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　 　 摘要:　 从邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)污染的青菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)中筛选获得 １ 株编号为 Ｗ３４ 的内生

菌ꎮ 通过生理生化特征和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序对该菌进行鉴定ꎬ并研究 Ｗ３４ 对 ６ 种 ＰＡＥｓ 的共代谢降解特性ꎬ优化

共代谢降解条件ꎬ初步探索共代谢基质对 Ｗ３４ 降解代谢 ＰＡＥｓ 的影响ꎮ 结果表明ꎬ内生菌 Ｗ３４ 为枯草芽孢杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ)ꎬ该菌能以 ６ 种 ＰＡＥｓ 为碳源生长ꎬ可同时降解邻苯二甲酸二正丁酯(ＤＢＰ)、邻苯二甲酸丁基苄基

酯(ＢＢＰ)、邻苯二甲酸二甲酯(ＤＭＰ)、邻苯二甲酸二乙酯(ＤＥＰ)、邻苯二甲酸二(２￣乙基)己酯(ＤＥＨＰ)和邻苯二甲

酸二正辛酯(ＤｎＯＰ) ６ 种 ＰＡＥｓꎮ 其中ꎬ该菌对 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降解能力较强ꎬ２０ ｍｇ / Ｌ质量浓度下 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降

解半衰期均小于 ０􀆰 ３３ ｄꎮ 添加 Ｄ￣纤维二糖为共代谢基质ꎬＷ３４ 对 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降解率均显著提

升ꎮ 吐温￣８０添加量、碳源种类、碳源质量浓度和接菌量对这 ４ 种 ＰＡＥｓ 的降解率均有显著影响ꎮ 通过单因素试验ꎬ
得到该菌的吐温￣８０最佳添加量为 ０􀆰 ０２５％ꎬ最佳碳源为蔗糖(浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ最佳接种菌液 ＯＤ６００为 ０􀆰 ３ꎮ 此

外ꎬ发现菌株 Ｗ３４ 含有质粒ꎬ但其质粒上不含 ＰＡＥｓ 降解基因ꎬ该菌的 ＰＡＥｓ 降解基因位于细菌的染色体上ꎮ 菌株

Ｗ３４ 的粗酶液对 ６ 种 ＰＡＥｓ 均有催化降解活性ꎬ蔗糖可显著提高菌株 Ｗ３４ 胞内酶的催化活性ꎮ
关键词:　 内生菌ꎻ 邻苯二甲酸酯ꎻ 共代谢ꎻ 降解途径
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　 　 邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)是最常见的增塑剂ꎬ已从

中国大气、水体、土壤等环境介质中普遍检出[１]ꎮ
ＰＡＥｓ 是一种典型的环境内分泌干扰物ꎬ具有生殖毒

性和“三致”效应[２]ꎮ ＰＡＥｓ 在环境中大量积累不但

会对农作物的产量和品质产生不利影响ꎬ还可以通

过皮肤、呼吸和食物链等途径被人体吸收ꎬ对人体健

康造成危害[３]ꎮ 中国耕地土壤中 ＰＡＥｓ 主要污染种

类为邻苯二甲酸二正丁酯(ＤＢＰ)和邻苯二甲酸二

(２￣乙基) 己酯 ( ＤＥＨＰ ) [４]ꎬ 污染水平在 μｇ / ｋｇ~
ｍｇ / ｋｇ 级ꎬ 远高于多环芳烃 ( ＰＡＨｓ)、 多氯联苯

(ＰＣＢｓ)等持久性有机污染物[５￣７]ꎮ 土壤 ＰＡＥｓ 可被

作物根系吸收并向地上部运输ꎬ造成蔬菜可食部位

ＰＡＥｓ 污染[１]ꎮ 珠三角、长三角等地区的调查结果

显示ꎬ中国蔬菜中普遍检出 ＤＢＰ 和 ＤＥＨＰ 等 ＰＡＥｓꎬ
含量最高分别可达 １７􀆰 １ ｍｇ / ｋｇ和 ３８􀆰 １ ｍｇ / ｋｇ[７]ꎮ
因此ꎬ如何降低农作物 ＰＡＥｓ 污染、保障农产品产量

和品质安全已经成为亟待解决的突出问题ꎮ
土壤中 ＰＡＥｓ 的自然净化(包括水解、光降解

等)过程非常缓慢[８]ꎬ微生物是土壤 ＰＡＥｓ 降解的主

要驱动者[９]ꎮ 目前ꎬ国内外学者已从各类环境介质

中分离获得不少具有 ＰＡＥｓ 降解功能的微生物种

类ꎬ主要包括真菌、放线菌、藻类和细菌等[１ꎬ １０￣１３]ꎮ
其中ꎬ细菌是研究报道最多的 ＰＡＥｓ 降解微生物类

群[１４]ꎬ但多数研究主要关注土壤细菌对 ＰＡＥｓ 的降

解代谢ꎬ对具有 ＰＡＥｓ 降解功能的内生菌的研究较

少[１５]ꎮ Ｆｅｎｇ 等[１５] 从植物体内分离获得一株具有

ＤＢＰ 降解功能的巨大芽孢杆菌 ＹＪＢ３ꎬ发现接菌后菜

心对 ＤＢＰ 的积累和转运能力均显著降低ꎬ说明内生

菌可以促进蔬菜体内 ＰＡＥｓ 的降解ꎬ从而降低蔬菜

ＰＡＥｓ 污染ꎮ 针对 ＰＡＨｓ、毒死蜱等有机污染物的研

究结果也表明ꎬ利用植物内生菌同时消减土壤和植

物体内的有机污染物具备可能性[１６￣１７]ꎮ
共代谢是微生物协同植物降解有机污染物的重

要途径[１８]ꎮ 微生物共代谢是指只有在初级能源物

质存在的条件下才能进行的有机物生物降解过程ꎬ
其中提供碳源或能源的物质为第一底物ꎬ被共代谢

的污染物为第二底物[１９]ꎮ 内生菌入侵植物后ꎬ植物

体内的有机污染物浓度很难维持微生物细胞生长繁

殖ꎬ植物光合作用产生的糖类、有机酸和氨基酸等碳

源可为内生菌提供生长所需的基质[１８]ꎬ从而提高内

生菌活性并加速植物体内污染物的降解ꎮ 研究结果

表明ꎬ微生物可以通过共代谢途径促进高分子量、难
降解多环芳烃[比如芘、苯并( ａ)芘]的降解[２０￣２１]ꎮ
然而ꎬ共代谢底物对内生菌降解 ＰＡＥｓ 的影响研究

较少[１５]ꎮ 开展内生菌对 ＰＡＥｓ 的共代谢降解及机

制研究ꎬ对于促进 ＰＡＥｓ 污染植物的微生物修复有

重要的理论和现实意义ꎮ
基于此ꎬ本研究从被 ＰＡＥｓ 污染的植物体内分

离鉴定获得 １ 株内生枯草芽孢杆菌 Ｗ３４ꎬ以糖类为

共代谢底物ꎬ探索了 Ｗ３４ 对 ６ 种 ＰＡＥｓ [ＤＢＰ、邻苯

二甲酸丁基苄基酯 ( ＢＢＰ )、邻苯二甲酸二甲酯

(ＤＭＰ)、邻苯二甲酸二乙酯(ＤＥＰ)、ＤＥＨＰ 和邻苯

二甲酸二正辛酯(ＤｎＯＰ)]的共代谢降解特性ꎬ优化

了共代谢降解条件ꎬ初步解析了糖类对内生菌 ＰＡＥｓ
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代谢途径的影响ꎮ 研究结果可以丰富污染物胁迫下

