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研究报告 

多环芳烃降解菌的筛选、鉴定及降解特性 

黄兴如 1,2  张彩文 1  张瑞杰 1,2  章俊 1  张晓霞 1* 
(1. 中国农业科学院农业资源与农业区划研究所  北京  100081) 

(2. 首都师范大学资源环境与旅游学院  北京  100048) 

 
 

摘  要：【目的】多环芳烃(PAHs)是一类普遍存在于环境中且具有高毒性的持久性有机污染物，

高效降解菌的筛选对利用生物修复技术有效去除环境中的多环芳烃具有重要意义。研究拟从供

试菌株中筛选多环芳烃高效降解菌，并分析其降解特性，为多环芳烃污染环境的微生物修复提

供资源保障和科学依据。【方法】采用平板法从 25 株供试菌株中筛选出以菲和芘为唯一碳源和

能源的高效降解菌，经 16S rRNA 基因序列进行初步鉴定，通过单因素实验法分析其在液体培

养基中的降解特性。【结果】筛选出的 3株多环芳烃高效降解菌 SL-1、02173和 02830经 16S rRNA

基因序列分析，02173 和 02830 分别与假单胞菌属中的 Pseudomonas alcaliphila 和 Pseudomonas 

corrugate 同源性最近，SL-1 为本课题组发表新类群 Rhizobium petrolearium 的模式菌株；降解

实验表明，菌株 SL-1 3 d 内对单一多环芳烃菲(100 mg/L)和芘(50 mg/L)的降解率分别达到 100%

和 48%，5 d 后能够降解 74%的芘；而其 3 d 内对混合 PAHs 中菲和芘的降解率分别为 75.89%

和 81.98%。菌株 02173 和 02830 3 d 内对混合多环芳烃中萘(200 mg/L)、芴(50 mg/L)、         

菲(100 mg/L)和芘(50 mg/L)的降解率均分别超过 97%。【结论】筛选出的 3 株 PAHs 降解菌 SL-1、

02173 和 02830 不仅可以高效降解低分子量 PAHs，还对高分子量 PAHs 具有很好的降解潜力。

研究表明，由于共代谢作用低分子量多环芳烃可促进高分子量多环芳烃的降解，而此时低分子

量多环芳烃的降解将受到抑制。 

关键词：多环芳烃，生物降解，高效降解菌 
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Abstract: [Objective] Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are known as high-toxic and 
persistence organic contaminants in the environment. Screening highly efficient degrading bacteria is 
important for bioremediation of PAHs-contaminated environment. This study aimed to isolate and 
identify high efficient PAHs-degrading bacteria from the candidate strains, then to characterize 
degrading properties of these target strains. [Methods] PAHs-degrading bacteria were screened by 
the plate-culture method, and then these target strains were identified by the 16S rRNA gene 
phylogenic analysis. Degrading properties of PAHs-degrading bacteria were determined by single 
factor experiments. [Results] Three PAHs-degrading bacterial strains SL-1, 02173 and 02830, which 
utilized phenanthrene and pyrene as the sole carbon and energy source for growth, were obtained 
from the candidate strains. The strain SL-1 was the type strain of Rhizobium petrolearium. 02173 and 
02830 were highly homologous to Pseudomonas alcaliphila and Pseudomonas corrugate, 
respectively. The strain SL-1 could degrade 100% of single phenanthrene (100 mg/L) and 48% of 
single pyrene (50 mg/L) in 3 days, and the degradation rate of pyrene was up to 74% in 5 days; it 
also could degrade 75.89% and 81.98% of mixed phenanthrene and pyrene within 3 days. The strain 
02173 and 02830 could degrade a mixture of PAHs completely in 3 days, including naphthalene   
(200 mg/L), fluoranthene (50 mg/L), phenanthrene (100 mg/L) and pyrene (50 mg/L). [Conclusion] 
Three PAHs-degrading bacterial strains SL-1, 02173 and 02830 have high-efficient degradation 
ability not only for low-molecular-weight PAHs but also high-molecular-weight PAHs. These strains 
were the ideal candidates for bioremediation of PAHs-contaminated environment. 
Low-molecular-weight PAHs can promote high-molecular-weight PAHs degradation due to 
con-metabolism effect, while the biodegradation of low-molecular-weight PAHs will be suppressed. 

