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摘要：【目的】二苯并呋喃(DBF)是研究多环芳烃降解过程的模式化合物，研究其代谢过程和代谢途

径对于阐明多环芳烃的代谢机制有重要意义。【方法】从辽河河口区石油污染土壤中筛选到1个高效降

解DBF的混合菌群DBFC。提取总DNA对菌群的生物多样性进行分析，通过稀释涂布平板法对菌株进

行分离纯化。通过测定OD600的吸收值对混合菌群的最适生长条件进行研究。在最适生长条件下研究

底物浓度、底物谱、营养物质及表面活性剂对菌群降解效率的影响。利用超高分辨质谱检测混合菌群

降解DBF的中间代谢物质，并推测其代谢途径。【结果】生物多样性分析表明该混合菌群的组成为类

芽孢杆菌(84.06%)、无色杆菌(8.17%)、假单胞菌(0.77%)、其他菌株(2.13%)。分离得到苍白杆菌、无

色杆菌、寡养单胞菌和细杆菌。生长测定结果显示苍白杆菌、无色杆菌、寡养单胞菌和细杆菌均不能

在DBF培养基中生长。混合菌群DBFC的最适生长条件为30 °C、pH 8.0。在该条件下，混合菌群DBFC

能将1.0 g/L的DBF在8 d内完全降解。在DBF浓度1.0 g/L条件下，混合菌群DBFC的最大降解速率为 

0.031 mmol/(L·h)。在培养基中添加葡萄糖、酵母粉和蛋白胨能将菌群降解DBF的效率分别提高1.38倍、

1.14倍和1.24倍。在培养基中添加十二烷基磺酸钠或Triton-X-100能够抑制混合菌群降解DBF的效率。

利用超高分辨质谱检测到4种中间代谢物质(2,2′,3-三羟基联苯、2,4-已二烯酸、龙胆酸和水杨酸)，并

推测了DBF代谢途径。【结论】本研究分离到高效DBF降解菌群，该菌群能在碱性(pH 8.0)条件下完全

降解DBF，为该类污染物的原位修复提供优良菌系；利用超高分辨质谱分析得到了DBF降解途径，为

该类物质的混合菌群代谢研究提供了参考。 
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二噁英是二苯并呋喃、联苯、二苯并等的多

氯衍生物，是一种持久性的环境污染物(persistent 

organic pollutants，POPs)，这类化合物具有毒性

大、难降解等特点，能在环境中长期稳定存在。

研 究 表 明 ， 多 氯 二 苯 并 呋 喃 (polychlorinated 

dibenzofuran，PCDFs)能随着灰尘进行转移富集，

在水鸟蛋、羊奶和人奶[1]中检测到 PCDFs 的含量

远高于环境中 PCDFs 的含量。其中二苯并呋喃

(dibenzofuran ， DBF) 是 多 环 芳 烃 (polycyclic 

aromatic compounds，PACs)和多氯二苯并呋喃降

解过程研究的模式化合物之一，同时 DBF 也是 

一种常见的环境污染物，是原油、煤焦油、造纸

废水的重要组成成分。 

常用的 DBF 去除方法有光降解法、化学-电

化学氧化还原法和生物降解法等，其中生物降解

法具有反应条件温和、成本低、操作简单、不会

产生二次污染等优点，是去除环境中 DBF 污染物

的一种理想方法。由于长期暴露在 DBF 污染的环

境中，土著的微生物菌群中会产生能利用 DBF

的酶。目前已从 DBF 污染的土壤中筛选到多株能

够降解 DBF 的菌株，大多数为细菌，少量为真菌。

能 够 降 解 DBF 的 细 菌 主 要 有 Pseudomonas 

fluorescens TTC1[2]、Sphingomonas sp. RW1[3]、

Pseudomonas sp. strain HH69[4]、Sphingomonas sp. 

