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萘降解菌的分离、鉴定及降解途径

徐中阳 陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉430070

摘要 从武汉市金口张公堤处污泥富集分离出2株能以萘为唯一碳源生长的优势降解菌株XA1和XB1,

经形态学观察、生理生化鉴定及16SrDNA测序分析,确定它们属于荧光假单胞菌 (Pseudomonasfluorescens)。
其最适生长温度均为28℃,最适生长pH分别为7.5和7.0。在最适生长条件下,菌株XA1、XB1以3%的接种

量对500mg/L萘的降解率在第3天时分别达到了93.4%和74.7%。采用PCR和琼脂糖凝胶电泳技术检测到

XA1、XB1中有儿茶酚2,3-双加氧酶基因(nahH)等萘降解过程中的关键酶基因,与NCBI中发布的基因序列相

比较,相似度均达到99%。
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  多环芳烃(PAHs)是由2个或2个以上的苯环

以线形排列、弯曲连接或者聚簇状的方式构成的有

机化学污染物,来源于石油、天然气、煤炭、工业废

水、废气等一些不完全燃烧的有机化合物中。由于

其高疏水性和化学稳定性,容易在人体内进行富集,
使人体致癌、致畸和致突变[1-2],对人类健康和生态

环境构成重大危害,因此,被美国环保局列入了129
种优先控制环境污染物的黑名单[3]。尽管PAHs
是公认的难降解污染物,但已发现一些厌氧和好养

微生物能够通过多种代谢途径将PAHs降解矿化,
目前在污水、淤泥、土壤中均发现了能以PAHs为

唯一 碳 源 和 能 源 进 行 降 解 的 微 生 物,微 生 物 在

PAHs迁移乃至最终降解过程中起到了重要作用,
因此,PAHs的 生 物 修 复 越 来 越 受 到 人 们 的 重

视[4-5]。由于利用微生物降解PAHs的方法具有成

本低廉、二次污染少、修复彻底等优点,已成为去除

环境中PAHs的理想手段[6]。目前研究人员从土

壤中分离的萘降解菌株主要有Mycobacteriumsp.,
Alcaligenesdenitrificans,Pseudomonasputida,
P.vesicularis,P.fluorescens,Rhodococcussp.,
Moraxellasp.等[7-8]。有 研 究 表 明,假 单 胞 菌

(Pseudomonassp.)能有效降解PAHs[9-14],但是关

于该类高效快速的降解菌株报道的并不多,特别是

从油田污泥中分离出萘降解菌株的研究在国内还鲜

见报道。本研究以PAHs模式化合物萘为唯一碳

源,分离鉴定出2株荧光假单胞菌XA1和XB1,通
过形态观察和16SrDNA序列比对分析,对它们在

最优条件下萘的降解效率和降解途径进行了测定和

初步分析,以期为探讨菌株XA1和XB1的分子降

解机制以及后期构建高效降解PAHs的工程菌株

提供理论基础和现实依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

土样:污泥样品1、2、3号均于武汉市金口张公

堤处进行定点采集,该处土壤长期受多环芳烃污染,
采集深度分别为1号土(A点)地下4m、2号土(B
点)地下1m、3号土(C点)地下3m,将采集到的土

样放入无菌的牛皮纸袋中,密封,带回实验室置于

4℃冰箱保存。
试剂:萘、环己烷、蛋白胨、琼脂粉、酵母粉、NaCl、

CaCl2、K2HPO4、KH2PO4、(NH4)2SO4、MgSO4、

FeCl3、甘油等均购自国药集团化学试剂有限公司,
所有试剂均为 AR级;T4DNA 连接酶购于Fer-
mentas公司,MarkerⅢ购自天根生化科技有限公

司,引物、DNA产物纯化试剂盒购自上海生物工程
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技术有限公司。
1.2 菌株的分离与培养