Keywords: PAHs, Biodegradation, High-efficient PAHs-degrading bacteria 

多环芳烃(Polycyclic aromatic hydrocarbons，

PAHs)是指由两个或两个以上的苯环稠合在一起的

一类持久性有机污染物，主要源于石油、煤等化

石燃料以及木材、天然气、秸秆等有机物的不完

全燃烧或者在还原条件下经热分解而生成，其在

环境中普遍存在 [1]。PAHs 具有高毒性、热稳定

性、生物富集性、疏水性、不易降解等特点[2-3]，

极易在环境中累积，并可通过食物链传递而在生

物体内富集，对人类健康和生态环境具有很大的

危害性[4]；因此美国环保局于 1976年将 16种多环

芳烃列为优先控制污染物名单[5]。PAHs 依据苯环

数量可分为低环和高环(苯环≥4) PAHs 两类，且研

究发现，随着环数的增加，其毒性越高，生物可

利用性越差，越不易被降解[6]。 

释放到自然环境中的 PAHs 能够通过多种途径

移除，包括挥发、光氧化、化学氧化、生物富

集、微生物降解和土壤吸附等，大量的研究证明

微生物降解是去除环境中 PAHs 的最主要途径[7]。

PAHs 的微生物修复因其经济、高效且无二次污染

等特点，已成为去除环境中 PAHs 的理想方法和重

要手段[8]。目前，研究人员已从环境中分离出多种

PAHs 降 解 菌 ， 主 要 包 括 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas)[9]、红球菌属 (Rhodococcus)[10]、气

单 胞 菌 属 (Aeromonas)[11] 、 芽 孢 杆 菌 属
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(Bacillus)[12]、伯克氏菌属(Burkholderia)[13]、分支

杆菌属 (Mycobacterium)[14]和鞘氨醇单胞菌属

(Sphingomonas)[15]等，但其中所涵盖的高效降解菌

株并不多[16]，特别是高环 PAHs降解菌更为稀少。

因此筛选 PAHs 高效降解菌或混合菌系，具有重要

的现实意义。本研究从中国海洋微生物菌种保藏

中心和中国农业微生物菌种保藏中心获得的 25 株

细菌中筛选高分子量 PAHs 的高效降解菌，分析其

在液体培养基中的降解特性，为 PAHs 污染环境的

微生物修复提供资源保障和科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  供试菌株：从中国海洋微生物菌种保藏中

心和中国农业微生物菌种保藏中心获取 25 株具有

耐受或降解 PAHs 功能的细菌，相应的编号分别

为： 01990、 02172、 02173、 02588、 02830、

02755、10542、10543、11238、11239、11240、

11241、11242、11243、11244、11245、11246、

14971、 K13(H25)、 S23(1)、 MCT5、 F44-8、

RC99-3、SL-1、F11，用于筛选多环芳烃高效降

解菌。 

1.1.2  多环芳烃：萘、菲、芴、芘、苯并[a]芘(浓

度>97%)均购于中国国家标准物质研究中心。 

1.1.3  培养基：无机盐基础培养基(g/L)[17]：NH4Cl 

1.1 ， K2HPO4 1.0 ， NaCl 0.5 ， KCl 0.2 ，

MgSO4·7H2O 0.2，FeSO4 0.001，CaCl2 0.01，微量

元素混合液 1 mL，pH 7.0，固体培养基则再加 20 g

琼脂。TSB 合成培养基(g/L)：胰蛋白胨 17，大豆

胨 3，葡萄糖 2.5，氯化钠 5，磷酸氢二钾 2.5，蒸

馏水 1 000 mL，pH 7.3±0.2。微量元素参照参考文

献[18]配制。 

1.2  多环芳烃降解菌的筛选 

将获得的 25 株菌依次点接到无机盐培养基平

板上，以菲为底物，采用平板升华法[19]将 PAHs镀

于平板上，而后置于 30 °C 恒温培养箱中培养，

4−5 d 后观察降解结果。对出现明显降解圈的菌株

再次进行平板复筛，通过牛津杯使加入的菌苔的

直径定量为 6 mm，以芘为底物，培养 5 d后定量

测定降解圈直径，筛选高分子量 PAHs 的高效降

解菌株。 

1.3  菌种鉴定 

采用热裂解法提取菌体总 DNA[20]，并利用通

用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)

