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摘   要：【目的】从污染土壤中分离筛选一株多环芳烃降解菌，并探究其与 Pseudomonas 

aeruginosa B6-2 构建的混菌体系对菲-镉复合污染的修复效能，以及微生物代谢特性对不同镉浓

度赋存的响应特性，以期为复合污染的生物修复提供优良菌株资源及应用技术参考。【方法】采

用富集驯化、筛选纯化方法得到一株多环芳烃降解菌，通过生理生化特征和 16S rRNA 基因序列

分析进行鉴定。利用高效液相色谱法和电感耦合等离子体质谱法评估不同镉浓度赋存下各反应

体系对菲和镉的去除效能；通过菌体细胞形态的扫描电镜观测及菌株代谢活性检测，探讨镉胁

迫对菲生物降解过程的影响机制。【结果】筛选得到一株具有重金属耐受性和多环芳烃高效降解

菌 SZ-3，经鉴定为节杆菌属；降解菌协同体系(M)具有良好的菲降解效能和抗镉胁迫优势。镉胁

迫浓度为 0.5、10 mg/L 时，M 对菲和镉的去除率分别高于 85%、80%；镉胁迫浓度为 25、50 mg/L

时，2 种污染物的去除率均大于 65%。扫描电镜分析表明，镉胁迫导致菌体表面粗糙且出现不

同程度变形，菌体间黏附性和聚集性提高。反应周期内，邻苯二酚 1,2-双加氧酶活性与电子传

递体系活性随镉浓度增加而降低，两者变化与菲降解速率变化一致。【结论】Arthrobacter sp. 

SZ-3 是一株 PAHs 高效降解菌，能与 Pseudomonas aeruginosa B6-2 协同高效修复菲-镉复合污染，

随着初始镉胁迫浓度增加，混菌协同对目标污染物去除的优势显著。 

关键词：复合污染；菲；重金属；协同去除；微生物修复；镉胁迫  
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Abstract: [Objective] A polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH)-degrading strain was isolated 
from the soil contaminated by PAHs. This strain was mixed with Pseudomonas aeruginosa B6-2 
to construct a mixed bacterial system for remediation of the soil or liquid co-contaminated by 
phenanthrene and cadmium. We investigated the remediation efficiency and the response 
characteristics of microbial metabolism to Cd at different concentrations, aiming to provide 
bacterial resources and technology reference for the bioremediation of combined pollution. 
[Methods] The PAH-degrading strain was screened via enrichment, domestication, isolation, 
and purification and then identified by physio-biochemical tests and 16S rRNA gene sequence 
analysis. High performance liquid chromatography and inductively coupled plasma mass 
spectrometry were employed to evaluate the removal efficiency of phenanthrene and cadmium 
at different cadmium concentrations. Furthermore, the effects of cadmium stress on 
phenanthrene biodegradation were analyzed on the basis of cell morphology observed by 
scanning electron microscopy and metabolic activity. [Results] A novel strain SZ-3 with heavy 
metal tolerance and high PAH-degrading ability was screened out and identified as 
Arthrobacter. The mixed system (M) of the two degrading bacteria had high 
phenanthrene-degrading efficiency and resistance to cadmium stress. The removal rates of M for 
phenanthrene and cadmium were higher than 85% and 80%, respectively, at the cadmium 
concentrations of 0.5 mg/L and 10 mg/L. When the cadmium concentrations were 25 mg/L and 
50 mg/L, M showed the removal rates higher than 65% for the two pollutants. Cadmium stress 
increased the surface roughness, led to different degrees of cell deformation, and strengthened 
the adhesion and aggregation between cells. Both catechol 1,2-dioxygenase activity and electron 
transport system activity decreased with the increase in cadmium concentration during the 
reaction cycle, which was consistent with the variation of phenanthrene degradation rate. 
[Conclusion] Arthrobacter sp. SZ-3 is a strain with high PAH-degrading efficiency, which, 
together with P. aeruginosa B6-2, can efficiently remediate the soil co-contaminated by 
phenanthrene and cadmium. The two strains demonstrated significant synergistic effect on the 
removal of target pollutants. 
Keywords: co-contamination; phenanthrene; heavy metals; synergistic removal; microbial 
remediation; cadmium stress 
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典型持久性 “三致 ”化合物的多环芳烃