将污泥土样以10%的接种量接种于萘选择性

无机盐培养基中(KH2PO41.33g,K2HPO41.75
g,NH4Cl1.00g,Na2SO42.00g,KNO32.00g,

MgSO4·7H2O0.2g,FeSO4·7H2O0.05g,

ZnSO4·H2O0.0428g,(NH4)6Mo7O24·4H2O
0.034g,pH7.0,H2O1000mL[15])逐步提高萘的

质量浓度(100、200、300、400、500mg/L),28℃、180
r/min下恒温培养5d,进行富集培养,连续富集

5次后在筛选的培养基平板上进行多次划线分离纯

化,将挑出的单菌落接于固体LB平板上,菌种置于

-20℃保存。
1.3 16S rDNA 基因鉴定及系统发育树的构建

采用通用正向引物27F:5′-AGAGTTTGATC-
CTGGCTCAG-3′、反向引物1492R:5′-GGTTAC-
CTTGTTACGACTT-3′,由上海生物工程有限公司

合成。PCR反应体系为25 mL,扩增体系:DNA模

板1mL,dNTP0.5 mL,TaqDNA聚合酶0.4 mL,

1×PCR缓冲液2.5mL,正反向引物各0.5mL,补加

无菌双蒸水19.6 mL,定容至25 mL,用纯化的单菌

落做DNA 模板;扩增条件:94℃预变性5min;

94℃变性1min,55℃退火1min,72℃延伸1min,
共30个循环,72℃延伸10min。PCR产物用0.8%
的琼脂糖凝胶进行检测。16SrDNA测序工作由南

京金斯瑞生物工程公司完成,将XA1和XB1的16S
rDNA序列通过Blast在NCBI上进行比对,根据最

相似序列确定其系统发育地位,用ClustX对序列

进行对位排序,MEGA4.1(molecularevolutionary
geneticsanalysis)计算遗传距离,邻接法(Neighbor-
joining)构建系统发育树状图。
1.4 生长曲线测定

用接种环取一环筛选到的菌株于5mL的无抗

LB液体培养基中(胰蛋白胨10g,酵母粉5g,氯化

钠10g,无菌水1000mL,pH7.0)活化,之后将活

化好的菌液按2%的接种量接种到50mL的无抗

LB液体培养基中28℃、180r/min下振荡培养,每

2h取1次样,用分光光度计于600nm 处测定 D
值,2株菌各设3个重复。以 D600表示菌株的生

长量。
1.5 菌株在以萘为唯一碳源的无机盐培养基中最

适生长温度和 pH 的测定

  1)最适生长温度的测定。配制一定体积的萘

(500mg/L)无机盐 MM 液体培养基,将 XA1和

XB1接种于LB培养基中过夜活化,取一定体积的

2种菌悬液,用PBS磷酸缓冲液反复洗涤3次,以

3%的接种量接种于50mL含有萘(500mg/L)的无

机盐液体培养基中,对照组(CK)只加菌液不加萘,
在28、37℃下180r/min振荡培养4d,每隔12h测

1次D600,每组设3个重复。

2)最适生长pH值的测定。配制不同初始pH
值(6.5、7.0、7.5、8.0、8.5)的萘(500mg/L)无机盐

液体培养基,用以上相同的方法将菌悬液接入50
mL无机盐培养基中,28℃、180r/min振荡培养,每
隔12h测1次D600,每组3个重复。
1.6 菌株降解底物多样性的测定

将培养到对数期的XA1、XB1和模式菌株恶臭

假单胞菌KT2440菌悬液经PBS磷酸缓冲液洗涤

2次后以10%的接种量接种到50mL含有不同质

量浓度各种多环芳烃的无机盐培养基中(500mg/L
萘、500mg/L菲、100mg/L联苯、80mg/L芴、100
mg/L荧蒽、80mg/L苯并芘)。28℃、180r/min,
培养10d,检测各个样品中的 D600值,每组设3个

