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　 　 摘要:　 从多年地膜污染棉田土壤中分离纯化出邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)降解真菌ꎬ筛选分离出对 ＰＡＥｓ 降解效

果良好的 ３ 株非致病真菌 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ꎬ经形态学特征及 １８Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析ꎬ分别鉴定为菌核生枝顶孢霉

(Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｃｌｅｒｏｔｉｇｅｎｕｍ)、辐毛鬼伞(Ｃｏｐｒｉｎｅｌｌｕｓ ｒａｄｉａｎｓ)、耐盐枝孢菌(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ)ꎮ ３ 株真菌在邻

苯二甲酸二丁酯 (ＤＢＰ)起始质量分数为 １０ ｍｇ / ｋｇ时降解效率最高ꎬＰＡＥ６ 降解率达 ６８.４％ꎮ ３ 株真菌均能降解多

种 ＰＡＥｓꎬ推测出其降解生物代谢路径为:ＰＡＥ→单酯→ＰＡ→ＰＣＡ→ＣＯ２＋Ｈ２Ｏꎮ 将 ３ 株真菌接种到 ＤＢＰ 及邻苯二甲

酸二辛酯(ＤＥＨＰ)污染的土壤中ꎬ接菌后 ２１ ｄꎬＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 降解率分别为４７.２％~ ７０􀆰 ６％、５４.１％~ ７３􀆰 ４％ꎬ其中

ＰＡＥ６ 对 ＤＥＨＰ 的降解率最高ꎬ达 ７３􀆰 ４％ꎮ 表明 ３ 株真菌对土壤中 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 污染具有良好的修复作用ꎮ
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　 　 邻苯二甲酸酯(Ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓꎬＰＡＥｓ)主要 用于聚氯乙烯材料ꎬ起到增塑剂的作用ꎬ被普遍应用

于化妆品、清洁产品、包装材料、医用材料及玩具等

数百种产品中ꎮ 由于其应用广泛及不科学的处理方

式ꎬＰＡＥｓ 在土壤、沉积物、水体、大气等环境中[１￣３]甚

至生物体[４]中均有不同程度的检出ꎬ成为各类环境

中常见有机污染物之一ꎮ ＰＡＥｓ 污染不仅对农田土

０６６



壤质量和农业生产造成不利影响[５￣７]ꎬ其在生物体内

积累并干扰内分泌的毒性对人类健康也具有潜在风

险[８￣９]ꎮ 微生物降解修复是最快速有效的修复手段ꎬ
也是目前研究的热点ꎮ

近年来对 ＰＡＥｓ 降解菌的研究主要为细菌方

向ꎬ大量高效降解菌株已经从各类环境中分离得到ꎮ
韩永和等[１０] 发现ꎬＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ、Ｃｏｍａｍｏｎａｓ、Ｐｓｅｕｄ￣
ｏｍｏｎａｓ、Ａｒｔｈｏｂａｃｔｅｒ 和 Ｒｏｄｏｃｏｃｃｕｓ 等属的细菌具备降

解 ＰＡＥｓ 能力ꎬ李方方等[１１] 的报道表明对邻苯二甲

酸二辛酯(Ｄｉｏｃｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＤＥＨＰ)有良好降解效

果的细菌集中在戈登氏菌(Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｓｐ.)、红球菌

(Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ.)、芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)、不动杆

菌(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)等属ꎮ 而对真菌降解 ＰＡＥｓ 的

研究相对较少[１１]ꎮ ＰＡＥｓ 降解真菌的最早研究报道

于 １９９１ 年ꎬＳｉｖａｍｕｒｔｈｙ 等[１２] 发现齐整小核菌(Ｓｃｌｅ￣
ｒｏｔｉｕｍ ｒｏｌｆｓｉｉ)将苯二甲酸二甲酯(ＤＭＴ) 转化为对

苯二甲酸单甲酯(ＭＭＴ)ꎬ最终水解转化为对苯二甲

酸ꎮ Ｃｈａｉ 等[１３] 筛选出 １４ 株可以降解 ＤＥＨＰ 的真

菌ꎮ 另外ꎬ黄孢原毛平革菌(Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ ｃｈｒｙｓｏｓｐｏ￣
ｒｉｕｍ) [１４]、胶红酵母(Ｒ. ｍｉｉｃｉｌａｇｉｎｏｓａ) [１５]、棒束梗霉

