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赤子爱胜蚓肠道中苯并［a］芘降解菌 BJ -1 的
分离鉴定及其降解能力的测定

多环芳烃（PAHs）是含 2 个以上苯环的一类广泛分布并稳定存在于自然环境中的持久性有机污染物。
由于其具有典型危害三致（致癌、致畸、致突变）作用，对人类健康和生态环境存在潜在危害［1］，美国国家

环境保护局（United States Environmental Protection Agency，USEPA）已将 16 种 PAHs 列为环境中优先监测

的污染物，其中苯并［a］芘由于性质稳定、分布广泛、致癌性最强已成为国内外环境监测的重要指标之一［2］。
苯并［a］芘［Benzo［d］Pyrene（Bap）］是一种由 5 个苯环组成的多环芳烃化合物，具有强烈致癌性。由于

PAHs 属于疏水性有机污染物，辛醇—水分配系数高，分配时会优先进入非水相体系，所以，土壤便作为其

最主要的环境介质之一 ［3］。而 PAHs 在土壤中的降解过程主要是通过土壤多相系统中的微生物降解作用

进行。文献［4］表明，高分子量的 PAHs（四环以上）在土壤环境中的挥发作用、光解和水解作用对 PAHs 的

消除可忽略不计，因此对于微生物降解高分子量 PAHs 的研究显得非常重要。蚯蚓是最重要的土壤动物之

一，被称为土壤和生态系统的“工程师”［5］，在促进土壤的物质循环和能量传递、促进作物生长、改善土壤

结构、增加土壤肥力等许多方面发挥着重要作用 ［6］。蚯蚓不仅能够通过被动吸收和生物积累的方式移除

多环芳烃，而且还可以通过刺激土壤微生物的生长来加快多环芳烃的生物降解［7］。有研究结果表明，蚯蚓

体内的 cytrochrome-P450 酶可有效利用苯并［a］芘［8］。Singleton D R 等研究结果表明，蚯蚓肠道中存在假单

胞菌、酸杆菌和产碱菌属等可降解烃类物质的微生物群落 ［9］。王富强研究发现蚯蚓处理城市污泥后苯并

［a］芘含量显著下降，同时污泥中假单胞菌、类芽孢杆菌等降解 PAHs 相关微生物的表达量升高［10］，但从

蚯蚓肠道中分离获得苯并［a］芘降解菌却鲜有报道。为此，笔者从赤子爱胜蚓肠道中分离筛选获得苯并

［a］芘降解菌株，并通过形态学观察、生理生化试验以及 16S rRNA 基因序列分析等方法确定菌株分类地

摘 要：苯并［a］芘是环境中广泛分布的持久性有机污染物，利用赤子爱胜蚓（Eisenia fetida）肠道中的微生物有

效降解苯并［a］芘，是当前对环境中苯并［a］芘污染进行生物修复的新途径。本研究以苯并［a］芘（8 mg·L-1）作为

唯一碳源对赤子爱胜蚓肠道微生物进行胁迫培养 5 代，使用平板稀释涂布法分离筛选出 1 株苯并［a］芘高效降

解菌株 BJ- 1，通过形态学观察、生理生化试验以及 16S rRNA基因测序分析确定其分类地位，并采用高效液相色

谱法（HPLC）检测菌株 BJ-1 对苯并［a］芘的降解能力。结果显示：菌株 BJ-1 鉴定为施氏假单胞菌（Pseudomonas

stutzeri），且在 30℃，无机盐培养基中苯并［a］芘质量浓度为 8 mg·L-1 的条件下，胁迫培养 28 d 后，菌液 0D600 nm 值

增长至 0.424，菌株降解率可达 86.01%。研究表明：赤子爱胜蚓肠道中能筛选出有效降解苯并［a］芘的微生物，丰

富了降解有机污染物苯并［a］芘的微生物资源，从而为环境中苯并［a］芘污染的生物修复提供了新思路。
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位，并测定其对苯并［a］芘的降解能力，旨在将获得的降解菌株应用于苯并［a］芘污染的微生物修复，为土

