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摘  要： 通过溶液培养的方法初步探讨了噬氨副球菌 HPD-2 对苯并[a]芘（B[a]P）的降解特性及代谢途径。结果表明，噬

氨副球菌 HPD-2 对 B[a]P 的降解率随其初始浓度的增大而逐渐减小。当 HPD-2 在 B[a]P 初始浓度分别为 5.0、50.0 mg/L 的培养

液中生长 5 天后，B[a]P 的降解率分别为 66.1% 和 31%。经衍生化后 GC-MS 鉴定结果发现，8-羧酸-7-羟基芘和双羟基菲为噬

氨副球菌 HPD-2 降解 B[a]P 的两种主要代谢中间产物。 
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苯并[a]芘（Benzo[a]pyrene, B[a]P）是由 5 个苯环

组成的一种多环芳烃（PAHs）化合物，致癌性极强，

是国内外环境监测的重要指标之一，因而环境中B[a]P

的微生物降解与代谢途径研究受到人们的高度重视。

通常认为，PAHs的环数越高，越难被微生物降解利用。

许多研究表明，自然界环境中能降解芘、屈、菲等的

菌株较多[1-3]，而关于纯培养物能够直接利用B[a]P作为

唯一碳源和能源的报道甚少[4]。近年来，本实验室从

PAHs污染土壤中筛选到一株能够以B[a]P为唯一碳源

和 能 源 生 长 的 噬 氨 副 球 菌 HPD-2 （ Paracoccus 

aminovorans HPD-2）[5]。鉴此，本研究将进一步分析

该菌株对不同浓度B[a]P的降解特性，采用GC-MS手段

鉴定B[a]P降解的中间代谢产物，初步推断该菌降解

B[a]P的代谢途径，为深入探讨高分子量PAHs污染土壤

的微生物修复机理提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试菌株为噬氨副球菌 HPD-2 （ Paracoccus 

aminovorans HPD-2），该菌为革兰氏阴性，其生长最

适温度范围 28℃ ~ 36℃；pH范围为 6 ~ 9，最适生长

pH为 7；NaCl浓度在 2% 时HPD-2 生长最好；最佳碳

源为乳酸，葡萄糖和蔗糖次之；最佳氮源为牛肉膏和

酵母膏，蛋白胨次之。B[a]P（分析纯）购自美国Sigma

公司。 

1.2  培养基     

（1）牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏 3 g，蛋白胨 5 

g，蒸馏水 1000 ml，pH 7.0。 

（2）无机盐培养基（MS）：K2HPO4 6.0 g，KH2PO4 

5.5 g，Na2SO4 2.0 g，KCl 2.0 g，NH4NO3 2.0 g，

MgSO4·7H2O 0.2 g，微量金属盐溶液 1.0 ml，蒸馏水

1000 ml，pH 7.0。 

（3）含 PAHs 的无机盐培养基：以二甲基二酰胺

（DMF）配制 5000 mg/L 的 B[a]P 溶液，按适当的浓

度加入灭菌的无机盐培养基。 

1.3  菌悬液的制备 

在无菌条件下将菌株接种于含 5.0 mg/L B[a]P 的

无机盐液体培养基中，28℃下 200 r/min 振荡培养 7 天，

离心收集菌体，并用磷酸盐缓冲液反复洗涤 3 次，再

用磷酸盐缓冲液将菌悬液调至 OD 值为 1.0 时备。 
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1.4  HPD-2 菌株对 B[a]P 的降解 

