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摘要：采用溶液摇瓶实验研究了苜蓿根瘤菌（!"#$%&#’( ()*#*%+#）对三氯代联苯（!，%，%&’()*+,-.)./*0,123-）单体以及 "$种多氯联苯
（0.-3+,-.)*24(15 /*0,123-6，7896）混合物的降解转化能力 :结果表明，接入苜蓿根瘤菌转化 ;5后，随着溶液中底物 !，%，%&’<89浓
度的增加，该菌株对其的降解能力也逐渐提高，在 "=#、>=#、"#=#、!>=#、>#=# ?@·AB "浓度条件下该菌对 !，%，%&’<89的降解率
分别为 C%=#D、%$=CD、EF=;D、FE=#D、F$=>D，并且通过气相质谱分析，发现溶液中出现了一些新的代谢产物 :同时，苜蓿根
瘤菌对不同浓度下 "$种 7896同系物混合物的降解能力，随着底物浓度的升高呈现出从低到高，然后降低，并趋于平衡的趋
势，其最高降解率可达 >%=;D，并存在高氯代 7896向低氯代 7896的转化过程 :
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多氯联苯（0.-3+,-.)*24(15 /*0,123-6，7896）是国
际上关注的持久性有机污染物之一，它的微生物降

解及其在土壤中的消减行为成为研发 7896污染土
壤生物修复技术的关键环节［"，!］: 自从 "F;C 年
H,?15和 _.+,(筛选出 ! 株能降解卤代联苯的无色
杆菌（,-".%(%&/-+).）以来，至今已分离出多株种能够
降解 7896的细菌菌株 :其中根瘤菌作为一种特殊菌
种，在环境中具有 ! 种存在状态，即游离态和共生
态，引起了广大研究者的兴趣［C，%］: ‘4?4[等［>］发现，
游离态的根瘤菌能够耐受并且转化 7896: 随后
^1,?4224Y4a等［E］发现与紫花苜蓿共生状态下的根
瘤菌可以在一定程度下促进植物对 7896污染土壤
的修复 :最近，本课题组的研究也发现接种苜蓿根瘤
菌（!"#$%&#’( ()*#*%+#）不仅能够促进紫花苜蓿的生
长，而且显著促进紫花苜蓿对土壤 7896 污染的修
复，同时在植物的根瘤中积累了高浓度的 7896［;，$］:
那么，苜蓿根瘤菌（!"#$%&#’( ()*#*%+#）本身是否可以

降解 7896，其降解途径如何等，这些都几乎没有相
关报道，亟待进一步的研究 :由于细菌通常对低氯代
7896 同 系 物 具 有 较 好 的 降 解 能 力，特 别 是
I.?42+.Y4等［F］已提出了关于假单胞菌对低氯代
!，%，%&’()*+,-.)./*0,123-（!，%，%&’<89）单体存在的可
能转化途径 : 鉴于此，本实验拟以苜蓿根瘤菌
（!"#$%&#’( ()*#*%+#）作为供试菌株，采用液体摇瓶转
化实验来研究该菌株对低氯代 7896，即 !，%，%&’<89
单体以及 "$种包括从二氯到十氯代的 7896混合物
的降解能力，并初步探讨其对 7896 转化的可能过
程，以期为进一步研发 7896污染土壤的根瘤菌修复
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及其与植物联合修复技术提供科学依据 !

! 材料与方法

!"! 苜蓿根瘤菌的发酵培养
供试菌株：苜蓿根瘤菌（ !"#$%&#’( ()*#*%+#），由

中国农业科学院提供 !甘露醇酵母汁琼脂培养基
（"#$）组成：甘露醇 %&’& (，磷酸氢二钾（)*+,-.）

&’/ (，硫酸镁（#(0-.·1+*-）&’* (，氯化钠（2345）

&’% (，酵母汁（%6）%&& 78，碳酸钙（434-9）9’& (，
蒸馏水 :&& 78，固体培养基中加入 %;’& (·8< %琼脂

粉 !先将菌种接种于 "#$固体平板上 *;=活化 *.
>，后接入 /& 78 "#$液体种子培养基中扩大培养，
然后以 %6的接种量再次转接到 /& 78 "#$液体培
养基中 *;=，*&& ?·7@A< %培养 .; >!
!"# ,4BC的苜蓿根瘤菌转化实验
将上述发酵培养的苜蓿根瘤菌悬液离心，收集