和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)对细

菌 16S rRNA基因进行 PCR扩增。25 µL扩增体系

为：DNA 模板 2 µL，2×Taq PCR Master Mix   

12.5 µL，27F (10 μmol/L)和 1492R (10 μmol/L)各   

1 µL，ddH2O 8.5 µL。PCR 扩增程序为：95 °C   

5 min；95 °C 50 s，55 °C 50 s，72 °C 1 min，30个

循环；72 °C 7 min。获得的 PCR产物采用 0.8%的

琼脂糖凝胶电泳检测后，送往北京美吉生物科技

有限公司完成测序工作。降解菌 16S rRNA基因序

列通过 BLAST程序与 GenBank中核酸数据进行比

对分析。然后利用 MEGA 6.0 软件构建系统发育

树，采用 Neighbor-Joining法进行系统发育分析。 

1.4  降解菌株生长曲线的测定 

将筛选出的降解菌株接种于 TSB 液体培养基

中，摇床振荡(30 °C、180 r/min)培养活化 20 h，取

出 2 mL菌液转入盛有 100 mL TSB的 300 mL三角

瓶中，充分摇匀后依次吸取10 mL菌液于无菌试管

中，将试管 30 °C、180 r/min振荡培养。每隔 4 h

取出试管，以未接种 TSB 液体培养基作空白对

照，利用 UV-1800 紫外分光光度仪测定不同培养

时间的细菌菌液的 OD600值。 

1.5  降解菌生理学特征 

1.5.1  NaCl 生长浓度范围及最适值：在含有不同

NaCl 浓度(0、1%、2%、3%、4%、5%和 6%)的

TSB 液体培养基中接种相同浓度的菌液(1%接种

量，体积比，并设立不接菌液为对照组，每个浓

度设 3个平行)，30 °C振荡培养 24 h，用 UV-1800 

紫外分光光度仪测量 600 nm处的吸光值。 

1.5.2  生长 pH 范围及最适值：在已确定的最适

NaCl生长浓度培养液中用 HCl或 KOH调 pH值至

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 和 11.0，接菌后置
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于 30 °C振荡培养 24 h，用 UV-1800紫外分光光度

仪测量 600 nm处的吸光值。 

1.5.3  生长温度范围及最适值：在已确定的最适

NaCl生长浓度和生长 pH的培养液中接入菌液，分

别在 15、20、25、30、35、40 °C 条件下振荡培

养，24 h 后利用 UV-1800 紫外分光光度仪测定细

菌菌液的 OD600值。 

1.6  菌株的降解特性 

1.6.1  菌悬液的制备：在无菌条件下将菌株接种

于添加菲(100 mg/L)的 TSB液体培养基中，30 °C、

180 r/min振荡培养 3 d，离心(10 000 r/min，6 min)

