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Abstract：PBAT（polyadipate/butylene terephthalate）mulch is one of the most common biodegradable mulches. It is eco-friendly and has
good heat resistance and ductility. PBAT mulch has gradually been commercialized, and the output of it is currently increasing year by
year. We obtained bacterial resources that could efficiently degrade PBAT mulch film, by isolating plastic-degrading bacteria from
environments where plastics have existed for a long time. A total of 6 potential PBAT plastic-degrading bacterial strains were isolated, and
two highly efficient PBAT-degrading strains（Pseudomonas sp. RD1-3 and Pseudomonas sp. N1-2）were identified based on their PBAT
degradation performance. After 8 weeks of degradation at 28 ℃, strains RD1-3 and N1-2 showed PBAT degradation rates of 6.88%±0.06%
and 6.49%±0.01%, respectively. The two strains increased the surface roughness of the PBAT mulch and formed many gullies, pits, and
folds on the surface. In addition, the two strains reduced the hydrophobicity of the PBAT plastic mulch surface, and introduced new polar
functional groups such as —C N, —CC— and —OH into the mulch. The strains RD1-3 and N1-2 are preliminarily determined to
have good PBAT degradation ability. The results of this study expand the resource library of PBAT plastic degradation bacteria and provide
theoretical support for further research into PBAT plastic degradation.
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摘 要：为了得到能够高效降解聚己二酸/对苯二甲酸丁二酯（PBAT）地膜的菌种资源，以PBAT塑料地膜为主要研究对象，从长期

存在塑料的环境中分离筛选塑料降解菌，共得到 6株潜在PBAT塑料降解菌，通过对PBAT降解性能进行测定，筛选出两株高效的

PBAT降解菌株Pseudomonas sp. RD1-3和Pseudomonas sp. N1-2。在 28 ℃条件下降解 8周后，菌株RD1-3和N1-2对PBAT的降解

率分别为 6.88%±0.06%和 6.49%±0.01%。两株菌能使PBAT塑料膜片的表面粗糙程度增加并出现大量沟壑、坑洞及褶皱。此外，

两菌株降低了 PBAT塑料膜片表面的疏水性，同时向膜片稳定的化学结构中引入—C N、—CC—以及—OH等新的极性官能

团。研究初步认定菌株RD1-3以及N1-2对PBAT均具有较好的降解能力。
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塑料产品由于成本低廉、不易腐烂和适用范围广

