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摘　 要： 为了对邻苯二甲酸酯（ＰＡＥｓ）污染的土壤进行生物修复，从人工湿地土壤样品中分离到 ７ 株能够以 ＰＡＥｓ 为唯

一碳源和能源生长的菌株 Ｄ１～Ｄ７，对其综合形态特征、主要生理生化特性和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析结果进行鉴定，并
通过 ３ ｄ 摇瓶间歇试验检测其对 ＰＡＥｓ 和邻苯二甲酸（ＰＡ）的降解能力．结果表明，Ｄ１、Ｄ２ 与假单胞菌属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．）的同源性分别为 １００％和 ９８％，Ｄ３ 与肠杆菌属 （Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．）的同源性在 ９９％以上，其余 ４ 株细菌与红球菌属

（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ．）的同源性都在 ９８％以上．这些菌株对邻苯二甲酸二甲酯（ＤＭＰ）、邻苯二甲酸二乙酯（ＤＥＰ）和邻苯二甲

酸二异辛酯（ＤＥＨＰ）的降解率分别在 ６５％，６０％和 ３０％以上，且对 ＰＡＥｓ 的降解率随侧链烷基链的增长而下降．这 ７ 株

ＰＡＥｓ 降解菌均能在以 ＰＡＥｓ 的降解中间产物———ＰＡ 为唯一碳源的培养液中生长，对 ＰＡ 的利用率在 １８％～３９％，这说明

它们可能通过 ＰＡ 途径实现 ＰＡＥｓ 的完全降解．
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　 　 邻苯二甲酸酯（ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒ，ＰＡＥｓ），又 名酞酸酯，是一类广泛应用于塑料、涂料、农药、橡
胶、个人护理用品等领域的人工合成化学添加

剂［１］，在生产、使用和废弃过程中，能够逐渐从其
基体材料中迁移至外界环境中［２－３］，已成为全球

环境最普遍的重要有机污染物之一，在大气、土壤

和水体中都检测到 ＰＡＥｓ 的存在［４－６］ ． ＰＡＥｓ 具有
致畸性、致突变性、致癌性及生殖毒性［７－８］，美国



ＥＰＡ 已将其列入 １２９ 种［９］ 重点控制污染物名单

中，在我国也是环境优先控制污染物［１０］ ．由于具

有较强的疏水性，大量 ＰＡＥｓ 吸附于水体底部的

沉积物或土壤中［１１］ ．但在自然环境条件下，其光

解和水解速度极其缓慢，生物降解是相对重要的

转化过程［１２］ ．大量研究也表明好氧或厌氧条件下

的微生物代谢分解是影响 ＰＡＥｓ 类增塑剂在环境

中行为和归趋的主要途径，是该类物质在自然环

境中完全矿化的主要过程之一．
从长期处理生活污水的东北某人工湿地土壤

和污水处理厂活性污泥中，分离筛选出 ７ 株邻苯

二甲酸酯降解能力较高的菌株，运用常规生理生

化试验和分子生物学手段对这 ７ 株菌进行鉴定，
并观察其降解特性．以期为今后从自然界中分离

选育降解邻苯二甲酸酯的优势菌种，构建具有高

效降解性能的微生物体系，及邻苯二甲酸酯污染

土壤的生物修复研究奠定基础．

１　 实　 验

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １．１　 供试土壤样品的采集和处理

土壤样品采集于 ２０１２ 年 ６ 月．采样湿地为辽

宁省昌图县某处理生活污水的人工湿地，该湿地

的地理位置为 １２４° ４′ ４４″ Ｎ ～ １２４° ４′ ５９″ Ｎ，
４２° ４５′ ４３″ Ｅ～４２° ４５′ ５８″ Ｅ．采样前对所用器皿

进行高温灭菌，并用丙酮及超纯水清洗，取样前用

所在采样点的水样润洗．采样点为该人工湿地的

进水口、中间段和出水口，先用灭菌后的不锈钢采

样铲去除表面 １０ ｃｍ 的土壤后采样，采用多点采

集混合取样的方式，同时采集水样和基质样品．样
品采集后装入 １ Ｌ 棕色磨口瓶中密封，置于装满

冰袋的保温箱中，并于 １２ ｈ 内运回实验室，４ ℃冰

箱中保存．
１􀆰 １􀆰 ２　 药品及化学试剂

选取结构上具有代表性的邻苯二甲酸酯作为

研究对象， 所用试剂有： 邻苯二甲酸二甲酯

（ＤＭＰ）、邻苯二甲酸二乙酯（ＤＥＰ）、邻苯二甲酸

二丁酯（ＤＢＰ）和邻苯二甲酸二异辛酯（ＤＥＨＰ）
（美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 股份有限公司产品）．实验过

