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摘  要: 采用富集培养的方法, 从天津大港油田 PAHs 污染盐碱化土壤中分离出一株能以菲、芘

为唯一碳源和能源的优势菌 TJB5。经形态观察和 16S rDNA 序列分析结果表明, 该菌株为成团泛

菌(Pantoea agglomerans)。采用液体培养的方法, 研究了 pH、盐度、菲芘的初始浓度对 TJB5 菌株

降解菲芘效果的影响, 确定了最佳降解条件。结果表明, 该菌对菲、芘的降解具有较广泛的 pH、

盐度范围和良好的降解效果。在菲、芘浓度分别为 50 mg/L、pH 6.8−9.5、盐度 2%−3%、温度 30 °C

条件下, 接种 15 d 后菲降解率在 93.3%以上, 芘降解率在 20%以上。 
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Isolation, identification and degradation characteristics of a  
PAHs-degrading bacteria from salt-alkaline soil 
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Abstract: A predominant PAHs-degrading strain TJB5 was isolated from PAHs-contaminated 
salt-alkaline soil in Dagang Oilfield of Tianjin, which can use phenanthrene and pyrene as sole carbon 
source for growth in the selective culture medium. Strain TJB5 was identified as Pantoea agglomerans 
according to the results of morphology and the phyogenetical analyses of 16S rDNA sequence. The ef-
fect of initial concentration of phenanthrene and pyrene, inoculating pH and salinity on degradation ef-
ficiencies was investigated. The optimal degradations were determined. The results indicated that the 
degrading characteristics of the strain were fine. More than 93.3% of phenanthrene and 20% of pyrene 
in the medium were degraded in the liquid medium with 50 mg/L phenanthrene and pyrene, pH 6.8−9.5 
and salinity ranging from 2% to 3% after 15 days at 30 °C. 
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随着经济的快速发展, 人们对土地资源的开发

规模不断扩大, 同时存在着不合理利用现象, 导致

大面积土壤的盐碱化, 我国的盐碱化土壤面积约为

9.9×10 hm2[1], 并有越来越多的有机污染物通过各

种途径进入盐碱土壤, 使得土壤的有机质含量下降, 

污染日趋严重。其中, 对盐碱土壤环境影响最大的

污染物除了石油、重金属等外, 还包括在环境中含

量少、但危害性极大的难降解有机污染物如多环芳

烃(PAHs)。PAHs 是一类广泛分布于环境中的含有 2

个或 2 个以上苯环的有毒有害污染物, 其具有潜在

毒性、致癌性及致畸诱变作用[2], 可通过生物累积及

食物链的传递, 给生态环境和人体健康造成极大危

害, 因此受到广泛关注[3−4]。 
微生物降解被公认是去除环境中 PAHs 的重要

途径之一[6−7]。近年来, 国内外对 PAHs 的微生物降

解研究表明, 能够在盐碱与 PAHs 同时并存条件下

降解 PAHs 的微生物资源还很少[8−9]。事实上, 环境

中越来越多的盐碱土壤受到 PAHs 的污染[10−11], 如

我国的大庆油田、胜利油田、大港油田周围就存在

大面积的 PAHs 污染盐碱土壤。因此, 筛选能够在

高盐碱条件下降解 PAHs 的微生物, 具有重要的现

实意义。 
本文拟通过富集培养 , 从天津大港油田地区

PAHs 长期污染盐碱土壤中筛选 PAHs 的高效降解

菌, 分析其降解特性, 为盐碱水土环境 PAHs 类污

染物的微生物修复提供资源保障和科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 
1.1.1  供试土壤: 天津大港油田 PAHs 污染的表层

(0−10 cm)滩涂盐碱土壤, 过 1 mm 筛, 放入自封袋中, 

封口, 4 °C 冰箱保存。基本理化性质: 有机质 0.73%, 

盐度 2.28%, pH 8.6, PAHs 总量 221.17 μg/g。 

1.1.2  培养基 : (1) 液 体 无 机 盐 培 养 基 (g/L)[12]: 
(NH4)2SO4 1, K2HPO4 0.8, KH2PO4 0.2, MgSO4·7H2O 
0.2, CaCl2·2H2O 0.1, NaCl 20 和 微 量 元 素

[FeSO4·7H2O 0.012, MnSO4·7H2O 0.003, ZnSO4·7H2O 
0.003, CoSO4·7H2O 0.001, (NH4)6Mo7O24·4H2O 
0.001], 调节 pH 8.6。 