菌体，用 D+ 1’& 的 &’&/ 7E5·8< %磷酸缓冲液洗涤 *
次，然后转入同体积的不同浓度 ,4BC的无机盐培养
基中，*;=，*&& ?·7@A< %转化 1 F，以接入灭活菌液处
理为对照 !
转化液由无机盐培养基添加 ,4BC组分制成，分

为 *组，一组是以 *，.，.GHI4B为唯一碳源，设计 /个
浓度梯度，%’&、/’&、%&’&、*/’&、/&’& 7(·8< %；另一

组是以 %;种 ,4BC的混合物作为碳源，也设计 / 个
浓度梯度（按照每个单体的浓度），&’%、&’*、&’/、%、
* 7(·8< %，总浓度梯度为 %’;、9’J、:、%;、9J
7(·8< % !
无机盐培养基配方为：)+*,-. 9’1(，)*+,-.·

9+*- /’*(，2+.45 %’& (，23*0-. %’& (，#(0-.·1+*-
&’* (，微量金属盐溶液 %78，补水至 %&&& 78!
微量金属盐溶液（去离子水 %&&& 78）：KL45*·

.+*- &’9 (，4E45*·J+*- &’&9; (，#A45*·.+*- &’&*
(，MA45* &’&%. (，+9B-9 &’&%*. (，23*#E-.·*+*- &’&.
(，4N45*·*+*- &’&&9. (!
标准 ,4BC 混合样品（,4B;、%;、*;、/*、..、

JJ、%&%、11、%%;、%/9、%9;、%*J、%*;、%;&、*&&、
%1&、*&J、*&:）和 *，.，.GHI4B标准样品均购自北京
百灵威化学技术有限公司 !
!"$ 转化液中 ,4BC的提取和测定
苜蓿根瘤菌对 ,4BC 转化后，采用等体积（/&

78）的乙酸乙酯萃取 9次，加入无水 23*0-. 脱水，后

旋转蒸发至干，以正己烷定容，待测 !其中乙酸乙酯、
正己烷均为色谱纯 !采用带有电子俘获检测器和自

动进样器的 O3?@3A 9;&& 型气相色谱仪分析 !色谱
柱：4,HC@5 *.4B（9& 7 P &’*/ 77 P &’*/ 77），进样温
度为 *J&=，检测器温度为 9&&= !程序升温：初始温
度为 %*&=，&’/ 7@A，%& =·7@A< %梯度升温至 %;&=，
持续 % 7@A，然后 %/ =·7@A< %梯度升温至 */&=，持
续 */ 7@A!无分流进样 %!8，载气为高纯氮，流速为
%’& 78·7@A< %，用外标法进行测定 !
!"% *，.，.GHI4B转化产物的 Q4R#0分析
将上述提取浓缩的样品用于 Q4R#0分析，使用

I?3SLQ4R,E53?@CT气相色谱R质谱联用仪，色谱柱为
UBH/#0，程序升温：;&=保持 *’& 7@A，;’& =·7@A< %

升至 %J&=，.’& =·7@A< %升至 *1&=，保持 */ 7@A!进
样口温度为 */&=，传输线温度为 *1&=，载气为氦
气，流速为 %’& 78·7@A< % !进样量为 %!8，电离源为
VW源，离子源温度 */&=，扫描质量范围为 /& X
./& N!
!"& 数据处理方法
降解率（6）Y（灭菌处理溶液浓度 <活菌处理

溶液浓度）R灭菌处理溶液浓度 P %&&6
数据偏差分析以及图形制作均在 VZSL5 *&&9中

完成 !