植物与内生菌的互作模式及理论ꎬ可为未来揭示植

物与其内生菌协同降解 ＰＡＥｓ 的机制提供理论依

据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 样本来源　 供试作物为上海青(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ
ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)ꎬ采集自江苏省农业科学院一处 ＰＡＥｓ
污染试验田ꎬ试验田土壤和上海青中的 ＰＡＥｓ 污染

种类均为 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ 和 ＤＥＨＰꎮ 其中ꎬ土
壤中 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ 和 ＤＥＨＰ 含量分别为

１􀆰 １８０ ｍｇ / ｋｇ、 ０􀆰 ９８０ ｍｇ / ｋｇ、 １􀆰 ０００ ｍｇ / ｋｇ、 ２􀆰 ７９０
ｍｇ / ｋｇ和 ８８􀆰 ４００ ｍｇ / ｋｇꎻ上海青根系中 ＤＭＰ、ＤＥＰ、
ＤＢＰ、ＢＢＰ 和 ＤＥＨＰ 含量分别为 １􀆰 ３９０ ｍｇ / ｋｇ、０􀆰 ３７４
ｍｇ / ｋｇ、２􀆰 ５１０ ｍｇ / ｋｇ、０􀆰 ６８５ ｍｇ / ｋｇ和 ６２􀆰 １００ ｍｇ / ｋｇꎬ
茎叶中 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ 和 ＤＥＨＰ 含量分别为

０􀆰 ６１７ ｍｇ / ｋｇ、 ０􀆰 １３５ ｍｇ / ｋｇ、 １􀆰 ３６０ ｍｇ / ｋｇ、 ０􀆰 １４３
ｍｇ / ｋｇ和 ３４􀆰 ４００ ｍｇ / ｋｇꎬ从上海青的根系和茎叶中

分离能以美国 ＥＰＡ 规定的 ６ 种优控 ＰＡＥｓ(ＤＭＰ、
ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ)为碳源或能源的

内生细菌ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 ＤＭＰ(纯度 ９９􀆰 ０％)、ＤＥＰ(纯度

９９􀆰 ５％)、ＤＥＨＰ(纯度 ９９􀆰 ０％)标准品购自上海麦克

林生化科技有限公司ꎬＢＢＰ (纯度 ９９􀆰 ５％)、ＤｎＯＰ
(纯度 ９８􀆰 ０％)标准品购自上海阿拉丁生化科技股

份有限公司ꎬＤＢＰ(纯度 ９９.５％)标准品购自上海凌

峰化学试剂有限公司ꎬ无水硫酸镁(分析纯)、氯化

钠(分析纯)购自西陇化工股份有限公司ꎬ色谱纯乙

腈购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司ꎻ色谱级正己烷购自北京迈

瑞达科技有限公司ꎻ１６Ｓ ｒＲＮＡ 序列扩增引物由南京

擎科生物科技有限公司合成ꎮ
１.１.３　 培养基 　 无机盐液体培养基(１ Ｌ):０􀆰 ４０ ｇ
ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏꎬ０􀆰 ２０ ｇ Ｋ２ＨＰＯ４ꎬ０􀆰 ２０ ｇ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ꎬ
０􀆰 ０８ ｇ ＣａＳＯ４ꎬ去离子水定容至１ ０００ ｍｌꎬｐＨ 值为

７.２±０􀆰 ２ꎮ
液体富集培养基(１ Ｌ):牛肉膏 ５􀆰 ０ ｇꎬ蛋白胨

１０􀆰 ０ ｇꎬＮａＣｌ ５􀆰 ０ ｇꎬ去离子水定容至１ ０００ ｍｌꎮ
固体富集培养基:在上述液体富集培养基中加

入琼脂粉 １５ ｇ / ＬꎬｐＨ 值为７.０~ ７􀆰 ２ꎮ 以上培养基均

在 １２１ ℃条件下ꎬ高压蒸汽灭菌 ２０ ｍｉｎ 后备用ꎮ
１.１.４　 仪器设备 　 ＳＷ￣ＣＪ￣１Ｄ 净化工作台(苏州净

化设备有限公司产品)ꎬＦｉｖｅ ｇｏ 便携式 ｐＨ 计(梅特

勒￣托利多仪器上海有限公司产品)ꎬＭｉｌｌｉｐｏｒｅ 超纯

水机(美国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司产品)ꎬ冷冻干燥机

(德国 ＣＨＲＩＳＴ 公司产品)ꎬ高通量样品磨样机(ＣＫ￣
２０００ꎬ北京托摩根生物有限公司产品)ꎬ气相色谱仪

[岛津企业管理(中国)有限公司产品]ꎬ扫描电子显

微镜[卡尔蔡司光学(中国)有限公司产品]ꎮ
１.２　 ＰＡＥｓ 降解菌的筛选与纯化

将被 ＰＡＥｓ 污染的上海青分为根和茎叶 ２ 部

分ꎬ分别用自来水冲洗干净后晾干ꎮ 在超净工作台

内剪成１~２ ｃｍ 的小段ꎬ在 ２􀆰 ５％ ＮａＣｌＯ 溶液中浸润

５ ｍｉｎꎬ用无菌水清洗 ５ 次ꎬ清洗干净后ꎬ用 ７５％的乙

醇浸没样品 ５ ｍｉｎꎬ用无菌水冲洗 ５ 次ꎮ 表面消毒完

成后ꎬ取最后一次清洗液 １００ μｌꎬ至液体富集培养基

中ꎬ用摇床在 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ条件下培养 ２４ ｈꎬＬＢ
培养液未出现浑浊则认为表面消毒彻底ꎮ 将表面消

毒后的样品置于灭菌的研钵中研磨ꎬ吸取研磨后的

组织液 １００ μｌꎬ转入 ＬＢ 液体培养基中ꎬ置于摇床 ３０
℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ培养 １２ ｈꎬ菌液经６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ 后ꎬ弃去上清液ꎬ用无菌无机盐培养液清洗 ３ 次

后重悬于 ＭＳＭ 培养液中ꎬ取 ５０ μｌ 菌悬液ꎬ在含有

２０ ｍｇ / Ｌ ６ 种 ＰＡＥｓ 的无机盐平板上均匀涂布ꎬ３０ ℃
避光培养１~ ３ ｄꎮ 挑取培养皿中生长良好的单菌

落ꎬ在以 ＰＡＥｓ 为碳源的无机盐固体培养基上划线

进行分离纯化ꎬ筛选获得 １ 株能连续 ５ 次以 ＰＡＥｓ
为碳源生长的菌株并命名为 Ｗ３４ꎬ保存于固体富集

培养基斜面上ꎬ供进一步研究ꎮ
１.３　 内生菌 Ｗ３４ 的鉴定

菌落形态:将菌株在固体富集培养基上划线ꎬ置
于培养箱 ３０ ℃的条件下培养１~ ３ ｄꎬ观察菌株形态

特征ꎮ
细菌形态:将菌株 Ｗ３４ 接种于液体富集培养基

中ꎬ置于摇床 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ条件下富集 １２ ｈꎬ
６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ收集菌体ꎬ用
２０ ｍｍｏｌ / Ｌ的磷酸缓冲盐溶液(ＰＢＳ)(ｐＨ ７􀆰 ２)清洗

菌体 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 向菌体中加入终含量 ２􀆰 ５％
的戊二醛ꎬ混匀后室温下浸泡过夜ꎬ７ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心

５ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ收集菌体ꎬ依次用 ５０％、７０％、
８０％、９０％的乙醇清洗 １ 次ꎬ每次浸泡 １０ ｍｉｎꎬ最后

用 １００％乙醇浸泡 ３ 次ꎬ每次 ３０ ｍｉｎꎮ 通过扫描电子

显微镜(ＳＥＭ)观察 Ｗ３４ 的形态特征ꎮ
细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序与系统发育树构建:使用
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试剂盒提取细菌的 ＤＮＡꎬ以 ＤＮＡ 为模板ꎬ用 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 通用引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ正向引物为 ２７Ｆ(５′￣
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′)ꎬ 反 向 引 物 为