(2) 菲、芘的液体无机盐培养基: 菲、芘用丙酮

配成 5 g/L 的母液, 0.22 µm 有机滤膜过滤灭菌备用, 
按适当的浓度加入灭菌的液体无机盐培养基中。 

(3) LB 固体培养基(g/L): 胰蛋白胨 10, 酵母浸

粉 5, NaCl 20, 琼脂粉 20, pH 8.6。 
1.1.3  药品 : 菲 (纯度大于 90%)和芘  (纯度大于

97%), 购自 Fluka 公司; 二氯甲烷(分析纯), 丙酮(分
析纯), 甲醇(色谱纯), 无水硫酸钠(分析纯), 均购自

天津康科德公司。无水硫酸钠马福炉中烘干 3 h 
(400 °C), 冷却后干燥器中备用。 

1.2  实验方法 
1.2.1  降解菌的筛选与纯化: 称取供试土样 5 g, 加

入 45 mL 以菲、芘为碳源的液体无机盐培养基中, 第

一轮富集培养菲、芘总浓度为 50 mg/L。30 °C 恒温

摇床 150 r/min 富集培养 7 d, 移取富集培养液按

10%的体积比例接入 45 mL 以菲、芘为碳源的液体

无机盐培养基中, 进行富集培养, 共重复 4 次, 每转

接一次 , 菲、芘总浓度提高 50 mg/L。最后吸取

0.1 mL 培养液稀释不同梯度涂布于 LB 固体培养基, 
置于 30 °C 恒温箱中培养 48 h, 挑取具有不同形态

特征的单菌落 , 将分离纯化后的单菌落再接种到

菲、芘液体无机盐培养基中, 选取生长速度最快的

菌株作为研究菌株。 
1.2.2  菌种的鉴定: 结合形态学、生理生化和分子

生物学 3 方面对该菌株进行鉴定。通过电子显微镜

观察菌体形态。分子生物学鉴定采用 16S rDNA 全

长基因序列分析和构建系统发生树: 平板划线得到

降解菌单菌落, 挑取单菌落进行 PCR 扩增。引物: 
上 游 引 物 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCA 
G-3′)和下游引物 1492R (5′-TACGGHTACCTTGTT 
ACGACTT-3′)。PCR 反应条件为: 94 °C 5 min; 94 °C 
1 min, 55 °C 1 min, 72 °C 2 min, 35 个循环; 72 °C 
10 min。琼脂糖凝胶电泳检测。PCR 产物的测序工

作由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。根

据常见细菌系统鉴定手册 [13]对该菌株做进一步的

生理生化鉴定。 
1.2.3  菌株生长曲线的测定: 取生长 24 h 的菌液, 

以 10% (V/V)的接种量接种到含 100 mL LB 液体培

养基的 250 mL 锥形摇瓶中, 每隔一段时间取一定
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量菌液 , 采用 UNICOTM 7200 可见分光光度计在

600 nm 波长下测定吸光度, 绘制吸光度与培养时间

关系曲线即得生长曲线。 
1.2.4  菌株对菲、芘的降解特性: (1) 菌悬液的制

备: 在无菌条件下将菌株接种于 LB 液体培养基中, 

30 °C 下 150 r/min 振荡培养 24 h, 离心收集菌体, 并

用磷酸盐缓冲液反复洗涤 3 次, 再用磷酸盐缓冲液

将菌悬液调至 OD600=0.8−1.0 备用。 

(2) pH 对菲、芘降解效率的影响: 将 10%的菌

悬液投入 30 mL 液体无机盐培养基中(盐浓度 2%, 

菲、芘各 50 mg/L), 调节 pH 分别为 5.3、6.8、7.7、

8.6、9.5、11.3。30 °C 下 150 r /min 振荡培养 15 d, 

取样分析培养基中菲、芘的残留浓度, 每个处理设 3

个重复。 

(3) 盐浓度对菲、芘降解效率的影响: 在 pH 8.6

时, 调节液体无机盐培养基中盐浓度分别为 0、1%、

2%、3%、5%、10%。菲、芘投加及接菌量同上。 

(4) 菲、芘初始浓度对降解菲、芘效率的影响: 

