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摘   要：【目的】研究恶臭假单胞菌 B6-2 和克雷伯氏菌 CW-D3T 构建的混合功能菌对多环芳烃

的协同修复效能，并探究非离子表面活性剂吐温-80 对混菌降解多环芳烃的影响，以期为芳烃化

合物的生物修复提供技术参考和理论依据。【方法】通过生长曲线及平板菌落计数法反映混菌生长

情况及比例，从而评估混菌降解体系的可行性；通过高效液相色谱法探究各体系以及不同吐温-80
浓度下混培体系对多环芳烃的降解效能；最后通过烷烃吸附法测定细胞表面疏水性，以探究吐温-80
对混合功能菌降解多环芳烃的影响机制。【结果】等比例混合的 2 株菌共培养生长状态优于纯培体

系，对混合多环芳烃(菲、荧蒽、芘)的降解率分别为 33.4%、30.1%、28.6% (7 d)，相较于菌 CW-D3T，
分别提高了 1.31 倍、1.46 倍、1.42 倍。混培体系中加入 500 mg/L 的吐温-80 对菲、荧蒽、芘的降解

率分别为 47.7%、43.2%、38.8% (7 d)，相较于对照组各提高了 1.55 倍、1.38 倍、1.31 倍，而更高浓

度的吐温-80 无明显促进作用或轻微抑制。添加吐温-80 使菌 CW-D3T 和混菌的表面疏水性提高，

而菌 B6-2 表面疏水性降低。结合细菌生长量分析表明，更高浓度的吐温-80 会对菌 B6-2 产生一

定的毒性抑制其生长从而影响混菌降解效率。【结论】恶臭假单胞菌 B6-2 和克雷伯氏菌 CW-D3T
构建的混合功能菌具有良好的协同修复芳烃化合物效能，低浓度吐温-80 可作为碳源被细菌利用，
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并可以提高细胞表面疏水性等从而显著提高菲、荧蒽、芘的去除效率。 

关键词：多环芳烃；联合修复；吐温-80；细胞表面疏水性 
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Abstract: [Objective] To study the synergistic remediation efficiency of polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs) by mixed functional bacteria constructed by Pseudomonas putida B6-2 
and Klebsiella sp. CW-D3T, and explore the effect of non-ionic surfactant Tween-80 on the 
degradation of PAHs by mixed bacteria, to provide the potentials and insights for the 
biodegradation of aromatic compounds. [Methods] In this study, we measured the 
bacteria-growth curve and the determined proportion of mixed bacteria by standard plate count 
method, thereby exploring the feasibility of mixed bacteria degradation system. We 
investigated the degradation efficiencies of PAHs by pure cultures and bacterial mixed cultures 
at different concentrations of Tween-80 using high-performance liquid chromatography. 
Finally, we conducted the cell surface hydrophobicity assay by an alkane adsorption method to 
explore the mechanism of Tween-80 in affecting the degradation of PAHs by mixed functional 
bacteria. [Results] The growth state of the two strains mixed in equal proportion was better 
than that of the pure culture system. After 7 days, the degradation rates of mixed PAHs 
(phenanthrene, fluoranthene, and pyrene) were 33.4%, 30.1%, and 28.6%, respectively, which 
were 1.31 times, 1.46 times and 1.42 times higher than those of strain CW-D3T. The 
degradation rates of phenanthrene, fluoranthene, and pyrene with the addition of 500 mg/L 
Tween-80 to the mixed bacterial culture were 47.7%, 43.2%, and 38.8%, respectively, which 
were 1.55 times, 1.38 times, and 1.31 times higher than those in the control group. However, 
higher concentrations of Tween-80 did not significantly promote or slightly inhibit the degradation 
of PAHs. The addition of Tween-80 increased the surface hydrophobicity of strain CW-D3T and 
mixed bacteria while decreasing that of strain B6-2. Combined with the number of bacterial 
colonies results, the higher concentration of Tween-80 produced certain toxicity to strain B6-2 and 
inhibited its growth, thereby affecting the degradation efficiency of mixed bacteria. 
[Conclusion] The composite functional bacteria constructed by P. putida B6-2 and Klebsiella 
sp. CW-D3T has a good efficiency in degrading aromatic compounds. A low concentration of 
Tween-80 can be utilized as a carbon source and change the hydrophobicity of the cell surface, 
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thus significantly improving the removal efficiency of phenanthrene, fluoranthene and pyrene. 
Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs); combined remediation; Tween-80; cell 
surface hydrophobicity 
 