１４９２Ｒ( ５′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′)ꎮ ＰＣＲ 反

应体系 ( ３０ μｌ): １ μｌ 模板、 １ μｌ 正向引物 ( １０
μｍｏｌ / Ｌ)、１ μｌ 反向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)、２２ μｌ 的 １.１×
Ｔ３ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ 和 ５ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ ＰＣＲ 反应程序:
９８ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９８ ℃ １０ ｓꎬ５５~５８ ℃ １０ ｓꎬ７２ ℃ １０ ｓꎬ
３５ 个循环ꎻ７２ ℃ ２~５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物的纯化和测序

由南京擎科生物科技有限公司完成ꎬ测序方式为双

向测序ꎮ 测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的基因序

列进 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ选取相似性较高(≥９９％)的菌株

序列ꎬ用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件进行多序列比对和遗传距

离计算ꎬ用邻接法构建 Ｗ３４ 的系统进化树ꎮ
１.４　 菌株生长曲线的测定

挑取活化后的菌株至液体富集培养基中ꎬ摇床

３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ的条件下富集 ３０ ｈ ꎬ每隔２~ ４ ｈ 取

样测 ＯＤ６００ꎬ以 ＯＤ６００值为纵坐标、生长时间为横坐

标ꎬ绘制菌株的生长曲线ꎮ
１.５　 菌株 ＰＡＥｓ 降解特性研究

１.５.１　 共代谢降解试验　 实验室前期研究发现ꎬ向
ＭＳＭ 培养基中添加 Ｄ￣纤维二糖等外源碳源可促进

多类细菌共代谢降解 ＰＡＥｓꎮ 以 Ｗ３４ 为供试菌株ꎬ
以 Ｄ￣纤维二糖为生长基质ꎬ以 ＰＡＥｓ 为共代谢底物ꎬ
开展共代谢降解试验ꎮ 取纯化后的菌株至液体富集

培养基中ꎬ用摇床在 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ的条件下培养

３０ ｈꎬ菌液经６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ弃去上清液ꎬ
菌体用 ＭＳＭ 溶液清洗 ３ 次ꎬ将菌悬液加入 ５０ ｍｌ 灭
菌的玻璃锥形瓶中(含 ２０ ｍｌ ＭＳＭ 液体培养基)ꎬ调
节菌液初始ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １ꎬ依次添加终浓度为 ０􀆰 １％吐

温￣８０(助溶剂)和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 Ｄ￣纤维二糖ꎬ最后加

入 ６ 种 ＰＡＥｓ 的混标溶液使 ＭＳＭ 中 ＰＡＥｓ 终质量浓

度为 ２０ ｍｇ / Ｌꎬ以不加 Ｄ￣纤维二糖的处理为对照组ꎮ
将 ５０ ｍｌ 的玻璃锥形瓶密封后置于摇床中ꎬ３０° Ｃ、
１８０ ｒ / ｍｉｎ培养ꎬ３ ｄ 后取样检测 ＭＳＭ 中 ＰＡＥｓ 的质

量浓度变化ꎮ
１.５.２　 共代谢降解条件优化

１.５.２.１　 吐温￣８０添加量对 ＰＡＥｓ 降解率的影响　 设

置单因素试验ꎬ考察共代谢条件下ꎬ吐温￣８０添加量

对 Ｗ３４ 生长及 ＰＡＥｓ 降解的影响ꎮ Ｗ３４ 在 ＬＢ 培养

液中培养 １２ ｈꎬ将菌液离心获得菌体后ꎬ用无菌

ＭＳＭ 溶液清洗 ３ 次ꎬ菌液重悬后转入 ２０ ｍｌ 的 ＭＳＭ

液体培养基中ꎬ调整菌液初始 ＯＤ６００ 为 ０􀆰 １ꎬ加入 ６
种 ＰＡＥｓ 标准品ꎬ使其终质量浓度为 ２０ ｍｇ / Ｌꎬ加入

终浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ的 Ｄ￣纤维二糖ꎬ添加不同量的

吐温 ￣８０ (添加量为 ０􀆰 ０１０％、 ０􀆰 ０２５％、 ０􀆰 ０５０％ 和

０􀆰 １００％)ꎮ 锥形瓶密封后置于摇床 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ
培养ꎬ以不加菌液的 ＭＳＭ 培养基为对照ꎬ每个处理

重复 ３ 次ꎮ 培养 ３ ｄ 后取样测定培养液中 ６ 种

ＰＡＥｓ 的含量ꎮ
１.５.２.２ 　 碳源种类对 ＰＡＥｓ 降解率的影响 　 菌株

Ｗ３４ 经富集培养、ＭＳＭ 清洗后重悬于 ＭＳＭ 液体培

养基中ꎬ用酶标仪调整菌液初始 ＯＤ６００为 ０.１ꎬ依次加

入终质量浓度为 ２０ ｍｇ / Ｌ的 ６ 种 ＰＡＥｓ、终含量为

０􀆰 ０２５％的吐温￣８０ꎬ添加终浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的不

同碳源(Ｄ￣葡萄糖、Ｄ￣果糖、Ｄ￣纤维二糖、麦芽糖和

蔗糖)ꎮ 置于摇床 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ的条件下培养 ３
ｄꎬ以不加菌液的ＭＳＭ 培养基为对照ꎬ每个处理重复

３ 次ꎮ 在培养 ３ ｄ 时取样测定 ６ 种 ＰＡＥｓ 的含量ꎮ
１.５.２.３　 碳源添加量对 ＰＡＥｓ 降解率的影响　 将菌

液重悬于无机盐培养基中ꎬ调整ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １ꎬ加入终

质量浓度为 ２０ ｍｇ / Ｌ的 ６ 种 ＰＡＥｓ 标准品ꎬ加入终含

量为 ０􀆰 ０２５％的吐温￣８０ꎬ设置不同的蔗糖添加浓度

(０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ２０
ｍｍｏｌ / Ｌ和 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ锥形瓶置于摇床中 ３０ ℃、
１８０ ｒ / ｍｉｎ培养ꎬ以不加菌的 ＭＳＭ 培养基作为空白

对照ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ于培养 ３ ｄ 时取样测定 ６
种 ＰＡＥｓ 的含量ꎮ
１.５.２.４　 接菌量对 ＰＡＥｓ 降解率的影响　 将 Ｗ３４ 菌

液重悬于无机盐培养基中ꎬ设置不同的初始 ＯＤ６００值

(０􀆰 ０５、０􀆰 １０、０􀆰 ２０、０􀆰 ３０、０􀆰 ４０ 和 ０􀆰 ５０)ꎮ 然后依次

加入终含量为 ０􀆰 ０２５％吐温 ￣８０ꎬ终质量浓度为 ２０
ｍｇ / Ｌ的 ６ 种 ＰＡＥｓꎬ添加 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ的蔗糖ꎬ置于摇

床 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ培养ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ培养 ３
ｄ 后取样测定 ６ 种 ＰＡＥｓ 的含量ꎮ
１.５.２.５　 不同初始浓度下 Ｗ３４ 对 ６ 种 ＰＡＥｓ 的降解

率　 在最优条件下ꎬ研究了 Ｗ３４ 在不同初始 ＰＡＥｓ
浓度下的降解率ꎮ 菌株 Ｗ３４ 经富集培养、用 ＭＳＭ
培养基清洗后转入 ＭＳＭ 培养基ꎬ调整初始ＯＤ６００ ＝
０􀆰 ３ꎬ加入 ０􀆰 ０２５％吐温￣８０、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ蔗糖ꎬ向 ＭＳＭ
培养基中添加 ６ 种 ＰＡＥｓ 混合标准溶液使初始

