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摘要：枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) HBS-4是从油田中分离出来的一株能高效降解有机物萘的菌株。当萘的初始

浓度为100 mg时，该菌株在pH为8.0，温度为40℃下具有较好的降解效果，作用69 h能降解50%以上的萘。通过

HBS-4菌株降解萘的动力学研究，在Williams结构模型的基础上建立了HBS-4作用萘的四组分动力学模型，并用此

模型解释菌株HBS-4在降解萘的过程中，葡萄糖含量、菌液浓度、pH、Eh随时间的变化特征。
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1  引言

    萘 ( NaphthaleIfe)分子式CioH8，结构式 为

《页》 ，易挥发 ，其蒸 汽与空气混合物爆炸极 限为
0.9% - 5.9%，是严 重危害人类健康 的一种有机物。

大量的临床资料证 明：‘长期接触 萘的人 ，易发生喉

癌 、胃癌和结肠癌等癌症 ( Rachel Carson，1964；

吕瑞兰等 ，1997)。 目前有多种治理萘污染的方

法 ，主要有以悬浮态Ti02为催化剂进行 的光催 化降

解萘、干法脱萘 、吸附脱萘以及三级脱萘等方法 。

    近 年来 ，随着 生物 技术 的发展 以及 环保 意

识 的增强 ，利用微生物降解萘的方法越来越受到

重视 ，有关萘及其相关污染物的生物 降解 的微生

物 菌株 的分 离 和鉴定 工作 已取得 了 良好 的进展

( Kleinheinzl et al,  1997;  Lory et al,  1999;  Lu et

al，2002；Yu et aI，2005)。现今已经证明萘及其

衍生物生物降解的两个重要 步骤是脱氯 和开环 ，

在好氧条件下 ，存 在先脱氯后 开环和先开环再脱

氯两种氧化脱氯方式 。这些都 为萘 的微生物降解

提供 了理论依据 ，从 而促进 了萘 的生物 降解技术

的发展与完善 。

2材料与方法
    本次实验选用 的菌种是从油 田中分离 的枯草

芽孢杆菌 (Bacillus subtilis) HBS-4。实验用培养基：

NaCl: 5.0 g;NaN03: 0.5 g;MgS04. 7H20: 0.01

 g；NH4C1: 0.1 g；K2HP04: 2.7 g；牛肉浸膏：1.0
 g；蛋白胨：3.0 g；酵母膏：0.5 g；葡萄糖：3.0 g；

蒸馏水：1000 ml；pH=7.2。
2.1  最佳实验条件的确定

    在三角瓶中加入200 mL普通培养基，并加

入100 mg萘，用稀盐酸调节pH至7.2，灭菌后接
种已活化的菌液l mL，然后分别在30℃，35cC，

40℃，45℃．50℃条件下培养48h后测量该菌株对

萘的降解率。

    配制普通培养基并加入100 mg萘，用稀盐酸
调节pH值分别为6.0，7.0，7.5，8.0，8.5，灭菌后

接种已活化菌液l mL，40℃条件下培养48 h后测量
该菌株对萘的降解率。

2.2 生长曲线的测定

    采用紫外分光光度计在550 nm测定菌液的OD值

  （细菌的光密度，代表细菌的菌液浓度），绘制细

  菌的生长曲线；用酸度计测定细菌生长过程中菌液

  的pH和Eh值，同时选用了紫外分光度计测定葡萄

  糖溶液的吸光度、根据葡萄糖标准曲线计算出实际

  葡萄糖的含量 （瞿礼嘉，1998；沈萍等，2000）。

  2.3 萘的分析检测

    采用了高效液相色谱法测定萘的含量。首先用
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环己烷萃取，将萃取液以层析法通过硅胶柱作预分