壤环境中有机污染物的生物修复提供可应用的微生物资源。

1 材料与方法

1.1 蚯蚓样品采集 收集经发酵腐熟无苯并［a］芘污染的牛粪饲养至成体的赤子爱胜蚓（海南大学热带

农林学院蚯蚓养殖基地提供），用无菌水清洗体表泥土，放于灭菌湿润滤纸上进行清肠 12 h，75%的乙醇进

行体表灭菌，无菌水清洗 3 次除尽乙醇，解剖蚯蚓，获得肠道及内容物 0.2 g后用灼烧过的解剖剪刀剪碎，备用。
1.2 试剂 3，4- 苯并［a］芘标准品（Sigma）；PCR 扩增体系（Promega）；胶回收试剂盒（上海生工生物技术

公司）；上游引物 27F（5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′），下游引物 1492R（5′-TACGGYTACCTT GTT
ACGACTT-3′）购于上海生工生物技术公司。
1.3 培养基

（1）无机盐培养基：K2HPO4 1 g·L-1，NaH2PO4 1 g·L-1，CaCl2 0.02 g·L-1，MgSO4·7H2O 0.2 g·L-1，NaCl 0.5
g·L-1，FeSO4·7H2O 0.01 g·L-1，NH4NO3 1 g·L-1，苯并［a］芘标准品 8 mg，蒸馏水 1 000 mL，pH7.0，121 ℃，

0.1 MPa 灭菌 20 min。
（2）固体分离培养基：加入 15～20 g·L-1 琼脂粉至上述无机盐培养基中，121℃，0.1 MPa 灭菌 20 min。
（3）牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏 5 g·L-1，蛋白胨 10 g·L-1，NaCl 5 g·L-1，121℃，0.1 MPa 灭菌 20 min。

1.4 仪器设备 722s可见光分光光度计（上海棱光技术有限公司）；凝胶成像系统（美国BIO-RED公司）；PCR
仪（美国BIO-RED公司）；高效液相色谱仪（德国Agilent1260）；超声波清洗器（上海科导超声仪器有限公司）等。
1.5 苯并［a］芘降解菌株的分离纯化 将制备好的蚯蚓样品加入 30 mL灭菌无机盐培养基中振荡 30 min，

静置 5 min，移取 5 mL上清液接种到 45 mL含有苯并［a］芘终质量浓度为 8 mg·L-1 的无机盐培养基中，30℃，

150 r·min-1 避光培养，每隔 14 d 移取 5 mL培养物接种到上述新鲜的培养基中，胁迫培养 5 代。使用稀释

涂布平板法将第 5 代培养液涂布于以苯并［a］芘为唯一碳源的固体分离培养基，30℃条件下，培养 5 d，挑

选生长旺盛的单菌落，分离纯化并命名为 BJ-1。
1.6 菌株 BJ -1 的形态学观察及生理生化特征 挑取单菌落进行革兰氏染色，深紫色为革兰氏染色阳性

细菌，红色为革兰氏染色隐性细菌。将菌株划线接种到牛肉膏蛋白胨培养基平板上，48 h 后进行菌落特征

观察，包括大小和形状、表面、透明度、边缘、隆起形状、培养基及菌落的颜色等，并进行氧化酶、接触酶、甲
基红等生理生化试验。
1.7 菌株 BJ -1 的 16S rRNA 基因的 PCR 扩增及测序分析 将分离纯化得到的降解菌 BJ-1 放置于牛

肉膏蛋白胨培养基中培养 24 h，提取纯培养物总 DNA，以 16S rRNA 基因通用引物 27F 和 1492R 进行

PCR 扩增，50 μL体系：mixGreen 29 μL，10 μmol·L-1 27F 2 μL，10 μmol·L -11492R 2 μL，模板 2 μL，ddH2O 补

足至 50 μL。PCR 扩增程序：94℃预变性 10 min；进入 PCR 循环，95℃ 45 s，55℃ 30 s，72℃ 1 min，30 个

循环；72℃延伸 10 min；4℃保温 1 h；- 20℃保存。将 PCR 产物进行胶回收纯化后送往上海生工生物技术

公司进行测序。将测序获得的序列通过在线软件 Ez BioClound（https://www.ezbiocloud.net）上的 Identify程

序与已有的序列进行比对分析，挑选出同源序列，用软件 clustalW 和 MEGA 6 进行序列排列和系统发育

分析，系统进化树使用邻接法构建。
1.8 菌株 BJ -1 的降解能力测定

1.8.1 样品中苯并［a］芘的萃取 将待测菌液通过 C18 SPE 小柱进行固相萃取。依次用 10 mLCH2Cl2，10
mLCH3OH，10 mL ddH2O对 C18 SPE 小柱进行活化。将待测菌液以自然流速通过活化的 C18 SPE 小柱。萃