泛等，在人类生活中被大量使用，但同时，自然环境中

的塑料污染问题也愈发严重。特别在农业中，塑料地

膜的使用在提高农业产量的同时也使农田中白色污

染问题愈加严重[1-4]。现阶段，农用地膜大部分为聚

乙烯材料，其化学结构稳定并难以降解[5-6]，残留在农

田中的地膜会影响土壤结构与功能，甚至影响植物生

长[7-8]。目前对废弃塑料地膜的处置方式大多为填

埋、焚烧、二次加工等，这些处理方式对环境的污染较

大，且处理成本高[9]。因此，地膜残留问题现已成为

全球环境污染的热点问题。

近年来，生物降解地膜的出现在一定程度上减轻

了农田中聚乙烯地膜的污染问题。聚己二酸/对苯二甲

酸丁二酯（Polyadipate/butylene terephthalate，PBAT）是

一种可生物降解的聚合物，其具有良好的耐热性和延

伸性，在土壤微生物作用下可降解为无毒小分子，对

生态环境友好。目前全球 PBAT产量占生物塑料总

产量的 7.2%，PBAT地膜已成为生物降解地膜中常见

的一种，已经逐渐商业化[10-12]。2011年，国家发改委出

台的《产业结构调整指导目录（2011年本）》中指出，要

鼓励使用生物降解材料，推动农用薄膜无污染降解技

术的开发和利用。2017年，全生物降解材料被列入

《“十三五”材料领域科技创新专项规划》。自此，PBAT
地膜的年生产量从2011年的1.19万 t增长至2018年的

3.38万 t。据综合农膜发展趋势以及塑料污染防控政策

预测分析，PBAT地膜的产量将增至每年34万 t[13]。

虽然 PBAT属于可降解材料，但有研究表明其在

特定条件下才能达到较好的降解效果，实际应用过程

中其降解情况并不理想，邬强等[14]研究发现，在棉花

种植过程中铺施PBAT地膜，180 d后，PBAT地膜表面

仅出现细小裂纹，降解程度不明显。目前关于 PBAT
地膜的降解菌种资源还较少，且现有菌种在温和条件

下对 PBAT的降解效果不理想[15-16]。因此，深入寻找

对PBAT塑料地膜的高效降解菌株非常必要。

本试验从垃圾场下层土壤中筛选对 PBAT 有潜

在降解作用的菌种，通过降解性能测定，拟筛选可以

高效降解 PBAT地膜的菌株，旨在丰富 PBAT降解菌

种资源库，为 PBAT地膜降解提供理论支持和参考，

有利于生物降解地膜的推广。

1 材料与方法

1.1 塑料样品与塑料降解菌来源

本试验使用的塑料地膜样品类型为 PBAT 生物

可降解地膜，由山东农业大学徐静教授提供。本试验

菌株分离自长期存在 PBAT塑料地膜污染的陕西省

杨凌示范区曹新庄生活垃圾填埋场的下层土壤。

1.2 试验仪器与培养基

所需仪器有高压蒸汽灭菌锅（GI54TW），超声波

清洗器（KQ-250B），恒温培养摇床（ZWY-2102C），恒

温培养箱（DNP-9272），PCR 仪（SimpliAmp），酶标仪

（Epoch），电泳仪（Powerpac Basic），凝胶成像仪（Biorad
Gel Imager），扫描电子显微镜（S-4800；Hitachi，Japan），

原子力显微镜（Multimode-8；Bruker，USA），傅里叶变

换红外光谱仪（Vetex70；Bruker，Germany）和水接触

角仪（JC2000D1；Powereach，China）等。

所需培养基有微量碳源培养基、无机盐培养基、

LB营养培养基、脲酶产生试验培养基、碳源利用试验

培养基、脂肪酶产生试验培养基、H2S产生培养基、淀

粉降解试验培养基、漆酶产生试验培养基以及过氧化

氢酶产生试验培养基等[17-19]。

1.3 PBAT地膜降解菌的筛选

膜片表面灭菌处理：将 PBAT地膜剪成大小为 2
cm×1.5 cm的膜片，然后依次浸泡于 2% SDS、75%乙

醇、95%乙醇中 4 h，再用无菌水冲洗干净，置于紫外

灭菌灯下灭菌15 min[20]。

将 1.0 g 土壤加入 9.0 mL 微量碳源液体培养基

中，并加入 1片预处理过的 PBAT膜片，28 ℃、180 r·
min-1振荡培养 10 d；再将膜片转接入 10.0 mL新的微

量碳源液体培养基中继续培养 10 d。使用 PBS溶液

（0.1 mol·L-1）振荡清洗膜片，将菌悬液转接入 30 mL
含有 0.1 g左右 PBAT地膜的无机盐培养基中，180 r·
min-1、28 ℃条件下振荡培养 30 d。使用稀释平板涂

布法，吸取培养 30 d后的培养悬液涂布于 LB固体培

养基，挑选优势菌落进行多次分离纯化，得到对PBAT
有潜在降解能力的菌株。

1.4 PBAT地膜降解菌的鉴定

使用碱裂解法提取细菌总DNA[21]，以其为模板，以

27F /1492R（27F：5′ -AGAGTTTGATCC TGGCTCAG-
3′；1492R：5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′）和
P1 / P6（P1：5′ -CGGGATCCAGAGTTTGATCCTGGCT⁃
CAGAACGAACG CT－3′；P6：5′ -CGGGATCCTACG⁃
GCTACCTTGTTACGACTTCACCCC-3′）为引物进行

PCR 扩增。PCR 扩增反应条件：95 ℃预变性 5 min；
95 ℃变性 1 min，58 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，循
环 30次；最后 72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。对扩增产

物进行电泳检测，委托生工生物工程（上海）股份有限
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公司测序。将测序结果与 Ezbiocloud 数据库中已有

