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石油烃降解菌对环己烷及环己酮的降解作用
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摘要：原油中的环烷烃难以被微生物利用，能长期存在被污染的环境中，对环境造成严重持久的污染。针对环烷烃的污染问题，就微生物降解环己烷，环己酮的特性进行了研究。从胜利油田石油污染土壤中分离到1株能够分别以环己烷、环己酮为唯一碳源的降解菌A-1，经形态及生理生化特征和16 SrDNA的全序列测序分析，初步鉴定为节杆菌属（Arthrobacter sp.）。通过摇瓶试验得出其最适生长条件为温度35 ℃，pH 7.0。当盐质量浓度在10~20 g·L-1，环己烷体积分数在0.15 ~0.35 μL·mL-1，环己酮体积分数在0.20~0.30 μL·mL-1时，菌株A-1处于最佳生长状态。通过GC-MS分析，菌株A-1还能利用原油中C36~C39的链烃，此外还能降解丙酮，辛烷，甲苯等链烃和芳烃。菌株A-1的生长条件和比较宽的底物利用范围的这一研究，为其更广泛的污染环境的生物修复提供了理论依据。
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没有取代基的环烷烃是原油的主要成分，其分子难以受到微生物攻击而被降解，能长期存在被污染的环境中，对环境造成持久严重的污染。由于环烷烃含量越高，油品的黏度越大，因此含环烷烃较多的原油更宜附着在土壤，地表水和海洋等环境中，使原油污染区域的生态更难以恢复。在环烷烃的微生物降解研究中，一般以环己烷作为难降解的代表性底物。根据目前研究表明[1]：环己烷分解代谢可能经历了环己醇，环己酮，e-己酸类脂，羟基羧酸4个过程。
自然界中几乎没有以环烷烃为唯一碳源生长的微生物，环烷烃的自然降解一般是通过微生物群落的共代谢完成的[2]。但现今已有报道通过实验室水平筛选、分离，得到了一些能够以环烷烃为唯一碳源的微生物。1919年Tausz和Peter[3]首次报道分离出一株能够利用环己烷的液化杆菌；1948年Imelik[4]报道分离出一株能利用环己烷并将其代谢成环己醇，环己酮，己二酸，甲酸和戊酸的铜绿假单胞菌。目前，国外对环烷烃微生物降解的研究，已经深入到降解代谢过程及相关酶类和这些酶的编码基因[5-7]。但我国的研究更多集中在对原油中链烃和多环芳烃的研究上。最新的报道，2007年鲁雅梅[8] 分离到两株对正烷烃有显著降解作用的降解菌。在环烷烃微生物降解方面的研究报道很少，到目前为止，只有1999年李大平[9]分离到一株能以环己烷，环戊酮为唯一碳源的降解菌株。本实验室从胜利油田受污染的土壤中分离到一株降解菌A -1，它对原油有明显的降解作用，并且能在以环己烷和环己酮分别为唯一碳源的培养基中生长。因此本文对筛选得到的菌株A-1进行了生理生化和分子鉴定，并对其最适生长条件，底物特异性及降解菌作用后原油成分变化等进行了研究，为菌株A-1在受环烷烃污染环境中的生物修复的应用奠定了基础。
1  材料与方法
1.1  试剂与药品

原油(crude oil)由山东东营市胜利油田提供；环己烷（Cyclohexane，纯度大于99.5%）购自上海久意化学试剂有限公司；环己酮（Cyclohexanone，纯度大于99.5%）购自南京宁试化学试剂有限公司；石油醚（Petroleum ether；沸程30~60 ℃）购自北京益利精细化学品有限公司。
1.2  主要培养基
（1）细菌富集培养基[9]：（NH4）2SO4 5.0 g，葡萄糖2 g，KCl 1.1 g，K2HPO4·3H2O 1.5 g，NaCl 1.1 g KH2PO4 1.5 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，酵母膏0.15 g，蒸馏水1 L，微量元素液5 mL，pH为7.0~7.5，经0.45 μL滤器过滤除菌的原油0.5%。其中微量元素溶液配方（w/ %）：ZnSO4 0.029 ，CaCl2 0.024，CuSO4 0.025，MgSO4 0.017，FeSO4 0.028。
（2）分离培养基: 为细菌富集培养基中除去葡萄糖，酵母膏后加入质量分数为2%的琼脂粉。
（3）环烷烃液体培养基[9]: KH2PO4 1.5 g ，(NH4)2SO4 1.0 g ，K2HPO4·3H2O 0.5 g，MgSO4·7H2O 0.3 g，蒸馏水1 L，微量元素液体积分数0.01%, pH 7.0~7.2。经0.45 μL滤器过滤除菌的环己烷及环己酮0.1%，其中微量元素溶液配方（w/ ‰）：ZnSO4· 7H2O 0.2，FeSO4·7H2O 0.5，CaCl2 0.3，MnSO4·H2O 0.06。无机盐固体培养基为液体培养基中加入质量分数为2%琼脂粉。
1.3  降解菌的筛选与分离

