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摘　要　以芘 (PYR)为唯一碳源，在青岛受石油烃污染的码头的海底沉积物中分离到 1株 PYR海洋降解菌株

P7，经过形态学观察、16S rRNA基因序列分析鉴定菌株 P7属于交替单胞菌 (Alteromonas)。该菌株在 20 d内对

PYR的降解率可达 44.8%。经 GC-MS鉴定分析发现，菌株 P7降解芘的代谢产物中含有邻苯二甲酸和水杨酸，

且细胞代谢过程中产生邻苯二酚 2,3-双加氧酶，由此推测出 Alteromonas sp. P7对芘的降解中间产物中含有邻苯

二酚，且对芘的降解是通过邻苯二甲酸途径和水杨酸途径实现的。通过对分离得到的 Alteromonas sp. P7进行测

序，得到 1条全长 4 597 467 bp的基因组，对该基因序列注释，得到编码基因 8 164个，平均 GC含量为 44.26%。

重将测序结果与数据库比对并检索，菌株 P7含有参与编码邻苯二酚 2,3-双加氧酶的基因。
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多环芳烃 (PAHs)是一类由 2个或 2个以上苯环在线性、角形或簇状排列下组成的半挥发性有

机化合物 [1]，包括萘 (NAP)、蒽 (ANT)、菲 (PHE)、芘 (PYR)和苯并 [a]芘 (BaP)等在内的 150余种。

PAHs的低生物利用率、疏水性和热力学稳定性等特征，使其在环境中的降解率较低[2]。

PYR作为典型的四环 PAHs，常被用作高环芳烃降解的研究基础。细菌可以在有氧或无氧条件

下代谢 PYR。PYR的有氧代谢已得到广泛研究，尤其是在分枝杆菌和解环菌中较为常见 [3]。在有

氧降解途径中，PYR在单加氧酶或双加氧酶的催化下被氧化。双加氧酶是一种复杂的多组分酶体

系，由铁氧还蛋白、还原酶和含铁硫的末端加氧酶组成[4]。PYR的苯环可以被双加氧酶羟基化形成

顺式二氢二醇，然后被脱氢酶氧化为次二醇，这些次二醇被内环裂解双加氧酶通过邻位裂解，或

通过外环裂解双加氧酶进行间位裂解，生成常见的邻苯二酚，然后转化为三羧酸循环 (TCA)所需

要的代谢物质 [3,5]，这是最常见的 PYR细菌降解途径。其中涉及到的酶主要包括双加氧酶、二氢庚

二醇脱氢酶、断裂双加氧酶、乙醇脱氢酶、乙醛脱氢酶和脱羧酶等。

目前发现能够降解 PYR的典型细菌有假交替单胞菌属 (PseudoAlteromonas sp.)[6]、解环菌属

(Cyclocasticus sp.)[7-8]、芽孢杆菌属 (Bacillus sp.)[9-12]、红球菌属 (Rhodococcus sp.)[13]、黄杆菌属 (Flavo-
bacterium sp.)[14-15] 等。本文利用 PYR作为唯一碳源，在被石油烃污染码头的海底沉积物中分离到一
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株海洋 PYR降解菌株，对其进行了分类鉴定，并对降解途径和基因组进行了初步分析，以丰富芳

烃化合物海洋降解菌库，以此为海洋环境中 PAHs污染治理等提供数据参考。

 1    材料与方法

 1.1    材料与试剂

主要试剂: PYR(≥98%)购自美国AccuStandard公司。无机盐培养基[16] 包括 19 g·L−1NaCl，7.0 g·L−1

MgSO4·7H2O， 3.0  g·L−1Na2HPO4， 2.0  g·L−1KH2PO4， 1.0  g·L−1NH4NO3， 0.7  g·L−1KCl 以及微量元素

