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研究报告 
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摘  要：【背景】萘普生是一种被广泛使用的非甾体抗炎药，治疗人类疾病的同时对环境产生一定的

消极影响，甚至危害到人类的生存环境。【目的】利用微生物降解萘普生类污染物是一种价格低廉且

行之有效的方法。【方法】以萘普生为唯一碳源，培养驯化高效的萘普生降解菌群；利用高通量测序

技术解析萘普生降解菌群的微生物群落变化，鉴定萘普生降解菌群种类；通过 GC-MS 分析萘普生

降解菌群的降解途径。【结果】获得了以 Rhodanobacter 为主的萘普生高效降解菌群，确定了萘普生

降解菌群的最佳降解条件为：30 °C、pH 7.0、摇床转速 150 r/min、接种量 10%，萘普生降解率达

60.58%，并预测出萘普生降解菌群的降解途径。【结论】获得了高效的萘普生降解菌群，明晰了降

解机理和降解途径，不仅丰富了微生物资源种类，更为微生物的工程应用奠定了理论基础。 
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Abstract: [Background] Naproxen is a widely used drug which is non-steroidal and anti-inflammatory. It 
has certainly negative impact on the environment while treating human diseases. What’s more, it maybe 



崔迪等: 萘普生降解菌群的驯化及其降解效能 2383 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

even endangers the human living environment. [Objective] The way of degrading naproxen pollutants 
through microorganisms is inexpensive and effective. [Methods] In this paper, naproxen was used as the 
sole carbon source to cultivate domesticated and highly effective naproxen-degrading bacteria; The 
high-throughput sequencing technology was used to analyze the microbial community changes of 
naproxen-degrading bacteria and to identify the types of naproxen-degrading microbial community; 
Analysis of degrading pathway of naproxen-degrading microbial community by GC-MS. [Results] 
Finally, a highly effective naproxen-degrading microbial community was mainly Rhodanobacter, and 
the optimal growth degradation condition of naproxen-degrading microbial community was determined 
to be 30 °C, pH 7.0, 150 r/min, 10% inoculation amount, with naproxen degrading rate reached 60.58%, 
and predicting the degradation pathway of naproxen-degrading microbial community. [Conclusion] 
Obtaining a high-efficiency naproxen- degrading microbial community, and clarifying the degradation 
mechanism and degradation pathway. The research not only enriches the types of microbial resources, 
but also lays the theoretical foundation for microbial engineering applications. 

Keywords: Naproxen, Microbial community acclimatization, Community structure, Degradation pathway 

