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摘 要：从石油污染土壤中筛选出一株蒽的高效降解菌株Ju r-1，JUST一1可在以蒽为唯一碳源的培养基中生长，能利用蒽的最高 

浓度为 70mg／L左右。经形态学观察并进行ITS序列分析，初步判断菌株 JUST-1属于尖镰孢菌(Fusarium oxysporum)或该菌的一个株 

系。JUST一1的菌丝呈白色或粉红色，并存在三类孢子，分别为小型分生孢子(microconidia)、大型分生孢子(macroconidia)和厚垣孢子 

(chlamydospores)，但大孢子分隔数较少，隔膜 1~2个。JUST-1菌株为好氧菌。投菌量、初始蒽浓度、pH和 H 浓度是影响葸降解效率的 

因素。JUST-1菌株对蒽的最适宜降解条件为：蒽浓度40mgtL，投菌量 10％一20％，pH7．0—8．0。在此条件下，摇床培养 5d后，蒽去除率可 

达 70％以上。 
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多环芳烃(PAHs)是一类在环境中广泛分布的污 

染物，它具有潜在的致癌、致畸、致突变特性【lJ。它是一 

类憎水性物质，脂溶性较强，易于吸附在水体沉积物中， 

在沉积物中的浓度比在水体中的浓度高出几个甚至几 

十个数量级121。微生物降解是水体沉积物环境中PAi ls 

降解的主要途径131。要对多环芳烃污染水体进行生物修 

复，就必须首先获得可高效降解多环芳烃的优势菌株。 

本研究从自然环境中筛选出一株蒽的高效降解菌株， 

对其进行菌种鉴定并考察其降解性能，旨在为多环芳 

烃污染水体的生物强化修复提供基础数据和参考。 

1 试验材料与方法 

1．1 试验材料 

驯化用菌源来自江苏油田某油井附近石油污染土 

壤，该土壤呈黑褐色。试验采用三种培养基：选择性液 

体培养基、选择性固体培养基和富集培养基，用作降解 

菌的驯化筛选、培养、纯化分离和保存。 

选择性液体培养基由无机盐和蒽组成，无机盐成 

分如下脚：KI-I2PO4 lg；KzI"IPO4"3H20 1．3g；MgSO4 0．2g； 

NH,NO3 lg；CaCI2 0．02g；FeCl3 0．05g；ZnSO4。7H20 5mg； 

MnSO4‘H20 5mg；Na~MoO4 2H2O lmg；CuSO4·5H20 

0．5mg；H20 IL。将pH值调到7．0，在高压蒸气灭菌锅 

内于121℃条件下灭菌20min，备用。蒽的丙酮溶液用 

0．22针筒式滤器过滤后加入到已灭菌的无机盐中，待 

丙酮挥发完后使用。 

选择l生固体培养基：同选择性液体培养基，加入 

基金项目：江苏省自然科学基金资助项目(BK2005057)；江苏省高校自 

然科学研究计划项目(03KJI~10013) 
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2％琼脂。 

