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一株柴油高级烃降解菌的筛选与鉴定
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摘 要: 从加油站附近土壤取样，以不同的柴油高级烃为碳源、菌体生物量( OD600 ) 为指示，分离筛选柴油高级烃

降解菌株，同时应用高效液相色谱( HPLC) 、气相色谱-质谱( GC-MS) 分析其降解率以及降解产物。结果筛选到

一株对二苯并噻吩、芳香烃类都具有一定降解效果的菌株 B5，它对二苯并噻吩的降解率为 63. 0%，芳香烃类降

解率为 83. 4%。该菌株能将直链烷烃( 如正十二烷) 的末端羧基化形成羧酸类物质，在实际应用中具有提高油

品润滑性质的潜力。经 16S rＲNA 基因鉴定，该菌株为一株红平红球菌 ( Ｒhodococcus erythropolis) ，并被命名为

Ｒ. erythropolisB5。
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Isolation and identification of a diesel alkanes degrading bacterium
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Abstract: A bacterium with the ability of diesel alkanesdegradation was isolated from the soil sample near
gas station with different diesel alkanes as carbon sources and biomass density ( OD600 ) as indicator．High
performance liquid chromatography ( HPLC) and gas chromatography-mass spectrometry ( GC-MS) were
used to analyzed the degradation efficiency and the degradation products of the bacterium． The isolated
bacterial strain B5 could metabolize and degrade dibenzothiophene and aromatic hydrocarbons，with the
degradation efficiency of 63. 0% and 83. 4% respectively． In addition，the alkyl group at the end of
straight-chain alkanes can be transformed into carboxyl group by the strain through carboxylation，which
potentially helps to enhance the lubricating performance of diesel．Finally，this strain was identified to be
Ｒhodococcus erythropolis by sequencing the 16S rＲNA gene and was named as Ｒ. erythropolis B5．
Keywords: diesel alkanes; straight-chain alkanes; Ｒhodococcus erythropolis; degrading bacterium

汽车工业的发展以及汽车排放标准的日益严

格对我国的车用柴油提出更高的要求。经统计发

现，2016 年我国的柴油表观消费量已高达 1. 633×
108 t［1］。然而，目前我国车用柴油品质不高，主要



问题有: 辛烷值低、含硫量高、部分柴油密度高以及

对芳烃和稠环芳烃的含量尚无限制［2］。日益增长

的柴油消费量和较低的柴油品质已经带来了严重

的环境压力，其中，最为人们所熟知的就是在 2013
年成为年度关键词的“雾霾”［3］。我国在 2003 年出

台的柴油车排放污染防治技术政策中提到国家鼓

励生产优质、低硫、低芳烃柴油新技术和新工艺的

应用［4］。虽然此政策在一定程度上改善了国内柴

油品质，但与世界先进国家的产品质量还有着较大

的差距。
清洁柴油主要表现为柴油低硫、低芳烃及稠环

芳烃等。传统的柴油清洁化方法一般为加氢精制

以及电脱硫，而这些方法将消耗大量的电能以及氢

气［5］。在自然界中，存在着大量可以利用柴油高级

烃( 如直连长烃和芳香烃等) 生长的微生物( 已报道

的超 过 200 种 ) ［6］。其 中，细 菌 有 假 单 胞 菌 属

( Pseudomonas) 、棒杆菌属( Corynebacterium) 等，霉菌

有青霉属 ( Penicillium) 、曲霉属 ( Aspergillus) 等。美

国的天然气研究所( ITG) 在 20 世纪 90 年代成功分

离出一株能有效脱硫的红平红球菌株［7］，该菌株已

被休斯顿的能源公司买断并应用在炼油工业上［8］。
利用此类微生物对柴油进行清洁化处理，不仅能节

省能源，在炼油产业以及车用燃油添加剂方面也会

有广阔的应用前景。
本文中，笔者旨在从土壤中自主筛选分离出一

株柴油高级烃降解菌株，并针对其降解效率及降解

产物进行了初步研究，以期为柴油清洁化工艺提供

基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 土壤样品采集

土壤样品采集自常州邦路加油站及桃园加油

站的储油罐进油口附近，深度为 20 cm。
1. 1. 2 培养基

无机 盐 培 养 基 ( g /L ) : NaCl 24，MgCl2·7H2O
7. 0，NH4Cl 1. 0，KH2PO4 2. 0，Na2HPO4 3. 0; pH 7. 2。

