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腐殖酸对 Mycobacterium sp. NJS-1 降解芘的影响* 

方文雯1，3，李晓宁1，3，吴仕希1，3，王  芳2，张银萍1，2，3† 
（1. 南京师范大学分析测试中心，南京 210046；2. 中国科学院土壤环境与污染修复重点实验室（南京土壤研究所），南京 210008，3. 南

京师范大学化学与材料科学学院，南京 210046） 

摘  要：为研究腐殖酸（Humic acid，HA）对微生物降解环境中多环芳烃（Polycyclic Aromatic Hydrocarbons，PAHs）的影

响，以四环芘为典型 PAHs 及 HA 为代表性溶解性有机质，选取芘高效降解菌 Mycobacterium sp.NJS-1 于有无 HA 条件下降

解芘，应用傅里叶变换回旋离子共振质谱（FT-ICR-MS），激光共聚焦显微镜（CLSM），及光谱技术分析降解过程中芘的残

留特征、中间产物信息及菌落的变化特征。结果显示：未添加 HA，芘降解率为 35.33% ± 3.27%；添加 HA 后，其降解率明

显提高，达到 88.33% ± 3.40%，表明 HA 对高效菌 Mycobacterium sp. NJS-1 降解芘有明显的促进作用。不添加 HA，菌落

Mycobacterium sp. NJS-1 分泌的双加氧酶只进攻芘的 C4，5 位点，而添加 HA 后增加了进攻芘的 C1，2 位点，因此增加了芘的

代谢途径。添加 HA 后，CLSM 结果显示无死亡细胞出现而且团聚明显，表明 HA 能够提高细胞的存活率并促进微生物膜的

形成。同时，在降解芘的过程中，产生了酪氨酸类蛋白质和可见光类富里酸，表明添加 HA 反而提高了降解菌活性，而且形

成了三维结构的生物膜。光谱分析部分发现：蛋白酰胺，酪氨酸、色氨酸和苯丙氨酸发生红移，表明 HA 的添加引起了细胞

表面官能团作用力的变化。可见降解菌不仅通过细胞表面官能团相互作用形成微生物膜促进降解，而且外源 HA 能够促进菌

落之间的作用，加快降解的进行。 
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Abstract: 【Objective】Pollution by Polycyclic Aromatic Hydrocarbons(PAHs)in the soil environment has become a serious 

problem. In recent years, microbial degradation of PAHs to achieve soil remediation has become an important method. However, 
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microbial degradation is not a very efficient and ideal process for the remediation of PAHs-polluted environments. In this study, 

humic acid(HA)was added during the degradation process to explore its effect on the microbial degradation of PAHs. 

【Method】Using pyrene as a typical PAH and HA as representative dissolved organic matter, Mycobacterium sp. NJS-1 with 

high pyrene degradation efficiency was selected to degrade pyrene with or without HA. Fourier transform cyclotron resonance 

mass spectrometry(FT-ICR-MS), laser confocal microscopy(CLSM), and techniques such as infrared and Raman 

spectroscopies were used to analyze the residual characteristics of pyrene, intermediates and colony changes during 

degradation.【Result】Results show: 1)The presence of HA significantly accelerated pyrene biodegradation. Approximately 

88.33%±3.40% of pyrene was biodegraded within 7 days of incubation with the addition of HA, but only 35.33%±3.27% was 

biodegraded without HA; 2)The FT-ICR-MS results indicated that addition of HA induced two biodegradation pathways - 

attacking of 1, 2-positions and 4, 5-positions of pyrene by dioxygenase, whereas in the absence of HA only the 4, 5-position 

was attacked; 3)The CLSM results showed that HA enhanced the growth of Mycobacterium sp. NJS-1 with no death of 

bacteria cells. Simultaneously, tyrosine proteins and fulvic acid-like compounds under visible light were detected and showed 

that HA enhanced bacterial activity by biofilm formation; 4)The results of the spectral analysis showed that a series of bands, 

mainly including protein amide, tyrosine, tryptophan and phenylalanine, red-shifted, implying that the interacted forces from 

the functional groups of bacterial surfaces changed in the presence of HA.【Conclusion】HA can improve the degradation 

efficiency by increasing the degradation pathway of pyrene and inducing the interaction of functional groups on the cell 

surface to form a microbial membrane. Meanwhile, the addition of exogenous HA could also promote the interactions among 

colonies and accelerate the degradation. 

