
第 38卷　第 6期

2004年 6月
　
西　安　交　通　大　学　学　报

J OU RNAL OF XI′AN J IAO TON G UN IV ERSIT Y

Vol. 38　№6

J un. 2004
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摘要 : 为探索混合多环芳烃的生物降解特征 ,利用两株优势黄杆菌 ,对混合蒽、菲、芘进行了降解研究.高效

液相色谱分析表明 ,混合多环芳烃的降解 5613 %～6916 %在前 10 h内完成 ,其生物降解进程和单基质相似 ,

但降解效率低于单基质.混合体系中蒽、菲、芘在不同菌株作用下有按特定优先顺序降解的特征 ,但两株黄杆

菌 ( FCN1和 FCN2)的混合菌并不促进混合多环芳烃的降解.降解 130 h后 ,体系中蒽、菲、芘消除 ,但总有机

碳去除率仅达到 6011 %～7217 % ,说明部分多环芳烃转化为中间代谢产物.菌数测定表明 , FCN1和 FCN2

利用多环芳烃及其降解中间产物繁殖生长 ,菌数最高时分别增长 200倍和 100倍 ,但菌数增长滞后于多环芳

烃的浓度变化.研究表明 ,混合多环芳烃之间具有降解竞争抑制特征 ,且其生物降解具有规律性.
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Abstract : The bio2degradation characters of mixed polycyclic aromatic hydrocarbons ( PAHs) , containing an2
thracene , phenanthrene and pyrene , by employing two preponderant f lavobacteria ( FCN1 and FCN2) for

degradation , were studied. The results analyzed by high performance liquid chromatograph showed that 5613 %

- 6916 % degradation of mixed substrates ( PAHs) occurred during the first 10 hours of degradation , the degra2
dating courses of them were similar to the sole2substrates , but the degradating ratio of mixed substrates was low2
er than that of sole2substrates. It is found that the 3 PAHs in mixture are degradated in a specified order by the

two different st rains , but FCN1 and FCN2 cannot collaboratively promote the degradation. The PAHs in the

mixture system disappeared after incubation for 130 h , however , the total organic carbon degradating ratio was

only 6011 % - 7217 % , and it suggested that part of the PAHs was degradated into intermediary metabolites.

The number of FCN1 and FCN2 has increased to be 200 and 100 times respectively , revealing their assimilation

to mixed PAHs , but the increase has lagged behind the descent periods of the PAHs. Degradation of PAHs in

mixture is characterized by competitive inhibition , and some rules could be found in the degradation process.

Keywords : preponderant f lavobacterium ; polycydic arom atic hydro carbons ; mix t ure system ; com petitive

inhibition ; metabolites

　　由两个或两个以上苯环稠合在一起的多环芳烃 ( PAHs)是迄今为止人类已知最大的一类化学致癌
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物 ,近几十年来 ,环境中多环芳烃的含量不断增

加[1 ,2 ] ,其生物降解方法和代谢进程成为研究热点 ,

亦取得了相当的进展[3 ,4 ] .这些研究的绝大部分是

针对单一多环芳烃进行的 ,然而造成环境污染的多

环芳烃大多以混合形式出现 ,它们的相互作用使混

合多环芳烃的生物降解更为困难和复杂.蒽、菲、芘

是 3种典型难降解多环芳烃 ,目前对其混合物的深

入生物降解研究尚未见报导.本文利用两株优势特

效黄杆菌的单菌株和混合菌株 ,对蒽、菲、芘混合物

进行降解试验 ,并和单一多环芳烃的降解情况进行

对比.同时 ,通过测定细菌在其中的生长繁殖情况和

体系中总有机碳 ( TOC)的去除情况 ,探讨混合体系

中多环芳烃的代谢特征和趋势 ,为应用优势菌进行

混合多环芳烃降解奠定基础.

