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微生物胞外聚合物对土壤中芘降解效果的促进作用
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　　摘要：研究外加不同浓度胞外聚合物（ＥＰＳ）对芽孢杆菌和黑曲霉降解土壤中芘效果的影响。结果表明，在
１００ｍｇ／ｋｇ芘污染土壤中添加芽孢杆菌 ＥＰＳ由 ４１１．７８ｍｇ／ｋｇ增加到 ２７７９．５４ｍｇ／ｋｇ，土壤中芘的残余浓度减少
６．２７ｍｇ／ｋｇ；向土壤中接种芽孢杆菌 ０．８６亿 ＣＦＵ／ｋｇ，芘的降解率为 ３６．９９％，ＥＰＳ由 ４１１．７８ｍｇ／ｋｇ增加到
２７７９．５４ｍｇ／ｋｇ，芘残留浓度下降到４７．７２ｍｇ／ｋｇ。黑曲霉ＥＰＳ由１３８７．６８ｍｇ／ｋｇ增加到３８４４．３７ｍｇ／ｋｇ，土壤中芘的
残余浓度由４２．３６ｍｇ／ｋｇ降至３１．１２ｍｇ／ｋｇ；向土壤中接种黑曲霉１．０亿ＣＦＵ／ｋｇ，ＥＰＳ浓度由１３８７．６８ｍｇ／ｋｇ增加到
３８４４．３７ｍｇ／ｋｇ，芘残留浓度降至３８．１５ｍｇ／ｋｇ。因此，真菌和细菌的 ＥＰＳ具有较强的降解土壤中芘的能力，且ＥＰＳ浓
度越高土壤中芘的降解效果越好。
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　　土壤环境中持久性有机污染物的生物修复技术是国际污
染环境修复领域研究的热点［１］。在多环芳烃（ＰＡＨｓ）污染土
壤的多种生物修复技术中，微生物修复技术应用最广泛，主要

是通过驯化土著微生物或人为投加外源微生物对土壤中

ＰＡＨｓ进行转化、降解与去除 ［２－３］。目前，有关 ＰＡＨｓ污染土
壤的微生物修复技术及降解机理已有许多文献报道［４－６］，包

括高效降解菌分离筛选与鉴定、微生物对 ＰＡＨｓ的代谢途径、
ＰＡＨｓ降解酶等，且取得了很大进展。有关微生物胞外聚合
物（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｍｅｒｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，ＥＰＳ）在有机污染土壤修
复过程中作用的研究还未见报道。胞外聚合物是一定环境条

件下微生物分泌于体外的一种高分子黏性聚合物，还包括一

些细胞脱落物以及从环境中吸附的有机物［７］。ＥＰＳ主要由多
糖、蛋白质和腐殖酸等组成［８－９］。ＥＰＳ可分为溶解性 ＥＰＳ

（ｓｏｌｕｂｌｅＥＰＳ，ｓＥＰＳ）和结合态 ＥＰＳ（ｂｏｕｎｄＥＰＳ，ｂＥＰＳ）。ｂＥＰＳ
呈现有流变性的双层结构，可分为紧密黏附的内层（ｔｉｇｈｔｌｙ
ｂｏｕｎｄＥＰＳ，ＴＢ）和松散附着的外层（ｌｏｏｓｅｌｙｂｏｕｎｄＥＰＳ，ＬＢ）。
ＥＰＳ在水体中重金属和有机污染物的去除中起到了很重要作
用，Ｆｏｓｔｅｒ等研究了活性污泥胞外聚合物紧密层和松散层的
提取及其对金属离子的吸附，并预测出松散层 ＥＰＳ使细胞对
金属离子产生了抗毒性［１０－１１］。Ｍａｋｏｔｏ等报道，向石油污染
海水中同时加入 ｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ的胞外聚合物和矿物能乳化石
油，并能提高石油中ＰＡＨ的降解能力［１２］。关于 ＥＰＳ在ＰＡＨｓ
污染土壤修复过程中的作用，Ｄｏｈｓｅ等指出，胞外聚合物能增
加疏水性污染物在土壤中的移动性，并且污染物与 ＥＰＳ作用
阻止了微生物对污染物的直接消化降解［１３］。可见，ＥＰＳ在微
生物降解 ＰＡＨｓ过程中起到了重要的衔接作用。本研究以土
壤中芘为研究对象，添加芽孢杆菌ＥＰＳ和黑曲霉ＥＰＳ，研究外
加ＥＰＳ对土壤中芘降解效果的影响，并通过扫描电子显微镜
和透射电子显微镜对微生物及 ＥＰＳ的形态进行表征，探索
ＥＰＳ对土壤中芘降解效果的促进作用。

