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多环芳烃(Polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs)是一

类全球性的污染物，广泛存在于自然环境中. 多种PAHs具有

致畸性、致癌性和致突变性 [1]. 生物修复是一种低成本的环

境友好型污染物去除方法. 菲作为多环芳烃中3环的代表化

合物，其生物降解一直受到科研人员的重视 . 近年来，我国

的科 研人员分离到一些菲降 解菌株，并对其降 解途径进行

了初步研究，但是在降解相关基因方面研究较少[2~8]. 我们从

石油污染土壤中分离到一株菲降解细菌，对其降解特性和降

解途径进行了初步研究，并对其降解相关基因进行了初步探

索，以期为了解微生物在污染物消除过程中的作用和降解菌

生物资源的开发利用提供基础资料. 

1  材料与方法
1.1  培养基与试剂

基 础 培 养 基 ( ρ /g  L -1)：Na Cl  0 .5，( N H 4) 2SO 4 1.0，
K2HPO41.5，KH2PO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.2，去离子水1 000 

mL，pH 7.0. 富集分离培养基：在基础培养基中添加终浓度为

50 mg L-1的菲原药作为唯一碳源. LB培养基(ρ/g L-1)：胰蛋白

胨10.0，NaCl 10.0，酵母粉5.0，去离子水1 000 mL，pH 7.2. 乙
酸乙酯(分析纯)；菲、萘(纯度为97%，Sigma公司)；甲醇(色谱

纯)；其它试剂为分析纯.

1.2  菲降解菌的筛选
采集胜利油田的石油污染土壤，称取5 g土样加入100 

mL含有菲(50 mg L-1)的无机盐培养基中于180 r min-1、30 ℃振

荡培养，进行菲降解菌富集. 7 d后传代，传代2~3次后，检测

富集液对菲的降解效果，将降解率大于90%的富集液经过系

列稀释后涂布在基础固体培养基上(菲的浓度为50 mg L-1)，
经过培养后筛选菲降解菌. 将得到的单菌进行纯化后再验证

其降解性能. 
1.3  降解菌株的鉴定

菌株形态及生理生化特性测定参照文献[9]进行. 基因组

DNA采用高盐法提取. 16S rDNA扩增引物为细菌16S rDNA通

用引物，正向引物：5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’ (E. 
coli 27F)，反向引物：5’-TAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT 
T-3’ (E. coli 1492R). 扩增条件参考文献[10]. PCR产物(1.5 kb
左右)采用V-Gene公司的凝胶回收试剂盒切胶回收，连接至

pMD18-T Vector，转化大肠杆菌，挑取阳性克隆测序，测序
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Abstract   A bacterial strain 2F5-2 capable of degrading phenanthrene was isolated from petroleum-contaminated soil. It was 
preliminarily identifi ed as Sphingobium sp. according to its physiological & biochemical characteristics and the analysis of 
its 16S rRNA gene sequence. Strain 2F5-2 could degrade 100% of 100 mg/L phenanthrene within 10 h .The optimal pH and 
temperature for the degradation were 7 and 30 ℃, respectively. The analysis of its phenanthrene-degrading pathway revealed 
that strain 2F5-2 degraded phenanthrene via salicylate pathway. The aromatic-ring-hydroxylating dioxygenases α-subunit 
encoding gene phdA was cloned and analyzed. It had 97.9%, 98%, 100% identity to the phdA gene from Sphingomonas sp. P2, 
Sphingobium yanoikuyae B1 and Sphingomonas sp. ZP1, respectively, indicating the conservation of this gene. Fig 6, Ref 16
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摘  要   从石油污染土壤中分离到一株菲降解菌2F5-2. 根据该菌株生理生化特征和16S rDNA序列相似性分析，将其
初步鉴定为鞘氨醇杆菌属(Sphingobium sp.). 该菌株在10 h内对100 mg/L的菲的降解率为100%. 降解菲的最适温度为
30 ℃，最适pH为7. 对降解途径的初步研究显示，该菌株通过水杨酸途径降解菲. 克隆了编码芳香烃双加氧酶α亚基
的基因phdA，它与菌株Sphingomonas sp. P2、Sphingobium yanoikuyae B1、Sphingomonas sp. ZP1中phdA的同源性分别为
97.9%、98%和100%，表明该基因具有保守性. 图6 参16
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由上海英骏生物技术有限公司完成. 将测序结果与GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)及其Ribosomal Database Project 
II (http://rdp.cme.msu.edu)上的相关16S rDNA序列进行同源性