程中使用的正己烷有机溶剂为分析纯 （美国

ＴＥＤＩＡ 公司产品）．
１􀆰 １􀆰 ３ 培养基配置

细菌保存培养基：营养琼脂培养基（ＮＡ） ［１３］ ．
筛 选 基 础 培 养 基 （ ＭＳＭ ）： 每 升 含

（ＮＨ４） ２ＳＯ４，１ ｇ；Ｋ２ＨＰＯ４，０􀆰 ８ ｇ；ＫＨ２ＰＯ４，０􀆰 ２ ｇ；
ＮａＣｌ，０􀆰 ５ ｇ；微量元素液 １ ｍＬ［１４］ ．

１２０ ｍｇ ／ Ｌ ＰＡＥｓ 混合物做为唯一的碳源和能

源（包括 ２０ ｍｇ ／ Ｌ ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ 和

ＤＯＰ），ｐＨ ７􀆰 ０～７􀆰 ２．
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＰＡＥｓ 降解菌的分离和富集

取 ５ ｇ 土壤样品加入 １００ ｍＬ 含 ＰＡＥｓ 的

ＭＳＭ 培养基中，置于震荡培养箱中 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ、
３０ ℃培养 ７ ｄ；然后取 １ ｍＬ 上述培养液加入新鲜

的含 ＰＡＥｓ 的 ＭＳＭ 培养基中，同条件下培养 ７ ｄ
后转接，共转接 ３ 次．培养液中 ＰＡＥｓ 质量浓度逐

渐增加（１２０～３６０ ｍｇ ／ Ｌ）．
取最终液体培养物 ０􀆰 １ ｍＬ 涂布于含 ＰＡＥｓ

１２０ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＭＳＭ 固体培养基上，３０ ℃ 下培养

７ ｄ．菌落出现后， 分别挑取表型不同的单菌落于

ＮＡ 培养基上，进行三区划线分离，反复分离直至

在 ＮＡ 固体培养基上得到菌落特征一致的纯菌

落．所得纯菌再次回接至 ＭＳＭ 固体平板上，只能

在含 ＰＡＥｓ 的 ＭＳＭ 固体平板上生长的菌株，被认

为具有降解利用邻苯二甲酸酯的能力．将该菌转

接于试管斜面中（ＮＡ 培养基），４ ℃保存备用．
１􀆰 ２􀆰 ２　 细菌的形态学和常规生理生化特征

观察菌落特征及菌体形态，并根据伯杰氏细

菌鉴定手册［１５］ 对分离到的邻苯二甲酸酯降解菌

进行生理生化实验．
１􀆰 ２􀆰 ３　 １６ｓ ｒＲＮＡ 序列分析

采用试剂盒（柱式细菌 ＤＮＡｏｕｔ，北京天恩泽

基因科技有限公司）提取细菌基因组 ＤＮＡ，ＰＣＲ
扩增细菌 １６ｓ ｒＲＮＡ 基因，委托生工生物工程有限

公司测序，将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的己知序列

进行相似性分析和同源性比较．
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＡＥｓ 降解实验

取上述纯培养物培养于 ＮＡ 培养基中，菌液

ＯＤ６００为 １􀆰 ２～１􀆰 ４ 时，离心分离 （８ ０００ｇ， ２０ ｍｉｎ）收
集菌体， 再用磷酸盐缓冲液（ｐＨ ＝ ７􀆰 ０）清洗菌体，
离心弃去上清液， 重复 ３ 次．将洗后的菌体接种于

５０ ｍＬ 的 ＭＳＭ 液 体 培 养 基 中 （ρ（ＰＡＥｓ） ＝
２０ ｍｇ ／ Ｌ），在 ３０ ℃ 下摇床培养 ３ ｄ 后离心取上清

液，同时以未接菌的培养液作为空白对照．以上实

验重复 ３ 次．采用微波萃取法（萃取液为正己烷）提
取上清液中残余 ＰＡＥｓ，合并萃取液，过无水硫酸钠

干燥柱，旋转蒸发至少于 １０ ｍＬ 后定容，待 ＧＣ－ＭＳ
分析．
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＰＡ 利用实验

