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摘 要：石油污染土壤中的芳烃降解菌是进行土壤修复的主要生物资源，本研究对某炼油厂附近土壤中的芳

烃降解菌及邻苯二酚 2, 3 双加氧酶基因进行了研究。结果表明，部分石油烃污染土壤中存在着大量的芳烃降解菌；

对其中一个土壤样本中的邻苯二酚 2, 3 双加氧酶基因进行克隆，获得了 7 个不同的邻苯二酚双加氧酶基因序列，

序列分析表明这些基因可能来源于土壤中的假单胞菌，且该基因在土壤中的丰度与污染水平及芳烃降解菌的数量

相关。可见，土壤中芳烃降解菌数量及降解基因的丰度和多样性，可以对石油污染土壤的生物修复进行监控并为

生物修复提供丰富的微生物资源。 
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石油是由数百种化合物组成的复合体，一般包

含饱和烃（包括正链烷烃、异构烷烃和环烷烃）、芳

烃（包括单环、双环和多环芳烃）、胶质（由嘧啶、

喹啉、咔唑、噻吩、亚砜、氨基化合物组成的复合

体）及沥青质（环烷酸、硫化物、多元酚、脂肪酸、

金属卟啉的复合物）等 4 类烃类物质[1]。在石油的

开采、储运、加工、使用过程中，由于泄漏造成的

土壤污染事件屡有发生，从而造成多方面的不良后

果：轻油成分的迁移造成地下水和大气的污染；重

油成分可以在土壤环境中持久存在；降低土壤质 
量，破坏农业生产；对人体和环境的健康产生毒害

等。在石油烃诸成分中，芳烃类物质以其较高的毒

性和较难降解的特性对污染土壤生物修复提出了更

高的要求。 
随着土壤修复学科的快速发展，微生物对有机

污染物的降解逐渐成为污染土壤修复的重要手段
[2]。酶反应是有机污染物微生物降解的主要机制[3]。

在细菌对芳烃的好氧降解途径中，双加氧酶

（dioxygenase）催化两个关键反应：芳环双羟基化

和开环。其中，邻苯二酚双加氧酶能够使邻苯二酚

及其取代物氧化开环，这是细菌降解芳环化合物的

关键步骤。细菌能够产生两类邻苯二酚双加氧酶， 
 
 
 
 

一类是内二元醇双加氧酶即邻苯二酚1, 2-双加氧酶

(catechol 1,2-dioxygenase, C12O)，以间位（ortho- 
cleavage）形式开环；另一类是外二元醇双加氧酶即

邻苯二酚 2, 3 双加氧酶（catechol 2, 3-dioxygenase, 
C23O），以邻位（meta-cleavage）形式开环（图 1）。
外二元醇双加氧酶作为芳香烃降解的一个主要途

径，其催化机制[4]及进化关系[5]均已得到深入研究。 
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石油污染土壤中存在多样的多环芳烃 (PAHs) 

降解菌，这些细菌很多具有 C23O 基因并在一定条

件下表达 C23O 活性[6-8]。在石油污染土壤中可检测

出明显的 C23O 酶活性[9-10]。对土壤中的 C23O 基  
因进行克隆和序列分析，对于土壤中芳烃降解菌的

存在状况和定量具有指示性的意义。本研究采用直

接扩增和克隆的分子生物学手段，对石油严重污染 
 
 
 
 

图 1  邻苯二酚的邻位与间位开环方式

Fig. 1  Meta-and ortho-cleavage of catechol
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土壤中 C23O 基因的多样性进行了初步研究，旨在