1　材料与方法

111　菌种来源

本实验使用的两株黄杆菌 (flavobacterium)是作

者 1999年从长期被焦化废水浸渍的泥土中分离出

来的 ,并保存于含蒽、菲、芘混合物的培养基中 ,关于

它们的分离、鉴定和对几种 PAHs的降解效果已在

文献[5 ,6 ]等中做过描述.

112　菌悬液的诱导制备

在无菌操作条件下 ,将其接种于含有蒽、菲和芘

混合物 (总质量浓度为 75 mg/ L ,3种 PAHs的质量

浓度分别为 25 mg/ L)的牛肉汁培养基 ,28 ℃下 150

r/ min振荡培养 48 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细菌浓度

调至所需备用.

113　基础反应液的构成

取 510 mL 磷酸盐缓冲液 ( K2 HPO4·H2O 21175

g ,Na2 HPO4·12 H2O 3314 g , KH2 PO4 817 g , N H4Cl

510 g , 水 1 000 mL) 、310 mL MgSO4 溶液 (MgSO4

2215 g , 水 1 000 mL ) 、110 mL CaCl2 溶液 ( CaCl2

3614 g , 水 1 000 mL ) 、110 mL FeCl3 溶液 ( FeCl3

0125 g , 水 1 000 mL) 、110 mL 微量元素溶液 [ Mn2
SO4 3919 mg ,ZnSO4·H2O 4218 mg , (N H4) Mo7O24·

4H2O 3417 mg ,水 1 000 mL ] ,用水定容至 1 000

mL ,高压蒸汽灭菌备用.此反应溶液 p H值为 710.

114　PAHs降解试验

配制单基质反应体系时 ,在 400 mL 基础反应

液中加入蒽、菲或芘 ,使质量浓度分别为 40 mg/ L ,

配制混合多环芳烃按 112节中的方法.反应时 ,加入

112中所述的制备菌悬液后混匀 ,使细胞密度为 116

×107个/ mL (细胞密度单位中的个为 1个菌落形成

单位 (CFU) ) .利用 FCN1 (黄杆菌 1)及 FCN2 (黄杆

菌 2)的混合菌进行降解时 ,在反应瓶中加入两种菌

的混合物 ( FCN1和 FCN2各占 50 %) .每组反应分

别设定不加制备菌悬液的对照组 ,反应在静态反应

瓶中进行 ,28 ℃下进行静态曝气反应.

115　蒽、菲、芘含量分析

定时、定量地从反应瓶中采取水样 , 1 1000 ×g

离心 10 min去除细胞 ,用环己烷萃取上清液 ,萃取

液经自然浓缩、定容后进行高效液相色谱分析.分析

用流动相为 93 %色谱纯甲醇水溶液 ,流速为 110

mL/ min ,分离柱为 PAH分配色谱柱 ,柱温为 25 ℃,

进样量 510μL ,分析所选波长为 254 nm[6 ] .

116　TOC的测定

按 114节的方法曝气反应 130 h 后 ,采各反应

瓶水样 ,11 000×g离心 10 min除菌体 ,测定上清液

的 TOC值[7 ] .

117　细菌数量测定

在 300 mL 三角瓶中 ,利用基础反应液配制蒽、

菲、芘混合溶液 100 mL (混合多环芳烃浓度为 40

mg/ L) ,加入制备菌悬液 ,使细菌密度为 116×107个

/ mL . 28 ℃恒温振荡培养 ,定时采取培养液 ,利用梯

度稀释平板计数法测细菌总数.

2　结果与讨论

211　单菌株对多环芳烃单质的降解结果

经两株优势黄杆菌作用后 ,蒽、菲和芘的含量下

降 (图 1和图 2) ,而对照试验中 ,130 h后 ,3种多环

芳烃的含量未发生显著变化.