重复。
1.7 菌株对萘降解能力的测定

1)标准曲线的绘制。分别配置不同质量浓度

(10、20、30、40mg/L)的萘-乙醇溶液,置于3mL的

石英比色皿中,用紫外分光光度计(DU730)分别测

定对应工作波长(268nm)下的吸光度值,以D268为

纵坐标,萘的质量浓度为横坐标绘制标准曲线[16],
萘的标准工作曲线为:y=0.0297x+0.408(R2=
0.9992)。

2)降解能力的测定。配制500mg/L萘的无机

盐液体培养基,将培养到对数期的菌悬液按3%的

接种量接入到50mL的上述培养基中,28℃、180
r/min,恒温振荡培养,每隔12h取5mL,用有机溶

剂(环己烷)按1∶1的比例进行萃取,萃取液用紫外

分光光度计进行分析,检测其对应波长下的吸光值,
根据标准曲线确定其降解率,每组3个重复。
1.8 菌株萘降解途径的研究

以萘降解的中间产物水杨酸、邻苯二甲酸为唯

一碳源进行菌株生长情况的测定,初步研究菌株萘

的降解途径。向50mL无机盐液体培养基中分别

加入邻苯二甲酸(0.2g/L)和水杨酸(0.2g/L),

121℃灭菌20min[17]。分别接种经LB液体培养活

化并由PBS磷酸缓冲液洗涤过的XA1和 XB1菌
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体,在28℃、180r/min的摇床中振荡培养,以不加

菌悬液含萘的无机盐液体培养基为对照,接种后每

12h取1次样,测定菌体D600。
1.9 萘降解途径中的部分关键酶基因的 PCR 扩增

与鉴定

  选取萘降解途径中的关键酶萘双加氧酶的铁硫

蛋白大亚基基因nahAC(引物序列来自文献[18])、
水杨醛脱氢酶基因nahF(引物序列来源自文献

[19])、水杨酸羟化酶基因nahG(引物序列来自文献

[20])及儿茶酚2,3-双加氧酶基因nahH(引物序列

来自文献[21])进行PCR扩增与鉴定。引物序列

如下:
nahAC:5′-TGGCGATGAAGAACTTTTCC-3′

5′-AACGTACGCTGAACCGAGTC-3′
nahF:5′-GGAGACATCATATGAAGACAAAACTGTTTATCAAT-3′

5′-CCAATAAGCTTGAAGGGATATTGCTGCTCGAA-3′
nahG:5′-GGAGACATCATATGAAAAACAATAAACCTGGCTTG-3′

5′-CCAATCTCGAGCCCTTGACGTAGCACACCG-3′
nahH:5′-GAATAGGTGATTTCATGAACAA-3′

5′-TTAGGTCATAACGGTCAT-3′

2 结果与分析

2.1 菌株的筛选及形态学特征

经过初筛和复筛,从污泥土样中筛选出了2株

能以萘为唯一碳源进行生长的菌株,分别命名为

XA1和XB1。这2株菌在LB固体培养基中培养初

期均为乳白色菌落,在培养3d之后XA1和XB1的

菌落颜色均转变成淡黄色且 XA1的菌落直径为

2.5~3.0mm,而XB1在相同的培养时间里菌落直

径只有1~2mm,2株菌的菌落特征均为:圆形、较
透明、边缘整齐、表面隆起、湿润光滑、易挑起。在

100倍油镜下观察均为长杆状,革兰氏染色结果均

为阴性。
2.2 菌株系统发育树的构建及菌种鉴定

将XA1、XB1的16SrDNA序列通过Blast在

NCBI上进行相似序列比对,结果发现:XA1和XB1
与Pseudomonassp.多个菌株的序列相似性均达到

99%(图1)。

图1 基于菌株XA1、XB1及其他PAHs降解菌的16SrDNA序列构建的NJ进化树

Fig.1 Neighbour-joiningphylogenetictreeshowingrelationshipsbetweenstrainXA1
andXB1andseveralotherstrainsofPAHs-degradingbasedontheir16SrDNAsequences
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  对菌株的形态观察及16SrDNA序列比对结果