Key words: Humic acid; Pyrene; Biodegradable; Microbial film 

随着我国经济的快速发展，人为活动对环境造

成了很多的影响，其中煤、石油、木材等不完全燃

烧以及石油加工过程中产生的多环芳烃（Polycyclic 

Aromatic Hydrocarbons，PAHs）的激增严重威胁了

土壤的生态环境、农产品安全和人体健康[1-2]，并影

响到我国社会经济的可持续发展。因此，针对土壤

污染特点，调控影响土壤净化功能的关键过程，研

发 PAHs 污染土壤修复技术是改善土壤环境质量的

有效措施。 

微生物转化是自然环境中有机污染物消除的主

要途径之一，也是有机污染物控制与环境修复的核

心技术方法[3]，潜在发展空间很大。采用不同驯化

和富集手段从 PAHs 污染环境中富集分离得到多株

高 效 降 解 菌 ， 主 要 包 括 分 枝 杆 菌 属

（Mycobacterium）、红球菌属（Rhodococcus）、鞘氨

醇 菌 属 （ S p h i n g o m o n a s ） 和 假 单 胞 菌 属

（Pseudomonas）[4]，这些菌属能够以某一种或者几

种 PAHs 为唯一碳源和能源生长，甚至能够共代谢

某些高环 PAHs。然而，接种外源高效菌难以适应自

然复杂水体和土壤环境的瓶颈问题，大大限制了微

生物技术的实地修复[5]。尤其是当外源高效降解菌 

进入环境界中时，会与溶解性有机质作用。 

溶解性有机质（Dissolved organic matter，DOM）

是土壤和自然水体中的一种重要组分，由碳含量约

50%的有机分子和氧、氮、磷和硫等各种杂原子按

照一定比例组成[6]，形成了含有一系列芳香基、脂

基、羟基等官能团结构且化学性质各异的复杂化合

物。DOM 由于其特殊结构同时具有亲水和疏水的作

用，因此对环境中的有机物有两面影响：DOM 的亲

水性使土壤中的有机污染物溶解度提高，使其易于

迁移转化[7]；而 DOM 的疏水性可以使有机污染物被

土壤表面所吸附并结合[8]，从而迁移能力变弱。但

DOM 对高效降解菌的代谢有机污染物的影响又如

何呢？ 

基于以上所述，本研究以污染土壤中最常见的四

环芘作为代表性 PAHs，以腐殖酸（Humic acid，HA）

为代表性 DOM 设置添加和未添加实验，利用高效菌

株 Mycobacterium sp. NJS-1 降解芘。借助电喷雾电离

源结合傅里叶变换离子回旋共振质谱仪（ESI-FT- 

ICR-MS）技术解析中间产物，利用光谱技术追踪细

胞表面的变化特征，进而从细胞官能团变化趋势探明

由菌株代谢芘引起的 HA 在细胞表面的作用。 
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1  材料与方法 

1.1  供试材料 

芘降解菌 Mycobacterium sp. NJS-1 保藏于中国

典型培养物典藏中心，编号为 CCTCC M 2011011， 

能够以芘为唯一碳源生长。芘（分析纯）购置于

Janssen Chimica 公司；甲醇和乙腈（色谱纯）购置

于德国默克公司。Calcein/PI 活死细胞染色剂购于东

仁化学科技有限公司。HA 购置于阿拉丁公司，其

主要成分见表 1。 

表 1  腐殖酸的成分及元素组成 

Table 1  The molecular class and element composition of humic acid 

样品 

sample 

碳水化合物 

Carbohydrate/% 

氨基糖 

Aminosugars/% 

蛋白质+脂质 

Proteins+Lipids/%

单宁 

Tannins/% 

木质素 

Lignins/% 

不饱和烃 

Unsaturated 

Hydrocarbon/%

腐殖酸 

HA 
0.20±0.04 0.55±0.06 67.71±3.22 0.37±0.01 30.15±1.00 0.95±0.03 

样品 

sample 

稠环芳烃 

Condensed Aromatic 

Structures/% 

C/% H/% O/% N+P+S/%  

腐殖酸 

HA 
0.07±0.008 62.85 9.02 18.01 10.12  

 