从图 1 和 2 可见 ,在反应开始后 10 h 内 ,蒽、

菲、芘的含量在两菌株作用下迅速降低 ,在 FCN1作

用下 ,蒽和芘的质量降解率达到 80 %以上 ,菲仅为

4016 % ;在 FCN2作用下 ,蒽和芘的质量降解率达到

70 %以上 ,菲高达 86 %.此结果说明 , FCN1 对蒽和

芘的降解效果好于菲 ,而 FCN2正相反 ,这反映了不

图 1　黄杆菌 FCN1对蒽、菲、芘的降解结果
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图 2　黄杆菌 FCN2对蒽、菲、芘的降解结果
同菌株降解性能之间的差异.同时 ,3种多环芳烃的

生物降解也存在规律 , 10 h后 ,两菌株作用下的蒽、

菲、芘出现降解停滞 ( FCN1作用下的菲除外) ,其后

继续降解 ,但速率相对缓慢.在 FCN1 作用下 ,芘约

在 60 h时完全降解 ,蒽和菲则在 130 h时完全降解 ;

在 FCN2作用下 ,蒽在 130 h时完全降解 ,而菲和芘

则在 80 h时即接近完全降解.

212　单菌株对混合多环芳烃的降解结果

　　单菌株对混合多环芳烃的降解结果见图 3和图

4 ,与图 1和图 2比较 ,混合体系中的多环芳烃含量也

在前 10 h内有迅速下降. 10 h末 ,在 FCN1作用下 ,

蒽、菲和芘的含量分别下降了 6312 %、6916 %和

2811 %;在 FCN2 作用下 ,其分别下降了 6913 %、

6916 %和 5613 %.与单一多环芳烃相似的降解停滞

期也在 10 h后出现.本组试验的对照组与 211的有相

同的结果.

在混合体系下 ,两株黄杆菌对 3 种多环芳烃仍

能加以利用 ,但降解进程与单一基质降解时有较大

差异 ,且两个菌株的降解特征不同 ,FCN2在 82 h时

将各 PAHs完全降解转化 ,而 FCN1 经 110 h 才达

到同样的降解效果.反应开始 10 h后 ,FCN1对蒽和

芘、FCN2对 3 种化合物的降解率均低于单一基质

时 ,但 FCN1对菲的降解率高于蒽和芘 ,比在单

图 3　黄杆菌 FCN1对蒽、菲、芘混合体的降解结果

图 4　黄杆菌 FCN2对蒽、菲、芘混合体的降解结果

一基质时的降解率提高 60 %.在两株细菌的作用

下 ,混合体系中均出现芘降解最慢、蒽次之、菲最快

的现象 ,表现出 PAHs降解混合体系中存在竞争抑

制现象[8 ] ,其中菲的竞争抑制能力最大 ,芘最小.从

化学结构看 ,蒽与菲是由 3 个苯环稠合形成的有机

分子 ,芘则由 4个苯环稠合而成 ,与蒽、菲相比 ,芘难

以降解转化.蒽和菲同属 3环分子 ,但前者为线性分

子 ,后者为角性分子.据相关文献 ,多环芳烃分子中

芳环个数越多的 ,其生物可利用性越差 ,反之则生物

可利用性强 ;分子量相同的条件下 ,角性多环芳烃在

水中的溶解度大于线性分子[9 ,10 ] ,由此可解释混合

体系中菲、蒽、芘可利用性由强到弱的原因.

　　利用优势单菌株强化常规工艺 ,可大大改进有

机物难降解的情况.从本试验菌株对混合多环芳烃

的降解结果来看 ,它们可以应用于混合多环芳烃废水

的处理中 ,例如在投菌法[11 ]强化活性污泥处理工艺

中 ,投加培养的优势菌株 ,以强化降解混合多环芳烃.

213　混合菌对蒽、菲、芘混合体系的降解结果

FCN1和 FCN2 混合 ,对多环芳烃混合体系的

降解结果如图 5 所示 ,与图 3、图 4 相比 , FCN1 和

FCN2混合菌对芘、蒽、菲混合体系的降解优先次序

基本和单一菌降解时类似 ,但在 20 h 前 ,蒽和芘的

降解优先次序相反.在 58 h 内 ,芘的降解转化比单

独使用 FCN1快 ,与单独使用 FCN2相近.在随后的

反应时间内 ,芘含量的下降空间小于蒽和菲.从该实

验结果来看 , FCN1与 FCN2共存对多环芳烃混合

物的降解效果并不加和互补 ,尤其在反应进行到 58

h后 ,对芘的降解转化显然还发生了相互抑制.