萘普生(naproxen，NPX)又名甲氧异丙酸，为白

色或微白色粉末状，无味[1]，是一种具有抗炎、退

热和止疼等作用的常见药物[2]。萘普生因其副作用

小、耐受性好的优点，近年来成为世界上最畅销的

非处方药之一[3-5]。然而，萘普生若在环境中长期暴

露会引发化学药物污染[6-7]，尤其是在进入生物体后，

经过食物链的传递以及在生物体内的积累，会威胁

人类的健康，严重破坏生态环境[8-12]。若人体长期摄

入痕量萘普生会诱发心脏病和中风等疾病[13-14]，甚

至可能对肺部产生毒性效应[15-17]。因此，有效去除

环境中的萘普生是环境科学与工程领域关注的热

点之一。 

现有报道指出，在某些市政污水厂排放口及地

表水中均有萘普生类物质被检出，其浓度范围为

0.1−7.69 μg/L ， 在 地 表 水 中 的 平 均 浓 度 高 达      

250 ng/L[5]，最高检出浓度可达到 2.6 μg/L[11,14,18-19]，

水体中的萘普生残留会对水生生物有一定的毒性，

对生态环境安全存在潜在威胁[20]。环境中的萘普生

通常是通过家庭或医疗设施直接流入，或随着人和

动物的排泄物进入土壤或水体中。常见的萘普生处

理方法主要有物化方法和生物法，利用微生物降解

萘普生可降低成本，同时避免二次污染的产生。因

此，随着生物技术的不断成熟，生物降解萘普生的

研究也受到广泛关注[21]。 

目前，关于微生物降解萘普生的报道较少，

Hom-Diaz 等[22]利用微光藻反应器对湖泊水中的萘

普生进行处理，微光藻在第一周期对水体中萘普生

的去除率仅有 10%，但第二周期去除率增至 69%；

Marco-Urrea 等[23]利用真菌中的漆酶对萘普生进行

降解，结果表明漆酶对萘普生的降解率较高，而且

与真菌中分离出的粗制漆酶对比，商品化漆酶对萘

普生的降解效果更好；Marchlewicz 等[24]从波兰某化

学工厂的土壤中分离出一株革兰氏阳性的苏云金芽

孢杆菌(Bacillus thuringiensis)；Wojcieszyńska 等[25]

分离的一株嗜麦芽窄食单胞菌(Stenotrophomonas 
maltophilia KB2)，以及 Domaradzka 等[26]在活性污

泥中分离的一株假单胞菌(Pseudomonas sp. S5)等均

具有降解萘普生的能力，但这些菌株在以萘普生为

唯一碳源条件下对萘普生的降解率极低，但在以苯

酚或葡萄糖为碳源进行共代谢时，对萘普生的降解

率可提高至 80%以上。因此，为获得能以萘普生为

唯一碳源的高效降解菌群，本文利用萘普生为唯一

碳源培养驯化，分析其降解机理和降解途径，以期

为微生物的工程应用奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌群驯化污泥的采集   

萘普生降解菌群的驯化污泥取自于哈尔滨某

市政污水处理厂二沉池污泥。 
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1.1.2  主要试剂和仪器   
供试萘普生标准品，纯度>99%，Sigama Aldrich

公司；二甲基亚砜，赛默飞世尔公司；双(三甲基硅烷

基)三氟乙酰胺[Bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide，

BSTFA]，大唐(杭州)医药化工有限公司。  
超高效液相色谱(UPLC)和气相质谱色谱联用

仪，Agilent Technologies 公司；PCR 扩增仪，杭州

朗 基 科 学 仪 器 有 限 公 司 ； 高 通 量 测 序 仪 ， Life 
Technologies 公司。 
1.1.3  培养基 

萘普生降解菌群的培养基主要包括筛选培养

基、富集培养基以及 LB 培养基，参照文献[27]配
制，但由于本实验是以萘普生为唯一碳源，所以将

培养基中 0.1 g/L 卡马西平更换为 0.1 g/L 萘普生。 

1.2  方法 
1.2.1  萘普生降解菌群的富集驯化 

将新鲜的活性污泥静置沉降 10 h 后倒去上清

液，将底层污泥分装于 50 mL 离心管中，10 000 r/min

离心 10 min 后弃去上清液，保留污泥，用磷酸盐

缓冲液冲洗污泥 3 次，冲洗后用无菌富集培养基将

活性污泥配制成污泥悬液[28]，取 20 mL 污泥悬液

加入 80 mL 富集培养基(含萘普生 50 mg/L)，设置

驯化周期为 7 d，每个驯化周期结束后以 10%的接

种量接入新的富集培养基中，设置不同萘普生浓度

以 50 mg/L 逐渐递增至 150 mg/L。同时设置阴性对

照组，即高压灭菌的活性污泥，加入梯度浓度的萘

普生，以同样的条件培养。将驯化的萘普生降解菌

群与阴性对照组同时放置于 30 °C、150 r/min 的摇

床中进行培养，为排除萘普生的光降解干扰，已对

摇床做避光处理。 
1.2.2  萘普生降解菌群驯化过程中降解效能的  
测定 

萘普生降解菌群驯化阶段每隔 4 d 取一次样，

通过超高效液相色谱(UPLC)进行检测，根据检测范

围对样品进行稀释，用 0.22 μm 滤膜过滤，装入色

谱小瓶。检测波长 332 nm，色谱柱为 C18 (250×   
4.6 mm，5 μm)，流动相比例甲醇׃超纯水=7525׃ (体

积比)，柱温 30 °C，流速 0.1 mL/min，进样量 10 μL，

保留时间 3 min。   
菌体蛋白的测定方法[29]：转速 10 000 r/min 条

件下离心 10 min 收集菌体，利用 50 mmol/L Tris-HCl 
(pH 8.0)振荡清洗、悬浮，在频率 20 kHz、功率    
150 W 条件下超声波破碎(工作 3 s，间歇 3 s，共持

