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白腐真菌和细菌对芘的协同生物降解研究
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多环芳烃（ＰＡＨｓ）是一类由２个或多个芳香环构
成的化合物，是石油、煤炭等化石燃料燃烧过程及能

源转化过程的副产物 犤１犦，多数ＰＡＨｓ具有致癌性和突
变性，目前已被许多国家列为优先控制的环境污染

物，并受到广泛的关注犤２犦。芘（ｐｙｒｅｎｅ）是ＰＡＨｓ的四环
代表物，属难降解有机污染物，已被列入具有致癌性

的ＰＡＨｓ之列，在环境中广泛存在，是检测多环芳烃
污染的指示物犤３犦。

微生物降解被认为是 ＰＡＨｓ在自然界中降解的
主要途径，许多细菌、真菌及藻类具有降解ＰＡＨｓ的
能力 犤４～７犦。近年来分离到的ＰＡＨｓ降解菌主要有芽孢
杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、分枝杆菌属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、假单

摘 要：采用室内培养试验方法，在芘降解试验中引入一株白腐真菌——— 黄胞原毛平革菌，通过优化培养条件，成功地

将白腐真菌和芽孢杆菌进行了混合扩大培养。结果表明，该方法大大提高了降解性能，最终芘的去除率高达９９．５％，除
去菌体吸附，芘的同化吸收率也高达９０％，同时大大降低了芘的残留阈值，从１２％降低到０．５％，降低了芘在环境中的
生态风险。本文研究了关键中间代谢产物１－羟基 －２－萘酸 （１Ｈ２Ｎ）及其等价物的积累与利用情况，混合菌产生的

１Ｈ２Ｎ等价物最大浓度为５．１６ｍｇ·Ｌ－１，为其理论产量的１１０．９％，这进一步证明了芘的降解途径首先是生成多酚化合
物。
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胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等
细菌；真菌氧化芳香烃的能力是普遍的，其中研究较

多的为白腐真菌（ＷｈｉｔｅＲｏｔＦｕｎｇｉ），其产生的木质素
降解酶的底物特异性较低，可以催化多种ＰＡＨｓ的降
解犤８～１０犦。

目前，在真菌和细菌混合培养降解ＰＡＨｓ方面，
国内外还鲜有报道。本文通过白腐真菌和芽孢杆菌的

混合扩大培养，进一步提高了芘的去除率，降低了芘

的阈值，同时又研究了混合菌细胞对芘的同化吸收率

降解中间产物的关系。

１ 材料和方法

１．１试验材料
１．１．１菌种

细菌：采用本实验室驯化、筛选、分离得到的２株
ＰＡＨｓ降解菌Ｐｙ１和Ｐｙ４，均为芽孢杆菌，已证实具有
高效的ＰＡＨｓ降解性能。

白腐真菌：采用一株比较典型的 ＰＡＨｓ降解菌
——— 黄胞原毛平革菌 （Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ），
购自中国科学院微生物研究所微生物菌种保藏中

心。

１．１．２试验材料
ＰＤＡ培养基 犤１２犦：称取去皮马铃薯２００ｇ，切成小

块，加１０００ｍＬ蒸馏水，煮沸１ｈ，用双层纱布过滤加
水补充因蒸发而减少的水分，再加入２０ｇ葡萄糖。固
体培养基加琼脂１５～２０ｇ。１１５℃灭菌２０～３０ｍｉｎ，保
存备用。

营养肉汤培养基犤１１犦：牛肉膏３～５ｇ，蛋白胨１０ｇ，
ＮａＣｌ５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７．０～７．２，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ，保存备用。

孟加拉红琼脂培养基犤１２犦（Ｍａｒｔｉｎ培养基）：ＫＨ２ＰＯ４
１．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，蛋白胨５．０ｇ，葡萄糖１０ｇ，
孟加拉红 ０．０３３ｇ，琼脂 ２０ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，
ｐＨ６．８。（加压灭菌后冷却至４２℃～４５℃时，无菌的
加入经过滤除菌的链霉素３０μｇ·ｍＬ）。