HH69[5]、Terrabacter sp. DBF63[6]、Brevibacterium 

sp. DPO1361[7]、Pseudomonas putida strain B6-2[8]、

Pseudomonas aeruginosa strain FA-HZ1[9] 、

Rhodococcus sp. strain p52[10]。已有的降解 DBF

菌株主要是单菌。虽然单菌有较高效率，研究方

便，但并不符合自然条件下的真实情况，而混合

菌群相对于单菌更加稳定，并且能够更好地适应

环境，从而实现对污染物的完全降解[11]。 

微生物对 DBF 的降解以好氧为主。早期的研

究发现 DBF 是在联苯降解酶的作用下通过开环反

应被降解[12]；近期研究发现，微生物在双加氧酶

的作用下在苯环上随机引入 2 个氧原子[4–5,8–9,13]。

微生物降解是一个实时动态的过程，在降解过程

中，有的降解产物不稳定，很难用常规的气相色

谱或液相色谱的方法进行检测和鉴定；另外，微

生物代谢是一个连续的过程，一个反应的产物通

常是下一个反应的底物，因此取样时间对检测分

析结果有较大的影响。目前报道的 DBF 代谢途径

大多是通过有限的化合物鉴定推测得到。 

本研究从辽河河口石油污染的土壤中筛选

出一个能以 DBF 为唯一碳源进行生长的混合菌

群，利用生物多样性分析对混合菌群的菌株构成

进行研究，对混合菌群的降解条件进行探索，确

定其最适生长条件，研究了几种辅助营养物质对

降解效率的影响，同时利用超高分辨质谱分析手

段，对休止细胞反应过程中的化合物进行分析，

得到完整的 DBF 降解途径，为环境中 DBF 污染

物的生物修复提供了菌质资源和理论研究基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1 试 剂 ： DBF 、 N,N- 二 甲 基 甲 酰 胺

(dimethylformamide ， DMF) 、 二 苯 并 噻 吩

(dibenzothiophene，DBT)、联苯(diphenyl)、咔唑

(carbazole)、芴(fluorene)、邻苯二酚(catechol)、

龙胆酸(gentistic acid)和水杨酸(salicylic acid)等

试剂均为分析纯，购自阿拉丁试剂有限公司。酵

母粉、葡萄糖和蛋白胨购自生工生物工程(上海)

股份有限公司。所用甲醇和二氯甲烷等有机溶剂
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均为质谱纯度，均购自安捷伦科技有限公司。 

1.1.2  培养基：无机盐-氯化铵培养基(MSMN，g/L)：

K2HPO4·3H2O 12.6，KH2PO4 3.4，Na2SO4 1.0，

MgSO4·7H2O 0.2 ， NH4Cl 1.0 ， 金 属 盐 溶 液       

1 mL，蒸馏水定容到 1 L，pH 8.0、115 °C 灭菌

30 min。 

金属盐溶液(g/L)：CaCl2·2H2O 0.05，CuCl2·2H2O 

0.05，MnSO4·H2O 0.008，FeSO4·7H2O 0.04，ZnSO4 

0.05，Na2MoO4·2H2O 0.1，Na2WO4·2H2O 0.05，

CoCl2·6H2O 0.038 ， MnCl2·4H2O 0.02 ， H3BO3 

0.0124，蒸馏水定容到 1 L[14]。 

DBF 培养基：MSMN 培养基中加入 1.0 g/L 

DBF，DBF 用 DMF 溶解配置(终浓度 25%)。 

LB 液体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母粉

5.0，氯化钠 10.0，蒸馏水定容到 1 L，pH 7.0、

121 °C 高压蒸汽灭菌 20 min。 

LB 固体培养基：LB 液体培养基中添加 2.0%

的琼脂。 

1.2  混合菌群的筛选和鉴定 

称取 5 g 辽河河口湿地石油污染的土壤置于

DBF 培养基中，置于 150 r/min、30 °C 恒温振荡

摇床中培养 5 d，取 5 mL 上清液转移到新的 DBF

培养基中继续培养，重复该过程 8–10 次，得到

混合菌群。 

将菌群稀释涂布于 LB 固体培养基平板上，挑

取单菌落，接种到 LB 培养基中，获得纯的单菌。 

利用基因组提取试剂盒提取混合菌群总

DNA，送至生工生物工程(上海)股份有限公司进

行生物多样性测序分析。 

1.3  菌群生长条件及降解效率 

将菌群以 2%的接种量接种到 DBF 培养基

中，分别置于 25、30、37 °C 摇床中培养，摇床

转速为 150 r/min，每 24 h 取样 1 mL，10000×g

离心 1 min，蒸馏水重悬，用分光光度计测定  

600 nm 处的吸光度值(OD600)，表征微生物的生长

量。每个温度条件做 3 组平行，取平均值，绘制

生长曲线。 

将菌群以 2%的接种量接种到不同 pH (5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0、10.0)的 DBF 培养基中，置