续 10 min)，释放菌体蛋白。采用考马斯亮蓝法[30]，

用牛血清白蛋白绘制标准曲线，测定不同时间菌体

蛋白在 595 nm 处吸光度值，计算菌体蛋白量。 
1.2.3  萘普生降解途径推测 

质谱使用 Agilent 6890/5975 仪器。离子源以电

子电离模式(EI：70 eV，230 °C)操作。记录全扫描

质谱图 (m/z 40−800)以鉴定中间产物。用 5%苯    
基-95%甲基聚硅氧烷的 HP 熔融石英毛细管柱进行

分离。色谱柱的长度约为 30 m，内径为 0.25 mm，

膜厚为 0.25 mm。样品以不分流的方式进样，氦气

流速为 1.0 mL/min。操作参数如下：喷油器温度

310 °C；传输线温度：300 °C；程序升温：从 140 °C
以 12 °C/min 升温至 320 °C (保留时间 10 min)[31]。 

用于代谢途径检测的萘普生降解菌群为富集

驯化后的萘普生降解菌群，是在最佳降解条件下分

别培养了 7 d 内的混合菌液。取 7 d 内不同时段的降

解液进行检测，10 000 r/min 离心10 min后取上清液，

加入等体积的乙酸乙酯，振荡萃取 5 min，萃取 3 次，

将 3 次萃取后的乙酸乙酯合并，以 80 r/min 速度旋

转蒸发至 5 mL；再用移液器移至玻璃管中，N2 吹

干后，向管中加入 100 μL 的 BSTFA，再加入 100 μL
的吡啶，将玻璃管密封后放入 85 °C 烘箱，反应 1 h；

取出玻璃管，冷却至室温后用 N2 吹干，滴加 1 mL
乙酸乙酯，边加边振荡，振荡至反应物完全溶解后

移入色谱小瓶，以备 GC-MS 分析。 
1.2.4  萘普生降解菌群群落结构分析 

萘普生降解菌群驯化过程中，每隔 20 d 取一次

污泥，10 000 r/min 条件下离心 10 min 后冻存，将

不同时期萘普生降解菌群样品进行保存，并编号为

1−4，样品 1 表示初始萘普生降解菌群的样品，2、

3 代表萘普生降解菌群驯化中期的样品，4 代表萘
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普生降解菌群驯化结束时的样品。样品交由上海美

