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多环芳烃(PAHs) 是指两个或两个以上苯环的疏水性芳香族化合物。在环境中多数PAHs 具有难降解性、致癌性、致畸性和致突变性,受到了广大关注。多环芳烃(PAHs) 随三废排入环境中的量逐年增加,造成长期、广泛的污染。菲为三环多环芳烃代表物,生物降解是污染环境中菲去除的主要途径（韩清鹏等，2003；徐虹等，2004；周乐等，2005；Boldorn,et al.,1993;Cho et al.,2001;Goyal et al.,1996）。研究表明鞘氨醇单胞菌属能很好消除PAHs污染(Cho et al.,2001;Fredrickson et al.,1995;Kim et al.,2000)，但目前国内报道较少(陶雪琴等，2007；张杰等，2003)。菲的降解已有不少报道, 但目前已知的菌株对菲的降解速度不甚理想，作者采用改进的平板升华法从厦门博坦油码头附近海水样品中筛选出一株高效菲降解菌，并对其降解条件进行优化，为进一步探索菲的生物代谢途径乃至在不久将来用于污染环境的生物修复奠定基础。
一、材料与方法
1.材料

　　１）样品
2005年9月，采集厦门博坦油码头附近海水样品。
2）主要试剂
菲、芘等PAHs购自Sigma公司，纯度≥99％；甲醇、二氯甲烷购于TEDIA（美国）公司，均为HPLC级；碘硝基氯化四氮唑蓝(INT) 购自Sigma公司；胰蛋白胨、酵母浸出膏为Difico 公司产品。
3）主要培养基

无机盐培养基：(NH4)2SO4，1000 mg；Na2HPO4，800 mg；KH2PO4，200 mg；MgSO4•7H2O，200 mg；FeCl3•3H2O，5mg；(NH4)6Mo7O24•4H2O，1 mg；CaCl2•2H2O，100 mg；蒸馏水 1000ml；pH 7.2，121℃灭菌，20min。
菲-MSM液体培养基：使用时移取一定量的用二氯甲烷溶解的菲母液（10mg/mL）到已灭菌的无机培养基中，待二氯甲烷挥发完全后接菌。
LB培养基NaCl，10g；酵母浸膏，5g；胰蛋白胨，10g；去离子水，1000ml；pH值7.0～7.2。
固体培养基，琼脂，1.2～1.5％。
2.降解菌的富集培养和驯化
（1）移取菲母液（10mg/ml）到已灭菌45 ml的MSM培养液中，至菲终浓度为400 mg/L。待二氯甲烷挥发后，加入刚采集回来的海水样品5 ml。摇床培养，转速180rpm，温度30℃。

＊国家自然科学基金（No.40476047,40576054）。通讯作者：E-mail:tianyun@xmu.edu.com.cn。　
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之后每隔5d，转接5 ml培养液于45 ml新鲜的培养液，保持菲的浓度不变，共转接10次。(2)改进的平板升华法(仉磊等，2005；Alley et al.,2000)筛选降解菌。
往500ml的烧杯里添加5ml/10mg/ml的菲-二氯甲烷溶液，在通风橱里让二氯甲烷自然挥发。取上述密集驯化后的混合菌系1ml，稀释到适当的浓度后平板涂布。将平板反扣在
烧杯口上，用封口膜密封二者接触的地方，再取相同半径的平皿，放冰于其上。　94℃水浴5min，取出，冷却，揭膜。将平板置于30℃的培养箱培养过夜，观察菌落的周围是否形成透明圈。
3.降解能力测定

挑取经过纯化的降解菌的单菌落，接种至 150ml的LB液体培养基，当OD600 0.60时，菌液经6000rpm , 离心10min收集菌体。MSM培养液重悬洗涤，离心，反复三次，吸取等量的菌液，添加至预先配制好的装有25ml MSM-菲培养液的三角瓶，其中菲的最终浓度为400ppm，设三个平行，三个空白。培养条件：30℃，200rpm摇床中避光培养。接种完后立即取样一次，包括上述三平行，三空白各一份，然后每隔24h取样一次。

　　4.降解过程中细菌电子传递系统活性（ETSA）测定

电子传递系统的活性是检测潜在的代谢活性的重要生化指标。ETSA值及时体现了微生物的代谢活性，可做为降解能力测定的有力补充。该检测方法基于四锉还原作用来体现耗氧值，底物是碘硝基氯化四氮唑蓝(INT)。具体操作步骤：吸取0.5 ml的菌液，加入1 ml的INT，避光反应30min；加入0.1 ml的甲醛终止反应，10000rpm，离心5 min；去上清，加入1 ml的96％甲醇，充分振荡，重悬沉淀；10000rpm，离心2 min，去除菌体对吸光度的干扰；测定OD495，以7 ml 96％甲醇加2 ml INT 作为空白。