ＰＡＥｓ 质量浓度分别为 １ ｍｇ / Ｌ、５ ｍｇ / Ｌ、１０ ｍｇ / Ｌ、２０
ｍｇ / Ｌ、５０ ｍｇ / Ｌꎬ将锥形瓶置于摇床 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ
培养ꎮ 每个处理重复 ３ 次ꎬ分别在 ８ ｈ、１ ｄ、３ ｄ、５ ｄ
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和 ７ ｄ 时取样测定 ６ 种 ＰＡＥｓ 的残留量并计算半衰

期ꎮ ＰＡＥｓ 降解率计算公式为:(对照组 ＰＡＥｓ 含量－
试验组 ＰＡＥｓ 含量) /对照组 ＰＡＥｓ 含量ꎮ ＰＡＥｓ 半衰

期计算方法参考 Ｃｈｅｎｇ 等[２２]的方法ꎮ
１.６　 ＰＡＥｓ 代谢途径分析

１.６.１　 菌株 Ｗ３４ 质粒的 ＰＡＥｓ 降解特性 　 为探明

Ｗ３４ 降解 ＰＡＥｓ 的基因位置(质粒或细菌基因组)ꎬ
提取 Ｗ３４ 的质粒并将质粒 ＤＮＡ 导入 ＤＨ５αꎬ验证含

细菌质粒的 ＤＨ５α 对 ＰＡＥｓ 的降解特性ꎮ
质粒提取:将 Ｗ３４ 菌株转接于 ＬＢ 液体培养基

中ꎬ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ培养 １２ ｈꎬ取 ２ ｍｌ 菌液ꎬ采用

ＡｘｙＰｒｅｐ 质粒 ＤＮＡ 小量试剂盒提取质粒ꎬ设置 ４ 组

平行ꎬ取 ８ μｌ 质粒ꎬ加入 ２ μｌ 的５×Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ混
匀ꎮ 在 １.０％的琼脂糖凝胶条件下进行电泳检测ꎬ电
压设定为 １３０ Ｖꎮ 通过凝胶成像系统进行观察ꎬ与
Ｍａｒｋｅｒ 比较确定质粒大小ꎮ

质粒 ＤＮＡ 导入大肠杆菌:取 １００ μｌ 感受态细

胞(ＤＨ５α)ꎬ加入质粒ꎬ轻轻摇匀ꎬ在 ０ ℃冰浴中静

置 ２５ ｍｉｎꎬ４２ ℃水浴热激 ４２ ｓꎬ迅速转移至冰浴中ꎬ
静置 ２ ｍｉｎꎬ向 ２ ｍｌ 的离心管中加入 ５００ μｌ 的无菌

培养基ꎬ混匀后 ３７ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ复苏 １ ｈꎬ吸取 ５０ μｌ
的复苏液ꎬ均匀涂布于 ＰＡＥｓ 质量浓度为 ２０ ｍｇ / Ｌ的
ＭＳＭ 固体平板上ꎬ将平板倒置ꎬ用 ３７ ℃培养箱培养

３ ｄ 后挑取单菌落ꎬ保存于固体富集培养基斜面上

备用ꎮ
ＰＡＥｓ 降解试验:将含质粒的 ＤＨ５α 单菌落和未

导入质粒的 ＤＨ５α(对照)分别接于 ＬＢ 液体培养基

中ꎬ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ培养 １２ ｈꎬ菌液离心获得菌体

后ꎬ用 ＭＳＭ 培养基清洗 ３ 次ꎬ将不含质粒和含质粒

的 ＤＨ５α 分别重悬于 ２０ ｍｌ 的 ＭＳＭ 培养基中ꎬ调整

ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 １ꎬ加入 ０􀆰 ０２５％吐温￣８０、终质量浓度为 ２０
ｍｇ / Ｌ 的 ６ 种 ＰＡＥｓꎬ设置加糖(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ蔗糖)和

不加糖 ２ 组处理ꎬ以不加菌液的 ＭＳＭ 培养基为 ＣＫꎬ
在 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ条件下培养 ３ ｄꎬ取样测定 ＭＳＭ
培养液中的 ＰＡＥｓ 含量ꎮ
１.６.２　 粗酶液对 ６ 种 ＰＡＥｓ 的降解　 胞内粗酶液制

备:将 Ｗ３４ 菌株接种于 ２００ ｍｌ 的 ＬＢ 中ꎬ３０ ℃、１８０
ｒ / ｍｉｎ培养 １６ ｈꎮ 离心收获菌体ꎬ用 ＭＳＭ 培养基清

洗 ３ 遍ꎬ重悬于 ７５ ｍｌ ＭＳＭ 培养基中ꎬ添加终含量为

０􀆰 ０２５％的吐温￣８０、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ的蔗糖ꎬ不加糖的处

理为对照组ꎮ 摇床 ３０ ℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ条件下培养 ３
ｄꎬ离心后获得菌体ꎬ－２０ ℃冰箱中保存 ２ ｈ 后ꎬ取出

菌体于灭菌研钵中ꎬ依次加入液氮和 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ的
ＰＢＳ 进行研磨ꎬ获得胞内粗酶液并转入 ５ ｍｌ 容量瓶

中用 ＰＢＳ 定容ꎬ置于冰浴中保存备用ꎮ
胞外粗酶液制备:同批次试验中ꎬ待菌株 Ｗ３４

在 ＭＳＭ 培养液中培养 ３ ｄ 后ꎬ取 ５０ ｍｌ 的 ＭＳＭ 培养

液ꎬ离心去除菌体ꎬ０􀆰 ４５ μｍ 过滤除菌后ꎬ将菌液置

于－２０ ℃冰箱冻存 ２ ｈꎬ然后于冷冻干燥机中冻干ꎮ
冻干物用 ５ ｍｌ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 复溶ꎬ即制备获得胞

外酶液ꎮ
ＰＡＥｓ 体外降解试验:分别取 ２ ｍｌ 胞内和胞外

粗酶液ꎬ转入 １０ ｍｌ 玻璃试管中ꎬ添加使 ＰＡＥｓ 终质

量浓度为 １０ ｍｇ / Ｌ 的 ６ 种 ＰＡＥｓ 标液(１ ０００ ｍｇ / Ｌꎬ
溶剂为乙腈)２０ μｌꎮ 用无菌橡胶塞密封后ꎬ置于 ３７
℃培养箱中反应 ４ ｈ 后ꎬ向试管中添加 ２ ｍｌ 正己烷

提取 ＰＡＥｓꎬ使用气相色谱仪分析粗酶液中 ＰＡＥｓ 残

留量ꎮ
１.７　 ＰＡＥｓ 的提取和检测分析

采用岛津 ＧＣ￣２０３０ 气相色谱仪检测 ６ 种 ＰＡＥｓ
含量ꎮ ＰＡＥｓ 提取方法:参考 Ｆｅｎｇ 等[２３] 的方法ꎬ并
略作修改ꎮ 在玻璃管中加 ２ ｍｌ 菌液ꎬ加入 ２ ｍｌ 正己

烷ꎬ样品充分涡旋 １０ ｍｉｎ 后 ４０ Ｈｚ 超声 １０ ｍｉｎꎬ
３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ取上清液ꎬ通过气相色谱