种子 液 培 养 基 ( g /L ) : 蛋 白 胨 10，酵 母 膏 5，

NaCl 10; pH 7. 0。
LB 平板培养基 ( g /L) : 蛋白胨 10，酵母膏 5，

NaCl 10，琼脂 15。
PDA 平板 培 养 基 ( g /L ) : 马 铃 薯 葡 萄 糖 琼 脂

( PDA) 46。

以上培养基均使用高压蒸汽灭菌锅在 121 ℃
条件下灭菌 20 min。

Gibbs 试剂: 取 0. 05 g 2，6-溴苯醌亚胺溶于 50
mL 乙醇，避光低温保存。

HTP 试剂: 吡啶 7 mL、六甲基二硅胺 2 mL、三

甲基氯硅烷 1 mL，混合后－20 ℃保存备用。
1. 1. 3 主要仪器和试剂

培养基所用试剂( 分析纯) ，上海国药集团化学

试剂有限公司; 752S 型紫外可见分光光度计，上海

棱光技术有限公司。E100 型光学显微镜，日本尼康

公司; 色谱工作站为美国 Agilent 1260 系统; GC-MS
系统采用 Thermo Trace GC Ultra-ISQ。
1. 2 菌株筛选

1. 2. 1 初筛

分别称取两个加油站土壤样品各 10 g，加入装有

100 mL 无机盐培养基的锥形瓶中，同时加入体积分

数 1%的 0#柴油( 柴油紫外灭菌 20 min 后用 20 μm 滤

膜过滤) 作为唯一碳源。试样放入摇床 180 r /min、30
℃下培养 7 d，再以之为种子液( 接种量为 1%) ，接入

上述驯化液中，相同添加量下富集培养 2 次。
21 d 后，将培养液依次稀释成 10－9、10－8、10－7、

10－6和 10－5的稀释液，取 10－7、10－6和 10－5稀释倍数

的稀释液 100 μL 涂布于 PDA 平板培养基上，取

10－9、10－8和 10－7稀释倍数的培养液 100 μL 涂布于

LB 平板培养基上，最后将平板放置于 30 ℃ 培养箱

中培养 1～2 d。
从平板上挑取生长旺盛的菌落，分别编号并划

线接种到对应的平板培养基上，30 ℃ 培养 1 ～ 2 d，

再选取单菌落再次平板划线纯化 5 次。将得到的菌

株平板 4 ℃保存，每隔 30 d 转接活化 1 次。
1. 2. 2 复筛

待测菌株种子液制备。将得到的菌株接种至

装有 100 mL 种子液培养基的 250 mL 锥形瓶中，放

入摇床 180 r /min、30 ℃培养 1～2 d，制成种子液。
待测菌株芳香烃降解能力检测。将种子液以

体积分数 1%的接种量加入装有 100 mL 无机盐培

养基的 250 mL 锥形瓶，并加入 0. 22 g 邻苯二酚，放

入摇床，180 r /min、30 ℃培养 7 d，测其 OD600。
待测菌株脱硫能力检测。将种子液以 1%的接种

量加入装有 100 mL 无机盐培养基的 250 mL 锥形瓶，

并加入 0. 01 mmol /L 的二苯并噻吩( DBT) 、5 mL 甘

油，放入摇床，180 r /min、30 ℃培养 7 d，测其 OD600。
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1. 3 柴油芳烃类降解率测定