序列进行序列比对分析，并选取同源性相近的菌株，

采用 MEGA 7.0 软件构建系统发育树，构建方法为

Neighbor-joining，检验方法为Bootstrp method，比对次

数为1 000。
1.5 PBAT地膜降解率的测定

将分离、纯化得到的潜在 PBAT 降解菌株于 LB
培养基中培养至对数生长期，4 ℃、8 000 r·min-1离心

10 min，去掉上清液，沉淀菌体用 0.01 mol·L-1磷酸盐

缓冲溶液冲洗。将菌体接种于含有 30 mL无机盐培

养基的锥形瓶中，调整并保持菌液的OD600值为 0.8~
1.0。加入 0.1 g表面灭菌的 PBAT 塑料地膜膜片（灭

菌方法同 1.3），28 ℃、180 r·min-1振荡培养 8周。将不

接种菌悬液的含有 PBAT膜片的液体无机盐培养基

在相同条件下培养，作为空白对照（CK）。8周后，将

膜片表面冲洗干净并干燥至恒质量，计算膜片失重

率[2，22]。

膜片的失重率=（膜片初始质量-膜片被降解后

质量）/膜片初始质量×100%
1.6 扫描电子显微镜（SEM）以及原子力显微镜（AFM）

观察

将被降解 8周的膜片清洗干净后自然干燥。固

定喷金后在扫描电子显微镜（S-4800；Hitachi，Japan）
下观察其表面是否出现褶皱及孔洞等破损情况[2]。

利用原子力显微镜（Multimode-8；Bruker，USA）扫描

塑料地膜的表面特征，通过 NanoScope Analysis 软件

分析图像，观察膜片表面的粗糙程度，扫描尺寸为 5
mm×5 mm[2，23]。

1.7 傅立叶变换红外光谱仪（FTIR）测定

将被降解 8周的膜片清洗干净后自然干燥。使

用傅里叶红外光谱仪（Vetex70；Bruker，Germany）测

定膜片表面的官能团，扫描波长范围为 600~4 000
cm-1，观察降解后膜片表面是否有新的极性官能

团[5，24]。

1.8 水接触角（WCA）测定

将降解 8周的塑料地膜清洗干净后自然干燥，使

用水接触角计（JC2000D1；Powereach，China）进行膜

片静水接触角的测定，进而分析膜片表面疏水性的变

化[24-25]。

1.9 数据处理

本研究数据运用 IBM SPSS Statistics 23进行统计

学分析，采用单因素方差分析T检验对不同处理进行

分析（n=3），利用OriginPro 2016绘图。

2 结果与分析

2.1 PBAT地膜降解菌株鉴定结果

从以 PBAT 地膜为唯一碳源的培养基中共筛选

出 56株细菌。通过潜在降解菌生长的优势程度，挑

选出 6株优势菌作为潜在的高效PBAT塑料降解菌进

行后续降解性能分析。该 6株优势菌的系统进化树

如图 1所示，菌株 N1-2、RD1-3以及 D4-2均属于假

单胞菌属（Pseudomonas），菌株D2-1、N3-2和D5-3分

别属于黄杆菌属（Chryseobacterium）、克雷伯氏菌属

（Klebsiella）和寡养单胞菌属（Stenotrophomonas）。

6株潜在降解菌株的各项生理生化实验鉴定结

果如表 1所示。菌株RD1-3可以分泌的酶的种类最

多且可产生 H2S。其他 5 株潜在高效塑料降解菌均

能分泌脂肪酶和淀粉酶，菌株N3-2分泌脲酶的能力

较高。

2.2 潜在降解菌对PBAT的降解能力

2.2.1 PBAT地膜失重率

由图 2可知，以PBAT为唯一碳源时，菌株RD1-3
对 PBAT膜片的降解率最高，8周降解率可达 6.88%±
0.06%。其次为菌株N1-2以及N3-2，对膜片的降解

率分别可达 6.49%±0.01% 和 6.54%±0.09%。其余菌

株对PBAT的降解率均在 5%左右。由此可以初步推

测，菌株RD1-3、N1-2以及N3-2对PBAT具有较高的

降解作用。

2.2.2 PBAT地膜表面形态特征变化

扫描电镜结果显示，未经处理的原膜（ORI）以及

图1 基于16S rRNA基因的潜在PBAT地膜降解菌的系统发育树

Figure 1 Phylogenetic tree of potential PBAT mulch-degrading
bacteria based on 16S rDNA
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CK处理表面光滑平整，6株潜在的 PBAT降解菌均可