1.2  实验设计 

实验分为两组，一组不添加 HA，另一组添加

HA ，评价 HA 的添加对菌降解芘的效率以及对菌

落生长情况的影响；同时设置两个不接种菌的对照

组，同样一组不添加 HA，另一组添加 HA，评价芘

在有无 HA 添加的情况下的挥发损失。分别移取芘

浓度为 1 g·L–1 溶液 10 μL、100 μL 和 1 mL 置于每个

组的三角瓶中，待丙酮挥发完全后，向添加 HA 的

组分中加入 5 mg 灭菌后的 HA 以及 90 mL 的灭菌无

机盐溶液，然后按照 10%的菌液接种比例在实验组

中加入 10 mL Mycobacterium sp. NJS-1 菌液，细菌

的初始密度约为 1.6 × 107 CFU·mL–1，芘的初始浓度

分别为 0.1、1、10 mg·kg–1。每组重复 3 次，所有三

角瓶置于摇床中避光培养 7 d，并间隔 1 d 取出样品

用于分析，整个过程中摇床转速为 160 r·min–1。 

1.3  样品处理及测定方法 

取出培养 7 d 的菌悬液，加入 20 mL 正己烷和

10 mL 0.1 mol·L–1 HCL 溶液，超声 10 min（50 Hz）。

待液面分层稳定后吸取上层液体，得到有机相正己

烷溶液，随后采用氮吹仪换相到乙腈溶液中，最后

使用 0.45 µm 滤头过滤并采用 ESI-FT-ICR-MS 分析

其碎片离子。具体条件如下：毛细管电压-3.8 kV 和

120 μL·h–1 的流量，正离子模式下，为–4.0 kV 喷雾

电压和-4.5 kV 的毛细管柱引入电压；负离子模式

下，为 4.0 kV 喷雾电压和 4.5 kV 的毛细管柱引入电

压和 240 V 毛细管柱端电压。 

向 间 隔 1 d 取 出 的 样 品 中 分 别 添 加 正 己 烷

20 mL，并超声 20 min（50 Hz），移取正己烷相

10 mL，采用旋转蒸发浓缩、氮气换相于乙腈的方法

进行纯化[9-10]，并最终定容至 2 mL。随后，将溶液

过孔径 0.45 µm 的滤膜，并采用高效液相色谱仪

（HPLC）分析。测试条件为：C18 反相柱（4.6 × 

250 mm），激发波长为 270 nm，发射波长为 390 nm，

流动相为乙腈和超纯水（9：1，v/v），固定流速为

1.5 mL·min–1 且柱温度为 40℃，时间为 6.0 min。 

取培养 7 d 后的样品，离心并收集沉淀，冷冻

干燥后，使用共聚焦拉曼光谱仪（HR Evolution，

France）测试样品，激发波长为 633 nm，扫描范围

为 100～2 000 cm–1。冷冻后样品采用 KBr 压片，使

用红外光谱测定其官能团变化特征，样品扫描范围

为 4 000～400 cm–1。瞬态三维荧光光谱（EEM）在

室温下测定，将菌液溶液置于四通常量比色皿中。

设置测定参数：激发波长（Ex）和发射波长（Em）

都为 220～550 nm，狭缝宽度为 5 nm。 
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菌落的成活及生长特性采用激光共聚焦显微镜

（CLSM，N-STORM，Nikon）检测，取培养 7 d 后

的菌悬液 100～150 μL，置于专用培养小皿中心位

置，恒温培养 24 h。待菌沉降附着至皿底后将多余

培养液用移液枪吸掉，然后用 100 μL 配置好的

Calcein/PI 染色剂缓慢加进培养皿中，使菌落浸泡且

置于暗处染色 15 min。随后采用磷酸缓冲液清洗染

色液，并置于激光共聚焦下观察。CLSM 所设参数：

发射激光波长为 488 nm 和 561 nm，物镜倍数为 20

倍。同时，取 10 μL 菌悬液梯度稀释后并采用平板

计数法统计隔天菌落的生长特征。 

1.4  数据处理 

ESI-FT-ICR-MS 的 结 果 利 用 Bruker Data 

Analysis 进行分析，高效液相质谱及其他光谱测试

结果均由统计软件 Microsoft Excel 2016 和 Origin 

2018 进行数据处理和作图。 

2  结果与讨论 

2.1  芘的降解特征 

如图 1 所示，芘降解及菌落 Mycobacterium sp. 