(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)与重金

属(heavy metals, HMs)在环境介质中共存而导

致的复合污染，已成为石油化工、焦化冶炼及

电子垃圾拆解等行业较普遍的污染特征 [1-2]。

已报道的 PAHs 超过 200 种，萘、菲、荧蒽和

芘等 PAHs 化合物被列为优先控制重点污染

物 [3-4]。PAHs 和 HMs 均具有细胞致毒效应[5]，

由此引起土壤、水体中复合污染对生态环境和

人类健康造成的安全风险日益增加。寻找新方

法实现 PAHs 和 HMs 复合污染的有效修复日益

受到研究人员关注[6]。 

现有污染治理技术中，不同降解菌协同的

微生物修复因其低成本和环境友好等优势，被

认为具有潜力且值得推行 [7]。Wanapaisan 等 [8]

采用混合功能菌协同降解芘，认为混菌体系的

协同代谢导致酶和细胞代谢功能的变化。相较

于单一的铜绿假单胞菌，人工构建的大肠杆菌

和铜绿假单胞菌混菌体系被证实能够将菲的降

解效率提高 26%[9]。也有研究发现，使用 2 株

假单胞菌构成的混菌体系可以促进石油含硫

化物的脱硫作用 [10]。目前，有关利用微生物

进行难降解有机物-重金属复合污染修复过程

特性的研究成果较为缺乏。Huang 等 [11]发现

Pseudomonas brassicacearum LZ-4 降解萘的同

时促进了 Cr6+的还原。Fusarium solani 被证实

在代谢芘的同时产生了铁载体类化合物固定

铜、锌和镉等重金属[12]。研究人员在培养基中

加入 0.45 mmol/L 的 Fe3+使 Rhodococcus ruber 

L9 降解芘的效率提高 38.7%[13]。在低于最小抑

制浓度的条件下，V5+和 Fe2+共存不影响细菌

对氯氰菊酯的生物转化效率[14]。另一方面，由

于研究体系、降解菌种属与实验条件等差异，

重金属胁迫下复合污染物去除效能与微生物生

理生化特性的关联机制亦较为复杂。Liu 等[15]

研究了 Pb2+对 Bacillus sp. P1 降解菲的影响，发

现高浓度 Pb2+的存在不会改变菲的代谢途径，

但会减少代谢产物的产量。Ma 等[16]认为，尽

管 Cu2+胁迫抑制了假单胞菌降解四溴双酚 A 的

代谢产物转化，但对四溴双酚 A 的最终降解率

没有影响。因此，通过适宜的降解菌协同体系

降低重金属胁迫对微生物降解难降解有机物行

为的不利影响，以实现复合污染的高效修复，

值得深入探讨。 

镉(cadmium, Cd)生态毒性强且普遍存在于

PAHs 污染的环境介质中[17]，本研究以菲作为

PAHs 模型化合物，基于镉耐受性具有差异的  

2 株 PAHs 高效降解菌，构建菲-镉好氧微生物

降解体系，研究混菌协同对复合污染体系中目

标化合物的去除特性，进一步考察降解周期内

污染物去除规律、细胞形态及关键酶活特征对

不同镉赋存浓度的响应特性，以期为难降解有

机物-重金属复合污染的微生物修复提供菌株

资源和应用技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌株 

Pseudomonas putida B6-2 为革兰氏阴性

菌，呈杆状并对卤代芳香烃及混合芳香化合物

具有良好降解能力[18-19]，由上海交通大学生命

科学技术学院提供。Arthrobacter sp. SZ-3 从江

苏某钢铁厂附近污染土壤中筛选获得。混菌协

同体系(文中编号为 M)由经过驯化后的 B6-2 和

SZ-3 按 1:1 (体积比)配比构建，前期培养实验

证实 2 株菌不存在拮抗作用。 

1.1.2  培养基和模拟废水 

(1) LB 液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，

酵母粉 5.0，NaCl 10.0，加蒸馏水定容至 1 L，

调 pH 至 7.0±0.2，121 ℃灭菌 30 min。LB 培养
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基主要用于培养种子液和斜面菌种保藏。(2) 