仪测定 ６ 种 ＰＡＥｓ 的浓度ꎮ
岛津 ＧＣ￣２０３０ 方 法 条 件: 色 谱 柱 ＤＢ￣５ ＭＳ

(３０.０ ｍ×２５０ μｍ×０􀆰 ２５ μｍ)ꎬ氢火焰离子化检测器

(ＦＩＤ)ꎮ 载气为高纯氮气ꎮ 进样口温度为 ２８０ ℃ꎬ
流速为 １.０ ｍｌ / ｍｉｎꎬ进样量为 １ μｌꎮ 色谱柱升温程

序为:１００ ℃保持 １ ｍｉｎꎬ２０ ℃ / ｍｉｎ升至 ２２０ ℃ 保持

１ ｍｉｎꎬ２０ ℃ / ｍｉｎ升至 ２８０ ℃ 保持 ３ ｍｉｎꎮ
质量控制:为确认方法准确度ꎬ向 ＭＳＭ 液体培

养基中添加 ６ 种 ＰＡＥｓ 的标准溶液ꎬ使 ＰＡＥｓ 的终质

量浓度分别为 １ ｍｇ / Ｌ和 ２０ ｍｇ / Ｌꎬ每个质量浓度 ３
次重复ꎬ按照上述提取方法进行回收率试验ꎮ 结果

发现ꎬ ６ 种 ＰＡＥｓ 的平均加标回收率为 ９６.２％~
１０５􀆰 ３％ꎬ相对标准偏差为２.４％~ ６􀆰 ７％ꎬ结果表明ꎬ
该提取方法回收率和稳定性较好ꎬ适用于试验样品

中 ＰＡＥｓ 的提取和测定ꎮ
１.８　 数据处理

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 绘制图

表ꎮ 用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件进行数据分析ꎬ不同试验组

间差异比较采用单因素方差分析(Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯ￣
ＶＡ)或 Ｔｕｋｅｙ’ｓ 多重比较法进行显著性检验ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 ＰＡＥｓ 降解菌的分离筛选与鉴定

经分离纯化获得 １ 株能以 ６ 种优控 ＰＡＥｓ
(ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ)为碳源和

能源生长的植物内生菌ꎬ命名为 Ｗ３４ꎮ 由图 １ａ 可

知ꎬ菌株菌落为伞状ꎬ菌落表面粗糙、不透明、有褶

皱ꎮ 由图 １ｂ 可知ꎬ通过扫描电镜ꎬ观察到该菌株的

形态为短杆状ꎬ菌体长１.０~１􀆰 ５ μｍꎮ 通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因测序ꎬ获得 １.４ ｋｂ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段ꎬ将测

序结果在 ＮＣＢＩ 中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ结果显示该菌

株(登录号为 ＯＭ２３２１１１)的基因序列与芽孢杆菌属

的基因序列有 ９９％ 的相似性ꎮ 用邻接(ＮＪ)法构建

菌株的系统发育树(图 １ｃ)ꎬ发现菌株 Ｗ３４ 与枯草

芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ) ＤＳＭ １０、Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＪＣＭ
１４６５ 和 Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＮＢＲＣ １３７１９ 亲缘关系最近ꎮ 因

此ꎬＷ３４ 鉴定为枯草芽孢杆菌ꎮ 如图 １ｄ 所示ꎬ在液

体富集培养基中菌株 Ｗ３４ 在 ６ ｈ 后进入对数生长

期并持续约 ８ ｈꎬ１４ ｈ 后生长速率下降ꎻ１６ ｈ 后菌株

达到最大生长速率ꎬ开始进入稳定期ꎮ 因此ꎬ选择

１２ ｈ 菌龄的 Ｗ３４ 开展 ＰＡＥｓ 降解特性研究ꎮ

ａ:菌落形态ꎻｂ:菌体扫描电镜图ꎻｃ:菌株系统发育树ꎻｄ:菌株生长曲线ꎮ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｌｓ:枯草芽孢杆菌ꎻＢａｃｉｌｌｕｓ ｍｏｊａｖｅｎｓｉｓ:莫哈韦芽孢杆菌

(摩加夫芽孢杆菌)ꎻＢａｃｉｌｌｕｓ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ:耐盐芽孢杆菌ꎻＢａｃｉｌｌｕｓ ｎａｋａｍｕｒａｉ:中村芽孢杆菌ꎻＢａｃｉｌｌｕｓ ｓｗｅｚｅｙｉ:斯威泽芽孢杆菌ꎻＢａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉ￣
ｆｏｒｍｉｓ:地衣芽孢杆菌ꎻＢａｃｉｌｌｕｓ ｓｏｎｏｒｅｎｓｉｓ:索诺拉沙漠芽孢杆菌ꎻＢａｃｉｌｌｕｓ ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ:高地芽孢杆菌ꎻＢａｃｉｌｌｕｓ ａｅｒｏｐｈｉｌｕｓ:嗜气杆菌ꎮ

图 １　 Ｗ３４ 的菌落形态、进化树及生长曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３４ꎬ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ

２.２　 菌株 Ｗ３４ 对 ６ 种 ＰＡＥｓ 的降解特性

２.２.１　 菌株 Ｗ３４ 的降解谱　 为确定菌株 Ｗ３４ 对 ６
种 ＰＡＥｓ 的降解特性ꎬ向 ＭＳＭ 培养基中添加终质量

浓度为 ２０ ｍｇ / Ｌ的 ＰＡＥｓꎬ胁迫培养 ３ ｄ 后检测培养

液中 ６ 种 ＰＡＥｓ 的残留量并计算 Ｗ３４ 对 ＰＡＥｓ 的降

解率ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ菌株 Ｗ３４ 对 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降

解效果较好ꎬ降解率均为 １００％ꎻＷ３４ 对 ＤＭＰ、ＤＥＰ、
ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 也有一定的降解能力ꎬ降解率分别

为 ２３％、４２％、３０％和 ３４％ꎮ 此外ꎬ不加菌的 ＣＫ 组ꎬ
３ ｄ 后 ６ 种 ＰＡＥｓ 的自然降解率均低于 ６􀆰 ７％ꎬ说明

加菌组 ＭＳＭ 中 ＰＡＥｓ 的降解主要来自 Ｗ３４ 的生物

降解作用ꎮ
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ＤＭＰ:邻苯二甲酸二甲酯ꎻＤＥＰ:邻苯二甲酸二乙酯ꎻＤＢＰ:邻苯二

甲酸二正丁酯ꎻＢＢＰ:邻苯二甲酸丁基苄基酯ꎻＤＥＨＰ:邻苯二甲

酸二(２￣乙基)己酯ꎻＤｎＯＰ:邻苯二甲酸二正辛酯ꎮ
图 ２　 菌株 Ｗ３４ 对 ＭＳＭ 培养基中 ６ 种邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)

的降解率

Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｉｘ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｉｎ
ＭＳＭ ｍｅｄｉｕｍ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３４

２.２.２　 Ｄ￣纤维二糖对 Ｗ３４ 降解 ＰＡＥｓ 的影响 　 以

不接菌的处理为对照ꎬ研究接种 Ｗ３４(Ｗ３４)和接种

Ｗ３４ 并添加 Ｄ￣纤维二糖(Ｗ３４＋Ｄ￣纤维二糖)处理条

件下ꎬ菌株 Ｗ３４ 对 ６ 种 ＰＡＥｓ 的降解率及差异ꎮ 如

图 ３ 所示ꎬ２０ ｍｇ / Ｌ的 ＰＡＥｓ 胁迫培养 ３ ｄ 后ꎬＷ３４ 和

Ｗ３４＋Ｄ￣纤维二糖处理组ꎬＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降解率均

为 １００％ꎻ与对照比ꎬＷ３４ 处理组 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥＨＰ
和 ＤｎＯＰ 的降解率为２６.２％~４１􀆰 ８％ꎬ添加 Ｄ￣纤维二

糖后这 ４ 种 ＰＡＥｓ 的降解率均显著提高ꎮ

不同小写字母表示同一 ＰＡＥｓ 种类不同处理间差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ
图 ３　 不同条件下 Ｗ３４ 对 ＭＳＭ 培养基中 ６ 种邻苯二甲酸酯