于 150 r/min、30 °C 摇床中培养，每 24 h 取样    

1 mL，测量 OD600 的吸收值绘制生长曲线。每个

pH 条件做 3 组平行，取平均值，绘制生长曲线。 

将菌群以 2%的接种量接种到不同 DBF 浓度

(0.1、0.2、0.5、1.0 g/L)的 DBF 培养基中，置于

150 r/min、30 °C 摇床中培养，每 24 h 取样测定

生长情况，每个反应条件重复 3 次，绘制生长曲

线，并测定培养基中剩余 DBF 的含量并计算降解

效率。 

1.4  混合菌群的底物谱 

将菌群按照 1%的接种量分别接种到联苯(终

浓度 0.6 g/L)、咔唑(终浓度 0.6 g/L)、二苯并噻吩

(终浓度 0.6 g/L)、芴(终浓度 0.6 g/L)、龙胆酸(终

浓度 1.0 g/L)、水杨酸(终浓度 1.0 g/L)、邻苯二酚

(终浓度 1.0 g/L)和 DMF (终浓度 0.6 g/L)的

MSMN 培养基中，每 12 h 取样测定 OD600 的吸收

值，每种底物培养条件做 3 个平行，取平均值用

于表征菌群的生长情况。 

1.5  添加营养物质对混合菌群降解 DBF 的影响 

分别在 DBF 培养基中添加葡萄糖(0.1%，

W/V)、酵母粉(0.1%，W/V)、胰蛋白胨(0.1%，W/V)、

十二烷基磺酸钠(SDS，0.02%，W/V)、Tween-80 

(0.02%，V/V)、Triton-X-100 (0.02%，V/V)，每    

12 h 取样测定 OD600 的吸收值，每个反应重复   

3 次，计算平均值用于表征菌群生长情况。 
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1.6  休止细胞反应 