5.降解菌的分子鉴定
提取降解菌的总DNA，以通用引物（27F和1492R）进行16SrDNA PCR。反应体系：25µl；引物27F和1492R (10μmol/L)，0.25 µl；Taq DNA 聚合酶(2.5 µ/µl)，0.25 µl；10 mM dNTP，0.5 µl；10×PCR 缓冲液（含15 mM Mg2+），2.5 µl；DDW 补至25µl。PCR扩增条件：95°C，4 min预变性，95°C，1 min变性，55°C，45s退火，72°C，延伸1 min，此步骤进行29个循环，最后72°C延伸。产物进行电泳测定、测序。将16S rDNA 的测序结果输入GenBank 中进行序列比对测序由上海Invitrogen公司完成。
序列用DNAMAN分析，在线比对（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/），进而进行系统发育分析。
    6.利用均匀设计(方开泰，1994；2001；Fang et al.,2000)优化降解菌菌降解菲的试验条件
利用软件均匀设计版本3.00设计混合水平试验方案。拟选三因素，即接菌量（OD600）、底物浓度（mg/L）和培养时间（h)，水平数为６，结合均匀设计表格，选用均匀设计表U6(62×3)，见结果与分析中表１。其中包括上述三平行，三空白各一份，30℃，200rpm摇床中避光培养。
    7.降解过程中菲浓度变化的测定
培养液中加入20mg/ml的芘做为内标，前三天的样品加100μl，后两天的样品加入50μl，培养液中的菲用二氯甲烷重复萃取两次,合并萃取液、进行浓缩，定容至5 ml。用注射器吸取有机相,经0.45μm孔径的一次性滤器过滤后移入色谱瓶中，-20℃保存待测。

分析仪器为安捷伦高效液相色谱仪, 配有紫外检测器, 色谱柱为Agilent Hypersil 4.0×250μm ODS 柱，粒径5µm。波长为254 nm, 测定时间8min，流动相组成为甲醇∶水=9∶1, 流速为1ml/ min, 进样量为5μl。
标准曲线的绘制：准确配制0.12mg/ml菲溶液和芘溶液（溶剂为二氯甲烷），过滤。上机时，分别按1μl ，4μl，7μl，10μl，13μl，15μl进样，记录各样品出峰时间，以峰面积（Y）对进样量（X）回归得到标准曲线的回归方程。根据出峰及保留时间定性，内标法（ISTD法）定量。
三、结果与讨论
1.菲的高效降解菌的筛选与分离

本研究采用改进的平板升华法筛选到有明显透明圈的菌落（图1）。平板观察，这些菌在形态上基本一致（不排除同属不同种的可能性）。将单菌落纯化，定名为H。相比于传统的筛选细菌方法，平板升华法是非常直观的降解菌筛选方法，其判断依据是由于降解菌对PAHs的利用，经过夜培养后在降解菌的周围会形成透明圈，而通过透明圈的大小和产生所需要的时间也可以初步了解降解菌的降解能力。
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图1 降解菌H在加菲的MSM培养基上形成的透明圈

2.降解菌H的形态观察
降解菌H，在固体培养基上菌落呈规则圆形、光滑、黄色，细胞染色为革兰氏阴性。电镜观察：无鞭毛，短杆状，有荚膜结构，细胞长度约2.5 µm，半径约0.4 µm（图2）。
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图2  降解菌H的电镜照片
3.降解菌H对菲的降解
降解菌H具有很强的降解菲的能力，培养液的菲含量在整个过程中呈指数下降（图3）。同时培养液的颜色也从最初的无色，经黄色变为茶色，底物的颜色变化也证明了菲被分解代谢。参考空白的菲残留，整个实验流程仍然有约25％的菲损失，这种损失可能为人为的操作或者客观的条件所造成。扣除菲损失，降解菌H在5d之内对菲的降解达到81.9％，其中绝大部分的降解发生在前两天以内，第一天就降解了37％，降解速率达到5.95mg/l·h。

本实验用ETSA值变化，代替传统菌体浓度OD600或者菌体全蛋白含量的方式，跟踪降解过程中降解菌自身的变化。相比之下，测定菌体浓度OD600最为简便，但是由于菲为水难溶性有机物，会对吸光值造成干扰。而全蛋白含量的测定在操作上比较麻烦。ETSA值的测定主要考察酶对底物（INT）的活性，其产物为可溶性的，可通过离心沉淀的方式排除菌体和菲对吸光度的干扰。由图3可以看出，在前两天ETSA的值最高，随着菲残留量的减少，亦即底物量的降低，菌体的电子呼吸活性呈降低趋势，三天后已回到空白水平。
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图3  5d内随着菲的降解降解菌ETSA活性的变化

4.降解菌H的分子鉴定和系统发育树的构建
16Sr DNA的测序及分析结果，该菌株的序列与鞘氨醇单胞菌属(sphingomonas)的多种细菌具有很高的同源性，大于96％，其中与Sphingomonas capsulata 和Sphingomonas sp. DEP-AD1的同源性高达99％。以与鞘氨醇单胞菌属关系较近的Ahrensia kielensis为外群，构建基于降解菌H和同属细菌16S rDNA序列的系统发育树（图3）。降解菌H和Sphingomonas sp. DEP-AD1聚于同一发育小分支，与同属的其他种的同源性也非常高。 
5. H菌降解条件的优化