１　材料与方法

１．１　试验所用土壤
试验所用土壤采自中国科学院沈阳应用生态研究所生态
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实验站，为深层（４０ｃｍ以下）草甸棕壤清洁土。土壤风干后
过１ｍｍ尼龙筛，备用。土壤理化性质检测结果：ｐＨ值６．８，
有机质含 量 ０．８８％，全 碳 含 量 ０．５１ｇ／ｋｇ，全 氮 含 量
６４．５ｍｇ／ｋｇ，全磷含量３５．１ｍｇ／ｋｇ，全钾含量２．４４８ｇ／ｋｇ。
１．２　试验用菌种及培养

试验用细菌芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）的培养基配方：（１）斜
面培养基。０．３％牛肉膏，１．０％蛋白胨，０．５％ ＮａＣｌ，１．５％ ～
２０％琼脂，ｐＨ值７．０～７．２。（２）种子培养基。１．２５％葡萄
糖，０２５％酵母膏，０．１％ ＮＨ４ＮＯ３，０．０２％ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，
００２％ ＫＣｌ，ｐＨ值 ７．０～７．２。在生物洁净台上接种后于
ＨＺＱ－Ｃ恒温振荡培养箱中（３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ）培养。

试验用真菌黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ，ＳＦ）的培养基配方：
（１）斜面培养基（ＰＤＡ）。马铃薯去皮后洗净，称取２００ｇ切成
小块，加１Ｌ水煮沸２０ｍｉｎ，滤去马铃薯块，冷却后加入２０ｇ
葡萄糖，用水定容至１Ｌ，０．１０１３ＭＰａ灭菌３０ｍｉｎ。（２）种子
培养基。蔗糖 ４．０％，（ＮＨ４）２ＨＰＯ４０．４％，ＫＨ２ＰＯ４０．１％，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，维生素 Ｂ１０．００５％，ｐＨ值 ６．５。在
２５０ｍＬ三角瓶中装入液体种子培养基１５０ｍＬ，高压蒸汽灭菌
２０ｍｉｎ，冷却后接入筛选出的菌种，在摇床上振荡培养，培养
温度２５℃，转速１２０ｒ／ｍｉｎ，培养至菌丝球长好为止。
１．３　高效降解菌ＥＰＳ提取

取生长到稳定期的菌体培养液４０ｍＬ，于２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ；弃去上清液，补充无菌水至原体积，于２０００ｒ／ｍｉｎ
离心３ｍｉｎ；弃去上清液补充无菌水至原体积，重复２次，去除
液体培养基中的杂质，然后用加热法提取 ＥＰＳ。将上述菌悬
液放入６０℃的水浴锅中加热３０ｍｉｎ，然后样品在８０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，上清液经过０．２２μｍ滤膜过滤后，得到的无色透
明溶液为ＥＰＳ溶液。
１．４　ＥＰＳ形貌特征

ＥＰＳ样品经过固定、脱水、浸透、包埋、制备超薄切片等处
理后，进行透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察与测试。
１．５　微生物及ＥＰＳ对土壤中芘（Ｐｙｒ）的降解试验

称取６０ｇ土样放入烧杯中，加入一定体积的１ｍｇ／ｍＬ芘
溶液，使其初始浓度均为５０、１００ｍｇ／ｋｇ，放置２ｄ待有机溶剂

丙酮挥发完全；分别加入对数期菌液（１０％）和各种浓度的
ＥＰＳ溶液，搅拌均匀，用纱布包扎后放入温度为２５℃的恒温
培养箱（ＤＨＰ－５００ＢＳ，中国）中培养，以不加菌液和ＥＰＳ为对
照（ＣＫ）。通过称质量法定时补充土壤水分（使土壤含水率
保持在３０％左右），分别于０、７、１４、２１、２８、３５ｄ取样，然后冷
冻干燥土壤样品进行 Ｐｙｒ浓度的测定。每个样品处理３次
重复。

