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多环芳烃的微生物降解与生物修复

郭楚玲 ,郑天凌 ,洪华生
(厦门大学 环境科学研究中心 ,教育部海洋环境科学重点实验室 ,福建　厦门　361005)

摘　要 : 生物修复在治理多环芳烃污染环境中的作用日益突出 ,其应用研究越来越受到重视。文中概述了生物
修复技术发展的基础———多环芳烃微生物降解 ,论述了降解微生物分离、驯化、种类、降解机制等 ,探讨了提高
多环芳烃降解速率的途径及其存在的一些问题 ,并对今后的发展趋势进行了展望。
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Biodegradation and bioremediation of polycycl ic
aromatic hydrocarbons
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Abstract : Microbial degradation of PAHs is considered to be the major decomposition process for these contaminants in nature and
is of great practical interest for implementation of bioremediation. The reviews on the foundation of bioremediation biodegradation :
the isolation and purification of degraded bacteria , microbial community , degradation mechanism and methods were done. The
prospects on this field are discussed.
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　　多环芳烃 ( PAHs)是一类广泛分布于海洋

环境中的含有两个苯环以上的有机化学污染

物 ,随着苯环数量增加 ,其脂溶性越强 ,水溶性

越低 ,在环境中存在时间越长 ,遗传毒性越高 ,

其致癌性随着苯环数的增加而增强[1 ]。每年

有数百万吨石油产品和原油从炼油厂和石化

厂的废弃物中排放到世界范围的海洋环境中 ;

由于多环芳烃的潜在毒性、致癌性及致畸诱变

作用 ,对人类健康和生态环境具有很大的潜在

危害 ,已引起各国环境科学家的极大重视。美

国环保局在 80年代初把 16种未带分支的多

环芳烃确定为环境中的优先污染物 ,我国也把

多环芳烃列入环境污染的黑名单中。研究表

明 ,微生物降解是沉积环境中多环芳烃去除最

主要的途径。生物修复技术 ( bioremediation)

是在生物降解的基础上发展起来的一种新兴

的清洁技术 ,多环芳烃的生物修复与其他清洁

技术如焚烧、填埋等相比较 ,具有二次污染少、

价格低等优点 ,已成为现场去除多环芳烃的重

要途径。

1　多环芳烃的微生物降解

纯培养微生物的单一菌株及混合菌株的

多环芳烃降解的研究已有很多年了。为了更

好地应用生物修复技术治理被多环芳烃污染

的环境 ,有必要对降解微生物、降解机制、环境
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影响因子等因素进行进一步的研究 ,从而选择

出最优化的方案来治理污染环境。

1. 1　降解多环芳烃的微生物的分离与计数

1. 1. 1　单层平板直接分离法[2 ]

在固体无机培养基 ( MSM)上涂上一层

PAHs的丙酮或乙醇溶液 ,待有机溶剂充分挥

发后 ,接入样品溶液 ,均匀分布在多环芳烃表

层上 ;1～3星期后 ,在菌落的旁边可形成一圈

光斑 ,则为多环芳烃降解菌。该方法优点在于

便于分离。

1. 1. 2　双层平板分离法[3 ]

双层平板分离法是在对单层平板法改进

的基础上形成的 ,克服了单层平板法的许多不

足 ,不同之处在于 ,样品先接种到已含有多环

芳烃的熔化的琼脂糖无机培养基中 ,然后倾入

含有无机培养基的固体平板上 ,上层含有样品

的培养基可均匀分布在下层培养基上。该方

法形成的菌斑易于确认 ,便于计数。

1. 1. 3　多环芳烃多管发酵法[4 ]

当需要测定不同的污染区域 ,包括污染程

度、盐度等环境因素不同时 ,样品数量很多 ,一

般采用 PAH - MPNs方法。如在海上、野外

采样 ,时间较长 ,需在现场马上做实验 ,无需携

带大量的玻璃试管仪器 ,可采用改进的 96 孔

微平板 PAH - MPNs法[5 ] ,则比较方便可行。

首先 ,对样品进行不同程度的稀释 ,一般采用

五管发酵法 , 即在试管中或 96孔板先加入液

体培养基 ,再加入一定量的单种多环芳烃 (菲)