属( Ｉｓａｒｉａ ｓｐ.)真菌[１６]与尖孢镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓ￣
ｐｏｒｕｍ) [１６￣１７]等真菌对 ＰＡＥｓ 也有一定降解效果ꎮ

有研究结果表明ꎬ污染土壤中添加 ＰＡＥｓ 降解

菌可大幅提高土壤中 ＰＡＥｓ 的降解速率ꎮ 郭杨[１６]

发现束梗霉属( Ｉｓａｒｉａ ｓｐ.)真菌 ３０ ｄ 内将灭菌土壤

中 ３００ ｍｇ / ｋｇ ＰＡＥｓ 降解 ６９􀆰 ０２％ꎮ 韩蕊等[１８] 发现

爪哇正青霉(Ｅｕｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ ｊａｖａｎｉｃｕｎ) [１０] ３０ ｄ 内可将

灭菌土壤中 ３００ ｍｇ / ｋｇ复合 ＰＡＥｓ 降解 ６５􀆰 ２％ꎮ Ｌｖ
等[１７]筛选出的尖孢镰刀菌 ＰＯ￣Ｙｉ (Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏ￣
ｒｕｍ) 可以将种植辣椒和茄子的土壤中总量 ６０
ｍｇ / ｋｇ ＰＡＥｓ 分别降解 ７６􀆰 ８％ 和 ６３􀆰 １％ꎮ 本研究从

多年地膜污染棉田土壤中分离纯化 ＰＡＥｓ 降解真

菌ꎬ研究其降解特性ꎬ并将其应用到 ＰＡＥｓ 污染土壤

中研究其对土壤中 ＰＡＥｓ 的去除效果ꎬ以期揭示该

菌株对 ＰＡＥｓ 降解的基本规律ꎬ为 ＰＡＥｓ 污染的生物

修复技术提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试地膜污染土壤取自多年 ＰＡＥｓ 污染棉田ꎬ
于密封袋中 ４ ℃条件下保存ꎮ ＰＡＥｓ 购自上海阿拉

丁生化科技股份有限公司ꎮ 取 ＰＡＥｓ 试剂溶于乙

腈ꎬ制成 １０ ｇ / ｋｇ 的标准液ꎬ于 ４ ℃保存待用ꎮ 无机

盐培养基(ＭＳＭ):ＫＨ２ＰＯ４ ３􀆰 ００ ｇ / ＬꎬＮＨ４ＮＯ３ ２􀆰 ００
ｇ / ＬꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 １０ ｇ / ＬꎬＣａＣｌ２ ０􀆰 ０１ ｇ / Ｌꎬ乙二

胺四乙酸二钠(Ｃ１０Ｈ１４Ｎ２Ｎａ２Ｏ８) ０􀆰 ０１ ｇ / ＬꎬｐＨ ７􀆰 ５ꎮ
１.２　 试验仪器

主要仪器有上海知楚 ＺＱＺＹ￣９０Ｆ 振荡培养箱、
上海奥析科学 Ａ￣１５０６ 紫外可见分光光度计、Ｅｐｐｅｎ￣
ｄｏｒｆ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８０４Ｒ 高速离心机、苏州净化设备

ＳＷ￣ＣＪ￣１Ｄ 单人净化工作台、Ｔａｌｂｏｙｓ 多管式旋涡混

合器、安捷伦 ６８９０Ｎ 气相色谱仪ꎮ
１.３　 降解邻苯二甲酸酯真菌的分离和鉴定

１.３.１ 　 菌种分离纯化 　 称取地膜污染棉田土壤 ５
ｇꎬ加入含有 ５０ ｍｌ 无菌水的锥形瓶中ꎬ２８ ℃、１８０
ｒ / ｍｉｎ避光振荡 ２０ ｍｉｎꎬ静置 ３０ ｍｉｎ 后取 ５ ｍｌ 上清

液ꎬ分 别 加 入 含 邻 苯 二 甲 酸 二 丁 酯 ( Ｄｉｂｕｔｙｌ
ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＤＢＰ )、 邻 苯 二 甲 酸 二 辛 酯 ( Ｄｉｏｃｔｙｌ
ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＤＥＨＰ)的 ４５ ｍｌ 无机盐培养基中进行 ３
次梯度驯化ꎮ 每次取 ５ ｍｌ 菌液加入 ４５ ｍｌ 培养基