模 拟 废 水 (g/L) ： NaNO3 2.0 ， NaCl 5.0 ，

MgSO4·7H2O 0.25，K2HPO4·3H2O 6.3，KH2PO4 

4.0，(NH4)2SO4 1.0，Tween-80 0.2，加蒸馏水

定容至 1 L 后，调 pH 至 7.0±0.2，121 ℃灭菌

30 min，添加一定量的菲和镉，摇匀后置于通

风橱中过夜待用。 

1.2  PAHs 降解菌的分离与鉴定 
1.2.1  菌株富集和纯化分离 

称取一定量土样于盛有 150 mL 无菌水的

锥形瓶中，在 30 ℃、150 r/min 恒温摇床内振

荡 12 h，静置后用多层无菌纱布过滤，将滤液

转接至 LB 液体培养基扩培。取扩培液 5 mL 加

入含有一定浓度菲、荧蒽和芘的无机盐培养液

中培养，培养液(10%)定期转接至菲、荧蒽和

芘浓度逐次梯度增加的无机盐培养基中恒温振

荡培养，直至溶液出现浑浊。采用稀释平板涂

布划线法获得菌落形态单一的纯化菌株。 

1.2.2  菌株的鉴定 
进行菌株革兰氏染色、糖类发酵等生理生

化试验。16S rRNA 基因 PCR 扩增测序，采用

细菌通用上下游引物 27F (5ʹ-AGAGTTTGATC 

MTGGCTCAG-3ʹ)和 1492R (5ʹ-GGTTACCTTG 

TTACGACTT-3ʹ)，由生工生物工程(上海)股份

有限公司完成。从 GenBank 数据库中调取出相

似性较高的相关菌株的基因序列进行分析，采

用 MEGA 7.0 软件构建系统进化发育树。 

1.3  菌株重金属抗性与耐受性 
1.3.1  重金属抗性表征 

参考 Brauner 等[20]的方法用最小抑制浓度

(minimal inhibit concentration, MIC)表征菌株对

重金属的抗性。最小抑制浓度测定：将菌株以 1% 

(体积分数)接种到液体 LB 培养基中培养 12 h，用

新鲜灭菌LB培养基稀释作为种子液，接种到含

有不同浓度的 CdCl2 的新鲜 LB 液体培养基中，

于 28 ℃恒温培养箱培养 48 h 后，接种至 LB 琼

脂平板上，根据有无单克隆生长进行评估。 

1.3.2  耐受性的测定 
参考 Chen 等[21]的方法以微生物生长滞后

期的长度表示耐受性。将接种液接种到含有不

同浓度 CdCl2 的新鲜 LB 液体培养基中，初始

OD6000.01，每隔2 h测定1次OD600值。当OD600

值达到 0.1 (定义为开始增长)时，完成测定。 

1.4  菲-镉去除特性实验 
1.4.1  批次实验设计 

无菌条件下，按接种比 10% (体积分数)将

菌液接种到不同浓度镉赋存的模拟废水摇瓶

中，无菌透气膜封口，在 30 ℃、150 r/min 摇

床中避光振荡 10 d，不同时间取样检测。各批

次实验组菲初始浓度均为 30 mg/L，镉浓度分别

为 0、0.5、10、25 和 50 mg/L，设置不加菌的

空白组以扣除由于挥发及器壁吸附等原因导致

的菲、镉非生物性损失，空白组其他条件与各

实验组一致。 

1.4.2  菲和镉的检测  
菲浓度利用 Agilent 1260 高效液相色谱进

行分析。色谱检测条件为：C18 色谱柱(5 μm，

250 mm×4.6 mm)，紫外检测器，检测波长为

254 nm，温度 25 ℃，乙腈：超纯水(80:20，体积比)

