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一株可同时降解多种高环 !"#$ 的丝状真菌———宛氏
拟青霉（!"#$%&’()$#* +",%’-%%）!

李! 慧"，# ! 蔡信德"!!! 罗! 琳# ! 陈来国" ! 周井刚"

（ " 环境保护部华南环境科学研究所，广州 $"%&$$；# 湖南农业大学，长沙 ’"%"#(）

摘! 要! 采用液体培养的方法，分离纯化了丝状真菌宛氏拟青霉（!"#$%&’()$#* +",%’-%%）并研
究了其对苯并［)］蒽、苯并［)］芘、苯并［*］荧蒽、苯并［+］荧蒽、茚并［"，#，,-./］芘的降解效
果。结果表明：接种处理 ,% /，该菌株对混合体系中 $ 种 0123 的降解率为 "&4 "5 6
#’4 &5，而对单一体系中的降解率为 "%4 ’5 6 ,,4 ,5；同时，对单一与混合体系中 0123的
降解作用存在一定差异，苯并［+］荧蒽和苯并［*］荧蒽在单一体系中降解率增大，而其他种
类的则减小。本研究结果为高环多环芳烃共代谢机理研究和多环芳烃复合污染水土环境

的生物修复提供了一种新的种质资源。
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! ! 多环芳烃是环境中分布极为广泛的一类有机化
合污染物。由于这类化合物具有致癌、致畸和致突

变的特性而备受关注（丁克强和骆永明，#%%"）。近

几十年来，环境中的 0123 含量不断增加（ H<P)3W ]
D)=/<，#%%%）。在工业发达国家，土壤中 0123 主要
来源于大气沉降（倪进治等，#%%&）。由于 0123 是
憎水性物质，在固相中分配率高、水溶性低，可以在

土壤环境中不断积累。因此，土壤中 0123 含量有
增加的趋势，特别是城市周边地区（倪进治等，

#%%&；:= #- "&=，#%%&）。
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由于 !"#$的毒性和其对环境的危害，!"#$在
土壤中的行为（吸附、迁移、转化、降解）和 !"#$ 的
生态风险等方面已开展了大量的研究，并取得了一

些进展。自然环境中的 !"#$ 可通过化学氧化、光
解和挥发等作用而减少，但微生物降解是影响 !"#$
持久性的最关键因素（ %&’()*$ !" #$%，+,,-；苏丹等，
+,,.；杨晓磊等，+,,.）。生物修复被认为是目前去
除环境中 !"#$的最经济有效的方法（/01&2 !" #$%，
+,,3；4*02&567 !" #$%，+,,.）。研究表明，8 环和小于
8 环的 !"#$（低环 !"#$）容易降解；而高环 !"#$（9
环和高于 9 环的 !"#$）由于水溶性更低、在有机质
中的吸附更牢固，生物可利用性更低（:*&2;50$$ !"
#$%，+,,+；%012$*2 !" #$%，+,,-；/01&2 !" #$%，+,,3；郑
天凌等，+,,3）。
关于高环 !"#$ 的生物修复方面研究，大部分

是一种菌株对单一 !"#$ 进行的（李永君等，+,,3；
<*2=> !" #$%，+,,.；刘磊等，+,,.），而实际环境中
!"#$污染大都以混合形式出现，因此它们的相互
作用使得混合多环芳烃的生物降解更为复杂（徐虹

等，+,,9）。关于菌株降解高环 !"#$ 的报道，主要
是以苯并［ &］芘（?&!）作为研究对象，如 !0=72 等
（+,,9）在含有 ?&! 的液体培养基中接种分离纯化
的一株半知类真菌 &$#’()*(+,-. )*/#!+()*!+.-.，经
过 9 6的培养，培养基中的 ?&!含量降低了 @AB；苏
丹等（+,,.）在 ?&!的初始浓度为 -, CD·ED F@土壤

中接种芽孢杆菌（0#1,$$-) $GH I?,+）、动胶杆菌（2(3
(4$(!# $GH I?,J）和黄杆菌（ 5$#6(7#1"!+,-. $GH
I?@,），经 9+ 6的培养，土壤中 ?&!的降解率分别为
88K ,9B、+-K 8JB和 ++K ,+B；臧淑艳等（+,,3）对污
染土壤中 ?&!的微生物降解途径进行了综述等。
本研究采用从石油污染土壤中分离得到的一株