中ꎬ２８ ℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ避光培养 ７ ｄꎬＤＢＰ、ＤＥＨＰ 质量

分数梯度均为 ５ ｍｇ / ｋｇ、１０ ｍｇ / ｋｇ、２０ ｍｇ / ｋｇꎮ 取扩

增培养后的菌液稀释１×１０２、１×１０３、１×１０４倍ꎬ然后取

１００ μｌ 菌液分别在含 １０ ｍｇ / ｋｇ ＤＢＰ、ＤＥＨＰ 的 ＭＳＭ
固体培养基平板上涂布ꎬ２８ ℃下培养 ７ ｄꎬ将不同形

态的菌落进一步于 ＭＳＭ 固体培养基上进行划线培

养得到单菌落ꎬ于试管斜面培养基 ４ ℃保存ꎮ
１.３.２　 菌种筛选鉴定　 用打孔器打取菌饼ꎬ分别接种

到含有 １００ ｍｌ ＰＤＢ 培养基的锥形瓶中ꎬ１５０ ｒ / ｍｉｎ、２８
℃避光培养 ７２ ｈ 诱导菌丝体生长ꎮ 紫外分光光度计

测定菌液 ６６０ ｎｍ 下 ＯＤ 值ꎬ用无菌水适当稀释控制

菌液中含菌量一致ꎮ 将 ５ ｍｌ 菌液分别加入 ４５ ｍｌ 无
机盐液体培养基 (ＤＢＰ、ＤＥＨＰ 质量分数均为 １０
ｍｇ / ｋｇ) ꎬ以加入等量无菌水为对照ꎮ ２８ ℃、１５０
ｒ / ｍｉｎ避光培养 ３ ｄꎬ检测培养基中 ＰＡＥｓ 含量ꎮ 选出

对 ＰＡＥｓ 降解效果良好的真菌ꎬ按照瑞源生物 Ｙｅａｓｔ
Ｃｏｌｏｎｙ Ｒａｐｉｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒方法提取 ＤＮＡꎬ用
通用引物 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物送至

南京擎科生物科技有限公司进行基因测序ꎮ
１.３.３　 检测方法　 培养基中的 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 含量

采用高效气相测谱仪(ＧＣ)检测ꎮ ＤＢＰ 检测方法:
样品中 ＤＢＰ 用二氯甲烷萃取ꎮ 待测培养基中加入

等量二氯甲烷ꎬ１５０ ｒ / ｍｉｎ振荡 １５ ｍｉｎꎬ静置 ２０ ｍｉｎ
使其分层ꎬ收集下层有机相液体ꎮ ＤＥＨＰ 检测方法:

１６６于淑婷等:邻苯二甲酸酯降解真菌的筛选及其降解特性和土壤修复作用



样品中 ＤＥＨＰ 用正己烷萃取ꎮ 待测培养基中加入

等量正己烷ꎬ多管式旋涡混合器涡旋 ２ ｍｉｎꎬ４ ５００
ｒ / ｍｉｎ离心 ２ ｍｉｎ 使其分层ꎬ收集上层有机相液体ꎮ
有机相液体过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜ꎬＧＣ 检测ꎮ
１.４　 真菌降解特性研究

１.４.１　 真菌对不同质量分数 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 的降解

　 参照方法 １.３.２ 及 １.３.３ꎬ将 ５ ｍｌ 菌液分别加入 ４５
ｍｌ 无机盐培养基(ＤＢＰ、ＤＥＨＰ 质量分数梯度均为 ５
ｍｇ / ｋｇ、１０ ｍｇ / ｋｇ、２０ ｍｇ / ｋｇ) ꎬ以加入等量无菌水为

对照ꎬ２８ ℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ避光培养 ５ ｄꎬ检测培养基中

ＰＡＥｓ 含量ꎮ
１.４.２　 真菌降解 ＰＡＥｓ 广谱性测定　 测定真菌对 １０
种 ＰＡＥｓ 和 ３ 种降解中间产物的降解能力ꎬ１０ 种

ＰＡＥｓ 为邻苯二甲酸二烯丙酯 ( Ｄｉａｌｌｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ
ＤＡＰ)、 邻苯二甲酸二正辛酯 ( Ｄｉｏｃｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ
ＤＮＯＰ)、邻苯二甲酸双(２￣甲氧基乙酯) (Ｂｉｓ(ｍｅｔｈ￣
ｙｌｇｌｙｃｏｌ) ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＢＭＥＰ )、 邻苯二甲酸二甲酯

(Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＤＭＰ)、邻苯二甲酸丁酯苯甲酯

(Ｂｕｔｙｌ ｂｅｎｚｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＢＢＰ)、邻苯二甲酸二环己

酯(Ｄｉｃｙｃｌｏｈｅｘｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＤＣＨＰ)、邻苯二甲酸二异

丙酯(Ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｏ￣ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＤＩＰｒＰ)、邻苯二甲酸二

正戊酯(Ｄｉｐｅｎｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＤＰＰ)、邻苯二甲酸二乙

酯 ( Ｄｉｅｔｈｙ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＤＥＰ )、邻苯二甲酸二丙酯

(Ｄｉｐｒｏｐｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＤＰｒＰ)ꎬ３ 种降解中间产物为邻

苯二甲酸单丁酯(Ｍｏｎｏｂｕｔｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅꎬ ＭＢＰ)、邻苯

二甲酸 ( Ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ＰＡ)、原儿茶酸 ( ｐｒｏｔｏｃａｔｅ￣
ｃｈｕｉｃ ａｃｉｄꎬ ＰＣＡ)ꎮ

３ 株真菌分别接种于 ＰＤＡ 培养基ꎬ２８ ℃培养 ５
ｄꎬ用打孔器打取直径为 ５ ｍｍ 的菌饼ꎬ分别接种于

含不同 ＰＡＥｓ 的无机盐固体培养基(ＰＡＥｓ 质量分数

为 １０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ２８ ℃避光培养 ７ ｄꎬ观察真菌生长情

况和菌落形态ꎮ 以菌落生长直径小于 １ ｍｍ 为不生

长(￣)ꎬ大于 １ ｍｍ 小于 ５ ｍｍ 为生长(＋)ꎬ超过 ５ ｍｍ
为生长旺盛(＋＋)ꎮ
１.４.３　 真菌对土壤中邻苯二甲酸酯的降解能力 　
试验所用清洁农田土壤取自江苏省农业科学院试验

基地ꎬ土壤风干磨碎过 ２ ｍｍ 筛ꎬ分别加入 ＤＢＰ、ＤＥ￣
ＨＰ 丙酮溶液ꎬ配制 ＰＡＥｓ 质量分数为 ８０ ｍｇ / ｋｇ的人

工污染土壤ꎬ各称取 ５０ ｇ 加入洁净的玻璃培养皿

中ꎬ于 ２５ ℃避光条件下老化 ２８ ｄꎮ 将用 ＰＤＢ 培养

基在 １５０ ｒ / ｍｉｎ、２８ ℃富集培养的菌液离心ꎬ适当稀

释控制菌液中含菌量一致ꎬ将菌液分别接种至老化

后的土壤中ꎬ以加入等量无菌水为对照ꎮ 定期浇去

离子水使土壤含水量保持在 ２０％左右ꎬ将培养皿于

２８ ℃恒温培养箱避光培养 ２１ ｄꎬ取样测定土壤中

ＰＡＥｓ 含量ꎬ计算降解率ꎮ 降解率 ＝ (对照样品残留

量－处理样品残留量) /对照样品残留量×１００％ꎮ 土

壤中 ＰＡＥｓ 含量检测参考刘彦爱[１９] 的方法:准确称

取 ２􀆰 ０ ｇ 土壤ꎬ加入 ２ ｍｌ 超纯水剧烈涡旋 １ ｍｉｎꎬ加
入 ５ ｍｌ 色谱乙腈ꎬ于多管式旋涡混合器上涡旋振荡

１０ ｍｉｎꎬ加入 ０􀆰 ５ ｇ ＮａＣｌ 和 ２􀆰 ０ ｇ 无水 ＭｇＳＯ４ꎬ立即

涡旋 １ ｍｉｎꎬ３ ５００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液过 ０􀆰 ２２
μｍ 有机系滤膜ꎬＧＣ 检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＡＥｓ 降解真菌的分离筛选

通过分离得到 １１ 株对 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 降解效

果较好的真菌ꎬ分别命名为ＰＡＥ１~ ＰＡＥ１１ꎬ降解效

果见表 １ꎮ 根据 １８ｓ ｒＲＮＡ 测序结果序列比对ꎬ对
１１ 株菌进行了初步鉴定ꎬ鉴定结果见表 １ꎮ 菌株

ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ 均对 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 有很好的