作为流动相，流速为 1.5 mL/min，进样量 5 μL。镉

浓度通过电感耦合等离子体质谱法测定。 

1.5  菌株细胞形态与代谢活性 
1.5.1  菌株细胞表型特征 

将离心后的样品用 2.5%戊二醛固定 10 h，

0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液冲洗 4 次。用酒精逐

级脱水，每次 0.5 h。乙酸异戊酯置换 2 次，每

次 0.5 h。临界点干燥并喷金处理。在 Quanta 

FEG 250 扫描电子显微镜下观察细胞表型特征。 

1.5.2  降解酶活性检测 
邻苯二酚 1,2-双加氧酶活性的检测参考卫
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昆等 [22]和曾光明等 [23]报道的方法，提取的粗

酶液采用 Agilent Cary 60 紫外可见分光光度计

在波长 260 nm 处分析酶反应产物产生量。定

义每分钟 1 μmol底物转化所需的酶量为 1个酶

活力单位 U。 

1.5.3  电子传递系统活性检测 
微生物的电子传递体系活性测定参考尹军

等[24]和 Gu 等[25]的方法，通过提供过量的电子

供体 (NADH 与琥珀酸 )，以人工添加的碘硝

基氯化四氮唑蓝 (iodonitrotetrazolium chloride, 

INT)为电子受体，测定微生物将 INT 还原为甲

臜(iodonitrotetrazolium chloride formazan, INTF)

的速率来指示微生物的电子传递体系活性。 

1.6  数据统计和分析 
各批次实验均设置平行实验组(n=3)。数据

处理以及图形绘制使用 Excel 2019 和 OriginPro 

2018c进行，使用 MEGA 7.0软件进行菌株系统

进化发育树构建。 

2  结果与分析 

2.1  PAHs 降解菌的分离与鉴定 
纯化分离得到 1 株 PAHs 降解菌株，编号

SZ-3。该菌落呈圆形，为白色偏浅黄色，菌落

边缘整齐，菌体较小，表面有光泽(图 1A)；长

度为 1.5−2.0 μm，宽度为 0.3−0.5 μm，无芽孢，

无鞭毛，扫描电镜观察呈杆状(图 1B)。SZ-3  
 

      
 

 
 

图 1  分离菌株 SZ-3 形态和系统进化发育树 
Figure 1  Morphology and phylogenetic tree of SZ-3. A: Colony morphology. B: Microscopic bacterial 
morphology (10 000×). C: Phylogenetic tree of SZ-3 based on 16S rRNA gene sequence. Node number 
represents the confidence level of relatives. The length of branch represents the evolutionary distance. Ruler 
represents 0.1% of sequence evolutionary differences. 
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菌株不能发酵葡萄糖、蔗糖、果糖和乳糖；

革兰氏染色为阳性；吲哚反应为阴性；过氧

化氢实验和脲酶实验均为阳性。将菌株测序

结果 (GenBank 登录号：OL780824)与数据库

中已知核酸序列进行相似性比较，结果显示

SZ-3 与节杆菌属序列相似性达 100%。利用

MEGA 7.0 软件及其邻接法(neighbor-joining)

构建系统进化发育树 (图 1C)。综合上述结

果，初步鉴定 SZ-3 属于 Arthrobacter，命名为

Arthrobacter sp. SZ-3。 

2.2  菌株对镉的抗性和耐受性 
抗性用于表征微生物抵抗重金属胁迫的能

力，耐受性可表征微生物适应胁迫的能力。如

表 1 所示，菌株 B6-2 和 SZ-3 的最低抑制浓度存

在的区间分别为 1 000 mg/L<MIC<1 200 mg/L、

100 mg/L<MIC<200 mg/L，B6-2 的镉抗性高于

SZ-3，表明镉对 B6-2 细胞的毒性影响相对更

小。2 株菌对镉的抗性特征存在明显差异，当

体系中镉胁迫浓度低于 100 mg/L时，株菌细胞

的生理生化特性优良。 

图 2 为 2 菌株对镉的耐受性表征结果。相

较于无镉添加的对照组(CK)，2 株菌的细胞生

长均受到镉胁迫的影响并出现延迟生长的现

象。随着初始镉浓度的增加，微生物生长曲线

的停滞适应期时长随之增加，可能是摄入细胞

内的镉或被吸附于细胞表面的镉对细胞正常代

谢产生抑制效应[26]。镉胁迫浓度大于 0.5 mg/L

时，B6-2 细胞生长的停滞适应期较 SZ-3 更

短。在 10 mg/L 镉胁迫下 B6-2、SZ-3 生长停滞

适应期约为 5、6 h；50 mg/L 镉胁迫下 B6-2、

SZ-3 生长停滞适应期约为 15、20 h。随着镉初

始浓度的增加，B6-2 和 SZ-3 细胞生长停滞适 

 
表 1  菌株 SZ-3 和 B6-2 的最小抑制浓度 
Table 1  Minimum inhibitory concentrations of SZ-3 and B6-2 
Bacterial strains Cd(Ⅱ) (mg/L) MICs (mg/L) 

