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摘  要：【目的】萘是一种重要的环境污染物，它在环境中的积累会对人类健康造成危害，生物

降解是解决这一问题的有效方法。本实验室保存的施氏假单胞菌 YC-YH1 对萘具有较强的降解

能力，在此基础上，研究和分析菌株对萘的降解特性、环境因素对萘降解率的影响以及代谢产物。

【方法】采用单因素实验法研究 pH、温度、接种量、萘初始浓度对萘降解率的影响；并在单因

素实验结果的基础上，利用 Design-Expert 8.0.5 软件和 Box-Behnken 设计对 pH、温度、接种量 3
个影响因素进行响应面优化分析，建立环境因素对萘降解率影响的优化模型。利用 LC-MS 检测

萘降解过程中产生的重要代谢产物，从而推测菌株对萘的代谢途径。【结果】响应面分析结果表

明，优化模型极显著(P<0.001)，拟合度良好，预测结果可信度高。降解实验证明，在培养温度

为 32.4 °C、pH 为 7.10、接种量 5.74% (体积比)的优化条件下培养 3 d 即可将浓度为 100 mg/L 的

萘 100%降解。LC-MS 分析表明，菌株降解萘的过程中，能够被检测到的主要代谢产物有 1,2-二
羟基萘、水杨酸、邻苯二酚等。【结论】施氏假单胞菌 YC-YH1 对萘有高的降解效率，pH、温度、

接种量 3 个因素对菌株的降解率有较大影响。利用响应面法优化菌株对萘的降解条件，能够提高

YC-YH1 菌株对萘的生物降解性能。初步推测菌株 YC-YH1 对萘的降解是通过水杨酸途径，萘

首先被其代谢为 1,2-二羟基萘，而后被转化为水杨酸和邻苯二酚，最后进入三羧酸循环被彻底

降解。 
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Characteristics and product analysis of naphthalene degradation by 
Pseudomonas stutzeri YC-YH1 
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Abstract: [Objective] Naphthalene is the simplest of polycyclic aromatic hydrocarbons and is 
considered as an environmental pollutant that has gained a lot of public concern owing to its 
carcinogenicity and persistent organic properties. Biodegradation is generally recognized as the mass 
balance-wise most important route of naphthalene degradation. A previous study has revealed that 
Pseudomonas stutzeri YC-YH1 could degrade naphthalene effectively. This study aimed to characterize 
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degradation, optimize the degradation rate of Pseudomonas stutzeri YC-YH1 for naphthalene and 
investigate naphthalene degradation pathways. [Methods] Firstly, effects of pH, temperature, inoculum 
amount and initial concentration of naphthalene for the naphthalene-degrading rate of Pseudomonas 
stutzeri YC-YH1 were determined by single factor experiments. Then based on the results of the single 
factor experiments, the software Design Expert 8.0.5 and Box-Behnken design was used to analyze and 
optimize the model of naphthalene degradation rate by three key factors (pH, temperature, and 
inoculums amount) through response surface methodology. LC-MS was used to analyze the 
degradation pathway and products. [Results] An optimization model was then constructed, and its 
validity was verified. The model was significant (P<0.001) and fitting well. In confirming experiments, 
under the optimization condition of temperature 32.4 °C, pH 7.10, inoculation 5.74% (V/V), the 
degradation rate of 100 mg/L naphthalene was 100% after incubation for 3 days. LC-MS data indicate 
that it is possible to find three major metabolites of naphthalene, which include 1,2- 
dihydroxynaphthalene, salicylic acid and catechol. [Conclusion] The results suggested that three key 
factors (pH, temperature, and inoculums amount) could affect the degradation rate of naphthalene, and 
optimization of the response surface methodology could improve the biodegradation efficiency of 
naphthalene by Pseudomonas stutzeri YC-YH1. The possible degradation pathway of strain YC-YH1 
was catechol pathway. Naphthalene was first turned into1,2-dihydroxynaphthalene, and then salicylic 
acid and pyrocatechol, finally entered the tricarboxylic acid cycle. 