离，在以十八烷基硅烷为固定相的液相色谱柱中，

以甲醇／水为流动相，把经预处理过的萘分离成单

个化合物，再用荧光分光检测器测定峰高或峰面

积，最后以外标法进行定量 (王正萍等，2005)。

3 结果与讨论
3.1 生长特征

    枯草芽孢杆菌HBS-4为革兰氏阳性杆菌 (图

1)，大小为 ( 0.7-0.8) p.m×(2.5-4.0)y,m。将

菌株接种于液体培养基，菌液浑浊，有少量白色

絮状沉淀，细胞运动，密度可达108个/mL，最高

可达109个/mL。细胞在对数生长期以单体或成对m

现，在对数生长晚期和稳定期时呈链状和团状m

现。细菌在20-58℃温度范围内生长良好，最佳生

长温度为32-48℃。在pH 5.5-8.5时生长良好 （郝
瑞霞等，2002）。

    图l枯草芽孢杆菌HBS-4的扫描电子显微照片
    Fig.1  SEM photo nf Bacillus subtilis HBS-4

3.2 最佳降解条件的确定

    将枯草芽孢杆菌HBS-4分别在30℃，35℃，

40℃．45℃，50℃温度条件下反应48 h后，得到

了对萘的降解动力学变化曲线。如图2所示 ，温

度上升时，反应速率和生长速率加快，从而萘的

降解率增加 ；但随着温度升高的同时，菌株的蛋

白质、核酸也会被破坏 ，不利于反应的进行：因

此，实验结果得出，在温度40℃时，菌株HBS-4对

萘的降解率最高。

    通过实验测量还得出，枯草芽孢杆菌HBS-4在

    图2温度对菌株降解萘的影响

    Fg.2  Effect of temperature on degradation rati。

pH值分别为6.0，7.0，7.5，8.0和8.5条件下 ，反应

48 h后对萘的降解动力学变化 曲线 （图3）。枯草

芽孢杆菌HBS-4生长的pH范 围为5.5 -8.5，而不 同

的培养基 以及反应条件等都可 能影 响测试结果 。

由图3可以看 出，普通培养基pH=8时枯草芽孢杆菌

HBS-4降解萘的效果相对最佳 ，因而选用pH值8。

    图3 pH值对菌株降解萘的影响
    Fig.3  Effect of pH on degradation ratio

3.3  菌株HBS-4的生长情况

    图4为不加萘时枯草芽孢杆菌HBS-4在生产过

程中的葡萄糖、OD值，pH值和Eh值的变化；图
5为加入萘以后枯草芽孢杆菌HBS-4的生长变化，

以及作用69 h以后的相应萘含量。细菌的生长变

化一般都分为四个阶段：延迟期、对数生长期、

稳定期和衰亡期。当菌体被接入新鲜的培养基

后，在起初的一个培养阶段内，菌体体积增长较

快，但单位体积培养基中的菌体数量并未出现较

大变化，菌株处于对新环境的适应期，生长较为

缓慢，即为延迟期 (Li et al, 2000；马文漪等，

1998)。但由图4和图5代表细菌数目的OD值发

现，细菌生长并未有一个缓慢时期，而是直接迅

速上升直至进入一个生长速率相对稳定的高速生

长阶段。由于接种的细菌是新活化后的菌液，已

经适应了该培养环境，所以观测到的是直接进入



    图4不加萘的枯草芽孢杆菌HBS-4生长变化曲线

Fig.4 The growth curve of Bacillus subtilis HBS-4 without naphthalene

    图5 加入萘的枯草芽孢杆菌HBS4生长变化曲线
Fig.5 The growth curve of Bacillus subI,ilis HBS-4 with naphthalene