将培养好的每份菌种种子液以 1%的接种量分

别加入 20 个装有 100 mL 无机盐培养基的 250 mL
锥形瓶中，并以 1%体积分数的 0#柴油作为唯一碳

源，放入摇床，180 r /min、30 ℃ 条件下培养，每天取

出每种菌株的培养液 2 瓶，以 10 mL 石油醚( 30～60
℃ ) 超声振荡萃取 3 min 后，转移到 125 mL 分液漏

斗中，静置分层后将下层溶液收集于原锥形瓶中，

上层溶液则转移到 25 mL 容量瓶中，再向收集到的

下层溶液中加入 10 mL 石油醚，用同样的方式再次

萃取，取上层溶液一并收集到 25 mL 容量瓶中，并加

入石油醚稀释到刻度，混匀，稀释 50 倍后，以石油醚

作为空白，在 250 nm 波长下测定吸光度［9］。
1. 4 邻苯二酚双加氧酶酶活测定

1. 4. 1 粗酶液的制备

将培养到对数期的菌液离心并收集菌体，超声

破碎后取上清液，保存于 4 ℃备用。
1. 4. 2 酶活测定

由于邻苯二酚 2，3-双加氧酶( C23O) 在降解邻

苯二酚时，可以催化邻苯二酚在两个酚羟基的邻位

开环，生成 2-羟粘糠酸半醛，而 2-羟粘糠酸半醛在

375 nm 处有最大吸收峰［10］。测定系统总体积 3
mL，内含 1 μmol 邻苯二酚、2. 8 mL pH 7. 5 K3PO4

缓冲液和 0. 2 mL 粗酶液。在 30 ℃ 条件下反应 1
min 后在 375 nm 处测定吸光度的增加值［11］。酶活

定义: 每分钟在 375 nm 处吸光度增加 0. 001 为一个

酶活单位。
1. 5 二苯并噻吩降解率测定

1. 5. 1 二苯并噻吩的检测方法

二苯并噻吩( DBT) 是柴油中主要的含硫有机物，

在实验中通常也被用作柴油中含硫有机物的模型化

合物。二 苯 并 噻 吩 可 采 用 液 相 色 谱 检 测。以

V( 甲醇) /V( 水) = 90 /10 作为流动相［12］，柱温 25 ℃，

流量 1 mL /min，检测波长 254 nm，进样量 10 μL。
1. 5. 2 降解率测定

将培养好的菌种种子液以 1%的接种量加入装

有 100 mL 无机盐培养基的 250 mL 锥形瓶中，并加

入 0. 01 mmol /L 的二苯并噻吩、5 mL 甘油，放入摇

床，180 r /min、30 ℃下培养 7 d 后，用等体积二氯甲

烷振荡萃取 3 min，随后旋转蒸发去除二氯甲烷，然

后用 10 mL 甲醇溶解，HPLC 检测其含量，并以未加

入菌液、放置 7 d 后的 DBT 为对照，检测其降解率。

1. 6 直链烷烃降解以及降解产物检测

制作 B5 菌株种子液，将其以 1%的接种量加入

装有 100 mL 无机盐培养基的 250 mL 锥形瓶中，并

加入 1 mL 正十二烷，放入摇床 180 r /min、30 ℃ 条

件下培养 7 d 后，用 5 mL 二氯甲烷超声萃取 3 次并

收集下层清液，N2气流下吹干后，加入 1 mL 的 HTP
试剂进行衍生化反应( 120 ℃ 下反应 30 min) ，样品

制备好后运用气质联用( GC-MS) 检测降解产物。
1. 7 菌株鉴定

1. 7. 1 生长曲线测定

将菌株接种于 200 mL 种子液培养基中，放入摇

床，180 r /min、30 ℃条件下培养，每隔 1～2 h 取样测

定其 600 nm 处的吸光值，以时间 ( h ) 为横坐标，

OD600值为纵坐标绘制生长曲线。
1. 7. 2 菌株的 16S rＲNA 基因测序与鉴定

将纯化好的菌株用种子液培养基培养成种子

液后，委托南京金斯瑞生物科技有限公司提取并测

定菌株的 16S rＲNA 基因序列，测序结果在 NCBI 上

进行 BLAST，并与 GenBank 数据库进行相似性分

析，再利用 MEGA 4. 0 软件，采用邻接法( Neighbor-
Joining 法) 构建系统发育树图。

2 结果与讨论

2. 1 菌株筛选的结果

以长期经受柴油污染 /浸润的土壤作为目标，

利用以 0#柴油作为唯一碳源的选择性培养基筛选

并挑取了能以柴油为唯一碳源快速生长的菌株共

22 株。再分别通过以二苯并噻吩、邻苯二酚等为唯

一碳源的选择性培养基进行复筛，最终得到 5 株能

同时利用邻苯二酚以及二苯并噻吩生长的菌株，分

别编号为 A4 和 A9 ( 真菌) ; B5、B6 和 B7 ( 细菌) 。
将 5 株菌多次纯化并镜检后，斜面保存，并制作甘油

菌－80 ℃保存。
2. 2 柴油中芳烃降解率测定结果

测定了 5 株目标菌株对柴油中典型芳烃的降解

率，结果如图 1 所示。由图 1 可知: 所有菌株在 5 d
内都表现出较高的降解率，5 d 后，降解率开始逐渐

下降。这种表现可能是由于 5 d 内，柴油中芳烃的

含量较高，而随着降解时间延长，易降解的芳烃已

经被降解，剩余的芳烃由于结构复杂，降解过程缓

慢，甚至一部分重芳烃无法降解，导致降解率趋于

平缓。而空白样由于柴油中含有的一部分芳烃具

有挥发性，因此在空白对照中，芳烃含量也出现了
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小幅度的减少。总体而言，B5 菌株在 10 d 时间里