使膜片表面产生破损。菌株N1-2、RD1-3以及D4-2

处理组中，膜片表面均出现明显的褶皱以及沟壑。在

菌株N3-2、D2-1以及D5-3处理组中，膜片表面也出

现细小沟壑以及微孔，但均不明显（图3）。

图 4 为原子力显微镜下观察到的降解 8 周后

PBAT地膜表面特征。ORI和CK组中膜片表面粗糙程

度很轻，较为平整。在菌株N1-2、RD1-3以及D5-3
降解 8周后，PBAT膜片表面出现明显凸起及凹陷，粗

糙程度加深。其余处理组的膜片表面粗糙度与CK组

差别均不明显。本结果与扫描电镜结果相似，可以看

出，菌株N1-2以及RD1-3对 PBAT膜片表面形态影

响较大。

2.2.3 PBAT地膜的红外光谱特征分析

PBAT为芳香族和脂肪族的聚合物。由图5可知，红

外光谱图中1 450 cm-1附近的苯环特征峰（—C6H4—）、

1 716 cm-1 附近的羰基特征峰（—CO）以及 2 966
cm-1附近的—CH2—不对称伸缩振动峰均为 PBAT的

注：“+”代表菌株可以产生相应物质；“-”代表菌株不能产生相应物质；“+”的个数代表菌株产生该物质的能力。
Note："+" indicate that the strain can produce the corresponding substances；"-" indicate that the strain can not produce the corresponding substances；

The number of "+" represents the ability of the strain to produce the substances.

表1 潜在降解菌的生理生化试验结果

Table 1 Physiological and biochemical test results of potentially degrading bacteria
菌名

Strains
N1-2

RD1-3
N3-2
D4-2
D2-1
D5-3

脲酶
Urease test

-
++
+++
-
+
-

酪蛋白酶
Casinse test

-
+
-
-
-
-

漆酶A
Laccase test A

-
+
-
-
-
+

漆酶B
Laccase test B

-
+
-
-
-
-

脂肪酶
Lipase test

++
+++
+
++
++
+++

H2S产生
H2S generation

-
+
-
-
-
-

H2O2 酶
Catalase test

-
++
-
+
+
+

淀粉酶
Amylase test

+
+
+
+
+
+

图3 不同菌株处理PBAT塑料地膜降解前后的扫描电镜图（×3 000倍）

Figure 3 Scanning electron microscope observations results of PBAT plastic film before and after degradation
by different strains（×3 000 times）

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同
The different lowercase letters indicate significant differences among

treatments（P<0.05）. The same below
图2 不同菌株处理的PBAT塑料地膜的失重率

Figure 2 Weight loss of PBAT plastic film by different strains
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特征峰。降解 8 周后，6 株潜在 PBAT 降解菌均向

PBAT 结构中引入了新的极性官能团，如碳氮三键

（2 350 cm-1附近）、碳碳双键（3 099 cm-1附近）以及羟

基（3 400~3 330 cm-1）等，极性官能团的引入可以降低

塑料膜片的稳定性，从而使其更易被降解。菌株

RD1-3及N1-2在 2 350 cm-1附近的特征峰较其他菌

图4 不同菌株处理PBAT塑料地膜降解前后的原子力显微镜观察结果

Figure 4 Atomic force microscopy observation results of PBAT plastic film before and after degradation by different strains
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图5 不同菌株处理PBAT塑料地膜降解前后的傅里叶变换红外光谱图

Figure 5 Fourier transform infrared spectroscopy analysis of PBAT plastic film by different strains before and after degradation
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株强，说明该两株菌能增强膜片的不稳定性，从而更