NJS-1 生长受 HA 影响显著。未接种芘降解菌时，芘

未出现明显减少，其降解率低于 5%，表明在整个降

解过程中，并未出现明显的挥发损失。未添加 HA 时，

经过 7 d 培养，芘降解率最高达到 35.33% ± 3.27%；

但是在相同培养条件下，添加 HA 后，其降解率明显 

提高，达到 88.33% ± 3.40%（图 1a）。表明添加 HA

促进芘降解。监测芘降解菌的生长情况发现：在降解

芘的过程中，降解菌呈明显增长趋势，添加 HA 后，

菌落生长速率明显加快，当芘浓度为 10 mg·kg–1 时，

降解菌的增长速率最快，最高达到 6.5×107 CFU·mL–1

（图 1b）。根据芘降解速率及菌落生长可以得出 HA

促进了微生物的生长及对芘的降解。HA 作为一种载

体[11]，能改变 PAHs 在细胞内外的转运方式。 

2.2  中间产物鉴定及降解途径推断 

为确定高效菌 Mycobacterium sp. NJS-1 降解芘

的途径，进一步采用 ESI-FT-ICR-MS 测定其中间产

物，得到芘降解的中间产物信息结果如表 2 所示，

由表中信息可知当不添加 HA 时，检测到化合物

C16H10O2 和 C14H10O2，分别是 4，5-芘二氢二醇和 3，

4-菲二醇；然而添加 HA 时，检测到 C18H14O2 和

C16H8O2，分别是 1，2-二甲氧基芘和 4，5-二酮芘。

Peng 等[12]指出 Mycobacterium sp. NJS-1 的生物降解

由双加氧酶启动，因此根据产物 4，5-芘二氢二醇推

断可得：在降解芘的过程中，菌落 Mycobacterium sp. 

NJS-1 分泌的双加氧酶进攻芘的 C4，5 位点，随后发

生加氧开环及脱羧反应，进而生成 3，4-菲二醇。然

而添加 HA 后，由中间产物 4，5-二酮芘可推断双加

氧酶进攻芘的 C4，5 位点，由 1，2-二甲氧基芘推断

双加氧酶进攻芘的 C1，2 位点，降解路径如图 2 所示。

表明添加 HA 增加了双加氧酶的进攻位点，优化了

降解途径，从而加快了降解。HA 含有双键、芳环 

 

图 1  培养期间分枝杆菌 Mycobacterium sp. NJS-1 降解芘的效率（a）及菌落的生长（b） 

Fig. 1  Biodegradation of pyrene by Mycobacterium sp. NJS-1 of incubation（a），and its cell growth（b）during culture 
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表 2  ESI-FT-ICR-MS 检测芘降解的中间产物信息 

Table 2  The intermediate products of pyrene degradation detected by ESI-FT-ICR-MS 

样品类型 

Sample type 

分子式 

Formula 

检测质量 

Observed mass/Da 

理论质量 

Theoretical mass/Da 

C14H10O2 421.145（[2M+H]+） 210.068 芘 

Pyrene C16H10O2 279.040（[M+Na2-H]+） 234.068 

C18H14O2 566.242（[2M+C2H3N+H]+） 262.099 腐殖酸-芘 

HA-pyrene C16H8O2 274.085（[M+CH3CN+H]+） 232.052 

 