降解效果且为非致病菌ꎮ 综合考虑降解效果及致

病因素ꎬ选取 ３ 株真菌 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ 进行后

续试验ꎮ

表 １　 １１ 株 ＰＡＥｓ降解真菌的初步鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １１ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒｓ ( ＰＡＥｓ) ｄｅｇｒａｄｉｎｇ
ｆｕｎｇｉ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株
名称 种名

ＤＢＰ 降解率
(％)

ＤＥＨＰ 降解率
(％)

是否为
致病菌

ＰＡＥ１ Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｃｌｅｒｏｔｉｇｅｎｕｍ ４０.１ ３２.８ 否

ＰＡＥ２ Ｏｃｈｒｏｃｏｎｉｓ ｔｓｈａｗｙｔｓｃｈａｅ ３５.５ ４３.７ 是

ＰＡＥ３ Ｐａｒａｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ ｒｏｒｉｄｕｍ １８.４ ７.７ 是

ＰＡＥ４ Ｃａｄｏｐｈｏｒａ ｍａｌｏｒｕｍ ３９.３ ５５.４ 是

ＰＡＥ５ Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｃｌｅｒｏｔｉｇｅｎｕｍ １９.４ １０.３ 否

ＰＡＥ６ Ｃｏｐｒｉｎｅｌｌｕｓ ｒａｄｉａｎｓ ５３.１ ３６.９ 否

ＰＡＥ７ Ｍｕｃｏｒ ｈｉｅｍａｌｉｓ ２９.１ １２.５ 是

ＰＡＥ８ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ ５０.４ ４０.６ 否

ＰＡＥ９ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ ３９.７ ４２.９ 是

ＰＡＥ１０ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ ４４.３ ２９.７ 是

ＰＡＥ１１ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ ６０.１ ５４.６ 是

２.２　 菌株 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ 的进一步鉴定

菌株 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ 分别接种于 ＭＳＭ 培

养基ꎬ２８ ℃下避光培养 ７ ｄꎬ肉眼观察菌落形态(图
１)ꎮ 经比对ꎬ菌株 ＰＡＥ１ 的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 序列与菌核生
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枝顶孢霉 ( Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｃｌｅｒｏｔｉｇｅｎｕｍ) 的同源性达

９９􀆰 ０６％ꎬ菌株 ＰＡＥ６ 的 １８ Ｓ ｒＲＮＡ 序列与辐毛鬼伞

(Ｃｏｐｒｉｎｅｌｌｕｓ ｒａｄｉａｎｓ) 的同源 性 达 ９９􀆰 ５３％ꎬ 菌 株

ＰＡＥ８ 的 １８ Ｓ ｒＲＮＡ 序列与耐盐枝孢菌(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉ￣
ｕｍ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ)的同源性达 ９９􀆰 ０３％ꎮ 结合系统发

育树(图 ２)与菌株形态特征ꎬ将菌株 ＰＡＥ１ 鉴定为

菌核生枝顶孢霉ꎬ将菌株 ＰＡＥ６ 鉴定为辐毛鬼伞ꎬ将
菌株 ＰＡＥ８ 鉴定为耐盐枝孢菌ꎮ

图 １　 菌株 ＰＡＥ１(Ａ)、ＰＡＥ６(Ｂ)、ＰＡＥ８(Ｃ)在 ＭＳＭ 培养基上

菌落形态特征

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＰＡＥ１(Ａ)ꎬＰＡＥ６(Ｂ) ａｎｄ
ＰＡＥ８(Ｃ) ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｎ ＭＳＭ ｍｅｄｉｕｍ

图 ２　 菌株 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ 及相关菌株 １８Ｓ ｒＲＮＡ 构建的系统发育树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＡＥ１ꎬ ＰＡＥ６ꎬ ＰＡＥ８ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