了解该污染土壤中芳烃降解细菌的存在状况和影响

因素，并为研究土壤中有机污染物降解功能基因建

立行之有效的方法。 
 
1  材料和方法 
 

1.1 样本采集与理化性质测定 

供试土样采自南京近郊某炼油厂附近的耕层土

壤 (0 ~ 20 cm)，土壤类型为潮土。采用 5 点采样法采

集 QX-1 ~ QX-8 共 8 个土壤样本，样品经风干、研磨

过筛后分为两部分，一部分供土壤理化性质分析和油

含量分析用，另一部分供微生物分析及分子克隆用。 
土壤基本理化性质分析参照文献[11]进行。其

中，有机质测定采用重铬酸钾-硫酸消化法，有效 N
测定采用碱解扩散法（碱解 N），有效 P 测定采用碳

酸氢钠法，速效 K 测定采用醋酸铵提取法，阳离子

交换量测定采用醋酸铵法。 
土壤油含量参照文献[1]使用重量法测定。 

1.2  主要试剂与引物 

    FastDNA® SPIN Kit for Soil 试剂盒系美国

Qbiogen 公司产品，Biospin 胶回收试剂盒为杭州博

日科技有限公司产品，pMD19-T 载体购自大连宝生

物工程有限公司，Taq DNA 聚合酶购自上海

Promega 公司，E. coli DH5α由南京师范大学生命科

学学院蒋洁蓉博士赠送，引物合成与序列测定由上

海博亚生物技术有限公司完成。 
1.3  芳烃降解菌分析 

    土壤中芳烃降解菌数量的测定参照MPN法[12]。 
1.4  C23O 基因克隆 

1.4.1  土壤样本 DNA 提取：采用 FastDNA® SPIN 
Kit for Soil 试剂盒（Bio101）提取土壤总 DNA[13]。 
1.4.2  PCR 扩增：采用兼并引物 C23O-ORF-F（5’ 
AGGTGWCGTSATGAAMAAAGG 3’）和 230-ORF- 
R (5’ TYAGGTSAKMACGGTCAKGAA 3’）从土壤

样本 DNA 扩增 C23O 基因 I.2.A 亚家族，扩增片段

长 934 bp，包括了整个开放阅读框[14]。扩增反应体

系包括：1×PCR 反应缓冲液，1.5 mmol/L Mg2+，200 
μmol/L dNTP，0.5 μmol/L 引物，1.5U Taq DNA 聚

合酶及 1 μl 模板。采用降落 PCR 程序：94℃ 预变

性 3 min，94℃ 变性 1 min，55℃退火 1 min，其后

每个循环退火温度降低 1 ℃，72 ℃延伸 1.5 min，10
个循环，继续在 45 ℃ 退火条件下进行 20 个循环。

后 72 ℃ 延伸 10 min。 

1.4.3  PCR 产物的克隆    使用 Biospin 胶回收试

剂盒对 PCR 产物进行切胶纯化，与 pMD19-T 载体

进行连接并转化至 E. coli DH5α， 将菌液涂布至含

氨苄青霉素、IPTG 和 X-gal 的 LB 平板，37℃培养
[15] 。挑取白色菌落，划线纯化 1 次后使用

RV-M/M13-47 引物对菌落进行 PCR 以筛选阳性克

隆，随机选取阳性克隆进行测序。 
1.4.4  序列分析    使用 Blast n（http://www.ncbi. 
nlm. nih.gov/ BLAST/）进行序列同源性比较，使用

clustalx 软件对基于 DNA 序列推算的氨基酸序列进

行比较，MEGA 3.1 软件构建系统发育树。本研究中

所获序列在 Genbank 的序列号为 DQ408374，
DQ408375，DQ454163-DQ454167。 
 
2  结果与讨论 
 

2.1  供试土壤的基本理化性质与油含量 

从表 1 中可见，其中 QX-1、QX-3、QX-5  3
个样本的石油含量超过 10000 mg/kg。在加拿大环境

部长委员会（Canadian Council of Minsters of the 
Environment, CCME）制订的表层粗颗粒土壤石油 
烃标准中，工业用地的土壤接触生态安全标准（F4
部分）为 3300 mg/kg，上述 3 个样本显然大大超   
过了这一标准。其他样本的污染状况相对较轻。 
2.2  供试土壤中芳烃降解菌的数量 