本研究采用均匀设计优化H菌降解菲的试验条件(表1)。均匀设计能从全面试验点中挑选出部分代表性的试验点，这些试验点在试验范围内充分均衡分散，但仍能反映体系的主要特征。例如正交设计是根据正交性来挑选代表点，它在挑选代表点时有两个特点：均匀分散，整齐可比。为了达到这两点，试验点的数目就必须比较多。均匀设计只考虑试验点在试验范围内充分“均匀分散”而不考虑“整齐可比”，因此它的试验布点的均匀性会比正交设计试验点的均匀性更好，使试验点具有更好的代表性。采用均匀设计，每个因素的每个水平仅做一次试验，当水平增加时，试验数随水平数增加而增加，而若采用正交试验，试验数则随水平数的平方数而增加，这是两个试验的最大不同处。

将实验结果经DPS软件数据处理系统二次多项式逐步回归分析，并对该模型进行显著性检验(表2)。得回归方程

Y=2.013632437+0.006417529039X2+9.102316609X1*X1+0.028758704091X1*X2-0.20999125426X1*X3
相关系数R= 
0.99979，F值= 582.2746，显著水平p=0.0311，剩余标准差 S= 0.11409

调整后的相关系数Ra= 0.99893，说明该方程能很好的拟合菲降解的过程。
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图4 基于降解菌H和同属细菌16S rDNA序列的系统发育树(结点处数字示bootstrap值)



表1 降解菲的均匀设计表U6(62×3)及实验结果
	水平\因素

	    1
	    2
	    3
	  实验结果

	
	接种量（OD600）
	底物浓度
（mg/l）
	培养时间
（h)
	降解速率
（mg/l·h)

	1
	   0.1
	   200
	   72
	2.361111

	2
	   0.3
	   500
	   48
	7.333333

	3
	   0.5
	   100
	   24
	3.8375

	4
	   0.05
	   400
	   72
	4.455556

	5
	   0.2
	   50
	   48
	1.030208

	6
	   0.4
	   300
	   24
	6.8375






表2 用二次多项式逐步回归法处理的数据结果

	因素
	    偏相关
	    t检验值
	   显著水平p

	X2
	0.99458


	9.56168
	0.01076

	X1*X1
	0.99601
	11.16527
	0.00793

	X1*X2
	0.99611


	11.30720
	0.00773

	X1*X3
	-0.99220

	7.96042
	0.01542


从表2各变量可以看到显著性检验p值的大小，可以知道对降解速率的影响大小为：X1*X3＞X2＞X1*X1＞X1*X2。从以上实验结果我们还可以知道，因素之间存在交互作用。

由以上均匀设计实验，得出菲降解的最佳条件为：接菌量OD600为0.5，菲浓度为498.46726ppm，降解时间为47.09892h，最大降解速率为8.104167mgL-1h-1。经实验验证，在优化条件下菲的降解速率为8.044002 mgL-1h-1，与回归模型的预测值的相对误差为0.74 ％，说明利用均匀设计优化实验是可行性的。
四、结　论
 1.作者采用改进的平板升华技术可以快速筛选得到高效的菲降解菌。降解菌株H为鞘氨醇单胞菌属, 该菌株在摇瓶培养条件下，48h内对菲(50mg/l) 的几乎可完全降解，降解率大于98%，并对高浓度的菲(500mg/l)也能快速降解，降解率为70%，高于目前已报道的鞘氨醇单胞菌属对菲的降解效能(Boldein et al.,1993；Fredrickson et al.,1995；Fang et al.,2000)。
2.采用均匀设计替代正交实验，试验布点的均匀性比正交设计试验点的均匀性更好，试验点具有更好的代表性。进一步说明运用均匀设计理念设计降解条件优化实验的思路是可行的。

本研究所获得的高效菲降解菌株H将为探索菲的生物代谢途径提供模式菌株，同时为将来研究PAHs 生物降解的分子机制，构建能降解PAHs 的基因工程菌奠定基础。
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Isolation of phenanthrene-degrading bacteria and optimization for degrading activity of phenanthere*
LEI huan 1  , HUANG xu 1 , TIAN Yun1 , **  ZHENG Tian-ling1, 2
(1 School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005)
((2 State Key Laboratory of Marine Environmental Science, Xiamen University, Xiamen 361005) 
ABSTRART
Use sublimate-plate method, a PAHs-degrading bacteria was isolated from the surface seawater of  Botan oil port in Xiamen, and was denominated as strain H. The strain H was classified to Sphingomonas genus according to its 16Sr DNA sequence. The HPLC result showed that the stain H had degraded 81.9％ of phenanthrene (final conc.400mg/l) within five days and the velocity is 5.95mg/l·h.Use uniform design experimentation to optimize the degradation conditions, the degradation velocity of phenanthrene (498.46726mg/l) was largest after 47.09892 hours ，the density of cells is 0.5(OD600).
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