１．６　土壤中ＰＡＨｓ的提取方法
取３ｇ土壤样品置于１００ｍＬ离心管中，加入１５ｍＬ二氯

甲烷，于超声水浴中超声萃取 ２ｈ；水温控制在 ４０℃以下，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；取一定量上清液过１ｇ硅胶柱净化，
并分别用１、２ｍＬ的１∶１二氯甲烷和正己烷混合液洗脱；收
集洗脱液用氮气吹干，用色谱纯正己烷定容，ＧＣ－ＦＩＤ分析。
１．７　芘的分析测定方法

土壤中Ｐｙｒ提取后用气相色谱（ＧＣ）分析。分析条件：
ＤＢ－５毛细管色谱柱（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；采用自动进
样方式；进样口无分流模式，温度２５０℃；柱流量１．５ｍＬ／ｍｉｎ；
柱箱初始温度８０℃保持１ｍｉｎ，以１５℃／ｍｉｎ升到２７５℃保留
１ｍｉｎ，以１０℃／ｍｉｎ升到２８５℃保留１ｍｉｎ，再以５℃／ｍｉｎ升到
２９５℃保留１ｍｉｎ；氢火焰离子化检测器（ＦＩＤ）温度３００℃。

２　结果与分析

２．１　微生物及ＥＰＳ的形貌
２．１．１　芽孢杆菌及ＥＰＳ形貌　由图１－ａ扫描电子显微镜图
片可以看出，芽孢杆菌的细胞为长棒状，细胞短径 ０．３～
０５μｍ、长径１．０～１．５μｍ，两端钝圆，芽孢位于亚极端，使菌
体中央部分略微鼓起变粗，芽孢几乎看不到。通过透射电子

显微镜图片可以清楚观察到芽孢的横截面，细菌周围分泌大

量胞外聚合物，部分脱落到胞体空缝间。从图１－ｂ芽孢杆菌
的透射电子显微镜图片可以看出，胞外聚合物的紧密层与细

胞表面结合较紧，稳定地附着在细胞壁外，具有一定的外形。

而松散层则结构松散，无明显边缘，并向周围环境中扩展。图

１－ｃ为从微生物培养液中提取ＥＰＳ的扫描电子显微镜图片，
可以看出芽孢杆菌ＥＰＳ颗粒比较大，呈小片状。

２．１．２　黑曲霉及ＥＰＳ形貌　由图２－ａ可以看出，黑曲霉直
径１５～２０ｐｍ，长１～３ｍｍ，壁厚而光滑。顶部形成球形顶囊，
其上全面覆盖１层梗基和１层小梗，小梗上长有成串褐黑色
的球状分生孢子。通过图２－ｂ观察到，黑曲霉生长到稳定期
（鞭毛逐渐脱落）时，细菌向周围分泌大量胞外聚合物，聚合

物和菌体一起可形成生物膜。从图２－ｃ可以看出，黑曲霉产
生的ＥＰＳ呈不规则块状，颗粒表面比较光滑、有棱角，颗粒较
大，且结块。

２．２　添加ＥＰＳ对芽孢杆菌降解土壤中Ｐｙｒ的影响
图３－ａ为外加不同浓度的芽孢杆菌ＥＰＳ时土壤中含
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１００ｍｇ／ｋｇ芘的降解情况，试验周期３５ｄ，外加芽孢杆菌 ＥＰＳ
４１１．７８、２７７９．５４ｍｇ／ｋｇ均能促进土壤中芘浓度降低。从图
３－ａ中可以看出，试验后 ３５ｄ，芘污染的土壤自净率达
１７９％。试验后２１ｄ，芘的降解情况基本达到平衡，外加芽孢
杆菌ＥＰＳ的浓度为４１１．７８ｍｇ／ｋｇ时，土壤中芘的残余浓度减少
了２４．６９ｍｇ／ｋｇ，外加芽孢杆菌ＥＰＳ的浓度为２７７９．５４ｍｇ／ｋｇ时，
土壤中芘的降解率增加了３６．０２％。试验后３５ｄ，外加芽孢杆菌
ＥＰＳ的浓度由４１１．７８ｍｇ／ｋｇ增加到２７７９．５４ｍｇ／ｋｇ，土壤中
芘的残余浓度减少了 ６．２７ｍｇ／ｋｇ，所以在 ４１１．７８～
２７７９．５４ｍｇ／ｋｇ范围内增加芽孢杆菌 ＥＰＳ的浓度，对土壤中
芘的降解有促进作用。