Keywords: Pseudomonas stutzeri, Naphthalene, Biodegradation, Response surface method, 
Optimization, Degradation pathway 

在当代，随着石油消耗的增加，环境中多环芳

烃(PAHs)的浓度也逐渐增大，广泛分布在空气、土

壤、海水及沉淀物中[1-4]。PAHs 具有毒性、致突变

性、潜在致癌性等特点，且不能够被自然环境条件

轻易降解[1]。它们可对动植物种群产生毒害作用，

经食物链的积累，从而对人类的健康造成严重损

害[5-7]。萘是一种结构最简单的、具有两个苯环的

PAHs，是美国环保署鉴定的优先控制的 16 种 PAHs

污染物之一，在环境中普遍存在，常用作研究 PAHs

环境降解的模式化合物[8-9]。萘具有较低的水溶性和

较高的固液分配系数，这使得它能够抵抗微生物的

利用且促进其在土壤中浓度的增加[10]。 

释放到环境中的萘能够通过一些途径移除，包

括蒸发、光氧化、化学氧化、生物富集、生物降解

和吸附。生物降解被认为是有效、经济且无二次污

染的技术，如细菌和真菌等微生物可将萘转化为低

毒或无毒化合物[11]。近几十年来，人们已经发现了

多种能够降解萘的菌种，包括微球菌(Micrococcus 

sp.)[12]、假单胞菌 (Pseudomonas sp.)[13]、产碱菌

(Alcaligenes sp.)[14]、红球菌(Rhodococcus sp.)[15]和棒 

状杆菌(Corynebacteria sp.)[16]等，并阐明了萘在需

氧和厌氧条件下的降解途径[17-19]。生物降解速率及

程度受到多种因素的影响，包括 pH、温度、氧气、

生物接种量、营养物质等[20-22]，为了更好地去除污

染物，降解微生物应得到最优的培养条件而得到最

快的生长和降解速率。本文研究了各个因素对菌株

YC-YH1 降解萘的影响，并运用响应面法优化萘的

降解条件并检测其在最优条件下对萘的降解能力。

同时利用 LC-MS 鉴定施式假单胞菌降解萘的代谢

产物，推测其降解途径，为水体环境中萘污染的生

物修复提供了理论和实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  实验菌株：所用菌株为本实验室分离的可同

时 降 解 毒 死 蜱 和 萘 的 降 解 菌 施 氏 假 单 胞 菌

(Pseudomonas stutzeri) YC-YH1，在中国普通微生物

菌种保藏管理中心的保藏号为 CGMCC 9624。 

1.1.2  试剂：萘(浓度>99.5%)购自国药集团化学试

剂有限公司，硝酸铵、氯化钠、硫酸铵、磷酸盐等

均为国产分析纯，蛋白胨、酵母粉购自 OXID 公司，
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色谱纯甲醇购自 Fisher 公司。 
1.1.3  仪器：Aglient 1200 高效液相色谱仪，Zorbax 