低氮培养液：葡萄糖１０ｇ，酒石酸铵０．３６８ｇ，无
水 ＣａＣｌ２０．１ｇ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．０２８ｇ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，７０ｍＬＴＥ溶液 （微量元素混合

液），蒸馏水１０００ｍＬ，１１５℃灭菌２０～３０ｍｉｎ，保存备
用。ＴＥ溶液（Ｌ－１）：氨基乙酸０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ３ｇ，
ＮａＣｌ１ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１ｇ，ＣｏＳＯ４０．１ｇ，ＣａＣｌ２·
２Ｈ２Ｏ０．１ｇ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１ｇ，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，
ＫＡｌ牗ＳＯ４牘２·１２Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，Ｈ３ＢＯ３０．０１ｇ，Ｎａ２ＭｏＯ４·

２Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．１ｇ。
磷酸缓冲溶液：０．０２ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＨ２ＰＯ４＋０．０２

ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＨＰＯ４，ｐＨ７．０，０．１ＭＰａ，１２１℃，灭菌２０
ｍｉｎ。
１．１．３主要化学试剂及仪器

称取适量芘（纯度＞９８％）溶于丙酮，配制成标准
溶液。工作溶液采用逐级稀释法配制。

Ｗａｔｅｒｓ１５２５型高效液相色谱仪，配有 Ｗａｔｅｒｓ
２４７５ＭｕｌｔｉλＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｏｒ（荧光检测器）；超声
波水浴箱；高速冷冻离心机；恒温摇床。

１．２试验方法
１．２．１白腐真菌和芽孢杆菌的混合培养

混合菌悬液的制备：从保存斜面上分别挑取白腐

真菌、Ｐｙ１和Ｐｙ４各一环到１００ｍＬＰＤＡ培养液中，经
３７℃恒温振荡培养２４～４８ｈ，至对数生长期ＯＤ６００约
为２．０，再４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，无菌条件下，用
磷酸缓冲液洗涤沉淀２～３遍，定容，４℃冰箱保存备
用。

１．２．２细菌、白腐真菌及混合菌对芘的降解试验
移取２００μＬ的芘－丙酮溶液（１ｍｇ·Ｌ－１）至１００

ｍＬ锥形瓶中，室温下振荡过夜，使丙酮挥发；向其中
加入３６ｍＬ灭菌低氮培养液，在无菌条件下分别加入
预先培养到对数生长期且具有相同生物量的细菌、白

腐真菌和混合菌悬液４ｍＬ，最终芘浓度为５ｍｇ·Ｌ－１，
３７℃２００ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养，通过灭菌棉塞控制通气
量。定时取样测定溶液中芘的浓度。

１．２．３芘的测定方法
培养到一定时间后，将培养液全部转移到５０ｍＬ

玻璃离心管中，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，上清液加
入２０ｍＬ乙酸乙酯，恒温振荡提取２ｈ；置分液漏斗中
剧烈混合，静置１０ｍｉｎ，收集乙酸乙酯层，向水相中再
加入１０ｍＬ乙酸乙酯，重复提取两次，合并提取液，压
缩空气吹干，用色谱级甲醇定容，用液相色谱专用膜

过滤，液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定芘的浓度。
液相色谱法：ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＳｈｉｅｌｄＴＭＲＰ１８色谱

柱（５μｍ，３．９×１５０ｍｍ），荧光检测器激发波长为３３３
ｎｍ，荧光发射波长为３９０ｎｍ，流动相为乙腈：水（８０∶
２０），进样体积为２０μＬ，检出限为０．５μｇ·Ｌ－１。
１．２．４菌体对芘的吸附

取１．２．３中离心分离得到的菌体，加入２０ｍＬ乙
酸乙酯，超声提取２ｈ，方法同上，提取后４０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，收集上清液，菌体再次用１０ｍＬ乙
酸乙酯提取２次，合并提取液，压缩空气吹干，用色谱
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图１ 混合菌的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｍｉｘｅｄｃｏｎｓｏｒｔｉａｃｕｌｔｕｒｅ