供试污染土壤的可培养芳烃降解菌 MPN 计数

结果如表 2 所示。从表 2 可以看出，QX-1 和 QX-5
两个石油污染程度很高的样本具有 高的芳烃降解

菌数量，同时石油含量在 CCME 规定的 3300 mg/kg
以下的 3 个样本（QX-2，QX-6，QX-8）中的芳烃

降解菌数量较低。但与 QX-1 和 QX-5 具有同样石

油污染水平的 QX-3 和 QX-7 中的芳烃降解菌则要

低 2 ~ 3 个数量级，这可能与土壤有机质的生物可利

用性及合适的 C/N 比等参数有关（表１），其具体

原因有待进一步深入研究。 
2.3  供试土壤中邻苯二酚 2,3 双加氧酶（C23O）

基因的克隆 

使用引物 C23O-ORF-F/C230-ORF-R 对 8 个  
土壤样本 DNA 进行了 PCR 扩增，仅 QX-1 和  
QX-5 两个样本获得约 1000 bp 的目的条带，其余样

本未能获得目的产物。对 QX-1 和 QX-5 两样本的

C23O 扩增产物进行切胶纯化，结果如图 2。该片段

大小接近 1000 bp，与 C23O 基因大小相符（包括引 
物）。    
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表 1  供试土壤的主要理化性质 

Table 1  physicochemical properties of soils studied 

土样 pH 有机质 

（g/kg） 

全 N 

（g/kg） 

水解 N 

（mg/kg） 

CEC 

(cmol/kg) 

全 P 

（g/kg） 

全 K 

（g/kg） 

土壤油含量 

（mg/kg） 

QX-1 7.4 66.7 5.96 85.05 14.53 0.87 20.43 12702 

QX-2 8.4 8.9 0.46 45.08 5.60 0.72 19.96 403 

QX-3 7.2 47.9 1.40 115.14 14.87 0.79 22.22 12326 

QX-4 7.6 36.8 1.26 82.21 15.36 0.83 20.04 3535 

QX-5 7.6 40.5 1.21 91.21 14.50 0.77 21.04 11481 

QX-6 7.9 33.1 0.92 85.29 9.03 0.81 17.58 285 

QX-7 6.2 61.8 1.30 139.23 14.74 0.83 21.20 12723 

QX-8 8.2 24.1 1.21 78.42 14.93 0.84 21.20 164 

 
表 2  供试土壤中芳烃降解菌数量（×104 cfu/g 干土） 

Table 2  Biomass of aromatic hydrocarbons degraders 

 QX-1 QX-2 QX-3 QX-4 QX-5 QX-6 QX-7 QX-8 

芳烃降解菌数 733 0.08 6.88 445 673 0.07 0.20 0.88 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
根据 Junca 等[14]的结果，土壤中 C23O 基因 

PCR 扩增的下限是 100 个拷贝/g 干土，因此可认为

C23O PCR 扩增的结果半定量地反映了土壤中该基

因的拷贝数。如果将石油含量＞10000 mg/kg 的样 
本作为重污染土壤，其余作为轻污染土壤，则重污

染土壤中 C23O 阳性扩增率为 50%，轻污染土壤阳

性扩增率为 0。另外，芳烃降解菌丰富样本（＞106 

cfu/g 干土）的阳性扩增率为 67%，芳烃降解菌稀有

样本（＜105cfu/g 干土）的阳性扩增率为 0。这些结

果表明土壤中 C23O 基因拷贝数与石油污染程度及

土壤芳烃降解菌数有一定的联系。与此类似，

Margesin 等[16] 利用 DNA 杂交技术发现 P. putida 

XylE 基因（C23O 基因）检出率由清洁土壤的 12.5%
增加到污染土壤中的 58.3%。Zucchi 等[9]发现油污 
土壤中 C23O 的丰度与多样性均有所提高，证明芳