选取 ＰＡＥｓ 常见的中间降解产物———邻苯二

甲酸（ＰＡ）进行底物利用实验．配制 ＭＳＭ 培养液，
１５０ ｍｇ ／ Ｌ ＰＡ 作为唯一的碳源和能源，将与 １􀆰 ２􀆰 ４
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相同处理的菌株接种至该培养液中培养．以未接

菌的培养液作为空白对照，用分光光度法连续测

定培养液在波长 ６００ ｎｍ 下的光密度值（ＯＤ６００），
衡量细菌的生长情况．同一批号样品重复检测 ３
次，取平均值作为最后结果．
１􀆰 ３　 分析方法

样品分析使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ６８９０－５９７３Ｎ 气相色谱

－质谱联用 （ ＧＣ － ＭＳ） 仪． 色谱柱为 ＤＢ － ５ ｍｓ
（３０ ｍ×２５０ μｍ × １ μｍ），气相色谱进样口温度

３００ ℃； 载 气 为 高 纯 氦 气 （ ９９􀆰 ９９％）， 流 速

２􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 ２􀆰 ０ μＬ；溶剂延迟 １０ ｍｉｎ；柱
温 ９０ ℃ （ ３ ｍｉｎ ）， 以 １５ ℃ ／ ｍｉｎ 升 至 ３２０ ℃

（７ ｍｉｎ），共运行２５􀆰 ３３ ｍｉｎ．

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 邻苯二甲酸酯降解菌的分离筛选

按照富集、初筛、纯化和复筛的方法， 在处理

生活污水的人工湿地土壤样品中分离到 ７ 株可对

邻苯二甲酸酯进行有效降解的菌株，分别为 Ｄ１ ～
Ｄ７．形态学及菌落特征见表 １．其中 Ｄ１，Ｄ２，Ｄ４ 和

Ｄ５ 分离自人工湿地进水口位置（距进水口 ５ ｍ）
的土壤中，Ｄ３ 分离自湿地中间段的土壤中，而 Ｄ６
和 Ｄ７ 分离自湿地出水口位置（距出水口 ５ ｍ）的
土壤中．

表 １　 降解菌个体及平板菌落特征

特征 Ｄ１ Ｄ２ Ｄ３ Ｄ４ Ｄ５ Ｄ６ Ｄ７

菌体 粗短杆 粗短杆 粗杆 粗短杆 粗长杆 粗长杆 短杆

Ｇ－ ／ Ｇ＋ Ｇ－ Ｇ－ Ｇ－ Ｇ＋ Ｇ＋ Ｇ＋ Ｇ＋
颜色 浅绿色 白色 浅黄色 乳白色 乳白色 肉粉色 浅黄色

形状 圆形 圆形 圆形 圆形 圆形 圆形 圆形

大小 中 小 中 小 中 小 大

表面 光滑 光滑 光滑 光滑 光滑 光滑 光滑

边缘 不规则 整齐 整齐 整齐 整齐 整齐 整齐

透明度 透明 半透明 不透明 不透明 不透明 不透明 半透明

隆起 扁平 突起 突起 突起 扁平 突起 扁平

２􀆰 ２　 邻苯二甲酸酯降解菌的生理生化特征

对以上 ７ 株细菌进行的甲基红试验、Ｖ－Ｐ 测

定、柠檬酸盐利用试验、淀粉水明胶液化试验、葡

萄糖发酵试验、纤维素分解试验、吲哚试验等生理

生化结果见表 ２．

表 ２　 细菌生理生化试验结果

项目 Ｄ１ Ｄ２ Ｄ３ Ｄ４ Ｄ５ Ｄ６ Ｄ７

甲基红试验 ＋ ＋ － － － － －
Ｖ－Ｐ 测定 － － ＋ － － － －

接触酶试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
吲哚试验 － Ｎ．Ｄ． － ＋ ＋ ＋ ＋
产氨试验 ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋
明胶液化 ＋ ＋ － － － － －