可以 确 定 XA1 和 XB1 皆 属 于 荧 光 假 单 胞 菌

(Pseudomonasfluorescens),我 们 已 将 所 测 菌 株

XA1、XB1序列提交到GenBank数据库,序列登录

号为KC773764和KC773765。
2.3 菌株的生理生化特性

1)菌株生长曲线的测定。XA1和 XB1在LB
培养基中96h的生长状况如图2所示,XA1在培

养的前36h为对数生长期,36~60h为稳定生长

期,60h以后进入衰亡期;XB1在培养的前32h为

对数生长期,32~84h为稳定生长期,84h之后进

入衰亡期。

2)菌株最适生长温度的测定。对XA1和XB1
在以萘(500mg/L)为唯一碳源的无机盐培养基

(pH7.0)中于28、37℃下的生长状况进行观测,结
果(图3)显示,2株菌的最适生长温度均为28℃,在

37℃下不能生长。

图2 XA1、XB1的生长曲线

Fig.2 GrowthcurveofXA1andXB1

3)菌株最适生长pH 的测定。对XA1和XB1
在不同pH 值(6.5、7.0、7.5、8.0、8.5)以萘(500
mg/L)为 唯 一 碳 源 的 无 机 盐 MM 培 养 基 中 于

28℃、180r/min振荡培养4d的生长状况进行测

定,结果(图4)显示,XA1的最适生长pH 为7.5,

XB1的最适生长pH为7.0。

图3 不同温度下XA1(A)及XB1(B)在萘培养基中的生长趋势

Fig.3 GrowthtrendofXA1(A)andXB1(B)inthemediumcontainingnaphthaleneatdifferenttemperature

图4 不同pH下XA1(A)及XB1(B)在萘培养基中的生长趋势

Fig.4 GrowthtrendofXA1(A)andXB1(B)inthemediumcontainingnaphthaleneatdifferentpH

  4)菌株降解谱的测定。分别以萘、菲、联苯、
芴、荧蒽、苯并芘为唯一碳源,测定菌株XA1、XB1
和模 式 菌 株 Pseudomonasputida KT2440于pH
7.2、180r/min下培养10d的生长状况(图5),结

果显示,XA1能以萘、菲、芴、荧蒽为唯一碳源代

谢;XB1能以萘、菲、荧蒽及苯并芘为唯一碳源进

行 代 谢,XA1、XB1的 降 解 谱 明 显 比 P.putida
KT2440广。
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图5 XA1、XB1及KT2440以不同种类

的多环芳烃为底物的代谢图谱

Fig.5 MetabolicprofilesofXA1,XB1andKT2440to
differentkindsofpolycyclicaromatichydrocarbons

  5)菌株XA1、XB1对萘的降解特性。将处于对

数生长期的菌株按3%的接种量接入萘质量浓度为

500mg/L 的 无 机 盐 液 体 培 养 基 中,28 ℃、180
r/min下恒温振荡培养,由图6可知,培养3d后菌

株XA1对萘的降解率达到93.4%,XB1对萘的降

解率达到74.7%。

图6 菌株XA1、XB1对萘的降解效果

Fig.6 Thedegradationeffectofnaphthalene
byXA1andXB1

  6)菌株XA1、XB1降解途径的研究。将培养到

对数期的XA1和XB1分别接种到50mL以水杨酸

(SA,0.2g/L)和邻苯二甲酸(OA,0.2g/L)为唯一

碳源的无机盐 MM 培养基中,28℃、180r/min恒

温振荡培养,结果(图7)表明:XA1和XB1皆存在

水杨酸和邻苯二甲酸2种代谢途径,且XA1和XB1
都以水杨酸代谢途径为主。

7)部分关键酶基因的PCR扩增与鉴定。选取

水杨酸代谢途径的部分关键酶基因:萘双加氧酶

图7 XA1(A)及XB1(B)在SA、OA中的生长曲线

Fig.7 GrowthcurveofXA1(A)andXB1(B)inSAandOA

 A:nahAC;B:nahF;M:DNAMaker;1~2:XA1PCR扩增结果;3~4:XB1PCR扩增结果;5~6:大肠杆菌TG1PCR扩增结果;

7~8:阴性对照。M:DNAmarker;1-2.PCRspecificamplificationofXA1;3-4.PCRspecificamplificationofXB1;5-6.PCRspecific

amplificationofTG1;7-8.PCRnegativecontrol.C:nahH;M.DNAmaker;1~3:XA1PCR扩增结果PCRspecificamplificationof
XA1;4~6:XB1PCR扩增结果PCRspecificamplificationofXB1;7:阴性对照PCRnegativecontrol.