具有高环 !"#$耐性的菌株进行高环 !"#$ 降解的
试验，探讨该菌株在混合高环 !"#$ 体系和单一体
系中 !"#$的代谢特征和趋势，可为高环 !"#$共代
谢机理研究和高环 !"#$复合污染水土环境的生物
修复提供参考。

!" 材料与方法

!# !" 化学试剂
!"#$和回收率指示物（:;"2=，:@+;?*7），@3 种

!"#$混标，内标（六甲基苯）均购自百灵威化学技
术有限公司，苯并［ &］蒽（JJK -B纯度）、苯并［&］芘
（JAK .B纯度）、苯并［ L］荧蒽（@,,B 纯度）、苯并

［E］荧蒽（JJK @B纯度）、茚并［@，+，8;’6］芘（JAK +B
纯度）。其他试剂为分析纯，有机试剂重蒸。

!# $" 土样来源
土样采自广州某油罐区石油污染场地的表层

（, M +, ’C）土。
!# %" 培养基
真菌培养基（/NO"）。麦芽膏提取物，,K +B；

酵母膏提取物 ,K +B，G# .K ,，补充 ,K ,+B氯霉素溶
液，@+@ P高压蒸汽灭菌 +, C72。
混合高环 !"#$ 培养基。将苯并［ &］蒽、苯并

［&］芘、苯并［L］荧蒽、苯并［E］荧蒽、茚并［@，+，8;
’6］芘的丙酮溶液添加到 /NO" 培养基中，每种物
质含量均为 -, CD·4 F@。

单一高环 !"#$ 培养基。将苯并［ &］蒽、苯并
［&］芘、苯并［L］荧蒽、苯并［E］荧蒽、茚并［@，+，8;
’6］芘的丙酮溶液分别添加到 /NO" 培养基中，
!"#浓度均为 -, CD·4 F@；其他操作同上。

固体培养基。液体培养基中加 @K -B的琼脂，
@+@ P高压蒸汽灭菌。随后放置于 J, CC的皮氏培
养皿制成平板。

!# &" 真菌的分离与纯化
将新鲜土样 @, D放入装有 J, CQ无菌水的 +-,

CQ锥形瓶中，在往复震荡器上震荡 8, C72（+A P，
@-, 5·C72 F@）。静置 8, C72后，取部分悬浮液进行
稀释得到系列悬浮液 @, F@、@, F+、@, F8、@, F9、@, F-、

@, F3、@, F.，分别各取 @ CQ 悬浮液均匀地涂布在含
混合高环 !"#$的琼脂平板上（8 个平行样），+A P
培养。经过 - M @+ 6 的生长，挑选特征不同（菌丝
体）且生长旺盛的单菌落，转接至无 !"#$ 的 /NO"
培养基中。然后在固体培养基平板上反复划线分离

获得纯菌种。纯化的菌种 9 P斜面保存（中国科学
院南京土壤研究所微生物室，@JA-；周群英和高廷
耀，+,,,）。
!# ’" 高环 !"#$的降解实验
在菌种接种前，先用 - CQ无菌水冲洗纯化菌的

固体斜面，并用接种环轻刮斜面，直至菌体完全洗

脱。然后将此孢子悬液接种到装有 J- CQ - CD·
CQ F@葡萄糖溶液的 +-, CQ锥形烧瓶内，摇床培养 83
1（+A P，@-, 5·C72 F@），以诱导孢子萌发和菌丝体

的生长。萌发的孢子最终浓度控制在大约 @,. 个

·4 F@。将 @, CQ 孢子悬浮液加到装有 -, CQ 高环
!"# 单质（混合）液体培养基的 @-, CQ 三角瓶内
（+A P，@-, 5·C72 F@）培养，另外一份含高环 !"#$
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的培养基不接种真菌，作为对照。每个处理设 ! 个
平行样，均在无菌条件下操作。!" # 后取样分析培
养液中的 $%&’含量及菌株生物量。
!" #$ 优势菌株的鉴定
按照一般真菌的分类方法（魏景超，()*)；戴芳

澜，()+*），对菌株进行形态特征鉴定。纯化后的菌
株保存于固体培养基斜面，提取 ,-% 进行纯化、
$./扩增，扩增产物进行凝胶电泳检测和测序，获
得的碱基序列结果输入 0123425 中进行序列比对
（64789::5 ; /<’’1==，>"">）。
!" %$ $%&’的提取分析
将培养 !" #的真菌 $%&’培养基加回收率指示