Eclipse Plus C18 色谱柱(4.6 mm×150 mm×5 μm)，二

极管阵列(DAD)检测器，LC-MS 仪器为一台二元泵

液相色谱 Agilent 1260 连接一台三重四级杆质谱仪

Agilent QQQ 6420，HDL HZQ-F160 型振荡培养箱，

JSP 超声波清洗器，Thermo Scientific BioMate 3S 紫

外可见光分光光度计，哈希(HACH) COD 测定仪的

配置为一台 DRB200 消解器和一台 DR2800 分光光

度计以及配套的 COD 预制试管。 

1.1.4  培养基：LB 培养基和 IM 无机盐培养基参照

文献[21]配制。 

1.1.5  磷酸盐(PBS)缓冲液(g/L)：NaCl 8.00，KCl 

0.20，Na2HPO4 1.42，KH2PO4 0.27，pH 7.4。 

1.1.6  碳源萘的添加[13,23]：准确称量 2.0 g 固体萘

溶于 20 mL 丙酮中，制成浓度为 1×105 mg/L 的萘

储备液。在研究的前期实验中已证明菌株 YC-YH1

不能够利用丙酮作为碳源进行生长，所以选择丙酮作

为溶剂。实验时将所需体积的萘储备液滴加至灭菌后

的无机盐液体培养基 IM 中，加盖密封。 

1.2  实验方法 
1.2.1  降解菌的接种：将施氏假单胞菌 YC-YH1 接

种到 LB 液体培养基中，30 °C、180 r/min 振荡培养

至 OD600 为 0.6，取 10 mL 菌液，5 000 r/min 离心收

集沉淀，用 PBS 缓冲液洗涤沉淀 2 次，用 IM 培养

基悬浮后接种到含 100 mL IM 培养基和萘的

250 mL 螺口锥形瓶中，盖紧瓶盖，暗处振荡培养。 
1.2.2  环境单因素对萘降解的影响：研究检测多种

单因素包括初始 pH 值、培养温度和初始接种量对

萘降解的影响。以 10%接种量、30 °C、pH 7.0、

180 r/min、100 mg/L 萘浓度为基本条件，通过改变

条件中的接种量(1%，5%，10%，15%，20%)、温

度(10，20，30，40，50 °C)、pH (5.0，6.0，7.0，
8.0，9.0)，在其他条件不变的情况下进行单因素试

验，培养 4 d 后测定菌株对萘的降解率。各单因素

设计以不接种为对照，每个处理分别进行 3 次重复。 
 

1.2.3  响应面优化菌株 YC-YH1 对萘的降解条件：

选择能够显著影响萘降解速率的因素进行条件优

化：培养温度范围为 20−40 °C，pH 为 5.0−9.0，接

种量为 1%−20%。利用 Box-Behnken 设计进行响应

面分析以优化培养条件。菌株 YC-YH1 接种到萘浓

度为 100 mg/L 的 IM 培养基中，以萘为唯一碳源培

养 4 d。实验设计如表 1 所示。 
1.2.4  优化条件下菌株 YC-YH1 对萘的降解及生

长曲线的测定：在得到的优化条件下进行萘降解实

验，检验实验所得结果与优化条件下预期结果的拟

合程度。将菌株 YC-YH1 接种到含萘浓度为

100 mg/L 的 IM 培养基中，定时取样，以 IM 培养

基为空白对照，用分光光度计测定 600 nm 下的吸

光度值，绘制菌体生长曲线。 

1.2.5  萘浓度和 COD 的检测：在液体 IM 培养基

中加入等体积的正己烷，超声波振荡 10 min，静置

10 min，待分层后收集有机相，相同操作重复萃取

一次，两次收集的有机相充分混匀并用 0.22 μm 滤

膜过滤后进行高效液相色谱检测：流动相为水 :

甲醇=20:80，流速为 1 mL/min，进样量 2 μL，紫外

检测器波长为 218 nm。在此条件下，测得萘的保留

时间为 4 min。标准曲线为 y=63.936x−83.133，

R2=0.997 6。其中 x 为萘浓度，y 为峰面积。采用外

标法测定样品中萘的含量，求出其降解率。萘降解

率=[1−(处理组实测残量/对照组实测残量)]×100%。 

COD 的测定按照哈希 COD 检测说明手册进

行。取 2 mL 样品加入到哈希 COD 预制试管中，轻

轻颠倒混匀，然后放入到 DRB200 消解器中，在 
 

表 1  Box-Behnken 实验设计因素水平及编码 
Table 1  Box-Behnken design of experimental 

 factors and codes 

编码水平 Code level
变量 Variance 

编码 
Code 

−1 0 1 

温度 Temperature (°C) X1 20 30 40 

pH 值 pH value X2 6 7 8 

接种量 Inoculums amount (%) X3 5 10 15 
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150 °C 下加热 2 h，冷却至室温，用 DR2800 分光