柠檬酸盐利用 － － ＋ － － － ＋
淀粉水解 － － － － － － －

蔗糖 － － ＋ ＋ － ＋ Ｎ．Ｄ．
乙醇氧化 Ｎ．Ｄ． ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

葡萄糖氧化发酵 ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　 　 注：＋，阳性反应；－，阴性反应

２􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列同源性分析

提取细菌总 ＤＮＡ 并选用细菌通用引物 ８ｆ 和
１４９２ｒ 扩增其 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因，扩增产物序列长度均

在 １ ４２４～１ ４５２ ｂｐ，根据测序结果，利用 ＢＬＡＳＴ 软

件与 Ｇｅｎｂａｎｋ 中已登录的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列进行

同源性比较，并利用 Ｃｌｕａｓｔｘ 和 ＭＥＧＡ ４􀆰 １ 等相关

软件建立系统发育树，见图 １．所有获得的序列提交

至 Ｇｅｎｅｂａｎｋ，检索号依次为 ＫＦ１１３５７８ ～ ＫＦ１１３５８４．
经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序及同源性比较，Ｄ１、Ｄ２ 与

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．的同源性分别为 １００％和 ９８％，Ｄ３

与 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．的同源性在 ９９％以上，其余 ５ 株

降解菌与 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ．的同源性都在 ９８％以上．
D5
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Nocardiasp.Eai5(FM246475)
D3
EnterobacteraerogenesAn19�2(AB244456)

100
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图 １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序及同源性分析
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２􀆰 ４　 菌株对邻苯二甲酸酯的降解

对以上筛选出的 ７ 株菌进行 ＰＡＥｓ 降解率测

定，结果如图 ２ 所示．可以看出，在以 ＰＡＥｓ 为唯一

碳源的培养基中，７ 株菌均能有效降解并利用邻

苯二甲酸酯，但降解率各不相同．菌株 Ｄ１ 和 Ｄ７
对 ＰＡＥｓ 的降解效果明显优于其他细菌， 两者对

ＤＭＰ、ＤＢＰ 和 ＤＥＨＰ 的降解率均在 ７０％以上，而
菌株 Ｄ２ 的降解率都低于 ７０％，其余菌株对不同

种类 ＰＡＥｓ 的降解率在 ３０％～９９％．
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图 ２　 不同菌株培养 ３ ｄ后对 ＤＭＰ、ＤＢＰ 和 ＤＥＨＰ的降解率

