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摘  要: 研究了不同外加碳源作为共代谢基质及氢气作为电子供体条件下 PCP 的厌氧生物降解特

性, 并借助末端限制性片段长度多态性技术(T-RFLP)分析了 PCP 降解菌群的微生物群落结构。结

果表明, 添加外加碳源及以氢气作为电子供体均对 PCP 降解有显著促进作用。添加葡萄糖、丙酮

酸、酵母膏和氢气时的降解率分别为 71%、56%、51%和 74%。微生物群落结构分析表明, 不同

处理条件下 PCP 降解菌群微生物群落结构不同。PCP 降解菌群中可能存在 Clostridium、Frankia
和 Desulfitobacterium 等属的微生物。 
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Abstract: Effect of carbon source (glucose, pyruvate, yeast extract) and electron donor (H2) on anaerobic 
degradation of pentachlorophenol (PCP) was investigated. Differences of bacterial community in the an-
aerobic systems were also detected by terminal restriction fragment length polymorphism technique 
(T-RFLP). Compared with carbon-free system, the supplementation of different carbon sources and H2 may 
greatly enhance the degradation of PCP. The analysis of T-RFLP showed that bacterial community struc-
tures were different under different treatment conditions. It was speculated that some microorganisms phy-
logenetically affiliated with the genus Clostridium, Frankia and Desulfitobacterium existed in the PCP- de-
gradating systems. 
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五氯苯酚(PCP)广泛应用于木材防腐剂、杀虫
剂、杀菌剂等领域, 是一种难降解的人工合成化合
物, 在环境中容易积累[1]。为了减少 PCP 对环境的
污染及对人体的危害, 近年来国内外学者对其生物
降解进行了广泛的研究。由于 PCP在厌氧条件下较
容易发生还原脱氯降解[2], 因此 PCP 的厌氧降解一
直以来都是研究的热点。不过至今仅发现几个属微

生物(如 Desulfitobacterium[2,3]和 Desulfomonile[4])能
对 PCP 进行严格地厌氧脱氯降解。同时也发现在
PCP 的厌氧降解中, 添加葡萄糖等外加碳源有利于
PCP的降解[5]。 

但是由于传统培养的局限性, 分离到的物种并
不能真实反映厌氧降解 PCP 的微生物多样性信息, 
迫切需要采用新的分子生物学手段对其进行系统研

究。近年来兴起的基于 16S rRNA 基因的免培养技
术—末端限制性片段长度多态性技术(T-RFLP)是一
种 RFLP 技术和荧光标记技术相结合后发展而来较
先进的分子生态学方法[6]。该技术能够提供微生物

种群结构和数量动态变化的信息, 可为人们分析和
比较环境样品微生物群落结构提供新的手段。但目

前仅有应用该技术对 PCP降解生物群落多样性进行
研究的少量报道[7]。而对添加不同外加碳源和电子

供体条件下 PCP厌氧降解微生物群落结构的变化特
性研究, 国内外还鲜见报道。基于以上研究现状, 本
文研究了以不同外加碳源作为共代谢基质及氢气作

为电子供体时 PCP 的厌氧生物降解特性; 同时还利
用 T-RFLP 技术分析了以上不同处理条件下 PCP 降
解菌群的微生物群落结构变化, 并对样品中可能存
在的优势微生物进行了推测, 旨在为全面认识 PCP
厌氧降解微生物的多样性及降解机理提供有用的 
信息。 

1  材料与方法 

1.1  种泥来源及驯化 
种泥取自无锡格林艾普化工厂车间地沟的底

泥。驯化方法如下：培养基为 RAMM培养基[8]。取

200 g种泥加入到 500 mL带有上下嘴的摇瓶。驯化
过程中逐渐增加 PCP的投入量, 其终浓度由 5 mg/L
到 20 mg/L。每周更新一次培养基。更新培养基时充
入氮气以保持摇瓶内为厌氧状态。摇瓶置于摇床中