光度计在 620 nm 波长下测定样品中 COD 的含量。 

1.2.6  菌株 YC-YH1 降解萘代谢产物的检测：将菌

株 YC-YH1 接种到含萘浓度为 100 mg/L 的 100 mL 

IM 培养基中，在优化条件下培养 24 h。取 10 mL
培养物在 5 000 r/min 离心 10 min，去除菌体，在上

清液中加入浓度为 2 mol/L 的盐酸，将 pH 调整为

2.0，然后加入等体积的乙酸乙酯，超声波振荡萃取

10 min，用分液漏斗将有机相和水相分离，再重复

萃取一次，将两次的乙酸乙酯合并用无水 Na2SO4

除去水分后，用旋转蒸发仪在 30 °C 水浴中蒸发近

干，然后用 20 mL 色谱纯甲醇重溶。取 100 μL 重

溶样品用甲醇进行稀释，使其含有的萘的浓度低于

1 mg/L，0.22 μm 滤膜过滤后上机检测。 

将过滤后的样品用 LC-MS 质谱进行检测，流

动相为 100%甲醇，流速 0.2 mL/min，直接进样，

进样量 1 μL，使用 ESI 源，在负离子模式下进行母

离子扫描检测。质谱仪的毛细管电压和碎裂电压分

别设置为 3 500 V 和 150 V，源温度和去溶剂化温度

分别设为 150 °C 和 350 °C，离子扫描范围设为

100−200 Da。使用软件 Agilent MassHunter 收集和

分析数据。 

1.2.7  菌株 YC-YH1 降解萘的质量平衡分析：将菌

株 YC-YH1 接种到含萘 100 mg/L 的 100 mL IM 培

养基中，在优化条件下培养，每隔 2 h 取样，并按

1.2.6 所述方法萃取培养物中的代谢产物，将过滤后

的样品用高效液相色谱检测。 

2  结果与分析 

2.1  温度对 YC-YH1 降解萘的影响 
温度是影响微生物体内物质代谢过程的一个

重要环境因素，它能够通过影响降解酶的活性来调

节微生物对外源物质的降解速度。在适宜的温度范

围内，细菌的代谢能达到较高的速率，从而能较快

的降解外源物质。温度单因素对 YC-YH1 降解萘的

影响如图 1 所示，30 °C 时菌株 YC-YH1 对萘的降

解效率最高，达到 100%；40 °C 时的降解效率也较

高，为 96.4%；20 °C 下的降解率较低，为 76.7%；

最低温 10 °C 和最高温 50 °C 时明显抑制菌株

YC-YH1 对萘的降解，降解率分别为 33.8%和

39.6%。该结果表明温度对 YC-YH1 降解萘具有较

大影响。 

2.2  pH 对 YC-YH1 降解萘的影响 
pH 值能够对蛋白质的空间构象产生显著影响，

过低或过高的 pH 值均能够降低酶的活性，不利于

降解酶活性的发挥。同时，不适宜的 pH 值会使得

细胞膜上的电荷产生变化，从而影响菌株对营养物

质的吸收，改变微生物的生长速度并影响其代谢途

径[24]。因此，微生物菌体及其产生的降解酶通常只

能在特定的 pH 值范围内具有活性。图 2 所示为 pH

对 YC-YH1 降解萘的影响，pH 为 7.0 和 8.0 时，具

有最高的降解效率，分别为 100%和 94.3%，pH 为

6.0 时菌株 YC-YH1 对萘的降解率较低，达到

84.2%；当 pH 为 5.0 和 9.0 时的降解效率分别为

19.3%和 25.4%。从结果可以看出，碱性和酸性条件

下，菌株 YC-YH1 对萘的降解效率都很低。 

2.3  接种量对 YC-YH1 降解萘的影响 
细菌在培养物中的生长可以分为：迟缓期、对

数期、稳定期和衰亡期 4 个阶段。当菌体的初始接

种量较少时，生长的迟缓期较长，从而导致菌株对

底物的降解时间也变长，适当扩大接种量，可以缩 

 
 
图 1  温度对 YC-YH1 降解萘的影响 
Figure 1  The effect of temperature for the naphthalene 
degradation of YC-YH1 
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短迟缓期，从而缩短底物的降解时间。但当初始接

