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一株芘降解菌 Bacilluscereus Py5 的分离鉴定 

蔡丽希 

(莆田学院 基础医学部, 福建 莆田 351110) 

摘要: 为了研究蜡状芽孢杆菌的筛选、鉴定及对四环多环芳烃芘的降解性能。通过富集驯化培养, 从

红树林污泥中分离到一株以芘作为唯一碳源与能源的高效菌株 PY5, 经过形态观察、生理生化与 16S 

rDNA 鉴定, PY5 属于蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus), 同时对该菌株降解芘性能进行了系统研究。结果

表明, B. cereus 对 50 mg/L 芘的 21 d 降解率为 65.8%, 投加 Tween-80、葡萄糖、水杨酸、Fe3+、Mn2+

等基质可以不同程度强化降解芘的能力, 其中投加葡萄糖+Fe3++ Mn2+的混合液对 B. cereus 降解芘的强

化效果最好, 21 d 的芘降解率可达到 81.4%, 相对于不加共代谢底物时提升 15.6%, 表明外加 C 源与酶

活诱导因子对高分子质量多环芳烃污染降解具有一定的促进作用。 
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多环芳烃(Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)

是一类由两个或多个苯环以线状、簇状或角状排列

组成的典型有机污染物, 具有致畸、致癌、致诱变

性 [1-2]。此类污染物水溶性极低, 且对海洋污泥吸附

力较强 , 往往在海洋环境中富集 , 其生物降解率随

着苯环数的增加而降低, 尤其四环及以上的 PAHs 很

难被氧化降解。芘作为环境中存在的典型的高分子

质量多环芳烃, 是检测多环芳烃污染的指示物[3-5]。

目前微生物修复具备成本低, 环境友好和降解彻底

等优点, 被认为是治理 PAHs 污染的最具前景的修复

方法 [6], 而从海洋环境中筛选分离出高效土著降解

菌是多环芳烃微生物降解技术的关键[7]。 

虽然现阶段已发现不少 PAHs 降解的微生物及

其共代谢的研究报道, 但这些研究主要集中于萘、

茐、菲等低分子质量 PAHs 降解菌的分离纯化及其

微生物代谢途径的探讨, 而对于高分子质量 PAHs 降

解的研究一直是近来年的一个研究热点, 有待于对

其降解途径进一步深入探究[8-9]。本文以高分子质量 

PAHs 的典型代表物——芘作为代谢底物 , 从红树

林表面污泥中驯化分离出芘降解土著菌株, 对 5 株

降解菌进行了生理生化及分子生物学的鉴定 , 同

时选择其中一株最高效降解菌株来探究其降解特

性 , 并分析了共代谢基质对多环芳烃降解的强化

作用 , 进而为多环芳烃的微生物修复和污染治理

提供参考。  

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

环境样品采集于福建惠安近海红树林区 , 为滩

涂表层沉积物。 

多环芳烃标准品芘 (Pyene, 质量分数 99.1%), 

Sigma-Aldrich 公司;  

无机培养基(MSM, mg/L): FeCl3·6H2O, 5 mg/L; 

CaCl2·2H2O, 100 mg/L; Na2HPO4, 800 mg/L; 
(NH4)6MOO24·4H2O, 1 mg/L; MgSO4·H2O, 200 mg/L; 
KH2PO4, 200 mg/L; (NH4)2SO4, 1000 mg/L; pH 值为

7.2。 

5 g/L 芘浓缩液: 准确称取多环芳烃芘 50 mg, 

丙酮溶解并定容至 10 mL, 经无菌的 0.22 μm 针管式

尼龙膜过滤后避光封口保存。 

PYR-MSM 培养基: 移取不同体积的 5 g/L 芘浓

缩液至无菌的 MSM 中使芘终浓度在 50~500 mg/L 之

间, 避光过夜待丙酮挥发后使用。 

海洋细菌培养基: 磷酸高铁 0.01 g; 酵母浸膏

1 g; 蛋白胨 5 g 以陈海水溶解, 并定容至 1 L, pH 

7.6~7.8。 

               

收稿日期: 2018-09-20; 修回日期: 2018-11-04 

基金项目: 2013 年莆田市科技计划项目[2013S01(4)] 

[Foundation: Science and technology Foundation of Putian, No. 2013S01(4)] 

作者简介: 蔡丽希(1980-), 女, 福建莆田人, 博士, 讲师, 研究方向: 

海洋环境污染微生物修复技术, E-mail: cailixi06@163.com 



 