(ＰＡＥｓ)的降解率

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｉｘ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｉｎ
ＭＳＭ ｍｅｄｉｕｍ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３４ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２.３　 共代谢降解条件的优化

２.３.１　 吐温￣８０ 对菌株 Ｗ３４ 降解率的影响　 如图 ４
所示ꎬ不同吐温￣８０ 添加量处理对 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降

解率均为 １００％ꎻ对 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降

解率随着吐温￣８０ 含量增加ꎬ均呈先上升后下降的

趋势ꎮ 当吐温￣８０ 含量为 ０􀆰 ０２５％时ꎬＷ３４ 对 ６ 种

ＰＡＥｓ 降解率达最大值 (降解率分别为 ２６􀆰 ８％、
６３􀆰 ８％、１００􀆰 ０％、１００􀆰 ０％、６５􀆰 ４％和 ６８􀆰 ３％)ꎬ因此吐

温￣８０ 最佳添加量为 ０􀆰 ０２５％ꎮ

不同小写字母表示同一 ＰＡＥｓ 种类不同处理间差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ
图 ４　 吐温￣８０ 添加量对Ｗ３４ 降解 ６ 种邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)的

影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｗｅｅｎ￣８０ ａｄｄｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ
ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｂｙ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３４

２.３.２　 碳源种类对菌株 Ｗ３４ 降解率的影响　 在吐

温￣８０ 最优浓度条件下ꎬ研究不同碳源种类对 ６ 种

ＰＡＥｓ 降解率的影响ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ添加不同碳源

后ꎬＷ３４ 均能完全降解 ＤＢＰ 和 ＢＢＰꎮ 此外ꎬ碳源种

类对 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降解率有显著影

响ꎮ 添加蔗糖时ꎬＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降解率分

别为 ６０􀆰 ６％、６０􀆰 ２％和 ６３􀆰 １％ꎬ显著高于其他 ４ 种碳

源ꎬ因此选择蔗糖为最优碳源种类ꎮ
２.３.３　 碳源添加量对菌株 Ｗ３４ 降解率的影响　 在

吐温￣８０ 最优添加浓度和最优碳源种类条件下ꎬ研
究不同蔗糖添加量对 ６ 种 ＰＡＥｓ 降解率的影响ꎮ 如

图 ６ 所示ꎬ随着蔗糖浓度的升高ꎬＷ３４ 对 ＤＭＰ、
ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降解率先上升后降低ꎮ 当

蔗糖添加浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ时 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和

ＤｎＯＰ 的降解率分别达 ４０􀆰 ６％、 ６５􀆰 ４％、 ７２􀆰 ６％ 和

８０􀆰 ７％ꎬ且显著高于其他蔗糖浓度下 ＰＡＥｓ 的降解

率ꎮ 本研究发现ꎬ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、１ ｍｍｏｌ / Ｌ、５ ｍｍｏｌ / Ｌ、１０
ｍｍｏｌ / Ｌ、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ蔗糖浓度下ꎬ培养

３ ｄ 后的菌液 ＯＤ６００ 分别为 ０􀆰 ０９１、 ０􀆰 １９８、 ０􀆰 ５７４、
０􀆰 ７８２、０􀆰 ９９５ 和 １􀆰 ３３２ꎬ说明随着蔗糖添加量增加ꎬ
菌株 Ｗ３４ 的繁殖速度呈增加趋势ꎮ
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不同小写字母表示同一 ＰＡＥｓ 种类不同处理间差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ
图 ５　 碳源种类对 Ｗ３４ 降解 ６ 种邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｔｙｐｅ ｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ
ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｂｙ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３４

不同小写字母表示同一 ＰＡＥｓ 种类不同处理间差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ
图 ６　 碳源添加量对 Ｗ３４ 降解 ６ 种邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)的影

响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ａｄｄｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ
ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｂｙ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３４

２.３.４ 　 接菌量对菌株 Ｗ３４ 降解率的影响 　 在吐

温￣８０最优添加量、最优碳源种类和最优碳源浓度条

件下ꎬ研究不同接菌量对 ６ 种 ＰＡＥｓ 降解率的影响ꎮ
如图 ７ 所示ꎬ６ 种 ＰＡＥｓ 的降解率整体上随着初始接

菌量的增加而升高ꎬ说明细菌生物量增加可促进

ＰＡＥｓ 降解ꎮ 当接菌 ＯＤ６００ 值为 ０􀆰 ３０ 时ꎬ６ 种 ＰＡＥｓ
的降解率均达较大值ꎬ其中ꎬＤＭＰ 和 ＤＥＰ 的降解率

分别为 ５５􀆰 ３％ 和 ９０􀆰 ５％ꎬ而 ＤＢＰ、 ＢＢＰ、 ＤＥＨＰ 和

ＤｎＯＰ 均被完全降解ꎮ 因此ꎬ选择ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ３ 为最优

初始接菌量ꎮ
２.３.５ 　 不同初始 ＰＡＥｓ 质量浓度下菌株 Ｗ３４ 的

ＰＡＥｓ 降解效率　 在最优降解条件下ꎬ研究不同浓度

ＰＡＥｓ 培养 ３ ｄ 后 Ｗ３４ 对 ６ 种 ＰＡＥｓ 的降解能力ꎮ
如图 ８ 所示ꎬ所有处理组的 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 被完全降

解ꎮ 随着 ＰＡＥｓ 处理质量浓度增加ꎬＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥ￣
ＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降解率降低ꎮ 此外ꎬ除 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ
外的其他 ４ 种 ＰＡＥｓ 在 ＭＳＭ 液体培养基中的降解

动态均符合一级动力学方程Ｃ ｔ ＝ Ｃ０ ｅ
－ｋｔ [２２]ꎮ 如表 １

所示ꎬＷ３４ 菌株对 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降解能力较强ꎬ２０
ｍｇ / Ｌ处理质量浓度下 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降解半衰期均

小于 ０􀆰 ３３ ｄꎮ 随着 ＰＡＥｓ 质量浓度增加ꎬ ＤＭＰ、
ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降解半衰期呈增加趋势ꎬ暗
示随着 ＰＡＥｓ 胁迫质量浓度增加ꎬＷ３４ 对 ＰＡＥｓ 的降

解效率下降ꎮ

不同小写字母表示同一 ＰＡＥｓ 种类不同处理间差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ
图 ７　 接菌量对 Ｗ３４ 降解 ６ 种邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ｏｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ ｐｈｔｈａｌｉｃ
ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｂｙ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３４

２.４　 ＰＡＥｓ 的降解途径分析

２.４.１　 菌株 Ｗ３４ 质粒对 ＰＡＥｓ 的降解 　 如图 ９
所示ꎬＷ３４ 菌株存在质粒ꎬ其基因片段约为２ ０００
ｂｐꎮ 将 Ｗ３４ 的质粒导入大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ以未导

入质 粒 ＤＮＡ 的 ＤＨ５α 为 对 照ꎬ 研 究 加 糖 ( ２０
ｍｍｏｌ / Ｌ蔗糖)和不加糖处理条件下 ＤＨ５α 对 ６ 种

ＰＡＥｓ 的降解能力ꎮ 如图 １０ 所示ꎬ与不加蔗糖的

对照比ꎬ添加蔗糖作为共代谢碳源后ꎬＤＨ５α(含

质粒) 和 ＤＨ５α(不含质粒) 处理组 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ
的质量 浓 度 均 显 著 下 降ꎬ 说 明 加 糖 可 能 促 进

ＤＨ５α 对 ＰＡＥｓ 的降解或通过增加细菌生物量促

进 ＤＨ５α 对 ＰＡＥｓ 的吸附ꎮ 然而ꎬ在加糖条件下ꎬ
ＤＨ５α(含质粒) 和 ＤＨ５α(不含质粒) 处理组中

ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的含量无显著差异ꎬ说明 Ｗ３４ 质粒

ＤＮＡ 中不含 ＰＡＥｓ 降解基因ꎬ该菌的 ＰＡＥｓ 降解

基因位于细菌染色体上ꎮ
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ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ
图 ８　 不同初始邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)质量浓度培养 ３ ｄ 后 Ｗ３４ 对 ６ 种邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)的降解特性