多环芳烃(polycyclic aromatic hydrocarbons, 
PAHs)作为一种持续性有机污染物，近年来在水

体、土壤等各类环境介质中频繁发现，其是由

2 个或 2 个以上的苯环组合而成的碳氢化合物[1]。

该类污染物的来源主要有人为造成和自然产生

2 种途径，其中人为造成占据大部分，包括各

种工业化生产、汽车尾气和化石燃料等中的高

分子有机物质经不完全燃烧或者在还原性气氛

中热分解而产生[2]。释放到环境中的多环芳烃

具有高沸点、高熔点和难溶解的特点，随着苯

环数量增加，在环境介质中的持久性更长，毒性

也越大[3]。因具有致癌、致畸、致突变的“三致效

应”，环境生态污染潜势较高。20 世纪 70 年代，

美国环保局将 16 种多环芳烃作为优先控制污

染物[4]，同时我国在 2018 年通过了《中华人民

共和国土壤污染防治法》，以用于应对当下环境

污染[5]。 
生物修复是目前常用的技术手段之一，主

要是利用生物尤其是微生物，将环境中的 PAHs
降解为 CO2 和水或者转化为无毒或毒性小的物

质[6]。已发现的具有多环芳烃降解性能的微生

物有藻类、真菌、细菌等。细菌因繁殖方式简

单、适应能力强且代谢类型丰富而被广泛研究，

例如假单胞菌属、鞘氨醇单胞菌属、分枝杆菌

属和克雷伯氏菌属等[7-8]。但研究发现单个菌株

对 PAHs 的修复效果非常有限，也会受到环境

介质中共存的其他污染物的干扰 [9]。而联合修

复是将不同能力的降解菌进行合理配置，通过

微生物之间的协同和拮抗作用促进更高效率的

生物降解[10-11]。Xu 等[12]利用 9 株细菌等比构建

混合菌群，结果发现混合菌群的降解效果均高

于单一菌株的降解效果。然而，由于多环芳烃

复杂的化学结构，其生物利用度往往受到低溶

解度的限制，表面活性剂可以扩大细胞膜的通

透性，降低表面张力和界面张力，提高多环芳

烃的溶解度，从而增强洗脱效率[13]。非离子表

面活性剂吐温-80 因为成本低、毒性小等特点被

大量研究 [14]。Al Farraj 等 [15]在鞘氨醇单胞菌

KSU05 降解蒽的体系中加入 0.3 mmol/L 吐  
温-80 和 5.5%葡萄糖，蒽的降解效率从 70.5%
提高至 90.0%。Xu 等[16]用含有吐温-80 的土壤

淋洗液冲洗固定化克雷伯氏菌，结果显示多环

芳烃的去除率显著提升。但目前基于表面活性

剂的单一菌种降解研究较多，而对于混合功能

菌降解研究相对有限。 
将协同修复和表面活性剂的增效作用叠加

使用可能会得到更好的修复效果。基于此设想，

本研究以菲、荧蒽、芘混合多环芳烃作为 PAHs
模型化合物，以已经解析出完整基因组序列且

拥有多个耐溶剂性外排泵的恶臭假单胞菌

B6-2[17]和可以广泛降解多种芳烃化合物的克雷

伯氏菌 CW-D3T[18]为目标菌株，基于菌株生长

特性、混合后菌群比例以及不同培养模式下对

多环芳烃降解效果的研究，构建高效 PAHs 混

菌降解体系，进一步探究添加不同浓度吐温-80，
对混菌降解 PAHs 特性的影响以及细胞表面疏

水性的改变进行研究，以期为多环芳烃的生物

联合修复提供更多的理论指导和技术手段。 

1  材料与方法 
1.1  菌株 

供试菌恶臭假单胞菌 B6-2：上海交通大学



 