吉生物医药科技有限公司进行高通量测序，获得数

据进行群落结构种类和多样性分析。 

2  结果与讨论   

2.1  萘普生降解菌群驯化过程中降解效能的  
测定 

萘普生降解菌群驯化和降解效能情况如图 1 所

示。当 NPX 污泥浓度为 50 mg/L 时，如图 1A 所示，

NPX 浓度平稳下降，1 344 h (56 d)趋于稳定，此时

NPX 浓度达到为 22.33 mg/L，降解率为 55.83%；

当 NPX 污泥浓度为 100 mg/L 时，如图 1B 所示，

NPX 浓度平稳下降，1 344 h (56 d)趋于稳定，此时

NPX 浓度达到为 38.81 mg/L，降解率为 61.19%；

当 NPX 污泥浓度为 150 mg/L，菌群降解萘普生的

降解情况如图 1C 所示，240 h (10 d)开始 NPX 浓度

急剧下降至 119.91 mg/L，348 h (16 d)开始下降趋势

减缓，1344 h (56 d)后趋于平稳，最终 NPX 浓度达

到 32.57 mg/L，降解率为 78.12%。 

2.2  萘普生降解菌群的降解特性研究 
2.2.1  萘普生降解菌群最佳降解温度 

为考察不同温度下萘普生降解菌群的生长和

降解情况，确定萘普生降解菌群最适宜生长和降解

率最高的温度。因此，分别设置 10、20、25、30、

35、40 和 50 °C 个不同温度条件对富集驯化后的萘

普生降解菌群进行持续振荡培养，结果如图 2 所示。

当萘普生降解菌群以 NPX 作为唯一碳源生长时，

温度对其生长和降解 NPX 的能力都有显著影响。

在 0−30 °C 的温度范围内，萘普生降解菌群的生物

量随着温度升高而增大。当温度为 10 °C 时，萘普

生降解菌群对 NPX 的降解率仅为 9.50%；随着温度

的逐渐上升，当温度达到 30 °C 时，萘普生降解菌

群对 NPX 的降解率可达到 82.60%；随着温度继续

升高到 35 °C 时，萘普生降解菌群的降解率开始逐

渐下降，此时差异并不明显，萘普生降解菌群对

NPX 的降解率仍能达到 79.15%；当温度上升至 
40 °C 后，萘普生降解菌群的生物量急速下降，对

NPX 的降解率也骤降至 10%左右。说明过高的培养

温度不利于萘普生降解菌群的生长，这可能与菌群

酶活下降等因素相关[32-33]，可以确定萘普生降解菌

群最适宜的降解温度是 30 °C。  
 

 
 

图 1  萘普生降解菌群对 NPX 的降解情况 
Figure 1  Degradation of NPX of naproxen-degrading 
bacterial community 
Note: A: 50 mg/L NPX; B: 100 mg/L NPX; 150 mg/L NPX. 
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图 2  温度对萘普生降解菌群的生长和降解情况的影响 
Figure 2  Effect of temperature on the growth and 
degradation of naproxen-degrading bacterial community 

 
2.2.2  萘普生降解菌群最佳降解 pH  

分别设置 pH 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 五个不同

初始 pH 条件的培养环境，并对萘普生降解菌群生

长情况和 NPX 的降解效能进行测定，萘普生降解

菌群的降解效能结果如图 3 所示。当萘普生降解菌

群以 NPX 为唯一碳源生长时，pH 对其生长和降解

NPX 的能力有显著影响。在 pH 为 7.0 时，菌体蛋白

浓度较高，说明菌液中菌量较大，同时降解相关酶

的活性也较高，对 NPX 的降解率最大，可以达到

74.50%；当 pH 为 5.0、9.0 时，萘普生降解菌群的生

长受到了抑制，降解 NPX 相关酶的催化活性较    
低[34-35]，此时NPX 的降解率仅能达到4.75%和10.07%。 

 

 
 

图 3  pH 对萘普生降解菌群生长和降解情况的影响 
Figure 3  Effects of pH on the growth and degradation of 
naproxen-degrading bacterial community 

2.2.3  萘普生降解菌群最佳降解摇床转速 
分别设置 0、50、100、150、200 r/min 五个

不同摇床转速的培养环境，并对萘普生降解菌群

生长情况和 NPX 的降解情况进行测定，萘普生降

解菌群的生长及对 NPX 的降解情况如图 4 所示。

当摇床转速为 0 时，菌浊仍可以达到最大菌浊的

1/3，说明由于降解菌的菌量较小，萘普生降解菌

群可以利用锥形瓶中残留的分子氧进行分解代谢和

合成代谢，但当生物量提高到一定程度后，氧这一

生态因子成为了萘普生降解菌群生长繁殖的限制因

子。摇床转速在 0−150 r/min 范围内时，萘普生降   
解菌群的浊度和对 NPX 的降解情况随摇床转速的提 
高呈逐渐上升的趋势；当摇床转速为 150 r/min 和