图２ 不同降解菌对芘的生物降解

Ｆｉｇｕｒｅ２Ｔｈｅｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｐｙｒｅｎｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｓ

表１ 不同降解菌在迅速降解期芘的降解率（ＰＤＲ）

Ｔａｂｌｅ１Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｐｙｒｅｎｅｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｉｎ
ｒａｐｉｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

菌株
ＰＤＲ ｒ２ 培养阶段 最终去除率

／ｍｇ·Ｌ－１·ｈ－１（线性相关系数） ／ｈ ／％
芽孢杆菌 ０．３７２ ０．９９５ ２～１２ ８８
白腐真菌 ０．１３８ ０．９９０ ４～２０ ５９．５
混合菌 ０．２６１ ０．９９６ ２～２０ ９９．５

级甲醇定容，用液相色谱专用膜过滤，液相色谱法测

定。

１．２．５降解产物
四环及四环以上的 ＰＡＨｓ生物降解途径比较复

杂，最近的研究表明犤１３犦：１－羟基－２－萘酸（１Ｈ２Ｎ）是
关键的中间代谢产物，无论是细菌还是真菌，代谢产

物中都发现了１Ｈ２Ｎ的存在。
为了考察中间产物 １Ｈ２Ｎ及其等价物的积累与

利用的情况，以１Ｈ２Ｎ作为参比物，用４－氨基安替吡
啉分光光度法测定１Ｈ２Ｎ及其等价物的浓度。取培养
到一定时间的培养液，离心后，取一定量的上清液，定

容至５０ｍＬ，加入０．５ｍＬ２０％ＮＨ４ＯＨ－ＮＨ４Ｃｌ缓冲液
（ｐＨ１０．０），混匀，加入１ｍＬ２％４－氨基安替吡啉，混
匀，再加入１．０ｍＬ８％铁氰化钾，混匀静置１０～１５
ｍｉｎ，于５１０ｎｍ测定吸光值，内标法定量 （Ｙ＝１．２９９
４Ｘ，ｒ２＝０．９９８６），３次测量取平均值。

２ 结果与分析

２．１混合菌的生长曲线以及细菌和白腐真菌的生长
情况

根据１．２．２方法培养，定时取样，测６００ｎｍ下的
光密度，以生长时间为横坐标，以ＯＤ６００为纵坐标作
图，如图１所示。由图中可以看出，０～４ｈ为迟缓期，
４～１４ｈ为对数生长期，１４ｈ后进入稳定生长期和衰
亡期。

取１０ｍＬ培养２４ｈ的混合培养液，８０℃恒温水浴
１０ｍｉｎ后，用稀释平板法测定混合培养液中芽孢杆菌
数，测得混合培养液中芽孢杆菌数为 ３×１０９ＣＦＵ·
ｍＬ－１。再取１ｍＬ混合培养液，用浓度为３０μｇ·ｍＬ－１

的链霉素抑制细菌，用稀释平板法在孟加拉红琼脂平

板上测定白腐真菌数，测得混合培养液中白腐真菌数

为２×１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１。
２．２不同降解菌对芘的生物降解

以培养时间为横坐标，以芘残余率为纵坐标作

图，如图２所示。从图２可见，芽孢杆菌对芘的降解经

过一个短暂的适应期（大约２ｈ）后，进入迅速降解期
（２～１２ｈ），大约１６ｈ完成降解，最终去除率达８８％；
白腐真菌生长速度比芽孢杆菌慢，故适应期较长 （大

约４～６ｈ），之后为迅速降解期（４～２０ｈ），大约２４～
２６ｈ完成降解，最终去除率为５９．５％；混合菌则介于
两者之间，适应期为２～４ｈ，迅速降解期为２～２０ｈ，
大约２４～２６ｈ完成降解，虽然开始阶段芽孢杆菌的
去除效率比混合菌的高，但混合菌最终去除率高达