 

 

1648 XU Xiaofang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(4) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

生命科学技术学院食品与环境微生物技术研究

室赠予；克雷伯氏菌 CW-D3T：购买于中国典型

培养物保藏中心(CCTCC AB 206144T)。二者均

可在含有菲、荧蒽、芘的无机盐培养基上生长。 

1.2  主要试剂和培养基 
菲、荧蒽、芘(纯度>98%)购买于阿拉丁；

甲醇、乙醇、乙腈等购自上海麦克林生化试剂

有限公司，HPLC 级；琼脂、胰蛋白胨、氢氧

化钠、磷酸二氢钾、碘化钾、吐温-80 等试剂均

购自国药集团有限公司。 
LB 液体培养基：以蒸馏水配制，酵母膏   

5 g/L，胰蛋白胨 10 g/L，氯化钠 10 g/L，pH 调

整为 7.0–7.2，用于活化细菌；无机盐培养基参

考 Liu 等[19]的方法进行配制，用于细菌对多环

芳烃的降解实验。 
多环芳烃储存液配制：将 2.25 g 的菲、荧

蒽、芘(质量比 1:1:1)倒入小烧杯，用 50 mL 二

甲基亚砜(DMSO)溶解，于容量瓶内定容，得到

浓度分别为 15 g/L 的菲、荧蒽、芘的 PAHs 母

液，备用。 

1.3  纯培体系和混培体系生长曲线的测定

及共培养特性研究 
挑取 PAHs 固体培养基上的单菌落于 PAHs

无机盐液体培养基中，30 ℃、200 r/min 振荡培

养 12–16 h，按照 1%体积比接种于新鲜培养基

中(混培体系体积比 1:1)继续培养，每隔 2 h 取

样，持续培养 28 h，测量 600 nm 波长处的吸光

度，绘制菌株的生长量随时间的变化曲线。 
取 28 h 的混培体系菌液涂布于 PAHs 无机

盐固体培养基上，置于 30 ℃恒温生化培养箱中

培养，观察混菌中的共培养特性。 

1.4  纯培体系和混培体系对 PAHs 的降解

研究 
纯培体系：将预先活化的 CW-D3T 和 B6-2

菌液分别调至 OD600=1.0 后，按照 1%体积比接

种到含有 15 mg/L PAHs 无机盐培养基中，30 ℃、

200 r/min 避光振荡培养，定时(0、3、5、7 d)
取样测定 PAHs 的浓度。混培体系：将预先活

化的 2 种菌液分别调至 OD600=1.0 后等体积混

合，按照 1%体积比接种到含有 15 mg/L PAHs
的无机盐培养基中，30 ℃、200 r/min 避光振荡

培养，定时(0、3、5、7 d)取样测定 PAHs 的浓

度。同时设置不加菌液的空白对照，用于计算

PAHs 的非生物损失。PAHs 浓度通过高效液相

色谱法(HPLC)测定，参照 Wen 等[20]的方法并进

行了改进，待测样品溶液中加入等体积无水乙

醇，超声促溶 20 min，用 0.22 μm 有机滤膜过滤

后采用高效液相色谱分析定量，高效液相色谱检

测条件为：WondaCract ODS-2 高效液相色谱柱

(4.6 mm×150 mm, 5 µm)，254 nm 波长测定，温

度 25 ℃，保留时间 17 min。流动相为乙腈(A)-超
纯水(B)，梯度洗脱：0–5 min 10% A；5–8 min 
10%–90% A；8–15 min 90% A；15–16 min 90%–10% 
A；16–17 min 10% A。0.8 mL/min 的流速，进样

量 20 μL。PAHs 的降解率按照公式(1)计算。 

0 t

0

100(%) C CE
C

×−=                     (1) 