200 r/min 时，萘普生降解菌群对 NPX 的去除率差

异并不明显，分别为 68.94%和 62.25%。由此可以

推断，萘普生降解菌群的最佳降解 NPX 的摇床转

速为 150 r/min。 
2.2.4  萘普生降解菌群最佳降解接种量 

在相同底物浓度的培养基中分别接种了 1%、

5%、10%、20%、30% (体积比)种子液，探究在不

同接种条件下萘普生降解菌群的生长和对 NPX 的

降解率，结果如图 5 所示。在接种量为 1%时，萘

普生降解菌群浊度较低，对 NPX 的降解率也仅为 
 

 
 

图 4  摇床转速对萘普生降解菌群生长和降解情况的  
影响 
Figure 4  Effect of shaking speed on growth and 
degradation of naproxen-degrading bacterial community 
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图 5  接种量对萘普生降解菌群生长和降解情况的影响 
Figure 5  Effect of inoculation amount on growth and 
degradation of naproxen-degrading bacterial community 

 
11.75%。随着接种量的增加，萘普生降解菌群对

NPX 的降解率明显提升，接种量提高到 10%时降解

率达到 72.34%，而在接种量为 5%、20%和 30%时，

萘普生降解菌群对 NPX 的降解率分别为 57.81%、

54.10%和 53.44%。由此可知萘普生降解菌群最佳降

解 NPX 的接种量为 10%。 
根据实验结果，在以萘普生为唯一碳源的情况

下，萘普生降解菌群的最佳降解条件为：30 °C、pH 
7.0、摇床转速 150 r/min、接种量 10%，在此条件

下萘普生降解菌群的降解率可达到 60.58%。然而

Domaradzka 等[26]在以萘普生为唯一碳源条件下，

Pseudomonas sp. S5 降解萘普生的降解率只达到

10%。因此，本研究驯化的混合菌群在降解萘普生

的过程中表现出了更好的降解效能，为萘普生的生

物处理提供了高效的菌种资源。 

2.3  萘普生降解途径推测 
在已有的微生物降解萘普生的报道中，明确萘

普生代谢途径的报道极为有限。Zhong 等[36]筛选出

3 株 Cunninghamella 属 真 菌 (Cunninghamella 
blakesleana、Cunninghamella elegans 和 Cunning- 
hamella echinulata)降 解 萘 普 生 ， 得 到 降 解 产 物 
2-(6-羟基萘-2 基)丙酸[2-(6-hydroxynaphthalene-2-yl) 
propionic acid] 。 Marco-Urrea 等 [23] 在 研 究 真 菌

Trametes versicolor 降解萘普生的过程中，证明了起

主要作用的降解酶是漆酶，产生的代谢产物有  
6-O-去甲基萘普生(6-O-desmethylnaproxen)和 2-乙
酰基-6-甲氧基萘(2-acetyl-6-methoxynaphthalene)。

关于细菌降解萘普生的报道中，Domaradzka 等[26]

在苯酚共代谢条件下，探究了菌株 Pseudomonas sp. 
S5 对萘普生降解的主要途径，确定由萘双加氧

酶催化的二羟基化[37]是萘普生转化的第一步，后

续可能发生苯酚单加氧酶对 7,8-二羟基萘普生

(7,8-dihydroxynaproxen) 的 羟 基 化 ， 并 形 成     
5,7,8-三羟基萘普生(5,7,8-trihydroxynaproxen)，后者

又可以作为羟基喹啉 1,2-双加氧酶的底物[38]。 
本研究根据质谱谱图以及 NIST17.L 谱库，可

以得到相对应的物质及结构，如图 6 所示，可得到

如表 1 所示化合物。 
通 过 GC-MS 分 析 可 推 断 出 ， 萘 普 生 在 反     

应过程中产生的降解产物分别为 2-乙烯基-6-甲  
氧基萘 (2-ethenyl-6-methoxy-naphthalene)、 2-乙酰 
基-6-甲氧基萘(2-acetyl-6-methoxynaphthalene)以及  
3,4-二甲氧基苯甲醇(3,4-dimethoxybenzyl alcohol)。
本 研究推测萘普生降解菌群对萘普生的降解途径