0 50 100 200 400 800 1 000 1 200 

B6-2 + + + + + + + − 1 000<MIC<1 200 

SZ-3 + + + − − − − − 100<MIC<200 

+: The ability to grow; −: Inhibition of growth. 

 

 
 

图 2  菌株在不同浓度镉赋存时的生长曲线 
Figure 2  Growth curves of two strains at different concentrations of cadmium. A: B6-2. B: SZ-3. 
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应期的差异也越大。Kuppusamy 等[27]对 PAHs

和 HMs 长期污染土壤中细菌群落特征分析结

果表明，污染场地中革兰氏阴性菌总体数量较

革兰氏阳性菌占优，微生物群落中革兰氏阳性

菌重金属抗性和耐受性总体低于革兰氏阴性

菌，这与本文研究结果一致。 
2.3  菌株协同的菲和镉去除特性 
2.3.1  单菌和混菌体系的镉胁迫效应分析 

图 3A 显示了 B6-2、SZ-3 和 M 这 3 种降解

体系在不同浓度镉胁迫下第 10 天的菲降解

率。当镉浓度为 0−0.5 mg/L 时 SZ-3 对菲降解

效率显著(P<0.05)高于 B6-2。当镉胁迫浓度从

10 mg/L 增加至 50 mg/L 时，SZ-3 菲降解率从

57.99%下降至 21.76%，而 B6-2 对菲的降解效

率从 62.64%降低至 53.39%。当镉的浓度为  

10 mg/L 时，相较于 SZ-3 菲降解能力的急剧下

降，混菌 M 受镉胁迫效应的冲击影响甚微，周

期结束混菌对菲的去除率较对照组(84.81%)仅

下降 3.62%。当体系中镉的浓度为 50 mg/L 时，

3 组反应体系对菲的降解效果为 M (64.90%)> 

B6-2 (53.39%)>SZ-3 (21.76%)。多菌株协同受

镉胁迫影响较小，即使在高浓度镉赋存时混菌

M 仍具备良好的菲降解能力。 

2.3.2  菌株协同对菲的去除特性 
不同镉浓度胁迫下降解菌对菲的去除特性

如图 3B 所示。随着镉初始浓度的增加，反应初

期菌株协同体系各实验组菲的降解速率呈降低

趋势。反应周期结束时，初始镉浓度为 0.5 mg/L

实验组菲降解率(83.02%)与对照组(84.81%)相

当，低浓度镉赋存对菲的生物降解影响不显

著(P>0.05)；反应第一天时，微量镉的存在略

微促进了菲的去除，这可能是菌体细胞对菲的

吸附导致。由于菌体细胞呈负电性，具有吸引

金属阳离子的倾向和潜势，菌体表面的负电荷

逐渐被中和而转变为中性状态，增强了微生物对

多环芳烃的吸附能力，可在一定程度上提高微生

物对菲的去除效率[28-29]。镉浓度为 10 mg/L 时，

相较于对照组，菲降解率仅降低 3.62%。高浓度

(25、50 mg/L)镉胁迫体系中第 10 天菲降解效率

与对照组相比分别降低 16.5%、23.01%。在反应

周期结束时，高浓度镉胁迫下菲降解率仍有上

升的趋势，结合图 4D 中 OD600 值变化分析可知，

第 10 天时微生物的生长尚未达到稳定期，菲降

解率仍有提高空间。 
 

 
 

图 3  功能菌在不同条件下的菲降解效率 
Figure 3  Efficiency of phenanthrene degradation by bacteria under different conditions. A: Degradation rate 
of phenanthrene on day 10 under different cadmium concentrations by different bacteria. B: Degradation 
efficiency of phenanthrene by M under different cadmium concentration. Error bars in figure represent 
standard deviation. 
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2.3.3  菌株协同对镉的去除特性 
图 4 为不同镉胁迫浓度下混菌体系 M 的菌