物 ,?%2@，,(>?31A，菌丝体用滤纸过滤，并用 B" 7=
丙酮冲洗，冷冻干燥之后用 ,.C 索氏抽提 (D E，以
便萃取菌丝体吸附的未被代谢的 $%&’。剩下的滤
液用 B" 7= ,.C 萃取 ! 次。将 > 次操作所得的
,.C混合，旋转蒸发浓缩后过无水硫酸钠柱，并定
容到 ("" 7=（$:@A2 !" #$%，>""F）。适当稀释加内标，
用 0.?C6,进行分析。分析仪器为气相色谱质谱联
用仪（&$D+)"0. G B)*!C6,），,C?B 柱为 D" 7 H
"I >B 77 H(I F !7（2:97A24=），使用程序升温，+" J
保持 > 7A2，然后以 F J·7A2 K(升至 !"" J，保持 !"
7A2（陈来国和冉勇，>""F）。
!" &$ 真菌生物量的测定
采用干重法测定。菌丝球通过纤维滤纸真空装

置过滤，冷冻干燥抽提后称量（王灿等，>""*）。
!" ’$ 数据处理

$%&’降解率用 &表示（$:@A2 !" #$%，>""F）：
& ’［(.L K(M）G(N］H (""O

式中，(.L为非生物对照的 $%&’ 量，(M 为回收的

$%&’量，(N 为 $%&’原始量。

($ 结果与分析

(" !$ 优势菌种对混合高环多环芳烃的降解作用
从广州某油罐区石油污染土壤中分离纯化得到

D 株对高浓度高环 $%&’ 具有耐性的真菌，编号 P(

Q PD。为了从 D 株优势菌中挑选出降解能力强、降
解速度快的高效降解菌，将 D 株真菌在高环 $%&’
混合培养基中培养 !" #后测定各 $%&’的浓度并计
算降解率。由表 ( 结果可知，D 株真菌对苯并［ 4］
蒽、苯并［4］芘、苯并［8］荧蒽、苯并［5］荧蒽、茚并
［(，>，!?R#］芘的降解能力存在很大的差异，P(、P>、

P! 真菌对高环 $%&’ 基本无降解。PF、PB、PD 对高

环 $%&’ 有一定的降解，其中 PD 菌株对 B 种 $%&’
的降解能力最强，降解率为 (DI "DO Q >FI B*O；PB

菌株次之，降解率为 ("I >DO Q (>I >(O；PF 菌株为

第三，除对苯并［4］芘无降解，其他 F 种均有少量降
解，降解率为 BI +BO Q ("I >D。生物量方面，PF、PB、

PD 的大小为 PD S PF S PB，菌株 PD 的生物量最大。

因此，选择 PD 菌株做下一步试验。

(" ($ 优势降解真菌的鉴定
根据 0123425 比对结果，PD 菌株的 (+6 9,-%

序列与拟青霉属（)#!*+$,-.*!/）具有最高同源性达
))I BO，与宛氏拟青霉（)% 0#1+,"++）具第二高同源性
达 )FI )O；根据形态观察结果，可知 PD 菌株其形态
特征与拟青霉属最相似，与宛氏拟青霉相接近。因

此初步鉴定 PD 菌株为宛氏拟青霉。

(" )$ 优势降解真菌对单一多环芳烃的降解作用
培养 !" #后，接种菌对单一体系中各 $%&’ 的

降解大小顺序为苯并［5］荧蒽 S苯并［8］荧蒽 S茚
并［(，>，!?R#］芘 S苯并［ 4］芘 S苯并［ 4］蒽。此结
果与 $%&’的生物可利用性随着环数的增加而降低
并不一致，可见除 $%&’环数影响其生物降解外，还
有许多其他因素，比如真菌分泌酶（&494T474，
())*）、降解产物（%2#19’’:2 !" #$%，>""!）或者其他
的环境因素。