如图 7 所示。 
在 Marco-Urrea 等[23]研究的报道中，真菌漆酶

降解萘普生过程中产生产物 2-乙酰基-6-甲氧基萘

(2-acetyl-6-methoxynaphthalene)，与本研究出现的降

解产物结构相同。Domaradzka 等[26]关于细菌共代

谢降解萘普生的研究中得到的萘普生降解途径表

明 ， 主 要 的 代 谢 产 物 有 7,8- 二 羟 基 萘 普 生

(7,8-dihydroxynaproxen) 和 5,7,8- 三 羟 基 萘 普 生

(5,7,8-trihydroxynaproxen)，与本研究萘普生降解菌

群产生代谢产物不相同。 

2.4  萘普生降解菌群群落结构分析 
将不同时期萘普生降解菌群样品进行高通量

测序，得到萘普生降解菌属结构，如图 8 所示。    
图 8 所示为样品 1、2、3、4 中萘普生降解菌群微

生物在属水平上的群落结构组成，在驯化过程中，

萘普生浓度的变化引起微生物群落结构发生改变，

物种丰富度也随之改变；随着萘普生浓度的不断提 
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图 6  GC-MS 检测出的萘普生降解菌群降解萘普生的中间产物 
Figure 6  Intermediate products of naproxen degradation by naproxen-degrading bacterial community detected by GC-MS 
注：A：2-乙烯基-6-甲氧基萘；B：2-乙酰基-6-甲氧基萘；C：3,4-二甲氧基-苯甲醇. 
Note: A: 2-ethenyl-6-methoxy-naphthalene; B: 2-acetyl-6-methoxynaphthalene; C: 3,4-dimethoxy-benzalcohol. 

 

表 1  化合物列表 
Table 1  List of compounds 
RT 化合物名称 

Compound name 
DB 分子式 
DB molecular formula 

匹配 
Matching (DB) 

分数(谱库) 
Fractions (Library) 

谱库 
Library 

10.84 2-乙烯基-6-甲氧基萘 
2-ethenyl-6-methoxy-naphthalene 

C13H12O 4 94.05 NIST17.L 

12.997 2-乙酰基-6-甲氧基萘 
2-acetyl-6-methoxynaphthalene 

C13H12O2 3 94.14 NIST17.L 

14.765 3,4-二甲氧基-苯甲醇 
3,4-dimethoxy-benzalcohol 

C9H12O3 6 93.12 NIST17.L 
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图 7  萘普生降解菌群降解萘普生的代谢途径 
Figure 7  Metabolic pathway of naproxen degradation by 
naproxen-degrading bacterial community 

高，Rhodanobacter 菌属丰度也随之不断升高，同时

gamma_proteobacterium_OR-113 和 Uncalssified_g_ 
Dyella 等菌属微生物丰度逐渐下降，Rhodanobacter
菌属逐渐成为优势菌属，这可能与 Rhodanobacter
菌属利用萘普生作为碳源进行生长有关，进而判断

Rhodanobacter 菌属微生物在降解萘普生的过程中

起到了积极的作用[39]。除此之外，Acidisphaera 菌

属和 Acidiplla 菌属等微生物种群在驯化过程中的相

对丰度逐渐增大，推测这些菌属也可能参与萘普生

的降解过程[40-41]。 

3  结论 

(1) 通过单因素实验确定了萘普生降解菌群

的最佳降解条件为：30 °C、pH 为 7.0、摇床转速

150 r/min、接种量 10%，萘普生降解率达 60.58%。 
(2) 利 用 GC-MS 确 定 了 萘 普 生 降 解 菌 群  

在降解萘普生时的中间产物，进而推测出萘普生

的降解途径，为降解效能的机理研究提供了理论

依据。 
(3) 通过高通量测序获得了萘普生降解菌群属

水平上的群落结构分布情况，可确定优势菌属为

Rhodanobacter，这一菌属在萘普生降解的过程中起

到了一定积极作用。 
 

 
 

图 8  萘普生降解菌群在属分类水平上的分布 
Figure 8  Distribution of naproxen-degrading bacterial community at the classification level of genus 
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