将菌群接种到 DBF 培养基中培养至对数后

期，8000×g 离心 10 min，收集菌体，超纯水洗涤

菌体 2 次，用超纯水(pH 8.0)重悬至 OD600 为 6.0，

作为休止细胞。加入 DBF (终浓度 1.0 g/L)，在

30 °C、120 r/min 下反应，每 24 h 取样，10000×g

离心 1 min，取上清，加入等体积的甲醇稀释，用

超高分辨液相色谱 -质谱 (ultra-high performance 

liquid chromatography，UPLC-MS/MS)对代谢中

间物质进行分析。 

1.7  检测底物浓度及鉴定代谢中间产物 

紫外全波长扫描法测定 DBF：用二氯甲烷提

取溶液中剩余的 DBF 三次，在 200–900 nm 进行

全波长扫描，DBF 的最大吸收峰为 280 nm，OD280

的吸收峰值变化跟 DBF 浓度呈正相关，可用于表

征 DBF 浓度的变化。 

高 效 液 相 色 谱 (high performance liquid 

chromatography，HPLC)法检测 DBF：高效液相

色谱仪为安捷伦公司的 1100，色谱柱为安捷伦公

司的 Welch Xtimate (4.6 mm×250 mm，5 μm) C18

反向色谱柱，温度为 30 °C，检测器为二极管阵

列检测器，流动相为 30%的甲醇和 70%的超纯水

(V/V)，流速为 1.0 mL/min。 

超高分辨液相质谱仪鉴定代谢中间产物：超

高分辨液相质谱仪为赛默飞科技有限公司的

Orbitrap Fusion Lumos，配有 U3000 HPLC 液相系

统，ESI 离子电离源，三重四级杆检测器、离子

阱检测器和超高分辨(orbitrap)检测器。分析柱为

安捷伦公司的 ZORBAX RRHD Eclipse Plus  

(2.1 mm×100 mm，1.8 μm)色谱柱，进样体积为   

1 μL，流动相为 30%的甲醇和 70%的超纯水

(V/V)，流速为 0.2 mL/min，保留时间为 10 min，

扫描 m/z 50–500 的阴离子和阳离子，并对检测到

的离子利用 HCD 进行二级碎裂得到离子的二级

质谱图。离子源温度为 250 °C。 

HPLC 和 UPLC-MS/MS 的样本制备：收集样

品 1 mL，10000×g 离心 10 min，取上清用甲醇稀

释(1:10，V/V)，0.22 μm 滤膜过滤。 

2  结果和分析 

2.1  混合菌群的筛选与鉴定 

经过连续半年以上的传代(5–7 d 传 1 代)，得

到了一个生长曲线和降解效率稳定的混合菌群

DBFC。混合菌群能够在 DBF 培养基中进行连续

培养，经过 7 d 培养，培养物中 DBF 消失，全波

长扫描和 HPLC 显示并无中间代谢产物积累，证

明 DBF 被混合菌群完全降解。菌群 DBFC 的生物

多样性分析表明菌群中类芽孢杆菌(Paenibacillus 

sp.)占 84.06%、无色杆菌(Achromobacter sp.)占

8.17%、假单胞菌(Pseudomonas sp.)占 0.77%和其

他菌株(unclassified)为 4.87% (图 1-A)。对挑取的

单菌落进行 16S rRNA 基因测序，得到 4 株纯菌，

粉红色菌落对应的菌株为苍白杆菌(Ochrobactrum 

sp.) 、 淡 黄 色 菌 落 对 应 的 菌 株 为 无 色 杆 菌

(Achromobacter sp.)、黄色菌落对应的菌株为寡养

单胞菌(Stenotrophomonas sp.)、白色菌落对应的

菌株为细杆菌(Microbacterium sp.) (图 1-B)。没有

得到生物多样性分析中丰度最高的类芽孢杆菌。

将分离到的苍白杆菌、无色杆菌、寡养单胞菌和

细杆菌分别接种到 DBF 培养基中，测定 OD600，

结果表明分离出的单菌均不能在 DBF 培养基中

生长。将筛选到的 4 株菌等比例混合后接种到

DBF 培养基中，测定 OD600，混合后的菌群也不

能在 DBF 培养基中生长。 
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图 1.  样本物种丰度饼图 2D 图(A)和菌落形态(B) 
Figure 1.  Relative abundance of the most abundant in genus level (A) and colonial morphology (B). 

 
2.2  混合菌群的最适生长条件及降解效率 

按照 2%接种量，初始 DBF 浓度为 0.5 g/L，

在不同温度(25 °C、30 °C、37 °C) MSMN 培养基

中培养菌群 DBFC，检测 DBFC 在不同条件下的

生长情况。在 25 °C 下培养的 DBFC 生长较慢，

在第 9 天达到最大生物量；在 30 °C 条件下 DBFC

的生长速度较快，生物量最大；随着温度的进一

步升高(37 °C)，菌群前期的生长速率较快，但是

最大的生物量变小(图 2-A)。因此，本研究选择

30 °C 作为后续试验的培养温度。 

按照 2%接种量，初始 DBF 浓度为 0.5 g/L，

30 °C 培养条件下，检测 DBFC 在不同 pH 条件下

的生长情况。DBFC 在较宽的 pH (7.0–10.0)范围

内都可以生长，在 pH 为 8.0 和 9.0 条件下菌株生

长最好，其次是 pH 10.0 和 pH 7.0，因此选择 pH 

8.0 的培养条件进行后续试验(图 2-B)。 

 

 
 

图 2.  不同温度(A)和 pH (B)条件下 DBFC 的生长曲线 
Figure 2.  Growth of DBFC at different temperature (A) and pH (B). 
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在 pH 8.0、培养温度 30 °C 条件下，将 DBFC