其中，C0、Ct 分别为 PAHs 的初始浓度、时间 t

时的剩余浓度(mg/L)。 

1.5  不同浓度吐温-80 下混培体系对多环芳

烃的生物降解特性 
1.5.1  混培体系对 PAHs 的降解 

参照 1.4，将混合菌液按照 1% (体积分数)接
种于不同浓度吐温-80 (0、500、1 000、2 000 mg/L) 
PAHs 无机盐培养基中，定时(0、3、5、7 d)取
样测定 PAHs 的浓度。 
1.5.2  混菌生长量测定 

1.5.1 节中菌液定时取样(0、3、5、7 d)，由

于该实验周期较长，为防止菌体代谢产物及死

亡菌体对紫外分光光度计读数的影响，故采用平
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板稀释计数法。分析不同浓度吐温-80 体系中混

合菌液的活细胞数(菌落形成数，CFU/mL)变化。 
1.5.3  吐温-80 对 PAHs 的增溶作用 

分别取 50 mL 不同浓度(0、500、1 000、    
2 000 mg/L)的吐温-80 溶液加入 100 mL 锥形瓶

中，再投加 10 mg 研磨后的菲、荧蒽和芘固体粉

末，密封后于超声波仪中进行(频率为 45 kHz，
功率为 300 W)超声溶解 1 h 后，在恒温振荡器

中振荡 24 h (30 ℃、200 r/min)，使固体 PAHs
充分溶解达到饱和[21-22]。溶液经 0.45 μm 滤头

除去未溶解的 PAHs 晶体，滤出液经预处理(同
1.4)后，通过 HPLC 检测溶解于不同浓度吐温-80
溶液中各 PAHs 化合物浓度。 
1.5.4  细胞表面疏水性测定 

将单菌菌液和混合菌液按照 1%体积比接

种到不同浓度吐温-80 (0、500、1 000、2 000 mg/L)
的 PAHs 无机盐培养基中(同 1.4)，30 ℃、200 r/min
避光恒温振荡 96 h，离心收集菌体，用磷酸缓

冲溶液清洗菌体 3 次。参照烷烃吸附法测定原

始及表面活性剂处理后功能菌的细胞表面疏水

性(cell surface hydrophobicity, CSH)。具体操作

如下：将清洗后的菌体重悬于磷酸缓冲溶液中，

配制菌液浓度为 OD600=0.5 (作为对照组)，取  
4 mL 重悬菌液和 1 mL 正己烷涡旋混合 10 s，
静置 45 min。缓慢吸取下层水相，测其 OD600

值(作为实验组)。细菌细胞表面疏水率(CSH%)
按下列公式(2)计算。 

600 600

600

CSH 100%
OD OD

OD
−

= ×对 组 实验组

对 组

照

照

       (2) 