图 5　FCN1与 FCN2混合对蒽、菲、芘混合体的降解结果

214　TOC的测定结果

按照 112节的方法进行实验 ,采用 116 节中的

实验方法进行 TOC测试 ,结果见表1 . 反应1 3 0 h

表 1　TOC的测定结果

降解试验使用菌株

FCN1 FCN2 FCN1 + FCN2

起始ρ( TOC) / g·mL - 1 70195 70195 70195

130 h后ρ( TOC) / g·mL - 1 19176 28132 19139

降解率/ % 7211 6011 7217
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后 ,测定的 TOC去除率在 6011 %～7217 %之间 ,说

明起始反应的蒽、菲、芘虽已降解完全 ,但尚未完全

矿化或同化为细菌生物量 ,还存在代谢中间产物 ,形

成残留的 TOC.

215　多环芳烃混合体系中的菌体密度测定结果

结果如图 6 所示 ,两菌株在混合多环芳烃中具

有相似的生长曲线.菌体密度在反应前 4 天缓慢增

长 ,96 h 时分别达到 118 ×108个/ mL 和 112 ×108

个/ mL ,以后增长速度加快 ,第 8天时达到最高 ,分

别为312×109 个/ mL 和 117 ×109 个/ mL ,之后不

再增长.此结果证实两株黄杆菌能利用混合多环芳

烃作为碳源和能源繁殖生长.图 6 与图 3 和图 4 比

较 ,10 h 内多环芳烃的含量下降较快 ,但这时测定

的菌数并无明显增长 ,出现菌数增长滞后于多环芳

烃浓度下降的现象.本文试从微生物对多环芳烃的

代谢进程加以解释 :反应开始阶段 ,菌株主要分解多

环芳烃 ,且可能有菌体吸附现象 ,因而菌体无明显增

长 ;中间代谢产物积累以后 ,菌株才利用其作为碳源

和能源而繁殖生长 ,这符合多环芳烃的微生物代谢

理论[10 ] ,也是菌株在多环芳烃消耗后 (130 h ,见图 3

和图 4)还能继续增长的原因.

图 6　两株黄杆菌在混合体系中的生长繁殖曲线

两株黄杆菌能在混合多环芳烃中繁殖生长 ,说

明它们能在生物处理工艺中保持稳定 ,具有工程应

用潜力.例如 ,它们可在菌体固定技术中应用 ,或引

入生物膜 ,在多环芳烃废水中发挥降解作用.

3　结　论

在本研究中 ,混合体系中的蒽、菲、芘降解进程

与单基质相似 ,相同菌株作用下的混合多环芳烃与

单基质之间、不同菌株作用下的混合多环芳烃之间

均存在一定的降解差异.相比于单基质多环芳烃 ,混

合体系中的蒽、菲、芘降解总体受到阻碍.在两株菌

作用下 ,3种多环芳烃相互产生竞争抑制 ,其中菲的

竞争代谢能力最大 ,芘最小 ,且 FCN2与 FCN1混合

对多环芳烃的降解转化能力并不加和.从 TOC测定

结果看 ,反应进行 130 h后 ,两株黄杆菌使多环芳烃

大部分矿化或同化为生物量 ,同时有中间代谢产物

存留.两株黄杆菌能在混合多环芳烃中繁殖生长 ,在

反应进行到第 8天时菌体密度增至最大.综合来看 ,

在本文的实验条件下 , FCN2 对蒽、菲、芘混合体系

的降解效果较好.本研究显示 3 种混合多环芳烃生

物降解和单基质降解一样 ,具有特定的代谢特征 ,有

待进行更为深入的研究.
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