取结束后，用 15 mLCH2Cl2 洗脱，收集洗脱液，使用高纯氮气轻柔吹干，用乙腈定容至 1 mL，上样检测前使

用一次性有机滤器过滤。
1.8.2 高效液相色谱检测苯并［a］芘的方法 采用高效液相色谱法（HPLC），测定苯并［a］芘的残留量，色

谱柱为 Agilent EclipseXDB-C18 柱（5 μm，150 mm×4.6 mm），检测波长为 290 nm，流动相为 V 乙 腈（ 色 谱 纯）∶
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V 超纯水 =75∶25，进样量为 5.00 μL，流速为 1.5 mL·min-1。配制 0.1～10 mg·L-1 的苯并［a］芘（色谱纯）标准品，

样品峰的定性以苯并［a］芘标品的保留时间为准，定量则采用外标法以峰面积计算，然后建立峰面积（Y）
与浓度（X）之间的关系，制作出标准曲线方程。同时，该萃取方法的回收率采用标样加入法进行测定，即在

空白样品中加入苯并［a］芘标准品，采用与样品相同萃取方法处理后，检测苯并［a］芘的浓度。回收率计算

公式如下：

回收率＝（加标样品浓度 - 样品浓度）/ 标准品浓度×100%。
1.8.3 苯并［a］芘残留量及菌株 BJ-1 生长曲线测定 将菌株 BJ-1 的纯培养物接种于牛肉膏、蛋白胨培

养基中进行富集培养 24 h 后，对培养液进行 6 000 r·min-1 离心 5 min 后获得菌体，用不含苯并［a］芘的灭

菌无机盐培养液清洗菌体 3 次后，6 000 r·min-1 离心 5 min 后弃上清，获得菌体，将菌体接种于含苯并［a］
芘（8 mg·L-1）的无机盐培养基中，使其 OD600 nm 值约为 0.1，30℃培养 28 d。每隔 7 d 取样 1 次，测定苯并［a］
芘的残留量和培养液中菌浓度（OD600 nm）。实验均设置 3 个重复，空白对照设置为不加菌的苯并［a］芘无机

盐培养基。
1.8.4 苯并［a］芘降解率的计算 降解率计算公式：降解率 = C0- Ct

C0
×100%，Ct 表示取样时实验组浓度，

C0 表示实验组初始浓度。

2 结果与分析

2.1 苯并［a］芘降解菌 BJ -1 的形态学特征 经过 5 代驯化，水相逐渐由澄清变得浑浊，降解能力强的

菌株不断富集形成相对稳定的微生物群落。通过常规稀释涂布平板法分离，得到降解菌株 BJ-1，菌株 BJ-1
在固体培养基上生长 48 h 后观察其菌落形态（图 1- A）。通过革兰氏染色得到其菌体形态特征（图 1- B）。
如图 1- A 所示，菌落呈圆形，淡黄色半透明，表面湿润有光泽，边缘整齐，整个菌落呈高台状，菌落与培养