Ｆｉｇ.８　 Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｉｎ ｍｉｎｅｒａｌ ｓａｌｔ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｉｔｉａｌ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３４
ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｄａｙｓ

表 １　 菌株 Ｗ３４ 对不同邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)在 ＭＳＭ 中的降解动

力学参数

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ

(ＰＡＥｓ) ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｔｒａｉｎ Ｗ３４ ｉｎ ｍｉｎｅｒａｌ ｓａｌｔ ｍｅ￣

ｄｉｕｍ

ＰＡＥｓ 种类　 　
参数

Ｋ 值 Ｐ 值 ｔ１ / ２(ｄ)

１０ ｍｇ / Ｌ ＤＭＰ ０.１４６ ６ ０.００９ ２ ２.２５

１０ ｍｇ / Ｌ ＤＥＰ ０.６４３ ６ ０.０００ ９ １.１３

１０ ｍｇ / Ｌ ＤＢＰ － － <０.３３

１０ ｍｇ / Ｌ ＢＢＰ － － <０.３３

１０ ｍｇ / Ｌ ＤＥＨＰ ０.６５１ ５ ０.１１０ ９ １.１２

１０ ｍｇ / Ｌ ＤｎＯＰ ０.６８５ ４ ０.０４１ ０ １.０７

２０ ｍｇ / Ｌ ＤＭＰ ０.１０３ ３ ０.００２ ７ ２.９６

２０ ｍｇ / Ｌ ＤＥＰ ０.１６２ ６ ０.００３ ９ ２.５１

２０ ｍｇ / Ｌ ＤＢＰ － － <０.３３

２０ ｍｇ / Ｌ ＢＢＰ － － <０.３３

２０ ｍｇ / Ｌ ＤＥＨＰ ０.４００ ９ ０.０００ ６ １.６０

２０ ｍｇ / Ｌ ＤｎＯＰ ０.３８６ １ ０.０００ ４ １.６６
Ｋ 为降解速率常数ꎬＰ 为指数速率ꎬｔ１ / ２为降解半衰期ꎬ“ －”表示无数
据ꎮ ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ

２.４.２　 Ｗ３４ 粗酶液对 ６ 种 ＰＡＥｓ 的降解作用　 分别

研究加糖(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ蔗糖)与不加糖处理组ꎬＷ３４
的胞外和胞内粗酶液对 ６ 种 ＰＡＥｓ 的降解特性ꎮ 与

不加糖的对照比ꎬ加糖处理组 Ｗ３４ 胞外粗酶液中

ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 质量浓度显著高于不加

糖组(图 １１Ａ)ꎬ说明加糖处理组胞外粗酶液中的降

解酶含量或活性显著低于不加糖组ꎻ与此相反ꎬ加糖

处理组 Ｗ３４ 胞内粗酶液中 ６ 种 ＰＡＥｓ 质量浓度显著

低于不加糖处理(图 １１Ｂ)ꎬ说明加糖处理组胞内粗

泳道 １ 为 Ｍａｒｋｅｒꎬ泳道 ４、５、６、７ 为 Ｗ３４ 质粒 ＤＮＡꎮ ＤＭＰ、ＤＥＰ、
ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ
图 ９　 枯草芽孢杆菌 Ｗ３４ 质粒 ＤＮＡ 的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ.９　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌ￣
ｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｗ３４

不同小写字母表示同一 ＰＡＥｓ 种类不同 ＤＨ５α 处理之间差异显

著(Ｐ<０.０５)ꎮ ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ
图 １０　 菌株 Ｗ３４ 质粒对 ６ 种邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)的降解特性

Ｆｉｇ.１０　 Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｉｎ
ｍｉｎｅｒａｌ ｓａｌｔ ｍｅｄｉｕｍ ｂｙ ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｗ３４

酶液的合成量或活性显著增加或胞内降解酶向胞外

分泌量显著下降ꎮ 此外ꎬ不加糖处理条件下ꎬＷ３４

１０４杨　 云等:一株植物内生枯草芽孢杆菌对 ６ 种邻苯二甲酸酯的共代谢降解



的胞外酶对 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降解率显著高于胞内

酶ꎬ而加糖处理组则相反ꎬ说明糖类作为共代谢碳源

可能减少了胞内降解酶系向胞外分泌ꎬ从而加速了

ＰＡＥｓ 的胞内降解过程ꎮ

不同小写字母表示同一 ＰＡＥｓ 种类不同处理组间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、ＢＢＰ、ＤＥＨＰ、ＤｎＯＰ 见图 ２ 注ꎮ
图 １１　 菌株 Ｗ３４ 胞外(Ａ)和胞内(Ｂ)粗酶液对 ６ 种邻苯二甲酸酯(ＰＡＥｓ)降解的影响

Ｆｉｇ.１１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ (Ａ) ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ (Ｂ) ｃｅｌｌ￣ｆｒｅｅ ｅｎｚｙｍｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｗ３４ ｏｎ ｓｉｘ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｅｓｔｅｒｓ (ＰＡＥｓ) ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

３　 讨 论

ＰＡＥｓ 是中国土壤中的主要有机污染物之一ꎬ其
对生态环境和农产品安全均构成了严重威胁[１ꎬ１５]ꎮ
研究结果表明ꎬ细菌是土壤 ＰＡＥｓ 消减的主要驱动

力[９]ꎬ向土壤中添加 ＰＡＥｓ 降解菌可明显加速土壤

ＰＡＥｓ 降解ꎬ从而缓解 ＰＡＥｓ 对农作物的胁迫并降低

农产品被 ＰＡＥｓ 污染的风险[１]ꎮ 因此ꎬ探索细菌对

不同 ＰＡＥｓ 的降解特性对于修复被其污染的土壤有

重要意义ꎮ 目前ꎬ关于 ＰＡＥｓ 降解菌的降解特性研

究主要以 ＰＡＥｓ 为单一碳源开展[１２]ꎮ 然而ꎬ自然环

境中碳源种类繁多ꎬ细菌等微生物对 ＰＡＥｓ 的降解

代谢可能因其他碳源存在而发生显著变化[１９ꎬ２３]ꎮ
本研究从 ＰＡＥｓ 污染植物中筛选获得 １ 株植物内生

菌 Ｗ３４ꎬ经过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 同源性比较分析并结合细

菌平板菌落形态和电镜形态特征ꎬ鉴定该菌为枯草

芽孢杆菌ꎬ研究了外源碳源存在条件下ꎬ菌株 Ｗ３４
对 ６ 种优控 ＰＡＥｓ 的降解特性和差异ꎬ并初步探索

了糖类对该菌降解 ＰＡＥｓ 途径的影响ꎮ
本研究结果表明ꎬ枯草芽孢杆菌 Ｗ３４ 对 ＤＢＰ

和 ＢＢＰ 的降解效率较高ꎬ２０~５０ ｍｇ / Ｌ的 ＰＡＥｓ 处理

３ ｄ 后该菌可完全降解 ＤＢＰ 和 ＢＢＰꎮ 此外ꎬ该菌对

ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 也有一定的降解能力ꎬ
并且这 ４ 种 ＰＡＥｓ 在无机盐培养基中的消解动态均

符合一级动力学方程ꎮ 以往的研究也发现ꎬ枯草芽

孢杆菌 ＨＢ￣Ｔ２ 对 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降解能力较强ꎬ１０
ｍｇ / Ｌ的 ＰＡＥｓ 处理 ３ ｄꎬＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降解率分别