向液体无机盐培养基中加入菲、芘丙酮溶液调节菲、

芘浓度分别为 25、50 和 75 mg/L, 接菌量同上。 

(5) 溶液中菲、芘的提取与分析: 向待测溶液中

加入 10 mL 二氯甲烷, 180 r/min 恒温振荡 5 min, 倒

入 100 mL 分液漏斗中, 静置 5 min, 将下层有机相

经无水硫酸钠脱水, 重复萃取 3 次。混匀萃取液, 移

取一定体积过 0.22 µm 有机滤膜至烧杯, 氮气吹干, 

1 mL 甲醇定容。采用高效液相色谱法(Agilent-1200 

高效液相色谱仪)测定。色谱仪主要设定参数为: 流

动相: 100%甲醇; 流速: 0.8 mL/min; VWD 检测波

长: 254 nm; 柱箱温度: 35 °C; 进样量: 10 μL。菲、

芘的回收率为 101.7%±2.6%和 98%±2.0%。 

2  结果与分析 

2.1  菌种鉴定 
经筛选分离, 得到一株以菲、芘为碳源生长的

细菌, 命名为 TJB5。在 LB 固体培养基上进行生理

生化检测的结果如下: G−, 周生鞭毛, 无芽孢, 葡萄

糖、乳糖发酵产酸, 不产气。氧化酶试验、吲哚试

验、赖氨酸试验、鸟氨酸脱羧酶试验、精氨酸双水

解试验阴性, 接触酶试验、MR 试验阳性 。显微镜

下, TJB5 呈短杆状, 大小(0.5−1.0) μm×(1.0−3.0) μm, 

见图 1。在 LB 固体平板上, 菌落圆形, 黄色, 边缘

整齐, 低凸, 光滑, 直径约 1.5 mm, 见图 2。 

16S rDNA 的序列测定得到 1 438 bp, 将获得的

菌株 TJB5 的 16S rDNA 的序列在 GenBank 中

BLAST 进行同源性比对。结果表明, TJB5 菌株与

Pantoea agglomerans 多个菌株基因序列同源性达

到了 99%。通过 MEGA 4.0 和 Clastal X1.83 软件构

建系统发育树, 采用 Neighbor-Joining 法进行系统发

育分析结果见图 3。 

根据菌株 TJB5 形态特征、生理生化实验和系

统发育位置结果 , 可确定菌株 TJB5 为成团泛菌

(Pantoea agglomeran)。 
 

 

图 1  扫描电子显微镜下菌株 TJB5 形态(×4 500) 
Fig. 1  The morphous of strain TJB5 obtained by SEM 
(×4 500) 
 

 

图 2  菌株 TJB5 的菌落特征 
Fig. 2  The colony characteristic of strain TJB5
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图 3  菌株 TJB5 的系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic tree of strain TJB5 

注: 分支点的数字为聚类置(%); 括号中的序号 GenBank 数据库中的登录号. 
Note: The data at branchpoint are cluster analysis confidence (%). The serial numbers in bracket are accession number in GenBank database. 
 

2.2  降解菌株的生长曲线 
绘制菌株 TJB5 的 52 h 内生长曲线, 见图 4。可

以看出: 在 0−9 h, 该菌株处于迟缓期, 菌体生长繁

殖缓慢; 在 10−28 h, 该菌株处于对数生长期, 菌体

大量繁殖, 生长速度逐渐增加; 在 28−37 h, 该菌株

处于稳定期; 在 37 h 后, 菌体的生长进入衰亡期。

因此, 在整个实验过程中以生长 24 h 处于对数生长

期的菌体作为接种研究对象。 

2.3  pH 对菲、芘降解效率的影响 
菌株 TJB5 对菲、芘降解具有较广泛的 pH

范 围 ,  在 菲 、 芘 浓 度 各 50 mg/L,  盐 浓 度 2%, 
 

 

图 4  菌株 TJB5 的生长曲线 
Fig. 4  Growth curve of strain TJB5 

pH 5.3−11.3 的液体条件下, 菌株 TJB5 对菲、芘都

有一定的降解效率(图 5)。pH 6.8−9.5 时菲的降解率

在 15 d 达到 93.3%以上, 芘的降解效果与菲比较低, 
pH 6.8 时芘降解率最高为 56.5%。结果表明 pH 6.8

时 , 菌株 TJB5 对菲、芘降解效果最佳。这与许多

研究结果相似, 细菌对 PAHs 的降解的最适 pH 为中

性[11,14]。然而却存在着不同, 菌株 TJB5 对菲、芘降

解是在 2%盐浓度胁迫条件下进行。当 pH 升至 9.5

时菌株 TJB5 对菲、芘降解率为 93.3%和 20.1%, 证

明该菌对于碱胁迫条件下菲、芘的降解具有较强的

耐受性。 
 

 

图 5  培养液初始 pH 对 TJB5 菌株降解效率的影响 
Fig. 5  Effect of intial pH of medium on degrading effi-
ciency of TJB5 
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2.4  盐浓度对菲、芘降解效率的影响 
菌株 TJB5 对菲、芘降解具有较广泛的盐度范

围(图 6)。图 6 显示盐浓度 2%−3%时对菲、芘降解

率 较 高 分 别 为 95.6% 和 25.6% 、 93.9% 和 20.1% 

(P<0.05)。盐浓度 0−3%时对菲的降解无显著性差

异 , 分别为 94.3%、94.5%、95.7 和 93.9%(P<0.05)。

Dariush 等[15]报道在中性 pH 条件下一耐盐菌群在

1%盐浓度条件下对 PAHs 降解率为 35%, 而菌株

TJB5 在盐浓度升至 5%时对菲、芘降解率为 81.5%

和 21.7%, 10%时降解率为 45.2%和 6.3%。从而证明

菌株 TJB5 是一株能高效降解菲、芘的中度嗜盐菌。 
 

 