丙酮或乙醇溶液 ,过夜 ,让有机溶剂充分挥发 ,

然后接种不同稀释度的样品溶液。培养一段

时间后 ,溶液发生浊度或颜色的变化为阳性

管。从阳性管中 ,采用方法一 ( RPA) ,可进一

步分离出多环芳烃降解菌。

1. 1. 4　PCR分析测定法 [6 ]

传统的微生物计数方法常存在着培养时

间长短难以控制、培养基成分本身局限以至低

估环境中存在可降解微生物的数量等问题。

随着分子生物学方法的发展 ,采用 PCR扩增

及 DNA 杂交方法 ,已逐渐成为一种选择 ,其

中关键在于降解菌的基因序列测试。据报道 ,

在多环芳烃降解过程中存在着一种转切酶

( GST) ,与存在于许多多环芳烃降解菌代谢基

因紧密相关 ,其携带的基因具有成为测定环境

中多环芳烃降解菌的探针潜力。

1. 2　多环芳烃降解菌的富集培养与驯化

微生物对于污染物的降解往往需要一定

的适应时间。Heitkamp [7 ] , Wang[8 ]等研究表

明 ,在被多环芳烃污染的沉积物中 ,微生物降

解多环芳烃的能力远远高于未受污染区域。

为了缩短微生物的适应时间 ,提高降解速率 ,

常常从受污染土壤中分离并富集培养降解速

率最大的微生物种类 ,进行富集培养和驯化一

段时间后 ,再把它们用于污染土壤的生物治

理。在我们的研究中 ,对从码头沉积物样品进

行富集培养 ,培养基分别是灭菌的无机培养基

和未受污染天然海水 ,提供以芘为唯一碳源和

能源 ,经过约两星期的培养 ,得到如图 1 所示

的微生物细胞生长曲线图。混合培养微生物

在天然海水的生长速率远远低于无机培养基。

原因可能在于人工配制的培养基含有适合于

微生物生长的 N 和 P的比值 ,促进降解微生

物的生长 ,有利于快速分离出高效的降解菌。

图 1　不同培养基对微生物生长的影响

Fig. 1　Effect of different cultivation medium

on microbios growth　　　

1. 3　降解多环芳烃的微生物

许多细菌、真菌及藻类都具有降解多环芳

烃的能力。一般来说 ,随着多环芳烃苯环数量

的增加 ,其降解速率越来越低。因此 ,低分子

量的多环芳烃在环境中能较快被降解 ,在环境
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中存在的时间较短 ;而高分子量的多环芳烃则