了对数生长期，而略去了延迟期。由图中OD值的

变化可以看出，处于对数期的枯草芽孢杆菌，其

细菌数目以1—2—4—8⋯⋯的方式呈几何级数增

长，也即一个枯草芽孢杆菌繁殖田代产生2n个子

代菌体。随着培养时间的延长，生长达到一定阶

段后，生长速率又表现为逐渐降低的趋势，随后

出现一个细胞数目相对稳定的阶段。由图4和图5

可以看出，不加萘的枯草芽孢杆菌在12 h后、加

入萘的在24 h后菌株的生长速率逐渐变慢，但依

旧是呈上升趋势，分别在21 h和36 h的时候趋于平

衡，进入稳定生长期。细菌的生长随着培养基的

耗尽，最终都会进入一个衰老死亡期，由图并没

有看出其衰亡期，说明枯草芽孢杆菌的衰亡期在

69 h以后，因为本文侧重讨论菌株的生长动力学情

况，所以并没有对其后的生长进行探讨。图5a中

萘的含量变化表明，在pH为8，温度为40℃条件下
作用69 h以后萘降解了50%以上。图4与图5对比后

明显看出，萘的存在会抑制枯草芽孢杆菌HBS-4的

生长，加入萘以后菌株HBS-4的生长减缓，对数生

长期持续到24 h，比不加萘的对数生长期晚了12 h

（图4a，图5a）；相应地，葡萄糖的消耗速度、

pH值的降低速度和Eh值的升高速度比不加萘时均
减慢 （图4b，图5b）。图5a中的葡萄糖与萘的变

化趋势并不一致，从中可以得知萘并不是枯草芽

孢杆菌HBS-4的碳源。

3.4 菌株HBS-4降解萘的动力学研究

    根据枯草芽孢杆菌HBS-4降解萘的实验结果可

以看出，菌数的增长与糖消耗之间有一定的时间

差，菌数增长明显呈现滞后，图5a中OD达到最高

值明显的比葡萄糖消耗完全要落后十几小时。因



此，可以认为葡萄糖是先被同化成组分A（合成前

体及RNA组分 ），然后才进一步形成与菌数成正

比的结构组分B。Luthy(1982)等人将枯草芽孢
杆菌的生长过程分为细胞生长与芽孢形成两个阶

段。由于孢子数是根据脱落的芽孢计数的，当菌

数增至最大值后，因芽孢形成后需要一定的时间
才脱落，导致芽孢增长曲线与实际的芽孢形成情

况相比有一定的滞后；又因计数时将芽孢未脱落

时的菌体和正在形成的芽孢计为一个菌体，因此

拟采用考虑了细胞内部物质变化的结构模型来进
行描述 (关雄，1997；苏丹等，2007；Williams．

1967)。Willianms模型是较成熟的结构模型，采

用该模型为基础来描述枯草芽孢杆菌HBS-4降解萘

的动力学能比较真实地反映和揭示生化过程的本

质。其基本假设为：

    (1)细胞被分为两种组分：合成组分A（比

如前体分子和RNA）和结构组分B(比如蛋白质和

DNA)：Cx=CXA+ CXB，其中CX等于I/V，并且是

一个常数，因此d Cx／dt=0。
    (2)组分A由碳源S形成，组分B由合成组分

A形成，即：S--A—B。则反应的速度与底物和细

胞的浓度成正比：1 XA =k Cs Cx。

    由实验结果分析后拟对Willianms结构模型作

出分析与修正，得出枯草芽孢杆菌HBS-4的四组分

结构模型：细胞由三个组分组成，即合成组分A、

结构组分Bl及B2，合成组分A及结构组分Bl的定

义与Willianms的双组分模型一致。结构组分B2由

结构组分Bl转化而来，是指胞内孢子正向孢子转

化的物质。孢子组分C完全从结构组分B2转化得

到，四组分结构模型见图6。

    图6 枯草芽孢杆菌HBS-4的结构模型

    Fig.6 The structure modeI of Bacillus s如“lis HBS-4

    碳源S先转化 为合成组 分A，A的合成速率与

胞外碳源浓度CS及生物相浓度Cx成正比j结构组

分Bl由合成组分A合成 ，Bl的合成速率 与组分A及