面，芳烃含量减少了 83. 4%，明显高于其他 4 株菌

株。与文献报道相比，B5 菌株的芳烃降解率高于马

宏瑞等［13］所筛选出的 Pseudomonas DS-Ⅲ菌株 ( 降

解率为 81. 2%) 和黄磊等［14］所筛选出的 Ｒhodococc-
us erythropolis T7-2 菌株( 降解率为 73. 2%) 。

图 1 柴油中芳烃降解率测定结果

Fig. 1 Degradation rate of bacteria candidates
toward diesel alkanes

2. 3 邻苯二酚 2，3-双加氧酶酶活测定结果

邻苯二酚双加氧酶是芳香烃类开环、降解的关

键酶，能催化邻苯二酚或者邻苯二酚的衍生物在邻

位开环生成粘糠半醛，再经由三羧酸循环( TCA) 将

芳香烃完全代谢。许多芳烃降解菌都具有邻苯二

酚 2，3-双加氧酶基因，并在一定条件下表现出邻苯

二酚 2，3-双加氧酶酶活性［15－17］。
配制 5 株目标菌株的粗酶液并分别测定其邻苯

二酚 2，3-双加氧酶的酶活，结果见图 2。由图 2 可

知: A4 和 B5 菌株表现出较高的比酶活 ( 分 别 为

0. 501 和 0. 521 U /mg) 。综合所筛选菌株对柴油中

典型芳烃降解率，最终选择了 B5 菌株作为进一步

研究对象。虽然所测得的 375 nm 处的吸光度的增

加值仅为孙海波［18］所筛选得到的菌株 3A 的一半，

但所加入酶液的蛋白量也为它的 1 /2 ( 202 mg /L) ，

因此可以推断，B5 菌株的邻苯二酚 2，3-双加氧酶的

比酶活与 3A 菌株相当。
2. 4 二苯并噻吩降解率测定结果

考察菌株 B5 对二苯并噻吩的降解能力，结果

见图 3。由图 3 可知: 菌株 B5 在添加二苯并噻吩的

条件下培养，培养 2～5 d 后对二苯并噻吩表现出较

高的降解率，7 d 后降解率达到 63. 0%。但在降解

处理的 5 d 后，降解率明显下降，可能是由于生成的

降解产物浓度过高抑制了酶的活性。魏玉霞等［19］

研究发现，降解菌株以不同的物质，如葡萄糖、甘油

和乙醇等为碳源的情况下，二苯并噻吩降解率也会

有所不同，后续将就此对 B5 菌株的二苯并噻吩降

解进行进一步的优化研究。

图 2 邻苯二酚 2，3-双加氧酶酶活测定结果

Fig. 2 Enzyme activity of catechol 2，3-dioxygenase

图 3 二苯并噻吩降解曲线

Fig. 3 Degradation curve of dibenzothiophen

2. 5 直链烷烃降解产物测定结果

由于菌株是以柴油为唯一碳源筛选所得，因

此，若要将菌株运用于柴油清洁化工艺上，就必须

考虑菌株是否会连同柴油中的主要成分一起降解

代谢。因此，以十二烷( 柴油中的主要直链烷烃) 为

代表，检测菌株是否会将十二烷降解代谢并检测代

谢产物具有相当的实际意义［20］。经过培养发现，B5
菌株能在以正十二烷为唯一碳源的培养基中生长。
对培养 7 d 后的降解产物进行 GC-MS 分析，结果见

图 4～6。由图 4 ～ 6 可以发现: 9. 05、20. 21 和 25. 58
min 的吸收峰，经质谱比对分别为正十二烷( 图 5) 、
正十二醇( 已硅烷化，图 6) 、正十二烷酸( 已硅烷化，

图 7) ，但未在其中发现更短碳链的烷烃、醇以及酸。
由此可以推断，B5 菌株可以将正十二烷代谢为正十

二醇，并进一步氧化为正十二酸。
传统工艺下生产的低硫、低芳烃的清洁化燃油

在使用中发现因为其中的极性物质的减少，导致了
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图 4 正十二烷 GS-MS 分析