(0.06 g·L−1 MnSO4·H2O，0.5 g·L−1 FeSO4·7H2O和 0.2 g·L−1 ZnSO4·7H2O)。富集液体培养基 :无机盐培养

基中加入 5 g·L−1 蛋白胨，1 g·L−1 酵母粉。富集固体培养基和无机盐固体培养基分别为富集液体培

养基和无机盐培养基中添加 2%的琼脂。

上述培养基均将 pH调节为 7.0，在 121 ℃ 下高压蒸汽灭菌 20 min后使用。降解培养基和筛选

固体培养基为分别在无机盐培养基和无机盐固体培养基中加入 PYR-正己烷溶液，并挥发除去正己

烷后制成。

 1.2    降解菌株的分离纯化

取 5 mL沉积物悬浊液加入 45 mL降解培养基中，在避光、30 ℃、150 r·min−1 条件下振荡培

养，培养 7d后，取出 5 mL接种于新的更高浓度的 PYR驯化培养基中，如此反复共驯化 5代，

PYR的质量浓度梯度为 1、5、10、20、40 mg·L−1，驯化结束之后，在筛选固体培养基上涂布 100 μL
上述菌液，放置于培养箱中于 30 ℃ 避光培养。3~7 d长出明显菌落后，用划线分离法纯化出单菌

株。菌种-80 ℃ 下用 20%甘油保存。

 1.3    菌株的鉴定

选取 1株生长最好的菌株命名为 P7，将菌株 P7单菌落在筛选固体培养基上划线，30 ℃ 恒温

培养，7 d后进行观察并收集菌体进行 SEM观测。利用基因组提取试剂盒提取菌株的总 DNA，以

其为模板，用 27F和 1492R对 DNA进行扩增。PCR反应体系：模板 2 μL，KOD OneTM PCR Master
Mix 25 μL，1×引物 (10 μM each)1.5 μL，灭菌水 20 μL。PCR循环条件：变性 98 ℃，10 s，退 55 ℃，

8 s，延伸 68 ℃，2 s，经历 35个循环后，通过 1%琼脂糖凝胶电泳验证 PCR产物。产物由科学指

南针公司进行测序，测序结果在 NCBI网站 (http:∥www.ncbi.nlm.nih.gov)上进行比对，若菌株在模

式菌株数据库中比对相似度略低，则利用 nt数据库进行 1次比对。利用菌株 P7的 16S rDNA的通

用引物进行扩增，得到 1 361bp的基因序列，测序结果已提交 GenBank，登录号为 ON573337。
 1.4    PAHs降解率及 OD600 的测定

首先将 P7菌株单菌落接种到富集液体培养基中，30 ℃，150 r·min−1 富集到对数生长期 (OD600≈1)，
取 30 mL培养物，5 000 r·min−1 低速离心收集菌体，并用灭菌无机盐培养基洗涤 2次，重悬后接入

含有 PYR的 18 mL无机盐培养基中 (PYR的终质量浓度为 20 mg·L−1，同时设置接种失活菌的培养

基作为空白对照)。将上述实验组和空白对照组于 30 ℃，150 r·min−1，避光培养。

每 24 h取培养液测定 OD600，每 2 d测定培养液中剩余 PYR浓度。用 20 mL正己烷分 2次萃取

培养物中残余的 PYR，取 1 mL萃取液经 0.22 μm滤膜过滤后进行 GC-MS分析，最终根据实验组和

对照组培养基中 PYR的残留量进行降解率的计算，降解率=(对照组 PYR浓度-实验组 PYR浓度)/对
照组 PYR浓度。

GC/MS分析条件如下 : 色谱条件：Agilent 19091S-433 HP-5MS色谱柱 (30 m×250 μm×0.25 μm)；
进样口 250 ℃，检测器 280 ℃；初始温度 40 ℃，以 8 ℃·min−1 升温至 300 ℃ 并保持 10 min；载气

(高纯氦气)流速 1.0 mL·min−1，压力 7.01 psi；进样量 1 μL，分流比 20:1。质谱条件：离子源为电子

轰击源，电离电压 70 eV，温度 230 ℃；采集方式为选择离子；溶剂延迟 5 min。
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 1.5    环境因子对降解效果的影响测定