培养(35℃, 120 r/min)。每周更新培养基时测定摇瓶
内 PCP的浓度。2个月后发现 PCP的降解率在 50%

以上, 证明此驯化培养物已具有降解 PCP的能力。 

1.2  PCP 降解实验 
分别考察上述驯化培养物在 5 种处理情况下对

PCP(20 mg/L)的厌氧降解特性。处理 1：加入 2 g/L

葡萄糖(TOC为 1250.6 mg/L)作为外加碳源; 处理 2：

加入 10 mmol/L丙酮酸(TOC为 741.8 mg/L)作为外

加碳源 ; 处理 3：加入 1 g/L 酵母膏 (TOC 为    

1352.0 mg/L)作为外加碳源; 处理 4：不添加外加碳

源(对照组); 处理 5：充入氢气(氢气处理组, 氢气: 

二氧化碳: 氮气的体积比为 1: 1: 8)。除第 5个处理

外, 其他 4 个处理中均充入氮气以保持厌氧环境。

以上各处理组各设 3个重复。每隔 1 d测定 1次 PCP

的浓度。同时还考察了不同葡萄糖浓度(1 g/L、2 g/L、   

5 g/L和 10 g/L)对 PCP降解的影响。 

1.3  PCP 的测定 
采用高效液相色谱法(Agilent 1100)。PCP的测

定条件为：C18柱, 柱温 30℃, 流动相中甲醇占 90%, 

2%乙酸占 10%; 检测波长为 220 nm, 带宽 20 nm; 

流速 1 mL/min。 

1.4  总 DNA 的提取及 PCR 扩增 
总 DNA 提取参照 Tsai ＆ Olson 的方法[9], 并

做适当调整。具体方法如下：取以上 5 种处理的新
鲜污泥样品 0.5 g, 置于 1.5 mL 离心管中。加入 
250 μL lysis buffer(0.1 mol/L NaCl-0.1 mol/L 
Na2EDTA, pH 8.0)和新鲜配置的 50 μL lysozyme(终
浓度为 15 mg/L), 37℃水浴 2 h 后, 加入 300 μL  
0.1 mol/L NaCl-0.5 mol/L Tris-HCl (pH 8.0)-10% 
SDS, 轻轻混匀, 在液氮中进行 3 次反复冻融处理, 
之后依次加入等体积的 Tris-饱和酚、酚/氯仿/异戊
醇(25:24:1)和氯仿/异戊醇(24:1)对 DNA 进行抽提, 
DNA用异丙醇沉淀。经 70%酒精淋洗和干燥后, 用
30 μL TE (10 mmol/L Tris-Cl, 1 mmol/L EDTA; pH 
8.0)溶解 DNA。PCR 扩增前, 采用 Sepharose 4B 
(Sigma公司)对 DNA粗提物进行过柱纯化。采用细
菌通用引物 27F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)和
1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT)[10]对总 DNA
进行 PCR扩增。其中 27F的 5′端用 FAM标记(6-car- 
boxyfluorescein, 上海基康生物工程有限公司)。扩增
条件为：94℃预变性 4 min; 94℃变性 1 min, 50℃退
火 1 min, 72℃延伸 1 min, 25 个循环; 最后 72℃ 
10 min, 4℃保存。扩增产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳
检查 ,  Gold view 染色并在凝胶成像系统上拍照 
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观察。 

1.5  T-RFLP 分析 
PCR纯化产物用 HaeⅢ酶 (TaKaRa公司) 进行

酶切。酶切获得的 DNA片段送上海基康生物公司进
行检测。检测结果数据包含单种酶消化后的 T-RF
的片段大小和峰面积, 把这些信息上传至威斯康星-
麦迪逊大学建立的基于 Web (http://trflp.limnology. 
wisc. edu/assignment.jsp)的 T-RFLP数据分析方法进
行分析处理。碱基大小在 50 bp以下以及相对丰度
(根据峰面积计算) <1%的 T-RF被排除在进一步的统
计范围外。 

2  结果与讨论 

2.1  PCP 厌氧降解特性 
经驯化的培养物在以葡萄糖、丙酮酸、酵母膏

作为外加碳源处理下, PCP降解趋势明显(图 1)。PCP
的浓度由初始的 10 mg/L~16 mg/L降到 8 mg/L以下, 
降解率分别达到 71%、51%和 56%。不加碳源处理(对
照组)中, PCP 降解率较低(18%)(图 1)。这一研究结
果与其他研究发现相同, 可能说明 PCP 的厌氧还原
脱氯过程确实是依赖初级基质的共代谢过程[11]。外