接种到 MSMN 培养基中，研究底物浓度对 DBFC

生长情况的影响。随着底物浓度的增加，菌液终

OD600 吸收值增加，表明 DBFC 的生物量增加。

DBF 浓度为 1.0 g/L 时，菌液 OD600 的吸收值可达

到 0.7 (图 3-A)。降解速率随着底物浓度的升高而

不断降低，但最终的降解效率都可以达到 100%，

显示出了 DBFC 对 DBF 有较强的耐受和降解能

力(图 3-B)。选择 DBF 浓度为 1.0 g/L 的培养条件

进行后续试验。 

2.3  混合菌群的底物谱 

DBFC 能以 DBF 为唯一碳源进行生长，不能

利用联苯、咔唑、二苯并噻吩、芴、DMF 作为底

物进行生长，在龙胆酸和水杨酸中可以生长，在

邻苯二酚中能进行微弱生长 (表 1)。说明菌群

DBFC 可以利用龙胆酸和水杨酸，推测龙胆酸和

水杨酸可能是菌群 DBFC 降解 DBF 的代谢中间

物质。 

 

 
 

图 3.  DBFC 在不同 DBF 浓度 MSMN 培养基中的生长曲线(A)和降解曲线(B) 
Figure 3.  Growth (A) and degradation rate (B) by DBFC at different concentrations of DBF. 

 
表 1.  混合菌群 DBFC在不同底物下OD600吸收值(培

养时间 4 d) 
Table 1.  The absorption of OD600 by DBFC in 
different substrates after cultivation for 4 days 
Substrates Concentration/(g/L) OD600 

Diphenyl 0.6 0.042±0.011 

Carbazole 0.6 –0.031±0.016 

Dibenzothiophene 0.6 0.031±0.001 

Fluorene 0.6 0.037±0.012 

Catechol  1.0 0.106±0.018 

Gentistic acid 1.0 0.832±0.001 

Salicylic acid  1.0 0.927±0.005 

Dimethylformamid  1.0 –0.021±0.013 

2.4  添加外源营养物质对混合菌群降解 DBF 的

影响 

在 pH 值为 8.0、温度 30 °C、DBF 浓度 1.0 g/L

的培养条件下研究营养物质(葡萄糖、酵母粉和蛋

白胨)和表面活性剂 Tween-80 对 DBFC 生长情况

和对 DBF 降解效率的影响(图 4)。加入葡萄糖、

酵母粉和蛋白胨后，DBFC 生长速度加快，降解

效率提高，到第 3 天降解效率分别提高了 1.38、

1.14 和 1.24 倍(图 4-A)。可能是由于营养物质的加

入使微生物数量增加从而提高了对 DBF 的降解

能力。添加表面活性剂 Tween-80 后，降解速率降 
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图 4.  不同添加物对 DBFC 生长(A)和降解效率(B)的影响 
Figure 4.  Growth of DBFC (A) and DBF degradation by DBFC (B) at different organic and inorganic sources. 

 

低了 1.29 倍(图 4-B)。可能是由于表面活性剂对细

菌的毒性，或者 Tween-80 被优先作为碳源利用。 

2.5  中间代谢产物的鉴定 

利用超高分辨质谱对混合菌群 DBFC 降解

DBF 休止细胞反应中的化合物进行分析，分别

在正离子模式和负离子模式下分析 m / z 为

50–500 的离子峰和二级质谱的离子碎片，然后用

Compound Discovery (CD)软件对收集到的化合物 

进行分析，得到 DBF 代谢相关的离子信息(图 5)，

其中在正离子模式下分析得到 2,2′,3-三羟基联苯

(2,2′,3-trihydroxybiphenyl，m/z 为 203.06781)，负离

子模式下分析得到 2,4-已二烯酸(2,4-hexadienoic 

acid，m/z 为 233.04449)、水杨酸(m/z 为 137.02437)