1.5.5  混培体系对不同浓度吐温-80 的利用特性 
定时取样采用分光光度法测定吐温-80 浓

度[23]。标准曲线操作如下：精密称取 2 g 的吐

温-80 对照品，用蒸馏水溶解并定容成一定浓度

梯度的对照品溶液(0、200、400、600、800、     
1 000、1 200 mg/L)，用紫外分光光度计检测  

238 nm 处的吸收值，绘制标准曲线。 

1.6  数据统计和分析 
各组实验均设置 3 个平行实验组，运用

SPSS Statistics 18.0 软件中单因素方差分析法

(one-way ANOVA)对数据进行统计分析，显著

性水平定义为 P<0.05，使用字母标记法进行差

异说明。图形绘制使用 Excel 2019 和 Origin 
2021b。 

2  结果与分析 
2.1  纯培体系和混培体系的生长曲线 

纯培体系和混培体系的生长曲线如图 1A
所示，纯培体系中菌株 CW-D3T 和 B6-2 的生长

趋势基本一致。0–4 h，混培体系生长量略高于

纯培体系；4–20 h，2 种体系都处于对数生长

期，生长量情况为混培体系>CW-D3T>B6-2，
说明混培体系中 2 株菌可能有协同促生长作用；

20 h 后纯培体系 2 株菌生长缓慢开始进入稳

定期，而混培体系依旧处于上升状态，说明 2 株

菌混合后的生长优于纯培养，可构建混合菌体

系；24 h 后进入衰亡期。总体情况混培体系生

长量一直高于纯培体系，2 株菌生长具有协同

作用。 
取 28 h 混培体系的菌液稀释涂布于 PAHs

无机盐培养基上，如图 1B 所示，CW-D3T 为

乳白色圆形菌落，B6-2 为浅灰色菌落，等比

例作图(图 1C)，白色圆形代表菌 CW-D3T，白

色三角形代表菌 B6-2。经统计，CW-D3T 的

菌落数为 2.4×1010 CFU/mL，B6-2 的菌落数为

1.5×1010 CFU/mL，二者比例约 3:2，说明混培

体系中的 2 株菌可以共存，证明实验中的混培

体系有可行性，可以进行后续实验。 

2.2  不同培养体系对多环芳烃降解特性研究 
纯培体系和混培体系 7 d 内对多环芳烃的

降解效率如图 2 所示。以未添加微生物的体系 
 
 



 

 

 

1650 XU Xiaofang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(4) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

 
 
图 1  不同培养体系菌株生长情况图 
Figure 1  Growth curve of strains in different culture systems. A: Growth curve. B: Dilution and coating 
plate diagram of mixed culture bacteria solution. C: Schematic diagram of colony distribution. 
 

 
 
图 2  纯培体系和混培体系对多环芳烃的降解特性 
Figure 2  Degradation characteristics of PAHs in pure culture system and mixed culture system. A: 
Phenanthrene. B: Fluoranthene. C: Pyrene. The different lowercase letters indicate significant differences 
among treatments (P<0.05). 
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作为对照组，7 d 后，菲、荧蒽和芘的非生物损