30 海洋科学  / 2018 年  / 第 42 卷  / 第 11 期 

1.2  菌种的筛选、纯化与分子鉴定 

1.2.1  芘降解菌群的富集筛选 

取红树林表层沉积物样品 10 g 和 90 mL 无菌 dd

水至三角瓶中磁力搅拌 3 h。恒温静置 30 min 后, 转

移 5 mL 上清液至 45 mL 新配置的 PYR-MSM 培养基

中, 其中芘做为唯一碳源与能源, 终浓度为 100 mg/L。

25℃, 150 r/min 避光振荡培养, 每 3 d 记录三角瓶中

培养液的浊度和颜色的变化。30 d 后, 转接 5 mL 的

上层培养液到新配制的 45 mLPYR-MSM 培养基中

(200 mg/L), 富集驯化筛选 30 d, 等比例增加多环芳

烃芘的浓度并重复以上步骤; 富集驯化培养五个循

环 150 d 后, 得到以 500 mg/L 芘做为唯一碳源与能

源的芘降解菌群[10]。 

1.2.2  菌株的分离纯化与形态观察 

在无机固体培养基上涂上一层芘(0.5 g/L)的丙

酮溶液, 过夜待丙酮充分挥发后, 接入 0.l mL 富集

培养的混合菌液, 均匀涂布在 PAHs 表层上, 每个稀

释度作一个空白对照, 3 个平行样。25℃避光培养

21 d 左右, 挑取平板上形成噬菌斑晕圈的菌落, 划

线于海洋细菌培养基的斜面上。斜面培养 2 d 后, 再

重新划线接种于 PAHs－MSM 平板, 观察菌落的生

长情况[11]。重复划线纯化并保存备用。上述操作均

在暗室培养箱中进行以防芘被光解。 

1.2.3  芘降解菌的分子鉴定 

提取单菌的总 DNA, 并以 16S rDNA 通用引物

L1: AGAGTTTGATCATGG CTCAG、L2: TACGGT 

TACC TTGTTACGACTT 进行 PCR 扩增, 得到长度

约 1500 bp 的条带, 将 PCR 回收产物寄往公司测序。

对测序序列与 NCBI 数据库中细菌的 16S rDNA 序列

进行比对。并用 MEGA 7.0 软件以 Neighbor-Joining

法构建系统发育进化树。 

1.3  B. cereus PY5 对芘的降解 

将斜面保存的降解菌 B. cereus PY5 划线接种

于海洋细菌固体培养基上, 25℃培养 2 d。挑取生长

好的单菌落置于 200 mL 海洋细菌培养基中, 转速

100 r/min、温度 25℃培养 48 h 后, 离心收集菌种, 菌

体分别用 100 mL 无机盐培养基洗涤 2 次, 去上清液, 

并初步称量菌种的湿重, 配成 10 g/L 菌悬液待用。 

移取 2 mLB.cereus PY5 的菌悬液到 18 mL 以多

环芳烃作为单一碳源和能源的无机培养液中, 使菌

液和芘的终浓度分别为 1 g/L 与 50 mg/L, 设不加菌

的培养基为对照。培养条件为 25℃, 150 r/min 避光

培养。每 3 d 取 1 次样, 共取样 7 次, 置于–20℃冰箱

中保存, 到时一起取样进行萃取。以未加菌的 MSM-

芘(50 mg/L)设为空白对照。每个实验设置 3 个平行

实验, 取平均值进行分析[12]。 

1.4  不同降解体系对 B. cereus Py5 降解芘

的影响 

在 B. cereus Py5 菌液和芘的终浓度分别为 1 g/L

与 50 mg/L 的灭菌无机盐培养基中 , 分别加入

Tween① -80, Fe② 3+、Mn2+混合液, ③葡萄糖, ④水杨

酸, Fe⑤ 3+、Mn2+和葡萄糖混合液, ⑥Fe3+、Mn2+和水

杨酸混合液, 其中 Tween-80 浓度为 0.6 临界浓度

(Critical Micelle Concentration, CMC), 葡萄糖和水杨酸

的浓度均为 50 mg/L, Fe3+和 Mn2+浓度分别为 0.1 mg/L

和 1 mg/L, 所有样品于 25℃、150 r/min 避光培养 21 d

后 , 测定培养液芘的残余量 , 对照组为只加菌悬液

和芘的样品。 

1.5  芘的定量方法 

收集样品并以盐酸调 pH 至 2。加入等体积的二

氯甲烷, 在超声振荡仪中处理 30 min, 保持超声振

荡仪中水的温度在 40℃以下。后用分液漏斗萃取两

次并定容。取 2 mL 样品用 0.22 µm 尼龙膜过滤后, 于