和龙胆酸(m/z 为 153.01985)。据此，得到混合菌群

DBFC 降解 DBF 的代谢途径(图 6)：DBF 在双加氧

酶作用下发生羟化，进一步开环生成 2,2′,3-三羟基

联苯，加氧生成 2,4-己二烯酸，进一步生成水杨酸

和龙胆酸，然后进入三羧酸循环实现完全转化。 

3  讨论 

已报道的 DBF 降解菌多为单一菌株，跟单 

一菌株相比混合菌群 DBFC 的最大降解速率较 

高。在 DBF 浓度 1.0 g/L 条件下，混合菌群 DBFC

对 DBF 的最大降解速率为 0.031 mmol/(L·h)。菌

株 Ralstonia sp. SBUG290 对 DBF 的最大降解

速率为 0.0029 mmol/(L·h)[15]；菌株 Pseudomonas 

sp. strain C3211 对 DBF 的最大降解速率为  

0.006 mmol/(L·h)[16]；菌株 P. putida B2-6 对 DBF

的最大降解速率为 0.0083 mmol/(L·h)[8]；菌株   

P. areuginosa FA-HZ1 对 DBF 的最大降解速率为

0.025 mmol/(L·h)[9]。混合菌群 DBFC 降解 DBF

的效率高于单一菌株的降解效率，推测可能是由

于菌群中微生物之间存在协同作用。单一菌株中

某一关键酶的表达量或活性不足可能会影响整

个代谢通路的效率，某个中间代谢产物的累积也

可能通过反馈抑制。Wit t i ch 等 [ 1 7 ]研究发现

Sphingomonas sp. RW16 和 Pseudomonas sp. 

RW10 组成的混合菌群能降解含氯二苯并呋喃，

但单一菌株不具备降解能力，两株需要协同作用

完成降解。Prashant 等[18]以氯代水杨酸为唯一碳

源筛选到具有降解 DBF 能力的混合菌群，该混合

菌群中包含 6 株细菌，进一步研究表明菌群中的

Serratia marcescens 具有降解 DBF 的能力。目前

从环境中分离并在实验室进行纯培养的微生物 
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图 5.  利用超高分辨质谱仪检测 DBF 的中间代谢产物 
Figure 5.  Identification of intermediates of DBF degradation by UPLC-MS/MS. A: 2,2′,3-trihydroxybiphenyl; 
B: 2,4-hexadienoic acid; C: gentisic acid; D: salicylic acid. 
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图 6.  混合菌群 DBFC 降解 DBF 的代谢途径 
Figure 6.  The proposed degradation pathway of 
DBF by bacterial consortium DBFC. 