图 2  菌落 Mycobacterium sp. NJS-1 降解芘的路径分析 

Fig. 2  Biodegradation pathways for pyrene by Mycobacterium sp. NJS-1 

等官能团[13]，能够与芘分子作用，减弱芘分子的电

负性；HA 还富含极性的官能团[14]，能与细胞表面

的膜蛋白作用，从而有利于菌落细胞的酶与芘分子

作用。 

2.3  微生物膜细胞的形态特征 

为确定菌落在芘降解过程中的作用机制及 HA

的影响，需要明确菌落的活性及赋存形态。图 3 激

光共聚焦（CLSM）的结果显示，当芘浓度较低为

0.1 mg·kg–1 时（图 3a），经过 7 d 培养，降解菌分布

较为分散，团聚并不明显。随着芘浓度逐渐增加，

细菌出现明显团聚现象，并形成生物膜（图 3b，

图 3c）。表明随着芘浓度增大，为了应对芘的毒性

及疏水性并降解芘时，降解菌通过形成生物膜调整

其存活方式，使其适应外界环境。生物膜形成是一

个动态过程，主要包括细菌粘附、生物膜形成、生

物膜生长、生物膜成熟等阶段[15]。但是，芘作为一

种四环的代表性化合物，其毒性较强[16]，因此在降

解过程中，尽管有微生物膜形成，但仍然出现部分

红色细胞，预示着部分细胞死亡。 

然而，添加 HA 后，生物膜形成速度加快，尤

其芘浓度较低时，快速形成了微生物膜（图 3d-

图 3f）。而且，添加 HA 后，无红色细胞出现，表明

添加 HA 后，未出现细胞死亡。芘在 HA 表面发生

吸附行为[17]，减少了芘与细胞表面直接接触，削弱

芘对细胞毒性，从而无死亡细胞出现。Cai 等[18]研

究了森林凋落物释放的 HA 对 PAHs 降解影响，发
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现 HA 为降解菌提供了蛋白质和酪氨酸等营养物

质，刺激了降解菌的活性，从而提高了降解菌的生

长及活性。此外，HA 也提高了 PAHs 的生物利用度，

从而促进 PAHs 降解[5]。在自然环境中，绝大多数微

生物以生物膜的结构形态赋存环境界中，并且生物

膜细胞通过分泌胞外聚合物调节细胞表面的结构[19]。

本研究采用的分枝杆菌 Mycobacterium sp. NJS-1

能够于细胞表面分泌分枝菌酸 [20]，分枝菌酸的官

能团以及细胞表面的官能团与 HA 的官能团分子

容易发生物理或者化学键合。因此添加 HA 能够

促进细胞与细胞之间相互作用，从而增强降解菌

的代谢活性。 

 

（a）芘 0.1 mg·kg–1，（b）芘 1 mg·kg–1，（c）芘 10 mg·kg–1，（d）腐殖酸-芘 0.1 mg·kg–1，（e）腐殖酸-芘 1 mg·kg–1，（f）腐殖酸-

芘 10 mg·kg–1。（a）pyrene 0.1 mg·kg–1，（b）pyrene 1 mg·kg–1，（c）pyrene 10 mg·kg–1，（d）HA-pyrene 0.1 mg·kg–1，（e）HA-pyrene 1 mg·kg–1，

（f）HA-pyrene 10 mg·kg–1. 

 
图 3  有无 HA 添加时菌落 Mycobacterium sp. NJS-1 降解不同浓度芘时的激光共聚焦图  

Fig. 3  The CLSM images of degradation of pyrene by Mycobacterium sp. NJS-1 with or without HA  