无机盐培养基中加入一定量的 PYR-正己烷溶液，在接种菌液之后调节 PYR质量浓度分别为

1、5、10、20和 40 mg·L−1。接种 OD600≈1的 P7菌悬液，30 °C、150 r·min−1 条件下振荡培养，以测

定底物浓度对于菌株 P7降解率的影响。PYR质量浓度为 20 mg·L−1 的降解培养基，接种 1%的菌悬

液后置于温度为 4、15、20、30和 35 ℃ 条件下振荡 (150 r·min−1)培养，用于测定温度对于菌株

P7降解率的影响。用缓冲体系调节 PYR质量浓度为 20 mg·L−1 的降解培养基的 pH分别为 4、6、
7、8和 10，接种 1%的菌悬液，30 °C下振荡 (150 r·min−1)培养，用于测定 pH对于菌株 P7降解率

的影响。在 PYR质量浓度为 20 mg·L−1 的降解培养基中，加入一定量的 NaCl，分别配制成盐度为

10%、20%、30%、40%的液体培养基。接种 1%的菌悬液，30 °C下振荡 (150 r·min−1)培养，用于测

定盐度对于菌株 P7降解率的影响。20 d后整瓶萃取测定剩余 PYR浓度，实验设灭活菌作为对照，

每个处理设 3个重复。

 1.6    降解中间产物的测定

选取 P7降解后的样品进行代谢产物的分析测定。采用等体积的正己烷对菌液萃取 2次，将萃

取液合并后经无水硫酸钠除去水分，取 1 mL经 0.22 μm滤膜过滤后，利用 GC-MS检测。初始温度

40 ℃，以 10 ℃·min−1 升至 240 ℃ 并保持 2 min，后以 5 ℃·min−1 升至 260 ℃ 并保持 1 min，再以

3 ℃·min−1 升至 300 ℃。质谱的采集方式为全扫描。

 1.7    邻苯二酚双加氧酶酶活测定

将菌株 P7接入 PYR降解培养基中，于 30 ℃ 振荡培养 10 d后离心,收集沉淀菌体。用磷酸盐缓

冲液将菌体重悬后，在冰浴中超声破碎，4 ℃ 下冷冻离心，离心速度为 10 000 r·min−1，取上清液作

为粗酶液。以接种前的菌株的粗酶液作为对照。蛋白含量用 Bradford法测定。

采用紫外分光光度法，测定菌株的酶活力。测定体系为 0.2 mL粗酶液、2.4 mL磷酸缓冲液、

0.4 mL 20 μmol·L−1 邻苯二酚溶液，混合均匀后，37 ℃ 水浴加热反应。邻苯二酚 2,3-双加氧酶酶活

测定：反应 30 min后，测定反应液在 375 nm波长光吸收的增加值。邻苯二酚 2,3-双加氧酶活单

位：在 30 ℃ 时，每分钟生成 1 μmol·L−12-羟基粘糠半醛所需的酶量[17]。

 1.8    基因组组装及测序

对收集好的样品进行 DNA的提取，并对抽提的样品送往科学指南针公司进行检测。采用试剂

盒说明书中的标准 Illumina TruSeq Nano DNA LT文库制备实验流程构建所需的基因组上机文库。本

研究将拼接的而得的序列与数据库 NR、COG和 KEGG进行比对，得到与给定序列具有最高序列

相似性的核酸或蛋白质，获得对应的注释信息。

 2    结果与讨论

 2.1    菌株 P7的分离和系统发育分析

在青岛小港码头海底沉积物中筛选到一株

高效 PYR降解菌，命名为 P7，P7在富集固体

培养基上的菌落大小为 1~1.5 mm，菌落形态为

规则圆形，不透明并呈现白色，表面湿润，边

缘整齐，只在培养基表面生长，边缘规则，不

向 四 周 扩 散 。 SEM结 果 如 图 1所 示 ， 菌 株

P7呈杆状，长度为 10~20 μm，无鞭毛。通过

相似性比较，根据发育树 (图 2)并结合各个菌

株的菌落形态以及生理生化特征可以得出，菌

 

图 1    菌株 P7的 SEM图

Fig. 1    SEM of strain P7
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株 P7为交替单胞菌 (Alteromonas)。
程晓宇 [18] 等在东海沉积物中也筛选到了 2株未被报道过的具有香草醛降解功能的交替单胞