    称取10 g土样（胜利油田原油污染土样）加入到90 mL无菌水（加玻璃珠）中，200 r· min-1，28 ℃振荡培养1 h后，静置30 min，吸取10 mL上清液于细菌富集培养基中，在200 r·min -1，28 ℃条件下摇床培养5 d。待培养液混浊后，吸取5 mL培养液重新转接入新鲜的与上述相同的富集培养基中，培养条件保持不变，连续转接富集培养7次。将第7次摇床培养得到的液体系列稀释后，取0.1 mL涂布于分离培养基中，28 ℃培养2 d，待长出菌落后挑取不同形态和颜色的单菌落分别再划线接种于含油的分离培养基中，连续转接培养3次，得到的单菌落为石油降解菌。
    将筛选得到的石油降解菌活化后，接种于100 mL分别以环己烷和环己酮为唯一碳源的液体培养基中，28 ℃，120 r·min-1摇床培养。装有环己烷和环己酮的三角瓶用橡皮塞封口防止挥发。当液体混浊后，将培养液系列稀释，取0.1 mL稀释液涂布于分别含环己烷和环己酮的无机盐固体培养基中，能长出单菌落的是能够分别以环己烷和环己酮为唯一碳源的石油降解菌。
1.4  菌种鉴定

1.4.1  染色，形态观察及鉴定
  将已充分活化的A-1菌在含环己烷，环己酮无机盐固体培养基中划线接种，平皿用封口膜密封，使其处于环己烷或环己酮的氛围中，28 ℃倒置培养3 d，观察菌落大小。将活化的菌种接种到LB液体培养基中，28 ℃，180 r·.min-1摇床培养18 h后进行革兰氏染色，在光学显微镜下观察细胞形态，菌体大小。根据《细菌属的鉴定指导》[11] ，《微生物学试验指导》[12]进行鉴定。
1.4.2  16 SrDNA序列分析法鉴定
  用高盐法[13]提取细菌总DNA。以通用引物P1：5，-AGAGTTTGATCCTG GCTCAG-3，和P2：5，-AAGGAGGTGATCCAGCCGC-3，扩增16 SrDNA。PCR条件为：5 μL 10×PCR buffer，5 μL dNTPs，2 μL模板DNA，1 μL酶混合物，引物各2 µL，以无菌去离子水补足反应混合体系使最终体积为25 μL。PCR程序为94 ℃预变性5 min，94 ℃ 1 min，55 ℃ 1 min，72 ℃ 8 min，30个循环。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，并用宝生物工程（大连）有限公司的DNA凝胶回收试剂盒回收目的条带，测序由博亚生物科技（上海）有限公司完成。
PCR产物的测序结果在BLAST中进行比对。用ClustalX[14]软件将16SrDNA序列与Genbank中的若干个近缘种的16SrDNA基因序列进行分析比对，构建系统发育树。
1.4.3  生长曲线测定
    用浊度法测定A-1菌株的生长曲线[15]。将A-1菌株接种于以环烷烃为唯一碳源的无机盐培养基中，每隔24 h分别取接菌和不接菌培养基测定其A460值，做A-1菌株在环己烷，环己酮中的生长曲线。