株生长及反应周期内的镉去除特性。镉初始浓

度为 0.5、10、25和 50 mg/L时，反应周期结束

时剩余镉浓度分别为 0.031、1.294、6.615 和

14.811 mg/L，相应的镉最高去除率分别为

92.88%、87.06%、73.54%和 71.47%。菌株协

同对镉的去除效能随初始镉浓度的增加而降

低。结合体系中 OD600 值的变化分析可知，镉

初始浓度为 0.5、10 mg/L 的实验组，体系中镉

最大去除量在细菌对数生长期实现；而对于较

高浓度(25、50 mg/L)的实验体系，则在细菌衰

亡期达到镉最大去除量。反应周期内，不同初

始镉浓度胁迫条件下镉去除过程特性呈现一定

差异。 

2.4  菌株协同的细胞形态及酶活特征对镉

赋存浓度的响应特性 
2.4.1  镉胁迫对细胞表型特征的影响 

图 5 为不同浓度镉胁迫下混菌 M 形态的扫

描电子显微镜结果图。对照组细胞形态完整，

菌体饱满，表面清晰光滑。10 mg/L 镉胁迫对

细胞表型影响不明显。随着胁迫浓度进一步增

加，菌体细胞表型特征的变化随之显著。大量

菌体表面变得粗糙伴有褶皱产生，出现菌体缩

小、由杆状断裂或收缩成球状的现象。此外，

在高浓度(25、50 mg/L)实验组可以观察到菌体

间的黏附性和聚集性随着镉胁迫浓度的增加逐

步提高，细菌可能分泌了胞外聚合物，这些胞

外聚合物的分泌可能是菌株耐受多种重金属的

机制之一[30]。 
 

 
 

图 4  混菌 M 生物量变化和镉残留浓度 
Figure 4  OD600 value and cadmium residual concentration of M under different cadmium concentrations.    
A: 0. B: 10 mg/L. C: 25 mg/L. D: 50 mg/L. Error bars represent standard deviation. 
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图 5  不同镉浓度胁迫下混菌 M 的扫描电镜图 
Figure 5  Scanning electron microscope (50 000×) of M under different cadmium concentrations. A: 0. B: 
10 mg/L. C: 25 mg/L. D: 50 mg/L. 
 

2.4.2  镉胁迫对关键降解酶活性的影响 
邻苯二酚是多环芳烃生物降解中重要的中

间产物，根据开环方式的不同，可分为邻位降

解途径和间位降解途径。其中邻位降解途径中

的关键酶是邻苯二酚 1,2-双加氧酶 (catechol 

1,2-dioxygenase, C120)，邻苯二酚经双加氧酶

催化后进入三羧酸循环进而降解为二氧化碳

和水[31]。如图 6A 所示，随着镉胁迫浓度的增

加，周期内同一取样时间点的各实验组 C120 的

活性总体呈降低趋势，表明镉胁迫对降解酶活性

存在抑制作用。镉初始浓度为 0、0.5 和 10 mg/L

时，反应周期内邻苯二酚 1,2-双加氧酶活性呈

现先增加后降低的趋势，第 5 天时各组酶活性

均达到最大值。0.5 mg/L 镉胁迫浓度的反应组

第 5 天酶活性 (84.16 U/mL)较对照组酶活性

(80.71 U/mL)略高，之后这 2 组的酶活性趋近一

致。结合 2.3.3 剩余镉浓度分析可知，初期低浓

度镉的存在抑制了 C120 的活性，随着体系中

镉浓度的降低，酶活性逐渐恢复并达到与对照

组相近水平。镉对邻苯二酚 1,2-双加氧酶活性

存在抑制作用，在镉浓度为 10−50 mg/L 范围

内，胁迫浓度越高，对降解酶活性的抑制作用

越强，50 mg/L 的抑制作用最显著(P<0.05)。曾

光明等[23]的研究认为镉对降解菌的产酶过程及

酶促降解过程均有抑制作用，这与本文研究结

果一致。 
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图 6  镉对混菌细胞活性影响 
Figure 6  Changes of cadmium on cell activity in the synergistic removal process. A: Catechol 
1,2-dioxygenase activity. B: Electron transport system activity. Error bars represent standard deviation. 
 