　 　 由图 ２ 还可以看出，菌株对 ＰＡＥｓ 的降解能

力随侧链烷基链的增长而下降，相对分子质量较

小的 ＤＭＰ 的降解率明显高于长链 ＤＥＨＰ．培养３ ｄ
后，所有菌株对 ＤＭＰ 降解率均达 ７０％以上， 其中

Ｄ３、Ｄ４、Ｄ５ 和 Ｄ７ 达 ９５％以上，基本能完成终极降

解；但对 ＤＥＨＰ 的降解率均在 ５０％左右，仅有两

株菌达到 ８０％．这与相对分子质量高的 ＰＡＥｓ 空

间位阻大、不容易被微生物降解利用的报道一

致［１６］ ．此外，从表 ３ 可以看出，人工湿地中微生物

对 ＰＡＥｓ 的降解能力与其侧链烷基链的长度也有

关．人工湿地进水中均检测到 ＤＭＰ、 ＤＢＰ 和

ＤＥＨＰ，但是在距进水口 ５ ｍ 左右土壤中已检测

不到 ＤＭＰ， ＤＢＰ 和 ＤＥＨＰ 在人工湿地沿程土壤

中的含量逐渐减少，在距出水口 ５ ｍ 左右的土壤

中已经检测不到 ＤＢＰ，但 ＤＥＨＰ 仍然大量残留．这
说明湿地微生物对 ＤＭＰ 的去除效果最好，其次是

ＤＢＰ，对长链 ＤＥＨＰ 的降解能力较差．
表 ３　 人工湿地进水及土壤样品中邻苯二甲酸酯的含量

类别
水体中 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

进水

土壤中 ／ （ｎｇ·ｇ－１）

进水口 中间段 出水口

ＤＭＰ ２５􀆰 ８９ Ｎ．Ｄ． Ｎ．Ｄ． Ｎ．Ｄ．

ＤＢＰ ２１９􀆰 ２３ ７３０􀆰 ４２ Ｎ．Ｄ． Ｎ．Ｄ．

ＤＥＨＰ １８９􀆰 ９３ ９９９􀆰 ７６ ６８０􀆰 ０４ ４３１􀆰 ５

　 注：Ｎ．Ｄ．表示没有检测到

　 　 在 ＰＡＥｓ 的微生物好氧降解过程中，首先由

微生物分泌的水解酶将双酯转化为单酯与相应的

醇，再进一步将单酯转化为 ＰＡ 与相应的醇，而接

下来 ＰＡ 的降解是整个降解过程的关键［１７］ ．并非

所有的 ＰＡＥｓ 降解菌都能降解利用 ＰＡ，Ｗｕ 等［１８］

的研究表明，从活性污泥中分离得到的 Ｇｏｒｄｏｎｉａ
ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ ＪＤＣ－２ 能够将 ＤＯＰ 降解为 ＰＡ，但是不

具备利用 ＰＡ 的能力，造成 ＰＡ 在培养体系中大量

累积．因此，菌株能否利用 ＰＡ 对于是否能够实现

对 ＰＡＥｓ 的终极降解至关重要．
２􀆰 ５　 菌株对邻苯二甲酸的利用

菌株在以 ＰＡ 为唯一碳源培养时的 ＯＤ６００连续

监测结果见图 ３．分离到的 ７ 株菌均能利用 ＰＡ，其
中 Ｄ４、Ｄ５ 和Ｄ７ 在以 ＰＡ 为唯一碳源培养时的生长

较迅速，培养约 ２ ｄ 后进入对数生长期；Ｄ１ 和 Ｄ２
在 ＰＡ 培养液中的生长迟滞期较长，培养３ ｄ后才进

入对数生长期，且稳定期较短，在监测周期为 ２４ ｈ
时，并未成功监测到稳定期就已经进入衰亡期；Ｄ３
和 Ｄ６ 生长缓慢，菌体浓度一直较低．
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图 ３　 菌株以 ＰＡ 为唯一碳源时的生长曲线

　 　 培养 ７ ｄ 后，取培养液离心后对上清液中残

余的 ＰＡ 进行分析（图 ４）．菌株 Ｄ４ 对 ＰＡ 的利用

率最高（达 ３９％），其余菌株的利用率在 １３％ ～
３４％．其中菌株 Ｄ３ 和 Ｄ６ 对 ＰＡ 的利用率相对较

低，分别为 ２３％和 １３％，这应该是造成其生长缓

慢的原因．本研究中分离得到的 ７ 株 ＰＡＥｓ 降解菌

均能降解利用 ＰＡ，这说明它们可能通过 ＰＡ 途径

来实现 ＰＡＥｓ 的完全降解，有待进一步证实．
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图 ４　 不同菌株培养 ７ ｄ 后对 ＰＡ 的利用率

３　 结　 论

１）从某人工湿地土壤样品中分离筛选出 ７
株以 ＰＡＥｓ 为唯一碳源的高效 ＰＡＥｓ 降解细菌 Ｄ１
～Ｄ７．经生理生化、形态学观察和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列

分 析， 鉴 定 Ｄ１、 Ｄ２ 与 铜 绿 假 单 胞 菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ） 高度同源，相似度分
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别 为 １００％ 和 ９９％； Ｄ３ 与 产 气 肠 杆 菌

（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ） 的同源性在 ９９％以上；
其余 ４ 株降解菌与红球菌属 （Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ．）的
同源性均在 ９８％以上．

２）间歇培养 ３ ｄ 的实验表明， 菌株 Ｄ１ 和 Ｄ７
对 ＰＡＥｓ 的降解效率高于其他菌株， 两者对

ＤＭＰ、ＤＢＰ 和 ＤＥＨＰ 的降解率均在 ７０％以上；菌
株对 ＰＡＥｓ 的降解能力随 ＰＡＥｓ 侧链烷基链的增

长而下降，对相对分子质量较小的 ＤＭＰ 的降解率

明显高于长链 ＤＥＨＰ．
３）这 ７ 株 ＰＡＥｓ 降解菌均能降解利用 ＰＡ，说

明可能具有完全矿化降解 ＰＡＥｓ 的潜力，有待进

一步证实．
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