Bl的生物相浓度成正 比。结构组分B2由Bl转化得

到 ，B2的生成速率与Bl的浓度成正 比，同时受到

胞外碳 源浓度Cs及胞 内合成组分A的浓度Cx.,的抑

制。孢子C完全 由结构组分B2转化得到 ，C的生成

速率与B2浓度成正 比。单位体积 降解液的细胞数

与结构组分Bl与B2之和成正 比，即结构组分的质

量倍增 时，细胞才会发生分裂。

    根据以上得 出各组分的生成速 率表达式为 ：

    二

    一、x̂= kiCsCx,  '/XBI= k2CXACXBI,一yXC= k4CXBZ

    ．Yxl',2=七，Cxn，／[1+（等 ．CXA+一与 竽 Cs）／K]

    在间歇培养中，生物相第，组分的浓度随时间

的变化可 以表示 为：生生警 盟 ：mv∑1Xj。

    设生物相的 比体积蚕（单位 ：m3/kg）为常数 ，

上式可以重排为：啬 t =g-YXj一击 ．dt-砘 。

    以C表示生物相 中的细胞浓度 ，C表示非生物

相中的浓度 ，它们与表观浓度 C（即包括非生物相

与生物相发酵液总体积 y中 的浓度 ）的关系为：



  dCXB2    k,C 导号~lCXB-k4CXB2

  dt2-+(平 Cx,,+V Cs)/K ‘    ，

  dCXB2    k3CXBI

  一dt一2-可 瓦 +cS)j K -k4CXB2；

  dCxc    dCxc

  'i~:t =k4V-..CXB2，一币c=k。CXB：；

  Cx2 CXA+CXBl+CXB2,CX= CXA+CXBI+CXB2 0

  根据假 设 ，单 位体积发酵液 中的细胞数 Ⅳ与

Bl及B2组分的和成正比，即

  Cn._N =∞罕 (CXB.+CXB2)=CXB1+CXB2.

  令 ，C,,X=p (CXB,+CXB2),p表示 每个结构 单元

的质量 （g/10'2个 ），假设为常数 ，推出：

  dC丛一吉dCXBI+_dCx丝=（羔 七：c、。c。引_七。Cx啦）／po

    df - P dt

    dCxc k4—‰ 2。

  同理 ，对于孢子 ：考≯ ：吉- C,一：万

  在发酵液 中，细胞的体 积与发酵液 总体积相

比很小 ，可以忽略不计 ，因此 ：

弘mvL'V, V V. =1，羔 -m/V -去 。

将 以上各公式合并得出最终动力学公式 为 ：

  Cs一，

  dt一一萼三 Cs Cx，导鲁生=k,CSCX-k2CX,,CXB，／Cx，

  dCXBI    k3CXB,

  _『 =k2CX—CXBl/CX～

    、 1+(CXA+CS)lK '

    dCXB2    k3CXBI

    —dt一-1+(CXA+C,)lK -k4CXB2,

    dCxc

    dt :YsP/X七。CXB2' CnX=主}(CXBI+CXB2),

    1

  Cns=万Cxc。

  以上公式 中：C表示 细胞浓度 ，单位 体积生

物相质量 ，单位 为kg/m3;a。．，a。。，，C。。：，C。。分

别表示细胞A，Bl，B2和C的组分浓度 ，单位体积

生物相质量 ，单位为kg/m3; Cs，Cx，Cx．，CXB．，

CXB2分别表示非生物相底物浓度 、细胞数量 密度 、

A组分表观密度 、Bl组分表观密度和B2组分表观

密度 ，单位体积生物相质量 ，单位为kg/m3; Cs。，

CXBI。，CXB2。分别表示底物 、Bl组分和B2组分表观

密度初值，单位体积细胞质量，单位为kg/m3;七，，
k2，k3，k4，K分别表示底物向A组分生成速率常

数，A组分向Bl组分生成速率常数，Bl组分向B2

组分生成速率常数，B2向芽孢C组分生成速率常

数和底物抑制常数；m表示生物质量，单位为kg;