从图 ( 可以看出，宛氏拟青霉对单一 $%&’ 和
混合 $%&’ 的降解作用有一定差异。在单一体系
中苯并［ 5］荧蒽和苯并［ 8］荧蒽的降解率分别为

表 !$ # 株真菌对 *+,-的降解率
./01 !$ *+,- 2345/2/6789 5/63- 8: -7; :<947

菌株
降解率（O）

苯并［4］蒽 苯并［4］芘 苯并［8］荧蒽 苯并［5］荧蒽 茚并［(，>，!?R#］芘
生物量
（U·V K(）

P( "I B> W "I !( "I >( W "I (+ "I "B W "I "( "I +* W "I D> " >I () W "I !+
P> (I >! W "I B! (I >( W "I +) "I () W "I "! "I )B W "I BD "I F* W "I >) >I ++ W "I >)
P! " "I FB W "I !> "I >D W "I (B "I !+ W "I (> "I (! W "I "D (I *) W "I >"
PF )I >) W >I (! " ("I >D W (I >" BI +B W "I "+ +I D* W (I !B (I )> W "I !+
PB ("I +F W >I +) ((I >F W (I )> ("I >D W !I B+ (>I >( W "I )+ ((I BD W FI (> (I D! W "I (F
PD (*I (+ W "I "B (DI "D W >I B+ >(I (( W (I D( >(I (> W >I (! >FI B* W "I (> >I (> W "I ("

FF+( X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 生态学杂志X 第 >+ 卷X 第 ) 期X



图 !" 宛氏拟青霉对高环 #$%的降解率
&’() !" %*+ #$% ,-(./,/0’12 ./0-3 14 !"#$%&’()$#* +",%-
’.%%

!!" #$%和 #&" ’’%，均较混合体系中的降解率（分
别为 #(" (#% 和 #(" ((%）高；而单一体系中苯并
［)］蒽、苯并［ )］芘、茚并［(，#，!*+,］芘的降解率比
混合体系中的低。这种现象与 -.)/*0122 等（#33#）
采用分支杆菌（!"#$%&#’()*+, -.&/(0#(10）和红球菌
（23$4$#$##+0 245）对荧蒽、蒽和芘在单一体系和混
合体系降解的结果相似。出现这种现象的原因，可

能是由于微生物共代谢降解过程中出现了一些竞争

抑制或者是协同促进的现象。混合体系中苯并［6］
荧蒽和苯并［7］荧蒽的降解率有所下降，这可能是
由于其他 89:2单一或者是联合抑制了其共代谢降
解；相反，对于苯并［)］蒽、苯并［)］芘和茚并［(，#，
!*+,］芘可能是其他种类 89:2 促进了其共代谢降
解，使得降解率升高。

通常在 89:2 混合体系中，微生物先降解低分
子量 89:2（# 环或 ! 环），再降解高分子量 89:2（’
; & 环），混合体系中 89:2 的降解速率将会发生由
快至慢的变化，一方面是高环 89:2 的生物可利用
性低；另一方面，共代谢底物的耗尽、营养元素的缺

失、中间产物的抑制等对降解速率产生影响（陈春

云等，#33<），因此可以通过相应的调控措施来提高
生物修复的效率。宛氏拟青霉降解 89:2 的共代谢
机理及降解的最适条件有待进一步研究。

=)2.6等（#33!）研究了 # 株白腐真菌 5)6(7 .&#8
’(+0和 9.(+)$’+0$ 0’)(&’+0 对土壤中 89:2 的降解，污
染土壤接种真菌 $ 周后，土壤中苯并［ )］芘和苯并
［)］蒽降解率为 ((% ; (&%。相比之下，本实验分
离的宛氏拟青霉具有更强的降解能力。

5" 结" 论

从石油污染土壤分离得到的 & 株菌种都对高浓

度的 89:2有一定耐性，但并非耐性菌株均具有明
显降解作用。

分离纯化得到的生物量和降解效果最优的菌

株，经生理生化试验以及 (>= 0-?9 试验，初步鉴定
为宛氏拟青霉。该菌株具有同时降解苯并［ )］蒽、
苯并［)］芘、苯并［7］荧蒽、苯并［6］荧蒽、茚并［(，
#，!*+,］芘的能力。
接种处理 !3 , 后，在混合体系中 $ 种高环

89:2的降解率为 (&" 3&% ; #’" $<%，而单一体系
中高环 89:2的降解率为 (3" ’#% ; !!" #$%。与混
合体系中各种 89:2 降解率相比，单一体系中苯并
［6］荧蒽和苯并［ 7］荧蒽降解率增大，而苯并［ )］
蒽、苯并［)］芘、茚并［(，#，!*+,］芘降解率则减小；
同一种高环 89:2在不同培养体系中的降解率存在
一定差异。
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