收集菌体，并用无菌水反复洗涤 3次，再用无机盐

培养基将菌悬液调至所需浓度备用。 

1.6.2  菌株对混合 PAHs 的降解：向盛有 50 mL无

机盐培养基的 150 mL 三角瓶中加入适量的 PAHs

母液，使每个三角瓶内的萘、菲、芴、芘的浓度

为 200、50、100、50 mg/L，每株菌设 3个平行，

每个平行设 3个重复，并设一不加菌空白对照组，

30 °C、170 r/min 条件下避光振荡培养，分别于

24、48和 72 h后取样，对样品中的全部 PAHs进

行萃取。 

1.6.3  菌株对单一PAH的降解：向无机盐培养基中

分别加入适量的菲和芘，使其终浓度达到 100 mg/L

和 50 mg/L，其中菲设 3个平行，每个平行设 3个

重复，并设一不加菌空白对照；芘设 3个平行，每

个平行设 5 个重复，并设一不加菌空白对照，

30 °C、170 r/min 条件下避光振荡培养，分别于

24、48和 72 h后取样，对样品中的全部 PAHs菲和

芘进行萃取。 

1.6.4  溶液中多环芳烃的提取与分析：培养基中

的 PAHs利用 50 mL乙酸乙酯进行两次中性和两次

酸性萃取(pH 2.0)，合并萃取液后用无水 Na2SO4去

除水分。而后将萃取液用高纯氮吹干，残留物用色

谱级甲醇重新溶解，用高效液相色谱(HPLC)测定。

HPLC 使用色谱柱为 C18 反相柱(Agilent，USA， 

250 mm×4.6 mm，5 μm)，流动相为甲醇:水=80:20，

流速为 1 mL/min进行线性洗脱，进样量 20 μL，检

测波长为 254 nm，柱温为 40 °C。 

1.6.5  共代谢底物对菌株降解多环芳烃的影响：

取 2 mL菌悬液接入 100 mL无机盐培养基中(芘浓

度为 100 mg/L)，向三角瓶中添加邻苯二酚母液，

使液体中邻苯二酚的终浓度分别为 10、20、50 和

100 mg/L，30 °C、170 r/min振荡培养 7 d，采用

1.6.4 节的方法萃取和测定培养基中残留的芘，以

未加邻苯二酚的培养基为对照。每个浓度均设置  

3个平行。 

2  结果与分析 

2.1  多环芳烃降解菌的筛选 

以菲为底物进行平板初筛，从供试菌株中筛

选出 10株能以 PAH菲为唯一碳源和能源生长的降

解菌株。而后以芘为底物进行平板复筛，最终获

得 3 株降解圈直径大于 13 mm 的菌株，分别为

02830、02173和 SL-1 (图 1)。 

2.2  多环芳烃高效降解菌的鉴定 

对以菲和芘作为惟一碳源的 PAHs 高效降解菌

株进行基因组DNA的提取，并完成16S rRNA基因

测序，将得到的序列与 GenBank 中已知序列进行

比对，并对两种未知的降解菌 02173 和 02830 分别

构建系统发育树，结果如图 2所示。根据 16S rRNA

序列同源性比对表明，菌株 02173 与假单胞菌属

(Pseudomonas)中的 Pseudomonas alcaliphila同源性

最近，序列相似性高达 99%；02830则与假单胞菌

属(Pseudomonas)中的 Pseudomonas corrugata 同源

性最近，其序列相似性达 96.75%；而菌株 SL-1为 
 

 
 

图 1  降解菌株在固体平板上的降解圈直径 
Figure 1  Diameter of the transparent circle created by the 
degradative strains in the solid plate 
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图 2  基于菌株 02173 和 02830 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Figure 2  Neighbour-Joining phylogenetic tree based on nearly complete 16S rRNA gene sequences of strains  

02173 and 02830 
Note: The numbers at the nodes indicate the levels of bootstrap support (%) based on 1 000 resampled data sets; only values above 50% are 
given. GenBank accession numbers are given in brackets. The scale bar represents 0.005 (A)/0.002 (B) substitutions per nucleotide position. 