达 １００􀆰 ０％和 ９０􀆰 ５％[２４]ꎮ 添加 Ｄ￣纤维二糖可显著

提高 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降解率ꎬ说明 Ｄ￣
纤维二糖作为共代谢基质可促进Ｗ３４ 对 ＰＡＥｓ 的降

解ꎮ 类似的ꎬ郭江枫等[２５]发现添加琥珀酸钠和柠檬

酸钠作为共代谢底物可显著促进黏质沙雷氏菌 ＴＦ￣
１ 降解氯苯ꎮ 本研究结果说明ꎬ菌株 Ｗ３４ 具有同时

降解环境中 ６ 种 ＰＡＥｓ 的潜力ꎬ而糖类可以提高该

菌对 ＰＡＥｓ 污染的修复效率ꎮ
　 　 通过单因素试验发现吐温 ￣８０ 添加量对 ＰＡＥｓ
降解有显著影响ꎬＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降

解率均随吐温￣８０ 添加量增加呈先上升后下降趋

势ꎮ 吐温￣８０ 作为常用的增溶剂ꎬ可以促进培养介

质中 ＰＡＥｓ 的溶解ꎬ进而提高其生物可利用度[２６]ꎮ
然而ꎬ当吐温￣８０ 添加液含量为０.０５０％~０􀆰 １００％时ꎬ
这 ４ 种 ＰＡＥｓ 的降解率逐渐下降ꎬ这可能与吐温￣８０
的临界胶束浓度(ＣＭＣ)有关ꎮ 研究结果表明ꎬ有机

污染物的降解率与表面活性剂的 ＣＭＣ 关系密

切[２７]ꎬ当吐温￣８０ 浓度超过 １ ＣＭＣ 时ꎬ其对芘降解

的促进作用下降ꎬ当吐温￣８０ 浓度为４~ ８ ＣＭＣ 时则

抑制芘的降解[２８]ꎮ 此外ꎬ研究发现葡萄糖、果糖、Ｄ￣
纤维二糖、麦芽糖和蔗糖均可促进 Ｗ３４ 对 ＰＡＥｓ 的

降解ꎬ这可能与添加共代谢碳源后细菌的生物量增

加促进了 ＰＡＥｓ 降解有关ꎮ 接菌量试验结果证明ꎬ
初始接菌量增加可显著促进 Ｗ３４ 对 ＰＡＥｓ 的降解ꎮ
然而ꎬ细菌生物量增加也可能抑制 Ｗ３４ 对 ＰＡＥｓ 的

降解ꎮ 本研究发现ꎬ当蔗糖浓度由 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ提高

至 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ虽然细菌的生物量显著增加ꎬ但 Ｗ３４
对 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降解率均显著下

降ꎬ这可能与高浓度蔗糖条件下 Ｗ３４ 降解酶含量或
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活性被抑制有关ꎮ 以往的研究结果表明ꎬ细菌对

ＰＡＥｓ 的降解主要由各类酶催化完成ꎬ比如 ＤＢＰ 可

在水解酶作用下发生酯键断裂ꎬ形成邻苯二甲酸单

丁酯(ＭＢＰ)和邻苯二甲酸(ＰＡ)ꎬ而 ＰＡ 又可在邻苯

二甲酸 ３ꎬ４￣双加氧酶或邻苯二甲酸 ４ꎬ５￣双加氧酶

作用下脱氢生成 ３ꎬ４￣二羟基邻苯二甲酸或 ４ꎬ ５￣二
羟基邻苯二甲酸ꎬ并进一步降解为原儿茶酸和苯甲

酸(ＢＡ)ꎬ最终进入三羧酸循环[１４]ꎮ 然而ꎬ糖类作为

共代谢碳源对菌株Ｗ３４ 的 ＰＡＥｓ 降解途径产生的影

响尚不清楚ꎬ需要进一步研究ꎮ
研究结果表明ꎬ细菌对 ＰＡＥｓ、ＰＡＨｓ 和农药等

有机污染物的降解主要依赖其降解酶的催化作

用[１５ꎬ２９￣３０]ꎬ而编码降解酶的基因可能位于其基因组

上ꎬ也可能位于其质粒上[３１￣３２]ꎮ 本研究发现菌株

Ｗ３４ 含有质粒ꎬ但该质粒不具有 ＰＡＥｓ 降解基因ꎬ并
且加糖处理也不能诱导相关降解酶基因表达ꎬ暗示

Ｗ３４ 的 ＰＡＥｓ 降解基因位于其染色体上ꎮ 进一步研

究发现ꎬＷ３４ 的胞内粗酶液对 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 有一定

的降解能力ꎬ蔗糖可显著提高胞内降解酶的合成量

或活性ꎬ从而显著促进 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降解ꎮ 此外ꎬ
添加蔗糖后ꎬＷ３４ 的胞内粗酶液对 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＥ￣
ＨＰ 和 ＤｎＯＰ 的降解能力显著增强ꎬ这可能是蔗糖促

进菌株 Ｗ３４ 降解这 ４ 种 ＰＡＥｓ 的重要原因ꎮ 本研究

还发现ꎬ在不添加蔗糖的条件下ꎬ菌株 Ｗ３４ 对 ＰＡＥｓ
的降解以胞外酶为主ꎬ添加蔗糖后 ＰＡＥｓ 的降解以

胞内酶为主ꎬ说明蔗糖可能通过改变菌株 Ｗ３４ 细胞

膜的透性ꎬ从而影响降解酶系的分泌和催化活性ꎬ相
关机理尚不明确ꎬ需要进一步研究ꎮ

４　 结 论

本研究从 ＰＡＥｓ 污染植物中分离获得 １ 株植物

内生菌 Ｗ３４ꎬ鉴定为枯草芽孢杆菌ꎮ 该菌株可同时

降解 ＤＭＰ、ＤＥＰ、ＤＢＰ、 ＢＢＰ、ＤＥＨＰ 和 ＤｎＯＰ ６ 种

ＰＡＥｓꎬ其中对 ＤＢＰ 和 ＢＢＰ 的降解效率较高ꎬ２０~ ５０
ｍｇ / Ｌ质量浓度下ꎬ这 ２ 种 ＰＡＥｓ 的降解半衰期均小

于 ０􀆰 ３３ ｄꎮ 糖类作为共代谢基质可显著促进菌株

Ｗ３４ 对 ６ 种 ＰＡＥｓ 的降解ꎮ 优化了共代谢降解条

件ꎬ最佳吐温￣８０ 添加量为 ０􀆰 ０２５％ꎬ最佳碳源为蔗

糖(浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ最佳接种菌液 ＯＤ６００为 ０􀆰 ３ꎮ
初步探索了菌株 Ｗ３４ 的 ＰＡＥｓ 降解途径ꎬ发现 Ｗ３４
的 ＰＡＥｓ 降解基因位于该菌的染色体上ꎬＷ３４ 的粗

酶液对 ６ 种 ＰＡＥｓ 均有催化降解活性ꎬ蔗糖可显著

提高菌株 Ｗ３４ 降解酶的催化活性ꎬ这是蔗糖作为共

代谢物促进菌株Ｗ３４ 降解 ＰＡＥｓ 的重要原因ꎮ 研究

结果初步揭示了共代谢物对 ＰＡＥｓ 降解和代谢途径

的影响ꎬ为未来利用植物与内生菌协同修复环境

ＰＡＥｓ 污染提供技术支持ꎮ
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[３２] ＥＡＴＯＮ Ｒ Ｗ. Ｐｌａｓｍｉｄ￣ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｃａｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ａｒ￣
ｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｋｅｙｓｅｒｉ １ ２Ｂ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ １８３
(１２):３６８９￣３７０３.
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