烃降解基因与污染水平具有一定的相关性。就未获

扩增的 QX-4 样本而言，尽管其芳烃降解菌数与

QX-1、QX-5 比较接近，但污染程度要比后两者轻

得多，影响了土样 QX-4 芳烃降解菌的数量和组成，

因此导致了该土样 C23O 基因的拷贝数小于 QX-1
和 QX-5。 

对 QX-1 样本 C23O 基因 PCR 产物进行 TA 克

隆，随机选取 7 个阳性克隆（C23O-2、C23O-3、
C23O-5、C23O-6、C23O-8、C23O-10、C23O-11）
进行测序，对 DNA 序列推导的氨基酸序列进行比

对并构建系统发育树，结果见图 3。 
根据系统发育分析的结果，7 个序列可以分为 

A 和 B 两组，A 又可以分为两个亚群，A1 和 A2。
从系统发育树可见，克隆所得序列均与已知假单胞

菌 C23O 序列相似，表明这些片段可能来自土壤中

的假单胞菌。但与有机物降解相关的基因大多位于

细菌染色体外的质粒上，由于选择压力、质粒水平

转移或可移动的遗传元件等机制，它们与其宿主菌

的发生关系并不是严格对应的[14, 17]，因此，这些基

因确切的来源还需进一步的研究。尽管由于序列信

息有限，无法准确反映出基因多样性的大小，但可

以确定的是，在高度污染的土壤样本中，存在着相

对多样的芳烃降解菌，是土壤生物修复的重要资源。 

图 2 土壤 QX-1 和 QX-5 中 C23O 基因扩增结果 

（M: 分子量标记 DL2000（大连宝生物工程）；1：QX-1；2：QX-5）

Fig. 2  Amplified DNA fragments of C23O from QX-1 and QX-5

M   1    2 
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3  小结 
 
本研究采用 PCR 与分子克隆的方法，对一个石

油烃严重污染土壤中的 C23O 基因进行了分析。结

果表明，基于培养的 MPN 计数方法获得的芳烃降

解菌数量与 C23O 基因的拷贝数可能存在一定的联

系，其中 QX-1 样本中的芳烃降解微生物群落可能

主要由假单胞菌组成，提示可以利用定量 PCR 的方

法，对土壤中的芳烃降解微生物进行定量研究。本

研究也提出了一个适用于从土壤样本克隆降解功能

基因的方法，采用这个方法可以实现对土壤中功能

基因的克隆。 
长期以来，对污染物微生物降解的了解主要来

自实验室纯培养微生物。分子技术的广泛应用，突

破了培养的局限，使研究的视野拓展到整个微生物

群落。应用分子技术对微生物降解功能酶基因的检

测，能够揭示自然界中污染物降解的多样性。尽管

目前还受到降解基因序列数据不足的限制，但是，

如果对功能基因的检测实现定量化[18]，并结合基因

表达情况的分析（如 RT-PCR），就能够了解污染物

原位降解的情况[19]，也能为污染土壤生物修复的实

时监控提供有力的工具。 
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Abstract： Indigenous aromatic hydrocarbons degraders (AHD) are the primary member for bioremediation of 

oil-contaminated soils. In the present study, the aromatic hydrocarbons degraders and catechol 2,3-dioxygenase (C23O) 
gene were determined. Abundant degradative bacteria were detected and a 934 bp DNA fragment of C23O was 
amplified in two of four heavily contaminated soils (oil content＞10000 mg/kg), indicating a relationship between 
abundance of AHD or C23O copies and oil content. Sequences analysis of C23O gene implied a possible pseudomonad 
origin. This study suggested a possibility of monitoring bioremediation of oil-contaminated soils and screening 
degradative bacteria resources by determining the number of aromatic hydrocarbons and abundance or diversity of 
degradative genes in soil. 
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