# 结果与分析

#"! 苜蓿根瘤菌对溶液体系单体 *，.，.GHI4B的降
解转化效率

由表 %可见，接入苜蓿根瘤菌转化 1 F后，溶液
中 *，.，.GHI4B降解率显著增加，与灭菌对照相比，
在 %’&、/’&、%&’&、*/’&、/&’& 7(·8< %浓度条件下该

菌对 *，.，.GHI4B 的降解率分别达到了 9.’&6、
.;’96、J:’16、:J’&6、:;’/6，并且随着底物浓
度的增加，苜蓿根瘤菌对其的降解能力逐渐增加 !这
与 4>E等［%&］的研究结果类似，即在低浓度范围内，
微生物对 ,4BC的降解率随其底物浓度的增加而呈
直线增加，最后达到平稳 !这可能是因为微生物对污
染物的降解过程是一种酶促降解过程，底物的浓度

可以影响酶促反应，在一定范围内，即底物浓度不对

微生物产生毒害作用时，底物浓度的增加可以促进

微生物自身降解酶的诱导形成，从而提高对底物的

降解效率［%%］!
苜蓿根瘤菌对单体 *，.，.GHI4B降解转化的 Q4

图谱如图 % 所示 !从中可知，相比于灭菌处理（对
照），活菌处理下，底物 *，.，.GHI4B的色谱峰大大减
小，并且出现一系列小峰，这些可能是菌种自身的代

谢产物，也有可能是 *，.，.GHI4B的转化产物，因此
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表 ! 苜蓿根瘤菌对不同浓度 "，#，#$%&’(的降解率

!"#$% & ’%()"*"+,-. )"+% -/ 0，1，123!45 #6 !"#$%&#’( ()*#*%+# 7.*%) *,//%)%.+ 8-.8%.+)"+,-.9

项目
初始浓度:;(·<= &

& >? @ >? &? >? 0@ >? @? >?
灭菌对照溶液浓度 ?ABC D ?A?B 0A0@ D ?AE1 EAB@ D ?AB? FA11 D &A&? 0&AC D 0A@G
活菌处理溶液浓度 ?A1@ D ?A?& &A&F D ?AFB &A&F D ?A&F ?AE? D ?A&@ ?AEE D ?A&F
降解率:H E1A? 1CAE BGAF GBA? GCA@

图 ! 苜蓿根瘤菌对 "，#，#$%&’(的转化作用

I,(>& !)".9/-);"+,-. -/ 0，1，123!45 #6 !"#$%&#’( ()*#*%+#

本实验采取气相质谱联用的方法进一步对产物结构

进行分析 >
")" 苜蓿根瘤菌对单体 0，1，123!45的降解产物初
步分析

苜蓿根瘤菌对 0，1，123!45转化的 J4:KL结果
如图 0 所示 >从中可以看出，灭菌对照的 J4:KL图
谱中，除了底物 0，1，123!45（保留时间为 0&A?0 ;,.）
外，还存在一些杂峰，这些峰可能是苜蓿根瘤菌的自

身分泌物 >经苜蓿根瘤菌转化处理后，底物 0，1，123
!45的质谱峰几乎全部消失，同时在质谱图中出现
了一些在灭菌对照图谱中没有的新峰，如保留时间

为 EBAE1 ;,.的峰，但与质谱自带的标准谱图库进行

图 " 苜蓿根瘤菌对 "，#，#$%&’(的转化 *’+,-图谱

I,(>0 J4:KL /,(7)% -/ +M% +)".9/-);"+,-. -/ 0，1，123!45 #6 !"#$%&#’( ()*#*%+#
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比对，并没有找到相应的产物结构，无法确定是何物

质 !同时，根据现有文献报道［"］的假单胞菌降解
#，$，$%&’()的可能代谢产物 #，$&二氯苯甲酸也没有
在本实验转化产物中发现 !究其原因，一方面可能转
化产物浓度很低，并且很可能为羟基化合物，而气质