比对分析. 
1.4  菲的测定

取3 mL菌液用等体积乙酸乙酯振荡萃取，让乙酸乙酯

挥发完全后用甲醇重新溶解后用HPLC检测. 检测条件：250 
mm×4.6 mm C18不锈钢色谱柱；流动相为甲醇 /水(90 : 10，

V/V)；流速为1.0 mL/min；柱温：25 ℃；Waters 2487紫外检测

器，检测波长为254 nm；进样量30 μL [11]. 
1.5  phdA基因的克隆

芳香环羟化双加氧酶是芳香烃降解途径中具有开环功

能的关键酶，一般由铁氧还蛋白还原酶、铁氧还蛋白和末端

氧化酶(铁硫蛋白)这3种组分组成. 铁硫蛋白由α亚基和β亚基组

成，其中α亚基(由phdA基因编码)在芳香环羟化双加氧酶的催

化功能上具有很重要的作用，因此引起了人们的关注[12~14]. 根

据已报道的phdA基因序列设 计引物对菌株2F5-2中phdA进

行 PCR扩增. 以2F5-2 的基因组DNA作模板：正向引物aroF: 
5’-GCGGATCCATGCGTTTGGAACGGATCG-3’；反向引物

aroR: 5’-GCGTCGACTCAAAGCGCGAACAGG-3’. 50 μL的

反应体系：DNA模板1 μL，dNTP (2.5 mmol/L) 4 μL，引物(25 
μmol/L)各1 μL，10×Buffer 5 μL，MgCl2 (25 mmol/L) 3 μL，Taq
酶(5 U/μL) 0.5 μL，超纯水35.5 μL. PCR反应条件：94 ℃预变

性2 min，进入热循环：94 ℃变性30 s，54 ℃退火50 s，72 ℃延

伸1 min，共30个循环. PCR产物的克隆、测序同1.3. 

2  结果与分析
2.1  菌株2F5-2的分离与鉴定

分离到一株菲降 解菌株 2F5-2. 该菌株在 LB培养基 培

养36 h后，菌落为黄色，直径为3 mm，表面光滑，边缘整齐，

易挑起，半透明，有光泽. 菌体为杆状，大小为0.5~0.7 μm×
1.2~1.7 μm，有鞭毛. 革兰氏染色阴性. 该菌氧化酶阴性，接触

酶阳性，V.P试验阳性，硝酸盐还原阴性，不能水解淀粉，不

能液化明胶，不发酵葡萄糖、蔗糖、乳糖. 以菌株2F5-2的基因

组DNA为模板，用16S rDNA通用引物进行PCR扩增，得到1条

约1.5 kb的片段. 测序结果为1 452 bp (GenBank accession No. 
EU286535). 将测序结果与GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov)及其Ribosomal Database Project II(http://rdp.cme.msu.edu)
上的相关16S rDNA序列进行同源性比对分析，表明其与模式

菌株Sphingobium olei的相似性最高达到98.7%. 结合生理生化

特征初步鉴定2F5-2 (EU286535)为鞘氨醇杆菌属. 
2.2 菌株2F5-2对菲的降解特性

在菲浓度为100 mg/L的基础盐培养基中, 以3%的接种量

接入用0.1 mol/L的PBS缓冲液洗涤2次的在LB培养基中培养

的2F5-2种子液(A600 nm≈2.00), 于30 ℃、180 r/min摇床培养, 每
隔一定时间取样, 测定A600 nm及菲的浓度. 从图1中可以看出，

2F5-2能以菲为唯一碳源进行生长, 并可将其在10 h内完全降

解.  
研究了初始pH、温度、初始浓度对菌株2F5-2降解菲的

影响. 结果表明，菌株2F5-2在25~37 ℃的条件下24 h内降解菲

的效率可达90%以上，其中在温度为30 ℃时降 解效果最好
(图2). 菌株2F5-2在pH为6~9的条件下，12 h内对100 mg L-1菲的

降解率都可达到90%以上，其中pH为7时降解效果最佳(图3). 