菌，此类种属细菌在海洋环境中广泛分布，并且绝大部分具有潜在的烃类化合物降解能力。但未

曾有过关于交替单胞菌降解 HMW-PAHs的报道，本文首次筛选分离到了具有 HMW-PAHs降解能

力的海洋交替单胞菌。目前对海洋中 HMW-PAHs的降解菌的筛选研究报道很少。对于 Alteromonas
sp. P7的分离鉴定可以进一步丰富芳烃化合物海洋降解菌库，并可为原位高效修复海洋 PAHs污染

提供菌种储备。

 2.2    PYR降解菌的降解性能

图 3展示了菌株 P7的生长曲线和对 PYR的降解效果。P7菌株在接种入含有 PYR的无机盐培

养基之后 OD600 相对稳定，菌株在此期间逐渐适应营养物质的改变；在第 4 天开始快速增长，

OD600 增加；到第 6天时，细菌的 OD600 值达到最大，为 0.163，且在 5~8 d内基本稳定，9~20 d内

OD600 下降，此时培养基中的底物不足以支撑菌株继续增殖，并且存在死亡现象，培养基中出现的

絮状物可能是死亡菌体与细菌分泌物的混合

体。PYR在前 4 d被消耗地比较缓慢，在 4~12 d
PYR被快速降解，在 12d时 PYR的质量浓度下

降到 10.34 mg·L−1，降解率为 42.5%，之后 PYR
的浓度继续降低，但是降解速度逐渐变慢，培

养到 20 d 时，PYR的降解率为 44.8%。

CAO等 [19] 从中国渤海石油污染的沉积物

中分离出来的 pusillimonas sp. T7-7，对 PYR的

降解率达到 90%。从沙特阿拉伯海湾分离到的

AchroMobacter Xylosoxidans Py4-B，对 PYR的降

解率达到 80%[20]。Novosphingobium 是一种 α-变
形菌属，首次从韩国蔚山湾分离出来， N.

 

图 2    菌株 P7及其近缘菌株的系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic tree showing the phylogenetic positions of strain P7 and related taxa based on
16S rRNA gene sequence analysis

 

图 3    菌株 P7对 PYR的降解及生长曲线

Fig. 3    Degradation and growth curves of PYR by strains P7
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pentaromativorans 可以在 8 d内降解代谢 88.2%~99.9%的 PYR[21]；LYU等 [22] 从蔚山湾的沉积物中分

离出属于该属的另一株 N. pentaromativorans US6-1，其在 36 h内对 PYR的降解率为 31.81% 。与典

型的海洋 PYR降解菌相比，Alteromonas sp. P7对 PYR的降解率相对较低。这可能因为菌株在降解

PYR过程中产生了有毒物质，从而抑制细菌的生长以及进一步降解，菌株在降解终点时的 OD600 值

小于初始值也可支持该结论。

 2.3    环境因子对降解效果的影响

温度不仅能够影响 PYR在水中的溶解度，还能够影响细菌对 PYR降解的相关酶系的活性，进

而影响 PYR的降解性能。如图 4(a)所示，随着温度升高，菌株 P7对 PYR的降解率逐渐升高，且

在 30 ℃ 降解效果最好，降解率为 44.8%。当温度继续上升至 35 ℃，降解率略有下降，在 4 ℃ 和

10 ℃ 的条件下，由于酶活性大幅度降低，导致菌株的降解能力变差。

图 4(b)反映了 PYR初始浓度对于 P7降解率的影响。在 1~10 mg·L−1 内，随着底物浓度的增

加，菌株 P7对于 PYR的降解率增加，当 PYR的初始质量浓度分别为 1、5和 10 mg·L−1 时，P7的

降解率分别为 21.6%、32%、46.3%；随着 PYR浓度的升高，降解率有所下降，PYR的初始质量浓

度为 40 mg·L−1 时，菌株 P7降解率下降为 22.4%。菌株 P7在 PYR质量浓度为 10 mg·L−1 时降解率达

到最大，为 46.3%。PYR浓度过低时，菌株缺少可利用的碳源，导致生长增殖缓慢，降解效果不

佳。而 PYR浓度过高时，细菌代谢过程中可能会产生毒性物质，从而抑制其降解，且部分 PYR不

溶于水难以被细菌所利用。
 

图 4    环境因素对菌株 P7降解 PYR的影响

Fig. 4    Effects of environmental factors on PYR degradation by strains P7
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由图 4(c)可以看出，在不同 pH下，菌株 P7对 PYR的降解率差异较大。在中性和弱碱性条件