种量太高时，会导致单个菌体吸收不到充足的碳源

和能源用于生长，从而导致反应速率降低，因此初

始接种量也是影响菌株对底物降解的较为关键的

因素[24]。 
接种量对 YC-YH1 降解萘的影响如图 3 所示，

接种量为 1%时，菌株对萘的降解效率较低，仅为

52.7%，当接种量小于 5%时，YC-YH1 对萘的降解

效率随着初始接种量的增加而增高。但当接种量超

过 5%后，接种量的继续增加对降解率的提高作用

十分有限，初始降解率有所上升但后期的降解率有

所降低，这是因为初始接种量过大会使培养物中的

菌体浓度过大，而生长所需的营养物质相对不足，

产生种内竞争从而降低降解效率。因此，从降解效

果以及经济角度考虑，接种量不宜过高，以 5%左

右为宜，且还需进一步优化。 

2.4  响应面降解条件的优化 
基于单因素实验结果，在萘浓度为 100 mg/L

条件下，选取培养温度、接种量和 pH 值 3 个因素，

利用 Design-Expert 软件 ( 版本 V.8.0.5) 对菌株

YC-YH1 降解萘的条件进行 Box-Behnken 设计，萘

降解率为响应值，每个因素取 3 个水平。实验设计

及结果如表 2 所示。 
对实验结果进行方差分析，由表 3 可知，X1、

X2、
2

1X 、 2
2X 对萘降解率的影响极显著(P<0.001)， 

 

 
图 2  pH 对 YC-YH1 降解萘的影响 
Figure 2  The effect of pH for the naphthalene degradation 
of YC-YH1 

 
图 3  接种量对 YC-YH1 降解萘的影响 
Figure 3  The effect of inoculums amount for the 
naphthalene degradation of YC-YH1  
 

表 2  Box-Behnken 响应面实验设计及结果 
Table 2  Box-Behnken response surface design and results

编码 Code 
实验序号 

Experimental No. X1 X2 X3 

萘降解率 
Degradation of 

naphthalene (%) 

1 −1 0 −1 88.3 

2 1 0 −1 94.6 

3 0 1 −1 93.1 

4 0 −1 1 84.5 

5 0 −1 −1 89.2 

6 0 0 0 98.7 

7 −1 −1 0 76.4 

8 −1 0 1 83.1 

9 −1 1 0 78.2 

10 0 0 0 99.3 

11 0 1 1 93.5 

12 0 0 0 99.4 

13 1 1 0 89.3 

14 1 0 1 96.7 

15 1 −1 0 84.5 

16 0 0 0 97.2 

17 0 0 0 98.4 

 
说明温度、pH 和接种量是降解过程中的重要因素，

其中温度和 pH 的影响最大。失拟项不显著

(P>0.05)，说明数据中没有异常点，模型适当[22]。

对模型的可信度进行方差分析，结果见表 4。 

根据响应面系数的回归分析，得到该次模型的 
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表 3  二元回归方程的方差分析 
Table 3  Analysis of variance of binary regression equations 