高效液相色谱仪检测。测试条件如下: 分析仪器为安

杰伦 1100 型液相色谱仪, 色谱柱为依利特 ODSC18

柱(250 mm×4.6 mm, 5 µm), 紫外线检测器, 波长为

239 nm, 进样过程: 流速为 1.0 mL/min, 流动相为不

同的甲醇与水配比, 进样量 20 µL, 柱温 30℃。 

2  结果与分析 

2.1  从红树林表层污泥中富集筛选出芘降

解菌群 

Grifoll 等[13]发现微生物在多环芳烃降解去除过

程中会释放一些中间产物, 培养液的颜色也相应发

生改变。例如细菌在多环芳烃降解去除过程中, 培养

液的水相由澄清变浑浊, 随即出现一些红色或橙黄

色物质, 这表明培养液中存在以 PAHs 为唯一碳源

与能源的降解菌株[14-15]。在本研究中, 红树林表层污

泥样品加入唯一碳源和能源-芘进行驯化筛选 30 d 后, 

培养液的颜色由乳白色(无色透明的无机培养基加入

高浓度芘后会转变成乳白色)-白色混浊-淡黄色有丝

状条带-稳定不变, 在随后 120 d 的驯化筛选过程中, 

均可以观测到上述颜色变化且变化所需时间间隔逐
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步缩短 , 表明随着细菌暴露于芘时间的增加 , 培养

液中的微生物及其酶体系已适应高浓度芘存在的环

境且生长的延滞期逐渐缩短, 其降解能力在增强, 其

混合微生物可以利用芘作为生长基质进行繁殖生长。 

2.2  芘降解菌的 16S rDNA 鉴定 
采用试剂盒提取单菌 PY5 的 PCR 模板, 以细菌

通用引物 L1、L2 进行 16S rDNA 高变区的扩增, 得

到产物的长度约 1500 bp。BLAST 分析结果表明 Py5

为蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)。选用 MEGA 7.0

软件通过 Neighbor-Joining 法构建 Py5 的系统发育

树(图 1), 如图所示 Py5 菌株与几株蜡状芽孢杆菌位

于同一分支, 结合菌株的形态特征、16S rDNA 序列

结果以及生理生化特性, 推测 Py5 属于蜡状芽孢杆

菌, 命名为 Bacillus cereus Py5。 

 

图 1  基于 16S rDNA 基因序列同源性的 PY5 系统发育树 

Fig. 1  Phylogenetic tree of PY5 based on the 16S rDNA gene homology 

 

2.3  Py5 对芘的降解效率 

利用高效液相色谱对菌株 B. cereus Py5 降解芘

的效率进行定量分析, 该菌在芘初始浓度为 50 mg/L

培养基中对芘的降解效果如图 2 所示。芘具有难溶

性与高生物毒性, 正常情况下难以被微生物完全分

解利用[15-16]。B. cereus Py5 受芘的协迫和毒害, 在实

验的前 12 d 并不能很快地利用芘作为碳源和能源, 

对芘降解的幅度不大(仅仅降解 14.8%)。这说明微生

物对不易挥发又稳定的芘降解一般都有一段延滞期, 

而且 B. cereus Py5 降解芘时所需要的酶, 特别是芘

降解的起始酶, 很难被诱导产生, 但是一旦 B. cereus 

Py5 降解芘的基因被诱导后, 其降解芘的能力明显

加强, 这个可以从第 12 d 后芘的降解曲线变化得到

证实。从第 15 d 开始, 芘的降解幅度增大。在培养

的第 21 d, 测定培养液中芘残余的浓度为 0.854 mg, 

对应其降解率为 65.8%。而不含菌液的对照中芘的回

收率达到 90%以上, 可视为对照样无变化, 表明在培

养条件下, 非生物因子对芘降解的影响可忽略不计。 

2.4  不同降解体系对 B. cereus Py5 降解芘

的影响 

多环芳烃在海洋环境中有较高的稳定性, 其生

物可降解性与苯环数呈显著的负相关关系[17]。在没

有共代谢基质提供碳源和能源的情况下, 海洋环境

中很少有能直接降解高分子质量多环芳烃的微生

物。共代谢体系可以扩大微生物对碳源和能源的选择

范围 , 提高微生物降解多环芳烃的效率 , 从而达到 
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图 2  B. cereus Py5 对芘的降解曲线 