下，降解率相对较高，在 pH为 7.0和 8.0时，菌株 P7的降解率分别为 44.8%和 30.7%；酸性条件

下，降解率较低，pH为 4.0和 6.0时，降解率只有 1.8%和 9.5%；在碱性条件下，菌株 P7仍对 PYR
具有降解效果，在 pH为 10.0时 PYR降解率为 11.8%。

盐度在细菌生长的过程中，对调节渗透压平衡起到重要作用，从而影响对 PYR的降解能力[23]。

如图 4(d)所示，菌株 P7耐盐度范围广泛，在 10%~40%的盐度下，对 PYR均有一定的降解作用；

在盐度为标准海水盐度 (35%)时，菌株 P7对 PYR的降解率最高，为 44.8％。菌株 P7的酶活条件和

渗透压等，使其在高盐度下仍具有较高的代谢活性。

 2.4    PYR降解中间产物

通过 GC-MS鉴定了 Alteromonas  sp.  P7降

解 PYR过程中产生的中间代谢产物。由图 5可

见，与空白对照对比，Alteromonas sp. P7的反

应体系中在第 8天后的样品中发现了 3种物

质，保留时间在 12.532、 12.928和 14.039  min
的吸收峰经质谱对比分别为水杨酸、邻苯二甲

酸和 PYR。
水杨酸和邻苯二甲酸的存在说明 Alteromonas

sp. P7对 PYR的降解存在 2条下游途径，分别

为邻苯二甲酸途径及水杨酸途径。多条降解途

径有利于增强降解菌对于 PYR的降解效果，并可以抵制环境的不良影响。

 2.5    邻苯二酚 2,3-双加氧酶活力

PAHs的种类繁多，不同种类微生物，对于 PAHs的降解途径可能存在差异，因此，涉及的酶

种类众多[24-27]。其中，较为常见的有邻苯二酚双加氧酶，该加氧酶以氧作为底物，可以催化裂解邻

苯二酚 (C6H4(OH)2)的芳环 [28]。邻苯二酚双加氧酶根据芳香环的裂解位置分为 2类：邻苯二酚 1,2-双
加氧酶和邻苯二酚 2,3-双加氧酶。邻苯二酚 1,2-双加氧酶催化 2个羟基之间的碳-碳键的氧化，称为

内二醇裂解，产生顺式、顺式-粘康酸。邻苯二酚 2,3-双加氧酶催化 2个羟基外的碳-碳键的氧化，

称为外二醇裂解，产生 2-羟基粘醛[29-30]。

结果表明，Alteromonas sp. P7具有邻苯二酚 2,3-双加氧酶活力，P7在富集培养基增殖后，邻苯

二酚 2,3-双加氧酶活力为 0.231 μmol·(min·mg)−1，经芘诱导后，邻苯二酚 2,3-双加氧酶活力增加到

0.537 μmol·(min·mg)−1。由此可以推测菌株 P7将代谢产物中的水杨酸或邻苯二甲酸氧化为邻苯二酚

后，外断裂邻苯二酚 2,3-双加氧酶对邻苯二酚 2个羟基之旁开环 (间位途径)，形成丙酮酸和乙醛，

最终进入三羧酸循环，从而实现对 PYR的最终降解。

 2.6    基因组组装和基因组组分分析

采用 A5-MiSeq[31] 和 SPAdes[32] 对去除接头序列的测序数据进行从头拼装，构建 contig和

scaffold。拼装好的 Alteromonas  sp.  P7全基因组总序列长度为 4  597  467  bp，GC含量百分比为

44.26%。采用 GeneMarkS软件对细菌基因组的蛋白质编码基因进行预测，P7开放阅读框数量为

4 079，开放阅读框所占碱基数量为 4 003 854 bp，基因编码密度为 0.887基因 ·kb−1。对 P7非编码

RNA进行预测，对于细菌，非编码 RNA(ncRNA)的类型主要为 sRNA、 tRNA和 rRNA，其中

tRNA含量最高，占基因组比例为 0.100 7。非编码 RNA预测的结果见表 1。
1)蛋 白 编 码 基 因 的 COG注 释 分 析 。 eggNOG(COG)是 evolutionary  genealogy  of  genes:  non-