联用对此类物质检测灵敏度较低，因而未能测出 !另
一方面，苜蓿根瘤菌在转化过程中可能伴随自身代

谢分泌物的产生，这些杂质未能去除，从而影响了产

物的分析 !因此，如何纯化产物，提高产物浓度，进而
确定苜蓿根瘤菌代谢 #，$，$%&’()的中间产物，还有
待在方法学上开展进一步的深入研究 !
!"# 苜蓿根瘤菌对 *()+混合物的降解效果
由表 # 可以看出，苜蓿根瘤菌对不同浓度的

*()+混合物的降解效率总体低于对单体 #，$，$%&
’()的降解效率，这与 *()+ 混合物中存在难以降
解、甚至对菌体存在毒性的高氯 *()+同系物有关 !
接入苜蓿根瘤菌培养 , - 后，溶液中 ./ 种 *()+ 的
降解率明显增加，与灭菌对照相比，在 .0/、102、

"03、./03、1203 45·67 .浓度条件下其降解率分别达

到 #10/8、1/0$8、9$0,8、$.038、$/0,8，呈现
出降解能力随浓度增高，然后又有所降低，并趋于平

衡的趋势 !这与酶促反应的特点相一致 !可见，苜蓿
根瘤菌对 *()+ 的降解存在浓度效应，低浓度的
*()+可能达不到菌株的反应浓度要求，其降解率偏
低，随着浓度增加，降解率逐渐增加，而较高浓度的

*()+可能会对菌株产生了一定程度的毒害作用，从
而抑制根瘤菌对其的降解 !
从图 1苜蓿根瘤菌对不同浓度 *()+同系物的

降解效果可知，低氯成分的 *()+（ : 2氯）的含量总
体呈现减少的趋势，则高氯组分含量增加，这符合低

氯 *()+组分容易被微生物转化，而高氯组分不易被
转化的一般规律［1，.#］!此外，在 309 45·67 .和 .03
45·67 .的浓度下，二氯、三氯的低氯代 *()+组分的
含量却出现了显著增加，推测在苜蓿根瘤菌的转化

过程中可能存在高氯代化合物向低氯代化合物的转

化过程 !

表 ! 苜蓿根瘤菌对不同浓度 $%&’混合物的降解率

’;<=> # ?>5@;-;ABCD @;A> CE 4BF>- *()+ <G !"#$%&#’( ()*#*%+# HD->@ -BEE>@>DA ICDI>DA@;ABCD+

项目
初始浓度J45·67 .

.0/ 102 "03 ./03 1203
灭菌对照溶液浓度 30/$ K 30.$ #0#/ K 30#" 903/ K 302# ..0. K 30#9 ##0$ K .0//
活菌处理溶液浓度 302$ K 303$ .0$3 K 30"$ #013 K 309# 2099 K 3029 ..09 K 301$
降解率J8 #10/ 1/0$ 9$0, $.03 $/0,

;：转化前，<：转化后

图 # 苜蓿根瘤菌转化不同浓度 $%&’同系物的含量变化

LB5!1 M;++ E@;IABCD CE *()+ ICD5>D>@+ HD->@ A@;D+EC@4;ABCD

CE !"#$%&#’( ()*#*%+#

# 结论

（.）苜蓿根瘤菌能够转化降解多种 *()+，特别

是低氯的 *()+同系物 !在对 #，$，$%&’()的转化过
程中，随着底物浓度的增加，根瘤菌的降解效率不断

增加，最高达到了 "/098，同时产生一些新的代谢
产物 !
（#）菌株在转化 *()+混合物的过程中，其降解
效率随浓度增加逐渐增加，最高达到 9$0,8，但由
于 *()+混合物中存在难以转化和毒性较大的高氯
*()+同系物，因而苜蓿根瘤菌对 *()+混合物的降
解能力要低于 *()+ 单体 !苜蓿根瘤菌（ !"#$%&#’(
()*#*%+#）对 *()+降解具有一定的潜力 !
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