易对PBAT薄膜进行降解。

2.2.4 PBAT地膜的疏水性特征分析

水接触角能反映膜片表面疏水性大小，膜片表面

疏水性降低是塑料被降解的重要表征[26]。如图 6所

示，降解 8周后，6种菌株均可显著降低 PBAT膜片表

面水接触角大小（P<0.05），菌株D4-2以及N1-2降低

膜片水接触角的程度最大，分别降低至 73.6°±1.3°和
73.1°±1.4°。此外，菌株RD1-3降低水接触角的程度

也较高（77.9°±0.7°）。由此可知，此 3株菌均能较大

程度地降低膜片表面疏水性，从而证明 3 株菌对

PBAT塑料膜片具有较好的降解作用。

3 讨论

塑料在降解过程中会发生很多物理、化学表征变

化，最典型的降解特征为质量发生损失，但质量的降

低程度不能完全反映塑料的降解程度[27]，因此本文除

膜片降解率外，还对膜片表面微观特征、表面疏水性、

表面官能团等进行测定。综合上述各指标的结果，最

终从 6株潜在 PBAT降解菌中选择出RD1-3和N1-2
两株菌，推测其为潜在高效 PBAT降解菌。大多数塑

料降解菌都会通过分泌降解酶从而对塑料产生降解

作用，如脲酶、漆酶、过氧化物酶以及脂肪酶等[28-29]。

本试验中菌株RD1-3具有合成并分泌多种胞外降解

酶的能力。

菌株 RD1-3 和 N1-2 对 PBAT 的降解率均在 6%
以上，与其他在常温下进行的研究相比降解率较高。

如霍向东等[12]从南疆农田中分离得到的鞘脂单胞菌

XJSL2，其 60 d的 PBAT降解率仅不到 1%；Wang等[27]

研究发现PBAT地膜在常规农田土壤中 3个月的降解

率仅为 2.3%；Tan等[30]在土壤中筛选出 19种细菌，其

在 30 ℃条件下对PBAT的绝对降解量均很低，且只有

两株菌对 PBAT造成可见的降解。另有研究表明，真

菌对塑料地膜的降解率远高于细菌，如7 d内，菊异茎

点霉（Paraphoma Chrysanthemicola B47-9）对该类地

膜的降解面积高达 99.2%，但在现有研究中未发现细

菌对PBAT有如此高的降解率[31]。提高降解体系的温

度或改变 pH值，以及在降解体系中加入氧助化剂等

均能提高微生物对塑料膜片的降解率，如在温度为

58 ℃的堆肥条件下，PBAT 膜片 48 d 的降解率可达

64.3%[19，32-34]。但在自然环境中控制农田温度和酸度

或添加助化剂实施较困难。本试验在常温条件下进

行，目的是筛选出在常温且温和条件下即可以对

PBAT有高效降解作用的菌株。除降解率外，本研究

中扫描电镜、原子力显微镜、红外光谱以及水接触角

结果，均能很好地展现菌株 RD1-3和 N1-2对 PBAT
良好的降解性。

菌株 RD1-3 和 N1-2 均属于假单胞菌属。关于

假单胞菌属细菌对塑料有降解作用的报道也较多。

绿脓假单胞菌、恶臭假单胞菌和施氏假单胞菌等具有

高效降解低密度聚乙烯的能力[35-38]。此外，该属细菌

对聚丙烯、聚氯乙烯、聚苯乙烯、聚氨酯、氯代芳烃等

也有降解作用[38-39]。假单胞菌对烃类化合物产生降

解能力的原因之一为其携带编码烷烃羟化酶的基因，

可以利用氧分子从而在塑料稳定的化学结构中引入

不稳定的含氧官能团[40]。

推测两株高效降解菌 RD1-3 和 N1-2 可通过产

生多种酶对烃链进行降解。此外，PBAT塑料膜片疏

图6 不同菌株处理PBAT塑料地膜降解前后的水接触角大小

Figure 6 Decreased water contact angles（WCA）of PBAT plastic film before and after degradation by different strains
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水性降低、粗糙度增加、产生破损以及新的极性官能

团的引入，均有利于微生物在膜表面的附着和薄膜的

分解，从而进一步加快了菌株的降解作用[26，41]。

4 结论

（1）本试验从垃圾场土壤中分离得到 6种潜在的

PBAT塑料降解菌，通过对 6株菌对PBAT降解性能结

果的综合分析，最终得到两株高效降解 PBAT的假单

胞菌，分别为 Pseudomonas sp. RD1-3和 Pseudomonas

sp. N1-2。
（2）28 ℃条件下，经 8周培养，两株菌对 PBAT地

膜的降解率分别为6.88%±0.06%和6.49%±0.01%。

（3）两株菌作用 8周后，PBAT地膜表面均出现明

显的褶皱与沟壑，粗糙程度增加，且薄膜表面结构中

出现新的极性官能团，薄膜表面亲水性增加。
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