失率分别为 15.4%、10.3%、9.2%。不同体系下

对 PAHs 的降解率均随着天数的增加而逐步上

升。反应周期结束后第 7 天混培体系对 3 种

PAHs 的降解效率分别为 33.4% (菲)、30.1% (荧
蒽)、28.6% (芘)，相较于 2 种纯培体系，菲、

荧蒽和芘的去除率提高了 10%–15%，具有显著

性差异(P<0.05)。3 种 PAHs 的降解效果均为混

培体系>CW-D3T>B6-2，说明混合功能菌群构

建较成功，共同培养的 2 株菌具有良好的协同

作用。可能原因是单一菌株的降解关键酶种类

有限，而混合菌群之间的协同作用提高了降解

效率，或分泌的代谢产物可被互相利用[24-25]。 

2.3  不同浓度吐温-80 下混培体系的降解

特性 
2.3.1  不同浓度吐温-80 下多环芳烃的降解研究 

不同浓度吐温-80 下混培体系对 PAHs 的降

解特性如图 3A–3C 所示。反应周期结束后，   
500 mg/L 吐温-80 体系中菲、荧蒽、芘的降解率

分别为 47.7%、43.2%、38.8%，相较于无吐温-80
体系分别提高了 1.55 倍、1.38 倍和 1.31 倍。加

入 500 mg/L 的吐温-80 显著提高混培体系对

PAHs的去除(P<0.05)。而1 000 mg/L和2 000 mg/L
吐温-80 体系在反应周期内并没有明显的促进

效果(P>0.05)，反而轻微抑制 PAHs 的降解。这

可能是因为吐温-80 虽然作为表面活性剂可以

改变细胞膜的通透性，提高PAHs的生物利用度，

但同时作为化学试剂对细菌细胞有一定的毒性，

随着浓度的增大毒性越大，反而会抑制细胞的生

长从而影响去除效果[26]。臧淑艳等[27]在对苯并

芘(BaP)的生物降解研究中也证明了这一点，表

面活性剂在 500–1 000 mg/L 范围内，BaP 的去

除率大幅度提高，而更高浓度的吐温-80 产生了

一定的抑制作用。此外，三环的菲作为低分子

量多环芳烃在水中的溶解度高于四环的荧蒽和

芘，所以其降解率高于二者。 
2.3.2  菌体生长量 

利用稀释涂布平板法测定不同浓度吐温-80
对混培体系中 2 株菌数量的影响，结果如图 3D
所示。整个反应周期中，因为底物 PAHs 可作

为碳源和能源被利用，无吐温-80 对照体系中  
2 株菌均稳定生长，但趋势较缓。添加吐温-80
实验体系中，CW-D3T 的菌体数量随着吐温-80
浓度增大而增加，说明吐温-80 可以促进 CW-D3T
的生长。而不同浓度吐温-80 对 B6-2 的生长影

响有显著差异(P<0.05)，500 mg/L 下细菌数量

最多，更高浓度的吐温-80 抑制细菌的增殖。 
混培体系中，不同浓度吐温-80 对细菌数量

的影响为 500 mg/L>2 000 mg/L≈1 000 mg/L≈  
0 mg/L，可能是 2 株菌之间的协同作用和吐温-80
共同作用所致，所以不仅吐温-80 会对细菌增殖

产生影响，二者之间也可能会因为某些分泌物

导致细胞数量发生变化。但整体效果与前期 2.2
和 2.3.1 的结果相一致，同时结合混菌对 PAHs
的降解分析可知，在第 7 天时菌群尚未达到稳

定期，PAHs 的降解仍有提高的空间。 
2.3.3  吐温-80 对 PAHs 的增溶作用 

吐温-80 可以促进污染介质中 PAHs 的解吸

从而提高生物利用度[14]。吐温-80 对菲、荧蒽、

芘的增溶作用如图 4A 所示，PAHs 在液相中的溶

解度随着吐温-80 浓度提高而增大，呈现出良好

的线性关系。菲、荧蒽、芘在不添加吐温-80 水

溶液中的浓度分别为 1.045、0.332、0.293 mg/L，
在 2 000 mg/L 的吐温-80 水溶液中溶解度分别

为 38.48、30.49、9.92 mg/L，相比于对照组，溶

解度分别提高了 36.82 倍、97.84 倍和 33.82 倍。

结果分析表明，当吐温-80 浓度为 500 mg/L 时，

3 种多环芳烃在水溶液中部分溶解；当吐温-80 浓

度为 1 000 mg/L 时，菲全部以溶解态存在，荧蒽

和芘部分溶解；当吐温-80 浓度提高至 2 000 mg/L 
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图 3  吐温-80 对 PAHs 的降解效率及菌落数的影响 
Figure 3  Effect of Tween-80 on the degradation efficiency and colony number of PAHs. A: Phenanthrene. B: 
Fluoranthene. C: Pyrene. D: Determination of colony number of different single bacteria under different 
concentration of Tween-80. The different lowercase letters/capital letters indicate significant differences 
among treatments (P<0.05). 
 

 
 

图 4  吐温-80 对 PAHs 增溶特性及细胞表面疏水性影响 
Figure 4  Effect of Tween-80 on solubilization and cell surface hydrophobicity of PAHs. A: Solubilization. 
B: CSH. The different lowercase letters indicate significant differences among treatments (P<0.05). 
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时，菲和荧蒽全部以溶解态存在，芘部分溶解。