来源 
Source 

离差平方和 
Sum of squares 

自由度 
df 

均方 
Mean square 

F 
value 

P-value 
Prob>F 

Model 876.64 9 97.40 81.73 <0.000 1 

X1 191.10 1 191.10 160.35 <0.000 1 

X2 47.53 1 47.53 39.88 0.000 4 

X3 6.84 1 6.84 5.74 0.047 7 

X1X2 2.25 1 2.25 1.89 0.211 8 

X1X3 13.32 1 13.32 11.18 0.012 4 

X2X3 6.50 1 6.50 5.46 0.052 2 

X1
2 266.12 1 266.12 223.29 <0.000 1 

X2
2 307.80 1 307.80 258.27 <0.000 1 

X3
2 2.632E-003 1 2.632E-003 2.208E-003 0.963 8 

残差 Residual 8.34 7 1.19   

失拟 Lack of fit 5.20 3 1.73 2.21 0.229 5 

纯误差 Pure error 3.14 4 0.78   

总和 Cor total 884.98 16    

 
表 4  响应面结果方差分析 

Table 4  Analysis of variance of experimental results of response surface 

项目 Item 数据 Data 项目 Item 数据 Data 

标准差 Std. Dev. 1.09 复相关系数 R-Squared 0.990 6 

均值 Mean 90.85 校正相关系数 Adj R-Squared 0.978 5 

变异系数 C.V.% 1.20 预测相关系数 Pred R-Squared 0.900 4 

预测残差平方 PRESS 88.15 信噪比 Adeq Precisior 27.559 

 
拟合方程为：Y=98.60+4.89X1+2.44X2−0.92X3+ 

0.75X1X2+1.83X1X3+1.28X2X3−7.95 2
1X −8.55 2

2X +

0.025 2
3X 。 

根 据 分 析 结 果 得 出 ， 回 归 模 型 极 显 著

(P<0.001)，失拟不显著(P=0.229 5>0.05)，表明回归

方程拟合度良好，可信度高；回归方程的复相关系

数为 0.990 6，表明此模型可以解释 99.06%的萘降

解率的变化[22]。该方程为菌株 YC-YH1 降解萘提供

了一个合适的模型。两个最显著因素培养温度和 pH

值交互影响菌株YC-YH1降解萘的响应面图和等高

线图如图 4 所示。利用软件对回归模型进行规范分

析，得到萘最大降解率所对应的因素水平为：温度

32.42 °C，pH 为 7.08，接种量为 5.74%，预测的最

大降解率为 99.82%。 

2.5  优化条件下菌株 YC-YH1 对萘的降解特性 
根据响应面优化得到的条件，以 5.74%接种量

将 YC-YH1 菌株接种到含有萘浓度为 100 mg/L 的

pH 7.10 的无机盐培养基中，32.4 °C、80 r/min 振荡

培养。得到的结果如图 5A 所示。在第 3 天 YC-YH1

即可将萘完全降解，降解率为 100%，与回归方程 
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图 4  温度和 pH 值对萘降解率影响的响应面图(A)和等

高线(B) 
Figure 4  Response surface (A) and contour graphs (B) of 
the effect of temperature and pH for degradation rate of 
naphthalene 
 
的理论预测值相近，误差为 0.18%。可见该模型较

好的预测了菌株 YC-YH1 对萘的降解情况。 
从图 5B 可以看出，在接种菌株 YC-YH1 的培

养物中，COD 的去除率与萘的降解趋势稍有差异，

而与菌株生长曲线的变化趋势基本吻合。这些菌株

在接种后的第 0−1 天处于延滞期，细菌生长量少，

这是因为当菌株从营养丰富的 LB 培养基中转移到

条件较为苛刻的无机盐培养环境中时，会出现延滞

期。此时，细胞首先要将萘代谢成为中间代谢产物，

萘的残留量会有较大程度的降低，但培养基中总的

化学物质的量仍较高，所以 COD 的去除率不高。

第 1−3 天，菌株处于对数生长期，生长较快，此时

COD 的去除率不断提高，表明此阶段菌株能够充分 

 

 
图 5  最优条件下菌株 YC-YH1 的生长曲线和萘降解曲

线(A)和 COD 变化曲线(B) 
Figure 5  Bacterial growth curve of strain YC-YH1 during 
degrading naphthalene under optimum conditions (A) and 
COD curve (B) 
注：◇：100 mg/L 萘对照；◆：YC-YH1 对萘的降解曲线；▲：

菌株的生长曲线； ：接种 YC-YH1 的培养基中 COD 变化曲

线； ：对照组的 COD 变化曲线. 
Note: : 100 mg◇ /L naphthalene control; : Naphthalene ◆

degrading curve inoculated YC-YH1; ▲: Microbial growth curve; 
: COD curve inoculated YC-YH1; : COD curve uninoculated 

YC-YH1. 
 
利用萘为碳源，大量繁殖。第 3−4 天，此时培养基

中的萘已降解完全，但仍含有部分中间代谢产物，

所以菌株仍能生长，且 COD 进一步降低。第 4−5

天，培养基中的碳源已经消耗完毕，菌株停止生长，

且有部分细胞死亡，释放出一些化合物，导致 COD

有些许增加。 

2.6  菌株 YC-YH1 降解萘代谢产物的检测 
据报道，假单胞菌对萘的降解分为两条途径：

一条为水杨酸途径，萘首先被双加氧酶和脱氢酶催

化生成 1,2-二羟基萘，随后生成水杨酸，然后被水
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杨酸羟化酶转化为邻苯二酚，最终进入三羧酸循环