图8 萘降解途径中的部分关键酶基因nahAC(A)、nahF(B)和nahH(C)的PCR扩增结果

Fig.8 PCRspecificamplificationofnahAC(A),nahF(B)andnahH(C)gene
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(nahAC)、水杨醛脱氢酶(nahF)、水杨酸羟化酶

(nahG)和儿茶酚2,3-双加氧酶(nahH)进行PCR
扩增,通过Blast比对,结果(图8)表明:XA1具有

nahAC、nahF、nahH 三个基因,与文献已报道的基

因相似度均达到99%;XB1具有nahAC 和nahH
两 个 基 因,与 文 献 已 报 道 的 基 因 相 似 度 也 达

到99%。
可以初步确定XA1和XB1是以水杨酸途径对

萘进行降解的,但2株菌中都没有基因nahG 存在,
证明其还是有别于已知的降解途径。

3 讨 论

本研究从武汉市金口张公堤污泥样本中富集

筛选出2株能够降解萘的菌株XA1和XB1,经过形

态学观察、生理生化鉴定及16SrDNA序列检测确

定这2株菌都属于荧光假单胞菌(Pseudomonas
fluorescens)。已有研究表明假单胞菌对多种有机

物均具有降解能力,如恶臭假单胞菌KT2440,它最

早发现于日本菜园土中,对苯甲酸、对羟基苯甲酸

酯、苯丙氨酸、羟基苯等都具有降解能力[22]。但是

目前得到对PAHs尤其是萘具有高效降解能力的

假单胞菌却鲜见报道。杨轩等[23]富集分离出菌株

BDP01能在萘的质量浓度为100mg/L的条件下

15d降解89.64%的萘,Lu等[24]筛选出1株能降解

萘的反硝化细菌,当萘的质量浓度为30mg/L时,
该硝化细菌能在200h内降解20.2%的萘。而本研

究富集筛选出的XA1、XB1能在萘质量浓度为500
mg/L的条件下正常生长,在培养3d后降解率分别

达到93.4%和74.7%,在耐受能力和降解速度方面

都具 有 明 显 优 势,为 利 用 微 生 物 修 复 技 术 治 理

PAHs污染提供了优良菌株资源。
另外,本研究利用唯一碳源试验和分子生物学

手段证实了菌株XA1和XB1具有水杨酸和邻苯二

甲酸2种代谢途径,可能是其能快速降解萘的一个

原因,同时这2株菌中均含有水杨酸途径中未知的

关键酶基因,这也为进一步研究萘的水杨酸代谢途

径提 供 了 良 好 材 料,并 且 菌 株 XA1 和 XB1 与

KT2440相比对PAHs的降解谱更广,可望应用于

PAHs污染的生物修复。
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Isolationandidentificationofnaphthalenedegradingbacteria
andcharacterizationofitsdegradationpathways
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Abstract Twostrains,namedasXA1andXB1utilizingnaphthaleneasthesolecarbonsource,were
isolatedfromZhanggongDamofJinkouinWuhanCity.XA1andXB1werebothidentifiedasPseudo-
monasfluorescensthroughmorphologicalcharacterizations,physiologicalandbiochemicalidentification
andalignmentanalysisofthe16SrDNAsequence.Theiroptimalgrowthtemperaturewereboth28℃
andtheoptimalgrowthpHvaluewere7.5and7.0,respectively.WhenXA1andXB1wereinoculatedin
theliquidinorganicsaltsmediumwithnaphthaleneasthesolecarbonsource,thedegradationratesof
naphthaleneafterthreedayswere93.4%and74.7%,respectively.Catechol2,3-dioxygenasegeneand
someothergeneswerecharacterizedwiththePCR methodandagarosegelelectrophoresis.Results
showedthatsequencesofcatechol2,3-dioxygenasegeneandtheothersallpossessed99%similaritywith
thesequencesintheNCBI.

Keywords polycyclicaromatichydrocarbons;naphthalene;degradation;catechol2,3-dioxygen-
ase;Pseudomonasfluorescens
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