富集培养基：NaCI 5g；蛋白胨 10g；牛肉膏 5g； 

水，1L。 

缓冲溶液的配制参考文献【5】。 

1。2 试验方法 

1．2．1 菌种的筛选分离 

将采集的土样加入蒸馏水后空曝24h，静置后取 

10mL上清液混于100mL已灭菌的选择性液体培养基 

中，在振荡速度 120r／rain、恒温 30℃的水浴摇床中驯化 

5d后，取 10mL培养液移接至新鲜培养基中，如此反复 

7个周期后，倒平板进行划线分离，5个周期后分离纯 

化出单一菌株。 

1．2．2 菌种的鉴定 

从形态学和分子生物学两方面对菌种进行鉴 

定。采用德国蔡司光学显微镜观察菌体形态及大 

小。在此基础上对菌株进行生理生化鉴定 ：提取 

菌株的核糖体 rDNA ，以菌株总DNA为模板 ， 

使用 050—801TGradient 96型 PCR扩增仪，并以 

ITS1：5’一TCCGTAGGTGAACCTGCGG一3和 ITS4： 

5’—TccTccGcT，rATTGATATGc-3’作为引物进行 

PCR扩增 171，扩增条件为：95℃预变性3min，94~C30s， 

54~C40s，72℃lmin，30个循环，最后在 72℃保温 10min。 

PCR扩增产物用 Omega公司的 PCR产物纯化试剂盒 

进行纯化。DNA测序由上海博亚生物科技公司完成， 

将测序结果用 Blast软件同Genbank中DNA序列进 

行同源性比较。 

1．2。3 悬菌液的制备 

分离纯化后的菌种挑取一环接人富集培养基中， 

30℃摇床振荡培养48h后 (此时处于对数生长期)，以 
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磷酸盐缓冲溶液反复洗涤3次，将细胞个数调到lxlOs 

个，mL后冷藏备用。 ‘ 

1．2．4 微生物生长曲线的测定 

定时定量吸取培养液，采用 751紫外／司‘见分光光 

度计在60Onto处测定其吸光度值。 

1．2．5 菌株对蒽的降解作用 ， 

将一定浓度的蒽溶液置于25OraL的三角瓶中，接 

入一定量的供试悬菌液，在30℃条件下进行摇床培养， 

间隔一定时间取样，分析培养液中残留蒽浓度。 

1．2．6 蒽的测定 

培养液中蒽的测定采用气相色谱法(Gc)。培养液 

中加入环己烷作为萃取剂，重复萃取两次，合并萃取液并 

定容至25mL，在GC一14C气相色谱测定。测定条件为： 

毛细管sE一54柱，柱长30m，内径0．33ram，柱温 18o~c， 

进样口温度 280~C，检测器300~C，分流比10：l。 

2 结果与讨论 

2．1 蒽降解茵株的分离和鉴定 

经多次驯化筛选、平板划线分离获得一株能以蒽为 

唯—碳源和能源生长的真菌，命名为JUsT_l。在蔡司光 

学显微镜下可见菌丝体和分生孢子，见图l。该菌丝体呈 

树枝状，颜色呈白色或粉红色，菌丝内有横膈膜将一根 

长菌丝分隔成若干段，每一段含有细胞质和多个核，属 

于多细胞的菌丝体。存在三类孢子，分别为小型分生孢子 

(microconidia)、大型分生孢子(macroconidia)和厚垣孢 

子(chlamydospores)，但大孢子分隔较少，隔膜 l~2。 

I _  
孢子 蔼丝体及孢 了= 

图l菌株JUST-l的形态学特征 

按文献[6]提取菌株JUST-1的核糖体rDNA，将提 

取的rDNA进行 PCR扩增，通过 1．0％的琼脂糖凝胶电 

泳检测其扩增(见图2)。图2中“+”代表反应体系中加 

样品DNA，“一”代表反应体系中未加DNA，Marker为 

lkb。根据电泳结果，JUST—l菌株的PCR产物约为 

500bp。对PCR产物的序列进行测定，结果见图 3。 

图2 JUST-l菌株 的PCR电泳图 

将图3所示的测序片断用Blast软件进行分析，通 

过与GenBank中的DNA序列进行同源性比较，菌株 

JUST—l与 尖镰孢菌Fusarium oxysporum (共 20株) 

的同源性为100％，与其它同属不同种的菌株的同源性 

在98％ 99％，表l列出了相同或相似序列的菌株的属、 

种及同源性。根据JUST-1菌的ITS序列分析结果，结 

合菌丝形态和分生孢子类型的显微观察，初步认定 

JUST—l菌为尖镰孢菌或该菌的一个株系。 

TGACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATG 

TAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGAT 

AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAG 

CGTCATTTCAACCCTCAAGCCCTCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGCCCTTGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCGGTCTC 

GCTGCAGCCTCCATTGCGTAGTAGTAAAACCCTCGCAACTGGAACGCGGCGCGGCCAAGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAATGTTGAC 

CTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGTCGGAGGAA (503 bp) 