 
还是少数，有大量不可培养的微生物，这些不可

培养微生物中蕴藏有新的代谢途径和代谢基

因。随着测序技术和生物信息学的发展，可以

将环境中所有的 DNA 进行深度测序，不依赖纯

培养分析环境中微生物的群落组成。本研究提

取了混合菌群 DBFC在 DBF培养基中的总 DNA

分析其群落组成，结果表明 DBFC 中主要菌株

为类芽孢杆菌(Paenibacillus sp.)占 84.06%、无

色杆菌 (Achromobacter sp.)占 8.17%、假单胞

菌 ( P s e u d o m o n a s  sp . )占 0 . 7 7 %，其他菌株

(unclassified)为 4.87%。对混合菌群进行单菌分

离，得到 4 株单菌分别为苍白杆菌(Ochrobactrum 

sp.)、无色杆菌(Achromobacter sp.)、寡养单胞菌 

(Stenotrophomonas sp.)和细杆菌(Microbacterium 

sp.)，没有得到类芽孢杆菌的单菌，可能是由于

DBFC 的降解条件为寡营养环境，而实验室筛选

菌株用的培养条件为高营养环境，微生物早期能

够迅速繁殖，但是在此过程中可能会产生群体感

应信号分子或有害物质，这些物质的积累会抑制

部分微生物的生长，进一步抑制其他共生微生物

的生长。目前已报到的 DBF 降解菌株多为红球菌

属、假单胞菌属和无色杆菌属，尚未有类芽孢杆

菌属菌株降解 DBF 的报道。将分离的 4 株单菌分

别接种到 DBF 培养基中均不能生长，推测混合菌

群中菌株可能是通过共同作用完成对 DBF 的降

解，而类芽孢杆菌属的微生物在 LB 条件下生长

无优势或者培养条件不合适。 

不同微生物的生长和降解条件存在较大差

异，菌株 P. areuginosa FA-HZ1 的最适生长和降

解条件为 37 °C、pH 5.0[9]，适宜于酸性环境中

DBF 的降解；菌株 DBF63 的最适生长和降解条

件为 30 °C、pH 7.0[13]，适宜于中性环境中 DBF

的降解；混合菌群DBFC的最适生长条件为 30 °C、

pH 8.0，适宜于偏碱性环境中 DBF 的降解，这跟

辽河河口区纬度高、偏碱性土壤环境条件一致。 

底物浓度对于菌株的降解能力也有较大影

响。底物浓度过低，不能被微生物感应，不足以

激发相关基因的表达，尤其是自然环境中还可能

存在其他更容易代谢的化合物，导致污染物不能

被彻底清除；而底物浓度过高，可能会对微生物

产生毒性，影响微生物的生长和降解。混合菌群

DBFC 在 DBF 浓度从 0.1–1.0 g/L 的范围内均能较

好地生长，对 DBF 的降解效率均为 100%，在  

4–8 d 内彻底降解环境中的 DBF。在微生物代谢

多环芳烃的过程中需要自由电子的帮助，因此添
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加富含自由电子的物质能够提高多环芳烃的降

