其半衰

期从 8.66 h增长到了 26.16 h。本研究中菌株Paracoc⁃

cus sp. QD15-1降解 DMP半衰期的数值随着 DMP浓

度的增加而缩短，从 2.17 d缩短到 0.84 d，可能与初始

DMP 浓度的升高降解率升高有关，说明高浓度的

DMP 对菌株 Paracoccus sp. QD15-1 的降解无抑制作

用。

据文献报道[22-24]，目前研究比较成熟的有两种降

解途径，分别是细菌（G+）降解途径和细菌（G-）降解途

径，这两种途径的第一步降解大致相同，都是通过
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PAEs的自然水解或者在酯酶的作用下进行水解形成

邻苯二甲酸，再经过双加氧酶等一系列的酶作用生成

原儿茶酚，再经一些酶的作用将苯环打开，最后逐步

降解，最终生成水和二氧化碳。这两种途径不同的是

涉及到的降解基因不同，其中革兰氏阳性菌的降解基

因是 3，4双加氧酶基因（phtA）和 3，4-二羟基-3，4-二
氢邻苯二甲酸脱氢酶（phtB），而革兰氏阴性菌通过邻

苯二甲酸 4，5双加氧酶（ophA）和 4，5-二羟基-4，5-
二氢邻苯二甲酸脱氢酶（ophB）[25-26]。为了研究Para⁃

coccus sp. QD 15-1降解 DMP 的途径，本研究从基因

和中间代谢产物两方面对该菌株进行了研究。因菌

株Paracoccus sp. QD 15-1为革兰氏阴性菌，实验首先

选择革兰氏阴性菌降解途径中所参与的基因设计引

物进行PCR，遗憾的是经过反复多次PCR都得不到目

的基因条带，随后本实验又根据革兰氏阳性菌降解途

径中所参与的基因设计了引物并进行 PCR，有趣的

是，PCR实验成功得到了 2条和目的基因大小相同的

条带，后经过纯化、测序分析和 BLAST比对，显示这

两个条带为实验想要得到目的基因——邻苯二甲酸

酯双加氧酶基因小亚基（PAphtAb）和 3，4-二羟基-3，
4-二氢邻苯二甲酸脱氢酶（PAphtB），这两个基因与

Arthrobacterkeyseri 12B[12]上的降解基因的同源性分别

为 92%和 88%。为什么革兰氏阴性菌中会有革兰氏

阳性菌的基因，经过分析，推断可能是基因片段和质

粒在微生物之间发生了水平转移。水平转移是指某

些基因如本实验的降解基因通过转化、转导、接合等

途径在细菌和细菌之间、环境和细菌之间、病毒和细

菌之间传播，最终使得更多细菌获得降解功能[27]。基

因的水平转移和基因的传播突破了生物遗传的种属

保守限制，基因可在同种属细菌之间转移，也可以在

亲缘关系较远的细菌如革兰氏阴性菌和革兰氏阳性

菌之间传播[28]。因此，本研究分离得到 DMP 降解菌

Paracoccus sp. QD 15-1为革兰氏阴性，可能通过基因

的水平转移得到了革兰氏阳性菌的基因片段并整合

到了自己的基因组中，从而使自己获得了降解 PAEs
的能力。

利用高效液相质谱对降解菌 Paracoccus sp. QD
15-1的中间代谢产物进行研究，结果表明，在培养3 d
后摇瓶中出现了新物质，分别为邻苯二甲酸单酯和邻

苯二甲酸，表明DMP在降解菌的作用下首先水解生

成邻苯二甲酸单酯，然后再转化成邻苯二甲酸，这与

Eaton[12]的研究发现 PAEs 在酯酶的作用下直接生成

邻苯二甲酸的结果有所不同，推断可能是该菌株的基

因组中没有能够让 PAEs快速水解的酯酶，而且这与

PCR的结果也相互对应。另外，本研究发现Paracoc⁃

cus sp. QD 15-1的降解中间产物中没有原儿茶酸生

成，这个结果恰好与降解基因的研究结果相一致，由

于该菌株的降解基因中正好缺少了一个脱羧酶

（phtC），所以导致 PAEs只能降解到邻苯二甲酸而无

法生成原儿茶酸。因此，推测该菌株可能还有其他降

解途径，或者不能将PAEs完全降解为水和二氧化碳。

4 结论

（1）从长期覆盖塑料废弃物的垃圾场土壤中分离

到一株以DMP为唯一碳源的菌株，经鉴定该菌株为

副球菌属，命名为 Paracoccus sp. QD15-1，革兰氏阴

性，该菌株能降解多种PAEs。
（2）以DMP为唯一碳源，菌株Paracoccus sp. QD15-

1生长的最适条件为 pH 8，温度 30 ℃；该菌株是一株

高效降解DMP的菌株，降解DMP过程符合一级动力

学方程，随着DMP初始浓度的增加，半衰期缩短。

（3）该菌株中含有 2个降解 PAEs的基因PAphtAb

和PAphtB，推测其降解途径为：DMP降解为邻苯二甲

酸单酯，其再分解为邻苯二甲酸，通过 PAphtAb和

PAphtB的作用进一步降解。
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