加碳源存在时, PCP 降解微生物可以部分利用所投
加的基质作为其生长所需的碳源生长, 以缓解 PCP
对其的抑制; 同时易降解基质的存在, 也有利于各
种微生物的迅速繁殖, 增强了微生物活性, 这样不
同物种间可以以协同的作用方式促进 PCP的脱氯降
解 [12]。结果还显示 , 氢气处理组的降解率也较高 , 
达 74% (图 1)。PCP 的厌氧脱氯是一个需要电子供
体的还原过程, 氢气可作为良好的电子供体, 其还
原脱氯能力在很多氯代芳烃降解实验中均得到证 
实[13]。国内其他学者也发现类似的结果[14,15]。 

不过 ,  外加碳源的添加有一个适量的浓度范
围。就拿葡萄糖的添加量来说, 外加 2 g/L的葡萄糖
对 PCP 的降解作用最显著(图 2)。随着葡萄糖添加
量由 1 g/L增加到 2 g/L, PCP的降解率从 55%增加
70%。而添加葡萄糖的量超过 2 g/L后, PCP降解率
下降。葡萄糖的添加量为 10 g/L时, 降解率为 41%。
这可能是葡萄糖浓度相对较低时(1 g/L), 虽然能提
供易降解的碳源促进微生物迅速增殖, 但不足以持
续地维持厌氧体系中微生物的生长, 导致 PCP 降解
有限。然而, 当葡萄糖浓度增加至 2 g/L后, 由于碳
源充足, PCP 降解菌占优势, 此时 PCP 可以达到较

高的降解率。过高的葡萄糖添加浓度(10 g/L), 可以
导致非降解 PCP的微生物大量繁殖, 与降解 PCP的
优势菌竞争营养物质 ,  从而导致 PCP 的降解率 
下降。 

 

 
 
图 1  不同条件下 PCP 降解曲线 
Fig. 1  Degradation curves of PCP at different conditions 
 

 
 
图 2  不同葡萄糖浓度下 PCP 的降解曲线 
Fig. 2  Degradation curves of PCP at different glucose 
concentrations 
 
2.2  基于 T-RFLP 的微生物群落分析 

根据 T-RFLP图谱中 T-RF的数目、相对峰面积
以及峰的位置 , 分别计算了在外加碳源处理(葡萄
糖、丙酮酸、酵母膏)、无外加碳源和氢气处理下, PCP
降解菌群中各个 T-RF 的相对丰度(图 3)。结果发现
不同处理间污泥内部微生物群落结构基本不同。在

葡萄糖处理组中, 相对丰度最高的片段为 222 bp的
T-RF, 达 58.9%。在无碳源和酵母膏处理组中, 相对
丰度较高的片段为 250 bp的 T-RF, 分别占各自群落
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的 43.7%和 63.9%。此外, 65 bp的 T-RF在上述两个
群落中也占有较高的比例(分别为 37.8%和 22%)。丙
酮酸处理组中, 65 bp 的 T-RF 群落中占有最高的比
例 ,  为 38.6%。其次相对丰度较高的片段依次为 
217 bp、222 bp和 63 bp的 T-RF。在氢气处理组中, 丰
度较高的片段有 158 bp、240 bp、242 bp和 437 bp
的 T-RF, 它们的相对丰度分别为 23.1%、30.5%、
13.1%和 14.2%。在所有的处理组中均检测到大小为

65 bp和 222 bp的 T-RF (图 3)。鉴于葡萄糖和氢气
处理组对 PCP具有较高的降解率, 由此推测 222 bp、
158 bp和 240 bp的 T-RF代表的微生物可能是 PCP
的高效降解菌。 

将获得的 T-RF 数据在网上 (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/)进行检索 , 确定它们可能代表的微生
物种群属性。由图 4 可见, 各个处理中检测到的微
生物主要是厚壁菌门 (Firmicutes)、拟杆菌门

 

 
 

图 3  不同条件下主要 T-RF 片段的相对丰度的变化 
Fig. 3  Relative abundance of T-RF at different conditions 
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图 4  不同条件下主要微生物的种群构成比 
Fig. 4  Proportion of dominant microorganisms at different 
conditions  
 