难于降解 ,较长期存在于环境中。研究表明 ,

许多微生物能以低分子量多环芳烃 (双环或三

环)作为唯一碳源和能源 ,并将其完全无机化。

从海洋环境中分离出来的 ,有假单胞菌属

( Pseudomonas) 、黄杆菌属 ( Flavobacterium ) 、

莫拉氏菌属 ( Moraxella) 、弧菌属 ( V ibrio) 、海

杆菌属 ( M arinobacter) 、解环菌属 ( Cycloclas2
ticus) ,其中属于海洋细菌的 ,目前有报道的只

有海杆菌属、解环菌属、Nept unomonas naph2
thovorans。然而 ,高分子量的多环芳烃 ,由于

其自身的结构和特性 ,在环境中较稳定 ,难于

降解 ,能矿化多环芳烃并以其作为唯一碳源和

能源的细菌的研究报道很少。许多四环或多

环高分子量多环芳烃的降解是以共代谢

(cometabolism)的方式进行的。研究表明 ,大

多数细菌对四环或多环芳烃的矿化作用一般

以共代谢的方式开始 ;真菌对三环以上的多环

芳烃的代谢也多属共代谢。

1. 4　多环芳烃的微生物降解方式

1. 4. 1　多环芳烃微生物降解的一般途径

原核生物和真核生物对多环芳烃的微生

物降解都需要氧气的参与 ,产生氧化酶 ,使苯

环降解。因此 ,多环芳烃苯环的降解取决于微

生物产生加氧酶的能力 ,且由于酶对于多环芳

烃降解的专一性 ,环境中多环芳烃的多样性 ,

多环芳烃的降解需要多种微生物参与。

微生物加氧酶有两种 ,即单加氧酶和双加

氧酶。丝状真菌一般产生单加氧酶 ,对多环芳

烃降解的第一步是羟基化多环芳烃 ,即把一个

氧原子加到底物中形成芳烃化合物 ,继而氧化

为反式双氢乙醇和酚类 ;细菌主要产生双加氧

酶 ,对多环芳烃降解的第一步是苯环的裂解 ,

把两个氧原子加到底物中形成双氧乙烷 ,进一

步氧化成顺式双氢乙醇 ,双氢乙醇可继续氧化

为儿茶酸、原儿茶酸和龙胆酸等中间代谢物 ,

接着苯环断开 ,产生琥珀酸、延胡索酸、乙酸、

丙酮酸和乙醛。降解中的产物被微生物用来

合成自身的生物量 ,同时产生 CO2和 H2O。

多环芳烃最初的氧化即苯环的加氧是多

环芳烃微生物降解反应的速控步 ,此后降解进

程加快 ,没有或很少有中间代谢物的积累。多

环芳烃的酶降解具有很强的区域性和选择性。

在环境中 ,还存在着其他多环芳烃降解机制 ,

如甲烷单氧酶、几丁质超氧化酶等酶代谢。

1. 4. 2　多环芳烃的无氧降解

海洋沉积环境中多环芳烃的有氧降解已

有了广泛的研究。然而大部分有机物富集的

海洋沉积环境处于无氧条件 ,越来越多的研究

对多环芳烃在无氧条件下分解感兴趣。研究

表明 ,在反硝化的条件下 ,多环芳烃可以发生

无氧降解 ,以硝酸盐作为电子受体。在硫酸盐

还原环境 ,多环芳烃的微生物降解仍然存在 ,

以硫酸盐作为电子受体 ,可以降解萘、菲、荧蒽

等等[9 ]。Hayes[10 ]研究表明 ,环境中微生物暴

露于污染物时间的长短是多环芳烃能否发生

无氧降解的关键因素。

1. 5　多环芳烃降解微生物的分子学研究

如上所述 ,细菌对于多环芳烃降解的第一

步是产生双氧酶。在萘降解中 ,已知双氧酶中

的铁硫蛋白 ( ISP)基因起着关键的作用 [11 ] ;一

种转切酶 ( GST)编码基因在小分子量如萘、

菲、蒽、苊的降解中发挥着关键的作用[6 ] ;降

解小分子量多环芳烃双氧酶的编码基因的克

隆、序列分析等基因调控机制有较广泛的研

究 ;而对于质粒、基因如何在高分子量多环芳

烃中降解起调控作用 ,报道仍很少。

1. 6　影响多环芳烃微生物降解的因子

影响多环芳烃微生物降解的有生物和非

生物因素 ,如温度、盐度、p H值、土壤类型、通

气状况、营养盐、所处的深度、扩散速率、微生

物适应性、生物利用率、季节因素、多环芳烃的

浓度、多环芳烃微生物的理化特性等。

2　多环芳烃的生物修复

2. 1　表面活化剂的使用

多环芳烃的解吸是决定其降解程度的关

键因素。表面活化剂通过降低多环芳烃在环
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境中的毛细管张力和提高其在水中的溶解度 ,