２.３　 ３ 株真菌对不同质量分数 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 的降

解特性

　 　 在 ＤＢＰ 和 ＤＥＨＰ 起始质量分数分别为 ５
ｍｇ / ｋｇ、１０ ｍｇ / ｋｇ、２０ ｍｇ / ｋｇ时ꎬ培养 ５ ｄ 后测定不同

菌株对 ＭＳＭ 液体培养基中 ＰＡＥｓ 的降解率ꎬ结果

(图 ３)显示菌株 ＰＡＥ１ 对不同质量分数 ＤＢＰ 降解率

分别为 ４２􀆰 ３％、 ５３􀆰 ２％、 ４１􀆰 ５％ꎬ对不同质量分数

ＤＥＨＰ 降解率分别为 ２６􀆰 ２％、３０􀆰 ４％、３９􀆰 ４％ꎻ菌株

ＰＡＥ６ 对不同质量分数 ＤＢＰ 降解率分别为 ５４􀆰 ２％、
６８􀆰 ４％、４５􀆰 ８％ꎬ对不同质量分数 ＤＥＨＰ 降解率分别

为 ２８􀆰 ２％、２６􀆰 ９％、３２􀆰 ４％ꎻ菌株 ＰＡＥ８ 对不同质量

分数 ＤＢＰ 降解率分别为 ４９􀆰 ３％、５９􀆰 ３％、３９􀆰 ４％ꎬ对

不同质量分数 ＤＥＨＰ 降解率分别为 ２２􀆰 ３％、３１􀆰 ３％、
２６􀆰 ９％ꎮ ３ 株真菌对 ＤＢＰ 降解率均在起始质量分数

为 １０ ｍｇ / ｋｇ时最高ꎬ５ ｍｇ / ｋｇ次之ꎬ２０ ｍｇ / ｋｇ最低ꎮ
菌株 ＰＡＥ８ 对 ＤＥＨＰ 的降解效率也在起始质量分数

为 １０ ｍｇ / ｋｇ时最高ꎮ 可能是由于高质量分数的

ＰＡＥｓ 抑制了微生物活性而降低 ＰＡＥｓ 降解率ꎮ 高

质量分数(５０ ｍｇ / ｋｇ)污染处理的 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 对

微生物生长、土壤酶活性以及土壤基础呼吸[２０] 有明

显的抑制作用ꎬ并且抑制作用随着污染物质量分数

升高而增强[２１]ꎮ 说明当 ＰＡＥｓ 对微生物产生毒害

作用时ꎬ微生物会通过降低生理活动来抵御污染物

的胁迫[２２]ꎮ
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３ 株真菌对 ＤＢＰ 的降解率(４１􀆰 ５％~６８􀆰 ４０％)均
高于对 ＤＥＨＰ 的降解率(２２􀆰 ３％~３９􀆰 ４％)ꎬ可能是由

于与 ＤＢＰ 相比ꎬＤＥＨＰ 侧链较长ꎬ更难以降解ꎮ 据文

献报道ꎬ微生物对 ＰＡＥｓ 降解效率受其分子结构的影

响ꎬ烷基链短、支链小更有利于微生物的降解[２３]ꎮ
在起始质量分数为 ２０ ｍｇ / ｋｇ时ꎬ菌株 ＰＡＥ１、

ＰＡＥ６ 对 ＤＥＨＰ 的降解效率最高ꎬ可能是因为 ２ 株

真菌可耐受 ２０ ｍｇ / ｋｇ的 ＤＥＨＰꎮ 有研究者发现ꎬ有
机污染物会促进功能微生物生长[２４]ꎬ当功能微生物

受到有机污染物胁迫时ꎬ因经过前期的适应ꎬ其生长

速率明显提高[２５]ꎮ 由此可见ꎬ微生物在可耐受的胁

迫下能通过提高自身生理活动来抵御胁迫[２６￣２９]ꎮ

图 ３　 不同初始质量分数 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 对菌株 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ 降解 ＰＡＥｓ的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｍａｓｓ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＢＰ ａｎｄ ＤＥＨＰ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＥｓ ｂｙ ｓｔｒａｉｎｓ ＰＡＥ１ꎬ ＰＡＥ６ ａｎｄ ＰＡＥ８