2.4.3  镉胁迫对电子传递体系活性影响 
微生物的电子传递体系(electron transport 

system, ETS)活性是普遍采用的微生物活性评

价方法之一[32]。由图 6B 可以看出，镉初始浓

度 10−50 mg/L 范围内，镉对电子传递体系活

性的抑制作用均较为显著(P<0.05)。对照组与

不同浓度镉胁迫的实验组的 ETS 活性均呈现先

升高后降低的趋势。尽管 ETS 活性随时间的变

化趋势基本相同，但同一时间点各组间 ETS 活

性值具有较大差异。对照组和 0.5 mg/L 镉胁迫

的实验组 ETS 活性的变化过程出现 96 h 的稳

定期(3−7 d)；10 mg/L 镉胁迫的体系中 ETS 活

性逐渐升高并在第 5 天达到最高值，并保持约

48 h 的稳定后开始降低；而 25、50 mg/L 镉胁

迫的实验组 ETS 活性约在第 7 天达到最高值，

随后即快速降低。 

3  讨论 
迄今已报道百余种降解菌可通过好氧代谢

实现 PAHs 的完全矿化，菌株降解效能及其对

重金属的抗性特征是复合污染微生物修复的关

键。本课题组从钢铁厂周边污染土壤中分离出

一株多环芳烃高效降解菌 SZ-3，经生理生化检

测和 16S rRNA 基因同源性分析鉴定该菌属于

节杆菌属细菌。 

在重金属胁迫的多环芳烃降解体系中，降

解菌的抗性和耐受性是其确保微生物细胞正常

生理生化性能的基本前提 [20]。本研究采用

PAHs 生物降解效能良好，对镉抗性耐受性存在

差异的 SZ-3 和 B6-2 两株菌进行混菌协同修复

菲-镉污染特性研究。其中，B6-2 的镉抗性高于

SZ-3。B6-2 最小抑制浓度为 1 000−1 200 mg/L，

高于 Xu 等 [33]和解琳等 [34]从土壤中分离出的

Pseudomonas sp.和 Beauveria bassiana。2 株菌

镉耐受性表征显示，在高浓度镉(25、50 mg/L)

约束条件下，B6-2 耐受性优于 SZ-3。有研究认

为细菌的重金属抗性机制与新陈代谢活动有

关，主要包括渗透性屏障排斥、胞外吸附与胞

内积累、外排泵的主动运输、酶的解毒等[35-36]。

革兰氏阴性菌 B6-2 与革兰氏阳性菌 SZ-3 之间

结构与组成的差异可能会影响微生物本身对重

金属的抗性及耐受性。 

菲生物降解效能随着镉初始胁迫浓度的增

加而降低，相较于单菌株实验体系，混菌协同
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在一定程度上缓解了菲降解过程的镉胁迫的