2.4  微生物细胞的光谱变化特征 

红外光谱技术能反应细胞表面官能团的变化信

息[21]，不同浓度芘降解的红外特征峰如图 4 所示。

首先，3 441 cm–1 归属于 N-H 伸缩振动、2 950～

2 880 cm–1 归属于脂肪酸、2 426 cm–1 归属于羧酸类

O-H 多重复合谱带、1 656 cm–1 归属于酰胺Ⅰ带，

1 542 cm–1 归属于酰胺Ⅱ带、1 240 cm–1 归属于酰胺

Ⅲ带[22]，表明微生物细胞表面存在含有酰胺、羧酸

和碳水化合物类物质。同时在芘降解过程中，于

1 150 cm–1、984 cm–1、943 cm–1 处产生了归属于多糖、

醇类、羧酸或酯类 C-O 伸缩振动和 C-H 弯曲振动峰。

说明菌落 Mycobacterium sp. NJS-1 细胞表面发生了

明显的性能变化，分泌了大量糖类等生物大分子物质。 

同时，HA 与芘共存时，其红外特征峰变化趋

势明显。N-H 伸缩振动峰由 3 464 cm–1 红移至

3 227 cm–1；O-H 伸缩振动峰由 2 335 cm–1 蓝移至

2 424 cm–1；N-H 弯曲振动峰由 1 587 cm–1 红移至

1 537 cm–1；C-O 伸缩振动峰由 1 098 cm–1 红移至

1 068 cm–1。由峰位移推断：HA 添加诱导了细胞

表面、HA、芘之间的相互作用力。而且，在芘降

解过程中于 1 656 cm–1、1 448 cm–1、1 294 cm–1、

1 240 cm–1、1 151 cm–1 处出现一系列新峰，它们

分别归属于羧酸酯类酰胺谱带的 C-O 伸缩振动、

酰胺Ⅲ带 C-N 伸缩振动、N-H 弯曲振动、芳香类

C-N 伸缩振动和酸酐 C-O 伸缩振动。表明 HA 添

加不仅促进芘降解而且有利于菌落 Mycobacterium 

sp. NJS-1 的生长，使得菌落表面蛋白类官能团的

信息逐步显现出来。  
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图 4  菌落 Mycobacterium sp. NJS-1 降解芘（a）及有 HA 时降解芘（b）的红外光谱图 

Fig. 4  Infrared spectrum of Mycobacterium sp. NJS-1 degradation of pyrene without（a）and with（b）presence of HA（HA-pyrene） 