２.４　 菌株 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６和 ＰＡＥ８降解 ＰＡＥｓ的广谱性

３ 株真菌均能在含有不同 ＰＡＥｓ ＭＳＭ 固体培养

基上生长(表 ２)ꎬＰＡＥ６ 生长最旺盛ꎬＰＡＥ１ 次之ꎬ
ＰＡＥ８ 生长较缓慢ꎮ 说明 ３ 株真菌能降解多种

ＰＡＥｓꎬ对常见的 ＰＡＥｓ 均有降解能力ꎮ ３ 株真菌对

支链碳数为１~８ 的不同 ＰＡＥｓ 均有降解能力ꎮ 根据

文献报道ꎬ已筛选到的 ＰＡＥｓ 降解真菌对多种不同

支链长度的 ＰＡＥｓ 有降解效果ꎮ 韩蕊等[１８] 研究结

果表明爪哇正青霉( Ｅｕｐｅｎｉｃｉｌｌｕｍ ｊａｖａｎｉｃｕｎ)菌株对

土壤中复合 ＰＡＥｓ( ＤＭＰ、ＤＥＰ 和 ＤＯＰ) 有较好的降

解效果ꎮ 谢清如等[１４] 发现黄孢原毛平革菌在最佳

条件下对 ＤＥＰ 去除率达到 ９４􀆰 ６％ꎮ
２.５　 菌株 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６ 和 ＰＡＥ８ 降解途径推测

为推测 ３ 株真菌对 ＰＡＥｓ 的代谢途径ꎬ将 ３ 株

真菌接种在添加 ＭＢＰ、ＰＡ、ＰＣＡ 的无机盐固体培养

基上观察生长情况ꎬ发现 ３ 株菌株均能以 ３ 种代谢

中间产物为底物(表 ２)ꎮ 根据试验结果与相关文

献[１０ꎬ３０￣３１]ꎬ推测 ３ 株真菌作用下 ＰＡＥｓ 的生物降解

过程为:ＰＡＥｓ 通过脱脂化作用降解为单酯ꎬ再进一

步水解为 ＰＡꎬ最终 ＰＡ 降解形成 ＰＣＡ 并进入下一步

代谢ꎮ 此路径与目前报道的多数微生物降解 ＰＡＥｓ
的主要路径一致ꎮ
２.６　 菌株 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ 对土壤中邻苯二甲

酸酯的降解能力

　 　 用 ８０ ｍｇ / ｋｇ ＤＢＰ 和ＤＥＨＰ 污染土壤且老化 ２８ ｄ

表 ２　 菌株 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ 在含有不同 ＰＡＥｓ ＭＳＭ 培养基上生

长情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＰＡＥ１ꎬ ＰＡＥ６ ａｎｄ ＰＡＥ８ ｏｎ ＭＳＭ ｍｅｄｉ￣

ｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ)

ＰＡＥｓ　 　 侧链碳数 ＰＡＥ１ ＰＡＥ６ ＰＡＥ８

ＤＡＰ ３ ＋ ＋＋ ＋

ＤＮＯＰ ８ ＋ ＋＋ ＋

ＢＭＥＰ ３ ＋ ＋＋ ＋

ＤＭＰ １ ＋ ＋＋ ＋

ＢＢＰ ４ ＋ ＋＋ ＋

ＤＣＨＰ ６ ＋ ＋ ＋

ＤＩＰｒＰ ３ ＋ ＋＋ ＋

ＤＰＰ ５ ＋＋ ＋＋ ＋

ＤＥＰ ２ ＋＋ ＋＋ ＋

ＤＰｒＰ ３ ＋ ＋ ＋

ＭＢＰ∗ / ＋＋ ＋＋ ＋

ＰＡ∗ / ＋＋ ＋＋ ＋

ＰＣＡ∗ / ＋＋ ＋＋ ＋
∗为微生物代谢 ＰＡＥｓ 的中间产物ꎮ 菌落直径<１ ｍｍ 为不生长( －)ꎬ
１~５ ｍｍ 为生长(＋)ꎬ>５ ｍｍ 为旺盛生长 (＋＋)ꎮ

后ꎬ分别测定土壤中 ＤＢＰ 和 ＤＥＨＰ 的含量ꎬ结果显

示 ＤＢＰ 含 量 为 １􀆰 ２ ｍｇ / ｋｇꎬ ＤＥＨＰ 含 量 为 ４􀆰 ４
ｍｇ / ｋｇꎬ且含量保持稳定不再下降ꎮ 接菌后 ２１ ｄ 发

现ꎬ菌株 ＰＡＥ１、 ＰＡＥ６、 ＰＡＥ８ 均对土壤中 ＤＢＰ 及

ＤＥＨＰ 有不同程度的降解(图 ４)ꎮ ３ 株真菌 ２１ ｄ 内
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对 １􀆰 ２ ｍｇ / ｋｇ ＤＢＰ 的降解率为４７􀆰 ２％~ ７０􀆰 ６％ꎬ对
４􀆰 ４ ｍｇ / ｋｇ ＤＥＨＰ 降解率为５４􀆰 １％~ ７３􀆰 ４％ꎮ ＰＡＥ６
对土壤中 ＰＡＥｓ 的降解率最高ꎬ达７０􀆰 ６％~ ７３􀆰 ４％ꎮ
与无机盐培养基相比ꎬ３ 株真菌对土壤中 ＰＡＥｓ 尤其