1.5  菌株降解特性分析

 用不同pH值，不同NaCl浓度和底物浓度，在不同温度下培养A-1菌株，每次确定一个因数为变量，其他因素不变，培养4 d后，取样测定A460值，通过培养液A460值的高低判断细菌的生长快慢，A460值越高，说明环己烷，环己酮的降解性越好。
1.6  菌株底物利用广谱性试验
1.6.1  易挥发烃类的利用
  用浊度法了解易挥发烷烃的利用情况。试验底物苯酚，甲苯，丙酮，萘，辛烷经0.45 μL滤器过滤除菌后以0.01%的量加入到无机盐培养基中。装有培养基的三角瓶用橡皮塞封口防止挥发。菌株经活化后，取0.5 mL接种到含有上述底物的100 mL无机盐培养基中，在28 ℃，120 r·min-1条件下，摇床培养4 d后，取样测OD460值。
1.6.2  原油中不易挥发烃类的利用
  通过GC-MS分析结构复杂烷烃的利用情况。原油培养基中接种菌株A-1，并以不接菌的原油培养基作为对照，同时摇床培养后，加入10 mL石油醚（沸程30~60 ℃）萃取，并将培养液5 000 r·min-1离心10 min，转至分液漏斗，振荡数次，静置分层后，收集上层液，用石油醚洗涤3次后，用无水NaSO4脱水，65 ℃蒸干，置于干燥器中冷却。将回收得到的残油溶解在石油醚（沸程30~60 ℃）中，通过GC-MS分析烷烃变化[16]。GC-MS运行条件：采用分流进样；色谱柱：HP-5M5，30 m×0.25 mm×0.25 µm；进样口温度：290 ℃；检测器温度：300 ℃；柱温：80 ℃，恒温5 min，以3 ℃·min-1升温至290 ℃，保留10 min；载气：He，流速1 mL·min-1。
2  结果与讨论
2.1  降解菌A-1的分离和鉴定及其生长曲线
2.1.1  降解菌A-1的分离和鉴定
从石油污染土样中分离到一株能利用环己烷及环己酮的石油降解菌，命名为A-1，该菌革兰氏染色为阴性，菌体为短杆状；能分解色氨酸；水解淀粉和尿素；使明胶液化；不能利用柠檬酸盐；对葡萄糖，蔗糖，乳糖不产酸；菌落呈暗黄色，外形光滑，边缘不整齐，环己烷中的菌落比环己酮中的菌落更饱满，体积更大。
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图1  菌株A-1在环己烷无机盐培养基中的单菌落形态  

Fig. 1  Shape of individual bacterial Colony of strain A-1 
on the Cyclohexane culture medium
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图2  菌株A-1在环己酮无机盐培养基中的单菌落形态
Fig. 2  Shape of individual bacterial colony of strain A-1 
on the Cyclohexanone culture medium
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图4 据菌株A-1和其近缘种的16S rDNA基因序列构建的系统发育树
Fig. 4  Phylogenetic tree derived from the 16S rDNA 
sequence of strain A-1
基因组DNA用PCR扩增出16 SrDNA，测序序列长度为1 525 bp，GenBank中的序列登录号为EU264108。用ClustalX软件将A-1的16 SrDNA序列与Genbank中的10个近缘种的16 SrDNA序列进行分析比对，ClustalX软件生成的最大可能性的发育树如图4。对序列进行同源性分析，结果表明该菌与Arthrobacter nicotianae的亲缘关系最近，16 SrDNA基因相似性为99%。结合菌株的形态和生理生化特性，菌株A-1初步鉴定为节杆菌属（Arthrobacter sp.）。
2.1.2  菌株A-1的生长曲线

    每隔24 h分别测定菌株A-1在环己烷，环己酮中的生长情况，其生长曲线见图5。从图5可以看出，在环己烷中菌株A-1的延迟期更短：菌株A-1这一过程大约需要48 h，而在环己酮中则需要大约72 h，然后相继进入对数生长期，这一过程大约都持续48 h。从测得的A460值看出：菌株A-1在环己烷中的生长优于在环己酮中的生长。
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图4  菌株A-1在环己烷和环己酮无机盐培养基中的生长曲线
Fig. 4  Growth curve of strain A-1 on the Cyclohexane and 
Cyclohexanone culture medium
2.2  菌株的降解特性

2.2.1  温度对菌体生长的影响
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图3  菌株A-1的电镜照片  

Fig. 3  Scanning electron micrograph of strain A-1
将菌种接种至环己烷无机盐培养基中摇床培养，温度分别控制20、25、30、35、40 ℃，测定菌株A-1的生长情况，结果如图5。从图5中可见，该菌体适宜生长温度范围在30~35 ℃，虽然在35 ℃时菌体生长的A值最高，但并未表现出特别高的生长优势。
2.2.2  pH值对菌体生长的影响

    分别按不同初始pH值5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5配置环己烷无机盐培养基，经接菌摇床培养后，测定菌株A-1在各不同pH值培养基中的生长情况，结果如图6。从图6中可见，菌体最适宜生长的pH值范围是7.0~7.5。在过酸过碱的环境中菌体的生长都不好。
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图6  pH对菌株A-1的影响

Fig. 6  Effect of pH on the growth of strain A-1

2.2.3  盐度对菌体A-1生长的影响
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图7  NaCl质量浓度对菌株A-1生长的影响

Fig. 7  Effect of ρ(NaCl)/(g·L-1) on the growth of strain A-1
    调整环己烷无机盐培养基中盐含量（g·L-1）为0、2、5、10、15、20、30、40，测定菌株A-1在各不同盐质量浓度培养基中的生长情况，结果如图7。从图7中得出，菌体适宜在10~20 g·L-1的盐度中生长。当盐质量浓度达到40 g·L-1时，菌株几乎不生长。
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图5  温度对菌株A-1生长的影响