基间结合而不紧密，易于用接种环挑取。如图 1- B所示，菌体的形态为短杆状，无芽孢，革兰氏阴性，在液

体培养基中呈浑浊，且不形成菌膜。

2.2 苯并［a］芘降解菌 BJ -1 的生理生化特征 由如表 1 可见，菌株 BJ-1 的氧化酶、接触酶和葡萄糖发

酵试验均为阳性，表明菌株 BJ-1 能够使细胞色素 C 氧化、催化过氧化氢产生氧气和水，可在有氧条件下

使葡萄糖氧化。甲基红试验和 V- P 试验分别为阳性和阴性，说明菌株 BJ-1 不能够利用葡萄糖产生有机

酸，也不能利用葡萄糖产生二乙胺。淀粉水解、脂质水解试验均为阳性，表示菌株 BJ-1 能合成淀粉酶和脂

酶。明胶水解、纤维素水解以及乙酰胺试验均为阴性，则显示菌株 BJ-1 不能分泌分解明胶的蛋白酶，也不

能合成纤维素酶和乙酰胺酶。结合形态特征和生理生化特征，根据《常见细菌系统分类手册》［11］，菌株

BJ- 1 与假单胞菌比较相似，初步确定菌株 BJ-1 属于假单胞菌属。

图 1 苯并[a]芘降解菌 BJ- 1 的菌落形态（A）和菌体形态（B）
Fig .1 Colonymorphology(A) and mycelia morphology(B) of benzo[a]pyrene degrading bacteria BJ-1
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表 1 苯并［a］芘降解菌 BJ -1 的生理生化特征

Tab.1 Physiological andbiochemical characteristics ofbenzo［a］pyrenedegradingbacteriaBJ-1

2.3 苯并［a］芘降解菌 BJ- 1 的 16S rRNA序列分析鉴定 经过 5 代苯并［a］芘胁迫培养后，进行分离纯

化，获得 1 株降解苯并［a］芘菌株 BJ-1，进行菌株 BJ-1 总 DNA提取和 16S rRNA 基因扩增及测序，得到菌

株 BJ-1 的 16S rRNA 基因序列，序列碱基数为 1 438 个。提交菌株 BJ-1 的 16S rRNA 基因序列至

GenBank，申请获得基因登录号为 KY963532，通过在线软件 Ez BioClound（https://www.ezbiocloud.net）上的

Identify程序与已有的序列进行比对分析。结果如表 2 所示：菌株 BJ-1 与 Pseudomonas stutzeri strain ATCC
17588、Pseudomonas songnenensis strain NEAU-ST5-5、Pseudomonas zhaodongensis strainNEAU-ST5-21 等假单

胞菌 属 （Pseudomonas） 菌 株 均 有 较 高 同 源 性 ， 表 明 该 株 苯 并 ［a］ 芘 降 解 菌 归 属 于 假 单 胞 菌 属

（Pseudomonas）。

表 2 苯并［a］芘降解菌 BJ- 1 序列比对结果

Tab. 2 Sequence alignment result of benzo［a］pyrene degrading bacteria BJ- 1

将同源序列，用多重序列比对软件 clustalW和 MEGA6 进行序列排列和系统发育分析，系统进化树采

用邻接法构建（图 2），经过 Bootstrap 稳定性验证 1 000 次随机抽样评估系统进化树的置信度。基于 16S
rDNA 序列的 BJ-1 菌株与同源性菌株之间的系统发育树，由图 2 可见，菌株 BJ-1 与菌株 Pseudomonas
stutzeri strain ATCC 17588 遗传距离为 0，同源性为 98.96%，确定菌株 BJ-1 属于 Pseudomonas 属的 stutzeri
种，中文名称为施氏假单胞菌。
2.4 苯并［a］芘降解菌 BJ -1 在不同时间段降解率的变化 通过高效液相色谱法（HPLC）测定苯并［a］芘

标准品的浓度，建立峰面积 Y 与苯并［a］芘浓度 X 之间的标准方程为 Y = 95.264X - 2.489 8，R2 = 0.999 7。
结果显示，在 0.1～10 mg·L－1范围内，苯并［a］芘的峰面积与浓度有良好的线性关系。该萃取方法的回收

率以标样加入法测定，其回收率为 97.4%。
BJ-1 降解菌株对苯并［a］芘胁迫 28 d 后的降解能力如表 3 和图 3 所示，在以苯并［a］芘为唯一碳源胁

迫培养 28 d 后，降解率随着胁迫时间延长不断升高，由培养初期（7 d）的 51.00%，上升至培养末期（28 d）的

86.01%。菌株 BJ-1 在以苯并［a］芘为唯一碳源和能源的灭菌无机盐培养基中缓慢生长，迟缓期长，随着对苯

项目 project

氧化酶（Oxidase）
接触酶（Catalase）
甲基红（Methyl red）
乙酰甲基甲醇（Vogues proskaeur）
脂质水解（Lipid hydrolysis）