被彻底降解；另一条途径为龙胆酸途径，萘被转化

为水杨酸，随后被单加氧酶催化生成龙胆酸，然后

通过龙胆酸途径被彻底降解[25-26]。 

液体培养基中萘的代谢产物的 LC-MS 检测结

果表明，在负离子模式下有 4 种萘代谢相关产物的

母离子被检测到。其中质荷比 m/z=127.00 [M-H]¯
的峰鉴定为萘，质荷比 m/z=159.00 [M-H]¯的峰鉴

定为 1,2-二羟基萘，质荷比 m/z=137.00 [M-H]¯的
峰鉴定为水杨酸，质荷比 m/z=109.00 [M-H]¯的峰

鉴定为邻苯二酚，见图 6。这表明施氏假单胞菌

YC-YH1 可以将萘通过水杨酸途径进行降解，代谢

产物最终通过三羧酸循环(TCA)生成水和二氧化

碳，如图 7 所示。 

2.7  菌株 YC-YH1 降解萘的质量平衡分析 
为检验在 IM 无机盐培养基中菌株 YC-YH1 对

萘降解途径及代谢产物的唯一性，对萘降解实验进

行了进一步的质量平衡分析，结果如表 5 所示。在

接种菌株YC-YH1后，对萘及其代谢产物进行检测，

培养 2 h 后，萘和 1,2-二羟基萘的浓度分别为

98.4 mg/L 和 2.2 mg/L，其浓度之和(100.6 mg/L)等
于萘在培养前的初始浓度(100 mg/L)的 100.6％。在

培养 4 h 后，所检测到的萘、1,2-二羟基萘和水杨酸

的浓度分别为 94.3、5.1 和 1.4 mg/L，其浓度之和

(100.8 mg/L)等于萘初始浓度的 100.8％。同样地，

培养 6 h 和 8 h 时溶液中的萘与其产物之间仍存在

良好的质量平衡关系，误差均在 2%范围内。然而，

光照 10 h 和 12 h 时，溶液中所检测到的萘及代谢

产物的总量分别为初始值的 97.5%和 96.4%，表明

萘与其产物之间的质量平衡关系变差，这是因为在

降解过程中生成了新的物质如 CO2 和 H2O，这些产

物无法被正己烷萃取，从而未检测到。 

 
 

图 6  菌株 YC-YH1 对萘代谢产物的 LC-MS 图 
Figure 6  LC-MS scanning profile of the metabolite of naphthalene during the degradation by strain YC-YH1 

 

 
Naphthalene      1,2-Dihydroxynaphthalene       Salicylic acid            Catechol 

 
图 7  菌株 YC-YH1 对萘的降解途径 

Figure 7  Degradation pathway of naphthalene by strain YC-YH1 
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3  结论 
研究表明，环境因素能够影响微生物对外源物