(Bacteroidetes)、绿弯菌门 (Chloroflexi)、放线菌门
(Actinobacteria)、蓝藻门(Cyanobacteria)、α-变形菌
纲(Alphaproteobacteria)、γ-变形菌纲(Gammaproteo- 
bacteria)和 δ-变形菌纲(Delaproteobacteria)。但在不
同处理下, 群落中各类群所占的比例不同。葡萄糖
处理条件下, 占优势的微生物为 Firmicutes 门的微
生物, 其相对丰度为 65.8%。在丙酮酸处理组中, 相
对丰度较高的微生物为 Firmicutes 门和 Bacteroi- 
detes 门的微生物, 它们在群落中所占的比例分别为
41.7%和 38.6%。在酵母膏处理条件下, 相对丰度较
高的微生物为 Gammaproteobacteria 纲和 Bacteroi- 
detes 门的微生物, 它们在群落中所占的比例分别为
63.9%和 23.5%。在无碳源处理组中, Gammapro-
teobacteria 纲和 Bacteroidetes 门的微生物丰度最高, 
分别为 43.7%和 39%。而氢气处理条件下 , Dela-
proteobacteria纲的微生物相对丰度最高, 达 43.6%。
其他处理组也检测到此类群的微生物, 不过它们的
相对丰度不高(低于 9%)。 

2.3  T-RF 的定性推断 
对各群落中主要的 T-RF 做了进一步推断(表

1)。推断结果显示, 65 bp的 T-RF可能与推断为具有
溴苯酚的能力的克隆子 Phenol-4有关[16]。158 bp的
T-RF可能是 Frankia属的微生物[17]。179 bp的 T-RF
可被推断为 Planococcus 属的微生物。而 217 bp、 
222 bp和 297 bp的 T-RF则被推断为 Clostridium属
的微生物。此推断与其他研究结果一致。Tartakovsky
等在一驯化污泥中检测到了 C l o s t r i d i u m 和

Planococcus这两个属的微生物, 并推断 Clostridium
属的微生物很可能是 PCP及其中间产物的还原脱氯

菌[18]。213 bp 的 T-RF 被推测为 Desulfitobacterium 
dehalogenans JW/IU-DC1(菌株 JW/IU-DC1及该属的
其他微生物对 PCP 具有还原脱氯的能力 [19,20])。 
240 bp和 250 bp的 T-RF则被分别推测为与具有降
解溴苯酚的作用的克隆子 2BP-6[16]和具有降解三氯

苯酚的能力的克隆子 SJA-35[21]有关。而氢气处理组

中检测到的占一定优势的两个 T-RF (437 bp 和 
476 bp)在数据库中并未找到与之对应的微生物。可
能有以下两个原因, 一是 PCP 驯化污泥中还存在着
一些未被人们发现和鉴定的微生物, 其二是用于对
T-RF 进行定性推测的威斯康星-麦迪逊大学数据库
中的 16S rRNA基因序列并不完整。 
 

表 1  PCP 降解体系中主要 T-RF 片段所代表 
微生物的属 

Table 1  The microorganisms represented by T-RF in 
the PCP-degrading consortium 

片段 
Fragment (bp)

 

可能代表的微生物 
Inferred known  

microorganisms (clone) 

系统发育位置 
Phylogenetic  

position 

65 Clone Phenol-4 
(AF121885) Bacteroidetes 

158 Frankia属(X53209) Actinobacteria 

179 Planococcus属(X62172) Firmicutes 

213 
Desulfitobacterium 
属(L28946) 

Firmicutes 

217 Clostridium属(L06838) Firmicutes 

222 Clostridium属(L11304) Firmicutes 

240 Clone 2BP-6 (AF121886) Deltaproteobacteria

242 Clone 2BP-6 (AF121886) Deltaproteobacteria

250 Clone SJA-35 (AJ009460) Chloroflexi 

297 Clostridium属(M60491) Firmicutes 

 
总之, 外加葡萄糖、丙酮酸、酵母膏等碳源和

补充氢气能显著促进 PCP的降解。其中葡萄糖和氢
气的添加更有利于 PCP的降解。葡萄糖添加浓度以
2 g/L 为宜。在不同的外加碳源和氢气处理过程中, 
PCP 降解菌群的微生物群落结构发生了变化。PCP
降解菌群中可能存在一些已经被证实或没有被证实

仅被推断为具有 PCP脱氯活性的微生物。为了真正
认识这些 PCP降解体系中脱氯微生物的具体组成及
多样性, 将来有必要采用 16S rRNA 基因克隆文库
方法对之进行深入研究。 
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