 
本课题组发表新类群 Rhizobium petrolearium 的模

式菌株。菌株 02173 和 02830 所测序列提交到

GenBank 数据库，获得序列登录号分别为

KU306076和 KU306077。 

2.3  降解菌株生长曲线 

由图 3 可知，3 株菌均适宜在 TSB 培养基中

生长，延滞期都较短，菌株 02173和 02830于 4 h

后进入对数期，随着培养基中营养物质的消耗，  

24 h后开始逐渐进入稳定期；SL-1的延滞期稍长，

8 h后开始进入对数期。3株菌的生长趋势大致保

持一致，其中 02173与 02830的长势最好，略高于

SL-1的生物量。 

2.4  降解菌生理学特征 

如图 4A所示，降解菌 02173和 02830在各个

盐浓度下长势良好，盐度在 0−5%之间时 OD600值

均高于 1，其中菌株 02173最适宜盐度为 3%−4%，

菌株 02830最适宜盐度为 1%−2%。菌株 SL-1对盐

度的变化较为敏感，当盐浓度大于 4%时，其生长

受到抑制，最适宜生长盐浓度为 1%。3 株菌最适

宜的 pH 值均为 7.0，且发现菌株 SL-1 在 pH 11.0

时生长受到抑制(图 4B)。由图 4C 可知，所有菌株

最适宜生长温度为 30 °C，其中菌株 02173适宜生

长温度范围较广，在 20−40 °C 下生长良好；菌株

02830适宜生长温度为 20−35 °C，不耐受高温；而

菌株 SL-1生长温度范围较为受限(25−35 °C)，低温

和高温均不适宜其生长。总之，菌株 02173 和

02830对逆境的耐受能力较 SL-1略强。 

2.5  降解菌对多环芳烃降解特性 

2.5.1  菌株对混合多环芳烃的降解：污染环境中

的多环芳烃均以混合形式存在，通过测定菌株对混

合 PAHs 中高低环 PAHs 的降解率，相对于单一

PAHs 更加实际。如图 5A 所示，3 株菌对混合 
 

 
 

图 3  降解菌株生长曲线 
Figure 3  Growth curve of degradative strains 
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图 4  不同盐浓度(A)、pH (B)、温度(C)条件下菌株的生物量 
Figure 4  Biomass of each strain in the condition of different salinity (A), pH (B) and temperature (C) 

 

 
 

图 5  供试菌株对混合 PAHs 萘(A)、菲(B)、芴(C)和芘(D)的降解特性 
Figure 5  Degradation of Nap (A), Phe (B), Flu (C) and Pyr (D) in the mixed PAHs by functional strains 
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PAHs中萘(200 mg/L)的降解主要发生在 1 d内，降