Fig. 2  The degradation curve of pyrene by B. cereus Py5 

 
难降解的多环芳烃最终被微生物利用并降解的目

的 [18]。因此本研究选择对 PAH-芘的共代谢机制开展

研究: 在培养液中添加了几种不同的共代谢基质与

酶活诱导因子, 如生物表面活性剂 Tween-80、水杨

酸、葡萄糖、Fe3+、Mn2+等。由图 3 可以看到, 与对

照组相比, 在培养 21d 后, 添加 Tween-80、水杨酸、

Fe3+、Mn2+、葡萄糖等基质均对 B. cereus Py5 降解芘

的效率具有不同程度的正面促进作用, 其中酶活诱

导因子 Fe3+、Mn2+与外加 C 源葡萄糖的混合体系对

芘降解的促进效果最好, 芘降解率由 65.8%上升至

81.4%, 其次是添加 Fe3+、Mn2+和水扬酸的混合液的

促进效果, 培养液中芘降解率由 65.8%上升至 79.6%, 

而单独添加 Fe3+、Mn2+、葡萄糖或水杨酸的芘降解

率维持在 67.2%~74.2%之间。 

 

图 3  B. cereus Py5 对芘生物降解的共代谢体系 

Fig. 3  The Cometabolism system of pyrenedegradation by 
B. Cereus Py5 

注: CK. 对照组 ; 1. Tween-80; 2. Fe3+、Mn2+混合液 ; 3. 葡萄糖 ; 

4. 水杨酸; 5.Fe3+、Mn2+和葡萄糖混合液; 6. Fe3+、Mn2+和水杨酸

混合液, #代表显著性(P<0.05), ##代表极显著性(P<0.01) 

芘是高分子质量多环芳烃 , 水溶性和生物毒性

大, 这是低生物降解率的主要原因。表面活性剂可降

低芘的界面张力、促进溶解与解吸, 因此在培养体系

中添加毒性较小的非离子表面活性剂 Tween-80 可以

增强芘的生物可利用性, 从而提高生物修复效率[19]。

葡萄糖是最为常见并易被生物分解消耗的速效碳源, 

可以作为碳源促进 B. cereus Py5 生长, 减短生长延

滞期从而促进芘的分解利用[20]。Jerom 等[21]发现多

环芳烃中间产物具有激活加氧酶系活性的作用, 而

多环芳烃降解最重要的一步‒苯环的断开通常需要

由加氧酶在环内加入氧原子完成的。这也可以说明

中间产物水扬酸对微生物内普遍存在的加氧酶具有

诱导作用。同时, 芘降解过程中的关键酶是邻苯二酚

1, 2-双加氧酶和锰过氧化物酶, Fe3+和 Mn2+作为这两

种关键酶的激活剂可以显著提高其生物活性, 从而

提高 B. cereus Py5 对芘的降解率。由此可见, 在多环

芳烃芘污染的治理体系中, B. cereus Py5 起着主导作

用, 但是菌体的代谢活性是主要限制因素。相较于表

面活性剂, 酶活诱导因子以及外加碳源对 B. cereus 

Py5 降解芘的促进作用更明显。 

3  结论 

(1) 通过富集驯化培养从红树林污泥中分离到

一株以芘作为唯一碳源与能源的高效降解菌株 PY5, 

16S rDNA 鉴定为蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus), 21 d

内对 50 mg/L 芘的降解率为 65.8%。 

(2) 投加 Tween-80、葡萄糖、水杨酸、Mn2+、

Fe3+等基质可以不同程度强化降解芘的能力 , 其中

投加葡萄糖+Mn2++Fe3+的混合体系对蜡状芽孢杆菌降

解芘的强化效果最好, 培养液中芘的降解率由 65.8%

提高到 81.4%。 
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Abstract: The screening, identification of Bacillus cereu and its biodegradation characteristics of pyrene were in-

vestigated. A bacterial strain named PY5 which can utilize pyrene as sole carbon and energy source was isolated-

from the sediment of mangrove area. The strain was identified as Bacillus cereus according to thephylogenetical 

analyses of 16S rDNA sequence. B.cereus PY5 showed high degradation capability with 65.8% of 50 mg/L pyrene 

within 21days. The adding of Tween-80、glucose、salicylic acid、Fe3+、Mn2+can accelerate the degradation of pyrene 

by B. cereus. Degradation rate under the glucose + Fe3+ + Mn2+ mixture supplementation was 81.4% after 21 days, 

enhanced 15.6% compare to the condition of without cometabolism degradation substrate. The results also showed 

that the  C source additionand the enzyme activity inducible factorsare feasible for the degradation of high mo-

lecular weight polycyclic aromatic hydrocarbons. 
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