多环芳烃从固相转移到水相 ,促进了多环芳烃

的生物利用率[12 ]。具有 9 个或 12 个环氧单

位的辛苯环氧树脂或壬苯环氧树脂对促进水

土悬浮液中多环芳烃 (蒽、菲、芘)的解吸效果

最好。宋玉芳等[13 ]研究了吐温 80 对土壤中

多环芳烃降解的影响 ,实验中发现 ,凡是投加

吐温 80的土壤中 ,其表面和土壤空隙中布满

了微生物菌落 ,表明了表面活性剂促进了微生

物对多环芳烃的利用 ;进一步的研究发现 ,当

投加吐温浓度不同时 ,土壤表面微生物优势菌

落不同 ,原因可能在于不同微生物群落对土壤

环境因子改变的竞争适应关系。Arino [14 ]、

Deziel 等[15 ]发现 ,微生物在降解多环芳烃

(萘、菲)过程中自身能产生以糖脂形式 (鼠李

糖脂混合物)存在的生物表面活性剂 ,促进多

环芳烃的降解和微生物的生长。同时 ,在有些

研究中 ,也发现在表面活化剂存在的条件下 ,

抑制多环芳烃的生物降解[16 ]。Tsomides

等[17 ]阐述了表面活化剂的不同效应 ,原因可

能在于不同的实验条件。化学表面活化剂处

理成本较高 ,且易产生二次污染 ;而生物表面

活化剂乳化能力高于化学活化剂 ,且利用微生

物自身产生的功能 ,可大大地降低处理成本 ,

不会产生污染 ,已引起越来越多科学家的重

视。

2. 2　外加营养盐

在现场环境中 ,营养盐的缺乏常是限制微

生物活性的重要因素。为了使污染物达到完

全的降解 ,适当添加营养物可以明显地促进污

染物的降解。目前 ,外加营养盐主要用于受石

油烃化合物污染环境的生物修复。添加酵母

膏或酵母废液可以促进石油烃化合物的降解。

在我们的研究中 ,分别以灭菌的天然海水培养

基和外加酵母膏的海水培养物 ,加入芘 ,得出

如图 2 所示的结果 ,进一步证实了以上的结

论。1989 年 , Exxon 公司和美国环保局成功

地实施了“阿拉斯加研究计划”,主要采用生物

修复技术来清除溢油的污染 ,这也是目前为止

图 2　外加营养盐对微生物生长的影响

Fig. 2　Effect of nutrients on microbios growth

规模最大的现场生物修复工程。工程实施过

程中在一些受污染的海滩有控制地添加两种

亲油的微生物营养成分 ,发现相对于对照海

滩 ,加入营养盐的海滩“变白”了 ,分析表明该

海滩沉积物表面和次表面的异养菌和石油降

解菌的数量增加了 1～2 个数量级 ,石油污染

物的降解速度提高了 2～3 倍 ,多环芳烃成分

也降低了 ,使整个净化过程加快了近两个

月[18 ]。

在封闭环境的现场处理中 ,如生物反应

器 ,也常通过外加营养盐 ,以维持微生物生长

的最佳条件。在 Lewis[19 ]研究反应器内多环

芳烃降解中 ,加入 177 mg·L - 1氨作氮源和 27

mg·L - 1正磷酸盐作为磷源 ,以维持营养盐最

佳的比例 ,进一步促进多环芳烃的降解。

2. 3　引入微生物

微生物对污染物的降解能力常取决于微

生物暴露于污染物时间的长短。为了提高多

环芳烃降解速率 ,常需引入外来微生物。

Grosser等[20 ]报道 ,从受多环芳烃污染的土壤

中分离细菌 ,培养 2d后 ,再回到土壤中 ,芘的

降解速率提高了 55 % ,此时每克土壤中的细

菌高达 106～108 个。在现场环境中 ,引入微

生物的作用常不如外加营养盐明显 ,一方面在

于外来微生物的适应性或与土著微生物的营

养竞争 ;另一方面在于 ,营养盐常是环境中多

环芳烃降解的限制因子。所以 ,实际处理时 ,

要考虑实验室培养的菌种在生物治理中的存

活率。
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随着分子生物学技术的发展 ,采用细胞融

合技术等遗传工程手段可以将多种降解基因

转入同一微生物中 ,使之获得广谱的降解能

力 ,即合成基因工程菌 ( GEM) 。多环芳烃在

沉积物中多以混合物存在 ,可把从小分子量多

环芳烃降解菌中提取的质粒融合到大肠杆菌

上 ,但菌群发生激烈的竞争以及会产生其他的

变化 ,有关这方面的研究仍有待于深入。

3　展　望

生物降解是环境中去除多环芳烃的主要

途径 ,是现场多环芳烃生物修复的主要过程。

了解多环芳烃生物降解机制是成功应用生物

修复技术的前提。有关小分子量多环芳烃的

生物降解已有较广泛详细的研究 ,但以下几方

面的研究仍有待于进一步深入 :

(1)分离能以四环以上高分子量多环芳烃 ,尤

其是苯并[ a ]芘 ,作为唯一碳源和高效降解菌

株。

(2)深入研究生物表面活性剂产生的机理及其

在实际处理中的应用。

(3)研究多环芳烃降解过程中共代谢的机理 ,

一种多环芳烃的降解对另一种降解的影响 ,因

环境中多环芳烃多以混合物形式存在 ,且大多

数高分子量多环芳烃是通过这条途径被降解。

(4)有关多环芳烃降解过程中的调控机制研究

仍很少 ,需深入研究其降解过程中基因调控机

制。

(5)多环芳烃的生物修复受到多方面环境因素

的影响 ,处理前 ,应因地制宜 ,开展调查 ,研究

环境因子对多环芳烃生物降解的影响。
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