结果 results

+
+
-
-
+

项目 project

葡萄糖发酵（Glucose fermentation）
乙酰胺（Acetamide）
纤维素水解（Cellulose hydrolysis）
淀粉水解（Starch hydrolysis）
明胶水解（Gelatin hydrolysis）

结果 results

+
-
-
+
-

注：+：表示阳性；－：表示阴性
Note:+：indicates positive；－：indicates negative

菌株编号（基因登录号）

Strain number (Accession number)

相似菌株（基因登录号）

Similar strains (Accession number)
相似性

Identity/%

Pseudomonas stutzeri strain ATCC 17588 (CP002881)
Pseudomonas songnenensis strain NEAU- ST5- 5 (JQ762269)
Pseudomonas zhaodongensis strain NEAU- ST5- 21 (JQ762275)

Pseudomonas indoloxydans strain IPL- 1 (DQ916277)
Pseudomonas hunanensis strain LV (JX545210)

Pseudomonas guariconensis strain LMG 27394 (FMYX01000029)
Pseudomonas kunmingensis strain HL22- 2 (JQ246444)

Pseudomonas xanthomarina strain DSM18231(T) (jgi.1021496)
Pseudomonas otitidis strain MCC10330(T) (AY953147)

98.96
98.26
98.22
97.60
97.52
97.36
97.15
97.08
97.08

BJ- 1
(KY963532)
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图 2 基于 16S rRNA基因序列构建苯并[a]芘降解菌 BJ-1 的进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree based on 16s rRNA gene sequences of benzo[a]pyrene degrading bacteria BJ-1

并［a］芘的转化利用速度的加快，菌浓度也快速增长，到 7 d 时达到一个峰值；稳定期（7～21 d）时，菌株生长

速度减慢，苯并［a］芘的降解速率也趋于平缓；培养至 21 d，菌株再次快速生长，到 28 d 降解率增加了 35%。
其原因可能是由于菌株 BJ-1 降解苯并［a］芘产生的中间代谢产物与苯并［a］芘发生了共代谢。在第 28 天时，

菌株培养液中苯并［a］芘浓度较低，由此说明从蚯蚓肠道中能够筛选到苯并［a］芘高效降解菌。

表 3 BJ -1 降解苯并［a］芘的残留量和降解率

Tab. 3 The degradation rate and residues of benzo［a］pyrene degraded by BJ-1

3 讨 论

目前国内外有关微生物降解苯并［a］芘的研究，主要关注在海洋微生物［12- 13］、石油污染土壤微生物 ［14- 15］、以
及污染沉积物等环境中微生物 ［16- 17］，而蚯蚓肠道中分离苯并［a］芘降解菌的研究尚未见报道。能够有效降

解苯并［a］芘的菌株主要归属为鞘氨醇菌属（Sphingomonas sp.）［18- 19］、分枝杆菌属（Mycobacterium sp.）［20］、假单胞
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图 3 苯并［a］芘降解菌 BJ-1 的生长曲线（GC）和苯并[a]芘的降解曲线（BC）
Fig.3 Growth curve（GC）and benzo［a］pyrene degradation curve（BC）of benzo［a］pyrene degrading bacteria BJ-1
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菌属（Pseudomonas sp.）［21］、芽孢杆菌属（Bacillus sp.）［22］等。本研究从蚯蚓肠道中筛选获得 1 株苯并［a］芘

降解菌，鉴定为施氏假单胞菌（Pseudomonas stutzeri），28 d 对苯并［a］芘的降解率达 86.01%；李艳秋等从土

壤中分离筛选 1 株以苯并［a］芘为唯一碳源的降解菌 SL- 1，并鉴定为假单胞菌（Pseudomonas sp.），该菌株

28℃振荡培养 10 d 后对 5 mg·L-1 苯并［a］芘的降解率为 35.7% ［23］；袁爽等从多环芳烃污染土壤中分离筛

选到 1 株多环芳烃降解菌 B3，初步鉴定为假单胞菌属（Pseudomonas sp.），该菌株在 28℃，培养基中菲、芘
和苯并［a］芘的质量浓度分别为 50，50，5 mg·L-1 的复合底物条件下，培养 28 d 后，B3 对菲、芘和苯并［a］芘