不利影响。当镉初始浓度为 50 mg/L 时，反应

周期内混菌体系对菲的降解率较 SZ-3 和 B6-2

提高了 43.14%、11.51%。混菌体系已被证实

可以减轻单个底盘细胞的代谢负担、降低中

间代谢物的过度积累和毒害，并对复杂环境介

质具有更强的适应性和鲁棒性[37-38]，这些优势

都会提高混菌体系降解效能。根据实验结果，

0.5 mg/L 镉赋存对混菌降解菲的影响不显著

(P>0.05)，镉初始浓度为 10 mg/L 时，反应周期

结束时混菌体系对菲的降解率为 81.19%。有研

究表明[11]，10 mg/L 铬共存体系中 Pseudomonas 

brassicacearum LZ-4 能够降解 77%的萘。Shi

等[39]发现受 5 mg/L 镉影响，P. aeruginosa 对十

溴二苯醚的降解率约为 30%。在 50 mg/L 的镉

作为单一污染物体系中，伯克霍尔德氏菌[40]和

芽孢杆菌属[41]的去除率分别为 38%和 46.93%。

本研究中多菌株协同体系在 30 mg/L 菲与

50 mg/L 镉共存情况下，反应周期末镉和菲的

去除率分别为 71.47%、64.9%，高于上述文献

报道。因此，菌株 B6-2 与 SZ-3 协同高效修复

菲-镉复合污染的优势突出。另一方面，不同浓

度镉赋存条件下周期内镉去除效率随着时间的

变化与细胞生长周期特征也存在差异。这可能

是由于镉对微生物细胞具有毒害作用[42]，以及

细胞解毒抗胁迫的生理行为对不同浓度镉赋存

的响应不同导致。 

微生物对 HMs 的去除主要依靠细胞表面

吸附和胞内积累实现，微生物比表面积大、细

胞膜表面及胞外聚合物中含有羧基、膦酸盐和

羟基等官能团，均可以通过吸附和络合等作用

减少体系中重金属含量或将重金属转化为低毒

或者无毒的状态[6]。扫描电镜结果显示，镉胁

迫浓度的提高导致菌体表型特性随之改变，即

菌株在受到镉胁迫后会通过改变自身形态来响

应环境的变化。推断重金属胁迫可能会影响菌

体形态建成相关基因的表达模式。同时，由于

胞外聚合物的分泌，菌体间黏附性和聚集性提

高。胞外聚合物能够促进重金属吸附在细胞表

面[43]，并与重金属形成螯合物，进一步实现重

金属的去除。 

细菌对菲的好氧降解一般是从双加氧酶催

化的加氧反应开始，双加氧酶在菲的生物降解

过程中起重要作用。电子传递体系活性体现了

微生物呼吸活性，间接指示降解菌的代谢活性

变化。降解酶活性与电子传递体系活性的研究

结果表明，镉对邻苯二酚 1,2-双加氧酶活性存

在抑制作用，在镉浓度 10−50 mg/L 范围内，

抑制作用均十分显著(P<0.05)。这与曾光明 [23]

等的研究结果一致。电子传递体系活性呈现与

邻苯二酚 1,2-双加氧酶活性较为一致的规律，

低浓度镉胁迫对混菌 M 降解菲过程中电子传递

体系活性影响不明显(P>0.05)，而更高镉胁迫

浓度抑制明显(P<0.05)。陈皓 [32]等发现，活性

污泥的电子传递体系活性随镉浓度增加而明显

降低。Li 等[44]指出沉积物中微生物在多环芳烃

降解过程中电子传递体系活性受到锰的抑制降

低 31%−70%。因此，初步推断降低菲降解酶

活性和电子传递体系活性是镉影响多菌株协同

降解菲的重要机制之一。 

4  结论 
(1) 随着环境污染特征的日益复杂，难降

解有机物 -重金属复合污染问题的关注度增

加，复合污染的微生物修复技术的深度研发对

菌株资源的挖掘提出更高要求。从复合污染土

壤中筛选出一株高效降解菌，经鉴定 SZ-3 属于

节杆菌属细菌。该菌不仅具备多环芳烃降解能

力，而且对重金属镉具备一定抗性和耐受性。 

(2) 将重金属抗性较高的 Pseudomonas 
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putida B6-2 与菲降解能力强的 Arthrobacter sp. 

SZ-3 构建的混菌协同体系 M 具有复合污染修

复的生态位协同互补效应，能够确保较高浓度

镉胁迫下良好的菲生物降解效能，丰富了环境

污染微生物治理的菌株资源，可为微生物修复

重金属-多环芳烃复合污染提供参考。 

(3) 低浓度(≤0.5 mg/L)镉赋存几乎不影响

混菌 M 的菲降解能力，但镉浓度持续提高会降

低菲和镉的去除效能。结果显示，M在 30 mg/L

菲和 10 mg/L 镉复合污染中培养 10 d，能够去

除 81.19%菲与 87.06%镉。 

(4) 在菲的降解过程中，镉对降解菌细胞

的生理毒害表现为改变生物细胞的表面性质，

通过抑制邻苯二酚 1,2-双加氧酶的活性，进而

降低功能菌电子传递体系活性，影响微生物的

代谢，与协同体系的降解特性规律一致。 
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