各体系中 PAHs 在液相中的溶解度均表现为菲>
荧蒽>芘。 
2.3.4  细胞表面疏水性 

CSH 是微生物细胞最重要的理化特性之一。

细胞表面疏水性强，则有利于其黏附于原油等

烃类物质的表面，促进微生物对原油的利用和

降解[28]。利用烷烃吸附法测定纯培体系和混培

体系的 CSH，结果如图 4B 所示。通过 CSH 可

反应不同浓度吐温-80 对 PAHs 在细菌表面附着

的 难 易 程 度 的 影 响 。 表 面 活 性 剂 处 理 前

CW-D3T、B6-2 和混菌的 CSH 分别为 21.9%、

58.4%和 37.5%，表明 CW-D3T 属于中等亲水，

B6-2 属于高度疏水，混培体系属于中等疏水。

随着吐温-80 浓度的增加，CW-D3T 的 CSH 显

著提升(P<0.05)，但更高浓度吐温-80 体系中

CSH略有下降的趋势；B6-2的CSH随着吐温-80
的浓度增加逐渐降低；混培体系处于二者之间，

500 mg/L 吐温-80 体系中 CSH 最高为 48.8%，

相比其初始 CSH 提高了 11.3%，更高浓度的吐

温-80 对 CSH 影响不显著甚至较初始值减小

(P>0.05)。 
虽然吐温-80 可以提高细菌的 CSH，但并

不总是呈正相关。B6-2 初始 CSH 很高，随着吐

温-80 浓度增大，CSH 反而逐渐降低。这可能

是因为表面活性剂的疏水端倾向于与表面呈疏

水性细菌的疏水基团结合，使细菌表面亲水位

点比例增加而降低细胞的疏水性[29]。这与 Zhao
等的研究结果相似，高疏水性供试菌株在鼠李

糖脂处理下，其 CSH 显著降低，表现出抑制降

解作用[30]。 
2.3.5  混菌对吐温-80 的利用特性 

利用紫外分光光度法绘制吐温-80 标准曲

线，吐温-80 浓度(y)和吸光值(x)的关系式为：

y=0.002 9x+0.071 19，相关系数 R2=0.995 5，表

示实验结果具有可靠性。混菌对吐温-80 的利用

率如图 5 所示。在反应周期内，混培体系对 500、
1 000、2 000 mg/L 吐温-80 的利用率分别是

28.4%、27.4%、30.7%。吐温-80 浓度越高，细

菌对吐温-80 的利用率越高。混合功能菌群在各

体系中对吐温-80 的利用主要集中在反应的前  
5 天，后期吐温-80 的降解速率逐步减缓。PAHs
在整个反应周期的前 5 天降解率相对较低，可

能由于混菌在反应前期优先利用吐温-80 作为

碳源进行增殖，与 PAHs 产生了竞争抑制。说

明吐温-80 在体系中不仅作为表面活性剂影响

细胞膜等结构，同时还可作为碳源被细胞利用。 

3  讨论与结论 
3.1  讨论 

本研究对比了纯培体系和混培体系中菌株

生长及对 PAHs 的降解特性。通过生长曲线测

定和稀释涂布平板实验表明 2 株菌(CW-D3T 和

B6-2)之间存在一定的协同作用，并在降解周期

中持续保持良好的生长比例，可用于 PAHs 的

生物修复。混培体系对 PAHs 的降解效率分别

为 33.4%、30.1%、28.6%，显著优于纯培体系 

 

 
 
图 5  混培体系对不同浓度吐温-80 的降解率 
Figure 5  The degradation rate of different 
concentrations of Tween-80 in the mixed system.  
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(P<0.05)。且在反应周期内(7 d)尚未达到稳定期，

PAHs 的降解效率仍有上升空间。近年来多项研

究表明相较于单个菌株，混合细菌之间具有更

多的代谢途径和代谢关键酶，通过相互降解彼

此无法代谢的中间体或分泌如表面活性剂等物

质加快降解速率，提高降解能力，被用于各类

环境修复中[31-32]。 
吐温-80 是 PAHs 修复中最常用的非离子表

面活性剂之一。本研究测定了不同浓度吐温-80
对混菌降解 PAHs 特性以及细胞表面疏水性等

影响。实验结果表明，在一定浓度范围内，添

加吐温-80 可有效提高混培体系中 PAHs 的去除

率，与对照组(0 mg/L 吐温-80)相比，500 mg/L
吐温-80 体系中混菌对 PAHs 的降解率最高，均

可提高 10%以上(图 3A–3C)。可能是由于吐温-80
可利用亲水基团与污染物的斥力或形成胶束促

进污染物的解吸 [33-34]，从而使吐温-80 提高了

PAHs 在水中的溶解度(图 4A)。同时，CSH 是

影响 PAHs 跨膜转运的关键因素，而跨膜转运

是细菌降解的关键步骤[35]。500 mg/L 吐温-80
混培体系中，混菌的 CSH 从 37.5%提高至 48.8% 
(图 4B)，可能是因为吐温-80 附着在混菌细胞表