菌株2F5-2不仅对100、200、300 mg L-1的菲具有很好的

降解效果，对较高浓度(500 mg L-1) 72 h的降解率也可以达到
69.6%. 当菲的浓度大于500 mg L-1时，降解作用受到明显的抑

制(图4). 

图1  菌株2F5-2以菲为唯一碳源的生长情况
Fig. 1   Utilization of phenanthrene as sole carbon source by strain 2F5-2 for 

its growth 

图2  温度对2F5-2降解菲的影响
Fig. 2   Effect of temperature on phenanthrene degradation by strain 2F5-2 

图3  pH对2F5-2降解菲的影响

Fig. 3   Effect of pH on phenanthrene degradation by strain 2F5-2  

图4  初始菲浓度对2F5-2降解菲的影响

Fig. 4  Effect of initial concentration of phenanthrene on its degradation by 
strain  2F5-2



684 15 卷应 用 与 环 境 生 物 学 报      Chin J Appl Environ Biol

2.3  菌株2F5-2对菲降解途径的推测
菌对菲的降 解主要有两个 途径：在既能以菲为唯一碳

源生长，又能以萘为唯一碳源生长的细菌中主要存在水杨酸

途径；在能以菲为唯一碳源生长而不能利用萘的细菌中，则

存在邻苯二甲酸途径 [15, 16]. 在这两条降解途径中都会产生一

些特征性的中间产物，这些中间产物大部分都具 有苯环结

构，通过检测菌株2F5-2对这些中间产物的降解特性，可以初

步推测其对菲的降解途径. 菌株2F5-2可以降解萘、苯酚、水

杨酸、邻苯二酚，但是不能降 解邻苯二甲酸(图5). 由此可以

初步推测，菌株2F5-2对菲的降解是通过水杨酸途径进行的. 

2.4   phdA基因的扩增
以 2F5-2的基因组 DNA为 模 板，通 过 PCR扩 增，获得

了长 度 为1.3 kb的 DNA片段 (图 6)，序 列 测定 结 果 显 示 其

准确长度为1 280 bp，序列分析显 示在 核 苷酸 水平上它与

菌株 Sphingomonas sp. P2、Sphingobium yanoikuyae B1、
Sphingomonas sp. ZP1 [12, 16]中phdA基因的同源性分别为

97.9%、98%和100%，表明该基因具有保守性. phdA基因的获

得为克隆2F5-2菌株完整的菲降解基因簇奠定了基础.

3  结 论   
菲是一种典型的多环芳烃类有机污染物，其生物降解一

直受到环境微生物研究者的重视. 本研究分离到一株以菲为

唯一碳源生长的细菌2F5-2，结合生理生化特征和16S rDNA
序列同源性分析，将其初步鉴定为鞘氨醇杆菌属Sphingobium 
sp. 菌株2F5-2可以在12 h内完全降解100 mg L-1的菲，对较高

浓度(500 mg L-1)的菲72 h的降解效率也可达到69%；与已报道

的菲降解细菌 [2~8]相比，菌株2F5-2的降解速率较快，而且可

降解的浓度范围也相对较宽，降解菲的最适条件为pH 7、30 
℃. 对2F5-2降 解途径的初步研究显示，该菌株通过水杨酸

途径降解菲. 通过PCR的方法克隆了2F5-2菌株芳香环羟化双

加氧酶α亚基的基因phdA，序列分析显示，在核苷酸水平上

它与菌株Sphingomonas sp. P2、Sphingobium yanoikuyae B1、

Sphingomonas sp. ZP1 [12, 16]中基因的同源性分别为97.9%、98%
和100%，表明该基因具有保守性. phdA基因的获得为克隆该

菌株完整的菲降解基因簇奠定了基础. 
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