解率均达到了 87%以上，而菲 (100 mg/L)、芴   

(50 mg/L)和芘(50 mg/L)的降解主要发生在 2 d 内

(图 5B，C，D)，降解速率明显弱于萘。研究发

现，3 d 后 3 株菌对萘的降解率均达到或接近

100%；与此同时，菌株02173和02830对菲、芴和

芘的降解率均达到 97%以上，而菌株 SL-1对 PAHs 

(菲、芴和芘)的降解要明显弱于菌株 02173 和

02830，3 d 后对菲、芴和芘的降解率分别达到

75.89%、81.04%和 81.98%。 

2.5.2  菌株对单一多环芳烃的降解：为分析多环

芳烃降解特征，以菌株 SL-1 为代表，分析其对单

一 PAH菲和芘的降解率。如图 6所示，3 d后菌株

SL-1对菲(100 mg/L)和芘(50 mg/L)的降解率分别达

到100%和48%，而培养5 d后能够降解74%的芘，

且发现接种后 1 d内菲和芘的降解率最高。 

2.6  共代谢底物对菌株降解多环芳烃的影响 

选取 PAHs 降解途径中最普遍的中间产物邻苯

二酚作为共代谢底物，分析其对高分子量 PAHs 降

解的影响。如图 7所示，添加外加碳源邻苯二酚对

菌株 SL-1 降解芘产生了一定的影响。实验结果表

明，第 7 天的时候，添加了邻苯二酚浓度为 10、

20、50、100 mg/L 的培养基中芘的降解率分别为

69.79%、78.86%、86.93%、61.44%，而未添加外

源碳源的空白对照的降解率为 60.83%。由此可

见，共代谢底物邻苯二酚的添加，能促进高分子

量 PAHs 芘的降解，当邻苯二酚达到一定浓度时，

芘的降解反而被抑制。 

3  讨论 

利用微生物处理法解决自然环境中的 PAHs 污

染问题已越来越受大家青睐[21]，其优点在于费用

低、二次污染少、修复彻底等，是一类低耗高效

和环境安全的生物修复技术[22]，而筛选分离 PAHs

高效降解菌是该项技术的关键环节[23]。本研究从

25株供试菌株中分离到 3株可高效降解低环和高环

PAHs的细菌SL-1、02173和02830，通过16S rRNA

基因序列比对确定 02173和 02830分别与假单胞菌

属中的 Pseudomonas alcaliphila 和 Pseudomonas 

co r rug a t e 同源性最近，SL-1 属于模式菌株

Rhizobium petrolearium SL-1。已有研究表明，根

瘤菌具有较好的有机污染物降解能力，如多氯联

苯[24]、三硝基甲苯[25]、二苯并噻吩[26]、2,4-二硝基

甲苯[27]等，而利用其降解 PAHs的研究较少。本研

究所筛选的根瘤菌 SL-1 能够以菲和芘为唯一碳源

和能源，3 d内对菲(100 mg/L)和芘(50 mg/L)的降

解率分别达到 100%和 48%，虽然菌株 SL-1 在    

50 mg/L的芘液体培养基中生长比较缓慢，但是培

养 5 d后能够降解 74%的芘。陈芳艳等[28]从某焦化

厂生物处理装置的活性污泥中分离筛选出一株游

离茄镰孢菌，经过 108 h 对菲的降解效率达到

49.25%；毛健等 [29]筛选出一株可降解芘的副球

菌，该菌株在芘浓度为 50 mg/L的培养基中 7 d内 

 

 
 

图 6  菌株 SL-1 对单一 PAHs 菲(A)和芘(B)的降解特性 
Figure 6  Degradation of Phe (A) and Pyr (B) by strain SL-1 
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图 7  不同邻苯二酚浓度对 SL-1 降解芘的影响 
Figure 7  Different concentration of catechol affecting the 
Pyr degradation by strain SL-1 

 
可降解 47.2%的芘；相较而言，菌株 SL-1 具有较

高的降解能力，且对高分子量 PAHs 具有很好的降

解潜力。与此同时，菌株 02173 和 02830 对 PAHs

也同样表现出高效的降解能力，3 d 内对混合多环

芳烃中萘(200 mg/L)、芴(50 mg/L)、菲(100 mg/L)

和芘(50 mg/L)的降解均分别超过 97%，虽然多有

研究表明，假单胞菌对 PAHs 具有较好的降解能

力，但主要针对四环以下的 PAHs[30-32]。由此可

见，该研究筛选出的 3 株菌不但对低分子量 PAHs

具有较好的降解能力，还可以高效降解高分子量

PAHs，为多环芳烃污染土壤的生物修复技术提供

宝贵的微生物资源。 

污染环境中的多环芳烃均以混合形式存在，通

过测定菌株对混合 PAHs中高低环 PAHs的降解率，

相对于单一 PAHs更具有现实意义。本研究中 3株

降解菌对混合多环芳烃均表现出高效的降解能力，

尤其是菌株 02173 和 02830；且研究发现，混合多

环芳烃中萘的降解主要发生在 1 d内，降解率均达

到了 87%以上，而芴、菲和芘的降解主要发生在 2 d

内，且降解速率明显弱于萘；说明多种 PAHs 存在

的情况下，降解菌优先选择低环 PAHs 作为碳源和

能源。菌株 SL-1 3 d内对混合 PAHs中菲和芘的降

解分别为 75.89%和 81.98%，与单一 PAHs 菲和芘

的降解相较而言，小分子量 PAHs 菲的降解率有所

下降，而大分子量 PAHs 芘的降解率明显上升，这

说明小分子量 PAHs可促进大分子量 PAHs的降解，

而与此同时，小分子量 PAHs 的降解会受到抑制。

这与目前已报道的多环芳烃降解方式相符，低环

PAHs 可以作为菌株生长的唯一碳源和能源而被直

接降解，但高环 PAHs需与其它有机质共代谢(或共

氧化)而被降解[33-34]。该研究也同时发现，适当的共

代谢底物邻苯二酚能促进高分子量 PAHs 芘的降

解，当随着共代谢底物浓度的不断提高，芘的降解

反而被抑制。由此可见，共代谢作用因改变了微生

物碳源与能源的底物结构，增大微生物对碳源和能

源的选择范围，从而使得难降解 PAHs最终被微生

物利用降解；而随着共代谢底物的不断提高，引起

了竞争抑制，从而使得 PAHs降解率下降。 
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