面或促进混菌表面释放脂多糖进而影响了混菌

CSH[36]。此外，吐温-80 也可以作为细菌生长的

碳源，在第 5 天，500 mg/L 体系中吐温-80 利

用率达到 23.6% (图 5)，并且细菌数量显著提高

(P<0.05) (图 3B)。 
吐温-80 浓度与 PAHs 的降解率并不呈正相

关，吐温-80 浓度为 500 mg/L 时，PAHs 降解率

达到最大。而更高浓度的吐温-80 对 PAHs 的降解

效果并不显著反而出现了轻微抑制作用(P>0.05)。
实验结果表明，B6-2 的初始 CSH 较大，属于高

度疏水菌，但随着吐温-80 浓度增大，CSH 反

而减小；此外，高浓度吐温-80 混培体系中 B6-2
的细胞数量占比下降。结合细胞表面疏水性和菌

体生长量结果，推测吐温-80 在 500 mg/L 使混菌

达到最大 PAHs 降解率可能是由于 B6-2 菌对高

浓度吐温-80 敏感，吐温-80 对其产生的毒性作

用影响了混菌的降解率。也说明 B6-2 在混菌降

解过程中起到了较为关键的作用。 

3.2  结论 
(1) 拥有多个耐溶剂性外排泵的恶臭假单

胞菌 B6-2 和具有广泛芳香烃降解能力的克雷

伯氏菌 CW-D3T 构建的复合功能菌群在 PAHs
生物修复上展现出良好的协同效应，能够有效

提高 PAHs 的降解效率，为 PAHs 的联合修复提

供一定的理论依据和参考。 
(2) 在一定浓度范围内，添加吐温-80 可有

效提高混培体系中 PAHs 的生物利用度，增强

PAHs 生物修复。培养 7 d 后，菲、荧蒽、芘的

降解率分别为 47.7%、43.2%和 38.8%，相较于

对照组去除效果分别提高了 1.55 倍、1.38 倍和

1.31 倍。结合细胞表面疏水性和细菌生长量分

析，吐温-80 不仅可以提高细胞膜的通透性还可

以作为碳源供细菌生长。 
(3) 吐温-80 的浓度与 PAHs 的降解率并不

一直呈正相关。高浓度吐温-80 反而抑制混菌对

PAHs 的降解。其中对 B6-2 的影响最为显著，

细菌生长受到限制，同时 CSH 降低。 

4  总结与展望 
通过比较纯培体系和混培体系对多环芳

烃的降解，以及不同浓度吐温-80 体系中混菌

的降解效率，结果表明菌 CW-D3T 和 B6-2 具

有协同作用。相比单菌，构建的混菌体系(体积

比 1:1)可以显著提高 PAHs 的降解效率，外源添

加 500 mg/L 的吐温-80 可以使 3 种 PAHs 在 7 d
的降解率提高 10%以上。吐温-80 作为碳源促进

菌群的生长同时提高细胞表面的疏水性，进一

步证明吐温-80 在混培体系降解 PAHs 发挥了良
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好的促进作用。 
尽管本研究基于吐温-80 的混培体系显著

优于纯培体系的降解能力，但产生这种现象的

分子机理，例如吐温-80 对细菌细胞膜转运通道、

氨基酸代谢通路等影响仍需进一步深入研究，

需利用组学技术以及分子生物学手段阐明其中

的原理，从而便于整合功能基因构建基因工程

菌用于原位修复，这项技术的成熟和广泛应用

还有待继续深入研究。 
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