从图３－ｂ为外加芽孢杆菌及其ＥＰＳ时土壤中１００ｍｇ／ｋｇ
芘的降解情况，在整个试验周期 ３５ｄ内，外加芽孢杆菌及
ＥＰＳ均能促进土壤中芘的降解。从图３－ｂ中可以看出，培养
３５ｄ，０．８６亿 ＣＦＵ／ｋｇ芽孢杆菌对芘污染的土壤的降解率可
以达到３６．９９％，芽孢杆菌及４１１．７８ｍｇ／ｋｇＥＰＳ对芘污染的

土壤的降解率为４３．６１％，芽孢杆菌及 ２７７９．５４ｍｇ／ｋｇＥＰＳ
对芘污染的土壤的降解率为５３．７７％，土壤自身也有一定的
自净能力，芘污染的土壤自净率达到１７．９％。加入芘初始时
刻，土壤自身负荷相对较低，自净率最高。１５ｄ后土壤自净
能力逐渐饱和，其自净率也逐渐降低。芘污染土壤接种芽孢

杆菌后０～７ｄ的降解率较低，只有８．３５％，２１ｄ时，降解率达
到２８．９３％，降解率逐渐增加可能是芽孢杆菌逐渐适应了这
一生长环境。

由图３综合分析得出，３５ｄ时，土壤加菌量为 ０．８６亿
ＣＦＵ／ｋｇ芽孢杆菌对芘污染的土壤的降解率为３６９９％，仅添
加芽孢杆菌ＥＰＳ浓度为４１１．７８ｍｇ／ｋｇ时，土壤中芘的降解率
为３２．１４％，外加芽孢杆菌ＥＰＳ浓度为２７７９．５４ｍｇ／ｋｇ时，土
壤中芘的降解率为３８．４１％，外加芽孢杆菌及４１１．７８ｍｇ／ｋｇ
ＥＰＳ时，土壤中芘的降解率为 ４３．６１％，外加芽孢杆菌及
２７７９．５４ｍｇ／ｋｇＥＰＳ时，土壤中芘的降解率为 ５３７７％。所
以，芽孢杆菌ＥＰＳ对土壤中芘的降解能力随其浓度增大而增
大，芽孢杆菌ＥＰＳ对芽孢杆菌降解土壤中的芘有促进作用，
且随ＥＰＳ浓度增大而增大。
２．３　添加ＥＰＳ对黑曲霉降解土壤中Ｐｙｒ的促进作用

外加黑曲霉ＥＰＳ时土壤中污染物芘的降解情况见图４－
ａ。与芽孢杆菌相似，外加黑曲霉 ＥＰＳ能明显促进土壤中
１００ｍｇ／ｋｇ芘的降解。从图４－ａ可以看出，试验后３５ｄ，芘污
染的土壤自净率达到２２．１２％。试验后２１ｄ，基本达到芘降
解平衡，黑曲霉 ＥＰＳ的浓度为１３８７．６８ｍｇ／ｋｇ时，土壤中芘
的残余浓度减少了 ３１．１２ｍｇ／ｋｇ，黑曲霉 ＥＰＳ的浓度为
３８４４．３７ｍｇ／ｋｇ时，土壤中芘的残余浓度减少了４２．３６ｍｇ／ｋｇ。
试验后３５ｄ，外加芽孢杆菌ＥＰＳ的浓度由１３８７．６８ｍｇ／ｋｇ增
加到 ３８４４．３７ｍｇ／ｋｇ，土 壤 中 芘 的 残 余 浓 度 减 少 了
１６．６３ｍｇ／ｋｇ，所以外加黑曲霉 ＥＰＳ，对土壤中芘的降解有促
进作用，且在１３８７．６８～３８４４．３７ｍｇ／ｋｇ范围内增加芽孢杆
菌ＥＰＳ的浓度，对土壤中芘的降解有促进作用。