nX，nS分别表示细胞数量和芽孢数量；yx序，YsP/X
分别表示底物得率常数、相对于菌体量的孢子得

率；1 XA，1XB1，1xB2，1xc分别表示底物向A组分生
成速率，A组分向Bl组分生成速率，Bl组分向B2

组分生成速率和B2组分向芽孢组分生成速率。

    由最终推导公式可以看出葡萄糖 （碳源 ）的

消耗速率与葡萄糖的浓度成正比。随着反应的进

行，葡萄糖逐渐消耗、浓度也相应降低，则其消耗

速率不断降低，由图5a中看出，葡萄糖的降低速率
先是很快，后来则变得比较慢，到最后快消耗完时

降低速率基本趋近于零，变化趋于直线，直至葡萄

糖完全消耗完毕。OD值代表菌数，菌数与结构组
分成正比，而由于芽孢的形成与脱落需要一定的时

间，导致计数时芽孢未脱落的菌数和正在形成的芽

孢是计为一个菌落的，因而也与孢子数相关。降解

过程中，由碳源-÷合成组分-结构组分一孢子组分

的生成过程是连续的，碳源还未消耗完时结合组分

及孢子已经开始生成了。因而枯草芽孢杆菌HBS-4

生长曲线与多种因素相关，应该由几个反应式综合

来考虑其反应速率。反应初期，主要是消耗碳源形

成组分A，同时有少量的结构组分B生成，因而反

应初期菌数较少、生长较慢，为生长的延迟期；随
着反应的进行，碳源逐渐减少结构组分以及孢子增

长加快，从而过渡到了反应的对数生长期。由上述

几个反应关系式，可以看出生长速率是几种物质

(A，Bl，B2，C)浓度的一种关系式，当进行到
一定的阶段时，几种物质逐渐达到一种平衡状态，

使得其生长曲线趋于直线，为反应的稳定期。而组

分C物质的浓度与B2的浓度成正比，而反应进行最

后B2消耗完全，从而反应也逐渐减慢，所以生长

曲线最后为衰亡期。

4结论
    本文通过实验探讨了枯草芽孢杆菌HBS-4生长

变化特征及其降解萘的动力学特征，主要得出以

下结论：



    (1)枯草芽孢杆菌HBS-4降解萘的最佳条件为：

pH=8，温度为40℃，69 h可以降解50%以上的萘。

    (2)萘的存在会抑制枯草芽孢杆菌HBS-4的生

长 ，加入萘以后枯草芽孢杆菌HBS-4的生长减缓 ；

葡萄糖含量降低得明显变慢 ；pH值 的降低速度 和Eh

值的升高速度亦减慢。葡萄糖 、萘的变化趋 势的不

一致表示萘可能不是枯草芽孢杆 菌HBS-4的碳源。

    (3)根据WⅢianms结构模型 ，通过实验分析

修正并建立了枯草芽孢杆菌HBS-4的四组分动力学

结构模型 ，并以此来 解释枯草芽孢杆菌HBS-4降解

萘的过程 。
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          Dynamics of Degrading Naphthalene by Bacillus subtilis

                                                FANG Shi-chun, HAO Rui-xia , LU Zhi-qiang

                                  ( School of Earth and Space Sciences, Peking University, Beijing 100871, China )

Abstract:  Bacillus subiilis HBS-4, isolated from oil, can effectively degrade naphthalene. The research results

indicate:  when the initial concentrations of naphthalene was 100mg/kg, Bacillus subtilis HBS-4 could degrade more

than 50% of naphthalene within 69 hours under pH=8 and 40 cC. Based on the experimental data of Bacillus subtilis

HBS-4, the Williams configuration model was modified, and a dynamic model of degrading naphthalene by strain

HBS-4 was established. The glucose content, OD value, pH and Eh values changed with time, and these changes were

interpreted by the new model.

Key word:  Bacillus subtilis; naphthalene; degradation; dynamics; configuration model