Fig. 5  Effect of temper on the growth of of Strain A-1
2.2.4  不同体积分数的环己烷，环己酮对菌株生长的影响
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图9  不接菌及接菌A-1降解原油的GC-MS图谱

Fig. 9  GC-MS of crude oil before and after degradation by stain A-1

    不同体积(μL)的环己烷，环己酮（分别都为10、15、20、25、30、35、40）加入到100 mL无机盐培养基中，经接种摇床培养后，测定菌株A-1在不同碳源浓度下的生长情况，结果如图8。从图8可见：菌株A-1在环烷烃无机盐培养基中，适宜其生长的环己烷体积分数范围为0.15 ~0.35 μL·mL-1，环己酮体积分数范围为0.20~0.30 μL·mL-1，但都在0.25 μL·mL-1时达到最大值。
2.3  菌株对其他烃类的利用情况

2.3.1  菌株对易挥发烃类的利用
    菌株A-1接种到分别含0.5%的苯酚，甲苯，丙酮，萘，辛烷的无机盐培养基中摇床培养后，测得的A460值分别为：0.000、0.040、0.037、0.000和0.074，结果表明：菌株A-1能够利用除苯酚和萘以外的甲苯，丙酮，辛烷等一些易挥发的烃类。
2.3.2  菌株对原油中不易挥发烃类的利用
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图8  环己烷、环己酮体积分数对菌株生长的影响

Fig.  8  Effect of cyclohexane and Cyclohexanone mass 
   concentration on the growth of strain A-1
    采用GC-MS对不接菌和接菌摇床培养后的残油进行组分分析，以质谱谱库NIST MS检索结果定性，如图9。将结果对比分析：菌株A-1在C16~C35这段比较宽的链烃碳源没有明显的降解作用，而在C36~C39的链烃碳源有显著的降解作用。
3  结论
（1）从石油污染的土壤中分离到能够同时利用环己烷，环己酮的石油降解菌A-1，初步鉴定为节杆菌属（Arthrobacter sp.）。菌株A-1在唯一碳源中第3—4天达到对数生长期，最适合生长条件为温度35 ℃，pH 7.0。
（2）通过研究不同质量浓度的盐溶液和不同体积分数的碳源对降解菌的影响后得出：当盐质量浓度超过15 g·L-1时，随着盐度的逐步升高，生物量逐渐减少，在盐度10~20 g·L-1范围内，菌株A-1能正常生长，当超过40 g·L-1时，菌株A-1几乎不生长；环己烷，环己酮体积分数在0.25 μL·mL-1时，菌株A-1的生物量最高，同时也反映出在这个体积分数，环己烷，环己酮的利用效能最好。在较高或较低浓度时，虽然能利用碳源，但是利用率不高。
（3）该菌株除对甲苯，丙酮，辛烷等一些易挥发的芳烃和链烃有降解作用外，还对原油中稳定，结构复杂的C36~C39的链烃有降解作用。由此说明菌株A-1具有比较广的底物利用范围。
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Degradation of cyclohexane and cyclohexanone

by hydrocarbon degrading bacteria

Chen Li, Su Ying, Chen Yingnan, Liu Zhaopu, Zheng Qingsong

Key Laboratory of Marine Biology of Jiangsu Provinece, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China

Abstract: Cycloparaffin in crude oil is difficult to be utilized by microorganisms; thus it exists in polluted environment for a long time and causes a lasting more serious pollution in our environments. This study aimed to find a strain that can degrade cyclohexane and cyclohexanone so as to solve the pollution caused by cycloparaffin. We isolated a degrading bacterial strain A-1 which could use cyclohexane or cyclohexanone as the sole carbon source in oil-polluted soil of Shengli oil field. Then it was preliminarily identified that A-1 belonged to Arthrobacter sp. by analysis of its morphology, physiological-biochemical characteristics and sequencing of the whole 16 SrDNA. The optimum growth condition were 35 ℃ and pH 7.0 derived from this experiment. The growth of A-1 strain was in optimum condition when salt concentration, volume fraction of cyclohexane and cyclohexanone were 10~20 g·L-1, 0.15 ~0.35 μL·mL-1 and 0.20~0.30 μL·mL-1 respectively. According to the result from GC-MS analysis, the A-1 strain also could degrade aliphatic hydrocarbon of C36~C39 in crude oil. Furthermore, it could degrade aliphatic hydrocarbon and aromatic hydrocarbon such as acetone, octanen, methylbenzene and so on. This study about growth condition and relative wide range of substrate utilization makes it possible that A-1 can be extensively used in bio-restoration of polluted enviroment for the future.
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