解效率[19]。另外在原位修复过程中通常会有其他

的底物存在，尤其是容易被微生物利用的碳源可

能会对降解过程产生影响[10]。在培养基中添加葡

萄糖、酵母粉和蛋白胨后，混合菌群 DBFC 对

DBF 的降解速率分别提高了 1.38、1.14 和 1.24 倍，

最终的降解效率仍为 100%，说明混合菌群中的微

生物能够利用这些营养物质进行增殖迅速提高细

菌数量同时不影响对 DBF 的降解能力。DBF 在水

中的溶解性差，提高了降解难度，已有的研究表

明表面活性剂能够提高 PAHs 降解菌的降解效  

率[20]。在培养基中添加 SDS和 Triton-X-100，DBFC

不能生长；在培养基中添加 Tween-80，对混合菌

群的生长几乎没有影响，但是前期抑制了 DBFC

对 DBF 的降解，使其降解速率降低了 1.29 倍，说

明混合菌群优先利用 Tween-80 作为碳源。 

微生物主要是通过加氧途径降解 DBF，即在

双加氧酶的作用下在苯环上随机引入 2 个氧原

子。目前已报道的 DBF 有氧代谢有：菌株

Staphylococcus auriculans DBF63 降解 DBF 的休

止细胞反应中检测到水杨酸和龙胆酸[13]；在菌株

FA-HZ1 降解 DBF 的休止细胞反应中检测到水杨

酸和邻苯二酚 [9]；在菌株 Pseudomonas putida 

strain B6-2 降解 DBF 的休止细胞反应中检测到 

2-烯酸(2-enoic acid)、2-羟基-4-(3′-氧代苯并呋  

喃 -2′- 基 ) 丁 酸 [2-hydroxy-4-(3′-oxobenzofuran- 

2′-yl)butanoic acid]、3-(3′-氧代苯并呋喃-2′-基)丙

酸 [3-(3′-oxobenzofuran-2′-yl)propanoic acid] 、   

3- 羟 基 -3-(3′- 氧 代 苯 并 呋 喃 -2′- 基 ) 丙 酸

[3-Hydroxy-3-(3′-oxobenzofuran-2′-yl)propanoic acid]、

2-(3′-氧代苯并呋喃-2′-基)乙酸[2-(3′-oxobenzofuran- 

2′-yl)acetic acid]、3-羟基-2,3-二氢苯并呋喃-2-羧

酸 (3-hydroxy-2,3-dihydrobenzofuran-2-carboxylic 

acid)和水杨酸(salicylic acid)[8]；菌株 Rahodococcus 

opacus strain SAO101 中检测到水杨酸和邻苯二

酚[21]，根据检测到的中间代谢产物推测其代谢途

径。本研究利用超高分辨质谱仪对休止细胞不同

反应时间的代谢物进行检测，分别收集 m/z 在

50–500 范围内的正负离子，并对其进行二级碎

裂，收集 MS2的离子碎片。利用 CD 软件对 LC-MS

数据进行分析，将已报道的 DBF 降解途径中的化

合物搜索比对，找到 4 个与 DBF 代谢相关的化合

物：2,2′,3-三羟基联苯(阳离子，m/z 为 203.06781)、

2,4-已二烯酸(阴离子，m/z 为 233.04449)、水杨酸

(阴离子，m/z 为 134.024371)和龙胆酸(阴离子，

m/z 为 153.01958)。得到混合菌群 DBFC 降解 DBF

完整的代谢途径：在双加氧酶作用下在 4,4a 位置

引入 2 个氧原子，生成 4,4a-二羟基-二氢二苯并

比呋喃，该化合物非常不稳定，难以被检测到，

进 一 步 转 化 成 2,2′,3- 三 羟 基 联 苯

(2,2′,3-trihydroxybiphenyl) ， 2,2′,3- 三 羟 基 联 苯

(2,2′,3-trihydroxybiphenyl)为黄色，因此培养基会

变成明亮的黄色。2,2′,3-三羟基联苯被氧化开环

生成 2,4-已二烯酸，进一步氧化生成水杨酸和龙

胆酸，进入三羧酸循环被完全降解。 

多环芳烃类污染物是一种重要的环境污染

物，微生物降解是处理该类污染物的有效手段。

DBF 是多环芳烃研究的模式化合物之一，研究其

代谢过程对于阐明多环芳烃代谢机制有重要意

义。本研究从环境中分离 DBF 降解菌群，该菌群

对 DBF 的降解效率高，最大降解速率高于单一菌

株，适用于偏碱性(pH 8.0)环境，通过超高分辨质

谱分析得到完整的 DBF 降解途径，为该类物质的

代谢机制研究提供参考。 
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Abstract: [Objective] Dibenzofuran (DBF) is a highly toxic compounds and widely spread in environment, used as 
a model compound in studying the microbial degradation of polycyclic aromatic compounds. [Methods] A bacterial 
consortium DBFC was isolated from petroleum contaminated soil in Liao River China. The total DNA was 
extracted to analyze the biodiversity of DBFC, and the strain was isolated and purified by plate dilution coating 
method. The optimum growth conditions of mixed bacteria were studied through measuring the absorption value of 
OD600. The effects of substrate concentration, substrate, adding nutrient and surface-active substance on the 
degradation efficiency were studied under the optimum growth conditions. The intermediate metabolites of DBF 
degradation were detected by ultra-high resolution mass spectrometry, and the metabolic pathway was speculated. 
[Results] Microbial diversity analysis showed 84.06% of the strains identified in DBFC were Paenibacillus sp., 
8.17% were Achromobacter sp., 0.77% were Pseudmononas sp., other strains contain only 2.13%. Four strains, 
belong to Ochrobactrum sp., Achromobacter sp., Stenotrophomonas sp. and Microbacterium sp., were isolated. 
Through cultivated in mineral-NH4Cl salt medium adding DBF as the carbon source, the four stains could not grow. 
The optimal growth temperature and pH value was 30 °C and 8.0, respectively. Under optimal conditions, DBFC 
could completely degrade up to 1000 g/L of DBF in 8 days. The maximum degradation rate of DBFC was    
0.031 mmol/(L·h) under 1.0 g/L of DBF. Adding glucose, yeast and peptone, the degradation rate of DBF were 
increased by 1.38, 1.14, and 1.24 fold, respectively. Adding sodium dodecyl sulfonate and Triton-X-100, the 
degradation rate were inhibited; while adding Tween-80, the degradation rate was decreased. Metabolites 
2,2′,3-trihydroxybiphenyl, 2,4-hexadienoic acid, gentisic acid and salicylic acid were identified by ultra-high 
performance liquid chromatography (UPLC). The bacterial consortium DBFC could also use gentisic acid and 
salicylic acid as sole carbon and energy source, which were respondence with the previous results. [Conclusion] 
The bacterial consortium DBFC had high efficient in degrading of DBF under pH 8.0 condition, which could be 
further exploited in situ remediation of polycyclic aromatic compounds contaminated sites. Through UPLC-MS/MS 
analysis, the metabolites were identified, which provides methods and directions for the study of metabolic process 
of the polycyclic aromatic compounds. 
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