是对 ＤＥＨＰ 的降解率高ꎮ 这可能是由于在自然环

境中与在室内培养基试验条件下的差异造成的ꎬ也
可能是由于试验时间延长使降解率升高ꎮ
　 　 目前对真菌修复土壤中 ＰＡＥｓ 的研究大多是在

灭菌 土 壤 及 高 质 量 分 数 ＰＡＥｓ 污 染 条 件 下 进

行[１８ꎬ１６￣１７]ꎮ 而文献报道表明ꎬ中国农业土壤中 ＰＡＥｓ
大多处于微量水平[２]ꎬ土壤中优先控制的 ６ 种 ＰＡＥｓ
在山东省寿光市蔬菜大棚中总量范围为０􀆰 ４５３~
１􀆰 ６１５ ｍｇ / ｋｇ且以 ＤＢＰ 与 ＤＥＨＰ 为主[４]ꎬ广东省典

型区域 ９２􀆰 ８％的农业表层土壤中 ６ 种 ＰＡＥｓ 总含

量≤１ ｍｇ / ｋｇ[３２]ꎮ 本试验结果表明ꎬ筛选的 ３ 株真

菌对土壤中较低质量分数的 ＰＡＥｓ 有良好的降解效

果ꎬ说明其在自然环境条件下对土壤中 ＰＡＥｓ 污染

具有良好的修复作用ꎮ 枝孢菌属(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ)真
菌可参与修复 ＰＡＥｓ 污染土壤已有相关报道[３３]ꎬ但
本研究首次发现枝顶孢霉属(Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ)真菌及鬼

伞属(Ｃｏｐｒｉｎｅｌｌｕｓ)真菌具有修复有机污染物污染土

壤的功能ꎮ

图 ４　 菌株 ＰＡＥ１、ＰＡＥ６、ＰＡＥ８ 对土壤中 ＰＡＥｓ的降解率

Ｆｉｇ.４　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＰＡＥ１ꎬ ＰＡＥ６ꎬ ＰＡＥ８ ｏｎ ｐｈｔｈａｌｉｃ
ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ

３　 结 论

从 ＰＡＥｓ 污染的棉田土壤中筛选出 ３ 株可同时

降解多种 ＰＡＥｓ 的高效降解真菌 ＰＡＥ１、 ＰＡＥ６、
ＰＡＥ８ꎬ分别鉴定为菌核生枝顶孢霉 ( Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ
ｓｃｌｅｒｏｔｉｇｅｎｕｍ)、辐毛鬼伞(Ｃｏｐｒｉｎｅｌｌｕｓ ｒａｄｉａｎｓ)、耐盐

枝孢菌(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ)ꎮ ３ 株真菌对无

机盐培养基中不同质量分数 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 具有良

好的降解效果ꎬ对 ＤＢＰ 的降解率为３９.４％~ ６８􀆰 ４％ꎬ
对 ＤＥＨＰ 降解率为２２.３％~３９􀆰 ４％ꎬ其中 ３ 株真菌在

ＤＢＰ 起始质量分数为 １０ ｍｇ / ｋｇ 时降解率最高ꎬ
ＰＡＥ６ 降解率达 ６８.４％ꎮ

３ 株真菌均能降解多种 ＰＡＥｓꎬ并推测其生物降

解途径为:ＰＡＥｓ→单酯→ＰＡ→ＰＣＡ→ＣＯ２ ＋Ｈ２Ｏꎮ ３
株真菌对 ＤＢＰ 及 ＤＥＨＰ 污染土壤具有良好的修复

作用ꎬ２１ ｄ 内对 １􀆰 ２ ｍｇ / ｋｇ ＤＢＰ 的降解率为４７.２％~
７０􀆰 ６％ꎬ对 ４. ４ ｍｇ / ｋｇ ＤＥＨＰ 的降解率为 ５４.１％~
７３􀆰 ４％ꎬ其中 ＰＡＥ６ 对土壤中 ＤＥＨＰ 的降解率最高ꎬ
达 ７３􀆰 ４％ꎮ
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