９９．５％，其残留阈值大大降低，从１２％降低到０．５％，
这是白腐真菌和芽孢杆菌共生协同作用的结果。不同

降解菌在迅速降解期的芘降解率（ＰＤＲ）如表１所示，
均具有较好的线性关系。

２．３菌体对芘的吸附与同化吸收
以培养时间为横坐标，以溶液中的芘浓度为纵坐

标作图，如图３所示，白腐真菌和混合菌对芘均有较
强的吸附作用，吸附最大浓度分别为 ０．７２ｍｇ·Ｌ－１

和０．６８ｍｇ·Ｌ－１，开始阶段迅速吸附，分别在１６ｈ和
６ｈ达到最大吸附量，之后随着降解的进行，吸附量逐
渐降低。试验表明，培养液中芘浓度的迅速下降，其原

因为细胞的同化吸收和胞壁的物理吸附。故：同化吸

收率＝降解率－吸附率。以同化吸收率为纵坐标，时
间为横坐标作图，如图４所示，白腐真菌和混合菌对
芘的同化吸收率分别为４６％和９０％。
２．４降解产物

以培养时间为横坐标，以１Ｈ２Ｎ及其等价物浓度
为纵坐标作图，如图５所示，白腐真菌和混合菌的降
解产物中，１Ｈ２Ｎ及其等价物的浓度先增加后减小，
最大浓度分别为２．０６ｍｇ·Ｌ－１和５．１６ｍｇ·Ｌ－１。这
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图５ １Ｈ２Ｎ及其等价物的积累与利用曲线

Ｆｉｇｕｒｅ５ Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆ１Ｈ２Ｎ

图４ 芘的菌体同化吸收曲线

Ｆｉｇｕｒｅ４ Ｔｈｅａｓｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｙｒｅｎｅｂｙｔｈｅｃｅｌｌｓ

图３ 芘的菌体吸附曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｐｙｒｅｎｅｉｎｔｈｅｃｅｌｌ

表明，菌体对芘真正的降解发生在初始的同化吸收与

物理吸附之后。而混合菌中间代谢产物——— １Ｈ２Ｎ及
其等价物的最高浓度水平为其理论产生量的１１０．９％，
这是由于多酚化合物存在所致。

３结论

牗１牘根据白腐真菌和芽孢杆菌快速生长以及降解
芘所需的各项理化条件、营养因子，设计适合两者共

同生长的培养液，找到它们共同的最佳理化条件，成

功地完成了白腐真菌和细菌的混合扩大培养，并且其

对芘的去除效果明显优于单独的白腐或芽孢杆菌，最

终芘去除率达９９．５％，除去菌体吸附，芘的同化吸收
率也高达９０％。

牗２牘以芘降解中公认的关键中间代谢产物１－羟
基－２－萘酸（１Ｈ２Ｎ）为参比物，研究了１Ｈ２Ｎ及其等
价物在培养液中的积累与利用情况。结果表明，１Ｈ２Ｎ
及其等价物的浓度先增加后减少，这表明菌体对芘真

正的降解发生在初始的同化吸收与物理吸附之后；混

合菌１Ｈ２Ｎ及其等价物的最大浓度为５．１６ｍｇ·Ｌ－１，
为理论产量的１１０．９％，这是由于中间代谢产物中存
在多酚化合物所致。

牗３牘微生物对外源物质的降解往往存在着一定的
阈值，也就是降解到一定浓度后就不再降解，这一问

题在自然界中普遍存在。研究表明，利用白腐真菌胞

外氧化还原酶系丰富，底物专一性低，对外源物质的

降解不受其浓度大小的影响等优点，在能降解芘的芽

孢杆菌中加入白腐真菌，通过它们的共生协同作用，

提高芘的降解率和降低其阈值。结果表明，混合菌大

大降低了芘的残留阈值，从１２％降低到０．５％，大大
降低芘等多环芳烃在环境中造成的生态风险，这对于

人类健康和生态环境的平衡有着极为重要的现实意

义。
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