图４－ｂ为外加黑曲霉及其 ＥＰＳ时土壤中１００ｍｇ／ｋｇ芘
的降解情况，在整个试验周期３５ｄ内，外加黑曲霉及 ＥＰＳ均
能促进土壤中芘降解。从图４－ｂ中可以看出，培养３５ｄ时，
向土壤中接种黑曲霉达１．０亿ＣＦＵ／ｋｇ，对芘污染的土壤的降
解率可以达到５６．６１％，黑曲霉及１３８７．６８ｍｇ／ｋｇＥＰＳ对芘
污染的土壤的降解率为 ５７．９３％，黑曲霉及 ３８４４．３７ｍｇ／ｋｇ
ＥＰＳ对芘污染土壤的降解率为６２．３３％。
　　由图４综合分析得出，３５ｄ时，１．０亿 ＣＦＵ／ｋｇ黑曲霉对
芘污染的土壤的降解率为５６．６１％，外加黑曲霉 ＥＰＳ浓度为
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１３８７．６８ｍｇ／ｋｇ时，土壤中芘的降解率为３３．６５％；外加黑曲
霉ＥＰＳ浓度为 ３８４４．３７ｍｇ／ｋｇ时，土壤中芘的降解率为
５７７１％；外加黑曲霉及１３８７．６８ｍｇ／ｋｇＥＰＳ时，土壤中芘的
降解率为５７．９３％；外加黑曲霉及３８４４．３７ｍｇ／ｋｇＥＰＳ时，土
壤中芘的降解率为６２．３３％。所以，黑曲霉 ＥＰＳ对土壤中芘
的降解能力随其浓度增大而增大，黑曲霉 ＥＰＳ对黑曲霉降解
土壤中的芘有促进作用，且随 ＥＰＳ浓度增大而增大，这是由
于ＥＰＳ可以被处于饥饿状态的它们自己的产生者和其他微
生物降解。ＥＰＳ可以作为有机底物，其碳水化合物被利用的
速率比蛋白质快，为微生物降解土壤中的芘提供碳源［１４］。

３　结论与讨论

芽孢杆菌与黑曲霉对土壤中芘均有较好的去除效果。土

壤芽孢杆菌接种达 ０．８６亿 ＣＦＵ／ｋｇ，土壤中芘的降解率为
３６．９９％，接种量达１．０亿 ＣＦＵ／ｋｇ黑曲霉，土壤中芘的降解
率为５６．６１％，所以真菌对芘污染土壤中芘的降解能力高于
细菌。

　　仅添加ＥＰＳ能够降解土壤中的芘。培养３５ｄ时，外加芽孢
杆菌ＥＰＳ浓度由４１１．７８ｍｇ／ｋｇ提高到２７７９．５４ｍｇ／ｋｇ时，土壤
中芘的降解率提高了６．２７％；黑曲霉ＥＰＳ浓度由１３８７．６８ｍｇ／ｋｇ
提高到 ３８４４．３７ｍｇ／ｋｇ时，土壤中芘的降解率提高了
２４０６％，所以真菌和细菌的 ＥＰＳ对土壤中的芘均有一定的
降解作用，且随ＥＰＳ浓度的增大而增大。

外加菌体及不同浓度ＥＰＳ能够促进土壤中芘降解。添加
４１１．７８ｍｇ／ｋｇＥＰＳ，芽孢杆菌对土壤芘的降解效果提高了

６．６２％，添加２７７９．５４ｍｇ／ｋｇＥＰＳ，芽孢杆菌对土壤芘的降解
效果提高了１６．７８％；添加１３８７．６８ｍｇ／ｋｇＥＰＳ，黑曲霉对土
壤芘的降解效果提高了１．３２％，添加３８４４．３７ｍｇ／ｋｇＥＰＳ，黑
曲霉对土壤芘的降解效果提高了５．７２％，所以真菌和细菌的
ＥＰＳ对其降解土壤中的芘都有一定的促进作用，且随浓度的
增大而增大。
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