质的生物降解，对这些影响因素进行优化能够提高

降解菌的生物降解速率。本研究通过单因素实验方

法对影响菌体降解速率的各个因素进行了评价，得

到了影响最显著的3个因素，pH、温度、接种量及

其适应范围。但单因素实验没有充分考虑到环境因

素之间相互作用对菌株降解效率的影响，因此还需

要其他的实验设计对影响因素进行进一步优化。 
响应面法(Response surface method，RSM)是一

种对试验条件中各个因素进行综合优化的方法，适

宜处理环境因素影响实验中所产生的大量非线性

数据。通过对所产生的数据进行回归拟合并绘制相

应的响应曲面和等高线，可以快速得出对应于各个

影响因素不同水平的响应值。在此基础上，可以得

出响应面优化模型所预测的响应最优值及其相应

的各个影响因素的水平。本研究在单因素实验结果

的基础上，利用Design-Expert 8.0.5软件中含有的

Box-Behnken实验设计对pH、温度、接种量3个因素

进行响应面优化分析，建立了对萘降解率影响的优

化模型，优化了菌株YC-YH1对萘的降解条件。经

实验证实，在培养温度为32.4 °C、pH 7.10、接种量

5.74%(体积比 )的条件下培养3 d即可将浓度为

100 mg/L的萘100%降解。结果表明，降解条件的优

化能够促进YC-YH1菌株对萘的生物降解，可提高

萘的降解效率。 
Tattersfield于1928年首次发现土壤中的细菌能

够降解萘[27]。随后，许多研究者陆续分离到多种能

够利用萘作为碳源进行降解的细菌和真菌。本研究

中的施氏假单胞菌YC-YH1能够在3 d内将浓度为

100 mg/L的萘100%降解，其降解效率高于大部分已

分离到的萘降解菌，如余兵等分离到一株纺锤芽孢

杆菌(Bacillus fusiformis)可以利用萘作为碳源进行

生长，需要96 h才能完全降解无机盐培养基中浓度

为100 mg/L的萘 [28]，假单胞菌N7在萘浓度为

100 mg/L的无机盐培养基中经72 h对萘的降解率为

95.66%[13]。然而，YC-YH1对高浓度萘的耐受性和

降解效率低于部分降解菌，例如微球菌N-1在最适

条件下培养72 h后，对浓度小于500 mg/L的萘的降

解率可达94.7%以上[29]，宋昊等分离到的帕氏氢噬

胞菌(Hydrogenophaga palleronii) LHJ38在最适条件

下培养96 h后对浓度为2 000 mg/L的萘的降解率

大于98%[23]。 

Davies和Evans于1964年首次报道了萘生物降

解的可能途径[30]。随着研究的进展，研究人员对萘

代谢途径的了解已比较深入[26,31]。萘的微生物降解

主要有好氧和厌氧两种降解模式。萘的好氧生物降

解途径主要有两种，一种为邻苯二酚途径[32]，萘 
 

表 5  萘及其代谢产物的质量平衡分析表 
Table 5  Mass balance of naphthalene and its metabolites 

时间 
Time (h) 

萘 
Naphthalene (mg/L)

1,2-二羟基萘 
1,2-Dihydroxynaphthalene

(mg/L) 

水杨酸 
Salicylic acid (mg/L)

邻苯二酚 
Catechol (mg/L) 

总浓度 
Total concentration 

(mg/L) 

0 100.0 0 0 0 100.0 

2 98.4 2.2 0 0 100.6 

4 94.3 5.1 1.4 0 100.8 

6 89.2 8.6 2.1 0 99.9 

8 85.9 12.4 5.2 1.7 101.2 

10 73.4 15.1 6.8 2.2 97.5 

12 68.7 16.2 8.1 3.4 96.4 
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首先在加氧酶的作用下生成 1,2-二羟基萘，然后经

加氧酶和脱氢酶作用生成水杨酸，而后被羟化酶转

化为邻苯二酚，最后在邻位裂解酶和双加氧酶的催

化下进行间位或者邻位裂解开环，降解为小分子物

质，进入三羧酸循环生成 CO2 和 H2O。另一条途径

为龙胆酸途径[33-34]，萘在加氧酶和脱氢酶的作用下

生成水杨酸后，在水杨酸羟化酶的作用下，生成龙

胆酸，而后经过一系列的氧化作用被降解成为小分

子物质。在好氧降解途径中的关键酶和限速酶是萘

双加氧酶(其编码基因为 nahAC)[35-36]、水杨醛脱氢

酶(其编码基因为 nahF)[37]、水杨酸羟化酶(其编码

基因为 nahG)[38]和儿茶酚 2,3-双加氧酶(其编码基因

为 nahH)[38]，同时也发现了一些萘降解基因簇萘，

如 nah-like 基因簇、phn 基因簇、phd 基因簇和 nid
基因簇等[39-40]。厌氧生物降解途径也分为两种，一

种是萘的双苯环结构中 2 号位碳原子的羧基

化[41-42]，然后由加氢辅酶对苯环进行二次加氢和羧

基化，使苯环开环，形成较易被厌氧微生物利用的

结构；另一种途径是将富马酸引入到萘结构中[43]，

进行甲基化，然后经脱氢辅酶的多次作用，对苯环

进行羧基化开环，从而被进一步降解。 

本研究对萘代谢产物的分析表明，菌株

YC-YH1 能够利用萘作为唯一的碳源和能源生长，

同时能将萘按照萘→1,2-二羟基萘→水杨酸→邻苯

二酚→三羧酸循环的途径降解萘，最终生成二氧化

碳和水。该降解途径为好氧的邻苯二酚代谢途径，

虽与大部分已报道的假单胞菌中萘的降解途径相

似，但是首次以 LC-MS 和 COD 检测的方法明确了

施氏假单胞菌中萘的代谢产物，并检测了培养过程

中的质量平衡关系，为进一步探究菌株 YC-YH1 中

萘降解的编码基因和遗传机制奠定了基础。 
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