2.5  微生物细胞的拉曼光谱变化特征 

拉曼光谱技术分析生物样品，能给出生物细胞

表面蛋白的变化特征[23]。不同浓度芘降解过程中特

征峰的归属总结如图 5 所示：1 666 cm–1、1 518 cm–1

和 1 249 cm–1 分别归属于蛋白酰胺Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ谱带；

1 458 cm–1 和 1 338 cm–1 分别归属于蛋白质和脂质的

C-H 弯曲振动峰（图 5a）[24]。与初始培养菌株相比，

接种菌株细胞表面无明显的蛋白峰和氨基酸峰，但

是接种的菌株经过芘降解过程，细胞表面出现了明

显的蛋白峰和氨基酸峰，表明芘作为碳源被微生物

降解时，引起了细胞内蛋白外泄到细胞表面。然而，

随着芘浓度的增加，蛋白质 C-H 振动峰和酰胺Ⅲ带

逐渐显现出来，并且出现了色氨酸呼吸振动峰；当

芘浓度增至 10 mg·kg–1 时，拉曼峰图出现了明显的

蛋白酰胺组峰，而且出现酪氨酸、色氨酸和苯丙氨

酸的特征峰，分别在 1 162 cm–1、1 006 cm–1 和

745 cm–1[25]。这意味着蛋白组分的增加以及生物膜

的生长，表明微生物降解芘过程中，细胞表面的蛋

白组分呈现增加趋势，细胞表面蛋白分子能起到信

号传输的作用[26]。说明微生物由细胞内向细胞表面

外泄蛋白是应对并降解疏水性有机污染物芘的一种

生长策略。 

当加入 HA 后，如图 5b 所示，部分谱带发生了

由高波数向低波数的红移。蛋白酰胺Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ谱

带分别位移至 1 620 cm–1、1 450 cm–1 和 1 214 cm–1，

酪氨酸、色氨酸和苯丙氨酸也均稍微发生红移。表

明 HA 的添加引起了细胞表面官能团作用力的变

化。此外，当芘浓度为 1 mg·kg–1 时，1 620 cm–1 处

酰胺Ⅰ峰相较其他浓度芘的峰明显强度较大，以及

1 450 cm–1 和 1 358 cm–1 处的蛋白质和脂质 C-H 振动

峰，也较其他浓度的峰更强。这说明当 HA 参与时，

芘浓度过高或过低均不利于细胞生长代谢和生物膜

的生长。 

2.6  微生物细胞的三维荧光光谱变化特征 

为获取微生物降解芘过程中的细胞表面的腐殖

化程度，进一步采用三维荧光光谱（EEM）分析了

溶液体系及菌落团聚体的谱学变化特征。如图 6 所

示，当只添加 HA 或只添加芘时，溶液中主要检测

到色氨酸类蛋白质。据研究，类色氨酸荧光峰起源

于细胞内[27]，类色氨酸是衡量微生物活性的依据，

其构建了用于生长和代谢的蛋白质，这些均说明了

降解菌的活性。此外，在只添加芘组发现了少量的

类富里酸峰，这是细菌代谢的产物。 

添加不同浓度芘后，检测到的 EEM 图像如图 7

所示。随着芘浓度增加，上清液中短波 HA 和可见

光 富 里 酸 的 组 成 变 化 并 不 明 显 。 当 芘 浓 度 增 至

10 mg·kg–1 时，HA 峰面积增加显著，根据文献报道[28]，

此类物质是微生物代谢过程中产生的水溶性产物，

表明 Mycobacterium sp. NJS-1 在生长及代谢过程

中，生成的可溶性 HA 量显著增加。但是，菌落团

聚体的 EEM 图像表现出明显变化特征。芘浓度为

0.1 mg·kg–1 时，只有类色氨酸一个蛋白峰（图 7b）。 
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图 5  菌落 Mycobacterium sp. NJS-1 降解芘（a）及添加 HA 时降解芘（b）的拉曼光谱图 

Fig. 5  Raman spectrum of Mycobacterium sp. NJS-1 degradation of pyrene without（a）and with（b）presence of HA（HA-pyrene） 

 

图 6  分支杆菌 Mycobacterium sp. NJS-1 在只添加芘（a）或 HA（b）培养 7 天后的 EEM 图像 

Fig. 6  The EEM images of Mycobacterium sp. NJS-1 added pyrene（a）or HA（b）after 7 days of culture 

随着芘浓度增加，产生了酪氨酸类蛋白质峰和可见

光类富里酸峰，其强度随着浓度增加而随之增大，

生物膜形成及增长过程中分泌大量胞外聚合物[29]，

胞外蛋白中可能会含有酪氨酸类蛋白质和可见光类

富里酸[30]，而且胞外聚合物能形成三维的多孔结构，

能吸附固定此类水溶性物质。而且，在整个降解过

程中，蛋白峰和 HA 峰整体出现红移现象，这表明

羰基、羟基和羧基等[31]等官能团在细胞表面发生了

作用，进一步证实了红外和拉曼光谱的结果。由此

可见，降解菌在代谢利用芘疏水性碳源时，降解菌

不仅通过细胞表面官能团相互作用形成微生物膜促

进降解，而且外源 HA 能够促进菌落之间的作用，

加快降解的进行。 

3  结  论 

溶解性有机质深刻影响着芘的降解。HA 不仅

能 通 过 增 加 降 解 途 径 的 方 式 促 进 高 效 降 解 菌

Mycobacterium sp. NJS-1 利用芘，还能够提高细胞

的存活率并有利于其活性增强，促进微生物膜的形

成。同时，HA 促进高效菌 Mycobacterium sp. NJS-1

在代谢过程中分泌酪氨酸类蛋白质等其他物质，这

些物质通过官能团之间的物理或者化学键合形成三

维结构，不仅保护细胞免受外在环境胁迫，而且有

利于细胞保持代谢活性促进降解。HA 能够在利用微

生物技术消除土壤污染物的过程中发挥重要作用。 
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图 7  分支杆菌 Mycobacterium sp. NJS-1 在添加 HA 和不同浓度芘（0.1 mg·kg–1，1 mg·kg–1，10 mg·kg–1）培养 7 天后上清

液（a，b，c）和菌沉淀（d，e，f）的 EEM 图像 

Fig. 7  The EEM images of Mycobacterium sp. NJS-1 added HA and different concentrations of pyrene（0.1 mg·kg–1，1 mg·kg–1，10 mg·kg–1）

after 7 days of cultivation，the supernatant（a，b，c）and bacterial pellet（d，e，f） 
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