图3 JUST．1菌 的ITS序 列 

表 1 序列相同或相似菌株的属、种及同源性 
—— ———————— ————一 —雨 甄 

2．2 菌株JUST—l的生长曲线及蒽的降解曲线 

· l2 · 

在培养过程中，培养液的颜色由透明变为乳白色， 

再变为乳黄色，最后呈现出淡紫色，并出现大量的微生 

物絮体。由图4可见，该微生物迟滞期较长，这与鉴定 

该菌株为真菌相一致。54h后，微生物生长量开始增 

加，同时蒽逐渐开始降解。反应进行到115h，检测培养 

液剩余葸浓度为14．1mg／L，说明菌株JUST'I对蒽的 

确有降解作用。 

耄瑟 
蹁 

t／h t／h 

初始总浓度40mg／L，加蒲量1O％，pH6 5，水温30~C，120r／min 

图4菌株JuST-l牛长曲线及蒽降解曲线 

／ 一 
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2-．3 投茵量对蒽的降解效率的影响 

从图 5结果可见，随着投菌量的增加，蒽去除率逐 

渐增大，当投菌量为18％时，去除率可高达88．3％，当继 

续增加投菌量时，去除率开始下降，这表明投菌量过大 

会导致微生物间的竞争抑制作用，从而使去除率下降。 

100 

80 

褂 60 

40 
-N 20 

0 

投葡量／％ 

初始蒽浓度40mg／L，pH7 0，水N30 oc，l20r／rain培养l20h 

5投菌 对JUST一】降解恿 的影 喇 

2．4 初始蒽浓度对蒽的降解效率的影响 

初始蒽浓度对菌株 JUST一1降解蒽的性能影响较 

为显著(见图6)。当蒽浓度较低时，没有足够的碳源和 

能源，使得微生物发生竞争抑制而导致活性降低。在蒽 

的初始浓度<40mg／L时，去除率随着蒽浓度的增加而 

提高，但当蒽的初始浓度增加到一定僖时，水中较高浓 

度的蒽表现出对菌株JUST—l的抑制作用，去除率显 

著下降。例如，当蒽初始浓度为 80mg／L时，菌株 

JUST-1对蒽无降解作用。 

80 

鸹 
U IU 20 jU 40 )U 60 ，U 80 90 

蒽浓度／rag· 
』Jf】萧量10％，pH7 0，水温30℃，120r／rain，培养120h 

图6蒽浓度对JUST．1降解总的影响 

2．5 初始pH对蒽的降解效率的影响 

菌株JUST—l在不同pH条件下对蒽的降解能力 

不同，见图7。JUST-1对蒽进行降解的最适宜pH条件 

为 7．O～7．5。在pH为8-9时也有较好的去除效果，而酸 

性的环境条件对 JUsT—l表现出明显的抑制作用，这 

说明中性和偏碱性的pH条件有利于菌株 JUST—l的 

生长和发挥对蒽的降解作用。 
100 

80 

褂 60 

40 

20 

降解率随H 0 浓度的增加而略有提高，这说明JUST-1 

为好氧菌，也说明在摇床转速为150r／min的振荡条件下， 

微生物可通过大气复氧作用获得充足的溶解氧。但当 

H O 浓度超过150mg／L时，葸降解率迅速降低，这说明 

过量的H O 对好氧微生物细胞具有毒害作用，能降低 

微生物的涪陛，这与有关研究结果相一致圈。 

100 

80 

斟 60 

篷 40 

20 

0 0 50 100 1 50 200 250 

H O 投加量／rag·L 。 

初始总浓度40mg／L，加两量10％，pH7 0，水温30℃，培养 120h 

图8 H，O，对JUST-】降 蒽的影响 

3 结论 

(1)从江苏油田石油污染土壤中筛选分离出的菌 

株JUST-1能以蒽为唯一碳源和能源生长繁殖。经形 

态学观察、提取菌种DNA并进行 ITS碱基序列的 

PCR扩增且对PCR产物进行纯化及测序，对DNA序 

列进行Blast分析，初步认定 JUST-1菌株为尖镰孢菌 

或该菌的一个株系。 

(2)JUST—l菌株为好氧菌。投菌量、初始蒽浓度、 

pH和H 0 浓度是影响蒽降解效率的因素。JUST-1菌 

株对蒽的最适宜降解条件为：蒽浓度40mg／L，投菌量 

10％～20％，pH7．0～8．0。在此条件下，摇床培养5d后，蒽 

去除率可达 70％以上。 
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