 

图 5    菌株 P7对 PYR降解中间产物的 GC-MS分析

Fig. 5    GC-MS chromatogram of the intermediate products of
pyrene degradation by Alteromonas sp. P7
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supervised orthologous groups的缩写 [33]。构成每

个 eggNOG的蛋白都是被假定为来自于一个祖

先蛋白，并且是直系同源 (orthologs)或者是旁

系 同 源 (paralogs)。 由 图 6可 知 ， 菌 株

Alteromonas sp. P7基因组共注释到 3 556个编码

基因，占总编码基因的 87.22%；其中包含大量

未知功能的基因，说明可以进一步探索和挖掘

这些基因的功能。已知编码功能的基因中，与

信号转导机制功能相关基因最多，有 269个，

占编码基因总数的 6.59%；比较多的富集基因

类群还包括能量产生与转换、氨基酸运输与代谢、复制、重组和修复、细胞壁/膜/包膜生物活性、

无机离子运输有关的基因较多。这可能与 Alteromonas sp.  P7以 PYR为唯一能源进行能量转换

有关。

2)蛋白编码基因的 KEGG注释分析。KEGG(kyoto encyclopedia of genes and genomes)，又称京都

基因与基因组百科全书，是基因组破译方面的数据库。对菌株 Alteromonas sp. P7在 KEGG数据库

共注释到的基因共有 2 093个，占总编码基因的 51.31%。

图 7为菌株 P7的 KEGG谢通路图。对 Alteromonas sp. P7的蛋白编码基因的 KEGG注释分析，

发现其中包含最多的有与遗传信息处理相关蛋白质组群和与信号传导和细胞代谢有关的蛋白质组

群，分别有 616个和 590个；涉及的代谢通路有 1 342个，其中较多的有碳水化合物代谢、氨基酸

代谢、辅助因子和维生素代谢以及能源代谢等类群的相关基因，分别为 284、282、160和 135个。

Alteromonas sp. P7具有 21个参与环境适应的基因，将这部分基因与参与碳水化合物代谢的基因和

参与外源生物降解与代谢过程的基因联系起来研究，可以进一步为阐述 PYR的代谢机理提供有力

证据。

表 1    P7非编码 RNA预测的数据统计

Table 1    Statistical analysis for non-coding RNA
prediction of P7

非编码

RNA类型

拷贝

数量

序列平均

长度/bp
序列总

长度/bp
非编码 RNA 序列总长度

占基因组序列百分比/%

5S rRNA 1 111 111 0.002 4

16S rRNA 1 1 529 1 529 0.033 3

23S rRNA 1 2 878 2 878 0.062 6

tRNA 59 78 4 629 0.100 7

ncRNA 24 167 4 030 0.087 6

 

图 6    COG功能分类图

Fig. 6    Functional classification of COG
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3)蛋白编码基因的 GO注释分析。GO是一个国际标准化的基因功能分类体系，提供了一套动

态更新的标准词汇表来全面描述生物体中基因和基因产物的属性。通过对菌株 Alteromonas sp.
P7的 GO数据库共注释到的基因共有 2 850个，占总编码基因的 69.87%。