的降解率分别为 88.4%，54.0%和 68.4%［24］；经笔者鉴定，菌株 BJ- 1 归类于假单胞菌属，Singleton DR 等［9］、
王富强［10］通过分子生物学技术研究表明，蚯蚓肠道中存在假单胞菌属，说明笔者从蚯蚓肠道中分离筛选

到的 1 株施氏假单胞菌确实为蚯蚓肠道微生物，且对苯并［a］芘降解能力较强，显示蚯蚓肠道中蕴含降解

苯并［a］芘的微生物资源。
采用高效液相色谱法，分析了菌株 BJ-1 对苯并［a］芘的降解特性，结果表明：以 8 mg·L-1 苯并［a］芘为

唯一碳源和能源的条件下，培养 0～7 d 时，菌株 BJ-1 能够快速利用苯并［a］芘进行增殖（菌浓度 OD600 nm 升

高）；在 7～21 d 期间，菌株 BJ- 1 对苯并［a］芘的降解缓慢，菌浓度增长缓慢；培养 21～28 d 时，菌株 BJ- 1
进行二次生长，苯并［a］芘降解速度明显加快，这可能是由于菌株 BJ-1 降解苯并［a］芘后产生的中间代谢

产物与苯并［a］芘进行共代谢引起的［25］。本研究从蚯蚓肠道中分离获得的菌株 BJ-1 以 8 mg·L-1 苯并［a］
芘胁迫培养 28 d 后，对苯并［a］芘的降解率达 86.01%。明显高于 Liang L等［26］分离自海洋沉积物的菌株

Pseudomonas sp. JP1，对苯并［a］芘降解 40 d 后的降解率为 30% ；Wu Y R 等 ［27］从海洋沉积物中获得的 1
株苯并［a］芘降解菌 Ochrobactrum sp. BAP5，对苯并［a］芘降解 30 d 后的降解率达 20%；盛下放等［28］从石

油污染土壤中分离筛选出的 1 株高效苯并 ［a］ 芘降解菌 JL-14，对苯并 ［a］ 芘降解 10 d 后的降解率为

48.9%。由此可见，蚯蚓肠道中分离到的苯并［a］芘降解菌降解能力较强，具有广泛应用前景。目前正在进

行对苯并［a］芘污染土壤的修复研究，初步结果显示菌株 BJ-1 能够在苯并［a］芘污染土壤中生存并有一定

的降解能力，本实验室准备对降解条件进一步优化，以期能够广泛应用于环境中有机污染物的处理。
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Isolation and Identification of Benzo[a]Pyrene-degrading Strain BJ-1 and
Determination of its Degrading Capability in the Gut of Eisenia fetida

LI Sennan, DIAOXiaoping, WANGHaihua, GONGYing
（Institute of Tropical Agriculture and Forestry/State Key Laboratory ofMarine Resource Utilization in South China Sea,

Hainan University, Haikou 570228, China）

Abstract：Benzo［a］pyrene (BaP) is a widely distributed persistent organic pollutant in the environment. Isolating
microbia from the gut of earthworm Eisenia fetida is a new bioremediation technique for degradation of BaP. A
strain （BJ- 1）was isolated from the gut of earthworm through spread plate after 8 mg·L-1 BaP stress culture. This
strain was identified by the methods of morphologic observation, physiological and biochemical experiments as well
as 16S rRNA gene sequence analysis. The BaP degradation ability of BJ-1 was tested by using high performance
liquid chromatography （HPLC）. The results showed that the strain BJ-1 was a Gram-negative bacterium, which
belonged to Pseudomonas stutzeri. After being cultured in BaP（8 mg·L-1）as the sole carbon source for 28 days at
30℃, the BJ-1 degraded BaP at a rate of 86.01% and a density of 0.424 （OD600 nm）. The results indicated that the
BaP-degrading strain could be isolated from the gut of earthworm, enriching the microbial resources for degrading
BaP. It provides a newview for the bioremediation of BaP in the environment.
Keywords：Eisena fetida；Benzo［a］pyrene；micro-biological degradation；Pseudomonas
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