将 10% 的菌悬液加入 30 ml液体培养基中，加入

B[a]P，使B[a]P的最终浓度约为 5.0 mg/L和 50.0 mg/L，

同时以加灭活菌悬液的处理作为对照（CK），每个处

理设 3 个重复。28℃下 200 r/min避光振荡培养 5 天，

在不同时段（0、24、48、72、120 h）取样，4℃冷冻

保存。测定其溶液中B[a]P的浓度。 

1.5  溶液中 B[a]P 及其转化产物的提取与分析 

将三角瓶中的降解液全部倒入分液漏斗，加入 30 

ml（等体积）乙酸乙酯提取 3 次，合并提取液后用无

水Na2SO4脱分，旋转蒸发浓缩至干，加 2.0 ml 乙腈溶

解，用高效液相色谱（HPLC）测定[6]。B[a]P降解产物

的检测具体方法见文献[7]。 

2  结果与分析 

2.1   噬氨副球菌 HPD-2 对不同初始浓度 B[a]P 的降

解率 
 

无机盐液体培养基中不同初始浓度B[a]P的浓度

随时间的变化如图 1 所示。由图 1 可知，该菌株在接

种入含B[a]P为唯一碳源的液体培养基中时虽然存在

一个降解延滞期，但其降解延滞期较短，能很快适应

环境从而降解B[a]P。B[a]P初始浓度分别为 5.0 mg/L

和 50.0 mg/L时，B[a]P的浓度从培养初期开始下降，

第 24 h至 48 h时其降低最快，分别下降了 64.8% 和

33.3%，48 h后其浓度下降速率变缓，5 天后B[a]P的降

解率分别为 66.1% 和 34.2%。而该菌在 24 h到 48 h时

生长最快，细胞数目急剧增加，处于指数生长期，而

48 h以后处于稳定期，说明B[a]P的降解与该菌的生长

呈现出一定的对应关系。由图 1 可知，随着培养液中

B[a]P浓度的增加，该菌株对B[a]P的降解能力下降，这

可能与高浓度的B[a]P对菌株HPD-2 产生了一定的毒

害作用有关[8]。在加灭活菌悬液处理（CK）中，B[a]P

的浓度也有所降低，可能是由于非生物因素造成。 
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(I：B[a]P 初始浓度为 5.0 mg/L；II：B[a]P 初始浓度为 50.0 mg/L) 

图 1  培养液中不同初始浓度 B[a]P 随时间的变化 

 

2.2  噬氨副球菌 HPD-2 降解 B[a]P 的中间产物 

图 2A为B[a]P初始浓度为 50.0 mg/L时不同培养时

间的GC图谱。由图 2A可以看出，在培养 24 h后，GC

图谱出现代谢中间产物峰I，随培养时间增加逐渐减

少，3 天后完全消失。在培养 48 h时，出现代谢中间

产物II，且随着时间的延长，呈现出累积的趋势。根据

分子离子峰的m/z为 339.3，可以确定HPD-2 代谢B[a]P

的主要代谢产物II为双羟基菲（图 2B），根据分子离子

峰的m/z为 217，可以确定中间代谢产物I为 8-羧酸-7-

羟基芘（图 2C），这与Jeremy 等[9]报道的结果相一致。 

2.3  噬氨副球菌HPD-2降解B[a]P的可能代谢途径推断 

解可

根据以上实验结果，初步推断HPD-2 对B[a]P的降

能途径如图 3 所示。通常情况下，细菌对B[a]P降

解机理通常是启动双加氧酶将氧分子中的两个氧原子

同时结合进入苯环分子产生二氧化合物中间体，继而

氧化为顺式-二氢二醇B[a]P和三羟基化合物，然后再转

化为细胞蛋白质，或者转化为CO2和水。Gibson等[10]报

道了菌株S.yanoikuyae B8/36 能够降解B[a]P，并确定

7,8-二氢二醇B[a]P为其代谢产物。Schneider等[11]虽然

没有分离到以上产物，但在分离到顺式-4-(8-羟芘基-7-

基)-2-氧代-3-丁羧酸后，亦可推断出上述中间产物的产

生。根据本研究GC-MS分析鉴定结果，在保留时间为

26.1 min时，出现了代谢中间产物峰，由其分子离子峰

m/z（271）可知为 8-羧酸-7-羟基芘，同样推断出可能

有顺式-4-(8-羟芘基-7-基)-2-氧代-3-丁羧酸的生成。同

时，在保留时间为 18.75 min时，出现了代谢中间产物

双羟基菲生成，并出现了积累。Walte等[12]报道菌株

Rhodococcus sp. UW1 可以降解芘，并确定双羟基菲为

其代谢产物。 
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 (A:初始浓度为 50.0 mg/L,  B:代谢产物Ⅰ的质谱图,  C: 代谢产物Ⅱ的质谱图) 

图 2 噬氨副球菌 HPD-2 对不同初始浓度 B[a]P 降解产物的 GC-MS 图谱 
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图 3  噬氨副球菌 HPD-2 降解 B[a]P 的可能途径 

3  结论 

噬氨副球菌 HPD-2 在 2 天内能使 B[a]P 浓度大幅

度降低，且随着初始浓度的增大，B[a]P 的降解率逐渐

递减。当HPD-2在B[a]P初始浓度分别为5.0、50.0 mg/L

的培养液中生长 5 天后，B[a]P 的降解率分别为 66.1%、

34.2%。经 GC-MS 鉴定分析，确定 8-羧酸-7-羟基芘和

双羟基菲为 HPD-2 降解 B[a]P 的主要代谢中间产物。 
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