图 6  培养液初始盐浓度对 TJB5 菌株降解效率的影响 
Fig. 6  Effect of intial NaCl of medium on degrading effi-
ciency of TJB5 
 
2.5  菲、芘初始浓度对降解效率的影响 

菌株 TJB5 按 10%接种到菲、芘浓度均为 25、

50、75 mg/L 的液体无机盐培养基中 , 15 d 菲、芘

降解率为 100%和 72.9%、95.6 和 21.6%、62.3%

和 9.0%(图 7)。结果表明 , 菲浓度 50 mg/L 时 TJB5 
 

 

图 7  多环芳烃初始浓度对 TJB5 菌株降解菲芘的影响  
Fig. 7  Effect of initial PAHs concentrations on the degra-
dation of phenanthrene and pyrene by TJB5 

降 解 效 果 最 好 , 基 本 上 都 能 去 除 ; 对 于 芘 来 说 , 
25 mg/L 这个浓度较适合 TJB5 的生长, 可能是四环

的芘毒性较大, 再加上高的盐碱条件, 而增强了其

对 TJB5 菌株的毒性作用, 从而影响芘降解效果。这

与盛下放等[16]的报道结果相一致。 

3  讨论 

近些年来关于微生物修复 PAHs 的研究报道很

多[5−6,8−10], 而盐碱土壤 PAHs 的微生物修复国内外

还未见报道, 目前只有少数降解在单一高盐或高碱

条件下 PAHs 的微生物修复的研究报道, Tam 等[12]

报道 3.5%盐浓度胁迫下菌株 SKY 在对菲的降解率

为 35.7%; Zhao 等[8]分离出一株降解菲的中度嗜盐

Halophilic bacterial, 在 15%盐浓度条件下对菲降解

率 100%, Gerbeth 等[9]报道菌株 SK16 四周对芘的降

解从 pH 9.8 的 10%提高到 pH 8.5 时的 100%。有研

究表明, 当盐浓度>3%, pH>9 时, 非嗜盐碱微生物

的代谢会受到抑制 , 使其生物修复效率明显降低 , 

甚至丧失修复能力[17], 即便是盐碱条件下驯化的菌

株暴露于无盐碱的环境下, 其耐盐碱特征也会很快

消失。而本研究所筛选菌株 TJB5 在盐浓度 2%, 

pH 9.5 盐碱胁迫条件下对菲、芘降解率达到 93.3%

和 21.7%, 证明其对盐碱具有很强的耐受特性。 

本研究从 PAHs 长期污染的盐碱土壤中所筛选

出的这株中度嗜盐碱成团泛菌 TJB5, 不仅能抵抗外

界高浓度的盐碱环境, 而且能适应大范围的盐碱波

动, 并具有较强的 PAHs 降解能力, 菌株 TJB5 的发

现可为研发 PAHs 污染的盐碱土壤的生物修复技术

提供宝贵的生物资源。目前有关成团泛菌降解 PAHs

的研究国内外还未见报道, 其降解 PAHs 途径正在

进一步研究中。 
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稿件书写规范 

论文中计量单位的表示方法 

为执行国务院发布的《关于在我国统一实行法定计量单位的命令》的规定, 计量单位和单位符号按国家

技术监督局发布的《量和单位》GB3100-3102-93 执行。单位符号均用英文小写(正体), 不允许随便对单位符

号进行修饰。现将本刊常用计量单位和符号介绍如下, 希望作者参照执行。 
时间: 日用 d; 小时用 h; 分钟用 min; 秒用 s 等表示。 

溶液浓度: 用 mol/L, 不用 M (克分子浓度)和 N (当量浓度)等非许用单位表示。 
旋转速度: 用 r/min, 不用 rpm。 

蒸汽压力: 用 Pa 或 kPa、MPa 表示。 

光密度: 用 OD(斜体)表示。 
生物大分子的分子量: 蛋白质用 D 或 kD, 核酸用 bp 或 kb 表示。 

图表中数值的物理量和单位: 物理量符号采用斜体, 单位用正体并用括号括起, 例如: t (h) (表示时间, 
单位是小时)。带数值的计量单位: 计量单位不能省略, 跟数字之间加一空格(%除外), 例如: 20 cm×0.3 cm, 

不能写成 20×0.3 cm; 3 °C−5 °C 不可写成 3−5 °C; 3%−6%不可写成 3−6%等。 