Fig. 4 n-Dodecane analyzed by GS-MS

图 5 正十二醇 GC-MS 分析

Fig. 5 n-Dodecanol analyzed by GS-MS

图 6 正十二酸 GC-MS 分析

Fig. 6 n-Dodecyl acid analyzed by GS-MS

柴油的润滑性下降。而范文琴［21］研究发现添加羧

酸型抗磨剂是解决新配方柴油润滑性差的最有效

方法。Kajdas 等［22］研究发现，在低硫柴油之中，添

加入正十二烷酸后，柴油的润滑性能大大提高，即

便添加剂量低至 50 mg /kg，其检测到的磨斑直径

( WS1. 4 ) 也 可 达 到 203 μm，效 果 相 当 显 著。与

Anastopoulos 等［23－27］的研究结果相比，脂肪酸类的

添加剂相较于脂肪酸单脂化合物、醇醚类化合物、
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酯类化合物以及胺类化合物有着所需含量少，润滑

效果高的明显优势。因此，菌株 B5 代谢产生正十

二酸的特点也可以用来缓解清洁柴油润滑性下降

的问题，以减少、甚至移除新配方柴油外源添加润

滑剂的消耗。在实际应用时，通过对该菌株烷烃羟

化酶系与柴油润滑的关联性进一步深入研究，使菌

株能够更好地改良柴油以适应其润滑性要求，将会

有更理想的效果［28］。
2. 6 菌株鉴定结果

菌株生理生化鉴定结果见表 1，革兰氏染色结

果见图 7。根据图 7 的革兰氏染色结果( B5 菌为革

兰氏阳性菌) 以及表 1 中的生理生化鉴定数据，参

照《常见细菌系统鉴定手册》，初步推断该菌为红平

红球菌。

表 1 生理生化特征表

Table 1 Physiological and biochemical characters of strain B5

生理生化特征 B5 生理生化特征 B5

革兰氏染色 + 牛奶凝固 －

淀粉水解 － 过氧化氢酶 +

酪素分解 － 脲酶 +

尿素水解 + 氧化酶 －

甲基红实验 － 硝酸盐还原 +

V. P．实验 － 葡萄糖产酸 －

明胶液化 － 葡萄糖产气 －

吲哚实验 － 6%NaCl 生长 +

图 7 菌株 B5 的革兰氏染色

Fig. 7 Gram staining of strain B5

菌株 B5 的生长曲线见图 8。由图 8 可以发现:

菌株 B5 生长 8 h 开始进入对数期，23 h 的时候，菌

液浓度不再增加，进入稳定期。提取菌株 B5 对数

生长期细胞的基因组 DNA，送至南京金斯瑞生物科

技有限公司进行 16 S rＲNA 基因序列的扩增及测

序，所获序列上传 GenBank 进行 BLAST 分析，再利

用 MEGA 4. 0 软件，依据 B5 菌株的 16S r ＲNA 基因

序列构建进化树并进行分析，结果见图 9。由图 9
可知，与菌株 B5 同源性最高的菌株是 Ｒhodococcus
erythropolisLC107443，两者 16S r ＲNA 基因序列相

似性达到 99%，因此将 B5 菌株鉴定为一株红平红

球菌，并 命 名 为 Ｒ． erythropolis B5，制 作 甘 油 菌

－80 ℃保存待后续实验使用。

图 8 菌株 B5 的生长曲线

Fig. 8 Growth curve of strain B5

3 结论

从加油站进油口的土壤中筛选分离得到一株

能有效降解柴油高级烃类的菌株 B5，该菌株能在

10 d 内使柴油中芳烃类的含量下降 83. 4%，且能

在 7 d 内，降解柴油中含硫物( DBT) 的降解率达到

63. 0%。同时，该菌 株 可 将 柴 油 中 的 正 构 烷 烃 末

端羧基化生成羧酸，在柴油清洁化过程中，为保证

柴油 润 滑 性 的 新 型 柴 油 的 清 洁 化 工 艺 提 供 了

基础。

26 生 物 加 工 过 程 第 15 卷



图 9 菌株 B5 基于 16S rＲNA 基因序列构建的系统发育树

Fig. 9 Phylogenetic tree based on 16S rＲNA gene sequences of B5 and reference strains
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