同一个基因基于不同的分类标准，会有多种注释。由图 8可见，参与生物过程的基因有

2 688个，最多的是参与细胞氮化合物代谢和生物合成过程的基因，分别有 992和 963个，另外，

参与小分子代谢过程的基因有 732个，参与转运的基因有 537个。拥有分子功能的基因有

2 568个，其中参与离子整合过程的基因占比最大，有 897个，与氧化还原酶活性有关的有

402个，参与 DNA整合的有 331个，与裂解酶活性有关的有 303个。与细胞组分有关的基因有

909个，大部分基因与细胞体有关，共有 897个，与胞内物质相关的有 599个，与细胞质相关的有

457个。

4) PYR降解基因的预测.在微生物代谢降解芳香族化合物时起作用的重要酶为双加氧酶，其原

理是利用空气中的活性因子在芳香化合物的邻位或者间位发生氧化反应，能作用于苯系物、邻苯

二酚以及联苯等物质。不同的双加氧酶对底物并没有专一的选择性，即同一种双加氧酶可以作用

多种底物，如邻苯二酚双加氧酶不仅可以作用于邻苯二酚，而且还可以氧化甲苯。

本研究对交替单胞菌进行了全基因组测序，并将测序结果通过比对各种数据库进行基因功能

注释。根据这些注释筛选出了可能的双加氧和酯酶等相关降解酶。表 2中列出了这些酶蛋白的

ID和序列长度。邻苯二酚代谢是降解天然或人工合成的芳香化合物的重要途径，在该途径中，邻

苯二酚 2,3-双加氧酶和羧基粘康酸内酯脱羧酶酶是主要作用酶，这些酶的编码基因存在于菌株

P7染色体上。

 

图 7    KEGG 统计图

Fig. 7    KEGG statistics
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 3    结论

1)从受船舶用油污染的海底沉积物中筛选分离出 1株 PYR降解菌 P7，经鉴定为交替单胞菌属

(Alteromonas sp.)。当 PYR的初始浓度为 20 mg·L−1 时，Alteromonas sp. P7降解率为 44.8%。

2)菌株 P7降解 PYR的最适 pH为 7~8，最适盐度在 3.0%~3.5%，最适温度为 30 ℃，在 PYR为

10 mg·L−1 时，菌株 P7对 PYR的降解率最高。

3) Alteromonas sp. P7降解 PYR过程中产生的中间代谢产物包括水杨酸和邻苯二甲酸，说明

Alteromonas sp. P7对 PYR的降解存在邻苯二甲酸途径和水杨酸途径。而且 Alteromonas sp. P7具有邻

 

图 8    GO 注释图

Fig. 8    G comment diagram

 

   第 11 期 陈海宁等：海洋芘降解菌Alteromonas sp.P7的降解特性及基因组初步分析 3747    



苯二酚 2,3-双加氧酶活力，由此可以确定 Alteromonas sp. P7是以邻苯二酚为中间代谢物对 PYR进行

降解。

4) Alteromonas sp. P7框架图测序及其编码基因蛋白的功能注释表明，其基因组序列长度 4 597
467 bp，编码基因有 8 164个，平均 GC含量为 44.26%。检索到含有编码芳香环断裂双加氧酶、邻

苯二酚-2,3-双加氧酶、羧基粘康酸内酯脱羧酶等酶的基因。
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Abstract    Using pyrene (PYR) as the sole carbon source, a Marine PYR degrading strain P7 was isolated from
the seabed sediments of an oil-contaminated wharf in Qingdao. The strain P7 was identified as Alteromonas sp.
by morphological observation and 16S rRNA gene sequence analysis. The degradation rate of PYR by strain P7
was 44.8% within 20 days, which was the first report of pyrene degradation by Alteromonas. Phthalic acid and
salicylic  acid  were  identified  as  the  metabolites  by  GC/MS  analysis,  and  catechol  2,  3-dioxygenase  was
produced  during  cell  metabolism.  Therefore,  catechol  was  inferred  in  the  intermediate  products  of  pyrene
degradation  by  Alteromonas  sp.  P7.  Pyrene  was  degraded  by  both  phthalic  acid  pathway  and  salicylic  acid
pathway.  By sequencing the isolated Alteromonas  sp.  P7,  a  genome of  4  597 467 bp was obtained,  and 8 164
coding genes were determined by annotating the gene sequence, with an average GC content of 44.26%. After
comparing  the  sequencing  results  with  the  database  and  retrieving  them,  a  gene  involved  in  the  encoding  of
catechol 2, 3-dioxygenase was found in strain P7.
Keywords    pyrene degrading bacteria; Alteromonas; metabolites; dioxygenase; genome
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